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            Abstract
          
        

        
          담수어류 급성독성시험과 꿀벌 급성독성시험에 사용되는 대조물질 중 사용금지 물질로 지정된 PCP-Na와 dimethoate를 대체할 수 있는 물질을 찾고자 국내 7개 시험기관이 참여하여 ring test를 실시하였다. 대체 가능물질로 담수어류 급성독성시험에 copper(II) sulfate와 3,5-dichlorophenol, 꿀벌 급성독성시험에 carbaryl과 phenthoate를 선정하였다. 선정한 물질을 사용하여 잉어, 미꾸리, 송사리에 대한 급성독성시험과 꿀벌에 대한 급성섭식 및 급성접촉 독성시험을 실시하였다. 시험 결과, 잉어에 대한 48시간 LC50값은 3,5-dichlorophenol에서 0.992~3.024 mg/L, Copper(II) sulfate에서 0.10~0.312 mg/L이었고, 미꾸리에 대한 48시간 LC50값은 3,5-dichlorophenol에서 1.659~3.200 mg/L, copper(II) sulfate에서 0.28~1.094 mg/L이었으며, 송사리에 대한 48시간 LC50값은 3,5-dichlorophenol에서 2.04~2.834 mg/L, copper(II) sulfate에서 0.77~1.987 mg/L이었다. 꿀벌섭식에 대한 48시간 LD50값은 carbaryl에서 0.185~0.916 μg a.i./bee, phenthoate에서 0.168~0.915 μg a.i./bee이었고, 꿀벌접촉에 대한 48시간 LD50값은 carbaryl에서 0.141~0.507 μg a.i./bee, phenthoate에서 0.038~0.113 μg a.i./bee로 나타났다. 각 시험기관의 시험결과를 이용하여 독성 수준과 신뢰성을 검토한 결과, 대조물질로 사용 가능한 물질로써 담수어류 급성독성시험에 3,5-dichlorophenol과 copper(II) sulfate, 꿀벌 급성독성시험에 phenthoate가 적합하다고 판단하였다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          The ring test was conducted in seven laboratories in order to find a substitute for PCP-Na and dimethoate, which are used a reference chemical in the fish acute toxicity test and honeybee acute toxicity test. Copper(II) sulfate and 3,5-dichlorophenol were selected as substitutes for the acute toxicity test of fish, and carbaryl and phenthoate were selected for the honeybee acute toxicity test. Acute toxicity testing of these chemicals were conducted on carp, ricefish, muddy loach and honeybee. The results showed that 48-h LC50 values for carp were 0.992~3.024 mg/L of 3,5-dichlorophenol and 0.10~0.312 mg/L of copper(II) sulfate, 48-h LC50 values for muddy loach were 0.992~3.024 mg/L of 3,5-dichlorophenol and 0.28~1.094 mg/L of copper(II) sulfate, 48-h LC50 values for ricefish were 2.04~2.834 mg/L of 3,5-dichlorophenol and 0.77~1.987 mg/L of copper(II) sulfate, 48-h LD50 values for honeybee oral test were 0.185~0.916 μg a.i./bee of carbaryl and 0.168~0.915 μg a.i./bee of phenthoate, 48-h LD50 values for honeybee contact test were 0.141~0.507 μg a.i./bee of carbaryl and 0.038~0.113 μg a.i./bee of phenthoate. As a result of examine the toxicity level and the reliability using the test results of each laboratory, 3,5-dichlorophenol and copper(II) sulfate were found to be suitable as a reference chemical for the fish acute toxicity test, and phenthoate was suitable for honeybee acute toxicity test.
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      서론
      농약 및 화학물질의 안전성을 평가하기 위해 실시하는 환경생물에 대한 독성시험법에서는 시험생물의 민감성과 시험방법의 적합성을 판단하기 위하여 독성값이 알려진 대조물질(reference chemical)을 사용한 양성대조물질시험을 실시하도록 명시되어 있다. 이러한 대조물질은 OECD, 국립환경과학원, 농촌진흥청의 시험법에서 추천하고 있다. 그러나 추천 물질 중 어류급성독성시험에 사용되는 pentachlorophenol sodium salt (PCP-Na)와 꿀벌급성독성시험에 사용되는 dimethoate는 유독물질 및 금지물질로 지정되어 사용과 취급이 제한되었다. 따라서 이러한 물질을 사용하기 위해서는 안전한 취급시설이 필요하며, 지속적으로 독성시험에 사용할 경우에는 실험자의 안전에 문제가 발생할 수 있으므로 대체하여 사용할 수 있는 물질에 대한 검토가 필요하다.

      본 연구에서는 인체 유해성이 높은 기존의 대조물질을 대신하여 실험자에게 보다 안전하면서 대조물질로써 적합한 물질을 탐색하기 위해 연구를 진행하였다. 시험에 사용된 물질은 국내외 시험가이드라인에서 대조물질로 제시되어 있는 물질과 독성자료를 검색하여 선택하였다. 현재 국내외 시험법에서 제시되어 있는 대조물질은 수서생물을 이용한 독성시험에는 pentachlorophenol sodium salt (PCP-Na), potassium dichromate, 3,5-dichlorophenol, copper(II) sulfate 등이 있고 육상생물인 꿀벌과 지렁이를 이용한 독성시험에는 dimethoate, choroacetamide, cabendazim, benomyl 등이 있다(Table 1). 제시된 물질 중 담수어류 급성독성시험에 적용 가능한 대조물질로 3,5-dichlorophenol (OECD, 2011; NIER, 2015b)과 copper(II) sulfate (MOE-Japan, 2003; MAFF-Japan, 2016)를 선정하였으며, 꿀벌 급성독성시험에는 농약 원제의 독성자료를 검토하여 carbaryl과 phenthoate를 선정하였다. 시험생물은 담수어류종인 잉어(Cyprinus carpio), 송사리(Oryzias latipes), 미꾸리(Misgurinus anguillicaudatus)를 사용하였으며, 꿀벌은 서양종의 꿀벌(Apis mellifera)을 사용하였다.

      
        Table 1. 
				
        

        
          Reference chemicals in ecotoxicity test
        
        

      

      
        
          
            	Reference chemical
            	
            	Test guideline
          

        
        
          	Potassium dichromate
          	OECD guideline
          	Fish, Acute Toxicity Test
Daphnia sp., Acute Immobilization Test

							Freshwater Alga and Cyanobacteria,

							Growth Inhibition Test
        

        
          	RDAa (Korea)
        

        
          	NIERb (Korea)
        

        
          	MOEc/MAFFd (Japan)
        

        
          	Pentachlorophenol sodium salt(PCP-Na)
          	RDAa (Korea)
          	Fish, Acute Toxicity Test
        

        
          	NIERb (Korea)
        

        
          	MOEc/MAFFd (Japan)
        

        
          	3,5-dichlorophenol
          	OECD guideline
          	Freshwater Alga and Cyanobacteria,

							Growth Inhibition Test
        

        
          	NIERb (Korea)
        

        
          	Copper(II) sulfate
          	MOEc/MAFFd (Japan)
          	Fish, Acute Toxicity Test
        

        
          	Dimethoate
          	OECD guideline
          	Honeybees, Acute Oral (Contact) Toxicity Test
        

        
          	RDAa (Korea)
        

        
          	Choroacetamide
          	RDAa (Korea)
          	Earthworm, Acute Toxicity Test
        

        
          	Cabendazim
          	RDAa (Korea)
          	Earthworm, Acute Toxicity Test
        

        
          	NIERb (Korea)
        

        
          	Benomyl
          	RDAa (Korea)
          	Earthworm, Acute Toxicity Test
        

        
          	NIERb (Korea)
        

      

      
        
          a)Rural Development Administration, Korea
        

        
          b)National Institute of Environmental Research, Korea
        

        
          c)Ministry of the Environment, Japan
        

        
          d)The Ministry of Agriculture, Forestry and Fisheries, Japan
        

      

      

      대체가능한 후보물질에 대한 독성시험 결과를 분석하고 수행과정에 대한 객관적인 검토를 위하여 GLP 지정을 받은 국내 7개 시험기관이 동시에 참여하는 ring test 방식으로 진행하였다. 본 연구는 2017년 2월부터 10월까지 진행되었으며, 각 시험기관에서는 OECD 가이드라인과 국내 시험기준과 방법에 따라 동일한 조건에서 수행하였다. 각 시험기관에서 획득한 시험결과에 대해서 통계분석하여 독성값의 수준과 결과의 신뢰성을 검토하였다. 또한 각 시험기관에서 시험수행 중 시험물질에 대한 특성과 문제점 등에 대한 의견을 파악하여 대체물질로써 가능성을 판단하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        참여 시험기관
        Ring test에 참여한 시험기관은 한국삼공㈜ 농업연구소, 한국화학융합시험연구원, ㈜경농 중앙연구소, ㈜한국생물안전성연구소, ㈜에이비솔루션, ㈜크로엔, 호서대학교 안전성평가센터로 7개 시험기관이며, 모든 시험기관은 환경생물독성분야 또는 환경유해성시험분야의 GLP 시험 지정기관이다.

      

      
        Ring test를 위한 시험물질
        담수어류 급성독성시험에 사용된 시험물질은 3,5-dichlorophenol과copper(II) sulfate를 사용하였으며, 꿀벌 급성독성 시험에는 carbaryl과 phenthoate를 시험에 사용하였다. 담수어류 급성독성시험에 사용된 시험물질들은 OECD 가이드라인, 일본 화심법의 시험법, 국립환경과학원 고시, 농촌진흥청 고시에서 추천된 대조물질 중 선택하였으며, 꿀벌 급성독성시험에 사용된 시험물질은 농약 원제에 대한 꿀벌 독성자료를 검토하여 대체물질로 가능성이 높은 물질을 선택하였다.

      

      
        시험생물
        담수어류 급성독성시험에는 잉어(Cyprinus carpio), 송사리(Oryzias latipes), 미꾸리(Misgurinus anguillicaudatus)를 사용하였고 꿀벌 급성접촉 및 섭식 독성시험에는 서양종의 꿀벌(Apis mellifera)을 사용하였다.

      

      
        시험방법
        담수어류 급성독성시험은 OECD 가이드라인(OECD, 1992), 국립환경과학원 고시(NIER, 2015a), 농촌진흥청 고시(RDA, 2016a)의 시험기준과 방법에 따라 실시하였으며, 꿀벌 급성(접촉, 섭식)독성시험은 OECD 가이드라인(OECD, 1998a; 1998b) 및 농촌진흥청 고시(RDA, 2016b; 2016c)의 시험기준과 방법에 따라 실시하였다. Ring test는 2017년 2월부터 10월까지 각 시험기관의 SOP에 따라 수행하였다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Participating institutes & testing scopes for ring test
          
          

        

        
          
            
              	Test institute
              	Testing scope
            

          
          
            	Kyungnong Co., Ltd.
Central Research Institute
            	Fish, Acute Toxicity Test(carp, killifish, muddy loach)
          

          
            	Honeybees, Acute Oral(Contact) Toxicity Test
          

          
            	ABSolution Co., Ltd.
            	Fish, Acute Toxicity Test(carp, muddy loach)
          

          
            	Croen Inc.
            	Fish, Acute Toxicity Test(carp, muddy loach)
          

          
            	Honeybees, Acute Contact Toxicity Test
          

          
            	Hankooksamgong Co., Ltd.
Agricultural Research Center
            	Fish, Acute Toxicity Test(carp, killifish, muddy loach)
          

          
            	Honeybees, Acute Oral(Contact) Toxicity Test
          

          
            	Korea Testing & Research Institute
            	Fish, Acute Toxicity Test(carp, killifish, muddy loach)
          

          
            	Korea Bio-Safety Institute
            	Fish, Acute Toxicity Test(carp, killifish, muddy loach)
          

          
            	Honeybees, Acute Oral(Contact) Toxicity Test
          

          
            	Hoseo University,
Toxicological Research Center
            	Fish, Acute Toxicity Test(carp)
          

        

        

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        담수어류 급성독성시험의 ring test 결과
        본 연구에 참여한 7개 시험기관의 시험결과를 각 시험물질에 대하여 시험생물별로 수집하여 통계처리하였다. 각 시험기관에서 수집된 결과값의 극단점의 영향을 배제하고 정성적인 평가를 위해 전체 LC50값 중 최소값과 최대값을 제외한 후 평균(Mean)과 표준편차(SD)를 계산하였다.

        3,5-dichlorophenol에 대한 담수어류인 잉어에 대한 급성독성시험 결과, 48시간 LC50값이 0.992~3.024 mg/L, 96시간 LC50값이 0.992~2.654 mg/L 수준으로 나타났다(Table 3).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Acute toxicity of 3,5-dichlorophenol to Cyprinus carpio
          
          

        

        
          
            
              	Institutes
              	LC50 (mg/L)
              	95% Confidence Limits
              	LC50 (mg/L)
              	95% Confidence Limits
            

            
              	48H
              	Lower
              	Upper
              	96H
              	Lower
              	Upper
            

          
          
            	A
            	1.569
            	1.438
            	1.721
            	1.464
            	1.344
            	1.597
          

          
            	1.153
            	1.062
            	1.260
            	1.135
            	1.040
            	1.249
          

          
            	1.429
            	1.322
            	1.550
            	1.429
            	1.322
            	1.550
          

          
            	B
            	2.26
            	2.110
            	2.440
            	2.15
            	1.943
            	2.463
          

          
            	2.16
            	1.961
            	2.320
            	2.13
            	1.982
            	2.335
          

          
            	2.08
            	2.007
            	2.150
            	2.03
            	1.941
            	2.108
          

          
            	C
            	1.471
            	1.169
            	1.957
            	1.471
            	1.169
            	1.957
          

          
            	1.394
            	1.105
            	1.830
            	1.207
            	0.945
            	1.543
          

          
            	D
            	1.88
            	1.73
            	2.05
            	1.79
            	1.66
            	1.93
          

          
            	1.83
            	1.72
            	1.96
            	1.79
            	1.66
            	1.93
          

          
            	1.83
            	1.72
            	1.96
            	1.79
            	1.66
            	1.93
          

          
            	E
            	0.992
            	0.835
            	1.213
            	0.992
            	0.835
            	1.213
          

          
            	F
            	2.21
            	1.99
            	2.50
            	2.21
            	1.99
            	2.50
          

          
            	1.98
            	1.74
            	2.26
            	1.85
            	1.55
            	2.20
          

          
            	G
            	2.527
            	1.785
            	3.578
            	2.219
            	1.532
            	3.180
          

          
            	3.024
            	2.052
            	4.577
            	2.654
            	1.747
            	4.069
          

        

        

        Table 3에서 3,5-dichlorophenol에 대한 잉어의 48시간 LC50값의 평균과 표준편차는 1.841 ± 0.394이었으며, 96시간 LC50값의 평균과 표준편차는 1.762 ± 0.368이었다. 전체 LC50값의 71.4% 이상이 1SD에 포함되었으며, 2SD(95% 신뢰도) 범위에는 모든 LC50값이 포함되어 신뢰수준이 95% 이상으로 나타났다(Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Distribution of LC50 values of 3,5-dichlorophenol to Cyprinus carpio in 7 testing institutes (A: 48h-LC50, B: 96h-LC50).
          
          

          

        

        3,5-dichlorophenol에 대한 담수어류인 송사리에 대한 급성독성시험 결과, 48시간 LC50값이 2.04~2.834 mg/L, 96시간 LC50값이 2.00~2.570 mg/L 수준으로 나타났다(Table 4).

        
          Table 4. 
				
          

          
            Acute toxicity of 3,5-dichlorophenol to Oryzias latipes
          
          

        

        
          
            
              	Institutes
              	LC50 (mg/L)
              	95% Confidence Limits
              	LC50 (mg/L)
              	95% Confidence Limits
            

            
              	48H
              	Lower
              	Upper
              	96H
              	Lower
              	Upper
            

          
          
            	A
            	2.20
            	2.027
            	2.388
            	2.20
            	2.027
            	2.388
          

          
            	2.13
            	1.982
            	2.355
            	2.13
            	1.982
            	2.355
          

          
            	2.04
            	1.956
            	2.128
            	2.00
            	1.924
            	2.086
          

          
            	B
            	2.33
            	2.16
            	2.52
            	2.04
            	1.91
            	2.18
          

          
            	2.33
            	2.16
            	2.52
            	2.10
            	1.94
            	2.26
          

          
            	2.27
            	2.13
            	2.43
            	2.10
            	1.94
            	2.26
          

          
            	C
            	2.834
            	-
            	-
            	2.570
            	-
            	-
          

        

        

        Table 4에서 3,5-dichlorophenol에 대한 송사리의 48시간 LC50값의 평균과 표준편차는 2.352 ± 0.087이었으며, 96시간 LC50값의 평균과 표준편차는 2.114 ± 0.058이었다. 전체 LC50값의 80.0% 이상이 1SD에 포함되었으며, 2SD (95% 신뢰도) 범위에는 모든 LC50값이 포함되어 신뢰수준이 95% 이상으로 나타났다(Fig. 2). 그리고 EPA ECOTOX database의 독성 자료에서 3,5-dichlorophenol에 대한 송사리의 96시간 LC50값이 2.3 mg/L로 조사되었으며, ring test 결과와 유사하였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Distribution of LC50 values of 3,5-dichlorophenol to Oryzias latipes in 3 testing institutes (A: 48h-LC50, B: 96h-LC50).
          
          

          

        

        3,5-dichlorophenol에 대한 담수어류인 미꾸리에 대한 급성독성시험 결과, 48시간 LC50값이 1.659~3.200 mg/L, 96시간 LC50값이 1.641~3.200 mg/L 수준으로 나타났다(Table 5).

        
          Table 5. 
				
          

          
            Acute toxicity of 3,5-dichlorophenol to Misgurnus anguillicaudatus
          
          

        

        
          
            
              	Institutes
              	LC50 (mg/L)
              	95% Confidence Limits
              	LC50 (mg/L)
              	95% Confidence Limits
            

            
              	48H
              	Lower
              	Upper
              	96H
              	Lower
              	Upper
            

          
          
            	A
            	1.910
            	1.760
            	2.060
            	1.810
            	1.650
            	1.970
          

          
            	1.659
            	1.579
            	1.755
            	1.641
            	1.554
            	1.722
          

          
            	1.848
            	1.779
            	1.943
            	1.753
            	1.588
            	1.978
          

          
            	B
            	2.32
            	2.182
            	2.491
            	2.15
            	1.943
            	2.463
          

          
            	2.19
            	1.999
            	2.353
            	2.16
            	1.961
            	2.320
          

          
            	2.08
            	1.991
            	2.168
            	2.01
            	1.920
            	2.089
          

          
            	C
            	2.015
            	1.556
            	2.554
            	2.015
            	1.556
            	2.554
          

          
            	2.175
            	1.701
            	2.781
            	2.015
            	1.556
            	2.554
          

          
            	D
            	2.04
            	1.91
            	2.18
            	2.04
            	1.91
            	2.18
          

          
            	2.04
            	1.91
            	2.18
            	2.04
            	1.91
            	2.18
          

          
            	1.99
            	1.89
            	2.09
            	1.99
            	1.89
            	2.09
          

          
            	E
            	3.200
            	-
            	-
            	3.200
            	-
            	-
          

          
            	F
            	2.21
            	1.99
            	2.50
            	2.21
            	1.99
            	2.50
          

          
            	2.21
            	1.99
            	2.50
            	2.21
            	1.99
            	2.50
          

        

        

        Table 5에서 3,5-dichlorophenol에 대한 미꾸리의 48시간 LC50값의 평균과 표준편차는 2.086 ± 0.138이었으며, 96시간 LC50값의 평균과 표준편차는 2.034 ± 0.143이었다. 전체 LC50값의 83.3% 이상이 1SD에 포함되었으며, 2SD(95% 신뢰도) 범위에는 모든 LC50값이 포함되어 신뢰수준이 95% 이상으로 나타났다(Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Distribution of LC50 values of 3,5-dichlorophenol to Misgurnus anguillicaudatus in 6 testing institutes (A: 48h-LC50, B: 96h-LC50).
          
          

          

        

        Copper(II) sulfate에 대한 담수어류인 잉어에 대한 급성독성시험 결과, 48시간 LC50값이 0.10~0.312 mg/L, 96시간 LC50값이 0.08~0.189 mg/L 수준으로 나타났다(Table 6).

        
          Table 6. 
				
          

          
            Acute toxicity of copper(II) sulfate to Cyprinus carpio
          
          

        

        
          
            
              	Institutes
              	LC50 (mg/L)
              	95% Confidence Limits
              	LC50 (mg/L)
              	95% Confidence Limits
            

            
              	48H
              	Lower
              	Upper
              	96H
              	Lower
              	Upper
            

          
          
            	A
            	0.108
            	0.062
            	0.192
            	0.098
            	0.058
            	0.167
          

          
            	0.189
            	0.123
            	0.289
            	0.189
            	0.123
            	0.289
          

          
            	0.187
            	0.111
            	0.306
            	0.187
            	0.111
            	0.306
          

          
            	B
            	0.14
            	0.119
            	0.166
            	0.11
            	0.057
            	0.144
          

          
            	0.10
            	0.097
            	0.110
            	0.09
            	0.070
            	0.115
          

          
            	0.12
            	0.098
            	0.164
            	0.09
            	0.075
            	0.114
          

          
            	C
            	0.204
            	0.147
            	0.324
            	0.138
            	0.104
            	0.185
          

          
            	0.239
            	0.167
            	0.488
            	0.157
            	0.117
            	0.211
          

          
            	D
            	0.11
            	0.09
            	0.15
            	0.08
            	0.06
            	0.11
          

          
            	0.13
            	0.10
            	0.16
            	0.09
            	0.07
            	0.12
          

          
            	0.12
            	0.09
            	0.15
            	0.08
            	0.06
            	0.11
          

          
            	E
            	0.150
            	-
            	-
            	0.122
            	-
            	-
          

          
            	F
            	0.17
            	0.14
            	0.19
            	0.17
            	0.14
            	0.19
          

          
            	0.13
            	0.11
            	0.15
            	0.13
            	0.11
            	0.15
          

          
            	G
            	0.132
            	0.047
            	0.205
            	0.101
            	0.023
            	0.139
          

          
            	0.312
            	0.186
            	0.488
            	0.237
            	0.149
            	0.346
          

          
            	0.260
            	0.126
            	0.429
            	0.176
            	0.098
            	0.258
          

        

        

        Table 6에서 잉어에 대한 48시간 LC50값의 평균과 표준편차는 0.159 ± 0.047이었으며, 96시간 LC50값의 평균과 표준편차는 0.129 ± 0.039이었다. 전체 LC50값의 73.3% 이상이 1SD에 포함되었으며, 2SD(95% 신뢰도) 범위에는 96.7%가 해당되어 신뢰수준이 95% 이상으로 나타났다(Fig. 4). 그리고 EPA ECOTOX database의 독성 자료에서 copper(II) sulfate에 대한 잉어의 48시간 LC50값이 0.110~0.312 mg/L, 96시간 LC50값이 0.09~0.237 mg/L로 조사되었으며, ring test 결과와 유사하였다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Distribution of LC50 values of copper(II) sulfate to Cyprinus carpio in 7 testing institutes (A: 48h-LC50, B: 96h-LC50).
          
          

          

        

        Copper(II) sulfate에 대한 담수어류인 송사리에 대한 급성독성시험 결과, 48시간 LC50값이 0.77~1.987 mg/L, 96시간 LC50값이 0.50~1.422 mg/L 수준으로 나타났다(Table 7).

        
          Table 7. 
				
          

          
            Acute toxicity of copper(II) sulfate to Oryzias latipes
          
          

        

        
          
            
              	Institutes
              	LC50 (mg/L)
              	95% Confidence Limits
              	LC50 (mg/L)
              	95% Confidence Limits
            

            
              	48H
              	Lower
              	Upper
              	96H
              	Lower
              	Upper
            

          
          
            	A
            	1.58
            	1.162
            	2.156
            	0.61
            	0.447
            	0.828
          

          
            	1.01
            	0.652
            	1.478
            	0.50
            	0.367
            	0.660
          

          
            	0.80
            	0.540
            	1.185
            	0.53
            	0.394
            	0.704
          

          
            	B
            	0.86
            	0.70
            	1.04
            	0.56
            	0.44
            	0.71
          

          
            	0.77
            	0.62
            	0.96
            	0.50
            	0.40
            	0.63
          

          
            	0.90
            	0.75
            	1.09
            	0.62
            	0.49
            	0.79
          

          
            	C
            	1.987
            	1.603
            	2.568
            	1.422
            	1.167
            	1.820
          

        

        

        Table 7에서 송사리에 대한 48시간 LC50값의 평균과 표준편차는 1.030 ± 0.317이었으며, 96시간 LC50값의 평균과 표준편차는 0.564 ± 0.051이었다. 전체 LC50값의 80.0% 이상이 1SD에 포함되었으며, 2SD(95% 신뢰도) 범위에는 모든 LC50값이 포함되어 신뢰수준이 95% 이상으로 나타났다(Fig. 5). 그리고 EPA ECOTOX database의 독성 자료에서 copper(II) sulfate에 대한 송사리의 48시간 LC50이 0.80~1.987 mg/L, 96시간 LC50값이 0.50~1.167 mg/L로 조사되었으며, 일본 화심법(MOE-Japan, 2003)에 제시된 송사리 96시간 LC50값은 0.45~0.93 mg/L로 ring test 결과와 유사하였다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Distribution of LC50 values of copper(II) sulfate to Oryzias latipes in 3 testing institutes (A: 48h-LC50, B: 96h-LC50).
          
          

          

        

        Copper(II) sulfate에 대한 담수어류인 미꾸리에 대한 급성독성시험 결과, 48시간 LC50값이 0.28~1.094 mg/L, 96시간 LC50값이 0.11~0.478 mg/L 수준으로 나타났다(Table 7).

        Table 8에서 잉어의 48시간 LC50값의 평균과 표준편차는 0.415 ± 0.084이었으며, 96시간 LC50값의 평균과 표준편차는 0.133 ± 0.060이었다. 전체 LC50값의 75.0% 이상이 1SD에 포함되었으며, 2SD(95% 신뢰도) 범위에는 95.8%가 포함되어 신뢰수준이 95% 이상으로 나타났다(Fig. 6).

        
          Table 8. 
				
          

          
            Acute toxicity of copper(II) sulfate to Misgurnus anguillicaudatus
          
          

        

        
          
            
              	Institutes
              	LC50 (mg/L)
              	95% Confidence Limits
              	LC50 (mg/L)
              	95% Confidence Limits
            

            
              	48H
              	Lower
              	Upper
              	96H
              	Lower
              	Upper
            

          
          
            	A
            	0.462
            	0.361
            	0.752
            	0.048
            	0.041
            	0.058
          

          
            	0.520
            	0.366
            	0.772
            	0.051
            	0.033
            	0.091
          

          
            	0.419
            	0.199
            	1.125
            	0.051
            	0.030
            	0.088
          

          
            	B
            	0.45
            	0.329
            	0.653
            	0.12
            	0.079
            	0.159
          

          
            	0.28
            	0.214
            	0.366
            	0.12
            	0.081
            	0.155
          

          
            	0.35
            	0.267
            	0.555
            	0.14
            	0.090
            	0.194
          

          
            	C
            	0.451
            	0.323
            	0.658
            	0.148
            	0.112
            	0.196
          

          
            	0.335
            	0.237
            	0.483
            	0.181
            	0.135
            	0.244
          

          
            	D
            	0.32
            	0.27
            	0.37
            	0.11
            	0.09
            	0.13
          

          
            	0.34
            	0.30
            	0.38
            	0.11
            	0.90
            	0.14
          

          
            	0.30
            	0.24
            	0.36
            	0.10
            	0.08
            	0.13
          

          
            	E
            	1.094
            	0.897
            	1.429
            	0.478
            	0.350
            	0.649
          

          
            	F
            	0.56
            	0.48
            	0.72
            	0.26
            	0.24
            	0.29
          

          
            	0.47
            	0.43
            	0.52
            	0.20
            	0.16
            	0.26
          

        

        

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Distribution of LC50 values of copper(II) sulfate to Misgurnus anguillicaudatus in 7 testing institutes (A: 48h-LC50, B: 96h-LC50).
          
          

          

        

        Table 6, 7, 8에서 copper(II) sulfate에 대한 어류(잉어, 송사리, 미꾸리)의 LC50값은 노출 시간이 지남에 따라 어류에 대한 독성이 점차 증가하는 경향으로 나타났다. 이러한 경향으로 48시간과 96시간의 독성값의 차이를 보였으나, 실험반복간의 편차는 크지 않았다.

      

      
        꿀벌 급성독성시험의 ring test 결과
        꿀벌 급성독성시험은 본 연구에 참여한 7개 시험기관 중 3개 시험기관에서 수행하였으며, 시험결과를 시험물질별로 수집하여 통계처리하였다. 각 시험기관에서 산출된 LD50값 중 최소값과 최대값을 제외한 후 평균과 표준편차를 계산하였다.

        Carbaryl에 대한 꿀벌 급성섭식독성시험 결과, 24시간 LD50값이 0.197~0.971 μg a.i./bee, 48시간 LD50값이 0.185~0.916 μg a.i./bee 수준으로 나타났다(Table 9). 시험과정에서 꿀벌에 공급하기 위한 시험용액 조제과정에서 자당용액에 완전히 용해가 안되어 유기용매를 사용하였으며, 섭식 처리 과정에서 꿀벌의 섭식 거부현상이 나타나는 문제점이 발생하였다. 이러한 문제점으로 인해 시험결과의 실험오차가 비교적 크게 나타난 것으로 판단된다.

        
          Table 9. 
				
          

          
            Acute oral toxicity of carbaryl to Apis mellifera
          
          

        

        
          
            
              	Institutes
              	LD50 (μg a.i./bee)
              	95% Confidence Limits
              	LD50 (μg a.i./bee)
              	95% Confidence Limits
            

            
              	248H
              	Lower
              	Upper
              	48H
              	Lower
              	Upper
            

          
          
            	A
            	0.310
            	0.279
            	0.349
            	0.302
            	0.273
            	0.338
          

          
            	0.243
            	0.216
            	0.275
            	0.234
            	0.208
            	0.264
          

          
            	0.197
            	0.172
            	0.226
            	0.185
            	0.162
            	0.211
          

          
            	B
            	0.34
            	0.29
            	0.40
            	0.34
            	0.29
            	0.40
          

          
            	0.22
            	0.18
            	0.27
            	0.21
            	0.18
            	0.25
          

          
            	0.27
            	0.22
            	0.35
            	0.22
            	0.17
            	0.27
          

          
            	0.29
            	0.24
            	0.35
            	0.24
            	0.20
            	0.28
          

          
            	0.22
            	0.17
            	0.27
            	0.21
            	0.17
            	0.26
          

          
            	C
            	0.971
            	0.568
            	1.832
            	0.916
            	0.555
            	1.653
          

          
            	0.863
            	-
            	-
            	0.619
            	0.280
            	2.149
          

        

        

        Table 9에서 carbaryl에 대한 꿀벌섭식의 24시간 LD50값의 평균과 표준편차는 0.345 ± 0.214이었으며, 48시간 LD50값의 평균과 표준편차는 0.297 ± 0.138이었다. 전체 LD50값의 87.5% 정도가 2SD (95% 신뢰도) 범위에 포함되어 신뢰수준은 비교적 낮게 나타났다(Fig. 7).

        
          
          

          Fig. 7. 
				
          

          
            Distribution of oral LD50 values of carbaryl to Apis mellifera in 3 testing institutes (A: 24h-LD50, B: 48h-LD50).
          
          

          

        

        Carbaryl에 대한 꿀벌 급성접촉독성시험 결과, 24시간 LD50값이 0.141~0.327 μg a.i./bee, 48시간 LD50값이 0.141~0.507 μg a.i./bee 수준으로 나타났다(Table 10).

        
          Table 10. 
				
          

          
            Acute contact toxicity of carbaryl to Apis mellifera
          
          

        

        
          
            
              	Institutes
              	LD50 (μg a.i./bee)
              	95% Confidence Limits
              	LD50 (μg a.i./bee)
              	95% Confidence Limits
            

            
              	24H
              	Lower
              	Upper
              	48H
              	Lower
              	Upper
            

          
          
            	A
            	0.196
            	0.107
            	0.336
            	0.187
            	0.155
            	0.223
          

          
            	0.262
            	0.144
            	0.474
            	0.250
            	0.136
            	0.451
          

          
            	0.327
            	0.128
            	0.735
            	0.314
            	0.112
            	0.731
          

          
            	B
            	0.23
            	0.18
            	0.30
            	0.21
            	0.16
            	0.27
          

          
            	0.22
            	0.18
            	0.28
            	0.22
            	0.18
            	0.28
          

          
            	C
            	0.270
            	0.084
            	1.717
            	0.266
            	0.097
            	1.168
          

          
            	0.507
            	0.317
            	0.956
            	0.507
            	0.317
            	0.956
          

          
            	D
            	0.319
            	0.227
            	0.654
            	0.319
            	0.227
            	0.654
          

          
            	0.141
            	0.125
            	0.158
            	0.141
            	0.125
            	0.158
          

          
            	0.173
            	0.121
            	0.255
            	0.173
            	0.121
            	0.255
          

        

        

        Table 10에서 carbaryl에 대한 꿀벌접촉의 24시간 LD50값의 평균과 표준편차는 0.250 ± 0.055이었으며, 48시간 LD50값의 평균과 표준편차는 0.242 ± 0.055이었다. 전체 LD50값의 75% 이상이 1SD에 포함되었으며, 2SD(95% 신뢰도) 범위에는 모든 LC50값이 포함되어 신뢰수준이 95% 이상으로 나타났다(Fig. 8). 그리고 The pesticide manual (2012)의 꿀벌독성 정보에서 carbaryl에 대한 꿀벌섭식독성은 48시간 LD50값이 0.21 μg a.i./bee로 ring test 결과와 편차범위내에서 유사하였으며, 접촉독성의 48시간 LD50값은 0.14 μg a.i./bee로 실제 ring test 결과에서 높은 수준으로 나타났다.

        
          
          

          Fig. 8. 
				
          

          
            Distribution of contact LD50 values of carbaryl to Apis melifefa in 4 testing institutes (A: 24h-LD50, B: 48h-LD50).
          
          

          

        

        Phenthoate에 대한 꿀벌 급성섭식독성시험 결과, 24시간 LD50값이 0.206~1.163 μg a.i./bee, 48시간 LD50값이 0.168~0.915 μg a.i./bee 수준으로 나타났다(Table 11).

        
          Table 11. 
				
          

          
            Acute oral toxicity of phenthoate to Apis mellifera
          
          

        

        
          
            
              	Institutes
              	LD50 (μg a.i./bee)
              	95% Confidence Limits
              	LD50 (μg a.i./bee)
              	95% Confidence Limits
            

            
              	24H
              	Lower
              	Upper
              	48H
              	Lower
              	Upper
            

          
          
            	A
            	0.206
            	0.171
            	0.251
            	0.168
            	0.141
            	0.210
          

          
            	0.216
            	0.179
            	0.262
            	0.207
            	0.172
            	0.250
          

          
            	0.229
            	0.126
            	0.443
            	0.229
            	0.126
            	0.443
          

          
            	B
            	0.35
            	0.26
            	0.47
            	0.31
            	0.22
            	0.41
          

          
            	0.51
            	0.39
            	0.67
            	0.32
            	0.24
            	0.41
          

          
            	C
            	1.163
            	0.569
            	3.579
            	0.915
            	0.665
            	1.359
          

        

        

        Table 11에서 phenthoate에 대한 꿀벌섭식의 24시간 LD50값의 평균과 표준편차는 0.326 ± 0.137이었으며, 48시간 LD50값의 평균과 표준편차는 0.267 ± 0.057이었다. 전체 LC50값의 75% 이상이 1SD에 포함되었으며, 2SD (95% 신뢰도) 범위에는 모든 LC50값이 포함되어 신뢰수준이 95% 이상으로 나타났다(Fig. 9).

        
          
          

          Fig. 9. 
				
          

          
            Distribution of oral LD50 values of phenthoate to Apis mellifera in 3 testing institutes (A: 24h-LD50, B: 48h-LD50).
          
          

          

        

        Phenthoate에 대한 꿀벌 급성접촉독성시험 결과, 24시간 LD50값이 0.045~0.116 μg a.i./bee, 48시간 LD50값이 0.038~0.113 μg a.i./bee 수준으로 나타났다(Table 12).

        
          Table 12. 
				
          

          
            Acute contact toxicity of phenthoate to Apis mellifera
          
          

        

        
          
            
              	Institutes
              	LD50 (μg a.i./bee)
              	95% Confidence Limits
              	LD50 (μg a.i./bee)
              	95% Confidence Limits
            

            
              	24H
              	Lower
              	Upper
              	48H
              	Lower
              	Upper
            

          
          
            	A
            	0.061
            	0.053
            	0.071
            	0.060
            	0.052
            	0.070
          

          
            	0.081
            	0.074
            	0.089
            	0.080
            	0.073
            	0.088
          

          
            	0.079
            	0.069
            	0.089
            	0.074
            	0.065
            	0.084
          

          
            	B
            	0.09
            	0.08
            	0.10
            	0.09
            	0.08
            	0.10
          

          
            	0.09
            	0.08
            	0.10
            	0.08
            	0.07
            	0.09
          

          
            	0.08
            	0.07
            	0.09
            	0.07
            	0.06
            	0.08
          

          
            	C
            	0.116
            	0.103
            	0.131
            	0.113
            	0.100
            	0.128
          

          
            	0.101
            	0.092
            	0.114
            	0.100
            	0.091
            	0.112
          

          
            	D
            	0.075
            	0.057
            	0.099
            	0.055
            	0.028
            	0.086
          

          
            	0.045
            	0.023
            	0.071
            	0.038
            	0.017
            	0.064
          

          
            	0.073
            	0.066
            	0.083
            	0.063
            	0.050
            	0.078
          

        

        

        Table 12에서 phenthoate에 대한 꿀벌접촉의 24시간 LD50값의 평균과 표준편차는 0.081 ± 0.012이었으며, 48시간 LD50값의 평균과 표준편차는 0.075 ± 0.015이었다. 전체 LC50값의 85.7%가 1SD에 포함되었으며, 2SD(95% 신뢰도) 범위에는 모든 LC50값이 포함되어 신뢰수준이 95% 이상으로 나타났다(Fig. 10). 그리고 The pesticide manual(2012)의 꿀벌독성 정보에서 phenthoate에 대한 꿀벌섭식독성은 48시간 LD50값이 0.115 μg a.i./bee로 ring test 결과에서 높게 나타났으며, 꿀벌접촉독성의 48시간 LD50값은 0.069 μg a.i./bee로 편차범위내에서 유사하였다.

        
          
          

          Fig. 10. 
				
          

          
            Distribution of contact LD50 values of phenthoate to Apis mellifera in 4 testing institutes (A: 24h-LD50, B: 48h-LD50).
          
          

          

        

        본 연구에서 각 시험기관의 시험결과를 비교하여 대체물질 가능성을 검토한 결과, 담수어류 급성독성시험의 대조물질로는 3,5-dichlorophenol과 copper(II) sulfate에서 시험어종인 송사리. 잉어. 미꾸리에 대한 독성값(LC50)의 재현성이 있고 시험과정에서도 오차 발생 가능성이 낮아 대체물질로 적합하다고 판단하였다. 꿀벌 급성독성시험의 대조물질로는 phenthoate에서 꿀벌 접촉 및 섭식 독성값(LD50)의 재현성 높고 물질 조제 및 처리 과정에서도 실험오차의 발생 가능성이 낮아 대체물질로 적합하다고 판단하였다. 그리고 시험기관에 따라 일부 생물종에 대한 결과값 중 편차가 큰 경우가 있었다. 이러한 결과값의 편차는 주기적이고 반복적인 실험을 통하여 줄일 수 있으며, 지속적으로 독성자료를 축적한다면 신뢰성을 확보할 수 있을 것으로 판단된다.
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