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자원식물로부터 미생물을 이용한 고부가가치 기능성 물질의 대량생산
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요 약

인삼은 재배적지에 대한 선택성이 매우 강한 식물이며 기후 토양 등의 자연환경이 적당하지 않으,
면 인삼의 생육이 곤란하고 생육이 가능하더라도 생산된 인삼의 형태 품질 및 약효에서 현저한 차, ,
이를 나타내고 있다 이러한 인삼의 식물학적 특성이 우리나라에서는 최적의 환경조건으로 인정되어.
고려인삼은 세계적으로 최고의 품질로 높이 평가되는 이유이다 하지만 실질적인 인삼의 생리활성물.
질에 대한 연구는 서구열강 및 일본에 의해 대다수 연구 발표되었으며 또한 인삼의 우수성을 인정하,
여 넓은 영토와 수많은 과학적 지식으로 고려인삼의 우수한 품질을 앞서가려 하고 있는 것이 현실정

이다 특히 중국의 넓은 인삼재배면적에서 값싸게 생산된 인삼이 한국시장을 위협하고 있으며 미국. ,
과 캐나다에서 수많은 연구비를 투자하여 자국삼인 화기삼의 홍보를 대대적으로 함으로서 전세계의

인삼시장의 변화를 유도하고 있고 호주 뉴질랜드에서도 청정인삼을 내세워 한국 및 전세계 인삼시, ,
장을 잠식해가고 있다 이런 변화에 의하여 한때 인삼의 종주국으로 전세계의 인삼시장을 석권했던.
한국의 고려인삼이 과거의 위상을 점차 잃어 가고 있는 실정이다.
따라서 인삼재배면적이 경쟁국과 비교해 상대적으로 열세인 한국의 고려인삼이 선택할수 있는 방

법은 비록 생산은 적더라도 고부가가치인삼을 생산하여 명품화로 가야 할것으로 생각된다 명품화를.
위해서는 우선 고려인삼의 효능을 밝혀 고기능성을 입증해야하고 재배생산단계에서부터 농약 중금, ,
속등에 노출되지 않고 병에 자유로운 청정재배를 통해 명품화를 이룩해야 하며 특히 제품의 생산 및,
유통단계에서 표준화를 통해서 전세계의 소비자가 믿고 사용할수 있도록 해야 할것이다.
또한 인삼에만 함유된 인삼사포닌 은 배당체로서 여러 미생물에 의하여 당사슬이 끊어(ginsenoside)

짐으로서 새로운 사포닌이 등장하게 되는데 이러한 사포닌이 각종 함암 면적 치매 관절등에 탁월한, , ,
효능을 보임으로서 많은 연구들이 진행중에 있으며 특히 인삼에만 함유된 것으로 알고 있었던,

가 돌외한약재명 칠엽담에도 함유되어 있고 일부 성분은 미생물을 통해서 변환시킴으로ginsenoside ( )
서 값비싼 인삼사포닌을 생장이 빠르면 비교적 값싼 돌외 사포닌으로부터 생산할수 있게 되었다.
본 세미나에서는 각종 미생물을 이용하여 인삼의 사포닌을 변환시키고 돌외 사포닌인 gypenoside

를 로 변환시켜 대량생산할 수 있는 방법을 제시하고자 한다ginsenoside .

서 론

인삼은 오가과(Araliaceae 인삼속) (Panax 식물에 속하는 다년생 초본으로서 수 천년전부터 동아시)
아 국가에서 신비의 영약으로 사용되어 왔다 인삼의 다양한 성분들 중 인삼사포닌 즉 가. ginsenoside
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가장 중요한 성분으로 인정되고 있으며 항암 항암전이(Im et al., 1995; Li et al., 2003), (Mochizuki
et al., 1995) 면역증강 간기능보호 혈관확장, (Wang et al., 2005), (Lee et al., 2005), (Kim et al.,

항피로 항스트레스 항당뇨2003), (Wang et al., 1983), (Saito et al., 1974), (Xie et al., 2005), paraquat
유도 산화적 스트레스에 대한 항산화작용 등 활성들이 보고되고 있다(Kim et al., 2004) .
인삼의 성분으로는 사포닌 페놀성 성분 폴리아세칠렌 성분 알카로이드성분 다당체 등이 알려져, , , ,

있다 특히 사포닌 성분은 함량이 높으면서도 인삼 특이의 성분으로 인삼의 생리활성물질 중 하나로.
약효에 있어서 가장 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 사포닌 이외의 다른 성분들은 함량이.
너무 낮거나 인삼 이외의 다른 식물에도 존재하는 성분들인 경우가 많아 인삼 특유의 약효를 설명하

기에는 다소 모자란 점이 있다 인삼 사포닌은 인삼 건조량에 대하여 약 정도를 차지하고 있는. 5%
데 굵은 뿌리 부분에는 약 정도인 반면 생명현상이 활발한 가는 뿌리에 그 함량이 훨씬 높아, 3%
약 에 달한다7% .
화학적으로 인삼사포닌은 골격에 또는 번 위치에 당이 개 붙어있는 배당체dammararne 3, 6, 20 2~5

구조로 보통 라고 불린다 현재까지 종 이상의 가 인삼으로부터 분리 보고ginsenoside . 40 ginsenoside
되었다 그러나 실제 인삼을 추출하여 분석할 때 상당한 양이 검출되는 인삼사포닌은. ginsenoside

의 종이며 백삼이나 홍삼을 추출하여 분석하는 경우 종이며 백삼이Rb1, Rb2, Rc, Rd, Re, Rg1 6 , 6 ,
나 홍삼을 추출하여 분석하는 경우 이 종이 전체 사포닌의 이상을 차지하고 있으6 dammaranse 90%
며 나머지 사포닌 성분들은 그 함량이 낮다 이 중 번 위치에 수소가 결합되어 있는. 6 Rb1, Rb2, Rc,

등은 계열 사포닌이라 하고 번째 위치에 산소가 결합된 등은Rd protopanaxadiol(PPD) , 6 Re, Rg1
계열 사포닌이라고 한다protopanaxatriol (PPT) .

인삼사포닌은 자연계에 존재하는 많은 배당체 화합물과 마찬가지로 에 연결된 당에 대한aglycone
선택적 가수분해를 통하여 만들어진 사포닌이 기존에 대량 존재하는 사포닌에 비해 흡수minor major
나 약효 등 면에서 훨씬 뛰어난 효과를 나타내고 있다 따라서 사포닌의 연구는. major modification
인삼연구에서도 각광을 받고 있으며 물리적 화학적 효소학적 미생물적인 방법들이 사용되고 있다, , , .
예를 들면 물리적 방법으로 삼의 형태를 유지한 홍삼 선삼 흑삼 등의 제조 미생물 발효를 이용한, , ,
발효홍삼 효소를 이용한 인삼사포닌의 전환 산이나 염기에 의한 인삼사포닌의 가수 분해 등 다양한, ,
방법들이 보고되고 있다 그중에서도 효소에 의한 사포닌의 이 다른 방법에 비해 비교적. modification
온화한 조건에서 진행되고 효소의 기질특이성으로 특정사포닌의 생산이 가능하여 가장 많은 연구가

이루어졌다 홍삼이나 백삼(Chi et al, 2005; Chi et al, 2005; Park et al, 2001; Zhang et al., 2001).　
에는 지금까지 여종 사포닌이 분리되었지만 사포닌40 major ginsenoside Rb1, Rb2, Rc, Rd, Re,

등 종 사포닌이 총 사포닌의 이상을 차지하며 그중에서도 계Rg1 6 90% (Park, 2004) protopanaxadiol
사포닌 중에는 계 사포닌에는 함량이 가장 높다ginsenoside Rb1, protopanaxatriol ginsenoside Re .

과 로부터 사포닌으로의 전환경로를 에 나타냈다Ginsenoside Rb1 Re minor Fig. 1, 2 .
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Fig. 1. Transformation pathway from Rb1 to protopanaxadiol.
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과 의 전환경로를 통하여 과 는 각각 항암이나 항암전이에 효과가 좋은Fig. 1 2 ginsenoside Rb1 Re
과 같은 사포닌이 만들어진다는 것을 알 수 있다minor ginsenoside Rg3, Rh2, compound k, Rh1 .

본 연구는 인삼근권 토양과 각종 김치로부터 발색법을 이용하여 분리한esculin β 활성균-glucosidase
주를 이용하여 과 반응시켜 사포닌 전환여부를 확인하고 그 중 와ginsenoside Rb1 compound K

생산균주에 대하여 전환 를 조사하였다ginsenoside Rg3 pathway .

재료 및 방법

사포닌 변환을 통한 기능성화

재 료 : 실험에 사용한 은ginsenoside Rb1 Panax quinquefolium으로부터 분리하였고 standard Rb1,
는 경희대 인삼유전자원소재은행에서 분양받아 사용하였고Rd, Rg3, compound K, Rh2 R2A,

및 배지는 회사의 제품을 구입하여nutrient broth, LB broth (Luria-Bertani) triptic soy broth Difco
사용하였다 는 를 용 은. TLC plate 60 F-254 Silica gel plate(Merck) , column chromatography resin

을silica gel 60(70-230 mesh, Merck) 사용하였고 기기는 과 가HPLC UV/Vis detector gradient pump
연결된 을 사용하였다FUTECS Co., Ltd. NS 3000i system .

β 활성균주의 선발-glucosidase : β 활성균주는 주로 인삼근권 토양과 각종 김치로부터 선-glucosidase
발하였다. 인삼근권토양은경기도연천인삼밭에서취하여 에 넣은 후 실험실로polyethylene vinyl bag
운반하였다 시료는 에서 보존하면서 시간 이내에 실험되었다 멸균수를 이용하여. 4 6 . 10℃ -3 10∼ -7

한 시료를serial dilution β 활성을 확인할 수 있는 에-glucosidase esculin agar plate(Kim et al., 2005)
하여 에서 배양하였다 를 형성한 들은 에spreading 28 . Black complex single colony R2A agar plate℃

서 같은 조건에서 순수배양 될 때까지 계대 배양하였다 김치는 지역별 종류별로 다양하게 수집하였. ,
다 김치 시료를 원심분리하여 취한 상등액을 멸균수에 하여 유산균 분리에 적합한. serial dilution

에 하여 에서 배양하였다 이후 를 이 들어있는MRS agar plate spreading 37 . colony esculin MRS℃
에 옮겨agar plate β 활성을 확인하였다-glucosidase .

의 전환Ginsenoside Rb1 에서 를 형성한 들은: Esculin agar plate black complex single colony nutrient
배지에 하루 현탁 배양 후 균주배양액과 미리 로 멸균한 수용액을 같은broth 0.2 µm filter 1 mM Rb1

체적으로 혼합하여 으로 에서 반응시켰다 반응 후 수포화부30 , 160 rpm shaking incubator . 48 h℃
탄올을 첨가하여 반응을 중지시키고 부탄올 층은 에 점적하여 의 전환여부를 확인하였TLC plate Rb1
다 한 는 하층 혼합용매로 전개. Spotting TLC chloroform/methanol/ water(65:35:10 ) 5.5 cm 한 후

10% H2SO4를 분무하여 가열을 통해 발색시켰다 의 전환. Ginsenoside Rb1 pathway Ginsenoside Rb1
전환균주를 에서 현탁 배양 후 에서 과LB broth 30 , 160 rpm shaking incubator ginsenoside Rb1℃
시간별로 반응시켰다 반응물은 수포화부탄올로 추출한 후 농축하여 용 메탄올에 용해시켜. HPLC

및 를 통하여 분석하였다 분석 분석 은TLC HPLC chromatography . HPLC : HPLC column C18(250 ×
을 주입양은 이동상은 과 증류수 의4.6 mm, ID 5 m) , sample 20 µl, acetonitrile(solvent A) (solvent B)μ
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조건을 이용하였고 유속은 로 에서 측정하였다gradient 1.6 ml/min, UV detector 203 nm . Gradient
조건: solvent A/solvent B: 15/85, 21/79, 58/42, 90/10, 90/10, 15/85, 15/85; run time: 0-5, 5-25,
25-70, 70-72, 72-82, 82-84, 84-100 min. 결과 및 고찰 (Results and Discussion)

β 활성균주의 선발 의 전환-glucosidase ginsenoside Rb1 : 인삼근권 토양으로부터 방법을 이용esculin
하여 β 활성 균주를 분리하고 각각의 균주들을 에 현탁 배양하여-glucosidase nutrient broth ginsenoside

과 반응시켜 사포닌 전환균주를 선발하였다Rb1 (Table 1).

Table 1. Microorganisms used to screen for transfoamation of ginsenoside Rb1.

Names Strains Metabolite
Arthrobacter methylotrophus GP34 -
Bacillus megaterium GP11, GP74, GP78 -
Burkholderia pyrrocinia GP16 +
Caulobacter leidyia GP45 +
Escherichia fergusonii GP77 -
Escherichia senegalensis GP87 +
Frateuria aurantia GP33 +
Klebsiella pneumoniae GP81, GP83 -
Kluyvera cochleae GP66 -
Paenibacillus amylolyticus GP31, GP40, GP41 +
Paenibacillus glycanilyticus GP02 +
Paenibacillus macerans GP29 -
Paenibacillus naphthalenovorans GP20, GP21 -
Raoultella planticola GP80, GP82 -
Serratia fonticola GP01 -
Sphingomonas echinoides GP46, GP47, GP50, GP53 +
Streptomyces galilaeus GP38 -
Terrabacter tumescens GP22, GP28 -
Arthrobacter stackebrandtii GS413 -
Bradyrhizobium liaoningense GS157 -
Cellulosimicrobium cellulans GS235 +
Dermatophilus congolensis GS442 -
Microbacterium esteraromaticum GS514 +
Streptomyces lienomycini GS506 -
Terracoccus luteus GS603 +

GS413 -Arthrobacter stackebrandtii KC-150 +Bacillus subtilis KC-72 +Lactobacillus brevis KC-154 +Lactobacillus brevis KC-30 -Leuconostoc mesenteroides KC-16 +Lactobacillus plantarum KC-14 +Lactobacillus sakei KC-54 -Lactobacillus sakei KC-102 +Lactobacillus sp. CS1
'+' denotes metabolites of ginsenoside Rb1 detected and '-' no detected.
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결과 및 고찰

인삼 사포닌 변환을 통한 기능성화1.

김치유산균 및 인삼근권미생물을 이용한 사포닌의 변환1)
인삼사포닌 중 이상을 차지하고 있는 사포닌을 효능이 보다 우수한 사포닌으로90% major minor

전환시킬 수 있는 효소로 β-glucosidase, β 및 등을 들 수-galactosidase, hesperidinase naringinase
있다 본 발표에서는 이들 효소 중. β 를 생산해 낼 수 있는 유산균을 김치 시료로부터 분-glucosidase
리하고자 하였다 김치 시료를 하여 배지에 배양해 본 결과 유산균뿐만 아니라. serial dilution MRS ,
여러 가지 효모들도 상에 많이 나타나는 것을 볼 수 있었다 그 중 유산균은 대부분 흰색의plate .

형태의 로 나타났다 상에 나타난 들을 크기 모양 및 색깔 등circular colony . MRS agar plate colony ,
을 기준으로 구별하여 서로 다른 균주라고 생각되는 를 멸균된 이쑤시개를 이용하여colony Esculin

에 옮겨 배양하였다 배지에서 유산균을 배양할 경우 유산균으로부터 분비된agar plate . Esculin , β
에 의해 구조 내의-glucosidase esculin β 가 탈락되고 이렇게 생성된 이 배지 내에-glucose esculetin

포함되어 있는 f 와반응하여 상의 주위에 를형성하게erric ammonium citrate plate colony black complex
된다 따라서 에서 를형성한 는(Fig. 3). esculin agar plate black complex colony β 생산 균주-glucosidase
라고 할 수 있다 이들. colony만을선별하여 에순수배양될때까지계대하여다시한번MRS agar plate

배지에서 형성여부를확인한후 균주를장기보관하기위해esculin black complex , glycerol stock solution
을만들어 에보관하였다deep freezer . 종의 김치로부터 배지에 의해 분리된 균주는 모두104 MRS 127
종이었으며 이들 중, 에서 를형성한균주 즉esculin agar plate black complex , β 분비활성-glucosidase
을 보인 유산균은 종으로 전체 균주의 약 로 나타났다39 31% .

Fig. 3. Screening of lactic acid bacteria producing β-glucosidase.

배지를이용하여선별한Esculin β 생산균주들은고분자의인삼사포닌중의서로다른위치-glucosidase
의 를떼어내어저분자사포닌으로전환시킬수있는능력을지니고있을것이라사료된다 앞서설glucose .
명하였듯이 인삼에다량존재하는고분자사포닌인, ginsenoside Rb1 또는 ginsenoside Rg1 등에비하여이

들의당일부가탈락되어만들어지는저분자사포닌인 ginsenoside Rg3, ginsenoside Rh2, compound K
등이 그 약리 효능 면에 있어서 더욱 뛰어나다 따라서 본 연구에서는. β 생산균주들을-glucosidase
이용하여고분자인삼사포닌인 ginsenoside Rb1을저분자사포닌으로전환시키고자하였다. β-glucosidase
생산 균주들의 사포닌 전환 능력을 알아보기 위하여 유산균 배양액과 의1 mM Rb1 수용액을 혼합하여

에서 시간 동안 현탁 배양하여 반응시킨 후 수포화 부탄올로 사포닌을 추출하였다shaking incubator 48 .
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분석을위한전개용매로는TLC CHCl3-MeOH-H2 를 의 부피비로 섞은 하층용매가 가장 적합O 65:35:10
하였다 분석 결과 대부분의 균주들이. TLC , ginsenoside Rb1을 분해하지 못하거나 로ginsenoside Rd
만 전환시키는 것을 볼 수 있었다 각각의 균주마다 그 생장 속도나 그에 따른 효소 생성 능력에 차.
이가 있을 것인데 본 실험에서는 배양 시간 또는 반응 시간 등의 조건들을 일괄적으로 통일하였기,
때문에 생장 속도가 느린 여러 균주들이 미처 자라지 못한 상태에서 인삼사포닌 전환 반응 유도를

위한 실험에 들어갔을 경우 유산균들이 인삼사포닌을 전환시키지 못하였을 것이라 생각해 볼 수 있

다 또한. ginsenoside Rb1에 붙어 있는 위치의 하나가 탈락되었을 경우C-20 glucose ginsenoside Rd
가 생성되는데 이 로부터 어느 위치의 당이 떨어지느냐에 따라, ginsenoside Rd ginsenoside Rg3,
ginsenoside Rh2, ginsenoside F2 또는 등이 생성될 수 있다 즉 반응 시간을 더 길게, compound K . ,
해 주었을 경우 보다 많은 를 얻을 수 있을 것이라 생각된다, minor ginsenoside . 인삼사포닌의 전환

연구에 사용된 토양미생물과 김치유산균은 전부 에 대한esculin β 활성을 가진 균주들이-glucosidase
지만 의 전환에서 모두 당 가수분해 활성을 나타내는 것은 아니었다ginsenoside Rb1 . Ginsenoside

과 각각의 균주배양액과의 부분적인 반응결과를 에 나타냈다Rb1 Fig. 4 .
으로부터 로의 미생물에 의한 전환은 비교적 많Ginsenoside Rb1 ginsenoside Rd, F2, compound K

이 연구되어 있지만 로의 전환연구는 거의 되어있지 않았고 또한 효소에 의한ginsenoside Rg3 Rg3
의 생산은 의 의 입체장애로 인하여 이나 위치의 당 가수분해보다 어려운 것으aglycone C-20 C-3 C-6
로 알려져 있다. M. esteraromaticum 균주의 발견은 순수한 의 생산에 있어서 아주GS514 20(S)-Rg3
중요한 것이다.

Fig. 4a. Transformation of ginsenoside Rb1 by soil microorganisms.

Fig. 4b. Transformation of ginsenoside Rb1 by lactic acid bacteria isolated from Kimchi.
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및 는 인삼사포닌 중에서 가장 주목을 받는 사포닌이다Ginsenoside Rg3, Rh2 compound K minor .
는 과 의 당 가수분해를 통하여 각각 과 를 생Ginsenoside F2 C-20 C-3 ginsenoside Rh1 compound K

성할 수 있다 따라서 로의 전환 활성이 양호한. ginsenoside F2 C. leidyia 균주와 생산균주GP45 Rg3
M. esteraromaticum 를 의 전환연구에 사용하였다GS514 ginsenoside Rb1 .

2) C. leidyia 균주에 의한GP45 의 전환Ginsenoside Rb1

분석결과를 통하여 은 여러 가지 다양한 사포닌으로 변환되는 것을 관찰할 수TLC ginsenoside Rb1
있으며 특히 Caulobacter leidyia 에 의하여 로GP45 ginsenoside F2 , Sphingomonas echinoides 에GP50
의하여 로compound K , Lactobacillus brevis 균주에 의하여 로KC-154 ginsenoside Rd , Microbacterium
esteraromaticum 균주에 의하여 미약하지만 로 전환되는 것을 발견하였다GS514 ginsenoside Rg3 (Fig. 5).

은Ginsenoside Rb1 C. leidyia 균주의 배양액과 각각 시간 간격으로 총 시간 반응시켰다GP45 12 96 (Fig. 5).
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Fig. 5. TLC analyses of time-course transformation of ginsenoside Rb1 by Caulobacter leidyia GP45.
Developing solvent: CHCl3/MeOH/H2O (65:35:10, by vol., lowerphase). S: saponin standards

상에서 은 반응 시간에 대부분 분해가 되었고 와TLC ginsenoside Rb1 36 ginsenoside Rd Rf값이

보다 약간 위인 스팩을 통하여 동정이 된 는 그 함량이standard Rd NMR ginsenoside F2 (no data)
점차적으로 많아졌다가 감소하였으며 는 반응 시간부터 지속적인 증가를 보여주었다compound K 48 .

분석에서도 같은 결과를 나타냈다HPLC (Fig. 6).

Fig. 6. HPLC profiles of metabolites of ginsenoside Rb1 byCaulobacter leidyiaGP45 A: 36 h; B: 60 h; C: 84 h.
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및 의 규칙적인 양적인 변화는 은Ginsenoside Rb1, Rd, F2 compound K ginsenoside Rb1 C.
leidyia 균주에 의해 의 순으로 분해되는 것을 말해준다GP45 Rb1 Rd F2 compound K .→ ⟶ ⟶

3) M. esteraromaticum GS514 균주에 의한 의 전환Rb1

인삼에는 사포닌 단백질 아미노산 알칼로이드 지질 정유 유기산 페놀계 화합물 폴리아세칠렌, , , , , , , , ,
다당류 조섬유 비타민 등 다양한 성분들이 존재하지만 그 중에서도 인삼사포닌이 인삼의 가장 중요, ,
한 약리활성 성분으로 인정되고 있으며 항발암과 항암 항피로 면역기능 조절작용 간기능 보호 항, , , ,
당뇨 항스트레스 뇌기능 항진 등 활성들이 보고되고 있다 인삼사포닌은 자연계에 존재하는 많은 배, , .
당체 화합물과 마찬가지로 에 연결된 당에 대한 선택적 가수분해를 통하여 만들어진aglycone minor
사포닌이 기존에 대량 존재하는 사포닌에 비해 흡수나 약효 면에서 훨씬 뛰어난 효과를 나타내major
고 있다 따라서 기존에 대량 존재하는 사포닌으로부터 효능이 더욱 뛰어난 사포닌으로. major minor
의 전환연구가 활발히 진행되고 있으며 물리적 화학적 효소학적 미생물적인 다양한 방법들이 사용, , ,
되고 있다 본 연구에서는 인삼근권 토양과 각종 발효된 김치에서 발색법을 이용하여, esculin β

활성 균주를 분리하고 과 반응시켜 사포닌 전환균주를 선발하였으며-glucosidase ginsenoside Rb1
분석을 통하여 을 각각 및 등TLC ginsenosidde Rb1 Rd, F2, Rg3, compound K gypenoside XVII

사포닌으로의 전환능력을 확인하였다 그중 인삼근권 토양에서 분리한. Caulobacter leidyia 균GP45
주와 Microbacterium esteraromaticum 균주는 을 와GS514 ginsenoside Rb1 compound K ginsenoside

로 전환시켰으며 분석을 통하여 및 의 순으Rg3 HPLC Rb1 Rd F2 compound K Rb1 Rd Rg3⟶ ⟶ ⟶ ⟶ ⟶
로 분해되는 것을 확인하였다 은. Ginsenoside Rb1 M. esteraromaticum 균주의GS514 배양액과 시2
간 간격으로 총 시간 반응시켰다10 (Fig. 7).
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Fig. 7. TLC analyses of time-course transformation of ginsenoside Rb1 by M. esteraromaticum GS514.
Developing solvent: CHCl3/MeOH/H2O (65:35:10, by vol., lowerphase). S: saponin standards.

은Ginsenoside Rb1 M. esteraromaticum 균주에 의하여 신속하게 분해되었다 분석을GS514 . TLC
통하여 은 주로 및ginsenoside Rb1 ginsenoside Rd, Rg3, F2 Rf값이 매우 큰 으로 추정되는aglycone
물질로 전환되는 것을 관찰할 수 있었으며 그중에서도 상당량의 를 생성하는 것을 관찰할 수 있었다Rg3 .
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Fig. 8. HPLC profiles of metabolites of ginsenoside Rb1 by M. esteraromaticum GS514. A: 2 h; B: 4 h;
C:6 h; D: 8 h.

반응시간에 따른 분석 에서 분석결과와 마찬가지로 주로 반응기질 외에 분해HPLC (Fig. 8) TLC Rb1
산물 및 를 관찰할 수 있었으며 의 전환은 주로 의 순으로 분Rd, F2 Rg3 peak Rb1 Rb1 Rd Rg3→ ⟶
해되는 것을 알 수 있다.
미생물에 의한 사포닌의 은 많은 연구가 되었지만 에 대한 연구는 아주major modification ginsenoside Rg3

미비하였다 본 연구팀은 많은 균주의 을 통하여 생산균주. screening ginsenoside Rg3 M. esteraromaticum
를 분리하였고 에 대한 전환 를 규명하였으며 분석을 통하여 는GS514 ginsenoside Rb1 pathway NMR Rg3

임을 밝혔다 생산균주20(S)-Rg3(no data) . Ginsenoside Rg3 M. esteraromaticum 의 분리는 고GS514
순도 의 생산에 있어서 중요한 가치를 가질 것으로 사료된다20(S)-Rg3 .

돌외의 사포닌 변환을 통한 고기능 인삼사포닌의 생산2.

1) Aspergilllus 속 효소를 이용한 돌외 사포닌 의 변환gypenoside V

여러 다양한 식물들이 사포닌을 가지고 있지만 인삼의 사포닌으로 잘 알려진 triterpenoid dammrane
계열의 사포닌은 인삼 이외의 식물에서는 거의 찾아볼 수 없다고 알려져 있다 하지만 돌외라는 식물.
에는 라고 불리는 계열의 사포닌이 존재하며 본 연구에서는 돌외gypenoside triterpenoid dammarane
에 함유되어진 계의 사포닌을 기질로 여러 미생물로부터 유래한 효소를 이용해 고부protopanaxadiol
가가치의 인삼사포닌으로 변환을 하고자 하였다 분석 결과를 통해 가 다양한 사포. TLC gypenoside V
닌으로 변화 되는 것을 확인 할 수 있다 는 돌외사포닌의 대표적인 사포닌으로. gypenoside V major
그 구조는 인삼의 과 매우 유사하다ginsenoside Rb1 . Aspergillus속 미생물 효소를 통해 gypenoside
가 비록 미약하지만 로 변환되는 것을 확인 할 수 있었다 분석 에서도V Rd (Fig. 9). HPLC (Fig. 10)
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분석결과와 마찬가지로 주로 반응기질 가 분해되는 것을 알 수 있었다 이TLC Gypenoside V Rd .→
는 Aspergillus속 미생물 효소가 가 가지고 있는 를 분해하는 활성을 가지고gypenoside V Rhamnose
있다고 추측되어진다 의 경우 위치에 가 결합되어 있어. Gypenoside V C-20 Glu-Rha ginsenoside Rd
로의 변환을 위해서는 반드시 활성이 있어야 할 것으로 판단되어진다-L-Rhamnosidase .α

Fig. 9. TLC analyses of time-course transformation of Gypenoside
by crude enzyme Developing solvent:
CHCl3/MeOH/H2O (65:35:10, by vol., lowerphase). S:
saponin standards. 1:1h, 2:12h, 3:24h.

Fig. 10. HPLC analysis of metabolites of gypenoside V Crude enzyme.
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2) Aspergilllus 속 효소를 이용한 돌외 사포닌 의 변환gypenoside XVII

는 인삼의 와 유사한 구조를 가진 사포닌으로 에 한 분자Gypenoside XVII ginsenoside Rd C-3 Glu
와 에 두 분자가 결합한 구조를 가지고 있다 따라서 번과 번 위치에 결합한 의C-20 Glu . 3 20 glucose
분해를 통해 를 생성할 수 있다 본 연구에서는 강한 활성을 가진 것minor ginsenoside . -glucosidaseβ
으로 알려진 속 미생물 효소를 이용하여 를 변환 시켰다 이를 및Aspergillus Gy XVII . TLC HPLC
로 확인한 결과 는 를 거쳐 인삼의 최종 대사산물 중 하나로 알려Gypenoside XVII ginsenoside F2
진 로 변환되는 것을 확인 할 수 있었다Conpound K (Fig. 11).

Fig. 11. TLC analyses of time-course transformation of Gypenoside
XVII by crude enzyme Developing solvent:
CHCl3/MeOH/H2O (65:35:10, by vol., lowerphase).

3) M. esteraromaticum 균주에 의한 의 전환GS514 gypenoside V

균주는 인삼의 을 로 바꾸는 특어적인 활성을 가진 균주이다 돌외의GS514 ginsenoside Rb1 Rg3 .
사포닌은 인삼의 와 유사하기 때문에 균주자체의 활성이 에도 영향이ginsenoside GS514 gypenoside
있을 것이라고 추측되어 연구를 진행 하였다 앞서 설명한 것과 같이 를 로 분해하. gypenoside V Rd
기 위해서는 이 필요하다 따라서 균주를 배양하면서 효소를 유도하기 위해-L-Rhamnosidase . GS514α
유도물질로 단당류를 첨가하였으며 그 결과 를 첨가한 처리구에서의 반응에서Rhamnose gypenoside
가 가 로의 변환됨을 확인 할 수 있었다 또한 사전연구를 통하여 균주가 염V gypenoside Rd . GS514

에 특이적인 활성을 가지는 것이 보고되어 의 첨가를 통하여 효소활성을 증가시켜 반응을 시켜NaCl
본 결과 균주를 통해 최종적으로 가 생성되는 것을 확인 할 수 있었다GS514 ginsenoside Rg3 (Fig.

이 결과는 인삼의 이 로 변환되는 것과 유사한 반응이라고 보여진다 더불12). ginsenoside Rb1 Rg3 .
어 균주는 강한 및 활성을 가지고 있고 인삼의 사포닌 분해 외에도GS514 glucosidase rhamnosidase
돌외의 사포닌을 인삼의 사포닌으로 분해 시키는 것으로 판단되어 향후 인삼사포닌을 생산하는minor
데 유용할 것으로 보인다.
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Fig. 12. TLC analyses of time-course transformation of Gypenoside
by GS514 Developing solvent:
CHCl3/MeOH/H2O (65:35:10, by vol., lowerphase).
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