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Streszczenie

Mikroekstrakcja do fazy statej (SPME) jest nowoczesna technikq izolacji zwiazkow lotnych i moze
stanowi¢ alternatywg dla metod tradycyjnych. Byta ona z powodzeniem stosowana w analizie r6znych
surowcow roslinnych i produktéw spozywczych. Przedmiotem zainteresowania autoréw byl aromat trans-
genicznego ogorka modyfikowanego genem taumatyny II. Do tej pory nie publikowano wynikéw badan
oceniajacych wplyw tego typu modyfikacji genetycznej na profil zapachowy surowca. Celem pracy byt
doboér parametrow techniki SPME do oceny aromatu ogérka. Optymalizacja parametrow techniki SPME
obejmowata wybor: rodzaju wtokna, temperatury, czasu ekstrakcji i wysalania proby. Zastosowanie SPME
pozwolito na identyfikacjg zwiazkow lotnych odpowiedzialnych za aromat ogoérka. Ponadto zaobserwo-
wano zréznicowanie ilo§ciowe zawartosci zwiazkow lotnych pomigdzy liniami transgenicznymi a niemo-
dyfikowana linia kontrolna.

Stowa kluczowe: ogorek transgeniczny, gen taumatyny II, aromat, mikroekstrakcja do fazy statej (SPME)

Wprowadzenie

Ogorek (Cucumis sativus L.) jest jednym z popularniejszych warzyw uprawia-
nych i spozywanych w Polsce. Ceniony jest on m.in. ze wzgl¢du na swoje walory sma-
kowo-zapachowe. Za ksztatltowanie aromatu ogoérka odpowiedzialne sa zwiazki lotne
powstajace na drodze biosyntezy z kwaséw thuszczowych - linolowego i linolenowego
[14]. Najwazniejszymi z nich sa (E,Z)-2,6-nonadienal i (E)-2-nonenal [11]. Zawarto$¢
tych zwiazkow uzalezniona jest od wielu czynnikow, na przyktad: odmiany, warunkow
uprawy czy terminu zbioru.
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Wspolczesna inzynieria genetyczna przyczynia si¢ do postepu w wielu dziedzi-
nach nauki, m.in. w uprawie roslin. Transgeniczne odmiany charakteryzuja si¢ na ogot
lepszymi wlasciwosciami uzytkowymi, takimi jak: plennos¢, odpornos¢ na choroby,
herbicydy czy szkodniki. Badania prowadzone sa rowniez w nowych kierunkach, np.
poprawy cech sensorycznych warzyw i owocow. Tego typu modyfikacje dotycza naj-
czedciej zmiany odczucia smaku stodkiego poprzez wprowadzenie genu stodkiego
biatka np. taumatyny. Ekspresj¢ genu taumatyny uzyskano m.in. w pomidorze [1],
ziemniaku [15] i truskawce [10].

Przedmiotem zainteresowania autoréw niniejszej pracy byl jednak zapach ogorka
modyfikowanego genem taumatyny II. Do tej pory nie publikowano wynikow badan
oceniajacych wplyw modyfikacji genetycznych na profil zapachowy transgenicznego
suroweca.

Pomiaru aromatu dokonuje si¢ przy uzyciu technik chromatograficznych. Po-
wszechnie stosowana w izolacji zwigzkéw lotnych mikrodestylacja—ekstrakcja w apa-
racie Likensa—Nickersona jest efektywna, jednak bardzo czasochlonna. Poszukuje sig
zatem nowych metod i rozwiazan, ktore moglyby stanowic¢ alternatywe dla metod tra-
dycyjnych. Dane literaturowe wskazuja, ze technika mikroekstrakcji do fazy stacjonar-
nej (SPME) byta z powodzeniem stosowana do izolacji zwiazkoéw lotnych z réznych
surowcow roslinnych i produktow spozywcezych, takich jak: kawa [9], chmiel [7], piwo
[4], jablka [12], koper [17] czy oleje roslinne [3].

SPME (solid phase microextraction) jest jedna z najnowszych technik izolacji
zwiazkow lotnych. Do jej zalet zaliczy¢ mozna: krotki czas ekstrakcji, brak konieczno-
$ci stosowania rozpuszczalnikéw, niski koszt oraz prostote analizy [5]. SPME polega
na zaadsorbowaniu zwiazkoéw na fazie stacjonarnej (sorbencie), ktora jest cienkie,
kwarcowe wtokno pokryte specjalnym polimerem. W zaleznosci od charakteru che-
micznego izolowanych zwiazkow stosuje si¢ widkna o zroéznicowanych witasciwo-
Sciach sorpcyjnych. Rodzaj fazy stacjonarnej jaka pokryte jest wtokno SPME determi-
nuje czuto$¢ i selektywnos$¢ metody. Wybor odpowiedniego witokna zalezy w duzej
mierze od wtasciwosci chemicznych analitu. Ekstrakcja powinna by¢ przeprowadzona
na zasadzie ,,podobne-podobnym”, np. zwiazki o charakterze polarnym dobrze ekstra-
howane sa na widknach o polarnym charakterze grup funkcyjnych jego fazy stacjonar-
nej [5, 8]. Wplyw rodzaju wtokna na wydajnos$¢ procesu ekstrakcji badano réwniez
w innych pracach wykorzystujacych technikg¢ SPME [2, 6]. Desorpcja zwiazkoéw zaad-
sorbowanych na wtoknie SPME ma miejsce w komorze nastrzykowej chromatografu
gazowego pod wplywem wysokiej temperatury [5, 8].

Temperatura jest istotnym parametrem wplywajacym na efektywnos$¢ ekstrakcji
zwiazkow lotnych. Na ogot podwyzszenie temperatury sprzyja przechodzeniu analitu
z proby do fazy nadpowierzchniowej 1 jego adsorpcji na wioknie. Z drugiej strony
wyzsza temperatura fazy nadpowierzchniowej powoduje desorpcje analitu z widkna
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i obnizenie czulosci analizy [5, 8]. Zaleznos¢ wydajnosci ekstrakcji od temperatury
okreslano np. w pracach badawczych dotyczacych izolacji zwiazkow lotnych z ptat-
kéw owsianych [6].

Nastgpnym waznym parametrem techniki SPME jest wybor odpowiedniego czasu
ekstrakcji. Czas ekspozycji wtokna znaczaco wptywa na wydajnos¢ procesu ekstrakcji,
objawiajaca si¢ przyrostem powierzchni pikéw izolowanych zwiazkow lotnych [5, 8].

Dodatek do proby wodnego roztworu soli zwigksza stala podzialu wiok-
no/matryca, a tym samym moze przyczynia¢ si¢ do poprawy efektywnosci ekstrakcji
zwiazkow lotnych aromatu ogorka [5, 8].

Celem pracy byla optymalizacja parametréw techniki SPME do oceny aromatu
owocow linii transgenicznych ogorka eksprymujacych gen taumatyny I1.

Material i metody badan

Material do badan stanowily 4 linie ogorkow transgenicznych, o zréoznicowanym
poziomie ekspresji genu taumatyny II, uprawiane do§wiadczalnie w warunkach polo-
wych w Szkole Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Roéliny transge-
niczne zostaly uzyskane po transformacji wektorowej [LBA4409/pRURS528] mikro-
skrawkow lisciowych linii B [13], ktéra zostala wyprowadzona ze starej polowej od-
miany ogorka (Cucumis sativus L.) Borszczagowski.

Ogorki myto i krojono w drobna kostke, a nastgpnie miksowano na jednolita ma-
se. W szklanych naczynkach o pojemnos$ci 15 ml umieszczano 10 g tak przygotowanej
proby ogorkéw. Naczynka zamykano kapslem z membrang silicon/teflon. Kazda probe
ogorka przygotowywano w 5 powtodrzeniach. Po przebiciu igla strzykawki SPME
membrany naczynka i wysunigciu wtokna, nastgpowata adsorpcja zwiazkow lotnych.

Optymalizacja parametréw techniki SPME obejmowata dobor takich elementow,
jak: rodzaj wtdkna, temperature i czas ekstrakcji oraz dodatek do proby roztworu soli.

W pracy poréwnano 3 widkna SPME firmy Supelco o rdznej fazie stacjonarne;j:
100 pm polidimetylosiloksan (PDMS), 75 um carboxen/polidimetylosiloksan
(CAR/PDMS) i 50 um divinylobenzen/carboxen/polidimetylosiloksan (DVB/CAR/
PDMS). Stosowano temperaturg ekstrakcji: 20, 30, 40, 50 1 60°C oraz czas ekstrakcji:
10, 20, 30 i 40 min. Do 10 g badanych prob ogorka dodawano po 5 ml wodnego roz-
tworu chlorku sodu o zréznicowanym stgzeniu: 2, 5 1 10% NaCl. Efekt ww. parame-
tréw mierzono powierzchnig pikéw izolowanych zwiazkoéw aromatu ogorka.

Analiza zwiazkow lotnych ogorka obejmowata zard6wno oceng jakosciowa, jak
i ilosciowa, ktore przeprowadzono przy uzyciu chromatografu gazowego Hewlett Pac-
kard 6890 GC z detektorem FID i kolumna ZB WAX (60 m x 0,53 mm x 1,0 pum).
Temperatura portu nastrzykowego wynosita 230°C, a detektora 260°C. Rozdzial naste-
powal w temp. programowanej: 40°C przez 1 min, a nast¢pnie przyrost temperatury
8°C/min do 230°C. Jako gazu no$nego uzyto helu o przeptywie 5,6 ml/min. Zwiazki



OPTYMALIZACJA PARAMETROW TECHNIKI SPME DO OCENY AROMATU OWOCOW LINII... 147

lotne izolowano i nanoszono na kolumng¢ chromatografu za pomoca urzadzenia SPME.
Witékno SPME eksponowano w komorze nastrzykowej chromatografu gazowego przez
5 min.

Do sporzadzenia krzywych wzorcowych uzyto nastepujacych standardow zwiaz-
kéw lotnych: (E,Z)-2,6-nonadienalu (95%, Aldrich), (E)-2-nonenalu (97%, Aldrich),
hexanalu (98%, Aldrich), 2-pentylfuranu (97%, Aldrich).

Statystyczna istotno$¢ roéznic migdzy warto§ciami srednimi weryfikowano za po-
moca jednoczynnikowej analizy wariancji, przy a = 0,05.

Wiyniki i dyskusja

Sposrdéd wiokien analizowanych w niniejszej pracy najwlasciwsze do izolacji
zwiazkow lotnych ogorka okazato si¢ wltokno o fazie stacjonarnej carboxen/polidi-
metylosiloksan (CAR/PDMS). Zadecydowata o tym przede wszystkim ilo$¢ zwiazkow
wyekstrahowanych z prob ogorka. Ponadto kryterium branym pod uwage byla po-
wierzchnia piku (E,Z)-2,6-nonadienalu, czyli najwazniejszego zwiazku lotnego aroma-
tu ogorka. Otrzymane wyniki przedstawiono w tab. 1. i na rys. 1.

Tabela l
Efektywnos$¢ ekstrakcji roznych rodzajow wiokien SPME.
The efficiency of extraction of different SPME fibres.
Rodzaj witokna SPME
Wyszczeg6lnienie Type of the SPME fibre
Specification
PDMS CAR/PDMS DVB/CAR/PDMS
Liczba zintegrowanych pikow 14 29 6
Number of integrated peaks
Laczna p0w1erzch1.na wszystkich pikow 30352 10493.9 982.7
Total area of integrated peaks

PDMS - polidimetylosiloksan
CAR/PDMS - carboxen/polidimetylosiloksan
DVB/CAR/PDMS — divinylobenzen/carboxen/polidimetylosiloksan

Doboru odpowiedniej temperatury analizy dokonywano w zakresie 20—60°C na
podstawie pomiaru przyrostu powierzchni pikow izolowanych zwiazkow lotnych aro-
matu ogorka. Zalezno$¢ odnoszaca si¢ do (E,Z)-2,6-nonadienalu i (E)-2-nonenalu
przedstawiono na rys. 2. Na podstawie otrzymanych wynikow wybrano temperaturg
50°C, gdyz po jej przekroczeniu nie nastgpowal juz wyrazny przyrost powierzchni
pikow analizowanych zwiazkow.
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Rys. 1. Powierzchnia piku (E,Z)-2,6-nonadienalu w zaleznosci od rodzaju widkna SPME.
Fig. 1.  Area of the peak of (E,Z)-2,6-nonadienal depending on the various types of SPME fibre.
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Rys. 2.  Wplyw temperatury na wydajnos¢ ekstrakcji, wlokno CAR/PDMS.
Fig. 2. Effect of the temperature on the extraction efficiency, CAR/PDMS fibre.
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Nastgpnym analizowanym parametrem techniki SPME byt wybdr odpowiedniego
czasu ekstrakcji. Otrzymane wyniki przedstawiono graficznie na rys. 3. Ostatecznie do
dalszych analiz aromatu ogorka transgenicznego wybrano wariant 30-minutowy.
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Rys. 3.  Wplyw czasu ekspozycji widkna na wydajnos¢ ekstrakcji, wtokno CAR/PDMS.
Fig. 3. Effect of the exposure time on the extraction efficiency, CAR/PDMS fibre.
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Rys. 4. Wplyw stezenia roztworu NaCl na wydajno$¢ ekstrakcji, wiokno CAR/PDMS.
Fig. 4.  Effect of the strength of NaCl solution on the extraction efficiency, CAR/PDMS fibre.
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Zalezno$¢ powierzchni pikow (E)-2-nonenalu i (E,Z)-2,6-nonadienalu od ilo$ci
dodanej soli przedstawiono na rys. 4. Sposrod analizowanych wariantow jako opty-
malny wybrano dodatek 5 ml 10% roztworu NaCl.

Kolejnym etapem badan byto praktyczne wykorzystanie ustalonych parametrow
techniki SPME do oceny aromatu owocdéw linii transgenicznych ogorka eksprymuja-
cych gen taumatyny II. Otrzymane wyniki przedstawiono w tab. 2. We wszystkich
probach w najwigkszych ilosciach wystgpowaty (E,Z)-2,6-nonadienal i (E)-2-nonenal,
ktore sa najwazniejszymi komponentami zapachowymi ogorka [11, 14].

Tabela 2
Zawarto$¢ zwiazkow lotnych w badanych probach ogoérka transgenicznego.
Content of volatile compounds in the transgenic cucumber samples studied.

Seria 1/ Series 1
Zwiazek lotny B 210 212 224
Volatile compound Zawarto$¢ zwiazku lotnego [ug/100g] *
Content of the volatile compound [pg/100g] *
Hexanal 20,0 22,1 20,7 24,4
2-pentylfuran 435 433 43,4 434
(E)-2-nonenal 109,1 101,9 119,0 107,6
(E,Z)-2,6-nonadienal 2493 111,2 256,0 166,9
Seria 2 / Series 2
Zwiazek lotny B 210 212 224
Volatile compound Zawarto$¢ zwiazku lotnego [pg/100g] *
Content of the volatile compound [pug/100g] *
Hexanal 19,8 20,4 19.4 19,8
2-pentylfuran 43,8 43,5 43,8 437
(E)-2-nonenal 105,7 105,5 106,5 105,0
(E,Z)-2,6-nonadienal 205,5 196,1 247,4 208,4

Objasnienia: / Explanatory notes:

* warto$ci $rednie z 4 powtorzen / mean values from 4 repetitions;

wspotczynniki zmiennosci 2,5-5% / relative standard deviation 2.5-5%;

B — linia kontrolna ogorka / control line of the cucumber,

210 — linia ogodrka o niskim stgzeniu taumatyny / cucumber line showing a low concentration of thaumatin,
212 — linia ogoérka o wysokim st¢zeniu taumatyny / cucumber line showing a high concentration of thau-
matin,

224 — linia ogérka o wysokim st¢zenie taumatyny / cucumber line showing a high concentration of thaumatin.
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Obliczenia zawarto$ci powyzszych zwiazkow lotnych ogorka dokonano z krzy-
wych wzorcowych przedstawionych na rys. 5-8.

Zaobserwowano zréznicowanie zawartosci gtownych zwiazkow lotnych pomig-
dzy proébami transgenicznymi a proba kontrolna. Linia 212 odznaczata si¢ najwigksza
zawarto$cia (E,Z)-2,6-nonadienalu. Zréznicowanie pomigdzy probami ogérkow byto
bardzo podobne do tego, jakie obserwowano we wczesniejszych badaniach metoda
mikrodestylacji-ekstrakcji w aparacie Likensa-Nickersona [16].
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Rys. 5. Krzywa wzorcowa (E,Z)-2,6-nonadienalu.
Fig. 5.  Calibration curve of (E,Z)-2,6-nonadienal.
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Rys. 6. Krzywa wzorcowa (E)-2-nonenalu.
Fig. 6.  Calibration curve for (E)-2-nonenal.
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Fig. 7.
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Whioski

L.

Ustalono optymalne parametry techniki SPME do oceny aromatu owocéw linii
transgenicznych ogorka eksprymujacych gen taumatyny II. Sa to: wiokno
CAR/PDMS, 30-minutowa ekstrakcja w temp. 50°C oraz dodatek 5 ml 10% roz-
tworu NaCl/10 g probki.

Zastosowanie SPME pozwolito na identyfikacje zwiazkow lotnych odpowiedzial-
nych za aromat ogorka. Potwierdzono, ze we wszystkich probach w najwigkszych
ilo§ciach wystgpowaty 2,6-nonadienal i 2-nonenal, ktore sa najwazniejszymi kom-
ponentami zapachowymi ogorka.

Zaobserwowano zroznicowanie zawartosci zwiazkow lotnych pomigdzy liniami
transgenicznymi ogorkéw a niemodyfikowana linia kontrolng. linia ogérka 212
charakteryzowata si¢ najwicksza zawartoscia (E,Z)-2,6-nonadienalu.

Badania finansowane w ramach Grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyz-

szego N312 063 32/3001. Praca byla prezentowana podczas XII Ogolnopolskiej Sesji
Sekcji Mtodej Kadry Naukowej PTTZ, Lublin, 2324 maja 2007 r.
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PARAMETER OPTIMIZATION OF THE SPME TECHNIQUE FOR THE PURPOSE OF
EVALUATING THE AROMA OF THE FRUIT OF CUCUMBER OF TRANSGENIC LINES
WITH A GENE OF THAUMATIN II

Summary

Solid phase microextraction (SPME) is a modern technique to isolate volatile compounds and it can be
an alternative to traditional methods. It was successfully applied to analyse different plant fruit and food
products. The authors of this paper focused their attention on the aroma of transgenic cucumber modified
using a gene of thaumatin II. Until now, no results have been published of any studies dealing with the
evaluation of the effect of this type of genetic modification on the volatile profile of raw material. The
objective of this study was to select parameters of the SPME technique for evaluating the aroma of cu-
cumber. The parameter optimization of the SPME technique comprised the selection of: type of fibre,
temperature, extraction time, and salting out the sample. Owing to the application of the SPME technique,
it was possible to identify volatile compounds responsible for the aroma of cucumber. Moreover, it was
found that the contents of volatile compounds in the fruit of transgenic lines and in the non-modified
control line differed.

Key words: transgenic cucumber, gene of thaumatin II, aroma, solid phase micro-extraction (SPME)




<<
  /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 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 (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


