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Wplyw zrédta witamin na biosynteze erytrytolu z glicerolu
przez drozdze Yarrowia lipolytica

Wstep

Glicerol, bedacy gtéwnym produktem ubocznym powstajacym pod-
czas produkcji biopaliw, moze by¢ stosowany jako tani substrat do pro-
cesOw z udziatlem mikroorganizmow. Badania prowadzone w ostatnich
latach wskazaly mozliwos¢ wykorzystania tego surowca do produkeji
alkoholi wielowodorotlenowych, w tym erytrytolu, mannitolu oraz ara-
bitolu, przez drozdze Yarrowia lipolytica [Rymowicz i in. 2008, 2009;
Tomaszewska i in. 2011].

Erytrytol jest alkoholem cukrowym powszechnie wyst¢pujacym
w naturze m.in. w miodzie, owocach, grzybach, wodorostach, czy fer-
mentowanej zywnosci i napojach [Gossens i Roper, 1994]. Wykorzysty-
wany jest w przemysle chemicznym, kosmetycznym, farmaceutycznym
oraz spozywczym. Do zywnosci dodawany jest gtdwnie jako $rodek
stodzacy (posiada 60-80% stodyczy w odniesieniu do sacharozy), tek-
sturotworczy, utrzymujacy wilgotnos$¢, stabilizator oraz sekwestrant,
a jego uzycie nie jest limitowane [Bernt i in. 1996]. Wzrost zaintere-
sowania tym poliolem powodowany jest jego szczegdlnymi wlasciwo-
$ciami — bardzo niska kalorycznoscia (0,2 keal-g"), erytrytol nie wply-
wa na poziom insuliny we krwi, nie jest metabolizowany przez bakterie
obecne w jamie ustnej, a w odroznieniu od innych polioli stosowanych
jako zamienniki cukru, nie wywoluje nietolerancji pokarmowej [Maki-
nen i in., 2001; Moon i in., 2010]. Erytrytol moze by¢ wytwarzany na
drodze chemicznej poprzez konwersjg skrobi w wysokiej temperaturze
w obecnosci katalizatora niklowego, jednak proces ten jest nieefektyw-
ny i kosztowny [Pfeifer. i in., 1960). Do produkcji erytrytolu zdolnych
jest wiele gatunkow drozdzy i bakterii, natomiast ze wzglgedu na wy-
dajnos¢ i selektywno$¢ biosyntezy przemystowa produkcja erytrytolu
odbywa si¢ przy udziale Aureobasidium, a stosowanymi substratami sa
glukoza lub sacharoza [Moon i in., 2010]. Biosynteza erytrytolu z wy-
korzystaniem tanich i niekonwencjonalnych surowcow, takich jak gli-
cerol, jest zagadnieniem nowym i mato poznanym.

Celem niniejszej pracy byla ocena wpltywu zrodla witamin na wy-
dajno$¢ oraz dynamikg biosyntezy erytrytolu z glicerolu przez szczep
drozdzy Y. lipolytica Wratislavia K1.

Materialy i metody

Mikroorganizm

Przedmiotem badan byt szczep drozdzy Yarrowia lipolytica Wratisla-
via K1 pochodzacy z kolekcji wlasnej Katedry Biotechnologii i Mikro-
biologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Szczep
przechowywano na skosie YM, w temperaturze 4°C.

Substrat

W badaniach jako zrodlo wegla i energii wykorzystano czysty glice-
rol (98%) (POCH; Gliwice).
Podfoza

Podloze inokulacyjne do hodowli wstrzasanych i bioreaktorowych
zawieralo [g-dm'3]: glicerol — 50,0; YNB (Yeast Nitrogen Base) — 0,67,
woda destylowana do 1 dm’.

Podloze produkcyjne do hodowli wstrzgsanych zawierato (g-dm's):
glicerol — 100,0; (NH,),SO, — 2,0; MgSO,-7H,0 - 1,0; KH,PO, — 0,2;
NaCl - 25; CaCO; — 3; wybrane zrédlo witamin: ekstrakt drozdzowy —
0,2—1,0/ namok kukurydziany — 0,01-12/ tiamina — 1-10°-2-10*; woda
destylowana do 1 dm’.

Podloze produkcyjne do hodowli w bioreaktorach miato sktad
[g‘dmd]: glicerol — 100,0; (NH,),SO, — 2,26; MgSO, - 7H,0 — 1,0;
KH,PO, — 0,22; NaCl — 26,4; wybrane zrodto witamin: ekstrakt droz-

dzowy — 1,0/ namok kukurydziany — 12/ tiamina — 210 lub 4-10°%;
woda wodociagowa — do 1 dm’.
Podtoza sterylizowano w 121°C przez 20 minut.

Warunki prowadzenia hodowli

Hodowle inokulacyjne prowadzono na wstrzasarce rotacyzjnej typu
CERTOMAT IS (Sartorius Stedim Biotech GmbH), w 300 cm” kolbach
stozkowych zawierajacych 50 cm’ podtoza inokulacyjnego przez 72 go-
dziny w temperaturze 29,5°C, przy 140 rpm. Do zaszczepienia podtoza
produkcyjnego w bioreaktorze uzywano 200 cm’ zawiesiny komorek
namnozonych w hodowli inokulacyjne;.

Hodowle produkcyjne wstrzqsane szczepiono 1 cm’ zawiesiny ko-
morek namnozonych w hodowli inokulacyjnej. Hodowle prowadzono
na wstrzasarce rotacyjnej j/w, w 300 cm’ kolbach stozkowych zawiera-
jacych 30 cm’ podtoza produkeyjnego, przez 7 dni.

Hodowle produkcyjne bioreaktorowe prowadzono w 5-litrowym
bioreaktorze Biostat B Plus przy objgtosci roboczej 2 dm’. Szybkosé¢
napowietrzania wynosita 0,6 vvm, predkos¢ obrotowa mieszadta 800
rpm, temperatura 30°C. w czasie procesu pH 3,0 utrzymywano automa-
tycznie za pomoca 20% NaOH. Hodowle prowadzono do momentu wy-
czerpania zrodta wegla w podtozu. Proby do analiz pobierano 2-3 razy
dziennie.

Metody analityczne

Biomasg oznaczano metoda wagowa.

Stezenie glicerolu, erytrytolu, mannitolu, arabitolu, kwasu cytryno-
wego oraz kwasu o-ketoglutarowego oznaczano metoda HPLC na ko-
lumnie HyperRez XP carbohydrate H' (Dionex, UltiMate 3000 Series)
potaczonej z detektorami UV (A =210 nm) i IR, w temperaturze poko-
jowej, przy szybkos$ci przeptywu fazy ciektej (25 mM kwasu trifluoro-
octowego; TFA) przez kolumng rownej 0,6 em’min™.

Opis stosowanych oznaczen

X —biomasa, GLY — glicerol, ERY — erytrytol, MAN — mannitol, ARA —
arabitol, KC — kwas cytrynowy, KG — kwas o-ketoglutarowy, Yzy —
wydajno$¢ erytrytolu (g wytworzonego ERY / g zuzytego substratu),
Opry — Szybkos¢ objgtosciowa produkceji erytrytolu, gpgry — szybkos¢
wiasciwa produkeji erytrytolu, 7'— czas.

Omowienie i dyskusja wynikow

W hodowlach wstrzasanych oceniono wptyw ekstraktu drozdzowego,
namoku kukurydzianego oraz tiaminy na produkcje¢ erytrytolu z glice-
rolu przez szczep Y. lipolytica Wratislavia K1. Drozdze Y. lipolytica sa
naturalnymi auksotrofami tiaminowymi, niezdolnymi do syntezy piry-
midynowe;j struktury tego zwiazku [ Chernyavskaya i in. 2000]. Ekstrakt
drozdzowy jest doskonalym zrodlem wielu sktadnikow odzywczych,
jednak ze wzgledu na koszty, jego zastosowanie w procesach prowa-
dzonych na wigksza skalg nie jest korzystne. Namok kukurydziany, be-
dacy tanszym surowcem, rowniez dostarcza¢ moze wielu sktadnikow
odzywczych niezbednych dla wzrostu drozdzy [Hajny G. i in. 1964].

W stosowanych podtozach po 7 dniach hodowli wstrzasanych war-
to$¢ pH wynosila, zaleznie od uzytego zrodta witamin 3,6+3,8; 2,1+2,7;
3,4+4.2, odpowiednio dla ekstraktu drozdzowego, namoku kukurydzia-
nego oraz tiaminy. St¢zenie biomasy zalezato od uzytego zrodta wita-
min i bylo znacznie zré6znicowane, natomiast niezaleznie od dodanego
sktadnika ilo$¢ biomasy wzrastata wraz ze zwigkszaniem stg¢zenia zrodta
witamin (Tab. 1), co jest zgodne z wynikami wczes$niej prezentowanych
badan [Chernyavskaya i in., 2000; Hajny i in., 1964]. Poziom biomasy
byt najnizszy dla hodowli z wykorzystaniem 0,01 g-dm'3 namoku kuku-
rydzianego, gdzie wyniost zaledwie 1,6 g-dm'3, natomiast przy zastoso-
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waniu 12 g-dm'3 tego zrodla witamin stwierdzono najwyzsze stezenie
biomasy, rowne 8,9 g~dm’3.

Badany szczep drozdzy byt zdolny do produkcji erytrytolu przy za-
stosowaniu kazdego ze zrodet witamin, a ilos¢ uzyskiwanego produk-
tu, warto§¢ parametrow kinetycznych oraz wydajno$¢ jego biosyntezy
wzrastata wraz ze zwigkszeniem st¢zenia zrodta witamin w podtozu.
Sposéréd zbadanych czynnikow najlepszym zrodtem witamin byt namok
kukurydziany [12 g-dm'3], przy uzyciu ktorego drozdze produkowaty
20,7 g-dm'3 erytrytolu z wydajnoscia 0,28 g~dm'3. Produktywno$¢ oraz
szybkos¢ wlasciwa produkcji erytrytolu przy najwyzszej zastosowane;j
dawce namoku wynosity odpowiednio, 0,12 g'dm'3'h'1 10,014 g‘g'l'h'l.
Dwukrotnie nizsze, niz w prezentowanej pracy, st¢zenie erytrytolu [11,3
g-dm™] uzyskano w badaniach z wykorzystaniem glicerolu i Pseudozy-
ma tsukubaensis.

Tab. 1. Charakterystyka biosyntezy erytrytolu z glicerolu przez szczep drozdzy
Y. lipolytica Wratislavia K1w hodowlach wstrzasanych przy zastosowaniu
roznych zrodet witamin

o £ o >‘~*5_' AN o o o S >;G o
S0 S0
[g-dm 3] Ekstrakt drozdzowy
1,0 8,0 16,3 1,0 0,1 2,0 0,6 0,25 | 0,10 | 0,012
0,8 8,7 15,4 1,0 0,1 2,4 0,5 0,24 | 0,09 | 0,011
0,6 83 11,9 0,9 0,1 2,7 0,6 0,20 | 0,07 | 0,009
0,4 7,1 9,9 0,7 0,1 2,1 0,6 0,18 | 0,06 | 0,008
0,2 6,2 6,5 0,6 0,1 2,8 0,7 0,13 | 0,04 | 0,006
[g-de] Namok kukurydziany
12,0 8,9 20,7 11 0,4 4,0 0,4 0,28 | 0,12 | 0,014
4,0 8,5 18,3 1,2 0,7 4,1 0,4 0,25 | 0,11 | 0,013
4,0 7,5 14,9 1,4 0,9 4,5 0,7 0,22 | 0,09 | 0,012
1,0 6,3 9,8 1,2 1,2 6,2 0,4 0,15 | 0,06 | 0,009
0,1 3,6 1,9 0,4 3,6 0,0 38 0,06 | 0,01 | 0,002
0,05 2,0 1,7 0,0 5,7 0,0 4,5 0,06 | 0,01 | 0,005
0,025 1,8 0,8 0,0 4,4 0,0 2,5 0,03 | 0,00 | 0,003
0,01 1,6 1,2 0,0 4,5 0,0 29 0,05 | 0,01 | 0,005
[pg~dm'3] Tiamina
200 52 72 0,4 0,0 2,1 0,2 0,18 | 0,04 | 0,008
100 4.8 6,1 0,1 0,0 23 0,3 0,16 | 0,04 | 0,007
50 4,5 4,5 0,0 0,0 1,8 0,3 0,14 | 0,03 | 0,006
20 5,4 2,4 0,1 0,0 1,7 0,5 0,08 | 0,01 | 0,003
10 3.4 2,2 0,0 0,2 0,9 0,8 0,09 | 0,01 | 0,004
1 33 2,5 0,0 1,0 0,1 3,0 0,09 | 0,02 | 0,004

Ten sam szczep byt zdolny do biosyntezy 134 g-dm'3 erytrytolu z wy-
dajnoscia 0,45 g'g'l gdy stosowanym substratem byta glukoza [Jeya
i in., 2009]. Sposrod przebadanych [Lee i in., [2001] sktadnikow od-
zywczych, najlepszym dla produkcji erytrytolu z glukozy przez Torula
sp. okazat si¢ kwas fitynowy, ktorego dodatek umozliwit zwigkszenie
uzyskiwanych ilosci poliolu z 46,3 do 58,3 g'dm’3. Tiamina w ilo$ci
1 mg-dm'3 nie wptywata na produkcjg erytrytolu przez Torula sp., na-
tomiast dalsze zwigkszanie stgzenia tej witaminy, w zakresie 1,0+100
mg-dm”, prowadzito do stopniowego hamowania biosyntezy, az do cal-
kowitej inhibicji produkcji erytrytolu przy stezeniu tiaminy wynoszacym
200 mg-dm’3. w niniejszej pracy zwigkszanie st¢zenia tiaminy wptywa-
to pozytywnie zaréwno na wzrost drozdzy, jak i produkcje¢ erytrytolu,
jednak nalezy podkresli¢, iz stosowany zakres stgzen 1200 pg-dm'3 byt
tysiackrotnie nizszy niz we wspomnianych badaniach(1+200 mg‘de)
[Lee i in., 2001]. Produkcja erytrytolu z glukozy przez Torula sp. byta
badana rowniez w pracy [Hajny i in., 1964], ktora oceniata wptyw eks-
traktu drozdzowego (2,+20 g~dm’3) i namoku kukurydzianego na proces
biosyntezy. Najlepsza wydajnos$¢ produkcji erytrytolu (38,7%) otrzy-
mano przy zastosowaniu 5 g~dm'3 ekstraktu drozdzowego. Zwigkszanie
stgzenia ekstraktu drozdzowego powodowalo znaczny wzrost stgzenia
biomasy, co negatywnie wplywato na wydajnos¢ produkcji erytrytolu,
ktora przy 20 g-dm” ekstraktu wyniosta zaledwie 9,1%. Zalezno$¢ taka
obserwowano réwniez w przypadku zwigkszenia st¢zenia namoku ku-

kurydzianego. Zastosowanie 12,5 g-drn'3 namoku kukurydzianego, skut-
kowato osiagnigciem wyzszej wydajnosci produkcji erytrytolu rownej
36,3%, a wigc wyzszej niz w prezentowanej pracy (28%) w przypadku
zastosowania zblizonej ilosci namoku. Podobna wydajnos¢ produkcji
erytrytolu (~34%) uzyskano podczas biosyntezy tego zwiazku z glukozy
przez drozdze Moniliella sp. przy optymalnym stgzeniu ekstraktu droz-
dzowego, ktore w zaleznosci od szczepu wyniosto 10+12,5 g-dm‘3 [Lin
S.J. et al. 2001]. Przy zastosowaniu namoku kukurydzianego (60 g-dm’
3) wydajno$¢ biosyntezy erytrytolu przez Moniliella sp. znacznie obni-
zyla sig 1 w zaleznosci od szczepu osiagngta warto$é 13,5+27%.

Podczas biosyntezy erytrytolu przez drozdze, w podtozu hodowla-
nym moga by¢ obecne takze inne poliole, w tym mannitol, arabitol,
czy rybitol oraz kwasy — cytrynowy i a-ketoglutarowy [A/magro A. i in.
2001, Moon H.J. i in. 2010). w prezentowanej pracy st¢zenie manni-
tolu nie przekroczylo 1,4 g-dm™. Niskie stezenie tego poliolu moglo
by¢ spowodowane dodatkiem chlorku sodu (patrz: Materiaty i metody),
ktorego obecnos¢ w podtozu pozytywnie wptywa na produkcje erytry-
tolu, natomiast hamuje biosyntez¢ mannitolu przez drozdze Y. lipoly-
tica [Tomaszewska i Rywinska, 2011]. 1lo§¢ uzyskiwanego arabitolu
zwigkszala si¢ wraz ze zmniejszeniem stezenia zrodta witamin, co jest
zgodne z wynikami uzyskanymi w pracy [Hajny, 1964]. Wartym uwa-
gi jest, iz w niniejszej pracy produkcja arabitolu byla zalezna rowniez
od stosowanego zrddla witamin. Stezenie tego poliolu nie przekroczyto
1,0 g-drn'3 w przypadku stosowania ekstraktu drozdzowego i tiaminy,
natomiast osiagnelo nawet 5,7 g-dm” gdy zrédfem witamin byt namok
kukurydziany. w podtozach z namokiem obserwowano réwniez obec-
no$¢ znacznych ilosci kwasu a-ketoglutarowego (2,9+6,2 g-dm’3), pod-
czas gdy w pozostatych podtozach kwasem otrzymywanym w wigkszej
ilo$ci byt cytrynian (do 2,8 g‘dm'3). Moze by¢ to thumaczone niewiel-
ka iloscia tiaminy dostarczanej przez namok kukurydziany (0,09+0,3
mg tiaminy / 100 g namoku [Lawford i Rousseau, 1995]). Deficyt
tiaminy jest gtéwnym czynnikiem warunkujacym produkcje kwasu
a-ketoglutarowego i pirogronowego przez Y. lipolytica, natomiast wyz-
sze st¢zenia tej witaminy ukierunkowuja biosyntezg na produkcje kwa-
su cytrynowego [Chernyavskaya i in., 2000; Finogenova i in., 2005].

W kolejnym etapie pracy, w hodowlach bioreaktorowych, oceniono
wplyw wybranych st¢zen badanych zroédet witamin na kinetyke i wydaj-
nos¢ procesu produkcji erytrytolu przez szczep Wratislavia K1. Wzrost
biomasy i produkcj¢ erytrytolu przedstawiono na Rysunku 1, natomiast
parametry, takie jak wydajnos¢, produktywnos¢ oraz szybkos$¢ wihasci-
wa produkcji, zostaty zestawione w tab. 2.

Hodowle prowadzono do momentu catkowitego wykorzystania zro-
dta wegla w podtozu, co w zaleznosci od zastosowanego zrodla witamin
trwato 67+74,5 h (Rys. 1). Stacjonarna faz¢ wzrostu drozdze osiagngly
po 22+27 h. Stwierdzono znaczace rdéznice w ilosci uzyskanej biomasy.
Najwyzsze stezenie biomasy, rowne 22,3 g~dm’3, obserwowano w ho-
dowli z namokiem kukurydzianym, podczas gdy najnizsze, uzyskane
w hodowli z 400 ug-dm'3 tiaminy, byto ponad dwukrotnie mniejsze (10
g~dm'3).

Proces biosyntezy przebiegal najefektywniej przy zastosowaniu
1 g-dm'3 ekstraktu drozdzowego (Tab. 2). w hodowli tej drozdze pro-
dukowaty 42,2 g‘dm'3 erytrytolu z wydajno$cia 0,43 g‘g'l, co odpo-
wiadato produktywnosci 0,63 g-dm™h™" oraz szybkosci wlasciwej pro-
dukeji 0,038 g'g’l-h". Mimo nizszego stezenia uzyskanego produktu
(32,3 g-dm'S), wyzsza wlasciwa szybkos¢ produkceji erytrytolu (0,043
gz "h™") obserwowano przy zastosowaniu 400 ug-dm'3 tiaminy, co wy-
nikato z nizszego poziomu biomasy w tej hodowli. W poréwnaniu do
hodowli wstrzasanych, jedynie w hodowli z namokiem kukurydzianym
nie obserwowano zwigkszenia wydajnosci produkowanego erytrytolu
[0,28 g-g"] i tylko nieznaczna poprawg pozostatych parametrow kine-
tycznych procesu (Tab. 11 2).

W badaniach nad wptywem r6znych witamin na produkcjg erytryto-
lu przez Torula sp. [Hajny i in., 1964] nie obserwowano formowania
produktu tylko, gdy w sktadzie podlozy pominigto tiaming, co suge-
ruje, iz witamina B, pelni istotng funkcj¢ w procesie biosyntezy tego
poliolu. Namok kukurydziany dostarcza niewielkich ilosci tej witaminy
— zastosowane w hodowli bioreaktorowej stezenie namoku (12 g~dm’3)
moglo odpowiadaé zaledwie 10,8+36 pg-dm” tej tiaminy. Mozna zatem
wnioskowag, iz zalamanie biosyntezy erytrytolu pod koniec procesu,
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Rys. 1. Produkcja biomasy i erytrytolu z glicerolu przez szczep drozdzy Y. lipolytica
Wratislavia K1 przy zastosowaniu réznych zrodet witamin

Tab. 2. Charakterystyka biosyntezy erytrytolu z glicerolu przez szczep drozdzy
Y. lipolytica Wratislavia K1w hodowlach bioreaktorowych przy zastosowaniu roznych
zrodel witamin

o T Y

Zrédto witamin [h] [g-EgR'}',] e d?nEyh’I 1 e d‘fﬁg’fh,l]
Ekstrakt drozdzowy 1 g~dm'3 67 0,43 0,63 0,038
Namok kukurydziany 12 g~dm'3 67 0,28 0,39 0,017
Tiamina 200 p.g~dm'3 71,5 0,36 0,48 0,038
Tiamina 400 p.g-dm'3 74,5 0,33 0,43 0,043

obserwowane tylko w hodowli z namokiem, byto zwiazane z niewielka
ilo$cia tiaminy w podtozu.

Tak jak w przypadku hodowli wstrzasanych, w procesach prowadzo-
nych w bioreaktorze stwierdzono obecno$¢ mannitolu i arabitolu, jed-
nak ich stezenie nie przekroczylo, odpowiednio 4,9 i 1,1 g-dm™ (dane
nie prezentowane). Ponadto, w hodowli z dodatkiem ekstraktu droz-
dzowego nie stwierdzono produkcji kwaséw organicznych. w pozo-
statych procesach stezenie kwasu a-ketoglutarowego nie przekroczyto
0,3 g-dm'3, a cytrynowego 4,7 g-dm'3.

W badaniach nad biosynteza erytrytolu z glicerolu czystego i odpa-
dowego (150 g~dm'3) przez szczep Y. lipolytica A-10 uzycie ekstraktu
drozdzowego w stgzeniu 1 g~dm'3 skutkowato produkcja, odpowiednio
63159 gdm'3 erytrytolu z wydajnoscia 0,41 oraz 0,37 g~g'l [Tomaszew-
ska i in., 2011, a wigc nizsza niz w prezentowanej pracy. w hodowli
zasilanej, w ktorej catkowite stezenie substratu wynosito 300 g-dm”,
szczep Y. lipolytica K1 zdolny byt do produkeji 170 g-dm'3 erytrytolu
z glicerolu odpadowego, z wydajnoscia 0,56 g'g” oraz produktywnoscia
1 g-dm’3-h’1, natomiast w podtozach z glukoza wartos¢ tych parametrow
wyniosta, odpowiednio 0,14 g-g'1 oraz 0,09 g~dm'3-h'1, a stezenie pro-
duktu nie przekroczyto 23 g-dm™ [Rymowicz i in., 2009]. Przy zasto-
sowaniu rownie wysokiego stgzenia glukozy i optymalnej, dla uzyte-
go szczepu Moniliella sp., dawki ekstraktu drozdzowego (10 g~dm'3),
mimo znacznych ilo$ci produkowanego erytrytolu (116,4 g~dm'3) wy-
dajnos¢ produkcji wyniosta 39,4% [Lin i in., 2001], a wigc byla nizsza
niz w prezentowanej pracy. Wykorzystanie innych mikroorganizméw
do produkcji erytrytolu oparte jest na wykorzystaniu glukozy jako Zro-
dfa wegla. w procesach tych stgzenie produkowanego erytrytolu, zalez-
nie od wykorzystanych drobnoustrojow oraz sktadu podlozy, oscylo-
wato w granicach 18+243 g~dm'3 [Tomaszewska i in., 2011]. Najwyzsza
jak dotad wydajno$¢ i produktywnos¢ procesu biosyntezy erytrytolu,
odpowiednio 0,63 g~g'1 oraz 1,98 g~dm'3~h'1, odnotowano dla szczepu
Moniliella sp. 44 N61188-12 [Lin i in., 2010].

Podsumowanie i wnioski

Uzyskane wyniki potwierdzity, iz tiamina jest niezbgdna witamina
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