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Abstract

This study was performed to assess the presence of contaminated microorganisms of Escherichia coli, Clostridium 
perfringens, and Bacillus cereus in the 112 commercial Saengshik products. E. coli was not detected in all the samples, 
but C. perfringens was detected in 11 products (9.8%). The number of the bacteria was less than 100 CFU/g, which was 
satisfactory to KFDA microbiological requirement. B. cereus was detected less than 102∼103 CFU/g in 7 products and 
103∼104CFU/g in 13 products out of 25 products. Those detected bacteria from tryptose sulphite cycloserine agar and 
mannitol egg yolk polymyxin agar showed the typical characteristics of Gram positive and contained lecithinase, which 
can decompose egg-yolks layers in the biochemical test. Therefore, much more attention must be applied to satisfy the 
B. cereus requirement for Saengshik products sold in the market.
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서  론

우리나라 식품공 (식품의약품안 청 2008a)에서는 생식

(生食)류는 ‘동․식물성 원료를 주 원료로 하여 건조와 같은 가

공처리하여 분말, 과립, 바, 페이스트, 겔상, 액상 등으로 제조

한 것으로 이를 그 로 는 물 등과 혼합하여 섭취할 수 있도

록 한 것’이라고 정의되어 있다. Kim YJ(2006)은 소비자들이 

생식 제품을 섭취하는 목 으로 체질 개선이 50%, 질병 치유식

이 26%, 식사 용식이 22%라고 보고하 다. Chang et al(2004)
은 시  생식의 제조 공정과 최종 제품에서 병원성 미생물을 

분석한 결과, 최종 제품의 해 미생물 검출률이 원료보다 높

게 나타나 제조 공정  미생물 오염이 증가한다고 보고하 고, 
Chung & Han(2003)은 생식이 선식보다 생 으로 더 안

할 것이라는 소비자 인식 조사 결과와는 달리 생식이 미생물 

해 정도가 더 높게 나타났다고 보고하 다. 생식 제품의 특

성상 열처리를 하지 않기 때문에 생 인 문제가 부각되면

서 2005년 식품공 에 생식류에 하여 수분은 8.0% 이하, 
장균(Escherichia coli)은 음성, 클로스트리디움 퍼 린젠스

(Clostridium perfringens)는 1g 당 100 CFU 이하, 바실러스 세

우스(Bacillus cereus)는 1g 당 1,000 CFU 이하로 규정하는 
기  규격이 신설되었다(식품의약품안 청 2005).

Kwak et al(2006)은 미, 당근, 율무, 옥수수 등 53건의 원 

재료에 한 미생물 오염 분석 결과, C. perfringens는 2건(3.8%), 
B. cereus는 13건(24.5%)에서 검출되었다고 보고하 다. Cho 
et al(2008)은 시  생식의 해 미생물 오염도 조사에서 B. ce-
reus의 좀 더 생 인 리가 필요하다고 보고하 고, Chung 
and Han(2003)은 미생물 검사 결과 생식 제품에서 많은 장

균군이 검출되어 한 생 리 기 이 마련되어야 한다

고 보고하 다.
본 연구에서는 시  생식 제품들이 식품공  기  규격에 

합한 지의 여부를 알아보기 해 장균(Escherichia coli), 
클로스트리디움 퍼 린젠스(Clostridium perfringens), 바실러

스 세 우스(Bacillus cereus) 등의 오염 미생물을 분석하 다.

연구 내용  방법

1. 실험 재료

2007년 1월부터 2008년 12월까지 생산된 9개 업체의 112
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의 생식제품(Table 1)을 각 업체에서 제공받아 사용하 다.

2. 오염 미생물 분석

식품공 의 생식류 규격 항목인 E. coli, C. perfringens, B. 
cereus 등의 미생물을 분석하 다(Fig. 1). 모든 시료는 Clean 
Bench(Hb-402, 한백과학, 한국)에서 무균 으로 처리하 고, 
Stomacher(Bagmixer400, Interscience, Korea)로 균질화하여 

사용하 다. 미생물 분석  생화학  특성 분석은 식품공

(2008b)에서 제시한 시험법에 따라 수행하 다.

Table 1. Number of commercial Saengshik product sam-
ples

Manu-
facturer

Number of 
samples

Manu-
facturer

Number of 
samples

A

B

C

D

E

22

26

10

 2

12

F

G

H

I

10

14

10

 6

E. coli

Ec-broth
44.5±0.2℃

24±2hr

EMB
35±1℃
24±2hr 

NA
35±1℃
24±2hr

C. perfringens

1% 
peptone

TSC
37℃, 18～24hr

(Anaerobic) 

NA
37℃, 24±2hr
(Anaerobic) 

B. cereus

KH2PO4

+
1NaOH

MYP
30℃ 

24hr  

NA
30±1℃
24±2hr 

Gram stain & Identification & API kit

Fig. 1. Experimental procedure for isolation and identifi-
cation of E. coli, C. perfringens, and B. cereus from commer-
cial Saengshik products.
EMB: Eosin methylene blue agar, NA: Nutrient agar, TSC: Try-
ptose sulphite cycloserine agar, MYP : Mannitol egg yolk poly-
myxin agar.

1) 장균(Escherichia coli) 
검체 10 g을 취하여 멸균생리 식염수 225 mL와 혼합하여 

시료로 사용하 다. 처리를 한 검체를 3개의 EC broth(Di-
fco, NJ, USA) 시험 에 종하여 44.5±0.2℃, 24±2시간 동안 

배양하 다. 

2) 클로스트리디움 퍼 린젠스(Clostridium perfringens)
검체 25 g을 취하여 0.1% 펩톤 용액 225 mL와 혼합하여 시

료로 사용하 다. 처리된 검체를 tryptose sulphite cyclose-
rine agar(TSC, Oxoid, England)와 잘 혼합하고 응고시킨 후, 
35℃에서 20±2시간 동안 기 조건하에 배양하 다. 형 인 

검은색 집락 평 을 선별한 다음 집락수를 계수하 고, 생화학 

테스트를 실시하 다. TSC에 검출된 균을 nutrient agar(NA, 
Difco, NJ, USA) 종하고 37℃에서 18～24시간 기 배양을 

하 다. NA agar에서 배양된 균을 이용하여 Gram 염색, API 
20A kit(Biomerieux, France)를 사용하여 최종 동정하 다.

3) 바실러스 세 우스(Bacillus cereus)
검체 25 g을 취하여 인산 완충 희석액 225 mL와 혼합하여 

시료로 사용하 다. 처리된 검체를 mannitol egg yolk poly-
myxin agar(MYP, Merck, DARMSTADT Germany)에 0.2 mL
씩 취하여 유리 을 사용하여 분산, 스며들게 하고 30℃에서 

24시간 배양하 다. 형 인 환이 있는 분홍색 집락 평 을 

선별하여 집락수를 계수하 고, 생화학 테스트를 실시하 다. 
MYP에 검출된 균을 nutrient agar(NA, Difco, NJ, USA) 종

하여 30℃에서 24시간 배양하 고, NA agar에서 자란 균을 

Gram 염색, API 20E, 50 CHB kit(Biomerieux, France)를 사

용하여 최종 동정하 다.

3. 그람염색(Gram Stain)
세균의 세포를 slide glass 에서 도말, 건조, 고정하여 cry-

stal violet 용액으로 1분간 염색하고, 염색액을 물로 세척한 

후 Logol solution으로 1분간 매염한 후, 다시 물로 5 간 세척

하 다. 95% 알코올 용액으로 20 간 탈색, 세척한 후 safra-
nin 액으로 20  정도 염색한 후, 다시 세척하고 수분을 제거

한 후 미경으로 찰하 다. 

4. 생화학  특성(Identification Characteristics)
Tryptose sulphite cycloserine agar와 mannitol egg yolk poly-

myxin agar에서 검출된 균을 각 확인 시험 방법에 따라 생화

학 특성 시험을 실시하 다. Gifu anaerobic medium(GAM, 
Eiken, Tokyo, Japan)과 sulfate indole motility(SIM, Merck, 
Darmstadt, Germany)를 이용해 운동성의 유무를 확인하 고, 
1% 가한 당 분해용 배지를 이용해 당의 분해 유무를 확인하
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다. Catalase test는 slide glass에 균을 도말하고 3% H2O2를 

한 방울 떨어뜨린 후 기포의 생성 여부로 인해 catalase 생성

능을 확인하 다. MYP agar에서 검출된 균은 peptone from 
casein 2.0%, yeast extract 1.0%, sodium chloride 0.5%, di-po-
tassium hydrogen phosphate 0.2%, bromothymol blue 0.08%, 
agar-agar 2.5%를 함유한 배지에 glucose, lactose, inositol, ra-
ffinose, mannitol, maltose, ribose를 각각 1%가 되도록 첨가하

여 30℃, 48시간 호기성 배양을 하 고, TSC agar에서 검출

된 균은 GAM(Gifu anaerobic medium) 당 분해용 반유동 배

지에 glucose, lactose, inositol, raffinose를 각각 1% 첨가하여 

기 jar에 넣어 37℃에서 24∼48시간 배양하여 당 분해 여

부를 찰하 다.

결과  고찰

1. 생식제품의 미생물 오염도

112 의 생식제품의 분석 결과 E. coli는 검출되지 않았으

나, C. perfringens는 11제품(9.8%), B. cereus는 25제품(22.3%)
에서 검출되었다(Table 2). C. perfringens는 102 CFU/g 이하

로 검출되었으며, B. cereus는 100 CFU/g 이하는 5제품, 102∼

103 CFU/g은 7제품, 103∼104 CFU/g은 13제품에서 검출되었

다(Table 3). B. cereus는 자연계에 포자로서 리 분포하며, 
곡류, 야채 등에서 많이 검출되고 있다. B. cereus는 시  생

식의 규격인 103 CFU/g을 13제품이 과하 다. Notarmans & 
Batt(1998)는 B. cereus가 식 독을 일으킬 수 있는 균수는 

최소한 10  CFU/g 이상으로 보고하 으며, 본 연구의 결과

로는, 사용된 생식제품은 B. cereus로 인한 식 독 유발 가능

성은 낮은 것으로 단되나, 일부 생식은 식품공 의 규격 

기 은 충족시키지 못하 다. 

2. 생식 제조사별 해 미생물 검출 정도

A업체 22제품  B. cereus와 C. perfringens는 각각 6제품

(27.2%)에서 검출되었고, B업체 26제품  B. cereus 6제품

(23%)과 C. perfringens 4제품(15%)에서 검출되었다(Table 
4). C업체는 10제품  B. cereus 8제품(80%)으로 9개 업체 

Table 4. Viable counts of B. cereus and C. perfringens in commercial Saengshik products by manufacturers

Test

Bacteria

Manufacturer

No. of detection/detection rate(%)

A B C D E F G H I

Total samples 22 26 10 2 12 10 14 10 6

B. cereus 6(27.2) 4(15) 1(10) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-)

C. perfringens 6(27.2) 6(23) 8(80) 0(-) 1(8.3) 2(20) 2(14.3) 0(-) 0(-)

Table 2. The prevalence of forborne pathogens in com-
mercial Saengshik products

Bacteria Number of detected 
samples 

Detection 
rate(%)

E. coli

C. perfringens

B. cereus

0

11/112

25/112

0.0

9.8

22.3

Table 3. Viable counts of E. coli, B. cereus and C. per-
fringens in commercial Saengshik products 

Bacteria
Count
(CFU/g)

Number of detected samples

E. coli C. perfringens B. cereus

< 100

102∼103

103∼104

-

-

-

11

 0

 0

 5

 7

13

 가장 높은 검출을 보 고, C. perfringens는 1제품(10%)에
서만 검출되었다. D, H, I업체 생식 제품에서는 B. cereus와 

C. perfringens가 검출되지 않았으며, E, F, G업체에서는 B. 
cereus만 검출되었으며, 각각 12건  1건(8.3%), 10건  2
건(20%), 14건  2건(14.3%)에서 검출되었다. 

3. 그람염색 

TSC agar와 MYP agar에서 검출된 균을 NA agar에 옮겨 

각각 35℃에서 기  배양을 하고, 30℃에서 호기  배양을 

한 후 그람염색을 하 다. 미경(Nsb-50t, Samwon, Korea)
을 이용해 그람양성, 간균으로 확인되었다(Fig. 2). MYP agar
에서 NA agar로 옮긴 균은 회백색의 거친 조면형을 보 는

데, Kang(2007)의 연구에서도 양한천배지에서 증식된 B. 
anthracis(sterne 34-F2, Pasteur No.2, ATCC 14185, ATCC 
14186) 집락과 B. cereus는 모두 회백색의 거친 조면형을 나

타내었고, 그람염색에서 양성을 보 으며, 형 인 간균의
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A B

Fig. 2. Gram stain on tryptose sulphite cycloserine agar 
and mannitol egg yolk polymyxin agar.
A: Clostridium perfringens - Gram positive
B: Bacillus cereus - Gram positive 

형태를 나타내었다고 보고되었다.

4. 생화학  특성 확인 시험

TSC agar와 MYP agar에서 검출된 균을 생화학  특성 시

험을 실시하 다(Table 5 and 6). TSC agar에서 검출된 균은 

GAM 배지에 종하고, MYP agar에서 검출된 균은 SIM 배
지에 균을 종하여, 각각 30℃와 35℃에서 24시간 배양하여 

운동성(motility)을 확인하 다(Fig. 3). TSC agar에서 검출된 

균은 motility 음성을 보 고, MYP에서 검출된 균은 양성을 보

다. 그리고 Kovac's solution 시약을 사용한 indole 생성에

서는 모두 음성이었다. Hwang(2008)의 연구에서도 다양한 식

품에서 분리된 351개 B. cereus의 motility를 시험한 결과 81%
가 양성, 19%가 음성으로 확인되었다고 보고되었다. TSC agar 
에서 검출된 균은 catalase 음성을 보 고, MYP agar에서 검

출된 균은 catalase 양성을 보 다. Citrate 배지를 사용하여 TSC

Table 5. Biochemical characteristics of the isolated mi-
croorganisms from commercial Saengshik products on TSC 
Agar

Characteristc 
reaction Result Reaction Result

IND

MAL

MAN

GLU

LAC

MOT

-1)

+

-

+

+

-

RAF

GEL

INO

SOR

CAT

URE

+2)

+

+

+

-

-

1) (-) negative.
2) (+) positive.
IND=indole,   MAL=maltose,   MAN=mannitol, GLU=glucose, 
LAC=lactose,  MOT=motility,   RAF=raffinose,   GEL=gelatin, 
INO=inositol,   SOR=sorbitol, CAT=catalase, URE=urea.

 

agar, MYP agar에서 검출된 균이 citrate 음성으로 확인되었

고, egg-yolk lecithinase test에서는 진한 하얀색 환이 균 주변

에 생기므로 egg-yolk의 지질을 분해할 수 있는 lecithinase
를 가지고 있는 것으로 확인되었다(Fig. 4). Glucose 당 분해에

서는 TSC agar와 MYP agar에서 검출된 균 모두 양성을 보

고, raffinose 당 분해에서는 TSC agar에서 검출된 균은 양

성을 보 으며, MYP agar에서 검출된 균은 음성을 보 다

(Fig. 5). 식품공 에서는 C. perfringens의 확인 시험 단계에

서 glucose, lactose, inositol과 raffinose를 분해하며 운동성이 

없는 집락을 양성으로 정하고 있다(식품의약품안 청, 2008b). 
Kim(2008)의 연구에서는 식품에서 분리한 B. cereus 257균주

를 상으로 glucose, maltose, ribose에 한 생식제품의 생

화학  성상을 살펴본 결과, 총 269 균주가 glucose, maltose
를 모두 분해하 고, 90% 이상의 균주가 ribose를 분해하

다고 보고되었으며, 본 연구의 MYP agar에서 분리한 당 분해 

실험과 유사한 결과를 보여주었다. Kang(2007)과 Seki et al 
(1978)은 생화학 테스트나 PCR 등 한 가지 방법만으로는 

Table 6. Biochemical characteristics of the isolated mi-
croorganism from commercial Saengshik samples products 
on MYP agar

Reaction Result Reaction Result

LAC

RIB

GLU

INO

MAL

SOR

-1)

+

+

_

+

+

CAT

MAN

CIT

RAF

FRU

GEL

+2)

-

-

- 

+

+

1) (-) negative.
2) (+) positive.
LAC=lactose,   RIB=ribose,   GLU=glucose,   INO=inositol, 
MAL=maltose,   SOR=sorbitol,   CAT=catalase,   MAN=mannitol,
CIT=trisodium citrate,   RAF=raffinose, FRU=fructose,   GEL= gelatin.

A B

Fig. 3. Motility test on tryptose sulphite cycloserine agar 
and mannitol egg yolk polymyxin agar.
A: C. perfringens - Motility(negative)
B: B. cereus - Motility(positive) 
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A B

Fig. 4. Lecithinase activity on tryptose sulphite cycloserine 
agar and mannitol egg yolk polymyxin agar.
A: CPA(Clostridium perfringens agar).
B: MYP(Mannitol egg yolk polymyxin agar).

A B

Fig. 5. Raffinose reaction on tryptose sulphite cycloserine 
agar and mannitol egg yolk polymyxin agar.
A: Gifu anaerobic medium test raffinose(positive).
B: Carbohydrate fermentation test raffinose(negative).

B. cereus group의 구분이 어렵다고 보고하 다. 이는 식품공

(2008b) 8. 미생물 시험법의 B. cereus 확인 시험으로 제시되어 

있는 생화학 테스트만으로는 B. cereus를 최종 동정할 수 있는 

것과 배치되어 보다 심도있는 논의가 필요하다고 사료된다.

요  약 

시 되는 112 의 생식제품에서 장균(Escherichia coli), 
클로스트리디움 퍼 린젠스(Clostridium perfringens), 바실러

스 세 우스(Bacillus cereus) 등의 오염 미생물을 분석하여 

식품공  기 ․규격에 합한지를 알아보았다. E. coli는 모

든 생식제품에서 검출되지 않았다. C. perfringens는 11제품

(9.8%)에서 검출되었고 102 CFU/g으로 기 ․규격에 합하

다. B. cereus는 25제품(23.3%)에서 검출되었고, 5제품에서 

102 CFU/g 이하, 7품에서 102∼103 CFU/g, 13제품에서 103∼

104 CFU/g으로 검출되었다. 이 분리 세균은 형 인 특성을 

보이고 있었는데 TSC agar, MYP agar에서 검출된 균은 그람

양성  간균이었으며, 생화학 테스트 결과 egg-yolk의 지질

을 분해할 수 있는 lecithinase를 가지고 있는 것으로 확인되

었다. 그러므로 유통되고 있는 생식 제품의 일부는 식품공

의 기  규격을 과하는 B. cereus가 검출되어 보다 더 철

한 세균 제어 리가 필요하다고 사료된다.
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