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산양삼은 다년생 초목인 인삼이 야생에서 발아한 씨앗 또

는 어린삼을 인공적으로 재배한 것을 의미한다[1]. 산양삼

은 일반 재배인삼에 비해 인삼 사포닌인 진세노사이드

(ginsenoside)의 함량이 높은 것으로 보고되어 있으며, 항당

뇨, 항노화 등의 효능 역시 일반 재배인삼에 비해 우수한 것

으로 알려져 있다[2, 3].

인삼 사포닌인 진세노사이드 Rb1과 Rg1은 근육의

peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR)-γ 단

백질의 발현을 증가시키는 것으로 알려져 있으며[4], AMP-

activated protein kinase (AMPK) 신호전달 경로에 관여하

여 항비만 효능을 나타내는 것으로 보고되었다[5]. 이외에도

다양한 종류의 진세노사이드들의 항당뇨, 항노화, 항스트레

스, 항알러지, 항암 등의 효능에 관한 연구들이 보고되고 있

다[6−10]. 진세노사이드 Rb1은 해마신경세포의 허혈손상을

경감시켰다는 연구가 보고된 바 있으며[11], 진세노사이드

Re는 항고지혈증 효능이 우수하다는 보고가 있다[12]. 진세

노사이드 Rg1은 독소에 의한 신경세포의 손상을 감소시켰

다는 연구결과가 있으며[13], 진세노사이드 Rg5는 항암 및

함염증이 우수하다고 알려져 있다[14, 15].

김치나 막걸리와 같은 다양한 전통 발효식품에 존재하는

젖산균은 발효식품 제조를 위한 스타터(starter) 균주로서 오

랫동안 사용되어 왔다[16]. 젖산균은 다양한 박테리오신을

생산하기도 하며[17], 생물전환(bioconversion)에 필요한 β-
glucosidase [18], β-xylosidase [19], β-galactosidase [20]

등의 효소활성에 관한 연구가 활발하게 진행 중이다. 생물전

환이란 미생물을 비롯한 생명체가 보유한 효소활성을 이용

하여 새로운 물질을 생산하거나 유용성분의 함량을 증진시

킬 수 있는 기술을 말한다[21]. 생물전환을 통해 유용성분인

플라보노이드의 인체 흡수율을 증가시킨 연구결과가 보고된

바 있으며[22], 양 등[23]은 젖산균인 Lactobacillus plantarum

을 이용한 생물전환을 통해 갈근탕의 daidzin과 liquiritin을

각각 daidzein과 liquiritigenin으로 변환하였다고 보고하였

다. 특히, 미생물의 다양한 glycosidase 효소활성을 이용하여

다양한 배당체(glycone)로 존재하는 진세노사이드의 생물전

환에 대해 보고된 바 있으나[24−26], 진세노사이드 Rb1과 Re

를 가수분해하여 Rg1과 Rg5를 생성하는 것으로 알려진 α-
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rhamnosidase 효소활성에 대한 보고는 부족한 실정이다. 

α-Rhamnosidase (EC 3.2.1.40)는 다당류에 존재하는

rhamnose 잔기를 분해하는 효소로서 배당체인 진세노사이

드 Rb1과 Re를 분해하여 Rb1을 Rg5로, Re를 Rg1으로 가수

분해(Fig. 1)하는 것으로 알려져 있다[27]. 그러나 일반적인

대량생산공정에 사용되는 다른 glycosidase와는 다르게 현

재 정제된 형태로 판매가 되지 않아 rhamnosidase 활성을

보유한 균주를 사용하는 것이 가장 효과적인 방법으로 알려

져 있다[27].

본 연구에서는 전통 발효식품으로부터 α-rhamnosidase 효

소활성이 우수한 젖산균을 선발하고, 산양삼 추출물의 생물

전환에 적용하여 진세노사이드 Rg1 및 Rg5의 함량을 증가

시키고자 하였다. 

젖산균을 분리하기 위하여 전라남도 진도를 비롯하여 전

국에서 판매되고 있는 전통발효식품 10점(장아찌 4점, 김치

3점, 막걸리 3점)을 구매하였다. 시료 1 g을 멸균수 9 ml에

현탁한 후 10-1−10-5 배수까지 단계적으로 희석하고[28],

bromocresol purple (0.015 g/l, Sigma-Aldrich, USA)을 함

유한 MRS (BD Diagnostic, USA) 평판배지에 도말한 후

30℃에서 48시간 동안 배양하여 노란색으로 변하는 단일집

락을 확보하였다[29]. Glycosidase 효소활성을 보유한 젖산

균을 분리하기 위해 esculin 평판배지(MBcell, Korea)를 사

용하였으며, 30℃에서 48시간 동안 배양하였다[24]. 분리한

젖산균 중 α-rhamnosidase 활성을 보유하는 젖산균을 선별

하기 위해 L-rhamnose가 20 g/l 농도로 첨가된 MRS 평판배

지에 도말한 후 30℃에서 24시간 동안 배양하여 단일집락을

형성한 균주를 선발하였다.

분리된 균주를 MRS 배지를 사용하여 30℃에서 24시간

동안 진탕배양한 후 GenExTM genomic Sx (GeneAll,

Korea)를 사용하여 염색체 DNA를 추출하였다. 프라이머

27F (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3')와 1492R (5'-

TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3')를 사용하여 16S rDNA

유전자의 단편을 증폭하였다[30]. PCR 증폭산물은 ㈜마크로

젠(Korea)에 의뢰하여 염기서열을 해독하였으며 National

Center for Biotechnology Information (NCBI, USA)의

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) 프로그램을 사용하여 기존

에 보고된 균주의 16S rDNA 유전자 염기서열과 상동성을

비교하였다.

효소활성은 장 등[19]의 방법을 수정하여 측정하였다. α-

Rhamnosidase 효소활성을 측정하기 위해 L-rhamnose가

첨가된 5 ml의 MRS 배지에 균주를 세포흡광도(OD600)가 0.1

Fig. 1. Bioconversion of Re and Rb1 to Rg1 and Rg5 by α-rhamnosidase.
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이 되도록 접종하고, 30℃에서 24시간 동안 배양한 뒤, 세포

흡광도 1에 해당하는 배양액을 회수하였다. 원심분리(13,000

×g, 1분)를 통하여 세포가 제거된 상등액을 조효소액으로 사

용하였고, 기질은 인산염 완충액(50 mM, pH 6.0)에 4-

nitrophenyl-α-rhamnoside (pNPR, Sigma-Aldrich)가 5 mM

이 되도록 용해시킨 후 사용하였다. 조효소액(70 μl)에 기질

을(30 μl) 첨가하고 37℃에서 30분 동안 반응한 후, 100 μl

의 0.5 M Na2CO3 (Duksan, Korea)를 첨가하여 효소반응을

종결하고 410 nm에서 흡광도를 측정하였다. 검량선은 4-

nitrophenol (pNN, Sigma-Aldrich)을 사용하여 작성하였다. 효

소활성은 1분동안 1 μmole의 ρ-nitrophenol을 생성하는 효

소의 양으로 정의하였고, bradford dye reagent (Bio-Rad,

USA)를 사용하여 조효소액 중의 단백질 농도를 측정하였다.

Bovine serum albumin (Bio-Rad)을 사용하여 단백질 농도

측정을 위한 검량선을 작성하였다. 

강원도 홍천군에서 재배된 5년근 산양삼을 재배농가로부

터 구매하여 이물질을 제거한 후 약 1 cm 크기로 절단하였

다. 재료 무게의 10배에 해당하는 에탄올(Duksan, Korea)을

추출용매로 첨가하고 항온수조(70℃, Chang shin scientific

Co., Korea)에서 12시간 동안 3회 반복 추출하였다. 추출액

은 여과지(Whatman paper No. 2, Sigma-Aldrich)를 사용

하여 여과한 후 회전농축기(Rotavapor R-220SE, BÜCHI

Labortechnik AG, Switzerland)를 사용하여 70℃의 항온수

조에서 12시간 동안 농축하였다. 농축이 완료된 시료는 동

결건조(Ilshinbiobase, Korea)하여 분말형태의 산양삼 추출

물을 제조하였다.

진세노사이드 함량은 UV/VIS 검출기(SPD-20A, Shimadzu,

Japan)가 장착된 고성능 액체 크로마토그래프(HPLC, 20A-

Series, Shimadzu)를 사용하여 측정하였다. 컬럼은 Eurospher

100-5 C18 (3 × 250 mm, Germany)를 사용하였으며, Rb1,

Re 및 Rg1 표준물질은 Chromadex (USA)로부터, Rg5 표준

물질은 엠보연구소(Daejeon, Korea)로부터 구매하여 사용하

였다. 이동상은 acetonitrile (J.T.Baker, USA)과 증류수

(J.T.Baker)를 혼합하여 순차적으로 acetonitrile의 농도가 증

가하도록 농도구배를 설정하였다. 컬럼의 온도는 25℃, 이동

상의 유속은 0.8 ml/min로 설정하였다[31].

동결건조 전 산양삼 추출물의 진세노사이드 함량을 분석

한 결과, Rb1의 함량이 가장 높았으며(5.44 ± 0.17 mg/g), Re
(5.09 ± 0.14 mg/g), Rg1 (2.43 ± 0.36 mg/g), Rg5 (0.24 ±

0.21 mg/g) 순서로 높은 함량을 나타내었다.

젖산균을 사용하여 산양삼 추출물의 생물전환반응을 진행

하기 위하여 α-rhamnosidase 효소활성이 우수한 젖산균을

세포흡광도가 0.1이 되도록 MRS 배지에 접종하여 30℃에

서 36시간 동안 배양한 후 배양액을 원심분리(13,000 ×g,

1분)하여 회수한 균체를 멸균수로 2회 세척한 후 사용하였

다. 동결건조된 산양삼 추출물은 고형분의 농도가 100 mg/

ml가 되도록 멸균수를 첨가하여 희석한 후, 젖산균을 세포

흡광도 5가 되도록 접종하고 30℃에서 200 rpm으로 48시간

동안 배양하였다.

모든 측정은 3회 반복하였으며 평균값과 표준오차는 SPSS

(ver. 22.0, SPSS, USA)를 사용하여 결정하였고, 유의성 검

증은 일원배치 분산 분석법을 이용하였다[32].

Bromocresol purple이 첨가된 MRS 배지를 사용하여 전통

발효식품으로부터 200점의 젖산균을 분리하였다. Esculin

평판배지를 사용하여 glycosidase 활성을 보유하는 것으로

추정되는 49점의 젖산균을 선별하였다. 선별한 젖산균 중,

Table 1. α-Rhamnosidase activity of lactic acid bacteria isolated from fermented foods.

Strain Identification Origin
Similarity 

(%)
α-Rhamnosidase activity

(U/mg)
KCTC21004 Lactobacillus plantarum - - 0.12 ± 0.01c

MBE/L2925 Weissella confusa Kimchi 97 0.11 ± 0.01ab

MBE/L2949 Lactobacillus plantarum Makgeoli 99 0.13 ± 0.01b

MBE/L2987 Lactobacillus plantarum Makgeoli 97 0.13 ± 0.01c

MBE/L2988 Lactobacillus plantarum Makgeoli 96 0.10 ± 0.01a

MBE/L2990 Lactobacillus plantarum Makgeoli 97 0.16 ± 0.01e

MBE/L2996 Lactobacillus pentosus Makgeoli 95 0.13 ± 0.01cd

MBE/L3011 Lactobacillus plantarum Makgeoli 97 0.18 ± 0.01f

MBE/L3012 Lactobacillus plantarum Makgeoli 98 0.14 ± 0.01d

MBE/L3013 Lactobacillus plantarum Makgeoli 96 0.18 ± 0.01g

MBE/L3015 Lactobacillus plantarum Makgeoli 98 0.12 ± 0.01bc

MBE/L3016 Lactobacillus plantarum Makgeoli 96 0.16 ± 0.01e

MBE/L3017 Lactobacillus plantarum Makgeoli 98 0.12 ± 0.01bc

Different letters mean the significant difference between means.
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α-rhamnosidase 효소활성을 보유하고 있는 젖산균을 선별

하기 위해 L-rhamnose가 20 g/l로 첨가된 배지에서 성장한

12점을 확보하고 MBE/L2925, 2949, 2987, 2988, 2990,

2996, 3011, 3012, 3013, 3015, 3016, 3017 균주로 각각 명

명하였다. 각 균주들의 16S rDNA 유전자 염기서열을 분석

한 결과, Weissella confusa (MBE/L2925), Lactobacillus

pentosus (MBE/L2996) 및 Lactobacillus plantarum

(MBE/L2949, 2987, 2988, 2990, 3011, 3012, 3013, 3015,

3016, 3017)으로 동정되었다(Table 1).

발효식품으로부터 분리한 젖산균의 α-rhamnosidase 효소

활성을 측정하였다(Table 1, Fig. 2). 생막걸리로부터 분리된

L. plantarum MBE/L3013 균주가 0.18 ± 0.01 U/mg으로

가장 우수한 α-rhamnosidase 효소활성을 나타내었는데, 이

는 대조구로 사용한 L. plantarum KCTC21004 균주에 비해

약 38% 가량 우수한 효소활성이었다. L. plantarum MBE/
L3011 (0.18 ± 0.01 U/mg), MBE/L3016 (0.16 ± 0.01 U/

mg), MBE/L2990 (0.16 ± 0.02 U/mg) 균주들도 대조구로 사

용한 균주에 비해 각각 38% 및 23% 가량 우수한 효소활성

을 나타내어, L. plantarum 균주의 α-rhamnosidase 효소활

성이 다른 균주에 비하여 우수한 것으로 판단되었다. 

신경세포의 손상을 억제하고, 항암 및 항염증에 효과가 우

수한 진세노사이드인 Rg1과 Rg5 [14, 15]의 함량을 증가시

키기 위해, α-rhamnosidase 효소활성이 우수한 W. confusa

로 동정된 MBE/L2925, L. pentosus로 동정된 MBE/L2996,

L. plantarum으로 동정된 MBE/L2990, 3011, 3013, 3016

균주를 사용하였다. 

진세노사이드 Rb1 및 Re 농도는 생물전환반응 전에 비해

발효 후 약 1.1−1.2배 가량 감소하였으나, Rg1는 약 1.1−1.3

배, Rg5는 약 1.4−2배 가량 농도가 증가하였다(Table 2). 이

러한 결과는, 젖산균의 α-rhamnosidase 효소활성에 의해 산

양삼 추출물 중의 진세노사이드 Rb1과 Re가 각각 Rg1과

Rg5로 변환된 것으로 판단된다. Rg1의 함량은 MBE/L2925

Fig. 2. The α-rhamnosidase activity of lactic acid bacteria iso-
lated from traditional fermented food. 
Different letters mean the significant difference between means. 

Table 2. Bioconversion of ginsenoside Re1 and Rb1 to Rg1 and Rg5 by lactic acid bacteria.

Bioconversion
Ginsenoside (mg/g)

Rb1 Re Rg1 Rg5
KCTC 21004 - 5.32 ± 0.12ab 4.98 ± 0.24c 2.41 ± 0.18a 0.23 ± 0.05a

+ 5.14 ± 0.17a 4.62 ± 0.20a 2.74 ± 0.09d 0.37 ± 0.02c

MBE/L 2925 - 5.64 ± 0.51d 5.28 ± 0.22d 2.46 ± 0.31ab 0.27 ± 0.04b

+ 5.19 ± 0.91a 4.59 ± 0.44a 3.12 ± 0.24f 0.42 ± 0.08d

MBE/L 2990 - 5.46 ± 0.13c 4.95 ± 0.24c 2.49 ± 0.12b 0.24 ± 0.01ab

+ 5.25 ± 0.09ab 4.62 ± 0.16a 3.07 ± 0.10f 0.48 ± 0.02d

MBE/L 2996 - 5.34 ± 0.49ab 5.13 ± 0.32cd 2.43 ± 0.14ab 0.24 ± 0.09ab

+ 5.31 ± 0.16ab 4.71 ± 0.06ab 2.85 ± 0.44e 0.39 ± 0.06cd

MBE/L 3011 - 5.25 ± 0.39ab 4.98 ± 0.13c 2.39 ± 0.11a 0.24 ± 0.08ab

+ 5.13 ± 0.19a 4.88 ± 0.26b 2.59 ± 0.32c 0.33 ± 0.06c

MBE/L 3013 - 5.70 ± 0.16d 5.28 ± 0.44d 2.46 ± 0.11ab 0.21 ± 0.03a

+ 5.40 ± 0.26b 4.74 ± 0.51ab 3.04 ± 0.46f 0.35 ± 0.01c

MBE/L 3016 - 5.37 ± 0.64b 5.01 ± 0.14c 2.40 ± 0.22a 0.27 ± 0.09b

+ 5.28 ± 0.29ab 4.65 ± 0.39a 2.76 ± 0.46d 0.39 ± 0.11cd

Different letters mean the significant difference between means.
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균주를 사용한 생물전환 반응에 의해 2.46 ± 0.31 mg/g에서

3.12 ± 0.24 mg/g으로 약 0.66 mg이 증가하여 가장 높은 생

물전환능을 보였으며, KCTC21004 균주를 사용한 대조구의

경우 Rg1 함량이 2.41 ± 0.18 mg/g에서 2.74 ± 0.09 mg/g으

로 약 0.33 mg 증가한 것에 비해 약 2배 가량 높은 증가량

을 나타냈다. 진세노사이드 Rg5의 경우 대조구는 0.23 ±

0.05 mg/g에서 0.37 ± 0.02 mg/g으로 0.14 mg 가량 증가하

였으나, MBE/L2990 균주를 사용한 생물전환반응에서는 반

응 전 0.24 ± 0.05 mg/g에서 반응 후 0.48 ± 0.02 mg/g으로

증가하여, 대조구에 비해 약 42% 가량 높은 증가량을 나타

냈다. MBE/L3011, MBE/L3013 균주의 경우 진세노사이드

Rg1의 함량이 각각 0.2, 0.58 mg, Rg5의 함량이 0.09,

0.14 mg 가량 증가하였다. 두 균주는 α-rhamnosidase 활성

이 우수하여 생물전환속도가 가장 빠른 시간에 진행된 것으

로 사료되지만, 진세노사이드 Rg5의 증가량이 대조구와 비

교하였을 때 유의적인 차이를 나타내지 않았다. 대조구 균주

에 비해 Rg1과 Rg5의 함량을 가장 현저하게 증가시킨 L.

plantarum MBE/L2990 균주는 한국미생물자원센터에

KCTC18529P로 기탁하였다.

진세노사이드의 생물전환과 관련하여 심 등[24]은 팽화홍

삼을 β-glucosidase 활성을 보유한 젖산균 Leuconostoc

mesenteroides를 사용하여 체내 흡수율이 낮은 진세노사이

드 Rb2와 Re의 당쇄를 제거하여 체내 흡수율이 높고, 효능

이 우수하다고 알려진 Rg3와 Rh1, Rh2로 변환하였으며, 조

등[25]은 Aspergillus usamii 균주의 β-glucosidase 활성을

사용하여 인삼의 진세노사이드 Rb1을 체내 흡수율이 우수

한 Compound K로 전환시키는 등 다양한 연구들이 보고되

어 있다[33−35]. 그러나, 대부분의 연구결과는 β-glucosidase

효소에 집중되어 있으므로, 다양한 glycosidase 활성을 이

용한 진세노사이드의 생물전환에 관한 연구가 필요한 실정

이다[15, 27]. 따라서 정제된 형태로 판매되지 않는 α-

rhamnosidase 효소활성을 보유한 젖산균을 이용하여 유용

진세노사이드인 Rg1과 Rg5의 함량을 증가시킨 본 연구결과

는 Rg1과 Rg5의 대량생산을 위한 기초자료를 제공할 것으

로 사료된다.

본 연구를 통해 막걸리로부터 α-rhamnosidase 효소활성

이 우수한 L. plantarum MBE/L2990 균주를 분리하였고 산

양삼 추출물에 함유된 진세노사이드 Rb1과 Re을 Rg1과 Rg5

로 각각 생물전환하였다. 향후 반응조건 최적화 연구를 통

하여 Rg1과 Rg5의 생산성을 증가시킬 수 있을 것으로 판

단된다.

요 약

발효식품으로부터 분리한 젖산균 중 α-rhamnosidase 효

소활성을 보유한 젖산균 12점을 선별하였다. 효소활성이 우

수한 Weissella confuse 1점, L. pentosus 1점과 효소활성이

우수하였던 4점의 L. plantarum 균주를 사용하여 진세노사

이드 Rb1과 Re를 Rg1, Rg5로 각각 생물전환하였다. L.

plantarum MBE/L2990 균주를 사용한 생물전환반응에서

Rg1과 Rg5의 함량이 각각 0.58 mg, 0.24 mg 가량 증가하였

으며, 대조구로 사용한 L. plantarum KCTC21004 균주에

비해 약 56% 및 42% 우수한 생물전환 효율이었다. L.

plantarum MBE/L2990 균주는 한국미생물자원센터에

KCTC18529P로 기탁하였다.
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