Adres do korespondenciji

Jozef Synowiecki,

Katedra Chemii,
Technologii

i Biotechnologii Zywnosci,
Wydziat Chemiczny,
Politechnika Gdanska,

ul. G. Narutowicza 11/12,
80-952 Gdansk;

e-mail:
synowiec@chem.pg.gda.pl

biotechnologia
1 (84) 152-162 2009

PRACE EKSPERYMENTALNE

Wykorzystanie komaorek

Escherichia coli transformowanych
genem termostabilnej
P-galaktozydazy z Pyrococcus woesei
do wytwarzania galaktozylofruktozy

Katarzyna Grubiak, J6zef Synowiecki

Katedra Chemii, Technologii i Biotechnologii Zywnosci,
Wydziat Chemiczny, Politechnika Gdanska, Gdarnsk

Application of the cells of Escherichia coli transformant containing
gene encoding thermostable p-galactosidase from Pyrococcus woesei
for the production of galactosylfructose

Summary

The gene encoding thermostable P-galactosidase from Pyrococcus woesei was
cloned and expressed in Escherichia coli cells. Furthermore, the obtained recombi-
nant strain was used without additional cell permeabilization as a catalyst for the
synthesis of galactosylfructose. The optimum pH and temperature for galacto-
sylfructose production by recombinant cells were 5,4 and 80°C, respectively. The
highest process productivity (7,6 g/Ixh) was attained at the cells’ concentration
of 40 mg/ml of the reaction media, using a substrate containing 10% of lactose
and 20% fructose. The transgalactosylation activity during the repeated bath pro-
cesses was almost unchanged after sixfold application of the cells.
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1. Wstep

Laktuloza (4-p-D-galaktozylofruktoza) i inne galaktooligosa-

charydy nie sg trawione i wchianiane w jelicie cienkim i prze-
chodza do okreznicy stymulujgc tam wzrost bakterii rodzaju


mailto:synowiec@chem.pg.gda.pl

Wykorzystanie komoérek Escherichia coli transformowanych genem termostabilnej P-galaktozydazy

Lactobacillus i Bifidobacterium. Skutkiem ich rozwoju jest m.in. zwiekszenie przyswa-
jania wapnia, zelaza i magnezu oraz wytwarzanie kwasu mlekowego i krotkotancu-
chowych kwaséw tluszczowych, dzialajacych korzystnie na komérki nabtonkowe
okreznicy i dostarczajgcych kolonocytom 60-70% energii (1-3). Produkty wytwarzane
przez wymienione drobnoustroje zmieniajg ci$nienie osmotyczne w tresci pokar-
mowej jelita, ograniczajac przez to absorpcje wody. Skutkiem tego jest tagodne od-
dzialywanie przeczyszczajace laktulozy. Intensyfikacja syntezy kwaséw organicz-
nych i obnizenie pH hamuje rozwdj bakterii proteolitycznych wytwarzajgcych amo-
niak i inne substancje o neurotoksycznym oddziatywaniu. Nastepuje tez zmniejsze-
nie wchianiania amoniaku przeksztatcanego w kwasnym Srodowisku w tatwo wyda-
lane sole amonowe (4,5). Lagodzi to skutki encefalopatii watrobowej, bedacej u lu-
dzi cierpigcych na to schorzenie przyczyng uposledzenia usuwania przechodzacego
do krwi amoniaku. Substancja ta jest przeksztatcana w watrobie zdrowych ludzi
w mocznik.

Korzystne oddzialywanie fizjologiczne laktulozy jest przyczyna jej stosowania
jako sktadnika zywnosci funkcjonalnej, odzywek dla dzieci i niektérych lekéw (4,6).
Celowe sg zatem badania zmierzajgce do usprawnienia metod produkcji tej substan-
cji. Laktuloze otrzymuje sie m.in. przez izomeryzacje laktozy w alkalicznym Srodo-
wisku. Wada tego procesu jest wytwarzanie znacznej ilosci produktow ubocznych
i zwigzana z tym konieczno$¢ stosowania kosztownych procedur oczyszczania (7,8).
Lepsza jest zatem synteza enzymatyczna polegajgca na przeniesieniu reszty galak-
tozylowej, ktérej donorem jest laktoza, na czasteczke fruktozy (9-11). Mozna do
tego celu wykorzysta¢ niektére produkowane obecnie preparaty p-galaktozydaz
(EC 3.2.1.23) stuzace do wytwarzania bezlaktozowych produktéw mlecznych (12,13).

Szybkos¢ i wydajnos¢ transgalaktozylacji oraz udziat poszczegdinych oligosa-
charydéw w produkcie zalezy od pochodzenia enzymu, stezenia substratéw oraz od
pH i aktywnosci wody w Srodowisku reakcji (11,14). Uzycie hipertermoflinego enzy-
mu pozwala na podwyzszenie temperatury procesu, co zwieksza rozpuszczalnosc
laktozy, obniza lepko$s¢ mieszaniny reakcyjnej oraz ogranicza mozliwos¢é zanie-
czyszczenia mikrobiologicznego reaktora. Zrodiem takiego enzymu o najwiekszej
aktywnosci w temp. 92°C jest hipertermofilny archeon Pyrococcus woesei (15).

W publikowanych obecnie wynikach badan wskazuje sie na mozliwos¢ katalizo-
wania przebiegu reakcji komérkami drobnoustroju, bez potrzeby wyodrebniania
znajdujgcego sie w nich enzymu (9,16). Eliminuje to straty aktywnosci enzymu pod-
czas jego izolowania, obniza koszt procesu oraz utatwia usuniecie biokatalizatora
po zakonczeniu reakcji (17,18). Aktywnos$¢ takiego preparatu zmniejszaja opory dy-
fuzyjne spowodowane ograniczong przepuszczalnoscig $ciany komoérkowej i btony
cytoplazmatycznej. Mozna jg zwiekszy¢ wykorzystujgc rozmaite sposoby permeabi-
lizacji, ktérych stosowanie nie jest jednak konieczne w przypadku ekspresji genu
kodujacego termostabilny enzym w komérkach mezofilnego gospodarza ze wzgle-
du na zwiekszenie przepuszczalnosci btony cytoplazmatycznej w podwyzszonej
temperaturze reakcji (17,18).
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2. Materiaty i metody

2.1. Szczep i hodowla drobnoustroju

Do badan stosowano komorki Escherichia coli BL21 (DE3) transformowane wekto-
rem zawierajgcym gen termostabilnej (3-galaktozydazy z Pyrococcus woesei wklono-
wany za posrednictwem miejsc rozpoznawanych przez restrykcyjne endonukleazy
Kpn\ oraz Hind\\ do plazmidu pET-30LIC z sekwencja kodujaca opornos¢ na dzia-
tanie kanamycyny (19). Komdrki z plazmidem selekcjonowano na podtozu zawie-
rajacym 2% agaru, \% peptonu, 0,5" ekstraktu drozdzowego, \% NaCl oraz kanamy-
cyne (50 pg/ml) i inkubowano 24 godz. w temp. 37°C. Pojedyncze kolonie przesie-
wano do 100 ml nie zawierajgcego agaru podtoza o podanym skfadzie i inkubowano
8 godz. w temperaturze 37°C bez dodatkowego napowietrzania w termostatowane;j
wstrzgsarce powietrznej (160 cykli/min). Porcje podioza bez kanamycyny o objeto-
§ci 1000 ml sterylizowano w kolbach Erlenmeyera o pojemnosci 2000 ml w temp.
121°C przez 20 min i zaszczepiano 10 ml uzyskanej zawiesiny komorek
(OD60o0=1-2). Hodowle drobnoustroju prowadzono przez 24 godz. bez dodatkowe-
go napowietrzania w termostatowanej wstrzgsarce typu ECOTRON w temp. 37°C
przy 160 cyklach/min. Biomase odwirowywano (5000xg, 15 min), przemywano wo-
da destylowang i ponownie odwirowywano (8800 xg, 15 min).

2.2. Oznaczanie aktywnosci enzymu i zawartosci bialek

Aktywnos¢ znajdujacej sie w komoérkach p-galaktozydazy oznaczano spektrofo-
tometrycznie mierzac absorbancje (A42onm) o-nitrofenolu uwolnionego z 4 mM roz-
tworu o-nitrofenylo-p-D-galaktopiranozydu (GaipoNp) w 50 mM sodowo-potasowym
buforze fosforanowym o pH 5,4 (20). Jako jednostke aktywnosci przyjeto takg ilos¢
komorek, ktéra w warunkach oznaczenia (70°C, pH 5,4) uwalnia w ciggu | minuty
1 pmol o-nitrofenolu. llos¢ biatek wyekstrahowanych z komérek oznaczano metoda
Bradford (21).

2.3. ldentyfikacja i oznaczanie ilosci produktow konwersji laktozy

Zawartos¢ produktéw konwersji laktozy okreslano stosujgc zestaw HPLC z ko-
lumng Polyspher™ CH PB (300x7,8 mm) Merck i detektorem refraktometrycznym
(La Chrom L-7490, Merck). Przed naniesieniem na kolumne prébki poddano ultrafil-
tracji (30 kba MWCO, Amicon Ultra, Millipore, USA), a nastepnie saczono przez filtr
strzykawkowy 0,2 pm (Whatmann, USA). Sktadniki mieszaniny reakcyjnej rozdziela-
no w temp. 80°C, przy natezeniu przeptywu dejonizowanej wody wynoszacym
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0,35 ml/min. Jako wzorce stosowano roztwory laktozy, glukozy, galaktozy i laktulo-
zy (Sigma-Aldrich).

2.4. Warunki otrzymywania galaktozylofruktozy

Wplyw warunkéw procesu na ilos¢ wytworzonego produktu okreslano katali-
zujgc reakcje zawiesing rekombinowanych komaorek Escherichia coli. Substratem byta
mieszanina laktozy i fruktozy rozpuszczona w 50 mM sodowo-potasowym buforze
fosforanowym o pH 5,4.

Whptyw stezenia i udzialu poszczegoélnych substratéw na wydajnos¢ transgalak-
tozylacji oznaczano w temp. 70°C przy pH 5,4 stosujac ]0% roztwory laktozy
w 50 mM sodowo-potasowym buforze fosforanowym zawierajace od 0,5 do 20%
fruktozy oraz 5% roztwory fruktozy w wymienionym buforze, w ktérych rozpuszczo-
no od 0,5 do 20% laktozy. Konwersje tych substratéw prowadzono przez 4 godz. po
dodaniu do 5 ml mieszaniny reakcyjnej 200 mg rekombinowanych komorek Escherichia
coli.

Whplyw temperatury reakcji zmienianej w zakresie 60-90°C, aktywnosci (3-galak-
tozydazy regulowanej iloscig rekombinowanych komorek (0,1-4,58 U/ml) lub czasu
trwania procesu (od 2 do 12 godz.) na ilos¢ wytwarzanego produktu badano sto-
sujgc \0% roztwor laktozy w 50 mM sodowo-potasowym buforze fosforanowym
(pH 5,4) zawierajgcy 3% fruktozy. Wyzszych stezen substratow nie stosowano, bo
nie wywotywaly juz one duzych zmian wydajnosci procesu. Mozliwos¢ wielokrotne-
go wykorzystania rekombinowanych komérek badano w temp. 80°C uzywajgc
ww. roztwor laktozy i fruktozy. Po zakonczeniu kazdego cyklu trwajgcego 2 godz.
lub 4 godz. komorki odwirowywano, przemywano buforem (pH 5,4) i ponownie za-
wieszano w roztworze substratéw.

3. Omoéwienie wynikéw

w zidentyfikowanych metodg HPLC produktach reakcji laktozy z fruktozg prze-
prowadzonej w Srodowisku wodnym jednofazowym i katalizowanej rekombinowa-
nymi komodrkami Escherichia coli stwierdzono wystepowanie galaktozylofruktozy
i mniejszej ilosci oligosacharydéw (rys. 1). Zaobserwowane przez innych autoréw
(18) zwiekszenie przepuszczalnosci btony cytoplazmatycznej mezofili w temp. 70-80°C
wystepowato tez w przypadku badanej przez nas rekombinowanej Escherichia coli
i stosowanie dodatkowych czynnikbw permeabitizujgcych nie wywierato istotnego
wptywu na wykazywang przez te komorki aktywnos¢ hydrolityczng wzgledem o-ni-
trofenylo-p-D-galaktopiranozydu (GaipoNp).

Optymalna temperatura syntezy galaktozylofruktozy (80°C) katalizowanej ko-
morkami Escherichia coli (tab. 1) byta nizsza od wynoszacej 92°C optymalnej tempe-
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Czas retencji (min)

Rys. 1. Chromatogram (HPLC) rozdziatu cukréw uzyskanych po 8 godz. reakcji katalizowanej w 80°C
zawiesing rekombinowanych komoérek Escherichia coli w 50 mM sodowo-potasowym buforze fosforano-
wym (pH 5,4) zawierajacym 10% laktozy i 5% fruktozy. Produkty reakcji (—), mieszanina wzorcéw
(*=*=), A - inne produkty transglikozylacji, B - laktoza, C - glukoza, D - laktuloza, E - galaktoza,
F - fruktoza.

ratury hydrolizy GaipoNp przebiegajgcej z udzialem wolnego enzymu wyizolowane-
go z komorek wg opracowanej wczesniej procedury (15) (tab. 1). Przyczyna tego zja-
wiska moze by¢ zmniejszenie aktywnosci enzymu spowodowane przebiegajacymi
w podwyzszonej temperaturze interakcjami z biatkami i innymi sktadnikami komé-
rek mezofilnego gospodarza, jako optymalne pH reakcji przyjeto wartos¢ 5,4, za-
pewniajacg najwieksza wydajnos¢ reakcji katalizowanej preparatem wolnej (3-galak-
tozydazy (wyniki nie publikowane) i nie réznigca sie od kwasowosci Srodowiska
umozliwiajacej uzyskanie najwyzszej aktywnosci hydrolitycznej oznaczonej wzgle-
dem GaipoNp (15).
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Tabela 1

Wptytv temperatury na zawarto$¢ galaktozylofruktozy wytworzonej po 4 godz. konwersji substratu (pH 5,4)
zawierajgcego 10% laktozy i 5% fruktozy

Stezenie galaktozylofruktozy (mg/ml) po reakcji w temperaturze (°C)
Rodzaj preparatu

60 70 80 90
wolna P-galaktozydaza 8,07 = 0,20 10,28 + 0,23 11,02 + 0,16 12,48 + 0,47
komérki rekombinowanej 12,92 + 0,17 16,00 = 0,52 16,90 0,14 15,48 + 0,83

Escherichia coli

Przedstawione wyniki sg $rednig z 4 oznaczen = odchylenie standardowe. Dawka wolnego enzymu 2,18 U/ml. Aktywno$¢
komoérek 3,70 U/ml mieszaniny reakcyjnej.

Stopien konwersji substratow zalezat od aktywnosci p-galaktozydazy, ktorg re-
gulowano stezeniem rekombinowanych komadrek zmienianym w zakresie od ! do
50 mg/ml mieszaniny reakcyjnej. Najwiekszg ilos¢ galaktozylofruktozy otrzymywano
przy zawartosci komoérek okoto 40 mg/ml, ktére wykazywaly 3,7 U aktywnosci hy-
drolitycznej oznaczonej wzgledem GaipoNp (rys. 2). W zakresie stezeri komérek
30-40 mg/ml nie nastepowato juz zwiekszenie wydajnosci procesu.

e sVr=zvo

Q
o

Aktywnos$¢ p-galaktozydazy w mieszaninie reakcyjnej (U/ml)

Rys. 2. Wptyw aktywnosci p-galaktozydazy w zawiesinie rekombinowanych komaérek Escherichia coli
na ilos¢ galaktozylofruktozy wytworzonej po 4 godz. reakcji prowadzonej w temp. 70°C w 50 mM sodo-
wo-potasowym buforze fosforanowym (pH 5,4) zawierajacym 10% laktozy i 5% fruktozy. Wyniki sg $red-
niag z 4 oznaczen.
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Skutkiem podwyzszenia stezenia zaréwno laktozy jak i fruktozy jest przesunie-
cie réwnowagi reakcji z hydrolizy laktozy w kierunku syntezy oligosacharydéw,
a w konsekwencji wzrost wydajnosci transgalaktozylacji. Przy niezmiennym 5% ste-
zeniu fruktozy maksymalng ilos¢ produktu (19,72 mg/ml mieszaniny reakcyjnej) uzy-
skiwano przy ]5% zawartosci laktozy i dalsze zwiekszanie jej stezenia nie powodo-
wato istotnych zmian wydajnosci procesu (tab. 2). Wzrost zawartosci fruktozy miat
natomiast wiekszy wptyw na ilos¢ galaktozylofruktozy, ktéra po 4 godz. reakcji przy
]0% stezeniu laktozy i 20% stezeniu fruktozy osiggata poziom 30,52 mg/ml mieszani-
ny reakcyjnej (tab. 2). Osiggana w tych warunkach produktywnos¢ wynosita
7,6 g/t Xgodz. i byla wieksza niz w przypadku stosowania komorek Kluyveromyces
lactis permeabilizowanych 50% etanolem, katalizujgcych synteze laktulozy z wydaj-
noscia 6,8 g/l x godz. (9). Wydajnosci uzyskiwane przy uzyciu zawiesiny rekombino-
wanych komorek Escherichia coli sg lepsze od osigganych w procesie katalizowanym
badanymi przez Lee i wsp. (9) preparatami p-galaktozydaz z Aspergillus oryzae
(0,4 g/l xgodz.) i Saccharomyces fragilis (1,1 g/l xgodz.) oraz podobne jak w przypad-
ku stosowania termostabilnej (3-galaktozydazy z Sulfolobus solfataricus, wytwarza-
jacej laktuloze w ilosci 8,3 g/l xgodz. (10). Zwiekszenie wydajnosci transgalaktozyla-
cji w procesach katalizowanych termostabilnymi enzymami jest skutkiem wywo-
tanego wzrostem temperatury przesuniecia rownowagi reakcji w kierunku syntezy
oligosacharydéw (22).

Tabela 2

Wplyw stezenia laktozy i fruktozy na wydajnos¢ syntezy galaktozylofruktozy katalizowanej rekombinowanymi
komérkami Escherichia coli

Stezenie (%) Zawartos¢ Stezenie (%) Zawarto$¢
galaktozylo-fruktozy galaktozylofruktozy
fruktoza laktoza (mg/ml) laktoza fruktoza (mg/ml)
0,5 2,68 = 0,54 0,5 3,14 = 0,01
10 551 = 0,03 1,0 556 + 0,07
25 9,70 = 0,32 25 10,45 *= 0,05
50 5,0 1458 + 0,48 10,0 5,0 17,29 = 0,34
10,0 17,18 = 0,42 10,0 25,62 = 1,17
15,0 19,72 = 0,35 15,0 28,50 = 0,02
20,0 19,15 + 2,32 20,0 30,52 = 1,66

Przedstawione wyniki sg Srednig z 4 oznaczen =+ odchylenie standardowe. Aktywno$¢ komoérek 3,7 U/ml mieszaniny reak-
cyjnej. Temperatura procesu prowadzonego przy pH 5,4 wynosita 70°C. Czas reakcji 4 godz.

Najwiekszy wzrost zawartosci galaktozylofruktozy nastepowat w okresie pierw-
szych 8 godzin reakcji (tab. 3). Dalsze przedtuzanie procesu zmniejszato iloS¢ pro-
duktu o okoto 7% maksymalnej wartosci, prawdopodobnie wskutek obserwowanej
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tez przez innych autoréw, wtdrnej degradacji oligosacharydéw oraz zwiekszenia
udziatu produktéw hydrolizy laktozy utrudniajgcych wigzanie reszt galaktozylo-
wych (11,23).

Tabela 3

Wptyw czasu reakcji prowadzonej w temperaturze 80°C (pH 5,4) na ilos¢ galakto-
zylofruktozy wytworzonej w roztworze zawierajacym 10% laktozy i 5% fruktozy

Czas reakcji Stezenie galaktozylofruktozy
(godz.) (mg/ml)
2 1591 =+ 0,03
4 17,68 = 0,51
6 17,64 = 035
8 18,00 = 0,24
10 16,91 = 0,34
12 16,77 = 0,04

Przedstawione wyniki sg $rednig z 4 oznaczen + odchylenie standardowe. Aktytv'ios¢ komérek 3,7 U/ml mieszaniny reak-
cyjnej.

Y

4 6 8 10 12
Czas inkubacji (godz)

Rys. 3. Wplyw czasu inkubacji (80“C) na ilo$¢ biatka (m) i aktywnos$¢ p-galaktozydazy () biatek wy-
ekstrahowanych z rekombinowanych komérek Escherichia coli 50 mM sodowo-potasowym buforem fos-
foranowym (pH 5,4). Wyniki sg $rednig z 4 oznaczen.
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16 -1
12 -
4 -
Numer szarzy
Rys. 4. llos¢ galaktozylofruktozy wytworzonej w kolejnych szarzach trwajacych 2 godz. ( ) lub

4 godz. (m) i przeprowadzanych przy stezeniu komérek 40 mg/ml (80°C) w 50 mM sodowo-potasowym
buforze fosforanowym (pH 5,4) zawierajgcym 10% laktozy oraz 5% fruktozy. Wyniki sa $rednia z 4 ozna-

Pomimo zwiekszenia przepuszczalno$ci substratéw i produktow reakcji przez
btone cytoplazmatyczng rekombinowanej Escherichia coli w temp 70-80°C, straty en-
zymu spowodowane jego ,wyciekiem” z komérek byly niewielkie, a ogdélna ilos¢
biatek wyekstrahowanych po 12 godz. ogrzewania w temp. 80°C przy pH 5,4 wyno-
sita okoto 1,8 mg/g komodrek (rys. 3). Najwiekszy ubytek (3-galaktozydazy, wyno-
szacy 1,4 Ulg komérek nastepowat w ciggu pierwszych 2 godz. ogrzewania i dalsze
przedtuzanie obrébki termicznej nie wywotywato istotnego wzrostu itosci uwolnio-
nego enzymu (rys. 3). Skutkiem tego jest duza stabilno$¢ aktywnosci rekombinowa-
nych komérek podczas wielokrotnego katalizowania syntezy laktulozy z wydajnos-
cig prawie nie zmieniajgcg sie podczas szesciu kolejnych szarz produkcyjnych
trwajgcych przez 2 lub 4 godz. i przeprowadzanych z uzyciem tej samej porcji ko-
morek (rys. 4).

4. Podsumowanie

Zastosowanie komoérek drobnoustrojéw w miejsce preparatéw enzymatycznych
przydatnych do wytwarzania laktulozy i innych galaktooligosacharydéw pozwoli na
znaczne obnizenie kosztu produkcji tych substancji. Z przeprowadzonych badan
wynika, ze preparat rekombinowanych komérek Escherichia coli transformowanych
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genem kodujgcym termostabilng p-galaktozydaze z Pyrococcus woesei katalizuje
efektywnie reakcje syntezy galaktozylofruktozy. Najwieksza wydajnos¢ tej reakciji
uzyskano w temp. 80°C, czyli o 12°C nizszej od optymalnej temperatury dziatania
enzymu wyizolowanego z rekombinowanych komoérek Escherichia coli.

Duzy wptyw na ilos¢ wytworzonego produktu ma stezenie substratow. Wynika
to z okreslonego przez réznych autoréw mechanizmu reakcji, ktérej pierwszym eta-
pem jest utworzenie kompleksu przejsciowego laktozy z p-galaktozydazg i uwolnie-
nie glukozy (22,24). Zwigzana nadal z enzymem reszta galaktozylowa jest przeno-
szona na czasteczke akceptora podczas reakcji transglikozylacji. Warunkiem wydaj-
nej syntezy jest zatem ograniczenie mozliwosci reakcji kompleksu przejsciowego
z woda, czemu mozna zapobiec zwiekszajgc stezenie fruktozy i zmniejszajgc aktyw-
no$¢ wody. Produktami dalszych, przebiegajacych jednak z mniejsza wydajnoscia
etapow procesu sg rozmaite oligosacharydy wytwarzane wskutek przeniesienia reszty
galaktozylowej na laktoze lub reakcji laktulozy z innymi czgsteczkami fruktozy.

Podczas przeprowadzonych doswiadczen, wydajnos$¢ galaktozylofruktozy wyno-
sita 30,5 g/l roztworu laktozy i fruktozy. Mozliwe jest jednak (co jest przedmiotem
dalszych badan) zwiekszenie wydajnosci procesu przez obnizenie aktywnosci wody
wskutek wprowadzenia rozpuszczalnikdw organicznych oraz usuwania produktow
reakcji przez ultrafiltracje. W prezentowanych wynikach wskazuje sie, ze rekombi-
nowane komorki Escherichia coli sg lepszym katalizatorem syntezy galaktozylofruk-
tozy od permeabilizowanych komdrek Kluyveromyces lactis i innych mezoflinych
drobnoustrojéw (13). Wskazuje to na mozliwos¢ ich wykorzystania do przemysto-
wej produkcji zawierajacych laktuloze koncentratow oligosacharyddow.
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