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ABSTRACT

 Endosulfan and pentachloronitrobenzene (PCNB) are toxic pesticides that were 

used to control soil-borne plant diseases but are still detected in soils and 

ediblecrops despite its terminated use. In this study we report a new Endosulfan 

and PCNB-degrading strains able to grow under ambient aerobic conditions. These 

strains could readily utilize Endosulfan and PCNB (100ppm) as a sole carbon 

source respectively and showed a distinctive growth in a week or so. Endosulfan 

degrader was identified as Klebsiella oxytoca KE-8 and PCNB degrader as 

Alcaligenes denitrificans based upon 16S rDNA sequence analysis. In this study a 

PCR-DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) system was developed to 

specifically monitor  endosulfan or PCNB degrader population (Klebsiella oxytoca 

KE-8 and Alcaligenes denitrificans). The isolation and characterization of the new 

degraders will be useful in facilitating accelerated bioremediation of Endosulfan 

and PCNB in the environment and in monitoring the bioremediation processes.

Key words : Endosulfan, PCNB, microcosm, PCR-DGGE, natural organic substrate
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Ⅰ. 서론

 일반적으로 유기염소계 농약은 지용성이 크며 화학적으로 안정되어 있어 환

경 중에서 잘 분해되지 않는 특성이 있다. 이러한 특성으로 인해 생물농축과 

먹이사슬농축으로 생태계에 악영향을 끼쳐 전세계적으로 주목을 받고 있으며, 

일부 국가를 제외하고는 유기염소계 농약의 생산과 사용을 금하거나 제한하고 

있다 [1, 5]. 그러나 이들 유기염소계 농약은 일부 국가에서 아직도 사용되고 

있고, 합성 유기농약 초창기에 농약의 효과를 과신하여, 무분별하게 사용한 결

과 유기염소계 농약과 그 분해산물이 이러한 농약을 전혀 사용한 적이 없는 

지역에서도 검출되고 있는 실정에 놓여 있다 [27]. 이러한 유기염소계 농약은 

구조에 따라 크게 세 가지로 나누어진다. DDT 계열, HCH 계열, 그리고 염소

화 Cyclodiene 계열이 있다. Endosulfan과 PCNB는 이 염소화 Cyclodiene 계열에 

속하는 살충제이며 비교적 넓은 적용범위를 가지고 사용되었다. 유기염소계농

약은 먹이연쇄 관계를 통해서 여러 생물체로 전이되면서 농축되는 경향을 나

타낼 수 있는데 이런 경향으로 인해 Endosulfan 및 PCNB의 환경내 동태규명

이 필요하고, 2001년 5월 새로이 ‘잔류성 유기오염물질에 관한 스톡홀롬 조약

(POPs조약)이 채결된 후라 과거에 처리된 것에 대해서도 처리기술을 확립하여 

적절한 처리를 해야할 필요성이 높아지고 있다 [6, 8, 11]. 또한 현재의 

Endosulfan과 PCNB에 대한 환경친화적 처리기술은 미국의  Working Group on 

Pesticides의 제안에 의한 몇 가지 방법들이 있는데 대수층 밑의 깊이로 땅을 

파고 묻거나, 매립, 라군을 이용하여 오염물들을 모아서 산화, 생물학적 처리, 

증발 등을 시키는 정도에 그치고 있다 [26, 27]. 

 본 연구에서는 유기염소계 농약을 분해할 수 있는 미생물과 주요대사경로를 

확인하고, 토양환경 중에서의 분해미생물의 개체군 동태를 규명하여 유기염소

계 농약(Endosulfan 및 PCNB)으로 오염된 토양환경을 환경친화적, 경제적으로 

복원하기 위한 방법으로  오염 자연환경에 존재하는 Endosulfan 및 PCNB분해

균을 농화배양법으로 분리한 후 그들의 분해활성을 검토한 후 분리, 선발된 

분해균에 대해서는 동정을 실시하고 분리된 균주를 천연유기물이 첨가된 토양

에 처리하여 Endosulfan 또는 PCNB의 분해가 어떻게 영향을 받는지 검토하였
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다 [3, 5, 7, 12, 14, 15, 16, 20, 21, 22, 23]. 아울러 분해미생물의 군집변화를 

PCR-DGGE기법으로 추적하며 이들이 어떻게 이들 화합물의 분해에 기여하는

지 검토하였다 [4, 6, 8, 11, 18, 19]. 이러한 실험결과들은 장기적으로 

Endosulfan 또는 PCNB의 궁극적 환경친화적 처리기술의 개발에 기여할 것으

로 사료된다.
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Ⅱ. 문헌연구

2.1. Endosulfan 및 PCNB의 물리․화학적 성질 및 생물독

성

 Endosulfan은 크림-브라운색의 고체이며, 결정 또는 얇은 조각의 형태를 띤다. 

테르빈유 같은 냄새가 나고 타지 않으며 환경에서 자연적으로 발생하지 않는

다. Technical-grade Endosulfan은 적어도 94%정도의 α-endosulfan과 β

-endosulfan으로 구성되어 있고, 존재 비율은 7:3정도이다. 그리고, 2%이상의 

Endosulfan alcohol과 1%이상의 Endosulfan ether로 구성된다. Endosulfan sulfate

는 Technical-grade Endosulfan의 반응산물로 발견되는데, 환경에서는 광분해와 

생물변환에 의한 산화의 결과로서 유기체에서 발견된다 [26]. Endosulfan, α

-endosulfan, β-endosulfan, Endosulfan sulfate의 물리, 화학적 특징은 Endosulfan

의 연구에서 중요하다. Endosulfan은 6, 7, 8, 9, 10, 10-Hexachloro-1, 5, 5a, 6, 

9, 9a-hexahydro-6, 9-methano-2, 4, 3-benzo(e)-dioxathiepin-3-oxide으로도 지칭되며 

화학식으로는 C9H6Cl6O3S표현하고 있다 [26]. Technical-grade Endosulfan의 대부

분을 이루고 있는 두 가지 이성질체인 α-endosulfan과 β-endosulfan의 경우 공

기중에서 느린 속도로 Endosulfan sulfate로 산화되고 높은 온도에서의 β

-endosulfan의 경우 천천히 좀 더 안정한 α-endosulfan의 형태로 전환되게 된다

[23, 26].
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Table 2.1. Physical and Chemical Properties of Endosulfan [27]

Property Infomation
Molecular 406.95
Color Cream to brown; mostly beige
Physical state Crystalline solid; Waxy solid
Melting point
   Pure 106℃
   Technical 70∼100℃
Boiling point No data
Density at 20/4℃ 1.735g/㎖
Density for vapor 14
Odor
   α-Endosulfan Terpene-like
   Decomposition products May have a slight odor of sulfur dioxide
   Organic solvents at 20℃
      Dichloromethane 65g/ℓ
      Ethanol 65g/ℓ
      Chloroform 746g/ℓ
      Ethanol 40g/ℓ
      Kerosene 164g/ℓ
      Methanol 89g/ℓ
      Xylene 388g/ℓ
Partition coefficients:
   Log Kow 3.55 and 3.62
   Log Koc 3.5

Reactivity

Both isomers are slowly hydrolysed by aqueous 

acids and alkalis, with the formation of the diol 

and sulfur dioxide
α and βisomers are rapidly oxidized by 

peroxides or pemanganate to endosulfan sulfate
The βform is slowly converted to the more stable 

αform at high temperatures
Both isomers slowly oxidize in air to endosulfan 

sulfate
Corrosive to iron
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 Endosulfan은 고독성 농약으로서 모화합물의 토양중 반감기 (30∼70일)는 다

른 유기염소계농약들에 비해 짧은 편이다. Endosulfan의 경우 다른 유용한 살

충제에 비교하여 익충이나 진드기 그리고 거미들에게는 낮은 독성을 보이나, 

물고기나 수중의 무척추동물 그리고 포유류의 생식선에 대해서는 극도의 독성

을 보인다 [9, 23, 25]. Endosulfan은 중앙신경계에 영향을 미치는 것으로 알려

져 있으며, 과민성, 구역질, 현기증, 두통, 경련등을 일으키며 노출된 농도가 

높을 경우 사망에 이를 수도 있다[5]. LC50 (lethal concentration, 50% kill)값은 

암컷쥐의 경우 12.6㎎/㎥ 수컷쥐의 경우 34.5㎎/㎥이다 [27]. 

2.2 Endosulfan 및 PCNB 오염현황

 Endosulfan의 경우, 1954년 Farbwerke Hoechst A.G.에의해 미국에서 처음 소개

되었고, “Thiodan"이란 상표로 등록되었다 [1, 23]. Endosulfan은 식용이나 비식

용 곡물에 생기는 곤충의 수의 조절이나 나무의 보존제로 주로 사용되기 때문

에 그에 대한 노출은 음식에 내포된 상태가 대부분을 차지하나, 피부접촉, 공

기중에서의 흡입, 음료수를 마실 때 내포되는 경우도 있다. Endosulfan은 물에 

녹지 않기 때문에 지표수에 들어간 경우 토양에 부착되어 물에 떠 있거나 음

용시에 동물의 몸에 농축된다 [26]. 유기염소계농약으로 잔류성이 길어 사용이 

금지된 PCNB(pentachloronitrobenz

en, quintozene)는 1930년에 개발된 약제로 1969년부터 국내에 도입되어 종자처

리 또는 토양살균제로서 잘록병 방제 약제로 많이 이용되었다 [1]. 토양중에서 

매우 안정하기 때문에 잔류성이 길어져 국내에서는 1989년부터 사용이 금지되

어 있는 농약이다. 그러나 현재까지도 일부경작지 토양에서 PCNB나 이의 대

사산물들이 상당량 검출되고 있고 수확한 작물에서까지도 검출되고 있는 실정

이다. PCNB의 토양중 분해반감기는 5-10개월정도로서 생분해에 대한 연구는 

소수의 연구에서 찾아볼 수 있는데 이 살균제는 물리, 화학적으로 안정하여 

미생물에 의한 생분해도 비교적 어려운 것으로 알려져 있다 [26]. 

2.3. Endosulfan 및 PCNB의 생분해경로
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Fig. 2.3. Proposed metabolic pathway of Endosulfan 
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 PCNB의 생분해에 대한 연구는 소수의 연구에서 찾아볼 수 있는데 특히 혐

기성 상태에서의 초기분해가 중요한 것으로 보고되고 있고 주요 분해 산물은 

Pentachloanliline (PCA), Pentachlophenol (PCP), Pentachlorothioanosole (PCTA) 등

으로 밝혀지고 있다. 또한 PCNB의 토양중에서의 주대사 경로는 PCA로의 환

원으로 보고하고 있다.
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Fig. 2.4. Proposed metabolic pathway of PCNB 
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2.4. 천연유기물 첨가에 따른 난분해성 유기화합물의 분해

촉진

 분해미생물을 이용한 난분해성 유기화합물을 분해하려고 할 때, 유기화합물 

자체나 분해되면서 생성되는 대사산물의 독성으로 인하여 분해미생물의 분

해․생존능력을 감쇄시키는 경우가 발생하게 되는데, 이런 방해작용들을 줄이

거나 상쇄시키기 위해서 천연유기물을 투입하여 효과를 본 연구들이 보고되어 

있다 [7, 10, 15]. 난분해성 물질의 하나인 PCBs의 분해촉진효과를 위해서 식

물추출물을 첨가함으로써 천연물질을 첨가하지 않은 대조구와 비교하여 2배정

도의 분해율 상승효과를 보았다 [3].

2.5. PCR-DGGE기법에 의한 미생물의 군집분석

 이 방법들은 DNA염기서열 차이에 따라 2차구조의 변화 또는 이중나선의 구

조적 변화가 발생하고 전기영동시 이동속도가  달라지게 되어 일정한 전기영

동결과를 보이게 되는 원리를 이용한 것이다. Muyzer et al. (1993)가 16S 

rDNA의 V3부분을 PCR로 증폭한 후 DGGE를 사용하는 방법으로 유전적 다양

성을 분석하는 방법을 제안하였다 [2, 4, 6, 8, 17, 19]. 

 DGGE분석의 원리는 전기영동시 겔내에 존재하는 변성제의 농도 구배에 따

른 핵산의 이중나선 구조와 변성구조, 염기서열이 가지는 Tm값의 차이에 의

해 핵산의 이동속도가 달라지는 점을 이용한 것이다 [2, 17]. 추출한 DNA를 

사용하여 생산되어진 동일한 PCR 산물들을 DGGE전기영동을 하면 시료가 이

동하면서 각각 다른 농도의 우레아(urea)와 포름아마이드에 노출되어 이중나선

의 DNA가 단일가닥으로 전환되어진다. 이렇게 전환되어지는 비율은 염기서열

내에 존재하는 녹는 범위에 따라 달라지게 되며 겔상의 특정 위치에서 특정염

기서열을 가진 DNA가 밴드형태로 나타나게 된다. 따라서 낮은 농도의 변성제

를 가지는 겔상부에서는 낮은 Tm값을 가진 DNA가 검출되어지며, 높은 농도

의 변성제를 가지는 하부의 겔에서는 높은 Tm값을 가지는 DNA가 검출되게 
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된다. 이 때 서로 다른 염기서열을 가진 DNA가 각기 다른 위치에서 밴드를 

형성하므로 염기서열의 n값이 증가할수록 밴드의 수는 늘어나게 되고 동일한 

염기서열이 많아질수록 나타나는 밴드의 강도도 증가하게 된다. 그러므로 전

체적인 DNA에 대한 수적, 양적변화를 하나의 겔상에서 관찰할 수 있고, 

DGGE 패턴상의 밴드로부터 직접 DNA를 회수한 후 염기서열을 확인할 수 있

는 장점을 가지고 있기 때문에 클로닝을 통한 염기서열분석에 대한 시간을 절

약할 수 있다. 단점으로는 낮은 분포를 보이는 군집의 경우 증폭산물이 적기 

때문에 에티디움 브로마이드(ethidium bromide)에 의해 염색이 안되어 검출되지 

않을 수도 있다. 또한 DGGE방법의 경우 경사겔을 만드는 과정이 복잡하고 

PCR반응시 GC clamp에 의한 미스매치 그리고 DNA증폭과정 또는 분석과정시 

합성될 수 있는 헤테로듀플렉스(heteroduplex)에 의한 오류를 고려해야 한다. 

Muyzer et al. (1993)가 16S rDNA의 V3 부분을 PCR로 증폭한 후 DGGE방법을 

사용하여 유전적 다양성을 분석하는 방법을 제안한 후에 Murray et al. (1998)

은 DGGE방법을 박테리아와 고세균군집조성의 계절적, 공간적 다양성에 대한 

연구에 적용하였으며, Bernadette M. Duineveld et al. (2001)은 16S rDNA를 증

폭하여 DGGE를 연구에 적용하여, Chrysanthemum의 뿌리부분의 박테리아군집

활성분석에 사용하였다.  Casamayer et al. (2000)은 16S rRNA분석과 DGGE를 

사용하여 호수에서 산소와 황화물농도에 따른 미생물 군집구조에 대해 연구하

였다. 특히 국내에서는 한석균 (2000)은 환경시료에서 직접 추출한 DGGE 패

턴과 16S rDNA를 이용한 PCR 산물의 DGGE 패턴을 상호비교하여 호수의 깊

이별 군집구조분석에 적용하였다.



- 13 -

Bacteria

Extraction of nucleic acids

DNA & RNA

PCR

16S rRNA gene fragments

DGGE

Sequencing of bands

16S rRNA gene sequences

Phylogenetic analysis

Probe
design

Statistical
analysis

Fig. 2.6. Flow diagram of PCR-DGGE analysis of microbial communities



- 14 -

Ⅲ. 실험

3.1. 시험토양의 채취

 경북대학교 농과대학 실습포장의 칠곡지역 토양과 충청북도 증평에 위치한 

인삼밭토양을 채취하여 풍건한 다음 2 mm 체를 통과시켜 공시토양으로 실험

을 실시하였다.

Table 3.1. Physical and chemical properties of soil sample

Texture
particle size dist.(%) pH

(1:5)
O.M.
(%)

C.E.C
(me/100g)Clay Silt Sand

SiCL 16.0 56.9 27.1 6.0 2.1 5.7

3.2. 시약

 Endosulfan (95.0% - alpha:beta=7:3), Endosulfan alcohol, Endosulfan sulfate, 

Endosulfan lactone, Endosulfan ether, α-Endosulfan, β-Endosulfan, PCNB 

(99.0%) 및 계면활성제 (sorbitan trioleate)는 Aldrich Chemical Company Inc.에서 

구입하고, 분해능을 살펴보기 위해 사용한 아세톤과 핵산은 Merck (Darmstadt, 

Germany)에서 구입하였다.

3.3. Endosulfan 및 PCNB생분해균의 분리

 Endosulfan의 실험토양으로 경상북도 칠곡지역의 토양샘플을 일정량 취하여 

농화배양 (Enrichment culture), 평판배양 (Spread plate culture)을 통하여 

Endosulfan분해균주를 선발하였으며, MSM-A배지 (Mineral Salts Medium)에서 

액체배양을 통하여 성장실험을 실시하였다. MSM의 기본배지는 

NH4NO3 1g/ℓ, K2HPO4 1g/ℓ, MgSO4 0.5g/ℓ, CaCo3 0.2g/ℓ이고, pH 8.0으로 
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구성되어 있다. 액체배양은 28℃의 진탕항온기 (200rpm)에서 고체배양은 28℃

의 항온기에서 배양하였다. 250㎖ 삼각플라스크에 100㎖의 MSM배지를 채우

고 Endosulfan 100, 300ppm을 넣은 다음 7일동안 진탕배양하였다. 상기 과정을 

3∼5회 반복함으로써 Endosulfan을 유일 탄소원으로 이용하는 Endosulfan분해

균주를 분리하였다. 배양액 100㎕을 고체 MSM배지에 희석배수 (104, 105, 106)

에 따라 스프레트한 후, 우점화 Endosulfan분해균주를 순수배양을 통하여 분리

하였다. PCNB의 실험토양은 충청북도 증평의 인삼밭 토양의 샘플을 일정량 

취하여 농화배양(Enrichment culture), 평판배양(Spread plate culture)을 통하여 

PCNB분해균주를 선발하였으며, MSM-K배지 (Mineral Salts Medium)에서 액체

배양을 통하여 성장실험을 실시하였다.  MSM의 기본배지는 10mM K2HPO4, 

10mM (NH4)2SO4, 3mM NaH2PO4, 1mM MgSO4, 10㎖의 chloride-free trace 

element stock solution (CaSO4 200㎎/ℓ, FeSO4․7H2O 200㎎/ℓ, MnSO4․H2O 

20㎎/ℓ, NaMoO4․2H2O 10㎎/ℓ, CuSO4 20㎎/ℓ, CoSO4․7H2O 10㎎/ℓ, H3BO4 

5㎎/이고, pH는 7.2로 구성되어 있다. 액체배양은 28℃의 진탕항온기 (200rpm)

에서 고체배양은 28℃의 항온기에서 배양하였다.

250㎖ 삼각플라스크에 100㎖의 MSM배지를 채우고 PCNB 100, 300ppm을 넣은 

다음 7일동안 진탕배양하였다. 상기 과정을 3∼5회 반복함으로써 PCNB을 유

일 탄소원으로 이용하는 PCNB분해균주를 분리하였다. 배양액 100㎕을 고체 

MSM배지에 희석배수 (104, 105, 106)에 따라 스프레드한 후, 우점화 PCNB분해

균주를 순수배양을 통하여 분리하였다.

3.4. Endosulfan 및 PCNB 생분해균주의 성장시험

 250㎖ 삼각플라스크에 50, 100㎖의 MSM배지를 채우고 Endosulfan과 PCNB를 

각각 100ppm을 넣은 다음 백금이를 사용하여 순수분리된 균주를 한 루프

(loop) 접종하고 28℃의 진탕항온기 (200rpm)에서 실험구와 대조구를 배양하였

다. 배양이 시작된 시점부터의 O.D. (525nm)를 측정하여 성장을 확인하면서 

실험구와 대조구에서 1㎖의 시료를 채취하여 -70℃에 보관하고 더 이상의 성

장이 이루어지지 않는 시점을 확인하여 추출을 시작하였다. 배지 중의 

Endosulfan 및 PCNB의 추출은 우선 배지에 두 배의 아세톤을 섞어 2시간 정
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도 진탕후에 125mm구경의 거름종이를 사용하여 필터링하고 감압농축을 통해 

아세톤을 농축시킨후 핵산과 섞어주어 추출성분을 핵산층에 재용해시켜 뽑아

내어 감압농축 후 잔류농약용 아세톤이나 핵산에 재용해하여 GC에서 분석하

였다 [16].

3.5. Endosulfan 및 PCNB 분해균주의 동정

 Endosulfan균주의 동정은 16S rDNA 시컨싱결과로 PCNB균주의 동정은 16S 

rDNA  시컨싱결과와 API20NE, 지방산조성분석의 결과로 동정하였다. 16S 

rDNA 시컨싱은 16S rDNA유전자를 분석하는 것으로서 염기서열의 rRNA 2차

구조를 참고하여 얼라이먼트(alignment) 하고 %유사도값을 구하였다.
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3.6. Endosulfan분해경로 규명을 위한 돌연변이균 제조

 유전자전위능력을 가진 전위 유전자를 사용하여 특히 항생제내성유전자 를 

가지고 있는 콤플렉스 트랜스포존(transposon)을 이용한 돌연변이체의 제조는 

세균의 여러 가지 유전적 특성 규명에 널리 사용되어 왔으며, 이 시스템의 특

징은 suicidedelivery 시스템 이용하며, transposase가 트랜스포존외부에 존재하기 

때문에 유전체 DNA로 일단 전위된 트랜스포슨은더 이상 이동할 수 없고, 제

조한 돌연변이체로부터 트랜스포존의 항생제내성 유전자를 표식으로 사용하여 

트랜스포슨이 삽입된 인접 DNA를 클로닝할 수 있다 [24]. Klebsiella oxytoca 

KE-8는 MSM-endosulfan 고체배지에, E.coli S17-1 pir과 E.coli PRK2013은 LB 

고체배지(50㎍/㎖ kanamycine 포함)에 접종한 후 각각 30℃와 37℃에서 배양하

였다. 고체배지에 있는 세 종류의 세균을 한 루프씩 모아서 멸균된 증류수에 

현탁하고 섞어 20㎕의  현탁액을 LB 고체배지의 중앙에 spotting한 다음 30℃

에서 2-8 시간동안 배양하였다. 그후 20mM의 숙신산(succinate)와 50㎍/㎖ 카나

마이신(kanamycin)을 포함하는 MSM배지에 cell을 풀어 100㎕씩 평판도말하였

다. 이 배지에 성장한 콜로니들을 Endosulfan을 함유하고 있는 배지로 옮기고 

이곳에서 성장하지 않은 콜로니를 선발하였다 [18, 24].

3.7. 순수배양조건에서의 천연유기물첨가에 의한 

Endosulfan 분해촉진 시험

 250㎖ 삼각플라스크에 50㎖의 MSM배지를 채우고 Endosulfan과 PCNB를 각각 

100ppm을 넣은 대조구를 준비하고 이와 같은 조건에서 분해균주만을 접종한 

실험구, 분해균주를 접종하고 식물추출물 A 300ppm을 성장기질로 넣어준 실

험구, 분해균주를 접종하고 퇴비추출물 2500ppm을 성장기질로 넣어준 실험구

를 28℃의 진탕항온기 (200rpm)에서 배양하였다. 배양이 시작된 시점부터 O.D. 

(525nm)를 측정하여  천연기질이 성장에 미친 영향을 확인하고, 시료를 채취

하여 추출하여 성장정도에 따른 분해능 변화를 측정하였다.
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3.8. 토양에서 천연유기물 첨가에 의한 Endosulfan분해촉진

시험

 본 연구에서는 예비 Microcosm실험결과를 바탕으로 테이블 3. 2.에 실험조건

을 준비하였다 [6, 15, 20, 21, 22]. 우선 250㎖의 삼각플라스크에 토양 100g, 

소비탄 트리올레이트 300ppm, Endosulfan 100ppm과 처리구별로 식물 추출물 

A 300ppm, 퇴비추출물 2500ppm을 넣고 균주를 주입한후 실온의 어두운 곳에

서 3회 반복실험하였다. 접종한 날을 시작으로 하여 일주일에 한번씩 샘플을 

채취하고 평판도말하여 계수하였다. 균주접종은 Endosulfan을 탄소원으로 하여 

고체배양한 후 인산염 완충용액에 희석하여 5㎖ (O.D. 525nm ; 1.0이상)을 접

종하였다. 미생물 계수는 인산염 완충용액을 사용하여 104, 105, 106 
희석된 것

을 사용하였다 [7]. 
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Table 3.2. Design of microcosm experiments

Soil (g)
Surfactant

(sorbitan trioleate ; ppm)
Growth
substrate

Endosulfan
(ppm)

Klebscaiella 
oxytoca (㎖)

TR-1 100 300 - 100 5

TR-2 100 300
Plant extract A 

300
100 5

TR-3 100 300
Compost 

extract 2500
100 5

Control 100 300 - 100 ×

3.9. PCR-DGGE기법에 의한 분해미생물의 추적

 PCR-DGGE분석을 위해 매주 채취한 샘플 4개와 순수분리 균주에서 DNA추

출을 시도하였다. Microcosm의 토양샘플에서의 DNA추출은 FastDNA SPIN Kit 

(BIO101 systems, USA)를 사용하였고 순수분리된 균주의 경우 직접 DNA추출

방법을 사용하였다. 균주를 액체배지에 접종하고 O.D. (525nm)가 1.0이상의 수

치로 측정될 때 배지에서 1㎖양을 취하여 13000rpm에서 5분간 원심분리하여 

셀을 얻고, 이셀을 인산염 완충용액로 씻은후 다시 13000rpm에서 3분간 농축

한 후 농축된 cell에 0.15M NaCl과 0.1M EDTA, 1% lysozyme을 넣고 증류수로 

0.6㎖의 조정하였다. 37℃에서 3시간동안 배양한 후 10% SDS를 첨가하고 -7

0℃의 초저온냉장고에서 얼리고 65℃의 수욕조에서 녹이는 과정을 4회 반복하

여 처리하였다. 여기에 10mM Tris-HCl (pH 8.0) 포화된 페놀을 동일부피로 첨

가한 후 혼합하였다. 13000rpm에서 5분간 원심분리하고 상등액을 취하여 새로

운 튜브로 옮기는 과정을 2회 반복하였다.  옮긴 상등액과 동량의 클로로폼 : 

이소아밀알콜 (24:1)을 2회 처리하여 남아있는 페놀을 제거하였다. 상등액의 2

배 부피의 냉각된 알코올(100%)를 첨가하고 -70℃에서 15분동안 넣어두었다가 

13000rpm에서 15분간 원심분리한후 다시 냉각된 알코올(70)%에서 씻어주고 

원심분리한후 팰릿을 건조시켜 TE 완충용액 (10mM Tris-HCl, 1mM EDTA)로 

재부유시킨 후 PCR과정에 사용하였다.

추출된 DNA를 160배 희석하여 260nm와 280nm에서 측정하여 추출된 DNA의 

농도를 확인하였다. 16S rDNA 유전자를 증폭하기 위하여 진정세균에 특이적

으로 부착하는 프라이머인 27F  (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3')와 
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1492R(5'-GGYTACCTTGTTACGACTT-3')를 사용하였다 [2, 16]. PCR 반응 조건

은 95℃에서 5분간 초기열처리를 한 후 95℃에서 45초, 55℃에서 30초, 72℃에

서 30초씩 25회 반복하고 마지막에는 72℃에서 10분간 처리하였고 증폭된 반

응물은 1.0% 아가로스 겔에서 전기영동하여 확인하였다. PCR증폭은 Perkin 

Elmer사의 GeneAmp PCR System 2400을 사용하였다. Microcosm실험한 실험구

와 순수분리균주에서 추출된 DNA의 16S rDNA를 증폭한 샘플로부터 PCR을 

실시한 후 DGGE분석을 수행하였다. 대부분의 진정세균에 특이적으로 부착하

며 40bp의 GC clamp가 포함된 341F-GC (5'-CCTACGGGAGGCAGCAG) [2, 16]

와 진정세균, 고세균 그리고 진핵세균에 특이적으로 부착하는 518R 

(5'-ATTACCGCGGCTGCTGG)을 사용하였다. PCR증폭은 MJ Reserch사의 

MinicyclerTM
를 사용하였다. PCR 반응 혼합물의 조성은 Taq buffer (10×) 2.5

㎕, MgCl2  (25mM) 2.5㎕, dNTPmix (40mM) 1.0㎕, 20pmole 341F-GC primer, 

20pmole 518R primer, 1.25unit Taq polymerase, 16S rDNA 증폭을 위한 PCR 산

물 2.0㎕를 첨가하였다. 그리고 비특이적 부착을 최소화하기 위해서 annealing 

온도를 최적온도보다 높은 65℃에서 시작하고 매 cycle마다 1℃씩 감소하도록 

설정하였다 [2, 16]. PCR 반응 조건은 95℃에서 5분간 초기열처리를 한 후 9

5℃에서 45초, 55℃에서 30초, 72℃에서 30초씩 25회 반복하고 마지막에는 7

2℃에서 10분간 처리하였고 증폭된 반응물은 1.2% 아가로스 겔에서 전기영동

하여 확인하였다. 사용된 폴리아크릴아마이드 겔의 크기는 20㎝×16㎝, 두께는 

1mm였으며 60% (w/v) 폴리아크릴아마이드 겔 (37.0 : 1 = acrylamide : 

bisacrylamide), 우레아와 포름아마이드 변성제가 30∼60%까지 농도구배를 형성

시켰다. 20㎕의 PCR 증폭산물에 2× 겔 로딩다이를 20㎕ 혼합시켜 70V로 9시

간동안 전기영동을 실시하였다. 스테이닝시 에티디움 브로마이드의 농도는 1

㎎/ℓ를 사용하였다.
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Ⅳ. 결과 및 고찰

4.1. Endosulfan 및 PCNB분해균의 분리 및 성장조사

 Endosulfan분해균은  공동연구중인 안동대에서 분리․동정된 Klebsiella 

oxytoca KE-8을 사용하였는데, 안동대에서 실험한 자료에 따르면 Endosulfan을 

유일한 탄소원 및 에너지원으로 이용하는 Klebsiella oxytoca KE-8균주를 

Endosulfan이 포함되어 있는 MSM배지에 6일동안 배양하면서 분해양상을 조사

한 결과 Klebsiella oxytoca KE-8은 549.0㎍/㎖의 Endosulfan을 약 64.0% (최종농

도: 175.4㎍/㎖)를 분해하였으며, 이때 분해율은 58.5/㎖/day였다 [13].  이 때 그

림 4. 1.에 나타낸 것과 같이 Klebsiella oxytoca KE-8이 성장하면서 성장배지의 

pH가  점점 하강하게 되고 성장이 둔화되면 pH가 다시 상승하는 경향을 나타

낸다. 그림 4. 2.의 결과는 유일한 탄소원으로 사용된 Technical-grade 

Endosulfan에 대한 Klebsiella oxytoca KE-8균주의 성장에 따른 이성질체들의 분

해와 총 Endosulfan에 대한 분해도를 나타낸 것으로서 β-endosulfan의 경우 천

천히 좀 더 안정한 α-endosulfan의 형태로 전환되게 된다. α-endosulfan의 분

해가 β-endosulfan에 비하여 총 Endosulfan분해도에 더 많은 영향을 준 것으로 

사료된다. 

 PCNB분해균의 경우 농화배양결과 3균주(PCNB-1, PCNB-2 및 PCNB-3)를 최

종적으로 선발하였다. 그 중에서 균주 PCNb-2가 상대적으로 양호한 성장을 보

였으므로 본 실험에 사용하였다. 그림4. 3.은 PCNB에 대한 PCNB-2의 분해력

을 확인을 위해서 유일한 탄소원으로 PCNB를 주입한 MSM배지에서의 

PCNB-2의 성장을 나타낸 결과로서 접종한지 5일에서 6일후에 급격한 성장을 

나타내었다.
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Fig. 4.1. Temporal change of pH and cell growth during the endosulfan 

degradation by Klebsiella oxytoca KE-8. (■) pH, (◆) cell growth
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Fig. 4.2. Time course of endosulfan and endosulfan isomer degradation by 

Klebsiella oxytoca KE-8. (◆) total endosulfan, (■) α-endosulfan, (▲) β

-endosulfan.



- 24 -

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

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

Days

O
.D

. (
52

5n
m

)

Fig. 4.3. Growth curve of PCNB degrader PCNB-2, which was grown on 

MSM containing PCNB (100ppm) as a sole carbons source
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4.2. Endosulfan 및 PCNB분해균의 동정결과

 PCNB분해균의 동정을 위하여 16S rDNA 파셜 시컨싱을 사용하여 분석한 결

과 그림 4. 4에 나타낸 것과 같이 결정된 염기서열의 개수는 712개였고, 시밀

러티 분석결과가 98.43% 시밀러티를 나타낸 Alcaligenes denitrificans ATCC 

15173T로 동정되었다. 이 동정 결과의 뒷받침을 위해서 효소반응을 보기 위한 

API NE 20 시험을 하고 각 효소에 대한 반응결과를 테이블 4.2에 지방산 조

성분석을 하여 결과를 테이블 4. 3에 나타내었다.  셈을 이용하여 순수배양된 

PCNB-2균주의 형태를 조사한 결과 그림 4. 5에 나타낸 것과 같이 막대형의 

세포임이 밝혀졌고 그램염색실험의 결과로 그램네가티브(Gram-negative) 균주

임을 확인하였다. 공동연구를 진행중인 안동대학교의 자료에 따르면 16S 

rDNA 부분 염기서열분석Endosulfan분해균을 동정한 결과 Klebsiella oxytoca 

ATCC 13182T
와

 
염기서열 유사도가 98.43%가 되는 것으로 나타났다.
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CGGGATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGACTTCGG

TCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATGTATCGGAACGTGC

CCAGTAGCGGGGGATAACTACGCGAAAGCGTAGCTAATACCGCA

TACGCCCTACGGGGGAAAGCAGGGGATCGCAAGACCTTGCACTAT

TGGAGCGGCCGATATCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCTC

ACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTTTGAGAGGACGACCAGCCA

CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG

TGGGGAATTTTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATCCCG

CGTGTGCGATGAANGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGGCAGGA

AAGAAACGTCATGGGCTAATACCCCGTGAAACTGACGGTACCTGC

AGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC

GTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCG

CAGGCGGTTCGGAAAGAAAGATGTGAAATCCCAGAGCTTAACTTT

GGAACTGCATTTTTAACTACCGGGCTAGAGTGTGTCAGAGGGAGG

TGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGGAGGAA

CACCGATGGCGAAGGCACCTCCTGGGATAACACTGACGCT

Fig. 4.4. 16S rDNA partial sequencing of Klebsiella oxytoca KE-8
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Table 4.1. 16S rDNA sequence (712 bp) similarity of the strain PCNB-2 to 

those of various type of cultures

Strain Accession No % Similarity

Alcaligenes denitrificans ATCC 15173T M22509 98.43

Bordetella hinzii LMG 13501T AF177667 96.90

Bordetella bronchiseptica ATCC 19395T U04948 96.88

Bordetella trematum DSM 11334T AJ277798 96.47

Alcaligenes defragrans 65Phen AJ005450 93.50

Alcaligenes faecalis ATCC 8750 T M22508 92.11

Alcaligenes latus IAM 12599 D88007 86.40
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Table 4.2. Physiological characteristics of the strain PCNB-2 based upon API 

NE 20 test

Characteristics Reactions of PCNB-2

Reduction of nitrates to nitrites -

Tryptophan assimilation -

Arginine dihydrolase -

Urease -

Gelatine Hydrolysis -

Glucose assimilation -

Acidification from

  Arabinose -

  Glucose -

  Mannitol -

  N-acetyl-glucosamine -

  Maltose +

  Gluconate +

  Caprate +

  Adipate +

  Malate -

  Citrate +

  Phenyl-acetate +

Cytochrome +



- 29 -

Table 4.3. Profile of cellular fatty acids of the strain PCNB-2 based upon 

MIDI Method1

Fatty acid profile Strain PCNB-2
C12:0 2OH 2.00
C14:0 4.89
C16:1 Iso I/14:0 3OH 7.48
C16:1 w7c/15 Iso 2OH 25.55
C16:0 34.12
C17:0 CYCLO 11.82
C18:1 w7c 8.01
C18:0 1.79

Identification
Alcaligenes xylosoxydans 

(0.714; similarity)

1 Analyzed by using Hewlet-Packard model 6890A gas chromatograph and MIDI 

Aerobe method, Chem Station V. 4.02.
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Fig. 4.5. SEM micrograph of the PCNB degrader PCNB-2
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4.3. Tn 5 mutagenesis결과

 Tn 5 변이균을 찾아내기 위해 지금까지 수천 콜로니들을 스크리닝하였으나, 

현재까지는 Endosulfan에 자라지 않는 변이균을 분리하지 못하였으며 계속 진

행중에 있다.

4.4 천연유기물 첨가 순수배양조건에서의 Endosulfan 및 

PCNB분해균의 성장 

 유일한 탄소원으로 Endosulfan과 PCNB를 사용하여 성장할 수 있는 분리균주

의 성장에 도움을 줄 수 있는 천연기질을 첨가하여 균주의 성장을 촉진시킴으

로써 실험을 실시하였다. 그림 4. 6.은 MSM배지에 Endosulfan 100ppm을 넣은 

대조구와 대조구에 균주만 접종한 실험구인 TR-1, 균주를 접종하고 식물추출

물을 넣어준 TR-2, 균주 접종하고 퇴비추출물을 넣어준 TR-3것과 그 대조구에 

각각 식물추출물과 퇴비추출액을 넣어준 실험구의 O.D.(525nm)를 측정하여 정

리한 결과이다. 실험 결과 각각의 기질을 단독으로 첨가했을 때보다 천연기질

을 첨가했을 때 균주의 성장이 높게 나타났다. 짧은 기간의 실험에서는 식물

추출물 A를 사용하였을 때의 균주 성장률이 월등하나, 장기간의 실험에서는 

식물추출물 A와 퇴비추출물이 균주에 미치는 영향의 차이는 그리 크지 않은 

것으로 나타났다. 
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Fig. 4.6. Effect of natural organic substrates on the growth of Klebsiella 

oxytoca KE-8. ■ endosulfan + plant extract A, ▲ endosulfan + compost 

extract, ◆ endosulfan 
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4.5. 천연유기물 첨가 토양에서의 Endosulfan분해균의 성장

조사 및 Endosulfan 분해효과

 2.0mm의 체를 통과시켜 준비한 토양에 Endosulfan 100ppm과 계면활성제를 

넣어 대조구를 만들고 대조구에 균주를 접종한 TR-1, 균주를 접종하고 천연기

질인 식물추출물을 넣어준 TR-2 그리고, 균주를 접종하고 퇴비추출물을 넣어

준 TR-3를 준비하여 3회 반복처리하고 매주 1회씩 고체배지에 평판도말하여 

Endosulfan분해균의 성장을 조사하였다.  그림 4. 7에 나타난 결과를 보면 실험

초기엔 균주의 성장이 감소하고 둔화되는 것은 균주가 새로운 환경에 적응하

는 시간이라고 사료되며, 천연기질을 사용한 실험구가 사용하지 않은 실험구

에 비해서 성장곡선이 우위를 보인다. 또한, 실험에 사용된 두가지 천연기질에 

대해서 비교해 보면 식물추출물 A가 퇴비추출물과 비교했을 때 균주의 성장

에 좀 더 효율적인 것을 알 수 있다. 그림 4. 8에 토양 Microcosm을 9주동안 

배양한 후 대조구와 실험구에 남아있는 Endosulfan을 추출하여 남은 농도를 비

교하였더니 Control의 경우는 50.17ppm, TR-1은 36.65ppm, TR-2는 35.16ppm, 

TR-3은 25.38ppm의 수치를 나타내었다. 이것을 바탕으로 그림 4. 9에 남은 양

을 %로 변환했더니 Endosulfan의 남은 양은 각각 TR-1이 73.1%, TR-2가 

70.1%, TR-3가 50.6%의 수치를 나타내었다. 이 수치는 그림 4. 7에 나타난 성

장곡선과 비교했을 때 endosulfan의 제거는 분해균주의 성장에 기여한 것으로 

판단된다.  
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Fig. 4.7. Viable count of Klebsiella oxytoca KE-8 population in the soil 

microcosm undergoing endosulfan degradation. Control (soil 100g+Endosuflan 

100ppm), TR-1 (control+Klebsiella oxytoca KE-8), TR-2 (TR-1+plant extract 

A), TR-3 (TR-1+compost extract)
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Fig 4.8. Endosulfan degradation by Klebsiella oxytoca KE-8  in the soil 
microcosm treated with natural substrates. Decreased residual Endosulfan 
concentration may indicate its degration facilitated by the added substrate. 
Control(soil 100g+Endosuflan 100ppm), TR-1 (control+Klebsiella oxytoca KE-8), 
TR-2 (TR-1+plant extract A), TR-3 (TR-1+compost extract)
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Fig 4.9. Percentage of Endosulfan remaining in the soil microcosm undergoing 

Endosulfan degradation by Klebsiella oxytoca KE-8. Control (Soil 

100g+Endosuflan 100ppm), TR-1 (control+Klebsiella oxytoca KE-8), TR-2 

(TR-1+plant extract A), TR-3 (TR-1+compost extract)
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또한 분해균주의 추적을 위해 Endosulfan과 PCNB의 순수균주와 Endosulfan균

주를 접종하여 실시한 토양 Microcosm실험구에서 DNA를 추출하여 

PCR-DGGE를 수행하였다. 그림 4. 10.은 토양 Microcosm실험구에서 DNA추출

키트를 이용하여 DNA를 추출한 것과 순수배양에서 직접 DNA를 추출한 결과

를 나타낸 것으로 Lane 2는 토양 100g에 Endosulfan 100ppm과 계면활성제를 

넣고 균주를 접종한 실험구에서의 DNA추출결과이고, Lane 3는 Lane 2와 동일

조건에 천연기질인 식물추출물 A를 첨가한 실험구에서의 DNA추출결과이고, 

Lane 4는 Lane 2와 동일조건에 퇴비추출물을 첨가한 실험구에서의 DNA추출

결과이고, Lane 5는 순수배양된 균주에서 추출된 DNA추출결과이다. 토양의 

경우 배양미생물시료와는 다르게 DNA추출과정에서의 손상이 많은 편이고 

PCR증폭과정을 방해하는 물질들의 존재가 많기 때문에 이것들의 제거를 위한 

정제과정이 필요하다. 정제가 올바로 되었는지는 PCR결과의 형성으로 확인하

였다. 그림 4. 11.은 이렇게 추출된 DNA를 341F (40GC-clamp) 

(5'-CCTACGGGAGGCAGCAG), 518R (5'-ATTACCGCGGCTGCTGG) 프라이머를 

이용하여 증폭한 결과를 나타내었다. 이렇게 증폭된 PCR산물을 샘플로 하여 

DGGE분석을 실시하여 전기영동 결과를 그림 4. 12.에 나타내었다.  

PCR-DGGE를 실시한 결과 순수균주에서 추출한 결과와 실험구에서 추출한 결

과가 동일하였으나, DGGE결과에 나타난 밴드의 수가 많았기 때문에 나타난 3

개의 밴드를 elution하여 유전자를 분석하고 그 염기서열을 사용하여 BLAST를 

통해 분석한 결과 나타났던 밴드는 모두 Klebsiella oxytoca KE-8의 서열로 밝

혀졌다.
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1 2 3 4 51 2 3 4 5

Fig. 4.10. Direct DNA extraction from soil microcosm undergoing endosulfan 

degradation

Lane 1 ; 1Kb maker

Lane 2 ; DNA extracted from microcosm TR-1 sample

Lane 3 ; DNA extracted from microcosm TR-2 sample

Lane 4 ; DNA extracted from microcosm TR-3 sample

Lane 5 ; DNA extracted from Klebsiella oxytoca KE-8 (pure culture)
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Fig. 4.11. 16S rDNA amplification from V3 region of DNA extracted from 

soil microcosms and pure cultures using primers 341F (40bp GC-clamp) and 

518R.

    Lane 1 ; 100bp maker

    Lane 2 ; amplified DNA from microcosm TR-1

    Lane 3 ; amplified DNA from microcosm TR-2

    Lane 4 ; amplified DNA from microcosm TR-3

    Lane 5 ; amplified DNA from pure culture

            PCR (Klebsiella oxytoca KE-8)

    Lane 6 ; amplified DNA from pure culture 

            PCR (Alcaligenes denitrificans PCNB-2)
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Fig. 4.12. PCR-DGGE analysis of V3 region of the 16S rDNA from soil 

samples and pure cultures

   Lane 1 ; DNA from pure culture (Klebsiella oxytoca KE-8)

   Lane 2 ; DNA  extracted from soil microcosm TR-3 

           (compost extract added)

   Lane 3 ; DNA  extracted from soil microcosm TR-2 

           (plant extract A added)

   Lane 4 ; DNA  extracted from soil microcosm TR-1

            (No addition of natural substrate)

   Lane 5 ; DNA from culture (Alcaligenes denitrificans PCNB-2)

   Lane 6 ; DNA from pure culture (Klebsiella oxytoca KE-8)
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Band 1

341F

TGAAGAAGGCCTTCGGGTTGAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAA

GGTTAATAACCTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGCTAACTCC

GTGCCAGCAGCAGCCGCGGTAATA 

518R

GGCAAGGTTATTAACCTTACTCCCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACC

CGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGT

GCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGA 

Band 2

341F

CNGNGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGA

AGGGAGTAAGGTTAATAACCTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCAC

CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCAGCCGCGGTAATAA 

518R

AGGNAAGGTTATTAACCTTACTCCCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAAC

CCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTG

TGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGA

Fig. 4.13. Sequence identification of DGGE bands amplified from total DNA 

in soil microcosms undergoing endosulfan degradation

Band 3

341F

NGCTNGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGG
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AAGGCGATAAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCA

CCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCAGCCGCGGTAATA 

518R

GATNGCAAGGTTATTAACCTTATCGCCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACA

ACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCAT

TGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGA

Fig. 4.13. Sequence identification of DGGE bands amplified from total DNA 

in soil microcosms undergoing endosulfan degradation (continued)



- 43 -

Ⅴ. 결론

 본 연구에서는 유기염소계 농약을 분해할 수 있는 미생물의 토양에서의 군집

구조를 분석하고 토양조건에서 천연유기물을 첨가함으로써 Endosulfan과 

PCNB의 분해촉진에 어떤 영향을 미칠 수 있는가에 관한 실험을 수행하여 다

음과 같은 결론을 얻을 수 있었다.

1. 본 연구에서는 PCNB분해균으로서  Alcaligenes denitrificans PCNB-2를 토양

에서 분리․동정하였다.

2. 최종 선발된 Endosulfan분해균주인 Klebsiella oxytoca KE-8과 PCNB분해균주

인 Alcaligenes denitrificans PCNB-2를 이용하여 성장실험을 실시한 결과 

Endosulfan과 PCNB성장이 천연기질인 plant extract A 및 퇴비추출물을 사용한 

경우 성장의 상승효과가 나타났다.

3. Endosulfan의 분해가 이루어지는 토양 Microcosm실험에 있어서 추출된 총 

토양 DNA로부터 PCR-DGGE과정을 거친 후 DGGE 패턴상의 밴드로부터 직접 

DNA를 회수한 후 염기서열을 확인함으로써 미생물군집구조 결정을 매우 효

과적으로 수행할 수 있었다.
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