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Cz<tsc I. Celuloza 

Wst~p 

W przewodzie pokarmowym przezuwaczy znajdujq siy (obok pasozyt6w) sym­
biotyczne drobnoustroje zyjqce w zwaczu, kt6re produkuj<l enzymy rozkladajqce 
wielkoc2qsteczkowe zwiqzki znajdujc\ce sit; w paszy, co umozliwia ich wchlanianie. 
Poza wodq, sldadnikami mineralnymi i prostymi zwiq2kami pasze zawieraj<l wiel­
koc2qsteczkowe sktadniki,jak polisacharydy, bialka, lipidy, spelniajqce rol~ materialu 
energetycznego i budulcowego w organizmie zwierzycym. 

Wczesniejszc badania nad rodzajami drobnoustroj6w zwaczowych, prowadzone 
na zywych komorkach bakteryjnych, ograniczaly siy gl6wnie do ich izolacji i chara­
kterystyki, okreslenia ich zapotrzebowania _pokarmowego oraz do poznania konco­
wych produktow ich metabolizmu. Szersza informacja o ukladach enzymatycznych 
poszczeg6lnych drobnoustrojow ulatwia interpretacjy roli bakterii, pierwotniak6w i 
grzyb6w w rozkladzie sktadnik6w pokarmowych w przedzolc1dkach zwier2<1t zywio­
nych r6znymi paszami. 

Niniejsze opracowanie stanowi przeglc1d aktualnej wiedzy o enzymatyce drobnou­
stroj6w zwaczowych i sklada si<t z 6 czysci (Celuloza, Hemicelulozy, Pektyny, 
Skrobia, Biatko, Lipidy) prezentowanych w tym i kolejnych numerach PNR. Gtybsza 
wiedza z tej dziedziny moze przyczynic siy do praktycznego jej wykorzystania w 
zywieniu przezuwaczy. 
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Celuloza i jej rozldad 

Celuloza jest bardzo znacznq czysciq pozywienia zwier2qt roslinozemych i jed­
nym z gt6wnych skladnik6w tkanki podporowej roslin. W roslinach paszowych 
celuloza, obok hemicelulozy i czy5ciowo ligniny, wchodzi w sklad wt6kna surowego 
( 132). Celuloza pod wzglydem chemicznymjest polimerem zbudowanym zjednostek 
glukozy powiqzanych ze sobq ß-glukozydowo miydzy wyglem C-1 a C-4, tworzqc 
lancuchy o budowie liniowej, le4ce jedne obok drugich. Przeciwlegle fragmenty tych 
tancuch6w potqczone Sq ze sobq WÜ\zaniem wodorowym, twoTZqc pofaldowane 
micelle (rys. 1 ). Wskutek pofatdowania powstajq elementarne wt6kienka (fibryle ), 
spojone ze sobq za posrednictwem innych skladnik6w, jak hemicelulozy, pektyny, 
ligniny. Badania wykazaly wysoki stopien krystalicznosci celulozy. Miydzy tymi 
obszarami wyslypujq obszary nieuporLqdkowane, amorficzne. Im wyzszy stosunek 
obszar6w krystal icznych do amorficznych, tym celuloza jest bardziej opoma na 
dzialanie enzymöw. W najczystszej postaci celuloza wystypuje w bawemie (98%). 
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Zwierz~ta roslinozerne (przezuwacze) nie trawicl celulozy bezposrednio, a zadanie 
to spelniaj<\ symbiotyczne drobnoustroje bytujqce w ZWdCZU. 

Drobnoustroje celulolityczne zwacza 

Rozklad cclulozy w zwaczu odbywa siy przy udziale r6znego typu drobnoustro­
j6w, jak bakterie , pierwotniaki i grzyby. Do najlepiej poznanych bakterii celulolity­
cznych, ktorym przypisuje si~ roh; wiodqcq w rozkladzie celulozy w zwaczu, nale:zq: 
Bacteroides (Fihrobacter) succinogenes (49, 64 73,), Rwninococcus albus [76, 164], , 
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Rwninococcus flavefaciens [ 121, 122, 123, 134 ]. Stwierdzono r6wniez wfasciwosci 
celulolityczne u Bacteroides cellulosolvens [106, 148], Clostridiwn cellobioparus i 
Butyrivibrio fibrisolvens [147]. Wyizolowano takze z plynu zwaczowego nowy 
szczep Micro,nonospora rwninantium, ktory traci swoje wfasciwosci celulolityczne 
w hodowli bez plynu zwaczowego. Szczep ten hodowany na cukrach prostych 
odzyskuje wlasciwosci celulolityczne po 6-8 pasazach na pozywce celulozowej [99]. 

Wsr6d pierwotniak6w najwyzsz.q aktywnosc wykazywaly: Eudiplodiniu,n 1nag­
gii, Epidinium ecaudatu,n vr. caudatum, Ostracodinium obtusum bilobum, Enolopla­
stron trilocatum, Diplodiniu,n affine, Diplodinium monocanthum [10, 33, 40, 41, 74 ]. 

W ostatnim pi<ttnastoleciu stwierdzono w plynie zwaczowym wystt;powanie 
beztlenowych grzyb6w, Phycomycetes, stanowiqcych okoto 8% masy drobnoustro­
jow. Wsr6d grzyb6w stwierdzono obecnosc Neocallünastix frontalis, Piromonas 
(SM-1) communis i Sphaermonas (NM-1) com,nunis [30, 116, 117]. Poza wymienio­
nymi grzybami ostatnio zidentyfikowano w zwaczu nowe szczepy: Neocallimastix 
joyonii orazAnaero,nyces mucronatus nov. gen. [23]. 

Enzymy celulolityczne 

Wic;kszosc informacji o enzymach celulolitycznych uzyskano z prac nad celula­
:zami grzybowymi [18, 131, 159]. Pierwotnie okreslano enzymy symbolami C1 i Cx 
[127]. Obecnie uwaza sit;, ze enzymy celulolityczne obejmuj<l cztery typy hydrolaz 
tworu\cych kompleks, w ktorym ich synergistyczne dzialanie umozliwia rozklad 
celulozy do glukozy. 

Wedtug obecnej nomenklatury, zatwierdzonej przez Uni<t Biochemicznq (1992), 
Sq to: 

1. Celuloza (endo 1,4-ß-glukanaza; EC 3.2.1.4)*. 
Enzym ten katalizuje rozklad celulozy od osrodka fancucha [11, 113]. 

2. ß-glukozydaza ( celobiaza; EC 3.2.1.21 ). Katalizuje rozldad celobiozy do glukozy 
[18, 128, 150). 

3. Glukan - 1-4-ß-glukozydaza (egzo 1,4-ß-glukozydaza; EC 3.2.1.7) Katalizuje 
rozklad celulozy i celoligomer6w do glukozy [54, 109]. 

4. Celulaza - 1,4-(3-celobiozydaza ( egzo-celobiohydrolaza; EC 3.2.1. 91 ). Katalizu­
je rozktad celulozy i celooligomer6w do celobiozy [ 159). 

*Enzyme nornenclature (Recommendations - 1992) of the ~ornenclature Com~ittee ~f the 
International Union of ßiochemistry and Molecular Biology. Pubhshed for the lntemat1onal Union of 

UBMB by Acad. Ps Press, Inc. 
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egzo-ß-glukozydaza 
(EC 3.2.1.74) 

celulaza celobiohydrolaza celobiaza 

1 
(EC 3.2.1.4) (EC 3.2.1.91) (EC 3.2.1.21) 

ce uloza ------- Gn ------- G2 ------

celulaza (EC 3.2.1.4), / 
.._ce_l_ob_i_o_h y_d_r_o_la_za_(E_C_3._2_. l_. 9_1_;_) _ 

Gn -oligocelulozy 
G2 - celobioza 

egzo-ß-glukozydaza 
(EC 3.2.1.74) 

Rysunek 2. Dzialanie enzym6w celulolitycznych na celulozt; (wg Klosova [54]) 

Tabela 1. Enzymy celulolityczne wys~pujqce u bardziej poznanych drobnoustro­
j6w zwaczowych 

Enzym B. succino- R. albus R. flavefa- Pierwot- Grzyby 
g_enes c,ens n.iaki 

CeJu)aza (EC 3.2.1.4) + + + + + 
CeJobiaza (EC 3.2.1.21) + + + 
Egzo-ß-gJukozydaza (EC 3.2.1 .74) + 
CeJobiohydroJaza {EC 3.2.1.91} + + + 

Wtasciwosci zwaczowych drobnoustroj6w celulolitycznych 

W ostatnich latach przyst\J)iono do bardziej szczeg6lowego badania drobnoustro­
j6w celulolitycznych pod wzglydem ich przyctfepnosci do c2qstek roslin, lokalizacji 
i rodzaju wytwarL.anych enzym6w [85]. Drobnoustroje w zwaczu skupiajq siy wokol 
CZ<\Slek paszy i, jak wykazaly badania mikroskopowe (mikroskop skanningowy), 
przyczepio nc s~ do fragment6w roslinnych. Przyleganie ich do powierzchni jest 
niezbydne, , 1 stopien przyczepnosci zalezy od fizycznych i chemicznych warunk6w 
panujqcych w zwaczu, rodzaju rosliny i drobnoustroj6w [1, 2, 26]. Z trzech celuloli­
tycznych s:,r.czep6w bakteryjnych, hodowanych na lucernie, B. succinogenes (S85) 
wykazywa1 w it;ksZ<\ zdolnosc przylegania do tkanki roslinnej (65,6%) niz R. albus 
(41,9%) i R. jlavefaciens FDL (33,9%) [103, 104]. 

Badano szybkosc rozkladu w zwaczu przez bakterie celulolityczne z hodowli 
aksenicznej , wyizolowanych z traw mesofilu i epidermis oraz wt6kna. Okazato sit;, 
ze mesofil i cpiderma ulegly calkowitemu rozkladowi w ci<\gu 12 godzin, natomiast 
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zlignifikowane wt6kno byto rozlozone w 40% [29). Stwierdzono r6wniez, ze ze 
wzrostem zawartosci zboza w dawce pokarmowej liczba B. succinogenes i R. albus 
malata, a B. fibrisolvens zwit;kszala si<; [149]. Stosowanie w zywieniu zwie17.qt 
malowartosciowej paszy objytosciowej zwi<;ksza r6znice w stt;zeniu i aktywnosci 
enzym6w [71 ). 

Wykazano, ze cz<;sc enzym6w celulolitycznych zwi<4zana z powierzchniq blony 
kom6rkowej bakterii przechodzi do otaczajqcego podloza. Nie nast(;puje to wwyniku 
lizy kom6rek, jak wczesniej sqdzono, lecz raczej wskutek przechodzenia pewnych 
fragmentow z powierzchni kom6rek do podtoza bez naruszenia samej kom6rki 
(65, 137]. 

Bakterie 

Kom6rki B. succinogenes przyczepiajq si<; do celulozy wzcHuz wl6kien. Po 
usuniyciu bakterii z powierzchni wl6kien pozostajq na nich widoczne wyraine wgl<;­
bienia na skutek nadtrawienia wl6kienek [26, 104 ]. Rol<; przyczepnq kom6rki do 
wl6kien celulozy spelniajcl pc:;cherzyki wytwarzane na kom6rkach. Na nich zgroma­
dzona jest cel ulaza (EC 3.2.1.4), kt6ra wraz z fragmentami blony pycherzyk6w 
nienaruszonej kom6rki przechodzi do otaczajqcego podloza. Badania wykazaly, ze 
aktywnosc tego enzymu zwiqzana jest w 50-61 % z sedymentujqcymi fragmentami 
hlony, w 9-13% z nie sedymentujqcymi skladnikami o m.cz. powyzej 4 x 106 i w 
28-38% z niskoczqsteczkowymi skfadnikami [49, 50, 65, 133). Celulaza rozklada 
nap<tcznialq w kwasie fosforowym celulozt;, wl6kna bawelny, proszek celulozowy i 
Avicel (zmielona mikrokrystaliczna celuloza) [46, 48, 66]. Czysciowo oczyszczona 
celuloza ma optimum dziafania przy pH 5,6-6,6 i temp. 50°C. B. succinogenes 
wytwarza r6wniez ß-glukozydazt; (EC 3.2.1.21) [ 64 ]. B. succinogenes jest gl6wnym 
celulolitycznym szczepem w zwaczu zwier2c:1t otrzymujqcych pasz<t z dodatkiem 
monenzinu [49]. 

R. albus wytwarza kompleks enzym6w celulolitycznych wyst<tpuj<1cych na po­
wierzchni kom6rki, a nie-jak wczesniej sqdzono -wewnqtrz kom6rki bakteryjnej 
oraz enzymy przeehodz<1ce do srodowiska (52, 80, 164]. 

W zaleznosci od warunk6w hodowli wzgl<tdna wielkosc c2q5teczki enzymu moze 
byc r6zna. Wysokocz<1steczkowy enzym uzyskano podczas hodowli bakterii na 
pozywce zawieraj4cej plyn zwaczowy (30%) i celobiozc; jako zr6dlo energii. Po 
zas~ieniu celobiozy celulo2c:1 uzyskano po siedmiodniowej hodowli enzym nisko­
cZc\steczkowy, o m.cz. okolo 30.000. R6wniez w hodowli bez plynu zwaczowego 
wytwarzany byt enzym niskocz.qsteczkowy [91, 92 161]. R. albus, jak wykazaly 
badania, wytwarza celulazc; (EC 3.2.1.4), ß-glukozydazt; (EC 3.2.1.21), egzocelo­
biozydazy (EC 3.2.1.91) i egzo 1,4-ß-glukozydazc; (EC 3.2.1.74). 

Celulaza zwic\zana jest z powierzchni'l kom6rki bakteryjnej [160, 161]. Wytl'Zc1-
sanie R. albus z wod<! lub buforem fosforanowym powoduje uwalnianie sie; enzymu 
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ze scianek kom6rek. Enzym ten wystt:;puje w formie agregatu dysocjujqcego na 
fragmenty o m.cz. 25 000-30 000. Oczyszczona celulaza ma m.cz. 50 000, optimum 
dzialania przy pH 6,8 i temp. ponizej 50°C w ciqgu 10 min, nie powoduje to utraty 
aktywnosci cnzymu. Enzym ten ulega nieznacznej aktywacji pod wplywem 2-mer­
kaptoetanolu, 1,4DTI, glutationu i chlorowodorku cysteiny przy styzeniu 1 mM. Jony 
miedzi, cynku, zelaza i rtyci obnizajq aktywnosc w znaczny spos6b. Odczynniki takie, 
jak p-chlorort<tciobenzoesan i N-metylomaleimid wyraznie hamujq aktywnosc, eo 
wskazywaloby na obecnosc grupy tiolowej w c:zqsteczce enzymu. Podobny wplyw 
tych czynnik6w stwierdzono przy badaniu egzo-1,4-ß-cellobiozydazy (EC 3.2.1.91) 
i egzo-1,4-ß-glukozydazy (EC 3.2.1. 74) [ 108]. Celulaza R. albus r6zni sit:; od celulazy 
Clostridiwn i Trichoderma tym, ze rozklada celulozy do fragment6w powyzej penta­
ozy, nierozpuszczalnych w wodzie. Enzym ten r6zni siy od celulazy badanej przez 
innych autorow tym, ze katalizuje rozldad celulozy napyczniatej w kwasie fosforo­
wym do du:zej ilosci celotriozy i malej celotetraozy [ 111, 160]. 

R. albus wytwarza r6wniez ß-glukozydazt:; (EC 3.2.1.21). Enzym ten katalizuje 
rozklad celobiozy, celotriozy, celotetraozy i celopentazy oraz p-nitrofenylo-glukozy­
du do glukozy z nieredukujqcego konca lancucha. Jeston zwiqzany z kom6rkq i latwo 
siy z niej uwalnia przez zamrazanie i odmrazanie kom6rki. Metodq filtracji na zelu 
oznaczono jego masc; c:u1steczkowq, wynos2qc<1 80 000. Stwierdzono maksymaln<t 
aktywnosc przy pH 6,5 w temp. 30--35°C. Inkubacja enzymu przy pH 6,8 przez l0min 
nie wptywa na zmiant; pocz<1tkowej aktywnosci w temperaturze ponizej 30°C, nato­
miast podwyzszenie temperatury do 37°C powoduje spadek aktywnosci o 2% w cic\_gu 
godziny. Kationy takie, jak wapn, kobalt, magnez wywierajq slaby wplyw przy 
styzeniu 1 mM, podc:u1s gdy jony rtc;ci, miedzi i cynku wyraznie obnizajq aktywnosc 
podobnie jak odczynniki sulfhydrolowe (p-chlorortyciobenzoesan i jodoacetamid) 
(111 ]. 

Enzym - 1-4-(3-glukozydaza (EC 3.2.1.74) katalizuje rozklad p-nitro-fenylu-ß­
-glukozydu, a takze celooligomer6w, celobiozy, celotriozy, celotetraozy i celopentao­
zy do glukozy z nieredukujqcego konca czc\Steczki. Masa c2qsteczkowa wynosi 
82 000. Enzym zachowuje aktywnosc przy pH 6,8 przez 10 min przy 30°_C, a traci 
20% aktyw_nosci przy 37°C. Optymalnq aktywnosc stwierdzono przy pH 6,5 w temp. 
30-35°C [l lOJ. 

Egzo-1-4-(3-celobiohydrolaza (EC 3.2.1. 91) R. albus przechodzi do podloza po 
zakonczeniu wzrostu kom6rek. Enzym Len wyizolowano z plynu pohodowlanego i 
oczyszczono. Masa Cu\Steczki oznaczona metodq elektroforezy na zelu wynosila 
100 000, a w nieobecnosci siarc:u1nu dodecylo-sodowego (SOS) 200 000, eo wska­
zywato, ze enzym ten jest dimerem skladajqcym sit; z dw6ch polipeptyd6w o maksy­
malnej aktywnosci przy pH 6,8 i temp. 37°C. Zakres aktywnosci enzymu miesci sie; 
w granicach pH 5,5-8,0, a jej spadek nastt;puje przy temperaturze powyzej 37°c. 
Wap~, ~obalt __ i i:nagnez wy,~ieraj<\ nieznaczi:iy wptyw, podczas gdy cynk i miedz 
wyraznie obmzaH aktywnosc enzymu. Odczynniki redukujqce takie, jak merkaptoe-
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tanol, ditiotriitol i glutation aktywujc\ nieznacznie enzym, natomiast odczynniki sulf­
hydrylowe ( chlorortt;ciobenzoesan i jodoacetamid) silnie je\ hamujq, co wskazywalo­
by na obecnosc w enzymie grupy tiolowej [109, 112]. 

R. flavefaciens würze sit; z powierzchnicl wl6kna roslinnego w miejscach wystt;­
powania polisacharydow, totez przyleganie do powierzchni nie jest regulame i nie 
pozostawia slad6w w miejscach przyczepu [87). Kom6rki R. flavefaciens atakujct 
nabtonek i tyko przypuszczalnie dlatego, ze szczep ten wytwarza ksylanazt; i pekty­
noliazt;, kt6re to enzymy utatwiajq swoim dziataniem dostt;p do celulozy [86, 122, 
123]. Badania nad rodzajem enzym6w celulolitycznych z R. flavefaciens wykazaly 
obecnosc celulazy (EC 3.2.1.4), zwiqzanej z kom6rk<l, oraz pozakom6rkowej 
egzo-1,4-ß-celobiohydrolazy (EC 3.2.1.91) [57,121]. Egzo-celobiozydaza ma m.cz. 
200 000, skladajc1c<1 sit; z dw6ch podjednostek 100 000 i wykazuje optimum dziafania 
przy pH 5,0. Powyzej pH 6,5 nastt;puje spadek aktywnosci do 20%. Maksymalnq 
aktywnosc enzym wykazuje w temperaturze 39-45°C, w temperaturze zas powyzej 
55°C ulega inaktywacji [57]. O-fenantrolina inaktywuje ten enzym w 85%, a jony 
zelaza i cynku o stt;zeniu 1 mM dzialajc\ silnie hamuj<}co. Celobioza, jako koncowy 
produkt rozktadu, hamuje enzym w 50% przy stt;zeniu 1 mM, w 85% przy styzeniu 
10 mM. Jony wapnia dziataj<} stymuluj<}co na aktywnosc enzymu. Sposr6d innych 
bakterii celulolitycznych mniej zbadanych pod wzgh;dem enzymatycznym jest B. 
cellulosolvens, kt6ry rosnie na celulozie w formie bezpostaciowej warstewki na 
powierzchni, w scislym kontakcie z podtozem [106]. 

Pierwotn~aki 

Wyizolowano ze zwacza 6 rodzajow pierwotniak6w, kt6rych ekstrakt rozktadal 
znakowanq C 14-celulozc;. W poc2qtkowych badaniach autorzy niemieli pewr.osci, czy 
aktywnosc ekstraktu nalezalo przypisac pierwotniakom, czy bakteriom obecnym w 
endoplazmie komorek pierwotniak6w. Stwierdzono, ze pierwotniaki E',,U/,iplodinium 
maggii rozktadaj,4 70% celulozy znajdujt\cej sit; wewnqtrz kom6rki. Rozklad ten nie 
byl wynikiem obecnosci bakterii, gdyz nie hamowal go dodatek antybiotyk6w, co 
swiadczyc moze o aktywnosci pochodzenia niebakteryjnego (31, 32, 40, 41 ]. Wedlug 
Colemana [33] u owiec zywionych sianem i owsem, tuz przed karmieniem 62% 
celulazy znajduje sit; we frakcji pierwotniak6w, 27% zwiqzane jest z wl6knem 
roslinnym, 10,65% z bakteriami, a mniej niz 1 % z bezkom6rkowym plynem zwaczo­

wym. 
Badania wykazaty, ze u zwieru1t pozbawionych pierwotniak6w aktywnosc celu­

lazy w zwaczu byla mniejsza, zwit;kszata sit; natomiast po wprowadzeniuEntodiniwn, 
choc pierwotniaki te nie wykazujq znacznej aktywnosci (6-7%) w rozldadzie celulo­
zy. Entodinium caudatum ma zdolnosc selektywnego pochtaniania niecelulolitycz­
nych hakterii, eo umozliwia Iepszy wzrost bakterii o duzej aktywnosci celulolityc~nej 
[22]. Pierwotniaki zwacza sktadajq sie:; w 95% z Entodinium, 2,5% Polyplastron t po 
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1,3% Dasytricha i /sotricha [114 ). U zwierLJ\l zywionych pasu\ o duzej zawartosci 
celulozy (30%) polepszenie rozkradu celulozy bylo wynikiem wsp6ldziarania pier­
wotniak6w z bakteriami [77] . Obecnosc Polyplastron multivesiculatum w zwaczu 
zwiyksza aktywnosc celulolityczn4 jesli zwierz't jest zywione pas2q bogat.c1 w celu­
lozy i hemicelulozy, obniza jq zas, jesli pasza zawiera duzo skrobi [78]. 

W zwaczu owiec pozbawionym pierwotniak6w aktywnosc zwiq2ana z c2c15tkami 
stalymi wzrasta 4-8-krotnie po ponownym wprowadzeniu pierwotniak6w do zwacza 
(157]. Specyficzna aktywnosc celulolityczna byla wiyksza u pierwotniak6w niz we 
frnkcji bakteryjnej uzyskanej ze zwacza kr6w zywionych sianem (156]. 

W ostalnich latach bezposredni udzial pierwotniak6w w rozkladzie celulozy 
polwierdzily prace nad pierwotniakami wyizolowanymi ze zwacza k6z (114]. Zda­
niem niekt6rych badaczy pierwotniaki zwaczowe majq zdolnosc syntezy enzym6w 
celulolitycznych, gl6wnie celulazy (EC 3.2.1.4), natomiast egzo-cellobiohydrolaza 
(EC 3.2.1. 91) - stwierdzona w znikomych ilosciach - moze pochodzic z endosym­
biotycznych bakterii (42, 114 ]. 

Wplyw pH na aktywnosc enzymatycznq mieszanych pierwotniak6w ze zwacza 
k6z byl r6zny, w zaleznosci od stosowanego substratu. Dia enzymu dzialajclcego na 
karboksymetyloceluloz<t (CMC-ozy) optimum pH wynosilo 6,0, Avicelu 5,0, a opty­
malna lemp. 40°C (51, 114). 

Grzyby 

Silny wzrost grzybow notowano zywiqc zwierzt;ta pas2q wl6knist\, slaby przy 
diecie lisciastej oraz bogatej w skrobit; i cukier Ut;czmien, pszenica, buraki) [2, 5, 13, 
14, 16, 62, 67, 68, 95]. Obecnosc w zwaczu grzyb6w na fragmentach wl6knistych 
roslin paszowych swiadczy o ich udziale w hydrolizic scianek kom6rek roslinnych 
paszy (8,153]. Dziatalnoscgrzyb6wpolega na wytwarzaniu kanal6wwzdluzwl6kna 
roslinnego i umozliwienia w ten spos6b enzymom celulolitycznym dostc;pu do wla­
sciwego dla nich substratu [5]. 

Grzyby zwaczowe katalizujq rozklad tkanki zlignifikowanej latwiej niz bakterie, 
jednakze ich rola w procesie rozldadu nie jest jasna (4, 5, 37, 155]. Stwierdzono, ze 
grzyby wsp6Inie z bakteriami powodujq rozklad mikrokrystalicznej celulozy, czego 
nie sq w stanie dokonac same bakterie [7, 83). W zwaczu owiec wykryto obecnosc 
grzyba Neocallimastixfrontalis (obecna nazwa N. patriciarum). Aktywnosc celuloli­
tyczna tego grzy~a przewy~za a~t~wnosc znanego grzyba Triclzoderma reesei (102, 
162]. N. frontalts wykazuJe naJw1c-;kszq aktywnosc we frakcji pozakom6rkowej, 
jakkolwiek frakcja membranowa odznacza siy tez pewn'\ aktywnosciq (105, 120]. N. 
frontalis rozklada wh.Skna bawetny i Avicel [ 118, 162). 

Grzyby_ zwaczowe wytwarzajq celulaz't (EC 3.2.1.4), celobiaz<t (EC 3.2.1.21) i 
egzo-celob1ozydaZ<t (EC 3.2.1.91). Ost:atnio potwierdzono aktywnosccelulazy i celo-
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biazy uN.frontalis NC71 i Piromycetes sp. PC12wzglydem karboksymetylocelulozy 
(CMC) i Avicelu [82]. 

Og61ne wtasciwosci enzym6w poznanych w grzybach byly prawie takie same. 
Optimum dziatania dla celobiazy grzyba N. frontalis EB288 stwierdzono przy pH 
4,5-7,5, z maksimum przy pH okolo 6,0, i w temperaturze 50-55°C (96]. Sq one 
wrazliwe na metale cic;zkie [12, 67]. Wrazliwosc grzyb6w na antybiotyki jest r6zna u 
r6znych gatunk6w grzyb6w. Odpornosc na monenzin i lasalocid wzrasta w obecnosci 
bakterii metanogennych [79, 145, 162]. 

Stwierdzono, ze wplyw bakterii celulolitycznych na aktywnosc enzymatycznq 
grzyb6w jest r6zny w zaleznosci od szczepu bakteryjnego. I tak ostatnio zbadano 
wplyw Ruminococcus flavefaciens i Fibrynobacter succinogenes na rozldad slomy 
pszennej i lodyg kukurydzianych przez grzyby N. frontalis MCH3 oraz Orpinomyces 
(Neocallimastix) joyonii TP 90-9. Okazalo siy, ze R. flavefaciens wywiera hamujqcy 
wplyw na aktywnosc grzyb6w, natomiast F. succinogenes _nie wywiera takiego 
wplywu [130]. 

Obok N. fronntalis i 0. joyoni aktywnosc celulolitycznq wykazujq grzyby Piro­
monas co,nmunis i Sphaeromonas communis, kt6re rozkladajc1 celuloz~ efektywniej 
( do 52%) w obecnosci metanogennych bakterii niz w czystych monokulturach [ 4, 4 7]. 
Grzyby te wydzielajq do podloza 80% enzym6w (16, 19]. 

Stwierdzono, ze potqczenie P. communis i S. ruminantium redukuje aktywnosc 
celulolitycznq grzyb6w, natomiastS. communis i S. ruminantium rozkladajq substrat 
bardziej efektywnie niz monokultura S. communis [61, 129]. Aktywnosc N. frontalis 
i P. co,nmunis we wsp6lnej hodowli z R. flavefaciens i R. albus jest CZ<tsdowo 
zahamowana, na tomiast zB. succinogenes wzrasta. S. ruminantium (szczep niecelulo­
lityczny) catkowicie hamuje rozklad celulozy przez grzyby [105, 162]. 

Wplyw r6znych czynnik6w na aktywnosc celulaz 
drobnoustroj6w zwaczowych 

Badania in vitro wykazaly, ze stopien rozkladu celulozy jest najwiykszy przy pH 
6,8, natomiast obniza siy przy pH 5,5 - wlasciwym dia tresci zwacza zwierzqt 
zywionych tatwo przyswajalnymi wyglowodanami [29]. W warunkach fizjologicz­
nych to niskie pH w zwaczu jest na og6l objawem przejsciowym i wzrasta po 
wyczerpaniu siy cukr6w prostych [70, 142, 146]. 

Lugowanie stomy (2,4 kg lugu/100 kg slomy) zwi<tksza rozklad wt6kna. Lug 
sod9wy nie rozpuszcza scianek kom6rek roslin paszowych, ale powoduje pycznienie 
mikrowl6kienek celulozy, wskutek czego enzymy dyfundujq do kom6rek przez duze 
kapilary, dziahljqc na wolne tancuchy i celuloz't amorficzn<1. Tego rodzaju zabieg 
zwiykszato okoto 20% aktywnosc celulolitycznc1 pfynu zwaczowego kr6w zywionych 
preparowan<1 stom,4 i paszq tresciwq (50 : 50) [27, 102, 151 ]. 
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Dzialanie ozonu na baweln<t powoduje rozldad okolo 45% warstwy powierzch­
niowej bez wi<tkszego wplywu na celuloz<t krystalicznc\ (103]. 

Dzialanie alkalicznego roztworu nadtlenku wodoru na celuloz~, przy duzej ilosci 
ligniny i hemicelulozy, nie zwi<tksza jej rozkladu przez drobnoustroje mieszane oraz 
B. succinogenes. Przy mniejszej ilosci ligniny i hemicelulozy obserwowano znaczny 
wzrost aktywnosci w por6wnaniu z aktywnoscict plynu zwaczowego kr6w zywionych 
slomq nie traktowanq [39, 53, 94]. 

Azotyny gromadz<\ce si<t w czasie przemian azotan6w zmniejszaj& wzrost bakterii, 
eo pociqga za sobq obnizenie aktywnosci enzym6w celulolitycznych [98]. 

Dzialanie gazowego amoniaku (3 cz./100 cz. suchej trawy) w ciqgu 16 godzin w 
temp. 90°C polepsza strawnosc celulozy w zwaczu, a traktowany material roslinny 
dostarcza tym samym wi<tcej energii i azotu do syntezy bialka bakterii, np. B. succi­
nogenes, R. albus i R. flavefaciens [25, 81]. 

Badano wplyw dodatku glukozy lub celobiozy na szybkosc rozkladu celulozy 
przez trzy wiod<\ce szczepy bakteryjne: B. succinogenes, R. albus i R. jlavefaciens. 
Stwierdzono spadek szybkosci rozkladu celulozy, przypuszczalnie wywolany obni­
zeniem pH srodowiska ponizej 6,3, wskutek zachod:zqcej fermentacji rozpuszczalnych 
wyglowodan6w [70). 

Metyloceluloza dodana do czystej hodowli bakterii celulolitycznych, zaabsorbo­
wanych na celulozie, powoduje ich odszczepienie od podloia i zahamowanie rozldadu 
celulozy (65] . Hamujqcy wplyw metylocelulozy i innych metylowanych w~glowoda­
n6w tlumaczy si<t dwoma mechanizmami-poprzez dzialanie jako kompetytywnego 
inhibitora aktywnosci enzymu lub przez zmiany struktury bialka, wchodu\c w reakcj~ 
z substratem [86, 152]. Metyloceluloza nie hamuje wzrostu bakterii R.jlavefaciens 
FDl hodowanych na celobiozie i celooligosacharydach. Mieszanina-metylowanych 
celooligosacharyd6w o stopniu polimeryzacji 6,7-9,5 hamuje rozklad celulozy, nato­
miast o stopniu polimeryzacji 1,0-4,5 nie dziala hamujqco (126]. 

Kwasy fenolowe, wystypuj1ce czy5to jako kwasy hydroksycynamonowe, sq estro­
wo zwiqzane z polisacharydami. Mniej niz 5% kwas6w fenolowych obecnych w 
slomie jest rozpuszczalne. Kwasy te pobierane Sq przez zwierzy, gdy w zywieniu 
stosuje sü; slomc; traktowanq lugiem w formie rozpuszczalnej [28, 115]. 

Opr6cz wyzej wymienionych czynnik6w r6wniez tlen atmosferyczny i inhibitory 
pochodzenia roslinnego mogq w pewnym stopniu hamowac aktywnosccelulolitycznq 
bakterii (137]. 

Wiele rosl in paszowych zawiera taniny, kt6re - tworu\C wiqzanie ze zwiqzkami 
wielkocu\steczkowymi - powoduj<\ zahamowanie r6znych uklad6w enzymatycz­
nych, miydzy innymi celulaz w zwaczu [63, 100, 163). 

Dodatek ttuszcz6w do paszy ma r6wniez wplyw na procesy enzymatyczne w 
~a~zu. He~dcrson i ~odgkis~ [ 69) wykazali, ie wzrost pewnych szczep6w Butyri­
vibrio, Rumuiococcus I bakteru metanogennych ulega silnemu zahamowaniu w obe­
cnosci kwas6w tluszczowych. Robertson i Hawke [129a] badali in vitro i in vivo 
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wplyw dodatku oleju lnianego i tranu u kr6w na pastwisku, stwierdzaj<4c zmniejszenie 
rozkladu cel ulozy (24]. Inni badacze stwierdzili u ciel<4t zahamowanie rozldadu suchej 
masy trawy przy dodatku duzej ilosci stalego tluszczu (loju) do pasz (84]. 

Wprowadzenie do kiszonek dla bydla zeolit6w (0,5%-1,0%) wplywa korzystnie 
na stabilnosc pH w czasie zachod2.qcych w zwaczu proces6w rozkladu. Obecne w 
zeolitachjonypotasu i magnezu aktywuj<4dzialanieenzym6wwzwaczu [56]. Sposr6d 
jonofor6w avoparcyna zmienia obraz mikroflory zwacza owiec, zmniejszaj<4c liczb«t 
paciorkowc6w na rzecz B. succinogenes (143]. Dodatek lasalocidu wywiera r6zny 
wplyw na aktywnoscNeocallimasti.x.frontalis, w zaleznosci od jego hodowli (144]. 

Zwi<4zkami stymuluj<4cymi aktywnosc celulaz sq ATP, heksokinaza, kwas askor­
binowy, glutation, kwas fenylooctowy, odczynniki tiolowe i fosforany. Wzrostaktyw­
nosci cel ulaz pod wplywem fosforan6w zwi«tksza si<t w obecnosci plynu zwaczowego. 
Jest mozliwe, ze fosforany dezaktywuj<4 w plynie zwaczowym inhibitory, tym samym 
podwyzszaj<4caktywnosccelulaz[51, 140,141]. Dodatekkwasu fenylopropionowego 
do pozywki wplywa wyrainie na wytwarzanie si«t pozakom6rkowej celulazy u R. 
albus. Kwas ten jest skladnikiem otoczki bakteryjnej celulolitycznej. Bez tego kwasu 
wytwarza sit; enzym niskocZqsteczkowy [75, 138, 139]. Kwas fenylooctowy wplywa 
na rozklad celulozy tylko w obecnosci kwasu 3-fenylopropionowego. Bez kwasu 
fenylooctowego czas rozkladu przedluza si~ do 2 dni, podczas gdy brak kwasu 
3-fenylopropionowego calkowicie hamuje wzrostR. albus (140]. 

Z przeprowadzonych dotychczas badan wynika, ze rozklad celulozy w zwaczu 
zalezy w duzym stopniu od rodzaju bakterii, a scislej od kompleksu enzymatycznego, 
wytwarzanego przezdanq kom6rkt; drobnoustroju. Obecny zas6b wiedzy o enzymach 
celulolitycznych bakterii jest skromny. Powodem tego s<4 trudnosci izolacji drobnou­
stroj6w w warunkach beztlenowych, a takie warunki Sq niezb~dne dla mikroflory 
zwaczowej. Okreslenie aktywnosci enzymu jest trudne, bowiem uzaleznione jest od 
rodzaju substratu. Stosowanie w badaniach r6znych substrat6w prowarlzi czt;Sto do 
sprzecznych wynik6w. 


