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전처리 방법에 따른 커피원두 중 polycyclic aromatic hydrocarbons 함량 분석
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Analysis of Polycyclic Aromatic Hydrocarbon Content in Coffee Beans
with Different Preparation Method
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Abstract This paper proposes an analytical method for determining amounts of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs;
benzo[a]anthracene, chrysene, benzo[b]fluoranthene, benzo[k]fluoranthene, benzo[a]pyrene, dibenzo[a,h]anthracene, benzo[g,h,i]
perylene) in coffees beans. Soxhlet extraction and liquid/liquid extraction were tested for the quantification of seven PAHs.
Soxhlet extraction was followed by cyclohexane extraction and used a silica cartridge. Liquid/liquid extraction was followed
by n-hexane extraction and utilized a florisil cartridge. The extracts were analyzed by HPLC-fluorescence detection (FLD)
with a Supelcosil LC-PAH column. The PAH recoveries ranged from 78.68 to 96.28% for the liquid/liquid extraction, and
from 67.47 to 84.60% for the Soxhlet extraction.
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서 론

Polycyclic aromatic hydrocarbons(PAHs)는 탄수화합물이나 석탄,

나무, 기름 등과 같은 유기물질의 불완전 연소나 담배, 산불, 화

산 등의 열분해에 의해 생성된다. 이러한 오염된 환경에 영향을

받은 식품 원료와 온도의 영향으로 식품 조리·가공과정 동안

탄수화물, 단백질, 지질 등이 분해되며 PAHs 화합물이 생성된다

(1). 이러한 두 방식에 의한 오염은 식품 중의 PAHs 함량에 영

향을 미치며 식품 중 낮은 농도의 PAHs도 인간에 발암 가능성

의 원인 중 하나로(2) 우리나라에서 보통 식품을 통해 섭취하게

되는 1일 PAHs는 9.27 ng이며, 벤조피렌은 2.02 ng이다. 그러므로

식품에 의해 인간에게 노출된 PAHs의 총 함량을 평가하기 위한

정확하고 빠른 분석 방법을 확립해야 한다. 

커피는 독특한 향과 맛을 지니고 있는 기호식품으로 꼭두서니

과에 속하는 상록소 교목으로 커피의 품종은 16개로 나뉘어 있

지만 상업적으로 재배하고 있는 품종은 아라비카종(Coffee arabica)

과 로부스타종(Coffee robusta) 및 라이베리아종(Coffee liberia)의

3대 원종이 있다. 원두는 배합, 로스팅, 분쇄, 추출 과정을 거쳐

소비자들이 섭취하게 된다. 이러한 과정 중 커피 시료의 PAHs는

로스팅과정 동안에 형성된 것이거나 환경으로부터 오염된 원두

로 보고되었다(3). 시판되는 원두 커피나 인스턴트 커피에 존재

하는 benzo[a]pyrene의 농도는 < 0.01-1.2 µg/kg 범위에 있으며 고

온 로스팅 된 커피에서는 22.7 µg/kg 이상의 농도가 나타났다(3-

8). 몇몇 연구의 결과를 비교해보면 전처리과정에 따라 조금씩 다

른 결과가 나타났다. 전처리과정에는 용매 추출(진탕·혼합 또는

Soxhlet 추출), 비누화(KOH·ethanol 용액), 액/액 추출법(cyclohex-

ane 또는 hexane), 정제단계가 포함되어 있다. 본 실험에서 사용

된 Soxhlet 추출법과 액/액 추출법의 두가지 방법도 각 단계별로

나누어 진행되었다. Garcia-Falcon등(1)은 7종류의 인스턴트 커피

로 PAH의 빠른 검출과 clean up 단계의 최소화를 연구하였고

Houessou등(9-11)은 추출법, 비누화, clean up등의 시료 전처리 방

법을 다르게 하여 분석한 결과를 발표하였다. Kayali-Sayadi등(12)

은 비누화 과정 없이 내린 커피를 methanol과 섞어 clean up단계

를 거친 후 분석하는 방법에 대하여 보고하였다. 커피 시료에서

PAHs 검출의 주요 문제점은 낮은 검출 수준과 잠재적 방해물질

들의 변화이다. 로스팅 커피에 포함되어 있는 방해물질(지방질 등)

들의 함량이 원두의 종류나 로스팅 조건에 따라 다르며, 전처리

방법에 따라 제거되는 수준도 다르므로 PAHs의 검출에 많은 영

향을 줄 것으로 보인다. 이외에도 커피의 배전 정도에 따른 분석

(13), 커피의 종류에 따른 이화학적 성분 및 GC에 의한 향기 성

분 분석(14), 추출 수율에 관한 분석(15), 커피 보관 시 산패에 따

른 향미 변화 분석(16) 등 커피에 대한 논문이 국내외적으로 발

표되고 있으며 커피 이외에도 빵, 과일 및 채소류, 유지류 등 식

품 중 PAHs에 대한 연구가 진행되었다(17-20). 본 연구는 Soxhlet

추출법과 액/액 추출법의 두 가지 전처리 방법에 따라 PAHs의

회수율을 확인하고 분석 방법을 확립하기 위하여 실행되었다.

재료 및 방법

실험재료 및 기기

본 실험에서 사용된 커피는 robusta 품종으로 자연 건조된 cherry
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AB(screen 15) 인도산 원두를 선정하였으며 시료는 분쇄기(FM-

909TI, Hanil Co., Seoul, Korea)로 분쇄하여 분석에 사용하였다.

시약(acetone, acetonitrile, ethanol, cyclohexane, n-hexane, water

등)은 HPLC용(Burdick and Jackson, Muskegon, MI, USA)을 사

용하였다. 카트리지는 silica cartridge(Supelco, Bellefonte, PA,

USA)와 florisil cartridge(Waters, Milford, MA, USA)를 사용하였

다. 수분 제거 목적으로 사용된 anhydrous sodium sulfate는

Merck(Merck, Darmstadt, Germany)사 제품을 사용하였으며 비누

화에 사용된 potassium hydroxide(KOH)는 Sigma(Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA)사 제품을 사용하였다. PAHs 검출에 사용된

HPLC는 Dionex P680 series HPLC(Sunnyvale, CA, USA)를 형

광검출기(FLD)는 Waters 474 scanning fluorescence detector(Waters,

Milford, MA, USA)를 사용하였고, 컬럼은 Supelguard LC-

18(Supelco, Bellefonte, PA, USA)을 장착한 Supelcosil LC-PAH col-

umn(Supelco, Bellefonte, PA, USA)을 사용하여 분석하였다.

분석물질

분석대상물질은 benzo[a]anthracene, chrysene, benzo[b]fluoran-

thene, benzo[k]fluoranthene, benzo[a]pyrene, dibenzo[a,h]anthracene,

benzo[g,h,i]perylene의 7종의 PAHs로 Fig. 1에 나타내었다. 3-

methylcholanthrene은 내부표준물질로 Supelco(Supelco, Bellefonte,

PA, USA)사 제품을 사용하여 acetonitrile에 30 µg/kg으로 조제하

여 사용하였다.

표준검량곡선 작성

HPLC-fluorescence detector의 검량선 작성은 7종의 PAHs 혼합

표준용액을 사용하여 acetonitrile로 정용하여 500 µg/kg 농도로 조

제한 후 이를 희석하여 0.25, 0.5, 1, 5, 10, 20, 50, 100 µg/kg의

혼합표준용액을 조제하였다. 조제한 혼합표준용액은 농도 별로

분석하여 검량선을 작성하였다.

Soxhlet 추출방법

원통 여과지에 시료 15 g과 acetone 200 mL을 넣고 내부표준물

질(30µg/kg) 1mL을 첨가하여 65oC 이하 수욕상에서 6시간(30min

per cycle)동안 Soxhlet 추출한 후 35oC 이하 수욕상에서 감압 농

축하였다. 농축한 잔여물에 ethanol 25 mL에 KOH 1.5 g를 녹인

용액을 더해 80oC이하 수욕상에서 40분 동안 환류·냉각시켰다.

방냉시킨 후 cyclohexane 100mL을 더해 5분 정도 환류·냉각하

였다. 방냉시킨 후 분액깔때기로 옮겨 증류수 100 mL를 더해 5

분간 진탕·혼합하였다. 혼합액은 하루 동안 방치하여 두 층으

로 분리되도록 한 후 에멀젼층에 ethanol 25 mL을 더하여 물층은

버리고 유기층에 증류수 100 mL를 더해 세척하는 과정을 세 번

반복하였다. 세척과정을 마친 유기층은 무수황산나트륨 10 g으로

탈수·여과하여 35oC이하 수욕상에서 약 1mL로 감압 농축하였

다. Silica cartridge(Supelclean LC-Si, 1 g)는 cyclohexane 5 mL로

활성화 시킨 후 농축액을 가하여 유출시킨 후 cyclohexane을 5 mL

씩 네 번에 나누어 용출시켰다. 용출된 액은 35oC이하 수욕상에

서 질소가스로 농축하여 잔여물을 acetonitrile에 녹여 전량이 1 mL

이 되도록 하고 최종 검체는 0.45 µm membrane filter로 여과하

여 사용하였다. 

Liquid/liquid 추출방법

Flask에 시료 10 g과 내부표준물질(30 µg/kg) 1 mL을 더하고

1M KOHㆍethanol 100mL을 넣어 80oC이하 수욕상에서 3시간

동안 추출하였다. 냉각시킨 후 n-hexane 50 mL을 넣고 ethanol:n-

hexane(1 : 1) 50 mL을 이용하여 분액깔때기(I)로 옮기고 증류수

50mL을 넣어 진탕·혼합하였다. 물층과 n-hexane층으로 분리하

여 다른 분액깔때기(II)로 옮긴 후 물층에 n-hexane 50 mL로 두

번 더 추출하여 n-hexane층을 모두 합친다. n-hexane층은 증류수

50 mL로 세 번 세척한 후 무수황산나트륨 약 10 g을 넣은 여과

지를 사용하여 탈수·여과한 후 35oC이하 수욕상에서 약 1 mL

로 농축하였다. Florisil cartridge는 dichloromethane 10 mL과 n-

hexane 20 mL으로 활성화 시킨 후 사용하였다. 활성화 된 카트

리지 위에 농축액을 가하여 유출시킨 후 n-hexane 10 mL와 n-

hexane:dichloromethane(3:1) 8 mL로 용출시켜 35oC이하 수욕상에

서 질소 농축하여 잔여물을 acetonitrile 1 mL에 녹인 후 0.45 µm

membrane filter로 여과하여 시험용액으로 사용하였다. 진행된 실

험의 두 가지 전처리 방법은 Fig. 2에 정리하였다. 

HPLC/FLD

PAHs 분석은 HPLC-FLD로 Dionex P680 series HPLC를 사용

하였고 Waters 474 scanning fluorescence detector를 통하여 검출

하였다. 컬럼은 Supelguard LC-18(Supelco, Bellefonte, PA, USA)

을 장착한 Supelcosil LC-PAH column(25 cm×4.6 mm, I.D. parti-

cle size 5 µm)을 사용하였다. 용매 A는 acetonitrile, 용매 B는

water를 사용하여 Table 1과 같은 조건으로 분석하였다.

Fig. 1. Structures of 7 PAHs in roasted coffee.



전처리 방법에 따른 커피원두 중 polycyclic aromatic hydrocarbons 함량 분석 159

결과 및 고찰

본 실험은 PAHs 검출 시 국내에서 주로 사용되는 액/액 추출

법과 Soxhlet 추출법을 이용하여 진행하였다. Soxhlet 추출법은

Soxhlet 추출과정 후에 비누화를 시켜 clean up 단계를 거쳐 분

석을 하였으며, 액/액 추출법은 먼저 비누화를 시킨 후 n-hexane

을 이용하여 추출하고 clean up 단계를 거쳐 분석을 하였다. Clean

up 단계에서 사용한 SPE cartridge로 Soxhlet 추출법에서는 silica

cartridge를 사용하였고, 액/액 추출법에서는 florisil cartridge를 사

용하였다. PAHs를 효과적으로 정제하기 위해 두 전처리 방법에

서 각각 극성인 florisil cartridge와 silica cartridge를 사용하였다.

florisil cartridge에 비하여 조금 더 비극성인 silica cartridge가 전

체적인 용출속도가 느리므로 짧은 시간에 효과적으로 분리, 정제

하기에는 florisil cartridge가 더 효과적이다. 이러한 과정의 결과

7종 PAHs 총 회수율은 액/액 추출법과 Soxhlet 추출법 각각

77.08%, 74.25%로 바로 비누화시킨 후 액/액 추출법을 이용하여

전처리 한 방법의 회수율이 다소 높았으며, Soxhlet 추출법과 같

은 여러 단계의 전처리 과정을 거치게 되며 생기는 손실과 전처

리 과정에 소비되는 시간을 줄일 수 있었다. 원두를 분쇄하여 7

종의 PAHs 표준물질과 내부표준물질(3-Methylcholanthrene) 표준

용액을 시료에 첨가하고 Soxhlet 추출법과 액/액 추출법의 두 가

지 방법으로 전처리하여 얻은 크로마토그램은 각각 Figs. 3, 4와

같다. 원두 시료를 액/액 추출법과 Soxhlet 추출법으로 전처리 한

후 분석하여 얻은 결과는 Table 2에 나타내었다. 실험방법의 회

수율 평가를 위해 커피시료에 내부표준물질(IS)과 standard 물질

을 직접 spike한 후 Soxhlet 추출법과 액/액 추출법으로 각각 전

Fig. 2. Flow diagram of PAHs analysis in coffee beans.

Table 1. Operating condition of HPLC/fluorescence detector 

Instrument Dionex P680 series HPLC

Column
Supelcosil LC-PAH column

(25 cm × 4.6 mm, I.D. particle size 5 µm)

Flow rate 0.8 mL/min

Solvent system

Acetonitrile(%) H2O(%)

0 min 80 20

31 min 100 0

41 min 100 0

43 min 80 20

50 min 80 20

Injection volume 20 µL

Instrument Waters 474 scanning Fluorescence Detector

Wavelength
(Ex/Em)

  0-22 min 254 nm/390 nm

22-43 min 254 nm/420 nm

43-50 min 269 nm/498 nm
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처리하여 내부표준물질(IS)의 회수율과 standard의 회수율을 비교

하였을 때 7종 PAHs 각각의 회수율은 Soxhlet 추출법에 비하여

액/액 추출법으로 전처리 한 것에서 모두 높게 나타났으며, 액/액

추출법으로 전처리 한 7종의 PAHs 회수율은 78.68-96.28%을 보

였고, 상대표준편차(RSD)는 0.61-4.20%를 보였다. 전체 7종의

PAHs 중에 Chrys 회수율은 96.28%로 표준물질 중에 가장 높았

으며 B[g,h,i]P 회수율은 78.68%로 가장 낮았다. Soxhlet 추출법

으로 전처리 한 PAHs의 회수율은 67.47-84.60%로 나타났고 상대

표준편차(RSD)는 0.66-7.79%였다. 액/액 추출법에서와 같이 Chrys

회수율이 84.60%로 가장 높았으며, DB[a,h]A는 67.47%로 가장

낮은 회수율을 보였다. 내부표준물질을 첨가하여 얻은 회수율 결

과는 액/액 추출법이 72.97%, Soxhlet 추출법이 78.87%로 많은

차이를 보이진 않았지만 표준물질의 회수율과는 다르게 Soxhlet

추출법의 회수율이 조금 높게 나타났다. 내부표준물질은 DB[a,h]A

와 B[g,h,i]P 사이에 나타나므로 두 peak와 겹쳐져 회수율의 변화

를 줄 수 있을 것으로 생각된다. 이러한 결과로 액/액 추출법을

이용한 방법이 Soxhlet 추출법에 비하여 PAHs를 검출하는데 다

소 효율적일 것으로 생각된다. 

 

요 약

원두커피의 PAHs 분석을 위한 시료 전처리는 Soxhlet 추출법

과 액/액 추출법 두 가지로 하였다. 두 방법의 간단한 모식도는

Fig. 2을 통해 나타내었다. Soxhlet 추출법을 이용하여 추출한 후

비누화시켜 SPE cartridge로 silica cartridge를 사용하여 효과적으

로 정제하였으며, 액/액 추출법은 먼저 비누화를 시킨 후 n-hexane

을 이용하여 추출하고 florisil cartridge로 clean up 시킨 후 각각

HPLC-FLD를 사용하여 분석하였다. 이러한 두 가지 방법으로 진

행된 실험의 결과 90% 이상의 회수율을 보인 것은 액/액 추출법

의 B[a]A, Chrys이었고, 80% 이상의 회수율을 보인 것은 액/액

추출법의 B[b]F, B[k]F, B[a]P, DB[a,h]A과 Soxhlet 추출법의

B[a]A, Chrys으로 나타났으며, 그 외에는 약 70% 정도의 회수율

을 나타내었다. 7종의 총 PAHs 회수율은 각각 Soxhlet 추출법은

74.25%이고 액/액 추출법 77.08%로 많은 차이를 보이진 않았지만

액/액 추출법이 더 높은 회수율을 나타내었다. 두 방법 모두에서

Chrys의 회수율이 가장 높았으며, 두 가지 방법을 비교하여 실험

한 결과 많은 차이를 보이지는 않았지만 Soxhlet 추출법보다 액/

액 추출법이 전처리에 소비되는 시간을 줄일 수 있었으며 또한 액

/액 추출법에서 표준물질의 회수율도 높게 나타났다.
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