
 

어육(Fish muscle)은 가축의 근육에 비해 구조가 거칠고 수분이 많아 

쉽게 상합니다. 그 결과, 어류의 신선도에 대한 정확한 예측은 식품

의 안정성을 유지하기 위해 매우 중요합니다.  

동물의 근육에너지의 원천인 아데노신삼인산(ATP)의 분산이 동물성 

고기 신선도의 지표로 많이 사용됩니다. 생선의 신선도를 수치적으

로 예측할 때 ATP 분해와 관련된 고유 K값을 일본에서는 일반적으

로 사용합니다.  

반면 부패성 아민 중 하나인 히스타민은 식품 중독 상태를 통해 알

러지를 유발하는 것으로 알려졌습니다. 히스타민(히스티딘의 대사체 

중 하나)은 부패의 과정에서 붉은 생선살에 고도로 축적됩니다. 

히스타민이 생성되면, 열에 강하고 조리과정에서 제거할 수 없어 식

품 중독 예방이 불가능합니다. 이 문제를 해결하기 위해 Codex 

Alimentarius Commission(Codex, 코덱스 알리멘타리우스 위원회), 유

럽국가, 그 밖의 다른 나라들은 허용 가능한 히스타민 농도 수준에 

대한 공식적인 제한을 설정했습니다.  

어플리케이션 뉴스 No.L536은 어육의 K값 결정과 시간이 지남에 따

른 신선도의 변화에 대한 다중 데이터 보고서를 소개했습니다. 본 

자료에서는 Nexera 이중주입시스템(dual injection system)을 이용하

여 부패와 신선도의 지표인 K값을 동시에 측정하는 것을 소개합니

다. 이 자료에 기술된 분석 조건 하에서, 어육에 포함된 감칠맛을 

포함한 영양 화합물로 알려진 아미노산과 핵산도 동시에 분석할 수 

있었습니다.  

N. Iwata 

 

■ 동시에 두 가지 다른 분석이 가능한 이중 주입 시스템(Dual 

injection system) 

일반적으로 ATP 관련 화합물과 히스타민이 동시에 분석되지 않아 

두 개의 독립적인 HPLC 분석이 필수적입니다. 우리의 새로운 시스

템 설정(Nexera dual injection system)은 서로 다른 HPLC 조건을 필 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

요로 하는 두 가지 유형의 기능성 화합물을 쉽게 동시에 분석할 수 

있어 상당한 이익을 제공합니다. 또한 획득한 각각의 분석 데이터는  

하나의 데이터 파일로 저장됩니다. 이것은 동일한 샘플에 대한 통합

분 석 과  데 이 터  관 리 를  용 이 하 게  합 니 다 . 

본 시스템의 설정에서는 단일 HPLC 설정 내에 2개의 독립 유로로 

PDA 검출기와 형광 검출기를 설치하였습니다. PDA와 형광 검출기로 

히스타민을 포함한 ATP 관련 화합물과 아미노산을 각각 검출하였습

니다. 

 

■ 대상 화합물 

대상 화합물은 ATP 관련 화합물 6종, 히스타민, 아미노산 24종(단백

질 화합물 20종, 어육 관련 화합물 4종) 등 31개 화합물입니다.. 

이러한 화합물은 Table 1 에서 확인 할 수 있습니다. 

 

 

 

*1: Hx: Hypoxanthine, HxR: Inosine, IMP: Inosine 5’-monophosphate, 

AMP: Adenosine 5’-monophosphate 

ADP: Adenosine 5’-diphosphate, ATP: Adenosine 5’-triphsphate 
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NexeraTM Dual Injection 시스템을 이용한 어육 신선도 

및 부패정도의 빠른 동시 측정 

Quick Estimation of the Freshness and the Level of Putrefaction 

in Fish Meat Using NexeraTM Dual Injection System 

Dual injection system(ATP관련 성분, 히스타민, 아미노산 분석) 

Table 1 ATP 관련 화합물 목록, 히스타민 및 24개의 아미노산 

Fig. 1 분석별 각각가의 시스템(좌측)과 이중주입 시스템;Dual injection system(우측) 

ATP관련 성분  

분석 시스템 

히스타민, 아미노산 분석 시스템 



 

■ 시료 준비 및 분석 조건 

참치 샘플은 단백질 제거, 추출, pH 조정을 통해 준비 되었습니

다.(Fig.s) 

Table 2는 분석 조건입니다. ATP 관련 화합물은 gradient elution으로 

인해 분석 안정성이 개선된 반면, isocratic elution은 일반 분석에 사

용되었습니다. 히스타민을 포함한 아미노산은 o-phthalaldehyde와 

9-fluorenylmethyl chloroformate로 자동 유도체화 되었습니다(Table3 

& 4). 따라서 복잡한 수동 전처리(예;dansyl chloride 유도체화)가 필

요하지 않으므로 유도체화를 포함한 분석 간격이 일정하게 유지될 

수 있습니다.  

이 자료에서는 TORAST™-H Glass Vial, 저 흡착 유리 바이알이 사용

되었습니다.(fig.3). 이 바이알은 1.5mL와 150uL 두 가지 크기로 구입

할 수 있습니다. 1.5mL 바이알은 유도체 시약과 유도체 전의 시료 

용도로 사용되었습니다. 

시료는 작은 바이알에서 좋은 반응 효율을 얻기 위하여, 유도체시약

과 150uL 바이알 내에서 반응시켰습니다. Fig4는 오토샘플러 내에서

의 샘플 위치를 보여줍니다. Nexera 시스템용 SIL-40시리즈는 3개의 

샘플 랙을 포함할 수 있으며, fig.4와 같이 특정 목적에 대해 독립 

랙을 사용하여 샘플을 잘못 세팅하지 않도록 방지할 수 있습니다. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 시료 준비 프로토콜 Fig. 4 오토샘플러 내부의 시료 셋팅 

Table 2 분석 조건 

Table 4 Preparation of derivatization reagent 

Fig.3 TORAST-H Glass Vial 

Table 3 overview of automatic pre-column  

derivatization 



 

■ 시료 준비 및 분석 조건 

과염소산(perchloric acid)으로 ATP 관련 화합물을 추출하기 위한 준

비 프로토콜은 오랫동안 보고되어 왔습니다. 히스타민과 아미노산의 

추출 효율도 같은 방법으로 확인됐었습니다. 대조시험으로 히스타민

과 히스티딘은 물과 과염소산으로 추출했습니다. 그 결과 과염소산

은 안정적인 추출 효율을 제공하였습니다. (Table 5) 

그리고 나서, 6개의 참치 샘플에 히스타민 표준물질을 첨가하여 

Codex에서 정한 한계치인 10mg/100g의 농도를 만들었습니다. 30분 

후에 샘플 준비를 수행하였습니다. Table 6은 6개 표본의 결과에서 

얻은 평균 회수율을 나타냅니다.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

■ 검정 곡선(Calibration Curve) 

31개 화합물을 분석하기 위해 교정 곡선을 만들었습니다. 각 화합물

에 대하여 r2=0.999 이상으로 양호한 직선성을 얻었습니다. 각 화합

물에 대한 검정곡선의 농도 범위와 r2값은 Table 7과 같습니다.  

 

■ 어육 중 ATP 관련 화합물, 히스타민 및 아미노산의 동시 측정 

그리고 K값 및 히스타민 농도 결정 

보관일과 온도가 다른 황다랑어는 K값과 히스타민 농도를 확인하기 

위하여 분석되었습니다. 저장 온도는 4℃, 25℃이었습니다. 하루동안 

4℃로 유지된 참치에서는 K값이 2.6% 소폭 상승했고 구매 직후에 

비해 신선도가 떨어졌습니다. 히스타민은 K값이 25.1% 증가한 25℃

에서 하루동안 저장한 후 생성되지 않았습니다. 

6일동안 냉장 보관한 생날개다랑어는 K값이 70.4%로 부패화 되고 

히스타민이 검출됐었습니다. 히스타민 농도는 2.1mg/100g으로 

Codex 한계치(Figure 5와 Table 8)보다 낮았습니다. 

또한 히스타민은 어육 속에 풍부하게 들어 있는 히스티딘, 알라닌, 

타우린, 안세린, 카르노신, 라이신 등 많은 아미노산과 분리 될 수 

있었습니다. Table 9는 참치 샘플에 포함된 ATP 관련 화합물과 아미

노산의 농도를 보여줍니다.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 5 서로 다른 추출 용액을 사용한 히스타민과 히스티딘의  

추출 효율 

Table 6 히스타민의 회수율(N=6) Table 8 참치 내 히스타민 농도와 K값의 변화 및 보관온도 

Table 7 교정곡선과 r2값의 농도 범위 

Table 7 교정공선과 r2값의 농도 범위 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

■ 요 약 

Nexera Dual injection system을 사용하여 K 값과 히스타민 농도의 

동시 측정을 실시했습니다. ATP 관련 화합물과 히스타민은 동일한 

검체 준비로 추출할 수 있었습니다.  

결과로 보아, 보관일수 및 온도에 따라 K값이 변경되는 것으로 나타

났습니다. K값이 큰 불량 시료에서도 히스타민이 검출됐었습니다. 히

스타민은 어육에 풍부하게 함유된 많은 아미노산으로부터 분리될 

수 있었습니다.  

Nexera Dual injection system은 ATP 관련 화합물과 히스타민/아미노

산이 함유된 불량 시료에 대해 식품위생 검사 시 상당한 이익을 제

공하였습니다. 

[Reference] 
1) Usui Kazushige, Watanabe Etsuo, “Comparison of changes in freshness 
in fresh and frozen black marlin using the K-value,” Bulletin No. 5 of the 
Kanagawa Prefectural Fisheries Technology Center, 11-14 (2012

 

히스타민, 아미노산 
표준시료      ATP 관련 성분 

황다랭이 

Fig. 5 표준용액과 참치 샘플 용액의 크로마토그램, 피크 i.d는 표 1의 리스트와 같음 

Table 9 황다랭이 중, ATP 관련 성분과 아미노산의 농도 

날개다랑어 

*4 괄호 안의 값이 정량범위를 벗어났음. 


