
Nr1 MEDYCYNA WETERYNARYJNA

--

Rok XLII

ZDZISŁ^W ZAWADZKI, WOJCIECII ZAWADZKI*

Proteolityczne włościwości mikroflory żwoczo

Instytut Inżynlerii ochfony środorvlska Politeclrniki wIoclalvskiej,
Plac Grunwaldzkl 9. ó0-377 Wrocław

* Katedra FiZjorogjl zBłierząt wydziału \^7eterynaryjnego AR, ul. NorMda 31, ó0-375 Wrocław

Proteoliza przebiegaiąca obok procesów fer-
mentacyinych w żvlaczu może przvnieść ko-
rzyść zwierzęciu, ale w pewnych przvpadkach
może oddziaływać szkodliwie. Korzvść ma miej-
sce wówczas, gdy produktv powstaiące w wy-
niku proteolizy są poźniei lvykorzystywane do
syntezy łatwostrawnych białek, o większej war-
tości biologicznej niż białka paszv. Natomiast
jej oddziaływanie szkodliwe,i,est następstwem
powstawania strat w wykorzystaniu białek net-
to.

Pomimo znaczenia proteo]izy w odz}T,vianiu
się zwierząt, proteolityczne bakterie żwaeza,
iako specyficzna Arupa iego mikroflory, wzbu-
dzają znacznie mniejsze zainteresowanie bada-
czy, niż inne grupy mikrof]ory przedżołądków,
iak np. bakterie rozkładaiące błonnik czy bak-
terie metanowe. Badania przeważnie ogranicza-
łv się do obserwacii rozkładu żelatyny lub ka-
zeinv przez bakterie proteo]ityczne, natomiast
inne ich badania były stosunkowo nieliczne. O
zdolności niektórych szczepów baktervinych
wyizolowanych z,e żwacza do upłvnniania żela-
tynv donoszą liczni badacze, a międzv innymi
Hungate (23), Brvant i SmaII (10), Bryant i wsp.
(11), Hamlin i Hungate (1?), IIuhtanen i Gall
(2I) oraz Mann i wsp, (2B). Brvant i Doetsch
(3?) wvizolowali szczepy rozkładaiące kazeinę,
a nie upłvnnia,iące żelatyny. Szczep Selenomo-
nas ruminantium wyizolowany pTzez Brvanta
(10) posiadał też podobne właściwości. Można
zgodzić się ze zdaniem Fulghuma i Moor,e'a (15),

że test na kazeinę jest bardziei czułym i on zo-
stał zastosowany w naszvch badaniach.

Celem badań bvło sprawdzenie, czy w róż-
nych okresach trawienia treści pokarmowei w
żulaczlt zmienia się liczebność bakterii proteo-
litycznych w składzie mieszanej florv bakte-
1yjnei tego przedżołądka u przeżuwaczy. Po-
nadto wyrywkowo dokonywano identyfikacii
taksonomicznei wyizolowanych szczepów bak-
terii proteolitycznych.

Materiał i metody
rasy

godz.
cerny
acono
picia

i ich badań obejmował łącznie 30 dni, z lym że po-

dzielono go na ttzy okresy po 10 dni, stosując 14-
-dniowe przerwy między okresami pierwszym a dru-
gim oraz drugim a trzecim.

Doświadczenia przeprowadzono z zapewnieniem
warunków beztlenowych w atmosferze 100% (wolnego
od 02) gazowego CO2 według zasad podanych przez
Hungate'a (22, 24), Millera i Wolina (30) oraz Wolfe'a

destylowaną przedmuchaną Eazowym CO2, wolną od
tlenu - ad 100%; pH podłoża ustalono na 6,8. Płyn
żw,aczowy używany do wzLbog,acania p,odłoża sączlono
przez dwi,e warstwy
przez 20 minut przy
TG, a następnie pr
12IaC przez 20 min
CO2 w zamkniętym
dorku cysteiny (50ń), NaHCOa (100/o) oraz witamin wy-
jaławiano przy użyciu filtróv" bakteriologicznych
Śchotta G-5 i dodawano do jałowego podłoża t:uż

nia, jak w podłożu płynnym. Podłoże zestalono na
ściankach próbówek (I2, 22, 25, 30, 35), przedmuchi-
wano je gazowym CO2 i zamykano korkami gumo-
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Tab. 1. Udział mikroflory proteolitycznej żwacza
krów w ogólnej liczbie bail<tettt żwacza -*, zależnoćci
od czasu, jaki upłynął od nakarmienia zwietząt

(średnie tricrzbil Łrakter]: XlOEl1 ml)

czd, Paóicfąhad prób8ź

pujący,ch w żwaczu w dużych ilościach. W ni-
niniejszej pracy przeprowadzono badania mające
na celu dokonania identy,fikacji taksonomicznej
40 szczepów, wybranycn spośród wvizolowa-
nvch bakterii proteolitvcznvch. W wvniku tvch
badań 23 szczepy zaliczono do ButEroużbrżo sp.
(9), 1 do Succinouzbrżo sp. (10), 4 do Bacterożdes
sp. (16) oraz 3 do Peptostreptococcus sp. (16).
Pozostał5,c| 9 szczepów niezidentyf ikowano,
Byłv to Gram-dodatnie i Gram-uiemne ziarnia-
ki oraz Gram-zmienne pałeczki.

Blackburn i Hobson (3) nie stwierdzili w
płynie żwaczowym obecności wolnych pozako-
mórkowych enzymów proteolitycznych. Opti-
mum dla aktywności proteoiitycznei bakterii
żwacza żn uitro wvkazano dla pH około 6,5 (1,

3), jednak bez strvierdzenia iakiegoś wyraż-
nego maksimum. Według Warnera (34) opti-
mum to waha się pomiędzy 6,5 a 7,0. Clarke
i Bauchop (12) uważaią za nieprawdopodobne,
by pH w żwaczu mógło spadać do takich war:
tości, które wywoływałvbv zupełńą inhibic,ię
proteaz drobno,ustrojowy,ch. W badaniach żn uź-
tro stwierdzono inhibic,ię ,proteo]izy przez roz-
puszczalne, podlegające fermentacji węg]owo-
danv (19). Aktvwność proteolityczną bakterii
mogą obniżać takie łatwo fermentu.iące węglo-
wodanv, iak dekstryna oraz cukrv proste, a za:
chodzić to może na skutek zakwaszenia śro-
dowiska żwacza, względnie w wyniku zaharno-
wania czvnności proteolitvcznei enzymów przez
produktv rozpadu cukrów (14). Enzvmy pro-
teolityczne bakterii są przeważnie wewnątrz-
komórkowe, związane ze ścianą kcimórkową, z
którei mogą bvć uwalniane po ie.j traktowaniu
n-butanolem. Około 109o do 300/o enzymów ,pro-
teolitvcznvch iest uwalnianych do podłoża
wzrostu bakterii. Enzymy te maią właściwości
,podobne do tych, iakie posiada trypsvna (2).

Warner (34) w swoich badaniach plzepT,o]^/a-

dzonvch na owcach stwierdził, że rodzai sto-
sowanej dietv miał mały wpływ na stopień
aktvwności proteolitvcznej bakterii żwacza,
Autor ten stwierdził również, że przy żywieniu
owiec dietą wvsokobiałkową, stosowaną zwykle
przez niego w doświadczeniach, aktywnośó pro-
teolityczna była rczłożona mniei więcei po po-
łowie pomiędzy mikroflorą a mikrofauną żwa-
cza (orzęski). Równiez Blackburn i Hobson (3)

Nowsze badania Nugenta,i Mangana (31) do-

mówiące, iż pierwotniaki mają zasadnicze zna-
czenie w proteolizie treści pokarmowej w żwa-
czu nie zostały potwierdżone w ich badaniach,

2o,1 ! ą1
ą5 ! 0,1

ł2,3

< o.ol

rvał1, opisy w;,rnieniorre w pracach Bryanta : Smalla
(9, 10). Natomiast do rodzajów Bącteroides i Pepto-
streptococcus zaliczono szczepy odpowiadające opi-
som podanym przez Geisecka (16).

Wyniki i omówienie
Średnie liczby kolonii izolowanych w na-

szych badaniach z treści żwacza są zgodne z
liczbami bakterii oznaczor'ydn przez Brvanta
i Robinsona (B) oraz Fulghuma i Moore'a (15)

na zmodyfikowanvm podłożu niewybiórczym w
od zwierząt karmionych
ładzie. Blackburn i Hob-
I00lo z ogólnej liczbv bak-

terii wyhodowanvch ze żulacza owi,ec posiada
właściwości proteolitVczne, podczas gdv Ful-
ghum i Moore (15) wykazali takie właściwości
u 380/o bakteriii wvizolowanych ze żwacza krów.
Wvniki badań przeprowadzonych ptzez nas
(tab, 1) wykazały stopniowe zmnieiszanie się
ogólnej ]iczbv bakterii w 1 ml treści żwacza
z 26,BX 108 (przed karmieniem) do 20,1X 108 (po

karmieniu), z jednoczesnym wzrost,em odsetka
bakterii proteolitvcznych wśród ogólnei liczbv
bakterii żwacza, wynosrącego od 36,90/o do
423010, W pr bada-
niach wstępn próbek
pobranych p opólna
iiczba bakter vnOSiła
24,2Xt08, w tym b nych
?,6x10',-,co stanowiło bak_
terii. Podobne rezulta (34),

którv ał naia e właściwo-
ści pr u bakt owanych ze
żwacz h po iu zwierząt
gospodarskich. Bakterie proteolityczne wyizo-
io*ur" ze żwacza owiec sklaslikowano jako
Bacterożdes amElophltus, Bacterożdes rumiń-
cola Z rO-
dzai orno-
nas Us 1

liczne niezidentyfikowane Gram-dodatnie i
Gram-uiemne ziarniaki (4). Bakterie o zasad-
niczo takiej samei przynależności taksonomicz-

ierdzają
(5) su-
.jest w
wystę-
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Praca ta również sugeruje, że pochłaniane loz-
puszczalne białka są bardzo szybko wiązane
ptzez ścianv komórek bakterii i tam szvbko
ulegają rozkładowi biochemicznemu.

szvbkośó przebiegu proteolizy białek paszy
zależy od stopnia ich rozpuszczalności Qa, 29),
a Mangan (27) stwierdził, że duże znaczenie nra
przy tym również budowa chemiczna trawio-
nvch białek. Około 80-907o białka pasz ulega
przemianie na białka mikroorganizmow żlyacza
(cvt. 14). Stwierdzono, że białka bakterii żił,a-
cza są bardzo łatwo trawione i posiadają duzą
wartość biologiczną (6). Według Srnitha (cvt.
5) całkorvita ilość paszv, jaka jest trawiona w
żwaczu rvaha się od około 70---BOło lub więcej
dla niektórych diet do 30---400ń dla innych.

Należy jeszcze wspomnieć o wvnikach badań
Lathana i wsp. (26), którzv wykazali, że pasze
zbożowe powoduią w żvłaczu zmniejszenie 1icz-
bv bakterii z rodzaju tsutgrouźbrio, natomiast
wzlost liczbv bakterii z rodzajów: Sel,enomo-
nas, Peptostr eptococcus, Lactobacillus i BźJido-
bacterium. Można więc wnioskowaó, że wpłv-
w-ając na skład taksonomiczny mikroflory żwa-
cza pasza moze wpływać pośr,ednio na stopień
aktywności proteolityczne.j.

Stwierdzono, że aktywność proteolityczna
bakterii żwacza w zawiesinie wodnej, badana
in ożtro, jest stvmulowana przez jon żelazawy
i cysteinę, podobnie jak to ma miejsce w od-
niesieniu do bezt]enowych bakterii rodzaiu Clo-
strźdium (cyt. 34). Stymulacja taka nie zacho-
dzi z bezkomórkowymi przesączami tych bak-
terii (34). Uwzględniając wynik tvch badań u-
żyto w niniejszej pracy obu wymienionych sty-
mulatorow proteolizy.

Wniosek

1. W miarę upływu czasu od nakarmienia
zwierząt wzrasta procentowy udział bakterii
proteolitycznych w ogóInej liczbie bakterii żwa-
cza.
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3aaa4cxzż 3., 3ana4cr<nfi B. - [poteołutn.recxue
cnolicrsa łruxpo@:roprr py6qa

J,4ccłegoeanz,E [poBeJlrr Ha 3 xopoeax rołlurterłH-
cKoż nopoAbl Bo3pacToM 3 łel, KopMJIeHHbIx s 7.30
n 19.30 KyIrypy3HbIM IIIpoToM IĄ cenoM I43 JIpIłepHbI
corJlacHo HopMaM KopMJIeHfiff. Or ecex xopoa 6panzqepe3 B jloxieHHble Bo BpeM.E o[epaqrrI KaHK)JI]4 B
x<na.r npo6;r - 4 pasa 3a AeHb. Bperua ssaruR upo6
m ux lĄccJlegosauvit oxBaTbIBaJIo a o6Iqem 30 4ueż,c TeM, TlTo ero pa3AeJI]4łr Ha 3 Ęep]loAa no 10 4ueń,
np]4MeHfl'a l4-4HenHue rrepepblBbl Me>KAy I v II ne-
pvlo4anaw, a TaI(rKe II u III, Onsrr uposerlrt c coxpa-
HeHI4eM aHaspo6HsIx ycnoevfr, n atnroc$epe 1007o (cgo-
6o4rroro or 02) ra3oBolo CO2. OnpegeJIrIJIr{ npoĄeHT-
HyIo Aonlo npoTeoJll{Tl,ltlecxlrx 6arrepvfit s cocTaBe
6axrepzałsrłoń Słoprr coAepx<r,IMoTo py6qa xopos, a
cBepx ToTo nu6opovHo uaelluĘluryupoBaJlr{ TaKcoHo-
M]4qecKI4 I43o JIr{p oBaHHbIe lrl TaMME I fipo Te o JII4Tr4qecKI4x
6ar<reprż.

OTll.etmlu, IITo no Mepe BJIrlgHrrfI BpeMeHIł pocJIa oT
36,9 go 42,3o/o aola npoTeofir4Tl4tlecxrzx 6axrepuit s o6-
II{eM qr{cJle Bcex aHa9po6rłr,Ix 6axtepuń, usolnpor,aa-
HbIx ]43 cogep>KrłMolo py6Ęa xopos.

Zawadzki Z., Za,wadzki W. .- Proteolytic properties
of the rumen microflora

The experiments were performed on 3 Holstein
cows aging 3 years fed at ?8o and 1980 gTound coln
and alphalpha hay according to the feeding stan-
dards. The samples of the rumen content were taken
four times daily by surgical cannulation of the ru-
men. Thirty days time of sampling was divided into
three 10 days periods with two weeks interruptions
betweern the 1s't and the 2nd, a,nd the Znd and the

e perf orrned in
iree of oxygen.
proteolytic bac-
azardly the iso-

1ated proteolytic bacteria were identif ied. It was
found that along with time increased from 36,9% to
42.30/o the participation of proteolytic bacteria in a
w,holle nunber o,f atnae,rolbic bac,te,ria isolate,d fr,orrn
the rumen content of cows,
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