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ve formé suché kompozice ve stabilnim stavu suspendované
ve zhroucené matrici. Tyto kompozice se pfipravi smiché-
nfm mikrobislnich bun&k, naptiklad gram-negativnich
bakteridlnich bung&k, jako je Pseudomonas fluorescens, s
vodn§m roztokem obsahujicim polyhydroxylovou slougeni-
nu, vyhodn¥ sacharid, ze které je odvozena matrice, a tato
smés se vysusi za podminek, za kterfch dochézi k viskozni-
mu toku polyhydroxylové slouteniny a dojde ke zhroucen{
matrice, pfitem? buiiky nejsou piili§ poSkozeny. Teplota
skelného pfechodu hmoty matrice je idedlné vy33i neZ je
teplota, pti které se kompozice skladuje.
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Vynalez popisuje zplsob pfipravy komposic obsahujicich
mikrobialni buifiky ve stabilisovaném stavu, té&chto komposici a
#2ivych kultur, které jsou z nich nésledné pripraveny.

Dosavadni stav techniky.

Skladovani Zivotaschopnych kultur je v soulasné dobé
uznavanym problémem. Napfiklad, v US 3 897 307 se popisuje
(i) pouZiti kombinace askorbdtu a glutamatu nebo aspartatu

jakoZto stabilisdtor pro bakteridlni Dbuilky produkujici

(D¢

kyselinu mlé&nou a (ii) pouZivani wur&itych cukrd, zvlast
inositolu v koncentracich 25 mg/ml roztoku, jako latek
chranicich bufiky pfed Skodlivym pusobenim teplot pod bpodem
mrazu  v3ude tam, kde jsou tyto bakteridlni buniky
lyofilisovany.

Mugnier a dalsi, Applied and Enviromental Microbiclogy,
1985, strana 108 aZ 114, popisuji pouZiti polysacharidovych
gelt v kombinaci s uritymi Zivinami, napriklad C, ai C; a C;
az Ciz slouCeninami, jako matric pro lyofilisované
bakteridlni bunky. Bylo zjisténo, Ze polysacharidy schopné

tvofit gel se pfi lyofilisaci nehrouti.

Redway a dalsi, Cryobioclogy, 1974, 11, strana 73 aZ 79
zkou3el ur&ité monosacharidy (v koncentracich aZz do 150 mg/
2 ml vzorku) a pfibuzné sloucCeniny jako media pro dlouhodobé

pfeZiti lyofilisovanych bakterii.

Zjistili jsme, Ze jsou-1li mikrobidlni buriky
suspendovany v urlité matrici zde popsanym zplsobem a
vysuSeny za urcitych podminek, je zvySena jejich kratkodoba
Zivotaschopnost, a Ze Jjsou-1li tyto vysuSené systémy
skladovany a rehydratovany pfi urditych podminkdch zde




definovanych, pak Jje rovnéz zvy3ena dlouhodobd
Zivotaschopnost téchto mikrobidlnich bunék.

Dale bylo pfrekvapivé zjisténo, Ze zhrouceni matrice v
ni? Jjsou mikrobidlni bufiky suspendovdny nema za nasledek

nizkou kratkodobou Zivotaschopnost.

Vynalez popisuje pfipravu stabilni vysuSené komposice
obsahujici mikrobidlni butky ve stabilisovaném stavu

suspendované ve zhroucené matrici.

Slovem "stabilni" se rozumi skutecnost, Ze je sniZena
degradace mikrobidlnich bunék (degradace by vedla ke ztraté

obnovy Zivotaschopnosti bunék).

Slovem "stabilisovany stav" se rozumi skutednost, Ze
buiky nemetabolisuji, ned&li se a nerostou (ale tyto jejich
funkce lze obnovit, jestliZe jsou vystaveny plsobeni vhodnych
podminek) .

Spojenim "Zivotaschopnost buné&k"” se rozumi schopnost
bunék rist a dé&lit se, JestliZe jsou vystaveny plsobeni
vhodnych podminek (to jest rehydratace a zdroj Zivin).

Spojenim "Zivotaschopné bunky" se rozumi bufiky schopné
rist a dé&lit se, jestliZe jsou vystaveny plsobeni vhodnych
podminek (to jest rehydratace a zdroj Zivin).

Slovem "zhroucené" se rozumi skuteclnost, Ze

i) matrice se smrsStila, stala se méné porézni a
umoZiiuje jen nepatrné pronikani nizkomolekuldrnich
difusivnich létek, napfiklad, pfi vystaveni plsobeni G&inkim
vihkého wvzduchu absorbuje jen nepatrné mnozZzstvi wvodni pary;

a/nebo

ii) matrice Dbyla vystavena teplotdm presahujicim
teplotu jejiho skelného prechodu (Tg), pfiCemZ nastaly




plasticky tok zplsobil podstatné sniZeni pom&ru povrch/objem
a zapouzdfeni bunék do mdlo porézniho ochranného pouzdra.

Vynidlez dale popisuje zplsob pripravy stabilni
vysu3ené komposice obsahujici mikrobidlni bunky ve
stabilisovaném stavu suspendované v matrici, sestévajici z
ndsledujicich krokt:

A: smiSeni mikrobi&lnich bunék s vodnym  mediem
obsahujicim materidl z né&hoZ bude odvozena matrice

B: vysudeni smé&si za takovych podminek, aby doslo k
plastickému toku materidlu a ke zhrouceni matrice,
ale ne k pfilisSnému po3Skozeni bunék.

Komposice pFfipravené podle kroku B je vyhodné skladovat
pfi teplotidch niZsSich neZ je Tg matrice, to znamena, Ze
komposice m& Tg vy33i, neZ je prfedpokladand skladovaci
teplota.

U komposice pfipravené podle kroku B je vyhodné provést
jedté dalsi suSeni, takzvané "sekundarni suSeni”, za G&elem
zvySeni Tg matrice, aby byla komposice stabilni ve vétSim
rozsahu skladovacich podminek, to Jjest, aby mohla byt
skladovana pfi vy33i teploté.

Bufiky obsaZené wve stabilni wvysu3ené komposici podle
vyndlezu Jjsou nejlépe Dbakteridlni Dbunky, nicméné nelze
vylouCit moZnost vwvyuZiti Jjinych druhd mikrobi&dlnich bunék,
napfiklad hub, kvasinek a tak dale. JestliZe pouZité
mikrobidlni buiky jsou bunky bakteridlni, pak vhodné&jsi jsou
gram-negativni bakteridlni buriky, acdkoliv nelze vyloudit ani
pouZiti gram-positivnich bakterii. Jako pfiklad takovych
gram-negativnich bakterii miZeme uvést Pseudomonas
fluorescens, Escherichia coli a hlizkovité bakterie.




Koncentrace mikropidlnich bunék ve smé&sl prfipravené
pcdle kroku A podle vyndlezu se pohybuje v rozmezi 10°/ ml az
10*°/ml, nejlépe v3ak v rozmezi od 10'/ml do 10''/ml.

Materidlem, ktery Jje smichan s mikrobi&lnimi bufikami
zplisobem podle kroku A podle vynalezu, je libovolna
polyhydroxylovad sloudenina, napriklad polyalkohol jako je
manitol, inositol, sorbitol, galacitol, nebo vyhodnéji cukr a

zejména pak néktery sacharid.

Tam, kde Jje Jjako materidl pouZit sacharid, miZe se
jednat o disacharid, trisacharid, oligosacharid nebo vyhodné
o monosacharid. Jako priklad monosacharidd mohou byt zminény
hexosy, napfiklad rhamosa, xyvlosa, fruktosa, glukoSa, manosa
a galaktosa. Jako priklad disacharidld mlZeme zminit maltosu,
laktosu, trehalosu a sacharcosu. Jako priklad trisacharidd
miZeme zminit rafinosu. Jako prfiklad oligosacharidd miZeme

zminit maltodextriny.

Koncentrace polyhydroxylové slouCeniny pouZité ve smési
v kroku A podle vyndlezu se pohybuje v rozmezi 10 mg/10* a
1000 mg/10* pbundk, nejlépe v3ak v rozmezi 200 mg/10% buné&k aZ
400 mg/10* nelze vyloulit bunék. Odbornik bude schopen
pomoci jednoduchého experimentu zjistit optimé&lni koncentrace
jednotlivych polyhydroxylovych sloucenin pouZitych k pripraveé
zhroucené matrice. 2Zjistili Jjsme napriklad, Ze optimalni
koncentrace inositclu se pohybuje kolem 45 mg/ml, a Ze
inositol v koncentracich nad 60 mg/ml zplsobuje znadné
poSkozeni bunék a pfi koncentracich niZ3ich neZ pfibliZné

25 mg/ml nedochazi ke zhrouceni matrice.

Nékteré polynydroxylové sloudeniny vykazuji ochranné
vliastnosti v 8irokém rozmezi koncentraci, kdeZto jiné maji
S§kodlivy vliv v koncentracich vy3sSich neZ Je kriticka
koncentrace, kterd jak se zd&d souvisi s rozpustnosti dané

polyhydroxylové slouceniny ve vodném roztoku.




Vynalez je dale ilustrovan prostfednictvim priloZenych
obrazk, které ukazuji komposice podle vynalezu a jsou pouze

jejich neomezujicimi pfiklady.

Popis obrazki

Obrazek 1 ilustruje formou grafu zménu Zivotaschopnosti
bakterii Pseudomonas fluorescens v zavislosti na koncentraci
(pfidavaného) inositolu pfi 1lyofilisaci z vodného roztoku
inositolu nebo roztoku inositolu v 0,04M MgSO4. Svisla osa
representuje Zivotaschopnost v Jjednotkdch pocCet <castic na
miliardu (to jest 1E+09=10° ppb, 1E+08=10° ppb, a tak dale) a
vodorovnad osa representuje koncentraci pridadvané latky v
miligramech na vzorekx. Cerné &tverelky () v grafu
odpovidaji inositolu v siranu horfecnatém a krouZky ( O )

odpovidaji inositolu ve vodé.

Obrazky 2 a? 7 ilustruji formou grafd zménu
Zivotaschopnosti lyofilisovanych bakterii Pseudcmonas
fluorescens v z&avislosti na koncentraci monosacharidu pro
fadu monosacharidd. Svisld osa representuje Zivotaschopnost
v jednotkich polet &astic (v miliardéach) na miliardu (to Jjest
1E+0=1 miliarda, 5E-1=0,5 miliardy, 2E-1=0,2 miliardy a tak
dale) a vodorovnd osa representuje koncentraci cukru
v miligramech na vzorek. PouZité monosacharidy jsou :

Obrazek 2 galaktosa Obrizek 5 xylosa
Obrazek 3 fruktosa Obrazek 6 rhamosa
Obrazek 4 glukosa Obrézek 7 manosa

Obrazek 8 ilustruje formou grafu zménu detnosti mrtvych
bunék (k,) v zdvislosti na Tg matrice a zménu Tg v zavislosti
na relativni vlhkosti. Levad svisld osa representuje k,, pravd
svislad osa representuje Tg (°C) a vodorovnd osa representuje
relativni vlhkost (%). Cerné G&tverelky (M) spojené plnou
&arou odpovidaji &etnosti mrtvych bundk (k,) a kosodtverce




spojené preruSovanou cCarou odpovidaji teploté skelného

prechodu (Tg).

Na obrazcich je Zivotaschopnost vyjadfena jako poclet
fivotaschopnych Dbakterii na 10° Zivotaschopnych bakterii
v puvodni suspenzi, to jest polet preZivSich bakterii z kaZdeé
miliardy p@vodn& Zivotaschopnych bakterii. Zivotaschopnost je
vyjédrena v jednotkdch polet <&astic na miliardu (ppb), to
jest 10° ppb odpovidad preZiti 100% jedinct, 10° odpovida
preZziti 10% jedincd a tak dale.

Z obrazku 1 miZeme vidét, Ze pfi nizkych koncentracich

inositolu je =zachovana vysoka Zivotaschopnost bunék, kdeZto

pEti vy33ich koncentracich, napriklad vy33ich nez
100 mg/vzorek (coZ odpovida 50 mg/ml), se pocet
Zivotaschopnych bunék s rostoucl koncentraci rychle sniZuje.

Z obrazkl 2 aZ 7 miZeme vidét, Ze nékteré mcnosacharidy
chrani buiky pred posSkozenim v nizkych koncentracich,
napriklad niZ8ich neZ 10 mg/vzorek (coZ odpovidd 5 mg/ml), a
Ze tento ochranny efekt je v podstaté zachovan i pfi vy3Sich
koncentracich, napfiklad kolem 400 mg/vzorek (coZ odpovida
130 mg/ml).

Z obrazku 8 miZeme vidét, Ze tam, kde Tg klesne pod
teplotu skladovadni (representovana horni vodorovnou Carou pri
21 aZ 22°C) doché&zi k podstatnému zvysSeni detnosti mrtvych
bunék (kl), coZ dokazuje dileZitost udrZovani skelného stavu

v prubéhu skladovani.

Koncentrace, pfi niZ Jje pouZity materidl d4ac&inny, to
jest hrouti se, aniZ by prilis3né& posSkozoval buiky, je zavisla
na radé faktord, =zahrnujicich mezi Jjinymi : objem frakce
bunék v suspenzi v kroku A; vlastni teplotu skelného pfechodu
polyhydroxylové slouleniny; zménu teploty skelného prechodu
matrice jako funkci koncentrace vody v ni pfitomné; teplotu,
které je matrice vystavena v pribéhu lyofilisace a po ni.
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Obsah wvody v komposici vysuSené podle kroku B je

e

obvykle niz3i neZ 15 hmotnostnich procent (w/w).

Tam, kde se suSeni podle kroku B provadi jako
lycfilisace, obsahuje komposice obvykle Jjednu nebo vice
vhednych pfisad. Jake pfiklady vhodnych pfisad miZome mezi
jinymi uvést Jako latky chranici buiky pred Ekedlivym
pisobenim teplot pod bodem mrazu, napfiklad cukry nebo
polymerni slouceniny djako nap¥iklad polyvinylalkohol,
polyvinvlpyrrolidon; 1latky chranici bunky proti podkozeni
zpsobeném ztratou vody, napfiklad cukry nebo polymerni
sloucCeniny jako napriklad polyvinylalkohol,

polyethylenglykol; nebo je3té lépe antioxidanty nebo takzvané
potencujici 1atky Jjako napriklad askorbdt nebo glutamat.

Nevyludujeme ani moZnost, Ze mohou byt plitomny i  jiné
AL o m o Ales >~ AE 1Y - Al e - A e et Xt L AL T ATao . o mam 2L 1.7 A
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krystalisujici cukry jake napfiklad manitcl, a regulanty
csmetického tlaku jake napfiklad betain,
mogovina/trimethylamin-N-oxid, prolin, sarkesin.

Vvnalez Jje dale ilustrovan prostrfednictvim

ndsledujicich prikladul.
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Tyto prfiklady ilustruji komposice podle vynalezu,
v nichz matrice obsahuje rhamosu.

’_J
L
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Pseudomonas fluoroscens Dby péstovany ve standardnim
mediu (dvojnasobné koncentrovany Zivny bujén) a isolovany
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koncentrat byl suspendovan ve sterilni vodé a dale byl pridén
koncentrovany roztok rhamosy sterilisovany v autoklavu, v
objemu dostadujicim k pfipravé prfibliZn& 200 alikvotd o
vysledné koncentraci 200 mg cukru na 2x1010 bunék v celkovém
objemu 4 ml vody. Alikvoty byly umistény do lyofilisad&nich
lahvicek o objemu 5 ml.

Lahvicky byly vloZeny do komor lyofilisétbru a teplota
v komordch nastavena na -30 °C, pfiCemZ nejprve do3lo ke
zmrznuti obsahu lahvidek a nasledné v pribéhu dvou hodin k
poklesu teploty jejich obsahu na -28 °C aZ -30 °C. Poté byly
zavedeno vysoké vakuum a primdrni suSeni probihalo celkem 48
hodin. Teplota v komoréch byla zvySena na 0 °C a sekundarni
suSeni probihalo celkem 24 hodin. Nakonec byly lahvi&ky
vytemperovédny na pokojovou teplotu a prfed vyjmutim =z
lyofilisatoru byly pod vakuem zapecletény.

Lahvic¢ky byly skladovany pfi 4 °C wve vakuu (pfiklad 1)
nebo na vzduchu s kont;olovanou vlihkosti pfi 21 °C (pfiklady
2 az 6).

Vzorky byly rehydratovany ve sterilni vodé a podet
Zivotaschopnych bakteridlnich bunék byl stanoven metodou
postupného zrfedovani s n&slednym vysevem na King s B rlistové
medium. Polet bunék schopnych vytvorit kolonie (colony
forming units, cfu) na plotnadch s nejvét3im zfedénim byl
pouZit ke zji3té&ni poltu bakteridlnich bunék které pfeZily
lyofilisaci a podminky skladovani v jednotce objemu.

OkamZité po lyofilisaci byla Zivotaschopnost buné&k
3x10° ppb.

Vysledky ziskané pouZitim bakterii skladovanych pri 4°C
ve vakuu jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1

Zivotaschopnost (ppb)

pRiklad Eislo skladovani po dobu (tydnd)

30 50
1 ND 5x10°
CT1 0 -

ND: nestanoveno
CT1l je srovnavaci test bez pritomnosti rhamosy.

7 tabulky 1 je patrné, Ze pritomnost rhamosové matrice

pocdstatné zlep$ila Zivotaschopnost bakterii.

Vysledky ziskané pouZitim bakterii skladovanych pfi
21 °C v komlrkdch s kontrolovanou vlhkosti wvzduchu Jjsou

uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2
Relativni Zivotaschopnost (ppb)
?ﬁiklad VIh%OSt skladovani po dobu (dni)
Cislo: (RH%)
13 27 - 3
2 1 8 x 10 3 x 10 4 x 10
3 4 3 x 10 7 x 10 2 x 10
4 9 9 x 10’ 5 x 10 4 x 10
5 23 4 x 10 4 x 10 8 x 10
6 44 3 x 10 1 x 10 3 x 10
CT2 1 10°

CT2 je srovnavaci test bez pritomnosti rhamosy.

Z tabulky 2 miZeme vidét, Ze pritomnost cukru podstatné
zlepdila Zivotaschopnost bakterii dokonce pfi nizké relativni

vlihkosti, coZ je patrné ze srovnani prikladu 2 s CT2.
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Pfiklady 7 az 10

Tyto pfiklady ilustruji komposice podle vynalezu,
v nich? matrice obsahuje rhamosu a siran horelnaty.
Postup byl stejny Jjako v pfikladech 1 az 6 aZ na

skutednost, Ze buné&dny koncentrat byl namisto ve sterilni
vod& suspendovan v 0,04M siranu hofelnatém a teprve poté byl

pfidédn roztok rhamosy.

Okam?itd po Llyofilisaci byla Zivotaschopnost bun&k
5x10° ppb.
Lyofilisované builky byly skladovdny pfi riznych

teplotéch a po rizné dlouhou dobu jak je uvedeno v tabulce 3.

Tabulka 3
Priklad Teplota Zivotaschopnost (ppb) po dnech
¢islo: skladovani 50 100 175 365
7 -20 5 x 10° 5 x 10° 5 x 10° 5 x 10°
8 4 2 x 10° 2 x 10° 1 x 10°
9 15 2 x 10° 1 x 10° 5 x 10°
10 20 2 x 10° 2 x 10°

Z tabulky 3 miZeme vidét,
ochranu v celém rozsahu teplot.

Priklady 11 aZ 15

Tyto

pfiklady

ilustruji

komposice

podle

Ze tyto smési poskytuji podstatnou

vynalezu,

v nich#? matrice obsahuje askorbat sodny a glutamat sodny.

Postup byl

skutednosti, Ze

k bunécnému

koncentratu

stejny jako v prikladech 1 aZ
a rhamose

6 vyjma
byly

pridédny vodné roztoky askorbdtu sodného a glutamatu sodného.
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OkamZzité& po lyofilisaci byla >ivotaschopnost bunék
2x10° ppb.

vzorky byly skladovany na vlhkém vzduchu pri teploté

21°C.
Tapbulka 4
priklad Relativni %ivotaschopnost (ppb) Tg
Cislo: vihkost skladovani po dobu (dnd)
(RHS) °c
34 128
11 0 1 x 10° 1 x 10° 25
12 14 1 x 10° 1 x 10° 24
13 30 1 x 10° 4 x 10 14
14 40 9 x 10 5 x 10° 12
15 53 3 x 10 3 x 10° 8

7z prikladd 11 a 12 a v tabulce 4 miZeme vidét, Ze
skladovani vysudenych bun&k pri teplotach niZ8ich neZz je Tg
matrice stabilisuje buiiky bé&hem dlouhého obdobi.

vysledky naznacuji, Ze kombinace zhroucené matrice ve
skelném stavu a pritomnost antioxidantd poskytuji matrici,
kteria mi¥e na dlouhou dobu zachovat Zivotaschopné buniky a to
i pfi relativné nepfiznivych podminkach.

Priklad 16

4 gramy pelety Pseudomonas fluorescens obsahujici
5.10% 3ivotaschopnych bundk byly centrifugaci oddéleny od
rastového media a smichany se 14 gramy maltodextrinu komercni
kvality (Glucidex IT19) a 1,6 gramy askorbatu sodného a tento
materidl byl vysou3en za sniZeného tlaku nejdfive pri
pokojové teploté&, pricCemZ odparfena voda kondenzovala ve
vymrazovaci kapse, kde byly teplota udrZovana na -50 °C.
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Sudeni bylo ukonleno pfibliZné po 18 hodinach, kayzi
hodnota wvakua dosahovala fadové 1 mbar.

Vzorky byly rehydratovany v Cisté vodé a vysety na
¥ivny agar, ktery obvykle vykazuje 50 aZ 90% preZiti plvodné
Zivotaschopnych bunék.

Materidly pfipravené timto zplsobem se Jevi jako
zhroucené amorfni matrice se skelnym prechodem vy33im neZ
20 °C (jestlizZe byly vzorky vystaveny standardnim

. . [

J0Dr. Jarmila Traplovd
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PATENTOVEH NAEROKY ~
1. Stabilisovan&, vysuSend komposice vy znaduijici
s e tim, Ze obsahuje mikrobidlni bunky

v stabilisovanémnim stavu suspendované ve zhroucené

matrici, priCemZz mikrobialni bunky jsou gram-negativni

bakterie.

2. Komposice podle naroku 1 vyznacujici se

i Ze gram-negativni bunky Jjsou Pseudomonas

tinm,
fluorescens, Escherichia coli nebo hlizkovité bakterie.
3. ZpGisob  pfipravy stabilisované, vysusené komposice
obsahujici mikrobi&lni buidky vyznadcuijici
se tim, Ze mikrobidlni bufiky jsou gram-negatiwvni
bakterie ve stabilizovaném stadiu suspendované

v matrici, pfiCemZ tento zpldsob zahrnuje tyto kroky:

A smi3eni mikrobid&lnich bunék s vodnym roztokem,
obsahujicim hmotu, ze které je odvozena matrice
B: sudeni této smési za podminek, za kterych doch&azi

k wviskésnimu toku hmoty matrice tak, Ze dojde ke

zhrouceni matrice, pfiemzZz bulky nejsou prilis

poskozeny.

Zplisob podle néroku 3 vyznaduijici S e

tim, Ze komposice prfipravend v kroku B je dale

vysouSena tak, aby se dosadhlo zvy3eni teploty skelného

pfechodu hmoty matrice,
v 3ir8im rozsahu skladovacich podminek.

¢imZ je komposice stabilisovana

5. Zpisob podle néroku 3 vyznadcuijicdi s e

?e koncentrace mikrobidlnich bunék ve smési

z

tim,
pfipravené v kroku A je v rozsahu mezi 10'/ml a 10%/ml.
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Zpisob podle naroku 35 vyznadcujici s e
tim, Ye koncentrace mikrobidlnich buné&k A Je

v rozsahu mezi 10%/ml a 10''/ml.

Zpisob podle naroku 3 vyznadcdujici s e
t im, e hmota, kterd dje v kroku A smiSena s

pakteridlnimi bufikami, je polyhydroxylova sloucCenina.

Zpﬁsob' podle naroku 7 vyznadcuijici s e
t im, Ze polyhydroxylovd sloudenina je monosacharid.

Zpisob podle néroku 7 vyznacuijici s e
tim, Ze koncentrace polyhydroxylové slouceniny
pou?ité ve smé&si podle kroku A je rozsahu mezi
10 mg/10 bunék a 1000 mg/10' bunék.

Zplisob podle né&roku 9 vyznadcuijici s e
tim, ?e koncentrace polyhydroxy sloueniny Jje v
rozsahu mezi 200 mg/10' bundk a 400 mg/10* bun&k.

Komposice pfipravenéd podle naroku 3
vyznadcujici se t im, Ze teplota jejiho
skelného pfechodu je vy33i neZ prfedpokladand skladovaci
teplota.

10 ey

JUDr. Jarmila Traplova
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