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Proteoliza przebiegajgca obok procesow fer-
mentacyjnych w zwaczu moze przvnies¢ ko-
rzy$é zwierzeciu, ale w pewnych przypadkach
moze oddzialywaé szkodliwie. Korzy$é ma miej-
sce wowezas, gdy produkty powstajace w wy-
niku proteolizy sg pdzniej wykorzystywane do
syntezy latwostrawnvch hialek, o wiekszej war-
tosci biologicznej niz biatka paszy. Natomiast
jej oddzialywanie szkodliwe jest nastepstwem
powstawania strat w wykorzystaniu bialek net-
to.

Pomimo znaczenia proteolizy w odzywianiu
sie zwierzat, proteolityczne bakterie zwacza,
jako specyficzna grupa jego mikroflory, wzbu-
dzaja znacznie mniejsze zainteresowanie bada-
czy, niz inne grupy mikroflory przedzolgdkow,
jak np. bakterie rozkladajace blonnik czy bak-
terie metanowe. Badania przewaznie ogranicza-
ly sie do obserwaciji rozkladu zelatyny lub ka-
zeiny przez bakterie proteolityczne, natomiast
inne ich badania byly stosunkowo nieliczne. O
zdolnosci niektérych szczepdw bakteryinych
wyizolowanych ze zwacza do uplynniania Zela-
tyny donosza liczni badacze, a miedzy innymi
Hungate (23), Bryant i Small (10), Bryant i wsp.
(11), Hamlin i Hungate (17), Huhtanen i Gall
(21) oraz Mann i wsp. (28). Bryant i Doetsch
(37) wyizolowali szczepy rozkiadajgce kazeineg,
a nie uplynniajace zelatyny. Szczep Selenomo-
nas ruminantium wyizolowany przez Bryanta
(10) posiadal tez podobne wiasciwosci. Mozna
zgodzi¢ sie ze zdaniem Fulghuma i Moore’a (15),
ze test na kazeine jest bardziej czulym i on zo-
stal zastosowany w naszych badaniach.

Celem badan bylo sprawdzenie, czy w roz-
nych okresach trawienia tresci pokarmowej w
zwaczu zmienia sie liczebno$¢ bakterii proteo-
litycznych w skladzie mieszanej flory bakte-
ryjnej tego przedzoladka u przezuwaczy. Po-
nadto wyrywkowo dokonywano identyfikacii
taksonomicznej wyizolowanych szczepoéw bak-
terii proteolitycznych.

Material i metody

Badania przeprowadzono na ftrzech krowach rasy
holsztynskiej] w wieku trzech lat, karmionych o godz.
730 i 19.30 &ruta kukurydziana i sianem z lucerny
wedlug norm Zzywieniowych (33). Pasze wzbogacono
Polfamixem R w ilo$ci po 40 g/dz/szt. Wode do picia
podawano do woli. Krowom zalozono podczas zabie-
gu operacyjnego kaniule do Zwacza (13) i po uplywie
dwoch tygodni rozpoczeto pohieranie plynu zwaczo-
wego do badan bakteriologicznych. Od wszystkich
krow pobierano prébki czterokrotnie w ciagu dnia,
a2 mianowicie o godz.: 7.00, 10.30, 15.30 i 17.30, a wige
tuz przed rannym odpasem oraz po 3, 8 i 10 godzi-
nach po jego rozpoczeciu. Czas pobierania probek
i ich badan obejmowatl lgcznie 30 dni, z tym Ze po-

dzielono go na trzy okresy po 10 dni, stosujac 14-
-dniowe przerwy miedzy okresami pierwszym a dru-
gim oraz drugim a trzecim.

Doswiadczenia przeprowadzono z zapewnieniem
warunkow beztlenowych w atmosferze 100% (wolnego
od O,) gazowego CO, wedlug zasad podanych przez
Hungate’a (22, 24), Millera i Wolina (30) oraz Wolfe’a

(35).

PodloZze plynne zawieralo: roztwory mineralne A
i B (25) po 25%, przejrzysty plyn zwaczowy — 30%,
roztwor mikroelementow (32) — 1%, roziwor witamin
(32) — 1%, chlorowodorek L-cysteiny — 0,05%,
NaHCOs — 0,5%, resazuryne — 0,0001% oraz wode

destylowana przedmuchang gazowym CO,, wolng od
tlenu — ad 100%; pH podloza ustalono na 6,8. Plyn
zwaczowy uzywany do wzbogacania podioza sgczono
przez dwie warstwy tkaniny baweinianej, wirowano
przez 20 minut przy 12000 g na wirowce Beckmanna
TG, a nastepnie przejrzysty plyn wyjalawiano w
121°C przez 20 minut w atmosferze 100% gazowego
CO, w zamknietym pojemniku. Roztwory chlorowo-
dorku cysteiny (5%), NaHCO; (16%) oraz witamin wy-
jalawiano przy uzyciu filtréw bakteriologicznych
Schotta G-5 i dodawano do jalowego podioza tuz
przed jego uzyciem do doswiadezen. Podioze wyjala-
wiane w 121°C przez 20 minut.

Podloze stale przygotowywano wlewajac po 9 ml
podloia piynnego (bez chlorowodorku cysteiny,
NaHCO; i roztworu witamin) do probéwek zawiera-
jacych po 0,2 g agaru ,Dfico”, a nasigpnie wyjalawia-
no w 121°C przez 20 minut. Po wyjalowieniu ochia-
dzano podioze do temp. 45°C w laini wodnej i do
kazdej probéwki dodawano po 1 ml wyjalowionego
odttuszezonego mleka ochtodzonego do temp. 45°C,
a nastepnie pozostate skladniki podioza, tj. jalowe
roztwory chlorowodorku cysteiny, NaHCO; i wita-
min w takich ilogciach, ahy uzyskaé¢ takie ich steze-
nia, jak w podtoiu plynnym. Podloze zestalono na
gciankach probéwek (12, 22, 25, 30, 35), przedmuchi-
wano je gazowym CO, i zamykano korkami gumo-
wymi.

Plyn zwaczowy do posiewodw pobierano za pomoca
zgltebnika zaopatrzonego w dolnej czesci w otwory o
drednicy ok. 2 mm, uzywajac do tego celu pompy
ssacej. Pobierany plyn wprowadzano do kolby przed-
muchanej uprzednio gazowym CO, i natychmiast po
wprowadzeniu plynu zawarto$¢ kolby przedmuchi-
wano znowu przez okoto 10 minut gazowym CO,, za-
mykano szezelnie kolbe korkiem gumowym i umiesz~
czano w lazni wodnej o temp. 39°C. W celu zwiek-
szenia mozliwosei powtarzalnosei  wynikow  badan
pozostawiano plyn przez 30 minut do opadniecia
wiekszych czastek paszy, a nastepnie pobierano od-
powiednia jego objeto§é z okreslonej glebokosci kol-
by. Z plynu Zwaczowego sporzadzano kolejne rozeien-
czenia w podlozu ptynnym. Imoculum stanowilo roz-
ciehczenie 10, z ktorego sporzadzano po 2—3 TOW-
nolegle posiewy. Po wykonaniu pesiewdw probowki
jeszeze raz przedmuchiwano gazowym CO., zamylka-
no szezelnie korkami gumowymi i inkubowano przez
120 h w temp: 39°C. Po okresie inkubacji liczono wy-
roste kolonie. Wokél kolonii bakterii proteolitycznych
powstawala strefa przejrzystego podioza jako wynik
hydrolizy biatek mleka. Obserwacje wyrostych ko-
lonii przeprowadzano pod l0-krotnym powiekszeniem,
obliczaiae ogolng ich liczbe, w tym tez liczbe bakterii
proteolityeznych, Badania talesonomiczne pPrzeprowa-
dzono w sposéb podany przez Fulghuma i Moore'a
(15) i jak u tych autoréw o przynaleznofci SZCZEPOW
do rodzajow Butyrovibrio i Sueccinovibrio decydo-

43



Nr 1

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XI.II

Ta:o. 1. Udzial mikroflory proteolityczne]j zwacza
krow w ogdlnej liczbie bakterii zwacza w zaleznosci

od czasu, jaki uplyngl! od nakarmienia zwierzat
($rednie liczby bakterii X10%1 ml)
z . 3 e - Frreg | Fo karamigmia  (goozing)
zas pobierania prfybak e3rmamem £} 5 o

Dgdina liczba bakieric enmacza | Z62tf3 | 282t0f | 206t0f |201%0f
Bakierie proteolitycrne imaiza 5901 20287 astal 85t 0:1
Procent udzimtu bakteri ¢
Proteolitycznych m o9oLng; (iTOIE 36,9 waE i 42,3
sakteri 2ratza '
Islotnose rézme P < 4o <005 | <o < aor

waly opisy wymienione w pracach Bryanta I Smalla
(9, 10). Natomiast do rodzajow Bacteroides i Pepto-
streptococcus zaliczono szczepy odpowiadajace opi-
som podanym przez Geisecka (16).

Wvyniki i ombdédwienie

Srednie liczby kolonii izolowanych w na-
szych badaniach z tresci zwacza sg zgodne z
liczbami bakterii oznaczonych przez Bryanta
i Robinsona (8) oraz Fulghuma i Moore’a (15)
na zmodyfikowanym podiozu niewybidrczym w
probkach pobranych od zwierzat karmionych
pasza o podobnym skladzie. Blackburn i Hob-
son (4) stwierdzili, ze 10% z ogélnej liczby bak-
terii wyhodowanyech ze zwacza owiec posiada
wladciwosei proteolityczne, podczas gdy Ful-
ghum i Moore (15) wykazali takie wlasciwosci
u 38% bakteriii wyizolowanych ze zwacza krow.
Wyniki badan przeprowadzonych przez nas
(tab. 1) wykazaly stopniowe zmniejszanie sie
ogblnej liczby bakterii w 1 ml tresci zwacza
z 26,8X10° (przed karmieniem) do 20,1X10° (po
karmieniu), z jednoczesnym wzrostem odsetka
bakterii proteolitycznych wsréd ogdlnej liczby
bakterii zZwacza, wynoszacego od 36,9% do
42 3%, W przeprowadzonych przez nas bada-
niach wstepnych (36) dotyczacych tylko probek
pobranych przed karmieniem, Srednia o0gb6lna
liczba bakterii w plynie zwaczowym wynosita
242X10%, w tym bakterii proteolitycznych
7,6 X10°, co stanowilo 31% ogélnej liczby bak-
terii. Podobne rezultaty uzyskal Warner (34),
ktory zaobserwowat najaktywniejsze wlasciwo-
éci proteclityezne u bakterii wyizolowanych ze
swacza w 6—10 h po nakarmieniu zwierzat
gospodarskich. Bakterie proteolityczne wyizo-
lowane ze zwacza owiec sklasyfikowano jako
Bacteroides amylophilus, Bacteroides rumini-
cola, wytwarzajacy kwas maslowy szczep z ro-
dzaju Bacteroides, Butyrovibro sp., Selenomo-
nas ruminantium, Lechnospira maultiparus i
liczne niezidentyfikowane Gram-dodatnie i
Gram-ujemne ziarniaki (4). Bakterie o zasad-
niczo takiej samej przynaleznosci taksonomicz-
nej, ale z przewagg Butyrovibro sp. wyizolo-
wali Fulghum i Moore (15) ze zwacza krow, a
proteolityczne bakterie Peptostreptococcus, Bu-
tyrovibrio fibrisolvens i Bacteroides sp. wyizo-
lowal Geisecke (16). Badania przeprowadzone
przez Fulghuma i Moore’a (15) potwierdzaja
wyniki wezeéniejszych badan Bryanta (5) su-
gerujac, ze aktywnosé proteclityczna iest w
znacznej mierze wlaéciwoscig bakterii wyste-
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pujacych w zwaczu w duzych ilosciach. W ni-
niniejszej pracy przeprowadzono badania majgce
na celu dokonania identyfikacji taksonomicznej
40 szczepéw, wybranycn sposrdod wyizolowa-
nych bakterii proteolitycznych. W wyniku tych
badan 23 szczepy zaliczono do Butyrovibrio sp.
(9), 1 do Succinovibrio sp. (10), 4 do Bacteroides
sp. (16) oraz 3 do Peptostreptococcus sp. (16).
Pozostalych 9 szczepoéw niezidentyfikowano.
Byly to Gram-dodatnie i Gram-ujemne ziarnia-
ki oraz Gram-zmienne paleczki.

Blackburn i Hobson (3) nie stwierdzili w
plynie zwaczowym obecnoséci wolnych pozako-
moérkowych enzymoéw proteolitycznych. Opti-
mum dla aktywnosci proteolitycznej bakterii
zwacza in vitro wykazano dla pH okolo 6,5 (1,
3), jednak bez stwierdzenia jakiego§ wyraz-
nego maksimum. Wedlug Warnera (34) opti-
mum to waha sie pomiedzy 6,5 a 7,0. Clarke
i Bauchop (12) uwazaja za nieprawdopodobne,
by pH w zwaczu moglo spadaé¢ do takich war-
todci, ktore wywolywalyby zupelng inhibicje
proteaz drobnoustrojowych. W badaniach in vi-
tro stwierdzono inhibicje proteolizy przez roz-
puszczalne, podlegajgce fermentacji weglowo-
dany (19). Aktywnosé proteolityczng bakterii
moga obnizaé takie latwo fermentujace weglo-
wodany, jak dekstryna oraz cukry proste, a za-
chodzi¢ to moze na skutek zakwaszenia §ro-
dowiska zwacza, wzglednie w wyniku zahamo-
wania czynnosci proteolitycznej enzymow przez
produkty rozpadu cukréw (14). Enzymy pro-
teolityczne bakterii sa przewaznie wewnatrz-
komoérkowe, zwigzane ze Sciang komiérkows, z
ktérej moga byé uwalniane po jej traktowaniu
n-butanolem. Okolg 10% do 30% enzymoéw pro-
teolitycznych jest uwalnianych do podloza
wzrostu bakterii. Enzymy te maja wlasciwosci
podobne do tych, jakie posiada trypsyna (2).

Warner (34) w swoich badaniach przeprowa-
dzonych na owcach stwierdzil, ze rodzaj sto-
sowanej diety mial maly wplyw na stopien
aktywnosci proteolitycznej bakterii zwacza.
Autor ten stwierdzit rowniez, ze przy zywieniu
owiec dietg wysokobialkows, stosowang zwykle
przez niego w doswiadczeniach, aktywno$¢ pro-
teolityczna byla rozlozona mniej wiecej po po-
lowie pomiedzy mikroflorg a mikrofaung zwa-
cza (orzeski). Rowniez Blackburn i Hobson (3)
uwazaja, ze enzymy proteolityczne wytwarzane
sg mniej wiecej w réwnych ilosciach przez bak-
terie i pierwotniaki zwacza, a Bryant (6) wy-
kazal, ze poziom ich aktywnosci proteolitycznej
jest zblizony, niezaleznie od stosowanej diety.

Nowsze badania Nugenta i Mangana (31) do-
wiodly, ze aktywnost proteolityczna w zwaczu
jest prawie calkowicie zwigzana z dzialaniem
komorek bakterii, a bezkomoérkowy plyn zwa-
czowy i pierwotniaki posiadajg malg aktywnos¢.
Autorzy stwierdzaja, ze wczesniejsze sugestie
moéwiace, iz pierwotniaki majg zasadnicze zna-
czenie w proteolizie tre$ci pokarmowej w zwa-
czu nie zostaly potwierdzone w ich badaniach.
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Praca ta réwniez sugeruje, Ze pochlaniane roz-
puszczalne biatka sg bardzo szybko wiazane
przez Sciany komorek bakterii i tam szybko
ulegaja rozkladowi biochemicznemu.

Szybko$¢ przebiegu proteolizy bialek paszy
zalezy od stopnia ich rozpuszczalnosei (20, 29),
a Mangan (27) stwierdzil, ze duze znaczenie ma
przy tym rowniez budowa chemiczna trawio-
nych biatek., Okolo 80—90% bialka pasz ulega
przemianie na bialka mikroorganizméw zwacza
(cyt. 14). Stwierdzono, zZe biatka bakterii zwa-
cza sg bardzo latwo trawione i posiadajg duzg
wartos¢ biologiczng (6). Wedlug Smitha (cyt.
9) catkowita ilo§é paszy, jaka jest trawiona w
zwaczu waha sie od okolo 70—80% lub wiecej
dla niektérych diet do 30—40% dla innych.

Nalezy jeszcze wspomnie¢ o wynikach badan
Lathana i wsp. (26), ktorzy wykazali, ze pasze
zbozowe powodujs w zwaczu zmniejszenie licz-
by bakterii z rodzaju Butyrovibrio, natomiast
wzrost liczby bakterii z rodzajow: Selenomo-
nas, Peptostreptococcus, Lactobacillus i Bifido-
bacterium. Mozna wiec wnioskowaé, ze wply-
wajgc na sklad taksonomiczny mikroflory zwa-
cza pasza moze wplywaé posrednio na stopien
aktywnosci proteolitycznej.

Stwierdzono, ze aktywnos¢ proteolityczna
bakterii zwacza w zawiesinie wodnej, badana
in vitro, jest stymulowana przez jon zelazawy
i cysteine, podobnie jak to ma miejsce w od-
niesieniu do beztlenowych bakterii rodzaju Clo-
stridium (cyt. 34). Stymulacja taka nie zacho-
dzi z bezkomérkowymi przesgczami tych bak-
terii (34). Uwzgledniajac wynik tych badan u-
zyto w niniejszej pracy obu wymienionych sty-
mulatoréw proteolizy.

Wniosek

1. W miare uptlywu czasu od nakarmienig
zwierzat wzrasta procentowy udzial bgkteru
proteolitycznych w ogdlnej liczbie bakterii zwa-
cza.
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Bapagcxuit 3., 3aeaxckmit B. — IIpoTeonmTnyecKue
cBOiicTBA MHUEPODJIOPLI pPydma
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YcenenoBanus mpoBeaM Ha 3 KOPOBAX TONBIITEIH-
CKOI IIOPOJBI BO3PacTOM 3 JeT, KOPMJeHHLIX B 7.30
n 19.30 KYKypPy3HBIM IIDOTOM M CEHOM M3 JIOIePHBI
COTJIACHO HODPMaM KopMmieHMa. OT BcexX KOPOB Opaiu
Yepe3 BJOXKEHHBIE BO BPEMs ONepanuy KaHIOIM B
XBa4 npobel — 4 pasa 3a geHb. BpeMs B3ATUs IIPoO
M MX MCCJIeNOBaHMI OXBAaThIBAJNO B obmeM 30 mueir,
C TeM, 4YTO €ro pa3jenuayu Ha 3 nepuoja mo 10 greri,
npuMenssa l4-pHeBHble mepepbiBnl Mexny I m II me-
puopamu, a Takzxke II m III, OneiT mposenu ¢ coxpa-
HeHyeM aHaspoOHLIX ycJoBuii B armocdepe 100% (cBo-
6oxgunoro or O,) razooro CO, Onpegenumam HPOIEHT-
HYIO [JOJII0 NIPOTEOJNUTHUECKMX OaKTepuii B cocTase
GaKTepralbHOM (IIOPEI COAEPKMMOTO pybIa KOpOB, a
CBEDX TOTO BBIGOPOYHO MASCHTUMMUUMPOBAIM TaKCOHO-
MMUYECKU MIOJMPOBAHHBIE IUTAMMBI IIPDOTEOIUTUYECKUX
barTepuii.

OTMeTHIM, YTO II0 Mepe BIMAHMA BPEMEHM POoecja OT
36,9 mo 42,3% IosiA MPOTEONMUTHUHUECKVX DAKTEepuii B 06-
ieM 4YMCJe BCEeX AHA9POOHBIX OAaKTepuit, M30IUPOBAH-
HBIX M3 COJEPIKUMOT0 pyOrna KODOR.

Zawadzki Z., Zawadzki W.
of the rumen microflora

— Proteolytic properties

The experiments were performed on 3 Holstein
cows aging 3 years fed at 7% and 19% ground corn
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
between the 1st and the 2nd, and the 2nd and the
drd interval. The experiments were performed in
anaerobic conditions — 100% of CO; free of oxygen.
There was determined a percent of proteolytic bac-
teria in the rumen flora, and haphazardly the iso-
lated proteolytic bacteria were identified. It was
found that along with time increased from 36.9% to
42.3% the participation of proteolytic bacteria in a
whole number of anaerobic bacteria isolated from
the rumen content of cows.
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