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Alternativa krmnim antibiotikom, ki so zaradi moznosti akumulacije v mleku in
mesu prezvekovalcev ter razvoja Sirjenja bakterijskih rezistenc v EU prepovedani,
so nadomestne snovi z ustreznim ufinkom na vampno mikrobioto. Namen
diplomskega dela je bil prouciti vpliv evgenola, t.j. izvlecka nageljnovih Zbic
(Eugenia caryophyllata), na fenotipske lastnosti izbranih bakterijskih sevov iz
vampa. ProuCevali smo vpliv evgenola na hitrost in obseg mikrobne rasti z
ugotavljanjem opti¢ne gostote in pH bakterijskih kultur, koncentracije celi¢nih
proteinov po Lowryju, ugotavljanjem nastajanja kratkoveriznih mascobnih kislin in
vodika. Ugotovili smo, (i) da evgenol v nizji koncentraciji (100 mg/l) nima vpliva
na celicno rast in mikrobno aktivnost izbranih sevov, (ii) v visjih koncentracijah
(750 in 1000 mg/l) pa popolnoma inhibira celi¢no rast in mikrobno aktivnost
izbranih sevov. Pri sevu R. flavefaciens 007 S/6 smo poleg tega ugotovili delno
inhibitoren uc¢inek evgenola s koncentracijo 500 mg/l. Za sev R. albus 20455 je bila
ta koncentracija popolnoma inhibitorna, pri drugih sevih pa vpliva srednje
koncentracije nismo ugotavljali.
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The alternative to feed antibiotics, banned in EU due to possible accumulation in
milk and meat products from ruminants, and to the possible expansion of antibiotic
resistances, are surrogate substances exerting appropriate effects on microbial
population in rumen. The aim of this work was to study the effect of eugenol, i.e.
the extract of cloves (Eugenia caryophyllata) on some phenotypic characteristics of
selected ruminal bacterial strains. The rate and extent of microbial growth was
studied by assessment of optical density and pH, Lowry method for the
determination of total cell protein concentration, and estimation of produced short
chain fatty acids and hydrogen. We concluded that (i) eugenol in lower tested
concentration (100 mg/l) exerts no effect on cell growth and microbial activity of
selected strains, but (ii) eugenol in higher tested concentration (1000 mg/l)
completely inhibits cell growth and microbial activity of some of the selected
strains. With the study of intermediate concentrations of eugenol, observed at two
of the selected bacterial strains (R. albus 20455 and R. flavefaciens 007 S/6), we
can conclude that (iii) eugenol in lower medium tested concentration (250 mg/l)
exerts no effect on either of two, that (iv) eugenol in medium tested concentration
(500 mg/l) exerts total inhibitory effect on R. albus 20455 but only partial
inhibitory effect on growth and microbial activity of R. flavefaciens 007 S/6, and
that (v) eugenol in higher medium tested concentration (750 mg/l) exerts total
inhibitory effect on both.
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IX

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

Agsa absorbanca pri valovni dolzini 654 nm

AK aminokislina

BSA goveji serumski albumin; angl. bovine serum albumin

DNK deoksiribonukleinska kislina

KMK kratkoverizna masc¢obna kislina; angl. short chain fatty acid (SCFA)

ICso koncentracija snovi, ki zmanjSa mikrobno rast na polovico (angl. half
inhibitory concentration).
ledocetna kisl. ocetna kislina brez prisotnosti vode; angl. glacial acetic acid

mg/l miligram na liter

MK mascobna kislina

ml mililiter (107 litra)

mM milimol

mOsm miliosmol (osmol = mol-kg ™)

nm nanometer (10~ metra)

NPN neproteinski dusik; angl. non-protein nitrogen

OD opticna gostota; angl. optical density

PBS fosfatno zapufrana slana raztopina; angl. phosphate-buffered saline

p gostota, masna koncentracija [kg/m’]

RNK ribonukleinska kislina

rpm rotations per minute (Stevilo obratov v minuti)

RSCC kontinuirana kultura, ki posnema vamp; angl. rumen stimulating continuous
culture system

SS suha snov

SV/ kg SS surova vlaknina na kg suhe snovi

ut.% utezni odstotek [w/v]

A% volumen [L]

VNC Zivo, a se ne da gojiti; angl. viable but not culturable
vol.% volumski delez [v/v]

ul mikroliter (10°° litra)

um mikrometer (10°° metra)
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1 UvVOD

V predzelodcih prezvekovalcev so znalilne razmere, ki omogocajo hitro rast in
razmnozevanje velikemu Stevilu mikrobnih simbiontov. Ti so s svojimi encimi sposobni
razgraditi celicne stene rastlinskih celic. Ve¢ji del krme prezvekovalcev namrec
predstavljajo polisaharidi, ki so zaradi B-glikozidnih vezi za gostitelja neprebavljivi in
neizkoristljivi, njegovo prezivetje in uspesSnost produkcije pa omogocajo simbiontski
vampni mikroorganizmi, ki razgrajujejo rastlinske polimere in jih pretvarjajo v
kratkoverizne mascobne kisline. Te po absorpciji skozi steno vampa in distalnih delov
prebavnega trakta dnevno krijejo priblizno 75 % energetskih potreb gostitelja. Poleg tega
predstavljajo vampni simbionti tudi pomemben vir beljakovin in vitaminov, ki postanejo
dostopni po lizi mikrobnih celic v siri§¢niku.

Pretvorba nizko kvalitetne krme v prehransko bogat proizvod je zaradi velikega Stevila
razliénih mikrobnih vrst s specifiénimi potrebami ter prehranskim sinergizmom zelo
kompleksen proces. Vsakr$ne presnovne anomalije v vampu se odrazajo na u¢inkovitosti
produkcije zivali. Iz tega razloga ter delno tudi z namenom zmanjSanja emisij toplogrednih
plinov posegamo v vampni metabolizem in zelimo s spreminjanjem sestave obroka,
vplivanjem na apetit, predvsem pa z dodajanjem prehranskih dodatkov povecati
ucinkovitost pretvorbe krme in tako optimizirati produkcijo mleka, mesa ali volne.
Neposredna modifikacija mikrobnega fermentacijskega vzorca je mogoca z uporabo t.i.
vampnih modifikatorjev, vendar je zaradi kompleksnosti vampnega ekosistema njihovo
delovanje dokaj slabo razumljeno.

Uporaba t.i. krmnih antibiotikov je zaradi nevarnosti akumulacije v mleku in mesu ter
moznosti za razvoj bakterijskih rezistenc od 1.1.2006 v EU prepovedana, zato so evropski
zivinorejci prisiljeni uporabljati ne-antibioticne krmne dodatke, kot so probiotiki in encimi,
aternativne krmne dodatke pa iS¢emo tudi med rastlinskimi izvlecki.

Namen tega diplomskega dela je bil prouciti vpliv evgenola, t.j. esencialnega olja
nageljnovih Zzbic, na fenotipske lastnosti, kot so hitrost rasti, fermentativna tvorba
mascobnih kislin in plinov ter tvorba celi¢nih beljakovin pri izbranih bakterijskih sevih iz
vampa. Cilj naloge je bil ugotoviti na katere vrste vampnih mikroorganizmov, kako in v
kaks$ni meri evgenol vpliva.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 POSEBNOST PREZVEKOVALCEV

Prezvekovalci so rastlinojedi sesalci, ki imajo zaradi specificnega nacina prebave
selektivno prednost pred tistimi rastlinojedi, ki slabse izrabljajo krmo bogato s celulozo in
revno z beljakovinami (Ramsak, 2000). Moderni prezvekovalci (Ruminantia) so se v
Afriki pojavili pred priblizno 2 milijonoma let. Danes poznamo 155 vrst, ki so razvrs¢ene v
Sest druzin: zirafe in okapi (Giraffidae), jeleni (Cervidae), vilorogi (Antilocapridae),
goveda (Bovidae), pritlikavi pizmarji (Tragulidae) in polprezvekovalci (Camelidae)
(Cestnik, 2004). Med evropske domace prezvekovalce sodijo drobnica, govedo, bivol in
severni jelen, med avtohtone divje vrste pa so uvrS¢eni zober, gams, muflon, alpski in
pirinejski kozorog, moskatno govedo, navadni jelen, srnjak, damjak, koza bezoarka in los.

Predzelodci (proventriculi) so nezlezni del prebavnega trakta pred siriS¢nikom in so
znaCilni za prezvekovalce. Tu se krma zadrzuje dalj Casa, z vraCanjem krme v usta
(regurgitacija) in prezvekovanjem (remastikacija) pa se ucinkovito sklene krog mehansko-
kemic¢nih procesov prebave (maceriranje, raztapljanje, gnetenje, meSanje, drobljenje,
reinsalivacija ipd.). Daljsi ¢as zadrzevanja krme v predzelodcih ima za posledico boljso
prebavljivost krme ter boljsi izkoristek energije in vecjo sintezo beljakovin ter vitaminov iz
krme bogate s celulozo in revne z beljakovinami (Vatovec, 1971). Poleg mehanskih
procesov prebave se v predzelodcih vrSi tudi mikrobna razgradnja strukturnih
polisaharidov (celuloza, hemiceluloze, pektini idr.), ki so za encime gostitelja zaradi -
glikozidnih vezi nerazgradljivi, vsebina celic materiala krme pa zato neizkoristljiva. Poleg
vampa poteka manjSi del mikrobne prebave tudi v kapici (skupaj tvorita funkcionalno
enoten prostor reticulo-rumen) ter debelem in slepem cCrevesu. T.i. sestavljeni Zelodec
prezvekovalcev ima Stiri dele: tri predzelodce (vamp — rumen, kapica — reticulum in
prebiralnik — omasum) ter siriS¢nik (abomasum) (Slika 1).
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POFIRALHIE

Slika 1: Prerez predzelodcev (vamp, kapica, prebiralnik) in pravega zelodca s strani (prirejeno po: Fibrolytic
Ruminal Bacteria, 2005)

Glavnino predzelodcev predstavlja vamp, ki zavzema vecji del leve strani trebusne votline
(ovca do 30, govedo do 230 litrov prostornine). Prezvekovalci krmo zauZzivajo relativno
hitro, pri ¢emer jo le delno navlaZijo s slino in poZro. Sluznica predZelodcev je neZlezna in
posuta s papilami, ki povecajo absorpcijsko povrSino. V vampu se krma premesa z ostalo
vsebino, kar omogoc¢ajo mocne miSicne kontrakcije vampa in kapice (ruminatio). Le te se
sprozijo pod vplivom mehani¢nih drazljajev grobih delcev (strukturna surova vlaknina), ki
jih sprejemajo receptorji sluznice predzelodcev. Pomanjkanje strukturne vlaknine v obroku
bi onemogocilo procese prezvekovanja ter privedlo do zakisanja vampa (acidoza).
Pomembno je tudi kopicCenje plinov, ki se izloCajo z izrigavanjem (eructatio). V vampu
goveda nastane v eni uri okrog 30 I plinov (Oresnik in Kermauner, 2002). Stabilna
anaerobna atmosfera vampa z nizkimi redoks potenciali je posledica aktivnosti vampnih
simbiontov. Sestavlja jo 65 % CO,, 26 % metana, 7 % dusika, vodik, vodikov sulfid v
sledovih ter 0,5-1 % kisika (Hobson, 1997).

Prezvekovanje se za¢ne okrog pol ure po zauzitem obroku, za sam proces pa Zival porabi
dobro tretjino dneva, pri ¢emer je prezvekovanje najpogostejie ponoéi. Zivali so tedaj
dremave, vsakrSno vznemirjenje pa sili v prekinitev prezvekovanja. Vampna vsebina se
med krmljenjem nalaga v plasteh (Slika 2), pri ¢emer se trdna in tekoCa faza zaradi
izmenicnega kréenja vampovih vre¢ mesata, vrhnja faza pa je plinasta in se sproti izrigava.
ponavljajo (Vatovec, 1971). Prezvekovanje zauzite krme, ki se po obiajnem vzorcu
ponovi do 500-krat dnevno, povzroCi zmanjSanje delcev in povecanje povrSine delcev
vampne vsebine, ki je na razpolago mikrobom (Mackie in sod., 2001).
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Slika 2: Plasti vampove vsebine in potovanje krme (prirejeno po: Basic physiology, 2006)

Le dovolj majhnim delcem (<2 mm) je omogocen nadaljni prehod prezvecka (bolus) iz
vampa naprej v kapico, prebiralnik in nato v siris¢nik. V kapici je vsebina redkejsa in
tekoca, gmoto med gubami prebiralnika pa sestavljajo dobro zdrobljeni deli krme, a je
vsebina bolj suha (absorpcija odvecne vode). Zadostna koli¢ina zauzite vode je za procese
v vampu izrednega pomena. Govedo namrec iz treh zlez dnevno izlo¢a do 250 litrov sline
(saliva). Ta kot bikarbonatno-fosfatni pufer (pH 8,4 do 8,6) vzdrzuje optimalen pH
anaerobnih predzelodcev (pH 6,5 do 6,8). Slina sodeluje tudi pri hepatoruminalnem
krozenju dusika (Ore$nik in Kermauner, 2002).

2.2 MIKROBNI SIMBIONTI V VAMPU

Kljucni del prebave pri prezvekovalcih je razgradnja strukturnih polisaharidov rastlinske
krme, ki jo zagotovijo encimi mikrobnih simbiontov v predzelodcih. Za mikrobne
simbionte je znacilna visoka stopnja prilagojenosti na specificne Zivljenske razmere, kot so
relativno visoka temperatura, nevtralni pH, anaerobne razmere in intenzivnost biokemic¢nih
procesov (Cestnik, 2004). Dobra polovica vse suhe snovi se prebavi v predzelodcih
(Oresnik in Kermauner, 2002). Od velikega Stevila razliénih vampnih mikroorganizmov so
nekateri le prehodni prebivalci. Ti prihajajo v vamp z neprestano inokulacijo iz razli¢nih
virov in so prisotni le v manjSem Stevilu. Pogosto so to aerobni organizmi, ki s porabo
kisika ustvarjajo anaerobne razmere v vampu. Vecji del vampne mikrobiote predstavljajo
stalni — indigeni mikroorganizmi, ki so lahko prostoplavajoci, naseljujejo rastlinske delce
krme ali pa so pritrjeni na steno vampa (Mackie in sod., 2001).

Sintrofija o0z. prehranski sinergizem vampnih simbiontov omogoca razgradnjo
voluminozne krme, izgradnjo mikrobnih proteinov iz krmnih proteinov ali neproteinskega
dusika, predvsem amoniaka kot prekurzorja, sintezo vitaminov skupine B in K ter
detoksikacijo fitotoksinov in mikotoksinov. Po drugi strani gostitelj z rednim krmljenjem
ohranja visok nivo hranljivih snovi (10-18 % suhe snovi), termostatirano okolje (37-41°C),
pH (6-7), osmoregulacijo (250-350 mOsm) ter odstranjuje inhibitorne produkte prebave
(Mackie in sod., 2001). V retikulorumnu se mikrobi nenehno razmnozujejo in umirajo ter
vzajemno preskrbujejo s svojimi metabolnimi produkti. Ko Zivijo, so ustvarjalci,
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predelovalci in potroSniki hranljivih snovi, po smrti pa so po razgradnji v siriScniku
hranljiva snov za gostitelja (Vatovec, 1971).

Razmere, ki pospesujejo razvoj ene skupine mikrobov, lahko zaradi kompeticije indirektno
zavrejo rast druge. V glavnem pa metaboliti ene mikrobne skupine (nizje mascobne kisline,
monosaharidi, amoniak, aminokisline idr.) predstavljajo hrano drugim (t.i. sintrofija,
prehranski sinergizem oz. navzkrizno prehranjevanje; angl cross-feeding). Na ta nacin se
mikrobi v svojih aktivnostih podpirajo, ¢e pa posameznih snovi zmanjka, med seboj
konkurirajo in se onemogocajo (Hobson, 1997).

Vampno mikrobioto sestavljajo bakterije, arheje, glive, prazivali in virusi. Stevilo vampnih
simbiontov variira z vrsto krme in ¢asom po krmljenju oziroma ruminatornim ciklom. 2-4
ure po krmljenju je njihovo Stevilo najvecje. Celotna mikrobna biomasa znasa 5-10 %
vampove vsebine ali 3-7 kg pri govedu (OreS$nik in Kermauner, 2002). V vampu
prevladujejo po $tevilu bakterije (10" celic/ml), po biomasi pa so pomembne tudi prazivali
(10°-10° celic/ml) ter anaerobne filamentozne glive (do 10° CFU/ml), ki predstavljajo 10 %
mikrobne populacije (Orpin in Joblin, 1997; Stewart in sod., 1997; Williams in Coleman,
1997). V predzelodcih sesnih mladi¢ev najdemo le zelo majhno Stevilo v vecini aerobnih
bakterij, ki so s slino prispele nakljuéno. Ze po mesecu dni se vamp okuZi s krmo in
lizanjem telesa ter predmetov iz okolice z obilico mikroorganizmov, ki uspevajo v
anaerobnih razmerah. Sestava mikrobne zdruzbe v vampu se spreminja s starostjo zivali,
dokler se nekje v polni zrelosti, nihajo¢ znotraj precej Sirokih meja zaradi vrste in sestave
obroka, nekako ustali (Vatovec, 1971).

2.2.1 Vampne bakterije

V vampnem ekosistemu prevladujejo bakterije. Te so morfolosko, taksonomsko in
filogenetsko zelo raznolike. Danes je znanih preko 200 vrst vampnih bakterij (Mackie in
sod., 2001), raziskovalci pa sklepajo, da jih zivi v vampu vsaj Se nekajkrat toliko
(Lipoglavsek, 2006). Zastopanost posameznih vrst se spreminja s tipom krme. Pri tezko
razgradljivi surovi vlaknini se namnozijo Gram-negativne bakterijske vrste (Prevotella,
Fibrobacter, Ruminobacter, Succinivibrio idr.), pri mo¢nih krmilih pa Gram-pozitivne
(Ruminococcus, Streptococcus, Clostridium in Eubacterium) (Mackie in sod., 2001;
Madigan in sod., 2003; Wolin in sod., 1997). Netipi¢na zgradba bakterijske celi¢ne stene
pri nekaterih bakterijah otezuje razvr$€anje po Gramu. TakSen primer je Butyrivibrio
fibrisolvens, ki se zaradi tanjSe celi¢ne stene obarva kot Gram negativna bakterija, v resnici
pa sodi med Gram pozitivne bakterije z nizko vsebnostjo gvanina in citozina (Hobson,
1997).
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Vampne bakterije s svojimi encimi razgrajujejo rastlinske delce in jih glede na njihovo
funkcionalno vlogo delimo na amiloliti¢ne, saharoliti¢ne, celuloliticne, proteoliti¢ne in
lipoliticne vrste (Cestnik, 2004). Nekatere so specializirane le za en tip rastlinskih
polimerov (Fibrobacter succinogenes, Ruminobacter amylophilus), druge pa lahko
hidrolizirajo veC vrst polimerov (Prevotella, B. fibrisolvens, Ruminococcus). Nekatere
vrste imajo Sibko izrazeno sposobnost hidrolize veine polimerov in zato izrabljajo Ze
nastale hidroliti¢ne produkte (Hobson, 1997).

Nekatere vrste vampnih bakterij (B. fibrisolvens in Ruminococcus albus) producirajo
vodik. Z inhibicijo rasti teh bakterij (B. fibrisolvens je po nekaterih raziskavah slabo
odporen na krmne antibiotike; Nagaraja in Taylor, 1987) se produkcija vodika zmanjsa,
posredno pa produkcija metana, ki ga sintetizirajo vampne metanogene arheje. Metan
predstavlja surovno in energetsko izgubo, vendar pa metanogene arheje igrajo pomembno
vlogo pri vzdrzevanju nizkega parcialnega tlaka vodika v vampu, ki bi sicer lahko deloval
inhibitorno (Madigan in sod., 2003).

2.2.2 Vampne arheje

Metanogene vrste so edini predstavniki kraljestva arhej, ki zivijo v vampu prezvekovalcev.
So izjemno striktni anaerobi, kar otezuje izolacijo in in vitro proucevanje. V vampu
prevladujeta druzini Methanobrevibacter in Methanobacterium (Mackie in sod., 2001).
Kot prekurzor v procesu metageneze arheje za proizvodnjo metana uporabljajo vodik, zato
jih med drugim najdemo tudi vezane na povrSino anaerobnih ciliatnih prazivali, ki vodik
tudi proizvajajo. Za redukcijo CO, do metana (CH4) veCina metanogenih arhej koristi le
vodik, nekatere pa Se mravljicno kislino (format) in acetat (Madigan in sod., 2003).
Znacilni kemijski reakciji omenjenega bio-kemijskega procesa sta prikazani v spodnjih
dveh formulah:

CO,+4H,— CH;+ 2 HO . (1)
4 HCOOH (mravljicna kislina) — CH, + 3 CO;, + 2 H;O . (2)

Produkcijo metana lahko zmanjSamo z redukcijo proizvodnje vodika, ki ga metanogene
arheje uporabljajo kot prekurzor pri sintezi CH4. Vsekakor so metanogene arheje v vampu
tudi koristne, ker sintetizirajo nekatere vitamine (Czerkawski, 1986, cit. po Ferme, 2003), z
nizanjem parcialnega tlaka vodika pa omogocajo reoksidacijo NADH in s tem rast drugih
fermentativnih vampnih simbiontov in tudi potek nekaterih na nizji pH obcutljivih
procesov, kot je celuloliza (Wolin in sod., 1997).
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223 Drugi vampni mikroorganizmi

Prazivali (Protozoa) v vampu so v glavnem proteoliticne in predatorske in ohranjajo
ravnotezje med razlicnimi bakterijskimi vrstami. So najvecji prebivalci vampa in zasedajo
okrog 50 % mase vampne mikrobiote (Cestnik, 2004). Pomembni so s stali¢a pretvarjanja
rastlinskih beljakovin v zivalske in povecanja hitrosti metabolnega krozenja bakterijskih
proteinov (angl. furnover) v vampu. Vplivajo na fermentacijo krme in produkcijo
bakterijskih metabolitov (Mackie in sod., 2001).

Pomembno vlogo pri porabi kisika in ohranjanju anaerobnih razmer v vampu imajo
aerobne glive. Zanje je znacilna tudi sinteza aminokislin in vitaminov, a so le prehodni
organizmi in ne nudijo veliko koristi gostiteljskim Zzivalim (Cestnik, 2004). Stalno
naseljene glive v vampu so striktno anaerobne filamentozne glive, katerih prostoplavajoce
obickane spore se pritrdijo na rastlinske delce in vzklijejo v saprofitski micelij. Po spolni
diferenciaciji nekaterih hif v sporangijih nastajajo nove zoospore, ki ob dozoritvi zaCenjajo
nov zivljenski krog. UvrS€amo jih v razred Chytridiomycetes, red Neocallimasticales
(Mackie in sod., 2001). Glive v vampu razgrajujejo rastlinske strukturne polisaharide in
sodelujejo pri procesih sinteze aminokislin, nizjih dusSi¢nih spojin in nekaterih vitaminov.
Povecajo biomaso in mikrobno aktivnost v vampu, prav tako pa lahko s svojimi produkti
(mikotoksini) vplivajo na delovanje drugih vampnih simbiontov (Madigan in sod., 2003).

V vampu je bilo identificiranih ve¢ kot 100 morfoloSko razli¢nih oblik virusnih delcev,
katerih veCina je temperentnih bakteriofagov, njihova vloga pa je v glavnem Se
nepojasnjena (Mackie in sod., 2001).

2.3 METABOLNI PROCESI V VAMPU IN NJIHOV POMEN ZA
PREZVEKOVALCE

V procesih razgradnje in izgradnje organske snovi se v anaerobnem ekosistemu vampa
veCina energije zadrzi v fermentacijskih produktih in gradnikih mikrobnih celic. Glavni
produkti fermentacije so kratkoverizne mascobne kisline (KMK; angl. SCFA — short chain
fatty acids), ki krijejo 60-80 % dnevnih energetskih potreb gostitelja (Mackie in sod.,
2001). KMK se skozi steno vampa resorbirajo v kri in koristijo kot glukogene substance ali
kot material za biosintezo celi¢nih komponent. S staliS¢a mikrobne biomase je glavni vir
beljakovin in vitaminov zagotovljen po lizi mikrobnih celic v siriS¢niku.
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2.3.1 Presnova ogljikovih hidratov v vampu

Strukturni polisaharidi celi¢ne stene rastlinskih celic predstavljajo ve¢ino rastlinske krme
in so zaradi B-glikozidnih vezi za prezvekovalca popolnoma neprebavljivi. Za izkoris€anje
tovrstne krme so prezvekovalci v celoti odvisni od sinergizma mikrobnih simbiontov, ki
postopoma razgradijo kompleksne polisaharide do enostavnih sladkorjev. Posamezne vrste
mikrobov so sposobne razgradnje razli¢nih, veCinoma pa samo ene vrste polisaharidov.
Pomembnejse vrste celuloliticnih vampnih bakterij so Fibrobacter succinnogenes,
Ruminococcus flavefaciens in Ruminococcus albus (Weimer in sod., 1999; Koike in
Kobayashi, 2001). Celulozo razgrajujejo tudi prazivali in anaerobne glive, na samo
razgradnjo pa vpliva stopnja lignifikacije substrata. Lignin je kompleksen aromatski
polimer, ki je tudi za mikrobne hidroliticne encime v vecini nerazgradljiv. Njegova
vsebnost se povecuje s starostjo rastlinskega tkiva. Dostop do strukturnih polisaharidov
omejujejo tudi tanini, ki tvorijo komplekse s polisaharidi in tako inhibirajo delovanje
hidrolaz. Gradniki rastlinske celi¢cne stene so tudi hemiceluloze (ksilan, manan idr), ki so
za veCino mikrobov (Butyrivibrio fibrisolvens) lazje prebavljive (Chesson in Forsberg,
1979) ter pektini, katere razgrajujejo Stevilne vampne bakterije in prazivali (Mackie in
sod., 2001).

Skrob in enostavni sladkorji so najlaZje razgradljivi za ve&ino vampnih mikroorganizmov.
Hiter prehod na krmo bogato s Skrobom lahko zaradi hitre razrasti vrste Streptococcus
bovis, producenta desnosu¢ne mlecne kisline, povzroc¢i zakisanje vampa (acidoza) in padec
pH, ki ga zival s svojim puferskim sistemom vampa ne more popraviti. Pri tem se ob
pretvorbah beljakovin pri nizkem pH ustvarjajo amini, toksi¢ni produkti razkroja
beljakovin, ki skupaj z mlecno kislino Skodljivo vplivajo na jetra. Prehod na drugacno
krmo mora biti zaradi dovzetne vampne mikrobiote postopen. Acidoza poleg zmanjSanja
mikroorganizemskih beljakovin pomeni tudi manjSo produkcijo KMK, to pa ima za
posledico manj glukogenih snovi, kar pa je vzrok za manjSo koli¢ino mle¢ne mascobe. Ob
pretiranem krmljenju s Skrobom le ta prehaja prebavo v predzelodcih in vodi v acidozo
debelega crevesa (colon). Po drugi strani pa celuloza ugodno vpliva na motoriko prebavil,
nase veze vodo in omogoca iztrebljanje ter red¢i hranljive snovi (ob uzivanju na primer
hiperkalori¢nih obrokov) in s tem upocasni prebavo. Vlaknina je nujna za ucinkovito
fermentacijo mikrobov, pri ¢emer med drugim nastaja tudi maslena kislina, ki ohranja
¢revesno sluznico vlazno (Ores$nik in Kermauner, 2002).

Pomemben vmesni produkt razgradnje ogljikovih hidratov je glukoza. Ta se se v vampu z
nadaljnimi biokemi¢nimi procesi pretvori v piruvat, ta pa v kratkoverizne masc¢obne kisline
— v glavnem v ocetno, propionsko in masleno kislino (Slika 3). V celicah se lahko glukoza
razgradi za tvorbo energije, ali pa se shranjuje v obliki glikogena ali Skroba oziroma se v
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Casu laktacije v mlecni zlezi pretvori v laktozo (mle¢ni sladkor). Kratkoverizne masc¢obne
kisline imajo 2 do 5 C atomov in lahko prav tako prehajajo skozi steno vampa v kri. Hitrost
absorpcije je odvisna od razlik v koncentraciji KMK v krvi in v vampu (Ores$nik in
Kermauner, 2002).
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Slika 3: Proces razgradnje ogljikovih hidratov v vampu (prirejeno po: Ferme, 2003)

V procesu fermentacije rastlinske krme v vampu se stvarjajo tudi plini, v glavnem metan,
ogljikov dioksid in amoniak (Mackie in sod., 2001). Manjsi delez (5-20 %) energije krme
se v procesu fermentacije ogljikovih hidratov porabi za produkcijo metana (pri govedu 30
1/h), ki se neizkori§¢en sprotno odstranjuje z izrigavanjem (Ores$nik in Kermauner, 2002).

Ce je surove vlaknine premalo, krma prehitro prehaja skozi prebavila, nasprotno pa
presezek lahko povzro¢i zaprtje. Slama vsebuje veliko celuloze, ki jo mikroorganizmi
pretvarjajo v enostavne sladkorje in naprej tudi v ocetno kislino, ta pa je glavni vir za
sintezo mle¢ne mascobe. Mlada trava z malo vlaknine in veliko topnih ogljikovih hidratov
pomeni manjSo produkcijo ocetne in ve¢ propionske kisline, kar ima za posledico padec
mascobe v mleku. Enak u€inek imajo krmni koncentrati oziroma neprimerna struktura
krme (drobno mleta krma ipd.) (Ore$nik in Kermauner, 2002). Pri krmljenju z
voluminozno krmo je tipi€no razmerje ocetna:propionska:maslena 70:20:10, pri
koncentrirani krmi pa 50:40:10 (Siciliano-Jones in Murphy, 1989).

2.3.2 Presnova dusika v vampu

Proteoliticna aktivnost vampnega soka (proteoliza, peptidoliza in deaminacija) je
praviloma neodvisna od nacina krmljenja, a kadar je obrok bogat z lahkotopnimi
ogljikovimi hidrati, se razgradnja beljakovin zmanjS$a zaradi znizanega pH. Pri nizkem pH
vampa lahko z dekarboksilacijo posameznih aminokislin nastajajo toksi¢ni amini. Vec¢ina
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beljakovin krme se pod vplivom proteoliticnih encimov simbiontov razgradi Ze v vampu.
Beljakovine se razgradijo do peptidov in prostih aminokislin, nekatere aminokisline pa se z
intracelularnimi mikrobnimi encimi razgradijo Se naprej do KMK, amoniaka in CO,.
Amoniak se v obliki amonijevega iona (NH4") izkoristi kot prekurzor mikrobne sinteze
proteinov (60-80 % bakterijskih beljakovin se sintetizira iz amoniaka, ostali del pa iz
oligopeptidov in aminokislin) ali pa se resorbira skozi steno vampa v kri (Mackie in sod.,
2001). Amoniak s krvjo potuje v jetra, kjer se veze s CO;, v secnino (urea). Ta prehaja
nazaj v kri in se v vec¢ji meri izlo¢a skozi ledvice s se¢em, deloma pa preko Zlez slinavk s
slino prehaja nazaj v vamp (hepatoruminalno krozenje dusika; Slika 4). Neproteinski dusik
(NPN; angl. non-protein nitrogen) v obliki se¢nine lahko tudi krmimo, bakterijska ureaza v
vampu pa secnino ponovno razgradi do amoniaka in CO, (Oresnik in Kermauner, 2002).

Zauzite heljakovine

=
i . vamp
s - peptidi,
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NH5 . nergzgradljive in
- o slabZerazgradljive
= se;nlna MH3 _5_ beljakowine
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Slika 4: Ruminohepati¢no krozenje amoniaka (Lavrencic, 2002)

Nastali mikrobni proteini predstavljajo za gostitelja glavni proteinski vir ko postanejo
dostopni po lizi mikrobnih celic v siriS¢niku. PrevladujoCi proteoliti so bakterije

(Prevotella ruminicola, B. fibrisolvens), prazivali in anaerobne glive (Mackie in sod.,
2001).

Veliko beljakovin vsebuje spomladanska paSa, a je zato revnejsa z vlakninami (<180 g
surove vlaknine na kilogram suhe snovi; v nadaljevanju: SV/kg SS). Prehitra razgradnja
beljakovin iz krme glede na razgradnjo surove vlaknine, kot vira energije za sintezo
mikrobnih proteinov, vodi v prekomerno produkcijo amoniaka, ki se izgublja z urinom in s
tem zmanjSuje vrednost beljakovin krme. Prav tako lahko prepocasen padec pH med
postopkom siliranja omogoci nezeleno razgradnjo beljakovin do amoniaka s strani
klostridijev in silaza postane z vidika krmnih beljakovin nezadovoljiva. Nenadna visoka
razgradljivost beljakovin ima podoben ucinek kot prevelika koli¢ina beljakovin v obroku.
Posledica obeh je vecja produkcija amoniaka — vec seCnine, ta pa obremenjuje jetra in
ledvice. Prekomerno koli¢ino beljakovin v obroku lahko posredno merimo s povecanjem
koli¢ine se¢nine v mleku. Za soCasnost spros¢anja energije in duSika iz krme je zelo
pomembno ustrezno razmerje med voluminozno in koncentrirano krmo v obroku (Ore$nik
in Kermauner, 2002).
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Ucinkovito izkoriS€anje neorganskega dusika v anabolne namene postavlja prezvekovalce
med najucinkovitejSe herbivore, vendar pogosto tezavo predstavljajo nitrati (NO3), ki se v
anaerobnih pogojih vampa pretvorijo v toksic¢en nitrit (NO;) in preidejo v kri. Problem
lahko omilimo s stimulacijo aktivnosti nitritne reduktaze, ki nitrit reducira do amoniaka
(NHj3). Prav tako je zazeljena splo$na inhibicija redukcije nitrata do nitrita (OreSnik in
Kermauner, 1982).

233 Presnova masc¢ob v vampu

Pri prezvekovalcih se mascoba iz krme (trigliceridi, glikolipidi in fosfolipidi) delno
razgradi ze v vampu. Glicerol se porabi za nadaljno fermentacijo, visje mascobne kisline
pa se zaradi anaerobnih razmer, ki ne favorizirajo njihove oksigenacije, absorbirajo v
tankem crevesu. Mikroorganizmi v vampu so precej obcutljivi na vi§je koncentracije
mas¢ob v krmi. Ce je v suhi snovi obroka (v nadaljevanju: SS) veé kot 10 % mascob, se
aktivnost vampnih mikroorganizmov moc¢no zmanjSa. Tezavo lahko reSujemo s
krmljenjem zas¢itenih maScob, ki se razgradijo Sele pod vplivom encimov trebuSne
slinavke in tankega Crevesa, vsekakor pa voluminozna krma prezvekovalcev ze sama po
sebi vsebuje malo lipidov, le 2-3 %, kar je za vampno mikrobioto dokaj ugodno. Mrva
(tudi slama) vsebuje precej linolne in linolenske kisline, ki sta veckrat nenasi¢eni mascobni
kislini, zato kljub delni hidrogenaciji v vampu pri odrasli zivali le redko pride do
pomanjkanja esencialnih mascobnih kislin (Ores$nik in Kermauner, 2002). Pri procesih
lipolize in hidrogenacije sodelujejo predvsem bakterije in prazivali (Harfoot, 1978, cit. po
Ferme, 2003).

234 Nastanek plinov

Plini nastajajo s procesom fermentacije ogljikovih hidratov in dekarboksilacijo
aminokislin. Pri redukciji CO, do metana (CH4) s strani metanogenih arhej se kot
prekurzor koristi vodik. Ta nastaja pri razgradnji mravlji¢ne kisline in se v ve€ini porabi za
sintezo metana v razmerju H,:CH4 = 4:1 (Cestnik, 2004). Glavna proizvajalca vodika sta
Butyrivibrio fibrisolvens in Ruminococcus albus (Russel in Rychlik, 2001). Ve¢je koli¢ine
vodika nastajajo pri ponovnem krmljenju po daljSem stradanju, v nekaj dneh pa koli¢ina
vodika moc¢no upade in se nadomesti s produkcijo metana. 10 % sinteze metana pri
prezvekovalcih poteka v debelem ¢revesu (Cestnik, 2004).

Z vrsto krme in ciklom prehranjevanja vplivamo neposredno na hitrost biokemic¢nih
procesov v vampu, posredno s tem pa na koli¢ino novonastalih plinov (Oresnik in
Kermauner, 2002).
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2.3.5 Metabolizem vitaminov

Vitamine skupine K, B in C sintetizirajo mikrobi sami, skupini D in A se tvorita v
zivalskem organizmu, z dodatkom koncentriranih krmil pa poskrbimo za vnos vitamina E
in provitaminov A (karoteni, karotenoidi, ksantofili). Hipovitaminoza utegne povzrociti
resne motnje v presnovi (OreSnik in Kermauner, 2002). Vsi mikrobi ne sintetizirajo vseh
esencialnih vitaminov za lastno rast in razmnoZevanje, zato se za zadostitev potreb po
vitaminih kot kljuen zopet izkaze sinergizem simbiontov v obliki navzkriznega
prehranjevanja (Hobson, 1997).

24 MANIPULACIJA VAMPNEGA METABOLIZMA

Zaradi anaerobnih razmer v vampu in navzkriznega prehranjevanja je vampne
mikroorganizme tezko izolirati in proucevati. To je tudi razlog za le delno poznavanje
delovanja veine vampnih simbiontov, ki jih poznamo in jih lahko gojimo v in vitro
razmerah — ti pa predstavljajo o¢itno manjSino v vampni mikrobni zdruzbi. Obenem je tudi
vse bolj o€itno dejstvo, da moramo vampne biokemic¢ne reakcije razumeti kot posamezne
dele vzajemne sintrofije, katere posledica je popolna fermentacija hranilnih snovi.
Vsakr$no poseganje v vampni metabolizem inhibira oziroma spodbuja dolocen c¢len v
presnovni verigi in se posledi¢no odrazi v zmanjSani ali povecani koli¢ini kon¢nega
produkta. Ker mikrobne fermentacije predstavljajo integriran sistem, se vsakrSen poseg v
vampni ekosistem odraza s serijo pozitivnih in negativnih u¢inkov (Hobson, 1997).

Vsako krmilo vpliva na prebavljivost drugih krmil v obroku. Sestava obroka lahko zato
bistveno vpliva na rast vampnih mikroorganizmov. Poleg tega lahko s spreminjanjem krme
vplivamo na okus in posledi¢no na konzumacijo ter na prebavljivost krme. Prebavljivost
izboljSujemo s spreminjanjem fizikalno-kemic¢nih lastnosti krme (estrugiranje, toplotna
obdelava, obdelava z antioksidanti, dodajanje celuloliticnih encimov ipd.) s Cemer
postanejo hranilne snovi krme lazje dostopne mikrobni razgradnji (OreSnik in Kermauner,
2002). Krmne proteine lahko tudi dodatno rascitimo (toplotna obdelava, kemi¢ni agensi:
aldehidi, tanini, alkoholi, kisline in drugi), da s tem preidejo mikrobno prebavo
predzelodcev in se direktno izkoristijo Sele v tankem c¢revesu. Kemic¢ne spremembe so
zaradi pH odvisnosti v kislem mediju siriS¢nika in dvanajstnika reverzibilne (Schwab,
1995).



Zajc P. Vpliv evgenola na nekatere fenotipske znacilnosti izbranih bakterijskih sevov iz vampa. 13
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2007

24.1 Cilji vampne modifikacije

Z namenom izboljSanja produktivnosti zivali v intenzivnih produkcijskih sistemih Zelijo
zivinorejci modificirati vampni metabolizem. Izraba hranilnih snovi v vampu bo
najucinkovitejSa ob optimalni fermentaciji s strani vampnih simbiontov. Nekatere
biokemi¢ne procese v vampu zelimo stimulirati. TaksSni so: pretvorba neproteinskega
dusika v mikrobne proteine, mikrobna razgradnja surove vlaknine, aktivnost nitritne
reduktaze in fermentacija mlecne kisline. Spet drugi biokemic¢ni procesi v vampu so
nezazeleni in jih zelimo inhibirati. To so: mikrobna razgradnja krmnih proteinov,
biohidrogenacija nenasi¢enih mascobnih kislin, intenzivna fermentacija Skroba in
prekomerna proizvodnja metana. Poleg tega je zaZelena tudi preventiva pred metabolnimi
motnjami, kot sta acidoza in ketoza (Hobson, 1997).

24.2 Vampni modifikatorji

Za gospodarnost prireje se za manipulacijo vampnega metabolizma v krmo dodajajo
razlini prehranski dodatki (angl. feed additives) oziroma vampni modifikatorji.
Najpogosteje so to antibiotiki (npr. monenzin — produkt aktinomicete Streptomyces
cinnamonensis) in druge kemicne spojine za direktno manipulacijo vampne mikroflore, ki
se ne uporabljajo v humani medicini. Zaradi celovitosti vampnega ekosistema je vecina
modifikatorjev nespecifi¢nih in istoasno vplivajo na razli¢na mesta vampne fermentacije
(Hobson, 1997). Zaradi nevarnosti akumulacije antibiotikov v mleku in mesu ter zaradi
potenciala za razvoj in horizontalni genski prenos bakterijske rezistence na uporabljene
antibiotike pa je uporaba antibiotikov vprasljiva, zato so s 1. januarjem leta 2006 v EU
prepovedali uporabo krmnih antibiotikov v Zivinoreji. Zato so zivinorejci za ohranitev trga
prisiljeni uporabljati ne-antibioti¢ne krmne dodatke, kot so probiotiki, encimi in druge
naravne snovi, na primer rastlinski izvlecki. Delovanje slednjih je Se slabo prouceno, zato
pa so raziskave na tem podrocju zaradi prepovedi uporabe krmnih antibiotikov nujne.
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24.2.1 Rastlinski izvle¢ki

Rastline, danes poznamo okrog 422.000 vrst cvetlic (Bramwell, 2002), so zaradi sinteze
sekundarnih metabolitov z najrazlicnejSim bioaktivnim delovanjem zaloga potencialno
uporabnih snovi za manipulacijo vampnega metabolizma. Mnoge ze tisoCletja izkoriS¢amo
v etno-medicinske in veterinarske namene. Ucinkovine najdemo v razli¢nih delih rastlin
(listi, korenine, lubje, cvet) oziroma v eteri¢nih in esencialnih oljih, gren¢inah, ¢reslovinah,
diSavah in drugih izvleckih (Dano in Bogh, 1999, cit. po Ferme, 2003).

Trend zmanjSevanja uporabe krmnih antibiotikov spodbuja raziskave na podroc¢ju vpliva
rastlinskih izvleckov na prebavo zivali, fermentacijo v vampu, sestavo mleka in produkcijo
mleka, mesa ali volne oz. na metabolizem mikroorganizmov. Studije v glavnem temeljijo
na kratkorocnem in vitro gojenju (Mclntosh in sod., 2003; Cardozo in sod., 2004;
Benchaar in sod., 2006; Molero in sod., 2004; Newbold in sod., 2004). Mnoge dokazujejo
inhibicijo mikrobne aktivnosti, ki je povezana s terpenoidnimi ali fenolnimi sestavinami
esencialnih olj (Helander, 1998; Sivropoulou in sod., 1995, 1996). Nekatere sestavine
rastlinskih izvleCkov ucinkujejo na celicno membrano tako, da povzrocijo poruSitev
ionskih gradientov, kar vodi v izgubo kemiosmotske kontrole (Ultee in sod., 1998; Cox,
2000). Esencialna olja kot sekundarni metaboliti rastlinskih celic izkazujejo antimikrobno
aktivnost tako pri Gram pozitivnih kot Gram negativnih bakterijskih vrstah (Helander in
sod., 1998). Na splosno so Gram pozitivne bakterije obcutljivejSe na antimikrobno
delovanje rastlinskih izvleckov (Smith-Palmer in sod., 1998). S stimulacijo ali inhibicijo
dolo¢enih vampnih mikroorganizmov lahko z rastlinskimi izvlecki posredno vplivamo na
vampni metabolizem, izloCanje prebavnih sokov in s tem na vampni pH, absorpcijo
metabolitov ter prebavljivost. Razli¢ni rastlinski izvlecki lahko delujejo sinergisti¢no ali pa
antagonisticno (Cowan, 1999).

2.4.2.1.1 Evgenol

Evgenol (Slika 5) je glavna sestavina esencialnega olja nageljnovih Zbic. Nageljnove zbice
so posuseni cvetni popki tropskega drevesa klinCevca (tudi zbiCevec - Eugenia
caryophyllata, Syzygium aromaticum - staro ime; mirtovke - Myrtaceae). Popki vsebujejo
esencialno olje, ki ga pridobivamo z destilacijo z vodno paro, cemur sledi ekstrakcija olja
iz destilata z diklorometanom (CH,Cl,) in odparevanje topila pod vakuumom. Vecino
esencialnega olja vsebujejo stebla in listi klin¢evca, cvetni popki pa nekoliko manjsSo
koli¢ino. Koli¢ino evgenola v esencialnem olju lahko ocenimo z acetiliranjem, to je
kemi¢nim ali encimskim dodajanjem acetilne skupine (Cvar, 1998).
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Preglednica 1: Kljucni podatki in lastnosti evgenola (Bremness, 1996)

EVGENOL; ime po IUPAC: 1-hidroksi-2-metoksi-4-propenilbenzen

molekulska formula CioH120,
vrsta spojine fenol
molska masa (g/mol) 164,204
talisce (°C) -9,2do-9,1
vrelisée (°C) 248 (254)

gostota (g/1)

1,064 do 1,068

topnost

voda: <1 mg/ml pri 20°C
95 % etanol: <100 mg/ml pri 21°C
aceton: <100 mg/ml pri 21°C
kloroform: se meSa

eter: se meSa

benzen: >10%

etericna olja: topen

ledocetna kislina: topen

vodne raztopine alkalij: topen

nevarnost in toksi¢nost

drazi kozo, LDs, (podgane) 1930 mg/kg

Poleg klincevca se evgenol na podoben nacin pridobiva Se iz listov in lubja cimeta

(Cinnamomum zeylanicum) ter listov in vejic lovorja (Laurus nobilis) (Bremness, 1996).

Evgenol redkeje izdelujejo tudi sinteti¢no iz glukozne baze (Eugenol, 2007).

Evgenol vsebujejo tudi esencialna olja nekaterih drugih zeli, kot na primer navadna melisa
(Melissa officinalis) (Melissa, 2006), afriSka bazilika (Ocimum gratissimum) (Basil, 2006)
in navadna sretena (Geum urbanum) (Galle-Toplak, 2002).
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OH  alkcholna skupina
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Slika 5: Raz¢lenjena strukturna formula molekule evgenola (Cvar, 1998)

Klincevec (Slika 6), ki je glavna surovina za pridobivanje evgenola, je zimzelena drevesna
vrsta, endemit Moluskega otoc¢ja (Indonezija). Njegova zivljenjska doba je priblizno 100
let, povprecna sezonska pridelava svezih Zbic na drevo pa znaSa okrog 5 kilogramov.
Nizozemski kolonisti so zadrzevali kultivacijo dragocene za¢imbe na indigenem obmocju,
z razdrtjem Holandskega monopola v 18. stoletju pa so Francozi razsirili drevo klin¢evca
Se v druge azijske drzave. Danes najpomembnejsi pridelovalec nageljnovih Zbic kot
kulinari¢ne zacimbe je otok Pemba (Tanzanija), ki je ves prekrit z vrtovi klinéevca in za
katerega mornarji mimoidoc¢e plovbe trdijo, da ga lahko izsledijo po znacilnem vonju po
zbicah. Klincevec v dobrsnji meri gojijo Se na Madagaskarju, Filipinih in v Braziliji, v
Indoneziji pa je po depresiji druge svetovne vojne gojenje klinCevca zopet v porastu,
vendar ga le malo izvozijo, saj je vecCinski pridelek usmerjen v proizvodnjo
aromatiziranega tobaka (Kretek, Gudang garam idr.). Prve omembe nageljnovih zbic so
zapisane v kitajski literaturi tretjega stol. p. $t. kot "chicken-tongue spice" — sredstvo proti
zobobolu (Bowens, 2006).
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Bugenia coryophyllata £ syeZim maticnim
plodom (levo) in sufeno Zbico (sr.spodaj)

Slika 6: Klin¢evec (Eugenia caryophyllata, Syzygium aromaticum - staro ime) (Adams, 2006)

Danes klincke — nageljnove Zbice (angl. clove iz lat. clavus — Zebelj — nem. Nagel)
uporabljamo predvsem kot diSavo ali zacimbo, ki kot stomahik spodbudi izlocanje
zelod¢nega soka in spodbudi peristaltiko, kot karminativ zavre nastajanje ¢revesnih plinov,
kot spazmolitik pa blazi kré¢e gladkih miSic. V fitomedicini je iz istega razloga priloznostna
sestavina zelodéno-Crevesnih zdravil ter zdravil proti kaslju, ker esencialno olje razkuzuje
dihala ter olajsa dihanje in izkasljevanje. Ima zelo dobre anesteti¢ne pa tudi protikuzne
lastnosti zoper bakterije, viruse in glivice, zato se uporablja nerazred¢eno kot antiseptik in
analgetik v zobozdravstvu, z 1 do 5 odstotno raztopino pa se izpirata vneta ustna in zrelna
sluznica (Springer, 2003).

Poleg antisepti¢nega, antivirusnega in antihelminti¢nega delovanja (vermicidno sredstvo
proti glistam) uéinkuje evgenol kot antioksidant, antibiotik, fungicid, baktericid, larvicid in
antihistaminik. Ima Siroko antimikrobno delovanje proti Gram-pozitivnim (Staphylococcus
aureus, Lysteria monocytogenes, Lactobacillus sp., Actinomyces sp., Streptococcus sp.),
Gram-negativnim bakterijam (Eschericia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter sp.,
Aeromonas sp., Pseudomonas sp.) in glivam (Candida albicans, Aspergillus sp. in
Penicillium sp.) (Grill in Holley, 2004). Mehanizem antimikrobnega delovanja temelji na
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inhibiciji rasti mikroorganizmov zaradi akumulacije evgenola v fosfolipidnem dvosloju,
kar povzro¢i poveCano permeabilnost celicne membrane in izhajanja intracelularnih
komponent. Evgenol ima biocidno aktivnost ze pri nizkih koncentracijah (Cvar, 1998).
Nenadna inhibicija metabolizma glukoze je bila ugotovljena pri uporabi 5 mM evgenola
pri bakterijah vrste Listeria monocytogenes in 6 mM evgenola pri vrsti Lactobacillus sakei
(Grill in Holley, 2004). Ob 10 mM koncentraciji evgenola (0,15 vol.%) je bilo doseZeno
50-70 % zmanjSanje proizvodnje kratkoveriznih mascobnih kislin kot fermentativnih
produktov v govejem in svinjskem fecesu. Potencialno zmanjSanje fermentativne mikrobne
aktivnosti ima za posledico zmanjSanje emisij toplogrednih plinov ter okrnitev prenosa
patogenov z govejimi in svinjskimi iztrebki. S koncentracijo 16,75 mM evgenola (0,25
vol.%) je bila po 6-8 tednih dodatno ugotovljena Se stimulacija proizvodnje laktata (Varel
in Miller, 2004).

Strukturno precej podobna evgenolu sta vanilin (pridobiva se iz vanilije; Vanilla
planifolia) in kapsaicin (u¢inkovina feferonov; Capsicum annuum in Capsicum frutescens)
(Zakaj feferoni pecejo, 2006).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL
3.1.1 Bakterijski sevi

Za poskus smo izbrali naslednje seve vampnih bakterij: Prevotella ruminicola 23°,
Prevotella bryantii B4, Butyrivibrio fibrisolvens 3071, Ruminococcus albus 20455,
Ruminococcus flavefaciens 007 S/6 in Fibrobacter succinogenes S85. Za nas poskus smo
izbrali seve, ki (i) jih znamo gojiti in vitro, (i1) so dosegljivi in so dokaj dobro prouceni,
(111) imajo v vampu bolj ali manj znano ter pomembno vlogo, (iv) so pomembni s stalis¢a
produkcije H, (B. fibrisolvens, R. albus) ter posledi¢no moznosti vpliva na zmanjSanje
produkcije metana kot snovne in energetske izgube prezvekovalcev, (v) s svojo morfolosko
zgradbo izkazujejo predvideno ne/rezistenco na evgenol (nekateri G+, drugi G—, sev B.
fibrisolvens pa kot posebnez z zgradbo G— in fiziologijo G+).

Preglednica 2: Splosen pregled bakterijskih sevov uporabljenih v poskusu

SEY m orfoleske suh sirat fermentacijski
znacilnosii produldi

Frevofella ruminicola G- sladkar, Skroh, pelktin, ksilani | mravliéna, ocetna, propionska,
gev 23T jantarna kisling
Frevofeila bryanfi 5— sladkor, Skrob, pektin, keiland roravljifna, ocetta, proplonska,
sew Bqd jantarna kislina
Butprivibrio fibrisolvens morfologko G—| sladkor, Skrobh, hemiceluloze, oravljicna, ocetna, maslena
sew 30717 fizinlofko G+ | pektin, celuloza kislina, Ha
Fibrobacter succinogenes G- celiloza moravljicna, ocetna, jantarma
sev DED kislina
Ruminocoecus flavefaciens| G+ hemiceluloze, celuloza moravljicha, ocetna, jartarma
gev 007 3/6 kislivia
Ruminocorcus albus &+ hemiceluloze, celuloza moravljidna, ocetha kislina,
gew 20455 etannl, Ha

Od nasStetih vampnih simbiontov v naSem poskusu med najaktivnejSe celulolite in
hemicelulolite sodijo: B. fibrisolvens, R. flavefaciens in F. succinogenes. Zelo prilagodljiva
in v vampu ena Steviléno dominantnej$ih bakterijskih populacij je P. ruminicola.
Pripisujemo ji pomembno vlogo pri hidrolizi peptidov v vampu. P. bryantii sev B4
pripisujemo pomembno vlogo v metabolizmu dus$ika in je v primerjavi z ostalimi manj
obcutljiva na padec pH (Russell in Rychlik, 2001).
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3.1.2 M2 gojisce

Striktno anaerobne bakterijske seve smo gojili v modificiranem anaerobnem gojis¢u za
vampne bakterije M2 (Hobson, 1997). Goveji vampni sok smo takoj po odvzetju precedili
in 30 minut centrifugirali (centrifuga Sorvall®-RC5C, Nem¢&ija) pri 10.000 rpm in 15°C.
Supernatant smo avtoklavirali in ga do uporabe shranili pri 4°C. Da smo pred pripravo M2
tekoCega gojisca odstranili Se preostale vecje delce, ki v primeru bolj gostega vampnega
soka ostanejo v supernatantu po zaCetnem centrifugiranju, smo supernatant ponovno 30
minut centrifugirali pri enakih pogojih ter ga takoj uporabili za pripravo gojisca.
Supernatant, ki smo ga dobili po ponovnem centrifugiranju vampnega soka, je bil bister in
zato ni motil kasnejSih meritev OD tekoc¢ih kultur tekom poskusa.

Preglednica 3: Sestavine za modificirano anaerobno gojisc¢e M2

sestavina koncentracija {ut.%)

MNaHC O, 04

baldo tripton 1.0

lkevasni izvledek 0,25
glukoza 02
celobioza 0.2

topni Skrob 02
resazurin 0,001
L-cistein HC 0.1
mineralna raztopina [ 15,0 (vol %)
mineralna raztopina Il 19,0 (vol %4)
yampni sok 20,0 (wol )
deconizirana voda 40,0 (wol %)

mineralha raztopina I

g/1000ml Hz0

KeHF O, 3,0
mineralna raztopina II g/1000 ml H:0
KHFO, 3,0
(NH4)2S04 6,0
MNaCl 6.0
MgSO, % TH,O 1.3
CaCls 047

Pri pripravi tekocega M2 gojis¢a smo NaHCOs, triptonu, kvasnemu ekstraktu, glukozi,
celobiozi in topnemu Skrobu dodali mineralni raztopini I in II, centrifugirani in
avtoklavirani goveji vampni sok, destilirano vodo ter raztopino resazurina. Resazurin
deluje kot indikator oksigenacije gojiS¢a (roznata barva pomeni oksigenirano, brezbarvna
pa reducirano gojis¢e). Ob meSanju smo gojis€e zavreli, odstavili, dodali L-cistein HCI
(dodatni reducent, ki omogoca pripravo ustrezno reduciranega gojisca) ter zaceli
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prepihavati s CO; brez primesi kisika (CO, potuje skozi bakreno kolono segreto na 350°C
in se pri tem ocisti primesi kisika). Po desetih minutah oz. po razbarvanju smo gojis¢a ob
prepihavanju razlili v steklene »Hungate« epruvete (Bellco Glass, USA), jih zaprli in
avtoklavirali.

3.13 Evgenol

Pred zaetkom poskusa smo preverili sterilnost evgenola (Merck”™, Neméija), tako da smo
ga dodali v sterilno M2 tekoCe gojisCe, tega inkubirali pri 37°C in spremljali opti¢no
gostoto pri 654 nm v Casu. Ker je gojis¢e postalo motno, smo sklepali, da izvleCek ni
sterilen. To smo preverili tudi z barvanjem po Gramu in opazovanjem vzorcev pod
mikroskopom. Nesterilen izvlecek je vseboval Gram pozitivne koke. Evgenol smo zato
sterilizirali s filtracijo skozi 0,22 pm membranski filter (Millipore®, Irska). Sterilnost
filtrata smo ponovno preverili z inokulacijo v sterilno M2 tekoc¢e gojisce. Ker ni prislo do
porasta opticne gostote, smo filtrat uporabili v poskusu.

3.14 Pufri in raztopine

Preglednica 4: Pregled in sestava pufrov in raztopin uporabljenih v poskusu

ime sestava
1M MNafosfatm pufer (pH 6,20 1M MNa-hidrogenfostat (Na, HP Oy
+ 11 Na-dihidrogentostat (Mat, POy
¥ Ustreznem razmeriu
Lowry A 5 % May OO
Lowty B 1% MaK tartrat + 0.5 % CuSCy x 0H,O, pH 7
Folin-Ciocalteu reagent 57,5 % HO
15 %0 Lag=Cy
10 % Ma wolfram dihidrat
10 %0 HCL (25 %)
25 ut.%o H:P Oy
2.5 % Molibdenova kislina Na diludrat

Preglednica 5: Kalibracijska raztopina §t. 3 uporabljena pri plinski kromatografiji za ugotavljanje

koncentracije KMK

kiclina koli¢ina na 100 ml | kenceniracija (g/1) | konceniracija (mh)
ocettia kislina 100 pt 1,05 g1 17 485

propionska kislina 100 pl 0,99 g1 13,364

izo-thaslena kislina 100 pt 0,95 gf 10,752

n-maslena kislina 100 pl 0,9 g1 10,295
1zo-valerianska kislinag | 100 pl 0,93 g1 0,109

ti-valerianska kislina 100 pl 0,94 =1 9,207

krotonska kislina (=I5 | 100 pl 1,00 g1 dodana pri ekstralkeiji
ti-kaproniska 100 pt 0,93 gf 8,003
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3.2 METODE
3.2.1 Gojenje Cistih bakterijskih kultur

Bakterijske seve smo pred poskusom hranili v poltrdem agarskem gojiscu (z 0,75 ut.%
agarja) M2 pri —20°C. Odtaljene smo jih sterilno in anaerobno precepili s cepilno zanko v
tekoCe M2 gojisce in gojili po Bryantovi modifikaciji Hungatove tehnike za gojenje
anaerobnih mikroorganizmov (Bryant, 1972) v inkubatorju pri 37°C. Preko noci
inokulirane kulture so sluzile kot vir inokuluma za poskus.

3.2.2 Dodajanje evgenola in inokulacija

Poskus smo glede koncentracije izvlecka razdelili na dva dela. V prvem delu poskusa smo
evgenol dodali vsem gojis¢em v dveh razli¢nih koncentracijah: 100 mg/l in 1000 mg/I
(Preglednica 6). Za volumen dodanega evgenola smo uporabili izra¢un:

_ Px Vi 100mg-140ml-ml

Vv, S = 1000ml - 1070mg =13,084d oz. 130,8 ul

za visjo koncentracijo evgenola - (3)
kjer je:
px =100 mg-T”’
Vi =140 ml

pz=1070 mg-ml’

V 140 ml gojis¢a smo dodali 13,08 pl evgenola za nizjo koncentracijo (t.j. 100 mg/l)
oziroma 130,8 ul evgenola za visjo koncentracijo (t.j. 1000 mg/1).

Preglednica 6: Preglednica koncentracij izvlecka v prvem eksperimentu

sev konceniracija izvleéla (mg/T)
tizka sredija visoka
F rumiricola 237 100 i 1000
F bryanfii Bq4 100 ¥ 1oon
E fibrisolvens 30717 100 F 1000
F succinogenes 385 100 f 1000
R albus 20455 100 ! 1000
R flavefaciens 007 56 100 ! 1000
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V drugem delu poskusa smo proucevali le seva R. albus 20455 in R. flavefaciens 007 S/6.
Tu smo evgenol dodali v treh razli¢nih koncentracijah: 250 mg/l, 500 mg/l in 750 mg/I
(Preglednica 7) med nizko in visoko koncentracijo iz prvega dela poskusa, ker smo Zeleli
zozati koncentracijsko obmocje, v katerem lezi tista koncentracija evgenola, ki do polovice
inhibira rast (t.j. zmanjSa ODmax na polovico) proucevanih sevov (t.i. ICso; angl. half
inhibitory concentration).

Preglednica 7: Preglednica koncentracij izvlecka v drugem eksperimentu

sev konceniracija izvletka (mg/1)
tizka sredrja visoka
R albus 20455 250 500 750
R flavefaciens 007 36 | 250 500 750
3.23 Merjenje opti¢ne gostote

Rast mikroorganizmov v teko¢em gojiscu lahko ocenimo posredno z merjenjem opticne
gostote (angl. optical density) s spektrofotometrom pri doloc¢eni valovni dolZini. Opti¢no
gostoto gojis¢ smo v naSem poskusu uporabili kot mero za oceno rasti proucevanih
mikroorganizmov in vpliva evgenola na njihovo rast. Vi§ja absorbanca pomeni gostejSo
kulturo (intenzivnejSo rast mikroorganizmov), pri ¢emer pa ne gre zanemariti moznosti
kopicenja celiénih produktov v raztopini, spreminjanja velikosti posameznih celic,
spreminjanja Stevila mrtvih celic in gibanja koloidne raztopine.

Absorbcijske metode temeljijo na zmanjSanju intenzitete svetlobnega zarka, ki prehaja
skozi vzorec. Absorbcija in transmisija svetlobe sta fizikalen pojav, katerega matematicni
koli¢ini sta absorbanca in transmitanca. Absorbanca (A4) je definirana kot desetiski
logaritem recipro¢ne vrednosti transmitance za monokromatsko svetlobo. Transmitanca (7)
je frakcija vpadne svetlobe ob specifiéni valovni dolzini, ki potuje skozi vzorec
(Spektroskopske metode):

T:Z ..(4)

kjer je:
1y = intenziteta vpadle svetlobe

1 = intenziteta prepuscene svetlobe
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Transmitanca je v zvezi z absorbanco (4) kot:

I raztopina I raztopina 1
P~ log = — Jog— .. (5)

A=-logT =-log T

topilo topilo
Beer-Lambertov zakon pravi, da je v odsotnosti drugih fizikalno-kemijskih parametrov
izmerjena absorbanca sorazmerna dolZini poti zarka () in koncentraciji topljenca (c):

A=¢-c-b ..(6)
kjer je:

& = molarni absorbcijski koeficient [l/(mol-cm)], kadar je b izrazen v [cm] in c v [mol/l].

Opticno gostoto pri 654 nm smo izmerili dvakrat: prvi¢ za pripravo rastnih krivulj (pred
poskusom) in drugi¢ za opazovanje celicne rasti v poskusu. Faze rasti smo ¢asovno locili
na §tiri dele (Preglednica 9), ob katerih smo opravili meritve. Cas meritve smo sproti
dolo¢ili glede na naras¢anje OD v kontrolnih vzorcih poskusa. Slepi kontrolni vzorec za
umeritev spektrofotometra (Novaspec® II, Svedska) je bilo tekote M2 gojisée iz iste serije
kot gojisce, ki smo ga uporabili za poskus. Pred meritvami smo vzorce hranili v
inkubatorju na 37°C.

3.24 Merjenje pH

Izraz pH-vrednost izvira iz latinskega izraza potentia hidrogenii. Vrednost pH je merilo za
kislost ali bazicnost raztopin. Po definiciji je pH negativni dekadi¢ni logaritem
koncentracije oksonijevih (H;O") ionov (Bukovec in Brengi¢, 2000).

Fermentacijski produkti rasti anaerobnih bakterij (KMK, H, idr.) povzrocijo zakisanje
gojisca, zato je merjenje pH vrednosti tekocih kultur med rastjo lahko eden izmed nacinov
za spremljanje hitrosti in obsega bakterijske rasti. pH lahko merimo na razli¢ne nacine,
npr. s pH indikatorji (lakmusov papir) ali pa elektrokemi¢no s pH elektrodo, ki omogoca
precej bolj natan¢no merjenje (Bukovec in Brencic, 2000)

Po meritvah opti¢ne gostote smo tekoCe kulture v Hungate epruvetah centrifugirali
(Janetzki® TM23, Neméija) 30 minut pri 3000 rpm in sobni temperaturi (25°C).
Supernatant posameznega vzorca smo uporabili za meritev pH z elektrodo (Orion® 520A,
ZDA), pelet pa resuspendirali v 1 ml 50 mM Na-fosfatnega pufra (pH 6,5), prelili iz
epruvet v minicentrifugirke, in ponovno centrifugirali (Hettich® Mikro 200R, Nemg&ija),
tokrat 10 minut pri 12.000 g in 4°C. Sprane pelete smo za nadaljno analizo dolo¢anja
celi¢nih proteinov po Lowry-ju hranili v zmrzovalniku pri —20°C.
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3.2.5 Ugotavljanje koncentracije celicnih proteinov po Lowryju

Poleg merjenja opticne gostote in spremembe pH vrednosti gojis¢a oz. kulture lahko hitrost
in obseg rasti bakterij v tekoCi kulturi spremljamo tudi z ugotavljanjem skupne
koncentracije oz. s porastom koncentracije celicnih proteinov v kulturi. Namen
ugotavljanja koncentracije celi¢nih proteinov po Lowryjevi metodi (Lowry in sod., 1951)
je ocenjevanje uspesSnosti rasti mikrobnih celic. Manjsa kot je izmerjena koncentracija
proteinov, manjse je Stevilo celic. Iz tega lahko npr. sklepamo na vec¢ji inhibitorni u¢inek
proucevanjega rastlinskega izvlecka ter obratno. Koncentracija proteinov je torej
neposreden pokazatelj Stevila mikrobnih celic v vzorcu. Rezultat lahko sluzi za primerjavo
z rezultati drugih metod za ocenjevanje hitrosti in obsega bakterijske rasti (npr. merjenje
opticne gostote) ali pa ga uporabimo za kvantifikacijo razli¢nih vzorcev celicnih proteinov,
ki jih Zelimo primerjati oz. analizirati z zahtevnejSimi biokemijskimi tehnikami (SDS-
PAGE, 2D SDS-PAGE).

Vzorce (pelete) za ugotavljanje celi¢nih proteinov po Lowryjevi metodi (Lowry in sod.,
1951) smo predhodno odmrznili in nato resuspendirali v 1 ml 50 mM Na-fosfatnega pufra
(pH 6,5). Suspenzijo smo nato uporabili po naslednjem protokolu, ki smo ga modificirali
(t.j. ustrezno zmanjSali volumne reagentov) tako, da je delo lahko potekalo v
mikrocentrifugirkah in mikrotitrskih ploscah:

1. Celi¢ne pelete resuspendiramo v 1 ml Na-fosfatnega pufra (50 mM, pH 6'5).

2. Prenesemo 40 ul suspenzije v mikrocentrifugirke (neredCen) ter napravimo ustrezne
redcitve (20x in 100x) in njihove paralelke.

3. Vmesamo 40 ul NaOH (1 M). Potece hidroliza vzorca.

4. Mikrocentrifugirke zapremo in kuhamo 5 minut na 100°C ter ohlajamo 15 minut. Potece
denaturacija proteinov.

5. Dodamo 80 pl biuretnega reagenta (Lowry A+B v razmerju 50:1) ter inkubiramo 15
minut na sobni temperaturi.

6. Dodamo 16 pl Folin-Ciocalteujevega reagenta (mesan z destilirano vodo v razmerju 1:1)
ter inkubiramo 10 minut na sobni temperaturi. Intenziteta barve je odvisna od
koncentracije proteinov v vzorcu.

7. Vzorce z multikanalno pipeto prenesemo na mikrotitrsko plosco in izmerimo absorbanco
(Novaspec” II, Svedska) pri 650 nm.

Poleg hidrolize vzorca v alkalni raztopini ter termi¢ni in kemicni obdelavi smo za meritev
koncentracije celi¢nih proteinov skupaj z vzorci na enak nacin pripravili Se umeritveno
krivuljo z razli¢énimi koncentracijami govejega serumskega albumina (BSA; angl. bovine
serum albumin).
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Preglednica 8: Priprava umeritvene krivulje za merjenje koncentracij celi¢nih proteinov po Lowryju

koncentracija (mg./ml) volumen BSA raztopine (mg/ml)| volumen destilivane vode (mg/ml)
0,40 0,40 0,00
0,32 0,32 0,082
0,24 0,24 0,16
0,16 0,16 0,24
0,20 0,08 0,32
0,00 0,00 0,40
0,00 (BLANE) za kalbrarijo aparata| 0,00 0,40

Vzorce sevov z razli¢nimi koncentracijami izvleCka smo za Lowryjevo metodo pripravili v
redceni (20x in 100x) in nered¢eni obliki, pri rezultatih pa smo upostevali tisto redCitev, ki
je bila znotraj obmoc¢ja umeritvene krivulje. Obe paralelki posameznega vzorca in njegovih
red¢itev smo na mikrotitrski plos¢i pripravili v duplikatu.

Za meritev absorbance po konanem protokolu dolocanja celi¢nih proteinov po Lowryju
smo uporabili merilni aparat ELx 808 (Bio-Tek, ZDA) ter racunalniski program KC junior.

3.2.6 Ekstrakcija KMK in plinska kromatografija za njihovo dolo¢anje

Pri vseh sevih smo po zadnji t.j. Cetrti meritvi opti¢ne gostote odvzeli 1 ml vzorca, naredili
etrsko ekstrakcijo kratkoveriznih mascobnih kislin ter ugotoviti vsebnost KMK s plinskim
kromatografom (5890A, Hewlett Packard”, ZDA). Preostanek vzorca (~7 ml) smo nadalje
uporabili za meritev pH ter pripravo peleta za ugotavljanje celi¢nih proteinov po Lowryju.
Manjsi volumen (7 ml namesto 8 ml) smo upostevali pri izratunu koncentracije proteinov
ter KMK na ml tekoce kulture.

3.2.6.1 Protokol za etrsko ekstrakcijo kratkoveriznih mascobnih kislin

1. 'V Hachovo epruveto dodamo 0,4 g NaCl, ki nase veze vodo.

2. Dodamo 1 ml homogenega vzorca in epruveto zapremo, da preprec¢imo izhlapevanje.

3. Vzorce zakisamo z 200 pl 50 % H,SOs.

4. Dodamo 100 pl IS (interni standard je krotonska kislina s koncentracijo 1g/100 ml).

5. Dodamo 1 ml etra (dietileter; Merck”™, Nemé&ija).

6. Zapremo epruveto in jo 20x premeSamo z obracanjem.

7. Centrifugiramo do 2000 rpm (nato centrifugo ustavimo) pri sobni temperaturi (Janetzki®
TM23, Nemcija).

8. 'V novo Hachovo epruveto odpipetiramo zgornjo etrsko fazo.

9. V prvo epruveto ponovno dodamo 1 ml etra in ponovimo 6. in 7. korak.

10. Odpipetiramo zgornjo etrsko fazo in jo zdruzimo s prvo.

11. Dodamo 1 spatulo CaCl, granulata, ki nase veze vodo.

12. Analiziramo s plinskim kromatografom oziroma do analize hranimo pri —20°C najve¢
14 dni.
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3.2.7 Plinska kromatografija za ugotavljanje produkcije KMK in vodika

Plinska kromatografija je pri analizi vzorcev iz vampa zelo uporabna za ugotavljanje vrste
in stopnje mikrobne produkcije KMK ter plinskih fermentacijskih produktov. Razmerje in
kolicino KMK ali plinskih produktov spremljamo npr. takrat, ko zelimo ugotoviti, kako
neka snov, ki vpliva na hitrost ali obseg bakterijske rasti, vpliva tudi na sam metabolizem
obcutljivih bakterij (t.j. razmerje KMK ali celokupno koncentracijo KMK ter koli¢ino
plinov, kar poleg vpliva na stopnjo rasti lahko odraza tudi vpliv na metabolizem).

Koncept plinskega kromatografa sta zasnovala Martin in Synge (1941) in temelji na
eluiranju vzorca z mobilno fazo skozi votlo kolono s stacionarno fazo medija. Mobilna
faza se glede na stik s stacionarno fazo pomika skozi sistem s pomocjo kapilarnega vleka,
gravitacijske sile ali pa nadtlaka pri ¢emer je stacionarna faza namescena na votli koloni.
Mobilna faza je plin, zajet neposredno iz plinskega dela vzorca (plinska kromatografija za
detekcijo plinov) ali pa plin odparjen iz tekocega vzorca (tekoCinska kromatografija za
detekcijo KMK). V primeru plinske mobilne faze poteka eluiranje vzorca z inertnim
plinom, ki je nereaktiven (npr. argon) in sluzi le transportu vzorca skozi kolono s
kontrolirano temperaturo. Glede na termicno prevodnost znanega nosilnega plina detektor
selektivno prepozna plin vzorca po Casu zadrzevanja v koloni im. retencijskem casu. Pri
istih razmerah se doloCena spojina eluira vedno v istem Casu od vbrizga do stika z
detektorjem. Plin vzorca je v plinskem kromatografu detektiran s toplotno prevodno celico
(TCD; angl. thermal conductivity detector cell), za prepoznavnost pa je potrebno sistem
kalibrirati s plinskim standardom (plini znanih molskih mas v doloenem volumskem
razmerju). Tekoce vzorce (kratkoverizne masCobne kisline ekstrahirane v dietiletru)
injicirane v votlo kolono plinskega kromatografa detektira plamenski ionizirajo¢i detektor
(FID; angl. flame ionization detector), sistem pa kalibriramo s kalibrirno raztopino z
znanimi koli¢inami znanih mascobnih kislin (Preglednica 6). Razli¢ni retencijski Casi se
izrazijo v spremembi elektricnega signala, ki zaznava komponente vzorca in jih izpiSe v
obliki kromatograma (Skoog in sod., 1998).

Pri sevih R. albus 20455 in B. fibrisolvens 3071" smo po zadnji meritvi opti¢ne gostote
najprej izmerili Se prisotnost plinov v plinskem delu vzorca (odvzem dela atmosfere nad
kulturo v Hungate epruveti skozi zamasek) s plinskim kromatografom (GC 14A,
Shimadzu®, Japonska), ki smo ga pred zadetkom dela umerili s standardno meganico
plinov (H; 14,92 vol.%, N, 20,29 vol.%, CH4 20,12 vol.% in CO; 44,67 vol.%). Pri obeh
sevih nas je zanimala produkcija vodika oz. vpliv evgenola na stopnjo produkcije, kar je
pomembno s stalis¢a vplivanja na produkcijo metana v vampu.
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3.2.8 Statisti¢na obdelava rezultatov s Studentovim t-testom

Rezultate plinske kromatografije (za ugotavljanje KMK in za ugotavljanje H;) smo
statisticno ovrednostili s Studentovim t-testom in 95 % stopnjo zaupanja oz. 5 %
dvostranskim tveganjem (o = 5 % oz. p = 0,05). Ta test se uporablja za statisticno
ovrednotenje razlik (t.J. s 95 % zaupanjem poda sklep, da je razlika statisti¢no znacilna oz.
neznacilna) med dvema povpre¢jema (v naSem primeru med povpre¢jem paralelk vzorca z
dodanim evgenolom in povprecjem paralelk kontrolnega vzorca za posamezen sev) glede
na to, kakSna je variabilnost samih vrednosti oz. podatkov. Uporablja se v primeru, ko je
vzorcev malo, t.j. ko imamo za vsak poskus majhno Stevilo paralelk (n;... Stevilo paralelk
prvega vzorca (v naSem primeru vzorca z evgenolom) in ny... Stevilo paralelk drugega
vzorca (v nasem primeru kontrolnega vzorca) ter velja n; + n, < 30; v naSem primeru je n;
+ np = 2 +2 = 4). Iz tabele percentilnih vrednosti za Studentovo t-porazdelitev z n
stopinjami prostosti od¢itamo t-vrednost, ki dolo¢i meje, pri katerih razlika med
povprecjema postane statisticno znacilna. V naSem primeru smo imeli n; + n, — 2 = 2
stopinji prostosti (od n; + n, odstejemo vrednost 2, ker gre za vzor¢ni porazdelitvi), zato
pri 5 % tveganju iz tabele odgitamo t-vrednost + 4,30. Ce je s Studentovim testom
izraCunana t-vrednost ve¢ja od t-vrednosti iz tabele, potem lahko podamo sklep, da sta
povprecji dveh vzorcev statisticno znacilno razli¢ni.

3.2.9 Shema eksperimenta

Meritve poskusa (merjenje pH, priprava celi¢nih peletov za ugotavljanje koncentracije
celiénih proteinov po Lowryju, doloc¢anje produkcije KMK in plinov) smo za vsak sev
opravili v 4 fazah rasti: (i) ob zacetku eksponentne faze rasti (OD ~0,2 relativnih enot), (ii)
v sredini eksponentne faze rasti (OD ~%20Dp, , ki je specifien za posamezen sev), (iii) ob
koncu eksponentne faze rasti (OD ~ODp.x | ki je specifiCen za posamezen sev) in (iv) pri
28-urnih kulturah (v stacionarni fazi celi¢ne rasti).

Preglednica 9: Kontrolne tocke posameznih faz celi¢ne rasti izbranih sevov

fasovna oxnaka | faza celitne rast Lkontrolna tocka
1. zadetek eksponentre faze celidng rasti | OD -~ 02

2. sredina eksponentne faze celitne rasti | OD ~ 3 OD max
3 konec eksponentne faze celiéne rasti | OD max

4. stacionarna faza celitne rasti 28-urne kulture

Potem, ko smo pripravili rastne krivulje za vseh Sest sevov smo priceli s poskusom —
proucevanjem vpliva evgenola na rast in nekatere druge lastnosti izbranih sevov vampnih
bakterij. Poskus smo zaceli z dodajanjem izvlecka v sterilizirano in avtoklavirano M2
gojis¢e. Volumen gojisc¢a smo dolocili tako, da je zadostoval za poskus z dvema sevoma
naenkrat za dolocCeno testirano koncentracijo evgenola, t.j. 2 seva x 2 paralelki x 4 meritve
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x 8 ml = 128 ml, kar smo zaokrozili na 140 ml. Vecji volumen je koristil tudi v izogib
potencialnim eksperimentalnim napakam pri pipetiranju majhnih volumnov evgenola.
Gojisce z ustrezno koncentracijo evgenola smo v anaerobni komori sterilno razdelili po
steriliziranih Hungate epruvetah ter vsako epruveto inokulirali s 100 pl ¢ezno¢ne kulture
ustreznega seva. Epruvete smo zaprli s steriliziranimi zamaski ter jih iz anaerobne komore
prenesli v inkubator, kjer smo vzorce do meritev inkubirali pri 37°C. Testirali smo dve oz.
tri koncentracije evgenola (poglavje 3.2.2), ki smo jih dolocili glede na predhodne
raziskave (Busquet Solé, 2005). Ves potreben material (Hungate epruvete, zamaske za
Hungate epruvete, gojis¢a in drugo) smo predhodno sterilizirali z avtoklaviranjem.
Filtersko steriliziran rastlinski izvleek evgenol, z gostoto 1'07 g/cm’, smo v anaerobni
komori sterilno dodali gojiscu v transfuzijskih steklenickah (140 ml M2 gojisca).

Dodajanje evgenola v
sterilno anaerobno gojiide

shranitev spranih celignih peletoy na -20°C
razdeljevatje (3 ml) po za dolofanje celidnih proteinov po Lowtju
Hungate epruvetah

cettrifugiranie mincentrifozivk
inokulacija s (10 miry, 12000z, 4°C7
16 urno kulturo (po 100 pl)
supernatant
za metitve pH
pelet + 1ml 50 mMd Na-FB
izrajanis merites in prenos v rinicentrifugirke
v &tirih fasovndh razmakih

1. 0D~ 02 o
2. ~sreding eksponentne faze celiéne rasti CE%M@;SEEE epmv;t D
3. prehod iz eksponentne v stacionarne fazo o (30 min, i, S0bna
4. 28-urne kulture | ¥ savi |OD+

Frumimicola, oD+

P_bryanﬁ!’,. |1 ol kulture za
Rfavefacteans | chstrakeijo HME,
Fsuecinogenes | .7 ml za nadaljno analizo

Ralbusin  |OD+
B fibrizoluens| plinska analiza,
~1 ral kulture za
ehatarkeijo HIWIE,
~7 ml za nadaljno analizo

Slika 7: Shema eksperimenta

Glede koncentracije dodanega evgenola smo poskus razdelili na dva eksperimenta. V
prvem smo proucevali vse seve, v drugem pa zaradi ¢asovne zahtevnosti le seva R. albus
20455 in R. flavefaciens 007 S/6. Za prvi eksperiment smo potrebovali 2 (proucevali smo 2
seva naenkrat) x 2 (2 paralelki) x 2 (2 koncentraciji evgenola) x 4 (za 4 meritve, ki smo jih
dolocili iz rastnih krivulj) = 32 Hungate epruvet ter za vsak sev Se dve kontroli (rast v
gojiscu brez evgenola), torej 36 epruvet oz. vzorcev za dva seva. V drugem eksperimentu
smo namesto dveh proucevali tri razlicne koncentracije evgenola, kar je pomenilo 2 x 2 x 3
X 4 = 48 epruvet ter za vsak sev Se dve kontroli, torej 52 Hungate epruvet oz. vzorcev za
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analizo. Vsako epruveto z 8 ml gojisca (kontrola) oz. z 8 ml gojisca in dodatkom evgenola
v ustrezni koncentraciji smo v anaerobni komori inokulirali s 100 pl ¢eznocne (~16-urne)
kulture posameznega seva (~1,25 vol.%), spremljali naraS¢anje OD vrednosti v kontrolnih
vzorcih posameznih sevov ter ob ustreznih vrednostih za kontrolne vzorce in vzorce z
dodanim evgenolom izvedli naCrtovane meritve, kar je potekalo v Stirih za sev specifi¢nih
casih tekom poskusa.

Prve tri meritve so potekale v eksponentni fazi rasti, kjer smo izmerili opti¢no gostoto
tekoCih kultur, pH in dolocili koncentracijo celi¢nih proteinov po Lowryju. Pri Cetrti
meritvi, ki je potekala v stacionarni fazi rasti, pa smo naredili Se plinsko analizo atmosfere
med kulturami (za seva B. fibrisolvens 3071" in R. albus 20455) ter ekstrakcijo
kratkoveriznih maS¢obnih kislin in njihovo analizo (za vse seve). Kljub razli¢ni hitrosti
celi¢ne rasti posameznih sevov smo z dolocitvijo Stirth meritvenih tock glede na rastne
krivulje rezultate med sevi lahko primerjali.
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4 REZULTATI
4.1 GOJENIJE CISTIH BAKTERJSKIH KULTUR ZA UMERITEV RASTNIH
KRIVULJ

Iz meritev OD smo pripravili rastne krivulje za vseh Sest prouc¢evanih sevov v M2 gojisc¢u
brez dodatka evgenola (Slika 8). 1z rastnih krivulj sevov pred poskusom smo lahko dolo¢ili
zacetek, sredino in konec eksponentne faze rasti posameznega seva ter tako dolocili cCas
inkubacije, po katerem smo nato v poskusu rast zaustavili in opravili opisane meritve.

Na Sliki 8 vidimo, da sta rastni krivulji obeh paralelk posameznega seva primerljivi,
vidimo pa tudi razlike v hitrosti in maksimumu rasti za posamezne seve. Glede na
prikazane krivulje smo izbrali po dva seva s podobno hitrostjo rasti (P. ruminicola 23" in
R. flavefaciens 007 S/6, R. albus 20455 in F. succinogenes S85 ter P. bryantii Bi4 in B.
fibrisolvens 3071%), ki smo ju skupaj proudevali pri poskusu z nizko in visoko
koncentracijo evgenola.

204

0D pri 654 nm (relativne enote)

—S—Prevotella bryantii By _1 Fikrobacter succinogenes S85_1
—+—Prevotells bryantii B4 _2 Fibrobacter succinogenss 585 _2

0.4 Presvoitella rumini cola 23;_1 ——Ruminococcus flavefaciens 007 506 1
Prevotella ruminicola 237 _2 —a—Ruminococcus flavetaciens 007 576 _2
0z - —o—Butyrivibrio fibrisalvens 30717 _1 Ruminococcus albus 20455 _1
i —=—Butyrivibrio fibrizolvens 30717 _2 Ruminococcus albus 20455 _2
&
] 2 4 fi a8 0 12 14 16 12 0 2z 24 6 28
starost kulture (h)

Slika 8: Rastne krivulje sevov

Hitro rast smo zabelezili pri sevih R. albus, B. fibrisolvens, P. bryantii in F. succinogenes.
Nasteti sevi so eksponentno fazo celi¢ne rasti zakljucili v 6 do 8 urah po inokulaciji v
teko¢e M2 gojisce. Pri tem so vsi sevi prvo uro do dve po inokulaciji potrebovali za
adaptacijo na rastne razmere. PoCasnejSo celi¢no rast sta izkazala seva R. flavefaciens in P.
ruminicola, ki sta za nastop stacionarne faze celi¢ne rasti potrebovala dlje Casa, tocno
starost ali maksimalno ODgss vrednost kultur ob prehodu v stacionarno fazo pa je bilo



Zajc P. Vpliv evgenola na nekatere fenotipske znacilnosti izbranih bakterijskih sevov iz vampa. 32
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2007

zaradi polozne oblike krivulje teZko natan¢no dologiti. Cetrto — zadnjo meritev poskusa
smo opravili pri 28 ur starih kulturah in iz krivulj rasti vidimo, da so po tem casu
inkubacije vsi sevi gotovo v stacionarni fazi rasti.

4.2 RAST IZBRANIH BAKTERIJSKIH SEVOV V GOJISCIH Z IN BREZ
EVGENOLA
4.2.1 Merjenje opti¢ne gostote

Z merjenjem opti¢ne gostote smo spremljali rast mikroorganizmov glede na razli¢ne
koncentracije evgenola v gojis¢u v primerjavi s kontrolo, kjer v gojis¢e nismo dodali
evgenola. Naslednji grafikoni (Slika 9) prikazujejo meritve opticne gostote razli¢nih sevov
pri koncentraciji evgenola 100 in 1000 mg/l. Prikazane so tudi vrednosti standardnih
odklonov med dvema paralelkama posameznih meritev.
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Slika 9: Rast (OD654) v odvisnosti od Casa za seve P. ruminicola 23T, P. bryantii B14, B. fibrisolvens
3071T in Fibrobacter succinogenes S85 pri dveh koncentracijah evgenola

Z meritvami opti¢ne gostote smo ugotovili, da je evgenol je v koncentraciji 1000 mg/l
popolnoma inhibiral rast sevov P. ruminicola 23", P. bryantii Bi4, B. fibrisolvens 3071" in
F. succinogenes S85 (Slika 9). Evgenol v nizji koncentraciji (100 mg/l) na celi¢no rast
omenjenih sevov ni imel vpliva oz. je le delno inhibiral obseg rasti pri sevu P. ruminicola
23", Stacionarna faza celi¢ne rasti je bila pri vzorcih z niZjo koncentracijo evgenola
dosezZena v podobnem ¢asu kot pri kontrolnem vzorcu. Celi¢na rast se je nato z ustalitvijo



Zajc P. Vpliv evgenola na nekatere fenotipske znacilnosti izbranih bakterijskih sevov iz vampa. 33
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2007

rastne krivulje ustavila. Negativne OD vrednosti so posledica minimalnih razlik v
absorbanci med gojis¢em s katerim smo umerili spektrofotometer ter vzorci, Ceprav so bila

vsa gojisca iz iste serije.

Za podrobnejSo analizo bi bile potrebne meritve celi¢ne rasti pri vmesnih koncentracijah
evgenola v vzorcu, kar smo napravili za seva R. flavefaciens 007 S/6 in R. albus 20455. Tu
smo testirali tri vmesne koncentracije evgenola: 250, 500 in 750 mg/l. Rezultati merjenja
opticne gostote za seva R. flavefaciens 007 S/6 in R. albus 20455 pri treh vmesnih
koncentracijah evgenola so z vrednostmi standardnih odklonov med dvema paralelkama
poskusa prikazani v spodnjih grafikonih (Slika 10).

1.0 1 Ruminococcus flavefaciens 007 S/6 = 1.0 1+ Ruminoceccus albus 20455
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Slika 10: Rast (OD654) v odvisnosti od Casa za seva R. flavefaciens 007 S/6 in R. albus 20455 pri treh
koncentracijah evgenola

Pri vzorcih z vi§jo koncentracijo evgenola (750 mg/l) je bila celi¢na rast seva R. albus
20455 popolnoma inhibirana, pri sevu R. flavefaciens 007 S/6 pa sta bila delno inhibirana
hitrost in obseg celi¢ne rasti (Slika 10). Faza prilagajanja je bila pri sevu R. flavefaciens
007 S/6 podaljsana, nadaljni potek celicne rasti pa bi bilo potrebno spremljati dlje Casa, t.].
ve¢ kot 28 ur. Rasti sevov po tem ¢asu nismo spremljali. V vzorcih s srednje visoko
koncentracijo evgenola (500 mg/l) smo pri sevu R. albus 20455 $e vedno belezili popolno
inhibicijo rasti, pri sevu R. flavefaciens 007 S/6 pa le delno inhibicijo hitrosti in obsega
celi¢ne rasti. V vzorcih z nizjo koncentracijo evgenola (250 mg/l) celi¢na rast ni bila
inhibirana oz. je bil le delno inhibiran obseg rasti pri sevu R. flavefaciens 007 S/6. V
izbranem koncentracijskem obmoc¢ju (med 0 in 750 mg/1) je bil odnos med koncentracijo
evgenola in inhibicijo hitrosti celine rasti seva R. flavefaciens 007 S/6 sorazmeren, t.j.
vecja koncentracija evgenola je ustrezno bolj inhibirala hitrost rasti kot manjsa
koncentracija evgenola. O vplivu na obseg njegove rasti pa bi lahko ve¢ sklepali, ¢e bi
merili OD tudi pri starejSih kulturah. Pri sevu R. albus 20455 je bil odnos med
koncentracijo evgenola in inhibicijo rasti v izbranem koncentracijskem obmocju evgenola
nesorazmeren. Potrebno bi bilo testirati ¢ vmesne koncentracije evgenola med 250 in 500

mg/l.
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4.2.2 Merjenje pH

Ob pojavu mikrobne rasti smo pri vseh vzorcih zaznali padec pH vrednosti v gojis¢u, kar
smo pripisali mikrobni produkciji kislin, mikrobna nedejavnost pa je povzrocila ustalitev
pH vrednosti. Iz tega smo sklepali na dogajanje v vzorcu, natan¢neje na mikrobno
aktivnost ali neaktivnost. Ugotovili smo tudi, da meritve pH zaradi majhnih sprememb
vrednosti niso zelo informativne pri vrednotenju rezultatov celiCne rasti. Rezultati so
prikazani v spodnjih grafikonih (Sliki 11 in 12).
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Slika 11: pH in rast (OD654) v odvisnosti od Casa za seve P. ruminicola 23T, P. bryantii B14, B.
fibrisolvens 3071T in F. succinogenes S85 pri dveh koncentracijah evgenola

Ob popolni inhibiciji rasti v vzorcih z evgenolom v koncentraciji 1000 mg/I pri sevih P.
ruminicola 23", P. bryantii B,4, B. fibrisolvens 3071" in F. succinogenes S85 se tudi pH
vrednosti niso spreminjale (Slika 11). To je dokazovalo mikrobno nedejavnost. Nasprotno,
evgenol v nizji koncentraciji (100 mg/1) pri nastetih sevih ni imel inhibitornega ucinka in je
mikrobno aktivnost izkazovalo postopno padanje pH vrednosti. Pri tem se krivulje vzorcev
z evgenolom v nizji koncentraciji in krivulje kontrolnega vzorca niso dosti razlikovale.
Padec pH vrednosti je bil sorazmeren glede na mikrobno rast v gojis¢u. Vecja kot je bila
inhibicija rasti, manjSa je bila sprememba pH gojis¢a oz. kulture. Rezultati meritev pH
vrednosti za seva R. flavefaciens 007 S/6 in R. albus 20455, kjer smo upoStevali tri
zaporedne koncentracije evgenola, so prikazani v spodnjih grafikonih (Slika 12).

pH

pH



Zajc P. Vpliv evgenola na nekatere fenotipske znacilnosti izbranih bakterijskih sevov iz vampa. 35
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2007

Rumihococcus flavefaciens 007 5/6 10 ] T70
10 170 Ruminococcus albus 20455
=
4 e + 6.8
- 0.8 T 68
z 1 = TEE
o T £ 06
L +EE & 2 B
g - LSRR o 164
5 | Al o
=04 T 6.4 E e AERE o
g = T +E2
et 1 i g e '
] Rl
is 02
002 52 g Leo
-
0.0 &0 oo ¥ r + =% 155
g 9 12,5 i} 423 R 10 28
starost kulture (h) -0z starost kulture (1) lsg
—a— CTER_ O --&-- CTE_pH
EWG 250 mg/1_ 0D EWG 250 mzfl_pH
EWG 500 me/1_ 0D EW 500 mzfl_pH

——EVG7S0mg/l_0D - EV750mgsl_pH

Slika 12: pH in rast (OD654) v odvisnosti od ¢asa seva R. flavefaciens 007 S/6 in R. albus 20455 pri treh

koncentracijah evgenola

Evgenol je v vi§ji koncentraciji (750 mg/l) popolnoma inhibiral celi¢no rast sevov R.
flavefaciens 007 S/6 in R. albus 20455 (Slika 12), pri ¢emer se pH vrednosti niso dosti
spreminjale. Evgenol v srednje visoki koncentraciji (500 mg/1) je imel pri obeh sevih prav
tako inhibitoren ucinek. Pri obeh sevih smo ob srednje visoki in visoki koncentraciji
evgenola padec pH vrednosti v zadnji meritvi pripisali moznosti posledice lize mikrobnih
celic in izlivu celi¢énih komponent v fazi odmiranja. V vzorcih z nizjo koncentracijo
evgenola (250 mg/l) celi¢na rast seva R. albus 20455 ni bila inhibirana, pri sevu R.
flavefaciens 007 S/6 pa je bil delno inhibiran obseg rasti. Pri slednjem smo v zadnji meritvi
belezili porast pH vrednosti kar smo pripisali posledici zmanjSane mikrobne aktivnosti po

nastopu stacionarne faze rasti.

Ugotovili smo, da je padec pH ustrezen pokazatelj mikrobne rasti v gojiscu.
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4.2.3 Ugotavljanje koncentracije celi¢nih proteinov po Lowryju

Celokupno koncentracijo celi¢nih proteinov, ki smo jo ugotovili z metodo po Lowryju,
smo dolocili le pri tistih vzorcih, kjer mikrobna rast ni bila popolnoma inhibirana. Rezultati
meritev celokupnih koncentracij celi¢nih proteinov so grafi¢no prikazani skupaj z rezultati
meritev opti¢ne gostote (Sliki 13 in 14).
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Slika 13: Koncentracija celi¢nih proteinov in rast (OD654) v odvisnosti od ¢asa za seve P. ruminicola 23T,
P. bryantii B14, B. fibrisolvens 3071T in F. succinogenes S85 pri nizji koncentraciji evgenola

Evgenol v nizji koncentraciji (100 mg/l) ni bistveno vplival na rast sevov P. ruminicola
23" P. bryantii B4, B. fibrisolvens 3071" in F. succinogenes S85 (Slika 13). Krivulje
koncentracij celicnih proteinov vzorcev z evgenolom se niso dosti razlikovale od krivulj
kontrolnih vzorcev, razen pri sevu P. ruminicola 23", kjer so bile izmerjene koncentracije
celi¢nih proteinov opazno nizje. Dejstvo smo pripisali delni inhibiciji obsega celicne rasti
seva P. ruminicola 23" z evgenolom v koncentraciji 100 mg/l. Rezultati meritev celokupne
koncentracije celi¢nih proteinov po Lowryju so bili iz tega vidika v primerjavi z rezultati
meritev opti¢ne gostote zanimiv odziv mikrobne rasti na izbrano koncentracijo evgenola.
Do neke mere podoben fenomen smo opazili pri sevih B. fibrisolvens 3071" in F.
succinogenes S85, kjer smo po nastopu stacionarne faze rasti ugotovili zmanjSanje
celokupne koncentracije celi¢nih proteinov v primerjavi z rezultati meritev opti¢ne gostote.
Zaradi spreminjanja Stevila in velikosti celic ter lize mikrobnih celic v fazi odmiranja in

mg celitrih proteinoy § il kulture
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izliva celicnih komponent so lahko OD vrednosti manj zanesljive od dejanskih vrednosti
celokupnih koncentracij celi¢nih proteinov, ki so v neposredni povezavi z uspesnostjo
celicne rasti. Od pricakovane koncentracije je odstopala tudi krivulja celokupnih
koncentracij celi¢nih proteinov seva P. bryantii Bj4 z evgenolom v nizji koncentraciji. Tu
smo sklepali, da je prislo do analitske napake, in bi bilo potrebno, preden podamo
zakljucke, analizo za ta vzorec ponoviti. Rezultati meritev ugotavljanja celokupnih
koncentracij celi¢nih proteinov po Lowryju za seva R. flavefaciens 007 S/6 in R. albus
20455, kjer smo upostevali tri zaporedne koncentracije evgenola, so prikazani v spodnjih
grafikonih (Slika 14).

Ruminecoccus flavefaciens 007 5/6
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Slika 14: Koncentracija celi¢nih proteinov in rast (OD654) v odvisnosti od ¢asa za seva R. flavefaciens 007
S/6 in R. albus 20455 pri niZjih koncentracijah evgenola

Rezultati meritev celokupnih koncentracij celi¢nih proteinov po Lowryju so pri sevu R.
flavefaciens 007 S/6 izkazali delno inhibicijo hitrosti in obsega celi¢ne rasti pri obeh
merjenih koncentracijah evgenola t.j. 250 in 500 mg/l (Slika 14). Krivulji meritev
celokupnih koncentracij vzorcev z evgenolom pri sevu R. flavefaciens 007 S/6 bolj
odstopata od pri¢akovane krivulje kontrolnega vzorca. Pri sevu R. albus 20455 je to
odstopanje manjSe. Mikrobna rast pri sevu R. albus 20455 z evgenolom v koncentraciji
250 mg/l, glede rezultatov meritev celokupnih koncentracij celi¢nih proteinov, ni bila
inhibirana.

Ugotovili smo, da je padec celokupne koncentracije celi¢nih proteinov tudi do neke mere
ustrezen pokazatelj manjSe mikrobne aktivnosti v gojiS€u ter da za razliko od meritev
opti¢ne gostote pokaze doloene spremembe v proucevanih rezultatih.
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4.3 EKSTRAKCIJA KMK IN PLINSKA KROMATOGRAFIJA ZA
DOLOCANIJE VODIKA
4.3.1 Ugotavljanje koncentracije kratkoveriznih masc¢obnih kislin

Glavni mikrobni produkti kratkoveriznih mascobnih kislin prouc¢evanih bakterijskih sevov
so naslednji: acetat (ocetna kislina), propionat (propionska kislina) in butirat (i-maslena in
n-maslena kislina). Ocetna kislina ima izmed nastetih kislin v poskusu najkrajSo verigo,
zato je tudi najbolj hlapna, meritve pa zato najbolj nezanesljive. Del ekstrahiranih KMK v
vseh vzorcih izhaja iz samega M2 gojiS¢a in ni posledica mikrobne produkcije prouc¢evanih
sevov, kar smo upostevali (odsteli) pri izraCunu koncénih rezultatov. Parcialni volumen
ocetne in propionske kisline je pri ve€ih vzorcih tik pred meritvijo popolnoma izhlapel in
je po odstetju celokupne koncentracije KMK M2 gojisca zato izkazal negativno vrednost.
Analiza in interpretacija rezultatov meritev KMK je bila zaradi eksperimentalnih napak
otezkoCena in je zato vprasljiva. Eksperimentalne napake so bile najverjetneje ve¢inoma
posledica ne dovolj hitrega izvajanja etrske ekstrakcije v obdobju in intenzivnega
izhlapevanja vzorca ter neenakomerno razporejenih volumnov paralelnih vzorcev, ki so
posledica mehurckov v pipeti pri pipetiranju ipd. Pri tem smo tezko dolocili sam vpliv
posledice spreminjanja velikosti mikrobnih celic, spreminjanja vsebine vzoréne raztopine
zaradi lize mikrobnih celic ipd. Rezultate smo statisticno ovrednotili s Studentovim t-
testom. Rezultate meritev KMK smo analizirali le pri neinhibitornih koncentracijah
evgenola. V nadaljevanju sta prikazani tabela meritev celokupnih koncentracij KMK in
tabela razmerij parcialnih volumnov KMK izbranih sevov (Preglednici 10 in 11).
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Preglednica 10: Tabela celokupnih koncentracij KMK pri izbranih sevih

sev iy HMK acetat {g/l) propionat (g1} butirat (g/l) skupaj {g/1)

- CTR 1685 0.190 0.010 1786

Prevotelia ruminicola — Tyng mon 1116 0.081 0.000 1197
sev 23 1000 mg/! / ; / 0.000

- CTR 2 855 0.000 0.000 2 855

Frevotella b”!f’a””é ) 100 g 0.750 0.000 0.000 0.750
SEVE 1000 g/ / / / 0.000

o CTR 0.000 0.000 1136 1136
Butyrivibrio fionsobens 400 gyl 1.034 DOo0 1195 2229
sev3071 000 mgi) / / / 0.000

CTR 0.000 0.000 1458 1458

Fibrabacter SUCC."."IIDQE'."IIES 100 mgfl 0.000 0.000 1.204 1.304
ST 1000 mg/! / / / 0.000

CTR 0.000 0.000 0.000 0.000

Ruminococcus flavefaciens 280 mo/| 0.000 0.000 0.000 0.000
sev 007 86 500 mg| 0.000 0.000 0.000 0.000

750 g/l / / / 0.000

CTR 0.095 0.000 0.000 0.095

Ruminococcus albus 250 gl 0.9v0 0.000 0.000 0.870
sev20455 500 mg/| / / / 0.000

750 g/ / / / 0.000

Polja oznacena s poSevnico oznacujejo popolno inhibicijo celi¢ne rasti in mikrobne
produkcije KMK zaradi inhibitorne koncentracije dodanega evgenola, medtem ko so
vrednosti meritev celokupnih koncentracij KMK, oznacene z "0,000", posledica
eksperimentalne napake zaradi intenzivnega izhlapevanja vzorca in neenakomerno
razporejenih volumnov paralelnih vzorcev (Preglednici 10 in 11). Obarvane vrednosti
izkazujejo statistiéno znacilnost. Tu so bili rezultati meritev glede na kontrolni vzorec
statistiéno znacilno razli¢ni. Zaradi majhnega Stevila paralelnih vzorcev so bili rezultati
statisticno pomanjkljivi.

Pri sevu P. ruminicola 23" z evgenolom v koncentraciji 100 mg/I smo z meritvami optiéne
gostote dolocili delno inhibicijo obsega celine rasti (Slika 9). Temu primerno manjsa je
tudi celokupna koncentracija KMK (Preglednica 10). Vse meritve seva P. ruminicola 23"
so bile statisticno znacilne razen meritve volumna maslene mascobne kisline, ki pa je bila z
majhnim odstopanjem zelo blizu mejnemu obmocju statisti¢no znacilnih razlik. Pri sevu P.
ruminicola 23" smo ugotovili, da je z inhibicijo mikrobne rasti ustrezno zmanjsana tudi
mikrobna aktivnost in s tem produkcija KMK. Evgenol v koncentraciji 100 mg/l na rast
seva P. bryantii B4 ni imel bistvenega vpliva, kar smo dokazali z meritvami opti¢ne
gostote (Slika 9). ManjSega celokupnega volumna KMK v vzorcu z evgenolom v
primerjavi s kontrolnim vzorcem zato nismo pripisali posledici zmanjSane mikrobne
aktivnosti pa¢ pa eksperimentalni napaki. Glede na kritiéne mejne vrednosti Student t-testa
so bile meritve statisticno znalilne. Pri sevu R. albus 20455 je bila posledica
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eksperimentalne napake nizja celokupna koncentracija KMK kontrolnega vzorca, pri sevih
B. fibrisolvens 3071%, F. succinogenes S85 in R. flavefaciens 007 S/6 pa meritve niso
presegle statisti¢no kritiéne meje (t-vrednosti so bile blizu "0" ali negativne) oz. so zaradi
eksperimentalnih napak izkazale negativno vrednost.

Preglednica 11: Tabela razmerij parcialnih volumnov KMK pri izbranih sevih

sev ' razmerje HMK acetat {g/l) propionat {9/} butirat {g/l)

. CTR 1.00 0.18 0.13

Pravotella .runr?-.'nn.n:lsu'._ﬁ+ 100 rrgd! 100 0.17 000
sev 23 1000 mg/! / ; /

. CTR 1.00 0.00 0.00

Prevotella bryanti 100 mgf! 1.00 0.00 0.00
sevByd 1000 mg! / / /

Butyrivibrio f."br."soﬁpfenTs ?SS g ?Sg Sgg égg
s30T ypp gy / / /

CTR 0.00 0.00 1.00

Fibrobacter succinogenes 10 mayl 000 0.00 100
Sl 1000 mg/! / / /

CTR 0.00 0.00 0.00

Rurinococcus flavefaciens 260 mo/l 0.00 0.00 0.00

sev 007 56 500 mgl 0.00 0.00 0.00
750 g ! ! /

CTR 1.00 0.00 0.00

Ruminococcus albus 260 gl 1.00 0.00 0.00
say 204455 500 miyl ! i )
750 mg/ ! ! !

Razmerja parcialnih volumnov KMK (Preglednica 11) so bila posledicno zaradi
eksperimentalnih napak pri merjenju in nezmoznosti ugotovitve mikrobne ne/aktivnosti
neopredeljena. Za natancnejSo doloCitev produkcije kratkoveriznih mascobnih kislin in
njihovih razmerij bi v poskusu potrebovali ve¢ paralelnih vzorcev oz. ve¢ ponovitev. S tem
bi zmanjsali potencialno vrednost razlik med paralelkami in eksperimentalnih napak pri
pipetiranju in merjenju KMK.

4.3.2 Plinska kromatografija za dolo¢anje vodika

Produkcijo vodika smo dolocili za seva R. albus 20455 in B. fibrisolvens 007 S/6 pri
neinhibitornih koncentracijah evgenola. Neinhibitorna koncentracija evgenola je za sev R.
albus 20455 znasala 250 mg/l, za sev B. fibrisolvens 007 S/6 pa 100 mg/l. V tem
koncentracijskem obmocju celi¢na rast in produkcija plinov nista bili ovirani, zato smo v
vzorcih belezili pove€anje parcialnega tlaka vodika, vendar pri obeh produkcija vodika
glede na Student t-test v primerjavi s kontrolnim vzorcem ni bila statisticno znacilno
razlicna. V vi§jem koncentracijskem obmocju produkcije plinov zaradi inhibicije celi¢ne
rasti in mikrobne neaktivnosti nismo pricakovali in merili.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Z izolacijo in gojenjem Ccistih kultur lahko na podlagi razlicnih mikrobioloskih in
biokemijskih metod seve fenotipsko proucujemo in opredelimo. Sposobnost in vitro
gojenja vecine mikroorganizmov iz ekoloskih vzorcev je zaradi nepoznavanja rastnih
dejavnikov in s tem neusteznih gojitvenih razmer omejena (Amann in sod., 1995). Vpliv
proucevanih ucinkovin lahko proucujemo le pri tistth vampnih bakterijah, ki jih znamo
gojiti. Razmer, ki bi omogocale rast vseh vampnih mikroorganizmov, Se ne poznamo
dobro, zato je njihovo gojenje v obliki Cistih kultur tezavna (Hobson, 1997). Proucevanje
Se dodatno otezujejo anaerobne razmere in prehranska soodvisnost mikrobnih simbiontov
ter sposobnost specificnega fizioloSkega stanja, ki omogoca prezivetje, ne pa tudi rasti na
gojis¢u (VNC; angl. viable but not culturable) (Savage, 1995). Vpliv evgenola na Ciste
seve je v primerjavi z meSanimi in vitro kulturami oz. in vivo sistemi zaradi sinergizma
najverjetneje razlicen (Cvar, 1998).

Ob meritvah opti¢ne gostote vzorcev smo pri sevu P. ruminicola 23" ugotovili, da je
evgenol pri nizji koncentraciji (100 mg/l) Ze delno inhibiral obseg celi¢ne rasti, pri cemer
pa hitrost celi¢ne rasti $e ni bila zavirana. Popolno inhibicijo seva P. ruminicola 23" smo
dosegli z evgenolom v visji koncentraciji (1000 mg/l). Ostali sevi (P. bryantii B4, B.
fibrisolvens 30717 in F. succinogenes S85), testirani z nizko in visoko koncentracijo
evgenola, so bili na evgenol v koncentraciji 100 mg/l neobcutljivi, ob dodatku evgenola s
koncentracijo 1000 mg/l pa smo belezili popolno inhibicijo rasti. Za seva R. flavefaciens
007 S/6 in R. albus 20455 smo delno inhibitoren u¢inek na obseg celi¢ne rasti dosegli z
dodatkom evgenola v koncentraciji 250 mg/l. S poveCevanjem koncentracije evgenola smo
pri sevu R. albus 20455 ob koncentraciji evgenola 500 in 750 mg/l dosegli popolnoma
inhibitoren ucinek, pri sevu R. flavefaciens 007 S/6 pa le delno inhibitotren ucinek na
hitrost in obseg celi¢ne rasti. Za nadaljno raziskavo bi bilo potrebno daljSe opazovanje seva
R. flavefaciens 007 S/6, pri katerem je bila ob prisotnosti evgenola v koncentraciji 750
mg/l faza prilagajanja podaljSana. Dvig opticne gostote v zadnji meritvi (28 ur po
inokulaciji) je nakazoval zacetek celicne rasti. Pri ostalih proucevanih sevih bi bila
potrebna podrobnejsa preiskava ucinka inhibicije za natanénejSo dolocitev obmocja u¢inka
evgenola s testiranjem zaporednih koncentracij med inhibitornim in neinhibitornim
ucinkom evgenola.

Glede meritev pH je ob mikrobni dejavnosti pri neinhibitornih koncentracijah evgenola pri
vseh sevih vrednost pH v raztopini padala do nastopa stacionarne faze celi¢ne rasti, nato pa
se je ustalila oziroma je pricela polagoma narasc¢ati. Porast pH vrednosti v fazi odmiranja
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smo pripisali posledici lize mikrobnih celic in izlitju celi¢ne vsebine. Ob inhibitornih
koncentracijah evgenola se pH vrednost ni veliko spreminjala. Merjenje pH zaradi majhnih
odstopanj ni preve¢ uporabno za spremljanje mikrobne rasti. Rezultati meritev pH so se
pokazali kot zanesljivi a nenatanc¢ni in smo jih uporabili le za primerjavo z rezultati
meritev opti¢ne gostote v analizi uspesnosti celi¢ne rasti.

Meritve celokupne koncentracije celicnih proteinov po Lowryju so potrdile oceno
uspesnosti rasti mikrobnih celic posameznega vzorca s strani rezultatov meritev opti¢ne
gostote in meritev pH vrednosti. Padec celokupne koncentracije celicnih proteinov kot
posledica inhibitorne dejavnosti evgenola je bil sorazmeren padcu opti¢ne gostote ali pH
vrednosti. Evgenol je v koncentraciji 1000 mg/l pri sevih P. ruminicola 23", P. bryantii
B4, B. fibrisolvens 30717 in F. succinogenes S85 popolnoma inhibiral celi¢no rast, zaradi
Cesar koncentracije celicnih proteinov nismo ugotavljali. Mikrobno neaktivnost in popolno
inhibicijo rasti smo belezili tudi pri vzorcih z evgenolom v koncentraciji 750 mg/1 pri sevu
R. flavefaciens 007 S/6 in vzorcih z evgenolom v koncentraciji 500 in 750 mg/I pri sevu R.
albus 20455. Pri slednjih dveh sevih smo izmerili tudi vpliv dveh vmesnih koncentracij
evgenola (250 mg/1 oz. 250 in 500 mg/I oz.). Pri sevu R. flavefaciens 007 S/6 je evgenol pri
obeh vmesnih koncentracijah delno inhibiral celi¢no rast, kar smo dokazali z zmanjSanjem
celokupne koncentracije celi¢nih proteinov v vzorcu. Pri sevu R. albus 20455 pa evgenol v
koncentraciji 250 mg/l na celi¢no rast ni imel bistvenega vpliva. Dejstvo smo dokazali s
podobnimi celokupnimi koncentracijami celicnih proteinov vzorca z evgenolom in
kontrolnega vzorca. Pri sevu R. albus 20455 in R. flavefaciens 007 S/6 vpliva evgenola v
koncentraciji 100 mg/l nismo merili. Pri ostalih sevih evgenol v koncentraciji 100 mg/l ni
imel inhibitornega ucinka na celi¢no rast in proizvodnjo celi¢nih proteinov, razen pri sevu
P. ruminicola 23", kjer so bile izmerjene koncentracije celi¢nih proteinov opazno niZje v
primerjavi s kontrolnim vzorcem brez evgenola. Tu smo sklepali na moZznost neustreznosti
manj natancnih izbranih metod za ugotavljanje uspesSnosti mikrobne rasti oz. na delno
inhibitoren ucinek pri evgenolu v koncentraciji 100 mg/l. Za padec celokupne
koncentracije celicnih proteinov namre¢ ne moremo natan¢no sklepati ali je to posledica
proteolize v samih celicah in izhajanje oligopeptidov v raztopino ter izguba le teh v
procesu ugotavljanja koncentracije celi¢nih proteinov po Lowryju ali pa posledica
eksponentne napake.

Pri merjenju volumna kratkoveriznih mascobnih kislin smo z viSanjem koncentracije
evgenola v vzorcu belezili pricakovani trend upadanja produkcije KMK ter iz tega sklepali
na mikrobno ne/aktivnost in uspesnost celi¢ne rasti. Vendar je bila analiza in interpretacija
rezultatov meritev KMK zaradi pogostih eksperimentalnih napak in statisti¢ne
neznacilnosti vprasljiva in s tem neopredeljena. Edini zadovoljiv rezultat pri meritvah
celokupne koncentracije KMK smo dosegli pri sevu P. ruminicola 23" z evgenolom v
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koncentraciji 100 mg/l, kjer smo glede na meritve opricne gostote dokazali delno inhibicijo
obsega celicne rasti z ustreznim zmanjSanjem celokupne koncentracije KMK v vzorcu. Vse
meritve seva P. ruminicola 23" so bile tudi statistino znadilne razen meritve volumna
maslene masScobne kisline, ki pa je bila z majhnim odstopanjem zelo blizu mejnemu
obmocju statisti¢no znacilnih razlik.

Meritve koncentracij plinov pri producentih vodika (B. fibrisolvens 3071 in R. albus
20455), ki je prekurzor za proizvodnjo metana, glede na Student t-test v primerjavi s
kontrolnim vzorcem niso bile statiaticno znacilno razli¢ne. Merili smo produkcijo H; pri
neinhibitornih koncentracijah evgenola: 100 mg/l za sev B. fibrisolvens 3071" in 250 mg/I
za sev R. albus 20455 ter pri obeh belezili povecanje parcialnega tlaka vodika s statisti¢no
neznaCilnimi rezultati. Pri vi§jih — inhibitornih koncentracijah evgenola mikrobne
aktivnosti nismo analizirali.

V splosnem je evgenol v visji koncentraciji popolnoma inhibiral hitrost in obseg celi¢ne
rasti ter mikrobno aktivnost in produkcijo kratkoveriznih mascobnih kislin in plinov.
Nasprotno evgenol v nizji koncentraciji ni imel inhibitornega ucinka, kar smo belezili s
podobnim potekom krivulj meritev izbranih metod za ugotavljanje uspeSnosti mikrobne
rasti v primerjavi s krivuljami kontrolnih vzorcev. Celi¢na rast in mikrobna aktivnost je v
tem koncentracijskem obmocju potekala neovirano. Z inhibicijo celi¢ne rasti mikrobne
aktivnosti ob dodtku evgenola v zadostni koncentraciji smo dokazali nespecifi¢no
antimikrobno delovanje evgenola glede izbranih sevov v poskusu (Gram pozitivnih in
Gram negativnih).

Vmesne koncentracije vplivnega obmocja delovanja evgenola smo dolocevali le pri sevu
R. albus 20455 in R. flavefaciens 007 S/6, vendar je bil odnos med koncentracijo evgenola
in inhibicijo hitrosti celicne rasti sorazmeren le pri sevu R. flavefaciens 007 S/6. Za
natancnejSe poznavanje vpliva evgenola bi bilo potrebno prouciti ve¢ zaporednih
koncentracij evgenola med neinhibitornim in inhibitornim u¢inkom, t.j. med 100 in 100
mg/l oz. 100 in 750 mg/1.

Raziskave, ki smo jih opravili v tem diplomskem delu na Cistih sevih, bi lahko nadaljevali
z raziskavami na meSanih kulturah v zaprtem fermentorju, pretocnem fermentorju ter z in
vivo poskusom na Zzivalih. Sele in vivo poskusi bi omogo¢ili vpogled v dejanski nagin
delovanja evgenola na vampne mikroorganizme v njihovem naravnem okolju, kjer na rast
poleg inhibitornih substanc vpliva tudi prehranski sinergizem, sestava krmnih obrokov,
zdravstveno stanje zivali ter drugi dejavniki. Lahko bi tudi prenesli poskusni sistem iz
epruvet na mikrotitrske plisce in tako povecali Stevilo paralelk in vzorcenj ter s tem utrdili
statisti¢no obdelavo.
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5.2 SKLEPI

V naSem diplomskem delu smo z nekaterimi tradicionalnimi mikrobioloskimi metodami
proucevali vpliv evgenola na celicno rast in aktivnost izbranih bakterijskih sevov
(Preglednica 2) v teko¢em modificiranem M2 gojiscu. Iz sorodnih raziskav smo sklepali na
neselektivno antimikrobno delovanje evgenola v zadostni koncentraciji. Ve¢je odpornosti
Gram pozitivnih oz. Gram negativnih bakterij na vpliv evgenola nismo dokazali. Z analizo
celicne rasti in mikrobne aktivnosti smo dokazali: (i) popolnoma inhibitoren vpliv
evgenola v visji koncentraciji (1000 mg/l) pri sevih P. ruminicola 23", P. bryantii B4, B.
fibrisolvens 30717 in F. succinogenes S85, (ii) popolnoma inhibitoren vpliv evgenola v
koncentraciji 750 mg/l za seva R. flavefaciens 007 S/6 in R. albus 20455, (ii1) popolnoma
inhibitoren vpliv evgenola v koncentraciji 500 mg/l za sev R. albus 20455, (iv) delno
inhibitoren vpliv evgenola v koncentraciji 500 in 250 mg/I na hitrost in obseg celi¢ne rasti
za sev R. flavefaciens 007 S/6, (v) delno inhibitoren vpliv evgenola v koncentraciji 250
mg/l na obseg celine rasti za sev R. albus 20455, (vi) delno inhibitoren vpliv evgenola v
koncentraciji 100 mg/l na obseg celi¢ne rasti za sev P. ruminicola 23" ter (vii)
neinhibitoren vpliv evgenola v koncentraciji 100 mg/l pri sevih P. bryantii B4, B.
fibrisolvens 3071" in F. succinogenes S85.

Opisane tradicionalne mikrobioloSke metode so primerne za proucevanje mikrobne rasti,
vendar so zaradi opravljanja z majhnimi vzorénimi volumni podvrzene eksperimentalnim
napakam pri red¢enju, obdelovanju in merjenju vzorcev. Za zmanjSanje eksperimentalnih
napak bi bilo potrebno povecati Stevilo paralelnih vzorcev, s tem pa bi tudi utrdili
statisti¢no obdelavo rezultatov. Podrobnejsi nazor o mikrobni rasti bi lahko dosegli tudi s
primerjavo rezultatov nekaterih drugih mikrobioloskih metod za ugotavljanje uspesnosti
mikrobne rasti, kot npr. pretoCna citometrija s pretoCnim citometrom za Stetje in
spremljanje karakteristik mikrobnih celic v vzorcu.
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6 POVZETEK

PredZelodci so sestavni del prebavil prezvekovalcev. So nezlezni del prebavil, ki omogoca
razrast velikemu Stevilu mikrobnih simbiontov, ki so s svojimi encimi sposobni razgraditi
celi¢ne stene rastlinskih celic. Kompleksni polisaharidi namre¢ sestavljajo vec¢ji del krme
prezvekovalcev, ki pa so za endogene encime zaradi B-glikozidnih vezi nerazgradljivi in
neizkoristljivi. Simbiontski vampni mikroorganizmi pretvarjajo rastlinske polimere v
kratkoverizne mascobne kisline, te pa po absorpciji skozi steno vampa in distalnih delov
prebavnega trakta dnevno krijejo veCino energetskih potreb gostitelja. Poleg tega
predstavljajo vampni simbionti tudi pomemben vir beljakovin in vitaminov, ki postanejo
dostopni po lizi mikrobnih celic v siri§¢niku.

Da bi izboljsali produktivnost zivali v intenzivnih produkcijskih sistemih poskusajo
zivinorejci vampni metabolizem modificirati. Ena od moznosti je uporaba krmnih
antibiotikov, ki vplivajo na strikturo mikrobne zdruzbe vampa in tako na ucinkovitejSo
fermentacijo hranilnih snovi, vendar je uporaba krmnih antibiotikov s 1. januarjem 2006
zaradi moznosti akumulacije le teh v mleku in mesu prezvekovalcev ter potenciala za
razvoj in horizontalni genski prenos bakterijskih rezistenc v EU prepovedana. Zato so
evropski kmetje za ohranitev konkurenc¢nosti na trgu primorani v iskanje alternativnih
krmnih dodatkov z ustreznim u¢inkom na mikrobno populacijo v vampu. TakSen primer so
tudi rastlinski izvlecki kot npr. evgenol — esencialno olje nageljnovih Zbic, ki se v glavnem
pridobiva iz tropskega drevesa klinCevca (Eugenia caryophyllata).

Evgenol izkazuje Siroko antimikrobno delovanje proti Gram-pozitivnim in Gram-
negativnim bakterijam. Mehanizem antimikrobnega delovanja temelji na inhibiciji rasti
mikroorganizmov zaradi akumulacije evgenola v fosfolipidnem dvosloju, kar povzroci
poveCano permeabilnost celicne membrane in izhajanja intracelularnih komponent.
Biocidna aktivnost evgenola je dosezena Ze pri nizkih koncentracijah. Potencialno
zmanjSanje fermentativne mikrobne aktivnosti ima za posledico tudi zmanjSanje emisij
toplogrednih plinov s strani vampnih arhej. Produkcijo metana lahko zmanjSamo z
redukcijo proizvodnje vodika, ki ga metanogene arheje uporabljajo kot prekurzor pri
sintezi CH4. Vodik proizvajajo nekatere vrste vampnih bakterij (Butyrivibrio fibrisolvens
in Ruminococcus albus) in ciliatnih prazivali.

Namen diplomskega dela je bil prouciti vpliv evgenola na fenotipske lastnosti izbranih
bakterijskih sevov iz vampa (Prevotella ruminicola 23", Prevotella bryantii B4,
Butyrivibrio fibrisolvens 3071", Ruminococcus albus 20455, Ruminococcus flavefaciens
007 S/6 in Fibrobacter succinogenes S85). Seve smo gojili v tekocem modificiranem
anaerobnem gojis¢u M2 za vampne bakterije z ali brez dodatka evgenola v ustrezni
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koncentraciji. Ugotavljali smo vpliv visoke (1000 mg/l) in nizke koncentracije evgenola
(100 mg/l) pri sevih Prevotella ruminicola 23", Prevotella bryantii B4, Butyrivibrio
fibrisolvens 3071 in Fibrobacter succinogenes S85, oziroma vpliv vigje (750 mg/l),
srednje (500 mg/l) in nizje koncentracije (250 mg/l) pri sevih Ruminococcus albus 20455
in Ruminococcus flavefaciens 007 S/6. Nizko in visoko koncentracijo evgenola (100 in
1000 mg/1) smo prevzeli po ze objavljenih Studijah, kjer so bile ugotovljene tudi potrebe po
preiskusu vmesnih koncentracij evgenola za natancnejSo dolocitev delovanja. Hitrost in
stopnjo mikrobne rasti smo proucevali z ugotavljanjem opti¢ne gostote in pH tekocih
bakterijskih kultur, koncentracije celicnih proteinov po Lowryju, nastajanja kratkoveriznih
mascobnih kislin (ocetna, propionska in maslena kislina) ter parcialnega tlaka vodika.

Ugotovili smo, (i) da evgenol v enaki koncentraciji razlicno vpliva na izbrane bakterijske
seve ter (il) da evgenol v niZji koncentraciji (100 mg/l) nima vpliva na celi¢no rast in
mikrobno aktivnost izbranih sevov, (iii) da evgenol v visjih koncentracijah (750 in 1000
mg/l) popolnoma inhibira celi¢no rast in mikrobno aktivnost izbranih sevov, razen pri sevu
R. flavefaciens 007 S/6, kjer smo dopustili moznost delno inhibitornega uc¢inka evgenola v
koncentraciji 750 mg/l. Tu smo namre¢ v zadnji meritvi (28 ur po inokulaciji gojisca)
zabelezili porast vrednosti opti¢ne gostote, kar je pomenilo zakljucek faze prilagajanja,
vendar zaradi prostorskih omejitev poskusa nismo nadaljevali. Pri sevu R. flavefaciens 007
S/6 smo poleg tega ugotovili delno inhibitoren u¢inek evgenola s koncentracijo 500 mg/1.
Za sev R. albus 20455 je bila ta koncentracija popolnoma inhibitorna, pri drugih sevih pa
vpliva srednje koncentracije nismo ugotavljali.
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