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В последнее время липидные наночастицы интенсивно исследуют в качестве носителей липофиль-
ных лекарственных соединений. В данной работе проведено изучение устойчивости наноэмульсий
с углеводородным маслом, твердых липидных наночастиц со стеариновой кислотой и нанострукту-
рированных липидных частиц, содержащих углеводородное масло и стеариновую кислоту в массо-
вом соотношении 1 : 1. Результаты показали, что при стабилизации неионогенными поверхностно-
активными веществами Tween 60 и Span 60 все исследованные липидные системы сохраняли устой-
чивость к агрегации и последующей седиментации более 30 сут. Включение в состав липидных дис-
персий лютеина практически не оказывало влияния на их устойчивость, при этом размер твердых
липидных наночастиц и наноструктурированных липидных частиц уменьшался от 28–30 до 15–17
нм. Биодоступность лютеина при его инкапсулировании в липидные наночастицы определялась по
их влиянию на восстановление скорости кровотока при моделировании гемической гипоксии.
Практически сразу же после нанесения липидных наночастиц снижение скорости кровотока пре-
кращалось и через 5–10 мин наблюдалась тенденция к его восстановлению. Это показывает пер-
спективность использования липидных наночастиц с углеводородным маслом и стеариновой кис-
лотой для доставки липофильных лекарственных соединений.
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1. ВВЕДЕНИЕ
В последнее время возрос интерес к исследо-

ванию липидных наночастиц для доставки
различных биологически активных соединений,
в том числе лекарственных. Благодаря наличию
липидного ядра в такие наночастицы возможно
инкапсулирование липофильных веществ и, со-
ответственно, повышение их биодоступности. К
подобным липидным носителям активных соеди-
нений относятся наноэмульсии, капли дисперс-
ной фазы которых состоят из жидких липофиль-
ных соединений [1], твердые липидные наноча-
стицы, образованные твердыми при комнатной
или физиологической температурах липидами, и
наноструктурированные липидные частицы,
включающие смесь твердых и жидких липидов [2].
В данной работе исследованы липидные наноча-
стицы, состоящие из жидкого углеводородного
масла и твердой стеариновой кислоты, поэтому в
дальнейшем мы будем придерживаться указанной
выше терминологии.

Наноструктурированные липидные частицы,
занимая промежуточное состояние между нано-
эмульсиями и твердыми липидными наночасти-
цами, сочетают в себе ряд достоинств последних.
Благодаря наличию жидких липидных компонен-
тов для наноструктурированных липидных частиц
характерна высокая емкость по отношению к ли-
пофильным лекарственным веществам, что свой-
ственно наноэмульсиям. Присутствие твердых
липофильных веществ в их составе обеспечивает
высокую физическую и биологическую устойчи-
вость по отношению к средам организма, которая
является достоинством твердых липидных нано-
частиц [3, 4]. Помимо прочего, комбинирование
твердого и жидкого липидов позволяет избежать
перекристаллизации в более стабильные кри-
сталлические модификации, приводящей к не-
контролируемому высвобождению инкапсулиро-
ванного активного вещества [5, 6].

Дисперсии липидных наночастиц являются ки-
нетически стабильными системами, хотя следует
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отметить, что такие системы могут быть устойчи-
выми в течение длительного времени. Так как ли-
пидные наночастицы, предназначенные для
биомедицинского применения, наиболее часто
стабилизируют неионогенными поверхностно-
активными веществами (ПАВ), то в их диспер-
сиях чаще протекают агрегация и оствальдово со-
зревание [7, 8]. Агрегация липидных наночастиц
может быть значительно замедлена при образова-
нии твердообразной оболочки на поверхности
липидных капель в наноэмульсиях или твердых
липидных наночастицах [9]. Скорость оствальдо-
ва созревания можно снизить практически до ну-
левых величин при включении в состав жидких
капель дисперсной фазы вещества, раствори-
мость которого в дисперсионной среде значи-
тельно меньше, чем растворимость основного
компонента [10]. Комбинирование липидов, име-
ющих разную растворимость в водной фазе, в том
числе жидких и твердых, способствует повыше-
нию устойчивости дисперсий липидных наноча-
стиц к оствальдову созреванию [11].

Липидные частицы получали из смеси стеари-
новой и олеиновой кислот [12], пальмитиновой и
олеиновой кислот [13], пчелиного воска и олеино-
вой кислоты [14], комбинации каприновой (C10),
миристиновой (C14) и стеариновой (C18) кислот с
подсолнечным маслом [15]. Однако следует отме-
тить, что в большинстве работ размеры получен-
ных липидных частиц превышали 150–200 нм.
Для стабилизации липидных частиц обычно
используют Tween 80 [16–18], смесь хлорида
цетилпиридиния и Span 20 [19], Span 60 [20],
Span 80 [21], смесь Tween 60 и Span 60 [22], раз-
личные полоксамеры [23, 24].

Лютеин известен как биологически активное
соединение, способствующее повышению остро-
ты и защите органов зрения. Он может накапли-
ваться в сетчатке глаза и выступать в качестве анти-
оксиданта, препятствующего образованию актив-
ных форм кислорода [25]. Помимо этого, отмечают
его нейропротекторное [26] и противовоспали-
тельное действия [27]. Поскольку основным ис-
точником лютеина является пища и лекарствен-
ные препараты для перорального введения, то для
достижения сетчатки глаза необходимо преодоле-
ние разных физиологических барьеров. Увеличить
биодоступность лютеина можно посредством его
инкапсулирования в липидные наночастицы и по-
следующим конъюнктивальным введением.

Для инкапсулирования лютеина исследовали
наноэмульсии, состоящие из среднецепочечных
триглицеридов и стабилизированные Tween 80, со
средним диаметром капель ~100 нм [28]. Нано-
эмульсии на основе изопропилмиристата, триаце-
тина, Tween 80 и этилового спирта, с размером ка-
пель 10–12 нм сохраняли стабильность более
7 сут [29]. Эмульсии, состоящие из лютеина, рас-

творенного в подсолнечном масле с высоким со-
держанием олеиновой кислоты, имели капли дис-
персной фазы ~220 нм при стабилизации крахма-
лом, модифицированным октенилсукцинатом, и
~170 нм при стабилизации моностеаратом саха-
розы и сохраняли стабильность более 30 сут [30].

В эмульсиях, содержащих лютеин, растворен-
ный в кукурузном масле, размер липидных капель
составлял 220–250 нм. При этом эмульсии, стаби-
лизированные Tween 80 и сапонином из квиллайи
мыльной, сохраняли устойчивость более 10 сут. В
эмульсии с изолятом сывороточного протеина
размер капель увеличивался в течение данного
интервала времени [31].

Наноэмульсии с лютеином с размером липид-
ных капель 70–80 нм, стабилизированные изоля-
том сывороточного протеина, обладали низкой
цитотоксичностью, при этом их захват клетками
линии Caco-2 был высоким [32].

Биодоступность лютеина, инкапсулированно-
го в наноэмульсиях из линолевой и олеиновой
кислоты с размером капель ~110 нм, стабилизи-
рованных Tween 20, составляла 87.4% по сравне-
нию с неинкапсулированным лютеином (15.0%) в
экспериментах in vivo на крысах [33].

Твердые липидные частицы с лютеином, со-
стоящие из глицеролмоностеарата, карнаубского
воска и рыбьего жира, стабилизированные Tween 80
и Poloxamer 407, имели размер 167–207 нм [34].
Липидные частицы с лютеином диметром ~120 нм
были получены из глицеролмоностеарата и ста-
билизированы лецитином и Poloxamer 188. Ско-
рость проникновения таких частиц через рогови-
цу была выше в 1.52 раза, чем у неинкасулирован-
ного лютеина [35].

Было проведено сравнение свойств эмульсий с
кукурузным маслом, твердых липидных частиц из
кокосового масла и наноструктурированных ча-
стиц из кукурузного и кокосового масел с инкап-
сулированным лютеином, стабилизированных
Tween 80 или зейн пептидами. Размеры липидных
частиц варьировались от 110 до 200 нм. Размеры
твердых липидных частиц немного увеличива-
лись в течение 10 сут из-за агрегации, а размеры
наноэмульсий и наноструктурированных липид-
ных частиц изменялись незначительно в течение
этого же интервала времени [36].

Наноэмульсии из среднецепочечных тригли-
церидов Miglyol 812, твердые липидные частицы
из цетилпальмитата, глицеролтрипальмитата или
карнаубского воска, наноструктурированные ли-
пидные частицы из Miglyol 812 и глицеролтри-
пальмитата или карнаубского воска имели разме-
ры от 150 до 350 нм. Наиболее высокая степень
высвобождения лютеина через 24 ч наблюдалась
из наноэмульсий и составляла 19.5%, средняя – из
наноструктурированных липидных частиц
(7.4–12.1%) и наиболее низкая – из твердых ли-
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пидных частиц (0.4%). При этом проникновение
твердых и наноструктурированных липидных ча-
стиц с лютеином через свежую свиную кожу в тече-
ние 24 ч практически отсутствовало и не превышало
0.37% в случае наноэмульсий, что свидетельствова-
ло об их местном накоплении и отсутствии систем-
ной биодоступности [37].

Таким образом, липидные наночастицы явля-
ются перспективными носителями липофильных
лекарственных соединений, в том числе и лютеина.
Однако, как показал анализ литературных данных,
большие размеры и недостаточная агрегативная
устойчивость ограничивают эффективность их
применения. Известно, что использование угле-
водородного масла и стеариновой кислоты в ка-
честве основы для носителей активных соедине-
ний позволяет получать агрегативно устойчивые
высокодисперсные системы [38, 39], однако от-
сутствуют публикации, посвященные их комби-
нации, инкапсулированию в них лютеина и влия-
нию его на агрегативную и седиментационную
устойчивости. В данной работе изучена устойчи-
вость наноэмульсий с углеводородным маслом,
твердых липидных наночастиц со стеариновой кис-
лотой и наноструктурированных липидных частиц,
содержащих углеводородное масло и стеариновую
кислоту. Биодоступность данных липидных дис-
персий с инкапсулированным лютеином определя-
ли по их влиянию на восстановление скорости кро-
вотока при моделировании гемической гипоксии.

2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
2.1. Реактивы и материалы

В составе липидных наночастиц в качестве орга-
нической фазы использовали углеводородное мас-
ло (Britol 20 USP, puriss) и стеариновую кислоту (Sig-
ma-Aldrich, ≥95%). В качестве ПАВ применяли поли-
этиленгликоль сорбитанмоностеарат – Tween 60
(Sigma-Aldrich, ≥95%) и сорбитанмоностеарат –
Span 60 (Sigma-Aldrich, ≥95%). В качестве водной
фазы выступал физиологический раствор (0.15 М
NaCl), для приготовления которого использовали
NaCl (Merck, extra pure) и бидистиллированную
воду. В качестве биологически активного соеди-
нения, инкапсулированного в липидных наноча-
стицах, использовали масляный экстракт лютеи-
на (≥20%; Shaanxi Jiahe Phytohem Co.). Реактивы,
использованные в работе, дополнительной очистке
не подвергали.

2.2. Получение дисперсий липидных наночастиц
Дисперсии липидных наночастиц получали

методом температурной инверсии фаз [40]. В слу-
чае наноэмульсий органическая фаза состояла из
углеводородного масла, твердые липидные нано-
частицы состояли из стеариновой кислоты, нано-
структурированные липидные частицы – из смеси

углеводородного масла и стеариновой кислоты в
массовом соотношении 1 : 1. Доля органической
фазы в дисперсиях составляла 25 об. %. Для ста-
билизации использовали 15 об. % смесь Tween 60
и Span 60 в мольном соотношении 0.76 [38]. Объ-
ем получаемых дисперсий составлял 10 мл.

Для получения дисперсий липидных наноча-
стиц в стеклянный сосуд помещали углеводород-
ное масло, либо стеариновую кислоту, либо смесь
углеводородного масла и стеариновой кислоты, а
также смесь Tween 60 и Span 60 и водный раствор
NaCl. Полученную смесь нагревали до температу-
ры, превышающей температуру инверсии фаз, при
умеренном перемешивании. Затем смесь охлажда-
ли в ледяной бане с температурой 0°С при интен-
сивном перемешивании.

В липидных наночастицах с инкапсулирован-
ным биологически активным соединением кон-
центрация лютеина составляла 0.1 мас. %. Люте-
ин предварительно растворяли в углеводородном
масле, стеариновой кислоте или их смеси при
80°С. Дальнейшее получение липидных наноча-
стиц проводили по методике, описанной выше.

2.3. Исследование физико-химических свойств 
липидных наночастиц

Определение диаметра липидных наночастиц
проводили методом динамического светорассея-
ния с помощью анализатора Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments), оснащенным гелий-неоно-
вым лазером (λ = 633 нм) с регистрацией рассеян-
ного света под углом 173°. Определение размеров
наночастиц проводили без разбавления систем.
Каждое измерение включало в среднем 14 пробе-
гов. Распределения липидных наночастиц по раз-
мерам определяли с использованием модели Mul-
tiple Narrow Modes. В данной работе использова-
ли гистограммы распределения размеров частиц
по их объемной доле. Измерения проводили при
25°C. По результатам не менее пяти измерений
каждого образца рассчитывали средние значения
диаметров наночастиц.

Электрокинетический потенциал (ζ-потенци-
ал) липидных наночастиц рассчитывали на осно-
вании измерений электрофоретической подвиж-
ности частиц с помощью анализатора Zetasizer Na-
no ZS (Malvern Instruments). Для определения ζ-
потенциала липидных наночастиц дисперсии бы-
ли разбавлены в 100 раз физиологическим раство-
ром. Измерения проводили при 25°C. Каждый ис-
следуемый образец анализировали не менее пяти
раз и рассчитывали среднее значение.

Устойчивость дисперсий липидных наноча-
стиц к агрегации и последующей седиментации
исследовали путем анализа обратного светорассе-
яния монохромного излучения с использованием
Multiscan MS 20 (DataPhysics Instruments GmbH).
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Измерения интенсивности обратного светорассе-
яния проводили при сканировании образца по
высоте с шагом 20 мкм, скорость сканирования
составляла 12.5 мм/c. Длина волны монохромно-
го излучения была равна 880 нм. Измерения про-
водили при 25°C, между измерениями образцы
хранили при той же температуре. С использова-
нием полученных данных были построены зави-
симости обратного светорассеяния от высоты об-
разца, на которых высота образца с дисперсией
липидных наночастиц обозначена как расстоя-
ние от дна сосуда и выражена в относительных ве-
личинах – от 0 до 1.

2.4. Оценка биодоступности 
инкапсулированного лютеина

Оценку биологической активности дисперсий
липидных наночастиц осуществляли методом уль-
тразвуковой допплерографии на куриных эмбри-
онах с помощью ультразвукового допплеровского
сканера Минимакс-Допплер-К (СП Минимакс) и
программного обеспечения Minimax Doppler v.1.7.
Для анализа использовали 9-дневные куриные
эмбрионы. Поскольку скорость кровотока прямо
пропорциональна давлению крови, ее изменение
является свидетельством изменения кровяного
давления и может использоваться для определе-
ния биологической активности веществ, облада-
ющих потенциальным гипер- или гипотензив-
ным действием. Для анализа скорости кровотока
использовали датчик с частотой 25 МГц.

Анализ осуществляли в соответствии с мето-
дикой [41]. Куриные эмбрионы предварительно
выдерживали при 37.8–38.0°C в течение 1 сут, а
исследуемые образцы термостатировали при той
же температуре не менее 2 ч. Воздушную камеру
эмбриона освобождали от скорлупы и удаляли
подскорлуповую оболочку, предварительно смо-
чив ее физиологическим раствором и исключая
повреждения хориоаллантоисной оболочки, за-
тем наносили 400 мкл физиологического раство-
ра для предотвращения высыхания. Для измерения
скорости кровотока выбирали наиболее крупный
сосуд на поверхности хориоаллантоисной оболоч-
ки и определяли скорость венозного кровотока в
нем (нулевое измерение). Датчик располагали под
углом 60° к сосуду и выбирали такое положение,
при котором наблюдались слабые по амплитуде,
без острых пиков пульсации на допплерограммах.
Для анализа раздражающего действия дисперсий
измерения проводили через 10, 30 и 60 мин. Меж-
ду измерениями яйцо помещали в термостат с
температурой 37.8–38.0°C.

Для анализа гипер- или гипотензивного дей-
ствия дисперсий липидных наночастиц осуществ-
ляли моделирование гемической гипоксии по-
средством введения 400 мкл 0.15 М раствора нит-
рита натрия на хориоаллатоисную оболочку сразу

после нулевого измерения. Исследуемые диспер-
сии липидных наночастиц, незагруженных и за-
груженных лютеином, предварительно разбавляли
в 100 раз физиологическим раствором. Через 5 мин
после введения раствора нитрита натрия на хо-
риоаллантоисную оболочку наносили 400 мкл раз-
бавленной дисперсии липидных наночастиц.
Скорость венозного кровотока измеряли через 5,
25 и 55 мин после введения дисперсии липидных
наночастиц, что соответствует 10, 30 и 60 мин по-
сле начала эксперимента.

Каждое измерение проводили не менее трех раз.
Все системы были исследованы не менее, чем на
пяти куриных эмбрионах. По полученным ре-
зультатам находили среднее значение.

Исследования на хориоаллантоисной оболочке
куриных эмбрионов не считаются эксперимента-
ми на животных в соответствии с Директивой Ев-
ропейского парламента и Совета Европейского
Союза 2010/63/ЕС от 22 сентября 2010 г. о защите
животных, использующихся для научных целей,
поскольку до 11 дня нервная система куриных эм-
брионов не развивается.

3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
3.1. Влияние состава органической фазы 
на средний размер липидных наночастиц 

и устойчивость их дисперсий
В данной работе липидные наночастицы полу-

чали с использованием метода температурной
инверсии фаз [38], в котором сначала получают
обратную макроэмульсию при повышенной тем-
пературе. Затем эту макроэмульсию резко охла-
ждают ниже температуры инверсии фаз, что приво-
дит к образованию прямой наноэмульсии или дис-
персии липидных наночастиц. Для стабилизации
липидных наночастиц использовали смесь ПАВ с
высоким и низким значениями гидрофильно-ли-
пофильного баланса (ГЛБ) Tween 60 (ГЛБ 14.9) и
Span 60 (ГЛБ 4.7), что позволяло эффективно ста-
билизировать как обратную макроэмульсию, так
и прямую липидную нанодисперсию. Как было
показано ранее, при адсорбции Tween 60 и Span 60
на поверхности липидных наночастиц образуется
твердообразная оболочка, что способствует увели-
чению агрегативной устойчивости систем [9, 38,
42].

В наноэмульсиях с углеводородным маслом сред-
ний диаметр капель составлял 28 ± 5 нм (рис. 1а).
Также в системе было небольшое количество фло-
кул, но их содержание не превышало 1.7 об. %. Че-
рез 30 сут средний диаметр нанокапель практически
не изменялся, количество флокул не увеличива-
лось. Это свидетельствует о высокой агрегативной
устойчивости наноэмульсий.

Включение в состав органической фазы стеа-
риновой кислоты в массовом соотношении с уг-
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леводородным маслом 1 : 1 не приводило к заметно-
му изменению размеров наноструктурированных
липидных частиц. Их диаметр составлял 30 ± 5 нм
(рис. 1б). В липидной дисперсии присутствовали
агрегаты наночастиц со средним размером ~350 нм.
Данные системы также были устойчивыми, сред-
ний диаметр частиц изменялся незначительно за
30 сут. При этом количество агрегатов наноча-
стиц с течением времени немного возрастало, но
не превышало 5.6 об. %.

Размер твердых липидных наночастиц со стеари-
новой кислотой составлял 28 ± 5 нм (рис. 1в). С те-
чением времени наблюдалось некоторое увеличе-
ние содержания агрегатов от 2.0 до 6.2 об. %.

Сканирование по высоте столба наноэмульсий
и дисперсий наноструктурированных липидных
частиц показало, что обратное светорассеяние
практически не изменялось более 30 сут (рис. 2а и
2б). Если не учитывать флуктуации светорассея-
ния, то его величина была относительно постоян-
ной по высоте столба липидных дисперсий, что
свидетельствует об однородности структуры этих
систем в течение длительного времени.

В дисперсиях твердых липидных наночастиц
со стеариновой кислотой наблюдалось некоторое
снижение обратного светорассеяния в нижней
части сосуда (рис. 2в). Это может свидетельство-
вать о протекании обратной седиментации агре-
гатов наночастиц и некотором уменьшении кон-
центрации частиц около дна сосуда. Это сниже-
ние концентрации органической фазы в нижних
слоях было незаметно невооруженным глазом и
не сопровождалось отслаиванием водной фазы.

ζ-потенциал капель дисперсной фазы в нано-
эмульсии составлял –(1.8 ± 0.4) мВ, нанострукту-
рированных липидных частиц –(1.6 ± 0.5) мВ,
твердых липидных наночастиц –(1.2 ± 0.7) мВ. Ис-
следованные липидные наночастицы были стаби-
лизированы неионогенными ПАВ, поэтому их
поверхностный заряд был таким низким. При
этом наноэмульсии были кинетически стабильны
в течение более 30 сут. В дисперсиях твердых ли-
пидных наночастиц и наноструктурированных
липидных частиц в некоторой степени протекала
агрегация, но ее скорость была очень низкой, и
это не приводило к расслаиванию систем. Наибо-
лее вероятно, что устойчивость дисперсий была
следствием образования твердообразной оболоч-
ки ПАВ на поверхности липидных наночастиц
[38]. Наночастицы сталкивались в результате
броуновского движения как “жесткие шары”, т. е.
столкновения не были эффективными и не при-
водили к агрегации.

3.2. Влияние инкапсулированного лютеина 
на дисперсность и устойчивость дисперсий 

липидных наночастиц

Лютеин является природным пигментом и от-
носится к группе гидроксилированных каротино-
идов. Благодаря наличию полярных групп люте-
ин обладает амфифильными свойствами. Извест-
но, что биодоступность лютеина, поступающего с
пищей, повышается в присутствии липидов. Он
встраивается в структуру мицелл, располагаясь на
границе раздела фаз. При инкапсулировании в
липидные наночастицы данное биологически ак-

Рис. 1. Распределения по размерам капель дисперс-
ной фазы в наноэмульсии с углеводородным маслом
(а), наноструктурированных липидных частиц со сте-
ариновой кислотой и углеводородным маслом в мас-
совом соотношении 1 : 1 (б), твердых липидных нано-
частиц со стеариновой кислотой (в).
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ШИРОКИХ и др.

тивное соединение может оказывать влияние как
на дисперсность, так и на стабильность липидных
дисперсий. Концентрация лютеина в исследо-
ванных дисперсиях липидных наночастиц со-
ставляла 0.1 мас. %. Данная концентрация была
получена расчетным путем, исходя из пересчета су-
точной дозы, необходимой человеку, на массу эм-
бриона с учетом объема аликвоты, вносимой при
измерении скорости кровотока (см. раздел 3.3).

Исследования показали, что при инкорпори-
ровании лютеина в наноэмульсии диаметр капель
дисперсной фазы практически не изменялся

(табл. 1). Включение лютеина в липидные нано-
частицы, в состав которых входила стеариновая
кислота, заметно влияло на их размер.

При этом средний размер наноструктуриро-
ванных липидных частиц с лютеином был немно-
го больше, чем твердых липидных наночастиц.
По-видимому, лютеин, обладая амфифильными
свойствами, наряду со стеариновой кислотой ча-
стично встраивался в адсорбционный слой на по-
верхности липидных наночастиц, что способ-
ствовало уменьшению их размера.

Следует отметить, что все исследованные ли-
пидные системы с лютеином были стабильны бо-
лее 30 сут. В течение этого времени средний раз-
мер липидных наночастиц изменялся в пределах
погрешности измерений.

3.3. Оценка биодоступности лютеина, 
инкапсулированного в липидныe наночастицы

9-дневный куриный эмбрион является распро-
страненным объектом, на котором проводят иссле-
дования действия различных биологически ак-
тивных соединений. К этому времени у него фор-
мируется развитая сосудистая сеть, но при этом
белочная оболочка еще достаточно тонкая и воз-
можно ее удаление без повреждения кровеносных
сосудов. Хориоаллантоисная оболочка, прилега-
ющая к белочной, является естественной окружа-
ющей средой для кровеносных сосудов и обеспе-
чивает их взаимодействие с эмбрионом [34].

Влияние ненагруженных липидных наночастиц 
в отсутствии гемической гипоксии 

на скорость кровотока

Определение влияния дисперсий липидных
наночастиц проводили в соответствии с методи-
кой, описанной в разделе 2.4: разбавленную дис-
персию липидных наночастиц наносили на хорио-
аллантоисную оболочку и измеряли скорость кро-
вотока через определенные промежутки времени.

Как показали результаты измерений, при на-
несении каждой из трех липидных дисперсий ско-
рость кровотока уменьшалась не более чем на 4%
(рис. 3). Такие колебания скорости кровотока яв-
ляются допустимыми и связаны с жизнедеятель-
ностью куриного эмбриона. Это показывает, что
наноэмульсии, наноструктурированные липид-
ные частицы и твердые липидные наночастицы
данного состава и размера не оказывают суще-
ственного влияния на интенсивность кровотока
куриных эмбрионов и могут быть использованы в
качестве носителей для повышения биодоступ-
ности биологически активных соединений.

Рис. 2. Интенсивности обратного светорассеяния в
наноэмульсии с углеводородным маслом (а), диспер-
сии наноструктурированных липидных частиц со
стеариновой кислотой и углеводородным маслом в
массовом соотношении 1 : 1 (б), дисперсии твердых
липидных наночастиц со стеариновой кислотой (в).
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Влияние липидных наночастиц 
с инкапсулированным лютеином на скорость 

кровотока при моделировании гемической гипоксии

Для оценки биодоступности лютеина, инкап-
сулированного в липидные наночастицы, были
проведены исследования по восстановлению ско-
рости кровотока куриных эмбрионов после моде-
лирования гемической гипоксии. На хориоал-
лантоисную оболочку наносили нитрит натрия, а
затем – разбавленную дисперсию ненагруженных
липидных наночастиц или липидных наночастиц с
инкапсулированным лютеином, и для сравнения –
водно-спиртовой раствор лютеина (0.1 мас. % рас-
твор лютеина в этиловом спирте, разбавленный в
100 раз физиологическим раствором). Также на-
блюдали за контрольным образцом без воздей-
ствия липидных наночастиц и лютеина, в кото-
ром скорость кровотока восстанавливалась есте-
ственным образом.

Нанесение раствора нитрита натрия как наи-
более известного метгемаглобинообразователя
приводило к формированию гипоксического со-
стояния. В результате этого наблюдалось резкое
снижение скорости кровотока. Как видно на рис. 4,
в течение первых 5 мин после введения нитрита
натрия скорость кровотока уменьшилась более чем
на 18%. Естественное восстановление скорости
кровотока после моделирования гемической гипо-
ксии происходило медленно и не достигало вели-
чин, близких к исходным, в течение 1 ч исследова-
ний.

Лютеин относится к природным карротинои-
дам, обладающим антиоксидантным и противо-
воспалительным действиями. Известно его поло-
жительное воздействие при атеросклерозе, арте-
риальной гипотензии и др. [36]. Он способствует
связыванию активных форм кислорода и,
как следствие, снижению воздействия свободных
радикалов на клетки крови и кровеносных сосу-
дов [37]. Таким образом, нанесение лютеина ожи-
даемо способствовало нормализации кровяного
давления и восстановлению скорости кровотока
после моделирования гемической гипоксии у
куриных эмбрионов. При нанесении вод-
но-спиртового раствора лютеина на хориоаллан-
тоисную оболочку наблюдалось заметное сниже-
ние интенсивности уменьшения скорости крово-

тока и более быстрое его восстановление. Однако
использование таких лекарственных форм нецеле-
сообразно из-за раздражающего действия этано-
ла.

При инкапсулировании лютеина в липидных
наночастицах заметно возрастала его биодоступ-
ность. Практически сразу же после нанесения ли-
пидных наночастиц на хориоаллантоисную обо-
лочку снижение скорости кровотока прекраща-
лось и через 5–10 мин наблюдалась тенденция к
его восстановлению. Наиболее заметное влияние
обнаружили при воздействии наноэмульсии с уг-
леводородным маслом. В течение 5 мин после их
нанесения на хориоаллантоисную мембрану ку-
риных эмбрионов происходило практически пол-
ное восстановление скорости кровотока. При на-
несении дисперсии наноструктурированных ли-
пидных частиц и твердых липидных наночастиц
скорость кровотока восстанавливалась немного
медленнее по сравнению с наноэмульсиями, но
значительно быстрее, чем без воздействия лютеи-
на. По-видимому, наличие жидкого при физио-
логической температуре углеводородного масла в
липидных наночастицах способствовало более
быстрому высвобождению лютеина, что увеличи-
вало эффективность его воздействия на крове-
носную систему куриных эмбрионов.

4. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Возможность применения липидных наноча-
стиц для повышения биодоступности биологиче-
ски активных соединений связана с их дисперсно-
стью, агрегативной и седиментационной устой-
чивостью. Кроме этого, компоненты, входящие в
их состав, должны обладать высокой биосовме-
стимостью и биоразлагаемостью. В данной работе
были исследованы системы со стеариновой кис-
лотой и углеводородным маслом, стабилизиро-
ванные неионогенными ПАВ Tween 60 и Span 60.

Размер полученных наночастиц с углеводо-
родным маслом, стеариновой кислотой и с их
смесью в массовом соотношении 1 : 1 составлял
30 ± 5 нм, слабо зависел от состава дисперсной
фазы и оставался неизменным более 30 сут. Ин-
капсулирование лютеина в наноэмульсии с угле-
водородным маслом практически не влияло на

Таблица 1. Размер липидных наночастиц незагруженных и с инкапсулированным лютеином

Состав дисперсной фазы
Средний диаметр 

наночастиц без лютеина, нм
Средний диаметр 

наночастиц с лютеином, нм

0 сут 0 сут 30 сут

Углеводородное масло 28 ± 5 28 ± 5 32 ± 5
Углеводородное масло : стеариновая кислота (1 : 1) 30 ± 5 17 ± 2 20 ± 5
Стеариновая кислота 28 ± 5 15 ± 2 18 ± 3
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размер нанокапель. Инкорпорирование лютеина в
липидные наночастицы, содержащие стеариновую
кислоту, приводило к уменьшению их размеров
до 15–17 нм. При этом все исследованные липид-
ные системы с лютеином были стабильны более
30 сут.

Изучение биодоступности лютеина при ин-
капсулировании в липидные наночастицы про-
водили на 9-дневных куриных эмбрионах. Оце-
нивали их влияние на восстановление скорости
кровотока при моделировании гемической гипо-

ксии. Практически сразу же после нанесения ли-
пидных наночастиц снижение скорости кровото-
ка прекращалось, и через 5–10 мин наблюдалась
тенденция к его восстановлению. Это показывает
перспективность использования липидных нано-
частиц с углеводородным маслом и стеариновой

Рис. 3. Изменение скорости венозного кровотока ку-
риных эмбрионов после введения наноэмульсии с уг-
леводородным маслом (а), дисперсии наноструктури-
рованных липидных частиц со стеариновой кислотой и
углеводородным маслом в массовом соотношении 1 : 1
(б), дисперсии твердых липидных наночастиц со стеа-
риновой кислотой (в).
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Рис. 4. Изменение скорости венозного кровотока ку-
риных эмбрионов при моделировании гемической
гипоксии после введения наноэмульсии с углеводо-
родным маслом (а), дисперсии наноструктурирован-
ных липидных частиц со стеариновой кислотой и угле-
водородным маслом в массовом соотношении 1 : 1 (б),
дисперсии твердых липидных наночастиц со стеари-
новой кислотой (в). ЛНЧ – липидные наночастицы.
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кислотой для доставки липофильных лекарствен-
ных соединений.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют, что у них нет конфликта интересов.

БЛАГОДАРНОСТИ

Авторы выражают благодарность руководителю
Испытательной лаборатории биологической ак-
тивности и токсикологической безопасности Е.Ю. Бе-
лянкиной и генеральному директору Завода экологи-
ческой техники и экопитания “Диод” В.П. Тихонову за
возможность проведения исследований по изучению
биодоступности лютеина.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Tadros T., Izquierdo P., Esquena J. Solans C. Formation

and stability of nano-emulsions // Adv. Colloid Inter-
face Sci. 2004. V. 108. P. 303–318. 
https://doi.org/10.1016/j.cis.2003.10.023

2. McClements D.J., Decker E.A., Weiss J. Emulsion-
based delivery systems for lipophilic bioactive compo-
nents // J. Food Sci. 2007. V. 72. № 8. P. 109–124. 
https://doi.org/10.1111/j.1750-3841.2007.00507.x

3. Khosa A., Reddi S., Saha R.N. Nanostructured lipid
carriers for site-specific drug delivery // Biomed. &
Pharmacother. 2018. V. 103. P. 598–613. 
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2018.04.055

4. Tang C.H., Chen H.L., Dong J.R. Solid lipid nanoparti-
cles (SLNs) and nanostructured lipid carriers (NLCs) as
food-grade nanovehicles for hydrophobic nutraceuticals
or bioactives // Appl. Sci. 2023. V. 13. № 3. P. 1726. 
https://doi.org/10.3390/app13031726

5. Zhong Q., Zhang L. Nanoparticles fabricated from bulk
solid lipids: Preparation, properties, and potential food
applications // Adv. Colloid Interface Sci. 2019. V. 273.
102033. 
https://doi.org/10.1016/j.cis.2019.102033

6. Gordillo-Galeano A., Mora-Huertas C.E. Solid lipid
nanoparticles and nanostructured lipid carriers: A review
emphasizing on particle structure and drug release // Eur.
J. Pharm. Biopharm. 2018. V. 133. P. 285–308. 
https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2018.10.017

7. McClements D.J., Jafari S.M. General aspects of na-
noemulsions and their formulation // Nanoemulsions:
Academic press. 2018. P. 3–20. 
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-811838-2.00001-1

8. Koroleva M.Y., Yurtov E.V. Nanoemulsions: The prop-
erties, methods of preparation and promising applica-
tions // Russ. Chem. Rev. 2012. V. 81. № 1. P. 21–43. 
https://doi.org/10.1070/RC2012v081n01ABEH004219

9. Koroleva M., Portnaya I., Mischenko E., Abutbul-Ionita I.,
Kolik-Shmuel L., Danino D. Solid lipid nanoparticles
and nanoemulsions with solid shell: Physical and ther-
mal stability // J. Colloid Interface Sci. 2022. V. 610.
P. 61–69. 
https://doi.org/10.1016/j.jcis.2021.12.010

10. Higuchi W.I., Misra J. Physical degradation of emul-
sions via the molecular diffusion route and the possible

prevention thereof // J. Pharm. Sci. 1962. V. 51. № 5.
P. 459–466. 
https://doi.org/10.1002/jps.2600510514

11. Koroleva M.Y., Yurtov E.V. Ostwald ripening in macro-
and nanoemulsions // Russ. Chem. Rev. 2021. V. 90.
№ 3. P. 293–323. 
https://doi.org/10.1070/RCR4962

12. Ribeiro M.D.M.M., Arellano D.B., Grosso C.R.F. The ef-
fect of adding oleic acid in the production of stearic acid
lipid microparticles with a hydrophilic core by a spray-
cooling process // Food Res. Int. 2012. V. 47. № 1.
P. 38–44. 
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2012.01.007

13. Jeitler R., Glader C., Tetyczka C., Zeiringer S., Absenger-
Novak M., Selmani A., Fröhlich E., Roblegg E. Investi-
gation of cellular interactions of lipid-structured
nanoparticles with oral mucosal epithelial cells //
Frontiers in Mol. Biosci. 2022. V. 9. P. 917921. 
https://doi.org/10.3389/fmolb.2022.917921

14. Dantas I.L., Bastos K.T.S., Machado M., Galvao J.G.,
Lima A.D., Gonsalves J.K.M.C., Almeida E.D.P.,
Araújo A.A.S., de Meneses C.T., Sarmento V.H.V.,
Nunes R.S., Lira A.A.M. Influence of stearic acid and
beeswax as solid lipid matrix of lipid nanoparticles con-
taining tacrolimus // J. Therm. Anal. Calorim. 2018.
V. 132. P. 1557–1566. 
https://doi.org/10.1007/s10973-018-7072-7

15. Pinto F., de Barros D.P., Reis C., Fonseca L.P. Optimiza-
tion of nanostructured lipid carriers loaded with reti-
noids by central composite design // J. Mol. Liq. 2019.
V. 293.  P. 111468. 
https://doi.org/10.1016/j.molliq.2019.111468

16. de Souza I.D., Saez V., de Campos V.E., Mansur C.R.
Size and vitamin E release of nanostructured lipid car-
riers with different liquid lipids, surfactants and prepa-
ration methods // Macromolecular Symposia. 2019.
V. 383. № 1.  P. 1800011. 
https://doi.org/10.1002/masy.201800011

17. Almeida E.D.P., Silva L.A.S., de Araujo G.R.S., Mon-
talvão M.M., Matos S.S., da Cunha Gonsalves J.K.M.,
de Souza Nunes R., de Meneses C.T., Araujo R.G.O.,
Sarmento V.H.V., de Lucca Junior W., Correa C.B., Ro-
drigues Júnior J.J., Lira A.A.M. Chitosan-functional-
ized nanostructured lipid carriers containing chloro-
aluminum phthalocyanine for photodynamic therapy
of skin cancer // Eur. J. Pharm. Biopharm. 2022.
V. 179. P. 221–231. 
https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2022.09.009

18. Sánchez-López E., Espina M., Doktorovova S., Souto E.B.,
García M.L. Lipid nanoparticles (SLN, NLC): Over-
coming the anatomical and physiological barriers of the
eye–Part II-Ocular drug-loaded lipid nanoparticles //
Eur. J. Pharm. Biopharm. 2017. V. 110. P. 58–69. 
https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2016.10.013

19. Matarazzo A.P., Elisei L.M.S., Carvalho F.C., Bonfílio R.,
Ruela A.L.M., Galdino G., Pereira G.R. Mucoadhesive
nanostructured lipid carriers as a cannabidiol nasal de-
livery system for the treatment of neuropathic pain //
Eur. J. Pharm. Sci. 2021. V. 159.  P. 105698. 
https://doi.org/10.1016/j.ejps.2020.105698

20. Lüdtke F.L., Stahl M.A., Grimaldi R., Forte M.B.S., Gi-
gante M.L., Ribeiro A.P.B. Optimization of high pres-
sure homogenization conditions to produce nanostruc-
tured lipid carriers using natural and synthetic emulsi-



714

КОЛЛОИДНЫЙ ЖУРНАЛ  том 85  № 5  2023

ШИРОКИХ и др.

fiers // Food Res. Int. 2022. V. 160.  P. 111746. 
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2022.111746

21. Kelidari H.R., Saeedi M., Akbari J., Morteza-Semnani K.,
Valizadeh H., Maniruzzaman M., Farmoudeh A., Nok-
hodchi A. Development and optimisation of spironolac-
tone nanoparticles for enhanced dissolution rates and sta-
bility // AAPS Pharm. Sci. Tech. 2017. V. 18. P. 1469–
1474. 
https://doi.org/10.1208/s12249-016-0621-0

22. Shirokikh A.D., Anikina V.A., Zamyatina E.A., Mish-
chenko E.V., Koroleva M.Y., Ivanov V.K., Popova N.R.
Bioavailability of nanoemulsions modified with cur-
cumin and cerium dioxide nanoparticles // Nanosys-
tems: Phys. Chem. Math. 2023. V. 14. № 1. P. 89–97. 
https://doi.org/10.17586/2220-8054-2023-14-1-89-97

23. Gadad A.P., Tigadi S.G., Dandagi P.M., Mastiholi-
math V.S., Bolmal U.B. Rosuvastatin loaded nanostruc-
tured lipid carrier: For enhancement of oral bioavail-
ability // Indian J. Pharm. Ed. Res. 2016. V. 50. № 4.
P. 605–611. 
https://doi.org/10.5530/ijper.50.4.13

24. Moghddam S.M.M., Ahad A., Aqil M., Imam S.S., Sul-
tana Y. Optimization of nanostructured lipid carriers
for topical delivery of nimesulide using Box–Behnken
design approach // Artif. Cells, Nanomed., and Bio-
technol. 2017. V. 45. № 3. P. 617–624. 
https://doi.org/10.3109/21691401.2016.1167699

25. Becerra M.O., Contreras L.M., Lo M.H., Díaz J.M.,
Herrera G.C. Lutein as a functional food ingredient:
Stability and bioavailability // J. Funct. Foods. 2020.
V. 66.  103771. 
https://doi.org/10.1016/j.jff.2019.103771

26. Ozawa Y., Sasaki M., Takahashi N., Kamoshita M.,
Miyake S., Tsubota K. Neuroprotective effects of lutein in
the retina // Curr. Pharm. Des. 2012. V. 18. № 1. P. 51–
56. 
https://doi.org/10.2174/138161212798919101

27. Ahn Y.J., Kim H. Lutein as a modulator of oxidative
stress-mediated inflammatory diseases // Antioxidants.
2021. V. 10(9). P. 1448. 
https://doi.org/10.3390/antiox10091448

28. Wang Y., Geng M., Zhang X., Yan M., Sun L., Zhao Q.
Preparation of lutein nanoemulsion by ultrasonic ho-
mogenization method: Stability and in vitro anti-in-
flammatory activity // Algal Res. 2023. V. 73. P. 103154. 
https://doi.org/10.1016/j.algal.2023.103154

29. Lim C., Kim D.W., Sim T., Hoang N.H., Lee J.W., Lee E.S.,
Youn Y.S., Oh K.T. Preparation and characterization of
a lutein loading nanoemulsion system for ophthalmic
eye drops // J. Drug Delivery Sci. Technol. 2016. V. 36.
P. 168–174. 
https://doi.org/10.1016/j.jddst.2016.10.009

30. Doost A.S., Afghari N., Abbasi H., Nasrabadi M.N.,
Dewettinck K., Van der Meeren P. Nano-lipid carriers
stabilized by hydrophobically modified starch or su-
crose stearate for the delivery of lutein as a nutraceutical
beverage model // Colloids Surf. A: Physicochem. Eng.
Aspects. 2020. V. 605.  P. 125349. 
https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2020.125349

31. Weigel F., Weiss J., Decker E.A., McClements D.J. Lu-
tein-enriched emulsion-based delivery systems: Influence
of emulsifiers and antioxidants on physical and chemical

stability // Food Chem. 2018. V. 242. P. 395–403. 
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2017.09.060

32. Teo A., Lee S.J., Goh K.K., Wolber F.M. Kinetic stability
and cellular uptake of lutein in WPI-stabilised na-
noemulsions and emulsions prepared by emulsification
and solvent evaporation method // Food Chem. 2017.
V. 221. P. 1269–1276. 
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.11.030

33. Toragall V., Srirangam P., Jayapala N., Baskaran V. Lu-
tein encapsulated oleic-linoleic acid nanoemulsion
boosts oral bioavailability of the eye protective carot-
enoid lutein in rat model // Mater. Today Commun.
2021. V. 28.  P. 102522. 
https://doi.org/10.1016/j.mtcomm.2021.102522

34. Lacatusu I., Mitrea E., Badea N., Stan R., Oprea O.,
Meghea A. Lipid nanoparticles based on omega-3 fatty
acids as effective carriers for lutein delivery. Preparation
and in vitro characterization studies // J. Funct. Foods.
2013. V. 5. № 3. P. 1260–1269. 
https://doi.org/10.1016/j.jff.2013.04.010

35. Tan F., Cui H., Bai C., Qin C., Xu L., Han J. Prepara-
tion, optimization, and transcorneal permeability study
of lutein-loaded solid lipid nanoparticles // J. Drug
Delivery Sci. Technol. 2021. V. 62.  P. 102362. 
https://doi.org/10.1016/j.jddst.2021.102362

36. Liu M., Wang F., Pu C., Tang W., Sun Q. Nanoencapsu-
lation of lutein within lipid-based delivery systems:
Characterization and comparison of zein peptide stabi-
lized nano-emulsion, solid lipid nanoparticle, and na-
no-structured lipid carrier // Food Chem. 2021. V. 358.
P. 129840. 
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2021.129840

37. Mitri K., Shegokar R., Gohla S., Anselmi C., Müller R.H.
Lipid nanocarriers for dermal delivery of lutein: Prepa-
ration, characterization, stability and performance //
Int. J. Pharm. 2011. V. 414. № 1–2. P. 267–275. 
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2011.05.008

38. Koroleva M., Nagovitsina T., Yurtov E. Properties of
nanocapsules obtained from oil-in-water nanoemul-
sions // Mendeleev Commun. 2015. V. 25. P. 389–390. 
https://doi.org/10.1016/j.mencom.2015.09.026

39. Koroleva M., Portnaya I., Mischenko E., Abutbul-Ionita I.,
Kolik-Shmuel L., Danino D. Solid lipid nanoparticles and
nanoemulsions with solid shell: Physical and thermal sta-
bility // J. Colloid Interface Sci. 2022. V. 610. P. 61–69. 
https://doi.org/10.1016/j.jcis.2021.12.010

40. Izquierdo P., Feng J., Esquena J., Tadros T.F., Dederen J.C.,
Garcia M.J., Azemar N., Solans C. The influence of sur-
factant mixing ratio on nano-emulsion formation by
the PIT method // J. Colloid Interface Sci. 2005.
V. 285. № 1. P. 388–394. 
https://doi.org/10.1016/j.jcis.2004.10.047

41. Tikhonov V.P., Shevchenko T.V., Rodina I.A., Beljanki-
na E.J., Pligina K.L., Makarova M.N., Girina M.B. Meth-
od of evaluating irritating action and activity of natural,
synthetic substances and ready preparations on chick
embryos by method of ultrasonic dopplerography //
RF patent: RU 2383888 C1. 2010.

42. Mishchenko E.V., Timofeeva E.E., Artamonov A.S., Port-
naya I.B., Koroleva M.Y. Nanoemulsions and nanocap-
sules with oleic acid // Colloid J. 2022. V. 84. № 1.
P. 64–70. 
https://doi.org/10.1134/S1061933X22010082



<<
  /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


