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ANNA GLISZCZYNSKA-SWIGLO', HENRYK SZYMUSIAK?

INTERAKCJE MIEDZY SKEADNIKAMI SUPLEMENTOW DIETY
NA PRZYKLADZIE KWERCETYNY I WITAMINY C

Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badan nad wptywem pH $rodowiska na aktywnos¢ przeciwrodnikowa
kwercetyny w obecno$ci witaminy C (kwasu askorbinowego). Stwierdzono, ze aktywnos$¢ przeciwrodni-
kowa kwercetyny, zmierzona w tescie TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), ulega znacznemu
obnizeniu w pH 4,5-9,0 w wyniku interakcji z kwasem askorbinowym. Wykonano odpowiednie obliczenia
kwantowo-chemiczne w celu wyjasnienia obserwowanego antagonistycznego oddzialywania pomigdzy
tymi przeciwutleniaczami.

Stowa kluczowe: kwercetyna, witamina C, suplement diety, aktywno$¢ przeciwrodnikowa, TEAC.

Wprowadzenie

Witamina C (kwas askorbinowy, 2,3-didehydro-L-treo-heksono-1,4-lakton, 3-
keto-L-gulofuranolakton; Rys. 1) jest jednym z najwazniejszych naturalnych przeciwu-
tleniaczy. Wystepuje zarowno w ptynach pozakomoérkowych, jak i wewnatrz komorek.
Chroni tkanki i ptyny ustrojowe przed wigkszoscig reaktywnych form tlenu. Bierze
udzial w unieczynnianiu takich czasteczek, jak anionorodnik ponadtlenkowy, nadtle-
nek wodoru, rodnik hydroksylowy i rodniki nadtlenkowe. Wptywa na zachowanie
prawidtowego potencjatu oksydacyjnego w komorce. Kwas L-aksorbinowy jest doda-
wany do produktow spozywczych w celu wzbogacenia ich w witaming C oraz jako
przeciwutleniacz. Jest robwniez skladnikiem wielu preparatow farmaceutycznych i su-
plementéw diety. Jako substancja silnie redukujaca ma istotny udziat w utrwalaniu
naturalnej barwy wielu surowcow i produktow. Dzigki dziataniu przeciwutleniajacemu
chroni produkty przed oksydatywnym brunatnieniem, rozktadem ttuszczow i substancji
smakowych [1].

! Dr inz. Anna Gliszezyhska-Swiglo, Katedra Instrumentalnych Metod Oceny Jakosci,
2 Dr hab. prof. nadzw. Henryk Szymusiak, Katedra Technologii i Ochrony Srodowiska, Wydziat Towaro-
znawstwa, Uniwersytet Ekonomiczny w Poznaniu, Aleja Niepodlegtosci 10, 61-875 Poznan,
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Kwercetyna (Rys. 1) wystepuje w kwiatach, lisciach i todygach wielu roslin ta-
kich jak herbata, gryka, cebula i brokul. Posiada zdolno$¢ neutralizacji wolnych rodni-
kow, a tym samym hamuje oksydacyjne uszkodzenia DNA. Ponadto wykazano, ze
posiada silne dziatanie przeciwzapalne poprzez spowolnienie wydzielania histaminy
[2]. Kwercetyna (podawana razem z solami wapnia) i jej pochodne (m. in. rutyna,
zwlaszcza w preparatach z kwasem askorbinowym) wykazuja rowniez wlasciwosci
przeciwalergiczne [3]. Kwercetyna i inne flawonoidy znalazty zastosowanie w leczeniu
chorob naczyn o charakterze zakrzepowo-zatorowym [4]. Rutyna (3-rutynozyd kwer-
cetyny) i jej pochodne polsyntetyczne sa od dawna stosowane w lecznictwie jako $rod-
ki regulujace przepuszczalno$¢ naczyn wlosowatych i poprawiajace krazenie obwodo-
we.

6(|?H20H
5
HCOH
O —0
"N
HO OH

OH O
Kwas L-askorbinowy

Rys. 1. Struktury kwasu askorbinowego i kwercetyny
Fig.1. Structures of ascorbic acid and quercetin

Pomigdzy sktadnikami produktéw spozywczych czy suplementéw diety moga za-
chodzi¢ rézne oddziatywania, wplywajace na wlasciwosci poszczegolnych sktadnikow.
Na rynku sa dostgpne suplementy diety zawierajace w swym sktadzie witaming C i
flawonoidy np. ,,QUERCETIN + VITAMIN C” w postaci kapsutek z mieszaning wi-
taminy C (1400 mg) i dihydratu kwercetyny (500 mg) lub w postaci mieszaniny wita-
miny C z bioflawonoidami, np. “C-Plus Flavonoids” i “Lion Kids C”.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie wptywu obecnosci kwasu askorbinowego
na aktywnos$¢ przeciwrodnikowa kwercetyny (i vice versa). Pomiary aktywnosci prze-
ciwrodnikowej kwasu askorbinowego, kwercetyny i ich mieszanin w ré6znych stosun-
kach wagowych przeprowadzono w zakresie pH 2-9 przy uzyciu testu TEAC. Dodat-
kowo, przeprowadzono modelowe obliczenia kwantowo-chemiczne.
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Material i metody badan

Mikroperoksydaze-8 (MP-8) zakupiono w firmie Sigma (St. Louis, MO, USA),
2,2’-azynobis-3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian (ABTS) zakupiono w firmie Roche
(Indianapolis, USA). Kwas 6-hydroksy-2,3,7,8-tetrametylochromano-2-karboksylowy
(Trolox™) zakupiono w firmie Aldrich (Steinheim, Germany). Dihydrat kwercetyny,
kwas askorbinowy i H,O, (30%) zakupiono w firmie Merck (Darmstadt, Germany).

Aktywnos¢ przeciwrodnikowa badanych zwiazkow w zaleznosci od pH $rodowi-
ska wyznaczono zmodyfikowana metoda TEAC. Metoda TEAC polega na absorpcjo-
metrycznym (A=734 nm) wyznaczeniu zdolnosci przeciwutleniacza do zmiatania nie-
bieskozielonego kationorodnika ABTS®" w poréwnaniu z aktywno$cia troloksu uzyte-
go jako antyoksydant wzorcowy [5]. W zmodyfikowanej metodzie TEAC [6] do wy-
tworzenia kationorodnika ABTS®" uzyto zamiast metmioglobiny mikroperoksydaze
(MP8). Zmodyfikowana metoda TEAC umozliwia pomiar aktywno$ci przeciwutlenia-
jacej zwiazkoéw w szerokim zakresie pH [6].

Roztwory kationorodnika ABTS®" o odpowiednim pH (2-9) otrzymano przez
zmieszanie w stosunku 1:1 roztworu kationorodnika ABTS®', przygotowanego jak
opisano wczesniej (7), z 0,2 M buforami fosforanowymi o réznym pH.

Obliczenia teoretyczne przeprowadzono za pomoca metody DFT/B3LYP dostep-
nej w programie Gaussian 98. Geometrie czasteczek kwercetyny, kwasu askorbinowe-
go 1 kompleksu kwercetyna-kwas askorbinowy, w ré6znych mozliwych konformacjach
i stanach redoks, byty optymalizowane w atomowej bazie 6-31G(d,p). Parametry mo-
lekularne, takie jak energia wiazania OH (BDE), potencjat jonizacji (IP), energia de-
protonacji (DE) i energia wiazania kompleksu (BE) obliczono w atomowej bazie 6-
311G(d,p). Wartosci wszystkich obliczonych parametrow molekularnych zostalty wy-
razone w kcal/mol i odnosza si¢ do tzw. obliczen ,,w fazie gazowej”. Szczegbdly zwia-
zane z procedura obliczen mozna znalez¢ we wczesniejszych pracach, jak np. [8].

Wiyniki i dyskusja

Wyniki pomiaréw aktywnosci przeciwrodnikowej kwercetyny, kwasu askorbino-
wego 1 ich mieszanin, przy réznych warto$ciach pH przedstawiono na rys. 2.

Wartosci TEAC dla kwasu askorbinowego sa statle w catym zakresie pH, podczas
gdy dla kwercetyny wzrastaja w miar¢ wzrostu pH od kwasnego do zasadowego. Profi-
le zmierzone dla mieszanin kwercetyny i kwasu askorbinowego zawieraja si¢ migdzy
profilami zmierzonymi dla czystych sktadnikoéw. Obnizenie aktywnosci przeciwrodni-
kowej kwercetyny w obecnosci kwasu askorbinowego obserwuje si¢ przy pH wyzszym
niz 4,5 przy wszystkich zastosowanych proporcjach wagowych kwercetyny do kwasu
askorbinowego ((3:1), (2:1), (1:1), (1:2) i (1:3)). Wynik ten oznacza, ze kwercetyna
i kwas askorbinowy oddziatuja ze soba w sposdb antagonistyczny — w pH powyzej
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pKa; kwasu askorbinowego (pH = 4,17 dla C3-OH) nastgpuje obnizenie aktywnosci
przeciwrodnikowej kwercetyny. Z profili przedstawionych na Rys. 2 mozna wywnio-
skowac, ze efekt ten zalezy od ilosci kwasu askorbinowego: im wyzsze st¢zenie kwasu
askorbinowego tym wigkszy spadek aktywnosci przeciwrodnikowej kwercetyny.

—a— Kwercetyna (K)
1 —@— Kwas askorbinowy (KA)
64 —#—K+KA(:])
] —A—K+KA(1:2) »
s| —e—x+xa@ /'/>
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Rys. 2. Zalezno$¢ warto$ci TEAC od pH $rodowiska wyznaczona dla kwercetyny, kwasu askorbinowego
i ich mieszanin (w r6znych stosunkach wagowych)

Fig. 2. Dependence of the TEAC values on pH determined for quercetin, ascorbic acid and their mixtures
(at different ratios)

W celu wyjasnienia antagonistycznego oddzialywania miedzy kwercetyna i kwa-
sem askorbinowym dodatkowo przeprowadzono obliczenia teoretyczne. Obliczono
dwa uzyteczne w opisie procesow wolnorodnikowych parametry takie, jak potencjat
jonizacji (IP) opisujacy tatwos¢ oddawania elektronu przez czasteczke i energia wiaza-
nia grupy OH (BDE) opisujaca tatwos¢ odszczepiania atomu wodoru przez dana cza-
steczke (tab. 1). W interpretacji obliczonych dla danej czasteczki parametréw IP i BDE
stosuje si¢ nastgpujaca regule: im nizsza warto$¢ IP lub BDE tym, w zaleznosci od
dominujacego mechanizmu procesu wolnorodnikowego, wyzsza aktywnos$¢ przeciw-
rodnikowa badanej czasteczki.

Aby wyjasni¢, dlaczego kwas askorbinowy obniza aktywnos¢ przeciwrodnikowa
kwercetyny zatozono, ze migdzy czasteczkami kwasu askorbinowego i kwercetyny
tworzy si¢ wiazany wodorowo kompleks molekularny. Na Rys. 3 przedstawiono struk-
tur¢ kompleksu utworzonego migdzy obojgtnymi czasteczkami kwercetyny i kwasu
askorbinowego. Zgodnie z wynikami obliczen najbardziej trwata struktura takiego
kompleksu powstaje w wyniku utworzenia wigzan wodorowych migdzy grupa C4’-OH
uktadu katecholowego czasteczki kwercetyny oraz grupa C2-OH i karbonylowym
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atomem tlenu czasteczki kwasu askorbinowego (rys. 1). Obliczona energia wiazania
tego kompleksu (BE) wynosi 12,8 kcal/mol.

Tabela 1
Obliczone wartosci potencjatu jonizacji (IP), energii wiazania grupy OH (BDE), energii wiazania kom-
pleksu (BE) oraz energii deprotonacji (DE) dla kwasu askorbinowego, kwercetyny i ich obojgtnych (N)
oraz monoanionowych (A) kompleksow (w kcal/mol).
Calculated values of ionization potential (IP), bond dissociation energy of OH group, binding energy of
complex (BE) and deprotonation energy (DE) for ascorbic acid, quercetin and their neutral (N) and mo-
noanionic (A) complexes (in kcal/mol).

IP(N) BDE(N) IP(A) BDE(A) BE DE?
Kwas askorbinowy Ascorbic 190,2 78,2 65,4 71,0 - 328.0
acid
Kwercetyna Quercetin 161,2 79,8 64,1 78,4 - 330,8
Kompleks obojetny Neutral 153,9 78,9 - - 12,8 -
complex
Kompleks monoanionowy - - 86,4 74,2 33,2 307,6

Monoanionic complex

a — dla najtatwiej jonizujacej grupy OH (na podstawie obliczen).
a — for the most easy deprotonated OH group (according to calculations).

Rys. 3. Zoptymalizowana struktura najbardziej trwatego kompleksu kwercetyna-kwas askorbinowy utwo-
rzonego z czasteczek obojgtnych. Linia przerywana oznaczono najsilniejsze wigzania wodorowe.

Fig. 3. Optimized structure of the most stable quercetin-ascorbic acid complex where both components
appear in neutral form. Dotted lines indicate strongest H-bondings.

Rys. 4. Zoptymalizowane struktury najbardziej trwatego kompleksu kwercetyna-kwas askorbinowy, w
ktorym jedna z czasteczek wystepuje w formie monoanionu. Linia przerywana oznaczono najsilniejsze
wigzania wodorowe.

Fig. 4. Optimized structures of the most stable quercetin-ascorbic acid complex where one of the compo-
nents appears in monoanionic form. Dotted lines indicate strongest H-bondings.
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W roztworze o pH zblizonym do pKa, kwasu askorbinowego (pH = 4,17) i powy-
zej czasteczki kwasu askorbinowego wystepuja w formie zdysocjowanej. W tym przy-
padku mozliwe jest utworzenie takiego kompleksu, w ktérym czasteczka kwasu askor-
binowego bedzie wystepowaé w formie monoanionu a czasteczka kwercetyny w for-
mie oboj¢tnej (pKa; dla kwercetyny wynosi 7,03). Na podstawie obliczen stwierdzono
istnienie dwoch izoenergetycznych struktur takiego kompleksu, przedstawionych na
rys. 4. Obliczona warto$¢ energii wiazania tego kompleksu wynosi 33,2 kcal/mol. Bio-
rac pod uwagge niska wartos¢ pKa, kwasu askorbinowego kompleksy o strukturze po-
kazanej na rys. 4 moga wystgpowac¢ w roztworze w prawie catym badanym zakresie
pH. Obliczone wartosci energii deprotonacji (DE) dla kwasu askorbinowego i kwerce-
tyny i wynosza odpowiednio 328,0 kcal/mol i 330,8 kcal/mol, natomiast obliczona
warto$¢ energii deprotonacji dla kompleksu kwercetyna-kwas askorbinowy jest o oko-
1o 20 kcal/mol nizsza od warto$ci obliczonej dla czasteczki kwasu askorbinowego (tab.
1). Przewidywana teoretycznie wyzsza kwasowo$¢ kompleksu w stosunku do pojedyn-
czych jego sktadnikéw dodatkowo sugeruje, ze struktury pokazane na rys. 4 moga
wystepowac w roztworze nawet przy niskich wartosciach pH. Interpretacja wynikow
doswiadczalnych przedstawionych na rys. 2 jest utrudniona ze wzgledu na mozliwos¢
istnienia rownowagi miedzy kompleksem kwercetyna-kwas askorbinowy a wolnymi
czasteczkami kwercetyny i kwasu askorbinowego. Ponadto, stata réwnowagi moze
zaleze¢ od pH $rodowiska. Analiza wynikow obliczen teoretycznych pozwala jednak
na wyciagnigcie nastgpujacych wnioskow. Najbardziej reaktywna grupa OH uktadu
katecholowego w czasteczce kwercetyny (C4’-OH) jest zwiazana wigzaniem wodoro-
wym z polarnymi grupami czasteczki kwasu askorbinowego i jest mniej dostepna dla
reakcji z wolnymi rodnikami. Obliczona warto$¢ parametru BDE(N) (zdolno$¢ oddania
atomu wodoru) dla grupy C4’-OH wolnej obojetnej czasteczki kwercetyny praktycznie
nie ulega zmianie po jej zwiazaniu si¢ z czasteczka kwasu askorbinowego w kompleks
przedstawiony na rys. 3, natomiast warto$¢ parametru BDE(A) obliczona dla czastecz-
ki monoanionu kwercetyny maleje o okoto 4,2 kcal/mol po jej zwiazaniu si¢ z cza-
steczka kwasu askorbinowego w kompleks przedstawiony na rys. 4. Wynik ten jednak
zdaje si¢ nie mie¢ wigkszego znaczenia, gdyz bedaca donorem atomoéw wodoru grupa
C4’-OH jest zwiazana mostkami wodorowymi z kwasem askorbinowym, sterycznie
przestonigta i tym samym mniej dostgpna dla reakcji z wolnym rodnikiem. Obliczony
potencjatl jonizacji IP(N) (zdolnos¢ oddania elektronu) dla kompleksu ztozonego
z obojetnych czasteczek (rys. 3) jest o 36,3 kcal/mol nizszy niz obliczony dla obojgtnej
czasteczki kwasu askorbinowego i o 7,3 kcal/mol nizszy niz obliczony dla obojgtnej
czasteczki kwercetyny. Natomiast w przypadku kompleksu pokazanego na Rys. 4 obli-
czona warto$¢ potencjatu jonizacji IP(A) jest o okoto 21,1 kcal/mol wyzsza od warto-
$ci obliczonej dla najbardziej trwalej czasteczki monoanionu kwasu askorbinowego
i okoto 22,3 kcal/mol wyzsza od wartosci obliczonej dla najbardziej trwalej czasteczki
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monoanionu kwercetyny. Wyniki badan do$wiadczalnych i obliczen teoretycznych
wskazuja wigc, ze kwercetyna po utworzeniu kompleksu z kwasem askorbinowym

staje si¢ mniej efektywnym zmiataczem rodnikow w wyniku znacznego obniZenia jej
zdolnosci oddawania elektronu czasteczce rodnika.

Whioski

L.

Aktywno$¢ przeciwrodnikowa kwercetyny, zmierzona w tescie TEAC, silnie zalezy
od pH $rodowiska i wzrasta w miarg przesuwania si¢ w kierunku pH zasadowego.

. Aktywno$¢ kwercetyny w mieszaninie z kwasem askorbinowym w pH powyzej 4,5

maleje w zalezno$ci od proporcji sktadnikow w mieszaninie.

. Na podstawie obliczen teoretycznych stwierdzono mozliwo$¢ tworzenia sig silnie

zwiazanego wodorowo kompleksu molekularnego kwercetyna-kwas askorbinowy.
Najbardziej prawdopodobna jest struktura kompleksu, w ktorej jeden ze sktadnikow
wystepuje w formie zdysocjowanej (monoanionu). Zwiazanie si¢ czasteczki kwer-
cetyny z czasteczka kwasu askorbinowego powoduje obnizenie jej zdolnosci odda-
wania elektronu a jej najbardziej reaktywna grupa C4’-OH staje si¢ mniej dostgpna
dla reakcji wolnorodnikowych.

Proponowany mechanizm tworzenia kompleksow kwas askorbinowy-kwercetyna
jest proba wyjasnienia antagonistycznego oddzialywania obserwowanego migdzy
kwercetyna i kwasem askorbinowym w tescie TEAC.

. Ewentualne skutki fizjologiczne przedstawionych w niniejszej pracy antagonistycz-

nych interakcji pomigedzy tymi dwoma popularnymi sktadnikami suplementow
wymagaja badan in vivo. Poznanie rodzaju oddziatywan zachodzacych pomigdzy
sktadnikami zywno$ci, nutraceutykéw czy suplementéw diety moze by¢ uzyteczne
przy projektowaniu nowych produktow.
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INTERACTIONS BETWEEN COMPONENTS OF DIETARY SUPPLEMENTS: A CASE OF
QUERCETIN AND VITAMIN C

Summary

In the present study, the effect of pH of the surrounding medium on the radical-scavenging activity of
quercetin in the presence of vitamin C (ascorbic acid) was investigated. It was found that at pH 4.5-9.0
radical-scavenging activity of quercetin in the TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) assay is
strongly reduced by ascorbic acid as a result of their interactions. Some relevant quantum-chemical calcu-
lations were performed to get some insight into the mechanism of observed antagonistic interaction be-
tween these two popular antioxidants.

Keywords: quercetin, vitamin C, dietary supplement, antiradical activity, TEAC.




<<
  /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


