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            Abstract
          
        

        
          Chlorpyrifos (CPF)는 유기인계(organophosphates, OPs) 농약 중 하나로 화학적으로 생체 침투율이 높아 농작업자의 농약 노출에 대한 연구가 다수 진행되고 있다. 하지만, 농작업자의 생체시료를 이용한 대사체 분석을 통해 급성 CPF의 노출량을 예측하는 연구는 미비한 실정이다. 이에 본 연구에서는 흰쥐의 피부를 통해 CPF를 반복 노출시킨 후 뇨 중 3,5,6-Trichloro2-Pyridinol (TCP) 배설량 변화를 확인하고, 노출과 배설의 상관성을 확인하였으며, 최종적으로 뇨 중 TCP의 배설량을 통해 노출량을 예측하였다. CPF는 7일간격으로 저(1.01 mg/kg), 중(10.05 mg/kg), 고농도(100.50 mm/kg)로 경피를 통해 3회 반복 노출한 시험군의 매 노출 후 24시간 동안 뇨 시료를 채취하여 TCP 배설량를 분석하였다. 분석 결과, 노출횟수가 증가할수록 뇨 중 배설량은 유의적으로 감소하였으며, 노출농도 증가에 따라 배설량 감소폭은 증가하였다. CPF의 경피 노출과 뇨 중 TCP의 배설량과의 상관관계는 0.67~0.86으로 높은 상관성을 보였다. 또한, 우리나라 농작업자의 노출수준인 저농도로 흰쥐에 반복적으로 CPF를 처리한 경우 뇨 중 TCP 배설량에 근거한 CPF 흡수율은 4.20~18.81%를 나타내었으며, 국외 농민에서 보고된 흡수율과 유사한 수준의 예측능을 보였다. 향후 농업현장의 농민에 대한 생체시료를 이용한 TCP 분석을 통해 농작업자의 급성 농약 노출량을 예측하는데 기초자료가 될 것으로 생각된다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Chlorpyrifos (CPF) is one of the organophosphates (OPs) pesticides, and has been widely studied for pesticide exposure by agricultural operator due to its high chemical penetration rate. However, studies to predict the exposure of acute CPF through the analysis of its metabolites using the biomonitoring for agricultural operators are insufficient. In this study, we examined the urinary excretion of 3,5,6-Trichloro2-Pyridinol (TCP) following the repeated exposure of CPF through the skin of rats and confirmed the correlation between CPF exposure and urinary TCP excretion, and finally predicted the CPF exposure by urinary TCP excretion in rats. TCP excretion was analyzed in urine samples of rats exposed through the skin for three times at low (1.01 mg/kg), medium (10.05 mg/kg) and high concentrations (100.50 mg/kg) every 7 days. As the number of exposures increased, urinary TCP excretion decreased significantly, and the decrease in TCP excretion in urine increased with increasing exposure concentration. The correlation between dermal exposure of CPF and their excretion of TCP in urine samples were high, ranging from 0.67 to 0.86. In addition, the absorbed CPF ratio was 4.20~18.81% in rats of low-CPF exposed levels, which was selected as the realistic pesticide exposure level for the agricultural field in Korea. It would be considered to be a basic data for predicting acute pesticide exposure of agricultural operators through TCP analysis using biological samples for farmers in agricultural field.
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      서 론
      Chlorpyrifos (CPF)는 유기인계(organophosphates, OPs) 농약 중 하나로 과수 및 채소 작물에 진딧물이나 나방류등의 방제에 주로 쓰이며, 2015년에만 34 ton이 생산되는 등(KCPA, 2015) 농업분야에서 널리 사용되고 있는 농약이다(Eaton et al., 2008).

      하지만, CPF가 체내로 흡수되면 주로 간에서 cytochrome P450에 의해 CPF-oxon으로 분해되고, 이는 acetylcholinesterase (AChE)의 활성을 저해하여 Ach의 축적을 일으키고 신경독성을 유발하는 물질로 알려져 있다(ATSDR, 1997). CPF-oxon은 A-esterase에 의해 3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP)과 diethyl phosphate로 대사되며, 경구 및 경피 노출시 각각 70%, 1.3%씩 소변 통해 대사체인 TCP로 배설된다(Nolan et al., 1984; Aprea et al., 2002). 체내에 노출된 CPF의 소실반감기(elimination half-life)는 26.9시간으로, 농작을 살포하는 농작업자의 TCP 배설률은 18-24시간에 최대치가 되는 것으로 보고된다(Nolan et al., 1984; Fenske and Elkner, 1990; Hines and Deddens, 2001).

      화학적으로 CPF는 친지성 구조로 인해 생체 침투율이 높아 농작업자의 농약 제조 및 살포시 피부와 호흡기를 통한 노출이 주된 경로가 된다(Griffin et al., 1999; Jung et al., 2002). 농작업자의 농약 노출 평가에는 수동적 측정방법과 생물학적 측정법을 이용할 수 있는데, 수동적 측정법이 패치, 장갑, 마스크 등을 분석하는 데 반해, 생물학적 측정법은 소변, 타액, 혈액 중 대사체를 이용하여 피부 또는 복합적인 노출로 부터 내부노출량(internal dose)을 평가하므로 보다 더 적절한 방법으로 꼽힌다(Griffin et al., 1999; Kim et al., 2011).

      CPF의 생물학적측정법으로 주요 대사체인 뇨 중 TCP를 biomarker로서 생체 모니터링 연구가 다수 수행되고 있으며, 미국과 멕시코에서는 역학조사로 일반 인구와 임산부를 대상으로 뇨 중 TCP수치를 모니터링 하였으며(Fortenberry et al., 2014; Morgan, 2015), 농작업자와 그 가족을 대상으로 한 연구도 수행되었다(Alexander et al., 2006).

      반면, 국내에서는 일반인구 및 취약계층을 대상으로 유기인계 살충제의 뇨 중 대사체를 분석하여 모니터링 하였으며 (KFDA, 2010). Jung 등(2002)은 국내 농작업자에 대한 CPF의 피부 흡수 및 노출평가를 위해 토끼를 이용한 피부자극시험과 국내 과수 농작업자들의 수동적 측정법에 따른 노출자료를 이용하여 위해성을 평가하였다. 하지만, 농작업자 생체 시료를 이용한 농약의 급성노출에 대한 예측 등 위해성평가 연구가 미비한 실정이다.

      따라서, 본 연구에서는 실제 농업현장에서 농작업자에게 노출되는 농약의 사용농도를 선정하기 위하여, 농촌진흥청에서 사용하고 있는 농작업자 노출예측모델(Korean predicted operator exposure Model, KoPOEM)을 통해 선정된 농약의 수준으로, 사과에 등록된 CPF의 안전사용기준(phostharvest interval; PHI)에 근거하여 7일 간격으로 3회선정하였다. 흰쥐의 피부를 통해 CPF를 반복 노출 시킨 후 뇨 중 TCP 배설량 변화를 확인하고, 노출과 배설의 상관성을 확인하였으며, 최종적으로 뇨 중 TCP의 배설량을 통해 노출량을 예측하고 위해성을 평가하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        시험물질 및 시약
        Chlorpyrifos (99%)는 technical grade로 (주)한국삼공(Seoul, Korea)에서 제공 받아 사용 하였으며, TCP (99.8%), HCl (37%), N-methyl-N-(tert.-butyldimethylsilyl) trifluoroacetamide (MTBSTFA, 97%), 2,6-dibromophenol (99%) 등 모든 시약은 sigma (St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였다.

      

      
        시험동물 및 사육조건
        시험에 사용된 동물은 7주령의 Sprague-Dawley 수컷 흰쥐를 Koatech (Gyeonggi-Do, Korea)로 부터 구입하여 사용하였다. 시험 전 일주일간 순화기간을 거쳤으며, 온도 23 ± 2 oC, 습도 50-60 %의 조건에서 사육하였다. 처리군별로 11마리의 실험동물을 사용하였으며, 전 시험기간 동안 자유급식 하였다.

      

      
        노출 수준 설정 및 투여방법
        시험 농약의 노출 수준은 우리나라 농작업자가 사과작물에 CPF 유제 20%를 살포할 때 실제 노출되는 수준으로 선정하고자, 우리나라 농작업자 농약 노출량 산출모델인 KoPOEM을 통해 계산하였다. 시험에서는 실제 노출량을 저농도군 (1.005 mg/kg bw)으로 하고 공비 10을 두어 중간농도군 (10.05 mg/kg bw)과 고농도군 (100.05 mg/kg bw)를 선정하였다. 노출 횟수는 사과 작물의 CPF 유제 20% 안전사용기준에 따라 7일간격 3회를 선정하였고, 노출 시간은 KoPOEM에서 적용하는 1일 노출시간에 따라 6시간 노출하였다.

        시험물질은 corn oil에 녹여서 사용하였으며 노출농도 및 투여용량은 노출 직전 흰쥐의 체중으로 환산하여 적용하였다. 경피 투여를 위해 4×4 cm의 거즈에 시험물질을 균일하게 처리하여 비자극성 테이프로 고정하였으며, 노출시간 종료 후 멸균증류수로 피부에 남아있는 시험물질을 제거하였다. 매 노출 직후, 그리고 마지막 노출 7일 후 24시간 동안의 뇨 시료를 채취하고, 분석 전까지 -70oC에서 냉동 보관하였다.

      

      
        뇨 시료의 TCP 대사체 분석
        뇨 중 TCP 분석은 Chuang 등(2004)의 방법에 따라 다음과 같이 처리하였다. 뇨 시료 1 mL에 내부표준물질(2,6-Dibromophenol) 50 μL (0.5 μg/mL)와 HCl (12 N) 100 μL를 각각 첨가 한 뒤 80oC에서 1시간 동안 가수분해 하였으며, 20% NaCl 1 mL와 chlorobutane 1 mL를 각각 첨가하고 20분간 진탕 추출하였다. 추출액을 원심분리 후 상층액을 질소가스로 완전히 건조 한 후, Acetonitrile 30 μL과 MTBSTFA 10 μL 첨가한 뒤 70oC에서 45분 동안 유도체화시켰다.

        분석기기는 6890 Gas chromatography에 5973 Mass spectrometry (Agilent, Santa Clara, USA)울 연결한 GC/MSD를 사용하였으며, 분석시료 1 μL를 splitless mode로 주입하였다. 컬럼은 DB-5 (30 m × 0.32 mm × 0.5 μm)을 사용하였으며 운반기체로는 He을 유속 2 mL/min으로 설정하였다. 주입기 온도는 280oC로 하였으며, 오븐 온도는 초기 60oC 이후 1단계 1분 유지 후 분당 30oC씩 180oC까지, 2단계 분당 10oC씩 220oC까지, 3단계 분당 60oC로 최종 280oC까지 상승시킨 후 1분 동안 유지하였다.

        정량분석을 위해 selected ion-monitoring (SIM) mode을 이용하였으며, TCP와 IS의 머무름 시간(retention time)은 각각 8.02, 9.06 분에서 관찰되었다. 기기분석의 유효성을 확인하기 위해 무처리된 뇨 시료에 TCP를 9.38 μg/mL이 되게 첨가하여 분석법의 정확성(accuracy, %)과 정밀성(precision, %)을 확인하였다.

      

      
        뇨 중 creatinene 분석
        뇨 중 대사체의 정량을 위해서는 creatinine으로 보정하는 방법이 사용되고 있으며(Kim et al., 2015), 뇨 중 creatinine 분석은 Jaffe Method를 근거로 Kim 등(2017)의 방법에 따라 다음과 같이 측정하였다. Creatinine 표준용액, blank 및 희석된 뇨 시료를 96 well plate에 각각 50 μL/well씩 첨가한 후, 0.3 N NaOH과 1% picric acid을 1:1의 비율로 혼합한 반응 용액을 100 μL/well씩 첨가하였다. 15분동안 상온에 방치한 후, 480 nm 파장 조건에서 Multiskan microplate reader (Thermo Scientific, Vantaa, Finland)로 흡광도를 측정하였다. 시험은 3반복 수행하였다

      

      
        뇨 중 TCP를 통한 CPF 노출량 예측 및 위해성평가
        CPF의 반복 노출에 따른 흡수율(%)을 산출하고자 실제 농업현장의 노출농도인 저농도 처리군에 대해서 매 노출 후 24시간 동안의 TCP 배설량에 뇨 부피를 적용하여 누적 TCP량(μg)을 구하고, 이를 CPF/TCP의 분자량 비율을 적용하여 CPF로 환산하였으며, 실제 처리된 양과의 비율을 구하여 흡수율로 하였다(Meuling et al., 2005).

        매 노출에 따른 CPF의 일일흡수용량(Absorbed daily dose, ADD)을 구하기 위하여 아래와 같이 Phung et al. (2012)의 산출식을 적용하였다. CF는 CPF의 70%가 뇨 중 TCP로 배설된다는 선행연구 결과에 근거하여 10/7에 해당하는 1.4를 적용하였다(Nolan et al., 1984).
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        C : 일일 TCP 배설량(μg/g creatinine), Cn : 일일 creatinine 배설량(g/day), CF : 보정 계수(correction factor 1.4), Rmw : CPF/TCP 분자량 비, BW : 체중(Body weight)

        ADD 값에 대해 확률적 분포를 적용하기 위하여 Crystal ball software ver.11.1.2.4l (Oracle, Vallejo, US)를 이용하였으며, 24시간 동안의 검출치에 대한 누적 확률로 CP (cumulative probability, %)를 구하였다. 위해성평가에 적용하기 위하여 ADD의 중앙값과 극단값 산출을 위하여 분포의 중앙값(median)과 상위 5% 값(95%tile)을 채택하였다.

        CPF 노출량에 따른 위해지수(hazard quotient, HQ)는 농작업자에 대한 급성 독성기준치를 근거로 하여 독성기준치 대비 노출량으로 산출하였으며, 위해도의 중앙값(median)인 HQ50와 극단노출값(95%tile)인 HQ95으로 나누어 계산하였다. 최종적으로 HQ가 1.0 이상인 경우 노출에 따른 영향이 있는 것으로 판단하였다(Atabila et al., 2018a)

      

      
        통계처리
        통계 처리는 SPSS ver. 20 (SPSS, Chicago, IL, USA)를 이용하였으며, 시험군 간 차이 검증을 위해 one-way ANOVA (analysis of variance)를 실시하였다. 사후 검증으로 Duncan’s test를 수행하였으며 유의수준 0.05에서 유의성을 검증하였다. CPF 노출 수준과 뇨 중 3-PBA 배설량 변화의 상관성은 회귀분석(regression analysis)을 통해 확인하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        뇨 중 TCP 분석법 검증
        무처리된 뇨 시료를 이용하여 TCP를 분석하여 얻은 검정곡선 y = 9.76x − 0.24(r² = 0.9962)을 통하여 CPF를 반복 노출한 흰쥐의 뇨 중 TCP 배설량을 계산하였다. GC/MSD를 통한 본 분석법의 유효성을 확인하기 위해 TCP 농도가 9.38 μg/mL가 되도록 제조하여 시험법의 정확성과 정밀도를 확인하였다.

        시험결과 본 시험의 정확성(%)을 나타내는 회수율(recovery, %)은 93.4-111.9%의 범위였으며, 정밀성(%)인 coefficient of variation (CV)는 3.8-6.8로 나타나, EU 가이드라인(2011)에 따른 기준인 정확성(70-120%)과 정밀성(≤ 20%)을 충족하였다.

      

      
        CPF 반복 노출에 따른 뇨 중 TCP 배설량 변화
        CPF는 7일간격으로 저(1.01 mg/kg), 중(10.05 mg/kg), 고농도(100.50 mm/kg)로 경피를 통해 3회 반복 노출한 시험군의 매 노출 후 24시간 동안, 그리고 최종 노출 1주일 후의 24시간 동안 뇨를 통해 배설된 TCP 양을 creatinine으로 보정한 결과는 Table 1과 같다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Creatinine-corrected concentrations of TCP in urines for 24 hours in rats following the repeated dermal exposure to chlorpyrifos (CPF)
            (Unit ; μg/g creatinine)

          
          

        

        
          
            
              	Groups (Exposure dose)
              	after
1st exposure
              	after
2nd exposure
              	after
3rd exposure
              	7 days after
3rd exposure
            

          
          
            	Control
            	0.71 ± 0.35
            	2.53 ± 0.89
            	3.12 ± 1.01
            	1.81 ± 1.28
          

          
            	Low (1.01 mg/kg bw)
            	190.12 ± 70.67a
            	110.94 ± 28.43a
            	48.88 ± 13.01b
            	2.81 ± 0.64c
          

          
            	Medium (10.05 mg/kg bw)
            	857.34 ± 284.15a
            	815.86 ± 223.06a
            	500.44 ± 130.36b
            	8.72 ± 6.34c
          

          
            	High (100.50 mg/kg bw)
            	12,037.67 ± 6,060.38a
            	5,242.18 ± 3,196.75b
            	5,037.94 ± 1,814.07b
            	223.89 ± 115.88c
          

        

        
          
            Values are expressed as mean ± SD of 11 animals. a,b,c indicate a significantly difference between groups of different number of CPF exposure among different exposure dose, p<0.05.
          

        

        

        실제 농업현장의 CPF의 노출수준인 저농도군의 뇨 중 TCP 배설량은 1회 노출후 24시간 동안 190.12 ± 70.67 μg/g creatinine이었으며, 2회 노출 후에도 110.94 ± 28.43 μg/g creatinine으로 유의적인 차이가 없었다. 그러나, 이는 3회 노출 후 24시간 동안 48.88 ± 13.01 μg/g creatinine으로 유의 적으로 감소하였으며, 최종 노출인 3회 노출 후 7일째에 24시간동안 채취한 뇨 시료에서 2.81 ± 0.64 μg/g creatinine으로 3회 노출 직후에 비해 보다 유의적으로 감소하여 대조군과 유사한 수준에 도달하였다(p<0.01). 저농도군의 10배로 노출된 중농도 시험군의 뇨 중 TCP 배설량은 저농도 시험군의 배설량 변화와 유사한 경향을 보였다. TCP는 체내의 소실 반감기가 27시간이라는 선행연구(Nolan et al., 1984)의 보고에 근거했을 때, CPF의 노출에 따른 뇨 중 TCP가 매 노출 후 24시간동안 대부분 배출된 결과로 생각된다.

        저농도군의 100배로 노출된 고농도 시험군에서는 CPF의 1회 노출 후 24시간 동안 뇨를 통한 TCP가 12,037.67 ± 6,060.38 μg/g creatinine 수준으로 배설되었으나, 2회 노출 후 5,242.18 ± 3,196.75 μg/g creatinine으로 유의적으로 감소하였다. 따라서, 노출농도가 증가할수록 노출횟수가 반복되면 뇨 중 TCP 배설량의 감소폭이 상대적으로 빨리 나타나는 것을 알 수 있다.

        Table 1의 뇨 중 TCP 배설량의 변화를 매 노출에 따른 시간 추이로 도식화 한 결과(Fig. 1)에서도 CPF의 노출농도가 증가할수록 상대적인 뇨 중 TCP의 감소폭은 증가하였으며, 본 시험의 최종 노출인 3회 노출 7일 이후 뇨를 통한 TCP의 배설이 저농도군과 중농도군 모두 대조군 수준으로 감소한 것을 알 수 있다. 고농도군은 실제 농업현장의 노출농도의 100배에 해당하는 매우 높은 수준의 노출농도이며, 반복횟수를 보다 늘릴 경우 뇨 중 TCP의 배설은 대조군 수준으로 감소할 것으로 예상된다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Time courses of urinary TCP excretion in rats following the repeated dermal exposure to chrorpyrifos ; Each plot represents the mean ± S.D of 11 animals.
          
          

          

        

        CPF의 경피 노출농도와 뇨 중 TCP의 배설량과의 상관관계를 CPF 노출농도군별로 살펴본 결과는 Fig. 2와 같다. 저농도, 중농도 및 고농처리군에서 농도의존적 상관성(r2)이 각각 0.7627, 0.6774 및 0.8618로 높은 상관성을 보였다. 이는 뇨 중 TCP 검출결과를 이용해 CPF의 피부노출량에 대한 예측능이 높을 수 있음을 의미하는 것으로 생각된다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Correlation between dermal exposure to chlorpyrifos and urinary 3-PBA excretion in rats ; 1st (A), 2nd (B) and 3rd (C) exposure to chlorpyrifos.
          
          

          

        

        한편, 국외 농작업자에 대한 선행연구 결과 살포 후 24시간 동안 뇨 중 TCP 배설량이 베트남(N=18)에서 평균 47.5 μg/g creatinine, 미국(N=34) 10.5 μg/g creatinine로 보고되었다(Alexander et al., 2006; Phung et al., 2012). 본 연구결과에서 국내 농작업자 노출수준인 저농도군에서 3회 노출직후 뇨를 통한 TCP 배설량이 48.88 ± 13.01 μg/g creatinine으로 감소하였으며, 10배 높게 노출된 중동도군에서도 3회 노출 7일 후 8.72 ± 6.34 μg/g creatinine으로 감소하여, 베트남 및 미국의 농작업자의 수준과 유사함을 알 수 있다.

      

      
        뇨 중 TCP 배설량을 이용한 CPF 노출량 예측
        CPF는 체내 흡수된 후 대부분 뇨로 배설된다는 선행연구(Tanvir et al., 2016)에 근거해 실제 농업현장의 노출농도인 저농도 처리군에 대해서 노출된 CPF의 흡수량을 환산한 결과는 Table 2와 같다. 저농도 처리군의 매 반복 노출에 따른 뇨 중 TCP의 배설량에 근거한 CPF의 흡수율이 1회 18.81%, 2회 10.10%, 3회 4.20%로 노출 횟수가 증가할수록 감소하는 것을 알 수 있다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            The Absorbed chlorpyrifos(CPF) ratio estimated from urinary TCP excretion in rats following the repeated dermal exposure to low CPF-exposured level
          
          

        

        
          
            
              	The number of exposures
              	Cumulative TCP excreted for 24 h (μg)
              	Calculated equivalent CPF (μg)
              	Applied dose of CPF (μg/cm2 )
              	Absorbed ratio to the applied dose (%)
            

          
          
            	1
            	26.28 ± 8.96
            	46.51 ± 15.86
            	15.55 ± 0.41
            	18.81 ± 6.72
          

          
            	2
            	16.29 ± 5.53
            	28.83 ± 9.79
            	17.95 ± 0.73
            	10.10 ± 3.55
          

          
            	3
            	7.62 ± 2.32
            	13.48 ± 4.10
            	20.22 ± 0.68
            	4.20 ± 1.38
          

        

        
          
            Values are expressed as mean ± SD of 11 animals.
          

        

        

        선행연구 결과, 인체의 뇨 중 TCP 분석을 통한 CPF 피부흡수에 관한 연구에 따르면, 50 μg/cm2 CPF를 피부에 4시간 처리시 4.3%의 흡수율을 나타내었으며(Meuling et al., 2005), 인체를 대상으로 한 CPF 피부 흡수 시험에서도 노출량의 1-1.3%가 흡수되는 것으로 보고(Nolan et al., 1984; Griffin et al., 1999)하여, 본 연구의 흡수율과 유사한 수준임을 알 수 있다.

        Phung et al. (2012)의 산출식을 이용하여 CPF의 노출에 따른 일일흡수용량(Absorbed daily dose, ADD)을 산출한 결과, 1회 노출 직후 22.51 ± 8.65 μg/kg/day에서 2회 노출 직후 11.87 ± 3.1 μg/kg/day, 3회 노출직후 5.64 ± 1.63 μg/kg/day로 점차 감소하였다(Table 3). 또한, ADD 값들에 대해 확률적 분포를 적용하여 중앙값(CP50)과 상위5%인 극단값(CP95)을 선정한 결과, CP50 및 CP95가 각각 5.31~18.08 μg/kg/day 및 8.20~35.32 μg/kg/day의 범위를 보였다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            The Absorbed daily dose (ADD) of chlorpyrifos (CPF) estimated from urinary TCP excretion in rats following the repeated dermal exposure to low CPF-exposured level
          
          

        

        
          
            
              	The number of exposures
              	ADD (μg/kg/day)
              	ADD (μg/kg/day) through probabilistic approach
            

            
              	CP50
              	CP95
            

          
          
            	1
            	22.51 ± 8.65
            	18.08
            	35.32
          

          
            	2
            	11.87 ± 3.19
            	10.14
            	15.64
          

          
            	3
            	5.64 ± 1.63
            	5.31
            	8.20
          

        

        
          
            Values are expressed as mean ± SD of 11 animals. CP is cumulative probability; CP50 and CP95 are median-exposed level and 5% highly exposed level, respectively.
          

        

        

        본 연구에서 실제 농업현장에서 농작업자 노출되는 수준인 저농도군의 ADD를 선행연구(Alexander et al., 2006; Phung et al., 2012; Atabila et al., 2018b)와 비교한 결과를 Fig. 3에 나타내었다. 베트남, 가나 및 미국 농민의 뇨를 통한 TCP 배설량을 이용해 예측된 CPF의 ADD 중간값이 각각 9 μg/kg/day (rang : 0.4-94.2 μg/kg/day), 6 μg/kg/day (range : 0.7-74 μg/kg/day), 2.5 μg/kg/day(range : 0.7-26 μg/kg/day)이었으며, In vitro 쥐 피부모델 연구(Kim et al., 2016)에서 우리나라 농작업자 노출수준으로 CPF를 처리한 경우 노출양은 12 μg/kg/day이라고 보고하였다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Comparison of chlorpyrifos Absorbed daily dose (ADD) among applicators in various countries and this study, adapted from Phung et al. (2012).
          
          

          

        

        본 연구에서 흰쥐를 이용한 CPF에 대한 경피 노출 직후 ADD가 5.64~22.51 ug/kg/day의 범위를 보임에 따라, 개인보호장구 미착용 비율이 높아 농약 노출량이 많은 것으로 보고된 바 있는 이집트를 제외하고(Farahat et al., 2010), 베트남, 가나 및 미국 농민에 대한 결과와 유사한 수준으로 나타났다. 따라서, 본 연구에서 흰쥐를 이용한 뇨 중 TCP 검출결과를 통한 CPF 노출의 예측이 실제 인체의 생체시료를 이용한 바이오 모니터링 결과를 이용한 예측과 유사한 결과를 보임을 확인할 수 있었다.

      

      
        뇨 중 TCP를 통한 CPF의 위해성평가
        뇨 중 TCP 검출결과를 이용한 CPF의 위해성평가를 위해 ADD를 WHO (100 μg/kg/day) 및 호주의 APVMA (10 μg/kg/day)에서 설정한 CPF의 급성 농작업자노출허용량 기준으로 나눈 중앙값(HQ50) 및 극단값(HQ95)은 Table 4와 같다. WHO 독성기준치(WHO, 2009)에 근거한 HQ50 및 HQ95는 0.05-0.35의 범위로 모두 1 이하로 나타나나, 중간노출수준과 상위 5% 노출수준에서도 건강에 유해한 영향을 주지 않는 것으로 판단되었다. 농작업자들을 대상으로 한 선행연구결과에서도 가나는 HQ50 (0.08) 및 HQ95 (0.8) (Atabila et al., 2018b), 베트남은 HQmean (0.2) 및 HQmax (0.9) (Phung et al., 2012)으로 본 연구의 결과와 유사한 수준을 보였다.

        
          Table 4. 
				
          

          
            Hazard Quotient (HQ) with median and 96%tile values of chlorpyrifos exposure in rats following the repeated dermal exposure to low CPF-exposured level
          
          

        

        
          
            
              	The number of exposures
              	Hazard quotient (HQ)a)
            

            
              	WHO/FAO
              	APVMA
            

            
              	HQ50
              	HQ95
              	HQ50
              	HQ95
            

          
          
            	1
            	0.18
            	0.35
            	1.81
            	3.53
          

          
            	2
            	0.10
            	0.16
            	1.01
            	1.56
          

          
            	3
            	0.05
            	0.08
            	0.53
            	0.82
          

        

        
          
            a)HQ=ADD/Guideline Dose.
          

        

        

        반면 APVMA (2009)은 WHO (2009)보다 10배 낮은 기준으로 권고되어 1회 노출 시 HQ50 (18.08), HQ95 (3.53)으로 기준치 이상으로 나타났으나, 노출 횟수가 증가할수록 위해도가 감소하여 3회 노출 후 HQ50 0.53, HQ95 0.82로 기준치 이하로 감소하였다. 이상의 결과를 토대로, 농약을 반복적으로 사용하게 되는 농가현실을 고려할 때 우리나라 CPF의 노출은 안전한 수준임을 확인할 수 있었다.

        Kim 등(2016)에 따르면 피부에 처리된 CPF는 표피에 그대로 남으며, 각질층(stratum corneum)과 표피/진피층(epidermis/dermis)에 축적되는 것으로 보고되었다(Moore et al., 2014). 피부를 통한 농약의 노출은 주된 농작업자의 노출경로로 농작업자가 실제 농업현장에서 노출될 수 있는 저농도의 농약에 반복 노출되는 경우 인체의 생체시료의 대사체 분석을 통해 신속히 농약의 노출량을 예측함으로써 농약을 사용하는 농작업자에 따른 안전성을 확보할 수 있을 것이다. 본 연구의 결과는 농업현장의 농작업자에 대한 생체시료를 이용하여 대사체인 TCP 배설량 분석값을 통해 급성적인 농약 노출량을 예측하기 위한 기초자료가 될 것으로 생각된다.
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