
한수지 54(4), 404-410, 2021

404Copyright © 2021 The Korean Society of Fisheries and Aquatic Science pISSN:0374-8111, eISSN:2287-8815

Korean J Fish Aquat Sci 54(4),404-410,2021

Original Article

서   론

패류는 수 천년 전부터 인류의 주요 식량 자원으로 이용되어 
왔으며, 양식기술의 발달로 인해 굴, 진주담치, 가리비 등 다양
한 종류가 대량으로 생산되어 소비되고 있다(Lee et al., 2007). 
또한 패류는 서식 생태 특성상 이동성이 거의 없고 여과섭식방
법으로 해수 중의 부유하는 플랑크톤 등을 섭취하여 생활한다. 
이 과정에서 유독 성분을 함유한 와편모조류 등을 섭취하면서 
패류 체내에 독을 축적하게 된다(Schantz et al., 1957, Hall et 
al., 1991). 패류의 식품 위해인자로는 장염 비브리오 균, 패혈증 
비브리오 균, 노로 바이러스, A형 간염 바이러스 등 생물학적 위
해 요소뿐만 아니라 자연 독 또한 심각한 문제가 되고 있다(Park 
et al., 2010; Kim et al., 2012). 패류에서 검출되는 자연 독에는 

Alexandrium spp., Gymnodinium sp. 등의 플랑크톤이 생산하
는 것으로 중독 시 마비를 유발하며 치사율이 높은 신경성 급
성 독인 마비성 패류독소(paralytic shellfish poisoning, PSP)가 
있으며, Dinophysis spp. 및 Prorocentrum spp.에 의해 생산되
는 것으로 복통과 설사를 동반하는 설사성 패류독소(diarrhetic 
shellfish poisoning, DSP) 그리고 Pseudonitzschia spp.가 생
산하는 것으로 신경계 장애를 유발하는 기억상실성 패류독소
(amnestic shellfish poisoning, ASP) 등이 알려져 있다(Nogu-
chi, 2003; Toyofuku, 2006; Kim et al., 2012; Lee et al., 2017). 
그리고 1995년 네덜란드에서는 아일랜드산(Killary Harbour, 
Ireland)의 진주담치를 섭취한 사람들 중 최소 8명에게서 어지
러움증, 구토, 설사 및 위경련 등의 설사성 패류독소와 유사한 
증상이 확인되었고, 설사성 패류독소의 독화조류인 Dinophy-
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sis acuta가 발견되어 설사성 패류독소로 인한 식중독인 것으로 
예측하였지만, 분석 결과에 따르면 설사성 패류독소의 농도는 
낮은 것으로 판명되었다. 이 진주담치의 추출물에서는 설사성 
패류독소와 완전히 다른 신경독소가 있는 것으로 밝혀졌고, 이
것은 아자스필산(azaspiracids shellfish poisoning, AZP)으로 
명명되었다(Twiner et al., 2008). 그리고 1997년 아일랜드에서
는 아란모어 섬(Arranmore Island, Ireland)에서 채취한 진주담
치를 섭취 후 20-24명이 중독된 사례가 보고되었고, 그 이후 이
탈리아, 프랑스 등 다른 유럽 여러 나라에서 아일랜드산 진주담
치, 가리비 등을 수입하여 중독사고가 반복적으로 발생한 것으
로 보고되었다(Twiner et al., 2008). 패류 독화가 일어난 시점에
서 해수시료로부터는 독성이 있는 조류를 확인할 수 없었으나, 
최근에는 Azanidium spinosum 등의 와편모조류가 원인생물이
라고 밝혀졌다(Krock et al., 2009; McCarron et al., 2014; Kim 
et al., 2017). 또한, 아자스필산은 1998년에 아일랜드산(Killary 
Harbour, Ireland) 진주담치로부터 분리되었으며, Azaspirac-
id-1으로 명명되었지만(Satake et al., 1998; Krock et al., 2015), 
이후 연구가 진행됨에 따라 2006년에는 Azaspiracid-1의 구조
가 개정되어 Azaspiracid-1, 2, 3으로 나뉘었다(Nicolaou et al., 
2006; Krock et al., 2015). Azaspiracid (AZA)는 독특한 구조적 
특징인 azaspiro ring가 있으며, 8-methyl azaspiracid (AZA-2)
와 22-demethyl azaspiracid (AZA-3)의 두가지 유사체 및 산
화 형태의 유사체인 3-hydroxy-22 demethylazaspiracid (AZA-
4), 23-hydroxy-22-demethylazaspiracid (AZA-5)도 보고되었
다(Quilliam, 2003). 우리나라에서는 설사성 패류독의 원인플
랑크톤인 Dinophysis spp.와 Prorocentrum spp.등이 검출되고 
있으며(Kim et al., 2008a; Kim et al., 2010; Lee et al., 2015), 
연안산 패류에서 okadic acid, dinophysistoxins 등의 독소검출
이 보고되었다(Kim et al., 2008b; Lee et al., 2009; Ha et al., 
2018). 이에 따라 현재 우리나라는 이매패류에 대한 설사성 패
류독소 중 okadic acid, dinophysistoxins에 대해서만 기준이 설
정되어 있으며(KMFDS, 2020), 아자스필산에 대한 국내 기준
은 정해져 있지 않다. EU, 미국 등에서는 아자스필산으로 인한 
식중독 발병 위험에 대한 지속적인 관리를 위해 Azaspiracid-1, 
2, 3을 모두 합한 값이 160 μg/kg으로 기준이 설정되어 있다
(European Commission, 2004; FDA, 2011). 현재 우리나라에
서 아자스필산에 대한 조사는 기후변화에 따른 신종 해양생물
독소의 출현 경향 파악 및 외국과 체결한 위생협정의 이행을 위
하여 이루어지고 있다. 
초기 아자스필산 분석법은 mouse나 rat을 이용한 동물 시험법
이 일반적이었으나, 낮은 민감도 등의 문제가 지속적으로 제기
되어왔다(Suzuki et al., 2005; Hess et al., 2009). 따라서 최근
에는 LC-MS/MS를 이용한 분석법이 개발되어 사용되고 있다
(Quilliam, 2003; Suzuki et al., 2005; Lee et al., 2009).
본 연구에서는 미국, EU 등의 국가에서 주로 이용되고 있는 
아자스필산 분석법에 대한 유효성을 확인하고, 우리나라 연안

에서 주로 생산되는 패류 및 피낭류 분석의 적합성을평가하고
자 하였다. 

재료 및 방법

시약 및 표준독소

아자스필산 분석에 활용한 표준물질은 National Research 
Council (NRC; Halifax, Canada)에서 구입한 인증표준물질
(certified reference material) 등급의 Azaspiracid-1 (AZA-1), 
Azaspiracid-2 (AZA-2), Azaspiracid-3 (AZA-3)를 사용하였
다. 그리고 모든 분석에는 analytical 또는 LC grade에 해당하는 
시약을 사용하였으며, 아자스필산 추출용매는 methanol (Mer-
ck, Darmstadt, Germany)을 사용하였다. 이동상 제조에 사용된 
시약은 ammonium hydroxide (Sigma, St. Louis, MO, USA), 
formic acid (Fluka, Buchs, Germany), acetonitrile (Merck)을 
사용하였으며, 탈 이온수는 Milli-Q water purification system 
(Millipore, Bedford, MA, USA)에서 정제하여 사용하였다. 

시료 전처리 및 추출

시험에 사용된 패류 시료를 탈각 한 후 패육을 균질화하여 시
료 2 g을 칭량하여 50 mL 폴리프로필렌 시험관에 넣고, 90% 
methanol 18 mL를 가하여 혼합한 후 추출하였다. 추출한 시료
는 3,000 g에서 5분간 원심 분리하였고, 분리된 상등액을 취한 
후 0.22 μm syringe filter (Millipore, Burlington, MA, USA)로 
여과하여 분석에 사용하였다.

LC-MS/MS 분석조건

아자스필산 분석을 위하여 Xevo TQ-S tandem quadrupole 
mass spectrometer (Waters, Milford, MA, USA)와 acquity 
UPLC H-class (Waters)를 사용하였고, column은 acquity 
UPLC BEH C18 column (1.7 μm, 2.1 mm×100 mm; Waters)
을 사용하였다. 이동상으로 A 용액은 각각 50 mM formic acid
와 2 mM ammonium formate가 되도록 제조한 수용액을 사용
하였고, B 용액은 A 용액과 동일 농도의 formic acid와 ammo-
nium formate가 함유된 95% acetonitrile 용액을 제조하여 사용
하였다. 또한 LC-MS/MS를 이용한 아자스필산의 질량분석은 
electrospray ionization (ESI)법의 positive ion mode를 사용하
였으며, multiple reaction monitoring (MRM) 조건으로 분석하
였다(Table 1, Table 2).

분석법 검증

LC-MS/MS를 이용하여 확립된 아자스필산 3종 동시분석법
은 Codex Alimentarius Commission (2014) 가이드라인에 따
라 직선성(linearity), 정밀성(precision), 정확성(recovery), 검
출한계(limit of detection, LOD), 정량한계(limit of quantita-
tion, LOQ)에 대해 유효성을 검증하였다.

LC-MS/MS를 이용한 아자스필산 분석법 검증의 직선성은 
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아자스필산 3종의 인증표준물질을 0.8-10.0 μg/L의 농도로 희
석하여 조제하였으며, 각각의 농도 범위에 대한 피크 면적으로 
검량선 작성 및 검량선의 상관계수(coefficient of correlation, 
r2)를 구하였다. 또한, 검출한계 및 정량한계는 표준용액을 5회 
분석한 검량선의 기울기와 y절편 값의 표준편차를 활용하여, 검
량선 y절편 값의 표준편차에 3.3배를 곱하고 기울기의 평균값
으로 나눈 값을 검출한계, 10배를 곱한 값에 기울기의 평균값을 
나눈 값을 정량한계로 설정하였다.
시험방법의 정확성과 정밀성은 패류 시료(지중해담치)에 총 

3종의 아자스필산 표준물질을 1.0-4.0 μg/L 농도로 조제 후 첨
가하여 위와 동일한 방법으로 추출 한 다음 일내(intra-day) 및 
일간(inter-day) 정밀성실험을 1일 5회 및 3일 5회 반복 측정하
였다. 

LC-MS/MS를 이용한 아자스필산 분석법이 우리나라 연안에
서 생산되는 주요 패류 및 피낭류 품종의 분석에 적합한지 확인
하기위해 독이 없는 것으로 확인된 지중해담치(Mussel Myti-

Table 2. LC-MS/MS parameter for the analysis of azaspiracid 
shellfish toxins

Parameter Condition

Column Acquity UPLC® BEH C18 (2.1 mm I.d.×50 
mm, 1.7 μm)

Column temp. 40°C
Injection volume 2 μL

Time (min) Flow (mL/min)
Mobile phase
A (%) B (%)

Gradient initial 0.35 80 20
0.2 0.35 80 20
1.5 0.35 80 20
5.0 0.35 5 95
7.5 0.35 5 95
9.0 0.35 80 20

Ionization mode Electrospray ionization mode(positive)
Desolvation 
temp. 450°C

Capliary voltage 3 kV

Table 1. Mass spectrometry parameters for detection of azaspiracid 
shellfish toxins

Toxins1 Precursor ion 
(m/z)

Product ion 
(m/z) Mode Cone 

(V)2
CE 

(eV)3

AZA-1 842.5 824.5 ESI+ 40 40
AZA-2 856.5 820.5 ESI+ 40 40
AZA-3 828.5 810.5 ESI+ 40 40
1AZA-1; azaspiracid-1; AZA-2, azaspiracid-2; AZA-3, azaspirac-
id-3. 2Cone (V), cone voltage in volts. 3CE (eV), collision energy 
in electron volts.

Fig. 1. LC-MS/MS chromatogram of standard solution of azaspiracid shellfish toxins. AZA, azaspiracid. 
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lus galloprovinciallis), 바지락(Short-necked clam Ruditapes 
philippinarum), 가리비(Scallop Argopecten irradians), 피조
개(Ark shell Scapharca broughtonii), 굴(Oyster Crassostrea 
gigas), 키조개(Comb pen shell Atrina pinnata), 개조개(Butter 
clam Saxidomus purpuratus) 등 패류 7종과, 미더덕(Warty sea 
squirt Styela clava), 멍게 (Sea squirt Halocynthia roretzi) 등 피
낭류 2종의 시료에 3종의 아자스필산 표준물질 혼합 용액을 첨
가하여 위와 동일한 방법으로 추출하여 회수율을 측정하였다.

결과 및 고찰

분석법 유효성 시험결과

LC-MS/MS를 이용한 아자스필산 분석법을 이용하여 아자스
필산 3종의 표준물질 혼합 용액을 분석한 결과 7분 이내에 모든 
독소가 분리되었으며, 주변에 정량을 방해하는 peak는 검출되
지 않았다(Fig. 1). 확립된 시험방법의 유효성검증을 위하여 표
준물질 3종을 섞은 혼합 표준용액을 0.8-10.0 μg/L 범위로 단계
적으로 희석하여 직선성을 검토하였다. 시험 시 오차범위를 확
인하기 위해 5회 반복 측정한 결과, 아자스필산 3종 표준물질의 
상관계수(r2)는 0.9995이상으로 Codex Alimentarius Commis-
sion (2014) 가이드라인에서 제안하는 r2≥0.98 이상의 높은 결
과값을 나타내었다(Table 3).

AZA-1, 2, 3의 검출한계는 각각 0.16, 0.13 및 0.08 μg/kg이었
으며, 정량한계는 각각 0.50, 0.40 및 0.23 μg/kg로 확인되었다
(Table 3). Otero et al. (2019)는 LC-MS/MS를 이용하여 패류
시료(지중해담치)에서 AZA-1, 2, 3을 동시분석한 결과, AZA-
1, 2, 3의 검출한계는 0.30 μg/kg, 정량한계는 0.90 μg/kg 수준
으로 보고하였고, Yang et al. (2020)은 LC-MS/MS를 이용하
여 CRM-Zero-Mus에 표준 용액을 첨가하여 AZA-1, 2, 3를 분
석한 결과, AZA-1, 2, 3의 정량한계는 0.30-0.33 μg/kg의 범위
로 본 연구결과의 검출한계 및 정량한계는 만족할 만한 수준으
로 확인되었다. 
시험법의 정확성(accuracy)과 정밀성(precision)은 우리나라 
주요 생산 패류 중 하나인 지중해담치를 대상으로 하였고, 독
이 없음을 확인한 후 일내(intra-day) 및 일간(inter-day) 반복하
여 시험을 실시하였다. 또한, 3종의 혼합 표준용액을 3가지 농

도로 첨가하여 1일 5회 및 3일간 5회 반복 측정한 결과, AZA-1
의 일내 정확성과 정밀성은 각각 87.5-89.4% 및 3.41-4.91%
의 범위를 나타내었고, AZA-2의 일내 정확성과 정밀성은 각각 
88.8-93.0% 및 2.34-4.34%를 나타내었다. AZA-3의 일내 정
확성과 정밀성은 87.1-91.6% 및 1.23-3.33%의 결과 값을 확인
하였다(Table 4). 또한, 일간 정확성 및 정밀성은 3일간 5회 반
복 측정하였으며, AZA-1의 일간 정확성과 정밀성은 각각 83.0-
88.9% 및 4.45-6.57%를 나타내었고, AZA-2의 일간 정확성과 
정밀성은 각각 86.7-90.2% 및 4.92-6.06%로 확인되었다. 또한, 
AZA-3의 일간 정확성과 정밀성은 85.5-88.4% 및 2.72-4.18%
의 결과를 나타내었다(Table 4). Codex Alimentarius Commis-
sion (2014)과 AOAC (2013)에서 제시하는 시험법 검증 가이
드라인의 표준물질 첨가에 따른 권장 기준에 따라, 정확성은 10 
μg/kg에서 60-115%, 정밀성은 10 μg/kg에서 15%보다 낮은 정
밀성을 요구하고 있다. 따라서 본 분석법은 Codex와 AOAC의 
기준을 만족하는 것으로 나타났으며, 따라서 확립된 시험법이 
패류 중 아자스필산을 분석하는데 적합한 방법임을 확인할 수 
있었다.

분석법에 대한 시료 적용성 검토

본 연구를 통해 확립된 아자스필산 분석법의 적합성을 확인
하기위하여 국내에서 생산되는 대표적인 패류 및 피낭류 9종
에 대한 회수율을 확인하였다. 시료에 일정 농도의 혼합 표준
용액을 제조 후 첨가하여 위와 동일한 방법으로 추출 한 후 5회 
반복 측정하여 시료에 대한 적합성을 확인하였다. 패류 7종 중 
지중해담치에서 아자스필산의 회수율은 87.6-93.8%, 굴에서 
91.4-93.4%, 바지락에서 76.4-92.1%, 피조개에서 86.8-93.2%, 
키조개에서 91.1-96.0%, 개조개에서 91.7-93.2%, 가리비에서
는 93.0-94.6%의 범위를 나타내었다(Table 5). 피낭류 2종 중 

Table 4. Accuracy and precision of intra-day and inter-day for aza-
spiracid shellfish toxins (n=5)

Toxins1
Spiked 

concentration
(μg/kg)

Intra-day Inter-day
Accuracy 

(%)
RSD2 
(%)

Accuracy 
(%)

RSD 
(%)

AZA-1
4.0 87.5 3.88 83.0 6.33
2.0 88.9 3.41 86.3 6.57
1.0 89.4 4.91 88.9 4.45

AZA-2
4.0 89.6 4.34 86.7 4.92
2.0 93.0 2.34 90.2 6.06
1.0 88.8 3.68 86.8 5.86

AZA-3
4.0 87.1 1.84 85.5 2.75
2.0 86.5 1.23 87.0 2.72
1.0 91.6 3.33 88.4 4.18

1AZA-1, azaspiracid-1; AZA-2, azaspiracid-2; AZA-3, azaspirac-
id-3. 2RSD, relative standard deviation.

Table 3. Linearity, limits of detection (LOD) and limits of quantita-
tion (LOQ) of analysis for the azaspiracid shellfish toxins (n=5)

Toxins1 Concentration 
(μg/L)

Linearity 
(r2)

LOD 
(μg/kg)

LOQ 
(μg/kg)

AZA-1 0.8-10.0 0.9999 0.16 0.50
AZA-2 0.8-10.0 0.9995 0.13 0.40
AZA-3 0.8-10.0 0.9998 0.08 0.23
1AZA-1, azaspiracid-1; AZA-2, azaspiracid-2; AZA-3, azaspi-
racid-3.
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멍게의 회수율은 89.2-91.5%, 미더덕에서는 87.8-94.5%의 범
위로 확인되었다(Table 6). 본 실험결과는 Codex Alimentarius 
Commission (2014) 가이드라인의 권장기준을 만족하였다. 하
지만 바지락에서 AZA-2의 값이 76.4%로 다른 시료에 비해 다
소 낮은 회수율을 나타내었다. Garcia-Altares et al. (2013)은 
지중해담치, 굴, 대합조개(clam), 성게(sea urchin)를 대상으로 
LC-MS/MS를 이용해 AZA-1을 분석한 결과 92.5-117.3%이
었고, Yang et al. (2020)은 진주담치, 굴, 대합조개에 대상으로 
LC-MS/MS를 이용하여 AZA-1, 2, 3을 분석한 결과, AZA-1에
서 78.8-102%, AZA-2에서 78.1-94.5%, AZA-3의 값이 66.2-
104%로 본 연구결과와 유사하였다. 따라서 본 실험결과는 전
체적으로 패류 및 피낭류 총 9개 시료의 회수율은 76.4-94.9%
로 매우 양호한 수준으로 확인되었다. 
최근 각종 패류 독이 세계 여러 지역으로 확산되는 사례가 보
고되고 있으며, 우리나라 연안의 아열대화로 인해 신종 유독플
랑크톤의 검출도 지속적으로 보고되고 있다. 따라서 국내 패류
의 위생학적 안전성확보를 위해서 아자스필산에 대한 적극적인 
모니터링이 요구된다. 
본 연구에서 사용한 LC-MS/MS를 이용한 아자스필산 분석
법은 국제적인 유효성 기준을 만족하는 것으로 확인되었으며, 
우리나라에서 생산되는 주요 패류 및 피낭류에서 아자스필산을 
분석하는데 적합한 것으로 평가되었다. 
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