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AntimicrobialActivitiesoftheExtractsof

GinsengFineRootsandLeaves

AhReum Kim

DepartmentofMicrobiology,TheGraduateSchool,

PukyongNationalUniversity

Abstract

Panax ginseng C.A.Meyer(ginseng),awell-known traditional

korean medicine,has been used forseveralthousand years with

mysteriouspowersintheOrient,KoreaginsengbelongstothePanax

genusinthefamilyAraliaceae.Itisoftenreferredtoasthekingof

herbs.Severalpharmacologicalactivitiesofsaponinshavebeenfound

intherootofpanaxginseng.Sofar,moststudieshavebeenfocused

onginseng rootsandscientistsarelessattractedbyginseng fine

rootsandleaves.However,ginsengfinerootshaveahighersaponin

thanmainrootsandleavesalsohavehighersaponincontentthan

thatoftheroots(>4to5times)andstems(>9times).

The study was performed to evaluate the antibacterialand

antiviralactivitiesofginsengfinerootandleafinordertosearchfor

antibacterialsubstance.Among 8 kinds of fermentation strains,

Lactobacillusplantarum wasselectedbasedonviablecellcountsand

antibacterialactivitiesduring incubation.Optimum fermentationwas
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determinedconditionandincubationat35℃ for48hrin5% ginseng

broth.

Theantibacterialandantiviralactivitieswereinvestigatedfrom

methanolicextractsofginsengfinerootsandleaves(nonfermented

ginseng;NG,fermented ginseng;FG).Antibacterialactivity was

testedbypaperdiscmethodandshakingflaskmethod,andantiviral

activityby50% tissuecultureinfectiousdose(TCID50).

TheresultsofpaperdiscmethodinNG extractandFG extract

ofGinsengfinerootmeasuredagainstE.coliwas11㎜ and20㎜,S.

aureuswas15㎜ and22㎜,respectively.Ginsengleafwasobserved

thatinhibitionclearzoneof18.5㎜,27㎜ againstE.coliandS.aureus

in NG extract,16㎜,19㎜ againstE.coliand S.aureusin FG

extract.ShakingflaskmethodofginsengfinerootshowedthatFG

extractinhibited the growth ofE .coli(99.9%)and S.aureus

(99.9%).However,Ginsengleafwasobservedthatinhibitthegrowth

of99.9% againstE .coliand100% againstS.aureusinNG extract.

Comparison ofthe antibacterialactivity ofmethanolic extracts in

ginsengfinerootsandleaf,ginsengleafofNGextractwasthebest

antibacterialactivityofthemethanolicextracts.Also,ginsengleafof

NG extractsshowedthestrongestantiviralactivitiesagainstFeline

calicivirus(FCV)asasurrogatefornorovirus.

Eachofextractswereinvestigatedthecompositionalchangesof

ginsenosideson HPLC analysis.Asa result,antibacterialactivity

substanceoffermented ginseng finerootextractwas determined
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ginsenosideRg1,ReandRdandginsengleafextractwasdetermined

ginsenosideRe,Rd.Also,virucidalactivitysubstanceofginsengleaf

extractwasdeterminedginsenosideRb1,RcandRb2.

Theresultsobtainedinthisstudysuggestedthattheginsengroot

andleafwillbeeffectiveintheantibacterialandantiviralactivities

areusefulresources.
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서 론

인삼 (人蔘)은 오가피나무과 (Araliaceae)인삼 속 (Panax)에 속하는

다년생 초본류로서,한반도를 비롯하여 만주,연해주 일대의 옛 고구려

영토를 자생지로 두고 있다.1843년 러시아의 CarlAntonVonMeyer

가 ‘만병을 치료한다.’는 뜻으로 인삼을 PanaxginsengC.A.Meyer로 명

명 하였으며,이는 품질이 가장 좋은 것으로 인지된 한국산 인삼 즉 고

려인삼을 지칭하는 동시에 인삼의 대명사로 사용되고 있다.인삼의 형태

는 지상부인 꽃 (열매),잎,줄기와 지하부인 뇌두,주근 (굵은 동체부위),

지근 (동체의 아래쪽으로 뻗어 나온 굵은 다리),세근 (지근에서 발생 된

가는 뿌리)으로 이루어져 있으며,동양권에서는 오래 전부터 지하부인

뿌리 부분을 약재로서 광범위하게 사용하였다 (Joetal.,1998).

인삼의 주요 약리 작용으로는 중추신경계의 흥분 진정작용 (Benishin,

1992),항암 작용 (Kikuchietal.,1991),혈압조절 작용 (Kangetal.,

1992),항당뇨 작용(Huoetal.,1998),항산화 작용(Jungetal.,1996),항

균 작용 (Kwaketal.,2006)등이 있는 것으로 보고되어있다.이는 인삼

의 주요 성분인 40여종 이상의 사포닌 (saponin)을 비롯하여 비사포닌

(non-saponin)계열인 polysaccharides,alkaloids,polyacetylene,phenolic

compounds등에 의한 것으로 그 약리적 특성은 현재에도 연구 중이다.

하지만,현재까지 수행된 대부분의 연구가 약용으로 사용되는 뿌리부의

주근과 지근만을 대상으로 이루어져 잔뿌리인 세근이나 뿌리 형성 시 상

호 동화 작용을 하는 잎은 대부분 폐기되거나 겨울철 낙엽으로 취급 되

는 것이 현실이다.

상품적 가치가 낮은 세근과 잎은 일부만이 캔디,젤리,비누 등에 이



- 2 -

용되지만 부위별 총 사포닌 함량을 비교한 연구에 의하면 뿌리부의 주근

과 지근은 각각 1.02%,3.94%,세근은 8.31%로 약재로 이용되는 주근과

지근에 비해 약 2배 이상의 사포닌을 함유하고 있다 (Choietal.,2009).

또한 잎은 뿌리에 비해 약 4～5배,줄기의 약 9배 많은 사포닌을 함유한

것으로 알려져 있으며,이들 잎에 함유된 사포닌 성분 (ginsenosideRg1,

Rb1,Rb2,Re,Rc,Rd,Rf등)은 뿌리와 유사한 것으로 확인 되었으며,

그 중 항균기능이 있는 ginsenosideRg1과 Rd는 각각 8배와 15배가량

많은 것으로 보고되었다.또한,2006년에는 잎에서 추출한 사포닌을 이용

할 수 있도록 뿌리 추출물과 같은 관세분류 품목으로 인정하였다 (Kim

etal.,1987,Changetal.,2003).하지만,사포닌의 질적 비율이 양적 비

율보다 중시되어 인삼 부산물을 이용한 유효성 및 기능성에 대한 체계적

이고 폭넓은 연구는 부족한 실정이다.

따라서 본 연구는 인삼 부산물로 폐기되어지는 세근과 잎을 이용하여

발효에 적합한 유용 미생물을 선별하고 발효 유,무에 따른 항균성 및 항

바이러스 활성을 분석하여 각각의 작용에 영향을 주는 사포닌의 성분 변

화를 검토한 후,세근과 잎의 상품적 가치 증대 및 효율적 활용방안에

대한 기초 연구 데이터로 제공하고자 한다.
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재료 및 방법

1.실험재료

1.1.인삼 부산물 준비 (세근,잎)

본 실험에 사용된 세근과 잎은 충남 금산 지역에서 재배된 4년생 고

려인삼으로 인삼 잎은 뿌리에 영향을 미치지 않는 9월 (초가을)에 채취

하였다.

세근과 잎은 구입 즉시 실험실로 옮겨 표면에 부착된 흙이나 이물질

등의 불순물을 2차 증류수로 2～3회 깨끗이 세척하여 음지에서 자연 건

조하였다.충분히 건조된 세근과 잎은 분쇄기로 마쇄하여 분말 형태로

-20℃에 보관하며 본 연구에 사용하였다.
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1.2.세균 배양

세근과 잎의 발효를 위해 인삼의 배당체 분해에 효과적인 것으로 알

려진 세균 6종,곰팡이 1종,효모 1종 (Kim etal.,2003;Doosan.Co.,

Ltd.2008)과 항균 활성 분석을 위해 사용한 세균 2종,항바이러스 조사

를 위한 바이러스 1종은 Table1에 정리하였다.

발효에 사용된 Mold와 Yeast는 각각 Potatodextrosebroth(Difco,

U.S.A.)와 Yeastmoldbroth(Difco,U.S.A.)배지에서 25℃,150rpm으

로 48시간 동안 배양하였고,Lacticacidbacteria와 Bacillusspp.는

각각 MRSbroth(Difco,U.S.A.)와 BrainHeartInfusionbroth(Difco,

U.S.A.)배지에서 35℃,150rpm으로 24시간 교반 배양 하였다.또한 항

균 활성 실험에 이용된 세균은 Nutrientbroth(Difco,U.S.A.)와 Mueller

hintonbroth(Difco,U.S.A.)배지에서 35℃,150rpm으로 24시간 배양

하였다.



- 5 -

Table1.Variousmicroorganismsusedforthisstudy

Type Microorganisms

Fermentationstrains

Lactobacillusplantarum KCTC3103

LactobacillusbrevisKCTC3498

LactobacillusrhamnosusKCTC3237

Enterococcusfeacium KCCM 12118

AspergillusoryzaeKCTC6291

CandidautilisATCC16321

BacillussubtilisKCTC1024

Bacillusmegaterium KCTC1098

Antibacterialactivity
EscherichiacoliKCTC12006

StaphylococcusaureusKCTC1621

Antiviralactivity FelinecalicivirusATCCVR-782
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1.3.숙주세포 배양 및 바이러스 증식

노로바이러스 대체모델로 사용되는 Felinecalicivirus(FCV,ATCC

VR-782)와 FCV의 숙주세포인 Crandell-reese Feiline Kidney cell

(CrFK,ATCC CCL-94)은 AmericanTypeCultureCollection(ATCC,

USA)에서 분양받아 사용하였다.

FCV의 배양은 2% Fetalbovineserum (FBS)가 첨가된 Dulbecco

modifiedeaglemedium (DMEM)배지를 사용하였고,숙주세포인 CrFK

cell은 10% FBS,100U/㎖ penicillin과 100μg/㎖ streptomycin으로 조성

된 배지를 이용하여 75㎠ tissueculturefalsk(TCflask,Corning,USA)

에서 37℃,5% CO2 조건으로 배양하였다.CrFK cell은 80～90% 이상

monolayer을 형성하면 2일에 한번 씩 계대 배양하여 사용하였다

(Bidawid et al., 2003). 바이러스의 증식을 위해서 CrFK cell이

monolayer을 형성하면 growthmedium을 제거하여 FCV 배양액을 0.1

M.O.I(multiplicationofinfection)가 되도록 접종하고,바이러스가 세포

에 흡착되도록 90분간 반응시켰다.그 후,FCV배양액을 다시 흡착하여

maintenancemedium (DMEM +2% FBS)을 10㎖ 첨가하고 37℃,5%

CO2조건에서 16～24시간 후 세포병변효과 (cytopathiceffects;CPE)가

일어나 부착된 세포들이 떨어지면 FCV가 감염된 flask를 2～3회

freezing-thawing을 반복하였다.이 후 이들을 원심분리 (1,800g,15분간)

하여 Cell-debris는 제거하고 세포를 파쇄 시켜 바이러스가 함유된 상등

액을 0.5㎖씩 cryogenicvial(Nalgene,USA)에 분주한 다음 -70℃에 보

관하며 실험에 사용하였다 (Bidawidetal.,2003).
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2.실험방법

2.1.일반 성분 분석

인삼 세근과 잎의 구성 성분을 알아보기 위하여 식품공전에 제시된 방

법을 사용하여,수분,조회분,조단백질,조지방,탄수화물 분석을 하였다.

먼저,수분 분석은 105℃ 상압가열건조법,조회분은 550℃ 직접 회화법,

조단백질은 semi-microKjeldahl법,조지방 함량은 Soxhlet추출법으로

측정하였다.탄수화물은 총 100에서 수분,조회분,조단백질 및 조지방의

수치를 뺀 값으로 계산하여 구하였다.

2.2.발효를 위한 균주 선별 및 배지 제조

인삼 세근과 잎의 항균 및 항바이러스 활성 증대를 위해 발효공법을

이용하였다.이에 인삼 세근과 잎의 발효에 적합한 균주를 선별하기 위

하여 세근과 잎만을 영양원으로 제공한 각각의 분말배지를 (3차 증류수

100㎖,세근 및 잎 분말 5%)제조하였다.멸균된 각각의 배지에 발효균

주 8종 (Table1)을 초기균수 6.0㏒ CFU/㎖이 되게 접종한 후,72시간

동안 각각의 균주에 따른 전 배양 온도와 동일하게 배양하며 배양액의

생장능 및 항균성을 pour-plate법과 paperdisc법으로 비교 분석하였다.

선별된 발효균주의 최적 발효조건을 찾기 위해서 세근과 잎 분말 배지의

농도를 각각 2.5～30% (w/v)로 제조하여 선택된 균주를 접종한 뒤 균주

선정과 동일한 과정으로 생장능 (pour-plate)및 배양액의 항균성 (paper

disc)을 평가하였다.
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2.3.항균성 물질 추출

인삼의 세근과 잎으로 제조된 2종의 분말 배지를 각각 준비하고 발효

균주로 선정된 Lactobacilliusplantarum을 접종하여 발효한 배양액과 발

효 하지 않은 배양액을 각각 methanol과 1:10비율로 혼합하였다.물

질 추출을 위해 70℃에서 3시간 동안 3회 교반 추출하여 충분히 식힌 후

각 추출물을 여과한 뒤 45℃ 항온수조에서 rotaryevaporator로 감압 농

축하였다.각 추출물은 200㎎/㎖의 농도로 dimethylsulfoxide(DMSO;

Kanto,Japan)에 녹인 다음 0.45μm milliporefilter로 여과하여 -20℃에

보관하며 항균성 및 항바이러스 활성 실험을 비롯한 각 추출물의 성분

분석에 사용하였다.
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2.4.추출물의 항균 활성 평가

2.4.1.디스크 확산법 (Paperdiscmethod)

인삼 세근과 잎의 각 추출물에 대한 항균 활성 분석은 디스크 확산법

(paperdiscmethod)과 진탕 플라스크법 (shakingflaskmethod)으로 실

험하였다.시험균으로 사용한 Escherichiacoli와 Staphylococcusaureus

는 Muellerhintonbroth(MHB)에 접종하여 35℃ 배양기에서 24시간 배

양하여 준비하였으며,이를 McFarlandNo.0.5의 농도가 되게 희석하여

Muellerhintonagar(MHA)plate에 멸균된 면봉을 이용하여 각각 도말

하였다.직경 8㎜의 멸균된 paperdisc(Tokyo,Japan)에 세근과 잎의

각 추출물을 5㎎/disc로 흡수시킨 후 충분히 건조시켜 시험균이 도말된

각각의 배지에 밀착 시켜 35℃ 배양기에서 24시간 배양하여 inhibition

zone(㎜)의 직경을 측정하여 항균성을 평가하였다.
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2.4.2.진탕 플라스크법 (Shakingflaskmethod)

한국산업규격 (KS)에서 인정한 항균력 공인 시험 방법인 진탕 플라

스크법으로 인삼 세근과 잎의 각 추출물에 대한 항균 활성을 검토하였다.

시험균으로 사용한 E.coli,S.aureus는 Nutrientbroth에 접종하여 35℃

에서 24시간 배양하여 준비하였다.그 후,0.2% Nutrientbroth로 제조된

중화용액 100㎖에 시험균의 초기 균수가 5.0㏒ CFU/㎖이 되도록 희석

하여 접종하였으며,동시에 세근과 잎 추출물을 각 5㎎/㎖이 되게 첨가

하였다.항균성은 35℃,150rpm으로 배양하며,12시간을 단위로 두 번

반응 시킨 후 pour-plate법으로 균의 감소율을 확인하였다.

감소율은 아래의 식으로 계산하여 항균 활성을 측정하였다.이때 추

출물을 첨가 하지 않고 동일 조건에서 일정시간 배양된 시험 균액을 대

조구 (control)로 하여 균수의 차이로 항균력을 비교 분석 하였으며,모

든 실험은 3회 이상 실시하여 이의 평균값을 도출하였다.

Bacterialreductionrate(%)=

 
  

Me;Microorganism numberofexperiment,

Mc;Microorganism numberofcontrol.
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2.5.추출물의 항바이러스 활성 평가

항바이러스 활성 분석은 최근 식중독 바이러스로 문제가 되고 있는

노로바이러스를 대체한 모델인 FCV를 이용하여 분석하였으며,각 추출

물의 항바이러스 활성 분석을 위하여 50% tissuecultureinfectious

dose(TCID50)방법으로 FCV의 감염가를 측정하였다.

세근과 잎의 각 추출물에 대한 FCV의 사멸정도를 확인하기 위해 5.0

TCID50/㎖로 희석된 FCV를 일정시간 추출물과 반응시킨 후 CrFK cell

에 나타난 세포병변효과 (CPE)를 통해 바이러스의 감염가를 측정하여 그

효과를 판정하였다 (Doultreeetal.,1999;Gehrkeetal.,2004).

숙주세포인 CrFK cell은 96wellplate에 37℃,5% CO2,48시간 배양

하여 monolayer를 얻었다.희석된 FCV와 추출물을 1:1로 혼합하고 실온

에서 1,6,12,24시간별로 반응하여 50㎕씩 4개의 well에 접종하고 90

분간 방치하여 FCV를 CrFKcell에 감염시켰다.바이러스 흡착이 완료되

면,다시 바이러스를 회수하고 growthmedium을 aspirate로 제거하여

2% FBS가 첨가된 DMEM (maintenancemedium)을 100㎕씩 다시 첨가

한 후 37℃,5% CO2조건으로 3～4일 배양하며 세포병변효과를 현미경

으로 관찰하였다.배양이 완료되면 3.4% formaldehyde용액으로 cell을

고정하고 0.1% crystalviolet으로 가시화하였다.이때 대조구로는 추출물

대신 maintenancemedium을 희석된 FCV와 혼합한 것으로 비교 분석

하였고,바이러스 감염가는 Reed-Muenchmethod로 50%이상 CPE가 나

타난 well의 희석단계를 산정하여 ㏒ TCID50/㎖로 표기하였다 (Kampf

etal.,2005).
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2.6.추출물의 HPLC분석

인삼 세근과 잎의 발효 유,무에 따른 항균 및 항바이러스 활성 결과

를 토대로 각 추출물의 성분변화를 알아보기 위하여 highperformance

liquidchromatography(HPLC)분석법을 사용하였다.

HPLC장비는 Agilent1100series(AgilentTech,U.S.A.)를 이용하

였으며,분석용 칼럼은 정지상의 크기가 5 ㎛인 C18 reverse-phase

column(ShiseidoC185㎛,4.6㎜ x250㎜,Japan)을 이용하여 column

온도는 35℃로 분석하였다.각 시료의 주입량은 10㎕이고,이동상으로는

HPLC급 용매로서 A용액은 water와 B용액은 acetonitrile을 사용하여

acetonitrile의 비율이 점진적으로 높아지다 낮아지는 gradientprogram을

사용하였다.A 용액과 B용액을 80:20의 비율로 시작하여 27분까지

B용액을 30%로 유지하고,44분에 35%까지 올린 후 54분에 30%,65

분에 20%로 다시 비율을 낮추어 총 65분간 분리하였다 (Table2).유

속은 1㎖/min이었으며,검출기는 UV detector로 203㎚에서 측정하여

표준물질과 비교 분석하였다.표준물질인 ginsenosideRg1,Re,Rb1,Rc,

Rb2,Rd는 ExtrasyntheseS.A(France)에서 구입하였다.
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Table2.Solventgradientprogram ofHPLCanalysis

Time

(min)
A :water(%) B:acetonitrile(%)

0 80 20

17 80 20

27 70 30

44 65 35

54 70 30

65 80 20

*
Agilent1100series(AgilentTech,U.S.A.),C18reverse-phasecolumn

(ShiseidoC185㎛,4.6㎜ x250㎜,Japan)
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결과 및 고찰

1.고려인삼 세근과 잎의 일반성분 분석

충남 금산 지역 4년생 인삼 세근과 잎의 구성 성분을 알아보기 위해

일반성분 (수분,조회분,조지방,조단백질,탄수화물)을 분석하여 Table

3에 나타내었다.

세근의 성분 분석 결과는 수분 10.8%,조회분 5.7%,조지방 1.2%,조

단백질 15.8%와 탄수화물 66.5%가 함유된 것으로 분석되었으며,강화도

지역 6년생 인삼 근의 성분 결과를 비교하면 조회분을 제외한 다수의 다

른 성분들은 함량 차이가 없었다 (Lee,1985).잎의 경우에는 수분

13.8%,조회분 6.7%,조지방 3.4% 조단백질이 0.5%,탄수화물은 75.6%

가 함유되어 경기도 화성군 4년생 잎의 성분 결인과 수분 14.95%,조회

분 6.75%,조지방 2.49%,조단백질 14.26%와 탄수화물 61.55%와 비교

시 다수 성분들의 함량은 유사하였으나,조단백질과 탄수화물의 경우에

는 각각 약 15%와 5%로 큰 차이를 나타내었다 (Changetal.,2000).이

와 같은 결과는 인삼의 영양성분이 재배지 및 재배 년수 등 환경적 요인

에 따른 차이가 있는 것으로 확인된다.

한편,세근과 잎의 일반성분 분석 결과 대부분이 탄수화물로 구성됨

을 확인할 수 있었으며,잎이 세근에 비해 약 10% 많이 함유된 것으로

확인되었다.이는 인삼의 주요 기능 (항산화 활성,항균성 등)을 나타내

는 성분이 사포닌 또는 진세노사이드 (ginsenosides)라는 물질로 알려져

있으며,이들은 복합 탄수화물이기 때문에 인삼 전체 구성 성분 중 탄수

화물 함량 비율이 가장 높은 것으로 추정된다.
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Table3.Proximatecompositionsofginsengfinerootandleaf

Components Fineroot Leaf

Moisture 10.8±0.3 13.8±0.3

Crudeash 5.7±0.3 6.7±0.2

Crudelipid 1.2±0.1 3.4±0.2

Crudeprotein 15.8±0.7 0.5±0.4

Carbohydrate 66.5±0.5 75.6±0.2

*
Valuesaremean±SDoftriplicatedeterminations.
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2.발효를 위한 적합 균주 및 배지 농도 선정

2.1.발효 균주 선정

인삼 세근과 잎의 항균 및 항바이러스 활성 증대를 위하여 발효공법

을 이용하고자 하였다.발효에 적합한 균주를 선별하기 위해 균 성장에

따른 항균력을 분석하여 발효 균주를 선별 하였다.이를 위하여 세근과

잎을 유일한 영양원으로 하는 5% 분말 배지를 제조한 다음 Table1에

제시된 균주로 72시간 동안 배양하여 생장능과 배양액의 항균성을 분석

하였으며 그 결과를 각각 Table4,5에 나타내었다.

그 결과 동일 배양 시간에서 세균과 진균류의 생장능 및 항균력은 세

균이 우세한 것으로 나타났고,유산균과 Bacillus속을 비교 시 유산균의

생장능 및 항균력이 뛰어난 것으로 확인되었다.이는 Lactic acid

bacteria와 Bacillusspp.의 인삼 발효능을 비교한 연구에서 유산균이

Bacillus속에 비해 단시간에 우수한 증식을 나타낸다는 보고와 일치하

는 결과를 보여주고 있다 (Kim etal.,2007).유산균 중 생장능 및 항균

력이 가장 뛰어난 종은 Lactobacillusplantarum으로 초기 접종 균수 대

비 1000배 이상의 생장능과 약 2배 정도 높은 항균력을 나타내고 있으

며,이는 Park등의 인삼 배지에서 증식 가능한 유산균주의 선별 중

L.plantarum이 초기 접종 균수 대비 800배 이상의 우수한 증식률을 나

타낸 보고와도 일치한다 (Parketal.,2006).또한,배양액의 항균력 역시

다수의 균주들에 비해 L.plantarum이 세근과 잎 배지에서 가장 높은 15

㎜,17㎜의 효과를 나타내 발효를 위한 최적 균주는 L.plantarum으로

선정 하였다.
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Table4.Changeofviablecellscountandantibacterialactivity in

ginsengfinerootbrothbyvariousmicroorganisms

Microorganism
Incubationtime (hr)

0 24 48 72

Lactobacillusplantarum
6.36±0.4

1)
8.64±0.3 9.85±0.4 9.67±0.4

8
2)

13 15 14.5

Lactobacillusbrevis
6.52±0.3 6.99±0.2 6.69±0.4 6.63±0.3

8 10 12 12

Lactobacillusrhamnosus
6.68±0.4 7.98±0.1 8.28±0.3 7.96±0.2

8 12 12.5 12

Enterococcusfeacium
6.70±0.4 6.88±0.1 6.53±0.5 6.34±0.2

8 11.5 12 11

Aspergillusoryzae
6.15±0.3 6.93±0.3 6.80±0.1 6.72±0.2

8 8 8 8

Candidautilis
6.81±0.2 7.76±0.3 8.04±0.2 8.00±0.4

8 8 8 8

Bacillussubtilis
6.97±0.2 7.70±0.3 8.96±0.1 8.81±0.2

8 8 8 8

Bacillusmegaterium
6.94±0.1 8.28±0.4 7.08±0.5 7.04±0.4

88 8 8

1)Viablecellcountisaverageoftriplicatedeterminations

(㏒ CFU/㎖).

2)
AntibacterialactivityofEscherichiacoli(㎜).Paperdiscdimeter

(8㎜)wasincluded.
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Table5.Changeofgrowthrateandantibacterialactivityinginseng

leafbrothbyvariousmicroorganisms

Microorganism
Incubationtime (hr)

0 24 48 72

Lactobacillusplantarum
6.74±0.2

1)
8.84±0.2 9.94±0.3 9.73±0.2

8
2)

15 17 16

Lactobacillusbrevis
6.63±0.3 6.87±0.2 7.75±0.2 7.51±0.3

8 10.5 12. 12

Lactobacillusrhamnosus
6.77±0.4 7.40±0.3 8.26±0.3 8.04±0.1

8 11 15 13

Enterococcusfeacium
6.87±0.3 7.66±0.2 7.92±0.4 6.75±0.1

8 10 11.5 11

Aspergillusoryzae
6.83±0.3 7.62±0.3 8.81±0.2 8.45±0.2

8 8 8 8

Candidautilis
6.72±0.2 7.65±0.2 8.59±0.1 8.10±0.3

8 8 8 8

Bacillussubtilis
6.75±0.3 7.49±0.1 8.90±0.1 8.63±0.1

8 8 8 8

Bacillusmegaterium
6.52±0.1 7.46±0.4 7.83±0.3 7.57±0.3

8 8 8 8

1)
Viablecellcountisaverageoftriplicatedeterminations

(㏒ CFU/㎖).

2)
AntibacterialactivityofEscherichiacoli(㎜).Paperdiscdimeter

(8㎜)wasincluded.
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2.2.배지의 농도 선정

발효능 증대를 위해 발효 최적 균주로 선정된 L.plantarum을 이용하

여 세근과 잎 분말 배지의 농도를 각각 2.5,5,10,20,30% (w/v)로 제

조하여 35℃,72시간 배양하며 생장능과 항균력을 분석하였으며 이 결

과를 각각 Fig.1,2,Table6에 요약정리 하였다.다양한 농도의 세근

과 잎 분말 배지에서 L.plantarum은 5% 농도에서 최고의 생장율을 나

타내었으며,동시에 진행한 항균력 시험결과 또한 모두 5% 농도에서 최

대의 항균활성을 나타내었다.

이와 같은 결과를 바탕으로 인삼 세근과 잎의 발효에 적합한 균주는

L.plantarum이며 배지의 농도는 5%인 것으로 확인되어 이후 실험은 이

와 같은 조건으로 진행하였다.
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Fig.1.Changeofviablecellcountsinginsengfinerootbroth by

L.plantarum atvariousconcentration.Thisexperimentwas

performedastriplicate.Eachvalueistheresultofmean±

S.E..
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Fig.2.Change ofgrowth rate in ginseng leafbroth by

L.plantarum atvariousconcentration.Thisexperimentwas

performedastriplicate.Eachvalueistheresultofmean±

S.E..
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Table6.Antibacterialactivityinginsengfinerootandleafbrothby

variousconcentration

Conc.(%)

Incubationtime (hr)

Fineroot Leaf

0 24 48 72 0 24 48 72

2.5 8
1)
11.5 12.5 12.5 8 14 15.5 15

5 8 13 15 15 8 15 17 16.5

10 8 12 15 14.5 8 15.5 16.5 16.5

20 8 13 14 13.5 8 13.5 16 14.5

30 8 12.5 14 13.5 8 13 16 15.5

1)
AntibacterialactivityofEscherichiacoli(㎜).Paperdiscdimeter(8

㎜)wasincluded.
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3.항균 활성 평가

세근과 잎을 이용하여 발효 최적조건을 조사한 결과,5%농도 분말

배지에 L.plantarum을 접종하여 48시간 발효하는 것이 가장 뛰어난 것

으로 조사되었다.이에 최적조건으로 발효된 (발효)세근과 잎 그리고,

발효하지 않은 (비발효)세근과 잎을 각각 methanol로 추출․농축하여

발효 유,무에 따른 항균 활성을 비교 검토 하였으며,그 방법은 디스크

확산법 (paperdiscmethod)과 진탕 플라스크법 (shakingflaskmethod)

으로 하였다.
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3.1.디스크 확산법 (paperdiscmethod)

Paperdisc법을 이용한 항균 활성 분석은 세근과 잎의 비발효와 발효

추출물을 5㎎/disc의 농도로 비교하였으며,그 결과를 각각 Fig.3,4에

나타내었다.세근 추출물에 대한 결과로 E.coli에 대한 생육 저해 환이

각각 11㎜ (1;비발효)와 21㎜ (2;발효)로 나타났으며,S.aureus에 대

한 생육 저해 환은 각각 15㎜ (1;비발효)와 25㎜ (2;발효)로 나타났

다 (Fig.3).이는 비발효 추출물에 비해 발효 추출물에서 항균 활성이 증

가 되어 발효를 통해 세근에 함유된 항균성 물질이 증가된 것으로 확인

된다.반면,잎 추출물의 경우에는 E.coli와 S.aureus에 대한 clear

zone의 직경이 각각 18.5㎜ (1;비발효)와 16㎜ (2;발효),27㎜ (1;비

발효)와 19㎜ (2;발효)로 세근 추출물과 반대로 잎은 비발효 추출물이

발효 추출물에 비해 항균 활성이 뛰어난 것으로 분석되었다 (Fig.4).이

는 인삼 잎의 성분 중 주요 기능 (항산화 활성,항균성 등)을 나타내는

사포닌 즉,진세노사이드 (ginsenosides)라는 복합탄수화물 물질이 세근

에 비해 약 10% 많이 함유되어 있는 이유인 것으로 분석된다.

Gram negative균과 Gram positive균을 대표하는 E.coli와 S.

aureus에 대해 세근과 잎에 함유된 항균성 물질은 Gram positive균에

우수한 활성이 있는 것으로 확인되었다.
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Fig.3.Effectofantibacterialactivity on paper disc method of

ginsengfinerootmethanolicextracts.Antibacterialactivities

ofEscherichiacoli(A)andStaphylococcusaureus(B).1,

non fermentation;2,fermented ginseng fine rootby L.

plantarum.
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Fig.4.Effectofantibacterialactivity on paper disc method of

ginseng leafmethanolicextracts.Antibacterialactivitiesof

Escherichiacoli(A)andStaphylococcusaureus(B).1,non

fermentation;2,fermentedginsengleafbyL.plantarum.
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3.2.진탕 플라스크법 (shakingflaskmethod)

Shakingflask법에 의한 항균 활성의 검토는 paperdisc법에 사용한

시험균주와 추출물의 농도를 동일하게 분석하였으며,35℃에서 24시간

배양하며 12시간을 단위로 두 번 반응 시킨 후 pour-plate법으로 균의

감소율을 확인하였다 (Table7).

세근 추출물의 경우 비발효 추출물은 E.coli와 S.aureus에 대해 각

각 73.8%,99.8%의 항균력을 나타내었으나,발효 추출물에서는 반응 12

시간 만에 E.coli와 S.aureus의 성장을 99.9% 억제시켜 24시간까지

지속되는 것으로 분석 되었다.하지만 인삼 잎 추출물은 세근 추출물과

반대로 비 발효 추출물에서 24시간에 E.coli의 성장이 99.9% 억제 되

었고,S.aureus의 성장은 100% 억제시키는 것으로 분석되어 서로 상반

된 결과를 나타내었다.

이상의 두 실험 결과를 분석하면 인삼 세근은 비 발효 추출물에 비해

발효 추출물에서,인삼 잎은 발효 추출물 보다 비발효 추출물에서 항균

활성이 뛰어난 것으로 분석되며,세근과 잎 추출물 모두 Gram positive

균에 대한 활성이 좀 더 우수한 것으로 확인되었다.
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Table7.Reduction rateon E.coliand S.aureusby methanolic

extractsofginsengfinerootandleaf

Ginseng

extracts

Metanolextracts  (5㎎/㎖)

E.coli S.aureus

12hr 24hr 12hr 24hr

Fine

root

Control 2.2x10⁸ 4.2x10⁸ 6.2x 10
7

5.7x10⁸

NFG
1)

1.8x10⁸

18.2%

1.1x10⁸

73.8%

6.8x106

89.0%

9.9x105

99.8%

FG
2)

5.0x102

99.9%

1.9x101

99.9%

9.5x103

99.9%

1.7x101

99.9%

Leaf

Control 7.3x10
7

1.8x10⁸ 8.4x10
7

2.7x10⁸

NFG
2.5x103

99.9%

2.1x102

99.9%

5.3x102

99.9%

ND

100%

FG
3.3x10

7

54.7%

2.0x10
7

88.8%

2.7x10
7

67.8%

2.5x10
7

90.7%

1)
NFG,NonFermentedGinseng

2)
FG,FermentedGinseng(Fermentedfor48hrbyL.plantarum)
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4.항바이러스 활성 평가

FCV에 대한 세근과 잎의 각 추출물의 virucidalactivity를 알아보기

위하여,각각의 추출물을 농도별로 FCV희석액과 반응시키고 CrFK cell

에 감염시킨 후 FCV에 대한 추출물의 virucidalactivity를 Table8에

나타내었다.

추출물을 함유하지 않은 대조군과 비교하였을 때,항바이러스 활성

효과는 ㏒ TCID50/㎖ 값이 4㏒이상 감소하였을 때 virucidalactivity가

인정된다 (Bellamy,1995).세근의 경우 발효 및 비발효 추출물에서

TCID50/㎖ 값이 최대 약 1㏒ 만이 감소되었기 때문에 항바이러스 활성

은 없는 것을 알 수 있다.따라서,세근의 발효 추출물은 E.coli와 S.

aureus에 대한 항균활성은 있으나,FCV에 대한 virucidalactivity는 미

약한 것으로 확인된다.이는 로즈마리가 Gram positive균에 대하여 항균

활성이 있다고 보고되고 있으나,FCV에 대한 virucidalactivity는 미약

하다는 것과 유사한 경향을 나타낸다 (Chungetal.,2001).반면,잎의

경우에는 비발효 추출물에서 5㎎/㎖ 농도로 FCV와 6시간 반응하였을

때 CrFK cell에서 바이러스 감염이 나타나지 않았으며,1.25㎎/㎖의 농

도에서는 12시간 반응 시킨 경우 바이러스 감염이 나타내지 않아 바이러

스가 완전히 불활성화 되었으므로 세근 추출물과 비교하면 뛰어난

virucidalactivity을 나타내었다.하지만,잎의 발효 추출물에서도 세근과

마찬가지로 virucidalactivity를 확인 할 수 없었다.따라서 잎은 비발효

추출물에서 반응시간에 따른 차이는 있으나 TCID50/㎖ 값이 5㏒ 이상

감소되어 상당히 높은 항바이러스 활성을 가지며,E.coli와 S.aureus

에 대한 항균 활성 또한 우수한 것으로 확인되었다.
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Table 8. Virucidal activity of ginseng fine roots and leaves

methanolicextractsagainstFelinecalicivirus

Ginseng

extracts

Conc.

(㎎/㎖)

㏒ TCID50/㎖

0hr 1hr 6hr 12hr 24hr

Fine

root

NFG
1)

20

5.6

5.6 5.6 5.1 4.1

10 5.6 5.6 5.2 4.1

5 5.6 5.6 5.2 4.6

2.5 5.6 5.6 5.2 5.1

1.25 5.6 5.6 5.2 5.2

FG
2)

20

5.6

5.6 5.6 5.1 4.6

10 5.6 5.6 5.1 4.9

5 5.6 5.6 5.2 5.1

2.5 5.6 5.6 5.2 5.1

1.25 5.6 5.6 5.2 5.1

Leaf

NFG

20

5.6

2.6 ND
3)

ND ND

10 3.1 ND ND ND

5 3.6 ND ND ND

2.5 4.6 3.2 ND ND

1.25 5.1 3.6 ND ND

FG

20

5.6

5.6 5.2 4.9 4.9

10 5.6 5.6 5.1 4.9

5 5.6 5.6 5.1 5.1

2.5 5.6 5.6 5.2 5.1

1.25 5.6 5.6 5.2 5.1

Control
4)

- 5.6 5.6 5.6 5.2 5.1

TCID50,50% tissuecultureinfectiousdose;
1)
NFG,Non Fermented

Ginseng;
2)
FG,Fermented Ginseng (Fermented for 48 hr by L.

plantarum);
3)
ND,felinecalicivirusareinactivated;

4)
Ginsengextracts

werenotadded.
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5.HPLC에 의한 항균 및 항바이러스 활성 물질 분리

세근과 잎 추출물에서 항균과 항바이러스 활성을 검토한 결과 세근의

경우 발효 추출물에서 항균활성을 나타내며,잎의 경우에는 비발효 추출

물에서 항균과 virucidalactivity에 대해 우수한 활성을 가지는 것으로

나타나,이를 HPLC로 분석하여 항균 및 항바이러스 활성을 가지는 물질

을 분리하였다.

인삼은 다양한 생리활성에 관하여 다방면으로 주목받고 있는 건강 기

능 식품 중의 하나로 특히 홍삼의 사포닌이 농도 의존적으로 S.aureus

의 성장을 억제시킨다는 연구 결과 (Kwaketal.,2006)와 세균의 생육

에 미치는 인삼 성분을 조사한 결과 ginsenosideRg1과 Rd가 항균 효과

가 있음을 나타낸 연구 (Junetal.,1982)를 통해 ginsenoside성분이 항

균 및 항바이러스 활성에 영향을 주는 물질로 판단되어 세근과 잎의 각

추출물을 HPLC로 분석하였다 (Fig.5,6,Table9).그 결과 세근과 잎

추출물에서 표준물질과 동일 retentiontime에서 같은 peak가 나타나 비

발효 및 발효 추출물의 주된 성분이 표준물질과 동일한 물질인 것을 알

수 있었다.세근의 발효 추출물의 protopanaxtriol(PT)계열인 Rg1,Re와

protopanaxadiol(PD)계열의 Rd가 선택적으로 증가하였고 그 외에 PD계

열인 Rb1,Rc,Rb2는 감소되어 6가지 성분들 간의 변화가 확인 되었다.

Kim etal.2007에 따르면 인삼분말을 Bacillusspp.로 발효시킨 결

과 Rc,Rb1및 Rb2가 ginsenoside-α-arabinofuranase에 의해 Rd로 전환

되는 것을 보고 하였는데,본 연구 또한 PD계열의 Rb1,Rc,Rb2가 감소

되고 Rd가 증가되어 ginsenoside-α-arabinofuranase효소의 영향인 것으

로 사료된다.세근 추출물의 ginsenoside정량 분석 결과는 Table9에
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정리하였으며,이중 가장 많은 함량 변화를 보인 성분은 Rd로 약 50㎍

/g이 증가되었다.따라서 세근 추출물의 항균 활성은 ginsenosideRd성

분이 가장 유력한 것으로 추정되며,세근으로 발효된 추출액이 정제된

물질이 아닌 점을 고려한다면,ginsenosideRd에 상당한 항균기능이 있

는 것으로 판단된다.

인삼 잎의 발효 추출물을 비발효 추출물과 비교하면 PD계열의 Rb1,

Rc,Rb2,Rd와 PT계열 Re총 5가지 성분들이 상대적으로 감소되었으며,

표준물질로 알 수 없는 성분들이 생겨난 것을 확인 할 수 있었다.이는

발효한 인삼 잎에서 ginsenosideRg1,Re,Rb1,Rc,Rb2,Rb3의 함량은

소실되고,홍삼에서 검출되는 특유의 Rh2,Rh1,Rg2,및 Rg3의 성분이

증가된다는 보고와도 일치한다 (Eom etal.,2008).한편,잎 추출물에 대

한 ginsenoside성분 변화의 정량적인 비율은 Table9에 나타내었으며,

비발효 추출물이 발효 추출물에 비해 다량의 ginsenoside가 함유된 것으

로 정리된다.잎의 비발효 추출물의 항균과 virucidalactivity에 관여하

는 물질을 세근의 발효 추출물의 성분과 비교 분석하면,잎 추출물의 항

균 활성에는 ginsenosideRe,Rd성분,항바이러스 활성에는 ginsenoside

Rb1,Rc,Rb2성분들이 영향을 주는 것으로 판단된다.이는 잎 비발효

추출물에 항균과 virucidalactivity에 관여하는 ginsenoside가 다량 존재

하여 잎 자체로서의 이용가치가 충분히 우수하다는 점으로 시사된다.

따라서 약용으로 이용되는 인삼의 주근 및 지근에 못지않게 다량의

사포닌이 함유된 세근과 잎을 부산물로 취급하여 폐기하거나,겨울철 낙

엽으로 치부하기 보다는 본 연구를 통해 얻어진 인삼 잎 자체 추출물과

세근의 발효 추출물의 우수한 항균 및 항바이러스 활성 결과를 토대로

세근과 잎에 함유된 사포닌의 새로운 이용방법 및 상품적 가치를 증대하

기 위한 다양한 활용 방안이 모색될 수 있을 것으로 기대된다.
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Fig.5.HPLC elution profiles ofthe standard ginsenosides and

methanolicextractsofginsengfineroot.Thatwasisolated

and analyzed by HPLC as described in Materials and

Methods.(A)standard;(B)nonfermentation;(C)fermented

ginsengfinerootbyL.plantarum.Ginsenosides;1,Rg1;2,

Re;3,Rb1;4,Rc;5,Rb2;6,Rd.
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Fig.6.HPLC elution profiles ofthe standard ginsenosides and

methanolicextractsofginsengleaf.Thatwasisolatedand

analyzedbyHPLC asdescribedinMaterialsandMethods.

(A)standard;(B)nonfermentation;(C)fermentedginseng

leafbyL.plantarum.Ginsenosides;1,Rg1;2,Re;3,Rb1;4,

Rc;5,Rb2;6,Rd.
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Table 9.Comparison ofmajorginsenosides offermented ginseng

extractsbyLactobacillusplantarum

Ginseng

extracts

Content(㎍/g)

Rg1 Re Rb1 Rc Rb2 Rd

Fine

root

NFG
1)

74.14 136.85 627.50 413.91 252.90 261.91

FG2) 86.01 148.81 514.82 188.33 213.24 311.84

Leaf

NFG 150.0 324.5 614.4 569.2 485.6 267.1

FG 224.7 243.3 319.2 100.9 83.1 198.5

1)NFG,NonFermentedGinseng.

2)
FG,FermentedGinseng(Fermentedfor48hrbyL.plantarum)
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요 약

인삼의 효과적인 이용을 위해 부산물로 취급되어 대부분 폐기되는 세

근과 잎을 발효공학적 기법으로 항균성 물질을 증대하기 위한 연구이다.

이를 위해서 발효에 적합한 균주의 선별과 발효에 사용될 인삼 세근

과 잎 분말의 농도를 선별하여 발효 시킨 후 항균성 물질을 탐색하였다.

그 결과 8종의 유용 미생물 중 L.plantarum이 가장 적절한 균주로 선정

되었으며,영양원인 인삼 세근과 잎 분말의 농도는 5%로 밝혀졌다.

세근과 잎 추출물을 이용하여 항균 및 virucidalactivity를 조사한 결

과,세근은 발효추출물에서 항균활성은 있으나 항바이러스 활성은 미약

한 것으로 나타났고,잎은 비발효 추출물에서 항균과 항바이러스 활성이

모두 우수한 것으로 밝혀졌다.이들 추출물이 가지는 항균성 물질은

Gram Positive균주에서 활성이 더 좋은 것으로 분석되었다.또한,FCV

에 대해 virucidalactivity를 나타낸 잎의 비발효 추출물은 5㎎/㎖의 농

도에서 6시간 만에 FCV를 불활성화 시켰으며,12시간 반응 후에는 가장

낮은 1.25㎎/㎖농도에서도 바이러스의 감염이 일어나지 않아 우수한

virucidalactivity가 있음을 알 수 있었다.

발효에 의한 항균 및 항바이러스 활성 물질의 성분 변화를 알아 보

기 위해서 HPLC 분석법을 사용하여 물질을 분리한 결과,세근과 잎의

발효추출물에서 각각 ginsenoside Rg1, Re, Rd 성분의 증가와

ginsenosideRe,Rd,Rb1,Rc,Rb2성분의 감소가 확인되었다.따라서,

세근 발효 추출물의 항균 활성에 관여하는 물질은 ginsenosideRg1,Re,

Rd성분이며,잎 비발효 추출물의 항균 활성은 세근 발효 추출물과 비교

하였을 때 ginsenosideRe,Rd성분,virucidalactivity에 관여하는 물질
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은 ginsenosideRb1,Rc,Rb2성분인 것으로 추정되었다.

따라서 인삼의 세근과 잎을 부산물로 취급하여 폐기하거나,겨울철

낙엽으로 치부하기 보다는 본 연구를 통해 얻어진 인삼 잎 자체 추출물

과 세근의 발효 추출물의 우수한 항균 및 항바이러스 활성 결과를 토대

로 세근과 잎에 함유된 사포닌의 새로운 이용방법 및 상품적 가치를 증

대하기 위한 다양한 활용 방안이 모색될 수 있을 것으로 기대된다.
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어느덧 짧고도 긴 시간이 지나 2년간의 결실인 한편의 논문이 완성되었습

니다.‘과연 해낼 수 있을까...’라는 생각을 하기도 했었고,힘들다고만 생각했던

시간이었는데,막상 생각해보니 배운 것이 더 많은 소중한 시간들이었습니다.
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신 분들께 감사의 마음을 전합니다.

부족하고 못난 제자를 언제나 변함없는 사랑으로 가르침과 격려를 주시고,

학문과 인생의 길에서 많은 것을 보고 배우고 느낄 수 있게 해주신 이명숙 교

수님께 진심으로 감사드리며,그 고마움을 평생토록 간직하려 합니다.물가에

내 놓은 자식처럼 걱정하고 신경 써주시며 용기를 주신 정숙현 교수님,항상 웃

으시며 조언과 격려를 아끼지 않으신 김영목 교수님과 바쁘신 일정 속에서도

논문수정을 위해 많은 도움을 주신 김군도 교수님,여러 가지 좋은 말씀과 함께

논문 심사를 맡아주신 김경호 교수님께 진심으로 감사드립니다.또한 많은 가르
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감사의 마음을 전하고자 합니다.

한 가족 같은 우리 일반 미생물 실험실의 귀염둥이 꼬꼬마 옥금이,덩치는

크지만 마음은 여린 형화,여자들 기에 눌려 지내는 한성이,애정이 많이 가는

현철이,서로 기대고 의지하며 힘이 되어준 내 동생 유리 모두들 부족한 언니

때문에 힘든 일도 많았을 텐데 불평 없이 많이 도와주고 잘 따라주어서 항상

미안하고 고맙습니다.바쁜 일정 속에서도 항상 실험실 걱정해주시는 박사 과정

정하언니,태희언니 그리고 산업 대학원 정승주쌤,재순이 언니,지치고 힘들 때

정신적 지주가 되어 주셨던 구효영 선생님,경란이 언니 감사드립니다.

타 학교에서 들어와 서먹해 하고 있는 저에게 적대하지 않으시고 친근히 챙

겨주신 태혁선배,진수선배,든든한 버팀목이 되어주셨던 용배선배 감사드립니
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다.그리고 함께 의지할 수 있었던 대학원 동기인 현일선배,상보선배,현수선

배,항상 웃으며 이것저것 많이 도와준 학과 사무실에 지원이 언니 정말 고맙습

니다.

같은 프로젝트를 진행하며 많은 도움을 준 식품공학과 대웅선배,재홍선배,

명철선배,지일이 이하 식미방 식구들 따뜻하게 대해 주셔서 감사드립니다.아

무것도 모르고 무작정 찾아가서 물어보는데도 친절하게 가르쳐주시고 도움주신

엄성환 선배 진심 진심으로 감사드립니다.또한 물질 분리하는데 있어 많은 도

움이 되었던 동의분석센터 식구들 특히 오상민쌤,강민수쌤,차인숙쌤 감사드립

니다.그리고,현재 부경푸드바이오센터의 양지영 센터장님,박성민 이사님,정병

천 실장님,송호수 부장님,미생물 대들보 조정숙쌤,이화학 사부 김수정쌤,장소

라쌤 논문으로 인한 많은 부재에도 예쁘게 봐주셔서 감사합니다.

힘들 때마다 변함없이 옆을 지켜준 평생지기 친구 쪼매 소명이,속풀이 친구

미리,보물 같은 동생 베이비 미연,철부지 언니 양양 재연쌤,귀여운 아줌마 쮸

주영쌤,개인 재테크 상담사 사랑스런 은령이 언니,자주보지 못하지만 곧 애기

엄마 되는 효정이 언니 이하 작은 공간에 다 열거하지 못한 그 밖의 소중한 인

연을 맺은 분들 모두에게 고마움을 전합니다.그리고 빠질 수 없는 한사람,늘

곁에서 묵묵히 바라봐주며 지치고 힘들 때 한없이 넓은 어깨를 빌려준 김용민

님 고맙고 사랑합니다.

마지막으로 저를 아껴주시고 걱정해주신 모든 분들께 감사드리며,때론 친구

처럼 고민 상담을 해주시고 때론 인생 선배로서 현명한 선택에 길잡이가 되어

주시는 세상에 단 하나뿐인 사랑하는 우리 엄마 정영숙 여사님..항상 무한한

믿음과 신뢰로 묵묵히 지켜봐주셔서 진심으로 감사하고,미안하고 또 사랑합니

다.2년간의 조그마한 결실을 사랑하는 정 여사님께 바칩니다.
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