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Hydratacja wybranych lipidowych kompleksow DNA
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Streszczenie: Zbadano dwa modelowe kompleksy lipidowe DNA z surfaktantami zawierajacymi jeden
(CTMA) lub dwa (DDCA) tancuchy alifatyczne. Wyznaczono kinetyke ich hydratacji oraz izoterme sorp-
cyjna. Wykazano, ze zastosowanie lipidowego surfaktantu z udzialem dwoch faricuchéw alifatycznych
ogranicza liczbe czasteczek wody trwale zwiazanej z helisg DNA.

Stowa kluczowe: DNA, lipidowe kompleksy DNA, biopolimery, izoterma sorpcyjna, hydratacja.

Hydration properties of selected DNA-lipid complexes

Abstract: Two model DNA-lipid complexes with the surfactants containing single (CTMA) or double
(DDCA) aliphatic chains were investigated. Hydration kinetics and sorption isotherms were determined.
The data were interpreted using BET and Dent sorption isotherm models. It was found that the use of
lipid surfactant with double aliphatic chain reduce the number of water molecules tightly and perma-

nently bound to DNA helix.

Keywords: DNA, DNA-lipid complex, biopolymers, sorption isotherm, hydration.

Kwas deoksyrybonukleinowy stanowi podstawowy
nosnik informacji genetycznej. Pod wzgledem chemicz-
nym to liniowy biopolimer charakteryzujacy sie regular-
na sekwencjg nukleotydéw zbudowanych z trzech pod-
stawowych fragmentow — deoksyrybozy, kwasu fosfo-
rowego oraz jednej z czterech zasad: adeniny, tyminy, cy-
tozyny lub guaniny. Kolejnos¢ wystepowania tych zasad
okresla naturalny DNA jako kopolimer statystyczny.
W warunkach normalnych DNA tworzy podwdjna helise
ztozona z dwdéch taricuchéw. Lancuchy te zawieraja ciagi
komplementarnych zasad (pary adenina-tymina, guani-
na-cytozyna), taczacych si¢ ze sobg za posrednictwem
wigzan wodorowych. Stwierdzono, ze sekwencja (kolej-
nos¢) wystepowania zasad praktycznie biorac nie wpty-
wa na wilasciwosci fizykochemiczne DNA, traktowanego
jako materiat ciagly w skali supramolekularnej. Wtasci-
wosci te roznig si¢ jednak, nawet pod wzgledem jako$cio-
wym, od typowych wiasciwosci polimeréw otrzymywa-
nych syntetycznie [1, 2].

W ostatniej dekadzie zaobserwowano znaczny wzrost
zainteresowania mozliwoscig zastosowania DNA w elek-
tronice i fotonice wykorzystujacej materiaty organiczne
[3]. Przedstawiono wiele elementéw elektronicznych
bazujacych na tym biopolimerze. Przyktadem moga by¢
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diody elektroluminescencyjne [4, 5], tranzystory polowe
[6] lub swiattowody.

Podstawowa forma materiatéw polimerowych stoso-
wang w elektronice i fotonice organicznej jest cienka
(submikronowa) warstwa tworzaca si¢ w wyniku kon-
trolowanego wylewania z roztworu. Silnie hydrofilowy
charakter naturalnego DNA ogranicza jego rozpuszczal-
nosc¢. Poza trudnymi w stosowaniu lub powodujacymi
degradacje chemiczng rozpuszczalnikami, rozpuszcza
sie¢ wylacznie w wodzie. Woda jako rozpuszczalnik ma
wiele wad ujawniajacych sie¢ w procesie wylewania cien-
kich warstw, ponadto powstajace warstwy wykazuja nie-
zadowalajace wlasciwosci mechaniczne. Aby mozna by-
1o zastosowac inny rozpuszczalnik, nalezy najpierw wy-
tworzy¢ trwate kompleksy DNA-lipid. Amfifilowe lipidy
o charakterze cieczy jonowych, skladaja sie z czesci amo-
nowej oraz tanicucha alkilowego. W srodowisku wod-
nym ,glowa” zawierajgca kation amonowy zastepuje
kation sodowy, ktory zapewnia elektryczna neutralno$¢
DNA. W taki sposob powstaje trwaty kompleks. W wa-
runkach odpowiedniej stechiometrii reakcji, na kazda
reszte fosforanowa przypada jedna czasteczka lipidu.
Alifatyczne ,,ogony” lipidéw sg skierowane na zewnatrz
helisy i nadajq hydrofobowy charakter zewnetrznej po-
wierzchni kompleksu. Kompleks jest nierozpuszczalny
w wodzie, ale tatwo rozpuszcza sie w alkoholach oraz
niektérych innych rozpuszczalnikach [7]. Stwierdzono,
ze w wyniku utworzenia kompleksu z lipidami podsta-
wowe wiasciwosci struktury elektronowej DNA nie ule-
gaja zmianom [8].

Hydrofilowa natura DNA przyczynia sie¢ do trwatego
zwigzania czasteczek wody, ktora trudno usunag, a usu-
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nigcie powoduje trwale zmiany w strukturze [9, 10].
Stwierdzono, ze naturalne uwodnienie DNA wplywa na
wzmocnienie mechanizméw odpowiedzialnych za tran-
sporttadunku czyli — makroskopowo — za przewodnic-
two elektryczne [11, 12]. Ceche te wykorzystano w budo-
wie dziatajacego ogniwa paliwowego zawierajacego w
swym sktadzie DNA [13]. Nadmiar wody i tlenu przys-
piesza natomiast degradacje chemiczng DNA [14]. Dlate-
go, aby mozna bylo konstruowaé wydajne elementy elek-
troniczne z udziatem DNA, nalezy ogranicza¢ stopien
niekontrolowanej hydratacji tego biopolimeru. Elektroni-
ka organiczna nie jest jedynym obszarem zastosowan li-
pidowych kompleksow DNA. Réwnie wazna dziedzing
jest terapia genowa oraz transport substangji leczniczych
w terapiach celowanych [15—17].

Mobilnos¢ i funkcje chemiczne zaadsorbowanych w
faricuchu DNA czasteczek wody zmieniaja si¢ ptynnie,
od czasteczek catkowicie unieruchomionych do catkowi-
cie swobodnych, wykazujacych cechy rozpuszczalnika
[18]. Czes¢ badaczy, dla uproszczenia, dzieli takie czas-
teczki wody na bezposrednio zwigzane z materiatem sor-
benta — woda zwiazana (ang. bound water) — oraz
wszystkie pozostate — woda swobodna (ang. free water)
[19]. Uwaza sig, ze pierwszy typ czasteczek wody tworzy
monowarstwe, rozumiang jako zbidr czasteczek pokry-
wajacych sorbent w miejscach dostepnych do tworzenia
wigzan, okreslanych jako centra wiazace. Natura takich
wigzan moze by¢ bardzo rézna [20]. Opisany podziat
wydaje si¢ uproszczony. Dlatego wyrdzniono dodatko-
wo posredni typ czasteczek, ktére nie wchodza w sklad
monowarstwy, ale nie wykazuja wtasciwosci czasteczek
rozpuszczalnika utrzymywanego wewnatrz sorbenta
wylacznie dzigki sitom o charakterze kapilarnym [18,
20]. Uwaza sie, ze takie czasteczki wody ukladajg sie
w kolejne monowarstwy, w wyniku zwigzania z czas-
teczkami wody znajdujacymi sie¢ blizej powierzchni sor-
benta [21]. W dostepnej literaturze autorzy uzywajq wie-
lu okreslen rozrdzniajacych te trzy typy czasteczek wody.
Brakuje tu obowiagzujacej normy [18, 20 —22]. W dalszym
tekécie beda stosowane terminy ,woda bardzo Scisle
zwigzana”, ,woda Scile zwigzana” oraz , woda luzno
zwigzana”, uzywane przez autordw niniejszej pracy kon-
sekwentnie we wszystkich pracach poswieconych hydra-
tacji materiatow biologicznych, np. [23].

Izoterma sorpcyjna wyraza zaleznos¢ miedzy masa
wody zaadsorbowang przez probke a wzgledna preznos-
cig pary wodnej w otoczeniu. Badana probke umieszczo-
na w atmosferze o scisle okreslonej wilgotnosci, wazy sie
i ocenia przyrost jej masy az do chwili uzyskania nasyce-
nia [24]. Wyznaczanie izotermy sorpcyjnej jest najstarsza
metoda stosowana w tego typu badaniach DNA [25].
Mimo ze jest bardzo pracochlonna, liczni badacze stosuja
ja ze wzgledu na doktadnos¢, czasem tacza ja z innymi
technikami pomiarowymi [26].

Przyrost masy probki oblicza si¢ w odniesieniu do jej
suchej masy. Zwykle ksztalt izotermy sorpcyjnej mozna
zaliczy¢ do jednej z pieciu grup [27]. Zaproponowano

wiele modeli empirycznych lub poét-empirycznych
wiazacych ksztatt izotermy z postulowanym mechaniz-
mem hydratacji [28, 29].

Izoteremy sorpcyjne ukladdw, takich jak omawiane
w niniejszej pracy, najczesciej interpretuje si¢ w ramach
modelu BET [30] lub nowszego, bedacego jego rozwinie-
ciem — modelu GAB-Dent [31, 32]. Model ten okresla
zalezno$¢ stopnia hydratacji w warunkach nasycenia, w
postaci sigmoidalnej krzywej. Krzywa te opisuje réwna-
nie (1) podane przez Denta [32] lub — w alternatywnej
formie — zaproponowane przez Van den Berga w postaci
(2) [31]. Bardziej intuicyjna jest interpretacja modelu
przedstawiona przez Denta [33]. Zaktada ona, ze woda
hydratacyjna uktada sie¢ warstwowo na powierzchni sor-
benta. Jej czasteczki dzielq si¢ na dwa typy. Pierwszy sta-
nowia czasteczki bezposrednio zwigzane z centrami
wiazacymi sorbenta, tworzace tzw. pierwsza monowar-
stwe (ang. first layer). Do drugiego typu zalicza si¢ pozo-
stale czasteczki wody, ktdre przytaczaja sie¢ do czasteczek
wody juz zwigzanych i tworza warstwy wtdérne (ang. se-
condary layers). Pojedyncza czasteczka H,O moze wiaza¢
sie tylko z jedna czasteczka z warstwy potozonej nizej
ijedna z warstwy potozonej wyzej. Kolejne warstwy nie
musza by¢ zapelniane sekwencyjnie, czyli po catkowi-
tym wypehieniu warstwy lezacej nizej. Zaklada sie, ze
czasteczki nalezace do warstw wtdérnych sa identyczne
pod wzgledem termodynamicznym, lecz inne niz czas-
teczki pierwszej monowarstwy i czasteczki tworzace faze
ciekla. Jest to podstawowa rdéznica odrdzniajaca ten mo-
del od modelu BET, w ktérym warstwy wtdrne sa identy-
fikowane z czasteczkami fazy ciekfe;j.

¥ i M
ym (1_baw)(1_baw + boaw)
Mo CKa, M, @

(1- Ka,)(1- Ka, + CKa,))

gdzie: y — catkowita liczba zaadsorbowanych czasteczek
wody, y,, — maksymalna mozliwa liczba czasteczek sta-
nowiacych pierwsza monowarstwe przy RH = 100 %,
a,, — wielkos¢ okreslajaca stosunek preznosci pary wod-
nej w materiale do preznosci pary nad powierzchnia
wody w takich samych warunkach termodynamicznych
(ang. water activity); w warunkach eksperymentu opisy-
wanego w niniejszej pracy, za a,, mozna przyja¢ wyrazo-
na utamkiem wilgotnos¢ wzgledna atmosfery inkubagji,
by — stosunek liczby obsadzonych do liczby nieobsadzo-
nych centrow wiazacych sorbenta przy RH = 100 %
(by mozna wiec traktowac jako miare hydrofobowosci
powierzchni sorpcyjnej), b — prawdopodobienstwo
zwigzania czasteczki wody z inna czasteczka wody w ta-
kich warunkach.

W réwnowaznym réwnaniu (2) M = (m —m,)/m,, gdzie
m — masa probki uwodnionej w warunkach rownowagi,
m, — sucha masa probki, M, — maksymalna masa wody
w pierwszej monowarstwie (wyrazona w jednostkach
suchej masy) K, C — bezwymiarowe stale termodyna-
miczne.
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Stwierdzono, ze w przypadku wielu substancji model
GAB-Dent przewiduje zanizone wartosci M dla a,, > 0,9.
W celu rozwiagzania tego problemu zaproponowano wie-
le modyfikacji. Najwazniejsze z nich to modyfikacja
GAB-Timmerman [34, 35] oraz GAB-Viollaz [36].

Model GAB-Timmerman uwzglednia trzeci rodzaj
czasteczek wody hydratacyjnej, wykazujacych identycz-
ne wilasciwosci termodynamiczne jak czasteczki fazy
ciektej. Prowadzi do stosunkowo skomplikowanego
rownania (3), w ktérym wyrazy H oraz H’ zaleza od bez-
wymiarowego parametru h. Gdy & — o réwnanie (3)
przechodzi w (2).

- CKa, HH'M, o
~ (1-Ka,)[1+(CH-1)Ka,]
h
H=1+ 17K_(Kaw) (4)
K 1-a,
H/:1+E-(1_K"ﬂ[h+(1—h)aw] )
H (1-a, )

Model GAB-Viollaz jest modelem czysto empirycz-
nym. Dodatkowy (w stosunku do modelu podstawowe-
go) czlon ze stalg K,, poprawia jako$¢ dopasowania dla
wiekszych wartosci a,, (6).

CKM,a,, CKM, K,a>
= +
(1- Ka,)[1+(C-DKa,] (1-Ka,)(1-a,)

(6)

Nowszym, bardziej ogdlnym modelem jest GDW [37].
Zaklada istnienie w sorbencie pierwotnych miejsc
wiazacych, z ktérych kazde moze zwiazac tylko jedna
czasteczke wody, a kazda z nich moze sie sta¢ wtérnym
miejscem wigzacym. Podstawowa réznica w odniesieniu
do poprzednich modeli jest zatozenie, ze nie kazda czas-
teczka wody przyltaczona do pierwotnego miejsca
wiazacego staje si¢ automatycznie wtornym miejscem
wiazacym. Druga rdznica jest dopuszczenie mozliwosci
przytaczania do wtérnych miejsc wigzacych wiecej niz
jednej czasteczki wody. Model ten przewiduje ksztatt izo-
termy sorbcyjnej w postaci réwnania (7).

— m KaZU

M- 1-k(1-w)a,
1+ Ka,

1-ka,

?)

Parametr w okresla utamek zaadsorbowanych na
pierwotnych centrach wigzacych czasteczek wody, ktore
staly si¢ wtérnymi centrami wigzacymi. Stale K oraz k
odnosza si¢ do kinetyki zapetnienia, odpowiednio, pier-
wotnych i wtérnych miejsc wiazacych, m to gestos¢
miejsc wigzacych na powierzchni sorbenta.

Wptyw strukturalnej wody w lipidowych komplek-
sach DNA na ich wiasciwosci fizyczne jest zjawiskiem
jeszcze niezbyt dobrze poznanym. Niniejsza praca miata
na celu lepsze zrozumienie procesu hydratowania takich
komplekséw.

Kontrolowanemu uwadnianiu poddano dwa komp-
leksy lipidowe DNA, w ktérych lipidy wykazywaly réz-
na funkcyjnosc¢ fancuchoéw alifatycznych. Badano kinety-
ke hydratacji prébek oraz wyznaczono izotermy sorp-
cyjne.

CZESC DOSWIADCZALNA
Materiat

W badaniach wykorzystano DNA pozyskane ze sper-
my tososia i dostarczone przez CIST (Chitose Institute of
Science and Technology, Japonia) oraz dostepne w hand-
lu surfaktanty: chlorek heksadecylotrimetyloamoniowy
(CTMA) (I) oraz chlorek didecylodimetyloamoniowy

HC o
H3C\/N+\/\/\/\/\/\/\/\/ CH3 @
HyC
CTMA CAS: 112-02-7
H;C Cl- CH;
\/\/\/W +/\/\/\/\/\/
N
/N
H;3C H;C II)
DDCA CAS: 7173-51-5

(DDCA) (II). Taki wybdr miat umozliwi¢ ocene wptywu
obecnosci podwdjnego lub pojedynczego taricucha alifa-
tycznego lipidu o takim samym ciezarze czasteczkowym
na hydratacje catego kompleksu.

Otrzymywanie kompleksow lipidowych DNA

Kompleksy lipidowe DNA uzyskano w wyniku mie-
szania rozpuszczonego Na'-DNA (0,06 g) w 10 cm® wody
dejonizowanej w ciggu 12 h w temperaturze pokojowej
(otrzymany roztwor byl przezroczysty, bezbarwny, lecz
o duzej lepkosci, zawierat zamknigte pecherzyki powie-
trza). Aby zmniejszy¢ lepko$¢ roztworu poddano go so-
nikacji w myjce ultradzwigkowej. Ta standardowa meto-
da wykorzystywana do fragmentacji DNA, dzigki dobo-
rowi energii ultradzwigkow oraz czasu sonikacji pozwa-
la w kontrolowany i stosunkowo powtarzalny sposob
zmniejszy¢ ciezar czasteczkowy DNA [38]. Porcje spo-
rzadzonego roztworu DNA przelewano do zlewki o poj.
50 cm®, ktéra umieszczano w myjce ultradzwigkowej
generujacej ultradzwieki o czestotliwosci 40 kHz. Proces
prowadzono przez 100 min, w temperaturze pokojowe;.

P a O=P-0-, S
O:I" (6] / | /
0 g 0
zasada \ zasada CH
CH 0) 2
O 2 4 .
: : surfaktant (S) C ; + NaCl
10 (6]
5 \M
DNA DNA
Schemat A
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Przyjmuje sig, ze wydajnos¢ przytaczania kationowych
surfaktantéw do reaktywnych miejscjest lepsza, gdy tan-
cuchy DNA sa krotsze.

Roztwor surfaktantu w wodzie dodawano do wodne-
go roztworu DNA, intensywnie mieszajac. Po wkrople-
niu catosci uktad mieszano jeszcze ok. doby. W wyniku
reakcji (schemat A) wytracit si¢ osad DNA-surfaktant.
Osad odsaczano i przemywano woda do chwili uzyska-
nia czystego przesaczu, a nastepnie suszono w tempera-
turze pokojowej.

Metody badan

— Budowe kompleksu DNA-surfaktant badano
metoda spektroskopii w podczerwieni.

— Temperature rozktadu termicznego probek
DNA-surfaktant wyznaczono metoda termograwime-
tryczng (TGA) opisana w pracy [39].

Tabela 1. Preznosci pary wodnej w temp. 25 °C nad nasycony-
mi roztworami soli, wykorzystywanymi do kontrolowanej hyd-
ratacji probek DNA-surfaktant

Table 1. Water vapour pressures at 25 °C over saturated solu-
tions of salts used for a controlled hydration of DNA-surfactant

samples

Substancja RH, %
Kwas fosforowy(V) (H3PO,) 9 [40]
Octan potasu (CH;COOK) 23 [41]
Chlorek wapnia (CaCl,) 32 [40]
Weglan potasu (K,COj3) 43 [41]
Dichromian sodu(VI) (Na,Cr,0O5) 54 [41]
Azotan(V) amonu (NH;NO;) 63 [40]
Tiosiarczan sodu (Na,S,03) 81 [42]
Chromian(IV) potasu (K,CrOj) 88 [43]
Siarczan(VI) sodu (Na,SO,) 93 [44]
Siarczan(VI) potasu K,SO, 97 [41]

— Oznaczenie wartosci suchej masy: bezposrednio
przed badaniami kinetyki hydratacji, prébke przezna-
czona do badania (przechowywana wczesniej w warun-
kach pokojowych) wazono, a nastepnie inkubowano
przez 240 h nad zelem krzemionkowym w eksykatorze
(przyjmuje sie, ze w takich warunkach wilgotnos¢
wzgledna RH wynosi 0 %). Tak przygotowang prébke
hydratowano w zamknietym eksykatorze nad nasyco-
nym roztworem sporzadzonej uprzednio wybranej soli.
Roztwor nasycony otrzymywano w wyniku rozpuszcza-
nia soli w dejonizowanej wodzie w T = 40 °C do chwili,
kiedy rozpuszczalnos¢ ustawata. Dodawano wtedy do
roztworu tyle substangji, ile juz sie rozpuscito. Catos¢
ochtadzano do temperatury pokojowej, réwnej w trakcie
pomiaru T'=25+1 °C. W tabeli 1 zamieszczono spis wy-
korzystywanych soli wraz z literaturowymi wartosciami

wzglednych preznosci pary wodnej (RH) nad ich roztwo-
rami nasyconymi, potwierdzonymi w bezposrednim
pomiarze za pomoca higrometru laboratoryjnego (firmy
LAB-EL, typ 705A z sonda typ 701).

Podczas inkubowania probki nad powierzchnig wody
dejonizowanej (RH = 100 %), zachodzito zjawisko pecz-
nienia, dlatego wynik ten pominigto w dalszych rozwa-
zaniach. Po wyjeciu z eksykatora prébke ogrzewano w
temp. 70 °C w suchym powietrzu. Wazono ja po 30 min
suszenia a potem kontrolnie po uptywie 300 h. Wazenie
kontrolne nie wykazywato dodatkowych zmian masy
probki, wykraczajacych poza dokladno$¢ metody. Tak
wyznaczong warto$¢ przyjeto jako sucha mase m,. Aby
unikna¢ mozliwych zmian strukturalnych materialu na
skutek ogrzewania [45] zastosowano stosunkowo niska
temperature suszenia (70 °C). Jak wskazujg pomiary
TGA [39], jest mozliwe skuteczne usuwanie wody w taki
sposob. Nie nastepuje wowczas mierzalny spadek masy
tak przygotowanej probki az do temperatury, w ktérej za-
czyna sie jej rozktad termiczny. Trzeba jednak zaznaczy¢,
ze czasteczki wody w DNA petnia funkgje strukturalne
i czesci z nich nie da sig usunac z lipidowych komplek-
sow DNA w temperaturze nizszej niz temperatura roz-
ktadu termicznego. Taki wybor metody wyznaczania su-
chej masy mozna traktowac jako arbitralny, jednak inne
sposoby usuwania wody z ukladéw biologicznych (na
przykiad technika liofilizacji kriogenicznej), rowniez nie
daja pewnosci usuniecia wszystkich czasteczek wody
zawartych w materiale. Temperatura ogrzewania réwna
70 °C przez wielu autoréw jest wymieniana jako standar-
dowa w procesie dehydratacji ukltadéw organicznych,
np. [21].

WYNIKI I ICH OMOWIENIE
Budowa kompleksé6w DNA-surfaktant

W widmie prébek DNA-surfaktant zaobserwowano
obecno$¢ pasm charakterystycznych dla naturalnego
DNA, pasm pochodzacych od symetrycznych drgan roz-
ciagajacych grupy fosforanowej oraz drgan charakterys-
tycznych dla grup metylenowych. Obecnos¢ w widmie
dwoch ostatnich pasm $wiadczy o wytworzeniu sig sta-
bilnych kompleksow lipidowych DNA.

Kinetyka hydratacji kompleksow DNA-surfaktant

Stwierdzono, ze hydratacja kompleksow DNA, su-
chych w atmosferze powietrza, wynosita 7,5—8,0 %, co
stanowi wartos¢ mniejsza niz w wyjsciowym DNA
(15 %).

Wszystkie procedury numeryczne opisane w dalszej
czesci tekstu przeprowadzono z wykorzystaniem prog-
ramu Origin 9.5 Pro. Kinetyke procesu hydratacji w at-
mosferze o niewielkiej wilgotnosci wzglednej (RH) opi-
suje w zadowalajacy spos6b réwnanie (8). Parametr A’
odpowiada zawarto$ci wody nieusunietej w procesie
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inkubagji probki nad zelem krzemionkowym, wyznaczo-
ne wartosci A praktycznie biorac nie zaleza od wilgot-
nosci wzglednej atmosfery inkubacyjnej, wartos¢ usred-
niona dla wszystkich RH jest zatem obarczona niewiel-
kim odchyleniem standardowym (tabela 2). Frakcje
wody opisywang parametrem A) mozna wiec identyfi-
kowac jako wode bardzo Sciéle zwigzana.

amit) _[mO)=m] _ 0, Aih,{l_exp(_:hﬂ -

mS mS 1

Tabela 2. Usrednione wartosci parametrow kinetyki hydrata-
cji kompleksu z odchyleniem standardowym

Table 2. Averaged values of parameters of hydration kinetics
with standard deviation

Parametr DNA-CTMA DNA-DDCA
Aé’ 0,061 + 0,004 0,033 0,003

Al”(muks) 0,039 +£0,011 0,063 + 0,004
t;’, h 1,0+£0,2 0,6 £0,04
t;’, h 19,1+£3,2 20,9+29

Graniczne warto$ci wilgotnosci wzglednej atmosfery,
dla ktorych dopasowanie wedtug rownania (8) przesta-
wato by¢ zadowalajace, wynosity 32 % w przypadku
DNA-CTMA oraz 63 % w odniesieniu do DNA-DDCA.
Wybér (dokonany arbitralnie) tych wartosci wynika ze
skokowej poprawy dopasowania do danych pomiaro-
wych w réwnaniu (9) o dwdch eksponentach, zastepu-
jacych réwnanie (8). Wskazane progi RH nalezy jednak
traktowac jako orientacyjne ze wzgledu na brak w stoso-
wanej metodzie pomiarowej mozliwosci zmiany w spo-

200 250 300

czas, h

sob ciagly preznosci pary wodnej. Mozna przyjac, ze kaz-
da z obu eksponent wyraza hydratacje innego rodzaju.
Ant) _[m0)=m] _ ‘{1‘“?[‘:% N

mS mS 1

al t)]
+ ~L1—exp£—hjj
tZ

Koniecznos¢ wprowadzenia sktadowej opisywanej
druga eksponentq wynika z faktu, ze zostala wyczerpana
zdolnos¢ do opisu sorpcji za pomoca pierwszej ekspo-
nenty. Warto$é parametru Aosiagneta maksymalna
mozliwa wartoéé A/ (maks.) i wyraza udziat wody $cisle
zwigzanej w warunkach nasycenia. W tabeli 2 podano
warto$ci $rednie A'(maks.). Warto$¢é parametru A}
zwigkszata sie sukcesywnie wraz ze wzrostem RH oto-
czenia i dlatego nie wyznaczono A} (maks.). Przeszkoda
dodatkowg byto wystepowanie zjawiska pecznienia pro-
bek w warunkach RH bliskiej 100 %.

Stosunkowo niewielkie réznice czaséw t oraz t!
wyznaczonych w odniesieniu do probek tego samego
materiatu pozwalajq sadzi¢, ze opisuja one kinetyke pro-
cesoOw w duzym stopniu niezaleznych od przypadko-
wych réznic w morfologii badanego materiatu. W tabeli 2
podano warto$ci czaséw t;' oraz t) usrednione dla wszy-
stkich dopasowan.

Wartodci t) sg ok. dwudziestokrotnie wieksze niz ¢'.
Fakt ten sugeruje, ze obecnos¢ frakcji wody opisywanej
przez t) jest efektem dziatania sit kapilarnych [46]. Moz-
na ja wiec identyfikowac¢ jako wode luzno zwigzana.
Wyznaczone wartosci czasdéw #; sa identyczne (z doktad-
noscig niepewnosci statystycznej). Swiadczy to o zblizo-
nej, a nawet identycznej dostepnosci hydrodynamiczej
obu rodzajow komplekséw DNA-surfaktant — wlasnos-

©)

b)
0,49 To—eo—
[ ]
DNA-DDCA
0,3 1
5 0.2 ) —
<
0,1 4 : ‘ '
0,0 4
B —r—r—r—r—rrr ——rrrrrrrrr
0 25 50 150 200
czas, h

Rys. 1. Wzgledna zmiana masy probek: a) DNA-CTMA, b) DNA-DDCA w czasie na skutek kontaktu z powietrzem o r6znej preznosci

pary wodnej; wilgotnos$¢ wzgledna powietrza zwieksza sie w kierunku oznaczonym strzalka i przyjmuje wartosci: 23 %, 32 %, 44 %,

52 0/0, 63 o/o, 76 o/o, 88 0/0, 93 % oraz 97 %

Fig. 1. Relative change in sample mass versus time as a result of contact with air at different water vapour pressures: a) DNA-CTMA,
b) DNA-DDCA; relative air humidity increases in the direction of arrow and assumes the values: 23 %, 32 %, 44 %, 52 %, 63 %, 76 %,

88 O/o, 93 % and 97 %
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ci rozumianej jako zdolnos¢ czasteczek wody do penetra-
¢ji w glab probki. Kinetyke hydratacji oraz dopasowanie
wg (8) oraz (9) przedstawia rys. 1.

Z poréwnania wartosci parametrow A}, Al'(maks.)
oraz t/, odnoszacych si¢ do préobek DNA-CTMA
i DNA-DDCA, wynika, ze dostep czasteczek wody do
pierwotnych miejsc wigzacych jest znacznie trudniejszy
w przypadku kompleksu DNA z DDCA — surfaktantem
zawierajacym dwie grupy alifatyczne. Liczba czasteczek
wody zwiazanej w DNA/DDCA jest jednak wigksza
i prébka szybciej osigga poziom nasycenia. Z tego faktu
wynika wigksza stabilno$¢ czasowa kompleksu
DNA-DDCA, gdyz woda bardzo $cisle zwigzana ma
znacznie mniejszy wplyw na procesy degradacyjne.

Rysunek 2 przedstawia izotermy sorpcyjne komplek-
séw DNA-CTMA (2a, c) oraz DNA-DDCA (2b, d) oraz
dopasowanie ich do uzyskanych danych do$wiadczal-
nych. Ze wzgledu na niepewnos¢ dotyczaca wartosci a,,
przy ktdérych rozpoczyna sie pecznienie, dopasowania
ograniczono do zakresu a,, < 0,9.

Na rys. 2a, b mozna zauwazy¢, ze dopasowanie zgod-
nie z modelem BET w istotnym stopniu si¢ rézni od do-
pasowania za pomocg modeli GAB-Dent oraz GDW, réz-
najest tez warto$¢ wspdtczynnika determinacji R?, réwna

a)
0,64
| DNA-CTMA
0.5] —--BET /
’ — GAB-Dent .
1 —— GDW i
044 = eksperyment "
= 0,34
0,2
0,1]
0,017

0.0 0.1 02 03 04 05 06 0,7 08 09

b)
0,6
{1 DNA-DDCA
059 ___BET
” | 7 GAB-Dent

GDW

0,49 = eksperyment
=03

0,2

0,14

0’O_I N 1 N 1 v 1 N I N 1 M I i I N 1 N 1
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09

w

0,96 w poréwnaniu z wartoscia 0,99 odpowiadajaca
dwém ostatnim przypadkom. Zastosowanie modelu
GAB-Dent i GDW do danych dotyczacych kompleksu
DNA-CTMA prowadzi do nieco innych, cho¢ statystycz-
nie réwnowaznych izoterm sorpcyjnych. W odniesieniu
do DNA-DDCA uzyskane izotermy praktycznie biorac
si¢ pokrywaja.

Rysunek 2¢, d przedstawia izotermy sorpcyjne wyz-
naczone na podstawie rozszerzonych modeli GAB-Tim-
merman oraz GAB-Viollaz. W przypadku DNA-DDCA
krzywe sie pokrywaja, a w przypadku DNA-CTMA ist-
niejgce miedzy nimi réznice sg statystycznie nieistotne.
Do dalszych rozwazan pozostawiono wigc model
GAB-Dent jako najprostszy. W tabeli 3 przedstawiono
wyniki liczbowe dopasowania izotermy sorpcyjnej za
pomoca réwnania Denta.

Wieksza wartosé by dla DNA-DDCA sugeruje, ze cen-
tra wigzace w tym kompleksie sa wysycone woda
w wigkszym stopniu niz centra wigzace w DNA-CTMA.
Podobnie, wieksza wartos¢ b oznacza, ze czasteczki
wody tworza warstwy wtorne. Mozna zatem uznac kom-
pleks DNA-DDCA za bardziej hydrofilowy. Z drugiej
strony jednak, pojemnos¢ piewszej monowarstwy wody
(M) w przypadku DNA-DDCA jest prawie dwukrotnie

<)
0,64
| DNA-CTMA
05 = cksperyment
> GAB-Dent
1 e GAB-Viollaz '
0,44 ___ GAB-Timmerman
= 0,3
0,2
0,1
0,01
0,0 0,1
aw
d)
0,6
] DNA-DDCA
054 = cksperyment
s GAB-Dent
~-GAB-Viollaz
0,44 ---GAB-Timmerman
= 0,3 1
0,2 1
0,14
0,0 -

T T T T T T T T 1
0,0 o1 02 03 04 05 06 07 08 09
a

w

Rys. 2. Izotermy sorpcyjne kompleksow: a) DNA-CTMA, b) DNA-DDCA, ¢, d) dopasowania wedlug modeli BET, GAB-Dent oraz
GDW; dopasowania za pomoca modelu GAB-Dent i jego modyfikacji — GAB-Viollaz oraz GAB-Timmermann

Fig. 2. Sorption isotherms of the complexes: a) DNA-CTMA, b) DNA-DDCA, c, d) fitted to BET, GAB-Dent and GDW models; fittings
according to GAB-Dent, its modification — GAB-Viollaz and GAB-Timmermann
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mniejsza niz M, DNA-CTMA. Najprawdopodobniej
woda nasycajaca pierwotne centra wiazace kompleksu
przylacza sie bezposrednio do helisy DNA lub blisko
niej, poniewaz fragmentami czasteczek surfaktantu
zwrdconymi na zewnatrz sa grupy alifatyczne. Mniejsza
liczba czasteczek wody w otoczeniu helisy DNA wptywa
na wigksza odpornos$¢ kompleksu DNA-DDCA na roz-
ktad, ponadto kolejne warstwy zaadsorbowanej wody
tworza scislej wypetnione powtoki co, by¢ moze, stabili-
zuje caly uktad.

Tabela 3. Wyniki dopasowan parametréw izotermy sorpcyj-
nej za pomoca rownan Denta

Table 3. Results of the fittings of sorption isotherm parameters
using Dent equations

Parametr DNA-CTMA DNA-DDCA
b 0,81 +0,04 0,93 +0,01
by 145+1,5 42+3

M, 0,10 £0,02 0,043 + 0,006
PODSUMOWANIE

Zbadano kinetyke hydratacji dwoch kompleksow li-
pidowych DNA. Wykazano, Ze zastosowanie lipidowego
surfaktantu zawierajagcego dwa tancuchy alifatyczne
ogranicza liczbe czasteczek wody wiazacej si¢ trwale z
helisa DNA. Wynik ten ma duze znaczenie ze wzgledu
na mozliwos¢ zwiekszenia stabilnosci czasowej produk-
tow z udziatem DNA stosowanych zaréwno w elektroni-
ce organicznej, jak i w medycynie.

Niniejsza praca byta finansowana ze $rodkéw na dziatalnosé
statutowaq, otrzymanych z Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego.

LITERATURA

[1] Saenger W.: “Principles of Nucleic Acid Structure”, Sprin-
ger 1983.

[2] Dobrowolski J.C.: Polimery 2003, 48, 3.

[3] Steckl A.J., Spaeth H., You H., Gomez E., Grote J.: OPN
2011, 22, 35.

[4] Hagen J.A., Li W.,, Steckl A.]., Grote ]J.G.: Appl. Phys. Lett.
2006, 88, 171 109. http://dx.doi.org/10.1063/1.2197973

[5] Gomez E.E., Spaeth H.D., Steckl A J., Grote J.G.: Proc. SPIE
2011, 8103.

[6] Stadler P, OppeltK., Singh T.B., Grote].G., Schwodiauer R.,
Bauer S., Piglmayer-Brezina H., Bauerle D., Sariciftci N.S.:
Org. Electron. 2007, 8, 648. http://dx.doi.org/10.1016/j.or-
gel.2007.05.003

[7] Okahata Y., Tanaka K.: Thin Solid Films 1996, 284 —285, 6.
http://dx.doi.org/10.1016/s0040-6090(96)08830-x

[8] Wang L., Yoshida J., Ogata N.: Chem. Mater. 2001, 13, 1273.
http://dx.doi.org/10.1021/cm000869g

[9] Prive G.G., Heinemann U., Chandrasegaran S., Kan L.S,,
Kopka M.L., Dickerson R.E.: Science 1987, 238, 498. http://
dx.doi.org/10.1126/science.3310237

[10] Tanaka K., Okahata Y.: ]. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 10 679.
http://dx.doi.org/10.1021/ja9617855

[11] Kutnjak Z., Filipic C., Podgornik R., Nordenskiold L., Koro-
lev N.: Phys. Rev. Lett. 2003, 90, 098101/1.
http://dx.doi.org/10.1103/PhysRevLett.90.098101

[12] Briman M., Armitage N.P., Helgren E., Gruner G.: Nano
Lett. 2004, 4, 733. http://dx.doi.org/10.1021/n1049961s

[13] Matsuo Y., Kumasaka G., Saito K., Ikehata S.: Solid State
Commun. 2005, 133, 61.
http://dx.doi.org/10.1016/j.ssc.2004.09.055

[14] Bonnet]., Colotte M., Coudy D., Couallier V., Portier J., Mo-
rin B., Tuffet S.: Nucleic Acids Res. 2010, 38, 1531.
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gkp1060

[15] Pedroso de Lima M.C., Simoes S., Pires P, Faneca H,,
Diizgiinet N.: Adv. Drug Deliver. Rev. 2001, 47, 277.
http://dx.doi.org/10.1016/50169-409X(01)00110-7

[16] Cheung W., Pontoriero E., Taratula O., Chen A.M., He H.:
Adv. Drug Deliver. Rev. 2010, 62, 633.
http://dx.doi.org/10.1016/j.addr.2010.03.007

[17] Caracciolo G., Amenitsch H.: Eur. Biophys. ]. 2012, 41, 815.
http://dx.doi.org/10.1007/s00249-012-0830-8

[18] Barbosa-Canovas G.V., Fontana Jr. A.J., Schmidt S.J., Labu-
za T.P.: “Water Activity in Foods: Fundamentals and Appli-
cations”, Blackwell Publishing 2007.

[19] Franks F.: “Hydration Phenomena in Colloidal Systems,
Water Science Reviews”, Cambridge University Press
1989.

[20] Kinsella J.E., Fox P.E., Rockland L.B.: CRC Critical Rev. Food
Sci. Nutr. 1986, 24, 91.
http://dx.doi.org/10.1080/10408398609527434

[21] Troller J.A., Christian J.H.B.: “Water Activiry and Food”,
Academic Press 1978.

[22] Basu S., Shivhare U.S., Mujumdar A.S.: Drying Technol.
2006, 24, 917. http://dx.doi.org/10.1080/07373930600775979

[23] Haranczyk H., Kobierski J., Niziot J., Hebda E., Pielichow-
ski]., Zalitacz D., Marzec M., El-Ghayoury A.: |. Appl. Phys.
2013, 113, 044702. http://dx.doi.org/10.1063/1.4789011

[24] Roos Y.H.: “Water Activity and Glass Transition” in: “Water
Activity in Foods: Fundamentals and Applications” (Eds.
Barbosa-Canovas G.V., Fontana Jr. A.]., Schmidt S.]., Labu-
za T.P.), Blackwell Publishing 2007.

[25] Falk M., Hartman K.A., Lord R.C.: J. Am. Chem. Soc. 1962,
84, 3843. http://dx.doi.org/10.1021/ja00879a012

[26] Guzman M.R., Liquier J., Taillandier E.: . Biomol. Struct.
Dyn. 2005, 23, 331.
http://dx.doi.org/10.1080/07391102.2005.10507068

[27] Brunauer S., Deming L.S., Deming W.E., Teller E.: . Am.
Chem. Soc. 1940, 62, 1723.
http://dx.doi.org/10.1021/ja01864a025

[28] Chirife ., Iglesias H.A.: Int. |. Food Sci. Technol. 1978, 13, 159.
http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-2621.1978.tb00792.x

[29] Furmaniak S., Terzyk A.P., Gotembiewski R., Gauden P.A.,
Czepirski L.: Food Res. Int. 2009, 42, 1203.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2009.06.004



POLIMERY 2015, 60, nr 1

25

[30] Brunauer S., Emmett P.H., Teller E.: ]. Am. Chem. Soc. 1938,
60, 309. http://dx.doi.org/10.1021/ja01269a023

[31] Van den Berg C.: “Development of B.E.T.-Like Models for
Sorption of Water on Foods, Theory and Relevance” in:
“Properties of Water in Foods” (Eds. Simatos D., Multon
J.L.), Springer Netherlands 1985, p. 119.

[32] Dent R.W.: Textile Res. |. 1977, 47, 145.
http://dx.doi.org/10.1177/004051757704700213

[33] Dent R.W.: Polym. Eng. Sci. 1980, 20, 286.
http://dx.doi.org/10.1002/pen.760200411

[34] Timmermann E.O., Chirife J.: J. Food Eng. 1991, 13, 171.
http://dx.doi.org/10.1016/0260-8774(91)90025-N

[35] Timmermann E.O.: |. Chem. Soc. Faraday Trans. 1989, 85,
1631. http://dx.doi.org/10.1039/F19898501631

[36] Viollaz P.E., Rovedo C.O.: |. Food Eng. 1999, 40, 287.
http://dx.doi.org/10.1016/50260-8774(99)00066-7

[37] Furmaniak S., Terzyk A.P., Gauden P.A.: ]. Food Eng. 2007,
82, 528. http://dx.doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2007.03.012

[38] Elsner H.I,, Lindblad E.B.: DNA 1989, 8, 697.
http://dx.doi.org/10.1089/dna.1989.8.697

[39] Niziol J., Sniechowski M., Hebda E., Jancia M., Pielichow-
ski J.: Chem. Chem. Technol. 2011, 5, 397.

[40] Wexler A., Hasegawa S.: ]. Res. Natl. B. Stand. 1954, 53, 19.
http://dx.doi.org/10.6028/jres.053.003

[41] Greenspan L.: |. Res. Natl. B. Stand. A. 1977, 81A, 89.
http://dx.doi.org/10.6028/jres.081A.011

[42] Apelblat A., Korin E.: J. Chem. Thermod. 1998, 30, 459.
http://dx.doi.org/10.1006/jcht.1997.0311

[43] Young ].E.: ]. Appl. Chem. 1967, 17, 241.
http://dx.doi.org/10.1002/jctb.5010170901

[44] Brien E.EEM.O.: . Sci. Instr. 1948, 25, 73.
http://dx.doi.org/10.1088/0950-7671/25/3/305

[45] Niziot J., Dendzik M., Sitarz M., Hebda E., Pielichowski J.,
Lojewska J., Rogulska A., Bakasse M.: Opt. Mater. 2013, 36,
36. http://dx.doi.org/10.1016/j.optmat.2013.06.022

[46] Guillard V., Bourlieu C., Gontard N.: “Food Structure and
Moisture Transfer: AModelling Approach”, Springer 2013.

Wersja skorygowana
221V 2014 .

W kolejnym zeszycie ukaza sie m.in. nastepujace artykuty:

— R. Szweda, D. Lipowska, |. Silberring, A. Dworak, B. Trzebicka — Polimery w macierzach peptydowych/biatko-

wych (j. ang.)

— D. Chetminiak, M. Ziegler-Borowska, H. Kaczmarek — Nanoczastki magnetytu powlekane polimerami do za-
stosowan biomedycznych. Cz. II. Nanoczastki Fe,O, z powtokami z polimeréw syntetycznych

— Y.-H. Cai, Y.-H. Zhang, L.-S. Zhao — Wplyw modyfikowanego weglanu wapnia na termiczne i mechaniczne
wiasciwosci biodegradowalnego poli(kwasu L-mlekowego) (j. ang.)

— A. Nassar, A.A. Yehia, S.H. EI-Sabbagh — Ocena fizyko-mechanicznych i elektrycznych wtasciwosci kauczu-
ku butadienowo-styrenowego napetnionego proszkami aluminium lub siarczanu(VI) ceru(IV) (j. ang.)

— K. Wrzesniewska-Tosik, S. Zajchowski, |. Ryszkowska, ]. Tomaszewska, ]. Mirowski, K. Szota — Wptyw sposobu
przygotowania wiokien keratynowych z piér drobiowych na wlasciwosci kompozytéw z recyklatow poli-

etylenu duzej gestosci

— J. Rajewski, P. Lobodzin, P. Gierycz — Polimerowa membrana inkluzyjna z trioctanu celulozy (CTA) plastyfi-

kowanego eterem 2-nitrofenylooktylowym

— L. Song-tao, L. Zhaohui, X. Juan — Odporno$¢ zmeczeniowa starzonych mieszanek asfaltowych (j. ang.)

— P. Palutkiewicz — Symulacje komputerowe procesu wtryskiwania porujacego

— W. Ciesiniska — Wlasciwosci reologiczne bituméw weglowych modyfikowanych poliestrami (j. ang.)




<<
  /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 /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 true
  /PreserveHalftoneInfo true
  /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 ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /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 <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /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.)
    /PLK ()
  >>
  /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 [595.276 841.890]
>> setpagedevice


