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ABSTRACT

Aims: As a preliminary experiment on new sanitizer delivery tools, the efficacy of aerosolized 

sanitizer on foodborne pathogens was investigated in larger model chamber system.

Methods: Peroxyacetic acid and hydrogen peroxide were aerosolized in a model system against 

artificially inoculated target microorganisms on laboratory media. Cultures of 4 different foodborne 

pathogens were inoculated and affixed onto 3 different heights (bottom, wall, and ceiling), and 3 

different orientations (face-down, vertical, and face-down) inside a commercial semi-trailer cabinet 

(14.6 x 2.6 x 2.8 m). Sanitizer was aerosolized into 2 m droplet size fog and treated for 1 h at 

ambient temperature.

Results: Populations of Bacillus cereus, Listeria innocua, Staphylococcus aureus, and Salmonella 

typhimurium were reduced by an average of 3.09, 7.69, 6.93 and 8.18 log units per plate, respectively. 

Interestingly, L. innocua, Staph. aureus, and Salm. typhimurium showed statistically not different (P 

≤ 0.05) reduction patterns relative to height and orientation that were never expected in a spraying 

system

Conclusion and significance: Aerosolized sanitizers diffuse like gaseous sanitizers, so it has great 

potential for use in commercial applications.  
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1. Introduction

  식품 원재료에 대한 sanitation은 foodborne outbreak

를  줄일 수 있는 매우 중요한 기술이라고 할 수 

있다. 현재까지 항균제를 직접 식품에 처리하는 

방법이 가장 보편적으로 사용되어져 오고 있으며 

이는 aqueous sanitizer를 식품에 spraying 하거

나 dipping하여 효과를 얻고 있다. 이러한 방법은 

pathogen에 대한 충분한 저감효과가 있으나 대상 

연 구 속 보
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식품에 surface phenomena (cracks, plant hair, 

biofilm)이 있는 경우 sanitizer가 pathogen에 접촉

하지 못하기 때문에 때때로 그 효과가 감소하기도 

한다. Hara-Kubo 등(1988)은 인위적으로 접종된 

seed에 sanitizer를 처리한 후 radish sprouts를 발

생시켜 이에 대한 미생물 분석 결과 cotyledons 

stomata의 inner tissue에서 인위적으로 접종되었

던 E. coli O157:H7을 검출하였다고 보고하였으며, 

Han 등(2000)은 green pepper의 injured surface에

서 E. coli O157:H7의 지속적인 성장이 있었다고 

하였다. 이는 pathogen이 이러한 site에 존재할 경

우 aqueous sanitizer의 원활한 침투가 이루어지지 

않아 살균 효과가 미진하였음을 의미한다. 이러한 

aqueous sanitizer의 단점을 극복할 수 있는 대안

으로는 gaseous sanitizer를 이용하는 방법이 제시

되고 있다. Gaseous sanitizer는 penetrating 

activity가 높기 때문에 surface hindrance에 의해 

격리되어 있는 미생물과의 접촉이 가능하여 

sanitation에 효과적이라는 다양한 보고가 있다

(Han et al. 2000, 2001a, 2001b). 그러나 gaseous 

sanitizer는 gas 발생을 위한 복잡한 기계장치가 

필요하며, 또한 gas화 할 수 있는 sanitizer의 종류

가 제한되어 있는 단점이 있다. 

  한편, aerosolization은 액체 성분이 미세한 mist 

형태로 공기 중에 분산되어 있는 상태로 정의될 

수 있으며 respiratory medical treatment(Wanner 

and Rao 1980; Palmer et al. 1998)의 의학적 목적

이나 room disinfection(Fier 1978; Hiom et al. 

2003)의 sanitary 목적으로 이용되어져 왔다. 의학적 

목적으로는 폐에 감염되어 있는 Pseudomonas 

aeruginosa(Hashimoto et al. 1996), Staphylococcus 

aureus(Maiz et al. 1998)와 Aspergillus fumigatus 

empyema(Purcell and Corris 1995)의 치료에 이용

되고 있으며, safe room disinfection의 경우, 가축

생산을 증대시킬 수 있는 효과적인 방법으로 생각

되고 있다(Prof and Steiger 1982; Steiger et al. 

1982). Fier (1978)는 lactic acid를 aerosolization 

하여 주기적인 disinfection을 실시한 결과, 사육되는 

닭의 건강 상태가 양호하였다고 하였으며 Jarnych 

(1972)도 lactic acid aerosol이 전염병 예방 및 가

축의 건강에 도움을 주었다고 보고하였다. Hioem 

등(2003)도 병실 aseptic processing시 aerosol 

mists가 trigger spray 보다 penetrating activity이 

우수하였다고 하였다. 

  높은 diffusible activity와 넓은 antimicrobial 

spectrum을 가지고 있을 것으로 기대되고 있는 

aerosolizaton은 항균제의 새로운 delivery system

이 될 수 있다. 그러나 아직까지 식품 sanitation에 

aerosol이 사용된 연구사례는 없으므로 본 실험을 

통하여 그 가능성을 타진하고자 하였다. 실험은 

미세한 droplet size (2 μm)로 aerosol을 제조하여 

large model chamber(semi-trailer system)에서 효

과를 검증하는 preliminary  research로 수행하였다. 

Aerosolization에 사용된 sanitizer는 peroxyacetic 

acid와 hydrogen peroxide을 혼합하여 사용하였다. 이 

sanitizer는 corrosiveness가 낮고 killing spectrum

이 넓으며 처리 후 인체에 무해한 acetic acid, oxygen

과 물로 분해 되므로 이를 선택하였다(Lenahan 1992). 

2. Materials and methods

2.1. 사용균주 

실험에 공시된 4종의 균주인 Bacillus cereus 

W-2, Listeria innocua(ATCC 33090), Salmonella 

typhimurium(ATCC 363755)와 Staphylococcus 

aureus(ATCC 49444)는 Washington State University

의 Food Science and Human Nutrition culture 

collection에서 분양 받아 사용하였다. Bacillus 

cereus는 Brain-Heart Infusion Agar(Difco)에 접

종하고 20℃에서 3주간 배양하여 적어도 80%의 

bacteria가 spore를 형성하도록 유도하였다. Spores

는 BHI culture plate에 1～2 ml의 물을 첨가하고 

멸균된 swab으로 부드럽게 문질러 분리하였으며 

이를 4℃, 5,900 x g에서 15분간 원심 분리하여 

수거하였다. Spore pellet은 증류수로 3번 washing
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Height Petri dish position Orientation Petri dish position

Floor (0 m) 1, 3, 5 Face-up 1, 3, 5

Wall (1.4 m) 2, 4, 6, 7, 8 Vertical 2, 4, 6

Ceiling (2.8 m) 9 Face-down 7, 8, 9

Table 1. Height and orientation of positioned petri dishes

한 후에 소량의 물을 첨가하여 resuspend 시킨 후 

-20℃에서 보관하였다. 다른 균주들은 모두 Tryptic 

Soy Broth(Difco)를 이용하여 37℃에서 18시간 배

양한 후 원심분리하여 이를 buffered peptone water

에 resuspend 시켜 최종적으로 1 ml 당 108~109 

cell 이 되도록 조정한 후 실험에 공시하였다.

  

2.2. Experimental design

  Bacterial culture는 100 μl 당 108~105 cell이 되

도록 serial dilution을 실시하였으며 각 희석액 

100 μl를 TSA petri dish에 분주하고 cotton- 

tipped swab을 이용하여 골고루 분산시켜 희석배

수에 따른 2 set의 plate를 제조하였다. One set는 

aerosol treatment에 이용하였고 other set는 대조

구로 사용하였다. Petri dish의 lid를 제거하여 

semi-trailer(14.6 x 2.6x 2.8 m) 내부 9 군데에 

duct tape을 이용하여 부착시켰다(Fig. 1). 부착된 

petri dish의 height와 orientation은  Table 1에 나

타내었다. 바닥에는 서로 다른 3 위치를 선정하였

으며, 벽에는 5 위치를 선정하였고 천장에는 1 위

치를 선정하였다. 바닥에 위치된 모든 petri dish는 

모두 face-up orientation으로, 벽면에 위치한 petri 

dish의 3 위치는 vertical orientation으로, 나머지 

2 위치와 천장에 위치한 petri dish는 face-down 

orientation으로 조정하였다. Petri dish를 배치한 

후에 trailer 문을 닫고 experimental aerosolization 

generator(Environmental Cleaning Solutions, 

LLC, Tomahawk, WI, USA)에서 생성된 aerosol

을 trailer 바닥으로부터 50 cm 높이로 10 cm의 

호스를 이용하여 유입시켰다. Aqueous sanitizer는 

1,800 ppm peroxyacetic acid(C2H4O3)와 8,800 

ppm hydrogen peroxide (H2O2)의 혼합물을 사용

하여 2 μm diameter의 aerosol을 생성시켜 이를 

한 시간 동안 처리하였다. 처리 후 sanitizer를 대

기중으로 분산시키고 petri dish를 수거하여 lid를 

덮은 후 37℃에서 24시간 배양하여 계수하였다. 

Aerosol 처리되지 않은 petri dish를 negative 

control로 사용하였다.
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Fig. 1 Schematic diagram of semi-trailer used in 
aerosol sanitizer experiment. The alphabet 
indicates the location where inoculated 
petri dishes were positioned. ①; Floor, 
next to left door, ②; Left wall, next to 
left door, 1.4 m high, ③; Floor, next to 
left wall, 7.3 m inside trailer, ④; Left 
wall, 7.3 m inside trailer, 1.4 m high,  ⑤; 
Floor, next to right wall, 12.2 m inside 
trailer, ⑥; Left wall, 12.2 m inside trailer, 
1.4 m high,  ⑦; Inverted on right wall, 
7.3 m inside trailer, 1.4 m high, ⑧; 
Inverted on inner wall, 14.6 m inside 
trailer, 1.4 m high, ⑨; Inverted on ceiling

       cceiling, wwall, bbottom



94    연구속보/Foodborne Pathogen Reduction을 위한 항균제의 새로운 Delivery System인 Aerosolization

2.3. 통계처리

SAS(SAS Institute, Cary, NC)의 ANOVA 

procedure를 이용하여 variance analysis를 시행하

였다. 처리 효과가 significant 할 경우 (p ≤ 0.05), 

평균은 Duncan's multiple range test로 분석하였다. 

3. Results

  Bacillus cereus의 경우, 처리전의 6.38±0.09 

(log10 cells/plate)에서 aerosol sanitizer 처리 후 

3.29±1.34(log10 cells/plate)로 감소하였다. L. innocua 

population은 처리전의 8.66±0.20(log10 cells/plate)

에서 처리 후 0.97±0.75(log10 cells/plate)로 감소하

였다. Salmonella typhimurium과 Staph. aureus는 

8.92±0.01 (log10 cells/plate)에서 0.74±0.513 (log10 

cells/plate)로, 8.46±0.05(log10 cells/plate)에서 

1.53±0.56(log10 cells/plate)로 감소하였다. Aerosol 

sanitizer 처리로 B. cereus, L. innocua, Salm. 

typhimurium과 Staph. aureus는 처리하지 않은 대

조구에 비하여 각각 3.09, 7.69, 8.18 과 6.93 log10 

units 감소하였다(Fig. 2). Bacillus cereus가 가장 

낮은 감소를 나타내었는데, 이는 spore이기 때문

에 vegetable cell에 비하여 chemical sanitizer에 

강한 저항성을 가지기 때문이라고 생각되었다. 

Listeria innocua와 Salm. typhimurium은 peroxyacetic 

acid와 hydrogen peroxide로 구성된 sanitizer에 쉽

게 reduction 됨을 알 수 있었다. petri dish의 위

치에 따라 데이터를 분석해 본 결과, B. cereus를 

제외하고는 모두 통계적으로 유의한 차이(p ≤ 

0.05)가 없는 것으로 나타났다(Fig. 3). Petri dish

의 orientation, 즉 face-up, vertical, face-down에 

따라 분석해 본 결과, 역시 B. cereus을 제외하고

는 통계적으로 유의한 차이가 없는 것으로 나타났

다(Fig. 4). 이는 aerosol sanitizer가 height와 

orientation에 관계없이 동일한 pathogenic reduction을 

유발한 것으로 aerosol sanitizer의 높은 diffusiveness

를 알 수 있었다.

          *

            †

             ‡

Fig. 2. Microbial reductions of target microorganism 

at 9 different positioned petri dishes with 

aerosolized peroxyacetic acid and hydrogen 

peroxide in model semi-trailer. A: Bacillus 

cereus, B: Listeria innocua, C: Salmonella 

typhimurium, and D: Staphylococcus aureus

  * Mean± S.D before aerosol sanitizer treatment

  †Mean±S.D after aerosol sanitizer treatment

  ‡Reduction by aerosol sanitizer treatment
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Fig. 3 .Microbial reductions of target microorganism 

depending on petri dish heights with 

aerosolized peroxyacetic acid and hydrogen 

peroxide in model semi-trailer. Each bar 

indicates the same microorganism shown 

in Fig. 2.

* Values followed by different alphabet are 

statistically different (P  ≤ 0.05)
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Fig. 4. Microbial reductions of target microorganism 

depending on petri dish orientations with 

aerosolized peroxyacetic acid and hydrogen 

peroxide in model semi-trailer. Each bar 

indicates the same microorganism shown 

in Fig. 2.

* Values followed by different alphabet are 

statistically different (P  ≤ 0.05)

4. Discussion

본 실험에 사용된 sanitizer aerosol은 huge 

semi-trailer(14.6x 2.6x 2.8 m) 내에서 서로 다른 

height와 orientation에 관계없이 효과적으로 

diffuse 된 것으로 판단되었는데, 이는 aerosol의 

유입이 바닥에서 50 cm의 높이에서 이루어졌지만, 

petri dish의 height와 orientation에 무관하게 거의 

동일한 microbial reduction이 일어났기 때문이다. 

따라서 aerosol은 강한 diffusiveness 특성을 가지

고 있는 것으로 생각되었으며 gas sanitizer의 특

징인 penetration activity가 높을 것으로 기대되었

다. 본 실험에서는 electro-mechanical generator를 

이용하여 작은 size(<2 μm)의 aerosol을 발생시켜 

실험하였기 때문에 전에 보고된 실험(Steiger 

1982; Steiger et al. 1982)에서 사용된 aerosol 

(8～18 μm)과는 달리 smoke-like fog 형태로 

chamber 내에서 골고루 분산되었으며 수분 중합

에 의해 밑으로 가라앉는 현상이 발생하지 않았다. 

Sapers(2001)는 미생물이 식품 표면의 inaccessible 

sites에 부착되어 있는 경우 washing efficacy를 

저해하는 요인이 될 수 있다고 하였으며 Han 등

(2001b)은 fruits나 vegetable 표면에 부착되는 미

생물은 pore나 natural irregularitie에 의해 protect 

되는 곳에 존재할 수 있다고 하였다. Lillard(1979)

는 leaf surface의 fold나 hydrophobic pocket에 존

재할 경우 aqueous sanitizer와의 접촉이 어렵기 

때문에 살균효과가 감소된다고 하였다. 이외에도 

많은 연구자들(Villarreal et al 1990; Zottola 1994; 

Smoot and Pierson 1998)이 물리적으로 접근하기 

어려운 표면에 부착된 미생물의 경우 aqueous 

sanitizer의 효과가 저감된다고 하였다. 

또한, 미생물은 biofilm을 생산할 수 있으며 이

러한 inert support에 미생물이 존재할 경우에도 

sanitation에 대한 저항성을 가진다고 하였다

(Nguyen-the and Carlin 1994). 이러한 biofilm

은 extracellular polysaccharide matrix의 형태를 

가지며 이러한 구조물에 의해 미생물이 물리적으

로 격리되어 있을 때 inhibitory agent에 대한 저

항성을 가진다고 하였다(Zottala 1994). 이러한 

biofilm은 식품의 가공, 유통, 저장 중에 생성될 수 

있으며, fruits와 vegetable의 경우 재배시나 숙성

중 cross-contamination에 의해 생성될 수 있다

(Beuchat 2002). 따라서 유통이나 저장중 bioflim 

생성을 억제하기 위해서는 효과적인 살균공정을 

거치는 것이 중요하다고 할 수 있다. Sanitizer를 

aerosol화하는 기술은 이러한 경우에 효율적으로 

사용될 수 있으며 또한 aerosolization 기기의 성능

이 개선되고 있으며 크기도 소형화되고 있으므로 

fruits와 vegetable의 저장 및 유통에 사용되는 

trailer cabinet와 container에 효과적으로 적용될 

수 있다.

물에 용해될 수 있는 sanitizer는 fine mist 
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aerosol의 형태로 target microorganism에 효과적

으로 전달될 수 있다. 이에 비하여 gaseous 

sanitizer는 gas화될 수 있는 sanitizer의 수가 한

정되어 있는 단점이 있다. Aerosolization은 다양

한 antimicrobial agent를 사용할 수 있으며 실제

로 therapeutic application시 다양한 antibiotics가 

aerosol ventilation에 의해서 활용되고 있으며

(Purcell and Corris 1995; Griese et al1998; 

Melani and Di Gregorio 1998) 또한 room 

disinfection application시 lactic acid와 acetic acid 

같은 organic acid가 이용되고 있다. 따라서 

aerosolization은 사용가능한 sanitizer의 spectrum

이 넓은 aqueous sanitizer의 장점과 penetrating 

activity가 넓은 gaseous sanitizer의 장점을 모두 

가지고 있다고 할 수 있다. 향후, aerosol의 droplet 

size가 계속적인 기기 개발로 미세화될 수 있다면 

aerosol sanitizer의 penetration capacity와 

diffusiveness는 더욱 더 증대될 것으로 전망된다. 본 

실험은 식품에 적용할 수 있는 새로운 antimicrobial 

delivery system에 관한 기초적인 연구로서 

sanitation parameter, 즉 relative humidity, 

temperature, shipping container의 composition 

등의 조건이 최적화 된다면, aerosol treatment의 

효율성을 증대시킬 수 있을 것으로 생각된다. 따

라서 상업적인 적용이 이루어지기 위해서는 여러 

가지 환경조건에 대한 연구가 후속되어야 할 것으

로 생각되었다.
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