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            초록
          
        

        
          The purpose of this study was to evaluate antioxidant and dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) inhibitory activities of drone pupae ethanol extract and various fractions. In the DPPH radical scavenging activity, the ethyl acetate fraction (IC50, 559.22±5.01 μg/mL) showed greater antioxidant activity than the other samples (not detected). The IC50 value in ABTS radical scavenging activity ranged from 170.18 to 338.86 μg/mL. The butanol fraction (IC50, 170.18±11.13 μg/mL) was approximately two times stronger than that of the hexane fraction (IC50, 338.86±6.84 μg/mL). The ORAC of the hexane fraction was 14.49 μM TE/g, which was significantly higher than those of the other samples. The DPP-4 inhibitory effect showed IC50 values of 956.87~1491.65 μg/mL and ethyl acetate fraction showed the highest activity. Therefore, the results indicate that drone pupae might be a potential candidate exhibiting antioxidant and DPP-4 inhibitory activity.

        

      

      
        Keywords: 
Edible insect, DPPH, ABTS, ORAC, DPP-4

      

    

    

  
    
      서 론
      양봉은 벌꿀과 같은 양봉산물로 경제적 이윤을 창출하는 동시에 화분 매개를 통한 자연환경 보전과 경관유지에 중요한 역할을 한다는 점에서 양봉산업의 가치는 크다고 할 수 있다. 우리나라에서는 경종 및 타 축산업보다 소자본으로 창농이 가능하고 상대적으로 적은 노동력 투입 등의 장점이 있어 양봉농가는 지속적으로 증가하는 추세이다. 그러나 밀원 대비 봉군수가 매우 높으며 이상기후와 질병에 의한 벌꿀 생산량 감소로 양봉 농가 순소득은 감소하고 있다 (한국농촌경제연구원, 2019). 특히 우리나라 양봉농가 소득의 80% 이상은 벌꿀에 의존하는 매우 단조로운 소득 구조로 양봉농가의 소득안전을 위하여 무한한 시장 잠재력를 갖고 있는 양봉산물의 다양한 고부가가치 실용화 소재 개발 연구가 절실하다.

      미래 식량대책으로 부상한 식용곤충은 주요 영양 섭취원으로 세계적으로 섭취가 되고 있다. 미래 단백질 소비 인원은 증가하는 데 반해, 공급원이 감소하고 있기 때문에 단백질 섭취원의 대체재로써 식용곤충이 각광받고 있다 (van Huis et al., 2013). 따라서 미국과 유럽을 중심으로 식용곤충 시장의 산업수준은 높아질 것이며, 2025년 경 미국과 유럽의 식용곤충 시장규모는 약 33억 달러에 이를 것으로 예상된다 (한국농촌경제연구원, 2017). 세계 곤충산업의 시장규모는 증대되고 있으며 앞으로 최대 수십조 원의 수준으로 급격하게 성장할 것으로 예상되고 특히 곤충자원을 이용한 신소재 개발, 의약품개발 등 곤충을 이용하는 산업의 규모가 지속적으로 성장하고 있다 (FAO, 2013). 국내에서도 곤충산업 육성법을 통해 곤충의 활발한 연구가 진행되고 있으며 2020년 3월 현재 식품공전에는 7종의 곤충인 누에 (Bombyx mori L.), 메뚜기 (Oxya japonica Thungberg), 백강잠 (Beauveria bassiana Vuill.), 갈색거저리 유충 (Tenebrio molitor L.), 흰점박이꽃무지 유충 (Protaetia brevitarsis L.), 장수풍뎅이 유충 (Allomyrina dichotoma L.), 쌍별귀뚜라미 (Gryllus bimaculatus)가 식품원료로 등록되어 있으며, 최근 아메리카왕거저리 유충 (Zophobas atratus) 탈지분말이 한시적 식품원료로 등재된 바 있다 (MFDS, 2016).

      양봉산물 중에서도 수벌은 일벌과 달리 여왕벌과 교미하는 일 외에는 생산적 가치가 낮지만 수벌번데기의 단백질 함량은 51.7%, 조지방 26.1%, 탄수화물 15.8% 그리고 글루탐산을 비롯한 18종의 아미노산, 칼륨 (K)과 인 (P) 등 13종의 미네랄과 비타민 C 등 풍부한 양양소를 갖고 있는 것으로 보고되었다 (Kim et al., 2018). 또한 국내 양봉농가에서 생산한 수벌번데기에서는 중금속과 대장균, 살모넬라 등의 유해미생물에 대해 안전한 것으로 확인되었다 (Choi et al., 2019). 따라서 수벌번데기 (drone pupae)를 식품원료로 이용한다면 경제적 소득 및 식품 소재의 다양화 측면에서 중요한 자원이 될 수 있을 것으로 기대한다.

      미토콘드리아는 생명 유지에 필수적인 에너지 (ATP)를 생산하고 이러한 호흡과정에서 산화 부산물인 superoxide radical (O2-), hydrogen peroxide (H2O2), hydroxyl radical (OH-)과 같은 활성 산소종 (reactive oxygen species)이 발생한다 (Fridovich, 1978). 이러한 활성 산소종은 외부로부터 침입하는 세균을 대식세포가 제거하는 등 생명 유지에 필요한 역할을 담당하고 있으나, 과도하게 생성될 경우 지질, 단백질, 핵산 등을 손상시키고 산화 스트레스 (oxidative stress)를 유발하여 염증과 노화, 암, 당뇨 등과 같은 여러 질병을 야기한다 (Chang et al., 2015; Kang et al., 2016). 이에 활성산소나 radical을 제거하여 질병을 관리하고자 하는 움직임이 활발하고 더불어 항산화제에 대한 관심이 높아지고 있다. 현재까지 개발된 항산화제의 종류로는 tocopherol, carotenoid, flavonoids, 아미노산류 등의 천연 항산화제와 tert-butylated hydroxytoluene (BHT), tert-butylated hydroxyanisol (BHA), tert-butyl hydroquinone 등의 합성 항산화제가 있다 (Jang et al., 2019). 하지만 합성 항산화제는 체내 흡수물질의 독성 및 발암유발 등의 부작용을 초래하여 식품 이용에 제한되고 있다. 반면에 안전하고 항산화 작용이 뛰어난 천연 소재를 발굴하여 항산화제 원료로 이용하려는 연구가 활발히 이루어지고 있다 (Aruoma, 1998). 당뇨병은 활성산소에 의한 질병들 가운데 우리나라 5대 사망원인 중 하나로 전 세계적으로 유병률이 증가할 뿐만 아니라 연령 또한 점차 낮아지고 있어 그 심각성이 대두되고 있다 (Lim et al., 2005). 이전 보고된 연구에서 당뇨환자의 경우 체내 superoxide dismutase (SOD) 효소가 비정상적으로 활성화되고 항산화 물질이 감소되어 산화 스트레스에 노출되어 있음이 확인되었다 (Seghrouchni et al., 2002). 이는 고혈당에 의한 최종당화산물의 생성과 폴리올 경로의 활성 등 여러 기전에 의해 나타나는 산화 스트레스 유발 작용 때문인 것으로 알려져 있고 이렇게 증가된 산화 스트레스는 췌장 베타세포의 기능장애를 일으켜 인슐린 분비이상을 일으키기도 한다 (Kim and Son, 2006). 현재까지 근원적인 치료법은 개발되어 있지 않은 실정이지만 개선을 위한 방안으로 식이요법, 운동요법, 약물요법 등이 병행되어 이루어지고 있다. 혈당강하제 중 DPP-4 inhibitor인 sitagliptin, vildagliptin 등은 소장에서 인크레틴 호르몬 활성을 증가시켜 인슐린 분비를 증가시키고 글루카곤의 분비를 억제하여 혈당을 조절한다 (Lee, 2014). 현재까지 축적된 자료에 근거하면 부작용이 거의 없는 약제이나 angioedema를 포함한 과민반응이 드물게 나타나고 설폰요소제나 인슐린 치료와 병합 시에는 메트포르민 혹은 기타 약제와 병합할 때보다 저혈당 위험이 증가한다고 보고된 바 있다 (Plosker, 2014). 따라서 천연물 소재를 이용한 혈당강하와 항산화 효능 연구는 활성산소종의 생성을 억제하고 당뇨 등 만성 질병을 예방 할 수 있는 중요한 요소가 될 것이다.

      본 연구에서는 수벌번데기의 계통적인 성분분리를 통해 항산화 및 혈당강하 효과를 확인하여 수벌번데기의 다양한 생리활성을 구명하고 기능성 식품소재로의 개발을 위한 기초자료를 제공하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 공시재료
        시료는 2019년에 생산한 17∼23일령의 수벌번데기를 충청남도 청양에 위치한 양봉농가로부터 구입하여 사용하였다. 수벌번데기는 채취 즉시 냉동보관 (-20℃) 하였고 분석시료 제조 방법은 Kim et al. (2019a)에 따라 제조하였다.

      

      
        2. 추출용매별 추출물
        동결건조 한 분말 시료 (2 kg)에 70% 에탄올 (20 L)을 첨가하여 3시간 동안 초음파세척기 (Branson Ultrasonics, 8510, CT, USA)로 추출한 다음 여과지로 불순물을 제거하였다. 여과한 추출물을 rotary vacuum evaporator (Eyela, N-1200A, Tokyo, Japan)로 40℃에서 감압농축하여 추출물을 얻었다. 용매 분획은 극성의 차이를 이용하여 헥산, 에틸아세테이트 및 부탄올 순서로 분획물을 얻었으며, 분리된 각각의 용매 분획물은 상기와 동일한 방법으로 감압농축 하였다 (Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Extraction and fractionation of honeybee drone pupae.
          
          

          

        

      

      
        3. 항산화 효과
        
          1) DPPH radical 소거 활성
          2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical 소거활성 측정은 Brand-Williams et al. (1995)방법을 변형하여 평가하였다. DPPH (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)시약을 에탄올에 녹여 2 mM DPPH 용액으로 만든 후 517 nm에서 흡광도가 1.0±0.02가 되도록 에탄올로 희석하였다. 96 well plate에 농도별 시료 40 μL와 희석된 2 mM DPPH 용액 160 μL를 혼합하여 6분간 상온에서 반응시킨 후 microplate reader (BioSurplus, Spectramax M2, CA, USA)를 이용하여 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 활성 비교를 위한 양성대조군으로 ascorbic acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 사용하였다.

        

        
          2) ABTS+ radical 소거 활성
          2,2ʹ-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radical 소거활성을 이용한 항산화력 측정은	Re et al. (1999) 방법을 변형하여 측정하였다. 7 mM ABTS	(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)와 140 mM potassium persulfate를 혼합하여 암실에서 16시간 이상 방치하여 radical을 형성하였고 실험 직전에 ABTS stock 용액을 734 nm에서 흡광도가 0.7±0.02가 되도록 에탄올로 희석하였다. 이 용액 190 μL에 농도별 시료 10 μL를 가한 후 상온에서 6분간 반응시켜 734 nm에서 흡광도를 측정하였으며, ascorbic acid를 양성대조군으로 사용하였다.

        

        
          3) ORAC 활성
          Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) 분석법은 ORAC antioxidant assay kit (Zenbio, NC, USA)를 사용하였으며, 제조사에서 권장하는 시험법에 따라 진행하였다. ORAC 측정은 microplate reader를 이용하여 485 nm에서 전자가 여기 (excitation)되고 528 nm에서 방출 (emission)되게 조절하여 형광의 광도를 확인하였다.

          ORAC 값은 Fig. 2와 같이 시료첨가구와 대조구의 형광감소곡선 아래의 면적 (area under the curve, AUC)의 차이인 순면적 (net AUC)을 구하였고 검체 1 g당 μM trolox equivalent로 나타내었다 (μM TE/g).

          
            
            

            Fig. 2. 
				
            

            
              Antioxidant activity of tested sample expressed as the net area under the curve (net AUC).
            
            

            

          

        

      

      
        4. 혈당강하 효능
        
          1) DPP-4 저해 활성
          Dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) 저해활성은 DPP4 inhibitor screening assay kit (Cayman chemical, Ann Arbor, MI, USA)를 이용하였으며, 제조사에서 권장하는 시험법에 따라 진행하였다. 즉, 96 well plate에 diluted assay buffer 30 μL, diluted enzyme 용액 10 μL, 농도별 시료 10 μL와 diluted substrate 용액 50 μL를 첨가하고 37℃에서 30분간 반응시킨 다음 excitation 350 nm, emission 450 nm에서 발광정도를 확인하였다.

        

      

      
        5. 통계처리
        모든 데이터는 3회 반복 측정한 후 평균치±표준편차로 나타내었으며, 대조군과 실험군 간의 통계적 유의성에 대한 검증은 Statistical analysis system (SAS enterprise guide, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)프로그램을 이용하여 one way ANOVA법으로 분산분석을 실시하였고 조사항목들 간의 유의성 검정은 Tukey’s의 다중 검정법으로 p<0.05 수준에서 실시하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      Fig. 1과 같이 수벌번데기 건조분말 시료 2 kg을 에탄올로 추출한 후 감압농축하여 추출물 296.9 g (14.84%)을 얻었다. 그리고 여기서 얻어진 추출물 296.9 g을 증류수로 용해시킨 후에 헥산, 에틸아세테이트 및 부탄올 순으로 분획하였다. 그 결과 헥산 분획 54 g (18.18%), 에틸아세테이트 분획 3.41 g (1.14%), 부탄올 분획 28.38 g (9.55%) 및 물 분획 201.22 g (67.77%)을 얻었다. 수벌번데기 분획 중 에틸아세테이트 분획 수율이 1.14% 가장 낮았고 물 분획이 67.77%로 가장 높은 수율을 보였다. 항산화 물질이 전자를 공여할 수 있는 능력을 평가할 때 이용되는 DPPH radical 소거능은 그 측정 방법이 비교적 간단하여 항산화 활성을 탐색할 때 유용하다. DPPH는 특유의 보라색의 안정한 free radical로 항산화 물질에 의해 환원되면서 옅은 노란색으로 변하게 된다 (Lee et al., 2003). 이를 이용하여 수벌번데기 에탄올 추출물 및 분획물의 DPPH radical 소거능을 측정한 결과 (Table 1) 다른 시료들에 비해 에틸아세테이트 분획에서만 559.22±5.01 μg/mL의 IC50 (DPPH의 농도가 50% 감소되는데 필요한 시료의 농도)값을 나타내었으며, 양성대조군인 ascorbic acid와는 유의적인 차이를 나타내었다 (p<0.05).

      
        Table 1. 
				
        

        
          Antioxidant activities of the sample from honeybee drone pupae
        
        

      

      
        
          
            	Sample1)
            	DPPH radical
scavenging activity
(IC50)
            	ABTS+ radical
scavenging activity
(IC50)
          

        
        
          	1 (μg/mL)
          	ND3)
          	259.63±13.00b
        

        
          	2 (μg/mL)
          	ND
          	338.86±6.84a
        

        
          	3 (μg/mL)
          	559.22±5.014,5)a
          	214.22±8.69c
        

        
          	4 (μg/mL)
          	ND
          	170.18±11.13d
        

        
          	Ascorbic acid
(μg/mL)2)
          	10.03±0.22b
          	4.73±0.11e
        

      

      
        
          1)1: Ethanol extract, 2: Hexane fraction, 3: Ethyl acetate fraction, 4: Butanol fraction.
        

        
          2)Ascorbic acid was used as a positive control.
        

        
          3)ND: Not detected.
        

        
          4)All samples were tested in a set of triplicated experiment.
        

        
          5)Different letters (a-e) within the same column differ significantly by tukey’s multiple range test (p<0.05).
        

      

      

      ABTS radical 소거능을 이용한 수벌번데기 에탄올 추출물 및 분획물의 항산화력 분석은 ABTS와 potassium persulfate의 반응으로 생성된 ABTS+ free radical이 항산화물질에 의해 제거되면서 radical 특유의 색인 청록색이 무색으로 탈색되는 원리로서 DPPH radical 소거활성법과 더불어 널리 이용되는 항산화 측정법이다 (Yu et al., 2008). ABTS radical을 50% 저해하는 수벌번데기 에탄올 추출물 및 분획물의 결과를 Table 1에 제시하였다. 에탄올 추출물 IC50 값은 259.63±13.00 μg/mL, 헥산 분획은 338.86±6.84 μg/mL, 에틸아세테이트 분획은 214.22±8.69 μg/mL, 부탄올 분획은 170.18±11.13 μg/mL로 부탄올 분획의 ABTS radical 소거 활성이 가장 높음을 확인할 수 있었다 (p<0.05). 이러한 결과는 DPPH의 경우 free radical을 소거하지만 ABTS는 양이온 radical을 소거하는 방법으로 두 기질과 반응물과의 작용 기전이 달라 활성의 차이를 보이는 것으로 판단된다. 한편, 식용곤충과 관련하여 국내에서 이루어진 생리활성 연구는 식용곤충 전체를 활용하기보다 단백질을 분리하여 활용한 연구가 이루어졌다 (Yu et al., 2017;	Kim et al., 2019). Jang et al. (2019)에 따르면 식용곤충별 alcalase 단백가수분해물의 DPPH radical, ABTS radical 소거활성은 각각 34.4~460.35 μg/mL, 28.15~34.54 μg/mL의 IC50 범위를 나타내어 (p<0.05) 본 연구 결과와 비교하였을 때 전처리 방법이 항산화 활성에 영향을 미치는 것으로 판단된다. 한편, 효소별 쌍별귀뚜라미 단백가수분해물의 DPPH radical 소거활성은 flavourzyme 단백가수분해물이 우수하였고, ABTS radical 소거활성은 neutrase 단백가수분해물에서 활성이 높다고 보고하였다 (Cho et al., 2019). 이는 효소별 저분자 펩타이드의 생산과 가수분해시 생성된 아미노산 종류에 따른 것으로 사료된다.

      ORAC법은 수소전자 전달과 연관하여 2,2ʹ-Azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH)에 의해 생성된 peroxyl radical과 형광 probe가 반응하여 형성된 비형광 생성물의 양이 항산화 물질에 의해 얼마나 감소하는지를 측정하는 원리로서 식품 내 존재하는 hydrophilic 성분과 hydrophobic 성분 모두에 반응하여 응용범위가 넓은 장점이 있다 (Kurihara et al., 2004). Table 2에서 보는바와 같이 ORAC 측정 결과 8.90~14.49 μM TE/g의 값을 나타내었다. 앞선 DPPH 및 ABTS radical 소거활성과 다르게 헥산 분획의 ORAC값이 14.49±0.92 μM TE/g으로 peroxyl radical에 대한 수소원자공여능이 가장 높았고 부탄올 분획이 8.90±0.94 μM TE/g으로 가장 낮았다.

      
        Table 2. 
				
        

        
          ORAC activity of ethanol extract and fractions from honeybee drone pupae
        
        

      

      
        
          
            	Sample1)
            	ORAC (μM TE2)/g)
          

        
        
          	1
          	10.58±1.413,4)b
        

        
          	2
          	14.49±0.92a
        

        
          	3
          	11.85±2.10ab
        

        
          	4
          	8.90±0.94b
        

      

      
        
          1)1: Ethanol extract, 2: Hexane fraction, 3: Ethyl acetate fraction, 4: Butanol fraction.
        

        
          2)TE: Trolox equivalent.
        

        
          3)All samples were tested in a set of triplicated experiment.
        

        
          4)Different letters (a-e) within the same column differ significantly by tukey’s multiple range test (p<0.05).
        

      

      

      DPP-4는 인슐린과 글루카곤 분비를 조절하여 체내 glucose 항상성을 조절하는 인크레틴 호르몬인 glucagon-like peptide-1 (GLP-1)과 glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP)를 분해하여 불활성화 시키는 작용을 한다. 따라서 DPP-4 작용을 차단하고 인크레틴 활성을 증가시키기 위해 DPP-4 억제제가 개발되었고 2006년부터 임상에서 처방되고 있다 (Ahren, 1998; Drucker and Nauck, 2006). 본 연구에서 수벌번데기 에탄올 추출물 및 용매분획물의 DPP-4 억제활성을 분석한 결과는 Table 3과 같다. DPP-4 저해활성은 에틸아세테이트 분획에서 956.87±117.74 μg/mL의 IC50값을 나타내어 활성이 가장 낮은 헥산 분획 (1491.65±188.90 μg/mL)에 비해 약 1.5배 더 활성이 높았다. 에탄올 추출물과 부탄올 분획의 경우 각각 1242.50±148.60 μg/mL, 1196.57±171.78 μg/mL의 IC50값을 보였다. 따라서 수벌번데기 에탄올 추출물 및 분획물은 DPP-4 효소를 저해하여 항당뇨 작용에 기여 할 것으로 판단되나 추후에 어떠한 성분에 의해 DPP-4 저해 기전이 일어나는지에 대한 구체적인 연구가 필요하다고 사료된다.

      
        Table 3. 
				
        

        
          DPP4 inhibitory activities of samples from honeybee drone pupae
        
        

      

      
        
          
            	Sample1)
            	Inhibitory activity on DPP4 (IC50)
          

        
        
          	1 (μg/mL)
          	1242.50±148.603,4)ab
        

        
          	2 (μg/mL)
          	1491.65±188.90a
        

        
          	3 (μg/mL)
          	956.87±117.74b
        

        
          	4 (μg/mL)
          	1196.57±171.78ab
        

        
          	Sitagliptin (nM)2)
          	73.41±3.10c
        

      

      
        
          1)1: Ethanol extract, 2: Hexane fraction, 3: Ethyl acetate fraction, 4: Butanol fraction.
        

        
          2)Sitagliptin was used as a positive control.
        

        
          3)All samples were tested in a set of triplicated experiment.
        

        
          4)Different letters (a-e) within the same column differ significantly by tukey’s multiple range test (p<0.05).
        

      

      

      이러한 결과로 미루어 DPPH radical 소거능과 DPP-4 저해활성은 에틸아세테이트 분획이 높았으나 ABTS radical 소거능은 부탄올 분획, ORAC 활성은 헥산 분획에서 더 높았는데 이는 각 분획물 중에 함유되어 있는 유효성분의 구조가 서로 상이하기 때문으로 추정되며 이를 뒷받침 하기 위하여 각 분획의 유효성분 구명이 필요하다고 판단 된다.

    

    

  
    
      적 요
      꿀벌 수벌번데기의 생리활성 효능을 구명하여 고부가가치 식의약소재로 활용하기 위하여 수벌번데기 용매분획 추출물의 항산화와 혈당강하 활성을 측정하였다. 수벌번데기의 항산화 효능을 알아보기 위하여 DPPH radical 소거 활성 측정은 에틸아세테이트 분획에서만 559.22±5.01 μg/mL의 IC50값을 나타내었다. ABTS radical 소거능은 부탄올>에틸아세테이트>에탄올>헥산 분획 순으로 유의적인 차이를 보였다. ORAC에 의한 항산화 활성을 측정한 결과 8.90~14.49 μM TE/g의 범위를 나타내었고 헥산 분획의 활성이 높은 것으로 확인되었다. 혈당강하 효능은 DPP-4 저해 활성을 측정한 결과 에틸아세테이트 분획 (IC50, 956.87±117.74 μg/mL)이 헥산 분획 (IC50, 1491.65±188.90 μg/mL)보다 약 1.5배 가량 활성이 높은 것으로 나타났다. 이상의 결과들을 종합하여 볼 때 수벌번데기 에탄올 추출물 및 분획물은 용매에 따라 추출되는 유효성분이 서로 상이하여 활성에 차이를 나타내는 것으로 판단되며 추후에 각 분획물의 유효성분 구명에 관한 연구가 진행되어야 할 것이다.
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