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            초록
          
        

        
          This study investigated the antibacterial effects of sodium hypochlorite (NaOCl, 50~200 ppm of Cl2) and floating-electrode barrier discharge (FE-DBD) plasma (1.1 kV, 43 kHz, 1.5 L/min N2) on V. parahaemolyticus biofilms on fresh salmon. In the case of NaOCl, when treated for 5 min at 50, 100, 150 and 200 ppm, it decreased by 0.48, 0.61, 0.83 and 1.09 log10 CFU/cm2, respectively. In addition, when treated with FE-DBD plasma for 5, 10, 30 and 60 min, it decreased by 0.41, 0.66, 0.82 and 1.06 log10 CFU/cm2. V. parahaemolyticus biofilms were significantly reduced (P < 0.05) with increasing treatment concentration and time. According to these results, NaOCl and FE-DBD plasma treatment for raw salmon can be used as an antimicrobial biofilm agent by inhibiting V. parahaemolyticus biofilm formation, which is a problem in seafood, and can be applied in the seafood industry to increase food safety.
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      I. 서 론
      Vibrio parahaemolyticus는 대표적인 해양세균으로 급성위장염을 유발할 수 있는 식중독균이며, 덜 익힌 어패류 섭취로 인해 감염사례가 많은 것으로 알려져 있다(Chen et al., 2019). 또한, 플랑크톤 또는 미생물 군집 내에서 생물막(biofilm)을 형성한다(Rosa et al., 2018). 생물막은 미생물들의 복합체로 대사과정에서 스스로 분비한 세포외 고분자 물질(Extracellular Polymeric Substance, EPS)로 이루어져 있으며(Park et al., 2015; Karygianni et al., 2020), 세균 감염의 약 60-80%는 생물막에 의해 발생한다(Gilmore et al., 2018). EPS는 세포외 다당류, 핵산(DNA 및 RNA), 단백질, 지질 및 기타 생체분자로 구성되어 있으며, 생물학적 및 비생물학적 표면에 대한 미생물의 부착을 강하게 하여 외부자극 요인으로부터 세포들을 보호한다(No and Park, 2009). 생물막 형성은 미생물의 표면부착, 미생물 응집, 미생물집단 성숙, 생물막의 해체 및 분산의 4단계 과정으로 이루어져 있으며(Lee et al., 2023), 식품 가공 및 보관 중에 형성된다. 이는 외부환경 자극에 대한 방어를 증가시키기 때문에 항균제 및 항생제에 대한 내성이 10-1,000배 정도로 강해진다(Wang et al., 2022). 비가열 섭취 식품인 수산식품 중의 식중독균을 저감화하기 위해 일반적으로 사용하는 식품용 살균제인 차아염소산나트륨(NaOCl)은 식품첨가물의 기준 및 규격에 품목별 사용 기준이 정해져 있으며, 식품첨가물공전(MFDS, 2024)에 의하면 200 mg/L 이하로 제시되어 있다. 일반적으로 락스에 포함되어 있는 것으로 알려진 NaOCl은 식품용 살균·소독제 중 구하기 쉬우며, 가격이 저렴하여 다루기 쉬운 장점을 가지고 있다(Kim and Bang, 2023). 또한, Lee et al.(2009)에 따르면 메티실린 내성 황색포도상구균(Methichillin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA)과 같은 항생제 내성균도 1분 이내에 사멸시킬 수 있는 NaOCl의 뛰어난 살균효능을 입증하였다. 현재 NaOCl의 생물막 감소효과에 대한 연구는 이루어지고 있지만 연어 중 V. parahaemolyticus 생물막 감소에 대한 시도는 없었다.

      최근에는 식품의 품질에 영향을 미치지 않으면서 미생물을 감소시킬 수 있는 플라즈마를 이용한 비열살균기술에 관한 연구가 이루어지고 있다. 플라즈마는 기체가 높은 에너지를 가졌을 때 에너지가 서로 평행을 이루는 자연상태의 제 4의 물질이다(Jeon et al., 2020). 플라즈마에는 화학적 반응성이 큰 활성라디칼, 자외선 및 적외선 등이 포함되어 있으며, 생성되는 온도에 따라 열 플라즈마와 저온 플라즈마로 분류될 수 있다(Lee, 2022). 그중에서도 저온 플라즈마는 식품의 품질 및 영양소 등에 영향을 거의 미치지 않는다. 또한, 활성종들의 발생으로 인해 미생물의 세포 외피 및 세포 성분에 영향을 주어 살균효과를 나타내기 때문에(Rod et al., 2012; Song et al., 2023) 생물학, 의학 및 식품산업에 적용되고 있다(Kim et al., 2019). 비열플라즈마의 일종인 부유전극 유전체장벽방전(floating electrode-dielectric barrier discharge, FE-DBD) 플라즈마는 두 전극 중 하나로 시료를 사용하여 시료에 직접 플라즈마를 형성하기 때문에 기존의 유전체장벽방전(dielectric barrier discharge, DBD) 플라즈마보다 더 강한 살균효과를 나타내는 것으로 알려져 있다(Adil et al., 2020).

      따라서 본 연구에서는 식품업계에서 일반적으로 사용하는 화학적 소독제인 NaOCl과 신살균기술인 물리적 비가열 FE-DBD 플라즈마 처리를 통해 수산식품산업에서 문제가 되는 V. parahaemolyticus 생물막의 저감화 효과에 대하여 생연어를 수산식품모델로 하여 조사하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구 방법
      
        1. 시험 균주 준비 및 접종
        실험에서 사용된 Vibrio parahaemolyticus ATCC 27969는 American Type Culture Collections (Manassas, VA, US)에서 분양받아서 사용하였다. V. parahaemolyticus 원액(108-109 log10 CFU/mL)을 2.5% NaCl이 포함된 tryptic soy broth (TSB, BD Difco Franklin Lakes, NJ, US)와 30% glycerol이 함유된 phosphate-buffered saline (PBS, Oxoid, Basingstoke, UK)에 넣고 –80℃의 냉동고에서 보관하였다. 시험균주 100 μL를 2.5% NaCl이 포함된 TSB에 접종하여 30℃에서 24시간 동안 배양한 후 배양시킨 균주 100 μL를 새로운 TSB 10 mL에 접종하고 동일한 조건에서 배양하였다. 이후 배양액을 원심분리(11,000×g, 10분, 4℃)하여 PBS로 2회 세척하였고, 최종 균주 배양액에 peptone water (PW, BD Difco)를 첨가하여 최종농도를 105 log10 CFU/mL로 희석하여 접종원을 준비하였다.

      

      
        2. 시료 준비 및 생물막 형성
        생물막 형성을 위한 시료 준비과정은 이전의 연구를 바탕으로 수행하였다(Roy et al., 2022). 실험에 사용된 식품인 생연어는 온라인을 통해 구매하였다. 생연어를 멸균된 칼을 이용하여 2×2 cm2로 잘랐으며, 자른 시료는 증류수로 세척하였다. V. parahaemolyticus 접종 전에 시료의 각 면을 15분 동안 UV-C에 노출시켜 멸균한 후 잔존 미생물을 제거하였다. 멸균이 끝난 시료를 TSB 10 mL와 V. parahaemolyticus (105 log10 CFU/mL) 100 μL가 들어있는 50-mL 코니칼 튜브(SPL Life Science, Pocheon, Korea)에 넣고 30℃에서 24시간 배양하였다.

      

      
        3. NaOCl 및 FE-DBD 플라즈마 처리
        본 연구에서는 시중에 유통되고 있는 24.5% NaOCl (Yuhan Co., Seoul, Korea)을 구매하여 사용하였다. V. parahaemolyticus 생물막이 형성된 각 시료를 증류수로 두 번 세척하여 부착되지 않거나 느슨하게 부착된 세포를 제거한 후 50, 100, 150 및 200 ppm의 NaOCl 10 mL에 5분 동안 침지하여 처리하였다.

        FE-DBD 플라즈마 처리를 위해 Plasma Biomedicine Institute (Plasma Bioscience Research Center, Seoul, Korea)로부터 장치를 공급받아 사용하였다. FE-DBD 플라즈마는 0.7 mm 두께의 유리 위에 고전압 전극으로 10 μm 두께의 은 전극과 100 μm 두께의 SiO2로 구성된 유전체로 이루어져 있다. 작동전압은 진폭 2.8 kV의 47 kHz 사인파를 생성시키는 인버터로 지지하였고, 질소가스를 분당 1.5 L의 유량을 유입시켜 전기전극 아래 유리와 연어의 표면 사이에 플라즈마를 발생시켰다. 처리 시 플라즈마 방출 전극과 연어 사이의 거리는 3 mm를 유지하였다. FE-DBD 플라즈마 방전은 1 kV에서 발생하였으며, 피크 방전 전류는 16 mA, 전력은 0.55 W로 측정하였다. RMS (root mean square) 전압 및 전류는 각각 2.0 kV 및 13.5 mA로 측정하였다. 플라즈마의 전기적 전압 및 전류 특성은 고전압 프로브(P6015A, Tektronix)와 픽업프로브(P6021A, Tektronix)를 사용하였다.

      

      
        4. 생물막 분리
        각 처리 후 연어 중 생물막 분리하는 과정은 Roy et al.(2022)의 연구를 바탕으로 수행하였다. 연어를 0.1% PW 10 mL와 15개의 멸균된 비드가 담긴 50-mL 코니칼 튜브에 넣고 1분 이상 섞어 주었다. V. parahaemolyticus 계수는 10배 연속 희석한 후 희석액 100 μL를 2.5% NaCl이 포함된 tryptic soy agar (TSA, BD Difco)에 도말하고 30℃에서 24시간 배양하여 수행하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 연구 결과
      
        1. NaOCl 처리농도에 따른 저감화 효과
        살균 및 소독제로 사용되는 NaOCl 처리 농도에 따른 연어 중 V. parahaemolyticus 생물막 저감화 결과를 <Table 1>에 나타내었다. 본 연구에서는 NaOCl 처리농도를 식품공전에 제시되어 있는 NaOCl 사용기준(200 mg/L 이하)하에 50, 100, 150 및 200 ppm으로 설정하였다. NaOCl을 처리하지 않은 연어의 V. parahaemolyticus 생물막은 7.41 log10 CFU/cm2 검출되었으며, 50, 100 및 150 ppm 처리군의 경우 0.48, 0.61 및 0.83 log10 CFU/cm2 감소하였다. NaOCl 200 ppm으로 처리 시 1.09 log10 CFU/cm2로 가장 많이 감소하였으며, 처리농도가 증가할수록 V. parahaemolyticus 생물막이 유의적으로 감소하였다(P < 0.05). NaOCl의 생물막에 대한 살균효능은 이전의 연구들을 통해 입증되었다(Kim et al., 2016; Choi, 2021). NaOCl의 작용 메커니즘은 가수분해를 통해 살균력이 강한 차아염소산(HOCl)을 생성하는데 HOCl의 생성이 pH를 증가시키고 번역 및 전사에 관여하는 단백질과의 반응으로 인해 단백질 및 DNA 합성을 억제하여 박테리아 성장을 방해하게 된다(Raval et al., 2019; Choi, 2021). Roy et al.(2021)은 차아염소산나트륨(50, 100, 200 및 300 ppm, 5분) 사용 시 새우 및 게 껍질표면 중 V. parahaemolyticus 생물막이 각각 0.54-2.59, 0.64-2.32 log CFU/cm2 감소하였다고 보고하였다. 본 연구의 결과보다 더 많이 감소하였는데, 이는 연구에 사용된 시료 및 처리조건의 차이로 인해 나타난 것으로 생각된다. 한편, Kim and Bang(2023)은 100 mg/kg 농도의 차아염소산나트륨 처리로 인해 16종의 엽경채소에 대한 대장균 개체수가 1-2 log CFU/g 감소되었으며, 잎의 표면면적이 넓고 부드러울수록 더 우수한 살균효능이 나타났다고 하였다. 위의 두 연구 모두 본 연구와 유사하게 처리농도가 높을수록 더 많이 저감화되었다.

        
          <Table 1> 
				
          

          
            Effect of NaOCl on V. parahaeolyticus biofilms on fresh salmon
          
          

        

        
          
            
              	
                V. parahaemolyticus
              
              	NaOCl (ppm)
            

            
              	0
              	50
              	100
              	150
              	200
            

          
          
            	log10 CFU/cm2
            	7.41±0.07a
            	6.93±0.16b
            	6.80±0.19bc
            	6.58±0.05c
            	6.32±0.14d
          

          
            	log10 reduction
            	-
            	0.48±0.09D
            	0.61±0.12C
            	0.83±0.02B
            	1.09±0.07A
          

        

        
          
            The data indicate means ± standard deviation of three treatment. Letters (a-d for log10 CFU/cm2, A-C for log10 reduction) in the same row are significant differences (P < 0.05) by Duncan’s multiple range test at 5% probability.
          

        

        

        NaOCl의 살균효능은 여러 연구들을 통해 입증되었지만 미생물의 완전한 불활성화를 위해서는 고농도의 NaOCl이 필요하다. NaOCl을 고농도로 사용하는 경우 공기, 빛 등에 노출 시 활성을 잃게 되며(Choi, 2021), 독성 물질 잔류 및 미생물 생물막의 저항성 증가와 같은 문제가 있다. 이로 인해 최근에는 화학적 살균소독제인 NaOCl과 함께 여러 다른 살균기술을 추가적으로 처리한 허들기술을 많이 사용하고 있다(Singh and Shalini, 2016; Choi, 2021). 위의 두 연구 모두 본 연구와 유사하게 처리농도가 높을수록 더 많이 저감화되었다.

      

      
        2. FE-DBD 플라즈마 처리시간에 따른 저감화 효과
        비가열 살균기술인 FE-DBD 플라즈마 처리시간(5, 10, 30 및 60분)에 따른 연어 중 V. parahaemolyticus 생물막 저감화 결과를 <Table 2>에 나타내었다. FE-DBD 플라즈마 처리를 하지 않은 연어의 V. parahaemolyticus 생물막은 7.28 log10 CFU/cm2이었으며, 5, 10 및 30분 처리 시 각각 0.41, 0.66 및 0.82 log10 CFU/cm2 감소하였다. FE-DBD 플라즈마 60분 처리 시 1.06 CFU/cm2 감소하였으며, 처리시간이 증가할수록 V. parahaemolyticus 생물막이 유의적으로 감소하였다(P < 0.05).

        
          <Table 2> 
				
          

          
            Effect of FE-DBD plasma treatment on V. parahaeolyticus biofilms on fresh salmon
          
          

        

        
          
            
              	
                V. parahaemolyticus
              
              	FE-DBD plasma treatment (min)
            

            
              	0
              	5
              	10
              	30
              	60
            

          
          
            	log10 CFU/cm2
            	7.28±0.02a
            	6.87±0.18b
            	6.62±0.09c
            	6.46±0.14c
            	6.22±0.05d
          

          
            	log10 reduction
            	-
            	0.41±0.16C
            	0.66±0.07B
            	0.82±0.12B
            	1.06±0.03A
          

        

        
          
            The data indicate means ± standard deviation of three treatment. Letters (a-d for log10 CFU/cm2, A-C for log10 reduction) in the same row are significant differences (P < 0.05) by Duncan’s multiple range test at 5% probability.
          

        

        

        Song et al.(2023)은 멍게 중 V. parahaemolyticus에 대해서 1.1 kv, 43kHz 조건으로 FE-DBD 플라즈마 5, 15, 30, 45 및 60분 처리 시 0.16, 0.18, 0.40, 0.62 및 0.75 log CFU/g 감소하였으며, 처리시간이 길어질수록 유의적으로 감소하였다고 보고하였다(P < 0.05). 이는 본 연구의 결과와 유사한 경향을 보였다. Cui et al. (2018)의 다양한 야채 중 Escherichia coli O157:H7 생물막에 대한 저온 질소 플라즈마 효과 연구에 따르면 120초 동안 400, 500 및 600 W 처리 시 각각 0.40, 1.46 및 1.52 log CFU/cm2 감소하였으며, 일정한 전력 조건(500 W)에서 60, 120 및 180초 처리 시 1.13, 1.58 및 1.70 log CFU/cm2 감소하는 것으로 나타났다. 이는 본 연구의 결과보다 더 많이 감소하였으며, 대기압 플라즈마의 살균효과가 전력 및 처리시간이 증가함에 따라 향상될 수 있다고 하였다. Gupta and Ayan(2019)은 비열플라즈의 효능이 플라즈마의 노출전극과 시료 사이의 거리에 따라 달라지며 거리가 증가함에 따라 미생물 생물막의 생존율이 증가함을 증명하였다. 플라즈마의 주요 활성 물질인 라디칼, 하전 입자, 활성산소종(ROS-O, O2, O3, OH) 및 활성 질소종(RNS-NO, NO2)으로 인해 항균활성능이 나타난다. 특히, ROS 및 RNS는 세포 구조에 강력한 산화 효과를 가지고 있으며, ROS는 미생물의 지질 과산화, DNA 손상, 단백질 조절 및 세포 사멸을 유발한다(Karki et al., 2017; Gupta and Ayan, 2019). 이러한 효능으로 인해 FE-DBD 플라즈마는 다양한 미생물 생물막을 제거하는데 유망한 기술로 여겨진다.

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 결 론
      본 연구는 대표적인 화학적 살균소독제인 NaOCl 및 비가열 물리적 살균기술인 FE-DBD 플라즈마를 사용하여 연어 중 V. parahaemolyticus 생물막에 대한 살균효과에 대해 조사하였다. NaOCl 및 FE-DBD 플라즈마의 처리농도 및 시간이 증가할수록 V. parahaemolyticus 생물막이 유의적으로 더 감소하는 것을 확인하였다(P < 0.05). NaOCl과 FE-DBD 플라즈마는 연어와 같은 수산물에 대한 미생물 생물막 저감화 효과가 있는 것으로 나타나 수산식품산업에 있어서 살균기술로서 적용될 가능성이 있음을 확인하였다. 그러나, 추가적으로 물리·화학적, 영양학적 및 관능적 분석을 통해 수산 품질에 미치지 않는 최적의 처리조건을 설정하여 잠재적 사용 가능성 여부를 타진해 보아야 한다.
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