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밤가공품 중 polycyclic aromatic hydrocarbons 함량 분석
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Chestnut Products
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Abstract Concentrations of polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) in processed chestnut products were determined by
HPLC/FLD. The methodology involved procedures of sonication with water, extraction with hexane, and clean-up on a
Sep-pak florisil cartridge. The PAH limits of detection (LOD) and limits of quantitation (LOQ) ranged from 0.012 to
0.382 µg/kg and from 0.042 to 1.273 µg/kg, respectively. The coefficients of variation for intra- and inter-day assays were
0.02-4.48% and 0.37-9.83%, respectively, and the accuracies were 81.95-125.44% and 79.89-116.53%, respectively. The
overall recoveries for eight PAHs spiked into the processed chestnut products ranged from 87.83 to 100.56%. As a result,
PAH contents were not detected in the processed chestnut products.
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서 론

경제성장과 산업발달에 따라 소비자들의 식품에 대한 관심이

높아지고 있으며 그에 따라 많은 연구들이 진행되고 있다. 다환

방향족 탄화수소인 PAHs(polycyclic aromatic hydrocarbons)는 내

분비계 장애물질로 인간에게 노출되어 독성을 나타낸다. 인간의

PAHs에 대한 노출은 연료의 불완전 연소, 자동차 매연, 담배연

기 등을 통한 토양, 수질, 대기와 같은 환경에 노출되거나 식품

조리 시 고온가열, 식품저장기간 향상과 풍미를 위한 훈연과정,

숯불을 이용한 육류 및 생선의 과다가열 과정, 유지류의 가공과

정 등을 통해 우리가 섭취하는 식품에 의해 오염될 수 있으며(1-

3) 이러한 노출량의 대부분이 식품과 관련되어 있다(4). 식품 중

에 발생하는 PAHs는 주로 탄수화물, 지질, 단백질 등의 고온 가

열시 열분해에 의해서 생성되며 이중 일부는 돌연변이원성과 발

암성을 띄고 있는 것으로 알려져 있다(3,5). 이에 EPA(Environ-

mental Protection Agency)는 PAHs 중 우선 대상물질 16종을 선

정하였으며(6), IPCS(International Programme on Chemical Safety)

는 EPA에서 선정된 16종의 PAHs에 발암 위험 요소를 갖고 있

는 17종의 PAHs을 더하여 33종의 PAHs을 선정하였다. 이들 중

15종의 PAHs(benzo[a]anthracene, cyclopenta[cd]pyrene, chrysene,

5-methylchrysene, benzo[b]fluoranthene, benzo[j]fluoranthene, benzo

[k]fluoranthene, benzo[a]pyrene, indeno[1,2,3-c,d]pyrene, dibenzo[ah]

anthracene, benzo[g,h,i]perylene, dibenzo[a,l]pyrene, dibenzo[a,e]

pyrene, dibenzo[a,i]pyrene, dibenzo[a,h]pyrene)는 돌연변이원성과 발

암성을 일으키는 것으로 밝혀졌다(7). 국제암연구기구(International

Agency for Research on Cancer, IARC)에서는 4그룹으로 분류하

여 발암성 물질을 관리하고 있으며 그 중 PAHs 화합물은 유력

한 인체발암물질로 분류된 group 2A(benzo[a]pyrene, dibenzo[a,h]

anthracene)와 인체발암가능물질로 분류된 group 2B(benzo[a]

anthracene, benzo[b]fluoranthene, benzo[k]fluoranthene, indeno[1,2,3-

c,d]pyrene)로 관리되고 있다(8). 이성질체 화합물인 PAHs의 위해

성 평가는 대표물질의 독성을 기준으로 상대독성계수(Toxic Equiv-

alency Factors, TEFs)를 정하여 평가하며 현재는 PAHs 화합물 중

발암성이 가장 높은 Benzo[a]pyrene을 기준(TEF=1)으로 상대독

성계수를 정하고 있다(9-12). PAHs에 대한 독성이 밝혀지면서 각

국에서는 관리감독을 위해 섭취량을 조사관리하고 있다. 이탈리

아는 식품을 통해 섭취하는 총 PAHs 섭취량을 3 µg/day 이하로,

발암성 PAHs 섭취량은 1.4 µg/day로 제한하고 있으며(13), 우리나

라에서 식품을 통해 섭취하는 1일 PAHs 섭취량은 9.27 µg/kg, 벤

조피렌 섭취량은 2.02 µg/kg으로 조사되었다. 이러한 자료를 바탕

으로 2001년부터 식품의약품안전청에서는 국내 유통되는 육류 및

그 가공품, 식용유지류, 어패류 및 그 가공품, 과채류에 대한 PAHs

오염실태를 조사하였는데 모니터링 결과 인간은 지방성 식품에

의해 PAHs에 노출되었다(14-17).

밤은 참나무과에 속하는 밤나무의 열매로서 과육의 대부분 전

분이고 소량의 단백질과 지방으로 이루어져 있다. 껍질은 이중으

로 되어있으며 속껍질에는 다량의 탄닌 성분이 들어있어 떫은맛

을 낸다. 이러한 밤은 식품의 원료로 가공하기도 하며 직접 삶거

나 구워먹는 기호식품이다. 밤은 전분을 포함한 당류들로 되어

있으나 다른 전분에 비하여 점성이 없고 단백질의 함량이 낮으

며(18) 원산지 별로 그 품종에 차이가 있어 제각기 가공적성에
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맞게 개발되고 있다. 밤의 종류에는 원산지를 근거로 한국밤, 유

럽밤, 중국밤 및 일본밤 등으로 구분되며 주로 밤 가공품에 사용

되는 중국밤은 알이 작고 단맛이 높으나 해충에 약하다. 밤에 관

한 연구로는 밤 가공에 관한 연구(19)와 깐밤의 전처리 방법이

저장 중 품질에 미치는 영향에 관한 연구(20) 또한 밤의 주성분

인 전분 제조방법에 따른 밤전분의 이화학적 특성(21), 수분열처

리에 의한 물리화학적 성질의 변화(22) 등이 보고되었다. 지금까

지 밤가공품에 대한 연구는 이화학적인 특성과 물리학적인 특성,

품질에 대하여 진행되었지만 밤가공품의 가공과정 중에 생성될

수 있는 독성물질인 PAHs에 관한 연구는 미비한 실정이다. 따라

서 본 실험은 시중에 유통되는 밤가공품의 제조과정 중 생성될

수 있는 PAHs의 함량을 알아보기 위하여 실시하였다.

재료 및 방법

재료 및 제조방법

본 연구에 사용되는 밤가공품은 시중에 유통되는 제품 6종, 일

본으로 수출되는 제품 1종을 대형 마트에서 구입하여 사용하였

다. 모든 밤가공품은 실온에서 24시간 건조한 후 분쇄하여 대상

시료로 사용하였다. 밤가공품은 원료입고→사별 및 선별→껍질

중간흠집→로스팅→박피→품질검사 및 세정→급속냉동 및 보

존→해동→질소치환포장→레토르트 살균→건조→포장의 단계

를 거쳐서 제조되었다(Fig. 1).

표준 물질 및 시약

PAHs의 표준물질로 benzo[a]anthracene(BaA), chrysene(CRY),

benzo[b]fluoranthene(BbF), benzo[k]fluoranthene(BkF), benzo[a]

pyrene(BaP), dibenzo[a,h]anthracene(DahA), benzo[g,h,i]perylene

(BghiP), indeno[1,2,3-c,d]pyrene(IcdP)의 8종을 선정하여 Fig. 2에

나타내었다.

내부 표준 물질로 3-methylcholanthrene(Supelco, Bellefonte, PA,

USA)을 사용하였으며, 분석에 사용한 시약은 n-hexane, dichlo-

romethane, acetonitrile, N,N-dimethylformamide, water 등으로 HPLC

용(Burdick & Jackson, Muskegon, MI, USA)특급시약을 사용하였

다. 불순물 제거 및 정제 과정에 사용되는 카트리지는 Sep-pak

florisil cartridge(Waters, Milford, MA, USA)를 구입하여 사용하였다.

Fig. 1. Flow diagram of chestnut product process.

Fig. 2. Structure of 8 polycyclic aromatic hydrocarbons. 
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PAHs 표준용액 조제

8종류의 PAHs 표준물질을 각각 acetonitrile에 정용하여 1,000 µg/

kg농도로 조제하였다. 이들을 동일한 비율로 혼합하여 PAHs 혼

합 표준용액 500 µg/kg을 조제하였다. 이를 단계별로 희석하여

0.25, 0.5, 1, 5, 10, 20, 50, 100 µg/kg의 혼합 표준용액을 조제하

였다.

전처리 방법

시료를 실온에서 24시간 건조하여 잘 분쇄한 다음 약 5 g을 정

밀하게 달아 물 100 mL를 넣어 90분간 초음파 추출을 하였다.

여기에 헥산 100 mL 및 내부표준용액(3-methylcholanthrene) 30 µg/

kg을 1 mL 첨가하여 homogenizer로 5분간 균질화를 한 다음 30

분간 초음파 추출을 하였다. 균질화 된 시료는 분액깔대기(I)에

넣고 흔들어 섞은 후 10분간 방치하여 층 분리를 하였다. 층 분

리가 잘 일어나지 않고 에멀젼이 생성된 경우, 소량의 메탄올을

넣은 후 저온에서 1시간 방치하였다. 분액깔대기(I)에서 헥산 층

을 분액깔대기(II)에 옮기고 남아 있는 물 층에 헥산 50 mL을 넣

고 2회 반복하여 진탕 추출한 후 헥산 층을 취하여 분액깔대기

(II)에 합했다. 합한 헥산 층에 물 50 mL를 넣어 세척하고, 이 헥

산 층을 무수황산나트륨 약 15 g을 넣은 여과지를 사용하여 탈수

여과 한 후 40oC 이하의 수욕상에서 감압하여 약 2 mL로 농축

하였다. Sep-pak florisil cartridge는 미리 dichloromethane 10 mL

및 n-hexane 20 mL를 초당 2-3방울의 속도로 유출시킨 후 사용

하였다. 이 카트리지에 위의 농축액을 1 mL/min의 속도로 가하

였다. 이어서 n-hexane 10 mL와 n-hexane:dichloromethane(3:1) 8

mL로 각각 용출시킨 후 이 용출액을 40oC 이하의 수욕 상에서

질소가스 하에 날려 보낸 후 잔류물을 acetonitrile에 녹여 전량을

1 mL로 하고, 이를 0.45 µm membrane filter로 여과하여 시험용액

으로 사용하였다.

Table 1. Condition for HPLC/FLD analysis of PAHs in processed

chestnut products

Instrument Dionex P680 series HPLC

Column Supelcosil LC-PAH Column (25 cm×4.6 mm)

Mobile phase

 Gradient method

Acetonitrile Water

 0 min 80 20

27 min 100 0

33 min 100 0

37 min 100 0

39 min 80 20

Wavelength

Excitation (nm) Emission (nm)

 0-21 min 254 390

21-38 min 254 420

38-45 min 269 498

Flow rate 0.8 mL/min

Injection vol. 20 µL

Fig. 3. HPLC/FLD chromatograms of 8PAHs for standard (A) and spiked sample (B). BaA, benzo[a]anthracene; CRY, chrysene; BbF,
benzo[b]fluoranthene; BkF, benzo[k]fluoranthene; BaP, benzo[a]pyrene; DahA, dibenzo[a;h]anthracene; IS, Internal standard; 3-
methylcholanthrene; BghiP, benzo[g,h,i]perylene; IcdP, indeno[1,2,3-c,d]pyrene
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기기분석조건

PAHs 분석을 위한 기기는 Dionex사의 P680 pump를 장착한

HPLC(P680, Dionex, Sunnyvale, CA, USA)를 사용하였고, fluo-

rescence detector(Waters)를 통해 형광검출 하였다. 컬럼은 LC-PAH

column(25 cm×4.6 mm, ID. particle size 5 µm, Supelco, Belle-

fonte, PA, USA)을 사용하였고 분석기기의 조건은 Table 1에 나

타내었다.

밸리데이션

분석의 타당성을 검증하기 위한 밸리데이션은 검출한계, 정량

한계, 직선성, 정확성 및 정밀성을 이용하여 평가하였다. 분석대

상물의 검출 가능한 최소량인 검출한계(LOD)와 분석대상물의 정

량 가능한 최소량인 정량한계(LOQ)는 다음과 같은 식으로 산출

하였다.

검출한계(LOD)=3.3×σ/S (1)

정량한계(LOQ)=10×σ/S (2)

이때 σ는 절편의 평균표준편차이며 S는 기울기의 평균을 의미

한다.

직선성은 PAHs 표준용액을 주입하여 얻어진 피크의 각 농도

Table 2. Limits of detection (LOD), limits of quantification
(LOQ) and recovery of each PAH in processed chestnut products

PAHs
Recovery

(%)
CV
(%)

LOD
(µg/kg)

LOQ
(µg/kg)

BaA 93.87 0.97 0.012 0.042

CRY 94.94 2.67 0.021 0.071

BbF 93.26 2.01 0.023 0.078

BkF 90.90 3.41 0.032 0.108

BaP 87.83 2.04 0.024 0.080

DahA 88.35 0.60 0.312 1.052

BghiP 92.09 3.76 0.382 1.273

IcdP 100.56 2.75 0.240 0.802

BaA, benzo[a]anthracene; CRY, chrysene; BbF, benzo[b]fluoranthene;
BkF, benzo[k]fluoranthene; BaP, benzo[a]pyrene; DahA, dibenzo[a,h]
anthracene; IS, Internal standard; 3-methylcholanthrene; BghiP, benzo
[g,h,i]perylene; IcdP, indeno[1,2,3-c,d]pyrene

Fig. 4. Linearity of the standard calibration curve of PAHs.
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별 면적 비를 구하여 얻어진 검량선으로부터 직선식의 상관계수

(R2)를 구하여 검토하였다. 회수율은 PAHs 표준용액을 시료에

spiking한 후 전처리 과정을 거쳐 얻어진 시험용액을 주입하여 얻

어진 피크와 PAHs 표준용액을 주입하였을 때 얻어진 피크의 면

적비를 통해 구하였다. 또한 3가지 농도의 PAHs 표준용액을 이

용하여 일내정확도 및 정밀도, 일간정확도 및 정밀도를 측정하였다.

결과 및 고찰

8종류의 PAHs 표준용액을 공시료에 첨가하고, 전처리 과정을

거친 후 HPLC/FLD를 이용하여 얻어진 크로마토그램과 대상시

료에 내부표준용액(3-methylcholanthrene)을 spiking한 후 얻어진

크로마토그램은 Fig. 3과 같다. PAHs는 비극성도에 따라서 BaA,

CRY, BbF, BkF, BaP, DahA, BghiP, IcdP순으로 검출되었다. 이들

은 여러 농도에서도 비슷한 피크유지 시간을 보였으며, 내부표준

용액도 다른 성분과 명확하게 분리되었다. 표준용액 분석 시 회

수율, 감도, 정확성 및 정밀도를 높이기 위하여 지방을 완전히 제

거하고, 에멀젼을 완전히 분리하는 전처리 과정을 거쳤다. 또한

불순물 및 방해물질을 제거하기 위하여 SPE 정제과정을 수행하였다.

검출한계 및 정량한계

각각의 PAH에 대한 검출한계(LOD)와 정량한계(LOQ)는 Table

2에 나타내었다. 검출한계는 0.012-0.382 µg/kg이었다. BghiP가

0.382 µg/kg으로 가장 높은 값을 보였으나, 만족할 만한 수준이었

다. 정량한계는 0.042-1.273 µg/kg으로 검출되었고, BghiP가 1.273

µg/kg으로 가장 높은 값을 보였지만 만족할 만한 수준이었다.

회수율

각각의 PAH에 대한 회수율(Recovery,%)과 상대표준편차(CV,

%)는 Table 2에 나타내었다. 공시료에 PAHs 혼합표준용액 50 µg/

kg을 첨가하여 3회 반복실험을 수행한 결과 평균회수율은 87.83-

100.56%이고, 상대표준편차는 0.60-3.76%로 EU(European union)

에서 제시하는 80-120%에 만족할 만한 수준의 결과였다.

직선성

검량선 작성을 위하여 8종류의 PAH 혼합표준물질을 0.25-100

µg/kg농도로 제조하여 HPLC/FLD를 통하여 분석하였다(Fig. 4).

표준물질 농도를 X축, 피크면적을 Y축으로 하여 검량선을 작성

하였다. 각각의 PAH에 대하여 작성된 검량선 식은 직선을 나타

Table 3. Accuracy and precision for the determination of PAHs

Concentration (µg/kg)
Intraday (n=3) Interday (n=3)

Accuracy (%)1) CV (%)2) Accuracy (%) CV (%)

0.25 82.33±2.08 2.53 88.22±6.78 7.68

BaA 10 104.50±0.45 0.43 103.20±1.97 1.91

50 95.64±1.75 1.75 96.70±1.79 1.85

0.25 87.57±3.48 3.98 94.35±7.85 8.32

CRY 10 100.14±0.25 0.25 99.89±0.37 0.37

50 96.94±4.48 4.48 97.73±2.97 2.97

0.25 125.44±4.20 3.35 116.53±11.45 9.83

BbF 10 99.95±0.38 0.38 99.59±1.79 1.80

50 96.36±1.73 1.80 97.08±1.84 1.90

0.25 113.63±2.04 1.79 108.35±6.03 5.56

BkF 10 102.10±3.49 3.41 101.11±2.47 2.44

50 95.39±1.93 2.02 97.19±2.44 2.51

0.25 93.32±3.92 3.67 94.76±5.51 5.82

BaP 10 104.69±0.02 0.02 103.38±1.47 1.42

50 96.62±4.33 4.48 98.53±3.48 3.54

1 119.38±1.89 1.58 114.51±6.58 5.75

DahA 10 101.70±2.22 2.18 99.68±3.03 3.04

50 96.59±1.34 1.39 99.07±3.66 3.70

1 93.61±4.00 4.28 96.10±3.88 4.04

BghiP 10 94.98±0.56 0.59 95.49±0.82 0.86

50 88.33±2.84 3.22 90.41±2.92 3.23

1 81.95±2.72 3.32 79.89±2.97 3.71

IcdP 10 96.13±3.09 3.21 96.82±2.41 2.48

50 110.29±3.34 3.03 111.55±3.29 2.95

1)Accuracy(%)=[1-(mean concentration measured-concentration spiked)/concentration spiked]×100
2)CV(Coefficient of variation, %)=(S.D./mean)×100
BaA, benzo[a]anthracene; CRY, chrysene; BbF, benzo[b]fluoranthene; BkF, benzo[k]fluoranthene; BaP, benzo[a]pyrene; DahA, dibenzo[a,h]
anthracene; IS, Internal standard; 3-methylcholanthrene; BghiP, benzo[g,h,i]perylene; IcdP, indeno[1,2,3-c,d]pyrene
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내는 상관계수(R2)값이 0.997-0.999로 양호한 직선성을 나타내었다.

정확성 및 정밀성

8PAHs 표준용액 중 0.25, 10, 50 µg/kg을 HPLC/FLD에 주입하

여 얻은 크로마토그램을 통해 일내정확성과 정밀성, 일간정확성

과 정밀성을 구하였다(Table 3). 일반적으로 정확성(Accuracy, %)

은 85-115%(최저정량한계, 80-120%)이내이고, 정밀성(Precision,

%)은 상대표준편차(CV, %)가15%(최저정량한계, 20%)이내 이어

야 한다. 하루에 반복적인 작업을 3번 시행하여 구한 일내 정확

성은 81.95-125.44%이었고, 정밀성은 0.02-4.48%로 나타났다. 일

주일에 간격을 두고 3일동안 반복 시행하여 구한 일간 정확성은

79.89-116.53%이었고, 정밀성은 0.37-9.83%로 나타났다. 이로부터

대부분의 PAHs 정확성 및 정밀성은 만족할 만한 수준이었다.

밤가공품 중 PAHs 함량 분석

이와 같이 타당성이 검증된 분석방법을 통하여 시중에 유통되

고 있는 밤가공품 7종을 분석하였다. 분석의 정확성을 높이기 위

해 실제 시료에 내부표준물질을 첨가하여 회수율을 측정하였으

며, 이때 회수율은 98.21%로 만족할 만한 결과를 보였다. 분석

결과 일부 밤가공품에서 PAHs가 검출되었으나 모두 정량한계 이

하였고, 대부분의 대상시료에서는 검출되지 않았다. 이러한 결과

는 밤가공품 제조과정 중 로스팅 과정에서 PAHs가 생성될 수 있

으리라고 생각되었으나, 밤 껍질을 제거하는 박피과정과 급냉과

정, 살균작용 등이 PAHs 생성을 저해했으리라 추측할 수 있고

이에 대한 연구가 필요하겠다.

요 약

본 실험은 밤가공품의 제조과정 중에 생성될 수 있는 PAHs 함

량을 분석하기 위해 실시되었다. 밤가공품은 시중에서 유통되고

있는 7종을 구입하여 초음파 추출과정과 정제과정을 거친 후

HPLC/FLD를 이용하여 분석하였다. 분석 결과 8종류의 PAH는

정성·정량분석에 만족할만한 다음의 결과를 얻었다. 첫째 PAHs

를 농도범위에서 측정한 결과 상관계수(R2)가 0.997이상으로 분

석에 양호한 직선성을 나타냈으며, 검출한계는 0.012-0.382 µg/kg,

정량한계는 0.042-1.273 µg/kg으로 만족할 만한 수준이었다. 둘째

PAHs와 공시료를 대상으로 회수율을 측정한 결과 평균회수율은

87.83-100.56%이고, 상대표준편차는 0.60-3.76%로 나타났다. 셋째

일내, 일간 정확성은 각각 81.95-125.44%, 79.89-116.53%이었고,

정밀성은 0.02-4.48%, 0.37-9.83%이었다. 넷째, 밤가공품을 대상으

로 분석한 결과 PAHs 중 일부는 검출되었으나 모두 정량한계 이

하로 나타났고, 대부분의 시료에서는 검출되지 않았다.
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