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Abstract

Mackerel (Scomber japonicus) is the most consumed fish 

species by the consumer in several continue of the world. 

However, these mackerel can cause food poisoning such as 

Scombroid fish poisoning by histamine which generated through 

the process of distribution and preservation. Free histidine in 

mackerel muscle is transformed into the histamine by 

microorganisms producing histidine decarboxylase (HDC). 

Scombroid fish poisoning is one type of food poisoning with 

allergy-like symptoms and exhibits  the toxicty when it ingested 
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to human body at large quantities. Therefore, to prevent food 

poisoning caused by the consumption of mackerel, main 

attention should be a focused on the preservation and control of 

histamine. Thus, this study was performed to investigate the 

inhibitory effects of natural materials and high hydrostatic 

pressure treatment on histamine production in mackerel. At first, 

changes in viable cell counts, histamine contents, pH and VBN 

of mackerel fillet treated with ethanol extracts of Ecklonia cava 

(EC) and Eisenia bicyclis (EB) were measured at 4℃. As a 

result, viable cell counts were no difference between the 

untreated and treated sample. The mackerel fillet with added 

EC/EB extracts had reduced growth of viable cell counts by 2 

log cycles after 10 days. Histamine contents of mackerels 

treated with EC and EB extracts were measured. The histamine 

contents were decreased by EC and EB extracts (115 and 96 

ppm) compared to control at 5 days (384 ppm). The pH of 

mackerels treated with EC and EB extracts were no difference 

while pH of the control was increased during storage. 

Furthermore, VBN of mackerels treated with EC and EB 

extracts were significantly decreased compared to the control. 

Secondly, viable cell counts, histamine contents, pH and VBN of 

mackerel fillet treated with high hydrostatic pressure (2000, 

3000 and 4000 bar) were measured at 4℃. The high hydrostatic 
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pressure(HHP) inhibited the growth of viable cell after 5 days 

over 3000 bar. Especially, the  viable cells of mackerels treated 

with 4000 bar did not appear. Histamine contents of mackerels 

was significantly decreased by HHP. Furthermore, mackerels 

treated with HHP showed significantly lower VBN values as 

compared to the control and the pH was not affected by HHP 

during storage. These suggest that the adding natural materials 

extracts and HHP treatments to mackerel decreased histamine 

contents in mackerel muscle. To verify effects of natural 

materials and HHP treatments on histamine production, histidine 

decarboxylase produced by Morganella morganii was purified by 

ammonium sulfate with salting-out, dialysis, DEAE-sephadex, 

aminohexyl-sepharose and sephacryl S-300 HR column (specific 

activity : 250.81 U/mg). 

 E. cava and E. bicyclis ethanol extracts against purified HDC 

from M. morganii showed high inhibitory activity. Especially, 

dieckol separated from E. bicyclis ethanol extract showed high 

inhibitory activity with IC50 value of 0.51 mg/mL. The purified 

HDC treated with HHP showed lower activity depending on 

increasing pressure.  Therefore, E. cava and E. bicyclis ethanol 

extracts and HHP treatment may reduce scombroid fish 

poisoning by decreasing histamine production in mackerel. 
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서  론

고등어(Scomber japonicus)는 경골어류 농어목 고등어과에 속하며 등

쪽 암청색, 중앙에서부터 배쪽은 은백색을 띄고 우리나라 남해안 일대

를 비롯하여 동중국해, 일본 전 연안, 태평양, 대서양 및 인도양 등 대

부분의 대양에 서식하며 주로 열대 및 온대 해역에 분포하는 난류성 

외유성 어종이다(Lee, 2009a).  고등어는 정어리, 전갱이 및 꽁치와 

함께 4대 등푸른 생선으로 그 중에서도 지질함량이 가장 높으며 특히, 

EPA(Eicosapentaenoic acid) 및 DHA(Docosahexaenoic acid)와 같

은 고도불포화지방산(Polyunsaturated fatty acids, PUFA)이 풍부하

여 동맥경화, 뇌혈전 및 심근경색 등에 효과가 있다(Garcia 1998). 또

한, 혈압강하 및 뇌졸중의 예방효과가 있는 taurine, 필수 무기질로서 

강한 항산화력을 가지는 selenium 및 세포 분열과 복제에 관여하는 

핵산 등이 다량 함유하고 있어 영양 및 생리적 기능이 매우 우수한 어

류이다(Kim et al., 2002). 그러나, 이러한 고등어는 선도저하가 매우 

빨라 고도불포화지방산들이 쉽게 산화 분해되어 유지의 변색, 저급 

carbonyl 화합물의 생성으로 인한 불쾌취, 유리지방산의 생성으로 인

한 단백질 변성, 영양가의 저하 및 바람직하지 못한 유통᠂ 저장 과정에

서 생성된 histamine에 의해 scombroid fish poisoning과 같은 식중

독 등을 일으켜 품질에 나쁜 영향을 줌으로써 가공제품으로 이용하기  

  lor, 1986), Klebsiella pneumoiae(Lerke et al., 1978), Hafnia 

alvei(Omura et al., 1978) 및 Vibrio alginolyticus(Yoshinaga and 
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Frank, 1982) 등과 같은 부패세균에 의해 histamine이 생성된 것으로 

보고되었으며 그 중에서도 특히, Morganella morganii와 Klebsiella 

pneumoiae가 가장 많은 양의 histamine을 생성하는 균으로 알려져 

있다(Taylor, 1986).

 어육이 완전히 부패된 단계에서 histamine의 함량은 histaminase의 

작용에 의해 다시 분해가 되어 오히려 감소될 뿐만 아니라 그 시점에

서 섭취하는 일은 거의 없으나, 초기 단계에서 생성된 histamine은 쉽

게 분해되지 않고 축적되어 scombroid poisoming을 발병시켜 식중독

을 유발한다. Histamine은 생리전달물질로서 인체 내에 널리 분포하고 

있으며 조직 내에서는 단백질과 결합하여 비활성의 상태로 존재함으로

써 알러지 반응을 일으키지 않는다(Hungerford, 2010; Maintz and 

Novak, 2007). 그러나 어육의 부패로 인해 미생물에 의해 생성된 

histamine은 allegy성 식중독의 주원인이며 다량으로 섭취 시 독성을 

나타내는 것으로 알려져 있으며 주요 증상으로서 발전, 부종, 현기증, 

두통 및 구역질 등을 일으키게 되며 알러지 증상과 같은 두드러기가 

발생하게 된다(Shalaby, 1997). 따라서 histamine 생성의 원인물질인 

부패세균 또는 부패세균이 생성하는 histidine decarboxylase을 제어

하여 안전성을 확보하는 것이 매우 중요하다. Histidine 

decarboxylase은 열처리로 불활성화 시키는 것이 어렵기 때문에 근본

적으로 해결하는 방법이 절실하다. 현재까지 histamine생성 억제에 관

한 연구로는 spice를 첨가함으로써 histidine decarboxylase활성 및 

biogenic amine형성 억제(Shakila et al., 1995; Wendakoon and 

Sakaguchi, 1995)에 관한 연구 가 대부분이며 매우 미흡한 실정이다. 
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따라서 다양한 생리기능성을 가진 천연물이나 미생물 및 효소의 활성

을 제어할 수 있는 물리적인 처리방법을 이용한 연구가 필요하다. 웰

빙(well-being)과 로하스(LOHAS)문화로 건강에 대한 관심이 증가하

게 되면서 천연 식품의 다양한 생리활성 작용에 대한 연구가 진행되고 

있으며 그 중에서도 해양식물인 해조류는 오랜 기간 식용으로 사용되

어 안전성이 입증되었을 뿐만 아니라 각종 미네랄과 비타민, 섬유소 

및 alginic acid, laminaran 등 수용성 다당류 등이 풍부하게 함유되어 

있어 다양한 생리활성을 가진다. 그 중에서도 감태(Ecklonia cava)와 

대황(Eisenia bicyclis)은 항균(Lee, 2010), 항산화(Yoon et al., 

2011; Li et al., 2009) 및 효소 저해 활성(Jung, 2011; Moon et al., 

2011)등의 다양한 생리 기능성을 가지는 것으로 알려져 있어 새로운 

기능성 소재로서 충분한 가치가 있다. 

식품에 있어 물리적 처리 방법에는 열처리 공정과 비열처리 공정이 있

는데 열처리 공정은 식품에 직접적인 열처리에 의해 품질 저하를 일으

키기 때문에 식품의 품질에 영향을 미치지 않으면서 살균, 가공 및 조

리가 가능한 초고압, 감마선, 초음파 및 초임계 이산화탄소 처리 등의 

비가열처리 방법이 새로운 식품 가공 기술로서 각광받고 있다(Knorr, 

1993). 그 중에서도 초고압 기술은 포장된 식품에 처리하므로 초고압 

처리 후 미생물의 재감염 위험이 없는 장점을 가진 식품 살균기술로서

(Bover-Cid et al., 2011), 살균기작으로는 비 공유결합이 변화되어 

생체 세포막, amino acyl-tRNA, ribisome 및 mRNA의 결합등이 파

괴되어 미생물을 사멸시키는 것으로 알려져 있으며(Park et al., 

2007; Farkas and Hoover, 2001), 세포막 기능의 파괴는 세포막 단
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백질의 변성으로 아미노산의 섭취가 저해되기 때문이며 미생물 세포내 

구성분들이 유출되면서 세포막을 손상시키기 때문이다(Farkas and 

Hoover, 2001). 따라서, 초고압 기술은 단백질 구조변화 또는 단백질 

변성을 유도하여 단백질이 침전되거나 용해되어 미생물, 세포내재 효

소의 활성을 제어하는데 효과적이다(Hoover et al., 1989; San 

Martin MF et al., 2002). 초고압 기술은 부피가 줄어드는 방향으로 

화학반응이 촉진되는데 결합이 파괴되면 부피가 증가하는 공유결합과 

수소결합이 안정화된다. 따라서 초고압 처리기술은 저분자량 물질보다

는 소수성결합 등의 고분자물질에 대해서 선택적으로 작용하므로 본연

의 향, 맛 및 형태를 유지하면서 미생물을 살균하고 효소를 불활성화 

시키므로(Lee et al., 1996) 식품의 품질과 저장성 향상에 효과적이다. 

따라서 본 연구에서는, 고등어 필렛에 천연물 침지와 초정수압 처리를 

통하여 histamine 생성에 관여하는 부패 미생물의 생육 억제 및 미생

물이 생산하는 histidine decarboxylase 저해활성을 확인하고 나아가, 

histamine 생성 미생물로부터 histidine decarboxylase를 정제하여 천

연물과 초정수압처리의 효과를 증명하고 식품 산업에서의 응용가능성

에 대해 살펴보았다. 
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 재료 및 방법

 

1. 실험재료

1-1. 시료

 본 연구에 사용된 해조류로 감태(Ecklonia cava)와 대황(Eisenia 

bicyclis)은 경북 동해안에서 채취하여 담수로 깨끗이 수세하고 자연건

조 후 동결 건조하여 분쇄기(Deasung atron, Seoul, Korea)로 분쇄한 

후, -20℃에서 보관하면서 실험에 사용하였다.

 실험에 사용된 생고등어(Scomber japonicas)는 부산광역시 남구 대

연동 소재의 메가마트에서 구입하여 실험에 사용하였다. 

 

1-3. 시약

 실험에 사용한 TSB(Trypticase Soy Broth) 배지는 Difco사의 제품

을 사용하였다. 실험에 사용한 시약으로 L-histidine 

monohydrochloride monohydrate, pyridoxal-5’-phosphate, 

polyethylene glycol no. 300, potassium phosphate monobasic, 

polyethyleneimine, DEAE sephadex, Aminohexyl Sepharose, 

Sephacryl S-300는 Sigma사에서 구입하였다. Potassium phosphate 

dibasic, Ethlenediaminetetraacetic acid (EDTA)는 Yakuri사, 

ammonium sulfate는 JUNSEI사에서 구입하였다. 또한 
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1,4-dithiothreitol (DTT)는 Boehringer Mannheim사에서 구입하였으

며 투석막(M.W. 12-14,000)은 Spectrum Laboratories사의 것을 사

용하였다. 

 

1-4. 시험균주

 실험에 사용된 균주는 가장 대표적인 histamine-producing bacteria

로 Morganella morganii IFO 3848, ATCC 25830을 한국미생물보존

센터(KCCM)에서 각각 분양 받아 실험에 사용하였다(Hungerford, 

2010). 

 

2. 천연물 및 초정수압 처리

2-1. 천연물 처리

 

2-1-1. 시료 추출

 건조 분쇄된 시료에 물 또는 94% ethanol을 10배(w/v) 가하여 실온

에서 24시간 교반하며 추출하였다. 추출 후 원심분리기(UNION 32R, 

Hanil Co., Korea)로 3,000 rpm에서 10분간 원심분리한 후 상층액만 

취하였다. 이 과정을 3회 반복하여 얻은 상층액을 모아 여과지

(Advantec 5A, Toyo Roshi Kaisha Ltd., Tokyo, Japan)로 여과한 

후 rotary evaporator(RE 200, Yamato Co., Japan)로 감압 농축하였

다. 이 농축액을 37℃에서 건조시킨 후 -20℃에서 보관하며 일정농도

로 희석하여 실험에 사용하였다. 또한 열수 추출은 시료에 물을 10배
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(w/w) 가하여 80℃에서 8시간 교반하여 추출하였으며, 후처리 과정은 

위와 동일하다.

2-1-2. 천연물 침지

  생고등어의 머리와 내장을 제거하여 필렛의 형태로 제조하였다. 천

연물의 농도 0.5% 침지액에 고등어를 4℃에서 2시간 침지시킨 후, 경

사각을 주어 머리가 위로 가도록 하여 1시간동안 탈수시켰다. 이를 각

각 진공 포장하여 4℃에서 5일 간격으로 25일 동안 저장하면서 실험

을 진행하였다.

2-2. 초정수압 처리

 생고등어의 머리와 내장을 제거하여 제조된 고등어 필렛을 각각 진공 

포장하여 초정수압기(215L-600 ULTRA, AVURE Technologied Inc. 

WA, USA)의 processing chamber에 넣어 수온 약 18-24℃에서 

2,000, 3,000 및 4000 bar로 정수압으로 각각 3분간 초정수압 처리

한 후, 4℃에서 5일 간격으로 25일 동안 저장하면서 실험을 진행하였

다.

3. 고등어내 Histamine 생성 억제

3-1. 일반세균수 측정

 고등어 육을 각각 무균적으로 2 g 취한 후, 멸균 PBS(Phosphate 
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buffered saline, pH 7.4)를 10 배(w/v) 가하여 1000 rpm에서 1분간 

균질화(Ace Homogenizer, AM-7, Nihonseiki, Japan) 한 다음 10배 

희석법으로 희석하였다. 일반세균수는 시료 희석액을 PCA에 도말하여 

37℃에서 24-48시간 배양한 후, 생성된 집락을 계수하여 측정하였다.

3-2. 고등어육 중의 Histamine 생성량 측정

 어육 내 histamine 생성량 측정은 Kanki 등(2007)의 방법을 참고하

였다. 분쇄한 고등어 육 1 g에 0.1 M EDTA (pH 8.0)를 24 mL 첨가

하여 1분간 교반하고 100℃의 물에 20분간 정치시킨 후, 얼음물에 10

분간 냉각시켰다. 이를 여과지로 여과한 다음, 여과액을  Histamine 

assay kit를 사용하여 UV/visible spectrophotometer로 470 nm에서 

흡광도를 측정하여 histamine 함량을 정량하였다.

3-3. pH 및 VBN 함량 측정

 pH 측정은 세절한 고등어 5 g에 증류수를 10배 가하여 균질기(Ace 

Homogenizer, AM-7, Nihonseiki, Japan)로 10,000 rpm에서 2분간 

균질화 한 다음, pH meter(HM-30V, TOA, Kobe, Japan)로 측정하

였다. VBN 측정은 식품공전상(Korean Food and Drug 

Administration, 2002)의 Conway법을 참고하였다. 세절한 고등어 10 

g에 증류수를 5배 가하여 10분간 교반, 5분간 정치를 두 번 반복하여 

30분간 침출하였다. 이를 여과한 후, 5% H2SO4로 pH 4.0으로 보정하

고 100 mL로 정용하였다. Conway unit 내실에 처리한 시료 및 0.01 

N H2SO4를, 외실에는 K2CO3 포화용액을 각각 1 mL씩 첨가하고 혼합
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하여 25℃에서 1시간 반응시킨 후, 내실에 brunswik 시약을 한 방울 

첨가하고 0.01 N NaOH로 적정하였다. 

4. Histidine Decarboxylase 정제

4-1. 조효소액 제조

 Histamine-producing bacteria로부터 crude histidine decaboxy- 

lase를 추출하기 위해 Tansase 등(1984)의 방법을 참고하였다. M. 

morganii 균주를 105-106 CFU/mL 되도록 하여 0.5% L-histidine 

monohydrochloride monohydrate를 첨가한 TSB 배지에 접종하여 

35℃에서 12시간 배양하였다. 균 배양액을 12,000 ⨯ g로 30분간 원

심분리하여 균체를 수집하였다. 수집된 균체에 buffer A(0.1 M  

potassium phosphate buffer, 0.1 mM sodium EDTA, 0.01 mM 

pyridoxal phosphate, 0.02 mM dithiothreitol, 1%(v/v) 

polyethylene glycol no. 300, pH 6.5)로 washing 한 후, -20℃에 

보관하며 실험에 사용하였다. Washing한 wet cell을 1:4 비율의 

buffer로 현탁 시킨 후, 초음파 처리(VCX 130, Sonics & Materials, 

USA)하여 cell를 파괴시킨 후, 12,000⨯g에서 30분간 원심분리하여 

상층액을 취하였다. 침전물은 다시 1:3 비율로 buffer를 가하여 한번 

더 초음파 처리하고 원심분리 한 상층액을 앞의 상층액과 혼합하여 

20,000⨯g에서 30분간 다시 한 번 원심분리하였고 잔사는 폐기하였

다. 
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4-2. Ammonium sulfate 염석 및 투석

 조효소에 ammonium sulfate를 가하여 35%로 포화시킨 후 12,000

⨯g에서 30분간 원심분리하여 불용성 침전물은 제거하고 상층액에 

ammonium sulfate를 가하여 70%로 포화시켰다. 이를 12,000⨯g에서 

30분간 원심분리하여 활성있는 침전물을 수집하였다. Ammonium 

sulfate 70% 포화 침전물을 buffer A로 용해시킨 후 투석막(M.W. 

12-14,000)을 이용하여 4℃에서 40시간 동안 동일 buffer를 교체하

면서 투석을 실시하였다. 

4-3. Chromatography

 DEAE-sephadex chromatography(∅1.7⨯20.0 cm)는 buffer A로 

평형화 시켰으며 0-0.4 M NaCl을 농도구배로 단계적으로 분획하였

다. 활성 있는 fraction을 모아 ultrafiltration cell을 이용하여 농축한 

후, aminohexyl-sepharose chromatography를 실시하였다. 

Aminohexyl-sepharose chromatography(∅1.7⨯20.0 cm)은 buffer 

B(0.02 M  potassium phosphate buffer(pH 5.8), 0.02 M 

succinate, 0.1 mM sodium EDTA, 0.005 mM pyridoxal 

phosphate, 0.02 mM dithiothreitol, 0.1%(v/v) polyethylene glycol 

no. 300)로 평형화 시킨 후 0-0.5 M NaCl을 농도구배로 단계적으로 

분획하였다. 또한, 활성있는 fraction을 모아 ultrafiltration cell을 이

용하여 농축한 후, sephacryl S-300 chromatography을 실시하였다. 

Sephacryl S-300 chromatography(∅1.7⨯20.0 cm)은 buffer B로 

평형화 시킨 후 분획 및 용출하였다.
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4-4. 단백질 농도 측정

 Robert(1996)의 방법을 이용하여 bovine serum albumin(BSA)을 표

준물질로 하여 280 nm에서 흡광도를 측정하여 얻은 검량곡선(Fig.1)

을 이용하여 단백질 농도를 측정하였다. 

5. Histidine Decarboxylase 활성 

5-1. Histidine Decarboxylase 활성 측정

 Histidine decarboxylase 활성 측정은 37℃에서 기질인 histidine이 

histamine으로 방출되는 정도를 측정함으로써 확인하였다. Kanki 등

(2007)과 Nitta 등(2009)을 참고하여 buffer A 1 mL과 초순수 0.1 

mL을 test tube에 취하여 37℃에서 5분간 배양한 후, 조효소액(각 

fraction) 0.1 mL을 가하여 다시 5분간 배양하였다. 200 mM L- 

histidine monohydrochloride monohydrate를 0.2 mL을 첨가한 후 

37℃에서 15분간 반응시켜 histamine을 생성시켰다. 반응을 정지시키

기 위하여 94-95℃에서 5분간 반응시킨 후 얼음물에 급속 냉각하였

다. 생성된 histamine 정량을 위하여 Histamarine assay kit 

(Kikkoman Co., Tokyo, Japan)를 사용하여 UV/visible 

spectrophotometer로 470 nm에서 흡광도를 측정하였다(Sato et al., 

2005).

5-2. 천연물에 의한 Histidine Decarboxylase 저해활성 측정
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 천연물에 의한 Histidine decarboxylase 저해활성은 위의 Histidine 

decarboxylase 활성 측정에서 초순수 대신 일정한 농도의 해조류 추

출물과 조효소 대신 정제된 효소를 첨가하였다. 생성된 histamine을

Histamarine assay kit로 정량하여 아래의 식으로 계산하였다. 

 

저해율(%) = 100 X [1-(B-C)/A]

A : 시료를 첨가하지 않은 흡광도

B : 시료를 첨가한 흡광도

C : 효소를 첨가하지 않은 흡광도

5-3. 초정수압(High Hydrostatic Pressure, HHP) 처리에 의한 

Histidine Decarboxylase 저해활성 측정

 정제된 histidine decarboxylase를 초정수압기(215L-600 ULTRA, 

AVURE Technologies Inc. WA, USA)의 processing chamber에 넣

어 수온 약 18-24℃에서 1,000, 2,000, 3,000 및 4000 bar의 정수압

으로 각각 3분간 처리하여 위의 Histidine decarboxylase 활성 측정

에서 조효소 대신 초정수압 처리된 효소를 첨가하였다. 생성된 

histamine을 Histamarine assay kit로 정량하여 아래의 식으로 계산

하였다. 

 

저해율(%) = 100 X (1-b/a)

a : 초정수압 처리하지 않은 흡광도

b : 초정수압 처리한 흡광도
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6. 통계처리

 실험결과에 대한 통계처리는 SAS software (Statistical analytical 

system V8.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)을 이용하여 분산

분석을 하였으며, 조사 항목들 간의 유의적 검정은 p<0.05 수준에서 

Duncan's multiple range test법에 따라 분석하였다.
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Instrument VCX-130

Time 10 min

Pause 20 sec, 20 sec

Amplitude 55%

Table 1. Operating conditions of ultrasonicator to obtain crude 

histidine decarboxylase from histamine-producing 

bacteria
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Fig. 1. Standard curve for determination of protein 

concentration. 
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결과 및 고찰

1. 고등어 내 histamine 생성 억제

1-1. 천연물을 이용한 고등어육 내의 Histamine 생성 억제

1-1-1 미생물 생육 억제 효과

 고등어에 다량 함유되어있는 histidine은 선도저하 또는 부적절한 처

리 및 가공으로 인해 부패 미생물이 생육하게 되면 탈탄산 작용으로 

histamine을 생성하게 된다(Lehane and Olley, 2000). 따라서 고등어 

내 histamine의 생성은 부패세균이 생성하는 histidine decarboxylase

라는 효소에 의한 것이므로 미생물을 생육을 억제하는 것이 가장 중요

하다. 따라서 천연물 침지를 통해 고등어의 일반 생균수의 변화와 억

제효과를 알아보았다. 감태 및 대황 천연물을 침지한 고등어를 4℃에

서 5일 간격으로 25일간 저장하면서 일반 생균수를 측정하였다. 그 결

과(Fig. 2), 0일차에는 무처리와 처리구 간의 차이가 없이 104 CFU/g

의 균수를 나타내었으나, 시간이 지남에 따라 대황 및 감태 추출물을 

침지한 처리구가 무처리와 비교시 생균수가 감소한 결과를 나타내었

다. 저장 10일차에, 무처리는 106 CFU/g을 보였으나 대황 및 감태 침

지 처리구는 각각 104 및 105 CFU/g을 보여 균의 성장이 억제되었다. 

무처리와 처리구 모두, 시간이 지남에 따라 생균수는 지속적으로 증가

하였으나 25일차 까지 대황 및 감태 침지 처리구는 무처리보다 약 2 

log cycle 정도 가량 균이 억제되는 것을 확인할 수 있었고 대황보다 
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감태 침지 처리구가 좀 더 높은 항균활성을 보였다. Lee(2010)은 감

태 에탄올 추출물이 B. subtilis, S. aureus, L. innocua, C. 

perfringens, L. monocytogens, S. typhimurium, C. tropicalis 등에 

대해 강한 항균효과를 보인다고 하였으며 대황 역시, epiphytic 

bacteria(Sakami, 1995), S. aureus (Eom et al., 2011)등에 항균 활

성을 나타내었다. 뿐만 아니라 다른 종류의 해조류인 모자반(Kim et 

al., 2011), 비틀대 모자반 추출물(Kim et al., 2011)을 첨가하여 제조

한 빵이 저장기간에 따라 무처리와 비교시 생균수가 감소하는 유사한 

결과를 보였다. 따라서 해조류 추출물이 고등어의 부패에 관여하는 미

생물의 생육을 억제하는 것을 확인할 수 있었다. 
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Fig. 2. Changes in viable cell counts of mackerel fillet treated 

with ethanol extracts of Ecklonia cava and Eisenia bicyclis at 

4℃.
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1-1-2 고등어 내 Histamine 생성 억제 효과

 고등어 내의 histamine 생성 억제는 미생물을 제어하거나 미생물에 

의해 생성된 효소를 제어하는 방법이 있다. 천연물 침지에 의한 고등

어 내의 histamine 생성 억제 효과를 측정하기 위하여 감태 및 대황 

천연물을 침지한 고등어를 4℃에서 5일 간격으로 25일간 저장하면서 

histamine의 함량을 측정하였다. 그 결과(Fig. 3), 무처리의 경우 

histamine의 함량이 0일차에 70.12 ppm이었지만 감태 및 대황 침지 

처리구는 각각 51.67 및 51.28 ppm을 나타내었다. 5일차에 무처리는 

384.62 ppm, 감태 및 대황 침지 처리구는 115.83 및 96.41 ppm을 

나타내어 histamine의 생성이 감소되는 것을 확인하였다. 뿐만 아니라 

저장일차가 증가함에 따라, 10일차의 경우, 무처리는 1452.31 ppm, 

감태 및 대황 침지 처리구는 각각 904.64 및 570.28 ppm을 나타내었

으며 15일차에는 무처리, 감태 및 대황 침지 처리구가 3052.31, 

2654.36, 820.51 ppm으로 histamine이 상당히 억제되었다. 그 후, 무

처리는 지속적으로 높은 함량을 보여 저장 20일차에 무처리는 

3509.74 ppm, 감태 및 대황 침지 처리구는 2510.77 및 2385.64 

ppm의 histamine 생성량을 보였다. 이러한 결과를 통해 천연물 침지

로 인해 초기단계에서 histamine의 함량이 감소되었을 뿐만 아니라 저

장기간 동안에도 무처리보다 낮은 histamine 함량을 나타내었다. 

Scombroid poisoning을 일으키는 생선내의 histamine 수치는 200 

ppm 이상일 때 발병하는 것으로 보고되고 있는데(FAD, 2011), 위의 

결과에서 저장 5일차에 무처리의 경우 histamine의 함량이 200 ppm

을 훨씬 넘는 수치를 보였으나 천연물 침지구는 200 ppm 이하로 상
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당한 억제 효과를 보였다. 이러한 결과는 clove, cinnamon, 

cardamom, turmeric 및 pepper와 같은 향신료를 고등어에 처리하여 

30℃에서 24시간 동안 저장하면서 biogenic amine의 생성 정도를 측

정한 결과, histamine이 감소함을 보여 본 연구와 유사한 결과를 보였

다. 이는 향신료에 존재하고 있는 phenolic 화합물들이 그 효과를 나

타낸 것이라 보고하였으며(Shakila, 1996), 해조류 역시, 높은 

phenolic 화합물을 함유하고 있는 것으로 알려져 있으며 이러한 

phenolic 화합물들은 단백질과 착물을 이루는 친화력이 뛰어난 것으로 

알려져 있어 이 물질의 hydroxyl group과 효소의 결합부위가 수소 및 

이온결합을 통해 효소와 강한 복합체를 형성함으로써 효소들과 비선택

적 침전반응을 통하여 효소의 활성을 저해한 것으로 사료되어진다

(Lee et al., 2009b; Deavile et al., 2007). 
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Fig. 3. Changes in histamine contents of mackerel fillet treated 

with ethanol extracts of Ecklonia cava and Eisenia bicyclis at 

4℃.
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1-1-3 pH 변화

 pH는 식품의 품질 및 고유의 특성을 나타낼 뿐만 아니라 미생물의 

생육조건에도 영향을 미치므로 식품에서 pH 측정은 매우 중요한 요소

이다(Jin et al., 2006). 살아있는 어육의 일반적인 pH는 보통 7.2-7.4 

정도이나 사후 해당과정이 진행됨에 따라 젖산의 생성으로 인해 pH가 

저하되어 신선육의 pH는 5.5-6.5 정도의 약산성을 나타낸다. 그러나 

선도가 저하하기 시작하면 염기성 물질의 축적으로 근육의 pH가 다시 

상승하므로 이러한 pH의 변화를 통해 선도를 판정할 수 있으며

(Amold et al., 1978) pH 6.5 이상은 식용이 곤란한 정도로 부패가 

진행된 것으로 판단한다(Park YH et al., 1997). 이에 본 연구에서는 

감태 및 대황 천연물을 침지한 고등어를 4℃에서 5일 간격으로 25일

간 저장하면서 pH를 측정하였다. 그 결과(Fig. 3), 저장 초기 무처리와 

천연물 침지 처리구의 pH는 6.01-6.10으로 실험구간의 유의적인 차

이를 보이지 않았고 저장 10일차까지도 큰 변화가 없었다. 그 이후, 

저장기간이 증가할수록 pH가 증가하였으며 저장 15일차에 무처리는 

pH 6.66, 감태 및 대황 침지 처리구는 각각 pH 6.57, 6.21으로 무처

리의 pH가 가장 높게 나타나 부패가 진행된 것으로 판단되었으며 감

태 침지 처리구 역시 무처리보다 약간 낮기는 하지만 높은 pH를 보였

다. 그러나 대황 침지 처리구의 경우 낮은 pH 수치를 보여 무처리에 

비해 선도 저하가 느리게 진행된 것으로 사료된다. 저장 25일차에 무

처리구는 pH 7.11으로 매우 높은 수치를 나타내었으나 감태 및 대황 

침지 처리구는 각각 pH 6.44, 6.20을 나타내었다. 어육 중의 pH는 사

후에 해당반응의 진행에 따라 생성되는 젖산과 상관관계가 높은데 선
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도가 저하되면 암모니아, TMA, DMA, 기타 유기염기와 같은 염기성 

물질의 축적으로 근육의 pH가 상승하게 되며 이러한 pH 값의 변화로 

선도를 판정할 수 있다(Nam et al., 2011). 따라서, 천연물 침지 처리

구가 저장기간이 증가함에 따라 무처리에 비해 pH가 크게 증가하지 

않았고 이는 천연물 침지로 인해 고등어의 부패가 천천히 진행된 것으

로 판단된다. 뿐만 아니라, 저장 0일차에 무처리와 천연물 침지 처리

구 간의 큰 차이가 없는 것은 천연물 침지가 pH에 큰 영향을 미치지 

않아 식품에 적용 시 문제가 되지 않을 것으로 사료되어진다.  
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Fig. 4. Changes in pH of mackerel fillet treated with ethanol 

extracts of Ecklonia cava and Eisenia bicyclis at 4℃.
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1-1-4 VBN 함량 변화

 어패류는 어획 후 선도가 저하되면 어육 내 인지질 등의 지질 산화, 

어육 중에 존재하는 환원계 효소 또는 미생물에 의해 

TMAO(trimethylamineoxide)가 환원되어 생성되는 

TMA(trimethylamine) 등의 저급 염기성 물질이 생성되고 세균의 증

식에 의해 단백질이 분해되면서 생성되는 암모니아 질소 등에 의해 휘

발성 염기질소(VBN)의 함량이 증가하게 된다(Song HN et al., 

2005). 일반적으로 신선한 어패류의 육에는 VBN이 미량으로 함유되

어 있으나 시간이 경과하여 선도가 저하됨에 따라 증가하는 것으로 보

고되어 VBN 측정은 어패류의 선도판정법으로 널리 이용되고 있다

(Song HN et al., 2005). 따라서 본 연구에서는, VBN 측정을 통해 

천연물을 침지한 고등어가 선도에 미치는 영향에 대해서 알아보았다. 

그 결과(Fig. 4), 저장 초기에 무처리구와 천연물 침지 처리구 모두, 

18 mg/100 g으로 큰 차이가 없었으며 저장 5일차에 무처리구는 28 

mg/100 g의 VBN함량을 나타내었고 감태 및 대황 침지 처리구는 

21-22 mg/100 g을 나타내어 무처리에 비해 유의적으로 감소하였다. 

저장 10일차에, 모든 처리구에서 VBN 함량이 크게 증가하였고 특히, 

무처리구가 50 mg/100 g로 가장 크게 증가하였고 감태 및 대황 침지 

처리구는 각각 42, 41 mg/100 g의 함량을 나타내어 무처리에 비해 

유의적으로 감소하였다. 일반적으로 VBN의 함량이 5-10 mg/100 g

은 극히 신선한 어육, 15-25 mg/100 g은 보통 선도의 어육, 30-40 

mg/10 0g은 부패 초기의 어육, 50 mg/100 g 이상인 경우 부패 정도

가 심한 어육으로 판정한다(Song HN et al., 2005). 따라서 무처리구
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의 경우, 저장 5일차에 이미 부패 초기 단계를 나타내었고 저장 10일

차에는 상당한 부패가 진행된 것으로 사료된다. 그러나, 감태 및 대황 

침지 처리구는 저장 10일차에 부패 초기 단계를 보여 천연물 침지가 

고등어의 급격한 부패를 다소 지연시켜 선도 유지에도 효과를 보인 것

으로 사료된다. 이러한 결과는 각종 한방 추출물(Shin SR., 2006)과 

녹차 및 연잎 열수추출물(Nam et al., 2011)을 고등어에 침지하여 저

장하면서 VBN의 함량을 측정한 결과, 대조구와 비교시 유의적으로 낮

은 VBN 함량을 나타낸 결과와 유사하다. 단백질이 분해되면서 생성되

는 암모니아 질소 등에 의해 VBN의 함량이 증가하는 것으로 알려져 

있으므로 해조류의 기능성 성분들이 단백질의 분해를 감소시킨 것으로 

사료되어져 고등어의 품질보존에 효과가 있을 것으로 판단된다. 
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Fig. 5. Changes in VBN of mackerel fillet treated with ethanol 

extracts of Ecklonia cava and Eisenia bicyclis at 4℃.
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1-2. 초정수압 처리에 의한 고등어육 내의 Histamine 생성 억제

1-2-1 미생물 생육 억제 효과

 초정수압 처리는 병원성 및 부패 미생물의 비공유 결합과 소수성 결

합에 영향을 주어 세포막을 붕괴시키고 단백질의 변성을 초래하여 미

생물의 사멸을 유발한다(Bover-Cid et al., 2011). 뿐만 아니라 비가

열처리 기술로서 식품에 적용 시 영양소의 파괴를 최소화하며 안전하

고 고품질의 식품을 얻을 수 있는 신기술이다(Paak et al., 2010). 포

장된 식품에 처리하므로 미생물의 재감염 위험이 없는 식품 살균 기술

로서 이미 국제식품규격위원회(Codex Alimentarius, 2007)와 미국 식

품의약국(US FDA, 2008)의 승인을 받았다(Bover-Cid et al., 2011). 

이에 고등어 필렛을 제조하여 진공포장한 후, 2000, 3000 및 4000 

bar로 초정수압 처리하여 일반생균수의 변화와 억제효과에 대해 살펴

보았다. 그 결과(Fig. 4), 0일차에 무처리와 2000 bar에서는 103 

CFU/g의 균수를 보였으나 3000 bar에서는 101 CFU/g, 4000 bar에

서는 균이 나타나지 않아 압력이 높아질수록 균이 저해하는 효과를 보

였다. 저장일차가 증가하면서 무처리와 2000 bar는 큰 차이 없이 지

속적으로 균이 증가하였고, 저장 5일차에 3000 bar는 104 CFU/g의 

균수를 보여 무처리 및 2000 bar의 106 CFU/g보다 성장이 억제되었

으며 4000 bar의 경우 균이 생성되지 않아 사멸의 효과를 보였다. 10

일차 이후에는 무처리, 2000 bar 및 3000 bar가 106 CFU/g 이상으

로 큰 차이 없이 생균수가 증가하였으나 4000 bar의 경우 10일차에 

103 CFU/g, 15일차에 105 CFU/g으로 나타나 저장기간에도 초정수압
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처리에 의하여 무처리 보다 2-3 log cycle 정도 균이 감소함을 확인

하였다. 이러한 결과는 조미 오징어에 400 MPa에서 초정수압처리 후 

저장 기간동안 미생물의 수가 대조군에 비교하여 저장 초기 2.77 log

의 감소를 보인 결과와 유사하며(Gou et al., 2011) Park(2006)등은 

생굴에 350 MPa 초정수압 처리 후 저장기간 동안 균수의 증가가 크

지 않아 저장 7일차까지 약 103 CFU/mL 이하를 유지하였다고 보고

하였다. 따라서 3000 bar이상의 초정수압 처리 시, 저장 초기 균수가 

감소하였고 4000 bar의 경우 균이 멸균되는 효과를 확인하였다. 이러

한 결과는 초정수압 처리로 인해 세포막 구조의 손상을 유도하여 정상

적인 생육을 어렵게 하여 미생물의 수를 감소시킨 것으로 사료된다

(Bull et al., 2005; Stephens, 2005). 
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Fig. 6. Changes in viable cell counts of mackerel fillet treated 

with high hydrostatic pressure at 4℃.
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1-2-2 고등어 내 Histamine 생성 억제 효과

 초정수압 처리에 의한 고등어육 중의 histamine 생성 억제 효과를 알

아보기 위하여 고등어 필렛을 제조하여 진공포장한 후, 2000, 3000 

및 4000 bar로 초정수압 처리하여 histamine 생성 억제효과에 대해 

살펴보았다. 그 결과(Fig. 5), 저장 5일차에 무처리의 경우 175.64 

ppm을 나타내었으나 초정수압 처리구는 histsmine이 4 ppm이하로 

거의 생성되지 않았다. 무처리는 저장 10일차에 histamine의 함량이 

급격하게 증가하여 3013.33 ppm의 함량을 보였으나 초정수압 2000 

bar 처리구에서는 73.21 ppm, 3000 및 4000 bar 처리구 각각 6.15 

및 2.18 ppm으로 거의 히스타민이 생성되지 않았다. 15일차의 경우 

무처리는 2814.36 ppm으로 히스타민 함량이 꾸준히 높게 유지되었고 

2000 bar는 1592.82 ppm으로 증가하였지만, 3000 및 4000 bar는 

저장 20일차 까지 histamine이 거의 생성되지 않았다. 그 후, 저장 25

일차에 3000 bar는 750 ppm을 나타내었지만 4000 bar에서는 

histamine이 생성되지 않았다. 이러한 결과를 생균수의 결과와 비교하

면, 3000 및 4000 bar 의 경우 생균수를 저장기간이 지남에 따라 증

가하는 경향을 보였으나 histamine은 생성되지 않아 미생물이 생산한 

histidine decarboxylase 효소가 초정수압 처리에 의해 단백질의 구조

가 변하면서 효소의 활성 부위가 영향을 받아 기질과의 결합이 불가능

해져서 효소의 활성을 잃은 것으로 사료되어진다(San Martin MF, 

2002). 단백질의 구조는 가역적 또는 비가역적인 변화를 유발하는 것

으로 알려져 있으나 일반적으로 300 Mpa 이상 가압시 효소의 활성 

회복 가능성이 희박하다고 보고되어진다(Jianyong et al., 2011). 따라



- 32 -

서 초정수압 처리가 histidine decarboxylase의 활성을 저해함으로써 

고등어 내의 histamine의 생성을 억제한 것으로 사료된다.
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Fig. 7. Changes in histamine contents of mackerel fillet treated 

with high hydrostatic pressure at 4℃.
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1-2-3 pH 변화

 초정수압 처리에 의한 고등어육 중의 pH 변화를 알아보기 위하여 

2000, 3000 및 4000 bar의 조건으로 초정수압 처리한 고등어를 4℃

에서 5일 간격으로 25일간 저장하면서 pH를 측정하였다. 그 결과

(Fig. 7), 저장 초기 무처리의 경우 pH 5.98을 나타내었고 초정수압 

처리구는 pH 6.03-6.19의 값을 보여 초고압 처리로 인하여 pH가 약

간 증가한 경향을 보였다. 저장 15일차 까지 무처리구와 처리구 모두 

큰 변화를 보이지 않았다. 저장 20일차에 무처리구의 경우 pH가 6.43

으로 급격하게 상승하였으나 초정수압 처리구는 pH 6.08-6.17로 pH

가 유지되었다. 저장 25일차에 무처리구는 pH가 6.62까지 높아졌으나 

초정수압 2000, 3000 bar 처리구는 pH 6.27-6.28로 약간 증가하였

고 4000 bar는 pH 6.04로 pH가 유지되었다. 결과적으로 무처리구의 

경우, 시간이 지남에 따라 pH가 증가하였으나 초정수압 처리구는 pH

가 큰 변화 없이 유지함을 확인하였다. 이러한 결과는 생굴에 초고압

을 처리한 후 저장 기간동안 pH의 변화를 측정한 결과, 대조구에 비

해 저장 중 pH 변화가 거의 없어 본 연구와 유사한 결과를 나타내었

다(Park et al., 2006). pH는 선도가 저하되면 어육 중에 존재하는 효

소 또는 미생물에 의해 생성되는 염기성 물질의 축적으로 근육의 pH

가 상승하게 되는데(Nam et al., 2011) 앞선 초고압 처리에 의한 생

균수와 histamine억제 결과를 미뤄볼 때 초고압 처리에 의해 미생물과 

효소가 감소함에 따라 염기성 물질의 축적이 비교적 적어 pH가 유지

된 것으로 사료되어진다.  
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Fig. 8. Changes in pH of mackerel fillet treated with high 

hydrostatic pressure at 4℃.
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1-2-4 VBN 함량 변화

 초정수압 처리에 의한 고등어육 중의 VBN 함량 변화를 알아보기 위

하여 2000, 3000 및 4000 bar의 조건으로 초정수압 처리한 고등어를 

4℃에서 5일 간격으로 25일간 저장하면서 VBN 함량을 측정하였다. 

그 결과(Fig. 7), 저장 초기에 무처리구는 21 mg/100 g의 함량을 보

였고 2000 , 3000 및 4000 bar 처리구는 각각 19. 18 및 17 

mg/100 g의 VBN 함량을 나타내어 처리압력이 높아짐에 따라 그 함

량이 감소한 것을 확인하였다. 무처리의 경우, 저장 5일차에 VBN 함

량이 40 mg/100 g으로 급격하게 증가하였으나 초정수압 처리구에서

는 20-23 mg/100 g으로 낮은 VBN 함량을 보였다. 저장기간이 증가

함에 따라 무처리구는 지속적으로 VBN 함량이 증가하여 저장 20일차

에 60 mg/100 g의 함량을 보였으나 초정수압 처리구는 31-38 

mg/100 g로 무처리구와 비교시 낮은 함량을 보였다. 일반적으로 

VBN의 함량이 5-10 은 극히 신선한 어육, 15-25 mg/100 g은 보통 

선도의 어육, 30-40 mg/100 g은 부패 초기의 어육, 50 mg/100 g 

이상인 경우 부패 정도가 심한 어육으로 판정하므로(Song HN et al., 

2005), 무처리의 경우 저장 20일차에 심각한 부패가 진행이 되었으나 

초정수압 처리구는 부패 초기 단계인 것으로 사료되어진다. 이러한 결

과는 고추장굴비에 초고압 처리한 후 저장 기간동안 VBN 함량의 변

화를 측정한 결과, 대조구에 비해 낮은 VBN 함량을 보인 결과와 비슷

하다(Kang et al., 2011). VBN 함량은 세균의 증식에 의해 단백질이 

분해되면서 증가하게 되는데(Song HN et al., 2005), Kruk 등(2011) 

은 닭가슴살 필렛에 초고압을 처리한 후 4℃에서 저장하면서 생균수를 
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측정한 결과, 처리압력이 높아질수록 균이 감소하거나 사멸하였으며 

VBN의 결과 또한, 생균수의 감소와 비례하여 감소하는 결과를 보였고 

이는 미생물 수의 감소에 인한 단백질 분해가 감소하였기 때문이라고 

보고하였다. 본 연구결과에서도 초정수압 처리로 인하여 생균수가 감

소한 앞선 결과를 통해 미생물의 살균효과와 단백질의 구조 변화로 인

하여 VBN의 함량이 감소한 것으로 사료되어진다(Hoover et al., 

1989). 
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Fig. 9. Changes in VBN of mackerel fillet treated with high 

hydrostatic pressure at 4℃.
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2. Histidine Decarboxylase 정제

 Morganella morganii로부터 얻은 균체를 초음파 처리하여 조효소를 

얻은 후 polyethylenimine을 최종농도가 0.002%가 되도록 첨가하여 

30분간 교반한 후, 원심분리(23,500✕g, 90 min, 4℃)하여 침전물을 

제거하였다. 상층액은 35 및 70% 포화 ammonium sulfate 용액으로 

염석을 실시하였다. 먼저, 35% 포화 ammonium sulfate 용액으로 염

석을 한 후, 원심분리(12,000✕g, 30 min, 4℃)하였으며 상층액은 

70% 포화 ammonium sulfate 용액으로 염석한 후, 원심분리(12,000

✕g, 30 min, 4℃)하여 침전물을 얻었다. 이를 4℃에서 40시간동안 

buffer C(0.05 mM potassium phosphate, 0.05 mM succinate, 0.1 

mM EDTA, 0.01 mM pyridoxal phosphate, 0.02 mM 

dithiothreitol, 0.5%(v/v) polyethylene glycol no. 300)로 투석

(M.W.12,000-14,000)을 진행하였다. 투석한 용액의 histamine 함량

을 측정한 결과(Fig. 10), 70% 포화 ammonium sulfate 염석 침전물

의 histamine 함량이 높게 측정됨을 확인하였다. 투석한 용액을 

buffer A로 평행화시킨 DEAE-sephadex chromatography(∅1.7⨯

20.0 cm)로 용출 및 분획하였으며 NaCl 농도를 0-0.4 M로 단계적으

로 분획하였다. 그 결과(Fig. 11), 총 165개의 fraction을 얻었으며 

0.1 M NaCl 농도에서 fraction 52, 53번이 높은 HDC 효소활성을 보

였다. DEAE-sephadex에서 얻은 활성 분획을 ultrafiltration cell을 

이용하여 농축한 후, buffer B로 평행화시킨 aminohexyl-sepharose 

chromatography(∅1.7⨯20.0 cm)로 용출하였으며 0-0.5 M NaCl을 

농도구배로 단계적으로 분획하였다. 그 결과(Fig. 12), 총 160개의 
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fraction을 얻었으며 0.15 M NaCl 농도에서 fraction 61, 62번이 높

은 HDC 효소활성을 보였다.  Aminohexyl-sepharose 분획에서 얻은 

활성 분획을 ultrafiltration cell을 이용하여 농축한 후, buffer B로 평

행화시킨 sephacryl S-300 HR chromatography(∅1.7⨯20.0 cm)을 

이용하여 용출 및 분획하였다(Fig. 13). Sephacryl S-300 HR 까지 

정제한 HDC 효소는 specific activity가 250.81 U/mg, 수율이 0.98%

임을 확인하였다(Table 2). 



- 41 -

Fig. 10. Histidine decarboxylase activity of ammonium sulfate 

salting out fraction. 
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Fig. 11. DEAE sephadex chromatography of the saturated 

ammonium sulfate solution in the range of 70%. The enzyme was 

eluted with gradient of 0-0.4 M NaCl in reaction buffer(100 mM potassium phosphate, 

0.1 mM EDTA, 0.01 mM PLP, 0.02 mM DTT, 5% polyethylenglykol, pH 6.5). The flow 

rate and fraction volumn was 1.25 mL/min and 1.2 mL, respectively. 
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Fig. 12. Amino-hexyl sepharose chromatography of purified 

fractions by DEAE sephadex active fractions. The enzyme was eluted 

with gradient of 0-0.5 M NaCl in reaction buffer(20 mM potassium phosphate, 20 mM 

succinate, 0.1 mM EDTA, 0.005 mM PLP, 0.02 mM DTT, 1% polyethylenglykol, pH 

5.8). The flow rate and fraction volumn was 0.64 mL/min and 0.63 mL, respectively. 
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Fig. 13. Sephacryl S-300 HR chromatography of purified 

fractions by amino-hexyl sepharose active fractions. The enzyme 

was eluted with reaction buffer(20 mM potassium phosphate, 20 mM succinate, 0.1 

mM EDTA, 0.005 mM PLP, 0.02 mM DTT, 1% polyethylenglykol, pH 5.8). The flow 

rate and fraction volumn was 0.56 mL/min and 0.63 mL, respectively. 
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Purification step

Total 

protein 

(mg)

Total 

activity 

(U)

Specific 

activity 

(U/mg)

Yield 

(%)

Purifica-

tion (fold)

Crude enzyme 12799.03 40495.68 3.16 100.00 1.00 

Polyethylenimine 

treatment
2780.40 40225.52 14.47 99.33 4.57 

Ammonium 

Sulfate 

Fractionation

1583.99 28140.95 17.77 69.49 5.62 

DEAE sephadex 797.70 14673.56 18.39 36.23 5.81 

Amino-hexyl 

sepharose
10.26 681.44 66.42 1.68 20.99 

Sephacryl S-300 1.59 398.85 250.81 0.98 79.27 

Table 2. Purification of histidine decarboxylase from Morganella 

morganii
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3. Histidine Decarboxylase 저해활성

 천연물 및 초정수압 처리에 의한 효과를 증명하기 위하여 정제된 

histidine decarboxylase에 대한 저해활성을 측정하였다. 

3-1. 천연물에 의한 Histidine Decarboxylase 저해 활성

 고등어 내의 histidine은 오염된 미생물이 생산하는 histidine 

decarboxylase에 의하여 탈탄산작용을 거쳐 histamine을 생성하게 된

다.  Histamine을 생성하는 미생물로는 장내세균인  Morganella 

morganii가 가장 대표적인 것으로 알려져 있다. 따라서, Morganella 

morganii 유래 정제된 histidine decarboxylase에 대한 천연물의 저

해활성을 측정하였다. Kim(2012)은 Morganella morganii유래 crude 

histidine decarboxylase에 대해 감태(Ecklonia cava) 및 대황

(Eisenia bicyclis)이 높은 저해활성을 보인다고 하여 이를 인용하여 

감태 및 대황 추출물에 대한 histidine decarboxylase의 저해활성을 

측정하였다. 감태 에탄올 추출물에 대한 HDC 저해활성을 측정한 결과

(Table 3), 1 mg/mL에서 44.02%의 높은 저해율을 보였고 이를 액/

액분배하여 얻은 ethyl acetate fraction과 silica-gel column 

chromatography를 실시하여 얻은 ethyl acetate 6 fraction에서는 각

각 49.12% 및 53.02%의 저해활성을 나타내어 분리가 진행될수록 

HDC 저해효과가 증진됨을 확인하였다. 또한 대황 에탄올 추출물에 대

한 HDC 저해활성을 측정한 결과(Table 4), 1 mg/mL에서 26.55%의 

저해율을 나타내었으며 이를 액/액분배하여 얻은 ethyl acetate 
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fraction과 silica-gel column chromatography를 실시하여 얻은 

ethyl acetate 2 fraction에서는 각각 47.54% 및 50.97%의 저해활성

을 나타내어 높은 HDC 저해활성을 나타내었다. Kim 등(2012)은 감태 

에탄올 추출물로부터 분리한 ethyl acetate 분획이 에탄올 보다 높은 

lipase 저해활성을 나타내었고 이를 silica-gel column 

chromatography를 실시한 결과, crude ethyl acetate 분획 보다 높

은 활성을 나타내어 본 연구와 유사한 결과를 나타냈다. 또한, Moon 

(2011)등 대황 ethyl acetate 분획이 에탄올 보다 높은 protein 

tyrosine phosphatase 1B와 α-glucosidase 저해활성을 가진다고 하

였으며 이는 대황이 가지는 phlorotannin 유래 물질인 것으로 밝혀졌

다. 해조류의 ethyl acetate 분획은 tannin과 같은 polyphenol의 함량

이 높다고 하였으며 이는 효소단백질과 강하게 결합하여 효소의 활성

을 저해한다고 보고하였다(Bitou et al., 1999). 이에 대황 ethyl 

acetate 2 fraction을 최종적으로 HPLC(high performance liquid 

chromatography)에서 분리한 dieckol, pyrido[3,4-d]pyrimidine 7i 

및 fucofuroeckol이 1 mg/mL에서 각각 72.47%, 47.29% 및 40.91%

의 저해활성을 나타내었으며 그 중에서도 dieckol이 IC50 값이 0.51 

mg/mL으로 가장 높은 저해활성을 나타내었다(Table 5). Dieckol은 

대표적인 phlorotannin 화합물로서 phloroglucinol을 기본구성단위로 

하는 폴리페놀 화합물이며 항산화(Nakamura et al., 1996), 항바이러

스(Ahn et al., 2004) 및 tyrosinase 저해활성(Kim et al., 2004) 등 

다양한 기능성을 나타내는 것으로 알려져있다. Polyphenol 화합물은 

단백질과 착물을 이루는 친화력이 뛰어난 것으로 알려져 있어 이 물질
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의 hydroxyl group과 HDC효소의 결합부위가 수소 및 이온결합을 통

해 강한 복합체를 형성함으로써 효소들과 비선택적 침전반응을 통하여 

효소의 활성을 저해한 것으로 사료되어진다(Deavile et al., 2007, 

Lee et al., 2009). 
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Sample Inhibitory activity (%)

EtOH extract 44.02±0.89c2)

Ethyl acetate fraction 49.12±0.18b

EA 61) 53.02±0.80a

Table 3. Inhibitory activity of Ecklonia cava extracts against 

histidine decarboxylase from Morganella morganii 

* Concentration : 1 mg/mL

1) Ethyl acetate 6 fraction separated from silica gel chromatography.

2) Means in the same row(a-d) bearing different superscript in samples are 

significantly different by Duncan's multiple range test (p<0.05).
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Sample Inhibitory activity (%)

EtOH extract 26.55±0.73d5)

Ethyl acetate fraction 47.54±1.01b

EA 21) 50.97±1.01b

EA 2 - 5 fraction2) 72.47±1.96a

EA 2 - 7 fraction3) 47.29±0.98b

EA 2 - 8 fraction4) 45.33±0.54c

Table 4. Inhibitory activity of Eisenia bicyclis extracts against 

histidine decarboxylase from Morganella morganii

* Concentration : 1 mg/mL

1) Ethyl acetate 2 fraction separated from silica gel chromatography.

2) Dieckol 

3) Pyrido[3,4-d]pyrimidine 7i

4) Fucofuroeckol 

5) Means in the same row(a-d) bearing different superscript in samples are 

significantly different by Duncan's multiple range test (p<0.05).
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Inhibitory activity (%)
IC50 (mg/mL)

1 mg/mL 0.5 mg/mL

Dieckol 72.47±1.96a1) 48.55±0.75b 0.51±0.01

Table 5. Inhibitory activity of dieckol separated from Eisenia 

bicyclis extracts against histidine decarboxylase from Morganella 

morganii

1) Means in the same row(a-d) bearing different superscript in samples are 

significantly different by Duncan's multiple range test (p<0.05).
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3-2. 초정수압 처리에 의한 Histidine Decarboxylase 저해 활성

 초정수압 가공기술은 액체 또는 고체 식품을 100-900 MPa의 정수

압을 이용하여 압력매체로 물이나 기름 같은 용액의 압력을 순간적으

로 균일하게 전달하여 처리하는 기술이다. 식품가공에서 열처리와 압

력처리는 모두 소화성을 향상시키는데 열처리는 화학적 변화가 많이 

일어나는데 반하여 압력 처리 중의 하나인 초정수압 처리는 화학적으

로 큰 변화를 일으키지 않아 식품 내 주요 성분은 유지하면서 미생물 

및 효소의 불활성화에 매우 뛰어난 효과를 가지고 있어 식품산업에서 

고품질의 제품생산을 위한 목적으로 그 중요성이 부각되고 있다

(Rastogi et al., 2007, Park et al., 2010). 이에 고등어 육중의 

histidine을 histamine으로 전환시켜 알레르기성 식중독을 유발하는데 

관여하는 histidine decarboxylase을 생산하는 미생물인 M. morganii 

유래 HDC를 정제하여 초정수압 처리에 의한 저해활성을 측정하였다.  

 HDC에 대해서 초정수압을 1000, 2000, 3000 및 4000 bar로 처리

한 결과(Table 6), 각각 12.79, 22.66, 34.34 및 52.82%의 저해활성

을 보여 처리 압력이 높아질수록 HDC에 대한 저해율이 유의적으로 

증가하였으며 특히, 4000 bar에서 가장 높은 저해활성을 보였다. 

Jianyong 등(2011)은 버섯의 갈변화를 일으키는 polyphenol oxidase

의 활성을 저해시키기 위하여 초정수압을 처리한 결과, 효소의 활성이 

감소하였으며 처리 압력이 높아질수록 높은 저해효과를 보였으며 딸기

의 풍미와 색에 관여하는 중요한 효소인 β-glucosidase, peroxidase 

및 polyphenol oxidase에 대해 초정수압을 처리한 결과 역시, 처리 

압력이 높아짐에 따라 저해활성이 높게 나타나 본 연구와 유사한 결과
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를 보였다(Alberto et al., 2004). 초정수압은 비공유결합인 이온결합

과 수소결합 등을 파괴하는 것으로 알려져 있는데 단백질의 경우, 비

공유결합으로 전체 구조를 이루고 있기 때문에 초정수압 처리에 의하

여 단백질의 구조적인 변화를 일으킨다. 효소의 경우 활성 부위의 구

조가 생물학적인 활성을 나타내는데 이 부위가 변성을 일으켜 단백질

이 침전되거나 용해되어 효소의 활성을 저해하는 것으로 알려져 있다

(Rastogi et al., 2007). 따라서 HDC 역시, 초정수압 처리로 인하여 

효소 활성부위의 구조적인 변화로 인해 활성이 감소한 것으로 사료된

다.  
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Inhibitory activity (%)

1000 bar 2000 bar 3000 bar 4000 bar

M. 

morganii
12.79±0.94d1) 22.66±0.62c 34.34±0.71b 52.82±0.42a

Table 6. Inhibitory activity against histidine decarboxylase from 

Morganella morganii treated with high hydrostatic pressure

1) Means in the same row(a-d) bearing different superscript in samples are 

significantly different by Duncan's multiple range test (p<0.05).
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요     약

1. 천연물 및 초정수압 처리에 의한 고등어 내 Histamine 생성 

억제 효과

1-1. 천연물 침지에 의한 고등어육 내의 histamine 생성 억제 효과

를 보기 위하여 대황, 감태 추출물을 침지한 고등어 필렛을 4℃에서 

25일간 저장하면서 생균수와 histamine 생성량, pH 및 VBN 함량 

변화를 측정하였다. 그 결과, 생균수의 경우, 대황 및 감태 침지 처

리구가 무처리보다 약 2 log cycle 정도 균이 억제되는 것을 확인할 

수 있었고  histamine 생성량은 5일차에 감태 및 대황 침지 처리구

가 115.83 및 96.41 ppm을 나타내어 무처리구의 384.62 ppm에 비

해 초기 단계에서 histamine의 생성이 감소되는 것을 확인하였다. 

감태 및 대황 침지 처리구는 낮은 pH 변화를 보였고  VBN의 함량

이 감소하였다.  

1-2. 초정수압 처리에 의한 고등어육 내의 histamine 생성 억제 효

과를 보기 위하여 고등어 필렛에 2000, 3000 및 4000 bar 초정수

압 처리 후 4℃에서 25일간 저장하면서 생균수와 histamine 생성량

을 측정하였다. 그 결과, 생균수의 경우, 3000 bar 처리구에서는 저

장 5일차에 무처리와 비교 시 2-3 log cycle 정도 균이 감소하였고 

4000 bar의 경우 균이 생성되지 않아 사멸 효과를 보였다. 초정수압 

처리구는 저장기간에 따라 pH가 유지되었고 VBN 함량이 감소하였
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다.   

2. Morganella morganii로부터 Histidine Decarboxylase 정제 

 Morganella morganii로부터 histidine decarboxylase를 정제하기 

위하여 균체를 얻은 후, 초음파 처리하여 조효소액을 얻었다. 이를 

35-70%로 포화 ammonium sulfate로 염석을 실시한 후 투석막

(M.W.10,000-12,000)을 이용하여 투석을 행하였다. 투석한 용액을 

DEAE-sephadex chromatography을 실시하여 0.1 M NaCl 농도에

서 활성 분획을 획득하였고 이를 Aminohexy-sepharose 분획을 실

시하여 0.15 M NaCl 농도에서 활성 분획을 분리하였다. 이 분획을 

sephacryl S-300 HR을 실시하여 histamine 생성 활성이 가장 높은 

분획을 획득하였다. 

3. 정제된 Histidine Decarboxylase에 대한 천연물 및 초정수압 

처리 효과 

3-1. 천연물에 의한 histidine decarboxylase 저해활성

감태 에탄올 추출물, ethyl acetate fraction 및 ethyl acetate 6 

fraction에 대한 M. morganii 유래 정제된 HDC의 저해활성을 측정

한 결과, 1 mg/mL에서 각각 44.02, 49.12 및 53.02%의 높은 저해

활성을 나타내었다. 또한, 대황 에탄올 추출물로부터 분리한  

dieckol, pyrido[3,4-d]pyrimidine 7i 및 fucofuroeckol이 1 

mg/mL에서 각각 72.47%, 47.29% 및 40.91%의 저해활성을 나타내

었으며 그 중에서도 dieckol이 IC50 값이 0.51 mg/mL으로 가장 높
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은 저해활성을 나타내었다.

3-2. 초정수압 처리에 의한 histidine decarboxylase 저해활성

초정수압 처리에 의한 M. morganii 유래 정제된 HDC의 저해활성을 

측정한 결과, 1000, 2000, 3000 및 4000 bar의 조건에서 각각 

12.79, 22.66, 34.34 및 52.82%의 저해활성을 보여 처리 압력이 높

아질수록 HDC의 저해율 유의적으로 증가하였으며 특히, 4000 bar

에서 가장 높은 저해활성을 보였다.
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 지난 대학원 시절을 뒤돌아보면 기쁜 일, 슬픈 일 그리고 힘든 일도 많이 있었지만 

하나하나 배우고 노력하면서 극복해나갔던, 제가 한 단계 더 성숙할 수 있었던 정말 

소중한 시간들이었습니다. 석사과정을 마무리하며 2년간의 배움을 밑거름으로 이제

부터는 다시 새로운 시작과 도전을 위해 노력하고 발전하는 사람이 되도록 노력하겠

습니다. 많은 도움과 관심, 사랑을 주셨던 모든 분들께 다시 한 번 감사드립니다. 
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