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PROSPESNOST BAKTERIOCIN-PRODUKUJUCICH,
PROBIOTICKYCH ENTEROKOKOV A ICH BAKTERIOCINOV
PRI ODCHOVE ZVIERAT

'MVDr. Andrea Laukova, CSc., 'MVDr. Viola Strompfov4, Ph.D., Ing. *Lubica
Chrastinova, Ph.D., 'MVDr. Iveta Plach4, Ph.D., '"RNDr. Anna Kandri¢ikova,
'RNDr. Jana Séerbové, '"MVDr. Ivana Kubasova, SMVDr. Eva Stykova, Ph.D.,
'"MVDr. Monika Pogany Simonova, Ph.D.

'Ustav fyziologie hospodarskych zvierat SAV, Soltésovej 4-6, 040 01 Kosice, Slovenska
republika

*Nérodné polnohospodarske a potravinové centrum, Hlohoveckd 2, 951 41 Nitra-LuZianky,
Slovenska republika

3Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmacie, Komenského 73, 040 83 Kosice, Slovenska
republika

V sucasnosti vieme, ze niektoré baktérie (najmi tie patriace ku fylu Firmicutes) su schopné
produkovat’ substancie bielkovinového charakteru s antibakteridlnym uc¢inkom oznacované
terminom bakteriociny a zaroven tieto baktérie mézu mat probiotické teda prospesné vlastnosti
(Nes a kol., 2007; Franz a kol., 2007). Co sa tyka terminu probioticky stale je v platnosti
definicia, ktora hovori, Ze probioticka baktéria je taka, ktora svojimi vlastnost'ami podavana v
optimadlnom mnozstve prospesne ovplyviluje zdravie hostitela (FAO/WHO, 2002).
V devitdesiatych rokoch nastal rozmach jednak v stidiu probiotickych enterokokov a jednak
zna¢ny rozmach nastal v §tudiu bakteriocinov produkovanych niektorymi zdstupcami rodu
Enterococcus, ¢o viedlo ku klasifikacii samotnych enterocinov, teda bakteriocinov
produkovanych zvécsa enterokokmi (Franz a kol., 2007; Nes a kol., 2014). Vo vSeobecnosti,
purifikované enterociny zarad'ujeme do 4 skupin:1. skupina-sem patria tzv. lantibiotické
enterociny teda také, ktoré vo svojom aminokyselinovom retazci obsahuju Specifické
aminokyseliny lantionin a beta-metyllantionin; 2. skupina-tato skupinu tvoria malé teplo stabilné
peptidy, tzv. pediocin-like enterociny ako napr. enterocin (Ent) A a P, enterociny syntetizované
s tzv. vedicim (leader) peptidom (Ent Q, Ent L50A), a d’alSie linearne tzv. non pediocin-like
enterociny (Ent B); 3. skupina-sem patria cyklické antibakteridlne peptidy (Ent AS48) a 4.
skupina enterocinov sa oznacuje terminom bakteriolyziny (napr. enterolyzin), ¢o su viacSinou
velké teplo labilné proteiny (Nes akol., 2014). V rédmci rodu Enterococcus boli zatial
najdetajlnejSie preStudované bakteriociny produkované réznymi kmenmi druhu Enterococcus
faecium (Laukova a kol., 1993; Cintas a kol., 1998; Herranz a kol., 2001; Franz a kol., 2007;
Maldonato-Barragan a kol., 2009), ale aj enterociny produkované kmetimi druhu E. durans ¢i E.
mundtii. Samozrejme pre pripadné vyuzitie enterocin-produkujicich a probiotickych kmenov
enterokokov, je dolezité, aby dané kmene spiiali poziadavky nariadenia Eurépskeho tradu pre
bezpecnost’ potravin — EFSA, ktory pevne stanovuje urcité pravidla pre vyuZivanie prospesSnych
baktérii, kde je jednoznacnou poziadavkou absencia génov faktorov virulencie a prenosnych
markerov rezistencie na antibiotikd. Pritomnost” spominanych génov ¢i markerov jednoznacne
vylucuje dany kmen z akéhokol'vek moZného komeréného vyuzitia (Piskorikova, 2010). Je vSak
dolezité podotknut’, Ze enterociny nepodliehaji takémuto zhodnocovaniu. O komercializacii
bakteriocinov sa v ostatnych rokoch vel'a hovori. Tento trend bol jednoznacne potvrdeny esSte
v roku 2012 na medzinarodnej konferencii o bakteriocinoch ,,.Bakteriociny a Antimikrobialne
Peptidy-BAMP2012* v KoSiciach (Chikindas a Sutyak, 2012). Bakteriocin-produkujtce,
probiotické baktérie boli zvdcsa Studované pre ich vyuZzitie v potravinarskom priemysle, avSak
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vel'mi perspektivne je ich vyuzZzitie v prevencii zdravia predovSetkym potravinovych zvierat, ale
aj tzv. zvierat spolocenskych. Ked’ze nase pracovisko sa touto problematikou zaobera viac
rokov, potvrdzuju to aj nase vysledky. V naSich $tadiach sledujeme kolonizaciu, stabilitu
podavanych kmenov v traviacom trakte dané¢ho hostitel’'a, a ich antimikrobidlny uc¢inok ako aj
antimikrobidlny wc¢inok ich bakteriocinov, ale sledujeme aj fagocytarnu aktivitu a dalSie
imunologické parametre, biochemické parametre, produkéné parametre, morfometriu, vplyv na
oocysty Eimeria spp. (u kralikov) ako aj niektoré fyzikdlno-chemické vlastnosti méisa
potravinovych zvierat. V tejto praci st zahrnuté niektoré z danych parametrov pri jednotlivych
skupinéch zvierat.

Aplikacie u hydiny

V ramci hydiny sme uskutocnili viaceré modelové i farmové experimenty s aplikovanim réznych
kmenov. Aplikovali sme probiotické bakteriocin-produkujice kmene morkédm, kurcatdm, ale aj
pStrosom, ktoré boli v decembri 1995 (§ 8, cast 1, nariadenie ¢. 110/1972 o chove
hospodarskych zvierat) preradené z kategorie exotickych zvierat do kategoérie hospodarskych
zvierat. Po jednotlivom podavani bakteriocin-produkujiucich a probiotickych kmetov
Enterococcus faecium EK13/CCM7419, E. faecium EE3 a E. faecium EF55, (charakterizované v
nasom laboratoriu, 10° KTJ/ml) v trvani 7 dni morkam bol zaznamenany signifikantny pokles
koliformnych zarodkov (P<0.01). Pocty podavanych kmenov v truse morick na 7. den
dosahovali 10° KTJ/g.

Pri sledovani vhodnosti podavanej formy kmena (Cerstva kultara, ¢i lyofylizovand) sme u kurciat
jednoznacéne zaznamenali skorsi efekt (vysSiu kolonizaciu) pri podavani Cerstvej kultiry kmenia
v porovnani s lyofylizovanou, avSak na 21. defi podavania boli zaznamenané vysSie pocty
kmena E. faecium EF55 v skupine s podavanim lyofylizované¢ho kmena E. faecium EF55; v céku
boli pocty kmena EF55 na 21. deil vyrovnané. Protektivny ucinok kmena EF55 u kurciat
infikovanych Salmonelou (v spolupraci s UVLF, Kogice) bol demonstrovany signifikantnym
zvySenim poctu lymfocytov v periférnej krvi, tendenciou vo zvyseni CD3, CD4, CDS8 a IgM
v skorej faze infekcie Salmonelou. Kmen EF55 ovplyvnil aj produkciu mucinu (ochranna
bariéra).

Ent M-produkujici kmen E. faecium AL41/CCMS8558 bol aplikovany nosniciam v dizke
3 tyzditov. Zaznamenali sme dostatoénii kolonizaciu (takmer 10° KTJ/g) v truse nosnic
a signifikantné zvySenie fagocytarnej aktivity v krvi pokusnych zvierat v porovnani
s kontrolnymi zvaieratami ako aj zvySenie indexu fagocytarnej aktivity (p<0.001). V pripade
imunologickych parametrov, ked jednodnové kurcata Cobb 500 (v pocte 40) prijimali kmen
ALA41 (10° KTJ/ml) 7 dni a na 4. defi boli infikované kmetiom S. Enteritidis PT fagovy typ 167/3
(10° KTJ/ml) bol prospesny uginok kmetia AL41 demonstrovany na produkciu a sekréciu IgA
v Creve; bolo zisten€, ze IgA zohravaji vyznamnu ulohu v poklese buniek S. Enteritidis v ¢reve a
cytokiny TGF-B4 a IL-17 prispeli ku zvySenej sekrécii IgA.

Rovnako kmefi AL41 bol aplikovany 21 dni na farme pstrosim kuréatam (10° KTJ/ml). V pokuse
bolo 40 pstrosich jedincov (vek 1-3 tyZzdne) a 46 jedincov bolo v kontrolnej skupine. Kmen
AL41 dostatocne kolonizoval traviaci trakt, aj 3. tyzdne resp. 21 dni od jeho nepodavanie
dosahoval 10’ KTJ/g. Pocty enterokokov boli signifikantne vysSie v PS v porovnani s KS
(P<0.001). Antimikrobalny uc¢inok kmetia AL41 bol demonStrovany matematickym poklesom
v poCte koagulaza negativnych (CoNS) a koaguldza-pozitivnych stafylokokov (CoPS),
koliformnych baktérii a Pseudomonas spp.
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Aplikacie u brojlerovych kralikov

Brojlerové kraliky su nielen vhodnym modelovym zvieratom, ale aj potravinovym zvieratom,
miso ktorého ma svoj vyznam predovsetkym v tzv. zdravej vyzive vzhl'adom na jeho nutricné
parametre. My sme postupne v sériit mnohych experimentov otestovali produkéné probiotické
kmene ako aj ich enterociny. Zachovavali sme jednotn schému, podavanie 21 dni, cely
experiment trval 42 dni (pre naSe parametre). Kraliky zaradené do experimentu boli po odstave-
vek 5. tyzdnov, kmene resp. enterociny boli podavané do vody v pripade kmena
500ul/zviera/den a v pripade enterocinu 50ul/zviera/den. Vzorky boli odoberané na tzv. 0-1 den
pred zacatim podavania aditiv, na 21. denl (po 3. tyzdiioch podavania) a na 42. den (po 3.
tyzdiioch nepodéavania). Odoberany bol trus, krv a zvierata boli i zabité (n=3/4 z kazdej skupiny)
a bolo odoberané jejunum, caecum a appendix-obsahy pre ostatné stanovenia, Musculus
longissimus dorsi (MLS). Celkovo sme zaznamenali vyssie poCty podavanych kmenov v truse
(od 10°-10° KTJ/g) nez v céku & appendixe kralikov a zaznamenali sme signifikantnu alebo
matematickl redukciu v pocte koliformnych zarodkov, CoPS, CoNS, Clostridium spp. alebo
pseudomonad. Opakovane sme zaznamenali signifikantné zvysenie fagocytarnej aktivity (FA)
nielen na 21. den teda po podavani kmeniov ¢i enterocinov, ale aj na konci experimentu teda 3.
tyzdne-21 dni od nepodévania (Tab. 1). Je zaujimavé, Zze autochténny kmen teda izolovany
z trusu kralikov E. faecium EF2019/CCM7420 sice najlepSie kolonizoval traviaci trakt kralikov
(10> KTJ/g), ale najvyssiu fagocytarneu aktivitu sme zaznamenali po podavani kmenia EF55
(hydinového izolatu) a najvySSiu FA vdbec po podavani enterocinu M, ktory je produkovany
kmenom AL41-environmentdlneho pdvodu (Tab. 1). Biochemické parametre, enzym
glutationperoxiddza, rastové parametre a vlastnosti médsa neboli negativne ovplyvnené,
biochemické parametre ako celkové proteiny, cholesterol, enzym ALT boli ovplyvnené v ramci
fyziologickych hodndt. Nase pracovisko ako prvé sledovalo morfometrické parametre u kralikov
po aplikacii bakteriocinu/enterocinu a probiotickych kmenov a rovnako aj ich vplyv na redukciu
oocyst Eimeria spp. Po aplikécii Ent 4231 (produkovany kmefiom CCM4231) sme zaznamenali
na 21. dent v ES redukciu oocyst oproti 0-1 vzorke, kedy bolo detegovanych 65 oocyst a oproti
KS, kde bolo pritomnych 1 184 oocyst (OPG/g). V pripade morfometrickych parametrov je
najdoleziteji pomer vysky klkov ku hibke krypt. Najvyssi bol tento pomer v pripade podavania
kmena EF55 (PS 5.42, v KS to bolo 3.73), aj po podavani kmenia AL41 bol pomer VH:CD
vysoky-4.11.

Tab. 1. Hodnoty fagocytarnej aktivity v krvi brojlerovych kralikov po podéavani bakteriocin-produkujucich
enterokokov a ich enterocinov (% +SD)
Ent M/ALA41;21.den- a:b —P<0.001; CCM4231:EF2019-21. den, a:b-P<0.01; 42 den, AL41:CCM4231,c:a-
P<0.001;42.den, b:d; E. faccium CCM4231, Enterocin 4231, E. faecium EF2019/CCM7420, Ent2019, E.
faecium ALA1/CCMS8558, Ent M, E. faecium EFS5, Ent 55, FA-fagocytarna aktivita

FA CCM4231 CCM 7420/EF2019| AL 41/CCM8558 EF55
Den 21 37.00 (0.08)" 4433 (0.43)° 46.00 (0.85)° 51.00 (4.05)
Den 42 37.00 (0.05)* 50.33(1.02)" 48.83 (0.60)° 53.00 (2.59)°

FA Ent 4231 Ent 2019 Ent M Ent 55
Den 21 18.67 (0.42) 26.00 (1.76) 32.20 (0.86)" 49. 00 (2.37)
Den 42 25.20 (0.80) 34.60 (1.72) 68.80 (0.06)" 50. 50 (1.05)
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Aplikacie u koni

Kone patria medzi Sportové zvieratd a u majitelov resp. chovatel'ov sa stretdvame so zaujmom
o probiotické kmene, ked'ze majitelia/chovatelia sledujit média a maji moznost' dozvediet’ sa
o roznych inovaciach. Nas tieto aplikdcie zaujimaji aj z hl'adiska zakladného vyskumu-aka je
ucinnost’ nasich kmeiov ¢i ich enterocinov. Kmen E. faecium AL41/CCM8558 resp. jeho Ent M
boli aplikované koniom (10/11) ré6znych plemien a veku. Predtym takyto experiment s podavanim
Enterocinu ¢i probiotického kmena z rodu Enterococcus so zaberom aj na enzymy a fagocytarnu
aktivitu nebol zaznamenany, ¢ize sa jedna opédt’ o originalne vysledky. Podavanie bolo v obdobi
14 resp. 21 dni do bolusu. V pripade kmenia AL41 sme zaznamenali opét’ dostato¢nt kolonizaciu
(do 10° KTJ/g) a pokles Aeromonas sp. na 14. dei oproti kontrolnym vzorkam (P<0.001); opét
samotné kone pred zacatim podavania slizili ako kontrola. Aj hodnoty FA mali tendenciu
zvySovat sa, aj ked” pokus bol kratky-preliminarny. V pripade Ent M sme zaznamenali
antimikrobidlny uc¢inok (Campylobacter sp., P<0.05, Clostridium sp. (P<0.001) a Aeromonas sp.
(0.05); ostatné vysledky sa este vyhodnocujt.

Aplikacie u psov

Psy patria medzi spolocenské zvieratd, mnohé zacinaji stradat’ na tzv. civilizacné choroby
a chov psov alebo drzba psov st v sucasnosti vel'mi beznym javom, takze majitelia sa staraju
o ich dobru kondiciu. V ramci enterokokov boli otestované kmene E. faecium EE3 (izolovany
z krmiva pre psov), environmentalny kmen CCM7419 a ruminalny kmen CCM4231-podéavanaie
7-14 dni na zadiatku testovani (10° KTJ/ml). Do pokusu bolo zaradenych 17 zdravych psov
roznych plemien. Kmeni EE3 bol podavany 7 dni do stravy, ostatné 14 dni. Pocty dosahovali
takmer 10° KTJ/g, zaznamenali sme pokles stafylokokov a pseudomonad (p<0.001), v pripade
kmena E. faecium EK13/CCM7419 aj aeromonad, pseudomonad a Clostridium sp. matematicky,
rovnako to bolo v pripade kmenia CCM4231; taktiez sme zaznamenali u individudlnych psov
pokles cholestrolu, alebo biochemické hodnoty boli ovplyvnené len vo fyziologickych rozmedziach.
Samotné psy pri zacati experimentu sluzili ako kontroly. V tychto stadiach pokracujeme.

Celkové zhrnutie

e Aplikované bakteriocin-produkujice enterokoky alebo ich enterociny potvrdili svoje
prospesné ucinky, t.j. kmene dostatocne kolonizovali traviaci trakt, prejavili antimikrobidlne
ucinky, stimulovali fagocytarnu aktivitu, nepOsobili negativne na biochemické, rastové
parametre alebo u potravinovych zvierat na kvalitu maédsa. Pravdepodobne svojimi
metabolitmi zlepSili podmienky pre reparaciu enterocytov a teda viedli k rychlejsej
reparacii a funkcnosti, viedli k redukcii oocyst Eimeria spp.

e Aj ked’ nie st zname priamo vSetky spdsoby ucinku podavanych kmenov ¢i enterocinov,
naSe Stadie su jednak prinosom pre zakladny vyskum, ponechévaju eSte Siroké pole
pOsobnosti pre rozvijanie tychto Stidii a aplikacnym overovanim zaroven poukazuji na
moznosti ich praktického vyuZitia najmi ak ide o zdravé potravinové zvieratd, ale aj spoloc¢enskeé,
nakol’ko vSetko ma svoj suvis v ratazci zdravé zviera-zdravé prostedie-zdravy clovek.

Praca bola podporena grantmi VEGA 2/0004/14, 2/0012/16. Podakovanie patri tiez dalsim kolegom za
spolupracu a pani Margite Bodndrovej za vynikajucu laboratornu pracu. Podakovanie patri aj kolektivu
Ustavu patologickej anatémie na UVLF, Kosice hlavne Doc. Revajovej, Doc. Herichovi a prof. Lavkutovi M.,
Dr.V. Karaffovej ako aj kolegom z NPPC v Nitre-Dr. R. Zitiianovi, Ing. Z. Formelovej, Ing. L. Ondruskovi,
Ing. M. Chrenkovej.

Pouzita literatura

Vzhladom na vécie mnozstvo literarnych udajov, poprosim v pripade zaujmu kontaktovat
koreSpondujuceho autora a literarny zoznam bude poskytnuty. A.Laukova, laukova@saske.sk
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UCINEK MODIFIKOVANYCH POLYSACHARIDU
NA METABOLISMUS CHOLESTEROLU U POTKANU

prof. Ing. Milan Marounek, DrSc., Ing. Zdenék Volek, Ph.D., MVDr. Eva Skrivanova, Ph.D.,
Ing. Tomas Taubner, Ph.D., Ing. Dagmar Duskova

Vyzkumny ustav zivocisné vyroby, v.v.i., Praha 10 - Uhtinéves

Vysoké koncentrace sérového cholesterolu se pokladd za rizikovy faktor kardiovaskuldrnich
onemocnéni. Nazor na rizikovou koncentraci sérového cholesterolu se méni. Podle Ceské ¢asti
cholesterolu mezi 5,15 a 6,18 mmol/l, coz byly dfive hodnoty jiz rizikové (Hubacek a kol. 2016).
K 1écbé hypercholesterolemie se pouziva nékolik 1€kl, zejména statiny, coz jsou inhibitory
klicového enzymu syntézy cholesterolu, 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reduktasy. Pouziva se
také ezetimib, inhibitor vstfebavani cholesterolu, obvykle v kombinaci se statimy. Je fada dalSich
prostfedkti ke sniZeni cholesterolemie (Farmer a Gotto 1995). Za zminku stoji sekvestranty
zlucovych kyselin (cholestyramin a colestipol), coz jsou syntetické pryskyfice, které ve stievu
vazi zlucové kyseliny a zvySuji jejich fekalni exkreci. Nasledné cholesterolemie klesa (Nazir
a kol. 1972). Je mozno zminit i psyllium, indicky jitrocel (Plantago ovata), coz je podpurny
prostfedek pii 1é€bé obezity s hypocholesterolemickym uc¢inkem. Psyllium zvySuje viskozitu

rrrrrr

Pokusy s amidovanym pektinem

Alternativou k sekvestrantim zlu¢ovych kyselin jsou hydrofobné modifikované polysacharidy,
sorbujici cholesterol a jiné neutralni steroly. Detailn¢ jsme se zabyvali amidovanym pektinem,
ktery byl pfipraven amino-de-alkoxylaci citrusového pektinu N-oktadecylaminem podle
Synytsya a kol. (2004). K pokusim jsme pouzivali potkany. Zde uvadime vysledky pokusu
s vlivem pfidavku amidovaného pektinu na cholesterol v séru a jatrech potkanti (Marounek a kol.
2013). Amidovany pektin jsme piidavali v mnoZzstvi 0, 20, 40 a 60 g/kg do krmné smési
s obsahem cholesterolu a palmového tuku (Tab. 1).

Tab. 1. Diety potkanii v pokusech s amidovanym pektinem

Dieta
gke 1 2 3 4 5
Cholesterol 0 10 10 10 10
Amidovany pektin 0 0 20 40 60
Palmovy tuk 60 50 50 50 50
Celulosa 60 60 40 20 0
Krm. smés ST-1 880 880 880 880 880

Za 4 tydny byli potkani usmrceni. Vzorky séra, jater a exkrementl byly analyzovany. Na ptijem
krmiva a rist nemél amidovany pektin vliv. Vyrazny vliv mél na sérové lipidy, cholesterol
v jatrech a tuk v exkrementech (Tab. 2).

Tab. 2. U¢inky amidovaného pektinu (4 tydny podsvéni)

Dieta 1 2 3 4 5
Cholesterol (g/kg) 0 10 10 10 10
Amidovany pektin (g/kg) 0 0 20 40 60
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Sérum
celk. cholesterol (umol/ml) 1,70 3,32°
LDL cholesterol (umol/ml) 0,02° 1,09°
triglyceridy (umol/ml) 1,63 2,35°
Cholesterol v jatrech (umol/g) 5,45° 16,74°
Feklni lipidy (mg/g) 242" 37,1°

1,73
0,17°
1,46
8,57°

1,57°
0,17°
1,36
6,69°

1,23
0,12°
1,00°
7,17°
56,2°

Doplnéni diety o cholesterol zvysilo vyznamné cholesterol v séru, jatrech a tuk v exkrementech.
Ptidavek amidovaného pektinu vratil sérovy a jaterni cholesterol na ptivodni hodnoty.

V dalsim pokuse jsme prokazali, ze hypocholesterolemicky ucinek amidovaného pektinu
pretrvava i1 pii dobé podavani 3 mésice. Amidovany pektin byl v dieté potkanti v mnozstvi 20
g/kg. Doslo ale ke zvyseni aktivity aspartatové aminotransferasy (Tab. 3).

Tab. 3. Utinky amidovaného pektinu (3 mésice podavani)

Dieta 1 2 3
Cholesterol (g/kg) 0 10 10
Amidovany pektin (g/kg) 0 0 20
Sérum
celk. cholesterol (umol/ml) 2,08b 3,16° 1,38b
LDL-cholesterol (umol /ml) 0,15° 0,98° 0,06
triglyceridy (umol/ml) 1,08° 1,78 0,82°
AST (nkat/ml) 2,55° 2,95% 3,55°
ALT (nkat/ml) 1,07 1,04 1,16
Tkan jater
cholesterol (nmol/g) 6,36 14,38 6,56"
celkové lipidy (mg/g) 67,5" 113,6° 65,0

Podobné vysledky jsme ziskali s hydrofobné modifikovanymi celulosami: amidovanou
oxidovanou monokarboxycelulosou a amidovanou karboxymethyl celulosou (Ttima a kol. 2014).
Neosveédcil se palmitoylchitosan. Esterova vazba kyseliny palmitové nebyla v prostiedi traviciho

traktu stabilni (na rozdil od vazby amidové).

Srovnani amidovanych polysacharidii a psyllia

Hypocholesterolemicky t¢inek mohou mit i hydrofilni polysacharidy nebo jim podobné latky, které
zvySuji viskozitu stievniho obsahu a zt&Zuji vstiebavani lipidi. Piikladem muiZze byt komeréné
dostupné psyllium, které rusi enterohepatalni cirkulaci sterolti (Gunness a Gidley 2010). Srovnali
jsme Ucinky psyllia s t¢inky amidovaného pektinu a amidované karboxymethylcelulosy (Marounek

akol. 2016).
Tab. 4. Diety potkanii s psylliem a amidovanymi polysacharidy

" Dicta
Eke 1 2 3 (AC) 4 (AP) 5 (Psy)
Cholesterol 0 10 10 10 10
Amid. celulosa 0 0 30 0 0
Amid. pektin 0 0 0 30 0
Psyllium 0 0 0 0 30
Palmovy tuk 60 50 50 50 50
Celulosa 30 30 0 0 0
Krm. smés ST-1 910 910 910 910 910




Aktualni poznatky ve vyZivé a zdravi zvifat a bezpecnosti produktt 2016

Po ttfech tydnech byl pokus ukoncéen, odebrany vzorky séra, tkané jater, exkrementd a zvazeno
slepé sttevo. Vysledky analyz jsou v Tab. 5 a Tab. 6.

Tab. 5. U¢inky amidované celulosy (AC), amidovaného pektinu (AP) a psyllia (Psy)

Dieta 1? 2° 3(AC)  4(AP) 5 (Psy)
Sérum
celk. cholesterol (umol/ml) 1,97 2,60° 1,87° 1,85° 2,27
LDL-cholesterol (pmol/ml) 0 0,50° 0,06 0,03¢ 0,32
triglyceridy (pmol/ml) 2,05 1,96 1,72 1,63 1,53
Tkan jater
cholesterol (umol/g) 5,19 23,40° 8,29¢ 6,47 9,22¢
celk. lipidy (mg/g) 70,3° 119,8° 68,9° 73,2° 73,7°
Vaha slep. stfeva (g) 529" 4,92° 5,56 5,57 7,43¢

* kontrolni diety

Dle o¢ekavani, dopln¢k cholesterolu zvysil koncentraci cholesterolu v séru, jatrech a celkové
lipidy v jatrech. Oba amidované polysacharidy vratily tyto hodnoty na vychozi troveil. Slaby
hypocholesterolemicky uc¢inek psyllia nebyl statisticky vyznamny, psyllium vSak signifikantné
sniZilo koncentrace cholesterolu a lipidl v jatrech.

Afinitu psyllia k vodé¢ doklada vyznamné zvySeni hmotnosti slepého stieva.
Vysledky analyz exkrementt jsou v Tab. 6.

Tab. 6. U¢inky amidované celulosy (AC), amidovaného pektinu (AP) a psyllia (Psy). Denni fekalni vyloudeni lipidi.

Dieta
1 2° 3 (AC) 4 (AP) 5 (Psy)
Tuk (mg) 283 322 358 361 385
Cholesterol (umol) 19° 224° 247° 334¢ 252°
Neutr. steroly (umol) 50° 307° 314¢ 405¢ 315¢
Zlug. kyseliny (umol) 17° 41 3g¢ 51¢ 52¢
Celkové steroly (umol) 67" 348° 352° 456¢ 367

* kontrolni diety

Fekalni vylouceni tuku nejvice zvysilo psyllium. Variabilita ndlez, kterd je u tohoto stanoveni
vys$$i neumoznila dosahnout statistické vyznamnosti. Signifikantni vSak bylo zvySeni exkrece
cholesterolu (potazmo i neutrdlnich a celkovych sterolt) u potkanii pfijimajicich amidovany
pektin. SniZeni cholesterolemie u téchto potkani je tudiz dasledkem pieruSeni enterohepatalni
cirkulace cholesterolu.

Pokusy a amidovanym alginatem

Alginat je kopolymer B-D-mannurondtu a a-L-guluronatu s vazbou a-1-4 (Aspinall 1970). Je
soucasti bunéénych stén moiskych hnédych tfas. M4 pouziti v fadé¢ odvétvi, v potravindistvi,
farmacii, vyrobé& textilu. V travicim traktu zvySuje viskozitu traveniny a ztéZuje vstiebani tuku
a cholesterolu. Fyziologické u€inky alginatu jsou podobné ucinkiim pektinu, coz je také polymer
uronovych kyselin, zejména kyseliny D-galakturonové. V pokuse s potkany byl
hypocholesterolemicky tc¢inek pektinu nevyrazny, ale oktadecylamidaci (tj. pfeménou hydrofilni
slouceniny na lipofilni) se mnohem zvysil (Marounek a kol. 2007). Uvadime proto srovnani
alginatu a amidovaného algindtu v pokusech s potkany. Amidovany alginat byl pfipraven
z alginatu (Sigma-Aldrich) po esterifikaci methanolem a amino-de-alkoxylaci N-oktadecylaminem.
Koncentrace alginatu a amidovaného alginatu v krmné smési byla 20 g/kg (Tab. 7).
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Tab. 7. Dieta potkanii v 1. pokuse s amidovanym alginatem

Dieta

1 2 3 4
Cholesterol 0 10 10 10
Alginat 0 0 20 0
Amidovany alginat 0 0 0 20
Palmovy tuk 60 50 50 50
Celulosa 20 20 0 0
Krm. smés ST-1 920 920 920 920

Za 3 tydny byli potkani usmrceni. Vzorky séra a tkan¢ jater byly analyzovany. Vysledky uvadi Tab. 8.

Tab. 8. Srovnani alginatu (A) s amidovanym alginitem (AA)

Dieta 1 2° 3(A) 4 (AA)
Sérum
celk. cholesterol (umol/ml) 2,27% 2,93¢ 2,70 2,00¢
triglyceridy (wmol/ml) 1,27 1,66 1,79 0,92¢
Tkan jater
cholesterol (umol/g) 5,42° 17,52¢ 13,08¢ 5,86°
celkové lipidy (mg/g) 47,9 65,5¢ 71,5¢ 51,7°

*Kontrolni diety

Na sérové lipidy (cholesterol a triglyceridy) nemél alginat vliv. Snizil pouze koncentraci
cholesterolu v tkani jater o 25%. Naproti tomu amidovany alginat signifikantné snizil sérovy
cholesterol 1 triglyceridy a cholesterol a celkové lipidy v tkdni jater. Snizeni sérového
cholesterolu a triglyceridti bylo dokonce pod uroven negativni kontroly.

V 2. pokuse s amidovanym algindtem jsme porovnavali u¢inky pfi rizném davkovani a analyzy rozsifili
o rozbory exkrementd. Amidovany alginat byl v krmivu v mnozstvi 0, 10, 20 a 40 g/kg (Tab. 9).

Tab. 9. Diety potkanii v 2. pokuse s amidovanym alginatem

Dieta
gke 1 2 3 4 5
Cholesterol 0 10 10 10 10
Amid. alginat 0 0 10 20 40
Palmovy tuk 60 50 50 50 50
Celulosa 40 40 30 20 0
Krm. smés ST-1 900 900 900 900 900

Doba trvani pokusu byla 3 tydny. P&t dnii pfed koncem byly sbirdny exkrementy, zvazeny a
uchovany do doby analyzy pti -40°C. Tab. 10 uvadi vysledky analyz séra a tkan¢ jater.

Tab. 10. Utinek amidovaného alginatu p¥i rostoucim obsahu v krmivu. Analyzy séra a tkan& jater

Dieta 1 2 3 4 5
Cholesterol (g/kg) 0 10 10 10 10
Amidovany alginat (g/kg) 0 0 10 20 40
Sérum

celk. cholesterol (umol/ml) 2,04° 2,82° 2,00° 1,95% 1,63%

triglyceridy (umol/ml) 0,97* 1,30% 1,34 1,43 0,70
Tkan jater

cholesterol (umol/g) 5,42° 15,36 9,33¢ 7,81 6,30

celkové lipidy (mg/g) 50,5 70,3 60,6 50,2 61,9

11



Aktualni poznatky ve vyZivé a zdravi zvifat a bezpecnosti produktt 2016

v

uroven negativni kontroly. (Tab. 10). Rovnéz signifikantné snizil cholesterol v jatrech, sérové
triglyceridy vSak az pii nejvyssi koncentraci (40 g/kg). Dalsi tabulka ¢. 11 uvadi vysledky analyz
exkrement.

Tab. 11. U¢inek amidovaného alginitu p¥i rostoucim obsahu v krmivu. Analyzy exkrementi.

Dieta 1 2 3 4 5
Cholesterol (g/kg) 0 10 10 10 10
Amid. alginat (g/kg) 0 0 10 20 40
Koncentrace lipida (mg/g) 62,3% 51,7% 67,6% 90,8° 117,6°
Vylouéeni lipidii (mg/den) 332° 319° 394 507° 685°
Vylouceni lipidt (% piijmu) 21,2% 20,0° 25,0 32,0° 44,6
Cholesterol (umol/g DM) 2,9° 40,2° 46,7 47,3 51,2
Neutr. steroly (umol/g DM) 10,1 56,8" 64,2° 70,0 78,7¢
Z1ug. kyseliny (umol/g DM) 4,3" 11,1° 7,3¢ 7,7%¢ 8,7¢
Celkové steroly (umol/g DM) 14,4* 67,9° 71,5° 77,7° 87,4°

Vysledky ukazuji, Ze amidovany alginat zvysil koncentraci celkovych lipidii v exkrementech
umeérné davkovani. Pti nejvyssim davkovani (40 g/kg) zvysil koncentraci lipidi v exkrementech
vice nez dvojnasobné. Amidovany alginat mél maly vliv na exkreci cholesterolu a neutralnich
sterolll vyjma nejvyssi pouzité koncentrace. Amidovany alginat snizil fekalni exkreci zlucovych
kyselin, zjevné z dGvodu snizené dostupnosti tuku. Mezi ztrdtou tuku v exkrementech a
cholesterolemii byla signifikantni negativni korelace (» - 0,451; P = 0,0124). Potvrzuje se nazor,

ze saturovany tuk ma véEtsi vliv na sérovy cholesterol nez cholesterol diety (Lichtenstein a kol.
1998).

Prace byla podporena granty MZE 0002701404, GACR 525/03/0358, GACR P503/11/2479.

Celkové shrnuti

e Oba zdroje tzv. rozpustné vldkniny - alginat a psyllium (Plantago ovata) mély jen maly
ucinek na cholesterol v séru, ve srovnani s hydrofobné¢ modifikovanym pektinem a
alginatem.

o Fysiologické  ucinky obou  modifikovanych  polysacharidd  byly  podobné.
Hypocholesterolemicky ucinek amidované¢ho pektinu se ale primarné odvozuje z preruseni

enterohepatalni cirkulace cholesterolu, avSak G¢inek amidovaného alginétu Ize pficist v prvé
fadé velké ztraté tuku v exkrementech.
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Abstrakt

Nekroticka enteritida driibeZe, infekéni onemocnéni zplisobené bakterii Clostridium perfringens,
predstavuje v chovech dribeze zdvazny problém. Nasim cilem bylo nalézt latku, kterd prikazné
snizi pocty C. perfringens, ale neovlivni prospésnou iledlni mikrobiotu kufat (v tomto ptipade
pocty bifidobakterii). Jako experimentalni model jsme zvolili in vitro inkubace iledlnich obsahti
kutat, s inokulem klinického izolatu C. perfringens 56. Inkubace probéhly v médiu s obsahem
autoklavovaného, nebo nativniho iledlniho obsahu. Testovany byly c¢tyfi koncentrace
8-hydroxychinolinu (8HQ), tj. latky, u nizZ byly v pfedchozich experimentech in vitro
pozorovany jisté selektivni antiklostridialni G¢inky. Inkubace autoklavovaného iledlniho obsahu,
obsahujicitho zndmé mnozstvi bifidobakterii a C. perfringens, prokazala selektivni G€inek 8HQ
ve vSech testovanych koncentracich (32 — 2048 pg/mL). Na rozdil od C. perfringens, kde byly
po 3h a 24h inkubaci pocty statisticky prukazné redukovany (p < 0,01), nemély dané koncentrace
prikazny vliv na redukci bifidobakterii. Pouzita kontrola (Penicilin G) tento selektivni ucinek
nevykazovala. Selektivni ucinek byl dale potvrzen i v piipadé inkubace nativnich iledlnich
obsahti (inkuba¢ni doba 30min a 3h). Vysledky poukazuji na mozné vyuziti 8HQ jako
selektivniho antiklostrididlniho c¢inidla. Nicméné¢ 8HQ bude nutno provéfit v navazujicich
experimentech, zejména z hlediska jeho toxicity. Rovnéz bude nutné realizovat experimentalni
NE kufat.

Uvod

Redukce vyskytu Clostridium perfringens, puvodce Nekrotické enteritidy driibeze (NE) je
v soucasné dob€ velmi aktudlnim zdravotnim i ekonomickym aspektem driibezi produkce.
Jednim z faktord pftispivajicich k indukci NE je bezesporu i nerovnovaha stfevni mikrobioty
danych zvifat. Zejména proto, Ze kolonizace a naslednd proliferace v tenkém stfevu je hlavnim
predpokladem uspésné infekce NE, je ptitomnost bakterii typu Lactobacillus spp., nebo
Bifidobacterium spp. v dostate¢ném poctu stievniho obsahu vice nez Zadouci (Fuller, 2001). NE
je v soucasné dobé kontrolovana veterindrnimi preparaty na bazi antibiotik. Ty vSak zpravidla
nejsou selektivni a redukuji i po€ty vySe zminénych prospéSnych bakterii, také vSak je tfeba brat
na zietel problematiku naduzivani antibiotik, ktera je stale velmi aktuadlnim problémem
(Clemente et al., 2012; Ubeda and Pamer, 2012).

Jednou z alternativ ke konvenénim antibiotiklim jsou rostlinné extrakty, jejichZ nepfeberna skala
zahrnuje 1 takové preparaty, u nichZ lze pozorovat jisté selektivni antiklostrididlni ucinky.
Jednim z kandidati je 8-hydroxychinolin (8HQ), jehoz antiklostrididlni Gc¢inky jiz byly v
literatufe popsany v experimentech in vitro (Kim et al., 2006; Novakova et al., 2013).
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Cilem této prace bylo navazat na in vitro stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci
s vyuzitim komplexnéj$iho piistupu, jimz byla inkubace riznych koncentraci 8HQ v prostredi
iledlnich obsaht kutat, zdmérné inokulovanych C. perfringens a zastupci rodu Bifidobacterium.

Material a metody

Pro simulaci podminek v tenkém stievé kufat byla pouzita metoda in vitro inkubace smésného
iledlniho obsahu nasledovné: kompozitni vzorek 30 iledlnich obsahii zdravych brojlerovych
kurat Ross 308 ve v€ku 35 dnl byl po aseptickém odbéru ziedén 1:1 s pufrovanym
neselektivnim médiem (Wilkins Chalgren Broth, Oxoid) ve vzduchotésnych penicilinovych
lahvickach, obsahujicich 4 rizné koncentrace 8HQ (32 — 2048 pg/mL). Smés byla prosycena
CO; a autoklavovéana, nebo ponechédna nativni. V ptipadé autokldvovaného obsahu byl kazdy
triplikat nasledng inokulovan jednou z t&chto bakterii, vysledna koncentrace 10’ CFU/ml: C.
perfringens CIP 105178 (Collection of Institut Pasteur, Francie). C. perfringens CCM 4435, B.
animalis CCM 4988 (Ceska sbirka mlkroorgamsmu Ceska republika), C. perfrmgens 56
(Univerzita v Gentu, Belgie), B. longum TP1 (Ceska zem&dé&lska univerzita v Praze, Ceska
republika), B. gallinarum DSM 20670 (Leibniz-Institute DSMZ, Némecko). V ptipad¢ nativnich
vzorkli bylo inokulovano pouze klinickym izoladtem C. perfringens 56, rezistentnim na
rifampicin. Po inkubaci (30min, 3h nebo 24h) byly stanoveny pocty bifidobakterii a C. perfringens
kultivacné na selektivnich médiich (modifikovany Wilkins chalgren agar s mupirocinem; Rada
a Petr, 2000) pro stanoveni bifidobakterii a TSC agar (Oxoid) pro stanoveni C. perfringens. V
pfipad¢ nativnich vzorkii byly stanoveny pocty vSech C. perfringens a rifampicin-rezistentnich
C. perfringens (TSC agar s ptidavkem rifampicinu).

Vysledky a diskuse

Inkubace 8HQ v prostfedi autoklavovanych ilealnich obsahi, zdmérné inokulovanych vyse
zminénymi bakteriemi, prokazala jasny selektivni antiklostrididlni efekt. Vysledek se dostavil jiz
po 3h inkubaci (Tabulka 1) a setrval i po dobu 24h inkubace (vysledky na vyzadani u autor). Po
tithodinové inkubaci vSechny testované koncentrace 8HQ (32 — 2048 ug/mL) statisticky
prukazné (p < 0,01) redukovaly pocty C. perfringens, nikoli vSak poCty B. longum (v porovnani
s kontrolou, tj. koncentrace 8HQ = 0). U B. gallinarum a B. animalis byla prikazna redukce
pozorovana pouze u nejvyssi testované koncentrace (8HQ = 2048 pg/mL). Antibioticka kontrola
(Penicilin G) tento selektivni ucinek neprokézala (p < 0.01).

Vysledky byly dale potvrzeny u Vzorkﬁ nativnich ileélnich obsahil pfi inkubaci 30min (Tab. 2)
byly po 30min inkubaci prikazné redukovany pocty bifidobakterii. Na rozdil od penlclhnu 8HQ
bifidobakterie pritkazné nesniZil (p > 0.01), na rozdil od C. perfringens, jehoZ pocty prikazné
snizily dvé koncentrace 8HQ (512 and 2048 pg/mL). Po inkubaci po dobu 3h byly vysledky
obdobné.

NasSe vysledky navazuji na predchozi zjiSténi selektivnich antiklostridialnich uc¢inkit 8HQ (Kim
et al., 2006; Jeon et al., 2009; Novakova et al., 2013; 2014; 2016). Zédn}'/ z autori vsSak
nerealizoval experiment v prostfedi iledlnich obsahi kufat, které 1épe charakterizuje realnou
situaci. Velmi zadouci by bylo navéazat experimentalni infekci kufat, kterd by vysledky mohla
potvrdit. Indukce NE u kuftat je vSak velmi problematicka a vyzaduje zna¢né zkuSenosti, rovnéz
je tfeba zohlednit celou fadu faktori, které by vysledky mohly zkreslit. Dal§im aspektem je
bezpecnost 8HQ, kterou bude tieba detailnéji prostudovat. V soucasné dobé je znamo, ze 8HQ
vykazuje pomérné nizkou akutni toxicitu pro potkany ( LDso = 1,2 g/kg; Gosselin et al., 1984),
taktéZ u mysi byla sledovana nizka toxicita (Duarte et al., 2016). Pro tispésné pouziti 8HQ mluvi
1 fakt, Ze latka je jiz ve veterinarnim l€kafstvi pouzivana (Fox and Norrel, 1994, Magyar et al.,
1989).
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Tabulka 2. Uéinky 8-hydroxychinolinu (8HQ) a penicilinu v prostiedi nativniho ilealniho obsahu kuiat
inokulovaného znamou koncentraci C. perfiingens 56 (CFU/g)* po 30min inkubaci p¥i 42°C

Koncentrace C. perfringens  C. perfringens Bifidobacterium
(ug/mL) celkem RIF rezistentni  spp.

8HQ 32 6,82 + 0,57 6,52 + 0,73 6,94 + 0,71
128 3,55+0,51" 3,43+0,71 6,86 + 0,58
512 <2 <2 6,96 + 0,77
2048 <2 <2 6,56 + 0,79

Penicilin G 0,25 6,14+ 031" 6,23+ 0,41 6,20 = 0,72
1 6,02 +£0,23" 6,15+0,42" 5,88 + 0,34*
4 6,04 = 0,49" 6,03 + 0,86 5,96 £ 0,56*
16 5,79 +0,45" 5,82 +£0,50" 5,86 = 0,35*

Pozitivni 0 7,67 + 0,56 7,55 + 0,44 6,47 + 0,92

kontrola®

Negativni 0 327+0,37 <2 6,59 + 0,59

kontrola®

Kontrola rastu® 0 8,12 +0,59 8,17 + 0,68 <2

*Colony forming units, pramér + SD ze tfi nezavislych experimentl

®Medium : ilealni obsah (1:1), inokulovano C. perfringens 56

‘Medium : ilealni obsah (1:1), bez inokulace

‘Medium bez ilealniho obsahu, inokulovano C. perfiingens 56

"Hodnoty v totozném sloupci se statisticky prikazné 1isi od pozitivni kontroly (p < 0,01)

Zavér
Predlozené vysledky potvrzuji selektivni antiklostridialni ¢inky 8HQ v komplexnim prostiedi
iledlniho obsahu brojlerovych kufat a poukazuji na jeho mozné vyuZiti ve veterinarnim lékafstvi.

Podékovani

Prace byla podpofena Ministerstvem zemé&délstvi Ceské republiky, projekt ¢&. MZEROO0716.
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PROBIOTICKE VLASTNOSTI CLOSTRIDIUM BUTYRICUM

Ing. Roman Svejstil, prof. Ing. Vojtéch Rada, CSc.
Ceskéa zemédélska univerzita v Praze, Fakulta agrobiologie, potravinovych a piirodnich zdroji

Abstrakt

Miya-Gold® je krmné aditivum obsahujici spory probiotického kmene bakterie Clostridium
butyricum MIY AIRI 588 jako uc¢innou slozku. Slouzi jako stabilizator stfevni mikrobioty. Cilem
tohoto vyzkumu bylo ovétit vliv Clostridium butyricum na stfevni mikrobiotu a mikrobiotu
volete a na uzitkovost brojleri a na stfevni mikrobiotu selat. Hypotézou bylo, Ze zvifata
v pokusné skupiné budou mit vyssi prirlstky a stabilni stfevni mikrobiotu. Po vétSinu pokusu
byly zjiStény statisticky vyznamné vyssi (P < 0,05) primérné hmotnosti brojlerovych kufat
krmenych pokusnou smési. Zaroven byly u pokusné skupiny analyzou mikrobioty zjiStény
statisticky vyznamné nizsi (P < 0,05) pocty Escherichia coli ve slepém stieveé ve voleti. U vzorkil
byla rovnéz provedena analyza tékavych mastnych kyselin, pfi které byl zjiStén statisticky
vyznamné vyssi (P < 0,05) obsah kyseliny maselné u pokusné skupiny. Podobnych vysledkii
bylo dosazeno i u selat. Selata v pokusné skupiné vykazovala vyznamné nizsi (P < 0,05) pocty
Escherichia coli ve slepém stievé. Vysledky naznaCuji schopnost probiotického kmene
Clostridium butyricum ptiznivé ovlivnit stfevni mikrobiotu a uzitkovost hospodaiskych zvifat.

Kli¢ova slova: Miya-Gold, Escherichia coli, brojlerové kufte, sele

UvVoD

Stfevni mikrobiota je dileZitym faktorem, ktery ovliviiuje zdravi kazdého jedince tim, Ze chrani
jeho télo pred riznymi nemocemi (Guarner et Malagelada, 2003), pfeménuje nestravitelné
sacharidy na t€kavé mastné kyseliny, syntetizuje nckteré vitaminy a metabolizuje nékteré
cizorod¢ latky (Cummings et MacFarlane, 1997).

Ve velkochovech je rozvoj stievni mikrobioty zvifat ¢asto ovlivnén podminkami chovu -
napiiklad hygienou, medikaci, podminkami v lihni, lihnutim i odchovem. V disledku toho
mohou byt kufata nachylnéjsi ke kolonizaci patogennimi bakteriemi (Barrow 1992). Vzhledem
k t€émto okolnostem bylo béZnou praxi uziti antibiotik jako prevence vyskytu chorob. V roce
2001 Evropska komise zakéazala uZziti antibiotik k preventivnim tceliim (European Commission
2001). V dutsledku toho vzrostl zajem o uziti alternativnich 1éCivych produkti, které¢ by chranily
kutata pfed nemocemi. Jednou z moznosti ochrany je uZiti probiotik.

Podle nejaktualné;si definice od Hilla et al. (2014) jsou probiotika Zivé mikroorganismy, které,
jsou-li podany v adekvatnim mnoZstvi, prospivaji hostitelovu zdravi. Mnoho riznych druht
bakterii je dnes povazovano za probiotické, nejcastéji jsou to bifidobakterie a laktobacily, méné
Casto jsou jako probiotické oznaCovany i nékteré kmeny kvasinek, Escherichia coli a klostridii.
Pravé na klostridie se zaméiuje nase prace, ve které testujeme probiotické vlastnosti kmene
Clostridium butyricum (FERM BP-2789), ktery je obsazen v preparatu Miya-Gold S, jako u¢inna
latka.

Miya-Gold S je zootechnické aditivum pro vykrm kufecich brojlerti. Obsahuje 5 x 10° KTJ/g
zivotaschopnych spor Clostridium butyricum. Produkt je schvalen v EU pro vykrm brojlerovych
kutat a menSinovych druht ptactva s vyjimkou nosnic, odchov krit a pro odstavena selata
(Evropska komise, 2011; Evropska komise, 2014). Miya-Gold je rovnéz schvélen v mnoha
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asijskych zemich pro lidskou vyzivu a jako krmné aditivum pro vétSinu druhti ptactva. Obsazené
Clostridium butyricum pochazi puivodné z ptdy, piedpoklada se jeho schopnost zlepsit konverzi
krmiva, denni pfirtstky, a tim i porazkovou hmotnost u krmenych zvifat (European Food Safety
Authority, 2011).

Cilem této prace bylo posoudit vliv Miya-Goldu na konverzi krmiva, denni pfirtstky,
porazkovou hmotnost a stfevni mikrobiotu kutecich brojlerti a rovnéz na stievni mikrobiotu selat
po odstavu.

METODIKA

Pokus na kutatech: Bylo testovano celkem 160 kufecich brojlert ROSS 308, kterym bylo
podavano po celou dobu vykrmu, tj. od 2. do 49. dne krmivo na bazi BR-2. Pokusna skupina
dostavala navic s timto krmivem MiyaGold S v davce 1 kg/1 t krmiva. Krmivo bylo peletovano
za ucelem snizeni prasnosti. Obé skupiny zahrnovaly 80 jedincti.

Ve vyzivarské casti byly sledovany primérnd hmotnost, konverze krmiva a primémé denni
ptirtstky po celou dobu pokusu. V mikrobiologické ¢asti byly odebrany vzorky ze slepého stieva
a z volete vzdy péti jedincii z kazdé skupiny ve dnech 1, 10 a 42 a byly sledovany celkové pocty
anaerobnich bakterii, bifidobakterii, laktobacilii, enterokokt a Escherichia coli. Traveniny byly
asepticky odebrany v mnozstvi okolo 1 g a ithned vlozeny do zkumavky se sterilnim médiem a s
fizenou, kysliku prostou atmosférou pro uchovani anaerobnich bakterii. Thned po odbéru
probéhlo kultivaéni stanoveni mikroorganismi plotnovou metodou za pouziti Zivnych médii
(Oxoid Ltd., Wade Road, Basingstoke, Hampshire, Spojené kralovstvi) z Tab. 1.

Testované bakterie Kultivaéni médium a podminky kultivace

. . Wilkins-Chalgren anaerobe agar s ptidavkem Séjového peptonu
Celkové pocty anaerobu (W+S); 37 °C, 48 h, anacrobné
. . W+S s pfidavkem mupirocinu mupirocin and kyseliny octové
Bifidobakterie podle Rady et Petra (2000); 37 °C, 48 h, anaerobné
Laktobacily Rogosa agar; 37 °C, 48 h, mikroaerofilné
Enterokoky Slanetz-Bartley agar; 37 °C, 48 h, aerobné
Escherichia coli T.B.X. agar; 37 °C, 24 h, aecrobné

Tab. 1: Zivna media pouzita pro kultivaci

Dale byla ve vzorcich ze slepych stiev provedena za pomoci plynové chromatografie analyza tékavych
mastnych kyselin za pouziti Stabilwax®-DA kolony a vodiku, jako mobilni faze.

Pokus na selatech: Bylo testovano 59 selat, z nichz 10 bylo vzorkovano po odstavu pti zahdjeni pokusu,
ostatni byla rozdé€lena do tfi skupin — kontrolni, butyratova (70%, 1,5 kg/t krmiva), ve které byl jedinctim
podavan butyrat a pokusna, ve které byl jedincim podavan Miya-Gold S (0,5 kg/t krmiva). Po 17 dnech
vykrmu prob¢hla vzorkovani z céka a jejuna. U vzorkll byla provedena analyza mikrobioty a obsahu
tékavych mastnych kyselin s pouZzitim stejné metodiky, jako u kufecich brojleri.

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno za pomoci SW Statgraphics Centurion XV (Statpoint
Technologies, Inc., Warrenton, Virginia, USA) s pouzitim dvouvybérovych t-testd s rovnosti rozptyld a
jednofaktorové analyzy rozptylu s pouzitim Duncanova testu.
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VYSLEDKY A DISKUSE

Pokus na brojlerovych kufatech: Namétené hodnoty primérné hmotnosti, dennich piirdstki a konverze
krmiva naleznete v tabulkach 2, 3 a 4.

Primérna hmotnost (g)

Den 1 Den 7* Den 10* Den 20* Den 35 Den 49*
Kontrolni skupina 44.1 131.0 195.0 760.1 1767.9 2780.9
Pokusna skupina 44.7 138.1 217.3 810.3 1787.2 3231.7

Tabulka 2: Primémé hmotnosti testovanych brojlerti. Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni a
pokusnou skupinou (P < 0.05) jsou vyjadieny hvézdickou (*).

Denni prirastek (g)

Den 1-7 1-10 11-20 21-35 36 -49
Skupina
Kontrolni skupina 14.48 16.77 56.56 67.19 72.36
Pokusna skupina 15.56 19.17 59.30 65.13 103.17
Tabulka 3: Primérné denni ptirtstky testovanych brojlerti.

Konverze krmiva (kg)
Den 1-7 1-10 11-20 21-35 36 -49 Do 35 Do 49

Skupina
Kontrolni skupina 2.09 1.90 1.81 1.82 2.76 1.90 2.08
Pokusna skupina 1.53 1.71 1.70 222 2.04 1.79 1.84

Tabulka 4: Konverze krmiva testovanych brojlerd.

Vysledky naznacuji schopnost Miya-Goldu zvysit konverzi krmiva a pfirGstky, a tim i porazkovou
hmotnost testovanych brojlerti. Jedinou vyjimkou byl 35. den, kdy doSlo k vyrovnani pramérnych
hmotnosti. Teoreticky mohlo byt pfi¢inou hierarchické chovani zvirat ve skuping€, kdy silnéjsi jedinci
zaCali zabranovat pristupu ke krmeni ostatnim a ¢imz se podstatné zvysila nevyrovnanost souboru

(Estevez et al., 2003).

Vysledky analyzy mikrobioty jsou v tabulkach 5 a 6. Hodnoty jsou v log KTJ/g. Vysledky analyzy TMK
jsou uvedeny v tabulce 7, hodnoty jsou v mMol/L.

Cékum Den 1 Den 10 Den 42

Skupina Kontrola Miya-Gold Kontrola Miya-Gold Kontrola Miya-Gold
Celkové pocty 10.08+026  10.06+028 | 10094020  10.25:032 | 10.09:026  10.13+023
Bifidobakterie 4.92 +1.27 5.09 £ 1.09 9.18 +0.23 8.83+1.35 9.92 +0.36 9.55 +0.19
Laktobacily 5.91 +0.47 6.87 £0.91 9.04 +0.19 8.55 +0.56 8.53+0.31 9.01 +0.40
Enterokoky 9.55 +0.43 8.90 +1.75 8.64 +0.35 7.82 +0.61 8.10 £0.17* 7.55 £0.39*
E. coli 9.60 +0.06 9.03+1.70 8.47 +0.81* 7.29 +0.61* 8.22 + 0.64* 7.00 + 0.92*
pH NT NT 5.16 +0.15* 5.70 +0.43* 6.44 +0.09 6.04 +0.51

Tabulka 5: Analyza mikrobioty céka. Statisticky vyznamné rozdily (P < 0.05) jsou znazornény
hvézdickou (*). NT = netestovano, ND = pod hranici detekce.
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Vole Den 1 Den 10 Den 42

Skupina Kontrola Miya-Gold Kontrola Miya-Gold Kontrola Miya-Gold
Celkové pocty 8.95 +0.31 9.01+0.12 9.32+0.39 9.58 +0.46 8.74£0.56 9.65 +0.33
Bifidobakterie ND 540+046 | 5.04:039*  4.29:055* | 520:032 4.73 £0.96
Laktobacily 5.54 £1.72 7.29 £0.78 8.82 £0.11 8.69 +0.63 8.29+0.59 9.04 £0.44
Enterokoky 7.73 £0.78 7.84 £0.28 8.08 +0.33 8.34 +0.63 7.18 +0.43 6.94 +0.40
E. coli 7.90 £0.78 7.96 £0.75 ND ND 6.73 +0.52* 5.64 £0.47*
pH NT NT 4,72 +0.11 4.42 +0.22 5.74 +0.53* 4.72 +0.35%

Tabulka 6: Analyza mikrobioty volete. Statisticky vyznamné rozdily (P < 0.05) jsou zndzornény
hvézdickou (*). NT = netestovano, ND = pod hranici detekce.

Den 42 Cékum Vole

TMK Kontrola Miya-Gold Kontrola Miya-Gold
Acetit 441.52 £32.86 381.08 +£63.11 59.42 £35.15 58.79 £29.03
Propionat 183.42 £41.20 196.96 +57.42 1.14+2.20 0.27+0.38
Isobutyrat 3.37£0.68 2.14+123 2.19+285 1.85£1.52
Butyrat 103.41 +14.78* 132.12 +18.51* ND ND
Isovalerat 7.51+2.43 4.08 +3.46 0.48 £ 0.62 ND
valerat 8.24+233 4.80+3.46 2.46+£3.71 1.25+1.32
Isokapronat 0.91 +0.56* 2.74 £1.63* 4.64 +£7.37 3.70 £4.45
Kapronat 1.18 £2.63 0.28 £0.40 0.84 £0.91 2.78 £3.54
Heptanoat ND ND ND ND

> 749.57 +59.11 724.19 £ 96.92 71.16+£28.36 68.63 +£25.95

Tabulka 7: Analyza té¢kavych mastnych kyselin v céku a voleti v den 42. Statisticky vyznamné rozdily (P

< 0.05) jsou znazornény hvézdickou (*). ND = pod hranici detekce.

Pokus na selatech:

Den 17 Cékum

Skupina Celkové pocty Bifidobakterie L_:I:itlz E:;Ie(;o E. coli
Kontrola 8,86 0,32 4,18 +1,01 7,96 £0,24 5,44 +0,59 5,85+0,83b
Butyrat 8,79 £0,29 4,72 +0,82 7,89 0,27 6,06 +0,42 5,67 £1,28b
Miya-Gold 8,76 +0,53 5,36 +1,63 8,14 +0,77 5,56 +0,70 4,18 +0,36 a
Den 17 Jejunum

Kontrola 7,88 £0,60 3,76 £0,59 6,83 0,60 ND ND
Butyrat 7,81+1,12 3,36 £0,69 6,37 £0,91 ND ND
Miya-Gold 8,07 +0,72 3,94+1,14 7,18 +0,80 ND ND

Tabulka 8: Analyza mikrobioty céka a jejuna u testovanych selat 17 dni po zacatku pokusu. Statisticky
vyznamné rozdily (P < 0.05) jsou zndzornény odliSnym pismenem (a, b). ND = pod hranici detekce.
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Statistické Setieni nalezlo n€kolik rozdilii mezi obsahy jednotlivych mastnych kyselin jak v céku,
tak v jejunu. Jde vSak o minoritné zastoupené kyseliny, tudiz je jejich vyznam ve stfevé sporny.
Hlavni skupiny mastnych kyselin zlstaly bez vyznamného rozdilu, ackoli urcity trend ve vzristu
mnozstvi t€kavych mastnych kyselin 1ze sledovat u pokusnych skupin v porovnani se skupinou
kontrolni. Tento jev muze byt vysledkem vyssi aktivity sacharolytickych mikroorganismi
v porovnani s proteolytickymi.

Brojlerova kutata krmena Miya-Goldem vykazala statisticky vyznamné nizsi pocty E.coli v céku
i voleti ke dni 42. Dale byl v céku pokusné skupiny vyznamné vyssi obsah kyseliny maselné, coz
se da vysvétlit pfitomnosti a metabolickou aktivitou dodaného probiotického Clostridium
butyricum. Podobnych vysledki bylo dosazeno i u selat. Selata, ktera pfijimala v krmivu Miya-
Gold mé¢la v céku statisticky vyznamné nizsi poCty E.coli, na rozdil od skupiny, ktera ptijimala
butyrat. Tato data naznacuji, ze vyznam Miya-Goldu spoc¢iva nejen v produkci kyseliny maselné,
ale 1 v pfitomnosti samotného Clostridium butyricum. Vysledky ukazuji schopnost Miya-Goldu
ovlivnit slozeni stfevni mikrobioty i mikrobioty volete. Produkce kyseliny maselné mize mit
vyznamny vliv pifi inhibici patogennich mikroorganisml, mezi které patii pii urcitych
podminkach i1 nekteré kmeny E. coli (van Immerseel, et al., 2004). Kyselina maselna je také
zdrojem energie pro builky stfevniho epitelu, jeji vyznam tak lze ve stiev€ hodnotit jako veskrze
pozitivni.

ZAVER

Nase vysledky prokazuji schopnost testovaného kmene Clostridium butyricum ve formé
krmného aditiva Miya-Gold S pozitivné ovlivnit mikrobiotu kufeciho céka a volete a rovnéz 1
céka selat a tim potencialné riziko vzniku infek¢énich onemocnéni béhem chovu. Zaroven jsme

vysledovali vyssi pfirastky u pokusnych brojlerovych kufat. Vyznam Miya-Goldu tedy spociva
jak v tpravé stievni mikrobioty, tak i v podpoie uzitkovosti. Je tudiZ potencidlnim probiotikem.
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HODNOCENI KRMIV METODOU POSUZOVANI ZIVOTNIHO
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Posuzovani vlivu vyroby potravin na Zzivotni prostiedi je dnes vénovédna pomérné velka
pozornost. Jednotlivé zemé, které se zavazuji podpisy svych statnikli pod tzv. ,,protokoly*
(Kjotsky, Patizsky, aj.), na sebe berou odpovédnost, ze svymi vnitinimi rozhodnutimi omezi
vznik ,,sklenikového efektu ¢i ,,sklenikovych plyni“ na svém uzemi. VéEtSinou toto politické
rozhodnuti zplisobuje na domaci scéné¢ mnoho problému. Historicky se na tvorbé ,,sklenikovych
plyni“ podilela vyroba ptedevSim na severni polokouli (USA, VB, Némecko, Francie, Italie, aj.
zem¢é). Vyspéelé ekonomiky za svoji vyrobu ,,sklenikovych plyni* neplatily nic a dnes chtéji po
rozvijejicich ekonomikach, aby svoji vyrobu omezily a zdrazily opatienimi na pokles tvorby
téchto plynti. To se samoziejmé nemulze obejit bez problémul. V loiiském roce jsme napiiklad
v Cing v dennim tisku zaznamenali velkou diskusi o tom, zda se ma Cina zavézat podpisem
,Pafizského protokolu* k finanénim zavazkim ve vysi ptiblizné 80x ptesahujici Cesky rozpocet
po roce 2025 anebo v kone¢ném disledku to udajné povede ke zdrazeni potravin az 3,5x. Prave
argumenty o zdraZeni potravin v disledku omezeni tvorby ,,sklenikovych plyni* jsou pticinou
toho, ze mnoho védcti se zamysli nad tim, jak a kterd ¢ast vyroby potravin piispiva k produkci
,sklenikovych plyni“. Bohuzel seridozné se tato oblast nezkoumd a Casto se argumentuje spise
,pranimi‘“ nez ,,védeckymi‘ argumenty.
Pojem ,,sklenikovy efekt* se pouziva v bézné feci k oznaceni dvou rozdilnych véci:

a) Pfirodni sklenikovy efekt

b) Antropogenni sklenikovy efekt

Prirodni sklenikovy efekt - je to sklenikovy efekt vyskytujici se pfirozené na Zemi téméi od
samotného pocatku jejiho vzniku. Je mylné vnimat jej jako Skodlivy, nebot” bez vyskytu
prirozenych sklenikovych plynti by primérna teplota pii povrchu Zemé (uréovana jen radiacni
bilanci) byla -18 °C. Uginek ptirozeného sklenikového efektu se tak stal nezbytnym
pfedpokladem Zivota na Zemi. Zemé zachycuje ohromné mnoZstvi slunecniho zafeni. Tato
hodnota vyrazné prevySuje energeticky vykon lidskych aktivit - je zhruba 12 000x vétsi, nez
soucasna energeticka spotteba lidstva.

Vodni péary zpisobuji asi 60 % zemského pfirozeného sklenikového efektu. Ostatni plyny
ovliviiujici tento efekt jsou oxid uhli¢ity (kolem 26 %), methan, oxid dusny a 0zén (asi 8 %).
Souhrnné tyto plyny nazyvame sklenikovymi plyny.

VInové délky svétla absorbovaného plyny lze urcit pomoci kvantové mechaniky podle vlastnosti
molekul rznych plynt. Odlisné vlastnosti molekul rznych plynt jsou divodem, pro¢ vodni
pary a oxid uhli¢ity jsou sklenikovymi plyny, zatimco hlavni slozky atmosféry (molekuly
kysliku a dusiku) ne.

Pojem sklenikovy efekt pouzil jako prvni francouzsky védec Fourier. Pochazi od sklenikil
uzivanych v zahradnictvi, nejedna se vSak o pfili§ pfesné pojmenovani, nebot’ skleniky pracuji na
jiném principu: sklenik je vybudovan ze skla; ohtfiva se pfimo, nebot’ Slunce ohfivd zemi okolo
n¢j, od ni se ohtiva vzduch nad ni a sklo brani ohfatému vzduchu stoupat a uniknout pryc.
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Antropogenni sklenikovy efekt - jeho plvod tkvi v lidské cCinnosti (nejcastéji spalovani
fosilnich paliv, kaceni lesi a globdlni zmény krajiny, ...) a ktery velmi pravdépodobné
zpusobuje globalni oteplovani. Mira vyznamu druhého jevu je pfedmétem sport (zdroje:
http://www.wikipedia.cz http://www.meteocentrum.cz http://www.priroda.cz).

Koncem minulého tisicileti se tento antropogenni sklenikovy efekt zacal pocitat jako tzv. uhlikova
stopa (carbon footprint). Mnoh¢é tzv. ekologické (ale i vyrabgjici elektrickou energii — napt. CEZ)
organizace na své weby umistily kalkulacky uhlikové stopy. Z pocatecnich vysledkl se ukazalo, ze
za produkci antropogennich sklenikovych efektii miize vyroba energie, preprava, primyslova vyroba
aj. Nespravna argumentace o tom, kdo za oteplovani zem¢ muize, zpocatku zemédélskou vyrobu
oznacovala za tzv. ,,zelenou” cestu, ale koncem 90.let pravé vyroba potravin zacala byt oznaCovana
za velmi silny zdroj sklenikovych efektll. Zacatkem 90.let minulého stoleti jsme se domnivali, ze
zemédelskd vyroba se podili na tvorbé sklenikovych plynt asi z 34 %. Obzvlasté ZivociSna vyroba se
stala trnem v oku riznym “ekologickym* aktivistim i v Ceské republice. Pii vypodtech také
vychazelo konvencni zeméd¢lstvi jako vyznamny zdroj sklenikovych plynti a tzv. ,.ekologické
zemed@lstvi jako oblast vyroby potravin, kterd vibec nezaté¢zuje nasi planetu. Pii podrobnéjsich
vypoctech, kdy se vysledek pocital na produkei ,,poZivatelnych potravin“ (podle byvalého redaktora
casopisu Feedstuffs pana Johna Gadda) se odhalil tento nespravny piedpoklad. Dal§im takovym
chybnym piedpokladem byla vyroba potravin v konkrétni zemi. Jako piiklad uvedeme vyrobu
potravin ve Velké Britanii. VypoCty naznalily, ze vyroba zivociSnych produktli na britskych
ostrovech zat&zuje piirodu sklenikovymi plyny mnohem méné nez v USA. Uvaha vychazela z toho,
ze v Britanii se zemédé€lsky vyrabi jen 2/3 krmiv (zatézujici uhlikovou stopou pii vyrobé masa,
mléka, vajec, aj.) a posledni tfetina krmiv se vyrabi mimo teritorium VB (tedy nezatézuje uhlikovou
stopou produkci potravin). Potom se pii dalSim hodnoceni uhlikové stopy vychazelo z toho, ze
vyroba potravin na ostrovech je mnohem ekologic¢tejsi nez v jinych zemich.

Hodnoceni krmiv

Evropska unie se postupné snazi vnést legislativni potadek do celé problematiky. V italské
Parmé (sidlo EFSA) se pfed ¢asem rozhodlo zavést jednotny katalog krmiv a definice katalogu
prosla zatim dvakrat revizi (2011 a 2013). V hodnoceni krmiv se zatim definuji systémy analyz,
tak aby byl jednotny pohled na krmiva ve vSech zemich. V této oblasti je asi nejveétSim
problémem hodnoceni obsahu efektivné zvitfaty vyuzitelné energie. Hodnoceni podle spalného
tepla je sice nejpiesnéjsi, ale asi je tieba se vice piiblizit v tomto hodnoceni na uroven zvifat, pro
které je toto hodnoceni ureno a hodnotit obsah zdanlivé i1 skutecné stravitelné energie,
metabolizovatelné energie anebo netto energie. Také problematika hodnoceni dusikaté slozky je
velmi komplikovana a definovat dnes pouze hruby protein (dfive znaceno jako dusikaté latky
anebo obsah dusiku nasobeného koeficientem 6,25) je z krmivaiského pohledu nedostatecné a
méla by se tato slozka hodnotit v pojmech "metabolizovatelny protein", skute¢né stravitelné
aminokyseliny (napfiklad skute¢né straviteny lyzin, skutecné stravitelny methionin, aj.). BohuZel
nelze mluvit jen o skute¢né stravitelné aminokyselin€, ale musi byt definovano pro jaky druh
(pfipadné kategorii) zvifat tento pojem je urCen (skutecné stravitelny threonin pro prasata
(ss_thr p) nebo skute¢né stravitelny methionin pro dribez (ss_met _d), aj.).

Jesté¢ pred koncem minulého tisicileti pfisla v Holandsku a Némecku skupina odbornikii
s navrhem na posuzovani krmiv podle produkce sklenikovych plyni a navrhla jednotku ,,oxid
uhlicity ekvivalent”. Tento navrh mél popsat, jak asi je naro¢na vyroba masa, mléka ¢i vajec
v zatéZovani zivotniho prostiedi sklenikovymi plyny (pfedev§im CO,, plyny obsahujici N anebo
siru). Byl navrzen postup jak pifepocitavat plyny obsahujici dusik anebo siru na tzv. ,oxid
uhlicity ekvivalent”. Smyslem tohoto postupu bylo vnést potddek do neustalého osoCovani tzv.
»konven¢nich® zemédé€lcl,, ze zneCistuji sklenikovymi plyny zivotni prostiedi vice nez tzv.
»eko®, ,,bio*“ anebo ,organic* zeméde€lci. Jednotka ,,oxid uhlifity ekvivalent* jednoznacné

27



Aktualni poznatky ve vyZivé a zdravi zvifat a bezpecnosti produktt 2016

prokazala, ze sice ,.konvencni* zeméd¢lci produkuji vice sklenikovych plynt, ale pii pfepoctu
jejich produkce na pozivatelné potraviny (maso, mléko, vejce, aj.) je jejich produkce vzhledem
k zivotnimu prostredi o 25 az 80 % Setrné&jsi nez tzv. ,,eko* produkce.

IPPC

Nové (i zasadné rekonstruované) zemedeélské nebo potravinaiské projekty musi byt dnes
zpracovany podle zdsad EIA (Proces EIA (Environmental Impact Assessment) - posuzovani
vlivu na zivotni prostfedi). V takovém piipadé probihd posuzovani vlivli na zivotni prostiedi
vramci procesu SEA (Strategic Environmental Assessment). Integrovana prevence
a omezovani znec€isténi (IPPC), upravena zédkonem ¢. 76/2002 Sb., je dalSim preventivnim
nastrojem v oblasti ochrany zZivotniho prostiedi.

Zakladnim nastrojem IPPC je tzv. integrované povoleni a povolovaci fizeni, smétujici k jeho
vydani a periodickému obnovovani. Integrované povoleni nahrazuje n€kolik rozhodnuti,
vyjadieni a souhlast pfisluSnych spravnich organti a neobejdou se bez néj napiiklad velké
energetické, chemické, metalurgické, potravinariské a zemédélské podniky a podniky
zabyvajici se zpracovanim a ukladanim odpadi.

Uhlikova stopa

Protoze sklenikovych plynti je celd tada, zacal se v poslednich letech pro jejich produkci pouzivat
jednotny prepocitavaci faktor: CO,eq, CO,ekv nebo COze (oxid uhlicity ekvivalent). Oxid uhli¢ity
ekvivalent — je primér vSech klimatickych relevantnich emisi, které mohou pfispivat ke vzniku
sklenikovych plynii. Pro specificky slozeny sklenikovy plyn se d4 odhadnout oxid uhlicity ekvivalent
velmi orientacné (IPCC, 2006) v g/kg a nebo v kg/kg produktu podle nasledujicich ekvivalenti:

Tab. Ekvivalent pro pfeménu plynu na standardizovany oxid uhli¢ity (Oxid uhli¢ity ekvivalent)

Jednotka IPPC (2006) CSN 14067 (2015)
CO, 1 1

CH,4 23 23

N,O 300 298

Poznamka: slou¢eniny uhliku s chlorem nebo fluorem maji podle CSN 14067 (2015) velmi vysoké (2000-
14000) ptepocitaci koeficienty na oxid uhli¢ity ekvivalent

Posuzovani Zivotniho cyklu (LCA — Life cycle assessment) krmiv

Zakladnim principem této metody je posuzovat produkty v celém cyklu jejich pouziti. Jako
ptiklad si uvedeme vyrobu kukufi¢né silaze. Vychazime z predpokladu, Ze pole pro seti kukufice
se musi upravit (orba, smykovani, aj.), hnojit (velké rozdily mezi jednotlivymi zemémi), pak
osit osivem, kultivovat po vzejiti, postiikat proti plevelim (velké rozdily podle mista péstovani).
Dal$im krokem je vlastni vynos hmoty (uhliku a dusiku) z hektaru, sklizen, doprava do
sildZnich prostor (zlaby, véZe, silazni vaky), udusédni, zakryti, pfidani konzervacnich prostredkt
(?), aj. Nasleduje vybér krmné hmoty (frézovani, ,,vykusovani“, doprava krmnym vozem,
pfihrnovani krmiva). Vlastni konzum sildZni hmoty zviraty (tvorba metanu a oxidu uhli¢itého),
ulozeni exkrement (vykalt, kejdy, moce), pieprava do polnich hnojist, oSetfovani polniho
hnojisté, doprava hnoje (kejdy, moctvky, aj.) do pldy a jeji zapracovani pod povrch pidy tak,
aby nedoslo k navySeni uniku sklenikovych plynt. Je samoziejmé mozné do celého procesu
zapocitat 1 produkei sklenikovych plynil pfi vyrobé ptepravnich prostiedki, pii stavbé staji, pii
dopravé pracovnikii do mista prace, atd. Velka ptfesnost naptiklad zavedeni ndkladi na vyrobu
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osiva rodi¢ovskych a prarodicovskych rostlin by nepfinesla velké zpfesnéni. Zda se, Ze tyto
piesné vypoCty jsou v celkovém hodnoceni krmiv LCA zanedbatelné a zatim se z vypoctu
vypoustéji. Presnost by vedla k takovym komplikacim, ze by se v praxi systém nedal pouzit.
Jako ptiklad uvadime tabulku na vyrobu sojového oleje (graf 1), kde je nutné pii procentickém
hodnoceni uvazovat s ¢isly na ctvrtém, patém ¢i osmém desetinném misté. K tomuto ucelu
zpracovala skupina kolem dr. H. Blonka na universit¢ ve Wageningen model a pocitacovy
program, ktery nabizi jak zeméd¢lcim v Holandsku tak po celém svété. Navody na vypocet
nutnych operaci pro péstovani rostlin (obili) zpracovali do publikace Marinnussen aj. 2012 a pro
operace s krmivy Vellinga aj (2013). Pfi podrobném studiu jejich materidlti se nam zdalo, ze je
nutné pro Geské poméry zpracovat podobnou metodickou piiruc¢ku (hlavni rozdil v CR —
nehnojime tolik kg Cistych zivin na 1 ha, nemame tolik postfiki na 1 ha a také pouzivame jiné
stroje na sklizefl). Marinussen zpracoval svoje doporuceni i pro krmiva péstovana (dovazend) do
Holandska z jinych ¢asti svéta. Také vynosy z 1 ha jsou rozdilné v USA nebo v Némecku anebo
v africkych zemich.

V metodickém materidlu Vellinga aj. (2013) jsou jiz zpracovany ciselné podklady pro odhad
produkce celkovych sklenikovych plynu (CHG) naptiklad po pouziti monoammoniumfosfatu
(4,75 kg na kg N), nebo NPK rtizného slozeni (6,19-19,6 kg na kg uzitého N). Velmi dulezité je
také stanoveni, kolik celkovych sklenikovych plyni se vyprodukuje pii spotiebé kilowattu
energie. Bohuzel tabulky Vellinga aj. (2013) naznacuji, ze produkce CHG pii vyrobé energie je
rozdilna v zapadni Evropé tak v Rusku a zemich Centrdlni Evropy (kam fadi tyto holandské
tabulky i nasi Ceskou republiku).

Emisni faktory pfi uziti aditiv maji také stanoveny svoje koeficienty

Tab. Emisni faktory nékterych aditiv (Vellinga aj. 2013)

Zdroj / aditivum gramy COse/kg produktu
Methionin 5493
Threonin 16 978
Lyzin 6 028
NaCl 18
Mocovina 1 626

Podle francouzskych zdrojti (Giles Tran a spolupracovnici na feedipedia.com) je vhodny velmi
jednoduchy postup vypoctu emisi celkovych sklenikovych plyni (CHG) napiiklad pro
kukufi¢nou sildz. Vypocte se zakladni produkce sklenikovych plynii pro vyrobu kukufice sildzni
(zakladem je jeden kg silazni hmoty pfepoctené na susinu) a ten se koriguje podle typu seceni
(nizké nebo vysoké strniSt€), délka fezanky, pouZzitého noze, aj. Analyza LCA prokézala, ze
metoda seCeni a délka fezanky je z 88 % zodpoveédnd za navySeni environmetalni zatéze a
pracovni postup silaZovani (dusani, zakryvani, aj.) ma jen 12% dopad na zvySeni produkce
sklenikovych plyna. Kukuficna silaZz uloZzend v sildzni jamé pomérné vysokou mérou zatézuje
zivotni prostfedi celkovymi sklenikovymi plyny (tzv. CHG) a tato zaté€Z se da snizit o 5 az 9 %
pouzitim metody sildzovani do vaki (rukavct). Tento rozdil je vysvétlitelny predev§im nizsi
ztratou susiny (Bacenetti aj. 2015, cituje www.feedipedia.com)

Obdobn¢ metodické postupy jsou zpracované pro USA (Anonym, 2001), pro Némecko
(Flachowski, 2009), pro Holandsko (Blonk a Ponsinen, 2009), pro Francii (Tran aj., 2016) a
nebo jsme se pokusili o podobné drobné kracky v této problematice na nasi univerzité¢ (Novotny
2006, Krobot, 2008, Zeman 2007, 2011).

V roce 2015 doslo v CR k revizi normy ISO 14067:2015 a bohuZel jeji aplikace v praxi je
minimélni. Divodem je asi to, Ze Cesky text se na 60 stranach vyskytuje jen na obdlce a vSe
ostatni je v jazyce anglickém. To asi neni dobry krok k tomu, aby se prakti¢ti zemédélci touto
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kumné slozce se touto problematikou zabyvat.

v

v nasi vyz

problematikou zabyvali. Vzhledem k postupu legislativy a jejiho uplatnéni v praxi budeme muset

Graf 1 Schéma a vypocet LCA pro vyrobu séjového oleje
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Zavér

LCA hodnoceni krmiv — pomérné¢ objektivné hodnoti celkové mnozstvi sklenikovych plynii
(CHQG), které vznika pti vyrobé€ krmiv v celém cyklu (od prvniho zpracovani pidy az po posledni
zpracovani odpadii z vyroby (exkrementy, poskliziiové zbytky, atd.). Ze vSech systémi
hodnoceni krmiv podle ,,posuzovani zivotniho cyklu — LCA* ma v souc¢asné dobé velkou nad¢ji
metoda zpracovana podle univerzity ve Wagenningenu a dr. Blonka. Pro ¢eskou republiku vSak
bude tieba urcit pravidla, metodické postupy a ptipadné program pouzivajici k vypoctu LCA (¢i
CHGQG) podle parametra platnych pro ceské zemédélce.

Podékovani:
Ke zpracovani textu bylo pouzito podklada ziskanych pii feseni tymového projektu IGA (2016)
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