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摘要!细胞衰减是微生物内源过程的一个重要组成部分$可分为由细胞死亡引起的数量衰减和由细胞活性降低引起的活性衰

减两部分C通过挥发性脂肪酸".>4#吸收速率".>4X0#测定(荧光原位杂交技术">/6\#以及 5/.,OW,4W细胞染色技术$研

究了富集聚糖原菌"Z41N#在序批式反应器 " 6T0#系统中好氧环境下的衰减特征C结果表明$当 Jp+(r(进料中!"71W#�

!"V# p"(( 时$6T0系统中 Z41N富集比例达 #)iC测定和计算表明$6T0富集系统中 Z41N衰减速率和死亡速率分别为

(‘"+’ @ h"和 (‘(+) @ h" $其数量衰减和活性衰减占其细胞总衰减比例分别为 ’%i和 $)iC可见$Z41N数量衰减只占其细胞总

衰减中很小一部分$而绝大部分衰减由活性衰减所引起C
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!!所谓内源过程$是指细菌内部代谢过程以及细
菌之间(细菌同高等微生物(病毒之间相互作用过
程$包括内源呼吸(细胞维持(死亡F再生"隐性生长#
以及由于高等微生物捕食(病毒感染和其它因素
"如$饥饿(毒性物质和自身衰亡等#所造成的细胞
衰减等 *" f*+ $这些过程通常会对活性污泥系统各个
方面造成影响C内源过程影响活性污泥系统微生物
群落(系统处理能力(效率和稳定性C因此$深入认识
微生物内源过程对优化系统运行具有举足轻重的作
用C细胞衰减是微生物内源过程的一个重要组成部
分$由于其具有与系统中生物量多寡直接相关的特
点$故而日益受到人们的关注C

所谓细胞衰减$是指那些能够引起生物体总量
减少或导致生物体活性降低的过程$可分为由细胞

死亡引起的数量衰减和由细胞活性降低引起的活性
衰减两部分 *"$*$%+C近年来$随着生物营养物去除
"T-0#工艺的应用$对细菌衰减速率测定$特别是
对与营养物去除密切相关的硝化细菌 "氨氧化细
菌!41T’ 亚硝酸盐氧化细菌! -1T# 与聚磷菌
"V41N#衰减速率的测定$越来越受到专家学者的重
视C由于聚糖原菌"Z41N#能与 V41N在厌氧条件下
争夺有机底物$继而影响 V41N的好氧O缺氧吸磷过
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程 *$$&+ $因此$除磷系统中 Z41N的存在可能导致除
磷效果恶化(甚至崩溃C已有研究表明$强化生物除
磷系统",TV0#中 Z41N滋生是引起系统运行不稳
定的主要原因之一 *& f""+C为此$研究 Z41N的内源特
征$测定其衰减速率十分必要C

目前$已有研究人员对硝化细菌和 V41N的衰
减速率进行过实验测定 *+$%$"’ f"*+ $而对 Z41N而言$
虽然许多研究人员也已经通过数学模型校正方法得
到了其衰减速率校正值 *"% f"&+ $但是$由于缺乏适当
方法$目前几乎还没有研究人员对其进行过实验测
定C显然$对 Z41N衰减速率认识不足将会成为今后
,TV0运行优化的障碍$特别是当数学模拟技术已
成为当今运行优化的一种强有力工具的情况下C

在活性污泥系统中$饥饿状态是引起细胞衰减
的一个主要原因C在饥饿状态下$细菌细胞通常会采
用一些方式应对这种不利的生存状态C细菌可能会
调整自身代谢过程$降低活性以减少维持能量需求$
于是$出现活性衰减现象"紧迫反应# *"#$’(+C细菌也
可能会启动程序化细胞死亡"V7W#$以维持部分细
菌细胞的活性$从而避免整个种群在竞争中失去优
势$呈现出数量衰减的特征 *’"+C同时$活性污泥系统
中高等微生物捕食(病毒感染以及其它因素"如$温
度(D\和毒性物质等#也会对细菌生存和活性造成
一定影响 *" f*+C

然而$细菌究竟以哪种应对方式为主$或者细菌
是同时利用(还是顺序利用这些应对方式/ 这些问
题目前均尚不明确C为弄清这些问题$就必须对细菌
衰减特征进行实验研究和定量分析C对 Z41N而言$
首先是如何获得对它们的富集培养C本研究首先利
用厌氧F好氧序批式反应器" 6T0#系统$通过控制温
度与进料中 71W�V比值$成功对 Z41N进行了富集
培养C在获得纯度较高 Z41N的基础上$采用挥发性
脂肪酸".>4#吸收速率".>4X0#测定(荧光原位杂
交技术">/6\#以及 5/.,OW,4W细胞染色技术$对
Z41N在好氧环境下的衰减速率进行了实验测定C
同时$计算分析了 Z41N分别因细胞死亡引起之数
量衰减和因细胞活性降低引起的活性衰减在其细胞
总衰减中所占比例$以期加深对活性污泥系统中
Z41N衰减特征的认识C

OP材料与方法

OQO!Z41N富集 6T0系统
Z41N富集培养系统为一厌氧F好氧交替工作的

6T0系统C6T0反应器总体积 * 5$工作体积 ) 5$工

作周期 % ;$每天 ) 个运行周期C一个运行周期分进
料"* GB9#(厌氧反应 " "’* GB9#(好氧反应 " "*&
GB9#(排泥"’ GB9#(沉淀"%( GB9#和排水""( GB9#%
个阶段C进料阶段$反应器内搅拌叶轮开始搅拌"搅
拌速度 "*( EOGB9#’在泥水保持充分混合状态下$’
5人工配水由蠕动泵抽入反应器C厌氧环境由微生
物即时消耗水中溶解氧"W1#实现’为防止厌氧反应
过程中空气进入反应器$反应器需进行特殊密封处
理C在好氧反应阶段$进气阀由计算机控制自动打开
曝气$曝气量为 ’ 5)GB9 h"C排泥阶段$每个周期约排
出 &+ G5混合液$使该系统污泥龄" 603#保持在 "’
@C该系统运行时的水力停留时间"\03#为 "’ ;C

Z41N富集 6T0系统运行中所有阶段都通过水
浴设备自动控温$温度被维持在"+( g(‘*#r$以使
Z41N更好富集 *’’+C系统内安装有 D\和 W1电极C
系统 D\被控制在 $ g(‘(*C当 D\因混合液发生反
应而变化时$系统会根据电极感应信号在计算机控
制下 自 动 加 入 适 量 (‘* G8<)5h" -H1\ 和 (‘*
G8<)5h" \7<溶液$以维持系统内基本恒定的 D\C
W1电极用于监控反应器内 W1变化’厌氧阶段 W1
’(‘" GU)5h"$好氧阶段 W1)+ GU)5h"C系统中以
上所有这些在线检测数据都由控制计算机记录(
存档C

Z41N富集 6T0系统接种污泥来自于实验室内
一小试规模 T-0系统C实验进水采用人工配水C因
为进水中的铵离子 "-\o

) #会被氧化为亚硝酸盐

"-1h
’ #和硝酸盐 "-1h

+ #$并由此破坏系统厌氧条
件$所以$在进水中添加了硝化抑制剂"43X#$以抑
制硝化反应的发生C此外$由于 ’̂\V1) 与 \̂’V1)
会与 7H’ o和 2U’ o发生反应$故进料必须分为 ’ 部
分投加!" 5溶液 4和 " 5溶液 T$具体进水组成如
表 " 所示C其中$71W进水浓度为 &(( GU)5h"$V进
水浓度为 & GU)5h"$这就使得进水 ! "71W# �
! "V# p"(($为 Z41N富集培养创造了第 ’ 种必要
环境条件 *’+$’)+CZ41N富集 6T0系统在污泥接种约
"’( @ 后达到稳态运行C此时$混合液悬浮固体
"2566# 浓度为 "+ "’( g)( # GU)5h"$.>4(糖原
"Z<=#等在多个运行周期内的各自浓度变化曲线趋
于一致$预示着 Z41N富集培养成功C
OQEP衰减实验与衰减速率测定

衰减实验开始后$6T0反应器停止进料(厌氧反
应(排泥(沉淀和排水等过程$系统一直维持在好氧
曝气状态$曝气量(温度和 D\与系统原运行条件一
致$使之用作一种衰减反应器C由于衰减反应器因蒸

*+("
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!! 表 OP@<C,富集 "KX系统进水组成OGU)5h"

3HQ<A"!78GD8NB:B89 8R:;AN=9:;A:BMB9R<?A9:R8E:;A

A9EBM;A@ Z41NN=N:AGOGU)5h"

溶液 宏量元素"# 质量
浓度 微量元素"# 质量

浓度
-H4M)+\’1 " $(( ,W34 %!
-\)7< "(%‘* >A7<+)%\’1 (‘#
2U61))$\’1 "$" \+T1+ (‘(#
7H7<’)’\’1 $#‘* 7?61))*\’1 (‘("&

4 硝化抑制剂"43X# %( /̂ (‘"(&
蛋白胨 ’) 297<’))\’1 (‘($’
酵母浸膏 "‘#* -H281))’\’1 (‘(+%

[961))$\’1 (‘($’
787<)%\’1 (‘(#

T
’̂\V1) ’(‘)
\̂’V1) "%

"# 宏量元素和微量元素用去离子水溶解

发会引起水分散失$所以$衰减实验开始后每天都要
给系统补充水分$以维持系统内混合液体积相对恒
定C对衰减反应器曝气约 % ; 后$污泥便进入内源呼
吸状态$可以开始对污泥进行衰减速率测定C

Z41N衰减速率依靠测定衰减过程中最大
.>4X0变化速率来确定$测定装置如图 " 所示C在
衰减实验伊始"( @#(" @(+ @(* @ 和 $ @$分别从衰
减反应器中取出 *#( G5泥样$加入图 " 所示的锥形
瓶"" 5# 中C然后$向锥形瓶中通入氮气 "约 "(
GB9#$使锥形瓶中泥样处于完全厌氧环境C之后$向
锥形瓶中加入 "( G5高浓度 -H7\+711)+\’1溶

液$使锥形瓶中 71W浓度瞬间达到 ’(( GU)5h"

"即$保持与 6T0系统进料后相同的 71W浓度#C随
后$从锥形瓶中每隔 + 分钟取 ’( G5泥样进行 .>4
测定$总共取样 % 次C

需要注意的是$V41N也能在厌氧条件下吸收
.>4$即$会对 Z41N吸收 .>4测定结果产生影响C
正因如此$实验才需要首先获得纯度较高的 Z41N
富集培养$尽可能避免富集污泥中出现 V41NC

根据在衰减过程中测定所得 .>4X0$依据公式
""# *’*+和线性回归方法$即可确定出 Z41N的衰减
速率C

+:C<9
7:
7(
F "
&@

""#

式中$+表示 Z41N衰减速率"@ h" #’7:表示泥样衰减

后最大 .>4X0*GU)"5);# h" +’7( 表示泥样衰减前

最大 .>4X0*GU)"5);# h"+’&@ 表示衰减时间"@#C
本研究所采用的衰减速率测定方法是目前国内

外最常用的方法 *+$"’$"*+C然而$此衰减速率是在细菌
处于 $ @ 的饥饿状态条件下所测定的C显然$这与活

图 OP@<C,衰减速率测定装置

>BUC"!WASBMAR8EGAHN?EB9U:;A@AMH=EH:A8RZ41N

性污泥系统中细菌的实际生存条件存在着一定差
异$因为实际活性污泥系统中细菌一般不可能在如
此长的时间内处于内源状态C所以$本研究所测定的
衰减速率可能与实际活性污泥系统中 Z41N原位衰
减速率存在一定差异 *’%$’$+C
OQR!分析方法

2566 根据泥样在 "(*r下烘干后的总残渣确
定 *’&+ ’混合液挥发性悬浮固体浓度"25.66#则在泥
样总残渣基础上$继续用 **(r高温分解有机物后
确定 *’&+ ’磷酸盐 "V1+ h) FV#按钼锑抗分光光度法测

定 *’&+ ’.>4采用 * 点滴定法测定 *’#+ ’Z<=依据蒽酮
法测定 *+(+C
OQU!荧光原位杂交">/6\#实验

荧光原位杂交 ">/6\#被用于确定 Z41N富集
6T0系统中 Z41N所占比例 *+%+C首先$测试泥样用
)i多聚甲醛固定 ’ ;’再对固定后的泥样离心$并在
" qVT6 中重新悬浮"重复 + 次#C然后$对泥样进行
机械破碎$将破碎泥样滴加在明胶包被的载玻片上$
用 *(i(&(i和 #&i酒精分别浸泡 + GB9C将荧光标
记的寡核苷酸探针 "见表 ’#溶解于杂交缓冲液中
*组成! (‘# G8<)5h" -H7<$ (‘(’ G8<)5h" 3EBNF\7<
"D\p$‘) #$ (‘("i 6W6 和 +*i 去离子甲酰胺
"W>4#+$在 )%r下与污泥样品杂交 ’ ;C杂交结束
后$采用清洗液 *组成!(‘((* G8<)5h" ,W34" D\p
&‘(#$ (‘(’ G8<)5h" 3EBNF\7<" D\ p$‘’ #$ (‘("i
6W6 和 (‘# G8<)5h"-H7<+在 )&r下洗脱 ’( GB9C最
后$对每个污泥样品用荧光显微镜 "[ABNN4KB8NJ8D
)(#随机拍照并进行定量分析C

%+("
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表 EP寡核苷酸探针"#

3HQ<A’!"%6 E0-4:HEUA:A@ 8<BU89?M<A8:B@ADE8QAN

探针 序列"*mF+m#!!! 特异性!!!!!!!!!! *m标记 文献

,XT++&F" Z73Z773777Z34ZZ4Z3 THM:AEBH >/37 *+"+
,XT++&F# Z74Z774777Z34ZZ3Z3 THM:AEBH >/37 *+’+
,XT++&F+ Z73Z774777Z34ZZ3Z3 THM:AEBH >/37 *+’+
Z41a)+" 37777Z773444ZZZ733 2’.;*;’&41",!3%&*+’"&%#30,130’&*1 34204 *+++
Z41a#&# 337777ZZ43Z3744ZZ7 2’.;*;’&41",!3%&*+’"&%#30,130’&*1 34204 *+++
3>1wW>’"& Z44Z77333Z7777374Z @8I’.41Y#%(’&%; $(30’3#,&%,+’"&%#*’ 34204 *+)+
3>1wW>%"& Z77374733Z3734477Z @8I’.41Y#%(’&%; $(30’3#,&%,+’"&%#*’ 34204 *+)+
V41)%’ 77Z37437347d74ZZZ3433447 2’.;*;’&41$""4!4(*+’"&%#30,130’&*1 34204 *+*+
V41%*" 777373Z7744473774Z 2’.;*;’&41$""4!4(*+’"&%#30,130’&*1 34204 *+*+
V41&)% Z334Z7347ZZ74734444ZZ 2’.;*;’&41$""4!4(*+’"&%#30,130’&*1 34204 *+*+

"# ,XTGBK",XT++&F"(,XT++&F#和 ,XT++&F+以体积比 "�"�"混合# $Z41GBK"Z41a)+" 和 Z41a#&# 以体积比 "�"混合# $ W,>GBK"3>1w

W>’"& 和 3>1wW>%"& 以体积比 "�"混合# $V41GBK"V41)%’(V41%*" 和 V41&+’ 以体积比 "�"�"混合#

OQV!5/.,OW,4W细胞活性实验
采用荧光染料对衰减过程中泥样染色$以确定

泥样衰减过程中活细菌细胞占总细菌细胞比例的变
化规律C具体方法参见文献*+$+C

EP结果与分析

EQO!Z41N富集 6T0系统稳态运行
Z41N富 集 6T0 系 统 达 到 稳 态 运 行 后$

V1+ h) FV(.>4与 Z<=浓度变化曲线如图 ’ 所示C图 ’
显示$在厌氧阶段$当底物".>4#进入反应器后$立
即被 Z41N所吸收$Z41N细胞内 Z<=也得到了分
解$但是$ V1+ h) FV却几乎没有被释放’在好氧阶段$
Z<=被重新合成C这与典型 Z41N生理(生化特征完
全一致C由此可以推断$Z41N在 6T0系统中富集程
度极高$系统内 V41N因进水中 V源不足以及中温
等不利环境条件被淘汰C这一结论也在后续 >/6\
测定结果中得到了定量证明"见 ’‘+ 节#C6T0系统
中极低的 V41N含量为 Z41N衰减速率测定结果的
准确性提供了可靠的实验基础C
EQE!Z41N衰减速率

Z41N在好氧衰减过程中活性变化趋势见图 +C
图 + 显示$Z41N的活性在整个衰减过程中呈

线性平稳下降C根据线性回归方法$可计算出 Z41N
在 $ @ 衰减时间内衰减速率"含标准差#为 "(‘"+’
g(‘("’# @ h"C这一数值与其它研究人员通过数学
模型校正获得的校正值 "(‘(& f(‘"* @ h" #非常吻
合 *’% f"&+C
EQR!>/6\实验结果

Z41N富集 6T0系统泥样 >/6\照片见图 )C
图 ) 的 >/6\照片分析结果见图 *C显而易见$

活 V41N在总活细菌中所占比例的确很低" j’i#’

图 EP@<C,富集 "KX系统一个稳态运行周期内

2CR dU .2’[8<和 @4M 浓度变化曲线

>BUC’!3=DBMH<DE8RB<AN8RD;8ND;H:A$ .>4H9@ U<=M8UA9 R8EA9EBM;A@

Z41F6T0N=N:AG@?EB9UH9 8DAEH:B89H<"N:AH@=N:H:A# M=M<A

图 RP@<C,在好氧衰减过程中的活性变化

>BUC+!WAMEAHNB9U:EA9@NB9 :;AHM:BSB:BAN8RZ41N

@?EB9U:;AHAE8QBM@AMH=AKDAEBGA9:

2’.;*;’&41",!3%&*+’"&%#30,130’&*1构成 Z41N的主
要种属 " k#(i#C根据统计学分析$在衰减过程中
Z41N的比例 "2’.;*;’&41",!3%&*+’"&%#30,130’&*1o
@8I’.41Y#%(’&%; $(30’3#,&%,+’"&%#*’#并没有显著变化
"3k(‘(*#C故此$基于图 * 可以计算出 Z41N在 $ @

$+("
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图中 >/37标记的探针 ,XT++& GBK为绿色$用于检测所有细菌’34204标记的探针为红色’黄色为 >/37标记的探针 ,XT++& GBK与

34204标记的探针叠加后的颜色’"H# 用于检测 2’.;*;’&41",!3%&*+’"&%#30,130’&*1’" Q# 用于检测 @8I’.41Y#%(’&%; $(30’3#,&%,+’"&%#*’’

"M#用于检测 2’.;*;’&41$""4!4(*+’"&%#30,130’&*1

图 UP@<C,富集 "KX系统中泥样 8?":图像

>BUC)!>/6\D;8:8NR8E:;AN<?@UANHGD<AN8RA9EBM;A@ Z41F6T0N=N:AG

衰减时间内平均比例"含标准差#为"#) g*#i$剩
余部分"%i g*i#疑为常规异养菌"1\1#和极少
量的 V41NC

误差条代表标准差$下同

图 VP@<C,富集 "KX系统泥样 8?":分析结果

>BUC*!49H<=bA@ >/6\EAN?<:N8RN<?@UANHGD<ANB9

:;AA9EBM;A@ Z41F6T0N=N:AG

EQU!5/.,OW,4W实验结果
Z41N富集 6T0系统典型泥样 5/.,OW,4W显

微图像见图 %C
5/.,OW,4W图像分析结果见图 $C
根据统计学分析$在衰减过程中 Z41N富集

6T0系统中活细胞比例呈下降趋势 "3j(‘("#C由
于系统中的生物量会因细胞衰减而减少$所以$本实
验对衰 减 过 程中 的 25.66 进行了测定C依据
25.66$>/6\以及 5/.,OW,4W测定结果$按公式
"’# *")+ $可计算出 Z41N富集 6T0系统中 Z41N在
衰减过程中的死亡规律$如图 & 所示C
W4M:BSAFZ41 p25.66 q>/6\wZ41q.BHQ<A!"’#

式中$ W4M:BSAFZ41 表 示 活 Z41N浓 度 " GU)5h" #’

图 !P@<C,富集 "KX系统中典型泥样 \?[/ 5̂/<5显微图像

>BUC%!5/.,OW,4WD;8:8NR8E:;AN<?@UANHGD<AN

8RZ41F6T0N=N:AG

图 WP衰减过程中活细菌比例变化规律

>BUC$!>EHM:B89 SHEBH:B89N8RSBHQ<AMA<<N@?EB9U

:;A@AMH=AKDAEBGA9:

>/6\wZ41表示活 Z41N占总活生物量比例 "i#$
即$>/6\测定结果’.BHQ<A表示活细菌占总细菌的

&+("
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比例!!!

图 GP@<C,衰减过程中死亡规律

>BUC&!WAMEAHNB9U:EA9@NB9 :;AM89MA9:EH:B89N8R:;A

SBHQ<AZ41N@?EB9U:;A@AMH=AKDAEBGA9:

"i#$即$5/.,OW,4W测定结果C
根据线性回归方法$可计算出 Z41N富集 6T0

系统中 Z41N死亡速率为"(‘(+) g(‘((%# @ h"C
EQV!Z41N数量衰减与活性衰减对比分析

根据所确定的 Z41N衰减速率和死亡速率$即
可计算出 Z41N数量衰减"细胞死亡#和活性衰减在
细胞总衰减中的贡献$如表 + 所示C

表 + 表明$Z41N数量衰减只占其总衰减中较
小一部分$绝大部分衰减是由其活性衰减所引起的C
Z41N的这一内源特征显然是由其自身代谢方式特
点所致$或者说$Z41N在内源过程初期主要采取紧
迫反应来应对不利环境条件$程序化细胞死亡
!!!

表 RP@<C,数量衰减与活性衰减占细胞总衰减的比例

3HQ<A+!7H<M?<H:A@ REHM:B89N"PB:; N:H9@HE@ AEE8EN# 8RMA<<@AH:; H9@ HM:BSB:=@AMH=8RZ41N

菌属 系统 数量衰减的比例 Oi 计算方法 活性衰减的比例 Oi 计算方法

Z41N Z41N富集 6T0 ’% g* (‘(+) g(‘((%
(‘"+’ g(‘("’ $) g* " h(‘(+) g(‘((%

(‘"+’ g(‘("’

"V7W#在内源过程初期并不是主要应对方式C此外$
Z41N在厌氧阶段外源底物充足时能够迅速贮存外
源底物$形成胞内聚合物"如 V\4#C在随后好氧衰
减过程中$Z41N也可以分解体内的 V\4(Z<=等物
质来获取细胞维持能量 *& f""+C可见$上述综合因素
导致了 Z41N在内源过程中衰减主要表现为活性的
降低而不是细胞死亡C

实验结果揭示出$目前大多有关细菌衰减研究
中因不能区分数量衰减与活性衰减而采用一个总衰
减系数表示细菌衰减的方法不够科学$应当予以修
正C例如$现有活性污泥数学模型将细胞衰减均假设
为由细胞死亡所引起 *+& f)"+C可见$若不对模型参数
"衰减系数#适当修正$势必导致模拟结果与实际情
况出现一定偏差C

RP结论

""# 细胞衰减是微生物内源过程的一个重要组
成部分$可分为由细胞死亡引起的数量衰减和由细
胞活性降低引起的活性衰减 ’ 部分C目前$这一认识
尚未得到污水生物处理技术在工程应用中的足够重
视C

"’# 当 Z41N富集 6T0系统中 Jp" +( g
(‘*#r(D\$ g(‘(*(进水!"71W#�!"V# p"((
时$Z41N可以达到 #)i的富集率C

"+# 根据衰减过程中挥发性脂肪酸".>4#吸收
速率".>4X0#的变化(5/.,OW,4W和 >/6\定量分

析$确定出 Z41N富集 6T0系统中 Z41N衰减速率
和死亡速率分别为 (‘"+’ @ h"和 (‘(+) @ h"C

")# Z41N在内源过程中数量衰减与活性衰减
占其细胞总衰减比例分别为 ’%i和 $)iC可见$
Z41N数量衰减只占其细胞总衰减的较小一部分$
而绝大部分衰减是由活性衰减所引起的C
参考文献#
* " +!\H8_ W$ dH9Ua 5$ [;? ]Y$ %&’(C 2BME8QB8<8UBMH<

A9@8UA98?NDE8MANNANB9 QB8<8UBMH<PHN:APH:AE:EAH:GA9:N=N:AGN

*]+C7EB:BMH<0ASBAPNB9 ,9SBE89GA9:H<6MBA9MAH9@ 3AM;98<8U=$

’("($ UF"+# !’+#F’%*C

* ’ +!5AA- 2$ dA<H9@AE3CXNA8RDE8:8b8HH9@ 2A:Hb8HR8E

@AMEAHNB9UN<?@UADE8@?M:B89 B9 HAE8QBMPHN:APH:AE:EAH:GA9:

*]+CTB8:AM;98<8U=5A::AE$ "##%$ OG")# !)’#F)+)C

* + +!58DAb7$ V89N2 -$ 28EUA9E8:; ,C,9@8UA98?NDE8MANNAN

@?EB9U <89UF:AEG N:HESH:B89 B9 HM:BSH:A@ N<?@UA DAER8EGB9U

A9;H9MA@ QB8<8UBMH<D;8ND;8E8?NEAG8SH<*]+CdH:AE0ANAHEM;$

’((%$ UF"&# !"*"#F"*+(C

* ) +!6?::<A74C3;ANBU9BRBMH9MA8RSBE?NAN:8G8E:H<B:=B9 Hc?H:BM

GBME8QBH<M8GG?9B:BAN*]+C2BME8QBH<,M8<8U=$ "##)$ EG "’ # !

’+$F’)+C

* * +!.H9 588N@EAM;:2 72$ \A9bA2C2HB9:A9H9MA$ A9@8UA98?N

EANDBEH:B89$ <=NBN$ @AMH=H9@ DEA@H:B89 *]+CdH:AE6MBA9MAH9@

3AM;98<8U=$ "###$ RT""# !"($F""$C

* % +!2H9NAE0$ Z?IAEd$ 6BAUEBN:\CWAMH=DE8MANNAN8R9B:EBR=B9U

QHM:AEBHB9 QB8<8UBMH<PHN:APH:AE:EAH:GA9:N=N:AGN*]+CdH:AE

0ANAHEM;$ ’((%$ UF""’# !’)"%F’)’%C

* $ +!5B? d 3$ 2B983$ -HJHG?EH $̂ %&’(C08<A8RU<=M8UA9 B9

HMA:H:A?D:HJAH9@ D8<=;=@E8K=H<JH98H:AN=9:;ANBNB9 H9HAE8QBMF

HAE8QBMHM:BSH:A@ N<?@UAPB:; HGB9BGBbA@ D8<=D;8ND;H:AM89:A9:

#+("
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*]+C]8?E9H<8R>AEGA9:H:B89 H9@ TB8A9UB9AAEB9U$ "##)$ WW

"*# !*+*F*)(C

* & +!5B? d 3$ 2B983$ -HJHG?EH $̂ %&’(CZ<=M8UA9 HMM?G?<H:B9U

D8D?<H:B89 H9@ B:NH9HAE8QBMN?QN:EH:A?D:HJAB9 H9HAE8QBMFHAE8QBM

HM:BSH:A@ N<?@UAPB:;8?:QB8<8UBMH<D;8ND;8E?NEAG8SH<* ]+C

dH:AE0ANAHEM;$ "##%$ RF""# ! $*F&’C

* # +![A9U0]$ .H9 588N@EAM;:2 72$ Y?H9 [$ %&’(C2A:HQ8<BM

G8@A<R8EU<=M8UA9FHMM?G?<H:B9U8EUH9BNGNB9 H9HAE8QBMOHAE8QBM

HM:BSH:A@ N<?@UAN=N:AGN*]+CTB8:AM;98<8U=H9@ TB8A9UB9AAEB9U$
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HMM?G?<H:B9U8EUH9BNGN " V41N# QA U<=M8UA9FHMM?G?<H:B9U

8EUH9BNGN"Z41N# / *]+CdH:AE0ANAHEM;$ ’((&$ UE " "(F

""# !’+%"F’+%&C

*"’+!6BAUEBN:\$ TE?99AE/$ 8̂M; Z$ %&’(C0A@?M:B89 8RQB8GHNN

@AMH=EH:A?9@AEH98KBMH9@ H9HAE8QBMM89@B:B89N*]+CdH:AE

6MBA9MAH9@ 3AM;98<8U=$ "###$ RT""# !"’#F"+$C

*"++!6H<AG6$ 28?NNH26$ .H9 588N@EAM;:272CWA:AEGB9H:B89 8R

:;A@AMH=EH:A8R9B:EBR=B9UQHM:AEBH* ]+CTB8:AM;98<8U=H9@

TB8A9UB9AAEB9U$ ’((%$ TU"’# !’*’F’%’C
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D;8ND;8E?NFHMM?G?<H:B9U8EUH9BNGNH9@ U<=M8UA9FHMM?G?<H:B9U
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