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요 약. 남조류 독성물질인 Microcystins은 자연계에 매우 미량 존재하기 때문에.이를 분리 맟 정제하기가 

쉽지 않다. 본 연구에서는 자연계에 존재하는 남조류 동결건조시료로부터 Microcystin RR과 LR을 분리 맟 정 

제하는 새로운 방법을 개발하였다. 약 7.5 g의 실리카겔을 정지상으로 사용하고 혼합용액인 ethyl acetate: iso­

propanol: water(30:45:25)를 이동상으로 사용하는 open column system으로 시료를 전개한후 용액을 3 mL 간격 

으로 받아냈다. 받아낸 용액중의 Microcystin RR과 LR은 TLC와 HPLC(High Performance Liquid Chromato- 

graphyX 이용하여 확인한 후 농축, 정제하였다.

ABSTRACT. It is very difficult to separate and purify the microcystins, cyanobacterial toxins since it exist in 
a trace level in natural lakes. In this paper, we developed a new analytical method to separate and purify the mi­
crocystin RR and LR from the freeze-dried cyanobacterial cells in natural lakes. We used 7.5 g silica gel as a sta­
tionary phase and ethyl acetate: isopropanol: water (30:45:25) as a mobile phase and microcystins were eluted us­
ing an open column. The eluting solvent was collected in a small bottle at the intervals of 3 mL and the fractions 
were chromatographed with HPLC to confirm the microcystin RR and LR.

서 론

최근에 국내 여러호수의 부영양화가 가속화 되어 

가고 그에 따라 남조류가 대량 증식하는 현상이 나 

타나고 있다. 남조류의 발생은 호수 부영양화나 오 

염상태를 나타내기 때문에 오래전부터 이에 대한 생 

리 • 생태학적 연구가 진행되어 왔다. 여름철에 이러 

한 남조류의 번성은 음용수의 불쾌한 냄새와 맛을 

내는 원인이 되기도 하고 더욱 심각한 것은 물고기 

와 가축 그리고 인간에게 강한 독성을 나타내는 독 

성물질을 발생시킨다는 사실이다. 독성이 있는 남조 

류의 출현은 1870년대에 오스트레일리아에서 일어 

났던 Nodularia에 의한 동물의 죽음에서 최초로 보고 

되었고' 이후 미국, 캐나다, 영국등 많은 나라에서 

동물에 대한 피해가 보고된바 있다.2

독성을 일으키는 주요한 담수의 남조류는 Anaba- 

ena, Aphanizomeno, Microcystis 등이 있고, 독성물질 

은 크게 신경독성물질(neurotoxins)과 간장독성물질 

(hepatotoxins)로 나눌 수 있다. Anabaena오｝ Aphani- 

zomen。는 신경독성물질을, Anabaena의 일부와 Mi- 

crocystis는 간장독성물질을 함유하고 있다.

독성 물질을 발생시 키는 남조류중에서 세계적으로 

가장 먼저 알려지고 대표적인 종이 Microcystis aeru- 

ginosa로 국내의 대부분 부영양호에서 하계에 우점 

종으로 나타나고 있다. 이 종에 의한 가축의 피해는 

이미 1940년대에 보고되었고, 이것이 발생시키는 독 

성물질은 Microcystin이라고 불리우는 고리형태의 

펩타이드 구조M를 가진 간장독성물질임이 밝혀졌 

다. Ashworth 와Mason(1946)은 Microcystin을 쥐에 

투여했을 때, 간장에 피가 맺히는 울혈修血, hepa­

tocyte necrosis)현상을 최초로 인식하였으며, 이것이 

미치는 영향은 주로 간장에 출혈을 일으켜서 죽게된 

다는 것이 확인되었다? 남조류에서 발생되는 간장 
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독성 물질 중에 해수(brackish water)에 서식하는 No- 

dularia spumigena에서 나오는 nod니arin이라는 물질 

도 그 구조가 밝혀졌다.6 최근 연구결과에 의하면 

Nodularin과 Microcysthi은 인산화단백질의 활동을 

억제함"으로써 간암을 유발시키는 성질이 있음이 

보고되었다.9 지금까지 알려진 20여가지의 Micro- 

cystins은 모두 공통된 구조적 인 특징을 가지고 있다. 

즉 모두 7개의 펩타이드(peptide)가 고리를 이룬 형 

태를 취하고 있으며 기본적인 구조는 y-linked D-glu- 

tamicacid(Glu), N-methyldehydro-alanine(Mdha), 하나 

의 p-aminoacid, 3-amino-9-methoxy-10-phenyl-2,3,8- 

trimethyldeca- 4,6-dienoic acid(Adda) 그리고 두 개의 

L-amino acids로 구성되어 있다. Nodularin은 Mi- 

crocystins과 구조가 비슷하나 5개의 펩타이드 고리 

를 이루고 있는 것이 다르다고 할 수 있다. Fig. 1은 

대표적인 남조류 독성물질인 Microcystin RR과 LR 

의 구조를 보여준다.

이러한 남조류의 독성물질들에 대한 연구가 호주, 

일본, 미국등의 선진국에서는 분석방법에 대한 많은 

연구와 함께 인체 및 어패류에 미치는 영향, 효과적 

인 제거방법등이 활발히 연구되고 있으나 국내에서 

는 이에 대한 연구가 미미한 실정이다. 우리나라 대 

부분의 호수들도 부영양화가 되면서 유기물 함량이 

증가하고 수중산소고갈과 조류 현존량의 증가 및 식 

물플랑크톤의 종조성 변화를 초래하며 남조류가 늦 

여름에 심한 번성을 형성하고 있다. 중영양호 수준 

이던 소양호에서도 1986년 남조류가 처음 출현한 이 

후 매년 증가추세에 있다.''1 이러한 호수들은 우리나 

라의 경우 국민의 상수원으로 사용되는 경우가 많기 

때문에 위에서 언급한 조류 독성물질에 대한 연구가

Mlcrocystln LR R-CHtCH^

Microcystin RR R.CHjCMHCXNH^H

Fig. 1. Structures of microcystin RR and LR. 

시급히 이루어져 야 하는 실정 이다.

이러한 연구들을 하기 위해서는 순수한 형태의 

Microcystins을 대량으로 분리, 정제하는 방법이 우 

선적으로 개발되어야 하므로 본 연구에서는 Open 

Column과 TLC, HPLC를 이용하여 Microcystin RR 

과 LR을 효과적으로 분리 정제하는 방법을 개발하 

였다.

실 험

자연계에서 얻은 남조류시료로부터 여러 불순물 

을 제거하기위해서 ODS(octadecylsilane, C”, J- T. 

Baker) Cartridge를 사용하였다. ODS Cartridge에 주 

입할 추출용액을 얻기 위해서 호수에서 채집한 남조 

류를 동결 건조시킨후 1 g을 취하여 5% acetic acid 

수용액 20mL로 30분동안 교반시 키고 9000 rpm에 

서 5분동안 원심분리하여 상층액을 분리해낸다. 남은 

침전물을 다시 2회 반복 추출하여 60mL를 얻는다. 

사용할 cartridge는 3 mL ODS cartridge# 두개 합쳐 

서 만든다. 고체 상 추출법에 의한 추출은 먼저 meth­

anol 10mL와 H2O 10mL로 씻어주어 cartridge를 활 

성화시키고, 남조류 추출용액을 cartridge에 주입한후 

methanol:0.05 M phosphate buffer(pH2.4) (4:6) 7 mL와• 

H2O 10 mL순으로 씻어준다. 그런다음 methanol 15 

mL로 용리시키고 40°C에서 진공회전 증발기로 농축 

하여 methanol 1 mL에 녹인다(Fig. 2참조).

그런후 Microcystin RR과 LR을 분리 • 정제하기 

위해 open column 전개를 실시한다. 7.5 g의 실리카 

겔을 3시간정도 이동상에 넣어서 불리고 그것을 내 

경 이 10 mm 인 gravity column 에 165 mm 높이로 충 

진시킨다. 전개용매가 실리카겔 표면에 다다르면 

gravity column의 밸브를 잠그고, 추출한 독소혼합물 

을 0.4 mL로 농축하여 컬럼에 주입하고 밸브를 열어 

독소혼합물을 실리카겔 표면까지 내려가게 한다. 다 

시 이동상 0.4 mL를 넣어 전개시키고 이 과정을 두 

번 반복한다. 독소혼합물이 잘 주입되었으면 충진된 

실리카겔이 움직이지 않도록 주의하여 이동상을 가 

하고, 시험관에 3 mL간격으로 용출되는 용매를 받아 

낸다. 이때 독소혼합물은 노란색의 불순물과 함께 전 

개되고, 불순물은 이동상과 비슷한 속도로 용리되기 

때문에 노란색의 불순물이 용출되는 순간부터 용매 

를 받기 시작한다. 이렇게 얻어진 용출용액을 각각 1 
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호결 건조 남조류(일본 시료)
- 1 g 동결 건조 남조류

5% acetic acid 20 ml로 30분간 추출(3회)

9000 rpm으로 원심 분리

상층액

6 ml ODS cartridge
1) 100% methanol 10 ml, water 10 ml로 활성화

2) 상층액을 catridge 에 통과시킴
3) methanol: 0.005 M phosphate buffer pH=2.4 

(4:6) 7 ml,
water 10 ml로 wash

4) 100% methanol 15 ml로 용출시 킴

5) 회전 증발기로 Dry

나머지 부분

a) methanol 1 ml로 녹임

b) open column
(전기]용미I n ethyl acetate: iso propanol: watei■그 30: 
45:25)
行노란색이 빠져 나올 때부터 받기 시작함

정제된 독소성분

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

mL로 농축하고 여과하여 TLC및 HPLC로 확인한다.

본실험에 사용한 HPLC는 injector와 multisolvent 

delivery system을 갖춘 Beckman사 제품으로 116 

pump(SYSTEM GOLD Programmable Solvent Mo­

dule 126)와 126 Detector(SYSTEM GOLD Progra­

mmable Detector Module 166)를 포함하고 컬럼 

(column)은 분석 용으로 Cig 10 X 150 mm(Ultrasphere 

5 gm Spherical 80 A Pore)을" 사'용했다. HPLC의 이 

동상은 [Methanol:Acetonitrile(50:50)]:0.025 M phos­

phate buffer pH=2.9(52:48) 이 며 E■ 숙은 2 mL/min., 

주입 양은 10 pL이고 검출파장은 UV 238 nm에서 측 

정하였다.

결과 및 고찰

효과적인 추초과 표준물질의 HPLC diromatogram
Microcystin RR과 LR을 정제하기 위해서는 먼저 

남조류 cell로부터 여러 가지의 독소혼합물을 추출해 

내야 한다. 독소혼합물을 추출해내는 방법으로 Har- 

ada교수에 의해 개발된 ODS Cartridge를 이용한 고 

체상 추출법 (Solid-Phase Extraction)*] 있다.” 이 고체

cystin RR & LR.

상 추출법은 마이크로리터 (microliter｝에서 리터 (liter) 

단위까지 다양한 부피의 시료에 적용할 수 있고, 정 

지상이 분석물질을 붙잡고 있는 능력이 뛰어나며 마 

이크로리터 단위의 용리, 선택적인 추출, 불순물의 선 

택적인 제거, 다양한 정지상의 크기를 선택할 수 있 

는 장점들이 있다.

본 연구에서는 앞의 실험부분에서 기술한 방법에 

따라 ODS Cartridge를 이용한 고체상 추출법으로 노 

란색을 띠는 독소혼합물을 효과적으로 추출할 수 있 

었다. 또한 Fig. 3은 Microcystin RR과 LR의 표준용액 

을 사용하여 얻어진 크로마토그램이다. 대체로 Mi- 

aocystin RR의 머무름시간(retention time)은 7.5분에 

서 8.2분의 범위에서 Microcystin LR은 12.2분에서 

13.0분의 범위에서 나타내고 있음을 보여준다.

TLC 실험을 틍한 이동상 선정

정지상이 실리카겔인 TLC실험을 통해서 Micro­

cystin RR과 LR의 분리에 적당한 이동상을 선정하 
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고자 했다. 이를 위해 많은 시간과 노력을 들였으며 

최종적으로 얻은 가장 효과적인 이동상은 ethyl ace- 

tate : isopropanol: water(30:45:25)5^^. 이것을 찾아 

내게된 과정은 다음과 같다. 우선 Microcystins은 극 

성이 상당히 있는 용매들 예를들면 ethyl acetate, 

isopropanol, chloroform, ethyl ether, dichlorometane 

등 어느것에 의해서도 TLC plate상에서 전혀 전개되 

지 않는 것을 관찰할 수 있었다. 또한 그중에서도 극 

성이 비교적 높은 ethyl acetate 와 isopropanol 의 혼합 

용액에서도 역시 전개되지 않았다. 그래서 ethyl ace- 

tate와 isopropanol 혼합용액에 극성이 아주높은 

田0를 첨가하였다. 그때야 비로소 Microcystin RR 

과 LR이 전개되기 시작하였다. 이때 methanol을 첨 

가하여도 전개가 이루어지지만 改0가 첨가되지 않 

으면 spot가 길게 끌리고 잘 분리되지 않는 현상을 

관찰할 수 있었다. Ethyl acetate와 HQ는 섞이지 않 

기 때문에 isopropanol과 田。의 혼합용매로 전개시 

켰다. 그러나 여전히 sp아가 길게 끌리고 마이크로시 

스틴 日日과 LR이 불순물과 분리되지 않았다. 그래서 

여기에 층분리가 생기지 않는 범위내에서 ethyl ace- 

tate를 첨 가시 켰다.

Table 1은 ethyl acetate, isopropanol, H2O 세가지 

용매를 변화시켜 실험한 용매의 비율을 간추린 것이 

다. 대체적인 Rf값은 ethyl acetate의 비율이 높아질 

수록 낮아졌으며 isopropanol, 玷0의 비율이 높아질 

수록 커졌다. 또한 H2O 비율의 변화는 Rf값의 큰 변

Table 1. Ratio of solvent used at TLC's development

번호
ethyl acetate

(%)
isopropanol 

(%)
water(%) 비 고

1 50 30 20
2 45 25 20
3 43 37 20
4 40 40 20 *

5 35 45 20
6 30 50 20
7 25 55 20
8 20 60 20
9 35 40 25

10 30 45 25 **

11 25 50 25
12 45 25 30
13 40 30 30 *

14 40 25 35 층분리

15 45 25 30 층분리

LR

RR

Fig. 4. Thin layer chromatograms of Microcystin RR 
and LR. Elution solvents ethyl acetate: isopropanol: 
water (30:45:25), Detector^ UV detector

화를 가져 왔고 isopropanol의 비율의 변화는 작은 변 

화만을 가져왔다. **표시는 가장 분리가 잘 일어나 

는 용매조건이며 *는 TLC분리에 사용가능한 용매 

조건이다. Fig. 4는 TLC 전개결과 분리된 독소혼합 

물중의 Microcystin RR^]- LR spot들이 어느 위치에 

나타나는지를 보여준다.

Microcystin RR과 LR의 정제

Microcystin RR과 LR을 효과적으로 정제하기 위 

해서 7.5 g 정도의 실리카겔로 충진된 open column 

을 사용하였으며 앞서 기술한 바와 같이 본 연구에 

서 찾아낸 최적의 이동상인 ethyl acetate: isopro­

panol : water(30:45:25yi- 2 mL/min.의 유속으로 흘려 

주었다. Open Column을 통해서 분리가 이루어진후 

용출되어 나오는 용액을 일련의 번호가 매겨져 있는 

10 mL 부피의 시험관 60개에 순서대로 받았다. 이때 

한 시험관당 3mL정도의 양을 받았다. 이렇게 얻은 

시험관속의 용액에 Microcystin RR과 LR이 얼마만 

큼 포함되어 있는지 확인하기 위해서 각각을 TLC와
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Time(min)

0 2 4 6 8 10 12

Time(min)
Fig. 5. HPLC chromatogram of Microcystin RR & LR after clean up with Silica gel. (a) Microcystin LR (b) Micro­
cystin RR

HPLC를 이용하여 확인하였다. Microcystin RR은 

TLC만으로 쉽게 확인되었지만 양이 적은 Microcy­

stin LR은 TLC와 함께 HPLC의 확인이 꼭 필요했다. 

이러한 방법으로 각 시험관 용액의 Microcystin RR과 

LR을 확인한 후 각각을 모아서 농축한후 metha­

nol ImL에 녹였다. 3mL씩 받은 시험관의 6~7번에 

서 Microcystin LR 이 나왔고 27~45번 사이 시험관에 

서 Microcystin RR이 나왔다(아래도표참조).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

11 12 13 14 15 16 17 18 14 20

21 22 23 24 25 근 6 27 2« 29 30

31 32 33 34 努 36 57 笔 처 9 4«

41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

51 52 53 54 55 56 57 58 59 60

Fig. 5(a)는 6~7번의 시험관에서 얻은 Microcystin 

LR의 크로마토그램이고, Fig. 5(b)는 27~45번의 시 

험관에서 얻은 Microcystin RR의 크로마토그램이다. 

이 크로마토그램에서 보여주는 것과 같이 Microcy­

stin RR은 깨끗하게 정제가 되었으나 Microcystin 

LR은 상당량의 불순물이 섞여 있는 것을 볼 수 있

J I I [ I I 「 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Time(min)
Fig. 6. HPLC chromatogram of Microcystin LR after 
selective collection.

匸Fig. 5(a)에서 Microcystin LR은 12.90분에 나타 

나며 그앞의 11.70분의 peak는 불순물로써 이를 제 

거하기 위해서 12분에서 14.0분사이의 용리액만 따 
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로 분취하여 2차 정제를 시도한 결과 Fig. 6과 같이 

비교적 잘 정제된 Microcystin LR을 얻을 수 있었다. 

최종 정제된 Microcystin의 양은 실험할때마다 조금 

씩 달랐으나 5회 실험한 결과 Microcystin RR이 약 

1350 |ig(±60 |ig), Microcystin LR이 약 410 |ig(±20 

卩g) 이였다.

결 론

남조류 독소인 Microcystins 연구를 위한 기틀올 

마련하는데 있어서 순수한 독성물질의 정제는 필수 

적이다. 이를 위하여 open column을 이용하여 정제 

하고 분석 한 결과, 전개용매로 ethyl acetate : isopro- 
panol:H2O(30:45:25)이 가장 효과적이었으며 이를 

사용하여 남조류 동결건조시료 1g으로부터 깨끗한 

Microcystin RR과 LR을 얻을 수 있었다. Microcy- 

마in LR은 다른 물질과 섞여서 두개의 pea技로 나타났 

으나 2차정제를 통하여 Microcystin 이만을 분취할 

수 있었다. 따라서 우리는 Microcystin RR과 LR을 

자연계 시료로부터 순수하게 분리할 수 있게 되었으 

며, 이를 통하여 앞으로 계속되는 Microcystins 연구 

에 많은 도움을 받을 수 있게 되었다.

이 연구를 수행할 수 있도록 재정적인 도움을 주 

신 보건복지부에 감사드립니다.
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