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서 론

차 가공 과정에서 발효는 찻잎을 일정한 환경 조건에서

함유물질, 특히 폴리페놀의 적절한 화학적 변화를 유도하는
공정이다(Ryu KH 등 2012). 차의 발효는 크게 두 가지의 의
미로 나눌 수 있는데, 하나는 미생물을 접종한 발효차와 다
른 하나는 자연적인 산화에 의한 발효차가 있다(Kim YS 등
2010). 차는 발효 여부와 정도에 따라 비발효차, 반발효차, 
완전발효차, 후발효차 등으로 구분하며, 발효차는 제다방법
에 따라청차, 황차, 홍차, 흑차로 구분할 수 있다(Choi OJ & 
Choi KH 2003). 비발효차는 찻잎을 가마솥에서 덖어서 찻잎
의 효소를 불활성화한 녹차를 말하고, 반발효차는 제다과정
에서 시들기와유념을 하여 찻잎 중의 폴리페놀 성분을 10%

∼60% 정도 산화하여 만든 차를 말하며, 완전발효차는 찻잎
의 폴리페놀 성분을 85% 이상 산화하여 만든 차를 말한다
(Ryu KH 등 2012). 후발효차는 산화 발효차와 미생물 발효
차로 구분한다. 현재 가장 많이 알려진 후발효차는 중국의
보이차가 있으며, 우리나라는 동전차가 있다. 
찻잎은 자체적으로 청엽알코올 등 상쾌한 향을 기본적으

로가지고있다. 차를만드는과정에서조금씩변화하여여러
가지 향기 성분이 조화된 복잡한 향을 만들어 내는 것으로

알려져 있다(Lee JY 등 2007). 차는 발효과정에서 떫은맛을
내는 카테킨이 테아플라빈류로 변화하면서 독특한 색과 향, 
맛을 나타낸다(Kim SH 등 2014). 찻잎의 성분에는 폴리페놀
류, 알칼로이드(카페인), 아미노산, 유기산, 지방산, 향기성분
과 비타민 A, C, E 등이 있으며, 이러한 성분의 함량과 조성
에따라발효과정중에차의맛이달라진다(Terada S 등 1987; 
Choi OJ & Choi KH 2003; Kim MG 등 2016). 차에 함유되
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어 있는폴리페놀에는 플라본, 플라보놀, 플라바놀, 안토시아
닌, 페놀산이 있으며, 그 중에서도 카테킨(catechin)은 찻잎에
함유된 폴리페놀의 50% 이상을 차지한다. 찻잎에 함유된 주
요 카테킨류는 catechin(C), epicatechin(EC), epigallocatechin 
(EGC), epicatechingallate(ECG), epigallocatechingallate(EGCG)
가 있으며, 제다과정에서 카테킨의 산화중합 반응에 의해 생
성되는 2차적 대사물질인 테아플라빈류(theaflavins), 테아루
비긴류(thearubigins), 테아브라우닌류(theabrownines) 등은 차
의 색이나 맛에 중요한 역할을 한다(Terada S 등 1987; Lee 
SJ 등 2015). 차에 다양하게 함유된폴리페놀류는 항산화, 항
암, 항염증, 항지질 효과 등의 생리활성이 있는 것으로 알려
져 있으며(Kim MG 등 2016), 발효차의 섭취 빈도가 높을수
록 성인여성의 체질량지수가 낮고, 우울 정도가 낮다는 연구
결과도 보고되었다(Jung YM & Choi MJ 2019). 그러나 지금
까지 우리나라에서 이루어진 차 연구들은 녹차의 성분과 기

능성(Sung KC 2006)을중심으로이루어졌고(Oh CK 등 2000; 
Sung KC 2006), 산화효소에 의한 발효차의 성분과 생리활성
에 대한 연구가 대부분이었으며(Gomes A 등 1995; Feng Q 
등 2002; Kuo KL 등 2005), 미생물을 이용한 발효차 연구는
제한적이었다(Lee SJ 등 2015). 식품의 발효에 이용되는 미
생물은 바실러스(Bacillus), 유산균(lactic acid bacteria), 효모
(Saccharomyces), 곰팡이(Aspergillus) 등이 있다(Kim SY 등
2016). 미생물 발효를 통한 발효차의 생리활성에 대한 연구
들은 Eurotium sp.(Lee SJ 등 2015), Bacillus sp.(Lee SY 등
2013), Monascus sp.(Lee SI 등 2012), Lactobacillus sp.(Park 
JH 등 2012)를 이용하여 제조한 발효차에 관한 연구가 보고
된 바 있다. 그러나 누룩에 있는 균을 이용한 발효차의 연구
는 미흡했다. 
본 연구는 새로운 미생물 발효차를 연구하기 위해서 누룩

으로부터 미생물을 분리하여 동정하였는데, Aspergillus sp. 
균으로 동정되었다. 동정한 미생물을 찻잎에 접종하여 발효
기간에 따라 미생물이 생성하는 대사체를 분석하여 새로운

국내산 미생물 발효차의 특성을 연구하고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 균주 분리 및 배양
누룩에서 분리한 곰팡이는 PDA 평판배지에서 배양하고, 

다시 PDA 액체배지에 3조각(5 mm × 5 mm)을 접종하여 2
5℃에서 3일간 정치배양을 한 후, 물기를 제거한 곰팡이는
액체질소로 동결한 후 막자사발로 곱게 분쇄하여 genomic 
DNA (G-DNA) 분리에 사용하였다. G-DNA는 Qiagen DNA 
mini kit(Qiagen, Hilden, Germany)를 이용하여 분리하였으며, 
분리한 G-DNA는곰팡이의 DNA 바코드 분석에이용하였다. 

2. 곰팡이균 동정을 위한 ITS 분석
곰팡이균을 동정하기 위하여 PCR 방법으로 ITS(internal 

transcribed spacer)영역을 증폭하였다. ITS영역을 증폭하기

위하여 forward primer로서 ITS1(5´-TCCGTAGGTGAACCT 
GCGC-3´)과 reverse primer ITS4(5´-TCCTCCGCTTATTGA 
TATGC-3´)를 이용하였다. PCR반응액은 G-DNA 1 μL, 2.5 
mM dNTPs 3 μL, 10×반응버퍼 3 μL, 각 프라이머(100 pmol/
μL) 0.3 μL, Hot taq polymerase(Qiagen, Hilden, Germany) 0.3 
μL에 물을 첨가하여 최종부피가 30 μL가 되게 조성하고, 
PCR은 94℃에서 15분간 1사이클을 실시한 후 94℃에서 1분, 
55℃에서 1분, 72℃에서 1분간의 조건으로 총 35사이클을 실
시하였다. 그 후 최종적으로 72℃에서 10분간 1사이클을 실
시하였다. PCR산물은 1.5% 아가로스겔 상에 전기영동한 후
DNA정제 kit(Bioneer AccuPrep PCR/Gel DNA purification 
kit, Bioneer, Daejeon, Korea)를 이용하여 정제하고, 정제한
DNA는 pGEM-T Easy(promega, Madison, WA, USA)벡터
와 ligation 하여대장균 DH5α에형질전환하였다. 대장균으
로부터 플라스미드의 분리는 바이오니아 AccuPrep Plasmid 
Mini Extraction Kit를 이용하고, Insert의 삽입 유무는 제한
효소 EcoRI(Takara, Shiga, Japan)를 처리하여 확인하였다. 
DNA의 삽입이확인된 DNA는 염기서열분석에 이용하였다. 
염기서열은 Xenotech(Xenotech, Daejeon, Korea)사에 의뢰

하여 분석하였다. ITS염기서열을 통한 균의 동정은 BOLD-
SYSTEMS(www.boldsystems.org)에 내장되어 있는 Fungal 
Identification(ITS) 프로그램을 이용하였다. ITS 염기서열을
이용한 phylogenetic tree 분석은 Molecular Evolutionary Ge-
netics Analysis X(MEGA X) 프로그램 Xenotech를 이용하였
다(Tamura K 등 2011). Branching 패턴의 신뢰성을 확보하기
위해 1,000번의 무작위 샘플링 추출 방법을 통해 얻은 값으
로 Bootstrap 분석을 하였다. 

3. 발효차 제조 방법
본연구는 2019년 5월초사천시곤양면다솔사소재산지

에 있는 차 밭에서 채취한 찻잎을 발효 차 제조에 사용하였

다. 채취한 찻잎은 차 밭 곁에서 채반에 널어 햇빛을 쬐며
20℃∼25℃에서 3시간 가량 시들기한 후 10분 동안 유념을
하고 건조하였다. 건조한 찻잎 10 g과 증류수 8 mL를 250 
mL 삼각 플라스크에 넣어 고압멸균기로 121℃에서 15분간
멸균 후에 포자(1.5 × 107 CFU/g)를접종하고, 30℃에서 0, 3, 
5, 7, 10일 발효시켰다. 발효된 찻잎은 24시간 건조(35℃±
2℃)하여 성분 분석에 사용하였다. 

 
4. 발효차의 분석
대사체를 분석하기 위하여 동결 건조한 시료를 표준물질
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(terfenadien)이 들어 있는 70% methanol로 혼합한 후 bullet 
blender(Next Advance, NY, USA)로 25℃에서 10분 간 추출
하고, 14,000 rpm에서 10분간 원심분리 후 상층액을 UPLC- 
Q-TOF MS(Xevo, Waters, Milford, MA, USA) 분석에 이용
하였다. 또한, GC/MS를 이용하여 발효차에 들어있는 대사
물질들을 분석하기 위하여 80% methanol로 추출한 발효차
추출물을 CentriVap vacuum concentrator(LABCONCO Co., 
Kansas City, MO, USA)를 이용하여 완전히 건조시킨 후, 
methoxyamine hydrochloride와 N,O-bis(trimethylsilyl) triflu-
oroacetamide(BSTFA)를 사용한 silylation의 방법을 이용하였
다(Kim DW 등 2017). Internal standard로 사용한 dicyclo-
hexyl phthalate가 첨가된 pyridine과 methoxyamine hydro-
chloride을 넣고 37℃에서 90분간 반응시킨 후 BSTFA을 첨
가하고 70℃에서 30분간 반응시킨 유도체화된 추출물은 vial
에 옮겨 담아 GC/MS 분석에 이용하였다. 

5. 총 페놀화합물 함량 분석
총 페놀화합물 함량은 Folin-Ciocalteu의 방법(Singleton 

VL 등 1999)을 일부 변형하여 측정하였다. 70% methanol로
추출한 20 μL에증류수 980 μL와 10% Folin-Ciocalteu reagent 
5 mL를 혼합 후 25℃ 암실에서 8분간 반응시킨 후, 7.5% 
Na2CO3 4 mL를 혼합한 뒤 25℃ 암실에서 1시간 반응시켰
다. 반응이 끝난 후 765 nm 흡광도에서 측정하였다. 양성대
조군으로 gallic acid를 사용하였으며, 페놀화합물 함량은

gallic acid equivalent(mg GAE/g)로 나타냈다. 
 
6. UPLC-Q-TOF MS 대사체 분석
미생물 발효차 대사체 추출물은 Waters Acquity UPLC-Q- 

TOF를 이용하여 분석하였다. 시료추출물은 Acquity UPLC 
BEH C18 컬럼(2.1 mm × 100 mm, 1.7 μm; Waters, Milford, 
MA, USA)에주입하였으며, 이동상은 0.1% formic acid를 함
유하고 있는 물(A)과 0.1% formic acid를 함유하고 있는

acetonitrile(B)로 flow rate는 0.35 mL/min이며, 컬럼온도는
40℃이었다. 컬럼을 통과하여 나온 eluents는 positive electro-
spray ionization(ESI) mode를 갖고 있는 Q-TOF MS로 분석
하였다. TOF MS data의 scan range는 50-1,500 m/z, scan 
time은 0.2 s, capillary와 sampling cone voltages는 3 kV와
30 V, desolvation flow rate는 800 L/h, desolvation 온도는
350℃, source 온도는 120℃이었다. Leucine-enkephalin([M+

H]= 556.2771)는 lock mass을 위한 reference compound로
사용되었으며, 10 s당 분석되었다. 모든 시료들을 혼합하여
만들어진 quality control(QC) 시료는 매 5개를 분석하였다. 
MS/MS spectra은 collision energy ramp(10 to 30 eV), m/z 
50-1,500 조건하에서얻었다. m/z, retention time, ion intensity

를 포함하는 mass spectrometry data 프로세싱은 MakerLynx 
software(Waters)를 사용하여 진행하였다. 

7. GC/MS 대사체 분석
유도체화한시료 1 μL는 DB-5 column(30 m × 0.25 mm id, 

0.25 μm film thickness; J & W Scientific, Santa Clara, CA, 
USA)이 연결된 GC로 주입하여 분석을 진행하였다. Carrier 
gas로 사용된 helium은 1 mL/min 유속으로 흘려보냈으며, 
injector 온도는 200℃로 유지하였다. 초기 oven 온도를 70℃
로 2분간 유지시킨 후 10℃/min 비율로 320℃까지 증가시키
고, 동일온도에서 5분간유지시켰다. GC column을통해분석
되어 나오는 물질들은 electron impact(EI) ionization mode 
(70 eV)로작동하는 Shimadzu GCMS-TQ 8030(Tokyo, Japan)
로 분석하였다. Ion source와 interface 온도는 각각 230℃와
280℃였으며, GC column을 통해 분석되어 나오는 물질들은
full scan mode(m/z 45-550)로 모니터링되었으며 scan event 
time과 scan 속도는각각 0.3 sec와 2,000 u/sec이었다. Detector 
voltage는 0.1 kV이고, threshold은 100을 사용하였다. 

8. 대사체 자료 분석
UPLC-Q-TOF MS를 이용하여 얻어진 LC-MS data의 col-

lection, normalization, alignment는 UNIFI version 1.8.2 프로
그램(Waters)을 이용하여 진행하였다. Peak-to-peak baseline 
noise(1), noise elimination(6), peak-width(5% height of 1 s), 
intensity threshold(10,000)를이용하여 peaks을얻었으며, mass 
window(0.05 Da)와 retention time window(0.2 min)를 이용하
여 metabolite data를 alignment하였다. 모든 data는 표준물질
을 이용하여 normalization하였다. 대사물질들은 UNIFI ver-
sion 1.8.2.169(Waters), ChemSpider(www.chemspider.com), 
human metabolome databases(www.hmdb.ca), Metlin database 
(metlin.scripps.edu)를 사용하여 동정하였다. 

GC/MS를 이용하여 얻어진 GC/MS data는 AnalyzerPro를
이용하여 분석하였으며, 분석된 물질의 동정을 위해 GC/MS 
databases(NIST 11과 Wiley 9 mass spectral libraries)와 n- 
alkanes를 이용하여 계산된 retention indices(RIs)를 이용하
였다. 

9. 통계 분석
SIMCA-P+version 12.0.1(Umetrics, Umeå, Sweden)은

UNIFI와 AnlyzerPro를 통해 프로세싱된 LC/MS data와 GC/ 
MS data의 통계분석을 위해 사용되었다. 특히 Partial least 
squares discriminant analysis(PLS-DA)는 분석한 결과를 시각
화하기 위하여 사용되었다. 분석된 PLS-DA를 평가하기 위
하여 R2X, R2Y, Q2, permutation test를 사용하였으며, R2X
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와 R2Y는 goodness of fit measure, Q2Y는 predictive ability, 
permutation test는 PLS-DA를 교차검증하였다. 또한 총페놀
화합물 함량 및 대사물질의 relative abundances는 SPSS 
25.0(IBM corp., Armonk, NY, USA)의 one-way analysis of 
variance(ANOVA) with Duncan’s multiple range test(p<0.05)
를 이용하여 분석하였다. 

결과 및 고찰

1. 미생물 동정
누룩으로부터 미생물을 분리하여 B3 균의 동정을 위해

Molecular Evolutionary Genetics Analysis X(MEGA X) 프로
그램 Xenotech(Korea)을 이용하여 분자 유전학적인 계통도
를 작성하였다(Fig. 1). 계통도에서 B3 균주는 Aspergillus 
parasiticus, Aspergillus. flavus, Aspergillus oryzae 등과 높은
상동성을 보였다. MEGA 5.0의 neighbor-joining method를이
용하여 유전적 계통분류를 수행하였다(Tamura K 등 2011). 
따라서 B3 균의 분류학적인 위치는 Aspergillus SP. B3로 판
단된다. 

2. 발효차의 총 페놀화합물 함량 변화
B3 균을 처리하여 10일 동안 발효시킨 후, 발효기간에 따

른 총 페놀화합물의 함량을 확인한 결과는 Fig. 2에 제시하
였다. 발효차의총페놀화합물함량은 발효전 day 0, 101 mg 
GAE/g에 비해 발효시간이 증가하면서 감소하여 발효 10일
차에는 66 mg GAE/g으로 약 35% 감소하였다. 이러한 결과

는 녹차의 폴리페놀 함량 36∼47 mg GAE/g과 비교하여 미
생물 발효차의 함량 24 mg GAE/g이 낮다는 선행연구의 결
과와 유사하며(Shon MY 등 2004), 미생물을 이용하여 발효
차의 발효기간에 따른 총 페놀화합물의 함량을 측정한 연구

에서도 균의 종에 따라 차이는 있으나, 발효기간에 따라 총
페놀화합물의 함량이 감소하는 것으로 보고되었다(Kim YS 
등 2010). 

 
3. 발효차의 발효 시간에 따른 대사체 분석
B3 균주를처리하여 10일동안발효시킨발효차의대사체

를 70% 메탄올로 추출한 대사물질들은 UPLC-Q-TOF MS를
이용한 LC/MS와 GC/MS로 분석하였다. LC/MS를 이용하여
분석한 발효차 대사물질들의 프로파일을 분석한 결과, 28개
의 물질(theanine, theogallin, phenylalanine, gallocatechin, 3,9- 
dimethyl xanthine, tryptophan, epigallocatechin, catechin, ca-
ffeine, epicatechin, gallocatechin gallate, schaftoside, quercetin 
3-glucosyl-rutinoside, kaempferol-3-galactoside-7-rhamnoside, 
faralateroside, apigenin 7-glucoside, catechin gallate, kaemp-
ferol-3-galactoside-7-rhamnoside, kaempferol 3-glucoside, 4, 
3’,5’-trihydroXyresveratrol, kaempferol, lysophosphatidylcho-
line(LPC(18:3), LPC(18:2), LPC(18:1)), harderoporphyrin, 
pheophorbide A, pyrophaeophorbide a, 13-docosenamide)이
동정되었다(Fig. 3). 또한, GC/MS를 이용하여 유도체화 과정
을 통해 전처리한 발효차 대사물질들의 프로파일을 분석한

결과 29개의 피크가 분석되었고, 그 중 fructose가 두 개의
peak로 검출되어 최종적으로 28개 물질(lactic acid, alanine, 
phosphoric acid, glycerol, glyceric acid, serine, threonine, malic 
acid, erythritol, aspartic acid, oxoproline, threonic acid, gluta-

Fig. 1. A neighbor-joining phylogenetic tree based on 
the ITS gene sequence of fungal B3. 
The neighbor-joining method was used to determine the distance 
matrix. The bootstrap values are greater than 50% based on 
1,000 replicates are listed as percentage at the branch points. 
Scale bar 0.01 substitutions per 100 nucleotides.

Fig. 2. Total phenolic content of microbial-fermented tea.
Values with a same letter (a∼e) are not significantly different by 
Duncan’s multiple range test at p<0.05.
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mic acid, phenylalanine, xylose, ribitol, glutamine, shikimic 
acid, citric acid, quinic acid, fructose, glucose, glucitol, glu-
curonic acid, palmitic acid, myo-inositol, stearic acid, sucrose)
이 동정되었다(Fig. 4). 

4. 발효차의 발효 시간에 따른 당, 유기산, 아미노산, 
지방산 함량 변화

본연구에서는 B3 균을이용한발효차의발효기간에따른
유리당, 당알코올, 유기산, 아미노산, 지방산을 UPLC-Q-TOF 

1, lactic acid; 2, alanine; 3, phosphoric acid; 4, glycerol; 5, glyceric acid; 6, serine; 7, threonine; 8, malic acid; 9, erythritol; 10, aspartic 
acid; 11, oxoproline; 12, threonic acid; 13, glutamic acid; 14, phenylalanine; 15, xylose; 16, ribitol; 17, glutamine; 18, shikimic acid; 
19, citric acid; 20, quinic acid; 21, fructose; 22, fructose; 23 glucose; 24, glucitol; 25, glucuronic acid; 26, palmitic acid; 27, myo-inositol; 
28, stearic acid; 29, sucrose 

Fig. 4. GC-MS profile of metabolites extracted with 80% methanol in the tea fermented with Aspergillus sp. B3 during 
fermentation. 

1, theanine; 2, theogallin; 3, phenylalanine; 4, gallocatechin; 5, 3,9-dimethyl xanthine; 6, tryptophan; 7, epigallocatechin; 8, catechin; 9, 
caffeine; 10, epicatechin; 11, gallocatechin gallate; 12, schaftoside; 13, quercetin 3-glucosyl-rutinoside; 14, kaempferol-3-galactoside-7- 
rhamnoside; 15, faralateroside; 16, apigenin 7-glucoside; 17, catechin gallate; 18, kaempferol-3-galactoside-7-rhamnoside; 19, kaempferol 
3-glucoside; 20, 4,3',5'-trihydroxyresveratrol; 21, kaempferol; 22, LPC(18:3); 23, LPC(18:2); 24, LPC(18:1); 25, harderoporphyrin; 26, 
pheophorbide a; 27, pyrophaeophorbide a; 28, 13-docosenamide

Fig. 3. LC-MS profile of metabolites extracted with 70% methanol in the tea fermented with Aspergillus sp. B3 during 
fermentation. 
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MS를 이용한 LC/MS와 GC/MS로 분석하였고, 유리당과 당
알코올, 유기산의 함량 변화는 Fig. 5와 같다. 발효기간에 따
른 fructose, glucose의 함량은 발효시간의 경과에 따라 꾸준
히 감소하여 fructose의 경우 발효 7일차 이후에는 관찰되지
않았고, glucose의 함량도 감소하여 발효 전에 비해 발효 10
일째에는약 14배 감소하는경향을보였으며, sucrose의함량
은 발효시간의 경과에 따라 다소 감소하는 경향을 보였다. 
Xylose, ribitol, glucitol, erythritol의 경우 발효가 진행되면
서 그 함량이 꾸준히 증가하는 경향을 보여 발효 전에 비해

xylose와 erythritol은 각각 약 10배, 5배 증가하였다. 또한, 
ribitol, glucitol는 발효 전에는 관찰되지 않다가 발효에 의해

새롭게 증가하여 주요 당 관련 물질인 것으로 확인되었다. 
B3 균의발효차의발효기간에따른유기산인 citric acid는감
소하는 경향을 보였고, malic acid와 lactic acid인 경우 큰 변
화는 없었다. B3 균의 발효차의 발효기간에 따른 아미노산
함량은 phenylalanine, tryptophan, alanine, serine, threonine, 
aspartic acid, oxoproline에서 발효에 의해 감소하였고, gluta-
mine의 함량만 크게 증가하는 경향을 보였다(Fig. 6). 

Glutamic acid는 거의 변화가 없었고, 본 연구에서 대부분
의아미노산은발효과정에서감소하는경향이나타났다. Fig. 
7에서 B3 균의 발효차의 발효기간에 따른 지방계열 물질
(LPC(18:3), LPC(18:2), LPC(18:1))함량은 발효 전에 비해 발

Fig. 5. Changes of sugars and organic acids contents in the tea fermented with Aspergillus sp. B3 during fermentation. 
Values with a same letter (a∼e) are not significantly different by Duncan’s multiple range test at p<0.05.
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효차에서 약 2∼3배 증가하였지만 발효기간에 따른 차이는
없었고, palmitic acid, stearic acid, glycerol, 13-docosenamide
의함량도발효시간에의해크게변화되지않는것으로확인

되었다. 
차에는 fructose, glucose, maltose와 같은 환원당이 함유되

어 있으며, 효모를 이용한 발효차와 비발효차를 비교한 연
구에서는 발효차의 환원당 함량이 비발효차보다 1.5배 높은
것으로보고했다(Kang OJ 2010). 이러한 결과는미생물발효
가 진행됨에 따라 당함량은 감소하고 당알코올의 함량은 증

가한 본 연구의 결과와는 차이가 있었다. 차에 함유된 환원

당은 열이 가해지면 비효소적 갈변반응으로 항산화 능력을

가진 갈색화합물을 생성하는 것으로 알려져 있으므로 발효

미생물의 종류에 따른 당 성분 변화에 대한 추후 연구가 이

루어져야 할 것이다. 또한, 본 연구에서 미생물에 의한 발효
과정에서 주요 유기산이 감소하는 경향을 보인 결과는 황차

를 모차로 하여 제조한 미생물 발효차의 발효 과정 중에 산

도가 감소되는 경향을 보였다는 연구(Lee SJ 등 2015)와 유
사하다. 
아미노산은 차의 맛과 향에 중요한 역할을 하며, 차의 품

질에도영향을준다(Kang OJ 2010). 본연구에서는누룩에서

Fig. 6. Changes of amino acids content in the tea fermented with Aspergillus sp. B3 during fermentation. 
Values with a same letter (a∼e) are not significantly different by Duncan’s multiple range test at p<0.05.
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분리한 Aspergillus SP.를 이용한 주요 아미노산의 개별 함
량이 감소하였다는 결과를 도출하였고, Eurotium cristatum을
이용한 발효차의 연구에서는 총아미노산의 함량이 발효 과

정에서 50% 이하로 감소되었다고 보고하였다(Lee SJ 등
2015). 본 연구에서는 개별 아미노산을 분석하였으므로직접
적인 아미노산 양의 변화에 대한 비교는 불가하나, 본 연구
의 결과를 통하여 Aspergillus SP.를 이용한 차의 발효과정에
서 신맛과 감칠맛을주는 glutamine의 함량은 크게 증가하고, 
glutamic acids는유지된다는것을확인할 수있다. 그외에도

국내산 발효차와 비발효차의 아미노산 함량을 비교한 선행

연구에서는 발효차의 발효 과정에서 감칠맛 성분이 증가하

며(Choi OJ & Choi KH 2003), 효모를이용한발효차와 비발
효차를 비교한 연구에서는 발효차의 유리아미노산 함량이

비발효차보다 8.5배 높은 것으로 보고했다(Kang OJ 2010). 
이렇듯 미생물을 이용한 발효차의 경우, 미생물의 종류에 따
라 발효과정에서 대사되는 주요 아미노산의 조성이 달라 아

미노산의 종류도 다른 것으로 보고되고 있으므로, 다양한 종
의 미생물을 이용한 연구가 더 필요한 것으로 보인다. 

Fig. 7. Changes of lipophilic compound contents in the tea fermented with Aspergillus sp. B3 during fermentation. 
Values with a same letter (a∼e) are not significantly different by Duncan’s multiple range test at p<0.05. LPC: lysophosphatidyl choline.
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5. 발효차의 발효 시간에 따른 폴리페놀, 카테킨류, 카
페인 함량 변화

본연구에서는 B3 균을이용한발효차의발효기간에따른
폴리페놀, 카테킨류 및 카페인을 UPLC-Q-TOF MS를 이용
한 LC/MS와 GC/MS로 분석하였고, 발효기간에 따른 폴리페
놀 함량 변화는 Fig. 8과 같다. B3 균을 이용하여 발효차의
발효기간에 따른 폴리페놀 함량 변화는 Theogallin의 경우
조금씩 감소하다가 7일째부터는 관찰되지 않았다. Galloca-
techin gallate, shikimic acid, quinic acid, kaempferol, Kaemp-
ferol과 kaempferol-3-galactoside-7-rhamnoside, quercetin 3- 

glucosyl-rutinoside, faralateroside 함량은 발효시간에 따라 감
소했으며, Schaftoside는 발효에 의해 조금씩 증가하는 경향
을 보였다. 발효 전에는 관찰되지 않았던 4,3’,5’-trihydroxy-
resveratrol는 발효과정에서 꾸준히 증가하여 발효 10일째는
발효차의 주요 이차대사산물들 중 하나로 관찰되었다. Cate-
chin 계열의 물질들의 함량은 발효 초기에 많이 나왔다가 점
차 감소하였으며, epicatechin과 epigallocatechin인 경우 발효
초기에 많이 나왔다가 발효 7일째부터에 감소하는 경향을
보였다(Fig. 9). Caffeine은 발효에 의해 다소 증가하는 것으
로 확인되었다. 

Fig. 8. Changes of polyphenol metabolite contents in the tea fermented with Aspergillus sp. B3 during fermentation. 
Values with a same letter (a∼e) are not significantly different by Duncan’s multiple range test at p<0.05.
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Polyphenol 계열의 catechin 물질들은 차의 가장 대표적인
기능성 성분으로서, 차의 기능적인 우수성을 제시하는 지표
인자로 인식되고 있어 미생물 발효차의 중요한 지표 성분으

로 인식되고있다. Catechin 함량은 차의 쓴맛과 떫은맛을내
는데, 발효가진행되는과정에서감소되며(Terada S 등 1987), 
떫은맛을 내지 않는 온화한 쓴맛의 epigallocatechin은 발효
과정 중에 증가하여 차의 떫은맛이 다소 저감되었을 것이라

는 연구 결과(Lee SJ 등 2015)는 대부분의 카테킨류 물질이
발효기간 중 감소되었다는 본 연구의 결과와 유사하다. 이렇
듯본실험의결과는카테킨류의함유량이녹차에서가장많

고, 후발효차에서는 그 함량이 감소한다는 선행연구들의 결
과를 뒷받침하고 있다(Lee Y 등 1998; Park J 등 1998; Jeong 
CH 등 2009). 또한, 발효차의 caffeine 함량은 질소의 함량이
높을수록 증가하고, 채엽에서 위조 사이에 증가한다는 연구
결과와 유사하다(Ryu YS 2016). 그러나 발효차의 caffeine 
함량은 발효 전과 후에도 감소의 변화가 적은 연구 결과도

있다(Lee SJ 등 2015). 본 연구에서는 발효가 진행되면서

caffeine 함량이 다소 증가하는 것으로 나왔다. 
본 연구에서는 누룩을 이용한 미생물 발효차의 발효기간

별 이차 대산물 생성을 확인하였으며, 발효기간에 따라 다양

Fig. 9. Changes of caffeine, theanine, catechin contents in the tea fermented with Aspergillus sp. B3 during fermentation.
Values with a same letter (a∼e) are not significantly different by Duncan’s multiple range test at p<0.05.
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한 대사산물의 함량이 크게 변화한다는 것으로 확인하였다. 
또한선행발효차연구결과와의고찰을통하여미생물의종

류와 특성에 따라서도 각기 다양한 성분 변화들이 나올 수

있다는 것을 확인하였다. 그러므로 본 연구의 결과는 누룩으
로부터 분리한 미생물을 이용한 발효차의 대사체를 분석함

으로써, 차의 감칠맛을 높이는 개별 아미노산의 함량을 높이
고, 떫은맛을 저감시킬 수 있는 한국형 발효차 미생물로서
Aspergillus sp.의 가능성을 확인한 데에 그 의의가 있으며, 
본연구의결과는누룩을이용한발효차를연구하는기초자

료로 이용될 수 있을 것으로 보인다. 

요약 및 결론

본 연구는 고품질 미생물 발효차를 만들기 위해서 누룩으

로부터 미생물을 분리하여 동정하였다. 누룩에서 분리한 미
생물은 Internal transcribed spacer(ITS) 분석을 통하여 Asper-
gillus sp.로 동정되었으며, Aspergillus sp. B3로 명명하였다. 
동정된 미생물을 찻잎에 접종하여 차의 변화를 연구하고, 여
기서 생성되는 대사체를 발효 기간에 따라 분석했다. B3 균
주를 이용하여 찻잎에 접종하여 0, 3, 5, 7, 10일 간의 발효
기간에 따른 발효차의 총폴리페놀 함량을 비교한 결과, 접종
전 0일차보다 10일차에는 35% 감소하였다. 발효차 대사물질
들의 PLS-DA score plot 결과와 UPLC-Q-TOF MS를 LC/MS
와 GC/MS을 이용한 결과에서 각각 28개와 29개 물질이 동
정되었다. 발효차의 발효기간에 따른 단순당과 유기산의 함
량은 감소하고, 당알코올의 함량은 증가했다. 아미노산 중
glutamine의 함량은 크게 증가하였고, alanine, serine, threo-
nine, aspartic acid, oxoproline 함량은 감소했다. 지방산 중
lysophosphatidylcholine(18:3), lysophosphatidylcholine(18: 2), 
Lysophosphatidylcholine(18:1) 함량은 발효차에서 증가하였
고, palmitic acid, stearic acid, glycerol, 13-docosenamide의 함
량은 변화가 없었다. 발효차의 catechin 계열 물질들의 함량
은 감소하였다. 본 연구의 결과는 Aspergillus sp. B3를 이용
한 발효차의 연구와 그 이차 대산물에 대한 기초 연구 자료

로 이용될 수 있을 것으로 보이며, 향후 발효기간에 따라 다
양한 미생물 발효차의 연구를 통하여 한국형 미생물 발효차

를 제조하는 데 의미가 있다. 
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