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Procesy trawienia u przezuwaczy polegaja na wspoidziataniu dwdch
systeméw metabolicznych — populacji mikroorganizméw zwacza oraz
enzyméw trawiennych przewodu pokarmowego. Podstawowa rola mi-
kroorganizméw zwacza to synteza swoistych bialek z wykorzystaniem
azotu paszy i endogennego azotu oraz hydrolityczny rozklad weglowo-
danéw strukturalnych (celulozy, hemicelulozy) z pasz roslinnych, do tra-
wienia ktérych zwierzeta nie posiadajg enzyméw jelitowych.

Przemiany jakim ulega w zwaczu spozyta pasza zalezg od calego sze-
regu czynnikéw chemicznych, fizycznych i biologicznych. Czynniki te
wplywaja na rozwéj mikroorganizméw, a tym samym na synteze ich
biatka i rozmiary konwersji azotu dawki pokarmowej na biatko mikro-
organizméw zwacza i dlatego zastuguja na krétkie oméwienie. Typ i wiel-
kosé aktywnosci mikroorganizméw w zwaczu zalezg od skladu chemicz-
nego i stanu fizycznego paszy oraz od warunkéw panujacych w zwaczu
(pH, stopien rozcienczenia). Konkurujgce ze soba procesy o roznych
szybkosciach zachodzace w zwaczu (rozklad, synteza, absorpcja i wplyw)
lacznie z ciaglym spozyciem paszy dajg dynamiczny uklad fermentacji
cigglej, w ktérym badania iloSciowe sg trudne do przeprowadzenia. Roz-
ktad i wykorzystanie paszy zalezy $ciSle od czasu jaki pasza pozostaje
w zwaczu i od aktywnosci mikroorganizméw. Srodowisko zwaczowe oraz
czas przebywania paszy w zwaczu warunkowane sg przez takie czynniki
jak typ i ilos¢ spozytej paszy, wydajnos¢ doptywu $liny oraz szybkosc
przejScia treéci ze zwacza do dalszych odcinkéw przewodu pokarmowe-
go. OgolMe stwierdzi¢ mozna, ze rozklad paszy pobranej i zatrzymanej
w zwaczu zalezy od czynnikéw fizycznych zwigzanych z mechanizmem
trawienia, powierzchni paszy wystawionej na dzialanie mikroorganizméw,
wielkoséci i rodzaju populacji mikroorganizméow, objetosci zwacza i stop-
nia rozcienczenia pltynu zwaczowego oraz dzialania buforujacego i obje-
tosci ptynu wptywajacego do zwacza.

Znaczny (w ilosci do 2/3) rozklad skiadnikow pokarmowych w zwa-
czu powodowany przez mikroorganizmy jest zwigzany z zapotrzebowa-
zniem energetycznym mikroorganizméw dla przeprowadzonych syntez
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1 wzrostu numerycznego populacji. Beztlenowy charakter fermentacji
zwaczowej wyznacza malg produkcje ATP na czgsteczke odwodorowane-
go substratu. Tak wigc mala dostepnos¢ wigzan wysokoenergetycznych
uzasadnia z géry duzy rozklad skladnikéw paszowych obserwowany w
zwaczu. Teoretyczna wydajno§é syntezy bakterii wynosi 28 g suchej
masy komoérek na 1 mol ATP (29). Duzo nizsze wartosci w Zwaczu i czys-
tych kulturach $wiadczg o malej efektywno$ci systemu przetwarzania
energii w metabolizmie mikroorganizméw. Mala wydajno$é wynika praw-
dopodobnie z dajacych straty cykli syntezy i rozkladu tych samych
zwigzkOw oraz wzrostu i rozkladu mikroorganizméw w obrebie zwacza.
Nolan i Leng (62) na podstawie badan kinetyki amoniaku z 15N suge-
ruja, ze ok. 30% populacji bakterii w zwaczu jest rozkladane w miejscu
powstania. Straly te mogg powodowaé¢ zmniejszenie o 30% dostepnego
ATP, co obniza wydajno$¢ molowa wzrostu z 28 do 19 g. Podobnie Abe
i Kandatsu (1) uwazaja, ze do 40% bakterii wytworzonych w zwaczu
jest ,,wykorzystywane” przez pierwotniaki.

Wydajno§¢ produkcyjna mikroorganizméw zalezy od szybkosci wzros-
tu, regulowanej u pojedynczych gatunkéw przez liczne czynniki (36). We-
diug Hungate (43) ciezar komérek mikroorganizméw stanowi 10—15%,
przefermentowanych substratéw i jest nizszy od teoretycznego. Ograni-
czenie wzrostu moze by¢ wynikiem niedoboru przyswajalnych substancji
dostarczajgcych energie (glownie weglowodanéw), dostepnych zwigzkéw
azotowych lub innych czynnikéw wzrostowych. Zachodzi takze hamowa-
nie wzrostu — by¢ moze przez koncowe produkty metabolizmu lub czyn-
niki autoregulacyjne, poniewaz szybko§¢ wzrostu zwieksza si¢ po roz-
cienczeniu tresci zwacza roztworem soli o odpowiednim skladzie i sile
jonowej (27). Z obserwacji Hobsona (35) wynika, ze w czystych kul-
turach mikroorganizméw wydajno$¢é molowa wzrostu zwieksza sie z 10
do 20 g, gdy rozcienczenie wzrasta 3—5-krotnie.

Mikroorganizmy zwacza muszg otrzymaé wszystkie niezbedne dla
nich sktadniki pokarmowe z dawka, droga sekrecji endogennej do zZwacza
lub w wyniku zalezno$ci symbiotycznych miedzy gatunkami w obrebie
populacji. Substratami dla syntez komérkowych mikroorganizméw sa
najczesciej proste zwigzki jak amoniak i dwutlenek wegla. Lic‘xe gatun-
ki wymagaja podazy kwaséw tluszczowych C,—Cs o prostym i rozgate-
zionym lancuchu (18). Zapotrzebowanie na substancje mineralne zaspo-
kajane jest droga podazy z dawksg i $ling, witaminy pochodzg z dawki
i wlasnej syntezy mikroorganizmow.

Znaczny rozklad bialek z dawki pokarmowej dostarcza zwigzkéw azo-
towych — peptydéw, aminokwaséw oraz amoniaku, stuzgcych jako zré-
dio azotu dla syntezy bialek mikroorganizméw. Dla wielu gatunkéw amo-
niak jest podstawowym i preferowanym, a niekiedy nawet niezbednym
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zrodlem azotu (20). Mikroorganizmy zwacza wykorzystujac amoniak r6z-
nig si¢ od wiekszosSci heterotroficznych bakterii pod tym wzgledem, ze
przeprowadzajg synteze aminokwaséw z amoniaku nawet wtedy, gdy
egzogenne aminokwasy sg obecne w S$rcdowisku (91). Bacteroides rumi-
nicola rosng w obecno$ci amoniaku i peptydéw jako glownych zrédel
azotu (97), nie wykorzystuja natomiast wolnych aminokwaséw (69). Wy-
nika to z faktu, Ze posiadaja one mechanizmy aktywnego transportu
oligopeptydéw (66), natomiast nie sg w stanie efektywnie wchlaniaé wol-
nych aminokwaséw. Wyjatek stanowig aminokwasy siarkowe, dzialajgce
stymulujgco na wzrost szczepéw wykorzystujacych amoniak, podobnie
jednak dziala siarka nieorganiczna (33). Peptydy wchloniete do komérek
mikroorganizméw ulegajg bardzo szybko rozkladowi.

Proteazy zwaczowe sg gléwnie zwigzane w komoérkach bakterii gram-
ujemnych (13, 97) i s uwalniane do Srodowiska podczas rozpadu kcmo-
rek. Proteazy sa enzymami konstytucyjnymi i nie podlegaja regulacji
poprzez stezenie substratu i produktu, czyli sklad dawki pokarmowej nie
ma duzego wplywu na aktywnos$¢ proteolityczng tresci zwacza (5, 14).

Zawartos¢ aminokwaséw w plynie zwaczowym jest bardzo niska i wy-
nosi 2,6—65X10-°% M (3). Aminokwasy bialka dawki sg w zwaczu bardzo
szybko rozkladane w kierunku produkcji amoniaku, dwutlenku wegla
i lotnych kwas6éw tluszczowych. Wzrost czystych kultur bakteryjnych
jest proporcjonalny do stezenia amoniaku w osrodku od 0,5 do 4X10—5 M
(19), a zawartos¢ NH; w plynie zZzwaczowym przy normalnym zywieniu
utrzymuje sie przy gornym poziomie lub go przekracza. Dla gléwnego
enzymu wigzgcego amoniak, dehydrogenazy glutaminianu, substratem
jest raczej jon amonowy niz NHj;, co wynika z wartosci pH plynu zwa-
czowego. Dehydrogenaza glutaminianu w zalezno$ci od gatunku bakterii
wspoéldziala z NAD lub NADP, a wzgledne proporcje tych enzymoéw za-
lezg od rodzaju dawki pokarmowej (23, 65). Zwiekszenie w Srodowisku
zawartosci tych koenzymoéw zwieksza metaboliczne wykorzystanie pro-
dukowanego NHj.

Jakkolwiek jakos¢ biatka réznych czystych kultur jest zrdéznicowana
(11), a sklad aminokwasowy i udzial aminokwaséw w azocie ogélnym
zmieniajg sie w poszczegélnych gatunkach pierwotniakéw (38), to rézno-
rodno$¢ populacji bakteryjnej w zwaczu powoduje, ze biatko mikroor-
ganizmoéw opuszczajacych zwacz ma wzglednie stalg warto§¢. Duze zmia-
ny dawki pokarmowej nie zmieniajg w sposéb istotny u owiec skladu
aminokwasowego (93) lub jakosci biatka (12) mikroorganizméw. Zawar-
to§¢ azotu w preparatach mieszanych bakterii zwaczowych wynosi ok.
10,5%0 suchej masy komorek (17, 43), czyli ok. 65%0 komoérek mikroorga-
nizmoéw stanowi bialko surowe (72). Azot aminowy stanowi 75—85%
azotu ogblnego mikroorganizméw (73).
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W biatku mikroorganizméw aminokwasy siarkowe s limitujace w
stosunku do bialka jaja i produkowane sa w ilosci niewystarczajacej do
pokrycia zapotrzebowania wzrostowego zwierzecia oraz do produkciji
welny (61).

Wydajnos¢ proceséw syntezy bialka mikroorganizméw w zwaczu za-
lezy w sposéb zasadniczy od réwnowagi pomiedzy réznymi formami azo-
tu oraz rownoczesnosci degradacji weglowodanéw i zwigzkdéw azotowych.
Dlatego do dokladnego poznania proceséw zwaczowych konieczna jest
znajomo$¢ stezen zaréwno substratéw jak i produktéw reakcji chemicz-
nych zachodzgcych w tym cigglym systemie fermentacyjnym. Przemiany
kataboliczne skladnikéw pokarmowych polegaja gléwnie na dostarczaja-
cym energii rozkladzie weglowodanéw do lotnych kwaséw tluszezowych
oraz na reakcji

biatko dawki — zwigzki azotowe niebialtkowe (R1).
Reakcji tej towarzyszy proces syntezy:
zwigzki azotowe niebialkowe — bialko mikroorganizméw (R2).

W praktyce zywieniowej jednym z gléwnych czynnikéw okreslaja-
cych dawke pokarmowa dla zwierzat jednozotgdkowych jest zawartosé
1 jakos¢ biatka. W przypadku zwierzat przezuwajagcych azot dawki ulega
transformacji bakteryjnej i warto$¢ bialka jakg uzyskuje zwierze moze
by¢ wyznaczona tylko przy dokladnym okresleniu wielko$ci syntezy bial-
ka mikroorganizméw. Do chwili obecnej opracowano caly szereg metod
posrednich do oznaczania udzialu bialka mikroorganizméw w tresci po-
karmowej przezuwacza. Podstawowa trudno$¢ lezy w odréznieniu biatka
mikroorganizméw od nierozlozonego biatka dawki, gdyz nie ma zadnej
metody chemicznej, ktéra umozliwilaby takie rozréznienie.

Metody bilansu fermentacyjnego

Metody bilansu fermentacyjnego opierajg sie na zalozeniu, ze proces
fermentacji mikrobiologicznej dostarcza energii i substratéw do wzrostu
komoérek mikroorganizméw i jest z tym wzrostem Scisle zwigzany (43).

Wykorzystanie ro6wnan stechiometrycznych i pro-
dukcji wodoru

Metoda opiera sie na teoretycznym schemacie stechiometrycznej prze-
miany substratéow do lotnych kwasoéw tluszczowych, kwasu mlekowego,
metanu i wodoru (64), czemu towarzyszy synteza komorek bakteryjnych.
W tabeli przedstawiono wspoétczynniki reakcji przy produkcji LKT, me-
tanu i kwasu mlekowego kosztem fermentacji glukozy (87). Uwzgled-
niajgc fakt, ze zuzycie i produkcja wodoru w reakcjach zwaczowych mu-
szg by¢ zbilansowane, wyliczy¢ mozna, dla danego przebiegu fermentaciji,
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Tabela
N Mole wodoru
Mole glu- Mole ATP
Na 1 mol OZy prze- wytworzo-
fermento- | Wytworzo- .
ware ne zuzyte ne
Octanu (A) 1/2 2 — 2
Propionianu (P) 1/2 1 2 2
Maslanu (B) 1 4 2 2
Walerianianu (V) 1 3 4 2
Mleczanu (L) 1/2 — — 1
Metanu (M) 1 mola CO, — 4 1
odzysk wodoru metabolicznego H,, z reakcji: H, wytworzony = 2A+

+P+4B+3V = 2P+2B+4V+Hz, = H; zuzyty. Wodér metaboliczny
moze by¢ zuzyty do syntezy suchej masy komoérek wg reakeji:

CeH,,061 1,93 (2H) — CgHy 450299 1+3,01 H,O przy czym CgH, 350, 4,N, , jt.
sredni sklad elementarny preparatu mikroorganizméw, ktére zawierajg
w suchej masie 10,72%0 N, 46,16% C, 6,32% H i 30,669 O (26).
Zakladajgc pelne zuzycie wodoru metabolicznego do syntezy komoérek
z reakcji wynika, ze 60 g suchej masy (s.m.) komérkowej powstaje przy
fermentacji 1 mola glukozy, 30 g produkcji 1 mola LKT lub 15 g na
1 mol wytworzonego ATP. Ilo§¢ s.m. komoérek uzyskana z tych obliczen
zalezy istotnie od dokladnosci oznaczen metanu i wodoru a takze pra-
widlowego wyznaczenia skladu mikroorganizméw. Wg Hungate (44)
komérki bakterii zwaczowych zawierajag wiecej wodoru niz substraty,
ktoére rozkladaja, i sklad ich jest nastepujgcy: CeH;360,7N1o. Przy fer-
mentacji okre§lonego typu im mniej wodoru jest zuzyte do syntezy ko-
moérek tym wieksza moze by¢ produkcja metanu i na odwroét.

Wykorzystanie produkcji ATP

Druga mozliwos¢é zastosowania bilansu fermentacji do oceny syntezy
bakteryjnej w zwaczu to ustalenie catkowitej produkcji LKT przy tra-
wieniu okreslonych substratow i wyliczenie na tej podstawie ATP do-
stepnego dla syntezy, co determinuje ilos¢ s.m. bakteryjnej jaka moze
byé zsyntetyzowana. Bauchop i Elsden (8) wykazali, ze ok. 10,5 g (10—12
g) s.m. komorek przyrasta na 1 mol ATP dostepnego, w zaleznosci od
rodzaju substratu fermentacji. Dalsze badania (29, 37) wykazaly jednak,
ze molowa wydajnos¢ wzrostu Y arp (ilo§¢ g s.m. komérek na 1 mol ATP
dostepnego) nie zawsze jest stata, lecz przy fermentacji ciagglej tresci
zwacza zmienia sie u roéznych organizméw w zaleznosci od rodzaju sub-
stratu i szlaku fermentacji. Obserwowane wartosci Yarp wynoszg 10—
—20 g/1 mol ATP (35, 90). Baldwin i in. (6) sugerujg wartos¢ 15 g s.m.
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Hogan i Weston (37) stwierdzili, ze fermentacja 100 g substancji orga-
nicznej slomy trawionej alkaliami zwigzana byla z synteza 2,5—3,7 g N
w komoérkach bakteryjnych, co daje teoretycznie Yarp 10—14 g. Po-
mimo tych zmiennych wartosci Hogan i Weston (37) wyrazajg poglad, ze
dla danego typu dawki pokarmowej Y arp jest wzglednie state.

Baldwin i in. (6) wyliczyli wspéiczynniki, ktére w oparciu o pro-
dukcje LKT pozwalajg okres$li¢ dostarczanie i zuzycie ATP w reakcjach
syntezy i rozkladu zachodzacych w zwaczu, dla 3 typéw bakterii zwa-
czowych: a) celulolitycznych, podobnych do Ruminicocci flavefaciens
i allus, b) amylolitycznych, ¢) o szerokim zakresie substratéw i stabej
aktywnos$ci celulolitycznej (np. Bacteriodes ruminicola i kilka gatunkéw
Butyrivibrio). '

Z danych dla réznych dawek pokarmowych wynika, ze w zaleznosci
od typu fermentacji przy produkcji 1 mola LKT dla mikroorganizméw
zwacza dostepne jest 2,2—2,8 moli ATP. Wartosci wyliczone przez in-
nych autoréw wahajg si¢ w granicach (89) do 2,6 moli LKT/1 mol
ATP (52).

Na wydajno$¢ syntezy ATP przy fermentacji majg wplyw wzajemne
proporcje LKT i produkcja metanu (87) oraz zapotrzebowanie pokarmo-
we mikroorganizméw (6). Efektywne wykorzystanie ATP do syntezy
komoérek bakteryjnych zalezy m.in. od podazy substratéw nieenergetycz-
nych [azot, czynniki wzrostowe (41)] oraz od parametréw Srodowiska in-
kubacyjnego (70).

Poprawno$é metod opartych na bilansie fermentacji skladnikow we-
glowodanowych dawki do LKT i metanu zalezy od prawidlowo przyje-
tych wspélczynnikéw wigzacych produkcje H,, LKT i ATP z tworze-
niem komoérek bakteryjnych.

Metody znacznikéw izotopowych

Metoda oparta o wbudowywanie3S do biatka
mikroorganizmoéw

Block, Stakel i Loosli (17) wykazali, ze %S0~ dodany do zwacza jest
wbudowany do cysteiny i metioniny w bialku mikroorganizméw, synte-
tyzowany w zwaczu. Fakt ten wykorzystali Hendrickx i in. (32) do od-
réznienia biatka mikroorganizméw od nierozlozonego bialka paszy w
treSci zwacza in vitro. Oparli sie przy tym na zaloZeniu, Ze skiad ami-
nokwasowy bakterii zwaczowych jest wzglednie staly, niezaleznie od
dawki pokarmowej (73, 93). Przy produkcji okreSlonych ilosci biatka
syntetyzowane sg te same iloSci metioniny i cysteiny (odpowiednio 3 i 2
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g S/100 g bialtka), czyli na kazdg jednostke zsyntetyzowanego N-biatko-
wego wbudowywana jest taka sama ilo§¢ S (stosunek molowy N/S =
= 1/0,02). Stosujac 3°S o znanej aktywnosci wlasciwej uzyskuje sie sta-
to§¢ stosunku N/%%S w bialku mikroorganizméw. Wielkosé tego stosunku
wyznaczy¢ mozna w ukladach, w ktoérych zachodzi tylko reakcja (R2).

Stosujac te metode Henderickx i Martin (33) badali in vitro:

a) wykorzystanie do syntezy bialka mikroorganizméw azotu z roz-
nych zwigzkéw drobnoczgsteczkowych w obecno$ci réznych zrédel ener-
g1,

b; czynniki wplywajace na rozklad i dalsze wykorzystanie bialek.
Metoda opracowana przez Henderickxa i in. (32) do badan in vitro nie
moze by¢ zastosowana wprost do badan in vivo z nastepujgcych powo-
dow (34):

a) niemozliwe jest ustalenie standardowego stosunku 35S/1 g N-bial-
kowego zsyntetyzowanego w plynie zwaczowym;

b) trudne jest przejScie z pomiaréw wzglednych do absolutnego wy-
znaczenia iloSci zsyntetyzowanego bialka. Aktywno$¢ wlasciwa izotopu
w tresci zwacza ulega zmianie wskutek réznej zawartosci SO.2—, lub
zwigzkéw metabolizowanych do SO,2>—, w paszy (58) czy podazy siarki ze
sling lub droga sekrecji endogennej. Ré6wnoczesnie wbudowanie SO,2—
do aminokwaséw siarkowych jest reakcja wielostopniows, ktérej kazdy
etap przebiega z inng szybkoscig. Co wiecej, nie caly SO~ ubywajacy
ze zwacza wbudowywany jest do mikroorganizméw. Duza jego czes$¢ jest
redukowana do S2~ i w tej formie zanika ze zwacza;

c) adaptacja mikroorganizméw do réznych zrédel siarki oraz wplyw
siarczku, metioniny i cysteiny na wbudowanie S do biatek (30) kompli-
kuje iloSciowsq interpretacje metody.

Harmeyer i in. (31) wykazali, Zze stosowanie %3S in vitro takze obar-
czone jest znacznym biedem. Jezeli zalozenia Henderickxa i wsp. (32)
o stalo$ci stosunku S/N i 35S/N w mikroorganizmach sg stuszne, wtedy
nalezy spodziewac sie, ze:

a) nie zachodzi wlgczanie 3°S do bialka mikroorganizméw juz znaj-
dujacych sie w tresci zwacza,

b) w plynie inkubacyjnym nie nastepuje znaczny rozpad biatka mi-
kroorganizmow. _

Chcgc to wyjasni¢ Harmeyer i in. (31) starali sie ustali¢, czy wbudo-
wywanie 35S jest:

a) liniowg funkcjg ilo§ci nowo zsyntetyzowanego bialka mikroorga-
nizméw (3Sypua=F (A N) bialka mikroorganizmow), b) funkcjg szyb-
kosci wzrostu mikroorganizméw, oraz c) czy zachodzi wbudowywanie
38, gdy wzrost mikroorganizméw jest zerowy.

Autorzy ci badali wigczanie 35S do wytragcalnej kwasem tréjchloro-
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octowym (TCA) frakeji mikroorganizméw zwacza przy réznych szybkos-
ciach wzrostu. Stosowali plyn zwaczowy owiec zywionych dawkg z mocz-
nikiem jako jedynym zrdédlem azotu. Dlatego caly azot wytrgcalny TCA
uznano za azot mikroorganizméw. Okres inkubacji in vitro wynosil 6
godz. Autorzy wykazali, ze wzrost mikroorganizméw zalezy od dodanego
autstratu. Iloé¢ siarki wbudowana podczas okresu inkubacji nie jest li-
niowo skorelowana z iloScig nowo zsyntetyzowanego bialka, gdy zmienia
sie szybkos¢ wzrostu. Zalezno$¢ pomiedzy wlaczaniem 35S i tempem
wzrostu opisuje zlozona funkcja. Ponadto stwierdzono, ze zachodzi znacz-
ne wbudowywanie 3S gdy wzrost mikroorganizméw netto wynosi 0.

Wyniki Harmeyera i in. (31) wprowadzaja trudnosci interpunkeciji
zwigzku pomiedzy synteze bialka mikroorganizméw a wbudowywaniem
35S. Wydaje sie jednak, ze wyniki te czeSciowo zalezg od stosunkowo diu-
giego czasu inkubacji. Krétki cykl zyciowy bakterii moze by¢ powodem
lizy komoérek i zuzywania ich skladnikéw jako substraty przez inne mi-
kroorganizmy. Potwierdza to fakt wbudowywania 35S przy niedoborze
substratéw i zerowym wzroscie netto, w warunkach gdy synteza komoérek
jest ro6wna ich rozkladowi. Zbyt dlugi czas inkubacji powoduje znaczne
zmniejszenie stezen substratéw i zwolnienie tempa wzrostu komérek.

Nikoli¢ i in. (61) zastosowali 35S in vitro do badania wplywu pozio-
mu NH, w treSci zwacza na synteze bialka mikroorganizméw. Stwier-
dzili oni liniowag zalezno$¢ wbudowywania 3°S od czasu inkubacji (do
4 godz.) oraz stalg aktywno$é¢ wlasciwg puli siarczku w plynie inkuba-
cyjnym. Stosunek N/S we frakcji mikroorganizméw (nierozpuszczalnej
w TCA) wynosil 20,1, zgodny z wartoscig teoretyczng podang przez Hen-
derickxa i in. (34).

Wydaje sie, ze zalozenia Harmeyera i in. (31) powinny by¢ przeba-
dane w ukladach inkubowanych krdcej, stosujgc preparaty 35S o wyzsze]j
aktywnosci wlasciwej. Zalezno§¢ pomiedzy wbudowywaniem 3S a tem-
pem wzrostu mozna by ograniczy¢ do szybkosSci poczatkowej, gdy za-
opatrzenie w substraty i aktywnos$¢ mikroorganizméw sg wystarczajgce
do zapewnienia maksymalnego wzrostu.

Hume (42) oraz Beever i in. (9) zastosowali dozwaczowe infuzje
Na,3*50, do okreflenia in vivo proporcji bialka dawki oraz mikroorga-
nizméw w treSci dwunastnicy owiec. We frakcji mikroorganizméw z
dwunastnicy (M) oraz w pelnej tresci dwunastnicy (D) oznaczono aktyw-
nos¢ wlasciwg siarki w metioninie. Stosunek M/D réwny ok. 1 przy daw-
ce zawierajgcej jedynie nieaminokwasowy azot niebialkowy, a zwieksza-
jacy si¢ w miare udzialu bialka dawki w tre§ci dwunastnicy, podaje
wzajemne proporcje bialka mikroorganizméw oraz nierozlozonego biatka
pochodzenia paszowego. W metodzie tej nalezy rozpatrzy¢ trzy mozliwe
zrodla bledéw: a) endogenng sekrecje metioniny do tresci pokarmowej,
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b) wbudowywanie do mikroorganizméw aminokwaséw siarkowych dawki
bez ich rozkladu i syntezy na nowo wigczajgcej 35S, ¢) zanieczyszczenie
frakeji mikroorganizméw biatkiem roslinnym.

Stosunek M/D bliski 1 przy dawce bezbiatkowej (9, 42) Swiadczy
o bardzo malej sekrecji lub o pelnym rozkladzie endogennej metioniny.
Nolan i Leng (62) stwierdzili, ze jedynie 80% azotu zsyntetyzowanych
mikroorganizméw pochodzi z puli amoniaku w zwaczu. Pozostale 20%
stanowig aminokwasy dawki wbudowane wprost. Zakladajac rownomier-
ng synteze wszystkich aminokwaséw, o czym $wiadczy staly sklad ami-
nokwasowy preparatow mikroorganizméw, niezaleznie od dawki pokar-
mowej (51, 73), ok. 1/5 iloSci aminokwaséw siarkowych w mikroorga-
nizmach nie bedzie wnosi¢ znacznika izotopowego. Powoduje to zanizenie
oznaczen konwersji, podobnie jak zanieczyszczenie frakcji mikroorganiz-
mow biatkiem roslinnym.

Leibholz (51) zastosowala ciagla dozwaczows infuzje 35SO,2~ do oceny
proporcji biatka mikroorganizméw w treSci dwunastnicy owiec poprzez
wyznaczenie aktywnoSci wlasciwej siarki w cysteinie (oznaczonej jako
kwas cysteinowy) we frakcji mikroorganizméw oraz w cysteinie obecnej
w tresci dwunastnicy. Uwagi o mozliwych btedach przy znakowaniu me-
tioniny in vivo odnosza sie takze do tej metody. Dwukrotnie wyzsze za-
warto$ci metioniny niz cysteiny [1,7 i 0,8%, (51)] we frakcji mikroorga-
nizméw sugeruja, ze wyniki oparte o oznaczenia metioniny moga byé¢
obarczone mniejszym bledem wzglednym przy zblizonym udziale bialka
mikroorganizméw w tresci pokarmowej.

Metoda oparta o wbudowywanie izotopéw
fosforu do komérek mikroorganizméw

Van Nevel i in. (87) zastosowali 32P in vitro jako wskaznik syntezy
mikrobiologicznej w reakcji (R2). Zalozenia metody oparli na wynikach
Kepes i Cohen (49), ze zwigzki ufosforylowane, takie jak nukleotydy i in.
nie penetrujg do wnetrza komoérek oraz ze fosforan nieorganiczny mie
opuszcza rosngcych komorek.

Oznaczano wbudowywanie 32PO,3~ do frakcji mikroorganizméw pod-
czas inkubacji in vitro glukozy i NH;HCO; z przesgczong treScig zwacza
owiec. Pozakomoérkowa pula fosforanu byia stata (83,0% 2,4 mg/100 ml
treSci zwacza) i znacznie wyzsza niz zawartos¢ NH; — 25,2 mg/100 ml (4)
iS22~ — 0,46 mg/100 ml (90). Duza zawartos¢ fosforanu zapewnia bardzo
male, mozliwe do pominiecia, zmiany w aktywnosci wlasciwej (AW) puli
fosforanu podczas inkubacji. Umozliwia to wyliczenie wigczania fosfo-

ranu wg wzoru
Pwbua = DPMypud/AW puli pozakomoérkowe]

8 — Postepy Nauk Roln. nr 3/76
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gdzie DPMyuq Oznacza zliczenie/minute w preparacie komérkowym.
Znajac zawartos¢ fosforu w suchej masie preparatéw mikroorganizméw
mozna, stosujgc te metode, wyliczy¢ produkcje s.m. komérek i poréwnac
z innymi metodami informujgcymi o tej produkcji.

Wydaje sig, ze wyniki uzyskane z wbudowywania, 3P sg troche za-
wyzone (na 1 mol LKT 30,11 mg s.m.) w poréwnaniu z 27,0 mg z bilansu
fermentacyjnego i 26,33 mg z wbudowywania NH,HCO; (87).

Jest prawdopodobne, ze aktywnos¢ wlasciwa pozakomoérkowej puli
Prieorg. jest oznaczona za nisko wskutek pominigcia faktu, ze w treSei
zwacza czeS¢ fosforu rozpuszczalnego w kwasach znajduje si¢ w formie
nukleotydoéw lub ufosforylowanych cukréw i zwigzkéw posrednich fer-
mentacji.

Uwzgledniajgc zalozenia o nieprzenikalnos$ci zwigzkéw ufosforylowa-
nych do komoérek mozna przypusci¢, ze wewngtrzkomérkowa aktywnosé
wlasciwa fosforanu (jako I prekursora) jest wyzsza od aktywnesci wlas-
ciwej wszystkich zwigzkéw fosforowych w bezkomérkowym plynie in-
kubacyjnym. Sugestie te potwierdzaja wyzsze wyniki zawartosci fosforu
w poszczegblnych frakcjach zwigzkow fosforowych w mikroorganizmach
uzyskane z whbudowywania 32P w stosunku co np. metody Schmidta-
-Thannhausera (D. Demeyer, informacja osobista). '

Poza tym wbudowywanie izotopu zalezy od szybkosci wzrostu (wigk-
sze wbudowywanie przy wolniejszym wzroscie). Uzycie 3P mierzy
,2wzrost calkowity”, zwiazany z wyjSciem znacznika do komorek, nie
zawsze rowny ,,wzrostowi netto”, okrazujgcemu rzeczywisty przyrost wiel-
koczgsteczikowych zwigzkow fosforowych, bialka i suchej masy komorek.

Bucholtz i Bergen (21) przyjeli synteze fosfolipidéw, znaczonych 33P
jako wskaznik syntezy bialka mikroorganizméw w zwaczu. Oparli sie na
zalozeniach, ze: a) synteza fosfolipidéw (blon komérkowych) jest wprost
proporcjonalna do wzrostu komorek (63,95), b) wzrost komoérek jest
wprost proporcjonalny do syntezy bialka w komoérkach (54), ¢) wewnagtrz-
Fomérkowa aktywnosé wlasciwa prekursoréw do syntezy fosfolipidow
osiaga bardzo szybko stan réwnowagi z aktywnoscig wewngtrzkomoérko-
wej puli fosforanu nieorganicznego (92).

Wyznaczano szybkos$¢ syntezy bialka z pomiaru szybko$ci syntezy
fosfolipidow w mikroorganizmach. Stwierdzono, ze po 4 godz. inkubacji
in vitro pula PO23~ w komédrkach nie osigga aktywno$ci wlasciwej
BPO,~ w plynie inkubacyjnym. Dlatego kazdorazowo wydzielano frak-
cje bakterii i pierwotniakéw i wyznaczano aktywno$¢ 3PO.3~. Uzyskane
przez Bucholtza i Gergena (21) wyniki 16,1 g bialka wtasciwego/100 g
przefermentowanej materii organicznej oraz 30 g strawnego biatka mi-
kroorganizméw/1 Mcal energii strawnej sg wyzsze od wartosci teore-
tycznych podanych przez Hungate (43). Nie mozna wykluczyé, ze w fa-
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zie intensywnego wzrostu frakcja fosfolipidéw po 4 godz. inkubacji osig-
ga wyzszg aktywno$¢ wlasciwa niz pula wewngtrzkomoérkowa prekursora
— fosforanu nieorganicznego (24).

Metodaopartaowbudowanie®®™ domikroorganizmoéw

Mikroorganizmy wykorzystujg amoniak do syntezy zwigzkéw azoto-
wych w komérkach. Je§li NH; w tresci zwacza jest znaczony 15N, izotop
zostaje wbudowany do mikroorganizméw. Ulbrich i Scholtz (86) i Pilgrim
1 wsp. (67, 68) badali szlak i kinetyke wbudowywania 1N do mikroorga-
nizmdw zwacza. In vivo interperacja iloiciowa wynikow jest utrudnic-
na gdyz stezenie ¥N-NH; w puli amoniaku w zwaczu ulega zmianie. Za-
wartoé¢ NH; w plynie zwaczowym wyznaczana jest przez nastepujgce
procesy (7): a) zamiane azotu dawki do aminokwaséw i amoniaku, b)
wchizanianie NH; przez mikroorganizmy, c) lize mikroorganizméw i roz-
kiad ich skladnikéw w zwaczu, d) absorpcje NH, przez Sciane zwacza,
e) sekrecje mocznika do Zwacza, f) przejScie NH; do dalszych odcinkow
przewodu pokarmowego wraz z trescig zwacza.

Jes$li inkubacje tresci zwacza prowadzi sie in vitro w ukladzie zam-
knigtym na stezenie amoniaku wplywaja tylio procesy a—c. Takie wlas-
nie warunki przyjeli Al-Rabbat i in. (4) w opracowanej metodzie wyz-
naczania syntezy mikroorganizméw kosztem NH; z pomiaru in vitro
szybkosci wbudowywania NH; do skladnikéw komoérek.

Jesli zalozy sie stan rownowagi dynamicznej to prébki tresci zwa-
cza inkubowane w ukladzie zamknietym mozZna uwazaé za przestrzen,
w ktorej NE; jest wytwarzany i wykorzystywany w sposéb ciggly ze
stalg i ré6wng szybkoscig. Po wprowadzeniu dawki !N-NH;, wyznaczy¢
mozna szybko§¢ wbudowywania 1N do mikroorganizméw.

Metoda pojedynczej dawki znacznika jest prawidiowa jesli:

a) zapewni sie warunki réwnowagi dynamicznej, czyli dopltyw
N-NH, do puli z rozkladu zwigzkéw azotowych dawki ma by¢ w przy-
blizeniu réwny ubytkowi z puli poprzez wbudowywanie do komoérek
mikroorganizméw;

b) ¥¥N-NH; wbudowany do komodrek nie wraca ponownie do puli NH;
wskutek rozpadu komorek;

c) fermentacja jest przerywana efektywnie w okreSlonym czasie in-
kubacji;

d) nie zachodzi zjawisko swoistego wigzania NHj; przez czesci state,
jak opisane dla H,S przez Walker i Nader (90),

e) jest pelny odzysk 1*N po inkubacji.

W celu sprawdzenia tych zalozen uzyto tres¢ zwacza od skopa i kro-
wy zywionych lucerna. Stwierdzono do$wiadczalnie speinianie tych wa-
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runkéw, a ponadto dobrg powtarzalno$¢ miedzy réznymi inkubacjami z
tej samej porcji tresci zwacza. Mikroorganizmy zwacza owiec i krow
nie réznig si¢ pod wzgledem zdolno$ci wbudowywania NH; do komoérek
o ile sg obecne w rowmej ilosci w osrodku o tym samym stezeniu NHj.

Znajomo$¢ szybkosci wbudowywania NH; do mikroorganizméw w ok-
reS§lonych warunkach zZywienia i inkubacji pozwéla na wyliczenie szyb-
kosci syntezy komoérek mikroorganizméw, zakladajgc, ze przy zywieniu
cigglym zawarto$¢ w tresci zwacza substratoéw do syntezy mikroorganiz-
mow nie zmienia sie istotnie w czasie.

Stosowane przeliczniki:

a) 10,5% N w suchej masie (s.m.) mikroorganizméw (43), 60%o biatka
w s.m. mikroorganizméw (53). Jesli Vy jt. szybkos¢ wbudowywania azo-
tu z amoniaku do mikroorganizméw (mg) kg tresci (godz.) to szybkosé
syntezy s.m. mikroorganizméw z udzialem N-NH;

100
~ VNig5
a szybko$¢ syntezy bialka mikroorganizmow
Vs = Vem. X 0,6;

b) Okolo 86%/6 azotu mikroorganizméw stanowig biatka, peptydy i ami-
nokwasy (73), wiekszo$¢ pozostalych 14% jest w kwasach nukleinowych
(80). Amoniak jest zuzywany roéwnomiernie do syntezy aminokwasow
i kwasow nukleinowych. Zatem

Vg = Vy X 0,86 X 6,25,
a szybkos$¢ syntezy kwasé6w naukleinowych
Vkn = Vn X 0,14 X 6,05,

Vsm.

natomiast

100
Vsm. = Vg X 50

Znajomos$¢ ciezaru tresci zwacza pozwala wyliczy¢ dobowa syntez¢
mikroorganizméw w oparciu o NH; jako Zrédio N.

Metody oparte na iloS§ciowych modelach metaboliz-
mu azotowego u przezuwaczy — zastosowanie N
in vivo

Technika izotopowa stosowana w badaniach przemiang nad azotowa
przezuwaczy in vivo (55, 62, 67, 68), pozwala na dokladne przesledzenie
szlakéw metabolicznych azotu, a takze na iloSciowe okreslenie rozmiaréow
pul metabolicznych poszczegdlnych zwigzkéw azotowych. Zrédiem izotopu
15N w tych badaniach sg sole amonowe (NH,Cl,(NH,),SO,), a takze mocz-
nik — N i mocznik — 4C, podawane zwierzetom do$wiadczalnym me-
todg infuzji dozwaczowej lub dozylnej.
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W badaniach izotopowych przyjmuje sie dwa zasadnicze zalozenia:
a) amoniak jest kluczowym metabolitem w procesach rozkladu i syntezy
zwigzkéw azotowych w zwaczu, b) w warunkach réwnowagi dynamicz-
nej wielko$ci pul metabolicznych zwigzkéw azotowych sg stale a aktyw-
nos¢ wilasciwa azotu (1’N/N) w poszczegblnych metabolitach wyrazona
w stosunku do aktywnosci wlasciwej azotu amoniaku okresla udzial
azotu pochodzgcy z amoniaku w azocie ogdlnym danego metabolitu.

Zalozenie dotyczace roli amoniaku w procesach metabolizmu azotowe-
go jest calkowicie sluszne jedynie w warunkach zywienia mocznikiem
lub solami amonowymi, jako jedynymi Zrédlami biatka. W warunkach
zywienia dawkami naturalnymi, stopien wykorzystania azotu w procesach
mikrobiologicznej syntezy bialka jest ujemnie skorelowany z podaza azo-
tu amonowego w zwaczu (55, 68). Wyjasnieniem tego faktu jest zdol-
nos¢ bakterii zwacza do wbudowanych wolnych aminokwaséw i pepty-
doéw zamiast amoniaku, w warunkach duzej podazy biatka (91).

Zalozenie stanu réwnowagi dynamicznej jest stuszne w warunkach
doswiadczalnych, w ktérych stosuje sie system cigglego zywienia w ma-
lych odstepach czasu. W celu uzyskania stanu réwnowagi w procesach
przemiany azotowe]j, zwierzeta zywiono w okresie do$§wiadczalnym w od-
stepach 1-godzinnych (62, 67, 68), a nawet 10-minutowych (55).

Przykladem postepowania w badaniach izotopowych jest praca Pilgri-
ma i in. (68), poSwiecona przede wszystkim dokladnemu okres$leniu roz-
miaréw syntezy bialka mikroorganizmow (bakterii i pierwotniakéw) w
zwaczu. Opracowania Mathisona i Milligana (55) i Nolana i Lenga (62),
mialy natomiast na celu okre$lenie iloSciowego ogdélnego modelu meta-
bolizmu azotowego przezuwacza i ich przydatnos¢ w badaniach syntezy
mijkrobiologicznej w zwaczu jest ograniczona.

Pilgrim i in. (68) w warunkach stanu réwnowagi dynamicznej, ustalili
dobowsg produkcje i absorbcje azotu amonowego w Zwaczu, a réznice po-
miedzy tymi wartoSciami przyjeli za miare mikrobiologicznej syntezy
bialka. Azot mikroorganizméw zwacza traktowany jest tu jako jedna
z pul metabolicznych, pozostajagca w stanie réwnowagi z pozostalymi
pulami metabolicznymi zwigzkéw azotowych.

Znajomos$¢é udzialu azotu amonowego w procesie syntezy bialtka mi-
kroorganizméw nie pozwala jednak na bezposrednie okreSlenie rozmia-
row tej syntezy. Stwierdzono bowiem (55, 68), ze udzial azotu pochodzg-
cego z amoniaku w azocie ogélnym bakterii i pierwotniakow jest zalezny
od rodzaju dawki pokarmowej, a takze udzial ten jest rézny u obu grup
mikroorganizméw. Zatem, dokladne okreSlenie rozmiaréw syntezy bialka
w zZwaczu mozna przeprowadzi¢ jedynie dla $cisle okreslonych warun-
kéw zywieniowych przy jednoczesnej znajomosci wzajemnych proporcji
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azotu bakterii i pierwotniakéw w zwaczu. Jest to niewatpliwie manka-
mentem tej metody.

Drugim Zrédlem bltedu jest pominigcie w obliczeniach przeplywu azo-
tu amonowego do dalszych odcinkéw przewodu pokarmowego wraz z tres-
cig zwacza.

Rozwazajagc wartos¢ omawianej metody wydaje sie, ze jest ona zbyt
skomplikowana technicznie, i niedostatecznie opracowana, aby mogla zna-
lez¢ zastosowanie w seryjnych do§wiadczeniach zywieniowych.

Metoda ubytku znacznika izotopowego

Oryginalne zastosowanie znacznikdéw izotopowych przedstawili Singh
1 in. (77, 78). Polega ono na wyznaczaniu szybko$ci wzrostu mikroorga-
nizméw w zwaczu in vivo na podstawie zaniku izotopu z komérek mi-
kroorganizmoéw. |

Podajac przez 5 dni z dawkag pokarmowg 35S Singh i in. (78) osig-
gneli jednolite rozmieszczenie pietna izotopowego w komérkach mikro-
organizméw. Dzienng dawke podawano w 12 porcjach co 2 godz, aby
zapewni¢ w zwaczu stan réwnowagi dynamicznej. Zastgpienie dawki zna-
czonej S dawkg bez izotopu powodowalo (z opéznieniem 6—8 godz.
potrzebnym na pelne wbudowanie siarki radioaktywnej) zmniejszanie
w czasie radioaktywnosci wlasciwej (RW,) frakcji mikroorganizméw wg
wzoru: RW; = RW,e ™t gdzie RW, — poczatkowa radioaktywno$§¢ wlas-
ciwa, m — stala szybkosci.

Po wyznaczeniu objetosci plynu zwaczowego przy pomocy PEG wy-
liczono wielko$¢ puli mikroorganizméw oraz szybkos¢ produkcji mikro-
organizméw. Dane te pozwolily na stwierdzenie, Ze Srednia dobowa pro-
dukcja mikroorganizméw u dwuletnich byczkéw zebu i buffalo wyno-
sita 150 i 180 g przy spozyciu biatka w dawce odpowiednio 250 i 300 g.

Analogiczne zastosowanie tej metody to podawanie do zwacza jedno-
razowo dawki bakterii zwaczowych, znakowanych in vitro 35S lub 4C (77).
Pomiar szybko$ci zmniejszania radioaktywno$ci wlasciwej frakcji mi-
kroorganizméw w czasie pozwala na wyliczenie puli mikroorganizméw
i szybkoSci ich produkcji w zZwaczu bez wyznaczania objetosci zwacza.
Prawidlowos¢ metody zalezy od speinienia nastepujgcych zalozen: a)
znaczone mikroorganizmy sg réwnomiernie rozprowadzone w tresci zwa-
cza, b) pobierane prébki mikroorganizméw sg reprezentatywne dla ca-
tego zwacza, ¢) wprowadzone mikroorganizmy nie sg traktowane jako
bialko obce i nie ulegajg rozkladowi trawiennemu szybciej niz nieznako-
wane mikroorganizmy w zwaczu [szybki rozklad wprowadzonych E. coli

i Bacillus subtilis, ktére normalnie nie wystepujag w zwaczu, stwierdzili
Hoogenraad i in. (39)].



oy
j—
(Yo

Synteza biatka mikroorganizméw w zwaczu

Alantoina jako wskaznik syntezy komérek mikroorganizméw

Metoda wykorzystujgca alantoine wydalang w moczu opiera sie na
nastepujgcych przestankach:

a) przezuwacze wydalajg duzo wiecej zwigzkéw purynowych niz zwie-
rz¢ta nieprzezuwajace (15),

b) puryny te sa w duzej mierze pochodzenia egzogennego, gdyz za-
lezg od ilosci biatka wprowadzonego do zwacza (16), oraz ich wydalanie
znacznie maleje podczas glodzenia (75).

Egzogennym Zroédlem alantoiny w moczu sg zasady purynowe mikro-
organizméw zwacza. Topps i Elliott (85) wykazali wysoko istotng korela-
cje pomiedzy zawartoscia kwasdéw nukleinowych w tre$ci zwacza a ilos-
cig wydalanej alantoiny i kwasu moczowego.

Oznaczanie dobowego wydalania alantoiny moze daé¢ informacje o ilos-
ci strawionych i wchlonietych zasad purynowych o ile nie sg one efek-
tywnie zuzywane do syntezy nukleotydéw tkankowych, jak u rosngcych
przezuwaczy (83).

Wykorzystanie azotu alantoiny do okresSlenia syntezy biatka mikroor-
ganizméw wymaga wyznaczenia wspoOlczynnikéw podajgcych: a) udzial
azotu kwaséw nukleinowych w azocie ogélnym mikroorganizméw, b)
ilo§¢ azotu kwasow nukleinowych mikroorganizméw wydalanego jako
alantoina, zalezgca od strawno$ci komoérek i przemian puryn w tkan-
kach, c¢) endogenne wydalanie alantoiny, np. podczas glodzenia.

W oparciu o dane piSmiennictwa Rys i in. (75) przyjeli, ze udzial
azotu RNA i DNA w azocie ogélnym mikroorganizméw wymnosi srednio
18%/o (80) oraz, ze 25%¢ azotu kwasOw nukleinowych mikroorganizméow
wydalane jest jako alantoina (80).

Tak wiec konwersje azotu dawki wyliczona jako stosunek azotu wbu-
dowanego w mikroorganizmy do azotu pobranego przedstawia wz6r:

100
(N, — Noa) X 4 X ETH X 100
K= N,
gdzie N, — azot alantoiny w okresie zZywienia dawkg doswiadczalng

(g/dobe), N,, — azot alantoiny w okresie glodzenia (g/dobe), Ny — po-
branie azotu z dawka.

Kwasy nukleinowe i zasady purynowe zawarte w spozytej dawce mo-
gag powodowaé zwiekszenie wydalania alantoiny w moczu. Mc Allan
i Smith (56, 57) stwierdzili, ze kwasy nukleinowe wprowadzone do zwa-
cza ulegajg szybkiej hydrolizie, natomiast rozklad zasad purynowych jest
wolniejszy. Po 4 godz. inkubacji in vitro ksantyny, hipoksantyny i ade-
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iny z treScig zwacza, odpowiednio 63, 45 i 38%0 pozostalo nieroztozone.
Guanina w tym czasie ulegla calkowitej degradacji. Ekstrakt bezkomor-
kowy treéci zwacza nie powoduje rozkladu zasad purynowych. Natomiast
w warunkach in vivo nastepuje ich zanik w Zwaczu, znacznie szybszy
niz przeptyw z tresciag pokarmowg do dwunastnicy. Na podstawie wy-
nik6w Mc Allana i Smitha (56, 57) wydaje sie, ze w zZwaczu w warun-
kach optyamlnej podazy substratéw mikroorganizmy wykorzystuja do-
stepne zasady purynowe i pirymidynowe do syntezy wlasnych kwasoéw
neukleinowych. Latwos$¢ dostosowania mikroorganizméw, poprzez induk-
cje¢ i represje ukladéw enzymatycznych, do substratéw obecnych w $ro-
dowisku sugeruje taki proces. Jurtschuk i in. (47) oraz Belasco (10)
stwierdzili, ze bakterie zwaczowe rozkladajg efektywnie puryny i moga
wykorzystywaé je jako zrodia azotu. Wydaje sig, ze analogicznie do czys-
tych kwas6w nukleinowych rozkladane sg kwasy nukleinowe dawki po-
karmowej. W zwaczu zachodzi wspéldzialanie wielu typéw bakterii, a
rozkladowi ulegaja nawet trudnostrawne struktury komérkowe, co ulat-
wia kontakt enzymoéw ze skladnikami wewngtrzkomérkowymi. Problem
wplywu puryn dawki na wydalanie alantoiny w moczu przezuwaczy
wymaga jednak dalszych badan.

Metody oparte na swoistosci skladu aminokwasowego komérek
mikroorganizméw zwacza

Cyliatyna jako wskaznik obecno$ci biatlka pierwot-
niakoéw

Cyliatyna — kwas 2-aminoetylofosfonowy (AEP), zostala wyosobnio-
na po raz pierwszy z komdrek pierwotniakéw zwacza owcy przez ba-
daczy japonskich (40). Z chemicznego punktu widzenia zwigzek ten cha-
rakteryzuje sie obecnoscig wigzania P—C, trwalego w warunkach hydro-
lizy 8 N HCI przez 48 godzin w temperaturze 150°C (50). Cyliatyna jest
integralnym skladnikiem frakeji bialkowych i tluszczowych komoérek
pierwotniakéw (40, 48), przy czym zawarto§¢ cyliatyny w komérkach
poszczegblnych gatunkéw pierwotniakéw zwacza jest zrdznicowana (2).

Niniejsza metoda opiera sie na zalozeniu, ze cyliatyna wystepuje je-
dynie w komoérkach pierwotniakéw zwacza. Zawarto$é cyliatyny w tresci
zwacza, po uprzednim okresleniu udzialu azotu cyliatyny w azocie ogoél-
nym frakecji pierwotniakéw, pozwala zatem na okre§lenie udzialu azotu
pierwotniakéw w azocie ogélnym tresci. Doswiadczalnie stwierdzono ist-
nienie pozytywnej korelacji pomiedzy poziomem AEP w zwaczu i li-
czebnoscig komoérek pierwotniakéw w 1 g treséci (25).
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Metoda AEP posiada jednak szereg ograniczen, ktére moga stawaé
si¢ Zrodtem bledu. Pierwszym ograniczeniem jest niewatpliwie wspom-
niane gatunkowe zréznicowanie zawarto$§ci AEP w komérkach pierwot-
niakow Holotricha sp. i Entodinium sp. Stwierdzono ponadto obecnosé
AEP w preparatach komoérek bakterii zwacza (25). Wydaje sie réwniez,
ze niezgodno$¢ wynikéw oznaczen AEP w preparatach pierwotniakéw
zwacza (2, 25) jest wadg omawianej metody i wskazuje na konieczno$é
opracowania standardowej techmniki analitycznej. Pomimo tych ograni-
czen, metoda AEP moze znalezé zastosowanie jako narzedzie badawcze
w doSwiadczeniach stwarzajacych poréwnywalne warunki zywieniowe,
gdzie blad oznaczen ma charakter systematyczny.

Kwas 26-dwuamiopimeliowy jako wskaznik obec-
nosci biatka bakterii

Kwas 2—6-dwuamiopimelinowy (DAP), znalazt stosunkowo szerokie
zastosowanie jako wskaznik obecnosci bialka bakteryjnego w tresci zwa-
cza lub dwunastnicy (25, 27, 45, 46, 94). Aminokwas ten wystepuje je-
dynie w bialku bakterii (96), natomiast nie wystepuje w biatku pierwot-
niakéw (96, 88, 94) ani tez w tkankach roslinnych (84).

Metoda wskaznika DAP polega na oznaczeniu zawartosci DAP w
tresci zwacza lub dwunastnicy, okresleniu stosunku N-DAP:N-ogélnego
W oczyszczonym preparacie bakteryjnym uzyskanym z treSci pokarmo-
we]j i obliczeniu i na podstawie tego stosunku, udzialu azotu bakteryj-
nego w azocie ogélnym tresci zwacza lub dwunastnicy.

Omawiana metoda, podobnie jak metoda AEP, obarczona jest kilko-
ma bledami. Stwierdzono mianowicie, ze nie wszystkie bakterie zawierajg
w swym skladzie DAP (96), zawarto§¢ DAP w komoérkach bakterii jest
zréznicowana gatunkowo (25, 74).

Na stato$¢ stosunku N-DAP:N-ogélnego w preparatach bakteryjnych
wywiera wplyw zmienna zawarto$é azotu ogélnego w preparatach (43,
45, 60). Rozklad komorek bakteryjnych w zwaczu, w wyniku ktérego
pozostajag nienaruszone blony komoérkowe (zawierajgce calkowity DAP
komérki), moze réwniez zmieniaé stosunek N-DAP:N-ogélnego (74).

Do ograniczen metody nalezy zaliczy¢ takze stwierdzong ostatnio (25),
obecnos¢ DAP w preparatach komoérek pierwotniakéw zwacza. Moze to
byé spowodowane obecnoscia komorek bakteryjnych w komoérkach pier-
wotniakéw lecz takze zanieczyszczeniem funkcji pierwotniakéw bakteria-
mi.

Niezaleznie jednak od przedstawionych ograniczen, w okreslonych sta-
lych warunkach zywienia, bakteryjna populacja Zwacza charakteryzu-
je sie stalym stosunkiem N-DAP:N-ogélnego (93); stosunek ten moze za-
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tem stuzy¢ do poprawnego okreslenia udzialu azotu bakteryjnego w azo-
cie ogblnym tresci zwacza lub dwunastnicy.

Kwasy nukleinowe (RNA i DNA) jako wskaznik obecnosci biatka
bakterii i pierwotniakdéw

Azot kwaséw nukleinowych stanowigc 10—20%0 azotu ogélnego mikro-
organizmoéw, przedstawia tym samym znaczng czeS¢ azotu treSci zwa-
cza (80). Smith i McAllan (81, 82) oraz Ry$ i in. (76) przyjeli poziom
kwaséw nukleinowych w tresci zwacza jako miernik udzialu bialka
mikroorganizmow.

Smith i McAllan (81) na podstawie badan nad szybko$cig rozkladu
czystych kwasé6w nukleinowych (RNA i DNA) w obecnosci tresci zwa-
cza in vitro i in vivo przyjeli zalozenie, ze kwasy nukleinowe wystepujg-
ce w zwaczu sg pochodzenia wylacznie mikrobiologicznego. Wymienie-
ni autorzy okreslili réwniez warto$§é stosunku azotu kwaséw nukleino-
wych (N-RNA i N-DNA) do azotu ogélnego w oczyszczonych preparatach
bakterii i pierwotniakéw. Wspélczynniki te pozwalajg pa okresSlenie
udzialu azotu mikroorganizmbéw w azocie ogbélnym tresci zwacza.

W stosunku do przyjetych zalozen mozna wysungé¢ jednak pewne za-
strzezenia:

a) pasze wolno ulegajgce rozkladowi w tresci zwacza bedg zwieksza-
ty udzial kwaséw nukleinowych w tre$ci zwacza, poprzez kwasy nuklei-
nowe pochodzenia paszowego.

b) udzial azotu kwaséw nukleinowych w azocie ogélnym oczyszczo-
nych preparatéw mikroorganizméw zwacza zmienia sie w zaleznosci od
dawki pokarmowej, skladu populacji oraz warunkéw utrzymania zwie-
rzat,

c) udzial azotu kwaséw nukleinowych we frakcji mikroorganizméw
(Srednio 0,19) jest znacznie wyzszy niz w komoérkach pierwotniakéw
(0,11), co przy duzej iloéci tych ostatnich powodowa¢ moze zanizenie
wynikow oznaczania bialka mikroorganizméw.

Badania nad udzialem azctu kwas6w rybonukleinowych, dezoksyry-
bonukleinowych oraz azotu sumy tych kwaséw a azocie ogélnym mikro-
organizméw zwacza (80) sugerujg uzycie RNA jako wskaZnika obecnosci
bialka mikroorganizméw. Stwierdzono, ze stosunek azotu RNA do azotu
ogoélnego mikroorganizméw jest mniej zmienny w poréwnaniu z udzialem
azotu DNA czy tez sumy kwaséw nukleinowych. Ponadto ilos¢ RNA
jest powigzana z rozmiarami syntezy bialka mikroorganizméw, podczas
gdy iloé¢ DNA jest wskaznikiem liczebno$ci komoérek (59, 71). Uzasad-
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,hia to niewatpliwie uzycie kwasdéw rybonukleinowych jako miernika
biatka mikroorganizmow.

W przedstawionej metodzie, podobnie jak w metodach oméwionych
poprzednio (uzycie AFP, DAP) najbardziej miarodajne oznaczenie pro-
dukcji biatka mikrobiologicznego w zwaczu mozna uzyskaé w Scisle
okreslonych poréwnywalnych warunkach zywieniowych. Na konieczno$é
Scistego okre$lenia warunkéw doswiadczalnych przy stosowaniu kwasow
nukleinowych jako wskaZnika wskazujg badania Smitha i McAllana (83),
w ktorych obserwowano istotny wplyw czynnikéw s$rcdowiska, jak réw-
niez czasu po odpasie, na wartos¢ stosunku N-RNA i N-DNA do N-ogél-
nego w preparatach bakteryjnych.

Metoda matematyczna w oparciu o sktad aminokwasowy biatka
mikroorganizmow

Evans i in. (28) opracowali nowoczesng metode wyznaczania udziatu
bialka mikroorganizméw w treSci pokarmowej przeptywajacej z tra-
wienca do dwunastnicy. Metoda polega na wyliczeniu i dopasowaniu,
przy pomocy maszyny matematycznej, proporcji w tresci pokarmowej
biatka dawki, pepsyny i bialka mikororganizméw na podstawie znajo-
moseci skladu aminokwasowego tre$ci dwunastnicy i skladu aminokwaso-
wego tych 3 skiadnikéw.

Metoda komputerowa zostala poréwnana z wskaznikiem DAP i stwier-
dzono zadowalajgca zbieznose¢.

Prawidlowo$é wynikéw w metodzie Evansa i in. (28) zalezy od po-
prawnos$ci wyznaczenia skladu aminokwasowego frakcji mikroorganiz-
méw (udzialu bakterii i pierwotniakéw). Zrédlem biedu moze byé¢ przy-
jecie pepsyny jako jedynego biatka pochodzenia endogennego w tresci
pokarmowej a takze zalozenie, ze sklad aminokwasowy niestrawionego
biatka dawki w dwunastnicy jest identyczny jak pierwotnego biatka
dawki, czyli ze wszystkie skladniki bialkowe dawki sg rozkladane w zwa-
czu i trawiericu w takim samym stopniu.

Uwagi koncowe

Przedstawiony przeglad wskazuje na szerokie zainteresowanie meto-
dami iloSciowej oceny rozmiaréw mikrobiologicznej syntezy biatka w
zwaczu. Zjawisko biosyntezy bialka w Zwaczu ma bowiem podstawowe
znaczenie produkcyjne, gdyz biaiko mikroorganizméw jest zrodlem ami-
nokwasOéw niezbednych dla organizmu zwierzecego.

W przegladzie nie wyrdzniono zadnej z omawianych metod. Wszy-
stkie obarczone sg bledami ograniczajacymi ich dokladnos¢, a zrédia
bledéw wskazano. Réznorodnosé, zmiennosé i dynamika populacji mikro-
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organizméw zwaczowych powoduja, ze nie jest mozliwe wyznaczenie
obiektywnych wskaznikéw liczbowych i operowaé musi sie wartosciami
Srednimi lub przybliZzonymi.

Niezaleznie od istniejacych ograniczen nalezy zwrdci¢é uwage na
metody wykorzystujace obecnos¢é kwaséw nukleinowych w komédrkach
mikroorganizméw zwacza (metoda RNA, metoda alantoinowa). Sciste po-
wigzanie kwasow nukleinowych z procesem biosyntezy biatka uzasadnia
ten wybér. Aktualnie jednak metody te nie sg jeszcze w pelni opra-
cowane.

Brak uniwersalnej i dokladnej metody oznaczania rozmiaréw kon-
wersji biatka dawki pokarmowej na biatko mikroorganizméw zwacza
wskazuje na koniecznos¢ podjecia dalszych wysilké6w w celu poznania
procesu syntezy bialka w zwaczu oraz wyznaczenia wskaznikéw iloScio-
wych tego procesu.
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