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JOLANTA KRZYCZKOWSKA, IZABELA STOLARZEWICZ,
EWA BIALECKA-FLORJANCZYK

BADANIE KATALITYCZNEGO DZIALANIA DROZDZY
PIEKARSKICH SACCHAROMYCES CEREVISIAE W REAKCJI
HYDROLIZY ESTROW Z WYKORZYSTANIEM
CHROMATOGRAFII GAZOWEJ

Streszczenie

Celem pracy byta ocena wplywu dlugosci alifatycznego tancucha weglowego kwasow karboksylo-
wych oraz procesu immobilizacji drozdzy (w alginianie wapnia lub w poli(alkoholu winylowym) na szyb-
kos¢ 1 wydajnos¢ reakcji hydrolizy estrow fenylowych. Przebieg reakcji sledzono metoda chromatografii
gazowej, z zastosowaniem kolumny kapilarnej BPX 70 i detektora ptomieniowo-jonizacyjnego. Stwier-
dzono, ze katalityczny efekt drozdzy piekarskich Saccharomyces cerevisiae zmniejsza si¢ ze wzrostem
dhugosci tancucha kwasu karboksylowego. Immobilizacja drozdzy wprawdzie w nieznacznym stopniu
zmniejsza szybko$¢ hydrolizy, ale utatwia wyizolowanie produktu oraz umozliwia wielokrotne wykorzy-
stanie biokatalizatora.

Stowa Kkluczowe: biotransformacje, drozdze piekarskie, hydroliza, immobilizacja, alginian sodu, po-
li(alkohol winylowy)

Wprowadzenie

Biotransformacje sa wazna i dynamicznie rozwijajaca si¢ dziedzing chemii i tech-
nologii zywnosci, w ktorej przeksztalcenia substratu (takze ksenobiotycznego) zacho-
dza przy udziale wolnych enzymoéw badz zawierajacych je komorek czy tkanek [6].
Najdogodniejszym sposobem prowadzenia proceséw biotransformacji jest zastosowa-
nie czystych enzymow. Jest to jednak zwiazane z duzymi kosztami, gdyz wymaga
izolacji i oczyszczania odpowiedniej ilo$ci enzymu oraz statego dostepu do jego zro-
dta. Dlatego tez najcze$ciej stosowanymi biokatalizatorami w procesach biotransfor-
macji sa komoérki mikroorganizmow.

Mgr inz. J. Krzyczkowska, dr inz. I. Stolarzewicz, dr hab. E. Bialecka-Florjanczyk prof. SGGW, Katedra
Chemii, Wydz. Nauk o Zywnosci, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego, ul. Nowoursynowska 159 C,
02-776 Warszawa
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Wigkszos¢ wykorzystywanych w praktyce przeksztalcen enzymatycznych stano-
wig biotransformacje z udzialem hydrolaz. Enzymy te katalizuja reakcje hydrolizy
wiazan estrowych, amidowych i glikozydowych, a w srodowisku o niskiej aktywnosci
wody rowniez reakcje, w ktérych tworza sie¢ wyzej wymienione wiazania. Zrodlem
hydrolaz (np. inwertazy [9], esteraz [4], a takze lipaz [10]) sa drozdze piekarskie Sac-
charomyces cerevisiae, ktore ze wzgledu na swe wlasciwosci 1 bezpieczenstwo w uzy-
ciu (znajduja si¢ na liscie GRAS) sa jednymi z wazniejszych mikroorganizmow dla
przemystu spozywczego. Aktywnos¢ esteraz ma takze decydujacy wptyw na wiasci-
wosci smakowo-zapachowe produktéw zywnosciowych poprzez regulacje stanu row-
nowagi pomigdzy stezeniem estrow i wolnych kwasow [12]. Dlatego tez celowe wy-
dawato si¢ zbadanie zdolnosci hydrolitycznych drozdzy w odniesieniu do réznych
estrow. W dotychczasowych pracach [1] stwierdzono, ze drozdze piekarskie katalizuja
wybiorczo reakcje hydrolizy estrow kwasow alifatycznych, podczas gdy estry kwasow
aromatycznych nie reaguja w tych warunkach.

Celem pracy bylo okreslenie wplywu diugosci tancucha alifatycznych kwaséw
karboksylowych na przebieg reakcji hydrolizy estrow kwasow alifatycznych. Ponadto
na przyktadzie modelowej reakcji hydrolizy octanu fenylu poréwnano aktywnosé
drozdzy liofilizowanych oraz immobilizowanych w alginianie wapnia lub po-
li(alkoholu winylowym).

Material i metody badan

Badania przeprowadzono z uzyciem liofilizowanych drozdzy piekarskich Saccha-
romyces cerevisiae produkowanych przez firme S. I. Lesaffre. Komorki drozdzy unie-
ruchamiano wewnatrz zelu pochodzenia naturalnego (alginian wapnia) lub syntetycz-
nego (poli(alkohol winylowy) PVA).

Procesy immobilizacji drozdzy prowadzono zgodnie z procedura opisana w litera-
turze [2, 8]. Do kolb plaskodennych o objetosci 50 cm® odwazano 0,4 g alginianu sodu
badz 1,6 g alkoholu poliwinylowego i 0,12 g alginianu sodu. Nawazki rozpuszczano
w 10 cm® 1 % ptynu Ringera, po czym wyjatawiano w autoklawie, w temp. 121 °C
przez 20 min. Drozdze liofilizowane aktywowano w 0,85 % roztworze soli fizjologicz-
nej i dodawano do roztworu alginianu w stosunku 1:1. W ten sposob koncowy roztwor
zawieral 2 % alginianu sodu badz 0,6 % alginianu sodu i 8 % PVA. Calos¢ po doktad-
nym wymieszaniu byta wkraplana do 0,2 M roztworu chlorku wapnia lub w przypadku
PVA do 0,05 M chlorku wapnia w nasyconym roztworze kwasu borowego. W przy-
padku obu technik immobilizacji formowane kulki miaty $rednicg ok. 3 - 4 mm.

Reakcji hydrolizy poddawano estry fenylowe nastepujacych kwasow alkanokar-
boksylowych: octowego, propanowego, heksanowego (kapronowego)
CH;3(CH,),COOH, heptanowego CH;(CH,)sCOOH, oktanowego (kaprylowego)
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CH;3(CH,)¢COOH 1 dodekanowego (laurynowego) CH;(CH,);(COOH. Kazdy wariant
analizowano (drozdze liofilizowane lub immobilizowane) dwukrotnie.

Do kolby okragtodennej nawazano 3 g drozdzy (w przypadku drozdzy immobili-
zowanych uwzgledniano zawarto$¢ drozdzy w masie immobilizatu), 3 g sacharozy
oraz dodawano 60 cm’ wody destylowanej. Po wymieszaniu dodawano 1,5 mmol od-
powiedniego estru rozpuszczonego w niewielkiej ilosci etanolu (0,5 cm®). Reakcje
prowadzono na wytrzasarce posuwisto-zwrotnej SM-30 Control (Edmund Buhler,
Niemcy) o czgstotliwosci drgan 320 cykli na min, w temp. pokojowej, przez 8 h. Prob-
ki do oznaczen, w ilo$ci 3 ml, pobierano w odstegpach jednogodzinnych, za wyjatkiem
pierwszej, ktora pobierano juz po 30 min. Z pobranych probek ekstrahowano chloro-
formem ester oraz produkt jego hydrolizy - fenol. Probki mieszaniny reakcyjnej pod-
dawano analizie przy uzyciu chromatografu gazowego Shimadzu GC-171 wyposazo-
nego w detektor ptomieniowo-jonizacyjny i kolumne kapilarnag wypetniona faza sta-
cjonarng BPX 70 o dlugosci 30 m, srednicy wewnetrznej 0,22 i grubosci filmu 0,25
um. Jako gaz no$ny zastosowano azot. Korzystano z nastgpujacego profilu zmian tem-
peratury: 60 °C przez 1 min, przyrost 10 °C/min do 200 °C, 5 min w 200 °C. Temp.
injektora 225 °C, a detektora 250 °C. Objetos¢ nastrzykiwanej proby wynosita 1 pl.
Rejestracje rozdziatu chromatograficznego dokonywano z uzyciem programu Chromax
2005.

Wiyniki i dyskusja

Analizujac wyniki uzyskane w badaniach nad katalitycznym dzialaniem drozdzy
piekarskich w reakcji hydrolizy estréw: octanu, propanianu, heksanianu (kapronianu),
heptanianu, oktanianu (kaprylanu) i dodekanianu (laurynianu) fenylu stwierdzono, we
wszystkich przypadkach, liniowa zalezno$¢ pomigdzy stezeniem produktu a czasem
hydrolizy (rys. 1), co oznacza, ze w badanym zakresie st¢zen wystapil zerowy rzad
reakcji (szybko$¢ reakcji jest stata). Ponadto zaistnial wyrazny zwiazek szybkosci re-
akcji hydrolizy i dtugosci tancucha weglowego. Szybkos$¢ prowadzonej reakcji malata
wraz ze wzrostem diugosci tancucha weglowego w takim stopniu, ze w przypadku
laurynianu fenylu po uptywie 8 h praktycznie nie zaobserwowano postgpu reakcji,
chociaz octan przereagowal catkowicie juz po 4 h. Oznacza to, ze w zastosowanych
warunkach reakcji aktywnymi enzymami byly przede wszystkim esterazy, poniewaz
estry wyzszych kwasow tluszczowych (np. laurynianu), jako podatne na dziatanie en-
zymow lipolitycznych, nie ulegaja hydrolizie.

Immobilizacja jest procesem wiazania biokatalizatora z wielkoczasteczkowym
nosnikiem. Zaréwno enzymy, jak i cate komorki, mozna immobilizowa¢ metodami
chemicznymi lub fizycznymi. Od rodzaju matrycy i sposobu wiazania zalezy ilos¢,
aktywnos¢, stabilnosé¢, optimum pH i temperatury dzialania immobilizowanego bioka-
talizatora [7].
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Objasnienia: / Explanatory notes:
Liniowy (octan) / Linear (acetate); Liniowy (propanian) / Linear (propanoate); Liniowy (heksanian) /
Linear (hexanoate); Liniowy (heptanian) / Linear (heptanoate); Liniowy (oktanian) / Linear (octanoate)

Rys. 1. Porownanie postgpu reakcji hydrolizy estrow: octanu, propanianu, heksanianu, heptanianu i okta-
nianu fenylu przy uzyciu drozdzy liofilizowanych.

Fig. 1. Comparison of the hydrolysis reaction progresses of phenyl esters: acetate, propanoate, hexanoate,
heptanoate, and octanoate using the liofilized baker's yeast.

W pordéwnaniu z tradycyjnymi metodami wykorzystujacymi wolne komorki za-
stosowanie immobilizowanych biokatalizatoréw wiaze si¢ z technologicznymi i eko-
nomicznymi korzy$ciami. Immobilizacja pozwala na prowadzenie przemian w mniej-
szych objetosciach, zwigksza stabilno$¢ termiczng enzymow i ich odpornos¢ na dziala-
nie odczynnikéw organicznych, ogranicza wystgpowanie zakazen mikrobiologicznych
oraz obniza pracochtonnos¢ i koszt procesu (wielokrotne wykorzystanie biokatalizato-
ra) [7]. Oceng wplywu procesu immobilizacji w alginianie wapnia i PVA na aktywnos$¢
katalityczna drozdzy piekarskich wykonano na podstawie reakcji hydrolizy octanu
fenylu. Wykorzystywany w immobilizacji alginian jest polisacharydem zbudowanym
z reszt kwasu D-mannuronowego i L-guluronowego potaczonych wigzaniami 1, 4.
Otrzymuje si¢ go z wodorostow lub niektorych szczepoéw bakteryjnych [5]. Cecha cha-
rakterystyczng alginianu jest jego pecznienie, a z jonami dwu- i trojwartoSciowymi
tworzenie zeli. Immobilizacja z uzyciem alginianu zachodzi w fagodnych warunkach,
jest fatwa do zrealizowania i tania. Jednak naturalne polimerowe zZele, w poréwnaniu
z syntetycznymi, wykazuja wigksza wrazliwos¢ na $cieranie i sa niestabilne chemicz-
nie. Stad tez czgsto wykorzystuje si¢ immobilizacj¢ w matrycach syntetycznych [9].
Poli(alkohol winylowy) w poréwnaniu z innymi syntetycznymi hydrozelami (np. akry-
loamidem) jest zwiazkiem nietoksycznym, tanim, tatwo dostepnym i stabilnym che-
micznie [3, 6].
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Rys. 2. Poréwnanie postgpu hydrolizy octanu fenylu przy uzyciu drozdzy liofilizowanych oraz immobili-
zowanych w alginianie wapnia uzytych wielokrotnie.

Fig. 2. Comparison of the hydrolysis reaction progresses of phenyl acetate using the liofilized yeast and
the yeast immobilized in calcium alginate and multiply applied.
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Objasnienia jak na rys. 2. / Explanatory notes as in. Fig. 2.

Rys. 3. Poro6wnanie postgpu hydrolizy octanu fenylu przy uzyciu drozdzy liofilizowanych oraz immobili-
zowanych w poli(alkoholu winylowym) uzytych wielokrotnie.

Fig. 3. Comparison of the hydrolysis progress of phenyl acetate using the liofilized yeast and the yeast
immobilized in poly(vinyl alcohol) (PVA) and multiply applied.
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Porownujac wyniki uzyskane przy uzyciu drozdzy immobilizowanych w alginia-
nie wapnia oraz poli(alkoholu winylowym) z warto§ciami otrzymanymi z zastosowa-
niem wolnych komorek (rys. 2 i 3) mozna stwierdzi¢, ze immobilizacja spowodowata
niewielkie obnizenie aktywnosci katalitycznej. Na straty aktywnoS$ci biokatalizatora
w wyniku immobilizacji mogto ztozy¢ sig kilka czynnikéw. Przede wszystkim unieru-
chomienie komorek drozdzy wewnatrz matrycy spowodowato pojawienie si¢ oporow
ruchu masy zwiazanych z dyfuzja substratu i produktow. W przypadku poli(alkoholu
winylowego) (rys. 3) aktywnos¢ biokatalizatora byta relatywnie nizsza w porownaniu z
immobilizacja w alginianie wapnia (rys. 2), a dodatkowo ujawnit si¢ wptyw kwasu
borowego. Immobilizacja mikroorganizméw w matrycy PVA sprowadza si¢ bowiem
do zastosowania w procesie zelowania silnie kwasnego roztworu kwasu borowego,
ktory w st¢zeniu nasycenia roztworu moze dziala¢ toksycznie na immobilizowany
biokatalizator [11]. Jednak immobilizacja upraszcza znacznie etap oddzielenia biokata-
lizatora od produktu oraz umozliwia wielokrotne jego uzycie. Z wynikow przedsta-
wionych na wykresie zarowno w przypadku immobilizacji w alginianie wapnia, jak
i poli(alkoholu winylowym), wynika, ze jest to mozliwe. Przy dwukrotnym lub trzy-
krotnym uzyciu drozdzy immobilizowanych obserwuje si¢ jedynie niewielkie obnize-
nie ich aktywnosci.

Whioski

1. Efekt katalityczny drozdzy piekarskich w reakcji hydrolizy estrow zmniejsza si¢
w miare wzrostu dtugosci tancucha kwasu alkanokarboksylowego wchodzacego
w sktad estru. Mozna zatem przyjac, ze w stosowanych warunkach reakcji aktyw-
no$¢ katalityczna drozdzy zwiazana jest gtownie z obecnoscia esteraz, poniewaz es-
try wyzszych kwasow tluszczowych podatne sg przede wszystkim na dziatanie en-
zymoOw lipolitycznych.

2. Immobilizacja drozdzy w niewielkim stopniu obniza ich aktywnos$¢ katalityczna,
(w wigkszym stopniu w przypadku PVA), zawsze jednak znacznie utatwia proces
wyodregbnienia produktéw z mieszaniny reakcyjnej oraz pozwala na wielokrotne
uzycie katalizatora.

Praca byta prezentowana podczas VI Konferencji Naukowej nt. ,, Nowoczesne me-
tody analityczne w zapewnieniu jakosci i bezpieczenstwa zZywnosci”’, Warszawa, 6 - 7
grudnia 2007 r.
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RESEARCH INTO THE CATALYTIC EFFECT OF SACCHAROMYCES CEREVISIAE
BAKER’S YEAST ON THE HYDROLYSIS OF ESTERS USING GAS CHROMATOGRAPHY

Summary

The objective of the research was to assess the effect of carbon chain length of carboxylic acids and of
the immobilization process of yeast (running in the calcium alginate or in poly(vinyl alcohol) on the rate
and yield of the hydrolysis reaction of phenyl esters. The course of this reaction was monitored using a gas
chromatography method with a BPX 70 capillary column and a flame-ionization detector applied. It was
found that the catalytic effect of the Saccharomyces cerevisiae baker's yeast decreased with the increasing
1 carbon chain length of carboxylic acids. Although the immobilization of yeast caused a slight drop in the
rate of hydrolysis, however, it also facilitated the isolation of product and made it possible to multiply use
the biocatalyst.

Key words: biotransformation, baker’s yeast, hydrolysis, immobilization, calcium alginate, poly(vinyl
alcohol




<<
  /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


