
J East Asian Soc Dietary Life
22(1): 88～94 (2012)

88

담체 고정화 효소 반응기를 이용한 Histamine의 전기화학적 측정
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Abstract

Histamine is a kind of primary biogenic amine arising from the decarboxylation of the amino acid L-histidine. The toxi-
cology of histamine and its occurrence and formation in foods are especially emphasized in fermented foods. In this study, 
the biosensor for detection of histamine with functionalized multi-walled carbon nanotubes (MWCNT) was developed. We also 
searched for an appropriate insoluble substrate to immobilize the enzyme. The developed biosensor showed a detection limit 
of 0.1μM hydrogen peroxide. The enzyme reactor was prepared with diamine oxidase immobilized on insoluble carriers 
including CNBr-activated sepharose 4B, calcium alginate, and controlled pore size glass beads. The coupling efficiency of 
CNBr-activated sepharose 4B, calcium alginate, and controlled pore size glass beads were 48.5%, 40.3%, and 51.0%, res-
pectively. In addition, the response currents on histamine with each immobilized enzyme reactor prepared with CNBr-activated 
sepharose 4B, calcium alginate, and controlled pore size glass beads were 120 nA, 110 nA, and 140 nA at 100 μM of 
histamine concentration, respectively. Therefore, it is suggested that controlled pore size glass beads are the best carriers for 
immobilizing diamine oxidase to detect histamine in this biosensor.
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서 론

식품 중 histamine은 주로 단백질을 함유한 식품의 부패나
발효ㆍ숙성 과정에서 탈탄산효소 활성을 가진 미생물에 의

해 생성되는 저분자의 질소화합물인 biogenic amine의 가장
대표적인물질로 알려져 있다. Histamine은 스트레스나 염증, 
알레르기 반응 시에 체내에서 합성되는 것 이외에 식품으로

부터 체내로 유입될 수 있는데, 인간의 장관에서 흡수의 효
율성은 떨어지지만 다량으로 유입되면 독성을 나타낼 수 있

다(Ten et al 1990). 식품 섭취로 인한 histamine의 독성 증상
은 대부분 고등어나 참치, 꽁치, 정어리 등의 생선을 섭취하
였을 때 나타나며, 발효식품에도 histamine을 포함한 다량의
biogenic amine이 함유되어 있음이 보고되고 있다(Chae et al 
2005, Eom et al 2006, Shalaby AR 1996, Taylor & Eiten-
miller 1986).

Histamine 분석에는 gas chromatography와 thin-layer chroma-

tography, capillary electrophoretic method 등의 기기를 이용
한 분석법이 자주 이용되고 있으며, 식품공전에 제시된 high 
performance liquid chromatography가 가장 보편적으로 이용
되고 있다. 그러나 기존의 방법들은 복잡한 전처리를 요구하
며 분석에 장시간이 소요되므로 간단한 전처리와 신속한 분

석이 가능한 방법 개발에 대한 연구들이 수행되고 있으며, 
그 일환으로 효소를 이용하여 대상 물질을 측정하는 바이오

센서 개발에 대한 연구들이 다수 보고되고 있다(Botre et al 
1993, Ji & Kim 2011, Karube et al 1979, 1980).
대상 물질 측정에 이용되는 효소의 안정화 방법에는 크게

네 가지가 있는데, 저장 혹은 반응 물질에 안정화 물질인 유
기용매 혹은 염을 첨가하는 방법, glutaraldehyde로 가교화하
여 화학적으로 단백질을 변화시키는 방법, 불용성 담체에 고
정화시키는 방법, 그리고 단백질 공학으로 아미노산 배열을
바꾸는 방법 등이 있다. 이 중 불용성 담체에 고정화시키는
방법은 효소의 안정성이 증가되고, 효소의 재사용이 가능할
뿐 아니라 연속적으로 사용이 가능한 장점을 가지고 있으며, 
flow injection analysis(FIA) system에 적용하기에도 적합한
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효소안정화 방법이다. 또한 생성물과 효소를 분리하여 사용
할 수 있어 생성물의 정제가 간편해 경제성을 높일 수 있다

는 이점도 있다(Ahn et al 1997, Karchalski-Katzir & Kraemer 
2000, Suh et al 2000).
따라서 본 연구에서는 diamine oxidase를 여러 종류의 불

용성 담체에 고정화한 효소반응기를 이용하여 기질인 hista-
mine이 분해되며, 생성되는 과산화수소를 전기화학적인 방
법으로 측정함으로써 histamine 함량을 측정하고자 하였으며
(Fig. 1), 이때 multi-walled carbon nanotubes(MWCNT)를 기
능화하여 이용한 전극 및 diamine oxidase 고정화에 적합한
불용성 담체에 대해 연구하였다. 

재료 및 방법  

1. 시약 및 기구
과산화수소 측정용 전극을 제조하기 위하여 MWCNT(C- 

tube 100)는 CNT Co. LTD(Incheon, Korea)에서 구입하였고, 
glassy carbon electrode(GCE, CHI 104)는 CH Instruments 
(Austin, USA)로부터 구입하였으며, Ag/AgCl reference elec-
trode(K0260)는 Princeton Applied Research(Oak Ridge, USA)
에서 구입하였다. Diamine oxidase(EC 1.4.3.6, from porcine 
kidney)와 histamine, bovine serum albumin(BSA)는 Sigma(St 
Louis, USA)로부터 구입하였다. 효소 고정화를 위하여 gluta-
raldehyde, CNBr-activated sepharose 4B, calcium alginate, ami-
nopropyl glass beads(500Å, 200-400 mesh average pore size)
은 Sigma로부터 구입하였다. 전기화학반응을 측정하기 위해
서 Potentiostat/galvanostat(model 273A, EG&G, USA)를 이용
하였다.

2. MWCNT의 기능화
MWCNT를 기능화하기 위해 Santhosh et al(2006)와 Kim 

et al(2010)의 방법을 수정하여 아민화하였다. MWCNT 5 g

Fig. 1. The reaction of histamine with diamine oxidase 
in biosensor system.

을 60% nitric acid 100 mL와혼합하여초음파처리하고 65℃
에서 24시간 환류시킨 후 polycarbonate membrane으로 여과
하였다. 이를 증류수로 세척하고 60℃에서 15시간 동안 건조
시킨 후 thionyl chloride와 혼합하였다. 65℃에서 24시간 동
안환류한후 tetrahydrofuran(THF)로여러차례세척한후건
조시켰다. THF에 poly(ethylene glycol)bis(3-aminopropyl)를
용해시킨 다음 앞에서 건조시킨 MWCNT를 첨가하여 60℃
에서 24시간 동안 환류하고, 여과, 분리하여 진공건조기에서
건조하였다. 

3. 과산화수소 측정용 전극의 제작
Glassy carbon electrode(GCE)의 표면에 앞서 기능화한

MWCNT를 분사하여 고르게 부착시키고 Prussian blue film
을 점착시켜 과산화수소 측정용 전극을 제작하였다(Karya-
kin et al 1994, Kim et al 2010). 기능화한 MWCNT 200 mg
과 dimethylformamide 5 mL를 혼합하여 1시간 동안 초음파
처리한후 5시간 정도 유발에서 저어분산시킨다음 GCE 표
면에 분사하여 12시간 이상 건조하였다. 여기에 2 mM pota-
ssium ferricyanide와 2 mM iron chloride, 0.1 M potassium 
chloride를 1 mM hydrochloric acid에 용해한 용액을 0.1～
1.0 V, scan rate 50 mV로 30회 cyclic voltammetry 처리한 전
기적 중합법을 이용하여 Prussian blue film을 전극에 입힌 후
실온에서 12시간 이상 건조하였다.

4. 효소고정화 및 효소반응기 제작
Diamine oxidase는 다음 3가지 방법을 이용하여 고정하였

다(Ji & Kim 2011). 먼저 CNBr-activated sepharose 4B를 이
용하여효소를고정화하였다. 즉, glass filter에 CNBr-activated 
sepharose 4B 0.2 g을 넣은 후 1 mM HCl 1 L를 사용하여
CNBr-activated sepharose 4B를 서서히 swelling시키면서 세
척하였다. Diamine oxidase 15 units와 1 mL coupling buffer 
(pH 8.5)를 실온에서 1시간 동안 혼합한 후 4℃에서 12시간
교반시켰다. 효소가고정화된 beads는 0.1 M Tris-HCl(pH 8.0)
로세척하고, 여과되지않은 beads는 0.1 M Tris-HCl buffer와
혼합하여 2시간 동안 정치시켰다. 이를 0.1 M acetate buffer 
(pH 4.0)와 0.1 M Tris-HCl buffer(pH 8.0)로 세척하였다. 
또한 calcium alginate를이용하여효소를고정화하였다. 즉, 

4% calcium alginate solution 0.5 mL에 diamine oxidase 15 
units를 첨가하여 10분간 혼합한 후 10분간 정치하였다. 이를
0.2 M CaCl2 solution 35 mL에 소량씩 떨어뜨려, 생성된 투
명 beads를 CaCl2 용액에서 30분간 경화시켰다. 생성된 효소
beads를 glass filter로 여과하여 증류수로 세척한 후 건조시
켰다. 이를 0.25% poly-L-lysine solution(pH 7.0) 20 mL에 넣
어 10분간 부유시키고 증류수로 다시 세척하여 건조시켰다. 
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또한 aminopropyl glass beads를 이용하여 효소를 고정화
하였는데, 먼저 0.1 M phosphate buffer solution(PBS, pH 7.0)
으로 5% glutaraldehyde를제조한다음 aminopropyl glass beads 
0.5 g과 혼합하여 상온에서 12시간 동안 교반하였다. 이를
증류수로 여러 번 세척하고 PBS로 세척한 후 5 mL PBS에
담가 30분동안냉장고에정치시켰다. Diamine oxidase 15 units
를 glass beads에 첨가하여 4℃에서 24시간 동안 교반하면서
반응시킨 다음 PBS(pH 7.0)로 여러 번 세척하였다. 
효소를 고정화 한 담체는 tubing에 채우고 0.1 M PBS(pH 

7.0)로 충진한 후 tubing의 양끝을 다공성 종이와 nipple로 막
아 효소반응기를 제작하였다. 효소반응기는 사용하기 전까
지 4℃ 냉장 보관하였다. 

5. 효소의 Coupling Efficiency 측정
효소의담체고정화시얻은상층액을취하여 coupling effi-

ciency를 구하였다(Bradford MM, 1976). Coomassie Blue G 
100 mg을 methanol 50 mL에 용해한 후 85% phosphoric acid 
100 mL를가하고 200 mL 증류수로희석하여 stock solution을
제조하였다. Bradford 시약은 stock solution과 증류수를 1:4 
비율로 희석한 다음 사용하였다. 표준시약인 BSA를 일정 비
율로 희석한 다음 희석된 BSA에 Bradford reagent를 반응시
켜 발색한 후 spectrophotometer(DU 800, Beckman, USA)를
이용하여 595 nm에서 흡광도를 측정하였다. 측정된 값으로
검량곡선을 구하고, 상층액 시료도 위와 같은 방법으로 반응
시켜 흡광도를 측정하여 coupling efficiency를 구하였다.

6. 바이오센서의 구성
Histamine 검출을위해과산화수소측정용전극, 표준전극

(Ag/AgCl), 대조전극(Pt wire)으로구성된 flow-through cell을
제작하였다. FIA system은 injector, peristaltic pump, flow- 
through cell, 효소 반응기, potentiostat로 구성되었다. 반응데
이터는 Model 270/250 research electrochemistry software 4.30 
program을 이용하여 얻었다.

7. 과산화수소측정용전극의H2O2에대한감응전류측정

Histamine이 diamine oxidase와의반응을통해생성되는과
산화수소를 측정하기 위해서 본 연구에서 제작된 과산화수

소 측정용 전극의 H2O2에 대한 감응도 측정하였다. H2O2를

농도별로 주입하여 감응 전류를 측정하였으며, 검량곡선을
구하여 과산화수소 측정용 전극의 성능을 평가하였다. 

8. Histamine에 대한 감응 전류 측정
Histamine은 diamine oxidase와 반응하여 과산화수소를 생

성하므로, 생성된 과산화수소를 측정하기 위해서 과산화수

소 측정용 전극을 이용하였고, CNBr-activated sepharose 4B, 
calcium alginate, controlled pore size glass beads의 각 담체에
고정하여 제작한 효소반응기를 이용하여 0.1 V의 전압에서
2.0 mL/min의 유속으로 주입한 histamine에 대한 전류 감응
도를 측정하였으며, carrier buffer로는 0.1 M PBS(pH 7.0)를
이용하였다.

결과 및 고찰

1. 과산화수소 측정용 전극의 Cyclovoltammetry 
Prussian blue는 potassium iron(Ⅲ)hexacyanoferrate(Ⅱ)의

수화물로서 다결정형이다. 여러 연구에 의하여 Prussian blue
는 과산화수소의 분해를 촉진하는 물질로서 알려져 artificial 
peroxidase로 불려지고 있다(Karyakin et al 1994, Moscone et 
al 2001). Prussian blue flim은 전하의 이동을 쉽게 해주어
glassy carbon, graphite, gold electrode 등과 같은 여러 전극에
도입되었을 때 전극의 성능을 향상시켰다고 보고되었다(Li 
et al 2003, Mattos et al 2003, Ricci et al 2003). 따라서 본
연구에서는 histamine과 diamine oxidase의 반응을 통해 생성
되는 과산화수소를 효과적으로 측정하기 위하여 작업전극에

전기전도도가 높은 MWCNT을 사용하였고, 여기에 Prussian 
blue film을 입혀 사용하였다. 제작된작업전극의 전기화학적
특성을 확인하기 위하여 GCE 전극과 GCE에 MWCNT-NH2

를 부착한 전극, GCE에 MWCNT-NH2와 Prussian blue를 부
착한 전극의 cyclic voltammogram을 측정하였다(Fig. 2). 처
리하지 않은 GCE(a)는 전기화학적인 반응을 거의 나타내지
않은 반면, MWCNT-NH2와 Prussian blue 부착된 GCE(c)는
0.3 V 근처에서 cathodic peak를 보였고, 0.3 V와 0.2 V에서
두 개의 anodic peak를 나타내었다. 이는 Prussian blue가
Prussain green으로의 산화반응 뿐만 아니라 Prussain white로
의 환원반응이가역적으로 나타나 redox peak가 뚜렷이 나타
난 것으로(Moscone et al 2001, Ricci et al 2003), 이러한 결
과는 MWCNT와 Prussian blue의 도입시 과산화수소에대해
높은 전기적 촉매 활성을 보인 Zhai et al(2009)의 연구 결과
와 유사하였다. MWCNT-NH2만을 부착한 GCE는 아무 처리
하지 않은 GCE보다 전류 감응도는 크게 나타났으나, Pru-
ssian blue와 MWCNT-NH2을 도입한 전극보다는 뚜렷한 산

화환원 반응을 나타내지 않았다. 위의 결과들을 볼 때, 기능
화된 MWCNT와 Prussian blue 모두를 작업전극에 도입한 경
우 작업전극의 과산화수소에 대한 감응도가 증가되는 것을

확인할 수 있었다.

2. 과산화수소 측정용 전극의 감응도 분석
제작된 작업전극의 과산화수소 용액에 대한 감응도를 측

정하기 위해 농도가 다른 과산화수소를 첨가하여 감응 전류
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Fig. 2. Cyclic voltammograms of the working electrodes 
with different coating materials at injection of 0.1 mM hy-
drogen peroxide. 
(a) bare GCE, (b) GCE with MWCNT-NH2, (c) GCE with 
MWCNT-NH2 and Prussian blue. Experimental conditions: applied 
potential range, 0.7～0.8 V; background electrolyte, 0.1 M pho-
sphate buffer solution(pH 7.0); injection volume, 200 μL; scan 
rate, 20 mVs1.

의 peak를 측정하였다. Fig. 3은 과산화수소 측정용 전극이
기질 농도에 따라 나타내는 전형적인 전류 감응도를 보여주

고 있다. 또한 과산화수소 용액의 농도와 측정된 전류사이의
검량곡선은 Fig. 4와 같이 나타났다. 0.1～1,000 μM의 과산
화수소 용액을 차례로 주입하여 감응 전류를 측정한 결과, 
농도 증가에비례하여감응전류가증가하여 R2의값이 0.993
으로높은 선형관계를 나타내었고, 검출 한계는 0.1 μM으로
나타났다. 이와 같이 특정 기질의 분석을 위해 유용한 분석
도구로 여겨지는 바이오센서 시스템은 도입된 전극의 성능

을 향상시킴으로써 분석의 정확성과 정밀성, 신속성을 보다

Fig. 3. Typical type of response currents measured with 
the working electrode according to the addition of hydrogen 
peroxide.

Fig. 4. Calibration curve for hydrogen peroxide measured 
with the working electrode prepared with MWCNT-NH2 and 
Prussian blue.
Experimental condition: applied potential, 0.1 V; flow rate, 2.0 
mL/min; background electrolyte, 0.1 M phosphate buffer solution 
(pH 7.0).

더 높일 수 있다. 다양한 분석물질에 선택적 인지 반응을 하
는 calix[4]arene을 GCE에 도입한 Jin et al(2009)의 연구에서, 
modified electrode는 과산화수소에 대해 550～63,000 μM 범
위에서 선형성을 나타내었으며, 40 μM의 검출한계를 보였
다. 한편, Wu et al(2006)의 연구에서는, GCE에 DNA와 Ag 
NPs를 도입한 결과, 과산화수소에 대해 2～2,500 μM의 넓
은범위에서 높은 선형성을 나타내었으며, 검출한계는 0.6 μ
M로 나타났다. 그러나 DNA/Ag NPs가 도입된 GCE의 경우, 
DNA를 사용하기 때문에 제작된 전극을 4℃의 보관해야 하
며, 시료 측정을 위해 분자 크기를 분할하기 위한 부가 과정
을필요로하는등의 번거로움이 있다(Raoofa et al 2011). 그
러나 본 연구에서 개발된 MWCNT-NH2와 Prussian blue가
도입된 과산화수소 측정용 전극은 실온에서 보관할 수 있을

뿐 아니라, 제작된 이후 시료 측정을 위해 다른 부가 과정을
필요로 하지 않는다. 따라서 본 실험에서 제작한 작업극이
사용하기에 편리하며, 높은 선형성과 우수한 검출 한계를 가
지고 있음이 확인되어 histamine을 측정하기 위한 바이오센
서의 검출기로 사용하기에 적합한 성능을 가지고 있는 것으

로 판단되었다.

3. 효소반응기에 따른 Coupling Efficiency
본 연구에서는 효소고정화를 위해 calcium alginate, CNBr- 

acitvated sepharose 4B, controlled pore size glass beads 등의
불용성 담체를 이용하였다. Calcium alginate는 갈조류에서
생산되는 음이온성 고분자 전해질인 alginic acid가 Ca 이온
에 의해 수용액에서 팽윤되는 겔을 형성하는 천연고분자로

서, 분자그물망 구조에 의해 겔 내부에 수용성 물질의 방출
을제어할 수있는 성질이있어효소고정화에 많이 이용되는
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담체로(Shirashi et al 1993, Kim et al 2007) 내압축성과 내마
모성의 장점도 가지고 있다(Bang et al 1989, Ji & Kim 2011, 
Won et al 2005). CNBr-activated sepharose 4B는 리간드와
효과적으로 결합하여 생물학적 활성을 유지시켜 주므로 효

소고정화에 적합한 지지체로 보고되었다(David et al 1974). 
또한, controlled pore size glass beads는내구성이좋고재사용
이 용이하여 효소고정화를 위한 담체로 자주 이용되며(Bhu-
shan et al 2008, Gomez et al 2006), amino group을 가진 con-
trolled pore size glass beads는 glutaraldehyde 분자와 이에 결
합되는 효소를 가교결합시켜 결합력을 높임으로써 안정적인

효소-담체 결합체를 형성해 준다(Yilmaz et al 2011, Ji & 
Kim 2011).
각 담체에 diamine oxidase(0.72 unit/mg protein)를 반응시

킨 후 Bradford 단백질 분석을 통하여 coupling efficiency를
측정한 결과, CNBr-activated sepharose 4B는 48.5%, calcium 
alginate는 40.3%의 coupling efficiency를 보였고, controlled 
pore size glass beads에 효소를 공유결합시킨 것은 51%의
coupling efficiency를 나타내어 diamine oxidase의 지지체로
서 가장 높은 결합력을 나타내었다(Table 1). 따라서 diamine 
oxidase를 고정화하기 위한 불용성 담체로 controlled pore 
size glass beads가 가장 적합한 것으로 보여졌으나, 실제 시
료와의반응측정시 전류 감응도도함께고려되어야하므로

각 담체에 고정된 효소반응기를 이용하여 histamine에 대한
전류감응도 측정을 실시하였다.  

4. Histamine에 대한 전류 감응도
CNBr-activated sepharose 4B, calcium alginate, controlled 

pore size glass beads 등의 담체에 효소를 고정화하여 제작한
효소반응기를 이용하여 histamine 표준용액에 대한 전류 감
응도를측정하였다(Fig. 5). 100 μM hitamine을주입하였을때
감응 전류는 CNBr-activated sepharose 4B, calcium alginate, 
controlled pore size glass beads에 대해 각각 120 nA, 110 nA, 
140 nA로 나타나 controlled pore size glass beads에 고정화시
킨 것이 가장 높은 전류 감응도를 나타내었다. 또한 5～100 
μM 농도의 histamine 용액에서 R2값은 모든 담체에서 0.9 
이상의 높은 선형관계를 보였으나, 그 중에서 controlled pore 

Table 1. Coupling efficiency of diamine oxidase for di-
fferent carriers 

Carrier Coupling efficiency (%)

CNBr-activated sepharose 4B 48.5

Calcium alginate 40.3

Controlled pore size glass beads 51.0

size glass beads의 R2값이 0.996으로가장높게나와전류감응
도 및 선형관계를 고려할 때 controlled pore size glass beads

(a) CNBr-activated sepharose 4B

(b) Calcium alginate

(c) Controlled pore size glass beads

Fig. 5. Calibration curve for histamine by the biosensor 
system using enzyme reactors with different carriers.
Experimental condition: applied potential, 0.1 V; flow rate, 2.0 
mL/min; background electrolyte, 0.1 M phosphate buffer solution 
(pH 7.0).



22(1): 88～94 (2012)             담체 고정화 효소 반응기를 이용한 histamine의 전기화학적 측정 93

가 가장 적합한 담체인 것으로 판단되었다. 그러므로 본 연
구에서제작한과산화수소측정용전극과 controlled pore size 
glass beads를 담체로 이용하여 만든 효소반응기는 시료 중
histamine을 감도 높게 측정하는데 유용하게 사용될 수 있을
것으로 생각된다.  

요 약

Histamine은 발효식품, 등푸른 생선 등 단백질이 많이 함
유된 식품에서 잘생성되는 물질로이들식품의 부패시에는

다량의 histamine이 발생되어 이를 섭취하였을 때 독성을 일
으킬 수있기때문에 histamine은어육식품의선도저하또는
부패의 지표로서 사용된다. 따라서 본 연구에서는 신속하며
정확한 histamine 검출을 위한 바이오센서 시스템을 구축하
기 위하여 기능화된 MWCNT와 Prussian blue를 사용한 전극
을 제작하였으며, 여러 불용성 담체에 효소를 고정화시켜 바
이오센서 시스템에 적합한 불용성 담체를 확인하기 위한 연

구를 수행하였다. MWCNT-NH2와 Prussian blue가 도입된전
극의 과산화수소에 대한 감응도를 확인한 결과, 검출한계는
0.1 μM으로 나타났으며, 각 담체의효소 고정화도를 측정한
결과, CNBr-activated sepharose 4B는 48.5%, calcium alginate
는 40.3%, controlled pore size glass beads는 51.0%를 보였다. 
또한 CNBr-activated sepharose 4B, calcium alginate, controlled 
pore size glass beads로 제작된 효소반응기의 100 μM hista-
mine에 대한 전극 감응도는 각각 120 nA, 110 nA, 140 nA로
나타났다. 따라서 담체의 coupling efficiency, 제작된 효소반
응기의 전극 감응도, 선형 관계 등을 고려해 보았을 때 con-
trolled pore size glass beads가 본 연구에서 구축된 바이오센
서 시스템에서 가장 적합한 담체인 것으로 확인되었다. 이로
써이들작업전극과효소반응기로구축된바이오센서는 hista-
mine을감도높고신속하게측정할수있는것으로나타났다. 
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