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Enzymy drobnoustroj6w zwaczowych 
katalizuj~ce rozklad wielkocz~steczkowych 
skladnik6w pokarmowych paszy w zwaczu 

Cz~sc VI. Lipidy 

Rozklad lipidow (tluszczow) w zwaczu 

Pasze roslinne S,\ uhogie w ttuszcze. Zawartosc Uuszczu surowego w sianie 
lqkowym wynosi 2-3,5% w s.m., w poroscie pastwiskowym 2,6~,5%, w nasionach 
roslin oleistych 21-45%, a w srutach poekstrakcyjnych 1-3,5% [44]. 

Obok lipid6w prostych wyst<;puj ,\ w roslinach r6wniez lipidy ztozone, w formie 
mono- lub dwugalakto-1,2 dwugliceryd6w oraz fosfolipid6w. W swym skladzie 
zawierajq znacznq ilosc nienasyconych kwas6w ttuszczowych C 18, wsr6d kt6rych 
dominuje kwas linolenowy (C

18 
n-3) i linolowy (C18 n-2) [34]. Zawartosc tych 

kwas6w zmniejsza sie;; przy dh1zszym przechowywaniu paszy, bowiem po hy­
drolizie ulegaj,i one dalszemu metaholizmowi - biouwodomianiu - do kwasu 
stearynowego [9, 10]. 

Garton i wsp. (19] pie1wsi zaobserwowali zjawisko lipolizy w zwaczu. W jednym 
z doswiadczen wykazali, ze zawiesina drohnoustroj6w zwaczowych hydrolizuje 
tr6jgl icerydy. W dalszych badaniach stwierdzono, ze przy dziataniu ptynu zwar:zo­
wego nastypuje wydzielenie siy okoto 90% kwasow ttuszczowych z oleju ~nianego i 
70% z oliwck [20, 43 ). W tym samym czasie Hobson i Mann [31] dcmiesli o 
wyizolowaniu Iipolitycznego szczepu Selenomonas ruminantium var. lipolytica ze 
zwacza krow zywionych pas2<1 wzbogaconc1 olejem linianym. 

Hydroliza lipid6w paszowychjestpierwszym etapem ich metabolizmu w zwaczu. 
Proces ten w l ipidach prostych przebiega stopniowo. Wolne kwasy Huszczowe ulegajq . 
ode1waniu kolejno z pozycji Cl' nastc=;pnie C3 i w koncu C2 (rys. 1). 
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Rysunek 1. Hydroliza enzymatyczna lipid6w prostych [33 ]. Lipaza (EC 3.1.1.3) 

Drobnoustroje lipolityczne 

Ze zwacza krow zywionych dawkami pasz z dodatkiem oleju lnianego wyizolo­
wano nast<tpujqce lipolityczne szczepy bakterii: Anaerovibrio lipolytica, pateczki 
Hobsona i Manna [27, 29, 31, 39), Butyrivibrio fibrisolvens (36, 37], Fusobacterium 
nucleatu,n, Fusobacterium vescum, Propionibaacterium reffinosum, Propionibacte­
rium jenseni oraz Streptococci (2, 15, 16, 35). 

Sposrod pierwotniak6w poznano aktywnosc lipolitycznq Epidinium spp. eucau­
datum, Jsotricha prostoma, Entodinium simplex (1, 21 ]. 

Lokalizacja lipazy (EC 3.1.1.3) 

W hakteriach wykryto obecnosc lipazy zwiqzanej z kom6rkc\ i pozakom6rkowej, 
kt6ra przechodzi w okresie logarytmicznego wzrostu kom6rek bakteryjnych do ota­
czajqcego srodowiska. Oba enzymy wykazujq najwyzs:u1 aktywnosc przy optymal­
nym wzroscie hakterii. Lipaza pozakom6rkowa,jak stwierdzono ostatnio, lqczy si~ w 
podlozu z pas:u1, totez nie wykrywa siy jej w odwirowanym plynie zwaczowym [7, 
28, 32, 39). Henderson [27) zbadal dokladnie lipazt; bakterii Anaerovibrio lipolytica 
(szczep 5s). 
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Enzym ten oczyscit 28-krotnie, stosujc1c wysalanie, adsorpcj<t na celulozie, ultra- -
filtracj~ na Sefadcxie G-100 i G-200. Dalsze oczyszczanie przy uzyciu DEAE-celu­
lozy i DEAE-sefadexu prowadzito do utraty aktywnosci. Rozdzial za pomoC<\ ultra­
wirowania i elektroforezy na paskach Oxoidu (octanie celulozy) wykazal obecnosc 
dwoch frakcji biatkowych. Nie udato sie; ich wydzielic w skali preparatywnej, totez 
nie jest wiadomo, czy obie frakcje majq aktywnosc lipolitycznq. Optymalnq aktyw­
nosc stwierdzono przy pH 7,4 w temp. 20-22°C. Aktywnosc zwiykszal dodatek 
wapnia i baru, hamowal zas cynk i rlyc oraz s6d w duzym s~zeniu [27]. 

Wplyw r6znych czynnik6w na lipoliz~ w zwaczu 

Lipoliza w duzym stopniu zalezna jest od rodzaju i skladu paszy. Stwierdzono, ze 
zawiesina bakterii i pierwotniak6w, wyizolowanych ze zwacza zwierzc1t zywionych 
trawq pastwiskowc1, rozktadala szybko cstry nizszyc.h kwasow truszczowych, nato­
miast nie rozktadala lipid6w o dtugim lancuchu. Hili i wsp. (30) wykazali, ze plyn 
zwaczowy zwieru1t zywionych zielonkc\ z lucerny cechowara kilkakrotnie wi~ksza 
aktywnosc lipolityczna w porownaniu z ptynem zwaczowym zwier1,c1t zywionych 
suchq karm<1. lslniej<1 przestanki wskazujqce, ze lipoliza w zwaczu jest wypadkowq 
dziatania enzy1n6w bakteryjnych i roslinnych. Faruque i wsp. [ 17, 18] badali in vivo 
oraz in vitro aktywnosc lipaz roslinnych lrawy pastwiskowej, rajgrasu i koniczyny. 
Aktywnosc lipolityczna p1ynu zwaczowego w cz.asie od 30 minut do 5 godzin po 
karmieniu byla dwukrotnie wi<;~za niz aktywnosc plynu zwaczowego przed karmie-:­
niem. Dowodzi to aktywnosci Iipaz roslinnych, poniewaz w tak kr6tk~m czasie_ p_o 
karmieniu aktywnosc metaboliczna bakterii jest na og6l sfaba, a lipazy roslinne 
odporne na dziatanie cnzymow proteolitycznych zachowujq swoj<\ aktywnosc w 
zwaczu do 5 godzin. 

Z doniesien innych aulorow wynika, ze lipazy drobnoustrojowe odgrywajq Zna-
CulC<\ roly w degradacji kompleksu lipidowego paszy, zwla~zcza przy zywieniu 
przezuwaczy mieszankami trcsciwymi, kiedy to wytwarza si~ populacja bakterii 
zdolna do rözkladu lipidow bez udziaru lipaz roslinnych (14, 27, 28, 31, 32]. 

Badano rozklad tr6jgliceryd6w przez plyn zwaczowy oraz poszczeg6lri1e jego 
frakcje. Plyn zwaczowy krow utrzymywanych na dawce pokarmowej z du24 ilosci<l, 
skladniköw objc:;tosciowych (H-R) hydrolizowal 2,5 razy szybciej tr6jmaslan glice­
rolu niz palmitynian, natomiast plyn ze zwacza kr6w zywionych dawkqz mal<l, iloscic\_ 
skladnikow objc;tosciowych (L-R) hydrolizowal oba glicerydy 5-krotnie wolniej. Po 
rozfrakcjonowaniu plynu zwaczowego, frakcja bakteryjna zwic\_zana z dawkq p_o~ar­
mow,\ (H-R) hydrolizowala tr6jglicerydy w 87,6%, a (L--H) w 5,8%. Mn1eJsza 
aktywnosc I ipol ityczna przy dawce drugiej byla wynikiem mniejszej liczby szczepow 

bakterii lipolitycznych [37]. 



90 M. Wojciechowicz 

Optymalne pH dziatania lipazy 

Lipaza ze zwacza kr6w zywionych na pastwisku zycicc4 (Lolium perenne) i 
koniczynq hialc\ (Trifolium repens) wykazywala maksymalne dzialanie wzgl<tdem 
trojmaslanu przy pH 7,0, zas wzgl<:;dem tröjoleinianu przy pH 8,0-8,5. Aktywnosc 
wzgh;dem tr6jmaslanu hyla 30-krotnie wiyksza niz wzglt;dem tr6joleinianu [17, 18). 
Ciebierina i Baskatova [ 6) stwierdzily maksymalne dzialanie lipazy przy pH 7,4. 

Inhibitory i aktywatory lipazy 

Jony cynku, rtt:;ci, sodu hamuj<1 aktywnosc lipazy, natomiast jony wapnia i baru 
podwyzszaj<1 aktywnosc tego enzymu [ 6, 27]. Kwas oleinowy wplywa hamuj<l_co na 
wzrost szczep6w lipolitycznych. Röwniez mannoza w ilosci 0,5% dziala hamuj<l_co 
na aktywnosc lipazy . Obecnosc antybiotyk6w, takich jak penicyl ina G, erytromycyna 
i tylozyna, nbniza aktywnosc lipazy do 50%} [30). 

Galaktolipazy (EC 3.1.1.26) 

Galaktolipazy katalizuj<\ uwalnianie kwas6w thlszczowych z galaktolipid6w. 
Wsr6d galaktolipidow wyst~puj<l_ monogalaktozylodwuglicerydy (MGDG) i dwu­
galaktozylodwuglicerydy (DGDG) [41] (rys. 3). Wedlug Baileya [3] bezkom6rkowy 
eks trakt hakterii zwaczowych nie uwalnia galaktozy z nienaruszonych galaktolipi­
dow. Proces ten musi poprzedzic lipoliza. Autorzy ci wykazali, ze rozpuszczalne 
ekstrakty z pierwotniak6w zwaczowych Epidinium eucaudatum zawieraj<l_ galaktozy­
dazt;, uwalniaj ,\G\ galaktozt; z roslinnych galaktolipid6w bez wst~pnej lipolizy [4 ]. 
Enzymami uczestnic2.<\cymi w rozkfadzie mono- i dwugalaktozyloglicerolu Sq a- i 
-ß-galaktozydazy [3 ]. 

Uwalnianie kwasow th1szczowych z galaktolipid6w badano przy uzyciu C14
. 

Homogenatzielonki ryzowej lub koniczyny inkubowano zplynem zwaczowym owiec 
pozbawionych paszy przcz 24 godziny, w celu wyeliminowania enzym6w roslinnych 
[34 ]. Stwierdzono uwalnianie kwasu Uuszczowego ze znakowanego galaktolipidu. 
Kiedy ogrzano plyn zwaczowy do oznaczen, rozklad nie naslypowal, gdyz pod 
wplywem temperatury ulegala zniszczeniu gal, ktolipaza drobnoustrojowa [12, 14 ). 

Galaktolipazy S,\ enzymami adaptatywnymi twor:u1cymi si<t w obecnosci gala­
ktolipid6w (rys.3). 

Fosfolipidy (fosfatydy) s,1 estrami wyzszych kwas6w tluszczowych z fosfoalko­
holami i :u1sadmi organicznymi. W czasie hydrolizy rozpadajq si<t na kwasy tluszczo-
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we, kwas fosforowy, glicerol I ub sfingozyny i zasady zawierajqce azot. Sc\ to zwiqzki 
bardzo rozpowszechnione w przyrodzie. Mozna je znaleic w kazdej tkance rosiinnej 
lub zwierzycej. 

Fosfolipidy ulega jq rozktadowi pod dziafaniem fosfolipaz: A (EC 3.1.1.4), B (EC 
3.1.1.5), C (EC 3.1.4.3) i D (EC 3.1.4.4). Fosfolipazy Ai B katalizuj<t odszczepianie 
kwasu Huszczowego z fosfolipid6w, natomiast fosfolipazy Ci D katalizujcl odszcze.­
pianie kwasu fosforowego z dwufosfoetanoloaminy i fosfoetanolocholiny (rys. 4). 

Hazlewood i Dawson [26) przebadali przeszlo 200 szczep6w bakteryjnych ze 
zwacza owiec na obecnosc fosfolipaz. Okazalo sie;, ze zaledwie trzy z badanych 
szczep6w wykazywaly aktywnoscwzglydem fosfolipid6w. Autorzy okreslili teszcze­
py jako Butyrivibrio fibrisolvens i Butyrivibrio S 2. Fosfolipazy Butyrivibrio S 2 
zawierajq mieszaniny fosfolipaz typu A i C. Fosfolipaza B. fibrisolvens zawiera 
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Rysunek 3. Schemat rozkfadu galaktolipid6w przez galaktolipazy [23) 

mieszanin<t o aktywnosci A i B. Optymalne pH dzialania fosfolipaz B. fibrisolvens 
wynos ilo 6,5-7,5. Aktywnosc stymulowano dodatkiem kwasu oleinofego lub sodo-_ 
wego s iarczanu dodecylu (SDS). Ohecnosc cysleiny w sl<tzeniu 10-- M polepszala 
aktywnosc wielokrolnie. Aktywnosc fosfolipaz A w bakteriach byla ZWÜ\Zana z 
nienaruszonq kom6rkc\, natomiast fosfolipaza C byla pozakom6rkowa. 

Pr6by izolowania enzymu z komorki przy zastosowaniu r6znych metod, jak 
rozbijanie kom6rek ultradzwic;kami, ekstrakcja butanolem i buforem, pocü\galy za 
sobc\ utratt; aktywnosci. Aktywnosc fosfolipaz byta bardzo zroznicowana w kazdej 
hodowli, a przechowywanie enzymu w niskiej temperaturze prowadzilo do zaniku 
aktywnosci [ 11, 25 }. Stwierdzono tez nisk~ aktywnosc superna tantu po odwirowaniu 
kom6rek z hodowli. Moglo to byc wynikiem rozl<ladu cnzymu przez proteinazy [38]. 
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Niewiele jest danych o metabolizmie lipid6w przez pierwotniaki zwaczowe. 
Stwierdzono wyst<;powanie fosfolipazy u Entodinium caudatum [8]. Epidiniu,n ecau­
datum moze roztozyc chloroplasty zawierajqce duzo lipid6w w czerwonej koniczynie 
[21]. Badano r6wniez rozklad truszczu przy uzyciu zawiesiny Isotricha prostoma, /. 
intestinalis i Entodinium simplex [ 42]. 
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