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Abstract

Ginsenosides, ginseng saponin, are the principal components responsible for the pharmacological and biological activities 

of ginseng. In order to improve absorption and biological activities, the biotransformation of major ginsenoside to minor 

ginsenoside, as the more active compound, is required. In this study, we isolated Lactobacillus brevis THK-D57, which 

has high β-glycosidase activity, from Kimchi. The major ginsenoside Rb1 was converted to the minor ginsenoside 

‘compound K’ during the fermentation of L. brevis THK-D57. The results propose that the biotransformation pathway to 

produce compound K is as follows: ginsenoside Rb1→ginsenoside Rd→ginsenoside F2→ginsenoside compound K.
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서 론   

 한  통 효식  하나   역사  거

 단순한 염장 효식 었  것  , , , 갓, 

, 마  등  다양한 재료  탕  각 지역 특색에 맞게 

다양한 태   하게 었다. 러한  양

학    다양한 능   어 근 계

 식  리 잡아 가고 다(Park & Cheigh 2000; Sheo 

& Seo 2003; Lee 등 2004).

근 많  연 들  통 효식  다양한 능

 지닌 균주  리하 ,  용하  한 연 가 

하게 진행 고 다. 특 ,  효에 여하  Lactobacillus, 

Pediococcus, Weissella, Leuconostoc 등  산균  효  

산  생 하여 해한 미생  어하고, 효식  미 

진에 여하 , 항산  용, 암 포 억  등  다양한 생

리  갖  것  알  다(So & Kim 1995; Cheigh 

등 1994; Lee 등 1997; Ammor & Mao 2007). 

삼(Panax ginseng C. A. Meyer)  가과(Aralicaceae) 

삼 (Panax)에 하  다 생 본식  수 천  간 생약

 어 각  상에 용해   약용식 다. 

재 지도 삼  탕약, ,  등  통 포 식  비

하여 엑 스, , 건 말 등 다양한 태  가공 어 

리 용 고 다.  상  경험에 근거하여 진 효

능에 해 근   연  등 과학  근  

다양한 에  연 가 루어지고 다.

삼  주  약리  삼 사포닌 진 사 드(ginse-
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noside)  주  능  역 능 용   알  

, 그 에  신경계에 한 용, 뇌 능에 한 

용, 항암 용, 항 당뇨 용, 해독 용  용 용 등  우

수한 생리  보  것  보고 어 다(Oura 등 1973; 

Saito 등 1988; Kikuchi 등 1991; Benishin 등 1992; Mei 등 1994).

사포닌  당(glycine)과 비당(aglycone)  결합한 태  

당체(glycoside) 합  , 크게 protopanaxadiol(PPD), 

protopanaxatriol(PPT)  oleanane 계열  다(Karikura 등 

1991). 삼 사포닌  특별한 가공단계  거 지 않  상태에  

 Rb1, Rb2, Rc 등 비  량  큰 major ginsenoside

 태  재하고, 극   양  Rg3, F2, Rh2, compound K 

등 량   minor ginsenoside  태  재한다.

삼  경  여할 , 고  진 사 드  생체 내 

수  매우 낮 , 장내에  균 (bacterial flora)에 

한 생 학  용  개  차가 크고 용 가능  또한 매우 

낮  에, 상   체내 수 과 우수한 효능  

가진  진 사 드   다.

진 사 드  에 한 연  주  학  산 처리 

 염  처리(Han 등 1982; Chen 등 1987), 열  용한 리

 처리(Kitagawa 등 1998)  용하여, 량  재

하  고  사포닌   하   연 었다. 하

지만 학 , 리  처리  경우 질 특   용 하

지 않아 타 약리  변  할 가능  매우 다.

근에  미생  효(Hasegawa 등 1995)  효  

(Suzuko 등 1998)과 같  생 학   통한 사포닌 사

체 생산에 한 연 가 하게 루어지고 , 러한 

  삼 사포닌  다양한 재  개 어 건

강 능  식  재, 약   능  장  재  용

고 다. 

재 산균  용한 삼 사포닌  연  매우 미

한 실 지만, 사포닌   갖  산균  산업  

용  안 한 스타  용뿐만 아니  산균  생산

하  생리  질, 산균 체  생리  등에 한 상승 

효과  할 수 다. 

 에  수집한 다양한  β-glycosidase 

 보 한 산균  리 동 하고, 효과  에 삼 

 사포닌  하  균주  별하여 삼 사포닌  

양학 ․ 능  가  진시키고  본 연  수행하 다. 

재료 방법

1. 재료

삼 사포닌 능  갖  산균  리하  해 

 각지  가 에  담근  수집하여 사용하 다.

2. 유산균 분리

산균  리  하여 Bui 등(2011)   변 하

다.  수집한 시료 10 g  10 ㎖  균 생리 식염수에 

합하여 균  게 다진 다  그  1 g  시료액  취

하여 9 ㎖  균 생리 식염수에 탁하고, 순차  

하여 0.1%(w/v) esculin과 0.05%(w/v) ferric citrate가 첨가  

Lactobacilli MRS 평  지(Dfico, USA: 1% bacto peptone, 

1% beef extract, 0.5% yeast extract, 2% glucose, 0.1% poly-

sorbate 80, 0.5% sodium acetate, 0.2% ammonium citrate, 0.2% 

K2HPO4, 0.02% MgSO4․7H2O, 0.02% MnSO4․4H2O, 1.5% agar 

powder 1.5%)에 도말하 다. β-glycosidase  산균  

리하  하여 30℃에  1～2  간 양한 후 black zone  

나타나  산균 집  별하 다. 별  균  MRS 액체 

지에 하여 30℃에  양한 후 25%(v/v) glycerol stock

 하여 －70℃에  보 하여 사용하 다.

3. 분리 균주의 동정

균주 동  해 MRS 평 지에 균주  도말하여 

30℃ 항 양 에  24시간 양한 후 16S rRNA gene 염

열  (Solgent Co., Ltd, Korea)에 뢰하여 실

시하 다.  염 열  NCBI database  용하여 

 균주(type strain)  사도(similarity)  했 , 계

통수(phylogenetic tree)  하  하여  균주  염

열  수집하 다. 각 염 열  Clustal X program(Thompson 

등 1997)  용하여 하고, Bioedit program  용하여 

편집하 (Hall TA 1999), MEGA4 program(Kumar 등 2008)

 neighbor-joining (Saitou & Nei 1987)  계통학  

 결 하 다.

균주  태학  특  하  하여 미경(BX50, 

Olympus, Japan)  용하 , 생 학  특  해 

Gram 염색 과 과산 수  산 생  용한 catalase 

 , 그리고 API 50CH kit(bioMerieux Co., Craponne, 

France)  용한 당 용  검  실시하 다.

4. 균주의 생육 패턴 분석

리 균주  MRS 액체 지에 하여 30℃에  양하

 균  생  검토하 다. 균  생장 변  알아보  

해 UV/VIS spectrophotometer DUⓡ530(Beckman Instruments, 

Inc., Fullerton, CA, USA)  용하여 600 nm에  도  

하 , 효  pH  변  MP 220 pH meter(Mettler 

Toledo, Zurich, Switzerland)  용하여 하 다.

5. 인삼 사포닌의 환

리 균주  삼 사포닌  능  검토하  하여 
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MRS 액체 지에  양한 양액  12,000 rpm  도  

10 간 원심 리하여 상등액  취한 후 냉각한 아 톤  

용하여 단 질  시켰 ,  단 질  0.1 mM 

phosphate buffer(pH 7.0)에 탁하여 효   수행하 다. 

질  protopanaxadiol(PPD) 계열  고  진 사 드  

Rb1  사용하 , 30℃ 진탕 양 에  120 rpm  

하여 24시간 동안 시킨 후  크 마토그 피(TLC) 

 역상 고 능 액체크 마토그 피(RP-HPLC)  용하여 

하 다.

효에 한 사포닌  하  하여, Rb1, Rc, 

Rd가 합  PPD 계열  사포닌  200 ppm  게 합한 

MRS 액체 지에 균주  1%(v/v) 하여 30℃에   

양한 후, 크 마토그 피  용하여 하 다.

6. 사포닌 사체 분석

에  리  산균  삼 사포닌  TLC 

 RP-HPLC  용하여 다 과 같   하 다. 

  같  피  수포  탄  용하여 사

포닌  하여 용 시료  사용하 다.  산  TLC 

plate(Silica gel 60 F254 Merck, Darmstadt, Germany)에 한 

후, CHCl3- MeOH-H2O(65:35:10; v/v/v)  개용매 , 10%(v/v) 

산(H2SO4) 용액  색시약  사용하 다.

RP-HPLC  용한 사포닌 사체  해  HPLC 

용 column  C18(250×4.6 ㎜, ID 5 ㎛, Waters, USA)  

용하 , 동상  acetonitrile(solvent A)  수

(solvent B)  사용하여 1.2 ㎖/min   도  

주어 하 다. 각  검  UV detector(Waters 2487, 

New Castle, DE, USA)  사용하여 203 nm에  하 다.

결과 고찰

1. β-Glycosidase 활성 유산균의 분리

삼  사포닌  보 한 산균  리하  

하여  가 집에  , 각 , 갓  등 다

양한   수집한 후 Esculin  용하여 β- 

glycosidase  가진 THK-D57 균주  리하 다. 

THK-D57  Gram 양 , catalase , 포  하

지 못하  간균  었 , API 50CH kit  용하여 

한 결과, strain THK-D57  Lactobacillus brevis  99.4%

 상동  보 다(Table 1).

2. β-Glycosidase 활성 유산균의 동정

Strain THK-D57  16s rRNA gene 염 열  결과  

Fig. 1에 나타냈다. THK-D57  16s rRNA gene sequence

Table 1. Differential phenotypic characteristics of Lacto-

bacillus sp. D57 and Lactobacillus brevis LMG 11494T

Characteristics
Lactobacillus 

sp. D57

Lactobacillus brevis

LMG 11494T 1)

Isolation source
Kimchi

(Seoul, Korea)
－

Morphology Rod Rod

Catalase － －

Gram + +

Growth temperature (℃): 4～40 4～40

Carbon-source utilization 

(API 50CH) of:

L-Arabinose + －

D-Ribose + +

D-Xylose + －

Methyl-β-D-xylose - －

D-Galactose + +

D-Glucose + －

D-Fructose + －

Methyl-α-D-glucopyranoside + －

N-Acetyl-glucosamine + +

Esculin ferric citrate + －

Salicin － －

D-Cellobiose － －

D-Maltose + －

D-Melobiose + +

D-Turanose － +

2-Ketogluconate (potassium) － +

In API 50CH tests, all of the strains are negative for acid production 

of glycerol, erythritol, D-arabinose, L-xylose, adonitol, mannose, 

sorbose, rhamnose, dulcitol, inositol, mannitol, sorbitol, α-methyl- 

D-mannoside, amygdalin, arbutin, lactose, sucrose, trehalose, inulin, 

melezitose, raffinose, starch, glycogen, xylitol, gentiobiose, D-lyxose,

D-tagatose, D-fucose, L-fucose, D-arabitol, L-arabitol, gluconate and 

5-keto-gluconate.

+, positive; －, negative.
1) Taken from Vancanneyt et al., 2006.

NCBI database에   균주들과 비 하여 상동  검토한 

결과, L. brevis  가장  상동  보 다. Lactobacillus 

genus 내에 한  균주  16s rRNA gene 염 열  수

집하여 Clustal X program과 Bioedit program  용하여 편집

한 후 phylogentic tree  하 다(Fig. 2). Strain THK-D57

 16s rRNA 염 열에  L. brevis  99.7%  상동  보

므  L. brevis THK-D57  하 다.
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Fig. 1. 16s rRNA gene sequence of strain THK-D57 isolated from Korean fermented food, Kimchi.

3. Lactobacillus brevis THK- D57의 생육 패턴 확인

L. brevis THK-D57  생  하  해 MRS 액

체 지  사용하여 양하 다. 양  pH  6.0  

하 , 효 에 pH  산  생 에 하여 4.5

지 낮아 다. L. brevis THK-D57  생  효 3시간 후 

하게 진행 어 18시간에 고  생  보 , 후 

체 에 진 하 다. 효  pH  균체 도  변  Fig. 

3에 나타내었다.

4. L. brevis THK-D57의 조효소에 의한 인삼 유래 사포

닌의 사체 환

L. brevis THK-D57  삼 사포닌  검토하  

하여 MRS 액체 지에  18시간 동안 양한 후, 12,000 rpm

 도  10 간 원심 리하여 얻  상등액  효 액

 사용하여 ginsenoside Rb1에 한 결과  Fig. 4  Fig. 

5에 나타내었다. 질  사용한 ginsenoside Rb1   시간

 가함에  감 어 간 사체  ginsenoside Rd  

 양상  보 다.

5. L. brevis THK-D57의 발효에 의한 인삼 유래 사포닌

의 사체 환

L. brevis THK-D57  효  삼 사포닌  변

 검토하  하여 MRS 액체 지에 Rb1, Rc, Rd가 합

 PPD 계열  사포닌과 합하여 양한 결과  Fig. 6에 

나타내었다. L. brevis THK-D57  양 6  후 TLC plate  

ginsenoside Rd  나타내  spot  뚜 하게 나타났 , 
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Fig. 2. Neighbor-joining phylogenetic tree constructed from a comparative analysis of 16S rRNA gene sequences. Filled 

circles at nodes indicate generic branches that were also recovered by using maximum-parsimony algorithms. Bootstrap 

values(expressed as percentage of 1,000 replications)>60% are shown at the branch points. Bar, 0.005 substitutions per 

nucleotide position.

Fig. 3. Cell growth of L. brevis THK-D57 in MRS broth 

at 30℃. Closed symbol, cell growth; Open symbol, pH. 

Data are means of triplicates. Standard errors were less than 

5.0% of the means.

Fig. 4. TLC analysis of ginsenoside by biotransformation 

using crude enzyme of L. brevis THK-D57. S, standard ginse-

noside; 1, Control; 2, L. brevis THK-D57.
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Fig. 5. HPLC profile of ginsenoside by biotransformation using crude enzyme of L. brevis THK-D57. A, Control; B, L. 

brevis THK-D57.

Fig. 6. TLC analysis of ginsenoside by biotransformation 

using L. brevis THK-D57 in MRS broth with 200 ppm crude 

saponin mixture containing ginsenoside Rb1, Rc and Rd at 

30℃. S, standard ginsenoside; 1, 0 day; 2, 3 days; 3, 6 days; 

4, 9 days; 5, 12 days; 6, 15 days; 7, 20 days.

Fig. 7. Proposed bioconversion pathway of ginsenoside Rb1 to compound K(C-K) via ginsenoside Rd by L. brevis THK-D57.

 진 사 드  ginsenoside F2    찰 었

다. 양 9  후 가장 량    진 사 드 

 compound K(CK)   찰 었 , 양 12  후

에  첨가  ginsenoside Rb1  감 가 연하게 보 다. 양 

20 에  ginsenoside Rb1  모   어 spot  사

지고 ginsenoside Rd, ginsenoside F2, C-K 등  었

 하 다. 

 L. brevis THK-D57  효 에 생산  효 에 

하여 고  진 사 드  ginsenoside Rb1  ginsenoside 

Rd, ginsenoside F2  거쳐  compound K  시

키  것  사료 다(Fig. 7).

결 론

천연  삼 사포닌 진 사 드   고  진

사 드  태  재하고 다. 삼  경  여 

할  고  진 사 드  생체 내  수가  낮  
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에 수   효능  시키  하여 상  

수가   뿐만 아니 , 효능도 뛰어난  진 사 드

  필 하다. 

 본 연 에  에  β-glycosidase  가

진 Lactobacillus brevis THK-D57  리․동 하 , 

리 균주  용하여 효  해  효  통하여 질  

첨가  고  진 사 드  ginsenoside Rb1  ginsenoside 

Rd, ginsenoside F2, C-K 등  시키  것  하 다.
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