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한국 전통 미생물발효차(청태전)의 미생물 군집분석
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Tea is the most popular beverage in the world. In fact, there are 

mainly three different kinds of tea (Green tea, black tea, and 

post-fermented tea). Post-fermented tea is produced by the 

microbial fermentation process using sun-dried green tea 

leaves (Camellia sinensis) as the raw material. Chungtaejeon 

was a traditional tea introduced in the age of the ancient three 

states and is the only “Ddeok-cha or Don-cha” culture in the 

world that survived on the southwestern shore of Republic of 

Korea. In this study, the structures of the bacterial community 

involved in the production of oriental traditional post- 

fermented tea (Chungtaejeon) were investigated using 16S 

rRNA gene analysis. The 16S rRNA gene analysis of dominant 

microbial bacteria in post-fermented tea confirmed the presence 

of Pantoea sp., and Klebsiella oxytoca. Phylogenetic analysis 

suggested that the taxonomic affiliation of the dominant 

species in the post-fermented tea was γ-proteobacteria. As a 

result of the microbial community size analysis, it was 

confirmed that the size of the microbial communities of 

Chungtaejeon was the largest compared to other teas.

Keywords: chungtaejeon, DG-DGGE, microbial community, post- 

fermented tea

차나무(Camellia sinesis L.)는 동백나무과에 속하는 아열

대성 다년생 상록관목으로 한국, 중국, 일본을 비롯한 아시아, 

아프리카, 러시아 등의 아열대 지역과 온대 지역에 걸쳐 넓게 

재배되며, 잎을 가공하여 제조한 것만을 차(茶)로 정의한다. 

찻잎 추출물에는 caffeine, amino acid, polyphenol (catechin) 

등의 성분을 함유하고 있다(Ho et al., 2008). 차에 함유된 유용

성분들에 대한 보건학적 효과(암예방, 심혈관계, 신경계 등)가 

알려지면서 차에 대한 관심과 소비가 증가되고 있다(Zaveri, 

2006; Basu and Lucas, 2007; Weinreb et al., 2009; Yang et al., 

2009). 차는 세계적으로 넓게 음용되는 음료로서 거의 모든 나

라에서 소비되고 있으며, 한국, 중국, 일본에서 오랜시간동안 

음용되어 왔다. 일반적으로 차는 제조방법에 따라 녹차(green 

tea), 반발효차(semi-oxidation tea), 발효차(oxidation tea)로 

구분되며, 제조시 발효방법과 발효강도에 의해 추출물내의 

성분과 맛의 차이가 난다(Shon et al., 2004; Moon et al., 

2015). 위 분류법에 따른 발효는 미생물의 작용여부 및 작용 정

도를 기준으로 한 것이 아니라 생엽 중에 존재하는 내생효소

(endogenous enzymes)의 산화작용(oxidation) 정도를 발효라 

정의되어 관행적으로 사용되고 있다. 차의 분류에서 발효라는 

용어는 과학적인 정의에는 부합하지 않으나 관련분야에서 오

랫동안 사용된 용어로 부정확성을 인지하고 있음에도 불구하

고 관용적으로 사용되고 있는 실정이다(Moon et al., 2015).

실제로 미생물의 작용에 의해 제조된 차는 미생물발효차
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(post-fermented tea, 후발효차 or dark tea, 흑차)로 구분되고 있

다. 일반적으로 미생물발효차는 불발효차인 녹차에 비해 맛이 

부드럽고 미생물 발효를 통하여 gallic acid, methoxy phenolic 

compound, poly-flavonoids가 증가되어 항균작용, 혈중 콜레

스테롤 감소효과, 항산화 활성 등이 보고되었다(Heo et al., 

2007; Chen et al., 2010; Lv et al., 2013; Zhang et al., 2013; 

Moon et al., 2015). 대표적인 미생물발효차는 중국의 Yunnan 

pu-erh tea, Hunan Fu-zhuan tea, Hubei Qing-zhuan tea, 

Sichuan Bian-xiao tea, Guangxi Liu-bio tea와 일본의 Goishi- 

cha, Awaban-cha, Babata-cha와 한국의 청태전 등의 많은 미

생물발효차가 생산되고 있으며, 미생물발효차는 동아시아에

서 제한적으로 생산되고 있다(Kato et al., 1993, 1994). 이중에 

Yunnan pu-erh tea는 세계적인 관심을 받고 있고 다양한 연구

를 통해 미생물발효차 중 가장 널리 알려졌다(Lv et al., 2013).

한국 전통 미생물발효차인 청태전은 중국의 미생물발효차

와 다르게 매우 독특하게 발전되었다. 청태전은 장흥, 강진, 해

남 등의 남해안 지역에서 생산되던 한국의 전통 미생물발효차

로 엽전 모양으로 차를 만들어 저장 및 이동이 편리하며, 끓는 

물에 우려먹는 차문화가 현재까지 전해지고 있다. 청태전의 

제다방법은 매우 독창적으로 찻잎을 시루에 찐 후, 절구에 찧

어 찻잎덩이를 엽전모양으로 찍어낸 다음 양지의 건조대에서 

하루정도 건조 시킨후 찻잎덩이 중앙에 구멍을 뚫어 새끼에 

꿰어 처마에 걸어두며 발효를 시켰다(Jung, 2001; Park and 

Cho, 2011). 미생물발효차는 미생물의 발효정도에 따라서 차

의 맛과 향이 결정되기 때문에, 미생물의 역할이 매우 크다. 그

러나, 현재 우리나라 차에 관한 연구는 불발효차인 녹차가 주

를 이루고 있으며, 미생물발효차에 대한 연구는 미미한 실정

이다. 한국 전통차인 청태전의 후발효에 관여하는 미생물에 

관한 연구는 더욱 부족한 상태이다(Abe et al., 2008; Zhao et 

al., 2013; Zhang et al., 2016; Zhu et al., 2016).

실제 환경에서 미생물들은 주변 환경에 따라 다른 미생물들과 

상호작용을 통해 군집을 형성하며, 미생물군집의 특성은 개별적

으로 존재하는 미생물과는 다른 특성을 가지며, 미생물간의 상호

작용을 통해 발현적 특성을 가진다. 따라서 미생물 각 개체로 이

해하는 것보다 미생물군집을 이해하는 것이 매우 중요하다. 이러

한 미생물 군집 구조를 조사하는 방법으로 16S rRNA gene 염기

서열분석을 통한 분자생태학적 기법을 이용한 생태학적인 관계

를 규명하기 위해 사용되고 있다(Kim et al., 2010, 2014).

한국의 전통 미생물발효차 청태전의 발효과정에 관여하는 

미생물을 규명하는 것은 청태전의 특성을 파악하고 품질을 향

상시키기 위해 꼭 필요한 연구이다. 본 연구에서는 청태전의 

숙성에 관여하는 미생물군집분석을 분자생태학적 기법을 통

해 분석하였다. 본 연구를 통한 미생물 생태학적 기초 지식은 

미생물간의 발효과정에서 상호작용을 이해하는데 기여할 것

으로 판단된다. 

재료 및 방법

시료

한국 전통발효차인 청태전은 2015년 5월에 D다원에서 제

조된 청태전을 분석하였다. 청태전의 미생물 군집크기 분석을 

위해 2015년 제조된 알가차 (A), 단차 (D), 중국 O사와 T사의 

보이차 4종(puer 1~4)을 대조구로 비교·분석에 사용하였다.

DNA extraction

청태전의 발효미생물 군집분석은 분자생태학적 기법을 이

용하였다. 이에, 청태전 0.5 g으로부터 Fast DNA Spin kit for 

Soil (MP bio)을 이용하여 total DNA를 추출하였다. 추출된 

total DNA의 농도와 순도는 NanoDrop ND-2000 (Thermo 

Scientific)을 이용하여 결정하였다.

16S rRNA gene clone library를 통한 미생물 군집분석

16S rRNA gene clone library 분석을 위한 PCR은 27F (5′- 

AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3′)와 1541R (5′-AAG 

GAG GTG ATC CAN CCR CA-3′)을 사용하였다(Forney et 

al., 2004). 각각의 primer를 이용하여 50 μl 안에 1× PCR 

buffer, 20 mM MgCl2, 40 mM dNTP mixture, 각 primer (1 μ

M), template DNA와 0.5 U Taq polymerase를 첨가하여 PCR

을 수행하였다. 반응조건은 94°C에서 5 min 동안 DNA를 

pre-denaturation 시켜, 94°C에서 1 min denaturation, 60°C에

서 1 min annealing, 72°C에서 1 min 30 sec extension하고 

72°C에서 5 min 동안 final extension을 수행하였다. 16S rRNA 

gene clone library 구축을 위해 PCR 증폭산물을 1.2% agarose 

gel에 loading한 후 약 1,500 bp 크기의 band를 잘라, HiGene
TM

 

Gel & PCR Purification Solution Kit (Biofact)를 이용하여 정

제한 후, All-in-one PCR cloning kit (Biofact)를 이용하여 

ligation하고, E. coli DH5α (RBC Korea)에 형질전환 후 LB + 

kanamycin 배지에서 키워 생성된 colony들을 16S rRNA gene 

분석에 이용하였다.

미생물군집 분석을 위한 PCR

미생물 다양성을 확인하기 위하여 시료로부터 얻은 DNA
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를 주형으로 1차 PCR과 nested-PCR 반응을 수행하였다

(Muyzer et al., 1993; Muyzer, 1999). 1차 PCR은 27F (5′-AGA 

GTT TGA TCM TGG CTC AG-3′)와 1541R (5′- AAG GAG 

GTG ATC CAN CCR CA -3′)을 이용하여 50 μl 안에 1× PCR 

buffer, 20 mM MgCl2, 40 mM dNTP mixture, 각 primer (1 μ

M), template DNA와 0.5 U Taq polymerase를 첨가하여 PCR

을 반응조건은 우선 94°C에서 5 min 동안 DNA를 변성시킨 

후, 94°C에서 45 sec denaturation, 56°C에서 45 sec annealing, 

72°C에서 45 sec extension을 25 cycles을 수행한 후 72°C에서 

7 min 동안 final extension을 수행하였다. PCR products는 

ethidium bromide 염색 후 1.2% agarose gel에서 확인하였다. 

Double Gradient-Denaturing gradient gel electrophoresis 

(DG-DGGE) 분석을 위하여, 1차 PCR의 증폭산물을 주형으

로 2차 PCR을 수행하였으며, 이때 16S rDNA를 증폭하기 위

하여 사용된 primer는 40개의 GC-clamp가 붙은 341F-GC (5′- 

CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA 

CGG GGG GCC TAC GGG AGG CAG CAG-3′) 와 786R (5′- 

CTA CCA GGG TAT CTA ATC-3′)을 이용하였다(Ishii and 

Fukui, 2001; Jaspers et al., 2001; Forney et al., 2004). 2차 PCR

을 위한 PCR mixture는 1차 PCR에 사용된 것과 동일하며, 사

용된 PCR 반응조건은 94°C에서 5 min 동안 DNA를 변성시켜, 

94°C에서 45 sec denaturation, 60°C에서 45 sec annealing, 

72°C에서 45 sec extension하고 72°C에서 7 min 동안 final 

extension을 수행하였다. Annealing 온도는 초기에는 60°C에

서 시작해서 1 cycle 당 0.5°C 감소하게 20 cycles 수행하였고, 

그 후 50°C에서 15 cycles을 수행하여 touch-down PCR을 완

료하였다. 얻어진 2차 PCR의 산물을 이용하여 DG-DGGE를 

수행하였다(Muyzer et al., 1993).

DG-DGGE 운전조건

PCR 산물은 Dcode
TM

 System (Bio-Rad)을 이용하여 DG- 

DGGE를 수행하였다(Muyzer et al., 1993). Double gradient- 

denaturing gradient gel은 8~12% polyacrylamide (37.5:1 = 

acrylamide:bisacrylamide)에 urea와 formamide 변성제를 40~ 

70% 농도구배가 형성되도록 첨가하여 제작하였다. 그리고, 

제작된 DG-DGGE gel에 PCR 증폭산물을 30 μl씩 loading하

여 1× TAE buffer (40 mM Tris, 20 mM acetic acid, 1 mM 

EDTA, pH 8.0)에서 60°C, 110 V로 21시간 동안 전기영동하

였다. 전기영동이 끝난 DG-DGGE gel은 ethidium bromide 

(1:10,000)에서 염색한 후, UV로 확인하였다(Kim et al., 2014, 

2017).

염기서열분석

Denaturing gradient gel 상에서 다른 위치에 존재하는 DNA 

단편들을 회수하기 위하여 각각의 band를 선택한 후, 잘라내

어 3차 DW 50 μl를 첨가하고 4°C에서 하룻밤 동안 방치하여 

상등액을 취하였다. Band에서 회수한 DNA를 주형으로 

nested PCR에 사용한 primer를 이용하여 재증폭을 수행했으

며, PCR 산물은 agarose gel에서 전기영동하여 HiGene
TM

 Gel 

& PCR Purification Solution Kit (Biofact)로 정제한 후 cloning 

하였다. Cloning은 All-in-one PCR cloning kit (Biofact)를 이

용하였고, manufacturer’s protocol을 따라 수행하여 16S 

rRNA gene의 염기서열을 결정하였다. 결정된 염기서열은 

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)의 GenBank database를 

이용하여 BLAST search를 통해 분석하였다.

또한, Phylogenetic tree는 ClusterX를 이용하여 분석된 미

생물간의 상동성을 분석하고, MEGA 5.0의 neighbor-joining 

method를 이용하여 유전적 계통분류를 수행하였다(Tamura 

et al., 2011).

미생물 군집 비교를 위한 정량 Real time PCR

각 시료별 미생물의 군집의 크기를 정량적으로 평가하기 

위해 qPCR을 수행하였다. 미생물 군집을 정량하기 위해서 

27F와 518R (5′-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3′) primer를 

이용하였고(Murray et al., 1996), E. coil DH5α의 total DNA를 

주형으로 PCR을 수행하여 491 bp의 PCR 산물을 얻었다. 곰팡

이 군집의 정량을 위해 SR-4F (5′-AG CCG CGG TAA TTC 

CAG CT-3′)와 SR-7R (5′-TCC TTG GGC AAA TGC TTT 

CGC-3′)을 이용하였고, Aspergillus total DNA를 주형으로 하

여 388 bp의 PCR산물을 얻었다(Nakayama et al., 1996). 또한, 

고세균 군집의 정량을 위해서는 arch-21F (5′-TCC GGT TGA 

TCC YGC CGG-3′)와 arch-516R (5′-GGT DTT ACC GCG 

GCK GCT G-3′)을 이용하였고, 청태전 total DNA를 이용하

여 496 bp의 PCR산물을 확보하였다(Gantner et al., 2011). 각

각의 PCR 산물은 All-in-one vector (Biofact)에 cloning하였으

며, plasmid DNA는 HiGene
TM

 Plasmid Mini Prep Kit (Biofact)

를 이용하여 추출하였다. 염기서열분석은 M13-20F와 M13- 

20R (All-in-one Vector Systems manual)을 이용하여 분석하

였고, BLAST search를 통해 확인하였다. 염기서열이 확인된 

plasmid DNA는 real-time PCR기기를 이용하여 melting curve 

(Bio-Rad) 분석 후 정량분석을 위한 표준 유전자(artificial 

standard clone)로 사용하였다.

정량 PCR을 위해 CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection 
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Fig. 1. DG-DGGE profiles based on 16S rRNA gene generated from the 

Korean traditional post-fermented tea (Chungtaejeon). The DG-DGGE 

was electrophoresed on an 8~12% polyacrylamide gel with a 40~70% 

urea-formamide gradient. The bright bands on the DG-DGGE were 

excised and the amplified DNA fragments partially sequenced and 

compared to known sequences using BLAST.

System (Bio-Rad)과 iTaq™ SYBR
®
 Green Supermix with 

ROX (Bio-Rad)를 이용하였다. 미생물 16S rRNA 유전자 정량 

PCR은 각각의 primer를 이용하였으며 반응조건은 95°C에서 

15 min 동안 pre-denaturation 시켜, 95°C에서 30 sec denaturation, 

67°C에서 30 sec annealing, 72°C에서 30 sec extension후 

fluorescence를 측정하고 45 cycles을 수행하였다. 그리고 final 

extension은 72°C에서 5 min 동안 수행하였다. Melting curve 

분석은 65°C부터 95°C까지 0.2°C씩 증가시키면서 fluorescence

를 측정하였다. 곰팡이 군집과 고세균 군집의 정량을 위해서 

앞서 사용된 PCR program을 이용하였으며, annealing 온도는 

69°C와 68°C에서 각각 수행하였다.

정량을 위해서 표준 유전자를 serial dilutions하여 Real time- 

PCR을 수행하였으며, DNA 농도는 NanoDrop ND-2000 (Thermo 

Scientific)을 이용하여 1 ng/ul를 분석에 이용하였다(Kim et 

al., 2017).

결과 및 고찰

미생물발효차는 한국, 일본, 중국 등의 동아시아지역에서 

제한적으로 생산되고 있으며, 녹차와 홍차 등과 차별되는 독

특한 맛, 색, 향을 갖는다. 또한, 청태전은 한국의 대표적인 미

생물발효차로서 중국과 일본의 미생물발효차와는 상이한 제

다방법으로 제조되어, 맛과 향에서 차별화된다(Park et al., 

2008). 본 연구에서는 중국과 일본의 미생물발효차와 구분되

는 한국전통 미생물발효차 청태전의 품질을 결정짓는 미생물 

군집구조를 분석하여 한국전통 미생물발효차의 우수성을 밝

히는데 기초자료를 제공하고자 한다.

DG-DGGE를 통한 미생물 군집분석

청태전은 한국전통 미생물발효차로 본 연구에서는 2015년 

5월 장흥 D다원에서 제조하여 2년간 숙성된 미생물발효차를 

분석하였다. 청태전은 제조후 바로 먹을 수 있는 녹차와 홍차

와는 달리 최소 6개월의 숙성기간을 거친 후에 음용할 수 있다. 

이것은 청태전의 최소 발효기간을 6개월이라 할 수 있으며, 2

년의 발효기간을 거친 최상품 청태전의 미생물 군집분석을 위

해 Double Gradient-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis 

(DG-DGGE)를 수행하였다. 기존 DGGE기법은 homo-duplexes

를 분리하지 못하는데 DG-DGGE에서는 분리가 가능하기 때

문에 보다 정확한 염기서열간의 차이를 구분할 수 있다는 장

점을 가진다(Cremonesi et al., 1997; Scarpellini et al., 1999; 

Petri and Imhoff, 2001).

시료부터 total DNA를 분리하여 bacterial universal primer 

341F-GC와 786R을 이용하여 PCR증폭산물을 얻고 군집구조

를 확인할 수 있는 DG-DGGE를 이용하여 미생물 군집구조 분

석을 수행하여 미생물 군집 패턴을 확인하였다(Fig. 1). 미생

물 동정을 위해 DG-DGGE gel로부터 11개의 밴드를 분리하

여 염기서열을 결정하고, NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

의 GenBank database를 이용하여 BLAST search (BLASTn)

를 통해 상동성을 검색하였다(Table 1). DG-DGGE 수행을 통

한 청태전의 우점미생물을 분석한 결과 Pantoea (band 1, 2, 4, 

6, 7, 8, 10), Enterobacteriaceae (band 5), Klebsiella (band 9, 

11)의 3종의 미생물이 우점하는 것으로 확인되었다.

16S rRNA clone library 분석을 통한 미생물 군집분석

16S rRNA clone library를 통해 미생물 군집의 다양성과 우

점하는 각각의 군집의 크기를 결정하였다. Bacterial universal 

primer 27F와 1542R을 이용하여 PCR 증폭산물을 얻고, TA 

cloning을 통해 49개의 16S rRNA 유전자 염기서열을 분석하

고, NCBI의 BLAST search를 통해 동정하였다. 청태전의 16S 
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Table 1. Identity of the bands obtained from 16S rRNA gene DG-DGGE bands and those of the closest relatives in the GenBank database, indicating the 

detected bacteria among Korean traditional post-fermented tea as Chungtaejeon

Band No. Accesstion No. Description Similarity

1 NR118857 Pantoea cypripedii strain ATCC 29267 98%

2 KX887307 Pantoea sp. strain ZYJG-2 99%

3 GU205302 Uncultured gamma proteobacterium clone RSC RRA09 99%

4 GU339282 Pantoea ananatis strain EH55 99%

5 FJ357827 Enterobacteriaceae bacterium PA2 99%

6 NR118857 Pantoea cypripedii strain ATCC 29267 98%

7 NR118857 Pantoea cypripedii strain ATCC 29267 98%

8 NR118857 Pantoea cypripedii strain ATCC 29267 99%

9 NR114152 Klebsiella oxytoca strain NBRC 102593 97%

10 NR118857 Pantoea cypripedii strain ATCC 29267 99%

11 NR113341 Klebsiella oxytoca strain JCM 1665 98%

Fig. 2. Dominant bacterial OTUs detected in the Korean traditional post-fermented tea (Chungtaejeon) 16S rRNA gene clone libraries.

Table 2. Analysis of microbial community structure of the Korean traditional post-fermented tea (Chungtaejun) based on 16S rRNA gene clone library 

analysis

Accession No. Description Clone number Compositions

GU205302 Uncultured gamma proteobacterium clone RSC RRA09 19 38.8%

NR115258 Pantoea allii strain BD 390 18 36.7%

NR137380 Pantoea intestinalis strain 29Y89B 3 6.1%

GU339282 Pantoea ananatis strain EH55 2 4.1%

LN556458 Pantoea vagans 2 4.1%

AY297784 Pantoea ananatis 1 2.0%

KM675660 Pantoea ananatis strain PP1 1 2.0%

KC236434 Pantoea sp. 1020 1 2.0%

HM249123 Uncultured bacterium clone ncd95h01c1 1 2.0%

HE648204 Uncultured Rhodobacter sp. 1 2.0%

Total 49 100.0%

rRNA 유전자의 미생물 군집분석 결과 Uncultured gamma 

proteobacterium clone RSC RRA09 (GU205302, 38.8%), 

Pantoea allii (NR115258, 36.7%), Pantoea intestinalis (NR 

137380, 6.1%), Pantoea ananatis (GU339282, 4.1%)순으로 

우점하는 것으로 확인되었다(Fig. 2 and Table 2). 추가적으로 

Pantoea allii (NR115258, 36.7%), Pantoea intestinalis (NR 
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Fig. 3. Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence using the neighbor-joining methods showing the Korean traditional post-fermented tea 

(Chungtaejeon). *; 16S rRNA gene clone library, **; DG-DGGE

137380, 6.1%), Pantoea ananatis (GU339282, 4.1%; AY 

297784, 2.0%; KM675660, 2.0%)를 포함하는 Pantoea sp.내 

미생물 다양성이 매우 높은것으로 확인되었으며, 청태전내에

서 Pantoea가 군집내 57.0%로 가장 크게 우점하고 있는 것을 

확인할 수 있다. 이외에 Rhodobacter (HE648204, 2.0%, )와 

Uncultured bacterium (HM249123, 2.0%)의 군집내 우점을 확

인하였다. DG-DGGE기법과 16S rRNA gene clone library기

법을 이용하여 한국전통 미생물발효차인 청태전의 생물군집

을 분석에서 Pantoea, Klebsiella, Entrobacteriaceae가 주요 

우점미생물로 확인되었고, 이들은 모두 γ-proteobacteria에 속

하는 것으로 나타났으며, 다른 phylum의 미생물의 존재는 확

인되지 않았다(Fig. 3). 한국 미생물발효차인 알가차와 단차에 

우점하는 미생물은 α-proteobacteria에 속하는 Rhodobacteraceae

가 우점하고 있으며, 미생물 다양성 역시 매우 높은 것을 확인

하였다. 또한, 중국의 미생물발효차인 보이차는 α-proteobacteria

의 Sphingomonas와 γ-proteobacteria의 Pantoea allii가 각각 약 

16.9%와 17.2% 우점한다고 보고되었다(Kim et al., 2017). 보이

차내에 존재하는 미생물 역시 Rhodobacteraceae, Roseomonas, 

Gemmobater, Reyranella, Sphingomonas, Thioclava, Acidoborax, 

Aeromonas, Pseudomonas등을 포함하며 미생물 다양성 높은 

것을 보고하였다. 그러나, 청태전내 분석된 우점미생물은 γ- 

proteobacteria phylum내의 Pantoea, Uncultured gamma 

proteobacterium, Enterobacteriaceae, Klebsiella 4종의 미생

물만이 우점을 확인할 수 있었으며, 이중 Pantoea 가 57%, 

Uncultured gamma proteobacterium 38.8% 우점도를 확인하

였고, 두 가지 미생물이 청태전내 미생물의 95% 이상 차지하

여 미생물 다양성은 낮음을 확인하였다. 이와 같이 종 다양성

이 낮고 소수의 미생물이 전체 미생물군집의 우점을 차지하는 

것은 극한의 환경에서 종종 보고되고 있다(Kim et al., 2010; 

Kaplan et al., 2014; de Quadros et al., 2016). Pantoea 

agglomerasns는 polyphenol tannic acid와 gallic acid의 분해

에 관여하는 gallic acid decarboxylase를 갖고 있으며, gallic 

acid와 tannic acid이용하여 2차대사산물을 생성한다고 알려

졌다(Zeida et al., 1998). Pantoea agglomerans SWg2는 뽕나

무에서 세균성 마름병에 대해 강력한 생물학적 방제제로 사용

되며, 뽕나무의 성장을 촉진시키는 것이 보고되었다(Xie et 

al., 2017). 그리고 Pantoea dispersa Y08은 carotenoids를 아로

마 화합물로 전환시키는 것이 보고되었다(Zhao et al., 2015). 
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(A)  

(B)  

(C)  

Fig. 4. Comparison of bacterial (A), fungal (B), and archaeal (C) community size using the Real-time PCR from the various oriental post-fermented teas.

Pantoea는 식물의 잎 등에서 분리되었으며, meta-genome분

석을 통해 떡차 등과 같은 미생물발효차에 우점하였다(Baik et 

al., 2012; Shim et al., 2013). 이와 같이 gallic acid, carotenoid, 

tannic acid와 방향족 화학물의 생물전환이 보고된 Pantoea가 

청태전내 우점하는 것을 고려하면 청태전의 발효과정에 중요

한 역할을 하는 것으로 판단된다.

Real time PCR을 이용한 미생물 군집의 크기 분석

한국 전통 미생물발효차인 청태전의 군집분석을 수행하여 

우점 미생물을 분석하고, 청태전내 우점하는 미생물군집

(eubacteria, fungi, archaea)의 크기를 정량 PCR을 통해 분석

하였다. Real time PCR을 이용하여 각 미생물군집의 총균수와 

군집의 크기를 각각 분석하였으며, 대조군으로 중국 미생물발

효차인 보이차 4종(puer 1~4)과 제다방법이 다른 한국의 미생

물발효차 2종(A and D)을 함께 분석하여 비교하였다(Fig. 4 

and Table 3). 대조군으로 사용한 6종의 미생물발효차 제다방

법은 채엽, 위조(시들리기), 유념(비비기), 악퇴(쌓아두고 미

생물발효), 긴압(제형)순으로 유사하게 제조되고 있으며, 청

태전 제다방법과는 매우 다르다(Cabrera et al., 2006; Park and 

Cho, 2011; Lv et al., 2013).

정량 PCR을 이용한 각 미생물군집(eubacteria, fungi, archaea)

의 크기를 분석한 결과, 박테리아의 총균수는 청태전 2.654 × 

10
8
 ± 1.345 × 10

8 
copy/ul, A는 1.457 × 10

6
 ± 1.325 × 10

5 

copy/ul, D는 1.288 × 10
5
 ± 2.013 × 10

4 
copy/ul, pure 1은 7.449 

× 10
6
 ± 4.501 × 10

5 
copy/ul, puer 2는 6.003 × 10

5
 ± 4.107 × 10

4 

copy/ul, puer 3은 3.877 × 10
6
 ± 2.034 × 10

5 
copy/ul, puer 4는 
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Table 3. Quantification using the eubacterial and archaeal 16S rRNA gene and fungal 18S rRNA gene 

Bacteria Fungi Archaea

Average STDEV Average STDEV Average STDEV

Chungtaejeon 2.654E + 08 1.345E + 08 3.135E + 04 4.243E + 03 4.802E + 03 1.332E + 02

A 1.457E + 06 1.325E + 05 5.613E + 03 2.628E + 02 3.907E + 02 4.173E + 01

D 1.288E + 05 2.013E + 04 2.489E + 02 3.090E + 01 7.565E + 01 4.493E + 01

Puer 1 7.449E + 06 4.501E + 05 1.466E + 04 1.755E + 03 2.866E + 03 1.443E + 02

Puer 2 6.003E + 05 4.107E + 04 2.303E + 03 1.359E + 02 4.782E + 02 4.470E + 01

Puer 3 3.877E + 06 2.034E + 05 8.604E + 03 6.797E + 02 2.156E + 03 1.866E + 02

Puer 4 2.631E + 05 5.950E + 04 5.795E + 02 5.384E + 01 4.631E + 01 1.113E + 01

2.631 × 10
5
 ± 5.950 × 10

4 
copy/ul으로 분석되었다. 중국의 보

이차 4종과 한국의 다른 미생물발효차의 박테리아 총균수는 

평균 2.56 × 10
6
으로 청태전 내 박테리아의 총균수는 다른 미

생물발효차보다 약 100배이상 월등히 많은 수가 존재하는 것

으로 분석되었다. 곰팡이 총균수는 청태전 3.135 × 10
4
 ± 4.243 

× 10
3
 copy/ul, A는 5.613 × 10

3
 ± 2.628 × 10

2
 copy/ul, D는 

2.489 × 10
2
 ± 3.090 × 10

1
 copy/ul, puer 1은 1.466 × 10

4
 ± 1.755 

× 10
3
 copy/ul, puer 2는 2.303 × 10

3
 ± 1.359 × 10

2
 copy/ul, puer 

3은 8.604 × 10
3
 ± 6.797 × 10

2
 copy/ul, puer 4는 5.795 × 10

2 
± 

5.384 × 10
1 
copy/ul으로 각각 분석되었다. 중국 보이차 4종과 

한국의 미생물발효차 A와 D의 곰팡이 총균수 평균은 각각 

4.73 × 10
3
 copy/ul과 2.93 × 10

3
 copy/ul으로 분석되어 비슷한 

수준이었으나, 청태전 내의 곰팡이 총균수(3.135 × 10
4
 copy/ul)

와 비교하면 청태전내 곰팡이 총균수가 다른 미생물발효차내 

곰팡이 총균수보다 약 7배 정도 많이 존재하는 것으로 분석된

다. 중국의 미생물발효차인 보이차부터 분리·동정된 곰팡이

는 Aspergillus sp. (A. glaucus, A. niger), Penicillium sp. 등이 

보고되고 있으며, 이들 곰팡이를 이용한 제조공정연구도 활발

히 진행중이다(Xu et al., 2005; Jeng et al., 2007; Kang et al., 

2010). 그러나, 청태전 내의 우점하는 곰팡이에 관한 연구는 

미비하며, 향후 발효과정을 연구를 위해 선행연구가 필요한 

실정이다. 또한, 고세균의 총균수는 청태전 4.802 × 10
3
 ± 

1.332 × 10
2
 copy/ul, A는 3.907 × 10

2
 ± 4.173 × 10

1
 copy/ul, D

는 7.565 × 10
1
 ± 4.493 × 10

1
 copy/ul, pure 1은 2.866 × 10

3
 ± 

1.443 × 10
2
 copy/ul, pure 2는  4.782 × 10

2
 ± 4.470 × 10

1
 copy/ul, 

pure 3은 2.156 × 10
3
 ± 1.866 × 10

2
 copy/ul, pure 4는  4.631 × 

10
1
 ± 1.113 × 10

1
 copy/ul으로 각각 분석되었다. 중국 보이차 4

종과 미생물발효차 A와 D의 고세균 총균수 평균은 각각 4.80 

× 10
2
 copy/ul와 1.38 × 10

3
 copy/ul으로, 청태전의 고세균이 약 

6배 정도 많은 것으로 분석되었다. 7종의 미생물발효차의 미

생물 총균수 확인 결과, 청태전 내에 존재하는 박테리아, 곰팡

이와 고세균 군집의 크기가 제일 큰 것으로 분석되었다. 또한, 

중국의 보이차와 한국의 미생물발효차 A와 D내의 미생물 군

집의 크기가 유사하게 나타났는데, 이는 6종 미생물발효차 제

다방법이 서로 유사하기 때문에 우점하는 미생물의 종과 크기

가 비슷하다고 판단 할 수 있다(Cabrera et al., 2006; Park and 

Cho, 2011; Lv et al., 2013; Kim et al., 2017). 제다방법이 매우 

특이한 청태전의 미생물 군집을 분석한 결과, 중국의 보이차

와 제다방법이 다른 한국 미생물발효차와는 매우 다른 미생물 

군집의 구조를 가지고 있으며, 미생물발효차내 미생물 군집크

기 정량을 통해 대조군들보다 매우 많은 미생물 군집 크기를 

확인하였다.

본 연구는 한국 전통 미생물발효차인 청태전의 미생물군집을 

분자생태학적기법으로 분석하고 각각의 미생물군집(eubacteria, 

fungi, archaea) 크기를 정량하였다. 그 결과, 청태전내 우점미

생물은 Pantoea가 절대적으로 우점하며, 종 다양성 역시 매우 

낮음을 확인하였다. 또한 청태전 내 우점하는 미생물군집 크

기는 보이차내 존재하는 미생물군집들보다 박테리아는 약 

100배, 곰팡이는 약 7배, 고세균은 약 6배정도 큰 것을 확인하

였다. 이를 통해, 청태전은 기존의 보이차 및 미생물발효차와 

확실히 구별되는 미생물 군집구조를 가지고 있으며, 차의 맛

을 좌우하는 미생물의 총균수가 매우 높은 것을 확인하였다. 

본 연구를 통해 청태전은 매우 독창적인 한국의 미생물발효차

임을 확인하였다. 향후 한국 전통 미생물발효차인 청태전의 

발효과정을 이해하는데 기초자료로 제공될 수 있을 것으로 기

대된다.

적  요

차는 세계적으로 인기있는 음료로 불발효차(녹차), 반발효

차(우롱차), 완전발효차(홍차)와 흑차(미생물발효차 or 후발

효차)를 포함하고 구분된다. 미생물발효차는 차나무(Camellia 
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sinensis)의 잎을 미생물 발효과정을 통해 제조된다. 삼국시대

부터 전해 내려온 청태전은 한국 남해안지역에서 제조되며 돈

차 또는 떡차로 불리는 독창적인 한국의 미생물발효차이다. 

본 연구에서는 청태전에 우점하는 미생물군집구조 분석을 위

해 16S rRNA 유전자를 이용하였다. 청태전에 우점하는 미생

물은 γ-proteobacteria에 속하는 Pantoea sp.와 Klebsiella oxytoca

가 우점하였다. 미생물 군집크기 분석을 통해 청태전의 미생

물 군집크기가 다른 미생물발효차와 비교해 가장 큰 것을 확

인하였다.
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