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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest nowy szczep bakterii Lactobacillus hilgardii FLUB efektywnie wy-
twarzajgcy mannitol.

Mannitol jest naturalnie wystepujgcym poliolem, szeroko wykorzystywanym w przemysle farma-
ceutycznym, spozywczym i chemicznym.

Poliole znalazty swoje zastosowanie jako zamienniki cukru czyli stodziki. Mannitol jest stabo
wchianiany przez organizm ludzki, a zatem wzrost stezenia glukozy we krwi i zapotrzebowanie na insu-
line sg znacznie mniejsze niz po spozyciu sacharozy. Jest tylko cze$ciowo wchianiany (~ 25%) z jelita
cienkiego i nie jest metabolizowany. Szacuje sie ze mannitol jest w potowie tak stodki jak sacharoza
i ma pozadany efekt chtodzenia, ktory jest skuteczny w maskowaniu gorzkich smakéw. Mannitol mozna
mieszaé z innymi sktadnikami i stodzikami, co moze skutkowac synergicznym efektem lepszej stodyczy
i smaku. Ten alkohol cukrowy charakteryzuje sie przyjemnym smakiem, stabilno$cig, nawet w wysokich
temperaturach i wysokg temperaturg topnienia (165-169°C).

Jest uzywany jako Srodek teksturujgcy o stodkim smaku. Mannitol zmniejsza sktonno$¢ do kry-
stalizacji produktéw, wykazuje bardzo niskg higroskopijno$¢ wydtuza przydatno$é produktu do spozycia.
Najczesciej jest wykorzystywany jako skfadnik gum do zucia. Poniewaz mannitol nie jest higroskopijny,
stosuje sie go jako Srodek wypetniajgcy dla bezcukrowych powtok gum do zucia lub jako powtoke pu-
drujacg aby zapobiec przywieraniu gumy do urzadzen produkcyjnych czy opakowan.

Mannitol w przemysle farmaceutycznym zapobiega wchianianiu wilgoci z powietrza, wykazuje
doskonate wiasciwosci mechaniczne takie jak $cisliwosé, nie wchodzi w interakcje z aktywnymi sktad-
nikami, a jego stodki, chtodny smak maskuje nieprzyjemny smak wielu lekéw. Moze by¢ réwniez stoso-
wany jako silny diuretyk osmotyczny i jako przeciwutleniacz, niweluje dziatanie wolnych rodnikéw i tym
samym moze chroni¢ przed rozwojem raka okreznicy. Wszystkie te wtasciwo$ci mannitolu sprawiaja,
ze jako dodatek do zywnosci zwieksza ich warto$ci odzywcze i prozdrowotne.

Mannitol na drodze chemicznej syntetyzowany jest przez katalityczne uwodornienie mieszaniny
fruktozy i glukozy, w wysokiej temperaturze i ciSnieniu. W wyniku reakcji powstaje mieszanina mannitolu
i sorbitolu, ktéra musi zostaé oczyszczona, co dodatkowo zwieksza cene produktu koncowego. Wysokie
koszty uzytych substratow, warunkéw fizycznych reakcji i konieczno$¢ przeprowadzenia trudnego pro-
cesu rozdziatu mannitolu od sorbitolu sprawiajg ze wytwarzanie mannitolu drogg mikrobiologiczng stato
sie niezwykle atrakcyjne na skale przemystows.

W miedzynarodowych patentach opisano szczepy z rodzaju Lactobacillus produkujgce mannitol.
Przyktadami takich patentéw sg: JP6377091A (1991-03-06), EP19910119453 (1991-11-14), US
6,855,526 B2 (2005-02-15), CN 201310111633 (2013-04-01), PCT/CN2014/090476 (2014-11-06).

Znanych jest wiele mikroorganizméw zdolnych do wytwarzania mannitolu. Publikacja amerykan-
skiego zgtoszenia patentowego o numerze US2009023195 (A1) dotyczy biotechnologicznego wykorzy-
stania szczepéw pochodzacych z amerykanskiej kolekcji ARS (NRRL) wsérdd ktérych wybrano Lb. inter-
medius NRRL B-30560 efektywnie produkujgcy mannitol. Pierwszorzedowy substrat weglowy zaréwno
w przemianach fermentacyjnych, jak i biochemicznych stanowi fruktoza, ale wtérnym zrodtem wegla
moze by¢ tez glukoza, maltoza, mannoza i galaktoza.

Natomiast z literatury przedmiotu znane sg wytwarzajgce mannitol szczepy: Lb. hilgardii NRRL
B-1843 oraz Lb. infermedius NRRL B-3693 (Arena, M. E., Landete, J. M., Manca de Nadra, M. C.,
Pardo, I., & Ferrer, S. (2008). Factors affecting the production of putrescine from agmatine by Lactoba-
cillus hilgardii XIB isolated from wine. Journal of applied microbiology, 105(1), 158-165.)

Celem wynalazku byto wyizolowanie z miodu pitnego — Srodowiska bogatego we fruktoze i inne
cukry takie jak glukoza, sacharoza i maltoza, nowego szczepu bakterii, ktéry bez modyfikacji genetycz-
nych bedzie efektywnie wytwarzat mannitol na zewnatrz komorki.

Przedmiotem wynalazku jest nowy szczep z gatunku Lactobacillus hilgardii FLUB zdeponowany
w Miedzynarodowej Kolekcji Kultur Drobnoustrojow Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu
Rolno-Spozywczego w Warszawie pod numerem KKP 2067p.

Przedmiot wynalazku stanowi réwniez zastosowanie szczepu Lactobacillus hilgardii FLUB do wy-
twarzania mannitolu.

Korzystnie, do wytwarzania mannitolu, jako jedyne zrédto wegla stosuje sie fruktoze.

Korzystnie, jako zrédto wegla stosuje sie fruktoze i glukoze.

Korzystnie, dodatek kazdego z cukréw fruktozy i glukozy w podtozu hodowlanym wynosi po 4% wi/v.

Korzystnie, jako jedyne zrodto wegla stosuje sie syrop glukozowo-fruktozowy.
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Przyktad 1

Identyfikacja szczepu

W celu identyfikacji nowego izolatu wykorzystano technike MALDI-TOF program BioTyper za-
kwalifikowat go jako Lactobacillus hilgardii z wynikiem 2,03 co pozwala na pewng identyfikacje do ro-
dzaju i prawdopodobne przypisanie do gatunku. Dodatkowo wykonano amplifikacje i sekwencjonowanie
genu 16S rRNA. Przyrownanie sekwencji genu do bazy NCBI GeneBank wykazuje 100% zgodnos$¢
badanego szczepu z zamieszczonymi tam sekwencjami gatunku Lb. hilgardii.

Wyniki sekwencjonowania fragmentu 16S rRNA, okre$lonego niniejszym wynalazkiem szczepu
Lactobacillus hilgardii FLUB przedstawiajg sie nastepujgco:

TGCAAGTCGAACGCGTCTTGGTCAATGAAGTTGAGTGCTTGCATTTAACT
GATTTGACATTAAGACGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGTAAC
TTGCCCCGAAGCGGGGGATAACATTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCAT
AACAACAAAAACCACATGGTTTTTGTTTAAAAGATGGTTTCGGCTATCAC
TTTGGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCAC
CAAGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGG
ACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
CACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGG
TTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAACGGGTGTCAGAGTAAC

TGTTGACATCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATCGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGC
GTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCT
TAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACCGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGG
ACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCG
AAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA
AACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCT
AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGATGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCTAACCTA
AGAGATTAGGCGTTCCCTTCGGGGACGGAATGACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTATTGTCAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTGGCGAGACTGC
CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCC
TTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGC
GAAACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTG
TAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATC
AGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGGTAACCTTCGGGGGC
CAGCC
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Opisywany szczep Lactobacillus hilgardii FLUB charakteryzuje sie nastepujgcymi cechami mor-
fologicznymi:

- bakterie Gram-dodatnie, nie wytwarzajgce przetrwalnikdw, majg posta¢ pateczek wystepu-
jacych pojedynczo lub potgczonych w tancuszki, co przedstawia Fig. 1 (Mikrofotografia ko-
morek Lb. hilgardii FLUB ze skaningowego mikroskopu elektronowego, powiekszenie
15 000.) na zatgczonym rysunku,

— wykazujg wzrost w warunkach beztlenowych i wzglednie tlenowych, na pozywce MRS
(de Man, Ragosa i Sharpe) z agarem. Kolonie sg $redniej wielkosci o $rednicy okoto 1-3 mm,
0 okragtym regularnym ksztatcie. Profil kolonii jest lekko wypukty, o gfadkim regularnym
brzegu. Kolonia jest nieprzejrzysta, matowa, biatego-kremowego koloru. Struktura kolonii
jest mazisto-kremowa, po rozmazaniu ciggngca sie, w wodzie czy pozywce tatwo tworzg
zawiesine homogenng. Zapach wydzielany przez kolonie jest wyczuwalny i wyrazisty, cha-
rakterystyczny dla fermentacji z dodatkiem etanolu. Wszystkie opisane cechy sprawiajg ze
kolonie tworzone przez szczep Lb. hilgardii FLUB sg typu S.

Szczep Lb. hilgardii FLUB izolowany z miodu pitnego znacznie odbiega od szczepow Lb. hilgardii
izolowanych z wina, pod wzgledem preferencji wzrostowych. Szczep izolowany z miodu pitnego potrafi
rosngé i namnazacé sie w wyzszych stezeniach cukru. Fig. 1 przedstawia wzrost obu szczepéw na po-
zywkach z 15% i 25% zawartos$cig glukozy, Lb. hilgardii wykazuje wzrost az do 25% stezenia cukru
W pozywce.

Wykorzystanie weglowodandw przez szczep Lb. hilgardii FLUB zostato okre$lone za pomoca
Hi-Carbo Kit (HiMedia, Mumbai, Indie). Szczep wykorzystuje fruktoze, L-arabinoze i D-arabinoze, esku-
line oraz malonian. Pozostate wyniki zamieszczono w tabeli 1.

Tabela 1. Wykorzystanie weglowodanéw

Weglowodan | Wynik [ Weglowodan Wynik
laktoza - inozytol -
ksyloza + sorbitol -
maltoza + mannitol -
fruktoza + adonitol -
dekstroza - arabitol -
galaktoza + erytrytol -
rafinoza - alfa-metylo-D-glukozyd | -
trehaloza - rammnoza -
melibioza - celobioza -
sacharoza - melezitoza -
L-arabinoza + alfa-metylo-D-mannozyd | -
mannoza - ksylitol -
inulina - ONPG -
glukonian sodu | - eskulina +
glicerol - D-arabinoza -
salicyna - cytrynian -
dulcytol - malonian +

W celu identyfikacji wykonano takze testy API-ZYM (bioMérieux SA, Marcy I'Etoile, Francja).
Zestawienie wynikdw zostato umieszczone w tabeli 2.
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Tabela 2. Profil enzymatyczny

Lp. | Enzym Substrat pH | Wynik
1. | kontrola - - |-
2. | fosfataza alkaliczna 2-naftylo-fosforan 5 |-
3. | esteraza (C4) 2-naftylo-maslan 6,5 | +
4. | estecraza Lipaza (C 8) 2-naftylo-kaprylan 75|+
5. | lipaza (C 14) 2-naftylo-mirystynian 751+
6. arylamidaza leucyny L-leucylo-2-naftylamid 75|+
7. | arylamidaza waliny L-walilo-2-naftylamid 75|+
8. arylamidaza cystyny L-cystylo-2-naftylamid 75|+
9. | trypsyna N-benzoilo-DL-arginino-2-naftylamid | 8,5 | -
10. | a-chymotrypsyna N-glutarylo-fenyloalanino-2-naftylamid | 7.5 | -
11. | fosfataza kwasna 2-naftylo-fosforan 54|+
12. | fosfohydrolaza naftylo-AS-BI | Naftylo-AS-Bl-fosforan 54 | +
13. | a-galaktozydaza 6-Br-2-naftylo-aD-galakiopiranozyd sS4+ |
14. | p-galaktozydaza 2-naftylo-pD-galaktopiranozyd 54 |+
15. | B-glukuronidaza Naftylo-AS-BI1-BD-glukuronid 54|+
16. | a-glukozydaza 2-naftylo-aD-glukopiranozyd 54|+
17. | B-glukozydaza 6-Br-2-naftylo-BD-glukopiranozyd 541+
18. | N-acetylo-B-glukozaminidaza | 1-naftylo-N-acetyl-pD-glukozaminid 541-
19. | a-mannozydaza 6-Br-2-naftylo-aD-mannopiranozyd 5,4 -
20. | B-fukozydaza 2-naftylo-alL-fukopiranozyd 5,41 -

Wyizolowany z miodu pitnego, nowy szczep Lb. hilgardii FLUB charakteryzuje sie osmotoleran-
cja, wykazuje odporno$¢ na wysokie ciSnienie osmotyczne, wywotane wysokim stezeniem cukréw
w $rodowisku jego wystepowania, co przedstawiono na Fig. 2. Moze mie¢ to istotne znaczenie w prze-
mystowej produkcji mannitolu z wykorzystaniem opisywanego szczepu Lb. hilgardii FLUB. W badaniach
jako szczepow kontrolnych uzyto Lb. hilgardii NRRL B-1843 oraz Lb. intermedius NRRL B-3693. (Arena
et al. 2008, Carvalheiro et al. 2011).

Wyizolowany z miodu pitnego Lb. hilgardii FLUB wytwarza najwiecej mannitolu, na pozywce
z glukozg i fruktozg (8% wi/v, w stosunku 1:1). Po 7 dniach hodowli oznaczono w podfozu hodowlanym
obecno$¢ mannitolu na poziomie 4,942% dla Lb. hilgardii FLUB, 4,295 dla Lb. hilgardii NRRL, oraz
1,63% dla Lb. Lb. intermedius NRRL. Po pigtym dniu ilo§¢ mannitolu zaczyna spadaé¢ w przypadku
Lb. intermedius NRRL. W przeciwienstwie do Lb. intermedius NRRL, gatunek Lb. hilgardii wtérnie nie
metabolizowat wytworzonego mannitolu, jako zrédta wegla, co poza zdolnoscig efektywnej produkcii,
jest cechg pozadang. Stwierdzono réwniez, ze Lb. hilgardii FLUB w odr6znieniu od Lb. hilgardii NRRL
B-1843 wykazuje zdolno$¢ do efektywnej biosyntezy mannitolu z fruktozy, gdy jest ona jedynym zrédtem
wegla w pozywce. W przypadku produkcji mannitolu z uzyciem Lb. hilgardii FLUB na pozywce z fruk-
tozg, procentowa zawarto$¢ tego poliolu byta o ponad 100% wyzsza niz w badanych szczepach kon-
trolnych Lb. hilgardii NRRL B-1843 i Lb. intermedius NRRL. W przypadku uzycia pozywki 8% fruktozy,
zaobserwowano generalnie mniejsze iloSci wytwarzanego mannitolu niz z uzyciem pozywki z miesza-
ning cukréw 4% glukozy i 4% fruktozy. Jako ze mannitol syntezowany jest z fruktozy za pomocg enzymu
dehydrogenazy mannitolu, komorki wszystkich wykorzystanych w tym badaniu gatunkéw wykorzystujg
glukoze na potrzeby metaboliczne, za$ fruktoze konwertujg do mannitolu. W badaniu sprawdzono takze
produkcje mannitolu na tanim zrédle cukréw jakim jest syrop glukozowo-fruktozowy. Tutaj takze
Lb. hilgardii FLUB wytwarza wieksze ilosci mannitolu w 7 dobie 0,25%, natomiast Lb. hilgardii NRRL,
w 7 dobie 0,19%. Lb. intermedius NRRL nie wytwarzat mannitolu na tym zrédle wegla. Moze by¢ to
spowodowane faktem iz syrop glukozowo-fruktozowy jest mieszaning réznych cukréw nie tylko glukozy
i fruktozy, co moze powodowac zbyt wysokie stezenie osmotyczne dla Lb. intermedius NRRL, lub obec-
no$¢ innych cukréw przekierowuje ten gatunek na inne szlaki metaboliczne. Jednakze wyniki wykonanych
badan potwierdzity wyzszg efektywnos$é wytwarzania mannitolu przez opisywany szczep Lb. hilgardii FLUB
po 7 dniach niz u pozostatych Lb. hilgardii NRRL i Lb. intermedius NRRL. W wykonanych analizach widoczne
jest wieksze powinowactwo do fruktozy u Lb. hilgardii FLUB, co spowodowane jest przystosowaniem sie do
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Srodowiska w ktérym zyje. Mioéd pitny z ktérego zostat wyizolowany, jest niekorzystnym $rodowiskiem ze
wzgledu na alkohol, czy wysokie stezenia cukréw, dlatego szczep Lb. hilgardii FLUB wyksztatcit odpowiednie
mechanizmy aby przejaé te nisze ekologiczng. Jego przystosowanie do $rodowiska bogatego w cukry,
a w szczegodlnosci w fruktoze, spowodowato to, ze jest on doskonatym producentem mannitolu.

Przyktad 2

Whytwarzanie mannitolu z fruktozy przez szczep Lb. hilgardii FLUB

Kolby z pozywkg MRS zaszczepiono 2% inokulum. Hodowle zatozono na podtozu hodowlanym z do-
datkiem fruktozy 8% (w/v). Hodowle prowadzono przez 7 dni w temperaturze 30°C, z wytrzgsaniem 150 rpm
(Minitron Incubator Shaker Infors AG, Szwaijcaria). Codziennie pobierano probki hodowli i po odwirowaniu
biomasy czysty ptyn pohodowlany przechowywano w temperaturze -20°C do dalszych analiz. Procentowg
zawarto$¢ mannitolu okreslono za pomocg HPLC (Gilson Medical Electronics, Villiers-le-Bel, Francja). Probki
wczesniej oczyszczono z biatek za pomocg odczynnika Carreza | Il. Stezenie mannitolu odczytano z chro-
matogramoéw z wykorzystaniem oprogramowania CHROMAX (POL-LAB). Procentows ilo$¢ wytworzonego
przez badane szczepy mannitolu w kazdym dniu hodowli przedstawiono w Tabeli 3 z uwzglednieniem wy-
dajnosci procesu biosyntezy oraz na wykresie przedstawionym na Fig. 3.

Tabela 3
Mannitol w pozywce [%)]
Lactobacillus hilgardii Lactobacilius hilgardii Lactobacillus intermedius
dni (FLUB NRRL NRRL
I 0,253 0,230 0,284
| 0,369 0,258 0,325
1 0,556 0,233 0,544
v 1,673 0,928 0,963
\% 1,993 1,112 3,010
VI 2,786 1,329 1,887
Vil 3,698 1,604 1,351
Przyktad 3

Whytwarzanie mannitolu z glukozy i fruktozy przez szczep Lb. hilgardii FLUB

Kolby z pozywkg MRS zaszczepiono 2% inokulum. Hodowle zatozono na podtozu hodowlanym
z dodatkiem glukozy i fruktozy po 4% w/v kazdego cukru. Hodowle prowadzono przez 7 dni w tempera-
turze 30°C, z wytrzgsaniem 150 rpm (Minitron Incubator Shaker Infors AG, Szwajcaria). Codziennie
pobierano probki hodowli i po odwirowaniu biomasy czysty ptyn pohodowlany przechowywano w tem-
peraturze -20°C do dalszych analiz. Procentowg zawarto$¢ mannitolu okreslono za pomocg HPLC (Gil-
son Medical Electronics, Villiers-le-Bel, Francja). Probki wczesniej oczyszczono z biatek za pomocg
odczynnika Carreza | Il. Stezenie mannitolu odczytano z chromatogramoéw z wykorzystaniem oprogra-
mowania CHROMAX (POL-LAB). Procentowg ilo§¢ wytworzonego przez badane szczepy mannitolu
w kazdym dniu hodowli przedstawiono w Tabeli 4 z uwzglednieniem wydajnosci procesu biosyntezy
oraz na wykresie przedstawionym na Fig. 4.

Tabela 4
Mannitol w pozywee [%
Lactobacitlus hilgardii | Lactobacillus hilgardii Lactobacillus intermedius

dni |FLUB NRRL NRRL

[ 0,152 0,181 0,147
I 0,309 0,223 0,284
I 0,506 0,379 0,515
v 1,933 1,496 1,356
\Vj 2,205 1,962 3,549
v 3,099 3,120 2,090
VI 4,942 4,295 1,630




Przyktad 4
Whytwarzanie mannitolu przez Lb. hilgardii FLUB z wykorzystaniem syropu glukozowo-fruktozo-

wego

Kolby z pozywkg MRS zaszczepiono 2% inokulum. Hodowle zatozono na podtozu, gdzie jedynym
zrédtem wegla byt syrop glukozowo-fruktozowy 8% (w/v). Hodowle prowadzono przez 7 dni w tempera-
turze 30°C, z wytrzgsaniem 150 rpm (Minitron Incubator Shaker Infors AG, Szwajcaria). Po 4 i 7 dobie
pobierano probki hodowli i po odwirowaniu biomasy czysty ptyn pohodowlany przechowywano w tem-
peraturze -20°C do dalszych analiz. Procentowg zawarto$¢ mannitolu okreslono za pomocg HPLC (Gil-
son Medical Electronics, Villiers-le-Bel, Francja). Probki wczesniej oczyszczono z biatek za pomocg
odczynnika Carreza | i ll. Stezenie mannitolu odczytano z chromatograméw z wykorzystaniem oprogra-
mowania CHROMAX (POL-LAB). Procentowg ilo$¢ wytworzonego przez badane szczepy mannitolu
w kazdym dniu hodowli przedstawiono w Tabeli 5 z uwzglednieniem wydajnosci procesu biosyntezy
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oraz na wykresie przedstawionym na Fig. 5.

Tabela b
Mannitol w pozywce [%]
Dni | Lactobaciltus hilgardii FLUB | Laciobacillus hilgardii NRRL
1 0,082 0,055
11 0,124 0,098
111 0,153 0,149
v 0,186 0,188
Vv 0,192 0,189
Vi 0,221 0,19]
VIl 0,249 0,194

1. Nowy szczep bakterii Lactobacillus hilgardii FLUB zdeponowany w Miedzynarodowej Kolekcji
Kultur Drobnoustrojow Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozyw-

Zastrzezenia patentowe

czego w Warszawie pod numerem KKP 2067p.

w N

toze.

4. Zastosowanie wediug zastrz. 2, znamienne tym, ze jako zrédio wegla stosuje sie fruktoze

i glukoze.

5. Zastosowanie wedtug zastrz. 4, znamienne tym, ze dodatek kazdego z cukréw fruktozy i glu-

Zastosowanie szczepu jak okre$lono w zastrz. 1 do wytwarzania mannitolu,
Zastosowanie wedtug zastrz. 2, znamienne tym, ze jako jedyne zrédto wegla stosuje sie fruk-

kozy w podtozu hodowlanym wynosi po 4% wi/v.

6. Zastosowanie wedtug zastrz. 2, znamienne tym, ze jako jedyne zrodio wegla stosuje sie sy-

rop glukozowo-fruktozowy.
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Rysunki
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Pozywka 8% fruktozy
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