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ABSTRACT - We analyzed the heat resistance of non-pathogenic Bacillus atrophaeus, Bacillus subtilis, and

Geobacillus stearothermophilus spores which exhibit strong heat resistance and evaluated the possibility of using

them to determine direct sterilization when manufacturing retort foods. The D
121
-values of B. subtilis, G. stearother-

mophilus, and B. atrophaeus spores were 2.9±0.1 min, 4.3±0.1 min, and 3.7±0.1 min, respectively. The Z-values of B.

subtilis, G. stearothermophilus, and B. atrophaeus spores were 43.0±1.4oC, 25.0±1.6oC, and 35.8±1.4oC, respectively.

The D
121
-values of B. subtilis, G. stearothermophilus, and B. atrophaeus spores were all higher than that of Clostrid-

ium botulinum spores used to confirm retort food sterilization. Considering these results, B. subtilis, G. stearothermo-

philus, and B. atrophaeus spores can be used instead of the pathogenic spore-forming bacteria C. botulinum when

sterilizing retort food. In addition, sterilization can be confirmed in 2 to 3 days, a shorter time than the 13 days required

for existing bacterial growth experiments based on the Korean food code.
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1인 가구의 증가에 따라 간단한 조리 후 바로 섭취할

수 있는 가정간편식(home meal replacement, HMR)의 소

비가 증가하고 있다1). 가정간편식에는 냉동제품, 즉석밥,

레토르트 식품 등이 있으며, 레토르트 식품의 생산액은

2014년 약 7,000억 원에서 2022년 약 1조 7천만 원으로

꾸준히 증가하는 추세이다2,3). 레토르트 식품은 식품을 장

기간 실온에서 유통하고자 플라스틱 필름이나 금속박을

여러 층으로 접착한 후 파우치 형태로의 용기에 충전·밀

봉하여 멸균한 것을 지칭한다4). 레토르트 식품의 멸균은

제품 중심 온도가 120oC 이상에서 4분 이상 또는 동등 이

상의 효력이 있는 방법으로 열처리하도록 규정하고 있다4).

레토르트 식품의 멸균 여부는 식품공전의 세균발육 실험

또는 Clostridium botulinum 포자의 멸균 여부로 확인한다5). 

멸균 여부 확인을 위한 세균발육 실험은 가온 보존과

세균실험을 실시하여야 한다. 가온 보존은 시료 5개를 포

장 상태로 35-37oC 배양기에 10일간 보존한 후 상온에서

1일간 추가로 방치하여 용기의 팽창 또는 새는 것을 확인

하여 양성으로 판단한다. 이후 음성인 검체를 대상으로 세

균실험을 진행하여 멸균 여부를 판정한다. 따라서 세균발

육 실험은 최소 13일의 장기간이 소요되는 단점이 있다4).

또한 레토르트 식품의 멸균 여부는 대표적 혐기성 세균인

C. botulinum 포자의 사멸 여부를 확인하여 단시간에 멸

균 여부를 확인할 수 있다6,7). 그러나 병원성을 나타내는

C. botulinum의 취급과 보관에 어려움이 있고, 혐기성 배

양에 다양한 장비가 필요하여 레토르트 식품 멸균 여부

확인에 직접 적용하기 곤란한 문제점이 있다8). 따라서 C.

botulinum 포자의 멸균 여부를 직접 확인하기보다 중심 온

도가 120oC 이상에서 4분 이상 또는 동등 이상의 효력이
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있는 방법으로 가열살균하고 있다4). 그러나 직접적인 멸

균 여부를 확인하지 못해 레토르트 식품생산 시 120oC에

서 10-40분간 가열하는 등 기준을 초과하는 과도한 열처

리를 하고 있어 식품의 품질 저하 및 생산단가 증가 등의

문제점을 야기하고 있다9). 

Bacillus spp.는 그람양성, 간균으로 주로 물과 토양 등

자연계에 널리 분포하는 비병원성 세균으로 생육조건에

따라 포자를 형성한다10). Bacillus spp.의 포자는 열, 화학

제품 등에 대한 강한 내성을 가져 살균지표 미생물로 다

양한 연구에 활용되고 있다11,12). 따라서 본 연구에서는 강

한 내열성을 가지는 비병원성 Bacillus atrophaeus, Bacillus

subtilis, Geobacillus stearothermophilus 포자의 열 저항성

을 분석하여 레토르트 식품 제조 시 직접적인 멸균 여부

판정에 사용 가능성을 평가하고자 하였다.

Materials and Methods

실험 재료

본 실험에 사용된 균주는 B. atrophaeus (KCTC 3701,

1022), B. subtilis (KCTC 3135, 1027) G. stearothermophilus

(KCTC 1752, 2107)로 생물자원센터(Korea Collection for

Type Cultures, KCTC)에서 분양받아 사용하였다. 포자 생

산 배지로는 0.005% Manganese (II) sulfate monohydrate

(MnSO4·H20, Daejung chemical & metals, Siheung, Korea)

첨가 Nutrient Agar (NA, MBcell, Seoul, Korea)와 Tryptic

Soy Agar (TSA, MBcell, Seoul, Korea)를 사용하였다.

포자현탁액 제조

B. atrophaeus, B. subtilis, G. stearothermophilus 포자는

Park 등과 Kim 등의 방법을 변형하여 현탁액을 제조하였

다13,14). 각각 균주를 0.005% MnSO4·H2O 첨가된 NA에 획

선도말하여 B. atrophaeus와 B. subtilis는 30oC, G.

stearothermophilus는 55oC에서 14일간 배양한 뒤 다음과

같이 포자를 수확하였다. 멸균증류수와 cell scraper를 이

용하여 배양된 균을 회수한 뒤 vortex mixer (SI-0246A,

Scientific Industries Inc., Bohemia, NY, USA)로 혼합한 균

액을 1.5 mL eppendorf tube에 1 mL씩 분주하여 12,000 ×g

에서 10분간 원심분리하였다. 이후 상층액을 제거하고 멸

균증류수 1 mL를 가하여 균질화한 뒤 12,000 ×g에서 10

분간 원심분리하였으며, 위 과정을 3회 반복하여 회수된

포자는 4oC에서 보관하였다. 이 균액은 실험 직전에 85oC

에서 30분간 열처리하여 영양세포를 사멸시킨 뒤 12,000 ×g

에서 10분간 원심분리하였으며 상층액을 제거하고 멸균인

산완충희석용액 1 mL를 가하여 균질화한 뒤 12,000 ×g에서

10분간 원심분리하였다. 이 세척 과정을 3회 반복하여 시험

용 포자현탁액으로 사용하였다. 포자 확인을 위해 Shaeffer

and Fulton stain을 이용하여 푸른색으로 염색된 포자를 현

미경(NB-2000T, NeoScience Co.,Ltd., Seoul, Korea)으로 관

찰하였다(Fig. 1)15). 회수된 포자의 최종 농도는 각각의 B.

atrophaeus, B. subtilis, G. stearothermophilus를 혼합하여 5-

7 Log CFU/mL 수준이 되도록 희석하였다.

포자 불활성화

D-value와 Z-value 측정하기 위해 포자현탁액을 111, 116,

121oC로 조정된 oil bath (WHB-11, Daihan Sientific, Wonju,

Korea)에서 열처리하였다. 

생균 수 측정

열처리된 포자현탁액과 10배 계단 희석한 희석액을 시

험용액으로 사용하였다. Petri dish 3장에 각각의 시험용액

1 mL를 접종한 뒤 TSA를 분주하여 B. atrophaeus와 B.

subtilis는 30oC, G. stearothermophilus는 55oC에서 24시간

배양한 후 형성된 집락을 계수하여 평균 집락 수에 희석

배수를 곱하여 생균 수로 산출하였다.

Fig. 1. Microscopic photograph of Bacillus subtilis (A), Geobacillus stearothermophilus (B) and Bacillus atrophaeus (C) spore
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D-value 및 Z-value 산출

D-value는 각각의 온도에서 미생물의 균수를 1/10 감소

시키는데 필요한 시간으로 성장곡선의 직선적 부분, 즉 1

차 함수적으로 감소하는 범위에서 시간을 산출하였다16).

따라서 D121-value는 121oC에서 각각의 미생물의 균수를 1/

10로 감소시키는데 필요한 시간을 나타낸다. Z-value는 3

개의 D-value를 이용하여 직선 회귀방정식을 구한 뒤 D-

value가 1 log cycle 감소하는데 필요한 온도 변화를 산출

하였다16).

통계분석

실험 균주에 대해 온도 및 시간별 살균을 통해 분석한

D-value 및 Z-value를 SPSS V27 (SPSS Inc, Chicago,

IL, USA) 프로그램을 이용하여 실험균주의 살균 특성

간 통계적 유의성을 비교하였다. 일원배치분산분석(one-

way ANOVA)으로 집단 값을 비교하였으며, P<0.05의

유의수준으로 Duncan 다중범위검정으로 사후검정을 실

시하였다.

Results and Discussion

Bacillus spp. 포자의 열 저항성

B. subtilis 포자의 살균온도에 따른 D-value와 Z-value는

Table 1에 나타내었다. B. subtilis 포자의 111oC와 116oC,

121oC에서 D-value는 각각 5.0±0.1분, 4.4±0.1분, 2.9±0.1분

이었으며, Z-value는 43.0±1.4oC로 나타났다. 이러한 결과

는 Lee 등17)이 보고한 부패 팥앙금에서 분리한 B. subtilis

포자의 121oC에서 D-value 0.69분에 비하여 높은 값을 나타

냈다. B. subtilis는 비병원성의 포자를 형성하는 호기성균으

로 병원균의 방제에 사용되며, 국내 의료폐기물 멸균분쇄시

설의 표준 지표생물로 사용되고 있다18-20).

G. stearothermophilus 포자의 살균온도에 따른 D-value와

Z-value는 Table 2에 나타내었다. G. stearothermophilus 포자

의 111oC와 116oC, 121oC에서 D-value는 각각 10.8±0.5분,

6.6±0.1 분, 4.3±0.1분이었으며, Z-value는 25.0±1.6oC로 나타

났다. Hwang 등21)이 보고한 부패한 팥에서 분리한 G.

stearothermophilus 포자의 121oC에서 D-value 1.69분에 비하

여 높은 값을 나타내었으나, Fraiha 등22)이 보고한 B.

stearohermophilus 포자의 126oC에서 D-value는 4.7분이라는

보고와 유사한 결과를 나타냈다. G. stearothermophilus는 비

병원성의 포자를 형성하는 호기성균으로, 국내 의료폐기물

증기멸균·분쇄시설의 표준 지표생물로 사용되고 있다20,22).

B. atrophaeus 포자의 살균온도에 따른 D-value와 Z-value

는 Table 3에 나타내었다. B. atrophaeus 포자의 111oC와

116oC, 121oC에서 D-value는 각각 7.1±0.2분, 5.2±0.1분,

3.7±0.1분이었으며, Z-value는 35.8±1.4oC로 나타났다.

Kempf23) 등이 보고한 건열에 의한 B. atrophaeus 포자의

125oC에서 D-value는 33.9분으로 큰 차이를 나타냈다. 이

는 수분이 없는 건조한 상태에서는 열 침투속도가 감소하

기 때문에 포자의 사멸에 장시간이 소요된 것으로 판단된

다24). B. atrophaeus는 비병원성의 포자를 형성하는 호기

성균으로 포자의 불활성화, 항균작용 등의 다양한 연구에

사용되고 있으며, 미국의 건열 및 ethylene oxide 가스 멸

균법 확인을 위한 생물학적 지표로도 사용되고 있다23,25-27).

Bacillus spp. 포자의 사멸 특성 비교

B. subtilis, G stearothermophilus와 B. atrophaeus의 D,

Z-value 값을 이용하여 각각 포자의 사멸 시간을 비교하

Table 1. D-value and Z-value of B. subtilis 

Temperature 

(oC)

Time 

(min)
Mean±SD D-value Z-value

111

0 7.7±0.11)

5.0±0.1

43.0±1.4

5 5.8±0.2

10 5.2±0.1

15 4.5±0.2

116

0 7.7±0.1

4.4±0.1
5 5.9±0.2

10 5.1±0.4

15 4.2±0.2

121

0 7.7±0.1

2.9±0.1
3 5.8±0.1

6 5.3±0.1

9 4.4±0.1

1) Log CFU/mL.

Table 2. D-value and Z-value of G. stearothermophilus

Temperature 

(oC)

Time 

(min)
Mean±SD D-value Z-value

111

0 5.0±0.01)

10.8±0.5

25.0±1.6

5 4.3±0.1

10 3.8±0.1

15 3.6±0.3

116

0 5.0±0.0

6.6±0.1
5 3.9±0.1

10 3.4±0.3

15 2.7±0.1

121

0 5.0±0.0

4.3±0.1
3 3.9±0.2

6 3.6±0.1

9 2.8±0.1

1) Log CFU/mL.
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였다(Table 4). B. atrophaeus의 D121-value는 B. subtilis 보

다 유의적으로 높게 나타났으며, G stearothermophilus의 D121-

value는 B. atrophaeus 보다 유의적으로 높게 나타났다. 121oC

에서 15분간 살균 시, B. subtilis 포자가 5.2 Log 내외, G

stearothermophilus 포자가 3.5 Log 내외, B. atrophaeus 포자

가 4.1 Log 내외로 감소할 것으로 판단되었다.

식품의약품안전처에 따르면 C. botulinum 포자를 식품

의 멸균지표 미생물로 제시하고 C. botulinum 포자의 121.1oC

에서 D-value는 0.21분, Z-value는 10oC로 보고되고 있다5). 그

러나 C. botulinum은 그람양성의 포자를 형성하는 혐기성 세

균으로 식품에 오염될 경우 독소형 식중독을 유발한다28). 따

라서 Clostridium botulinum 포자의 멸균 여부를 직접 확인하

기보다 중심 온도가 120oC 이상에서 4분 이상 또는 동등 이

상의 효력이 있는 방법으로 살균하도록 하고 있다. 그러나

직접적인 멸균 여부를 확인하지 못해 레토르트 식품생산 시

120oC에서 10-40분간 가열하는 등 기준을 초과하는 열처리

를 하고 있다9). 실험 결과, B. subtilis, G stearothermophilus

와 B. atrophaeus 포자의 D121-value는 모두 C. botulinum 포

자의 D121-value 보다 높은 값을 나타내었다. 이러한 결과를

종합하여 볼 때 레토르트 식품 멸균 시 B. atrophaeus 등의

실험 균주 포자현탁액을 4 log CFU/mL 이상 되도록 조제하

여 함께 멸균 후 포자의 사멸 여부를 확인할 경우, 병원성

포자형성균인 C. botulinum을 사용함에 따라 야기 되는 위험

성과 보관의 어려움을 해소할 수 있을 것으로 판단된다. 또

한 기존 세균발육 실험에 소요되는 13일보다 단시간인 2-3

일에 멸균 여부를 확인할 수 있을 것으로 판단된다.

국문요약

본 연구에서는 강한 내열성을 가지는 비병원성 Bacillus

atrophaeus, Bacillus subtilis, Geobacillus stearothermophilus

포자의 열 저항성을 분석하여 레토르트 식품 제조 시 직

접적인 멸균 여부 판정에 사용 가능성을 평가하고자 하였

다. B. subtilis 포자의 D121-value는 2.9±0.1분이었으며, Z-

value는 43.0±1.4oC로 나타났다. G. stearothermophilus 포

자의 D121-value는 4.3±0.1분이었으며, Z-value는 25.0±1.6oC

로 나타났다. B. atrophaeus 포자의 D121-value는 3.7±0.1분

이었으며, Z-value는 35.8±1.4oC로 나타났다. B. subtilis, G

stearothermophilus와 B. atrophaeus 포자의 D121-value는 모

두 레토르트 식품 멸균 확인에 사용되는 C. botulinum 포

자의 D121-value 보다 높은 값을 나타내었다. 이러한 결과

를 종합하여 볼 때 레토르트 식품 멸균 시 병원성 포자형

성균인 C. botulinum 대신 B. subtilis, G. stearothermophilus,

B. atrophaeus 포자를 사용할 수 있을 것으로 판단된다. 또

한 기존 세균발육 실험에 소요되는 13일보다 단시간인 2-

3일에 멸균 여부를 확인할 수 있을 것으로 판단된다.
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