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요 약. 남조류의 독성물질인 microcystin을 HPLC로 분석하기 위해 지금까지는 ODS cartridge를 사용 

하였으나 본 연구에서는 CN cartridge를 사용하는 새로운 분석 방법을 시도하였다. CN cartridge는 0.5M 
초산 용액으로 처리되었으며 Microcystin RR과 LR을 용리시키기 위해 30% Acetonitrile 용액이 사용되었다. 

CN cartridge를 이용하는 분석 방법이 기존의 ODS cartridge를 이용하는 방법보다 훨씬 더 정확한 정량을 

할 수 있었다. 특히 Microcystin LR의 경우 피크 면적에서 현저한 차이를 보였다•

ABSTRACT. A new HPLC method for the analysis of cyanobacterial toxins, i.e. microcystin was deve­
loped using cyano-type prepacked cartridge while the conventional method was to utilize ODS cartridge. 
The cartridge was washed with 0.5 Af acetic acid, then microcystins RR and LR were eluted from the 
cartridge with 30% acetonitrile. A better degree of quantitation was observed than with a ODS cartridge. 
Especially, in the case of microcystin LR a great difference in peak area was observed.

서 론

담수 남조류의 번성은 여러나라에서 많은 문제를 

일으키고 있다. 특히 이것이 상수원과 연결되어 있는 

경우는 더욱 심각하다. 여름철에 이러한 남조류 번 

성은 음용수에서 불쾌한 맛과 냄새를 유발시키며 

더욱 심각한 것은 물고기와 가축 그리고 인간에게 

강한 독성을 나타내는 독특한 독성물질을 발생시킨 

다는 사실이다.

유독한 남조류의 출현은 1870년대에 오스트레일 

리아에서 일어났던 Nodularia 에 의한 동물의 죽음 

에서 최초로 보고되었고】 이 후 미국, 캐나다, 영국 

등 많은 나라에서도 동물에 대한 피해가 보고된 바 

있다2.

담수 남조류가 내는 독성물질은 크게 두 가지로 

즉, 신경독성물질（neurotoxins）과 간장독성물질（he- 

patotoxins）로 분류되어진다. 독성물질을 발생시키는 

남조류중 세계적으로 가장 먼저 알려진 종은 Mic海- 

ystis aerwgz初osa이었다. 이 종에 의한 동물의 피해는 

이미 1940년대에 나타났고, 피해가 일어난 지역도 

미국, 영국, 오스트레일리아 등 넓은 지역에 분포한 

다. 또 피해 동물도 소, 말, 코뿔소 등 대형동물부터 

소형동물에 이르기까지 다양하다3. 미국에서 일어났 

던 최근의 예에서 20두（頭）의 소（올스타인 종）가 식 

욕부진, 탈수, 횡와（橫臥） 등의 증상을 나타냈고 9 
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두가 죽었다는 보고도 있다£ 이것은 발생시키는 독 

성물질은 Microcystin이라고 불리우는 고리 형태의 

퓁타이드 구조5,6를 가진 간장독성물질임이 밝혀졌다. 

이러한 Microcystins는 Microcystis aeruginosa 이외 

에도 Microcystis viridis1, Anabaena flos-aquaes, Os- 
cillatoria agardhi?, 그리고 Nostoc sp.10 둥에서도 

발견되었다. Anabeana^ 중에는 Anabeana flos- 
此心에 의한 피해가 많고 돼지 등의 가축 외에 

집오리나 거위, 꿩 둥의 조류에 피해가 있는 것이 

특징이다.

Ashworth 와 Mason(1946)은 micrgystin을 쥐에 

투여했을 때, 간장에 피가 맺히는 울혈(鬱血 hepato­
cyte necrosis) 현상을 최초로 인식하였으며, 이것이 

미치는 영향은 주로 간장에 출혈을 일으켜 죽게 된 

다는 것이 확인되었다". 남조류에서 발생되는 간장 

독성물질들 중에는 해수(brackish water) 에 서식하는 

Nodularia sg彻igena에서 나오는 nodularin이라는 

물질도 그 구조가 밝혀졌다吃 최근의 연구결과에 

의하면 Nodularin과 Microcystins는 protein phos- 
phate의 활동을 억제함W4으로써 간암을 유발시키는 

성질이 있음이 보고되었다吃

지금까지 알려진 20여 가지의 microcystins는 모두 

공통된 구조적인 특징을 가지고 있다. 이러한 특징 

들로는 모두가 7개의 펩타이드(peptide)가 고리를 

이룬 형태를 취하고 있으며 그 기본적 인 구조는 Y-li- 
nkedD-glutamicacid(Glu), 7V-methyldehydroala- 
nine(M사ia), 하나의 p-aminoacid, 3~amino-9-me- 

thoxy-10-phenyl-2,3r8-trimethyldeca-4,6-dienoic 
acid(Adda) 그리고 두 개의 L-amino acids로 구성 

되어 있다. Nodularin은 microcystins와 구조가 비 

슷하나 5개의 펩타이드가 고리를 이루고 있는 점이 

다르다고 할 수 있다. Fig, 1은 대표적인 남조류 독 

성물질인 Microcyst in RR 과 LR 의 구조를 보여준다.

남조류에서 발생되는 신경 독성 물질로는 현재까지 

세 개의 독성물질들이 보고되었다. 첫째는 &＞肋小20- 

menon flos-aq队ae로부터 발생되는 aphantoxins(sa- 
xitoxins)w콰 Anabaena 로부터 나오는

anatoxin-a오｝ anatoxin-a(s)가 있다. anatoxin-a^- al­

kaloid 같은 화학적 구조를 가지는 것으로 밝혀졌 

고“ anatoxin-a(s)-fe- cyclic N~hydroxyguanidine 
phosphate ester 구조를 가짐이 알려지고 있으며'%

Microcystin LR R = CH(CH3)2

Microcystin RR R = ch2ch2nhc(nh2)nh

Fig. 1. Structures of microcystin RR and LR.

antich이inesteraseg로 작용함이 알려졌다.

이러한 남조류의 독성물질들이 외국의 선진국에 

서는 많은 연구와 함꼐 화학적 구조까지 속속 밝혀 

지고 있지만 국내에서는 이에 대한 연구가 거의 전 

무한 상태이다. 우리나라의 대부분의 호수들도 부영 

양화가 되면서 유기물 함량이 증가하고 수중산소고 

갈과 조류 현존량의 증가 및 식물 플랑크톤의 종조성 

변화를 초래하며 남조류가 늦여름에 심한 번성을 

형성하고 있다. 중영양호 수준이던 소양호에서도 

1986년 남조류가 처음 출현한 이후 매년 증가추세에 

있다20. 이러한 호수들은 우리나라의 경우 국민의 

상수원으로 사용되는 경우가 많기 때문에 위에서 

언급한 많은 독성물질에 대한 연구가 시급히 이루 

어져야 하는 실정이다.

이러한 microcystins를 화학적으로 분석하기 위해 

서 고성능 액체 크로마토그래피(HPLC)를 이용하는 

방법21.22과 얇은 판 크로마토그래 피(TLC)를 이 용하는 

방법% 등이 있다. 특히 Harada 腎은 상품화된 ODS 

cartridge# 이용하는 HPLC 방법을 개발했으며 이 

방법은 현재 microcystins의 화학적 분석을 위해 

가장 많이 쓰이는 방법이 되었다. 본 연구는 이러한 

배경하에서 국내 여러 곳의 호수에서 채취한 남조류 

sample로부터 독성물질인 microcystin RR과 LR이 

포함되어 있는지를 확인하기 위해 극성을 가지는 CN 
cartridge를 이용하여 기존에 보고된 비극성 ODS 
cartridge를 이용하는 방법보다 더 좋은 결과를 얻 

음으로써 남조류에 포함된 독성물질의 양을 더 정 

확히 정량할 수 있었다.

Journal of the Korean Chemical Society



호수에서의 남조류 독성물질의 새로운 분석법 개발 743

실 험

기존의 microcystins 분석방법은 비극성의 ODS 

(octadecylsilane, C]8) cartHdge를 이용했으며 불순 

물을 제거하기 위해 methanol과 HQ의 혼합 극성을 

변화시키면서 용리하는 방법이었다. 그러나 본 연구 

에서 시도한 새로운 분석방법은 Microcystins라는 

분석물질이 극성 guanidine기를 갖고 있는 점을 착 

안하여 극성을 가지는 CN(cyano) cartridge를 이용 

하여 microcystins와 불순물을 동시에 흡착시킨 후 

적당한 용매를 사용하여 불순물을 먼저 용리시키고 

나중에 micngystins만 선택적으로 용리시키는 방법 

을 사용하였다. 이 방법의 특징은 마이크로리터(mic- 

roliter) 단위에서 리터(liter) 단위까지 다양한 시료의 

부피를 적용할 수 있고 정지상이 분석물질을 붙잡고 

있는 능력이 뛰어나며 마이크로리터 단위로 용리, 

선택적인 추출, 선택적인 불순물 제거와 용리, 다양한 

정지상의 종류와 정지상의 크기를 선택할 수 있는 

장점을 가지고 있다.

보고된 기존의 ODS cartridge를 사용하는 방법凜 

을 살펴보면 크게 3단계를 거쳐 분석하게 된다. 먼저 

호수로부터 채집한 남조류를 동결건조시킨 다음 적 

당량을 취 하여 5% acetic acid 수용액 10 nV로 30분 

동안 교반시킨 다음 3500rpm에서 15분간 원심분 

리하여 상층액을 분리해 낸다. 분리해 내고 남은 

침전물은 2회 반복하여 다시 추출해 낸다. 그 다음 

단계는 분리해 낸 상층액을 methanol 활성화된 

ODS cartridge주입한 후 HQ 10 ml, 20% metha­
nol 수용액 15 ml 순으로 씻는 과정을 거친다. 그 

런다음 100% methanol 15m/로 용리시킨 후 회전 

증발기로 완전히 말리고 Methanol 1 m/로 다시 녹여 

고성능액체 크로마토그래피 (HPLC) 에 주입시킨다.

본 연구에서 새로 개발한 분석 방법은 다음과 같다 

(Fig. 2). 기존의 비극성 cartridge에서 벗어나 극성을 

갖는 CN cartridge를 사용하여 분석을 시도하였으며 

먼저 CN cartridge를 100% acetonitrile 10 m/로 

활성화시킨다. 그런 후 동결건조시킨 남조류 시료를 

5% acetic acid 10 m/로 30분 동안 교반시 킨 다음 

4000rpm에서 15분간 원심분리한다. 분리해 내고 

남은 침전물은 2회 반복하여 다시 추출해 내고 추 

출액을 CN cartridge에 통과시킨다. 그 다음 0.5 M 
acetic acid 6 m/로 씻은 후 30% acetonitrile 5 m/로
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등겿건조 치료

J
5* acetic acid 로 30분간 추출

( 3회 실시 )

4000 rp.으로 윈심 분리

읰

I CN cartridge
1) 0. 5M acetic acid 6・1 로 불순믈 제거

2) 30% acetonitrile 5nl로 응리

3) 회전 증발기로 농축

나머」성분

J
a) Methanol lai로 녹임

b) HPLCMeOH：phosphate buffer(pH=2.5)(58：42) 
Inl/ain, 238na

쇼 성분

Fig. 2. Extraction and purification procedure for ob­
taining peptide toxins from cyanobacteria.

용리해 내고 회전증발기에서 완전히 말린 후 metha- 

n이 1 m/로 녹여 이동상의 pH를 기존의 ODS cartri­
dge 를 사용할 때와 다르게 25로 맞추어 HPLC에 

주입시켰다,

본 실험에 사용한 HPLC는 injector와 multis이. 

vent delievery system을 갖춘 Beckman사 제품으로 

Beckman 116 Pump(SYSTEM GOLD Programma­
ble Solvent Module 126, Beckman Instruments, 
Inc., San Ramon, USA.)와 Beckman 126 Detector 
(SYSTEM GOLD Programmable Detector Mcxhile 
166, BECKMAN Instruments, Inc., San Ramon, U. 

SA)를 갖추고 있으며 컬럼 (column)은 분석용으로 

Ultrasphere 5 卩m Spherical 80 A Pore(Ci8, 4.6 X150 
mm)을 사용했으며 이동상(methanol ： 0.05 M pho; 

phate buffer(pH = 2.5), 58 : 42)을 1 의 '우속1 

으로 흘려주었고 주입양은 10W이고 238 i)m에서 

측정하였으며 피크면적(peak area)법에 의하여 정량 

하였다. Microcystins RR과 LR standard는 일본의 

Mejio University의 Ken-ichi Harada 교수님으로부 

터 공급받아 사용하였다.

결과 및 고찰

HPLC 크로마토그램 (Chnm函❶gmm)・ Fig. 3은

Microcystin RR과 LR의 표준용액 크로마토그램을 
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보여주고 있다. Microcystin 理의 머무른 시간(Re­
tention Time)은 5.1분에서 5.4분대의 범위에서 나 

타났고 LR의 경우 머무른 시간은 8.9분대에서 9.2 
분대에 걸쳐 나타났다.

기존의 분석방법과의 차이점. 비극성의 ODS ca- 
rtridge를 이용한 기존의 시료처리 방법은 메탄올과 

물의 극성변화를 가지고 독성물질을 용리해 내었다. 

이 ODS cartridge를 이용한 분석방법은 면밀히 검 

토한 결과 Microcystin RR과 LR이 ODS cartridge에 

전부 다 흡착되지 않는다는 사실을 알게 되었다. 즉 

이것은 시료속의 Microcystin의 양을 정확하게 정 

량할 수 없다는 것을 의미한다. Fig. 1•의 구조에서 

보듯이 이 물질이 어느 정도 극성을 가지기 때문에 

비극성인 ODS cartridge에 모두 흡착되지 않는 것

Fig. 3. Chromatogram of the standard microcystin RR 
and LR (1： Microcystin RR, 2： Microcystin LR).

으로 추측되어 극성을 가진 CN cartridge로 실험을 

하게 되었다. 극성의 CN cartridge를 사용한 결과 

Fig. 4의 크로마토그램에 나타난 것처럼 비극성의 

ODS cartridge# 이용했을 떄와 피크면적의 크기를 

비교해 보면 많은 차이가 났음을 알 수 있었다. 이때 

선택한 시료는 Microcystin RR과 LR이 모두 포함 

되어 있는 합천호에서 채집된 시료를 사용하였다.

b) 더 cartridge

Fig. 4. Comparison chromatogram of ODS cartridge 
and CN cartridge (1： Microcystin RR, 2- Microcystin 
LR).
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Table 1. Comparison peak area of ODS cartridge and 
CN cartridge

ODS cartridge CN cartridge
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실험의 재현성을 알아보기 위해 5회의 실험결과를 

Table 1에 나타내었다. 피크 면적으로 나타낸 이 실험 

결과는 Microcystin LR에서 현저한 차이를 보였으며 

Microcystin RR도 다소 높은 수치를 나타냈다.

CN cartridge* 사용하는 분석법의 최적조건 설 

정. 기존의 ODS cartridge를 사용하는 방법과는 

달리 CN cartridge를 사용함에 있어 분석법의 최적 

조건을 설정하기 위하여 불순물을 씻은 용액인 ace­
tic acid의 양과 농도r 용리액인 acetonitrile의 양과 

농도를 변화시켜 보았다. 또 이동상으로 사용하는 

phosphate buffer의 pH 를 변화시켜 보았다. 불순물 

을 씻는 용액인 acetic acid의 양은 4, 6, 8, 10 m/로 

바꾸어 가면서 될 수 있는 대로 Microcystin 이외의 

간섭물질들은 제거하려고 하였다. 4m/에서는 간섭 

물질들이 있어 표준물질의 80% 정도를 관찰할 수 

있었고 6mZ에서는 90% 정도를 관찰할 수 있었다. 

8 m/, 10 m/의 경우도 6mZ의 경우와 거의 같게 90% 
정도가 관찰되었다. 따라서 6 m/를 선택하였다. 농도 

변화는 0.3, 0.5, 0.7, 0.9M 정도를 실시하였다. 0.3 
M의 경우는 간섭물질들이 겹쳐서 나타났고, 0.5M 

의 경우는 5.2분대와 9.0분대의 RR과 LR의 피크가 

주변의 피크와 완전히 분리되는 것을 볼 수 있었다. 

0.7M와 0.9M의 경우에는 RR과 LR의 피크가 주 

변의 피크와 겹쳐서 나타났다. 용리액인 acetonit- 
rile의 양은 3, 5, 7, 9m2로 변화시키며 실험하였다. 

용리액을 3 m2로 하였을 때는 60%, 5 m2일 때는 95%, 
7 m2일 때와 9 m/일 때도 95%의 회수율을 보였다. 

따라서 용리 액의 양은 5 m2로 하였다. Acetonitrile의 

농도 변화는 30, 40, 50%를 실험했으나 30%에서는 

피크가 잘 분리되었으나 40%, 50%에서는 LR의 피 

크가 주변의 피크와 겹쳐 넓게 퍼진 모양으로 나타 

났다. 따라서 acetonitrile의 농도는 30%로 하였다. 

마지막으로 이동상인 Phosphate buffer의 pH 변화는 

2.0, 2.5, 3.0을 실시한 결과 조그마한 pH 변화에도 

크로마토그램상의 큰 변화를 관찰할 수 있었다. Fig. 

5에서 볼 수 있듯이 pH 2.5일 때 Microcystin RR과 

LR이 완전히 분리되며 가장 좋은 분리능을 보여주 

었다.

Microcystin과 Cyano기와의 흡착 메카니즘. 

ODS cartridge를 이용한 분석 방법에서 Microcys- 
tins가 비극성의 ODS cartridge 에 모두 붙잡히지 

않는다는 사실을 설명하기 위하여 Microcystin RR과 

LR의 구조를 살펴보았다. 실험 조건에서 시료로부터 

Micr(xwstins를 추출하기 위해 5% acetic acid를 사 

용하였는데 이 5% acetic acid의 pH는 20t 에 서 2.49 
로 상당한 산성을 나타내었다. 아래에 있는 그림은 

Microcyrtin RR과 LR은 화학적 구조를 볼 때 argi- 
nine종 guanidine 부분이 산성인 조건에서 공명 구 

조를 가질 수 있으며 이러한 공명 구조로 말미암아 

산성인 조건에서 상당히 안정된 형태를 취하고 있다.

아래에 있는 그림은 CN cartridge의 시아노(cy・ 
ano)기의 질소 원자에 있는 비공유 전자쌍과 guani­
dine 부분의 아미노기에 있는 수소 원자와의 수소 

결합을 보여주고 있다. Guanidine0] 산성인 조건에 

서 갖는 공명 구조들은 전기적으로 양전하를 띤 양 

이온으로 존재하므로 전기적으로 음전하를 가진 CN 

cartridge의 dyano기와 쌍극자-쌍극자 상호작용에
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a) phosphate buffer pH=2. 0

b) phosphate buffer pH=2.5

Fig. 5. Comparison phosphate buffer pH of Microcystin RR and LR (1： Microcystin RR, 2： Microcystin LR).

m j n 
c) phosphate buffer pH=3.0

의하여 CN cartridge에 Microcystins가 ODS cartri- 
dge보다 훨씬 더 잘 달라붙는다고 예측할 수 있다.

또한 Microcystins 중 RR의 구조를 보면 7개의 

아미노산 중 2개가 arginine이고 LR은 1 개의 argi- 
nine을 가지고 있다. Fig. 4와 Table 1에 서 보듯이 

2개의 arginine을 갖고 있는 Microcystin RR이 1개 

의 arginine을 갖고 있는 LR보다 정지상에 흡착되는 

정도가 훨씬 커졌음을 알 수 있다. 그리하여 CN car- 
tridge를 이용한 방법보다 같은 양의 시료에서 훨씬 

정확한 정량을 할 수 있었다.

Microcystin RR과 LR의 검량선 검사 및 정량 

Microtistin RR과 LR을 정량하기 위해서는 먼저 

농도별로 표준 용액의 면적을 조사하여 검량곡선을 

결정하여야 한다. Fig.6은 농도별 5개의 데이타를 

가지고 검량곡선을 Plot한 그래프이다. 통계적인 처 

리를 위해서 5개의 흡광도 데이타로 최소자숭법(me・ 

thod of least squares)을 이용하였다, 검량곡선이 

얼마나 좋은 직선적인 관계를 갖는지 알아보기 위 

하여 Perason의 상관계수를 계산해 본 결과 모두 

尸=0.999로 좋은 직선관계를 갖는 것을 볼 수 있다. 

F讶.6으로부터 Microcystin RR의 경우 기울기(伽 = 

476.67)와 절편0=—3.21)을 계산하여 Microcystin 
RR 1 mg이 용액 1 iM세 녹아 있을 때 47346의 흡 

광도를 가짐을 볼 수 있었고 Microcystin LR의 경우 

기울기(彻 = 31455)와 절편0= —2.21)으로부터 정확 

한 정량을 할 수 있었다. 검량곡선으로부터 얻은 식은

Journal of the Korean Chemical Society



호수에서의 남조류 독성물질의 새로운 분석법 개발 747

curve.

다음과 같다*

Microcystin RR의 경우: [(피크면적+321)/476.67] 

X메탄올로 녹인 부피(mZ)/시료의 양(g)
Microcystin LR의 경우: [(피크면적+221)/314.55] 

X메탄올로 녹인 부피(m/)/시료의 양(g)

결 론

본 연구의 가장 큰 의의는 CN cartridge를 이용한 

분석 방법이 기존의 ODS cartridge를 이용한 방법 

보다 훨씬 더 정확한 정량을 할 수 있었고 국내에 

서는 처음으로 Microcystin의 화학적 분석을 시도 

하였다는데 있다고 할 수 있다. 특히 Microcystin 
LR의 경우 피크 면적에 있어서 현저한 차이를 보 

였으며 또한 우점종의 영향에 따라 독성물질의 양이 

크게 좌우된다는 것을 알 수 있었다.

본 연구는 학술진흥재단 연구비의 지원에 의하여 

이루어졌으며 이에 감사드립니다.
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