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Abstract Regarding the facts that fat, which is easily oxidized, is

one of the major responsible factors affecting the quality of aroma,

and polyphenol compounds including chlorogenic acid (CGA)

contribute the anti-oxidative activities to coffee, we investigated

fat oxidation, conversion of CGA, and changes of anti-oxidative

activities according to the degree of roasting and storage of 60

days. We found that the amount of extractable fat by diethyl ether

is increased as the coffee beans are roasted longer. Furthermore,

the acidity values of the fat are increased from 8.91±0.16 to

17.81±0.11, and 10.37±0.27 to 17.93±0.09 in the medium and

dark roasted coffee beans, respectively, while it is increased from

4.47±0.11 to 11.89±0.18 in the green coffee bean after 60 days.

The CGA contents in the coffee beans were decreased from

310±8.2 to 282±11.2, then to 58±0.0 mg in 10 gr of the green,

medium and dark beans, respectively, and were not changed

significantly during the storage period. However, the anti-

oxidative activities measured by 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

and 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid radical

scavenging assays were not significantly different among the

green, medium, and dark coffee beans during the storage period.

Furthermore, antioxidant reactive element-luciferase assay showed

that biological anti-oxidative activities were increased as coffee

beans were more roasted and stored longer. As the total

polyphenolic contents in the beans were significantly decreased

by roasting, the results suggests that other molecules, such as,

Maillard reaction products might play substantial role in anti-

oxidative activity and influence cup quality of coffee.

Keywords Anti-oxidative activity · Antioxidant Response

Element-luciferase assay · Chlorogenic acid · Coffee roasting ·

Lipid oxidation

서 론

커피는 전 세계적으로 가장 많이 교역이 이루어지는 식품 중의

하나이다. 또한 커피는 세계적으로 가장 널리 많이 섭취되는 음

료로써 polyphenol 화합물을 다량 함유하고 있어서 항산화기능

을 제공하는 대표적인 식품이기도 하다(Charurin 등, 2002;

Farah 등, 2008; Stelmach 등, 2015). 커피의 가공상태에 따라

부르는 명칭 중 생두(green coffee bean)는 커피열매의 외피와

속 열매 껍질(parchment), 과육(pulp)이나 점액질(mucilage) 부분

을 세척이나 건조상태로 제거하고 얻은 배유 부분(endosperm)
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을 일컫는다. 커피 생두에서 약리성분을 분리하거나 기능성 식

품 성분을 분리하는 용도(Shimoda 등, 2006; Watanabe 등,

2006) 외에는 커피 생두는 주로 roasting 되어 원두로 가공되고

이로부터 물로 추출한 커피음료들로 소비되게 된다. Roasting

과정을 통하면 생두에서 나는 풀뿌리 냄새나 지린내(peasy

smell) 등이 없어지고 대신 커피를 애호하는 사람들이 즐기는

독특한 향, 맛 및 색깔로 변환되게 된다(Czerny 등, 1999).

Roasting의 가공온도와 시간에 따라 커피 생두에 들어있는 성

분들을 변화시키는데 특히 커피 한 컵(150 mL) 당 약 70-350

mg이 들어 있다고 알려진 커피의 polyphenol은 화학적으로 비

교적 안정되게 유지되며 섭취하였을 때 reactive oxygen species

와 reactive carbonyl species (RCS)를 제거해 주는 효능을 갖

고 있음이 여러 연구를 통해 알려져 있다(Klatsky 등, 2006;

Nichenametla 등, 2006; Wang과 Ho 2009). 커피 polyphenol

의 주요 형태로 생리활성이 잘 알려진 chlorogenic acid (CGA)

(1,3,4,5-Tetrahydroxycyclohexanecarboxylic acid 3-(3,4-dihydroxy-

cinnamate))는 생두 전체 산의 약 66%를 차지하며 생두를 과열

하는 과정에서 epimerization, lactonization, 또는 polymerization

등에 의해 3-Ocaffeoyl-γ-quinide, 4-O-caffeoyl-γ-quinide, 5-O-

caffeoyl-epi-δ-quinide, 그리고 3-O-caffeoyl-epi-γ-quinide chlorogenic

acid lactones 의 형태로 변형되며 커피 산미 변화에 영향을 미

친다(Frank 등, 2007; Frank 등, 2008; Moon 등, 2009).

Roasting에서 amino acid와 당이 열에 의해 화학반응을 일으

키는 Maillard 반응으로 갈색으로 변하는 과정들은 그 동안 심

도 있게 연구되어 오면서 약 800 종 이상의 향미성분이 커피

원두와 이로부터 추출한 커피에서 밝혀졌다(Czerny 등, 1996).

Maillard 반응물질(Maillard reaction products, MRPs)은 식품의

색, 맛, 감촉, 풍미 등에 영향을 미치는 물질로써 많은 연구자

들에 의해 MRPs가 강한 항산화활성을 갖고 있다는 것이 보고

되었다(Borrelli 등, 2002; Oh 등, 2017).

커피 생두의 열처리 가공에 의해 갈색변화를 일으킨 정도에

따라 가공된 원두를 시나몬, 미디움, 다크 또는 풀시티, 이탈리

안, 프렌치 등으로 나누고 이렇게 가공된 원두가 나타내는 색

도를 이용해 색도계에 의한 분류로 각각 Agtron 65-70 (시나몬),

Agtron 55-60 (미디움), Agtron 45-55 (다크), Agtron 35-45 (이

탈리안), Agtron 30-35 (프렌치) 등으로 분류하기도 한다(de

Azeredo 2011). 커피의 맛은 열처리가 덜 될수록 신맛이 강하

고 열처리가 더해감에 따라 단맛과 풍미가 깊어지고 열처리가

더해갈수록 커피의 신맛은 사라지고 쓴맛이 점점 더 강해지게

된다. Roasting된 커피는 저장기간이 길수록 점차 풍미가 변화

하여 커피 품질(cup quality)이 낮아지게 된다(Hofmann와

Schieberle 2002). 이는 커피의 풍미성분이 휘발하거나 화학변화

를 일으켜 커피 애호가들이 선호하는 성분들은 줄어들고 다른

성분들이 만들어지면서 일어나는 현상임은 추측할 수 있지만 커

피 성분들의 화학적 변화와 사람이 느끼는 풍미와의 직접적인

상관관계를 정의하기가 어려워 일부 대표적인 풍미성분의 변화

를 분석하여 커피의 전체적 풍미와의 상관관계로 추정하고 있

는 실정이다(Kumazawa와 Masuda 2003).

커피가 원두 상태로 또는 분말상태로 가공되는 순간부터 물

리 화학적 변화가 시작되는데 그 중 지방의 산화는 커피의 풍

미 및 질감에 영향을 미치는 중요한 성분으로 추정되고 있다

(Gichimu 등, 2014). 따라서 본 연구에서는 커피성분의 빠른 변

화를 유도하기 위해 roasting 정도를 달리한 커피 원두를 분쇄

하여 보관하면서 커피 풍미의 변화와 관련이 있을 것으로 추정

하는 커피 지방의 산화를 기간에 따라 산가(acid value) 및 과

산화물가(peroxide value)의 변화를 분석하였고 커피에서 열수로

추출된 물질 중 커피의 항산화활성과 산미에 영향을 주는 CGA

의 변화와 항산화활성을 생화학적 및 세포생물학적으로 분석하

였다.

재료 및 방법

Coffee 시료 및 커피 추출

커피 생두 시료는 콜롬비아산 Coffea arabica var. tipica 품종

을 구입하였다. 커피 로스팅 가공은 medium과 dark의 두 수준

으로 진행하였다. Medium을 위해서 반열풍식 로스터(Taehwan,

Bucheon, Korea)로 210 oC에서 10분, dark를 위해서 210 oC

에서 15분 간 roasting하였다. 원두를 분쇄하기 위해 커피분쇄

기(Melitta, Tokyo, Japan)로 갈아서 분말을 밀폐된 용기에 넣어

건조하고 공기가 잘 통하는(20-25 oC) 암실에 저장하였다.

일정한 조건에서 커피음료를 추출하기 위해서는 분쇄된 10 g

의 커피를 beaker에 넣고 95 oC 증류수 50 mL를 가하여 2분간

교반하면서 커피의 성분을 추출하였다. 추출이 끝나면 커피 고

형분을 제거하기 위해 원심분리하여 상층액을 얻었다. 상층액은

액체 크로마토그래피 분석을 위해 0.45 μm membrane filter

(Millipore, Merck, Darmstadt, Germany)를 통과시켜서 미세 고

형물을 제거하였다.

지방산의 산화 분석

조지방의 추출 및 지방의 산가, 과산화물가 측정은 식품공전의

분석법을 따라 시행하였다(Korean Ministry of Food and Drug

Safety 2017).

지방의 분석

미세하게 간 커피분말 10 g을 정확히 달아 무게를 아는 용기에

담아 100-105 oC의 건조기에서 1시간 건조한 후 데시케이터에

서 식히고 Soxhlet 추출장치에 diethyl ether 로 60 oC에서 8시

간 추출하였다. 추출이 끝나면 ether를 50 oC에서 증발시키고

100 oC에서 약 1시간 건조 후 용기의 무게를 달아 용기에 남

아있는 조지방의 무게를 측정하였다.

조지방(%)=(추출된 조지방 무게/시료무게)×100

지방 산가

지질 1 g을 중화하는데 필요한 KOH의 mg수 즉 시료 중의 유

리지방산의 양을 구하기 위해 커피 분말에서 hexane으로 실온

에서 추출하고 감압증류기에서 hexane을 분별증류로 제거한 후

얻은 지방시료 1 g을 정밀히 달아 ethanol:ether (1：2) 혼액 10

mL를 넣어 녹였다. 커피 지방시료의 암갈색 때문에 1% 티몰프

탈레인/ethanol 용액을 지시약으로 하여 청색이 30초 간 지속할

때까지 0.1 M KOH/ethanol 용액으로 적정했다. 적정에 사용된

0.1 M KOH/ethanol의 부피(a)에서 바탕적정에 사용된 0.1 M

KOH/ethanol의 부피(b)를 다음의 식을 통해 산가를 계산하였다.
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산가＝5.611×(a−b)

지방 과산화물가

과산화물가, 즉, 유지 1 kg에 의하여 KI에서 유리되는 I2의 밀

리당량수(meq/kg)를 측정하기 위해 커피에서 추출한 지방 검체

1 g을 달아 acetic acid : chloroform (3 : 2) 2.5 mL에 약간 가온

하여 녹이고 포화 KI 용액 0.1 mL를 가볍게 흔들어 섞은 다음

어두운 곳에 10분간 방치하고 물 3 mL를 가하여 세게 흔들어

섞은 다음 전분시액 0.1 mL를 지시약으로 하여 0.01 M sodium

thiosulfate 액으로 적정했다. 적정에 사용된 0.01M sodium

thiosulfate액의 부피(a)에서 바탕적정에 사용된 0.01 M sodium

thiosulfate액의 부피(b)로부터 다음의 식을 통해 과산화물가를

계산하였다.

과산화물가(meq/kg)＝(a−b)×10

CGA의 정량

위의 방법으로 분쇄된 커피원두에서 물로 추출한 커피에 추출

된 CGA의 조성 및 CGA 의 화학적 변화에 의해 형성되는 다

른 다른 성분들을 분석하기 위해 전 처리를 수행하였다. 전 처

리를 위해서 추출된 커피시료 1 mL에 0.1 M HCl/methanol :

chloroform (1 : 2) 2 mL을 가하고 실온에서 30분간 흔들어서 섞

어주었다. Chloroform 층을 취하여 원심분리진공건조기에서 말

리고 완전히 건조가 이루어지기 전에 시료를 0.1 M HCl/

methanol 0.2 mL에 녹였다. 액체크로마토그래피 분석을 위해

C18 column (4.6×150 mm, 5 μm)이 연결된 Agilent 1200 LC

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)에 시료를 10

μL 주입하고 40 oC를 유지하면서 이동상으로 10 mM HCl :

methanol (9 : 1)를 1 mL/min의 유속에서 분리되는 물질들을

374 nm의 파장에서의 흡광도로 측정하였다. CGA의 정량분석을

위해서 CGA 표준품(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)을

10mM HCl:methanol (9 : 1)에 녹여서 측정하여 CGA의 retention

time과 표준곡선을 얻었다.

항산화활성의 측정

DPPH radical 소거능 활성을 측정하기 위해 Kang 등(2016)의

방법과 Katsube 등(2004)의 방법을 시료 특성에 맞춰 실시하였

다. 커피 추출물을 탈이온수로 연속 희석하여 각 희석농도에서

50 μL씩을 취하여 96-well plate에 넣었다. 여기에 2,2-diphenyl-

1-picrylhydrazyl (DPPH)/50% 에탄올 200 μL를 넣고 30분간

실온에서 반응하였다. 550 nm에서의 흡광도 변화를 측정하기 위

해 Multilabel Counter (PerkinElmer, Inc., Wellesley, MA,

USA)를 사용하였다. Radical 소거활성을 계산하기 위해 사용한

식이다. Radical 소거활성(%)=100×(A−B)/A, 여기서 A는 control

(시료 없이 측정한 DPPH radicals의 흡광도) 그리고 B 는 시료

와 반응한 후 radicals의 흡광도이다. 각 시료의 항산화활성 결

과는 3 반복 실험결과의 평균 ± SD.로 표시하였다.

ABTS•+ radical 소거능 분석을 위해 먼저 2,2-azino-bis(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) 용액을 만들기

위해 5 mL 7 mM ABTS/dH2O과 80 μL 2.45 mM potassium

persulfate를 함께 넣고 빛을 차단한 상태로 실온에서 12시간 반

응하여 ABTS radical cation (ABTS•+)을 얻었다(Re 등, 1999).

반응 후 용액의 734 nm에서의 흡광도가 0.7이 되도록 ethanol

로 희석하였다. ABTS•+ 1 mL를 50 μL의 시료가 들어 있는 유

리 튜브에 넣고 30초간 vortex 하였다. 5분 더 반응 시킨 후

흡광도를 734 nm에서 측정하였다. Radical 소거능 활성도는 시

료가 없는 상태에서 측정한 값과 비교하여 변화된 흡광도의 백

분율로 계산하였다. 모든 실험에서 각 시료는 3반복을 하여 측

정하였다.

Antioxidant Response Element (ARE) 활성 분석을 위해 사람

의 간세포주인 HepG2에 Antioxidant Response Element (ARE)-

luciferase/pGL vector로 transfection하여 얻은 HepG2-ARE cell

(Woo 등, 2017)을 사용하여 luciferase reporter 분석을 진행하였

다. 분석을 위하여 먼저 6-well plate에서 sub-confluent하게 된

HepG2-ARE 세포를 0.5% FBS 조건에서 12시간 동안 serum

starvation을 시킨 후 시료를 100 및 500 μg/mL의 농도로 12

시간 처리하였다. Luciferase activity를 측정하기 위해 Promega

사의 luciferase assay kit을 사용하였으며 실험 방법은 kit의 설

명서를 따랐다. 즉, 세포를 3 mL ice cold PBS로 2회 세척한

후 lysis buffer로 세포를 녹여 세포 추출액을 얻고 이 추출액

10 μL를 luciferase 기질용액과 석은 후 TD-20/20 luminometer

(Turner Designs, Sunnyvale, CA, USA)로 활성을 측정하였다.

각 측정 값들은 bicinchoninic acid protein assay (Pierce Biotech.,

Waltham, MA, USA) 방법으로 측정된 단백질 농도를 기준으로

보정하였으며 보정된 값들은 다시 음성대조구로 사용된 vector

control에서 얻은 값을 1로 하였을 때 몇 배 증가하였는지 배수

로 계산하였으며 양성 대조군으로 5 μM Sulforaphane (Sigma-

Aldrich)의 luciferase 활성값을 기준으로 다시 보정하였다. 각 결

과는 시료당 3회 반복하여 측정한 값 ±SD.로 표시하였다.

커피 추출물의 총 페놀 함량(total polyphenolic content, TPC)

측정을 위해 각 커피 추출물의 총 페놀함량은 Folin-Ciocalteu

시약으로 측정하였다(Kuhnen 등, 2014). 분석을 위해 1:10으로

희석된 시료 100 μL를 tube에 넣고 여기에 탈이온수에 1:5로 희

석한 Folin-Ciocalteu 시약 15 μL 를 넣고 섞은 후 실온에서 5

분 간 반응시켰다. 이어서 50 μL 10% w/v sodium bicarbonate

용액과 넣어주고 섞은 후 어두운 실온에서 5 분간 반응 후 반

응물을 96-well 평판으로 흡광도의 변화를 microplate reader로

593 nm에서 측정하였다. 바탕용액으로는 시료를 제외하고 위의

모든 용액이 들어간 것을 사용하였다. TPC의 정량을 위해

gallic acid를 이용한 표준곡선을 얻었으며 이 곡선에서 시료 mL

당 TPC의 양을 μg gallic acid의 양으로 환산하였다.

결과 및 고찰

저장기간 동안 커피의 지방의 산화

일반적으로 roast된 원두나 이를 분쇄 가공한 분말커피의 경우

저장기간이 길어질수록 커피의 풍미가 변화하여 커피의 품질

(cup quality)이 떨어진다. 커피의 풍미변화와 연관된 변화 중 지

방의 산화에 의한 이취(rancidity)가 가장 중요한 요인들 중의

하나로 추정하고(Vila 등, 2005; Smith 등, 2004) 추출 가능한

지방함량, 지방의 산가 및 과산화물가 변화를 분석하였다. 커피

콩에서 diethyl ether에 의해 추출되는 지방의 함량은 3 반복 실

험에서 콜롬비아 커피 생두의 경우 10.84±0.12%, medium roast
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원두와 dark roast 원두는 각각 14.09±0.07%, 17.37±0.03% 의

추출 가능한 지방함량을 나타냈다(Table 1). 이러한 현상은 커

피 콩의 내부에 존재하는 지방이 열처리 과정을 통해 커피콩의

조직이 파손되어 roasting이 오래 지속될수록 커피 원두 표면에

기름막이 형성되는 현상을 보이는 것과도 관련이 있다. 따라서

roasting이 더 많이 된 원두일수록 열수에 의해서도 지방의 추

출이 더 많아 질 수 있음을 의미하는 결과이다.

커피 원두로부터 추출가능 지방 함량과 커피의 기호도와는

양의 상관관계를 갖고 있는 것이 보고되어 있고(Gichimu 등,

2014), 일반적으로 Coffea arabica에는 평균 15%의 지방함량과

Coffea canephora (Robusta)에는 평균 10%의 지방함량의 차이

가 커피의 기호도에 영향을 미치고 있음을 알 수 있다. 본 실

험에서 Arabica 커피의 건조무게의 약 17% 정도를 차지하는 지

방의 산화에 의한 변화는 커피의 풍미에 중대한 영향을 미칠

수 있음을 예측할 수 있다. 특히 roast 된 원두에는 열처리 과

정 중에 생성된 산화물질 등이 저장기간 동안 배출되는 과정에

서 지방의 산화에 영향을 미칠 수 있다. 따라서 본 연구에서는

저장기간 동안 커피의 14-17% 정도를 차지하는 지방의(Table

1) 산화가 커피의 풍미변화에 영향을 미칠 수 있다는 가설을 세

우고 분쇄된 생두와 roast된 커피 가루에서 추출한 지방의 유리

지방산의 변화와 과산화물가를 측정하였다. Roasting 가공 직전

의 콜롬비아 생두(Coffea arabica) 커피분말의 산가는 4.47±0.11

이었으나 저장기간 동안 점차 증가하여 60일간의 저장 후에는

11.89±0.18을 나타내어 분쇄된 생두 분말의 경우는 지방의 산

가가 지속적으로 증가함을 보였다. Medium roast 원두 커피분

말의 경우 가공 당시에는 8.91±0.16으로 roasting에 의해 산가

가 생두에서 보다2배정도 증가함을 보였고 저장기간 초기 30일

간은 산가의 유의적인 변화를 보이지 않다가 60일 후에는

17.81±0.11로 dark roast 원두커피분말에서의 17.93±0.09와 유사

한 수준의 산가를 보였다. Dark roast 원두의 커피분말은 가공

시점의 산가인 10.37±0.27에서 저장기간 동안 지속적으로 증가

를 보였다(Fig. 1). 커피 생두에서는 지방 산가의 변화가 거의

없다고 알려져 있으며 18개월 간의 저장기간 동안에도 산가는

1.9 에서 2.3 정도 밖에 변화하지 않음이 보고되어 있다(Speer

와 Kölling-Speer 2006). 그러나 생두나 생두를 roasting 가공한

원두를 분쇄한 상태로 60일간 실온에서 저장한 경우 생두 분쇄

물에서도 산가의 변화가 4.47±0.11에서 11.89±0.18로 증가하여

커피콩을 분쇄하면 빠르고 지속적으로 산화가 이루어 짐을 알

수 있었고 열처리 시간이 긴 dark 원두는 medium원두에 비해

산가가 지속적으로 증가함을 알 수 있었다. 이는 열처리 시간

이 길수록 커피 원두의 표면에 지방이 더 많이 노출되어(Toci

등, 2013) 지방의 산가를 증가시키는 것으로 판단된다.

지방의 과산화물가는 생두, medium 원두, dark 원두에서 60

일 간의 저장기간 동안 모두 바탕적정 수준으로 나타났다(결과

미제시). 이는 커피성분 중의 항산화물질에 의해 과산화물가 적

정이 저해된 것으로 추정된다.

커피 roasting 조건과 저장기간 동안의 CGA 변화

이미 여러 연구에서 보고된 바와 같이 생두를 roasting하는 과

정에서 커피의 polyphenol 성분들이 산화 또는 탈수반응에 의

해 감소한다고 알려졌다(Farah 등, 2005; Perrone 등, 2008). 본

연구에서는 roasting정도에 따라 원두에서 추출되는 CGA의 변

화와 또한 60일의 저장기간 동안 일어나는 CGA의 변화 등을

분석하기 위해 커피원두를 분쇄기로 갈아서 실온에서 저장하면

서 10 g의 커피를 사용하여 50 mL의 95 oC 증류수로 추출하

여 만든 커피에 존재하는 CGA를 3회 반복하여 분석하였다(Fig.

2와 Table 2). 커피 생두 분말로부터 추출한 커피에는 총 310

mg 의 CGA가 분석되었다. 같은 방법으로 medium 커피원두에

서 분석된 CGA 함량은 retention time 기준 32.9분 근처에서

용리되는 peak 면적을 비교할 때 280 mg 정도로 생두에 비해

약 10% 정도 감소한 것으로 나타났으나 210 oC에서 10분 roasting

해서 얻은 medium roast보다 210 oC에서 15분 가열한 dark 커

피의 경우는 CGA의 함량은 급격하게 감소하여 생두의 CGA함

량의 2% 정도인 5.8 mg을 유지하였다. 흥미롭게도 생두에서 추

출되는 물질 중 액체 크로마토그라피에서 13.15분과 41.63분에

나타나는 peak들의 비율은 생두와 비교해 medium 원두에서 70

및 50 mg으로 각각 증가하였으나 dark 원두에서는 0.12 및 0

mg으로 대폭 감소하였다. 이러한 현상은 CGA가 열에 의해 탈

수반응 결과 만들어지는 chlorogenic acid lactones들이나 CGA

동일분자 내에서 일어나는 transesterification 반응에 의해 만들

어지는 CGA의 이성질체들일 가능성과(Farah 등, 2005) 커피 내

다른 성분들이 CGA의 용리조건에서 추출되는 가능성을 예상

할 수 있다. 한편, 커피콩의 roasting이 지속되어 dark roast로

가면 medium roast에서 증가하였던 CGA의 이성질체나 lactone

들로 추정되는 물질들의 양이 CGA와 함께 급격히 감소하였다

(Fig. 2).

가공된 커피 원두의 저장기간 동안 CGA의 변화를 분석하기

위해 커피원두를 분쇄기로 갈아서 실온에서 60일 간 저장하면

서 10 g의 커피를 사용하여 50 mL의 95 oC 증류수로 추출하여

만든 커피에 존재하는 CGA를 분리하는 조건의 액체 크로마토

그라피에 의해 얻어진 크로마토그램에 의하면 CGA는 medium

Table 1. Lipid contents in the roasted Coffea arabica var. tipica extracted

by diethyl ether

Green bean Medium roast Dark roast

10.84±0.12% 14.09±0.07% 17.37±0.03%

Fig. 1 Changes of acidity values of lipid of the powdered coffee beans

roasted at different levels during storage at RT. Green coffee bean (○),

medium roast coffee bean (□), dark roast coffee bean (△) were
powdered and stored at room temperature up to 60 days before analyzed
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roast나 dark roast에서 60일 간의 저장기간 동안 변화 없이 처

음 가공되었을 때의 농도를 유지하였으며 크로마토그램 역시 저

장기간 동안 변화 없이 유지되었다(Fig. 2).

커피 원두의 Roasting에 따른 항산화활성의 변화

커피 추출물의 항산화 활성을 DPPH 와 ABTS+• radicals 소거

능으로 측정하였다. 커피추출물 0.1, 0.2, 0.39, 0.78, 1.56,

3.13, 및 6.25% (v/v) 에 대한 radical 소거능은 DPPH분석에서

는 생두에서 다른 시료와 비교할 때 유의적으로 24% 정도 낮은

0.33% (v/v)의 EC50값을 나타냈고 다른 원두에서는 roasting 조

건이나 저장기간과 상관 없이 유사한 0.41-0.44% (v/v)의 EC50

를 보였다(Fig. 3A). 그러나 Fig. 3B에서 보는 바와 같이

ABTS+• radical 소거능은 생두, 각 roasting 조건의 원두, 그리

고 저장 기간과 상관 없이 유사하게 나타났다. 이 결과들로 미

루어 볼 때 항산화물질들은 로스팅 조건이나 저장기간에 큰 영

향을 받지 않고 대체로 유지되는 것으로 판단된다.

세포 수준에서 생두, medium, dark 커피추출물의 항산화활성

을 측정하기 위해 ARE에 luciferase 유전자가 연결된 reporter

assay system이 안정적으로 유지되는 HepG2 cell에 각 추출물

들을 건량기준 100 또는 500 μg/mL되도록 배지에 처리하고 12

시간 후에 luciferase 효소의 활성을 측정하였다. Fig. 4에서 볼

수 있듯이 항산화활성에 의한 luciferase의 발현은 roasting이 더

진행될수록 저장 기간이 길어질수록 농도의존적으로 높게 나타

났다. 이 결과는 앞의 DPPH와 ABTS•+ radical 소거능 분석 결

과와는 반대되는 결과이기 때문에 이를 입증할 연구를 진행하

고 있지만 현재로서는 이에 대한 설명으로 Maillard reaction에

의해 생성되는 커피의 melanoidin들이 영향을 미쳤을 가능성을

생각할 수 있으며, 이들 물질이 coffee bean의 roasting 이 길어

질수록, 그리고 저장 기간 동안 원두에 더 많이 생성되거나 저

장기간이 경과할수록 지방과 함께 항산화물질이 열수에 의해 더

잘 추출되어 항산화활성이 증가되는 현상을 나타냈을 것으로 예

상된다.

Roasting 정도와 저장기간에 따른 DPPH/ABTS+• radicals 소

거능 활성이 유지되는 현상과, ARE-Luciferase유도 활성은 오

히려 증가하는 현상에 대한 이유를 밝히기 위해 커피 추출물에

존재하는 총 페놀화합물의 농도를 측정하였다. 커피 원두에서

열수로 추출된 총 페놀화합물 함량은 생두와 비교할 때 roasting

Fig. 2 CGA extracted from the brewed coffees were separated by a C18

column. Chromatograms of 1, 7, 30 and 60-day samples of the medium

roast (Medium) and dark roast (Dark) coffee bean are superimposed to

show the changes of CGA (indicated with an arrow) concentration during

the roasting process and storage. The chromatogram of CGA from the

green coffee bean (Green) representing 100% of CGA from coffee bean

is shown on top of the figure

Table 2 Changes of CGA concentration in coffee brewed from

differently roasted coffee beans

Coffee Bean CGAa

Green 310.1±8.2

Medium

1-day 282.4±11.2

7-day 252.9±7.5

30-day 252.8±12.4

60-day 280.4±9.7

Dark

1-day 5.9±0.23

7-day 5.5±0.18

30-day 7.9±0.56

60-day 6.2±0.32

aCGA concentration in mg/50 mL of brewed coffee from 10 g of coffee
bean

Table 3. EC50 values of coffee extracts by ABTS and DPPH scavenging assays

EC50

Green Medium Medium(60)1 Dark Dark(60)1

ABTS 0.37±0.14a 0.32±0.015a 0.33±0.017a 0.32±0.026a 0.32±0.032a

DPPH 0.33±0.02b 0.44±0.13c 0.45±0.006c 0.42±0.023c 0.41±0.01c

bstatistically significant with p <0.05
a, cno significant difference among samples
160 days after storing
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이 진행됨에 따라 생두와 medium을 비교하면 12%가 감소했으

나 생두와 dark를 비교할 때 43% 감소한 양을 나타냈다. 이러

한 변화는 커피 생두의 roasting과정에서 열처리 시간이 길어질

수록 총 페놀화합물의 감소가 급격히 나타남을 알 수 있다. 그

러나 60일의 저장기간 동안 생두, medium, dark간에는 유의적

인 차이를 보이지 않았다(Fig. 5).

커피 콩의 roasting 가공 중 항산화활성을 보일 것으로 알려

진 총 polyphenol의 감소에도 불구하고 DPPH 그리고 ABTS+•

radical 소거능 활성 분석에서는 생두 외에는 통계적으로 유의

성 있는 차이를 보이지 않았기 때문에 커피 추출물에는

polyphenol외에도 항산화활성을 갖는 물질이 roasting이 진행됨

에 따라 그리고 저장이 진행됨에 따라 오히려 더 생성된다고

추측할 수 있고 이러한 조건을 충족하는 물질로는 MRPs가 유

력하다.

식품가공 중에 아미노산과 당이 반응하여 생성되는 MRPs가

매우 강력한 항산화활성을 갖고 있음은 잘 알려져 있다(Borelli

et al. 2002; Dittrich 등, 2003; Samaras 등, 2005; van Boekel

등, 2010). 산분해저항성이 있는 MRPs 고분자의 melanoidin 화

합물들은 biosystem에서도 항산화활성을 갖고 있으며(Papetti 등,

2006), 또한 HepG2 세포에 melanoidin을 처리한 결과 세포 내

환원된 glutathione의 수준이 증가하여 세포를 산화적 스트레스

로부터 보호하는 효과가 보고되었다(Goya 등, 2007; Martin 등,

2009). 이 결과들은 MRPs가 세포에서 항산화 효소계를 유도하

는 transcription factor인 Nrf2를 핵으로 이동하게 함으로써

macrophage나 장벽세포인 CaCo-2 세포의 항산화활성을 높이는

것이 알려짐으로 분자수준에서 더 확인되었다(Xue 등, 2008;

Sauer 등, 2013).

최근의 연구에서는 MRPs을 분획하여 시험 쥐에 80일간 급

여한 결과 분변에서 장벽의 항-염증반응에 중요역할을 하는

propionic acid가 5배 이상 증가한 것을 관찰하였다. 이 결과는

MRPs가 장 내의 세균총 변화에 영향을 미치고 그 결과 단사

슬지방산(SCFA) 생성에 영향을 미쳐서 항염증 효능을 나타낼

Fig. 4 Induction of antioxidant response element (ARE)-luciferase

activity by the coffee extract treatment at concentrations of 100 and 500

µM/mL on HepG2 cells stably transfected with ARE-luciferase reporter

vector for 12 h. The normalization of the luciferase activity was

performed on the basis of protein concentrations extracted from the cells.

The data were collected from triplicated samples and expressed as the

induction fold changes relative to that of the vehicle vector control.

Roasted beans stored for 60 days are designated as Medium (60) and

Dark (60), respectively. Sulforaphane (SFN) was used as a positive

control to monitor the assay system

Fig. 5 Changes of total polyphenol contents in coffee beans by roasting

and storage. TPC extracted from 10 grams of the green, medium and

dark beans in 50 mL of distilled water are presented as equivalent

amount of gallic acid. TCP contents in the beans were not significantly

changed during the storage period of 60 days. The statistical differences

(p <0.05) of the TPC contents are designated with different letters, a, b

and c, on the graph bars. Same letter designates no significant difference

Fig. 3 Anti-oxidative activities of the coffee extracts. (A) DPPH radical

scavenging activity, and (B) ABTS+• radical scavenging activity. Results

are expressed as percentage mean ± SD (n =3). Coffee extracts from

green bean (Green), medium and dark roasted beans were freeze dried

and dissolved as 50-fold concentrated to make 0.1 to 6.25%(v/v) solution

in the cell culture media. Roasted beans stored for 60 days are designated

as Medium (60) and Dark (60), respectively
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수 있음을 의미한다(Delgado-Andrade 등, 2017).

열처리 가공은 커피에 존재하는 여러 물질들을 변화시키거나

결합시켜 다양한 물질들을 생성하게 되어 열처리 가공에 따라

다른 커피 풍미를 나타내게 되는데, 본 연구에서 보이듯이

medium이나 dark원두에서 제조한 커피의 열수 추출 가능한 지

방함량, 지방의 산화, CGA의 산화나 항산화활성 등의 저장기

간 동안의 변화상태에 관한 결과들은 커피의 풍미나 품질을 이

해하는데 중요한 단서를 제공할 수 있다. 또한 이들 물질과 커

피의 다른 성분들, 예를 들면 아미노산, 단백질, 탄수화물, 등과

결합하여 커피의 향이나 입 안에서의 촉감에 변화를 일으킨다

고 추정하고 있으나 그에 대한 화학변화들이 너무 복잡하고 다

양하여 커피 향을 결정하는 구체적인 기작은 더 심도 있게 연

구되어야 한다. 그리고 본 연구의 결과들을 종합해 볼 때 커피

의 항산화물질은 polyphenol류 외에 다른 물질, 예를 들면,

MRPs 등도 항산화활성에 관여할 수 있고 커피 가공 및 저장

기간 동안 커피 음료의 풍미에도 영향을 미치게 됨을 알 수 있

다. 커피음료를 섭취하였을 때 polyphenol 류나 MRPs 등의 항

산화물질이 장벽세포에 항산화활성을 유도하거나 장 내 미생물

의 균총 변화와 대사체 생성에 영향을 미치는 과정을 통해 신

체에 항산화 및 항염증반응을 조절하는 데 대한 체계적인 연구

를 통해 그 동안 많은 연구자에 의해 보고된 커피 음료의 건강

에 유익한 효과에 대한 생리적 메카니즘을 확인할 필요가 있다.

초 록

쉽게 산화되는 지방이 커피의 풍미에 중요한 영향을 미치는 주

요 요소 중 하나라는 것과 chlorogenic acid (CGA)가 커피의

주요 항산화 물질이라는 점을 고려하여 본 연구에서는 커피생

두의 열처리 가공 정도와 단기저장 기간에 따라 변화하는 지방

의 산화와 CGA의 농도변화와 동시에 항산화활성을 분석하였

다. 커피 원두를 얻기 위한 열처리 가공 시간이 길수록 diethyl

ether로 추출되는 지방의 양이 증가하였으며 지방의 산가는 분

쇄된 medium과 dark 커피에서 가공 첫날 8.91±0.16과 10.37±0.27

를 각각 보이다가 60일 간의 저장기간 후에는 17.81±0.11과

17.93±0.09로 증가하였으나 분쇄 생두에서는 4.47±0.11로부터

11.89±0.18로 증가함을 보였다. CGA 함량은 10 g 커피를 이용

하여 커피를 제조할 경우 생두, medium, dark 커피의 경우 각

각 310±8.2, 282±11.2, 5.9±0.23 mg을 나타내었으며 이들 농도

는 60일간의 저장 기간 동안 변화되지 않고 유지되었을 뿐 아

니라 CGA를 분리하는 액체 크로마토그래피 조건에서 얻어지

는 용리 크로마토그램도 저장기간 동안 변화되지 않고 유지되

어 CGA가 저장기간 동안 다른 물질로 변화되지 않음을 보였

다. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl와 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothia-

zoline-6-sulfonic acid radical 소거능 분석에서 원두 간 그리고

저장기간에 따른 특이적인 변화를 보이지 않았으며 ARE-

luciferase 활성 분석에서는 오히려 roasting이 진행될수록 저장

기간이 오랠수록 항산화활성이 증가함을 보였고 총 polyphenol

의 함량은 roasting가공이 진행됨에 따라 감소함을 보였기 때문

에 커피의 항산화활성은 polyphenol 외에 다른 물질, 즉,

melanoidin과 같은 물질이 생성되어 항산화활성을 높이고 커피

풍미에도 영향을 미칠 가능성을 보였다.
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