Ministerstvo zemédélstvi CR — Védecky vybor pro vyZivu zvitat

Vyzkumny Ustav pro vyzivu zvifat Praha-Uhfinéves

PRIRODNI LATKY A JEJICH BIOLOGICKA AKTIVITA.
5. SEKUNDARNI METABOLITY ROSTLIN OVLIVNUJICIi METHANOGENEZI
A MIKROBIALNI PROFIL U PREZVYKAVCU

Lubomir Opletal

Bohumir Simerda

Hradec Kralové, Sumperk, Fijen 2013



2.1
2.2
2.3

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5

4.1
4.2
4.3

OBSAH
uvob
TVORBA A EMISE METHANU
Fyzikalné-chemické vlastnosti plynu, jeho vznik a vyskyt
Emise methanu ze zemédélské Cinnosti
Tvorba methanu v travicim traktu hospodarskych zvirat
SEKUNDARNI METABOLITY OVLIVNUJICl BACHOROVOU METHANOGENEZI
Saponiny
Trisloviny
Ostatni fenolické latky
Silice a terpeny
Ostatni sekunddarni metabolity
PRIMARN{ METABOLITY
Alifatické karboxylové kyseliny
Mastné kyseliny
Polysacharidy
ADITIVN] METODY OVLIVNENT METHANOGENEZE U PREZVYKAVCU
ZHODNOCENI PRO ZIVOCISNOU PRAXI
LITERATURA
ABSTRAKT
ABSTRACT

N o o &

10
14
16
19
21
23
27
28
29
29
30
31
32
35
45
46



CLA
EPER
E-PRTR

formiat
Fresh TMR
FTMR
HMG-CoA
reduktasa
LCFA
MCFA

permafrost

SCFA
SSF

TK
UNFCCC

VFA

ZKRATKY A VYSVETLIVKY
Konjugovana linolova kyselina
European Pollutant Emission Register
The European Pollutant Release and Transfer
Register
anion kyseliny mravenci
Fresh total mixed ration
Fermented total mixed ratio

Hydroxymethyl-glutaryl-koenzym A-reduktasa

Mastné kyseliny s dlouhym fetézcem

Mastné kyseliny se stfednim fetézcem

trvale zmrzlda pGdé v oblastech za severnim
polarnim kruhem

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem

Solid state fermentation

Krevni tlak

United Nations Framework Convention on Climate
Change

Tékavé mastné kyseliny



1 UvoD

Nékteré malé molekuly anorganickych a organickych Ilatek, které se béiné wvyskytuji
v atmosfére Zemé, pfispivaji vyraznym zplisobem ke sklenikovému efektu: zemska atmosféra
zpUsobuje ohfivani planety tim, Ze snadno propousti slunecni (viditelné a ultrafialové) zareni,
ale infraCervené zareni o vysSich vinovych délkach, které je zpétné vyzarovdno z povrchu
planety silné zadrZuje a brani tak jeho okamZitému uUniku do vesmirného prostoru. Tato
zadrz je funkci obsahu pravé nékterych sloucenin, jako je voda, oxid uhli¢ity, methan,
Castecné a zcela fluorované uhlovodiky, tvrdé a mékké freony, oxid dusny, ozon a nékteré
fluorované organické plyny (které vSak maiji v celém kontextu relativné nizky vliv). Vinové
délky svétla absorbovaného plyny lze urcit podle vlastnosti molekul téchto plynQ. Je
prakticky pravidlem, Ze heteronuklearni dvou-, tfi- a viceatomové molekuly plynQ silné
absorbuji v infracervené oblasti, zatimco homonukledrni dvouatomové molekuly nikoli. To je
dlvodem, proc¢ voda a oxid uhlicity jsou sklenikovymi plyny, zatimco hlavni slozky atmosféry
(dusik a kyslik) nikoli.

Sklenikovy efekt se vyskytuje na Zemi zcela pfirozené, prakticky od zacatku jeji existence.
Bez pritomnosti téchto plynd v pfislusné oblasti atmosféry by se pohybovala priimérna
teplota pti povrchu Zemé asi na -18 °C (Natr 2006). Tento efekt je tedy nezbytnym
predpokladem existence Zivota na Zemi v jeho proménlivych formach (Fabian 2002). Hlavni
podil na ném maji tyto slozky: voda (~ 60 %), oxid uhli¢ity (~ 26 %), methan, oxid dusny a
ozon (~ 8 %). Uvedeny efekt ma vSak vyraznou antropogenni slozku navozenou intenzivni
lidskou c¢innosti, jako je spalovani fosilnich paliv, kaceni lesl, globalni zmény krajiny
s nezadoucim kolobéhem vody, zvysend prlmyslova a zemédélskd produkce. V disledku
téchto faktorl dochdzi ke globdlnimu oteplovani. Proces ma svoje cykly od vzniku Zemé,
v soucasnosti je vSak pojem pouzivan pro tzv. posledni oteplovani, které zacalo na zacatku
20. stoleti v souvislosti s intenzivni prlimyslovou vyrobou. Kondi tak ,,mald doba ledova“
(Bond Even Zero). Naruast teplot ve 20. stoleti se sice ¢asové shoduje s rlstem slunecni
aktivity vtomto obdobi, ale neni rozhodujicim faktorem pro oteplovani (Solanski a spol.
2003, Solanski a spol. 2004). Rozhodujicim faktorem je pravé zvySovani obsahu sklenikovych
plynl z lidské ¢innosti. Ackoliv je vSak vliv této Cinnosti na klima jednoznacné prokdazan,
existuji do soucasné doby spory o miru tohoto vlivu a jejich vyfeseni nelze v nejblizsi dobé

oCekavat. Je vsak jisté, Ze musi existovat efektivni snahy o sniZeni emisi sklenikovych plynt



do ovzdusi a zabranéni tak pribéinému (i kdyz zdanlivé malému) zvySovani atmosférické
teploty.

Nejvyssi absorpcni kapacitu pro infratervené zareni ma voda, nasleduje oxid uhliity a
teprve ve skupiné latek ve tfetim poradi je to methan. Ackoliv se na zakladé uvedenych
Ciselnych udaju zd4, Ze tato latka nehraje oproti vodé a oxidu uhli¢itému vyznamnou roli, je
to omyl: produkce methanu se bude v nasledujicich desetiletich patrné zvysSovat.
Dovolujeme si tvrdit, Ze hlavnim producentem nejsou bahenni plyny a lozZiska plynu v zemské
kGre a podkofi, ale je jim zemédélskd vyroba se svoji extenzivnosti i intenzitou.

Z téchto dlivodl existuji velmi intenzivni snahy ovlivnit methanogenezi u prezvykavci. Je
to ukol nelehky, protoZe methanogneze je procesem do velké miry slozitym, vaze se
k rznym mikroorganismim, které jsou ve své genetické i metabolické aktivité plastické a
tézko uchopitelné. Navic je produkce methanu vyrazné ovlivnéna slozenim krmiva a rfadou
synantropnich faktor(.

Ukolem predlozené studie nebylo podat vyéerpavajici prehled o vlivu sekundarnich
metabolitl rostlin na methanogenezi a vytvofit jednozna¢né doporuceni, jak ji snizit. O
takové doporuceni se dosud nikdo nesnazil, protoze je to proces zahrnujici celou radu
faktord, mnoho stupnl volnosti a tim i vysokou entropii, kterd se pfi hodnoceni a doporuceni
projevuje. Cilem této studie bylo proto vybrat reprezentativni publikace o pfirodnich latkach,
potfebnym zplsobem je zpracovat a rozdélit tak, aby z nich vyplynul smysl pfipadného
studia nebo pouziti téchto rostlinnych metabolitli a abychom se mohli pokusit o predikci
postupl pripadného zadsahu do produkce methanu. Oproti plvodnimu planu jsme do této
studie zahrnuli i nékteré primarni metabolity (pouze zkracené), nebot jsou ¢asto soucasti
experimentl s metabolity sekundarnimi (extrakty z rostlin). Ve svété existuje jen velmi malo
pracovnich skupin, které se problematikou methanogeneze zabyvaji ve vsi hloubce a Sifi.
Nutno fici, Ze jediné takovy koordinovany a systematicky pfistup k reseni problému, v némz
se spoji pracovni tymy, mlzZe prinést prakticky vyuzitelné vysledky. To je jednim z dlivodu
(zdd se, ze hlavnim), pro¢ neni védecké pozndani v oblasti snizeni methanogeneze u

prezvykavcl na takové Urovni, jak by to bylo na zacatku tohoto stoleti Zadouci.



2 TVORBA A EMISE METHANU

2.1 Fyzikdlné-chemické vlastnosti plynu, jeho vznik a vyskyt

Methan je za normdlniho tlaku a teploty bezbarvy plyn, bez zdpachu (t. v. -161 °C),
s molekulou pravidelného tvaru, energeticky stabilni, je pomérné lehce zkapalnitelny, vysoce
hoflavy (5—15 % obj. ve smési se vzduchem tvofi vybusnou smés); je lehéi nez vzduch (1,29
kg.m?), a proto se mize pomérné snadno dostavat do atmosféry. Neni rozpustny ve vodé, a
proto jeho odstrafovani z atmosféry srazkovou cinnosti nepfichdzi v dvahu, methan
v atmosfére setrvavd. Vyrazné pohlcuje infradervené zareni, v této Ucinnosti prekonava oxid
uhlicity.

Vyskytuje se v surové ropé i zemnim plynu, v nichZ tvofi klatrdty s vodou ve formé
bélavého prasku, ktery ucpdva potrubi. Jeho hydraty se vyskytuji v permafrostu i na
morském dnu, predevsim v mélkych mofich. Tyto velké oblasti jsou potencidlnimi zdroji
uvolnéni plynu do atmosféry v pomérné Sirokych oblastech kolem vSech kontinentl i
nékterych rozsahlejsich jezer. Je produkovan tfemi zplsoby:

1) Tepelnym rozkladem organické hmoty,

2) Syntézou z anorganickych sloucenin bez zasahu mikroorganismfi,

3) Metabolickou aktivitou mikroorganisma.

V soucasnosti je platnym pfistupem ke tvorbé za prispéni Zivych organismi cinnost
anaerobnich bakterii v zatopenych ryZovych polich a v zaZivacim traktu prezvykavct (hovézi
dobytek).

Methan m(iZe oteplovat atmosféru 20x az 30x vice nez oxid uhlicity. Existuji vSak nazory,
Ze methan nema podle Planckova vyzarovaciho zakona vibec vliv na globalni oteplovani,
pokud se poutziji vinové délky tepelného zareni, které plyn v atmosfére pohlcuje a které se
vazi k hodnotam 3,3 um a 7,9 um. Jedna se vSak o Cistou spekulativni matematickou uvahu,
ktera nebere v Uvahu vSechny stupné volnosti v entropickém pfirodnim systému.

V soucasnosti existuje nazor, Ze hlavnim zdrojem emisi jsou predevsim biologické
pochody, probihajici bez ptistupu kysliku (anaerobni vyhnivani), kdy se methan stdva
koneénym produktem redukce organickych sloucenin. Odhaduje se, Ze pfiblizné 80 %
soucasnych emisi je biologického plivodu. Mezi antropogenni zdroje methanu patfi:

1) Chov domdcich zvitat, predevsim skotu (65—100 mil. tun/rok),

2) Emise z téZby a zpracovani fosilnich paliv (40-100 mil t/rok),

3) Spalovani biomasy (20-100 mil. t/rok),



4) Skladky odpadu (tvorba bioplynu — 20-70 mil. t/rok),

5) Péstovani ryze (170 mil. t/rok),

6) Cistirny odpadnich vod s anaerobni stabilizaci kalu (vyhnivani, vznik bioplynu),

7) Vyroba chemikalii béZzné potreby (acetylen, vodik, kyanidy, methanol),

8) Koksarenstvi.

Antropogenni emise tvori ~ 60 % celosvétovych emisi methanu do atmosféry. Naopak
emise z Uniku plynu v souvislosti s jeho manipulaci jsou ve vyspélych zemich minimalni a na
celkovych emisich se podileji zcela zanedbatelné. Emise se podili na poskozovani ozonové
vrstvy. Z dlivodu téchto obecnych rizik byla latka zarazena do Registru o sledovani na zakladé
nafizeni o E-PRTR, rozhodnuti o EPER, UNFCCC-Kydto, Vyhl. 356/2002 Sb. a Vyhl. 232/2004
Sh.

2.2  Emise methanu ze zemédélské ¢innosti

NejbéznéjSim zdrojem methanu z celého spektra zemédélské vyroby jsou v Zivocisné vyrobé
chov skotu, prasat, ovci, koz, dribezZe, skladovani a manipulace s chlévskou mrvou, kejdou a
dribezim trusem. V rostlinné vyrobé je vyznamnym zdrojem proces kompostovani.

Zdrojem methanu ze zemédélské produkce jsou:

1) vlastni zdravé Zivocisné organismy produkujici plyn procesem:
. traveni v digestivnim ustroji,
° extrakorporalnich rozkladl exkrementd,

° dychani (exhalace),

2) nemocné zivocisné organismy, u kterych dochazi k:
° patologickému traveni,
° extrakorporalnimu rozkladu chorobou pozménénych vykall,
° patologické plicni ventilaci (exhalace),
3) technologie, pfimo navazujici na chov produkujici methan:
° evaporaci z krmivovych komponent (konzervovanych),
° odparem a odvétravanim asanacénich médii,
. dalSimi — vedlejSimi — technologiemi Zivocisné vyroby,
4) navazujici zdroje methanu v Zivocisné vyrobé:
. polni a statkova hnojisté,



° moclvkové a kejdové jimky,

. sendzni a silazni jamy a véze,

. kafilerni boxy a trezory.

Pro informaci uvadime emise methanu ve dvou obdobich v CR (tab. 1), (Jelinek a spol.

2003).

Tab.1 Celkové mnozstvi methanu emitované ve dvou obdobich

s ohledem na celkové chovy zvirat

L Pocet kus Koef. respektujici celk.
Kategorie zvirat v Sy
(podle EU) rocni mnozstvi CH, (kt)
1995 2001 1995 2001
Skot celkem 2 029 000 1520136 85,577 63,570
Prasata celkem 2 009 000 3440925 111,391 43,232
Dribez celkem 26 688 000 29973 846 2,122 2,382
Koné celkem 18 000 20891 0,915 1,062
Celkem - - 202,005 110,887

Je patrné, Ze produkce methanu vlivem zemédélské cinnosti neni zanedbatelnd, je

pomérné vyznamna, predevsim vsSak je sloZita — je entropickym stavem, ktery zahrnuje

mnoho proménnych stupnili volnosti, a proto feseni neni jednoznacné. Vyzkum a vyvoj

technologii, jejichZz dkolem je snizit produkci tohoto plynu by mél byt zaméren predevsim na

nasledujici oblasti (Jelinek a spol. 2003):

1.

redukci tvorby plynd v trdvicim traktu a vykalech ovlivnénim vyskytu metabolickych
poruch (alkoldzy, aciddzy, ketdzy) — predpoklada se, Ze timto zplsobem je mozné snizit
emise az 0 15 %,

snizeni tvorby plyn( v travicim traktu a vykalech likvidaci saprofytické mikrobialni fléry
v travicim traktu lécebnou aplikaci xenobiotik, tj. antibiotik, sulfonamidd, antiparazitik —
predpoklad snizeni emisi je az 0 10 %,

redukci tvorby plyn( v travicim traktu a vykalech zménami krmnych davek — predpoklad
snizeni emisi az 0 10 %,

redukci tvorby plyn( v travicim traktu a vykalech v dusledku mikroklimatickych zmén
(ochlazeni) — predpoklad snizeni emisi je zde az 0 5 %,

omezeni emise methanu u nucené vétranych stdji (prasata, drlibez) vyuzitim biofiltru —

predpoklad snizeni emisi je 0 20 — 40 %,


http://cs.wikipedia.org/wiki/Redukce_%28chemie%29
http://cs.wikipedia.org/wiki/Redukce_%28chemie%29
http://cs.wikipedia.org/wiki/Xenobiotikum
http://cs.wikipedia.org/wiki/Redukce_%28chemie%29
http://cs.wikipedia.org/wiki/Redukce_%28chemie%29
http://cs.wikipedia.org/wiki/Methan
http://cs.wikipedia.org/wiki/Biofiltr

6. omezeni emisi methanu ze sklddek chlévského hnoje a kejdy oSetfenim enzymovymi
pfipravky — predpoklad snizeni emisi je 0 35 — 50 %.
7. podrobeni zvifecich exkrementl procesu rychlokompostovani.

MozZnosti snizeni emisi bod 5., 6. je vSak nutné experimentdlné ovéfit a provést
ekonomické vyhodnoceni.

Procentudlni hodnoty, tykajici se predpokladaného snizeni produkce methanu ve vyse
uvedeném prehledu pokladdme za nadnesené a snad nepravdépodobné. Kroky v nékterych
bodech mohou byt totiz problémové (legislativa zakazujici plosné pouZiti antiinvaznich latek),
komercné narocné (poutziti biofiltr a enzymovych pripravkd), pripadné od nich nelze
ocCekavat takovou uroven zmeén (chlazeni).

Methan je také bézné uvolfiovan z vykalll dojnic na pastvé (Dolejs a spol. 2007), i kdyz je
methanogeneze vdzdna na anerobni prostredi.

Jednou zcest se ukazuje pouziti aditivnich latek do krmiv, které by mély ovlivnit
mikrofloru v travicim traktu zvirat, aniz by vsak ovlivnily plnoprodukéni zdravi zvirat (tak jako
antibiotika a sulfonamidy) a konecny produkt (ve svém dusledku potravni retézec). Takové
latky mohou byt nalezeny ve vegetabilnich surovinach farmaceutického primyslu.

Pritomnost skotu ovliviiuje pGdni spolecenstvi methanotrofnich bakterii, jejich nadmérny
vyskyt i spektrum. V pldach zatizenych skotem jsou vyrazné silné kolonie téchto

mikroorganismu a zvySeny vyskyt je patrny i v zimnim obdobi (Nitkulincova 2011).


http://cs.wikipedia.org/wiki/Methan
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http://cs.wikipedia.org/wiki/Kejda

2.3 Tvorba methanu v trdvicim traktu hospodarskych zvitat

Tvorba methanu je charakteristickd pro prezvykavce, protoie tento druh organismu je
schopen v anaerobnim prostredi zpracovavat celulézu. Systém Zaludk(l obsahuje komplexni
mikrofléru, navzdjem se ovliviujici a zasahujici do produkce tohoto plynu (zména pH,
nékteré slozky krmiva, onemocnéni aj.). Nicméné je nutné konstatovat, Ze methan se
vyskytuje také vexkrementech nepreivykavcl (prasat) a ptdkl (slepice). Komplexnost
tohoto metabolismu byla dokonale popsdna, zde je potfebné uvést pouze nékteré prvky
tohoto procesu, ke kterému se vazi sdéleni v nasledujicich kapitolach.

Methanogenezi zajistuji nékteré anaerobni organismy z domény Archaea, které jsou
schopné methanogeneze (tzv. methanogeni). Pfi anaerobnim rozkladu celulézy vznika velké
mnozstvi metabolickych produktl, z nichz nékteré jsou donory vodiku a elektronl (kyselina
mravenci, octova, methanol aj.); tyto donory nasledné zajistuji redukci oxidu uhli¢itého na
methan, tzn., Ze methanogeneze je de facto formou anaerobni respirace oxidu uhli¢itého.
Kromé mokiadd a morskych sedimentld jsou proto ideadlnim prostredim travici ustroji
prezvykavcl a termitd, v némz Ziji prvoci schopni metabolizovat celulézu (Klaban 2001).
K methanogenim patfi napf. archaea téchto druhi: Methanobacterium sp., Methanococcus
sp. Methanosarcina sp. a Methanospirillium sp.

Methanogeni patfi mezi Euryarchaeota; jednd se o pomérné Sirokou systematickou
skupinu organismu. Jejich konec¢ny metabolicky produkt — methan — predstavuje posledni
krok akumulace dusiku v mnoha anaerobnich prostredich, v nichz chybi anorganické
akceptory elektront (SO.>, Fe**). Methanogeneze u nich probihd ve velmi rozmanitych
prostfedich, nicméné limitujici je pH (patrné nizsi nez 5). Déli se podle metabolickych drah,
které mohou byt hydrogenotrofni, acetoklastickd a methylotrofni. V travicim Ustroji zvirat
(savci, bezobratli) dochazi k nekompletnimu rozkladu organické hmoty, pasaz je zde pfilis
rychld nez aby bylo stfevo kolonizovdno pomalu rostoucimi druhy acetoklastickych
methanogenu. Proto se zde uplatiuji predevsim rychle rostouci methanogeni vyuzivajici
vodik a formiat, pficemzZ acetat a organické latky jsou akumulovany a mohou byt vyuzity
zvitaty jako zdroj zivin (hydrogenoformni mikroorganismy).

Je nutné vzit v ivahu, Ze methanogeni jsou organismy ubikvitarni. Je to skupina s rlznymi
zastupci Zijicimi velmi dobfe vanaerobnich prostifedich (hnijici hmota, vlhké drevo,

kanalizace, ¢erné bahno, morské bahenni sedimenty), kde vyuZivaji oxid uhli¢ity a vodik a

v nutri¢né naro¢nych anaerobnich podminkdach s redoxnim potencidlem ~300 mV a pH 6-8;
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jako substraty vyuZivaji také formiat, acetdt, methanol a methylamin. Jsou schopné
metabolizovat jen Uzkou skupinu substratl a jsou dosud pomérné malo charakterizovany
s ohledem na metabolické, biochemické a strukturdlni vlastnosti (Sirohi a spol. 2010).
Mikroorganismy v bachoru lze obecné rozdélit na hydrogenogenni a hydrogenotrofni.
Sleduje se vztah mezi methanogeny a non-methanogeny a zaméreni na mikrobialni populace
vztahujici se ke snizovani produkce methanu, resp. na vztah hydrogenogennich
mikroorganismi (protozoa a fibrinolytické bakterie) a hydrogenotrofnich vyjma
methanogenu (Zhou a spol. 2011). Tomuto faktu je nutné ve vyzkumu vénovat ndleZitou
pozornost, protoZze mliZe byt zdrojem novych poznani, které zjednodusi pristupy k ovlivnéni
methanogeneze v bachoru.

Travici trakt ruminantl obsahuje béiné prvoky. Tito nalevnici byvaji casto osidleni
vhitrobunécnymi symbionty. Jde o celou skupinu prokaryotickych organismu, ktefi se mohou
vyskytovat jako parazité, predevsim vsak jako mutualisté a jako komenzalové. Dosud existuje
malo informaci o vzdjemnych metabolickych interakcich anaerobniho ndlevnika s jeho
symbionty (Gortz 2001) a to je pro ovlivnéni methanogeneze komplikujicim faktorem.
Vyznamnou skupinou endosymbiontll anaerobnich ndlevnikl jsou methanogenni
archibakterie (Novakova 2009). Tyto mikroorganismy Ziji vraznych podminkach (¢asto
extrémnich), v endosymbiotickém stavu; tato symbidza byla poprvé popsana u bachorovych
nalevnik( (Stumm a spol. 1982). Methanogenni archebakterie jsou zndmy svoji hostitelskou
specifitou, coz je dano jejich vertikdlnim prenosem (Hoek a spol. 2000). Zavislost mezi
vydejem methanu a poctem ndlevnikli nebyla sice prokazana, ale lze ocekdvat vyrazné
rozdily ve tvorbé plynu v pfimé zavislosti na poctu methanogennich endosymbiontl u
jednotlivych druhl nalevnik(. Vi se vSak, Ze methanogenni symbionti u bachorovych
2006).

Dalsi divod vyznamu methanogeze je v metabolickém plsobeni mikrofléry v bachoru.
Methanogenni bakterie v bachoru pfispivaji k eliminaci redukénich ekvivalentl. Ty byly
utvoreny pfi fermentaci, kterd probihd ¢innosti anaerobnich organism@ (Surin a spol. 2006).
Mikrobidlni ekosystém a methanogeneze u ruminantl byly pomérné Siroce rozebrany
v nedavné dobé (Morgavi a spol. 2010).

Anaerobni prostiedi v gastrointestinalnim traktu byloZravcl podporuje rozvoj specifickych

mikrobialnich spolecenstev, kterd predstavuji Siroké spektrum mikroorganism( od bakterii,
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anaerobnich hub aZ po anaerobni prvoky a je charakterizovano dostupnosti bohatého zdroje
rostlinnych sacharidovych polymer(. U byloZravych savcl (napfiklad ovce, hovézi dobytek
nebo kozy) nalezneme tyto mikroorganismy predevsim v bachoru, u Zivocichu, ktefi bachor
nemaji, se tyto organismy vyskytuji ve stfevé. Abychom pochopili jejich roli v bachorovém
ekosystému, musime znat vice informaci o mikrobidlni komunité a o jejich celkovém efektu
na fermentaci (Novakova 2009).

U prezvykavcl je nutné mit na paméti, Ze bachor je vysoce specializovanou ¢asti Zaludku,
v niz probiha trdveni rostlinného materidlu jako potravniho zdroje (za pusobeni bakterii
celulézového Stépeni, napf. Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus sp., Clostridium sp.).
V tomto systému metabolizuji bachorovi nalevnici sacharidy, produkuji aminokyseliny a
zpracovavaji nestravitelné strukturni polysacharidy az do formy nestabilnich lipid(, aby pak
mohly byt snadno absorbovany hostitelem a vytvaret tak jeho hlavni energetické zdsoby
systematicky do podtfidy Trichostomatia a mliZeme je rozdélit do dvou hlavnich skupin
(Ricard a spol. 2006): fad Entodiniomorphida (Entodinium simplex, Entodinium caudatum,
Eudiplodinium  maggii, Metadinium medium, Diploplastron affine, Polyplastron
multivesiculatum a Epidinium ecaudatum) a tad Vestibuliferida, dfive pojmenovany
Holotricha (Isotricha prostoma, Isotricha intestinalis a Dasytricha ruminantium).

Mikrobialni systém bachoru je mimoradné slozity a ukol tohoto systému, tj. prevést
efektivné komplexni sacharidy na jednoduché zkvasitelné cukry, je zc¢asti mozny diky
ucinnému odstraniovani vodiku pres redukci oxidu uhli¢itého na methan, cozZ je zajistovano
methanogeny. Tvorba methanu muiZe byt zablokovdna jen na kratkou dobu, protoze
ekosystém bachoru se snazi obnovit rovnovazny stav a vratit produkci methanu na pavodni
uroven za pouziti rGznych adaptivnich mechanism( (McAllister a spol. 2008). Samotny
reduktivni proces oxidu uhli¢itého v bachoru vSak neni ¢asto stechiometricky, tyto rozdily
nebyly do detailu vysvétleny a zde se nachdzi pole pozndni a ovlivnéni methanogeneze. Je
nesporné, ze slozeni krmiva ma zdsadni vyznam na rumindlni fermentaci jak se o tom
zminuje fada prehledovych ¢lanka (v posledni dobé napf. Sauvant a spol. 2011), ne vidy se
vSak k tomuto faktu ve velkochovech pfrihlizi.

U nepreZvykavcl savcl (prasata), tedy monogastrickych Zivocich(, existuje podstatné
odlisSny charakter fermentacnich procest, které probihaji jak ve fazi Zaludeéniho

zpracovavani prijaté potravy, tak specificky i v Usecich tenkého a nasledné i tlustého streva.
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Velmi specifické znaky, vlastnosti a nasledné i produkty metabolického procesu vykazuje
kategorie ptak( (hrabava a vodni drlibez). V Zaludku dochazi k rozkladu Skrobu (sacharidd) a
bilkovin a to nejen vlivem pfislusSnych enzym(, ale také specifické a casto i druhové
vyznamné odliSené mikroflory traviciho traktu. Dlsledkem této biochemické aktivity je
tvorba celé skupiny plyn(, kvalitativné i kvantitativné odliSnych od prezvykavcd. OdliSnost
tohoto procesu vychazi z faktu spotfeby a skladby krmiva: prezvykavci, jako kategoricti
bylozravci, pfijimaji velkd mnozstvi vegetabilni hmoty, v niz Stépi anaerobnim procesem
celuldzu v systému slozité struktury tfi predzaludkd a vlastniho Zaludku. Teprve ndsledné a
v relativné mensi mife dochazi k traveni v tenkém strevu a tracniku.

V pfipadé ptakd (drlibeze) jsou biochemické procesy traveni podstatné odlisné:
nedisponuji mikrobialni vybavou pro Stépeni celuldzy, tzn., Ze pro jejich travici systém nejsou
obvyklé methanogeny specifické pro prezivykavce, u kterych je travici trakt mimoradné
dlouhy, kdeito u téchto zvifat je naopak mimoradné kratky. Proto je za normalnich
podminek podil na emisi methanu u tohoto typu zvifat vyznamné nizky.

Ovlivnéni fermentace a mikrobidlniho profilu v travicim traktu hospodafskych zvirat
latkami pfirodni povahy je vénovana pomérné velkd pozornost. Zcela zasadni pozornost je
vénovana tomuto procesu u prezvykavcll, protoze produkce methanu je pravé u tohoto typu
zvirat nejvyssi. V tomto prehledu je pouZita reprezentativni literatura za poslednich 15 let

vyzkumu a to jak vysledky in vitro, tak pfimo na zviratech.
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3 SEKUNDARNI METABOLITY OVLIVNUJICI BACHOROVOU METHANOGENEZI

urcity potencidl vyuZiti v inhibici tvorby methanu v bachoru. Neni pochyb o tom, Ze tyto latky
jsou ucinné, velkym problémem vsak zlstavd nestandardnost a nedefinovanost produkt(
(extraktd), které jsou ktomuto Uucely pouzivany (resp. experimentdlné zkoumany).
V nasledujicim prehledu jsou uvedeny hlavni skupiny latek, u kterych byl prokazan biologicky
ucinek.

Témto latkam je vénovdana rada prehledovych ¢lankd. Z vysledkl( experimentu je zifejmé,
Ze rostlinné extrakty maji vyrazny potencidl pro vyuziti v ovlivnéni metabolismu bachorovych
mikroorganismu, je vSak tfeba vyuZzit metod molekuldrni biologie, aby byly do detailu
objasnény mechanismy ucink( a tim mohly byt tyto smési latek efektivné vyuzivany (Hart a
spol. 2008). Je rovnéZz vénovana pozornost sekundarnim metabolitim, které se mohou
vyskytnout v krmivu a diskutovan vztah mezi strukturou a uc¢inkem jednotlivych typl latek
scilem predikce vhodnych metabolitd pro dalsi studium vlivu na Sirokou skupinu
bachorovych mikroorganism( (Patra, Saxena 2009a).

Autorsky kolektiv, zabyvajici se studiem pfirodnich latek v Zivoc¢isSné vyrobé navrhl
v souvislosti s celosvétovym zajmem o fytogennich slozkach sofistikovany a logicky program
tykajici se nutricniho hodnoceni a vlivu latek pfirodniho plvodu na bachorovou fermentaci,
tvorbu methanu, produkéni zdravi zvirat, bezpecnost potravin a dopad na Zivotni prostredi.
Tento program zahrnuje pét fazi: (i) botanickou charakteristiku rostlin a jejich slozeni, (ii)
analytické studie o ucinné latce (latkach) prirodniho ptvodu, (iii) in vitro testy pro sledovani
ucinku latek na bachorovou fermentaci a methanogenezi (vlastni screening), (iv) studie in
vivo (pfijem krmiva, parametry bachorové fermentace, tvorba methanu, (v) studie o
dlouhodobém pfijmu pfirodnich latek (zdravi a vykonnost zvifat, kvalita a bezpecnost
potravin ZivocisSného plivodu, adaptace mikroorganisma, vliv na Zivotni prostredi aj.). Autofi
tuto predstavu diskutuji (Flachowsky a spol. 2012). Je nutné konstatovat, Ze navrh
predstavuje nejucelenéjsi koncepci systematického pfistupu k fytogennim zdrojlim z hlediska
vlivu na methanogenezi.

Do skupiny inhbitorli methanogeneze je zafazuje pomérné omezend skupina latek,
predevsim fenolickych (flavonoidy a dalsi). Saponiny napf. inhibuji methanogenezi ve
vysokych davkach. TFisloviny mohou tento proces inhibovat jak pfimo, tak prostfednictvim

inhibice rastu prvokd. Silice, organosirné slouceniny a flavonoidy mohou mit pfimy ucinek
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vuci methanogenezi. Ackoliv mohou mit tyto sekundarni metabolity rostlin negativni vliv na
vyuZitelnost Zivin v krmné davce, mlzZe byt methanogeneze potlacena, aniz by byla narusena
bachorova fermentace. To je dlvod, pro¢ by tyto latky mohly byt potencidlné pouzity ke
zmirnéni emise methanu u prezvykavcu (Patra, Kamra, Agarwal 2010).

Studii, které se zabyvaji extrakty nebo latkami zjedné rostliny, je velmi omezené
mnozstvi. Lze jmenovat napf. Impatines balsamina: obsahové latky nati sniZuji bachorovou
produkci methanu. V davce 2,5 % suché nati vsusiné krmné davky dochazi udajné ke
kompletni inhibici tvorby methanu, zvysuje se tvorba oxidu uhli¢itého a konverze amoniaku
na hruby mikrobidlni protein v rdmci mikrobidlni fermentace v bachoru. Nejucinnéjsi je sucha
rozemletd rostlina (Zhang a spol. 2012). Je skoda, Ze nebyly objasnény ucinné latky, které
takto plsobi, protoZe uvedenad rostlina je snadno péstovatelna a jeji zavedeni do SirSich
stajovych pokusl by urcité nepfinaselo problémy.

Existuji pomérné Siroce koncipované studie, které vyuZivaji celé skupiny rostlinnych
taxonU jako Andrographis paniculata, Azadirachta indica, Bambusa balcooa, Eclipta alba,
Alternanthera sessilis, Calotrips gigantea. Pokusy ukazaly, Ze listy Andrographis paniculata a
Azadirachta indica a klra Calotrips gigantea snizuji bachorovou methanogenezi, aniz by
neptiznivé ovliviiovaly ostatni parametry fermentace v bachoru (Santra a spol. 2012).
Nemald pozornost je vénovana také kombinacim rostlin s obsahem rlznych metabolitd,
napft. tfislovin a triterpenu v jedné rostliné. PFi studiu ovliviiovani bachorové mikrofléry u
bizonli se ukazalo, Ze uUc¢inné jsou z hlediska celkové tvorby plynu, produkce methanu a
aktivity enzym0 v ramci ruminalni fermentace (in vitro testy) pfedevsim (resp. prevainé)
tfislovinné drogy, jako Acacia concina, Terminalia chebula, Terminalia belerica a Emblica
officinalis, které byly testovany ve formé vodnych a alkoholovych (ethanol, methanol)
extraktd. Jako Ucinny se ukdzal predevsim methanolovy extrakt z T. chebula (Patra, Kamra
2006a). Vyrazny ucinek na sniZzeni tvorby methanu vykazuji také sekundarni metabolity
nékterych tropickych rostlin s obsahem nejen tfislovin, saponind, silic, ale i lignand,
triterpent, alkaloidl a dalSich, napf. Sapindus mukorossi, Terminalia chebula, Psidium
guajava a dalsi (Kamra a spol. 2006).

Na téma téchto latek jsou provadény rovnéz pokusy o meta-analyzu a ziskani zdsadnich
udaji z publikované literatury. Studie, které se vénuji sekundarnim metabolitim rostlin
(saponiny, tfisloviny, silice, organosirné slouceniny, celkem 36 publikovanych studii) jako

inhibitordm tvorby methanu, byly podrobeny metaanalyze, pti které se ukazalo, Ze inhibic¢ni
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ucinek je zavisly na typu slouceniny, ale predevsim na tom, zda byla provedena studie in vitro
nebo in vivo. Kazdd z téchto latek musi byt posuzovdna jednotlivé (a to i v rdmci jednoho
strukturniho typu), protoZze muzZe vykdazat antinutricni efekt (Patra 2010). Zastava vsak
otdzkou k posouzeni prakticka vypovédni hodnota této meta-analyzy, protoze ve vétsiné
studii nebyl pouzit stejny typ extraktl nebo smési latek s se meta-analyzy vyporadavaji

obtizné.

3.1 Saponiny

Saponiny jsou jednou ze skupin latek, kterym je vénovdna pozornost v souvislosti
s ovlivnénim rumindlniho metabolismu (mikrobidlnich populaci) a sniZzeni produkce
methanu. Jejich Ucinek je zavisly na typu téchto sloucenin (Patra 2009). Rostliny a extrakty
obsahujici saponiny tlumi bakteriolytickou aktivitu rumindlnich ciliatnich protozoi a zvysuji
tak celkovy tok proteinu z bachoru. Efekt nékterych saponinl je pfechodny, protoZe jsou
hydrolyzovany bakteriemi na sapogenin, ktery je vici prvokiim mnohem méné toxicky. Tento
typ slouéenin ma také selektivni antibakterialni uc¢inky, které mohou byt napf. prospésné pfi
fizeném traveni Skrobu (Wallace 2004). V této souvislosti o nich byla napsadna fada
pfehledovych ¢lankl (Wina a spol. 2005, Feng a spol. 2010). Vliv saponinl pfitomnych
v extraktech z nékterych rostlin na charakteristiky ruminalni fermentace a produkci methanu
byl objasfiovan ve studii v niZ se ukdzalo, Ze latky zasahuji predevsim do rustu kolonii prvoka
v rumen bez jakychkoliv negativnich efektll na fermentaci sledovanou in vitro (Ok a spol.
2010). Jiny efekt ovsem muze nastat po aplikaci téchto latek do organismu s krmivem.

Jen omezené jsou saponiny pouzivany jako samostatnd slozka. Patrné nejéasté;i
pouzivanym zdrojem téchto latek v zemédélské praxi z hlediska methanogeneze je klra
mydlokoru (Quillaja saponaria), pfipadné rlizné typu extraktl z ni pfipravené. Tento efekt
byl pozorovan u kombinované smési obsahujici saponiny mydlokoru (Quillaja saponaria) (0,6
a 1,2 g/L), propinoat (4 a 8 mM), a nitrat (5 a 10 mM). Existuje nazor, Ze tato kombinace
muzZe byt pouzita k praktickému ovlivnéni tvorby methanu (Patra a spol. 2013).

Vyznamny je sarsaponin z Yucca shidigera, ktery byl podroben biologickému testu na
mladych volech a sledovany jeho ucinky na ruminalni fermentaci, mikrobidlni profil, produkci
methanu a obsah metabolitl v krvi. Vysledky navdzaly na dfivéjsi studie in vitro (Lila a spol.
2003) a ukazaly, Ze latka mlze ¢astecné inhibovat methanogenezi v bachoru in vivo a zlepsit

fermentaci (Lila a spol. 2005). U extrakt( z Yucca shidigera s obsahem saponinl bylo pfi
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experimentech in vitro nalezeno inhibi¢ni plsobeni vzhledem k tvorbé methanu v rumen
v Siroké Skale krmiv s rGznymi slozkami a riznymi poméry téchto sloZzek (Xu et al 2010). Byla
také sledovana smés obou zminénych typU saponinl: triterpenovych (klira mydlokoru) a
steroidnich (podzemni ¢ast juky). Saponiny obsaZzené v této smési snizuji produkci methanu u
dojnic (in vitro). Nizsi mlécna uzitkovost po aplikaci saponin( a zdroven sniZeni vyuzitelnosti
krmné ddavky (pfi vyssSich davkach saponind) vsak ¢ini tyto latky mdlo atraktivnimi z hlediska
mozného vyuZiti pro redukci tvorby methanu in vivo (Holtshausen a spol. 2009). Jini autofi
vSak podobné vysledky nenalezli. Zajimavé biologické efekty byly zjistény pti sledovani
téchto obou typu saponint s [-1,4-galaktooligosacharidy z hlediska ovlivnéni bachorové
fermentace, produkce methanu a utilizaci dusiku u ovci. Ukazalo se, Ze poddani saponin(
z mydlokoru a juky sniZzuje v rumen obsah amoniaku, a celkovou koncentraci tékavych
mastnych kyselin, dochazi ke snizeni emise methanu, aniz by bylo ovlivnéno traveni vliakniny.
Aplikace saponint z juky at uZ s prisadou nebo bez ptisady zminénych galaktooligosacharid
snizuje pocet prvok( vrumen. At uz smési obou saponinl, nebo jen saponinl juky a
galaktooligosacharid mohou byt potencidlnimi a vyhodnymi pfisadami pro regulaci
bachorové fermentace (Pen a spol. 2007).

Separatné byly sledovany saponiny také z nékolika dalSich rostlin, hojné péstovanych.
Saponiny ziskané ze semen cajovniku (Camellia sinensis) inhibuji protozoa vrumen a
pravdépodobné snizuji aktivitu methanogenl spojenych s témito prvoky. Mohou byt
vyuzitelné pro nepfimou inhibici tvorby methanu u prezvykavcl, aniz by narusily funkce
bachoru (Guo a spol. 2008). Tomuto problému byl v nedavné dobé vénovdn pomérné
rozsahly prehledovy ¢lanek (Wang a spol. 2012). Byl také sledovan efekt sapindosidu (resp.
vyCisténého extraktu) ze Sapindus saponaria na ruminalni fermentaci a produkci methanu in
vitro v davce 1,5 % v suSiné krmiva. Doslo ke sniZeni tvorby amoniaku i poctu ruminalnich
prvokl. Ukazuje se, Ze tento extrakt by mohl byt pouZit také pro snizeni tvorby methanu,
(Wang a spol. 2012). Podle naseho ndazoru je vSak obsah saponinl pfilis vysoky. Sapindus
saponaria patfi mezi snadno ziskatelné plody a proto existuje potencialni zajem na jeho
vyuziti. Pfi porovnani inhibice methanogeneze navozené separdtné i smési saponinli z plodud
Sapindus saponaria, Enterolobium cyclocarpum a Pithecellobium saman (ruminalni likvor in
vitro) bylo zjisténo, Ze saponiny ze Sapindus saponaria tlumi velmi efektivné ruminaini
methanogenezi, nicméné neni to Ucinek spojeny pouze se snizenim poctu prvokd v rumen

(Hess a spol. 2003). Prakticky vyznam muzZe mit pouZiti steroidnich saponind ze semen
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piskavice (Trigonella foenum-graecum). Uz v dfivéjSich studiich bylo prokazano, Ze pfisada
vodného nebo methanolového extraktu ze semen piskavice neovliviiuje tvorbu celkového
plynu a methanu. Jak vodny, tak methanolovy extrakt sniZzuje vyuZitelnost Zivin z krmné
davky (Rejil 2006). V pokuse in vitro bylo prokdzano, ze 2 % pfisady semen do krmné davky
snizuje produkci methanu u pfezvykavcl a zvySuje vyuzitelnost krmné davky (Rejil a spol.
2007). Pfi sledovani vlivu nativnich a prazenych semen piskavice (Trigonella foenum-
graecum) na emisi methanu u skotu se ukdzalo, Ze pfisada 2 % nativnich nebo prazenych
semen snizuje emise methanu bez vlivu na chutnost a stravitelnost Zivin z krmné davky na
zakladé poklesu protozoalni populace bachoru. Zaroven se ukdzalo, Ze prazend semena
nemaji Zzadné vyhody oproti semenim nativnim (Rejil a spol. 2008).

Vliv na fermentaci a tvorbu methanu (u ovce) byl sledovan in vitro po pfidavku extraktu z
lékorice Cinského plvodu (nejspiSe Glycyrrhiza uralensis) tvofeného smési triterpenovych
saponinU a Siroké skupiny flavonoidnich Iatek. Vysledky ukdazaly, Ze pfisada 1 % extraktu do
krmiva je optimalni v pfipadé tohoto pokusu pro snizeni hladin methanu (Guo a spol. 2012).
Podobné byl sledovan u ovci extrakt z ¢inské 1é¢ivé drogy Fructus ligustri lucidi z hlediska
ovlivnéni tvorby methanu a rumindlni fermentace rovnéz u ovci (davka 1-4 g/litr bachorové
tekutiny). Vysledky ukdazaly, Ze extrakt linedrné snizil produkci methanu a amoniaku a pomér
acetat-propionat. V zadné z davek vsak extrakt nemél vliv na hodnotu pH bachoru a molarni
koncentraci acetatu a propiondatu. Doslo také ke zvysSeni bachorové fermentace a snizeni
poCtu F. succinogenes, resp. jeho potlaceni (Qiao a spol. 2012). Byl také popsan ucinek
tfislovin z Vaccinium vitis-idaea na ruminalni mikrobidlni fermentaci in vivo. Davka
rostlinného materidlu byla takova, aby odpovidala 2 g tfislovin/kg suSiny krmné davky.
Trisloviny vykazuji antimikrobialni aktivitu, sniZzuji pocet prvokl, ¢imZ se sniZzi produkce
methanu a koncentrace amoniaku (Cieslak a spol. 2012), je vSak otazkou, jak obsahové latky
zasahnou do dalsiho metabolizmu v travicim Ustroji zvirete.

Ostatni experimenty zahrnuji vétSinou smési saponinl srlznymi sekundarnimi
metabolity, které pochazeji z rGznych rostlin. Pozitivné je hodnoceno pouZiti smési oplodi
mangostany (Garcinia mangostana, tfisloviny) a plod( sapindu (Sapindus saponaria,
saponiny); po jeji aplikaci dochazi ke snizeni produkce methanu, ovSem v zavislosti na
obsahu vlakniny v krmivu; vyssi davky této pfisady nejsou zadouci (Poungchompu 2009).

Listy sesbanie (Sesbania sesban) a bodlaku (Carduus microcephalus) se semeny piskavice

(Trigonella foenum-graecum) a jejich extrakty ovliviiuji distribuci Zivin z objemnych a
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koncentrovanych krmiv a tvorbu methanu; suplementace listy bodlaku se ukazuje vhodna jak
pro objemna, tak pro koncentrovana krmiva, zatimco semena piskavice a listy sesbanie jsou
vyrazné ucinnéjsi pro koncentrovana krmiva z hlediska snizeni produkce methanu, jak
ukazaly pokusy in vitro. Je vSak potfebné tyto vysledky zhodnotit pokusy in vivo (Goel a spol.
2008a). V pripadé uvedenych tfi rostlin je pro snizeni produkce methanu a ovlivnéni
ruminalni fermentace velmi dllezité znat profil obsahovych latek, protoZze na ném vyznamné

zalezi vysledky studii (Goel, Makkar 2008b). Prozatim nebyl tento profil publikovan.

3.2 Tfisloviny

Trisloviny jsou hojné sledovanou skupinou latek z pohledu ovlivnéni methanogeneze u
prezvykavcl. Jsou jim vénovany prehledové ¢lanky (napf. Xu a spol. 2011). Z hlediska
zakladni struktury se jednd o dvé hlavni skupiny: o tfisloviny kondenzované (derivaty
flavonolu) a hydrolyzovatelné (estery glukosy s kyselinou gallovou). Pfi studiich in vitro bylo
zjiSsténo, Ze pro pouziti je vhodnéjsi aplikovat smés tfislovin kondenzovanych i
hydrolyzovatelnych, kterd je z hlediska methanogeneze u¢innéjsi nez samotné trisloviny
hydrolyzovatelné (Bhatta a spol. 2009). Trisloviny pfridané do krmiva mohou mit pozitivni vliv
na energetickou bilanci a vyuZiti bilkovin v bachoru. Z tohoto pohledu byl zjistovan vliv dvou
strukturnich typ0 tfislovin v ddvkach 20-200 g/kg susiny krmiva, konkrétné tfislovin
kondenzovanych (akacie — Acacia mearnsi a kebraéo — Aspidosperma quebracho-blanco) a
hydrolyzovatelnych (kastan — Castanea sativa a valonea tannins: Quercus sp.) na procesy
mikrobidlni fermentace v bachoru in vitro. Tfisloviny z akacie, kastanu anebo valonea-
tfisloviny v ddvce 50 g/kg krmiva sniZuji produkci methanu a predZaludkovou degradaci
proteinll s minimalnim neptiznivym vlivem na fermentacni aktivitu v bachoru (Hassanat a
spol. 2013). Ponékud kontroverzni udaje byly publikovany tureckymi autory, kteti sledovali
ucinek trisloviny z dubové kary (1-4 % prisady ke krmivu) s ohledem na fermentaci v bachoru
(metoda Rusitec). Pritom zjistili, Zze pH rumindlni tekutiny, celkovd produkce plyn( a také
produkce methanu nebyla témito tfislovinami pfiliS ovlivnéna, stejné tak jako rozklad
dusikatych latek v pfedzaludku, rozklad hrubé vlakniny, neutrdlni a kyselé detergentni
vlakniny, ackoliv digestibilita dusikatych latek v bachoru méla spise klesajici tendenci (Aktas a
spol. 2011). To dosvédcuje jednoznacné fakt, Ze vychozi surovina musi byt jednoznacné

definovana, aby bylo prfesné zndmo, s jakymi latkami se pracuje.
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Vyuzitelné tfisloviny jsou hleddny v rostlindch rlznych geografickych oblasti. Vysledky
byvaji obcas kontroverzni a nepochopitelné: pfi sledovani vlivu sekundarnich metabolitl in
vitro na produkci methanu, amoniaku a populaci rumindlnich protozoi, byla studiu
podrobena fada rostlin, pochazejicich z Indie, pfedevsim s obsahem tfislovin. Jako optimalni
se ukazaly rostliny Rauwolfia serpentina, Indigofera tinctoria a Withania somnifera, které
vyrazné potlacuji methanogenezi s minimalnim nepfiznivym Gcinkem na vyuZitelnost Zivin.
Autofi jsou toho nazoru, Ze tfisloviny obsaZzené v téchto rostlindch mohou byt zdrojem
pfirodnich latek, nové vyuZzitelnych v Zivocisné vyrobé (Bhatta, Saravanan 2013). To je velmi
kuridzni, protoze Rauwolfia serpentina je producentem vyznamnych indolovych alkaloidd
ovliviiujicich zdsadnim zplisobem psychiku a TK savcu, Indigofera tinctoria obsahuje v listech
indigo (a je otazkou, co muZe toto barvivo zplsobit ve tkanich hospodarskych zvifat), u
druhu Withania somnifera nejsou popisovany zadné vyznamné tfisloviny, ale steroidy.
Vysledky a dedukce autor(l jsou vSak pochopitelné — jednalo se o studii in vitro. Zajimavy
udaj uvadi Bhatta a spol.: sledovali obsah a ucinek tfislovin v 21 druzich léivych a
aromatickych rostlin. Na zakladé experimentalnich vysledkl dospéli kzavéru, ze
methanogeneze in vitro neni esencidlné spojena s metabolismem populace prvoku. Jako
nejaktivnéjsi taxony se v téchto pokusech ukazaly tfisloviny obsazené v listech Clerodendrum
inerme, Gymnema sylvestre a Sapindus laurifolia (Bhatta, Baruah 2013).

V soucasné dobé vyznamné komercionalizace jsou studovany rostliny, které jsou v této
dobé vyuzivany sice k jinym ucellm (ovoce, zelenina, technické rostliny), ale bylo by velmi
prospésné, kdyby akéni radius vyuziti mohl byt rozsifen (podobné ve farmacii jsou stara,
ovérena léciva podrobovana studiu na nové, terapeuticky vyuzitelnd léciva z divodu Setfeni).
Stejny postup je volen i u béiné vyuzivanych rostlin: do jaké miry je moziné ovlivnit
methanogenezi a fermentaci vrumindlnim likvoru u bizonld bylo sledovano u extraktu
(vodny, ethanolovy, methanolovy) zlistd béiné vyuzZivanych rostlin Mangifera indica
(mango), Eugenia jambolana (jamun), Aegle marmelos (bel), Ziziphus jujuba (ber),
Azadirachta indica (neem) a Ficus religiosa (peepal). Bylo zjiSténo, Ze methanolovy extrakt
z list mango inhibuje potencidlni ruminalni methanogenezi, aniz by vyrazné ovliviioval
charakteristiky ruminalni fermentace (Kumar a spol. 2011). Pfi sledovani vlivi produkt( ze
»sheanut” — bassie parkovy (Butyrospermum parkii, nyni Vitellaria paradoxa) byly pouZzity
pokrutiny (sheanut cake, SNC), extrudaty (expeller, SNE) a extrakty (SNSE) ve studii in vitro,

v niz byl sledovan vliv na fermentacni profil a populaci prvokud. Ukazalo se, Ze tyto produkty
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s obsahem fenolickych sloucenin (zde predevsim tfislovin) je vhodné zafadit do krmiva
prezvykavcl nejen jako zdroj energie a bilkovin, ale také k ochrané proteinl vzniklych
ruminalni degradaci a ke snizeni tvorby methanu (Bhatta a spol., 2012a).

Velkd pozornost je vénovdna obsahu tfislovin v tropickych rostlinach, protoze tropické
zemédélstvi mlze tento potencial velmi vhodné vyuzit. V rdmci této ,nové” strategie vhodné
pro vyzivu prezvykavcl v tropickych oblastech je zohledfiovan fakt, Ze nékteré picniny
v téchto regionech jsou chudé Zivinami a je proto vhodné maximalné vyuZit jejich digestibilni
slozky a zdroven se snazit o snizeni produkce plynl, hlavné methanu. Podle vysledku
experimentll vyhovuji tomuto poZadavku vegetabilni ¢asti Acacia angustissima a Sesbania
sesban (Bekele a spol. 2009). Ze stejného hlediska byl sledovan vliv kondenzovanych tfislovin
z list leuceny (Leucaena leucocephala), znamého a vysoce kvalitniho krmiva v Asii na
produkci methanu, ruminalni fermentaci a populaci methanogen( a prvokd in vitro. Ackoliv
maji tyto tfisloviny vyrazny vliv na redukci tvorby methanu, maji zaroven vyrazny negativni
efekt na digestibilitu krmné davky (Tan a spol. 2011). Podobné ucinky na depresi tvorby
methanu nalezl Huang (Huang a spol. 2011). Je vSak otazné s jakym experimentalnim
materialem (kvalitou extraktd) pracoval. Pfi SirSim screeningu tropickych rostlin s obsahem
tfislovin tlumicich bachorovou methanogenezi bylo zjisténo, Ze velmi vhodnymi taxony pro
blizsi studium jsou Acacia mangium, Biophytum petersianum, Jatropha curcas a Psidium
guajava (Hariadi a spol. 2010). Ve studii, zabyvajici se listy Autocarpus integrifolia, Jatropha
curcas a Sesbania grandiflora bylo zjisténo, Ze obsahové latky (tfisloviny) vyznamné potlacuji
methanogenezi. Mohou byt proto potencialnim zdrojem pro praktické vyuziti (Bhatta a spol.
2012b). Tito autofi se dlouhodobé zabyvaji tfislovinami jako modifikatory bachorové
¢innosti a to zejména u tropickych rostlin, nezdd se tedy, Ze by to byla studie pouze
védeckého vyznamu. To se tyka ovSem jen geografickych oblasti, kde jsou tyto vegetabilni

zdroje béiné.

3.3 Ostatni fenolické latky

Vliv na methanogenezi maji i nékteré fenolické netfislovinné latky. Vyznamnou roli (do jisté
miry malo pochopitelnou) zde sehravaji produkty z ledvinovniku zapadniho (Anacardium
occidentale). Inhibice tvorby methanu a zvysSeni tvorby propionatu u prezvykavci (v pokuse
in vitro) byla nalezena pravé u produktl z ledvinniku (keSu) — cashew nutshell liquid (CNSL) —

de facto extraktu, ziskaného zpracovanim odpadnich produktd za studena nebo za tepla.
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V jednom z experiment(l, pfi pouziti Cistych kultur mikroorganismu bylo zjisténo, Ze tento
produkt brani rlstu bakterii produkujicich vodik, formiat, ale neovliviiuje rlist bakterii
zavislych na tvorbé propionatu. CNSL je bohaty na fenolové latky (anakardové kyseliny,
kardol, kardanol) ovliviiujici mikrobidlni profil v bachoru a tim i sniZzeni produkce methanu a
zvy$eni produkce propiondtu (Watanabe a spol. 2010). U¢inek CNSL z hlediska snizeni
obsahu methanu vrumen je vyznamné spojen se snizenim obsahu acetatu a vyznamné
spojen se zvySenim obsahu propionatu a vodiku. Tyto vysledky ukazuji, Ze extrakt je schopen
snizit produkci methanu a acetatu, aby doSlo ke zvySeni produkce vodiku a tvorbé
propiondtu in vivo (Mitsumori a spol. 2013). Jako zajimavy se ukazuje pokus pfi pouziti oleje
z ofechll keSu na produkci methanu a rumindlni fermentaci (bohuzel jen u malého poctu
experimentalnich zvitat): tato surovina pusobi jako silny inhibitor methanogeneze a agens
zvysujici hladiny propionatu zasahem do mikroflory bachoru, aniz by ovsem byla ovlivnéna
vyuZitelnost krmné davky (Shinkai et al 2012). VyuZitelnost produktd z keSu se nam vsak zda
velmi problematicka: kardol, jeho derivaty a anakardové kyseliny jsou vyrazné iritujicimi
l[atkami a bylo by asi velmi obtizné dosahnout jejich schvaleni k pouziti, ackoliv je uvedena
surovina levna a snadno dostupna, protoze produkce kesu ofechi je vysoka. Pripravit krmivo
s témito latkami, uskladriovat jej a predevsim s nim manipulovat je podle naseho nazoru
nerealné bez vyznamnych komplikaci u obsluhujiciho personalu.

Z flavonoidnich latek byl sledovan glykosid rutin. Pfi sledovani jeho vlivu in vitro na
fermentaci v rumindinim likvoru bizon nebyl zjistén zadny vyznamny ucinek na pomér
acetdt : propionat. Po jeho aplikaci mirné klesa produkce methanu na jednotku
degradovaného substratu. Zda se, Ze by mohl byt potencialné vyuzitelnou latkou ovliviujici
rumindlni fermentaci, ale jeho davka musi byt jesté optimalizovana, aby bylo dosazeno
maximalniho snizeni methanogeneze a zdroven nebyly negativné ovlivnény dalsi parametry
digesce (Shete 2009). Rutin je sice latkou komeréné dostupnou a nepfilis drahou (zhruba
pred 10 lety zacal opoustét svoji pozici mezi |éCivy a pFfesunuje se spiSe oblasti nutraceutik),
v Evropé by viak bylo vyhodné pouiZit jeho laciny zdroj — nat pohanky obecné (Fagopyrum
esculentum). Rutin, kvéty pohanky a celd nadzemni ¢ast snizily produkci methanu o vice nez
10 %. Objevily se zde vsSak rozdily v ucinku na bachorovou fermentaci mezi rutinem a
samotnou pohankou. Teprve studie in vivo mohou tyto rozdily prfesné pojmenovat (Leiber a
spol. 2012). Aby véc nebyla jednoduch3, i zde se vyskytuje komplikace spocivajici v tom, ze

tésné pred kvétem vzrlsta v nadzemni ¢asti (predevsim v poupatech) obsah naftodianthronu
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fagopyrinu, ktery je chemicky stabilni, omezené se rozklada pfi suseni i silaZzovani, a vyvoldva
fototoxicitu.

Produkce methanu, resp. populace methanogenl v ruminalni tekutiné u bahennich
bizon( byla vyrazné ovlivnéna kombinaci kokosového oleje (Cocos nucifera) a prasku z oplodi
mangostany (Garcinia mangostana) s obsahem flavonoidd a anthocyan(. Jako optimalni se
ukazuje kombinace maximalné 6 % kokosového oleje a 4 % prasku z oplodi mangostany
(vztazeno na susSinu krmiva) (Pilajun a spol. 2011). Nesporné zde hraje vyznamnou roli
kokosovy olej, jak bude uvedeno v pfislusné dalsi kapitole.

Xanthohumol z chmele (Humulus lupulus) byl podroben predbéznému studiu z hlediska
vlivu na mikrobidlni populaci, produkci methanu a zakladni parametry bachorové
fermentace. V tomto in vitro pokusu se ukazalo, Ze tzv. zdkladni substrat s obsahem 0,1 mg
xanthohumolu/400 mg trituraéni smési (luéni seno + jecna mouka 60 : 40) snizZil po 24
hodinach produkci methanu o cca 12 %. Praktickd vyuZitelnost tohoto poznatku vsak bude
moci byt posouzena aZz po dlouhodobych studiich in vivo (Zmora a spol. 2012).

Snizeni tvorby methanu in vitro bylo navozeno také podanim patentovaného pfipravku s
extraktem z Curcuma aromatica a to zejména u zvirat, kterd byla krmena sldmou. Produkt je

velmi jednoduchy, stabilni a mGze byt Siroce pouzivan (Matam a spol. 2013).

3.4 Silice a terpeny

Silice jsou predstavovany smési monoterpenli o 10-50 (i vice) slozkach. Pokud jsou silice
pouzity jako objekt studia, velmi zalezi na jejich sloZeni, resp. standardizaci. Z téchto divodu
jsou nékdy vysledky problematické. Bézné jsou ke studiu pouzivany silice zndmych rostlin
(dobromysl, mata, ¢esnek, blahovicnik, skorice a dalsi) a to pravé z davodu jejich ovéreného
antimikrobidlniho Ucinku. Screening rostlinnych (a motskych) zdroj, resp. pokusy provadéné
in vitro s fadou téchto surovin v posledni dobé ukazuji, Ze toto studium je velmi produktivni a
mUze prinést pozitivni a vyuZitelné vysledky z hlediska inhibice tvorby methanu (Durmic a
spol. 2013, Wanapat a spol. 2012).

Silice jsou jednou ze skupin latek, kterym je vénovana velkd pozornost z hlediska jejich
biologickych ucinkd, v tomto pripadé také z hlediska ovliviiovani bachorové mikroflory, resp.
modifikace mikrobialni fermentace a tim procest, které s ni souviseji (Calsamiglia a spol.
2007). Po podani silic farmaceuticky vyznamnych rostlin bylo zjiSténo vyrazné snizeni tvorby

amoniaku z metabolismu aminokyselin v bachoru. Uvadi se, Ze tento efekt je zprostfedkovan
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Castecné vlivem na hyper-NHs-produkujici bakterie a ¢aste¢né efektem na protein a Skrob
fermentujici bakterii Ruminobacter amylophilus (Wallace 2004). Patra publikoval pfehledovy
¢lanek (Patra, 2011) o ucinku silic a jejich antimikrobidlnim puasobeni vici nezaddoucim
mikroorganismim v bachoru a také jejich vztahu kinhibici methanogenze, zlepSeni
metabolismu proteinu a vyuZitelnosti krmné davky a také zvySeni tvorby CLA. Ackoliv je
uvadéno jejich antimikrobidlni plsobeni in vitro (zejména nékterych jejich sloZek), nejsou u
prezvykavcl vysledky zmoiného ovlivnéni bachorové mikrofléry konzistentni.
Jednoznacnych vysledkd mizZe byt dosazeno teprve po statisticky vyhodnocenych pokusech
in vivo, dostate¢né opakovanych. Meta-analyze byly podrobeny studie o mozném vyuziti
extraktl ze silicnych rostlin (fermentacni charakteristiky a vyuZitelnost krmiva). Tyto latky
brzdi ¢innost protozoi v davce 200 mg/kg susiny krmiva a vyssich, zatimco v nizsich davkach
pUsobi spiSe jejich stimulaci. Vysoké davky vSak nemusi nutné zménit bachorovou
fermentaci, anebo zlepsit vyuZitelnost krmiva (Khiaosa-ard a spol. 2013).

Casté jsou zpravy o studiu ucinku silice z dobromysli (Origanum vulgare). Hristov se
spolupracovniky uvadi patentovou prihlasku obsahujici pfedevsim nadzemni ¢ast dobromysli
(Origanum vulgare) s obsahem thymolu, geraniolu, karvakrolu a derivatd hydroxykoticovych
kyselin pro sniZeni enteralni produkce methanu. Doporucena denni davka je 500 g list(i/den
(Hristov a spol. 2011). Toto sdéleni patrné vychazi z dfivéjSich experimentdlnich zkusenosti —
pfi sledovani ruminalni fermentace u mléénych krav po podani dobromysli (Origanum
vulgare) byl zjisténo, Zze po podani davky 500 g suchého vegetabilniho materialu (listy)/den
pfi krmeni se nezménily senzorické parametry mléka a zvysil se obsah mlé¢ného tuku, doslo
k vyznamnému poklesu tvorby methanu v bachoru za 8 hodin po podani celkové davky. Na
zakladé experimentl se vSak zda nepravidelné, Ze produkce methanu bude ovlivnéna ve
stejném rozsahu, resp. v prabéhu celého cyklu krmeni (Tekippe a spol. 2011). Byl také
sledovan vliv listd Origanum vulgare na ruminalni fermentaci, tvorbu mléka a obsah
mastnych kyselin u dojnic. V davce 250-750 g list(i/dojnice/den nebylo pozorovano ovlivnéni
laktace ani mastnych kyselin v mléce. Byla sniZzena produkce methanu (za 8 hodin po
podani), po 24 hodinach viak uz toto snizeni nebylo detekovano, Orignaum vulgare ma tedy
vliv pouze na snizeni produkce methanu (Hristov a spol. 2013).

Pfi sledovani ucinku silic nékterych zndmych |écivych rostlin (Jambosa caryophyllum,
Eucalyptus globulus, Allium sativum, Origanum vulgare, Mentha x piperita) na tvorbu

methanu a procesy fermentace a mikrobialni profil v ruminalni tekutiné in vitro v davce
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0,25-1 g/litr rumindlni tekutiny byly zjiStény vyrazné inhibi¢ni Gcinky z hlediska tvorby
methanu. Vzhledem k antinutriénimu Ucinku téchto biologicky aktivnich smési (pfi pouZiti
nejvyssi koncentrace) lze uvaZzovat o poutziti jednotlivych silic jen tehdy, budou-li ve svém
ucinku synergizovany néjakou dalsi latkou (Patra a spol. 2012). V pfipadé sledovani vlivu 14
rostlin a 88 druh( silic na ruminaini fermentaci a produkci methanu se ukdazalo, Ze pouze
Origanum vulgare snizuje vyznamnéji produkci methanu (31 %); nékteré ze silic vykazaly také
anti-methanogenni efekt (Anethum graveolens, Lavandula latifolia, Ocimum basilicum 20-30
%) a mlZe byt o nich uvazovano jako o perspektivnim zdroji (Tekippe a spol., 2012).

Druhym taxonem, ktery je sloZzenim silice blizky dobromysli, je tymian (Thymus vulgaris),
pfedevsim z hlediska obsahu hlavnich sloZek v silici (thymol, karvakrol). Ovlivnéni produkce
methanu bylo také sledovano za pouzZiti extraktu z tymidnu (Thymus vulgaris). Methanolovy
extrakt z nati (0,25; 0,50 ml) byl fedén fedén ruminalnim likvorem a byla pouZita 100%
vojtéskova dieta. Vysledky pokus( ukazaly, Ze produkce methanu byla snizena za 4—96 hodin
po aplikaci (Ahari a spol. 2011). Bohuzel, metodické nastaveni pokusu se nezdd byt pfilis
Stastné; vojtéska obsahuje triterpenové saponiny, které mohou ovliviiovat ruminalni
fermentaci samy o sobé. Navic je pouziti methanolového extraktu ponékud problematické a
nezvyklé z divodu pritomnosti rozpoustédla. V dalsi studii (prehledovém ¢lanku) se autofi
zabyvali nejen vlivem na methanogenezi ale i na mikrobidlni aktivitu obsahovych latek, a
také na UcCinky digestivni, antioxidacni, digestivni, imunostimulaéni, antivirové,
anthelmintické. Ackoliv je tymidn béinym kofenim v humanni praxi dobfe znamym a
pouzivanym, jeho vyuziti ve vyzivé zvirat je pomeérné nizké, chybi vysledky jednoznacnych
experimentl. Pravé nékteré doplrikové vedlejsi ucinky by mohly byt vyuzitelné v komplexnim
zasahu sniZeni tvorby plyn( (Mirzaei-Aghsaghali, 2012).

Dalsi rostlinou, které je standardné vénovana velkd pozornost, je ¢esnek (Allium sativum).
RGzné koncentrace ¢esnekové silice (3, 30, 300, 3000 mg/litr) cesnekové silice, diallylsulfidu,
diallyldisulfidu, allicinu a allylmerkaptanu pfidané k ruminalni tekutiné, vykazaly vliv na
produkci methanu. PFi koncentraci 300 mg/litr snizila silice, disallyldisulfid, a allylmerkaptan
produkci methanu o 73,6, 68,5 a 19,5 % ve srovnani s kontrolou. Tyto vysledky potvrzuji
schopnost uvedenych latek pozitivné zasahnout do produkce methanu a ptispét ke zlepseni
vyuZziti drovné bachorové energie (Busquet a spol. 2005). Extrakty (vodné, ethanolové,
methanolové) pfipravené z nékolika druh(i bézného koteni (fenykl, ¢esnek, cibule, hiebicek,

zazvor) byly podrobeny studiu na inhibici methanogeneze, rlst prvokl a inhibici
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methanogenze. Kazdy extrakt z téchto rostlin vykazal urcitou fragmentarni aktivitu, jedinym
druhem se zajimavym ucinkem byl ¢esnek (Allium sativum); jeho ethanolovy a methanolovy
extrakt vykazal sniZeni tvorby methanu v bachoru, aniz by negativné ovlivnil bachorovou
fermentaci (Patra a spol. 2006). Methanolové a exthanolové extrakty z fenyklu (Foeniculum
vulgare) a ¢esneku (Allium sativum) maji schopnost inhibovat methanogenezi v bachoru, bez
neptiznivého ovlivnéni rumindlni fermentace (Patra a spol. 2010). Ovlivnéni methanogeneze
a mikrobidlniho spektra bylo sledovdno za pouziti dvou typl extraktl z ¢esneku setého:
normalniho a deodorizovaného. Pfisada cesnekové silice ovliviiuje fermentacni bachorové
procesy (resp. mikrobialni profil), zvySuje podil propiondtu na ukor acetdtu a inhibuje
methanogenezi. U¢inng&jsi se jevil nativni extrakt (Lu a spol. 2010). Silice podané ve smisené
dieté mély antimethanogenni aktivitu. Pfisada Allium sativum ale neni pfilis pfizniva, protoze
snizuje stravitelnost Zivin (vyuZitelnost krmné davky), protoZze muze ovliviiovat tvorbu SCFN
(Sirohi et al 2012). Jako zajimavé se ukazuje také pouziti cesneku (Allium sativum) jako
modifikatoru ekologické a ekonomické Zivocisné vyroby. Antimikrobialné ucinné sekundarni
metabolity jsou selektivnimi inhibitory methanogeneze, nemaji nepfiznivy U¢inek na stabilitu
krmiva a degradaci zZivin v bachoru. Tlumi Ucinek protein degradujicich bakterii a ovliviuji
pfiznivé tvorbu amoniaku v bachoru. Tato surovina ¢eka jesté na svoje ptiznivéjsi zhodnoceni
(Kamra a spol. 2012). Pro inhibici ruminalni methanogeneze byl poddn patent na sloZeni
pfipravku s obsahem silicnych sloZek ze skofice (zdroj cinnamaldehydu) a ¢esneku (zdroj
diallyldisulfidu) (Ferrater a spol. 2009).

Skofice (Cinnamomum zeylanicum) je béiné kofeni a léCiva rostlina. Jeji silice s obsahem
cinnamalkoholu a cinnamaldehydu ma antibakteridlni, antimykotické a spasmolytické ucinky.
V této studii byl sledovan vliv vodno-alkoholového extraktu (saponiny, tfisloviny, silice)
z praskované kary na methanogenezi a fermentacni procesy v bachoru ve trech rlznych
dietach s ¢irokem (davka 1-3 ml tekutého extraktu/litr ruminalni tekutiny). Nejvyssi Gcinek
byl zaznamenan pfi pouZiti 3 ml extraktu/litr rumindlni tekutiny o 45,37 % (Goel a spol.
2011). In vitro byl sledovan vliv aktivnich slozek nékterych silic (eugenol, karvakrol, citral a
cinnamaldehyd) v kombinaci s fumardtem v 5 rlznych pomérech na fermentacni aktivitu
ruminalni fléry (sledovana hladina methanogend, protozoa, houby, Fibrobacter succinogenes
and Ruminococcus flavefaciens). Pfisady téchto latek mély konzistentni vliv na bachorovou

fermentaci, ale vyssi hladiny vyvoldvaji inhibici aktivity bachorovych mikroorganism(. Pfisada
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fumaratu maze zvysit inhibi¢ni Uc¢inek téchto latek na tvorbu methanu — plsobi synergicky,
protoZe je vyssi neZz by odpovidalo béznému stechiometrickému vypoctu (Lin a spol. 2013).

Z dalsich farmaceuticky vyznamnych rostlin byla sledovana silice z maty peprné (Mentha x
piperita). Pouziti této silice inhibovalo in vitro ruminalni methanogenezi aniz by ovliviiovalo
zakladni parametry bachorové fermentace (Zmora a spol. 2012). Smés matové silice a
cesnekovych cibuli (Allium sativum) byla sledovana z hlediska rumindlni fermentace,
mikrobidlni profil v travicim Ustroji a tvorbu methanu: ukazalo se, Ze tato smés je ucinnd u
buvoll (Verma a spol. 2012).

Byl také sledovan vliv silice z blahovi¢niku (Eucalyptus globulus) na methanogenezi a
fermentaci krmiva in vitro v ruminaini tekutiné bizond. Tato smés monoterpen( potencidlné
inhibuje produkci methanu, ovéem neni dostatecné jasné, jaka davka je potiebnd pro
odpovidajici ucinek in vivo, aniz by se neprojevily vedlejsi, nepfiznivé Gcinky na vyuzitelnost
krmné davky (Kumar, Kamra a spol. 2009).

Pfi posuzovani vlivu silice z citroniku ¢inského (Citrus sinensis) byla shledana jeho vyrazna
antimikrobidlni aktivita, ktera inhibuje vétSinu fermentacnich procesu. Z tohoto divodu musi
byt provedeno hlubsi stanoveni vlivu této silice na pfijem potravy, vykon zvifat a celkovy

profit in vivo (Kamalak a spol. 2011).

3.5 Ostatni sekundarni metabolity

Z téchto latek hraje vyznamnou roli pouziti statind. inhibitory HMG-CoA reduktasy maji
pfiznivy vliv na methanogenezi ovlivnénim archont (Liu a spol. 2011). Tyto inhibitory maji
schopnost zasdhnout do metabolismu isoprenoidl nutnych pro vystavbu bunécné stény
archei. Kvasné bakterie v bachoru neinhibuji (jejich lipidy jsou tvofeny estery mastnych
kyselin s dlouhym retézcem s glycerolem). V této souvislosti bylo zjisténo, Ze lovastatin ma
inhibi¢ni uc¢inek na rumindini methanogenezi, zasahuje vyrazné do exprese HMG-CoA
reduktazy, klicového enzymu pro vystavbu bunécné membrany methanogennich archaei
(Jahromi a spol. 2013). Mevastatin a lovastatin (10 nM) inhibovaly rist kmen( ruminalniho
mikroorganismu rodu Methanobrevibacter. Neinhibovaly rist kmen( bakterii Ruminococcus
albus, R. flavefaciens, Butyrivibrio fibrisolvens, Fibrobacter succinogenes a Selenomonas
ruminantium, které jsou zasadni pro ruminalni fermentaci (Stépeni celuldzy, skrobu a dalsich

rostlinnych polysacharidii (Wolin a spol. 2006). V pfipadé lovastatinu byla sledovana
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fermentace Monascus (Monascus ruber, mikromyceta z oddéleni Ascomycota) na pevné fazi
(SSF), v tomto pripadé na ryzové slamé, ktera mize byt pouZita pro supresi methanogeneze
v rumindlnim ekosystému se viemi navaznostmi (ovlivnéni mikrobialniho spektra v bachoru).
Tento produkt snizuje nejen produkci methanu, ale také totalni populaci methanogent a
zvySuje hladiny celulolytickych bakterii (Ruminococcus albus, Fibrobacter succinogenes a
Ruminococcus flavefaciens) (Faseleh a spol. 2013). Ackoliv metabolity houby Monascus maji
inhibi¢ni u¢inek na methanogenezi in vitro, kratkodobé in vivo jsou bez zjevného negativniho
vlivu na bachorovou fermentaci a ukazuji se jako potencialné vyuZitelné pro toto ovlivnéni
(Morgavi a spol. 2013), pokldadame praktické vyuziti této latky za zdlezitost velmi
problematickou. Jsme toho nazoru, Ze aplikace by nebyla vhodna, protoZe statiny predstavuji
v soucasnosti vyznamna léciva (lécba hypercholesterolemii). Je pravdou, Ze lovastatin se uz
prakticky nepouziva, nicméné pti pravidelné podprahové koncetraci v pfijimanych
potravindch m(iZze existovat urcité nebezpeli genové exprese, resp. ovlivnéni izoenzymu
CYP450 a tim terapeutickych probléma.

Z ostatnich sloucenin se jako zajimava latka mize jevit antibiotikum aibellin. V roce 1993
bylo jako zcela nova latka poprvé izolovdano zfermentaéni tekutiny kultury
Verticimonosporium ellipticum a uréena jeho struktura. Prvotni pokusy ukazaly, Ze zvySuje
produkci propionatu a snizuje methanogenezi u ruminalnich mikroorganismt (Kumazawa a
spol. 1993). Prakticky ve stejném obdobi byly publikovany zprdvy o rozpracovanych studiich.
Tento eikosapeptid vyrazné modifikuje ruminalni fermentaci in vitro: skutecné zvySuje
produkci propiondtu, snizuje Uroven methanogeneze, aniz by vyrazné ovlivnil produkci
celkovych VFA, prezivani protozoi a traveni celulézy. Ma vyhodnéjsi vlastnosti nez dfive
Siroce pouzivany monensin a mohl by byt pouzit jako vyznamny modifikator ruminalni
fermentace (Hino a spol. 1993). Od 90. let minulého stéleti do soucasnosti vSak existuje

pouze 7 praci, které se aibellinem zabyvaji tématem s nevyraznou praktickou vyuzitelnosti.

4 PRIMARNI METABOLITY

Ackoliv primarni metabolity nejsou v pfimém zajmu této studie, nebylo by vhodné je do
tohoto prehledu nezahrnout, protoZe se v radé pripadd uplatniuji v kombinaci bud se
sekundarnimi metabolity anebo s potravinarskymi (sekunddrnimi) surovinami, kterd maji

perspektivu byt vyuZzity v ZivoCiSné vyrobé.
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4.1 Alifatické hydroxykyseliny

Jednou z diskutovanych latek je kyselina fumarova. Nezda se byt vhodnym prostfedkem pro
ovlivnéni archei, protoze nesnizuje produkci methanu v bachoru, dochazi pouze ke zvyseni
tvorby SCFA (Riede a spol. 2013). Po meta-analyze praci, zabyvajicich se vlivem této latky na
mikroorganismy bachoru se ukazalo, Ze poddvani fumaratu po delsi dobu do krmiva muze
zesilit jinak malé populace reduktort této kyseliny. Nékteré z téchto mikroorganism(i mohou
byt uzZite€né pro zlepSeni premény fumardtu na propionat. Strategie zalozena na zvySovani
kapacity bachoru z hlediska pfevodu fumaratu na propionat a udrZzovani nizké koncentrace
fumaratu se zda byt efektivni. Z téchto pokusl vyplynulo, Ze pfi navrhovani strategii pro
snizovani produkce methanu je tfeba vzit v Uvahu pfitomnost externich elektronovych
akceptord (Ungerfeld a spol. 2007). Po aplikaci linolenové kyseliny s kyselinou fumarovou
nebo jable€nou se zvySuje tvorba CLA a sniZuje se tvorba methanu ruminalnimi
mikroorganismy (Li a spol. 2009). Na biologickou aktivitu silicnych slozek z hlediska produkce
methanu in vitro ma také vyrazny vliv zplsob poddni; napf. vazba na cyklodextrin vyznamné
ovliviiuje parametry ucinku. MUZe se zde pfiznivé uplatnit také vliv souc¢asné pridanych
organickych kyselin, jako fumarové a jablecné kyseliny. Z hlediska inhibice tvorby methanu

se ukazalo, Ze kyselina fumarova je vyznamné ucinnéjsi nez jable¢na (Tatsuoka a spol. 2008).

4.2 Mastné kyseliny

MCFA jsou velmi atraktivni skupinou latek, které zacaly byt pouzivany kromé potravinarstvi
také v zivocisné vyrobé. U kyselin typu C12:0 a C14:0 byl sledovan potencidlni synergicky
efekt vtekutiné bachoru z hlediska methanogeneze (Hohenheim test). Pfi samostatném
pouziti tlumi methanogenezi v nejvyssi mife pouze kyseliny C12:0, v pfipadé smési C12:0 a
C14:0 vsak byly zaznamenany také vyuzitelné vysledky. Je vSak zfejmé, Ze tento typ kyselin
muze byt vhodnou doplnkovou latkou v krmivu (Soliva a spol. 2002).

K ovlivnéni defaunace v bachoru u ovci byl pouzit kokosovy tuk (obsahujici vedle MCFA
jejich glycerol-estery), ktery snizil tvorbu methanu (Machmueller a spol. 2003). Z hlediska
ovlivnéni methanogenze byly provedeny testy in vitro (8 pokust) i in vivo (4 pokusy) s MCFA
(ziskanymi hydrolyzou z kokosového tuku), v nichz bylo provedeno srovnani s kokosovym
tukem a LCFA. Kromé sledovani vlivu konkrétnich MCFA na methanogenezi, celkového vlivu
na bachor a trdvici Ustroji, krmivarskych parametrl umoziujicich pfipadné vyuzZiti inhibi¢nich

ucinkd MCFA na methanogenezi, mozné nahrady kokosového tuku (olej z palmovych jader,
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olej z geneticky modifikované repky), byly hodnoceny dalsi parametry. Z téchto pokusu
vyplynul pomérné detailni pfehled mnoho interakci uvnitf bachoru, z nichZ se doslo k zavéru,
ze efektivni je prisada 3 % MCFA do krmiva (kyseliny C12:0 a C14:0), ktera snizuje tvorbu
methanu in vivo az o 50 % (Machmueller 2006).

Zda se, ze krmivovym faktorem pro snizeni bachorové methanogeneze mohou byt mastné
kyseliny Inénych semen. Deprese produkce methanu u dojnic je zavisld na formé, v jaké jsou
mastné kyseliny podavany (Inény olej, nativni semena a semena extrudovana) v souvislosti
s dalSimi slozkami krmiva. Mohou se zde objevit urcité nezddouci efekty suroviny (v profilu
mlécného tuku v zavislosti na chemovaru pouZitého Inu) a je proto tfeba nalézt optimalni
miru, aby pfipadné pouziti Inénych mastnych kyselin mohlo byt akceptovdno pro
mlékarensky pramysl (Martin a spol. 2008). Obsahové latky Inénych semen zasahuji do
exprese genu produkujicich methan v bachoru dojnic. Je vsSak treba se zaméfit na
mechanismus ucinku téchto latek z hlediska tvorby methanu a soucasné na genovou expresi
u methanogenl (Li a spol. 2012). Je otazkou, zda rozhodujici roli vtomto ovlivnéni hraji
opravdu klasické mastné kyseliny, anebo dalsi latky Inénych semen, predevsim lignany typu

sekoisolariciresinolu, které jsou v zaZivacim Ustroji Zivocichl intenzivné metabolizovany.

4.3 Polysacharidy

Byla sledovana stravitelnost ryZze a ryZzovych otrub v krmné ddvce s ohledem na produkci
methanu in vitro v ruminalni tekutiné. Ukazalo se, Ze v pfipadé FTMR byla vyssi stravitelnost
a nizsi tvorba methanu nez pfi hodnoceni fresh TMR s ohledem na finalni pH, které prispiva
ke konverzi laktdtu na propionat a inhibuje produkci rumindlniho methanu (Cao a spol.
2012). Nativni ryzové otruby snizZuji produkci methanu v bachoru in vitro. 10% suplementace
otrubami sniZzuje methanogenezi o 25 % ve srovnani s kontrolou po 24hodinové inkubaci
bachorové fermentacni tekutiny in vitro. Pfitom nebyla zjiSténa zména v obsahu SCFA, jejich
profil vSak byl do urcité miry zménén (Masui a spol. 2013).

Nékteré vedlejsi produkty ze zpracovani potravin s obsahem polysacharidii jsou
vyhodnocovény jako slibné aditivni pfisady do krmiv. Napf. pfi studiu (Hohenheim in vitro
gas test) esterifikovanych citrusovych a jable¢nych pektind, slupek plodu mango a téchto
depektinovanych slupek, fenolového extraktu z oplodi mango a kyseliny gallové se ukazalo,
Zze nejvyssiho poklesu tvorby methanu (o 19 %) bylo dosaZzeno vysokou ptisadou nizce

esterifikované citrusového pektinu (dieta seno), aniz by byla vyrazné ovlinéna tvorba plynu.
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Tato surovina predstavuje slibnou surovinu pro ovlivnéni tvorby methanu (Geerkens a spol.

2013), nikoliv oviem pro nasi geografickou oblast.

5 ADITIVNi METODY OVLIVNENI METHANOGENEZE U PREZVYKAVCU
Vyznamnou roli v methanogenezi pfi pouziti sildze mlze hrat podle rady autor( jeji kvalita.
Pfi pokusech in vitro se sildZemi se ukazalo, Ze pokud byly inokulovany ruminalnimi
mikroorganismy, snizila se produkce methanu. Z tohoto dlivodu je nutné vénovat velkou
pozornost pochopeni mikrobiologie silazi a pripravé silazi (Muck 2013). Pfi pouziti riznych
silazi u dojnic se ukazuje, Ze silaZe s pfevahou bobovitych rostlin a kukufice snizuji produkci
methanu v porovnani se sildzemi z travnich porostll, je snizeno mnozstvi zkvasitelného
zakladu v porovnani s travnimi sildazemi, u nichZ byl fermentacni proces omezen vysokymi
hladinami kyselych p¥isad (Dewhurst 2013). Redeni této zaleZitosti viak nenf tak jednoduché,
jak by se na prvni pohled mohlo zdat.

Je také sledovano moiné vyuziti nékterych vysoce bezpecnych mikroorganismi pro
ovlivnéni ruminalniho profilu vyuZivajicich acetogenni bakterie, napf. Proteiniphilum

acetatigenes SROD1 (KCCM11219P) (Lee a spol. 2013).
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6 ZHODNOCENI PRO ZIVOCISNOU PRAXI

Strategie, jak sniZit methanogenezi u prezvykavcll a vyuZitelnost aktivnich latek pfirodni
povahy jsou stale ¢astéji tématem publikaci; jedna se o Zivé a velmi potfebné téma. Tvorba
plynG vyznamné zavisi na podilu jednotlivych sloZek Zivin v krmné davce a také na jeji
velikosti. Cerealie pfispivaji ke sniZzeni tvorby methanu vice nez slozky krmiva bohaté pouze
na vlakninu (sena). Emisi methanu rovnéz snizuje zvySeni obsahu tukd v krmivu. PouZiti
kukuficné silaZze vede k nizsi emisi nez krmiva ze sena nebo sildazni pice. Existuji vSak rozdily
zaloZzené na ziskani surovin vrlznych vegetaCnich stadiich, nebo mezi travinami a
luskovinami, které jsou nékdy malé a nékdy kontroverzni. Z hlediska ovlivnéni ruminalnich
procesl byla studovana pomérné Siroka skupina rostlin, pfipadné extraktd z nich, ale je tfeba
zvaiit jejich vliv na riziko sniZeni vyuZzitelnosti krmné ddavky. Biotechnologie, které mohou
snizit tvorbu vodiku, jsou sice slibné, ale nejsou dosud kvantitativné ovéreny stdjovymi
pokusy. Zvyseni efektivnosti v produkci hospodarskych zvifat snizuje produkci methanu, coz
je vyjadritelné produkci methanu na kg mléka a masa, ale tento faktor nemuze byt bran jako
absolutni (vyskytuje se zde otdzka cenovych relaci v produkci mléka a masa). Existuji také
rozdily mezi zvifecimi druhy z hlediska jejich globdlni uZitkovosti; pfi efektivni produkci
hospodarskych zvifat je celkovd hodnota methanu na kg mléka a masa sniZena. Je nutné
podivat se za hranice enterdlni produkce methanu a vyhodnotit Ucinnost vSech strategii
pouzitelnych pro snizeni produkce sklenikovych plyna (Doreau a spol. 2011).

Tvorba methanu v trdvicim traktu pfezvykavcl metabolismem archei predstavuje ztratu
2-12 % energie metabolizovatelné z krmné davky. Celosvétové dochazi k tvorbé asi 80
milion tun methanu ro¢né hlavné z fermentacnich procesl prezvykavcl. Snizeni tvorby u
prezvykavcl je vazano predevsim na vyvazeni poméru ekonomickych a ekologickych vyhod.
Nékteré moznosti zmirnéni produkce sice velmi dobfe probihaji in vitro (chemoterapeutika,
ionofory, defaunace), nicméné z praktického hlediska obtizné naplnitelné. Nutri¢ni zmény,
jako je zvyseni obsahu obilnin, lusténin, vegetabilnich zdroji s kondenzovanymi tfislovinami
a ionofory, ndhrada nekvalitnich objemnych krmiv zdroji bilkovin, snadno zkvasitelnych
sacharidd a tukUl, je cestou k sniZzeni tvorby methanu. Tyto nutricni zmény také zvysuji
efektivitu vyuZiti krmiva a predstavuji otdzku blizké doby. Nékteré nové, potenciadlné
vyuzitelné technologie, jako je vyuZiti sekundarnich metabolitd rostlin, probiotik, stimulator(

tvorby propiondtu, stimulace acetogennich bakterii, oxidace methanu methylotrofnimi
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mikroorganismy, genetickd selekce s nizkou produkci methanu, vyZaduje jeSté rozsahly
prakticky vyzkum, nez budou moci byt zafazeny do kazdodenniho Zivota. Naskyta se také
moznost vyuziti bakteriocinl, bakteriofagli a rekombinantnich vakcin zamérenych na
specifické geny archaei a proteiny na povrchu bunék — tyto metody jsou vsak jesté
vzdalenéjsi nez metody dfive uvedené. Zakladni zdsah, ktery je zde nutné realizovat, je
systematicky a komplexni monotématicky vyzkum s vysledky, které budou prakticky
vyuzitelné (Patra 2012). Srovnavani vySe uvedenych pfristupl (zvyseni produktivity zvifete x
snizeni produkce methanu) ukazuji, Ze nékteré postupy pro snizeni emisi methanu nemaji
redlnou moznost byt v budoucnosti vyuzity a bude nutné prejit na integrovany systém
komplexnéjsiho zasahu do fyziologie téchto zvifat, pres aplikaci synbiotik aZz k vyuZiti
vhodnych sekundarnich metabolitd rostliny (Igbal a spol. 2008, Williams a spol. 2011).

Pro ptipravu vakciny je navrzen napt. Methanobrevibacter ruminantium kmen M1T (DSM
1093). SloZzky bunécné stény této bakterie (predevsim peptidy a polypeptidy) jsou po uréeni
sekvence pouzity pro ziskani protilatek. Existuje zde snaha o produkci polyvalentni vakciny
(Altermann a spol. 2009), nicméné jeji praktické vyuziti je prozatim v nedohlednu.

Pti zvazeni vSech faktort, které zde byly feceny, jsou perspektivy snizovani produkce
methanu u prezvykavc( (resp. ukoly, které je nutné naplnit) nasledujici:

1) Vybrat zpokusti in vitro, které byly provedeny se sekundarnimi metabolity

perspektivni studie, které musi byt ovéreny in vivo a tyto ddle rozpracovat,

2) Zjistit, do jaké miry mohou inkriminované sekundarni metabolity ovlivnit
metabolismus prezvykavct z negativniho pohledu (sniZeni vyuZitelnosti krmné davky
ve smyslu antinutri¢niho Ucinku, ovlivnéni isoenzymovych systéma cytochromu P450
(CYP), které maji zasadni vliv na metabolismus exogennich latek (zastupci rodiny
cytochromu P450 se podileji napf. na metabolismu toxickych produktl mikromycet,
bézné pritomnych a neodstranitelnych z krmiva. Pokud by byly tyto enzymy ovlivnény
tak, Ze metabolismus toxickych latek z mikromycet by byl prodlouzen, jsou zcela
nevhodné pro jakékoliv dalsi pouziti),

3) V pripadé sekundarnich metabolitd, u nichZ se uvaZuje o vyuZiti zvaiit, zda jejich
metabolické produkty neovliviiuji organoleptické vlastnosti masa a mléka (tyka se

predevsim silic),
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4)

5)

6)

7)

Optimalizovat krmnou davku vyuZivajici predevSim jadrnych krmiv na ukor krmiv
objemnych; tento bod se z komeréniho hlediska jevi jako velmi problémovy (cena
krmiva a tim i kone¢ného produktu), pro urcitou optimalizaci vSak mantinely existuiji,
Zabyvat se kvalitativnim sloZenim silazi, resp. zvysit podil kukufice a bobovitych
rostlin na Ukor travnich komponent, zajistit ,Cistotu” sildzi vcetné inokulace
vhodnymi mikroorganismy, které mohou pfispét ke snizeni methanogeneze archei,
Populace chovnych 2zvifat volit podle vhodné genetické vybavy; jednim
methanu,

K inokulaci traviciho traktu zvifat pouzit vysoce bezpecnych bakterii acetogenniho
charakteru ke zméné mikrobialniho profilu u prezvykavcu. Jednd se o perspektivni,

avsak velmi obtizny ukol, u néhoz vSak nebyla dosud zvdzena vSechna rizika.
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ABSTRAKT

OPLETAL, L., SIMERDA, M.: Pfirodni latky a jejich biologicka aktivita 5. Sekundarni
metabolity rostlin ovliviiujici methanogenezi a mikrobialni profil u prezvykavcid. Expertni

studie VVZ p¥i MZe, VUZV Praha-Uhfinéves 2012, pfedpokladany rozsah 46 s.

Nékteré sekundarni metabolity rostlin (saponiny, tfisloviny, silicné i nesilicné terpeny,
fenolové kyseliny, flavonoidy) vykazuji in vivo antimikrobialni aktivitu a mohou selektivné
inhibovat urcité skupiny mikroorganism( v mikrobidlnim spektru bachoru a sniZzovat tak do
urcité miry zvySenou tvorbu methanu, jehoz obsah v emisnich plynech je velmi nezaddoucim
prvkem destabilizujicim rovnovadhu v Zivotnim prostfedi. Prace pojedndvd o jednotlivych
skupinach sekundarnich metabolitli rostlin z hlediska jejich chemické struktury, a to nejen
z pohledu uUcinku na mikrobidlni agens, ale také z aspektu ovlivnéni jinych mikroorganism
v tradvicim Ustroji prezvykavcl, pfipadné z hlediska nezadouci interakce s latkami, které pfi
traveni vznikaji. Dotykd se také mozZnych faktorl negativniho organoleptického ovlivnéni
nékterych produktl (mléka). Zabyva se rovnéz aplikovatelnou formou této skupin latek a s ni
souvisejicimi moznostmi biologické dostupnosti, pfipadné ovlivnéni ucinku jinych, exogenné
podavanych latek. Predklada rovnéz vybér perspektivnich rostlin, resp. jejich metabolitd
vhodnych pro dalsi studium, mozZnosti jejich velkoprodukéniho ziskdvani a praktického

vyuziti.

Klicova slova: preivykavci — methanogeneze — sekundarni metabolity rostlin — snizeni

produkce — interakce — krmivo — produkty traveni.
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ABSTRACT

OPLETAL, L., SIMERDA, M.: Natural compounds and their biological activity 5. Secondary
metabolites of plants which can affect the methanogenesis and microbial profile in
ruminants.

Expert study of the Scientific Committee for Animal Nutrition at the Ministry of Agriculture,

Livestock Production Research Institute Prague-Uhfinéves 2013, 46pp.

Some of the secondary metabolites of plants (saponins, tannins, aromatic and non-aromatic
terpens, fenolic acids, flavonoids) show an antimicrobial activity. Selectively, they could
inhibit some groups of microorganisms in the microbial spektrum of maw. By this way, it can
decrease the increased production of methane, whose content in gas emission is a very
undesirable element, which can destabilise the environement. This study deals with each of
the group of secondary metabolites in the aspect of their chemical structure — not only the
effect on the microbial agens but also the aspect of effecting the other microorganisms
which can be found in GIT of ruminants or adverse interactions with the substances which
are produced during the digestion. There is a possibility of a negative organoleptic
interference of some products (e.g. milk). It also deals with an applicable form of these
substances and their bioavailability or whether they affect the effect of others, exogenously
administrated, substances. It also submits the selection of perspective plants, or their
metabolites, suitable for another study, the possibility of their obtaining in the mass

production and practical use.

KEYWORDS: ruminants — methanogenesis — secondary plants metabolites — production

decreasing — interaction — feedstuff — products of digestion.
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