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Abstract

Harmful algae blooms have become a serious environmental problem in major river basins in Korea. They 

are known to produce various algal organic matters (AOMs) including intracellular organic matters (IOMs) 

and extracellular organic matters (EOMs). Generally AOMs cannot be easily removed by 

coagulation/flocculation process in conventional drinking water plants. AOMs produced by blue-green algae 

also include various toxins such as Microcystins, Anatoxin-a, and Saxitoxin known to have harmful effects 

on living organisms in aquatic environment. In this study, toxic effects of EOMs produced by three different 

algae species (Microcystis sp., Anabaena sp., and Oscillatoria sp.) on zebrafish were investigated using 

electroencephalography (EEG) recording method, a technology for recording brain activity. 

Electroencephalographic changes in zebrafish revealed that a low EOM had a negative effect on zebrafish 

compared to both Anabaena sp. and Oscillatoria sp. at 30 ppm EOM exposures. This result might be due to 

Microcystins present in EOMs produced by Microcystis sp. As a result of power spectrum density anallysis, 

exposure to EOMs produced by Microcystis sp. caused a state of vigilance in zebrafish. This EEG based 

toxicity test can be used to examine effects of harmful materials at low levels on living organisms in an 

aquatic system.
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1. Introduction

속한 기후변화에 따른 국내 주요 수계 내 부 양화가 가

속화되고 있으며, 녹조 상에 따른 유해 남조류의 발생이 심

각한 실정이다(Lee et al., 2011). 이러한 남조류의 번성은 

조류기인 독성물질과 소독부산물의 구물질인 조류기인 유

기물질(algal organic matter, AOM)의 증가로 이어질 수 있

다. AOM은 세포 외 유기물질(extracellular organic matter, 

EOM)과 세포 내 유기물질(intracellular organic matter, IOM)

로 이 져있으며, 친수성 물질과 유기질소를 함유하고 있다. 

AOM의 주요 구성성분은 nucleic acids, protein, glycolic 

acid, polysaccharides 등이며, 이  polysaccharides과 같은 

친수성 물질은 응집에 의해 잘 분해되지 않아 정수처리 공정

에서 응집장해를 발생시킨다(Paralkar and Edzwald, 1996). 

일반 으로 수 의 휴믹성분물질은 소독공정시에 염소소독

부산물을 형성하는 표 인 구물질로 알려져 있고, AOM 

한 염소소독과정  염소소독부산물을 형성한다고 알려져 

있다. AOM이 함유된 상수원수를 소독처리시 세포벽의 괴

로 인해 세포 내부의 구성 물질들이 용출되어 수 의 잔류염

소와 반응하여 트리할로메탄(THMS)과 같은 소독부산물의 

생성될 수 있다(Hong, 2018). 주요 조류기인 독성물질은 

Microcystis-LR, Microcystis-LA, Anatoxin-a, Nodularin, 

Saxitoxin, Cylindrospermopsin 등이 있다. 그  가장 흔하게 

발견되는 Microcystin은 그 종류가 약 80종 이상 발견되었으

며(Lee and Shin, 2017), 5∼6월말에 소량으로 검출되나 

진 으로 그 농도가 높아지고 조류 번성시기에는 지속

으로 검출되는 것으로 알려져 있다. Anatoxin-a는 신경독소

물질로 알려져 있으며, 주로 Aphanizomenon flosaquae  

Oscillatoria sp.에서 주로 발생하는 하는 것으로 보고되고 있

다(Wang, 2022). 

AOM 제거방법에 한 다양한 연구가 수행되었는데, 철

(III) 응집제 주입량이 50mg/L 이상인 경우에 약 30%이상 

제거효율이 보 으나, 응집제가 농도로 주입될 경우, 제거

효율이 상당히 낮아지는 경향이 나타났다(Park et al., 2005). 

오존 고도산화공법 용에 따른 조류기인 유기물질 제거효

율을 보면 2-MIB은 약 35%의 제거 효능을 보 고, 

Geosmin, Microcystin-LR은 약 60∼70%의 높은 제거효능을 

보 다(Kim and Park, 2019) 한, UV/응집 공정은 조류

(Microcystis sp.  cyclotella sp.)와 이러한 조류로부터 기인

한 유기물질을 효과 으로 제거할 수 있다고 보고되었다(Dai 

et al., 2020). 한편, 제 라피쉬를 이용하여 Microcystin-LR

의 독성평가에 한 연구사례를 보면 Microcystin-LR는 염소 

농도가 1ppm이상인 상태에서 15분 정도  시 치사율이 

약 90% 이상 되었고, Microcystin-LR로부터 기인한 DBP에 

노출시켰을 경우, 제 라피쉬의 인지능이 하된다고 보고되

었다(Yoon et al., 2020). 한 Oberemm et al. (1997)에 연구

에서는 0.5, 5, 50㎍/L에서의 Microcystin-LR에서 배양한 제

라피쉬 배아에서는 배아에 직 인 향은 없었지만, 미

리 노출된 유충을 사육하 을 때 성장률이 감소하는 것을 확

인할 수 있었다. 한편, 뇌 (Electroencephalography, EEG)검

사기법은 의⋅공학  연구에서 약물 스크리닝  신경계 질

환 등의 인간 질병에 한 연구에서 많이 활용되어 왔다. 

를 들어, 수면 장애  신경학  장애를 단하기 해 뇌

검사기법이 용되고 있다(Levitas-Djerbi and Appelbaum 

2017). 최근 간질에 한 신종 항경련제(ASD)의 효과를 검

증하기 하여 제 라피쉬를 실험모델로 하여 뇌 검사기법

을 용되기도 했다(Hwang et al., 2020).

이와 같이 지 까지 AOM에 한 연구들은 주로 특성조사 

는 처리 방법에 을 맞추어 진행되었고, AOM에 의한 

수생태 건강성  생물종에 독성 련 연구는 미흡한 실정이

다. 따라서 본 연구에서는 조류기인 유기물질이 수생 동물의 

신경세포에 미치는 향을 악하기 해 AOM에 한 고농

도 성독성평가방식이 아닌 농도 조건하에서 수생 생물

종에 신경세포 향을 악하고자 제 라피쉬 치어를 상

으로 뇌 검사 기반으로 뇌 활동에 따른 류 변화를 측정함

으로써 인지능 평가를 수행하 다.

2. Materials and Methods

2.1 조류 배양  조류기인 유기물질 특성조사

국내 주요수계에서 빈번하게 검출되는 세가지 조류종

(Microcystis sp., Anabaena sp.,  Oscillatoria sp.)을 선정하

여 배양을 진행하 다. Microcystis sp.는 국립낙동강생물자

원 에서 Anabaena sp.와 Oscilltoria sp.는 한국생명공학연

구원 생물자원센터(KCTC)에서 분양받아 조류 배양을 진행

하 다. 조류는 실험실 규모의 조류배양시스템을 구축하여 

배양하 으며, Table 1과 같은 조건에서 배양하 다. 배양은 

총 5주간 진행하 으며, 각 조류별 정체기(stationary phase, 

배양 시작 후 3∼4 주) 기간에 배양 시스템에서 조류배양액

을 채취하 다. EOM은 조류배양액에서 일정량을 분취한 후 

원심분리기에서 5000rpm으로 15분간 원심 분리 후 상등액

을 GF/C filer(wattman)로 여과를 진행한 후 추출하 다. 

Environmental Factor Condition

Algae seed : BG-11 1:10

pH 7.5 - 8.5

Lux 3000 - 5000

Dark cycle 12L : 12D

Temperature 27℃

Axenic/Xenic Xenic

Table 1. Algae culture conditions

2.2 제 라피쉬 배양 

조류기인 유기물질에 의한 수생태계 내 생물종의 해성 

평가를 해 제 라피쉬를 실험모델로 선정하 다. 제 라피

쉬는 인간 유 자와의 유사성이 70% 이상이고(Howe et al., 

2013), 배아가 투명하여 학 미경으로 뇌, , 간 등의 장

기를 쉽게 확인할 수 있다는 장 도 있다(Ali et al., 2011). 

한, 생식 주기가 짧아 다양한 유기오염물질과 독성 속 
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등의 한 수질오염 독성실험에서 동물 모델로써 자주 활용

되어 있다(Dai et al., 2014). 제 라피쉬의 사육조건은 Table 

2에 정리하 다. 제 라피쉬를 어항에서 사육시키기  일정

량의 수돗물을 약 2일간 수  폭기하여 수 에 잔존하는 염

소를 제거하 으며, 온도는 약 28℃를 유지시키며 사육하

다. 한 안정 인 뇌  측정을 해 별도의 방음 공간에서 

실험을 진행하 으며 측정시간동안 외부 소음을 최 한 차

단시켰다. 

Environmental Factor Condition

Water tempearture 28℃

pH 6.5 - 8.5

NH3 <0.02 ppm

O2 8-11 ppm

CO2 < 15 ppm

NO2 < 0.5 ppm

Table 2. Zebrafish breeding conditions

2.3 EEG recording 기법 용

기생물학  측정방법인 EEG는 뇌 를 통해 뇌 기능을 

직 으로 측정하는 진단기법으로(Lee, Lee et al., 2020), 

본 연구에서는 EOM 노출에 한 제 라피쉬의 뇌 변화를 

측정하 다. 화학물질이 제 라피쉬에 노출되어 독성을 유도

하는 경우, 정상상태의 뇌  진폭보다 비이상 인 진폭을 보

이는 상인 발작성 뇌 (ictal-like discharge events) 상이라

고 하며, 이때 발생한 발작성 뇌  변화정도를 독성 향에 

한 정량  지표로 사용하 다. 제 라피쉬 치어의 EOM에 

한 뇌 변화를 확인하기 한 EEG 실험방법은 다음과 같

다. EOM을 노출시킨 치어를 측정용 주사바늘(size : 18)을 

사용하여 EEG recording 챔버(chamber) 내에 주입하 다

(Fig. 1). 이후 제 라피쉬 치어의 뇌 는 침습  극을 이

용하여 10분 동안 측정하 으며(Afrikanova et al., 2013), 

자신호분석기(MP36, Biopac Systems, Inc.)를 이용하여 EEG 

자료를 수집하여 발작 형(waveform)을 분석하 다. 한편, 

사용된 EOM 용액은 각 조류별로 채취한 EOM을 이용하여 

0.3, 3, 그리고 30ppm으로 EOM 용액을 제조하여 제 라피

쉬 치어에게 노출시켰다. 

3. Results and Discussion

3.1 조류기인 유기물질의 특성

Microcystis sp., Anabaena sp.,  Oscillatoria sp.의 정체

기에서 추출한 EOM에 한 특성분석은 Table 3에 정리하

다. 세 가지 조류종의 EOM 농도에 한 Total organic 

carbon (TOC)값은 각각 48.57ppm, 41.04ppm, 33.68ppm으로 

측정되었으며 Microcystis sp.의 측정값이 가장 높았다. 

UV254의 경우 1.154, 0.511, 0.702순으로 각각 측정되었으

며, SUVA측정은 2.37, 1.25, 2.08순으로 각각 측정되었다. 

Microcystis sp.의 SUVA값이 정체기에서 높은 값이 측정되

었는데 이는 방향족 유기화합물과 고분자량 유기화합물 등

의 함량이 다른 두 조류종보다 높은 것으로 단한다(Chen 

et al., 2017). 한 XAD 수지분획을 실험한 결과 체 으

로 세 조류종의 EOM은 친수성 물질로 구성되어있는 것을 

확인할 수 있었다(Fig. 2). EOM이 주로 지방산  기타 유기

산으로 구성되어 있어 높은 친수성 비율을 나타내는 것으로 

보이며 이는 다른 문헌 값들과 유사하 다(Cardozo et al., 

2007; Nguyen et al., 2005; Zhang et al., 2011).

Phase Algae TOC (ppm) UV254 SUVA

Stationary 

phase

Microcystis 48.57 1.154 2.37

Anabaena 41.04 0.511 1.25

Oscillatoria 33.68 0.702 2.08

Table 3. Characteristics of EOM produced by three different 

algae species
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Fig. 2. Comparison of HPO, TPH, and HPI fractions of 

AOMs produced by three different algae species.

Fig. 1. Photograph of electroencephalogram (EEG) recording 

setup. (a) Whole experimental setup, and (b) 

Magnified view of needle electrodes that penetrate 

PDMS membrane of microfluidic channels containing 

zebrafish (Lee et al., 2020).
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3.2 발작유사뇌 건수(ictal-like discharge events)의 평

균횟수

제 라피쉬 치어에서의 발작유사뇌 건수(ictal-like discharge 

events)의 평균횟수(nr/20min)분석은 Microcystis sp., Anabaena 

sp.,  Oscillatoria sp.에서 각각 추출한 EOM에 노출시킨 

후 4days-post-fertilization(dpf)에서 EEG 측정을 진행하 다

(Fig. 3). 평균횟수는 EEG의 반복  실험에서 제 라피쉬 치

어에서 발작성 뇌 가 찰된 횟수의 평균값을 의미하며, 발

작성 뇌 가 유의하게 발생했는지를 단하기 한 정량

지표로 사용되었다. 이를 통해 제 라피쉬 치어에서 EOM 

농도 변화  특정 조류종의 EOM에 따라 기⋅생리학  

향을 악하고자 하 다. 세 개의 조류종(Microcystis sp., 

Anabaena sp.,  Oscillatoria sp.)으로부터 기인된 EOM을 

기 농도 3ppm으로 하여 노출실험을 한 결과 조군

(control)과 비교하 을 때 발작유사뇌 건수는 차이가 거의 

없었다. 다만, Microcystis sp.의 EOM에 노출시킨 경우 발작

유사뇌 건수가 1.375 ± 2.263로 측정되었는데, 통계학 으

로 유의미한 차이를 보이지 않았다. 한편, 세 개의 조류종

(Microcystis sp., Anabaena sp.,  Oscillatoria sp.)으로부터 

기인된 EOM을 기 농도 30ppm으로 하여 노출실험을 한 

결과, 3ppm으로 노출했을 때도 마찬가지로 발작유사뇌 건

수는 거의 발생하지 않았다.

Fig. 3. Average duration of ictal-like discharge events in 

zebrafish larvae after 96h exposure to different 

EOM concentrations (mg/L as TOC : 0.3 ppm, 3 

ppm, and 30 ppm) produced by three different 

algae species.

3.3 발작유사뇌 건수의 지속시간

제 라피쉬 치어에서의 발작유사뇌 건수(ictal-like discharge 

events)의 지속시간 (s/20min)분석은 Microcystis sp., 

Anabaena sp.,  Oscillatoria sp.에서 각각 추출한 EOM에 

노출 시킨 후 4days-post-fertilization(dpf)에서 EEG 측정을 

진행하고, 조군과 비교하 다(Fig. 4). 지속시간은 각 

개체의 실험이 진행된 기간(10분)동안 발작성 뇌 가 찰된 

모든 시간의 합으로 발작성 뇌 의 정량  지표로 사용되었

으며, 발작성 뇌 의 발생이 유의한 결과인지 확인하기 한 

방법이다. 이를 통해 EOM 농도 변화  특정 종에서 추출한 

EOM에 따라 발작성 뇌 의 지속시간의 변화를 악하

고자 하 다. 3개의 조류종(Microcystis sp., Anabaena sp.,  

Oscillatoria sp.)으로부터 기인된 EOM을 기 농도 3ppm으

로 하여 노출실험을 한 결과 조군(평균값:　0.054 ± 0.153)

과 비교한 경우 발작유사뇌 건수의 지속시간은 조군

보다 통계 으로 유의미한 차이를 나타내지는 못했다. 한편, 

Anabaena sp.의 30ppm EOM에 노출시킨 경우, 3ppm에 노

출시킨 경우보다 상 으로 발작유사뇌 건수 지속시

간이 0.698s/20min ± 1.233 정도 증가하는 것을 확인할 수 

있었다. 

Fig. 4. Cumulative duration of ictal-like discharge events 

in zebrafish larvae after 96h exposure to different 

EOM concentrations (mg/L as TOC : 0.3 ppm, 3 

ppm, and 30 ppm) produced by three different 

algae species.

3.4 발작유사뇌 건수의 평균지속시간 

제 라피쉬 치어에서의 발작유사뇌 건수의 평균지속시간

(s/20min) 분석은 Microcystis sp., Anabaena sp., Oscillatoria 

sp의 EOM을 각각 노출 시킨 후 4dpf에서 EEG 측정을 진행

하 다(Fig. 5). 평균지속시간의 의미는 각 개체의 발작성 뇌

가 지속된 평균 인 시간을 의미하며 발작성 뇌 의 정량

 지표로서, 이를 통해 EOM 농도 변화  특정 종에서 추

출한 EOM에 따라 수생물종에 미치는 독성  해성을 평

가하는 기법으로 활용하고자 하 다. 3개의 조류종

(Microcystis sp., Anabaena sp.,  Oscillatoria sp.)으로부터 

기인된 EOM을 기 농도 3ppm으로 하여 노출실험을 한 결

과 조군(평균값:　0.054 ± 0.153)과 비교하 을 때 발작유

사뇌 건수의 평균지속시간은 체 으로 조군보다 통계

으로 유의미한 차이를 나타내지는 못했다. 한 농도를 

30ppm으로 증가시킨 Anabaena sp., Oscillatoria sp.의 경우 

3ppm의 EOM에 노출시킨 경우의 평균지속시간과 별 차이가 

없는 것을 확인할 수 있었다. 
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Fig. 5. Mean duration of ictal-like discharge events in 

zebrafish larvae after 96h exposure to different 

EOM concentrations (mg/L as TOC : 0.3 ppm, 3 

ppm, and 30 ppm) produced by three different 

algae species.

3.5 신호 워 스펙트럼 도

EEG recording 후 신호 워 스펙트럼 도(Power 

spectrum density)을 분석하 다. 조군(Control) 비 실험

군에서의 Absolute 는 Relative power spectrum의 차이는 

log2(mean of experimental group/mean of Control group) 값

을 히트맵(heat map)을 활용해 시각 으로 나타내었다(Fig. 

6). 조군(Control) 비 실험군의 Absolute 는 Relative 

power spectrum의 비교는 t-test를 수행하여 Heat map 내의 * 

로 표기하 다. 세 가지 조류종의 EOM으로 처리하 을 때

와 조군(Control)과 비교한 결과, 반 으로 주 의 

relative power (Slow Oscillation, Delta band)의 감소와 고주

의 relative power(Alpha, Beta, Gamma band)의 증가를 확

인했다. 이때의 델타 (Delta band)는 EEG 평가에서 가장 낮

은 주 수 역인 1-4Hz에 해당하며, 주로 뇌 진동으로 구성

되어있다. 델타 는 주로 항상성 휴식 상태  수면 는 공

항발작  지속 인 통증 에도 증가한다. 이러한 델타 의 

감소는 수면 부족으로 이어진다(Knyazev, 2012). 알

(Alpha band)는 EEG 평가에서 8-13Hz에 해당하는 주 수 

역이며, 알 는 휴식  의식 상태를 반 하여 그 신호

가 변화한다. 한 베타 (Beta band)는 13-30Hz에 해당하는 

주 수 역이며, 극도로 긴장된 상태나 흥분으로 인해 증가

하는 주 수 역이다(Hamid et al., 2010). 감마 (Gamma 

band)는 30-100Hz에 해당하며, 감정 처리와 련된 역을 

담당하며 극도로 긴장된 상태에서 방출되는 고 진동수의 뇌

에 해당한다(Oathes et al., 2008). 따라서 고주 의 relative 

power가 증가했다는 실험결과로부터 AOM의 노출 향에 

의해 제 라피쉬가 극도의 긴장상태를 유발되었다는 것을 

확인할 수 있다. Fig. 6에 나타난 것처럼 Anabaena sp.와 

Oscillatoria sp. 노출 시 농도에 따라 뇌  변화의 차이가 증

가함을 확인할 수 있었다(Table ４ and 5). 따라서 3종의 조

Fig. 6. Heat map representing color-coded relative power 

spectrum in zebrafish larvae after 96h exposure to 

different EOM concentrations (mg/L as TOC: 0.3 

ppm, 3 ppm, and 30 ppm) produced by three 

different algae species. 

Frequency (Hz)

Mean of absolute power spectral density (X107 μV2/Hz)

Control
Microcystis sp. Anabaena sp. Oscillatoria sp.

3ppm 3ppm 30ppm 3ppm 30ppm

Slow Oscillation (0.5∼1Hz) 11.056 7.880 0.816 1.151 2.822 3.199

Pure Delta (1∼4Hz) 17.709 8.557 2.046 2.656 8.026 3.145

Delta (0.5∼4Hz) 21.568 16.438 3.500 3.808 9.665 6.345

Theta (4∼8Hz) 2.434 1.550 0.538 0.666 1.517 1.411

Alpha (8∼12Hz) 0.634 0.672 0.313 0.414 0.714 0.794

Beta1 (12∼20Hz) 0.672 0.723 0.383 0.485 0.768 1.164

Beta2 (20∼30Hz) 0.374 0.498 0.372 0.374 0.425 0.643

Beta (12∼30Hz) 1.046 1.222 0.694 0.859 1.304 1.807

Gamma (30∼55Hz) 0.275 0.432 0.303 0.371 0.390 0.311

Table 4. Mean of absolute power spectrum in zebrafish larvae after 96h exposure to different EOM concentrations (mg/L as 

TOC : 0.3 ppm, 3 ppm, and 30 ppm) produced by three different algae species
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류에서 추출한 EOM이 발작 독성을 유의하게 유도하지는 않

았으나, EOM이 제 라피쉬 뇌 에 향을 주어 주  감

소와 더불어 고주  증가를 유도한 것으로 단된다. 이러한 

결과는 해양조류에서 발생하는 조류기인 독소물질인 

Domoic acid(DA)에 노출된 상생물  필리핀원숭이에 

한 EEG 분석결과와 유사하 다(Petroff et al., 2020).

4. Conclusion

조류기인 유기물질이 수생 생물종의 신경세포에 미치는 

향을 악하기 한 본 실험에서는 수생생물  실험모델로 

합한 제 라피쉬를 활용하여 다음과 같은 결론을 도출하

다.

1) Microcystis sp., Anabaena sp.,  Oscillatoria sp.의 정

체기(stationary phase)에서 EOM을 추출하여 기본 수질 

특성을 악한 결과 Microcystis sp.의 경우 방향족 유기

물질, 부식산  고분자량 유기화합물 등의 함유량이 

많아 SUVA 값이 높았다. 한 XAD 수지분획 결과 세 

조류종은 부분 친수성성분물질로 이루어져 있었으며, 

상 으로 소수성 물질이 낮은 것을 확인할 수 있었다. 

2) Microcystis sp.으로부터 기인된 EOM을 기 농도 

3ppm으로 하여 노출실험을 한 결과 조군과 비교하

을 때 다른 두 종의 EOM에 비해 발작유사뇌 건수

(ictal-like discharge events)의 발생횟수가 더 많은 것

을 확인할 수 있었다. 이는 동일한 농도(3ppm)에서 세 

종의 EOM을 노출시켰을 때 Microcystis sp.의 경우가 

다른 두 종의 경우보다 독성발작 유발 가능성이 더 큰 

것으로 단된다. 한 다른 두 종의 EOM의 경우 

기 농도를 30ppm으로 농도를 증가시켰음에도 불구하

고 발작유사뇌 건수는 거의 발생하지 않거나 유의미

하게 증가하지 않았다. 

3) Relative power spectral density (PSD)결과 조군

(control)과 Microcystis sp., Anabaena sp.,  Oscillatoria 

sp. 3종의 EOM을 비교한 결과 조류기인 유기물질에 

의한 뇌 변화를 확인할 수 있었다. 세 종 모두 반

으로 주 의 Relative power(Slow Oscillation, Delta 

band)의 감소와 고주 의 Relative power(Alpha, Beta, 

Gamma band)의 증가가 나타났고 특히 Anabaena sp.

와 Oscillatoria sp.의 경우 EOM의 농도를 증가시켰을 

때 이에 따른 뇌  변화차이가 커지는 것을 확인할 수 

있었다. 

종합 으로 조류기인 유기물질에 노출된 치어는 반 으

로 유의미한 뇌  변화가 이루어지는 것을 확인할 수 있었

다. 그  Microcystis sp.의 경우 더 높은 발작독성을 유발할 

가능성을 가진 것으로 단된다. 이에 추가 으로 30ppm에

서의 Microcystis sp.의 EOM을 조제하여 발작독성  

Relative power spectral density (PSD)을 측정해야하며, 

Anabaena sp.과 Oscillatoria sp.의 농도를 더 증가시키는 등

의 추가 인 연구를 수행하여 조류기인 유기물질이 수생 생

물종  기타 여러 생물의 뇌   독성발작에 미치는 향

에 해 더 연구할 필요가 있다.
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