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            Abstract
          
        

        
          산업화와 국가간의 교류 증가로 국내에 유입된 외래식물은 생물다양성을 위협하고 경제적인 피해를 주고 있다. 이런 외래식물들은 하천, 산지 및 생활환경 주변 등에 이미 넓게 분포하고 있기에 외래식물 제거를 위해 농약을 살포할 경우 사람과 환경에 대한 독성평가를 통하여 위해성평가가 이루어져야 한다. 따라서 외래식물을 효과적으로 제거하면서 기존의 유기합성 제초제보다 안전하고 친환경적인 제초제 개발이 필요하다. 이에 한국화학연구원에서 토양 미생물 기반의 후보소재인 KR-0008을 선발하였으며 일부 외래식물에 대해 방제효과를 확인하였다. 이 후보 소재인 KR-0008에 대한 환경독성 기초 연구로 어류, 물벼룩, 지렁이 및 꿀벌에 대한 급성독성시험을 진행하였다. 잉어와 송사리를 이용한 어류 급성독성시험 결과 48시간 및 96시간의 반수치사농도(LC50)는 > 100 mg/L이었다. 물벼룩 급성독성시험 결과 마찬가지로 24시간 및 48시간의 반수영향농도(EC50)는 > 100 mg/L이었다. 지렁이 급성독성시험으로는 지렁이의 7일 및 14일 반수치사농도(LC50)는 > 1,000 mg/kg이었다. 꿀벌의 경우, 급성 접촉 및 섭식독성시험결과 48시간 및 96시간의 반수치사약량(LD50)은 > 100 μg/bee이었다. 결론적으로 KR-0008의 어류, 물벼룩, 지렁이 및 꿀벌에 대한 급성 독성은 낮을 것으로 판단된다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Due to industrialization and increased exchanges between countries, exotic plants brought into Korea threaten biodiversity and cause economic damage. Since these exotic plants are distributed around rivers, mountains, and the environmental of living, herbicide application could be hazardous to both the environment and humans. Therefore, it is necessary to remove exotic plants effectively and to develop more environmentally friendly herbicides than conventional ones. Accordingly, Korea research Institute of Chemical Technology selected KR-0008 as a candidate material based on soil microorganisms and confirmed the control effect on some exotic plants. To determine whether KR-0008 is hazardous to environmental organism, we conducted a series of acute aquatic and terrestrial toxicity tests for fish (Oryzias latipes, Cyprinus carpio), daphnia (Daphnia magna), earthworm (Eisenia fetida), and honey bees (Apis melifera). The result of two acute fish toxicity tests showed that the LC50 values of KR-0008 were > 100 mg/L at 48 and 96 hours. Similarly, the acute toxicity test of daphnia also showed that the EC50 values of KR-0008 to daphnia were > 100 mg/L at 24 and 48 hours. Acute toxicity tests on earthworm showed that the LC50 values of KR-0008 were > 1,000 mg/kg on 7 and 14 days. The LD50 values of KR-0008 to honey bee in acute contact and oral toxicity studies were > 100 μg/bee at 48 and 96 hours. These findings demonstrate that the KR-0008 is acutely nontoxic to fish, daphnia, earthworms, and honeybees.
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      서 론
      산업화의 진행과 외국간의 교류가 급증하면서 선박이나 비행기를 통해 외래생물종의 유입이 증가하고 있으며, 이에 따른 토착종과의 경쟁, 서식지 파괴 등으로 국내 생태계가 영향을 받고 있다(Kim, 2018). 외래생물은 외국에서 인위적 또는 자연적으로 유입되어 본래의 서식지나 원산지가 아닌 곳에서 존재하게 된 생물이다(ME, 2019). 국내에 유입된 외래생물은 2,167종으로 그 중 외래식물은 334종이다(NIE, 2020). 외래식물 중에서 생태계교란 생물로 돼지풀, 가시박, 환삼덩굴 등 17종이 지정되어 있다(ME, 2019). 이러한 외래식물들은 산지나 하천뿐만 아니라 도로, 생활주변 및 농경지 등으로 빠르게 확산하고 있다. 증가하는 외래식물들은 국내의 식생과 서식환경을 변화시키며 생물 다양성을 위협하고, 경제적인 피해를 주고 있다(Choi, 2017).

      농경지에 유입된 외래식물이나 비농경지, 도로변에 발생하는 외래식물은 제초제를 처리하여 방제가 가능하다. 하지만 주요 하천, 호수 또는 주택가는 환경 및 사람에게 독성 우려가 있어 화학농약의 제초제를 사용하기에는 적합하지 않다. 이 때문에 생태계 교란 외래식물을 제거하기 위해 뿌리를 뽑거나 베어버리는 물리적인 방법을 이용하지만 이는 노동력이 많이 소요되고 방제효과가 낮을 뿐만 아니라 번식 속도가 제거속도보다 빨라 확산을 막는 데는 역부족이다(Choi, 2017). 따라서 외래식물을 효과적으로 제거하고 기존 제초제보다 안전하며 친환경적인 제초제 개발이 필요하다.

      외국에서는 화학농약의 제초제를 대신할 수 있는 천연제초활성물질로 식물 추출물이나 미생물이 생산하는 물질인 2차 대사산물을 활발히 연구하고 있다. 예를 들어 Piper sarmentosum 잎과 줄기에서 추출한 piperine, sarmentine, sarmentosine, pellitorine (Feng et al., 2019), 곰팡이 Nectria sp.의 발효 추출물인 cinnacidin (Irvine et al., 2008), 식물병원균인 Ascochyta caulina에서 추출한 ascaulitoxin과 aglycone (Duke et al., 2011), 그리고 해양 균류 Aspergillus versicolor에서 유래한 cyclopeptides (Posada et al., 2022)등 다양한 식물 및 미생물에서 유래한 제초활성물질을 발굴하였다. 이렇게 개발된 제초활성물질은 환경이나 사람에 안전해야하기 때문에 이와 관련된 독성 연구가 필수적이다. 하지만 아직까지 이러한 천연 제초활성물질에 대한 독성연구는 많이 부족한 실정이다.

      국내에서도 토양 미생물인 Streptomyces scopuliridis에서 유래한 herbicidin (Won et al., 2015), Pseudomonas koreensis의 대사산물인 Hydrogen Cyanide (Yoo et al., 2018), Streptomyces drozdowiczii에서 추출한 KRA16-334 (Kim et al., 2021) 등 2차 대사산물을 이용한 제초제 연구가 진행되고 있지만, 제품화된 사례는 거의 없는 상황이다. 국내에 등록된 농약현황으로는 총 3,386 제품이며(RDA, 2022), 이중 미생물 및 생화학 농약은 25 제품에 불과하다(RDA, 2021a).

      최근 한국화학연구원에서 토양미생물기반 제초활성물질 후보 소재를 연구하고 있으며, 토양 방선균인 Streptomyces achromogenes가 생산하는 대사산물인 KR-0008을 선발하여 외래식물인 가시박과 돼지풀 등에 대한 방제효과를 확인하였다.

      국내 농약등록 신청자료로 환경생물에 대한 독성성적서를 제출해야 하며, 수생생물인 어류, 물벼룩 및 녹조류 그리고 육상생물인 조류, 지렁이 및 꿀벌 등에 대한 위해성평가를 하고 있다(RDA, 2021b). 이에 본 연구에서 제초활성물질 후보소재를 실용화하기 위해 환경독성 기초 연구로 KR-0008 배양여액을 사용하여 송사리 및 잉어, 물벼룩, 지렁이 그리고 꿀벌에 대한 급성독성시험을 진행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        시험물질
        토양 방선균 유래 제초활성 후보소재인 KR-0008 배양여액을 한국화학연구원에서 제공받아 시험을 진행하였다. KR-0008 배양여액은 토양 방선균 Strptomyces achromogenes를 GSS 액체배지(Glucose 2%, soluble starch 1%, beef ext. 0.1%, soybean meal 2.5%, yeast ext. 0.4%, NaCl 0.2%, CaCO2 0.2%, K2HPO4 0.025%)에 접종하여 7일간 27oC에서 160 rpm으로 배양하였다.

      

      
        KR-0008에 대한 어류 급성독성 평가
        
          시험생물
          본 독성시험에서 사용한 어류는 국립농업과학원에서 계대 사육 중인 송사리(Oryzias latipes)와 오창 양어장(충북 소재)에서 구입한 잉어(Cyprinus carpio)를 사용하였다. 송사리는 1~2 cm, 잉어는 2~4 cm 크기의 건강하고 외형상 기형이 없는 균일한 개체를 사용하였다. 외부로부터 입수한 잉어의 경우 실험실 환경과 동일한 조건에서 1주일 이상 순화시켰다. 먹이는 매일 공급하였으며 시험물질 노출 24시간 전에 공급을 중단하였다.

        

        
          어류 급성독성시험
          어류를 이용한 KR-0008의 급성독성시험은 EPA와 OECD test guideline (EPA, 2016a; OECD, 2019) 그리고 농촌진흥청 「농약 및 원제의 등록기준」의 환경생물 독성 시험기준과 방법(RDA, 2021b)의 담수어류 급성독성시험에 준하여 시험하였다.

          시험용기는 송사리와 잉어 모두 15 L (ø 24 × 높이 30 cm) 원통형 유리 수조를 사용하였으며, 유리 수조에 시험용수 5 L를 채운 후 KR-0008을 농도 100 mg/L로 처리하였다. 음성대조군과 시험 농도 100 mg/L에서 각 7마리의 시험생물를 투입하였고, 반복구는 두지 않았다. 수온은 송사리인 경우 26oC, 잉어는 22oC로 설정하였다. 광주기는 16시간(명): 8시간(암)로 조도 800 lux를 유지하였고, 먹이는 시험기간 동안 공급하지 않았다.

          시험 기간 중 시험용액을 교체하지 않는 지수식으로 시험을 진행하였으며, 96시간 동안 24시간마다 치사 개체와 이상증상 등을 관찰하여, 48시간 및 96시간의 반수치사농도(LC50)을 산출하였다. 치사 개체가 발생한 경우 발견 즉시 수조에서 제거하였다. 수온, pH 및 용존산소량은 24시간 간격으로 측정하였으며, 시험 시작 전 순화 수조에서 어류 10마리와 시험 종료 후 음성대조군에서 어류의 전장 및 무게를 측정하였다.

        

      

      
        KR-0008에 대한 물벼룩 급성독성 평가
        
          시험생물
          독성시험에서 사용한 시험생물로 국립농업과학원에서 계대 사육 중인 물벼룩을 사용하였다. EPA, OECD 및 우리나라의 시험법에서 추천하는 국제 표준종인 Daphnia magna로 시험을 진행하였으며, 최소한 3번 이상의 새끼를 출산한 건강한 어미에서 나온 출산 후 24시간 이내의 개체를 사용하였다.

        

        
          물벼룩 급성독성시험
          물벼룩을 이용한 KR-0008의 급성독성시험은 EPA와 OECD test guideline (EPA, 2016b; OECD, 2004) 그리고 농촌진흥청 「농약 및 원제의 등록기준」의 환경생물 독성시험기준과 방법(RDA, 2021b)의 물벼룩급성독성시험에 준하여 시험하였다.

          독성시험은 125 mL 원통형 유리수조(ø 7 × 높이 5 cm)에 시험용수인 M4 배지 100 mL를 채운 후 KR-0008을 처리하여 농도 100 mg/L를 조제하였다. 시험은 3반복으로 시험하였고, 물벼룩을 무작위로 10마리씩 투입하여 한 농도당 30마리의 물벼룩을 사용하였다. 지수식으로 48시간 동안 실시하였으며 시험기간 동안 수온은 20oC, 광도는 640 lux, 광조건은 16시간(명) : 8시간(암)으로 유지하고, 먹이는 공급하지 않았다.

          개체 투입 후 24시간 및 48시간에 유영저해 및 치사 개체를 관찰하고 기록하여, 반수영향농도(EC50)을 산출하였다. 시험용기를 가볍게 흔들거나 유리막대로 저어주어 15초 이내에 물벼룩이 유영하지 못하거나 움직임이 없는 개체를 유영저해 및 치사 개체로 판정하였다.

        

      

      
        KR-0008에 대한 지렁이 급성독성 평가
        
          시험생물
          독성시험에서 사용한 지렁이는 국립농업과학원에서 계대 사육 중인 줄지렁이(Eisenia fetida)를 사용하였다. 2개월 이상 된 개체 중 체중 300~600 mg로 건강하고 균일한 개체를 선발하였다.

        

        
          인공토양제조
          인공토양의 제조로 sphagnum peat (Sungro Horticulture, USA), kaolin clay (Coveris, USA)와 공업사를 사용하였다. 사용한 sphagnum peat는 pH가 5.5~6.0의 분말형태이고 건조된 식물이 남아있지 않은 것, kaolin clay는 카올린 함량이 30% 이상인 것을 구입하였고, 공업사는 50~200 μm의 입자가 50% 이상 함유된 산업용 모래를 사용하였다. 위 sphagnum peat, kaolin clay 및 공업사를 1 : 2 : 7의 비율로 투입 후 실험용 믹서를 이용하여 완전히 혼합하였다. 제조한 토양에 CaCO3를 일정량 가하여 pH 6.0 ± 0.5로 조정하였다.

        

        
          지렁이 급성독성시험
          지렁이에 대한 KR-0008의 급성독성시험은 EPA와 OECD test guideline (EPA, 2012; OECD, 1984) 그리고 농촌진흥청 「농약 및 원제의 등록기준」의 환경생물 독성 시험기준과 방법(RDA, 2021b)의 지렁이 급성독성시험에 준하여 시험하였다.

          시험용기는 3 L 원통형의 유리로 된 용기(ø 15 × 높이 16.5 cm)를 사용하였으며, 유리 용기에 인공토양 500 g을 담고, KR-0008을 농도 1,000 mg/kg (건조 인공토양)로 첨가한 후 실험용 믹서로 잘 혼합하였다. 인공토양의 수분 함량이 35%가 되도록 증류수 200 mL를 첨가하였다. 수분 함량은 토양오염공정시험기준(NIER, 2022)에 준하여 측정하였다. 시험은 4반복으로 시험하였고, 지렁이를 무작위로 10마리씩 투입하여 처리군당 40마리의 지렁이를 사용하였다. 토양 건조를 막기 위해 시험용기를 통풍 구멍이 뚫린 플라스틱 뚜껑으로 덮었다. 시험기간 동안 먹이를 공급하지 않았으며 온도는 20oC, 광도는 600 lux로 유지하였다. 개체 투입 후 7일 및 14일에 형태이상과 치사 개체를 관찰하고 기록하였으며 반수치사농도(LC50)을 산출하였다.

        

      

      
        KR-0008에 대한 꿀벌 급성독성 평가
        
          시험생물
          독성시험에서 사용한 꿀벌은 Apis mellifera L.을 사용했으며 국립농업과학원 양봉장에서 관리하는 활동성이 좋은 일벌을 선발하여 사용하였다.

        

        
          꿀벌 급성독성시험(접촉 및 섭식)
          꿀벌에 대한 KR-0008의 급성 접촉 및 섭식독성시험은 OECD test guideline (OECD, 1998a; OECD, 1998b) 그리고 농촌진흥청 「농약 및 원제의 등록기준」의 환경생물 독성 시험기준과 방법(RDA, 2021b)의 꿀벌급성독성시험에 준하여 시험하였다.

          꿀벌 급성접촉독성시험은 활동성이 좋은 일벌을 통풍 구멍이 있는 밀폐된 용기에 넣어 실험실에 가져와 CO2 가스로 마취를 하였다. 마취된 꿀벌을 여과지 위에 놓고 피펫을 사용하여 조제한 KR-0008 용액을 꿀벌 흉부에 1 μL씩 처리하여 100 μg/bee가 되도록 하였다. 약제를 처리한 꿀벌을 사각 철제 케이지(가로 8.5 × 세로 4.5 × 높이 6.5 cm)에 10마리씩 넣었고, 시험은 3반복으로 처리군당 30마리의 꿀벌을 사용하였다. 팁이 제거된 3 mL 주사기(Norm-Ject, HSW, Tuttlingen, Germany)에 50% 자당용액 2 mL를 채운 후 시험용기에 꽂아 주었다. 시험기간 동안 온도는 25oC, 습도는 60%를 유지하였고 암실에서 시험하였다. 약제 처리 후 4, 24, 48, 72, 96시간에 행동이상 및 치사 개체를 관찰하여 48시간 및 96시간의 반수치사약량(LD50)을 산출하였다.

          꿀벌 급성섭식독성시험의 경우 활동성이 좋은 일벌을 통풍 구멍이 있는 밀폐된 용기에 넣어 실험실에 가져와 2시간 동안 먹이를 공급하지 않았다. 절식시킨 꿀벌을 CO2 가스로 마취를 하였으며, 마취된 꿀벌을 사각 철제 케이지(가로 8.5 × 세로 4.5 × 높이 6.5 cm)에 10마리씩 넣었고, 시험은 3반복으로 처리군당 30마리의 꿀벌을 사용하였다. 50% 자당용액에 KR-0008을 투입하여 100 μg/bee로 처리하였으며, 팁이 제거된 3 mL 주사기에 조제한 시험용액을 200 μL를 채워 시험용기에 꽂아 두었다. 매 시간마다 시험물질이 전부 섭취되었는지 주사기를 확인(1~4시간)하며 전부 섭취되었으면 기존 주사기를 제거하고 50% 설탕용액 2 mL를 채운 새 주사기를 꽂아주었다. 시험기간 동안 온도는 25oC, 습도는 60%를 유지하였고 암실에서 시험하였다. 약제 처리 후 4, 24, 48, 72, 96시간에 행동이상 및 치사 개체를 관찰하였고, 48시간 및 96시간의 반수치사약량(LD50)을 산출하였다.

        

      

    

    

  
    
      결 과
      
        어류 급성독성시험
        어류 급성독성시험기간 동안 24시간 마다 측정한 온도, DO, pH의 평균값을 나타내었고(Table 1), 시험에 사용한 어류의 전장과 무게를 나타내었다(Table 2).

        
          Table 1. 
				
          

          
            The values of temperature, DO and pH measured in the acute toxicity tests
          
          

        

        
          
            
              	Test species
              	Temperature (oC)
              	DO
              	pH
            

          
          
            	
              O. latipes
            
            	26.2 ± 0.10
            	7.23 ± 0.42
            	7.53 ± 0.21
          

          
            	
              C. carpio
            
            	22.5 ± 0.44
            	7.38 ± 0.19
            	7.82 ± 0.04
          

          
            	
              D. magna
            
            	20.5 ± 0.08
            	6.28 ± 0.20
            	7.09 ± 0.20
          

        

        

        
          Table 2. 
				
          

          
            The average length and weight of O. latipes and C. carpio used for the fish acute toxicity tests
          
          

        

        
          
            
              	Test species
              	Length (cm)
              	Weight (g)
            

          
          
            	
              O. latipes
            
            	1.71 ± 0.11
            	0.04 ± 0.01
          

          
            	
              C. carpio
            
            	3.59 ± 0.23
            	0.52 ± 0.07
          

        

        

        급성독성시험 결과, 24시간, 48시간, 72시간 및 96시간 모두 100 mg/L 농도에서 송사리 및 잉어의 이상증상 및 치사 개체는 관찰되지 않았다(Table 3, Table 4). 이에 따라 송사리와 잉어의 48시간 및 96시간의 LC50은 > 100 mg/L이었다(Table 5).

        
          Table 3. 
				
          

          
            The mortalities and symptoms of O. latipes during the fish acute toxicity test of KR-0008
          
          

        

        
          
            
              	Conc.
(mg/L)
              	No.
              	Exposure time (hour)
            

            
              	24 h
              	48 h
              	72 h
              	96 h
            

            
              	Symptom
              	Dead
              	Symptom
              	Dead
              	Symptom
              	Dead
              	Symptom
              	Dead
            

          
          
            	Control
            	7
            	N (7)
            	0
            	N (7)
            	0
            	N (7)
            	0
            	N (7)
            	0
          

          
            	100
            	7
            	N (7)
            	0
            	N (7)
            	0
            	N (7)
            	0
            	N (7)
            	0
          

        

        
          
            N = Normal
          

        

        

        
          Table 4. 
				
          

          
            The mortalities and symptoms of C. carpio during the fish acute toxicity test of KR-0008
          
          

        

        
          
            
              	Conc.
(mg/L)
              	No.
              	Exposure time (hour)
            

            
              	24 h
              	48 h
              	72 h
              	96 h
            

            
              	Symptom
              	Dead
              	Symptom
              	Dead
              	Symptom
              	Dead
              	Symptom
              	Dead
            

          
          
            	Control
            	7
            	N (7)
            	0
            	N (7)
            	0
            	N (7)
            	0
            	N (7)
            	0
          

          
            	100
            	7
            	N (7)
            	0
            	N (7)
            	0
            	N (7)
            	0
            	N (7)
            	0
          

        

        
          
            N = Normal
          

        

        

        
          Table 5. 
				
          

          
            The LC50	values of KR-0008 to O. latipes and C. carpio
          
          

        

        
          
            
              	Test substance
              	
                O. latipes
              
              	
                C. carpio
              
            

            
              	48 h LC50 (mg/L)
              	96 h LC50 (mg/L)
              	48 h LC50 (mg/L)
              	96 h LC50 (mg/L)
            

          
          
            	KR-0008
            	> 100
            	> 100
            	> 100
            	> 100
          

        

        

      

      
        물벼룩 급성독성시험
        물벼룩 급성독성시험 기간 동안 측정한 온도, DO, pH의 평균값을 나타내었다(Table 1).

        급성독성시험 결과, KR-0008의 100 mg/L 농도에서 24시간에는 유영저해 및 치사 개체는 나타나지 않았다. 48시간에서는 꼬리에 이물질이 부착된 개체 1마리가 관찰되었지만 유영저해 및 치사 개체는 관찰되지 않았다(Table 6). 이에 따라 물벼룩의 24시간 및 48시간의 EC50은 > 100 mg/L이었다(Table 7).

        
          Table 6. 
				
          

          
            The mortalities and abnormalites of D. magna during the daphnia acute toxicity test of KR-0008
          
          

        

        
          
            
              	Conc.
(mg/L)
              	No.
              	Cumulative immobilized/dead daphnia
            

            
              	24 h
              	48 h
            

            
              	Symptom
              	Total
              	%
              	Symptom
              	Total
              	%
            

          
          
            	Control
            	30
            	N (30)
            	0
            	0.0
            	N (30)
            	0
            	0.0
          

          
            	100
            	30
            	N (30)
            	0
            	0.0
            	N (29), S (1)
            	0
            	0.0
          

        

        
          
            N = Normal, S = Swimming with the test substance on the tail
          

        

        

        
          Table 7. 
				
          

          
            The EC50	values of KR-0008 to D. magna
          
          

        

        
          
            
              	Test substance
              	Test species
              	Period (hour)
              	EC50 (mg/L)
            

          
          
            	KR-0008
            	
              D. magna
            
            	24
            	> 100
          

          
            	48
            	> 100
          

        

        

      

      
        지렁이 급성독성시험
        지렁이 급성독성시험 시작과 종료시점에 측정한 pH와 토양수분함량 값을 나타내었다(Table 8). 시험 시작과 종료시점에 지렁이의 무게를 측정하였으며, 시험 시작과 종료시점의 체중변화율은 대조군에서 -3.7 ~ -0.9%이었고, 1,000 mg/kg에서 -3.4 ~ +1.8%이었다(Table 9).

        
          Table 8. 
				
          

          
            The values of pH and water content measured in the earthworm acute toxicity test
          
          

        

        
          
            
              	Conc.
(mg/kg)
              	pH
              	Water content (%)
            

            
              	Before the experiment
              	End of experiment
              	Before the experiment
              	End of experiment
            

          
          
            	Control
            	6.37 ± 0.08
            	6.27 ± 0.12
            	35.2
            	35.8
          

          
            	1000
            	6.41 ± 0.04
            	6.23 ± 0.09
            	36.5
            	37.0
          

        

        

        
          Table 9. 
				
          

          
            The mean body weight of E. fetida on day 0 and 14 of the earthworm acute toxicity test
          
          

        

        
          
            
              	Treatment
(mg/kg)
              	No.
              	0 day
              	14 day
              	Loss of body weight
(mg)
              	Loss of body weight
(%)
            

          
          
            	Control
            	10
            	417 ± 73.8
            	407 ± 62.9
            	-10
            	-2.4
          

          
            	10
            	422 ± 63.1
            	409 ± 68.8
            	-13
            	-3.1
          

          
            	10
            	423 ± 57.3
            	419 ± 59.4
            	-4
            	-0.9
          

          
            	10
            	429 ± 29.5
            	413 ± 39.3
            	-16
            	-3.7
          

          
            	1000
            	10
            	388 ± 28.6
            	390 ± 34.6
            	+2
            	+0.5
          

          
            	10
            	417 ± 40.3
            	404 ± 37.2
            	-13
            	-3.1
          

          
            	10
            	435 ± 92.8
            	443 ± 93.7
            	+8
            	+1.8
          

          
            	10
            	415 ± 50.8
            	401 ± 51.9
            	-14
            	-3.4
          

        

        

        급성독성시험 결과, KR-0008 처리농도 1,000 mg/kg에서 7일과 14일에 형태이상 및 치사 개체는 나타나지 않았다(Table 10). 이에 따라 지렁이의 7일 및 14일의 LC50은 > 1,000 mg/kg이었다(Table 11).

        
          Table 10. 
				
          

          
            The mortalities and symptoms of E. fetida during the earthworm acute toxicity test of KR-0008
          
          

        

        
          
            
              	Conc.
(mg/kg)
              	No.
              	7 day
              	14 day
            

            
              	Symptom
              	Dead
              	Symptom
              	Dead
            

          
          
            	Control
            	40
            	N (40)
            	0
            	N (40)
            	0
          

          
            	1000
            	40
            	N (40)
            	0
            	N (40)
            	0
          

        

        
          
            N = Normal
          

        

        

        
          Table 11. 
				
          

          
            The LC50	values of KR-0008 to E. fetida
          
          

        

        
          
            
              	Test substance
              	LC50 (mg/dry soil kg)
            

            
              	7 day
              	14 day
            

          
          
            	KR-0008
            	> 1000
            	> 1000
          

        

        

      

      
        꿀벌 급성독성시험
        꿀벌 급성접촉 및 섭식독성시험동안 측정된 온도와 습도를 나타내었다(Table 12).

        
          Table 12. 
				
          

          
            The values of temperature and humidity measured in the honeybee acute toxicity tests
          
          

        

        
          
            
              	Test species
              	Temperature (oC)
              	Humidity (%)
            

          
          
            	
              A. mellifera
            
            	24.4 ± 0.5
            	57.8 ± 0.75
          

        

        

        급성접촉독성시험 결과, KR-0008 대조군 및 처리농도 100 μg/bee에서 72시간까지 행동이상 및 치사 개체는 관찰되지 않았다. 96시간에 대조군과 처리군에서 각각 1마리씩 치사 개체가 관찰되었다(Table 13). 급성섭식독성시험 결과, KR-0008 대조군 및 처리군 100 μg/bee에서 48시간까지 행동이상 및 치사 개체는 관찰되지 않았다. 대조군에서 72시간에 1마리의 치사 개체가 관찰되었으며(Table 14), 처리군에서는 72시간에 치사 개체 1마리, 96시간에 1마리의 치사 개체가 추가로 관찰되었다. 이에 따라 48시간 및 96시간의 접촉 및 섭식독성 LD50은 > 100 μg/bee이었다(Table 15).

        
          Table 13. 
				
          

          
            The mortalities and symptoms of A. mellifera during the honeybee acute contact toxicity test of KR-0008
          
          

        

        
          
            
              	Dose
(μg/bee)
              	No.
              	Exposure time (hour)
            

            
              	4 h
              	24 h
              	48 h
              	72 h
              	96 h
            

            
              	No. of dead
              	No. of dead
              	No. of dead
              	No. of dead
              	No. of dead
            

          
          
            	Control
            	30
            	0
            	0
            	0
            	0
            	1
          

          
            	100
            	30
            	0
            	0
            	0
            	0
            	1
          

        

        
          
            N = Normal, D = Dead
          

        

        

        
          Table 14. 
				
          

          
            The mortalities and symptoms of A. mellifera during the honeybee acute oral toxicity test of KR-0008
          
          

        

        
          
            
              	Dose
(μg/bee)
              	No.
              	Exposure time (hour)
            

            
              	4 h
              	24 h
              	48 h
              	72 h
              	96 h
            

            
              	No. of dead
              	No. of dead
              	No. of dead
              	No. of dead
              	No. of dead
            

          
          
            	Control
            	30
            	0
            	0
            	0
            	1
            	1
          

          
            	100
            	30
            	0
            	0
            	0
            	1
            	2
          

        

        
          
            N = Normal, D = Dead
          

        

        

        
          Table 15. 
				
          

          
            The LD50	values of KR-0008 to A. mellifera
          
          

        

        
          
            
              	Test substance
              	Contact
(LD50 μg/bee)
              	Oral
(LD50 μg/bee)
            

            
              	48 h
              	96 h
              	48 h
              	96 h
            

          
          
            	KR-0008
            	> 100
            	> 100
            	> 100
            	> 100
          

        

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      본 연구에서는 친환경적으로 외래식물을 제거할 수 있는 천연 제초활성소재의 환경독성 스크리닝으로 제초활성소재인 KR-0008 배양여액에 대한 어류(송사리 및 잉어), 물벼룩, 지렁이 및 꿀벌 급성독성시험을 수행하였다.

      어류를 이용한 급성독성시험 결과 송사리, 잉어 모두 48시간 및 96시간의 LC50은 > 100 mg/L이었다. 물벼룩 급성독성시험 결과도 마찬가지로 24시간 및 48시간의 EC50은 > 100 mg/L이었다. 미국 EPA에서 수서생물에 대한 독성 분류로 매우 고독성은 LC50 < 0.1 mg/L, 고독성은 0.1 ≤ LC50 ≤ 1 mg/L, 중간독성은 1 < LC50 ≤ 10 mg/L, 저독성은 10 < LC50 ≤ 100 mg/L, 마지막으로 무독성은 LC50 > 100 mg/L로 구분한다. 또한 화학물질 구분 기준인 GHS에서 수서환경유해성 분류로 수서생물에 대한 구분 1(급성 1)은 LC50 ≤ 1 mg/L, 구분 2(급성 2)는 1 < LC50 ≤ 10 mg/L, 구분 3(급성 3)은 10 < LC50 ≤ 100 mg/L로 구분하게 되어있다. 이 기준에 어류 및 물벼룩 독성을 적용하면 EPA 기준으로는 무독성, GHS는 급성 구분에 대해 해당없음이다. 따라서, KR-0008은 어류 및 물벼룩에 대한 독성이 낮으며, 하천이나 호수에 노출이 되더라도 어류와 물벼룩에 급성적인 영향을 줄 가능성이 낮을 것으로 판단된다.

      지렁이의 7일 및 14일의 LC50은 > 1,000 mg/kg으로 한계 시험 농도인 1,000 mg/kg에서 형태이상 및 치사 개체가 관찰되지 않았다. 이에 따른 KR-0008의 독성은 낮을 것으로 나타났고, 산지나 농경지 및 비농경지에 노출되더라도 지렁이에 급성적인 영향을 줄 가능성이 낮을 것으로 판단된다.

      꿀벌의 급성접촉 및 섭식독성시험 결과 48시간 및 96시간의 LD50은 > 100 μg/bee이었다. 미국 EPA에서 꿀벌에 대한 독성 분류로 고독성은 LD50 < 2 μg/bee, 중간독성은 2 ≤ LD50 < 11 μg/bee, 무독성은 LD50 ≥ 11 μg/bee로 구분한다. 따라서 EPA 기준에 의하면 KR-0008은 무독성으로 꿀벌에 대한 독성이 낮은 것으로 나타났다.

      기존 연구사례로 Ascochyta caulina에서 추출한 제초활성 물질의 어류 96시간 LC50은 > 100 mg/L이었으며, 물벼룩의 48시간 EC50은 20.1 mg/L이었고, 지렁이의 14일 LC50은 ≥ 1,000 mg/kg이었다(Fumagalli et al., 2013). 모기에 살충효과를 보이는 Zanthoxylum monophyllum의 추출물 essential oil은 어류 Gambusia affinis에 대해 48시간 LC50으로 4,234.07 μg/mL이었으며(Pavela and Govindarajan, 2017), 약용식물인 창포 Artemisia absinthium에서 추출한 살선충제 성분들은 물벼룩 24시간 EC50으로 0.093~0.103 mg/L이었다(Pino-Otín et al., 2019). 살충 성분인 Piper betle의 추출물은 지렁이 Eudrilus eugeniae와 Eisenia fetida 2종에 대해 7일의 LC50은 각각 3,149 mg/L, 4,081 mg/L이었고(Vasantha-Srinivasan et al., 2018), 국화과에서 추출한 essential oil 두가지 성분의 꿀벌 24시간 LD50은 197~252 μg/bee이었다(Umpiérrez et al., 2017). 또한 식물 추출물로 싸임화이트, 라벤더, 마늘 추출액 등의 어류 96시간 LC50은 3.0~10 mg/L, 물벼룩의 48시간 EC50은 2.5~10 mg/L, 지렁이의 14일 LC50은 149~743 mg/kg, 꿀벌의 48시간 LD50은 44.3~115 μg/bee이었다(You et al., 2011; You et al., 2012). 제초활성물질로 Streptomyces scopuliridis에서 추출한 herbicidin에 대한 어류의 96시간 LC50 및 물벼룩의 48시간 EC50은 모두 > 100 mg/L이었고, 지렁이의 14일 LC50은 1,000 mg/kg이었으며 꿀벌의 48시간 LD50은 > 100 μg/bee로 보고된 바 있다(Park et al., 2019). 본시험에서도 토양미생물 Streptomyces achromogenes 대사물질인 KR-0008 배양여액에 대한 어류 및 물벼룩의 LC50 및 EC50은 >100 mg/L, 지렁이 LC50은 > 1,000 mg/kg, 꿀벌 LD50은 > 100 μg/bee이므로 선행 연구와 비교하였을 때 천연제초물질로 환경생물에 안전한 것으로 판단된다.

      시험결과 KR-0008은 어류(송사리 및 잉어), 물벼룩, 지렁이 그리고 꿀벌에 대해 급성 독성이 낮은 것으로 나타났다. 이에 따라 KR-0008은 환경생물에 안전한 천연제초활성물질로 강이나 호수 또한 비농경지에 발생하는 외래 잡초에 활용할 수 있을 것으로 사료된다. 또한 KR-0008이 생활주변에서 생태계 교란 식물 및 외래 잡초 제거를 위해 사용할 수 있도록 인축독성에 대한 안전성 평가도 필요할 것으로 보인다.
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