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ARKADIUSZ SZTERK, PIOTR SZTERK, PIOTR P. LEWICKI

DETEKCJA NADTLENKU WODORU CHEMILUMINOMETREM
WLASNEJ KONSTRUKCJI

Streszczenie

Chemiluminescencja to emisja kwantéw $wiatla o okreslonej dtugosci fali w wyniku specyficznych
reakcji chemicznych. W wyniku tych reakcji powstaje produkt w stanie wzbudzonym i w procesie rekom-
binacji elektronowej nastgpuje emisja promieniowania elektromagnetycznego.

Celem pracy byto skonstruowanie chemiluminometru, przyrzadu stuzacego do badania réznych proce-
s6w utleniania technika chemiluminescencjna. Kolejnym celem bylo okreslenie minimalnego poziomu
detekcji nadtlenku przez skonstruowany przyrzad. Za pomoca zbudowanego chemiluminometru badano
stezenie nadtlenku wodoru w uktadzie modelowym. Wykorzystano reakcje luminol-H,0,-peroksydaza
chrzanowa w celu okreslenia poprawnosci dziatania urzadzenia i uzyskiwania powtarzalnosci wynikow.
Celem pracy byto rowniez otrzymanie preparatu peroksydazy chrzanowej i okreslenie optymalnego pH jej
dziatania. Peroksydazg otrzymywano z korzenia chrzanu tradycyjnymi metodami izolacji i wstgpnego
oczyszczania. Otrzymanie wlasnego preparatu enzymatycznego podyktowane bylo wysoka cena komer-
cyjnie dostepnych peroksydaz z korzenia chrzanu.

Stwierdzono, stosujac zbudowany chemiluminometr, ze poziom detekcji nadtlenku wodoru w uktadzie
luminol-H,0,-peroksydaza wynosi 1x10™'° mol/dm® (3,74 ng/dm3). Nie stwierdzono liniowej zaleznosci
migdzy st¢zeniem nadtlenku wodoru a sygnatem chemiluminescencji. Okreslono optymalne pH wyizolo-
wanego preparatu peroksydazy chrzanowej, ktore wynosito pH = 7.

Stowa kluczowe: chemiluminescencja, nadtlenek wodoru, luminol, peroksydaza chrzanowa

Wprowadzenie

Istnieje wiele metod, ktére umozliwiaja identyfikacje i oznaczanie niskich stezen
nadtlenku wodoru. Najbardziej czute metody detekcji bazujacej na pomiarze chemilu-
minescencji (CL) wykorzystuja m.in. lucygening, szczawiany, luminol jako podstawo-
we substraty w reakcjach chemiluminescencji. Poziom detekcji nadtlenku wodoru
w reakcji chemiluminescencji luminolu zalezy od zastosowanego katalizatora Iub ko-

Mgr inz. A. Szterk, prof. dr hab. P. P. Lewicki, Katedra InZynierii Zywnosci i Organizacji Produkci,
Wydz. Nauk o Zywnosci, Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego, ul. Nowoursynowska 159 C, 02-776
Warszawa, inz. P. Szterk, Wydz. Elektryczny, Politechnika Warszawska, Pl. Politechniki 1, 00-661 War-
szawa



276 Arkadiusz Szterk, Piotr Szterk, Piotr P. Lewicki

utleniacza [9]. W reakcji luminolu katalizowanej zelazicyjankiem potasu - KzFe(CN)g
odpowiedz CL jest liniowo proporcjonalna do stezenia nadtlenku w granicach od 10
do 10™* mol/dm’, natomiast w przypadku miedzi(Il) czy peroksydazy nie stwierdzono
liniowej proporcjonalnosci [4, 9].

Wedlug literatury przedmiotu limity detekcji w uktadzie luminol-H,0,-
peroksydaza mieszcza si¢ w granicach 1,8x107 mol/dm® - 1x10° mol/dm’ [4, 7, 12,
13].

Celem pracy bylo skonstruowanie chemiluminometru i okreslenie za jego pomoca
minimalnego poziomu detekcji nadtlenku wodoru w uktadzie luminol-H,O,-
peroksydaza chrzanowa. Celem pracy byto rowniez otrzymanie preparatu peroksydazy
chrzanowej i okreslenie optymalnego pH jej dziatania.

Material i metody badan

Peroksydazg chrzanowa otrzymano zmodyfikowana metoda opisang przez Kelina
i Hartree'a [6]. Modyfikacja polegala na zastapieniu siarczanu amonu uzywanego do
wysalania biatek acetonem o stezeniu 70 % (v/v). Filtracj¢ zawiesin zastapiono wiro-
waniem, a koncowy preparat enzymatyczny suszono sublimacyjnie w temp. potki 0 °C.
Aktywno$¢ otrzymanego preparatu enzymatycznego badano metoda spektrofotome-
tryczna wobec pirogalolu [10]. Nie przeliczano absorbancji na ilos¢ wytworzonej pur-
purogaliny. Wzrost absorbancji jest proporcjonalny do st¢zenia purpurogaliny, wiec
przyjeto wynik absorbancji jako wyraz aktywno$ci preparatu enzymatycznego w roz-
nych warto$ciach pH. Wszystkie probki przygotowywane i rozcienczane byly tak sa-
mo. Aktywno$¢ badano w granicach pH 5 - 9 w $wiezo sporzadzonym buforze fosfo-
ranowym.

Reakcje chemiluminescencji badano w nastgpujacym roztworze: 200 pl 0,017
mol/dm’ luminolu (hydrazyd kwasu 3-aminoftalowego) rozpuszczonego w 500 ul 0,1
mol/dm’ NaOH, 200 pl roztworu peroksydazy chrzanowej (20 mg wysuszonego prepa-
ratu enzymatycznego rozpuszczano w 10 cm® wody dejonizowanej), 2 cm’ buforu
TRIS-HCL (2-amino-2-hydroksymetylo-1,3-propanodiol, 0,1 mol/dm’), 5 cm® wody
dejonizowanej. Reakcje rozpoczynano w chemiluminometrze wstrzykujac przez kapi-
lare 1 cm’ roztworu nadtlenku wodoru (od 1,1 x 10" do 1,1 x 10™® mol/dm’]. Reakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej 23°C +/- 2°C [2].

Chemiluminescencj¢ badano w chemiluminometrze wtasnej konstrukcji, wyposa-
zonym w fotopowielacz. Schemat przyrzadu przedstawiono na rys. 1.

Najwazniejszym elementem skonstruowanego przyrzadu jest fotopowielacz
o wspolczynniku wzmocnienia rownym 6,7 x 10° oraz pradzie ciemnym 0,1 nA max
0,5 nA. Wyjsciem fotopowielacza jest anoda, ktorej prad za pomoca konwertera
prad/napigcie zostaje zamieniany na napigcie. Napigcie to wzmacniane jest przez ni-
skoszumny i szeroko pasmowy przedwzmacniacz. Impulsy z przedwzmacniacza zosta-
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ja zamienione na sygnat TTL za pomoca dyskryminatora napigcia o napigciu referen-
cyjnym bliskim 0 V. Sygnat podawany jest na szybka bramke logiczna NAND, a z niej
do 32-bitowego szybkiego licznika o zakresie 0 - 100 MHz. Licznik potaczony zostat
z komputerem i odpowiednim programem umozliwiajacym rejestrowanie zmian che-
miluminescencji w czasie. Cala elektronika przyrzadu tak zostata zaprojektowana, aby
czgstotliwos¢e pracy wszystkich czgéci wynosita do 100 MHz, a kwanty §wiatta wywo-
tywaty przepltyw pradu w fotopowielaczu wigcej niz 0,5 nA. Ma to przetozenie na
50 Hz, ktore rejestrowane bylto przez licznik impulséw, jako poziom szumow. Wszyst-
ko powyzej 50 Hz uznawane byto za sygnat chemiluminescencji.

Wysokonapigciowa, wysokostabilna
1 regulowana przetwornica napigcia
12-1050 V

High voltage, high stability and
adjustable power supply

KOMPUTER
COMPUTER
uLD 010110
- — > o P> —>
LLD
Fotopowielacz Konwerter Przedwzmacniacz Dyskryminator Modelowanie  Licznik impulsow
Photomultiplier prad/napiecie Preamplifier Discriminator impulsu elektrycznych
tube Convertor Pulse shaper Electronic pulse countel

current/voltage

Rys. 1. Schemat ideowy dziatania zbudowanego chemiluminometru.
Fig. 1. Schematic operational diagram of the chemiluminometer constructed.
Zrodto: / Source: the authors” own study

Badanie aktywnos$ci peroksydazy w srodowiskach o r6znym pH przeprowadzono
w 3 powtdrzeniach. Taka sama liczbg powtorzen zastosowano w przypadku badan
procesu utleniania. Na wykresach zamieszczono wartosci $rednie oznaczen oraz od-
chylenia standardowe w postaci znakéw graficznych.

Wiyniki i dyskusja

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze otrzymany preparat enzyma-
tyczny wykazywal najwieksza aktywno$¢ przy pH = 7 w temp. pokojowej 23 + 2 °C
(rys. 2). Stwierdzono, ze podwyzszenie pH do 8 czy nawet 9 powodowato nieznaczny
spadek aktywnosci enzymu. Uzyskane wyniki sa zgodne z danymi literaturowymi [11].

Wiadomo ze korzen chrzanu zawiera 15 réznych izoform peroksydazy, a wigc
otrzymany preparat jest mieszana peroksydaz wystepujacych w korzeniu. Nie prowa-
dzono zabiegdw oczyszczajacych i izolujacych kazda izoforme peroksydazy chrzano-
wej. Literatura klasyfikuje peroksydazy wystepujace w korzeniu chrzanu na 3 grupy
pod wzgledem ich punktu izoelektrycznego: peroksydaza chrzanowa typu A1-A3, B1-
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B3 i C1-C2, D i E1-E6. Ze wzgledu na to, ze kazda peroksydaza ma inny punkt izo-
elektryczny, a tym samym i rozne optimum pH, to mieszanina tych izo- form ma wy-
padkowe optimum pH [11]. Z przeprowadzonych badan wynika, ze optymalne pH
wynosito 7, a podwyzszanie pH nie spowodowato znacznego obnizenia aktywnosci
preparatu enzymatycznego, gdyz sa rowniez takie izoformy, ktore wykazuja maksi-
mum aktywnosci przy wyzszych warto$ciach pH. Dzigki temu otrzymany preparat
wykazywal wysoka aktywno$¢ rowniez w $rodowisku zasadowym. Na podstawie tych
wynikéw dobrano najodpowiedniejsze pH, w ktorym prowadzono reakcje chemilumi-
nescencji uktadu luminol-H,O,-peroksydaza. Ze wzgledu na to, ze chemiluminescencja
luminolu najefektywniej zachodzi w $rodowisku zasadowym zdecydowano, ze reakcja
prowadzona bedzie w pH = 8 [4].
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Rys. 2. Wplyw pH na aktywno$¢ peroksydazy chrzanowe;j.
Fig. 2. Effect of pH on the activity of horseradish peroxidase.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze minimalny poziom detekcji uzyskany
w skonstruowanym chemiluminometrze w uktadzie luminol-H,O,-peroksydaza chrza-
nowa wynosit 1,1x10"? mol/dm’ (rys. 3). Autorzy uzyskali poziom detekcji nadtlenku
wodoru na nizszym poziomie niz inni badacze w uktadzie luminol-H,O,-peroksydaza
chrzanowa. Porownujac uzyskany przez nas poziom detekcji z ukladem
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HNOs/KMnOy4, uwazanym za jeden z prostszych i zarazem bardzo czulych systemow
chemiluminescencyjnych, rowniez uzyskano nizszy poziom wykrycia nadtlenku wodo-
ru. Na podstawie literatury stwierdzono, ze w uktadzie HNOs/KMnO,4 lub KMnO,
w kombinacji z innym kwasem lub mieszaninami kwaséw limit detekcji H,O, to 6 x
10” mol/dm’ [1]. Stwierdzono réwniez brak liniowej zaleznosci miedzy sygnatem
chemiluminescencji a st¢zeniem nadtlenku wodoru (rys. 3 i 4). Rowniez Dias i wsp. [4]
nie uzyskali liniowej zaleznos$ci migdzy stgzeniem H,O, a sygnatem CL. Z danych
literaturowych wynika, ze w celu uzyskania liniowej zaleznos$ci nalezy stosowac che-
miczne wzmacniacze chemiluminescencji np. p-jodofenol, kwas p-kumarynowy czy
aniling [2, 3, 4, 15]. Poprawe liniowo$ci mozna rowniez uzyskac poprzez ciagla zmia-
ng¢ stezenia katalizatora oraz luminolu, co jest szczegodlnie przydatne w chemilumine-
scencji przeptywowe;.
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Rys. 3. Wplyw stezenia nadtlenku wodoru na sygnat chemiluminescencji w zakresie 1,1x10° - 1,1x10”
mol/dm® H,0,.
Fig. 3. Chemiluminescence intensity vs. H,O, concentration in 1,1x10™° - 1,1x10® mol/dm’.



280 Arkadiusz Szterk, Piotr Szterk, Piotr P. Lewicki

7,0E+08 -
Z 606277235
£ &  6,0E+08 4
E 5
e g
£ E  50E+08
E 2
E % £ % 4,0E+08
O % o %
'ﬁ N 9 N
= o5 T
£ = S 30E+08
Q o
N s
2 ot 2,0E+08
= /65783562
2 3 10E+08 11951831
£ 5128952 43439943
0,0E+00 T T T T T 1

0,0E+00 2,0E-09 4,0E-09 6,0E-09 8,0E-09 1,0E-08 1,2E-08

Stezenie H,O, [mol/dm3]
Concentration of H,O, [mo]/dm3]

Rys. 4. Wplyw stezenia nadtlenku wodoru na sygnal chemiluminescencji w zakresie 1,6x10° - 1,1x10®
mol/dm’ H,0,.

Fig. 4. Effect of the concentration of H,O, on the chemiluminescence signal within the range from 1.6x10” to
1.1x10"* mol/dm”.

Podsumowanie

Chemiluminescencja moze stuzy¢ jako bardzo czuta metoda analityczna do ozna-
czania niskich st¢zen nadtlenku wodoru. Za pomoca skonstruowanego chemilumino-
metru uzyskuje si¢ powtarzalne wyniki, a zarazem istnieje mozliwo$¢ wykrycia eks-
tremalnie niskiego st¢zenia nadtlenku wodoru, stosujac reakcje enzymatyczne. Autorzy
zaprojektowali i zbudowali bardzo czuty chemiluminometr przydatny w dalszych pra-
cach do badania np. proceséw utleniania lipidow [8].

Praca byta prezentowana podczas VI Konferencji Naukowej nt. ,, Nowoczesne me-
tody analityczne w zapewnieniu jakosci i bezpieczenstwa zywnosci”, Warszawa, 6 - 7
grudnia 2007 r.
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DETECTING HYDROGEN PEROXIDE USING A ‘CHEMILUMINOMETER’ DEVICE
CONSTRUCTED BY THE AUTHORS

Summary

Chemiluminescence is the emission of light quanta having definite wavelengths as a result of specific
chemical reactions. Such reactions give a product in the excited state, and during an electron recombina-
tion process, the emission of electromagnetic radiation takes place.

The first objective of the project was to construct chemiluminometer, a device that could be applied to
investigate various oxidation processes using chemiluminescence. The next objective of the project was to
determine the minimum level at which hydrogen peroxide could be detected. With the use of the
chemiluminometer constructed, the concentration level of hydrogen peroxide was analyzed in a model
system. A reaction between luminol-H,0, and chorseradisch peroxidase was used to prove whether or not
the device correctly operated and if the repeatability of results could be achieved. The third objective of
the project was to produce a horseradish peroxidase preparation and to determine an optimal level of pH of
its reaction. The horseradish peroxidase was produced from horseradish roots using traditional isolation
and initial cleaning methods. The authors had to produce their own enzymatic preparation because all the
commercially available peroxidases from horseradish roots were very expensive.
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It was also determined that while using the chemiluminometer constructed, the level of detecting hy-
drogen peroxide in the luminol-H,0,-peroxidase model was 1x10™'° mol/dm® (3.74 ng/dm®). No linear
dependence between the concentration of hydrogen peroxide and the chemiluminescence signal was
found. The optimal level of pH equalling 7 (pH = 7) was determined of the isolated horseradish peroxi-
dase.

Key words: chemiluminescence, hydrogen peroxide, luminol, horseradish peroxidase




<<
  /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


