Zeszyty Problemowe Postepdw Nauk Rolniczych
nr 584, 2016, 13-21

AKTYWNOSC KWASNYCH GLIKOZYDAZ W MLECZKU
PSZCZELIM POZYSKIWANYM Z MATECZNIKOW
NA ROZNYCH ETAPACH ROZWOJU LARWY

Bogustaw Droba, Maria Droba, Larisa Sibirnaja
Uniwersytet Rzeszowski

Streszczenie. Przedstawione badania dotycza aktywnosci kwasnych glikozydaz w mleczku
pszczelim oraz w larwach matek na réznych etapach rozwoju. Aktywno$¢ kwasnych gliko-
zydaz oznaczano w mleczku pobieranym w trzecim (M I) i piatym (M II) dniu rozwoju larw
oraz w odpowiadajacym mu czasowo larwach (L 11 L II). Najwigksza aktywno$¢ w mlecz-
ku pszczelim wykazywaly: f-glukozydaza, a-mannozydaza i f-N-acetylo-D-heksozami-
nidaza. W larwach matek pszczelich stwierdzono stosunkowo duze warto$ci aktywnosci
a-mannozydazy, a-glukozydazy i f-N-acetylo-D-heksozaminidazy. Wartos$ci aktywno$i
enzymow w gruczotach podgardzielowych pszczot Apis mellifera wzigto z wynikow ba-
dan Costy i Cruz-Landima opublikowanych w 2005 roku. W gruczotach podgardzielowych
wystgpowat wysoki poziom aktywnosci -glukozydazy, natomiast pozostate z badanych
enzymow wystepowaty w ilosciach §ladowych. Na podstawie wynikow badan wilasnych
oraz badan Costy i Cruz-Landima opublikowanych w 2005 roku w pracy przedstawiono
sugestig, ze kwasne glikozydazy w mleczku pszczelim moga czg¢§ciowo pochodzi¢ z wy-
dzielin larw. Rozwazono réwniez pozytywny wpltyw wydzielin larw na sktadniki glikano-
we mleczka pszczelego.

Stowa kluczowe: mleczko pszczele, larwy matek, kwasne glikozydazy

WSTEP

Ostatnio konsumenci wykazuja zainteresowanie dodatkami do Zywnosci, ktore redu-

kuja ryzyko zachorowan na rozne choroby i pozwalaja zachowa¢ zdrowie. W odniesieniu
do tych suplementow diety uzywa sig czgsto nazw: zywnos¢ funkcjonalna, medyczna czy
terapeutyczna [Nagai i Inoue 2004]. Zywnoéé funkcjonalna moze by¢ pozyskiwana ze
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zrddel naturalnych albo poprzez dodatek lub modyfikacje¢ niektorych komponentow zyw-
nosci. Posrod zywnosci funkcjonalnej szczegdlne miejsce zajmuja produkty pszczele,
takie jak: miod, propolis i mleczko pszczele (ang. royal jelly — RJ). Mleczko pszczele ma
wiele wlasciwos$ci prozdrowotnych, m.in. wptywa na rozszerzenie naczyn krwionos$nych,
obniza ci$nienie krwi, ma dzialanie antyrakowe, przeciwzakaznie, przeciwalergicznie,
a takze przeciwdziala zmgczeniu i przyspiesza gojenie si¢ ran [ Viuda-Martos i in. 2008].

Mleczko pszczele jest wydzieling gruczotéw podgardzielowych mtodych pszczot ro-
botnic, tzw. karmicielek. Mleczkiem tym karmione sa wszystkie larwy w rodzinie pszcze-
lej przez pierwsze trzy dni zycia, a matka pszczela w okresie catego stadium larwalnego.
Mleczko pszczele podawane larwie matki ma bogatszy sktad chemiczny niz to, ktore
otrzymuja pozostale larwy. Zawiera wigcej cukrow, hormonu juwenilnego oraz kwasow.
W jego sktad wchodza kwasy thuszczowe (90%), sterole, glicerydy i fosfolipidy, gluko-
za, fruktoza, sacharoza, ryboza, $lady glikogenu, albuminy i globuliny, biatka zlozone
(w tym glikoproteiny, lipoproteiny, nukleoproteiny), wszystkie aminokwasy, neurohor-
mon acetylocholina, hormony ptciowe (estradiol, progesteron i testosteron), roslinny hor-
mon wzrostu oraz enzymy, makro- i mikropierwiastki (so6d, potas, wapn, magnez, cynk,
zelazo, kobalt), witaminy z grupy B, kwas pantotenowy, kwas nikotynowy oraz inozytol.
Zawarte w mleczku kwasy organiczne powoduja jego kwasny odczyn (pH 4.1-4.8) [Woj-
tacki 1988, Wilde 2013].

Bialka, w tym enzymatyczne, stanowia najwigkszy udziat w skladzie mleczka. Dzie-
li si¢ je na: uczestniczace w syntezie innych bialek (takze glikoprotein), uczestniczace
w metabolizmie weglowodandw, zwiazane z procesami utleniania i redukcji, biorace
udzial w metabolizmie i transporcie lipidéw itd. [Bin Han i in. 2011]. Wedtug Bin Han
iinnych [2011] biatka zaangazowane w metabolizm wgglowodanow (takie jak np. oksy-
daza glukozowa, a-glukozydaza czy a-amylaza) stanowia 17% wszystkich biatek, w pro-
cesy redox 10%, enzymy hydrolityczne 9,8%, biatka wiazace 7%, a pozostate okoto 2%
[Bin Han i in. 2011].

Nalezace do hydrolaz glikozydazy sa enzymami $cisle zwiazanymi z biogeneza,
transportem i katabolizmem glikokoniugatow. Stanowia one zrdéznicowana grupg enzy-
mow, z ktorych wiele jest glikoproteinami. Egzoglikozydazy katalizuja odlaczanie $cisle
okreslonych monosacharydow od nieredukujacych koncoéw tancuchéw oligosacharydo-
wych, endoglikozydazy hydrolizuja za$ specyficzne sekwencje cukrowe w obregbie tancu-
chow oligosacharydowych. Enzymy te hydrolizuja rowniez glikany zwiazane z lipidami
(glikolipidy) oraz z biatkami (glikoproteiny). Glikozydazy rozpoznaja stereokonfiguracje
cukrow D lub L i rozrézniaja wigzania glikozydowe, hydrolizujac wylacznie wiazania
glikozydowe a- lub S-.

Badane w tej pracy glikozydazy naleza do egzoglikozydaz. Wigkszos$¢ tych enzymow
wystepuje powszechnie w roznych tkankach zwierzat, skad moga by¢ wydzielane poza
komoérke do ptynéw ustrojowych [Skudlarek i in. 1992]. W komérkach glikozydazy wy-
stgpuja w lizosomach, w aparacie Golgiego oraz w cytozolu. W zaleznos$ci od ich lokali-
zacji moga wykazywac rézne optima pH. Glikozydazy wystepujace w lizosomach wyka-
zuja optimum dzialania w kwasnym zakresie pH, stad ich nazwa — kwasne glikozydazy.

Obecnos¢ wielu kwasnych glikozydaz w mleczku pszczelim zostata opisana w pracy
Droby i innych [2014]. Wykazano w niej znaczaca aktywnos¢ f-N-acetylo-D-heksoza-
minidazy (f-HEX), p-glukozydazy (f-GLU) i a-mannozydazy (a-MAN) oraz niewielka
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aktywnos¢ a-glukozydazy (a-GLU); a- 1 f-galaktozydazy (a-GAL i f-GAL); a-fukozy-
dazy (a-FUC) oraz f-mannozydazy (f-MAN). Inni autorzy w mleczku pszczelim wykryli
tylko aktywnos¢ a-glukozydazy i glukocerebrozydazy [Bin Han i in. 2011].

Niektore kwasne glikozydazy zostaly stwierdzone takze w ekstraktach gruczotéw
podgardzielowych pszczot Apis mellifera [Costa i Cruz-Landim 2005]. Byly to: a-
i f- glukozydaza, a- i - galaktozydaza, a-mannozydaza oraz f-N-acetylo-D-heksoza-
minidaza. W gruczotach pszczdt karmicielek wszystkie te enzymy, poza f-glukozydaza,
wystepowaly w ilosciach §ladowych [Costa i Cruz-Landim 2005].

Przedstawione w tej pracy badania dotycza aktywnosci kwasnych glikozydaz w mlecz-
ku pszczelim oraz w larwach matek na r6znych etapach rozwoju.

Celem pracy bylo podjecie proby ustalenia pochodzenia aktywno$ci kwasnych gliko-
zydaz w mleczku pszczelim na podstawie wynikéw badan wilasnych i innych autorow.

MATERIAL | METODY

Mleczko pszczele bylo zbierane w okresie maja i czerwca w specjalistycznej pasiece
hodowlanej ,,Wojtus” zlokalizowanej w miejscowosci Bren Osuchowski, gmina Czer-
min koto Mielca. Mleczko pobierano przy uzyciu strzykawki, przenoszono do probéwek
Eppendorfa i tymczasowo przechowywano w lodéwce (w temperaturze 4°C). Mleczko
pobierane w trzecim dniu rozwoju larw oznaczono jako M I, natomiast pobierane w pig-
tym dniu rozwoju larw — jako M II. Pobrane mleczko tego samego dnia przewozono
do laboratorium w termosach z lodem, porcjowano na probki o objetosci okoto 1 cm’
i zamrazano w temperaturze —78°C. Po odmrozeniu, probkg mleczka do badan wazono,
rozcienczano trzykrotna objetoscia soli fizjologicznej (0,9% NaCl) z dodatkiem 0,1%
Tritonu X-100 i homogenizowano.

Larwy matek pszczelich wydobywano z matecznikow w trzecim dniu rozwoju — L 1
oraz w piatym dniu rozwoju — L II. Na tych etapach rozwoju $rednia masa larw wynosita
odpowiednio 30 mg oraz 180 mg. Nawazki pochodzace od pigciu larw homogenizowano
z trzykrotng objgtoscia soli fizjologicznej z dodatkiem 0,1% Tritonu X-100.

Aktywnos$¢ kwasnych glikozydaz byta oznaczana metoda spektrofotometrycznag we-
dlug Barretta i Heatha [1977]. Mieszanina inkubacyjna sktadata si¢ z odpowiedniego
substratu p-nitrofenyloglikozydowego rozpuszczonego w 0,2M buforze cytrynianowym
o optymalnym dla danego enzymu pH oraz z probki odpowiednio rozcienczonego mlecz-
ka lub homogenatu larw. St¢zenia substratow w mieszaninie inkubacyjnej wynosity: dla
P-HEX — 5,84 mM, dla o-FUC — 3,5 mM, za$ dla a- i f-GAL, a- i f~-MAN oraz a-
i f-GLU — 6,64 mM.

Probki inkubowano w temperaturze 30°C przez 10-30 min, w zalezno$ci od aktyw-
nos$ci enzymu. Reakcjg zatrzymywano, dodajac 0,25M NaOH. Absorbancjg uwolnionego
p-nitrofenolu (p-NP) mierzono przy A =400 nm (A,q)-

Przyjeto, ze jednostka aktywnosci enzymatycznej (U) jest taka aktywno$¢ enzymu,
ktora przeksztatca 1 pmol substratu w czasie 1 min w temperaturze 30°C. Aktywnos¢
enzymatyczng podawano w mU na 1 mg mleczka lub 1 mg masy larw.

Aktywnosci enzymdw w gruczotach podgardzielowych pszczot Apis mellifera poda-
no za autorami Costa i Cruz-Landimem [2005], ktorzy oznaczali je za pomoca testu Api
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Zym (Bio Merieux). Wedtug tej metody aktywnos¢ badanych glikozydaz w gruczotach
podgardzielowych pszczol karmicielek, zbieraczek i $wiezo wyleglych robotnic poda-
wano w specjalnych, umownych jednostkach: od 0 do 5 jednostek — brak aktywnosci,
5 jednostek — aktywnos$¢ sladowa, 30 i 40 jednostek — aktywnos$¢ maksymalna.

Optimum pH badanych glikozydaz oznaczano inkubujac probki mleczka lub homoge-
natu larw z substratem i 0,2M buforem cytrynianowym o odpowiedniej wartosci pH (od
3,0 do 5,5) przez 10-30 min w zaleznosci od aktywnos$ci enzymu.

Do obliczen statystycznych uzyto programu Statistica 8.0 (Stat. Soft. Inc., Tulsa, OK.,
USA).

Wykorzystujac wyniki obliczen aktywnos$ci wlasciwej dla réznych enzymoéw w mlecz-
ku pszczelim oraz w larwach dla sporzadzania wykresow uzyto program Microsoft Excel
2003.

WYNIKI | DYSKUSJA

Aktywnosc¢ glikozydaz byta badana w mleczku pszczelim w trzecim (M I) i w piatym
dniu (M II) rozwoju larw oraz w odpowiadajacym im czasowo larwom (L 11 L IT). Aktyw-
no$¢ w gruczolach podgardzielowych pszczot karmicielek przedstawiono na podstawie
wynikéw pracy Costy i Cruz-Landima [2005]. Z naszych badan wynika, ze najwigksza
aktywnos¢ w mleczku pszczelim wykazywaty enzymy: f-GLU > a-MAN > f-HEX.

Wysoki poziom aktywnosci f-GLU w gruczotach podgardzielowych pszczot kore-
luje z wysokim poziomem aktywnosci tego enzymu w mleczku pszczelim (rys. 1), jest
natomiast bardzo niski w larwach w poréwnaniu z innymi enzymami (S-HEX, a-MAN,
a-GLU). Rowniez z pracy Costy i Cruz-Landima [2005] wynika, ze poziom aktywnos$ci
tego enzymu u $wiezo wylegtych pszczot robotnic jest Sladowy.

Enzym f-GLU hydrolizuje cukry takie jak celobioza, hemiceluloza, gentianoza oraz
weglowodanowe komponenty glikoprotein. Obecnos$¢ tego enzymu u pszczot karmicie-
lek i1 zbieraczek wspomaga proces trawienia pytku.

Mleczko I i I wykazuje najmniejsza aktywnos$¢ a-GLU sposrod prezentowanych na
rysunku 1 enzymow. Rowniez gruczoty podgardzielowe pszczot karmicielek wykazuja
sladowa aktywnos¢ a-GLU, natomiast w gruczotach pszczot zbieraczek aktywno$¢ tego
enzymu jest bardzo duza (40 jednostek). W larwach L I oraz L IT aktywnos$¢ a-GLU jest
rowniez stosunkowo duza (rys. 1), podobnie jak w gruczotach podgardzielowych §wiezo
wylegtych pszczot robotnic (10 jednostek) [Costa and Cruz-Landim 2005].

Enzym o-GLU katalizuje hydroliz¢ polisacharydow i przeprowadza koncowy etap
trawienia skrobi, dlatego jest aktywny u zbieraczek w fazie, gdy zbieraja nektar, bierze
rowniez udzial w komorkowych procesach trawiennych i wystepuje w duzych ilo$ciach
w lizosomach, gdzie zachodzi koncowy etap trawienia oligosacharydéw i disacharydow
znajdujacych si¢ w pokarmie. To thumaczy duza aktywno$¢ tego enzymu u rozwijajacych
sie larw I 1 11

W przypadku f-HEX oraz a-MAN najwigksza aktywno$¢ tych enzymow wykazywa-
ty larwy L1 I (rys. 1). Aktywnos$¢ ta byta wielokrotnie wigksza niz w mleczku pszczelim
111I (przy czym aktywno$¢ w mleczku II byta prawie dwukrotnie wigksza niz w mlecz-
ku I). W gruczotach podgardzielowych pszczot karmicielek, aktywnosé f-HEX i a-MAN
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Aktywno$¢ wiasciwa f-GLU, a-GLU, f-HEX i a-MAN w mleczku M I, M II , larwach
L1iLIIoraz w gruczotach podgardzielowych pszczoét (G). Podany nad stupkiem mnoz-
nik wskazuje, ile razy rzeczywista aktywno$¢ enzymu jest wigksza od podanej. Dla
kazdego enzymu podano $rednig £SE (n = 5). Aktywno$¢ enzyméw w gruczotach pod-
gardzielowych pszczot karmicielek zostala podana na podstawie danych z pracy Costy
i Cruz-Landima [2005]. Jest ona §ladowa dla f-HEX, a-MAN 1 a-GLU, w przypadku
S-GLU jest sze$ciokrotnie wigksza

Fig. 1. Specific activity of f~-GLU, a-GLU, f-HEX and a-MAN in royal jelly M I, M I, larvae
L1, L II and in hypopharyngeal glands of bee’s (G). (X) means, that presented activity
should be x-time multiplied. Values are given as mean +SE (n = 5). Activity of enzymes
in hypopharyngeal glands of nurse bee’s was cited from Costa and Cruz-Landim [2005]
article. f-HEX, a-MAN and a-GLU were detected in trace amounts; activity of f-GLU
was six-fold higher

zostata stwierdzona w §ladowych ilosciach [Costa and Cruz-Landim 2005]. W wymienio-
nej pracy stwierdzono rownoczesnie duza aktywnosé f-HEX u swiezo wyleglych pszczot
robotnic (30 jednostek). Co interesujace w przypadku spokrewnionego gatunku Scap-
totrigona postica, $wiezo wylegte osobniki pszczot robotnic 1 karmicielki wykazywaty
wyjatkowo duza aktywno$¢ tego enzymu (40 jednostek).

Hydrolizg nieredukujacego konca zawierajacego reszty S-N-acetyloglukozaminy lub
[-N-acetylogalaktozaminy w czasteczkach glikolipidow, glikoprotein oraz glikozamino-
glikanow katalizuje lizosomowy S-HEX. Lizosomowa a-MAN jest z kolei odpowiedzial-
na za degradacje¢ glikopolimerow (w tym glikoprotein) zawierajacych mannozg. Enzymy
te naleza do najbardziej aktywnie zaangazowanych w komorkowe procesy trawienne
(tzw. ang. house keeping enzymes). Oba te enzymy wystgpuja powszechnie w tkankach
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zwierzat, skad w réznym stopniu moga by¢ wydzielane do ptynow fizjologicznych [Sku-
dlarek i in. 1992].

W mleczku pszczelim M 11 M Il oraz w larwach L 11 L II stwierdzono takze aktyw-
nos$¢ innych glikozydaz: a-FUC, a-GAL, f-GAL oraz f-MAN. Aktywnosci tych enzy-
moéw byty niewielkie w mleczku M I i larwach L I. W larwach o wigkszej masie (L II)
aktywnosci wymienionych enzymow byly juz znacznie wyzsze, dotyczyto to rowniez
mleczka II (tab.).

Tabela. Aktywnoé¢ wiasciwa a-FUC, a-GAL, f-GAL i f-MAN [mU-mg '] w mleczku I i II,
larwach I i II oraz w gruczotach podgardzielowych pszczoét karmicielek. Dla kazdego
enzymu podano $rednig +SE (n = 5)

Table.  Specific activity of a-FUC, a-GAL, f-GAL and f-MAN [mU-mg™'] in royal jelly I and
11, larvae I and II and in hypopharyngeal glands of nurse bee’s. Values ave given as mean

+SE (n=5)
Enzym Mleczko I Mleczko 1T Larwy I Larwy II *Gruczoty
Enzyme RII RJII Larvae I Larvae II *Glands
a-FUC 0,021 +£0,01 0,045 +0,02 0,074 0,02 0,334 £0,11 0-5 (brak)
a-GAL 0,025 +0,02 0,111 £0,02 0,031 +0,01 0,373 0,15 0 (brak)
p-GAL 0,028 +£0,01 0,048 +£0,02 0,158 0,05 0,404 +£0,21 5 ($lady)
S-MAN 0,006 +£0,01 0,053 +£0,02 0,052 +0,02 0,364 +0,05 -

* Dane zaczerpnigte z pracy Costy i Cruz-Landim [2005]. Aktywno$¢ wyrazona w jednostkach umownych/
/Results was cited from Costa and Cruz-Landim [2005]. The activity was expressed in conventional units.

Glikozydazy czgsto charakteryzuje si¢ na podstawie optimum pH ich dzialania,
dzielac je na kwasne i neutralne. Glikozydazy wystepujace w lizosomach sa aktywne
w pH 5.0 i nizszym, natomiast neutralne w pH 6.0-6.5. Glikozydazy mleczka pszcze-
lego i larw wykazuja optima aktywno$ci w pH kwasnym i zblizonym do neutralnego
(3.5-4.0 oraz 4.5-5.5), co zostalo przedstawiono na rysunku 2. Profile zaleznosci ak-
tywnosci badanych enzymoéw od pH w mleczku I i larwach I sa bardzo podobne o ile nie
identyczne, co wskazuje ze prawdopodobnie wystepuja w nich te same formy enzymow
(rys. 2).

Biorac pod uwage fakt, ze w gruczolach podgardzielowych odpowiedzialnych za
wytwarzanie mleczka aktywnos$¢ wigkszosci glikozydaz (za wyjatkiem S-GLU) jest
bardzo mata, albo wrecz niewykrywalna, pochodzenie znaczacych aktywnosci bada-
nych enzymoéw w mleczku pszczelim jest niejasne. Mozliwym zrédtem niewielkiej ak-
tywnos$ci kwasnych glikozydaz w mleczku pszczelim moze by¢ jajo, poniewaz podczas
wydostawania si¢ larwy z jaja wydziela ona ptyn zawierajacy enzymy hydrolityczne
rozpuszczajace otoczke jaja [Wilde 2013]. W procesie tym oprocz proteinaz moga braé
udziat glikozydazy.

Bialka stanowia frakcj¢ o najwigkszym udziale procentowym suchej masy mlecz-
ka pszczelego. Wsrod tych biatek wystepuja rézne enzymy (w tym glikozydazy) oraz
glikany, stanowiace rowniez komponenty bialek i lipidow (glikoproteiny i glikolipidy)
[Tiemeyer i in. 2008, Varki i Lowe 2008, Varki i in. 2008]. Kolejne prace na temat
sktadu mleczka donosza o coraz to nowych, jeszcze niescharakteryzowanych sktadni-
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Fig. 2. Optimum pH activity for f-GLU, a-GLU, pf-HEX and a-MAN

kach zawierajacych komponenty glikanowe. Przyktadem moze by¢ glikoproteina RJ-P1
ulegajaca stopniowemu rozktadowi podczas przechowywania mleczka [Kamakura i in.
2001]. Jest ona podjednostka wigkszego biatka stymulujacego proliferacjg¢ ludzkich mo-
nocytéw [Kimura i in. 2003, Bin Han i in. 2011]. Przepuszcza sig, ze biatko to moze by¢
zaangazowane w namnazanie i roznicowanie si¢ komorek larwy pszczelej [Haltiwanger
i Lowe 2004].

Mleczko pszczele zawiera wiele substancji bioaktywnych, ktorych funkcja moze by¢
regulowana przez sktadnik glikanowy [Varki i Lowe 2008, Varki i in. 2008]. Czg$¢
glikanowa bioaktywnych czasteczek moze by¢ modyfikowana przez glikozydazy za-
warte w mleczku. Kwasne pH mleczka powinno sprzyjac¢ dziataniu tych enzymow. Mo-
dyfikacja cze$ci glikanowej bioczasteczek nie ogranicza si¢ tylko do odlaczania, ale
i do przytaczania jednostek cukrowych, poniewaz glikozydazy petnig rowniez funkcje
transferaz [Varki i Lowe 2008, Varki i in. 2008]. Glikoproteiny stanowia istotna czg¢s$¢
produktéw bioterapeutycznych; w ich sktad wchodza, np.: erytropoetyna, cytokininy,
przeciwciata, glikozylotransferazy i glikozydazy. Rynek swiatowy tych produktow oce-
nia si¢ na miliard dolaréw [Bertozzi i in. 2008]. Jezeli obecnos¢ kwasnych glikozydaz
w produkcie takim jak mleczko pszczele jest korzystna, mozna zaktada¢, ze wzbogace-
nie mleczka w ekstrakty z mlodych larw uzupeni jego sktad o wiele cennych sktadni-
kéw bioaktywnych.
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1. W pracy przedstawiono sugestie, ze kwasne glikozydazy obecne w mleczku pszcze-
lim moga czgsciowo pochodzi¢ z wydzielin larw.

2. Dodatek wyciagoéw larw do mleczka pszczelego moze wzbogaci¢ je w wiele cen-
nych sktadnikéw bioaktywnych.
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THE ACTIVITY OF ACID GLYCOSIDASES IN ROYAL JELLY
COLLECTED FROM QUEEN BEE’S CELLS AT DIFFERENT STAGES
OF LARVAE DEVELOPMENT

Summary. Royal jelly (RJ) is a secretion of hypopharyngeal glands of young worker
bees ‘nurses’. It is used to feed all the larvae in the bee colony during the first 3 days of
their life, and the mother bee for the whole stage of larvae. Within the royal jelly there is
a number of enzymes from the group of acid glycosidases. Their main purpose is digestion
of carbohydrates and carbohydrate components of glycoconjugates. The aim of the study
was an attempt to determine the origin of the activity of acid glycosidases in royal jelly.
Royal jelly was collected in May and June in the breeding apiary “Wojtek™ in the village of
Bren Osuchowski, community Czermin close to Mielec. Royal jelly was harvested, placed
in a thermos with ice, and transported to the laboratory. Than samples of approximately
1 cm?® were prepared and frozen at —78°C. After thawing, the samples were weighed, diluted
with 3-fold volume of saline (0.9% NaCl) containing 0.1% Triton X-100 and homogenized.
Larvae of mother bees were extracted from nurseries. Than test portion from 5 larvae were
homogenized with 3-fold volume of saline containing 0.1% Triton X-100. Enzyme activity
was determined in royal jelly that was collected in the third (M I) and fifth (M II) day of larval
development and from larvae at the corresponding time (L I and L II). The optimal pH for
the investigated acid glycosidases in royal jelly and in larvae homogenates was determined.
Activity of acid glycosidases was determined using spectrometric method by Barrett and
Heath from 1977. It was assumed that the unit of enzyme activity (U) is the activity of
enzyme which converts 1 umol of substrate during 1 min at 30°C. The enzyme activity was
given in mU for 1 mg of royal jelly or 1 mg weight of larvae. The statistical calculations
were conducted using Statistica 8.0 (Stat. Soft., Inc., Tulsa, OK., USA). The highest activity
of enzymes in royal jelly was observed for f-glucosidase, a-mannosidase and f-N-acetyl-
-D-hexosaminidase. However, in the larvae from queen bee’s cells activity a-mannosidase,
f-N-acetyl-D-hexosaminidase and a-glucosidase were relatively high. Activity of these
enzymes in the hypopharyngeal glands of the honey bee Apis mellifera was given by the
authors Costa and Cruz-Landim in publication from 2005. In the hypopharyngeal glands
there is a high level of f-glucosidase activity, while the other of the enzymes were detected
in trace amounts only. Based on our results and on the results presented by Costa and
Cruz-Landim in 2005, it is suggested, that acid glucosidase in royal jelly may partly come
from the secretions of the larvae. Also the positive influence of larvae secretion on glycan
ingredients of royal jelly was considered.

Key words: royal jelly, larvae from queen bee’s cells, acid glycosidases
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