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活性污泥和生物膜中紧密结合型胞外 
聚合物提取方法研究 
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（重庆大学城市建设与环境工程学院，重庆  400045） 

摘要：用 4 种物理方法［阳离子交换树脂（cationic exchange resin，CER）法、热提取法、蒸汽法和超声法］

提取来自基于亚硝酸盐的全自养生物脱氮（completely autotrophic nitrogen removal over nitrite，CANON）工艺

活性污泥和生物膜以及厌氧-缺氧-好氧（anaerobic-anoxic-oxic，A/A/O）工艺中反硝化污泥中的紧密结合型胞

外聚合物（tightly bound extracellular polymeric substances，TB-EPS）。用拉曼光谱表征 TB-EPS 的官能团生化

信息，通过测定 TB-EPS 中蛋白质、多糖、腐殖酸及 DNA 的含量以研究 TB-EPS 的组成，并比较 4 种提取方

法优劣。结果表明，不同提取方法和微生物聚集方式得到的 TB-EPS 具有不同的拉曼光谱特征。蛋白质和多糖

是 CANON 系统中 TB-EPS 的主要成分，而反硝化活性污泥的 TB-EPS 主要成分为蛋白质和腐殖酸。TB-EPS

提取产量强烈依赖于采用的提取方法和微生物的集聚方式，CANON 系统中悬浮污泥和生物膜最优提取

TB-EPS 方法为 CER 法，A/A/O 系统反硝化活性污泥较优提取 TB-EPS 方法为热提取法与蒸汽法。 
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Abstract: In this study, the tightly bound extracellular polymeric substances (TB-EPS) of the activated 
sludge and biofilm from a completely autotrophic nitrogen removal over nitrite (CANON) system and 
the activated sludge from a denitrification process of a anaerobic-anoxic-oxic (A/A/O) system were 
extracted by four physical extraction methods [cationic exchange resin (CER), heating, steam and 
ultrasound]. The functional groups of the TB-EPS were analysed by Raman spectrometry. Constitutes of 
the TB-EPS were investigated by the determination of its protein, polysaccharide, humic acid and DNA 
contents to analyze the advantadges and disadvantages of the four extraction methods. The results showed 
that the Raman spectra of TB-EPS differed with the different extraction methods. Proteins and 
polysaccharides were found to be the main components in the TB-EPS from the CANON system, however, 
the main components in the TB-EPS of denitrification activated sludge were protein and humic acid. The 
yields of the TB-EPS extracts were strongly dependent on the extraction methods adopted and the 
attached type of microbial aggregates. CER was the most effective method in extracting TB-EPS from 
both sludge and biofilm samples of CANON system, whereas the better extraction methods for the 
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TB-EPS from denitrification activated sludge samples were heating and steam. 
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0  引言 
CANON 工艺是指在单个反应器内控制溶解氧实现亚硝化和厌氧氨氧化，从而达到脱氮目的的污水

处理工艺[1]。该工艺可达到 87%的脱氮效率，具有能耗低、污泥产量低和无需外加碳源等特点，相比传

统除氮工艺可减少 63％的供氧量和 100％的药剂消耗[1~2]。CANON 系统中，活性污泥和生物膜是微生物

的主要聚集形态。相比于悬浮的活性污泥，紧密粘附在载体上的生物膜具有更强的污染物降解能力、稳

定性和抗冲击负荷能力。 
胞外聚合物（extracellular polymeric substance，EPS）是微生物在其代谢过程中产生的高分子物质，

如多糖、蛋白质、腐殖酸和核酸等多聚化合物。通常将 EPS 分为溶解性胞外聚合物（soluble EPS，SEPS）
和结合型胞外聚合物（bound EPS，BEPS），而结合型胞外聚合物又可分为松散结合型胞外聚合物（loosely 
bound EPS，LB-EPS）和 TB-EPS[3]. EPS 不仅可以吸附和富集营养成分，还对系统内微生物群落结构的

形成和维持起着重要作用 [4]。相比 SEPS 和 LB-EPS，TB-EPS 在活性污泥和生物膜中起着更为重大的作

用[5]。因此，对 CANON 工艺和传统硝化反硝化工艺中 TB-EPS 的对比研究显得尤为重要。 
对 TB-EPS 的提取是进行分析的前提。EPS 的提取方法主要分为物理方法、化学方法及物理和化学

相结合的方法。EPS 的提取效率很大程度上因提取方法而异，不同的提取方法对微生物细胞具有不同的

影响，选择合适的提取方法非常重要。一般来说化学法提取所得 EPS 产量高于物理法，但是化学方法会

造成污染或使微生物细胞裂解[6]。 
拉曼光谱分析法是基于拉曼散射效应，对与入射光频率不同的散射光谱进行分析以得到分子振动、

转动方面信息，并应用于分子结构研究的一种分析方法。由于其能提供快速、简单、可重复、无损伤的

定性定量分析的特点[7]，近年来常被用于检测 EPS 的官能团[8]。 
实验用 4 种物理方法对 CANON 工艺中的活性污泥、生物膜及反硝化污泥中的 TB-EPS 进行提取。

用拉曼光谱对 TB-EPS 的官能团进行测定。通过测定 TB-EPS 中的蛋白、多糖、腐殖酸和 DNA 含量来分

析其组成，进而比较 4 种提取方法的提取效率，得出不同 TB-EPS 的最优提取法。 

1  材料与方法 
1.1  生物膜和活性污泥 

从 CANON 系统中采集悬浮污泥和生物膜，从 A/A/O 工艺缺氧池中采集悬浮污泥。 
CANON 系统运行条件：反应器使用模拟废水，以碳酸氢铵和碳酸氢钠作为碳源，以碳酸氢铵作为

唯一氮源。废水详细成分如下（mg·L–1）：1 975 NH4HCO3，328 NaHCO3，70 KH2PO4，2 mL 微量元素溶

液（g·L–1） [5.0 EDTA，1.6 CoCl2·6H2O，2.2 ZnSO4·7H2O，5.1 MnCl2·4H2O，1.6 CuSO4·5H2O，

1.1 (NH4)6Mo7O24·4H2O，5.5 CaCl2·2H2O，5.0 FeSO4·7H2O]。反应器运行温度控制在 30～34℃，pH 值控

制在 8.0±0.2，溶解氧（dissolved oxygen，DO）维持在 1.8 mg·L−1 左右，水力停留时间为 2 d. 
反硝化污泥取自重庆市鸡冠石污水处理厂 A/A/O 工艺的缺氧池。 

1.2  提取方法 

将大约 20 mL 新鲜样品置于 50 mL 离心管中，使用去离子水配制成 45 mL 的悬浮液，然后在 20 kHz
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和 40 W 下超声 30 s. 随后悬浮液在 2 000g 和 4℃下离心 15 min. 所得上清液为 SEPS. 然后用去离子水将

离心管底部的沉渣再悬浮到原体积。悬浮液在恒温振荡器中水平振荡 1 h，再在 5 000g和 4℃下离心 15 min. 
所得上清液为 LB-EPS. 提取完 SEPS 和 LB-EPS 后，使用磷酸盐缓冲液将离心管中的残留沉渣再悬浮到

原体积，用 4 种物理方法提取 TB-EPS. 对悬浮液分别做以下处理。 
超声波法：在 20 kHz，120 W 的条件下超声 3 min 后在 20～30 r/min 的恒温振荡箱中震荡 10 min，

接着重复超声一次。 
热提取法：在 80℃温度下，水浴加热 1 h.  
蒸汽法：在 120℃，100 kPa 的条件下高压灭菌锅加热 10 min.  
CER 法：按 70 g/可挥发性悬浮物（volatile suspended solid，VSS）的比例加入 CER 后，在 600 r/min

和 4℃下搅拌 1 h. 
上述方法处理后的悬浮液均在 1 000g，4℃下离心 15 min. 所得上清液均使用 0.45 μm 的滤膜过滤。

样品分析测试前贮存在−20℃暗室中。提取实验重复 2 次。 

1.3  化学分析 

实验用 TB-EPS 的多糖、蛋白质、腐殖酸和 DNA 含量的总和来表征 TB-EPS 的提取量，用 DNA 的

相对含量表征提取方法对微生物细胞的破坏程度。其中，悬浮物（suspended solid，SS）和 VSS 的测定

采用标准总量法。使用蒽酮比色法[9]测定多糖含量，使用考马斯亮蓝蛋白质试剂盒测定蛋白质含量，采用

福林酚法[10]测定腐殖酸含量，DNA 的含量由二苯胺比色法[11]测定。 

1.4  拉曼光谱 

将 TB-EPS 提取物在−50℃下冷冻干燥。将冻干的 TB-EPS 粉末用一台傅里叶变换拉曼光谱仪

（RFS.100，Bruker，德国）进行分析。使用波长为 1 064 nm 的 Nd: YAG 激光器，激光强度为 50 mW，

固体样品扫描 100 次。光谱分辨率为 4 cm−1.  

2  结果与讨论 
2.1  提取产物 

图 1 所示为 4 种方法提取 CANON 系统中活性污泥和生物膜，以及 A/A/O 系统中反硝化污泥样品中

TB-EPS 的含量。对于 CANON 系统中的悬浮污泥样品，CER、蒸汽、热提取和超声提取的 TB-EPS 总量

（多糖、蛋白质、腐殖酸和 DNA 的总量）分别为 88.6，80.2，78.3，57.2 mg/g VSS. 如图 1a 所示，不同

方法所得 TB-EPS 提取量由高到低为 CER>蒸汽>热提取>超声。获得最高多糖产量（P=0.021）的提取方

法是 CER 法，而获得最高 DNA 产量（P<0.010）的是超声法。获得最高蛋白质产量（P<0.010）的是热

提取法。CER、蒸汽、热提取、超声 4 种方法得到的 DNA 含量占 TB-EPS 总量的比重分别为 5.0%，13.4%，

10.1%，21.0%.  
对于 CANON 系统中的生物膜样品，CER、蒸汽、热提取和超声提取的 TB-EPS 总量分别为 77.8，

63.8，71.8，70.3 mg/g VSS. 相应地，这 4 种方法得到的 DNA 含量占 TB-EPS 总量的比重分别为 5.1%， 
14.4%，10.2%和 8.6%. 如图 1b 所示，不同方法得到提取 TB-EPS 总量由高到低为 CER>热提取>超声>
蒸汽。不同方法提取蛋白质、多糖、腐殖酸和 DNA 的产量之间均存在显著性差异。获得最高蛋白质产

量（P=0.021）的提取方法是 CER 法，而获得最高多糖产量（P<0.010）的是蒸汽法。蒸汽法同时获得了

最高的 DNA 产量（P<0.01）。超声法获得最高的腐殖酸产量（P<0.050）。 
对于 A/A/O 系统中反硝化活性污泥样品，CER、蒸汽、热提取和超声提取的 TB-EPS 总量分别为 75.7，
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109.6，106.8，53.7 mg/g VSS. 如图 1c 所示，不同方法所得提取量由高到低为蒸汽>热提取>CER>超声。

其中，热提取获得了最高的腐殖酸含量（P<0.050），蒸汽法和热提取法分别得到最高的多糖产量（P<0.010）
和最高 DNA 产量（P<0.050）。而超声方法得到的 DNA 含量较低。 

以上结果均表明，TB-EPS 提取物各成分和总量都强烈依赖于所使用的提取方法。 

     

 
注：PN 为蛋白质；PS 为多糖；HA 为腐殖酸 

图 1  CANON 工艺活性污泥（a）、生物膜（b）和反硝化污泥（c）中 TB-EPS 的含量 
Fig. 1  TB-EPS contents of the activated sludge (a) and biofilm samples (b) from CANON system and the activated sludge 

sample (c) from denitrification 
 

2.2  TB-EPS 的拉曼光谱 

图 2 所示为不同方法提取所得 CANON 系统中活性污泥和生物膜样品，以及反硝化污泥样品中

TB-EPS 的拉曼光谱。根据文献，可得到不同峰值对应的各种官能团信息[8, 12~14]。 
如图 2a 所示，对于 CANON 系统中悬浮污泥样品，使用 CER 法得到样品的拉曼光谱，谱峰中主要

是蛋白质和多糖的官能团。属于蛋白质 C—C 骨架的伸缩振动和属于酰胺Ⅰ的无规卷曲分别位于 903 cm−1

和 1661 cm−1. CER 法得到的核酸峰强度较弱，表明该方法提取过程中产生的 DNA 含量很低。超声法拉

曼光谱的 988 cm−1 处和蒸汽法的 993 cm−1 处均显示了一个较强的脱氧核糖峰，表明使用超声法和蒸汽法

提取的 TB-EPS 中 DNA 的含量均较高。由此可以看出，拉曼光谱表征 DNA 的结果与 DNA 化学定量分

析的结果是一致的。 
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对于采用 CER 法提取的生物膜中 TB-EPS 来说，C—C 骨架伸缩振动的强峰出现在 909 cm−1. 相比活

性污泥样品中 TB-EPS 的拉曼光谱，生物膜样品中 TB-EPS 出现了位于 1 462 cm−1 的 CH2 变形振动和位

于 1 356 cm−1 的色氨酸振动，但是位于 1 661 cm−1 的酰胺Ⅰ的振动消失。相比活性污泥样品中 TB-EPS，
超声、蒸汽和热提取得到的生物膜样品里的 TB-EPS 中都含有硫酸基。超声法、蒸汽法和热提取法得到

了相似的 TB-EPS 拉曼光谱。如图 2b 所示，位于 928 cm−1 处的脱氧核糖峰和 1 583 cm−1 处 A（腺嘌呤）

和 G（鸟嘌呤）的拉曼峰为蒸汽法所得。并且相比活性污泥中 TB-EPS，由该方法得到的生物膜 TB-EPS
中还存在位于 1 049 cm−1 的 C—C，C—O 或 C—N 的伸缩振动，位于 1 072 cm−1 的 C—N 的伸缩振动和位

于 1 664 cm−1 的酰胺Ⅰ的振动。在热处理下，位于 384～405 cm−1 处的碳水化合物的振动、位于 1 055 cm−1

的 C—C，C—O 或 C—N 处的伸缩振动和位于 1 072 cm−1 的 C—N 的伸缩振动存在于生物膜 TB-EPS 中，

而未出现在活性污泥 TB-EPS 中。因此，拉曼光谱表明，不同的提取方法得到了不同的提取物成分。 

   

 
 

图 2  CANON 工艺活性污泥（a）、生物膜（b）和反硝化污泥（c）中 TB-EPS 的拉曼光谱 
Fig. 2  Raman spectra of TB-EPS extracted from the activated sludge (a), biofilm samples in (b) CANON system and activated 

sludge samples (c) from denitrification 
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对于 A/A/O 系统的悬浮污泥，加热和蒸汽两种提取方法得到的光谱部分相似。如图 2c 所示，在 595 cm−1

处的伸缩振动，表示了蛋白质的苯丙氨酸官能团的存在。2 种方法得到的光谱，峰值均出现在 697 cm−1

和 804 cm−1，930 cm−1，1 520 cm−1 附近，可能是 A，C—C 伸缩，脱氧核糖，C—N/C—C/C—O，C == C
等官能团。超声方法的光谱中存在 S—S 伸缩和 C—H 官能团，这在热提取法光谱中没有观察到。热提取

法拉曼光谱中出现 C—C 伸缩官能团。蒸汽法得到的拉曼光谱，同样出现了脱氧核糖与 C—N/C—C/C—O
官能团，同时也存在位于 1 280 cm−1附近的酰胺Ⅲ官能团，697 cm−1的 G 和 595 cm−1附近的 C — C == O 变

形官能团。CER 方法得到的光谱峰值较其他 3 种方法少，主要出现了在 1 520 cm−1 附近振动的 G，A 和
1 043 cm−1 附近振动的 C—N 伸缩。CER 法同样地出现了蛋白质 S—S 伸缩官能团的峰。 

2.3  提取方法分析 

根据样品的各物质含量以及相对 DNA 含量分析比较，结合拉曼光谱，得到不同样品最佳提取方法。 
对于 CANON 系统中的活性污泥和生物膜样品，CER 法不仅得到了较多的 TB-EPS 含量，同时 DNA

含量也相对于其他 3 种方法少，故对于 CANON 系统中的样品，CER 法为最优的提取方法。 
对于 A/A/O 系统中的反硝化活性污泥，超声法得到的 TB-EPS 总量太低，而蒸汽与热提取 2 种方法

得到的 TB-EPS 总量和 DNA 含量相近，相比于其他方法，这 2 种方法在取得 TB-EPS 同时，对细胞的破

坏程度均较小，故对于反硝化污泥，蒸汽法与热提取法是较好的提取方法。 

2.4  不同污泥中 TB-EPS 最优法特征比较 

CER 法（最优方法）得到的 CANON 系统中悬浮污泥和生物膜 TB-EPS 提取物的主成分为多糖和蛋

白质，且其拉曼峰也主要是蛋白质和多糖的官能团。悬浮污泥中 TB-EPS 含量最高的多糖，而在生物膜

中蛋白质含量最高。并且，活性污泥得到的 TB-EPS 总量比生物膜得到的总量多。悬浮污泥属于蛋白质

Cα—C 骨架的伸缩振动和属于酰胺Ⅰ的无规卷曲分别位于 903 cm−1 和 1 661 cm−1，而生物膜的 C—C 骨

架伸缩振动的强峰出现在 909 cm−1. 相比活性污泥样品中 TB-EPS 的拉曼光谱，生物膜样品中 TB-EPS 出

现了位于 1 462 cm−1 的 CH2 变形振动和位于 1 356 cm−1 的色氨酸的振动。 

热提取法和蒸汽法（最优方法）得到的 A/A/O 系统反硝化活性污泥 TB-EPS 提取物中的主要成分为

腐殖酸和多糖。并且，反硝化污泥中的 TB-EPS 总量高于 CANON 系统中的 TB-EPS. 这表明自养脱氮微

生物和异养反硝化微生物的 TB-EPS 成分不同，这可能与 TB-EPS 提取方法、2 个系统的进水水质和运行

方式以及微生物种类有关。热提取法和蒸汽法得到的蛋白质含量较低，分别占总量的 11.26%和 16.45%. 

并且，这 2 种方法得到的拉曼光谱相似。与 CANON 系统中 TB-EPS 拉曼光谱相比，反硝化污泥 TB-EPS

拉曼光谱未显示蛋白质的 S—S 伸缩振动，但在 927，1 157，1 510 cm−1 的峰分别指定为 DNA 的脱氧核

糖、蛋白质或腐殖酸的 C—N 和蛋白质的酰胺Ⅱ.  

3  结论 
研究使用 4 种物理方法提取和使用拉曼光谱表征了 CANON 系统中活性污泥和生物膜中的 TB-EPS

以及反硝化污泥中的 TB-EPS. 
1） TB-EPS 提取物的含量强烈依赖于采用的提取方法和微生物聚集体的集聚方式。CANON 系统中

悬浮污泥和生物膜最优提取 TB-EPS 方法为 CER 法，A/A/O 系统反硝化活性污泥较优提取 TB-EPS 方法

为热提取法与蒸气法。 
2）对于 CANON 系统中 TB-EPS，蛋白质和多糖是主要成分，并且活性污泥 TB-EPS 中的蛋白质/多
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糖（PN/PS）为 0.9～3.6，而生物膜 TB-EPS 中的 PN/PS 为 1.2～3.9. 反硝化悬浮污泥中 TB-EPS，腐殖酸

和蛋白质是主要成分，而蛋白质/多糖（PN/PS）为 0.5～6.8.  
3）不同提取方法所得到的 TB-EPS 具有不同的拉曼光谱特征。CANON 系统中微生物 TB-EPS 拉曼

光谱中主要为蛋白质和多糖的峰，而反硝化污泥样品中主要为蛋白质、多糖和腐殖酸的峰。 
 
[参考文献] (References) 

[1] THIRD K A, SLIEKERS A O, KUENEN J G,  et al. The CANON system (completely autotrophic nitrogen-removal over 

nitrite) under ammonium limitation: interaction and competition between three groups of bacteria[J]. Systematic and Applied 

Microbiology, 2001, 24(4): 588-596. 

[2] THIRD K A, PAXMAN J, SCHMID M, et al. Enrichment of anammox from activated sludge and its application in the 

CANON process[J]. Microbial Ecology, 2005, 49(2): 236-244.  

[3] ZHU P T, LONG G Y, NI J R, et al. Deposition kinetics of extracellular polymeric substances (EPS) on silica in monovalent 

and divalent salts[J]. Environmental Science & Technology, 2009, 43(15): 5699-5704. 

[4] FLEMMING H C, WINGENDER J. The biofilm matrix[J]. Nature Reviews Microbiology, 2010(8): 623-633. 

[5] LIANG Z W, LI W H, YANG S Y, et al. Extraction and structural characteristics of extracellular polymeric substances (EPS), 

pellets in autotrophic nitrifying biofilm and activated sludge[J]. Chemosphere, 2010, 81(5): 626-632. 

[6] COMTE S, GUIBAUD G,  BAUDU M. Relations between extraction protocols for activated sludge extracellular polymeric 

substances (EPS) and EPS complexation properties: part I. comparison of the efficiency of eight EPS extraction methods[J]. 

Enzyme Microbial Technology, 2006, 38(1-2): 237-245. 

[7] PATZOLD R, KEUNTJE M, von AHLFTEN A A. A new approach to non-destructive analysis of biofilms by confocal Raman 

microscopy[J]. Anal. Bioanal. Chem., 2006, 386(2): 286-292. 

[8] WAGNER M, IVLEVA N P, HAISCH C, et al. Combined use of confocal laser scanning microscopy (CLSM) and Raman 

microscopy (RM): investigations on EPS-Matrix[J]. Water Res., 2009, 43(1): 63-76. 

[9] RAUNKJAER K, HVITVED-JACOBSEN T, NIELSEN P H. Measurement of pools of protein, carbohydrate and lipid in 

domestic waste-water[J]. Water Res., 1994, 28(2): 251-262. 

[10] FROLUND B, GRIEBE T, NIELSEN P H. Enzymatic-activity in the activated-sludge floc matrix[J]. Appl. Microbiol. 

Biotechnol., 1995, 43(4): 755-761. 

[11] SUN Y D, CLINKENBEARD K D, CLARKE C, et al. Pasteurella haemolytica leukotoxin induced apoptosis of bovine 

lymphocytes involves DNA fragmentation[J]. Vet. Microbiol., 1999, 65(2): 153-166. 

[12] MAQUELIN K, KIRSCHNER C, CHOO-SMITH L P, et al. Identification of medically relevant microorganisms by 

vibrational spectroscopy[J]. Journal of Microbiological Methods, 2002, 51(3): 255-271. 

[13] CHEN M C, LORD R C. Laser-excited Raman-spectroscopy of biomolecules. 9. laser Raman spectroscopic studies of thermal 

unfolding of ribonuclease A[J]. Biochemistry, 1976, 15(9): 1889-1897. 

[14] PUPPELS G J, GARRITSEN H S, SEGERS-NOLTEN G M, et al. Raman microspectroscopic approach to the study of human 

granulocytes[J]. Biophysical Journal, 1991, 60(5): 1046-1056. 



<<
  /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 true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /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 600
  /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 600
  /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

  /Description <<
    /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.)
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
  >>
  /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


