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Abstract Pesticides are crucial to enhance crop yields but pose a risk to aquatic ecosystems when they
diffuse into water bodies through runoff or drift and potentially impact primary producers like aquatic
plants. Due to their rapid growth rate and genetic uniformity, Duckweed (Lemnaceae) species are widely
accepted as standard test organisms in aquatic toxicity assessments. Our study compared the sensitivity of
two standard growth inhibition test methods, OECD TG 221 using Lemna minor and ISO 20227 using
Spirodela polyrhiza, to assess the toxicity of three herbicides with different modes of action: alachlor,
oxadiargyl, and pendimethalin. All test substances showed concentration-dependent responses in both test
methods, confirming the validity of the toxicity assessments. There was an approximate 1.0 to 2.7 difference
in value of the median effective concentration (EC50) derived from the two methods, which is within the
acceptable range of interspecies variation and assay conditions. Specifically, alachlor exhibited similar
sensitivity across both methods. In contrast, oxadiargyl and pendimethalin demonstrated greater sensitivity in
the OECD TG 221 method. These results suggest that although ISO 20227 is a valuable, rapid, and cost-
effective screening tool to assess herbicide toxicity, it carries the potential risk of underestimating the toxicity
of herbicides with delayed or slow mode of action, such as pendimethalin. To fully evaluate the two
standard growth inhibition test methods (OECD TG221, ISO 20227) and to understand how they
complement each other in assessing herbicide toxicity, it is recommended to perform further research that
incorporates a broad spectrum of pesticides.
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서 론

농약은 농작물의 피해를 경감시키고 수확량을 증대시켜

농업 발전에 중요한 역할을 수행한다. 그러나 살포된 농약의

일부는 비산(drift), 유출(runoff) 또는 용탈(leaching)을 통해

수계로 이동하며, 이는 잠재적으로 수생태계에 영향을 미칠

수 있다(Ueda and Nagai, 2021; EFSA, 2013). 이러한 오염은

조류나 수생식물과 같은 1차 생산자의 생장과 종의 변화를

일으켜 생태계 기능을 저하시킬 수 있다(Nagai, 2019). 따라서

농약에 대한 환경 위해성평가 시 수생식물에 대한 독성을

평가하는 것은 필수적이다.

개구리밥과(Lemnaceae) 식물은 단순한 형태 구조, 빠른
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생장 속도, 유전적 균일성을 가지고 있어 수생 독성시험에서

표준 시험생물로 널리 사용되고 있다(Wang and Williams,

1990; Kumar and Han, 2010). Lemnaceae는 Spirodela, Lemna,

Wolffia 등 5속 36종으로 구성된 배양이 용이한 피자식물로

알려져 있다(Fourounjian et al., 2021). 이러한 개구리밥을

이용한 독성시험은 잎의 수와 면적과 같은 지표를 통해

시험물질의 독성을 평가할 수 있다(Ziegler et al., 2016). 이와

같은 특성으로 수질오염 모니터링(Ziegler, Sree, and Appenroth

2019), 중금속 연구(Khellaf and Zerdaoui, 2009; Hou et al.,

2007), 농약 독성평가 등 다양한 분야에서 개구리밥을 이용

하여 관련 연구가 수행되고 있다. 

수생식물의 독성을 평가하기 위해 널리 사용되는 표준

시험법으로는 OECD test guideline(TG) 221과 ISO 20227

이 있다(OECD, 2006b; ISO, 2017). OECD TG 221은 7일간의

시험물질 노출 후 잎의 수와 총 면적 등을 기반으로 Lemna

minor 또는 Lemna gibba의 생장률과 수율을 평가하는 시험

이다. 반면, ISO 20227은 Spirodela polyrhiza의 turion을

이용하여 72시간 동안 단기 시험을 수행한다(Baudo et al.,

2015). 두 시험법은 모두 높은 신뢰성을 보이지만 시험생물의

종 차이와 노출기간, 배양조건의 차이로 인해 독성 민감도

차이가 발생할 수 있다. 

제초제는 작물의 잡초 방제를 위해 사용되지만 식물의 특정

생리대사 경로를 저해하기 때문에 조류나 수생식물에 대해

높은 독성을 나타낼 수 있다(Vonk and Kraak, 2020). Alachlor

(2-chloro-2’,6’-diethyl-N-(methoxymethyl)acetanilide)는

chloracetamide계 제초제로 잔디와 광엽잡초 방제에 사용되며

옥수수, 콩, 수수 재배지에서 널리 사용된다(Deal and Hess,

1980). 이러한 alachlor의 광범위한 사용은 환경에 영향을

미칠 수 있으며 실제로 미국 중서부 지역의 지하수에서

검출된 바 있어 환경적 영향에 대한 우려가 제기되고 있다

(Schwab et al., 2006). Pendimethalin(N-(1-ethylpropyl)-2,6-

dinitro-3,4-xylidine)은 dinitroaniline계 제초제로 파종 전이나

발아 전 토양처리제로 사용된다(Vighi et al., 2017). Pendi-

methalin은 European Food Safety Authority(EFSA)에서

재평가가 진행되었으며, 환경 내 잔류성과 조류를 포함한

수생생물에 대해서 높은 독성이 보고되었다(Authority et al.,

2025). Oxadiargyl(3-[2,4-dichloro-5-(2-propynyloxy)phenyl]-

5-(1,1-dimethylethyl)-1,3,4-oxadiazol-2(3H)-one)은 oxadiazole

계 제초제로 벼 재배 시 일년생 화본과 잡초, 사초과 및 광엽잡

초 방제에 사용된다(Dickmann et al., 1997). Oxadiargyl은 논

에서 사용되기 때문에 수계를 통해 비표적 수생식물에 영향을

미칠 수 있다.

본 연구에서는 Lemna minor와 Spirodela polyrhiza를

이용하여 서로 다른 작용기작을 갖는 3종의 제초제인 alachlor,

pendimethalin, oxadiargyl에 대한 OECD TG 221과 ISO

20227 시험법의 독성 민감도를 비교 평가하고자 한다. 이를

통해 두 시험법 간 차이를 분석하고 향후 수생식물 시험법의

국제적 표준화 및 농약에 대한 환경 위해성평가의 과학적

근거를 강화하고자 한다. 

재료 및 방법

시험물질

Alachlor(순도: 99.3%, Sigma-Aldrich, USA), oxadiargyl

(순도: 99.4%, Dr. Ehrenstorfer, Germany), pendimethalin

(순도: 98.7%, Sigma-Aldrich, USA)을 시험물질로 사용하

였다. 시험용매로 acetone(순도: 99.8%, Merck, Germany)을

사용하였다.

OECD 시험법(TG 221)에 따른 개구리밥 생장저해독성평가

시험생물

본 시험에 사용한 개구리밥 Lemna minor는 한국생명공

학연구원 생물자원센터에서 구입하여 사용하였다. Lemna

minor는 페트리디쉬(지름 120 × 높이 20 mm)에서 배양하

였으며 온도는 24±2oC, 광도는 6,500~10,000 lux를 유지하

였다. 배지는 Swedish Standard(SIS) 배지를 사용하였고 pH는

6.5±0.2로 조정하였다. 약 3주간 배양한 후 2~5개의 잎을 가진

건강한 개체를 선별하여 시험에 사용하였다.

개구리밥 생장저해시험

Lemna minor를 이용한 개구리밥 생장저해시험은 OECD

TG 221(OECD, 2006b) 에 준하여 수행하였다. 시험에 사용

한 배지는 SIS 배지를 사용하였으며, 시험용기는 125 mL

원통형 유리수조(지름 7 × 높이 5 cm)를 사용하였다. 각 수

조에는 2~5개의 잎을 가진 콜로니를 투입하여 총 잎의 수가

9~12개가 되도록 하였다. 시험기간 동안 온도는 24±2oC, 광

도는 6,500~10,000 lux 조건을 유지하였고, 배지의 pH는

6.5±1.5로 조정하였다. 시험구는 대조군과 시험물질 처리군

으로 설정하였고, pendimethalin의 경우 용매대조군(acetone

100 μL/L 이하)을 추가로 두었다. 각 처리군은 3반복으로

시험을 수행하였으며, 시험농도는 alachlor의 경우 0.0025,

0.0050, 0.0100, 0.0200, 0.0400 mg/L, oxadiargyl은 0.0010,

0.0025, 0.0063, 0.0156, 0.0391 mg/L, pendimethalin은 0.031,

0.063, 0.125, 0.250, 0.500 mg/L로 설정하였다. 각 시험용액은

100 mL씩 분주하였으며, 시험은 7일동안 진행하였다. 시험

3일 및 5일째에 시험용액을 교체하였으며 24시간 간격으로

잎의 수와 총 잎의 면적을 측정하였다. 총 잎의 면적은

ImagineJ 소프트웨어(Version 1.54 g, National Institutes of

Health, USA)를 이용하여 분석하였다. 시험종료 후 7일간의

평균 생장률과 수율을 산출하여 반수영향농도(EC50) 값과

95% 신뢰구간을 도출하였다.
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ISO 시험법(20227)에 따른 개구리밥 생장저해독성평가

시험생물

본 독성시험에 사용한 개구리밥은 Duckweed Toxkit

F(SPP030, Microbiotests, Belgium)에서 제공하는 Spirodela

polyrhiza을 사용하였다. Spirodela polyrhiza의 turion을 72

시간 동안 발아시킨 후 시험에 사용하였다. Turion 발아는

페트리디쉬(지름 120 × 높이 20 mm)에서 수행하였으며, 배

양조건은 온도 25±2oC, 광도 6,000 lux를 유지하였다. 배지는

Steinberg 배지를 사용하였고 pH는 5.5±0.2로 조정하였다.

발아 후 첫 잎이 형성되면 건강한 개체를 선별하여 시험에

사용하였다.

개구리밥 생장저해시험

Spirodela polyrhiza를 이용한 개구리밥 생장저해시험은

ISO 20227(ISO, 2017)에 따라 Duckweed Toxkit F(SPP030,

Microbiotests, Belgium)를 사용하여 수행하였다. 배지는

Steinberg 배지를 사용하였으며, 48 well plate의 각 well에

발아한 Spirodela polyrhiza 개체를 1개씩 투입하였다. 시험

조건은 온도 25±1oC, 광도 6,000 lux, 시험기간은 72시간이

었으며, 배지의 pH는 5.5±0.2로 유지하였다. 시험구는 대조

군과 시험물질 처리군으로 설정하였고 각 처리군은 8반복으로

시험을 수행하였다. 시험농도는 alachlor는 0.005, 0.010, 0.020,

0.040, 0.080 mg/L, oxadiargyl은 0.0025, 0.0050, 0.0100,

0.0200, 0.0400 mg/L, pendimethalin은 0.075, 0.150, 0.300,

0.600, 1.200 mg/L로 설정하였다. 각 시험용액은 well 당 1 mL

씩 분주하였으며, 시험기간 동안 시험용액은 교체하지 않았다.

시험 중 24시간 간격으로 총 잎의 면적을 측정하였으며, 총

잎의 면적은 ImagineJ 소프트웨어(Version 1.54 g, National

Institutes of Health, USA)를 이용하여 분석하였다. 시험종료 후

72시간 평균 생장률과 수율을 산출하여 EC50 값과 95% 신

뢰구간을 도출하였다.

평균 생장률 및 수율 산출

시험종료 후 측정값을 바탕으로 시험물질이 개구리밥의

생장에 미치는 영향을 정량적으로 평가하기 위해 평균 생장

률과 수율을 산출하였다. 이를 바탕으로 대조군 대비 생장

저해율을 계산하여 시험물질의 독성영향을 분석하였다.

평균 생장률에 대한 저해율

대조군과 처리군의 모든 반복구에 대하여 시험시작부터

종료까지의 평균 비생장률을 아래의 식을 이용하여 산출하

였다.

− i−j : 시간 i부터 j까지의 평균 비생장률

Ni : 시험시작 시점(i)의 생물량

− Nj : 시험종료 시점(j)의 생물량

 t : i 시간부터 j 시간까지의 총 기간

계산된 각 처리군의 평균 비생장률을 대조군의 평균 비생

장률과 비교하여 시험물질에 대한 생장률 저해율을 다음의

식을 통해 산출하였다.

− %Ir : 평균 비생장률 저해율(%)

− C : 대조군의 평균 비생장률

− T : 처리군의 평균 비생장률

수율에 대한 저해율

시험종료 시점의 총 바이오매스에서 시험시작 시점의

바이오매스를 뺀 값으로 계산하였다. 각 처리군과 대조군의

수율을 산출한 후 시험물질이 바이오매스 증가에 미친 영향을

평가하기 위해 수율 저해율을 아래의 식을 이용하여 계산하

였다.

− %Iy : 수율 저해율(%)

− bC : 대조군의 평균 수율(최종 바이오매스 – 초기 바이

오매스)

− bT : 처리군의 평균 수율(최종 바이오매스 – 초기 바이

오매스)

산출된 각 농도별 저해율은 통계 프로그램을 이용하여 농도-

반응 관계를 분석하고 EC50 값을 산출하는 데 사용하였다.

통계분석

각 시험물질의 농도에 따른 데이터를 바탕으로 EC50 값을

산출하기 위해 통계 분석을 실시하였다. 통계 프로그램 R

(Version 4.5.1)을 사용하였으며 Weibull 모델을 적용하여

EC50 값과 95% 신뢰구간을 산출하였다(OECD, 2006a).

결 과

제초제 처리에 따른 개구리밥의 농도-반응 관계 비교

OECD 시험법에 따라 7일간 생장저해시험을 진행한 결과,

alachlor, oxadiargyl, pendimethalin의 농도가 증가함에 따라

Lemna minor의 생장이 감소하였다(Fig. 1). 각 시험물질의

생장률 및 수율 저해율을 Table 1에 나타내었다. Alachlor의 경우

잎의 수를 기준으로 한 생장률 및 수율 저해율은 0.0100 mg/L에

서 각각 3.9 및 8.9%로 낮았으나, 최고농도인 0.0400 mg/L에서는

i j–

ln Nj( ) ln Ni( )–

t
---------------------------------=

%Ir

C T–( )

C

--------------------- 100×=

%Iy

bC bT–( )

bC

-------------------- 100×=
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Fig. 1. Growth inhibition test of Lemna minor conducted according to the OECD TG 221 method. Representative images showing
the growth responses of Lemna minor after 7 days of exposure to increasing concentrations of alachlor, oxadiargyl, and
pendimethalin.

Table 1. Inhibition of Lemna minor growth parameters following exposure to different concentrations of three herbicides (alachlor,
oxadiargyl, and pendimethalin) as determined using the OECD TG 221 test method

Pesticide Concentration
(mg/L)

Frond number Frond area

Inhibition growth 
rate (%)

Inhibition yield
(%)

Inhibition growth 
rate (%)

Inhibition yield
(%)

Alachlor

Control 0.0 0.0 0.0 0.0

0.0025 3.6 8.3 5.5 13.7

0.0050 3.4 7.8 3.4 14.5

0.0100 3.9 8.9 5.0 13.7

0.0200 16.5 33.3 29.7 55.1

0.0400 52.5 76.0 64.0 84.4

Oxadiargyl

Control 0.0 0.0 0.0 0.0

0.0010 1.5 4.4 0.9 2.7

0.0025 4.0 11.3 12.3 25.3

0.0063 39.3 70.8 42.2 74.8

0.0156 100.0 100.0 81.0 96.2

0.0391 100.0 100.0 100.0 100.0

Pendimethalin

Control 0.0 0.0 0.0 0.0

0.031 7.8 21.1 5.6 17.4

0.063 9.5 25.2 11.7 24.9

0.125 22.5 50.3 23.1 50.3

0.250 33.9 65.8 36.9 69.3

0.500 58.2 85.9 53.5 85.0
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50% 이상으로 급격히 증가하였다. 총 잎의 면적 기준에서도 유

사한 양상이 나타났으며 0.0400 mg/L에서 60% 이상의 저해가

관찰되었다. Oxadiargyl은 0.0063 mg/L에서 약 40% 이상

저해가 나타났으며, 최고농도인 0.0391 mg/L에서는 100% 저해

율이 관찰되었다. Pendimethalin은 0.125 mg/L에서 20% 이상의

저해가 확인되었고, 최고농도인 0.500 mg/L에서는 50%

이상의 저해율을 보였다. 

ISO 시험법을 따른 시험에서도 72시간 동안의 생장저해

시험 결과, 시험물질 3종에 대해서 모두 농도 의존적인 생장

저해가 나타났다(Fig. 2). 각 시험물질 저해율은 Table 2에

나타내었다. Alachlor는 총 잎의 면적 기준으로 0.020 mg/L

에서 생장률 및 수율이 40% 이상 저해되었으며, 최고농도인

0.080 mg/L에서는 60% 이상의 저해율을 보였다. Oxadiargyl의

경우 0.0100 mg/L에서 약 40% 이상의 저해가 나타났고, 최

고농도 0.0400 mg/L에서는 70% 이상의 저해율이 확인되었

다. Pendimethalin은 최고농도 0.300 mg/L에서 35% 이상,

1.200 mg/L에서 65% 이상의 생장 저해가 나타났다.

개구리밥 생장저해시험

Table 3에는 3종의 제초제에 대해 OECD 시험법과 ISO

시험법에 따라 산출한 EC50 값을 나타내었다. 각 시험법 내

에서 생장률과 수율을 기준으로 EC50 값을 산출하였으며

OECD 시험법은 잎의 수와 총 잎의 면적을 기준으로, ISO

시험법은 총 잎의 면적 기준으로 독성값을 산출하였다.

OECD 시험법에 따른 alachlor에 대한 시험결과 잎의 수

기준의 생장률 및 수율 EC50 값은 각각 0.0383 및 0.0249 mg/L

이었고, 총 잎의 면적 기준으로는 각각 0.0295 및 0.0182 mg/L

로 나타났다. ISO 시험법에서는 총 잎의 면적 기준 EC50 값이

각각 0.0373 및 0.0182 mg/L로 확인되었다. Oxadiargyl의

경우 OECD 시험법에서는 잎의 수 기준의 생장률 및 수율의

Fig. 2. Growth inhibition test of Spirodela polyrhiza conducted according to ISO 20227. Representative 96-well microplate images
show Spirodela polyrhiza responses after 3 days of exposure to increasing concentrations of alachlor, oxadiargyl, and pendimethalin.

Table 2. Inhibition of Spirodela polyrhiza frond area following
exposure to different concentrations of three herbicides (alachlor,
oxadiargyl, and pendimethalin) as determined using the ISO
20227 test method

Pesticides Concentration
(mg/L)

Frond area

Inhibition 
growth rate

(%)

Inhibition
yield
(%)

Alachlor

Control 0.0 0.0

0.005 3.0 5.0

0.010 26.2 37.5

0.020 43.0 57.4

0.040 47.2 65.8

0.080 62.9 78.3

Oxadiargyl

Control 0.0 0.0

0.0025 -1.7 -1.7

0.0050 15.3 22.7

0.0100 39.0 53.7

0.0200 58.6 71.1

0.0400 73.4 83.9

Pendime-
thalin

Control 0.0 0.0

0.075 11.4 22.0

0.150 22.1 40.0

0.300 37.5 56.4

0.600 49.7 69.9

1.200 67.8 81.3
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EC50 값은 각각 0.0066 및 0.0044 mg/L, 총 잎의 면적 기준

으로는 각각 0.0068 및 0.0037 mg/L이었다. ISO 시험에서는

총 잎의 면적 기준 EC50 값이 각각 0.0150 및 0.0010 mg/L로

나타났다. Pendimethalin에 대해서는 OECD 시험법에서 잎의

수 기준 생장률 및 수율의 EC50 값은 각각 0.4131 및

0.1178 mg/L, 총 잎의 면적 기준으로는 각각 0.4480 및

0.1178 mg/L이었다. ISO 시험법에서는 총 잎의 면적 기준

EC50 값은 각각 0.5353 및 0.2266 mg/L로 나타났다.

OECD 시험법을 이용한 결과 잎의 수와 총 잎의 면적 간의

민감도는 시험물질에 따라 상이하였다. Pendimethalin은

생장률과 수율에서 두 종말점의 EC50 값이 유사하고 95%

신뢰구간이 겹쳐 민감도에 차이가 없는 것으로 나타났다.

반면 alachlor와 oxadiargyl은 총 잎의 면적 기준이 잎의 수

보다 민감한 것으로 나타났다.

고 찰

농약은 비산, 유출, 침투 등을 통해 하천이나 강으로 유입

될 수 있다. 이러한 환경 내 농약 노출에 따른 위해성을

평가하기 위해 수생식물에 대한 독성평가는 필수적이다. 본

연구에서는 서로 다른 작용기작을 가진 3종의 제초제

(alachlor, oxadiargyl, pendimethalin)를 대상으로 두 가지 표

준시험법인 OECD TG 221과 ISO 20227의 결과를 비교하

였다. 두 시험법 모두 시험물질 농도가 증가함에 따라 농도

의존적인 반응을 보여 시험이 적절히 수행되었음을 확인하

였다.

OECD 시험법 내에서 잎의 수와 총 잎의 면적을 비교한

결과 pendimethalin은 두 지표 간 EC50 값의 95% 신뢰구간

이 겹쳐 유의미한 차이가 없었다. 반면 alachlor와 oxadiargyl에

서는 총 잎의 면적이 잎의 수보다 더 민감하게 반응하였다.

이러한 차이는 제초제의 작용기작과 관련이 있는 것으로 확

인된다. 잎의 수는 주로 새로운 잎의 출현을 반영하는 반면

총 잎 면적은 기존 잎의 생장을 포함한다(Irfan et al., 2024).

Pendimethalin에서 유사하게 반응한 것은 해당 제초제가 잎의

출현과 생장을 동시에 억제함을 시사한다. 반면 alachlor는

세포막 및 큐티클 왁스의 구성성분인 very long-chain fatty

acids(VLCFA)의 합성을 저해하여 세포 생장을 억제한다

(Batsale et al., 2021). 이로 인해 새로운 잎이 발생하더라

도 정상적으로 생장이 어렵고 잎의 면적이 감소하는 왜소

화가 관찰될 수 있다(Zheng et al., 2005). Oxadiargyl은

protoporphyrinogen oxidase(PPO) 억제제로 세포막 파괴 및

산화 스트레스 유발을 통해 잎 면적의 생장을 저해하는

특성이 있다(Duke et al., 1991; Grossmann et al., 2010). 따라서

총 잎 면적이 더 민감하게 나타난 것은 새로운 잎의 출현은

유지되더라도 생장이 저해되었음을 의미한다. 이러한 결과

는 Park et al.(2017)이 보고한 바와 같이 제초제의 작용기작

에 따라 가장 민감한 종말점이 달라질 수 있음을 시사한다

(Park et al., 2017).

본 연구에서 두 시험법을 통해 산출된 EC50 값은 약 1.0~2.7

배의 차이를 보였으며, 이는 Baudo et al.(2015)이 보고한

종 간 변동범위(10배 이내)에 해당된다(Baudo et al., 2015).

Baudo 등은 22종의 화학물질을 비교한 결과 두 시험 간 높은

상관관계(R2=0.95)를 확인했으며 이는 두 시험법이 전반

적으로 유사한 민감도를 가진다는 것을 시사한다. Alachlor

에서의 유사한 EC50 값과 oxadiargyl 및 pendimethalin에서의 차

이는 시험물질의 작용기작 외에도 시험에 사용된 생물종의 차

이, 노출시간, 실험조건 등 방법론적 차이에서 기인한 것으

로 해석할 수 있다.

Table 3. Comparison of EC50 and EC10 values (95% CI) for alachlor, oxadiargyl and pendimethalin using the OECD TG 221 (Lemna
minor) and ISO 20227 (Spirodela polyrhiza) test methods

Pesticides

OECD TG 221 ISO

Frond numbers Total fronds area Total fronds area

Growthrate Yield Growthrate Yield Growthrate Yield

Alachlor

EC50
0.0383

(0.0322 − 0.0444)
0.0249

(0.0187 − 0.0310)
0.0295

(0.0251 − 0.0339)
0.0182

(0.0117 − 0.0248)
0.0373

(0.0203 − 0.0542)
0.0182

(0.0123 − 0.0241)

EC10
0.0165

(0.0122 − 0.0208)
0.0122

(0.0052 − 0.0192)
0.0125

(0.0092 − 0.0158)
0.0091

(0.0026 − 0.0155)
0.0048

(0.0014 − 0.0083)
0.0043

(0.0019 − 0.0068)

Oxadiargyl

EC50
0.0066

(0.0054 – 0.0077)
0.0044

(0.0038 – 0.0050)
0.0068

(0.0053 – 0.0083)
0.0037

(0.0035 – 0.0040)
0.0150

(0.0128 − 0.0172)
0.0100

(0.0084 − 0.0115)

EC10
0.0055

(0.0027 – 0.0084)
0.0025

(0.0020 – 0.0029)
0.0028

(0.0016 – 0.0039)
0.0019

(0.0017 – 0.0021)
0.0040

(0.0031 − 0.0050)
0.0034

(0.0026 − 0.0043)

Pendimethalin

EC50
0.4131

(0.2531 − 0.5732)
0.1178

(0.0789 − 0.1567)
0.4480

(0.3857 − 0.5103)
0.1178

(0.0906 − 0.1450)
0.5353

(0.4583 − 0.6123)
0.2266

(0.2199 − 0.2333)

EC10
0.0618

(0.0258 − 0.0979)
0.0247

(0.0085 − 0.0408)
0.0539

(0.0441 − 0.0638)
0.0280

(0.0156 − 0.0405)
0.0737

(0.0553 − 0.0921)
0.0411

(0.0385 − 0.0437)
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먼저 시험 생물종의 차이이다. 두 시험법은 권장 시험

생물종이 다르며 이는 독성 민감도에 영향을 미칠 수 있는

핵심요인 중 하나이다. OECD TG 221은 Lemna minor 또는

Lemna gibba를 사용하도록 권장하며, ISO 20227은 Spirodela

polyrhiza를 시험 생물종으로 사용한다(OECD, 2006b; ISO,

2017). 본 연구에서 관찰된 EC50 값 차이의 일부는 이러한

생물종간 민감도 차이에 기인할 수 있다. Cruz 등(2024)은

제초제 atrazine에 대해 Lemna minor(EC50=101.0 μg/L)가

Spirodela polyrhiza(EC50=164.8 μg/L)보다 더 민감하게 반응

한다고 보고하였다(Cruz et al., 2024). 그러나 동일한 연구

에서 S-metolachlor에 대해서는 Spirodela polyrhiza(EC50

=15.5 μg/L)가 Lemna minor(EC50=128.9 μg/L)보다 훨씬 더

민감하게 반응하였다. 본 연구에서 alachlor에 대해 두 시험법

간 유사한 EC50 값이 관찰되었으며 해당 물질에 대해서는 두

생물종 간 민감도 차이가 크지 않음을 보여준다. 이러한

결과는 생물종 간 민감도가 시험물질의 종류에 따라 달라질

수 있으며 항상 일관되게 나타나지는 않는다는 점을 시사한다.

시험물질의 작용기작과 노출기간의 차이는 독성 민감도에

영향을 미칠 수 있다. OECD TG 221은 7일간의 노출을

평가하며, ISO 20227은 3일간의 노출을 평가한다. 각 제초

제의 작용기작이 독성 발현에 요구하는 시간이 다르기 때문에

노출기간은 민감도 차이의 결정적인 요인이 된다. Alachlor는

VLCFA 합성을 저해하며 이는 세포막의 유지와 지질 대사를

방해한다(HRAC, 2024). 이러한 작용기작은 비교적 빠르게

세포 기능 저하를 유발할 수 있으며(Couderchet and Boger,

1993), 3일의 짧은 노출기간 만으로도 7일과 유사한 수준의

독성이 나타날 수 있다. 반면 pendimethalin은 dinitroaniline계

제초제로 미세소관의 중합을 억제하여 세포분열을 방해한다

(Vaughn and Lehnen Jr, 1991). 이는 뿌리와 신초 발달을 저해

하는 방식으로 작용하며(Chen et al., 2021), 작용 반응이

비교적 느리다. 따라서 3일 동안에는 세포분열 억제가 이루

어지지 않아 명확한 독성반응이 나타나지 않을 수 있으나, 7일

동안에는 세포분열이 억제되어 그 영향이 수율에 나타났을

가능성이 있다. 실제로 pendimethaliln과 같이 약효 반응이

느린 제초제의 경우 장기간 노출 시 더 낮은 농도에서 독성

영향이 나타나는 것이 보고된 바 있으며(Cedergreen et al.,

2005), 이는 본 연구에서 7일 시험에서 더 낮은 EC50 값이

나타난 결과와 일치한다. Oxadiargyl은 PPO 저해제로 광합성

과정 중 protoporphyrin IX를 축적을 유도하고 빛의 존재 하에

ROS를 발생시켜 급격한 세포막 파괴를 유발한다(Duke et

al., 1991). 하지만 본 연구에서는 OECD 시험법에서 더 낮은

EC50 값이 관찰되었다. 이는 노출기간 및 작용기작 외에도

다른 요인이 복합적으로 영향을 미쳤음을 시사한다.

시험배지의 조성 차이 또한 독성 민감도에 영향을 미칠

수 있다. 두 시험법은 서로 다른 배지를 사용하며 pH, 영양

염류 조성, 용존 유기물(Dissolved Organic Matter, DOM)의

함량이 상이하다. 이러한 차이는 시험물질의 용해도, 안전성,

화학적 형태 등에 영향을 미쳐 실제 시험생물이 흡수하는

유효 농도를 달라지게 할 수 있다(Rosenkrantz et al., 2013).

배지에 포함된 유기물 성분이 oxadiargyl이나 pendimethalin과

같은 소수성 제초제와 결합하거나 흡착될 경우(Akkanen

and Kukkonen, 2001; Coquillé et al., 2018), 용액 내 농도

를 감소시켜 생물 이용성이 낮아질 수 있다.

ISO 20227은 신속성, 편의성, 비용 효율성(Blaise and Férard,

2005) 등 장점을 가지고 있지만 모든 물질의 독성평가에 있어

OECD TG 221과 상호교환이 가능한 것은 아니다. 특히

pendimethalin처럼 약효 발현이 느린 제초제의 경우 ISO

시험법만으로는 실제 환경조건에서의 독성을 과소평가할

가능성이 있다. 그러나 본 연구에서 관찰된 두 시험법 간

EC50 차이는 일반적으로 허용 가능한 범위 내에 있었으며

ISO 시험법은 제초제 독성의 스크리닝 평가를 위한 실용적

이고 신뢰할 수 있는 시험법으로 판단된다.

다만, 본 연구는 제초제 계열의 일부 물질만을 대상으로

하였기 때문에 본 결과를 다른 작용기작을 가진 농약이나

살충제, 살균제 등으로 일반화하는 데는 한계가 있다. 또한

시험물질의 수가 제한적이기 때문에 통계적 대표성이 부족

하다는 한계점을 갖는다. 따라서 향후 연구에서는 시험물질

의 범위를 확대하고 다양한 작용기작을 포함한 농약을 대상

으로 독성 민감도에 미치는 영향을 종합적으로 검토할 필요

가 있다.

결 론

본 연구는 3종의 제초제(alachlor, oxadiargyl, pendimethalin)

를 대상으로 OECD TG 221과 ISO 20227 두 표준 시험법 간

독성비교를 수행하였다. Alachlor는 두 시험법에서 유사한

민감도를 나타냈으나, oxadiargyl과 pendimethalin은 OECD

시험법이 ISO 시험법보다 민감한 반응이 나타났다. 이는

ISO 시험법이 신속한 초기 스크리닝 도구로 실용성이 있지

만 일부 제초제의 특성에 따라 민감도 차이가 발생할 수

있다. 하지만 본 연구는 3종의 제초제에 국한된 결과이므로

다양한 작용기작을 포함하여 농약에 대한 추가적인 비교

연구가 필요하다. 따라서 농약의 환경 위해성평가에서는

농약의 작용기작과 시험조건의 차이를 고려하여 두 시험법의

결과를 종합적으로 접근하는 것이 바람직할 것으로 판단

된다.
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1농촌진흥청 국립농업과학원 농산물안전성부 독성위해평가과

요 약 농약은 농작물의 수확량 증대에 필수적이지만 비산, 유출 등을 통해 수생태계로 유입되어 수생식물과 같은

1차 생산자에 영향을 미칠 수 있다. 개구리밥과(Lemnaceae) 식물은 빠른 생장과 유전적 균일성으로 수생식물 독성시

험에 사용되고 있다. 본 연구에서는 서로 다른 작용기작을 가진 3종의 제초제(alachlor, oxadiargyl, pendimethalin)를

대상으로 OECD TG 221(Lemna minor)과 ISO 20227(Spirodela polyrhiza) 두 표준 시험법의 민감도를 비교하였다.

두 시험법 모두 농도 의존적인 반응을 보였다. 산출된 반수영향농도(EC50)는 시험법 간 약 1.0~2.7배의 차이를 보였고

이는 종 간 허용범위 내에 있었다. Alachlor는 두 시험법에서 유사한 민감도가 나타났으나, oxadiargyl과 pendimethalin은

OECD TG 221 시험법에서 더 높은 민감도를 보였다. 이러한 결과는 ISO 20227 시험법이 신속하고 효율적인 스크

리닝 도구로 활용될 수 있지만 pendimethalin과 같이 작용 발현이 느린 제초제의 경우 독성이 과소평가될 가능성이

있다는 것을 보여준다. 향후 다양한 농약을 대상으로 추가 연구를 통해 두 시험법의 상호 적용 가능성에 대한 추가

연구가 필요하다.

검색어: 제초제, ISO 20227, Lemna minor, OECD TG 221, Spirodela polyrhiza
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