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Первые результаты исследований низкотемпе�
ратурной (“холодной”) плазмы в области биоме�
дицины позволяют предполагать, что плазменные
технологии станут новым альтернативным спосо�
бом борьбы с условно�патогенными и патогенны�
ми микроорганизмами (в том числе обладающими
множественной лекарственной устойчивостью),
которая представляет сейчас серьезную проблему
для здравоохранения. Особенность низкотемпера�
турной плазмы заключается в том, что в ходе плаз�
менной обработки образуется широкий спектр ак�
тивных агентов (заряженные частицы, свободные
радикалы, активные формы кислорода и азота,
ультрафиолет и т.д.), которые эффективно инакти�
вируют различные виды микроорганизмов [1–2]. 

Однако несмотря на некоторый прогресс, до�
стигнутый в испытаниях лабораторного масшта�
ба, использование холодной плазмой для дезин�
фекции и стерилизации пока еще не получило ши�
рокого практического применения. Это связано,
прежде всего, с недостаточной разработанностью
научных и технических основ нового метода плаз�
менной стерилизации. В частности, отсутствие яс�
ного понимания механизмов инактивации микро�
организмов холодной плазмой затрудняет форму�
лировку требований со стороны микробиологов к
эффективным источникам плазмы. 

В настоящее время выдвинуто несколько воз�
можных моделей гибели клеток микроорганиз�
мов под воздействием холодной плазмы. Моисан
[3] предположил, что наиболее важную роль в
инактивации микроорганизмов в условиях плаз�

мы низкого давления (вакуум) играет ультрафио�
летовый свет (УФ), при этом инактивация, по его
мнению, сопровождается эрозией и фотодесорб�
цией атомов микробных клеток. Однако, по мне�
нию большинства исследователей, подобная мо�
дель не применима для холодной плазмы при атмо�
сферном давлении, где УФ активно рассеивается
молекулами воздуха [4]. 

Монти [5] была выдвинута гипотеза о том, что
гибель микроорганизмов обусловлена тремя ос�
новными процессами: 1) перекисное окисление
липидов мембраны гидроксильными радикала�
ми, 2) инактивация белков вследствие окисления
аминокислот; 3) окисление ДНК в результате вза�
имодействия с радикалами кислорода. Экспери�
ментальное подтверждение или опровержение
данного предположения до сих пор не получено.
В то же время, в соответствии с данными работ
[5–6], обработка клеток E. coli плазмой в течение
10–30 с приводила к нарушению целостности их
мембраны и сопровождалась выходом внутрикле�
точного содержимого. При более длительных экс�
позициях наблюдалось полное разрушение кле�
ток, что регистрировалось с помощью электрон�
ной микроскопии. Однако полной ясности в
данном вопросе нет. 

Цель работы – изучение повреждения цито�
плазматической мембраны (ЦПМ) и клеточной
стенки E. coli низкотемпературной плазмой.
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Культивирование микроорганизмов. Объектом
исследований служил штамм Escherichia coli
ATCC 25922 #2393, полученный из коллекции
ГНЦ ПМБ. В качестве основной питательной
среды использовали гидролизат рыбно�костной
муки (“ГРМ�бульон” и “агаризованная среда
ГРМ�1”, производство ГНЦ ПМБ, Оболенск).

Для экспериментов культуру выращивали на
чашках с ГРМ�агаром при 37°С в течение 18 ч, по�
сле чего культуру смывали физиологическим рас�
твором (ФР). Полученной суспензией инокули�
ровали ГРМ�бульон и культивировали на качалке
при 200 об/мин в течение 4 ч при 37°С. Перед обра�
боткой холодной плазмой суспензию клеток раз�
бавляли ФР до конечного титра 107–108 КОЕ/мл.
Полученную рабочую суспензию микроорганиз�
мов помещали в камеру генератора плазмы. В ходе
обработки через определенные промежутки време�
ни из рабочей камеры отбирали пробы суспен�
зии и определяли в них количество живых мик�
роорганизмов стандартным методом высева из
десятикратных разведений на чашки Петри с
ГРМ�агаром.

Характеристика газоразрядной системы, созда:
ющей холодную плазму в жидкости. В эксперимен�
тах была использована система [7], в которой им�
пульсная плазма создавалась в газовых пузырь�
ках, подаваемых в жидкость. Общая схема
газоразрядной системы приведена на рис. 1. Жид�
кость объемом 300 мл заливалась в стеклянную
трубу с внутренним диаметром 50 мм и высотой
500 мм. Объемный расход воздуха, используемого
для создания газовых пузырьков, варьировался в
пределах 20–120 мл/с. Секционированная элек�
тродная система состояла из 13 тонких штырей
диаметром 1 мм, равномерно (через 3.5 мм) разне�
сенных друг от друга. Каждый штырь был нагру�

жен на индивидуальное балластное сопротивле�
ние, равное 1 МОм. Несекционированный элек�
трод располагался на расстоянии 10–15 мм от
кончиков штырей. Для поддержания разряда ис�
пользовалось напряжение от высоковольтного
источника амплитудой до 30 кВ, направление
электрического тока было параллельно трубке,
подающей воздух. Характерная мощность, вво�
димая газовым разрядом в пузырьки, составляла
30–90 Вт. 

Оценка повреждения цитоплазматической
мембраны. Методика основана на измерении вы�
хода внутриклеточных соединений (преимуще�
ственно нуклеотидов) из клетки после нарушения
барьерной функции цитоплазматической мембра�
ны при воздействии на бактериальные клетки ак�
тивных частиц холодной плазмы [5]. Для оценки
повреждения цитоплазматической мембраны сус�
пензию клеток E. coli обрабатывали плазмой в тече�
ние определенного времени (1–10 мин). Затем в
обработанных и контрольных пробах определяли
численность микроорганизмов методом высева
на агаризованную среду ГРМ из десятикратных
разведений. В оставшихся после высева пробах
осаждали клетки на центрифуге Eppendorf 5810R
(Германия) при 5000 g в течение 20 мин. После
этого в супернатантах проб проводили измерение
оптической плотности (ОП) на спектрофотомет�
ре Shimadzu UV�1700 (Япония) при 260 нм. 

Степень повреждения ЦПМ клеток, обрабо�
танных плазмой, рассчитывали в соответствии с
формулой:

Степень повреждения = 

= (ОПэксп – ОПконт)/ОПмакс × 100%, где 

ОПэксп – оптическая плотность супернатанта
после обработки клеток холодной плазмой.
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Рис. 1. Схема разрядного устройства для создания холодной плазмы в газовых пузырьках хорошо проводящей жид�
кости.
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ОПконт – оптическая плотность супернатанта в
контрольном образце без обработки холодной
плазмой.

ОПмакс – для определения максимальной оп�
тической плотности (максимальное количество
внутриклеточных соединений, поглощающих
при 260 нм), клетки подвергали такому воздей�
ствию повреждающего фактора, при котором
барьерная функция клеточной мембраны пол�
ностью нарушалась, в результате чего весь пул
внутриклеточных соединений выходил из клетки
в окружающую среду. Для этого клеточную сус�
пензию подвергали тепловому шоку при 70°С в
течение 20 мин на водяной бане. После этого в
пробе осаждали клетки на центрифуге (5000 g в
течение 20 мин при 4°С) и измеряли ОП в супер�
натанте при 260 нм, как описано выше. 

Оценка снижения прочности клеточной стенки.
Разработанный нами метод оценки прочности
клеточной стенки после воздействия холодной
плазмы основан на том, что снижение осмотиче�
ского давления среды приводит к увеличению тур�
гора клеток. Поскольку тургор обусловливается
тремя факторами: 1) внутренним осмотическим
давлением клетки, которое вызывает напряжение
клеточной стенки, 2) внешним осмотическим дав�
лением, 3) упругостью клеточной стенки, то
снижение внешнего осмотического давления
приводит к избыточному давлению на клеточ�
ную стенку. В свою очередь, осмотическое дав�
ление раствора (π) равно:

π = iCRT, 

где i – изотонический коэффициент раствора;
C – молярная концентрация раствора; R – уни�
версальная газовая постоянная (8.31441 ±

± 0.00026 Дж моль–1 К–1); T – термодинамиче�
ская температура раствора.

Если пренебречь незначительным изменением
изотонического коэффициента в ходе разбавле�
ния, то изменение осмотического давления (Δπ)
при постоянной температуре раствора равно:

Δπ = Cкон/Сисх, 

где Cкон и Сисх – конечная и исходная молярные
концентрации раствора соответственно.

Таким образом, путем разбавления суспензии
микроорганизмов дистиллированной водой мож�
но снижать осмотическое давление среды и уве�
личивать давление на клеточную стенку. Если
клеточная стенка при этом повреждена, то сни�
жение внешнего осмотического давления среды
может привести к ее разрыву и гибели клетки.
Поэтому в ходе оценки снижения прочности кле�
точной стенки, образцы клеточной суспензии по�
мещали в среду с гипотоническим осмотическим
давлением. Для этого клеточную суспензию обра�
батывали плазмой в течение определенного вре�

мени (1–10 мин). Затем суспензию из каждой
экспозиции делили на три пробы. В первую пробу
вносили ФР в соотношении 1 мл суспензии + 9 мл
ФР (изотоническая проба). Во вторую пробу вно�
сили дистиллированную воду в соотношении 1 мл
суспензии + 9 мл дистиллированной воды (гипо�
тоническая проба 1/10). В третью пробу вносили
дистиллированную воду в соотношении 0.1 мл
суспензии + 9.9 мл дистиллированной воды (ги�
потоническая проба 1/100). Через 1 ч инкубиро�
вания при 37°С в каждой пробе определяли чис�
ленность микроорганизмов методом высева на
агаризованные среды из десятикратных разведе�
ний. Также в исследуемых пробах измеряли коли�
чество свободных нуклеотидов в супернатантах
методом, описанным выше. В ходе анализа по�
лученных данных учитывали разбавление, кото�
рое возникало при снижении осмотического
давления среды в варианте гипотоническая про�
ба 1/100. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Энергия, выделяемая одной активной частицей
холодной плазмы при взаимодействии с молекула�
ми, составляет в среднем 5 эВ [1]. При этом энер�
гии разрыва химических связей в органических
молекулах имеют близкие значения: от 2.7 эВ
(энергия разрыва связи С–С) до 6.8 эВ (для связи
С=О в кетонах) [8]. Скорее всего активные части�
цы плазмы действуют на молекулярном уровне,
разрушая либо трансформируя биомолекулы. Вза�
имодействие активных частиц с биомолекулами
неспецифично и воздействию могут подвергнуть�
ся любые биополимеры – белки, липиды, поли�
сахариды, нуклеиновые кислоты. При этом, на
наш взгляд, возможны следующие реакции:
1) разрыв связей в биомолекулах (в том числе, об�
разование одно� и двунитевых разрывов в моле�
кулах ДНК), 2) присоединение новых функцио�
нальных групп к биомолекулам (например, гид�
роксилирование, нитрирование), 3) образование
межмолекулярных и внутримолекулярных сши�
вок. Любой из этих процессов носит вероятност�
ный характер и может привести к изменению
конформации и физико�химических свойств мо�
лекул, после чего молекулы уже не могут в полной
мере выполнять свои функции. 

На наш взгляд, клеточная стенка и ЦПМ пер�
выми подвергаются воздействию активных ча�
стиц плазмы. И лишь после того как активные ча�
стицы прошли сквозь поврежденные клеточную
стенку и мембрану, они могут инициировать по�
вреждение ДНК и ключевых ферментов клетки.

Оценка степени повреждения ЦПМ клеток хо:
лодной плазмой. УФ с длиной волны 260 нм пре�
имущественно поглощают нуклеиновые кислоты
и нуклеотиды, однако некоторый вклад в оптиче�
скую плотность также вносит присутствие в среде
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аминокислот, белков и некоторых ароматических
соединений [9]. Нас не интересовала природа со�
единений, поглощающих свет с длиной волны
260 нм, а изучалась динамика изменения оптиче�
ской плотности при данной длине волны. В связи
с этим увеличение оптической плотности супер�
натанта (при 260 нм) в ходе эксперимента интер�
претировалось, как появление в среде различных
внутриклеточных соединений (преимущественно
нуклеотидов) вследствие частичного либо полно�
го нарушения целостности ЦПМ. 

В ходе исследований было отмечено, что обра�
ботка суспензии E. coli плазмой приводила к зна�
чительному увеличению количества внутрикле�
точных веществ в супернатанте по сравнению с
контролем, не подвергавшихся обработке плаз�
мой (рис. 2). Уже после 6 мин обработки плазмой
в образцах не выявлялось наличие КОЕ, в то же
время ОП супернатанта увеличивалась линейно
на протяжении всего эксперимента, и достигала
максимума к 10 мин обработки (0.323 ед. ОП).
Наблюдаемое различие между динамикой инак�
тивации микроорганизмов и динамикой увеличе�
ния ОП позволяет предположить, что даже ча�
стичное нарушение целостности ЦПМ приводи�
ло к гибели микроорганизмов. В связи с этим мы
предприняли попытку оценить степень повре�
ждения ЦПМ в ходе эксперимента. 

Как мы уже отмечали, ОП обработанных плаз�
мой образцов увеличивалась линейно на протяже�
нии всего эксперимента. Предположительно, при
больших экспозициях ОП будет замедляться и она
должна стабилизироваться на определенном уров�
не, соответствующем максимальной концентра�
ции внутриклеточных веществ в супернатанте. Од�
нако в ходе наших экспериментов плато для ОП
достигнуто не было, что свидетельствует о том,
что процесс выхода внутриклеточных веществ из
клеток продолжался, в том числе, и после гибели
клеток. Экстраполяция полученных результатов
позволила предположить, что данное плато мо�
жет быть достигнуто к 25–30 мин обработки. Ес�
ли учитывать, что уже после 6 мин обработки
плазмой живые клетки не обнаруживались мето�
дом высева, то, по нашему мнению, при столь
длительных экспозициях обработки клеток плаз�
мой (25–30 мин) мы могли бы получить искажен�
ные результаты за счет плазменной деструкции
биополимеров. Поэтому для определения макси�
мальной концентрации внутриклеточных ве�
ществ, определяемых при 260 нм, не обработан�
ные плазмой клетки подвергали тепловому шоку
при 70°С в течение 20 мин на водяной бане. Полу�
ченные данные по общему пулу внутриклеточных
веществ (определяемых при 260 нм) в клетках ис�
следуемой культуры E. coli позволили нам рассчи�
тать степень повреждения ЦПМ в зависимости от
времени обработки плазмой. В ходе эксперимен�
та степень повреждения ЦПМ клеток E. coli, об�

работанных холодной плазмой, повышалась
практически линейно с 0% в контроле (без обра�
ботки) до 11.2% после 2 мин обработки, 15.4% по�
сле 4 мин, 23.6% – 6 мин, 29.1% – 8 мин, достигая
максимума в 37.9% к 10 мин.

В нашем случае, степень повреждения ЦПМ
отражала долю внутриклеточных веществ (пре�
имущественно нуклеотидов), оказавшихся во
внеклеточной среде вследствие частичного либо
полного нарушения барьерной функции ЦПМ.
Поскольку уже после 6 мин обработки плазмой
живые клетки в пробах отсутствовали, можно
предположить, что для гибели клеток достаточно
потери не более 23.6% внутриклеточных веществ.
Скорее всего, эта величина должна быть значи�
тельно меньше 23.6%, поскольку в ходе наших
экспериментов учитывались одновременно и ча�
стичное повреждение ЦПМ (когда только часть
содержимого клетки выходило в среду), и полное
повреждение ЦПМ (когда выходило все содержи�
мое клетки). Использованный нами подход не
позволял разделить вклад частичного и полного
повреждения ЦПМ в процесс инактивации мик�
роорганизмов.

Оценка воздействия плазмы на прочность кле:
точной стенки/мембраны. Анализ данных, полу�
ченных нами ранее, показал, что эффективность
инактивации микроорганизмов активными ча�
стицами холодной плазмой во многом зависит от
таксономического положения микроорганизмов
[7]. Так, в ходе обработки плазмой исследуемых
культур, нанесенных на поверхность агаризован�
ных сред, было обнаружено, что грамотрицатель�
ные бактерии Serratia marcescens и E. coli оказались
более чувствительными к обработке, чем вегета�
тивные формы грамположительных культур B. sub)
tilis и Mycobacterium flavescens. Поскольку одним из
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оптическая плотность (2) супернатанта после обра�
ботки холодной плазмой.
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наиболее ярко выраженных отличий грамположи�
тельных и грамотрицательных бактерий является
строение клеточной стенки, то можно предполо�
жить, что инактивация микроорганизмов плаз�
мой, прежде всего, связана с воздействием на кле�
точную стенку микроорганизмов, которая при�
нимает первый удар активных частиц плазмы.
Очевидно, что многослойная клеточная стенка
грамположительных бактерий обладает, по срав�
нению с более тонкой клеточной стенкой грамот�
рицательных бактерий, более выраженным за�
щитным действием и тормозит проникновение
активных частиц в цитоплазму. С другой стороны,
и сама клеточная стенка, скорее всего, повре�
ждается частицами плазмы, что, в свою очередь,
может приводить либо к нарушению ее целост�
ности и гибели клетки, либо к нарушению про�
цесса роста и деления клетки. И в том и в другом
случае многослойная клеточная стенка грампо�
ложительных микроорганизмов обусловливает
их заметно большую устойчивость к воздей�
ствию активных частиц плазмы, по сравнению с
грамотрицательными микроорганизмами. 

На наш взгляд, в любом случае при воздей�
ствии активных частиц плазмы на клеточную
стенку должна снижаться ее прочность. Для
проверки данного предположения был прове�
ден ряд экспериментов, в ходе которых образцы
клеточной суспензии E. coli после обработки
плазмой при различных экспозициях помещали
в среды с пониженным (гипотоническим) осмо�
тическим давлением на 1 ч. 

Анализ результатов высева на агаризованную
среду ГРМ обработанных таким образом клеток

показал плавное снижение численности клеток
микроорганизмов в изотонических условиях
(рис. 3, 1). После 10 мин обработки плазмой
численность микроорганизмов снизилась с 6.0 ×
× 107 до 3.0 × 101 КОЕ/мл. 

В то же время, в случае, когда после обработки
плазмой клетки помещали в гипотоническую среду
со сниженной в 10 раз концентрацией солей, на�
блюдалась несколько другая картина (рис. 3, 2).
При экспозиции до 4 мин численность микроорга�
низмов в вариантах “изотоническая среда” и “ги�
потоническая среда 1/10” снижалась практически
одинаково. Однако после 4 мин обработки плазмой
выживаемость в гипотонической среде (1/10) рез�
ко снижалась, и к 5 мин в этой среде живые клет�
ки не обнаруживались. Сходная тенденция была
отмечена и для гипотонической среды “1/100”
(рис. 3, 3). В связи с этим мы предположили, что
поврежденные воздействием активных частиц
плазмы клетки не смогли выжить в условиях уве�
личения внутриклеточного давления на клеточ�
ную стенку, которое, в свою очередь, повысилось
из�за снижения осмотического давления внеш�
ней среды.

Подтверждением справедливости нашего пред�
положения о том, что гибель микроорганизмов в
гипотонической среде после обработки плазмой
связана именно со снижением прочности клеточ�
ной стенки, являются следующие факты. Во�пер�
вых, кривые гибели микроорганизмов в первые
2 мин обработки плазмой для всех использовав�
шихся сред были практически идентичны, то есть
изменение осмотического давления практически
не оказывало влияния на выживаемость микроор�
ганизмов, обработанных плазмой в течение 2 мин
(рис. 3). В то же время снижение осмотического
давления в 10 раз (рис. 3, 2) приводило к увеличе�
нию процента гибели клеток после 4 мин обра�
ботки плазмой, а снижение осмотического давле�
ния в 100 раз (рис. 3, 3) приводило к увеличению
гибели клеток уже после 3 мин обработки. Таким
образом, выживаемость микроорганизмов в ре�
зультате обработки плазмой зависела от того, в
какую среду их помещали после обработки. Чем
ниже было осмотическое давление среды, тем ни�
же была выживаемость E. coli. 

Во�вторых, само по себе снижение осмотиче�
ского давления среды не приводило к полной ги�
бели исследуемой культуры, не обработанной
плазмой, даже в случае инкубирования микроорга�
низмов в гипотонической среде в течение 1 сут и
более (рис. 4). Так, за 1 сут инкубирования культу�
ры E. coli в среде со сниженным в 100 раз осмотиче�
ским давлением (суспензия E. coli была разбавлена
бидистиллированной водой в 100 раз) наблюдалось
падение численности микроорганизмов в исследу�
емых образцах всего на 1.5 порядка (с 3.0 × 105 до
6.1–10.0 × 103 КОЕ/мл). При этом интенсивное пе�
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Рис. 3. Численность клеток E. сoli, помещенных после
обработки холодной плазмой в среды с разным осмо�
тическим давлением:
1 – изотоническая среда, 2 – гипотоническая среда
1/10; 3 – гипотоническая среда 1/100. 
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ремешивание в ходе инкубирования на качалке при
200 об/мин оказывало лишь незначительное влия�
ние на динамику численности бактерий. В даль�
нейшем, численность микроорганизмов в ходе ин�
кубации только повышалась, достигнув к 6 сут зна�
чения 4.0–4.5 × 104 КОЕ/мл. Таким образом,
снижение осмотического давления среды само по
себе не приводило к быстрой и полной гибели ис�
следуемой культуры. В то же время снижение
прочности клеточной стенки после обработки
плазмой могло интенсифицировать процесс гибе�
ли клеток, помещенных после обработки в гипото�
ническую среду.

В ходе изучения динамики прочности клеточ�
ной стенки E. coli мы также оценивали влияние ос�
мотического давления среды, в которой были сус�
пендированы клетки после обработки плазмой, на
степень повреждения клеточной стенки микроор�
ганизмов. Исследования показали, что ОП супер�
натантов при 260 нм в гипотонической среде была
значительно выше оптической плотности суперна�
тантов в изотонической среде (таблица). 

Полученные данные свидетельствуют о значи�
тельном увеличении выхода внутриклеточных
веществ из клеток в гипотонических условиях.
Однако в отличие от данных, полученных для
изотонических условий (рис. 2), какой�либо за�
кономерности в распределении величин ОП в
гипотонической среде выявлено не было. Кроме
того, было отмечено довольно высокое значение
ОП супернатанта в гипотонических условиях в
контрольном варианте, который не подвергался
обработке плазмой. На основании перечисленных
фактов мы сделали вывод, что высокая оптическая
плотность супернатантов в гипотонической среде
связана не столько с нарушением целостности
клеточной стенки плазмой, сколько с диффузией
внутриклеточных веществ во внешнюю среду с по�
ниженным осмотическим давлением. Это никоим
образом не противоречит выдвинутой нами гипо�
тезе, что обработка клеток E. coli холодной плаз�
мой приводит к снижению прочности их клеточ�
ной стенки. 

Таким образом, в ходе наших исследований
было показано, что при обработке холодной плаз�
мой клеток E. coli происходило частичное либо
полное нарушение целостности ЦПМ. Количе�
ственная оценка степени повреждения клеточной

мембраны показала, что для гибели клеток доста�
точно потери не более 23.6% внутриклеточных
веществ. Использование сред с различной ион�
ной силой в ходе исследований позволило сделать
вывод, что обработка микроорганизмов холодной
плазмой также приводила к значительному сни�
жению прочности их клеточной стенки.

Исследование механизма инактивации микро�
организмов холодной плазмой находится на на�
чальном этапе. Ясное понимание этого явления
позволит повысить эффективность плазменной
стерилизации и тем самым ускорит широкое внед�
рение нового метода стерилизации. В свою оче�
редь, широкое внедрение плазменных технологий
может помочь в решении актуальных проблем в
сфере биобезопасности и в других областях, где
требуется быстрая и эффективная биодеконтами�
нация объектов. 

Авторы выражают глубокую признательность
С.А. Ермолаевой, руководителю лаборатории эко�
логии возбудителей инфекций НИИ эпидемиоло�
гии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи РАМН, за
внимательное прочтение статьи и ряд важных кри�
тических замечаний.
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Abstract—The effect of cold plasma on E. coli cells was studied. It was shown that the treatment of E. coli
cells with cold plasma caused partial or total disruption of the plasma membrane integrity, which was accom�
panied by a release of intracellular substances into the extracellular environment. A quantitative assessment
of the extent of the damage to the cell membrane showed that a loss of no more than 23.6% of intracellular
substances (calculated by the proportion of the intracellular nucleotide release) is sufficient to lead to cell
death. The use of media with different ionic strength levels to create osmotic shock showed that the treatment
of E. coli cells with cold plasma significantly decreased the cell wall strength.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (ISO Coated v2 300% \050ECI\051)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Perceptual
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 149
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /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 149
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /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 599
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /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

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /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 <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /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 <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /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.)
    /DEU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


