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            Abstract
          
        

        
          천연제초활성 소재인 herbicidin A의 설치류(마우스, 랫드)와 토끼에 대한 급성 독성을 알아보고자 마우스 급성경구독성시험, 랫드 급성경피독성시험 및 토끼를 이용한 피부 및 안점막자극성 시험을 수행하였다. 마우스 급성경구독성시험에서 기초시험단계의 기준농도인 원제 2,000 mg/kg(체중)를 1회 경구투여 후 14일간 관찰한 결과, 마우스의 치사 및 외관상 이상 증상은 관찰되지 않았다. 랫드 급성경피독성시험 역시 기준농도인 원제 2,000 mg/kg(체중)를 1회 피부에 고르게 바른 후, 14일간 관찰한 결과, 치사 및 경피독성은 관찰되지 않았다. Herbicidin A 원제 0.5 g 을 피부에, 0.1 g을 안점막에 처리한 토끼 피부 및 안점막자극성시험 결과 피부나 안구에서 독성증상을 보이지 않았다. 결과적으로 천연물 제초제 소재 herbicidin A는 기초시험단계의 기준농도 처리 수준에서 마우스, 랫드, 그리고 토끼에 대한 독성을 거의 보이지 않았다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          To test the acute toxicity of herbidicin A, made of natural herbicidal material on rodents (mice and rats) and rabbits, mouse acute oral toxicity, rat acute dermal toxicity and rabbit acute dermal/eye irritation/corrosion tests were performed. In the mouse acute oral toxicity tests, after one oral injection of herbidicin A (2,000 mg/kg b.w), no fatalities or apparent abnormalities of the mice were observed during 14 days of monitoring period. In the rat acute dermal toxicity tests, after applying a single dose of herbidicin A (2,000 mg/kg b.w) evenly to the skin, no lethality or visible sign of dermal toxicity were observed during 14 days of monitoring period. In the rabbit dermal/eye irritation/corrosion tests, after applying 0.5 g of raw herbicidin A on the skin, and 0.1 g on the ocular membrane, no toxic symptoms were shown on the skin or eyes of rabbits. The results of this study showed that herbicidin A was little to no toxicity to mice, rats and rabbits at the standard concentration of the basic test stage.
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      서 론
      외래 잡초는 국가 간의 교류가 활발해지면서 비행기나 배를 통해 다양한 종류가 유입되고 있는데, 도로변, 생활 주변 뿐만 아니라 농경지, 산지, 주요 하천 및 댐 주변 등으로 급속하게 확산되어 서식지 파괴, 환경오염, 식생의 단순화 등 심각한 문제를 일으키고, 작물생산에도 크게 영향을 끼쳐 국내 생태계에 악영향을 미치고 있다.

      특히 최근에 공항이나 항만의 물류 집결 지역이나 수입 사료 육상 이동로를 따라 가시상추, 서양금혼초, 가시박 등 외래 잡초 유입이 증가하여 생태계를 교란하고 있고, 농경 지로의 침입도 점차 진행되고 있는 실정으로 우리나라의 논, 밭, 과수원 및 목초지 등에서도 총 28과 166종의 외래 잡초가 발견되었다(Choi, 2017; Kim et al., 2018).

      그동안 외래 잡초 방제법이 다양하게 개발되었지만, 유기합성 제초제 위주의 잡초방제는 장기 사용으로 인한 저항성 잡초 출현(Riches et al., 1996), 사람과 가축 및 환경생물 독성 및 환경 오염 우려가 항상 존재한다. 가지를 잘라내거나 뿌리를 뽑아 제거하는 물리적인 방법은 잡초 종합방제 측면에서 활용되지만, 노동력이 많이 들고 완전한 제거가 불가능한 단점이 있다. 따라서 생력적으로 외래 잡초를 방제하기 위해서는 기존 유기합성 제초제보다 환경오염이나 독성 측면에서 상대적으로 안전한 새로운 제초제 개발이 요구된다.

      외국에서는 이러한 제초제 개발을 위해서 사람과 가축에 영향이 없는 식물 특이적인 신규 작용점이나 미생물이 생산하는 천연 유도 저항성 물질을 대상으로 토양 미생물이나 이들이 생산하는 대사산물을 이용한 천연물 소재 제초제 탐색과 개발이 활발히 추진되고 있다(Duke et al., 2000; Mitchell et al., 2001; Chaimovitsh et al., 2010; Bailey and Falk, 2011; Bailey, 2014).

      천연 유래 소재의 제초제는 기존 합성 제초보다 개발 비용에 비해 성공률이 높아 상대적으로 경제적인 것으로 평가되고 있다(Pyon et al., 2017). 국내 유기합성 제초제를 대체 할 수 있는 자생식물과 미생물을 활용한 새로운 제초제 개발을 위한 활발한 연구가 이루어지고 있지만, 제품화된 것 은 아직 없는 실정이다(Kim et al., 1996; Kim et al., 1997; Park et al., 2012; Lee et al., 2013; Won et al., 2015; Kim et al., 2015; Kim et al., 2018).

      개발된 제초제의 경우 사용 전 인체 독성에 대한 연구가 매우 중요하다. 제초제 관련 급성독성시험의 선행연구 자료에 의하면 glufosinate의 랫드 급성경구독성(LD50: 1500-2000 mg/kg)과 안점막자극 및 피부자극성 시험결과가 보고된 바 있다(Cox C., 1996). Koo et al. (2011)는 methozolin의 급성 경구(LD50: 2,000 mg/kg b.w 이상) 및 경피 독성시험(LD50: 4000 mg/kg b.w 이상), 피부자극성 및 안점막 자극성시험결과를 보고하였다. Suyatna과 Darmayanti (2003)는glyphosate isopropylamine과 2,4 D-isopropylamine 의 혼합물에 대한 안점막자극성 시험결과를 발표하였다. 하지만 천연 제초활성 소재에 대한 급성독성평가 연구자료는 거의 없는 상태이다.

      한국화학연구원에서는 생태계 교란 외래잡초의 친환경적 제거를 위해 미생물 대사체 기반 후보 소재를 선발하고 있으며, 실용화를 위해 국립농업과학원과 공동으로 방제효과와 독성 등을 평가하고 있다(Won et al., 2015; Park et al., 2019). 이에 본 연구에서는 Park et al. (2019)이 보고한 herbicidin의 어류 및 육상생물에 대한 독성평가에 이어 설치류와 토끼에 대한 급성독성을 추가로 평가하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        Herbicidin의 설치류에 대한 급성독성평가
        
          시험물질 및 시험장소
          본 독성시험에 사용한 원제는 천연제초활성 소재 herbicidin A (95%, powder)로 한국화학연구원으로부터 제공받아 사용하였다. 독성 시험은 식약처 실험동물 등록시설인 국립농업과학원 독성 기능성 연구동 실험동물사육실에서 이루어졌다.

        

        
          시험동물
          모든 시험은 국립농업과학원 동물실험윤리위원회 승인 후 (승인번호: NAS-201901, NAS-202001) 수행하였다. 본 연구에 사용한 마우스(ICR 생쥐, 7주령 암컷)와 랫드(Sprague Dawley rat, 7주령 암컷), 그리고 토끼(New Zealand White rabbit, 7주령 암컷)는 한일 실험 동물센타(전북 완주군 소재)에서 구입하였으며, 온도 22 ± 2°C, 습도 55 ± 10%, 12시간의 명암조건에서 일주일간 적응시킨 후 사용하였다. 고형사료와 물은 자유 급식시켰다.

        

        
          마우스 급성경구독성시험(급성독성등급법)
          마우스에 대한 급성경구독성시험은 OECD의 가이드라인(OECD, 2001) 및 농촌진흥청 고시「농약 및 원제의 등록기준」의 인축독성 시험기준과 방법(RDA, 2019)의 급성경구독성 시험 중 급성독성등급법에 준하여 시험하였다. 시험 전 마우스는 물을 제외한 먹이를 4시간 금식시켰다. 금식 후 마우스의 체중을 측정하고 그 무게에 따라 herbicidin A투여량을 결정하였다. 시험은 마우스 6마리에 대해 2단계로 나눠 진행되었는데, 1단계 시험에서 마우스 3마리에 herbicidin 2,000 mg/kg b.w을 존대를 이용하여 강제로 1회 경구 투여하였다. 2단계 시험 역시 마우스 3마리에 1단계와 동일한 양으로 강제로 1회 경구투여하였으며 herbicidin 투여한 후 1시간까지 금식시켰다. 시험물질 경구투여에 따른 마우스 치사 및 독성증상은 투여 후 30분, 1, 2, 3, 4시간에, 그리고 24시간마다 14일 동안 관찰하였으며, 체중은 투여 후 14일 동안 총 4회 측정하였다.

        

        
          랫드 급성경피독성시험(고정용량법)
          랫드에 대한 급성경피독성시험은 OECD의 가이드라인(OECD, 2017a) 및 농촌진흥청 고시 「농약 및 원제의 등록기준」의 인축독성 시험기준과 방법(RDA, 2019)의 급성경피독성 시험 중 고정용량법에 준하여 시험하였다. 시험 개시 전에 약제 처리를 위해 랫드 등 부위를 전기 이발기 ((주)조아스, 경기 남양주)를 이용하여 넓게 제모하였다. 시험은랫드 3마리에 대해 2단계로 진행되었는데, 예비시험에서 랫드 1마리에 약제 처리는 제모한 부분에 herbicidin A 2,000mg/kg b.w의 농도로 paste 상으로 균일하게 바른 거즈(4cm × 4 cm)로 덮어 패치화하였다. 시험약제의 유실을 방지하기 위해 CobanTM tape ((주)한국쓰리엠, 서울)로 고정시킨 후 24시간 노출 후에 패치를 제거하였다. 본 시험에서는 2마리를 이용하여 동일한 농도로 herbicidin A를 24시간 동안 부착하였다. 시험물질 처리에 따른 랫드 치사 및 독성증상은 부착 후 30분, 1, 2, 3, 4시간에 그리고 14일 동안 매24시간마다 관찰하였다. 랫드 체중은 투여 후 14일 동안 총4회 측정하였다.

        

        
          토끼 피부자극성시험
          토끼에 대한 피부자극성시험은 OECD의 가이드라인(OECD, 2015) 및 농촌진흥청 고시「농약 및 원제의 등록기준」의 인축독성 시험기준과 방법(RDA, 2019)의 피부자극성 시험에 준하여 시험하였다. 피부자극성 시험 개시 전에 약제를 처리하기 위해 토끼 등 부위를 전기 이발기((주) 조아스, 경기 남양주)를 이용하여 넓게 제모하였다. 시험은 제모한 부분을 paste 상의 herbicidin A 0.5 g을 균일하게 바른거즈(2 cm × 3 cm)로 덮고 패치는 피부에 자극성이 없는 테이프(CobanTM tape, (주)한국쓰리엠)로 고정시켰고, 초시 시험에서는 3분, 1, 4시간, 확인 시험에서는 4시간동안 유지한 후에 패치를 제거하였다. 시험은 토끼 3마리를 이용하여 초시시험과 확인시험 2단계로 진행했는데, 초기시험에는 토끼 1마리, 확인시험에는 2마리를 사용하였다. 초기시험에서는 토끼 1마리를 사용하여 등 부위를 제모하여 4개 구역을 지정(각 2 cm × 3 cm)하여 한 곳에는 대조구로 30% EtOH를 처리한 패치를 부착하여 1시간 노출 후 제거하였고, 나머지 3곳에는 herbicidin 0.5 g을 처리한 패치를 부착한 후 3분, 1, 4 시간 동안 노출시킨 다음 제거하고 임상관찰을 하였다. 확인시험에서는 토끼 2마리에 대해 예비시험과 같이 등 부위를 제모하고, 구역(각 2 cm×3 cm)을 정하여 대조구에는 30% EtOH 패치를, 처리구에는 herbicidin A 0.5 g 패치를 4시간 동안 고정한 후 제거하고 임상관찰을 하였다. 부착 후 4시간 그리고 매 24시간마다 3일간 치사 및 홍반과 가피형성 그리고 부종의 정도를 관찰하였으며, 2주간 치사를 관찰하였고 8회 체중을 측정하였다.

        

        
          토끼 안점막자극성시험
          토끼에 대한 안점막자극성시험은 OECD의 가이드라인(OECD, 2017b) 및 농촌진흥청 고시 「농약 및 원제의 등록기준」의 인축독성 시험기준과 방법(RDA, 2019)의 안점막자극성 시험에 준하여 시험하였다. 시험은 토끼 3마리에 대해 2단계로 진행했는데, 초기시험에서는 토끼 1마리, 확인시험에서는 2마리를 사용하였다. 처리는 토끼 한쪽 눈의 하안검을 가볍게 잡아당겨 herbicidin A 0.1 g의 중량으로 균일하게 넣고 시료손실을 막기위해 양안검을 맞춰잡고 약 1초간 유지하고, 무처리한 다른쪽 눈을 대조구로 하였다. Herbicidin A를 넣고 1시간, 그리고 24시간마다 3일간 토끼의 치사 및 이상증상(각막, 홍체, 결막, 결막부종)을 관찰하였고, 체중은 2주간 8회 측정하였다.

        

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        마우스 급성경구독성평가
        7주령 마우스 암컷에 시험물질 herbicidin A를 최고 약량수준 2,000 mg/kg으로 경구투여 결과, 1단계 및 2단계 시험 모두에서 사망한 개체는 없었고, 시험물질과 관련된 이상증상은 관찰되지 않았다(Table 1). 그리고 마우스 체중 변화는 1, 2단계 시험에서 14일 후에 각각 3.7 g, 2.5 g의 체중 증가가 있었지만, 특이적인 체중 변화는 없었다(Table 2). 이상과 같이 herbicidin A의 마우스에 대한 급성경구독성시험에서 시험물질에 기인한 특이한 임상 증상, 체중 변화 등 독성영향이 관찰되지 않았으며, 최대투여용량에서도 사망한 개체는 없었다. 따라서 마우스의 herbicidin A에 대한 급성경구독성시험에서 독성영향은 없는 것으로 판단되었으며, OECD 가이드라인(OECD, 2001)의 Annex 2d에 의해 GHS(Globally Harmonized classification System for chemical substances and mixtures) Category 중 “Category 5 / Unclassified”에 해당되어 경구독성이 매우 낮은 것으로 판단되었고(United Nations, 2019) LD50치는 5,000 mg/kg b.w 이상으로 평가되었다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Number of dead or clinical abnormal female mice in acute oral toxicity experiments using herbicidin A
          
          

        

        
          
            
              	Test types
              	Dose level (mg/kg, b.w)
              	Items
              	Hours after administration
              	Days after administration
            

            
              	0.5
              	1
              	2
              	3
              	4
              	1
              	2
              	3
              	4
              	5
              	6
              	7
              	8
              	9
              	10
              	11
              	12
              	13
              	14
            

          
          
            	1 step test
            	2,000
            	Dead mice
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
          

          
            	Clinical signs
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
          

          
            	2 step test
            	2,000
            	Dead mice
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
          

          
            	Clinical signs
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
            	0/3
          

        

        

        
          Table 2. 
				
          

          
            Body weight changes in female mice of acute oral toxicity experiments using herbicidin A
          
          

        

        
          
            
              	Test types
              	Dose level (mg/kg, b.w)
              	Body weight (g)a) at the indicated time
            

            
              	Days 0
              	Day 1
              	Day 7
              	Day 14
            

          
          
            	1 step test
            	2,000
            	25.17 ± 0.26
            	25.74 ± 0.33
            	27.68 ± 0.52
            	28.88 ± 1.23
          

          
            	2 step test
            	2,000
            	25.74 ± 0.39
            	24.68 ± 1.42
            	25.67 ± 1.83
            	28.26 ± 1.52
          

        

        
          
            a)Values are presented as mean ± S.D. (n=3).
          

        

        

        미국 EPA의 농약 독성 분류에 따르면 급성 경구 LD50값이 고독성(high toxicity)은 ≤50, 중간 독성(moderate toxicity)은 51-500, 저독성(low toxicity)은 501-5,000 그리고 매우 낮은 독성(very low toxicity)은 >5,000 mg/kg 으로 구분하고 있는데(Office of the Federal Register, 2009) 이 기준을 적용하면 herbicidin A는 마우스에 대한 급성경구독성은 매우 낮은 것으로 판단된다.

        한편, 천연물에 대한 급성경구독성평가에서 라벤다 오일 자체는 마우스에 대해 무독성을 나타냈고(Mekonnen et al., 2019), 라벤다, 레몬 유칼립투스, 계피 오일 각각을 유화제와 3:7의 비율로 혼합한 시험물질 독성시험(Jeong et al., 2010) 및 후추 추출물, 클로브버드, 로즈마리 및 오리가늄 오일 각각을 에탄올과 5:5의 비율로 혼합한 시험물질 독성시험(Jeong et al., 2011)에서 경구 LD50 cut-off가 2,000mg/kg b.w 이상으로 보고된 바 있다.

      

      
        랫드 급성경피독성
        7주령 랫드 암컷 등 부위에 시험물질 herbicidin A를 최고 약량수준 2,000 mg/kg으로 균일하게 바른 후 관찰 결과, 예비시험에서 2,000 mg/kg b.w로 처리하였을 때 치사 및 이상증상이 보이지 않아 본시험의 처리 농도로 선택하였으며,본시험에서도 랫드의 치사 및 외관상 이상 증상은 없었다(Table 3). 그리고 시험 전, 중간, 종료 시 랫드의 체중증가경향이 보였고, 14일 후에는 각각 27.3 g, 33.3 g의 체중 증가가 있었다(Table 4). 이상과 같이 herbicidin A의 랫드에 대한 급성경피독성시험에서 시험 물질에 기인한 특이한 외관상 이상, 체중 변화 등 독성영향이 관찰되지 않았으며, 최대투여용량에서도 치사한 예가 없었다. 따라서 랫드에 대한 GHS Category는 “Category 5 / Unclassified”로 분류되어 독성이 매우 낮으며(United Nations, 2019) LD50치는 2,000mg/kg b.w이상으로 평가되었다. 이런 결과는 미국 (Office of the Federal Register, 2009)의 독성 분류에 따르면 toxicity category III 단계(약한독성)에 해당되어 herbicidin A의 랫드에 대한 급성경피독성은 약한 것으로 나타났다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Number of dead or clinical abnormal female rats of acute dermal toxicity experiments using herbicidin A
          
          

        

        
          
            
              	Test types
              	Sex
              	Dose level (mg/kg, b.w)
              	Items
              	Hours after administration
              	Days after administration
            

            
              	0.5
              	1
              	2
              	3
              	4
              	1
              	2
              	3
              	4
              	5
              	6
              	7
              	8
              	9
              	10
              	11
              	12
              	13
              	14
            

          
          
            	Range- Finding Study
            	Female
            	2,000
            	Dead rats
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
          

          
            	Clinical signs
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
            	0/1
          

          
            	Main study
            	Female
            	2,000
            	Dead rats
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
          

          
            	Clinical signs
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
            	0/2
          

        

        

        
          Table 4. 
				
          

          
            Body weight changes in female rats of acute dermal toxicity experiments using herbicidin A
          
          

        

        
          
            
              	Test types
              	Dose level (mg/kg, b.w)
              	Body weight (g) at the indicated time
            

            
              	Days 0
              	Day 1
              	Day 7
              	Day 14
            

          
          
            	Range-Finding Study
            	2,000
            	172.25
            	168.29
            	182.78
            	199.58
          

          
            	Main study
            	2,000
            	174.16 ± 6.58a)
            	170.69 ± 11.43
            	191.04 ± 12.83
            	207.44 ± 4.72
          

        

        
          
            a)Values are presented as mean ± S.D. (n=2).
          

        

        

        한편 랫드에 대한 급성경피독성이 낮은 경우는 유칼립튜스 오일(70%)과 유화제를 섞은 혼합물질(Hu et al., 2014)및 라벤더 오일(Mekonnen et al., 2019)에서도 보고되었다.

        본 연구에서 랫드를 이용한 급성경피독성시험은 마우스를 이용한 급성경구독성시험과 유사한 결과를 얻었는데, Jo et al. (2018)은 500여 개 등록 농약 제품과 원제를 조사하여 이 중 78%가 급성경구독성 등급과 급성경피독성 등급이 동일하다는 결과를 보고하였다. 그 결과 급성경구독성 자료를 이용하여 급성경피독성을 예측하고 농약 제품과 원제의 독성 구분 및 독성을 표시할 수 있다고 확대해석할 수 있지만, 경구와 경피라는 노출경로에 따라 독성 발현 양상이 다르게 나타날 수 있기 때문에 주의를 해야 한다는 의견을 제시하였다(Jo et al. 2018).

      

      
        토끼 피부자극성시험
        초기시험에서 7주령 암컷 토끼의 등 부위에 herbicidin A를 기준 약량(0.5 g)으로 균일하게 바른 거즈 패치를 3분, 1시간, 4시간 부착시킨 후 임상 관찰한 결과, 패치제거 4시간 후 피부에서 홍반 및 가피형성이 일시적으로 보였으나 24시간, 48시간, 72시간 관찰 시에는 보이지 않았다(Table 5). 초기시험에서 부식 영향이 보이지 않아 두 마리를 추가하여 수행 한 확인시험에서 동일한 조건으로 관찰과 채점을 수행하였다. 대조구로 30% EtOH 처리한 부위에서는 홍반과 가피가 전혀 없었으나, herbicidin A를 처리한 한 마리 토끼의 피부에서 패치제거 1시간 후가피의 형성은 없었으며 일시적인 가벼운 발적이 나타났으나(Grade 1), 그 이후에는 발적증상이 보이지 않았다(Table 6). 이상 증상의 평가는 OECD 가이드라인(No. 404)의 피부증상 평가표를 기준으로 평가하였다(Table 7). 시험기간 동안 사망한 토끼는 없었고 시험 전, 중, 종료 시의 체중이 증가하는 경향을 나타냈으며, 초기시험, 확인시험에서 각각 330 g, 285 g의 체중 증가가 있었다(Table 8).

        
          Table 5. 
				
          

          
            Clinical signs from the initial test in dermal irritation experiments on rabbits treated with herbicidin A
          
          

        

        
          
            
              	Treatment duration
              	Clinical signs
              	Elasped time after patch removal
            

            
              	3 min.
              	1 hr
              	4 hrs
              	24 hrs
              	48 hrs
              	72 hrs
            

          
          
            	3 min
            	Erythema/Incrustation
            	0
            	0
            	1
            	0
            	0
            	0
          

          
            	1 hr
            	0
            	0
            	1
            	0
            	0
            	0
          

          
            	4 hrs
            	0
            	0
            	1
            	0
            	0
            	0
          

          
            	3 min
            	Adema
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	1 hr
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	4 hrs
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

        

        

        
          Table 6. 
				
          

          
            Clinical signs from the confirmatory tests in dermal irritation experiments on rabbits treated with herbicidin A
          
          

        

        
          
            
              	Treatments
              	30% EtOH
              	Herbicidin 0.5 g
            

            
              	Clinical signs
              	Erythema / Incrustation
              	Adema
              	Erythema / Incrustation
              	Adema
            

            
              	Elaspsed time After patch
              	No. 1
              	No. 2
              	No. 1
              	No. 2
              	No. 1
              	No. 2
              	No. 1
              	No. 2
            

          
          
            	1 hr
            	0
            	0
            	0
            	0
            	1
            	0
            	0
            	0
          

          
            	2 hrs
            	4
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	48 hrs
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	72 hrs
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

        

        

        
          Table 7. 
				
          

          
            Grading of skin reactions (adapted from OECD TG No.404)
          
          

        

        
          
            
              	Erythema and Eschar Formation
              	Grade
            

          
          
            	No erythema
            	0
          

          
            	Very slight erythema(barely perceptible)
            	1
          

          
            	Well defined erythema
            	2
          

          
            	Moderate to severe erythema
            	3
          

          
            	Severe erythema (beef redness) to eschar formation preventing grading of erythema
            	4
          

          
            	Maximum possible: 4
            	
          

        

        

        
          Table 8. 
				
          

          
            Body weight changes in female rabbits after a single dermal administration of herbicidin A
          
          

        

        
          
            
              	Test types
              	Body weight (g) at the indicated time
            

            
              	Day 0
              	Day 1
              	Day 3
              	Day 6
              	Day 8
              	Day 9
              	Day 10
              	Day 13
            

          
          
            	Initial test
            	1,810
            	1,810
            	1,850
            	1,900
            	1,970
            	2,080
            	2,070
            	2,140
          

          
            	Confirmatory test
            	1,890
± 141.4a)
            	1,900
± 127.3
            	1,900
± 127.3
            	1,910
± 113.1
            	2,075
± 162.6
            	2,180
± 155.6
            	2,170
± 141.4
            	2,175
± 134.4
          

        

        
          
            a)Values are presented as mean ± S.D. (n=2).
          

        

        

        이상의 결과를 볼 때 시험 전체 기간을 통하여 토끼에서 치사 개체는 없었고, 시험물질에 기인한 체중 변화는 관찰되지 않았다. 또한 약제 도포 부위를 관찰한 결과, 홍반, 부종 및 가피 형성은 일시적으로 관찰되었으나, 특이적인 변화는 인정되지 않았다. 이상의 결과를 볼 때 시험물질은 토끼에서 자극성이 없는 무자극 물질로 판단되었다.

        Oh et al. (2013)은 유기농업자재로 사용되는 님 추출물 2종(미얀마산, 인도산)과 고삼 추출물 중국산 1종의 토끼 피부자극성평가에서도 피부자극성 없다는 결과를 보고하였는데, Lee et al. (2018)은 국내에 공시된 유기농업자재들이 200종의 병해충관리용 자재에 대해 분석한 결과, 피부자극성이 없음 164개, 경도 5개, 중도 6개, 강도 10개로 독성이 평가되었다고 보고하였다.

      

      
        토끼 안점막자극성시험
        시험물질인 herbicidin A를 안구에 처리한 결과, 초기시험에서는 아무런 증상이 나타나지 않았으나, 확인시험에서 약물을 투입하지 않은 한쪽 눈에 비하여 herbicidin A를 처리한 1마리 토끼에서 처리 1시간 경과 후 각막과 홍채에서는 이상증상이 보이지 않았으며 결막 발적(Grade 1), 결막 부종(Grade 1)이 보였으나 그 이후에는 보이지 않았다(Table 9). 이상 증상의 평가는 OECD 가이드라인(No. 405)의 안구증상 평가표를 기준으로 평가하였다(Table 10). 그리고 초기시험, 확인시험에서 토끼 개체들의 체중이 증가하는 경향이 보였고, 각각 330 g, 230 g의 체중 증가가 있었지만(Table 11), 시험물질에 기인한 체중의 증가 또는 감소와 같은 변화는 관찰되지 않았다.

        
          Table 9. 
				
          

          
            The score of eye mucosal reaction in rabbits
          
          

        

        
          
            
              	Eye mucosal reaction
              	Elasped time after administration
              	Initial test
              	Confirmatory test
            

            
              	Control
              	Herbicidin 0.1 g
            

            
              	Control
              	herbicidin 0.1 g
              	No. 1
              	No. 2
              	No. 1
              	No. 2
            

          
          
            	Cornea
            	1 hr
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	24 hrs
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	48 hrs
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	72 hrs
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	Iris
            	1 hr
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	24 hrs
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	48 hrs
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	72 hrs
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	Conjunctiva
            	1 hr
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	2
          

          
            	24 hrs
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	48 hrs
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	72 hrs
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

        

        

        
          Table 10. 
				
          

          
            Grading of ocular lesions (adapted from OECD TG No.405)
          
          

        

        
          
            
              	Conjunctivae
              	Grade
            

          
          
            	Redness(refers to palpebral and bulbar conjunctivae; excluding cornea and iris)
            	
          

          
            	Normal
            	0
          

          
            	Some blood vessels hyperaemic (injected)
            	1
          

          
            	Diffuse,crimson colour,individual vessels not easily discernible
            	2
          

          
            	Diffuse beefy red
            	3
          

          
            	Maximum possible: 3
            	
          

          
            	Chemosis
            	
          

          
            	Swelling (refers to lids and/or nictating membranes)
            	
          

          
            	Normal
            	0
          

          
            	Some swelling above normal
            	1
          

          
            	Obvious swelling, with partial eversion of lids
            	2
          

          
            	Swelling, with lids about half closed
            	3
          

          
            	Swelling, with lids more than half closed
            	4
          

          
            	Maximum possible: 4
            	
          

        

        

        
          Table 11. 
				
          

          
            Body weight changes in female rabbits after a single eye administration of herbicidin A
          
          

        

        
          
            
              	Test types
              	Herbicidin (g)
              	Body weight (g) at the indicated time
            

            
              	Day 0
              	Day 1
              	Day 3
              	Day 6
              	Day 8
              	Day 9
              	Day 10
              	Day 13
            

          
          
            	Initial test
            	0.1
            	1,820
            	1,890
            	1,930
            	1,970
            	2,020
            	1,920
            	2,100
            	2,150
          

          
            	Confirmatory test
            	0.1
            	1,880
± 198.0a)
            	1,895
± 219.2
            	1,905
± 205.1
            	1,925
± 190.9
            	2,000
± 183.8
            	2,100
± 198.0
            	2,085
± 148.5
            	2,110
± 169.7
          

        

        
          
            a)Values are presented as mean ± S.D. (n=2).
          

        

        

        한편 Oh et al. (2013)은 피부자극성이 없었던 님 추출물과 고삼 추출물을 이용한 토끼 안점막자극성평가 결과, 님 추출물의 안점막자극은 약한 반면, 고삼 추출물에서 각막혼탁, 결막 발적 등의 증상과 많은 양의 배출물을 분비하는 등 극심한 독성증상이 관찰되어 자극성이 있는 것으로 평가했고, 안점막자극성이 강한 것으로 평가된 고삼추출물이 유기농업 자재로 사용할 때 농작업자에 대한 표시 문구 및 그림문자 표시가 필요한 것으로 판단된다는 의견을 제시하였다. 그리고 Lee et al. (2018)은 국내에 공시된 유기농업자재의 안점막자극성평가 결과, 200종의 병해충관리용 자재 중자극성 없음 152개, 경도 19개, 중도 2개, 강도 11개로 독성을 나타냈다고 보고하였다.

        본 시험결과 herbicidin은 급성경구 및 경피 독성이 매우 낮으며 피부자극성 및 안점막 자극성이 없는 것으로 판단되었다. Park et al. (2019) 논문에서 herbicidin의 환경생물 급성독성평가 결과에 따르면 herbicidin은 환경생물에도 매우안전한 것으로 파악이 되어 향후 외래 잡초가 확산되고 있는 댐주변 및 하천뿐만 아니라 생활주변 및 도로변에서도 효과적으로 사용할 수 있을 것으로 판단된다.
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