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DOROTA ZAREBA

PRZEZYWALNOSC PROBIOTYCZNEGO SZCZEPU
LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS W MLEKU
NIEFERMENTOWANYM I FERMENTOWANYM

Streszczenie

Funkcjonalna zywnos$¢ probiotyczna powinna zawiera¢ zywe komorki bakterii probiotycznych. Wazna
jest tez ich liczebnos¢é. W wytycznych FAO/ WHO, dotyczacych przezywalnosci bakterii probiotycznych
w produktach spozywczych, w tym szczepow Lb. acidophilus, zdefiniowano minimum terapeutyczne
(liczbe zywych komorek bakterii mlekowych) na poziomie 10° jtk/em® produktu. Jak wynika z wielu
badan, kryterium minimum terapeutycznego nie zawsze jest spelniane przez wszystkie szczepy probio-
tyczne.

Celem pracy bylo okreslenie zmian liczby zywych komorek bakterii Lb. acidophilus w mleku niefer-
mentowanym i fermentowanym, w ciagu czterech tygodni chlodniczego przechowywania i okreslenie
czynnikow wplywajacych na zmniejszenie tej liczby. Wykazano wpltyw procesu fermentacji, srodowiska
inkubacji oraz natleniania §rodowiska na przezywalno$¢ Lb. acidophilus w czasie odpowiadajacym okre-
sowi przydatnosci do spozycia mlecznych produktéw probiotycznych.

Stowa kluczowe: Lb. acidophilus, mleko fermentowane, mleko niefermentowane, przezywalnos$¢, mini-
mum terapeutyczne

Wprowadzenie

Lactobacillus acidophilus jest to grupa pateczek termofilnych, gram dodatnich
(z tac. lactis - mleko, bacillus - pateczka, acidophilus - lubiacy kwas), powszechnie
stosowanych w produkcji fermentowanych napojow mlecznych. Ich obecno$¢ jest
stwierdzana w wielu produktach zywnosciowych, gtéwnie mlecznych fermentowa-
nych, zbozowych oraz migsnych. Lb. acidophilus wystgpuja naturalnie w przewodzie
pokarmowym ludzi i zwierzat, jamie ustnej i drogach rodnych. Niektore szczepy tego
gatunku maja potwierdzone wlasciwosci probiotyczne [8, 15]. Do wtasciwosci probio-
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tycznych tego gatunku zalicza si¢: zmniejszanie efektu nietolerancji laktozy, wiazanie
cholesterolu, aktywnos$¢ antynowotworowa w stosunku do raka okr¢znicy oraz stymu-
lacje uktadu immunologicznego. Do przykladowych szczepow probiotycznych tego
gatunku naleza Lb. acidophilus NCFB 1748, Lb. acidophilus NCFM, Lb. acidophilus
La-5 [3, 8, 15]. Ponadto do cech probiotycznych zaliczana jest zdolno$¢ do kolonizacji
przewodu pokarmowego. Szczepy Lb. acidophilus produkuja kwasy organiczne, nad-
tlenek wodoru i/lub bakteriocyny (np. acidofiling, acidoling), przez co zapobiegaja
rozwojowi niepozadanej mikroflory. Produkuja rowniez witaminy z grupy B (niacyng,
kwas foliowy, witamig By), istotne dla zdrowia organizmu ludzkiego [1, 4, 5, 15].

Miarg gwarancji aktywno$ci prozdrowotnej i tym samym zapewnienia probio-
tycznosci zastosowanych bakterii jest liczba zywych komorek w oferowanym produk-
cie. Zgodnie z wytycznymi FIL/IDF i FAO/WHO, dotyczacymi zaré6wno mikroflory
podstawowej (np. bakterii jogurtowych) i dodatkowej (mikroflory probiotycznej), licz-
ba zywych komorek bakterii mlekowych w ostatnim dniu przydatnosci do spozycia nie
powinna by¢ nizsza od 10° jtk/cm’. Wartoé¢ te uznaje sig jako tzw. minimum terapeu-
tyczne. Kontrola liczby zywych komorek bakterii probiotycznych, w produktach spo-
zywcezych jest utrudniona ze wzgledu na obecno$¢ w finalnym produkcie mieszanki
mikroflory podstawowej (jogurtowej) i dodatkowej (probiotycznej) [6, 11]. Okreslanie
ogo6lnej liczby bakterii mlekowych na koniec okresu przydatnosci do spozycia produk-
tu nie daje gwarancji obecno$ci wymaganej liczby zywych komorek bakterii probio-
tycznych w tym czasie.

Celem pracy bylo okreslenie przezywalno$ci szczepu Lb. acidophilus (La-5),
w ciagu 4 tygodni chtodniczego przechowywania, w mleku fermentowanym przez ten
szczep 1 w mleku niefermentowanym z dodatkiem wymienionego szczepu.

Material i metody badan

W badaniach uzyto liofilizowanej szczepionki probiotycznego szczepu Lb. aci-
dophilus La-5 (Chr. Hansen) [3].

Badania przeprowadzono w trzech uktadach modelowych. W pierwszym z nich
dwie porcje jatowego mleka (50 cm’) zaszczepiano liofilizatem La-5. Jedna porcje
poddawano fermentacji w temp. 37 °C przez 18 h, druga po zaszczepieniu schtadzano,
obie probki przechowywano przez cztery tygodnie w temp. 6 °C. Bezposrednio po
zaszczepieniu mleka, po fermentacji oraz po 2 i 4 tygodniach chtodniczego przecho-
wywania wykonywano analiz¢ mikrobiologiczna oraz mierzono pH probek.

Drugi analogiczny model mleka fermentowanego i niefermentowanego roznit si¢
od pierwszego tym, ze porcji mleka nie mieszano, co skutkowato nierozbitym skrze-
pem mleka fermentowanego i w zwiazku z tym zmniejszonym natlenieniem obu porcji,
na wzor metody zbiornikowe;j.
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Trzeci uktad modelowy réznit sig¢ od poprzednich srodowiskiem inkubacji bakte-
rii, ktorym byt bulion MRS (Merck) zaszczepiony liofilizatem La-5. Model w bulionie
takze wykonywano w dwoch wersjach: fermentowanej (18 h w temp. 37 °C) i niefer-
mentowanej, w ktorym sprawdzano liczbg zywych komorek bakterii w ciagu 4 tygodni
chlodniczego przechowywania.

Proby wykonano w dwoch powtdrzeniach, oddzielnych dla kazdego modelu.
W przypadku modeli niemieszanych probki byly w oddzielnych butelkach do kazdego
oznaczenia, w celu wyeliminowania mieszania poprzedzajacego pobodr probek do
oznaczenia.

Oznaczanie liczby zywych komorek Lb. acidophilus wykonywano metoda ptyt-
kowa kropelkowa, z wykorzystaniem podtoza agarowego MRS (Merck) [9]. Ptytki
z posiewami inkubowano w anaerostatach zapewniajacych warunki beztlenowe,
w temp. 37 °C przez 48 h.

Wiyniki i dyskusja

Jak juz wspomniano, przy wykorzystaniu probiotycznych szczepow bakterii
w produkcji zywnosci funkcjonalnej istotna jest kontrola przezywalnosci tych bakterii
w finalnym produkcie. Wazna jest tez kontrola ich wzrostu i przezywalnosci w czasie
procesu fermentacji oraz w czasie przechowywania przypadajacego na okres przydat-
nos$ci do spozycia produktu. Jak wynika z niniejszych badan zdolnos¢ bakterii probio-
tycznych gatunku Lb. acidophilus do wysokiej przezywalnosci w produkcji zalezy od
wielu czynnikow. W celu wyznaczenia tych czynnikéw przeprowadzono badania mo-
delowe z uzyciem monokultury Lb. acidophilus. Zastosowane dwa $rodowiska inkuba-
cji (mleko i bulion) pozwolity wyznaczy¢ wplyw $rodowiska oraz dostgpu sktadnikow
odzywczych na przezywalno§¢ omawianego gatunku probiotycznego. Z kolei zastoso-
wanie procesu fermentacji pozwolito zaobserwowac istotno$¢ wplywu tego procesu,
oraz metabolitow fermentacji na przezywalnos$¢ Lb. acidophilus. Dodatkowa symulacja
metody termostatowej i zbiornikowej miata na celu okreslenie wptywu natleniania
1 zwiazanej z tym produkcji nadtlenku wodoru, typowej dla tego gatunku, na poziom
liczby zywych komorek tych bakterii.

Na rys. 1. zobrazowano wptyw procesu fermentacji na zmiang pH i liczbg komo-
rek Lb. acidophilus w probkach modelowych. Zaobserwowano istotne zmniejszenie
liczby bakterii Lb. acidophilus w mleku niepoddanym procesowi fermentacji. W mleku
niefermentowanym juz w 2. tygodniu przechowywania w chtodniczych warunkach
nastapito obnizenie liczby komodrek bakterii o 3 cykle logarytmiczne, do poziomu 5 log
jtk/em®. Po kolejnych 2 tygodniach nie stwierdzono obecnosci zywych komorek Lb.
acidophilus w mleku niefermentowanym.

Wplyw fazy wzrostu na przezywalno$¢ komorek bakterii gatunku Lb. acidophilus
badali Lorca i wsp. [10]. Cytowani badacze stwierdzili najstabsza przezywalno$¢ ko-



192 Dorota Zareba

morek tego gatunku w fazie wyktadniczego wzrostu. W czasie tej fazy nastgpuje inten-
sywna produkcja kwasow i nadtlenkéw, najprawdopodobniej przyczyniajacych si¢ do
$mierci komorek Lb. acidophilus.

W niniejszej pracy, wyzsza przezywalno§¢ komorek Lb. acidophilus stwierdzono
w mleku fermentowanym niz niefermentowanym. Przez pierwsze 2 tygodnie liczba
zywych komorek utrzymywata si¢ na wysokim poziomie zapewniajacym spetnienie
wymogow minimum terapeutycznego. Dopiero w 4. tygodniu zaobserwowano reduk-
cje populacji pateczek o 5 cykli logarytmicznych do 3,6 log jtk/cm®. Warto$é pH po
procesie fermentacji ustabilizowata si¢ na poziomie 4, natomiast w probce niefermen-
towanej warto$¢ nie zmienita si¢ i wynosita 6,5 przez caty okres przechowywania (rys.
1). Jak mozna wnioskowa¢, na przezywalno$¢ probiotyku istotny wplyw ma proces
fermentacji, w czasie ktorego okres adaptacji z formy liofilizowanej odbywa si¢
w warunkach zblizonych do optymalnych do wzrostu komodrek bakteryjnych. Jednak
spadek przezywalno$ci komorek w 4. tygodniu przechowywania informuje o koniecz-
nosci skrécenia okresu przydatnosci do spozycia produktéw zawierajacych Lb. aci-
dophilus Tub zwigkszenia poczatkowej liczby tych pateczek w produkcie.
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Rys. 1. Przezywalno$¢ Lb. acidophilus oraz zmiana pH probek mleka fermentowanego i niefermento-
wanego w czasie chlodniczego przechowywania.

Fig. 1. Viability of Lb. acidophilus and change in pH of fermented and non-fermented milk samples
during the refrigerated storage.
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Przezywalnos$¢ przechowalnicza gatunku Lb. acidophilus zalezy takze od uzytego
szczepu, co udowodnili Bolin i wsp. [2]. Cytowani badacze stwierdzili najstabsza prze-
zywalnos¢ kultury (La-5) Lb. acidophilus, sposrod badanych kultur. Jednoczesnie po-
twierdzili zwigkszenie przezywalno$ci kultury La-5 przy zastosowaniu mieszanki kul-
tur, co wykazali takze Martensson i wsp. [12]. Warto podkresli¢, ze badania producen-
ta kultury La-5, prowadzone w ciagu 21 dni (3 tygodnie) takze wskazuja na staba prze-
zywalnos¢ (na poziomie 10 — 20 %) tego szczepu w poréwnaniu z innymi probiotyka-
mi [3].
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Rys. 2. Przezywalnos$¢ Lb. acidophilus w bulionie MRS w czasie chtodniczego przechowywania.
Fig. 2. Viability of Lb. acidophilus in MRS broth during the refrigerated storage.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna wykluczy¢ wpltyw Srodowiska na
przezywalnos$¢ Lb. acidophilus w warunkach chtodniczych (rys. 2). Zaobserwowano
spadek przezywalnoéci omawianego szczepu probiotycznego na pozywce dostosowa-
nej do wzrostu pateczek mlekowych (bulion MRS). Avonts i wsp. [1] takze nie wyka-
zali wpltywu dodatkowych zrodet sktadnikow odzywczych na przezywalnos$¢ Lb. aci-
dophilus, za to stwierdzili zwigkszong produkcj¢ bakteriocyn przez ten gatunek.
W niniejszych badaniach stwierdzono réznice szybkoSci obumierania populacji Lb.
acidophilus w bulionie MRS w wersjach fermentowanych i niefermentowanych.
W przypadku modelu w bulionie MRS w wersji fermentowanej juz w 3. tygodniu nie
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stwierdzono zywych komorek bakterii, z kolei w wersji niefermentowanej w tym sa-
mym czasie nastapit spadek populacji ponizej wymaganego minimum terapeutyczne-
go0. W 4. tygodniu nie stwierdzono zywych komorek Lb. acidophilus w zadnej z wersji
bulionu MRS. Istotnymi czynnikami redukujacymi liczbg komorek bakterii byty: czas
przechowywania oraz niskie pH. Brak biatek mleka buforujacych niskie pH potggowat
i przyspieszal efekt wymierania komorek bakterii w bulionie w wersji fermentowane;.
Staba przezywalno$¢ Lb. acidophilus w czasie przechowywania zaobserwowali row-
niez Medina i Jordano [13] oraz Kosikowska i wsp. [7].
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Rys. 3. Przezywalnos$¢ Lb. acidophilus w mleku fermentowanym i niefermentowanym w wersji wstrza-
sanej (natlenianej) i niewstrzasanej, w czasie chtodniczego przechowywania.

Fig. 3.  Viability of Lb. acidophilus in fermented and non-fermented, shaken (oxygenated) and not
shaken milk samples, during the refrigerated storage

Wplyw natlenienia mleka w procesie produkcji, na wzér metody zbiornikowej,
sprawdzono poréwnujac przezywalno$¢ Lb. acidophilus w modelu "wstrzasanym"
1,,niewstrzasanym” (rys. 3). Modele mleka fermentowanego i niefermentowanego
przez Lb. acidophilus z uwzglednieniem natleniania srodowiska potwierdzaja wigksza
przezywalnos¢ Lb. acidophilus w mleku fermentowanym niewstrzasanym niz w pozo-
statych probkach. Jednak nawet ta przezywalno$¢ w mleku fermentowanym niewstrza-
sanym nie gwarantuje spelnienia wymagan minimum terapeutycznego w catym okresie
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4 tygodni chtodniczego przechowywania. Najszybsze zmniejszenie liczby komorek
bakterii zaobserwowano w przypadku probki niefermentowanej i niewstrzasanej. Jed-
nak najwigksza intensyfikacje wymierania zywych komorek bakterii zaobserwowano
w probkach regularnie napowietrzanych. Proces napowietrzania (wstrzasanie) probek
mial wplyw na populacje pateczek w probee niefermentowanej, bo juz w 2 tygodniu
spowodowal redukcje komorek o 3 cykle logarytmiczne ponizej] wymaganego mini-
mum terapeutycznego.

Nadtlenek wodoru, ktory moze by¢ produkowany przez Lb. acidophilus w wa-
runkach tlenowych ma wplyw na ich przezywalnos¢. Jak wykazaty badania Lorca
iwsp. [10] obecnos¢ nadtlenku wodoru istotnie wplywa na populacj¢ omawianego
gatunku w przypadku fermentacji w temp. nizszej niz 37 °C.

W niniejszej pracy, w 3. tygodniu chlodniczego przechowywania w mleku fer-
mentowanym i niefermentowanym w wersji wstrzasanej (natlenianej) i niewstrzasanej
tylko w jednej probce (mleka fermentowanego niewstrzasanego) stwierdzono jeszcze
zywe komorki Lb. acidophilus, jednak ponizej wymaganego progu spetniajacego mi-
nimum terapeutyczne.

Jak wykazatly niniejsze badania, prowadzone na monokulturze Lb. acidophilus,
przezywalnos¢ tego probiotyku nie spelnia minimum terapeutycznego w ciagu 4 tygo-
dni chtodniczego przechowywania mleka, co potwierdzaja takze badania innych na-
ukowcow [2, 14, 12].

Whioski

1. Proces fermentacji wptywa pozytywnie na zwigkszenie przezywalnosci bakterii pro-
biotycznych z gatunku Lb. acidophilus zardbwno w mleku, jak i w bulionie MRS.

2. Podczas czterotygodniowego przechowywania zaszczepionych porcji bulionu
MRS i mleka, stwierdzono lepsza przezywalnos¢ komorek Lb. acidophilus w mle-
ku niz w bulionie MRS.

3. Zabieg mieszania wykorzystywany w systemie zbiornikowej produkciji napojoéw
fermentowanych moze mie¢ negatywny wpltyw na przezywalno$¢ Lb. acidophilus
ze wzgledu na zjawisko natleniania produktu.

Praca byta prezentowana podczas XIII Sesji Sekcji Mtodej Kadry Naukowej
PTTZ, £6dz, 28 - 29 maja 2008 r.
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VIABILITY OF PROBIOTIC STRAIN OF LB. ACIDOPHILUS IN NON-FERMENTED
AND FERMENTED MILK

Summary

Functional probiotic food products should contain live cells of probiotic strains. Their count is also
important. In the FAO/WHO guidelines on the viability of probiotic bacteria in food products, including
Lb. acidophilus strains, the therapeutic minimum has been defined (the count of live Lactobacillus bacte-
ria) as 10° cfu/cm’® of the product. Based on numerous investigations, it can be concluded that not all the
probiotic strains meet the criterion of therapeutic minimum.

The objective of this paper was to determine changes in the count of Lb. acidophilus in the non-
fermented and fermented milk during four weeks of its refrigerated storage and to determine factors im-
pacting the reduction of the bacteria count. The impact of fermentation process, environment of incuba-
tion, and oxygenation of the environment on the viability of Lb. acidophilus was proved during a period
corresponding to the expiry period of fermented milk products.

Key words: Lb. acidophilus, fermented milk, non-fermented milk, viability, therapeutic minimum




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /SyntheticBoldness 1.000000
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002000d>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002000d>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /GRE <>
    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002000d>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e000d>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /POL <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


