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Abstract

In this study, we investigated the contents of total polyphenol (TP), total flavonoid, and  absorbance at 475 nm 
(OD475) which may produced in solid-fermented leaf of Smilax china L. by Aspergillus oryzae as a new functional 
components with reddish brown color, contents of water soluble substance (WSS), electron donating ability (EDA), 
Hunter L*, a*, b* values, sensory overall acceptability (OA) and also, the inhibitory activities (XOI and AOI) against 
partial purified xanthine oxidase (XO) and aldehyde oxidase (AO) from rabbit liver which were well known to relate 
the gout, and alcoholic liver disease, respectively in order to optimize water extraction using response surface methodology 
(RSM). All the R2 values of the second-order polymonials ranged from 0.85 to 0.98, except for the EDA (0.69) 
and the XOI (0.78). However, the activities of the EDA and XOI were relatively high in the lower concentration 
of the fermented Smilax china L. leaf. The effects on the water extraction were highest in the concentration, among 
the dependent variables, and showed significant differences at the 1% level in the TP, TF and WSS contents and 
the a*, b* and OD475 values, but the OA showed significant differences at the 5% level. The optimal values of 
AOI, which was the most important functionality in the Smilax china L. that was predicted via RSM, were 59.48% 
at the 2.19% concentration, a 90.02°C extraction temperature and a 4.03 minute extraction time (R2: 0.93, p<0.007). 
The ranges of all the dependent variables of the optimal water extraction were 1.6~1.8% for the concentration, 83~93°C 
for the temperature and 3.4~4.4 minutes for the extraction time; and the optimal water extraction conditions were 
a 1.7% concentration, an 88°C extraction temperature and a 3.9-min extraction time.

Key words：Smilax china L., Aspergillus oryzae, response surface methodology, water extraction conditions, xanthine 
and aldehyde oxidase.

서 론
1)

청미래덩굴(Smilax china L.)은 우리나라를 비롯한 중국,

일본 등의 산야에 널리 분포하는 백합과 (Liliaceae)의 활엽

덩굴성 관목으로 망개나무, 산귀래, 명감나무 등 다양한
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별명이 있으며 한의학에서 토복령으로 불리는 청미래덩굴

의 뿌리는 위암, 식도암, 직장암, 식욕부진, 구토증 등 소화

기 질환에 민간요법으로 사용해 왔으며 이뇨, 체력증강,

통풍, 류머티즘에도 효과가 있는 것으로 알려져 있다(1).

청미래덩굴의 어린잎은 나물로 이용되며, 노잎은 떡을 찔

때 포장해서 만드는 망개떡제조에 사용한다(1,2). 최근 청

미래덩굴의 잎에서 α-tocopherol 수준의 높은 항산화활성을

지니는 kaempferol-7-O-α-L-rhamnopyrano side와 kaempferol-3,
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7-O-α-L-dirhamno-pyranoside가 분리된 바 있다(3). 주성분

은 triterpenoid saponins, flavones, stilbenes 및 organic acids

등(4)으로 한의에서는 주로 뿌리를 통풍치료(1,5)에 사용되

며 해독(4), 항염, 항암 및 항산화효과(5,6)가 알려져 있다.

통풍은 관절염의 원인이 되는 대사성질환의 일종으로 뇨산

(uric acid)의 과잉생성 또는 배설저하로 유발된 고 뇨산혈증

으로 인하여 뇨산의 결정체가 관절부위에 축적되어 발생하

는 염증으로 반복적으로 통증을 일으키는 질환이다(7). 뇨

산은 purine 염기의 최종 대사산물로 xanthine oxidoreductase

(XOR)에 의하여 xanthine으로부터 생성된다. XOR은 xanthine

dehydrogenase(XD)와 xanthine oxidase(XO)로 구분되며 정

상적인 생리상태에서는 XD로 작용하나 병리적인 상태에

서는 XO로 되어 그 활성이 증가함으로서 과잉의 뇨산을

생성함으로서 활성산소 생성계 효소인 동시에 통풍과도

관련이 있다(8). Aldehyde oxidoreductase(AOR)는 XOR과

아주 유사한 효소로 aldehyde dehydrogenase(AD)와

aldehyde oxidase(AO)로 작용하며 간, 폐 및 신장 등의 세포

질에 다량으로 존재하며 활성산소 생성계 효소(9,10)의 하

나로 항암제(methotrexate)와 항바이러스제(famciclovir)와

같은 약물을 포함하는 aldehyde 및 질소함유 heterocyclic

화합물의 산화에 관여한다(11,12). 또, electron donors가 존

재할 경우에는 nitrosamines, azo 염료, 방향족 nitro화합물과

같은 독성물질의 환원에 관여함으로서 해독(13,14)과 다중

약물에 대한 저항성 극복에도 관여 한다(15). 그러나 한편으

로는 알코올성 간 손상을 유도하며(16), 고지방식이에 의한

지방간 생성을 촉진 한다(17). 최근, AO의 mRNA가 피하지

방조직에 비하여 복부비만조직(visceral adipose tissue)에서

더욱 높게 발현된다는 사실이 보고되고 있어(18) 비만조절,

간 손상예방 및 항암제 개발에 대한 표적효소(19,20)로 관심

이 커지고 있으며 특히 병리적 상태에서 XO와 함께 간

손상에 중요한 역할을 할 것으로 생각된다.

본 연구에서는 발효 청미래덩굴잎 물 추출물에서 주요

기능성 성분으로서 사료되는 flavonoid의 함량이 증가하는

결과(21)를 근거로 하여 우리나라의 전통발효식품 제조에

널리 사용되고 있는 안전성이 검증된 미생물인 Aspergillus

oryzae(22,23)로 발효시킨 발효 청미래덩굴잎을 제조하였

으며, 기능성 차 또는 음료로 사용하기 위한 물 추출조건(농

도, 추출온도 및 시간)을 최적화하기 위하여 total polyphenol

(TP) 및 total flavonoid(TF) 함량, 색상, 수용성 고형물의

양, 발효에 의하여 생성되는 색상물질의 함량(OD475), 전자

공여능(EDA), xanthine oxidase(XOI) 및 aldehyde oxidase

저해활성(AOI)과 차로서의 종합적인 기호도를 반응표면분

석을 통하여 최적화 하였다.

재료 및 방법
재료 및 균주

실험에 사용한 청미래덩굴(Smilax china L.)잎은 2012년

7월10일에 경기도 용인시의 야산에서 채취한 후 40℃의

열풍건조기에서 충분히 건조시킨 후 food mixer(HNF-

1710, Hanil Electric Co., Ltd., Seoul, Korea)를 사용하여

40 mesh 입도로 분쇄하였으며, polyethylene film으로 밀봉

하여 4℃에서 보관하면서 시료로 사용하였다. 효용 균주는

Aspergillus oryzae KFRI 995로서 한국종균협회에서 분양받

아 malt extract 배지(Bacto
TM

, Becton, Dickinson and Co.,

Sparks, MD, USA)를 사용하여 25℃에서 7일간 진탕배양한

후 균수를 108 CFU/mL로 조정하여 종균으로 사용하였다.

발효차 제조방법

청미래덩굴잎의 고상발효는 Fig. 1과 같이 행하였다. 즉,

수돗물로 깨끗이 세척한 후 다시 무균수로 2~3회 세척한

후 습기를 제거하였으며, 5 mm 내외크기로 잘라 40℃에서

건조시킨 후 40 mesh 입도로 분쇄하여 4℃에서 보존하면서

재료로 사용하였다. 발효는 보존중인 분말시료 1.5 kg에

종균배양액과 살균수를 혼합하여 3 L가 되게 조정한 액을

첨가하여 첨가한 총 수분함량이 67%가 되게 조정하였다.

종균 배양액은 재료 중량에 대하여 5%(v/w)를 첨가하였다.

이렇게 청미래덩굴잎 분말과 종균 및 물을 혼합한 후 플라

스틱 발효상자(가로 50×세로 70×높이 18 cm)에 두께

Smilax china L. leaf (SC)

Washing with tap water

Washing with sterilized water

Cutting & slicing

Dryness at 40℃

Water Powering (40 mesh) Starter

Mixing

Moisture control (67%)

Solid-fermentation
(10 days at 30℃)

Autoclaving (121℃, 60 min)

Dryness at 40 ℃

Fermented SC

Fig. 1. Solid-fermentation procedures of Smilax china L. leaf by
Aspergillus oryzae.
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5 cm 내외로 담고 폴리에틸렌 필름으로 상부를 덮은 후

30℃에서 10일간발효시켰다. 발효가완료된후는 polypropylene-

bag에 담아 121℃에서 60분간 살균하였으며, 40℃에서 건

조시켜 발효 청미래덩굴잎을 제조하였다.

추출방법

추출조건 설정을 위한 발효 청미래덩굴 잎의 추출은 다

음과 같이 행하였다. 먼저 60∼100℃범위로 조정한 water

bath상에 16개의 환류추출냉각장치를 설치하고 실험설계

와 동일하게 추출용 증류수를 미리 60∼100℃로 각각 조정

하고, 시료는 0.5∼2.5 g씩을 각각 준비하였다. 다음에 시료

와 추출용의 증류수를순차적으로첨가하여 100 mL로 채운

후 온도와 시간을 체크하면서 시료농도와 추출온도 및 추출

시간을 달리한 추출액을 얻었다. 여과는 추출이 끝난 즉시

Whatman No. 2 여과지(Whatman International Ltd., Maidstone,

England)를 사용하여 여액을 얻었으며 4℃에서 보관하면서

분석용 시료로 사용하였다.

추출조건 설정을 위한 실험계획

추출조건의 최적화를 위한 실험계획은 중심합성계획법

(24)에 의하여 설계하였으며(Table 1), 반응표면분석은

SAS(Statistical Analytical System, Cary, NC, USA) program

을 사용, 반응표면분석법(response surface methodology,

RSM)으로 최적 추출조건의 예측과 추출조건에 따른 추출

물의 이화학적 특성을 조사하였다. 중심합성계획은 Table

1에서와 같이 독립변수(Xi)로 농도(X1), 추출온도(X2) 및

추출시간(X3)을 -2, -1, 0, 1, 2의 5단계로 부호화하였으며

Table 2에서와 같이 16개 구간으로 설정하여 실험하였다.

종속변수(Yn)로는 발효청미래덩굴잎 추출물의 특성과 주

요 기능성을 고려하여 total polyphenol(TP) 함량(Y1), total

flavonoid(TF) 함량(Y2), 색상(L*, a*, b*, a/b(%) (Y3-6),

OD475(Y7), 수용성 고형물 (WSS)의 함량(Y8), 전자공여능

(EDA)(Y9), AO 및 XO 저해활성(AOI 및 XOI)(Y10,11), 종합

적인 관능적 품질(OA)(Y12)로 정하여 측정하였다. 실험은

3회 반복으로 측정하여 평균값으로 나타내었으며 회귀분

석에 사용하였다.

Table 1. Levels of extraction conditions

Xi Extraction conditions
Levels

-2 -1 0 1 2

X1 Concentration (g/100 mL) 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

X2 Extraction temperature (℃) 60 70 80 90 100

X3 Extraction time (min) 1 2 3 4 5

물 추출액의 색상과 OD475의 측정

발효청미래덩굴잎 물 추출액의 색상은 Chromameter

(CR-200, Minolta Co., Tokyo, Japan)를 이용하여 밝기를

나타내는 L
*
(lightness), 적색도를 나타내는 a

*
(redness) 및

황색도를 나타내는 b
*

(yellowness) 값을 측정하였다. 이때

사용한 표준백판의 L*, a* 및 b*값은 각각 94.50, 0.3132,

0.3203이었다. 열수추출액의갈색도는Recording Spectrophotometer

(Cary Winuv, Varian, Seoul, Korea)를 사용하여 400∼700

nm에서의 흡광도를 recording하여 얻어진 최대파장인 475

nm에서의 흡광도를 측정하였다.

Table 2. Central composite design for response surface analysis

No1)

Independent variables

Concentration
(g/100 mL)

Extraction
temperature (℃)

Extraction time
(min)

1 2.0 ( 1) 90 ( 1) 4 ( 1)

2 2.0 ( 1) 90 ( 1) 2 (-1)

3 2.0 ( 1) 70 (-1) 4 ( 1)

4 2.0 ( 1) 70 (-1) 2 (-1)

5 1.0 (-1) 90 ( 1) 4 ( 1)

6 1.0 (-1) 90 ( 1) 2 (-1)

7 1.0 (-1) 70 (-1) 4 ( 1)

8 1.0 (-1) 70 (-1) 2 (-1)

9 2.5 ( 2) 80 ( 0) 3 ( 0)

10 0.5 (-2) 80 ( 0) 3 ( 0)

11 1.5 ( 0) 100 ( 2) 3 ( 0)

12 1.5 ( 0) 60 (-2) 3 ( 0)

13 1.5 ( 0) 80 ( 0) 5 ( 2)

14 1.5 ( 0) 80 ( 0) 1 (-2)

15 1.5 ( 0) 80 ( 0) 3 ( 0)

16 1.5 ( 0) 80 ( 0) 3 ( 0)
1)
The number of experimental conditions by central composite design.

가용성 총고형물

60∼100℃의 물 가용성 고형물(WSS)의 양은 추출액 100

mL을 50∼60℃의 Rotary Evaporator(N-1200 Series, Sunilab

Com., Busan, Korea)를 사용하여 증발, 건고시킨 후 무게를

측정하였다.

Total polyphenol 및 total flavonoid 함량

Total polyphenol(TP) 함량은 Minussi 등(25)의 방법에 따

라 물 추출액 100 μL에 2% sodium carbonate 2 mL와 50%

Folin-Ciocalteu reagent 100 μL를 가한 후 720 nm에서 흡광

도를 측정하였으며, gallic acid(Sigma-Aldrich Co., St. Louis,

MO, USA)의 표준검량선에 의하여 함량을 산출하였다.

Total flavonoid(TF) 함량은 Meda 등(26)의 방법에 따라 물

추출액 1 mL에 2% aluminum chloride 1 mL와 50% 에탄올

1 mL를 혼합하여 실온에서 10분간 반응시킨 다음 415 nm

에서 흡광도를 측정하였으며, 표준품 quercetin(Sigma-
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Aldrich Co.)의 표준검량선에 의하여 함량을 산출하였다.

전자공여능

전자공여능 (electron donating ability: EDA)은 Blois(27)

의 방법에 따라 물 추출액 0.2 mL에 0.4 mM DPPH

(1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl) 용액 0.8 mL를 가하여 10분

간 방치한 다음 520 nm에서 흡광도를 측정하였으며 계산

식, 전자공여능(%)=[1-(시료흡광도/대조구 흡광도)]×100

에 의하여 활성도를 산출하였다.

Aldehyde oxidase 및 xanthine oxidase 저해활성

발효 청미래덩굴잎 열수추출액이 토끼 간 조직으로부터

부분 정제한 aldehyde oxidase(AO) 및 xanthine oxidase(XO)

에 저해활성은 다음과 같이 측정하였다. 효소원으로 사용

한 AO와 XO는 Rajagopalan 등(28)의 방법에 따라 토끼의

간 조직에 4 배량의 0.1 mM potassium phosphate buffer

(pH 7.4)를 가하여 마쇄, 균질화 시킨 후 60℃에서 2분간

열처리하여 생성되는 침전물을 10,000g에서 원심분리하여

제거하였다. 얻어진상등액은 30%이상 50%이하의 ammonium

sulfate 포화용액에서의 침전물을 원심분리하여 얻은 후 동

일 buffer에 현탁시키고 50% acetone용액에서의 침전물을

얻었으며, 투석막 (분자량 2,000이하를 제거)을 이용하여

12시간동안 투석한 후 원심분리하여 얻어진 상등액을 -7

0℃에서 보관하면서 효소원으로 사용하였다. XO 활성도는

Stirpe와 Della Corte(29)의 방법에 따라 기질 xanthine을 uric

acid로의 전환을 정도를 %로 나타내었으며, AO 활성도는

Rajagopalan 등(28)의 방법에 따라 기질 NMN(N1-methyl

nicotinamide)으로부터 산화된 pyridone의 흡광도를 300 nm

에서 측정한 다음 시료대신에 증류수를 첨가한 대조구에

대한 %로 나타내었다.

결과 및 고찰

A. oryzae는 amylase, protease, cellulase 및 tannase와 같은

다양한 효소류를 생성하며 미국의 식품의약국안정청과

world health organization(WHO)에서 generally regarded as

safe(GRAS)로 인정되고 있는 미생물(23)로 우리나라의 전통

발효식품의 제조에 널리 사용되고 있다. 또, A. oryzae는 조류

나 소와 같은동물의 장내에서 Lactobacillus속미생물의 기질

로 사용됨으로서 유해 세균류에 대한 항균작용을 높이고

소화를 증진하며 체내콜레스테롤을 감소시키는 것으로 보

고되고 있다(30). 본 연구자들은 선행연구에서 A. oryzae로

10일간 발효시킨 청미래덩굴잎에서 체내에서 활성산소종

생성계 효소로 작용하며 통풍 및 알코올성 비만과 관련이

있는 것으로 알려져 있는 XO와 AO에 대한 저해활성이 증진

된다는 결과를 보고한 바 있다(31). 본 연구에서는 A. oryzae

로 발효시킨 청미래덩굴잎을 이용한 기능성 차 또는 음료

제조를 위하여 반응표면분석에 의한 물 추출조건을확립하

고자 하였다. 추출은 중심합성계획에 의한 16개 구간의 추출

조건에따라 실험을 실시하였으며얻어진 각 추출물에 대하

여 TP 및 TF함량과 색상을측정하였다. 또, 발효에 에의하여

생성되는 새로운 색상 물질의 생성정도는 recording

spectrophotometer를 이용하여 400∼700 nm의 가시부파장을

recording하여얻은 최대흡광파장인 OD475(Fig. 2)를측정하였

으며 WSS 함량, 전자공여능, AO와 XO에 대한 저해활성 및

종합적인 기호도를 분석, 평가하여 Table 3에 나타내었다.

반응표면 회귀분석을 행하여 얻은 각 종속변수에 대한

regression coefficients는 Table 4에, 각 변수들에 대한 회귀

방정식과 그 결정계수(R
2
)는 Table 5에 나타내었으며, 유의

성이 있는 추출조건에 대한 변수별 squares의 합은 Table

6에, 그리고 반응표면으로부터 예측되는 최적조건과 반응

표면의 형태 및 유의성 정도는 Table 7에 나타내었다. 또한,

각변수들에 대한 반응표면은 농도(%), 추출온도 및 추출시

간을 독립변수로 하여 Fig. 3∼7에, 각 변수들을 종합한

contour maps를 통하여 최적 추출조건에 대한 영역을 plot한

결과는 Fig. 8에 나타내었으며 이들 결과들을 종합한 최적

추출범위와 조건은 Table 8에 나타내었다.

A
b
s
o
r
b
a
n
c
e

0

0.2

0.4

0.6

0.8

4 0 0 5 0 0 6 0 0 7 0 0

W a v e l e n g t h (n m)

Non-fermented

Fermented 

Fig. 2. Spectrophotograms of solid-fermented Smilax china L. leaf
by Aspergillus oryzae water extracts.

Total polyphenol 및 total flavonoid 함량

청미래덩굴의 잎에는 α-tocopherol 수준의 높은 항산화활

성을 지니는 kaempferol-7-O-α-L-rhamnopyranoside와

kaempferol-3,7-O-α-L-dirhamno-pyranoside과 같은 glycoside

형태의 flavonoids 성분을 함유하며(3), 발효에 의하여 이들

결합이 분해되어 aglycone으로 분해됨과 동시에 산화, 중합

되어 적갈색의 아름다운색상을 생성 한다(31). Aglycone 형
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Table 3. Experimental data on physicochemical properties of hot water extracts in solid-fermented Smilax china L. leaf by Aspergillus
oryzae under different conditions based on central composite design for response surface analysis

No1) TP2) TF3) L* a* b* a/b(%) OD475 WSS4) EDA5) AOI6) XOI7) OA8)

1 7.85
9)

3.26 52.89 3.24 43.11 7.51 0.67 54.21 76.36 51.72 31.25 3.0

2 7.75 3.01 53.02 3.17 38.87 8.15 0.61 49.35 77.14 38.73 17.79 3.3

3 7.28 2.93 55.76 2.97 33.49 8.86 0.53 30.44 75.89 32.31 25.48 4.1

4 6.89 2.13 55.67 2.79 30.09 9.27 0.48 38.83 79.00 30.07 16.35 3.7

5 4.99 2.68 55.86 2.56 24.97 10.25 0.41 33.17 74.65 28.44 14.90 3.3

6 4.39 2.56 57.64 2.45 20.77 11.79 0.33 26.70 72.01 6.37 7.21 2.6

7 4.17 2.71 57.66 2.37 20.70 10.19 0.32 25.89 72.32 0.05 6.25 2.4

8 3.72 1.78 57.23 2.60 23.60 11.01 0.37 29.93 72.56 10.45 23.56 2.7

9 8.69 3.93 52.83 3.25 45.42 7.15 0.71 57.44 75.74 54.28 26.92 2.6

10 3.71 1.94 57.99 2.24 11.49 19.49 0.22 17.80 53.65 0.03 15.38 2.0

11 5.69 3.77 55.84 2.90 33.47 8.66 0.53 42.88 74.34 30.05 22.12 3.6

12 5.06 1.79 56.05 2.50 23.68 10.55 0.39 31.55 71.23 25.71 17.31 3.0

13 6.24 3.44 54.86 3.11 36.15 8.60 0.57 46.11 71.38 38.57 14.90 3.9

14 5.27 2.56 56.99 2.88 23.63 12.18 0.38 30.74 71.07 17.14 21.63 2.8

15 5.98 2.33 54.88 3.02 34.14 8.84 0.54 43.69 72.78 34.28 24.04 4.3

16 6.05 2.67 55.05 2.85 32.83 8.68 0.52 42.07 70.30 30.22 23.71 4.1
1)The number of experimental conditions by central composite design.
2)TP: total polyphenol (mg/100 mL).
3)TF: total flavonoid (mg/100 mL.
4)WSS: water soluble substance (mg/100 mL).
5)EDA: electron donating abiliy (%/mL)
6)AOI: aldehyde oxidase inhibitory activity % (Reaction mixture: 0.1 mL of sample/3.30 mL).
7)XOI: xanthine oxidase inhibitory activity % (Reaction mixture: 0.2 mL of sample/3.55 mL).
8)OA: overall acceptability (scores).
9)Values are mean of triplicate determinations.

태의 polyphenol은 glycoside 형태의 것에 비하여 체내 주요

반응에서쉽게 작용함으로서 더욱 높은 기능성을 가지는 것

으로 알려져 있다(32). 청미래덩굴잎은 강한 항균력으로 떡

의 보존을 증진시키기 위하여 예로부터 떡을 제조하는데사

용되어 왔으나 차나 음료로 이용할 경우 떫은맛이 강하여

이를완화시킬수 있는필요성이 요구되었다. 이에따라 본

연구자들은 청미래덩굴잎을 A. oryzae로 발효시킬경우 total

polyphenol(TP)의 함량은 감소하나 total flavonoid (TF)의 상

대적 비율이 높아진다는사실을보고한바 있다(31). A. oryzae

를 포함하는 Aspergillus속미생물은 amylase, protease와 같은

효소를강력하게분비할뿐만아니라 pectinase와같은식물체

세포벽성분의 분해에 관여하는 효소를 분비함으로서 발효를

통하여세포벽과강하게결합하여용출되기어려운기능성성

분들을쉽게가용화시킬수있으며(33), 떫은맛의원인이되는

gallotannins를비롯한 gallic acid esters의 depside결합과 ester결

합을분해시키는 tannase를 분비함으로서떫은맛을감소시킬

수있다(34). Polyphenol 성분의 함량이높을수록활성산소를

생성하는과산화수소의함량이높다는보고(35)가있으나다른

한편으로 polyphenol 성분은높은항산화활성과다양한생리

활성을 나타내나(36), 발효에 의하 여 생성되는 theaflavin

및 thearubigin과 같은 성분들도새로운기능성을 나타냄(31)

으로써세계적으로도 비발효차에비하여발효차의선호도가

높은 것으로 알려져 있다(37).

Table 3과 Fig. 3에서는 A. oryzae로 발효시킨 청미래덩굴

잎의 차로서의 물 추출조건을 최적화하기 위하여 농도(0.5

∼2.5%), 추출온도(60∼100℃) 및 추출시간(1∼5 min)에 따

른 물 추출물의 TP 및 TF 함량을 조사하였다. 그 결과

TP 및 TF 함량은 각각 3.71∼8.69 mg% 및 1.94∼3.93 mg%를

나타내었고, TP의 추출량이 높아질수록 TF의 추출량도 높

아지는 경향을 보였으며, TP에 대한 TF의 함유율은 31∼

66% 범위를 나타내었다(Table 3). 최소오차방법에 의하여

이차다항회귀식의 계수와 회귀방정식 및 결정계수를 조사

한 결과(Table 4, 5), TP와 TF의 결정계수는 0.920∼0.972를

나타내었으며, 0.01∼3%의 높은 유의성을 나타내었다. 추출

수율에 미치는 영향은 TP는 농도 > 추출온도 > 추출시간

순으로 농도에 의한 영향이 컸으나 TF에서는 추출온도 >

농도 > 추출시간 순으로 온도에 의한 영향이 컸다(Table6).

즉, TP와 TF의 추출수율은 발효청미래덩굴잎의 농도와

온도가 높을수록 높은 수율을 나타내었으며, 추출시간이

길어질수록 수율은 증가하는 경향을 보였다(Table 3, Fig.
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Table 4. Regression coefficients of second order polynomials1) representing relationships between indicated response variables (Yn) and
independent variables of concentration, temperature and extraction time from solid-fermented Smilax china L. leaf by Aspergillus oryzae

Coefficients TP2) TF3) L* a* b* a/b(%) OD475 WSS4) EDA5) AOI6) XOI7) OA8)

βk0 -12.56 1.568 64.41 0.14 -32.19 35.54 -0.44 22.56 62.27 -0.20 89.96 -24.36

βk1 2.79 -1.528 3.27 -0.40 -8.16 -12.31 -0.08 -23.18 39.22 32.10 -38.05 11.06

βk2 0.29 -0.04 -0.19 0.07 1.28 -0.21 0.02 0.62 -0.53 0.37 0.06 0.44

βk3 0.96 0.85 0.15 -0.42 -2.80 -2.65 -0.06 -12.99 -2.43 -33.60 -33.02 1.26

βk11 0.19 0.44 0.45 -0.19 -5.03 4.56 -0.07 -5.26 -6.85 -5.10 -2.73 -1.90

βk12 -0.002 0.01 -0.10 0.02 0.42 -0.08 0.01 0.76 -0.088 0.09 0.37 -0.06

βk13 -0.14 0 0.33 0.09 1.59 0.002 0.02 -1.49 -1.57 0.89 8.05 -0.08

βk22 -0.002 0.001 0.002 -0.001 -0.01 -0.01 -0.000 -0.01 0.003 -0.01 -0.01 -0.002

βk23 -0.002 -0.02 -0.03 0.003 0.10 0.33 0.002 0.30 0.07 0.54 0.37 0.004

βk33 -0.07 0.13 0.24 0.02 -0.90 0.41 -0.014 -1.11 -0.08 -1.10 -1.40 -0.21

1)
Y n=β o+∑

k

i=1
β iX i+ ∑

k

i= 1
∑
k

j=1
β ijX iX j+ε

2-8)Abbreviation and units: See Table 3.

Table 5. Polynomial equations calculated by RSM program for extraction conditions of solid-fermented Smilax china L. leaf by Aspergillus
oryzae

Responses Second order polynomials
1)

R
2

TP
2)

R = -12.555625+2.792500X1+0.289625X2+0.957500X3+0.185000X1
2
-0.001500X1X2-0.140000X1X3-0.001600X2

2
-0.001750X2X3-0.065000X3

2
0.972

TF3) R = 1.568125-1.527500X1-0.041250X2+0.851250X3+0.435000X1
2+0.011500X1X2-0.000700X2

2-0.017000X2X3-0.125000X3
2 0.920

L* R = 64.408750+3.271250X1-0.191813X2+0.145625X3+0.445000X1
2-0.103250X1X2-0.327500X1X3+0.002450X22-0.030375X2X3+0.240000X3

2 0.982

a* R = 0.136250-0.401250X1+0.071812X2-0.421875X3-0.190000X1
2+0.015250X1X2+0.092500X1X3-0.000587X2

2+0.002875X2X3+0.015000X3
2 0.953

b* R = -32.189375-8.162500X1+1.276625X2-2.801250X3-5.030000X1
2+0.424000X1X2+1.585000X1X3-0.012275X2

2+0.099250X2X3-0.898750X3
2 0.973

a/b(%) R = 35.542500-12.308750X1-0.212063X2-2.646875X3+4.560000X1
2-0.082750X1X2+0.327500X1X3-0.002113X2

2-0.011875X2X3+0.407500X3
2 0.953

OD475 R = -0.441250-0.075000X1+0.018250X2-0.055000X3-0.065000X1
2+0.005500X1X2+0.020000X1X3-0.000175X2

2+0.001750X2X3-0.013750X3
2 0.972

WSS
4)

R = 22.555000-23.177500X1+0.622250X2-12.990000X3-5.260000X1
2
+0.756000X1X2-1.490000X1X3-0.014162X2

2
+0.297000X2X3-1.113750X3

2
0.920

EDA
5)

R = 62.273750+39.221250X1-0.533188X2-2.433125X3-6.845000X1
2
-0.079250X1X2-1.572500X1X3+0.003113X2

2
+0.065125X2X3-0.078750X3

2
0.685

AOI
6)

R = -0.200000+32.097500X1+0.367875X2-33.602500X3-5.095000X12+0.094000X1X2+0.890000X1X3-0.010925X22+0.540250X2X3-1.098750X32 0.933

XOI
7)

R = 89.962500-38.048750X1+0.062063X2-33.024375X3-2.725000X1
2
+0.372750X1X2-0.010400X1X3+0.3666255X2

2
+8.052500X2X3-1.402500X3

2
0.781

OA
8)

R = -24.362500+11.062500X1+0.438125X2+1.256250X3-1.900000X1
2
-0.057500X1X2-0.075000X1X3-0.002250X2

2
+0.003750X2X3-0.212500X3

2
0.843

1)X1: concentration (g/100 mL), X2: extraction temperature (℃), X3: extraction time (min).
2)-8)Abbreviations and units: See Table 3.

Table 6. Analysis of variance showing significance of effects of processing variables on TP, a* and b* value, OD475, WSS, AOI and OA
from solid-fermented Smilax china L. leaf by Aspergillus oryzae

Process variables DF
Sum of squares

TP
1)

TF
2)

a
*

b
*

OD475 WSS
3)

AOI
4)

OA
5)

Concentration (%) 4 31.60** 2.16 1.21** 1017.69** 0.22** 1309.57** 2945.85** 5.44*

Temperature (℃) 4 1.50 2.53* 0.25* 165.06* 0.04* 449.53* 487.38 1.50

Extraction time (min) 4 0.87 1.41 0.05 97.99 0.02 149.76 558.55 1.20

1-5)
Abbreviation and units: See Table 3.

*
Significant at 5%.

**
Significant at 1%.
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Fig. 3. Response surface plot for contents of total polyphenol (TP) (left figures) and total flavonoid (TF) (right figures) from water extraction
of Smilax china L. leaf fermented by Aspergillus oryzae.
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Fig. 4. Response surface plot for Hunter color a* (left figures) and b* values (right figures) from water extraction of Smilax china L.
leaf fermented by Aspergillus oryzae.
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Fig. 5. Response surface plot for WSS content (left figures) and OD475 (right figures) from water extraction of Smilax china L. leaf fermented
by Aspergillus oryzae.
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Fig. 6. Response surface plot for inhibitory activity of rabbit hepatic aldehyde oxidase (AOI) from water extraction of Smilax china L.
leaf fermented by Aspergillus oryzae.

3). 최적 추출조건에서의 예측되는 TP와 TF의 추출수율은

농도는 각각 2.49%와 2.27%, 추출온도는 각각 82.2℃ 및

92.59℃, 추출시간은 각각 3.08 min 및 3.11 mim이었으며

이때의 추출양은 각각 9.06 mg% 및 3.91 mg%이었다(Table

7). 일반적으로 결정계수가 높을수록 반응표면 모델식의

적합도가 높아지며(38), 결정계수가 0.8이상에서 더욱 높아

질수록 이상적인 적합도를 나타내는 것으로 알려져 있다

(39). 따라서 발효청미래덩굴잎의 경우는 TP와 TF 모두에

서 이상적인 적합도를 나타냄으로서 반응표면분석에 의한

추출조건의 최적화 예측이 가능한 것으로 판단된다.

색 상

A. oryzae로 발효시킨 청미래덩굴잎 물 추출액의 색상을

조사한 결과, 밝기를 나타내는 L* 값은 52.83∼57.99, 적색

도를 나타내는 a* 값은 2.24∼3.25, 황색도를 나타내는 b*

값은 11.49∼45.42, a*/b* 값은 7.15∼19.49의범위를 나타내

었으며(Table 3), 이차다항회귀식의 계수와 회귀방정식 및

결정계수(Table 4, 5)는 L*, a* 및 b* 값이 각각 0.982, 0.953

및 0.973으로 0.05∼0.2%의 수준에서 유의성을 나타내었다

(Table 7). 비발효 청미래덩굴잎 물 추출액의 경우는 연한

녹황색을 띠나 발효청미래덩굴잎 물 추출액은 적황색으로

색상의 정도는 농도 > 추출온도 > 추출시간순으로 농도에

의한 영향이 큰 것으로 관찰되었다(Table 6, Fig. 4). 최적

추출조건에서의 예측되는 a*, b*값은 농도 2.24∼2.29%, 추

출온도 88.58∼89.94℃, 추출시간 3.74∼4.02 min에서 각각

3.47 및 49.44로 보이차 스타일의 아름다운 적황색 색상을

나타내었다(Table 7). 이러한 현상은 차의 발효에서 무색의

catechins이 적황색계의 새로운 기능성 성분인 theaflavins
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Fig. 7. Response surface plot for overall acceptability (OA) from water extraction of Smilax china L. leaf fermented by Aspergillus oryzae.

또는 thearubigin이 생성되는 것처럼 발효 청미래덩굴잎에

서도 존재하는 polyphenol성 성분이 수용성의 flavonoid로

전환되거나 산화 중합됨으로서 새로운 물질이 생성되는

것으로 보인다(31).

WSS, OD475 및 EDA

16개 실험군의 추출조건에따른발효청미래덩굴잎의 WSS

함량과 OD475 및 EDA를 조사한 결과, WSS의 함량은 최저는

17.80 mg%, 최대는 57.44 mg%를 나타내었으며, OD475 및

EDA는 각각 최저는 0.22 및 53.65%, 최대는 각각 0.71 및

79.00%를 나타내었으며, TP와 TF의 함량이 높아질수록

OD475값과 EDA가 높아지는 경향을 나타내었다(Table3). 회

귀방정식의 결정계수는 WSS는 0.920, OD475는 0.972로 높

았다. 그러나 EDA는 실험에 사용한 최저농도인 0.5%에서

53.65%로 비교적 높은 활성을 나타내었으나 결정계수가

0.685로 적합도가 낮았다(Table 5). WSS의 함량과 OD475에

미치는영향은 농도 > 추출온도 > 추출시간순으로 농도의

영향이 가장컸다(Table 6, Fig. 5). WSS 함량에 대한 최적조

건으로 예측되는 농도 2.24%, 추출온도 92.38℃, 추출시간

3.54 min에서의 WSS 수율은 62.63 mg%를 나타내었으며,

OD475의 경우는 농도 2.29%, 추출온도 89.73℃, 추출시간

3.73 min에서 0.77를 나타내었다(Table 7). 일반적으로 동일

농도일 경우에는 추출온도가 높고 추출시간이길수록 수율

이 높아지는 것으로 알려져 있으며(40), 청미래덩굴의 뿌리

인 토복령은 10배량의 물을 가하여 약한 불로 약 2시간

정도 끓여 추출(Kapdang Herb Co.)하는 것으로 알려져

있다.
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Table 7. Predicted levels of process variables yielding optimum response of TP, a* and b* value, OD, WSS, AOI and OA from
solid-fermented Smilax china L. leaf by Aspergillus oryzae

Process variables
Levels for optimum response

TP
1)

TF
2)

a* b* OD475 WSS
3)

AOI
4)

OA
5)

Concentration (%) -3.45
(2.49)

7.05
(2.27)

2.19
(2.24)

-3.85
(2.29)

-3.96
(2.29)

1.09
(2.24)

3.80
(2.19)

1.65
(2.04)

Temperature (℃)
86.70

(82.20)
-400.33
(92.59)

87.01
(88.58)

-44.37
(89.94)

-50.45
(89.73)

44.60
(92.38)

60.41
(90.02)

79.11
(63.90)

Extraction time (min)
9.91

(3.08)
-30.63
(3.11)

-1.02
(4.02)

-7.40
(3.74)

-8.09
(3.73)

-0.61
(3.54)

1.10
(4.03)

3.36
(3.50)

R-square 0.9722 0.9203 0.9533 0.9732 0.9715 0.9196 0.9331 0.8433

Significance 0.0001 0.0363 0.0024 0.0005 0.0006 0.0112 0.0067 0.0670

Predicted value
-0.07
(9.06)

-8.59
(3.91)

3.04
(3.47)

-34.43
(49.44)

-0.53
(0.77)

27.80
(62.63)

53.46
(59.48)

4.19
(3.71)

Morphology SP6)(max) SP(max) SP(max) SP(max) SP(max) SP(max) SP(max) SP(max)
1-5)Abbreviation and units: See Table 3.
6)SP: saddle point.

Table 8. Optimal conditions of water extraction for maximum
responses of Smilax china L. leaf fermented by Aspergillus oryzae
by superimposing their contour maps

Conditions Range of
optimum condition

Optimum condition

Concentration (%) 1.6∼1.8 1.7

Temperature (℃) 83∼93 88

Extraction time (min) 3.4∼4.4 3.9

비 발효 청미래덩굴잎에 연한 녹황색을 띠는데 비하여

발효청미래덩굴잎 물 추출액에서는 적황색을 나타내는 현

상은 발효에 의한 polyphenol성분의 산화나 새로운 수용성

물질의 생성에 기인하는 현상(31)으로 400∼700 nm의 가시

부 영역을 recording spectrophotometer를 이용하여

recording해 본 결과, Fig. 2에서와 같이 발효시킨 경우가

비 발효 경우에 비하여 400∼550 nm 범위에서 높은흡광도

를 나타내었으며 비 발효 청미래덩굴잎에서는 보이지않던

475 nm에서 peak이 나타나 발효에 의하여 새로운색상성분

이 생성됨을 짐작케 하였다. 한편, 전자공여능은 체내에서

생성되는 활성산소에 의한 산화를막는 항산화 활성에 대한

지표(41)로 주로 flavonoids를 포함한 polyphenol 성분(42)

과 saponins(31) 성분들이 나타내며, 그 함량이 높을수록

항산화력이 높아지고(43), 전자공여능이 높을수록 환원력

도 높아지는 것으로 알려져 있다(44). 청미래덩굴잎에는

flavonoid와 saponin이 풍부하게 함유되어 있으며(4), 높은

항산화활성을 가지는 kaempferol glycoside가 함유 되어 있

다(3). 또, 발효에 의하여 total polyphenol의 함량은 감소하

나 flavonoid의 함량은 오히려 증가하며 아름다운 색상을

나타내는 동시에 항산화 활성 등 다양한 기능성을 나타내는

것으로 알려져 있으나(31), 본 실험의 EDA에서낮은 적합

도를 나타낸 것은 시료에 대한 대조구를 두어 실험을 행하

였으나 EDA의측정 파장이 520 nm로 발효청미래덩굴잎에

서 새로이 나타나는 색상물질의 파장과 중첩되어 나타난

오차로 인한 결과라 생각되어 진다.

AO 및 XO 저해활성

AO와 XO는 생화학적으로 매우 유사한 효소(45)로 항암

제(46)와 항고혈압제(47)의 환원에 관여하며, XOD가 결핍

된 경우에는 allopurinol과 pyrazinamide 등의 대사에도 관여

한다(48). AO와 XO는 분자상태의 산소를 전자수용체로

이용하여 superoxide와 hydrogen peroxide 등과 같은 활성산

소종(ROS)을 생성함으로써 ROS 관련 질병을 유발 할 수

있으며(10), 에탄올 및 chloroform과 같은 독성물질의 간

손상을 촉진하는데관여하는 것으로 알려져 있다(49). 특히,

AO는 adipocyte의 분화와 지질의 저장 및 adiponectin의 분

비를 촉진하고(18), 항비만 adipokine인 adipionectin에 의해

AO의 활성이 저하됨으로서 비만유도와 관련이 있으며

(50), 지방식이 및 에탄올성 지방간의 생성에도 관여 한다

(16). Polyphenol 성분 중 flavonoids는 항산화작용과 함께

체내에서 AO와 XO의 활성을 억제하며(46), 그 효과는

glycoside 형태에 비하여 aglycone형태가 높은 것으로 보고

되고 있다(32).

발효청미래덩굴잎을 차로 이용하기 위한 물 추출조건

최적화를 위하여 16개 실험군으로 구분하여 추출한 액을

토끼 간 조직으로부터 추출하여 부분 정제한 AO와 XO의

저해활성(AOI 및 XOI)에 미치는 영향을 조사한 결과, AOI

는 시료농도 0.5%일 경우 0.03%에서 시료농도 2.5%일 경우

54.28%를 나타내었으며, XOI는 AO측정시의 2배 농도에서

시료농도 0.5%일 때 15.38%, 시료농도 2.5%일 때는 26.92%

를 나타내었다. 이차다항회귀식의 계수와 회귀방정식 및
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Fig. 8. Superimposing contour maps for optimizing water extraction conditions of Smilax china L. leaf fermented by Aspergillus oryzae.

결정계수는 Table 4, 5와 같으며, 결정계수 R2는 AOI에서는

0.933으로 적합도가 매우 높았으나 XOI는 0.781로 다소

미흡하였다. AOI의 조건별에 따른영향은 농도 > 추출시간

> 추출온도 순으로 0.7%수준에서 유의성이 있는 것으로

나타났으며(Table 6), 농도는 2%이상, 추출온도는 90℃이

상, 추출시간은 2.5분 이상에서 AOI 50% 이상의 결과를

얻을 수 있으며(Fig. 6), 예측 최적조건은 농도 2.19%, 추출

온도 90.02℃, 추출시간 4.03 min에서의 AOI는 59.48%이었

다(Table 7).

이상의 결과, XOI에 대한 적합도가 낮아 이에 대한 최적

추출조건의 도출은 어려우나 발효청미래덩굴잎 물 추출물

은 한방에서 통풍의 예방 및 치료약으로 쓰이는 토복령

물 추출물(농도 2.5%, 추출시간 80℃에 3 min일 때 24.45%)

에 비하여 다소 높은 XOI 활성을 나타내며, 동일 조건에서

토복령 (농도 2.5%, 추출시간 80℃에 3 min일 때 51.92%)과

대등한 AOI 활성을 나타냄으로써 통풍의 예방과 치유 및

알코올성 복비비만을 예방할 수 있는 기능성 차 또는 음료

로의 이용성을 기대할 수 있을 것으로 판단된다.

관능적 품질

추출조건에 따른 발효청미래덩굴잎 물 추출액의 종합적

기호도를 조사한 결과 최하 2.0에서 최고 4.3점으로 평가되

었다 (Table 3). 이차다항회귀식의 계수와 회귀방정식 및

결정계수는 Table 4, 5에 나타내었으며, 회기방정식의 결정

계수 R2이 0.843으로 적합도가 0.80이상을 나타내었다. 추

출조건의 영향은 농도>추출시간>추출온도 순으로 0.07%

수준에서 유의성이 있는 것으로 나타났으며 (Table 6, 7),

최적조건으로 예측되는 은 농도 2.04%, 추출온도 63.90℃,
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추출시간 3.50 min에서의 에서의 종합적인 기호도 (OA)는

3.71점이었다(Table 7, Fig. 7).

청미래덩굴잎은 떫은맛과 신맛이 있으나 발효시킨 경우

는 이러한 맛들이 상당히 많이 감소하고 감미가 높아지며,

색상의 경우도 황색에서 적황색으로 변화됨으로서 관능적

인 기호도가 높아진다(51). 일반적으로 발효차에서의 관능

적인 품질평가 항목으로는 향, 맛, 밝기 및 입맛(mouth feel)

이 주요한 요소로 알려져 있다(52). 발효를 시키지 않은

경우에는 비수용성의 chlorophyll이 함유되어 녹색과 황색

이 혼합된 어두운색깔을띠며, 차 제조과정 중 증자나덖음

시에 chlorophyll의 분해산물인 pheophytin과 pheophorbide

가남아맑고밝은 색상을얻기 어렵다(53). 그러나 A. oryzae

로 발효시킨 발효청미래덩굴잎 물 추출액은 chlorophyll과

그 분해물이 완전하게 소실되어 밝고 맑으며, 홍차나 보이

차에서와 같이 polyphenol 성분이 teaflavins 또는 tearubigins

과 같은 적색계의 아름다운 색상을 생성 하듯 새로운 색상

성분을 생성함(54)으로서 종합적 기호도가 높아지는 것으

로 생각된다.

최적 추출조건

발효청미래덩굴잎의 차로서의 최적 추출조건을 설정하기

위하여 추출조건별 물 추출물에 대하여 적합도가 0.8이상으

로 나타난항목 중에서 발효청미래덩굴잎에서의 품질과 기

능성에 대한 지표항목으로 사료되는 b*값, OD475, TF 함량,

AOI 및 OA를 모두 만족하는 범위를 dark zone으로 최적

추출범위를 예측하였다(Fig. 8, Table 8). 각 반응변수들의

대응값이 일치하지않아 적절한 제한조건을필요로 함으로

발효청미래덩굴잎의 추출조건에 있어서 종속변수의 제한조

건으로 b* 값 35∼40, OD475 0.5∼0.6, TF 함량 2.8∼3.0 mg%,

AOI 활성 30∼40%, 종합적기호도 3.5∼4.5점으로 범위를

정하고 이를 만족할 수 있는 contour map을 작성하였으며,

각 조건이 일치하는 지역을 contour map으로 중첩하여 최적

화를 시도하였다. 발효청미래덩굴잎의 주요 기능성으로 생

각되는 만성적인 음주에 의한 복부비만과 통풍의 예방 및

치유와 관련이 있는 AOI 및 XOI 활성을뒷받침하는 TP 및

TF 함량, 색상, 관능적 품질 및 발효에 의하여 생성되는새로

운물질의 생성정도를 알기 위한 OD475에 대하여 공통적으로

적용되는 최적 추출조건의범위는 농도 1.6∼1.8%, 추출온도

83∼93℃, 추출시간 3.4∼4.4분이었으며 최적조건은 농도

1.7%, 추출온도 88℃, 추출시간 3.9 min 이었다.

요 약

본 연구는 A. oryzae 발효시킨 청미래덩굴잎의 차로서의

최적 물 추출조건을 확립하기 위하여 농도, 추출온도 및

추출시간을 독립변수로 하고, 종속변수로는 항 통풍 및 항

알코올성 복부비만과 같은 청미래덩굴 본래의 기능성과 관

련하여 total polyphenol(TP) 및 total flavonoid(TF) 함량, 발효

에 의하여 생성되는 색상물질의 함량(OD475), xanthine

oxidase 및 aldehyde oxidase 저해활성(XOI 및 AOI)을 측정

함과 동시에 차로서의 품질과 관련이 있는 색상, 수용성

고형물의 양, 전자공여능(EDA) 및 종합적인 기호도(OA)를

반응표면분석법(response surface methodology)을 통하여 예

측하였다. 반응표면에 대한 이차다중회귀방정식의 결정계

수(R2)는 EDA(0.69), XOI(0.78)을 제외하고는 모든 종속변

수들이 0.85∼0.98범위로 높은 적합도를 나타내었다. 그러

나 EDA와 XOI의 활성은 저 농도에서도 비교적 높은 활성을

나타내었다. 결정계수가 0.8이상으로 나타난종속변수에 대

하여 반응표면분석을 행한 결과 모든 변수들에서 다 같이

농도가 추출에 가장 큰 영향을 미쳤으며 TP, a* 및 b*값,

OD475, WSS 및 AOI는 1%수준에서 유의성을 나타내었고,

OA는 5%수준에서 유의성을 나타내었다. 추출온도의 경우

는 a* 및 b*, OD475, WSS의 함량이 5%수준에서 유의성을

나타내었다. 청미래덩굴잎의 기능성과 관련하여 가장 중요

한 요소의 하나인 AOI는 농도 2.19%, 추출온도 90.02℃,

추출시간 4.03 min이 최적 조건으로 나타났으며 이때의 AOI

값은 59.48% (R2: 0.93, p<0.007) 이었다. 통풍과 음주에 의한

복부비만과 관련이 있는 XO와 AO의 저해활성을 뒷받침하

는 TP 및 TF 함량, OD475 그리고 차의 품질과 관련된 색상

및 종합적인 기호도 등 모든종속변수를 만족시킬수 있는

최적 물 추출조건의범위는 농도 1.6∼1.8%, 추출온도 83∼

93℃, 추출시간 3.4∼4.4 min이었으며 최적조건은 농도

1.7%, 추출온도 88℃, 추출시간 3.9 min 이었다.
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