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ABSTRACT

  As an alternative to gaseous sanitizer which having penetrating and diffusing capacities, aerosol 

sanitizer’s effect on killing pathogens was investigated. To test the efficacy of aerosolized sanitizer, 

peroxyacetic acid was aerosolized(5.42 ∼ 11.42 µm) by nebulizer(Royal-G Enterprise, ShenZhen, 

China) in a model cabinet against artificially inoculated target microorganisms on lettuce. Lettuce 

leaves were inoculated with a cocktail of three strains each of Escherichia coli O157:H7, Listeria 

monocytogenes, and Salmonella Typhimurium and treated with sanitizer aerosol for 10 min, 30 and 

60 min in a model aerosol cabinet at room temperature(22 ± 2°C). After treatment, surviving cells 

including injured cells were enumerated on appropriate selective agar or using the over-lay agar 

method, respectively. Inoculated lettuce leaves exposed to antimicrobial aerosol for 10 min experienced 

a 0.8 log reduction in E. coli O157:H7, a 0.3 log reduction in Salmonella Typhimurium and a 2.5 log 

reduction in L. monocytogenes when compared to the control. After 30 min treatment, the three 

pathogens were reduced in number of CFU by 2.2, 3.3, and 2.7-log and after 60 min, the reductions 

were 3.4, 4.5, and 3.8-log, respectively. Aerosolization can be new antimicrobial agents delivery 

system in food sanitizing.
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Ⅰ. Introduction

  식중독을  유발하는 식품위해 미생물은 전 세계
적으로 수많은 질병을 유발하고 있으며 이와 동반
하여 미국의 경우 일 년에 수천 명을 사망케 하고 

있다(41). 최소가공 야채, 과일의 섭취가 증가함에 
따라 식중독의 발생 빈도가 높아지고 있다(2, 43). 
따라서 식품 위생을 확보하기 위해서는 식중독 유
발 가능성을 축소시키는 것이 가장 중요하다고 할 
수 있다. 그러나 식중독 유발세균을 제어하는 것
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은 식품의 고유 특성과 관련된 다양한 변수가 관
여하므로 결코 단순하다고 할 수 없으며 획일적인 
방법으로 적용하기에도 무리가 있다. 항균물질을 
식품에 직접 처리하는 것이 가장 보편적으로 활용
되고 있는 기술로서 오래전부터 aqueous sanitizer
를 spraying 방법이나 dipping 방법으로 이용하고 
있다. 이러한 방법들은 식품위해 미생물을 저감시
키는데 비교적 효율적인 방법이라고 평가되고 있
지만 식품의 surface phenomena, 즉 surface cracks나 
biofilm이 존재할 경우 살균 효과가 감소할 수 있
다. 이는 입체적인 구조특성에 의하여 sanitizer와  
pathogen의 접촉이 방해될 수 있기 때문이다. 
Charkowski 등(4)은 wrinkled alfalfa seed는 많은 수
의 aerobic bacteria가 wrinkled 표면에 존재하며 이
러한 경우 smooth seed에 비하여 살균하기가 어렵
다고 보고하였으며 Ito 등(19)은 인위적으로 접종
된 seeds에서 자란 radish sprouts에 대한 미생물 분
석 결과 inner tissues와 cotyledons stomata에서 
viable E. coliO157:H7을 검출할 수 있었다고 하였
다. Han 등(12)은 green pepper의 injured surface에
서 E. coli O157:H7가 계속적인 성장을 하였다고 
보고 하였다. Seo 등(36)은 aqueous sanitizer를 처리
한 후에도 lettuce의 cut edge와 stomata에서 많은 
수의 E. coli O157:H7가 생존하였다고 하였다.  
  Aqueous sanitizers는 pathogen이 이러한 sites에 
존재할 경우 수용액의 특성이 표면장력이 크므로 
입체적으로 서로간의 접촉이 어렵기 때문에 살균
효과가 떨어지게 된다. 이러한 단점을 해결할 수 
있는 가장 효과적인 방법은 gaseous sanitizer를 활
용하는 것으로 알려져 있다. 실제로 gaseous 
sanitizer의 효과에 대한 많은 보고가 있으며(11, 12, 
13, 21), surface hindrance가 존재할 경우 가장 효율
적인 방법으로 평가되고 있다. 그러나 gaseous 
sanitizer의 경우 몇 가지의 단점이 보고되고 있는
데, 이는 gas 생성을 위하여 복잡한 기계장치를 필

요로 하며 gaseous sanitizer로 활용할 수 있는 항균
제의 수가 제한되어 있다는 것이다.
  Aerosolizaton는 액체상태의 물질이 공기 중에서 
fine mist의 형태로 부유하여 존재하고 있는 현상
으로 정의할 수 있다. 현재까지는 주로 therapeutic
과 sanitary의 목적으로 사용되고 있는데 respiratory 
medical treatments(33, 35, 42)나 room disinfection(8, 
16)이 주로 이용되고 있는 분야이다. Therapeutic 
목적으로는 공기 중으로 전염되는 질병치료에 
aerosol therapy(1, 5, 14, 23, 27, 28)가 활용되고 있
다. Pseudomonas aeruginosa(7, 15), Staphylococcus 
aureus(25), Alcaligenes xylosoxidans(32)와 Aspergillus 
fumigatus empyema(30)가 target microorganisms이라
고 알려져 있으며 다양한 항균제를 aerosol 형태로
서 전달하여 치료하고 있다(10, 26, 30, 31). Safe 
room disinfection도 aerosolization을 활용하고 있는 
분야인데, antimicrobial aerosol로 축사를 살균하였
을 경우 생산량을 증대시킬 수 있는 효과적인 방
법이라고 하였다(29, 38, 39, 40). Fišer(8)는 양계장
을 lactic acid aerosol을 이용하여 계속적인 살균을 
실시한 결과 닭의 건강 상태가 개선되었다고 보고
하였다. 또한, Hiom 등(16)은 병원 무균실 살균시 
trigger spray 보다 fine aerosol mists의 경우 
penetrating activity가 높았으며 표면살균에 보다 효
과적이었다고 보고하였다. 
  Aerosol은 높은 penetrating activity가 있을 것으로 

기대되고 있으며 또한 therapeutic application과 같이 

antimicrobial spectrum이 넓기 때문에 aerosolization

은 sanitizer의 새로운 delivery system 으로 활용될 수 

있을 것으로 기대된다. 그러나 아직까지 식품의 

살균에 aerosol을 사용한 예는 보고된 바 없으므로, 

본 연구에서는 aerosol sanitizer의 pathogen에 대한 

살균효과를 검증하여 새로운 delivery system으로서

의 가능성을 타진하고자 하였다. 
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Ⅱ. Materials and Methods

□ 공시균주 및 배양조건 : E. coli O157:H7 

(ATCC 35150, ATCC 43889, ATCC 43890), 

Salmonella Typhimurium(ATCC 19585, ATCC 

43174, ATCC 363755)와 L. monocytogene 

(ATCC 19114, ATCC 19113, ATCC 7644)의 각

각 3 균주씩은 Washington State University 

(Pullman, Wash.)의 Food Science and Human 

Nutrition culture collection에서 수집하였으며 

이를 lettuce에 접종하여 실험하였다. 각각의 

균주는 Tryptic Soy Broth(TSB: Difco, Becton 

Dickinson, Sparks, Md.)를 이용하여 37ºC에서 

24시간 배양한 후 4ºC에서 4,000 x g의 조건

으로 20 분간 원심분리하여 균을 수거하였으

며 buffered peptone water(Difco)로 3번 washing 

하였다. 원심분리 후 cell pellet을 buffered 

peptone water를 이용하여 희석한 후 108 에서 

109 CFU/ml로 조정하여 culture cocktail을 제조

하였으며 이를 실험에 공시하였다.

□ 시료처리 및 접종 : Lettuce는 학교 주변 식료

품점에서 구입하였으며(Pullman, Wash.) 잎을 25 

g이 되도록 분리한 후 멸균 aluminum foil에 정치

시켰다. 접종은 100 µl의 pathogen cocktail을 

micropipettor를 이용하여 최소한 10 군데 이상

의 잎 위에 점적하였다. 접종된 잎은 fan이 돌

아가는 상태에서 biosafety hood내에서 laminar 

flow로 30분간 건조시켜 접종된 pathogen을 고

정화하였다. 

□ Sanitizer 조제 및 잔존 peroxyacetic acid 측정 : 
Sanitizer로는 Tsunami 200(EcoLab, St. Paul, 

Minn.)을 사용하였으며 물에 희석하여 용액 속 

잔존 peroxyacetic acid가 40 ppm 이하가 되도록 

조정하였다. 즉, 이 농도는 1 liter의 증류수에 

Tsunami 200을 0.33g(311 µl) 첨가하여 제조하

였다. 모든 실험은 동일 농도 조건에서 시행되

었으며 잔존 peroxyacetic acid 함량은 Peracid/ 

Peroxide Test Kit, #311 (EcoLab)를 이용하여 분

석하였다. 

□ Antimicrobial aerosol 처리 : Antimicrobial aerosol 

효과 검증을 위한 실험으로서  model cabinet(50 

x 25 x 30 cm)을 사용하였다(Fig. 1). Cabinet은 

밀봉상태로 유지하였으며 실험용 aerosol generator 

(Royal-G Enterprise, ShenZhen, China)에서 생성

된 aerosol이 cabinet 상부로 유입되게 하였다. 

수용액 peroxyacetic acid(Tsunami 200)는 generator

에 의해 약 5.42 ∼ 11.42 µm 입자로 분산되었

다. Aerosol 처리는 10분, 30분과 60분 처리하

였으며 모든 실험은 실내 온도에서 실시하였다

(22±2ºC). 

A 

C 

F 

B 

D 

E 

Fig 1. Aerosolization of peroxyacetic acid 

(Tsunami 200) in model cabinet system. 

     A: 0 sec, B: 5 sec, C: 10 sec, D: 15 sec, 
E: 30 sec, and F: 40 sec
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Target species
Enumeration media

Healthy cells Injured cells

E. coli O157:H7 Sorbitol MacConkey agar
(SMAC)

Sorbitol phenol red 
agar base (SPRAB)

Salmonella
 Typhimurium

Xylose Lysine 
Desoxycholate Agar (XLD)

XLD agar overlay 
method (OV-XLD)

L. 
monocytogenes

Oxford Agar Base
a

(OAB)
OAB agar overlay 
method (OV-OAB)

aOxford antimicrobic supplement was added.

Table 1. Media used for enumeration of healthy and injured cells of Escherichia coli O157:H7, 

Salmonella Typhimurium, and Listeria monocytogenes on lettuce leaves after antimicrobial 

aerosol treatment

□ Non-injured cell의 계수 : Aerosol sanitizer 처리가 
끝난 후 lettuce leaves(25 g)는 50 ml의 buffered 
peptone water가 있는 stomacher bag에 넣은 후  
Seward stomacher (400 Circulator, Seward, London, 
UK)를 이용하여 2분간 균질화 하였다. 처리후 
시료 1 ml을 취하여 9 ml의 멸균된 buffered 
peptone water를 이용하여 serial dilution을 하였
으며 0.1 ml을 취하여 각각의 선택배지에 도말
하였다. Sorbitol MacConkey agar (SMAC; Difco), 
Xylose lysine desoxycholate agar (XLD; Difco)와 
antimicrobic supplement (BactoTM Oxford antimicrobic 
supplement, Difco)를 첨가한 Oxford agar base 
(OAB; Difco)를 각각 E. coli O157:H7, Salmonella 
Typhimurium와 L. monocytogenes 선택배지로 사
용하였다(Table 1). 이를 37°C 조건에서 24시
간이나  48 시간 배양한 후 균수를 계수하였다. 

□ Injured cells의 계수 : 1% sorbitol을 첨가한 
Phenol red agar base(SPRAB; Difco)를 E. coli 
O157:H7 injured cell 계수에 사용하였다(36). 
SPRAB 배지에서 성장한 추정 균주를 분리하여 
E. coli O157:H7(RIM, E. coli O157:H7 Latex 
Agglutination Test; Remel, Lenexa, Kan.)에 대한 
serological confirmation을 실시하였다. Salmonella 
Typhimurium과 L. monocytogenes의 injured cell

은 XLD agar와 OAB를 이용하여 overlay(OV) 
method를 사용하여 계수하였다. Tryptic soy 
agar (TSA; Difco)를 이용하여 37°C에서 2시간 
배양하여 injured cell을 회복시켰으며 7 ml의 
selective medium(XLD or OAB agar)을 Tryptic 
soy agar에 overlay 한 후  37°C에서 24시간이
나 48시간 배양한 후 특정적인 colony를 계수
하였다.

 
□ 통계처리 : 모든 실험은 duplicate sample을 이
용하여 3반복 실험 하였다. 데이터는 SAS 
(SAS Institute, Cary, NC)의 ANOVA procedure
를 이용하여 분석하였다 (treatment, storage time, 
and treatment  storage). 효과가 significant (P < 
0.05) 할 경우 평균은 Duncan’s multiple range 
test를 수행하였다.

Ⅲ. Results and Discussion

  Fig. 1은 model cabinet에서 aerosol sanitizer가 분
산되는 동력학적 특성을 보여주고 있다. Cabinet에
서 aerosol이 빠른 속도로 분산되었으며 40초 후에 
거의 포화 된 상태를 나타내었다. Peroxyacetic 
acid(Tsunami 200) aerosol은 model cabinet에서 골고루 
분산되었으며 gaseous 한 분산 형태를 나타내었다. 
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Fig. 2는 Tsunami 200 aerosol로 inoculation된 lettuce 
leaves에 처리한 후 각각 SMAC과 SPRAB 배지를 
이용하여 surviving 한 E. coli O157:H7를 계수한 
결과이다. Lettuce leaves에는 g 당 106-7 CFU의 E. 
coli O157:H7을 접종하였으며 이는 상온에서 60분 
동안 sanitizer를 처리하지 않은 경우 미생물 수의 
변화가 없었다(대조구). 그러나 aerosol sanitizer를 
처리하였을 경우, 10분, 30분 그리고 60분 처리 후 
0.8, 2.2 그리고 3.4 log units 만큼 감소하였다. 
SMAC과 SPRAB로 계수한 경우 통계적으로 유의
한 차이가 없었으므로(P > 0.05) Peroxyacetic acid 
(Tsunami 200) aerosol이 chemically injured cell을 
형성하지 않으면서 효율적으로 E. coli O157:H7을 
저감화 시킴을 알 수 있었다. 

Treatment time (min)
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Fig 2. Survival curves for Escherichia coli 
O157:H7 on lettuce leaves exposed to 
antimicrobial aerosol at room temperature 
(22 ± 2ºC). E. coli O157:H7 before and 
after treatment was enumerated on both 
MacConkey Sorbitol Agar (SMAC) and 
Phenol Red Agar Base with 1% sorbitol 
(SPRAB) for enumeration of normal cells 
and recovery of injured cells, respectively. 
The error bars indicate 95% confidence 
intervals. ●, SMAC (control); ○, SMAC 
(aerosol treatment); ▼, SPRAB (control); 
▽, SPRAB (aerosol treatment) 

  Salmonella Typhimurium은 10분, 30분, 60분 처리

한 경우 0.3, 3.3과 4.5 log units 만큼 감소하였으

며 10분 처리한 경우 0.9 log CFU/g 만큼의 

chemically injured Salmonella Typhimurium cell을 검

출할 수 있었으며 30분 및 60분 처리한 경우 1.2 

log CFU/g의 injured cell이 각각 검출되었다. XLD

와 OV-XLD로 검출한 경우(P > 0.05) 통계적인 유

의한 차이는 없었다(Fig 3). L. monocytogenes는 동

일한 시간처리 시 2.5, 2.7 그리고 3.8 log reduction

을 각각 나타내었다. Healthy cell과 injured cell 사

이에는 역시 통계적으로 유의한 차이가 없었다(P 

< 0.05)(Fig. 4). 

Treatment time (min)
0 10 20 30 40 50 60 70

Lo
g 10

 C
FU

/g

0

2

4

6

8

10

Fig 3. Survival curves for Salmonella Typhimurium 
on lettuce exposed to antimicrobial 
aerosol at room temperature (22 ± 2ºC). 
Salmonella Typhimurium before and after 
treatment was enumerated on Xylose 
Lysine Desoxycholate Agar (XLD) both 
directly and with the Overlay (OV) 
method for enumeration of normal cells 
and recovery of injured cells, respectively. 
The error bars indicate 95% confidence 
intervals. ●, XLD (control); ○, XLD 
(aerosol treatment); ▼, OV-XLD (control); 
▽, OV-XLD (aerosol treatment) 
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Fig 4. Survival curves for Listeria monocytogenes 

on lettuce leaves exposed to antimicrobial 

aerosol at room temperature (22 ± 2ºC). 

L. monocytogenes before and after 

treatment was enumerated on Oxford 

Agar Base (OAB) both directly and with 

the Overlay (OV) method for enumeration 

of normal cells and recovery of injured 

cells, respectively. The error bars indicate 

95% confidence intervals. ●, OAB 

(control); ○, OAB (aerosol treatment); ▼, 

OV-OAB (control); ▽, OV-OAB (aerosol 

treatment) 

  많은 연구자들이 lettuce나 과일 등의 food 
products에서 Tsunami가 pathogen을 사멸시키는 효
과에 대하여 보고하고 있다. Lukasik 등(24)은 
Tsunami을 peroxyacetic acid의 함량 기준으로 100 
ppm 조건으로 처리하였을 경우 E. coli O157:H7을 
96.8% 사멸하였다고 하였으며 strawberry에서 
Salmonella Montevideo를 97.3% 사멸하는 효과가 
있었다고 하였다. 23oC에서 Tsunami 200을 40, 60 
ppm 농도 조건으로 10분간 처리하였을 경우 seed
에 접종된 E. coli O157:H7을 1.12와 1.30 log 
CFU/g 씩 저감화 하였다고 하였다(3). 또한 58oC에
서 40 ppm과 160 ppm을 5분간 처리하였을 경우 

2.88과 2.46 log CFU/g에 상당하는 살균효과가 있
었다고 보고하였다(3).
  미생물은 과일이나 채소의 표면에 붙어서 존재
할 수 있으며, aqueous sanitizer를 처리할 경우 
injured site에 의해 보호되고 있거나 hydrophobic 
pockets, folds 등에 존재하여 격리될 경우 원활한 
사멸효과가 일어나지 않을 수 있다(34). 많은 연구
자들이 위해미생물의 표면 접촉과 sanitizer 처리에 
의한 효과에 대하여 보고하고 있으며(9, 22, 37, 
45) 위해 미생물이 식품표면의 고유의 특성이라 
할 수 있는 여러 가지 물리적인 구조에 의하여 
sanitizer에 대한 저항성을 가질 수 있다고 하였다. 
한편, 과일이나 야채의 표면에 부착된 위해 미생
물에 대한 살균이 효율적이지 못하였다는 다양한 
보고도 있다. Beuchat 등(2)은 iceberg lettuce에 접
종된 Salmonella를 aqueous chlorine으로 처리하였을 
경우 1-log reductions 이하의 살균효과가 있었다고 
하였으며, Zhang 등(44)은 22ºC 조건에서 aqueous 
chlorine과 chlorine dioxide를 lettuce에 접종된 L. 
monocytogenes에 대하여 처리하였을 경우 각각 1.7
과 0.8 log 만큼의 저감화가 일어났다고 하였다. 
이와 같은 대부분의 실험에서 과일과 채소에 대하
여 aqueous sanitizer는 2 log 정도의 저감화 효과가 
있었다고 하였다. 이러한 단점을 극복할 수 있는 
방법으로는 gaseous sanitizer를 사용하는 것으로서 
Han 등(12)은 pepper surface의 uninjured와 injured 
surfaces에 대한 chlorine dioxide gas를 0.62와 1.24 
mg/liter 농도로 처리하였을 경우, 3.3과 6.5 log 
reduction이 일어났다고 하였으며 또한 0.6과 3.0 
mg/liter 농도의 chlorine dioxide gas 처리하였을 경우 
uninjured와 injured surface에 접종된 L. monocytogenes
에 대하여 3.5와 6.0 log reduction이 일어났다고 하
였다. Lee 등(20)은 chlorine dioxide gas를 처리하였
을 경우 lettuce에 접종된 S. Typhimurium에 대하여 
5.4 log reduction이 발생하였다고 보고하였다. 
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  Gaseous sanitizer는 aqueous sanitizer에 비하여 많
은 장점이 있지만, gas 생성을 위해서 복잡한 기계
장치를 요구하며 또한 sanitizer로 이용할 수 있는 
항균제의 수가 제한되어 있는 단점이 있다. 
  반면에 aerosol은 penetrating activity가 aqueous 
sanitizer보다 높으며 또한 가용성의 antimicrobial 
agents는 aerosolization에 의하여 target site에 원활
하게 전달될 수 있다. 따라서 aerosolization은 다양
한 antimicrobials agents의 효율적인 delivery tool이
라고 할 수 있다. 실제로, therapeutic application에
서는 다양한 antibiotics가 aerosol ventilation(6, 10, 
25, 26)에 의해서 target site에 전달되고 있으며 또
한 room disinfection application에서도 lactic acid와 
acetic acid 등의 유기산이 aerosolization에 의해 살균제
로 이용되고 있다. 따라서 aerosolization은 aqueous 
sanitizer의 다양한 antimicrobial agents를 활용할 수 
있다는 장점과 높은 penetrating activity를 나타내는 
gaseous sanitizer의 장점을 모두 가지고 있다고 할 
수 있다. 또한 new aerosolization machine(17, 18)의 
계속적인 발전에 의하여 향후 더욱 더 작은 입자
의 aerosol 생성이 가능할 경우 보다 penetrating 
activity와 diffusivity가 향상될 것으로 생각된다. 그
러나, 이러한 aerosol sanitizer의 상업적 활용을 위
해서는 상대습도, 온도 조건, container의 크기 등 
다양한 조건과 변수에 대한 정밀한 고찰이 중요하
다고 할 수 있다.  
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