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1. Uvod

Protozoa, odnosno prazivotinje, je pojam koji ukljuCuje jednostaniCne primarno
heterotrofne eukariotske organizme. Stari su preko 500 milijuna godina i danas je poznato oko
45 000 vrsta. To su mikroorganizmi Ciji naziv potjeCe od grc. rijeCi protos, Sto znaci prvi i
zoon, S$to znaCi Zivotinja. Prvi ih je otkrio Antoni van Leeuwenhoek, te ih je nazvao
Animalcula. 1818. godine Goldfuss je prvi upotrijebio naziv protozoa. 1838. godine
Ehrerberg je prvi opisao vise od 500 vrsta protozoa, njihovo razmnozavanje i probavu u
protozoa, a Dujardin je 1841. god. objavio sustav klasifikacije za prazivotinje. 1870. god.
Pasteur je otkrio da su protozoa uzrocnici razlicitih bolesti. Predstavljaju polifileticki takson s
nejasnom granicom izmedu pojedinih skupina. PraZivotinje danas zauzimaju znacajno mjesto
I igraju vaznu ulogu u prirodnim zajednicama. Rasprostranjeni su po Citavoj biosferi. Imaju
kozmopolitsku distribuciju, te stoga razlikujemo morske, slatkovodne, terestricke i simbiotske
prazivotinje, od kojih su neki opasni patogeni. Danas se Cesto upotrebljavaju kao modelni
organizmi u laboratorijskim istrazivanjima. Prema razli€itim autorima postoji niz podjela u
razliCite taksonomske skupine. Prije su bili Klasificirani kao carstvo Protista. Heackel prvi
spominje 1866. godine Protista kao carstvo. Od Haeckelovog vremena do danas sistematika
Protista se jako promijenila zahvaljuju¢i genetskim istrazivanjima, elektronskoj mikroskopiji
i novim biokemijskim metodama. Protozoa se opcenito mogu klasificirati prema nacinu
ishrane i pokretanju. Tradicionalno se Protista dijele na: Protozoa (prazivotinje) i Protophyta
(alge). Protozoa (prazivotinje) se dijeli na: Mastigophora ili Flagellata (bicasi), Ciliophora

(trepetljikasi), Sarcodina (sluzavci), Sporozoa ili Apicomplexa (truskovci).

Protozoa u buragu prvi puta su uoCene u 19. st. (Gruby i Delafond, 1843). Do 1940.
god. nisu radena znacajnija istrazivanja na tom podrucju. No nakon 1940. god. znanstvenici
pokazuju interes za identifikacojim, morfologijom i biokemijskim karakteristikama
prazivotinja u buragu. Do danas je na tom podrucju provedeno niz istrazivanja i objavljeno je

mnogo radova.



2. Grada i funkcija prazivotinja

PraZivotinje se sastoje od jedne stanice, a neke tvore i kolonije. Sve Zivotne funkcije
prazivotinja odvijaju se na razini stanice. Veli€ina stanice kre€e se od 10 um do nekoliko
centimetara. Tijelo protozoa okruzeno je stanichom membranom. StaniCna membrana ima
zastitnu  funkciju, sudjeluje u kretanju, te sluzi za primanje i prijenos podraZaja.
Fleksibilnost i rigidnost tijela, te njegov oblik ovise o fibrilarnoj strukturi koja se naziva
citoskelet. Smjesten je ispod membrane i zajedno s njom u nekih skupina tvori pelikulu.
Pelikula predstavlja vanjski ,,zid“ koji im daje stalan oblik. Citoskelet se sastoji od fibrilarnih
proteina, mikrotubula ili alveola ili pak oboje sudjeluju u njegovoj gradi. Alveoli su vezikule,
smjeStene ispod membrane, a nalazimo ih npr. u dinoflagelata, truskovaca i trepetljikaSa.
Prazni alveoli imaju svojstvo turgescentnosti i daju potporu stanici. Mogu sadrzavati i ione
kalcija koji sluze kao signal za stani¢ni odgovor. Skelet protozoa moze biti endo — ili
egzoskelet. Skelet daje zastitu, a moze biti vanjski ili unutarnji. Vanjski skeleti nazivaju se

razlicito, ovisno o skupini pa postoje lorike, teke, kucice i sl.

Citoplazma ispunjava unutradnjost stanice i dijeli se na vanjsku, gus¢u ektoplazmu i
unutradnju, rjedu endoplazmu. Ispunjena je brojnim organelima kao $to su mitohondriji,
kloroplasti, jezgra, Golgijev aparat, endoplazmatski retikulum, ribosomi, lizosomi,
hidrogenosomi, peroksisomi, plastidi itd.
Lokomotorni sustav se sastoji od biCeva i trepetljika ili privremenih izduZetaka stanice kakve
imaju amebe - ,,lazne nozice* ili pseudopodiji. BiCevi i trepetljike im omogucuju pokretanje i
pomazu pri hranjenju. Koordiniranim udaranjem trepetljikama pokretima natrag — naprijed
stanica se pokrece kroz tekucinu ili pokrece tekuéinu preko povrsine stanice. Trepetljike su
duljine oko 10 um, dok bi¢evi mogu biti dugacki i do 200 um te imaju valovit naCin udaranja.
Broj biCeva na stanici je razliCit. Mogu biti glatki ili imaju redove flagelarnih dlacica,

mastigonema, koji modificiraju kretanje vode.

U protozoa postoje razliCiti tipovi prehrane. Neki imaju sposobnost fotosinteze, neki
uzimaju gotovu organsku tvar, a neki su amfitrofne vrste, sto znaCi da se mogu hraniti i
autotrofno i heterotrofno. Protozoa koji se hrane otopljenim organskim tvarima, uzimaju
hranu procesom pinocitoze dok se vecina hrani procesom fagocitoze. Cestice hrane se
probavljaju u hranidbenim vakuolama koje se spajaju s lizosomima, te stvaraju probavni
mjehuri¢. Difuzija je vrlo vazna u unutarnjem transportu. Probava je u slobodno Zivuéim

protozoama primarno intracelularna. Egzocitozom se odvajaju neprobavljeni ostaci tako da se



membrana probavnog mjehuric¢a stapa s stanicnom membranom na mjestu koje se zove
citoprokt. Vecina protozoa su aerobi, no postoje i obligatni anaerobi, osobito simbionti koji
Zive u probavnom traktu zivotinja. Fakultativni anaerobi koriste kisik kada je prisutan, a kada
ga nema sposobni su za anaerobnu respiraciju. Osmoregulacija se postize aktivnim
transportom iona kroz stanicnu membranu. PraZivotinje imaju sustav pomocu kojeg pumpaju
vodu i ione. Sastoji se od kontraktilnih vakuola i spogioma koji ih omeduje, a potonji se
sastoji od mjehuri¢a i vezikula. Uloga spongioma je sakupljanje viska tekucine iz okolne
citoplazme i provodenje do kontraktilne vakuole. Kontraktilne vakuole eliminiraju viSak vode
kontrakcijom i praznjenjem kroz privremene ili trajne pore. Stopa praznjenja vakuole ovisi 0
koncentraciji u okolnom mediju. Mehanizam praznjenja vakuola je vazan za slatkovodne
prazivotinje, jer u protivnom dolazi do njihovog bubrenja. Aktivnost kontraktilnih vakuola je
povezana S promjenama u osmotskoj ravnotezi izmedu stanice i izvanstanicnog okolisa.
Ekstrusomi su sekretorna tijela koja su povezana sa pelikulom i sadrze materijal koji brzo
izbacuju na povrsinu stanice. Nalaze se neposredno ispod staniche membrane u ektoplazmi.
Vidljivi su svjetlosnim mikroskopom, osobito u stadiju izbacivanja sadrzaja. Sluze za obranu i
omamljivanje plijena ili za zastraSivanje predatora. Najpoznatiji oblici su trihociste,
mukociste, haptociste, toksiciste, nematociste trepetljikasa i bi¢aSa, kinetociste sunaSca te

roptriji truskovaca.
2.1 Ciliophora — trepetljikasi

Trepetljikasi su monofiletskog podrijetla. Danas je poznato oko 8000 wvrsta.
Rasprostranjeni su u slatkim vodama, moru ili oko Cestica tla u vodi koja ih okruzuje. Svi
trepetljikaSi su heterotrofi, a jedna treCina su ekto- ili endokomenzali ili pak paraziti. Vecina
ih je asimetriCna unato€ tome $to su dobro pokretljivi i imaju anteriorno — posteriorni
polaritet. Ve¢inom su slobodni iako ima i onih koji tvore kolonije i koji su sedentarni.
Veli¢ina njihove stanice se kre¢e od 10um do 4 - 5 cm. PovrSinu tijela i podrucje oko usta
prekrivaju brojne trepetljike dok kod specijaliziranijih vrsta trepetljike pokrivaju samo
odredene regije ili su potpuno reducirane. Korteks Cini povrsinski sloj stanice i sastoji od
pelikule i infracilijature. Pelikula se sastoji od stanicne membrane i sustava vakuola koje
mogu imati specifian raspored ovisno o vrsti te sadrze ione kalcija koji sudjeluju u stanicnom
odgovoru. Infracilijatura se sastoji od kinetida koji su vrlo slozene grade. Gradeni su od
bazalnog tijela ili kinetosoma koji ima pridruzena vlakna i dvije mikrotubularne vrpce koje
povezuju kinetosome te su zbog toga kinetidi poredani jedan za drugim, u uzduznim redovima

koje nazivamo kinetima. Korteks se moze podijeliti na dva podrucja. Somaticno podrucje
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sluzi za pokretanje, pricvrsCivanje za podlogu, za primanje podraZaja i kao zastitu, dok oralno
podrucje sluzi za pribavljanje i unos hrane.
Trepetljikasi su najbrze prazivotinje. Trepetljike udaraju u metakronim valovima a smjer i
intenzitet udaranja ovise o promjeni razine kalijevih i kalcijevih iona. Neki rodovi kao Sto su
Sentor i Vorticella imaju spazmoneme i mioneme — proteinska vlakna koja se mogu

kontrahirati i tako skratiti Citavo tijelo.

Slobodni oblici protozoa mogu biti detritovori, bakteriovori, herbivori ili predatori.
Vecina trepetljikaSa sadrZi citostom poloZen posteriorno. Citostom se nalazi direktno iznad
citofarinksa. Hrana se unosi preko citostoma u citofarinks i tu se oblikuje hranidbena vakuola.
U vecine trepetljikaSa ispred citostoma nalazi se preoralna komorica koja ima ulogu u
sakupljanju i manipulaciji hrane a naziva se vestibulum ili predvorje. Vestibulum je obrubljen
jednostavnim trepetljikama. Slozeni trepetljikasi imaju slozene trepetljikave organele,
polikinetide i tvore bukalnu Supljinu ili peristom. Za ekskreciju se sluze kontraktilne vakuole.
Za razliku od drugih protozoa, trepetljikasSi posjeduju dva tipa jezgara; mikronukleus i
makronukleus. Mikronukleusi su manji i diploidni, te su odgovorni za razmnozavanje.
Makronukleusi su poliploidni i veéi, te se u njima odvija sinteza RNA. Tijekom
razmnoZzavanja mikronukleus se pravilno mejoticki ili mitoticki dijeli, dok makronukleus

degenerira i kasnije se razvija iz promijenjenog mikronukleusa.
2.2 Razmnozavanje i dioba

RazmnoZavanje u protozoa moZe biti nespolno i spolno. Nespolno razmnoZavanje je
razmnoZavanje stani¢nim dijeljenjem i svi nastali potomci su klonovi jedinke od koje su
nastali. U nespolno razmnozavanje ubrajamo binarnu diobu, viSestruku diobu i pupanje.
Binarnom diobom iz stanice roditelja nastaju dvije stanice kceri, te roditelj kao jedinka
iSCezava. Pupanjem se odvajaju jedna ili viSe stanica kéeri od roditeljske stanice. Ono moze
biti egzogeno, pupovi se stvaraju na povrsini majcinske stanice ili endogeno, gdje dolazi do
uvrata membrane majCinske stanice. Uvratom se obuhvati citoplazma i makronukleus koji
tvore komoricu iz koje ¢e se razviti stanica kceri. ViSestrukim dijeljenjem nastaje mnogo

potomaka i to je Cesti oblik diobe u nametnickih oblika.

Glavna znaCajka spolnog razmnozavanja jest spajanje dvije haploidne jezgre u
diploidnu jezgru. Spolno razmnoZavanje obuhvaca nekoliko tipova razmnoZavanja:

gametogamiju ili singamiju, autogamiju ili samooplodnju i konjugaciju koja je specificna za



trepetljikaSe. Kod konjugacije se dvije jedinke spoje, mikronukleusi se dijele mejozom te

razmijene haploidne gametne jezgre nakon Cega slijedi binarna dioba.
2.3 Ekologija prazivotinja

PraZivotinje su Siroko rasprostranjene iako su simbionti ograniceni na svoje domacine.
Ukoliko se radi o slicnim staniStima ili ekoloSkim niSama, mnoge su vrste rasprostranjene u
velikom broju Sirom svijeta. Osim heterotrofa, mogu imati i ulogu fototrofa - primarnih
producenata ili mogu biti saprotrofni kao Sto je veCina gljiva. Uloga prazivotinja u regulaciji
ekosustava se temelji na njihovoj raznolikosti i brojnosti. Slobodno Zivuéi oblici su Siroko
rasprostranjeni te zauzimaju Citav niz razlicitih stanista s velikom raznoliko$¢u biotickih i

abiotickih ¢imbenika.

Mnoge su praZivotinje predatori unutar svoje skupine. Cesto se upotrebljavaju u
laboratorijima za izuCavanje odnosa predatora i plijena, zbog lake manipulacije i kratkih
Zivotnih ciklusa. Prazivotinjama se hrane mnoge vece Zivotinje te su vazne u mrezama ishrane

kao poveznica prema metazoa.

Simbionte nalazimo u beskraljeznjacima i kraljeznjacima, domestificiranim i divljim
zivotinjama. Nalazimo ih i u Covjeka kao i1 u ostalih sisavaca. Simbioza izmedu protozoa i
domacina moze biti razliCita. To je koegzistencija dva organizma; ukljucuje razliCite odnose
ili korist za pojedine organizme te se mozZe podijeliti na komenzalizam, mutualizam i
parazitizam. Komenzalizam je odnos u kojem jedan €lan ima koristi a drugi ne trpi nikakvu
Stetu dok u mutualistickom odnosu oba Clana imaju koristi. Parazitizam je oblik odnosa u
kojem jedan ¢lan ima koristi (parazit), ali na Stetu drugog (domacin). Postoji jo$ jedan oblik
simbioze — forezija — u kojem se jedan simbiont uhvati za svog domacina iskljucivo radi
transporta. Utjecaj na domacina tada ne mora biti niti pozitivan a niti negativan. Poznato je
oko 14000 simbiotskih vrsta Protista. Mnogi su paraziti i imaju Stetan utjecaj na domacina za
razliku od mutualistiCke simbioze izmedu protozoa i prezivaca koja je itekako pozitivna i za
jedne i za druge. Prazivotinje kao predatori u buragu kontroliraju veli€inu populacije nekih
Stetnih prokariota. Heterotrofne prazivotinje su tipicni konzumenti koji se hrane drugim
organizmima 1 otpuStaju neasimilirane organske tvari i produkte katabolizma. Direktno

pridonose mineralizaciji i regeneraciji nutrijenata u okolisu.



2.4 Raznolikost prazivotinja u buragu

Buduci da su prazivotinje Siroko rasprostranjene u biosferi samim time su i vrlo
raznolike kao posljedica prilagodbe na razliCita staniSta. Raznolikost protozoa u buragu je
nesto manja od bakterijske, ali joS uvijek Cine velik udio mikroflore u buragu u kojem se
nalaze dvije glavne skupine trepetljikasa, holotrihni i entodiniomorfni (Hungate, 1966).
Njihova klasifikacija ovisi o morfoloskim karakteristikama ili se klasificiraju na temelju
ishrane u buragu i specificnih tvari koje razgraduju. Njihova raznolikost prikazana je u tablici
1.

[Tablica 1]: Raznolikost protozoa u buragu u domacih i divljih Zivotinja (preuzeto iz Kamra

2005)
Protozoa Host Eef
Holotrich protezoa
Trafricha prazioma Sheeap 144
Zabu canle 147
Elackbuck 148
Water buffalo 34
Fed dear 148
et 150
I irestinaiis Carle 151
Eizon 1446
Mlonse dear 147
Fed dear 148
Damyaricha ruseiraatamm Sheap 152
Elackbuck 148
Water buffalo 54
Qitzeisoricha bubali Water buffalo =1t
Carle 61
Enfodiniomorphid protozoa
Entodirmum boviz F¥umoslavian canle 153
Zabu camle and waner 154
bmfiala
E. bubalion Water buffalo 0
E. bursa Canle sheep and zoat oz
E caudanm Canle sheep and zo3t 155
E charaerjest Ingdian goat 150
Warer buffala 154
E lomginuclaanm Carmle, water buffalo 154
Diplodinium dendarns Widaly dismibuied 151
I indicum Indian cattle 1586
Ergmoplasiron anaiicus Indian cattle 156
E bubainz Brazillian catile snd G4
water buffalo
Eudipiodintuy magsi Widaly distribmred 157
Ostracedininmm ohvesicularum  Canle and watsr buffalo 34
Pohvplastrow muliivesiculatom . Canle, sheep, moar, 143, 158-150
Hackmck
Metadinium madium Catile 1461
Water buffalo 34
African reedbuck 162
Epidimrum caudarum Canle shaep, zoat 151
Cpheporcaian Coadans Widaly dismmibated 130, 158, 161
Calorcoler camalicus Dromeadary camiel 143




2.5 Faktori koji utjeCu na veli¢inu populacije trepetljikasa

Opci sastav i sveukupna koliCina trepetljikaSa u rumenu odreduje se prema razliitim
faktorima koji su u interakciji, npr. o kojem tipu domacina se radi, gdje je geografski lociran,
kakvu hranu konzumira, i o interspecijskim odnosima protozoa i antagonista. Ukupan broj
trepetljikaSa u rumenu prilino varira. Hrana visoke probavljivosti, koja osigurava lako
dostupne izvore duSika i energije, utjeCe na pojavnost velike populacije trepetljikaSa, iako
uCestalost i koli¢ina konzumirane hrane od strane domacina, dnevni ciklus u rumenu, veliina
Cestica hrane, koncentracija soli i dodaci prehrani s antibioticima ili drugim aditivima, takoder
utjeCu na veli€inu populacije trepetljikasa. Kako bi razumjeli biolosku vaznost protozoa u
rumenu vazno je razumjeti bioloSke procese koji se odvijaju unutar njih. Na broj i odnos
mikroorganizama znatno utjeCe izbor hrane, npr. prebacivanje na obrok s velikim koli¢inama
lako probavljivih ugljikohidrata. U tom sluCaju povecava se broj bakterija koje proizvode
laktat (Lactobacillus, Eubacterium i Streptococcus) i takoder se poveca broj konzumenata
laktata koji podnose nizi pH (Anaerovibrio, Propionibacterium i Megasphaera). Dolazi do
pojave mlijeCne acidoze. Smanjuje se aktivnost celulolitickih i metanogenih bakterija, te broj
protozoa koji su takoder jako osjetljivi na pad pH ispod 5,5.



3. Prezivacdi

PreZivacCi su podred reda parnoprstasa koji su pak red visih sisavaca i obuhvacaju oko
220 vrsta. Kod razlicitih vrsta Zivotinja probavni sustav se sastoji od istih dijelova, ali veliCina
I funkcija pojedinih odjeljaka se razlikuju, ovisno o karakteristikama ishrane. Prezivaci su

biljojedi u Cijem Zelucu se nalaze mikroorganizmi i enzimi koji vrse probavu biljne hrane.
3.1 Grada i funkcija probavnog sustava u prezivaca

Probavni sustav sastoji se od usta, zdrijela, jednjaka, Zeluca, tankog i debelog crijeva
te analnog otvora. U probavi sudjeluju i Zlijezde slinovnice, jetra, gusteraca i slezena. Zlijezde
slinovnice izluCuju velike koliCine sline (govedo 108 — 178 | /dnevno, ovca 6 — 16 | / dnevno,
konj 5 — 50 I / dnevno, svinje oko 15 | /dnevno). Slina u prezivaca je izrazito alkali¢na, a
funkcija joj je da vlazi i natapa, pomaze pri stvaranju zalogaja i otapanju lako topivih
sastojaka. Takoder slina neutralizira nize masne kiseline koje se stvaraju prilikom probave.
Vece koliCine sline se luCe prilikom hranjenja. PrezZivaci imaju sloZen Zeludac koji se sastoji
od 4 odjeljka: burag (rumen), kapura (reticulum), knjizavci (omasum) i siriSte (abomasus).
Povezani su rumino — retikularnim, retikulo — omazalnim i omasoabomazalnim otvorom.
Zeludac zauzima 2/3 trbusne Supljine. Prva tri odjeljka nazivaju se predzelucima, nemaju
Zljezdane elemente i s unutraSnje strane presvuceni su kutanom sluznicom. Burag je najveci
predzeludac i ispunjava lijevu polovicu trbusne Supljine. Volumen buraga je 120 — 180 I.
Kapura je najmanji odjeljak. KnjiZzevci sluZe prolazu tekucine i usitnjene hrane iz kapure u
siriSte, a smjeSten je u desnoj rebranoj slabini. SiriSte predstavlja pravi Zeludac. Na siriste se

nastavlja tanko i debelo crijevo koje zavrSava rektumom.

:_:‘1 Esophagus
o phag
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Slika 1: Grada slozenog Zeluca u prezivaca

(http://www.pfos.hr/~dsego/ispitna_literatura/skripta.pdf)




3.2 Motilitet predZeluca

Usitnjavanje hrane dogada se u usnoj Supljini. Za aktivnost predzeluca vazne su
kontrakcije kapure i buraga koje pomazu u mijeSanju hrane, regurgitaciji, eruktacija i u
prebacivanju hrane u knjizavac. Zadrzavanje i mijeSanje hrane vazno je za mikrobnu
razgradnju, nakon koje slijedi obilna resorpcija. Hrana koja dospijeva na dno kapure prolazi
kroz retikulo-omazalni otvor u knjiZzavac. Prolaz hrane omogucuje motorika kapure, sfinkter
retikulo-omazalnog us¢a i tlak u knjizavcu. Tijekom druge kontrakcije kapure napetost
sfinktera popusta, smanji se tlak u knjizavcu, i hrana biva usisana u Supljinu knjizavca. Nakon
toga se zatvara retikulo — omazalno usSce. Kontrakcijama knjiZzavca kontrahira se trup
knjiZavca, te se otvara ulaz u siriSte u koje ulazi tekuca i polutekuca hrana. Kompaktna hrana
dospijeva medu listatste nabore u knjizavcu, te se tu dalje usitnjava. U knjizavcu se odvijaju
probavni procesi, resorpcija vode, elektrolita i hlapivih masnih kiselina. Glikoliticka aktivnost

knjiZzavca je 50% manja od one u buragu.

Slika 2: Smjer kretanja hrane kroz probavni sustav

(http://www.pfos.hr/~dsego/ispitna literatura/skripta.pdf)

3.3 Prezivanje

Termin prezivaCi potjeCe od toga, da ove Zivotinje u razdobljima mirovanja
pretprobavljenu kasSu hrane ponovo vracaju u usta i jo$ jednom ju Zvacu prije nego tako
dodatno usitnjenu hranu ponovo progutaju i odvedu ju na stvarnu probavu. Time postiZzu jaCe
usitnjavanje hrane i stvara se velika povrSina na koju djeluju bakterije. Odraslo govedo

dnevno preziva 7 — 10,5 sati, podijeljeno u pojedine periode duzeg i kraceg trajanja.



PreZivanje se sastoji se od Cetiri radnje: rejekcija ili regurgitacija (vracanje hrane u obrocima
iz buraga u usnu Supljinu), remastifikacija (ponovno Zzvakanje), reinsalivacija (ponovno
natapanje slinom) i redegluticija (ponovno gutanje). Nakon ponovnog prezvakavanja, hrana
putuje u knjizavac. Eruktacija je podrigivanje velikih kolicina plinova. To je u preZivaca
necujna pojava. Izlazni plinovi u vecoj koli€ini ulaze u dusnik i pluca, nego Sto izlaze kroz
nos i usta. Unos plinova pojaCava proces eruktacije, a inhibira nakupljanje hrane i vode u
podrucju oko Kkardije.

3.4 Probava u predzelucima

Umjesto Zlijezda koje bi razgradile visokomolekularne spojeve, u slozenim
predzelucima Kkoji osiguravaju visoko specijaliziranu anaerobnu okolinu smjeSteni su
mikroorganizmi. Fizikalna okolina i odlicna opskrba nutritivnim tvarima podupiru veliku
raznolikost mikroorganizama koji ukljuCuju bakterije, protozoa, anaerobne gljive,
arhebakterije, mikoplazme i bakteriofage. Burag je ekosustav u kojem prevladava
mikropopulacija. Stalnim uzimanjem hrane, prezivaC osigurava mikroorganizmima supstrat.
Topivi dijelovi hrane se brzo reasorbiraju u buragu, dok se oni teZe razgradivi duze
zadrZavaju te bivaju podvrgnuti djelovanju enzima miokroorganizama. U buragu najvise
nalazimo saharolitickih bakterija, zbog toga jer se najveci udio hrane koji prezivaCi unose
sastoji od ugljikohidrata, celuloze i drugih polisaharida. Kolicina kisika u buragu je niska kao
i oksidacijsko — redukcijski potencijal. U buragu prevladavaju anaerobni ili fakultativno
anaerobni mikroorganizmi. Kvantitativni i kvalitativni sastav plinova u buragu je: 65% CO»,
27% CH4 7% N, 0,6% Oy, 0,2% H, i 0,01% H,S. Temperatura se kre¢e izmedu 38 — 42 °C.
Sastojci u probavnom traktu su dobro puferirani sa salivarnim sekretima (slina sadrzi fosfate i
karbonate) i apsorpcijom kiselih metabolita koji odrzavaju pH (6 ili 7) blizu neutralnog. Zbog
teZe kultivacije, uloga i biokemijske sposobnosti protozoa nisu u potpunosti utvrdene. Kao
rezultat fiziCkog i mikrobioloskog djelovanja u buragu dolazi do fermentacije dijelova hrane.
Fermentacijom mogu nastati korisni produkti, hlapljive masne kiseline, bjelanCevine, vitamin
B, i produkti koje Zivotinja ne koristi, metan i ugljicni dioksid. Takoder mogu nastati i Stetni
produkti, amonijak i nitrati. Produkti razgradnje celuloze su: octena, propionska i maslacna
kiselina, te neSto manje mravlje, valerijanske i kapronske kiseline. Prisutna je i mlijeCna
kiselina. NajviSe koncentarcije kiseline su 2 — 4 sata nakon hranjenja. Rast mikroorganizama
ovisi o dostupnosti ATP-a. Ako ima kisika, sinteza ATP-a i mikrobna masa se povecavaju, ali
time se povecava udio konacnih produkata CO; i H,O. Ako je manja sinteza ATP-a, ima viSe

hlapljivih masnih kiselina koje su glavni izvor energije za domacina. Glukoza je vaZzan izvor
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energije Ciji viSak mikroorganizmi mogu pohraniti u obliku polisaharida. Oni predstavljaju
energetsku rezervu koja se moze razgraditi do glukoze te ¢e dalje biti iskoriStena u
metabolickim procesima. Preddzeluci su vazni u probavi. U njima se hrana zadrzava, kvasi,
mijeSa i macerira te u konacnici razgraduje do produkata koji se koriste u metabolizmu

prezivaca i sluze za sintezu mlijeka i masti te doprinose dobrobiti preZivaca.
3.5 Mikroflora predzeluca

Mladi prezivaCi koji su se tek okotili siSu maj¢ino mlijeko, koje probavljaju razlicite
kiseline i enzimi u Zelucu i tankom crijevu. Postupno, osim maj¢ina mlijeka, mladi prezivac
pocinje se hraniti Cesticama hrane iz svoje okoline. Hrana i mlijeko predstavljaju pogodan
supstrat za daljnji razvoj mikroflore. Mikroflora se razvije odmah nakon rodenja, jer majka i
okolina inokuliraju mladog prezivaca. Takoder inokulacija se vrsi i preko majcine sline i

fecesa.
3.5.2 Bakterije buraga

U buragu se nalazi oko 60 vrsta bakterija. 1 g sadrzaja buraga ih sadrzi 10*° - 10™.
Najcesca je Sreptococcus bovis. Bakterije se dijele u funkcionalne skupine prema supstratu
na koji djeluju. U prehrani je najzastupljeniji biljni materijal koji sadrzi najvise celuloze.
Hemiceluloza i lignin koji su takoder prisutni, ograniCavaju probavu biljne stanice, pa je
prema tome probavljivost proporcionalna udjelu ligno — hemiceluloze. Najaktivnije
celulolitiCke bakterije su: Ruminococcus flavefacians, Ruminococcus albus, Bacteroides
succinogenes, Butyrivibrio fibrisolvens. Celulaza koja izaziva celulolizu sastoji se od tri
enzima. Cl enzim smanjuju otpornost celuloznih vlakana, Cime ona postaju dostupnija za
drugi enzim Cy koji celulozu prevodi u topiv oblik, dalje ju razgraduje te nastaje supstrat koji
koristi celobiaza i nastaje glukoza. Skrob razgraduju: B. fibrisolvens, B. succinogenes,
Succinomonas amylolytica i Succinomonas dextrinosolvens. Najaktivnije su necelulolitiCke
bakterije: Bacteroides amylophilus, S. bovis, Bacteroides ruminicola. Ako u prehrani
dominira bujna trava i topivi Skrob moZe doci do porasta populacije S. bovis koja proizvodi
velike kolicine mlijeCne kiseline koja se nakuplja u buragu. Nezrela, mlada, visokokvalitetna
krma moze sadrzavati pektin koji razgraduju pektinolitiCke bakterije: B. ruminicola,
Lachnospira multiarus, B. fibrisolvens. Bakterije u buragu hidroliziraju i trigliceride i vrse
hidrogenaciju nezasi¢enih masnih kiselina. Takoder prisutne su i proteolitiCke bakterije koje
razgraduju proteine. Sa celulotickim bakterijama i praZivotinjama povezane su i metanogene

arhebakterije.
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3.5.1 Prazivotinje buraga

PraZivotinje u buragu je manje nego bakterija. 1 gram sadrZaja buraga ima 10° - 10°
prazivotinja. Najzastupljeniji su holotrihni i entodiniomorfni trepetljikasi. Obje skupine se
svrstavaju u podrazred Trichostomatia, a razlikuju po smjestaju trepetljika. Holotriha imaju
rasporedene trepetljike po cijelom tijelu, a entodiniomorfa samo na odredenim mjestima. Ove
dvije skupine trepetljikaSa zauzimaju razlicite metaboliCke niSe. Holotriha primarno koriste
topljive ugljikohidrate dok entodiniomorfa bolje fermentiraju Skrobna zrnca. Entodiniomorfa
su obi¢no brojnije u probavnom traktu i boljih su biokemijskih karakteristika u odnosu na
holotriha. Osim Sto koriste hranu koju unose prezivaCi, hrane se i bakterijama. Njihove
bjelanCevine mogu razgraditi ili asimilirati. Vrlo su vazni za stabilnost fermentacije jer
kontroliraju brojnost bakterijskih populacija. PrezivaC je ovisan o fermentaciji hranidbenih
Cestica mikroorganizmima u buragu. U buragu prezivaca nalaze se i bi¢aSi, medu kojima su
najpoznatiji rodovi Trichomonas, Monoceromonas, Chilomastix, no o njihovom metabolizmu

se zna vrlo malo.
3.5.3 Odnos bakterija i prazivotinja

Bakterije se prihvaCaju za trepetljike holotrihnih protozoa i tamo rastu, to su
ektobionti, ili su smjeStene u citoplazmi, endobionti. Prema istrazivanju kod Isotricha
prostoma i Isotricha intestinalis na 200 pm? nalazi se 10 do 20 bakterija. Veéina ektobionata
su metanogene bakterije, dok intracelularne metanogene bakterije nalazimo samo kod nekih
entodiniomorfa i holotriha. Bakterije, nakon §to su progutane, nalaze se u probavnim
vakuolama unutar stanice protozoa. Bakterije prezivljavaju unutar vakuola jer su otporne na
njihove probavne enzime. Mogu metabolizirati otopljene komponente koje su unesene ili
otpusStene iz stanica protozoa. IzluCuju i polisaharoliticke enzime koji razgraduju polimere
prisutne u stani¢noj stijenci biljnog materijala. Bakterijska razgradnja sluzZi i kao vaZan izvor
dusika prazivotinjma. Bakterijske aminokiseline koje nastaju njihovom razgradnjom, protozoa
direktno ugraduju nepromijenjene u svoje proteine. Otpustene aminokiseline koriste i ostale
bakterije i smanjuje se koncentracija amonijaka koji je slabi izvor duSika za prazivotinje.
Probava bakterija trepetljikaSima u buragu vazna je za kruZenje duSika u buragu.
Entodiniomorfa mogu imati bakterije s vanjske strane pelikule. Broj i raznolikost tih bakterije
je znatno veci od intracelularnih bakterija. Neke vrste, kao $to je Entodinium caudatum, moze

pojesti bilo koju bakteriju, dok su neke vrste vrlo selektivne u izboru bakterija.
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4. Metabolizam i uloga prazivotinja u buragu

Buduci da su protozoa brzorastuCi i lako se kultiviraju u laboratoriju, njihov
metabolizam je detaljno proucen. Unos, rast, respiracija, iznos i drugi ¢imbenici su mjereni ili
procjenivani i biljeZzeni u studijama. Fenchel (1964) je primijetio, promatraju¢i odnose
tjelesne veliCine i stupnja rasta populacije organizma, brzu stopu rasta manjih organizama u
odnosu na vece. Prazivotinje su vrlo uc€inkovite u pretvorbi energije. Pod odredenim uvjetima
prehrane protozoa Cini gotovo polovicu ruminalne biomase i znacajno doprinosi ukupnoj
produkciji hlapljivihn  masnih kiselina (VFA - volatile fatty acid). VFA je produkt
mikrobioloSke fermentacije buraga kojim se osigurava ugljik i energija potrebna domacinu za

normalnu funkciju probavnog sustava.
4.1 Entodiniomorfni protozoa

Evolucijski razvoj entodiniomorfnih trepetljikaSa temelji se na pretpostavci da su

sloZeniji oblici nastali iz jednostavnijih, kao npr. Ophryoscolex koji se razvio iz Entodiniuma.

Slika 3: Ophryoscolex spp.

(www.ars.usda.gov/.../feb06/animal0206.htm)

Entodinium je strukturno i biokemijski jednostavan organizam Kkoji ne posjeduje
celulazu i endopektat — lijazu. Prvi se nastanjuje u buragu mladih prezivaca i posljednji
nestaje te je djelotvorniji u prozdiranju Cestica Skroba, za razliku od vecih trepetljikasa.
Entodiniomorfa se dijele binarnom diobom i konjugacijom. Vaznost konjugacije u rumenu
nije do kraja istrazena. Njihova ishrana se uglavnom temelji na prozdiranju vecih Cestica
hrane. Male neprobavljive Cestice izluCuju se kroz citoprokt. Osim njih, izbacuju se i zrnca
Skroba i kloroplasti. Ne uzimaju se svi probavni fragmenti jednakom brzinom, npr. Cestice

Skroba bivaju progutane vrlo brzo i u potpunosti ispune organizam za nekoliko sekundi. Svi
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entodiniomorfa imaju kontraktilne vakuole, ali njihova funkcija nije do kraja objaSnjena.
Hrane se i otopljenim Cesticama. Samo je oko dvadeset od stotinjak poznatih
entodiniomorfnih protozoa kultivirano in vitro. Svi su obligatni anaerobi. Uvjeti prilikom
kultivacije ukljucuju topli okoli$ konstantne temperature, kojem nedostaju komponente koje
se lako metaboliziraju, a bogat je Cesticama kao Sto su bakterije, zrnca Skroba, kloroplasti i
vlakna celuloze. Prema nekim autorima,  — sitosteroli i ostali povezani steroli koji se
normalno nalaze u travi, kolin koji je povezan sa zrncima $kroba i vitamin By, su esencijalni
za rast trepetljikaSa u buragu. Svi entodiniomorfni protozoa u svojim vezikulama u
endoplazmi sadrZe bakterije. Entodiniomorfa ne rastu bas$ uspjeSno u pomi¢nim kulturama jer

se teSko hrane Cesticama koje se brzo krecu.

Slika 4: Eudiplodinium maggi
(www.microscopy-uk.org.uk/.../dfrumen.html)

4.1.1 Razgradnja proteina

Postoji malo informacija o uzimanju slobodnih proteina, iako su Onodera i Kandatsu
(1970) pokazali da je netopiv kazein probavljiv. Svi entodiniomorfa sadrze proteoliticke
enzime, medutim nema jasnog stava koji pH je optimalan za njihovu aktivnost. Neki autori
smatraju da je za razgradnju kazeina optimalan pH 6,5 — 7 (Abou Akkada i Howard, 1961), a
za endogene proteine 5,8 (Forsberg i sur., 1984). Nagasawa i sur. (1994) su pronasli dvije
proteaze kod Entodinia. Optimalni pH za njihovo djelovanje je 3,0 i 8,0 i vjeruje da imaju
znaCajnu ulogu u razgradnji hrane i bakterijskih proteina. Svi trepetljikasi imaju leucin
aminopeptidaze i ve¢inom egzopeptidaze. Entodiniomorfa uzimaju aminokiseline aktivnim ili
pasivnim procesom. AKktivni proces rezultira ugradnjom nepromijenjenih aminokiselina u
proteine protozoa. Stopa ugradnje aminokiselina najniza je kod rodova Entodinium i
Epidinium, a najvisa je kod Eudiplodinium maggi i Polyplastron multivesiculatum (Coleman,
1967; Coleman i Laurie, 1974, 1977; Owen i Coleman, 1977; Coleman i Sanford, 1980;
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Coleman i Reynolds 1982). Mnoge aminokiseline su acetilirane ili preoblikovane prije
otpustanja u okolni medij. Sposobnost protozoa da razgrade aminokiseline je vrlo ograniCena.
Neki oblici trepetljikaSa posjeduju triptofaze.

4.1.2. Razgradnja Skroba

Entodiniomorfa se hrane zrncima Skroba koje polako razgraduju na vodik, octenu
kiselinu, butansku Kiselinu i glicerol. TocCne vrijednosti ovise o koncentraciji kisika i
ugljicnog dioksida (Ellis i sur., 1991). Stopa uzimanja zrnaca Skroba kod razliCitih vrsta je
razliCita, pa se tako Entodinium u pocetku hrani zrncima Skroba vrlo brzo (770ug (mg
protein) * min™ | kasnije sporije ( priblizno oko 3% od pogetne stope). Veéi protozoa uzimaju
zrnca Skroba znatno sporije konstantnom stopom tokom nekoliko sati (Coleman, 1992). Stopa
razgradnje Skroba kod entodiniomorfa je ugrubo proporcionalna inicijalnoj koncentraciji
Skroba ili amilopektina unutar protozoa. Najvisa aktivnost amilaze zabiljezena je kod
Eremoplastron bovis, Diploplastron affine, Ophryoscolex caudatus i P. multivesiculatum, a
najniza kod Ostracodinium obtusum bilobum, E. caudatum i u Entodinium bursa. Skrob se
razgraduje na maltozu i glukozu koja se fosforilira u glukozu — 6 — fosfat, koja se dalje
najvjerojatnije koristi u klasi¢noj glikolizi za proizvodnju energije ili se eventualno koristi u
ektoplazmi za stvaranje rezervnog amilopektina. U buragu ovaca s prirodnim A —ili B —
tipom populacije, 35 - 57% ukupne amilaze nalazi se u citoplazmi protozoa. E. caudatum kod
ovaca u svojoj citoplazmi posjeduje smao od 2 — 15 % amilaze, dok ostala amilaza potjece od
bakterija kojima se hrane (Coleman, 1986). Metabolizam u O. caudatus je drugaciji, aktivnost
maltaze je niska, dok je aktivnost maltoze fosforilaze znatno visa (Gyulai i Coleman, 1991).
Dio glukoze i maltoze koriste intracelularne bakterije kao izvor energije i u, npr. Klebsiella
aerogenes u kulturi s E. caudatum, produkciji polisaharidnih kapsula koje ih Stite od

probavnih, odnosno proteolitickih enzima koje izluCuju protozoa (Coleman, 1969, 1975).
4.1.3 Razgradnja celuloze i hemiceluloze

Entodiniomorfa se hrane celulozom koju razgraduju i koriste u sintezi intrastani¢nih
polisaharida (Hungate, 1942, 1943; Coleman, 1992). Postoji nekoliko studija o razgradnji
celuloznih vlakana i Cini se da je mehanizam razgradnje razliCit kod razliCitih vrsta (Bohatier
et al., 1990; Benyahya i sur., 1992). Prema istrazivanju, E. maggii moze pojesti oko 148 ng

" min . Probavni produkti mogu se

celuloze i probaviti je pri stopi 320 pg protozoa
upotrijebiti za sintezu amilopektina. Ako su pronadene jednake koliCine Skroba i celuloze, E.

maggii ¢e 25 puta brze konzumirati celulozu, nego Skrobna zrnca. lako je otopljena celulaza
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prisutna u celulotickih protozoa, nema jasnih dokaza da li potjeCe od protozoa ili od bakterija
(Coleman, 1992). No ipak postoje indirektni dokazi, temeljeni na ucincima antibiotika i
izostanku bakterija koje se drze biljnih vlakana, da neki enzimi potjeCu od protozoa
(Coleman, 1978; Coleman i Hall, 1980; Bonhomme, 1988; Bonhomme i sur., 1986; Clayet i
sur., 1992). Svi entodiniomorfa u buragu sadrZze celulaze, osim roda Entodinium. Najvisu
aktivnost celulaza posjeduju E. maggii, Epidinium ecaudatum caudatum i O. obtusum
bilobum (Coleman, 1985). Koriste¢i koncentraciju karboksimetilceluloze, otpustene iz
razlicitih frakcija buraga kao parametar, ukupna celuloza u ovaca koje sadrze samo E. maggii
je 2,9 — 4,2 puta veca nego kod Zivotinja koje ne sadrze trepetljikaSe, i preko 70% aktivnosti
enzima povezano je sa protoza. U ovaca koje sadrze necelulolitiCku E. caudatum, 65%
celulaze potjeCe od bakterija. Stopa sinteze intracelularnog amilopektina iz celuloze je kod E.
maggi tolika da se svaki dan u buragu moZze sintetizirati 9 g amilopektina (Coleman, 1986).
Distribucija endopektat lijaza u entodiniomorfa koje razgraduju poligalaktutronsku kiselinu,
hemicelulazu B i ksilazu, su sli¢ne celulazi sa niskim aktivno$¢u u roda Entodinium osim
endopektat lijaze u P. multivesiculatum i u vecih organizama. Svi trepeljikaSi, osim roda
Entodinia, sadrze glikozidne hidrolaze koje su potrebne za razgradnju primarnih probavnih
produkata do monosaharida (Coleman i sur., 1980; Wiliams i Coleman 1985; Wiliams i sur.,
1984). Entodiniomorfa mogu koristiti galakturonsku kiselinu i ksilan u vrlo ograni¢avajucoj
mjeri. Fruktoza i fruktozani se ocCigledno nikad ne iskoriste. Optimalni pH za endopektat
lijazu iznosi 8,5 ( sa 14% maksimalne aktivnosti pri pH 6,0), u usporedbi s celulazama za Ciju
aktivnost optimalni pH iznosi 5,0 — 7,5, 6,0 za amilazu, izmedu 3,0 i 8,0 za proteaze i pH

unutar vezikula najvjerojatnije iznosi 6,0.
4.1.4 Razgradnja nukleinskih kiselina

Konstituente koji su potrebni za sintezu nukleotida i nukleinskih kiselina sadrze
bakterije, iako protozoa mogu Koristiti i slobodne purine, pirimidine, fosfate i ribozu. Postoje
nejasnoce o ugradnji purina u nukleinsku kiselinu protozoa, ostaci se razgraduju kroz
hipoksantin i ksantin. Uracil se ugraduje kao uracil ili citozin, a slobodni uracil i tiamin brzo
prelaze u svoje dihidroenergetske derivate. Slobodna riboza prelazi u glukozu koja se

ugraduje u polisaharide protozoa (Coleman, 1968, 1969; Coleman i Sanford 1979).
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4.2. Holotrihne prazivotinje

Holotriha su prazivotinje Siroko rasprostranjene i u domacih i u divljih Zivotinja.
Nastanjuju probavni trakt prezivaCa i sudjeluju u fermenatciji Cestica hrane. Danas postoje
dva taksonomska reda podrazreda Holotricha. Klasifikacija nije konzistentna, no prema
izvjeStaju nekih autora glasi (Clark, 1977; Hungate 1966; Ogimoto i Imai, 1981) :

ORDER  Prosomatida ]']r:':-hn.n?mmn'm

I |
FAMILY Buerschiiidae Isoerichidae  Blepharoceorvibidae

GENUS  Buerschlio Isouricha Charaning
Pargbundlein  Doasyiricha
Migaisoiricha

Preuzeto iz Clanaka ,, Rumen Holotrich Ciliate Protozoa“ , (Kamra, 2005)

Tri su glavne vrste podrazreda Holotrichia koje nalazimo u prezivaca su: |. intestinalis, I.

prostoma i Dasytrichia ruminantium. Ostale vrste imaju niZu frekvenciju pojavljivanja.

Slika 5: Isotricha intestinalis

(fr.academic.ru/dic.nsf/frwiki/369728)

Holotriha su primitivni trepetljikasi koji imaju trepetljike smjeStene po cijelom tijelu.
Granule polisaharida nalaze se u endoplazmi. UneSene Cestice hrane i bakterije pojavljuju se u
vakuolama u citoplazmi i imaju enzimatsku aktivnost. Dva roda Holotrichia imaju
hidrogenosome koji transformiraju piruvat u acetat i hidrogen u anaerobnim uvjetima. Rodovi
Dasytrichia i Isotricha Siroko su rasprostranjene u prezivaCima. U mladih prezivaca holotriha
se pojavljuju kasnije u buragu za razliku od entodiniomorfa, iako se rod Isotricha moze
pojaviti prije u teladi i janjadi. Holotriha se pojavljuju u veem broju kada su otopljeni
ugljikohidrati lako dostupni u hrani (Clarke, 1977; Hungate, 1966; Valdez, Alvarez, Ferreiro,
Guerra, Lopez, Priego, Blackburn, Leng, Preston, 1977). Kada su prisutna obje vrste, tada je
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D. ruminantum brojnija od Isotricha spp. lzvjeStaj o pojavljivanju trepetljikasa u razlicitim
domacinima upucuje da su rodovi Dasytrichia i Isotricha ¢e$¢i u domestificiranih nego divljih
zivotinja (Clarke, 1977; Ogimoto i Imai, 1981). Holotrihni protozoa mogu biti kultivirani
krace vrijeme, oko 20 — 60 dana (Clarke i Hungate, 1966; Gutierrez, 1955; Purser i Weiser,
1963; Sugden i Oxford, 1952). Medij koji se koristi za kultivaciju je kompleksan i sadrZi
tekucine koje se nalaze u buragu, te ekstrakte (biljni dijelovi, bakterije, protozoa)
nespecificnog sastava i funkcije, iako su elementi u tragovima i neophodni vitamini jasno
odredeni. Istrazivanja metabolizma holotrihnih trepetljikasa temelje se na izolaciji stanica iz
konvencionalnih Zivotinja ili Zivotinja koje sadrze vrste koje su naknadno unesene nakon sto

su se protozoa koji Cine normalnu floru buraga odstranili kemijskima agensima.
4.2.1. Metabolizam razgradnje biljnog materijala

U buragu trepetljikaSi su odgovorni za razgradnju 30 — 40 % biljnih vlakana. Smatra
se da su entodiniomorfni protozoa koji se hrane Cesticama ukljuCenu u razgradnju biljnih
polimera, dok su holotrihni protozoa i Entodinium spp. ukljuceni u iskoriStavanje rezervnih
polimera i otopljenih Secera. Brza kolonizacija i velik broj entodiniomorfa razgraduju tanja
tkiva, npr. mezofil, parenhim i epidermu. U odsutnosti roda Epidinium biljni materijal brzo

koloniziraju D. ruminantium, 1. intestinalisi I. prostoma.
4.4.2 Razgradnja celuloze, hemiceluloze i pektina

Holotrihni protozoa posjeduju enzime koji razgraduju pohranjenje biljne polimere, a —
glukane i fruktane, te inulin. Brzo fermentiraju biljne fruktane i oligomere koji sadrze
fruktozu. Posjeduju i invertaze koje razgraduju fruktane i saharozu, te su odgovorni za
razgradnju celuloze. Karboksimetil celuloza stimulira produkciju plinova kod D .ruminantium
(Wiliams i Harfoot, 1976). Ekstrakt slobodnih stanica D .ruminantium i Isotricha spp.
otpustaju reducirajuci Secer karboksimetil celuloze. Njegova aktivnost je niska i moZe utjecati
na aktivnost nekih polisaharidnih depolimeraza ili glikozidnih hidrolaza. lako holotrihne
celulaze nisu dokraja razjasnjene, Cini se da oba roda imaju hemiceluloticke i pektolitiCke
enzime. Istrazivanja pokazuju da holotriha ne mogu iskoristavati ksilozu i arabinozu (Abou
Akkada, 1965; Prins i Van Hoven, 1977; Van Hoven i Prins, 1977; Williams i Harfoot, 1976).
Ipak uocCena je prisutnost niske koncentracije hemicelulaza. D. ruminantium, I. intestinalisi I.
protostoma sadrze glikozidne hidrolaze koje su ukljucene u razgradnju hemiceluloze; a - L -
arabinofuranozidaza i  — D - ksilozidaza (Williams, Withers i Coleman, 1984). Ovi enzimi

sudjeluju u razgradnji polimera hemiceluloze B engleskog ljulja (Lolium perenne) i
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arabinoksilana zobi do oligomera topljivih u alkoholu i monosaharida (Williams i Coleman;
1985). Holotriha, iako imaju sposobnost razgradnje arabinoksilana, ipak ne mogu iskoristiti
njegove komponente, arabinozu i ksilozu (Prins i Van Hoven, 1977; Sugden i Oxford, 1952,
Van Hoven i Prins, 1977; Williams i Harfoot, 1976) . D. ruminantium (Van Hoven i Prins,
1977; Williams i Harfoot, 1976) i |. prostoma (Prins i Van Hoven, 1977) fermentiraju pektin,
ali ne i poligalakturonsku kiselinu, oligalakturonide ili galaktorunsku kiselinu. Eksratkt
stanica D.ruminantium (Coleman, Sandford i Beahon, 1980) i Isotricha spp. sadrze pektin
esteraze i poligalakturonaze. Kao konacni produkt, kod oba roda pojavljuje se metanol.
Holotriha mogu depolimerizirati polisaharide, pektin i hemicelulozu, ali ne mogu
metabolizirati produkte njihove razgradnje. Nemogucnost metaboliziranja produkata

razgradnje moze predstavljati evolucijski degenerativni gubitak enzima ili enzimskog puta.
4.2.3 Karbohidraze holotriha

Postoji nekoliko istrazivanja o karbohidraznim enzimima koje posjeduju D.
ruminantium i Isotricha spp. Holotrihni protozoa sadrze invertaze (Bailey i Howard, 1963;
Howard, 1959; Thomas, 1960; Howard, 1957; Christie i Porteous, 1957; Carnie i Porteous,
1959) sa optimalnom aktivnoScu pri pH 5,5. Invertaza posjeduju transglikozilaznu aktivnost i
prenosi polovice fruktozila pri viSoj koncentraciji saharoze, producirajui trisaharide
(Howard, 1959; Christie i Porteous, 1957; Carnie i Porteous, 1959) Glavna uloga
glikozidaznih enzima je razgradnja polisaharida. Glikozidni enzimi imaju dvostruku ulogu u
metabolizmu ugljikohidrata. Uklanjaju postrane lance od osnovnog lanca polisaharida i
razgraduju oligomerne fragmente koji su nastali depolimerizacijom uzrokovanu enzimima
koji razgraduju polisaharide. 1z holotriha su izolirane i o i  glikozidne hidrolaze (Delfosse —
Debusscher, Van Hoof, Hellings i Thines — Sempoux, 1979; Williams, Withers i Coleman,
1984). Istrazivanja holotriha, upotrebom disaharida kao supstrata, pokazala su da oba roda
sadrze maltaze, celobiaze, laminaribioze i invertaze (Bailey i Howard, 1963; De Meyer, 1981,
Howard, 1959; Howard, 1957), a istrazivanja sa derivatima p — nitrofenila i disaharida kao
supstrata pokazala su da oba roda imaju enzime koji djeluju na pentoze, heksoze,
heksozamine i askorbinsku kiselinu (Williams, Withers i Coleman, 1984; Yarlett, Llyod i
Williams, 1985; Yarlett, Hann, Lloyd i Williams, 1985) . D. ruminantium posjeduje maltaze,
toCnije a — glukozidazu koja djeluje na maltotrioze i ima svojstva transferaza (Mould i
Thomas, 1958; Williams, Withers i Coleman, 1984). lIsotricha spp. posjeduje nisku
koncentraciju  — glikozidaze, a nema celobiaze, za razliku od D. ruminantium koji ima i

celobiaze i B - glikozidaze viSe aktivnosti nego ona kod Isotricha spp. Na aktivnost
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glikozidnih hidrolaza mogu djelovati i okolisni uvjeti. Holotrihni protozoa su vazan izvor

invertaza u buragu prezivaca. Razina karbohidraza ovisi o dostupnim supstratima.
4.2.4 IskoriStavanje topivih SeCera

Holotrihni protozoa iskoriStavaju monosaharide, glukozu, fruktozu i galaktozu, i topive
oligomere, te polisaharide nastale njihovom polimerizacijom. Opseg fermentacije SeCera ovisi
0 rodu. Isotricha spp., za razliku od D. ruminantium, Ce iskoristiti zrnca Skroba prikladne
veliCine (Gutierrez, 1955; Howard, 1959; Howard, 1957), dok maltoza i celobioza nisu
ucinkoviti supstrati za Isotricha spp. (Gutierrez, 1955; Howard, 1959; Prins i Van Hoven,
1977), iako sadrzi a — glukozidaznu, celobiaznu i [ — glukozidaznu. D. ruminantium s
lako¢om fermentira saharaozu, fruktozu, D — glukozu, rafinozu i inulin. Ugljikohidrati koji
sadrze fruktozu se iskoriStavaju brze. Pojedini di- i trisaharidi koji sadrze glukozu i galaktozu
su takoder metabolizirani gdje L — glukoza, glukoza fosfat, deglukoronska kiselina, pentoza,
hemicelulozni polisaharidi i derivati celuloze ne potiCu stvaranje metabolickih plinova (Van
Hoven i Prins, 1977; Williams i Harfoot, 1976). Stopa iskoriStavanja ugljikohidrata i njihovo
porijeklo ovise o supstratu. Prinsi Van Hofen (1977) su proucavali |. prostoma te su potvrdili
da se glukoza, fruktoza i ugljikohidrati koji sadrze fruktozu (saharoza i rafinoza) najbrze
metaboliziraju. Entodiniomorfni trepetljikasi, npr. E. ecaudatum caudatum, unose glukozu i
maltozu razliitim mehanizmima (Coleman i Laurie, 1976), kao i D. ruminantium galaktozu.
Unos galaktoze raste u prisutnosti lako asimiliranih supstrata, Sto upucuje na postojanje
energijski ovisnog mehanizma uzimanja galaktoze. Cini se kako je ekolo3ka uloga holotriha
brza asimilacija otopljenih SeCera. Na stopu iskoriStavanja Secera kod D. ruminantium ne
utjeCe samo priroda i koncentracija supstrata vec¢ i razliciti okolisni faktori, ukljuujuci pH i
temperaturu. Neki ugljikohidrati imaju neZeljeni ucinak na stanicu. U istraZivanjima
kultiviranih holotrihnih trepetljikaSa pokazano je da manoza, glukozamin i galaktozamin
djeluju toksicno na njih. D. ruminantium ima nisku stopu uzimanja manoze i dolazi do
produzene stani¢ne razgradnje u inkubaciji sa tim monosaharidom (Howard, 1959; Williams i
Harfoot, 1976). Oblici ostalih produkata fermentacije su takoder oslabljeni. Protozoa ne mogu
kontrolirati unos SeCera, i prisutnost lako asimiliranih monosaharida nece sprijeciti unos i
posljediCni utjecaj toksicnih monomera. Takoder manoza negativno utjeCe i na metabolizam
glukoze kod Isotricha spp. koja takoder ne moZze kontrolirati unos Secera (Prins i Van Hoven,
1977; Sugden i Oxford, 1952). Mehanizam toksi¢nog djelovanja heksozamina i manoze na

holotrihne trepetljikaSe nije poznat.
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4.2.5 Produkti fermenatcije ugljikohidrata

Produkti fermentacije topivih ugljikohidrata koje formiraju Isotricha i Dasytricha su
mlijeCna kiselina, maslacna i octena kiselina (Gutierrez, 1955; Howard, 1959; Prins i Van
Hoven, 1977; Van Hoven i Prins, 1977; Williams i Harfoot, 1976) sa tragovima propionske
kiseline (Gutierrez, 1955). Kod viSeg stupnja fermentacije moZze se formirati i mravlja kiselina
(Van Hoven i Prins, 1977), kao i vodik, ugljik dioksid i rezervni polisaharidi. Kod D.
ruminantium stopa produkcije plina i kiseline, te omjer formiranih produkata ovise o supstratu
(Williams i Harfoot, 1976). Stopa stvaranja produkata je niza kada su supstrati toksicni, npr.
manoza, ili siromasni, npr. galaktoza. Glavni produkti metabolizma glukoze kod I. prostoma
su vodik, ugljik dioksid, butirat, laktat i amilopektin (Prins i Van Hoven, 1977). Stopa
stvaranja produkata fermentacije kod I. prostoma raste s porastom koncentracije glukoze, dok
stvaranje butirata ovisi 0 pocCetnoj koncentraciji supstrata. I. prostoma slabije fermentira

galaktozu nego glukozu i ne fermentira manozu.
4.2.6 Produktivnost i iskoristivost rezervnih ugljikohidrata

Vazna odlika holotrihnih protozoa je njihova sposobnost da sintetiziraju i pohrane
polisaharide tijekom perioda kada su im dostupni u vecoj koliCini. Oko 75 — 80 % pojedenih
ugljikohidrata moze se pretvoriti u rezervne polimere (Gutierrez, 1955; Williams i Harfoot,
1976). Polimer koji se pojavljuje je glikogen (Certes, quoted by R.E.Hungate, 1966).
Holotriha koji sadrze ugljikohidrate bogate glukozom i fruktozom mogu posluziti kao rezerva
za stvaranje amilopektina (Prins i Van Hoven, 1977). Kao prekursori za sintezu amilopektina
mogu posluziti vodik ili acetat (Williams i Harfoot, 1976). Razgradnja i sinteza amilopektina
odvijati ¢e se samo ako su prisutni ucinkoviti supstrati (Heald i Oxford, 1953; Prins i Van
Hoven, 1977). Galaktoza, za razliku od glukoze, je najmanje ucinkovit supstrat za sintezu
amilopektina (Prins i Van Hoven, 1977; Van Hoven i Prins, 1977; Williams i Harfoot, 1976).
D. ruminantium fermentacijom galaktoze dobiva svega 30% energije koju koristi za sintezu
amilopektina, za razliku od fermentacije glukoze gdje se 90 % nastalog ATP-a Koristi za
sintezu amilopektina (Van Hoven i Prins, 1977). Holotrihni protozoa sintetiziraju Skrob
mehanizmom koji se temelji na djelovanju fosforilaza, slicho kao i u biljaka i Zivotinja
(Mould i Thomas, 1958).
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4.2.7 Razgradnja amilopektina

Isotricha i Dasytricha posjeduju amilotiCke polisaharidne depolimeraze i glikozidne
hidrolaze, a a — amilaza specifiCna je za oba roda (Mould i Thomas, 1958; Williams, Withers
i Coleman, 1984; Mould i Thomas, 1957) . Optimalni pH za djelovanje amilaza kod Isotricha
je 4,8, dok je kod Dasytricha optimalni pH 5 i 6 (Mould i Thomas, 1958) . Amilaze inhibiraju
maltotrioze, ali oba roda ¢e razgraditi nize malto — oligosaharide (maltoze, maltotrioze,
izomaltoze) iako je D. ruminantium uspjesnija u tome nego Isotricha spp. (Mould i Thomas,
1958). Endogena fermentacija rezervnih polisaharida je vazna jer stabilizira period nakon
hranjenja. Uklanjanje polisaharida je indirektno povezano s naduto$¢u u Zivotinja. Nadutost je
stanje u kojem Zivotinje ne moZe izbaciti plinove iz probavnog trakta nastale fermentacijom i
karakterizirano je potencijalnim porastom tlaka u buragu. U prisutnosti prevelike koliCine
ugljikohidrata holotrihni protozoa propadaju, a raspadanje u normalnim uvjetima nakon
hranjenja in vivo je iskoriSteno kako bi se objasnio postprandijalni pad populacije holotriha.

Stanicni sadrzaj raspadnutih holotriha ima svojstva poput ,,pjene* koja uzrokuje nadutost.
4.2.8 Razgradnja proteina

Sposobnost protozoa da asimiliraju proteine u buragu vazna je zbog kruzenja dusika.
JosS uvijek nema dovoljno podataka o metabolizmu aminokiselina i proteina u holotriha. U
istrazivanjima koja su provedena na izmijeSanim populacijama holotriha istrazuje se
metabolizam proteaza (Forsberg, Lovelock, Krumholz i Buchanan — Smith, 1984; Onodera i
Kandatsu, 1968; Shinchi i Kandatsu, 1980; Shinchi i Kandatsu, 1981; Shinchi i Kandatsu,
1983) ukljucujuci i metabolizam odredenih aminokiselina, npr. metabolizam lizina, triptofana,
arginina, prolina, ornitina, citrulina, treonina i metionina te je potvrdena ugradnja i sinteza
aminokiselina de novo. Uz dodatak amonijaka kod izmijeSane populacije trepetljikasa u
metabolizmu duSika doslo je do otpusStaja aminokiselina (alanin, prolin, glutamat, lizin, valin),
male koliCine peptida (Onodera i Kandatsu, 1968; Onodera i Kandatsu, 1970; Onodera, Shinjo
I Kandatsu, 1974) te produkata razgradnje: L-pipekolicna kiselina, & — aminovalerijanska
kiselina i 2 — aminobutanonska kiselina. Holotrihnim protozoama za ugradnju aminokiselina u
svoje proteine potrebni su ATP, gvanozin 5’ — trifosfat i energija i prisutnost nekih kationa,
npr. Mg®*, K* i Mg®*. Ugradnju aminokiselina moZe inhibirati kloramfenikol. Holotriha su u
mogucnosti sintetizirati aminokiseline i iskoristiti one koje su nastale proteolitiCkom
razgradnjom bakterija ili biljnog materijala. Bakterije kojima se hrane brzo se razgrade i

nepromijenjene aminokiseline mogu se direktno ugraditi u proteine prazivotinja. Isto tako,
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holotriha mogu uzimati i nerazgradene aminokiseline iz svoje okoline. D. ruminantium i

Isotricha spp. sadrze proteaze, iako se 0 njima ne zna mnogo.
4.2.9 Razgradnja nukleinskih kiselina

Ne postoje konkretni dokazi o sintezi i razgradnji purina i pirimidina u holotrihnih
protozoa. Takoder i entodiniomorfni trepetljikasi ne mogu sintetizirati purine i pirimidine de
novo. Holotrihni protozoa unose i iskoriStavaju bakterijske nukleinske kiseline koje
razgraduju, a nukleotide ugraduju u svoje nukleinske kiseline. Takoder asimiliraju slobodne

baze i nukleotide.
4.2.10 Metabolizam lipida

Holotrihni protozoa zadovoljavaju svoje potrebe za lipidima tako Sto iskoriStavaju
lipide bakterija i biljnog materijala. Sposobni su de novo sintetizirati masne Kkiseline i
fosfolipide koriste¢i monosaharide i acetat kao prekursor (Harmeyer i Hekimoglu, 1968;
Emmanuel 1974; Demeyer i sur., 1978). Dugolan€ane masne Kiseline ugraduju se direktno u
fosfolipide i sterolne estere (De Meyer i sur. 1978; Girard i Hawke 1979). Glavni sterol je
kolestanol (Katz i Keeney 1967; Williams i Dinusson 1973) koji se dobiva modifikacijom
sterola koji se nalaze u prehrani, a od sterola su prisutni joS i stigmastenol i kampestenol.
Dugolantane masne Kiseline holotrihni protozoa ugraduju u svoje lipidne komponente.
Analiza za sastava lipida u trepetljikaSa potvrduje njihovu potencijalnu nutritivnu vrijednost.
Lipidna frakcija pripravka izmijeSanih protozoa sastoji se od 70% fofofolipida i 30% ne —
fofsfolipida. Glavna masna kiselina u lipidima je palmitinska kiselina ( Ci6.0), @ neSto manje
ima stearinske kiseline (Cig.0), oleinske (Cig:1), linolna (Cig:) i linolenska kiselina (Cig:3).
Fosfolipidi su slicni fosfolipidima bakterija. U pripravku mijeSanih protozoa pronadena je
neobi¢na aminokiselina, 2-aminoetilfosforna kiselina koja sadrzi ugljik — fosfornu vezu te je
povezana sa ceramidom u kompleks koji se naziva ciliatin (Abou Akkada, Mesmer, Fina i
Bartley, 1968). Ova kiselina detektirana je kod E.caudatum i u mijeSanom pripravku Isotricha
spp. u razli€itim omjerima. U izmijeSanoj suspenziji holotrihnih protozoa pokazano je da se
dugolanCane masne kiseline formiraju iz prekursora kao Sto su acetat, propionat, butirat,
izoleucin (Emmanuel 1974; Saini, Ahuja i Bhatia 1977). Acetat, propionat i butirat uz malonil
— koenzim A sluze kao zaCetnice za sintezu proteina. Viviani i Borgatti (1970) su pokazali da

holotrihni protozoa mogu ugraditi acetat u linolnu i linolensku kiselinu.
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5. Vaznost protozoa i uloga u metabolizmu rumenu

Ucinak trepetljikaSa na mikrobioloski ekosistem u rumenu, njihovo zdravlje, ishrana i
produktivnost tema su mnogih rasprava. Protozoa utjeCu na dobrobit prezivaca, produktivnost
i na odnos domacina i njegovog okoliSa kroz svoje metabolicke aktivnosti. UnatoC
metabolickoj razliCitosti i njihovoj velikoj biomasi u buragu, za razliku od bakterija nisu
esencijalni za rast i preZivljavanje preZivaca. Cak u nekim odredenim uvjetima prehrane
defaunizacija, odnosno eliminacija populacije trepetljikaSa, moze rezultirati pojacanim
zivotinjskim rastom i produktivnoS¢u. Defaunizacija je imala Siroko primjenu, kako bi se
tocnije procjenila uloga protozoa u prezivaca. Uklanjanje protozoa postize se dodavanjem
razlicitih agensa. Agensi bi u pravilu trebali djelovati na tocno specificnu vrstu protozoa, dok
na ostale mikroorganizme ne bi smjeli utjecati, medutim takav agens do danas nije pronaden.
Najces¢i agensi koji su koriste su kiseline, bakar, sulfati itd. Najucinkovitiji naCin izostanka
protozoa u buragu je izolacija tek rodenih prezivata od prezivaCa koji sadrze takvu faunu,
kako bi se sprijeCio njihov kontakt i inokulacija prazivotinjama. TrepetljikaSi su sposobni
preinaCiti osnovne prehrambene komponente, koje konzumiraju prezivaci, u razliCite
metabolite, te ih kasnije iskoriStavaju. U odsutnosti protozoa smanjena je probava organske
tvari u buragu. Dokazano je da protozoalna probava zrnaca Skroba (Lloyd, Williams, Yarlett i
Williams, 1982) i otopljenih Cestica (Heald i Oxford, 1953) povoljnija za preZivacCa, jer
alternativna bakterijska fermentacija uzrokuje nakupljanje lakatata u buragu i snizuje se pH
Sto za posljedicu ima nepovoljan ucinak — acidozu. Kada Zivotinja konzumira hranu sa vecim
udjelom ugljikohidrata, protozoa mogu sprijeciti acidozu mlijeCnom kiselinom tako da brzo
pretvaraju otopljene ugljikohidrate u amilopektin. Coleman (1979) smatra da se 1/3
konzumiranih ugljikohidrata, pretvara u amilopektin. Priblizno, 1/4 do 1/3 razgradnje biljnih
vlakana otpada na trepetljikase. Ukupna koncentracija i omjer produkata fermentacije je
razlicit u fauniziranih i defauniziranih zivotinja. Postoje razlike u razini metabolita u krvi kod
defaunizirani i fauniziranih Zivotinja. Protozoa su umijeSane u etiologiju razliCitih
poremecaja. U prezivacta u kojih su prisutne prazivotinje utvrdena je smanjena pojavnost
dijareje. Smatra se, da se prilikom razgradnje proteina pojacano razgraduju aminokiseline
koje sadrZze sumpor i povecavaju dostupnost sumpora u buragu. Sulfati tvore spojeve s
bakrom i drugim elementima u tragovima te su netopivi i nedostupni za apsorbciju u vitalnim
organima prezivaca. TrepetljikaSi su aktivni i u redukciji nitrata i nitrita i u razgradnji
mikotoksina. Doprinose i smanjenju nadutosti u prezivaca ispuStanjem plinova i pridonose

povecanju stabilnosti u buragu.
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7. Sazetak

Uloga protozoa u metabolizmu i probavi prezivaca je neupitno velika, iako joS uvijek
nedovoljno istrazena unatoC brojnim istrazivanjima i objavljenim znanstvenim radovima.
Buduci da prazivotinje nisu esencijalne u buragu, potrebno je provesti dodatna istraZzivanja s
obzirom na mnogo nepoznanica u biokemijskim procesima i ponaSanju ove jedinstvene grupe
mikroorganizama MikrobioloSki ekosustav probavnog sustava, odnosno samog buraga je
sloZena zajednica razlicitih mikrobioloskih skupina koje Zive u simbiozi s domacinom, djeluju
sinergisticki u biokonverziji hrane bogate celulozom u masne kiseline koje sluze kao glavni
izvor energije za domacina. Sinergizam i antagonizam medu razliCitim grupama
mikroorganizama ili ¢ak medu rodovima iste skupine je toliko velik i sloZen da je teSko
odrediti ulogu odredenih skupina u buragu. Takav mikrobioloski ekosustav pridonosi
stabilnosti u fermentciji i razgradnji Cestica hrane, te nedvojbeno pridonosi opem dobrom
stanju domacina. Mikroorganizmi u buragu opcéenito su bolje prouceni u domacih Zivotinja,

nego u divljih Zivotinja.
8. Summary

The role of protozoa in metabolism and ruminant digestion is certainly huge although
still not enough explored despite, present research and published studies. Microbial ecosystem
of digestive system with respect rumen itself is complex community of different
microbiologic groups which lives in symbiosis with host, works synergistically in cellulose
rich food bioconversion into fat acids, which are used as main energy resource for host.
Synergism and antagonism between different groups of microorganism or even different
genus from same groups is so enormous and complex that it is very hard to determine the role
of certain groups in rumen. Such microbiologic ecosystem contributes to stability in
fermentation and degradation of food particles and undoubtedly conduce general well being
of host. Generally, the microorganisms in rumen are better studied in household than wild

animals.
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