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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА. РАБОТЫ

4кТїальность_теми. Процессы поступления в организм жвачных 
животных жизненно важных питательных веществ в значительной мере 
зависят от особенностей рубцового пищеварения. В протекании руб­
цового пищеварения важнейшую роль играют микроорганизмы. Их мета 
болизм оказывает непосредственное влияние > обмен веществ живот 
ных в целом cAnnison, 19561. Так, потребности жвачных животных в 
аминокислотах в значительной степени удовлетворяются за счет мик 
робиалыюго ''елка. Он может обеспечивать до 85% потреоности жвач­
ных В протеине СButtery, Foul da, 1983].

Исходя из вышесказанного, актуальным для теории и практики 
животноводства является выяснение основных факторов, влияющих на 
содержание и метаболизм свободных аминокислот в рубцовой среде 
крупного рогатого скота с целью углубления научных основ повыше 
ш»я трансформации протеина корма в белки получаемых продуктов 
животноводства. В частности, научно-практический интерес пред­
ставляет суточная и • эсячная динамика свободных аминокислот, уча 
став отдельных аминокислот в синтезе микробиального белка, сте­
пень ях катаболизма, взаимопревращения, а также зависимость этих 
процессов от содержания в рубцовой среде нитратов и нитритов.

Несмотря на интенсивное изучение в последние годы указанных 
вопросов tczerkawski, 19841 Гулнй и др., 1987; Тараканов и Соко­
ловская, 1988; szyiit et. «її, і988i Айтова, 1989; Боев, І99І1, 
ряд их аспектов изучен недостаточно ид™ не изучен вовсе.

Цоль и зааачи исследований. Целью диссертационной работы 
являлось изучение фонда cl бодных аминокислот рубцовой среды у 
крупного рогатого скота. Б план исследований входили следующие 
основные зада и:

1. Исследовать уровень фонда свободных аминокислот рубцовой 
среды крупного рогатого скота и его возможные колебания.

2. Изучить участив свободных аминокислот в процессах биосин­
теза микробных белков.

3. Получить новые данные о метаболизме отдельных свободных
- аминокислот в рубцовой среда.

4. Исследовать зависиЬюсть использования свободных амино­
кислот рубцового фонда микроорганизмами от поступления из внеш­
ней среда дополнительных количеств нитратов, нитритов и некоторых 
других веществ.

Научная_новизна. Подучены новые данные об особенностях функ
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ционирования микробной экосистемы рубца крупного рогатого скота, 
фонде свободных аминокислот рубцового содержимого и гтдельных его 
составляющих. Получены также новые данные о влияли на рубцовый 
фонд свобода пс аминокислот и отдельных его составляющих экзоген­
ных нитрата и нитрита натрия.

Практическая цвншсть работы. Полученные данчые можно ис­
пользовать в организации питания жвачных животных для обеспече­
ния максимального биосинтеза микробного Золка в рубце. Возможно 
более эффективное использование имеющихся кормов за счет уменьшв 
ния негативного влшгчя нитратов на рубцовый метаболизм.

Апробация„работу. Материалы диссертационной работы доклады­
вались на 6-й конференции молодых ученых-биологов "Биологические 
аспекты повышения продуктивности животных и растений" (Рига, 
1984), конференции молодых ученых и аспирантов Украинского науч- 
ш  исслрповательского института физиологии и биохимии сельскою 
зяйственных животных (Львов. 1988), vn Все сошном симпозиуме 
"Канцерогенные N-нитрозосовдшюния и их предшественники - образо 
ванив и определение в окружающей среде" (Таллинн, 1990).

С^уктура_и_обьем_работы. Диссертационная работа изложена на 
144 страницах машинописного текста и состоит из введения, обзора 
литературы, собственных исследований, обсуждения результатов 
исследований, выводов, научно-практических рекомендаций и списка 
литературы. Цифровой материал пре^ставлвн в 19 таблицах. Список 
литературы включает 190 наименований, из них 98 иностранных.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИИ
Экспериментальная часть работы проводилась в опытном хо­

зяйстве "Читки" Украинского НИИ ииологии и биохимии сельскохо­
зяйственных животных на протяжении 1982-1988 ггдов.

Поставленная в работе задача исследовать уровень фонда 
свободных аминокислот содержимого рубца крупного рогатого скг>та 
и его возможные колебания, решалась путем количественного опре­
деления содержания аминокислот в рубцовой жидкости. Этот пока­
затель определялся в динамике, в течение времени мвдду утренним ' 
и вечерним кормлениями.

Также определялся уровень свободных аминокислот содержимого 
рубца в разные дни 30-дневного периода - через 120 и 240 минут 
после утреннего кор тая.

Проводился также инкубационный опыт по изучение влияния на 
уровень фонда свободных аминокислот рубцовой среды нитрата и
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нитрита аатрия в дозе 7.5 мкмоль/мл. Кроме того» исслвдовшюсь 
влияние на у* jBem. свободных аминокислот в содержимом рубца нит 
рата натрия„ поступавшего с кормом в дозе 10 г/100 кг массы.. Ма­
териал для исследований отбирался через 120 и 240 минут после 
утреннего кормления.

Изучение влияния повышения уровня концентрации свободных 
аминокислот в рубцовой среде на интенсивность процессов биосин­
теза белка проводилось при помощи инкубационных опытов. При этом 
проводилось добавление в инкубационную среду 1.5 и 3.0 мг/мл 
смеси аминокислот вышеуказанного состава. В эксперименте исполь 
зові—хя бикарбонат аммония, содержащий в качестве источника мотки 
тяжелый изотоп азота - i15ni.

Проводились инкубационные опыты по изучению зависимости 
бшпгчния в микробную массу содержимого рубца метки радиоактив- 
нол» углерода аз с1-14С:глицина. с2-14Саглицина. rl- Сэаланина 
в зависимости от поступления в среду бикарбоната и сахарозы; опы­
ты по включению метки из г1-14Сзглицнна; опыты по вшютепию метки 
в тола рубцовых микр' организмов из сБ-^Сзглутамшювой кислоты, 
с4-T4Cjаспарагиновой кислоты. г2-14Сзмвтионина в зависимости от 
дополнительного поступления в среду нитрата ш ш  нитрита натрия.

Были проведены исследования по включению метки радиоактивно 
го углерода из си-*4Сзсмеси аминокислот микроорганизмами проб со 
держимого рубца, отобранного у животных, в организм которых с пи­
тьевой водой и кормом в течение соответственно 2-3 и 47-48 дней 
поступал нитрат натрия з количества 6 я ІОг/ІОО кг массы в день.

Кроме того, в инкубационных опытах было исследовано вклю­
чение метки из с1-14Сзшцх лшоградаокислого натрия и г1,2-14Сз - 
кетоглутаровой кислоты в цельные и разрушенное ультразвуком 
микробные клетки. Изучалось также влияние на этот процесс неме­
ченых сульфата аммония, глшозы я пировидаграднокислого натрия.

Материалом исследований служило свежее содержимое рубца быч 
ков черно-пестрой породы с вполне сформировавшимся предголудочішм 
пищеварением, содержавшихся на рационах зимне-стойлового периода. 
Содержимое отбиралось через фистулу рубца предварительно прооов

- рированных животных. Для инкубационных опытов рубцовая жидкость 
отбиралась через 120 минут после начала утреннего кормления.

В случае использования радиоактивно меченных субстратов, 
осадок содержимого рубца подвергался экстракции по Фолчу гііздди, 
1979]. В результате этой операции получали сухой безлипидный ос- • 
таток содерамшго рубца и смесь липидных компонентов в растворе.
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И тот, и другой материал исследовались с целью определения их 
относительной радиоактивности.

Изучение относительной радиоактивности проводилось при по 
мощи жидкостного сцинтилляцконного счетчика СБС-2 производства 
Опытного завода ВНИШІ. При этом использовались описанные в ли­
тературе методики tОстерман, 19831.

Для определения включения метки '̂ С в белки рубцовых микро­
организмов их сухой безлипидный остаток подвергался кислотному 
гидролизу t Цешкова. Се верш. 1979:. Полученная в результате смесь 
аминокислот изучалась при помощи двумерной микротонкослойпой 
хроматографии на силикагеле с использованием золя кремниевой кис 
лоты сКирхнер, 1981; Беленький и др.. 19841. Эта же методика при­
менялась и для определения концентрации в рубцовой среде свобод­
ных аминокислот.

Количественное определение аминокислот в пятнах на амино- 
граммах осуществлялось при помощи двнситометрии с Шеллард. І97І1.

Изучение включения мотки радиоактивного углерода в отдельные 
аминокислоты определялось либо методом зонального зализа, либо 
авторадиографией.

При определениях концентрации метки ^С в выделяющемся в 
ходе '-шкубаций углекислом газе, он улавливался концентрированным 
раствором щелочи. а затем аликвоте просчитывались на сцинтилляци- 
ошюм счетчике.

Если в инкубационном опыте использовалась метка азота-15, то 
азотистые веществ? оделялись по методу полумикро-Кьельдали. Изо­
топный состав азота белков микроорганизмов и аммиака определялся 
при помощи масс-спектрометра ІШ-І20ІБ.

Все полученные результаты статистически обрабатывали на 
персональных компьютерах "ПК-01 Львов" и он wet*і и-240 при по­
мощи самостоятельно разработанного программного обеспечения с 
использованием стандартных формул Стьвдента.

В существующие методики нами были внесены усовероенствова 
ния. на которые получены Удостоверения на рационализаторские 
предложения, принятые УНИИФБСХЖ: ЯРА от 12 июля 1982 г., J838 от ' 
09 октября 1986 г., Ж39 от 09 октября1986 г., JW2 от 13 мая 1988 
г., JW3 от 20 июня 1988 г., JM7 от 05 шиш 1989 г.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИИ
I. Исследование уровня фонда свободных аминокислот

содержимого рубца крупного рогатого скота и ого колебаний
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Дапныо, полученные при изучении изменений фонда свободных 

аминокислот содержимого рубца крупного рогатого скота указывают, 
во-первггх, на значительные колебгтия его уровня и» во-втормх, - 
на гетерогенность эго состава.

В течение промежутка времени между утренним и вечерним к м- 
лоннями была отмечена зависимость содержания свободных аминокис­
лот рубцового фонд." от поступления корма в ,,убец0 состоящая в 
значительном повышении (более чем в 10 раз) их концентрации после 
кормления» Однако в разные дни такая зависимость была несколько 
различной,, тг нчем для отдельных аминокислот твкие различия носили 
индивидуальный хараіг'чр. Правда, для аланина и глутаминовой кис­
лоты, валина и метионина, аргинина, цястеина и гистидина было от­
мечено и определенное сходство в характере происходивших измене­
ний г : концентраций в рубцовой среда.

Кроме того» варьирует и характер этих изменений, так что в 
разные дни происходят различные изменения уровня фондч свободных 
аминокислот (таблица I). Следует отютить, что внутри фонда уров­
ни содержания в рубц зой жидкости различных аминокислот изменяют­
ся в значительной море индивидуальным образом. Установлен рягцщч- 
ішй характер изменений суммарных концентраций заменимых и незаме 
т ш х свободных аминокислот содержимого рубца,

Вышес'ізанное свидетельствует о том, что весь метаболизм 
рубцовых микроорганизмов как своеобразной иикроэкосистемы. нахо 
дится в состоянии постоянного колебательного двидения» Это согла . 
суется с даппь-ми литературы IMpatMa at all, 1378; Madtan at all, 
19883, Кроме того, такие колебания у отдельных животных носят 
довольно выраженный индивидуальный характер.

Такое состояние постоянных колебаний метаболических процес­
сов н шзкааь. постоянно возникающую проблему методического ха­
рактера при изучении рубцового пищеварения, выражающуюся в значи 
тельной дисперсии получаемых данных, особенно при работе с ис­
пользованием изотопных меток (из-за высокой чувствительности этих 
методов).

2. Исследования влияния на уро& - гь фонда свободных
аминокислот содержимого рубца крупного рогатого скота и 
его колебания экзогенного поступления нитрата натрия 

Поступление с кормом в рубец животных экзогенного нитрата 
натрия приводило к заметным изменениям в характере обычных коле­
баний уровней концентрации в рубцовой жидкости различных свобод 
вых аминокислот. Это согласуется с данными литературны о влиянии
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Изменения уровня фонда свободных аминокислот рубцовой 
среди в течение 30 две2, МКМОЛЬ/100 МЛ. М 1», п -  ь

Таблица I

•
дни:
от-:<

бора:.
проб:

•

I  :

Время
отбор

ЭТ BES4J 
ха кор 
легші 

мин.
2

••
а : 
в - :

• • За •

• W

І М І Ю Х

менишо •

• 1 • • 1 •

і 
і 

- 
1 

1 
о

*" 
| 

и 
і 

о

••
і 

1 
! 

В 
і

ап— їв

6
Глутамат Аснаргат Rftura Уетионин

I 120 193.2 -33.0 35.918.2 135.0136.5 130.2136.2

24CS 66.9113. 25.315.1 23.317.6 83.5118.6

3 120 134.6130.3 23.916.1 5 .5 1 3 .2 14.518.5

240 127.4122.1 30.017.8 25.7111.7 20.418.7

5 120 48 .3 1 7 .І 22.616.7 26.9112.5 33.4111.3

240 . 122.8134.в 29.919.5 7.915.1 36.6120.0

15 120 63.3114.4 11 . 01: 2.1 111.0143.7 85.9130.1

240 33.8110.7 16.614.6 9.615.1 20.418.7

30 120 68.4118.4 16.111.3 89.3143.0 75.0123.1

240 41.3110.0 16.111.3 4 .813.7 8 .5 1 8 .5

і  «ШЯ1Ш СерШНТЛИЦНН Лязян Треонин

I 120 476.011*1.0 128.8127.5 0.0110.00 2 3.819.7

240 9 2 .2 1 2 0 .4 4 6 .7 1 1 3 .7 не обнаруж. 2 2 .6 1 1 .7

3 120 138.7146.1 6 0 .7 1 2 1 .0 2 .3 1 2 .4 4 1 .6 1 'Н .в

240 1 0 8.2145.0 2 5 .3 1 1 1 .7 0 .0 0 3 1 0 .0 0 2 1 8 .9 1 9 .8

5 120 6 6 .6 1 2 8 .0 не обпаруж. вв обваруз. 9 .2 1 6 .1  '
240 9 9 .6 1 4 0 .0 1 0 .0 Ю .0 1 не обнаруж. 1 6 .4 1 7 .2

15 120 ISO . 3168. 6 2 4 .8 1 9 .5 1 .8 1 1 .8 2 0 .7 1 9 .5

240 89.4137.9 16.217.0 0.00210.002 58.9115.0

30 120 283.41108.3 59. 5*13.3 1.911.9 32.518.7

240 33.213.6 17.217.8 на обнарух. 27.017.3
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Примечание: В пробах, отобранных через 120 одну? поело

начала корило ния, в поршй допь обнаруживались 

c jjp  фенилаланина

і :
nвів

:  3  :

••
*• • в : є •

Гистидин Продан ЛеЙЦИН

і ISO вв обварух. 1 0 4 .4449 .3 9 .4 4 3 .9  BD Обварух.

340 3 .і 4 2 .3 но обварух. 6 .8 4 3 .7  ВЄ ОбНОруХ.

nis 130 не обварух* 23.9413.9 не обварух. не обнарух.

340 не обваруж. 29.7423.1 н® обварух. т  обнарух.

Б 130 не обазрух. не обварух. не обнарух.■ ш  обварух.

340 не обварух„ не обварух. ш  обнарух. не обварух.

15 130 т  обварух. 7ё>. 6440.3 3 .743 .8  83.6436.4

340 о .в 4 о .« 10.146.4 1 .640 .9  7 .747 .7

3U 130 0 .940 .6 74.6434. 1 8 .445 .0  13.3415.3

340 J . 2 4 , . 1 не обварух. а.943.6 ве обварух. 

цистоив

I 130

340

2.341.1

3 .941 .7

3 ■130

340

ве обварух. 
вв обварух.

5 130 вв обварух.
340 не обварух. u .

16 ISO 6.243 .4

340
. *. V,- т*

3.241.3

30 130 . - o /v >л 1.741,1

340 ,  - » '-» i * 3 .0 4 1 .В
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пооттпошя в рубцовую среду нитратов на метаболизм микроорганиз 
мов, хотя они и имеют достаточно противоречивые характер сБаканов 
и др., 1981; Тараканов и др., 1937; Менышн и др., 1989; oidha»
»t all, І98СЛ.

В тшубациопних опитах было выявлено, что наибольшее влияния 
на концентрации свободных аминокислот в содержимом рубца оказывая 
нитрит натрия ітаблица Я). Это согласуется с данными литературы о 
более СИЛЬНОМ ВЛИЯНИИ нитрит-ионов на м'-фофлору рубца CMaraie, 
І908і. Причем наиболее чувствительными к его поступлении были 
уровни концентрации ~вободных аланина, глутаминовое кислоты, гис- 
' тдада и лизина. По если концентрация аланина при этом зпачитель 
но возрастала, то концентрация лизина, наоборот, заметно уменьша­
лась. Явление сильного увеличения количества аланина, видимо, мо- 
20т свидетельствовать о его сверхсинтезе из-за нарушения метабо­
лизма микроорганизмов сГ,Лан, 1968; coto at «її, Ї982і. В целом 
хе поступление в инкубируемую рубцовую среду экзогенных нитрата 
или нитрита натрия приводило к замедлению расходования фонда сво­
бодных аминокислот (см. табл.2). Однако если живо тыо получали 
нитрат в течение длительного времени с кормом, то это, наоборот, 
приводило к ускоренному расходованию фонда свободных аминокислот 
рубговоЯ среды. Это свидетельствует о том, что длительная нитрат 
нал нагрузка вызывает постепенные изменения интенсивности биосин­
теза белков. Этот вывод подтверждается и результатами опытов с 
использованием меченых соединений.

Суммарные концентрации заменишх аминокислот во всех опытах 
сказывались значительно более сально подеорванными воздействию 
цитратов или нитритов, чем суммарные концентрации свойодша воза 
манимых аминокислот. Поступление нитрата оказывало замотное воз­
действие и на изменение соотношения между замершими и незамени­
мый аминокислотами.

3. Исследование влияния повышения уровня концентрации 
свободных аминокислот в рубцовой среде на интенсивность 
процессов микробного биосинтеза белка

В инкубационных опытах было показано, что поступление в сре­
ду смеси экзогенных свободных аминокислот оказывает значительное 
воздействие на процессы биосинтеза белка микроорганизмами рубца 
(таблица 3) При этом било выявлено, что аымониЗный азот, посту­
павший в инкубационную среду в виде бикарбоната аммония, а сво­
бодные аминокислоты конкурируют за систему биосинтеза белка. При 
чем оказывалось, что процесс амиьлроваяия с использованием азота
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Таблица 2

Концентрация некоторых свободных аминокислот в содержимом 
рубцас инкубируемом без ж с добавлением 7,6 микромоль/мл 
нитрата ш  нитрита натрия» мкмоль/100. ш, м і  •>, п - в

Аминокислота
: Продолжи - 
стельность 
;инкубаций 
: мин.

: Добавляемые субстраты

1 Ев3 : М-.МП ' U.Nп: добавок; NaN°3 : "*no2
I Р1<

Глутамннова
кислота

0,6-1 33.316.4 97.3126.6 88.7123.1 0.03 0.03
120 21.81В. 4 42.В110.0 80.4127. 1 0.2 0.1

Аспарагиновая
кислота

0,6-1 3.612. В 7.713.8 7.113.6 0.3 0.3
120 не обпар» 2.312.3 3.913.9 0.3 0.3

Дляитгн 0,6-1 26.919. 1 127.7136.2 ВЗ.1142.7 0.1 0.3
120 12.913.8 31.2110.6 439.01113.0 0.2 0.01

СерИН 4- 
глицдн

0,6-1 2.012.0 2.412.4 3 211.6 0.3 0.3
120 не обнар. не обнар. 2.212.2 0.3 0.3

Гистидин 0,6-1 1.610.9 6.913.7 8.914.1 0.2 0.2
120 1.211.2 1.911.0 17.818.4 0.3 0.1

Tbunm 0,6-1 23.613.4 38. 8113.8 37.3110.4 0.3 0.3
120 2В.916.6 31.3111.7 29.6116.0 0.3 0.3

Треонин 0,6-1 3.813.В 20.119.8 21.8Щ;9 0.2 0.3
120 не обнар. 3.813.8 13.219.3 0.3 0.2

Лизин 0,6-1 3.712.3 вв обнар. на обнар. 0.2 0.2
120 0.810.8 не обнар. нв обнар. 0.3 0.3

Цистохн 0,5-1 6.912.3 18.116.1 17.214.1 0.2 0.03
130 10.914.9 9.613.0 17.316.3 0.3 0.3

А|і̂ нІИЯЯ 0,6-1 24.814.7 38.8110.7 31.718.7 0.3 0.3
120 11.913 2̂ 18.014.3 34.9111.7 0.3 0.1

. >С‘0о. ■ ‘ *
Примечание. Обнаруживались также следы матяонина, .\эйцинл,
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ашшака в присутствии свободных экзогенных аминокислот замедлял 
ся, микроорганизмы в значительной мэро пороклшались на непосред­
ственное использование аминокислот в биосинтезе белка. Это сопро­
вождалось увеличением независимости процессов биосинтеза белков 
от поступления в среду экзогенных источников энергии, а также по­
вышением содержания аммиака в рубцовой среде.

4. Исследование использования микроорганизмами рубца 
свободных аминокислот и влияние па неге испытуемых веществ

В шпеубацшжаых опытах с использованием радиоактивно мечен­
ных соединений было установлено, что свободные аминокислоты в 
рубцопой среда отчасти декарбоксиларуются, отчасти используются 
для синто за других соединений. Часть из них преобразуется в шше 
аминокислоты, а часть включается в микробные белки боз изменений. 
Сило выявлено также, что метаболическое судьбы различных экзоген­
ных аминокислот в рубце животных индивидуальны. Это подтверждает 
v..i известными из литературы сведениями гШмапенков и др., І98Є; 
B»auvillo ot all, І9ЄІ1.

Получоппыо данные позволяют объяснить значительно болоо низ 
кую радиоактивность микроорганизмов, инкубировавшихся с tl'I4Ci- 
глицшом по сравнению с инкубировавшимися с сЗ-^зглшданом (в 
2,6-5,0 раз) и характер обнаружения мотки в их белках том, что 
часть экзо иного глицина, попадая в микробные клетки, прообразу 
ется чороз сорил в пировиноградную и щаволевоуксусную кислоты.
При этом первый атом углерода теряется в виде С02, а из щаволэво 
уксусной кислоты углерод попадает в аспарагиновую кислоту, из ко­
торой через троонин - ! зланин. Такхо возможно поступление угле-, 
рода чороз пируват в аланин. Из с2-14Сзглицина мотка можот чороз 
ацетил-КоА попадать в состав лейцина. Из г2-1'1Сзглиципа вгошчаот: 
ся значительно большое количество мотки в пролив, чом из с 1 14Сз - 
глицина. Слодовательпо, только небольшая часть пролила у рубцовых 
микроорганизмов образуется из глицина через оргшпь.. Возможно, 
мотка поступает в нролин чорез сорив, пируват, ацетил КоА, кото 
глутарат, а зотом глутаминовую кислоту. Это согласуется с извест­
ными ИЗ литоратуры данными САг«strong at all, 1985].

Для экзогенного аланина оказалось характерным пронкущоствон- 
ное непосредственное включение в белки рубцовых микроорганизмов.

Токио пути распределения углородного сколота поступаэдкх в 
рубцовую сроду и преобразующихся экзогенных свободных аминокислот 
подтвердили и опыты с использованием с б 14Сзглутаминовой И 
г4-І4Сіаспарагиновой кислот (таблица 4).
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Таблица З

Подкопай азот я наколдовав в ном азота-15 ю  бикарбоната 
ашопия при инкубации содержимого рубца без и с добавленном 

смвсн экзогенных аминокислот а сахарозы, и і «, п - ь

Добавляете

субстрата

Продолжи-: Показатели
тольаость: Концентрация: Обогшцопшз, 

:азота болков: TS 
инкубации: : ат.5 А*Ьі 

мив. : мг/ІОО мх :

:Использовано
: I6n , S от 
: вне сонюго

15nH4HCOj 0,6-1 9 0 .1 7 ». 49 0.06610.004 0.61810.039

З.ЄЗ ыкм/мл 120 95.3316.53 0.60610.071 6.06910.763

Р< >0.5 o.oot 0.001

То во + 3 мг/мд 0,5-1 52.6714.69 0.07210.004 0.70010.076

сахарозы 120 59. 6716. 09 І.008Ю. 179 11.38410.641

IV O.S 0.001 0.001

i 6nH,1IC0w, f 1,6 
МГ Alt сМВси 
аминокислот

О.Б-І
120

90.0914.41

9S.7816.lt

0.07310.005

0.49910.060

0.64310.049

5.30910.686

IV 0.5 0.001 0.001

Тп яэ t 2 мг/мх 0,5-1 46. 6913.09 0.07010.006 0.57310.044

сахарозы 120 70.8917.49 0.78010.148 8.57110.759

IV 0.02 0.001 0.001

1бнП,НС01 *• 3.0 
мг/мл cwca 
аминокислот

0.5-1

120

T-i.B914.93

69.7216.80

0.05010.012

0.420*0.054

0.44010.106 

5.28410.439

IV 0.05 0.001 O.OOl

То 38 4- 2 иг/ыа 0.5-1 54.2214.90 O. OSS to. 006 0.57410.084

сахарозы 120 64.31918.44 0.57110.059 6.502Ю.998

Рс O.S 0.001 0.001
-

ч' ** . . ■

f-i- ■ и b- ■ *
'_/■<< JJJjJJ■ ; . ■/



- 12 -

Обнаруживаемо при авторадиографии пятая ради'активных 
аминокислот (Золкошх гидролизатов проб содержимого рубца, 
инкубированных с г2-І4Сімотнтином» гБ-^іглутаминовой 
и г4- аспарагиновой кислотами, без в в присутствии

шпрота кли нитрита, п * 3

Таблица 4

Доблвлломио 

вомочопио 

Cj бстроти

Соз добавок

(контроль)

:Продолжи 
їтольності 
:шжубоцш 
: мин.

0.5-1

* : І4С-ГЛУТ01І!•

глутомпт
П А ЛИ Я

Цочопио субстрі

« : 14С-аспартат

глутамат
аспартат
глиианюорин

э т о

■I4C-MOT5IOdHH

мотиоши

120 глутомат но обнаруж» мотпошш
ш и ш алашш

NnNOj,

7,5 мгаюль/мл

0.5-1 глутечат аспартат мэтиошш
/итянгии

120 глутамат НО ОбНарУЖ. МОТНОНШ!

N a N 0 0 ,

7,5 мкмоль/мл

0.5-1 глутамат
аспартат

аспартат ыотношга
аланш

120 глутамат аспартат мотиошш
аланш
глутамат

Зиспоримопти с использованном смоси общомечопых аминокислот 
указывают на то, что характер метаболизма аминокислот в рубцовой 
сродо но явллотся строго определенным и продстошгіт собой соть 
метаболических переходов разлагала аминокислот друг в друга, в 
другие соодшюпия, а также из свободного состояния в связанное и 
обратно (таблица 5). Так, сравнонп включения мотки из радиоак­
тивного мотионина разных активностей (40 и I кЕк/мл), вносимого в 
ишеубоциоппув сроду, в мотиошш белков микроорганизмов, указывает 
на возможность того, что имонпо через мотиошш углерод скелетов 
аминокислот в пороходит в другие соединения. Это согласуется и со 
значительным постувлонием углерода-14 из метионина в липидную 
фракцию рубцовых микроорганизмов.Подобный процесс происходит в в
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Таблица 5

Обпаруживоошо при авторадиографии пятна 
рад^активпиі аминокислот белковых гидролизатов проб 

ебдоржимолз рубца, инкубировавши 120 минут в 
присутствии смоси ш  Сзаминокислот без и с добавлением 

нитрата или нитрита натрия, п - 3

I руша Добавлявше немеченые Характеристика наличия
животных субстраты метки в аминокислотах

Опытная Без добавок Во всох аминокислотах; не 
обнаруживалась только в 
йргншшэ

Цитрат натрия, 
7,5 мкмоль/мл

Во всех аминокислотах: 
возрастало включение в . 
аспартат и глутамат

Нитрит натрия, 
7,5 мкмоль/мл

Do всех аминокислотах; общее 
уменьшение включения во 
все аминокислоты; следовое 
включение в аланин

Контрольная Dee добавок Во всех аминокислотах; 
не обнаруживалась только в 
метионине и треонипе; следовое 
включение в аспартат и 
глутамат

случае дикарбоновых аминокислот.
Метка радиоактивного углерода из с2-14Сзметионина поступала 

в аланин балков микроорганизмов, по-видимому, через гомоцистеин, 
цистатиопин, кетобутират, сукцинвл-КоА, сукцинат, фумарат и ас- 
па ртат, Это отчасти подтверждается литературными данными [B u ttery  

et аіі, І985з. Обращает на себя внимание сравнительно низкая сте­
пень дркарбокснлцрования этой аминокислоты в рубцовой среде. Мот­
ка радиоактивного углерода из гЗ-^зметаонина поступала, видамо 
4opeq s -адонозалмотионин. в литии (Б34Є-892І импульсов/ мин/1 
МГ).- '

Опыты с меченой кетоглутаровой кислотой показали, что в 
микроорганизмах рубцового содержимого осуществляется путь пере­
хода из кетоглутаровой кислоты в глутаминовую кислоту.
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Даши;о о '•ом, что радиоактивный углерод из гІ-^Сіпироиипо- 
градяокислого натрия на обнаруживается в аминокислотах белков 
рубцовых мшфоорганизмов, в тон числе и в опытах с рпзрушенкжя 
ультразвуком микроорганизмами, говорят о том, что пируват утили­
зируется ранее для других целвй.

Нотка радиоактивного углерода из глтозы, включаясь в сухую 
безлипвдпую массу рубцовых микроорганизмов (ІІ957-15755 имп/мин/
I мг), не обнаруживается в аминоїшслотах белке микроорганизмов. 
Это согласуется с данными литературы сан і son, 1969] и свидетель­
ствует о преимущественном использовании углеродного скелета глю­
козы для построения элементов клеточных стенок микроорганизмов.

Газличше изучавшиеся вами экзогенные субстраты оказывали 
определенное влияпие на метаболизм свободных аминокислот в содер­
жимом рубцл, однако значительных отклонений обнаружить не удава­
лось. Что касается влияния нитрата и нитрита натрия, то оно осо­
бенно выявлялось в опытах m  vitro. Так, внесение в инкубационную 
сроду питроте или нитрита натрия замедляло докарбоксилированио 
глутаминовой кислоты (соответственно в 2,7 ь 3 раза). По отношо- 
пию к аспарагиновой кислоте, наоборот, происходило усиление выде­
ления 14с°2 (соответственно в 2,4 и 1,5 раза) с одновременным 
прекращением обнаружения метки радиоактивного углерода в глицино 
и сорило (см. таблицу 4). Это, видимо, объясняется тем, что изме­
няется прообладапций метаболический путь преобразования аспараги 
повой кислоты. Особенно следует отметить воздействие уже на О,5-І 
минутах инкубации, что свидетельствует о быстром проникновении 
этих соединений в микроорганизмы и воздействии их на быстропроте- 
капдие процессы микробного метаболизма (см. таблицы 4,5).

В Ы В О Д Ы
I. Установлено, что микробная экосистема рубца крупного ро­

гатого скота функционирует в колебательном режиме, что выражается 
в еледущом: уровень фонда свободных аминокислот руби^вого содер­
жимого постоянно изменяется не только в течению про МО ни между 
кормлениями, но И В течение более Д."ИТЭЛЫШ1 промежутков времени. 
Уровень концентрации отдельных аминокислот внутри фопда изменя 
ется в значительной моро независимо от остальных аминокислот, по­
стоянно и по-разному изменяются суммарные концентрации свободных 
заменимых и незаменимых аминокислот и их соотношение. У отдельных 
животных вишеописошшо колебания имопт индивидуальный характер.

П. Устсновлопо, что процесс докэрбоксилированил свободного
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алапинв в рубцовой жидкости протекает весьма медленно. Установле­
но также,, что аммонийный азот» поступающий в рубцовую сроду, я 
свободные аминокислоты конкурируют между собой в качество субст­
ратов биосинтеза микробных белков; при атом аминокислоты являются 
более предпочтительными.

3. Получены даншо о метаболизме отдельных свободных амино­
кислот в рубцовой среде бычков: показана возможность функциониро 
вг',ия в смотанной популяции рубцовых микроорганизмов мотаболичос 
ких путей от а-котоглутаровой до глутаминовой кислоты; от аланина 
до глицина и сорина; от метионина до аланина.

4. Уст£^овлоно, что в процессе метаболизма белков рубцовых 
микроорганизма происходят постоянные взаимопревращения аминокис 
лот и их пороходы из белков в фонд свободных аминокислот и обрат­
но. Выход атомов углерода из этого циклического процесса осущест­
вляется во столько через докарбоксилированио всех аминокислот, 
сколько чороз некоторые из них метионин и глутаминовую кислоту.

5. Выяснено, что углеродный скелет экзогенной глюкозы в ус-, 
ловвях проведенных опытов не используется для синтеза аминокислот 
микроорганизмами рубца, во активно участвует в построении эле­
ментов клеточных стенок бактерий.

С. Установлено значительное воздействие поступающих в рубец 
нитратов и нитритов ив фонд свободных аминокислот рубцовой среды
и, следовательно, на метаболизм рубцовых микроорганизмов. Так» 
показано, что поступление в рубцовую среду экзогенных нитрата или 
нитрита натрия приводит к изменению путей преобразования свобод­
ных дикарбоновых аминокислот. Выявлено, что нитрат и нитрит ока­
зывают влияние на рубцовую микрофлору практически немедленно пос­
ле поступления в рубец; установлено, что экзогенный нитрит натрия 
оказывает болве сольное воздействие на метаболизм рубцовых микро­
организмов. чем нитрат натрия. Щ я  кратковременном <2-3 суток) 
поступлении в рубец отмечалось увеличение уровня фонда, усиление 
использования составляющих его свободных аминокислот для биосин­
теза микробного белка. При длительном же воздействии нитрата (47- 
43 дней), наоборот» наблюдалось снижение уровня фонда свободных 
аминокислот рубцовой среды, уменьшение его использования для сип 
теза белков микроорганизмами.

Установлено, что метаболизм свободных незаменима аминокис­
лот рубцового содержимого в целом заметно более устойчив к воз­
действию экзогенных нитрата и нитрита натрия, чом таковой замени­
м а  аминокислот.
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ПГАКТИ ШСКИЕ ПРЕДЛОЖЕНИЯ 

При организации кормления жвачных животлих. с : ̂ пользованием 
кормов, содержащих витрати (в дозо, обеспечивающей то поступлению 
в организм на уровпо 10 г на 100 кг живой массы в сутки), с целью 
умопипопия вродпого воздействия нитратов на биосинтез белка в 
рубцо жвачпых животпшс, слодуот периодически, но по возможности 
чаще, исіишчать аз рационов нитратсодоржащао корма.

СПИСОК ГАЕОТ, ОПУПЛИКОВАПШХ ПО ТШЕ ДИССЕРТАЦИИ
1. Гизоль С.&., Вышшгоский И.Я. Сравнительное исследование ско­

рости тслючопия метки из глицина, глюкозы, сернокислого натрия 
и мочовшш в белки микроорганизмов рубца//Тоз. докл. 6-й кон­
ференции молодці учоных-биологов "Еиологическио аспекты повы­
шения продуктивности животных и растений".- Рига, 1004.- С.39- 
40.

2. Гизоль С.А., Пупип И.Г., Гривул Т.Н. Интенсивность превращения 
гі ^Сіпирувата и пі ^Сіглг-ози с пакоплопиом мотки в клетках 
микроорганизмов рубцовой ассоциации р образованием 14С0о// 
Научн. -тохп.бплл.УШИ физиологии и биохимии.с.-х.животных.- 
І9ЄГ7.- В.9(1).- С.25-27.

3. Гизоль С.А., Пупип И.Г. Влияние нитрата и нитрита на концепт 
рацию свободой! внеклеточных аминокислот в содержимом рубца// 
Иэучп. тохп.бплл.УШИ физиологии и биохимии с. -х.жиоотпых. - 
1907.- В.9(2>.- С.26-30.

4. Гизоль С.А.. Пупип И.Г. Котодика количественного определения 
свободпих амипокислот в содержимом рубца крупного рогатого 
скота/ЛІаучн. тохн.бюлл.УШИ физиологии и биохимии с.-х.живот­
ных.- 1900.- В.ІО(І).- С.2Є-28.

5. Гизоль С.А., Пупип И.Г. Влияпие нитрата натрия на использова­
ние свободпих амипокислот для синтеза белков ру Зцовых мнхроор 
гапизмов/ЛІаучн.-тохн.бюлл.УШИ физиологии и баоїгии с.-х. 
животных.- 1988.- В.10(3).- C.3I-32.

С. Гизоль С.А. Использование смоси ги-*'*Сіаминокислот микроорга­
низмами содержимого рубца при воздействии нитрат-нитратной 
форм азота//Тез.докл. vu Всес.симпозиума "Канцорогепныо и - 
питрозосоедипония и их продаоствопяшси - образование а опреде­
ление в окружающей среде. 24-25 апреля 1990 г.".- Таллинн, 
1990.- С.ІБІ-Ї52.



П одписано к печ. 30.03.92. Ф орм ат 60х84/|б- П ечать офсет. Б ум ага  офсет. 
Уел. п. л. 0,93. Уел. кр.-отт. 1,17. Уч.-изд. л. 0,8. Т и р аж  100 экз. Зак . 2499. 
Бесплатно.

О бластная книж ная типограф ия, 290000, Л ьвов, ул. С теф аника, 11.



Бесплатно Ав 25.650


