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요 약 문

Ⅰ. 제목

누에의 농약중독 조기진단법 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 중요성

본 연구개발의 목적과 중용성은 다음과 같이 두 가지로 나눌 수 있다.

1. 누에에 있어서 -, 또는 -naphthyl acetate를 가수분해하는 esterase는

유기인제 살충제인 sumithion에 의해 특이적으로 저해된다는 점 (Watanabe

등, 1967)에 착안하여, 본 연구에서는 누에의 혈림프 및 중추신경계의 신경

절에 있는 -naphthyl acetate를 가수분해하는 esterase와 머리조직에 있는

acetylcholinesterase(AChE)가 살충제 농약에 의해 특이적으로 저해되는 저

해상태를 조사하여, 실제로 양잠에 있어서 살충제 농약에 의한 누에의 농약

중독을 조기에 정확히 진단하는 방법을 탐색하는데 있다.

근래 우리 나라 농가에서 살충제 농약이 많이 사용되고 있으며, 살충제 중

에서는 독성이 강한 유기인제, 카바메이트제, 피레스로이드제 살충제가 사

용되고 있으므로, 많은 생태독성적 문제가 제기되고 있는 실정이다.

일반적으로 누에는 농약에 대한 저항성이 매우 약한 곤충이므로, 양잠에

있어서 농약의 피해가 큰 편이다. 농약에 의한 양잠의 피해율은 약 2.4%(추

정)나 되기 때문에, 농약의 피해로 인해서 양잠을 포기하는 농가도 많은 실

정이다.
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또한, 최근 양잠농가에서 누에 분말을 생산하여, 혈당강하제로 시판하고 있

는 실정이다. 따라서, 우리 나라 양잠에 있어서 누에의 농약중독 문제는

가장 시급히 해결해야할 과제가 되고 있다.

현재 우리 나라 누에의 농약중독을 진단하는 방법으로 누에의 외적인 농약

중독증상으로 진단하고 있는 실정이므로, 그 진단이 정확하지 못하여, 실제

로 양잠에 있어서 농약의 피해를 예방, 방지하는데 큰 도움이 못되고 있다.

따라서, 우리 나라 양잠의 생산기반을 유지, 발전시키기 위해, 무엇보다도

정확한 누에의 농약중독 진단방법을 탐색하는 연구가 절실히 요구되고 있

다.

2. 우리 나라 농촌의 부업으로 오랜 전통을 가졌던 양잠업은 높은 인건비

와 부가가치의 하락 및 값싼 중국산 고치의 대량수입등으로 인해 큰 타격을

받아 1976년을 고비로 그 생산량이 줄어들기 시작하여 근래에는 누에고치

생산량이 국내 수요량에도 크게 미치지 못하여 수입에 의존하고 있는 실정

이다. 최근에는 양잠 본래의 목적인 고치생산량은 극히 적어 잠업부산물의

의약품과 식품으로의 활용이 매년 증가하고 있다. 그 예로 한방에서 널리

쓰이는 생약제들이 우수한 의약품 원료의 공급원으로서 재인식되기 시작하

였으며, 그 중 잠업부산물인 상백피, 백강잠, 잠분들은 아주 전망이 밝은

것으로 보고되고 있다. 이러한 뽕잎을 위시한 잠업부산물이 고치생산의 목

적이 아닌 인간에게 직접적인 식용으로서 이용된다면 뽕잎에 잔류되어 있는

각종 농약잔류물은 농약에 대한 저항성이 매우 약한 누에는 물론 인간에게

직접적으로 피해를 줄 수 있을 것으로 생각되며 실제로 농약잔류물에 의한

누에의 피해 사례들이 종종 보고되고 있다. 현재 우리나라에서 뽕나무밭에

사용할 수 있도록 품목등록 되어 있는 농약은 살충제로 dichlorvos,

acephate 및 phenthoate의 3종, 살균제로 captan과 pyrazophos의 2종, 토양

살충제로 ethoprophos와 endosulfan의 2종, 그리고 제초제로 alachlor,

simazine, pendimethalin, paraquat dichloride의 4종이다. 뽕나무밭용 유
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기인계 살충제인 dichlorvos와 phenthoate, 그리고 수도용 유기인계 살충제

이나 비산에 의하여 뽕잎을 오염시킬 가능성이 있는 fenitrothion과

fenthion에 대하여 뽕잎 채취전 살포시기를 달리하였을 때 뽕잎중 농약잔류

량의 경시적 변화와 잠독성에 관하여 연구된 바 있다.

본 연구에서는 상기의 농약들중에서 양잠농가와의 대화를 통하여 살포한

적이 있거나 오염가능성이 있는 dichlorvos, acephate, phenthoate 및

pyrazophos, 뽕나무밭에 직접 살포는 하지 않지만 농약을 살포한 인근 포장

으로부터 바람에 의하여 비산될 가능성이 높은 pyrethroid계 살충제중에서

deltamethrin 및 cypermethrin과 제초제 alachlor 및 simazine을 잔류분석

농약으로 선정하였다. 잔류농약을 monitoring 하는데 필수적인 것은 많은

시료를 분석하기 위하여 우선 분석법이 간편하고 재현성이 있음은 물론 검

출한계가 낮고 최소검출량이 적고 회수율이 높아야 한다. 본 연구에서는 전

국 8개도에서 규모가 큰 양잠농가를 각각 3농가씩 선정하여 3년간 봄과 가

을 2회에 걸쳐 뽕잎시료를 채취하여 농약잔류분석을 행함으로써 뽕잎의 농

약오염에 대한 안전성을 평가하여 최근 활기를 띠고 있는 양잠업의 보호 육

성에 기여하고자 하였다.
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Ⅲ. 연구개발의 내용 및 범위

살충제 농약에 의한 누에의 esterase 및 AChE의 저해상태에 의해, 누에의

농약중독을 조기에 정확하게 진단하는 방법을 탐색하고, column-gas

chromatography/mass spectroscopy system에 의해, 뽕잎중 잔류농약을 분석

하는 방법을 확립하기 위해, 3년간 (’95. 12 - ’98. 12)에 걸쳐 주관연구기

관(서울대) 및 협동연구기관 (충북대)에서 연구개발한 내용 및 범위는 다음

과 같다.

1. 살충제 농약에 의한 누에의 혈림프에 있는 esterase의 저해상태를 조사,

이 esterase의 저해상태에 의한 누에의 농약 중독 조기진단.

가. 본 연구에서 사용한 살충제농약은 우리 나라 뽕밭의 뽕나무에 사용하

도록 등록된 살충제를 포함해서, 양잠의 피해가 가장 우려되는 살충제중에

서 유기인제, 카바메이트제, 피레스로이드제별로 2종류씩 사용하였다. 살충

제 농약의 처리방법은 5령 48시간째 누에에 살충제의 종류별, 농도별로 뽕

잎에 10㎕씩 도발, 풍건한 뽕잎을 6시간동안 급상하였다. 살충제의 의한 누

에의 혈림프에 있는 esterase저해상태의 조사는 α-naphthyl acetate를 기

질로 한 PAGE(Polyacrylamide gel electrophoresis) 및 IEF(Isoelectric

focusing)의 방법으로 실시하였다. 또한, esterase의 활성 측정은 ρ

nitrophenyl acetate를 기질로 하여 효소를 반응 시킨후 405nm에서 그 흡광

도를 측정하였다.

나. 살충제 농약에 의한 누에의 혈림프에 있는 esterase의 저해상태에 의

해서, 유기인제나, 카바메이트제 살충제에 의한 누에의 농약중독진단을 조

기에 정확히 할 수 있다.
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다. 이 진단법은 α-naphthyl acetate를 기질로한 PAGE방법에 의해서 누에

의 혈림프에 있는 esterase를 간단히 검출할 수 있으며, 또한 살충제농약에

의해서 이 esterase는 매우 예민하게 저해되는 특성을 보이고 있으므로, 유

기인계, 카바메이트계 살충제에 의한 누에의 농약중독을 조기에 정확히 진

단하는 방법으로서 가장 효과적이라 할 수 있다.

2. 살충제 농약에 의한 누에의 머리조직에 있는 AChE의 저해상태 조사,이

AChE의 저해상태에 의한 누에의 농약중독 조기진단.

가. 본 연구에 사용한 살충제 농약은 유기인제, 카바메이트제 피레스로이드

제 별로 2종류씩 사용하였다. 살충제 농약의 처리 방법은 5령 48시간째 누

에의 가슴등면에, 살충제의 종류별, 농도별로 10㎕씩 topical application

한 후, 그 후 6시간 지나서 머리조직을 채취하였다. 살충제에 의한 누에의

머리조직에 있는 AChE의 저해상태 조사는 acetylthiochoine iodide를 기질

로 한 PAGE 분석방법으로 실시하였다. 또한 AChE의 활성측정은 역시

acetylthiocholine iodide를 기질로 하여 효소를 반응 시킨후, 405nm에서

그 흡광도를 측정하였다.

나. 살충제 농약에 의한 누에의 머리조직에 있는 AChE의 저해상태에 의해

서, 유기인계나 카바메이트제 살충제에 의한 누에의 농약중독을 조기에 정

확히 진단할 수 있다.

다. 그러나, 이 진단법을 acetylthiocholine iodide를 기질로한 PAGE방법

에 의해 누에의 머리조직에 있는 AChE를 검출하기가 매우 어려우며, 또한

살충제 농약에 의해 AChE가 둔하게 저해되므로, 금후 이 AChE를 정제하고,

이 정제된 AChE를 이용하여 누에의 농약중독 조기진답법을 탐색하는 연구가

필요하다고 생각된다.
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3. 살충제에 의한 누에의 신경절에 있는 esterase의 저해상태 조사, 이

esterase의 저해상태에 의한 누에의 농약중독 조기진단.

가. 본 연구에서 사용한 살충제 농약은 유기인제, 카바메이트제, 피레스로

이드제별로 2종류씩 사용하였다. 단, 제초제(alachlor, sigmazine)는 예비

실험결과, 누에의 신경절에 있는 esterase룰 전혀 저해하지 않으므로 본 연

구에서는 제초제를 사용하지 않았다. 살충제 농약의 처리방법은 5령 3일째

누에에 종류별, 농도별로 10㎕씩 topical application한 후, 2-3마리의 누

에에서 복부에있는 중추신경계의 신경절을 10개씩 채취하여 분쇄, 원심한후

그 상등액을 PAGE분석용 시료로 사용하였다. 살충제에 의한 누에의 신경절

에 있는 esterase의 저해상태 조사는 α-naphthyl acetate룰 기질로한 PAGE

분석으로 실시하였다.

나. 살충제 농약에 의한 누에의 신경절에 있는 esterase의 저해상태에 의

해서, 유기인제나 카바메이트제 살충제에 의한 누에의 농약중독을 조기에

정확하게 할 수있다.

다. 그러나, 이 진단법은 α-naphthyl acetate를 기질로 한 PAGE방법에 의

해서 누에의 신경절에 있는 esterase를 검출하는데 고도의 기술이 요구되는

결점이 있다.

4. 뽕잎중 잔류농약의 분석

전국의 대규모 양잠농가중에서 각 도별 (8개도)로 3개의 농가를 선정하여 3

년 (1996, 1997, 1998)에 걸쳐 봄 (5∼6월)과 가을 (9∼10월) 2회 시료를

채취하여 실험실로 운반 후 줄기를 제거하고 냉동고에 보관하면서 분석을
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실시하였다. 시료의 내역은 표 3에서 보는 바와 같이 No. 1∼3 (강원), No.

4∼6 (경기), No. 7∼9 (충북), No. 10∼12 (충남), No. 13∼15 (전북),

No. 16∼18 (전남), No. 19∼21 (경북) 및 No. 22∼24 (경남)와 같다.

(1) 1차년도 ('96)

1차년도에 잔류분석의 대상이 되었던 농약으로는 우리나라 뽕밭에 사용하

도록 등록된 농약중 유기인계 살충제인 dichlorvos, acephate 및

phenthoate와 살균제 pyrazophos이었다.

분석방법은 시료를 homogenizer를 이용하여 분쇄하여 dichlorvos,

phenthoate 및 pyrazophos는 동시분석법으로 실시하였다. 즉 시료 30 g에

acetone 100 ml을 가하여 초음파 추출, 여과, 농축하고, dichloromethane으

로 2회 partitioning한 후 florisil 또는 silica gel column

chromatography를 실시하였다. 한편 acephate의 잔류분석은 20 g의 시료에

ethyl acetate 100 ml을 가하여 초음파추출하고, 여기에 무수 sodium

sulfate를 가하여 수분을 제거한 후 여과, 농축하여 florisil column

chromatography를 실시하였다. 기기분석은 gas chromatograph (HP 5890

series Ⅱ, Hewlett Packard, U.S.A.)를 사용하였고, detector는 NPD

(Nitrogen phosphorus detector) 또는 FPD (Flame photometric detector)를

사용하였고, column은 Ultra-1 (Cross-linked methyl siloxane, 25 m L.×

0.32 mm I.D.×0.17㎛ film thickness, Hewlett Packard), HP-1 (Methyl

silicone gum, 5 m L.×0.53 mm I.D.×2.65 ㎛ film thickness, Hewlett

Packard) 및 SE-30 (Fused silica capillary column, 30 m L.×0.25 mm

I.D.×0.25 ㎛ film thickness, Supelco)을 사용하였다.

(2) 2차년도 ('97)

2차년도의 잔류분석대상 농약은 전년도 분석에서 검출빈도가 높았던 유기

인계 살충제인 dichlorvos와 acephate, 그리고 뽕나무밭에 직접 살포는 하

지 않지만 농약을 살포한 인근 포장으로부터 바람에 의하여 비산되어 오염
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시킬 가능성이 높은 pyrethroid계 살충제중에서 deltamethrin과

cypermethrin을 잔류분석농약으로 선정하였다.

Dichlorvos와 acephate는 전년도와 유사한 방법으로 전처리하였고,

deltamethrin과 cypermethrin은 역시 동시분석법으로 하였다. 즉 시료 20 g

을 취하여 acetone 100 ml을 가하여 초음파 추출, 여과, 농축하고 여기에

acetone 20 ml과 응고액 (H3PO4:NH4Cl:H2O=20:10:780, v/w/v)의 10배 희석

액 50 ml을 가하고 30분간 방치한 후 Celite 545를 여지 위에 깔고 여과하

였다. 이 여액을 dichloromethane으로 2회 partitioning한 후 florisil

column chromatography를 실시하였다. 기기분석에서는 gas chromatograph

(HP 5890 series Ⅱ, Hewlett Packard, U.S.A.)를 사용하였고, dichlorvos

와 acephate는 NPD (Nitrogen phosphorus detector) 또는 FPD (Flame

photometric detector)를, deltamethrin과 cypermethrin은 ECD (Electron

capture detector)를 사용하여 분석하였고, column은 Ultra-1

(Cross-linked methyl siloxane, 25 m L.×0.32 mm I.D.×0.17㎛ film

thickness, Hewlett Packard), HP-1 (Methyl silicone gum, 5 m L.×0.53

mm I.D.×2.65 ㎛ film thickness, Hewlett Packard) 및 SE-30 (Fused

silica capillary column, 30 m L.×0.25 mm I.D.×0.25 ㎛ film

thickness, Supelco)을 사용하였다.

(3) 3차년도 (’98)

3차년도의 잔류분석 대상 농약으로는 제 1차년도와 2차년도에서 계속 검

출되었던 유기인계 살충제인 dichlorvos 및 acephate를 포함시켰고 뽕나무

밭에 사용되는 제초제 alachlor와 simazine을 추가하였다.

Dichlorvos와 acephate는 전년도와 유사한 방법으로 전처리하였고,

simazine은 dichlorvos와 같은 방법으로 전처리하였다. Alachlor의 분석방

법으로는 시료 20 g에 acetone 100 ml을 가하여 초음파 추출한 후 여과, 농

축하고 여기에 acetone 20 ml과 응고액 (H3PO4:NH4Cl:H2O=20:10:780,
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v/w/v)의 10배 희석액 50 ml을 가하고 30분간 방치한 후 Celite 545를 여지

위에 깔고 여과하였다. 이어 n-hexane으로 2회 partitioning한 후 silica

gel column chromatography를 실시하였다.

(4) 불분명한 peak의 분리 및 확인

유기인계 살충제인 phenthoate를 분석하는 과정에서 phenthoate의

retention time과 일치하는 시간에 No. 6 시료에서 phenthoate로서 평균

1.90 ppm에 상당하는 고농도의 잔류물질이 검출되어 다시 column과 oven의

온도를 변화시켜 peak의 분리를 시도하였다. Column은 HP-1 (Methyl

silicone gum, 5 m L.×0.53 mm I.D.×2.65 ㎛ film thickness, Hewlett

Packard)에서 Ultra-1 (Cross-linked methyl siloxane, 25 m L.×0.32 mm

I.D.×0.17㎛ film thickness, Hewlett Packard)으로 바꾸었고, oven의 초

기온도는 150℃에서 60℃까지 점차적으로 낮추어 retention time을 길게 하

였다. 또한 분리된 peak를 확인하기 위하여 GC/MSD (HP 5890 A Series Ⅱ

Gas Chromatograph equipped with HP 5972 Series Mass Selective

Detector, Hewlett Packard)를 사용하였다.

(5) 회수율 시험

분석대상농약의 회수율 시험은 여러수준의 농도 (0.05, 0.1, 0.5, 1.0

ppm)에서 실시하였으며, 상기의 방법으로 분석하여 회수율을 구하였다.

5. 개미누에(蟻蠶)를 이용한 뽕잎중 잔류농약의 간이판정

가. 3종류의 살충제용액을 농도별로 ethyl alcohol로 희석하여 시험관에

0.1ml씩 넣고 풍건한후, 개미누에를 20마리씩 넣어, 생존하는 개체수를 조

사하였다. 위의 기초자료를 바탕으로, 우리나라 양잠지역의 여러 양잠농가

의 뽕밭에서 채취한 뽕잎을 대상으로 뽕잎중 잔류농약의 간이 판정을 실시

- 10 -



하였다.

개미누에를 이용한 잔류농약의 간이판정 방법으로서는 농가에서 채취한 뽕

잎을 우선 건조한 후 뽕잎 10g당 50ml의 ethyl alcohol을 넣어서 24시간 방

치하였다. 그 후, ethyl alcohol추출물을 채취하여 삼각플라스크에 넣고 풍

건한후, 20마리의 개미누에를 넣어 생존하는 개체수를 조사하였다.

나. 개미누에는 누에의 유충기간중에서 농약에 가장 예민하게 반응하는 특

성을 가지고 있으며, 개미누에는 유기인제나 카바메이트제 살충제농약뿐만

아니라 모든 농약에 대해서도 반응한다. 또한, 개미누에를 이용한 뽕잎중

잔류농약의 간이판정은 특별한 고가의 분석기계나 고도의 전문기술이 필요

치 않으므로 농촌지도소, 양잠협동조합등 양잠현장에서 가장 유용하게 활용

할 수 있는 누에의 농약중독 조기진단법이라 할 수 있다.

6. 살충제가 누에의 근전도에 미치는 영향 조사, 이 근전도에 의한 누에의

농약 중독 조기진단.

가. 5령 5일째 누에의 가슴등면에, 유기인제, 카바메이트제, 피레스로이드

제별로 1종류의 살충제 용액을 농도별로 10㎕씩 topical application한 후

, 근전도를 이용하여 누에의 배다리 근육의 근력과 근폭을 조사하였다.

나. 근전도에 의해서 누에의 농약중독을 진단할 수 있으나, 농약에 중독된

누에와 절식된 누에 등 과의 판별이 어려운 점이 있으므로, 금후 이점에 대

해서 많은 연구가 절실히 요구되고 있다.

7. 누에의 머리조직에 있는 acetylcholinesterase(AChE)의 정제

본 연구계획에는 누에의 AChE의 정제에 관한 연구내용은 없었으나, 금후 이
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정제된 AChE를 이용해서 누에의 농약중독을 조기에 정확히 진단할 수 있는

진단법을 탐색하기 위해 누에의 AChE를 정제하여 그 생화학적 특성을 조사

하였다. 이 Acetylcholinesterase의 정제는 Sepharose-6B column에 의한

gel filtration과 DEAE-cellulose column에 의한 ion-exchange

chromatography system에 의해서 실시하였다.

Ⅳ. 연구개발결과 및 활용에 대한 건의

1. 살충제농약에 의한 누에의 혈림프에 있는 esterase의 저해조사에 따른

누에의 농약중독 조기진단법과 Column-gas chromatography/ mass

spectroscopy system에 의한 뽕잎중의 잔류농약 분석법은 농촌진흥청등 관

계기관에 배부하여 적극적으로 활용할 수있도록 할 예정이며, 개미누에를

이용한 뽕잎중의 잔류농약의 간이판정법은 농촌지도소, 양잠협동조합등에

배부하여 양잠현장에서 유용하게 활용할 수 있도록 행정적인 조치가 요구되

고 있다.

2. 최근 우리나라의 양잠농가에서는 누에분말을 생산하여 혈당강하제로 판

매하고 있으며, 또한 뽕잎은 뽕차, 뽕국수 등 기능성 식품으로 이용되고 있

으므로, 항상 농약에 오염되지 않는 무공해 누에분말이나 뽕차등을 생산할

수 있도록, 본 연구에서 얻어진 연구결과를 활용하여 양잠농가에서 사육되

는 누에나 재배되고 있는 뽕잎에 대하여 정기적으로 농약 오염여부를 진단

할 수 있는 제도적 장치가 절실히 요구되고 있다.

3. 최근에는 누에 및 뽕잎의 용도가 옛날과 달리 약용 및 식용으로 변했

으므로 그에 따르는 잔류농약의 문제가 중요하게 대두되었다. 따라서 양잠

농가에게 농약의 안전사용을 철저히 이행하도록 인식시킴으로서 양잠농가

자체의 피해 예방은 물론 일반 대중의 건강에 해를 끼치지 않도록 해야함과

동시에 뽕잎 및 누에분말의 정기적인 잔류농약분석을 실시함으로서 국민보
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건에 만전을 기해야 할 것으로 생각한다.
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Summary

Ⅰ. In order to develope the method to diagnose insecticide

intoxication of silkworm exactly in early stage, Seoul national

university and chungbuk national university have carried out the

research . summary of this research results is like the following

1 . Because esterases in silkworm hemolymph and ganglia, and

acetylesterase in head tissue are specifically inhibited by

organophosp-

hate insecticides and carbamate insecticides, silkworm intoxicatin

by organophosphates and carbamates used in silkworm rearing farm can

be exactly diagnosed with the inhibitory condition of esterase and

AChE.

Compared to esterase in ganglia and AChE in head tissue, esterase in

hemolymph is most sensitive to organophosphate insecticides and

carbamates insecticides and easy to prepare the sample, therefore it

is most effective method to diagnose the silkworm intoxication with

extraction of esterase in hemolymph

2 . In order to detect whether insecticide is left in mulbery leaves

or not, method using the newly hatched silkworm larvae is applied to

all insecticide including pynethroids and easy to use, therfore it is

most effective biological assay that can be used in agricultural
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extension center, sericulture cooperative association and etc.

3 . We examine the electromyogram change caused by insecticide,

muscule strength and muscle amplitude is sharply reduced by

pyrethroids as well as organophosphate insecticides and carbamate

insecticides, therefore insecticide intoxication of silkworm can be

exactly diagnosed with examination of silkworm electromyogram. but

intoxication silkworm can not be distinguished from non-feeding and

diseased silkworm by examination of electromyogram, which has to be

examined more closely

4 . AChE is partially purified with gel filteration using the

sepharos-6B and ion-exchange chromatography system using

DEAE-cellulose, specific activity of AChE purified partially increase

from 1.3 to 7.6

Ⅱ. In order to evaluate the safety of mulberry leaves for

sericultural purpose to the contamination by pesticide residues, the

analyses of dichlorvos, acephate, phenthoate, pyrazophos,

deltamethrin, cypermethrin, alachlor, and simazine were done for 24

samples collected in spring and fall over three consecutive years

(1996, 1997, and 1998), each, from 8 provinces across the country, by

selecting three representative farmhouses in each province. In the

spring samples of 1996, the residual amounts of dichlorvos, acephate,

and phenthoate were 0.018∼0.032, 0.013∼0.072, and 0.051 ppm,

respectively, whereas pyrazophos was not detected, and the detection
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frequencies were 29, 58, and 4%, respectively. In the fall samples, on

the other hand, those of the above pesticides were 0.012∼0.048, 0.02

0∼0.156, and 0.018∼0.050 ppm, respectively, and pyrazophos was not

detected either and the detection frequencies were 42, 17, and 8%,

respectively. While in the spring samples of 1997, the residual

amounts of dichlorvos, acephate, and cypermethrin were 0.014∼0.064,

0.033∼0.061, and 0.019∼0.068 ppm, respectively, deltamethrin was not

detected. The detection frequencies were 75, 13, and 8%, respectively.

In the fall samples, on the other hand, those of the above pesticides

were 0.013∼0.062, 0.015, and 0.009∼0.013 ppm, respectively, and

deltamethrin was not detected either. The detection frequencies were

88, 4, and 17%, respectively. In the spring samples of 1998, the

residual amounts of dichlorvos, acephate, and simazine were 0.011∼

0.014, 0.012, and 0.018∼0.053 ppm, respectively, and alachlor was not

detected. The detection frequencies were 17, 4, and 13%, respectively.

In the fall samples, those of the above pesticides were 0.014∼0.016,

0.010∼0.034, and 0.018 ppm, respectively, and alachlor was not

detected either. The detection frequencies were 8, 21, and 4%,

respectively. Almost all of the samples turned out to be non-toxic to

silkworms, except that one sample (No. 10, spring 1997) contaminated

by a high concentration of cypermethrin (0.068 ppm) was judged to do

harm to silkworms. In the GC analyses, the selection of columns, the

change in column temperature, and the use of MSD made the separation

and identification of the vague chemicals possible.
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제 1장 서 론

제 1절 연구개발의 목적과 범위

농업에 있어서 그 생산성 향상을 위해 매년 농약의 사용량이 증가하고 있

으며 농약의 종류도 다양화되고 있어 그 피해가 크다. 누에는 농약에 대한

저항성이 매우 약한 곤충이지만, 뽕밭에 농약을 많이 사용하고 있는 실정이

므로 양잠에서도 농약의 피해가 큰 편이며, 농약의 피해로 인해서 양잠을

포기하는 농가도 있다.

농약에는 살충제, 살균제, 제초제 등이 있는데, 양잠에 있어서도 독성이

강한 유기인제, 카바메이트제, 피레스로이드제와 같은 살충제를 많이 사용

하고 있기 때문에, 양잠에 있어서도 농약의 피해가 큰 편이다.

뽕잎은 예로부터 누에의 유일한 사료로 이용되고 있으나, 최근에는 뽕잎을

소재로 한 뽕차, 뽕국수 등 기능성 식품으로도 이용되고 있으므로 뽕잎도

다른 식품과 마찬가지로 농약에 절대로 오염되어서는 안된다. 또한 최근 양

잠농가에서는 누에고치를 생산하는 대신 누에분말을 생산하여 혈당강하용

기능성 식품으로 시판하고 있는 실정이므로 누에도 다른 식품과 마찬가지로

농약에 절대로 오염되서는 안된다.

일반적으로, 우리 나라에서 사용되고 있는 누에의 농약중독 진단법으로서,

누에의 외적인 농약중독증상만으로 진단하는 방법은 농약에 중독된 누에와

병에걸린 누에를 판별하기가 어려워 누에의 농약중독여부를 정확하게 진단

할 수 없으며, 또한 누에에 뽕잎을 먹여 그 반응을 이용한 생물검정법도 누

에의 농약중독여부를 정확하게 진단할 수 없을 뿐만 아니라 그 진단기간도

7∼10일 정도로 길다. 따라서 양잠을 하는데 있어서 누에의 농약중독여부를
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조기에 정확히 진단할 수 있는 방법의 탐색이 절실히 요구되고 있다.

본 연구에 있어서는, (1) 농약에 의한 누에의 esterase,

acetylcholinesterase (AChE)가 특이적으로 저해되는 특성을 이용해서 누에

의 농약중독여부를 조기에 진단하는 방법, (2) 누에의 농약에 대한 반응을

이용한 뽕잎중 잔류농약의 간이판정, (3) Column-gas chromatography/ mass

spectroscopy system에 의한 뽕잎중의 잔류농약을 분석하는 방법을 확립하

고자 한다.

제 2 절 연구내용

본 연구에 있어서는, 누에의 농약중독여부를 조기에 정확하게 진단할 수

있는 방법을 탐색, 개발하기 위한 연구로서,

(1) 수종의 살충제 농약에 의한 누에의 혈림프에 있는 esterase의 저해상태

를 조사, 이 esterase의 저해상태에 의한 누에의 농약중독 조기진단법을 탐

색하였다.

(2) 수종의 살충제 농약에 의한 누에의 머리조직에 있는 AChE의 저해상태를

조사, 이 AChE의 저해상태에 의한 누에의 농약중독 조기진단법을 탐색하였

다.

(3) 수종의 살충제 농액에 의한 누에의 신경절에 있는 esterase의 저해상태

를 조사, 이 esterase의 저해상태에 의한 누에의 농약중독조기진단법을 탐

색하였다.

(4) Column-gas chromatography/ mass spectroscopy system에 의한 뽕잎중

의 잔류농약을 분석하는 방법을 확립하였다.

(5) 개미누에를 이용한 뽕잎중 잔류농액의 간이판정법을 탐색하였다.

(6) 금후, 누에의 농약중독진단법의 개발 연구를 위해 참고적으로 누에의
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머리조직에 있는 AChE의 정제를 행하였다.
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제 2 장 살충제농약에 의한 누에의 혈림프에

있는 esterase의 저해상태 조사, 이 esterase

의 저해상태에 의한 누에의 농약중독 조기진단

법.

제 1 절 서 설

누에에 있어서 -또는 -naphthyl acetate를 가수분해하는 esterase는 혈

림프, 피부, 중장, 실샘, 신경절 등 여러 조직에 존재하고 있다(Eguchi et

al., 1965b, 1967). 누에의 esterase는 주로 esterase의 품종간 차이(Khan

et al., 1988 ; Yoshitake et al., 1965), 발육에 따른 esterase활성의 변

화 (Eguchi et al., 1965a, 1975 ; Moon et al., 1993)등에 관해서 연구가

이루어 졌으나, 살충제와 관련된 연구는 거의 없는 실정이다.

watanabe 등. (1967)은 누에의 신경조직, 피부, 중장, 혈림프에 존재하는

esterase는 유기인제인 sumithion에 의해서 특이적으로 저해되며, 그 중에

서도 혈림프의 esterase가 가장 예민하게 저해된다고 보고하였다.

본 연구에 있어서는 살충제에 의한 누에의 혈림프에 존재하는 esterase의

저해상태를 보다 더 자세히 알기 위해, 살충제의 종류, 농도에 따라서

esterase major band들 중에서 어느 major band에서 저해가 일어나는지, 또

한 esterase 활성이 어느 정도 저해되는지를 조사하였다.

따라서, 살충제 농약에 의한 누에의 혈림프에 있는 esterase의 저해유무,

저해정도 등의 저해상태에 의해서 누에의 유기인제나 카바메이트제 살충제
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중독을 조기에 정확하게 진단할 수 있을 것이다.
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제 2절 재료 및 방법

1. 실험곤충

실험곤충으로서는 백옥잠(잠123×잠 124)을 사용하였다.

2. 살충제

살충제의 일반명과 유효성분함량은 같다.

유기인제:dichlorvos(50%), phenthonate(40%)

카바메이트제 : primicarb(25%), methomyl (45%)

합성피레스로이드제 : fenvalerate(5%), cypermethrin(5%)

3. 살충제의 희석농도

살충제는 다음과 같이 희석하여 처리하였으며, 이 농도에서 누에는 농약중

독증상이 외부적으로 나타나지 않았다.

유기인제 : dichlorvos 0.001, 0.005, 0.01 (%), phenthonate 0.01, 0.05,

0.1 (%)

카바메이트제 : primicarb 0.01, 0.05, 0.1 (%), methomyl 0.001, 0.005,

0.01 (%)

합성피레스로이드제 : fenvalerate 0.001, 0.005, 0.01 (%),

cypermethrin 0.001, 0.005 (%)

4. 살충제의 처리방법

뽕잎에 살충제를 처리농도별로 10㎕씩 도발하여 풍건한후, 5령 48시간째

누에에 약 6시간동안 급상하였다.
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5. Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)

각 살충제를 농도별로 처리한 누에의 혈림프를 채취하여 7.5%

Polyacrylamide gel(gel size ; 8×11cm)을 이용하여 2mA/well의 전류로 약

2시간동안 전기영동하였으며 (Hofer scientific Instruments, 1994), 이 떠

얻은 gel을 esterase의 검출을 위해 사용하였다.

6. Isoelectricfocusing(IEF)

각 살충제를 농도별로 처리한 누에의 혈림프를 채취하여 5% polyacrylamide

gel을 이용하여 pH3.5-10.0범위에서 IEF를 실시하였으며(Bio-Rad

instruction manual, 1993), 이때 얻은 gel을 esterase band의 검출을 위

해 사용하였다.

7. Esterase band의 검출

위와 같이 전기영동하여 얻은 gel을 0.1% -naphthyl acetate의 기질액

(0.05g의 -naphthyl acetate를 5ml 의 아세톤에 용해한 후, 0.1M sodium

phosphate buffer, pH6.8를 넣어 전체 50ml의 기질액을 만든다)에 넣어 3

7℃에서 약 30분간 반응 시켰다. 그후 0.5% fast blue BB salt용액에 넣어

10분간 발색을 하여 esterase band를 검출하였다.

8. Esterase의 활성측정

Esterase의 활성은 prakaran등(1995)의 방법으로 405nm에서 흡광도의 변화

로서 측정하였다.
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제 3 절 결과 및 고찰

1. 살충제 농약에 의한 누에의 혈림프에 있는 esterase의 저해상태 조사

가. PAGE(Polyacrylamide gel electrophoresis)분석

1) PAGE에 의해 누에의 혈림프에서 3개의 esterase major band를 검출하였

다. 그러나, yoshidake 등.(1965)은 agar gel electrophoresis에 의해 누에

의 혈림프에서 1개의 esterase band만을 검출하였다. 본 연구에서 이와 같

이 누에의 혈림프에서 3개의 esterase major band를 검출한 것은 전기영동

적 방법의 차이에 기인된 것으로 생각된다. 누에의 혈림프에서 검출된 3개

의 esterase band들을 편의상 그 이동도가 빠른 순서로 major band Ⅰ,

major band Ⅱ, major band Ⅲ 으로 호칭하였다.

2) 5시간 48시간쩌 누에에, 유기인제 dichlorvos와 phenthonate를 농도별로

처리한 누에의 혈림프 esterase major band의 전기영동적 pattern을 Fig.

1에 표시하였다. 누에에 dichlorvos를 처리한 경우에는 대조에 비해, 혈림

프에 존재하는 3개의 esterase major band 중에서 가장 이동도가 빠른

major band Ⅰ 만이 저해되었다. 또한, 누에에 Phenthonate를 처리한 경우

에도 dichlorvos를 처리한 경우와 같이, 혈림프에 존재하는 3개의

esterase major band 들 중에서 가장 이동도가 빠른 major band Ⅰ만이 저

해되었다.
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0.01%, (B) Treatment with cypermethrin ; e : control, f : 0.001%, g :

0.005%.

나. IEF (Isoelectric focussing) 분석

본 연구에서는 IEF에 의해, 대조로서 살충제를 처리하지 않은 누에의 혈림

프에서 PAGE분석과 마찬가지로 3개의 esterase major band를 검출하였다.

3개의 major band는 pI값이 낮은 순서로 major band α,β,γ로 호칭하였

다.

1) Fig. 4는 5령 54시간쩌 누에에 dichlorvos를 농도별로 처리한 후, 혈림

프를 채취하여 pH4.0 - pH6.0의 범위에서 IEF를 실시하고 혈림프

esterases band를 검출한 결과이다. Fig. 4에서 보는 바와 같이 3개의

esterase major band가 나타났고, 그중 pI값이 가장 낮은 esterase major

band α (pI≒4.84) 만이 dichlorvos의 처리농도에 비례하여 저해되었다.

2) 카바메이트제인 메소밀을 처리한 결과는 Fig. 5에서 보는 바와 같이,

dichlorvos를 처리한 결과와 마찬가지로 3개의 esterase major band중에서

pI값이 가장 낮은 esterase major band α 만이 저해 되었다. 따라서, 이

esterase major band α 는 acetylcholinesterase의 특성을 가지는

esterase라고 보여지며, PAGE분석에 의한 누에의 혈림프에 존재하는

esterase major band 1에 해당하는 것으로 생각할 수 있다.

3) 피레스로이드제를 처리한 결과는 Fig. 6에서 보는 바와 같이, PAGE분석

의 결과와 같이 어느 major band에 있어서도 저해가 일어나지 않았다.
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대조의 100(431±4.70)에 비해 0.001%에서 99, 0.005%에서 99, 0.01%에서

98으로서, 그 esterase 활성은 fenvalerate의 첨가량에 관계없이 거의 변

화가 없었다.

위의 결과와 같이, 누에의 혈림프에 존재하는 esterase의 저해는 유기인

제나 카바메이트제의 in vivo처리(Fig. 1 - 6 참조)나, in vitro처리(Fig.

7)에서 다 같은 경향으로 나타남을 알 수 있다.

Fig. 7. Effect of some insecticides on esterase activity in

haemolymph of the silkworm. - ; dichlorvos, - ; methomyl, -

; fenvalerate

라. 이상의 연구결과를 종합하여 고찰해 볼 때, 누에의 혈림프에 있는

esterase의 저해상태를 기준으로 해서, 누에에 있어서 유기인제나 카바메이

트제 살충제의 중독을 조기에 정확하게 진단할 수 있다고 판단된다.
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제 4 절 적 요

1. PAGE방법에 의해서 혈림프에 존재하는 3개의 esterase band중에 가장 빠

른 이동도를 가진 band Ⅰ만이 유기인제 살충제와 카바메이트계 살충제에

의해 저해된다는 사실이 밝혀졌다. 그러나 피레스로이드계 살충제에는 어떠

한 영향도 미치지 않았다. 이같은 사실은 esterase band Ⅱ,Ⅲ은

aliesterase이며, 반면에 esterase band Ⅰ은 acetlycholinesterase의 특성

을 가지고 있는 것으로 생각된다.

2. IEF방법에 의해서 혈림프에 존재하는 3개의 esterase band중에 가장 낮

은 pI값을 가진 band α만이 유기인제 살충제와 카바메이트 살충제에 의해

저해된다는 사실이 밝혀졌다. 그러므로 esterase band α는 PAGE 분석에 있

어서 esterase band Ⅰ에 해당하는 것으로 생각된다.

3. 유기인계 살충제와 카바메이트제 살충제는 누에의 혈림프에 존재하는

esterase 활성을 저해하였으나, 피레스로이드계 살충제는 영향이 없었다.

이 결과는 PAGE분석과 IEF분석의 결과와 일치하는 것이다.

4. 따라서, 누에의 혈림프에 있는 esterase의 저해상태에 의해, 누에의 유

기인제나 카바메이트제 살충제 중독을 조기에 정확히 진단할 수 있다.
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제 3 장 살충제 농약에 의한 누에의 머리조직

에있는 AChE의 저해상태 조사, 이 AChE의 저해

상태에 의한 누에의 농약중독 조기진단법

제 1 절 서 설

최근들어서, 유기인계 살충제와 카바메이트계 살충제의 많은 사용으로 많은

환경문제들이 발생하고 있다. 이 살충제들의 주요한 독성은 신경계의 중요

한 효소인 acetylcholinesterase(AChE)를 저해함으로서 발생한다 (Ogita et

al., 1965 ; Kim et al., 1997 ; Wipawan et al., 1995).

한편, 최근에는 유기인제나 카바메이트제 살충제를 detection하기 위해,

곤충의 AChE를 하나의 biosensor로 이용하고자하는 연구가 활발히 이루어

지고 있다(Francois et al., 1998).

그러나 누에에 있어서는 유기인제 살충제인 sumithion에 의해 누에의

esterase가 특이적으로 저해 된다는 보고는 있으나 (Watanabe et al.,

1967), 아직 유기인제나 카바메이트제 살충제에 의한 누에의 AChE의 저해에

관한 연구는 없는 실정이다. 일반적으로 누에는 살충제에 가장 예민한 곤충

이므로, 양잠에 있어서 농약의 피해를 막기 위해서는 무엇보다도 농가에서

많이 사용되고 있는 살충제와 관련해서 누에의 AChE에 대한 연구가 시급한

실정이다.

본 연구에서는 전기영동적 방법에 의해 누에의 머리조직에 존재하는 AChE
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band를 검출하였으며, 여러 종류의 살충제에 의한 누에의 AChE band의 저해

유무를 조사하였다. 또한 살충제가 AChE활성에 미치는 영향도 조사하였다.

따라서, 살충제 농약에 의한 누에의 머리조직에 있는 AChE의 저해유무, 저

해정도 등의 저해상태에 의해서 누에의 유기인제나 카바메이트 살충제중독

을 조기에 정확하게 진단할 수 있을 것이다.

그러나, 누에의 머리조직에 있는 AChE는 혈림프에 있는 esterase에 비해,

AChE을 검출하기가 어려우며, 살충제 농약에 의한 AChE의 저해도 둔하게 나

타나므로, 실제로 이 AChE의 저해 상태를 이용한 누에의 농약중독의 조기진

단에는 다소 어려움이 있을 것이다.
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제 2 절 재료 및 방법

1. 실험곤충

실험곤충으로서는 현재 양잠농가에 장려되고 있는 누에품종인 백옥잠(잠

123× 잠 124)의 5령누에를 사용하였다.

2. 살충제

살충제로서는 현재 양잠농가에서 주로 사용되고 있는 것으로서, 그 살충제

의 일반명과 유효성분함량은 다음과 같다.

유기인제:dichlorvos(50%), 카바메이트제 : primicarb(25%), methomyl

(45%), 합성피레스로이드제 : fenvalerate(5%)

3. 살충제의 처리농도

살충제는 acetone으로 다음과 같이 희석하여 처리하였으며, 이 농도에서 누

에는 농약중독증상이 외부적으로 나타나지 않았다.

유기인제 : dichlorvos ; 0.001, 0.005, 0.01 (%)

카바메이트제 : primicarb ; 0.01, 0.05, 0.1 (%), methomyl ; 0.001,

0.005 0.01 (%)

합성피레스로이드제 : fenvalerate ; 0.01, 0.05, 0.1 (%)

4. 살충제의 처리

희석한 살충제용액을 5령 48시간째 누에의 가슴등면에 microsyringe를 사

용해서 10㎕씩 topical application하고, 6시간 후 머리를 채취하였다.
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5. AChE의 가용화

0.1g의 누에 머리조직을 0, 0.5, 1.0, 1.5%의 Triton X-100을 함유한 5㎖

의 Sodium phosphate buffer (pH7.0)에서 homogenizing하였다.이

homogenizing한 것을 10,000g에서 10분간 원심분리 하였으며, 이 상등액에

있어서 AChE의 활성을 측정하였다.

6. 전기영동

채취한 머리조직을 1.0% Triton X-100을 포함한 buffer solution(0.1M

Sodium phosphate, pH7.4)에 넣고 homogenizing한후, 10,000g에서 20분간

원심분리 하여 그 상등액을 전기영동용 시료로 사용하였다. 전기영동은

Davis(1964)의 방법에 준하여 7.5% Polyacrylamide gel을 사용하여 실시하

였으며, gel과 buffer에는 0.1% Triton X-100이 첨가되었다.

7. genenral esterase 및 AChE band의 검출

전기영동하여 얻은 gel을 0.1% -naphthyl acetate의 기질액 (0.05g의

-naphthyl acetate를 5ml 의 아세톤에 용해한 후, 0.1M sodium phosphate

buffer(pH6.8)를 넣어 전체 50ml의 기질액을 만들었음)에 넣어 37℃에서

약 30분간 반응 시켰다. 그후 0.5% fast blue BB salt용액에 넣어 10분간

발색을 하여 esterase band를 검출하였다.

AChE band는 Karnovsky et al. (1964)의 방법에 의해서 검출하였다. 전기

영동하여 얻은 gel을 25mg Acetyltioncholine iodide, 32.5ml 0.1M

Phosphate buffer, pH6.0, 5ml 30mM CuSO4과 증류수 5ml을 넣어 만든 반응

액에 넣고, 30℃에서 1시간동안 incubation 하였다.

AChE 활성의 측정

효소액으로는 5령 48시간째 누에의 머리조직을 채취한 후, 머리조직 0.1g

당 5ml의 1% Triton X-100, 0.1M sodium phosphate(pH7.4) 용액을 넣어
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homogenizing하였고, 10,000g에서 30분간 원심분리한 후, 그 상등액을 효소

액으로 사용하였다.

Ellman등(1961)의 방법을 응용하여, head extract 30㎕, 0.075M

acetylthiocholine iodide 10㎕, 0.1M sodium phosphate(pH7.4) 950㎕로 기

질 반응액을 만들고, 이에 살충제용액을 10㎕씩 넣어서, 살충제에 의한

AChE 활성의 저해정도를 조사하였다. 이 반응액을 37℃에서 10분간 반응한

후, 0.01M 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) 100㎕로 발색한 후,

405nm에서 흡광도를 측정하였다. AChE 활성을 분당 흡광도의 변화로 조사하

였다.
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제 3 절 결과 및 고찰

1. 살충제 농약에 의한 누에의 머리조직에 있는 AChE의 저해조사

가. AChE의 가용화 및 PAGE분석

누에의 머리조직에 존재하는 AChE는 신경계의 synaptic plasma membrane에

결합되어 있다고 생각되므로, 효소의 생리적, 약리적 영향 없이 detergent

등 여러 가지 처리에 의해서 dissociation과 solubilization을 해야만 한

다. 따라서, 본 연구에서는 우선 누에의 머리조직에 있는 synaptic plasma

membrane으로부터 AChE을 solubilization하기 위해, non-ionic detergent인

Triton X-100을 농도별로 처리하여, AChE activity의 변화를 조사하였다.

Fig. 1에서 보듯이 0.5% Triton X-100을 처리하였을 경우 Triton X-100을

처리하지 않았을 때 보다 1.8배정도 높게 나타났으며, 1.0% Triton X-100을

처리하였을 경우에는 2.4배 정도의 활성을 보였다. 1.5%를 처리하였을 경우

에는 1.0%의 경우보다 약간 낮게 나타났다. 따라서, Triton X-100의 알맞은

처리 농도는 1.0%였으며, 본 실험에서 누에의 머리조직을 homogenizing할

때, phosphate buffer에 1.0% Triton X-100을 첨가하였다.
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Fig. 2. PAGE analysis of esterase and acetylcholinesterase in larval

head tissue of silkworm. A : esterase electrophorogram, B : AChE

electrophorogram. Arrow denotes AChE band.

Fig. 2에서 보는 바와 같이 누에의 머리조직에서 5-6개의 esterase band와

1개의 AChE band를 검출되었다. 따라서 누에에 있어서 α-또는 -naphthyl

acetate를 분해하는 esterase는 혈림프, 피부, 숨관, 말피기관, 지방조직,

실샘, 중장(Eguchi et al., 1967) 및 신경절(yoshitake et al. 1965)이외에

head tissue에도 존재함을 알 수 있다.

David 등.(1987)은 Tabacco hornworm의 larval brain에서 1개의 AChE band

가 존재한다고 보고하였고, Ogita 등. (1965)은 house fly의 tissue

extract에서 1개의 AChE band가 존재한다고 보고한것과 마찬가지로 본 연구

에 있어서도 누에의 머리조직에서 1개의 AChE band만이 검출되었다.

다. 살충제의 의한 누에의 AChE의 저해유무 조사

3종류의 살충제를 5령 48시간째 누에에 topical application한 후, 약 6시

간이 지나서 머리조직을 채취하여, AChE의 저해상태를 조사한 결과를 Fig.

3에 표시하였다. 유기인제인 dichlorvos와 phenthonate(그림 생략)을 처리

하였을 경우에는, 처리하지 않은 5령누에에 비해 살충제 용액의 농도가 높

아질수록 AChE의 저해가 나타났으며, 특히 0.01%의 살충제 용액을 처리하였

을 경우에 AChE의 저해가 현저하였다. 그리고, 카바메이트제인 primicarb와

methomyl(그림 생략)을 처리한 경우에도 유기인제인 dichlorvos를 처리한

경우와 같은 경향으로 AChE의 저해가 일어났다.

한편, 합성피레스로이드제인 fenvalerate와 cypermethrin(그림 생략)를 처

리한 경우에는 유기인제나 카바메이트제 살충제의 처리의 경우와 달리 AChE

의 저해가 전혀 일어나지 않았다.
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농도별로 처리하여, AChE의 활성을 측정한 결과는 Fig. 4에 표시하였다. 유

기인제인 dichlorvos를 처리한 경우의 AChE활성은 대조를 100(15.5±0.28)

으로 보았을 때에 비해, 0.001%에서 100, 0.01%에서 92, 0.1%에서 43으로

서, AChE의 활성은 dichlorvos의 농도에 비례하여 저해되었으며, 특히 0.1%

에서 급격히 저해되었다. 카바메이트제인 methomyl을 처리한 경우의 AChE

활성은 대조를 100(15.5±0.25)으로 보았을 때, 0.001%에서 100, 0.01%에서

91, 0.1%에서 54으로서, 저해되는 패턴은 dichlorvos 와 비슷하였다.

한편, 피레스로이드제 살충제인 fenvalerate를 처리한 경우의 AChE활성은

대조를 100(15.5±0.28)으로 보았을 때, 0.001%에서 100, 0.01%에서 100,

0.1%에서 100로서 AChE의 활성은 fenvalerate의 처리와 관계없이 변화가 없

었다.

이와 같이 AChE의 활성은 유기인제와 카바메이트제의 농도에 비례하여 저

해되는데, 이것은 Fig. 3의 PAGE 분석의 결과가 같은 경향이었다.

Fig. 4 Effect of some insecticiedes on AChE activity in head tissue of

the silkworm. - ; dichlorvos, - ; methomyl, - ; fenvalerate.

AChE activity was express as absorbance change per minute at 405nm. A
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; absorbance. Mean value±SE, n=5

마. 이상의 연구결과를 종합하여 고찰해 볼 때, 누에의 머리조직에 있는

AChE의저해유무, 저해정도등의 저해상태를 기준으로 해서, 누에에 있어서

유기인제나 카바메이트제 살충제의 중독을 조기에 정확하게 진단할 수있을

것이다.그러나, 이 진단방법은 살충제에 의한 누에의 혈림프에 있는

esterase의 저해상태를 기준으로한 누에의 농약중독 진단방법에 비해 어려

움이 많은 것으로 생각이 되며, 이점에 대해서는 금후 해결해야할 연구과제

라 생각된다.
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제 4 절 적 요

1. PAGE분석방법에 의해, 누에의 머리조직에서 1개의 AChE가 검출되었다.

이 AChE는 혈림프에 있는 esterase와 마찬가지로 유기인제나 카바메이트제

살충제에 의해서 특이적으로 저해되었으나, 피레스로이드제 살충제에 의해

서는 전혀 저해되지 않았다.

2. 그러나, 누에의 머리조직에 있는 AChE는 혈액에 있는 esterase에 비해,

유기인제나 카바메이트제 살충제에 대해 둔하게 저해됨을 알 수 있다.
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제 4 장 살충제에 의한 누에의 신경절에 있는

esterase의 저해상태 조사, 이 esterase의 저

해상태에 의한 누에의 농약중독 조기진단법

제 1 절 서 설

누에에 있어서 α- 또는 β-naphtyl acetate를 가수분해 하는 esterase는

혈림프, 피부, 중장, 실샘, 신경절 등 여러 조직에 존재하고 있다. (Eguchi

et al., 1965, 1967). Watanabe 등 (1967)은 유기인제 살충제인 sumithion

에 의한 누에의 신경절, 피부, 실샘, 뇌 혈림프 및 중장의 각 esterase의

저해에 대하여 agar gel 전기영동 방법으로 조사한 결과, 혈림프, 뇌, 신경

절, 중장, 피부, 실샘의 각 esterase의 순으로 특이하게 저해가 나타났다고

보고하였다.

따라서, 본 연구에서는 누에의 신경절에 있는 esterase가 혈림프에 있는

esterase와 거의 마찬가지로 살충제 농약에 대하서 특이적으로 저해되며,

또한 1개의 esterase band로 존재하는 점에 착안하여, 살충제 농액에 의한

누에의 신경절에 있는 esterase의 저해상태를 조사해서 누에의 농약중독 조

기진단법을 탐색하였다.
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제 2 절 재료 및 방법

1. 실험곤충

실험곤충으로서는 백옥잠 (잠 123×잠124)를 사용하였다.

2. 살충제

유기인제:dichlorvos, phenthonate

카바메이트제 : primicarb, methomyl

합성피레스로이드제 : fenvalerate, cypermethrin

3. 살충제의 처리방법

5령 3일째 누에에 살충제 용액을 10㎕씩 topical application방법으로 처

리하고 누에 2-3마리에서 복부신경구 10개를 채취하였다. 채취한 복부신경

구 10개당 1ml의 sodium phosphate buffer(pH 7.0)를 넣고 homogenizing하

였으며, 10,000g에서 원심분리한 후, 그 상등액을 채취하였다.

4. PAGE 방법에 의한 esterase band의 검출방법

위 상등액을 전기영동용 시료로 사용하였으며, 전기영동은 Davis (1964)의

방법에 준하여 7.5% gel을 사용하였다. 전기영동하여 얻은 gel을 0.1%

-naphthyl acetate의 기질액 (0.05g의 -naphthyl acetate를 5ml 의 아세

톤에 용해한 후, 0.1M sodium phosphate buffer(pH6.8)를 넣어 전체 50ml의

기질액을 만들었음)에 넣어 37℃에서 약 30분간 반응 시켰다. 그후 0.5%

fast blue BB salt용액에 넣어 10분간 발색을 하여 esterase band를 검출하

였다.
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살충제의 중독을 조기에 정확히 진단 할 수있을 것이다.

바. 그러나, 누에의 신경절에 있는 esterase는 혈림프에 있는 esterase에

비하여 esterase band의 검출이 어려우며, 또한 누에의 신경절에 있는

esterase는 유기인제나 카바메이트제 살충제에 대하여 둔하게 저해되므로,

실제로 누에의 신경절에 있는 esterase의 저해상태에 의한 누에의 농약중독

을 진단하는데는 어려움이 많을 것으로 생각된다.

제 4 절 적 요

1. PAGE 방법에 의해, 누에의 복부신경절에서 1개의 esterase band를 검출

하였다. 이 esterase band는 유기인제나 카바메이트제 살충제의 농도에 비

례하여 특이적으로 저해되었으나, 피레스로이드제 살충제에 의해서는 전혀

저해되지 않았다.

2. 이와 같이, 누에의 신경절에 있는 esterase가 유기인제나 카바메이트제

살충제제 의해서 특이적으로 저해되는 것은 혈림프에 있는 esterase나 머리

조직에 있는 AChE와 같은 경향이었으나, 다소 둔하게 저해됨을 알 수 있다.
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제 5 장 뽕잎중 잔류농약의 분석

제 1 절 서 설

우리 나라 농촌의 부업으로 오랜 전통을 가졌던 양잠업은 높은 인건비와

부가가치의 하락 및 값싼 중국산 고치의 대량수입 등으로 인해 큰 타격을

받아 1976년을 고비로 그 생산량이 줄어들기 시작하여 근래에는 누에고치

생산량이 국내 수요량에도 크게 미치지 못하여 수입에 의존하고 있는 실정

이다. 최근에는 양잠 본래의 목적인 견사생산율은 극히 낮아지고 잠업부산

물의 의약품1, 2, 3)과 식품2)으로의 활용이 매년 증가하고 있다. 그 예로

한방에서 널리 쓰이는 생약제들이 우수한 의약품 원료의 공급원으로서 재인

식되기 시작하였으며, 그 중 잠업부산물인 상백피, 강잠, 잠사들은 아주 전

망이 밝은 것으로 보고되고 있다3). 이러한 뽕잎을 위시한 잠업부산물이

견사생산의 목적이 아닌 인간에게 직접적인 섭취물로서 이용된다면 뽕잎에

잔류되어 있는 각종 농약잔류물은 농약에 대한 저항성이 매우 약한 누에4)

는 물론 인간에게 직접적으로 피해를 줄 수 있을 것으로 생각되며 실제로

농약잔류물에 의한 누에의 피해 사례들이 종종 보고되고 있다5). 현재 우리

나라에서 뽕나무밭에 사용할 수 있도록 그 품목이 등록되어 있는 농약은 살

충제로 dichlorvos, acephate 및 phenthoate의 3종, 살균제로 captan과

pyrazophos의 2종, 토양살충제로 ethoprophos와 endosulfan의 2종, 그리고

제초제로 alachlor, simazine, pendimethalin, paraquat dichloride의 4종

이다. 오 등6)은 뽕나무밭용 유기인계 살충제인 dichlorvos와 phenthoate,

그리고 수도용 유기인계 살충제이나 비산에 의하여 뽕잎을 오염시킬 가능성

이 있는 fenitrothion과 fenthion에 대하여 뽕잎 채취전 살포시기를 달리하
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였을 때 뽕잎중 농약잔류량의 경시적 변화와 잠독성에 관하여 연구한 바 있

다.

본 연구에서는 상기의 농약들 중에서 양잠농가와의 대화를 통하여 살포한

적이 있거나 오염가능성이 있는 dichlorvos, acephate, phenthoate 및

pyrazophos와 뽕나무밭에 직접 살포는 하지 않지만 농약을 살포한 인근 포

장으로부터 바람에 의하여 비산될 가능성이 높은 pyrethroid계 살충제중에

서 deltamethrin 및 cypermethrin과 제초제 alachlor 및 simazine을 잔류분

석 대상농약으로 선정하였다. 본 연구의 목적은 전국 8개도에서 규모가 큰

양잠농가를 각각 3농가씩 선정하여 2년간 봄과 가을 2회에 걸쳐 뽕잎시료를

채취하여 농약잔류분석을 행함으로써 뽕잎의 농약오염에 대한 안전성을 평

가하여 최근 활기를 띠고 있는 양잠업의 보호 육성에 기여하고자 하였다.

제 2 절 재료 및 방법

1. 잔류분석 대상농약

잔류분석 대상농약으로는 뽕나무에 사용하도록 등록되어 있는 유기인계

살충제 dichlorvos, acephate, phenthoate와 유기인계 살균제 pyrazophos,

뽕나무에 등록되어 있지는 않지만 인근 포장으로부터 바람에 의하여 비산될

가능성이 높은 pyrethroid계 살충제중 deltamethrin과 cypermethrin, 그리

고 뽕나무밭에 사용하도록 등록되어 있는 제초제 alachlor와 simazine 등 8

종의 농약을 선정하였다.

2. 뽕잎의 채취

전국의 대규모 양잠농가중에서 각 도별 (8개도)로 3개의 농가를 선정하여

3년 (1996, 1997, 1998)에 걸쳐 봄 (5∼6월)과 가을 (9∼10월) 2회 시료를

채취하여 실험실로 운반 후 줄기를 제거한 후 냉동고에 보관하면서 분석을
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실시하였다. 시료의 내역은 No. 1∼3 (강원), No. 4∼6 (경기), No. 7∼9

(충북), No. 10∼12 (충남), No. 13∼15 (전북), No. 16∼18 (전남), No.

19∼21 (경북) 및 No. 22∼24 (경남)과 같다.

3. 뽕잎시료의 잔류농약분석

가. 1차년도 ('96)

1) Dichlorvos, phenthoate및 pyrazophos

세절하여 마쇄한 뽕잎 시료 30 g에 acetone 100 ml를 넣고 10분간 초음파

추출하여 흡인여과한 후 약 20 ml이 될 때까지 농축하였다. 이 농축액을

분액여두에 옮긴 후 100 ml의 포화 식염수, 증류수 800 ml, 그리고

dichloromethane 100 ml을 가하여 2회 분배추출하고 0.1 ml의 2%

diethylene glycol/acetone을 가하여 감압농축기상에서 약 2 ml이 될 때 까

지 농축 한 후 질소기류를 이용하여 완전히 건고하였다. 이어 florisil

column chromatography에 의해 정제하였다. 정제방법은 5 g의 florisil을

n-hexane을 이용하여 slurry 상태로 한 후 이를 glass column (30 cm L. ×

2 cm I.D.)에 충전하고 그 상부에 무수 sodium sulfate 1g을 채운 후

n-hexane -dichloromethane (8:2, v/v) 혼합액 15 ml을 이용하여 시료농축

액을 옮겨 용출하여 버리고 이어서 n-hexane-acetonitrile-dichloromethane

(48.5:1.5:50, v/v/v)혼합액 50ml을 이용하여 phenthoate, dichlorvos와

pyrazophos 일부를 용출시키고 계속해서 30 ml의

n-hexane-acetonitrile-dichloromethane (45:5:50, v/v/v) 혼합액으로 나머

지 pyrazophos을 용출시켰다. 용출액에 0.1 ml의 2% diethylene

glycol/acetone을 가하여 감압농축기상에서 약 2 ml이 될 때 까지 농축 한

후 질소기류를 이용하여 완전히 건고하였다. 이를 acetone 3 ml에 재용해하

여 GC-NPD로 분석하였다.

2) Acephate
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세절하여 마쇄한 뽕잎 시료 20 g에 acetone 100 ml를 넣고 10분간 초음파

추출하여 흡인여과한 후 10 ml의 1-butanol을 가하여 건고될때까지 농축하

였다. 이어 silica gel column chromatography에 의해 정제하였다. 정제방

법은 3 g의 silica gel을 n-hexane을 이용하여 slurry상태로 한 후 이를

glass column (30 cm L. × 2 cm I.D.)에 충전하고 그 상부에 무수sodium

sulfate 1 g을 채운 후 n-hexane-dichloromethane (8:2, v/v) 혼합액 10

ml을 이용하여 시료농축액을 옮겨 용출하여 버리고 이어서

n-hexane-acetonitrile-dichloromethane (45:5:50, v/v/v) 혼합액 20 ml과

acetone 10 ml로 용출시켜 버리고 계속해서 acetone 30 ml을 이용하여

acephate를 용출시켰다. 용출액을 감압농축기상에서 약 2 ml이 될 때 까지

농축 한 후 질소기류를 이용하여 완전히 건고하였다. 이를 acetone 4 ml에

재용해하여 GC-NPD로 분석하였다.

나. 2차년도 ('97)

1) Dichlorvos

시료 30 g을 취하여 acetone 120 ml을 가한 후 10분간 초음파로 추출 한

후 여과하였다. 약 20 ml이 될 때 까지 농축 한 후 여기에 acetone 20 ml

(10 ml 가한 후 sonication, 다시 10 ml 가함)과 응고액

(H3PO4-NH4Cl-H2O:20-10-780, v/w/v)의 10배 희석액 50 ml을 가한다. 30분

간 정치한 후 Celite 545를 이용하여 여과하고 액액분배하였다. 1 ℓ

separatory funnel에 여액을 옮기고 여기에 증류수 100 ml, 포화식염수 50

ml, 및 methylene chloride 100 ml (50+50)을 가하여 분배추출하였다. 유

기용매층에 2% diethylene glycol/acetone 0.2 ml를 가한 후 약 1 ml이 남

을때까지 감압농축기로 농축하고 나머지는 질소기류를 이용하여 농축건고하

였다. 이어 silica gel column chromatography를 행하였다. Silica gel 5 g

을 acetone: n-hexane(3:7, v/v)을 이용하여 충전하고 시료농축액을

acetone 6 ml(3+3)을 이용하여 column으로 옮겨 용출하여 버리고 acetone:
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n-hexane(3:7, v/v) 13 ml로 dichlorvos를 용출시켰다. 용출액에 2%

diethylene glycol/acetone 0.2 ml를 가한 후 약 1 ml이 남을때까지 감압농

축기로 농축하고 나머지는 질소기류를 이용하여 농축건고하였다.

2) Acephate

시료 20 g을 취하고 ethyl acetate 100 ml을 가하여 10분간 초음파 추출

하였다. 여과하기 전에 무수 sodium sulfate를 30 g 가하고 10분간 정치시

킨 후 여과하였다. 감압농축기를 이용하여 건고될때까지 농축하고 florisil

column chromatography를 실시하였다. 즉 Florisil 3 g을 ethyl acetate을

이용하여 충전하고 시료농축액을 ethyl acetate 10 ml을 이용하여 column으

로 옮겨 용출하여 버리고 계속해서 ethyl acetate 80 ml를 용출하여 버리고

acetone 30 ml로 용출하여 버린다. 이어 acetone 120 ml로 acephate를 용출

시켰다.

3) Deltamethrin과 Cypermethrin

시료 20 g을 취하여 acetone 100 ml을 가한 후 10분간 초음파로 추출 한

후 여과하였다. 약 20 ml이 될 때 까지 농축 한 후 여기에 acetone 20 ml과

응고액 (H3PO4-NH4Cl- H2O:20-10-780, v/w/v)의 10배 희석액 50 ml을 가하

였다. 30분간 정치한 후 Celite 545를 이용하여 여과하고 partition 하였

다. 1 ℓ separatory funnel에 여액을 옮기고 여기에 증류수 100 ml, 포화

식염수 50 ml 및 methylene chloride 100 ml(50+50)을 가하여 분배추출하고

농축건고하였다. 이어 florisil column chromatography를 행하였다. 즉

Florisil 5 g을 n-hexane을 이용하여 충전하고 시료농축액을 7 ml의

n-hexane: methylene chloride (8:2,v/v)을 이용하여 column으로 옮겨 용출

하여 버리고 동혼합액 40 ml로 용출하여 버렸다. 이어서 n-hexane:

methylene chloride: acetonitrile(49.65:50:0.35, v/v/v) 100 ml로

deltamethrin과 cypermethrin을 용출시켰다.
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다. 3차년도 (’98)

1) Dichlorvos와 Simazine

시료 20 g에 acetone 100 ml을 가하여 20분간 초음파로 추출하였다. 여과

후 50 ml의 acetone으로 세척하였다. 약 10 ml이 될 때 까지 농축하고 여기

에 acetone 20 ml과 응고액(H3PO4-NH4Cl-H2O:20-10-780, v/w/v) 50 ml을 가

하고 30분간 정치한 후 Celite 545를 여지위에 깔고 여과하였다. 500 ml의

분액여두에 여과액을 넣고 포화식염수 50 ml, 물 150 ml 그리고 methylene

chloride 50 ml를 넣고 2분간 격렬하게 진탕한 후 층이 분리되면 methylene

chloride 층을 무수 황산나트륨을 통과시켜 수분을 제거하고 분액여두에 다

시 methylene chloride 50 ml을 넣고 격렬하게 진탕한 후 상기의 과정을

반복하였다. 40℃에서 농축건고하고 acetone에 재용해하여 GC-NPD로 분석하

였다.

2) Acephate

시료 20 g에 ethyl acetate 100 ml을 가하여 10분간 초음파로 추출하였

다. 여과하기전 무수 sodium sulfate 30 g을 가하고 가볍게 흔든 후 10분간

정치하고 여과하였다. 감압농축기를 이용하여 건고될때까지 농축하고 농축

잔류물은 florisil column chromatography를 실시하였다. 즉 mini column

(13 mm I.D., 65 mm L.)에 1 g의 florisil을 건식충전하고 acetone 5 ml로

prewashing 한 후 시료농축액을 acetone 10 (5+5) ml을 이용하여 column상

부에 옮겨 용출하여 버리고 ethyl acetate 30 ml로 용출하여 버린다. 이어

acetone 10 ml로 용출하여 버리고 acetone 70 ml로 acephate를 용출시켰다.

용출액을 농축 건고하고 acetone 2 ml에 재용해하여 GC/NPD에 1 ㎕주입하여

분석하였다.

3) Alachlor
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시료 20 g에 acetone 100 ml을 가하여 20분간 초음파로 추출하였다. 여과

후 50 ml의 acetone으로 세척하고 이 여액을 약 10 ml이 될 때 까지 농축하

고 여기에 acetone 15 ml과 응고액 (H3PO4-NH4Cl-H2O:20-10-780, v/w/v)의

10배 희석액 40 ml을 가하고 30분간 정치한 후 Celite 545를 여지위에 깔고

여과하였다. 500 ml 분액여두에 이 여액을 옮기고 포화식염수 50 ml, 물

100 ml 그리고 n-hexane 50 ml를 넣고 2분간 격렬하게 진탕한 후 층이 분리

되면 n-hexane 층을 취하여 무수 황산나트륨을 통과시켜 수분을 제거하고

다시 분액여두에 n-hexane 50 ml을 넣고 격렬하게 진탕하고 상기의 과정을

반복하였다. 수분을 제거한 n-hexane 층을 40℃에서 농축건고하였다. 한편

Silica gel 1 g을 mini-column (13 mm I.D., 65 mm L.)에 충전시킨 후 5

ml의 n-hexane으로 미리 세척하고 농축건고된 시료를 n-hexane 5 ml(3+2)로

재용해시키고 상기 column의 상부에 주입한 다음 2 ml/min으로 흘려 버렸

다. Acetone:n-hexane(1:99) 혼합액 7 ml을 가하여 흘려 버리고

acetone:n-hexane(5:95) 혼합액 13 ml로 alachlor를 용출시켰다.

4. 공시농약의 분석기기조건

각 농약별 분석기기조건은 표 1에 나타내었다.

Table 1. GLC conditions for the analyses of some pesticide residues in

mulberry leaves

가. Dichlorvos, phenthoate, and pyrazophos

Column SE-30 (30 m L.×0.25 mm I.D.×0.25 ㎛ film thickness)

or HP-1 (5 m L.×0.53 mm I.D.×2.65 ㎛ film thickness)

Detector Nitrogen phosphorus detector

Temperature Oven : Initial 100℃ for 0.1 min, 15℃/min to 170℃

maintained for 5 min or initial 130℃ for 1 min,

5℃/min, 140℃ for 0.1min, and 20℃/min to 270℃
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maintained for 5 min.

Injector: 220℃, Detector : 250℃

Injection volume 1 ㎕

나. Acephate

Column SE-30 (30 m L.×0.25 mm I.D.×0.25 ㎛ film thickness)

or HP-1 (5 m L. × 0.53 mm I.D. × 2.65 ㎛ film

thickness)

Detector Nitrogen phosphorus detector or Flame photometric

detector (S-mode)

Temperature Oven :

NPD : Initial 110℃ for 0.1 min, 20℃/min to 250℃

maintained for 5 min. or initial 70℃ for 2 min,

10℃/min to 270℃ maintained for 5 min.

FPD : Initial 170℃ for 0.5 min, 20℃/min to 250℃

maintained for 5 min.

Injector : 220℃ or 230℃

Detector : 270℃ (NPD) or 260℃ (FPD)

Injection volume 1 ㎕

다. Deltamethrin and cypermethrin

Column HP-1 (5 m L. × 0.53 mm I.D. × 2.65 ㎛ film

thickness)
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Detector Electron capture detector

Temperature Column : Initial 200℃ for 1 min, 10℃/min to 280℃

maintained for 1 min

Injector : 280℃, Detector : 300℃

Injection volume 1 ㎕

라. Simazine

Column SE-30 (30 m L.×0.25 mm I.D.×0.25 ㎛ film thickness)

Detector Nitrogen phosphorus detector

Temperature Oven : Initial 160℃ for 1 min, 5℃/min to 250℃

maintained for 1 min

Injector : 250℃

Detector : 280℃

Injection volume 1 ㎕

마. Alachlor

Column HP-5 (Crosslinked 5% phenyl methyl siloxane),

30m L.×0.32mm I.D.×0.25μm film thickness

Detector Electron capture detector

Temperature Column : 180℃ for 1min, 10℃/min to 200℃ maintained

for 7min

Injector : 200℃

Detector : 300℃

Injection volume 1 ㎕
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5. 회수율 시험

분석대상농약에 대한 회수율 시험은 여러수준의 농도 (0.05, 0.1, 0.5,

1.0 ppm)로 실시하였으며, 상기의 방법으로 분석하여 회수율을 구하였다.

6. 불분명한 peak의 분리 및 확인

유기인계 살충제인 phenthoate를 분석하는 과정에서 phenthoate의

retention time과 일치하는 시간에 No. 6 시료에서 phenthoate로서 평균

1.90 ppm에 상당하는 고농도의 잔류물질이 검출되어 다시 column과 oven의

온도를 변화시켜 peak의 분리를 시도하였다. Column은 HP-1 (Methyl

silicone gum, 5 m L.×0.53 mm I.D.×2.65 ㎛ film thickness, Hewlett

Packard)에서 Ultra-1 (Cross-linked methyl siloxane, 25 m L.×0.32 mm

I.D.×0.17㎛ film thickness, Hewlett Packard)으로 바꾸었고, oven의 초

기온도는 150℃에서 60℃까지 점차적으로 낮추어 retention time을 길게 하

였다. 또한 분리된 peak를 확인하기 위하여 GC/MSD (HP 5890 A Series Ⅱ

Gas Chromatograph equipped with HP 5972 Series Mass Selective

Detector, Hewlett Packard)를 사용하였다.
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제 3 절 결과 및 고찰

1. 회수율 시험

확립된 분석법에 의한 각 농약의 회수율은 표 2에서 보는 바와 같이 92∼

103%로 양호하였다. 또한 여기에 제시하지는 않았지만 deltamethrin에 대한

회수율 시험과정에서 partition 횟수를 2회, 흡착제인 florisil의 양을 10

g으로 했을때의 회수율이 0.05 ppm과 0.25 ppm에서 각각 81%와 87%이었음에

반하여 partition 횟수를 1회 줄이고, florisil의 양을 5 g으로 줄였을 때

회수율은 97%와 92%로 향상됨을 알 수 있었다.

Table 2. Recovery by the analytical methods used

Chemical
Recovery (mean±SDa), %) at different concentrations (ppm)

0.05 0.10 0.25 1.00

Dichlorvos 93.3±4.0 95.1±8.2

Acephate 100.3±4.0 94.9±4.2

Phenthoate 99.4±0.8 96.4±2.1

Pyrazophos 91.8±1.5 91.5±2.0

Deltamethrin 97.0±3.8 91.5±5.4

Cypermethrin 92.7±6.6 91.8±5.4

Simazine 92.3±2.9 96.3±2.9

Alachlor 102.6±4.2 98.3±4.3

a)Standard deviation.

2. 뽕잎중 농약잔류량

시료의 분석결과는 표 3에서 보는 바와 같고, 검출빈도와 잔류량을 요약
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해 보면 표 4, 5 및 6에서 보는 바와 같다. 뽕나무에 등록된 네가지 농약중

생산량과 출하량이 가장 많고 뽕나무의 잎말이나방 방제용으로 사용되고 있

는 dichlorvos는 1996년, 1997년, 및 1998년 봄시료에서 각각 29, 75 및

17%, 가을시료에서 42, 88 및 8%의 검출빈도를 보였고, 잔류량의 범위는 봄

시료는 0.018∼0.032, 0.014∼0.064 및 0.011∼0.014 ppm, 가을시료는

0.012∼0.048 , 0.013∼0.062 및 0.014∼0.016 ppm이었다. 오 등6)에 의하

면 3령기와 5령기의 누에에 대한 dichlorvos의 최대잔류허용한계 (maximum

residue limits)는 각각 0.11과 0.15 ppm이라고 하였다. 본 연구의 결과를

보면 시기별 최대잔류량이 0.032, 0.064, 0.014, 0.048, 0.062 및 0.016

ppm으로 농약에 더 민감한 3령기의 최대잔류허용한계인 0.11 ppm의 각각

29, 58, 13, 44, 56 및 9%에 못미치는 잔류량이므로 본 실험에서 분석한 뽕

잎은 dichlorvos에 의한 누에의 피해는 없을 것으로 판단된다. 한편 뽕나무

총채벌레 방제용으로 등록되어 있는 acephate는 보통독성의 유기인계 살충

제로 검출빈도는 각각 58, 13 및 4%와 17, 4 및 21%로 점점 줄어드는 경향

을 보였고, 잔류량의 범위는 0.010∼0.156 ppm으로 계절에 따라 상이한 양

상을 보였다. Phenthoate는 1996년 봄, 가을시료에서 각각 4와 8%의 낮은

검출빈도를 보였고, 그 잔류범위는 0.018∼0.051 ppm이었다. 오 등6)에 의

하면 3령기와 5령기의 누에에 대한 phenthoate의 최대잔류허용한계

(maximum residue limits)는 각각 0.30과 0.50 ppm이라고 하였으며, 따라서

연구조사에서 나타난 최대잔류량은 허용한계의 1/6∼1/10 정도여서

phenthoate 역시 누에에 대하여 피해를 입힐 가능성은 없을 것으로 사료된

다. Pyrazophos는 모든 시료에서 검출한계 이하로 나타나 최근에는 살포량

이 적거나 살포한다 하더라도 빠르게 분해되어 거의 잔류하지 않는 것으로

생각된다.

한편 뽕나무에 등록되어 있지 않은 농약으로서 pyrethroid계 살충제인

deltamethrin은 모든 시료에서 검출되지 않았으나 cypermethrin은 1997년

봄과 가을시료에서 각각 8과 17%의 검출율을 보였고, 잔류량의 범위는 각각
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0.019∼0.068과 0.009∼0.013 ppm이었다. 봄시료중 No. 10에서 그 잔류량이

0.068 ppm으로 비교적 높게 나타났다. ’89년 농약연구소의 보고에 따르면

누에에 피해를 입힌 뽕잎을 양잠농가로부터 채취하여 분석한 결과 시료 A

(서산, 부석) , 시료 B (서산, 부석) 및 시료 C (서산, 고북)에서

cypermethrin이 각각 0.07, 0.05 및 0.16 ppm 수준으로 검출되었다5). 이

결과와 비교해 볼 때 본 실험에서 cypermethrin이 검출된 시료 (0.068 ppm)

는 누에에 대한 피해 가능성이 매우 높을 것으로 생각된다. 제초제

alachlor는 봄과 가을 모든 시료에서 검출한계 (0.010 mg/kg)이하로 나타났

으며, simazine은 1998년 봄과 가을시료에서 각각 13과 4%의 검출율과

0.018∼0.053과 0.018 ppm의 잔류량 범위를 보였으며, simazine은 독성분류

상 EPA 독성분류7)에 의하면 4급으로 쥐에 대한 급성경구독성이 5000 mg/kg

body weight 이상이고, WHO 독성분류에는 ‘독성이 없거나 약함“으로 분류되

어 누에 및 사람에게는 무해할 것으로 판단된다.
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Table 3. Pesticide residues(ppm)a) in mulberry leaves analyzed over

three consecutive years (1996∼1998)

Sample

No.

Location

(Province)

1996
Chemical

Dichlorvos Acephate Phenthoate Pyrazophos
Season

Spring Fall Spring Fall Spring Fall Spring Fall

1
2
3

Kangwon
0.024
0.018
<0.010

0.048
0.020
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

4
5
6

Kyungki
<0.010
<0.010
0.022

0.017
0.030
<0.010

0.022
<0.010
0.023

<0.010
0.041
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

0.050
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

7
8
9

Chungbuk
<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
0.014
<0.010

0.017
0.014
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

10
11
12

Chungnam
0.032
0.028
0.019

0.012
<0.010
<0.010

<0.010
0.025
0.017

<0.010
<0.010
0.156

<0.010
0.051
<0.010

<0.010
0.018
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

13
14
15

Chunbuk
<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
0.013

<0.010
0.020
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

16
17
18

Chunnam
<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
0.022
<0.010

0.026
<0.010
0.015

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

19
20
21

Kyungbuk
<0.010
<0.010
<0.010

0.018
<0.010
<0.010

0.018
0.072
0.023

<0.010
<0.010
0.020

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

22
23
24

Kyungnam
0.019
<0.010
<0.010

0.015
<0.010
<0.010

<0.010
0.013
0.041

<0.010
0.035
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

a)Figures represent mean of duplication.
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Table 3. Continued

Sample

No.

Location

(Province)

1997
Chemical

Dichlorvos Acephate Deltamethrin Cypermethrin
Season

Spring Fall Spring Fall Spring Fall Spring Fall

1
2
3

Kangwon
0.016
0.014
0.018

0.040
0.036
0.026

0.044
<0.022
0.033

<0.010
<0.010
<0.010

<0.015
<0.015
<0.015

<0.008
<0.008
<0.008

<0.015
<0.015
<0.015

<0.008
<0.008
0.009

4
5
6

Kyungki
0.045
0.035
<0.013

0.013
0.022
<0.010

0.061
<0.022
<0.022

<0.010
0.015
<0.010

<0.015
<0.015
<0.015

<0.008
<0.008
<0.008

<0.015
<0.015
<0.015

<0.008
<0.008
<0.008

7
8
9

Chungbuk
<0.013
0.031
0.023

0.040
0.042
0.028

<0.022
<0.022
<0.022

<0.010
<0.010
<0.010

<0.015
<0.015
<0.015

<0.008
<0.008
<0.008

0.019
<0.015
<0.015

<0.008
0.009
<0.008

10
11
12

Chungnam
0.022
0.017
0.020

0.062
0.035
0.025

<0.022
<0.022
<0.022

<0.010
<0.010
<0.010

<0.015
<0.015
<0.015

<0.008
<0.008
<0.008

0.068
<0.015
<0.015

<0.008
<0.008
0.009

13
14
15

Chunbuk
<0.013
0.019
0.046

<0.010
0.047
0.036

<0.022
<0.022
<0.022

<0.010
<0.010
<0.010

<0.015
<0.015
<0.015

<0.008
<0.008
<0.008

<0.015
<0.015
<0.015

<0.008
<0.008
<0.008

16
17
18

Chunnam
0.015
<0.013
<0.013

0.035
0.022
0.046

<0.022
<0.022
<0.022

<0.010
<0.010
<0.010

<0.015
<0.015
<0.015

<0.008
<0.008
<0.008

<0.015
<0.015
<0.015

<0.008
<0.008
<0.008

19
20
21

Kyungbuk
0.016
0.023
0.038

0.018
0.034
0.029

<0.022
<0.022
<0.022

<0.010
<0.010
<0.010

<0.015
<0.015
<0.015

<0.008
<0.008
<0.008

<0.015
<0.015
<0.015

<0.008
<0.008
<0.008

22
23
24

Kyungnam
0.032
<0.013
0.064

0.024
<0.010
0.034

<0.022
<0.022
<0.022

<0.010
<0.010
<0.010

<0.015
<0.015
<0.015

<0.008
<0.008
<0.008

<0.015
<0.015
<0.015

0.013
<0.008
<0.008
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Table 3. Continued

Sample

No.

Location

(Province)

1998
Chemical

Dichlorvos Acephate Simazine Alachlor
Season

Spring Fall Spring Fall Spring Fall Spring Fall

1
2
3

Kangwon
<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

0.016
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
0.020

0.018
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

4
5
6

Kyungki
<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

0.018
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

7
8
9

Chungbuk
<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
0.016

<0.010

<0.010
0.012
<0.010

<0.010
0.012
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

10
11
12

Chungnam
<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

0.053
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

13
14
15

Chunbuk
<0.010
<0.010
<0.010

0.014

<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
0.034
0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

16
17
18

Chunnam
0.014
0.011
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

19
20
21

Kyungbuk
<0.010
0.013
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
0.014
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

22
23
24

Kyungnam
0.011
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010

<0.010
<0.010
<0.010
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Table 4. The detection frequencies and the residual amounts ('96)

Chemical

Detection frequencya)

(%)

Range of residues

(ppm)

Spring Fall Spring Fall

Dichlorvos 29 42 0.018∼0.032 0.012∼0.048

Acephate 58 17 0.013∼0.072 0.020∼0.156

Phenthoate 4 13 0.051 0.018∼0.050

Pyrazophos 0 0 NDb) NDb)

a)No. of samples detected/No. of samples analyzed×100.

b)Not detected.

Table 5. The detection frequencies and the residual amounts ('97)

Chemical

Detection frequencya)

(%)

Range of residues

(ppm)

Spring Fall Spring Fall

Dichlorvos 75 88 0.014∼0.064 0.013∼0.062

Acephate 13 4 0.033∼0.061 0.015

Deltamethrin 0 0 NDb) NDb)

Cypermethrin 8 17 0.019∼0.068 0.009∼0.013

a)No. of samples detected/No. of samples analyzed×100.

b)Not detected.
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Table 6. The detection frequencies and the residual amounts ('98)

Chemical

Detection frequencya)

(%)

Range of residues

(ppm)

Spring Fall Spring Fall

Dichlorvos 17 8 0.011∼0.014 0.015∼0.016

Acephate 4 21 0.010∼0.013 0.010∼0.034

Simazine 13 4 0.018∼0.053 0.018

Alachlor 0 0 NDb) NDb)

a)No. of samples detected/No. of samples analyzed×100.

b)Not detected.

3. 불분명한 peak (잔류농약)의 분리 및 확인

뽕잎시료중 phenthoate의 잔류량이 1.90 ppm일 경우 누에는 농약에 대하

여 매우 민감함으로2) 이 뽕잎을 먹는 누에는 중독사하게 될 것으로 생각된

다. 그러나 이 정도의 잔류량은 실제로 포장에서 잔류하기 어렵기 때문에

검출된 그 peak가 phenthoate가 아닐것으로 판단하고 column과 oven의 온도

를 변화시켜 분석한 결과 phenthoate가 아님을 확인할 수 있었다 (그림 1).

그림 1은 HP-1을 column으로 사용하고 oven의 초기온도를 150℃로 하였을

때의 phenthoate 표준품의 chromatogram(a)과 상기시료의 chromatogram

(b)을 나타내었다. 그림에서 보는 바와 같이 phenthoate 표준품의

retention time (6.425 min)과 시료의 retention time (6.420 min)이 거의

일치하기 때문에 오인할 수가 있었다. 그러나 column을 Ultra-1과 oven의

초기온도를 60℃로 하였을 때 retention time이 약 17분대로 옮겨감과 동시

에 phenthoate standard peak와 확실히 분리되었다 (c와 d). Phenthoate로
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Fig. 1. Chromatograms of the phenthoate standard and the sample at the

different oven temperatures in the different columns. (a) The

phenthoate standard at the initial oven temperature of 150℃ in the

HP-1 column, (b) The sample at the initial oven temperature of 150℃

in the HP-1 column, (c) The phenthoate standard at the initial oven

temperature of 60℃ in the Ultra 1 column, and (d) The mixture of the

phenthoate standard and the sample at the initial oven temperature of

60℃ in the Ultra 1 column.

제 4 절 적 요

농약에 의한 오염가능성이 있는 뽕잎의 안전성을 평가하기 위하여 뽕나무의

병해충 방제용으로 등록되어 있는 유기인계 살충제 dichlorvos, acephate,

phenthoate와 유기인계 살균제 pyrazophos, 뽕나무에 사용토록 등록되어 있

지는 않지만 인근 포장으로부터 비산되어 오염시킬 가능성이 있는

pyrethroid계 살충제 deltamethrin과 cypermethrin, 그리고 뽕나무밭의 제

초제로 사용되는 alachlor와 simazine에 대하여 3년간 그 잔류량을 분석하

였다. 1996년의 봄시료 일부에서 검출된 dichlorvos, acephate 및

phenthoate의 잔류량이 각각 0.018∼0.032, 0.013∼0.072, 및 0.051 ppm이

었고, pyrazophos는 검출되지 않았으며, 검출빈도는 각각 29, 58 및 4%이

었다. 반면 가을시료에서는 dichlorvos, acephate, 및 phenthoate의 잔류량

이 각각 0.012∼0.048, 0.020∼0.156, 및 0.018∼0.050 ppm이었고,

pyrazophos는 역시 검출되지 않았으며, 그 검출빈도는 각각 42, 17 및 8%이
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었다. 1997년의 봄시료의 일부에서 검출된 dichlorvos, acephate 및

cypermethrin의 잔류량이 각각 0.014∼0.064, 0.033∼0.061, 및 0.019∼

0.068 ppm이었고, deltamethrin은 검출되지 않았으며, 검출빈도는 각각

75, 13 및 8%이었다. 반면 가을시료의 일부에서는 dichlorvos, acephate,

및 cypermethrin의 잔류량이 각각 0.013∼0.062, 0.015, 및 0.009∼0.013

ppm이었고, deltamethrin은 검출되지 않았으며, 그 검출빈도는 각각 88, 4

및 17%이었다. 1998년의 봄시료의 일부에서 검출된 dichlorvos, acephate

및 simazine의 잔류량이 각각 0.011∼0.014, 0.012, 및 0.018∼0.053 ppm이

었고, alachlor는 검출되지 않았으며, 검출빈도는 각각 17, 4 및 13%이었

다. 반면 가을시료에서는 dichlorvos, acephate, 및 simazine의 잔류량이

각각 0.014∼0.016, 0.010∼0.034, 및 0.018 ppm이었고, alachlor는 역시

검출되지 않았으며, 그 검출빈도는 각각 8,21 및 4%이었다.Cypermethrin이

고농도 (0.068 ppm)로 검출된 뽕잎시료 (No. 10, 1997 봄)를 제외한 대부분

의 시료는 누에에 무해할 것으로 판단되었다. 또한 phenthoate의 잔류분석

에서는 GC column의 적절한 선택과 온도의 조절을 통하여 분리 및 확인이

애매한 화합물들을 확실하게 구분할 수 있었다.
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제 6 장. 기타

제 1 절 살충제 농약에 의한 누에의 근전도 조사, 이

근전도에 의한 누에의 농약중독 조기진단.

5령 5일째 누에에 유기인제(dichlorvos), 카바메이트제(methomyl), 합성피

레스로이드제(cypermethrin) 살충제 농약을 농도별로 희석한 aceton용액을

topical application한 후, 근전도기를 이용하여 누에의 배다리 근육의 근

력과 근폭을 조사하였다.

1. 근력(muscle power)

살충제 농약의 종류에 따른 누에의 배다리 근육의 근력을 조사한 결과는

Fig.1과 같다.

Fig.1에서 보는 바와 같이, 3종류의 살충제 농약을 처리한 누에의 배다리

근육의 근력은 다 같이 대조인 정상누에에 비해 상당히 저하되었다. 그런

데, 근력의 저하정도는 농약 종류에 따라 차이가 있어, dichlorvos 〈

methomyl 〈 cypermethrin의 순으로 저하가 컸다.

또한, 살충제 농약의 농도에 따른 누에 배다리 근육의 근력을 조사한 결과

는 Fig.2와 같다. Fig.2에서 보는 바와 같이, 3종류의 살충제 농약을 처리

한 누에의 근력은 다 같이 그 농도에 비례하여 저하되었다.
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Fig. 1. Effect of pesticides on muscle power. Pesticide solutions

(0.05㎕ pesticide in 1ml acetone) are treated at 10㎕ per silkworm by

topical application method. mean value ± SE, n=10. ( * ; p〈 0.05, **

; p 〈 0.01 vs Control)
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Fig. 2. Effect of pesticides on muscle power. pesticide solutions are

treated as described in Fig 11. closed circle ; dichlorvos, closed

square ; methomyl, open circle ; cypermethrin.

Mean value ± SE, n=10.

2. 근폭(amplitude)

살충제 농약의 종류에 따른 누에의 배다리 근육의 근폭을 조사한 결과는

Fig. 3과 같다.

Fig. 3에서 보는 바와 같이, 3종류의 살충제 농약을 처리한 누에의 배다리

근육의 근폭은 근력과 마찬가지로, 대조인 정상 누에에 비해 상당히 저하되

었다.

그런데, 근폭의 저하정도는 농약 종류에 따라 차이가 있어 methomyl 〈

dichlorvos 〈 cypermethrin의 순으로 저하가 컸다.
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또한, 살충제 농약의 농도에 따른 누에의 배다리 근육의 근폭을 조사한 결

과는 Fig. 4와 같다. Fig. 4에서 보는 바와 같이, 3종류의 살충제 농약을

처리한 누에의 근폭은 다같이 그 농도에 비례하여 저하되는 경향이었다.

Fig. 3. Effect of pesticides on muscle amplitude. pesticide solution

are treated by fig 11. Mean value ± SE, n=10.

( * ; p 〈 0.05, ** : p 〈 0.01 vs control)
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Fig. 4. Effect of pesticides on muscle amplitude. Pesticide solutions

are treated as described in Fig 11. closed circle ; dichlorvos, closed

square ; methomyl, open circle ; cypermethrin.

Mean value ± SE, n=10

이상의 연구결과를 종합하여 고찰해 볼 때, 0.005%의 미량의 살충제 농

약을 누에에 처리하여도 누에의 배다리 근육의 근력은 약 50%이하로 상당히

저하되므로, 누에의 근전도 조사는 누에의 살충제 농약중독진단에 큰 도움

이 될 것으로 생각된다. 특히, 유기인계나 카바메이트계 살충제 농약에 의

한 누에의 농약 중독진단 뿐만 아니라 non-specific esterase활성과

acetylcholinesterase활성으로 진단이 불가능한 합성피레스로이드계 살충제

농약에 의한 누에의 농약 중독진단도 할 수 있는 것이 특징이라 할 수 있

다. 그러나, 누에의 배다리 근육의 근력저하가 농약 중독 이외의 다른 원인

에 의해서도 일어날 수 있으므로 이 점에 대해서는 금후 더 연구해야 할 과

제라 생각된다.
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제 2 절 개미누에를 이용한 뽕잎중 잔류농약의 간이

판정.

1. 3종류의 농약액을 농도별로 알코올로 희석하여 시험관에 0.1ml씩 넣고,

풍건하여 말린 후, 개미누에를 20마리씩 넣어 생존하는 개체의 수를 조사하

였다. 그 결과, DDVP의 경우 10ppm의 농도에서 모든 개체가 치사에 이르렀

고, 메소밀은 10ppm, 스미치온은 5ppm에서 모든 개체가 치사에 이르렀다.

2. 위의 기초조사를 바탕으로 전국 8개도 양잠지역의 여러 농가에서 얻은

뽕잎 시료 8점을 대상으로 잔류농약 간이판정을 시행하였다. 우선 뽕잎은

건조한후, 뽕잎 10g당 50ml의 알콜을 넣어, 24시간 방치하였다. 그리고 알

콜 추출물만을 분리하여 플라스크에 넣고 풍건하였으며, 역시 개미누에 20

마리를 넣어 생존하는 개체수를 조사하였다. 그 결과 모든 뽕잎시료에서 개

미누에는 모두 생존하였다. 이것은 gas chromatography에 의한 농약분석결

과와도 일치하는 것으로, 우리나라의 농가에서 얻은 뽕잎시료에는 개미누에

에 피해를 줄 정도의 잔류농약은 존재하지 않았다.

3. 개미누에를 이용한 뽕잎중의 잔류농약의 간이판정은 누에의 반응을 이용

한 생물검정법으로서, 개미누에는 누에의 유충기간중에서 농약에 가장 예민

하게 반응하는 특성을 가지고 있으며, 또한 유기인제나 카바메이트제 살충

제뿐만 아니라 모든 농약에 대해서도 반응한다. 또한, 이 방법은 특별한 고

가의 분석기계나 고도의 전문기술이 필요치 않으므로 농촌지도소, 양잠협동

조합등의 양잠현장에서 가장 유용하게 사용할 수 있는 누에의 농약중독 조

기진단법이라 할 수 있다.
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제 3 절 농약피해 우려 양잠지역의 실태조사

1. 우리나라의 각 도별 양잠농가를 대상으로서 현지방문조사와 우편에 의한

설문조사를 통해 약 60부의 설문지를 받아서 농약을 사용하는 곳, 사용농약

종류, 농약피해 경험, 농약중독 판정 방법 등 농약피해 실태를

조사하였다.

2. 약 20문항의 설문지를 작성하여 현지방문조사와 우편에 의한 설문조사를

하였고, 이를 통해 농약을 사용하는 곳, 사용농약 종류, 농약피해 경험, 농

약중독 판정 방법 등 농약피해 실태를 조사하였음.

3. 실태조사 결과(%)

설문조사서를 통해 다음과 같은 자료를 얻었다.

양잠경영형태 : 양잠전업(24.1), 양잠과 수도(20.6), 양잠과 축산

(15.5), 양잠과 수도와 축산(39.7)

누에사육시기 : 대부분 춘추잠(86.7)

누에사육방법 : 전령뽕잎육(70.0), 1령 인공사료육 후 뽕잎육(5.0),

1-2령 인공사료육 후 뽕잎육(25.0)

농약을 사용하는곳(중복선택) : 뽕밭(79.3), 논(70.0), 밭(70.7), 과수

원 (12.1), 기타(5.2)

뽕밭주위에 농약을 사용하는 곳(중복선택) : 논(56.9), 밭(56.9), 과수

원(12.1), 기타(20.7)

뽕밭관리에 사용하는 농약품목 순 : 제초제 > 살충제 > 살균제

뽕밭관리에 사용하는 농약(상품명) : DDVP > 그라목손 > 농용신 > 다수

진 >랏소 등

- 88 -



뽕밭주위에서 사용하는 농약품목 순 : 제초제 > 살충제 > 살균제

뽕밭주위에서 사용하는 농약(상품명) : 파단 > 그라목손 > 지오릭스 >

DDVP > 밧사

누에의 농약중독 가능성이 가장 크다고 생각되는 농약(상품명) : 파단

> 이피엔 > 밧사> 그라목손 > 지오릭스 등

누에의 농약중독 가능성이 가장 크다고 생각되는 농약형태 : 유제

(20.0),수화제(14.3),분제(54.3), 입제(11.4)

뽕밭관리에 사용된 농약에 의한 누에피해 경험 :

있다(63.8), 없다(36.2)

뽕밭주위에서 사용된 농약에 의한 누에피해 경험 :

있다(69.0), 없다(31.0)

피해경험이 있는 경우 판정 :

자가진단(81.8), 연구기관(15.6), 기타(2.6)

뽕밭주위에서 사용되는 농약으로 인해 이웃과 불편한 점? :

있다(53.4), 없다(46.6)

뽕밭주위에서 사용되는 농약에 의한 누에중독 가능성? :

있다(85.5), 없다(14.5)

누에의 눙약중독 조기진단법이 개발되어 농가에 보급될 경우 사용여부

: 사용한다 (91.1), 사용안한다(8.9)

많은 농가들이 양잠뿐만아니라 수도나 축산 등을 겸업을 하고 있어 논

이나 밭에서 사용하는 농약에 의한 피해가 우려되었고, 실제 누에에 농약피

해를 입은 농가도 매우 많았다. 농가에서 농약에 대한 지식이 부족하여 계

통별이 아닌 품목별로 농약이 조사되어 당초 계획했던 살충제 중심의 농약

과 다소 차이가 나지만, 살충제를 중심으로 계통별 농약의 중독진단 여부에

활용할 수 있었고, 차후 제초제나 살균제에 의한 농약중독에 관한 연구가

계속되어야 할 것이다.
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제 4 절 누에의 머리조직으로부터 acetylcholin

-esterase (AChE)의 부분정제

(본 연구계획에는 없지만, 금후 연구를 위해 참고로 수행하였다.)

1. 서 설

Acetylcholinesterase(AChE)는 곤충이나, 척추동물의 cholinergic synapse

에 존재하며, 신경전달 물질인 acetylcholine(ACh)을 choline과 acetic

acid로 가수분해시키는 효소이다. 이 효소는 post-synaptic membrane의 수

용체에 결합하는 ACh를 가수분해시켜 수용체의 정상적인 기능을 유지시키

며, ACh의 생합성에 필요한 choline을 공급함으로써, 신경계가 원활하게 작

용하는데 매우 중요한 역할을 한다 (Eldefrawi, 1985).

또한, AChE는 유기인제 살충제와 카바메이트 살충제의 target이 되는 효소

이다. 즉, 유기인제나 카바메이트 살충제가 AChE를 저해하면, ACh가 분해되

지 않게 되고, 이 ACh가 신경을 계속 흥분시키기 때문에 독성을 나타낸다

(O'brien, 1978). 최근에는 AChE의 이런 특성을 이용하여, 유기인제 살충제

나 카바메이트 살충제를 검출할 수 있는 biosensor의 소재로 이용되고 있기

도 하다 (Fennouh et al., 1997 ; Francois et al., 1998).

AChE는 주로 척추동물에서 많은 연구가 이루어져 왔는데, 그 동안 인간,

쥐, electric fish 등에서 정제가 이루어져서, 생화학적 특성뿐 아니라, 분

자쇄의 구조도 밝혀졌고, X선 회절의 방법으로 입체구조가 알려지기도 하였

다 (Rosenberry et al., 1984 ; Lee et al., 1982 ; Sussman et al.,

1991).

곤충의 경우에도 척추동물과 마찬가지로 수종의 곤충에서 AChE를 정제하
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고, 생화학적 특성을 밝히는 연구가 있어왔으나, 척추동물에 비해서는 적은

편이다 (Brestkin et al., 1985 ; Zhu et al., 1994). 특히, 곤충의 AChE에

관한 연구는 해충의 농약 감수성에 관련하여 상당히 많은 연구가 이루어져

왔다 (Rumpf et al., 1997 ; Zhu et al., 1990).

한편, 가장 중요한 산업곤충인 누에의 AChE에 관한 연구는 전무한 상황이

다. 그러나, 일반적으로 누에는 다른 곤충에 비해 농약에 매우 민감한 곤충

이고 (Watanabe, 1978), 실제로 농가에서 농약에 의한 피해가 보고되고 있

어서 누에의 AChE에 대한 연구의 필요성은 크다고 할 수 있다. 따라서, 본

연구에서는 누에의 머리조직에 존재하는 AChE을 부분정제하였다.

2. 재료 및 방법

가. 실험곤충

본 실험에 사용한 누에는 백옥잠(잠123×잠124)으로, 표준사육관리법에 준

하여 사육하였다.

나. 조효소액의 조제

머리조직 0.1g당 1ml의 1.0% Triton X-100을 함유한 0.1M sodium

phosphate buffer(pH 7.0)를 넣고 homogenizing한 후, 10,000g에서 1시간동

안 원심분리한 후 그 상등액을 얻어, AChE의 정제를 위한 조효소액으로 사

용하였다.

다. Sepharose 6B chromatography

Sepharose 6B column는 0.1M sodium phosphate buffer(pH 7.0) (0.5%

Triton X-100 포함)로 equilibration하였다. 조효소액 5ml을 column에 넣고

1.0% Triton X-100이 포함된 0.1M sodium phosphate buffer(pH 7.0)로 용출

하였으며, flow rate는 0.3ml/mim였다. Fraction은 4ml씩 얻었고, AChE의

활성이 나타나는 fraction만 모아, DEAE-cellulose chromatography를 행하

였다.
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라. DEAE-cellulose chromatography

DEAE-cellulose column은 0.1M sodium phosphate buffer(pH 7.0) (0.5%

Triton X-100 포함)로 equilibration하였다. 용출도 같은 buffer로 행하였

으며, NaCl농도를 0M에서 1.0M까지 linear하게 변화 시켰다. Flow rate는

0.3ml/min이였으며, faction은 5ml씩 얻었다.

마. 단백질 정량

단백질 정량은 Lowry 등 (1951)의 방법으로 행하였으며, BSA (bovine

serum albumine)을 표준으로 하였다.

3. 결과 및 고찰

가. AChE의 부분정제

AChE의 정제를 위하여, 누에의 머리조직 1g을 1% Triton X-100을 포함한

0.01M sodium phosphate buffer(pH 7.0) 5ml에 넣고 homogenizing한 후,

10,000×g에서 1시간 동안 원심분리하여 얻은 상등액을 조효소액으로 사용

하였다. 이렇게 만든 조효소액은 전체 효소활성이 157.6 unit이고 specific

activity는 1.30이었다.

정제를 위한 첫 번째 단계로서 Sepharose 6B chromatography를 하였으며,

그 결과를 Fig. 4에 표시하였다. Sepharose 6B chromatography를 할 때 모

든 buffer에는 0.5% Triton X-100을 첨가하였는데, 이것은 조효소액에 존재

하는 AChE에 변형을 주지 않도록 하기 위해서이다.

Fig. 4에서 보듯이 fraction No. 25에서 30사이에서 AChE 활성을 보였으

며, 이 fraction만을 모아서 분석한 결과 전체효소활성이 62.4unit,

specific activity가 5.2로 수율은 39.5%였다.

Sepharose 6B chromatography의 결과를 자세히 보면, AChE는 fraction

No. 27-37에 이르는 단백질 major peak에 거의 겁치나, 이에 비해 약간 앞

선 fraction No. 25-30에서 용출되었음을 알 수 있다. 즉, AChE activity는
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가지고 있지 않지만, 그 크기가 매우 비슷한 단백질이 누에 머리조직에 다

량 존재하고 있다는 것을 의미한다.

Sepharose 6B chromatography에서 얻어진 효소액을 가지고,

DEAE-cellulose chromatography를 행하였고, 그 결과를 Fig. 5에 표시하였

다. DEAE-cellulose chromatography는 Sepharose 6B chromatography와 마찬

가지로 Triton X-100을 포함한 buffer를 사용하여 실험이 행해졌고, 단백질

용출은 gradient maker를 사용해서 0M에서 1.0M까지의 NaCl 농도 구배를 만

들어 행하였다.

그 결과, AChE는 NaCl농도가 0.2M에서 0.3M 일 때, 단백질 major peak과

함께 용출되었고, 얻어진 효소액을 분석한 결과, 전체효소활성이 12.6unit,

specific activity가 7.6으로 수율은 처음의 crude extract에 대하여 8.0%

였다. 이 효소액은 -20℃이하에서 보관하면서, 이후 AChE의 여러 가지 생화

학적 특성을 밝히는 연구에 시료로 사용하였다.

지금까지의 정제과정을 요약 정리한 것이 Table 1이며, DEAE- cellulose

chromatography보다는 Sepharose 6B chromatography가 누에의 AChE의 정제

에 더 효과적이었다. 또한, 정제과정을 거친 효소액은 crude extract에 비

교해 볼 때, specific activity가 약 1.3에서 7.6으로 증가하여 상당히 정

제가 되었음을 알 수 있다.

이러한 결과를 다른 곤충에서 이와 비슷한 방법으로 AChE를 정제한 결과와

비교해 볼 때, 정제도가 비교적 낮은 편인데, 이는 Sepharose 6B

chromatography에서 나타나는 크기가 매우 비슷한 단백질의 존재 때문이 아

닌가 생각된다. 실제로 다른 곤충의 경우 Sepharose 혹은 Sephadex

chromatography를 했을 때 AChE peak 주위에서 Fig. 4에서 나타나는 것과

같은 단백질 peak는 보이지 않는다. (Guilbault et al., 1970 ; Huang et

al., 1973 ; Lee et al., 1974 ; Breskin et al., 1984)

최근에는 곤충의 AChE를 정제하기 위하여, affinity column을 사용하는 사

례가 많아지고 있는데, 이 방법은 column의 제조에 상당한 노력, 경험 그리
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고 비용이 들지만, 정밀하게 AChE를 정제할 수 있다는 장점을 가지고 있다

(Gnagey et al., 1987 ; Zhu et al., 1993 ). 앞으로 좀 더 정밀하게 누에

의 AChE를 정제하고 특성을 밝히기 위해서는 알맞은 affinity column을 개

발할 필요가 있을 것으로 보인다.

Fig. 3. Sepharose 6B chromatography of AChE in

Silkworm larval head tissue. Column(1.7×35cm) was

equilibrated with 0.01M sodium phosphate buffer, pH7.0,

containing 0.5% T riton X- 100. Flow rate was 0.3ml per

min. 4ml fractions were collected at 4℃. One unit of

AChE is defined as that amount which will catalyze the of

1μM of acetylthiocholine per min at 25℃ and pH 7.5.
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Fig. 4. DEAE- cellulose chromatography of AChE in

silkworm larval head tissue. T he column(1.5×25cm) was

equilibrated with 0.01M sodium phosphate buffer, pH 7.0,

containing 1% T riton X- 100. Elution was with the same

buffer, which contained a linear gradient of NaCl from 0M

to 1M. Flow rate was 0.3ml per min. and 5ml fractions

were collected.
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Table 1. Summary of purification procedure for AChE from head tissue

of silkworm

Procedure

T otal

volume

(ml)

T otal

protein

(mg)

Protein

(mg/ml)

T otal

activity

(unit*)

Activity

(unit /ml)

Yield

(%)

Specific

activity

(unit /mg)

Crude

extract
5 120.5 24.1 157.6 31.52 100 1.3

Sepharose

6B
24 12.09 0.5 62.4 2.6 39.5 5.2

DEAE-

cellulose
30 1.65 0.055 12.6 0.42 8.0 7.6

* One unit of AChE is defined as that amount which will catalyze the

of 1μM of acetylthiocholine per min at 25℃ and pH 8.0.

나. 부분정제된 AChE의 전기영동적 분석

부분정제과정을 거친 효소액이 얼마나 정제가 이루어졌나를 조사하기 위하

여 전기영동을 통하여 분석하였다(Fig. 5).

Fig. 5 (a)는 부분정제된 효소액을 전기영동한 후, 단백질 염색을 한 것이

고, (b)는 esterase염색을 한 것이다. Fig. 5에서 보듯이 부분정제된 효소

액에서는 1-2종의 단백질 밴드가 검출되었으나, 오직 1종의 esterase band

만이 검출되었다.

이 결과를 조효소액의 전기영동 분석결과와 비교했을 때 (Fig. 2 (a)), 조

효소액에서 5-6종 존재하던 esterase가 정제과정을 거친 후 1개의 esterase

band만 남게되었는데, 이 esterase는 이 후의 여러 실험을 통하여 AChE라

는 것을 보여주고 있다.

즉, 누에의 머리조직에 AChE을 포함하여 5-6종 존재하던 esterase들은 정

제과정을 통하여, AChE만 남고 제거되었음을 알 수 있다. 특히, esterase들

이 AChE의 특성을 조사하는데 방해가 되는 것을 고려해 보면, 본 연구에서
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정제과정을 통하여 얻은 효소액은 조효소액에 비하여 AChE의 특성을 훨씬

더 정확하게 조사할 수 있을 것으로 생각된다.

(a) (b)

Fig. 5. PAGE analysis of partially purified AChE from silkworm. (a)

Silver staining of protein band (b) Staining of esterase band.
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4. 적 요

부분정제를 위하여 Sepharose 6B column과 DEAE-cellulose column이 사용

되었으며, 최종적으로 부분정제된 효소액은 비활성이 7.6으로 조효소액의

1.3에 비해 상당히 증가하였다.

부분정제된 효소액을 전기영동으로 분석한 결과, 1-2종의 단백질 band가

관찰되었으나, esterase band는 단 1종만이 검출되어 상당히 정제가 이루어

졌음을 알 수 있다. 이렇게 정제과정을 거친 효소액은 이후 생화학적특성을

밝히는 연구에 시료로 사용될 수 있을 것으로 기대된다.
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