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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania czynnikébw Nod ze szczepu bakterii
Rhizobium leguminosarum bv. Viciae GR0O9 chronionego patentem PL 213953, znajdujgcych zasto-
sowanie jako bionawdz stymulujgcy wzrost roslin bobowatych.

Symbioza roslin bobowatych np. lucerny, wyki, grochu, soi czy soczewicy z bakteriami z rodzaju
Rhizobium, zapewnia roslinom fatwo przyswajalne zrédto azotu. Rizobia infekujg korzenie roslin bo-
bowatych, indukujg powstawanie brodawek korzeniowych, wewnatrz ktérych redukujg azot atmosfe-
ryczny do amoniaku i przekazujg go na potrzeby roslinnych gospodarzy, tak wiec liczba brodawek
korzeniowych ma bezposredni wptyw na efektywnos$é wigzania azotu atmosferycznego przez baktero-
idy zasiedlajgce brodawki, co z kolei przektada sie na plonowanie roslin. W sytuacji gdy autochtonicz-
ne rizobia, specyficzne dla uprawianego gatunku roslin bobowatych nie wystepujg w glebie w ilosci
wystarczajgcej dla nawigzania efektywnej symbiozy czy tez gdy ich efektywnos$¢é symbiotyczna nie jest
zadowalajgca w przetozeniu na plonowanie roslin bobowatych lub roslin nastepczych, stosuje sie
szczepionki lub nawozy zawierajgce wysoko aktywne szczepy z rodzaju Rhizobium, co znane jest
powszechnie, m.in. z publikacji autorstwa Toro, World J. Microbiol. Biotech. Nr 12, 1996 czy tez Mar-
tyniuk i wsp., Bot. Lithuanica, 1999, Suppl. 3.

Znane ze stanu techniki metody produkcji szczepionek czy preparatéw stymulujgcych symbioze
rizobidéw roslin bobowatych, sposréd ktérych czesé zawiera zywe komorki rizobidw produkujgce czyn-
niki Nod, bezposrednio w srodowisku glebowym, zostaty ujawnione miedzy innymi w publikacji Zhang
i Smith, Advances in Agronomy, 2002, 76, z ktérej wynika, ze Bradyrhizobium japonicum wykorzy-
stuje sie przy uprawie soi, a takze w opisach patentowych, takich jak, PL185545 i CN106987541
gdzie Rhizobium meliloti i Sinorhizobium meliloti XGL026, stosowane w uprawie lucerny. Z kolei
w uprawie wyki wykorzystuje sie preparaty z udziatem kilku szczepéw Rhizobium leguminosarum, jak
wskazujg opisy patentowe ES2099679, SU1629295, CN107955799, CN108034606, CN108034603,
czy tez Rhizobium anhuiense przy uprawie wyki w ptodozmianie z tytoniem, jak wynika z opisu paten-
towego CN108034604. Liczne preparaty z udziatem szczepédw Rhizobium leguminosarum znajdujg
zastosowanie w uprawie grochu, jak wynika z opisow patentowych SU698968, US2006/0258534,
SU979307, UA81577, SU1789523. Metody stosowania w hodowli roslin bobowatych, preparatow
i szczepionek z zywymi bakteriami wskazanych w powyzszym stanie techniki, oparte sg na hodowlach
bakteryjnych prowadzonych w duzych objetosciach podioza i wymagajg stosowania zywych, aktyw-
nych komorek niezaleznie od warunkéw aktualnie panujgcych w srodowisku. Niestety szczepionki
takie mogg przegrywac konkurencje z populacjami autochtonéw lepiej przystosowanymi do warunkéw
glebowych mimo nizszej aktywnosci w wigzaniu azotu atmosferycznego.

W opisach patentowych PL 212250, PL 213953 i PL 230565, ujawniono metody produkcji pre-
paratéow stymulujgcych symbioze pomiedzy roslinami bobowatymi, a rizobiami naturalnie wystepujg-
cymi w glebie, ktoérych czynnikiem aktywnym sg izolowane czynniki Nod réznych, wysoko aktywnych
symbiotycznie szczepdw rizobiéw: Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii KO17, przeznaczonego
do stosowania w uprawie koniczyny i Rhizobium leguminosarum bv. Viciae GR09, przeznaczonego
do stosowania w uprawie wyki i grochu.

W przypadku opatentowanych preparatéw Rhizobium leguminosarum bv. Viciae GR09 oraz
Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii KO17, synteze czynnikéw Nod indukowano poprzez dodanie
do hodowli bakteryjnej mieszaniny flawonoidéw wydzielanych przez kietkujgce nasiona odpowiednio
grochu i koniczyny. Otrzymane wedtug tych sposobéw czynniki Nod sg mieszaning réznych substanciji
bedgcych metabolitami bakteryjnymi lub sktadnikami podtoza hodowlanego, ktére wspodtekstrahujg sie
z ptynu pohodowlanego wraz z czynnikami Nod i sg obecne w preparacie nie poddawanym pdzniej
procedurze oczyszczania. Otrzymane ze szczepu bakterii Rhizobium leguminosarum bv. Viciae GR09
sposobem wedilug wynalazku, oczyszczone lipochitooligosacharydy — czynniki Nod, zastosowane
w uprawie szklarniowej grochu spowodowaty, w poréwnaniu z uzytymi w identycznych dawkach i ste-
zeniach, nieoczyszczonymi czynnikami Nod, zwiekszenie liczby brodawek na korzeniach tych, ro$lin,
co w konsekwencji przetozyto sie na wydajny wzrost zielonej masy roslin.

Istota wynalazku jest nowy sposob otrzymywania ze szczepu bakterii Rhizobium leguminosarum
bv. Viciae GR09 oczyszczonych lipochitooligosacharydéw — czynnikéw Nod, polegajgcy na indukowaniu
komorek bakteryjnych flawonoidem — rozpuszczong w alkoholu etylowym naringening substancjg specy-
ficznie indukujgca synteze czynnikow Nod przez bakterie z gatunku Rhizobium leguminosarum. Naste-
pujaca po indukgciji liofilizacja ptynu pohodowlanego, umozliwia maksymalne zageszczenie metaboli-
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téw, a w dalszej kolejnosci wydajne, wielostopniowe ekstrakcyjne oczyszczanie rozpuszczonego
w wodzie dejonizowanej liofilizatu z uzyciem n-butanolu i kolejno stosowanych selektywnych ekstra-
hentow, dedykowanych fosfo- i glikolipidom btonowym oraz sktadnikom autolizatu drozdzowego po-
chodzacego z pozywki hodowlanej, a takze fosfo- i glikolipidom bakteryjnym oraz egzo- i polisachary-
dom ze szczepu GR09 — zwigzkom towarzyszgcym lipochitooligosacharydom — czynnikom Nod.

Sposoéb otrzymywania czynnikow Nod ze szczepu bakterii Rhizobium leguminosarum bv. Viciae
GRO09 znajdujgcych zastosowanie jako bionawo6z stymulujgcy wzrost roslin bobowatych charakteryzuje
sie tym, ze do szczepu bakterii Rhizobium leguminosarum bv. Viciae GR09, wyhodowanego do miana
w granicach od 5 x 108 do 5 x 10° cfu na 1 ml ptynnego podifoza, korzystnie w pozywce TY z wytrzg-
saniem, dodaje sie naringenine rozpuszczong w alkoholu etylowym, az do uzyskania stezenia konco-
wego w danej objetosci hodowli w granicach od 5 do 15 uM, po czym hodowle kontynuuje sie przez
48 do 72 godzin, a uzyskane metabolity odwirowuje sie przy 8 do 12 tys. obr./min. Tak uzyskany ptyn
pohodowlany poddaje sie liofilizacji, po czym liofilizat rozpuszcza sie w wodzie dejonizowanej w pro-
porcji jak 1:4 (m/v), przenosi do rozdzielacza i poddaje ekstrakcji za pomoca n-butanolu, dodajgc al-
kohol w proporcji objetosciowej do roztworu liofilizatu jak 1:5 (v/v). Po wytrzasaniu, oddzielong faze
alkoholowg zawierajgcg oprocz lipochitooligosacharydéw — czynnikéw Nod, inne fosfo- i glikolipidy
btonowe pochodzace ze szczepu bakterii Rhizobium leguminosarum bv. Viciae GR09, a takze fosfo-
i glikolipidy drozdzowe pochodzace z autolizatu drozdzowego, bedgcego sktadnikiem pozywki TY,
zageszcza sie na wyparce prozniowej, ogrzewa w temperaturze 25-40°C, az do odparowania roz-
puszczalnika i resztek wody, a tak uzyskang suchg mase rozpuszcza sie do konsystencji pétptynne;j
50% roztworem wodnym acetonitrylu, potem oziebia w temperaturze od -18 do -20°C, a nastepnie
poddaje frakcjonowaniu technikg SPE, na kolumnie, korzystnie ze zwilzonym ddH20 ziozem LC-18.
Dla wymycia zwigzkéw hydrofilnych, kolumne z osadem metabolitéw ptucze sie zdejonizowang woda,
a nastepnie 50% wodnym roztworem metanolu dla wyekstrahowania fosfolipidow btonowych, po czym
koncowg frakcje pozostata na kolumnie ponownie wymywa sie 60% wodnym roztworem acetonitrylu,
dla catkowitego wyekstrahowania lipidéw bakteryjnych. W tak otrzymanym ekstrakcie, znanymi meto-
dami oznacza sie stezenie czynnikow Nod wykonujgc analize technikg GC-MS, oraz wykonuje sie
analize jakosciowg technikg LC-MS, przy uzyciu spektrometru masowego o wysokiej rozdzielczosci
(HDMS) z przytgczonym chromatografem cieczowym (UPLC).

Wynalazek i jego skutecznos¢ na wzrost roslin przedstawiono w ponizszych przykia-
dach wykonania.

Przy ktad 1

Sposoéb otrzymywania oczyszczonych czynnikow Nod, wedtug wynalazku.

Do szczepu bakterii Rhizobium leguminosarum bv. viciae GR09, wyhodowanego do miana
5 x 10° cfu na 1 ml ptynnego podtoza, na pozywce TY z wytrzgsaniem, dodawano 5 mM roztwor na-
ringeniny rozpuszczonej w alkoholu etylowym, az do uzyskania stezenia kohcowego w danej objetosci
hodowli 15 puM, po czym hodowle kontynuowano sie przez 72 godziny, a uzyskane metabolity odwiro-
wano sie przy 12 tys. obr./min. Tak uzyskany ptyn pohodowlany poddano liofilizacji, po czym liofilizat
rozpuszczono w wodzie dejonizowanej w proporcji 50 g liofilizatu na 200 ml wody, przeniesiono
do rozdzielacza i poddano ekstrakcji za pomocg n-butanolu, dodajgc alkohol w proporcji objetosciowej
do roztworu liofilizatu jak 1:5 (v/v). Po wytrzgsaniu, oddzielong faze alkoholowa, zageszczono na wy-
parce prézniowej, ogrzewajgc w gradiencie temperatury od 25°C do 40°C, az do odparowania roz-
puszczalnika i pozostatosci wody. Tak uzyskang suchg mase rozpuszczono do konsystencji poiptyn-
nej 50% roztworem wodnym acetonitrylu, oziebiono w temperaturze -20°C, a nastepnie poddano frak-
cjonowaniu technikg SPE, na kolumnie o obj. 20 ml, zawierajgcej 10 ml ztoza LC-18 (Supelclean)
zwilzonego ddH20 i ptukanej solwentami, kazdorazowo w ilosci 40 ml. Poczatkowo, dla wymycia
zwigzkéw hydrofilnych, kolumne z osadem metabolitéw ptukano zdejonizowang woda, a nastepnie
50% wodnym roztworem metanolu, po czym koncowg frakcje pozostatg na kolumnie ponownie wy-
mywano 60% wodnym roztworem acetonitrylu. W tak otrzymanym ekstrakcie, znanymi metodami
oznaczano stezenie czynnikdw Nod wykonujgc analize technikg GC-MS, oraz wykonano analize jako-
Sciowg technikg LC-MS, przy uzyciu spektrometru masowego o wysokiej rozdzielczosci (HDMS)
Z przytgczonym chromatografem cieczowym (UPLC).

Widmo masowe koncowej frakcji metabolitow ze szczepu bakterii Rhizobium leguminosarum
bv. Viciae GR09, uzyskane z zastosowaniem analizy LC-MS przedstawiono na rysunku jako fig. 1.
Identyfikacje sktadnikow frakcji wykonano w oparciu o czasy retencji poszczegdlnych sktadnikow
i analize ich widm masowych. Przyjeto, na podstawie analiz wykonanych technikg wysokorozdzielczej,
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spektrometrii mas, ze charakterystyczne dla czynnikdw Nod czgsteczki lipochitooligosacharydu zawie-
rajg od 3 do 5 reszt N-acetyloglukozaminy — G1cNAc, jedng czgsteczke kwasu tluszczowego i od
1 do 3 grup acetylowych — Ac.

Interpretacja widma przedstawionego jako fig. 1, gdzie A, B, C i D to struktury chemiczne czg-
steczek Nod, zréznicowane ze wzgledu na mase czgsteczki i przedstawione odpowiednio jako:
wzor 1, 2, 3i 4, jednoznacznie wskazuje, iz wystepujgce tam intensywne piki $wiadczg o dominujgcej
obecnosci czgsteczek identyfikowanych jako czynniki Nod, a sygnaty o niskiej intensywnosci pocho-
dzace od zanieczyszczen, swiadczg o wysokiej czystosci analizowanego materiatu.

Dla potwierdzenia opisanej wyzej identyfikacji czynnikdw Nod i wysokiej czystosci frakciji
otrzymanej sposobem wedtug wynalazku, wykonano kolejny eksperyment ptuczac koncowg frakcje
pozostatg na kolumnie 100% acetonitrylem (cz.d.a., LC-MS), dla catkowitego wyekstrahowania lipo-
chitooligosacharydu, po czym wykonano analize jakosciowg frakcji metodg LC-MS, z uzyciem jak
poprzednio spektrometru masowego o wysokiej rozdzielczosci (HDMS) z przytagczonym chromato-
grafem cieczowym (UPLC).

Widmo masowe przedstawione na rysunku jako fig. 2. Nie zawiera intensywnych pikéw charak-
terystycznych dla czynnikéw Nod, co potwierdza wysoki stopien selektywnosci sposobu wedtug wyna-
lazku dla otrzymywania oczyszczonych czynnikéw Nod.

Przyktad 2

Sposoéb otrzymywania oczyszczonych czynnikow Nod, wedtug wynalazku.

Do szczepu bakterii Rhizobium leguminosarum bv. viciae GR09, wyhodowanego do miana
5 x108 cfu na 1 ml ptynnego podtoza w pozywce TY z wytrzgsaniem, dodawano 5 mM roztwor narin-
geniny rozpuszczonej w alkoholu etylowym, az do uzyskania stezenia koncowego, w danej objetosci
hodowli w granicach 5 uM, po czym hodowle kontynuowano przez 48 godzin, a uzyskane metabolity
odwirowano przy 8 tys. obr./min. Tak uzyskany ptyn pohodowlany poddano liofilizacji, po czym liofilizat
rozpuszczono w wodzie dejonizowanej w proporcji 25 g liofilizatu na 100 ml wody, przeniesiono
do rozdzielacza i poddano ekstrakcji za pomocg n-butanolu, dodajgc alkohol w proporcji do roztworu
liofilizatu jak 1:5 (v/v). Po wytrzgsaniu, oddzielong faze alkoholowg zageszczono na wyparce préznio-
wej, ogrzewajgc w gradiencie temperatury od 25°C do 40°C, az do odparowania rozpuszczalnika
i pozostatosci wody, a tak uzyskang suchg mase rozpuszczono do konsystencji potptynnej, 50% roz-
tworem wodnym acetonitrylu, oziebiono do -18°C, a nastepnie poddano frakcjonowaniu technikg SPE,
na kolumnie o objetosci 10 ml zawierajgcej 5 ml ztoza LC-18 (Supelclean) zwilzonego ddH:0 i ptuka-
nej solwentami, kazdorazowo po 20 ml. Kolumne z osadem metabolitéw przeptukano zdejonizowang
woda, a nastepnie 50% wodnym roztworem metanolu, po czym koncowg frakcje pozostatg na kolum-
nie ponownie wymywano 60% wodnym roztworem acetonitrylu. W tak otrzymanym ekstrakcie, zna-
nymi metodami oznaczano stezenie czynnikow Nod wykonujgc analize technikg GC-MS, oraz wyko-
nano analize jakosciowg technikg LC-MS, przy uzyciu spektrometru masowego o wysokiej rozdziel-
czosci (HDMS) i przytagczonego do niego chromatografu cieczowego (UPLC).

Widmo masowe koncowej frakcji metabolitéw ze szczepu bakterii Rhizobium leguminosarum
bv. Viciae GR09, uzyskane z zastosowaniem analizy LC-MS przedstawiono na rysunku jako fig. 3.
Identyfikacje sktadnikow frakcji wykonano w oparciu o czasy retencji poszczegoélnych sktadnikéw
i analize ich widm masowych. llos¢ czynnikbw Nod szacowano przeliczajgc na jednostki N-acetylo-
glukozaminy w oparciu o wzorzec wewnetrzny w postaci GalNAc, ktéry dodawano w znanej ilosci
do wyjsciowego, preparatu. Przyjeto, na podstawie analiz wykonanych technikg wysokorozdzielczej
spektrometrii mas, ze charakterystyczne dla czynnikdw Nod czgsteczki lipochitooligosacharydu zawie-
rajg od 3 do 5 reszt N-acetyloglukozyaminy — G1cNAc, jedng czgsteczke kwasu tluszczowego
i od 1 do 3 grup acetylowych — Ac.

Interpretacja widma przedstawionego jako fig. 3, gdzie A, B, C i D to struktury chemiczne czg-
steczek Nod, zréznicowane ze wzgledu na mase czgsteczki i przedstawione odpowiednio jako: wzor
1, 2, 3 i 4, jednoznacznie wskazuje, iz wystepujgce tam intensywne piki Swiadczg o dominujacej
obecnosci czgsteczek identyfikowanych jako czynniki Nod, a sygnaty o niskiej intensywnosci, pocho-
dzace od zanieczyszczen swiadczg o wysokiej czystosci analizowanego materiatu. Dla potwierdzenia
opisanej wyzej identyfikacji czynnikdw Nod i wysokiej czystosci frakcji otrzymanej sposobem wedtug
wynalazku, wykonano kolejny eksperyment ptuczac kolumne 100% acetonitrylem (cz.d.a., LC-MS), dla
catkowitego wyekstrahowania lipochitooligosacharydu, po czym wykonano analize jakosciowg frakciji
metodg LC-MS, z uzyciem jak poprzednio spektrometru masowego o wysokiej rozdzielczosci (HDMS)
z przytgczonym chromatografem cieczowym (UPLC). Widmo masowe przedstawione na rysunku jako
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fig. 4. nie zawiera intensywnych pikéw charakterystycznych dla czynnikow Nod, co potwierdza wysoki
stopien selektywnosci sposobu wedtug wynalazku dla otrzymywania oczyszczonych czynnikéw Nod.

Przyktad 3

Woptyw oczyszczenia czynnikéw Nod wedlug wynalazku w uprawie grochu w warunkach nieste-
rylnego doswiadczenia szklarniowego.

Sporzadzono roztwory czynnikébw Nod w wodzie zdejonizowanej o stezeniu docelowym
1011-10** M preparatu, gotowe do zastosowania w uprawie grochu. Eksperyment rozpoczeto
od nasion moczenia nasion grochu przez 30 min. dla 3 grup doswiadczalnych:

e kontrola — nasiona moczone w wodzie (1 ml na 1 nasiono),

e nasiona moczone (1 ml na 1 nasiono), w wodnych roztworach nieoczyszczonych czyn-
nikdw Nod o stezeniach: od 101* M do 104 M,

e nasiona moczone (1 ml na 1 nasiono), w wodnych roztworach oczyszczonych wediug
wynalazku czynnikow Nod, o stezeniach: od 103 M do 104 M.

Tak przygotowane nasiona grochu pikowano do doniczek wypetnionych mieszaning piasku,
gleby ogrodniczej i perlitu (1:1:1, v/v/v). Doniczki podlewano tak, aby utrzymaé wilgotnos¢ gleby
na poziomie ok 60% pojemnosci wodnej. Po 42 dniach hodowli, z kazdej grupy doswiadczalnej, pobie-
rano rosliny i liczono brodawki korzeniowe, wazono $wiezg mase pedu, a nastepnie materiat ususzo-
no w celu zwazenia suchej masy pedu.

Dla kazdej grupy doswiadczalnej wykonano 2 powtérzenia.

Wyniki przedstawione w tabeli, pozwalajg stwierdzi¢, iz dla tych samych warunkéw hodowli, tej
samej objetosci uzywanych roztworéw o tych samych stezeniach czynnikow Nod, uzyte do sporza-
dzania roztwordéw czyste czynniki Nod powodujg wiekszy przyrost masy brodawek korzeni rosliny
co konsekwentnie przedktada sie na wiekszy przyrost masy czesci zielonych.

Zastrzezenie patentowe

1. Sposob otrzymywania czynnikbw Nod ze szczepu bakterii Rhizobium leguminosarum
bv. Viciae GR09 znajdujgcych zastosowanie jako bionaw6z stymulujgcy wzrost roslin bo-
bowatych, znamienny tym, ze do szczepu bakterii, wyhodowanego do miana w granicach
od 5 x 108 do 5 x 10%° cfu na 1 ml ptynnego podtoza, dodaje sie naringenine rozpuszczonag
w alkoholu etylowym, az do uzyskania stezenia koncowego w danej objetosci hodowli
w granicach od 5 do 15 uM, po czym hodowle kontynuuje sie przez 48 do 72 godzin,
a uzyskane metabolity odwirowuje sie przy 8 do 12 tys. obr./min i tak uzyskany ptyn poho-
dowlany poddaje sie liofilizacji, po czym liofilizat rozpuszcza sie w wodzie dejonizowanej
w proporcji jak 1:4 (m/v), przenosi do rozdzielacza i poddaje ekstrakcji z wytrzgsaniem
za pomocg nh-butanolu, dodawanego w proporcji do roztworu liofilizatu jak 1:5 (v/v), a tak
oddzielong faze alkoholowg zageszcza sie na wyparce préozniowej, ogrzewajgc w tempera-
turze 25-40°C, az do odparowania rozpuszczalnika i resztek wody, po czym suchg mase
rozpuszcza sie do konsystencji potptynnej 50% roztworem wodnym acetonitrylu, oziebia
w temperaturze od -18 do -20°C i poddaje frakcjonowaniu technikg SPE, ptuczgc kolumne
z osadem metabolitéw najpierw zdejonizowang wodg dla wymycia zwigzkéw hydrofilnych,
a nastepnie 50% wodnym roztworem metanolu dla wyekstrahowania fosfolipidow btono-
wych za$ koncowg frakcje pozostatg na kolumnie ponownie wymywa sie 60% wodnym
roztworem acetonitrylu, dla catkowitego wyekstrahowania glikolipidéw bakteryjnych.
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Tabela 1.
Rodzaj preparatu | Liczba brodawek | Swiezamasa | Sucha masa pedu
(1 roélina) pedu (g/1 roslina) (g/1 roslina)
! Kontrola - nasiona
moczone w wodzie 888+192° 2,34 +0,61° 0,12 +0,09°
a a 0
Preparat 141,3+ 10,3 59+045 0,28+0,12
0CzZyszczony, z (wzrost o (wzrost o (wzrost o
czynnikami Nod o
stezeniu 10M'M 29,6%)* 22,4%)* 33,3%)*
Preparat
nieoczyszczony 0O 109 + 182" 482+102° 021+0,15
stezeniu 107'M
a a a
Preparat 1392+ 12,7 6,47 + 0,84 0,39+ 0,18
0czZyszczony, z (wzrost 0 35,4 (wazrost o (wzrost o
kami N
c?;f:ﬂ'o*?:ao %)* 29,1%)* 50,0%)*
Preparat
nieoczyszczony o 102,8 +21,3° 501 +1,1 2 0,26 £ 0, 17°
stezeniu 107°M
Preparat 152,75 £ 26,9 6,52 + 1,62 0,4 +0,26
oczyszczony, Z (wzrost o (wzrost o (wzrost o
czynnikami Nod o
stezeniu 107°M 60,3%)* 49 5%)* 60,0%)*
Preparat
nieoczyszczony o 95,3 +22,3° 4,36 +0,74° 0,25+0,9°
stezeniu 10"°M
] a
Preparat 128 + 18,3 6,15+ 1,34 0,32+0,16"
oczyszczony, z (wzrost o (wzrost o (wzrost 0
czynnikami Nod o
:::‘Zeniu 10*M 77.5%)* 66,7%)* 77,8%)*
Preparat
nieoczyszczony 0 72,1 +26,3° 369+1,1° 0,18 + 0,62°
stgzeniu 107*M

Wartosci sg srednig + SD 2z 30 roélin w kazdej grupie. Wartoéci w tej samej kolumnie
oznaczone réznymi literami réznig si¢ w sposob statystycznie istotny (P<0,05) w tescie
Tukeya (ANOVA).
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