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            Abstract
          
        

        
          새롭게 개발된 천연제초활성 소재인 AN-2064 배양여액은 토양방선균 Streptomyces achromogenes로부터 추출되었다. 본 연구의 목적은 AN-2064 배양여액의 SD 랫드에 대한 급성독성을 확인하고, NZW 토끼에 대한 국소자극성을 평가하는 것이다. 급성 경구독성과 경피독성 시험은 약제의 반수치사량을 확인하기 위해 OECD 가이드라인 423과 402에 따라 수행하였다. 피부 및 안점막자극성 시험은 피부나 눈의 국소자극을 확인하기 위해 OECD 가이드라인 404와 405에 따라 수행하였다. 급성 경구독성 및 경피독성 시험 결과, 사망한 동물이나 투여에 의한 독성 영향이 관찰되지 않았으므로, AN-2064 배양여액의 반수치사량(LD50)은 두 시험에서 모두 2,000 mg/kg bw 이상으로 판단된다. 피부자극성시험 결과, 홍반, 가피 또는 부종 등의 피부반응이 전혀 관찰되지 않았으며, 안점막자극성시험 결과, 가벼운 홍반과 부종의 최소자극이 나타났다. 본 연구에서는 새로운 제초활성소재인 AN-2064 배양여액의 급성독성과 자극성을 동물실험을 통해 확인하여 안전성을 확보하고자 하였다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          A newly developed herbicidal substance, AN-2064 culture broth filtrate, is derived from soil actinomycetes Streptomyces achromogenes. The aims of this study were to evaluate the acute toxicity of AN-2064 culture broth filtrate in Sprague-Dawley rats using single oral and dermal toxicity tests, as well as dermal and eye irritations in New Zealand White rabbits. We determined the medium lethal dose of AN-2064 culture broth filtrate by acute oral and dermal toxicity tests using the OECD test guidelines 423 and 402, respectively. The potential local effects of dermal and eye irritation tests were investigated according to the OECD test guidelines (404 and 405). There was no mortality and no evidence of treatment-related toxicity in acute oral and dermal toxicity tests. No dermal responses, including erythema/eschar or edema, were found in rabbits treated with AN-2064 culture broth filtrate. A minimum response was observed after eye application of test substance. The LD50 value of single-dose oral and dermal toxicity tests was over 2,000 mg/kg bw in both. The test substance was identified to be non-irritant to the rabbit skin, and only slightly irritant to the rabbit eye. In this study, we confirmed the safety of the new herbicidal substance of natural product AN-2064 culture broth filtrate through animal testing.
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      서 론
      농약은 작물의 생산성 향상을 위하여 병, 해충, 잡초의 침입으로부터 작물을 보호하기 위하여 사용되고 있는 물질로 가장 직접적이고 효과가 빠르며, 적은 경비로 농업생산성을 높일 수 있는 물질이다. 그러나, 유기합성 농약을 기초로 한화학적 방제 시스템은 그 본래의 효과 이외에 농약의 오남용, 환경오염 및 자연생태계에 미치는 부정적 영향과 약제 내성 및 제초제 저항성잡초의 출현으로 인한 약효의 감소 등의 부작용을 초래하고 있다(Riches et al., 1996).

      이러한 화학농약의 잠재적 인체 및 환경에 미치는 유해영향에 대한 사회적 관심이 증가함에 따라 농작물의 안정적 생산을 유지하면서 농약의 부정적 영향을 최소화할 수 있는 새로운 관리법으로써 친환경 소재들에 대한 관심이 커지고 있는 실정이다. 특히, 국내 생태계를 교란하고 있는 가시박 등의 외래 잡초의 방제에 저항성 우려가 적고, 환경오염이나 사람과 가축의 독성 측면에서 안전한 새로운 천연제초제 개발의 요구가 지속되고 있다(Choi, 2017; Kim et al., 2018).

      외국에서는 최근 화학농약에 대한 규제의 강화 등의 여러 이유로 인해 천연물질을 이용한 제초제의 개발과 탐색이 활발히 추진되고 있으며, 세계적으로 시장규모 역시 연평균 10% 이상씩의 높은 성장률이 예상되고 있다(Duke et al., 2000; Mitchell et al., 2001; Chaimovitsh et al., 2010; Bailey and Falk, 2011; Bailey, 2014). 그러나, 세계적으로 천연식물보호제 시장의 장기적인 성장 전망에도 불구하고, 국내의 제초제를 포함한 작물보호제 시장은 영농인구 감소와 소비 위축, 경지면적 감소 등으로 인해 침체되어 있다. 우리나라의 천연식물보호제 시장은 벤처기업이나 중소기업들을 중심으로 소수 제품만으로 시장이 구성되어 있으며, 연구와 개발이 계속해서 이루어지고 있으나 산발적이고, 장기적이며 지속적인 개발계획이 부족하다(Kim et al., 1996; Kim et al., 1997; Park et al., 2012; Lee et al., 2013; Won et al., 2015; Kim et al., 2015).

      한국화학연구원 친환경신물질센터에서는 생태계 교란 외래잡초의 친환경적 방제를 위해 미생물 대사체 기반 후보 소재들을 개발하고 분석해오고 있다(Won et al., 2015; Park et al., 2019; Park et al., 2020). 방제효과나 분석이 끝난 후보 소재들은 제품의 안전성을 확보하기 위해 2019년 이래 국립농업과학원과 공동연구를 수행하고 있다. 이에, 본 연구에서는 한국화학연구원 친환경신물질센터에서 천연제초활성 성분으로 개발된 AN-2064 배양여액에 대한 안전성을 평가하기 위하여, 농촌진흥청 고시 제2021-127호, 농약 및 원제의 등록기준에 준하여 랫드와 토끼를 이용한 급성독성과 자극성을 평가하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        시험물질
        본 연구에 사용한 시험물질은 천연제초활성 소재 AN-2064 배양여액으로 건조된 분말상태를 한국화학연구원으로부터 제공받아 사용하였다. AN-2064 배양여액은 토양방선균 균주(Streptomyces achromogenes)로 GSS 액체배지(Glucose 2%, soluble starch 1%, soybean meal 2.5%, beef ext. 0.1%, yeast ext. 0.4%, NaCl 0.2%, K2HPO4 0.025%, CaCO2 0.2%)에 접종하여 27°C에서 7일간 진탕배양(160 rpm)하였다.

      

      
        실험동물
        급성독성 및 자극성시험에 사용한 SPF 랫드(Sprague Dawley rat, 8주령 암컷)와 토끼(New Zealand White rabbit, 12주령 암컷)는 한림실험동물센터(경기도 화성 소재)에서 구입 후 7일 이상의 순화기간을 거쳐 정상적인 동물만을 실험에 사용하였다. 독성실험은 국립농업과학원 동물실험윤리위원회 승인 후(승인번호: NAS-202103) 국립농업과학원 동물사육시설(전북, 완주군)에서 수행되었으며, 동물보호법을 준수하였다.

      

      
        사육환경
        동물사육실은 온도 20 ± 3°C, 상대습도 50 ± 10%, 환기횟수 10~15회/시간, 조명시간 12시간(형광등 조명 오전 8시~오후 8시), 조도 200~300 Lux로 유지하였다. 랫드의 경우 랫드용 스테인레스 망사육장(300 W× 500 L × 200 H mm)에 개별 사육하였다. 토끼는 토끼용 스텐레스 사육상자(380 W× 500 D × 300 H mm)에 1마리씩 넣어 사육하였고, 랫드와 토끼 모두 음수와 사료는 자유로이 급여하였다. 사료는 랫드용 고형사료(5053 Pico Lab Rodent Diet, Richmond, USA)와 토끼용 고형사료(38302 Purina rabbit Diet, Seoul, Korea)를 각각 자유 섭취시켰으며, 음수는 상수도수를 자유섭취시켰다.

      

      
        급성경구독성시험(독성등급법)
        랫드에 대한 급성경구독성시험은 OECD TG423 (OECD, 2001) ‘Acute oral toxicity - acute toxicity class method’ 및 농촌진흥청 고시(RDA, 2021) ‘농약 및 원제의 등록기준, [별표12] 인축 독성 시험기준과 방법’의 급성경구독성시험에 준하여 시험하였다. 순화기간을 거친 후 건강한 암컷 랫드 12마리를 4단계로 나누어 시험하였으며, 단계별로 300, 300, 2,000, 2,000 mg/kg bw 용량을 순차적으로 투여하였다. 투여액량은 10 mL/kg으로 하였고, 개체별 투여용량은 절식 후(투여당일)의 체중을 기준으로 산출하였다. 경구투여용 존대를 이용하여 위내에 단회 강제 투여하였다. 모든 동물은 투여 전 약 16시간 이상 절식하였으며, 투여 후 4시간 후에 사료를 급여하였다. 시험물질 투여 후 30분, 1, 2, 3, 4시간에, 그리고 14일 동안 1일 1회씩 일반증상의 변화, 중독증상 및 사망동물의 유·무를 관찰하였으며 시험물질 투여 전과 투여 후 2일, 7일 및 14일에 개체별 체중을 측정하였다. 실험종료 후, 모든 동물은 이산화탄소 흡입마취 후 개복하여 랫드의 복대동맥에서 혈액을 채취하였다. 혈액 검체는 animal blood counter (scil Vet ABC, France)를 활용하여 complete blood count (CBC) 항목으로서 total leukocyte count (WBC), RBC count, hematocrit (HCT), (HGB), mean cell volume (MCV), mean cell hemoglobin (MCH), mean cell hemoglobin concentration (MCHC), RBC distribution width (RDW), platelet (PLT), mean platelet volume (MPV), hemoglobin (Hb), lymphocyte (LYM), monocyte (MON), 및 glanulocyte (GRA)을 측정하였다.

      

      
        급성경피독성시험
        랫드에 대한 급성경피독성시험은 OECD TG402 (OECD, 2017) ‘Acute dermal toxicity’ 및 농촌진흥청 고시 농촌진흥청 고시(RDA, 2021) ‘농약 및 원제의 등록기준, [별표12] 인축 독성 시험기준과 방법’의 급성경피독성시험에 준하여 시험하였다. 순화기간을 거친 후 건강하고 깨끗한 피부를 지닌 암컷 랫드 5마리를 4단계로 나누어 시험하였으며, 단계별로 200, 1,000, 2,000, 2,000 mg/kg bw 용량을 순차적으로 투여하였다. 투여전일 제모기((주)조아스, 경기 남양주)를 이용하여 등쪽 피모를 넓게 제모하였으며(약 6 × 6 cm), 제모부위의 5 × 5 cm 넓이를 투여부위로 하였다. 시험물질을 거즈에 도포한 후 투여하였으며 비자극성 의료용 테이프(Tegarderm, 3M)로 부착하고, CobanTM tape ((주)한국쓰리엠, 서울)으로 고정하였다. 첩포 24시간 경과 후, 시험물질 첩포를 제거하고 피부에 남은 잔류물을 멸균미온수를 이용하여 닦아내었다. 시험물질 첩포 제거 후 30분, 1, 2, 3, 4시간에, 그리고 14일 동안 1일 1회씩 일반증상의 변화, 중독증상 및 사망동물의 유·무를 관찰하였으며 시험물질 투여 전과 투여 후 2일, 7일 및 14일에 개체별 체중을 측정하였다. 실험종료 후, 모든 동물은 이산화탄소 흡입마취 후 개복하여 랫드의 복대동맥에서 혈액을 채취하였다. 혈액 검체는 animal blood counter (scil Vet ABC, France)를 활용하여 complete blood count (CBC) 항목으로서 total leukocyte count (WBC), RBC count, hematocrit (HCT), (HGB), mean cell volume (MCV), mean cell hemoglobin (MCH), mean cell hemoglobin concentration (MCHC), RBC distribution width (RDW), platelet (PLT), mean platelet volume (MPV), hemoglobin (Hb), lymphocyte (LYM), monocyte (MON), 및 glanulocyte (GRA)을 측정하였다.

      

      
        토끼 피부자극성시험
        토끼에 대한 피부자극성시험은 OECD TG404 (OECD, 2015) ‘Acute Dermal Irritation/Corrosion’ 및 농촌진흥청 고시(RDA, 2021) ‘농약 및 원제의 등록기준, [별표12] 인축 독성 시험기준과 방법’의 피부자극성시험에 준하여 시험하였다. 순화기간을 거친 후 시험물질 투여 24시간 전에 전기 제모기((주)조아스, 경기 남양주)를 이용하여 토끼의 배부 피부에 상처가 나지 않도록 15 cm× 15 cm 넓이로 제모하여, 건강하고 깨끗한 피부를 지닌 암컷 토끼 3마리를 1군으로 구성하였다. 토끼 1마리를 이용한 초기시험에서 피부부식성을 나타나지 않아, 토끼 2마리를 추가로 이용해 확인시험을 수행하였다. 시험물질은 시험물질 5 g에 멸균증류수를 이용하여 총량을 5 mL로 맞추고 교반하여 현탁시킨 후 투여부위 당 0.5 mL씩을 사용하였다. 시험물질 처치 후 비자극성 의료용 테이프(Tegarderm, 3M)로 부착하였으며, CobanTM tape ((주)한국쓰리엠, 서울)으로 고정하였다. 첩포 4시간 경과 후, 시험물질 첩포를 제거하고 피부에 남은 잔류물을 멸균미온수를 이용하여 닦아내었다. 피부반응은 첩포를 제거한 후 홍반과 가피형성, 부종의 정도를 관찰하여 농촌진흥청 고시 ‘피부반응평가표’에 따라 평가한 후 1차 자극지수(P.I.I., primary irritation index)를 산출하였으며, 피부반응의 평가는 농촌진흥청 고시 ‘피부반응평가기준’에 준하여 실시하였였다.

        피부반응의 정도는 첩포를 제거한 후 1, 24, 48, 및 72시간에 관찰하였다. 24시간과 72시간의 자극정도를 시험물질 첩포 제거 후 3일까지 일반증상의 변화, 중독증상 및 사망동물의 유무를 관찰하였으며, 시험물질 투여 전과 투여 후 1일, 2일 및 3일 후의 개체별 체중을 측정하였다.

      

      
        토끼 안점막자극성시험
        토끼에 대한 안점막자극성시험은 OECD TG405 (OECD, 2021) ‘Acute Eye Irritation/Corrosion’ 및 농촌진흥청 고시(RDA, 2021) ‘농약 및 원제의 등록기준, [별표12] 인축 독성 시험기준과 방법’의 안점막자극성시험에 준하여 시험하였다. 순화기간을 거친 후 안구에 각막, 결막 및 홍채 등에 손상이 없는 건강한 암컷 토끼 3마리를 1군으로 구성하였다. 토끼 1마리를 이용한 초기시험에서 눈 부식성 또는 심각한 자극성이 나타나지 않아, 토끼 2마리를 추가로 이용해 확인시험을 수행하였다. 시험물질은 시험물질 5 g에 멸균증류수를 이용하여 총량을 5 mL로 맞추고 교반하여 현탁시킨 후 사용하였다. 시험물질의 투여는 토끼를 고정한 후 우안의 하안검을 가볍게 잡아당기고 결막낭 내에 시험물질 0.1 mL씩을 투여하였으며, 좌안은 대조로 투여하지 않았다. 시험물질 투여 후 시험물질의 누출을 방지하기 위해 양안검을 잡아 약 1초간 폐안시켰으며, 세안을 실시하지 않았다. 안점막 반응의 평가는 농촌진흥청 고시 내 ‘안반응 평가표’에 준하여 실시하였고, 시험물질 투여 후 실험종료일까지 각막, 홍채 및 결막 등의 이상 유무를 관찰하였다. 각 관찰시기의 개체별안점막자극지수(0~110점 범위, The individual Index of Ocular Irritation (I.O.I)를 산출하였고, 이를 이용하여 각 시기별 평균안점막자극지수(M.O.I., Mean Ocular Irritation Index)를 산출하여 평균안점막자극지수 중 최고치를 급성안 점막자극지수(A.O.I., Acute Ocular Irritation Index)로 하였다. 시험물질 투여 후 9일까지 일반증상의 변화, 중독증상 및 사망동물의 유무를 관찰하였으며, 시험물질 투여 전과 투여 후 1일, 2일 및 3일 후의 개체별 체중을 측정하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        급성경구독성평가
        8주령 암컷 랫드에 시험물질 AN-2064 배양여액을 약량 수준 300 및 2,000 mg/kg bw으로 경구투여 결과, 4단계 시험까지 사망한 개체는 없었으며, 모든 실험동물에서 특이한 일반증상 또는 시험물질과 관련된 이상 증상은 관찰되지 않았다(Table 1). 체중측정 결과, 2000 mg/kg 용량으로 투여된 3단계와 4단계 시험에서 시험물질 투여 후 2일까지 체중감소가 나타났으나 이후 정상적으로 회복되었다(Table 2). 실험종료 시 부검 결과, 모든 투여군에서 육안적 이상소견은 관찰되지 않았으며, 혈액학적 변화 역시 관찰되지 않았다(Table 3).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Number of dead or clinical abnormal in female rats of acute oral toxicity experiment using AN-2064 Culture Broth Filtrate
          
          

        

        
          
            
              	Group
(Step)
              	Dose
(mg/kg bw)
              	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
            	300
            	Dead
animals
            	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
            	300
            	Dead
animals
            	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
          

          
            	3
            	2,000
            	Dead
animals
            	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
          

          
            	4
            	2,000
            	Dead
animals
            	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
          

        

        
          
            (G1-G4 n=3)
          

        

        

        
          Table 2. 
				
          

          
            Body weights changes in female rats of acute oral toxicity experiment using AN-2064 Culture Broth Filtrate
          
          

        

        
          
            
              	Group
(Step)
              	Dose
(mg/kg bw)
              	Sex
              	Days after administration
            

            
              	0
              	1
              	2
              	7
              	14
              	(change) 0-14
            

          
          
            	1
            	300
            	Female
            	208.6 ± 2.7a)
            	220.9 ± 2.5
            	227.0 ± 5.7
            	236.2 ± 3.2
            	245.8 ± 6.8
            	37.2 ± 4.2
          

          
            	2
            	300
            	Female
            	226.3 ± 13.8
            	237.0 ± 15.2
            	242.2 ± 11.4
            	252.3 ± 14.0
            	265.6 ± 14.7
            	39.3 ± 1.1
          

          
            	3
            	2000
            	Female
            	228.4 ± 4.9
            	229.7 ± 3.1
            	224.9 ± 3.5
            	251.7 ± 5.8
            	263.7 ± 11.9
            	35.3 ± 13.5
          

          
            	4
            	2000
            	Female
            	235.6 ± 10.2
            	237.7 ± 8.3
            	229.6 ± 9.0
            	248.6 ± 3.2
            	253.6 ± 5.3
            	18.0 ± 15.4
          

        

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

        

        

        
          Table 3. 
				
          

          
            Hematological findings in female rats of acute oral toxicity experiment using AN-2064 Culture Broth Filtrate
          
          

        

        
          
            
              	Parameters
              	
              	Group (mg/kg)
            

            
              	Negative control
              	G1 (300)
              	G2 (300)
              	G3 (2,000)
              	G4 (2,000)
            

          
          
            	WBC (103/μL)
            	6.2 ± 1.1a)
            	5.8 ± 0.7
            	5.3 ± 2.1
            	3.4 ± 0.3
            	9.3 ± 6.6
          

          
            	RBC (106/μL)
            	7.7 ± 0.2
            	7.4 ± 0.4
            	7.4 ± 0.2
            	7.0 ± 0.1
            	7.2 ± 0.4
          

          
            	HGB (g/dL)
            	16.1 ± 0.2
            	14.8 ± 1.1
            	15.1 ± 0.2
            	14.3 ± 0.2
            	14.3 ± 0.6
          

          
            	HCT (%)
            	45.2 ± 0.2
            	42.1 ± 2.6
            	42.2 ± 1.1
            	40.5 ± 1.3
            	41.1 ± 2.2
          

          
            	MCV (fL)
            	58.7 ± 1.5
            	56.7 ± 0.6
            	57.7 ± 0.6
            	57.7 ± 1.2
            	57.3 ± 3.1
          

          
            	MCH (pg)
            	20.9 ± 0.8
            	19.9 ± 0.4
            	20.6 ± 0.6
            	20.4 ± 0.3
            	19.9 ± 0.6
          

          
            	MCHC (g/dL)
            	35.7 ± 0.5
            	35.2 ± 0.6
            	35.9 ± 0.5
            	35.4 ± 0.8
            	34.8 ± 0.6
          

          
            	RDW (%)
            	11.9 ± 0.2
            	12.0 ± 0.2
            	12.1 ± 0.1
            	12.9 ± 0.6
            	12.6 ± 0.5
          

          
            	PLT (103/μL)
            	790.0 ± 36.0
            	804.0 ± 83.2
            	791.3 ± 100.8
            	772 ± 43.2
            	590.7 ± 414.3
          

          
            	MPV (fL)
            	6.0 ± 0.2
            	5.8 ± 0.1
            	5.7 ± 0.1
            	6.1 ± 0.3
            	6.2 ± 0.6
          

          
            	LYM (%)
            	65.5 ± 5.9
            	61.8 ± 4.6
            	59.3 ± 3.9
            	62.0 ± 6.2
            	57.4 ± 9.9
          

          
            	MON (%)
            	10.7 ± 0.7
            	11.5 ± 0.7
            	11.9 ± 1.3
            	12.4 ± 1.1
            	11.3 ± 1.9
          

          
            	GRA (%)
            	23.8 ± 6.5
            	27.4 ± 5.3
            	28.8 ± 3.9
            	25.6 ± 5.5
            	31.3 ± 11.4
          

          
            	LYM (103/μL)
            	4.0 ± 0.7
            	3.6 ± 0.7
            	3.2 ± 1.5
            	2.0 ± 0.1
            	4.9 ± 2.7
          

          
            	MON (103/μL)
            	0.6 ± 0.1
            	0.6 ± 0.0
            	0.6 ± 0.3
            	0.4 ± 0.1
            	0.9 ± 0.6
          

          
            	GRA (103/μL)
            	1.6 ± 0.6
            	1.6 ± 0.1
            	1.5 ± 0.4
            	1.0 ± 0.3
            	3.5 ± 3.3
          

        

        
          
            Total leukocyte count; WBC, red blood cell; RBC, hematocrit; HCT, hemoglobin; HGB, mean cell volume; MCV, mean cell hemoglobin; MCH, mean cell hemoglobin concentration; MCHC, RBC distribution width; RDW, platelet; PLT, mean platelet volume; MPV, hemoglobin; Hb, lymphocyte; LYM, monocyte; MON, and glanulocyte; GRA
          

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

        

        

      

      
        급성경피독성평가
        8주령 암컷 랫드에 시험물질 AN-2064 배양여액을 약량 수준 200, 1,000 및 2,000 mg/kg bw으로 경피투여 결과, 4단계 시험까지 사망한 개체는 없었으며, 모든 실험동물에서 특이한 일반증상, 체중변화 또는 시험물질과 관련된 이상 증상은 관찰되지 않았다(Table 4, 5). 실험종료 시 부검 결과, 모든 투여군에서 육안적 이상소견은 관찰되지 않았으며, 혈액학적 변화 역시 관찰되지 않았다(Table 6).

        
          Table 4. 
				
          

          
            Number of dead or clinical abnormal in female rats of acute oral toxicity experiment using AN-2064 Culture Broth Filtrate
          
          

        

        
          
            
              	Group
(Step)
              	Dose
(mg/kg bw)
              	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
            	200
            	Dead
animals
            	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
          

          
            	2
            	1,000
            	Dead
animals
            	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
          

          
            	3
            	2,000
            	Dead
animals
            	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
          

          
            	4
            	2,000
            	Dead
animals
            	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
          

        

        
          
            (n=3)
          

        

        

        
          Table 5. 
				
          

          
            Body weights changes in female rats of acute oral toxicity experiment using AN-2064 Culture Broth Filtrate
          
          

        

        
          
            
              	Group
(Step)
              	Dose
(mg/kg bw)
              	Sex
              	Days after administration
            

            
              	0
              	1
              	2
              	7
              	14
              	(change) 0-14
            

          
          
            	1
            	200
            	Female
            	246.7
            	221.2
            	233.2
            	247.0
            	260.7
            	14.01
          

          
            	2
            	1,000
            	Female
            	227.7
            	226.4
            	232.1
            	248.8
            	270.0
            	42.33
          

          
            	3
            	2,000
            	Female
            	239.9
            	223.2
            	230.7
            	248.0
            	265.4
            	25.50
          

          
            	4
            	2,000
            	Female
            	228.1
            	215.7
            	238.3
            	256.9
            	270.2
            	42.1 ± 10.6a)
          

        

        
          
            a) Values are presented as mean ± S.D. (G1/G2/G3 n=1, G4 n=2)
          

        

        

        
          Table 6. 
				
          

          
            Hematological findings in female rats of acute oral toxicity experiment using AN-2064 Culture Broth Filtrate
          
          

        

        
          
            
              	Parameters
              	
              	Group (mg/kg bw)
            

            
              	Negative control
              	G1 (200)
              	G2 (1,000)
              	G3 (2,000)
              	G4 (2,000)
            

          
          
            	WBC (103/μL)
            	6.2 ± 1.1a)
            	5.7
            	4.7
            	4.7
            	4.4 ± 6.6
          

          
            	RBC (106/μL)
            	7.7 ± 0.2
            	7.07
            	7.15
            	7.7
            	6.8 ± 6.5
          

          
            	HGB (g/dL)
            	16.1 ± 0.2
            	14.3
            	14.6
            	15
            	14.7 ± 13.4
          

          
            	HCT (%)
            	45.2 ± 0.2
            	39.7
            	42
            	42.6
            	41.5 ± 37.5
          

          
            	MCV (fL)
            	58.7 ± 1.5
            	56
            	59
            	55
            	61.0 ± 57
          

          
            	MCH (pg)
            	20.9 ± 0.8
            	20.2
            	20.4
            	19.5
            	21.7 ± 20.6
          

          
            	MCHC (g/dL)
            	35.7 ± 0.5
            	36.0
            	34.7
            	35.2
            	35.4 ± 35.9
          

          
            	RDW (%)
            	11.9 ± 0.2
            	12.4
            	13.9
            	12.9
            	15.6 ± 13.0
          

          
            	PLT (103/μL)
            	790.0 ± 36.0
            	804
            	762
            	900
            	873.0 ± 624.0
          

          
            	MPV (fL)
            	6.0 ± 0.2
            	5.7
            	6.1
            	6.2
            	5.7 ± 5.7
          

          
            	LYM (%)
            	65.5 ± 5.9
            	60.6
            	52.6
            	52.5
            	54.5 ± 45.1
          

          
            	MON (%)
            	10.7 ± 0.7
            	13.1
            	12
            	10.4
            	14.7 ± 14.9
          

          
            	GRA (%)
            	23.8 ± 6.5
            	26.3
            	35.4
            	37.1
            	30.8 ± 40
          

          
            	LYM (103/μL)
            	4.0 ± 0.7
            	3.4
            	2.4
            	2.4
            	2.4 ± 2.9
          

          
            	MON (103/μL)
            	0.6 ± 0.1
            	0.7
            	0.5
            	0.4
            	0.6 ± 0.9
          

          
            	GRA (103/μL)
            	1.6 ± 0.6
            	1.6
            	1.8
            	1.9
            	1.4 ± 2.8
          

        

        
          
            Total leukocyte count; WBC, red blood cell; RBC, hematocrit; HCT, hemoglobin; HGB, mean cell volume; MCV, mean cell hemoglobin; MCH, mean cell hemoglobin concentration; MCHC, RBC distribution width; RDW, platelet; PLT, mean platelet volume; MPV, hemoglobin; Hb, lymphocyte; LYM, monocyte; MON, and glanulocyte; GRA
          

          
            a)Values are presented as mean ± S.D. (G1/G2/G3 n=1, G4 n=2)
          

        

        

      

      
        피부자극성평가
        토끼 1마리를 이용한 피부 부식시험 결과, 시험물질 첩포 제거 후 3분, 1시간 및 4시간에 투여부위에서 부식 또는 자극이 관찰되지 않았다. 초기시험에서 부식 영향이 보이지 않아 토끼 2마리를 추가로 이용하여 확인시험을 수행하였다. 확인시험 결과, 시험물질 첩포 제거 후 4시간에 투여부위에 홍반, 부종 및 가피의 피부자극이 전혀 관찰되지 않았다. 이상의 결과로, 시험물질의 1차 피부자극성을 Draize의 피부 자극정도에 따라 분류하면, 투여 후 24시간 및 72시간의 평균점수는 모두 0.0으로 1차 피부자극지수(P.I.I.)는 0.0으로 비자극성(Non irritant)을 나타내는 물질로 판단된다. 실험기간 동안 사망 또는 특이적인 변화를 나타내는 동물은 없었으며, 시험물질에 기인한 체중 감소가 나타나지 않았다(Table 7, 8).

        
          Table 7. 
				
          

          
            Mortality and clinical abnormal in rabbits of dermal or eye irritation study using AN-2064 Culture Broth Filtrate
          
          

        

        
          
            
              	Item
              	Dermal irritation study
              	Eye irritation study
            

          
          
            	Mortality
            	0/3
            	0/3
          

          
            	Clinical abnormal
            	Normal
            	Normal
          

        

        
          
            (n=3)
          

        

        

        
          Table 8. 
				
          

          
            Body weights changes in rabbits of dermal or eye irritation study using AN-2064 Culture Broth Filtrate
          
          

        

        
          
            
              	Test
              	Days after administration
            

            
              	0
              	1
              	2
              	3
              	(change) 0-3
            

          
          
            	Dermal irritation test
            	2096.7 ± 130.5a)
            	2153.3 ± 130.1
            	2183.3 ± 115.0
            	2176.7 ± 125.0
            	80.0 ± 34.6
          

          
            	Eye irritation test
            	2113.3 ± 161.7
            	2200.0 ± 103.9
            	2156.7 ± 37.9
            	2196.7 ± 92.9
            	83.3 ± 76.4
          

        

        
          
            a) Values are presented as mean ± S.D.
          

        

        

      

      
        안점막자극성평가
        토끼 1마리를 이용한 눈 부식시험 결과, 시험물질 적용 후 1시간에 투여 부위에 심한 눈 손상 및 부식이 관찰되지 않았다. 초기시험에서 부식 영향이 보이지 않아 토끼 2마리를 추가로 이용하여 확인시험을 수행하였다. 확인시험 결과, 1마리에서 시험물질 적용 24시간에 투여부위에 발적의 자극이 관찰되었으며, 48시간에 3마리 모두에서 투여부위에 결막 발적, 부종, 배출물의 안점막자극이 관찰되었다. 관찰된 자극들은 9일째 모두 회복되었다. M.O.I.는 시험물질 적용부위에서 1시간, 24시간, 48시간 및 72시간에, 각각 0.0, 0.7, 8.7, 6.7로 산출되었으며, A.O.I.는 8.7로 판정되었다(Table 9). 실험기간 동안 사망 또는 특이적인 변화를 나타내는 동물은 없었으며, 시험물질에 기인한 체중 감소가 나타나지 않았다(Table 7, 8).

        
          Table 9. 
				
          

          
            Eye irritation study using AN-2064 Culture Broth Filtrate
          
          

        

        
          
            
              	
              	M.O.I.
              	A.O.I.
            

            
              	Time (h)
              	1
              	24
              	48
              	72
            

          
          
            	Score
            	0.0
            	0.7
            	8.7
            	6.7
            	8.7
          

        

        
          
            Mean ocular irritation index; M.O.I., acute ocular irritation index; A.O.I.
          

        

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      천연식물보호제 중 제초활성을 가진 물질은 잡초방제를 위한 천연유래 생산물로서, 살아있는 미생물 또는 미생물 유래의 생산물, 생장과 발육과정에서 이들 유기체에 의해 생산된 천연대사물질을 포함한다(Bailey, 2014). 본 연구의 시험물질인 AN-2064 배양여액은 토양방선균 Streptomyces achromogenes에서 생산된 천연대사물질 성분으로 안전성을 확인하고자 랫드와 토끼를 이용하여 급성경구독성, 급성경피독성, 피부자극성 및 안점막자극성 시험을 실시하였다. 시험물질은 살이있는 유기체에서 유래된 생산물로 자연환경에이미 존재하는 천연물질로부터 얻기 때문에 기존 화학농약보다 안전할 것으로 예상된다. 하지만, 미생물에 의해 생산된 일부 천연독소는 포유동물을 포함한 동물에 위험할 수 있으므로 주의 깊게 평가되어야 할 것이다.

      랫드를 이용한 급성경구 및 급성경피 독성시험과 결과, 최고 한계용량인 2,000 mg/kg bw까지 모두 사망례가 관찰되지 않았다. 두 시험 모두에서 투여군 부검 결과 특이적인 이상소견이 관찰되지 않았으며, 체중변화 및 혈액검사 결과 대조군에 비해 유의미한 증상이 나타나지 않았다. 따라서, 랫드를 이용한 급성경구 및 급성경피 독성시험에서 시험물질의 반수치사량(LD50)은 모두 2,000 mg/kg bw 이상으로 판단된다. 토끼를 이용한 피부자극성시험 결과, 시험물질 투여 후 72시간까지 모든 동물에서 홍반, 부종 및 가피의 피부 반응이 전혀 관찰되지 않았다. 피부자극표와 Draize의 산출 방법에 따른 피부자극성을 판정한 결과, 1차 피부자극지수(P.I.I.)은 0.0으로 산출되었다. 따라서, 토끼를 이용한 피부자극시험에서 시험물질은 무자극물(non irritant)로 판단된다. 토끼를 이용한 안점막자극성시험 결과, 시험물질 적용 후 24시간에 1마리에서 발적이 관찰되었으며, 48시간 이후 3마리 모두에서 발적과 부종, 유루의 자극이 관찰되었다. 관찰된 자극들은 9일째 회복되어, 가역적인 반응으로 판단된다. 안점막자극표와 Draize의 산출방법에 따른 안점막자극성을 판정한 결과, 평균안점막자극지수(M.O.I.)는 1, 24, 48 및 72시간에 각각 0.0, 0.7, 8.7, 및 6.7로 산출되었으며, 급성안점막자극지수(A.O.I.)는 8.7으로 산출되었다. 따라서, 토끼를 이용한 안점막자극시험에서 시험물질은 약한 자극성 물질(Mild irritant)로 판단된다(Table 10).

      
        Table 10. 
				
        

        
          Draize scoring scale of eye irritation study
        
        

      

      
        
          
            	Index of acute ocular irritation (A.O.I.)
            	Classification
          

        
        
          	0.0 - 0.5
          	Non irritant
        

        
          	5 - 15
          	Mild irritant
        

        
          	15 - 30
          	Moderate irritant
        

        
          	30 - 60
          	Severe irritant
        

        
          	60 - 80
          	Extreme irritant
        

        
          	80 - 110
          	Maximal irritant
        

      

      

      
        Table 11. 
				
        

        
          Safety evaluation of primary dermal irritation in rabbits
        
        

      

      
        
          
            	Primary irritation index (P.I.I.)
            	Classification
          

        
        
          	0.0 - 0.5
          	Non irritant
        

        
          	0.6 - 2.0
          	Weak irritant
        

        
          	2.1 - 5.0
          	Moderate irritant
        

        
          	5.1 - 8.0
          	Severe irritant
        

      

      

      이전 연구사례에서 Meher et al. (2002)은 설치류와 어류에 미생물살충제 Bacillus thuringiensis var. kenyae를 단회 투여하였을 경우, 설치류 LD50은 2.5 × 107 spores/mL 이상이며, 어류 LC50은 1000 mg/L 이상으로 나타남을 보고하였다. Farag et al. (2022)의 보고에 따르면, 곤충병원균으로 잘 알려진 Beauveria bassiana의 대사원료와 2.5% 수화제에 대한 단회 경구투여독성 결과, Sprague Dawley 랫드의 LD50은 5,000 mg/kg 이상으로 나타났다. 또한, Park et al.(2020)은 herbicidin을 설치류에 단회경구 또는 경피투여하였을 경우, LD50 값이 2,000 mg/kg 이상이며 피부자극 및 안점막자극이 나타나지 않는 안전한 물질로 나타났다고 보고한바 있다. 본 시험에서도 AN-2064 배양여액의 LD50 값이 2,000 mg/kg bw 이상으로 안전한 물질로 확인되었다. 피부자극성시험 결과, 무자극물로 나타났으며 안점막자극성시험 결과, 급성안점막자극지수(A.O.I.)가 8.7로 약한 자극성 물질로 판단되어 천연제초제로서 안전한 것으로 나타났다.

      이상의 시험결과, 토양방선균 유래의 천연제초성분 AN-2064 배양여액은 급성경구 및 경피 독성이 매우 낮으며, 피부자극성이 없고 안점막자극성이 미약한 것으로 판단된다. 향후 외래 잡초 제거에 효과적으로 사용할 수 있을 것으로 기대되며, 천연제초제의 경우 직접적인 독성뿐만 아니라 간접적인 독성도 강하게 나타날 수 있으므로 추후 피부감작성 영향 평가도 이루어져야 할 것으로 판단된다.
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