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            Abstract
          
        

        
          Spermidine is one of biological amines with various functions such as anti-aging and life extension. This study aimed to analyze content of spermidine in freeze-dried royal jelly and establish an optimal analysis method. This assay was optimized to analyze spermidine in lyophilized royal jelly within 13 minutes using UPLC and evaluated the following performance parameters: linearity, limit of detection, limit of quantification, specificity, accuracy, and precision. The linear range of spermidine was 7.8~125 μg/mL with the correlation coefficient (R2)>0.9998. Limit of detection and limit of quantification were 0.63 and 1.93 μg/mL, respectively. Average recovery of spermidine ranged from 96.6% to 109.8%. The relative standard deviation (RSD) of the intra-day precision and inter-day precision for spermidine were 3.47~4.33% and 4.54~6.77%, respectively. Through this method, it was found that content of spermidine was 131.3±4.9 mg/kg in the freeze-dried royal jelly. This study revealed that this validated method was suitable for spermidine determination and it can be used as basic data in further studies on the bioactivity of spermidine.
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      서 론
      일반적으로 생체아민은 살아있는 세포 내에서 다양한 생리활성을 수행하는 저분자량의 유기질소 화합물을 말하며, 세포 내 아미노산의 탈탄산 작용 (decarboxylation)이나 아미노기 전이작용 (transamination) 등에 의해 생성되는 대사산물이다 (Harro and Oreland, 2001; Clark and Camargo, 2007; Kim et al., 2011). 이러한 생체아민은 세포 내 생합성을 통해 공급이 가능하지만 상당 부분 음식을 통한 외부 공급원으로부터 흡수되기 때문에 천연 생체아민의 섭취가 중요하다 (Zoumas-Morse et al., 2007; Ali et al., 2011; Comas-Basté et al., 2019). 특히 식품에 존재하는 생체아민 중 하나인 spermidine의 경우에는 노화 방지에 있어 우수한 효과를 갖는다고 알려져 있으며 (Eisenberg et al., 2009; Eisenberg et al., 2016; Madeo et al., 2019), 최근 일부 문헌에서는 spermidine이 수명 연장에 기여한다고 보고하였다 (Madeo et al., 2018). 나이가 들어감에 따라 혈청과 혈액에서의 spermidine 수치가 감소하였으며 (Pucciarelli et al., 2012; Pekar et al., 2020), 여러 조직에서 또한 노화와 spermidine을 비롯한 생체아민의 수치가 서로 연관성이 있음을 동물 실험을 통해 확인하였다 (Nishimura et al., 2006).

      로열젤리는 사람의 정액에서 유래된 spermidine과 유사하게 특유의 비릿한 향을 갖는 유백색의 물질로 봉군 내의 어린 유충을 비롯한 여왕벌 유충의 먹이로 사용된다 (Moritz et al., 2012). 이러한 로열젤리를 평생 섭취하는 여왕벌은 일벌의 40배가 넘는 수명을 갖는 것으로 알려져 있다 (Viuda-Martos et al., 2008). 이러한 이유로 로열젤리 또한 장수의 목적으로 많이 섭취하고 있으며, 수명 연장 효능에 관한 다양한 연구가 진행되었다 (Inoue et al., 2003; Kunugi et al., 2019). 로열젤리의 지속적인 섭취 유무는 여왕벌이냐 일벌이냐를 결정하는 중요한 요인으로 작용하며, 이러한 측면에서 보면 생식과 연관성이 있다고 생각되어진다. 마찬가지로 spermidine 또한 정자에서 유래된 물질로 생식과 직접적인 연관이 있는 물질이다.

      그래서 본 연구를 통해 로열젤리 내에 존재하는 spermidine의 함량을 분석하고자 하였으며, 이를 위한 분석법을 확립하고 검증하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 공시 시료
        분석시료로 사용된 로열젤리는 2021년에 경상남도 진주의 로열젤리 생산농가에서 채집된 생로열젤리를 구입하여 동결건조 후 실험에 사용하였으며, 모든 시료는 -20℃에서 냉동보관하였다.

      

      
        2. 시약
        표준품으로 이용된 spermidine trihydrochoride는 Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA) 제품을 사용하였다. Spermidine 추출을 위해 5% TCA (trichloroacetic acid)를 이용하였으며, 표준품인 spermidine trihydrochoride는 1 mg/mL 농도로 0.1 N 염산에 녹여 필요한 농도로 희석하여 사용하였다. 분석용 용매로는 HPLC 등급의 acetonitrile (Merck, Darmstadt, Germany)과 water (Honeywell Burdick & Jackson, Ulsan, Korea)을 사용하였다.

      

      
        3. 유도체화 용액제조
        Spermidine의 유도체화를 위해 375 mg dansyl chloride (Sigma-Aldrich, St. Loius, MO, USA)를 50 mL acetone (Merck, Darmstadt, Germany)에 녹여 사용하였으며, 50 mL 3차 증류수에 4 g sodium bicarbonate (Sigma-Aldrich, St. Loius, MO, USA)를 녹여 포화상태의 sodium bicarbonate 용액을 제조하였다. 100 mg L-proline (Sigma-Aldrich, St. Loius, MO, USA)을 3차 증류수에 녹여 10% L-proline 용액을 제조하였다.

      

      
        4. Dansyl chloride 유도체화
        Spermidine 분석은 생체아민 분석을 위해 가장 널리 이용되는 dansyl chloride를 이용한 유도체화를 통해 분석하였다 (de Figueiredo et al., 2015). 동결건조 로열젤리 3 g을 5% TCA 20 mL를 이용하여 30분간 추출한 후에 원심분리기 (Hanil science, Daejeon, Korea)를 이용하여 상등액만을 취해 실험에 이용하였다. 로열젤리 추출액과 spermidine 표준용액 100 μL를 dansyl chloride 용액 400 μL와 sodium bicarbonate 용액 200 μL와 혼합하여 60℃에서 호일로 감싸 빛을 차단하여 10분간 반응시켜 유도체화를 실시하였다. 유도체화된 용액에 L-proline 용액 100 μL를 첨가하여 혼합후 4℃, 13000 rpm 속도로 10분간 원심분리하였으며, 상등액만을 취하여 질소농축기 (Caliper life science Inc, MA, USA)를 이용하여 농축하였다. Spermidine 분석을 위해 농축된 시료에 acetonitrile 1 mL를 첨가한 후 0.2 μm syringe filter에 걸러낸 후 분석에 이용하였다.

      

      
        5. UPLC 분석조건
        분석을 위한 UPLC 기기는 Waters (Minneapolis, MN, USA)사의 ACQUITY UPLC I-class 모델을 사용하였으며, 분석조건은 Table 1과 같았다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Chromatographic conditions for analysis of spermidine in freeze-dried royal jelly
          
          

        

        
          
            
              	Item
              	Condition
            

          
          
            	Column
            	Halo C18 (2.1×100 mm, 2.0 μm)
          

          
            	Flow rate
            	0.25 mL/min
          

          
            	Column temperature
            	20℃
          

          
            	Injection volume
            	2 μL
          

          
            	Wavelength
            	254 nm
          

          
            	Mobile phase
            	
              
                

                

              

              
                
                  
                    	Time (min)
                    	MeCN (%)
                    	H2O (%)
                  

                
                
                  	0
                  	50
                  	50
                

                
                  	2.6
                  	61
                  	39
                

                
                  	2.9
                  	62
                  	38
                

                
                  	8
                  	75
                  	25
                

                
                  	9
                  	75
                  	25
                

                
                  	13
                  	100
                  	0
                

              

              

            
          

        

        

      

      
        6. 분석법 밸리데이션
        동결건조 로열젤리 내 spermidine 분석법은 식품의약품안전처의 분석법 밸리데이션에 대한 가이드라인에 따라 특이성 (specificity), 직선성 (linearity), 검출한계 (limit of detection, LOD), 정량한계 (limit of quantification, LOQ), 정확성 (accuracy), 정밀성 (precision) 등을 평가하여 검증하였다 (KFDA, 2015). 특이성은 표준용액과 시료용액에서 검출된 지표성분의 UV 흡수스펙트럼 (200~400 nm) 패턴의 일치 여부로 평가하였으며, 직선성은 지표성분을 acetonitrile에 녹인 후 이를 희석하여 7.8, 15.6, 31.3, 62.5, 125.0 μg/mL의 5가지 농도에서 각각 3회 반복실험을 실시하여 검량선을 작성하고, 이에 대한 회귀식을 설정하여 상관계수 (R2) 값이 0.99 이상일 때 직선성을 인정하였다. 검출한계와 정량한계는 표준용액의 검량선을 이용하여 y절편의 표준편차 (σ)와 기울기 (S)에 근거하여 계산하였으며, 검출한계는 3.3 * (σ/S), 정량한계는 10 * (σ/S)로 각각 계산하였다. 정확성은 시료용액에 3가지 농도의 표준용액을 첨가하여 ±10% 범위의 회수율로 평가하였으며, 정밀성은 생체아민류 표준용액의 3가지 농도를 설정하여 일내 (intra-day) 및 일간 (inter-day) 변화를 측정하여 상대표준편차 (relative standard deviation, RSD)를 계산하여 정밀도를 평가하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 최적 분석조건 확립
        일반적으로 spermidine과 같은 생체아민을 분석하기 위해서는 주로 HPLC를 이용하여 유도체화를 통해 분석을 실시한다 (Mantoanelli et al., 2020). 본 실험에서는 동결건조 로열젤리 내에 존재하는 spermidine을 dansyl chloride를 이용하여 유도체화하였으며, UPLC를 이용하여 단시간에 높은 분리능을 갖는 분석법을 확립하고자 하였다. 다양한 용매를 이용하여 가장 높은 추출 효율을 갖는 추출 방법을 선정하였으며, 추출 효율이 우수했던 TCA를 이용하여 30분간 교반을 통한 추출법을 선정하였다 (Mantoanelli et al., 2020). 또한 기기분석을 위해서 컬럼의 종류, 온도, 검출기의 파장대, 이동상 용매 조성 등을 다양하게 하여 최적의 분석조건을 확립하였다 (Table 1). 총 분석시간은 13분으로, 이동상으로 HPLC용 acetonitrile과 증류수를 각각 사용하였으며, 컬럼의 온도를 20℃로 설정하고 254 nm 파장대에서 분석하였을 때 spermidine과 인접한 피크 간에 양호한 분리도를 확인할 수 있었다. 동결건조 로열젤리 내 spermidine의 머무름 시간은 9.553분으로 인접 피크의 간섭 없이 비교적 짧은 시간 동안 높은 분리능을 나타내었다 (Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            UPLC chromatogram of (A) spermidine standard and (B) freeze-dried royal jelly at 254 nm.
          
          

          

        

        Spermidine과 같은 생체아민의 정량적 분석에 관한 연구는 과일, 채소, 빵, 고기 등 다양한 음식에서 보고된 바 있으며 (Bardocz et al., 1993; Ali et al., 2011; Muñoz-Esparza et al., 2019), 와인과 같은 발효주에서도 다양한 연구가 진행되었으나 (Konakovsky et al., 2011) 로열젤리에 존재하는 spermidine의 분석법에 관한 언급은 찾을 수 없었다.

        확립된 UPLC 분석법은 de Figueiredo et al. (2015)이 보고한 HPLC에서 사용되던 방법을 UPLC에 적용하여 분석시간을 단축하고 분리 효율을 높여 spermidine을 검출할 수 있었다.

      

      
        2. 분석법 검증
        
          1) 특이성
          Fig. 2에서 보는 바와 같이 동결건조 로열젤리 내 spermidine 표준품과 동일한 머무름 시간을 갖는 피크가 검출되었으며, 해당 성분의 UV 흡수 스펙트럼 패턴을 비교해본 결과 동일한 패턴을 나타내었다. 이를 통해 확립된 분석방법이 특이성을 나타내는 것으로 확인되었다.

          
            
            

            Fig. 2. 
				
            

            
              Comparison of UV spectrum pattern of (A) spermidine standard and (B) freeze-dried royal jelly for specificity using UPLC method.
            
            

            

          

        

        
          2) 직선성
          동결건조 로열젤리 내 spermidine의 함량을 포함하는 표준품의 농도 구간 (7.8~125.0 μg/mL)을 설정하여 7.8, 15.6, 31.3, 62.5, 125.0 μg/mL의 5가지 농도에서 검량선을 그려 회귀식을 확인한 결과 y=1670.78x-1533.68이었으며, 상관계수 (R2) 값이 0.9998로 높은 직선성을 나타내었다 (Table 2).

          
            Table 2. 
				
            

            
              Measurement of LOD, LOQ and linearity for spermidine derivative
            
            

          

          
            
              
                	Standard
                	Calibration equation (y=Ax+B)
                	LOD
(μg/mL)
                	LOQ
(μg/mL)
              

              
                	Slop (A)
                	Intercept (B)
                	Correlation coefficient (R2)
              

            
            
              	Spermidine
              	1670.78
              	-1533.68
              	0.9998
              	0.63
              	1.93
            

          

          

        

        
          3) 검출한계 및 정량한계
          검량선을 그려 산출한 회귀방정식으로부터 구한 spermidine의 검출한계 값은 각각 0.63 μg/mL와 1.93 μg/mL였으며 (Table 2). 검출한계와 정량한계를 계산하는데 사용된 신호대잡음비는 baseline에 대한 잡음 (noise)과 피크 (peak)의 상대비로 그 값이 낮을수록 해당 표준물이 주어진 조건에서 잘 검출된다는 의미를 나타낸다 (He et al., 2015).

        

        
          4) 정밀성
          직선성을 평가한 농도 범위에서 3가지 농도를 설정하여 일내 (intra-day) 및 일간 (inter-day) 정밀도를 측정한 결과 3.47~4.54%의 상대표준편차 (RSD) 값을 갖는 우수한 정밀성을 갖는 것으로 확인되었다 (Table 3).

          
            Table 3. 
				
            

            
              Precision data of spermidine derivative in freeze-dried royal jelly
            
            

          

          
            
              
                	Standard
                	Conc. (μg/mL)
                	Intra-day
                	
                	Inter-day
              

              
                	Mean±SD
                	RSD (%)
                	Mean±SD
                	RSD (%)
              

            
            
              	Spermidine
              	31.25
              	31.59±1.10
              	3.47
              	
              	29.89±1.36
              	4.54
            

            
              	62.5
              	63.35±2.30
              	3.63
              	
              	62.22±4.21
              	6.77
            

            
              	125
              	127.93±5.54
              	4.33
              	
              	115.05±7.61
              	6.61
            

          

          
            
              Conc.: concentration, SD: standard deviation, RSD: relative standard deviation
            

          

          

        

        
          5) 정확성
          분석시료에 직선성을 평가한 농도 범위 안의 3가지 농도를 첨가한 후 회수율을 확인하여 정확성을 평가한 결과, 회수율이 96.6~109.8%로 측정되었으며, ±10% 미만의 우수한 정확성을 나타냈다 (Table 4).

          
            Table 4. 
				
            

            
              Recovery rates of spermidine derivative in freeze-dried royal jelly
            
            

          

          
            
              
                	Standard
                	Spiked amount (μg/mL)
                	Measured amount (μg/mL)
                	Recovery (%)
                	RSD (%)
              

            
            
              	Spermidine
              	31.25
              	31.4±0.6
              	100.5
              	1.97
            

            
              	62.5
              	68.6±4.5
              	109.8
              	6.59
            

            
              	125
              	120.7±3.5
              	96.6
              	2.93
            

          

          

        

      

      
        3. 동결건조 로열젤리 내 spermidine 함량평가
        확립된 UPLC 분석법을 이용하여 국내에서 생산된 동결건조 로열젤리에서 spermidine의 함량을 분석한 결과 131.3±4.9 mg/kg였으며, 상대표준편차 (RSD) 값은 3.76%로 확인되었다 (Table 5).

        
          Table 5. 
				
          

          
            Contents of spermidine derivative in freeze-dried royal jelly
          
          

        

        
          
            
              	
              	Content (mg/kg)
              	RSD (%)
            

          
          
            	Spermidine
            	131.3±4.9
            	3.76
          

        

        
          
            Conc.: concentration
          

        

        

        Spermidine은 살아있는 세포 내에서 다양한 생리활성을 수행하는 생체아민으로 putrescine, cadaverine, β-phenylethylamine, tyramine, tryptamine, histamine, spermine 등과 같이 식품에서 주로 검출되는 생체아민 중 하나이다 (Halasz et al., 1994). Spermidine은 과일, 야채, 빵, 고기, 치즈 등 다양한 식품에 함유되어 있으며, 치즈나 와인과 같은 발효 음식에 특히 많이 함유되어 있다. Ali 등이 보고한 식품에 존재하는 폴리아민에 대한 데이터베이스를 보면 식품 중 비교적 높은 함량을 갖는 치즈의 경우 100 mg/kg 정도의 spermidine을 함유하고 있었다. 그러나 본 연구에서 이용된 진주 농가에서 생산된 동결건조 로열젤리에는 이보다 높은 함량 (131.3±4.9 mg/kg)의 spermidine이 존재하였다. 특히, 식이요법을 통한 spermidine의 섭취는 뇌 인지기능을 개선할 수 있으며 (Schroeder et al., 2021), 수명을 연장하고 암 발생률을 감소시키는 등 다양한 생리적인 기능을 갖는 것으로 알려져 있다 (Miao et al., 2016; Pietrocola et al., 2019).

        따라서 본 연구를 통해 동결건조 로열젤리 내에 spermidine을 분석하기 위한 분석법을 확립하고 이에 대한 밸리데이션을 실시하였으며, 이를 통해 동결건조 로열젤리 내에 spermidine의 함량이 여타 식품에 비해 높게 존재함을 알 수 있었고, 향후 로열젤리 내 생체아민에 대한 기초자료로서 활용할 수 있을 것으로 기대 되어진다.

      

    

    

  
    
      적 요
      본 연구에서는 동결건조된 로열젤리 내에 존재하는 spermidine의 함량을 분석하기 위해 UPLC를 이용한 분석법을 개발하였다. 본 UPLC 분석법은 Halo C18 (2.1×100 mm, 2.0 μm) 컬럼을 고정상으로, acetonitrile과 증류수를 이동상으로 사용하여 동결건조된 로열젤리 내의 spermidine을 13분 이내에 정량분석이 가능하도록 하였으며, 특이성·직선성·검출한계·검량한계·정밀성·정확성 등의 평가를 통해 분석법을 검증하였다. 확립된 분석법을 통한 분석 결과, 동결건조된 로열젤리 내 spermidine의 함량은 여타 식품에 비해 높게 존재하였으며, 향후 로열젤리의 기능성과 생체아민과의 연관성 등에 대한 기초자료로서 활용할 수 있을 것으로 기대된다.
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