VATSAS SUNTEESITAVA MIKROOBSE PROTEIINI KOGUSE
MAARAMINE URIINI PURIINDERIVAATIDE KAUDU
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Vatsas sinteesitava mikroobse proteiiniga katavad maéletsejalised suurema osa oma proteiinitarbest.
Seepdrast oleks oluline teada, kui palju erinevate sd6daratsioonide puhul vatsas mikroobset proteiini
slinteesitakse. Vatsafuisioloogiliste uuringute kédigus on vélja to6tatud ja aegade jooksul kasutatud vaga mitmeid
erinevaid meetodeid. Siinjuures tuleb aga kohe markida, et véaga tapset ja lihtsat meetodit seni veel leitud ei ole.

Uheks kiillaltki tapseks meetodiks on osutunud mikroobse proteiini siinteesi ulatuse maaramisel valguvaba
sOodaratsiooni kasutamine. Sel juhul s6ddetakse katseloomadele lammastikuallikana mittevalgulist proteiini
(nditeks karbamiidi) ning eeldatakse, et kogu vatsast duodeenumisse jdudnud valguline proteiin (resp. lammastik)
on mikroobse paritoluga. Analltsides kiiimuse proteiinisisaldust ja leides sddda liikumise kiiruse seedekanalis,
saame arvutada mikroobide poolt sinteesitud proteiini hulga. Meetodit saab kasutada eelkfige teoreetiliste
arvutuste tegemisel, mitte aga otsese s6dtade mdju hindamiseks mikroobse proteiini siinteesile.

Kdllalt ulatuslikult on kasutatud slnteesitava mikroobse proteiini koguse hindamisel ka
diaminopimeliinhappe (DAPA) maaramisel pGhinevat meetodit. Nimelt sisaldavad vaid vatsabakterite rakukestad
DAPA-t. S6odad, vélja arvatud mikroobsed s66dad, seda ei sisalda. On kindlaks tehtud, et DAPA sisaldus
bakterite rakukestas on konstantne, varieerudes vaid mdnevdrra erinevate baktertlivede vahel. Meetodi puuduseks
on, et ei vOeta arvesse slinteesitavat ainuraksete massi, sest nende rakukest DAPA-d ei sisalda.

Kdige tapsemaks meetodiks mikroobse proteiini siinteesi ulatuse maaramisel on osutunud S, °N voi 2P
isotoopide kasutamine, kuid problemaatiliseks on osutunud radioaktiivsete isotoopide ké&sitlemine. Probleeme
tekitab ka asjaolu, et selle meetodi kohaselt maaratakse vaid vatsavedelikus assotsieeruvaid mikroorganisme,
kuid teatavasti koloniseerub vatsasisu tahketel osakestel enam baktereid kui vatsavedelikus.

Kdigi eelnimetatud meetodite kasutamine eeldab, et lehmad oleksid varustatud peensoole fistulitega. See
seab piirangud katsetes kasutatavate loomade arvu suhtes ja teeb eksperimentide labiviimise keerukaks. Seeparast
naib olevat véaga perspektiivne vdimalus selgitada mikroobse valgu siinteesi ulatust puriinderivaatide kaudu,
madrates nende sisaldust kas piimas vi uriinis.

Puriinderivaatide metabolism

Puriinderivaatide kaudu mikroobse proteiini siinteesi ulatuse maaramine pdhineb méletsejaliste organismis
toimuvate ribonukleiinhapete (DNA ja RNA) katabolismi 18pp- ja vaheproduktide analliisil. Teine oluline
lahtekoht on see, et soodtades olevad ribonukleiinhapped ja nende derivaadid hidroliiisuvad vatsa
mikroorganimide poolt slinteesitud ensiimide toimel I8plikult stisihappegaasiks, veeks ja ammoniaagiks ning
neid ei inkorporeerita baktervalgu koostisesse. Seega on peensooles imenduvad nukleiinhapped vaid mikroobse
péaritoluga.

Mikroobse paritoluga ribonukleiinhapete seeduvus seedekanalis on suhteliselt konstantne — 75...85%
(Stangassinger jt., 1995). Absorptsiooni eeltingimuseks on, et ribonukleiinhapped peavad olema eelnevalt looma
enda poolt produtseeritud ja endogeensete ensiilimide poolt hiidroltsitud.

DNA ja RNA koosnevad paljudest monomeeridest, mis moodustavad pikki ahelaid. lga monomeer, mida
nimetatakse nukleotiidiks, koosneb fosfaadist, suhkrust ja kas puriin- vdi plrimidiinalustest. Nii DNA kui RNA
struktuuris esineb kaks erinevat puriinalust — adeniin ja guaniin — ning ks parimidiinalus — tsitosiin. Peale selle
leidub vaid DNA-s plrimidiinalus — timiin — ja RNA-s purimidiinalus — uratsiil (Frandson, Spurgeon, 1992).

Organismis allutatakse puriin- ja purimidiinalused omakorda intensiivsele hiidrollisile, mis saab alguse
juba absorptsiooni kaigus soolemukoosas. Peale soolemukoosi esineb puriinaluseid hidrolutsuvaid enstiime ka
mujal organismis, nditeks maksas, neerudes, lihastes ja veres. Kui plrimidiinalused lagundatakse organismis vaga
kiiresti ammoniaagiks ning atsetlil-CoA-ks vdi suktsinull-CoA-ks ja kasutatakse dra mitmetes anaboolsetes ja
kataboolsetes protsessides, siis puriinaluste katabolism ei lahe maéletsejaliste organismis I6puni. Puriinaluste
katabolismi 16pp-produktiks méletsejaliste organismis on allantoiin (vt. joonis 1), mis véljutatakse organismist
uriiniga (Tohver, 1977). Tuleb aga markida, et allantoiini kdrval leidub uriinis ka teisi puriinaluste hidrolldsi
vaheprodukte, nagu ksantiin, hipoksantiin ja kusihape. Ksantiini ja hipoksantiini leidub uriinis siiski vorreldes
teiste derivaatidega suhteliselt vahe, mistdttu pole nende maaramine ka alati obligatoorne, seda eriti veiste puhul.
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Joonis 1. Puriinaluste katabolism
Figure 1. Catabilism of purine bases

Puriinderivaatide sisaldus ning Uksikute derivaatide omavaheline suhe uriinis pole veistel ja lammastel
Uhesugune. Puriinaluste hidrolttsil tuleb pidada vGtmeenstimiks ksantiini oksudaasi (EC 1.2.3.2.), mille
aktiivsus on lammastel tunduvalt vaiksem kui lehmadel. Seetdttu on lammaste uriinis vorreldes lehmadega ka
allantoiini ménevdrra vahem kui teisi puriinderivaate. Tapsemate arvestuste tegemisel on osutunud otstarbekaks
maérata lammaste uriinis nii allantoiini kui kusihappe sisaldust, lehmade puhul piisab tavaliselt vaid allantoiini
maéramisest.

Mikrobiaalse proteiini slinteesi ulatuse méaaramisel puriinderivaatide kaudu peame arvestama veel
asjaoluga, et mitte kdik uriinis leiduvad derivaadid ei parine mikroorganismide ribonukleiinhapetest. Uriinis on
ka nn. endogeense paritoluga puriinderivaate, mis satuvad sinna kehavalkude katabolismi tulemusena, ja neid
pole kasutatud keharakkude de novo slnteesiks. Endogeense péritoluga puriinderivaatide hulk uriinis sdltub
eelkdige looma ainevahetusmassist, aga ka looma vanusest ja ainevahetuse kiirusest. Noortel loomadel on
ainevahetus intensiivsem kui téiskasvanud loomadel. Seetdttu toimub noorloomadel ka keharakkude katabolism
kiiremini kui tdiskasvanud loomadel, mist6ttu noorloomade uriinis on endogeense paritoluga puriinderivaate
suhteliselt rohkem kui téiskasvanud loomadel.

Paljude katsetega on kindlaks tehtud, et taiskasvanud veised valjutavad uriiniga endogeense péritoluga
puriinderivaate keskmiselt 2,5 mmol (12,4 mg N)/kg W®? ja lambad 0,42 mmol (2 mg N)/kg W®5 paevas, mis
moodustab vastavalt 2,8% ja 1,1% kogu uriiniga véljutatavast endogeensest lammastikust (Stangassinger jt.,
1995). Seega tuleb tépsete arvutuste tegemisel kogu uriiniga véljutatavast puriinderivaatide kogusest endogeense
péritoluga puriinderivaadid maha arvestada.

Lipsvad lehmad véljutavad puriinderivaate ka piimaga, mis filtreeruvad udarasse verest. Siiski on nende
osatahtsus piimas suhteliselt vdike ja see sBltub eelkdige nede kontsentratsioonist veres. Giesecke jt. (1994)
andmeil véljutatakse piimaga kogu ekskreteeritud allantoiinist vaid 1,6% ja kusihappest 3,1%. Kuigi autorid ei
leidnud statistiliselt usutavaid korrelatsioone vatsas sinteesitud mikroobse proteiini koguse ja nimetatud
puriinderivaatide vahel piimas, jatkatakse sellesuunalisi uuringuid, sest piima kogumine ja piimast
puriinderivaatide maaramine on suhteliselt lihtne.

Materjal ja metoodika

Katse lammastega mikroobse proteiini siinteesi ulatuse maaramiseks puriinderivaatide kaudu korraldati
Eerika katselaudas nelja taiskasvanud jadraga ainevahetuspuurides. Bilansskatse jooksul kogutud uriinist méarati
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allantoiini ja kusihappe sisaldus Cheni ja Gomesi (1992) poolt kirjeldatud metoodika jargi. Lammastele sdé6deti
vaid ad libitum silo. Katse eelperiood kestis kaheksa paeva ja pOhiperiood seitse paeva. P8hiperioodi jooksul
madrati silo s6dmus, silo seeduvus in vivo ja lammastiku bilanss. K&ik stddaanallisid tehti Gldlevinud
zooanallilsi metoodikate jargi (vt. Kért, 1996). Mikroobse proteiini stinteesi ulatus vatsas kalkuleeriti uriini
allantoiinisisalduse jargi. Kasutati Rysi jt. (1975) valemit, millist on refereerinud ja kasutanud oma uurimustes ka
Puchala ja Kulasek (1992).

Katseloomadele s6dédeti pdldheinast (50% kdrrelisi + 50% liblikdielisi, loomise 16pul) valmistatud rullsilo,
mille tegemisel konservante ei kasutatud. Silo sisaldas 22,5% kuivainet. Kuivaines oli 19,2% proteiini ja 30,4%
toorkiudu. Uks kuivaine kilogramm sisaldas 8,14 MJ metaboliseeruvat energiat. Katsesilo pH oli suhteliselt
kdrge (4,8), samuti sisaldas silo suhteliselt palju ammoniaaklammastikku (13,15% uldlammastikust). Siinkohal
piirdutakse vaid nende katsetulemuste analliisiga, mis on seotud mikroobse proteiini siinteesi ulatuse
madramisega puriinderivaatide kaudu.

Tulemused ja arutelu

Kokkuvatlikult on katsetulemused esitatud tabelis 1, kust selguvad ka loomadevahelised erinevused nii silo
kuivaine, proteiini kui energia sédmuse osas. Jaar nr. 3 sBi silo oluliselt vdhem kui teised katses olnud jadrad. Et
nimetatud katseloomal margatavaid haigustunnuseid ei esinenud, arvestati siiski saadud andmeid Uldistuste
tegemisel.

Tabel 1. Silo s6dmus, puriinderivaatide ekskretsioon uriiniga ja stinteesitud mikroobse proteiini kogus
Table 1. Silage intake, urinary excretion of purine derivatives and yield of microbial protein synthesisis

Jaaranr. Sé6mus, paevas Uriiniga valjutati, paevas Mikroobne
No. of ram Intake, per day Urinary excretion, per day proteiin,
kuivaine, met.energia, proteiin, allantoiin-N, kusihape-N, g/péaevas
g MJ g mg mg Microbial
dry matter, g | met. energy, protein, allantoin-N, uric acid-N, protein,
MJ g mg mg g/per day
Jaar 1 953 776 186 526,7 31,9 11,7
Ram 1
Jaar 2 1061 8,64 204 550,2 44,2 12,2
Ram 2
Jaar 3 513 4,17 99 389,0 20,2 8,6
Ram 3
Jaar 4 957 821 186 4791 33,0 10,6
Ram 4

Tulemuste statistilisel todtlemisel leidsime tiheda korrelatsiooni kuivaine sédmuse ja uriiniga valjutatud
allantoiini vahel (r = 0,953), kuivaine sé6muse ja uriiniga valjutatud kusihappe vahel (r = 0,923) ning kuivaine
somuse ja vatsas sunteesitud mikroobse proteiini vahel (r = 0,951). Energia sé6mus korreleerus nimetatud
nditajatega vaid pisut ndrgemini kui kuivaine s6émus (r = vastavalt 0,918; 0,900 ja 0,916). Uriiniga valjutatud
allantoiini ja kusihappe kogused korreleerusid samuti hésti proteiini sodmusega (r = vastavalt 0,951 ja 0,912).

Et uriiniga véljutatava allantoiini ja kusihappe kogused korreleerusid hésti nii kuivaine kui proteiini
sfdmusega, arvutati ka nendevahelised regresioonvérrandid:

allantoiin-N, mg/péevas = 244 + 0,278 kuivaine s6é6mus, g/paevas, RZ=90,8
allantoiin-N, mg/péevas = 244 + 1,43 proteiini séémus, g/paevas, R2=90,5
kusihappe-N, mg/paevas = 0,00 + 0,0371 kuivaine soomus, g/paevas, R?=85,1
kusihappe-N, mg/péevas = 0,4 + 0,189 proteiini s66mus, g/péevas, R2=83,2
allantoiin-N, mg/péevas =244 + 0,78 kuivaine s66mus, g/péevas — 2,6 proteiini s6émus, g/péevas,

RZ2=91,0
kusihappe-N, mg/péevas = 0,08 + 0,611 kuivaine s6émus, g/paevas — 2,96 proteiini s6omus,
g/péevas, R?=99,7

Kokkuvdte

Katsetulemustest selgub, et allantoiini ja kusihappe ekskretsioon uriiniga on tihedas seoses nii kuivaine kui
proteiini s6dmusega. Kuigi uriiniga véljutatav allantoiini kogus korreleerub energia ja proteiini s6dmusega
mdnevorra paremini kui uriiniga véljutatava kusihappe hulk, saadakse k&ige usutavamad tulemused siis, kui
mikroobse proteiini sunteesi ulatuse maaramisel arvestatakse kuivaine ja proteiini s66muse koosmdju ning
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uriiniga eritatavatest puriinderivaatidest maaratakse nii allantoiini kui kusihappe sisaldused. Saadud
katsetulemused langevad hasti kokku kirjanduses leiduvatega (Puchala, Kulasek, 1992, Stangassinger jt., 1995,
Vagnoni jt., 1997; Johnson jt., 1998) ning see julgustab nimetatud meetodit kasutama maéletsejaliste proteiini
ainevahetuse edasisel uurimisel.
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Estimation of Microbial Protein Synthesis in Rumen
Using Urinary Excretion of Purine Derivatives

O. Kért, I. Kibbal, M. Ots
Summary

In the article a review about the metabolism of purine derivatives in the ruminants is given. Possibilities of
estimating the amount of microbial protein synthesized in the rumen by the use of urinary excretion of purine
derivatives are summarized. The experiments were carried out with adult rams fed silage ad libitum. The results
indicated that there was a high correlation between urinary excreted allantoin and dry matter intake (r = 0.953)
and between urinary excreted uric acid and dry matter intake (r = 0.923). Correlation was high also between
urinary excreted allantoin and protein intake (r = 0.951) and between urinary excreted uric acid and protein
intake (r = 0.912).
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