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SOUHRN

Rostouci obavy vefejnosti o rutinni vyuziti antibiotik ve vyzivé hospodaiskych zvifat vedly
k omezeni jejich vyuziti jako stimulatorti rastu. To zvySilo zdjem o nalezeni piirodnich
alternativ, pozornost se zaméfila predevsim na rostlinné latky, jako jsou silice, protoze nékteré
Z téchto latek prokdzaly podobné antimikrobidlni ucinky jako ionoforova antibiotika.
Hlavnimi cili vyuziti silic ve vyzivé zvitat je zvySeni uzitkovosti a snizeni dopadii produkce
potravin na zivotni prostfedi. Piedpoklada se, ze silice mohou zvysit efektivitu bachorové
fermentace snizenim produkce metanu a amoniaku v bachoru. V této studii bylo nejdiive
stanoveno slozeni komer¢ni smési silic (KSS). Poté byly ucinky této KSS na bachorovou
fermentaci a uzitkovost zvifat ovéfovany v jednom in vitro a jednom in vivo experimentu.
S vyuzitim vsadkové 24 hodinové in vitro inkubace bylo testovano pét koncentraci (20, 100,
200, 600 a 1000 mg/l) KSS. Produkci metanu a amoniakalniho dusiku (NH3-N) snizovaly
pouze nejvyssi koncentrace KSS (600 a 1000 mg/l), nicméné tyto koncentrace také snizily
celkovy rozsah fermentace. Do in vivo experimentu bylo zatazeno 30 holstynskych dojnic,
které byly nahodné rozdéleny do dvou stejné velkych skupin, kontrolni (KON) a pokusné
s pfidavkem komer¢ni smési silic (KSS; 1,2 g/kus/den). Pokusné obdobi trvalo 15 tydnd.
Mezi skupinami nebyl statisticky vyznamny rozdil v pfijmu suSiny ani produkci mléka. V
mléce skupiny KSS bylo niZsi zastoupeni tuku ve srovnani se skupinou KON (3,69 proti 4,21
%). Po piidavku KSS bylo zvyseno pH bachorové tekutiny, coz bylo spojeno s vyznamnym
snizenim celkové produkce té¢kavych mastnych kyselin v bachorové tekutiné krav s KSS.
Molarni podil jednotlivych tékavych mastnych kyselin ani koncentrace amoniakalniho dusiku
(NH3-N) nebyly podanim KSS ovlivnény. Vysledky ptedkladané studie naznacuji, ze pii
pouzitych koncentracich nema KSS pozitivni t¢inky na bachorovou fermentaci ani produkci

dojnic.



SUMMARY

With the increase of public concern over the routine use of antibiotics in livestock, the
addition of plant extracts, such as essential oils, could become a natural alternative in the diets
since it might have similar antimicrobial properties as the ionophores. Main goals regarding
the use of essential oils in ruminant nutrition are an improvement of animal performance and
a decrease of the environmental impact of food production. It has been hypothesized that
essential oils can improve rumen fermentation effectivity through reduction methane and
ammonia production. In this study, a composition of one commercial blend of essential oils
(KSS) was analyzed. Then in vitro and in vivo effects of the KSS on rumen fermentation and
dairy cow production were evaluated. Five concentrations (20, 100, 200, 600 and 1000 mg/I)
of KSS were evaluated using in vitro 24 h batch incubation technique. The effects of KSS
addition on methane and ammonia nitrogen (NHs-N) were manifested only at the two highest
concentrations. However, these concentrations also inhibit overall fermentation. In the in vivo
experiment, thirty Holstein cows were randomly assigned to either control (KON) or KSS
supplemented (1.2 g/cow/day) total mixed rations. The experiment lasted 15 weeks. There
were no significant differences between treatments for dry matter intake and milk production.
Milk fat content was lower for cows fed KSS supplemented diet than for cows fed KON diet
(3,69 vs. 4,21 %). In KSS group, pH of rumen fluid was increased, which was associated with
significantly reduced volatile fatty acid concentrations. Molar proportions of individual
volatile fatty acids and ruminal ammonia nitrogen (NH3-N) concentration were unaffected.
Overall, results from the present study suggest no beneficial effects of tested concentrations of
KSS on rumen fermentation and production of dairy cows.
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soucasné dob¢ na svéte zije okolo 200 druht piezvykavced, ktefi jsou fazeni do 73 rodi a Sesti
celedi. Z celkového poctu piezvykavcl je asi 75 milioni volné zijicich a 3,5 miliardy
domestikovanych zvifat (Hackmann a Spain, 2010). Obrovsky vyznam domestikovanych
piezvykavci spociva v jejich jedinecné schopnosti pfeménit objemna krmiva s nizSim
zastoupenim zivin na velmi kvalitni zivocisné produkty s vysokym obsahem energie a
bilkovin, které hraji nezastupitelnou ulohu ve vyzivé lidi. S tim jak roste svétova lidska
populace a zvySuje se zivotni urovein v nékterych castech svéta (Asie, Latinskd Amerika),
roste také poptavka po téchto zivinové bohatych potravinach.

Utinna pfeména méné hodnotnych krmiv na vysoce hodnotné potraviny je umoznéna
jedine¢nou spolupraci mikroorganismti v bachoru a hostitelskym organismem piezvykavce
(Knapp et al., 2014). Z této symbidzy tézi ob¢ strany, nicméné pro spravny pribéh interakce
je nezbytné, aby kazda ze stran naplnovala své specifické funkce. Hostitelsky organismus
zajistuje optimalni prostfedi pro rist mikroorganismu (teplota, anaerobidza, pH, dostatecny
pfisun substrati a vody apod.). Naopak mikroorganismy poskytuji enzymaticky aparat
k rozkladu komplexnich polysacharidl, tzn. slozek potravy, které by jinak byly pro
prezvykavce nestravitelné (Rodrigues, 2016). Pti rozkladu substratl ptichazejicich do bachoru
mikroorganismy produkuji t€kavé mastné kyseliny a syntetizuji mikrobidlni protein, tim
poskytuji hostitelskému organismu energii a proteiny. Nicméné tento proces bachorové
fermentace neni stoprocentné U¢inny a je doprovazen ztratami energie (ve form& metanu) a
proteinu (ve form¢ amoniaku), coZ omezuje uzitkovost zvifat a navic ptispiva k uvoliiovani
zneCistujicich latek do prostiedi. V minulosti byly tyto ztraty velice u¢inné sniZovany
s vyuzitim nékterych — pfedev§im ionoforovych — antibiotik. AvSak narlst rezistence
mikroorganismu k antibiotikiim vedl ke zvySenému zajmu védci a poté i celé spolecnosti o
nadmérné mimoterapeutické vyuzivani antibiotik ve vyzive zvifat. Niz8i socidlni piijatelnost
antibiotik vyustila v Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1831/2003, kterym bylo
od 1. ledna 2006 zakazdno ve vSech zemich EU pouZzivani antibiotik jako stimulatort
uzitkovosti. Po tomto zdkazu vzrostlo Gsili o nalezeni pfirodnich latek, které by mohly
antibiotika nahradit a zvysit tak uZitkovost zvifat bez negativnich vlivii na mikrobidlni
rezistenci. Mezi latky, jejichz uc¢inkiim na zvySeni produktivity pfezvykavcl se vénovala v
poslednich letech vyznamna pozornost, patii sekundarni metabolity rostlin (SMR) a mezi

nimi piedevsim silice (Calsamiglia et al., 2007). Pavodné byly silice s ohledem na vyzivu
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piezvykavci povazovany za latky antinutriéni, protoze tyto latky mohou mimo jiné snizit
chutnost nékterych druht rostlinnych krmiv (Benchaar et al., 2008). Az pozdéji se zacalo
nejsou jednoznacné potvrzeny, patéi schopnost snizit produkci metanu v bachoru, schopnost
zpomalit bachorovou degradaci proteini, a tim snizit obrat dusiku, a schopnost zpomalit
bachorovou degradaci skrobu, tzn. snizit riziko acidéz u zvifat krmenych vysokymi davkami

jadrnych krmiv (Duval et al., 2007; Cobellis et al., 2016).

1.2 Vliv chovu prezvykavych hospodarskych zviirat na zivotni prostredi

Ptrezvykava hospodarska zvirata vysokou produkci metanu a vyluCovanim dusiku ve
vykalech a mo¢i negativné ovliviuji zivotni prostfedi. Metan je po oxidu uhli¢itém druhy
nejvyznamngjsi sklenikovy plyn, zlstava v atmosféie po velmi dlouhou dobu (uvadi se 9-15
let) a zachycuje teplo v atmosféte s az 21krat vétsi ucinnosti nez oxid uhli¢ity (FAO, 2006).
Ptezvykavci se podili na celkové svétové produkei sklenikovych plynt pochézejicich z lidské
¢innosti 16-25 % a okolo 33 % na produkci metanu z lidské ¢innosti. Produkce metanu pro
prezvykavce znamend ztratu 2—15 % hrubé pfijaté energie, tato ztrata kolisd v zavislosti na
rozsahu piijmu a sloZeni krmné davky (Kumar et al., 2009; Eckard et al., 2010; Rooke et al.,
2014). Snizeni produkce metanu by znamenalo zvySeni dostupnosti energie pro zvife, ktera by
mohla byt vyuzita na rdst ¢i produkci mléka (Rooke et al., 2014). Emise metanu u
prezvykavci pochazeji predevsim z travicich procest (87 % z bachoru a 13 % z tlustého
stfeva), ale i z jejich vykald a moc¢i (Torrent a Johnson, 1994).

Vykaly a mo¢ prezvykavcl jsou také vyznamnym zdrojem emisi dusiku. Jednou
z dalezitych soucasti cyklu dusiku ve vykalech a moci piedstavuje amoniak. Ureaza,
mikrobidlni enzym pfitomny ve znacném mnozstvi v pudé i1 vykalech, rychle ptevadi
mocovinu vylu¢ovanou moc¢i na amoniak, ktery mize byt oxidovan procesem nitrifikace na
dusi¢nany a dusitany. Nitraty spolu s amoniakem mohou byt snadno asimilovany rostlinami,
nicméné amoniak je jako plyn pievazné uvolnovan do atmosféry (Klein a Eckard, 2008), takto
uvolnény amoniak ptedstavuje asi 30—70 % amoniaku vykald a mo¢i (Hristov et al., 2013).
Amoniak se mize do pidy vratit se sraZkami a pfispivat tak ke zneciSténi podzemnich vod,
nebo mikrobidlnim procesem nitrifikace a denitrifikace oxidl dusiku. Oxidy dusiku jsou
nejsilngj$imi sklenikovymi plyny a predstavuji asi 10 % celosvétovych emisi sklenikovych
plynu (Hristov et al., 2013). V priaméru piezvykavci vylou¢i mezi 75 az 95 % piijatého dusiku
(Cobellis et al., 2016). SniZzeni emisi metanu a dusiku z chovu piezvykavca je jednou

z dtlezitych oblasti snizovani dopadu Zivocisné produkce na Zivotni prostfedi. SniZeni téchto
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emisi mize vyznamné prispét ke zlepSeni udrzitelnosti produkce potravin (Cobellis et al.,

2016).

1.3 SniZovani dopadii chovu piezvykavcii na Zivotni prostiedi

Pfi snizovani dopadii chovu pfezvykavcl na zivotni prostifedi je v poslednich letech
hlavni pozornost vénovéana snizovani produkce metanu. Bylo ovéfovano pomérné velké

mnozstvi strategii, ty hlavni spojené s vyzivou shrnuje tabulka 1.

Tabulka 1. Strategie snizovani produkce metanu u piezvykavci spojené s vyZzivou, jejich

vyznam, potencial vyuziti v Evrop¢ a potfeba dalSiho védeckého provéteni

Strategie Vyznam v Evropé Potieba

provéieni

Krmné dévky bohaté na koncentrovana krmiva  Potencidl téméf vyCerpan |

(1 Skrob, | vladknina)

Podavéni tukt Potencial témét vycCerpan (1)
Doplitkové latky
Halogeny Nejsou povoleny v EU !
Ionoforova antibiotika Nejsou povolena v EU !
Vyvazovacée H; (napt. kyselina fumarova) Bez jasnych dtkaza ™"
ucinnosti
Probiotika Bez jasnych dukazl )
ucinnosti
Sekundarni metabolity rostlin Bez jasnych dtkaza ™
(tfisloviny, saponiny, silice) ucinnosti
| neni; 1 je; 11 je velmi vysoka (upraveno podle Flachowsky a Lebzien, 2012)

Jak je uvedeno v tabulce 1, sekundarni metabolity rostlin jsou latky, u kterych
doposud neni ve védecké komunité konsenzus o jejich pozitivnich ucincich na produkci
metanu a zvySeni G¢innosti bachorové fermentace (Flachowsky a Lebzien, 2012), nicméné
pokud by se Uc¢innost prokazala, byl by to velmi elegantni zpisob manipulace s bachorovou
fermentaci ptezvykavci, protoze SMR jsou pfirozenou soucasti rostlin a rostliny jsou

pfirozenym krmivem byloZravci, a tedy 1 pfezvykavci.



1.4 Silice

Zpohledu ovlivnéni bachorové fermentace mezi nejperspektivnéjsi sekundarni
metabolity rostlin patii silice. Silice jsou pfirodni, tékavé, ¢asto velmi aromatické komplexni
rostlinné slou¢eniny olejovitého charakteru. V pivodni susing rostliny jsou silice pouze malou
Casti (vétsinou do 1 %) (Gershenzon a Croteau, 1991). Pii pokojové teploté jsou silice
vétsSinou tekuté. Tyto latky jsou hiife rozpustné ve vodé a dobfe rozpustné v tucich, alkoholu a
dalsich organickych rozpoustédlech. Jak bylo uvedeno, silice jsou slouceniny, mohou
obsahovat az okolo 100 jednotlivych latek, vétSinou to byva mezi 20 a 60 slozkami, pfevazné
se jedna o alkoholy, aldehydy, ketony, uhlovodiky, estery a étery (Benchaar et al., 2007).
Utinné latky silic, které jsou v silicich nejéast&ji zastoupeny, se fadi do dvou chemickych
skupin: terpenoidy (monoterpenoidy a seskviterpenoidy) a fenylpropanoidy. Terpenoidy jsou
pocetn€jsi a rGznorodéjsi skupinou, v literatufe bylo popsano okolo 15 000 rGznych latek
patficich mezi terpenoidy. Zéakladni struktura terpenoidli sestavd z izoprenovych jednotek
(CsHg), v zavislosti na poc¢tu téchto jednotek se terpenoidy dale déli do skupin. Nejdilezitéjsi
slozky silic patfi vétSinou mezi monoterpenoidy (dvé izoprenové jednotky; obvykle tvoti az
90 % silice) ¢i seskviterpenoidy (tfi izoprenové jednotky) (Gershenzon a Croteau, 1991).
Fenylpropanoidy nepatfi mezi nejbeznéjsi slozky silic, avSak v nékterych rostlinach jsou
zastoupeny ve vyznamném mnozstvi. Fenylpropanoidy jsou charakterizovany postrannim
fetézcem s tfemi uhliky, ktery je navazan na aromatickém kruhu s Sesti uhliky (Sangwan et
al., 2001). V silici jsou typicky zastoupeny dvé ¢i tii hlavni slozky (vétSinou terpenoidy; 20—
70 %), které urcuji hlavni biologickou aktivitu, a mnoZzstvi dalSich slozek ve stopovych
mnozstvich (Bakkali et al., 2008; Okoh et al., 2010). Rtuzné slozky Vv kazdé silici mohou
pusobit aditivné, synergicky ¢i antagonicky (Burt, 2004). Silice jsou obvykle produkovany ve
specializovanych bunikach nebo skupinach bunék, které jsou rozesety po celé rostling, véetné
kotentl, klry, semen, kvétil, okvétnich listka, listl, plodd a stonkli. Slozeni silice je velice
proménlivé a to v zavislosti na druhu rostliny, fazi riistu a ¢asti rostliny, ktera byla pouzita pro
extrakei (). listy, ktira, kvety, semena, kotfeny). Dale je slozeni ovlivnéno podminkami
péstovani (slozeni pudy, teplota, osvit a vlihkost) (Hart et al., 2008) a metodou extrakce (Okoh
et al., 2010). Tradi¢né se ziskavaji z tékavé frakce rostlin procesem destilace vodni parou
(Gershenzon a Croteau, 1991).

Silice maji pomérné Siroké spektrum pozitivnich U€inkG na zdravi, pfedevS§im na

kardiovaskularni nemoci, nékteré nadory, zanétlivé procesy a obecné na choroby, ve kterych
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vlastnosti téchto latek patii jejich antisepticky a antimikrobialni u€inek. Prestoze antiseptické
vlastnosti n€kterych rostlin byly znamy (a také vyuzivany) jiz ve starovéku, prvni védecky
popis antimikrobidlnich vlastnosti se objevil az na zac¢atku dvacéatého stoleti (Calsamiglia et
al., 2007). Pro vysvétleni antimikrobialniho ucinku silic bylo navrzeno n€kolik hypotéz.
Nicmén¢ heterogennost a komplexnost silic naznacuje, ze jejich antimikrobialni ptisobeni je
spiSe spojeno se schopnosti mifit na vice bunéénych cilit nez pouze s jedinym konkrétnim
mechanismem ucinku (Benchaar et al., 2007). Jeden z téchto antimikrobialnich ucinku silic
(terpenoidil a fenylpropanoidll), mize byt zprostiedkovan ptes interakci s bunécnou sténou
mikroorganismi (Dorman a Deans, 2000). Pfinejmensim ¢ast tohoto ucinku je zptsobena
hydrofobni podstatou cyklickych uhlovodikt, ktera jim umozZiuje pusobeni na bunéénou
membranu a hromadéni v jeji lipidové dvouvrstveé, mezi fetézci mastnych kyselin (Ultee et al.,
1999). To zpusobi konformaéni zmény ve struktute membrany a jeji rozvolnéni (Griffin et al.,
1999). Ztrata stability membrany ma za nasledek unik iontl, ktery vylsti v pokles
transmembranového iontového gradientu. Ve vétSin€ piipadi to neznamend piimo zanik
bunky, bakterie dokazi tento tnik iontti vyvazovat vyuzitim iontovych pump, pfi této ¢innosti
vsak spotiebuji pomérné velké mnozstvi energie, a tim zpomali svij rust (Ultee et al., 1999).
V kontinualni bakterialni kultutfe, ktera je typickd pro bachor, znamend zpomaleni rastu
zménu v poméru jednotlivych bakteridlnich populaci a tedy zménu fermenta¢niho profilu
(Calsamiglia et al., 2007). Uginek silic by mé&l byt vyrazngjsi proti gram-pozitivnim bakteriim,
kde mohou hydrofobni slouceniny silic pfimo plsobit na sténu bakterii. Naopak u gram-
negativnich bakterii hydrofilni vnéj$i bunécna st€éna neumoziuje piimy vstup lipofilnich latek.
VétSina ucinnych latek silic jsou, podobné jako monensin, latky lipofilni a nemohou tedy
proniknout membranou gram-negativnich bakterii (Cimanga et al., 2002). Uginky silic na
houby, protozoa a viry by mély byt zprostfedkovany podobnymi biologickymi mechanismy
jako ucinky na bakterie (Jouany a Morgavi, 2007).

1.5  Produkce metanu v bachoru a mozZnost sniZeni této produkce pomoci silic

Metan je v bachoru produkovan metanogeny, tj. skupinou anaerobnich metanogennich
archei. Bachorové metanogeny produkuji metan biochemickou redukci oxidu uhlicitého
vodikem, ktery je produkovan bakteriemi, houbami a taxonomickou skupinou protozoa
v prub¢hu fermentace krmiva (Bodas et al., 2012). Jedine¢ny zptisob produkce metanu
zahrnuje tii kliCové koenzymy: koenzym Fjo0 (zapojeny do ptenosu elektronti), koenzym M
(zapojeny do pfenosu metylové skupiny) a nizkomolekularni, oxidacné labilni a teplotné

stabilni koenzym B (zapojeny do konecné reakce produkce metanu) (Kumar et al., 2009).
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Metanogeneze je kli¢ové pro udrZeni nizké koncentrace vodiku (10 °~10~" mol/l) v bachoru.
Pro spravny pribéh fermentace je nizka koncentrace vodiku klicova (Bodas et al., 2012).
Mnozstvi v bachoru vyprodukovaného metanu je ovlivnéno nékolika faktory, jako je typ
diety, pfitomnost a zastoupeni jednotlivych druhii bakterii, protozoi a metanogent, interakce
mezi jednotlivymi mikroorganismy a jejich metabolicky stav. Metanogenni archea se mohou
Vv bachoru vyskytovat volné v bachorové tekuting, ptichycené na ¢asticich krmiva, uvnitf ¢i na
povrchu protozoi (jako ekto- a endosymbionti), anebo pfichycené na bachorovém epitelu
(Patra, 2012). Celkovy pocet metanogent kolisa od 10’ do 10° bunék/ml bachorové tekutiny
piedevsim v zavislosti na obsahu vldkniny v krmné davce. Celkové bylo na zemi uréeno 28
rodd a 113 druhd metanogenti, nicméné pouze nékolik malo druhti bylo izolovano z bachoru
(Patra, 2012), konkrétn¢ bylo v bachoru odhaleno 6 rodt a 8 druhd (Knapp et al., 2014).
V bachoru hospodatskych zvifat patii vétsina metanogentt do rodi Methanobrevibacter and
Methanosaricina. Pievladajici nalezené druhy zahrnuji Methanobacterium formicicum,
Methanobrevibacter ruminantium, Methanobacterium bryanti, Methanosaricina barkeri,
Methanosaricina mazei, Methanobrevibacter smithii, Methanomicrobium  mobile,
Methanosarcina barkeri a Methanoculleus olentangyi (Szumacher-Strabel a Cieslak, 2010;
Patra, 2012). Zastoupeni metanogent koreluje se zastoupenim celulolytickych bakterii, které
Vv bachoru produkuji vodik (Szumacher-Strabel a Cieslak, 2010). VIiv na velikost produkce
metanu v bachoru ma také zastoupeni protozoi z fadu Entodiniomorpha (napt. Entodinium
longinucleatum, Eudiplodinium maggii, Entodinium bursa a Eremoplastron bovis), toto
zastoupeni pozitivné koreluje se zastoupenim metanogend (Patra, 2012). Symbioticky vztah
mezi metanogeny a taxonomickou skupinou protozoa je zodpovédny az za 37 % celkové
produkce metanu v bachoru (Szumacher-Strabel a Cieslak, 2010).

Snizeni produkce metanu bez snizeni rozsahu fermentace a traveni je v tak
komplexnim prostiedi, jakym je bachor, velice naro¢né. Jsou tfi mozné zpusoby sniZeni
bachorové produkce metanu: 1) pfimou inhibici metanogeneze (metanogentl), 2) sniZzenim
produkce vodiku a 3) nalezeni alternativni cesty pro vyuziti vodiku (Patra, 2012). U silic
pfipadaji v uvahu vSechny tfi moznosti. Pfedpoklada se, ze ptedevsim vyssi koncentrace silic
jsou schopny piimo inhibovat metanogeny (Bodas et al., 2012). SniZeni produkce vodiku
V bachoru mize byt dosaZeno pfedevsim inhibici protozoi a také n€kterych skupin, predev§im
gram-pozitivnich, bakterii. V bachoru pfedstavuji gram-pozitivni bakterie ptevazné
producenty kyseliny octové a maselné, zatimco gram-negativni bakterie jsou povazovany za
producenty kyseliny propionové (Stewart et al., 1997). Produkce kyseliny propionové je

n¢kdy popisovéna jako cesta spotieby vodiku, coz neni zcela piesné. Spise bychom mohli fici,
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ze produkce této kyseliny je alternativou produkce vodiku. V kazdém ptipad¢ je ale zvySena
produkce kyseliny propionové velice uzce spojena se snizenou produkci metanu (Janssen,

2010).

1.6 Produkce amoniaku v bachoru a moznost sniZeni této produkce pomoci silic

Pfiméfeny pfijem hrubého proteinu, ktery poskytuje dostatek aminokyselin i
dostupného dusiku pro syntézu mikrobidlniho proteinu, je pro piezvykavce i jejich chovatele
zédsadni. Na druhou stranu nadbyte¢ny piijem proteinu miize negativné ovlivnit uzitkovost
zvitat, tim Ze snizi u¢innost vyuziti dusiku, zaroven se tim zvySuje cena krmiva, protoze
proteiny jsou nejdrazsi slozkou krmné davky (Szumacher-Strabel a Cieslak, 2010).
Prezvykavci vyuzivaji aminokyseliny pochazejici ze dvou zdroju, z pfijatého krmiva a
z bunék mikroorganismu, pirevazné bakterii. Odhaduje se, ze asi 50 a vice % aminokyselin
stravenych piezvykavcem pochazi z mikrobialniho proteinu (Bach et al.,, 2005).
Degradovatelnad ¢ast proteinu obsazend v krmivu je v bachoru obvykle rychle rozlozena
mikrobialnimi protedzami, produkovanymi bakteriemi, taxonomickou skupinou protozoa a
houbami, na peptidy a aminokyseliny, které jsou vychytdvany mikrobidlnimi buiikami a
vyuzivany pro syntézu mikrobidlniho proteinu. Rychlost uvoliiovdni aminokyselin je obvykle
vyss8i nez rychlost jejich vyuziti, pfesto je ale koncentrace volnych aminokyselin v bachoru
nizka, protoze nadbyte¢né aminokyseliny jsou rozlozeny na t€kavé mastné kyseliny a
amoniak, a tim se stavaji nejvyznamnéjSim zdrojem amoniaku v bachoru. Cilem vyzivy
pfezvykavcil je maximalizovat mnozstvi aminokyselin odchézejicich z bachoru. Toho muze
byt dosazeno tim, Ze se v bachoru snizi degradace proteinli krmiva do té miry, Ze vSechny
V bachoru uvolnéné aminokyseliny jsou vyuzivany k tvorb&é mikrobialniho proteinu (Atasoglu
a Wallace, 2003). Ve skutecnosti je v bachoru rozlozeno pies 70 % dietarniho proteinu, ale
pouze mald Cast tohoto degradovaného proteinu je znovu vyuZita pro syntézu tél
mikroorganismu, vEtsi ¢ast je rozlozena az na amoniak (Bach et al., 2005). Podstatna ¢ast v
bachoru vytvofeného amoniaku je krevnim ob&hem transportovana do jater, kde je pfeménéna
na mocovinu. VétSina vytvorené mocoviny je vylu¢ovana moci, mensi ¢ast se dostava zpét do
bachoru ve slinach, ¢i pfimo z krevniho ob&hu pies sténu bachoru (Szumacher-Strabel a
Cieslak, 2010). Amoniak se v bachoru nachazi pfevazné¢ v protonované formé amonného
iontu (NH4"). Protonaci a deprotonaci amoniaku mtize byt v bachoru regulovano pH a
schopnost nékterych molekul prochazet pies bunétné membrany. Proto je amoniak
povazovany za dulezity meziprodukt zapojeny do regulace acido-bazické rovnovahy a

metabolismu dusiku (Szumacher-Strabel a Cieslak, 2010).
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Vétsina amoniaku (az 50 % celkového mnoZstvi) v bachoru je produkovana skupinou
bakterii, ktera je v anglicky psané védecké literatuie oznacovana ,,hyper ammonia-producing
bacteria® ve zkratce HAP, tedy bakterie produkujici vyznamné mnozstvi amoniaku. Tato
skupina bakterii pfedstavuje pouze malou ¢ast (do 1 %) celkové bakterialni populace (Russell
et al., 1991) a je charakterizovana nejen vysokou deaminacni aktivitou, ktera mize byt
ovliviiovana typem a formou krmné déavky, ale také nizkou schopnosti vyuzivat sacharidy
(Eschenlauer et al., 2002). Vsechny znamé bakterie HAP jsou gram-pozitivni a vysoce citlivé
na uc¢inky ionoforovych antibiotik, napt. monensinu (Eschenlauer et al., 2002). Dodnes bylo
identifikovano 14 riznych gram-pozitivnich bakteridlnich druhit HAP, nicméné nejvyssi
deaminacni kapacita je pfisuzovana druhtim Clostridium sticklandii, Clostridium
aminophilum a Prevotella ruminicola (Szumacher-Strabel a Cieslak, 2010).

Produkce amoniaku v bachoru nepiedstavuje pouze ztratu dusiku, ale také vyznamny
zdroj emisi zatéZujici Zivotni prostfedi. SniZzeni nadmérného vylucovani dusiku piezvykavymi
hospodatskymi zvifaty by mohlo byt dosazeno nékterymi doplikovymi latkami v krmivech,
které by ovlivnily metabolismus dusiku v bachoru, pfedev§im degradaci hrubého proteinu,
mikrobidlni syntézu proteinu a prechod dusiku krmiva z bachoru do tenkého stfeva. Mezi tyto
dopliikkové latky by mohly patfit i silice, které se ukazaly byt slibnym zdrojem uc¢innych latek
schopnych snizit mikrobialni rozklad proteinu krmiva v bachoru. Nékolik studii prokazalo, ze
tyto piirodni latky mohou inhibovat proteolyzu, peptidolyzu a deaminaci aminokyselin
ucinkem na nékteré skupiny mikroorganismil. Zd4 se, Ze ucinky silic mohou byt spojeny se
selektivnim u¢inkem na bakterie HAP, Ruminobacter amylophilus a proteolytické bakterie
rodu Prevotella (Wallace et al., 2002). Mimoto silice také mohou ovlivnit bakterialni
kolonizaci substrati s vysokym obsahem $krobu. Tyto ti¢inky mohou mit vyznam ptedevsim
V intenzivnich chovech, kde jsou zvifata krmena davkou s vysokym obsahem proteinu a

Skrobu (Patra a Saxena, 2009).

1.7  Problematické aspekty vyuZiti silic ve vyZivé zvirat

Ptesto, ze se silice ukazaly jako ptirodni latky, které maji slibny potencidl pozitivné
ovlivnit bachorovou fermentaci (snizit produkci metanu a amoniaku), dosud nebylo dosazeno
prulomového objevu, ktery by byl aplikovatelny v praxi (Cieslak et al., 2013; Cobellis et al.,
2016). Také zistavaji neékteré nezodpoveézené otazky spojené s vyuzitim silic. Pomérné mala
pozornost byla vénovdna metabolismu silic a jejich slozek v travici soustaveé piezvykavci.
Dalsi otazkou je, zda silice, jako aromatické latky, mohou neptiznivé ovlivnit organoleptické

vlastnosti jak krmiva pfijimaného zvifetem a snizovat tak jeho pfijem, tak zivocisnych
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produktd. U Zzivoc¢iSnych produktd (maso, mléko) neni nebezpeCim pouze zmeéna
organoleptickych vlastnosti, ale také nebezpeci toxickych ucinki rezidui silic na ¢lovéka. U
n¢kterych silic, které jsou obecné povazovany za bezpecné (Generally Recognized As Safe -
GRAS) americkou FDA, byly v pozdé&jsich studiich prokazany toxické ucinky (Benchaar a
Greathead, 2011). Vyuziti silic v praxi by pochopiteln¢ bylo opodstatnéné pouze v piipadé, ze
by jejich pozitivni vliv pfevysil cenu pofizeni. Tato cena uzce souvisi s velikosti ucinné
davky. V publikovanych studiich se u¢inné davky silic velmi 1i8i, coz je ovlivnéno jejich
slozenim (tzn. zastoupenim jednotlivych u¢innych latek v silici). Proto je nutné ve studiich
uvadét zdroj, extrakéni metody, chemické slozeni, Cistotu a davku silice. Do soucasnosti byly
ucinky silic ovéfovany piedevsim v kratkodobych in vitro studiich, pouze v n¢kolika studiich
byl sledovan dlouhodobégjsi Gcinek silic na bachorovou fermentaci. Tyto prace naznacily
uréitou schopnost adaptace bachorovych mikroorganismi na uc€inky silic (a dalSich

sekundarnich metabolit rostlin) (Cobellis et al., 2016).

1.8  Cil a hypotézy prace

Na trhu s doplikovymi latkami krmiv je dnes dostupnych nékolik smési silic
S uvadénym pozitivnim U¢inkem na bachorovou fermentaci a uzitkovost zvifat, a to piesto, ze
pozitivni u€inky silic na bachorovou fermentaci nebyly jednoznaéné prokazany. Vyrobci
téchto smési neuvadi piesné zastoupeni ucinnych latek, pouze rozmezi zastoupeni. To
problematizuje ovéreni G¢inkd a srovnani vysledkti mezi jednotlivymi studiemi.

Hlavnimi cili ptedkladané studie proto bylo: 1) analytické stanoveni mnoZstvi
ucinnych latek ve vybrané komeréni smési silic (KSS), 2) ovéfeni in vitro ucinku Sirokého
rozmezi koncentraci KSS a urceni nejnizSich koncentraci, pii kterych se projevi uinek na
bachorovou fermentaci s vyuzZitim 24 hodinové vsadkové inkubace a 3) ovéfeni UCinku
doporucené davky (1,2 g/kus/den; dle vyrobce) KSS na piijem krmiva, mlécnou uzitkovost a
parametry bachorové fermentace holStynskych dojnic ve stiedni fazi laktace.

Mezi hlavni kritéria pfiznivych 0¢inkii podani KSS na bachorovou fermentaci a
uzitkovost zvifat patii:

V in vitro podminkach
e SniZeni produkce metanu bez negativniho vlivu na celkovy rozsah fermentace, tzn.
bez snizeni zdanlivé stravitelnosti susiny ¢i celkové produkce TMK.
e SniZeni relativniho zastoupeni metanu ve fermenta¢nim plynu bez negativniho vlivu

na celkovy rozsah fermentace.

e ZvySeni zdanlivé stravitelnosti suSiny ¢i celkové produkce TMK.
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Zvyseni koncentrace kyseliny propionové na ukor kyseliny octové.

Snizeni koncentrace amoniakalniho dusiku v inkubaéni tekutiné.

U Zzivych zvitat (in vivo)

Zvyseni pfijmu suSiny.

Zvyseni produkce mléka.

Zvyseni obsahu tuku v mléce.

Zvyseni produkéni uc€innosti krmné davky.

Zvyseni koncentrace kyseliny propionové na ukor kyseliny octové a maselné.
Kyselina propionova je u dojnic hlavnim substratem jaterni glukoneogeneze. Jeji
relativni podil na ¢isté produkci glukozy jatry predstavuje asi 60—74 % z glukogennich
substratt (Aschenbach et al., 2010). ZvySeni produkce kyseliny propionové je velmi
dilezité ptedevsim v obdobi po porodu, kdy se dojnice musi vyrovnavat s né€kolikrat
zvySenou potiebou energie. Nedostatecny piisun energie, piedev§im ve formé
glukézy, v tomto obdobi zvysuje riziko nadmérného hubnuti a nasledného zvyseného
vyskytu metabolickych poruch (Hausmann et al., 2017).

Snizeni koncentrace amoniakalniho dusiku v bachorové tekutiné.
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2 MATERIAL A METODIKA

VSechny pokusy byly navrzeny a provedeny v souladu sevropskymi a Ceskymi
pravnimi normami. In vivo experiment byl proveden na experimentalni farm¢ Vyzkumného
ustavu zivo¢isné vyroby, v. v. i, In vitro inkubace a vétSina analyz v laboratofich
Vyzkumného ustavu zivoCisné vyroby, v. v. i. Analyza slozeni KSS byla provedena ve

spolupraci s Katedrou kvality zemédélskych produktt Ceské zemédélské univerzity v Praze.

2.1 SlozZeni tékavé frakce komeréni smési silic

Sto miligrami KSS bylo extrahovano v 10 ml hexanu (analytické Cistoty) spolu
s oktadekanem jako vnitinim standardem (koncentrace 0,1 mg/ml) na orbitalni tfepacce (10
minut). Poté byl 1 ml extraktu filtrovan pfes membranovy filtr do chromatografickych vialek
a okamzit¢ analyzovan na plynovém chromatografu s plamenové¢ ioniza¢nim detektorem (GC-
FID) Agilent 7890A (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) a kolonou HP-5MS (30 m
x 0,25 mm ID, 0,25 um tloustka filmu). Jeden pl vzorku byl nastiiknut ve split médu 1:12,
pii teploté injektoru 250 °C, teplotni program zacinal na 60 °C, teplota byla zvySovana
rychlosti 3 °C za minutu aZ do maximalni teploty 231 °C, ktera byla poté drZena po dobu 10
minut. Nosnym plynem byl dusik (¢istota 99,999 %; konstantni pritok 1 ml/minuta). Teplota
detektoru byla 250 °C. Jednotlivé slouceniny byly také identifikovany pomoci plynové
chromatografie nasledované hmotnostni spektrometrii (GC-MS). Byl pouzit plynovy
chromatograf Agilent 7890A (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) s kolonou HP-
SMS (30 m x 0,25 mm ID, 0,25 um tloustka filmu) spojeny s hmotnostnim spektrometrem
Agilent MSD5975C MS (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) o elektronové ionizacni
energii 70 eV. Analyzy byly provedeny v médu SCAN, hmotnostni rozsah byl 40-400 m/z.
Byla pouzita stejnd metoda jako u plynového chromatografu s plamenové ionizacnim
detektorem. Identifikace jednotlivych slozek byla zalozena na porovnani jejich hmotnostniho
spektra a relativnich reten¢nich ¢ast (RI) s daty z knihovny Narodniho institutu standardu a

technologie (NIST, USA) a na porovnani s analytickymi standardy (Adams, 2007).

2.2 In vitro experiment

Design experimentu

Cv v

koncentrace, u které se projevi vyznamny ucinek na parametry bachorové fermentace, byla

provedena 24 hodinova in vitro vsadkova inkubace. Byly ovéfovany koncentrace 0, 20, 100,
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200, 600 a 1000 mg KSS/1 inkuba¢niho média. Pro kazdou koncentraci byl pfipraven zasobni
roztok s etanolem, ve kterém bylo takové mnozstvi KSS, aby pti davce 200 pl zasobniho
roztoku bylo dosaZeno pozadované koncentrace KSS v médiu. Do kontrolnich inkubaci (0
mg/1) bylo pfidano 200 ul etanolu bez KSS. Kvuli nerozpustnosti nékterych ¢asti KSS byly
zasobni roztoky homogenizovany v parafinem zakryt¢ zkumavce pomoci homogenizatoru
inkubaci (20 mg/1) zhruba odpovidala pouzité in vivo davce 1,2 g/kus/den pii piedpokladaném
minimalnim objemu bachorového obsahu dospélé dojnice 60 1 (Reynolds et al., 2004) a pti
zanedbani dilu¢ni rychlosti bachorového obsahu. Kazdé4 koncentrace KSS méla tfi opakovani
Vv prubehu jedné inkubace a inkubace byly opakovany ttikrat (run), kazda samostatny den. Do

kazdé inkubace byly zafazeny také tti lahve bez ptidané KSS a bez substratu (blanky).

Substrat a bachorova tekutina
Substrat pouzity pii in vitro inkubacich se skladal z kukufiéné silaze (30 % ze suSiny
substratu), vojtéskové sildze (30 %) a smési koncentrovanych krmiv (40 %). Chemické

slozeni substratu a jednotlivych slozek substratu je uvedeno v tabulce 2.

Tabulka 2. Chemické slozeni kukufiéné silaze, vojtéskové silaze, smési koncentrovanych

krmiv (koncentratu) a substratu (% ze suSiny; kromé susiny: % z plivodni hmoty)

Kukufi¢na Vojtéskova Koncentrat Substrat
silaz silaz

Susina 29,9 41,1 89,1 100,0
Hruby protein 7,8 18,1 21,0 16,2
Tuk 3,9 1,6 7,1 4,5
Skrob 37,6 - 30,1 23,3
NDF 41,9 47,3 15,9 33,1
ADF 22,4 40,0 6,9 21,5
Popeloviny 4,2 10,5 10,1 8,5

NDF = neutralné-detergentni vlaknina; ADF = acidodetergentni vlaknina

Cerstvy bachorovy obsah byl odebiran pies bachorovou kanylu pied rannim krmenim
od dvou holstynskych dojnic v laktaci. Dojnice byly krmeny ad libitum smésnou krmnou
davkou (TMR) predkladanou dvakrat denné, ktera se skladala z kukuficné silaze (21,0 % ze

susSiny), kukutfice CCM (corn cob mix; 20,5 %), vojtéskové silaze (20,0 %), pivovarského
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mlata (9,7 %) a smési koncentrovanych krmiv (28,8 %). Bachorovy obsah od kazdé kravy byl
odebran do pifedehiaté a oxidem uhli¢itym (CO,) proplachnuté termosky o objemu 500 ml
tak, aby ve vrchni ¢asti termosky nezistalo Zzadné volné misto a tim bylo zajisténo anaerobni
prostiedi. Takto naplnéné termosky byly pfevezeny do laboratofe. Bachorova tekutina byla
ziskana precezenim bachorového obsahu pies sito s velikosti ok 315 um za neustalého
proplachovani CO,. Pro piipravu inokula byla pouzita smés bachorovych tekutin od obou
dojnic v poméru 1:1 (V/V). Doba od odbéru bachorového obsahu do inokulace neptekrocila

45 minut.

In vitro inkubace

In vitro vsadkova bachorova inkubace byla provedena podle metodiky Fievez et al.
(2005). Substrat (250 mg; suSina 100 %) byl inkubovan ve vzduchotésnych inkubaénich
lahvich o objemu 120 ml spolu s 25 ml pufrované bachorové tekutiny. Pfed inokulaci byla
bachorova tekutina smichana v poméru 1:4 s fosfatovym pufrem. Pufr obsahoval v jednom
litru destilované vody 28,8 g Na,HPO, - 12H,0, 6,9 g NaH,PO, - 2H,0 a 1,4 g NH,CI. Pufr
byl proplachnut CO; a jeho pH bylo upraveno na 6,8 s 5 M NaOH. Inokula¢ni smés
bachorové tekutiny a pufru byla pted inokulaci drzena (10 minut) pii teploté 39 °C, michana a
proplachovédna CO;. Vzorek inokula¢ni smési (0,8 ml) byl okyselen 20 pul 9 M H,SO, a
skladovén pfi teploté —18 °C az do provedeni analyzy tékavych mastnych kyselin (TMK).
Zasobni roztoky s rozpusténou KSS byly do lahvi pfidany tésné pted pfidanim inokulacni
smési. Nakonec bylo do kazdé lahve pfidano 25 ml inokulaéni smési a vrchni ¢ast lahve
(headspace) byla vyplachnuta CO,. Lahve byly uzavieny gumovou zatkou a hlinikovym
uzavérem. Inkubace probihala 24 hodin pii 39 °C v inkubatoru s tiepackou (SW 22; Julabo,
Germany; 90 rpm).

Odbér a analyza vzorki
Po 24 hodindch byl zméfen tlak nahromadéného plynu ve vrchni ¢asti lahve
(headspace) pomoci manometru (Traceable, Fisher Scientific, Pittsburgh, USA). Celkova

produkce plynu v kazdé lahvi byla vypocitana podle rovnice Mauricio et al. (1999):

Vh

kde Gy, je celkova produkce plynu (ml), Vj, je objem headspace lahve (ml), P, je atmosfericky
tlak (hPa) a Py je tlak v lahvi (headspace) zaznamenany manometrem (hPa). Theodorou et al.
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(1994) doporucuji, aby tlak plynu, ktery se vytvofi v prub¢hu fermentace a nahromadi se ve
vrchni ¢asti lahve, nepiesdhl 483 hPa, protoZze nad touto hranici se zvySuje rozptyl dat.
Nicméné Lopez et al. (2007) zjistili velice silny vztah (r* = 0,993) mezi celkovou produkei
plynu a tlakem plynu v headspace v rozsahu 0-1082 hPa. My jsme v tomto experimentu
nam¢fili tlaky plynu v headspace inkubaénich lahvi v rozsahu 418-521 hPa (primér + SD =
486 + 3 hPa) a predpokladame tedy, ze z téchto tlakli bylo mozné vypocitat celkovou
produkei plynd, a také, Ze tyto tlaky neovliviiovaly fermentaci v lahvich takovym zptsobem,
aby zménily uc¢inky jednotlivych koncentraci KSS na produkci metanu. Z vrchni ¢asti lahve
byl odebran vzorek plynu (5 ml) do zkumavky s destilovanou vodou metodou s vytlacenim
vody (water displacement). Lahve byly poté umistény do ledové tiisté a tak schlazeny, tim
byla zastavena fermentace. Po otevieni lahvi bylo zméteno pH fermentaéni tekutiny pomoci
pH metru (pH 700, Eutech Instruments, Singapur). Z lahvi byly odebrany vzorky fermenta¢ni
tekutiny (0,8 ml; okyseleny 20 pul 9 M H,SO,), které byly skladovany pii —18 °C az do
provedeni analyzy tékavych mastnych kyselin (TMK) a amoniakalniho dusiku (NH3-N).
Koncentrace TMK byly stanovovany s vyuzitim plynové chromatografie (GC 82F, Labio,
Ceska republika) s plamenové ionizaénim detektorem, kapilarni kolonou (15 m x 0,53 mm ID
x 0,5 um) a vodikem jako nosnym plynem. Vzorek inkubacéni tekutiny byl odstiedén pii 6625
x g po dobu jedné minuty. Supernatant (64 ul) byl smichan s destilovanou vodou (736 ul),
internim standardem (30 pl) a kyselinou mravenci (100 pl) a opét odstredén (6625 x g; 1
min.). Jeden pl tekutiny byl vstiiknut do injektoru (teplota 200 °C; vstupni tlak 50 kPa). Na
zacatku programu byla teplota v koloné 75 °C, poté za jednu minutu vzrostla o 5 °C na 80 °C,
ktera byla udrzovana 80 s, dale teplota vzrustala o 5 °C/min az do teploty 128 °C (drzena 4 s)
a poté rostla o 20 °C/min az na 160 °C (drzena 180 s). Detekcni teplota byla 200 °C.
Koncentrace amoniakalniho dusiku (NH3-N) Vv bachorové tekutiné byly stanovovany
spektrofotometricky s vyuzitim indofenolové metody (Weatherburn, 1967). Cista produkce
TMK byla vypoctena odectenim koncentrace TMK v neinkubovaném vzorku.

Zbyly obsah kazdé lahve byl bezezbytku pieveden do predvazené centrifugacni
zkumavky o objemu 50 ml a dvakrat odstiedén (507 x g, 10 min, 4°C). Supernatant byl
odstranén, precipitat byl suSen 48 hodin pii 50 °C a poté zvazen. Zdanliva stravitelnost suSiny
byla stanovena jako rozdil mezi hmotnosti suSiny inkubovaného substratu a hmotnosti susiny
fermentacniho zbytku upraveného odectenim hmotnosti fermentaéni susiny blanku.

Koncentrace metanu ve fermentaénim plynu byla stanovena s vyuzitim plynového
chromatografu (GC 82F, Labio, Czech Republic) vybaveného plamenové ioniza¢nim

detektorem, kapilarni kolonou (15 m x 0,53 mm ID x 0,5 um) a vodikem jako nosnym
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plynem. Vzorek plynu (200 ul) byl nastéiknut pomoci 500ul vzduchotésné injekéni stiikacky
se zamkem Pressure-Lok® (Vici Precision Sampling, Baton Rouge, LA, USA). Kalibrace a

vypocty byly provedeny podle metodiky Lopeze a Newbolda (2007).

2.3 Invivo experiment

Do experimentu, ktery trval 105 dni, bylo zatazeno 30 (dvé prvotelky a 28 krav na
druhé a vyssi laktaci, primérna parita 3 + 1) vysokouzitkovych dojnic hol§tynského skotu. Na
zacatku pokusu byly kravy ve stiedni fazi laktace (102. = 30 dni laktace), vazily v priméru
629 + 67 kg a dojily v pruméru 41 £+ 7 kg na den. Kravy byly sefazeny podle parity, mlécné
uzitkovosti pred za¢atkem pokusu a dne v laktaci a poté nahodné pfifazeny do jedné ze dvou
skupin. Prvni skupina, kontrolni (KON), byla krmena bazalni krmnou davkou (tabulka 3),
pokusna skupina (KSS) byla krmena stejnou krmnou davkou s ptidavkem komeréni smési
silic (1,2 g/kus/den). Kravam byla podavana smésna krmna davka (TMR). Komeréni smés
silic (KSS) byla nejdiive zamichana do koncentrované smési a ta poté do TMR pokusné
skupiny. Smésna krmna davka byla do staje zavazena dvakrat denné v 4:00 a v 16:00 h,
krmivo bylo do zlabli doplnovano pétkrat denné. Kravy mély adlibitni pfistup ke krmivu.
Kravy byly ustdjeny volné s neomezenym piistupem k vodé, byly dojeny dvakrat denné

v 5:30av16:30 h.

Odbér a analyza vzorki

Individualni pfijem krmiva byl pribéZné zaznamenivan pomoci automatickych
krmnych Zlabt s elektronickou identifikaci krav, které byly umistény na tenzometrickych
vahach (Insentec, B.V., Marknesse, Nizozemi). Kazdy zlab je vybaven pfistupovou branou,
kterda miiZze byt programovana tak, aby umoznila pfistup pouze vybranym kravam, a dvéma
infraCervenymi senzory, které zaznamendvaji pfitomnost krdvy ve Zlabu. Kazda krava
Vv pokusu méla vuchu pasivni transpondér, ktery ji umoznil pfistup do predem urcenych

zlabt. Pfijem sus$iny byl pocitan podle vzorce:

Poysina(kg) = Pryr(kg) X Stur (kg/kg)

kde Pguina je piijem suSiny v Kg, Prur je pfijem smésné krmné davky v Kg a Stur je suSina

smesné krmné davky v kg na kg ptivodni hmoty.
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Tabulka 3. Slozeni (% ze susiny) bazalni krmné davky

Krmivo % ze susiny

Objemna a tekuta krmiva 59,7
Kukufiéna silaz 27,1
Vojtéskova silaz 16,1
LKS 8,2
Pivovarské mlato 74
PSeni¢na slama 2,3
Energie MG 1,7
Promel 1,7

Smés koncentrovanych krmiv 40,3
PSenice 10,5
Soéjovy extrahovany Srot 6,1
Triticale 5,7
Repkovy extrahovany §rot 5,6
Premin DO1 31
C16 2,2
Aminoplus 2,1
Uhli¢itan sodny 0,4

Vzorky krve a bachorové tekutiny byly odebirany 7., 37., 67. a 97. den experimentu od
16 krav (n = 8) Ctyfi hodiny po rannim krmeni. Asi 6 ml krve bylo odebirano z ocasni zily do
heparinizovanych zkumavek, vzorky byly ihned odstfedény pii 797 x g (20 minut) a
rozdéleny do zkumavek o objemu 1 ml. Zkumavky byly poté skladovany pii —18 °C az do
provedeni analyz na obsah neesterifikovanych mastnych kyselin (NEMK) a kyseliny B-
hydroxymaselné (BHB). Asi 100 ml bachorové tekutiny bylo S vyuzitim podtlaku odebirano
pomoci jicnové sondy. Vzorky byly okamzité umistény na led a pfevezeny do laboratote, kde
byly skladovany pfi —18 °C az do provedeni analyz. Analyzy koncentraci TMK a NHs-N
Vv bachorové tekutin€ byly provedeny stejnymi metodami jako v pokusu in vitro.

Individuélni produkce mléka byla zaznamendvana denné v prib&hu celého pokusu.
Vzorky mléka byly odebirany od vSech krav ze dvou po sobé jdoucich dojeni (ranniho a
odpoledniho) 7., 21., 35., 49., 63., 77., 91. a 105. den pokusu. Ve vzorcich mléka bylo
stanoveno zastoupeni tuku, proteinu, laktézy a mocoviny s vyuzitim infracervené

spektroskopie (Foss FT2, MilkoScan, Foss Electric, Hillerod, Denmark).
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2.4  Statisticka analyza

VSechny statistické analyzy byly provedeny s vyuzitim programu Statistica 9.1
(StatSoft, Tulsa, OK, USA). Data z in vitro experimentu byla vyhodnocena analyzou rozptylu
dvojného tiidéni (two-way ANOVA) se smiSenym modelem, kde koncentrace KSS byla
pevnym efektem a inkuba¢ni den (run) nahodnym efektem. Pro srovnani vSech pouzitych
koncentraci s kontrolou (0 mg/l) byl pouzit Dunnettiv test. K ovéfeni linearni a kvadratické
odpovédi na podani KSS byly spocitany polynomialni kontrasty.

V in vivo experimentu byl vliv KSS na vybrané ukazatele ovéfovan pomoci analyzy
rozptylu (ANOVA) s opakovanym métenim. V modelu byl zahrnut vliv oSetieni (KSS), ¢asu
a jejich interakce. VSechny faktory byly povazovany za pevné. Hladina vyznamnosti byla

urcena na P < 0,05.
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3 VYSLEDKY

3.1 SloZeni komer¢ni smési silic

V KSS byla stanovena tékava frakce, ktera dohromady tvotila 255,6 mg/g produktu.
V této tekavé frakei bylo identifikovano 13 latek (tabulka 4). Mezi nejvice zastoupené latky
pattily G¢inné latky silic jako thymol (33,7 % tékavé frakce), m-kresol (20,2 %), eugenol (9,0
%), guajakol (8,1 %), benzyl ester kyseliny salicylové (7,6 %) a vanilin (6,6 %). Obsah Zadné
dalsi latky v tékavé frakei neptekrocil 4 %.

Tabulka 4. SloZeni t8kavé frakce komeréni smési silic

RI Latka KSS Podil t¢kavé frakce
(mg/g + SD) (%)

1031 a Limonen 4,10+ 0,11 1,61
1082 b m-Kresol 51,50 + 1,67 20,16
1090 a Guajakol 20,79 £ 0,43 8,13
1100 a Linalool 8,30+0,15 3,25
1145 b Kafr 2,34 £ 0,08 0,92
1283 b Anetol 7,00 £ 0,36 2,74
1297 a Thymol 86,19 £2.93 33,72
1358 a Eugenol 22,98 +0,74 8,99
1395 a Vanilin 16,80 + 0,59 6,57
1424 b p-Karyofylen 1,71 £ 0,05 0,67
1509 b Butylhydroxytoluen 9,92 + 0,32 3,88
1529 b Kyselina salicylova, pentylester 4,39+0,11 1,72
1857 b Kyselina salicylova, benzylester 19,52 + 0,60 7,64
Celkem 255,57 100,00

RI, reten¢ni index; KSS, komer¢ni smés silic; SD, smérodatna odchylka
? Identifikace potvrzena pomoci standardu

® Identifikace zaloZena na Kovatsové retenénim indexu a hmotnostnim spektru
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3.2 Invitro experiment

S jedinou vyjimkou pouze dvé nejvyssi koncentrace KSS (600 a 1000 mg/l) vyznamné
ovlivnily né€ktery z parametrii in vitro bachorové fermentace (tabulka 5). Vyjimkou byla
koncentrace 100 mg/l, ktera snizila (P < 0,05) zdanlivou stravitelnost suSiny (aDMd).
produkci metanu (ml/g susiny inkubovaného substratu; DMi), relativni zastoupeni metanu ve
fermenta¢nim plynu (% fermenta¢niho plynu), celkovou produkei tékavych mastnych kyselin
(mmol/l), molarni podil kyseliny propionové a kyseliny izomaselné (% TMK). Naopak tato
koncentrace KSS, ktera ve srovnani s kontrolou snizila (P < 0,05) celkovou produkci plynu
(ml/g DMi), molarni podil kyseliny octové a kyseliny isovalerové (% TMK), koncentraci
amoniakalniho dusiku (mg/100 ml) a naopak zvysila (P < 0,05) pH a podil kyseliny octové ke
kyseling¢ propionové byla 1000 mg/l. Produkce metanu vyjadiend na zdanlivé stravenou
susinu (ml/g aDMD) ani produkce metanu vyjadiena na produkci TMK (mmol/mol) nebyly
ptidavkem KSS ovlivnény.

Ptridavek KSS v koncentracich 0 az 1000 mg/1 kvadraticky (P < 0,001) snizil celkovou
produkci fermenta¢niho plynu, produkci metanu, relativni zastoupeni metanu ve
fermenta¢nim plynu, zdanlivou stravitelnost susiny, produkci TMK, molarni podil kyseliny
octové, propionoveé (P = 0,011), izomaselné, izovalerové a koncentraci amoniakalniho dusiku.
Naopak pH (P = 0,013), molarni podily kyseliny maselné (P < 0,001) a valerové (P < 0,001)
byly kvadraticky zvyseny.
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Tabulka 5. Vliv rostoucich koncentraci komer¢ni smési silic (KSS) na parametry in vitro bachorové fermentace

KSS (mg/l) Kontrast

Parametr 0 20 100 200 600 1000 SEM P L K

pH 6,43 6,43 6,44 6,45 6,45 6,47* 0,004 0,008 0,003 0,013
CPP (ml/g DMi) 184,7 187,9 184,7 184,2 181,9 169,2* 1,40 <0,001 <0,001 <0,001
Metan (ml/g DMi) 27,28 27,69 26,73 26,59 25,72* 22,62* 0,268 <0,001 <0,001 <0,001
Metan (%) 14,79 14,75 14,50 14,46 14,16* 13,37* 0,111 <0,001 <0,001 <0,001
Metan (ml/g aDMD) 46,75 48,04 48,55 47,50 47,62 49,38 0,348 0,287 0,128 0,240
Metan/TMK (mmol/mol) 207,42 209,97 208,35 206,51 207,55 208,08 1,188 0,989 0,887 0,916
aDMD (g/g) 0,585 0,577 0,551* 0,561 0,540* 0,459* 0,006 <0,001 <0,001 <0,001
TMK (mmol) 54,64 54,73 53,27 53,48 51,46* 45,11* 0,510 <0,001 <0,001 <0,001
Kyselina octova (% TMK) 57,26 57,30 57,37 57,05 56,63 53,76* 0,216 <0,001 <0,001 <0,001
Kyselina propionova (% TMK) 22,28 22,24 22,09 22,16 21,57* 19,87* 0,288 <0,001 0,004 0,011
Kyselina isomaselna (% TMK) 1,48 1,51 1,51 1,48 1,28* 1,19* 0,026 <0,001 <0,001 <0,001
Kyselina maselna (% TMK) 13,11 13,05 13,08 13,34 14,53* 18,51* 0,314 <0,001 <0,001 <0,001
Kyselina isovalerova (% TMK) 2,96 2,97 3,00 2,99 2,89 2,81* 0,015 <0,001 <0,001 <0,001
Kyselina valerova (% TMK) 2,92 2,93 2,95 2,98 3,10* 3,84* 0,047 <0,001 <0,001 <0,001
Oo/P 2,59 2,60 2,62 2,59 2,65 2,75* 0,042 <0,001 0,213 0,434
NH3-N (mg/100 ml) 43,09 43,96 43,82 43,19 41,22 38,76* 0,422 <0,001 <0,001 <0,001

KSS, komer¢ni smés silic; SEM, stiedni chyba priméru; P, pravdépodobnost ucinku KSS; L, linearni u¢inek KSS; K, kvadraticky u¢inek KSS; CPP, celkova produkce plynu

DM, susina inkubovaného susbstratu; aDMD, zdanlivé stravena susina substratu; TMK, tékavé mastné kyseliny; O/P, pomér kyseliny octové a propionové; NHs-N,

amoniakalni dusik. * Statisticky vyznamny rozdil v porovnani s kontrolou (0 mg/l; Dunnettiv test; P < 0,05)
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3.3 Invivo experiment

Vliv ptidavku komer¢ni smési silic do krmné davky dojnic na piijem krmiva a suSiny
krmiva, mlécnou uzitkovost, slozeni mléka, koncentrace indikatord negativni energetické
bilance v krvi, parametry bachorové fermentace a hmotnost dojnic jsou uvedeny v tabulce 6.
Podani KSS nem¢élo statisticky vyznamny vliv na pfijem suSiny krmiva (Graf 1) ani na
primérnou denni produkci mléka (Graf 2), nicméné rozdil produkci mléka mezi pokusnou
(KSS) a kontrolni skupinou byl zna¢ny, dojnice v pokusné skupin€ dojily méné v priiméru o
3,6 kg mléka na den. Mléko skupiny KSS také obsahovalo méné (—0,52 %) tuku ve srovnéani
se skupinou KON, tento rozdil byl na hranici statistické vyznamnosti (P = 0,05). Rozdily v
zastoupeni dalSich slozek mléka (bilkoviny, laktéza a mocovina) nebyly mezi skupinami
statisticky vyznamné (P > 0,05). Produkéni ucinnost krmné davky vyjadfena jako podil
produkce mléka za den v kg a pfijem suSiny krmné davky za den v kg se mezi skupinami
neliSila (P > 0,05). Primérmné hladiny kyseliny B-hydroxymaselné, jednoho z indikétora
negativni energetické bilance, byly statisticky vyznamné vyss$i ve skupiné KSS. Celkova
produkce tékavych mastnych kyselin byla v pokusné skupiné s KSS vyznamné (P = 0,001)
nizsi ve srovnani s kontrolni skupinou. Ve skupiné KSS bylo statisticky vyznamné zvySeno (P
= 0,005) pH bachorové tekutiny. Zastoupeni jednotlivych t€kavych mastnych kyselin, pomér
kyseliny octové ke kyselin¢ propionové ani koncentrace NH3-N se mezi skupinami vyznamné
neliSily. Statisticky vyznamny rozdil nebyl mezi skupinami ani v primérné hmotnosti
(Graf 3). Nicméné pomérné znaény byl rozdil, pokud se zména hmotnosti vyjadfila jako
pramérny ptirGstek na den, kdy pokusné skupina ve srovnani s kontrolni skupinou pfibirala o

350 g denné vice.
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Tabulka 6. Vliv piidavku komeréni smési silic na piijem krmiva, parametry mlécné

uzitkovosti, hladiny vybranych krevnich slozek, parametry bachorové fermentace a hmotnost

dojnic
Skupina
Parametr KON KSS SEM P
Piijem krmiva
pivodni hmota (kg/den) 56,7 54,1 0,13 0,207
susina (kg/den) 26,2 25,0 0,06 0,207
Mléko
produkce (kg/d) 42,1 38,5 0,14 0,183
tuk (%) 4,21 3,69 0,06 0,050
bilkoviny (%) 3,19 3,23 0,02 0,769
laktoza (%) 4,96 4,92 0,01 0,512
mocovina (mmol/l) 15,7 14,4 0,22 0,262
Produkéni u€innost krmné davky
kg mléka/kg piijmu suSiny 1,64 1,56 0,01 0,175
Krev
NEMK (mmol/l) 0,40 0,43 0,02 0,278
BHB (mmol/l) 0,33 0,39 0,01 0,031
Bachorové tekutina
celkové TMK (mmol/l) 120,1 108,2 2,27 0,001
kyselina octova (%) 65,8 66,2 0,31 0,435
kyselina propionova (%) 19,1 18,9 0,20 0,725
kyselina méselna (%) 14,2 14,0 0,22 0,665
octova/propionova 3,49 3,54 0,05 0,661
NH3-N (mg/100 ml) 12,2 11,9 0,14 0,273
pH 6,54 6,75 0,05 0,005
Hmotnost
prameér 643 666 1,30 0,355
zmeéna (kg/d) 0,23 0,58

KON, kontrolni skupina; KSS, pokusna skupina s davkou (1,2 g/kus/den) komercni smési silic; SEM, stfedni
chyba pruméru; NEMK, neesterifikované mastné kyseliny; BHB, kyselina B-hydroxymaselna; TMK, tékavé

mastné kyseliny; NH3-N, amoniakalni dusik
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Graf 1. Tydenni praméry piijmu susiny kontrolni (modie) a pokusné skupiny (Cerveng).
KON, kontrola; KSS, komerc¢ni smés silic. Vertikalni usecky oznacuji 95% intervaly
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Graf 2. Tydenni priméry produkce mléka kontrolni (modie) a pokusné skupiny (Cerveng).
KON, kontrola; KSS, komer¢ni smés silic. Vertikalni tsecky oznacuji 95% intervaly

spolehlivosti.
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4 DISKUZE

Vyuziti fytogennich latek ve vyzivé zvifat ziskalo v poslednich letech zna¢nou
pozornost (Flachowsky a Lebzien, 2012). U piezvykavcu jsou jako manipulatory bachorové
fermentace nejéastéji ovéfovany tiisloviny, saponiny a silice (Patra a Saxena, 2010). Vyhodou
silic je, Ze jsou pomérné¢ bézn¢ vyuzivany v potravinarstvi ¢i kosmetickém a farmaceutickém
prumyslu a jsou obecné povazovany za bezpecné (Baser a Buchbauer, 2015). Nékteré studie
potvrdily schopnost silic pozitivné ovlivnit bachorovou fermentaci, a to snizenim
bachorového obratu dusiku (Patra a Yu, 2014), zpomalenim rozkladu skrobu (Hart et al.,
2008) nebo inhibici metanogeneze (Patra a Yu, 2012). Nicméné vétsina pozitivnich vysledkt
byla prokazana v in vitro studiich a i v nich nejsou vysledky konzistentni. Podani silic je ¢asto
doprovéazeno sniZenim stravitelnosti vlakniny nebo snizenim produkce TMK. Tyto negativni
vlivy mohou byt zplisobeny pomérné Sirokym a nespecifickym antimikrobidlnim u¢inkem
silic v bachoru (Cobellis et al., 2016). Piesto, Ze ucinnost silic neni jednoznaéné potvrzena, na
trhu se objevuji doplikové latky na bazi silic s deklarovanym pfiznivym ucinkem na
bachorovou fermentaci a traveni. N¢kolik téchto produktl, smési ucinnych latek silic, bylo
testovano a to s pomérné nejednoznaénymi vysledky v in vitro (Castillejos et al., 2007) a in
vivo (Tassoul a Shaver, 2009) studiich. Rozdily mezi vysledky studii mohou byt dany rozdily
Vv zastoupeni jednotlivych ucinnych latek silic (Cobellis et al., 2016). Bohuzel v drtivé vétsiné
studii, které ovérovaly komercni smési silic a jejich u€inky na bachorovou fermentaci, nebyly
ucinné latky analyticky identifikovany a kvantifikovany. VétSinou autofi produkt popisi jako
smés prirodnich a ptirodné identickych silic a vyjmenuji hlavni u¢inné latky (napt. Benchaar
et al., 2006). Pri¢emz jak namitaji Flachowsky a Lebzien (2012) popsat testované latky pouze
jako ,,smés ptirodnich a ptirodné identickych silic* neni z védeckého pohledu piijatelné.

Tekava frakce, v niZz byly zastoupeny pfevazné G€inné latky silic, predstavovala u
ovétované KSS priblizné 25,6 % hmotnosti produktu. Podobné zastoupeni tékavé frakce je
deklarovano u produkti CRINA® Ruminants (DSM, Svycarsko) a AGOLIN® Ruminant
(AGOLIN SA, Svycarsko). U dalsiho na trhu dostupného produktu, XTRACT® 6965
(Pancosma SA, Svycarsko), je deklarované zastoupeni silic vyssi, a to 45 %. V KSS byly
nejvice zastoupené tyto ucinné latky silic: thymol, m-kresol, eugenol, guajakol, kyselina
salicylova a vanilin (tabulka 4).

Thymol je monoterpenovy fenol, derivat cymenu. Pfirodnim zdrojem thymolu jsou
zavinutky (Monarda fistulosa, Monarda didyma). Velké mnozstvi thymolu se nachazi v silici

dobromysli obecné (Origanum vulgaris) (Castillejos et al., 2007) a tymianu obecného

29



(Thymus vulgaris), v této silici podil thymolu dosahuje az 70 %. Thymol patii mezi nejlépe
prozkoumané Gc¢inné latky silic. Byla u néj prokazéna silnd antimikrobidlni aktivita proti
Sirokému spektru gram-pozitivnich 1 gram-negativnich bakterii (Burt, 2004). Latky
s fenolickou strukturou, jako je thymol, maji vyssi antimikrobidlni aktivitu nez sekundarni
metabolity bez této struktury. Navic mald molekulova hmotnost umoziuje thymolu pronikat
do bunécné membrany ptes pory v bunééné sténé (Calsamiglia et al., 2007; Dorman a Deans,
2000). Castillejos et al. (2006) zjistili, ze nizké koncentrace thymolu (50 mg/l) nemaji vliv na
in vitro bachorovou fermentaci, ale vy$si koncentrace (>500 mg/l) snizuji produkci TMK a
pomer kyseliny octové ke kyselin¢ propionové. Tito autofi proto piedpokladaji, ze optimalni
koncentrace thymolu pro ovlivnéni bachorové fermentace je v rozmezi 50 az 500 mg/l. Na
druhou stranu pomérné silné a Siroké spektrum aktivity thymolu proti gram-pozitivnim i
gram-negativnim bakteriim, uzké rozmezi mezi optimalni a toxickou dévkou a dal$i ucinky,
které nejsou vzdy v pozadovaném sméru (Castillejos et al.,, 2006) naznacuji, Ze
antimikrobialni aktivita thymolu je pfili§ silnd a nespecifickd pro ovlivnéni tak komplexniho
mikrobialniho prostiedi, které se nachazi v bachoru (Calsamiglia et al., 2007).

Kresoly jsou pfirodni nebo syntetické methylfenoly, vyskytuji se ve tfech izomernich
formach o-kresol, m-kresol a p-kresol. Kresoly jsou v piirodé Siroce rozsifeny, mimo jiné se
nachazeji v rostlinnych silicich, jako je silice maty peprné ¢i eukalyptové silici, m-kresol je
vyznamna slozka tabdkového koute. Kresoly jsou dilezité chemické suroviny, napf.
isopropylaci m-kresolu vznika thymol. Pivodné byly ziskdvany z uhelného dehtu. Dnes jsou
vyrabény také synteticky (asi 60 %) (Fiege, 2000). Mnoho z téchto latek se vyuziva jako
biocidy ¢i konzervanty v kosmetickém primyslu. m-Kresol se vyuziva jako latka zvyraznujici
vini, konzervant a také jako lokalni antisepticka latka dutiny ustni. m-Kresol je biomarker
expozici fenolu a toluenu, prokazal také nékteré antimikrobialni U€inky, inhibuje rlst
Escherichia coli a vykazuje také antifungalni aktivitu (Andersen, 2006). U¢inky kresoli na
bachorovou fermentaci dosud nebyly ovéfovany.

Eugenol patfi mezi fenylpropanoidy, je hlavni slozkou hiebickové (az 85 %) a
skoficové silice (Davidson a Naidu, 2000). Eugenol ma inhibi¢ni vliv na gram-pozitivni i na
gram-negativni bakterie (Dorman a Deans, 2000). Eugenol mtze vazat n€které proteiny, a tim
inaktivovat enzymy ¢i narusovat a rozkladat bunky (Calsamiglia et al. 2007; Benchaar and
Greathead, 2011). Castillejos et al. (2006) uvadéji, ze koncentrace eugenolu 500 mg/l méni
zastoupeni jednotlivych TMK, sniZuje zastoupeni kyseliny propionové, bez ovlivnéni celkové
produkce TMK pfi in vitro inkubaci. Podobné vysledky potvrzuji také Joch et al. (2016) pri
koncentraci eugenolu 1067 mg/l. Vyssi koncentrace (300, 3000 a 5000 mg/l) také mohou
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vyznamn¢ snizit produkci amoniaku, zatimco nizké koncentrace maji tendenci tuto produkci
zvySovat (Cardozo et al., 2005). Pokud byl ¢isty eugenol podavan zivym zvifatim v
koncentraci 50 mg/kg suSiny krmné davky, pfi pfijmu okolo 20 kg suSiny/dojnici/den, to
znamena davku asi 1000 mg/dojnici/den, nemé¢l prokazatelny vliv na pfijem suSiny,
bachorovou fermentaci, efektivitu traveni, zastoupeni bakterii a protozoi ani na mlécnou
uzitkovost (Benchaar et al., 2012). Uvedené in vitro i in vivo vysledky naznacuji, ze eugenol
nema na bachorovou fermentaci vyznamné pozitivni u€inky, a proto jeho potencial vyuziti
jako doplikové latky v krmivech piezvykavci je nizky. Z tohoto pohledu je piekvapivé, Ze
pravé eugenol je ucinnou latkou silic, kterd je obsazena v nejvyznamnéjSich na trhu
dostupnych smésich silic ur¢enych pro prezvykavce.

Guajakol je slozkou silic z maty peprné (Mentha piperita), celeru (Apium graveolens),
btizy (Betula alba), jalovce (Juniperus communis) a jinych. V mediciné se guajakol vyuziva
pro uvolnéni a odstranéni hlenu z dychaci soustavy, tzn. jako expektorans (Magyar et al.,
2004). Podle Castillejos et al. (2006) vétsina koncentraci guajakolu (5, 50, 5000 mg/l) méla
inhibi¢ni vliv na in vitro bachorovou fermentaci, tyto koncentrace snizovaly piedevsim
produkci t€kavych mastnych kyselin. Vyjimkou byla koncentrace 500 mg/l, kterd snizila
zastoupeni kyseliny octové (—2,5 %) a amoniakalniho dusiku (NH3-N), bez omezeni produkce
TMK. Autofi nemaji jasné vysvétleni pro¢ nizs$i koncentrace (5 a 50 mg/l) inhibovaly
produkci TMK, zatimco vys$i (500 mg/l) ne. Doposud nejsou ve veédecké literatuie zadné
dal$i zpravy o u€incich guajakolu na bachorovou fermentaci.

Kyselina salicylova, neboli kyselina 2-hydroxybenzoova, je v rostlinné tisi Siroce
rozSifena predevSim ve formé esterti. Estery salicylati se vyskytuji v nékolika rostlinnych
rodech, mezi ty hlavni patii rody vrba (Salix), tavolnik (Spiraea) a libavka (Gaultheria).
Vyznamna mnoZstvi methylesteru kyseliny salicylové se nachazeji v biezové kiife. Kyselina
salicylova se vyuziva hlavné k syntéze kyseliny acetylsalicylové, ktera slouzi kK 1écbé bolesti,
horecky a zanétu, a patii mezi nejrozsifenéjsi 1éky vibec. Samotna kyselina salicylova se
vyuziva k1éEbé revmatickych poruch. U kyseliny salicylovd byly prokdzany takeé
bakteriostatické vlastnosti, a proto je vyuzivdna jako desinfekéni prostiedek a konzervant
(Boullard et al., 2000). Jung a Fahey (1983) ovétovali vliv tfi koncentraci (167, 833 a 1499
mg/l) kyseliny salicylové na in vitro bachorovou fermentaci. Se zvysujici se koncentraci
kyselina salicylova linearn€ sniZzovala stravitelnost celuldézy. Naopak nejvySsi pouzitd
koncentrace mirn¢ zvysila stravitelnost Skrobu.

Vanilin je hlavni tékavou slozkou silice v tobolkdch rtiznych druhl orchideji rodu

vanilovnik (Vanilla planifola, Vanilla pompona, nebo Vanilla tahitensis), tedy kofeni zvaném
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vanilka. Je hlavni slozkou pfirozené vanilkové piichuté. Proto ma vanilin zna¢ny komer¢ni
vyznam, predevSim jako ochucovadlo v potravindiském primyslu a vonna latka
Vv kosmetickém prumyslu. Je to aromaticka latka s nejvétsi celosvétovou produkei (Fache et
al., 2016; Davidson a Naidu, 2000). Vanilin prokazal silné antimikrobialni ucinky proti
bakteriim, kvasinkdm 1 plisnim. Nejsiln€jsi inhibi¢ni G¢inky vanilinu byly prokazany proti
gram-pozitivnim bakteriim a plisnim (Davidson a Naidu, 2000). Antimikrobialni aktivita
vanilinu je spojovana s narusenim membrany mikroorganismu. Jak prokazali Castillejos et al.
bachorové fermentace in vitro. Nicméné tato koncentrace pouze mirné snizila zastoupeni
kyseliny octové (=2 %) bez ovlivnéni celkové produkce té¢kavych mastnych kyselin. Patra a
Yu (2014) ovéiovali u¢inky pomérné vysokych koncentraci (760 a 1520 mg/1) vanilinu na in
vitro bachorovou mikrobialni fermentaci. Vanilin se zvySujici se koncentraci snizoval
zastoupeni protozoi a naopak zvySoval zastoupeni nékterych bakteridlnich druhi, napf.
Ruminococcus flavefaciens, Prevotella bryantii, Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella
ruminicola, Clostridium aminophilum a Ruminobacter amylophilus. Rostouci koncentrace
linearné snizovaly produkci metanu i produkci amoniaku, nicméné stravitelnost susiny a NDF
substratu byly také snizeny (Patra a Yu, 2014). Z tohoto pohledu se zd4a, Ze dosud prokézané
ucinky vanilinu na bachorovou fermentaci nemaji zasadni vyznam pro zlepSeni efektivity
vyuziti krmné davky u prezvykavcu.

Na trhu je dnes dostupnych nékolik komerénich smési silic, které jsou urcené pro
prezvykavce a jejichZ cilem je zvysit uc¢innost bachorové fermentace a zvysit produkcei téchto
hospodarskych zvifat. Ve studiich in vitro a in vivo byly nejcastéji testovany tfi smési
Svycarskych vyrobct, jednd se 0 CRINA® Ruminants, AGOLIN® Ruminant a XTRACT®
6965. CRINA® Ruminants (DSM, Svycarsko) je patentovand smés piirodnich a pfirodné
identickych ucinnych latek silic. Deklarovany podil silic ve vyrobku se pohybuje v rozmezi
20-30 %. Zastoupeni jednotlivych ucinnych latek silic je nasledujici: thymol 25-33 %,
limonen 20-35 %, vanilin 10-20 %, guajakol 10-15 %, eugenol 5-10 % a aldehyd kyseliny
salicylové 5-10 %. AGOLIN® Ruminant (AGOLIN SA, Svycarsko) je komeréné vyrabéna
smés silic obsahujici 200 g uc¢innych latek v 1000 g kone¢ného produktu. Hlavni G¢inné latky
jsou geranyl acetat, eugenol a silice koriandru. Doporucené davkovani je 1 g vyrobku na
dojnici a den. XTRACT® 6965 (Pancosma SA, Svycarsko) je komeréné vyrabéna smés silic
obsahujici dvé hlavni u¢inné latky, eugenol (280 g/kg produktu) a cinnamaldehyd (170 g/kg).

Uginné latky jsou enkapsulovany v hydrogenované olejové matrici.
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V in vitro experimentu KSS v koncentraci 100 mg/l snizila (P < 0,05) zdanlivou
stravitelnost suSiny, nicméné toto snizeni bylo pomérné malé a nebylo doprovazeno dal$imi
ucinky na fermentaci. VSechny dalsi zmény bachorové fermentace se projevily az pii dvou
nejvysSich koncentracich KSS, 600 a 1000 mg/l. Pti obsahu silic okolo 25 % to znamena
koncentraci u¢innych latek silic okolo 150 a 250 mg/l. To je podobné rozmezi, ve kterém byla
prokézana ucinnost thymolu (v KSS nejvice zastoupend Uc¢innd latka silic) na bachorovou
fermentaci. Pii koncentraci KSS 600 mg/l byla snizena produkce metanu, nicméné toto
snizeni bylo doprovazeno sniZenim stravitelnosti susiny a snizenim celkové produkce TMK,
tedy omezenim rozsahu fermentace. Vyssi koncentrace také ménily zastoupeni jednotlivych
TMK, ale tyto zmény by pro hostitelské zvife nebyly ptiznivé. Bylo snizovano zastoupeni
kyseliny propionové a u nejvyssi koncentrace také kyseliny octové. Naopak byl zaznamenan
vyrazny ndrust koncentrace kyseliny maselné. Zvyseni molarniho podilu kyseliny maselné
patfi mezi nejcastéji prokazované ucinky silic nebo ucinnych latek silic, a to zejména po
podani vyssich koncentraci (Busquet et al., 2005; Castillejos et al., 2006). Jednim z hlavnich
producentt kyseliny maselné v bachoru je bakterie Butyrivibrio fibrisolvens (Stewart et al.,
1997), nicméné tato bakterie je velmi citliva k u¢inktm silic (MclIntosh et al., 2003). Je tedy
mozné, ze nardst molarniho podilu kyseliny maselné po oSetfeni silicemi je zplsoben jinou
dosud neodhalenou bakterii, kterd produkuje kyselinu mdaselnou ve zvySené mife. Dalsi
moznosti je, Ze silice, nebo néktery z fermentacnich produktd jako napf. vodik, mohou
inhibovat hlavni bakterie, které vyuZivaji kyselinu méselnou jako substrat (Patra a Yu, 2012).
Pridavek KSS snizoval hladiny amoniaku v inkubacni tekutiné aZ pfi nejvyssi koncentraci, to
naznacuje, ze produkce amoniaku byla sniZzena spiSe celkovou inhibici fermentace nez
selektivnim t¢inkem KSS na bakterie produkujici vyznamna mnozstvi dusiku. V pfedchozich
studiich byly ovéfovany piedev§im nizsi koncentrace komerénich smési silic. Pirondini et al.
(2015) svyuzitim 24 in vitro bachorové inkubace zjistili, ze CRINA® Ruminants ani
AGOLIN® Ruminant pifi koncentraci 16,7 mg/l neovlivituji produkci metanu. Nicméné
CRINA® Ruminants vyznamné snizovala produkci TMK. Naopak Durmic et al. (2014)
uvadéji, Ze CRINA® Ruminants ani AGOLIN® Ruminant pii koncentraci 1 mg/l neovliviiuji
celkovou produkci TMK, ale CRINA® Ruminants pii in vitro davkové inkubaci snizuje
produkci metanu. Vliv smési CRINA® Ruminants na bachorovou fermentaci s vyuZiti
kontinualnich fermentort sledovali Castillejos et al. (2007) a zjistili, ze koncentrace 5 mg/l
zvySovala produkci TMK a zastoupeni kyseliny octové. Koncentrace 50 a 500 mg/l nemély na
bachorovou fermentaci zadny prokazatelny vliv (Castillejos et al., 2007). Rozdily ve
vysledcich v jednotlivych studiich i pfi ovéfovani stejné komercni smési silic a pii stejnych ¢i
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podobnych koncentracich mohou byt zpiisobeny, mimo jiné, rozdilnym zastoupenim
jednotlivych U¢innych latek silic, protoze silice jsou latky tékavé a tedy malo stabilni
(Cobellis et al., 2016). Vystaveni téchto latek, napf. v pribéhu skladovani ¢&i piipravy
krmnych déavek, svétlu, kysliku ¢i vysokym teplotdim muze urychlit pfeménu a degradaci
ucinnych latek v produktu, tim snizit jejich kvalitu a zménit antimikrobialni aktivitu (Turek a
Stintzing, 2013). Bohuzel v zadné z téchto citovanych studii autofi nestanovovali zastoupeni
silic v komer¢nim produktu a proto je pfimé srovnani problematické.

Od roku 2008, tzn. za poslednich deset let, bylo provedeno vice nez 15 studii, ve
kterych autofi ovétovali ucinky komercnich smési silic na zivych piezvykavcich, vétSinou na
masném a dojném skotu. V provedenych studiich se davky komercnich smési silic
pohybovaly v rozmezi 0,2 az 10 g/kus/den, nejcastéji okolo 1 g/kus/den. V nasi studii davka
1,2 g KSS/kus/den neméla statisticky vyznamny vliv na piijem suSiny, nicméné rozdil mezi
skupinami byl pomérné vyrazny, kdy pokusnd skupina s KSS piijimala primémé o 1,2 kg
susiny/den méné ve srovnani s kontrolni skupinou (Graf 1). Moznym vysvétlenim nizSiho
pfijmu mtze byt snizeni chutnosti krmné davky po ptidavku smési silic. Pfirozenou funkci
silic vrostlinach je odradit bylozravce spasat tyto rostliny (Calabro, 2015), je tedy
pravdépodobné, Ze podobnym mechanismem mohou ovlivnit také piijem TMR, zvlasté
Vv ptipadech, kdy jsou podavany ve vysokych davkach. Nicméné v ptedkladané studii nebyla
provadéna Zadnd méfeni, ktera by posoudila rozdily v chutnosti pokusné a kontrolni krmné
davky. Je v8ak mozné fici, ze, posouzeno lidskymi ¢ichem, pach krmné davky s KSS byl
vyraznéj$i a méné prirozeny. Obecné zplsob, jakym zvifata smyslov€ vnimaji a hodnoti
predkladané krmivo, je malo prozkouman, piestoze to, jak predevSim hospodarska zvitata
pfijimaji krmiva, ma zna¢ny ekonomicky vyznam. Nékteré studie naznacuji, ze v tom, jak
jednotliva zvitata stejného druhu posuzuji krmiva, jsou zna¢né rozdily (Ginane et al., 2011).
Velké variabilita v rozsahu pfijmu suSiny krmiva mohla byt v pfedklddané studii divodem,
pro¢ byl rozdil mezi pokusnou a kontrolni skupinou vyhodnocen jako nevyznamny.
Nevyznamny vliv na ptijem suSiny potvrzuji také dalsi studie s holStynskymi dojnicemi, ve
kterych byly podavany smési silic (CRINA® Ruminants, AGOLIN®) v davkach okolo 1
g/kus/den (Drong et al., 2016; Vendramini et al., 2016). Tassoul a Shaver (2009) uvadéji, ze
davka 1,2 g/kus/den ptipravku CRINA® Ruminants snizovala pfijem suSiny, naopak Kung et
al. (2008) zjistili pti podani stejného piidavku pii stejné davce vliv pfesné opacny, piijem
suSiny byl zvySen. Pfestoze byla primérna denni produkce mléka ve skupiné s KSS vyrazné
nizsi (tabulka 6; graf 2), rozdil nebyl statisticky vyznamny. Nevyznamny vliv poddni smési

silic na produkci mléka u dojnic potvrzuji také dalsi autofi (Tassoul a Shaver 2009; Drong et
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al., 2016; Vendramini et al., 2016). V pokusné¢ skupin¢ byl snizen obsah tuku Vv mléce
(tabulka 6). Nizsi produkce mléka spolu s niz§im zastoupenim tuku v mléce by méla
vyznamny negativni vliv na ekonomiku chovu a to i v pfipadé¢, ze bychom zanedbali zvySeni
nakladii pofizenim KSS. V bachorové tekutiné pokusné skupiny byla vyznamné snizena
koncentrace TMK. To muze byt vysvétleno niz§im piijmem suSiny pokusné skupiny. Naopak
niz8i produkce TMK muize vysvétlit nizsi zastoupeni tuku v mléce, protoze kyselina octova,
TMK s nejvyssim zastoupenim v bachoru, je hlavnim substratem de novo syntézy mastnych
kyselin v mlé¢né zlaze (NRC, 2001). T¢kavé mastné kyseliny jsou koncovym produktem
mikrobialni fermentace v bachoru a hlavnim zdrojem energie piezvykavca (Van Soest, 1982).
U skotu TMK pokryvaji vice nez 70 % celkové potieby energie (Bergman, 1990). Z tohoto
pohledu je snizeni produkce TMK v bachoru pro hostitelské zvife nevyhodné. Se snizenou
produkci TMK v bachoru korespondovalo také statisticky vyznamné vyssi bachorové pH.
V prubéhu pokusu byly obé skupiny krav v pozitivni energetické bilanci, jak vypliva
z nizkych hladin NEMK a BHB a také z pfirdstku hmotnosti obou skupin. Na zacatku
pokusného obdobi byly dojnice v priméru na 102. dni laktace, takze pozitivni energeticka
bilance byla piedpokladana. Skupina dojnic s KSS piibirala rychleji v porovnani s kontrolni
skupinou, pfestoze ptijem suSiny ve skupiné KSS byl niz§i. Vysvétleni pro tento rozdil neni
jasné, nicmén¢ intenzivngjsi prirtistek hmotnosti po podani smési silic (CRINA® Ruminants)
zjistili také Benchaar et al. (2006).

Simultanni ovéfovani in vitro a in vivo G¢inkid bachorovych manipulatord je pomérné
vzacné, prestoze piimé srovndni umoziuje lepsi interpretaci vysledkli a zvySuje robustnost
odhadu skute¢nych G¢inkt. Soucasné provedeni in vitro a in vivo pokusit mize také prispét
k rozvoji in vitro metod provéienim jejich vysledkd na zivych zvifatech. In vitro inkubacni
metody jsou levnéjsi a méné pracné. Tyto techniky umoziiuji provedeni i pomé&rné rozsahlych
screeningovych studii s velkym mnoZstvim krmiv a potencidlnich doplitkovych latek.
V predkladané studii provedeni in vitro experimentu umoznilo provéfit uéinky Sirokého
rozpéti koncentraci KSS (0 az 1000 mg/l). Nevyhody in vitro technik vychazeji z jejich
podstaty, kdy je komplexni proces traveni krmiva zvifetem redukovan na pouhou ¢ast tohoto
procesu. Bachorové in vitro inkuba¢ni metody simuluji pouze bachorovou fermentaci krmiva,
a ne produkci latek ¢i stravitelnost u celého zvirete (Storm et al., 2012). Proto automaticka
extrapolace in vitro vysledkd na in vivo podminky mize byt zavadéjici (Patra a Yu, 2015) a to
hned z nékolika diivodd. Vsadkové in vitro inkubace jsou obvykle vyuzivany ke kratkodobym
experimentim (obvykle 24 h), které nedovoluji ovéfit dlouhodobou adaptaci bachorového

mikrobiomu na testované latky. Kromé toho vsadkové in vitro metody nezohlediuji takové
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pro bachor pfirozené procesy jako je kontinualni vstiebavani TMK, neutralizaci slinami a
dilu¢ni rychlost bachorového obsahu (Soto et al., 2012). Dalsim velmi dtlezitym faktorem,
ktery muze ovlivnit vysledky in vitro inkubaci a tedy i jejich vypovidaci hodnotu, je pouzité
bachorové inokulum. Nejcastéji se vyuziva filtrovana bachorova tekutina (Cobellis et al.,
2016), ta ovsem nemusi pln¢ reprezentovat slozeni bachorového bakteridlniho spolecenstvi.
Bachorové bakterie mohou byt podle vyskytu v ramci bachoru rozdéleny do ¢tyi hlavnich
subpopulaci: 1) bakterie, které¢ se vyskytuji voln¢ v bachorové tekuting; 2) bakterie ptichycené
na CasteCkach krmiva (tvoii az 75 % bakteridlni populace; 3) bakterie pfichycené na
bachorovém epitelu a 4) bakterie piichycené na povrchu eukaryot (protozoi ¢i hub)
(McAllister et al., 1994; Zhou et al., 2015). Pokud je tedy pro inkubace pouzita filtrovana
bachorova tekutina, mohou byt zménény poméry jednotlivych subpopulaci ve prospéch
ptedevsim prvni skupiny (bakterie v tekutin€). VySe uvedend omezeni Casto, predevSim u
inhibitorti produkce metanu, znamenaji ptecenéni inhibi¢nich G¢inkd v podminkach in vitro
(Yanez-Ruiz et al., 2016). To, zda se, neplati pro in vitro a in vivo vysledky této studie. U
zivych zvitat davka 1,2 g/kus/den, davka ktera po prepoctu odpovida maximalné 20 mg/l v in
vitro podminkach, snizila celkovou produkci TMK a také pH, zatimco podobné G¢inky v in
vitro experimentu mé¢ly koncentrace 600 mg/l, tzn. koncentrace 30krat vyssi. To naznacuje, Ze
ucinky KSS pii davee 1,2 g/kus/den na bachorovou fermentaci nejsou spojeny s piimym
ovlivnénim bachorové mikrobidlni populace. SpiSe se zda, Ze KSS ovliviiuje bachorovou
fermentaci zprostfedkovanég, tim Ze u nékterych dojnic mlzZe sniZit pfijem krmiva a tim také

dostupnost substratii pro bachorovy mikrobiom.
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5 ZAVER

Ve studii ovéfovana komeréni smés silic (KSS) v in vitro podminkach ani na zivych
zvitatech neprokézala pozitivni G¢inky na bachorovou fermentaci a uzitkovost. Komercni
smes silic obsahovala 25,6 % uc¢innych latek (silice + dalsi té¢kavé latky). Nizsi koncentrace
KSS (20200 mg/l) nemély prokazatelny vliv na in vitro inkubace, zatimco vysoké
koncentrace (600 a 1000 mg/l) snizovaly produkci metanu i amoniakalniho dusiku snizenim
rozsahu fermentace. Davka 1,2 g KSS/kus/den u dojnic ve stfedni fazi laktace prokazatelné
snizila obsah tuku v mléce a zastoupeni té¢kavych mastnych kyselin v bachorové tekuting.
Vysledky naznacuji, ze ucinky KSS u zivych zvifat mohou byt ddny jinym mechanismem, nez
pfimym plsobenim na bachorové mikroorganismy, napf. zménou chutnosti krmné davky.
Podani testované KSS dojnicim v davce 1,2 g kus/den by mélo nepfiznivy vliv na ekonomiku

chovu.
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