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Water blooms, formed by cyanobacteria such as Microcystis, Aphanizomenon, and Anabaena have been

occurring frequently in lakes and rivers in Korea. As such, there is a need to develop a sensitive method to

determine cyanobacterial toxins to minimize potential hazards in raw water resources. In this study, we devel-

oped a highly sensitive analytical method for seven cyanobacterial toxins (microcystin-LR, -RR, -YR, -LA,

anatoxin-a, nodularin, and cylindrospermopsin) using liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-

MS/MS) with direct injection. The method was evaluated in terms of calibration curve linearity, limit of detec-

tion, limit of quantitation, accuracy, and precision. The limit of detection and limit of quantitation were in the

range of 0.010-0.026 µg/L and 0.030-0.081 µg/L, respectively. Good accuracy and precision was also obtained.

The optimized method was used to measure the concentrations of the seven cyanobacterial toxins in river water

from Nakdong River, and microcystin-RR, -YR, and -LR were detected.
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1. 서 론

최근 기후변화로 인한 이상 고온과 강수량의 감소, 영

양염류의 과다유입, 댐과 보의 설치와 같은 수환경의 물

리적 변화 등으로 인해 국내 주요 하천 및 호소에서 조

류(algae)의 대량 증식에 따른 수화현상(water blooming)

이 빈번하게 발생하고 있다.1,2) 특히 초여름부터 가을까

지 남조류의 대량 증식에 따라 ‘녹조라떼’라는 유행어가

생길 정도로 조류에 대한 사회적 관심과 우려가 커지고

있다. 상수원으로 이용되고 있는 하천 및 호소에서 남조

류의 대량발생은 수돗물에 불쾌한 냄새와 맛을 내는 원

인이 되기도 하며,3,4) 일부 남조류는 독성물질을 생산하

여 가축 및 인간의 건강에 심각한 위협이 될 수 있다.5-9)

1870년대 호주에서 Nodularia에 의한 가축 피해가 최초

로 보고된 이래로 미국, 캐나다, 영국, 일본 등 여러 나

라에서 유독성 남조류에 의한 동물의 피해가 보고되고

있으며,6) 2014년 미국 오하이오주, 5대호 인근 Toledo시

에서는 상수원으로 사용하고 있는 Lake Erie에서 남조

류의 발생으로 수돗물에서 조류독소인 microcystin이 검

출되어 음용, 요리, 목욕 등에 수돗물의 사용을 금지한

바 있다.7)

독소를 생성하는 주요 남조류로는 Microcystis, Anab-

aena, Aphanizomenon, Oscillatoria, Nodularia 등이 있

으며, 이들에 의해 생산되는 독소는 크게 간독소(hepa-

totoxin)와 신경독소(neurotoxin)로 나눌 수 있다(Table

1).8,9) 독소를 생산하는 남조류 중에서 가장 널리 알려진
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종인 Microcystis aeruginosa는 국내 대부분의 하천과 호

소에서 하계에 우점종으로 나타나고 있으며, microcystin

이라는 대표적인 간독소를 생산한다. Microcystin은 7개

의 아미노산으로 이루어진 고리형 펩타이드로 5개의 고

정 아미노산과 2개의 변형 아미노산(variable amino

acid)으로 구성되어있으며, 이중 2개의 변형 아미노산에

따라 다르게 명명되어진다. 현재까지 약 70여종의 동질

체(congener)가 알려져 있으며, 각기 다른 분자 구조에

따라 독성에도 차이를 보인다. 이들 중 가장 흔하게 발

견되는 종류는 microcystin-LR인데 2개의 변형아미노산

으로 leucine(L)과 arginine(R)을 가진다. 이외에도 mic-

rocystin-RR, -YR, -LA 등이 흔하게 발견되는 종류로

알려져 있다(Fig. 1). 그 외 간독소로는 nodularin, cylin-

drospermopsin 등이 있으며, Nodularia, Cylindrosper-

mopsis 등에 의해 생성되는 것으로 알려져 있다. Nod-

ularin은 5개의 아미노산으로 이루어진 고리형 펩타이드

로 microcystin과 유사한 구조를 가지고 있으며, cylin-

drospermopsin은 guanadino기와 sulfate기를 포함한

polycyclic uracil 유도체 구조를 가지고 있다(Fig. 1). 신

경독소로는 anatoxin-a, anatoxin-a(s), saxitoxin 등이 있

으며 Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria 등에 의

해 생성되는 것으로 알려져 있다. Anatoxin-a는 Anab-

Table 1. Sources and acute toxicities of cyanobacterial toxins

Toxins

Primary target

organ in

mammals

Cyanobacterial genera

LD50

(i. p. mouse,

ug/kg body wt)

Microcystins Liver Microcystis, Nostoc, Anabaena, Oscillatoria, Nodularia 25-1000

Anatoxin-a Nerve synapse Anabaena, Oscillatoria, Aphanizomenon 250

Saxitoxin Nerve axons Anabaena, Aphanizomenon, Lyngbya, Cylindrospermopsis 10-30

Nodularin Liver Nodularia 30-50

Cylindrospermopsin Liver Cylindrospermopsis, Aphanizomenon, Lyngbya 200-2100

Fig. 1. Chemical structure of cyanobacterial toxins.
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aena, Aphanizomenon 등의 남조류에서 생성되는 신경독

소로 근육신경에서 신경전달물질인 아세틸콜린의 수송을

방해하며 독성을 나타낸다. Anatoxin-a는 비교적 분자량

이 작은 bicyclic secondary amine 화합물이며, pKa 값

은 9.6으로 환경 중에서는 주로 양이온의 형태로 존재한

다(Fig. 1). Saxitoxin은 주로 해양 와편모조류 등에 의해

생성되는 독소로 마비성갑각류독(paralytic shellfish poi-

sons, PSPs)으로 분류된다. 담수조류 중에서는 Aphani-

zomenon, Aabaena 등에서 생성되며, carbamate alka-

loid 구조를 가지고 있다(Fig. 1).8,9)

현재 남조류 독소에 대한 관리는 주로 microcystin을

중심으로 이루어지고 있으며, 세계보건기구(WHO)에서

는 microcystin-LR에 대해 급성독성(1.0 µg/L)과 만성독

성(0.1 µg/L) 권고기준을 정하고 있다.10) 우리나라에서는

2013년부터 먹는물 감시항목으로 microcystin-LR을 추

가하여 권고기준으로 1.0 µg/L로 정하고 있다.11) 하지만

최근 Microcystis 이외에 Aphanizomenon이나 Anaba-

ena 등이 우점한 수화현상이 자주 발생하면서 microcy-

stin 이외의 독소에 대해서도 관리가 필요한 실정이며,

이에 대한 분석방법이나 독성 등에 관한 연구들이 점차

진행되고 있다.12)

일반적으로 microcystin은 고체상 추출법(solid phase

extraction, SPE)을 이용하여 추출, 농축, 정제 후 자외

선/가시광선 검출기(UV/Visible detector, UVD) 또는 질

량분석기(mass spectrometer, MS)을 이용한 액체크로마

토그래피(liquid chromatography, LC) 방법으로 분석이

이루어지고 있으며,13-15) anatoxin-a와 saxitoxin의 경우

SPE로 전처리 후 유도체화 과정을 거쳐 액체크로마토그

래프/형광검출기(high performanc liquid chromatograph/

fluorescence detector, HPLC/FLD) 또는 기체크로마토

그래프/질량분석기(gas chromatograph/mass selective

detector, MSD)를 이용한 분석방법이 일반적이다.16-19) 그

러나 이들 방법은 장비의 감도가 낮아 농축 및 유도체화

등 전처리 과정이 필요하며 이 과정에서 시료가 손실될

우려가 크고 또한, 독소 물질별로 사용되는 카트리지 등

전처리 방법이 달라 동시분석에 어려움이 있었다.

최근 분석기술 및 장비의 발달로 방해물질의 영향을

적게 받는 고감도의 분석이 가능해짐에 따라 별도의 농

축이나 정제과정 없이 시린지 필터를 이용하여 여과한

시료를 직접 액체크로마토그래프-텐덤질량분석기(liquid

chromatograph-tandem mass spectrometer, LC-MS/

MS)에 주입하여 분석하는 방법이 이용되고 있다.20-22) 이

러한 방법은 시료에 대해 SPE와 같은 별도의 전처리 과

정이 생략되면서 전처리 과정에 따른 시료의 손실, 인력

및 화학물질의 사용을 줄일 수 있다. 또한 SPE로 전처

리 시 사용하는 카트리지의 종류 등이 물질별로 다른 경

우 각각 전처리하여 분석하여야 함에 반해, 이러한 방법

은 여러 가지 물질의 동시분석이 가능한 장점이 있다.

본 연구에서는 microcystin 4종(microcystin-LR, -RR,

-YR, -LA) 및 anatoxin-a, nodularin, cylindrospermop-

sin 등 7종의 남조류 독소를 직접 주입법(direct injec-

tion)을 이용한 LC-MS/MS 방법으로 동시분석하는 방법

을 확립하였으며, 낙동강 수계 하천수 3개 지점에 대하

여 2016년 5월부터 10월까지 남조류가 우점한 시기를

중심으로 물시료 및 조체시료에서 남조류 독소의 농도

를 조사하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 시약

Microcystin 4종(microcystin-LR, -RR, -YR, -LA) 및

anatoxin-a, nodularin, cylindrospermopsin 표준물질은

Enzo Life Sciences사(NY, USA)에서 구입하였으며,

saxitoxin 표준물질은 Biorbyt사(Cambridge, UK)의

saxitoxin acetate 시약을 구입하여 사용하였다. 아세토

니트릴은 Merck사(Darmstadt, Germany), 정제수는

Thermo Fisher Scientific사(MA, USA)의 HPLC 등급

시약을 사용하였으며, formic acid는 Sigma-Aldrich사

(MO, USA)의 시약을 사용하였다.

2.2. 시료 채취 및 전처리

낙동강 수계 하천수 3개 지점에 대하여 2016년 5월부

터 10월까지 남조류가 우점한 시기에 일주일 간격으로

시료를 채취하였다(Fig. 2). 시료채취는 환경부에서 운영

하고 있는 조류경보제 의 2016년도부터 변경된 시료채

취방법에 따라 시료채취지점의 중앙부에서 상·중·하층의

층별 통합채수를 하였다.30) 물속에 녹아 있는 용존(dis-

solved, intercellular) 독소 및 조체 세포내(intracellular)

독소 함량을 측정하기 위하여 환경부에서 고시한 먹는

물 수질감시항목 운영지침상의 시험법에 준하여 전처리

하여 분석하였다.11) 채취한 시료는 실험실로 운반하여

유리섬유여과지(glass microfiber filter grade C, GF/C)

로 즉시 여과하였으며, 여과액은 용존 독소의 함량을 측

정하기 위한 시료로, 0.2 µm GHP membrane 시린지

필터로 한번 더 여과한 뒤 기기에 주입하였다. 여과지는

조체 세포내 독소를 측정하기 위한 시료로, 냉동보관하
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였다가 초음파 파쇄기(Sonics, VCX-750)로 세포내 독소

를 추출하여 분석하였다. 여과지에 정제수 25 mL를 첨

가하여 50초 동안 pulse on, 10초 동안 pulse off 과정

을 30분간 ice bath를 이용하여 냉각시키면서 반복하였

다. 세포의 파쇄여부를 현미경(×400)으로 확인한 뒤

2900 rpm에서 10분간 원심분리하여 상등액을 0.2 µm

GHP membrane 시린지 필터로 여과하여 20 µL를 기

기에 주입하였다. 고감도의 triple-quadrupole 타입의 텐

덤질량분석기를 이용하여 분석함에 따라, 기존의 SPE를

이용한 전처리 과정 대신에 시료를 직접 주입구에 주입

하였다.

2.3. 기기분석

LC-MS/MS 시스템으로는 Acquity UPLC-Xevo TQS

tandem mass spectrometer(Waters, MA, USA)를 이용

하였으며, 분석 column은 BEH C18(2.1×100 mm, 1.7

µm; Waters)을 사용하였다. Positive electrospray ioni-

zation mode(+ESI)로 이온화하였으며, multiple reaction

monitoring(MRM) mode에서 7종(microcystin-LR, -RR,

-YR, -LA, anatoxin-a, nodularin, cylindrospermopsin)의

남조류 독소를 동시분석하였다. LC-MS/MS 분석조건 및

MRM 조건을 Table 2~4에 나타내었다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 남조류 독소의 동시분석방법 확립

과거 남조류 독소의 분석시 가장 많이 이용하는 방

법은 SPE로 추출, 농축, 정제 후 HPLC/UVD 또는

HPLC/FLD, GC/MSD로 분석하는 방법이 주를 이루었

지만,13-19) 최근 별도의 농축이나 정제과정 없이 고감도

의 LC-MS/MS에 직접 주입하여 분석하는 방법이 이용

되고 있다.20-22) 이러한 방법은 시료에 대해 SPE와 같은

별도의 전처리 과정이 생략되면서 전처리 과정에 따른

대상물질의 손실, 인력 및 화학물질의 사용을 줄일 수

있다. 또한 SPE로 전처리 시 사용하는 카트리지의 종류

등이 물질별로 다른 경우 각각 전처리하여 분석하여야

Fig. 2. Sampling site locations in the Nakdong River, Korea.
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함에 반해, 직접주입법은 여러 가지 물질의 동시분석이

가능한 장점이 있다.

본 연구에서는 microcystin 4종(microcystin-LR, -RR,

-YR, -LA) 및 anatoxin-a, nodularin, cylindrospermop-

sin 등 7종의 남조류 독소를 직접 주입법을 이용한 LC-

MS/MS로 동시분석하는 방법을 확립하였으며, 이때 분

석 column으로는 BEH C18(2.1×100 mm, 1.7 µm)

column을 사용하였다. 남조류 독소 7종의 LC-MS/MS

로 동시분석한 MRM 크로마토그램을 Fig. 3에 나타내

었다.

Saxitoxin의 경우는 C18 column을 이용하여 분석하였

을 때 column에 머무름(retention)이 거의 일어나지 않

고 이동상과 동시에 용리(elution)됨에 따라 직선성 및

재현성이 낮게 나타나 본 방법을 적용하여 동시에 분석

하기에는 적합하지 않은 것으로 나타났다. 다른 외국의

연구에서도 saxitoxin은 주로 극성이 강한 hilic column

을 이용하여 분석이 이루어지고 있는 것으로 조사되었

다.23-26)

3.2. Method validation

분석방법의 유효화(method validation)를 위한 직선성

(linearity), 검출한계(limit of detection, LOD), 정량한계

(limit of quantitation, LOQ), 정확도(accuracy) 및 정밀

도(precision) 실험은 환경부에서 고시한 수질오염공정

시험기준의 정도보증/정도관리(quality assurance/quality

control, QA/QC) 방법에 따라 수행하였다.27)

정제수에 분석물질별로 0.1~1.0 µg/L 범위의 농도가

되도록 표준물질을 첨가한 5개의 시료를 분석하여 검정

곡선을 작성하였으며, 전 항목에서 r2 값이 0.99 이상의

직선성을 얻을 수 있었다(Table 5).

Table 2. LC conditions for the cyanobacterial toxin analysis

Parameters Conditions

Column ACQIITY UPLC BEH C18 (2.1 mm × 100 mm × 1.7 µm)

Column temp. 40oC

Mobile phases

A: 0.1 % Formic acid in distilled water, B: 0.1 % Formic acid in acetonitrile.

Gradient: 0.5 min A 95%, B 5%, 2.5 min A 80%, B 20%, 4.5 min A 35%, B 65%,

5.0 min A 20%, B 80%, 6.5 min A 95%, B 5%, 8.0 min A 95%, B 5%

Flow rate 0.2 mL/min

Injection volume 20 µL

Table 3. MS/MS conditions for the cyanobacterial toxin analysis

Parameters Conditions

Source electrospray ionization (ESI)

Ion mode Positive

Capillary voltage (kV) 0.5

Cone voltage (V) 30

Desolvation temp. (oC) 350

Desolvation gas flow (L/hr) 800

Cone gas flow (L/hr) 150

Nebulizer (Bar) 7.0

Collision gas flow (mL/min) 0.13

Table 4. MRM conditions for the cyanobacterial toxin analysis

Compounds
Molecular

weight

Precursor

ion

Product

ion

Dwell time

(s)

Cone voltage

(V)

Collision voltage

(eV)

Cylindrospermospin 415.4 415.9 194.0, 336.0 0.080 40 34, 20

Anatoxin-a 165.2 166.0 131.0, 149.0 0.080 30 15, 15

Microcystin-RR 1038.20 520.03 127.21, 135.11 0.050 2 46, 26

Nodularin 825.0 825.65 70.07, 135.10 0.050 76 64, 52

Microcystin-YR 1045.29 1045.72 127.14, 135.30 0.050 96 80, 66

Microcystin-LR 995.17 995.72 127.17, 135.17 0.050 96 80, 70

Microcystin-LA 910.07 910.66 135.17, 213.19 0.050 12 58, 48
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정제수에 예상되는 정량한계 부근의 농도가 되도록 표

준물질을 동일하게 첨가한 7개 시료를 분석하여 표준편

차에 3.14(7회 반복분석에 대한 99% 신뢰구간에서의 t

값)를 곱한 값을 LOD로, 10을 곱한 값을 LOQ로 계산

한 결과, LOD는 0.010~0.026 µg/L, LOQ는 0.030~

0.081 µg/L의 값을 구할 수 있었다(Table 6). LOQ의 목

표값은 WHO 및 국내 먹는물감시항목 권고기준인 1.0

µg/L의 1/10 수준인 0.1 µg/L로 설정하였다.

정제수에 LOQ 농도의 10배 정도가 되도록 표준물질

을 첨가하여 정확도 및 정밀도를 구한 결과, 정확도는

90.0~111.5%, 정밀도는 각각 0.3~10.8%의 값을 얻을

수 있었다(Table 7).

분석방법의 직선성, 정확도, 정밀도에서 모두 좋은 결

과를 얻을 수 있었으며, LOD와 LOQ도 목표값 부근의

농도를 구할 수 있었다.

3.3. 실제 하천수 시료의 독소 분석

낙동강 수계 하천수 3개 지점에 대하여 2016년 5월부

터 10월까지 남조류가 우점한 시기를 중심으로 물시료

및 조체시료에서 남조류 독소의 농도를 조사하였다. 조

사한 7종의 남조류 독소 중 microcystin-RR, -YR, -LR

등 3종이 검출되었고, cylindrospermopsin, anatoxin-a,

Fig. 3. LC-MS/MS MRM chromatograms of water samples spiked with cyanobacterial toxins at a concentration of 1 µg/
L. The peaks in order from top to bottom are: cylindrospermopsin, anatoxin-a, microcystin-RR. nodularin, micro-
cystin-YR, microcystin-LR, and microcystin-LA.
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nodularin, microcystin-LA 등 4종은 검출되지 않았다

(Table 8).

조사시기는 대부분 유해 남조류가 우점한 시기이지만,

독소의 검출빈도나 농도는 낮게 나타났다. 실제 수생태

계에서는 독소를 생산하는 종이라고 알려져 있더라도 모

두 독소를 생산하는 유전자를 가지고 있는 것은 아니며,

유전자를 가지고 있더라도 생육조건이나 환경요인에 따

라 생산여부와 생산량에 차이가 있는 것으로 알려져 있

다.12,28,29) 조사대상 시료 중 남조류 독소가 검출된 시기

에는 Microcystis가 우점한 것으로 조사되었다.

4. 결 론

기후변화로 인한 이상 고온과 강수량의 감소, 영양염

류의 과다유입, 댐과 보의 설치 등 수환경의 물리적 변

화로 인해 국내 주요 하천 및 호소에서 남조류에 의한

수화현상(cyanobacterial water bloom)이 빈번하게 발생

하고 있으며,1,2) 일부 남조류는 독성물질을 생성하는 것

으로 알려져 있어 가축과 인간의 건강에 심각한 위협이

될 수 있다.5-9) 그동안 우리나라에서 남조류 독소에 대한

관리는 주로 microcystin을 중심으로 이루어져 왔으나,

최근 Microcystis 이외에 Aphanizomenon이나 Anabaena

등이 우점한 수화현상이 자주 발생하면서 microcystin

이외의 독소에 대해서도 관리가 필요한 실정이다.11,12)

남조류 독소를 분석하는데 있어, 최근에는 분석기술

및 장비의 발달로 방해물질의 영향을 적게 받는 고감도

의 분석이 가능해짐에 따라 별도 농축이나 정제과정 없

이 시료를 직접 LC-MS/MS에 주입하여 분석하는 방법

이 이용되고 있다.20-22)

본 연구에서는 microcystin 4종(microcystin-LR, -RR,

Table 5. Calibration curves and linearities of the cyanobacterial toxins

Compounds
Conc. range

(µg/L)

Calibration curve (Y=aX+b) Linearity

(r2)a b

Cylindrospermopsin 0.1-1.0 51098.8 634.78 0.9999

Anatoxin-a 0.1-1.0 19573.7 -39.8251 0.9987

Microcystin-RR 0.1-1.0 59804.8 281.725 0.9994

Nodularin 0.1-1.0 24035.8 125.984 0.9993

Microcystin-YR 0.1-1.0 3873.84 190.077 0.9984

Microcystin-LR 0.1-1.0 7841.97 47.1844 0.9993

Microcystin-LA 0.1-1.0 15698.4 110.14 0.9996

Table 6. Limit of detection and limit of quantitation of the cyanobacterial toxins

Compounds Spiked conc. (µg/L) n LOD* (µg/L) LOQ** (µg/L)

Cylindrospermopsin 0.1 7 0.010 0.031

Anatoxin-a 0.1 7 0.013 0.041

Microcystin-RR 0.1 7 0.019 0.062

Nodularin 0.1 7 0.010 0.033

Microcystin-YR 0.1 7 0.026 0.081

Microcystin-LR 0.1 7 0.013 0.043

Microcystin-LA 0.1 7 0.010 0.030

*LOD: limit of detection (SD*3.14), **LOQ: limit of quantitation (SD*10)

Table 7. Accuracy and precision of the cyanobacterial toxins

Compounds Spiked conc. (µg/L) n Accuracy (%) Precision (RSD, %)

Cylindrospermopsin 0.4 4 103.2 2.1

Anatoxin-a 0.4 4 90.0 10.8

Microcystin-RR 0.4 4 111.5 2.3

Nodularin 0.4 4 97.1 1.6

Microcystin-YR 0.4 4 93.8 5.8

Microcystin-LR 0.4 4 99.9 2.0

Microcystin-LA 0.4 4 99.1 0.3
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-YR, -LA) 및 anatoxin-a, nodularin, cylindrospermop-

sin 등 7종의 남조류 독소를 직접 주입법을 이용한 LC-

MS/MS 방법으로 동시분석하였으며, 확립된 분석방법에

대해 직선성, 정확도 및 정밀도를 구한 결과 비교적 좋

은 결과를 얻을 수 있었으며, 검출한계와 정량한계도 목

표값 부근의 농도를 구할 수 있었다.

이러한 방법은 시료에 대해 SPE와 같은 별도의 전처

리 과정이 생략되면서 전처리 과정에 따른 시료의 손실,

인력 및 화학물질의 사용을 줄일 수 있다. 또한 SPE로

전처리 시 사용하는 카트리지의 종류 등이 물질별로 다

른 경우 각각 전처리하여 분석하여야 함에 반해, 이러한

방법은 여러 가지 물질의 동시분석이 가능한 장점이 있

다.

본 연구에서 확립된 분석방법으로 낙동강 수계 하천

수 3개 지점에 대하여 2016년 5월부터 10월까지 남조류

가 우점한 시기를 중심으로 물시료 및 조체시료에서 남

조류 독소의 농도를 조사하였다. 조사한 7종의 남조류

독소 중 microcystin-RR, -YR, -LR 등 3종이 검출되었

고, cylindrospermopsin, anatoxin-a, nodularin, micro-

cystin-LA 등 4종은 검출되지 않았다. 조사시기는 대부

분 유해 남조류가 우점한 시기이나 실제 독소의 검출빈

도나 농도는 낮게 나타났다.
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