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서 론

최근 전 세계적으로 유행하는 전염성 질환으로 개인의 위

생 관리의 중요성이 높아지고 있다. 이에 따라 항균 관련 제

품 개발의 필요성이 대두되고 있다. 또한, 일상 생활에서 강

력한 항균 성능을 갖는 대체 항생물질의 기술이 연구되고 있

다[1]. 이는 과도한 항생제의 사용으로 항생제 내성균의 문

제가 범세계적으로 심각하기 때문이다[2]. 이러한 항생제의

단점을 보완할 수 있는 대체 물질로 주목받고 있는 것이 차

아염소산나트륨(NaClO)이다. 차아염소산나트륨은 락스의

주성분으로 수질 정화 및 식품 분야에서 사용되고 있다[3].

1789년 Berthollet에 의해 제조되었으며[4], 1820년에는 차아

염소산나트륨의 항균 활성 능력이 밝혀짐에 따라 소독제로 널

리 사용되기 시작했다[4, 5]. 차아염소산나트륨(2%)은 메티실린

내성 황색 포도상구균(Methicillin-resistant Staphylococcus

aureus, MRSA)과 같은 항생제 내성균도 1분 이내에 사멸시

킬 수 있을 정도로 항균 활성이 뛰어나다[6].

차아염소산은 이온 형태인 ClO−와 중성 분자 형태인 HClO

가 존재하며 이들 중에서 HClO가 항균 활성에 주요 역할을

수행한다[16]. 이는 용액의 pH에 의해 형태가 결정된다. 차

아염소산이 산성화되면 용액 내에 여분의 Cl−의 농도가 증

가하고 HClO와 Cl−가 반응해 Cl2(aq)가 형성되며, pH 4 이

하에서는 Cl2(g)가 생성된다[7, 8]. pH 4 이하에서 Cl2(g)의

생성으로 용액 내 활성 염소 농도가 감소하고 결과적으로

HClO의 손실로 이어진다[9]. pH 6 이상에서는 ClO−의 비율

이 높아짐에 따라 HClO의 비율이 감소한다[10, 11]. 따라서

HClO 비율이 높은 차아염소산 용액의 최적 pH는 4 < pH < 6

이다[9].

차아염소산나트륨과 HClO의 항균 활성은 미생물 내부에
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침투하는 능력에 영향을 받는다. 미생물은 소수성인 지질이

중층이 존재하므로 이온 형태인 ClO−는 투과할 수 없어 미

생물 외부에서만 산화작용이 일어나지만, HClO는 지질 이

중층을 투과하여 미생물 내부에 침투할 수 있다[10]. 미생물

막으로 침투한 HClO는 균의 산화 방어 시스템을 비활성화

시켜 내인적으로 생성된 ROS가 축적된다[12]. 축적된 ROS

는 ATPase와 같은 단백질을 포함한 막 구성 성분들을 산화

시켜 ATP의 합성을 저해하며 세포 내에서 단백질과 DNA

의 합성을 방해, 황 함유 단백질의 비가역적 응집을 유도 및

DNA 이중나선 구조를 파괴 할 수 있다[13, 14]. 또한, HClO

와 불포화 지방산의 acyl 사슬이 반응하여 chlorohydrin이 생

성되며[15], chlorohydrin의 형성은 세포 용해를 일으켜 세

포벽 및 세포막 손실을 유발한다[13, 16].

보고에 따르면, 차아염소산의 항균 활성은 10 ppm 이상

에서 확인되었으나[17], 높은 농도의 차아염소산은 강한 산

화력으로 인체에 미치는 영향을 무시할 수 없다[18]. 따라서

본 연구에서는 pH를 조절하여 5 ppm 수준의 저농도 차아

염소산나트륨으로 최소한의 인체 독성을 나타내면서[19]

Gram negative인 Escherichia coli (E. coli, 대장균)와

Gram positive인 Staphylococcus aureus (S. aureus, 황색

포도상구균)에 대하여 높은 항균 활성을 갖는 차아염소산의

용액 조건을 조사하였다.

재료 및 방법

실험재료

N, N Diethyl-1,4 phenylenediamine sulfate (DPD), sodium

thiosulfate, sodium chloride는 Daejung Chemicals &

Metals (Korea)에서, 2,7-dichlorofluorescein diacetate

(DCFH-DA), glutaraldehyde, osmium tetroxide는 Sigma-

Aldrich (USA)에서, BacTiter-Glo microbial cell viability

assay는 Promega (USA)에서, yeast extract, tryptone은

BD biosciences (USA)에서, agar powder는 Duksan Chemicals

(Korea)에서 구입하여 사용하였다.

사용 균주 및 배양 조건

본 연구에서 사용된 균주는 한국미생물자원센터(Korean

Collection for Type Culture, KCTC)에서 분양받은 E. coli

(KCTC 2593), S. aureus (KCTC 3881)를 사용하였다. 모든

균주는 -80℃ 초저온 냉동고에서 50% glycerol stock 형태로

보관하였고, 멸균된 Luria Bertani broth (0.5% yeast extract,

1% NaCl, 1% tryptone with distilled water)를 사용하여

shaking incubator (SH-802F, LABOTECH, Korea)에서

37℃, 150 rpm 조건으로 배양하였으며, 3회 이상 계대 배양

한 균주를 실험에 사용하였다.

항균 활성 측정

모든 균주는 LB 액체배지에 현탁하여(O.D600 = 0.1) 사용

하였다. 차아염소산나트륨의 농도는 DPD 정량법으로 측정

하였다[20]. 차아염소산나트륨의 항균 활성 실험은 생물안전

작업대(biological safety cabinet, CHC LAB, Korea)에서

진행하였으며 time kill test로 측정하였다[21]. 간단히 설명

하면, 각각 다른 pH 조건(pH 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9)의 차아염소

산나트륨(5 ppm)에 E. coli와 S. aureus를 106 CFU/ml 접

종하여 30분간 배양하였다. 그리고 6% Na2S2O3를 첨가하여

차아염소산의 살균력을 제거한 후, 100 mM PBS (phosphate-

buffered saline, pH 7.4)를 이용하여 pH를 중성으로 만들었

다. 각각 다른 pH 조건의 시료들은 LB agar medium에

100 μl를 spreading하고, incubator에서 37℃, 24시간 배양

후, 생성된 콜로니 수를 측정하였다. 항균 활성은 차아염소

산나트륨 처리균과 비처리균(Untreated)의 log CFU 감소율

과 항균활성(%)으로 표시하였다.

항균 활성(%) =

(1 − 10(log CFU)NaClO/10(log CFU)Untreated) × 100

활성산소 생성 측정

ROS는 DCFH-DA 시약으로 측정하였으며[22], 형광 측정

을 위해 형광 광도계(Spectrofluorophotometer, SHIMADZU,

RF-5301PC, Japan)를 이용하였다. 모든 균주는 배양 배지

로 3회 세척한 후, 10 mM DCFH-DA 시약을 배양 배지로

2,000배 희석(최종농도 5 µM)한 용액으로 shaking incubator에

서 37℃, 30분 동안 배양하였다. 배양 후, 배양 배지 만으로

2회 세척하여 균 외부의 DCFH-DA를 제거하였다. 균은 pH

별 차아염소산나트륨에 30분 동안 노출시킨 후, 원심분리하

여 PBS (100 mM, pH 7.4)로 재현탁하였다. 각 시료의 DCF

의 형광 강도는 excitation: 488 nm, emission: 535 nm에서

측정하였다[23−27]. 

ATP 생성 측정

pH 별 차아염소산나트륨 처리 후, 미생물이 합성한 ATP

양의 변화[28]를 측정하였다. 균 접종량의 표준화를 위해 균

을 현탁하여(O.D600 = 0.1) 사용하였으며, 10 ppm의 차아염

소산나트륨 용액 100 μl에 현탁 된 균을 100 μl 첨가하여 실

온에서 30분간 배양한 후, 균의 ATP 양을 BacTiter-Glo

microbial cell viability assay (Promega) 방법[29]을 이용하

여 발광 측정기(Microplate luminometer, Promega, GloMax

Navigator, USA)로 측정하였다.

FE-SEM 분석

pH 별 차아염소산나트륨 처리에 의한 균의 세포벽 손상
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여부를 관찰하기 위하여 LB broth에 E. coli와 S. aureus를

각각 접종하여 37℃, 150 rpm에서 16시간 배양하였다. 배양

액에 pH 5, pH 7의 차아염소산나트륨(최종농도 5 ppm) 각

각 첨가하여 실온에서 30분간 배양하였다. 배양액을 4℃,

13,000 rpm으로 5분간 원심분리하여 배지 성분을 제거하고

2.5% glutaraldehyde를 함유한 100 mM PBS로 전 고정시

킨 후 동일 버퍼로 3회 세척하였다. 그리고 1% OsO4로 1시

간 고정시킨 후 증류수로 3회 세척하고 고정된 균을 에탄올

로 탈수시켰다[30−32]. 균이 현탁 된 100% 에탄올을 carbon

tape위에 drop하여 overnight 건조시키고 금속 코팅하여 전

계방출형 주사 전자현미경(Field emission scanning electron

microscopy, FE-SEM; Jeol Ltd., JSM-6500F, Japan)으로

세포벽의 손상 여부를 관찰하였다.

통계학적 분석

본 실험에서 얻어진 결과는 3회 이상 실험하여 평균 ± 표

준편차로 나타내었다. 결과는 Student’s t-test로 분석하였으

며 p < 0.05에서 유의미한 값을 나타낸다.

결과 및 고찰

pH 별 차아염소산나트륨의 항균 활성

차아염소산나트륨의 항균 활성을 time kill test로 측정

하였다. pH 5에서 5 ppm의 차아염소산나트륨을 처리하면

E. coli, S. aureus 두 균에서 99.9%의 살균력을 보였으나,

pH 5 이외의 조건에서 E. coli는 64.5−88.8%, S. aureus에는

12.9−49.9%의 살균력을 나타내었다(Fig. 1, Table 1). 이는

Fig. 1. Time kill test data of NaClO against E. coli (A~D) and S. aureus (E~H). Colonies were counted in following: (A, E) pH 7 controls
(without NaClO treatment), (B, F) pH 5 controls (without NaClO treatment), (C, G) pH 7 samples (with NaClO treatment for 30 min), (D,
H) pH 5 samples (with NaClO treatment for 30 min). 

Table 1. Colony forming unit by time kill test after 5 ppm NaClO treatment against two strains. 

E. coli S. aureus
Colony forming unit (log CFU/ml) Antibacterial 

activity (%)
Colony forming unit (log CFU/ml) Antibacterial 

activity (%)pH Untreated NaClO Untreated NaClO
3 6.71 ± 0.21 5.82 ± 0.18 87.12 6.80 ± 0.17 6.69 ± 0.16 22.38
4 6.88 ± 0.14 5.93 ± 0.12 88.78 6.81 ± 0.13 6.75 ± 0.13 12.90
5 7.02 ± 0.19 3.30 ± 0.09 99.98 6.85 ± 0.09 3.70 ± 0.05 99.93
6 7.26 ± 0.10 6.56 ± 0.09 80.05 6.87 ± 0.04 6.57 ± 0.04 49.88
7 7.39 ± 0.10 6.82 ± 0.09 73.08 6.90 ± 0.10 6.72 ± 0.09 33.93
8 7.38 ± 0.08 6.93 ± 0.07 64.52 6.86 ± 0.18 6.76 ± 0.18 20.57
9 6.97 ± 0.11 6.34 ± 0.10 76.56 6.85 ± 0.09 6.62 ± 0.09 41.12

The data are expressed as log means of three trials (mean ± SD, n = 3).
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차아염소산나트륨의 pH에 따른 염소 종의 분포에 기인하는

것으로 사료된다. 또한, Gram negative 균인 E. coli에 대한

항균 활성이 Gram positive 균인 S. aureus보다 더 높았다. 이

는 기존의 보고와 일치하며[17], 본 실험 결과는 HClO가 S.

aureus보다 세포벽의 펩티도글리칸 층이 얇은 E. coli에 더

쉽게 침투할 수 있음을 의미한다.

차아염소산나트륨에 의해 생성된 균 내부의 ROS
차아염소산나트륨에 대한 항균 활성을 확인하기 위하여

DCFH-DA로 균 내부에 생성된 ROS를 확인하였다. DCFH-

DA는 세포막을 투과하여 균 내부의 esterase 효소작용으로

DCFH가 되어 ROS와 반응하면 DCF가 되어 형광을 나타낸

다[26]. 균이 HClO에 산화 스트레스를 받으면 산화 방어 시

스템이 비활성화 되어 축적된 ROS의 양이 증가한다[12, 24].

균은 일반적으로 낮은 pH에서 생존율이 감소하므로 pH의

영향을 배제하고자 차아염소산나트륨이 없는 pH 용액에 노

출한 균을 대조군으로 사용하였다. 따라서 다른 pH 용액의

차아염소산나트륨에 노출시켰을 때, 생성된 ROS를 대조군

에 비하여 얼마나 증가하였는가를 비교하였다. pH 3−9 조

건에서 차아염소산나트륨을 처리하면, pH 5에서 대조군 대

비 ROS 증가율이 E. coli가 52.9%, S. aureus가 25.1%로 가

장 높았다(Fig. 2). 다른 pH에서 ROS 증가율은 E. coli가

1.0−19.0%, S. aureus가 0.5−7.0%였다. 따라서 본 실험결과

는 차아염소산나트륨이 pH 5 조건에서 세포막을 쉽게 투과

하는 HClO 형태로 존재하는 비율이 높기 때문에, 가장 많은

산화 스트레스를 유발하는 것으로 사료된다.

차아염소산나트륨에 노출된 균의 ATP 농도

살아있는 균은 ATP를 합성하므로 생균수가 많을수록 더

많은 ATP를 합성하고, Luminescent Cell Viability Assay

kit 사용 시 발광 강도가 증가한다[33]. 균들을 다른 pH 조

건의 5 ppm 차아염소산나트륨에 30분 노출한 후, 대조군과

비교하여 생성된 ATP 양으로 나타내었다(Fig. 3). pH 5의 차

아염소산나트륨을 사용한 경우, 대조군 대비 ATP 양이 E.

coli는 6%, S. aureus는 9%로 검출되었으며, pH 3, 4, 6, 7,

8, 9 차아염소산나트륨의 사용에서는 대조군 대비 E. coli의

ATP 생성율은 27−82%, S. aureus는 72−84%로 측정되었

다. 즉 pH 5의 경우가 ATP 검출농도가 가장 적어 균이 많

이 사멸되었다고 사료된다.

pH 5 조건에서, 두 균주(E. coli, S. aureus)에 대한 살균력

이 99.9%였고(Table 1), ATP 감소율은 E. coli가 94%, S.

aureus가 91%로 ATP 측정이 항균 활성과 관계가 있음을 보

여준다[34]. 또한, time kill test 실험값 보다 ATP 측정값이

더 높게 나오는 것은 균이 죽기 전에 이미 합성되었던 ATP

가 세포벽이 파괴되면서 용출되어 ATP 측정에 영향을 미쳤

을 것으로 사료된다. 즉 본 실험을 통하여 pH 5 차아염소산

나트륨 용액의 항균효과가 다른 pH 보다 우수하며, Gram

negative 균(E. coli)에 더 큰 항균효과가 있음을 알 수 있다

[17].

ATP 실험 결과(Fig. 3)와 ROS 실험 결과(Fig. 2)를 비교하

면, ROS 증가율과 ATP 감소율이 유사한 경향은 보이나 변

화 정도가 정확히 일치하지는 않았다. 이는 실험에서 사용한

Fig. 2. ROS generation in bacterial cells treated with NaClO.
Bacteria were pretreated for 30 min at 37℃ with 5 μM 2,7-
dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA). And then each strain
was incubated with 5 ppm NaClO for 30 min between pH 3 to 9.
The fluorescence intensity was measured at an excitation/
emission wavelength of 488/535 nm. 

Fig. 3. pH effects for ATP generation of bacteria after 30 min
treatment with 5 ppm NaClO. Bioluminescence of intracellular
ATP was evaluated by the luciferin-luciferase reagent and mea-
sured by microplate reader with advanced detection capabilities.  
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DCFH-DA 시약이 H2O2, superoxide (·O2
−) [35], singlet

oxygen (1O2) [36], nitrogen dioxide (·NO2), hydroxyl

radical (·OH) [37]와 같은 ROS와 모두 반응하는데, 이러한

ROS가 균의 대사과정에서 형성되어[38] 대조군과 시료군의

ROS 생성량이 모두 증가하여 대조군 대비 ROS 생성 비율

의 차이가 감소했기 때문으로 사료된다. 

차아염소산나트륨의 세포벽 파괴 확인

물리적 항균 효과를 확인하기 위해 5 ppm 차아염소산나

트륨에 30분 간 노출시킨 균을 FE-SEM을 이용하여 관찰하

였다. 콜로니 수(Fig. 1)와 FE-SEM 결과(Fig. 4)의 균 수는

유의성이 있었으며, 차아염소산나트륨을 처리하지 않은 pH

5와 pH 7 조건에서 두 균주의 대조군은 모두 세포벽의 파괴

가 관찰되지 않았다(Fig. 4). 그리고 차아염소산나트륨을 처

리한 pH 7 조건에서는 세포벽이 파괴되지 않았지만, pH 5

조건에서는 두 균주(E. coli, S. aureus) 모두에서 세포벽의

파괴가 관찰되었다. 따라서 pH 5 조건의 차아염소산나트륨

은 균의 세포벽을 파괴하여 항균 활성을 나타냄을 알 수 있다.

요 약

차아염소산나트륨(NaClO)은 병원 및 식품산업 분야에서

널리 사용되는 소독제로 세균, 곰팡이, 바이러스에 대해서도

항균 활성이 있다. 차아염소산나트륨의 항균 활성은 용액의

pH에 의해 조절되는 안정적인 HClO 농도의 유지에 있다.

차아염소산(HClO)은 화학적으로 중성이므로 세균의 막에 쉽

게 침투할 수 있으며 차아염소산나트륨의 항균 활성은 차아

염소산염 이온(ClO−)보다는 용액 내 HClO 농도에 의존하리

라 사료된다.

본 연구에서 pH 조절에 따른 차아염소산나트륨의 항균 활

성을 time kill test와 차아염소산나트륨 처리 전후의 활성

산소종(ROS) 및 ATP 농도 변화로 조사하였다. 또한 전계방

출형 주사 전자 현미경(FE-SEM)을 통하여 세포벽의 파괴

정도를 확인하였다. pH 5 조건에서 5 ppm 차아염소산나트

륨은 Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus (S.

aureus) 균에 대하여 99.9%의 항균 활성을 나타내었고, ROS

생성량은 pH 7 조건보다 48% 증가하였다. 또한, pH 5 조건

의 차아염소산나트륨에 노출된 E. coli와 S. aureus의 ATP

농도가 각각 94%와 91% 감소하였다. FE-SEM 결과, pH 5

조건에 노출된 균의 세포벽이 파괴된 것을 확인하였다. 본

연구결과를 종합해보면, pH를 조절하는 것 만으로 5 ppm 농

도의 차아염소산나트륨의 항균 활성을 향상시킬 수 있음을

시사한다.
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