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본 발명에 따른 엔테로코커스 패칼리스 CRNB-A3 (KCTC 11930 BP) 균주는 인삼으로부터 기존에 알려지지 않은

새로운 사포닌 배당체를 생성할 수 있는 능력을 가지고 있으므로, 상기 균주를 이용함으로써 새로운 효능을 갖

는 인삼 및 홍삼 발효물을 제조할 수 있다. 
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특허청구의 범위

청구항 1 

엔테로코서스 패칼리스 CRNB-A3 (KCTC 11930 BP) 균주.

청구항 2 

제1항에 따른 엔테로코서스 패칼리스 CRNB-A3 (KCTC 11930 BP) 균주를 이용한 사포닌의 전환방법.

청구항 3 

청구항 제2항에 있어서, 사포닌 Rb2를 다른 진세노사이드로 전환하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 4 

제1항에 따른 엔테로코서스 패칼리스 CRNB-A3 (KCTC 11930 BP) 균주를 이용한 발효삼의 제조방법.

청구항 5 

청구항 제4항에 있어서, 원료인 삼은 고려 인삼, 삼칠 인삼, 미국 인삼, 죽절 인삼, 히말라야 인삼, 베트남

인삼의 인삼 자체, 수삼 또는 홍삼임을 특징으로 하는 방법.

 

청구항 6 

청구항 제4항에 있어서, 상기 제조방법은 원료인 삼에 엔테로코서스 패칼리스 CRNB-A3 (KCTC 11930 BP) 균주

를 접종하여 발효시킴을 특징으로 하는 방법.

청구항 7 

청구항 제6항에 있어서, 상기 발효는 20~50 의 온도에서, 20~120 시간 동안 수행됨을 특징으로 하는 방법.

청구항 8 

청구항 제2항 내지 제7항 중 어느 한 항의 방법에 따라 제조된 발효삼.

청구항 9 

청구항 제8항에 따른 발효삼을 원료로 하는 건강기능식품.

청구항 10 

청구항 제9항에 있어서, 건강기능식품은 발효삼 자체, 액상 제제, 캔디류, 껌, 페이스트 제제, 과자류, 분말

에서 선택된 제형을 가짐을 특징으로 하는 기능식품.
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청구항 11 

청구항 제8항에 따른 발효삼을 포함하는 염증, 알레르기, 암, 발기부전, 고혈압, 고지혈증, 혈전증 또는 노화

예방 또는 치료용 약학 조성물.

명 세 서

기 술 분 야

본  발명은  인삼  및  홍삼의  사포닌  분해능을  갖는  신규한  엔테로코커스  패칼리스(Enterococcus  faecalis)[0001]

CRNB-A3 (KCTC 11930 BP) 균주에 대한 것이다. 

또한 본 발명은 상기 엔테로코커스 패칼리스 CRNB-A3 (KCTC 11930 BP) 균주를 이용한 사포닌 분해방법 및 그[0002]

러한 방법에 의해 제조된 발효된 삼에 대한 것이다. 

본 발명에 따른 엔테로코커스 패칼리스 CRNB-A3 (KCTC 11930 BP) 균주는 삼으로부터 기존에 알려지지 않은 새[0003]

로운 사포닌 배당체를 생성할 수 있는 능력을 가지고 있으므로, 상기 균주를 이용해 제조된 발효된 삼은 새로

운 효능을 가지고 있어 다양한 질병 또는 증상의 치료 및 완화에 이용될 수 있다.

배 경 기 술

인삼(panax ginseng)은 오갈피나무과(Aralaiaceae) 인삼 속에 속하는 다년생 초본류로 과거 수천년 전부터 우[0004]

리나라를 비롯한 동양에서 약제 또는 건강식품으로 널리 사용되어 왔다. 또한 인삼은 수삼, 홍삼 등의 다양한

형태로 이용이 가능하며, 특히 수삼을 증기로 쪄서 가공한 홍삼이 인체에 유용한 다양한 진세노사이드를 함유

하고 있는 것으로 알려져 있다. 

인삼의 주요 효능을 나타내는 사포닌(saponin)은 30 종류 이상의 진세노사이드(ginsenoside)로 구성되는데,[0005]

진세노사이드는 면역력강화, 항염증작용, 항알러지작용, 항암효과, 발기부전에 대한 효과, 혈압강하작용, 항

콜레스테롤작용, 항혈전작용, 성인병 및 노화에 대한 예방 및 치료효과가 있다고 알려져 있다. 

인삼의 사포닌은 트리터페노이드(triterpenoid) 계열의 다마란(dammarane) 골격에 글루코즈(glucose), 아라비[0006]

노즈(arabinose), 자일로즈(xylose) 그리고 람노즈(rhamnose)등이 결합되어 있는 중성배당체이다. 인삼을 물

과 주정으로 추출할 때 인삼 사포닌의 진세노사이드 중에서 20-O-β-D-글루코피라노실-20(S)-프로토파낙사디

올(20-O-β-D-glucopyranosyl-20(S)-protopanaxadiol;  Rb1),  20-O-[a-L-아라비노피라노실(16)-β-D-글루코피

라노실]-20(S)-프로토파낙사디올(20-O-[a-L-arabinopyranosyl(16)-β-D-glucopyranosyl]-20(S)-

protopanaxadiol;  Rb2),  20-O-[a-L-아라비노푸라노실(16)-β-D-글루코피라노실]-20(S)-프로토파낙사디올(20-

O-[a-L-arabinofuranosyl(16)-β-D-glucopyranosyl]-20(S)-protopanaxadiol;  Rc),  20(S)-프로토파낙사트리올

(20(S)-protopanaxatriol; Rg1)등이 다량 존재한다. 

이러한 사포닌은 체내에서 장내 미생물에 의해 분해되어 흡수된다(Panta Med. 62, pp453-457, 1996). 진세노[0007]

사이드 Rb1의 경우, 장내 미생물에 의해 진세노사이드 Rd, 화합물 K(compound K)와 프로토파낙사디올로 순차

적으로 전환되어 흡수된다. 하지만 인삼사포닌을 분해하는 장내 미생물은 사람의 체질에 따라 그리고 식습관

에 따라 그 존재의 유무와 보유하고 있는 정도가 다르며, 대사 산물로 전환하는데 차이가 있어서 인삼을 복용

후 저마다 효능의 차이가 나타날 수 있다. 즉, 장내 미생물 균총이 사람마다 다르기 때문에 진세노사이드의

전환율과 생체이용율은 다르게 된다(J. Pharm. Pharmacol., 50, pp1155-1160, 1998). 

따라서 장내미생물의 차이로 인한 인삼의 효능과 흡수율의 차이를 없애기 위해, 다양한 미생물을 이용하여 인[0008]

삼을 처리함으로써 진세노사이드의 체내 흡수율을 제고하고, 또한 새로운 형태의 유용한 진세노사이드를 제공

하고자 하는 시도가 지속적으로 이루어지고 있다. 

현재까지 수많은 균주들이 인삼의 사포닌을 분해하여 새로운 진세노사이드를 만들 수 있는 것으로 알려져 있[0009]

다. Lactobacillus gasseri DSM 2024, L. plantarum ATCC 14947 및 ATCC 10241, L. buchneri ATCC 4005주, L.

gasseri ATCC 393주, L. mail ATCC 27304, L. gallinarum JCM 2011, L. amylovorus JCM 1126, L. brevis ATCC

14869, L. rhamnosus ATCC 7469 및 ATCC 53103, L. kefir NRIC 1693, L. paracasei NCDO 151, Lactococcus

lactis  ATCC  15577,  Bifidobacterium  bifidum  JCM  7002,  B.  adolescentis  ATCC  15703,  Saccharomyces
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cerevisiae IFO 0309 및 IFO-2018 등이 β-glucosidse, a-arabinosidase, a-rhamnosidase 활성이 높아 사포닌

전환능이 비교적 뛰어난 것으로 알려져 있다. 

하지만, 여전히 기존에 알려지지 않은 새로운 진세노사이드로의 전환능이 있는 미생물 및 높은 진세노사이드[0010]

의 전환능을 갖는 미생물에 대한 개발에 대한 필요성이 제기되고 있다. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명에서는 상기와 같은 종전의 문제점을 해결하고자 기존에 알려지지 않은 새로운 진세노사이드로의 전환[0011]

능을 갖는 신규 미생물을 분리하여 제공하는 것을 목표로 한다. 

또한 본 발명은 상기와 같이 분리된 신규 미생물을 이용한 인삼 사포닌의 전환 방법 및 그러한 방법으로 전환[0012]

된 새로운 효능을 갖는 인삼 발효물을 제공하는 것으로 다른 하나의 목표로 한다. 

과제의 해결 수단

본 발명자들은 상기와 같은 과제해결을 위해 김치 및 마유에서 기존에 알려지지 않은 새로운 구조의 진세노사[0013]

이드를 생성할 수 있는 신규한 엔테로코커스 패칼리스(Enterococcus faecalis) CRNB-A3 (KCTC 11930 BP) 균주

를 분리, 동정함으로써 본 발명을 완성하였다. 

또한 본 발명은 상기와 같이 분리된 신규 미생물 엔테로코커스 패칼리스 CRNB-A3 (KCTC 11930 BP) 균주를 이[0014]

용한 인삼 사포닌의 전환 방법 및 그러한 방법으로 전환된 새로운 효능을 갖는 인삼 발효물을 제공한다. 

본 발명에서 엔테로코커스 패칼리스 CRNB-A3 (KCTC 11930 BP) 균주를 이용한 사포닌의 전환을 위한 원료 물질[0015]

은 인삼, 수삼 또는 홍삼 자체를 사용할 수 있으며, 분말화된 형태의 인삼, 수삼이나 홍삼을 이용할 수도 있

다. 본 발명에서 이용가능한 삼은 고려 인삼(Korean  ginseng:  Panaxa ginseng), 삼칠 인삼(Sanch ginseng:

notoginseg), 미국 인삼(American ginseng: Panaxa quinquefolium L), 죽절 인삼(Chikusetsu ginseng: Panax

japonicus), 히말라야인삼(Himalayan ginseng: Panaxa pseudo-ginseng) 및 베트남 인삼(Vietnamese ginseng:

Panax vietnamensis.) 및 이로부터 제조되는 것들이 이용될 수 있으나 이에 한정되는 것은 아니다. 아울러 이

들 삼은 단독으로 혹은 이들을 조합하여 사용될 수도 있다.

엔테로코커스 패칼리스 CRNB-A3 (KCTC 11930 BP) 균주를 이용한 인삼, 수삼 또는 홍삼의 발효는 20~50℃ , 특[0016]

히 25~45℃ 의 온도에서 이루어지는 것이 바람직하며, 필요에 따라 쌀겨, 옥수수, 전분, 포도당, 서당, 과당,

유당 등의 탄소원을 추가적으로 투여하여 진행할 수도 있다. 

상기와 같은 방법으로 얻어진 발효삼은 그대로 건강기능식품으로 제품화할 수도 있고, 풍미나 향취를 높이기[0017]

위해 다양한 첨가물을 배합하여 제품화할 수 있다. 첨가물의 예로서는 각종 당질, 유화제, 감미료, 산미료,

과즙  등을  있다.  구체적으로는  포도당,  서당,  과당,  봉밀  등의  당질과  솔비톨,  키실리톨,  에레스리콜,

락티톨, 파라티니드 등의 당알코올, 글리세린지방산에스테르와 같은 지방산에스테르, 레시틴 등의 유화제 등

이 사용될 수 있으며, 이외에도 비타민A, 비타민B, 비타민C, 비타민E 등의 각종 비타민류나 식물엑기스, 곡물

성분, 야채성분 등도 첨가제로 사용가능하다. 

최종제품의 형태는 고형상, 액상 등 어떤 형태의 제품이라도 가능하며, 분말화된 형태로도 제조가능하며, 바[0018]

람직한 형태는 발효삼 자체, 액상 제제, 캔디류, 껌, 페이스트 제제, 과자류, 분말에서 선택될 수 있다. 

또한 상기와 같은 방법으로 얻어진 발효삼은 면역강화를 위한 조성물 및 염증, 알레르기, 암, 발기부전, 고혈[0019]

압, 고지혈증, 혈전증 또는 노화 등을 예방 또는 치료하기 위한 약학 조성물로서도 이용가능하다. 

발명의 효과

본 발명에 의해 분리, 동정된 신규 엔테로코커스 패칼리스 CRNB-A3 (KCTC 11930 BP) 균주는 종전에 알려진 엔[0020]

테로코서스 속에 속하는 미생물이 가지는 통상적인 진세노사이드 전환능력뿐 아니라 진세노사이드 Rb2로부터

기존에 알려지지 않은 새로운 진세노사이드를 생성할 수 있으므로, 새로운 효능을 가지는 진세노사이드 및 인

삼 추출물을 포함하는 제품을 제공할 수 있다. 

도면의 간단한 설명
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도 1은 분리 선발된 미생물중 표준 사포닌이 함유된 MRS 브로스 배지(pH 7.0)를 사용하여 30에서 7일간 배양[0021]

후 배양액의 TLC 결과를 나타내는 도면. (TLC 상의 숫자는 분리된 균주의 고유 번호를 의미)

도 2는 마유로부터 분리된 CRNB-A3 균주의 16S rDNA 서열(1,389 bp)을 나타내는 도면.

도 3은 김치로부터 분리된 CRNB-22 균주의 16S rDNA 서열(1,428 bp)을 나타내는 도면.

도 4는 김치로부터 분리된 CRNB-A5 균주의 16S rDNA 서열(1,662 bp)을 나타내는 도면.

도 5는 김치로부터 분리된 CRNB-A6 균주의 16S rDNA 서열(1,650 bp)을 나타내는 도면.

도 6은 김치로부터 분리된 CRNB-B9 균주의 16S rDNA 서열(1,647 bp)을 나타내는 도면.

도 7은 배지 종류에 따른 분리된 미생물의 성장 특성을 나타내는 도면.

도 8은 배양 온도에 따른 분리된 미생물의 성장 특성을 나타내는 도면.

도9는 배양 배지의 pH에 따른 분리된 미생물의 성장 특성을 나타내는 도면.

도 10은 최종 분리된 5개 미생물의 성장 특성을 나타내는 도면.

(a) 배양 시간에 따른 개체수 변화

(b) 배양시간에 따른 배지내 pH의 변화

도 11은 배양 온도에 따른 진세노사이드 분해 특성을 TLC를 이용하여 분석한 결과를 나타내는 도면.

(a) 엔테로코서스 패칼리스 CRNB-A3 균주를 이용한 결과

(b) 락토바실러스 플랜타럼 CRNB-22 균주를 이용한 결과

도 12는 배지의 pH에 따른 진세노사이드 분해 특성을 TLC를 이용하여 분석한 결과를 나타내는 도면.

(a) 엔테로코서스 패칼리스 CRNB-A3 균주를 이용한 결과

(b) 락토바실러스 플랜타럼 CRNB-22 균주를 이용한 결과

도 13은 최종 선별된 미생물 유래의 효소를 이용한 인삼의 부위별 진세노사이드의 분해특성을 TLC를 이용하여

분석한 결과를 나타내는 도면.

Lane 1 : 엔테로코서스 패칼리스 CRNB-A3 균주 효소액 (0.1 g/ml) : 사포닌 (0.2 mg/ml) 비율 = 1:4 (pH 7.0,

반응온도 35 )

Lane 2 : 락토바실러스 플랜타럼 CRNB-22 균주 효소액 (0.1g/ml ) : 사포닌 (0.2 mg/ml) 비율 = 1:4 (pH 6.0,

반응온도 35 )

Lane  3  :  락토바실러스 플랜타럼 CRNB-22  균주 효소액 (0.1g/ml  )  :  사포닌 (0.2  mg/ml)  비율 = 1:4  (pH

10.0, 반응온도 35 )

도 14는 최종 선별된 분리된 미생물 유래의 진세노사이드 분해 특성을 갖는 효소의 분자량을 SDS-PAGE를 이용

하여 분석한 결과를 나타내는 도면.

M : 표준 분자량 물질

Lane 1 : 엔테로코서스 패칼리스 CRNB-A3 균주의 효소액

Lane 2 : 엔테로코커스 패시엄 CRNB-A5 균주의 조효소액

Lane 3 : 엔테로코커스 패시엄 CRNB-A6 균주의 조효소액 

Lane 4 : 엔테로코커스 패시엄 CRNB-B9 균주의 조효소액 

             Lane 5 : 락토바실러스 플랜타럼 CRNB-22 균주의 효소액

도 15는 엔테로코서스 패칼리스 CRNB-A3를 이용한 Rb2의 분해 산물을 HPLC를 이용하여 분석한 결과를 나타내

는 도면.

(a) 전체 용출시간에 대한 크로마토그램(b) 도 15(a)의 크로마토그램 중 용출시간 15분 내지 45분 구간을 확
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대한 크로마토그램

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 본 발명을 실시예와 첨부된 도면을 참조하여 상세히 설명한다. 그러나 이들은 본 발명을 보다 상세하게[0022]

설명하기 위한 것으로, 본 발명의 권리범위가 하기의 실시예에 의해 한정되는 것은 아니다.

(실시예)[0023]

실시예 1. 사포닌 분해 미생물의 분리 및 동정[0024]

1.1 사포닌 분해 미생물의 분리  [0025]

사포닌 분해 미생물은 김치와 몽고의 마유로부터 분리하였다. 김치 시료 및 마유를 멸균수에 희석하고, 희석[0026]

액 1 ml를 BCP 아가 플레이트(agar plate, 표 1의 조성 참조)에 분주하여 30와 37에서 3일간 배양하였다. 배

양 후 BCP 아가 플레이트상에서 콜로니(colony) 주위에 노란색의 환을 형성하는 균주를 선발하여 BCP 아가 상

에서 5회 계대 배양하여 순수 분리하였다. 

사포닌 분해능력을 가진 균주를 분리하기 위하여 분리된 균주를 에스컬린-아가(Esculin-agar, 표 2의 조성 참[0027]

조)  배지에 접종하여 배지내의 색깔 변화를 관찰하였다.  사포닌 분해능력을 가진 균주는 β-글루코시다제

(glucosidase)를  생성하고  에스컬린(esculin)에  β-글루코스(glucose)가  반응하여  생성된  에스컬레틴

(esculetin)은 배지 내에서 페릭 암모늄 시트레이트(ferric ammonium citrate)와 반응하여 콜로니 주위에 검

정색 환을 형성하게 된다. 따라서 콜로니 주위에 검정색 환이 형성된 균주들을 β-글루코시다제 활성을 가지

는 균주라고 판단하고, 사포닌 분해능력이 있을 것으로 판단되어 사포닌 분리 균주로서 선발하였다. 이러한

과정을 거쳐 김치로부터 6개, 몽고 마유로부터 10개의 미생물이 분리되었다. 

표 1

[0028]
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표 2

[0029]

선발된 균주의 β-글루코시다제 활성 측정은 MRS 브로스(broth)를 이용하여 30와 37℃에서 배양하여 24, 48,[0030]

72시간에 배양액을 채취하고, 효소 활성 측정 키트(Enzyme Assay Kit)를 사용하여 수행하였다. 그 결과 표 3

과 같이 5개(A3, A5, A6, B9, 2-2)의 분리된 미생물에서 높은 β-글루코시다제 활성이 나타났다. 선발된 미생

물의 β-글루코시다제 활성은 모두 24시간 배양시 가장 높았으며 37보다 30에서 배양한 것이 높은 활성을 보

이는 것으로 나타났다. 

표 3

[0031]

β-글루코시다제 활성이 높은 5개의 미생물들이 실제로 사포닌 분해능력이 있는지 확인하기 위하여 선발된 균[0032]

주를 MRS 브로스 배지(pH 7.0 및 8.0)에 접종하여 계대 배양한 후, 배양액 1 ml를 채취하여 0.2 필터로 여과

하고 1 mg/ml 농도의 표준 사포닌 용액(standard saponin) 1 ml를 혼합하여 30의 진탕 배양기에서 7일 동안

반응시켰다.

반응이 종료된 후, 반응산물은 TLC(Thin Liquid Chromatography) 플레이트(실리카겔 60 F254, 알루미늄 시트)[0033]

에 0.8cm 간격으로 접적하고, 반응기내에 정치하고 하층 반응액으로 CHCl3/CH3OH/H2O (65:35:10, v/v)를 사용

하여 5.5cm 전재하였다. 반응시킨 TLC 플레이트에 10% H2SO4를 분무하여 110에서 가열하여 발색시켰다. 

그 결과, 그림 1과 같이 표준 사포닌과 비교하여 CRNB-A3, CRNB-A5, CRNB-A6, CRNB-B9 및 CRNB-22의 5개 분리[0034]

균주에서 배양 후 표준 사포닌과 비교하여 새로운 분해물이 형성된 것으로 보아 특정 사포닌이 분해된 것을

확인 할 수 있었다. 
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1.2 분리된 미생물의 동정[0035]

사포닌 분해 미생물로 선발된 균주 중 β-글루코시다제 활성이 가장 뛰어난 미생물 5개(CRNB-A3, CRNB-A5,[0036]

CRNB-A6, CRNB-B9 및 CRNB-22)에 대하여 16S rDNA 염기서열에 기초한 분자계통 분류학적 분석을 이용하여 동

정을  실시하였다.  균주  DNA를  추출,  범용  프라이머(universal  primer)  (5'-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3',  5'-

AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3')를 이용하여 PCR을 행하여 16S rDNA (16S rRNA 코딩 유전자)를 증폭하였다. 증폭조

건은 96에서 2분간 반응한 다음 96에서 변성 10초, 50에서 annealing 5초, 60에서 extension을 4분간 25회 반

복하고,  60에서  2분간  최종  extension을  실시하였다.  증폭된  16S  rDNA는  PCR  산물  정제  키트(Product

Purification  Kit,  퀴아젠(Qiagen)  사)를  사용하여  정제한  후,  Genetic  analyzer  377  (퍼킨-엘머(Perkin-

Elmer) 사)을 사용하여 결정하였다.

그 결과 마유에서 분리된 미생물인 CRNB-A3은 1,389개의 염기서열 중 1,387개의 염기서열이 동일하여 99%의[0037]

염기서열 상동성이 있는 엔테로코커스 패칼리스(Enterococcus faecalis)로 동정되어, 엔테로코서스 패칼리스

CRNB-A3로 명명되었으며, 김치에서 분리된 미생물인 CRNB-22는 락토바실러스(Lactobacillus plantarum)로 동

정되어 락토바실러스 플랜타럼 CRNB-22로 명명되었고, CRNB-A5, CRNB-A6 및 CRNB-B9는 모두 엔테로코커스 패

시엄(Enterococcus faecium)으로 동정되었다(도 2 내지 도 6 참조).

엔테로코서스 패칼리스 CRNB-A3 균주는 한국미생물자원센터에 기탁번호 KCTC 11930 BP로 기탁되었으며, 락토[0038]

바실러스 플랜타럼 CRNB-22 균주는 한국미생물자원센터에 기탁번호 KCTC 11931 BP로 기탁되었다. 

 [0039]

실시예 2. 분리된 미생물의 특성 분석[0040]

2.1 당분해 특성 및 효소특이성[0041]

최종 분리된 엔테로코커스 패칼리스 CRNB-A3, 엔테로코커스 패시엄 CRNB-A5, 엔테로코커스 패시엄 CRNB-A6,[0042]

엔테로코커스 패시엄 CRNB-B9 및 락토바실러스 플랜타럼 CRNB-22의 5개 균주의 효소생산 특이성과 탄수화물의

분해특성을 시험하기 위하여 API ZYM 및 API 20 스트립 키트(strips kit)을 사용하여 확인하였다. 균주를 MRS

브로스 배지를 이용하여 30에서 24시간 배양한 후 원심분리를 하여 균주를 회수하고, 기본 배지에 현탁하고

접종하여 배양하였다. 배양 12, 24, 48시간에 따른 배지색의 변화로 당자화성 유, 무를 판단하였다. 그 결과

를 표 4 및 표 5에 나타내었다. 

2.2 배지 조성에 따른 성장 특성[0043]

엔테로코커스 패칼리스 CRNB-A3, 엔테로코커스 패시엄 CRNB-A5, 엔테로코커스 패시엄 CRNB-A6, 엔테로코커스[0044]

패시엄 CRNB-B9 및 락토바실러스 플랜타럼CRNB-22의 5개 균주의 최적 배지를 시험하기 위하여 Difco사의 MRS

브로스, 영양 브로스(nutrient broth, NB) 및 트립틱 소이(tryptic soy, TS) 브로스 3 종류의 배지를 사용하

였다. 

선발균주를 MRS 브로스에 접종하여 30의 진탕 배양기에서 190 rpm으로 24시간 배양하였다. 균주배양액을 MRS,[0045]

NB 및 TS에 각각 1%(v/v) 접종하고 같은 배양조건으로 24시간 배양하였고, 4시간 간격으로 O.D600값을 측정하

여 균주의 성장속도를 조사하였다. 그 결과, MRS 브로스에서 가장 성장이 빠른 것으로 나타났으며, NB에서의

성장속도가 가장 좋지 않은 것으로 나타났다(도 7 참조). 
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표 4

[0046]
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표 5

[0047]

기질 분해정도 0 : 0 nanomoles, 1 : 5 nanomoles, 2 : 10 nanomoles, 3 : 20 nanomoles, 4 : 30 nanomoles,[0048]

5 : =40 nanomoles

2.3 배양 온도에 따른 성장 특성[0049]

엔테로코커스 패칼리스 CRNB-A3, 엔테로코커스 패시엄 CRNB-A5, 엔테로코커스 패시엄 CRNB-A6, 엔테로코커스[0050]

패시엄 CRNB-B9 및 락토바실러스 플랜타럼CRNB-22의 5개 균주를 MRS 브로스에서 24시간 배양한 후 MRS 브로스

에 1%씩 접종하여 20, 30, 40 의 진탕배양기에서 190 rpm으로 24시간 배양하였다. 배양액은 4시간 간격으로

O.D600값을 측정하여 배양온도에 따른 성장 특성을 조사하였다. 

그 결과 40에서 가장 높은 성장 속도를 보이는 것으로 나타났다(도 8 참조).[0051]
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2.4 pH 조건에 따른 성장 특성[0052]

엔테로코커스 패칼리스 CRNB-A3, 엔테로코커스 패시엄 CRNB-A5, 엔테로코커스 패시엄 CRNB-A6, 엔테로코커스[0053]

패시엄 CRNB-B9 및 락토바실러스 플랜타럼CRNB-22의 5개 균주를 MRS 브로스에서 24시간 배양한 후 pH를 6.0,

7.0, 8.0으로 조정한 MRS 브로스에 1%씩 접종하여 30 의 진탕배양기에서 190 rpm으로 24시간 배양하였다. 배

양액은 4시간 간격으로 O.D600값을 측정하여 적절한 pH 조건을 시험하였다. 

그 결과 락토바실러스 플랜타럼 CRNB-22 균주는 모든 pH 조건에서 성장이 우수한 것으로 나타났으며, 나머지[0054]

균주는 pH  6에서 다소의 성장 저하를 보였지만, pH  7과 pH  8에서의 성장이 우수한 것으로 나타났다(도 9

참조).

2.5 배양시간에 따른 미생물 개체 수와 배양액 내 pH의 변화[0055]

엔테로코커스 패칼리스 CRNB-A3, 엔테로코커스 패시엄 CRNB-A5, 엔테로코커스 패시엄 CRNB-A6, 엔테로코커스[0056]

패시엄 CRNB-B9 및 락토바실러스 플랜타럼 CRNB-22의 5개 균주를 MRS 브로스에서 24시간 동안 배양하여 미생

물수와 pH의 변화를 측정하였다. 그 결과, 미생물 개체 수는 배양초기에 급속히 성장하여 락토바실러스 플랜

타럼 CRNB 22 균주를 제외한 모든 균주에서 배양 8시간째에 최대 균수에 이르러 정체기가 24 시간 동안 배양

중에 계속 유지되었으며, 락토바실러스 플랜타럼 CRNB 22 균주는 성장속도는 느리지만 지속적으로 성장하여

배양 20 시간에 최대 개체 수를 나타내었다(도 10(a) 참조). 

개체 수가 가장 많이 증가한 균주는 엔테로코커스 패칼리스 CRNB-A3, 엔테로코커스 패시엄 CRNB-A5, 엔테로코[0057]

커스 패시엄 CRNB-B9, 엔테로코커스 패시엄 CRNB-A6, 락토바실러스 플랜타럼 CRNB-22의 순으로 나타났다. 

표 6

[0058]

산생성에 따른 배지의 pH 변화는 도 10(b)에서와 같이 락토바실러스 플랜타럼 CRNB-22 균주를 제외하고는 모[0059]

두 배양 8 시간째에 pH 5.0 이하로 내려갔으며, 균의 성장 속도가 느린 락토바실러스 플랜타럼 CRNB-22 균주

가 배양 8시간째에 pH 4.5 이하로 내려가 특이하게 산생성 능력이 높은 것으로 나타났다. 이와 같은 결과는

락토바실러스 플랜타럼 CRNB-22 균주는 산생성 능력이 탁월하게 높으나 다른 한편으로는 생성된 산에 의한 생

장이 급속이 낮아져 균의 성장에 억제를 받는 것으로 생각된다.

실시예 3. 사포닌 분해 관련 효소의 분리 및 특성 [0060]

3.1 사포닌 분해 관련 효소 분리[0061]

최종 선별된 5개 균주를 MRS 배지를 사용하여 30의 진탕배양기에서 190 rpm으로 24시간 배양하였다. 배양액을[0062]

4 에서 7,500 rpm으로 15분간 원심분리하여 균체를 제거하고 상층액을 추출하였고, 4배의 에탄올을 첨가하여

충분히 혼합시킨 후 0에서 40분 정치하여 단백질을 침전시켰다. 위 용액은 4에서 10,500 rpm으로 40분간 원심

분리 후 상층액은 버리고 침전물을 채취하여 20 mM, pH 7.0의 의 소듐 인산 버퍼(sodium phosphate buffer)에
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용해시켜 조효소액으로 사용하였다. 

3.2 분리된 미생물의 사포닌 분해 효소의 온도에 따른 진세노사이드 전환 특성[0063]

최종 선별된 5개  미생물의 효소액을 각각 0.2  mg/ml  진세노사이드 Rb1,  Rb2,  Rd,  Re,  Rg1의 수용액과 4:1[0064]

(v/v) 비율로 혼합한 후 pH를 7.0로 조절하고 반응온도를 각각 20, 30, 35, 40, 50, 60 로 하여 7일간 반응시

켰다. 반응산물은 수포화 부탄올로 추출하고 TLC 분석을 통하여 사포닌 분해를 측정하여 배양온도에 따른 각

미생물의 사포닌 분해효소의 진세노사이드 전환특성을 조사하였다. 

그 결과, 도 11(a)에 나타난 바와 같이 테로코서스 패컬리스 CRNB-A3 균주를 이용한 경우, 진세노사이드 Rb1,[0065]

Rd, Re, Rg1는 20, 30, 35, 40, 50, 60의 온도에서는 사포닌이 표준물질과 동일하게 전개되어 분해되지 않았

으나, 진세노사이드 Rb2의 경우, 30와 35에서 상이한 이동상이 전개되어 진세노사이드 Rb2가 30~35 사이에 분

해되는 것을 알 수 있었다. 

또한 락토바실러스 플랜타럼 CRNB-22 균주는 35 에서 진세노사이드 Rb1이 분해되어 새로운 진세노사이드가 만[0066]

들어짐을 확인할 수 있었다(도 11(b) 참조). 

하지만, 엔테로코서스 패시엄 CRNB-A6, 엔테로코서스 패시엄 CRNB-A5, 엔테로코서스 패시엄 CRNB-B9 균주는[0067]

별다른 진세노사이드 분해능을 나타내지 않았다. 

따라서, TLC 실험를 볼 때, 락토바실러스 플랜타럼 CRNB-22 균주는 Rb1, 엔테로코서스 패컬리스 CRNB-A3 균주[0068]

는 Rb2에 대한 분해능력이 있는 것으로 조사되었다.

3.3 분리된 미생물의 사포닌 분해 효소의 pH에 따른 진세노사이드 전환 특성[0069]

최종 선별된 5개  미생물의 효소액을 각각 0.2  mg/ml  진세노사이드 Rb1,  Rb2,  Rd,  Re,  Rg1의 수용액과 4:1[0070]

(v/v) 비율로 혼합한 후 반응용액을 pH 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0으로 조절하고 30에서 7일간 반응시켰

다. 반응산물은 수포화 부탄올로 추출하고 TLC 분석을 통하여 사포닌의 분해를 측정하여 pH에 따른 각 미생물

의 사포닌 분해효소의 진세노사이드 전환특성을 조사하였다. 

그 결과, 엔테로코서스 패컬리스 CRNB-A3 균주는 도 12(a)에서와 같이 진세노사이드 Rb2의 분해능을 나타냈으[0071]

며, 최적의 pH는 7.0으로 조사되었다. 또한 락토바실러스 플랜타럼 CRNB-22 균주는 진세노사이드 Rb1의 분해

능을 나타냈으며, 최적의 pH는 6.0과 7.0으로 조사되었다(도 12(b) 참조).

3.4 인삼의 꽃 봉오리, 잎, 뿌리의 진세노사이드 전환 특성[0072]

엔테로코서스 패컬리스 CRNB-A3 균주와 락토바실러스 플랜타럼 CRNB-22 균주가 생산하는 효소액의 최적 반응[0073]

조건으로 사포닌 표준물질(STD), 꽃 봉오리, 잎, 뿌리를 반응시켰다. 

엔테로코서스 패컬리스 CRNB-A3 균주(pH 7.0, 35 ), 락토바실러스 플랜타럼 CRNB-22 균주(pH 6.0, 35 ), 락토[0074]

바실러스 플랜타럼 CRNB-22 균주(pH 10.0, 35 )를 이용하여 7일 동안 반응시킨 결과,

표준물질은 새로운 분해 이동상이 제일 윗부분에 나타났다. 꽃 봉우리의 사포닌은 Rb1, Rb2  성분이 분해되어[0075]

Rd로 강하게 전환되었음을 나타내고 있고, 표준물질 분해와 마찬가지로 새로운 분해 이동상이 제일 윗부분에

나타났음을 알 수 있다(도 13 참조).  

잎은 Rb1,  Rb2  성분이 분해되어 Rd로 전환되었고, Re 성분은 분해되어 TLC 상에서 나타나지 않았는데 이는 Rg1[0076]

성분으로 전환되었음을 알 수 있었다. 뿌리는 엔테로코서스 패컬리스 CRNB-A3와 락토바실러스 플랜타럼 CRNB-

22 균주가 생산하는 효소에는 영향이 없는 것으로 나타났다.

3.5 효소의 분자량 측정[0077]
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사포닌  분해  선발균주에서  분비되는  효소의  분자량은  SDS-PAGE  시험을  통하여  조사하였다.  EtOH[0078]

precipitation  방법으로  효소액을  (0.1  mg/ml)  만들어서  12%  아크릴아마이드  전기영동  젤(acrylamide

electrophoresis gel)을 가지고 전기영동을 했다. 전기영동 버퍼로 0.025 M 트리스-염(Tris-base), 0.192 M

글리신, pH 8.3 을 사용하였다. 전압은 50 V로 하였다. 

그 결과, 분비된 효소의 분자량은 약 8만 kDa 정도로 추정된다(도 14 참조). [0079]

실시예 4. 엔테로코서스 패컬리스 CRNB-A3의 Rb2 분해산물 분석[0080]

엔테로코서스 패컬리스 CRNB-A3 균주 (pH 7.0, 35 )의 배양액을 원심분리하여 상등액을 취하고 4배의 에탄올[0081]

을 첨가하여 충분히 혼합시킨 후 0에서 40분 정치하여 단백질을 침전시켰다. 위 용액은 4 에서 10,500 rpm으

로 40분간 원심분리 후 상층액은 버리고 침전물을 채취하여 20 mM의 소윰 인산 완충용액(sodium phosphate

buffer) (pH 7.0)에 용해시켜 조효소액으로 사용하였다. 표준물질 Rb2 를 조효소와 30에서 7일간 반응시킨 후

동결건조하여 메탄올에 용해하여 10 ㎕를 HPLC에 주입하여 분석하였다.

엔테로코서스  패컬리스  CRNB-A3의  Rb2의  분해산물을  HPLC를  이용하여  분석하였다.  사용한  HPLC  장치는[0082]

Shimadzu LC-6AD(Japan) 이었으며, 컬럼은 Bischoff C18-ACE EPS cloumn (4.6×250mm)를 사용하였다. 구체적인

분석 조건은 표 7에 기재된 바와 같다. 

표 7

[0083]

HPLC  분석 결과, 엔테로코서스 패컬리스 CRNB-A3는 Rb2를 분해하여 다양한 진세노사이드 유도체를 생성함을[0084]

확인할 수 있었으며, 그 중 대부분의 진세노사이드 유도체는 기존에 알려지지 않은 새로운 물질임을 확인할

수 있었다. 

상술한 바와 같이, 본 발명의 바람직한 실시예를 참조하여 설명하였지만 해당 기술 분야의 숙련된 당업자라면[0085]

하기의 특허청구범위에 기재된 본 발명의 사상 및 영역으로부터 벗어나지 않는 범위 내에서 본 발명을 다양하

게 수정 및 변경시킬 수 있음을 이해할 수 있을 것이다. 

수탁번호

[0086]

기탁기관명 : 한국생명공학연구원

수탁번호 : KCTC11930BP

수탁일자 : 20110506
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