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Sea cucumbers contain more than 50% protein in their solid content, and they also possess various 
bioactive substances such as saponins and mucopolysaccharides. This study analyzed the activities 
of various enzymes derived from Bacillus and lactic acid bacteria and determined to degrade the 
components of sea cucumbers. Among the analyzed strains, B. subtilis K26 showed the highest activ-
ities in protease and xylanase and relatively high activity in cellulase. Accordingly, samples of sea 
cucumber and water were mixed in equal proportions, sterilized, and then fermented by inoculating 
them with B. subtilis K26. Following this, a higher amino acid content was observed between 1.5 
and 7.5 hr, a lower residual solid content in this time, and a lesser fermentation odor. The saponin 
content in fermented sea cucumber powder extracted with butanol was measured to be 1.12 mg/g. 
The chondroitin sulfate content was evaluated to be 5.11 mg/g in raw sea cucumber. The total poly-
phenol content, flavonoid content, and antioxidant activities were 6.95 mg gallic acid equivalent/g, 
3.69 mg quercetin equivalent/g, and 3.69 mg quercetin equivalent/g in raw sea cucumber, respectively. 
Moreover, the DNA damage protective effect of fermented sea cucumber extract was found to be 
concentration-dependent, with a very strong effect at very low concentrations. Overall, we suggest 
that sea cucumber fermented with B. subtilis K26 has a high potential as a food for inhibiting oxidation, 
enhancing immunity, and improving muscle function in the human body thanks to its high free amino 
acid content.
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서 론

해삼은 무척추동물로써 다양한 종류가 전 세계적으

로 서식하고 있다. 그 중에서 한국 해양에서 주로 서식

하는 종은 청해삼(Apostichopus japonicus) 종류이며, 이
외에도 흑해삼 및 홍해삼 등이 나타나고 있지만, 이들은 

동일 종(species)에 포함되는 해삼 자원이다[2, 3]. 최근에

는 홍해삼의 사포닌 함량이 높고 맛과 향의 우수함이 

알려지면서 생산량이 증가되고 있는 추세이다[3, 12]. 해

삼의 주 소비층은 중국에서 형성되며, 국내에서 생산된 

대부분의 해삼은 건조 또는 염장을 통해 중국으로 수출

되고 있는 경향이다. 최근, 조미 소재로 활용되는 경향

성이 일부 보이지만, 산업적 규모로 성장하기에는 아직 

국내 생산량이나 국제적인 생산량이 매우 부족한 여건

이다.
해삼의 구성 성분은 90% 이상이 수분으로 구성되며, 

고형분의 50% 이상이 단백질로 구성되어 있다[9]. 해삼 

단백질을 구성하는 주성분은 골격을 형성하는 콜라겐

이며, 기타 신체의 기능성을 유지하는 것 등으로 구성된

다. 외부 점질성 특성을 나타내고 있는 물질은 콘드로이

친 황산과 퓨코단 등이며, 지질은 다가불포화지방산이 

높게 형성되어 있다[6, 7, 25]. 다른 한편으로, 해삼은 후

천적 면역반응이 존재하지 않기 때문에, 선천적 면역반

응체계로 구성되는 기능성 성분으로 구성되며, 사포닌, 
페놀화합물, 항균 펩타이드 등이 그 역할을 수행한다[5, 
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11]. 또한, 펩타이드, 콘드로이친 황산, 사포닌 등은 항산

화, 항암, 항고혈압, 항염증, 항비만 등의 추가적인 역할

도 수행한다[5, 17, 19, 21]. 
현재 국내 해삼 양식업이 해삼 씨뿌림 사업용도로만 

사용되고 있으며, 해삼의 육성은 대부분 연근해에서 자

연적인 성장에 의해 생산되고 있다. 최근, 이와 같은 해

삼 생산의 양상이 점차 인공 양식에 의해 생산하려는 

흐름을 맞이하고 있다. 따라서 본 연구에서는 이와 같은 

해삼 생산의 방향성에 따라 향후 대량생산에 따른 해삼

의 단순 가공에서 벗어나 가공수산식품으로 이행되도

록 발효해삼분말을 제조하였다. 제조된 발효해삼분말

에 대해 총 페놀류, 항산화, 사포닌, DNA 손상보호실험

을 수행하여 그 기능성을 분석하였다. 

재료 및 방법

실험재료

해삼은 남해 및 동해안에서 4‒6월경에 직접 채취된 

것을 구매하여 사용하였다. 구입된 해삼은 4℃와 20℃
의 담수에 4시간 침지 한 후 내장을 제거하고 본 연구에 

사용하였다. 본 연구에 사용된 분리대두단백 등은 동원

식품에서 식품용으로 분류된 제품을 구매하여 실험에 

사용하였다.
본 연구에 사용된 유산균은 Lactiplantibacillus planta-

rum KACC12404, L. plantarum K9, L. plantarum NIBR97, 
L. plantarum SSD8, L. plantrum SSDan7, L. acidophilus 
SSD9 등이다. 또한, 본 연구에 사용된 Bacillus 균주는 

B. velezensis K10, B. velezensis KACC10334, B. lichenifor-
mis BL K12, B. licheniformis KCTC1030, B. licheniformis 
KCTC1659, B. licheniformis KCTC1831, B. licheniformis 
KCTC3056, B. subtilis K26, B. subtilis KACC10579, B. 
subtilis KACC14549, B. subtilis KACC15671, B. subtilis 
KACC15947 등이다. 유산균과 바실러스 균주들은 일반

적인 배양을 위해 각각 MRS 액체/고체와 LB 액체/고체, 
또는 자체 제조 산업용 배지에 의해 30℃ 또는 37℃에서 

배양되었다.

세포외 효소 활성 분석

전분의 분해 능력은 전분한천배지(0.3% beef extract, 
1.0% soluble starch, 1.2% agar)에 7 mm 코르크보러로 

punching하고 각 균주 배양액을 100 μl씩 투입한 후 적절

한 배양온도에서 24시간 배양하였다. 배양 후 0.05 M 
iodine solution을 점적하여 노란색 환을 관찰하여 amy-
lase의 활성으로 나타내었다.

Protein의 분해 능력은 nutrient gelatin 배지(0.3% Beef 

extract (BD Difco, France), 0.5% Peptone (BD Difco, 
France), 12% Gelatin (WAKO, Japan))에 7 mm 코르크보

러로 punching하고 각 균주 배양액을 100 μl씩 투입한 

후 적절한 배양온도에서 24시간 배양하였다. 배양 후 

0.05 M iodine solution을 점적하여 투명환을 관찰하여 

protease의 활성으로 나타내었다.
Cellulose 분해 능력은 TY-CMC (0.5% trypton, 0.5% 

yeast extract, 0.1% CaCl2, 0.5% CMC (carboxymethyl cel-
lulose), 1.5% agar)에 7 mm 코르크보러로 punching하고 

각 균주 배양액을 100 μl씩 투입한 후 적절한 배양온도

에서 24시간 배양하였다. 배양 후 1.0% congo red 염색액

을 점적하여 노란색 환을 관찰하여 cellulase의 활성으로 

나타내었다.
Xylan 분해 능력은 TY-xylan (0.5% trypton, 0.5% yeast 

ext, 0.1% CaCl2, 0.5% xylan, 1.5% agar)에 7 mm 코르크

보러로 punching하고 각 균주 배양액을 100 μl씩 투입한 

후 적절한 배양온도에서 24시간 배양하였다. 배양 후 

1.0% congo red 염색액을 점적하여 노란색 환을 관찰하

여 xylanase의 활성으로 나타내었다.

바실러스 균주의 배양 및 해삼 발효 조건

바실러스 균주 배양 배지는 1.0% 미강, 1.0% 대두박, 
0.025% MgSO4·7H2O, 0.1% KCl를 제조한 후에 121℃에

서 15분 또는 100℃에서 1시간 멸균하여 사용하였다. 
바실러스 균주의 배양은 각 온도에서 120 rpm으로 진탕

하면서 주어진 시간 동안 배양하였다. 
해삼발효는 해삼 25 g와 정제수 25 ml를 혼합하여 100 

℃에서 1시간 멸균한 후에 B. subtilis K26을 1% 접종하고 
30℃에서 시간 별로 관찰하여 발효 조건을 확립하였다. 

사포닌 부분 정제 및 분석

사포닌의 부분정제 및 분석은 Bahrami 등의 방법에 

따라 실시하였다[1]. 생해삼과 증류수를 동량으로 B. 
subtilis K26으로 발효된 발효해삼분말 40 g은 400 ml 
70% 에탄올을 첨가하여 실온에서 1시간 진탕한 후에 

용액을 회수하였고, 4회 반복하여 추출을 실시하였다. 
추출액은 Whatman No.1 필터페이퍼(GE Healthcare UK)
로 여과하고 진공 농축하여 에탄올을 제거하였다. 처리

된 용액은 동일 양의 부탄올(Duksan General Science, 
Korea), 과 혼합하여 16시간 동안 상분리를 실시하였다. 
분리된 물층은 적절하게 농축하여 최종 50% 메탄올 용

액(Duksan General Science, Korea)에 현탁하였다. 
처리된 추출물은 적절한 양으로 TLC (Silica gel 60 

F254 aluminium sheets (Merck 1.05554.0001, Darmstadt, 
Germany))에 점적하여 클로로포름:메탄올:증류수(7:13:8; 



Journal of Life Science 2024, Vol. 34. No. 7 487

Duksan General Science, Korea)의 전개 용매에 의해 사포

닌이 분리되었다. 발색은 15% sulfuric acid(Duksan Gen-
eral Science, Korea)로 분무 후에 110℃에서 15분 동안 

열처리하여 UV light (UV hand lamp, Labcampus, Korea)
에 의해 발색을 확인하였다. 사포닌의 표준품은 sig-
ma-aldrich의 saponin (Sigma-Aldrich, Korea)을 구입하여 

사용하였다.

Chondrochin sulfate 분석

Chondrochin sulfate 함량 분석을 위한 DMMB (Dim-
ethylmethylene Blue, Sigma-Aldrich, Korea) 용액은 16 mg 
DMMB, 3.04 g glycine, 1.6 g NaCl, 95 ml 0.1 M acetic 
acid를 첨가하여 1 l로 용해하였다. 이 용액의 pH는 약 

3.0이며, Whatman 3MM으로 여과 또는 0.45 μm filter 여
과를 통해 제조하였다. Chondroitin 4 sulfate 표준품 제조

는 증류수에 500 μg/ml로 제조하여 표준곡선 형성을 위

해 microtiter plate에 0, 5.7, 11.4, 22.7, 34.1, 45.5 μg/ml를 

사용하였다. 발효 샘플 안에 chondrochin sulfate 함량을 

분석하기 위해 총 220 μl 반응액 중에서 20 μl 이내에서 

원액 또는 적절하게 희석하여 사용하였다. 샘플을 mi-
crotiter plate에 최종 20 μl가 되게 첨가한 후에 200 μl 
DMMB 용액을 첨가하여 5초간 진탕하여 525 nm에서 

흡광도를 측정하였다. 측정된 흡광도 값은 표준품의 표

준 곡선에 준하여 chondrochin sulfate 함량을 계산하였다.

총 페놀화합물, 총 플라보노이드 및 항산화 활성 분석

총 페놀함량은 Folin-danis 방법을 약간 변형하여 사용

하였다[18, 23]. 즉, 원래 방법에서 microtiter plate에 적합

하도록 1/10로 전체 양을 축소하여 분석을 실시하였다. 
반응액 조성은 10 μl FCR (Folin-Ciocalteu's phenol re-
agent, 2 N, Sigma-Aldrich, Korea), 30 μl 20% Na2CO3, 160 
μl 샘플 및 증류수를 첨가하여 실온에서 2시간 방치한 

후에 765 nm에서 흡광도를 측정하였다. Gallic acid (Sig-
ma-Aldrich, Korea)로 표준곡선을 작성하고, 이 검량선에 

따라 총 페놀함량을 측정하였다.
총 플라보노이드 함량은 염화알루미늄법을 microtiter 

plate에 적합하도록 1/10로 전체 양을 축소하여 분석을 

실시하였다[13, 18]. 60 μl 95% 에탄올, 4 μl 10% alumi-
nium chloride, 4 μl 1 M potassium acetate을 첨가하고, 
샘플 및 증류수를 최종 200 μl가 되도록 조정하여 첨가

하였다. 반응액은 실온에서 30분간 반응한 후 415 nm에

서 흡광도를 측정하였고, quercetin (Sigma-Aldrich, Korea)
을 표준품으로 하여 검량선을 작성한 후에 샘플의 총 

플라보노이드 함량을 계산하였다.
항산화활성은 시료의 free radical 소거 활성을 Singh와 

Rajini의 방법을 변형하여 free radical인 DPPH (Aldrich, 
St. Louis, MO, USA)에 대한 환원력으로 측정하였다

[20]. 100 μl 0.2 mM DPPH와 100 μl 샘플 현탁액을 첨가

하여 실온에서 30분간 반응하였다. 반응된 시료는 517 
nm에서 흡광도를 측정한 후, ascorbic acid로 작성된 표

준 검량선에 의해 항산화활성을 평가하였다.

DNA 손상 보호효과

Plasmid pMMP365는 plasmid DNA prep kit (Bioneer, 
Korea)에 의해 분리 및 정제하여 100 ng/μl로 조정하였

다. 하이드록실 라디칼에 대한 supercoiled plasmid DNA 
가닥 손상에 대한 발효해삼에 의한 억제는 DNA nicking 
assay를 사용하여 추정되었다[8]. 반응 혼합물은 2 μl 100 
ng/μl DNA, 2 μl 1 mM hydrogen peroxide, 2 μl 1 mM 
iron (II) sulfate, 샘플 및 PBS 완충액(pH 7.4)으로 최종 

20 μl로 조정하였다. 혼합물을 37℃에서 30분 동안 반응

한 후, 로딩 완충액(50% 글리세롤(v/v), 40 mM EDTA 
및 0.05% bromophenol blue) 4 μl를 첨가하여 반응을 중

단시키고 반응 혼합물을 100 V 조건에서 20분 동안 1% 
아가로오스 겔에서 전기영동을 실시하였다. 전기영동 

후, 겔은 GreenStar™ Nucleic Acid Staining Solution I 
(Bioneer, Korea)으로 염색한 다음 UV transiluminator에
서 염색된 band를 확인하였다.

결과 및 고찰

균주 별 세포 외 고분자 분해 효소 활성

해삼은 수온이 24℃ 이상일 경우에는 여름잠을 자기 

때문에 우리나라의 경우에 7‒8월에는 성장이나 수확이 

불가능한 것으로 나타난다. 그리고 이 시기 이후 한 동

안 고갈된 영양분을 보충하는 시기가 필요하여 실질적

으로 해삼의 수확 시기는 1‒6월에 집중된 것으로 보인

다. 생해삼은 91.2% 수분, 4.4% 단백질, 0.3% 지방, 3.3% 
회분, 0.8% 탄수화물 등으로 구성되어 있다[9]. 다른 한

편으로 건해삼은 56‒62% 단백질, 1.4‒1.93% 지방, 0.71‒ 
0.96% 탄수화물, 30‒33% 조회분 등으로 나타난다. 그러

나 이런 체내 성분은 수확시기 및 지역에 따른 편차가 

존재하는 것으로 판단된다. 
발효해삼 액을 제조하기 위해 세포 외 효소 활성을 분

석하였다. 가장 우선적으로 해삼 고형분의 50% 이상을 

차지하는 단백질을 분해하기 위해서는 protease 활성이 

강한 균주가 선발대상 균주이다. 그 외 부가적인 성분의 

분해에 필요한 효소들의 활성을 분석하기 위해 amylase, 
cellulase, xylanase 등의 활성을 비교 분석하였다. Pro-
tease 활성이 가장 우수한 균주는 B. subtilis K26이었으
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Fig. 1. Evaluation of activities for extracellular enzyme of potential probiotics. Each bacterium was cultured for 24 hr at 37℃ 
by the indicated media, and then the clear or yellow zones were measured for the enzymatic activities. LP ST, K9, 
NIBR97, SSD8, SSDan7; L. plantarum, BV; B. velezensis, BL; B. licheniformis, BS K26 and KACCs; B. subtilis.

며, 나머지 B. subtilis 표준균주들도 protease 활성이 우수

한 것으로 평가되었다(Fig. 1). 이들 균주들은 모두 청국

장, 간장, 된장 등에서 분리되었기 때문에 본 효소의 활

성이 다른 균주들에 비해서 강력한 것으로 추정되었다. 
또한, B. subtilis K26은 cellulase와 xylanase 활성이 강력

한 것으로 나타났다. 그러나 amylase 활성은 감지되지 

않았다. 효소식품은 식품에 효소를 첨가하거나 미생물

의 발효를 통하여 효소활성을 강화하여 음식물의 분해

를 촉진시켜 소화능력을 개선하여 영양성분의 흡수를 

촉진하는 건강기능식품으로 개발될 수 있다[15]. 현재는 

Bacillus 속을 포함한 다양한 미생물을 활용한 효소식품 

개발 연구가 진행 중이며, 효소 생산 고초균(Bacillus 
subtilis)을 활용한 프로바이오틱스 균주 개발 연구도 활

발하게 진행되고 있다. 따라서 protease 활성이 강력한 

B. subtilis K26을 발효해삼 제조에 사용하였으며, 대조

구로써 B. subtilis 표준 균주 중에서 protease 활성이 B. 
subtilis K26와 유사한 B. subtilis KACC14549를 참조 균

주로 활용하여 다음 실험을 실시하였다. B. subtilis KACC 
14549는 대한민국 용인시 소재 전통 콩 발효 페이스트

로부터 분리된 균주이다. 

발효 해삼 특성

해삼은 생육조건에 따른 수분함량이 80.2‒91.5%로 비

교적 수분함량이 높은 해양무척추동물이다[16]. 따라서 

채취된 해삼은 비교적 단시간 내에 미생물의 작용을 받

아 분해가 진행되기 때문에 보관이나 취급이 매우 불편

하다. 해삼의 장내미생물에 대한 메타게놈믹스 분석 결

과(unpublished data), 87%가 no hit인 것으로 나타났으며, 
확립된 미생물 중에서 Firmicutes와 Proteobacteria가 우

점하는 것은 일반적인 경향과 동일하였다. 속(genus) 수
준에서 볼 때, Bacillus, Clostridium, Acinetobacter 등이 

우점 속으로 나타났다. 높은 수분함량과 Bacillus 및 

Clostridium의 높은 점유율은 해삼이 쉽게 변질되는 특

성과 연관성이 있는 것으로 추정된다. 그러나 장내 점유

율은 계절적인 환경에 따라 변화가 발생되며, 봄과 여름

에는 Cyanonbacteria와 Firmicutes가 상승되는 반면에, 가
을과 여름에는 Proteobacteria가 상승되는 경향성을 보였

다[4]. 
본 연구에서도 해삼을 열처리 후 실온에서 48시간 이

상 보관할 때, 일부 변질이 유발되는 것이 관찰되었다. 
이와 같은 현상은 해삼 장 내에 Bacillus, Clostridium 등
과 같은 포자형성균들의 높은 점유율에 기인되는 것으

로 추정되었다. 따라서 해삼의 내장 제거 시 미생물이 

해삼의 타 조직으로 전이되지 않도록 내장 제거 즉시 

냉동 보관을 실시하였다. 다른 한편으로 해삼을 추출하

여 항균활성을 분석해 본 결과, E. coli 104 CFU/ml 정도

에서 항균활성이 관찰되었다(data not shown). 일반적으

로 대상 균주는 106 CFU/ml로 분석을 실시하기 때문에 

해삼은 사포닌, 올리고펩타이드, 유리아미노산 등의 생

리활성물질에 의해 약한 항균 활성이 있는 것으로 추정

되었다. 
해삼은 수분을 제외하고, 약 50% 내외가 단백질로 구

성되어 있기 때문에 미생물 발효 시 이취가 심하게 발생

할 수 있다. 해삼 특유의 냄새와 발효에서 나타나는 이

취가 병합되어 식품으로 활용하기 쉽지 않은 것이 일반

적인 양상이다. 따라서 해삼 발효 산업에 있어서 이 발

효취를 감소하거나 마스킹 하는 것이 매우 중요한 문제

이다. 따라서 발효취가 최소화하면서 암모니아까지 완

전 분해가 진행되지 않는 조건을 설정하기 위해 우선적

으로 반응 온도 별로 분해 실험을 실시하였다. 그 결과 

37℃에서는 매우 빠르게 반응이 진행되어 이취를 제어

하는 것이 매우 어려웠다(data not shown). 다른 한편으
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Fig. 2. Fermentation of sea cucumber depending on fermentative time. Raw sea cucumber was crushed by a mixer, suspended 
with water of the same volume, and then treated for 15 min at 121℃. The solution was inoculated with 1.0% B. subtilis 
K26, and then reacted for the indicated time at 30℃.

Fig. 3. Saponin content of sea cucumber. The saponin was 
partially purified by butanol extraction. The partially 
purified saponins were loaded onto TLC plate, and 
then separated with the running solution. The saponin 
staining was developed by 15% sulfuric acid and for 
15 min 110℃. The developed spot was detected by 
a UV hand lamp.

Fig. 4. Assay of condroichin sulfate content. The fermented 
solution was mixed with DMMB solution, and then 
measured at 525 nm with a microtiter reader. The con-
droichin sulfate content in the sample was evaluated 
by a standard curve prepared with bovine chondroitin 
4-sulfate.

로 25℃에서는 반응이 매우 느리게 진행되는 것으로 나

타났기 때문에 경제성이 낮은 것으로 분석되었다. 따라

서 적절한 반응속도와 경제성이 있는 30℃가 발효 조건

으로 설정되었다. 설정된 발효온도에서 발효 시간에 따

른 잔류고형분과 잔존아미노산을 분석해 본 결과, Fig. 
2와 같이 나타났다. 잔류 고형분, 잔존아미노산 및 발효

취를 비교 분석한 결과, 4.5시간 동안 발효하는 것이 가

장 적합한 것으로 판단되었다. 또한, 참조균주인 B. sub-
tilis KACC14549도 유사한 경향성을 보였다. 따라서 이후 
연구에서는 30℃에서 4.5시간 발효에 의해 실시하였다.

 
기능성 성분 분석 및 항산화 활성

해삼이 보유하고 있는 기능성 성분들은 유리아미노

산, 사포닌, 콘드로이친황산, 페놀류, 플라보노이드류 

등이다. 유리아미노산 및 올리고아미노산류 들은 항균 

및 항산화 효과가 있는 것이 잘 알려져 있다[14]. 사포닌, 
콘드로이친 황산, 페놀류, 플라보노이드류 등은 항산화 

및 면역능력 개선 효과가 있는 것으로 잘 알려져 있다

[6]. 따라서 발효해삼 용액에 이들 성분의 함유량은 기능

성 식품으로써 중요한 요소가 된다. 
사포닌의 분석 결과 Fig. 3에서 보여지는 바와 같이 

1.12 mg/g 생해삼으로 나타났다. 본 결과는 백해삼, 청해

삼 및 홍해삼에서 0.28, 0.47, 0.50 mg/g 생해삼으로 나타

난 결과에 비교하여 약간 높은 값으로 나타났다[22]. 콘
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Fig. 5. Evaluations of total polyphenolic content (TPC), flavonoid content (TFC), and antioxidative activity. The raw sea cucumber 
was fermented with B. subtilis K26, and then applied for TPC, TFC, and antioxidative activity. TPC, TFC, and antioxidative 
activity were indicated by equivalent contents of gallic acid, qucertin, and ascorbic acid (AA), respectively. 

Fig. 6. DNA damage protection with the fermented solution. 
The raw sea cucumber was fermented for 4.5 hr with 
B. subtilis K26, and then applied for DNA damage 
protection assay. The radical for DNA damage was 
produced by hydrogen peroxide and iron (II) sulfate.

드로이친 황산의 분석결과, Fig. 4에서 보여지는 바와 

같이 5.11 mg/g 생해삼의 함량으로 분석되었다. 참조균

인 B. subtilis KACC14549보다 약간 높은 값으로 나타났

다. 즉, B. subtilis K26은 참조균인 B. subtilis KACC14549 
콘드로이친 황산의 가용화가 보다 우수한 것으로 평가

되었다.
총 폴리페놀 및 플라보노이드 함량은 6.95 mg gallic 

acid/g raw sea cucumber 및 3.69 mg qucetin/g raw sea cu-
cumber으로 각각 나타났다(Fig. 5). 이들 값은 표준균주

에 비교 시 약간 높은 경향성을 보였으며, 특히, 총 폴리

페놀 함량이 보다 높게 나타나는 것으로 관찰되었다. 
항산화활성은 0.59 mg ascorbic acid/g sea cucumber로써 

또한, 표준균주에서 유래된 값보다 약간 높게 형성되었

다. 이와 같은 결과 항산화 값이 B. subtilis K26에서 표준

균주보다 높게 형성되는 것은 발효과정에서 유리되는 

총 폴리페놀 함량, 유리 아미노산 및 기타 당류와 연관

성이 있는 것으로 추정되었다[6]. 

DNA 손상 보호 효과 분석

Plasmid pMMP365 T-easy vector (Promega, USA)는 

Bacillus licheniformis protease 유전자 382 bps가 클로닝 

되어 있는 총 3.8 kbps의 plasmid이다. DNA 손상 보호효

과를 관찰하기 위해 4.5시간 동안 발효된 용액으로 분석

을 실시하였다. 분석결과, Fig. 6과 같이 나타났다. Plas-
mid pMMP365은 무처리 DNA 샘플에 대해 covalently 
closed circular (CCC) 및 concatemer 형태인 각각 하단 

및 상단 DNA band로 나타나고 있다. 그러나 hydrogen 
peroxide와 iron (II) sulfate에 의해 유발된 hydroxyl radical
은 이 두 형태를 모두 변형시키는 것으로 나타났다[24]. 
Radical 발생 용액만으로 처리된 DNA에서 하단 band는 

위치상 linear DNA인 것으로 판단되며, 상단에 나타나는 

것은 open circular DNA로 추정되었다. 
발효해삼액으로 처리할 때 대부분의 DNA는 radical 

발생 용액만으로 처리된 DNA와 비교하여 band의 이동

이 관찰되었다. 적은 양 (1 μl)으로도 대부분의 DNA band
가 이동되었고, linear DNA는 소량으로 나타났다. 따라

서 대부분의 DNA는 발효해삼 1‒2.5 μl 사이의 용액이 

첨가될 때 hydroxyl radical로부터 보호받는 것으로 추정

된다. 발효해삼 샘플로 처리된 용액에서 concateimer 
band의 위치는 변화가 관찰되지 않지만, 하단의 CCC 형
태의 band는 pMMP365 무처리 샘플에 비교하여 이동거

리가 짧아지는 것으로 나타났다. 이 현상은 radical sol-
ution과 발효해삼 용액에 의해 유발되는 각종 염류들에 

의해 이동속도에 변화가 발생한 것으로 추정된다. Bacillus 
cereus 및 Phellinus baumii 등의 exopolysaccharides는 항

산화와 DNA damage에 대한 보호효과가 있는 것으로 

나타났다[10, 24]. 따라서 본 연구에서 도출된 항산화 효

과가 강력한 물질들도 또한, DNA 손상 보호효과가 충분

히 유도할 수 있는 것으로 제의된다.
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이상의 결과를 종합해 보면, 발효해삼 용액에는 유리

아미노산, 사포닌, chondrochin sulfate, total phenolic con-
tent, total flavonoid content 등이 풍부하게 유지되어 있어 

항산화 효과가 높은 것으로 나타나며, 또한, 이들 성분

에 의해 DNA 손상 보호 효과가 우수한 것으로 제의된

다. 또한, 이들 성분은 근육관련 건강기능식품에 있어서 

필수적인 요소들이 될 수 있기 때문에 향후에 발효해삼 

유래 성분들의 세포 및 동물수준에서 기능성 입증에 대

한 추가 연구가 추진되어야 할 것으로 제의된다.
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초록：발효해삼의 항산화 및 면역강화 기능성 물질의 분석

김삼웅
1
․김가희

2
․김범철

3
․이유빈

2
․이가빈

2
․갈상완

2
․김철호

2
․방우영

4
․방규호

2
*

(1㈜파밈스, 2경상국립대학교 제약공학과, 3㈜카이넨, 4국립생물자원관 생물다양성총괄과)

해삼은 고형분의 50% 이상이 단백질이며, 그 외 기능성 물질로써 사포닌, 뮤코다당류 등 다양한 생리활

성 물질들을 보유하고 있다. 해삼 성분을 미생물의 효소로써 분해하기 위해 Bacillus 및 유산균 유래 각종 

효소의 활성을 분석하였다. 분석된 균주 중에서, B. subtilis K26은 protease의 활성과 xylanase의 활성이 가장 

높았으며, cellulase의 활성도 비교적 높은 것으로 나타났다. 따라서 해삼과 정제수를 동일 비율로 혼합하고 

멸균한 후 B. subtilis K26를 접종하여 발효를 실시하였다. 그 결과 1.5‒7.5시간에서 가장 높은 잔존 아미노산

의 함량이 평가되었으며, 잔류고형분도 비교적 낮게 나타났고, 발효취도 적게 나타났다. 발효해삼분말을 

부탄올로 추출하여 사포닌 함량을 측정한 결과 1.12 mg/g로 나타났다. Chondroichin sulfate 함량은 5.11 
mg/g 생해삼으로 평가되었으며, 총 폴리페놀 함량은 6.95 mg gallic acid equivalent/g 생해삼, 총 플라보노이

드 함량은 3.69 mg quercetin equivalent/g 생해삼 등으로 평가되었다. 발효해삼의 항산화효능은 0.59 mg 
ascorbic acid equivalent/g 생해삼으로 항산화능력이 우수한 것으로 평가되었다. 다른 한편으로 발효해삼액

의 DNA 손상 보호효과는 발효액의 농도 의존적으로 생성되었으며, 매우 저 농도에서 매우 우수한 효과가 

있는 것으로 평가되었다. 이상의 결과로 볼 때, 해삼발효액은 아미노산, 사포닌, 페놀류, 콘드로이친 황산, 
플라보노이드류 등에 기인하여 우수한 항산화능력과 DNA 손상 방지능력이 있는 것으로 제의된다. 따라

서, B. subtilis K26의 발효해삼액은 인체에 있어서 산화억제, 면역증강 및 근 개선 식품으로 가능성이 높은 

것으로 추정된다.
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