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            초록
          
        

        
          Although edible insects are recognized as excellent protein sources enriched with diverse nutrients, their consumption and utilization remain limited. Cordyceps militaris is a representative entomopathogenic fungus with notable pharmacological activities. Although it is commercially cultivated on rice substrates, insect-based cultivation has been reported to yield higher levels of valuable metabolites such as cordycepin. In this study, the metabolites and the bioactivities of C. militaris were compared by the cultivation on conventional grains and edible insects. Cordyceps was cultivated on rice, barley, and three edible insects such as Protaetia brevitarsis (white-spotted flower chafer), Tenebrio molitor (mealworm), and Gryllus bimaculatus (two-spotted cricket) and both mycelia and fruiting bodies were subjected to metabolite profiling and bioactivity evaluation. The cordycepin content was moderately increased on barley compared to rice but was markedly elevated by approximately 10- to 20-fold when cultivated on insect substrates. Both mycelia and fruiting bodies produced cordycepin, with C. militaris grown on cricket showing 9.2-fold and 22.4-fold higher levels in fruiting bodies and mycelia, respectively, compared to those cultivated on rice. Metabolite profiles also differed significantly between grain and insect substrates, as well as between mycelia and fruiting bodies. Furthermore, anti-inflammatory activity assays revealed that fruiting bodies cultivated on P. brevitarsis exhibited strong efficacy, although variations were observed depending on substrate and tissue types. Therefore, cultivation of C. militaris using edible insects enables the production of high-quality sources enriched with bioactive compounds and represents an important strategy for the utilization of edible insects.
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      식용 곤충은 인류가 오랫동안 식량 자원으로 이용해 온 전통적 식품으로, 필수 아미노산을 포함하는 양질의 단백질 공급원이다. 또한 불포화지방산, 철·아연·칼슘 등의 미네랄, 비타민 B군 등 다양한 영양소를 함유하고 있어 영양학적 가치가 높다.1-3) 최근 기후 위기와 전 세계 인구 증가로 인해 지속 가능한 식량자원 확보가 중요한 과제로 대두되면서, 곤충은 가축에 비해 온실가스 배출량이 낮고 사료 및 물 소비량이 적으며, 사육 공간 효율성이 높다는 점에서 환경적으로 우수한 대체 식품 자원으로 평가받고 있다.4,5) 나아가 곤충 유래 성분은 면역조절, 항산화, 항염증, 항균 등 다양한 생리활성을 보이며, 건강기능식품, 의약품, 화장품 소재로의 활용 가능성이 활발히 시도되고 있다. 그러나 식용 곤충의 영양적·환경적 장점에도 불구하고 심리적 거부감과 특유의 향미는 소비 확산의 주요 장애 요인으로 작용한다. 이러한 한계를 극복하기 위해 곤충을 분말, 단백질 분리물, 추출물 등 다양한 가공 형태로 개발하려는 노력이 이어지고 있다.6-8)

      버섯은 인류의 주요 식량자원으로 오랜 세월 소비되어 왔으며, 최근에는 건강식품으로서의 가치가 부각되며 소비가 증가하고 있다. 또한 다양한 생리활성 물질이 보고됨에 따라 약용 자원으로서도 중요한 위치를 차지한다. 버섯은 품종에 따라 다양한 대사산물을 생성하며 면역조절, 항산화, 항염, 항종양 등의 활성을 보유하고 있어 식의약 및 천연 기능성 소재로서 활용 가치가 높다.9,10) 동충하초(Cordyceps militaris)는 곤충을 기주로 자라는 특이한 생태적 특성을 지닌 약용버섯으로, 건강식품 소재로 이용되어 왔다.11,12) 뛰어난 약리 활성으로 인해 동충하초의 수요와 산업적 응용 연구는 활발히 진행되고 있으나, 자연 상태에서의 희소성과 까다로운 생육 조건으로 인해 자원 확보에 어려움이 따른다. 이에 따라 인공 배양을 통한 동충하초 자원 확보 연구가 활발히 수행되고 있다.13-15)

      현재 동충하초는 경제성과 편의성으로 인해 주로 현미 배지에서 배양·공급되고 있다. 보다 우수한 품질의 동충하초를 확보하기 위한 연구가 진행되고 있으며, 배지 조성 등 배양 조건이 생산성 및 성분 함량에 중요한 영향을 미치는 것으로 보고되고 있다. 특히 곤충을 기주로 자라는 특성을 고려할 때, 식용 곤충을 활용한 배양은 동충하초 생산의 중요한 연구 방향으로 주목받고 있다.16,17)

      동충하초의 다양한 생리활성 중 대표적인 성분인 코디세핀은 항암, 항균, 항염 등의 활성이 보고된 바 있으며, 배양 조건에 따른 함량 변화가 연구되어 왔다.18-20) 최근 연구에서 식용곤충 배지를 이용할 경우 코디세핀 함량이 현저히 증가하며, 이는 곤충 내 특정 지질 성분인 올레인산과 관련성이 있는 것으로 제시되었다.21) 또한 곤충의 종류 및 처리 방식에 따라 동충하초의 생장 속도와 대사산물 조성이 달라지며,16) 곤충 부산물을 활용한 배양은 효소 활성과 기능성 대사산물 생산에 긍정적인 영향을 주는 것으로 보고되었다.23) 따라서 곤충은 동충하초 생육 및 대사산물 생합성에 영향을 줄 수 있는 중요한 소재로 제기되고 있으나 다양한 곤충 배지가 미치는 영향에 대한 연구는 아직 미비한 실정이다.

      이에 본 연구는 산업곤충을 활용한 동충하초 배양을 통해 새로운 자원을 발굴하고, 기능성 물질의 개발 가능성을 탐색하고자 하였다. 다양한 곤충 배지를 활용하여 동충하초를 배양하고 코디세핀의 함량과 대사체를 분석하였으며 항염 효능을 분석하여 곤충산업과 천연물 기반 기능성 산업의 융합을 통해 고부가가치 곤충 유래 제품 개발의 기반을 마련하는 것을 목적으로 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      동충하초의 확보 – 본 연구에 사용된 동충하초(C. militaris)는 2021년 7월 충남 서산에서 채집하였으며, 표본(표본번호 YD2021V01)은 국립농업과학원에 보관되어 있다.

      WA (Water agar)와 PDA (Potato dextrose agar) 배지에 채집한 동충하초의 자실체를 부착하여 배지 표면에 낙하한 자낭포자를 수집하고 자낭포자가 수집된 페트리디시를 24℃에서 2일간 배양한 후 백금구 등을 이용하여 단포자를 분리한 후 SDA (Sabouraud dextrose agar) 배지에 접종 후 24℃에서 36-48시간 배양하였다. 교잡하고자 하는 두 개의 단포자를 분리하여 SDB (Sabouraud dextrose broth) 배지에 넣고 24℃에서 60시간 배양 후, 121℃ 25분 동안 멸균한 곡물 배지에 액체배지에서 배양한 배양액을 접종하였으며 자실체에서 발아가 된 것을 확인하고 추후 배양에 활용하였다.

      동충하초의 배양 – 갈색거저리(Tenebrio molitor) 및 흰점박이꽃무지(Protaetia brevitarsis)는 살아있는 유충을 세척한 후 사용하였으며 쌍별귀뚜라미(Gryllus bimaculatus)는 건조된 성충을 101℃에서 30분 동안 삶은 후 사용하였다. 이렇게 준비한 곤충을 배양병에 넣고 121℃에서 40분간 살균한 후 24℃로 냉각 후 동충하초를 접종하였다.21) 배양 온도 24℃, 상대습도 30%, 조도 500 lx 배양조건에서 10일간 배양하여 균사체를 생성하였으며, 이후 배양 온도 50°C, 상대습도 70-80%, 조도 500 lx 배양조건에서 50일간 자실체를 배양하였다.

      코디세핀 정량 – 동충하초 자실체와 균사체를 분리하여 50℃에서 열풍 건조한 뒤 분말화하고, 시료 약 100 mg에 70% 메탄올 10 mL를 가해 40℃ 초음파 수조에서 60분간 추출하였다. 추출액을 12,000 rpm에서 10분간 원심 분리한 후 상등액을 0.22 μm PTFE 실린지 필터로 여과하여 HPLC (Agilent 1200 series) 분석에 사용하였으며, C18 컬럼(4.6 × 250 mm, 5 μm)과 0.1% TFA 함유 증류수/아세토니트릴(95:5, v/v) 이동상, 유속 1.0 mL/min, 검출 파장 260 nm, 주입량 10 μL의 등용리 조건에서 코디세핀을 분리·측정하였다. Cordycepin 표준용액을 여러 농도로 조제하여 외부 표준 검량 곡선을 작성하고, 시료 피크 면적을 이용해 건조 중량(g)당 코디세핀 함량(μg/g)으로 환산하였다.21)

      대사체 분석 – 동충하초 자실체 및 균사체의 건조 분말로부터 메탄올 추출물을 제조하여 대사체 분석을 수행하였다. UPLC 분석은 Column: ACQUITY UPLC HSS T3 (100Å, 1.8μm 2.1 mm × 100 mm), Flow rate: 0.35 mL/min, Injection vol: 1 μL, Column Temp.: 40℃, Mobile phase: H2O containing 0.1% formic acid (A), Acetonitrile containing 0.1% formic acid (B) 조건에서, QTOF/MS은 Capillary voltage: 2.5 Kv, Scan range: m/z 50·600, Cone voltage: 40 V, Desolvation temp.: 150℃, Ion source temp.: 100℃, Calibrator: 0.5 mM sodium formate, Lock mass: leucine-enkephalin 조건에서 수행하였다.

      항염 효능 측정 – 마우스의 대식세포인 RAW 264.7 세포에 10% FBS DMEM 배지를 넣고 37℃, 5% CO2의 조건 하에서 배양하였으며, 96 well plate에 5 × 104 cells/well의 세포수로 분주하고 24시간 후 동충하초 시료를 25, 50, 100 μg/mL 농도로 처리하였다. 1시간 후 1 μg/mL lipopolysaccharide를 처리한 후 24시간 동안 배양하여 NO의 생성을 유도하였다. 세포의 생존율은 5 mg/mL MTT solution이 10% 포함된 serum-free 배지를 넣고 2시간 동안 배양한 후 배지를 제거하고 DMSO를 넣은 후 ELISA reader를 이용해 540 nm에서 흡광도를 측정하여 평가하였으며 생성된 NO의 양은 배지 상등액을 NO 측정 시약(1% sulfanilamide와 0.1% N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride reagent를 1:1로 섞은 용액)과 1:1로 섞어주고 10분간 상온에 보관한 후 540 nm에서 ELISA 측정하여 NO 생성 억제능을 측정하였다.

      통계처리 – 모든 실험은 3회 반복으로 실시하였고, 그 결과를 평균 ± 표준편차(mean ± SD)로 표시하였다. 통계학적 비교 분석은 one-way analysis of variance (ANOVA)로 처리하였으며, p값이 0.05 미만인 경우에 통계적으로 유의성이 있는 것으로 판정하였다.

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      현미, 보리, 쌍별귀뚜라미, 갈색거저리, 흰점박이꽃무지 배지에서 동충하초의 자실체가 모두 형성되었다(Fig. 1). 코디세핀은 동충하초의 대표적인 생리활성 성분으로, 자실체(fruiting body) 뿐만 아니라 균사체(mycelium)에도 존재하며 배양 조건에 따라 함량 차이가 크게 나타난다. 본 연구에서는 현미, 보리, 그리고 세 가지 식용곤충(흰점박이꽃무지, 갈색거저리, 쌍별귀뚜라미)을 배지로 사용하여 동충하초를 배양한 후 자실체 및 균사체의 코디세핀 함량을 측정하였다(Table I).

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          Morphology of fruiting body and mycelium of C. militaris cultivated on different substrates.
        
        

        

      

      
        Table I. 
				
        

        
          Contents of cordycepin in C. militaris cultivated on different substrates
        
        

      

      
        
          
            	Substrate
            	Cordycepin (μg/g)
          

          
            	Fruiting body
            	Mycelium
          

        
        
          	Brown rice
          	1009.9
          	407.8
        

        
          	Barley
          	2183.6
          	2113.7
        

        
          	
            Protaetia brevitarsis
          
          	3234.8
          	2293.9
        

        
          	
            Tenebrio molitor
          
          	5332.6
          	6583.7
        

        
          	
            Gryllus bimaculatus
          
          	9244.9
          	9132.5
        

      

      

      곡물 배지 중에서는 보리가 현미보다 더 높은 코디세핀 함량을 나타내어, 자실체에서는 2.2배, 균사체에서는 5.2배 증가하였다. 식용곤충을 활용한 경우에는 세 종류 모두 현미보다 유의적으로 높은 함량을 보였다. 자실체 중 코디세핀의 함량은 쌍별귀뚜라미, 갈색거저리, 흰점박이꽃무지에서 배양한 동충하초 순으로 높은 함량을 나타내어 현미 배지에서 배양한 동충하초 대비 각각 9.1배, 5.3배, 3.2배 증가하였다. 균사체에서도 동일한 경향을 보여 각각 22배, 16.1배, 5.6배의 증가가 관찰되었다. 쌍별귀뚜라미 배지에서 배양한 동충하초는 자실체와 균사체 모두에서 가장 높은 수준을 보여, 건조 중량 대비 각각 0.92%와 0.91%의 코디세핀을 함유하였으며 이는 흰점박이꽃무지 배지에서 배양한 것과 비교했을 때 자실체에서 약 2.9배, 균사체에서 약 4.0배 더 높은 수치였다.

      이러한 결과는 동충하초 배양에 있어 기존에 널리 사용되는 현미 배지보다 보리와 같은 대체 곡물이 코디세핀 생산성을 높일 수 있으며 곤충을 배지로 활용할 경우 곡물에 비해 현저히 높은 코디세핀 함량을 확보할 수 있음을 시사한다. 또한 곤충의 종류에 따라서도 큰 차이가 나타나 곤충의 종류 및 성장 단계 등 여러 조건의 최적화 연구를 통해 더욱 우수한 동충하초 소재를 개발할 수 있음을 보여준다. 쌍별귀뚜라미(Gryllus bimaculatus)를 배지로 활용한 경우 자실체 및 균사체 모두에서 가장 높은 함량을 나타내었으며, 이는 현미 배지 대비 각각 약 9.2배 및 22.4배 증가한 수치로, 곤충 배지가 동충하초의 생리적 특성과 높은 적합성을 지님을 시사한다. 선행연구에서 곤충 내 지질 성분, 특히 올레산과 같은 생합성 유도물질 함량은 곤충별로 차이가 있으며 이러한 인자들이 코디세핀 생산에 영향을 주는 것으로 보고하였다.21,22,23) 본 연구에서 수행한 곤충 종류에 따른 코디세핀의 함량은 기존의 연구21)와 다소 차이를 보이며 이는 곤충하초의 균주, 배양 조건 및 곤충의 생육에 따른 조성 등이 영향을 주는 것으로 보이며 추후 이러한 영향 인자의 분석 및 배양조건의 최적화 연구를 통하여 우수한 동충하초의 개발이 가능할 것으로 사료된다.

      동충하초에는 코디세핀 외에도 다양한 대사산물을 함유하고 있으며, 이들이 복합적으로 효능에 기여할 것으로 예상되나 그 성분에 대한 연구는 아직 미비하였다. 이에 현미, 보리, 갈색거저리, 흰점박이꽃무지, 쌍별귀뚜라미 배지에서 배양한 자실체 및 균사체를 대상으로 대사체를 분석하고, 배지 및 부위별 대사체 분포를 비교하였다.

      LC-MS 분석 결과 총 42개의 피크가 확인되었으며, 데이터베이스를 활용한 성분 유추 과정에서 코디세핀과 같은 주요 성분 외에도 다수의 성분을 확인하였다. 그러나 많은 성분이 기존 데이터베이스와 일치하지 않았다(Table II). 이는 곤충 기반 배지에서 배양한 동충하초에 대한 연구가 아직 제한적이며, 관련 대사체 데이터베이스가 충분히 축적되지 않았기 때문으로 판단된다. 따라서 이러한 미확인 성분에 대한 구조 규명 및 생리활성 연구가 필요하다.

      
        Table II. 
				
        

        
          Metabolites identified in C. militaris by LC-MS/MS analysis
        
        

      

      
        
          
            	No
            	
              tR
            
            	Fragment ions (m/z)
            	Chemical formula
(MW)
            	Predicted compound
          

          
            	Positive
            	Negative
          

        
        
          	1
          	0.94
          	252.11([M+H]+), 180.09, 162.08, 136.06
          	250.07([M+H]+), 227.15, 191.02
          	C10H13N5O3 (251)
          	Cordycepin
        

        
          	2
          	1.26
          	166.09([M+H]+), 120.08, 103.05, 91.05, 77.04
          	164.07([M-H]-), 147.04, 129.98, 112.99, 103.06
          	C9H11NO2 (165)
          	Phenylalanine
        

        
          	3
          	1.34
          	467.21([M+H]+), 263.10, 235.11, 192.07, 164.07
          	465.20([M-H]-), 349.15, 207.07, 164.07, 137.02
          	C21H30N4O8 (466)
          	Ustiloxin F
        

        
          	4
          	1.49
          	481.23([M+H]+), 263.10, 235.11, 192.07
          	479.21([M-H]-), 363.16, 304.91, 207.08, 164.07
          	C22H32N4O8 (480)
          	Ustiloxins
        

        
          	5
          	1.73
          	566.28([M+H]+), 357.22, 291.13, 258.14, 224.09
          	564.27([M-H]-), 448.21, 403.16, 355.20, 292.81, 207.07
          	C26H39N5O9 (565)
          	Unknown
        

        
          	6
          	2.01
          	205.10([M+H]+), 170.06, 143.07, 130.06, 118.06
          	203.08([M-H]-), 174.95, 146.97, 129.97, 116.05
          	C11H12N2O2 (204)
          	Tryptophan
        

        
          	7
          	2.94
          	509.26([M+H]+), 305.39, 263.14, 226.92, 192.07
          	507.25([M-H]-), 304.91, 266.01, 225.86, 174.95
          	C24H36N4O8 (508)
          	Unknown
        

        
          	8
          	3.21
          	485.26([M+H]+), 355.19, 311.83, 226.11
          	483.24([M-H]-), 467.86, 345.15, 304.92, 274.89, 225.97
          	C22H36N4O8 (484)
          	Unknown
        

        
          	9
          	3.58
          	710.36([M+H]+), 652.35, 569.32, 485.26
          	708.35([M-H]-), 465.23, 353.18
          	C33H51N5O12 (709)
          	Unknown
        

        
          	10
          	3.87
          	-
          	187.09([M-H]-), 127.97, 112.99
          	C9H16O4 (188)
          	Azelaic acid
        

        
          	11
          	4.03
          	960.33([M+H]+), 769.26, 666.64, 599.50, 575.50
          	958.31([M-H]-), 833.51, 767.25, 671.46, 576.19
          	C49H53NO19 (959)
          	Unknown
        

        
          	12
          	4.05
          	760.51([M+H]+)
          	758.49([M-H]-
          	C42H69N3O9 (759)
          	Unknown
        

        
          	13
          	4.20
          	587.30([M+H]+), 383.12, 335.17, 263.24
          	585.27([M-H]-), 473.28, 391.23, 279.23, 255.23
          	C25H46O15 (586)
          	Glycolipid
        

        
          	14
          	4.28
          	353.23([M+Na]+), 296.29, 263.24, 236.15
          	329.23([M-H]-), 279.23, 255.23, 211.13
          	C18H34O5 (330)
          	Pinellic acid
        

        
          	15
          	4.43
          	525.26([M+H]+), 335.16, 261.13
          	523.24([M-H]-), 473.28, 391.22
          	C29H36N2O7 (524)
          	Unknown
        

        
          	16
          	4.52
          	412.42([M+H]+), 395.40, 324.32
          	-
          	C25H53N3O (411)
          	Unknown
        

        
          	17
          	4.62
          	495.25([M+H]+), 324.32, 250.18
          	493.23([M-H]-), 473.28, 391.22
          	C28H34N2O6 (494)
          	Unknown
        

        
          	18
          	4.81
          	449.15([M+H]+), 393.09, 318.30, 282.28, 264.27
          	447.13([M-H]-), 415.22, 391.22
          	C28H20N2O4 (448)
          	Unknown
        

        
          	19
          	5.09
          	523.28([M+H]+), 440.45, 406.20, 352.36, 289.12,
          	521.26([M-H]-), 477.27, 434.27, 336.14, 294.12, 260.13
          	C30H38N2O6 (522)
          	Unknown
        

        
          	20
          	5.29
          	426.30([M+H]+), 349.21, 278.17, 228.20,
          	424.28([M-H]-), 391.23, 255.23, 242.18
          	C22H39N3O5 (425)
          	Beauveriolides
        

        
          	21
          	5.44
          	415.21([M+H]+), 184.07, 119.09
          	-
          	C24H30O6 (414)
          	Unknown
        

        
          	22
          	5.49
          	537.30([M+H]+), 437.19, 352.36, 263.24
          	535.28([M-H]-), 473.28, 391.22
          	C31H40N2O6 (536)
          	Unknown
        

        
          	23
          	5.75
          	440.31([M+H]+), 349.21, 278.17, 210.18
          	438.29([M-H]-), 391.22, 300.19, 256.20
          	C23H41N3O5 (439)
          	Beauveriolides
        

        
          	24
          	5.89
          	440.31([M+H]+), 397.21, 349.21, 278.17, 210.18
          	438.29([M-H]-), 334.17, 300.19, 256.20
          	C23H41N3O5 (439)
          	Beauveriolides
        

        
          	25
          	6.02
          	520.34([M+H]+), 312.29, 255.23
          	564.33([M-H+FA]-)
          	C26H50NO7P (519)
          	LPC
        

        
          	26
          	6.22
          	478.29([M+H]+), 455.18, 337.27, 306.28, 263.24
          	476.28([M-H]-)
          	C23H44NO7P (477)
          	LPE
        

        
          	27
          	6.33
          	520.34([M+H]+), 502.32, 483.18, 455.18, 337.27
          	564.33([M-FA]-)
          	C26H50NO7P (519)
          	LPC
        

        
          	28
          	6.46
          	468.48([M+H]+)
          	-
          	C29H61N3O (467)
          	Unknown
        

        
          	29
          	6.56
          	488.31([M+H]+), 468.49, 397.21, 380.29, 304.18
          	486.30([M-H]-), 348.19, 304.20
          	C27H41N3O5 (487)
          	Beauveriolides
        

        
          	30
          	6.75
          	488.31([M+H]+), 397.21, 326.17, 286.18, 258.19
          	486.30([M-H]-), 348.19, 304.20, 287.17
          	C27H41N3O5 (487)
          	Beauveriolides
        

        
          	31
          	6.93
          	454.29([M+H]+), 431.18, 380.39, 313.27, 282.28
          	452.28([M-H+FA]-)
          	C21H44NO7P (453)
          	PGP
        

        
          	32
          	7.08
          	496.34([M+H]+), 380.38, 313.27, 236.15
          	540.33([M-H+FA]-), 480.30, 391.22
          	C24H50NO7P (495)
          	LPC
        

        
          	33
          	7.51
          	-
          	295.22([M-H]-)
          	C18H32O3 (296)
          	Vernolic acid
        

        
          	34
          	7.73
          	480.31([M+H]+), 394.40, 339.29, 308.29
          	478.29([M-H]-), 281.25
          	C23H46NO7P (479)
          	LPE
        

        
          	35
          	7.90
          	522.35([M+H]+), 490.32, 424.41, 377.24
          	566.34([M-H+FA]-), 506.32, 466.32, 281.25
          	C26H52NO7P (521)
          	LPC
        

        
          	36
          	8.18
          	468.34([M+H]+), 425.24, 377.24, 284.22, 238.21
          	466.32([M-H]-), 391.23, 300.19, 256.20
          	C25H45N3O5 (467)
          	Unknown
        

        
          	37
          	8.83
          	445.31([M+H]+), 425.24, 319.19, 263.24, 236.15
          	443.23([M-H]-), 391.22
          	C24H44O7 (444)
          	Unknown
        

        
          	38
          	9.66
          	516.34([M+H]+), 496.52, 479.49, 425.24, 408.42
          	514.32([M-H]-), 391.22, 348.19, 304.20
          	C29H45N3O5 (515)
          	Unknown
        

        
          	39
          	10.06
          	516.34([M+H]+), 500.40, 482.38, 425.24, 408.42
          	514.32([M-H]-), 391.22, 348.19, 304.20
          	C33H45N3O5 (515)
          	Unknown
        

        
          	40
          	10.66
          	564.34([M+H]+), 536.35, 473.23, 408.42
          	562.32([M-H]-), 473.28, 424.22, 391.22
          	C28H43N5O4 (513)
          	Unknown
        

        
          	41
          	11.88
          	514.34([M+H]+)
          	558.32([M-H+FA]-), 473.27, 391.22
          	C28H43N5O4 (513)
          	Unknown
        

        
          	42
          	16.01
          	560.36([M+H]+), 518.49, 427.32, 375.30
          	558.34([M-H]-)
          	C32H49NO7 (559)
          	Unknown
        

      

      

      동충하초의 대사체를 부위별 비교 분석한 결과, 자실체와 균사체는 서로 다른 대사체 조성을 가지며 뚜렷하게 구분되는 그룹을 형성하였다(Fig. 2). 특징적인 성분을 살펴보면, 자실체에서는 beauveriolides 계열 화합물이 관찰되었으며, 균사체에서는 ustiloxins 계열 물질 및 다양한 새로운 성분이 확인되었다(Fig. 3). 이는 자실체와 균사체가 공통적으로 코디세핀을 함유하고 있으면서도, 추가적인 대사산물의 구성에서 뚜렷한 차이를 나타냄을 시사한다. 이러한 차별적 대사산물은 새로운 기능성 소재로서 발굴될 가능성이 있으며, 향후 연구를 통해 그 구조와 효능을 규명할 필요가 있다.

      
        
        

        Fig. 2. 
				
        

        
          PLS-DA score plot of fruiting body and mycelium of C. militaris cultivated on different substrates.
        
        

        

      

      
        
        

        Fig. 3. 
				
        

        
          LC-MS Chromatograms of C. militaris extract (A) and characteristic compounds in fruiting body and mycelium (B).
        
        

        

      

      자실체와 균사체를 곡식과 식용곤충별로 비교 분석한 결과에서도 곤충에서 배양한 성분은 곡물에서 배양한 동충하초와 차이를 보였으며 식용곤충별로도 대사체의 조성에 차이를 보였다(Fig. 4). 따라서 동충하초의 성분은 배지 및 부위에 따라 다르며,24) 이러한 조건의 최적화를 통하여 우수한 소재의 발굴이 가능하다고 사료된다.

      
        
        

        Fig. 4. 
				
        

        
          PLS-DA score plot of fruiting body (A) and mycelium (B) of C. militaris cultivated on different substrates.
        
        

        

      

      동충하초는 항염을 포함한 다양한 효능이 보고되어 있으며 이에 다양한 배지에서 배양한 동충하초의 자실체 및 균사체의 항염 효능을 분석하였다. 보리에 배양한 동충하초의 자실체의 경우 현미에서 배양한 자실체보다 우수한 항염효능을 나타내어 곡물배지에 따른 효능의 차이를 보였다(Table III). 또한 곤충을 배지로 활용한 경우 전체적으로 우수한 항염 효능을 나타내었으며 흰점박이꽃무지에서 배양한 동충하초 자실체가 가장 뛰어난 효능을 나타내었다. 이러한 항염 효능은 코디세핀의 함량과는 일치하지 않았다. 대사체 분석 결과에서 곤충에서 배양한 동충하초는 코디세핀 뿐만 아니라 다양한 대사체를 함유하고 있으며 따라서 이러한 효능은 동충하초에 함유된 다양한 대사체가 함께 관여하는 것으로 생각된다.18)

      
        Table III. 
				
        

        
          Anti-inflammatory activity of C. militaris cultivated on different substrates
        
        

      

      
        
          
            	Substrate
            	Inhibition of NO production (%)
          

          
            	Fruiting body
            	Mycelium
          

          
            	25 μM
            	50 μM
            	100 μM
            	25 μM
            	50 μM
            	100 μM
          

        
        
          	Brown rice
          	20.1 ± 1.7
          	21.6 ± 0.2
          	25.1 ± 0.7
          	18.9 ± 5.1
          	21.8 ± 2.9
          	45.8 ± 2.7*
        

        
          	Barley
          	28.2 ± 1.3
          	59.8 ± 4.2*
          	77.4 ± 2.2*
          	4.0 ± 0.7
          	15.0 ± 0.2
          	54.8 ± 0.5*
        

        
          	
            P. brevitarsis
          
          	61.5 ± 0.7*
          	74.8 ± 0.3*
          	85.6 ± 5.7*
          	15.5 ± 1.4
          	40.8 ± 2.6*
          	49.1 ± 5.6*
        

        
          	
            T. molitor
          
          	10.9 ± 7.1
          	12.6 ± 5.4
          	15.0 ± 1.6
          	32.8 ± 7.1
          	51.5 ± 4.9*
          	66.2 ± 6.1*
        

        
          	
            G. bimaculatus
          
          	16.0 ± 6.3
          	31.8 ± 5.9
          	66.6 ± 1.9*
          	10.8 ± 4.1
          	28.6 ± 5.9
          	33.9 ± 5.4
        

      

      
        
          Results are expressed as mean values ± SEM from triplicate experiments. *p < 0.05 vs LPS treated control
        

      

      

    

    

  
    
      결 론
      본 연구에서는 동충하초를 기존에 널리 사용되는 현미 배지 이외에도 보리 및 세 종의 식용곤충(갈색거저리, 흰점박이꽃무지, 쌍별귀뚜라미)을 이용하여 배양하였다. 코디세핀 함량 분석 결과, 식용곤충 배지에서 배양한 경우 곡물 배지보다 현저히 높은 수치를 보였으며, 곤충의 종류에 따라 차이가 존재하였다. 또한 LC-MS/MS 기반의 대사체 분석에서는 자실체와 균사체가 뚜렷하게 구분되는 조성을 보였으며, 곤충별로도 대사체 차이가 나타났다. 항염 효능 평가에서는 흰점박이꽃무지 배지에서 배양한 자실체가 가장 높은 활성을 보였으며, 배지의 종류와 부위에 따라 효능이 달라지는 양상을 확인하였다.

      현재 식용곤충은 지속가능한 식량자원으로서 환경적 장점과 영양학적 우수성을 지니고 있으나, 소비 확산에는 심리적·기호적 장벽이 존재한다. 본 연구는 식용곤충을 동충하초 배양의 기주로 활용함으로써 기능성 성분의 함량 증진과 생리활성 강화라는 두 가지 측면에서 곤충자원의 새로운 활용 가능성을 제시하였다. 특히 곤충의 종류에 따라 성분 및 효능이 달라지는 점은 향후 배양 조건의 정밀한 최적화를 통해 고부가가치 기능성 소재 개발이 가능함을 보여준다. 이러한 결과는 식용곤충 기반 동충하초 배양이 산업적·학술적 측면의 중요한 가치를 뒷받침하며 곤충산업과 천연물 기반 기능성 산업의 융합을 통한 전략적 연구 방향으로 제시될 수 있다.
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