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DOROTA NOWAK, AGNIESZKA NOWAK

KINETYKA WZROSTU BIOMASY ORAZ BIOSYNTEZY ENZYMOW
AMYLOLITYCZNYCH PRZEZ DROZDZE SACCHAROMYCOPSIS
FIBULIGERA PODCZAS HODOWLI W BIOREAKTORZE

Streszczenie

Celem pracy byla ocena wptywu zastosowania réznych zrédet wegla w podtozu indukcyjnym na prze-
bieg biosyntezy enzymow amylolitycznych podczas hodowli drozdzy Saccharomycopsis fibuligera, pro-
wadzonej w bioreaktorze. Podloza indukcyjne zawieraly 2 % skrobi: ziemniaczanej natywnej, ziemnia-
czanej zmodyfikowanej lub tapiokowej. W trakcie hodowli w probkach mierzono ggsto$é optyczna (OD),
plon biomasy oraz aktywno$¢ amylaz metoda biochemiczna Bernfelda. Najwigkszy przyrost biomasy
(14 g,/dm®) oraz najwyzsza aktywno$¢ enzymodw amylolitycznych w podiozu hodowlanym (35 pmol
maltozy/(cm*min)) uzyskano, gdy zroédtem wegla w medium hodowlanym byta natywna skrobia ziemnia-
czana.

Stowa kluczowe: skrobia ziemniaczana, skrobia tapiokowa, skrobia modyfikowana, poditoze indukcyjne,
produkcja amylaz

Wprowadzenie

Atrakcyjno$¢ preparatoéw enzymatycznych zwigzana jest z ich szerokim zastoso-
waniem niemal w kazdej galezi przemystu spozywczego [3]. Utatwiaja one otrzymanie
pozadanych zmian surowca, poprawe jakosci produktu gotowego oraz zmniejszenie
kosztow produkcji [16].

W skali przemystowej otrzymuje si¢ enzymy, wykorzystujac do tego celu mikro-
organizmy. Procesy biosyntezy ulegaja stalemu rozwojowi spowodowanemu gléwnie
nowymi mozliwo§ciami wykorzystania inzynierii genetycznej do modyfikacji organi-
zmow oraz nowych rozwiazan konstrukcyjnych bioreaktorow [5, 6]. Dzigki inzynierii
genetycznej otrzymuje si¢ obecnie preparaty o wybranej $cisle okreslonej specyficzno-
$ci, a dzigki temu o nowych wlasciwosciach i zastosowaniach w przemysle. Mimo to,
organizmy genetycznie zmodyfikowane cechuje duza zmienno$¢ i niska stabilno$¢
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w procesach technologicznych. Dlatego tez w dalszym ciagu prowadzone sa doswiad-
czenia na szczepach pochodzacych ze srodowiska naturalnego, ktorych genom w nie
zostal wczesniej zmodyfikowany na drodze inzynierii genetycznej [1].

Jedna z najstarszych i najbardziej rozpowszechnionych grup enzyméw sa enzymy
amylolityczne [3, 13]. Znalazly one zastosowanie w przemysle gorzelniczym, piekar-
skim i skrobiowym. Ich udzial w procesie scukrzania skrobi jest podstawa produkcji
skrobi zmodyfikowanej, ktora w technologii Zywnosci ma ogromne znaczenie ze
wzgledu na mozliwosci modyfikacji i projektowania réznorodnych wtasciwosci pro-
duktow czy funkcje nosnika innych substancji. Stad amylazy, zar6wno bezpo$rednio,
jak 1 posrednio, wplywaja na ksztattowanie jakosci wyrobu gotowego. Tak wigc ich
popularno$¢ i zapotrzebowanie na nie wykazuje tendencj¢ wzrostowsa, dlatego tez w
dalszym ciagu prowadzone sa badania nad szczepami drobnoustrojoéw o potencjalnym
znaczeniu dla przemyshu [10].

Wydajno$¢ biosyntezy zalezy od cech uzytego mikroorganizmu, jak i od warun-
kow czy parametréow hodowli [11]. Jednym z kierunkéw dzialan zmierzajacych do
wzrostu wydajnosci pozadanego produktu sa prace nad doktadna charakterystyka prze-
biegu procesu biosyntezy, ktorych wyniki pozwola na poznanie optymalnych parame-
trow tego procesu [11, 12]. Poznanie przemian zachodzacych w bioreaktorze w skali
laboratoryjnej umozliwia wykorzystanie tej wiedzy przy powiekszaniu skali procesu.

Gatunek Saccharomycopsis fibuligera to drozdze stanowigce mikroflor¢ miejsc,
ktérych jednym ze sktadnikéw jest skrobia, stad Saccharomycopsis fibuligera jest jed-
nym z wazniejszych gatunkéw drozdzy majacym zdolno$¢ syntezy enzyméw amyloli-
tycznych. Ma zdolno$¢ asymilacji weglowodanow takich, jak: glukoza, sacharoza,
maltoza, celobioza, trehaloza, rafinoza, melecytoza, skrobia rozpuszczalna [4].

Celem pracy byla ocena wplywu réznych zrodet wegla w podtozu produkcyjnym
na przebieg biosyntezy enzymoéw amylolitycznych podczas hodowli drozdzy Saccha-
romycopsis fibuligera prowadzonej w bioreaktorze.

Material i metody badan

W pracy wykorzystano drozdze Saccharomycopsis fibuligera z Kolekcji Czystych
Kultur Zaktadu Mikrobiologii i Biotechnologii Zywno$ci SGGW w Warszawie.

Do hodowli inokulacyjnej zastosowano podtoza ptynne YPS (po 100 cm® podtoza
w 4 kolbach o pojemnosci 500 cm’), ktore szczepiono kultura drozdzy Saccharomy-
copsis fibuligera ze skosu agarowego (YPG). Hodowle prowadzono w warunkach
dynamicznych w temperaturze 30 °C przez 20 h, na wytrzasarce (Julaba — SW 22,
Niemcy) przy 200 obr./min. Sktad podlozy namnazajacego i produkcyjnych przedsta-
wiono w tab. 1.
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Tabela l
Sktad podtozy uzytych do hodowli.
Chemical composition of media used for cultivation.
Sktadniki podtoza
e inokulacyjnego [g/dm’] Sktadniki podtoza produkcyjnego[g/dm’]
Wyszczegolnienie _— . 3
. . Components of Components of cultivation medium [g/dm’]
Specification . 3
inoculum [g/dm’]
YPS PSZ [2] PST Sz PSzM
Ekstrakt drozdzowy 10
Yeast extract
Pepton / Pepton 10 10 10 10
Krobia ziemni
S Opla ziemniaczana 10 20 i 10 i
Native potato starch
Modyfikowana skrobia
ziemniaczana [g/dm3]
. - - - - 20
Modified potato starch
[g/dm’]
Skrobia tapiokowa 20
Tapioca starch
MgCl, - 0,6 0,6 0,6 0,6
CaCl, - 0,1 0,1 0,1 0,1
1
Woda destylowana Doll Doll | Doll | Doll | Doll
Distilled water

Objasnienia: Explanatory notes:

PSZ — natywna skrobia ziemniaczana / native potato starch; PST — natywna skrobia tapiokowa / native
tapioca starch; SZ — podloze ograniczajace (skrobia ziemniaczana, bez zrodta azotu) / limiting medium
(potato starch without a source of nitrogen; PSzM — skrobia ziemniaczana zmodyfikowana / modified
potato starch.

Do hodowli wlasciwej przygotowano 3600 cm® podioza indukcyjnego wedhug
sktadu zamieszczonego w tab. 1., uzywajac jako rozpuszczalnika wody destylowane;.
Nastgpnie korygowano pH do wartosci 5,0 za pomoca 30 % kwasu solnego.

Hodowle prowadzono w bioreaktorze BioFlo 3000 (f-my New Brunswick Scienti-
fic, USA). Podloze hodowlane wraz ze zbiornikiem roboczym sterylizowano w temp.
121 °C przez 25 min, a nastg¢pnie chtodzono do temp. 30 °C (temperatura prowadzenia
hodowli produkcyjnej). Przed zaszczepieniem podioze intensywnie mieszano (400
obr./min) i dodatkowo natleniano za pomoca spr¢zonego powietrza podawanego przez
barboter (nat¢zenie przepltywu powietrza 100 1/h) az do uzyskania 100 % nasycenia
rozpuszczonym tlenem. Objetos¢ inoculum wynosita 400 ml, co stanowito 10 % (v/v)
w stosunku do podltoza wiasciwego. W trakcie hodowli produkcyjnej utrzymywane
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byly nastgpujace parametry pracy bioreaktora: temp. 30 °C, intensywno$¢ mieszania
400 obr./min i intensywno$¢ natleniania 100 1 powietrza/h.

W trakcie hodowli monitorowano natlenienie wzglgdne. W pobieranych w trakcie
hodowli probkach mierzono gestos¢ optyczna (OD), okreslano plon biomasy oraz ak-
tywno$¢ enzymoéw amylolitycznych, ktorej miara przyjgto zdolnos¢ rozktadu skrobi do
cukrow redukujacych. Pomiaru ggstosci optycznej (tzw. ODgg), jako absorbancje,
dokonano przy uzyciu spektrofotometru (Thermo Electron Corporation - Helios Gam-
ma) przy dtugosci fali A = 600 nm. Plon biomasy oznaczano w przeliczeniu na sucha
mase — komorki drozdzy zawieszone w 30 cm’ podtoza hodowlanego odwirowywano
przy 6000 obr./min przez 10 min w wirowce (Sigma Laboratory Centrifuges, Szwajca-
ria), zlewano supernatant znad osadu i osad wraz z wytarowana gilza suszono w su-
szarce komorowej (KBC-65G Wamed, Polska) w temp. 60 °C przez 6 h, po czym
studzono w eksykatorze i ponownie wazono. Aktywnos$¢ enzymdéw oznaczano metoda
biochemiczna Bernfelda [15]. W metodzie tej wykorzystuje si¢ wlasciwosci redukujace
cukrow, ktore w $rodowisku zasadowym redukuja grupy nitrowe kwasu 3,5-
dinitrosalicylowego (DNS) do grup aminowych. Powstale pochodne aminowe maja
barwg pomaranczowa, ktorej intensywno$¢ zalezy od zawartosci cukréw redukujacych
w probie, uwalnianych podczas dziatania enzymow amylolitycznych.

Przeprowadzono cztery hodowle na podtozu PSZ, trzy na podtozu PST oraz po
dwie na PSzM 1 Sz.

Whiyniki i dyskusja

Przebieg zmian ggstosci optycznej (OD) ptynu hodowlanego podczas hodowli
Saccharomycopsis fibuligera, w zalezno$ci od sktadu podtoza indukcyjnego, przedsta-
wiono narys. 1.

Przebieg krzywych wskazuje na wplyw sktadu podloza na kinetyke zmian ggsto-
$ci optycznej medium hodowlanego [9], mimo ze czulo$¢ tego wskaznika jest ograni-
czona. W przypadku podtozy pelnowartosciowych wartos¢ gestosci optycznej okreslo-
nej w stanie stacjonarnym hodowli wynosita powyzej 2,5 i osiagana byta ok. 15. do
20. h hodowli. Nizsze o ok. 20 % warto$ci OD stwierdzono w przypadku hodowli na
podtozu Sz, ktore nie zawierato zrodla azotu.

W celu uzyskania bardziej doktadnych informacji dotyczacych wzrostu drozdzy
w warunkach doswiadczen i wskazania podtoza zapewniajacego najwigkszy przyrost
biomasy, wyznaczono krzywe przyrostu plonu biomasy drozdzy Saccharomycopsis
fibuligera. Uzyskane wyniki przedstawiono na rys. 2.

Najwigkszy przyrost biomasy stwierdzono w przypadku, gdy zrodto wegla stanowi-
fa natywna skrobia ziemniaczana (PSZ). Wynosit on ok. 14 gs_s_/dm3 1 warto$¢ maksy-
malna zostata osiagnigta po ok. 25 h hodowli. Mniejszy o okoto 10 - 15 % przyrost bio-
masy uzyskano na podtozu ze skrobia tapiokowa natywna (PST). W przypadku zastoso-
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wania skrobi ziemniaczanej zmodyfikowanej (PSzM) plon biomasy byt o ok. 40 %
mniejszy. Uzyskanie nizszych plonow, w poréwnaniu z hodowla na podtozu PSz, zwia-
zane jest z budowa czasteczkowa zastosowanych skrobi i dostgpno$cia atoméw wegla
[14]. Swiadczy o tym rowniez trwajaca ok. 5 h faza przyspieszania wzrostu, poprzedza-
jaca faze¢ logarytmicznego wzrostu, widoczna tylko przy skrobi ziemniaczanej.
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Rys. 1.  Wplyw sktadu podtoza hodowlanego na przyrost biomasy drozdzy Saccharomycopsis fibuligera.
Fig. 1.  Effect of the composition of culture medium on the biomass gain of Saccharomycopsis fibulig-
era yeast.
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Rys. 2. Wplyw rodzaju skrobi w podtozu na przyrost biomasy drozdzy Saccharomycopsis fibuligera.
Fig. 2. Effect of the kind of starch in culture medium on the biomass gain of Saccharomycopsis fibulig-
era yeast.
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W przypadku podtoza Sz, w ktorym zroédlem wegla byta skrobia ziemniaczana,
ale zrédto azotu zostato usunigte, a wzrost drozdzy nastepowat tylko dzigki obecnosci
tego pierwiastka wynikajacej z wprowadzenia go do podloza wraz z inoculum, uzyska-
no najmniejsza ilo$é biomasy, tj. ok. 5 g,;/dm’. Azot jest jednym z makroelementéw
wchodzacych w sktad komorki. Uczestniczy w tworzeniu biomasy komorkowe;j, dlate-
go jego brak spowodowal zahamowanie rozmnazanie drozdzy.

Wplyw réznego pochodzenia skrobi na aktywno$¢ enzyméw amylolitycznych
wydzielanych przez drozdze do podioza jest bardzo wyrazny (rys. 3).

N
(=]
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PS
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Sz

60

Aktywnos¢ enzymow|pmol maltozy/(cm’-min)]
Enzyme activity [umol maltoze/(cm® min)]

Czas [h] / Time [h]

Rys. 3.  Wplyw rodzaju skrobi w podtozu na biosyntezg enzymoéw amylolitycznych przez drozdze Sac-
charomycopsis fibuligera.

Fig. 3. Effect of the kind of starch in culture medium on the biosynthesis of amylase enzymes by Sac-
charomycopsis fibuligera yeast.

W przypadku wariantow podtozy PSZ i PST wzrost aktywnosci enzymow w pod-
tozu — w sposob mozliwy do stwierdzenia przy zastosowanej metodyce — zaczal nastg-
powac po okoto 5 h hodowli. W przypadku skrobi zmodyfikowanej (PSzM) wzrost
aktywnosci enzymow amylolitycznych obserwowano dopiero po 15 h od zaszczepie-
nia. W podtozu zawierajacym skrobig ziemniaczan, pomigdzy 5. a 15. godzing hodowli
stwierdzono gwaltowny wzrost aktywnosci enzymatycznej do wartosci ok. 30 pmol
maltozy/(cm’min), po czym warto$¢ ta stabilizowata sig. Podobny charakter zmian
wystgpowat podczas hodowli z wykorzystaniem skrobi tapiokowej (PST), z tym ze
osiagnigta maksymalna aktywno$¢ enzymatyczna byto o ok. 50 % nizsza. W hodowli,
w ktorej zrodlo wegla stanowita skrobia zmodyfikowana (PSzM) istotny wzrost ak-
tywnosci enzymatycznej nastgpowat po 20 h hodowli, a jej warto§¢ byta ponad
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4-krotnie nizsza w stosunku do hodowli PSZ. W przypadku podtoza ograniczajacego
(Sz) nie obserwowano wzrostu aktywnos$ci enzyméw amylolitycznych — niedobor azo-
tu w srodowisku hodowlanym uniemozliwit drozdzom syntezg enzymow.

Najwigksza aktywno$¢ enzymow amylolitycznych uzyskano w hodowli na podto-
zu ze skrobig ziemniaczang PSZ. Podobna aktywnos¢ termostabilnej amylazy uzyskali
Mamo i Gessesse [7] podczas hodowli Bacillus sp. Na rynku dostgpne sa preparaty
enzymatyczne o aktywno$ci 1000 razy wigkszej, jednak po procesie biosyntezy pod-
dawane sa one szeregowi operacji streaming down, takich jak: zageszczanie oczysz-
czanie.

Analizujac korelacj¢ pomigdzy iloscia biomasy drozdzy w podlozu hodowlanym
na danym etapie hodowli oraz aktywnoscia wytworzonych enzyméw amylolitycznych
(rys. 4) nasuwa sig spostrzezenie, ze niezaleznie od rodzaju skrobi zawartej w podtozu
indukcyjnym, obecnos¢ enzymow stwierdza si¢ dopiero wtedy, gdy ilos¢ biomasy jest
w granicach 7-8 g,,/dm’. Nastepuje wowczas skokowy wzrost aktywnosci enzymow
oznaczanych w medium. Wartos$¢ ta jest zblizona do ilosci biomasy powstatej w pod-
fozu ograniczajacym Sz, co sugeruje, ze do wytworzenia tej ilosci biomasy wystarczaja
sktadniki pochodzace z podioza hodowlanego uzytego do sporzadzenia inoculum
i drobnoustroje nie sa zmuszone do rozktadu skrobi, aby pozyskaé wegiel.
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Rys. 4. Zalezno$¢ pomigdzy przyrostem biomasy drozdzy Saccharomycopsis fibuligera a aktywno$cia
enzyméw amylolitycznych.

Fig. 4. Correlation between the biomass gain of Saccharomycopsis fibuligera yeast and the amylase
enzyme activity
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Whioski

L.

Rodzaj zrédta weglta w podtozu produkcyjnym determinuje biosyntezg enzymow.
Sposrod substancji stanowiacych zrodto wegla, uzytych w przeprowadzonych do-
$wiadczeniach, natywna skrobia ziemniaczana okazala si¢ najbardziej korzystnym
substratem do biosyntezy enzyméw. W warunkach tej hodowli uzyskano najwigk-
szy plon biomasy (14 g;,/dm®) oraz najwyzsza aktywno$é¢ enzymow amylolitycz-
nych w podtozu hodowlanym (35 pmola maltozy/(cm’-min)).

Nie zaobserwowano bezposredniej korelacji pomigdzy aktywnoscia wytworzonych
enzymow a wielkoscia uzyskanego plonu biomasy. Wzrost aktywnosci enzymow
miat charakter skokowy.

Wyniki zamieszczone w niniejszej publikacji uzyskane zostaly w ramach badan

wtasnych SGGW. Praca byta prezentowana podczas 1 Sympozjum Zywnosci z okazji

30-lecia powotania specjalizacji InZynieria Zywnosci na Wydziale Nauk o Zywnosci
SGGW, Warszawa, 5 - 6 czerwca 2008 r.
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KINETICS OF GROWTH AND AMYLASE BIOSYNTHESIS OF SACCHAROMYCOPSIS
FIBULIGERA DURING CULTIVATION IN BIOREACTOR

Summary

The objective of this paper was to estimate the effect caused by the application of various sources of
carbon in culture medium on the biosynthesis of amylase enzymes during cultivation of Saccharomycopsis
fibuligera yeast in a bioreactor. In the inductive media, starch content constituted 2 % and consisted of
native potato starch, modified potato starch, or native tapioca starch. During cultivation, optical density
(OD), biomass yield, and amylase activity were measured in the samples collected. The Bernfeld method
was used to determine the amylase activity. The highest biomass gain (14 g4,,/dm®) and the highest amy-
lase activity (35 pmol maltose/(cm’® min) in the culture medium were obtained when the native potato
starch was a source of carbon in the culture medium.

Key words: potato starch, tapioca starch, modified starch, inductive medium, production of amylases




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /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 /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /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 false
  /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 (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /SyntheticBoldness 1.000000
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002000d>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002000d>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /GRE <>
    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002000d>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e000d>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /POL <>
  >>
  /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 /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


