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2,3,5-Triphenyltetrazolium Chloride를 이용한 병원성 

미생물 확인시험에 한 연구
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요 약: 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride (TTC)는 산화환원지시약으로 미생물의 증식에 의한 산소 소비

를 쉽게 확인할 수 있다. 용해 후 무색의 형태를 띠고 있으나 생리활성이 있는 조직에서는 탈수소 효소

(dehydrogenases)에 의해 환원되어 빨간색의 불용성 1,3,5,-triphenylformazan (TPF)가 된다. 본 연구에서

는 병원성 미생물(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus 
faecium, Candida albicans)에 TTC 지시약을 활용하여 미생물 성장시험에 대해 확인하였다. 시험 균주에 

TTC를 첨가하여 확인한 결과, 모두 탈수소효소 반응으로 인한 TPF 형성으로 붉은색 콜로니를 관찰하였다. 이 

후 TTC 0.04% 이상의 농도 및 12 h 이상 배양조건으로 최적화 실험 후 균주별 CFU 값을 통해 TPF 발현능을 

확인하였다. 결국 TTC가 병원성 세균 및 효모균 성장에 큰 영향을 끼치지 않으며 배양 시 세균의 경우 12 h, 

효모균의 경우 48 h 이후부터 확인이 가능하였다. 이러한 결과들로부터 TTC를 활용한 미생물 성장 확인 시험

법이 더 신속 정확한 방법으로 화장품 연구에 활용 가능할 것으로 사료된다.

Abstract: 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride (TTC) is used as a redox indicator in culture media. It is colorless in the 

oxidized form and is reduced to formazan, an insoluble pigment, by dehydrogenases in actively growing microbial cells. 

The aim of this study was to assess by microbial test of the pathogenic microorganisms using TTC reduction. The patho-

genic microorganisms were reduced in medium by dehydrogenase to produce insoluble red formazan. We observed that 

the optimization method of TTC allowed more than 12 h incubation in 0.04% concentration. Also, the growth of micro-

organisms with media was increased formazan production. We confirmed that microorganisms were quickly observed 

to grow colonies cultured red color without affecting the growth of microorganisms. It is suggested that the microbial 

test using TTC can provide better and quicker test method in cosmetics development.

Keywords: 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride, microorganism, microbial test, 1,3,5,-triphenylformazan
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1. 서    론

미생물 시험은 신속 정확해야 하며 쉽게 반복할 수 

있으며 시험비용이 비싸지 않아야 한다. 또한, 시험 

샘플을 다양하게 다루기 위한 시료처리의 극대화도 

필요하다. 미국 임상시험표준협회(clinical and labo-

ratory standards institute, CLSI)에는 agar dilution meth-

ods를 이용한 항생제 관련 정량적 시험법, colorimetric 

method 등의 다양한 미생물 시험법이 존재한다. 특히 

colorimetric assay는 다양한 indicator들이 존재한다. 

Alamar blue, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenylte-

trazolium bromide (MTT), 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5- 

sulphophenyl)2H-tetrazolium-5-carboxanilide (XTT), 2,3,5- 

triphenyltetrazolium chloride (TTC) 등이 있다[1-2].

TTC는 산화환원지시약으로 미생물의 증식에 의한 

산소 소비를 쉽게 확인할 수 있는 생화학 시약으로 

1894년 처음 합성된 이후 세포성장과 관련된 시험에 

주로 사용되어 왔다. 흰색 파우더로 구성되어 있으며 

물, 에탄올 등에 쉽게 용해가 가능하다. 용해 후 무색

의 형태를 띠고 있으나 생리활성이 있는 조직에서는 

탈수소 효소(dehydrogenases)에 의해 환원되어 빨간색

의 불용성 1,3,5-triphenylformazan (TPF)가 된다[3-5]. 

이런 특징을 활용하여 보다 쉽게 미생물의 성장 유무

를 확인할 수 있는 장점을 가지고 있으며, 이를 활용

해 토양 미생물, 해양 대형조류 및 생물막 등의 평가

방법으로 소개되고 있다[6-7]. 또한, TTC는 미생물의 

증식에 의한 산소 소비가 배양기의 산화환원전위를 

저하시키기 때문에 환원에 의해서 색깔이 변하는 색

소를 미생물 성장에 저해하지 않는 정도로 배지에 첨

가하면 배지 중의 미생물의 활성을 알 수 있다.

현재 화장품의 미생물 시험은 2011년도에 개정된 

‘미생물한도 기준 및 시험방법 가이드라인’에 의해 미

생물 시험을 진행하고 있다. 또한 최근 식약처의 “화

장품 안전기준 등에 관한 규정” 개정 고시(제2013-2

호)에 따른 유통화장품의 미생물 검사 판정(통보) 등

의 안전 관리 기준이 강화되고 있다. 본 연구에서는 

관련 규정에 속한 병원성 미생물에 TTC를 적용시켜 

미생물 검사 확인시험을 통해 기존보다 신속 정확한 

안전성 확보의 가능성을 확인해 보았다. 

2. 실험 방법

2.1. 사용균주, 배지 및 시약

균주는 세균에 그람 양성균 Staphylococcus aureus 

(ATCC 6538P), Enterococcus faecium (HB 2003)과 그

람 음성균 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027)와 

Escherichia coli (ATCC 8739)를 이용하고 세균용 배지

는 tryptic soy agar (TSA, Merck, USA)와 tryptic soy 

broth (TSB, Merck, USA)를 사용하였다. 진균에는 효

모류인 Candida albicans (ATCC 10231)를 이용하였으

며 배지는 potato dextrose agar (PDA, Merck, USA)와 

potato dextrose broth (PDB, Merck, USA)를 사용하였

다. 본 실험에 사용된 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride 

(231121, BD, USA)는 Gibco inc.에서 구입 후 사용하

였다. 

 

2.2. TTC assay

본 실험은 Kim 등에 의해 사용된 TTC 방법을 변형

하여 사용하였다[8]. 미생물 시험에 사용되는 각각의 

배지 조성 후 멸균시키고, 정해진 농도에 맞춰 첨가 

후 사용하였으며 배지에 빛이 통과하지 못하게 봉한 

후 배양기에서 배양하였다. 일정시간 배양 후 TTC에 

의한 formazan 형성을 확인 후 490 nm 흡광도에서 측

정하여 반응을 확인하였다. 

2.3. 미생물 한도시험

화장품의 미생물한도 기준 및 시험방법 가이드라인

을 근거로 하여 미생물 한도 시험을 실시하였다. 제품 

1 g을 TSB에 9 mL에 첨가 후 충분히 교반한다. 농도

별 희석액을 만든 후 TSA 및 PDA배지에 각각 1 mL

씩 분주 후 배양한다. 세균은 37 ℃에서 2 d, 진균은 

25 ℃에서 5 d 배양 후 미생물 생성 유무를 관찰한다.

3. 결과 및 고찰

3.1. TTC환원력에 의한 E. faecium의 TPF 관찰

TTC의 반응에 의한 TPF 형성 유무를 E. faecium을 

이용하여 확인해 보았다. 고체 및 액체 배지를 이용하

여 확인한 결과 E. faecium이 배양되면서 TTC의 탈수

소 효소에 의한 TPF 반응으로 인해 붉은색 콜로니 형

성을 관찰하였다(Figure 1). 이런 TTC 지시약은 배지
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                                    (A)                                            (B)

Figure 1. TTC-stained Enterococcus faecium in tryptone soy agar (A), and tryptone soy broth (B). The agar plates are not 

included TTC (a), added to the TTC (b). The liquid culture medium are represented control (c), including E. faecium (d) and 

TTC-stained strain (e), respectively.

 

                             (A)                                                 (B)

 

                             (C)                                                 (D)

Figure 2. TTC-reducing bacteria (red color colonies) in pathogenetic microorganisms, Staphylococcus aureus (A), Pseudomonas 
aeruginosa (B), Escherichia coli (C), Candida albicans (D). The samples are not included TTC (left), added to the TTC (right).

에서 성장하는 균주를 쉽고 빠르게 확인할 수 있는 방

법으로 보고되고 있다[9]. 즉, TTC를 통해 화장품 미

생물한도 시험방법에 적용시켜 제품 내 미생물에 대

한 정확한 판정을 내릴 수 있는 가능성을 확인하였다.

3.2. 탈수소효소 반응에 의한 병원성 미생물의 TPF 형성 

확인

화장품의 안전기준에 의거 S. aureus, P. aeruginosa, 

E. coli, C. albicans 등의 병원성 미생물은 불검출이 되

어야 한다[8]. 이에 TTC배지의 성능시험법을 활용하

여 4종의 병원성 미생물의 검출 유무를 수행하였다. 

그 결과 4개의 균주 모두 TPF 반응으로 인해 붉은색 

콜로니를 형성함을 확인하였다(Figure 2). 붉은색 콜로

니 형성이 배지 내 미생물 생성 유무를 확인하는데 보

다 정확한 판별이 가능할 것으로 사료된다. 

3.3. 미생물 성장 확인시험을 위한 TTC 염색의 최적화

TTC를 이용한 보다 신속하고 정확한 판정을 위해 
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Figure 3. Determination of variable for the optimal conditions

of TTC reaction by E. faecium.

Figure 4. Correlation between TTC-reducing bacteria and 

triphenylformazan (TPF) formation.

Strains
Total number of colonies g-1 Visually observed 

time (h)Non-TTC TTC

S. aureus

1 × 103 1 × 103

121 × 102 1 × 102

1 × 104 1 × 104

P. aeruginosa

1 × 102 1 × 102 

123 × 10 3 × 10 

1 × 104 1 × 104

E. coli

5 × 10 5 × 10

121 × 105 1 × 105

1 × 105 1 × 105

C. albicans

1 × 102 1 × 102

483 × 10 3 × 10

1 × 104 1 × 103

E. faecium

5 × 10 5 × 10

121 × 104 1 × 104

1 × 102 1 × 102

Table 1. Comparison of the Cytotoxic Effects from TTC 

Reaction

TTC 농도 및 배양시간 등의 최적의 조건을 확인해 보

았다. 0.04% 농도에서 TTC는 환원반응을 확인하였고

(Data not shown) 이를 기준으로 배양시간을 확인한 

결과 12 h부터 환원력이 증가하는 것으로 나타났다

(Figure 3). 즉 미생물 성장곡선의 변화가 TTC 활성과 

관련 있는 것을 확인하였다. 이를 토대로 미생물 대수

기 때 급격히 변화한 TTC 활성값을 통해 보다 신속한 

판정을 내릴 수 있는 기준의 시간을 확립하였다. 이런 

결과를 바탕으로 TTC를 이용한 탈수소효소생성 세균 

계수를 ELISA로 측정하였다. 배지에서 성장하는 균주

가 증가할수록 TTC 환원력에 의한 formazan 형성도 

증가하였다(Figure 4). 이는 TTC에 의한 탈수소효소 

반응이 균주의 양과 유의적 관계가 있음을 알 수 있었다.

3.4. 균주별 TPF 발현능 확인

TTC의 환원력이 미생물 성장에 영향을 끼치는지를 

확인해보았다. 총 5종의 균주의 CFU 측정한 결과, S. 
aureus, P. aeruginosa, E. coli, E. faecium 등은 12 h부

터 TTC의 발현을 확인하였다. 이때 배지에 성장된 미

생물은 Non-TTC의 CFU 값이 거의 동일하게 확인되

었다(Table 1). 반면 C. albicans의 경우 48 h이 지났을 

때부터 TTC의 환원력을 확인할 수 있었다. 다만, 최초 

48 h이 지났을 때 배지에 성장된 미생물의 CFU 값이 

약간의 차이가 발생하였지만 5일까지 경과했을 때는 

CFU값이 거의 동일하게 확인되었다. 즉, TTC 환원에 

의한 붉은색 콜로니 형성을 통해 미생물 오염 여부를 

미리 확인할 수 있었으며, 이는 균주의 CFU 값에 영

향을 끼치지 않았다. 또한 선행 연구에서도 Bredt에 

의해 최대 107 CFU/mL까지 TTC 환원이 일어난다고 

보고하였다[10]. 이에 TPF 발현이 미생물의 성장에 큰 

영향을 끼치지 않는 것을 확인할 수 있었으며 세균의 

경우 12 h 이후, 효모균의 경우 48 h 이후부터 TTC가 

발현된 미생물 성장 확인이 가능하였다.
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4. 결    론

본 연구를 통하여 TTC를 이용하여 병원성 미생물

을 이용한 미생물 성장 확인시험법을 확인하였다. 병

원성 미생물에 TTC를 첨가한 배지는 탈수소효소 반

응으로 인한 TPF 형성으로 붉은색 콜로니를 관찰하였

다. 이에 TTC 확인시험에서는 0.04% 이상의 농도에서 

12 h부터 TPF 형성을 관찰하였다. 또한, 균주별 CFU

값을 통해 TPF 발현능을 확인한 결과 유의적 관계가 

있음을 확인하였다. 병원성 미생물을 활용하여 TTC

가 미생물 성장에 영향을 끼치지 않으며 구체적으로 

세균의 경우 12 h, 효모균의 경우 48 h 이후 배양 시 

미생물 성장 확인이 가능하였다. 이상의 결과를 바탕

으로 미생물 한도시험법에 의한 48 h 이상의 배양 후 

관찰 가능한 가이드라인을 TTC를 활용하면 미생물 

성장 확인에 정확하고 신속한 판정이 가능할 것으로 

사료되며, 이는 화장품 안전성 연구에 대한 다양한 방

법적 접근이 될 것으로 기대된다.
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