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Vliv u¢innych latek silic na bachorovou produkci metanu
In vitro

Souhrn

Bachorova fermentace, ktera umoznuje prezvykavcim travit na ziviny malo bohata
vlaknita krmiva a vytvafet z nich kvalitni produkty jako maso a mléko, produkuje metan,
vyznamny sklenikovy plyn, jehoz tvorba snizuje energetickou ti¢innost krmiv az o 12 %. Védci
hledaji nutri¢ni strategie ovlivitujici metanogenezi a po zékazu pouzivani antibiotik EU se stale
vice zaméfuji na piirodni latky, jako jsou silice a jejich u¢inné latky. V této studii byly
hodnoceny u¢inky péti ucinnych latek silic (isobornyl acetate, carene, citronellol,
caryophyllene, benzylidene acetone) v koncentraci 250 mg/l a 500 mg/l na celkovou produkci
plyni, metanu, stravitelnost suSiny, pH, dusiku, celkové produkce t€kavych mastnych kyselin
a poméru acetatu ku propionatu.

Vsechny ucinné latky snizily celkovou produkci plynu (P < 0,05), metanu (P < 0,05),
ale 1 stravitelnost suSiny (az na citronellol 250 mg/1 a benzylidenacetone 500 mg/l; P < 0,001).
Vsechny latky zvySily pH (pouze caryophyllene P < 0,001). VSechny latky krom¢ isobornyl
acetate 250 mg/l (P < 0,001) snizily mnozstvi amoniakalniho dusiku (kromé citronellol 250
mg/l a caryophyllene 250 mg/l; P < 0,05).

Celkova produkce tékavych mastnych kyselin byla potlacena vSemi testovanymi
latkami (pouze isobornyl acetate 250 mg/l a caryophyllene 250 mg/l P < 0,001), isobornyl
acetate 250 mg/l neovlivnil pomér acetatu:propionatu, citronellol v obou koncentracich zvysil
pomér k prospéchu acetatu (citronellol 250 mg/l; P < 0,05 ), ostatni latky pomér snizily
(isobornyl acetate 500 mg/l, caryophyllene 500 mg/l a benzylidenacetone 500 mg/l; P<0,05).

Benzylidenacetone, carene a isobornyl acetate (vSechny v koncentraci 500 mg/l)
piinesly nejlepsi vysledky v poméru sniZzeni metanogeneze vici poklesu tvorby celkovych
tékavych mastnych kyselin. U¢inné latky silic prokazaly potencial byt praktickym zptisobem
k upravé bachorové fermentace bez negativnich dopadti na produkci. Tento potenciél je nutné
ov¢éfit pokusy in vivo.

Klic¢ova slova: bachor, metan, metanogeneze, piezvykavci, silice



Effect of essential oil active compounds on rumen methan
production in vitro

Summary

Rumen fermentation, which allows ruminants to digest nutrient-poor, fibrous feed and
produce high-quality products such as meat and milk, produces methane. A major greenhouse
gas whose production reduces the energy efficiency of feeds by up to 12%. Scientists are
looking for nutritional strategies to influence methanogenesis and, following the EU antibiotic
ban, are increasingly focusing on natural substances such as essential oils and their active
ingredients. In this study, the effects of five active ingredients of essential oils (isobornyl
acetate, carene, citronellol, caryophyllene, benzylidene acetone) at concentrations of 250 mg/I
and 500 mg/l on total gas production, methane, dry matter digestibility, pH, nitrogen, total
volatile fatty acid production and acetate to propionate ratio were evaluated. All active
ingredients increased total gas production (P < 0.05), methane (P < 0.05), but also dry matter
digestibility (except for citronellol 250 mg/l and benzylidene acetone 500 mg/I; P < 0.001). All
ingredients increased pH (only caryophyllene P < 0.001). All substances except isobornyl
acetate 250 mg/l (P < 0.001) reduced ammonia nitrogen (except citronellol 250 mg/l and
caryophyllene 250 mg/l; P < 0.05).

Total volatile fatty acid production was suppressed by all tested substances (only
isobornyl acetate 250 mg/l and caryophyllene 250 mg/l P < 0.001), isobornyl acetate 250 mg/I
did not affect the acetate:propionate ratio, citronellol at both concentrations increased the
acetate to acetate ratio (citronellol 250 mg/l; P < 0.05), the other substances decreased the ratio
(isobornyl acetate 500 mg/l, caryophyllene 500 mg/l and benzylideneacetone 500 mgl/l;
P<0.05).

Benzylideneacetone, carene and isobornyl acetate (all at 500 mg/l) produced the best
results in the ratio of reduction in methanogenesis to decrease in total volatile fatty acid
production. Essential oil active ingredients have shown the potential to be a practical way to
modify rumen fermentation without negative impacts on production. This potential needs to be
verified by in vivo experiments.

Keywords: essential oil, methan, methanogenesis, rumen, ruminants
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1 Uvod

Bachorova fermentace, diky které jsou piezvykavci schopni z rostlinnych polysacharidu
nestravitelnych pro ¢lovéka vytvotit kvalitni bilkovinné produkty — maso a mléko — uvoliuje
jako vedlejsi produkt H2. Vodik je nasledné spotfebovavan bachorovymi archaea za vzniku
metanu. Tato latka je vyznamnym sklenikovym plynem, ktery negativné ovliviiuje Zivotni
prostredi, ale zaroven jeho tvorba spotfebovava az 12 % energie z krmiva. S ohledem na
rostouci svétovou populaci a tim zvySujici se poptavku po potravinich je snaha snizit vliv
piezvykavcll na zivotni prostfedi a zvysit jejich produkci (Punya et al. 2015, Bruns 2023,
Cafiete 2024). ReSeni védci hledaji v nutriénich strategiich, které by mély vliv na procesy
mikrobialni fermentace s minimalnim dopadem na tvorbu tékavych mastnych kyselin. Ty ve
svych ionizovanych formach pokryvaji az 80 % energetické potteby hostitele (Liu et al. 2020).
S ohledem na zékaz Evropské unie na pouzivani antibiotik (Evropsky Parlament a rada 2003)
a stale siln¢jsi povédomi a zajem konzumentli o slozeni a piivod potravin se pfirodni latky
nabizeji jako atraktivni feSeni. Silice jsou od stfedovéku pouzivany pro baktericidni, virucidni,
fungicidni, antiparazitické, insekticidni u¢inky (Bakkali et al. 2007), a proto se jejich vyuzitim
pro Upravu bachorového mikrobiomu zabyvaji védci jiz desitky let (McAllister et al. 2008).
Jsou to ptirodni latky, coz s sebou nese velké rozdily v kvalitativnim i kvantitativnim slozent,
a to v disledku jak vnitfnich tak vnéjSich faktort (Bechaar & Greathead 2011, Zuzarte &
Salgueiro 2015). Zaroven kazda silice muze byt slozena z 20-60 riiznych chemickych latek,
kter¢é mohou mit aditivni, antagonistick¢ nebo synergické ucinky (Hiisnii et al. 2007,
Calsamiglia et al. 2007), proto se tato studie zaméfuje na dopad konkrétnich u¢innych latek. Ty
byly vybrané pro jejich snadnou dostupnost a zaroven nizkou cenu — feSeni metanogeneze musi
byt pro masové zavedeni do praxe pro zeméd¢lce dostupné prakticky i ekonomicky.

Tato préce v prvni ¢asti shrnula vyjimecnost bachoru, principy bachorové fermentace,
dosavadni cesty ke snizeni metanogeneze, chemické vlastnosti silic a jejich znamy vliv na
metanogenezi. Vyzkumna c¢ast se vénovala péti latkdm —isobornyl acetate, 3-carene,
citronellol, B-caryophylene a benzyldeneacetone v koncentracich 250 mg/l a 500 mg/l a jejich
vlivu na tvorbu celkovych plynti, metanu, stravitelnost krmiva, pH, tvorbu t€kavych mastnych
kyselin a koncentrace amoniakalniho dusiku. Ukazalo se, ze nékteré z latek maji potencial na
sniZeni metanogeneze za inosného snizeni tvorby t€kavych mastnych kyselin.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Tato prace se zabyvala dvéma hypotézami. Pfepokladalo se, Ze ucinné latky silic snizi
bachorovou produkci metanu bez negativniho vlivu na koncentrace t¢kavych mastnych kyselin
V bachorové tekuting. Zaroven se predpokladalo, Ze ucinné latky silic snizi bachorovy obrat
dusiku, ktery se projevi snizenymi koncentracemi amoniakalniho dusiku v bachorové tekuting.

Cilem prace je ovéfit vliv vybranych ucinnych latek silic na in vitro bachorovou produkci
metanu.
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3 Literarni reSerse

Svétova populace piekro¢i do roku 2059 10 miliard obyvatel (United Nations 2022), pro
které je nutné zajistit potravinovou bezpe¢nost s ohledem na omezenou dostupnost pudy pii
zajisténi minimalniho dopadu na Zivotni prostfedi (Huws et al. 2018).

Pro zabezpeéeni potravinové bezpec¢nosti lidstva maji domestikovani piezvykavcei
obrovsky vyznam jako zdroj masa (25,5 % svétové produkce) (FAO 2022) a mléka (prakticky
cela svétova produkce). Navic k produkci dokazi diky pozoruhodnému komplexnimu
ekosystému bachoru vyuzit pro ¢lovéka vétSinou nestravitelnou rostlinnou potravu skladajici
se prevazné z celulozy a hemiceluldzy. Tyto polysacharidy v bachoru degraduji, nasledné jsou
preménény na chemické slouceniny, které mize zvife absorbovat a travit (Mizrahi 2013) a
vytvaret z nich produkty, které jsou bohatym zdrojem vysoce kvalitnich bilkovin, minerall a
vitamini (Huws et al. 2018).

Vedle produktti ov§em bachorovy mikrobiom (respektive jeho metanogenni archaea)
tvoii 1 metan (CHa), a tak chov pfezvykavel pfindsi i zcela zasadni problém (Zhao & Zhao
2021). Metan je vyznamnym sklenikovym plynem a piezvykavci se na jeho celosvétové
produkci podileji z 27 % (oproti 23 % vzniklych z ropného a plynarenského prumyslu) (Bruns
2023). Podle Puniya et al. (2015) nejen, ze metan negativné ovlivituje Zivotni prostiedi (jeho
potencial globalniho oteplovéani je 25x vys$$i nez u oxidu uhlicitého), ale zaroven 2-8 %
Z energie krmiva je u hospodarskych zvifat vyuzivano pravé na metanogenezi, coz vede
K vy$8im nakladim v chovech. Snizeni produkce metanu u prezvykavc ma tedy velky vyznam
pro udrzitelny rozvoj jejich chovu (Zhao & Zhao 2021) a je ji v poslednich desetiletich
mezi nimi i pfimou inhibici metanogeneze (respektive inhibici produkce vodiku jako substratu
pro produkci metanu) pomoci rostlinnych extraktt a jejich sekundarnich metabolita (McAllister
& Newbold 2008; Mizrahi et al. 2021).

Silice jako sekundarni metabolity rostlin dokazi diky svym vlastnostem inhibovat rtst
nekterych grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, pfiCemz tento vyzkum je obzvlasté
dilezity po zéakazu pouzivani antibiotik Evropskou unii v roce 2006 (Calsamiglia et al. 2007,
Sun et al. 2021). Silice zaroveni ovliviiuji pfijem krmiva, mohou mit pozitivni vliv na
metabolismus proteint, produkci tékavych mastnych kyselin a traveni vlakniny. Piedevsim ale
mohou regulovat bachorovou fermentaci a snizovat emise metanu, a tak jsou nadéjnymi
rostlinnymi latkami v boji proti metanogenezi (Cobellis et al. 2016).

3.1 Unikatnost travici soustavy piezvykavci

Ptrezvykavci, dnes vibec nejrozmanitéj$i skupina savei (197 druhti v 6 celedich)
(Hackmann a Spain 2010), se objevili na Zemi pied zhruba 50 miliony lety. Prvni zastupci méli
dalsich 10 milioni let. Dalsi ¢eledi se vyvinuly pfed 18—23 miliony lety béhem druhé evolu¢ni
radiace (Fernandéz a Vrba 2005, Hackmann a Spain 2010). Podle Toljagic et al. (2018) mél na
jejich evoluci pravdépodobné vliv rozvoj a dominance trav v pribéhu kenozoika (pfed 66

v

miliony lety). Jejich rychla diversifikace a geograficka expanze byla jednou z nejptsobivéjsich
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Vv evoluci savcl. Béhem své dalsi evoluce si zachovali dilezitou genetickou vlastnost: variaci
V fad@ regresivnich 1 progresivnich zmén traviciho traktu (Hofmann 1989), jejimz vysledkem
je schopnost travit celulézu — hlavni soucast podpirnych bunék rostlin, nejrozsifené;si
organickou slouc¢eninu biosféry (Vodrazka 1996) a nezastupitelny zdroj energie. Vyuzivani
krmiva, které neni stravitelné pro ostatni savce, je mozné diky mikrobidlni fermentaci, ktera se
odehrava primarné v bachoru, ptedzaludku pfezvykavci, ve kterém Zije v symbiotickém vztahu
s hostitelem velmi koncentrovana a rozmanita anaerobni mikrobialni populace (Dehority 2002,
Malmuthuge & Guan 2017). Konecnym produktem fermentace jsou té¢kavé mastné kyseliny,
absorbované piedevsim sténou bachoru (Dijkstra et al. 2002). Aby mohlo dojit k dokonalému
fermenta¢nimu traveni bakteriemi bachoru, je nutné potravu rozmé€lnit na mensi ¢astice. To se
nedé&je pii pfijmu potravy, ale zejména pii pfezvykovani — zasadnim procesu pro efektivni
vyuzivani vlaknité potravy, kdy je potrava regurgitovana z bachorocepcové ¢asti predzaludkt
ptes jicen do dutiny ustni, kde je mechanicky rozmélnéna na mensi ¢éstice. Anatomické
odlisnosti travici soustavy prezvykavcu se tykaji organd, které se na piezvykovani ptimo
podileji, tedy ustni dutiny, hltanu, jicnu a predzaludki (Membrive 2016).

Z rozdilnosti miiZeme zminit nésledujici:

- na misté hornich fezakli maji ptezvykavci zubni polStar,

- sliny neobsahuji a-amylazu, nejsou tedy dilezité pro samotné traveni, ale hraji

podstatnou roli v udrzovani bachorového pH,

- hltan je ovladatelny obéma sméry, kaudalné béhem polykani a kranialn¢ b&hem

eruktace,

- Vjicnu se nachédzi kranidlni a kauddlni svérac, ktery se opct vyznamné podili na

eruktaci,

- existence bezzlaznatych predzaludkt (Membrive 2016).

Bachor, prvni a nejvétsi z predzaludkt, zabira levou polovinu bfisni dutiny. Jeho
obrovsky prostor je zaplnény natrdvenym a ¢astecné natravenym krmivem. Vnitiek bachoru je
rozdélen brazdami a pilitemi na nékolik vaki. Pilife, zesilené svalovymi vlakny, napoméahaji
kontrakci vaku, coz piispiva k cirkulaci a promichavani krmiva. Samotny bachor je lemovan
papilami, které se 1i8i jak velikosti, tak tvarem a jsou nejhustéjsi ve ventralnich vacich, kde
pravdépodobné dochazi k nejvétsi absorpci zivin (Dehority 2002, Puniya et al. 2015). Od ¢epce
je bachor oddé€len cepcobachorovym ustim. Ptesto, ze jsou oba ptedzaludky diferenciovany,
spole¢né tvoii jednu komoru. (Membrive 2016). BachoroCepcové Gsti se pravidelné otevira a
malé Castice natrdveniny piechdzeji do Cepce. VEtsi Castice jsou zachyceny kuzelovitymi
zrohovatélymi epitelidlnimi vybézky a nemizou pokracovat v priichodu travici trubici, dokud
nebudou prezvykany do vhodné velikost. V Cepci se absorbuji té¢kavé mastné kyseliny a
hydrogenuhli¢itany, coz snizuje pufra¢ni kapacitu traveniny v dalSich ¢astech Zzaludku
(Hungate 1975). Kniha lezi napravo od bachoru a je pokryta zdhyby ve tvaru listi, které jsou
tvorené sliznici znamou jako omasélni laminae. Ta je pokryta mnoZstvim zrohovatélych papil,
jejichz t¢elem je lisovani a drceni ¢astic krmiva. Ovalné knihoslezové Usti je obklopeno silnym
svalovym pilitem knihy a slizni¢nimi zahyby slezu, které funguji jako ventily zabraiiujici
proniknuti obsahu slezu. V knize se absorbuje voda (Puniya et al. 2015). Slez neboli pravy
zaludek, je jiz vystlan sliznici obsahujici specializované sekrecni nebo zldzové buiky, které
produkuji pepsin a kyselinu chlorovodikovou, a je tedy velmi podobny zaludku monogastri
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(Dehority 2002). Pankreatické Stavy obsahuji vyjimecné vysokou koncentraci ribonukleazy,
coz je adaptace na hojné mnozstvi ribozomui z travenych bakterii (Hungate 1975).

3.2 Bachor

Piezvykavci maji objemnou fermenta¢ni komoru reprezentovanou bachorem a Sirokou
populaci mikroorganismu, které ziji v symbidze se svym hostitelem (Membrive 2016). Patfi
mezi né€ vSechny formy primitivnich druhti, od archaea po protozoa, které ovliviiuji vyuziti Zivin
a zdravi hostitele ptes specifické metabolické drahy (Liu et al. 2020). Prostiedi bachoru je
ovlivilovano jak hostitelem, tak mikroorganismy a jeho fyzikaln€¢ chemické vlastnosti (teplota
se obvykle pohybuje mezi 38-41 °C, pH 5,5-6,9) jsou pomérn¢ konstantni. NaruSeni
bachorového ekosystému ovlivni produkei u zdravi celého zvitete (Bartos 1987, Puniya et al.
2015).

3.2.1 Bachorovy ekosystem

Podle Liu et al. (2020) je bachorovy mikrobiom povazovany za novy organ. Slova
,,mikro*“ a ,,biom* a znamenaji v piekladu ze staroveké feCtiny ,,maly* a ,,zivot*. Mikrobiota je
slovo stejného ptavodu, kde ,,biota* znamena ,,zivé organismy zijici v konkrétnim ekosystému*
(Berg et al. 2020). Mikrobiom je v ekologickém kontextu spolecenstvi komenzalnich,
symbiotickych a patogennich mikroorganisma zijicich v télesném prostoru nebo jiném
prostiedi. Neobsahuje pouze Zivé organismy, ale i molekuly témito organismy produkovanymi,
véetné strukturalnich elementt (nukleové kyseliny, proteiny, lipidy, polysacharidy), metaboliti
(signalni molekuly, toxiny, organické a anorganicke molekuly) a molekuly produkované
hostitelem a strukturami vnéjsiho prostredi. V prosttedi bachoru najdeme i fagy, viry, plazmidy
a mobilni genetické elementy, nicméné jejich zafazeni jako soucast mikrobiomu je podle Berg
et al. (2020) kontroverzni. Osidleni bachoru mikrobiomem je pro Zivotaschopnost hostitele
naprosto nezbytné (Friedman et al. 2017). Mikrobiom je schopny rozlozit organickou hmotu
pozitou zvifetem. Neni zde ale Zadny organismus, ktery ma tuto schopnost sdm o sob&. Na
kooperativnim katabolismu substratu se podili sled mikroorganismi. Rozkladaji ptijatou
potravu na jednoduché cukry, transportované a fermentované dalS$imi cleny mikrobidlni
populace, které vytvaii mastné kyseliny s rozvétvenym fetézcem, vitaminy nebo dalsi kofaktory
pro dalsi bakterie zodpovédné za rozklad krmiva (Puniya et al. 2015). Kone¢nym produktem
eukaryotické fermentace jsou t€kavé mastné kyseliny, které jsou vyuzivany nemetanogennimi
prokaryoty s produkci Hz, ktery je znovu vyuzit metanogeny. Protozoa maji z tohoto vztahu
prospéch, protoze odstranéni H2 usnadiiuje kompletnéjsi oxidaci fermentovanych substrati a
vétsi rekuperaci energie (Lange et al. 2004). Mikrobidlni populace spolu maji vyznamné
interakce nejen v jedné enviromentalni nice ale i mezi nimi (Puniya et al. 2015). Bachor je
mikrobiomem osidlovan od narozeni, ptes sliny matky, béhem laktace, pfijmu krmiva a
kontaktem s vn&jSim prostfedim. Mikrobiom v bachoru mlad’at ma mensi diverzitu, dospély
bachor je potom husté osidlen rozmanitym mikrobiomem, ktery je odolny vii¢i zménam a po
zasahu si obnovuje svoje ptivodni sloZzeni. Pozorovani naznacuji, ze obnoveni sloZeni je z ¢asti
ovliviiovano hostitelem (Malmuthuge & Guan 2017, Lie et al. 2020). Mikrobiom je ve stejné
chvili dynamicky a interaktivni mikroekosystém, podléha zménam v ¢ase i métitku (Berg et al.
2020), pticemz existuje silnd korelace mezi typem krmiva a profilem bachorového mikrobiomu,
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ktery dale reaguje na zdravi, v€k a prostiedi hostitele (Liu et al. 2020). Kolonizace bachoru je
charakterizovéana rychlymi a dynamickymi zménami ve sloZeni pocinaje kolonizaci rtiznymi
aerobnimi a fakultativné anaerobnimi organismy, které jsou postupné nahrazeny anaerobnimi
zodpov&dnymi za fermentaci a fadny fyziologicky vyvoj. Anaerobni metabolismus nutny pro
degradaci a fermentaci rostlinného materialu je fizen tokem elektron pies gradient redoxniho
potencialu, ktery kon¢i pfevazné tvorbou metanu (Friedman et al. 2017).

Podle Bartose (1987) a Hofmanna (1989) vytvaii bachorova mikrobialni populace jeden

z nejkomplexnéjsich mikrobialnich ekosystému, ktery l1ze rozdé€lit do téchto skupin:

- organismy volné nebo pevné pfichycené na ¢astecky krmiva, na prvoky a houby,

- populace zijici na epitelidlnich buiikach bachoru,

- populace nachazejici se volné v bachorové tekutin€, kam piechazi i mikrobiom

uvolnény z prvnich dvou skupin po vycerpani substratu nebo po odumieni.

spojena s obsahem bachoru. Zmény v hustoté epimuralnich bakterialni ovliviiuje kromé krmiva
i exprese genu hostitele (Malmuthuge a Guan 2017). Vsechna mikrobiota v bachoru mizeme
rozd¢lit do tii domén: Bacteria (bakterie), Archaea (metanogeny) a Eucaryota (prvoci a houby),
ptricemz vétSina zastupcd je vzhledem k prostfedi bachoru striktné anaerobni (Puniya et al.
2015).

Bakterialni populace v bachoru je vysoce riiznoroda, ale mnozstvi aktivnich bakterii
zé&visi na druhu zvitete, typu a chemickém slozeni krmiva, frekvenci krmeni a dalSich, prozatim
neidentifikovanych faktorech. V jakémkoliv okamziku je v bachoru zvitat pfitomno pouze 15—
20 rodi v dostate¢né velkém mnozstvi (vice nez milion bun¢k v mililitru bachorové tekutiny),
aby vykondvaly jakoukoliv dilezitou funkci. Ve chvili, kdy je do krmiva zatfazena nova slozka,
bakterie pottebné pro jeji vyuziti/detoxikaci vzrostou ve svém mnozstvi. Na degradaci vlakniny
se podileji nejaktivnéji pravé bakterie, coz naznacuje fakt, Ze bakterie spojené s Casticemi
krmiva tvoii témét 50—75 % celkové mikrobialni populace (Puniyaet al. 2015). Podle Hofmann
(1989) mizeme bakterie rozdé¢lit podle funkce: na vldkninu degradujici bakterie, bakterie
zpracovavajici kyselinu mlé¢nou, acetongeny, bakterie zpracovavajici Skrob a dalsi. Bachorové
bakterie jsou téméf vzdy anaerobni, aerobnich a kyslik tolerujicich bakterii je v bachoru
1000krat méné nez anaerobnich (Hungate 1975). Na anaerobnim prostiedi se podileji
fakultativné aerobni bakterie Zijici na epitelu bachoru, kde vychytavaji kyslik a rozkladaji
mocovinu (kterou ziskavaji i z krve), které pfeménuji na CO2 a NH3. Amoniak se stava zdrojem
dusiku pro bakterie, zatimco oxid uhli€ity je nezbytny pro rist bakterii rozkladajicich vldkninu
(Naharaja 2016).

K bachorovym bakteriim patfi neodmyslitelné 1 bakteriofagy. Ptes to, Ze je podle Berg
et al. (2020) jejich zatazeni do mikrobiomu kontroverzni, Puniya et al. (2015) je naopak
povazuji za nejdulezitéjsi komponentu. Tyto fagy, specifické pro rtizné bakterie bachoru,
pomahaji v obratu bakterialni masy, ale piedevsim lyzou bakterialnich bunék se bakterialni
protein stava snadno dostupnym pro hostitele jako zdroj aminokyselin. Také zajistuji lyzu
nechténych bakterii z ekosystému, kterym je naptiklad Streptococcus bovis a metanogeny. |
pies nedostatek informaci, bachorové fagy a jejich enzymy reprezentuji vyznamnou prtilezitost
ke kontrole jak populace metanogentl, tak dal§ich (Puniya et al. 2015).
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Dalsi skupinou bachorového mikrobiomu jsou archaea. Jako jedini dokdzi vyuZzivat
vodik produkovany nemetanogennimi prokaryoty, ktery vyuzivaji k redukci bachorového oxidu
uhli¢itého za vzniku metanu a ATP. Metanogenni archaea jsou povazovany za jedny z prvnich
organismil na na$i planeté, jsou dominantim archaealnim organismem nalezenym ve vetSiné
zvifat, od jednobunécnych protozoi po lidi a témét vSude na Zemi bez ohledu na teplotu, tlak
nebo pH (Lange et al. 2004, Puniya et al. 2015). Stejn¢ jako bakterie jsou archaea prokaryota.
Tyto dvé skupiny rozliSuje né€kolik genotypovych a fenotypovych ryst. Plivodné byla existence
dvou domén zaloZena na porovnani ribozomové struktury, ale rozdily byly nalezeny i napiiklad
ve slozeni bunécné stény a glycerolypidii membrany (Lange et al. 2004). Podle Friedman et al.
(2017) obsahuje bachor dospélého jedince 2-5 % metanogennich archaei, které jsou hnaci silou
komplexniho metabolismu mikrobialnich komunit bachoru (Nagarja 2016). Naptiklad
Ruminococcus albus, vyznamny druh celulotickych bakterii, produkuje bez metanogent
ethanol, acetat, H2 a CO2. S metanogeny potom produkuje vice acetatu a méné nebo viibec
zadny ethanol. ProtoZe produkce acetatu ma za vysledek syntézu ATP, tato interakce vede ke
zvySenému rustu a traveni celulozy (Pavlostatis et al. 1989). Archaea zaroven slouzi jako cesta
vyuziti elektronii pro cely systém. Produkce metanu umoziiuje uvolnéni piebytkovych
vodikovych ionti z bachoru do vnégjSiho prostiedi a tim je zcela zdsadni pro udrZeni
bachorového pH. Metan nemtize byt akumulovan v bachorové dutiné a z dorsalni ¢asti bachoru
se uvoliiuje eruktaci, kterd je pro pteziti jedince zivotné dilezity a fyziologicky nezbytny
mechanismus. Takto je denn¢ dospélym skotem uvolnéno mezi 500 a 1 000 litry plynu, ktery
obsahuje 0,2 % vodiku, 0,5 % kysliku, 7 % dusiku, 26,8 % metanu a 65,5 % oxidu uhli¢itého
(Nagarja 2016). Z pohledu Zivotniho prostedi i vyzivy nejsou metanogeny vhodnym zptisobem
pro likvidaci vodiku vzhledem k tomu, ze kone¢nym produktem je sklenikovy plyn, ktery
zaroven znamena ztratu 2-8 % energie krmiva (Puniya et al. 2015). Friedman et al. (2017)
zjistili, Ze proces metanogeneze se vyviji s vékem zvifete. Brzkd metanogenni aktivita je
charakterizovana vysokou aktivitou metylotrofni metanogeneze (akceptorem elektront je
methanol nebo methylaminy), pravdépodobné vedenou fadem Methanosarcinales, nalezenym
vyhradné¢ v bachoru mladych zvifat. K nejzndméjSim zéstupcim archaei dospélého
mikrobiomu vyuzivajici vodik patéi Methanobacterium ruminantium a Wolinella siccinogenes
(Bartos 1987). Vytvoreni a udrzeni stabilni dospélé populace metanogenii je ovliviiovana
vyzivou, jeji urovni a frekvenci krmeni. Symbiotickd asociace metanogennich archaei
s producenty H2 je vétSsinou vnimana diky jejich piipojeni nebo tvorbou hejna. Protozoa jsou
jedini, u kterych miizeme tuto interakci sledovat pomoci mikroskopu. Symbioticky vztah mezi
metanogeny a nalevniky mize produkovat az 37 % bachorového metanu. Dalsi z této domény
se podileji na vyrobé acetatu, propionatu, sulfanu a butyratu (Puniya et al. 2015).

A7 50 % masy bachorového mikrobiomu zabiraji protozoa — prvoci. Jejich morfologicka
diverzita a sloZitost mize byt porovnana s ekosystémem pralesa, kde pfiznivé prostiedi
podporuje vysokou produktivitu a druhovou rozmanitost (Hungate 1975). Oproti bakteriim se
protozoa mnozi velmi pomalu, proto ziji v pomalu se pohybujici bachorové matraci, takze
nejsou presunuty dale do ¢epce pred tim, neZ maji moznost se rozmnozit (Puyia et al. 2015).
Vétsina z protozoi jsou tiidy Ciliata (nalevnici) a Flagellata (bi¢ikovci). Ciliates jsou mensi,
pocetnéjsi a podileji se na traveni krmiva, zatimco Flagellates jsou vétsi, vyuzivaji pouze
rozpustné Ziviny, a tudiz jsou bachorovou fermentaci zanedbatelni, 0 jejich metabolismu toho
ov§em neni mnoho znamo (Williams & Coleman 1997, Nagarja 2016). Pod Ciliates zahrnujeme
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rizné rody a druhy prvoki, v bachorovém mikrobiomu jsou nejvyznamnéjsi fady Holotricha a
Entodiniomorphida (Nagarja 2016). Podle Firkins et al. (2020) protozoa ovliviuji profil
aminokyselin (obzvlasté¢ lyzinu) v mikrobidlnim proteinu. Hlavnim zdrojem dusikatych
sloucenin pro né€ jsou pravdépodobné bakterie, pfi¢emz n¢které druhy selektivné pohlcuji nebo
odmitaji. Nekteré druhy dokazi vyuzit i rostlinny protein a volné aminokyseliny (Williams &
Coleman 1997). Dalsi druhy provki maji organelu zvanou hydrogenzom, kterd se podili na
vyuziti kysliku z bachoru a zajiStovani anaerobniho prostiedi (Nagarja 2016).

Cilliates jsou dulezitou soucasti bachorového mikrobiomu, protoze jsou vybaveni
hydrolytickymi enzymy dilezitymi pro fermentaci, pfispivaji k metanogenezi (nékteré
metanogeny jsou k nim ve skute¢nosti pfichycené a maji tak bezprostfedni pfistup k Hz),
proteolyze a zejména k bachorové recyklaci mikrobialniho proteinu. Nicméné naSe znalosti o
jejich biochemickych aktivitich v bachoru jsou omezené kvuli komplikovanosti jejich
kultivace in vitro (Firkins et al. 2020). Podle Puniya et al. (2015) produkuji koncové produkty
fermentace podobné bakterialnim, tedy acetat, butyrat a H2. Kromé obecné funkce fermentace
krmiva jsou dileziti pfi ochrané¢ snadno fermentovanych sacharidi pfed cukr a Skrob
zpracujicimi bakteriemi. Disledkem je, Ze organické kyseliny nejsou okamZit€ po nakrmeni
vytvareny v piili§ vysokém mnozstvi, a namisto toho se postupné uvoliuji v pribéhu dne, takze
je v bachoru konstantni zdroj energie ve form¢ t€kavych mastnych kyselin s kratkym fetézcem.
Naopak holotricha vyuzivaji nestrukturalni sacharidy a Skrob, ktery ukladaji a vyuzivaji v dobé
nedostupnosti cukrt. Nicméné pokud maji pfistup Kk piebytku cukru, ukladaji $krob, dokud
neprasknou, protoze si nevyvinuly mechanismus, ktery by kontrolovat proces ukladani
(Hungate 1975, Williams & Coleman 1997). Vime, Ze protozoa nejsou u skotu pro traveni
nezbytna, nicméné defaunace (odstranéni prvokii) bachoru je asociovana se sniZzenim poc¢tu hub
a nekterych dulezitych celulotickych bakterii, coz naznacuje jejich celkovy pifinos. Obecné
intenzivné interaguji s dalS$imi ¢leny mikrobiomu. Predace, symbidza a vzajemny metabolismus
jsou jedny z hlavnich interakci, které mezi prvoky a dal§imi ¢leny mikrobiomu probihaji. Tyto
interakce mohou ovlivitovat bachorovy mikrobiom (rozmanitost, slozeni i dynamiku) a jeho
funkénost, a tim byt klicem k pokro¢ilému porozuméni bachorového mikrobialniho ekosystému
(Firkins et al. 2020).

V bachoru najdeme anaerobni houby, které se nevyskytuji nikde jinde a hraji
dominantni roli pii odbouravani lignocelulézovych slozek krmiv (Puniya et al. 2015). Rhizoidy
(kotinky) anaerobnich hub jsou totiz schopné penetrovat rostlinnym pletivem Iépe, nez bakterie
a prvoci, takze ziskavaji piistup k materidlu, ktery neni dostupny pro jiné bachorové
mikroorganismy. Takovéto pronikéani vede k rychlejsi a Gpln&jsi degradaci krmiva (Wubah
2004). Bachorové houby produkuji hydrolytické enzymy potiebné k rozlozeni hlavnich
komponent rostlinné biomasy, zahrnujici celulazu, hemicelulazu, pektin-lyazu, amylazu a
protedzy (Nagarja 2016). Podle Puniya et al. (2015) jsou v rozkladdani vlakniny povazovany za
nejefektivnéjsi. Bachorové houby maji na rozdil od aerobnich pro tvorbu energie, namisto
mitochondrii, hydrogenozomy. Ty produkuji jako odpadni latky Hz, CO2 a acetat. Fakt, Ze
muizeme houby najit i ve slindch, naznacuje ptitomnost struktury, kteréd je odolné proti kysliku
i vysychani. Pfizpisobeni hub podminkadm bachoru je dokonalé a poukazuje na paralelni vyvoj
mikrobidlniho tradveni vlakniny, pii které houby zastavaji nezanedbatelnou ulohu (Barto§ 1987).
Houby vyznamné piispivaji k celkovemu metabolismu hostitele diky své vysokeé celulotické
aktivité a hraji vétsi roli v degradaci lignifikovanych rostlinnych pletiv (Puniya et al. 2015).
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Znalosti o dopadech variaci v bachorové mikrobioté na biologii a funkci hostitele jsou
stale omezené (Malmuthuge & Guan 2017), ale podle Liu et al (2020) studie dokazuji, ze
vyuziti krmiva, traveni dusiku a produkce metanu jsou ovlivnény vice nez jednou skupinou
bachorovych mikrobiomti. Mikroby mezi sebou interaguji a tyto interakce maji rizné disledky
pro mikrobialni fitness, popula¢ni dynamiku a funk¢ni kapacitu mikrobiomu, nicméné socialni
adaptace mikrobiomu nejsou dostate¢né prostudovany. Podle Berg et al. (2020) dava
komunikace mezi ¢leny mikrobidlni komunity vzniknout slozité krajing, ve které fitness nebo
funkce bunck zavisi nejen na genetickém potencialu a chemickém prosttedi kazdé jedné bunky,
ale také na biotickém prostfedi. Budoucnost vidi v feSenich na miru, protoze kazdy hostitel a
jeho mikrobiom muiZe reagovat na jakykoliv zasah rizné.

3.2.2 Bachorova fermentace

Zdrojem energie pro bachorové mikroorganismy i pro samotné piezvykavce jsou
zejmeéna strukturalni polysacharidy, celul6za, hemicelul6za a pektin, obsazené v listech a
stoncich rostlin (Barto§ 1987). Schopnost ptezvykavcl pfeménit rostlinnd krmiva na zadané
potravinaiské produkty do zna¢né miry zavisi na procesu fermentace v bachoru. Ta je
definovana jako anaerobni bunéény proces, pii kterém komponenty krmiva (polymery
zahrnujici sacharidy, dusikaté latky a tuky) hydrolyzuji na jednodussi slou¢eniny (monomery)
za uvolnéni energie (ATP, NADH, NADPH), ktera je nasledné dostupna mikrobiomu pro jeho
rust a mnozeni. Dospéli pfezvykavci maji bachor a Cepec dostatecné objemny na to, aby udrzeli
vl&knit4 rostlinnd krmiva po dobu nutnou k tomu, aby anaerobni mikrobiom rozkladajici
vladkninu fermentoval bunécné stény na tckavé mastné kyseliny, pfedevSim octovou,
propionovou a maselnou. (Owens & Basalan 2016). Ty jsou podle Liu et al. 2020 okamzité
transformovany na své ionizované formy, zname jako acetat, propionat a butyrat a absorbovany
ptes sténu bachoru do krevniho fecisté, kde jsou vyuzivany a pokryvaji az 80 % energetické
potieby hostitele.

Podle Mizrahi et al. (2021) mtizeme rozd¢lit bachorovy metabolismus do tfi stupiiti
chemické transformace makromolekul a polymerii rostlinnych vldken. Prvnim krokem je
degradace a metabolismus hemiceluldzy, celulézy a pektinu, které jsou nejhojnéjSimi
sacharidovymi polymery ve sténach rostlin. Na tomto stupni jsou struktury rostlinné buné¢né
stény kolonizovany mikroorganismy, které vyuzivaji enzymy spadajici do rlznych
glykosylazovych skupin k rozloZeni téchto polymert na rozpustné formy. V bakteriich a
houbéch jsou hydrolyzovany na malé oligomery (<6 monomer) a monomery extracelularné.
V protozoich se degradace odehrava uvnitf buiiky, protoZe Castice krmiva jsou poZzity a
nasledné traveny v potravni vaukole v endoplazmé (Nagarja 2016). Celulotickou aktivitu ma
nékolik druhti bakterii, mezi nimi nejhojnéji zastoupené Fibrobacter succinogenes,
Rumonococcus albus a Ruminococcus flavefaciens, dale néktefi nalevnici a vSechny houby.
Hlavni celulotické bakterie dokazi rozlozit i hemicelulozu a pektin. Necelulotické bakterie,
které dokazi rozlozit hemiceluldézu, zahrnuji Prevotella sp. (albensis, brevis, bryanti a
rumincola), Butyrivibrio fibrisolvens anebo Pseudobutyrivibrio xylanivorans. Pies to, Ze je
pektin strukturalnim sacharidem, je v bachoru kompletné straven, piedevsim bakteriemi
zahrnujicimi Prevotella sp., Lachnospira multiparus, Steptococcus bovis a dal§imi. Zajimavosti
je, ze existuji nalevnici rozkladajici pektin, ktefi ovSem nasledné nedokazi vyuzit produkty
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metabolismu (Nagaraja 2016). V druhém kroku jsou tyto polymery rozloZené na rozpustné
formy (zahrnujici krat$i polymery a monomery glukozy v ptipadé¢ celulozy a rtizné pentdzové
cukry v pfipadé hemicelulozy) importovany do mikrobialnich bunék specifickym
transportérem a metabolizovany pies rizné drahy, jako je napiiklad draha Embden-Meyerhoff-
Parnas (glykolyza) pro glukozu a xylozu a pentézovy cyklus pro vyuziti pentdz, stejné jako
dalsi atypické metabolické drahy, které jsou pravdépodobné zakdédovany v genomech
bachorovych mikroorganismt. Tyto atypické drahy zahrnuji netplnou Embden-Meyerhoff-
Parnas a PPi dependentni fosfofruktinazovou dréhu. Vzhledem k anaerobni povaze
metabolismu v bachoru je velké mnozstvi cukri fermentovano pies rizné drahy s pyruvatem
jako hlavnim meziproduktem. Typ fermenta¢nich produkti =z pyruvatu zavisi na
mikroorganismech a aktualnim stavu bachoru vzhledem k pH nebo rychlosti fedéni, coz vede
k tvorbé organickych a tékavych mastnych kyselin, stejn¢ jako raznych metabolitd, napiiklad
plyni (CO2 a Hz). Kone¢né poslednim krokem je konverze metabolitl, naptiklad laktatu,
sukinantu, vodiku a oxidu uhli¢itého na propionat, butyrat, acetat, metan a dalsi (Nagaraja 2016,
Mizrahi et al. 2021).

CELULOZA SKROB PEKTIN HEMICELULOZA
Celobidza Maltéza Sacharéza Kyselina pektinova

\Galaktéza

Glukéza-1-fosfat

Glukéza Glukoéza Fruktoza Kyselina galakturonovda ——— > Xyléza

. Ribéza
Sacharéza Deoxyrib6za

Xyluléza

Glukéza-6-fosfat —> Fruktdza-6-fosfat -
Pentofosfatovy cyklus

Embdenova-Meyerhofova-Parnasova draha l

Tékavé mastné kyseliny
Metan

Pyruvat

Obrazek 1: Fermentace sacharidi v bachoru (Najgara 2016)

Odstranéni produkt fermentace z bachoru se déje tfemi cestami — eruktaci, difuzi do
krve nebo lymfatického systému a piesunem traveniny do slezu. Cast oxidu uhli¢itého
difunduje do krevniho fecisté, nicméné vétSina je spolu s metanem a vétSinou sulfanu
odstranéna eruktaci. Organické kyseliny (t€kavé mastné kyseliny a laktat) jsou vstiebavany skrz
sténu bachoru pasivnim transportem nebo usnadnénou difuzi. Dalsi slozky (amoniak,
ionizované mineraly) jsou absorbovany do krve nebo lymfatického systému v zavislosti na
jejich rozpustnosti. Mikrobidlni produkty a nestravené, dostatecné malé, zbytky krmiv se
presouvaji dale bachoro¢epcovym otvorem (Owens & Basalan 2016).
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3.2.3 Metanogeneze

Béhem metabolismu monosacharidii na té¢kavé mastné kyseliny a oxid uhli¢ity se
uvolnuje vodik, jehoz rovnovaha v prostfedi bachoru je stézejni z hlediska jednotlivych
mikroorganismt 1 jejich vzajemnych interakci. Podle BartoSe (1987) se procesy zapojené do
udrzovani rovnovahy vodiku logicky rozpadaji na 4 celky:

- re-oxidace redukovanych koenzymii NADH:2 sptazené s redukci pyruvatu na
propionat, laktat nebo butyrat a piipadné s produkci vysSich tékavych mastnych
kyselin,

- redukeni syntetické procesy v rostoucich mikrobialnich bunkach,

- odstranovani plynného H2 v procesu fosforylace spojené s anaerobnim transportem
elektront,

- metanogeneze, tedy odstranovani H2 z bachorového prostfedi metanogennimi
bakteriemi, které vodik vyuzivaji pro redukci CO2 a dalSich jednouhlikatych
sloucenin za vzniku metanu (Barto$ 1987, Beauchemin et al. 2020).

Podle Mizahri et al. (2021) jsou metanogeny esencialni jako ,,vylevka* elektroni a predstavuji
kli¢ovou hnaci silu celého potravniho fetézce bachoru.

Procesy v bachoru jsou nerozluéné spojeny s produkci vodiku, at' jiz ve formé
redukovanych koenzymi NADH2 nebo ve formé plynného H2 a je nezbytné, aby vodik byl
vV obou formach ze systému priabézné¢ odstranovan. Plynny vodik by sdm o sob& nemusel pritbch
metabolickych procest v buiice ovliviiovat, pokud by ovSem rychle unikal. Vodik vSak
vstupuje do plynné faze mnohem pomaleji neZ CO2 a vice vodiku tak zlistavd rozpusténo
Vv bachorové tekuting, kde je pfeveden k metanogennim archaeim (Barto§ 1987, Beauchemin et
al. 2020). Pienos muze byt usnadnén fyzickym spojenim mezi fermentujicimi druhy a
metanogeny a nazyva se mezidruhovy pienos vodiku (Moss et al. 2000).

Krmné sacharidy
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Obréazek 2: Schéma hlavnich cest fermentace v bachoru v¢etné tvorby a inkorporace
metabolického vodiku (Beauchemin et al. 2020)
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Vsechny metanogeny jsou archaea a zahrnuji 7 tadu, pficemz Methanobacteriales,
Methanomassiliicoccales a Methanosarcinales jsou bézné k nalezeni v bachorovém
ekosystému (Mizrahi et al. 2021). Pti globalnim vyzkumu sloZeni bachorového mikrobiomu
(501 vzorku bakterii a archaei), ktery bych uskuteénén na 379 kusech skotu, 106 ovcich, 59
jelenech, 52 kozach a 72 dalSich piezvykavcich z 35 stath bylo zjiSténo, Ze dominantni archaea
jsou piekvapivé stejna. Ve vétsiné vzorkt byla nalezena Methanobrevibacter gottschalkii a
Methanobrevibacter ruminantium z fadu Methanobacteriales, tvofici v priméru 74 % vsech
archaei (Seshardi et al. 2018). Pozadavky metanogent jsou prosté. Prakticky se omezuji na
mineralni latky, amoniak, CO2 a Hz. Optimalni pH pro jejich ¢innost se pohybuje v intervalu
6,7-7,4 a pti poklesu pH pod 6, zastavuji svou ¢innost (Barto$ 1987).

Ptitomnost metanogennich bakterii miizeme povazovat za rozhodujici Cinitele, ktery
ptispiva k odstraniovani plynného H2 a umoziiuje dal$i mikrobidlni rist (Barto§ 1987).
Piikladem uved'me Ruminococcus albus a R. flavefaciens. Tyto hlavni celulotické
mikroorganismy jsou povaZovany za klicové pro degradaci vldkniny v bachoru. Ukézalo se, ze
in vitro tyto druhy méni sviij metabolismus tak, aby zvysily energetické vytézky v ptitomnosti
metanogend, které spotiebovavaji produkovany vodik a snizuji jeho parcidlni tlak, coZ zvySuje
volnou energii spojenou s fermentaci glukozy a nasledné zisky ATP a energetické vytézky.
Obecné plati, ze nadbytek metanogent a celulotickych mikroorganismii spolu pozitivné
koreluje (Mizrahi et al. 2021). Naopak pokud vodik neni odstranén a akumuluje se, inhibuje re-
oxidaci NADH, NADPH a FADH, které nemohou dokonc¢it fermentaci cukrii, coZ ma za
nasledek snizeni produkce t¢kavych mastnych kyselin (Canul-Solis et al. 2000, Zhao & Zhao
2022).

Podle Zhao & Zhao (2022) existuji 3 drahy produkce CH4 v bachoru. Prvni draha
vyuziva pro tvorbu metanu acetatu a formatu. Ptes to, Ze je acetatu v bachoru vysoké mnozstvi,
tato metanogeneze ma zanedbatelny vyznam vzhledem k nizkému poctu acetat vyuzivajici
archaea Methanosarcinales a nizké afinité acetogent k Hz. Dalsi drahou, produkujici pouze
3-5 % CHg, je vyuzivani metanovych skupin pfitomnych v metanolu a metylaminech jako
substratu pro metanogenezi. Hlavni drahou produkujici cca 82 % metanu je tedy reakce
redukujici CO2 vodikem jako primarnim donorem elektronu ptes formyl, methenyl, methylen
a methyl jako meziprodukty. Z jednoho molu CO2 a 4 molt H2 vznikne 1 mol CH4 a 2 moly
H20 (CO2 + 4 H2 — CHs4 + 2 H20). Redukce uhlikovych zbytkti zahrnuje 7 krokd
katalizovanych fadou unikatnich kofaktort a enzymu. z nichz 3 se nevyskytuji u jinych
organismi nez metanogennich bakterii. Podlel Bartose (1987) a Puniya et al. (2015) se jedna
0:

- faktor 420 zapojeny do prenosu elektronu z vodiku na oxid uhli¢ity. Jde o nezvykly

derivat flavinmononukleotidu. V oxidovaném stavu ma vyrazny absorpéni pik pfi
420 nm a jeho fluorescencnich vlastnosti se vyuziva pro detekci metanogennich
bakteriii fluorescenénim mikroskopem. V redukovaném stavu své fluorescencni
vlastnosti, v¢etné absorpéniho piku pii 420 nm, ztraci.

- Koenzym M zapojeny do pienosu metylové skupiny (2-merkaptoetansulfonova
kyselina: HS-CH2-CH2-SO3’), ktery je pozoruhodny svou nejniz$i molekulovou
hmotnosti ze v§ech dosud znamych koenzymd.

- Koenzym B s nizkou molekularni hmotnosti citlivy na Oz, zapojeny do kone¢né
reakce produkce metanu z metylkoenzymu M.
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Tvorba metanu pfedstavuje ztratu energie pro zvife. Pfirozenym zijmem vyZivy
prezvykavct je dosahnout co nejvyssi efektivity krmeni, tedy mit nejlepsi vztah mezi piijmem
susiny a pfirastkem, respektive produkci. V této perspektivé je sniZeni energetickych ztrat
eruktaci plynu dulezité, protoze zvife mize tvorbou metanu ztratit 2-12 % hrubé energie z
potravy. Nicméné zjisténi, Ze metan je silnym sklenikovym plynem otevira dal$i moznosti
vyzkumu. Vime, Ze metan ma kapacitu absorbovat infra¢ervené zareni 23krat vyssi nez oxid
uhli¢ity a, s ohledem na jeho 10letou Zivotnost v atmosféte, se podili zhruba na 18 % veskerého
potencialu globalniho oteplovani (Rodrigues 2016).

3.3 Cesty ke sniZeni metanogeneze

V poslednich 50 letech byly provedeny rozsahle vyzkumy s cilem nalézt u¢inné strategie
ke snizeni emisi metanu ze zeméd¢€lského sektoru. Kromé sklenikového efektu tyto emise také
Vv ptipad¢ prezvykavci predstavuji podstatnou ztratu energie a ptispivaji ke snizeni u€innosti
krmiv. Studie naznacuji souvislost mezi inhibici metanogeneze a zvysSenim produktivity u
zvirat (Mizrahu a Morais 2021). Strategie ke snizeni metanogeneze mizeme dle Knapp et al.
(2014) rozdglit do tii sirokych kategorii.

1. Zvyseni produkce diky Slechténi a dalsim piistupiim k managementu.

Heritabilita produkce metanu se odhaduje na 0,29 a 0,40 u ovci respektive krav a
pfedpoklada se, Ze je zavisld na dédi¢ném sloZzeni bachorového mikrobiomu. Podle Lovendal
et al. (2018) existuje piizniva korelace mezi emisemi CHa a kg vyrobeného mléka, pticemz
vykonngjsi kravy mohou na kilogram mléka tvofit méné¢ metanu. Beauchemin et al. (2020)
upozoriiuje na korelaci 0,49-0,54 mezi produkci metanu a tvorbou mléka, ktera ukazuje, Ze
Slechténim na mensi tvorbu metanu se miize snizovat produktivita. Dal$i cestou je selekce zvitat
se zvySenim vyuzivanim krmiv, respektive zivin, s cilem snizeni produkce metanu na jednotku
masa nebo mléka (Knapp et al. 2014). Nicmén¢ dle Bacuchemin et al. (2019) mohou absolutni
emise (g/zvite/den) rust, protoze zvifata spotiebuji vice krmiva, aby pokryla své energetické
pozadavky. Aby tedy poklesly emise, musi se nutné snizit pocty zvirat.

2. Krmeni kvalitnimi krmivy a spravny management krmeni a vyzivy mize opét zvysit
produktivitu zvifat. Néktera krmiva mohou zvysit produkci propionatu nebo snizit
produkci acetatu a sniZit tak Hz, ktery by se pteménil na CHa.

Uprava krmné davky miize byt vysoce efektivni pfi snizovani tvorby metanu. Slozky
krmiva poskytuji substrat pro mikrobialni fermentaci a rozdily ve stravitelnosti krmiva a
chemickém slozeni méni mnozstvi energie extrahované mikrobiomem a typy produkovanych
t€kavych mastnych kyselin a CHa. Podil t¢kavych mastnych kyselin ovliviluje mnoZzstvi
produkovaného metanu, protoze tvorba propionatu spotiebovava redukéni ekvivalenty, zatimco
tvorba acetatu a butyratu vytvaii Hz pro metanogenezi (Knapp et al. 2014). Uginnost konkrétni
strategie zavisi na jejich Uc€incich na tok a koncentraci H2 v bachoru, mikrobidlni komunit¢,
fermentacnich cestach, dob¢, po kterou je krmivo v bachoru a interakci mezi témito faktory.
Cestou by mohlo byt zkrmovani koncentrovanych krmiv, pii jejichz fermentaci vznika vice
butyratu a propionatu, které jsou pfimym konkurentem metanogeneze Vv boji o vodik. Pfinasi
s sebou snizenou stravitelnost vlakniny a zvysené riziko vzniku acidéz. Zaroven krmeni obilim
zpochybiiuje vyhodu piezvykavcu, ktefi dokazi preménit rostlinnou vldkninu nevhodnou pro
Clovéka na zivocisné produkty. Metanogenezi lze snizit 1 zkrmovanim tukd, které nahrazuji
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fermentovatelny materidl — to ale muze zménit slozeni mastnych kyselin v produktech.
Nejptiznivéji s ohledem na piirozené snizovani N2O emisi a dalSich ekologickych pfinosii jsou
picniny, které pii vysoké kvalité celkovou produkci metanu snizuji (Beauchemin et al. 2020).
3. Uprava bachoru, tedy krmeni specifickymi latkami, které piimo & nepiimo
modifikuji metanogenezi nebo vyuzivaji biologickou kontrolu zamétenou na redukci
metanogend.

Podle Knapp et al. (2014) existuje Siroka Skala dopliki, které mohou byt podavany ke
snizeni CHa, jako jsou chemické inhibitory, organické kyseliny nebo rostlinné sekundarni
metabolity. Zplsob u¢inku zavisi na konkrétni latce, ale mize zahrnovat pfimou inhibici
metanogentl nebo metanogeneze, potladeni nalevniki a poskytnuti nebo stimulaci kompetitivni
cesty pro vyuziti Ha.

Jednim z populérnich pfistupti je vyuziti syntetickych latek, které pfimo omezuji
metanogenezi. Tyto slou¢eniny musi ovSem snizovat emise bez toxického ucinku na zvite,
¢loveéka nebo Zivotni prostiedi. Pres to, Ze jsou v soucasnosti ndkladné, mély by mit ve vyzkumu
prostor. DalSim atraktivnim feSenim je zkrmovani tas. Nekteré typy obsahuji halogenové
slouceniny florotanin a bromoformy, které inhibuji koenzym M béhem metanogeneze a tim
nasledné omezuji tvorbu metanu. Nicméné nékteré druhy metanogend jsou k témto latkdm
méné citlivé nez jiné. Tento pfistup vyzaduje do budoucnosti posouzeni zivotniho cyklu fas.
Béhem jejich produkce, sklizeni, suseni a transportu vznika oxid uhli¢ity, jehoZ mnozstvi by
potencialné mohlo pred¢it produkci metanu bachorem (McAllister a Newbald 2008,
Beauchemin et al. 2018). S podobnou problematikou se setkdvame pfii pouziti dusi¢nant. Ty
by mohly pti své redukci na dusitany a dale amoniak potencialné slouzit jako konkurenéni cesta
vyuziti H2 na Ukor metanogeneze. Dusi¢nany i dusitany mohou byt ale z bachoru absorbovany,
zvysit tak risk otrav a dusitany mohou byt metabolizovany na N20, dalsi vyznamny sklenikovy
plyn (Beauchemin et al. 2018). V poslednich letech stale roste zajem o vyuziti sekundarnich
metabolitt rostlin jako jsou silice, taniny, saponiny a flavonidy. Vznikl dokonce projekt
Evropské Unie Rumen-Up, ktery hodnoti 500 rostlin a jejich extraktd a jejich vliv na
metanogenezi in vitro (McAllister a Newbold 2008, Beauchemin et al. 2018). Mechanismy
ucinku jsou Siroké a zahrnuji potlaceni nalevnikl, ovlivnéni traveni vlakniny a zvySeni
produkce propionatu (McAllister a Newbold 2008). Ptes to, ze sekundarni metabolity rostlin
maji potencidlné vyzmany efekt na produkci metanu, vétSina mechanism G¢inku neni jasna.
Nekteré z extraktii (naptiklad taniny) potlacuji metanogenezi, ale zaroven snizuji chutnost
krmiva, které nasledné snizuje produkci zvitat (Sun et al. 2021). Vakcinace proti metanogeniim
by byla vynikajicim feSenim pfedevsim pro pastevni zvifata. Koncept je zalozen na myslence,
ze oCkovana zvitrata budou slinami produkovat protilatky, které pii vstupu do bachoru zamezi
rist metanogent. V soucasné chvili jsou pozitivni vysledky predevsim in vitro a je potieba
dal§iho vyzkumu (Beauchemin et al. 2018), zaroven velkou ¢ast bachorovych metanogent
nejsme schopni kultivovat v laboratornich podminkach a je tedy mozné, ze tyto nahradi
metanogeny, proti kterym je vakcina vyvinuta (McAllister a Newbold 2008). Se stejnou vyzvou
se setkdvame pii vyuziti bakteriofagi. Vyuziti bakteriofdgii nebo bakteriocini by mohla byt
efektivni ve snizeni metanogent a pfesmérovani H2 k redukénim bachorovym bakteriim jako
jsou producenti propionatu anebo acetogeny. Obecné ale stéle plati, Zze fagy jsou vysoce
specifické pro jednotlivé hostitele a diverzita bachorového mikrobiomu tedy piedstavuje hlavni
vyzvu pro tento vyzkum (McAllister a Newbold 2008).
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Mnoho aditiv a inhibitor potlacuje in vitro metanogenezi o 60-100 %. Pokud jsou ale
tyto latky podavany zviratim, snizeni emisi bud’ neni zfejmé nebo je jen piechodné. Pfi
zaméfeni na mikrobidlni populace je tfeba mit na paméti zadkladni ekologické principy. S
neuvétitelnou rozmanitosti bachorovych mikrobti je velmi pravdépodobné, Ze odstranéni nebo
potlaceni jedné skupiny povede k tomu, Ze se jina skupina ptizpiisobi, aby zaplnila jejich misto
(Knapp et al. 2014, Mizrahi et al. 2021). N¢které z navrhovanych strategii jsou naro¢né na
realizaci (naptiklad defaunace), dal$i maji nizky potencial na snizeni metanogeneze (naptiklad
vyuziti drozdi, pfimo zkrmované mikrobiélni latky, saponiny, ionofory), anebo jsou na pocatku
vyzkumu (bakteriociny, fagy) (Baeuchemin et al. 2019). Pokud chceme, aby zeméd¢lci ptijali
opatfeni ke snizeni metanogeneze, musi byt ndkladové efektivni nebo piinejmenSim neutralni.
(Knapp et al. 2014).

3.4 Silice

V poslednich dekadach se stale zvySuje zdjem o vyuZivani rostlinnych extraktd
k manipulaci bachorové fermentace, mozna v dusledku zmén zavedenych Evropskou unii, ktera
zakazuji pouzivani antibiotik podporujicich rast (McAllister et al. 2008). Vyzkumy prokazuji
potencidl sekundarnich metabolitd pfi manipulaci s fermentaci v bachoru prostiednictvim
antibakteridlni aktivity, zmirnéni emisi metanu z bachoru, stejné¢ jako zlepSeni podilu
bachorového propiondtu a bypass proteinu do stfeva, zlepSeni vykonnosti a zdravi zvifat
(Calabro 2015, Torres et al. 2020). Mezi sekundarni metabolity, které se nachazeji pouze u
nékterych druht rostlin, patii i silice. Ty hraji dialezitou roli v antibiotické, antiviroticke,
antimykotické a insekticidni ochrané rostlin, v pfitahovani organisma, které rostliny opyluji a
roz§ifuji jejich semena, brani klieni semen a zaroven dodavaji rostlinam a koteni jejich
charakteristickou chut’, viini a barvu (Benchaar et al. 2007, Benchaar & Greathead 2011, Bakali
et al. 2018, Hanif et al. 2019). Jejich molekulovd hmotnost pod 300 umoziuje jejich fyzické
oddéleni od jinych rostlinnych slozek nebo membranové tkané (Turek & Stintzing 2013).
Tradi¢né se extrahuji zrostlin vodou a destilaci péarou, dal$i metody zahrnuji extrakci
rozpoustédlem, superkritickou extrakci oxidem uhli¢itym a expresni extrakci. Mezi rostlinami
stejného druhu a v riznych ¢astech stejné rostliny mohou existovat velké rozdily ve sloZeni
silic a to jak v dusledku vnitinich (sezonni, ontogenetické a genetické variace), tak vnéjsich
(ekologické a enviromentalni aspekty) faktort. Genetické variace mohou mit za nésledek
expresi riznych metabolickych drah a néasledn¢ mohou nastat kvantitativni a kvalitativni
variace ve sloZeni silic (Bechaar & Greathead 2011, Zuzarte & Salgueiro 2015). Podle Hanif et
al. (2019) je mizeme najit v kvétech rostlin (rize, pomeran¢, levandule), listech (mata,
eukalyptus, bobkovy list, tymidn, $alvéj), oddencich (zazvor), kotenech (vetiverie), semench
(koriandr), plodech (anyz, fenykl) a dievé a klite (santalové a rizové dievo). Mezi hlavni celedi
rostlin obsahujici silice patfi mifikovité, hvézdnicovité, cyptiSovité, hluchavkovité,
vaviinovité, myrtovité, borovicovité, pepiivnikovité, santalovité a zdzvornikovité (Zuzarte &
Salgueiro 2015). Podle Bechaar & Greathead (2011) zGstava vyzvou identifikace silic, které
selektivné inhibuji bachorovou metanogenezi s trvalymi ucinky, bez sniZeni pfijmu a traveni
krmiva a produktivity zvifat.
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3.4.1 Chemické vlastnosti silic

V ptirodé se setkdvame s dvéma druhy metabolith: primarnimi a sekundarnimi.
Primarni jsou univerzalni latky, vyskytujici se u v§ech Zivych organismu, tedy bilkoviny, cukry,
tuky a nukleové kyseliny. Sekundarni metabolity se vyskytuji jen u nékterych druhi a, na rozdil
od primarnich metabolitt, se pravdépodobné nepodileji na ristu, vyvoji, reprodukci rostlin ani
Vv tucich) sekundarnich metabolitt rostlin, s obecnou hustotou nizs$i nez je hustota vody,
kapalnych pii pokojové teploté. Hlavni zdkladni uhlovodikovou jednotkou silic je isopren, ale
kazda silice mtze byt slozena z 20—60 riznych chemickych latek jako jsou alkoholy, aldehydy,
ketony, estery, ethery ¢i sulfidy (Hiisnii et al. 2007, Benchaar & Greathead 2011, Cobellis et al.
2016). Razné slouceniny mohou mit aditivni, antagonistické nebo synergické ucinky.
Nejdilezitéjsi ucinné latky jsou zahrnuty do dvou chemickych skupin: terpenoidy a
fenylpropanoidy. Pochazeji z riznych prekuzorti primarniho metabolismu a jsou syntetizovany
samostatnymi metabolickymi drahami, ale jsou mezi nimi minimalni strukturdlni a chemické
rozdily (Calsamiglia et al. 2007, Hanif et al. 2019). Neékteré ze silic jsou pfitomny vzdy a
ptispivaji ke specifické viini, chuti a barvé rostlin, zatimco jiné jsou vylu¢ovany v reakci na
stres jakym je infekce, poSkozeni, predatofi a enviromentalni zmény. Maji také zasadni roli
V interakci mezi rostlinami a prostiedim (Cobellis et al. 2016, Dhanasekaran et al. 2019, Angane
et al. 2022). V rostlinach se silice vyskytuji v olejovych bunikach, sekre¢nich kanalcich nebo
dutinach nebo ve zlazovych chlupech. V nékterych ptipadech jsou vazany se sacharidy ve forme
glykosida (Hisnu et al. 2007).

Mezi rostlinami stejného druhu a v riznych ¢astech stejné rostliny mohou existovat
velké rozdily v kvalitivnim i kvantitativnim sloZeni silic chemické slozky silic jsou nachylné
ke zménam i zavislosti na metodé extrakce (Angage et al. 2022).

3.4.1.1 Rozdéleni silic

Silice jsou typicky slozeny z terpenovych a fenylpropenovych sekundarnich metabolitt,
které urcuji jejich biologické vlastnosti. Obecné v jedné rostliné dominuji slouceniny jedné
tiidy. Terpeny jsou pocetnéjsi a diverzifikovanéjsi skupinou (podle Calsamiglia et al. 2007 bylo
popsano kolem 15 000 raznych sloucenin), jsou odvozené od zakladni struktury isoprenu
(zékladni struktura 5 uhliki, 8 vodikh — C5H8) a jsou Klasifikovany v zavislosti na poétu
jednotek Vv jeji kostfe (Bakkali 2007, Calsamiglia et al. 2007, Zuzarte & Salgueiro 2015).
V silicich se nejCastéji vyskytuji monoterpeny (Cl0H6) a seskviterpeny (C15H24).
Monoterpeny tvoii az 90 % mnohych silic a seskviterpeny majici podobnou strukturu a funkei,
se s monoterpeny vétsinou spoleéné hromadi (Zuzarte & Salgueiro 2015, Cobellis et al. 2016).
Biosyntéza terpentt zahrnuje dva univerzdlni prekurzory: isopenenylpyrofosfat a
dimethylallyldifosfat. Ve vyssich rostlinach je isopenenylpyrofosfat biosyntetizovan v cytosolu
z kyseliny mevalonové Mevalondtovou nebo nemevalonatovou (tedy nezavislou na
mevalonatu) drahou nebo v chloroplastech deoxyxylulosofosfatovou drahou. Vétsina
seskviterpent je tvofena prvni zminénou cestou, vétSina mono a diterpent druhou (Zuzarte &
Salgueiro 2015). Jejich kondenzaci vznikd monoterpen (C10), ze kterého se tvofi dalsi typy
monoterpent a z nich se nasledn¢ tvoii fada linearnich a cyklickych monoterpenti (Benchaar &
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Greathead 2011). Terpeny maji rizné stupné nasyceni, substituci a kyslikaté derivaty, obecné
nazyvaneé jako terpenoidy (Zuzarte & Salgueiro 2015).

Fenylpropanoidy jsou slouceniny s fetézcem 3 uhliki vazanych na aromaticky kruh s 6
uhliky. Jsou syntetizovany S$ikimatovou metabolickou drahou, kterou vyuzivaji rostliny
k syntéze aromatickych aminokyselin fenylalaninu a tyrosinu. Deaminaci fenylalaninu se ziska
kyselina skoticova, deaminaci tyrosinu kyselina p-hydroskoficova, zakladni stavebni jednotky
fenylpropylu (aromaticky C6 kruh s ptipojenym C3 fetézcem). Fenylpropyl poskytne po
hydroxylaci kyselinu 4-kumarovou, ze které se fadou reakci syntetizuji fenylpropeny (Benchaar
& Greathead 2011). Ty obsahuji jednu nebo vice jednotek C6-C3 (C6 je benzenovy kruh).
Mnohé jsou fenoly nebo fenolethery a v nékterych ptipadech (napt. u methylsalicylatu) je
postranni fetézec zkracen (C1) (Zuzarte & Salgueiro 2015).

N

Obrézek 3. Zakladni stavebni jednotky terpent a fenylpropenu, izoprenova a fenylpropylova
jednotka (Benchaar & Greathead 2011), molview.org

3.4.2 Vlastnosti silic

Mnohé ze slozek sekundarnich metaboliti silic a tim padem 1 silice samotné, maji
antibakterialni, antivirovou, protiplisfiovou a insekticidni aktivitu (Sun et al. 2021). Ptes to, ze
se podle Bechaar & Greathead (2011) citlivost mikrobi na silice rlizni, jsou pfedmétem z4jmu
odbornikli na vyzivu zvirat, kteti je chtéji vyuzivat jako krmnych aditiv k upraveé bachorové
fermentace, zvySeni uzitkovosti a zdravi hospodaiskych zvitat, zlepseni vyuziti krmiv a snizeni
metanogeneze (Benchaar & Greathead 2011, Kholif & Olafadehan 2021). Antimikrobialni
aktivita silic proti bachorovému mikrobiomu (houby, prvoci a bakterie) je v potencialu
fenolickych i nefenolickych slozek proniknuti do membrany bakterialni buiiky a jejiho
rozloZeni, coz vede k tniku iontd. Jejich vliv na bachorovy mikrobiom zavisi na druhu
zkonzumované rostliny (Kholif & Olafadehan 2021). K antibakterialni aktivité piispivaji dalsi
¢etné slouceniny silic jako terpeny, terpenoidy, estery, alkoholy, kyseliny a dalsi, ale podle
Angane et al. (2022) neni rozpoznani nejucinnéjSich slozek silic diky jejich slozitému
chemickému sloZeni jednoduché, navic Kk jejich antibakterialni aktivité nepiispiva pouze jedina
sloucenina.
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3.4.2.1 Vliv na metanogenezi

Metanogeneze je dulezity metabolicky proces v bachoru, ktery funguje jako cesta
vyuziti vodiku. Vodik produkovany béhem fermentace vlakniny je okamzité vyuzit
metanogeny pro tvorbu metanu, a proto se nehromadi v bachoru, kde by jinak branil dalsi
fermentaci. Vzhledem k tomu, Ze metan je sklenikovym plynem s vysokym potencialem
globalniho oteplovani a zaroven pro jeho tvorba predstavuje pro zvife ztratu 2-15 % energie
pfijaté potravou, jsou cesty ke snizeni jeho produkce v hledacku védca (Pawar et al. 2014,
Mizrahi et al. 2021). V soucasné chvili mizeme piedpokladat nekolik cest ke snizeni
metanogeneze:

- snizeni poc¢tu prvokut v bachoru a inhibice metanogeneze s nutnosti piesmérovat H*

do alternativnich produkti,

- snizeni produkce vodiku v bachoru,

- zvySeni produkce kyseliny propionové, alternativni cesty vyuziti H* (McAllister &

Newbold 2008, Sun et al. 2021).
Jak bylo popsano v kapitole 3.2.1. Bachorovy ekosystém, nékteré z metanogennich archaei
maji symbioticky vztah s bachorovymi nalevniky a ziji bud” uvnitf nebo vné jejich tél. To je
podle Calabro (2015) pravdépodobny divod, pro¢ je defaunace (odstranéni prvokia) bachoru
spojovana s redukci produkce metanu. Metanogeny ztrati své symbiotické partnery a tim dojde
ke snizeni jejich biologické aktivity. Nicméné vliv silic na prvoky neni zcela jednoznaény.
Zatimco Kholif & Olafadehan (2021), Sun et al. (2021) mluvi o0 mozné inhibici rastu prvoka
silicemi, Benchaar et al. (2008) a Bodas et al. (2012) pisi o nekohorentnich a proménlivych
vysledcich, Khiaosa-ard & Zebeli (2013) ve své metaanalyze zmifuji, Zze zatimco malé davky
silic (< 0,20 g/kg krmiva/den) pocet prvoki zvysuji, vy$si davky dramaticky jejich pocet
snizuji. Potencial vybrat silice, které redukuji produkci metanu selektivni inhibici prvoka je
tedy jednou z vyzev budouciho vyzkumu. Za zminku stoji i mozné vyuziti vodiky diky
biohydratraci (mikrobialni pfeména nenasycenych mastnych kyselin na nasycené a tim snizeni
biologické dostupnosti vodiku), zde je ale potencial vyuziti vodiku pfili§ maly, protoze
biohydratace jej spotiebovava pouze 1-2 % (Mizrahi et al. 2021). Podle Sun et al. (2021) je
prostiedkem ke sniZeni produkce metanu vyuziti krmnych aditiv rostlinného ptivodu hlavné
vzhledem K jejich ovliviiovani sloZeni bachorového mikrobiomu a zvyseni konkurence 0 vodik
diky jejich antibakteridlnim vlastnostem. Zptsob ucinku, kterym silice ovliviiuji produkci
metanu, se u kazdé silice 1isi, svou roli hraje ptitomnost terpenoidi, fenold a dalSich slozek,
které maji silné antimikrobialni uc¢inky (Kholif & Olafadehan 2021), proto se tato studie vénuje
vyuziti konkrétnich ucinnych latek silic. Zména ve slozeni bachorového mikrobiomu se
projevuje zvySenym obsahem kyseliny propionové v produktech fermentace, ktera je vytvarena
vétSinou gramnegativnimi bakteriemi (Benchaar & Greathead 2011). Kyselina propionova,
respektive propionat, je hlavnim prekurzorem glukézy pro piezvykavce, a jeji zvySeni je
zadouci u zvitat s vysokymi naroky na glukogenni prekurzory. Reduk¢ni acetogeneze (tvorba
acetatu z CO2 a H?) by byla také zddoucim procesem, protoZe acetat je nejen zdrojem energie,
ale slouzi i k syntéze mastnych kyselin s dlouhym fetézcem, nicméné je termodynamicky
piekonana metanogenezi (Beachemin et al. 2019). Teoreticky by tedy pfesmérovani vodiku
z metanogeneze do konecnych produktt fermentace, které mohou byt absorbovany a vyuzity
hostitelem, stejné tak bachorovym mikrobiomem, nepomohlo jen snizit produkci vodiku, ale
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potencialné zvysit produkci hostitele (Beauchemin et al. 2019).

3.4.2.1.1 Mechanismus u¢inku

Co presné rozhoduje o antimikrobidlni aktivité sekundarnich metabolitll je nejasné. Je
pravdépodobné zavisla na obsazenych chemickych slozkach a funkénich skupindch obsazenych
v silicich, jejich pomért a vzdjemné interakci mezi nimi (Benchaar et al. 2008, Benchaar &
Greathead 2011). Pouziti silic s obsahem fenypropanoidi (karvakrol — fenolova sloucenina,
cinnamaldehyd — karbonylova sloucenina) se prokazalo silngjsi antimikrobialni aktivitou nez
silic, které obsahuji monoterpeny (Dhanasekaran et al. 2019). Antimikrobialni aéinnost silic je
zavisla na nejen na jejich chemickém slozeni, ale i podminkach prostiedi a strukturach cilovych
bakterii (bud’ grampozitivnich nebo gramnegativnich bakterii) (Angane et al. 2022).

Zcela zasadni pro antimikrobialni aktivitu silic a jejich uc¢innych latek se zda byt jejich
hydrofobni podstata. Silice se pfesunuji z vodné faze do lipidové dvouvrstvy cytoplazmatické
membrany, kde se hromadi (Bechnaar & Greathead 2011). Pfedpoklada se, Ze pravé v lipidové
dvouvrstveé dochéazi k jednomu nebo vice jejich antimikrobialnich ¢inkt, kdy méni propustnost
membrany a tim naru$uji transport iontt, interaguji s membranovymi proteiny a/nebo s dalsimi
cytoplazmatickymi slozkami. Téchto reakci je dosahovano difuzi silic do membréany nebo do
cytoplazmy. Silice jsou smési sekundarnich metaboliti a je tedy pravdépodobné, ze existuje
fada mechanismil u¢inku Benchaar & Greathead 2011) Antimikrobidlni aktivita silic mize byt
zaroven vidéna jako inhibice buné¢ného ristu nebo zabijeni bun¢k. Podle Angane et al. (2022)
neni snadné od sebe tyto zptsoby ptisobeni odlisit.

Vétsina silic i jejich ucinnych latek je aktivnéjsi proti grampozitivnim bakteriim nez
gramnegativnim bakteriim kvili rozdilu ve struktuife bunétné stény, kdy vnéj$i membrana
gramnegativnich bakterii, obsahujici vice lipopolysacharidt, zifejmé pusobi jako bariéra proti
silicim. Existuji ovSem silice, naptiklad karvakrol, karvon, thymol a dalsi (Cobellis et al. 2016,
Ju et al. 2020, Kholif & Olafadehan 2021), jejichz sekundarni metabolity jsou natolik malé, ze
projdou poriny (bilkovinovymi kandly) ve vnéjsi membrané, nebo molekuly, které mohou
interagovat prostfednictvim vodikovych mustkli s vodou a pomalu prochazet bunécnou sténou
difuzi (Calsamiglia et al. 2007, Benchaar & Greathead 2011, Angane et al. 2022), dale pak
snizovat expresi gentl souvisejicich s membranovym porinem a nicit transportéry aminokyselin
(Ju et al. 2020).

Ztrata stability membrany grampozitivnich bakterii ma za nasledek tnik iontt pfes
bunénou membranu, coz zpisobuje pokles transmembranového iontového gradientu.
Naptiklad cinnamaldehyd se snadno rozpousti v mastném acylovém fetézci bunécné membrany
a ni¢i jeji vn&j$i membranu, coZ mé za nasledek zvySeni permeability bunééné membrany,
odtok adenosintrifosfatu a bunécnou smrt. Dalsi silice interaguji s molekulami fosfolipidf, ¢imz
se méni podil a struktura mastnych kyselin v membrané (Ju et al. 2020). Podle Bechaar &
Greathead (2011) je dobfe zdokumentovand antimikrobialni aktivita thymolu a kravrakolu,
fenylovych monoterpent, které jsou ve vysokych koncentracich v silicich oregana a tymianu.
Oba zvysuji tekutost a propustnost bunécné membrany, ktera vede ke ztraté obsahu buiiky a jeji
lyze. Obé¢ tyto latky také ovlivituji pohyb vodikovych a draslikovych kationtl, tim ovliviuji
protonovou hybnou silu (elektrochemicky gradient, energie pohanégjici syntézu ATP), coz vede
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K vyCerpani intracelularniho ATP v disledku inhibice jeho syntézy nebo zvyseni rychlosti
hydrolyzy. Studie Ultee et al. (2002) ukazuje, ze hydroxylova skupina téchto metaboliti a
ptitomnost delokalizovanych elektront je pro jejich antimikrobialni aktivitu z&sadni. Kolaps
protonové hybné sily, snizeni pH gradientu cytoplazmatické membrany a vyCerpani ATP
nakonec vedou k bunééné smrti. V nékterych pfipadech mohou bakterie vyvazit tyto ucinky
pomoci iontovych pump a bunééné smrt nenastane, ale velké mnozstvi energie je presmérovano
na tuto funkci a rust bakterii je zpomalen (Calsamiglia et al. 2007).

Hlavni G¢inek silic a jejich G¢innych latek jako antimikrobidlnich latek je zaméfen na
jejich pasobeni na bunéénou membranu, neni to ovsem jediny mechanismus G¢inku. Gill &
Holley (2004) ftikaji, Ze mechanismus uc¢inku eugenolu, hlavni slozky silic hiebicku, je
VvV uc¢incich na vyrobu energie. Mozny mechanismus U¢inku je v inhibici glykolytickych
enzyml a tim znemoznéni vyuzivani bunécné glukoézy nebo piijmu glukdézy a zmény
propustnosti membrany jak gramnegativnich tak grampozitivnich bakterii. Buné¢né dychani
(schopnost mikroorganismi produkovat energii), je v podstaté oxidativni rozklad sacharidi. Pfi
inhibici oxidace a rozkladu cukrii jsou naruSeny normalni metabolické procesy organismu, coz
miZe vést az ke smrti. Napiiklad silice tymidnu inhibuji aktivitu ATP syntazy, ¢imZ narusuji
cyklus trikarboxylovych kyselin, ¢imZ naruSuji normalni metabolismus butiky a inhibuji rist
mikroorganismu. Mezi dalsi antimikrobidlni aktivity silic je napiiklad pisobeni ¢esneku,
ziejmé spojené se sulfidy allicinu a diallylu. Allicin interaguje s proteiny a aminokyselinami
obsahujici sulfhydrylovou skupinu, coz vede k poSkozeni funkci buriky (Benchaar & Greathead
2011, Ju et al. 2020). Eugenol, fenolicka sloucenina silice skofice, mize inaktivovat nékteré
mikrobialni enzymy (Cobellis et al. 2016).

Antibakterialni aktivita silic zavisi na jejich hlavnich slozkach nebo vztahu mezi
slozkami. Antibakteridlni mechanismy riznych antimikrobidlnich latek se mohou liSit.
Antibakterialni mechanismus silic proto obvykle nespoéiva v jediném mechanismu ucinku, ale
v koexistenci vice zpusobd uc¢inku (Ju et al. 2020). Antimikrobialni aktivita silic mize byt
zaroven vidéna jako inhibice buné¢ného ristu nebo zabijeni bunék. Podle Angane et al. (2022)
neni snadné od sebe tyto zpisoby pusobeni odlisit.

3.4.2.2 Dalsi vyhody silic v krmivech

Sekundarni metabolity rostlin jsou vyuzivany pro své antimikrobidlni vlastnosti, ale
zdravi zvitat. Orzuna-Orzuna et al. (2022) ve své metaanalyze shrnuje vysledky 34 studii z let
2010-2022 z deseti zemi a vysledky jsou nasledujici.

Zarazeni silic do krmné davky zvysilo piijem susiny, dusikatych latek, neutralni a kyselé
detergentni vladkniny. Né&které silice maji pozitivni efekt na bachorové houby a populace
fybriolytickych bakterii travicich neutralni detergentni vldkninu, coz mize vést ke zrychleni
prichodu ¢astic bachorem a tim zvysit pfijem suSiny. Silice mohou zlepSit chut’ a chutnost
krmiv a dokonce jejich kvalitu. Né&které silice totiz obsahuji bioaktivni slouceniny (napf.
terpeny a terpenoidy) s antioxida¢nimi a antimikrobialnimi vlastnostmi.

Zahrnuti silic do krmné davky také zvysilo denni pfirtstek, konverzi krmiva, finalni Zivou
hmotnost zvitat a vahu jate¢né upravencho téla. Jak je zminéno vyse, silice zvySuji piijem
susiny a zivin, coz ¢astecné vysvétluje vyssi denni ptirastek. Nizké davky silic (260 mg/den)
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navic zvysuji délku bachorovych papil az o 30 %, tim se zvySuje plocha pro absorbci t€kavych
mastnych kyselin a i to mize vést ke zvySeni denniho pfirGstku a zlep$it ucinnost krmiv.
Orzuna-Orzuna et al. (2022) také predpoklada, ze snizeni dusiku v moc¢i naznacuje, lepsi vyuziti
dusiku mikrobiomem potazmo hostitelem. Silice podle Kholif & Olafaden (2021) obvykle
snizuji produkci amoniakalniho dusiku v bachoru, coz vede ke zvySenému vyuziti krmych
bilkovin hostitelem a tento Gcinek je zptisoben predevsim poklesem populace prvoki, protoze
jejich role pii degradaci dusiku v bachoru je nepopiratelna. Podle Khiaosa-ard & Zebeli (2013)
zkrmovani silic v mnozstvi 0,43 g/kg krmiva/ den zvysilo obsah proteinu.

Ptes to, ze vyzkumy ukazuji pozitivni vysledky zkrmovéni silic, je nutné si uvédomit,
ze mechanismus U¢inku vétSiny silic zstava neznamy a vétsina studii probiha in vitro. Je tedy
potieba nadale zkoumat uc¢inky silic 1 jejich uc¢innych latek a jejich specifickych ucinki na
bachorovy ekosystém. Podle Sun et al. (2021) stale chybi extenzivni vyzkum pouziti
rostlinnych extraktii u zvifat a u€inek dlouhodobého vyuzivani rostlinych extraktl na zvitata je
stéle nejasny.

3.4.2.3 Rizika vyuziti silic

Vyzvou podle Benchaar & Greathead (2011) zistava identifikace silic a konkrétnich
ucinnych latek, které selektivné inhibuji bachorovou metanogenezi pfi béZzném krmeni
s dlouhotrvajicim efektem bez snizeni piijmu krmiva nebo produkce. Ve studiich se setkdvdme
se specifickou problematikou jednotlivych latek spiSe nez s celkovymi negativnimi nésledky.
Naptiklad slouc¢eniny ¢esneku a cibule obsahujici siru se ukazali jako hemotoxické pro hovezi
dobytek a kon¢ (Benchaar & Greathead 2011). Jednim z nejdulezitéjSich probléma krmeni
silicemi je vSak docasna a nejednoznac¢na adaptace bachorové mikroflory po urcité dobé
suplementace. Vyzkum mozné adaptace bachorovych mikroorganismi je stile omezeny.
Nedostatecny ucinek silic mtize byt zptisoben schopnosti bachorovych mikrobt pfizptisobit se
(Benchaar & Greathead 2011, Kholif & Olafadehan 2021). Také mnozstvi silic v krmivu by
mélo byt stanoveno velmi peclive, protoze silné aroma nékterych silic miize mit negativni vliv
na piijem krmiva, stejné tak nékteré sekundarni metabolity mohou byt svymi antimikrobiélnimi
a antinutri¢nimi u¢inky ve vysokych davkach toxické pro cely bachorovy mikrobiom (Kholif
& Olafadehan 2021, Orunza-Orunza et al. 2022). Uginky nékterych silic jsou zavislé na pH a
krmivu a jejich pouziti mtize byt pfinosné pouze za specifickych podminek a vyrobnich systému
(Calsamiglia et al. 2007). Navic vyznamné zvySeni piijmu susiny diky silicim nastava po
zkrmovani po vice nez 90 dni, cozZ naznacuje, Ze skot si musi na ptijem silic navyknout, ale tato
adaptace muze vyzadovat zkrmovani silic po delsi dobu (Orunza-Orunza et al. 2022), na druhou
stranu je mozné, ze se bachorovy mikrobiom silicim po urcité dob¢ piizplsobi.

Silice mohou byt cestou pro zmirnéni metanogeneze piezvykavci, je vSak potieba dalsiho
vyzkumu, ktery zodpovi na otdzky tykajici se u¢innych latek, ddvek, mechanismi uéinku, vlivu
na organoleptické vlastnosti zivoc¢isnych produktii a pomér nékladl a ptinosii (Cobellis et al.
2016).
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4 Metodika

Veskeré pokusy se zvitaty byly vedeny v souladu s ¢eskou legislativou (zakon €. 246/1992
Sb., na ochranu zvifat proti tyrani) a platnymi evropskymi smérnicemi a nafizenimi (smérnice
2010/63/EU, o ochrané zvitat pouzivanych pro védecké ucely). Experimentalni protokol byl
schvalen Etickou komisi zvitat Ustavu Zivo¢i§né vyroby (Praha, Ceska republika). Tato studie
byla pro zajisténi vhodné péce o zvirata provedena v souladu s pokyny ARRIVE. Testované
kravy byly ustajeny na experimentélni farmé Ustavu Zivo&isné vyroby (Netluky, Praha, Ceska
republika).

4.1 Design experimentu

K vyhodnoceni uc¢inkti dvou koncentraci (250 a 500 mg/l) péti silic (isobornyl acetate,
carene, citronellol, caryophyllene, benzylideneacetone) na produkci CHs a fermentaci v
bachoru byla pouzita 24hodinova vsadkova inkubace.

Byly provedeny 3 série (samostatné inkubace), v prabéhu kazdé série bylo kazdé oSetieni
opakovano ve dvou inkubacnich lahvich. Primér z téchto dvou opakovéani byl pouzit do
statistické analyzy.

4.2 Zvirata, krmivo a substraty

Vzorky obsahu v bachoru byly odebirany ruéné bachorovou kanylou (vnitini pramér 10
cm) z ruznych mist v bachoru 3 hodiny po rannim krmeni. Jako darkyné byly pouzity dvé
holstynské kravy na zacatku laktace (télesnd hmotnost 584 + 20 kg; produkce 32 + 2 kg
mléka/den). Kravy byly krmeny smésnou krmnou davkou, ktera se (v su$in¢) skladala z
kukuti¢né silaze (337 g/kg), lusténinovo-obilné sildze (58 g/kg), vojtéskové silaze (53 g/kg),
kukufi¢né silaze s vysokou vlhkosti (50 g/ kg), pivovarského zrna (37 g/kg), pSeni¢né slamy
(18 g/kg), tekutého doplitku (50:50 smés melasy a glycerolu; 83 g/kg) a koncentrované smési
(364 g/kg). Krmivo bylo podavano dvakrat denné (04:00 a 16:00) ad libitum.

Odebrané vzorky obsahu bachoru byly okamzité transportovany do laboratofe v
termolahvich. Interval mezi odbérem vzorkd a dal$im zpracovanim vzorku byl 20—-30 minut.
V laboratofi byl pro ziskani bachorové tekutiny obsah bachoru za prib&zného proplachovani
CO2 a scezen pies nerezové sito (250 um; Retsch, Haan, Némecko). Bachorové tekutiny od
dvou darcovskych krav byly smichany ve stejném poméru.

Experimentélni substrat byl sloZzen z (na zakladé suSiny) kukufi¢né silaze (300 g/kg),
vojtéskové silaze (300 g/kg) a jeCmene (400 g/kg). VysuSené suroviny byly rozemlety a
protlaceny ptes 1 mm sit’. Chemické slozeni na kilogram substratu (v susiné) bylo nésledujici:
organicka hmota 951 g/kg; hruby protein 154 g/kg; etherovy extrakt 25 g/kg; Skrob 306 g/kg;
neutralné detergentni vlidknina (NDF) 354 g/kg; acidodetergentni detergentni vlaknina (ADF)
193 g/kg.

4.3 In vitro inkubace

In vitro inkubace byly provadény po dobu 24 hodin ve 120 ml serum bottle. Suseny mlety
substrat (200 mg) byl navazen do sterilnich sérovych lahvi proplachnutych CO2 den pted
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inkubaci. Kultivaéni tekutina (20 ml) byla ddvkovana do kazdé sérové lahve pomoci davkovace
s uzavérem lahve (Calibrex 530 Salutae, Socorex, Svycarsko) pod proudem CO2. Kultura byla
ptipravena smichanim kompozitni (od dvou dojnic) bachorové tekutiny s médiem (1:3, v/v),
jak bylo popsano vyse. Vysledna smés byla okamzité proplachovana COz2 pti 39 °C po dobu 10
minut pred pfidanim do lahvi. Uginné latky silic byly davkovéany v roztoku etanolu. Byly
ptipraveny zasobni rozotky tak, aby ptidanim 200 Do kontrolnich a slepych lahvi bylo pfidano
ekvivalentni mnoZzstvi vody a ethanolu, aby se kompenzovaly mozné U€inky rozpoustédel na
fermentaci. Po¢atecni plynna faze v hornim prostoru lahve ve vSech inkubacich byl COx.
Vsechny lahvicky se sérem byly uzavieny a umistény do vodni 1azné s fizenou teplotou (SW
22; Julabo, Némecko) pii 39 °C s frekvenci 90 ot./min. po dobu 24 hodin.

4.4 Odbér vzorkii a chemicka analyza

Celkovy objem vyprodukovaného fermenta¢niho plynu byl odhadnut z tlaku plynu v
hornim prostoru lahve (headspace) pomoci Boyleova zakona. Tlak plynu byl mé&fen po 24
hodinach inkubace pomoci manometru (Traceable; Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA).
Plyn z horniho prostoru byl poté odebiran vytésnénim do zkumavky (5 ml) pfedem naplnéné
destilovanou vodou zavedenim jehly o praméru 23 zatkou lahve. Koncentrace CHs v ve
fermentacnim plynu byla méfena pomoci plynové chromatografie dle Joch et al. (2019).

Koncentrace kazdé t€kavé mastné kyseliny v kulturach byla stanovena pomoci plynové
chromatografie. Koncentrace TMK byly vypoc¢teny jako rozdil mezi koncentracemi ve vzorku
tekutiny po 24 hodinach inkubace a pocéate¢nimi koncentracemi, a proto byly uvedeny jako
¢isté produkované (net VFA; nVFA. ADMd) bylo stanoveno gravimetricky vypoctem rozdilu
mezi hmotnosti inkubovaného substratu a suchou hmotnosti fermentacniho zbytku,
normalizované na hmotnost zbytku ve slepém pokusu.

4.5 Statisticka analyza

Hlavni uc¢inek osSetfeni byl analyzovan pomoci postupu PROC MIXED v SAS (SAS
Enterprise Guide 6.1, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) podle randomizovaneho kompletniho
blokového designu. Blokovacim faktorem byla série (n = 3). Pfed statistickou analyzou byly
laboratorni opakovani (paralelni lahve z jedné série s kazdym oSetfenim) zprimérovany na
sérii. Model byl: kde Yijj je zavisla proménna, u je celkovy pramér, Ti je fixni uc¢inek osetieni (i
=11 drovni; kontrola, 5 silic x 2 koncentrace), R;j je nahodny ucinek série (j =1, 2 a 3) aeij je
rezidudlni chyba. Priméry oSetfeni byly porovnany s kontrolou pomoci Dunnettova testu a
rozdily mezi kazdou 1é¢bou a kontrolou byly povazovany za vyznamné pii P < 0,05.
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5 Vysledky

Vysledky (Tabulka 1) ukazuji, Ze produkce metanu byla sniZena vSemi vybranymi
silicemi obou koncentraci. Nejlepsi vysledky zpohledu procentualniho snizeni celkové
produkce metanu v mililitrech na gram inkubované suSiny maji tyto tfi silice: cintronellol
v koncentraci 500 mg/l snizil produkci metanu oproti kontrolni skupiné o 70,7 %, isobornyl
acetate v koncentraci 500 mg/l — 51,7 % a benzylideneacetone v koncentraci 500 mg/l — 42,7
% (P < 0,05).

Na celkovou produkci plynti pusobil nejvice cintronellol (500 g/1), isobornyl acetate
(500 mg/1) a carene (500 mg/l). Respektivé snizili produktci plynt o 36,4 %, 20,7 % a 17,4 %.
Nejméné potlacil celkovou tvorbu plynli benzylideneacetone (250 g/1) — 3,7 %.

Na stravitelnost suSiny m¢l vyznamé;jsi vliv citronellol v koncentraci 250 mg/1 (snizeni
stravitelnosti susiny o 15 %) a benzylideneaceton koncentrace 500 mg/l (12,1 %). Zadna
z dals$ich latek nesnizila stravitelnost o vice nez 6,7 % (P < 0,05).

Az na caryophyllene o koncentraci 250 mg/1 statisticky vyznamné zvySily pH vSechny
latky a koncentrace.

Isobornyl acetate v koncentraci 250 mg/l byl jedinou slouceninou, ktera vedla ke
zvySeni koncentrace NHs-N, ato 0 2,1 % (P < 0,01). Citronellol ve stejné koncentraci zpisobil
pouze nevyznamné snizeni 0,69 % (P < 0,01). Ostatni testovane latky pii koncentraci 250 mg/I
vedly ke sniZeni hladiny NHs-N maximalné o 9 % (P < 0,05). Nejvyraznéjsi pokles byl
zaznamenan u citronellolu pfi koncentraci 500 mg/l, kde doslo ke sniZzeni koncentrace NHs-N
0 36,1 % (P < 0,05).

Vysledky v Tabulce 2 ukazuji, ze celkovou tvorbu tékavych mastnych kyselin nejméné
ovlivnil isobornyl acetat a carnophyllene v koncentraci 250 mg/l (snizeni obsahu celkovych
TMK 0 1,3 %) a benzylideneacetone (koncentrace 500 mg/l) — snizeni celkové produkce 0 5,3
% (P < 0,05). Nejvice byla celkova tvorba TMK sniZena citronellolem v koncentraci 500 mg/I
040,4 % (P <0,05). Pomér acetatu a propionatu vibec neovlivnil isobornyl acetate 250 mg/l; o
3,5 % zménil pomér produkce A:P citronellol (250 mg/l) a carene (250 mg/l) (P < 0,05).

Pro srovnani uspésnosti snizeni celkové produkce metanu a celkové produkce tékavych
mastnych kyselin (viz Graf 1) jsou v nejlep$im poméru (nejvyssi hodnoty snizeni produkce
celkového metanu oproti nejmensimu snizeni celkové produkce t€kavych mastnych kyselin)
nasledujici silice: isobornyl acetate (koncentrace 500 mg/l), carene (koncentrace 500 mg/l) a
benzylideneaceton (koncentrace 500 mg/1), které snizuji metanogenezi o 51,7 respektive 41,00
a42,7 % ml/g inkubované suSiny substratu oproti kontrolni skupiné a snizuji celkovou produkci
TMK o 14, respektive 14,3 a 16,2 % mmol/l (P < 0,05) celkovych t€kavych mastnych kyselin
oproti kontrolni skuping.
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5.1 Tabulka 1.

Vliv t¢innych latek silic na produkci plynu a metanu in vitro, stravitelnost susiny a pH. ISS = inkubovana susina substratu; CPP celkova
produkce plynt. Hvézdic¢kou jsou oznaceny hodnoty, které se od kontrolni skupiny (0 mg/l) vyrazné 1isi (P < 0,05).

OSetreni Koncentrace Celkovéa Metan Stravitelnost pH NHs-N
(mg/l) orodukce  (MV91SS) gﬁpz) e susiny (g/0) (mg/dl)
plyni (ml/g susiny)
ISS)
Kontrola 0 2134 30,0 14,0 55,7 0,536 6,29 29,1
Isobornyl acetate 250 201,3* 24,7* 12,2* 46,4* 0,527 6,33* 29,7
500 169,2* 14,5* 8,5* 27,5* 0,530 6,40* 25,7*
Carene 250 201,9* 26,5* 13,1* 49,8* 0,535 6,32* 26,5*
500 176,3* 17,7* 10,0* 33,8* 0,522 6,38* 23,4*
Citronellol 250 193,4* 23,4* 12,1* 51,8* 0,456* 6,36* 28,9
500 135,8* 8,8* 6,4* 17,0 0,512 6,43* 18,6*
Caryophyllene 250 201,0* 25,7* 12,8* 51,6 0,500 6,30 27,8
500 187,4* 21,6* 11,5* 42,7* 0,503 6,32* 24,3*
Benzylideneacetone 250 205,5* 26,0* 12,6* 51,3 0,509 6,31* 26,7*
500 181,0* 17,2* 9,5% 36,7* 0,471* 6,38* 24,5*
SEM 2,4 0,75 0,28 1,38 0,0057 0,007 0,38
P hodnota P <0,001 P<0.001 P<0.001 P<0.001 P <0.001 P<0.001 P<0.001
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5.2 Tabulka 2.

Uéinky G¢innych latek silic na in vitro celkovou produkci tékavych mastnych kyselin (TMK) a jejich molarni podil; pomér A:P je pomér acetatu
a propiatu. Hvézdic¢kou jsou oznaceny hodnoty, které se od kontrolni skupiny (0 mg/l) vyrazné lisi (P < 0,05).

Osetieni (mg/l)

Kontrola

Isobornyl acetate

Carene

Citronellol

Caryophyllene

Benzylideneacetone

SEM
P hodnota

Koncentrace

250
500
250
500
250
500
250
500
250
500

(mg/l)

Celkova
produkce TMK Acetét Propionat
(mmol/l)
92,2 59,3 22,7
91,0 58,9 23,3
79,3* 55,0* 26,7*
85,2* 57,2 23,1
79,0* 56,1* 23,9
81,7* 57,2 21,8
55,0* 58,6 18,9*
91,0 58,2 24,9*
86,1* 56,9* 26,4*
87,3* 57,1 23,7
77,3* 54,9* 24,1
1.33 0.25 0.31
P <0,001 P<0,001 P<0,001
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Butyrat

13,2
12,5
13,4
14,2
14,8*
15,6*
16,0*
12,0
11,6*
14,5
15,8*
0.22
P < 0,001

iso-butyrat

0,72
0,70
0,57*
0,72
0,47*
0,70
0,45*
0,68
0,61*
0,67
0,68
0.016

P < 0,001

Molarni podil TMK (mol/100 mol)

Valerat

2,3
2,7
2,6
3,0*
3,4*
2,8
4,3*
2,7
3,0*
2,4
2,8
0.07

P < 0,001

ISo-
valerat
1,8
1,8
1,6
1,7
1,.4*
1,9
1,6
1,7
1,5*
1,7
1,7
0.02
P <0,001

AP

2,6
2,6
2,1*
2,5
2,4
2,7
3,2*
2,3
2,2*
2,4
2,3*
0.04

P <0,001



5.3 Grafl
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6 Diskuze

Cilem této studie bylo prozkoumat vliv péti uc¢innych latek silic ve dvou koncentracich
(250 a 500 mg/1) na tvorbu metanu bez negativniho vlivu na tvorbu t€kavych mastnych kyselin
v in vitro podminkach. V diskuzi je dban zfetel také na podil t€kavych mastnych kyselin, ktery
ovliviluje mnozstvi produkovaného metanu. Latky s nejvyhodnéjS§im pomérem mezi snizenim
produkce metanu a snizenim produkce tékavych mastnych kyselin byly benzylideneacetone,
carene a isobornyl acetate v koncentraci 500 mg/I.

Dalsim cilem prace bylo posoudit vliv vybranych silic na metabolismus dusiku v bachoru.
Vétsina latek pii vysSsi koncentraci (500 mg/1) hladiny NH3-N snizovalala. Nicméné se zd4, ze
toto snizeni bylo dano spise celkovou inhibici fermentace, jak nazancuje snizeni hladin
t€kavych mastnych kyselin, nez vyssi efektivitou vyuziti dusiku.

6.1 Isobornyl acetate

Isobornyl acetate je bicyklicky monoterpen primarné ziskavany z pryskyfice rtiznych
jehli¢natych stromil jako je borovice, jedle a cedr, vyrdbi se ale i synteticky. Kromé své
pfijemné ving, pro kterou je Sirove vyuzivan v kosmetickém priimyslu a jeho svétova spotieba
antioxidacni vlastnosti (Bakshi et al. 2021, Chemical Book 2024, PubChem 2025). Kromé¢ toho
se isobornyl acetate ukazal jako efektivni proti Siroké Skale grampozitivnich i gramnegativnich
bakterii (Chemical Book 2023).

Konkrétni studie zkoumajici Cisty isobornyl acetate a jeho vliv na bakterialni populace
bachoru nejsou dosud dostupné. Z tohoto diivodu jsou v této praci diskutovany vysledky studii
zabyvajicich se blizce piibuznou latkou bornyl acetate. Bornyl acetate je stereoizomer
isobornylu a molekuly se tedy li§i jen v endo/exo izomerii (Bernart 2016). Bornyl acetate je
bicyklicky monoterpen a hraje dulezitou roli pifi 1é¢bé zanéth, infekci, rakoviny a
neurodegenerativnich onemocnéni. Je soucasti napiiklad ¢erného kardamomu (Amomum
villosum), omanu vonného (Inula graveolens) nebo sandarakovnika ¢lankovaného (Tetraclinis
articulata) (Zao et al. 2023).

Vysledky isobornyl acetate v tomto pokusu byly silné zavislé na koncentraci. Pii 250
mg/l byla celkové produkce metanu sniZzena o 17,7 %, koncentrace 500 mg/I pfinesla sniZeni o
51,7 %. Podobné koncentrace bornyl acetate (240 a 480 mg/l) ve studii Joch et al. (2018)
prokazaly podstatné nizsi schopnost snizit produkei, a to o 4,2 %, respektive 14,3 %. Rozdily
ve vysledcich mohou byt zplisobeny chemickymi a fyzikalnimi rozdily mezi izomery, darcem
bachorové tekutiny nebo obsahem substratu (Colombini et al. 2021). Celkova produkce plynt
byla snizena o 5,7 % a 20,7 % respektive. Bornyl acetate (Joch et al. 2018) snizil produkci
plyni 0 4,8 % a 10,9 %, tedy témét o polovinu méné pii vyssi koncentraci. Silice rozmarynu
(Rosmarinus officinalis, obsah bornyl acetate do 3 % z obsahu t¢innych latek) (Cobellis et al.
2020) v koncentraci 2 g/l produkci metanu snizila o 9 %, bez vlivu na produkci plynd. V
koncentraci 250 mg/l nem¢l isobornyl acetate silné u¢inky na celkovou produkeci plynti, coz se
odrazelo v minimalnich zménach pii celkové produkci tékavych mastnych kyselin. Snizeni
produkce TMK o téméf 14 % bylo pozorovano az pii vyssi koncentraci (500 mg/l). Bornyl



acetate (Joch et al. 2018) snizil produkci TMK pouze o 7 % pti koncentraci 480 mg/l. ZvySeni
produkce propionatu o 17,6 % pii 500 mg/1 koncentraci isobornyl acetate mohlo byt zpisobeno
snizenou populaci metanogennich archaei vyuZzivajicich vodikové kationty (McAllister &
Newbold 2008, Sun et al. 2021).

Z hlediska metabolismu dusiku isobornyl acetate v koncentraci 250 mg/l zvysil
dostupnost amoniakalniho dusiku, coz mlize naznacovat snizené vyuziti amoniaku bachorovym
mikrobiomem (Bach et al. 2005). Naopak pfi koncentraci 500 mg/l byla dostupnost
amoniakalniho dusiku snizena o 11,7 %. Studie Joch et al. (2018), Garcia et al. (2020) ani
Cobellis et al. (2020) zadna data tykajici se metabolismu dusiku neuvadi.

Rozdily mezi vysledky této studie a vysledky ostatnich studii zdiiraziiuji nutnost dal§iho
vyzkumu s ohledem na mozné aditivni, antagonistické nebo synergické ucinky jednotlivych
aktivnich latek silic (Calsamiglia et al. 2007).

Obrézek 4: Chemicka struktura bornyl acetate a isobornyl acetate, molview.org
6.2 3-carene

3-carene je bicyklicky monoterpen, ktery je soucasti silic riznych rostlin jako je
Rosmarinus officinalis (rozmaryn 1ékatsky), seminka Piper nigrum (pepfovnik ¢erny) nebo
Lavandula x intermedia (levandule prostiedni). Je také jednou z hlavnich sloZek terpentynu (ten
vznika destilaci pryskyfice) Siroké Skaly borovic, smrkl a jedli (Sell 2010, Adal et al. 2016,
Perumalsamy et al. 2024). Je zajimavy svymi dvéma aktivnimi skupinami — dvojitou vazbou
uhlik-uhlik a gem-dimethylovému cyklopropanovému kruhu (existuji tedy dvé reaktivni ¢asti,
které mu umoziuji reagovat s dalSimi latkami). To pfinasi Siroké spektrum aktivit jako jsou
mikrobialni, antioxidantni, sedativni, protizdnétlivé, antifungdlni a potencialn¢ proti
rakovinové ucinky (Adal et al. 2016, Perumalsamy 2024). Potencialni G¢inky 3-carene proti
gramnegativnim i grampozitivnim bakteriim jsou popsany véetné mechanismu G¢inku v mnoha
studiich. Shu et al. (2019) ve své praci zjistil, ze 3-carene ma silnou antibakterialni aktivitu
proti Brochothrix thermosphacta a Pseudomonas fluorescens, protoze poskozuje bunécné
membrany, narusuje bakterialni metabolismus a inhibuje syntézu energie. Dale pravdépodobné
narusuje strukturu DNA, ¢imz ovliviiuje buné¢né funkce a vede az k bunéc¢né smrti. Tang et al.
(2022) ve dvou samostatnych studiich potvrdil, Ze 3-carene narusuje bunécné st€ény a membrany
bakterii Pseudomonas lundensis a Pseudomonas fragi a snizuje jejich pruznost. Kromé toho
studie uvadi, ze 3-carene ovliviiuje dilezité proteiny spojené s tvorbou bunééné stény, slozenim
bunétné membrany a syntézou ATP, metabolismem aminokyselin nebo odbourdvanim tuku.
Silné antimikrobialni u¢inky silice s obsahem 4-carene v zastoupeni 27,3 % povtrdil i Azghar



et al. (2023). Podle mého nejlepSiho védomi a na zéklad¢ dostupnych védeckych dat neexistuji
zadné publikované studie, které by se zabyvaly vlivem 3-carene pifimo na bachorovy
mikrobiom, vysledky této studie jsou tedy srovnavany se studiemi, které se vénuji vlivu
limonene na bachorovy mikrobiom a to z dtivodu podobné struktury i vlastnosti obou latek.

V této studii mé&l 3-carene v koncentraci 500 mg/l ve srovnani s ostatnimi latkami zasadni
vliv na celkovou produkci plynii a metanu (snizeni o 41 %) bez vyrazngjsSiho snizeni
stravitelnosti susiny (2,6 %) pfi zachovani vysoké produkce tékavych mastnych kyselin. Vliv
ucinné latky limonene na bachorovou fermentaci a metanogenezi zkoumal Joch et al. (2016)
pti koncentraci 844 mg/1. V této studii limonene nedosahl mezi 11 zkoumanymi latkami zdaleka
takovych vysledkt jako 3-carene v této studii. I pfes vysokou koncentraci, kterd v jinych
studiich indikuje vysoké potlaceni metanogeneze véetné negativné korelujiciho snizeni TMK,
vysledky Joch et al. (2016) umistily limonene se snizenim o 22,5 % tuto latku na 8. misto mezi
testovanymi. Zaroven, dle ptfedpokladu, nesnizila tvorbu t€kavych mastnych kyselin (pouze o
11,8 %). Ve srovani s 3-carene tedy snizil metanogenezi o polovinu (22,5 % vs 41 %), ale
produkci TMK o téméF stejnou procentualni hodnotu (11,8 % vs 14,3 %). Pti pohledu na Graf
1 vidime, Ze pomér tvorby TMK a sniZeni metanu byl v nejlepsSim poméru ze vSech testovanych
latek. Tvorba TMK byla snizena 14,3 % s prospéchem vici propionatu. ZvySeni celkové
produkce propionatu (zde o 5,3 %) je zadouci, stejné tak sniZzeni poméru acetatu k propionatu
(7,7 %), protoze pravé tvorba acetatu vytvaii H2 pro metanogenezi (Knapp et al. 2014, Pawar
et al. 2014). Musime piihlédnout 1 k butyratu, protoze i jeho tvorba vytvari vodik pro
metanogenezi a v tomto pokusu stoupla jeho hodnota o 12,1 %. 3-carene o koncentraci 250
mg/l neptinesl vyznamné snizeni celkové produkce plynd, metanu (5,4 a 11,7 %) a v disledku
toho ani celkové produkce tékavych mastnych kyselin (7,6 %). Obé& testované koncentrace
isobornyl acetate vedly ke snizeni koncentrace NHs-N v bachorové tekutiné — o0 8,9 % (250
mg/l) a 19,6 % (500 mg/l).

Vliv citrusovych silic, obsahujicich 28 slozek (z toho d-limonene v zastoupeni 80,1 %)
na snizeni produkce metanu in vivo se vénovala studie Wu et al. (2018). Experiment se zaméfil
pfedev§im na vliv intermitentniho zkrmovani latky na adaptaci mikrobiomu, a uvadi, ze
antimetanogenni vysledky nebyly mezi jednotlivymi tydny pokusu perzistentni a po kratkodobé
expozici mohlo dojit k adaptaci mikrobiomu, coZ je zajimavy poznatek, ktery by mél byt vzat
v Gvahu i v budoucich experimentech s latkou 3-carene. Dostupnost dusiku byla naopak
Vv pribéhu tydnii konzistentni a byla snizena o 30 % v prvnich dvou tydnech a o 28 % ve tietim
tydnu. Zajimavosti této studie je zminka o schopnosti archaei naopak vyuzivat limonene jako
jediny zdroj uhliku pro produkci metanu.

I kdyZ jsou 3-carene a limonene latky podobné struktury a vlastnosti, vysledky se od sebe
zasadné 1isi a je tedy nutné provést vice experimentt s G¢innou latkou 3-carene, ktera v této
studii pfinesla velmi pozitivni vysledky, v€etné experimentt in Vvivo.



Obrazek 5: Chemicka struktura 3-carene a limonene, molview.org

6.3 Citronellol

Citronellol (CT) je monoterpenovy alkohol, pfirozené se vyskytujici v silicich riznych
rodd aromatickych rostlin, jako je napiiklad Cymbopogon — citratus (vonatka citronova) (Brito
etal. 2012) nebo winterianus (citronela javska) (Nunes et al. 2009). Silice téchto rostlin a slozky
v nich pfitomné, naptiklad prave citronellol, citral nebo geraniol, jsou jiz dlouhou dobu zndmé
svymi antibakterialnimi, antifungalnimi a protikvasinkovymi u¢inky (Ganjewala et al. 2009).
Kotan et al. (2007) testoval antimikrobialni aktivitu citronellolu a popsal jeho efekt proti
gramnegativnim i grampozitivnim bakteriim. Z celkovych 63 kment bakterii byl CT efektivni
proti 33. Uvadi, ze tato studie je prvni, ktera se antimikrobialnim aktivitdm Cistych monoterpenti
vénuje. Neni piekvapivé, ze studie, které by zkoumaly vliv této G¢inné latky pfimo na
bachorovy mikrobiom stale chybi.

V nasem experimentu se citronellol v obou koncentracich (250 a 500 mg/l) projevil jako
vysoce ucinny na snizeni produkce metanu, a to o 22 respektive 70,7 %. Studie Vazquez-
Carrillo et al. (2020), ktera se vénovala vlivu vonatky citronové (Cymbopogon citratus)
(obsahujici kolem 30 % citronellolu) na metanogenezi, zjistila vyznamné snizeni produkce
metanu (g CH4/kg DMI) o 33 % pii davkovani 100 g suSiny vonatky citronové na den. S
ohledem na informace uvedené v kapitole 3.4.1 Chemické vlastnosti silic, neni rozpoznani
nejucinngjSich slozek silic diky jejich slozitému chemickému slozeni jednoduché, navic k jejich
antibakterialni aktivit¢ nepfispiva pouze jedinad sloucenina a Ganjewala et al. (2009), podle
které¢ho jsou slozky silic zna¢né ovlivnény genetickymi, environmentalnimi a geografickymi
podminkami, ma srovnani s vyzkumem Vazquez-Carrillo et al. (2020) ur¢ita omezeni.

Sell (2009) uvadi skutecnost, ze citronellol je dihydrogeraniol (a tedy velmi strukturou
podobny geraniolu), a proto s ohledem na neexistujici studie jsou vysledky diskutovany s praci
Joch et al. (2017), ktera se vénuje efektu pravé geraniolu na bachorovou metanogenezi. V
souladu s touto praci se i geraniol ukézal byt vysoce u¢inny (snizeni produkce metanu u
koncentrace 900 mg/1 az 0 98 %). Jak Joch et al. (2017) uvadi, snizeni samotného metanu mize
byt disledkem piimého uéinku geraniolu na metanogenni archaea. Tato hypotéza se da
aplikovat 1 na vysledky této studie, kde snizeni produkce metanu doséhlo az 70,7 %. Vysledky
naznacuji, ze ucinné latky silic — citronellol i geraniol, maji v literatufe zminované vysoké
antibakterialni uc¢inky, které ovSem v komplexni ekologii bachorového ekosystému nesnizuji
jen tvorbu metanu, ale i fermentaci a tvorbu tékavych mastnych kyselin. Nezadoucim a¢inkem
citronellolu v tomto experimentu bylo snizeni celkové produkce plynt, které oproti ostatnim
testovanym latkdm dosahlo nejvyssich hodnot (snizeni o0 9,4 % a 36,4 % respektive). Studie
Joch et al. (2017) rovnéz zaznamenala vyznamné snizeni celkové produkce plynt pii aplikaci
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geraniolu (o 10,5 % pti 300 mg/l, 98 % pii 900 mg/l). Tento vysledek je v souladu s nasSimi
zjisténimi, coZ naznacuje podobny mechanismus ucinku obou latek. V koncentraci 500 mg/I
bylo také zvySeno pH o 0,14 bodu béhem 24hodinové inkubace, coz reflektuje nezddouci
snizenou celkovou produkci tékavych mastnych kyselin, ptredev§im propionové kyseliny
(propionatu), kterd je hlavnim prekurzorem glukézy u prezvykavct (Beachemin et al. 2019).
Kvuli snizeni produkce propionatu se zasadné méni i pomér acetatu a propiondtu (A:P).
Dostupnost NH3-N byla siln¢ ovlivnéna koncentraci citronellolu — u koncentrace 250 mg/l bylo
snizeni minimalni (o 0,7 %) a u koncentrace 500 mg/l vyrazné — 36,1 %. VVzhledem k silnému
potlaceni produkce plyni, metanu i t€kavych mastnych kyselin, mizeme predpokladat, ze ke
sniZzeni dostupnosti dusiku dochézi nedostate¢nou deaminaci aminokyselin zplsobenou
snizenou populaci mikroorganismli spiSe nez jeho efektivnim zpracovanim pro tvorbu
mikrobiélniho proteinu. Tuto oblast prace Joch et al. (2017) detailné nerozebira, proto srovnani
pfimého Uc¢inku geraniolu na metabolismus dusiku nebylo mozné.

V souladu s vySe uvedenymi vysledky je tedy ziejmé, Ze G€inky citronellolu 1 strukturalné
podobnych sloucenin (napt. geraniolu) jsou komplexni a ovliviiuji nejen metanogenezi, ale
celou fermenta¢ni aktivitu bachoru. Proto je potfeba provedeni dal$ich detailnich studii, které
by objasnily pfesné mechanismy jejich plsobeni, vcetné zjiSténi synergickych nebo
antagonistickych efektl, které mohou tyto latky v bachorovém ekosystému vyvolavat.

" X

" X X

Obrézek 6: Chemicka struktura — citronellol a geraniol, molview.org



6.4 p-caryophyllene

B-caryophyllene (BCP) je polycyklicky seskviterpen Siroce rozsifeny v pfirode.
Nejznaméj$imi zdroji této G¢inné latky jsou Syzygium aromaticum (hiebickovec kofenny) a
Humulus lupulus (chmel). Vyskytuje se také v Piper nigrum (pepi ¢erny), Rosmarinus
officinalis (rozmaryn Iékatsky), Cinnamomum spp. (skoficovnik), Aframomum giganteum nebo
Origanum vulgare (oregano) (Franz & Novak 2010, Sell 2010, Francomano et al. 2019).
Vyznacuje se sedativnimi U¢inky a pozitivnim vlivem na centralni nervovou soustavu, zejména
proti neurozanétlivym a neurodegenerativnim onemocnénim. Byla rovnéZz prokazana jeho
vyznamna antibakterialni aktivita proti grampozitivnim 1 gramnegativnim bakteriim, pficemz
efektivnéj$i je vaci grampozitivnim bakteriim, jako napiiklad Staphylococcus aureus
(Francomano et al. 2019; Santos et al. 2021).

V tomto experimentu nemél B-caryophyllene v koncentracich 250 a 500 mg/l vyznamny
vliv na vétSinu sledovanych hodnot. SniZeni produkce metanu ¢inilo pouze 7,4 % (250 mg/l) a
23,4 % (500 mg/1), coz byly v porovnani s ostatnimi latkami o stejné koncentraci druhé nejméné
anejmén¢ vyznamné hodnoty. Bokharaeian et al. (2023) sledoval snizeni metanogeneze u silice
z hiebicku (koncentrace 900 mg/l), kde B-caryophyllene tvoril 12,7 %. Tento experiment
pfinesl silné pozitivni vysledky se snizenim produkce metanu 0 51,7 %. Tento rozdil je vSak
pravdépodobné zpiisoben dominantnim zastoupenim eugenolu (69,5 %), ktery mohl mit vétsi
vliv na snizeni metanogeneze. Oproti tomu Tabi$ et al. (2024) uvadi, ze pii aplikaci silic
Cannabis sativa a Cannabis indica (s obsahem B-caryophyllene 18,4 a 24,1 %) doslo paradoxn¢
k zvySeni produkce metanu o 36,2 % respektive 38,3 %. Jednd se tedy o prvni diskutovanou
latku v této studii, kterd zvySuje produkci metanu navzdory obsahu B-caryophyllene. Celkova
produkce tékavych mastnych kyselin poklesla v aktualnim experimentu o0 1,3 % (250 mg/l) a o
6,6 % (500 mg/l). V experimentu Bokharaeian et al. (2023) doslo ke srovnatelnému snizeni
produkce tékavych mastnych kyselin (o 7,6 %), zatimco Tabi$ et al. (2024) zaznamenali u
Cannabis sativa zvySeni produkce tékavych mastnych kyselin o 12,7 % a u Cannabis indica
naopak jejich sniZeni 0 19,5 %. Vyrazné rozdily v produkci t€kavych mastnych kyselin mezi
témito studiemi naznacuji moznou roli dalSich uinnych latek silic a nutnost detailnéjsiho
zkoumani jednotlivych Géinnych latek.

V této studii byla zaznamenéna vyrazna zména poméru acetatu k propionatu (11,5 % pfti
250 mg/l a 15,4 % pti 500 mg/1), zptisobend zvySenim produkce propionatu (0 9,7 % a 16,3 %).
Bokharaeian et al. (2023) uvadi podobny trend, kde koncentrace acetatu klesla o 11,5 %,
zatimco koncentrace propionatu vzrostla o 20,5 %. Tyto vysledky naznacuji, ze PB-
caryophyllene nebo smési s jeho obsahem by mohly selektivné ovlivnit bakterie produkujici
propionat, coz povede k vyssi produkci této mastné kyseliny. Zaroven ziejmé méne ovlivni
bakterie tvofici acetat. Rozdily mezi studiemi mohou naznacovat, ze [-caryophyllene ma
selektivni antibakteridlni aktivitu, pravdépodobné vyraznéjsi vii¢i grampozitivnim bakteriim.

Dostupnost NHs-N byla v tomto experimentu sniZena o0 4,5 % a 16,5 % (250 mg/l a 500
mg/l), coz nebyly ve srovnani s ostatnimi latkami této studie vyznamné hodnoty. Bokharaeian
et al. (2023) uvadi podobné snizeni dostupného dusiku (o 16,9 %), coz naznacuje obdobny efekt
obou testovanych latek. Nicméné vzhledem k dominanci jinych ucinnych latek v silicich
(zejména eugenolu) nelze ptisuzovat tento efekt vyhradné B-caryophyllenu.

VI



Tyto studie naznacuji nutnost dtikladnéjsiho pochopeni vztahti mezi jednotlivymi latkami
silic, pfipadné testovani Cistych ucinnych latek pro jasn€j$i interpretaci jejich ucinkl pro
pochopeni moznych synergickych nebo antagonistickych efekti jednotlivych slozek, véetné -
caryophyllenu, a jejich pfesného mechanismu pasobeni na bachorovy mikrobiom.

Obrézek 7: Chemicka struktura — caryophyllene, molview.org
6.5 Benzylideneacetone

Benzylideneacetone (BZA) je fenylpropen, ktery je znam jako ucinna latka silic Basella
alba (malabarsky $penat) nebo Polygala senega (vitod senega) (PubChem 2025), ale ptedevsim
jako sekundarni metabolit gramnegativni bakterie Xenorhabdus nematophila. Ta je
symbioticka s nematody zptisobujici onemocnéni hmyzu (Kwon & Kim 2008). Je znama pro
své insekticidni a imunosupresivni aktivity, vykazuje také antibakterialni aktivitu vuci
Sirokému spektru bakterii, véetné gramnegativnich patogenti rostlin, jako jsou Agrobacterium
vitis nebo Pectobacterium carotovorum (Ji et al. 2004, Mollah et al. 2020).

Vysledky BZA o koncentraci 250 mg/l nebyly v této studii vyznamné (sniZeni celkové
produkce plynti 0 3,7 % a snizeni celkové produkce t€kavych mastnych kyselin o 5,3 %, snizeni
dostupného dusiku o 8,3 %). Naproti tomu benzylideneacetone v koncentraci 500 mg/l patfil
mezi tf latky s nejvyhodnéj$im pomerem mezi snizenim produkce metanu a snizenim produkce
t€kavych mastnych kyselin. Zatimco celkovou produkci plynti snizil 0 15,2 %, produkci metanu
snizil o 42,7 %, coz indikuje antimikrobidlni aktivitu smérem k metanogennim organismim.
Celkova produkce tékavych mastnych kyselin byla BZA sniZena o 16,2 % s pfiznivou zménou
poméru acetatu:propionatu z 2,6 na 2,3. Tato zména naznacuje, Ze BZA ovliviiuje také bakterie
tvorici acetat, ¢imz snizuje tvorbu vodiku, ktery je substratem pro metanogenezi, coz vede ke
snizeni celkové metanogeneze. Celkoveé dostupny NHs-N je v této koncentraci snizen o 15,8 %
a vzhledem Kk ostatnim vysledkim mutzeme piedpokladat zvySenou efektivitu vyuzivani
volného dusiku na tvorbu mikrobidlniho proteinu spiSe nez nedostatecnou deaminaci
zpusobenou snizenou mikrobialni populaci.

Studie Ji et al. (2004) deklaruje, Ze je viibec prvni, ktera identifikuje antibakterialni
vlastnosti benzylideneacetone. Soucasné tato latka neni soucasti Siroce zndmych nebo
rozsifenych rostlin, a proto i1 chybi studie, které by se vénovali jejimu vlivu nebo vlivu silic
nebo rostlin na metanogenezi. Dal$i diskuze tedy bude probihat oproti latce cinnamaldehyd,
ktera stejné jako BZA patii mezi fenylpropeny, ma podobnou zakladni strukturu a odbobné
U¢inky. Cinnamaldehyd je hlavni slozkou nejbézné&jsich druhti Cinnamomum Cassia (skofice

VIl



¢inska) a Cinnamomum verum (prava skofice) a to v obsahu az 90 %. Bylo prokazano, ze
izolovany cinnamaldehyd uc¢inné inhibuje rust fady mikroorganismu, jako jsou bakterie, plisné
a kvasinky (Doyle & Stephens 2019).

Vysledky studie Benchaar (2016) uvadi, ze pfidani cinnamaldehydu do krmiva nemélo
zadny vliv na bachorovou fermentaci, stravitelnost zivin, pocet bachorovych prvoki ani tvorbu
metanu. Stejné vysledky zaznamenal také Hadianto et al. (2020). Busquet et al. (2005) pfimo
nezkoumali vliv cinnamaldehydu na metanogenezi, nicméné jejich vysledky ukazuji, Ze pfti
koncentraci cinnamaldehydu 312 mg/l doSlo ke sniZzeni produkce acetatu o 57 %, zatimco
hladina propionatu zlistala blizkd hodnotam kontrolni skupiny. Jak jiz bylo vysvétleno vyse,
snizeni produkce acetatu by teoreticky mohlo vést ke snizeni tvorby metanu pouze tehdy, pokud
by soucasné doslo k navySeni produkce propionatu, jehoz tvorba spotiebovava vodik, ¢imz
snizuje dostupny vodik pro metanogenezi. Nezménéné hodnoty propionatu v této studii vSak
naznacuji, Ze snizeni tvorby metanu nebylo pravdépodobné.

Stejné jako u jinych zkoumanych latek bude 1 v ptipadé€ benzylideneacetonu nutné provést
dalsi detailni studie k ziskani dostatecného mnozstvi informaci o jeho skute¢ném vlivu na
bachorovou fermentaci a metanogenezi. Nelze totiz ptedpokladat, ze latky s podobnou
chemickou strukturou automaticky vykazuji podobné biologické uCinky. Zaroven
antimikrobialni aktivita latky neimplikuje pfimy vliv na mikrobiom bachoru.

(o)

o
-

= =

Obrézek 8: Chemicka struktura — benzylidenacetone a cinnamaldehyd, molview.org
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[ Zavér

Tato studie potvrdila potencidl nékterych u€innych latek na sniZeni metanogeneze pii
zachovani tvorby zadoucich tékavych mastnych kyselin in vitro. Prvni hypotéza fikajici, ze
bude produkce metanu sniZena bez negativniho vlivu na koncentrace t€kavych mastnych
kyselin byla vyvracena, nicméné vysledky tfi latek o koncentraci 500 mg/l byly ve velmi
pfiznivém poméru snizené metanogeneze a celkovych tékavych mastnych kyselin. Nekteré
z dalsich ucinnych latek ptisobily na celkovou tvorbu plynii a nékteré se prokazaly jako ucinné
proti konkrétni ¢asti bachorového mikrobiomu, kdyZ snizily vétSim podilem tvorbu metanu.
Druhé hypotéza ptedpokladajici, ze ucinné latky silic snizi bachorovy obrat dusiku se potvrdila.

Ze studich citovanych v této praci siln¢€ vyzniva potieba hlubsiho pochopeni bachorového
ekosystému a mechanismt jeho adaptace na podavané latky. Nicméné ucinné latky silic se
ukazuji jako potencidlné vhodna ptirodni latka, kterd by mohla zamezit tvorbé metanu a tim
nejen snizit mnozstvi sklenikového plynu v atmosféte, ale usetfit i energii z krmiva.
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