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Abstract

Biogenic amines are naturally occurring anti-nutrition factors. They are causative agents 
in food poising episodes and act as catalysts to allergic reactions. The most commonly 
occurring biogenic amines in foods are: Histamine, tyramine, putrescine, cadaverine, 
tryptamine, β-phenylethylamine, spermine, spermidine and agmatine.

The objective of this study was to identify changes and content levels of specific 
biogenic amines at selected storage temperatures 20℃, 4 ℃, and -25℃, respectively. This 
study will focus on histamine, cadaverine, and putrescine concentrations in the following 
dark-fleshed fishes: Mackerel (Scomber japonicus), Horse Mackerel (Trachurus japonicus), 
Mackerel Pike (Cololabis saira), and Spanish Mackerel (Scomberomorus niphonius). 

Biogenic amines were determined using a method based on an extraction procedure 
described in  the derivatisation and HPLC(High Performance Liquid Chromatography). The 
the recovery rate of  individual amines was higher than those found in ion exchange 
chromatography. 

The results from the dark fleshed fish  stability trial showed that high content of 
histamine (cadaverine and putrescine) were produced within a short period of time at 20℃.

Fish stored at lower temperatures 4℃, showed lower content of biogenic amines. At -2
5℃ the production of histamine, cadaverine and putrescine did not initiate until after day 
100. All fish recorded the content of histamine below 1 mg/kg with the exception of the 
Horse Mackerel. 
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Ⅰ. 서 론

Biogenic amine은 인체 및 동물체내에서 중추

신경의 신경전달물질 또는 직․간접적으로 혈관계 

조절에 관여하는 필수 성분 중의 하나이며, 또한 

다양한 종류의 식품의 저장, 숙성 및 발효과정 
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중에 생성되는 물질로서 과량 섭취 시 신경계 및 

혈관계를 자극하여 식중독 증상을 유발시키거나 

혹은, 일부 biogenic amine은 N-nitrosamine과 

같은 강력한 발암물질로 전환될 수 있는 잠재성

을 가지고 있다(Bardocz, 1993, Shalaby, 1996, 

Ten Brink et al., 1990). 

식품에서 주로 검출되는 biogenic amine으로는 

putrescine, cadaverine, β-phenylethylamine, 

tyramine, tryptamine, histamine, spermine, 

spermidine 및 agmatine 등이 있으며, 보통 미생

물에 의해 유리아미노산으로 탈탄산 반응으로 생

성되는 것으로 알려져 있다. 

중요 유독 amine인 histamine의 측정방법에는 

크게 4가지가 있다. 첫째 河端(1974)법에 의한 비

색정량법, 둘째 AOAC(1990)에 의한 비색법, 셋

째 칼럼에 의한 형광법, 마지막으로 용매추출의 

인한 형광법이 있다. 우리나라에서는 첫번째 방

법인 河端(1974)법에 의한 비색정량법으로 histamine

의 함량을 측정해왔다.

이 방법에 의해 고등어, 전어 및 정어리(Park 

et al., 1980), 꽁치(Park et al., 1981)에 있어서의 

저장 및 가공 중의 히스타민 함량의 변화, 고등

어 가공 및 저장에 있어서 식염, 산미료 및 감미

료가 histamine 생성에 미치는 영향(Kang 등, 

1984), 시판통조림(Koh et al., 1982)에서의 

histamine함량에 대한 보고가 있다. 

그 이후에, Ryu et al.(1996)에 의해 형광검출 

역상 액체크로마토그래피에 의한 histamine의 정

량을 시작으로 하여 형광측정법을 이용한 histamine 

분석방법 연구(Rhee et al., 1997)가 보고되고 있다. 

그리고 biogenic amine에 대한 국내 연구는 효

소 reactor를 이용한 측정 방법 개발(Park et al., 

1999), 어육의 화학적 선도 지표로서의 biogenic 

amine 함량측정(Kim et al., 1998) 및 기타 일부 

식품군 중의 함량조사(Mah et al. 2001, Kim et 

al., 2002a, 2002b)등 극히 일부의 연구만이 이루

어져 있으며, biogenic amine이 존재 가능한 각

종 식품에 관한 연구는 아직까지 상당히 미비한 

실정이다. 최근에는 시판 간장 중의 biogenic 

amine 함량 조사(Kim et al., 2003)가 이루어졌다.

외국의 연구보고로는 최초로 Suzuki et al. 

(1912)이 다랑어의 추출물에 histamine이 함유되

었다고 보고한 바 있으며, Igarashi(1938)는 선도가 

떨어진 어육의 쓴맛 혹은 자극성 맛은 histamine

과 관계가 있다고 하였다. Ali(1996)는 Biogenic 

amine의 식품안전성과 인간에게 미치는 영향을 

보고한 것이 있다.

미국 FDA에서의 histamine 기준치는 5

mg/100g(USFDA, 2001)로 어류에서 선도판정의 

중요지표로 삼고 있다. 20 mg/100g가 되면 식중

독을 일으키기에 충분하다고 보고하고(CDC, 

2000)있으며, 유럽에서는 어체당 10 mg/100g이하

로 제한하는 것이 타당하다고 보고(Luten et al., 

1992)하고 있다. 

한편 FDA에서는 biogenic amine 중 cadaverine, 

putrescine을 histamine과 같이 어육의 위생지표

로 제안(Taylor and Sumner 1986, Food and 

Drug Administration 1995)하였으며, Rossi et 

al(2002)는 참치의 biogenic amine 생성에 대해 

알아본 연구에서 cadaverine을 위생지표로 제안

한 바 있으며, Mietz and karmas(1978), Yamanaka 

et al.(1986)은 어류에서의 biogenic amine을 부패

지표로 삼는 것은 유용하다고 보고했다.

따라서 본 연구에서는 적색육 어류에 있어 기

존의 histamine 측정방법의 하나인 Ion exchange 

chromatography와 HPLC로 측정하는 방법을 비

교하여 정확성을 검토하였으며, 이러한 방법을 

바탕으로 선도저하가 빠른 적색육 어류를 온도별

로 저장하여 HPLC를 통해 histamine, cadaverine, 

putrescine의 함량을 조사하였고, 선도변화의 지

표로 많이 사용되고 있는 VBN과 비교하여 안전

허용한계점에 대해 살펴보고자 하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법
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1. 원료어 및 저장방법

본 실험에 사용한 어종은 고등어(Scomber 

japonicus), 전갱이(Trachurus japonicus), 꽁치(Cololabis 

saira), 삼치(Scomberomorus niphonius)로, 2004

년 3월부터 6월까지 부산공동어시장에서 선도가 

양호한 것으로 구입․빙장하여 실험실까지 운반하

였다. 

공시한 원료어의 평균체장 및 체중 등은 Table 

1과 같으며, 어체 크기가 비슷한 것을 골라 각각 

-25 ℃, 4 ℃, 20 ℃에서 저장실험을 하였다.

Fish 
species

Body 
length 
(cm)

Body 
weight

(g)

Body 
Thick 
(cm)

Purchase 
Time

Mackerel 34.0～39.0 440.0～620.0 3.5～4.5
Mar. 25th. 

2004

Mackerel
Pike

23.5～33.0 140.0～180.0 1.5～2.5
Mar. 25th. 

2004

Horse 
Mackerel

13.9～18.0 80.0～110.0 1.0～1.3
May 10th. 

2004

Spanish 
Mackerel

40.0～48.0 700.0～780.0 4.3～5.2
Jun. 16th. 

2004

<Table 1> The profile of fish to analysis of 
biogenic amine

2. 시약 및 표준용액 조제

실험에 사용되어진 표준품 histamine 

dihydrochloride (HI), cadaverine dihydrochloride 

(cadaverine), putrescine hydrochloride (putrescine)

와 형광시약인 σ-phthalaldehyde(OPT)는 Sigma

사에서 구입하여 사용하였으며, 각 시약은 HPLC

급 또는 특급 시약을 사용하였다.

3. 이온크로마토그래피를 이용한 histamine 
함량 측정

河端(1974)의 방법에 따라 균질한 어육 10 g에 

증류수 20 mL와 10 % TCA(trichloroacetic acid)

용액을 20 mL 가하여 10분간 정치시켜 수용성 

단백질을 침전시킨 후 여과하여 50 mL로 정용하

여 검액으로 사용하였다. 

이 중 10 mL를 취해 10 % NaOH로 pH를 

4.5~4.7로 한 뒤, 0.4 N 초산완충액 10 mL 가하여 

혼합하고 Amberlite CG-50 수지 칼럼(100～200

mesh, Ф8 mm×55 mm)에 주입하고 이어서 80

mL의 0.2 N 초산완충액을 칼럼에 통과시켰다. 

수지에 흡착된 histamine을 8 mL의 0.2 N 초산

으로 용출시켰다. 용출액은 1.5 N Na2CO3로 pH

7로 조정하여 10 mL 취한다. 1.1 N Na2CO3 5 mL

를 가한 시험관에 diazo시약 (빙욕 중에서 0.9 % 

sulfanilic acid와 5 % NaNO2를 동량 혼합한 것, 

20~30분 후에 사용) 2 mL를 추가하고 1분 후에 

10 mL로 정용한 칼럼에 용액 2 mL를 가하여 격

렬히 흔들어서 5분 후에 510 nm에서 흡수도를 

분광광도계(shimadzu UV-2101PC)로 측정하여 

검량곡선[Fig. 1]으로부터 histamine량을 계산하

였다. 
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[Fig. 1] Standard curve to analysis of the content of 
histamine with ion exchange chromatography

 

4. HPLC을 이용한 biogenic amine 함량 

측정

Veclana-Nogues et al. (1995)의 방법에 따라 

균질한 시료 10 g을 취하여 0.6 N HClO4(PCA) 

10 mL를 첨가한다. 4 ℃, 6000 rpm에서 10분간 

원심분리하여 상층액을 취하고 고형물에 다시 
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0.6 N HClO4(PCA) 10 mL를 첨가하여 원심분리

하여, 상층액을 취하고 0.6 N HClO4(PCA)로 25

mL정용하였다. 

추출액은 -25 ℃ 동결고에 보관하였고, 측정 시 

0.45 ㎛ membrane filter로 여과, 탈기하여 HPLC 

(Waters Co. Ltd., Ireland)을 사용하여 분석하였

다. 분석칼럼은  Nova-Pak C18 (60Å 4㎛ 

3.9x150mm)과 형광검출기(340, 445nm)를 이용하

여 분석하였다. 또한, 이동상의 유속은 1mL/min, 

유도체시약의 유속은 0.5mL/min으로 하였으며, 

총 분석시간은 64min, 시료주입량은 5㎕를 주입

하였다.

그리고 OPT시약과 시료 간의 충분한 반응을 

위해 T자관에 0.01 inch stainless 관 200 cm을 연

결하여 분석하였다. 

이동상의 구배용매조성은 분석 초기부터 50분

까지는 A와 B 이동상의 비율을 80%:20%, 50분～

54분까지는 20%:80%, 54~64분까지는 처음조건으

로 돌아가 A와 B이동상의 비율을 80%:20%한 조

건을 이용하여 분석하였다. 

5. HPLC 이동상 및 형광시약

Biogenic amin 분석에는 2가지 이동상이 이용

되었다. 0.1 M sodium acetate trihydrate과 10

mM sodium octanesulfonate에 acetic acid로 pH

5.2로 조절 후 1 L로 정용하여 이동상 A로 사용

하였다. 

다음으로는 0.2 M sodium acetate trihydrate과 

10 mM sodium octanesulfonate를 조제한 후 

acetic acid로 pH를 4.5로 조절 후 1 L로 정용하

였다. 이와 같이 만들어진 용액과 acetonitrile를 

6.6:3.4의 비율로 혼합한 것을 이동상 B로 사용하

였다.

그리고 형광시약은 Boric acid 15.5 g과 KOH 

13.1 g를 완전히 녹인 다음, 30 % KOH로 pH 

10.5~11.0으로 조절 후 500 mL 정용하여 사용하

였다. 이 용액에 30 % Brij-35와 mercaptoethanol

을 각각 1.5 mL씩 가한 후, 2.5 mL의 메탄올에 

0.1 g o-phthalaldehyde을 녹인 용액을 혼합하여 

형광발색시약으로 사용하였다.

6. 표준곡선

Histamine, cadaverine, putrescine 농도별로 제

조하여 5 ㎕ 주입 후, Fig. 3에서 보는 바와 같이 

각 농도에 대한 피크 면적에 의하여 표준곡선을 

작성하였다[Fig. 2].
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Cad. : y = 5600.45x - 957.54   R2 = 0.9926  
Put. : y = 3253.10x + 1017.75   R2 = 0.9987

[Fig. 2] Standard curve to analysis of the content 
of biogenic amine with HPLC

7. 휘발성염기질소 함량

휘발성 염기질소 함량은 conway unit를 이용

한 미량확산법(日本厚生省, 1960)으로 분석하였다.

Ⅲ. 결과 및 고찰

1. Biogenic Amine 측정방법 검토

Biogenic amine 측정방법을 검토하기 위하여 

biogenic amine 중 가장 많이 측정되고 있는 

histamine을 河端(1974)의 이온교환크로마토그래

피법과 HPLC법을 비교검토하기 위하여 20 ℃에

서 30일간 저장된 시료(Spanish Mackerel, 20 ℃, 
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(A)

(B)

(C)

(D)

Running Time (min)

[Fig. 3] Analytical pattern of biogenic amines with 
HPLC, PU (A), CA (B), HI(C), Sample (D), 
respectively

3 days)에 표품 10 mg을 첨가하여 biogenic 

amine 함량을 조사하였다.

그 결과, HPLC법의 크로마토그램에서 보는 바

와 같이, 이온교환크로마토그래피법에서 함량을 

살펴보면 Park et al.(1981)에서 보다 histamine 

함량은 많지만 HPLC 보다 아주 낮음을 알 수 

있다[Fig. 4. Table 4]. 

(A)

(B)

(C)

Running Time (min)

[Fig. 4] The recovery of biogenic amines with 
HPLC Histamine (A), Sample (B), 
Histamine + Sample (C), respectively
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이온크로마토그래피법은 79.7 %로 회수율이 나

타난 반면, HPLC의 경우에는 histamine는 98.6

%, cadaverine은 97.2 %, putrescine은 98.2 %로 

높은 편이다<Table 4>. 이는  Veclana-Nogues et 

al. (1995)에서의 99.2 %, 98.9 %, 103.2 %와 거의 

비슷한 높은 회수율을 나타내었다. 

<Table 4> Recovery rate of biogenic amines in 
the fish using HPLC and ion exchange 
chromatography

Amine

Initial 

content

(mg/100g)

Content after 

addition

(10 mg/100g) 

Recovery

(%)

 IEC  Histamine 4.18 11.30 79.7

 

HPLC

 Histamine 15.73 25.37 98.6

Cadaverine 21.96 31.06 97.2

 Putrescine 7.00 16.69 98.2

2. 적색육 어류의 저장 중 휘발성염기질

소 함량변화

적색어류의 저장온도별에 따른 휘발성염기질소

함량변화는 Fig. 5에 나타내었다. 4 ℃ 저장온도에

서는 조사된 모든 어종들이 시간이 경과함에 따

라 서서히 증가하면서 4일 이후로 급격한 증가를 

보이고 있다. 저장 6일 후에는 고등어, 꽁치, 전

갱이가 초기부패점인 30 mg/100g의 함량을 나타

내었다. 조사된 어종 중 선도저하가 가장 빠르게 

나타난 어종은 전갱이였으며, 반대로 선도저하가 

가장 느리게 진행된 어종은 삼치로 나타났다[Fig. 

5A].

20 ℃는 4 ℃ 저장과는 달리 급격한 증가를 보

이고 있는데, 하루가 지난 꽁치는 14.8 mg/100g

이고 삼치는 17.0 mg/100g, 고등어 17.9 mg/100g 

이지만 전갱이는 45.7 mg/100g로 4 ℃와 마찬가

지로 초기 선도저하가 가장 빨랐으며 3일째 후 

고등어에서 급격한 선도저하를 나타내고 있었다

[Fig. 5B].

온도에 따른 휘발성염기질소 함량을 보면 4 ℃

에서는 삼치를 제외한 어종에서 6일째 초기 부패

점에 도달하였으며, 전갱이은 20 ℃에 저장시에는 

초기부패점까지 1일이 소요되었다. 
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[Fig. 5] Changes in the content of volatile basic 
nitrogen in the dark fleshed fishes 
during the storage at 4℃(A), 20℃(B), 
respectively

3. Biogenic amine 함량변화

냉장유통 온도인 4 ℃에서 biogenic amine의 

함량을 살펴보면, histamine의 최종함량이 가장 

높았으며 다음으로 cadaverine, putrescine 이였

다[Fig. 6A, 7A, 8A]. 
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[Fig. 6] Changes in the content of histamine in 
the dark fleshed fishes during the 
storage at 4℃(A), 20℃(B), respectively

어종별 histamine 함량 변화를 살펴보면, 4일

째 꽁치가 5.8 mg/100g으로 가장 많이 생성되었

으며 고등어 2.4 mg/100g이다. 전갱이와 삼치는 

저장 기간동안 생성되지 않았다. 전갱이의 경우 

8일째 5.2 mg/100g이 생성되었다. 10일째에는 고

등어에서 23.2 mg/100g으로 시료 중 가장 많이 

생성되었으며 꽁치 20.4 mg/100g이었으며 전갱이 

16.7 mg/100g이었다. 삼치의 경우 6일째 0.2

mg/100g생성되어 10일째 1.5 mg/100g으로 가장 

낮은 함량을 나타내었으며, 꽁치는 저장 초기에 

histamine의 함량이 급격히 증가하였다[Fig. 6A].

일반적으로 histamine은 선도저하와 더불어 

Proteus morganii 등이 생성한 histidine decarboxy- 

lase에 의하여 탈탄산반응을 받아서 생성된다고 

하는데(Kimata & kawai, 1958, 1959: Kawabata 

& Suzuki 1959), Yamanaka et al.(1982)는 histamine

의 생성은 histamine-forming bacteria보다는 histidine 

decarboxylase activity가 주요한 작용을 한다고 

보고한바 있다. Histamine의 생성모체인 histidine

은 단백질구성아미노산으로 어류의 운동성과 관

련이 있을 뿐만 아니라 적색육 어류에는 엑스분 

중에 유리상태로 다량함유 되어 있어, histamine

도 많은 양이 생성된다고 한다(Hibiki & Simidu, 

1959).

적색육 어류에 있어서 histidine의 함량은 동일 

어종일 때, 보통육이 혈합육 보다 그리고 보통육

도 육색이 진한 것이 육색이 묽은 것보다 높은 

것으로 보고되고 있으며, 같은 어종일 때는 어체

의 크기가 클수록 함유량이 높다고 보고되었다

(Hibiki & Simidu, 1959; Simidu & Hibiki, 1954; 

Takagi et al., 1969).

다음으로는 어종별에 따른 cadaverine 함량은 

4일째 꽁치에서 4.0 mg/100g으로 가장 많이 생성

되었으며 고등어 1.6 mg/100g이 생성되었으며 삼

치는 3.6 mg/100g로 histamine보다 더 많이 생성

되었다. 6일째 꽁치에서 5.6 mg/100g 생성되어 

초기선도는 다른 어종보다 빨랐다. 10일째는 전

갱이가 29.9 mg/100g으로 8일째 이후 급격히 증

가하기 시작하여 가장 많은 함량을 나타내고 있

으며 고등어 20.6 mg/100g, 꽁치 11.4 mg/100g였

고 삼치의 경우에는 9.9 mg/100g로 다른 biogenic 

amine 중 가장 많은 생성량을 나타내었다[Fig. 

7A].

이처럼 cadaverine은 초기 육의 선도저하와 마

찬가지로 빠르게 진행되어 Yamanaka et al(1986), 

Rossi et al(2002)의 보고와 마찬가지로 초기 부패

정도를 확인할 수 있는 지표로써의 활용도 가능

하다고 판단된다.

  4 ℃ 저장 중 putrescine의 생성량은 histamine

과 cadaverine에 비하여 아주 작았다. 4일째 
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[Fig. 7] Changes in the content of cadaverine in 
the dark fleshed fishes during the 
storage at 4℃(A), 20℃(B), respectively
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[Fig. 8] Changes in the content of putrescine in 
the dark fleshed fishes during the 
storage at 4℃(A), 20℃(B), respectively

꽁치에서 0.2 mg/100g 전갱이 0.1 mg/100g이 

생성되었으며 10일째 고등어에서 5.6 mg/100g

으로 가장 많이 생성되었으며 꽁치와 전갱이에

서 3.3 mg/100g, 3.3 mg/100g으로 비슷하게 생

성되었다. 삼치는 저장 10일 경과후에 1.0

mg/100g으로 다른 어종에 비하여 가장 낮은 

함량을 나타내었다[Fig. 8A].

  20 ℃ 저장 중 biogenic amine 함량을 살펴

보면, histamine은 저장 1일 경과 후 전갱이에

서 34.7 mg/100g으로 가장 많이 생성되었으며 

고등어 10.5 mg/100g, 꽁치는 2.9 mg/100g로 4

℃와는 달리 다른 어종에 비해 낮은 함량을 나

타내었다. 고등어는 4일째 425.3 mg/100g로 최

대치를 나타내었다가 감소하였으며 꽁치는 3일

째, 전갱이는 4일째에 최고치를 나타내었다가 

감소하였다[Fig. 6B]. 

  저장 중 Cadaverine의 함량변화는 histamine

의 함량 변화와 마찬가지로 저장 초기에 급격

히 증가하였다가 감소하는 경향을 나타내었다. 

전갱이는 histamine과 마찬가지로 1일 경과시 

12.8 mg/100g으로 최고함량을 나타내었으며, 

그 이후에는 서서히 감소하였다. 또한 꽁치와 

삼치는 저장 3일, 전갱이는 저장 2일 후부터 

감소하기 시작하였으며, 고등어는 저장기간 동
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Species
Biogenic amine

andVBN

Contents (mg/100g)

0day 50days 100day 150days

Mackerel

HM - - 0.41 0.85

CA - - 0.24 0.36

PU - - 0.13 0.28

VBN 12.14 17.90 20.00 22.30

Mackerel

Pike

HM - - 0.39 0.69

CA - - - 0.32

PU - - - 0.28

VBN 10.50 17.79 17.80 18.23

Horse 

Mackerel

HM - - 0.69 1.28

CA - - 0.25 0.74

PU - - - -

VBN 11.96 17.94 19.54 21.54

Spanish

Mackerel

HM - - - -

CA - - - -

PU - - - -

VBN 12.07 17.54 18.15 19.86

<Table. 5> Changes in the content of biogenic amine and volatile basic nitrogen in the dark fleshed 
fishes during the storage at -25℃

안 지속적으로 증가하였다[Fig. 7B]. 

  Putrescine 함량변화를 살펴보면, 고등어는 4

일째 최고함량인 40.1 mg/100g을 나타내었으

며 그 이후에 감소하였으며, 꽁치는 3일째 9.3

mg/100g의 함량을 나타내었다가 그 이후에 

감소하기 시작하였다. 또한 전갱이와 삼치는 

다른 어종과는 달리 생성량이 낮았으며 저장기

간 동안 서서히 증가하였다(Fig. 8B).

  -25 ℃에서 150일 동안의 biogenic amine생성

량을 조사한 결과, 고등어, 꽁치, 전갱이에서 

저장 100일 이후부터 histamine이 생성되었으

며 그 함량은 매우 낮았다. 또한 저장 150일후

에도 전갱이의 histamine함량을 제외한 모든 

어종에서의 biogenic amine 함량은 1 mg/100g 

이하로 나타났다. 따라서 본 결과는 Hardy et 

al.(1976)이 보고한 바와 같이 72주 동안 동결 

저장 하에서 고등어에서는 histamine이 생성되

지 않는다는 결과와 매우 유사하였으며, 이로 

인하여 적색어류의 동결저장 중에는 biogenic 

amine으로 인한 위생적인 문제는 발생하지 않

을 것으로 판단되어진다<Table 5>.
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