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요 약: 아나톡신-a는 Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria 등의 남조류에서 생성되는 신경독소로 강

한 독성을 나타낸다. 국내에서는 영천호 등의 호소에서 최근 Anabaena에 의한 수화현상이 늘어나고 안

전한 상수원수의 확보를 위하여 아나톡신-a의 미량분석이 필요한 실정이다. 본 연구에서는 아나톡신-a를

고상추출한 뒤 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole (NBD-F)로 형광 유도체화시켜 고성능액체크로마토그

래프-형광검출기(HPLC-FLD)로 분석하였다. 시험방법 validation 결과 직선성, 회수율, 재현성에서 모두

좋은 값을 나타내었으며, 방법검출한계(MDL)은 조체 시료의 경우 0.034 µg/g, 물 시료의 경우 0.022 µg/

L로 비교적 좋은 감도를 얻을 수 있었다. 국내 안동호, 영천호 및 대청호에서 채취한 조체와 물 시료에

서 아나톡신-a의 농도를 분석한 결과 조체 시료에서는 0.135~10.979 µg/g의 농도로 검출되었으며, 물 시

료에서는 검출되지 않았다.

Abstract: Anatoxin-a is a cyanobacterial neurotoxin with a high toxicity produced by Anabaena, Aphanizomenon

and Oscillatoria. Water bloom, formed by Anabaena has been occurring frequently in Lake Yeongchun. It is need

to develop a sensitive method for determination of anatoxin-a to control potential hazard in raw water resources.

In this study, we developed a highly sensitive analytical method of anatoxin-a using solid phase extraction (SPE)

and high performance liquid chromatography (HPLC) with fluorescence detection. Anatoxin-a was converted into

a highly fluorescent derivative using 4-fuoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole (NBF-F). The method was evaluated

in terms of linearity of calibration curve, recovery and repeatability, and the adequate values were obtained. The

method detection limit was 0.034 µg/g and 0.022 µg/L for algal and water samples, respectively. The concentrations

of anatoxin-a were measured in algal and water samples from Lake Andong, Yeongchun and Daechung and ranged

from 0.135 µg/g to 10.979 µg/g in algal samples and not detected in water samples.
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1. 서 론

국내 대형 인공호를 비롯한 여러 호소에서 부영양

화가 진행되면서 남조류에 의한 수화현상(water

blooming)이 빈번하게 발생하고 있다. 상수원으로 사

용되고 있는 호소에서 남조류의 대량발생은 수돗물에

불쾌한 냄새와 맛을 내는 원인이 되기도 하며, 일부

남조류는 독성물질을 생성하는 것으로 알려져 있어

가축 및 인간의 건강에 심각한 위협이 될 수 있다.

1870년대 호주에서 Nodularia에 의한 가축 피해가 최

초로 보고된 이래로 미국, 캐나다, 영국, 일본 등 여러

나라에서 유독 남조류에 의한 동물의 피해가 보고되고

있다. 독소를 생성하는 주요 남조류로는 Anabaena,

Microcystis, Aphanizomenon, Nodularia 등이 있으며, 이

들에 의해 생산되는 독소는 크게 간장독소(hepatotoxin)

와 신경독소(neurotoxin)로 나눌 수 있다. 독소를 생산

하는 남조류 중에서 가장 널리 알려진 종인 Microcystis

aeruginosa는 국내의 대부분 호소에서도 하계에 우점종

으로 나타나고 있으며, microcystin이라는 대표적인 간

장독소(hepatotoxin)를 생산한다. 신경독소(neurotoxin)

로는 anatoxin-a, anatoxin-a(s), saxitoxin 등이 있으며

Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria 등에 의해 생

성되는 것으로 알려져 있다.1,2 

남조류의 독성물질에 대한 연구는 호주, 일본, 미국

등의 선진국에서 뿐만 아니라 국내에서도 활발히 진

행되어 ‘98년부터 환경부에서는 독성 남조류에 의한

피해를 최소화하기 위하여 주요 상수원에 대해 조류

예보제를 시행하고 있으며, microcystin을 중심으로 한

남조류 독소의 관리가 이루어지고 있다. 하지만 최근

영천호 등에서는 Microcystis 이외에 Anabaena가 우점

한 수화현상이 자주 발생하면서 안전한 상수원수의

확보를 위하여 아나톡신-a의 미량분석 및 관리가 필요

한 실정이다.3

아나톡신-a는 Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria

등의 남조류에서 생성되는 신경독소로 근육신경에서

신경전달물질인 아세틸콜린의 수송을 방해하며 강한

독성을 나타낸다(LD50 i.p. mouse 200 µg/kg). 아나톡

신-a(2-acetyl-9-azabicyclo[4.2.1]non-2-ene)는 비교적

분자량이 작은 bicyclic secondary amine 화합물이며,

pKa 값은 9.6으로 환경 중에서는 주로 양이온의 형태

로 존재한다.1,2 아나톡신-a는 남조류 독소 중 그 구조

가 일찍부터 밝혀져, 얇은막 크로마토그래프(TLC),2

자외선/가시광선 검출기(UVD)또는 형광검출기(FLD)

를 이용한 고성능액체크로마토그래프(HPLC),2,4-7 기체

크로마토그래프(GC),8 기체크로마토그래프-질량분석

기(GC-MS),4,9 액체크로마토그래프-질량분석기(LC-

MS)10-12 등을 이용한 다양한 분석방법들이 개발되었

다. 이들 방법 중에서 아나톡신-a를 고성능액체크로마

토그래프-형광검출기(HPLC-FLD)나 GC로 분석하기

위해서는 유도체화 과정이 필요하며, 그 외 분석방법

에서도 감도를 높이거나 방해물질과의 분리 등을 위

해서 다양한 유도체화 반응을 이용하는 것으로 알려

져 있다.5-9,11

아나톡신-a를 분석하는 여러 가지 방법들 중에서 4-

fuoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole (NBD-F)로 형광 유

도체화시켜 HPLC-FLD로 분석하는 방법은 TLC나

HPLC-UV 분석방법에 비해 감도가 좋고, MS검출기

를 사용한 분석방법들에 비해 기기장치가 비교적 간

단하며, 비용이 적게 들고, 시료 속에 존재하는 다른

물질들에 의한 방해효과가 적어 미량까지 분석이 가

능하다. NBD-F는 아미노산이나 아민류 등을 분석하

는데 있어 형광 검출을 위한 유도체 시약으로 주로

이용되는데, 아나톡신-a와 반응하여 형광을 띄는

NBD-아나톡신-a를 생성하여 HPLC-FLD로 미량분석

이 가능하다(Fig. 1).

본 연구에서는 아나톡신-a를 고상추출한 뒤 NBD-F

로 형광 유도체화시켜 HPLC-FLD로 분석하였으며,

낙동강 수계의 안동호, 영천호 및 금강수계의 대청호

를 대상으로 2008 년 남조류가 우점한 시기를 중심으

로 조체 시료 및 물 시료에서 아나톡신-a의 농도를 조

사하였다. 

2. 실험방법

2.1. 시약 및 기구

아나톡신-a 표준물질은 Tocris사 (Bristol, UK)의

(±)anatoxin-a fumarate 시약을 구입하여 사용하였으며,

형광유도체화 시약인 NBD-F는 Sigma사 (St. Louis,

MO, USA)의 제품을 사용하였다. 메탄올과 아세토니

Fig. 1. Structural formula of anatoxin-a and reaction scheme
for the fluorimetric derivatization of anatoxin-a with
NBD-F. 
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트릴은 Merck사 (Darmstadt, Germany)의 잔류농약 분

석용 시약 및 J. T. Baker (NJ, USA)사의 HPLC 등급

시약을 이용하였으며, 그 외 시약은 Sigma사 (St. Louis,

MO, USA)의 고순도 시약을 사용하였다. 고상 추출법

(SPE)에 사용한 WCX (500 mg, 6 mL) 카트리지와

vacuum manifold는 Supelco사 (Bellefonte, PA, USA)의

제품을 이용하였다. 시료의 농축을 위해 Zymark사의

TurboVap LV 질소농축기를 사용하였다. 증류수는

Milli-Q system을 통과한 3 차 증류수를 이용하였으며,

실험에 사용하는 모든 유리기구는 사용하기 전에 3 차

증류수로 세척한 후 건조시켜 사용하였다. 조체 표준시

료로는 Anabaena flos-aquae(영국 CCAP), Anabaena

variabillis(영남대학교 해양연구센터) 2 종의 남조류 균

주를 구매하여 실험실에서 배양하여 사용하였다. 

2.2. 시료채취

낙동강 수계의 다목적댐인 안동호, 용수 전용댐인

영천호 및 금강 수계의 대청호를 대상으로 2008년 남

조류가 우점한 시기를 중심으로 시료를 채취하여 아

나톡신-a의 분석을 실시하였다. 세포내 독소함량을 조

사하기 위하여 플랑크톤 네트로 조체 시료를 채취한

뒤 동결 건조하여 사용하였고, 물속에 녹아있는 독소

함량은 표층수를 채취하여 조사하였다. 

2.3. 시료 전처리

2.3.1. 물 시료

물 시료는 먼저 유리섬유여지(grade C, GF/C)로

여과한 뒤 WCX 6 mL 카트리지를 이용한 SPE로

전처리하였다. 여과한 시료는 SPE로 전처리하기 전

에 pH 7로 맞추고, WCX 카트리지는 메탄올 6 mL

와 증류수 6 mL로 컨디셔닝하였다. 컨디셔닝된 카

트리지에 시료 10 mL를 통과시켜 아나톡신-a를 흡

착시킨 뒤 메탄올-증류수(1:1) 3 mL로 카트리지를

씻어 주었다. 공기를 불어 넣어 카트리지를 말린 다

음 0.2% trifluoroacetic acid(TFA)-메탄올 용액 10

mL로 아나톡신-a를 용출시켜, 40 oC에서 TurboVap

LV 질소농축기로 용매를 완전히 날린 뒤 형광유도

체화 반응을 시켰다(Fig. 2).

2.3.2. 조체 시료

조체 표준시료로 Anabaena flos-aquae, Anabaena

variabillis 2 종의 남조류 균주를 구매하여 실험실에

서 배양하였다. BG11 배지를 사용하여 25 oC에서

광배양한 뒤 동결 건조하여 분석에 이용하였다. 얼

Fig. 2. Procedure used for extraction of anatoxin-a from algal and water samples.
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렸다 녹이기를 반복하면서 동결 건조된 남조류 시료

약 100 mg에 1 M 염산 100 µL를 포함한 메탄올

용액 10 mL를 가하여 1 시간 동안 교반시킨 후

3200 rpm에서 15분 동안 원심분리하여 상등액을 취

하였다. 이 과정을 2 회 더 반복하여 추출액을 합하

고, 40 oC에서 TurboVap LV 질소농축기로 용매를

완전히 날린 뒤 물 2 mL에 다시 녹여 이후는 물 시

료와 동일하게 전처리하였다. 실제 호소에서 채취한

조체 시료도 위와 같은 과정으로 동결 건조하여 전

처리하였다(Fig. 2).

2.4. HPLC-FLD

2.4.1. 형광 유도체화 반응

표준액 또는 전처리한 시료를 질소 기류 하에 용매

를 완전히 날린 뒤 0.1 M sodium borate 용액 100 µL

를 가하였다. 여기에 아세토니트릴에 녹인 NBD-F 용

액(1 mg/mL) 50 µL를 가한 뒤 빛을 차단한 채 상온

에서 10분간 반응시켰다. 1 M 염산 50 µL를 가하여

반응을 종결시킨 후 20 µL를 HPLC에 주입하여 분석

하였다(Fig. 2).

2.4.2. 기기 분석조건

HPLC 시스템은 Waters 600 Controller, pump, Waters

474 형광검출기로 구성되었으며, 칼럼은 Agilent

XDB-C18 (4.6 × 150 mm × 5)을 이용하였다. 이동상으

로 아세토니트릴-물(40:60, v/v)을, 0.8 mL/min의 유속으

로 사용하였다. 형광검출기는 excitation 470 nm,

emission 530 nm의 파장에서 사용하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. Method validation

3.1.1. 검정곡선

10~200 ng 범위에 해당하는 아나톡신-a 표준액을 형

광 유도체화시키고 HPLC에 주입하여 검정곡선을 작성

하였다. 검정곡선 각 단계마다 3회씩 분석하였으며, r2

값은 0.9993으로 좋은 직선성을 얻었다(Fig. 3).

3.1.2. 방법검출한계 및 정량한계

방법검출한계(MDL)와 정량한계(LOQ)는 물 시료의

경우 1 µg/L의 농도가 되도록 아나톡신-a 표준액을

증류수에 첨가하고, 조체 시료의 경우 아나톡신-a가

포함되어 있지 않은 동결 건조된 조체 시료에 0.1 µg/

g의 농도가 되도록 아나톡신-a 표준액을 첨가하여 각

시료를 실험절차와 동일하게 분석하였다. MDL은 각

7 회 측정한 값의 표준편차에 3.14를 곱한 값으로 구

하고, LOQ는 10을 곱한 값으로 구한 결과, MDL은

물 시료의 경우 0.022 µg/L, 조체 시료의 경우 0.034

µg/g으로 비교적 좋은 감도를 얻을 수 있었다. LOQ는

물 시료의 경우 0.070 µg/L이며, 조체 시료의 경우의

0.110 µg/g으로 나타났다(Table 1).

3.1.3. 회수율 및 재현성

증류수 및 아나톡신-a가 포함되어 있지 않은 동결

건조된 조체 시료에 농도가 각각 10 µg/L, 1 µg/g가

되도록 아나톡신-a의 표준액을 가한 뒤 전처리 과정을

모두 거쳐 분석한 결과와 전처리 과정을 거치지 않고

바로 형광유도체화 반응을 시킨 동일한 농도의 표준

액의 분석결과를 비교하여 회수율을 측정하였다. 각

시료마다 5 회 반복하여 측정하였으며, 측정한 회수율

Fig. 3. Calibration curve of anatoxin-a by HPLC.

Table 1. Method detection limit (MDL) and limit of quantitation
(LOQ) of the method

Type of 

matrix

Spiked 

conc.
n MDL LOQ

Water (µg/L) 1.0 7 0.022 0.070

Algae (µg/g) 0.1 7 0.034 0.110

Table 2. Recovery and repeatability of anatoxin-a from spiked
samples

Type of

 matrix

Spiked

conc.
n

Recovery

(Mean, %)

RSD

(%)

Water 10 (µg/L) 5
 89.2~91.0

(90.1)
4.0

Algae 1 (µg/g) 5
 85.8~92.8

(88.7)
4.1
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과 상대표준편차(RSD)를 Table 2에 나타내었다. 평균

회수율은 물 시료의 경우 90.1%, 조체 시료의 경우

88.7%로 비교적 좋은 회수율을 얻을 수 있었으며, 재

현성을 나타내는 RSD 값은 물 시료의 경우 4.0, 조체

시료의 경우 4.1%로, 양호한 결과를 얻을 수 있었다.

3.2. 실제 호소시료의 아나톡신-a 분석

낙동강 수계의 다목적댐인 안동호, 용수 전용댐

인 영천호 및 금강수계의 대청호를 대상으로 2008

년 남조류가 우점한 시기를 중심으로 시료를 채취

하여 아나톡신-a의 분석을 실시하였으며, 분석 크

로마토그램을 Fig. 4에 나타내었다. 물 시료에서는

anatoxin-a가 검출되지 않았으나 조체 시료에서는

0.135~10.979 µg/g의 농도로 검출되었으며, 8~9월

의 영천호 시료에서 비교적 높은 농도로 검출되었

다(Table 3).

4. 결 론

아나톡신-a를 WCX 카트리지로 고상추출한 뒤

NBD-F로 형광 유도체화시켜 HPLC-FLD로 분석하였

다. 직선성, 회수율, 재현성을 구한 결과 모두 좋은 결

과를 얻을 수 있었으며, 방법검출한계(MDL)은 물 시

료의 경우 0.022 µg/L, 조체 시료의 경우 0.034 µg/g

으로 비교적 좋은 감도를 얻을 수 있었다. 국내 3개

호소를 대상으로 2008년 남조류가 우점한 시기를 중

심으로 시료를 채취하여 아나톡신-a를 분석한 결과 물

시료에서는 전부 검출되지 않았고, 동결건조한 남조류

Fig. 4. HPLC Chromatograms of anatoxin-a derivative from (a)
standard (20 ng), (b) Anabaena flos-aquae from pure
laboratory batch cultures and (c) algal sample from
Lake Youngchun. HPLC conditions: Agilent XDB-C18
column (4.6 × 150 mm, 5 µm); mobile phase, aceto-
nitrile-water (40:60, v/v); flow rate, 0.8 mL/min;
fluorescence detection, λex=470 nm, λem=530 nm.

Table 3. Concentrations of anatoxin-a in cyanobacterial samples

Sampling sites Date
Concentrations of anatoxin-a

Dominant genus
Algae (µg/g)  Water (µg/L)

Lake Andong 06 10 2008 0.135 - Microcystis

Lake Youngchun

07 07 2008 0.324 ND Anabaena 

07 14 2008 0.239 ND Microcystis, Anabaena

07 21 2008 0.675 ND Anabaena, Microcystis

08 04 2008 4.362 ND Microcystis

08 11 2008 6.098 ND Microcystis

08 18 2008 5.168 ND Microcystis

08 25 2008 3.586 ND Microcystis, Anabaena, Oscillatoria

09 03 2008 0.535 ND Microcystis, Anabaena, Oscillatoria

09 09 2008 0.244 ND Microcystis, Oscillatoria, Anabaena

09 17 2008 10.979 ND Microcystis, Anabaena, Oscillatoria

09 22 2008 3.100 ND Microcystis, Oscillatoria, Anabaena

*ND : not detected

*− : not determined
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시료에서는 0.135~10.979 µg/g의 농도로 검출되었다.

형광검출기를 이용한 고성능액체크로마토그래피법은

비교적 기기장치가 간단하면서 또한 감도가 좋아 저

비용으로 미량까지 분석이 가능하여 상수원의 안전성

을 확보하기 위한 남조류 독소의 관리 등에 기여할

것으로 기대된다.
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Table 3. Continued

Sampling sites Date
Concentrations of anatoxin-a

Dominant genus
Algae (µg/g)  Water (µg/L)

Lake Daechung

(Chuso)

06 24 2008 0.787 - Aphanizomenon, Microcystis, Anabaena

08 13 2008 1.717 ND Microcystis, Anabaena

10 15 2008 2.240 ND Microcystis, Aphanizomenon, Oscillatoria

(Hoenam) 08 28 2008 ND ND Oscillatoria, Microcystis, Anabaena

(Jangge) 10 13 2008 1.836 - Microcystis, Aphanizomenon, Anabaena, Oscillatoria


