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Objectives: This study assessed the antifungal effects of neutral electrolysis hydrogen water, an 
agent known for its oral anti-bacterial effects on the growth of C. albicans in vitro.
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control. We serially cultured C. albicans KCTC 27239 in SD media to analyze the inhibitory effect of 
each treatment on growth. We evaluated the data using repeated-measures ANOVA test and one-
way ANOVA test, and a significant difference was defined as P<0.05.
Results: Hydrogen water significantly inhibited the growth, but not the biofilm formation, of C. albi-
cans compared to tap water control at 1-, 5-, and 10-minute time points (P<0.05).
Conclusions: The growth of C. albicans was slower in hydrogen water than in tap water, thereby 
suggesting an inhibitory effect of hydrogen water. Hydrogen water may, therefore, be utilized as an 
antibacterial and preventive agent without any harmful effect on denture and oral tissues.
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서  론

Candida albicans는 건강한 사람의 점막에 흔히 상재하는 진균성 

병원체로, Candida종 중에서 가장 독성이 강한 것으로 알려져 있고, 

심각한 질환에 걸렸거나 면역력이 약화된 환자에게 점막 또는 피부를 

통한 감염을 유발할 수 있는 기회 감염균이다1). 인구의 30-50% 정도

에서 감염을 일으키지 않은 상태로 구강에 존재하는 것으로 알려져 있

으나 당뇨, 악성종양, HIV 감염, 고령, 영양결핍, 광범위 항생요법, 구

강건조증, 흡연, 의치 및 보철 장착 등에 따라 구강 건강에 악영향을 끼

칠 수 있게 된다2). 구강 캔디다증의 증상으로는 작열통, 압통, 입맛의 

변화, 자극성 음식 섭취 시 불편감, 연하곤란 등이 있으며 의치 구내염

(denture stomatitis)은 일반적으로 의치를 장착한 노인의 2/3 정도에

서 나타나는 의치 지지조직의 캔디다 감염이다3,4). 이는 의치 장착자의 

약 60-65%가 겪는 염증성 질환으로4) 대체로 증상이 없으나 의치 구

내염 환자의 28% 내지 70%에서 점막 출혈 및 증식, 작열감 혹은 동통, 

구취, 불쾌한 미각, 구강건조 등을 호소한다5). 

이러한 캔디다 감염을 예방하기 위하여 항균작용이 있는 구강양치

액이나 의치세정제를 사용하여 왔다5). 항균작용이 있는 구강양치액의 

경우 장기간 사용 시 내성균을 만들거나, 균교대증과 같은 부작용을 

일으킬 수 있으며 알코올을 함유한 경우 구강건조증 등을 유발할 수 
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있으므로 장기간의 주기적 사용이 권장되지 않는 경우가 있다6). 또한 

시판 중인 의치세정제를 기계적, 화학적 세척과 병행하여 사용할 경

우 캔디다 균을 포함한 유해한 세균을 효과적으로 제거하는 것으로 알

려져 있으나 우발적으로 음용 시 심각한 부작용을 유발할 수 있으므로 

중증질환을 가진 노인의 경우 사용에 주의가 필요하다7,8). 이러한 이유

로 좀 더 안전하고 효과적으로 캔디다 균을 제거할 수 있는 유기산이

나 오존수와 같은 새로운 의치세정제가 연구되고 있다9). 

최근 수소분자를 풍부하게 포함한 수소수가 인체에 유익한 기능

을 하는 것으로 알려지고 있다10). 수소수에 함유된 수소분자는 인체 내

에서 산화환원작용을 통해 활성산소와 결합하여 소변으로 배출시키는 

항산화 작용과 건강에 유해한 세균을 제거하는 항균작용을 하는 것으

로 보고되었다11-13). 수소수는 다양한 방법으로 제조가능한데 이 중 전

기분해수소수는 물을 전기분해하여 수소를 생성시키는 방식으로 제조

되며, 물의 성분이나 전극, 격막방식에 따라 산성 또는 중성을 나타낼 

수 있다14). 산성 전기분해수의 경우 박테리아에 대한 항균작용과 바이

오필름 제거, 성장 억제 효과에 대한 영향을 미치는 것으로 알려져 있

다15). 또한 중성의 전기분해수소수는 주요 충치 유발균인 뮤탄스 균의 

치아 부착 억제에 효과적이고 음용 시에도 인체에 무해하므로 어린이

를 포함하여 장애우 또는 뇌혈관질환 등으로 뱉기 기능이 어려운 환자 

또는 노인환자 등에게 안전하게 사용할 수 있다16). 이러한 수소수의 구

강세균에 대한 효과를 고려하여, 이번 연구에서는 중성 전기분해수소

수(이하: 수소수)의 C. albicans에 대한 항진균 효과 및 바이오필름 내

의 C. albicans 성장 억제 효과를 평가하고자 하였다.

연구대상 및 방법

1. 실험 균주 및 배양
한국생명공학연구원 생물자원센터에서 분양받은 Candida albi-

cans KCTC 27239을 Saubouraud’s dextrose (SD, KisanBio, Seoul, 

Korea)와 8% glucose (D-glucose, minimum 99.5%, Sigma Aldrich, 

St. Louis, MO, USA)를 사용하였다17). C. albicans는 SD 한천배지에 

접종하여 37℃에서 호기 상태로 48시간 동안 배양한 후 집락을 채취

하여 SD 액체 배지에 접종하였으며 37℃에서 호기 상태로 24시간 동

안 배양 후 계대 배양하여 12시간 활성화 한 후 대수증식기에 있는 균

주를 균감소율 실험에 사용하였다. 그리고 바이오필름 생성을 위해 

8% glucose가 포함된 SD 액체 배지에 집락을 접종하여 37℃에서 호

기 상태로 24시간 동안 배양하였다17). 

2. 수소수 제작
수돗물 300 ml을 무격막 수소수생성기(Natural gargle & den-

ture plus, Ebioteco, Seoul, Korea)에 넣고 DC 24 V 전압을 공급하

여 5분 동안 실온에서 동작시켜 중성의 전기분해수소수를 생성시켰

다. 생성된 수소수는 여과하여 10분 내에 사용하였다. 

3. 중성 전기분해수소수의 C. albicans에 대한 항진균 효과
C. albicans 집락을 SD 액체 배지에 접종 후 37℃에서 하룻밤 동

안 배양 후 의료용효소분석기(OASYS UVM340, Biochrom, Salz-

burg, Austria)를 사용하여 흡광도가 550 nm에서 0.5임을 확인 후 실

험을 시작하였다. 원심분리(12,000 rpm x g for 3 min at 4℃) 하여 

수거한 C. albicans를 phosphate buffered saline (PBS, pH 7.2)을 

이용하여 세척하고 다시 원심분리를 이용하여 C. albicans 균을 수거

하였다. 이 후 1 ml의 수돗물, 수소수, 의치세정제(좋은습관®, 동화약

품, Korea), 리스테린(리스테린®, Johnson & Johnson, Thailand)을 

각각 1, 5, 10분간 접촉시키고, 즉시 SD 액체 배지를 사용하여 100에

서 108 까지 연속 희석하였다. 100 ml의 희석된 현탁액을 SD 한천배지

에서 37℃에서 48시간 동안 배양하여 colony forming unit (CFU)을 

측정하였다. 위 과정을 3회 반복 시행하였다. 

4. Biofilm 내 C. albicans의 성장 억제 효과
활성화 된 C. albicans 균주를 8%의 glucose가 포함된 SD 액체 

배지에 접종 후 37℃에서 2시간 배양시켰다. 이후 12-well plate에 인

공타액을 도포 후 30분간 건조시키고 C. albicans가 배양된 SD 액체 

배지를 각 well에 1 ml씩 주입하였으며, 이 후 3일간 24시간마다 8%

의 glucose가 포함된 SD 배양액을 교체해 주면서 well 표면에 바이오

필름이 형성되도록 하였다. 3일 후 상층액은 조심스럽게 제거 한 뒤 

PBS를 이용하여 5분간 1회 well을 세척하여 부유된 세균을 제거하였

다. 이 후 각 well에 형성된 바이오필름에 수돗물, 수소수, 의치세정제, 

리스테린을 각각 1, 5, 10분간 접촉 시킨 후, 다시 8%의 glucose가 포

함된 SD 배양액을 1 ml 주입한 후 24시간 마다 배지를 교체 하여 48

시간 배양하였다. 이후 well 표면에 형성된 바이오필름을 수거하기 위

해 상층액은 조심스럽게 제거 한 뒤 PBS를 이용하여 1회 세척하고 각 

well에 Crystal violet으로 염색과 건조를 거친 이후, 10% acetic acid

를 이용하여 바이오필름을 추출하여 흡광도를 측정하였다. 위 과정을 

3회 반복 시행하였다.

5. 통계분석
수소수의 C. albicans에 대한 항진균 효과와 바이오필름 내 C. 

albicans 성장 억제 효과를 비교하기 위하여 결과간의 정규성을 확인

하여 모수적 검정을 시행하였다. 시료에 따른 항진균 효과 차이는 일

원배치분산분석 후, Tukey test로 사후분석을 시행하였고, 처리시간에 

따른 항진균 효과를 비교하기 위하여 반복측정 분산분석 후, Bonfer-

roni로 사후분석을 시행하였다. 통계분석은 IBM SPSS Statistics 23.0 

(IBM Co., Armonk, NY, USA)를 사용하고 유의수준은 5%로 설정하

였다. 

연구 성적

1. C. albicans의 성장곡선
C. albicans에 수소수, 수돗물, 의치세정제, 리스테린을 각각 5분

씩 처리하여 성장곡선을 관찰한 결과이다(Fig. 1). 리스테린을 제외한 

나머지 세 군의 성장곡선에서 정체기 흡광도가 유사한 것을 확인할 수 

있었다.
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2. 중성 전기분해수소수의 C. albicans에 대한 항진균 효과
Fig. 2는 수소수의 C. albicans에 대한 항진균 효과에 대해 실험

한 결과이다. 처리시간에 따른 각각의 시료들 간 진균 수의 변화량 비

교에서는 1분 동안처리 시 수돗물과 수소수 처리군, 수돗물과 의치세

정제 처리군, 수돗물과 리스테린 처리군, 수소수와 리스테린 처리군, 

의치세정제와 리스테린 처리군에서 통계적으로 유의한 차이를 관찰할 

수 있었고(P<0.05), 5분 처리 시 비교에서는 수돗물과 수소수 처리군, 

수돗물과 의치세정제 처리군, 수돗물과 리스테린 처리군, 수소수와 의

치세정제 처리군, 수소수와 리스테린 처리군, 의치세정제와 리스테린 

처리군에서 통계적으로 유의한 차이를 관찰할 수 있었다(P<0.05). 그

리고 10분 처리 시 진균 수의 변화량 비교에서는 수돗물과 수소수 처

리군, 수돗물과 의치세정제 처리군, 수돗물과 리스테린 처리군, 수소

수와 리스테린 처리군, 의치세정제와 리스테린 처리군에서 통계적으

로 유의한 차이를 관찰할 수 있었으나(P<0.05), 1분과 10분 비교에

서 수소수와 의치세정제 처리군의 진균 수 변화량은 통계적으로 유의

한 차이가 없었다(P>0.05). 수소수의 경우 처리 시간의 증가(1분, 5분, 

10분)에 따라 항진균 효과가 증가하였으나, 통계적으로 유의한 차이는 

없었다(P>0.05, Data not shown).

3. Biofilm 내의 C. albicans에 대한 중성 전기분해수소수의 

항진균 효과
수소수의 C. albicans biofilm 내 C. albicans 성장 억제 효과에 

대해 실험한 결과이다(Fig. 3). C. albicans 바이오필름에 수소수를 처

리하였을 때 대조군인 수돗물에 비하여 흡광도는 감소하였지만 통계

적으로 유의한 차이는 없었고(P>0.05), 의치세정제, 리스테린 처리군 

모두 대조군인 수돗물과 비교하였을 때도 흡광도의 변화량에서는 통

계적으로 유의한 차이가 나타나지 않았다(P>0.05). 수소수와 의치세

정제, 리스테린 처리군 간에서도 흡광도 차이는 통계적으로 유의하지 

않았다(P>0.05). 그리고 수돗물, 수소수, 의치세정제, 리스테린의 1분 

처리군 간의 비교, 5분 처리군 간의 비교, 10분 처리군 간의 흡광도 비

교 결과 역시 통계적으로 유의하지 않았으며(P>0.05), 또한 각각의 수

돗물, 수소수, 의치세정제, 리스테린의 처치 그룹 내에서의 1분, 5분, 

10분 처리 시의 흡광도의 평균 간 차이는 있었지만 통계적으로 유의하

지 않았다(P>0.05, Data not shown).

고  안

이번 연구에서는 중성 전기분해수소수, 수돗물, 의치세정제, 리스

테린을 C. albicans와 각각 1분, 5분, 10분 간 접촉한 후 항진균 효과

를 비교하였다. 처리시간은 구강가글제로서의 평가를 위하여 시판 중

인 구강가글제 사용법에서 추천 가글 시간인 1분을 적용하였으며, 의

치세정제로서의 평가를 위하여 의치 미생물에 대한 세정효과에 관한 

연구18)에서 적용한 5분을 선택하였고, 5분 이상 사용 시 효과가 있는
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Fig. 1. Intervention growth curve of C. albicans. C. albicans growth 

curve of exponential growth phase.

0.9x10

0.8x10

0.7x10

0.6x10

0.5x10

0.4x10

0.3x10

0.2x10

0.1x10

C
F

U
/w

e
ll

Time (min)

0
1 5 10

*
*
*

*

*

*
*
*

Tap water (control)
Hydrogen water
Denture cleansing agent
Listerine

Fig. 2. Antifungal effect of the various rinsing water against C. albi-

cans according to processing time. The data were analysed by one-

way ANOVA test and denoted by Tukey’s post-hoc analysis. * Indi-

cates a significant difference compared with control (P<0.05).
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Fig. 3. Antifungal effect of the various rinsing water against C. albi-

cans biofilm according to processing time. The data were analysed by 

one-way ANOVA test and denoted by Tukey’s post-hoc analysis.
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지를 평가하기 위하여 10분 처리를 시행하였다. 

수소수를 1분, 5분, 10분간 C. albicans에 처리하였을 때, 대

조군인 수돗물에 비하여 통계적으로 유의한 항진균 효과가 있었다

(P<0.05). 수소수와 C. albicans의 접촉 시간이 1분, 5분, 10분으로 

증가함에 따라 집락형성을 감소시켰으나 통계적으로 유의하지는 않았

다. 그러나 리스테린 처리군과 비교 시 리스테린이 수소수에 비해 항

진균 효과가 더 우수하였다(P<0.05). 바이오필름 내 C. albicans 성장 

억제 효과는 대조군인 수돗물에 비하여 수소수, 의치세정제, 리스테린 

처리군에서 모두 통계적으로 유의한 차이가 없었다. 또한 각 처리군 

내에서 처치 시간에 따른 바이오필름 내 C. albicans 성장 억제 효과 

또한 유의한 차이가 없었다. 수소수는 수돗물보다 C. albicans에 대한 

항진균 효과가 있고, 접촉시간이 10분 이내일 경우 시판용 의치전용 

세정제에 비해 항진균 효과가 우수하였다.

수돗물을 전기분해할 경우 자유 염소이온(free chlorine), 활성 산

소(reactive oxygen), 활성 수소(reactive hydrogen) 등이 생성되어 

세균막의 세포막에 손상을 주어 항균 능력을 나타내는 것으로 알려져 

있다19). 특히, 음극에서 생성되는 산성의 전기분해수소수의 경우 강한 

항균작용을 보이나 낮은 pH로 인해 구강에 직접 적용하거나 구강장치

물에 사용하기에는 부적절한 면이 있었다20). 그러나 이번 연구에서 사

용된 전기분해수소수의 경우 중성의 pH로 구강에 직접 적용 가능한 

장점이 있다.

노인의 경우 일반적으로 인지력 저하, 시력의 감퇴, 손놀림의 부자

유 등으로 인해 의치 관리 및 세정능력이 떨어지므로 간편하게 사용할 

수 있는 화학적 의치세정제가 필요하나 세정제의 음용사고 발생 시 이

로 인한 독성이 크고 장기간 사용 시 경제적 부담 증가 등으로 인해 의

치를 잘 관리하는데 어려움이 많다21). 반면에 전기분해수소수는 수돗

물을 전기분해하기 때문에 가정에서 전용제조기를 통해 쉽게 제조 가

능하고 또한 안정성이 높아 삼켜도 인체에 무해하므로 기존의 의치세

정제에 비해 장점이 있다고 할 수 있다22). 

이 연구의 한계점으로는 첫 번째, 수소수의 바이오필름 내 C. al-

bicans 성장 억제 실험 결과에서 통계적으로 유의미한 차이를 관찰하

지 못하였는데, 이는 바이오필름 내부에 있는 C. albicans의 경우 수소

수의 침투가 어려우므로 수돗물에 비해 유의한 차이가 없었던 것으로 

생각된다. 의치세정제, 리스테린에서도 동일한 이유로 수돗물에 비해 

유의한 차이가 없었던 것으로 유추된다. 그러므로 최대의 항진균 효과

를 위해 의치의 기계적 세정이 병행되는 것이 바람직하리라 판단된다. 

두 번째로 수소수를 10분 이내로 처리한 점을 들 수 있다. 구강가글 시 

대체로 1분 정도 소요되므로 1분, 5분, 10분으로 처리하여 실험을 진

행하였으나 처리시간이 증가할수록 증가된 항진균 효과를 보였으므로 

향후 최고의 항진균 효과를 위한 최적의 처리시간에 대한 연구가 필요

하리라 사료된다.

그럼에도 불구하고 충치유발균에 대한 연구에 비해 전기분해수소수

를 이용하여 C. albicans에 대한 항진균 효과 및 바이오필름 내의 성장 

억제 효과에 관한 보고는 많지 않다15). 그러므로 이번 연구결과를 통해 

중성의 전기분해수소수의 구강가글 및 의치세정제로써의 효과를 평가하

는데 기여하였다고 판단되며 이러한 연구결과를 바탕으로 전기분해수소

수의 항진균 기능에 대한 보다 심도 있는 연구가 필요하리라 검토되었다.

결  론

중성 전기분해수소수의 C. albicans에 대한 항진균 효과 및 바이

오필름 내 C. albicans 성장 억제 효과 평가를 통해 아래와 같은 결과

를 얻었다. 

1. 중성 전기분해수소수의 C. albicans에 대한 항진균 효과는 1분, 

5분, 10분 처리군 모두 수돗물에 비해 우수하였으며 시판 중인 의치세

정제와 유사하였다.

2. 중성 전기분해수소수의 C. albicans에 대한 항진균 효과는 처

리시간이 증가함에 따라 통계적으로 유의한 변화는 없었다.

3. C. albicans 바이오필름 내 C. albicans 성장 억제 효과는 대조

군(수돗물), 수소수, 의치세정제, 리스테린에서 1분, 5분, 10분간 비교

에서 처리시간에 따른 감소 경향은 보였으나 통계적으로 유의한 차이

는 없었다.
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