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Cel badan

Celem badan byto okreslenie wptywu nigerooligosacharyddéw na selektywng stymulacje wzrostu bakterii mlekowych zwigzanych ze srodowiskiem zycia pszczoty
miodnej oraz wytwarzanie kwasoéw karboksylowych podczas hodowli tych mikroorganizmow.

Wstep

Zgodnie z raportem Instytutu Ogrodnictwa, Zaktadu Pszczelnictwa w Putawach,
straty rodzin pszczelich po zimowaniu, odnotowane wiosng 2020 roku, wyniosty
srednio 20,2% (Semkiw, 2020). Za ten stan rzeczy odpowiedzialnych jest kilka
przyczyn, a jedng z nich sg choroby pszczét, takie jak: warroza zwigzana z
rozwojem roztoczy Varroa destructor, czy tez nosemoza powodowana przez grzyby
Nosema apis i N. cerenae. W przypadku pszczoty miodnej (Apis mellifera L.)
wszelkie zmiany chorobowe, czy tez te zwigzane z antropopresjg prowadzg do
natychmiastowych zmian jej mikrobiomu. Dlatego niezwykle wazne jest
poszukiwanie nowych substancji, w tym substancji o aktywnosciach
prebiotycznych, ktére zabezpieczatyby przewdd pokarmowy pszczdét przed
niekorzystnym dziataniem patogenow.

Korzysci ptyngce ze stosowania prebiotykbw nie sg bezposrednie.
Pozytywny wptyw na zdrowie gospodarza przypisuje sie gtdwnie obecnosci bakterii
z rodzaju Bifidobacterium i Lactobacillus, ktérych wzrost i aktywnos¢ zostaty
pobudzone w wyniku dziatania prebiotykdw. Poza tym, jak wykazaty liczne badania,
bakterie bytujgce w swietle jelita, stymulowane obecnoscig prebiotykow, wytwarzajg
metabolity okreslane jako postbiotyki, do ktorych zaliczane sg m. in. kwas mlekowy
oraz krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe SCFA. WsSréd produkowanych SCFA
najczesciej wymienia sie kwas octowy, propionowy, mastowy, walerianowy i
kapronowy. Kwasy te obnizajg pH redukujgc ilos¢ niekorzystnej mikroflory,
odgrywajg istotng role w regulacji metabolizmu lipidow, wspomagajg absorpcje
zwigzkéw mineralnych w jelitach poprzez zwiekszenie ich rozpuszczalnosci, a
takze korzystnie oddziatujg na metabolizm glukozy i biatek w watrobie.

Wiele oligosacharydow jest juz obecnych na rynku dodatkéw do zywnosci,
jednak ciggle poszukuje sie nowych zwigzkéw o potencjale prebiotycznym. Do
takich substancji nalezg, m. in. stabo poznane nigerooligosacharydy czyli (1—3)-a-
D-glukooligosacharydy, otrzymywane na drodze hydrolizy (1—3)-a-D-glukanow.

Materiaty i metody

3. Preparat nigerooligosacharydow otrzymano poprzez czesciowg kwasng
7" hydrolize (1—3)-a-D-glukanéw wyizolowanych z owocnikéw zétciaka siarkowego
(Laetiporus sulphureus). Weryfikacje jakosciowa i ilosciowa preparatu wykonano
w oparciu o analize HPLC z uzyciem kolumny Rezex RSO-Oligosaccharide Ag+.

Hodowla wybranych szczepow bakterii fermentacji mlekowej:

1. Fructobacillus fructosus DSM-20349

2. Fructobacillus ficulneus DSM-13613

3. Fructobacillus tropaeoli DSM-23246

4. Apilactobacillus kunkeei DSM-12361

5. Leuconostoc mesenteroides KBMiZC-7K_4

6. Apilactobacillus kunkeei KBMiZC-7K_11,

prowadzono na ptytkach 100-dotkowych Honeycomb microplate (Fisher
Scientific, Wielka Brytania) w  automatycznym  czytniku  wzrostu
mikroorganizméw Bioscreen C Microbiology Reader (LabSystem, Finlandia) w
selektywnym podtozu hodowlanym MRS (ang. De Man, Rogosa, and Sharpe) z
dodatkiem nigerooligosacharydow lub referencyjnego prebiotyku, tj. inuliny lub
FOS (kontrola pozytywna).

Hodowle mikroorganizmow prowadzono w probéwkach typu Eppendorf a 5 ml w
podtozu MRS (3,5 ml/proboéwke) z dodatkiem nigerooligosacharydow (1%).
Analiza jakosciowa i ilosciowa kwasu mlekowego oraz kwasow karboksylowych
SCFA w ptynach fermentacyjnych bakterii mlekowych wykonano technikg HPLC
na chromatografie cieczowym Prominence LC-20A (Shimadzu, Japonia),
wyposazonym w kolumne REZEX 8u 8% H Organic Acid (300 x 7,8 mm) i
detektor z matrycg diodowg DAD SPD-M20A.
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Rys. 1. Charakterystyka hydrolizatu (1—3)-a-D-glukanéw.

Wyniki

L Nigerooligosacharydy otrzymano poprzez kwasng hydrolize (1—3)-a-D-glukandow, wg
metody opisanej przez Wiater i wsp. (Molecules, 2020; 25(23): 5542). Identyfikacje
produktéw koncowych hydrolizy przeprowadzono w sposob jakosciowy i ilosciowy w
oparciu o analize HPLC (Rys. 1). W hydrolizacie stwierdzono obecnosé¢ glukozy (18,3%)
oraz oligomerow glukozy, potgczonych wigzaniem a-(1—3)-glikozydowym, o stopniu
polimeryzacji (SP) od 2 do 10 (81,7%).

W celu zbadania wptywu nigerooligosacharydow na selektywng stymulacje wzrostu
bakterii mlekowych zwigzanych ze srodowiskiem zycia pszczoty miodnej, wykorzystano
szczepy referencyjne nalezgce do gatunkéw: Fructobacillus fructosus, F. ficulneus,
F. tropaeoli, Apilactobacillus kunkeei, Leuconostoc mesenteroides i Apilactobacillus
kunkeei pochodzgcych od pszczo6t oraz materiatdw pszczelarskich.

Hodowle prowadzono w podtozu MRS pozbawionym zrodet wegla, z dodatkiem
0,05% (w/v) chlorowodorku L-cysteiny i uzupetnionym dodatkiem 1% (w/v) preparatu
nigerooligosacharydéw. Jako kontroli pozytywnej uzyto podtoze MRS suplementowane
referencyjnymi prebiotykami — fruktooligosacharydami lub glukozg w stezeniu 1% (w/v)
oraz 0,18% (ilos¢ glukozy (18,3%) w preparacie nigerooligosacharydow). Hodowle
bakterii prowadzono w automatycznym czytniku wzrostu mikroorganizméw (Bioscreen C,
Finlandia) i co dwie godziny monitorowano ich gestos¢ optyczng (ODgy). Analiza
uzyskanych wynikdw wykazata, ze wzrost wszystkich badanych szczepdéw byt
stymulowany obecnoscig nigerooligosacharydow w podtozu hodowlanym. Krzywe wzrostu
badanych bakterii, wskazujg wyraznie, ze zdolnos¢ do utylizacji poszczegdlnych cukrow
obecnych w hydrolizacie (1—3)-a-D-glukandéw jest szczepozalezna (Rys. 2).

Badanie zawartosci kwasu mlekowego oraz krétkotancuchowych kwasow ttuszczowych
(SCFA) wykonano w ptynach pohodowlanych, ktére otrzymano w trakcie 3-dniowych
hodowli mikroorganizméw w podtozu MRS suplementowanym 1% dodatkiem hydrolizatu
(1—3)-a-glukanow. Analiza jakosciowg i ilosciowg metabolitow, wykonano technikg HPLC
w oparciu o kolumne REZEX 8u 8% H Organic Acid.

Analiza otrzymanych wynikow wykazata, ze profil produkowanych kwaséw w
przypadku badanych szczepdéw byt bardzo zréznicowany (Rys. 3). Sumarycznie,
najwiekszg ogolng ilos¢ kwasow w trakcie 3-dniowej hodowli wydzielat do podtoza szczep
Leuconostoc mesenteroides KBMiZC-7K_4. Natomiast, najwiekszym zréznicowaniem
profilu metabolicznego charakteryzowat sie szczep Apilactobacillus kunkeei KBMiZC-
7K 11, ktory juz od pierwszego dnia hodowli produkowat znaczne ilosci kwasu
mlekowego, octowego oraz mastowego.
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Rys. 2. Ocena wptywu nigerooligosacharydéw na wzrost wybranych fruktofilnych
bakterii mlekowych.
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Rys. 3. Zmiany zawartosci kwasow karboksylowych w podtozu hodowlanym MRS
zawierajagcym hydrolizat (1—3)-a-glukanéw jako zrodto wegla, w czasie 72-godzinnej
hodowli fruktofilnych bakterii fermentacji mlekowe;.
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Podsumowanie \

e Wykazano stymulacje wzrostu fruktofilnych bakterii mlekowych w podtozu hodowlanym,
zawierajgcym nigerooligosacharydy jako jedyne zrodto wegla. Uzyskany efekt, daje nadzieje na
wykorzystanie nigerooligosacharydow w unikalnym preparacie synbiotycznym do utrzymania
dobrostanu pszczot zdrowych, a takze leczeniu osobnikow chorych.

e Wykazano, ze cukry obecne w hydrolizacie (1—3)-a-D-glukanéw sg selektywnie
wykorzystywane przez fruktofilne bakterie fermentacji mlekowej, co z kolei stymuluje u nich
wytwarzanie kwasu mlekowego oraz krotkotancuchowych kwaséw ttuszczowych, tj. kwasu

mlekowego, octowego i mastowego. /
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