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생물막 형성 Bacillus cereus에 대한 유기산, 에탄올 및 NaCl의 제어효과
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Biocontrol of Biofilm-forming Bacillus cereus by Using
Organic Acid, Ethanol, and Sodium Chloride
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Abstract Food poisoning by Bacillus cereus is one of the common food-borne diseases and B. cereus is widely
distributed in natural and commercial products owing to the strong resistance caused by biofilm or spore. The ethanol,
NaCl, and organic acids of acetic acid, citric acid, and lactic acid for biocontrol of biofilm-forming B. cereus on glass
wool were investigated. The biofilm on glass wool was observed in many developments after 48 h incubation. As the
results of reduction of biofilm-forming B. cereus by sanitizers, reduction levels of each organic acid treatment ranged to
5-6 log CFU/g-glass wool. In case of combination treatments of 20% ethanol, 10% NaCl, and 1% of each organic acid for
1-5 min, the reduction level of biofilm-forming B. cereus was 7-8 log CFU/g-glass wool. Therefore, combination
treatments of ethanol, NaCl, and an organic acid might effectively reduce biofilm-forming B. cereus in various food
processes and industries.
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서 론

우리 나라는 쌀 등의 곡류 식품을 주식으로 섭취하고 있으며,

최근 단체 급식 증가, 즉석 조리 식품 증가, 유기농 제품 선호

등 식생활에 전반적인 변화와 기후 변화 등의 환경 변화에 따른

토양 오염으로 인해 식중독 세균인 Bacillus cereus 감염에 대한

위험성이 높다. B. cereus의 경우, Gram 양성 세균으로서 구토 유

발 독소(emetic toxin) 또는 설사 독소(diarrheal toxin) 등의 다양

한 독소를 분비하여 식중독을 유발시킨다(1). 그리고, 일반적인

세균이 생존하기 어려운 조건에서도 포자를 형성하여 오랜 기간

살아남을 수 있다(2). 또한, 포자 이외에 외부 환경 스트레스를

받으면서 일시적 변화(temporary change), 적응(adaptation), 돌연변

이 등을 통해 생존이 가능한 것으로 알려져 있다. 최근에는 미생

물이 만들어내는 생물막(biofilm)에 의해 생균(vegetative cell)으로

도 생존하기 어려운 조건에서도 생존이 가능한 것으로 알려져 있

다(3).

미생물 물질 표면에 부착하여 생육하면서 polysaccharide 등의

다양한 extra-polymer들을 생산하여 자신을 보호하면서 생존하게

된다. 특히 의학 부분에서는 인공으로 삽입된 catheter 등에 생물

막이 형성되어 오염 미생물의 치료를 위한 항생제 치료가 어려

워 큰 문제를 유발하고 있다(4). 또한 식품 산업 분야에서는 생

산 공정에 오염된 생물막에 의해 지속적으로 식품에 오염이 유

발되는 것으로 알려져 있으며, 생물막이 형성된 미생물의 경우는

가열 처리, 위생 처리 등에도 생존하면서 안전한 식품 생산에 영

향을 미치고 있다(5,6).

이러한 생물막 제거를 위해 물리적 처리, 화학적 처리, 생물학

적 처리 등 다양한 방법을 이용하는 연구가 진행되고 있다. 일반

적으로 물리적인 처리 방법으로는 scrubber 이용, electric fields,

고압 세척, 초음파, 스팀 처리를 하며, 생물학적 처리로는 bacte-

riophage, depolymerase 등을 이용하는 방법이 알려져 있다(7-9).

또한 화학적 처리 방법으로는 기존에 세균의 제거에 많이 응용

되던 차아염소산, 4가 암모늄염, 염소수, 전해수, 과산화수소, 알

코올계 살균제 등이 보고되고 있다(10,11). 특히 최근에는 hurdle

technology를 적용하여 이러한 방법들을 혼합 처리하여 보다 효

과적으로 제거하는 연구가 진행되고 있다(12).

따라서 본 연구에서는 B. cereus의 biofilm을 glass wool에서 형

성을 확인하고 젖산, 아세트산, 구연산 등의 유기산과 에탄올 및

NaCl 단독 처리를 통해 biofilm 형성 B. cereus에 대한 저감화 효

과와 이들에 대한 혼합 처리를 통해 제어 상승 효과를 확인하고

자 한다.

재료 및 방법

사용 균주 및 배양

본 연구에 사용된 B. cereus KCTC 1094는 한국생명공학연구

원 미생물자원센터로부터 분양 받아 사용하였다. B. cereus는

Mannitol Egg York Polymyxin Agar(MYP agar; Difco Labora-

tory, Detroit, MI, USA)에서 순수 배양된 B. cereus의 집락을

Tryptic soy broth(Difco Laboratory)에 접종 후 37oC에서 12-18시
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간 배양한 후 실험에 사용하였다. 또한 사용된 시약은 Sigma

Chemical Co.(St. Louis, MO, USA) 제품을 사용하였다.

유리섬유(glass wool)를 이용한 B. cereus의 Biofilm 형성

Glass wool을 이용한 biofilm 형성은 103 CFU/mL의 B. cereus

를 0.5 g의 glass wool이 포함된 100 mL tryptic soy broth에서

37oC에서 48시간 동안 배양하였다. 그리고, biofilm 형성 B. cereus

는 배양액에서 glass wool을 꺼내 0.2M sodium phosphate buffer

(pH 6.9)로 두 번 세척한 후 Whatman filter paper 위에서 건조시

킨 후 0.1% crystal violet으로 염색한 후 광학 현미경을 통해 확

인하였다. 또한, 건조시킨 glass wool을 45 g glass bead(diameter

6 mm)를 포함한 멸균 flask에 넣고 이것에 5 mL Tris-HCl(10mM,

pH 7.4) 완충액을 넣었다. 다음 glass wool에 붙어 있던 cell들을

제거하기 위해서 10분 동안 250 rpm으로 shaking하여 1 mL Tris-

HCl을 회수하고 10분 동안 원심분리(12,000×g)하였다. 그리고 회

수된 균체를 멸균 식염수로 현탁하여 biofilm 형성 B. cereus를

분리한 후 MYP agar에 십진 희석하여 도말하고 37oC에서 24시

간 배양한 후 biofilm 형성 B. cereus의 균수를 계수하였다.

유기산, 에탄올, NaCl을 이용한 biofilm 형성 B. cereus의 저

감화

Glass wool을 이용해 biofilm이 형성된 B. cereus를 젖산, 아세

트산, 구연산의 유기산과 에탄올 및 NaCl을 처리하여 제어 효과

를 확인하였다. B. cereus의 biofilm이 형성된 glass wool을 젖산,

아세트산, 구연산을 각각 0.01, 0.1, 1%의 농도, 10, 20, 50% 에

탄올, 5, 7, 10% NaCl을 처리하였다. 그리고 glass wool로부터

biofilm 형성 B. cereus를 분리한 후 십진 희석하여 MYP agar에

도말한 후 37oC에서 24시간 배양하고 집락을 계수하였다. 모든

실험은 2 반복 수행하였다.

혼합 처리를 통한 biofilm 형성 B. cereus의 제어 상승 효과

젖산, 아세트산, 구연산의 유기산과 에탄올, NaCl 처리를 통해

glass wool에 존재하는 biofilm 형성 B. cereus의 저감화가 가장

효과적이었던 농도를 선택하여 혼합 처리를 통한 제어 상승 효

과를 확인하고자 하였다. 위생처리제들이 biofilm 형성 B. cereus

에 가장 효과적이었던 농도에서 각각의 유기산과 에탄올, 유기산

과 NaCl, 에탄올과 NaCl, 그리고 각각의 유기산과 에탄올 및

NaCl을 혼합처리한 후 glass wool로부터 biofilm 형성 B. cereus

를 분리한 후 MYP agar에 도말하여 37oC에서 24시간 배양하고

집락을 계수하였다. 모든 실험은 2 반복 수행하였다.

결과 및 고찰

유리 섬유(glass wool)를 이용한 B. cereus의 biofilm 형성

B. cereus가 biofilm 형성을 위해 glass wool이 첨가된 TSB에

B. cereus를 접종하고 37oC에서 배양하면서 시간에 따라 biofilm

형성 여부를 crystal violet으로 염색한 후 광학 현미경을 사용하

여 확인한 결과는 Fig. 1과 같다. Glass wool에 형성된 B. cereus

의 biofilm은 3시간부터 약 4 log CFU/g-glass wool 수준으로 부

착하기 시작하여 48시간 이후에는 10 log CFU/g-glass wool 수준

의 biofilm이 형성되는 것으로 나타났다. 이는 Karunakaran 등,

Oosthuizen 등이 glass wool을 넣어 biofilm을 만드는데 사용된 배

지는 다르지만 형성 정도는 유사하였다(13,14). 최근 들어 biofilm

에 대한 다양한 연구 방법이 개발되고 있으며, 대표적으로는

microplate, silicon tubing, glass wool, 동물모델 등 다양한 방법이

이용되고 있다(15-18). 특히 glass wool의 경우 biofilm 형성 세균

의 분리가 편리하고 biofilm 형성을 확인하는데 매우 용이하며,

또한 부유 세균(planktonic cell)과의 분획이 쉬워 각각의 특성을

확인하는데 좋은 모델로 알려져 있다.

유기산, 에탄올, NaCl을 이용한 biofilm 형성 B. cereus의 저

감화

젖산, 아세트산, 구연산 등의 유기산과 에탄올, NaCl을 각각 사

용하여 glass wool에 biofilm을 형성한 B. cereus의 제어 효과를

분석하였다. 에탄올의 경우 10, 20, 50%의 농도로 30분 동안 처

리한 결과, 초기 8 log CFU/g-glass wool에서 50% 에탄올을 30

분 처리한 후 5 log CFU/g-glass wool 수준으로 감소하여, 농도

가 높아짐에 따라 glass wool에 존재하는 biofilm 형성 B. cereus

의 저감화 효과가 있는 것으로 확인되었다(Fig. 2). 에탄올의 경

우 식품 중에 존재하는 여러 미생물들을 제어하는데 활용되어 왔

으며, 현재도 biofilm 제어 등 다양한 분야에 응용되고 있다. 이

러한 에탄올의 경우, 세균의 peptidoglycan bridge의 조합을 저해

하여 사멸시키는 것으로 알려져 있다. 일반적으로 biofilm의 경우

지질, 탄수화물, 단백질, 핵산 등의 다양한 extrapolymer의 복잡한

형태로 구성되어 있는데, 유기 용매인 에탄올이 biofilm에 존재하

는 다양한 polymer를 일부 용해시키면서, biofilm에 존재하는 B.

cereus를 일부 사멸시키는 것으로 사료된다(19). 또한 Kubota 등,

Balestrino 등, Presterl 등, Nett 등은 여러 농도에서 알코올계 살

균제들을 사용해서 biofilm의 제어 효과에 대한 연구한 결과 저

농도에 비해 50% 이상의 고농도에서 보다 효과적인 것을 확인

하였다(20-23).

Fig. 1. Biofilm formation of B. cereus on glass wool by light microscopy (×1,000). (A) 3 h incubation, (B) 24 h incubation, (C) 48 h
incubation
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NaCl을 이용한 biofilm 형성 B. cereus의 제어 효과를 확인한

결과, 10% NaCl을 30분 동안 처리했을 때 약 3 log CFU/g-glass

wool 수준 정도만 감소되었다(Fig. 2). 일반적으로 NaCl은 hyper-

osmotic pressure 조건에서 미생물의 수분 함량을 낮춰서 biofilm

에 있는 미생물을 불활성화 시키는 것으로 알려져 있다(24). 그

러나 저농도의 NaCl(<4-5%)의 경우 오히려 biofilm의 형성을 조

절한다는 연구 보고도 있으므로 고농도의 NaCl 처리가 biofilm

형성 B. cereus의 저감화에 용이할 것으로 사료된다(25-27).

젖산, 아세트산, 구연산의 유기산을 0.01, 0.1, 1%의 농도로 처

리를 한 후 biofilm 형성 B. cereus의 저감화 효과를 확인하였다.

젖산과 아세트산을 0.01% 농도로 각각 처리한 경우 효과가 없었

으나, 구연산의 경우 약 3 log CFU/g-glass wool로 감소하였다.

그리고, 대체적으로 0.1% 유기산으로 30분 동안 처리하여 4 log

CFU/g-glass wool 수준으로 감소하는 효과를 확인하였고, 1% 유

기산의 경우 각각 1분 처리 후 3-4 log CFU/g-glass wool로 감소

하여 30분 이후에는 약 6 log CFU/g-glass wool로 감소하여 bio-

film 형성 B. cereus에 제어를 위해 1% 유기산 처리가 효과적인

것으로 나타났다(Fig. 3). 젖산, 아세트산, 구연산 등의 유기산은

일반적으로 generally recognized as safe(GRAS)로서 다양한 식품

분야, 의학 분야, 화장품 산업, 기타 산업 등에서 광범위하게 사

용되고 있다. 특히 식품 안전을 위한 위생처리제로도 사용되고

있으며, 이는 비해리된 유기산이 이온화되면서 세포내 pH를 변

화시키거나 세포막의 투과도에 영향을 미쳐 기질 이동을 방해하

거나 전자 전달 체계에 문제를 야기하여 미생물을 사멸시킨다

(19). Arias-Moliz 등은 젖산을 이용해 biofilm 형성 enterococci에

대한 제거 효과를 연구한 결과, 고농도(10-20%) 젖산으로 1분 동

안 처리했을 때 완전히 제거가 가능하다고 보고하였으며(28), Ban

등(7)은 단독으로 2% 젖산 처리를 통해 약 1-2 log CFU/coupon

효과적으로 제어가 가능했다고 보고하였다(7). 또한, 아세트산의

경우 항미생물제로 피부에 세균성 감염 질환에 치료에 사용되기

도 하며, Akiyama 등은 아세트산을 이용해 Staphylococcus aureus

의 biofilm 형성 영향을 확인한 결과, 2.5% 아세트산에서 S.

aureus의 biofilm이 제거되어 효과적인 것을 확인하였다(29,30). 그

리고, 구연산의 경우 일반적으로 식품의 보존제 또는 감미제로

많이 사용되고 있으며, Tsai 등은 polyvinyl chloride(PVC) 표면에

오염된 biofilm 형성된 대장균군을 구연산을 이용하여 99.95% 제

거가 가능하다고 보고하였다(31). 따라서 본 연구에서 사용한 젖

산, 아세트산, 구연산을 1% 농도로 30분 처리하였을 때 biofilm

형성 B. cereus의 저감화에 응용할 수 있을 것으로 사료된다.

혼합처리를 통한 biofilm 형성 B. cereus의 제어 상승 효과

에탄올, NaCl, 젖산, 아세트산, 구연산을 단독으로 처리하여

glass wool에서 bioiflm 형성 B. cereus의 제어가 가능한 농도를

사용해 혼합 처리하여 biofilm 형성 B. cereus의 제어 상승 효과

를 확인하고자 하였다(Fig. 4). 20% 에탄올과 10% NaCl 혼합액,

20% 에탄올과 각각의 1% 유기산 혼합액을 처리했을 경우, 5-6

log CFU/g-glass wool 수준이 감소하여, 20% 에탄올을 단독으로

처리했을 경우 약 3 log CFU/g-glass wool 감소했던 것에 비해

우수한 저감화 효과를 나타냈다. 그리고, 20% 에탄올과 10% NaCl

그리고 1% 젖산, 아세트산, 구연산을 각각 혼합하여 처리했을 경

우 1-5분 이후부터 biofilm 형성 B. cereus가 약 2 log CFU/g-

glass wool 수준만이 확인되어 짧은 시간 동안 혼합 처리를 통해

biofilm 형성 B. cereus의 제어에 가장 효과적이었던 것으로 확인

되었다(Fig. 5). 최근 biofilm 형성 세균에 대한 제어를 위해 다양

한 방법이 시도되고 있으며, 특히 hurdle technique을 이용하여 다

양한 위생 처리를 통해 제어하는 방법이 시도되고 있다(12,32).

예를 들면, 화학적 위생처리제 등의 복합 처리, 화학적 위생처리

와 물리적 위생 처리를 통한 제어, 화학적 위생처리와 생물학적

Fig. 2. Reduction of biofilm-forming B. cereus by (A) ethanol and (B) NaCl.
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Fig. 3. Reduction of biofilm-forming B. cereus by organic acid. (A) Acetic acid, (B) lactic acid, (C) citric acid.

Fig. 4. Reduction of biofilm-forming B. cereus by ethanol with organic acid and NaCl
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처리를 통한 biofilm 저감화 등이 시도되고 있으며, 효과 또한 단

독 처리보다 우수한 것으로 나타났다. 따라서 식품 산업에서 안

전한 식품 생산에 문제가 큰 biofilm 형성 B. cereus의 제어를 위

해, 본 연구를 통해 확인된 젖산, 아세트산, 구연산 등의 유기산

과 에탄올 및 NaCl의 복합 처리가 biofilm 형성 B. cereus의 저

감화를 위한 응용에 효과적일 것으로 판단된다. 또한 이러한

biofilm 제거법을 식품의 생산 라인 등에 적용하여 보다 안전한

식품 생산을 도모할 수 있을 것으로 사료된다.

요 약

유리섬유를 이용하여 B. cereus의 biofilm 형성 조건을 확인한

결과 3시간 이후부터 부착하여 48시간에 biofilm이 많이 형성된

것을 확인하였다. 그리고 biofilm 형성 B. cereus의 제어를 위해

에탄올, NaCl, 유기산을 각각 단독으로 처리하였을 때 1% 젖산,

아세트산, 구연산을 30분 처리하였을 때 약 5-6 log CFU/g-glass

wool 수준 감소하여 가장 좋은 효과를 나타냈다. 또한, 20% 에

탄올과 각각의 1% 유기산, 20% 에탄올과 10% NaCl의 두 가지

를 혼합 처리의 경우 단독으로 처리했을 때보다 저감화 효과가

우수했으며, 20% 에탄올과 10% NaCl 및 각각의 1% 유기산을

1-5분 동안 혼합 처리 했을 때 약 7-8 log CFU/g-glass wool 수

준이 감소하여 biofilm 형성 B. cereus의 제어에 가장 효과적이었

다. 따라서 본 연구 결과를 통해 유기산, 에탄올, NaCl 복합 처

리 방법을 사용하여 biofilm 형성 B. cereus의 저감화를 효과적으

로 할 수 있을 것으로 판단된다.
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