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9. STRESZCZENIE

Rosliny zielone, przede wszystkim trawy, majg znaczacy udziat w naturalnej
diecie przezuwaczy. Gtownym sktadnikiem ro$lin zielonych sg wielocukry strukturalne,
takie jak celuloza i hemiceluloza. Wiele gatunkow roslin syntetyzuje rowniez sacharoze
i skladajace sie z fruktozy fruktany i odklada Je jako weglowodany zapasowe. Ssaki
przezuwajgce nie syntetyzujg enzyméw trawigcych wymienione cukrowce. Korzystaja
wigc z pomocy drobnoustrojow zasiedlajacych zwacz. Pismiennictwo dotyczace
trawienia i metabolizmu weglowodanéw strukturalnych w zwaczu jest bardzo bogate.
Literatura odnoszaca si¢ do przemian sacharozy i fruktandw jest natomiast bardzo
uboga. Ta opinia dotyczy zaréwno identyfikacji  gatunkow drobnoustrojow
uczestniczacych w przemianach sacharozy i fruktanéw w zwaczu jak réwniez ich
zdolnosci  trawiennych i wykorzystania  produktéw  trawienia do pokrycia
zapotrzebowania na energie. Spodziewano sie, ze przedsigwzigte badania poszerzg
nasza wiedz¢ na temat wymienionych zagadnien.

Celem badan bylo: 1) dokonanie weryfikacji przynaleznosci gatunkowej szczepu
bakterii bgdacego obiektem badan tej rozprawy, 2) okreslenie zdolnosci badanego
szczepu bakterii do wzrostu na podtozu zawierajgcym sacharoze lub polimery fruktozy
Jjako jedyne zrédlo wegla, 3) zbadanie zdolnosci trawienia sacharozy oraz oligomerow
1 polimeréw  fruktozy przez badany szczep bakterii i dokonanie identyfikacji
i charakterystyki enzyméw katalizujacych ten proces, 4) zbadanie zdolnosci
fermentowania sacharozy, oligomeréw i polimerow fruktozy przez badany szczep
bakterii oraz identyfikacja produktow koncowych tego procesu i okreglenie jego
intensywnosci.

Obiektem badan byly bakterie szczepu k3, wyizolowane w 1999 roku z ptynu
zwacza owcy, na podlozu zawierajagcym fruktan z tymotki Jako jedyne zrédto wegla. Na
podstawie cech morfologicznych i fizjologicznych, wyizolowane bakterie zaliczono do
gatunku Butyrivibrio fibrisolvens. Weryfikacja, dokonana metodami genetycznymi,
wykazala jednak, ze badany szczep bakterii reprezentuje gatunek Pseudobutyrivibrio
ruminis.

Wyniki hodowli bakterii na podtozach uzupetnionych sacharoza, oligomerami
i polimerami fruktozy oraz fruktoza i glukoza wykazaly, ze w ciggu pierwszych 8-12
godzin inkubacji nastepowat bardzo intensywny wzrost gestosci optycznej kultur

bakterii. Stwierdzono takze, ze tempo przyrostu gestosci populacji zalezato od
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weglowodanu dodanego do podtoza hodowlanego. Najwigkszy przyrost gestosci
optycznej stwierdzono w przypadku kultur bakterii hodowanych na podtozach
uzupetnionych glukoza i fruktanem z tymotki. Natomiast najwolniej rozwijata si¢
populacja bakterii zaszczepionych na podloze z inuling. Wykazano, ze po uzyskaniu
maksymalnej gestosci optycznej nastepowalo jej stopniowe zmniejszanie si¢ do
poziomu 50-64 % wartosci maksymalnej. Stwierdzono, ze zmianom gestosci optycznej
kultur towarzyszyly zmiany zawartosci weglowodanéw w podiozu hodowlanym.
Stwierdzono, ze stezenie fruktanu z tymotki, inulo-oligosacharyd(’)w, sacharozy,
glukozy i fruktozy zmniejszylo sie 0 94-96% w ciggu pierwszych 8-12 godzin hodowli
bakterii. Natomiast stezenie inuliny zmniejszyto si¢ tylko o 34%. Nie stwierdzono
istotnych statystycznie zmian stezenia weglowodanéw w ciggu ostatnich 12-16 godzin
hodowli bakterii. Uzyskane wyniki wskazuja wiec, ze Przyrostowi gestosci optycznej
kultur  bakterii towarzyszyt  postepujacy ubytek  weglowodanow  w podtozu
hodowlanym. Te wyniki mogg sugerowag, ze ubywanie weglowodanéw z podloza bylo
spowodowane ich wychwytem przez hodowane bakterie. Te sugestie potwierdzajg
wyniki identyfikacji weglowodanéw w podiozu po zakonczeniu hodowli bakterii.
W podtozu uzupeinionym inuling stwierdzono, bowiem niewykorzystany wielocukier,
co byto prawdopodobnym powodem stabszego rozwoju populacji rosngcych tam
bakterii.

Materialem do badan enzymatycznych byt surowy preparat enzymatyczny, jego
frakcja sedymentowa i rozpuszczalna oraz jej podfrakcje. Stwierdzono, ze aktywnos¢
trawienna bakterii zalezata od weglowodanu  dodanego do podioza, na ktérym
hodowano te mikroorganizmy. Wykazano, ze SUrowy preparat enzymatyczny bakterii
hodowanych na fruktanie z tymotki katalizowat najszybszy rozkiad tego wlasnie
weglowodanu. Natomiast, najszybszym rozkladem sacharozy charakteryzowat si¢
Surowy preparat enzymatyczny bakterii hodowanych na podtozu z inuling i sacharozg.
Wykazano réwniez, ze surowe preparaty enzymatyczne bakterii hodowanych na
podtozach uzupetnianych cukrami prostymi, a zwlaszcza fruktoza, wykazywaty
wielokrotnie mniejsza aktywno$é niz pozostale preparaty. Uzyskane wyniki
sugerowaly, wigc, ze weglowodany dodawane do podioza byly czynnikiem wybiorezo
indukujgcym syntez¢ enzymow fruktanolitycznych i sacharolitycznych w komérkach
bakterii.

Identyfikacji i charakterystyki enzymow dokonano wykorzystujac surowy

preparat enzymatyczny, jego frakcje sedymentows i rozpuszczalng oraz najaktywniejsze
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podfrakcje frakcji rozpuszczalnej. Zidentyfikowano 4 enzymy. Dwa z nich katalizowaty
wylgcznie rozktad fruktanu z tymotki, to jest polimeru, w ktérym reszty fruktozylowe
$3 polgczone wigzaniami p-2,6-glikozydowymi. Stwierdzono, ze koncowymi
produktami rozkladu substratu byly frukto-oligosacharydy ztozone z dwoch do szesciu
reszt fruktozylowych. Na podstawie uzyskanych wynikéw uznano, iz oba enzymy
nalezg do fruktanohydrolaz 2,6-B-D-fruktanu (EC 3.2.1.65), nazywanych pospolicie
endolewanazami. Stwierdzono, ze zidentyfikowane enzymy przejawialy najwieksza
aktywnos¢ katalityczng gdy pH mieszaniny reakcyjnej wynosito 6,0 a temperatura -
45°C. Masa czasteczkowa, endolewanaz wynosita, zas 60,000 i 53,000, odpowiednio.
W celu pehiejszej charakterystyki enzyméw Wyznaczono stala Michaelisa (K,,) oraz
maksymalng szybkos¢ reakcji (Vinay). Stwierdzono, ze Km endolewanaz wynosita 0,75
11,75%, odpowiednio. Uzyskane wyniki wskazujg, wige na wigksze powinowactwo do
substratu pierwszej endolewanazy w poréwnaniu z drugg. Vi reakcji rozkladu
substratu wynosita 2,03 i 2,6 uM fruktozy/mg biatka na minutg, odpowiednio.
Aktywnosé swoista CZeSciowo oczyszczonych endolewanaz wynosita 0,131 0,23 uM
uwolnionego produktu/mg biatka na min.

Trzecim zidentyfikowanym enzymem byla niespecyficzna B-fruktofuranozydaza
czyli  fruktohydrolaza B-D-fruktanu (EC 3.2.1.80) lub fruktohydrolaza pB-D-
fruktofuranozydow (EC 3.2.1.26). Enzym ten katalizuje rozklad sacharozy oraz
odlaczenie koncowej reszty fruktozylowej od polimerow fruktozy, w ktérych reszty
tego cukru sa polgczone wigzaniami zaréwno B-2.6 (lewan) jak i B-2,1 (inulina)
glikozydowymi. Cigzar czasteczkowy enzymu oszacowano na 121,500. Stwierdzono, ze
najszybszy rozktad inuliny zachodzit w mieszaninie reakcyjnej o pH 6,5 a fruktanu
z tymotki i sacharozy — 6,0. Optymalna temperatura rozkladu wynosila zas 40°C. Nie
stwierdzono wysycania si¢ enzymu substratem, gdy byta nim sacharoza a zaleznosé
miedzy tempem rozkladu sacharozy a jej stezeniem w mieszaninie reakcyjnej byta
prostoliniowa. Stwierdzona zaleznogé nie upowazniala do wyznaczenia  stalej
Michaelisa i szybkogci maksymalnej reakcji rozktadu.

Czwartym enzymem byla, wykazujaca swoistos¢ substratowg fosforylaza
sacharozy. Zidentyfikowany enzym jest glukotransferaza dwusacharydu (EC 2.4.1.7).
Analiza koncowych produktéw rozktadu sacharozy wykazala obecnosé fruktozy,
glukozo-1-fosforanu i niewielkich ilogci wolnej  glukozy. Stwierdzono, ze
zidentyfikowany enzym wykazywat rowniez cechy syntazy, a jego aktywnos¢ zalezata

od obecnosci nieorganicznego fosforu w mieszaninie reakcyjne;. Wykazano, ze
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optymalne = stgzenie jonow fosforanowych wynosito 56 mM. Zidentyfikowana
fosforylaza sacharozy wykazywata optimum aktywnosci w pH 6.0 i temperaturze 5%
a szybkos$¢ poczatkowa reakcji  rozktadu substratu zalezala od jego stezenia
W mieszaninie reakcyjne;j. Stwierdzono, ze K,, formowania glukozo-1-fosforanu oraz
uwalniania fruktozy wynosily 4,4 mM i 6,39 mM sacharozy, odpowiednio. Wykazano
rdwniez, ze Visax reakcji tworzenia glukozo-1-fosforanu i uwalniania fruktozy
z rozkladane;j sacharozy wynosity 1,19 mM j 1,56 mM produktu/mg biatka na min.
Uzyskane wyniki sugerowaly réwniez pewne zdolnosci tego enzymu do katalizowania
hydrolizy sacharozy, ktéra wspomagata, przypuszczalnie, fosforolize przy wyzszych
stezeniach substratu w mieszaninie reakcyjnej. Stwierdzono, ze fosforylaza sacharozy
byla obecna w surowych preparatach enzymatycznych bakterii hodowanych na
fruktanie z tymotki, inulinie i sacharozie. Aktywnos$¢ swoista czesciowo 0czyszczonej
fosforylazy wynosita 0.29 MM uwolnionego produktu/mg biatka na min, a ciezar
czasteczkowy — 48.000.

W badaniach fermentacyjnych stwierdzono,  ze podczas  inkubacji
Z poszczegblnymi weglowodanami bakterie uwalniaty do podloza kwas L-mlekowy
i mastowy. Ich stezenie zwigkszylo si¢ Wraz z czasem inkubacji z okoto 0,04-0,05
mM/100 ml do 1,1-3,5 mM/100 ml oraz 7 0,18-0,19 mM/100ml do 0,3-0,44 mM/100
ml, odpowiednio i zalezato od fermentowanego substratu. Najmniejszy przyrost
mleczanu dawala fermentacja inuliny a najwigkszy - fruktozy Natomiast najmniejszy
przyrost st¢zenia maslanu dawata réwniey fermentacja inuliny a najwigkszy - sacharozy
i fruktanu z tymotki. Wykazano takze, ze tempo produkcji kwasu mastowego wahalo
si¢ od 0.1 do 0.35 uM/mg bialka mikrobiologicznego/godzin¢, a L-mlekowego - od
0,30 do 7, 32 uM/mg biatka/godzine i zalezalo od fermentowanego weglowodanu
1 okresu inkubacgji. Przedstawione wyniki wskazuja wiec, ze fermentacja mlekowa byta
gléwnym szlakiem przemian badanych weglowodanéw w komérkach bakterii szczepu
k3 Pseudobutyrivibrio ruminis.
Podsumowanie: Zdolnos¢ wykorzystania sacharozy oraz fruktanu z tymotki i inulo-
oligosacharydéw przez bakterie zwaczowe szezepu k3 Pseudobutyrivibrio ruminis oraz
niezdolnos¢ wykorzystania wielkoczqsteczkowej inuliny moze sugerowac ich
przystosowanie do uzytkowania weglowodandow wystepujacych gléwnie w trawach,

ktore sg statym sktadnikiem naturalnej diety przezuwaczy.
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