Efeito da adicao de ramnolipidio em solo contaminado com éleo cru: Avaliacao
da concentracao otima quanto a toxicidade e hiodegradahilidade

Débora Sanchez Pereira
Bolsista de Iniciagao Cientifica, Quimica, FTESM

Valéria Souza Millioli
Orientadora, Engenheira Quimica, D. Sc.

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar, através do processo de biorremediagdo, a degradagéo dos
Hidrocarbonetos Totais de Petréleo (HTP) num solo cujo teor inicial de HTP era de 4,7 mg/g. A toxicidade
também foi avaliada antes e apds aos ensaios de biodegradabilidade. Para este fim, os ensaios de
biodegradabilidade foram realizados em biorreatores constituidos de colunas com 20 cm de altura e 5 cm de
diametro, sendo utilizado 15 cm de leito mineral (solo + dleo cru) e 3 cm de camada de brita, ocupando 90% do
biorreator. Foram adicionados a esses biorreatores cerca de 400 g de solo contaminado, sendo adicionadas
diferentes concentragdes do ramnolipidio que variaram entre 1 a 15 mg/g em relagédo a massa do solo. Os
ensaios foram mantidos a temperatura ambiente, empregando-se uma vazéo de ar imido de 3L/h. Os nutrientes
foram corrigidos através da adicdo de nitrato de amédnio (NHsNOs) e fosfato de potassio di-basico (KH2PO.)
numa relagdo nutricional C:N:P = 100:15:1, sendo a umidade ajustada em 50% da capacidade de retencao de
liquido. Os ensaios foram conduzidos por um periodo de 45 dias e foram feitas analises quinzenais de TPH,
atividade da desidrogenase e fitotoxicidade com Lactuca sativa. Ao final do ensaio foi verificado que a
concentracao étima de ramnolipidio a ser utilizada nos ensaios de biodegradabilidade dos compostos organicos
foi de 4 mg/g alcangando cerca de 60% de remog&o de HTP, com diminuigdo gradativa da toxicidade causada

por esses organicos.
1- Introdugao

O petroleo € a principal fonte de energia do mundo, representando cerca de 40% das necessidades
energéticas mundiais. No entanto, as reservas desse recurso natural ndo renovavel, em nosso tempo, s&o
encontradas em poucos paises, necessitando de ser transportado pelo mundo afora através de Navios Tanques
e Oleodutos. Em fungao dessa grande movimentagao, ha riscos de contaminagao tanto no solo quanto no mar,
causando danos ao meio ambiente. Dentre as tecnologias desenvolvidas para remediar solos contaminados com
hidrocarbonetos de petréleo, destaca se a biorremediagdo que se baseia na propriedade que os micro-
organismos tém de metabolizar os hidrocarbonetos que representam uma fonte de energia para os mesmos.
Esses micro-organismos consomem o 6leo, convertendo-o em produtos mais solUveis, sendo que, em alguns
casos, pode ocorrer total mineralizagdo com formagéo de CO, e H,0. A fragéo organica do solo é responsavel
pela sorcdo de muitos compostos, particularmente, os hidrofobicos e quanto maior for a fragéo orgénica do solo

maior sera o nimero de moléculas sorvidas, € quanto maior for o tempo de exposi¢do desses contaminantes no
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solo, maior sera sua sor¢do e, consequentemente, menor a disponibilidade dos hidrocarbonetos para a
biodegradagdo. Entretanto, ha uma possibilidade de se aumentar a disponibilidade desses hidrocarbonetos,
mesmo em solos com alto teor de argila e/ou 6leo cru, através da utilizagdo de surfatantes sintéticos e/ou

biolégicos.

2. Materiais e Métodos
2.1. Solo e Oleo Cru

Neste trabalho o solo e o 6leo cru sdo provenientes da regido Nordeste do Brasil. O solo ndo
contaminado foi homogeneizado, peneirado e quarteado, sendo contaminado, em laboratério, com 5% do dleo
cru. O oleo cru, procedente do campo de produgéo terrestre, possui as seguintes caracteristicas: Enxofre:
0,44%; Carbono: 86,2%; Hidrogénio: 12,3%; Nitrogénio: < 0,3%.

A caracterizagdo do solo foi baseada nos pardmetros normalmente avaliados no processo de
biorremediacéo de solos contaminados com hidrocarbonetos de petrleo. Para tanto, foram feitas as seguintes
analises: densidade aparente, densidade de particula, porosidade, pH, capacidade de retengdo de liquido, teor
de nitrogénio total, fésforo assimilavel, teor de matéria organica, determinagdo de hidrocarbonetos totais de
petréleo. A Tabela 1 mostra os resultados da caracterizagéo do solo antes da contaminagao (solo virgem) e logo

apds a contaminagao.

PARAMETRO TEOR NO SOLO PARAMETRO TEOR NO SOLO
CONTAMINADO CONTAMINADO

N (g/kg) 3,5 C organico (%) | 5,3

P (g/kg) 0,08 BHT (UFCig) 7.4 X106

Mat. Organica (%) | 9,2 BH (cel/g) 2.0 X103

pH 6,4 TPH (%) 4,7

CRL (%) 28 08&G (%) 5,2

Tabela 1: caracterizagdo do solo contaminado com 5% de 6leo cru.

O biossurfatante escolhido foi do tipo raminolipidio que é amplamente utilizado como auxiliar no
processo de biorremediacdo (Noordman et al. 2002; Nitschke & Pastore, 2002; Mulligan et al. 2005). Este
biossurfatante é produzido pela empresa JENEIL Company localizada nos Estados Unidos e Alemanha, cujo

nome é JBR 210. Este biossurfatante é caracterizado como aniénico e possui 10 % de ingrediente ativo.

2.2. Testes de Ecotoxicidade Terrestre

2.2.1. Verificagdo da atividade da desidrogenase através da adi¢do de surfatantes em diferentes concentragbes
no solo.

Estes testes foram baseados no método descrito por Alef & Nannipiere (1995) com algumas

adaptagdes, ja que foi utilizado metanol como extrator. Pesou-se cerca de 59 de cada amostra, sendo
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adicionado 5 mL de uma solugdo contendo 1% de TTC. Os testes foram conduzidos em triplicata, cujas
amostras permaneceram incubadas por 24h em estufa a cerca de 30°C. O TPF foi extraido em 40 mL de
metanol apos 2h de agitagdo em shaker a 150 rpm. Apds a extragéo, o extrato foi filtrado em papel de filtro de

filtracdo lenta e posteriormente realizou-se a leitura em espectrofotdmetro na faixa de 485 nm.
2.2.2.Teste de germinacdo com Lactuca sativa

O método de germinagéo e crescimento das raizes, sugerido por Reis (2003) foi aplicado utilizando-se
sementes de alface da espécie Lactuca sativa da marca Isla Pak, isenta de defensivos agricolas. As sementes
foram, inicialmente, lavadas em solug&o contendo 0,1% de NaClO durante 20 minutos, sendo, posteriormente,
colocadas em agua destilada por 10 minutos, conforme proposto por Wang et al. (2002). Pesou-se cerca de 10g
de solo adicionando-se agua destilada num volume total de 100 mL (solug&o teste). Colocou-se esta solu¢do em
erlenmeyer de 250 mL agitando-se por 30 min a 150 rpm em shacker. Apds a lavagem, foram distribuidas 10
sementes em placa de Petri forrada com papel de filtro e contendo cerca de 2,0 mL de cada solugéo teste (5
réplicas) a fim de manter o papel umedecido. As placas foram fechadas e colocadas em estufa na auséncia de
luz e na temperatura de aproximadamente 24°C cujo tempo de germinagéo foi de 120h ou 5 dias. Apos esse
tempo, contou-se o numero de sementes que germinaram, e fez-se a medida do comprimento do ponto de
transicdo entre o hipocotilo e a extremidade da raiz. Para o Calculo do indice de germinagdo utilizou-se

seguintes Equacdo 1,2 e 3.
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Onde:% IG = Germinagdo de sementes; % CR = Crescimento da raiz.; % GE = germinag&o no extrato; % GC =
germinagéo do controle; MCE = média do comprimento do crescimento no extrato e MCC = média do comprimento do

crescimento no controle.

2.3. Ensaios de Biodegradabilidade em Solo Contaminado com Oleo Cru Conduzidos em Biorreatores: Avaliagéo

da Adigao de Diferentes Concentragdes de Biossurfatante e da Toxicidade ao Longo do Tempo

Os experimentos foram realizados em biorreatores constituidos de colunas com 20 cm de altura e 5 cm
de didmetro, sendo utilizado 15 ¢cm de leito de solo e 3 cm de camada de brita, ocupando 90% do biorreator.
Foram adicionados a estes biorreatores cerca de 400 g de solo contaminado, sendo adicionadas diferentes
concentragdes do biossurfatante que variaram entre 1 a 15 mg/g de biossurfatantes em relagdo a massa do solo.
Os ensaios foram mantidos a temperatura ambiente, empregando-se uma vazao de ar Umido de 3L/h conforme
estabelecido por Pala (2002) em ensaios anteriores. Os nutrientes foram corrigidos através da adigao de nitrato
de amédnio (NH:NOs) e fosfato de potassio dibasico (KH.POs) numa relagdo nutricional C:N:P = 100:15:1,
conforme estipulado em ensaios de planejamento experimental (dados nac mostrados), sendo a umidade

ajustada em 50% da capacidade de reteng@o de liquido. Os ensaios tiveram duragdo de 45 dias e anélises de
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TPH, realizadas quinzenalmente, atividade da desidrogenase, fitotoxicidade com Lactuca sativa e populagao de

micro-organismos hidrocarbonoclasticos. A Figura 1 mostra os experimentos conduzidos em biorreatores.
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Figura 1. Fluxograma utilizado na realizagdo dos ensaios de biodegradagao.
2.4. Metodologias analiticas
2.4.1. Determinagéo de hidrocarbonetos totais de petroleo

Para a quantificagdo dos hidrocarbonetos totais de petréleo foi utilizado um espectrofotometro de
infravermelho (Horiba OCMA-350), Tal quantificagdo consiste em extrair os hidrocarbonetos de petréleo, a partir
de uma massa de 0,2 g de solo seco, com 10 mL de solvente S-316 especifico para HORIBA. Essa extragao foi
feita a frio em ultrassom durante 2h. Ap6s extragdo, a solugéo resultante foi filtrada em papel de filtro Whatman
n° 40 com 2 gramas de silica gel (60 a 200 mesh) e as quantidades de CH, CH, e CHs determinadas nos

comprimentos de onda de 3,38, 3,42 e 3,50 um, respectivamente.
3. Resultados e discussao
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Figura 2: Remoc&o quinzenal de HTP ao longo de 45 dias em 7 diferentes ensaios de biodegradabilidade.
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A Figura 2 mostra a remogdo de HTP ao longo do tempo, observando-se que, logo nos primeiros 15
dias, houve, praticamente, a mesma remogéo de HTP para todos os experimentos, que esteve na faixa de 15 a
20 % de remogdo, excetuando-se os experimentos com 10 e 15mg/g, que apresentaram valores abaixo do
experimento controle (sem adigdo de ramnolipidio). Entretanto, decorridos os 30 dias de teste, pode-se observar
quais experimentos se destacaram, verificando-se que a utilizagdo da concentragéo de 4 mg/g de ramnolipidio
foi a que melhor removeu o 6leo do solo em temos de HTP, sendo este resultado confirmado aos 45 dias de
ensaios de biodegradabilidade, alcangando cerca de 60% de remogéo de HTP com quase o dobro de remogao
em relacdo ao controle. A utilizago das concentragdes de 6 e 8 mg/g de ramnolipidio apresentou, também, bons
resultados com cerca de 45% de remogéo de HTP. Porém, os tratamentos com 10 e 15 mg/g de ramnolipidio
obtiveram valores de biodegradabilidade inferiores ao controle com cerca de 10 e 15% de remogéo,
respectivamente. No entanto, vale a pena destacar que a adi¢do de 2mg/g de ramnolipidio apresentou bom
resultado ao término dos experimentos com 40% de remogéo de HTP, sendo que a concentragdo de 1 mg/g de
HTP pouco influenciou em relagdo ao controle com apenas 33,7% de remogao em relagdo a 33% do controle.
Com a repeticdo dos experimentos, pdde-se verificar, mais uma vez, que o melhor resultado foi obtido pela
adicéo de 4mg/g de ramnolipidio. Mais uma vez foi verificado que a adigdo das concentragdes 10 e 15mg/g ndo
foram benéficas aos ensaios de biodegradabilidade. Em alguns casos, os surfatantes apresentam efeitos
inibitérios sobre a biodegradacéo, pois a medida que se aumenta a solubilidade do 6lec aumenta-se, também, a
toxicidade (SINGH et al. 2007). Outro fator que pode ter inibido a degradagdo dos HTP é a degradacéo
preferencial em detrimento da degradagao dos hidrocarbonetos (TIEHM, 1997; YU et al. 2007).
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Figura 3: ativi'dade enzimatica em termos g de TPF (Trifenilformazan) por g de solo em 24h.

A Figura 3 mostra a atividade enzimatica do solo através da adi¢do de diferentes concentragdes de
ramnolipidio, destacando-se que a adi¢do de ramnolipidio ao solo contaminado com 6leo cru foi extremamente
impactante a atividade da desidrogenase, observando-se que quanto maior a concentragdo de ramnolipidio
adicionada menor a atividade. Este efeito, extremamente negativo, pode ser explicado devido a alta solubilidade
do dleo, sobretudo, porque & medida que se aumenta a concentragdo de ramnolipidio, aumenta-se, também, a

solubilidade do dleo cru, disponibilizando mais dleo a ser metabolizado, dificultando a agdo dos microrganismos.
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Contudo, pode-se observar que somente o 6leo cru ja apresentou efeito toxico a atividade inicial, observando-se
uma queda da atividade de 6,5 para 4,6 ug/g sem adi¢do de ramnolipidio (0). No entanto, a partir dos 15 dias
houve consideravel aumento da atividade enzimética, atingindo cerca de 30 pg/g entre os tratamentos de 2 a 6
mg/g de ramnolipidio, o que indica que apesar da adi¢do do ramnolipidio, no inicio, ser altamente impactante a
atividade da desidrogenase, logo nos primeiro dias houve uma adaptacdo e a microbiota conseguiu se
restabelecer. Aos 30 e 45 dias a concentragéo de 4 mg/g de ramnolipidio foi a que apresentou maior atividade,
alcangando cerca de 60 ug/g. Entretanto, ao final dos experimentos houve uma queda brusca na atividade para
todos os experimentos; contudo, houve pouca diferenga de remogéo entre 30 e 45 dias, sugerindo que a partir
dos 30 dias estavam presentes no solo as fragdes mais recalcitrantes e mais dificeis de serem biodegradadas,

diminuindo, dessa forma, a atividade da desidrogenase.

A toxicidade foi, também, avaliada ao longo dos ensaios de biodegradabilidade através do teste de
germinagao da espécie Lactuca sativa e, logo no inicio dos experimentos, foi observado, na Figura 4, que quanto
maior a concentragdo do biossurfatante menor o indice de germinagdo. Porém, com o passar do tempo, a
toxicidade foi diminuindo, destacando-se que aos 45 dias, com as concentragdes de 1 a 4 mg/g, houve um indice
de germinagdo em torno de 80% e a partir de 4 mg/g o indice de germinagao foi diminuindo, o que indica que

maiores concentragdes de ramnolipidio acarretam alta solubilidade do 6leo cru, resultando em maior toxicidade.

Relacionando-se a remogdo de HTP com a atividade da desidrogenase e com o indice de germinagéo,
percebe-se que o melhor resultado de remogéo de HTP, com adigao de 4 mg/g de ramnolipidio, foi, também, o
que apresentou melhor atividade, maior populagdo de micro-organismos hidrocarbonoclasticos e maior indice de
germinacdo. Paralelamente, os piores resultados de remogdo de HTP foram os que apresentaram menor
atividade, menor populagdo de micro-organismos hidrocarbonoclasticos e menor indice de germinagéo ao final

dos experimentos
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Figura 4: Indice de germinacéo através da adicéo de diferentes concentragdes de ramnolipidio nos ensaios de

biodegradabilidade, utilizando a espécie Lactuca sativa.
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4. Conclusoes

A concentragdo 6tima de ramnolipidio, como auxiliar no processo de biorremediagéo, foi de 4 mg/g
alcangando cerca de 60% de remogdo de HTP. A toxicidade do ramnolipidio no solo sem éleo cru indicou que ha
uma concentragdo 6tima de ramnolipidio que foi de 4 mg/g para atividade da desidrogenase . Em relagéo ao
indice de germinacdo & medida que a concentracdo do ramnolipidio ia aumentando o indice de germinacéo ia
diminuindo no inicio do tratamento. Apesar de ser toxico ao solo contaminado, a adicdo do ramnolipidio

aumentou a biodegradabilidade do éleo e com o passar do tempo a toxicidade foi diminuindo.

5. Bibliografia

ALEF, K. & NANNIPIERE, P. Methods inaplgied soil microbiology and biochemistry. London: Academic Press.
576p. 1995.

CUBITTO, M.A.; MORAN, A.C.; COMMENDATORE,M. CHIARELLO, M.N.; BALDINI, M.D.; SINERIZ, F. Effects
of Bacillus subtilis O9 biosurfactant on the bioremediation of crude oil-polluted soil. Biodegradation. vol.15, N° 5,
pp. 281-287. 2005.

MULLIGAN, C.N. Environmental applications for biossurfactants. Environmental Pollution. vol.133, pp.183-198.
2005.

NITSCHKE, M. PASTORE,G.M. “Biossurfactantes: propriedades e aplicagdes”. Quimica Nova, vol. 25, No. 5, pp.
772-776.2002.

NOORDMAN, W.H.;WACHER, J.J.J.;.BOER, G.L. de; JANSSEN,D.B. The enhancement by biosurfactants of
hexacadene degrade by Pseudomonas aeruginosa varies with substrate availability. Journal of Biotechnology,
vol. 94; pp. 195-121. 2002.

PALA, D.M. (2002). “Estudo da biorremediagéo de solo impactado por dleo cru”. Orientadores: Geraldo Lippel
Sant'Anna Jr. e Denize Dias de Carvalho Freire. Rio de Janeiro: COPPE/UFRJ. 114p. Dissertagdo (Mestrado em
ciéncias).

REIS, J.L.R. Estudo dos efluentes liquidos na industria de borracha sintética com objetivo de avaliagdo da
toxicicidade. COPPE/UFRJ. Tese de doutorado, Rio de Janeiro. 383p. 2003.

SINGH, R.P. GUPTA, N.; SINGH, S.; SINGH, A. SUMAN, R. ANNEI, K. Toxicicity of ionic and nonionic
surfactants to six microbes found in Angra, India. Bull Environmente contam. Toxicol. vol. 69, pp. 265-270. 2002.
TIEHM, A., M. STIEBER, P. WEBER, D.; and FRIMEL, F. Surfactant-enhanced mobilization and biodegradation
of polycyclic aromatic hydrocarbons in manufactured gas plant soil. Environ. Sci. Technol. Vol. 31 2570-2576.
1997.

WANG, X. SUN,C. WANG, Y. Quantitative structure — activity relationships for the inhibition toxicity to root
elongation of Cucumis sativus of selected phenols and interspecies correlation wit Tetrahymena pyriformis.
Chemosphere, vol. 46, pp. 153 - 161. 2002.

XVII Jornada de Iniciagdo Cientifica — CETEM 289




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /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 /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /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 false
  /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 false
  /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 false
  /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 ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /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 /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [300 300]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


