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NIEKTORE METODY BADAWCZE TYPU ,,IN VITRO*
W ZASTOSOWANIU DO PROCESOW TRAWIENNYCH
W PRZEDZOLADKACH PRZEZUWACZY

Stosowanie w fizjologii badan w warunkach in wvitro nie stanowi
w chwili obecnej zadnej rewelacji. Co wiecej, eksperymenty tego typu
sktadajg sie dzisiaj na silnie rozbudowana galaz doswiadczalnictwa, ktorej
zadaniem jest rozwigzywanie przede wszystkiem zagadnien teoretycz-
nych. W odniesieniu do badan trawienia u zwierzat prace te grajg role
stosunkowo bardzo powazng, sluzgc jako metoda poznania wielu proce-
sow zachodzgcych w przewodzie pokarmowym.

Szczegblnie zjawiska zachodzgce w przewodzie pokarmowym prze-
zuwaczy pod wplywem bytujacych w nim mikroorganizméw byty i sa
w dalszym ciggu przedmiotem nieustannych i wnikliwych badan. W tym
wypadku omawiana metoda badawcza polega najczesciej bgdz na oczysz-
czeniu tredci pokarmowej zalegajacej zwacz (rzadziej czepiec lub nawet
ksiegi) z grubszych czgstek paszy i otrzymaniu tzw. plynu zwaczowego
(ktory zawiera pelny komplet drobnoustrojow, pierwotniaki, a takze
produkty ich przemiany materii i drobne czeSci paszy), badz tez na me-
chanicznym wyizolowaniu drobnoustrojéow z tresci pokarmowej w drodze
sporzadzenia tzw. przemytej wodnej zawiesiny bakterii. Otrzymane w ten
spos6b plyny wyjéciowe przenosi sie¢ do odpowiednio spreparowanego
Srodowiska sztucznego i $ledzi zmiany zachodzace w tym srodowisku
pod wplywem ich réznokierunkowej aktywnosci. Srodowisko takie pod
wzgledem temperatury, pH, warunkow anaerobiozy itd. zblizone jest
mozliwie jak najbardziej do warunkow panujgcych in vivo w danym
przedzoladku — stad nazwa ,sztuczny zwacz’. Pozostale czynniki $rodo-
wiska sztucznego — jak obecno$¢ i stezenie skladnikéw mineralnych
I organicznych bywajg zazwyczaj zmienne i zalezne od celu, w ktérym
przeprowadza sie in vitro dany eksperyment.

Oczywistg jest rzecza, ze w zaleznosci od komponentéw sztucznego
$rodowiska i ich wzajemnych proporcji inna bedzie kazdorazowo reakcja
drobnoustrojéw, co wiecej — inna bedzie reakcja poszczegblnych ich
grup. Taka czy inna reakcja mikroorganizméw przeniesionych do warl.m-
kéw sztucznych, a wiec zmiany, ktére zajda w tym érodowisku pod ich
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wplywem, mogg by¢ (oczywiscie tylko do pewnego stopnia) utozsamiane
ze zjawiskami, ktore zaszlyby w podobnych warunkach in wvivo.

W doswiadczeniach in vitro obejmujgcych badania trawienia w przed-
zotagdkach u przezuwaczy problemem opracowywanym najczesciej jest
ustosunkowanie sig¢ mikroorganizméw zwacza do danej paszy lub grupy
pasz wprowadzanych w roznej postaci i iloSci wobec najrozmaitszych
dodatkéw mineralnych i organicznych. Dodatki te stymulujg lub hamujg
typowg dzialalnos¢ poszczegélnych grup drobnoustrojow w stosunku do
wprowadzonych pasz i odwrotnie. Pozwala to na wycigganie wnioskow
odnosnie zapotrzebowania mikroorganizméw w stosunku do s$rodowiska
oraz na dokladne przesledzenie zmian zachodzgcych pod ich wplywem.

Jak kazda metoda badawcza, tak 1 doswiadczenia typu in vitro posia-
dajg, oprécz bezspornych stron dodatnich, sporo mankamentow.

Powazng korzyscig plynagcag z prowadzenia omawianych eksperymen-
tow jest ogromne uproszczenie strony organizacyjnej i powazne obnizenie
kosztéw. Ponadto, wobec prowadzenia prac w warunkach laboratoryj-
nych, istnieje mozliwos¢ dokonania w krotkim czasie dowolnej liczby
powtorzen i zachowanie duzej precyzji i dokladnosci. Co wigce], prze-
badaé mozna bardziej wszechstronnie przebieg poszczegdlnych zjawisk
dzieki mozliwosci ograniczenia liczby czynnikéw zmiennych, ktére moga
zaciemnia¢ i znieksztalca¢ wyniki.

Do stron ujemnych omawianej metody nalezy przede wszystkim ogra-
niczona reprezentatywnosé uzyskanych rezultatow. Nigdy nie istnieje
pelna gwarancja, ze zjawisko nawet kilkakrotnie stwierdzone in vitTo
ma w warunkach naturalnych przebieg identyczny. Przew6d pokarmowy,
a szczegblnie przedzoladki, nie stanowig ukiadu zamknigtego i w warun<
kach naturalnych obserwuje sie tam réwnolegly przebieg kilkudziesieciu
odrebnych proceséw, ktore pozostaja w mniej lub bardzie] Scisle] od
siebie zaleznosci. Nie wszystkie z nich mozna odtworzy¢ in vitro i me
zawsze mozna zapewni¢ odpowiednie warunki dla ich normalnego prze-
biegu. Wynika z tego konieczno$¢ upraszczania szeregu zjawisk, co r.Zu—
towaé moze na sluszno$é wycigganych wnioskéw. Ponadto, w wyniku
przetrzymywania drobnoustrojéow w $rodowisku sztucznym przez dluisz.y
okres czasu, moga pojawia¢ sie tam catkowicie nowe grupy bakterii ni€
spotykane w warunkach naturalnych w zwaczu. ‘

7 tego co zostalo do tej chwili powiedziane wynika jasno, ze wszelkie
dane otrzymane in vitro w stosunku do drobnoustrojéw zwacza powinn'y
byé¢ mozliwie dokladnie sprawdzane na zwierzetach zywych. O-czywié01?
nie moze to stanowié¢ zasadniczego kontrargumentu w stosunku do celo-
wosci prowadzenia tego typu obserwacji. Wiele zjawisk i faktow, ktorych
istnienie i przebieg pozostalyby by¢ moze do dzi$ nie zauwazone W WaIrlln"
kach naturalnych, wyjasniono i zinterpretowano na podstawie doswiad-
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czen z wyizolowanymi z przewodu pokarmowego przezuwacza drobno-
ustrojami.

Na przestrzeni wielu lat metodyka postepowania przy przeprowadzaniu
doswiadczen in vitro w stosunku do tresci zwacza ulegala najrozmaitszym
zmianom. Stosowano najrozmaitsze z punktu widzenia technicznego urza-
dzenia, ktére w mniejszym lub wiekszym stopniu upodobni¢ miaty
srodowisko spreparowane sztucznie do warunkéw naturalnych. Trzeba
pamieta¢, ze metoda prowadzenia do$wiadczen in vitro w stosunku do
tresci zwacza nie stanowila do niedawna osobnego problemu badawczego.
Nie ukazywatly sie prace, ktorych celem byloby przeanalizowanie strony
metodycznej i technicznej. Dopiero w latach powojennych pojawia sig
kilkanascie publikacji zawierajacych dokladny opis urzadzen, ktorych
autorzy proponuja wniesienie takich czy innych ulepszen technicznych.
W chwili obecnej istnieje kilka metod postepowania stosowanych, rzecz
jasna, w calym szeregu wariantow. Ponadto, w dalszym ciagu pracuje
sie nad wprowadzeniem catkiem nowych koncepcji, idac naprzéd wraz
z rozwojem nauki i techniki w ogoéle. W pracy niniejszej omowiono dwie,
najbardziej rozpowszechnione i stosunkowo technicznie najprostsze
metody.

Pierwsza ze wspomnianych dwéch metod przeprowadzania doswiad-
czen in vitro polega w zasadzie na badaniu poszczegbdlnych procesow
W oparciu o plyn zwacza pobrany bezposrednio po przesgczeniu tresci
pokarmbwej przez odpowiednie sgczki, a wigc zawierajacy w zasadzie
»Wwszystko”, z wyjatkiem duzych czagstek paszy. Metoda ta nosi ogoélng
nazwe ,sztucznego iwacza” (artificial rumen). Najbardzie] typowe jest
W tym wzgledzie postepowanie opracowane przez Burroughs’a i wspo6i-
pracownikow w roku 1950 (1, 2).

Tak zwany ,,sztuczny zwacz”’ sklada sie¢ w tym wypadku z kompletu
6 butli szklanych o pojemnosci 600 ml kazda. Butle zaopatrzone sg w kor-
ki posiadajace po trzy otwory. Pierwszy stuzy do wprowadzania dwu-
tlenku wegla. Rurka znajdujaca si¢ w tym otworze dochodzi az do dna
butli. Przez drugi otwor przechodzi rurka wyprowadzajgca CO; po prze-
myciu zawartosci naczynia. Trzeci otwor zamknigty korkiem przezna-
czony jest do regulowania pH w trakcie doswiadczenia za pomocy
dodawania roztworu weglanu sodu. 7rédlem CO, jest butla ze sprezonym
gazem zaopatrzona w reduktor. Dwutlenek wegla przeptywa przez naczy-
nia przez caly okres trwania eksperymentu w postaci pojedynczych
pecherzykow. Pozwala to na zachowanie warunkéw beztlenowych i po-
woduje jednoczesnie mieszanie zawartosci butli. Naczynia zanurzone sg
W lazni wodnej o temperaturze 40°C.

Plyn zwacza stanowiacy inokulat otrzymuje sie w sposob nastepu.jqcy:
sondg lub przez przetoke pobiera sie na czczo (po uptywie 16 godzin od



80 J. Piotrowski

ostatniego odpasu) tre$¢ zwacza i saczy natychmiast przez cztery warstwy
muslinu lub gazy mlynarskiej. Po przesaczeniu przemywa sie otrzymany
ptyn ostrym strumieniem CO,. Przed dodaniem do poszczegdlnych butli
ptynu otrzymanego w powyzszy sposéb naczynia te napelnia sie roztwo-
rem soli mineralnych w ilosci 50 ml. Sklad roztworu jest nastepujacy:

fosforan sodu 592,50 g chlorek wapnia 0,75 g
weglan sodu 52,50 ,, slarczan zelaza 0,15 ,,
slarczan amonu 317,50 ,, silarczan cynku 0,08 ,,
chlorek potasu 7,50 ,, siarczan miedzi 0,04 ,,
chlorek sodu 7,90 ,, chlorek kobaltu 0,02 ,,
larczan magnezu 2,25 ,, woda destylowana 2,00 1

Nastepnie do kazdej butli dodaje sie 1 g roztartej bibuly filtracyjnej,
ktora spelia role zrédia blonnika rozkladanego nastepnie przez mikro-
organizmy. Zawarto$¢ naczynia dopelnia sig wodg destylowang do obje-
tosci 350 ml i przemywa ostrym strumieniem CO, przez 30 minut. Po
wstawieniu naczyn do lazni wodnej o temperaturze 40°C wprowadza sie
do nich po 140 ml otrzymanego uprzednio plynu zwacza, po czym raz
jeszcze przeplukuje strumieniem CO, przez 15 minut. Sprawdza sie pH
zawartosci naczynia i w razie potrzeby doprowadza sie je do wartosci
6,2—6,8 za pomocg 0,5 M roztworu weglanu sodu. Do tak przyrzadzonego
medium dodawa¢ mozna roézne skladniki pokarmowe (np. pasze) badajac
po uptywie 36 godzin stopien rozkladu blonnika zawartego w bibule
filtracyjnej traktujac to jako wskaznik celulolitycznej aktywnosci mikro-
organizmow.

Po zakonczeniu pierwszego 36-godzinnego okresu inkubacji polowe
zawartosci butli poddaje sie odpowiednim analizom chemicznym. Pozo-
stata, druga polowa plynu stuzy jako inokulat w stosunku do nastepnych
do$wiadczen. Metoda inokulowania butli w nastepnym okresie polowa
zawartosci maczynia z okresu poprzedniego grozi stopniowym spadkiem
aktywnosci drobnoustrojow w zwigzku z dilugim utrzymywaniem ich
w warunkach sztucznych. Autorzy (1) przeprowadzili doswiadczenia do-
tyczace intensywno$ci rozkladu blonnika w kolejnych, nastepujacych
bezposrednio po sobie okresach inkubacji przy zastosowaniu réznych
dodatkéw stymulujacych dziatalnosé drobnoustrojéow., Wyniki podaje
tabela 1.

Jak wida¢, przy zastosowaniu jedynego dodatku do plynu zwacza,
jakim jest siarczan amonu, nastepuje spadek strawnosci blonnika juz
W drugim okresie inkubacji. Przy dodaniu popiotu z lucerny spadek ten
zaznacza si¢ mniej intensywnie. Najdluzej wysoka strawnosé blonnika
utrzymuje sie przy zastosowaniu opisanego poprzednio roztworu soli
mineralnych. Z tego tez wzgledu dodatek tego roztworu stanowi czynnik
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niezbedny przy przeprowadzaniu inkubacji wieloetapowych, nie zapo-
biega jednak mozliwo$ci pojawienia sie nietypowej mikroflory, a wiec
grozi popelnieniem bledéw przy wycigganiu wnioskéw na podstawie wy-

nikéw uzyskanych w dalszych okresach.
Tabela 1

— e e e (e b e o e i o e

Zawarto$é butli, w ktérych dokonywano inkubacji

Okres plyn zwacza, bibula ptyn zwacza, bibula plyn zwacza, bibuta
inku- filtracyjna, siarczan filtracyjna, siarczan filtracyjna, zlozony
bacji QIO amonu, popiét roztwor soli

z lucerny mineralnych*

strawno$§é blonnika bibuty filtracyjnej w procentach

1 68 81 7
2 9 24 41
3 6 7 56
4 —2 0 5
5 2 2 7

Uwaga: * sktad podany poprzednio

Opisana powyzej metodyka Burroughs’a moze by¢ w rozmaity sposéb
modyfikowana. Stosowano np. azot jako gaz utrzymujgcy anaerobioze,
skracano czas trwania pojedynczej inkubacji do 12 godzin, wprowadzano
zamiast zlozonego roztworu soli mineralnych bufor fosforanowy o pH
6,1 itd. Modyfikacje te uzaleznione sa zawsze od celu, w ktérym prze-
prowadzano obserwacje (rozklad blonnika, powstawanie kwasow ttusz-
czowych, synteza bialka itp.). W zaleznosci jednak od wprowadzanych
zmian uzyskiwano zawsze bardzo rézne wyniki, nawet w wypadku naj-
prostszego do $ledzenia in vitro zjawiska, jakim jest rozklad celulozy.
Co wiecej, nawet przy kilkakrotnym powtarzaniu do$wiadczen w oparciu
0 jedng i te sama metode istnieje czesto trudnos¢ w otrzymaniu nie tylko
analogicznych, lecz nawet zblizonych wynikow.

Metodyka Burroughs’a stosowana jest przez szereg autoréw do chwili
obecnej. Druga metoda ,sztucznego zwacza” jest uzywanie zamiast na-
czyn szklanych — poélprzepuszczalnych blon, np. workow celofanowych.
Typows metode tego rodzaju proponowal w roku 1949 Louw (4), poéznie]
za§, w roku 1954 Huhtanen, Saunders i Gall (3). Opracowali oni tzw.
miniaturowy sztuczny zwacz, ktérego opis ze wzgledu na bardzo prostg
konstrukcje podano ponizej.

W szklanych sloiczkach zawierajgcych po 100 ml roztworu soli mine-
ralnych (w niektérych wypadkach stosowano wode destylowang) o skla-
dzie zblizonym do proponowanego przez Burroughs’a zawieszano wore-
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czki celofanowe o pojemnosci 10 ml. Do woreczkéw wprowadza sie po
10 ml plynu zwacza otrzymanego przez sgczenie przez muslin i 500 mg
mielonych liSci siana lucerny. Plyn, w ktérym zawieszono woreczek,
przemywa sie strumieniem CO, do chwili osiggniecia pH = 6,6—1,0.
Gorng, otwartg krawedz woreczka zamyka sie przez ,,przyciecie”’ nakre-
tkg od sloika. Naczynia umieszcza sie nastepnie w termostacie w tempe-
raturze 38°C. Po uplywie 3 godzin od rozpoczecia inkubacji odkreca sig
pokrywki stoiczkéw celem odpuszczenia nagromadzonych gazéw, po czym
zakregca sie je powtérnie wkrecajac krawedz woreczka miedzy nagwinto-
wang czeS¢ stoika a przykrywke. Czas trwania inkubacji wynosi od 16
do 24 godzin. Po uplywie tego okresu czasu przerywa sie proces i prze-
prowadza analizy zawartosci pozostatej w woreczku.

Jak wynika z powyzszego, zasadnicza réznica miedzy opisanymi dwie-
ma metodami ,,sztucznego zwacza” polega na stosowaniu w pierwszym
wypadku naczyn szklanych, w drugim zas — pélprzepuszczalnej blony.
Rola tej ostatniej polega na dopuszczeniu do ewentualnej wymiany mie-
dzy srodowiskiem otaczajgcym (np. wodg) a zawartosécig woreczka. W tym
przypadku konieczne jest przeprowadzanie analiz plynu, w ktérym zanu-
rzone sg woreczki. Metoda ta niewatpliwie géruje nad systemem inkubacji
w naczyniach szklanych ze wzgledu na uniemozliwienie koncentrowania
sie¢ w woreczku produktéw ubocznych fermentacji, ktorych zbyt duze
stezenie (powiekszajace sie stopniowo w miare uptywu czasu inkubacji)
moze w zasadniczy sposob rzutowa¢ na przebieg samego procesu. Cytowa-
ny juz poprzednio Louw (4) przeprowadzil poréwnanie intensywnosci
rozkladu blonnika in vitro przy zastosowaniu naczyn szklanych i workéw
polprzepuszczalnych (wszystkie czynniki $rodowiska sztucznego byty
w obu wypadkach jednakowe). Wyniki podaje tabela 2.

Tabela 2
Inkubacja w butlach Inkubacja w worku
szklanych polprzepuszczalnym
poczatkowa strawnosé poczatkowa strawnos$¢é
zawarto$é blonnika zawartosé blonnika

blonnika w g | w procentach

blonnika w g | w procentach

Doswiadczenie 1 11,89 42 11,89 58
Do$wiadczenie 2 11,58 43 11,58 67
Do$wiadczenie 3 19,36 58 19,36 68

Interesujgce rozwigzanie techniczne ,,ssztucznego zwacza”’ opracowai
w roku 1956 Warner (13). W duzym naczyniu szklanym wypeinionym
zlozonym roztworem soli mineralnych zawiesza sie woreczek celofanowy
zawierajacy plyn zwacza i badane substancje (w tym wypadku kazeine).
W gornej czesci woreczka znajduje sie korek z trzema rurkami (wlot iwy-
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lot dla CO,, oraz otwoér dla pobierania préb i regulacji pH). Dwutlenek
wegla po przemyciu zawartoici woreczka wyprowadza sie nie na zewnatrz
lecz dodatkowo przez otaczajacy roztwér mineralny, ktérego obecnosc
umozliwia wymiane w drodze dializy miedzy zawartoscia woreczka a ota-
czajacym plynem, co pozwala na dokladne Sledzenie produktéw posred-
nich powstajacych przy rozkladzie kazeiny i dalszej dezaminacji amino-
kwaséw. CO, przemywa caly uklad utrzymujac warunki anaerobiozy.

O ile w metodzie ,sztucznego zwacza” plyn inokulujacy zawiera
wszystkie typowe czynniki treSci zwacza z wyjgtkiem wiekszych czastek
paszy, o tyle druga metoda badan in vitro posluguje sie wylgcznie dro-
bno ustrojami wystepujacymi w tym przedzolagdku. Metoda ta, jak
juz poprzednio wspomniano, nosi nazwe ,,przemytej zawiesiny bakterii”.
Przykladem zastosowania tej metody jest m. in. praca Cheng, Hall i Bur-
roughs z roku 1955 (6). Zasadniczym celem stosowania wodne] zawiesiny
drobnoustrojéw jest otrzymanie mozliwie czystej formy samych tylko
bakterii zwacza, bez jakichkolwiek dodatkowych czynnikow wystepujacych
in vivo w zwaczu. Postepowanie w tym wypadku wyglada nastepujgco:

Tres¢ zwacza przesgcza sie kilkakrotnie przez gaze mlynarsks, naste-
Pnie za§ wiruje z szybkoscia okoto 1200 obr./min. W ten sposob wigkszos¢
niestrawionych czeéci paszy (ktére przeszty przez sgczek), jak i zawarte
W plynie zwacza pierwotniaki, ulegajg osadzeniu na dnie kuwety. Piyn
znad osadu wiruje sie nastepnie przez 20 minut z szybkoscig 5000 obr/min.
Do powstalego w ten sposéb osadu, zawierajgcego przede wszystkim
bakterie, dodaje sie wode destylowang lub bufor fosforanowy o pH = 17,0,
Po czym wiruje sie ponownie przez 20 minut z szybkoscia 5000 obr./min.
Wymieniong czynno$é powtarza sie raz jeszcze. Ostatecznie uzyskany
osad, ktoéry stanowig prawie wylacznie same tylko bakterie, ,,rozpuszcza”
si¢ w zlozonym z 11 komponentéw roztworze mineralnym z dodatkiem
mocznika. Plyn, bedacy juz wlasciwg ,,zawiesing bakterii”, przemywa
si¢ strumieniem CO, i sprowadza (jego pH do wartosci = 7,0, dodajac
odpowiednig ilo§¢ weglanu sodu. Otrzymany w ten spos6b ptyn stanowi
inokulat wyjsciowy w stosunku do poszczegblnych naczyn szklanych,
W ktérych przeprowadza sig dalsze, wlasciwe obserwacje. Wymienieni
autorzy (6) przeprowadzili eksperymenty nad wplywem poszczegélnych
czynnikéw na aktywnoséé celulolityczng bakterii zwacza. Badano mi. in.
wptyw pH na rozklad blonnika przez drobnoustroje (tabela 3).

Ponadto badano takze wplyw iloéci blonnika w roztworze inkubowa-

nym na intensywnoéé¢ jego rozkladu (tabela 4).
Précz tego autorzy stwierdzili, ze najintensywniejszy rozklad blonnika
nastepuje miedzy 16 a 20 godzing inkubacji. -
W roku 1958 Hubbert (11) i wsp. postugujac sie technikg przemyte]j
zawiesiny bakterii badali wpiyw stezenia poszczegélnych skladnikow
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Tabela 3
PH S$rodowiska in vitro Strawno$é blonnika w %

5,6 30,3

6,0 47,8

6,4 55,1

6,8 64,8

1,2 65,4

7,6 63,2

8,0 56,8

8,4 52,5
Tabela 4

Zawartos¢ blonnika Strawno$¢ blonnika

w roztworze w % w %

0,25 75,7

0,50 57,3

0,75 64,6

1,00 53,6

mineralnych na aktywnos$¢ celulolityczng drobnoustrojéw. Tabela 5 za-
wiera dane dotyczace optymalnego stezenia tych skladnikéw i stezen
toksycznych dla mikroorganizméw.

Tabela §

Optymalne stezenie Stezenie toksyczne

Pierwiastek dla rozkladu btonnika dla mikroorganizmow

(mikrogramy w ml) (mikrogramy w ml)
Siarka 100—500 1000
Magnez 20—160 320
Wapn 50—300 450
Zelazo 0— 50 300
Mangan 0—160 320
Miedz 0— 1 1,5
Kobalt 0— 05 5
Cynk 0— 0,05 5
Bor 0— 0,000 0,5

Zacytowane wyniki wskazujg na fakt $cislej zaleznoéci przebiegu
typowych proces6w zwaczowych in vitro od czynnikéw Srodowiska zew-
netrznego. Ponadto, z calg wyrazistoscia wystepuje tu mozliwoéé otrzy-
mania w réznych wypadkach réznych wynikéw przy badaniu jednego
1 tego samego zjawiska. Wyplywa stgd konieczno§¢ postugiwania sie na
szerokg skale ujednolicong metodyka, szczegdlnie za§ w wypadku prowa-
dzenia in vitro badah majgcych $ci§lejszy zwigzek z praktyka zywienio-
w3g, jak np. badanie wplywu poszczegélnych pasz na procesy zachodzace
w zwaczu i odwrotnie (1, 2, 7), badanie reakcji drobnoustroj6w na pow-
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szechnie zalecane dodatki antybiotykéw, mikroelementéw i produktéw
syntetycznych. W wypadku opisanej metody uzyskiwania inokulatu wyj-
sciowego w drodze kilkakrotnego przemywania i wirowania zawiesiny
bakterii — wydaje sie celowe zastosowanie jej raczej do bakteriologicz-
nego badania samych drobnoustrojow bytujgcych w zwaczu, jest ona
bowiem o wiele bardziej sztuczna od ,,sztucznego zwacza” i odbiega bar-
dzo powaznie od warunkéw normalnych dla bakterii. Przez samg bowiem
¢zynno$é kilkakrotngo wirowania i przemywania otrzymuje sig wprawdzie
oczyszczong w wysokim stopniu populacje mikroorganizmow, jednak
inokulat sporzadzony w ten sposéb nie zawiera pelnego kompletu czyn-
nikéw wystepujacych w zwaczu in vivo, co zmniejsza dodatkowo mozli-
wosé przeprowadzania analogii miedzy wynikami uzyskanymi in wvitro
a warunkami naturalnymi. Ponadto, w procesie frakcjonowanego prze-
mywania drobnoustrojéw tracg one w powaznym stopniu aktywnos¢
enzymatyczng, z drugiej jednak strony niebezpieczenstwo pojawienia
sie nietypowych szczepéw bakterii (tak bardzo aktualne przy postugiwa-
niu sie pelnym plynem zwacza) jest niewielkie wobec trudnosci w roz-
mnazaniu drobnoustrojow i stosunkowo kroétkiego czasu trwania ekspe-
rymentu. Z tego tez wzgledu metoda przemytych zawiesin nadaje sie
przede wszystkiem do badania biochemicznych reakcji rozkladu, w duzo
mniejszym za$ stopniu do obserwacji zjawisk syntezy.

Skadingd jednak metoda ta przedstawia sobg z innego punktu widze-
nia bardzo powazne osiggniecie teoretyczne. Pozwala ona na studiowanie
tych proceséw mikrobiologicznych, ktore dzieki swej specyfice i matemu
stosunkowo nasileniu mogg pozostawaé nieuchwytne w do$wiadczeniach
ze ,sztucznym zwaczem”. Jako przyklad wymienic¢ tu mozna prace
dotyczgce tzw. ,niezidentyfikowanego czynnika celulolitycznego” (UCF),
ktéry zawarty w $rodowisku zwaczowym stymuluje rozklad blonnika
przez mikroorganizmy. W roku 1955 Bentley i wsp. (12) stwierdzil
korzystny wplyw niektérych kwasoéw tluszczowych in vitro na rozklad
blonnika i wykazal, ze szczegélnie kwas walerianowy stymuluje ten
proces. Ponadto w roku 1958 Cline (8) stwierdzil, ze kwas walerianowy
Jest szczegdlnie chetnie wychwytywany przez bakterie celulolityczne
1 stymuluje tym samym ich dzialalnosc. Podobnie Dehority (9) wykazal
dodatni wplyw niektérych aminokwasow na rozklad celulozy przez bak-
terie w zwaczu (prolina, walina).

Jak juz wspomniano, obie wymienione metody badan in vitro mniej
lub bardziej odbiegaja od warunkéw naturalnych, co zresztg jest nie-
uniknione. Na zakonczenie, wydaje sie celowe wspomnie¢ pokrotce
o metodzie ,sztucznego zwacza’, ktéra bardziej od innych zblizona jest
do warunkéw przyzyciowych. Jest niag metoda ,,inkubacji ciagglej”’ opra-
cowana w 1959 roku przez Stewarta i Warnera (10). Naczynie o pojemnosci
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9,5 1, zaopatrzone w mieszadlo i utrzymywane w temperaturze 39°C, na-
pelnia sie kulturg bakterii i pierwotniakéw pochodzacych ze zwacza.
Badane substancje wraz z niezbednymi dodatkami mineralnymi wpro-
wadzane sa do naczynia w sposob ciggly (lub okresowo) w przecietnej
ilosci 450 ml/godz. Naczynie opatrzono odplywem cigglym, co ulatwia
pobieranie prébek i reguluje ilo§¢ plynu w naczyniu. Autorzy, stosujac
Opisany sposéb do badania powstawania lotnych kwaséw tluszczowych,
stwierdzili istnienie powaznych analogii z warunkami mnaturalnymi.
Ponadto, pierwotniaki wystepujgce in vitro wykazywaly duza ruchliwosé
1 aktywnos¢, co nie zdarzalo sie dotad w zadnym poprzednim systemie
,,sztucznego zwacza’.

Nie jest zadaniem autora szczegélowe omawianie wszystkich opisanych
w literaturze metod i koncepcji badan in vitro dotyczgcych mikroflory
przedzolagdkow przezuwacezy, ani tez silenie sie na opracowanie mono-
grafii tak obszernego zagadnienia, zwlaszcza ze liczba odnosnych mody-
fikacji jest ogromna i powieksza sie niemal z miesigca na miesigc.
W Polsce obserwacje proceséw trawiennych u przezuwaczy na podstawie
doswiadczen in vitro nalezg dzi§ jeszcze do rzadkosci. Mimo jednak wielu
mankamentéw omawiana metoda zasluguje na szersze zainteresowanie,
zwlaszcza ze realizacja strony technicznej nie natrafia w warunkach labo-
ratoryjnych na wieksze trudnosei.
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