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Agarases are classified into α-agarase and β-agarase that produce agarooligosaccharides and neo-
agarooligosaccharides, respectively. Neoagarooligosaccharides have whitening effect of skin, delay of 
starch degradation, and inhibition of bacterial growth etc. Hence, the object of this study was to iso-
late a novel agarase producing marine bacterium and characterization of its β-agarase. A novel 
agar-degrading bacterium was isolated from seashore of Namhae at Gyeongnamprovine, Korea and 
purely cultured with Marine agar 2216 media. The isolated bacterium was identified as Simiduia sp. 
SH-4 after 16S rRNA gene sequencing. The enzymatic sample was obtained from culture media of 
Simiduia sp. SH-4. Enzymatic activity was highly increased from 20(30% relative activity) to 30℃
(100%) and decreased from 30 to 40℃(75%) and so more. Relative activity was 100% at pH 6 while 
those were about 91% and 59% at pH 5.0 and 7.0, respectively, meaning the enzyme possesses narrow 
optimal pH range. Hence, the enzyme exhibited the maximal activity with 120.4 units/l at pH 6.0 and 
30℃ in 20 mM Tris-HCl buffer. Thin layer chromatography (TLC) analysis showed that Simiduia sp. 
SH-4 produces β-agarase, which hydrolyze agarose to produce biofunctional neoagarooligosaccharides 
such as neoagarotetraose and neoagarobiose. Hence, broad applications would be possible using 
Simiduia sp. SH-4 and its enzyme in the food industry, cosmetics and medical fields.
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서   론

Agaropectin과 agarose로 구성되어 있는 다당류인 한천

(agar)은 홍조류의 세포벽성분으로 3,6-anhydro α-L-gal-

actopyranose와 β-D-galactose의 중합체이다[3, 19]. 한천은 오

래 전부터 젤리, 아이스크림 등 식품공업에 사용되어 왔으며 

사람의 소화효소로는 분해되지 않아 다이어트 식품으로도 널

리 이용되고 있다. 또한 agaropectin 등의 성분을 제거하고 순

수정제한 agarose는 비전하를 띄는 낮은 융점의 물질로 미생

물 배지 및 전기영동의 매체로 분자생물학 실험에 이용되고 

있으며, 의약품, 화장품 등의 소재로 이용되고 있다[12, 18].

올리고당(oligosaccharides)은 2-10개의 당이 glycoside결합

으로 탈수축합된 소당류로서, 기존당류의 과다섭취에 의해 충

치, 비만, 성인병 발생의 문제점이 제기되자, 이를 예방하기 

위한 대체 감미료로 주목받기 시작했다[7, 13].

과거에는 기능성 올리고당을 생산하기 위해 산가수분해법

을 이용하였으나 특정한 올리고당을 생산하는데 있어 안정성

과 기능성이 떨어지는 문제가 있었다[6]. 하지만 효소를 이용

한 생산법은 특정한 올리고당을 생산할 수 있으며, 이렇게 생

산된 올리고당은 고부가가치 천연감미료로 사용되고, 장내의 

비피더스균을 증식시켜 주는 등 다양한 기능성을 가지기 때문

에 새로운 소재로 각광받고 있다[17, 20]. 따라서 많은 연구진

들이 한천분해효소를 생산하는 균주를 찾기 위해 많은 노력을 

기울이고 있어 Agarivorans 속[10, 16], Bacillus 속[22], Cellvi-

brio 속[1], Flammeovirga 속[4], Glaciecola 속[12, 17], Microbulbi-

fer 속[8], Pseudoalteromonas 속[18, 23], Saccharophagus 속[14], 

Sphingomonas 속[6], Thalassomonas 속[11], Vibrio 속[15, 21], 

Zobellia 속[20] 세균 등이 보고되어 있다.  또한 효소 유전자의 

연구 및 agarose로부터 생성되는 물질의 생화학적 특성을 밝

히는 연구가 활발하게 진행되고 있다[1].

한천분해효소는 분해하는 형태에 따라 α-agarase와 β- 

agarase로 분류된다[23]. α-agarase는 한천 다당류의 α-1,3 결

합을 절단하여 한천올리고당(agarooligosaccharides)을 생산

하고[4], β-agarase는 β-1,4 결합을 절단하여 네오한천올리고

당(neoagarooligosaccharides)을 생산한다[13]. 특히 β-agarase

에 의해 생산된 네오한천올리고당에 대해서는 세균성장 억제, 

전분노화 방지, 대식세포 활성화, 미백효과, 보습효과, pre-

biotics, 바이오 에탄올 생산, 화장품, 식품 및 시약을 포함하는 

등의 많은 연구가 수행되어왔다. 네오한천올리고당은 유용한 

기능을 가지고 있어 이들을 활용하여 부가가치가 높은 다양한 

제품을 생산할 수 있을 것이라 기대할 수 있다[5, 9, 12, 14]. 
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본 연구에서는 국내 연안의 해수에서 한천분해효소를 생산

하는 해양세균 Simiduia sp. SH-4를 분리하여 동정하였고, 이 

해양세균의 성장 및 한천분해효소의 최적조건 등을 검토하였

다.

재료 및 방법

한천분해 균주의 분리 및 동정

경상남도 남해군 미조면 연안의 해수를 멸균수로 희석하여 

시료액을 제조한 후 해양세균 분리 및 증균용 배지인 Marine 

broth 2216 (Difco, Detroit, USA) 배지에 한천을 첨가한 

Marine agar 2216 배지에 도말하여 30℃에서 배양하였다. 배

양 후 한천분해활성에 의해 Marine agar 2216 배지를 함몰시

키는 SH-4 균주를 3차례이상 순수분리하여 선발하였다. 순수

분리한 균주를 Marine broth 배지 4 ml에 접종한 후 진탕배양

기를 이용하여 30℃, 250 rpm에서 1일 배양한 후 원심분리

(3,000× g, 4℃, 15 min)하여 균체를 회수하였다. 균체로부터 

Wizard Genomic DNA isolation Kit (Promega, Madison, WI, 

USA)를 사용하여 genomic DNA를 획득하고, 이를 16S rDNA 

단편을 증폭하기 위한 PCR 반응의 주형으로 사용하였다. PCR 

primer로는 27F [5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’ 

(M=C/A)]와 1492R [5’-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT 

T-3’ (Y=C/T)]를 사용하였으며, 증폭된 DNA 단편은 PCR/ 

Gel Combo Kit (NucleoGen, Siheung, Korea)로 정제하였다. 

DNA 염기서열 분석은 Cosmogenetech (Seoul, Korea)에서 수

행하였다. 분석된 염기서열은 BLAST를 사용하여 보고된 균주

들과 유사도를 검토하였으며, Clustal 프로그램(ClustalW2)을 

이용하여 다중염기배열(multiple alignment)을 수행한 후 

neighbor-joining method로 계통분류학적 위치를 파악하였고 

bootstrap method (n=1,000)로 타당성을 확인하였다.

배양시간에 따른 균주의 생장과 한천분해효소 활성 측정

Marine broth 배지 100 ml에 0.2% agar를 첨가하여 6일 동

안 배양하면서 12시간마다 배양액을 채취하여 균주의 생장 

및 한천분해효소활성을 측정하였다. 

한천분해 균주의 생육 및 조효소액의 제조

Marine broth 2216 배지 4 ml가 들어있는 시험관에 순수분

리한 균주를 접종한 후 진탕배양기를 이용하여 30℃, 250 rpm

에서 1일간 배양하고, 0.2%(w/v) 한천을 포함하는 Marine 

broth 배지 100 ml에 계대배양하여 3일간 진탕배양 하였다. 

배양 후 배양액을 원심분리(3,000× g, 4℃, 15 min)하여 획득한 

상층액에서 순수한 조효소액만을 획득하기 위하여 SnakeSkin 

Dialysis tubing (Thermo Scientific, USA)에 넣은 후 20 mM 

Tris-HCl (pH 7.0) 900 ml를 첨가하고, 4℃인 냉장실에서 3회 

투석을 실시하였다. 투석을 통해 측정에 영향을 줄 수 있는 

상층액 속의 한천분해산물 등을 제거하였다. 투석은 2시간마

다 20 mM Tris-HCl (pH 7.0)를 교환하는 것을 2번 반복한 

후, 3회에는 12시간 이상 투석을 수행하였다. 투석이 완료된 

조효소액은 membrane filter (0.45 µm, Millipore, USA)를 통

과시킨 후 사용할 때까지 냉장보관하였다.

효소활성 측정

Agarase 활성은 반응산물인 환원당을 측정하는 DNS법으

로 측정하였다. 조효소 반응액 1 ml에 DNS 시약(NaOH 13.2 

g, 3,5-dinitrosalicylic acid 7.07 g, sodium sulfate 5.53 g, po-

tassium sodium tartrate 204 g, phenol 5.07 g /D.W. 1 l) 3 

ml을 첨가하여 100℃에서 10분간 가열한 후 분광광도계(X-ma 

3000, Human Corporation, Korea)를 이용하여 550 nm의 파

장에서 흡광도를 측정하였다. 표준적정곡선으로 D-galactose

를 사용하여 작성하였고, 1분당 1 µmol의 galactose를 생산해

내는 한천분해 효소의 양을 1 unit (U)로 정의하였다.

반응온도에 따른 한천분해 효소의 활성측정

온도에 따른 한천분해효소의 활성을 측정한 후 비교하기 

위해서 기질용액으로 0.2% agarose (w/v)가 포함된 20 mM 

Tris-HCl (pH 6.0) 완충용액을 이용하였다. 기질용액을 중탕가

열한 후 20-70℃의 온도별로 냉각하였다. 기질용액 1 ml에 조

효소액 0.5 ml을 첨가하여 각 온도에서 30분간 반응시킨 후 

효소활성을 측정하였다.

pH에 따른 한천분해 효소의 활성측정

pH에 따른 한천분해 효소의 활성을 축정하기 위해서 0.2% 

agarose (w/v)가 포함된 20 mM sodium acetate 완충용액(pH 

4.0-5.0), 20 mM Tris-HCl 완충용액(pH 5.0-8.0), 20 mM GTA 

(3,3-dimethyl-glutamic acid, Tris (hydroxymethyl)- amino-

methane, 2-amino-2-methyl-1,3-propanediol) 완충용액(pH 

8.0-9.0)을 이용하였다. 기질이 함유된 완충용액을 중탕가열한 

후 30℃까지 냉각하고 항온수조를 이용하여 온도를 유지하면

서 완충용액 1 ml에 조효소액 0.5 ml를 첨가하여 30분간 반응

시킨 후 효소활성을 측정하였다.

한천분해 효소의 열안정성 측정

열처리에 따른 효소의 열안정성을 측정하기 위해서 0.2% 

agarose (w/v)가 포함된 20 mM Tris-HCl (pH 6.0) 완충용액

을 이용하였다. 조효소액 0.5 ml를 20℃, 30℃, 40℃, 50℃, 60 

℃, 70℃에서 0.5시간, 1시간, 1.5시간, 2시간 열처리한 후 기질

용액 1 ml를 첨가하여 30분간 반응시켰다. 측정된 효소활성은 

열처리전의 효소활성과 비교하였다.

한천 가수분해산물의 TLC (Thin Layer Chromatogra-

phy) 분석
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Fig. 1. Agar degrading activity of the isolated bacterium SH-4 

on a Marine agar 2216 medium. Bright region represents 

the degradation of agar.

Fig. 2. Phylogenetic tree based on almost complete 16S rDNA sequence comparing isolated Simiduia sp. SH-4 strain with other 

bacteria. The numbers at the branch node are percentages of bootstrap values (n=1,000) and numbers in parenthesis are 

numbers in GenBank.

한천 분해산물을 TLC로 분석하기 위해서 0.2% agarose 

(w/v)가 포함된 20 mM Tris-HCl (pH 6.0) 완충용액을 이용하

였다. 완충용액을 중탕가열한 후 30℃까지 냉각하고 완충용액 

1 ml에 조효소액 0.5 ml를 첨가하여 0, 0.25, 1, 6, 12, 24시간 

반응시킨 후, Silica Gel 60 TLC plate (Merck, Darmstadt, 

Germany)로 분석을 행하였다. 전개용매로 n-Butanol/acetic 

acid/H2O [2/1/1(v/v/v)]를 이용하였고, 10%(v/v) H2SO4로 

가시화시켰다. 표준물질로는 D-galactose (Sigma) 및 neo-

agarooligosaccharides [10]를 사용하였다. TLC에 나타난 spot

은 Image J 1.44o (Wayne Rasband, Bethesda, USA) 프로그램

을 사용하여 분석하였으며, 이를 통해 가수분해산물의 농도를 

측정하였다.

결과 및 고찰

한천분해균주의 분리 및 동정

해수 시료를 Marine agar 2216 배지에 도말하여 한천분해 

활성이 우수한 균주를 선발하였다. 함몰이 일어난 부위의 균

을 멸균된 백금이를 이용하여 Marine agar 2216 배지에 분리

하는 것을 3차례 이상 수행하여 균주를 순수분리하였다. 분리

한 SH-4 균주는 0.2%(w/v)의 agar를 포함하는 Marine broth 

2216 배지에 접종하여 30℃, 250 rpm에서 3일간 진탕 배양한 

후 DNS법을 이용하여 한천분해 활성을 측정하였다. 분리한 

SH-4 균주가 나타내는 한천분해 양상을 Fig. 1에 나타내었다. 

분리된 한천분해균 SH-4 균주의 16S rDNA 염기서열 분석결

과 1,465 bp의 염기서열을 얻었고, BLAST 탐색으로 Simiduia 

areninigrae M2-5, Simiduia sp. KLE1111 및 Simiduia aestuar-

iiviva J-MY2와 99%의 높은 상동성을 나타냈으므로, 분리균주

를 Simiduia sp. SH-4으로 명명하였다. 본 연구와 GenBank에

서 획득한 16S rDNA 염기서열을 neighbor-joining method와 

bootstrap method (n=1,000)로 분석하여 나타난 본 연구 균주

의 계통분류학적 위치를 Fig. 2에 나타냈다.

균주의 생장에 따른 한천분해효소의 활성 

Marine broth 배지 100 ml에 0.2% agar를 첨가하여 시간에 

따른 균주의 생장 및 한천분해효소의 활성을 Fig. 3에 나타냈

다. 균주 접종 후 12시간까지의 흡광도 변화가 크게 나타났으
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Fig. 3. Cell growth and agarase activity of Simiduia sp. SH-4 

(■ agarase activity [units/l], □ cell growth [OD600]).

Fig. 4. Effect of reaction temperature on agarase activity. The 

reaction was carried out at 20, 30, 40, 50, 60 and 70℃ 

with 1 ml of 20 mM Tris-HCl (pH 6.0) buffer containing 

0.2% agar and 0.5 ml of enzyme solution for 30 min.

Fig. 5. Effect of pH on agarase activity. (■ 20 mM sodium ace-

tate, pH 3.0-5.0; ∆ 20 mM Tris-HCl, pH 5.0-8.0; ● 20mM 

GTA, pH 8.0-9.0). The reactions were carried out at 30℃ 

in 1 ml of corresponding buffer containing 0.2% agar and 

0.5 ml of enzyme solution for 30 min.

며, 72시간에서 균주의 생장이 정지기에 도달하였고, 그 이후 

생장율이 감소하였다. 한천분해효소의 활성은 균주의 정지기

인 84시간에 최고치를 나타내었으며, 96시간부터 감소되었다. 

한천을 첨가한 경우보다 낮지만 Simiduia sp. SH-4 균주는 한

천을 첨가하지 않아도 한천분해활성을 보였다(자료미제출). 

따라서 Simiduia sp. SH-4 균주의 한천분해효소는 한천유무와 

상관없이 발현되는 구성성(constitutive) 효소일 가능성도 있

는 것으로 사료되었다. 따라서 이후의 연구에서는 균주를 84

시간까지 배양시킨 후 효소활성 측정에 이용하였다. 

온도변화에 따른 한천분해효소의 활성

각 온도에서 나타난 Simiduia sp. SH-4 유래 한천분해효소

의 활성을 Fig. 4에 나타냈다. 20 mM Tris-HCl (pH 6.0)을 완충

용액으로 사용하였을 때 30℃에서 최고의 활성이 나타났다. 

30℃ 반응온도에서 나타난 효소활성을 100%로 나타냈을 때 

40℃에서 75%, 50℃에서 48%, 60℃에서 13%의 상대활성을 

나타냈다(Fig. 4). 이러한 결과로 Simiduia sp. SH-4가 생산하는 

한천분해효소는 40-50℃에서도 높은 상대활성을 나타내므로, 

비교적 고온에서도 활성이 높은 효소라는 것을 알 수 있었다. 

균주에 따른 온도별 최적활성은 Glaciecola sp. SL-12 [12]는 3

0℃, Thalassomonas sp. SL-5 [11]는 40℃로 다양한 최적 온도가 

보고되어 있다. 또한, 한천분해활성의 강도에 있어서도 Simi-

duia sp. SH-4 유래 한천분해효소의 최고활성이 120.4 U/l였

다.

pH에 따른 한천분해효소의 활성

각 pH에서 Simiduia sp. SH-4 유래 한천분해효소의 활성을 

Fig. 5에 나타냈다. 20 mM Tris-HCl (pH 6.0)을 완충용액으로 

사용하였을 때 최고의 한천분해 활성을 나타냈다. 한천분해 

활성은 pH 5.0에서 90% 이상 상대활성을 나타내었으며 pH 

7.0, 8.0, 9.0에서도 50% 이상의 상대활성을 나타내었다. 균주

에 따른 한천분해효소의 최적 pH는 Agarivorans sp. JA-1 [19]

과 Vibrio sp. JT0107 [21]의 경우 pH 8.0, Bacillus sp. MK03 

[22]의 경우 pH 7.8, Pseudomonas sp. PT-5 [23]는 pH 8.5, 

Agarivorans sp. AG17 [16]은 pH 5.5로 균주에 따라 다양한 

최적 pH가 보고되어 있다. Simiduia sp. SH-4 균주의 한천분해

효소는 pH 5.0에서 최적활성의 90% 이상의 효율을 보여 추후 

연구를 통하여 한천올리고당의 생산에 산가수분해법과의 결

합도 가능할 수 있으며 중화에 필요한 염기성물질의 소모를 

줄일 수도 있을 것으로 판단되었다.

열처리에 따른 한천분해효소의 활성

각 온도에서 열처리한 Simiduia sp. SH-4 유래 한천분해효

소의 열안정성을 Fig. 6에 나타냈다. 20℃와 30℃에서 조효소

액을 0.5, 1, 1.5 시간으로 열처리를 하였을 때 열처리를 하지 

않은 효소에 비해 80% 이상의 상대활성을 유지하였다. 하지만 

40℃ 이상의 온도에서는 0.5시간의 열처리하면 활성을 거의 

잃어버렸다. 따라서 Simiduia sp. SH-4는 내열성을 가지고 있
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Fig. 6. Heat stability of agarase activity. The enzyme solution 

was pre-incubated at 20, 30, 40, 50, 60 and 70℃ for 0, 

0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 hr. The reactions were then carried 

out at 30℃ in 1 ml of 20 mM Tris-HCl (pH 6.0) buffer 

containing 0.2% agar and 0.5 ml of heat-treated enzyme 

solution for 30 min.

Fig. 7. TLC analysis of the hydrolyzed products of agarose by 

the agarase. The reactions were carried out at 30℃ in 

20 mM Tris-HCl (pH 6.0) buffer containing 0.2% agar 

and 0.5 ml of enzyme solution for 0, 0.25, 1, 6, 12 and 

24 hr. The reaction mixtures were developed by TLC. 

(G, D-galactose; NA, neoagarooligosaccharides; NA2, 

neoagarobiose; NA4, neoagarotetraose; NA6, neo-

agarohexaose).

지 않다고 판단된다. 

한천가수분해산물의 TLC분석

Simiduia sp. SH-4 균주를 84시간 배양하여 제조된 조효소

액을 시간별로 반응시킨 후 TLC로 분석한 결과를 Fig. 7에 

나타냈다. 한천을 기질로 사용하면 β-agarase는 neo-

agarohexaose, neoagarotetraose 및 neoagarobiose를 생성할 

수 있으며, α-agarase는 agaropentose 및 agarotriose를 생성할 

수 있다고 보고되어 있으며, TLC로 확인할 수 있다[4, 8, 16]. 

각 반응 시간대에서 가수분해산물의 합을 100%으로 하였을 

때 반응 시간대 별로 가수분해산물의 종류와 그 비율을 분석

한 결과, 반응 1시간까지는 분해산물이 명확하게 보이지 않았

고, 반응 6시간에는 neoagarotetraose (70.6%)와 neo-

agarobiose (29.4%)가 생산되었다. 반응 12시간에는 neo-

agarotetraose (61.7%)의 농도가 감소되고 neoagarobiose 

(38.3%)의 농도가 증가되었으며, 이후 24시간에는 neo-

agarobiose의 생산량이 증가되어 39.4%로 나타났다. Simiduia 

sp. SH-4 균주의 한천분해효소를 TLC 분석한 결과, neo-

agarotetraose와 neoagarobiose가 생산되었으므로 β-1, 4 결합

을 절단하는 β-agarase로 판단되었다. β-agarase에 의해 생산

되는 neoagarobiose 등의 neoagarooligosaccharide는 세포독

성이 없는 피부 미백활성과 항산화 효과 등이 보고되어 있으

므로[11, 16], 기능성 소재로서의 가능성이 높다고 할 수 있다. 

본 연구에서 확보한 Simiduia sp. SH-4의 β-agarase는 보고되

어 있는 타 균주의 β-agarase와 달리 약산성에서 활성이 좋다. 

따라서 배양조건을 최적화하고, cloning을 통하여 Simiduia sp. 

SH-4가 생산하는 β-agarase의 최적온도 혹은 내열성을 증진

시킨 후 대량생산한다면 neoagarooligosaccharide의 산업적 

생산에 유용하게 사용할 수 있을 것으로 기대된다. β-agarase

는 아미노산 서열의 차이와 산물의 종류에 따라 GH 

(glycoside hydrolase) -16, -50, -86, 그리고 -118로 나누며 세포

내 효소와 세포외 효소로 나눌 수 있다 [13]. 현재 파악한 최적 

pH, 최적 온도, 주산물 외에 추가적 연구로 아미노산 서열의 

파악 등을 통해 보다 심층적 비교가 가능할 것이다.
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초록：분리된 Simiduia sp. SH-4가 생산하는 β-agarase의 특성조사 

김재덕1․이솔지2․조정권2․이동근1,2․이상현1,2*

(1신라대학교 제약공학과, 2신라대학교 일반대학원 바이오과학과)

경상남도 남해군 미조면 연안으로부터 채취한 해수를 Marine agar 2216 배지에 도말하여 한천분해활성을 보이

는 SH-4 균주를 분리하였다. 선택된 SH-4 균주는 16S rDNA 염기서열분석을 통해 Simiduia sp. SH-4로 명명하였

다. Simiduia sp. SH-4 균주의 배양액으로부터 한천분해효소를 획득하여 한천분해활성을 측정하였다. 한천분해활

성의 강도에 있어서 Simiduia sp. SH-4 유래 한천분해효소의 최고활성은 120.4 U/l로 나타났다. 한천분해활성은 

30℃에서 최고치를 나타내었으며, 30℃에서의 활성을 100%로 하였을 때 20℃에서 30%, 40℃에서 75%의 상대활성

을 나타내었다. 최적 pH는 pH 6.0으로 pH 6.0의 활성을 100%로 하였을 때 pH 5.0과 pH 7.0에서 각각 91%와 

59%의 상대활성을 나타내었다. TLC 분석 결과, Simiduia sp. SH-4는 neoagarotetraose 및 neoagarobiose 등의 ne-

oagarooligosaccharides를 생성하는 것으로 보아 β-agarase를 생산하는 균주로 확인되었다. 따라서 Simiduia sp. 

SH-4균주와 이 균주가 생산하는 β-agarase는 식품, 화장품, 의약품 산업에서 기능성소재 생산자로서 유용하게 활

용할 수 있을 것으로 기대된다. 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


