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고전압 펄스 전기장 처리에 의한 Saccharomyces cerevisiae의 생리적 변화
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Abstract High voltage pulsed electric fields (PEF) treatment is a promising non-thermal processing technology that can
replace or partially substitute for thermal processes. The aim of this research was to investigate the microbial inactivation
mechanisms by PEF treatment in terms of physiological changes to Saccharomyces cerevisiae. PEF was applied at the
electric field strength of 50 kV/cm, treatment time of 56 µs and temperature of 40oC. The microbial cells treated with PEF
showed loss of salt tolerance on the cell membrane and collapse of the relative pH gradient on in-out of cells. Cell death
or injury resulted from the breakdown of homeostasis, decreased H+-ATPase activity, and loss of glycolysis activity.
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서 론

식품산업에서 일반적으로 사용되는 가열공정을 대체하고 가열

처리가 불가능하거나 어려운 식품의 안전성을 확보하기 위한 가

공 공정의 개발이 끊임없이 요구되고 있다. 이러한 요구에 따라

온도, 수분활성, pH, 산화-환원 전위, 보존제 및 길항 관계의 식

물체 군과 같이 여러 인자들을 적절히 조합하여 식품의 안전성

을 얻고자 하는 hurdle technology가 도입되고 있으며, 이에는 식

물체 혹은 미생물 유래 항균제와 같은 천연 보존 시스템과 식품

의 비가열 살균 분야가 주 연구 대상이 되고 있다. 비가열 살균

방법에는 물리적인 방법으로 고전압 펄스 전기장, 진동 자기장,

이온화 조사, 광 펄스, 초고압, 초음파 등이 있으며, 화학적인 방

법으로는 이산화탄소, 양이온 다중 고분자, 세포벽 분해 효소, 항

균제 또는 항균성 효소의 이용 등이 있다(1-3).

고전압 펄스 전기장(high voltage pulsed electric field, PEF) 기

술은 식품의 처리 중 거의 온도가 상승하지 않고, 처리 시간이

짧으며, 연속 처리가 가능하고, 처리 후에도 식품의 물리적, 화학

적 및 영양학적인 특성들이 거의 변하지 않는 기술로서 미생물

의 비열 살균 뿐만 아니라 식품이나 미생물로부터 유효 성분의

추출 및 회수, 식품 가공의 전처리 등에 적용되고 있다(4-9).

물리적 비가열 살균 방법 중 고전압 펄스 전기장 처리에 의한

미생물의 살균은 지금까지 많은 연구가 이루어지고 있으며, 그

기작으로는 미생물 세포에 수만 volt 이상의 전압을 순간적으로

인가하여 세포막 사이에 일정 이상의 전위차를 유도시켜 세포막

을 파괴시켜 세포의 기능적 손실을 일으키는 것으로 보고(10-12)

되고 있지만, SEM, TEM에 의한 세포 형태의 변화, 염색 시약에

의한 세포의 염색, 미생물의 사멸 정도 등을 확인하는 물리적 수

준에서 그 기작을 확인하는 정도에 그치고 있다(13-16).

본 연구에서는 일상 식품이나 alcohol 음료 등에 널리 분포되

어 있는 효모를 대상으로하여 고전압 펄스 전기장 처리에 따른

내염성 변화, 세포 내외의 pH 구배 변화, 해당활성의 변화, H+-

ATPase 활성 변화, 효모가 생산하는 효소의 활성 변화 등에 대

한 연구를 통해 고전압 펄스 전기장에 의한 효모의 생리적 변화

에 대해 상세히 연구하고자 하였다.

재료 및 방법

사용균주 및 배양조건

본 연구에 사용된 Saccharomyces cerevisiae 균주는 ATCC

4105로 한국종균협회(Korean Culture Center of Microorganisms,

KCCM)로부터 분양받아 사용을 하였다. 균주 보관용 평판배양은

YM agar (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA)를 사용하였으며,

사용전까지 0oC에 보관하였다. 실험 균주의 생리적 상태를 동일

하게 유지하기 위하여 접종균은 균주보관용 평판배지로부터 2-3

백금이를 YM broth 100 mL가 들어있는 250 mL 삼각 플라스크

에 접종한 후 26oC에서 24시간 전배양하였다. 전배양액 2 mL를

취하여 200 mL YM broth가 들어 있는 500 mL 삼각 플라스크에

접종하여 같은 온도에서 16시간 배양하여 대수 증식기 후반의 균

주를 실험에 사용하였다. 배양한 배양액은 4oC에서 4,000 rpm으

로 원심분리(Sorvall RC2C plus, Dupont, Newtown, CT, USA)하
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여 살균 증류수 및 완충용액에 1회 세척한 후 현탁하여 사용하

였다. 이 때 최종 균체 농도는 2.0-3.0×107 수준이었으며, 본 실

험에 사용된 모든 균 시료액은 같은 방법으로 매번 새로이 배양

한 것을 사용하였다.

고전압 펄스 전기장 시스템

고전압 펄스 전기장 시스템은 실험실용 용량으로 설계하여 제

작하였으며, 실험 장치의 전체적인 구성 및 개략도는 Fig. 1과 같

다. 전체적인 시스템은 크게 전원 공급부(power supply, Model JP-

PS2550, Jaepae Hi-Tec, Inchon, Korea), 펄스발생기(pulse genera-

tor, Model JP-PGT50, Jaepae Hi-Tec, Incheon, Korea), 처리용기

(treatment chamber)의 세가지로 구성되어 있다. 전원 공급부는

220V AC의 입력 전원을 고전압 변압기를 통하여 승압하고 정류

하여 최대 50 kV D.C. 전원을 발생시킬 수 있도록 하였으며 최

대 허용치 전력은 50 kW이다. 펄스 발생기는 펄스를 구성할 수

있는 펄스 발생망(pulse forming network, PFN)과 스위치로 구성

되어 있다. 펄스 발생망은 펄스의 형태와 길이를 결정하는 중요

한 부분으로서 전원 공급부에서 공급된 전압을 충전하고 rising

time을 결정하는 축전지(capacitor, 1800 pF/each), 펄스의 길이와

falling time을 조절하는 방전 지연 inductor (discharge delay

inductor, 2 µH-20 µH)로 되어 있으며, exponential decay pulse와

square wave pulse를 발생시킬 수 있도록 구성되었다. 축전 방식

은 resonance charging을 택하였고, 축전지에 충전된 고전압을 순

간적으로 방전시키는 switch로는 열음극 방전관(thyratron, 50 kV,

2500A)을 사용하였으며, 방전시에 발생되는 열을 식히기 위하여

수조 cooling device를 사용하여 열을 방출하였다. 축전지는 corona

와 arching을 방지하기 위하여 절연유(제1종 silicon oil)에 담았다.

처리 용기는 전극간격 2 mm의 처리용기를 7개 병렬 연결하여 전

체 처리 용적이 0.175mL가 되도록 하였으며, 처리용기에 인가되

는 전기장의 세기와 파형은 oscilloscpoe (Lecroy Digital Oscillo-

scope, Model 9300 AM, Dual 400MHz, Geneva, Switzerland)로,

전류는 전압-저항 converting을 이용하여 측정할 수 있도록 자체

제작하여 측정하였다. 처리 용기는 co-field형으로서 시료가 전극

과 직접 접촉하는 면적을 최소화하고 불균일한 전장의 형성을 없

애고 시료 흐름에 edge를 제거하여 spark에 의한 유전파괴 현상

이 일어나지 않도록 제작되었다. 처리 용기에 인가되는 square

wave의 파형은 Fig. 2와 같다.

고전압 펄스 전기장 처리

배양액 200 mL를 시료용기에 넣고 밀봉한 다음 연동 펌프를

사용하여 시료를 처리라인에 순환시켰다. 처리라인은 일정한 온

도로 유지한 항온 수조에 담궈 시료의 온도를 일정하게 유지시

켰다. 시료의 온도가 일정한 온도에 도달하게 하고, 전원 공급부

에 전원을 공급하고 power supply의 변수를 조정하여 맞추었다.

미리 계산된 처리 시간에 따라 주파수와 시료의 유속을 조정하

고 처리하고자 하는 전압까지 전원을 공급하여 처리 용기내에 전

기장을 형성시켜 시료를 처리하였다. 일정 시간 시료를 처리한

후 처리 라인에서 나오는 시료를 일정량 수거하여 다음 분석을

위해 사용하였다.

생균수의 측정

고전압 펄스 전기장 처리를 마친 효모 현탁액을 멸균된 생리

식염수 수용액에 단계별로 희석한 후 potato dextrose agar (PDA,

Difco Laboratories)에 0.1 mL씩 도말하였다. 이를 26oC에서 48시

간 동안 평판 배양한 다음 생성된 군락수를 계수하여 생균수를

측정하였다. 고전압 펄스 전기장 처리에 다른 균체의 생존율은

초기 생균수(N0)에 대한 처리 후 생균수(N)의 비율로 표시하였으

며, 최소 3회 이상의 반복 실험 결과를 평균하여 나타내었다.

내염성의 변화 측정

고전압 펄스 전기장 처리에 의한 미생물 세포의 내염성 변화

는 생균수 측정에 사용한 균체 시료액을 PDA에 3% NaCl을 첨

Fig. 1. Schematic diagram of the experimental apparatus for high voltage pulsed electric field treatments.
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가한 배지(PDAS)에 동일한 방법으로 도말하여 평판 배양한 다

음 생성된 군락수를 계수하여 비교하였다.

세포 내외의 상대적 pH 구배 측정

고전압 펄스 전기장 처리에 의한 효모 세포의 세포벽 또는 세

포막의 손상을 추정할 수 있는 방법으로 세포 내외의 상대적인

pH 구배를 Slavik(17)의 방법에 따라 다음과 같이 측정하였다. 세

포 배양액을 원심분리하여 멸균 증류수에 1회 세척한 다음 완충

액에 현탁하여 시료액을 준비하고 고전압 펄스 전기장 처리를 하

였다. 임의의 시간의 처리된 시료액과 처리하지 않은 시료액을

동일하게 다시 원심 분리한 다음 1 mM MgCl2를 포함한 150 mM

KCl 용액에 20 mg/cells dry weight/mL의 농도로 현탁하였다. 이

들 현탁액의 초기 pH를 측정하여 초기 pH (pHi)로 정하고, n-

butanol을 5% (v/v) 첨가하여 세포막을 파손시켜 세포내 내용물

이 완전히 유출되어 더 이상의 pH 변동이 없을 때를 최종 pH

(pHf)로 정의하였다. 균체의 상대적 pH 구배는 이와같이 결정된

pH 값의 차이(최종 pH-초기 pH, pHf-pHi)를 상대적 pH 구배인

∆pH로 나타내었다.

해당활성 측정

미생물 세포의 기본적인 대사과정인 해당활성을 측정하여 세

포의 생리적 변화 여부를 측정하였다(18,19). Hong과 Pyun(19)의

방법에 따라 세포 배양액을 원심 분리하여 탈이온수에 1회 세척

한 후 1 mM MgCl2를 함유한 20 mM phosphate 완충액(pH 7.0)

에 현탁하고 26oC에서 1시간 배양하여 세포질 내의 대사산물을

제거하였다. 이를 다시 원심분리하여 1 mM MgCl2와 0.1%의

glucose를 함유한 50 mM phosphate 완충액(pH 7.0)에 현탁한 다

음 고전압 펄스 전기장 처리를 하였다. 시간별로 처리를 마친 균

체 현탁액을 26oC에서 2시간 동안 재배양한 후 즉시 원심분리하

여 상등액을 얻고, glucose 진단 시약(Sigma Chemical Co., St.

Louis, MO, USA)을 사용하여 소모되지 않은 잔존 glucose 농도

를 측정하였다. 균체의 해당활성 변화를 소모된 glucose 양을 초

기 함량에 대한 백분율로 나타내었다.

H+-ATPase 분리 및 활성 변화 측정

일반적으로 모든 세포는 pH 항상성을 유지하여 세포의 생리적

상태를 일정하게 유지하려한다. 이러한 pH 항상성 유지에 중요

한 역할을 하는 H+-ATPase를 분리하여 활성을 측정하였다(20-22)

세포막의 분리를 위하여 배양액(2.8 mL)을 10,000×g에서 10분

동안 원심분리하고 살균 증류수로 2회 세척한 후 상등액은 버리

고, pellet을 50 mM Tris-maleate buffer (pH 7.4)에 재현탁하였다.

현탁액에 lysozyme (0.1%, Sigma Chemical Co., L6867)을 첨가

하고 37oC에서 30분간 배양한 후 ice-water를 함유한 ependorf-tube

에 넣어서 3분간 sonication (power setting 4; 40% pulsed duty

cycle, Sonicator, Misonix INC, NY, USA)하였다. 처리된 시료액을

10,000×g에서 10분 동안 원심분리하여 침전물(파괴되지 않은 세

포와 파쇄된 세포의 큰 부분)을 제거한 후, 상등액을 4oC에서

100,000×g로 1시간 동안 초원심분리(Ultracentrifuge, Centrikon T-

1080, Kontron Instrument, UK)하여 세포막 단편(membrane vehi-

cles)을 회수하였다. 회수된 세포막 단편을 100 mM Tris-maleate

buffer (pH 7.4)에 재현탁하였다. 시료는 사용할 때까지 −70oC에

보관하였다. 일반적으로 ATPase활성은 −70oC에서 수개월 동안 유

지되는 것으로 보고되었다(22).

ATPase 활성은 ATP로부터 inorganic phosphate가 유출되는 것

으로 측정한다(23). 앞에서 분리한 세포막 현탁액 100 µL를 50

mM MgCl2 50 µL와 100 mM Tris-maleate buffer (pH 7.4) 300

µL를 포함한 반응액에 첨가한 후 ATPase 활성 최적 온도인 55oC

에서 5분 동안 배양한 다음 30 mM ATP (Sigma Chemical Co.,

A7699) 50 µL를 첨가하여 20분 동안 반응시키고 10% (w/v)

trichloroacetic acid 250 µL를 넣어 반응을 종결하였다.

반응이 종결된 시료액에 증류수 3.85 mL를 첨가한 후 2,500×g

에서 20분간 원심분리하였다. 상등액을 깨끗한 tube에 옮긴 후

5% (w/v) ammonium molybdate 200 µL, amidol reagent (2,4-

diaminophenol) 0.5 g을 함유한 20% (w/v) sodium sulphate 200

µL를 첨가하고 잘 섞는다. 이 시료를 80oC에서 2분 동안 배양한

후 급냉시킨 후, 830 nm에서 흡광도를 측정한다. 세포막 단백질

함량은 변형된 Lowry법(24)을 이용하여 측정하였다(25). Bovine

serum albumin (Sigma Chemical Co., A3059)을 standard protein

으로 사용하였으며, ATPase 비활성(specific activity)은 1 mg의 세

포막 단백질에 대해 1분 동안 ATP로부터 유리된 무기질 phosphate

의 nmol로서 계산하였으며, H+-ATPase 활성 변화는 처리하지 않

은 시료의 ATPase 활성에 대한 백분율로서 나타내었다.

효소활성 변화 측정

APIZYM kit (Biomeriux, Marcy-I’Eltoile, France)를 사용하여

고전압 펄스 전기장 처리에 따른 효모의 활성 변화를 측정하였

다(26). 40oC, 50 kV/cm의 고전압 펄스 전기장으로 53 µs 처리한

균체 시료액과 무처리 시료액을 APIZYM kit에 접종하여 37oC에

서 4시간 배양한 다음 ZYM A와 B 시약을 첨가하여 발색된 정

도(marker 0-5)에 따라 해당 효소의 활성을 측정하였다. 그리고

색차계(CT-210, Minolta Co., Kyoto, Japan)를 이용하여 처리된 시

료와 무처리 시료에 대한 kit상의 색깔 변화를 L, a, b 값으로 측

정하고 이들의 상대적인 색의 차이를 각 효소의 활성 변화로 정

의하여 초기값에 대한 백분율로 표시하였다.

결과 및 고찰

내염성의 변화

일반적으로 미생물(세균 및 세포)은 적당한 외부 환경의 변화

나 스트레스에 적응하여 자신의 대사 활동을 유지할 수 있도록

되어 있다. 그러나 치명적인 외부환경에 놓이게 되면 미생물은

사멸하거나 손상(injury)을 입게 되는데, 손상이란 정상적인 세포

가 생육이 가능한 조건에서 생육능력에 이상이 발생한 상태를 의

미한다(27,28). 대부분 미생물의 손상 정도를 파악하기 위해서는

정상적이 세포는 생육이 가능하지만 손상된 세포는 자라지 못하

는 최소 배지(minimal medium)나 선택 배지를 사용한다.

손상된 세포를 구분하기 위해 사용하는 방법 중 가장 간단하

고 널리 사용하는 방법이 내염성의 측정이다(29,30). 대부분의 미

생물은 약 20 atm정도의 매우 높은 내부 삼투압을 가지고 있다

(31). 즉, 미생물은 어느 정도의 외부 염 농도에 대해서도 상당한

저항 능력을 가지고 있어 세포 자체의 생리 활성과 대사 기능,

군락(colony) 형성 등에 크게 영향을 받지 않는다. 특히 bacteria

계열의 균주들은 상당한 외부의 염농도와 상관없이 생장을 하는

것으로 알려져 있다(32-35). 본 실험에 사용된 S. cerevisiae도 어

느 정도의 내염성을 갖고 있어(36,37), 일정 수준의 염농도(<1M

NaCl, ca. 5.8% NaCl)에 대해서도 세포 자체의 생리 활성과 대사

기능, 군집 형성 능력이 영향을 받지 않는다.

S. cerevisiae 세포 현탁액을 40oC에서 30-50 kV/cm로 고전압 펄

스 전기장 처리를 하였을 때 처리 시간에 따른 세포의 내염성 변

화를 potato dextrose agar (PDA, Difco Laboratories)와 PDA에
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NaCl이 3% 첨가된 배지(PDAS)에서 군락의 수를 비교하여 관찰

하였다(Fig. 3). 그림에서 보듯이 고전압 펄스 전기장 처리한 세

포가 PDA에 비해 PDAS에서 생균수가 101-102 CFU 정도 낮게

나타났으며, 전기장의 세기가 커질수록 그 차이가 더 커지는 것

을 알 수 있다. 이와 같은 현상은 정상적인 배지에서 군락을 형

성하였던 세포 중 사멸하지 않은 세포의 90-99% 이상이 세포벽

이나 세포막에 손상을 입어 외부의 stress(염)에 민감성이 높아져

서 낮은 농도의 염에도 반응하여 군락 형성이 제대로 되지 않았

음을 의미하며, 전기장의 세기가 커질수록, 처리시간이 길어질수

록 내염성이 감소하는 세포의 수가 증가하는 것으로 생각할 수

있다.

일반적으로 외부 환경에 의한 세포의 생리적 변화는 일시적인

현상으로 최적의 조건에서 다시 생육하게 되면 원래의 생리 상

태로 되돌아와 정상적인 생육과 대사활동이 가능해지기도 한다

(38,39). Fig. 3에서 보듯이 고전압 펄스 전기장 처리에 의해 내

염성의 변화가 생긴 세포를 신선한 배지에 재현탁하여 26oC에서

배양하면서 시간에 따른 내염성의 회복정도를 PDA와 PDAS에서

측정한 결과 약 4-6시간 후에는 내염성을 회복하는 것을 확인하

였다.

상대적 pH 구배

고전압 펄스 전기장 처리에 의한 S. cerevisiae의 상대적인 pH

구배 변화를 측정하였다. Fig. 4에서 고전압 펄스 전기장 처리에

의한 균체 현탁액의 pHi, pHf 변화를 살펴보면 처리시간이 증가

함에 따라 각 값이 증가하다가 감소하는 경향을 나타내었다. 초

기 pHi 값이 6.3에서 고전압 펄스 전기장 처리가 시작되면서 6.6

으로 pH가 증가하는 것은 중성에 가까운 S. cerevisiae 세포 내액

이 외부로 유출되면서 pH의 상승을 일으킨 것으로 추축되며, 처

리 후반에 세포의 pH가 떨어지는 것은 이미 세포내액이 외부로

거의 유출된 세포가 n-butanol의 pH (pH 5.6)에 영향을 받을 것

으로 생각된다. 이러한 ∆pH 값의 감소는 고전압 펄스 전기장 처

리에 의해 세포의 proton motive force나 pH를 유지하는 항상성

이 파괴된 것으로 생각할 수 있으며, 이는 세포막의 고유의 기능

인 H+-translocation 기능이 상실되었거나 세포막 자체가 완전히

파손되어 생리적 기능이 소실된 것을 의미한다(40).

해당활성의 변화

모든 미생물은 생육과 증식 활동에 필요한 에너지를 당을 분

해하는 해당과정을 통해 얻어지는 ATP에 의존하게 된다(18,41).

따라서 이러한 ATP를 만들어내는 세포의 해당 활성의 변화를 측

정하면 세포의 생리적 변화를 추측하는데 있어서 매우 중요한 의

미를 갖는다(42). Fig. 5는 고전압 펄스 전기장 처리에 의한 S.

cerevisiae의 해당 활성 변화와 생균수 감소 경향을 나타내었다.

고전압 펄스 전기장 처리 초반에는 해당 활성이 큰 변화가 없었

으나, 약 30 µs 처리 후에는 급격히 해당 활성이 손실되어 약 10-

20%의 활성만을 나타내었다. 그러나 해당 활성이 변화되지 않았

던 처리 시간 초기에도 생균수는 약 2-2.5 log 감소하였다. 이러

한 사실로 미루어 볼 때 고전압 펄스 전기장 처리가 세포의 사

멸에는 직접적인 영향을 미쳤으나 세포의 생리적 기능에는 직접

적인 영향을 미치지 않은 것으로 판단되며, 세포의 해당 활성의

감소는 세포의 사멸이 아닌 세포의 생리 조절 시스템의 손상이

나 대사과정에 참여하는 효소의 불활성화에 의한 것으로 판단된

다(43).

H+-ATPase의 활성 변화

미생물의 세포내 산-염기 농도 조절에 의한 pH 항상성 유지를

위해서 이온 성분의 수송, 유기산 이동, 대산산물 및 기질의 이

동, 수소 이온 농도 구배 등 많은 인자가 관여한다(41). 또한 이

는 기본적으로 세포막 자체가 보유하고 있는 외부 수소 이온의

체외 배출 능력(proton motive force, PMF)에 의해서 복합적으로

조절된다. 또한 세포막 integrity는 수소 이온의 유입 통로로 이용

되는 세포막 표면의 lipid pitch양, 단백질과 지질의 비율, 막 인

지질의 지방산 조정 등에 의해 영향을 받으며(44,45), proton

motive force는 세포막에 결합되어 있는 H+-ATPase의 양과 고유

활성에 의해 크게 좌우되는 것으로 알려져 있다(46-49). 특히 H+-

Fig. 3. Injury and recovery of S. cerevisiae cells on PDA and
PDAS agar after exposure to high voltage pulsed electric field at

40oC and 50 kV/cm. Recovery of the cells was carried out in fresh
YM broth at 26oC.

Fig. 2. Generated wave-form from pulse generator for high

voltage pulsed electric field treatments. This wave is a square
wave with a 1-µs pulse width.
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ATPase의 F0는 세포막에 결합되어 수소이온의 배출과 coupling되

는 부위이고, F1은 세포 내부로 향해 있는 열쇠 고리 모양의 ATP

hydrolase의 활성 부위로서 ATP를 소비하여 세포질의 수소 이온

을 외부로 배출하는 기능으로 세포 내외의 수소 이온 농도 구배

를 결정한다(50,51).

고전압 펄스 전기장 처리에 의한 S. cerevisiae의 H+-ATPase 활

성 변화를 확인하기 위하여 세포막 단편을 조효소액으로하여 처

리 시간별로 활성을 측정하여 실험 결과를 Fig. 6에 나타냈다. 그

림에서 보는 바와 같이 H+-ATPase의 활성값은 처리 직후부터 급

격히 감소하여 활성을 거의 나타내지 않았다. 즉 고전압 펄스 전

기장 처리를 받는 세포는 세포막의 ATPase의 활성 소실로 인하

여 세포내의 항상성을 유지 못하여 사멸하게 되는 것으로 생각된다.

효소 활성 변화

고전압 펄스 전기장 처리에 의한 효소의 불활성화나 활성화에

대한 다양한 실험 결과가 보고되었다(52-55). Ho 등(53)은 시판되

는 peroxidase, alkaline phosphatase, α-amylase, lipase, lysozyme,

glucose oxidase, polyphenol oxidase, pepsin 등을 5-26 kV/cm의

고전압 전기장으로 30-100 µs 처리한 후와 처리하기 전의 효소의

활성을 비교하였다. 실험 결과 peroxidase, alkaline phosphatase, α-

amylase, lipase, glucose oxidase, lysozyme, polyphenol oxidase

등 대부분 효소의 활성이 크게는 90%에서 작게는 5% 정도까지

감소되었으며, pepsin의 경우에만 활성이 증가하였다. Shin(54)의

보고에 의하면 Castro 등은 alkaline phosphate를 약 70 kV/cm, 20

pulse로 고전압 펄스 전기장 처리한 결과 약 44% 활성이 감소하

였으며, Vega-Mercado 등은 plasmin과 protease를 각각 70% 감소

하였고, Yeom 등은 연속 처리 장치를 이용하여 papain을 고전압

펄스 전기장 처리한 결과 최대 약 90%의 효소 활성이 감소하였

을 뿐만 아니라, CD spectra를 통해 효소의 α-helix 구조가 변화

한다고 하였다. 한편 Shin (55)도 lipase를 50 kV/cm로 고전압 펄

스 전기장 처리하였을 경우 효소 활성이 약 60-70% 효소 활성

이 감소하였으며, Km과 Vmax 값도 변화되었다고 보고하였다.

본 실험에서도 S. cerevisiae가 생산하는 효소에 대한 고전압 펄

스 전기장의 영향을 알아보기 위하여 APIZYM kit를 사용하여

효소활성 변화를 측정하였다(26,40). 40oC, 50 kV/cm로 고전압 펄

스 전기장 처리한 균체와 무처리 균체를 APIZYM kit에 접종하

여 배양한 후 양성 반응을 나타낸 11가지 효소의 상대적 활성 변

화를 관찰할 결과를 L, a, b 값으로 Table 1에, 그리고 발색정도

를 Fig. 7에 나타내었다. 표와 그림에서 알 수 있듯이 esterase

(slight activation, SA), esterase lipase (slight inactivation, SI),

lipase (SI), valine arylamidase (SI), phosphate acid (SI) 등은 고

전압 펄스 전기장 처리 전후의 효소 활성에 큰 변화가 없었으며,

phosphatase alkaline, leucine arylamidase, naphtol-AS-BI-phospho-

Fig. 4. Changes in pH of the suspensions before (pHi) and after
(pHf) lysis of the cells treated with high voltage pulsed electric

fields, and its difference (∆pH). Experiments were carried out at 50
kV/cm and 40oC.

Fig. 5. Glycolysis activity of S. cerevisiae cells during high

voltage pulsed electric fields treatment at 40oC and 50 kV/cm.

The data indicate the percentage of glucose added initially that was
catabolized after 2 h at 26oC.

Fig. 6. Activity of H+-ATPase in S. cerevisiae cells during high

voltage pulsed electric fields treatment at 40oC and 50 kV/cm.

Enzyme activity was assessed with the membrane vehicles isolated
from the cells.
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hydrolase, α-glucosidase, α-mannosidase 등의 효소는 활성화된 반

면에, cystein arylamidase는 불활성화되는 양상을 나타내었다. 이

로 미루어 볼 때, 고전압 펄스 전기장이 미생물 세포를 사멸시키

는 것과는 달리 효소에 대해서는 선택적으로 작용하여 효소에 따

라서 활성화와 불활성화 양상이 다르게 나타나는 것을 알 수 있

었다. 효소가 활성화되거나 불활성화되는 기작에 대해서는 아직

정확하게 밝혀진 바가 없으나 다른 연구에 의하면 고전압 펄스

전기장 처리가 효소의 구조적 변화를 가져와 불활성화를 일으키

는 것으로 추측된다. 그리고 고전압 펄스 전기장 처리가 미생물

이 가지고 있는 효소의 활성에 영향을 미칠 수 있는 것으로 판

단된다.

요 약

고전압 펄스 전기장 기술은 가열 공정을 대체할 수 있는 비가

열 살균기술로서 꾸준한 연구가 이루어지고 있는 기술이다. 본

실험에서는 미생물의 생리적 측면에서 고전압 펄스 전기장 처리

에 의한 효모의 생리적 변화를 살펴보았다. 내염성의 변화를 측

정한 결과 사멸하지 않은 세포의 90-99% 이상이 세포 손상에 의

해 내염성을 소실하였으며, 내염성을 회복하는데 약 4-6시간의 시

간이 걸렸다. 고전압 펄스 전기장 처리 초기에는 세포 내외의 pH

구배(∆pH)가 차이가 컸으나 처리시간이 증가함에 따라 그 차이

가 감소하였다. 이는 세포의 pH 항상성을 유지시키는 H+-traslo-

cation 기능을 담당하고 있는 H+-ATPase 활성이 소실되었거나 세

포막 자체가 손상되어 pH 항상성을 잃어버렸기 때문으로, 이는

고전압 펄스 전기장 처리한 세포의 H+-ATPase의 활성이 초기부

터 크게 감소하는 것으로 확인할 수 있었다. 또한 세포의 해당

활성이 고전압 펄스 전기장 처리에 의해 크게 감소하여 세포의

대사 기능이 손상되는 것을 확인하였다.
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Fig. 7. Changes in enzymatic activities of S. cerevisiae by the high voltage pulsed electric field treatment. Experiments were carried out
at 40oC and 50 kV/cm.

Table 1. Changes in enzymatic activities1) of S. cerevisiae by the high voltage pulsed electric field treatment

Enzymatic activities
S. cerevisiae untreated S. cerevisiae treated2)

L a b L a b

Phosphatase alkaline 42.9±0.7 28.6±0.8 8.27±0.0 39.0±3.5 18.2±2.1 16.7±0.4

Esterase 55.0±0.6 14.8±1.2 -1.31±0.2 53.4±0.4 15.6±0.5 -3.3±0.0

Esterase lipase 47.2±2.2 19.9±2.7 -4.0±0.6 42.6±0.8 26.5±1.5 -6.0±0.5

Lipase 56.2±0.2 11.39±0.5 4.8±0.2 55.2±0.1 13.8±1.7 3.1±0.6

Leucine arylamidase 52.9±1.8 24.2±2.0 31.7±4.6 49.2±0.7 28.5±0.7 34.9±1.1

Valine arylamidase 56.3±0.7 15.4±1.2 23.7±2.9 57.3±0.5 15.2±0.7 22.2±1.2

Cystein arylamidase 56.7±0.7 15.9±1.8 32.2±4.3 57.9±1.1 12.3±1.1 16.5±2.5

Phosphatase acid 43.2±0.7 28.0±1.4 -13.6±6.2 38.9±1.8 26.9±3.6 -7.5±0.7

Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase 44.3±1.6 7.5±0.9 -19.8±1.3 38.4±1.9 8.9±0.2 -21.9±0.6

α-glucosidase 39.5±1.4 22.6±1.6 -3.0±0.7 32.0±1.2 17.9±0.6 -0.4±0.3

α-mannosidase 64.5±0.6 1.1±0.0 6.6±0.1 60.2±0.6 7.1±0.1 -0.0±0.0

1)assessed by APIZYM system
2)treated with PEF for 53 µs at 40oC and 50 kV/cm
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