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ABSTRACT

  Biological decontamination means the removal of microorganisms from the inanimate object such as building or 
equipment. In this study, hydrogen peroxide vapor efficacy test using VHP 1000ED system(Steris LifeSciences) 
were conducted for G. stearothermophilus spore with agent materials(aluminum, stainless steel, poly-carbonate, 
viton, silicone, kapton and glass). Total recovered spores exposed to hydrogen peroxide vapor(1.0 g/min) during 7, 
15, 30, 60 min were calculated. As a result, all agent materials were totally decontaminated within 60 min at 1.0 
g/min concentration with 35% hydrogen peroxide vapor. Finally, we could confirmed that hydrogen peroxide vapor 
possess sporicidal capacity of G. stearothermophilus and found the optimum decontamination conditions with 
VHP1000ED system.
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상으로부터 미생물들을 제거하고, 이를 통해 그 대상

을 다시 사용하거나 혹은 안전한 상태에서 폐기가 가

능하게 하는 것을 말한다[1]. 2001년 미국에서 일어난 

탄저균 테러 이후로 많은 제독 방법들이 개발이 되어 

왔고, 특히 오염된 시설 및 장비에 의한 2차 감염과 

경제적 손실 등을 최소화하기 위한 높은 효율성을 가

진 제독제를 위한 연구가 이루어지고 있다[2]. 이미 공

공기관과 병원, 실험실 등에서는 과산화수소, 포름알
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데하이드, 이산화염소 같은 화학적인 제독제들을 항상 

구비하며 사용하고 있다[3].
  과산화수소 액체는 100년 전부터 그 제독제로서의 

살균력이 입증되어 사용이 되어왔고, 물질이나 표면 

등의 제독과 무균 포장을 하는 용도로서 사용이 되어

왔다[2]. 반면에 과산화수소 증기의 경우, 20여 년 전부

터 연구가 시작 되었으며, 최근 들어 제독제로서의 높

은 효율성이 인정받아 활발히 연구가 진행되고 있다
[2]. 과산화수소 증기는 건물과 같은 특정 지역을 제독

할 수 있고[4], 제독 후의 잔여물이 적어 제독 대상의 

재사용에 대한 가능성도 확보할 수 있다는 장점이 있

다[5]. 게다가 과산화수소 증기는 아포, 생장세균, 곰팡

이, 신종 동물 바이러스 등의 다양한 생물을 효과적으

로 제독한다[5,6,8]

  미생물의 대한 제독은 이전부터 많은 연구가 되어왔

고, 미생물 중에서 저항성이 가장 강하다고 알려진 세

균의 아포가 주로 제독연구의 대상이 되고 있다. 이 중

에서, Geobacillus stearothermphilus(G. stearothermophlius) 
아포는 이전부터 널리 사용되고 있는 생물학적 지표

(BI : Biological Indicator)이다[10]. G. stearothermophilus 
균주는 Bacillus class에 속하며 열수구 같은 환경에서 

생장하며, 특히 고온에 저항성이 있는 효소를 분비하

여 열이나 화학물질에 강한 저항성을 지니는 세균이

다[9].
  생화학적 제독을 위해 많은 제독 기기들과 시스템

들이 구축되고 연구되어 왔다. 초반에는 병원과 실험

실 등에서 멸균을 위한 목적으로 사용되던 기기들이, 
2001년 미국에서 발생한 탄저균 테러가 일어난 시기

를 기점으로 제독이라는 개념 하에 새롭게 개발되기 

시작했다[12]. 따라서 제독 시스템의 대상이 빌딩이나 

도로, 장비 등으로 확대 되었으며, 모든 조건을 만족

하기위해 여러 재질의 쿠폰을 제작을 통한 표면 제독

연구가 현재까지 진행되고 있다[2,5].
  정밀 전자/광학장비, 차량, 항공기 내부가 오염되었

을 경우 기존 액상제독제는 부식성과 수분에 의해 손

상이 될 가능성이 있다. 따라서 본 연구에서는 정밀장

비 또는 차량, 항공기 등을 구성하는 금속, 비금속, 코

팅재료들로, 유리, 알루미늄 3종(일반, CARC, 애노다이

징), 실리콘, 바이톤, 스테인레스 스틸, 폴리카보네이트, 
캡톤 쿠폰을 사용하였다. G. stearothermophilus 아포와 

과산화수소 증기를 주입할 수 있는 VHP1000ED 시스

템을 이용, 9 종의 다양한 재질의 쿠폰을 대상으로 과

산화수소 증기에 따른 아포의 최적 제독 조건을 확보

하고자 하였다.

2. 실험방법

가. 균주 및 쿠폰

  본 실험에서는 40% 에탄올에 현탁된 G. 
stearothermophilus(ATCC 12980) 아포(1 × 108 Colony 
Forming Unit[CFU])를 MESA Labs(Colorado, USA)에서 

구매하여 사용하였다. 쿠폰 재질로는 주변에서 흔히 

볼 수 있는 재질로서 유리, 알루미늄 3종(일반, CARC, 
애노다이징), 실리콘, 바이톤, 스테인레스 스틸, 폴리

카보네이트, 캡톤 쿠폰을 자체 제작하여 사용하였다

(Fig. 1).

Fig. 1. Biological Agent surrogate test coupons : 1.8 cm 

squares(S-Steel ; Stainless steel, PC ; Poly- 

Carbonate)
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나. 과산화수소 증기 주입량에 따른 제독실험

  VHP 1000ED 제독기를 이용하여 35%의 과산화수소

를 기화시켜 과산화수소 증기로 만들어 본 제독실험

의 제독제로 사용하였다. 이 과산화수소 증기를 992 × 
587 × 698 cm로 제작된 챔버에 투입하였으며, 챔버 내 

과산화수소 증기의 농도 분포의 변수를 고려하여 챔버

의 정중앙부분에 1 × 106 CFU의 G. stearothermophlius 
아포가 접종된 유리 쿠폰을 놓았다.
  제독 과정으로서는, 먼저 과산화수소 증기의 주입을 

위해 10분 동안 습도를 조절하고, 30분 동안 과산화수

소 증기를 넣어 제독한 후 90분 동안 에어레이션을 

통하여 챔버 내의 과산화수소 증기를 제거하였다. 과

산화수소 증기의 주입량은 1.0 ～ 2.0 g/min까지 0.2 
g/min 단위로 조절하여 실험하였고, 추가적으로 과산

화수소의 증기 주입속도에 의한 차이를 확인하고자 

주입 속도를 10 scfm(standard cubic feet per minute) 과 

14 scfm으로 둘로 나눠서 진행하였다.

다. 쿠폰재질에 따른 아포의 회수실험

  9종의 쿠폰에 1 × 108 CFU의 G. stearothermophlius 
아포가 현탁된 용액을 10 ㎕ 접종하여, 5시간 동안 상

온 건조 시켰다. 쿠폰 위의 G. stearothermophlius 아포 

현탁액이 완전히 마른 뒤, 멸균된 완충액(PBS + 0.1% 
Triton X-100) 5 ㎖에 쿠폰을 넣고 10분간 초음파 분쇄

(sonication)하였다. 이후, 2분간 와동(vortexing)하였고, 
모든 거품이 제거 될 때까지 상온에 방치하였다. 거품

이 제거 된 완충액으로부터 100 ㎕를 Bacto nutrient 
broth agar plate(Becton, New Jersey, USA)에 도말하였

다. 도말한 배지를 55℃ 배양기에 넣어 하루 동안 배

양한 뒤, 배양된 콜로니들을 계수하여, 회수된 G. 
stearothermophlius 아포 개수를 계수하였다.

라. 쿠폰재질에 따른 제독실험

  과산화수소 증기의 주입량에 따른 실험과 동일한 제

독 과정을 이용하여 9종의 쿠폰에 대한 제독 실험을 

진행하였다. 과산화수소 증기의 주입량은 1.0 g/min으
로 고정하였고, 주입 속도는 10 scfm으로 설정하였다. 
9종의 쿠폰에 아포가 현탁된 용액을 접종하여 실험군

으로 사용하였고, 7, 15, 30, 60분의 제독시간을 설정

하여 재질별 최적 제독시간을 구하고자 하였다. 이를 

통해 나온 결과는 아포 회수율을 기반으로 배양된 콜

로니들을 계수하여 제독 여부를 측정하였다.

3. 실험결과 및 고찰

가. 실험 조건

  아포의 생존력을 분석하는 실험으로써 아포의 개수

는 이전에 연구된 결과들과 동일하게 1 × 106 CFU로 

결정하였다[11,12]. 쿠폰 재질의 종류 또한 이전 연구들을 

참조하여 제작하였으며 알루미늄 등 보다 한국에서 많

이 발견할 수 있는 재질들을 위주로 제작하였다[6,12].
  분석 방법의 경우, 초음파 분쇄와 와동 시간에 따른 

추출효율 실험을 자체적으로 진행하였고, 그 결과 초

음파 분쇄 10분과 와동 시간 2분이 시간 대비 효율이 

가장 좋게 나타났으며 이는 기존에 연구된 결과와 일

치함을 확인하였다[12](자료 미제시).
  본 연구는 이전에 진행된 연구들에 비해 챔버 크기

를 최소화한 축소형 연구이다[2,7,12]. 이를 통해 과산화

수소 증기의 밀집도의 차이를 줄여 외부 요인에 대한 

가능성을 배제하고자 하였고, 사전 실험을 통해 일정

한 농도가 측정되었던 챔버 내 정중앙에서 실험을 진

행하였다(자료 미제시).

나. 과산화수소 주입량에 따른 제독 실험 결과

  과산화수소 주입량에 따른 제독 실험은 쿠폰 재질

별 실험을 진행하기 전 최적 기준을 설정하기 위한 

실험이다. 아포 회수율이 가장 높게 나온 유리 쿠폰을 

(6.9 × 105 CFU/㎖) 대표 쿠폰으로 사용하였으며, 증기

의 유입속도에 따라 제독 결과가 달라진다는 선행연

구의 결과에 근거하여, 주입 속도에 따른 제독능을 실

험하였다[12]. 그 결과 본 시스템에서의 주입 속도에 의

한 차이는 관찰되지 않았지만, 이와 상관없이 최소 주

입량 조건인 1.0 g/min에서 G. stearothermophilus의 아

포가 제독이 가능하다는 결과를 얻었다(Table 1). 위의 

주입량에 따른 제독실험은 과산화수소 주입량에 따라 

챔버 내 농도가 올라가면서, 상대습도도 비례하게 변

화하는 것을 동시에 확인하며 실험을 진행하였다. 또

한 2.4 × 106 CFU 개의 G. stearothermophlius 아포가 

접종된 BI-Steel 쿠폰(Steris Life Sciences, Ohio, USA)
을 통해 같은 조건에서 제독됨을 다시 한 번 검증 및 

확인 하였다(Fig. 1).

다. 쿠폰재질에 따른 아포 회수실험 결과

  쿠폰재질에 따른 아포 회수실험은 쿠폰 재질별 실

험에 대한 분석에 대한 기초 실험이다. 전체 쿠폰들을 

비교해본 결과, 유리 쿠폰(5.6 × 105 CFU/㎖)이 회수효
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율이 높았으며, 반면에 바이톤 쿠폰(3.2 × 105 CFU/㎖)
의 경우는 회수효율이 낮았다(Fig. 2).
  이것은 이전에 보고된 결과와는 상이한 결과이다[13]. 
이전 연구들을 통해, 상대적으로 낮은 회수 효율이 관

찰되었던 실리콘, CARC 쿠폰으로부터 본 실험에서는 

평균(4.3 × 105 CFU/㎖)의 높은 회수 효율을 확인하였

다. 반면, 높은 효율로 연구되었던 바이톤에서는 본 

연구를 통해 3.2 × 105 CFU/㎖로 낮은 회수 효율을 

확인하였다. 이는 자체 제작을 하면서 생긴 차이로써, 
같은 재질이라도 어떻게 제작하느냐에 따라 다른 회

수율을 가진다는 것을 알 수 있다.

라. 쿠폰재질에 따른 제독실험 결과

  쿠폰 재질별 최적 제독조건은 과산화수소 증기의 

주입량 제독실험 결과를 바탕으로 진행하였다. 최소 

주입량인 1.0 g/min, 주입 속도 10 scfm에서 쿠폰 재질

별 실험을 진행하였고, 7분, 15분, 30분, 60분 동안 제

독을 수행하였다. 이들 중 많은 연구자들이 평균적으

로 사용하는 30분은 3번을 추가적으로 제독 실험을 

수행하였다[12～14]. 배양된 콜로니들을 통해 살아남은 

아포의 개수를 측정하였고, 각 쿠폰별 아포의 회수율

에 따라 결과물을 산출하였다.
  그 결과, 알루미늄, 캡톤, 폴리-카보네이트, 유리가 

15분에 제독이 되었으며 나머지 재질에서는 60분에 

제독이 되는 것을 관찰하였다(Table 2). 특히 폴리카보

네이트와 유리의 경우에선 최소 시간으로 잡았던 7분 

제독에서도 모두 제독 되는 것을 관찰하였다. 바이톤

의 경우, 선행 연구들의 60분에 제독되는 것과 마찬가

지로 다른 쿠폰들에 비해 제독 시간이 길어 60분에 

제독이 되는 것을 확인하였다[12,13]. 그러나 상대적으로 

짧은 시간(30분) 내에도 제독이 된다고 알려진 실리콘

과 애노다이징에서는 본 실험을 통해 30분에도 살아

남는 것을 확인하였으며 특히, 애노다이징에선 평균적

으로 3.9 × 104 CFU/㎖으로 다수의 아포들이 살아남

았다. 상대적으로 긴 시간(60분)의 제독이 필요하다고 

알려진 CARC에서는 본 실험에서는 30분에 거의 제독

이 되는 것을 관찰하였다[12,13].
  아포 회수율과 마찬가지로, 정밀장비 또는 차량, 항

공기 등을 구성하는 금속, 비금속, 코팅재료에 따른 

쿠폰 재질별 최적 제독조건은 쿠폰 재료에 따라 결과

들이 다를 수 있다는 것을 알 수 있었고, 모든 다양한 

재료들을 현 실험 조건으로 60분 동안 제독 하였을 

경우, 완전 제독이 가능하다는 사실을 확인하였다.

Table 1. Decontamination efficacy of G. stearothermophilus 

spores(1.0 × 106 CFU) following hydrogen 

peroxide vapor exposure with 10 scfm and 14 

scfm air flow. Hydrogen peroxide(1.0 ～ 2.0 

g/min) were injected and G. stearothermophilus 

spores could not survived in whole conditions

Glass & Steel / Total spores recovered(CFU*)

Air flow

(scfm**)
1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0

10 0 0 0 0 0 0

14 0 0 0 0 0 0

* CFU : colony forming unit
** scfm : standard cubic feet per minute

Fig. 2. Spore recovery results of test materials for G. 

stearothermophilus spore. This result showed 

that glass had the highest recovery efficiency, 

and viton the lowest(Alu ; Aluminum, Ano ; 

Anodizing, Sil ; Silicone, Vit ; Viton, Steel ; 

Stainless steel, PC ; Poly carbonate)

4. 결 론

  다양한 재질의 쿠폰들을 이용한 본 실험의 결과를 

통해 992 × 587 × 698 cm 내의 공간에서 1.0 × 106 
CFU/㎖의 G. stearothermophlius 아포를 처리 할 경우, 
1.0 g/min으로 주입되는 35 % 과산화수소 증기를 60
분 동안 주입하여 제독 할 수 있다는 사실을 확인하

였다.
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Test material / Total spores recovered(CFU)

Time

(min)
Alu* CARC Ano† Sil‡ Vit§ Kap∥ Steel¶ PC# Glass

7 5,500 1,000 270,000 8,033 15,300 333 3,566 0 0

15 0 33 220,000 3,867 6,200 0 533 0 0

30 0 50 101,667 0 1,800 0 217 0 0

30 0 0 24,667 733 683 0 0 0 0

30 0 0 533 500 3,950 0 0 0 0

30 0 0 27,450 17 267 0 0 0 0

60 0 0 0 0 0 0 0 0 0

* Aluminum,  †Anodizing,  ‡Silicone,  § Viton,  ∥Kapton,  ¶ Stainless steel,  # Poly-carbonate

Table 2. Hydrogen peroxide vapor efficacy test results for G. stearothermophilus. Total recovered spores were calculated 

from decontamination of hydrogen peroxide vapor(1.0 mg/min)

후        기

  본 연구는 방위사업청과 국방과학연구소 건식제독

기술사업의 지원을 받아 수행하였으며, 이에 감사드립

니다(UC100046ID).
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