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Изучено влияние химического строения сшивающих агентов на активность белков в гидрогелях,
полученных сополимеризацией акриламида, сшивающего агента и ненасыщенного производного
белка. Показано, что взаимодействие звеньев гидрофобного сшивающего агента между собой, воз-
растающее с увеличением длины алифатического участка между двойными связями сшивателя,
приводит к дополнительному “гидрофобному сшиванию” макромолекул и снижению активности
иммобилизованного белка.
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Интерес к полимерным гидрогелям с иммоби-
лизованными белками обусловлен в первую оче-
редь их уникальными возможностями для реше-
ния ряда прикладных задач по созданию высоко-
активных каталитических систем и аффинных
сорбентов, в том числе биосовместимых гемосор-
бентов для избирательного извлечения из крови
токсичных соединений. В работах, посвященных
решению подобных задач, сами гидрогели обыч-
но рассматриваются как инертные носители, ос-
новная функция которых заключается в переводе
белка в нерастворимое состояние [1–5]. Вместе с
тем имеются данные о зависимости активности
иммобилизованных белков от структуры гидроге-
лей, например от размеров пор в гидрогелях или
от характера распределения пор по размерам [6].
Способы регулирования структуры, как правило,
сводятся к варьированию концентрации мономе-
ра и сшивающего агента или к изменению усло-
вий полимеризации: природы растворителя, типа
и количества инициатора, температуры и т.д., на-
пример, к проведению полимеризации в присут-
ствии передатчика цепи или по механизму псев-
доживой радикальной полимеризации [7].

Цель настоящей работы – выяснение зависи-
мости активности  иммобилизованных белков от
строения сшивающего агента, используемого при
получении гидрогелей сополимеризацией нена-
сыщенного производного белка (макромономе-
ра) с акриламидом.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
 В работе использовали акриламид, сшиваю-

щие агенты, персульфат аммония (“ДиаэМ”,
Россия), N,N,N',N'-тетраметилэтилендиамин,
трипсин, панкреатический ингибитор трипсина,
N-α-бензоил-D,L-аргинин-п-нитроанилид (“Serva”,
США), ингибитор трипсина из яиц утки (“Бел-
медпрепараты”, Беларусь). Сшивающими аген-
тами служили бисакриламиды формулы

где n = 1 (БИС-1), 2 (БИС-2), 3 (БИС-3), 6 (БИС-6),
или диакрилаты этиленгликоля формулы

где m = 1 (ДА-1), 2 (ДА-2), 3 (ДА-3), 4 (ДА-4).
Ненасыщенные производные белков (макро-

мономеры) синтезировали реакцией хлорангид-
рида акриловой кислоты с аминогруппами белка.
Поскольку одна из аминогрупп остатков лизина в
ингибиторах входит в состав их реактивного цен-
тра [8], для ее защиты от дезактивирующего дей-
ствия хлорангидрида ингибитор предварительно
связывали в комплекс с нативным трипсином.
Константа диссоциации комплекса равна 10–11 М
[9]. Комплекс ацилировали по обычной методике
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при рН 8.0, а затем для диссоциции комплекса
раствор подкисляли соляной кислотой до рН 2.0.
Разделение ацилированных трипсина и ингиби-
тора проводили методом гель-хроматографии на
колонке с Сефадексом G-50. Биологическая ак-
тивность полученных макромономеров белков
была равна активности нативных белков.

Полиакриламидные гидрогели получали по-
лимеризацией при комнатной температуре в вод-
ном растворе смеси, содержащей акриламид,
сшивающий агент и макромономер белка, под
действием окислительно-восстановительной си-
стемы персульфат аммония – N,N,N',N'-тетра-
метилэтилендиамин (0.0044-0.22 моль/л). Рас-
твор вакуумировали для удаления растворенного
кислорода до давления 10–15 мм рт.ст. и выдер-
живали при комнатной температуре в течение 1–
2 ч. Полученный гидрогель промывали бидистил-
лированной водой до полного удаления непроре-
агировавших соединений. Контроль осуществля-
ли измерением показателя преломления промыв-
ных вод. Конверсия мономеров, оцененная
гравиметрически, составляла 93–96%.

Концентрацию иммобилизованного в гидро-
геле белка находили исходя из разницы его коли-
чества в исходном растворе и в промывных водах.
Количество белка определяли измерением опти-
ческой плотности раствора при 280 нм на приборе
“Hitachi-3410” (Япония), используя предвари-
тельно построенную калибровочную зависимость.

Степень набухания гидрогелей рассчитывали
по формуле Sr = m1/m2 – 1, где m1 и m2 – масса рав-
новесно набухшего и лиофильно высушенного
гидрогеля соответственно.

Активность иммобилизованного трипсина
оценивали по скорости гидролиза низкомолеку-
лярного субстрата – N-α-бензоил-D,L-аргинин-
п-нитроанилид [10] или по способности трипсина
образовывать комплексы с панкреатическим или
яичным ингибитором трипсина, а активность им-
мобилизованного ингибитора – по его способно-
сти образовывать комплексы с трипсином.

Для определения емкости гидрогелей по инги-
битору 5 г геля инкубировали с 10 мл раствора
40 мг ингибитора в 0.05 М трис-НСl буфере,
рН 8.0, содержащем 0.5 M NaCl, при перемеши-
вании до установления постоянного значения оп-
тической плотности раствора ингибитора при
280 нм (обычно не более 2 ч). Связавшийся инги-
битор элюировали 0.2 М КСl, рН 2.0. Концентра-
цию выделившегося ингибитора находили спек-
трофотометрически.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
К одному из основных параметров, характери-

зующих гидрогели, относится равновесная сте-
пень набухания гидрогелей воде, определяемая в

основном составом исходной полимеризующей-
ся смеси. С повышением концентрации сшиваю-
щего агента или с увеличением суммарной кон-
центрации мономеров равновесная степень набу-
хания уменьшается. Последнее в значительной
степени связано с тем, что при низкой суммарной
концентрации мономеров часть сшивающего
агента используется на неэффективное внутри-
молекулярное сшивание, а не на сшивание мак-
ромолекул между собой [11].

В работе [12] было предположено, что увеличе-
ние расстояния между связями С=С в молекуле
сшивающего  агента должно приводить к измене-
нию плотности сетки сшитого полимера и вызы-
вать рост степени набухания гидрогеля. Вместе с
тем, в работе [13] было показано, что при исполь-
зовании сшивателей с гидрофобным алифатиче-
ским участком между двойными связями увели-
чение длины этого участка изменяет гидрофоб-
но-гидрофильный баланс полимеризующейся
системы и существенно влияет на процесс фор-
мирования надмолекулярной структуры гидроге-
лей. Можно предположить, что эти изменения,
как и любые другие структурные изменения в
гидрогелях, могут определять и активность свя-
занного с полимером биологически активного ве-
щества.

Для проверки данного предположения реак-
цией радикальной сополимеризации акриламида
со сшивающими агентами различного строения
(гидрофобными бисакриламидами или гидрофиль-
ными диакрилатами этиленгликоля) и макромоно-
мером панкреатического ингибитора трипсина или
трипсина были синтезированы гидрогели с раз-
личным содержанием белка и изучена активность
этих белков.

В табл. 1 приведены свойства гидрогелей, по-
лученных сополимеризацией акриламида с макро-
мономером панкреатического ингибитора трипси-
на в присутствии различных сшивателей.

Видно, что если сшивающими агентами слу-
жили диакрилаты этиленгликоля, степень набу-
хания гидрогелей равномерно повышается с уве-
личением длины гидрофильного участка между
двойными связями сшивателя. Это сопровожда-
ется снижением концентрации иммобилизованно-
го ингибитора трипсина, что приводит к повыше-
нию доступности его макромолекул для достаточно
высокомолекулярного трипсина и увеличению из-
меряемой активности ингибитора. Активность им-
мобилизованного панкреатического ингибитора
трипсина составляет 60–70% от активности на-
тивного ингибитора.

Иная картина наблюдается при использова-
нии сшивающих агентов с гидрофобной развяз-
кой между двойными связями. Увеличение числа
метиленовых групп повышает гидрофобность
макромолекул сополимера и усиливает их взаи-
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модействия между собой, что способствует до-
полнительному “гидрофобному сшиванию” гид-
рогелей и уменьшению их степени набухания.
Экспериментально наблюдаемое при этом паде-
ние активности иммобилизованного панкреати-
ческого ингибитора трипсина обусловлено, веро-
ятно, сближением его молекул и возникающими
стерическими препятствиями для их взаимодей-
ствия с трипсином. Характер такого сближения
определяется природой сшивающего агента. Гид-
рогели, полученные в присутствии 0.05 моль/л
БИС-1 и 0.03 моль/л БИС-6, имеют близкие сте-
пени набухания, но существенную разную ем-
кость по трипсину – 0.70 и 0.55 моль трипси-
на/моль иммобилизованного панкреатического
ингибитора трипсина соответственно. Это озна-
чает, что “гидрофобное сшивание” вносит допол-
нительные трудности для взаимодействия иммо-
билизованного панкреатического ингибитора
трипсина с трипсином именно на стадии взаимо-
действия, а не в процессе диффузии трипсина в
объеме гидрогеля. Все синтезированные гидроге-
ли абсолютно прозрачны даже для такого высоко-

молекулярного белка, как сывороточный альбу-
мин с ММ 65000.

Стерические препятствия тем больше, чем вы-
ше концентрация иммобилизованного панкреа-
тического ингибитора трипсина (табл. 2). Видно,
что рост концентрации макромономера в исход-
ной мономерной смеси при использовании обоих
типов сшивателей естественно приводит к увели-
чению содержания иммобилизованного панкреа-
тического ингибитора трипсина в гидрогеле и
слегка повышает степень набухания гидрогелей,
что характерно для реакции сополимеризации с
участием макромономеров [14].

Что касается активности иммобилизованного
ингибитора, то и в данном случае наличие допол-
нительного “гидрофобного сшивания” в гидроге-
лях, полученых в присутствии БИС-3, ограничива-
ет доступность молекул иммобилизованного пан-
креатического ингибитора трипсина для трипсина
и снижает емкость гидрогеля по этому ферменту.

Особенности гидрогелей, полученных в при-
сутствии гидрофобных сшивающих агентов, про-

Таблица 1. Свойства гидрогелей, полученных сополимеризацией 1.8 моль/л акриламида, 0.03 моль/л сшивающе-
го агента и 0.0015 моль/л макромономера иммобилизованного ингибитора трипсина

*Гидрогель получен сополимеризацией в присутствии повышенной концентрации БИС-1 ( 0.05 вместо 0.03 моль/л).

Сшиватель Sr, г воды/г полимера (±0.6)
[Иммобилизованный 

ингибитор трипсина], мг/г 
геля ( ±0.6)

Емкость, моль трипсина/моль 
иммобилизованного 

ингибитора трипсина (±0.02)

ДА-1 13.4 4.1 0.60
ДА-2 16.3 3.9 0.63
ДА-3 17.9 2.9 0.70
ДА-4 21.2 2.5 0.73

БИС-1 11.8 4.2 0.66
БИС-2 11.2 4.3 0.60
БИС-3 8.9 6.3 0.57
БИС-6 9.0 6.2 0.55
БИС-1* 9.1 5.2 0.70

Таблица 2. Зависимость свойств гидрогелей, полученных сополимеризацией 1.8 моль/л акриламида и 0.03 моль/л
сшивающего агента, от концентрации макромономера

Примечание. В числителе – для БИС-3, в знаменателе – для ДА-3.

Концентрация 
макромономера 

иммобилизованного 
ингибитора трипсина в 
исходной смеси, моль/л

Sr, г воды/г полимера 
(±0.6)

[Иммобилизованный 
ингибитор трипсина], мг/г 

геля (±0.3)

Емкость, моль 
трипсина/моль 

иммобилизованного 
ингибитора трипсина 

(±0.02)

0.0005 8.2/17.6 2.1/1.0 0.68/0.76
0.0015 8.9/17.9 6.3/2.9 0.57/0.70
0.0030 9.7/18.3 8.6/5.6 0.54/0.79
0.0035 9.8/19.0 10.7/5.9 0.50/0.74
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являются только в отношении связывающей спо-
собности иммобилизованных белков, но не их ка-
талитической активности. В табл. 3 приведена
зависимость активности имм. белка, в данном
случае трипсина, от ММ субстрата. Видно, что
каталитическая активность иммобилизованного
трипсина по отношению к низкомолекулярному
субстрату практически не зависит от природы
сшивающего агента и степени набухания гидро-
геля. Даже повышение концентрации иммобили-
зованного трипсина не создает стерических пре-
пятствий для такой реакции. Стерические пре-
пятствия проявляются только при использовании
высокомолекулярных субстратов. Причем, чем
выше ММ субстрата, тем ниже измеряемая ак-
тивность иммобилизованного трипсина. И в этом
случае проявляется эффект дополнительного
“гидрофобного сшивания”. Наблюдаемое сниже-
ние активности иммобилизованного трипсина по
отношению к высокомолекулярным субстратам
при близких степенях набухания больше в гидро-
гелях, полученных в присутствии гидрофобных
сшивателей.

Таким образом, полученные результаты сви-
детельствуют о том, что химическое строение
сшивающего агента сильно влияет на процесс
формирования надмолекулярной структуры
гидрогелей при сополимеризации акриламида и
макромономера белка и определяет активность
иммобилизованного белка по отношению к вы-
сокомомолекулярным субстратам. Существен-
ная роль при этом принадлежит нековалентному,
гидрофобному сшиванию макромолекул. Обна-
руженные закономерности использованы для по-
вышения эффективности действия нашедшего
клиническое применение гемосорбента “Ово-
сорб”, гидрогелевого препарата “Рансулин” для

перорального введения инсулина и при получе-
нии высокоочищенных и стабильных белковых
препаратов.

Работа выполнена в рамках Госзадания ИНХС
РАН.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Angsantikul P., Mitragotri A. // Trends Pharmacol. Sci.

2020. V. 41. № 10. P. 681.
2. Wang T., Qu G., Wang C., Cheng Y., Shang J., Zheng J.,

Feng Z., Chen Q., He N. // Langmuir. 2019. V. 35.
№ 43. P. 13999.

3. Diederich V.E., Studer P., Kern A., Lattuada M., Storti G.,
Sharma R.I., Snedeker J.G., Morbidelli M. // Biotech-
nol. Bioeng. 2013. V. 110. № 5. P. 1508.

4. Nalampang K., Panjakha R., Molloy R., Tighe B.J. //
J. Biomater. Sci., Polym. Ed. 2013. V. 24. № 11. P. 1291.

5. Schoener C.A., Hutson H.N., Peppas N.A. // J. Biomed.
Mater. Res. 2013. V. 101. № 8. P. 2229.

6. Valuev L.I., Valuev I.L., Vanchugova L.V., Obydenno-
va I.L. // Polymer Science B. 2015. V. 57. № 5. P. 456.

7. Vanchugova L.V., Valuev L.I., Valuev I.L., Talyzen-
kov Yu.A. // Polymer Science B. 2013. V. 55. № 1–2.
P. 77.

8. Chauvet J., Acher R. // J. Biol. Chem. 1967. V. 242.
P. 4274.

9. Мосолов В.В. Протеолитические ферменты. М.:
Наука, 1971.

10. Erlanger D.F., Kokowski N., Cohen W. // Arch. Bio-
chem. Biophys. 1961.

11. Cohen Y., Ramon O., Kopelman I.J., Mizrah S.J. //
Polym. Sci., Polym. Phys. 1992. V. 30. № 12. P. 1055.

12. Rolfes H., Stepto R.F.T. // Makromol. Chem., Theory
Simul. 1992. V. 1. № 2. P. 969.

13. Валуев Л.И., Чупов В.В., Сытов Г.А., Шаназарова И.М.,
Кислая Л.Н., Синани В.А., Платэ Н.А. // Высокомо-
лек. соед. А. 1995. Т. 37. № 5. С. 787.

14. Платэ Н.А., Валуев Л.И., Синани В.А., Чупов В.В. //
Биотехнология. 1987. Т. 3. № 2. С. 173.

Таблица 3. Свойства гидрогелей, полученных сополимеризацией 1.8 моль/л акриламида, 0.03 моль/л сшивающе-
го агента и 0.0004 моль/л макромономера трипсина

Примечание. БАПА – N-α-бензоил-D,L-аргинин-п-нитроанилид, ПИТ – панкреатический ингибитор трипсина, ЯИТ –
яичный ингибитор трипсина.
*Гидрогель получен сополимеризацией в присутствии повышенной концентрации БИС-1 (0.05 вместо 0.03 моль/л).

Сшиватель
Sr, г воды/г 

полимера (±0.6)
[Трипсин]имм, 

мг/г геля (±0.6)

Активность, % от исх.(±4%) по отношению к

БАПА ПИТ ЯИТ

ДА-1 14.0 4.3 84 76 66
ДА-2 15.7 3.9 77 74 70
ДА-3 18.1 2.4 82 73 63
ДА-4 22.4 2.6 79 75 68
БИС-1 12.4 5.1 84 78 70
БИС-2 11.6 5.0 79 70 67
БИС-3 9.3 6.3 78 63 50
БИС-6 8.9 6.4 80 57 51
БИС-1* 9.0 6.1 82 77 68



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /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 false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 false
  /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 ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /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
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


