
The Korean Journal of Microbiology (2010) Vol. 46, No. 4, pp. 346-351
Copyright ⓒ 2010, The Microbiological Society of Korea

원유로 오염된 지역으로부터 분리한 생물계면활성제 
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조수희·오계헌*

순천향대학교 생명공학과

Characterization of the Biosurfactant-Producing Bacterium, 

Pseudoalteromonas sp. HK-3 Isolated from the Crude-Oil 

Contaminated Areas

Su-Hee Cho and Kye-Heon Oh*

Department of Biotechnology, Soonchunhyang University, Asan 336-600, Republic of Korea

(Received December 3, 2010/Accepted December 20, 2010)

The purpose of this work was to investigate the characteristics of a biosurfactant-producing bacterium 

isolated from crude-oil contaminated soils. During the incubation of strain HK-3 with 1% crude-oil, 

bacterial growth pattern, the amount of biosurfactant production, and pH changes were monitored. In 

order to examine the effect of supplemented carbons on the production of biosurfactant, cultivation of 

HK-3 cells in BH media with different carbons (e.g. glucose, dextrose, mannitol, citrate, or acetate) 

revealed that the production of biosurfactant reached the maximal level at the 72 h incubation with 

mannitol, which the area of clear zone was measured to approximately 7.64 cm2. Identification test 

using the BIOLOG system, morphology study based on scanning electron microscopy and the 16S 

rRNA sequence-based phylogenetic analysis assigned strain HK-3 to a Pseudoalteromonas species, 

designated as Pseudoalteromonas sp. HK-3 which was registered in GenBank as [FJ477041].
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해양에서의 원유 유출사고는 유조선에 의한 석유수송, 석유

채굴을 위한 시추과정에서, 또는 내륙수로의 선박이나 바지선

(barge)에 의하여 간헐적으로 발생한다. 대규모의 해양원유 유

출사고가 발생한 경우에 해상에서 유회수기 등으로 직접 회수

할 수 있는 원유량은 전체 유출량의 30% 이내에 불과한 것으

로 알려져 있다. 유출된 원유는 자연에서 주로 확산(spreading), 

증발(evaporation), 용해(solubilization), 그리고 잔류물질(residual 

material) 등으로 분획되는데 확산과정에서 원유가 풍속이나 

조류 등에 의하여 물리적으로 희석되어지고 분자량이 작은 탄

화수소 순으로 원유의 약 30-50% 정도가 증발되며, 남은 원유

는 수층으로 용해되어 인근 해역의 오염을 일으키며, 증발과 

용해 과정을 거친 분획은 잔류 물질이 되어 해안에 영향을 미

친다(4).

유출된 원유를 회수하고, 생태계를 복원하기 위하여 다양한 

방법으로 접근이 시도되고 있으며 물리적, 화학적, 생물학적 
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방법이 수반된다(6, 15). 그러나 물리적인방법은 기상조건이나, 

유출정도와 유출된 원유의 성상에 따라 제약이 크고, 소각의 

경우 효과적이지만 비용이 많이 들고 대기 오염을 발생시키며, 

기계적인 방법은 처리 비용이 비싸기 때문에 비경제적이다. 화

학적 방법인 계면활성제와 유화제의 살포는 빠른 시각적 효과

로 원유제거에는 우수하지만, 일시적인 처리방법에 불과하며, 

탄화수소의 탄소수가 많은 벙커 A유 또는 벙커 C유의 경우 유

화제와 섞일 경우 비중이 높아져 해저로 침전되어 유해성분이 

그대로 장시간 잔존하기 때문에 유화제 자체가 갖는 독성과 잔

존 원유의 독성으로 2차 오염을 유발할 수 있다(1, 2). 원유분

해 미생물은 원유를 탄화수소 기질로 사용하여 분해하고, 그 

과정에서 세포 밖으로 계면활성제(surfactant)를 방출하여 원유

에 대한 유화능을 나타내 분해를 촉진시킨다(3, 14). 계면활성

제는 친수성과 소수성의 성질을 모두 가지고 있어 계면의 장력

을 줄이고 물속의 탄화수소를 가용화시켜 세척력과 유화능을 

나타낸다. 계면활성제는 빠른 가시적 효과를 보이기 때문에 과

거에 발생하였던 크고 작은 원유오염 관련 사고에서 널리 사용

된 바 있다. 대표적 원유누출 사고로 알려진 Torrey Canyon호 
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사고에서는 약 1만 톤의 화학적 계면활성제가 사용되었는데 

가시적 효과는 우수하였지만 독성이 강하고 자체적으로 분해

되지 않아 해변 및 연안 생태계에 미치는 독성효과를 크게 증

가시켰다고 보고된 바 있다(9). 이러한 화학적 계면화성제의 

문제점을 극복하기 위하여 최근에는 미생물이 생산하는 생물

계면활성제(biosurfactant)에 대한 연구가 주목을 받고 있다

(19).

생물계면활성제를 생산하는 대표적인 미생물로는 Mycobac-

terium, Nocardia, Corynebacterium, Bacillus, Acinetobacter 

등이 알려져 있다. 생물계면활성제는 화학적 계면활성제에 비

해 독성이 낮아 안전성이 높고, 자체적으로 생분해가 가능하기 

때문에 환경 친화적이며, pH의 영향을 적게 받고, 해수의 염도

에도 크게 영향을 받지 않는다(5, 11, 20, 22). 현재 다양한 세

균에 의해 생산되는 계면활성제는 rhamnolipid, trehalolipid, 

sophorolipid 등의 glycolipid를 포함하여, lipopeptide, lipopro-

tein, phospholipid, fatty acid 등의 성분을 포함하는 것으로 보

고되고 있다(16). Kim 등(12)은 Bacillus 종에서 생산된 생물

계면활성제가 표면장력을 최저 29 mN/m까지 감소시키는 것을 

확인하였다. 특히 Pseudomonas 종의 경우 생물계면활성제 생

산 능력의 우수함이 여러 연구 사례를 통해 보고되었으며, 생

물계면활성제 물질인 rhamnolipid를 생성하는 유전자의 염기서

열은 이미 밝혀진 바 있다(7, 21).

본 연구는 원유에 오염된 지역의 토양시료로부터 분리한 생

물계면활성제 생산균주의 특성을 조사하기 위하여 실시하였다. 

원유 오염지역의 토양시료에서 생물계면활성제 생산 능력이 

우수한 균주인 Pseudoalteromonas sp. HK-3를 분리하여, 탄소

원에 따른 생물계면활성제 생산의 변화와 배양시간에 따른 생

물계면활성제의 생산을 조사하였다. 또한 이 분리세균의 다양

한 생리화학적 특성 및 16S rRNA 염기서열에 근거한 계통수 

분석을 실시하였다.

재료 및 방법

생물계면활성제 생성 균주의 분리 및 동정

충남 태안 원유 오염지역의 토양으로부터 농화배양 기법에 

의하여 생물계면활성제를 생산하는 균주인 HK-3를 분리하였

다. 농화배양에 사용된 Bushnell-Haas (BH) 배지는 탄소원이 

결핍된 배지로 조성은 증류수 1 L당 0.2 g MgSO4․7H2O, 0.02 g 

CaCl2, 1.0 g K2PO4, 1.0 g (NH4)3PO4, 1.0 g KNO3, 0.05 g FeCl3 

이었으며, 여기에 1% 원류를 첨가하여 사용하였다. 250 ml의 

삼각 플라스크에 채취한 토양 5 g을 넣고 0.8 μm membrane 

filter (Advantec Co., Japan)로 여과시킨 해수 100 ml를 넣어 

20°C 진탕 배양기에서 분당 150회의 속도로 1시간 교반시킨 

후 꺼내어 10분 정치시킨 후에 1% 원유가 첨가된 BH 고체배

지에 도말하였다. 도말 후 30일 경과 후에 집락 주위의 커다란 

투명대를 형성하는 균주를 생물계면활성제 생산 우량균주로 

간주하여 선별하였다. 분리세균은 GN2 MicroplateTM Identifi-

cation System (BIOLOG, USA)을 사용하여 동정하였다. 

MicroPlate의 결과는 직접 또는 Biolog MicroStationTM을 사용

하여 확인하였으며, MicroLogTM database software를 통해 동

정하였다.

배양시간에 따른 계면활성제의 측정과 pH의 변화

1% 원유가 첨가된 BH 액체배지 100 ml에 분리 균주를 접

종하고 20°C의 진탕배양기에서 분당 150회의 속도로 배양시킨 

후, 12시간 마다 시료를 채취하고 해수 LB 고체배지에 분리세

균을 도말하여 집락을 계수하고, 생물계면활성제의 생산량, pH

의 변화를 측정하였다. 생물계면활성제의 생산량은 변형된 

orcinol method으로 측정하였다(8, 13). 배양 상등액 200 μl를 

추출하여 1 ml diethyl-ether를 첨가하고 1시간 동안 실온에서 

교반한 후, diethyl-ether만을 선택적으로 분리하고 진공 농축기

(CVE-2000, EYELA, Japan)를 이용하여 건조시켰다. 이 과정

을 두 차례 반복하여 준비된 생물계면활성제에 100 μl 0.05 M 

sodium bicarbonate를 첨가하고 1시간 동안 교반하였다. 19% 

Orcinol이 첨가된 53% 황산 용액을 900 μl씩 첨가한 후, 80°C

에서 30분 동안 가열하고 실온에서 15분 이상 충분히 냉각시

켰다. 시료는 UV/Vis Spectrophotometer (Jenway, UK)를 이

용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. 생성된 생물계면활

성제는 L-rhamnose의 농도를 0에서 50 μg/ml까지 조정하여 

작성한 표준곡선을 토대로 하여 정량을 분석하였다.

부가탄소원에 따른 생물계면활성변화

Glucose, dextrose, mannitol, citrate, 또는 acetate를 BH 액

체무기배지에 부가탄소원으로 각각 2%로 첨가하고 분리 균주 

HK-3를 접종한 후, 20°C 진탕배양기에서 분당 150회의 속도

로 3일 배양하였다. HK-3 배양액은 1%의 원유를 포함하는 

BH 고체평판배지에 10 μl 접종하고 접종한 배지는 20°C 배양

기에서 24시간 동안 배양 후, 생물계면활성제가 생성됨에 따라 

생긴 투명대의 면적을 비교 ·관찰하였다.

분리세균의 생리화학적 특성조사

분리세균의 생리화학적 특성을 조사하기 위하여 인돌(indole) 

생성유무, methyl red-voges proskauer (MR-VP) 시험, 녹말과 

gelatin의 이용 여부, catalase와 oxidase 활성 시험, citrate의 이

용 여부, Klingler iron agar (KIA) 시험, glucose와 lactose의 

이용여부, 리트머스 우유(litmus milk) 시험 등을 실시하였다.

16S rRNA 염기서열의 계통수 분석

분리세균의 계통수(phylogenetic tree)를 작성하기 위하여 

16S rRNA 유전자 PCR을 수행하였다. Genomic DNA Extrac-

tion kit (Intron, Korea)를 이용하여 template로 사용 할 DNA

를 추출한 후, 8F (5′-AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG-

3′)와 1492R (5′-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3′) 
primer를 사용하여 16S rRNA 유전자를 증폭하였다(18). PCR

의 수행조건은 denaturation (94°C, 30초), annealing (60°C, 30

초), extension (72°C, 45초) 단계를 33회 반복한 후, 72°C에서 

5분 동안 배양하였다. PCR에 의하여 증폭된 DNA 단편을 전

기영동 한 다음, Agarose Gel Extract kit (Intron)를 이용하여 
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Fig, 1. Growth of Pseudoalteromonas sp. HK-3 in BH medium 
with 2% mannitol (●), biosurfactant level (▲), and pH (■). 
Biosurfactant levels are expressed as rhamnose equivalent.
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Fig. 2. Effect of supplemented carbon sources on the production of 
biosurfactant in the cultures of Pseudoalteromonas sp. HK-3; (A) 
mannitol, (B) dextrose, (C) glucose, (D) citrate, (E) acetate.

gel 상에서 회수하고, (주)솔젠트에 의뢰하여 염기서열을 결정

하였으며, 이 결과를 GenBank database에 등록하였다.

주사전자현미경에 의한 형태학적 관찰

분리세균을 대수기까지 생장시킨 후, 13,000×g의 속도로 원

심분리하여 균체를 회수하고 10 mM의 phosphate buffer (pH 

7.0)로 3회 세척 후, 균체를 1% OSO4 (osmium tetroxide)로 1

시간 30분 동안 고정하고, 13,000×g에서 1분간 원심분리하여 

균체를 회수하고, 다양한 농도의 에탄올(50%, 60%, 70%, 

80%, 90%, 95%, 100%)을 준비하여, 저농도로부터 점차 고농

도로 높여가면서 각 농도별로 10분씩 연속적으로 탈수시켰다. 

마지막으로 100% 에탄올에 30분간 2회 탈수하고, 탈수된 균체

를 HMDS (hexamethyldisilazane) 원액으로 30분간 2회 처리

하여 공기 중에서 건조시켰다. 건조된 시료는 sputter coater 

(IB-3, Giko Engineering Co., Japan)를 사용하여 3 mA로 3분

간 gold coating한 후, 주사전자현미경(LEO 1455VP, ZEISS, 

Germany)으로 관찰하였다.

결과 및 고찰

생물계면활성제 생산 균주의 분리 

충남 태안의 원유 오염지역에서 채취한 토양으로부터 농화

배양의 방법으로 세 개의 균주 HK-1, HK-2, HK-3를 분리하

였으며, 이들 분리세균 가운데 1%의 원유가 첨가되어 있는 

BH 고체배지에서 가장 우수한 투명대를 보이는 균주 HK-3를 

선별하였으며, 이 균주를 생물계면활성제 생산능이 우수한 균

주로 보고 생물계면활성제의 생산을 위한 대상균주로 사용하

였다.

배양시간에 따른 계면활성제의 측정과 pH의 변화

분리세균 HK-3를 BH 액체배지에 접종하여 배양시간에 따

른 생장, 생물계면활성제의 생산량, 그리고 pH 변화를 관찰하

였다(Fig. 1). 생물계면활성제의 양은 HK-3의 생균수의 증가와 

함께 빠른 속도로 증가하다가 정지기에 접어들면서 생산이 줄

어드는 것을 알 수 있었다. 생물계면활성제 생산량은 분리 세

균의 생장에 비례하여 함께 증가하여 72시간에서 생장과 생물

계면활성제 생산량이 30.65 μg/ml로 최고치를 보였으며, 이후 

생장이 감소함에 따라 생물계면활성제의 양이 급격하게 감소

하는 것이 관찰되었다. 이것으로 생물계면활성제는 HK-3가 생

장하는 과정에서 생산되는 물질이며 생장이 정지하게 되면 생

산이 감소됨을 알 수 있다. 배양액의 pH는 접종후 96시간 이

내에 6.5에서 5.3으로 점차 감소하였다. Deziel 등(8)은 P. 

aeruginosa 19SJ를 이용하여 배양시간에 따른 세균의 생장과 

생물계면활성제의 생산량을 측정하였는데, HK-3는 배양 후 12

시간 경과부터 빠르게 증가하는데 비하여, P. aeruginosa 19SJ

는 접종후 30시간이 경과하면서 증가하였다. 이것은 P. 

aeruginosa 19SJ는 생장과 생물계면활성제의 생산에 있어서 

비교적 긴 유도기를 필요로 하는데 비하여, HK-3는 상대적으

로 매우 짧아 효율적인 것으로 사료된다. 또한 HK-3의 생물계

면활성제 생산량은 Koch 등(13)이 보고한 P. aeruginosa가 생

산하는 rhamnolipid의 양과 비교하였을 때, 이 균주의 생물계

면활성제 생산량이 10 μg/ml인데 비해 HK-3의 생산량은 30.65 

μg/ml로 더 우수함을 확인하였다.

부가탄소원에 따른 계면활성변화

Glucose, dextrose, mannitol, citrate, 또는 acetate를 BH 액

체 무기배지에 2% (w/v)가 되도록 부가탄소원으로 첨가하여 

생물계면활성제의 생산에 미치는 영향을 실험하였다. 각각 5가

지의 탄소원이 포함된 배지에서 배양된 배양액은 1% 원유가 

포함된 BH 고체배지에서 공통적으로 투명대를 형성하였으나 

그 면적은 대략 glucose 2.31 cm2, dextrose 5.50 cm2, mannitol 

7.64 cm2, citrate 2.98 cm2, acetate 2.86 cm2로 측정되었으며, 

단일 탄소원으로 mannitol을 2% 첨가하였을 때 가장 커다란 

투명대를 생성하는 것을 확인하였다(Fig. 2). Siegmund 등(23)

은 mannitol, glycerol, citrate, peptone, glucose의 5가지 단일 

탄소원이 포함된 blue agar 배지에 Pseudomonas 종을 접종하
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Table 1. Morphological and physiological characteristics of the 
isolate, HK-3

Morphological characteristic 
Gram Staining Negative, Short rod 

Physiological characteristics 
Indole production +
Methyl red -
Voges-Proskauer -
Starch hydrolysis -
Gelatin hydrolysis -
Catalase +
Oxidase +
Simmon's citrate +
H2S (KIA) -
Glucose utilization +
Lactose utilization +

Pseudoalteromonas translucida KMM 520T (AY040230)
Pseudoalteromonas nigrifaciens NCIMB 8614T (X82146)
Pseudoalteromonas elyakovii KMM 162T (AF082562)
Pseudoalteromonas paragorgicola KMM 3548T (AY040229)

Pseudoalteromonas antarctica CECT 4664T (X98336)
Pseudoalteromonas haloplanktis ATCC 14393T (X67024)

Pseudoalteromonas arctica A 37-1-2T (DQ787199)
Alteromonas fuliginea CIP 105339T (AF529062)

Pseudoalteromonas marina Mano4T (AY563031)
Pseudoalteromonas distincta ATCC 700518T (AF043742)
Pseudoalteromonas atlantica IAM 12927T (X82134)
Pseudoalteromonas espejiana NCIMB 2127T (X82143)
Pseudoalteromonas sp. HK-3●

Pseudoalteromonas agarivorans KMM 255T (AJ417594)
Pseudoalteromonas tetraodonis IAM 14160T (AF214730)
Pseudoalteromonas issachenkonii KMM 3549T (AF316144)

Pseudoalteromonas sp. P29
Pseudoalteromonas undina NCIMB 2128T (X82140)
Pseudoalteromonas carrageenovora ATCC 12662T (X82136)

Pseudoalteromonas aliena KMM 3562T (AY387858)
Pseudoalteromonas prydzensis MB8-11T (U85855)

Pseudoalteromonas citrea NCIMB 1889T (X82137)
Pseudoalteromonas aurantia ATCC 33046T (X82135)

Pseudoalteromonas byunsanensis FR1199T (DQ011289)
Pseudoalteromonas luteoviolacea NCIMB 1893T (X82144)

Pseudoalteromonas rubra ATCC 29570T (X82147)
Pseudoalteromonas flavipulchra NCIMB 2033T (AF297958)

Pseudoalteromonas maricaloris KMM 636T (AF144036)
Pseudoalteromonas piscicida IAM12932T (AF297959)

Pseudoalteromonas mariniglutinosa KMM 3635T (AJ507251)
Pseudoalteromonas donghaensis HJ51T (FJ754319)

Pseudoalteromonas lipolytica LMEB 39T (FJ404721)
Pseudoalteromonas spongiae UST010723-006T (AY769918)
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Fig. 3. Phylogenetic relationship between Pseudoalteromonas sp. HK-3 (●) and its related species based on 16S rRNA gene sequence analysis. 
Bootstrap percentage (based on 100 replicates) greater than 50% are shown at branch points. Bar, 0.005 substitutions per nucleotide position.

여 탄소원에 따른 생물계면활성제의 생산을 정량분석하여 비

교하였다. 그 결과, 부가탄소원으로 mannitol을 첨가하였을 경

우에 지름 3 cm의 가장 커다란 dark halo를 생성하였으며, 가

장 많은 생물계면활성제를 생산하는 것을 관찰하였다. 또한 

Deziel 등(8)은 Pseudomonas 종에서 dextrose와 mannitol을 

각각 부가탄소원으로 사용하여 생물계면활성제 생산량을 비교

하였을 때, mannitol이 가장 우수한 것을 보고하였다. 이들 결

과를 비교분석한 결과는 생물계면활성제의 생산량은 배양에 

첨가된 부가탄소원의 종류에 따라 차이가 있었으며, 그 가운데 

mannitol이 가장 우수한 것으로 입증되었다.

분리세균의 생리화학적 특성조사

분리세균인 HK-3의 그람염색(gram staining)을 실시한 후 

위상차현미경(phase contrast microscope)으로 관찰한 결과, 그

람음성의 짧은 막대형으로 나타났다. HK-3 균주에 대한 다양

한 생리화학적 특성조사를 실시한 결과 탄소원으로 1% 

glucose와 1% lactose를 첨가한 시험에서 모두 양성을 나타냈

고, Simmon's citrate 이용에서도 양성을 나타내었다. 0.5% 

Glucose가 포함된 MR-VP 시험에서는 모두 음성을 나타내었

으며, KIA 배지로 시험한 disulfhydrase에 의한 H2S의 형성시

험에 있어서도 음성으로 확인되었다. Gelatinase와 catalase의 

존재 여부 시험에서는 gelatinase는 음성, catalase는 양성을 나

타냈다. Oxidase 시험과 Indole 생성 시험에서는 양성을 나타

냈고, starch실험에서는 음성을 나타냈다(Table 1). 또한 BIO-

LOG GN2 MicroPlateTM system을 이용하여 HK-3의 동정을 

실시한 결과 Pseudoalteromonas 종으로 확인되었다.

16S rRNA 염기서열의 계통수 분석

분리세균인 HK-3의 유전적 계통수(phylogenetic tree)를 
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Fig. 4. Scanning electron micrograph of Pseudoalteromonas sp. 
HK-3 after 36 h of incubation. Scale bar, 1 μm.

Table 2. Physiological and biochemical characterization of the 
isolate, HK-3 using the BIOLOG analysis system

Physiological & Biochemical tests

water (A1) -
ρ-Hydroxylphenyl acetic 
acid (E1)

-

α-Cyclodextrin - Itaconic acid -

Dextrin + α-Ketobutyric acid -

Glycogen + α-Ketoglutaric acid +

Tween 40 + α-Ketovaleric acid -

Tween 80 + D,L-Lactic acid +

N-Acetyl-D-galactosamine - Malonic acid +

N-Acetyl-D-glucosamine - Propionic acid -

Adonitol - Quinic acid -

L-Arabinose + D-Saccharic acid -

D-Arabitol + Sebacic acid -

Cellobiose - Succinic acid -

i-Erythritol (B1) - Bromosuccinic acid (F1) +

D-Fructose + Succinamic acid -

L-Fucose - Glucuronamide -

D-Galatose + Alaninamide -

Gentiobiose - D-Alanine +

α-D-Glucose + L-Alanine +

m-Inositol - L-Alanylglycine +

α-D-Lactose - L-Asparagine +

Lactulose - L-Aspartic acid +

Maltose + L-Glutamic acid +

D-Mannitol + Glycyl-L-aspartic acid +

D-Mannose + Glycyl-L-glutamic acid +

D-Melibiose (C1) - L-Histidine (G1) -

β-Methyl D-galactoside - Hydroxy-L-proline -

D-Psicose + L-Leucine -

D-Raffinose - L-Ornithine +

L-Rhamnose - L-Phenylalanine +

D-Sorbitol - L-Proline +

Sucrose - L-Pyroglutamic acid +

D-Trehalose - D-Serine -

Turanose + L-Serine +

Xylitol - L-Threonine +

Methylpyruvate - D,L-Camitine +

Mono-methylsuccinate - γ-Aminobutyric acid +

Acetic acid (D1) - Urocanic acid (H1) +

Cis-aconitic acid + Inosine +

Citric acid + Uridine +

Formic acid - Thymidine -

D-Galactonic acid lactone + Phenylethylamine -

D-Galacturonic acid + Putrescine -

D-Gluconic acid + 2-Aminoethanol -

D-Glucosaminic acid - 2,3-Buthanediol -

D-Glucuronic acid - Glycerol +

α-Hydroxybutyric acid - D,L-α-glycerolphosphate -

β-Hydroxybutyric aicd + Glucose-1-phosphate -

γ-Hydroxylbutyric acid + Glucose-6-phosphate -

작성하기 위하여, PCR을 통해 16S rRNA 유전자를 증폭하

고, 부분적인 염기서열을 결정하였다. 이 분리세균 HK-3는 

Pseudoalteromonas species와 98%의 유사성을 나타내었으며, 

이 균주와 여러 종의 Pseudoalteromonas 종에 속하는 다른 종

들과의 유사성을 Fig. 3에 나타내었다. National Center for 

Biotechnology Information (NCBI)의 Basic Logical Alignment 

Search Tool (BLAST)을 통하여 상동성을 확인한 결과 그중 

Pseudoalteromonas agarivorans KMM 255와 99%의 상동성

을 보였으며 Pseudoalteromonas atlantica IAM 12927과 

Pseudoalteromonas espejiana NCIMB 2127에서도 역시 99%

의 높은 상동성을 나타냈다. 그 결과는 GenBank database에 

[FJ477041]로 등록하였다. Lin 등(17)은 유류분해능을 가지는 

Pseudoalteromonas sp. P29를 유류오염 지역에서 분리하였으

며, 특히 n-alkane을 생분해하는데 우수함을 보고하였다. 이러

한 보고는 본 연구에서 사용된 유류오염지역에서 분리된 

Pseudoalteromonas sp. HK-3와 더불어 Pseudoalteromonas 종

은 유류분해와 생물계면활성제 생산에 대한 생물적 환경정화

에 기여한다는 가능성을 보여주었다.

주사 전자현미경을 이용한 세포 외부 형태 관찰

분리세균인 Pseudoalteromonas sp. HK-3의 세포 외부 형태

를 주사전자현미경으로 관찰하였다. Fig. 4에서 보여주는 바와 

같이, 이 세균은 전형적인 짧은 막대형이었으며, 그 표면이 매

끄럽지 않고 울퉁불퉁하였다. Iwona 등(10)은 Pseudoalteromonas 

종을 주사전자현미경을 이용하여, HK-3에서와 마찬가지로 동

일한 형상으로 관찰하였다.

미생물의 원유분해 능력에 대해서는 많이 연구되어 있는 실

정이지만 빈번히 일어나고 있는 실제 해양의 원유유출 사고에 

비하여 실 사례에서의 현장적용은 미미한 실정이다. 본 연구를 

통하여 HK-3의 생물계면활성 물질의 생산을 확인하였으며, 향

후 생물계면활성제를 생산하는 HK-3를 이용한 원유에 오염된 

환경에 대한 벤치규모와 현장적용을 위한 연구가 진행될 것이다.
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적요

본 연구의 목적은 원유에 오염된 지역의 토양시료로부터 분

리한 생물계면활성제 생산균주의 특성을 조사하기 위하여 실

시하였다. 1% 원유를 포함하는 배지에서 균주 HK-3의 배양기

간 동안, 생장, 생물계면활성제의 생산, pH의 변화 등을 조사

하였다. 생물계면활성제의 생산능력이 뛰어난 균주인 HK-3를 

선별하여, 이 균주의 배양기간에 따른 생장 변화와 생물계면활

성제의 생산량, 그리고 pH에 대하여 관찰하였다. HK-3는 배양 

36시간이 경과하였을 때, 가장 많은 양의 생물계면활성제를 생

산하였다. 생물계면활성제 생산에 대한 부가탄소원의 효과를 

알아보기 위하여 HK-3를 다른 부가탄소원(예, glucose, dextrose, 

mannitol, citrate, acetate)과 함께 배지에서 배양하였다. 그 

결과, 생물계면활성제의 최대생산량은 mannitol을 포함하는 

BH 고체평판배지에서 관찰되었으며, 투명대의 면적은 직경은 

약 7.64 cm2로 측정되었다. 분리균주의 생리학적 및 생화학적 

특성을 조사하였으며, 주사전자현미경을 통하여 불규칙한 막대

형의 세균으로 관찰되었다. BIOLOG 시스템과 16S rRNA 염

기서열을 이용한 계통유전학적 분석을 통하여 동정하여 

Pseudoalteromons 종으로 확인되어 Pseudoalteromons sp. 

HK-3로 명명하였으며, GenBank에 [FJ477041]로 등록하였다.

참고문헌

 1. Ahn, Y.H., B.G. Jung, N.C. Sung, and Y.O. Lee. 2009. 

Characterization of petroleum hydrocarbon degradation by a 

Sphingomonas sp. 3Y isolated from a diesel-contaminated site. J. 

Science 19, 659-663.

 2. Baek, K.H., H.S. Kim, I.S. Lee, H.M. Oh, and B.D. Yoon. 2003. 

Effects of oil contamination levels and microbial size on hydro-

carbon biodegradation. Kor. J. Microbiol. Biotechnol. 31, 408- 

412.

 3. Cameotra, S.S. and P. Singh. 2008. Bioremediation of oil sludge 

using crude biosurfactants. Int. Biodeterio. Biodegrad. 62, 274-280.

 4. Cha, J.Y., S.Y. Chung, Y.S. Cho, Y.L. Choi, B.K. Kim, and Y.C. 

Lee. 1999. Characterization of crude oil degradation by Klebsiella 

sp. KCL-1 isolated from sea water. Kor. J. Appl. Microbiol. 

Biotechnol. 27, 452-457.

 5. Coulon, F., B.A. McKew, A.M. Osborn, T.J. McGenity, and K.N. 

Timmis. 2007. Effects of temperature and biostimulation on 

oil-degrading microbial communities in temperate. Environ. 

Microbiol. 9, 177-186. 

 6. da Cunha, C.D., A.S. Rosado, G.V. Sebastian, L. Seldin, and I. 

von der Weid. 2006. Oil biodegradation by Bacillus strains 

isolated from the rock of an oil reservoir located in a deep-water 

production basin in Brazil. Appl. Microbiol. Biotechnol. 73, 

949-959.

 7. Das, K. and A.K. Mukherjee. 2007. Crude petroleum-oil biode-

gradation efficiency of Bacillus subtilis and Pseudomonas aeru-

ginosa strains isolated from a petroleum-oil contaminated soil 

from North-East India. Bioresour. Technol. 98, 1339-1345.

 8. Deziel, E., G. Paquette, R. Villemur, F. Lepine, and J.G. 

Bisaillon. 1996. Biosurfactant production by a soil Pseudomonas 

strain growing on polycyclic aromatic hydrocarbons. Appl. 

Environ. Microbiol. 62, 1908-1912. 

 9. Freedman, B. 1995. Environmental ecology. 2
nd

 ed. pp. 159-188. 

Academic Press, San Diego, California, USA. 

10. Iwona, B.B. and C.G. Christine. 1999. Recent advances in the 

study of biocorrosion-an overview. Revista de Microbiologia 30, 

177- 190. 

11. Joshi, S., C. Bharucha, S. Jha, S. Yadav, A. Nerurkar, and A.J. 

Desai. 2008. Biosurfactant production using molasses and whey 

thermophilic conditions. Bioresour. Technol. 99, 159-199.

12. Kim, S.H., S.C. Lee, J.S. Yoo, W.H. Joo, S.Y. Chung, and Y.L. 

Choi. 2004. Characterization of oil-degradation biosurfactant pro-

duced by Bacillus sp. TBM40-3. J. Kor. Soc. Appl. Biol. Chem. 

47, 170-175. 

13. Koch, A.K., O. Kappeli, A. Fiechter, and J. Reiser. 1991. Hydro-

carbon assimilation and biosurfactant production in Pseudomonas 

aeruginosa mutants. J. Bacteriol. 173, 4212-4219. 

14. Lal, B. and S. Khanna. 1996. Degradation of crude oil by Acineto-

bacter calcoaceticus and Alcaligenes odorans. J. Appl. Bacteriol. 

81, 355-362.

15. Leacock, E. 2005. The Exxon Valdez oil spill. pp. 34-46. Facts 

on file Inc. New York, N.Y., USA.

16. Lee, S.C., S.J. Lee, S.H. Kim, I.H. Park, Y.S. Lee, S.Y. Chung, 

and Y.L. Choi. 2008. Characterization of new biosurfactant 

produced by Klebsiella sp. Y6-1 isolated from waste soybean oil. 

Bioresour. Technol. 99, 2288-2292.

17. Lin, X., B. Yang, J. Shen, and N. Du. 2009. Biodegradation of 

crude oil by an arctic psychrotrophic bacterium Pseudoaltero-

monas sp. P29. Curr. Microbiol. 59, 341-345.

18. Longeon, A., J. Peduzzi, M. Barthelemy, S. Corre, J.L. Nicolas, 

and M. Guyot. 2004. Purification and partial identification of 

novel antimicrobial protein from marine bacterium Pseudoaltero-

monas Species Strain X153. Mar. Biotechnol. 6, 633-641.

19. McKew, B.A., F. Coulon, M.M. Yakimov, R. Denaro, M. 

Genocese, C.J. Smith, A.M. Osborn, K.N. Timmis, and T.J. 

McGenity. 2007. Efficacy of intervention strategies for 

bioremediation of crude oil in marine systems and effects on 

indigenous hydrocarbonoclastic bacteria. Environ. Microbiol. 9, 

1562-1571.

20. Mukred, A.M., A.A. Hamid, A. Hamzah, and W.M. Wan Yusoff. 

2008. Development of three bacteria consortium for the bioreme-

diation of crude petroleum-oil in contaminated water. J. Biol. Sci. 

8, 73-79.

21. Ochsner, U.A., A.K. Koch, A. Fiechter, and J. Reiser. 1994. 

Isolation and characterization of a regulatory gene affecting 

rhamnolipid biosurfactant synthesis in Pseudomonas aeruginosa. 

J. Bacteriol. 176, 2044-2054.

22. Sathishkumar, M., A.R. Binupriya, S.H. Baik, and S.E. Yun. 

2008. Biodegradation of crude oil by individual bacterial strains 

and a mixed bacterial consortium isolated from hydrocarbon 

contaminated areas. Clean 36, 92-96.

23. Siegmund I. and F. Wagner. 1991. New method for detecting 

rhamnolipids excreted by pseudomonas species during growth on 

mineral agar. Biotechnol. Tech. 5, 265-268.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /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 true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /AgencyFB-Bold
    /AgencyFB-Reg
    /ahn2006-B
    /ahn2006-L
    /ahn2006-M
    /Algerian
    /AmiR-HM
    /Apple-Chancery
    /Arial-Black
    /Arial-BlackItalic
    /Arial-BoldItalicMT
    /Arial-BoldMT
    /Arial-ItalicMT
    /ArialMT
    /ArialNarrow
    /ArialNarrow-Bold
    /ArialNarrow-BoldItalic
    /ArialNarrow-Italic
    /ArialRoundedMTBold
    /ArialUnicodeMS
    /BaskOldFace
    /Batang
    /BatangChe
    /Bauhaus93
    /BellMT
    /BellMTBold
    /BellMTItalic
    /BerlinSansFB-Bold
    /BerlinSansFBDemi-Bold
    /BerlinSansFB-Reg
    /BernardMT-Condensed
    /BlackadderITC-Regular
    /BodoniMT
    /BodoniMTBlack
    /BodoniMTBlack-Italic
    /BodoniMT-Bold
    /BodoniMT-BoldItalic
    /BodoniMTCondensed
    /BodoniMTCondensed-Bold
    /BodoniMTCondensed-BoldItalic
    /BodoniMTCondensed-Italic
    /BodoniMT-Italic
    /BodoniMTPosterCompressed
    /BookAntiqua
    /BookAntiqua-Bold
    /BookAntiqua-BoldItalic
    /BookAntiqua-Italic
    /BookmanOldStyle
    /BookmanOldStyle-Bold
    /BookmanOldStyle-BoldItalic
    /BookmanOldStyle-Italic
    /BookshelfSymbolSeven
    /BradleyHandITC
    /BritannicBold
    /Broadway
    /BrushScriptMT
    /Calibri
    /Calibri-Bold
    /Calibri-BoldItalic
    /Calibri-Italic
    /CalifornianFB-Bold
    /CalifornianFB-Italic
    /CalifornianFB-Reg
    /CalisMTBol
    /CalistoMT
    /CalistoMT-BoldItalic
    /CalistoMT-Italic
    /Cambria
    /Cambria-Bold
    /Cambria-BoldItalic
    /Cambria-Italic
    /CambriaMath
    /Candara
    /Candara-Bold
    /Candara-BoldItalic
    /Candara-Italic
    /Castellar
    /Centaur
    /Century
    /CenturyGothic
    /CenturyGothic-Bold
    /CenturyGothic-BoldItalic
    /CenturyGothic-Italic
    /CenturySchoolbook
    /CenturySchoolbook-Bold
    /CenturySchoolbook-BoldItalic
    /CenturySchoolbook-Italic
    /Chicago
    /Chiller-Regular
    /Cmtt10
    /Cmtt9
    /ColonnaMT
    /ComicSansMS
    /ComicSansMS-Bold
    /Consolas
    /Consolas-Bold
    /Consolas-BoldItalic
    /Consolas-Italic
    /Constantia
    /Constantia-Bold
    /Constantia-BoldItalic
    /Constantia-Italic
    /CooperBlack
    /CopperplateGothic-Bold
    /CopperplateGothic-Light
    /Corbel
    /Corbel-Bold
    /Corbel-BoldItalic
    /Corbel-Italic
    /CourierNewPS-BoldItalicMT
    /CourierNewPS-BoldMT
    /CourierNewPS-ItalicMT
    /CourierNewPSMT
    /Crayon
    /CurlzMT
    /Dinbla
    /Dinbol
    /Dinlig
    /Dinmed
    /Dinreg
    /Dotum
    /DotumChe
    /DungunM
    /DungunSB
    /Dutch801BT-Bold
    /Dutch801BT-BoldItalic
    /Dutch801BT-ExtraBold
    /Dutch801BT-Italic
    /Dutch801BT-Roman
    /EdwardianScriptITC
    /Elephant-Italic
    /Elephant-Regular
    /EngraversMT
    /ErasITC-Bold
    /ErasITC-Demi
    /ErasITC-Light
    /ErasITC-Medium
    /EstrangeloEdessa
    /Euclid
    /Euclid-Bold
    /Euclid-BoldItalic
    /EuclidExtra
    /EuclidExtra-Bold
    /EuclidFraktur
    /EuclidFraktur-Bold
    /Euclid-Italic
    /EuclidMathOne
    /EuclidMathOne-Bold
    /EuclidMathTwo
    /EuclidMathTwo-Bold
    /EuclidSymbol
    /EuclidSymbol-Bold
    /EuclidSymbol-BoldItalic
    /EuclidSymbol-Italic
    /ExpoM-HM
    /FelixTitlingMT
    /FencesPlain
    /FootlightMTLight
    /ForteMT
    /FranklinGothic-Book
    /FranklinGothic-BookItalic
    /FranklinGothic-Demi
    /FranklinGothic-DemiCond
    /FranklinGothic-DemiItalic
    /FranklinGothic-Heavy
    /FranklinGothic-HeavyItalic
    /FranklinGothic-Medium
    /FranklinGothic-MediumCond
    /FranklinGothic-MediumItalic
    /FreestyleScript-Regular
    /FrenchScriptMT
    /FrutigerBlack
    /Frutiger-Cn
    /FrutigerExt-Bol
    /FrutigerExt-Nor
    /FrutigerExtOb2
    /FrutigerExtObl-
    /FrutigerExtObl-Bold
    /FrutigerExtObl-Normal
    /Frutiger-Normal
    /FrutigerObl-Bol
    /FrutigerObl-Bold
    /FrutigerObl-Nor
    /FrutigerObl-Normal
    /FuturaBlackBT-Regular
    /FuturaBT-Bold
    /FuturaBT-BoldItalic
    /FuturaBT-Book
    /FuturaBT-BookItalic
    /FuturaBT-ExtraBlack
    /FuturaBT-ExtraBlackCondensed
    /FuturaBT-ExtraBlackCondItalic
    /FuturaBT-ExtraBlackItalic
    /FuturaBT-Heavy
    /FuturaBT-HeavyItalic
    /FuturaBT-Light
    /FuturaBT-LightCondensed
    /FuturaBT-LightItalic
    /FuturaBT-Medium
    /FuturaBT-MediumCondensed
    /FuturaBT-MediumItalic
    /FZSY--SURROGATE-0
    /Gaeul
    /Garamond
    /Garamond-Bold
    /Garamond-Italic
    /Gautami
    /Georgia
    /Georgia-Bold
    /Georgia-BoldItalic
    /Georgia-Italic
    /Gigi-Regular
    /GillSansMT
    /GillSansMT-Bold
    /GillSansMT-BoldItalic
    /GillSansMT-Condensed
    /GillSansMT-ExtraCondensedBold
    /GillSansMT-Italic
    /GillSans-UltraBold
    /GillSans-UltraBoldCondensed
    /GloucesterMT-ExtraCondensed
    /GoudyOldStyleT-Bold
    /GoudyOldStyleT-Italic
    /GoudyOldStyleT-Regular
    /GoudyStout
    /Gulim
    /GulimChe
    /Gungsuh
    /GungsuhChe
    /H2bulB
    /H2bulL
    /H2bulM
    /H2cysB
    /H2cysL
    /H2gprM
    /H2gsrB
    /H2gtrE
    /H2gtrM
    /H2gttB
    /H2hdrM
    /H2mjrE
    /H2mjsM
    /H2mkpB
    /H2porL
    /H2porM
    /H2sa1M
    /H2supE
    /H2supL
    /H2wulE
    /H2wulL
    /HaansoftBatang
    /HaansoftDotum
    /Haettenschweiler
    /HarlowSolid
    /Harrington
    /HeadlineR-HM
    /Helvetica
    /Helvetica75-Bold
    /Helvetica95-Black
    /Helvetica-BlackOblique
    /Helvetica-Bold
    /Helvetica-BoldOblique
    /Helvetica-Light
    /Helvetica-LightOblique
    /Helvetica-Narrow
    /Helvetica-Narrow-Bold
    /Helvetica-Narrow-BoldOblique
    /Helvetica-Narrow-Oblique
    /HelveticaNeue-Medium
    /HelveticaNeue-MediumCond
    /HelveticaNeue-MediumCondObl
    /HelveticaNeue-MediumExt
    /HelveticaNeue-MediumExtObl
    /HelveticaNeue-MediumItalic
    /HighTowerText-Italic
    /HighTowerText-Reg
    /Humanist521BT-Roman
    /HYbdaL
    /HYbdaM
    /HYbsrB
    /HYBuDle-Medium
    /HYcysM
    /HYdnkB
    /HYdnkM
    /HYGoThic-Bold
    /HYGoThic-Light
    /HYgprM
    /HYGraPhic-Bold
    /HYgsrB
    /HYgtrE
    /HYhaeseo
    /HyhwpEQ
    /HYkanB
    /HYkanM
    /HYKHeadLine-Bold
    /HYKHeadLine-Medium
    /HYLongSamul-Bold
    /HYLongSamul-Light
    /HYLongSamul-Medium
    /HYmjrE
    /HYMokGak-Bold
    /HYMokPan-Bold
    /HYmprL
    /HYMyeongJo-Bold
    /HYMyeongJo-Light
    /HYMyeongJo-Medium
    /HYMyeongJo-Ultra
    /HYnamB
    /HYnamL
    /HYnamM
    /HYPMokPan-Bold
    /HYPMokPan-Light
    /HYporM
    /HYPost-Bold
    /HYRGoThic-Bold
    /HYRGoThic-Medium
    /HYsanB
    /HYSeNse-Bold
    /HYShortSamul-Bold
    /HYShortSamul-Light
    /HYSinGraPhic-Medium
    /HYSinMun-MyeongJo
    /HYSinMyeongJo-Bold
    /HYsnrL
    /HYSooN-MyeongJo
    /HYsupB
    /HYsupM
    /HYSymbolA
    /HYSymbolB
    /HYSymbolC
    /HYSymbolD
    /HYSymbolE
    /HYSymbolF
    /HYSymbolG
    /HYSymbolH
    /HYTaJa-Bold
    /HYTaJaFull-Bold
    /HYTaJaFull-Light
    /HYTaJaFull-Medium
    /HYTaJa-Light
    /HYTaJa-Medium
    /HYtbrB
    /HYwulB
    /HYwulM
    /HYYeasoL-Bold
    /HYYeaSo-Medium
    /HYYeatGul-Bold
    /HYYeatGul-Medium
    /Impact
    /ImprintMT-Shadow
    /InformalRoman-Regular
    /Jokerman-Regular
    /JuiceITC-Regular
    /Kartika
    /KisBT-Italic
    /KisBT-Roman
    /KristenITC-Regular
    /KunstlerScript
    /Lapidary333BT-Black
    /Lapidary333BT-Bold
    /Lapidary333BT-BoldItalic
    /Lapidary333BT-Italic
    /Lapidary333BT-Roman
    /Latha
    /LatinWide
    /LucidaBright
    /LucidaBright-Demi
    /LucidaBright-DemiItalic
    /LucidaBright-Italic
    /LucidaCalligraphy-Italic
    /LucidaConsole
    /LucidaFax
    /LucidaFax-Demi
    /LucidaFax-DemiItalic
    /LucidaFax-Italic
    /LucidaHandwriting-Italic
    /LucidaSans
    /LucidaSans-Demi
    /LucidaSans-DemiItalic
    /LucidaSans-Italic
    /LucidaSans-Typewriter
    /LucidaSans-TypewriterBold
    /LucidaSans-TypewriterBoldOblique
    /LucidaSans-TypewriterOblique
    /LucidaSansUnicode
    /MagicR-HM
    /Magneto-Bold
    /MaiandraGD-Regular
    /MalgunGothicBold
    /MalgunGothicRegular
    /Mangal-Regular
    /Mathematica1
    /Mathematica1-Bold
    /Mathematica1Mono
    /Mathematica1Mono-Bold
    /Mathematica2
    /Mathematica2-Bold
    /Mathematica2Mono
    /Mathematica2Mono-Bold
    /Mathematica3
    /Mathematica3-Bold
    /Mathematica3Mono
    /Mathematica3Mono-Bold
    /Mathematica4
    /Mathematica4-Bold
    /Mathematica4Mono
    /Mathematica4Mono-Bold
    /Mathematica5
    /Mathematica5-Bold
    /Mathematica5Mono
    /Mathematica5Mono-Bold
    /Mathematica6
    /Mathematica6Bold
    /Mathematica6Mono
    /Mathematica6MonoBold
    /Mathematica7
    /Mathematica7Bold
    /Mathematica7Mono
    /Mathematica7MonoBold
    /MaturaMTScriptCapitals
    /MDEasop
    /MetaPlusBold-Caps
    /MetaPlusBold-Italic
    /MetaPlusBold-Roman
    /MicrosoftSansSerif
    /MingLiU
    /Mistral
    /Modern-Regular
    /MoeumTR-HM
    /MonotypeCorsiva
    /MS-Gothic
    /MS-Mincho
    /MSOutlook
    /MS-PGothic
    /MS-PMincho
    /MSReferenceSansSerif
    /MSReferenceSpecialty
    /MS-UIGothic
    /MT-Extra
    /MVBoli
    /MWORLD
    /Myriad-BdWeb
    /Myriad-CnItWeb
    /Myriad-CnWeb
    /Myriad-ItWeb
    /Myriad-Web
    /MyriadWebPro
    /MyriadWebPro-Bold
    /MyriadWebPro-Italic
    /nari9
    /NewGulim
    /NiagaraEngraved-Reg
    /NiagaraSolid-Reg
    /NSimSun
    /OCRAbyBT-Regular
    /OCRAExtended
    /OCRB10PitchBT-Regular
    /OldEnglishTextMT
    /Onyx
    /PalaceScriptMT
    /PalatinoLinotype-Bold
    /PalatinoLinotype-BoldItalic
    /PalatinoLinotype-Italic
    /PalatinoLinotype-Roman
    /Papyrus-Regular
    /Parchment-Regular
    /Perpetua
    /Perpetua-Bold
    /Perpetua-BoldItalic
    /Perpetua-Italic
    /PerpetuaTitlingMT-Bold
    /PerpetuaTitlingMT-Light
    /PianoM
    /Playbill
    /PMingLiU
    /PoorRichard-Regular
    /Pristina-Regular
    /PyunjiR-HM
    /Raavi
    /RageItalic
    /Ravie
    /RixDokdo
    /RixGrimmM
    /RixJJanguM
    /Rockwell
    /Rockwell-Bold
    /Rockwell-BoldItalic
    /Rockwell-Condensed
    /Rockwell-CondensedBold
    /Rockwell-ExtraBold
    /Rockwell-Italic
    /San60SB
    /SanBkB
    /SanBkL
    /SanBoB
    /SanBoL
    /SanBsB
    /SanBsU
    /SanDaB
    /SanDaM
    /SandArL
    /SandArM
    /SandAtL
    /SandAtM
    /SandKm
    /SandSaB
    /SandSaM
    /SandSm
    /SandTg
    /SandTm
    /SanHgB
    /SanHgL
    /SanHgM
    /SanJhR
    /SanKsB
    /SanKsL
    /SanMrB
    /SanMrL
    /SanNsB
    /SanNsL
    /SanNsM
    /SanPkM
    /ScriptMTBold
    /SegoeUI
    /SegoeUI-Bold
    /SegoeUI-BoldItalic
    /SegoeUI-Italic
    /SeoulHangangL
    /SeoulHangangM
    /SeoulNamsanB
    /SeoulNamsanEB
    /SeoulNamsanL
    /SeoulNamsanM
    /SeoulNamsanvert
    /ShowcardGothic-Reg
    /Shruti
    /SimHei
    /SimSun
    /SimSun-PUA
    /SinMyungJoSymbol
    /SJbitB_sungandang_bundle
    /SJdeepwater_sungandang_bundle
    /SJgothic04_sungandang_bundle
    /SJmyungjo01_sungandang_bundle
    /SJSoju1
    /SJsoju1_sungandang_bundle
    /SnapITC-Regular
    /Stencil
    /Sylfaen
    /SymbolMT
    /Tahoma
    /Tahoma-Bold
    /TempusSansITC
    /Times-Bold
    /Times-BoldItalic
    /Times-Italic
    /TimesNewRomanMT-ExtraBold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-ItalicMT
    /TimesNewRomanPSMT
    /Trebuchet-BoldItalic
    /TrebuchetMS
    /TrebuchetMS-Bold
    /TrebuchetMS-Italic
    /Tunga-Regular
    /TwCenMT-Bold
    /TwCenMT-BoldItalic
    /TwCenMT-Condensed
    /TwCenMT-CondensedBold
    /TwCenMT-CondensedExtraBold
    /TwCenMT-Italic
    /TwCenMT-Regular
    /Uni0553
    /Univers
    /Univers-Condensed
    /Univers-Condensed-Bold
    /Univers-Condensed-BoldItalic
    /Univers-Condensed-Medium
    /Univers-Condensed-MediumItalic
    /UniversLight
    /UniversLightOblique
    /UniversOblique
    /Univers-Oblique
    /Verdana
    /Verdana-Bold
    /Verdana-BoldItalic
    /Verdana-Italic
    /VinerHandITC
    /Vivaldii
    /VladimirScript
    /Vrinda
    /Webdings
    /Wingdings2
    /Wingdings3
    /Wingdings-Regular
    /YDI2002
    /YDIBirdL
    /YDIBirdM
    /YDIChbinB
    /YDIChbinL
    /YDIChbinM
    /YDIGukB
    /YDIGukL
    /YDIGurmL
    /YDIHoopM
    /YDIMonoM
    /YDIPinoM
    /YDISprIIM
    /YDIYGO310
    /YDIYGO320
    /YDIYGO330
    /YDIYGO340
    /YDIYGO350
    /YDIYGO360
    /YDIYMjO220
    /YDIYMjO230
    /YDIYMjO240
    /YDIYMjO310
    /YDIYMjO320
    /YDIYMjO330
    /YDIYMjO340
    /YDIYMjO350
    /YDIYMjO360
    /YDIYuroB
    /YDIYuroM
    /YetR-HM
    /YGO11
    /YGO115
    /YGO12
    /YGO13
    /YGO22-KSCpc-EUC-H
    /YGO24-KSCpc-EUC-H
    /YGO33
    /YGO34
    /YMjO12
    /ZWAdobeF
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 150
  /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 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 150
  /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 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /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 (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e55464e1a65876863768467e5770b548c62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc666e901a554652d965874ef6768467e5770b548c52175370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA (Utilizzare queste impostazioni per creare documenti Adobe PDF adatti per visualizzare e stampare documenti aziendali in modo affidabile. I documenti PDF creati possono essere aperti con Acrobat e Adobe Reader 5.0 e versioni successive.)
    /JPN <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken waarmee zakelijke documenten betrouwbaar kunnen worden weergegeven en afgedrukt. 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 suitable for reliable viewing and printing of business documents.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020be44c988b2c8c2a40020bb38c11cb97c0020c548c815c801c73cb85c0020bcf4ace00020c778c1c4d558b2940020b3700020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [1200 1200]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


