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Vliv kombinace kyseliny kaprinové a kyseliny laurové
s dusi¢nany na bachorovou fermentaci a produkci metanu
in vitro

Souhrn

Metan je jednim z hlavnich sklenikovych plynu, jehoz produkce je stale alarmujicim
problémem v souvislosti s globalnim oteplovanim. Znac¢ny podil na produkci metanu pochazi
z fermentacniho procesu v bachoru skotu, coz vedlo k hledani strategii snizovani této produkce.
Jednou z navrhovanych metod bylo vyuziti kombinace kyseliny kaprinové a laurové
s dusi¢nany, u kterych byl v minulosti jiz prokazan antimetnogenni ucinek. Predpokladalo se,
ze by tato kombinace mohla mit synergicky nebo aditivni efekt.

Diplomova préce se proto zameéfila na zjisténi vlivu kombinace téchto latek na produkci
metanu a bachorovou fementaci. Metoda experimentu zahrnovala kontinudlni vsddkovou in
vitro kultivaci s vyuzitim bachorové tekutiny. Experimentalni design byl postaven na 2x2
faktorialnim modelu s nasledujicimi oSetfenimi: kontrola (bez aditiv), dusi¢nany (NO3") (1,825
mmol/l), smés kyseliny kaprinové a laurové (C10/12) (250 mg/l, kde 125 mg/l pripadalo na
kazdou z kyselin) a kombinace dusi¢nana a smési kyselin kaprinové a laurové (NO3 + C10/12)
(1,825 mmol/l NOs + 250 mg/l C10/12). Koncentrace metanu ve ferentacnim plynu a
koncentrace tékavych mastnych kyselin v kultivacnim médiu se meéfila pomoci plynové
chromatografie a koncentrace amoniakédlnitho dusiku byla méfena indofenolovou metodou
s vyuzitim spektrofotometrie.

Vysledky ukazaly vyznamné snizeni produkce metanu (P<0,05) 09,2 % pfi pouziti NO3~
a o 21,3 % pi1 pouziti C10/12. Avsak kombinace NO3  + C10/12 neprokazala (P<0,05)
vyznamné zvySeni ucinku ve srovnani se samostatnym pouzitim smési kyselin. Bylo rovnéz
zjiSténo, ze hlavnim faktorem ovliviiujicim antimetanogenni uc¢inek byla C10/12, pficemz NO3"
meély mensi vliv. Ddle bylo zjisténo vyznamné snizeni (P<0,05) amoniakalniho dusiku o 18 %
u C10/12 anaopak vyznané zvySeni (P<0,05) 0 12,7 % u NO3". Koncentrace tékavych mastnych
kyselin se zménila u oSetfeni NO3™ + C10/12 a C10/12. U mastnych kyselin pouzitych
samostatné bylo snizeni tékavych mastnych kyselin statisticky vyznamné a snizilo se (P<0,05)
0 13,2 %. Pomér acetat: propionat se naopak se zvysil u NO3™+ C10/12 a C10/12.

Timto bylo potvrzeno, Ze jak NOs, tak C10/12 mayji potencial snizovat produkci metanu
u skotu pii samostatném pouziti. Nicméné, v pripadé€ jejich kombinace nedoslo k zadnému
zjevnému synergickému ¢i aditivnimu efektu. Tyto vysledky piispivaji k pochopeni
mechanismu ovliviujicich produkci metanu u pfezvykavcu a mohou vést k vylepSeni strategii
snizovani emisi sklenikovych plynu v sektoru zivo¢i$né vyroby.

Klicova slova: skot, bachorovd fermentace, metanogeneze, mastné kyseliny, dusi¢nany



Effect of the combination of capric and lauric acids with
nitrates on rumen fermentation and methane production
in vitro

Summary

Methane is one of the main greenhouse gases which production is an increasingly
alarming problem in the context of global warming. A significant proportion of methane
production comes from the fermentation process in the rumen of cattle, which has led to a search
for strategies to reduce this production. One of the proposed methods was the use of a
combination of capric and lauric acids with nitrates, which have already been shown to have an
anti-methogenic effect in the past. It was thought that this combination could have a synergistic
or additive effect.

The thesis therefore focused on determining the effect of the combination of these
substances on methane production and rumen fementation. The experimental method involved
continuous in vitro culture using rumen fluid. The experimental design was based on a 2x2
factorial model with the following treatments: control (no additives), nitrate (NOs) (1.825
mmol/l), a mixture of capric and lauric acids (C10/12) (250 mg/1, where 125 mg/l was attributed
to each acid), and a combination of nitrate and a mixture of capric and lauric acids (no3-*
C10/12) (1.825 mmol/l NOs~ + 250 mg/l C10/12). The concentration of methane in the
fermentation gas and the concentration of volatile fatty acids in the culture medium were
measured by gas chromatography, and the concentration of ammoniacal nitrogen was measured
by the indophenol method using spectrophotometry.

The results showed a significant reduction in methane production (P<0.05) of 9.2%
using NOs™ and 21.3% using C10/12. However, the NO3™ + C10/12 combination did not show
(P<0.05) a significant increase in effect compared to the use of the acid mixture alone. It was
also found that C10/12 was the main factor influencing the antimethanogenic effect, with NO3-
having a lesser effect. Furthermore, there was a significant decrease (P<0.05) in ammonia
nitrogen of 18% for C10/12 and conversely a significant increase (P<0.05) of 12.7% for NO*.
The concentration of volatile fatty acids changed only in the C10/12 treatment, with a
statistically significant decrease (P<0.05) of 13.2% and an increase (P<0.05) in the
acetate:propionate ratio.

This confirmed that both NOs and C10/12 have the potential to reduce methane
production in cattle when used alone. However, there was no apparent synergistic or additive
effect when they were combined. These results contribute to the understanding of the
mechanisms affecting methane production in ruminants and may lead to improved greenhouse
gases reduction strategies in the livestock sector.

Keywords: cattle, rumen fermentation, methanogenesis, fatty acids, nitrates
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1 Uvod

Sklenikové plyny v atmosféie prispivaji k intenzifikaci klimatického jevu zvany
sklenikovy efekt a k ndslednému globdlnimu oteplovédni. Mezi hlavni sklenikové plyny se fadi
oxid uhkligity, metan a oxid dusny. Rada dikazd potvrzuje, Ze hlavni pfi¢inou globalniho
oteplovani je od pocatku 20. stoleti lidska ¢innost. Dusledkem lidské ¢innosti se ¢im dal vic
zvySuji koncentrace sklenikovych plynt v atmosféte, které ovliviiuji rizné aspekty klimatu,
veetné povrchovych teplot vzduchu a oceanu, srazek a hladiny moii (IPCC 2021). Zemédélstvi
je nejvetsim samostatnym zdrojem globalnich emisi metanu z lidské Cinnosti. Predstavuje
pfiblizné 21 % celkovych ro¢nich antropogennich emisi sklenikovych plyna a z toho 80 %
piipada na zivociSnou vyrobu. Z tohoto sektoru pochazi témér 90 % metanu od prezvykavca
(Baceéninaité et al. 2020). Duvodem, pro¢ produkuji nejvice metanu piezvykavci, je bachorova
fermentace. Metan vznika prevazné pii procesu zvaném hydrogenotrofni reakce, pfi kterém
metanogenni archea pfeménuji oxid uhli¢ity na metan za pouziti vodiku jako donoru elektrona
(Friedman et al. 2017). Metan tudiz vznika jako kone¢ny produkt fermentace krmiva v bachoru
a je znamo, ze ho domestikovani piezvykavci ro¢né vyprodukuji az 86 Tg (miliond tun) (Hook
et al. 2010). Metan zvife nevyuzije a uvolnuje ho do svého okoli, coz pro n€j predstavuje
energetickou ztratu 2-2 % hrubé energie (Danielsson et al. 2017). Snizena metanogeneze by
tedy vedla nejen k menSimu uvoliovani sklenikovych plynd do atmosféry, ale také k
omezenému plytvani energe z krmiva, ktera muze byt vyuzita zvifaty (Hook et al. 2010).

Proto se mnoho studii zabyva riznymi strategiemi, které umozni snizovat metanogenezi.
Veskeré strategie funguji na tfech zdkladnich principech: snizeni populace bachorovych
metanogent, snizeni produkce vodiku a zaji$téni alternativnich akceptoru vodiku (Sharifi et al.
2022). Jako ucinné se prokdzaly lipidy, které funguji na principu snizeni bachorovych
mikroorganismu. V in vitro i v in vivo studiich bylo prokazané, Ze snizuji populaci protozoi a
archei (Yanza et al. 2021). Podle Dohmeho et al. (2000) kokosovy a palmojadrovy olej, které
jsou zdrojem masnych kyselin se stfedné dlouhym uhlikatym fetézcem (MCFA) a to kyseliny
laurové a myristové, vyznamné redukuji metanogeny a nalevniky pokud jsou v pomeéru 2,5:1.
V dalsim in vitro pokusu Goela et al. (2009) se rozebiraly ucinky mastnych kyselin s kratkym
uhlikatym fetézcem (SCFA), jejichz zastupcem je napi. kyseliny kaprinové (C10:0). V jejich
pokusu bylo zaznamenané dramatické snizeni produkce metanu 0 33 % v ddvce 20 mg a 85 %
v davce 30 mg doplitku kyseliny kaprinové. Dal$im aditivem, které muze snizit metanogenezi
se prokdzaly dusi¢nany. Ty slouzi jako akceptor vyprodukovaného vodiku a konkuruji tak
metanogenum. Dusi¢nany se vodikem redukuji na dusitany, coz je termodynamicky vyhodnéjsi
reakce, nez methanogeneze a proto je tato reakce uprednostnéna (Ungerfeld 2020; Sharifi et al.
2022). Wenner et al. (2020) hlasi 31% snizeni denni produkce metanu, kdyz byly do krmné
davky pridany dusi¢nany. Pochopeni mechanismu ucinku antimetanogennich aditiv a jejich
moznych interakci je klicové pro uspésné snizovani produkce metanu a zachovéni energie pro
hostitelsky organismus.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Tato prace se zabyvala dvéma hypotézami. Jednak se predpoklddalo, ze samostatné
pouziti dusi¢nanu a smési kyseliny kaprinové a laurové snizi bachorovou produkci metanu.
Dalsi hypotézou byl predpoklad, ze kombinace téchto ldtek bude mit aditivni nebo synergicky
ucinek, ktery povede k nizsi produkci metanu nez pfi jejich samostatném pouziti.

Cilem price je ovérit vliv kombinace kyseliny kaprinové a laurové s dusi¢nany na
bachorovou fermentaci a produkci metanu in vitro.



3 Literarni reSersSe

Ptrezvykavci jsou od ostatnich monogastrickych zvifat odli$ni pfitomnosti pfedzaludka.
Ty jim umoziuji efektivné zpracovavat vldkninu, kterd je jinak tézce stravitelnd, protoze
nemuze byt rozlozena pouhou enzymatickou hydrolyzou probihajici v zaludku neptezvykavych
zvifat. Takovému zvifeti tudiZ nemuze poskytovat zadné kalorie a bez uzitku se vylouéi
(Graminha et al. 2008). Predzaludky se déli na ti1 oddily: bachor, kniha a ¢epec. Vlastni zaludek
se nazyva slez. Nejvétsi a metabolicky nejaktivnéjsi ¢asti predzaludk je bachor. V ném probiha
mikrobidlni fermentace, pi1 které se zakladni ziviny krmiva preménuji na metabolické
produkty, a ty muze zvife dile vyuzivat (Harfoot 1981).

3.1 Proces traveni u piezvykavci

Vyvoj predzaludkt mé evolu¢ni vyznam. Umoznil zvifeti rychle poziit velké mnozstvi
potravy s minimem zvykani pfed polknutim, poté se mohlo pfesunout na misto odpocinku, kde
mohlo krmivo dokonale prezvykat. Prezvykavec tak mohl travit vétSinu Casu v ukrytu pred
predatory (Miller 2012). Specifické travici Gstroji umoziuje skotu vyvrhovéni soust do dutiny
ustni (regurgitaci), kde jsou dukladné prozvykana a opét polykana. Diky tomu se zmensi ¢astice
traveného materidlu, ¢imz se zvét$i povrch k mikrobidlnimu rozkladu. K fermentacnimu
procesu rovné€z prispiva dokonalejsi proslinéni potravy. Poté dochdzi k fermentaci potravy
v Cepci a bachoru (Reece 2011). Nez se trdveny materidl dostane do slezu, je z 60-70 % rozlozen
(Blair 2021). Fermentaci zajistuji anaerobni mikroorganismy, které maji se skotem
symbioticky vztah. Hostitel jim poskytuje ziviny a udrzuje optimalni fyzikalni a chemické
podminky potiebné ke spravnému prubéhu fermentace. Mikroorganismy skotu poskytu;ji
energii, bilkoviny a vitaminy (Nagaraja 2016).

Nejvyznamnéjsim krmivem pro skot jsou rostliny, vjejichz sténach se nachazeji
strukturdlni sacharidy. Bachorové mikroorganismy si produkuji vlastni enzymy k hydrolyze,
diky které rozstépi slozité polysacharidy na di- a monosacharidy (da Cunha et al. 2023). Napt.
pouze mikrobialni enzymy dokazi rozstépit B-1,4 glykosidickou vazbu mezi molekulami
glukézy, které jsou soucasti celulézy (Graminha et al. 2008). Nasledné tyto monomery
mikroorganismy vyuziji pro jejich rasta proliferaci. Vznikaji koncové produkty, které poskytu;ji
vyznamné prekurzory pro metabolické driahy hostitele (da Cunha et al. 2023). Jednd se
predevSim o tékavé mastné kyseliny (TMK), zejména kyselinu octovou, propionovou a
méaselnou. Tyto kyseliny zajistuji vétSinu energetickych potfeb zvirete (Blair 2021). Obecné asi
60—80 % energie dostupné pro skot pochdzi z TMK. Vzhledem k tomu, ze velka ¢ast sacharida
v pici sestava z celulozy a ptibuznych sloucenin, muze skot vyuzit tato krmiva jako hlavni zdroj
energie (Miller 2012). Podil TMK se meéni podle slozeni krmné davky, 1 kdyz hlavnim
produktem je vzdy kyselina octova. Vysoky podil této mastné kyseliny je dulezity pro syntézu
mlécného tuku. U skotu, kterému je predkladano krmivo s vysokym obsahem vldkniny, je
molarni pomér kyseliny octové, kyseliny propionové a kyseliny maselné piiblizné 70:20:10
(Blair 2021). Bachorové mikroorganismy mohou za urCitych situacich (napf. pfi prekrmeni
skrobem) na TMK preménovat 1 jednoduché cukry a skrob. Tim je ale produkovidno velké
mnozstvi kyseliny mlééné, coz muze vést k rozvoji bachorové acidozy.
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Dalsim praktickym pfinosem symbidzy s bachorovymi mikroorganismi je vyuzivani
neproteinovych dusikatych sloucenin k syntéze bilkovin nebo aminokyselin. Skot tedy muze
piijimat syntetické nebo odpadni dusikaté produkty a vytvaret z nich vysoce kvalitni bilkoviny,
které maji v lidské vyzivé vysokou vyzivovou hodnotu. Mikroorganismy v bachoru déle
produkuji vitaminy skupiny B, vitamin K a esencidlni aminokyseliny, takze skot (s vyjimkou
mladych telat) nepotiebuje dietni zdroj té&chto zakladnich Zivin (Miller 2012). Castetné
stradveny materidl ddle prechazi z bachoru a cepce do oddilu zvaného kniha, kde je vstfebana
velka cast vody a nakonec putuje do slezu (Blair 2021). Trdveni ve slezu se uz velmi podoba
traveni v pravém zaludku monogastrickych zvifat. Slez vylucuje znacné mnozstvi zaludecni
stavy obsahujici kyselinu chlorovodikovou, diky které dochdzi ke snizeni pH na 2,5 a tim
vytvaii vhodné prostiedi k aktivité enzymu (Miller 2012).

3.1.1 Bachorové mikroorganismy

Jak jiz bylo vySe zminéné, v bachoru jsou udrzované urcité fyzikdlni a chemické
podminky dalezité pro optimalni mikrobidlni fermentaci. Do téchto podminek se fadi napf.
hodnota pH, kterou ma bachorovd tekutina obecné v rozmezi 5,8-6,8. Teplota je stabilni a
pohybuje se kolem 39°C. Kapalna faze bachoru ma oxidacné-redukeni potencial asi =350 mV,
prostiedi bachoru je tedy extrémné redukované a témér bez kysliku. V bachoru je miliarda
mikroorganisma na ml bachorové tekutiny (Miller 2012). Tvof1 ji tzv. autochtonni a alochtonn{
mikrobiota. Autochtonni mikrobiota je pavodni, ktera kolonizuje a roste. Tyto mikroorganismy
vétSinou ziji v harmonii s hostitelem. Kdezto alochtonni mikrobiota z velké casti pochazi
z piijaté potravy, vody a v malé mife z polykaného vzduchu nebo z jiného prostiedi hostitele.
Tyto mikroorganismy jsou v neaktivnim stavu. Nepuvodni mikroorganismy ale také zahrnuji
rizné gastrointestinalni patogeny, které mohou kolonizovat a rust za acelem vzniku infekce.
Kdyz je ekosystém néakym zpusobem narusen, nebo dojde k poruceni integrity bachorové
stény, mohou pievzit roli patogena i néktefi ¢lenové pavodniho mikrobiomu, tzv. oportunni
patogeny.

Mikrobialni populace v bachoru zahrnuje cCleny, ktefi patii do vSech tii domén:
Eubacteria (bakterie), Archaea (methanogeny) a Eukarya (Protozoa a houby) (Nagaraja 2016).
Bakterie a Protozoa predstavuji 90 % mikrobialni populace v bachoru, avSak druhova skladba
se v bachoru méni v zavislosti na potravé (Miller 2012; Pfau et al. 2023). Mikroorganismy se
vzajemné ovliviiuji prostfednictvim ruznych biotickych vztahu, jako je mutualismus a
komensalismus. Jsou tradiéné charakterizovany fyziologickymi, morfologickymi a
ekologickymi rozdily. VétSina z nich ma vSak schopnost rozkladat, fermentovat a/nebo ukladat
polysacharidy a bilkoviny pochdzejici z rostlin (Pfau et al. 2023).

3.1.1.1 Bakterie

V bachoru je rozsahld populace bakterii s poétem v rozmezi 10'°-10'! na g obsahu,
slozenou z vice jak 200 druhu. Z celkové mikrobialni populace zaujimaji bakterie az 95 %
(Cammack et al. 2018). Druhové slozeni je dano fadou faktord, véetné preference k uréitym
substratum tj. krmivu, dostupnosti energie a odolnosti vi¢i urcitym konenym metabolickym
produktum, které mohou byt pro nékteré druhy toxické (Matthews et al. 2019). VétSina bakterii
je obligatné anaerobni, ale vyskytuji se 1 fakultativné anaerobni bakterie. Téch je vétSina
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nepuvodni pfechodna populace, kterd je pfenasena do bachoru prostiednictvim krmiva ¢i vody
(Nagaraja 2016). Z hlediska slozeni bunécné stény je 80-90 % populace bakterii v bachoru
gramnegativni. Podil grampozitivnich bakterii, jako napf. Lactobacillus, se vSak mize zménit
u zvifat krmenych obilninami a dosahovat az 20-30 % z celkového poctu bakterii, protoze
v bachoru poklesne pH v dasledku pfijmu snadno fermentovatelnych sacharidu (Matthews et
al. 2019).

Bachorové bakterie se mohou rozdélit do péti podskupin na zakladé jejich interakce s
casticemi potravy na: 1) bakterie volné se vznasSejici v bachorové tekuting, 2) bakterie slabé
spojené s casticemi krmiva, 3) bakterie pevné spojené s ¢asticemi krmiva, 4) bakterie spojené
s bachorovym epitelem, tzv. epimurdlni bakterie a 5) bakterie pfilnuté k povrchu epitelidlnich
bunék, prvoku nebo sporangii hub (Matthews et al. 2019). Epimurdlni bakterie a bakterie
plovouci v bachorové tekutiné tvofi minoritni slozku (~30 %) celkové bakterialni populace.
Naproti tomu bakterie ulpivajici na ¢asticich krmiva pfedstavuji hlavni slozku (70 %) celkové
bakteridlni populace. Bakterie, které volné pluji v bachorové tekutiné nebo jsou pfipojeny k
casticim krmiva, se aktivné podileji na traveni krmiv. Epimuralni bakterie nijak vyznamné
nepiispivaji k bachorovému traveni. Mnohé z epimuralnich bakterii jsou fakultativné anaerobni
a produkuji enzym uredzu, ¢imz pomahaji v bachoru udrzet anaerobiézu (Cammack et al.
2018).

Dale se mohou bakterie klasifikovat podle toho jaké preferuji substrity a jaky konecny
produkt vytvofi. Mezi hlavni substriaty patfi celuldoza, hemiceluldza, pektin, Skrob a
aminokyseliny. V bachoru pievladaji rody Prevotella, Butyrivibrio a Ruminococcus. Vétsi
mikrobidlni rozmanitost podporuje komplexnéjsi potrava. Mezi nejvyznamnéjsi celulolytické
bakterie patti Fibrobacter succinogenes a Ruminococcus albus. Jejich schopnost rozklddat
celulézu je totiz mnohem vys$si nez u jinych celulolytickych bakterii, coz je pravdépodobné
zpusobeno kvuli tomu, ze disponuji fadou genu kddujicich enzymy, které se podili pfi rozkladu
vldkniny (Matthews et al. 2019). Vyznamné bakterie, které rozkladaji hemicelulézu jsou
Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella ruminocola, Ruminococcus flavefaciens a Ruminococcus
albus. Pektin je fermentovdn nejCastéji bakteriemi Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella
ruminocola, Lachnospira multiparus, Succinivibrio dextrinosolvens, a Fibrobacter
succinogenes. Do krmné davky skotu je kvuli pozadavku na velkou produkci Casto pridané i
koncentrované krmivo, které bakteriim piinasi vétsi mnozstvi Skrobu jako substritu. Mezi
bachorové bakterie, které hraji vyznamnou roli pii fermentaci Skrobu patfi Butyrivibrio
fibrisolvens, Prebotella ruminocola, Fibrobacter succinogenes, Clostridium species,
Streptococcus bovis, Ruminobacter amylophilus, Succinimonas amylolytica a Selenomonas
ruminantium. DalSimi substraty, které jsou v bachoru pfitomny 1 mimo hlavni slozky vldkniny
a Skrobu jsou napt. aminokyseliny. Ty jsou snadno fermentovatelné bakteriemi rodu Prevotella
za vzniku adenosintrifosfatu (ATP) (Cammack et al. 2018).

3.1.1.2 Archea

Archaea se fylogeneticky 1i8i od bakterii, prvoku a hub absenci peptidoglykani a
neobvyklou lipidovou strukturou (Nagaraja 2016). Jsou jedinymi zndmymi mikroorganismy,
ktefi jsou schopni v bachoru produkovat metan. Jsou zvané také jako metanogeny a vyskytuji
se v rozmezi 10°-108 bunék na ml, coZ predstavuje méné nez 4 % mikrobialniho spoledenstva
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(Matthews et al. 2019). Podobné jako bakterie plovou v bachorové tekutiné nebo jsou vazané
na pevné latky, prvoky ¢i bachorovy epitel (Cammack et al. 2018). Dle Nagaraja (2016) se
methanogeny nachazi bud’ na vnéj$im povrchu nalevnika (ektosymbionti), nebo uvniti buiky
(endosymbionti). Vétsina druhti metanogent vyuziva jako zdroj ke svému rustu latky, které
vytvafi jini mikroorganismy (¢asto Protozoa). Témito latkami je pfedevsim vodik (H2) nékdy 1
mravencan (CHNaO,). Elektrony z téchto latek pak vyuziji k redukci oxidu uhli¢itého (CO»)
na metan (CHs). Nékteré druhy mohou k produkci CHy4 vyuzivat také methylové skupiny z
metanolu, metylaminu, nebo acetatu (napt. Methanosarcin abarkeri) (Stewart et al. 1997).
Nicméné téchto metanogent je v bachoru zanedbatelné mnozstvi, protoze je jejich rust
metanogent s nalevniky vznika az 37 % CH4 produkovaného v bachoru (Cammack etal. 2018).
Diky produkci CHs se udrzuje mnozstvi H> v bachoru na nizké drovni, coz umoziiuje
efektivn€jsi fermentaci (Matthews et al. 2019). Ackoli bylo mimo bachorovy biotop
klasifikovano 23 roda a stovky druhti metanogent, v bachoru bylo zaznamenano pouze nékolik
rodd a druhti. V bachoru se z vétSiny vyskytuji rody Methanobrevibacter, Methanomicrobium,
do kterych patfi az 92,3 % bachorovych archei a velkd skupina nekultivovatelnych
methanogenu. NejrozsifenéjSim a nejlépe charakterizovanym metanogenem v bachoru je
Methanobrevibacter ruminantium (Cammack et al. 2018).

3.1.1.3 Protozoa

Rise protozoa neboli prvoci, byla ze souboru mikroorganismi obyvajici bachor objevena
hned jako prvni a to kvili své ndpadné velikosti (délka az200 um) a aktivnim pohybu (Nagaraja
2016). 1 kdyz je pocCet protozoi v celé bachorové mikrobialni populaci nizky, tvofi témet 50 %
biomasy v bachoru (Cammack et al. 2018). Protozoa jsou striktni anaerobové a jsou zavisli na
zasobovani zivin od hostitele. Néktefi z nich (nalevnici a trichomonddy) maji organelu zvanou
hydrogenosom, ktera se podili na vyuziti kysliku (O2) v bachoru. Diky nim prvoci do jisté miry
toleruji aerobni prostiedi a jsou také zodpoveédni za odstraniovani Oz a udrZeni anaerobidzy.
Bachorovi prvoci se obecné de€li na bi¢ikovce a ndlevniky podle toho, zda maji bic¢iky nebo
brvy. Biciky jsou ve srovnani s brvami vétsi na délku 1 tloustku a slouzi k pohybu. Bi¢ikovci
se pohybuji v po&tu 10%-10° bun&k na ml bachorové tekutiny a jsou oproti nalevnikim mensi.
Vyuzivaji pouze rozpustné ziviny a jejich role pfi bachorové fermentaci je proto zanedbatelna.
Nélevnici maji brvy, které jsou malé, tenké a pocetnéjsi, funguji k pohybu a pomahaji pii
pfijimani potravy. Nalevnici jsou v po&tu 10*-10° bungk na ml bachorové tekutiny (Nagaraja
2016; Matthews et al. 2019). Jsou vysoce specializovani a maji strukturu a vlastnosti podobné
zivocichum. Jejich burika je ohrani¢ena pelikulou nebo pokozkou a ma vnitini struktury jako je
travici trakt, moCovy trakt, kosterni struktury atd. Jsou dvoujaderné, pficemz jedno jadro je
velké (makrojadro) a druhé malé (mikrojadro) (Nagaraja 2016). V bachoru bylo identifikovdano
nékolik rodu a stovky druha nalevniku. Jsou odpovédné z 30-40 % za celkové traveni vldkniny
a mohou produkovat H> prfes hydrogenosomy (Matthews et al. 2019). Maji soubor
hydrolytickych enzymu, takze se aktivné podileji na procesu traveni sacharidu, proteinu i tuku.
Vsichni ndlevnici aktivné poziraji bakterie a travi jejich bunky. Tim se bakterie pro ndlevniky
stdvaji hlavnim zdrojem bilkovin (Nagaraja 2016).
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3.1.1.4 Houby

Ze jsou &lenem bachorové mikrobidlni populace anaerobni houby, bylo zjisténé aZ v roce
1975 Colinem Orpinem. Pfed timto objevem byly houbové struktury tj. spory mylné
povazovany za bicikaté prvoky (Nagaraja 2016). Podil hub z celkové hmotnosti bachorovych
mikroorganismu je obtizné posoudit kvili dvoufazovému zivotnimu cyklu a extenzivnimu rastu
na fragmentech rostlin. Odhaduje se, ze houby tvori 8—12 % celkové mikrobidlni populace
v bachoru, v zavislosti na druhu krmeni (Matthews et al. 2019).

V bachoru jsou bud houby fakultativné anaerobni a aerobni, které jsou prechodné a
nepodileji se na trdveni v bachoru, nebo houby obligatné anaerobni, které jsou v bachoru
puvodni a pfispivaji k bachorovému traveni. Na zakladé morfologickych znaku se bachorové
houby déli na dvé velké skupiny: kvasinky a plisné. Kvasinky jsou jednobunécné organismy,
jejichz koncentrace se v bachoru pohybuje v rozmezi 10>~10° na gram obsahu a pfedpoklada
se, ze jde o prechodné populace, které vyznamné nepiispivaji k bachorové fermentaci. Plisné
jsou naopak mnohobunécné a tvoti sit’ filament zvanych hyfy, které dohromady tvoii mycelium.
Jednou z vyznamnych hub, patfici do plisni je napft. tiida Chytridomycete, kterd se rozmnozuje
pohyblivymi zoosporami (Nagaraja 2016).

Pfestoze jsou v bachoru nejvyznamnéjsi bakterie, houby jsou nejefektivné;si v degradaci
potravy. Bachorové houby maji celulosomy, tedy multienzymové komplexy prichycené
na bunécné sténe (Matthews et al. 2019). Houby tak produkuji hydrolytické enzymy potiebné
k rozkladu hlavnich slozek rostlinné biomasy. Mezi produkované enzymy patii celulazy,
hemiceluldzy, pektinové lydzy, amyldzy a protedzy. Houby v bachoru také produkuji fenolické
esterdzy p-kumaroyl a feruloyl, které dokazi Stépit vazby mezi hemicelul6zami a ligninem.
Diky vyvoji rhizoidu (vétvici se hyfy) jsou houby schopny pronikat do rostlinnych pletiv 1épe
nez bakterie a prvoci a krmivo je tak 1épe rozlozeno (Nagaraja 2016). Mohou metabolizovat
hex6zy nebo pentdzy za vzniku latek, mezi nimiz je 1 Ho (Matthews et al. 2019). Vzhledem k
tomu, ze houby produkuji hlavni prekurzory metanu (mravencan a H»), je fermentacni profil v
pfitomnosti metanogent zménén (méné etanolu, laktatu a H,) (Nagaraja 2016).

3.1.1.5 Bakteriofdgy

Bakteriofagy tj. figy jsou viry, které infikuji bakterie. Vyskytuji se v husté populaci o
priblizné velikosti 107-10° fagii na gram obsahu bachoru (Matthews et al. 2019). Ve virové
komunité bachoru dominuji bakteriofdgy fadu Caudovirales. Jsou vzdy ptitomny ve vysokém
pocCtu a aktivné se replikuji v hustych populacich bakterii bachoru, a proto jsou nejlépe
prozkoumané a nejlépe pochopené (Gilbert et al. 2020). Kdyz fag napadne bakterialni bunku,
nejprve se piipoji k receptoru na povrchu bakterie a poté do buriky uvolni nukleovou kyselinu.
Jakmile se DNA dostane do buiiky, dojde k jednomu ze dvou procesu zvanych lyza nebo
lysogenie. Pii lytickém procesu se viry replikuji svyuzitim RNA polymerazy hostitele.
Vysledkem je lyza (destrukce buiiky) a uvolnéni fagt. Oproti tomu pii lysogennim procesu se
fagovdi DNA rekombinaci zacleni do DNA hostitelské bakterie. Fag zustava latentni a
nezpusobuje lyzu. Takovy stav se nazyva lyzogenni. Vlozena fagova DNA se nazyva profag a
pii déleni hostitelské buiiky se horizontalné pfedava dcefinym buiikam. Profag muze hostitelské
burtice propuj¢it noveé vlastnosti nebo se muze vyjmout z bakteridlntho chromozomu a vstoupit
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do lytické faze (Nagaraja 2016). Funkce bakteriofagti neni pfesné identifikovana, ale je mozné,
ze lytické fagy prispivaji k recyklaci zivin a maji urCity vliv na druhové nebo kmenové slozeni
bakteridlni populace v bachoru (Gilbert et al. 2020).

3.2 Produkce metanu

Neékteré plyny v atmosféfe pfispivaji k intenzifikaci klimatického jevu zvany sklenikovy
efekt a k naslednému globalnimu oteplovéni. Proto nesou ndzev sklenikové plyny. Rada dikazd
potvrzuje, ze hlavni pfic¢inou globalniho oteplovani je od pocatku 20. stoleti lidska Cinnost.
Dusledkem lidské ¢innosti se ¢im dal vic zvySuji koncentrace sklenikovych plynu v atmosfére,
které zpusobuji oteplovani a ovliviiuji ruzné aspekty klimatu, véetné povrchovych teplot
vzduchu a oceanu, srazek a hladiny moti (IPCC 2021). Teplota planety Zemé se od poloviny
19. stoleti zvysila o cca 1°C. Oteplovani vznik4 tim, ze sklenikové plyny pohlcuji infracervené
zateni vyzafované z povrchu Zemé (Wang et al. 2016).

Mezi hlavni sklenikové plyny se fadi CO2, CH4 a oxid dusny (N20O). V roce 2019 dosahly
ro¢ni pruméry CO2 410 ppm (z angl. parts per million, tedy pocet ¢astic na milion ¢astic celku),
CH4 1866 ppb (parts per billion, Cili pocet ¢astic na miliardu castic celku) a N>O 332 ppb (IPCC
2021). Z toho se CO2 a CH4 spolecné podileji na oteplovani z cca 80-85 %. Toto procento se
za poslednich 20-30 let nezménilo, ale celkovy radiacni vliv, ktery zpusobuje zvyseni teploty
planety, se v tomto asovém rozmezi trvale zvySuje (Wang et al. 2016). Pfestoze podle Cassia
et al. (2018) koncentrace CH4 predstavuje pouze 0,5 % koncentrace CO2, vznikaji ze zvySeného
uvolnovani CHs do atmosféry znac¢né obavy. Jako sklenikovy plyn totiz pohlcuje 30krat silnéji
infraCervené zareni nez CO; a vydrzi v atmosfére 10-12 let (Li et al. 2023). Navic je také
schopen zvySovat mnozstvi ozonu v troposféfe a zvySovat mnozstvi vodni pary ve stratosfére,
coz muze zvysit radiaéni silu pfiblizné o 70 % (Hook et al. 2010). Saunois et al. (2020) uvadi,
ze v roce 2018 dosdhl molarni podil CHy4 v troposfére, tj. v pfizemni vrstvé vzduchu 1857 ppb,
coz je piiblizné 2,6krat vice nez jeho odhadovana rovnovazna hodnota v roce 1750. CH4 ma
pfirodni 1 antropogenni puvod. Emise antropogenniho puvodu tvoii az 60 % z celkovych emisi
CHs. Nejvétsim zdrojem je vyroba fosilnich paliv (uhli, ropa a zemni plyn). Dalsi antropogenni
které tvori zbylych 40 % emisi CHy patii mokrady, raselini§té, divoka zvifata nebo sedimenty
oceand.

Zemédélstvi je nejvétSim samostatnym zdrojem globalnich emisi CHy4 z lidské ¢innosti.
Zemeédélstvi, veetné souvisejicich emisi z odlestiovani, predstavuje pfiblizné 21 % celkovych
ro¢nich antropogennich emisi sklenikovych plynu. Z toho 80 % pochdzi z zivo¢i$né vyroby, z
¢ehoz témér 90 % pochazi od prezvykavcu a asi 10 % ze hnoje (Bacéninaité et al. 2020). Tak
velky podil je zpusoben rostouci lidskou populaci a zvySujici se poptavkou po zivociSnych
produktech, které maji vysokou vyzivovou hodnotu (Reisinger et al. 2021). Zbyvajicich 20 %
pochazi pfedevsim z ryzovych poli s mensim piispévkem ze spalovani zemédélskych zbytka
(Bacéninaité et al. 2020). Emise CH4 z chovu prezvykavcta vSak ve vyspélych zemich za
poslednich 50 let poklesly predevsim diky neustalému zlepsovani produktivity zvifat (Pickering
et al. 2015).

15



3.2.1 Produkce metanu v bachoru

Duvodem, pro¢ z zivoc¢isné vyroby produkuji nejvice metanu pravé prezvykavci, je
bachorova fermentace. CH4 vznika jako konecny produkt fermentace krmiva v bachoru a jeho
mnozstvi se lisi v zavislosti na zemépisné poloze, produkénimu vyuziti ¢i na kvalité, prijmu,
slozeni a zpracovani krmiva (Hook et al. 2010). Rozdily mohou byt i mezi jednotlivymi jedinci,
prestoze jsou podminky krmeni stejné (Danielsson et al. 2017). Domestikovani piezvykavci
produkuji celkové az 86 Tg (miliont tun) CH4 ro¢né. Piiblizné 18,9 Tg pochazi od dojnic, 55,9
Tg z masného skotu a pouhych 9,5 Tg z ovci a koz.

Ackoli k produkci metanu muze dochazet 1 v jinych ¢asti traviciho traktu, v bachoru
vznika 89 % metanu, ktery zvife uvolnuje predevsim dutinou tstni a nosni (Hook et al. 2010).
Jak bylo jiz zminéné, H, vznikajici pi1 fermentaci v bachoru vyuzivaji metogeny jako donor
elektronu k redukci CO, na CH4 (Ungerfeld 2020). Tento proces udrzuje nizky parcidlni tlak
H,, ktery by mohl v opa¢ném pfipadé inhibovat metabolismus bachorovych mikroorganismu.
Diky odstratiovani H, v bachoru, metanogeny umoziuji mikroorganismim zapojenym do
fermentace optimalni fungovani a podporuji uplnou oxidaci substrati. H, a CO; vyuziva jako
substrat skupina archei kmene Euryarcheota. Existuje ale skupina metanogenti rodu
Methanosarcina, pro které jsou H, a CO; nevyhodné pro jejich rast. Proto vyuzivaji metanol a
metylaminy, pricemz také produkuji CH4. CHNaO; vznikajici pfi fermentaci muze byt také
vyuzit jako substrat pro methanogenezi, ale ten se misto toho casto rychle premeénuje na H; a
CO> (Hook et al. 2010). Metanogeneze je jedinym mechanismem syntézy ATP, ktery maji
metanogenni archea k dispozici (Matthews et al. 2019).

3.3 Zpisoby snizovani metanu

CH4 vyprodukovany bachorovymi metanogeny skot nevyuzije a uvoliiuje ho do svého
okoli. To pro skot predstavuje energetickou ztrdtu 2—12 % hrubé energie (Danielsson et al.
2017). Snizena produkce CHs z bachorové fermentace by tedy vedla nejen k mensimu
uvolnovani sklenikovych plyna do atmosféry, ale také k omezenému plytvani energie z krmiva,
ktera maze byt vyuzita zvifaty (Hook et al. 2010). Proto byla provedena fada vyzkumu, které
se snazily pfijit na zpusoby, jak snizit produkci CHa4. Z dosavadnich studif se dd konstatovat, ze
razné strategie snizovani CHy funguji na 3 =zdkladnich principech: snizeni populace
bachorovych metanogenu, snizeni produkce H» nebo zajisténi alternativnich akceptori Hj
(Sharifi et al. 2022). Zpusobu jak snizit CH4 v bachoru je cela fada, proto jsou v nasledujicich
textech uvedené jen nékteré, pfiCemz se muzou vzajemné ovliviiovat. Mize jit napiiklad o
slozeni a kvalitu krmiva, kam by spadala koncentrovand krmiva, konkrétni typ pice nebo
konzervace krmiv. Dalsimi strategiemi jsou krmna aditiva, kam by spadali lipidy, dusi¢nany,
sirany, 3-nitrooxypropanol, ionofory, makrotasy, silice, tfisloviny, saponiny, kyanogenni
glykosidy ¢i probiotika.
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3.3.1 Slozeni a kvalita krmiv

3.3.1.1 Koncentrovana krmiva

Zvysovani mnozstvi koncentrovanych krmiv v krmné ddvce skotu je jiz fadu let Siroce
pouzivanou strategii, 1 kdyz puvodné hlavni snahou nebylo snizit emise CHa, ale zvysit
uzitkovost (Jiao et al. 2014). Krmiva s vysokym obsahem skrobu ovliviluje bachorovou
fermentaci, kdy se méni pomér tékavych mastnych kyselin. Je podporena tvorba kyseliny
propionové, coz ma vliv na mikroorganismy a vznika tim niz$i mnozstvi H> dostupného pro
metanogeny. Janssen (2010) uvedl, Ze zvySeni tvorby propionatu je silné spojeno se snizenim
metanogeneze, protoze proces vzniku propiondtu tvori alternativu tvorby Hj, a tak snizuje
mnozstvi substratu pro produkci CHs. Navic se snizuje pH, coz dédle inhibuje/snizuje populace
celulolytickych bakterii, prvoku a metanogenu (Ribeiro et al. 2015; Fouts el al. 2022). Kromé
toho je ¢ast bachorovych mikroorganismu citlivd na kolisani parcidlniho tlaku H», kdy i mirné
zvysSené mnozstvi Hz v bachoru negativné ovliviiuje rozklad rostlinného materialu (McAllister
& Newbold 2008; Jobblin 1999). Vyssi mnozstvi koncentrovanych krmiv v krmné ddvce by
také mohlo vést ke rychlejSimu pruchodu traveného materialu z bachoru, coz by nasmérovalo
vice zivin do zadnich ¢asti travici soustavy a nestihlo by dojit k vyssi produkci CH4 (Janssen
2010).

Van Gastelen et al. (2019) analyzovali 24 studii, ve kterych se sledoval vliv poméru
objemného a koncentrovaného krmiva v krmné ddvce a dospéli k zavéru, ze praimérné zvySeni
koncentrovanych krmiv o 386 g/kg suSiny krmiva snizilo intenzitu produkce CHs (g/kg
produktu) o 27 % u mlécného skotu a o 31 % u masného skotu. Mnozstvi koncentrovanych
krmiv v krmné ddvce do 30-40 % snizuje emise CH4 relativné linearné, ale pii mnozstvi nad 80
% dochézi k prudkému poklesu produkce metanu (Ribeiro et al. 2015; Islam & Lee 2019).
Krmné davky s takto vysokym podilem koncentrovanych krmiv vSak pfinasi riziko subakutni
nebo akutni acidozy, laminitidy, jaternich abscest a dalSich poruch (Ribeiro et al. 2015). I kdyz
jsou koncentrovand krmiva spojovdna s vys§i mléénou uzitkovosti, pokud jejich mnozstvi
v krmné ddvce presahne 50-55 %, projevi se negativni vliv na kvalité mléka (Jiao et al. 2014;
Ribeiro et al. 2015)

Vysoké zatazovani koncentrovanych krmiv do krmné davky skotu muze také nepiimo
zvySovat celkové emise sklenikovych plyna v dusledku intenzivnéj$iho péstovani obilovin.
Tim by se kompenzovalo snizené mnozstvi sklenikovych plynu vznikajicich fermentaci. Navic
by se tak intenzivné nevyuzil fyziologicky potencial prezvykavcu pfeménovat nestravitelnou
vldkninu na vysoce kvalitni zdroje bilkovin pro lidskou spotiebu. Vzhledem ke klimatickym
zménam a skokovému narastu lidské populace bude pravdépodobné stale dulezitéjsi vyuzivat
obiloviny k vyzivé lidstva, nikoliv pfezvykavcu (Olijhoek et al. 2022; Lileikis et al. 2023).
Stejnd krmnd davka se ale muze ucinkem lisit mezi jednotlivymi plemeny. Napi. Olijhoek et
al. (2022) zjistili, ze krmeni krmnou davkou s vysokym podilem koncentrovanych krmiv je
méneé ucinnou strategii pro snizeni emisi CHy4 u jerseyskych krav nez u holstynskych krav,
protoze se plemeno jersey lisi velikosti a fyziologii traviciho traktu.
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3.3.1.2 Typ pice a jeji kvalita

Hlavnim faktorem urcujici kvalitu pice je fenologickd faze rastu v dobé sklizné a
botanické slozeni porostu. Se starnutim rostouciho porostu se zvySuje mnozstvi neutralné
detergentni (NDF) a aciododetergentni (ADF) vlakniny. Takové krmivo se stava méné chutnym
a hufe stravitelnym. Pro zvifata v kategoriich s vysokymi naroky na ziviny nemusi mit takové
krmivo dostateCnou vyzivovou hodnotu. Snizovala by se tim uzitkovost a naopak rostla
produkce CH4 (Loza et al. 2021). Pro nizsi produkci CH4 jsou lepsi krmiva z mladé travy,
kterym ma nizsi mnozstvi slozek bunécné stény a vyssi mnozstvi bilkovin a lehce stravitelnych
sacharidi (Eugene et al. 2021). Predpoklada se, ze vysoky obsah rozpustnych sacharida
podporuje produkci propiondtu a snizuje pH v bachoru. To inhibuje riist metanogent a snizuje
produkci CH4 na jednotku fermentované organické hmoty. Se zvySujici se stravitelnosti krmiv
klesd produkce CHy (g/kg prijaté susiny), stejné tak 1 intenzita produkce CH4 (g/kg mléka) u
mlécného skotu (Eugene et al. 2021).

Jak bylo jiz zminéno, produkci CH4 ovlivni druhy trav a pritomnost luskovin. Bylo
prokdzané, ze krmeni urCitymi druhy trav, jako jsou trdvy s vysokym obsahem lehce
stravitelnych cukrd, muze snizovat produkci CHs u prezvykavca (Meale et al. 2012). Krmné
luskoviny jsou zajimavou strategii, jak dodat zvifatim dusik a zaroveil snizit metanogenezi.
Mohou navic snizit emise sklenikovych plynua diky niz$i spotiebé dusikatych hnojiv a produkci
hnojiv (Eugene et al. 2021). Podobné zafazeni krmiv majicich vysoky obsah skrobu podporuje
produkci propionatu, snizuje pH v bachoru a inhibuje rust metanogent a protozoi (Meale et al.
2012). Druhy rostlin se mezi sebou lisi 1 obsahem sekunddrnich metabolita (tfisloviny,
saponiny, silice atd.), které maji toxicky tucCinek na bakterie, protozoa. Vzhledem ke
komenzalnim vztahim mezi mikroorganismy ovliviiuji zmény v populacich bakterii a protozoi
také populace metanogennich archei, coz dale snizi produkci CH4 (Martin et al. 2010; Adesogan
et al. 2013).

3.3.1.3 Konzervace krmiv

Na emise CH4 mohou mit vliv také jednotlivé technologie konzervace krmiv. Intenzita
metanogeneze ma tendenci se snizovat, pokud je krmivo konzervovano. Silazovani je ucinnéjsi
nez suSeni. To lze vysvétlit tim, ze silazovana krmiva jsou jiz do urcité miry fermentovana, a
stavaji se tak snadnéji a rychleji stravitelna (Martin et al. 2010; Beauchemin et al. 2020).
Benchaar et al. (2001) zjistili, Ze pii krmeni silaze se snizila produkce CHs 0 20 % vic nez pfi
krmeni senem. Studie také prokazaly, Ze pouziti silaznich inokulanti ma taktéz pozitivni
odezvu na snizeni CHs. Nejen aplikace inokulantd, ale také pouziti kyseliny mravenéi v
nepriznivych podminkach sklizné. Diky ni se dosahuje lepsiho pfijmu susSiny, coz spolu s
vyslednou zvySenou uzitkovosti zvifat vede k nizsi produkci CH4 na jednotku piijaté susiny
nebo uzitkovosti (Adesogan et al. 2013; Navarro-Villa et al. 2013). Studie Hindrichsena et al.
(2012) a Weinberga et al. (2003) navic zduraznuji pfiznivéjsi podminky anaerobni bachorové
fermentace, pokud se silazni inokulanty Lactobacillus stavaji soucasti ekologie bachorovych
mikroorganismd, protoze napomahaji pufrovani bachoru a odstrafiovani Oz. Tuto myslenku
vétsiho vyskytu Lactobacillus plantarum podpofila detekce DNA mikroorganismiu a
daktyloskopie u krav krmenych silazi z vojtéSky osSetfenou inokulanty ve srovnani
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s neinokulovanou silazi (Mohammed et al. 2012). Pro snizovani emisi CHy4 se doporucuje, aby
se pii vyrobé konzervovanych objemnych krmiv vénovala pozornost zlepSovani kvality
konzervovaného materidlu, vybéru rostlinnych druhti a vCasnému seCeni porostu, aby se
dosdhlo vyssi stravitelnosti a vyzivné hodnoty (Lileikis et al. 2023).

3.3.2 Doplnkové latky

3.3.2.1 Lipidy

Z pohledu snizovani emisi CH4 se velka pozornost vénuje predevsim nékterym mastnym
kyselinam, které po pfidani do krmné davky vyrazné snizuji emise CH4. Mastné kyseliny, které
se pouzivaji jako doplitkové latky v krmivech, jsou dulezitymi slozkami bunééné membrany,
signalnimi molekulami bunék a metabolickymi substrdty v mnoha biochemickych drahédch a
imunitnimi modulatory (Lee et al. 2017).

Obecné se mastné kyseliny rozdéluji podle pifitomnosti dvojné vazby na nasycené
(obsahuji dvojnou vazbu) a nenasycené (bez dvojné vazby) a podle délky uhlikatého fetézce na
masné kyseliny s kratkym tetézcem (SCFA, z angl. short-chain fatty acids), sttedné dlouhym
fetézcem (MCFA, medium-chain fatty acids) a s dlouhym tetézcem (LCFA, long-chain fatty
acids). Samostatnou skupinu tvofi tzv. PUFA (polyunsaturated fatty acids), coz jsou
nenasycené mastné kyseliny, jejichz chemicka struktura se vyznacuje vice nez jednou dvojnou
vazbou mezi atomy uhliku (NZIP 2024).

Bylo prokdzané, ze pridavek zejména PUFA a MCFA do krmiv pro skot vyznamné
snizuje emise CHy. Tyto mastné kyseliny maji toxicky ucinek na bakterie rozklddajici vlakninu,
protozoa a metanogeny (Rasmussen & Harrison 2011). Na bakterie mastné kyseliny ptsobi tim,
ze pronikaji do lipidové membrany bakterialni bunky v nedisociované formé. Jakmile se
dostanou dovnitf bunky tak disociuji a tim se v cytoplazmé snizi pH. Dojde k potlaceni
cytoplazmatickych enzymu, systému transportu zivin, odpojeni protonové pumpy a k bunééné
smrti (Goel et al. 2009). Doplnéni tuku bohatého na PUF A nebo MCFA do krmiva zalozeného
na objemnych krmivech snizuje stravitelnost vlakniny, produkci H> a nakonec i mnozstvi CHys.
PUFA ma také inhibi¢ni ucinek na produkci CHs prostfednictvim piimého vyuziti Hp
nasycenim (Rasmussen & Harrison 2011).

PUFA jsou pro télo velmi dulezité, nebot’ jsou esencialni (t€lo si je neni schopné samo
syntetizovat) a hraji kliCcovou roli v riznych bunéénych pochodech (Kapoor et al. 2021).
Vyskytuji se napt. v rybim tuku a mikrofasach bohatych na kyselinu dekosahexaenovou (DHA)
(Goel etal. 2009). Nejdulezité;jsi zastupce téchto kyselin predstavuji -3 a ©-6 mastné kyseliny,
které se dale déli na dalsi podskupiny (Lee et al. 2017). Ze studie od Almana (2013) je patrné,
ze PUFA, predevsim kyselina a-linolenovad (-3 mastnd kyselina) maji vyrazné ucinky na
snizovani CHa, zatimco nasycené mastné kyseliny jsou méné ucinné.

MCFA maji kratsi délku fetézce s 6-12 atomy uhliku a jsou hojné zastoupeny
v kokosovém a palmojadrovém oleji. Po poziti jsou MCFA absorbovany epitelialnimi bunikami
gastrointestinalniho traktu, pfiCemz nékteré z nich mohou byt vstiebany epitelialnimi bunkami
na podporu integrity stievni sliznice a nékteré mohou vstoupit portalni zilou do jater a zde se
pfimo metabolizovat. MCFA mohou v jatrech regulovat metabolismus sacharidi a lipidu,
podporovat tvorbu glykogenu a zluCovych kyselin. Kromé toho mohou také regulovat
uvolniovani zanétlivych cytokinu, jako jsou IL-6 a IL-8 (interleukiny), ¢imz zabranuji vzniku

19



zanétu a snizuji poSkozeni zpusobené zanétem. Proto muze pfidavek MCFA do urcité miry
zlepsit imunitni funkce skotu (Wang et al. 2023).

Ze MCFA snizuji produkci CHy bylo potvrzené jak v in vitro tak vin vivo studiich.
Snizuji populaci protozoi (in vitro i in vivo experimenty) a archef (in vitro experimenty). Praveé
mikroorganismy, které maji funkci rozkladu vlakniny jsou na pfidané tuky do krmné davky
citlivé. Citlivost mikroorganismu na ucinky MCFA je urCena strukturou bunécné stény.
Niélevnici a gram-pozitivni bakterie jsou ovlivnény silnéji, nez gram-negativni bakterie (Yanza
etal.2021).

Funkce mastnych kyselin se méni podle davky. Podle Luan et al. (2023) se metanogeneze
sniZzuje pii zafazeni MCFA v mnoZstvi nad 1 % suginy krmiva. Cim vy$§i mnoZstvi mastnych
kyselin se pfidava do krmné davky, tim siln€j$i bude inhibice mikroorganismu. Nadmérné
mnozstvi v§ak muze vyrazné snizit stravitelnost zivin a uzitkovost. Luan et al. (2023) zjistili,
ze Cistd kyselina kaprinova v davkach 220 g, 404 g a 543 g na den, linedrné snizuje stravitelnost
zivin u holstynskych krav. Sila a¢inku MCFA zavisi na typu a koncentraci daného tuku, na
slozeni krmiva a na typu zvifete. Cisté zdroje MCFA silngji snizuji metanogenezi nez dlouhé
nasycené mastné kyseliny (Yanza et al. 2021). Silnéjsi ucinky by také mély mit, pokud by byl
v krmné davce vétsi pomér koncentrovanych nez objemnych krmiv (Luan et al. 2023).

MCEFA lze najit v prirodnich zdrojich, jako je napt. kokosovy olej, palmojadrovy olej atd.
Velmi G¢inné proti snizovani metanogeneze muzou byt kyselina laurovd (C12:0) a kyselina
myristové (C14:0). Tyto dvé kyseliny mohou mit také synergicky efekt na snizovani produkce
CH4 (Yanza et al. 2021). Podle Dohmeho et al. (2000) kokosovy a palmojadrovy olej, které
jsou zdrojem kyseliny laurové a myristove, vyznamneé redukuji metanogeny a nalevniky pokud
jsou v poméru 2,5:1 jak vin vitro tak vin vivo pokusech. Kombinace kyselin laurové a
myristové, palmojadrovy olej nebo kokosovy olej, které se pfidali do krmné davky, snizili v in
vitro experimentu produkci CH4 0 32-42 % na jednotku stravitelné organické hmoty. Kokosovy
olej vSak snizil produkci CH4 na jednotku stravené organické hmoty vice nez kyselina laurova
(Yanza et al. 2021).

Dalsim zajimavym zpusobem redukce metanogeneze jsou SCFA jako je napf. kyselina
kaprinova (C10:0). V in vitro pokusu Goela et al. (2009) bylo zaznamenané dramatické snizeni
produkce CH4 0 33 % u 20 mg a 85 % u 30 mg dopliku kyseliny kaprinové (P<0,001). Pridavek
kyseliny kaprinové v davce 10 mg nemél na produkci CH4 zadny vliv a pii pridavku 30 mg
kyseliny kaprinové byla pozorovdna akumulace Hz (129 mmol/inkubace) (P<0,001). Déle se
pri inkubaci s 20 a 30 mg kyseliny kaprinové doslo ke zménam koncentrace SCFA, kde jejich
¢ista produkce poklesla o 23 % (3,1 az 2,4 mmol/inkubaéni barniku). Pfidavek 30 mg kyseliny
vedl k narastu o 39 % moldrni podil propiondtu (P<0,001), ktery byl doprovdzeny mirnym
poklesem acetdtu a také byla zaznamenand dplnd inhibice produkce isobutyrdtu a isovaleritu
(P<0,001). U pridavku 20 mg kyseliny kaprinové zase doslo ke zvysSeni podilu butyratu (26 %)
a snizeni acetatu (29 %) a propiondtu (29,7 %).

Zbyvajici populace mikroorganismu, kterych se inhibice nedotkne, urcuje rozsah
produkce H; a proces jeho vyuziti. ZvySené mnozstvi H> v bachoru muze mit vliv na zmény v
poméru tékavych mastnych kyselin, kdy se vin vivo i in vitro studiich snizil pomér
acetat:propiondt. To je obvykle sledovany jev, kdyz na proces snizovani produkce CH4 pusobi
Cinitelné, jako jsou pravé mastné kyseliny (Yanza et al. 2021). Zatazeni nékterych oleju jako
napt. s6jovy ¢i Inény olej muze také ovlivnit profil mastnych kyselin v mléce (Gallardo &
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Teixeira 2023). Z metaanalyzy Yanza et al. (2021) se ukazalo, ze MCFA maji nepfiznivého
vlivu na mikroorganismy také na stravitelnost vldkniny (NDF). ZhorSena stavitelnost je
pravdépodobné v dusledku zmény populace mikroorganismi v bachoru, redukce fermentacni
aktivity nebo omezenym pfistupem mikroorganismi a enzyma k ¢asticim krmiva kvali
fyzickému povlaku, protoze mastné kyseliny jsou v bachoru absorbovany bud
mikroorganismy, nebo ¢asticemi krmiva. Tim, ze MCFA redukuji pocet protozoi v bachoru, je
tak nepfiznivé ovlivnéna stravitelnost NDF a to pak nasledné vede k vétSi inhibici
metanogeneze.

3.3.2.2 Dusi¢nany

Uginky dusi¢nant (NOs) na snizeni metanogeneze jsou velmi dobfe popsany a na
ucinnosti mezi studiemi panuje shoda. Metanogenezi ovliviiuji na zakladé kompetice
s metanogeny o Ho. NOs™ se H2 redukuji a tato reakce je termodynamicky vyhodnéjsi, takze je
uprednostnéna pred methanogenezi (Ungerfeld 2020; Sharifi et al. 2022). NO3™ se redukuje na
dusitany (NO2") a nasledné na amoniak (NH4*). Redukce muze v bachoru probihat asimilacni a
disimilacni cestou. Asimilacni redukce energii vyuziva, zatimco disimilacni redukce energie
ziskava. Kone¢nym produktem obou téchto procesu je NH4™, které 1ze vyuzit jako zdroj dusiku
(N2) pro syntézu mikrobidlnich bilkovin (Moreno-Vividn et al. 1999; Fenn et al. 2021).
V nékterych pfipadech muze nastat denitrifikace, coz je disimilac¢ni redukce NO3, jejimz
meziproduktem je napf. oxid dusny (N20O). Ten vznikd v plynné forme a zvife ho uvoliuje z téla
do ovzdusi. Ackoli je N2O velmi silnym sklenikovym plynem, denitrifikace neni pfilis
vyznamnou cestu metabolismu NOs™ v bachoru a tak ma uvoliovani tohoto plynu maly vyznam
(Brulc et al. 2009; Latham et al. 2016).

NO3- ovliviiuji fermentacni procesy a meéni spoleCenstva mikroorganisma v bachoru.
Veneman et al. (2015) uvadi, ze pouzitim NOs3 se zvysil pomér acetatu a propionatu. Tim
vzrostlo pH a zménila se mikrobidlni populace v bachoru. (Sharifi t al. 2022). Vyssi produkce
propiondtu je pravdépodobné zplsobena vétsim mnozstvim bakterii rodu Prevotella, které
produkuji propiondt jako hlavni produkt fermentace (Veneman et al. 2015). Podle Sharifi et al.
(2022) pridavek NOs  snizuje pocet bachorovych protozoi, archei i bakterii s vyjimkou
Fibrobacter a Proteobakteria. Zmény v mikrobiomu ale zdvisi na délce adaptace na pfijem
NOs" v krmivu. Uginky NOs™ na bachorovou mikrobidlni populaci jsou malé, ale konzistentni a
neni prokazané, ze by se reakce lisila v dusledku geografické polohy a rozdilnych zdkladnich
populaci mikroorganismu v bachoru (Veneman et al. 2015).

Utinnost NO3™ je proménlivd a navic mohou zpisobit toxicitu (Van Wyngaard et al.
2019). Redukce NO;, na CH4* je pomalejsi proces nez redukce NO3 na NOz', které se z bachoru
snadno vstiebavaji do krevniho obéhu a pfi jejich akumulaci mize vznikat methemoglobinémie
(Van Zijderveld et al. 2010). Riziko toxicity muaze byt ale vyznamné sniZeno postupnou
adaptaci zvifat, zafazenim koncentrovaného krmiva a pouzitim enkapsulovaného NO3™ (Van
Wyngaard et al. 2019; Sharifi et al. 2022). Aby se toxickym uG¢inkum predeslo, adaptacni
obdobi by mélo trvat zhruba 2 tydny (Zhao et al. 2018). Koncentrované krmivo je vhodné
zatadit proto, zZe se riziko toxicity NO3™ zvySuje pii pfijmu potravy s nizkym mnozstvim rychle
zkvasitelné energie (Sharifi et al. 2022). Enkapsulované NOs3 také napomadhaji proti toxicité
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kvuli tomu, Ze se do bachoru uvoliiuji pomalu, coz umoznuje pomalejsi redukci a minimalizuje
akumulaci toxickych NO;™ (Reynolds & Drewnoski 2022).

Pfidavek NO3 by nemél zpusobovat zadné nepfiznivé uclinky nebo jen minimalni
negativni ucinky na zivoc¢iSnou produkci. Sharifi et al. (2022) zjistili, ze pridani 3,5 % NOs™ ke
krmné ddvce s 60 % objemného krmiva nejenze snizilo emise metanu bez zavazného vlivu na
bachorovou mikrobidlni populaci, ale nemélo ani vyznamny negativni vliv na uzitkovost dojnic.
Wang et al. (2023) ale zaznamenali niz§i mnozstvi bilkovin a laktézy v mléce po piidani NO3
do krmné davky multiparnich dojnic. Skot na pastvé muze NOs pijjimat také z rostlin.
Informaci o jejich vlivu na produkci CHg4, uzitkovost a zdravi zvifat je ale jen omezené
mnozstvi, protoze koncentrace NO3 v pastvindch kolisaji. To ztézuje zjiSténi presného
mnozstvi prijatého skotem (Van Wyngaard et al. 2019).

3.3.2.3 Sirany

Sirany (SO4*) maji podobny u&inek jako NOs. Vazou na sebe H, produkovany
mikroorganismy a tim se redukuji. Za redukci jsou zodpovédné bakterie redukujici SO4>, ktery
potiebuji k zisku energie, tedy ATP. Redukce SO4* se také déli na asimilaéni a disimilaéni. P¥i
procesu asimilaéni redukce je SO4> vyuzivan ke vzniku cysteinu, ktery slouZi jako stavebni
jednotka proteint a enzymu (Drewnoski et al. 2014). U disasimila¢ni redukci jsou organické
slou¢eniny, piedevim laktat, oxidovany a SO4*" je redukovdan na sirovodik (H»S). Pfi pH 6,5 je
87 % HaS disociovano na sulfidové anionty (HS-), které zistavaji v bachorové tekutiné a zbyla
cast se uvolnuje jako plyn, ktery je z bachoru odstraniovan eruktaci (Ungerfeld 2020). Bylo ale
zjisténé, ze pii vysokém piijmu S mize byt H»S vyluCovany z bachoru opét vdechovan plicemi,
kde se vstieba do krve a vyvolat tak poliencefalomalacii (Castro et al. 2022). HoS jinak neni
povazovan za toxicky, naopak jeho oxidace v bachoru mize byt prospésna (Ungerfeld & Kohn
2006). SO4> mohou pomoci také ke sniZeni toxicity NO3~. Pokud se pfidaji do krmné davky
dohromady, koneény produkt redukce SO4*, tj. HoS piisobi jako donor elektronli v procesu
redukce NO3™ na NH4*. Tim se zkrati doba setrvani toxické slouceniny v bachoru (Hubert &
Voordouw 2007).

Bakterie redukujici SO4> poprvé izoloval Coleman (1960) z bachoru ovci krmenych
senem a to konkrétneé Desulfotomaculum ruminis. Pozdéji Huisingh et al. (1974) izolovali opét
z bachoru ovci krmenych krmivem obsahujici sirany bakterie rodu Desulfovibrio. Koncentrace
téchto bakterii v bachoru je pfiblizné 105 az 106 bunék/ml (Huisingh et al. 1974). Zhao et al.
(2020) v nedavné dobeé zjistili pomoci sekvenovani genu 16S rRNA, Ze bakterie redukujici
SO4* tvoii hlavni tii rody Desulfovibrio, Desulfobulbus a Desulfuromonas a Ze zvysujici se
doplnék SO4% zvysuje relativni mnozstvi Desulfovibrio a Desulfobulbus.

Skuteéna redukce SO4* v bachoru je omezend mnoZstvim slouc¢enin obsahujicich S
(Zinder 1993). Doporuc¢ované mnozstvi S v krmné davce predstavuje priblizné 0,15 % susiny,
coz obvykle neni dostaCujici mnozstvi na to, aby se mohla S diive pfipojit k H; a pfedstihnout
tak metanogeny (National Academies of Science et al. 2016). Bylo vsak zjisténé, ze koncentrace
SO4% od 10 do 22 mmol/l miZe &inné snizit rychlost metanogeneze v bachorové fermentaci
in vitro (Siegert et al. 2011). Na druhou stranu by zvySeny pfijem S mohl v bachoru zvysit
podetnost bakterii redukujici SO4%, coz by nasledné snizilo produkci CHs diky redukci SO4%~.
Wu et al. (2015) uvedli, Zze doplnéni SO4>- zvysilo relativni mnozstvi celkovych bakterii a
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bakterii redukujici SO4*>- in vitro, ale neovlivnilo celkové mnozstvi archei a protozoi. Van
Zyderveld et al. (2010) vSak zjistili, ze zafazeni SO42- do krmiva ovci mélo tendence snizovat
relativni poCetnost metanogent a zvySovat pocetnost bachorovych bakterii v¢etné bakterii
redukujicich SO4*, zatimco na protozoa nemély vliv. SniZeni poétu metanogeni mohlo byt
diisledkem negativniho vlivu koneéného produktu H,S vznikajiciho pfi redukci SO4%.

Uginnost SO4% ve snizovani metanogeneze potvrzuje hned nékolik studii. Van Zijderbeld
et al. (2010) dosli k zavéru, Ze po zafazeni SO4> do krmné ddavky v mnozstvi 2,6 % suSiny
krmiva, klesla produkce CH4 0 16 %. Silivong et al. (2011) zase zjistili, e S ziskany z SO4* v
mnozstvi 0,8 % susiny v krmivu koz rovnéz snizil produkci CH4 0 14,2 %. Bylo navic zjisténo,
7e maji SO4% synergicky efekt s NOj3. jejich antimetanogenni u&inek se kumuloval a produkce
CHs4 se snizila 0 47 % (Van Zijderveld et al. 2010). Ve studiich nebyly prokdzané zadné
negativni Cinky, avsak je tieba dodat, ze vysoky pfijem S muze u skotu zvySovat vyluCovani
S ve vykalech a moci a mit tim negativni vliv na Zivotni prostiedi (Hansen et al. 2016).

3.3.2.4 3-Nitrooxypropanol

3-Nitrooxypropanol (3-NOP) je synteticka organicka sloucenina, ktera byla poprvé
syntetizovdna v roce 1990 a patentovana v roce 2012 jako silny inhibitor metanogeneze (Ogawa
et al. 1990; Duval & Kindermann 2018). Tato sloucenina inhibuje Methylkoenzym-M-
reduktdzu (MCR), coz je enzym archei, ktery pusobi v poslednim kroku metanogeneze.
Molekulérni struktura 3-NOP je podoba struktuie methylovaného koenzymu M (methyl-CoM).
Methyl-CoM je poslednim meziproduktem, ktery zavrSuje vSechny cesty metanogeneze (Allen
et al. 1999). Posledni reakci na cest¢ metanogeneze katalyzuje enzym MCR (Thauer 1998;
Friedrich 2005). Vzhledem ke strukturni podobnosti 3-NOP s methyl-CoM se 3-NOP vaze na
MCR a tim tento enzym deaktivuje (Duin et al. 2016). McGinn et al. (2019) uvadi vyrazné
snizeni produkce metanu o 70 % u masného skotu krmeného krmnou dévkou s vysokym
podilem koncentréatu pro vykrm v mnozstvi 125 mg 3-NOP/kg suSiny. Dojnému skotu by mohlo
pro projeveni ucinku 3-NOP stacit nizsi mnozstvi. Van Gastelen et al. (2022) zjistili, ze 60
mg/kg susiny staci ke snizeni produkce CH4 o 28,2 % u zvifat krmenych travni silazi, 37 %
smési travni a kukuficné silaze a 38 % kukufic¢nou silazi. Arndt et al. (2021) v metaanalyze
uvedli, ze v jedenacti studiich se vlivem u¢inkt 3-NOP snizily denni emise CH4 0 29-47 %.

Utinnost 3-NOP viak klesa se zvySujicim se mnozstvim NDF v krmivu. Na kazdych 10
g NDF/kg susiny krmiva udajné ucinnost 3-NOP klesd o 1,64 + 0,33 % (Dijkstra et al. 2018).
Zatimco na kazdych 10 mg 3-NOP/kg suSiny krmiva se zvysSuje antimetanogenni tcinek o 2,56
+ 0,55 %. Pii vypoctu davky dopliku 3-NOP je proto tieba zohlednit slozeni krmiva (zejména
NDF) (Honan et al. 2021). ZvySujici se mnozstvi 3-NOP mozna negativné ovliviiuje piijem
susiny, ale vysledky raznych studii se neshoduji. Napt. Alemu et al. (2021) uvadéji statisticky
vyznamné snizeni piijmu suSiny u masného skotu pii podavani 3-NOP. Naopak Kim et al.
(2019) a Alemu et al. (2023) negzjistili zadny vliv 3-NOP na pfijem suSiny.

Dtive se piedpokladalo, ze snizeny piijem suSiny je zpusoben tvorbou propionatu v
bachoru, coz ovliviiuje sytost krav (Zhang et al., 2021; van Gastelen et al., 2022). Studie
Kjeldsena et al. (2024) vsak tento mechanismus nepodpofila, protoze bylo zjisténo, ze 3 -NOP
v bachoru snizuje celkovou koncentraci TMK , aniz by ovlivnil podil propionatu. Kromé toho
bylo diive zjisténo, ze mnozstvi propiondtu 29 mol/100 mol celkovych TMK (50 mmol/l)
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neovliviiuje piijem susiny (Herndndez-Castellano et al. 2021). Snizeny pfijem suSiny vsak
muze zpusobit akumulace Ha, ktera ovliviiuje termodynamiku bachorovych procesu. Ve studii
Kjeldsena et al. (2024) mél pokles ptijmu susiny nejspis vliv na celkové mnozstvi TMK, které
se snizilo, stejné jako fermentace organické hmoty v poméru s TMK. V dasledku toho, byl
vlivem u¢inkt 3-NOP snizen 1 acetat, tedy hlavni faktor ovliviiujici pH, a tudiz doslo ke zvySeni
hodnoty pH v bachoru. Co se tyce mlécné produkce, Kjeldsen et al. (2024) uvedli, ze 3-NOP
mimo poklesu pfijmu susiny snizil také produkci mléka v kg/den, ale zvysil o0 3,7 % tuk mléka.

3.3.2.5 Ionofory

Ionofory jsou karboxylova polyetherova antibiotika piirozené produkovana vyskytujicim
se kmenem Streptomyces spp. a peroralné poddvdna prezvykavcim a jinym druhtim
hospodafskych zvirat (Marques & Cooke 2021). Poprvé byly identifikovany v roce 1951, ale
k jejich Sirokému pouzivani doslo az do roku 1975. Pavodné byly vyvinuty za Gcelem zlepSeni
vyuziti krmiva pfi vykrmu skotu. DalSim jeho vyuzitim bylo prevence kokcidiézy pod ndzvem
Rummensin. Fyziologicka aktivita ionofort spoc¢iva v piesunu monovalentnich kationtu, jako
je Ca a Na, pfes buné¢nou sténu vyménou za ionty K a H. Z tohoto divodu se tato tfida 1é¢iv
nazyvéa ionofory (Ensley 2020). Ionofory mohou také meénit metabolismus bachorového
mikrobiomu tim, ze vytvareji ucinnéjsi zdroje energie pro prezvykavce. Tyto zmény maji
piinosy, jako je snizeni bachorové acidozy, snizené nadymani, zvySend vyuzitelnost krmiva a
zmeéna mikrobialniho metabolismu exogennich slouc¢enin. Grampozitivni organismy v bachoru
jsou potlaceny, coz umoziuje prevahu gramnegativnich organismu (Nagaraje & Taylor 1987).

Pt pouziti ionoforu v davce uvedené na etiketé se obvykle neprojevuji zadné nezadouci
ucinky. K negativnim dopadim na zdravi obvykle dochazi pii nespravném smichani krmiva a
nespravném davkovani. Pfi pouziti jednoho nebo vice ionofort ve stejné dieté muze dojit k
aditivnimu ucinku ionoforu. Muze se také stat, ze se dohromady s ionoforem piidaji 1 jind
1é¢iva, kterd zasahuji do metabolismu ionoforu a zesili tak toxikézu. To by mohlo ve zvireti
zpusobit toxickou koncentraci, 1 kdyz je v krmivu pouzita spravna koncentrace ionoforu. Skot
je ve srovnani s jinymi druhy zvifat tolerantnéjsi k toxické koncentraci ionoforu (Ensley 2020).
Tuto snizenou citlivost k toxikéze muze vysvétlovat nékolik faktort, véetné rozkladu v
bachoru, snizené absorpci, zvySeného ucinku pfi prvnim prachodu jatry atd. Smrtelnd davka
pro skot je LD50 (stfedni letalni davka) pro monensin 26,4 mg/kg krmiva a LD10 byla
odhadnuta na 11,2 mg/kg krmiva (Potter et al. 1984).

Nejpouzivanéjsi latkou této tiidy v chovu zvifat je pravé monensin, ktery byl poprvé
izolovan v roce 1967 ze Streptomyces cinnamonensis. Monensin je v Evropé schvalen pouze
pro pouziti u mlécného skotu jako kapsle s pomalym uvoliovanim pro prevenci ketozy a v
dribezafském pramyslu se pouziva jako kokcidiostatikum. V USA se tento ionofor Siroce
pouziva pii krmeni piezvykavcu jako latka, ktera zlepSuje energeticky metabolismus a zvySuje
vyuziti spotiebovaného krmiva. Uéinek monensinu na metanogenezi je nepiimy. Jeden z jeho
mechanismu ucinku poskytuje konkuren¢ni vyhodu bakteriim produkujicim propionat, které
vyuzivaji Hy k syntéze kyseliny propionové, a jsou tak konkurenti metanogennim archeim
(McGuftey et al. 2001). Déale pak monensin ovliviluje protozoa, kterd jsou v bachoru hlavnimi
producenty H> (Melchior et al. 2018).
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Vysledky studii s monensinem se v literatufe znac¢né lisi. Appuhamy et al. (2013) ve své
metaanalyze zjistili, ze davka 32 mg/kg pfijmu suSiny monensinu poddvand skotu ve vykrmu
snizila produkci CH4 v pruméru o 19 g/den, zatimco vysledky u dojného skotu byly margindln{
(6 g/den). K tomu dodavaji, ze tento rozdil mohl vyplyvat ze skuteCnosti, Ze pfijem susiny je u
dojnic témér trikrat vyssi nez u masného skotu (18,6 vs. 7,2 kg/den), zatimco pouzité davky
monensinu byly naopak vyssi u masného skotu nez u dojnic (32 vs. 21 mg/kg pfijmu susiny).
K opa¢nym vysledkiim se ale dostali Melchior et al. (2018), ktefi pouzili monensin v davce 150
mg/ks/den a nezaznamenali zadny vliv na produkci CHs. Stejné tak Benchaar (2016) uvadi, ze
davka monensinu 24 mg/kg DMI u dojnic neméla také zadny vliv na produkci CHy. Literatura
se zabyva 1 o i¢inky monensinu na metanogenezi u ovci. Zhang et al. (2021) zjistili, ze davka
monensinu 40 mg/kg susiny potlacila produkci CH4 0 12,7 % u samic jehnat.

Lze také predpokladat, ze diky lepsimu energetickému metabolismu a vyuziti krmiva by
mohla zvifata chovana na maso rychleji dosdhnout cilové hmotnosti, ¢imz by se také snizily
celkové emise CHy4 uvolnované béhem celého Zivota zvirete (Duffield et al. 2012). Vzhledem
k extrémné rozdilnym adajum ziskanych ze studii provedenych s monensinem je pouziti tohoto
ionoforu ke snizeni mnozstvi CH4 spornou strategii. Navic vzhledem k pradvnim omezenim v
Evropské unii a nékterych zemich svéta a rostoucimu tlaku na omezeni pouzivani antibiotik v
odvétvi zivocisné vyroby se strategie pouziti ionofort ke snizeni emisi CHs nejevi jako
dlouhodobé udrzitelné feseni tohoto problému (Ribeiro Pereira et al. 2015).

3.3.2.6 Makrotasy

Moiské makrofasy patii podle svého zbarveni do tfi hlavnich kmena: Chlorophyta
(zelené), Phaeophyta (hnédé) a Rhodophyta (Cervené). Odhaduje se, Ze existuje priblizné 6200
raznych druht Cervenych makrofas a pfiblizné 1800 druht hnédych a zelenych makrofas
(Pereira 2021). Vyzkumy zaméfené na zmirnovani emisi CHs se provadély u vsech tii kment,
ale zatim nejslibn€jsi a nejprozkoumanéjsi jsou dva druhy cervenych morskych fas -
Asparagopsis taxiformis a Asparagopsis armata. Ackoli castecné zmirnéni produkce CHy lze
pficist riznym slou¢eninam (florotaniny, saponiny, alkaloidy, flavonoidy atd.), nejdulezité)si
latkou téchto fas je halogenova sloucenina bromoform (CHBr3) (Machado et al. 2016; Min et
al. 2021). CHBr3 pusobi tak, ze inhibuje metanogenezi v bachoru, konkrétné se zamétuje na
posledni krok procesu metanogeneze. Kompetitivne inhibuje substraty koenzym M transferazy
a Methyl-CoM, ¢imz blokuje posledni krok metanogeneze (De Bhowmick & Hayes 2023).
Utinek mofskych fas se mize ménit v disledku techniky jejich zpracovani. Zmrazeni a
lyofilizace jsou nejicinngjsi pro zachovani koncentrace CHBr3 (Vucko et al. 2017).

Studie prokazaly, ze krmeni skotu moifskymi fasami, zejména témi Cervenymi, muze
snizit emise metanu az o 99 % in vitro (Brooke et al. 2020). Pravdépodobné ale muze
Asparagopsis spp. negativné ovliviiovat piijem susiny a to nasledné snizit uzitkovost (Stefenoni
et al. 2021). Také se vyskytuji obavy z toxicity CHBr3. Glasson et al. (2022) proto hodnotili
jeho toxické ucinky u potkant a dospéli k zavéru, ze mnozstvi CHBr3 v Asparagopsis spp. je
pro skot zanedbatelné a nezpisobi mu zadné problémy. Bylo prokidzané, ze se CHBr3
nehromadi v mase ani v tuku a v mléce lze nalézt pouze jeho stopové mnozstvi (Muizelaar et
al. 2021). V mléce se ale muze vyskytovat vétsi mnozstvi jodu (I), coz by mohlo pfinést riziko
pro zdravi Clovéka (Stefenoni et al. 2021). Evropsky uGfad pro bezpecnost potravin (EFSA)
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doporucuje maximalni mnozstvi jodu 2 mg I/’kg krmiva pro dojnice a 10 mg I/kg krmiva pro
masny skot, proto by méla byt pfi sestavovani krmnych davek s Cervenymi fasami piijata prisna
opatfeni, zeyména pro mlécny skot, protoze déti mohou byt na zvysené mnozstvi I obzvlasté
citlivé kvuli vyssi spotfebé mléka (FEEDAP 2013; Lean et al. 2021). Mofské fasy maji vysoky
obsahu mineralnich latek a stopovych prvku, ale hromadi se v nich také tézké kovy. Ty mohou
byt obsazeny v pfipustném rozmezi, avSak hodnoty se mohou vlivem riznych zemépisnych
lokalitach lisit (Selmi et al. 2021).

3.3.2.7 Silice

Silice jsou sekunddrnimi metabolity roslin. Jejich hlavni funkeci je ochrana rostlin pred
abiotickym stresem, infekcemi, poskozenim a Skudci (Carrazco et al. 2020). Tyto metabolity v
rostlinach Casto urCuji jejich viini a barvu a proto se pouzivaji v kosmetice, parfumerii a 1é¢ivech
(Honan et al. 2021). Hlavnimi uc¢innymi ldtkami silic jsou obvykle terpenoidy a
fenylpropanoidy, dalsi latky jsou obsazeny v nizsim poméru (alkoholy, kyseliny, aldehydy atd.)
(Calsamiglia et al. 2007). Silice maji potencial snizovat emise CHa4, protoze ovliviuji
mikrobidlni populace v bachoru. Metanogenezi mohou ovliviiovat jak pfimo, prostfednictvim
toxického ucinku na metanogenni archea, tak nepiimo, prostfednictvim toxickych G¢inka na
celulolytické bakterie a protozoa, ¢imz snizuji mnozstvi H> dostupného pro metanogenezi
(Cobellis et al. 2016). Uginky silic pisobi Gidajné vic na grampozitivni bakterie neZ na ostatni
mikroorganismy (Chao et al. 2000).

Abdillah et al. (2024) se ve své studii zaméfili na ucinky silic, které obsahuje muskatovy
ofech (Myristica fragrans). Parni destilaci se z ného ziskava nékolik bioaktivnich latek, vCetné
sabinenu (21 %), 4-terpineolu (14 %) a myristicinu (14 %), coz jsou latky, které byly ve studii
spojovany se snizenim poctu protozoi a produkci CH4. Slozeni ucinnych latek silic se vSak lisi
v zavislosti na puvodu rostliny. Z vysledku zjistili, Ze silice z muSkatového ofechu maji
potencial snizit produkci CH4 v in vitro podminkdch jiz v ddvkach 100 a 200 ul/ml vzorku.
Podobnych vysledka dospéli 1 Zhou et al. (2020) u vyzkumu ucinku silic oregana, obsahujici
napi. eugenol. Ty vykazovaly tendence snizovat produkci CH4 v ddvkach od 13 ul/l a toto
snizovani bylo pfimo umeérné zvysenym davkam aditiva. Ze studie, kterou provadéli Jiménez-
Ocampo et al. (2022) se ukazalo, ze ptidavek 0,5 % silice z pomerancu do krmiva snizil u skotu
emise CH4 0 12 %, aniz by to ovlivnilo pfijem suSiny. Abdillah et al. (2024) dédle zaznamenali,
ze vlivem silic muskatového ofechu doslo ke zméné koncentraci TMK, zejména kyseliny
octové. Tyto zmeény lze pricist k nizsi produkci CHa, protoze pii vzniku kyseliny octové vznika
plynny H», tedy substrdt pro metanogenezi (Karlsson et al. 2019). Davka 200 ul/ml navic
vyznamné snizila hladinu NH3, pravdépodobné kvili fenolickym slou¢eninam, které redukuji
bakterie produkujici nadmérné mnozstvi NHs.

Targe & Krause (2011) ale zjistili, ze zafazeni silic do krmné davky mize negativné
ovliviiovat bachorovou fermentaci a ze mnohem vétsi davka 10 g/den nenf pro laktujici dojnice
piinosna. Pouziti silic ze skofice a citronu také snizilo stravitelnost bilkovin (Tager & Krause
2011; Zulfa et al. 2019). Stejné tomu bylo i v in vitro pokusu u silic z muskatového ofechu, kdy
se po 48 hodinach snizila stravitelnost bilkovin pf1 davece 200 pl/l a teprve po 96 hodindch se
vyznamné zvySila. Snizeni degradace bilkovin v bachoru se pfipisuje jednak selektivnimu
antimikrobidlnimu u¢inku silic proti bachorovym mikroorganismum, zejména proteolytickym
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bakteriim. To tedy vede ke snizeni aktivity bakteridlnich enzymu protedz (Hart et al. 2008).
Dalsim divodem snizeni stravitelnosti bilkovin je pravdépodobné ten, Ze bioaktivni slouceniny
silic obsahuji funk¢ni skupinu fenol s reaktivnimi vlastnostmi viiéi makromolekulam, jako jsou
bilkoviny, ke kterym se pfipojuji prostfednictvim esterove vazby. Tyto vazby se obtizné
hydrolyzuji, ¢&imz se snizuje aktivita enzymu proteazy (Xiao et al. 2011). Uginky riiznych silic
a/nebo jejich smeési jsou velmi variabilni. Jsou zavislé nejen na vlastnostech konkrétni silice,
ale také na slozeni krmné davky a typu zvirat, kterym je predkladana. Jejich pouziti nemusi byt
vhodné napt. u masného skotu, kvli moznym negativnim dopadim na jejich zdravi (Cobellis
et al. 2016).

3.3.2.8 Trisloviny

Ttisloviny jsou stejné jako silice sekundarni metabolity rostlin, tudiz plni stejnou funkci,
tedy ochranu pfed hmyzem, bakteriemi, bylozravci apod. Jsou to polyfenolické slouceniny
vyskytujici se v riznych druzich rostlin a maji afinitu k vazbé na slozky potravy, jako jsou
bilkoviny ¢i sacharidy (Waghorn 2008). Ttisloviny se de€li na skupinu hydrolyzovanych a
skupinu kondenzovanych tiislovin. Nékteré zdroje tfisloviny rozdéluji navic jesté na skupinu
tzv. florotanini, které se vyskytuji predevsim v fasach (Huang et al. 2018). Ttisloviny jsou
toxické pro nékteré druhy bachorovych mikroorganismi a tato schopnost muze byt tudiz
vyuzita pro snizeni metanogeneze. Jejich icinky mohou byt bud’ pfimé, tim, Ze se navdzou na
bunécny obal metanogenu a inhibuji je, nebo nepiimé, kdy jsou toxické pro nékteré bakterie a
prvoky produkujici H», tedy substrdt pro tvorbu CHs (Melchior et al. 2018). Jako nepiimy
ucinek by se dalo také brat jejich vazebna aktivita na proteiny a polysacharidy, ¢imz snizuji
dostupnost zivin pro mikroorganismy (Bodas et al. 2012). Na druhou stranu se tak muze
snizovat dostupny zdroj energie pro zvife a v dusledku snizené stravitelnosti krmiva by se do
dalsich casti traviciho traktu posunovalo vice fermentovatelné organické hmoty, coz by vedlo
ke zvySenym emisim CH4 z vykalu (Huhtanen et al. 2021).

Utinky tfislovin na metanogenezi jsou ale velmi proménlivé, protoze se jejich
molekulova hmotnost, struktura, aktivita a koncentrace v rostlinach znaé¢né 1181 v zavislosti na
druhu, stafi a ¢asti zkrmovanych rostlin. Obecné plati, ze tropické druhy rostlin obsahuji vyssi
mnozstvi tfislovin nez rostliny mirného klimatu. Tropické druhy se vSak s nejvétsi
pravdépodobnosti nemohou v mirném pasmu ve velké mife krmit, kvuli ndro¢nosti péstovani v
chladnéjsim podnebi (Lileikis et al. 2023). V metaanalyze Arndta et al. (2022) se autof1 zmifiuji
o tom, ze krmenim smési krmiva bohatého na tfisloviny a krmiva obsahujiciho dostate¢né
mnozstvi zivin se snizila produkce CH4 0 12 %, aniz by to ovlivnilo mlé¢nou uzitkovost nebo
piirastek hmotnosti, pfestoze stravitelnost susiny byla snizena o 12 %. Yang et al. (2017) zase
provedli studii, kde masnému skotu ddvali 6,5 g, 13 ga 26 g trislovin/kg suSiny a zjistili 11,1%,
14,7% a 33,6% snizeni produkce CHy (litri/kg spotfebované susiny). Autofi také pozorovali
pokles relativniho poctu prvoku a metanogent a snizenou stravitelnost organické hmoty pii 26
g ttislovin/kg susiny. Schopnost tfislovin modifikovat bachorovy mikrobiom muze mit za
nasledek snizeni degradace bilkovin. Arndt et al. (2022) také zjistili, ze pti doplitku 13 ga 26 g
tiislovin do 1 kg suSiny snizilo koncentraci amoniakdlniho dusiku (N-NH3) v bachoru.
Degradace bilkovin tak muze byt snizena v dusledku mensi syntézy N-NH3 a vétsiho toku
neamoniakalniho dusiku do dvanactniku (Besharati et al. 2022).
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V urcité mire jsou tfisloviny toxické. Hydrolyzované jsou oproti kondenzovanym
tiislovinam toxi¢tejsi, kvuli tomu, Ze maji niz§i molekulovou hmotnost a horsi absorpci na
proteiny. Kondenzované tfisloviny maji siln€j$i vliv na bachorovy metabolismus a aktivitu
mikroorganisma, ale maji nizsi toxicky potencial nez hydrolyzované tfisloviny. Proto jsou
pravé kondenzované tiisloviny atraktivnéjsi jako mozné inhibitory metanogeneze (Ku-Vera et
al. 2020).

3.3.2.9 Saponiny

Saponiny jsou stejné jako predeslé dve skupiny sekundarni metabolity rostlin, pro které
saponiny slouzi jako chemickd bariéra pii ochrané svych tkédni. Jsou to pfirodni detergenty,
chemicky definované jako vysokomolekularni glykosidy, v nichz jsou sacharidové jednotky
spojeny s triterpenovou (avenacin) nebo steroidni (avenakosid) aglykonovou casti, pficemz v
ptirodé je vétsi zastoupeni triterpenovych typu nez steroidnich (Goel & Makkar 2012; Kholif
2023). Jejich ndzev saponiny vychazi z jejich schopnosti vytvaret stabilni pénu ve vodnych
roztocich, jako napf. mydlo. Saponiny jsou rozSifeny v mnoha rostlinach, predevSim v
lusténinach (leguminoézach) a jejich koncentrace je nejvyssi v kofenech a mladych listech
(Kholif 2023).

Predpoklada se, ze hlavni antimetanogenni u¢inek saponini je nepiimy, tj. emulgaci
bunécnych stén protozoi saponiny naru$uji jejich propustnost, a tim zpusobi bunéénou smrt
(Goel & Makkar 2012). S poklesem populace protozoi se odpovidajicim zpusobem snizuje i
mnozstvi Ho potifebného pro metanogenezi. Jayanegara et al. (2014) provedli metaanalyzu
zahrnujici 23 studii, v nichz byly pouzity rizné zdroje saponind. Pouzitymi rostlinami bohatych
na saponiny byly juka (Yucca schidigera), mydlokor tupolisty (Quillaja saponaria) a cajovnik
¢insky (Camellia sinensis). Autofi uvedli, ze ptidavek rostouciho mnozstvi zdroje bohatého na
saponin snizoval emise metanu na jednotku inkubovaného substratu 1 na jednotku celkového
vyprodukovaného plynu. Podil propiondtu se zvySoval se zvySujicimi se hladinami saponint a
pocet prvoku se snizoval. Dale Koztowska et al. (2020) pii pokusech in vitro dosli ke zjisténi,
ze vlivem saponind z riznych ¢asti odrud vojtésky seté (Medicago sativa L.) doslo k poklesu
nejen populaci protozoi, ale i populaci metanogenu, takze nelze vyloucit moznost pfimého
toxického uc¢inku saponint na archea, 1 kdyz dodavaji, ze mensi populaci archei l1ze pficist také
poklesu poctu protozoi v duasledku pferuseni mezidruhového prenosu H,. Navic by mohly byt
ucinky saponint ovlivnény slozenim krmiva. Podle Hegartyho (1999) se projevil mirny vliv
defaunace na produkci CH4, pokud byla zvifata krmena objemnymi krmivy a kdyz pfijimali
krmivo bohaté na Skrob, nebyl zaznamenan zadny vliv.

Rostliny bohaté na saponiny navic maji potencial zvysit tok mikrobialnich bilkovin
z bachoru a zvysit vyuzitelnost krmiva (Goel & Makkar 2012). Glykofrakce saponint zachycuji
NH3 v bachoru, kdyz jsou jeho koncentrace po krmeni vysoké, a poté, kdyz koncentrace NH3
opét klesaji, jej postupné uvolnuji pro mikrobialni syntézu bilkovin. Vzhledem k pfiznivému
vlivu saponinu na metabolismus N 1ze doporucit jejich pouziti k prekonani problému spojenych
s neefektivni/Spatnou retenci a vyuzitim N (Kholif 2023). Jaky budou mit saponiny vliv na
populace bachorové mikrobioty ale rozhoduje struktura a davka saponinu, adaptace zvifat,
slozeni krmné davky a struktura mikrobialniho spoleCenstva v bachoru. VétSina saponind je
povazovana za zcela bezpeCnou a prospe€snou, ale nékteré druhy mohou byt pro zvirata
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jedovaté, 1 kdyz neni zcela objasnén duvod, pro¢ jsou nékteré saponiny prospésné, zatimco jiné
toxické.

3.3.2.10Kyanogenni glykosidy

Kyanogenni glykosidy jsou dalsi skupinou sekundarnich metabolitti ochranujici rostliny
pred vlivy vnéjsiho prostiedi ohrozujici rostlinu (Bodas et al. 2009). Chemicky jsou definovany
jako O-B-glykosidy kyanohydrinu, které vznikaji v dusledku glykosylace kyanhydrina. Jsou to
derivaty aminokyselin a v prirod€ jsou jejich jedinymi prekurzory 1-valin, 1-isoleucin, 1-leucin,
1-fenylalanin, 1-tyrosin a cyklopentenylglykan (Mgller et al. 2016). Kyanogenni glykosidy jsou
pfitomny ve vice nez 2650 rostlinnych druzich, ale ve vysSich koncentracich je 1ze nalézt
napiiklad v Ciroku (Sorghum spp.), nékterych jetelich (Trifolium spp.), nékterych bylindch
Celedi barickovité (Triglochin spp.) nebo manioku (Manihot esculenta) (Sun et al. 2019). V
zavislosti na druhu rostliny mohou byt ulozeny v listech, stoncich, semenech ¢i kofenech.
Kyanogenni gylkosidy jsou ulozeny ve vakuolach a samy o sobé jsou neaktivni. K jejich
aktivaci je zapotiebi enzym [-glykosiddza, ktera je wulozena v jinych bunécnych
kompartmentech, aby se zabranilo autotoxicité (Gleadow & Mgller 2014). Pii kontaktu [3-
glykosiddzy s kyanogennimi glykosidy dojde ke Stépeni na molekulu cukru a kyanohydrin,
ktery je pak didle hydrolyzovin na kyanovodik (HCN). Ten se vtéle spojuje s
krevnim hemoglobinem a omezuje aktivitu dychacich enzymu, coz nakonec vyusti v bunéénou
smrt (Khota et al. 2023a). Kvali své schopnosti branit normalnimu metabolismu Oz mutze dojit
u zvifat, které pozieli ur¢ité mnozstvi této latky k zavaznym ndsledkum, jako je histotoxicka
anoxie a smrt (Khota et al. 2023b).

HCN je povazovan za extrémné toxickou latku predevSim pro prezvykavce, protoze
hojnost mikroflory v bachoru a pfiznivé pH umoziuji rychlejsi hydrolyzu nez u
monogastrickych zvifat (Gensa 2019). Uvadi se, ze smrtelnd ddvka HCN je pro prezvykavce
pfiblizné 2 mg/kg télesné hmotnosti. Hlavnim procesem detoxikace organismu u piezvykavcu
je mikrobialni pfeména kyanidu (CN) na méné toxicky thiokyanatan, pfi€emz tvorbu
thiokyanatanu katalyzuji enzymy jako je rhodan (Khota et al. 2023b). Koncentrace
kyanogennich glykosidi se muze extrémné liSit v zavislosti na odrudach rostlin, zptisobech
péstovani (mraz, sucho a aplikace herbicidi), fazich rastu a zpusobech krmeni zvifat (pastva,
fezani a prenaseni, seno a silazovani). Napf. je prokazané, zZe silazovani vyznamné sniZuje
celkovou koncentraci kyanida (Khota et al. 2023a).

Schopnost toxicity téchto latek 1ze vyuzit pii snizovani CHy4, protoze HCN inhibuje také
metanogeny (Valencia-Salazar et al. 2021). Inhibice archei se vysvétluje schopnosti
kyanidovych ionti se pevné vazat na proteiny a enzymy obsahujici kovy, které se hojné
vyskytuji u archei. Vyzkum uc¢inka kyanidd na metanogenezi se sklada pfevazné z in vitro
studii. Prikladem jsou studie s maniokem, ve kterym se kyanogenni glykosidy hojné vyskytuji.
Zavaleta et al. (2019) zjistili linearni snizeni CHy4 pii1 pfidani Cistého limarinu (kyanogenniho
glykosidu pfitomného v anioku). V ddvkach 6, 13, 20 a 26 mg/l poklesla produkce o 9,7; 9,2;
18,1 a 29,4 %. Vongsamphanh et al. (2018) rovnéz zjistili snizeni CH4 pfi inkubaci listd
manioku a pric¢itaji to koncentracim sekundarnich metaboliti, jako jsou kyanogenni glykosidy,
inhibitory trypsinu, oxalaty, fytaty a tfisloviny. Ke snizeni CH4 doslo 1 v in vitro pokusu u koz
krmenych hofkymi a sladkymi odridami manioku. Pomér CH4 k CO; se snizil o 16 %, zvysil
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se ptijem susiny o 25 % a retence N o 23%, kdyz byly kozy krmeny kombinaci obou odrud ve
srovndni se samotnou sladkou odridou. Zaroven nebyly pozorovany zadné znamky toxicity
kyanidu, ackoli hladina thiokyanatanu v moci se ve skupiné se smiSenymi odradami zvysila o
100 % ve srovnani se skupinou krmenou sladkou odrudou (Phuong et al. 2019). Je vSak nutné
st uvédomit negativni ucinky kyanogennich glykosida, nebot’ 1 relativné malé mnozstvi téchto
latek muze byt pro organismus toxické. Pro zavedeni této strategie ve vétSich produkénich
systémech by mély byt proto dukladnéji prozkoumany dlouhodobé ucinky na zdravotni
parametry pirezvykavcu.

3.3.2.11Probiotika

Probiotika jsou skupina vybranych prospésnych mikroorganismu a jejich kultur, které
maji potencial snizovat produkci CHas, ackoli se do krmiv zacala dopliiovat ze zcela jinych
divodu (Chao et al. 2000). U telat se probiotika obvykle zaméfuji na tlusté stfevo a predstavuji
zajimavy prostiedek ke stabilizaci stfevni mikroflory a sniZeni rizika kolonizace patogeny.
Probiotika pro dospélé prezvykavce se do krmiv piidavaji za GcCelem zlepSeni traveni vlakniny
bachorovymi mikroorganismy. Tato probiotika maji pozitivni vliv na rGzné travici procesy,
zejména na traveni celuldzy a syntézu mikrobialnich proteint (Uyeno et al. 2015). ZlepSuje se
tak bachorova fermentace, stravitelnost krmiva a reguluje se rust patogent (Mahesh et al. 2021).
Probiotika mohou snizovat produkci CHy4 tim, Ze bud’ specificky inhibuji metanogeny, a nebo
meéni metabolické drahy vedouci ke snizeni mnozstvi substratu pro metanogenezi (Tseten et al.
2022). Existuje mnoho druhu probiotik a rizné kmeny maji odli$né inhibiéni u¢inky (Sun et al.
2021).

Kvasinky, jako Saccharomyces cerevisiae, mohou zlepsit celkovy zdravotni stav zvirat,
spotifebu krmiva a stravitelnost vlakniny, coz nasledné vede ke zvySeni mlécné uzitkovosti nebo
pfirastkim télesné hmotnosti. Pfestoze maji kvasinky tyto piinosy, pravdépodobné nejsou
vhodnou strategii, pokud jde o emise CHa. Oh et al. (2019) krmili kravy v laktaci probiotiky na
bazi Saccharomyces cerevisiae a nezaznamenali zadny vyznamny vliv na produkci, intenzitu
nebo uzitkovost CH4. Mlécna uzitkovost se vSak v oSetfované skupiné zvysila o 2 kg/den, aniz
by to mélo vliv na prijem susiny nebo stravitelnost krmiva. Stejné tak Darabighane et al. (2019),
ktefi provedli analyzu 46 studii publikovanych od roku 1990 do roku 2016 nezaznamenali
zadny vyznamny vliv na produkci CHa. I pres to by ale mohla zlepsend zivocisné produkce vést
produkénich systémech. Napt. rychleji rostouci masna plemena by mohla rychleji dosahnout
cilové hmotnosti.

Na produkci CHs4 vSak mohou mit vliv bakterie produkujici kyselinu mléénou (napf.
Lactobacillus, Enterococcus spp.). Jejich Glinek muze byt vysvétlen nékolika zpusoby.
Bakterie ¢1 jejich metabolity méni bachorovou fermentaci a tim snizuji metanogenezi, nebo
pfimo inhibuji bachorové metanogeny a mikroorganismy produkujici H, (Doyle et al. 2019).
Jeyanathan et al. (2016a) ve své studii s ovcemi do krmné davky ptidali Lactobacillus pentosus
D31, Lactobacillus bulgaricus nebo Propionibacterium freudenreichii 53-W. Nezaznamenali
zadny vliv na snizeni emisi CH4 u Lactobacillus bulgaricus, zatimco Lactobacillus pentosus
D31 udajné snizil produkci CHs 0 13 %. Naopak Propionibacterium freudenreichii 53-W zvysil
produkci CH4 0 16 %. Jeyanathan et al. (2019b) byli ve svém pozdéjsSim pokusu s dojnym
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skotem utvrzeni, ze Propionibacterium fraudenreichii zvySuje produkci CHy, protoze intenzita
metanogeneze zvysila o 27 %.

Bakterie vyuzivajici kyselinu mléénou (napt. Propionibacterium spp., Megasphaera
spp.) mohou v bachoru zvysit produkci propionatu a tim zvysit mnozstvi dostupné energie a
snizit riziko acidozy snizenim koncentrace kyseliny mlécné v bachoru. Propionat je navic také
alternativnim akceptorem elektronu, ktery odvadi tok H, z procesu metanogeneze (Ungerfeld
2013). V pokusu, ktery provedli Jeyanathan et al. (2019b), vSak nebyly zjistény zadné zmény v
profilu TMK a naopak vzrostla produkce CH4. To mohlo byt zpasobeno bud’ pfimym uc¢inkem
kmene zavedeného do krmiva na metanogeny nebo nepiimym ucinkem prostfednictvim
metabolitd ovliviiujicich bachorovy ekosystém (Doyle et al. 2019).

Acetogenni bakterie, které se prirozené vyskytuji v bachorovych kulturach, vyuzivaji H»
k tvorbé acetdtu v procesu zvaném reduktivni acetogeneze, ktery teoreticky muze konkurovat
metanogenezi. Redukce CO> na CH4 je vSak termodynamicky vyhodnéjsi reakci nez redukce
CO; na acetdt (Lan & Yang 2019). Navic metanogenni archea maji vyssi afinitu k H, a jsou
tedy tispésnymi konkurenty acetogennich bakterii. Proto se prozatim zdé reduk¢ni acetogeneze
jako nepravdépodobna metoda snizovani emisi CHy.

Probiotika pravdépodobné maji potencial snizovat produkci CH4, pokud se pouziji ve
spojeni s jinymi strategiemi (Latham et al. 2019). Jejich vyhodou vsak je, ze pokud se pouziji
spolecné s dalsim aditivem redukujici metanogenezi, posili ucinek spolecné piidavané
doplnkové latky a navic pfiznivé ovlivni zdravi a produkci. Néktera probiotika, jako jsou
bakterie redukujici sirany nebo bakterie vyuzivajici kyselinu mléénou mohou také
minimalizovat negativni iCinky spojené s urcitymi strategiemi snizujici metanogenezi (Lileikis
et al. 2023). Pomoci mohou také prebiotika, tady latky stimulujici rust prospésnych
mikroorganismi. K redukci metanogeneze pfispivaji tim, Zze méni strukturu bakterialniho
spolecCenstva (Tseten et al. 2022).
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4 Metodika

S kravami, které slouzili jako zdroj bachorové tekutiny, bylo zachdzeno v souladu s
ndrodni a Evropskou legislativou (Smérnice 2010/63/EU o ochrané zvifat pouzivanych pro
védecké ucely; Evropska unie 2010). Veskeré postupy byly schvaleny Etickou komisi
Vyzkumného ustavu Zivo&iné vyroby (Praha, Ceska republika).

4.1 Design experimentu

Cilem experimentu bylo zjistit, zda ma kombinace dusi¢nanu a smés kyseliny kaprinové
a laurové aditivni ¢i synergické ucinky snizovani produkce CHa4. Byla pouzita in vitro metoda,
vsadkova inkubace, s bachorovou tekutinou jako zdrojem mikroorganismu. OSetieni byla
testovdna v 2x2 faktoridlnim designu, s nasledujicimi oSetfenimi: (CON; bez aditiv), dusi¢nany
(NOs7; 1,825 mmol/l), kyseliny kaprinové/laurovd (C10/12; 250 mg/l; 125 mg/l kyseliny
kaprinové + 125 mg/l kyseliny laurové) a kombinaci dusi¢nana a kyseliny kaprinové/laurové
(NOs + C10/12; 1,825 mmol/l + 250 mg/l). VSechny pouzité slouceniny byly komercni
produkty s &istotou >98 % (Merck, Praha, Ceska Republika) a pouzitym zdrojem dusi¢nand byl
dusi¢nan sodny. Provedlo se 5 sérif inkubace, které trvaly celkem 120 hodin.

4.1.1 Zvirata a pokusny substrat

Bachorova tekutina byla ziskdna od dvou kanylovanych krav plemene Holstyn, které byly
ve stfedni fazi laktace (télesna hmotnost 645 + 9 kg; denni produkce 33 + 8 kg). Bachorova
tekutina se odebirala z ruznych mist bachoru po rannim krmeni. Krmna smeés, kterou byly kravy
krmeny, sestdvala z kukufic¢né silaze, vojtéskové silaze, lusténino-obilné silaze, slilazovanych
kukuficnych palic s listeny (LKS), pivovarského zrna, pSenicné slamy a tekuté smési melasy a
glycerolu (v poméru 50:50). Toto krmivo se krmilo dvakrat denné ad libitum. Po odbéru
bachorové tekutiny se vzorky uzaviely do termolahve a ihned se prevezly do laboratore. Doba
mezi odbérem a zpracovanim v laboratofi byla 20-30 minut. V laboratofi se vzorky nasledné
zcedily pfes sito z nerezové oceli za prubézného proplachu CO» a vzorky od dvou krav se
smichaly dohromady. Jako substrat (tzn., krmivo v inkubaénich lahvich) do pokusu se pouzila
smés z kukuficné silaze (300 g/kg), vojtéskové silaze (300 g/kg) a jeCmene (400 g/kg). Smes
se v suchém stavu nasrotovala tak, aby proSla pies sito s otvory o priméru 1 mm. Substrat
obsahoval v susiné: organickou hmotu 951 g/kg, hruby protein 154 g/kg, hruby tuk 25 g/kg,
skrob 206 g/kg, neutralné detergentni vlakninu (NDF) 354 g/kg a acidodetergentni vldkninu
(ADF) 193 g/kg.

4.1.2 Inkubace

Pfipraveny substrat byl navazen po 100 mg do sterilnich lahvi o objemu 60 ml, které byly
proplachnuty COs. Poté se rucni pipetou Acura naddvkovalo do kazdé lahve 10 ml kultivacni
tekutiny. Ta se pfipravila smichanim vzorku bachorové tekutiny s médiem v poméru 1:9 podle
Menkeho et al. (1979) s tou zménou, ze médium obsahovalo 30 % Ccisté bachorové tekutiny
(autoklavovano pii 121°C, 15 minut, odstredéno pii 27000 x g, 20 minut). Kultivac¢ni tekutina
se nasledné proplachovala CO; a udrzovala se za stalého michani pi1 teploté 39°C po dobu 10
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minut pro dosazeni uplné homogenizace. Dusi¢nany a kyseliny kaprinova/laurova se do lahvi
dodaly pridanim roztoku 100 pl sterilizované destilované vody s dusi¢nanem a nasledné 100 pl
zasobniho roztoku etanolu se smési kyseliny kaprinové/laurové. Tim se dosdhlo pozadované
koncentrace 10 ml kultivacni tekutiny. V kontrolnich a slepych lahvich bylo stejné mnozstvi
destilované vody 1 etanolu, aby se pfipadné kompenzoval vliv rozpoustédel na fermentaci. Pti
vSech inkubacich byl pocatecni plynnou fazi v hornim prostoru ldhve pouze CO,. VSechny
lahve se uzaviely a umistily do vodni lazné s fizenou teplotou 39°C a frekvenci tfepani 90
otacek/minutu. Po pocatecni 24 hodinové inkubaci se z kazdé kultury prenesl 1 ml do nové
série s Cerstvym médiem (9 ml), substratem (100 ml) a s prisluSnymi testovanymi slou¢eninami
nebo bez nich (kontrola) a nasledné byly opét inkubovany dalSich 24 hodin. Jak bylo jiz
zminéno, provedlo se celkem 5 sériovych kultur s inkubaci trvajici celkem 120 hodin.

4.1.3 Odbér vzorku a chemické analyzy

Celkovy objem vzniklého plynu se odhadl z tlaku plynu v hornim prostoru lahve pomoci
rovnice Boylova zdkona. Tlak plynu se méfil menometrem vzdy po 24 hodinach inkubace. Poté
se odebral vzorek plynu prostiednictvim jehly o priméru 23 napichnuté pies zatku a pienesl se
do 5 ml zkumavky predem naplnéné destilovanou vodou. Koncentrace CH4 v hornim prostoru
lahve byla méfena pomoci plynové chromatografie (Joch etal. 2019). Do kolony chromatografu
bylo injekéné vpraveno 100 pl vzorku plynu. Teplota injektoru Cinila 43°C, kolony 32°C a
plamenového ioniza¢niho detektoru 180°C. Jako nosny plyn byl pouzit vysoce Cisty Ho.
Koncentrace tekavych mastnych kyselin se analyzovala porovndnim se zndmymi standardy
pomoci plynového chromatografu vybaveného plamenovym ionizacnim detektorem a kapildrni
kolonou Stabilwax (15 m x 0,53 mm ID x 0,5 um; Restek, USA), kde byl nosnym plynem H»
(Joch et al. 2022).

4.2 Statisticka analyza

Udaje zin vitro vsadkového kultivaéniho pokusu se analyzovaly kompletnd
randomizovanym designem s 2x2 faktorovym usporadanim oSetfeni, pomoci GLM programu
SAS podle modelu: Yik = pu + Ni + Cj + (NC);j + eijk, kde Yijk je zavisla proménna, p celkovy
prumér, N; vliv dusi¢nant, C;j vliv smési kyseliny kaprinové a kyseliny mlé¢né, (NC); vliv
interakce mezi dusi¢nany a smési kyseliny kaprinové a kyseliny mlécné a E;jx zbytkova chyba.
Pred statistickou analyzou byly tdaje z péti dnu inkubace zprimérovany pro kazdou lahev a
tam, kde byla pozorovand vyznamna interakce se dokoncila analyza jednoduchych ucinku
pomoci SLICE programu SAS, aby se porovnaly u¢inky dusi¢nant a kyselin kaprinové a
laurové. Pruméry oSetfeni se porovnaly pomoci Tukeyho testu mnohondsobného porovnéni.
Rozdily byly povazovany za statisticky vyznamné pti P<0,05.
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S Vysledky

Vysledky in vitro pokusu jsou uvedeny v tabulce 1 a 2. Pfi hodnoceni se pozornost
vénovala tomu, jaké hlavni u€inky méli dusi¢nany (NOs3°), smés kyseliny kaprinové a laurové
(C10/12) a jejich kombinace (NO3+C10/12) na zdkladni parametry bachorové fermentace.
Proto jsou uvedeny pouze 3 hlavni parametry a jejich ptislusné podily (tabulka 1). Jedna se o
celkovou produkci plynt (CPP), metanu (CHy) a tékavych mastnych kyselin (TMK). CPP byla
snizena vSemi oSetfenimi (P<0,05), efekt interakce vSak nebyl vyznamny (P=0,317). Produkce
TMK byla snizena (P<0,05) C10/12 a kombinaci NO3™ + C10/12. Efekt interakce vSak nebyl
vyznamny (P=0,266) (tabulka 2). Cista produkce TMK se u C10/12 snizila (P<0,001) o 11,1
mmol/l a snizil (P<0,001) se taktéz pomér acetat:propionat.

Jak je vidét v tabulce 1, vSechny slouceniny a jejich kombinace pouzité v pokusu snizily
(P<0,05) produkci CHs4. Nejvétsi snizeni (P<0,001) bylo pozorovdano u NO3+C10/12, kde se
snizil CH4 vyjadieny v ml/g DMi v porovndni s kontrolou o 56,1 % a u NOs", které snizili
(P<0,001) zastoupeni CH4 v CPP o 1,41 procentniho bodu. CH4 vyjadifeny v mol/mol Cisté
produkce TMK byl v porovnani s kontrolou nejvice snizen (P<0,001) u C10/12 ato 0 41,3 %.
Taktéz byl tento parametr snizen u NO3;+C10/12, ale efekt interakce vyznamny nebyl. Nicméné
byla u téchto parametri zaznamendna silnd interakce mezi NO3 a C10/12, tedy u CHy
vyjadieného v ml/g DMi (P<0,001), CH4 z CPP (P<0,001) a CH4 vyjadifeného v mol/mol Cisté
produkce TMK (P=0,0012). Analyzou jednoduchého tfidéni, kdy byly NOs porovniny s
C10/12 se doslo ke zjisténi, ze NO3 snizily produkci CHy4 vyjadieného v ml/g DMI pii absenci
C10/12 (P<0,001), zatimco v kombinaci s C10/12 takové ucinky nebyly (P=0,154). Relativni
produkce CH4 z CPP se snizila jak u samostatné pouzitych NO3™ (P<0,001), tak v kombinaci
s C10/12 (P=0,007). Produkce CH4 z cisté produkce TMK se snizila u NO3™ (P<0,001) ale
ucinek vymizel u kombinace s C10/12 (P=0,169). Naopak schopnost snizovat CH4 zistala u
C10/12 vyznamna bez ohledu na trovenn NO3". Souhrnné lez tedy fici, ze ma C10/12 silnéjsi
antimetanogenni potencidl nez NO3". Navic NO3+C10/12 nevykazovala zadny ptinos v redukci
CH4 ve srovnani s pouzitim C10/12 samostatné.

Tabulka 1
OSetieni CPPT (ml/g Metan Metan Metan NH3-N
Koncentrace DMi?%) (ml/g DMi)  (%CPP) (mol/mol (mg/100 ml)
(mg/1) nTMKT)
Kontrola 210,1 13,49 6,42 0,063 25,45
NOs 203.8 10,21 5,01 0,048 28,69
C10/12 202,0 6,78 3,35 0,037 20,85
NO3+C10/12 1929 5,92 3,06 0,031 23,97
SEM 1,94 0,907 0,410 0,004 0,884
P-hodnota
CO10/12 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
NOs <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
NO3;xC10/12 0,317 <0,001 <0,001 0,001 0,924
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CPPT, Celkova produkce plynii; DMi¥, inkubovan4 susina substratu; nTMKI, &ista
produkce tékavych mastnych kyselin

Tabulka 2
Osetreni
(mg/l)
Koncentrace
(mg/1)
Kontrola
NO3'
C10/12
NO3'
xC10/12
SEM
P-hodnota
C10/12
NOs
NO3'
xC10/12

nTMKT

(mmol/1)
83,43
82,59
72,38

74,51

1,555

<0,001
0,620

0,266

Molarni pomér TMK (mol/100mol)

. . . iso- . iso-
Acetit  Propiondt Butyrat . Valerat .
butyrat velarat

58,71 19,18 12,53 2,73 3,75 1,78
58,06 19,00 13,41 2,74 4,01 1,70
54,38 13,71 19,49 3,76 4,79 1,49

56,04 12,68 18,34 3,68 4,79 1,43

0,529 0,898 0915 0,155 0,141 0,044

<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
0,117 0,005 0,567 0,742 0,011 0,012

0,004 0,027 0,002 0,643 0,013 0,510

APt

3,06
3,06
3,97

4,44

0,181

<0,001
0,003

0,003

nTMKT, ¢&ista produkce tékavych mastnych kyselin; A:P%, pomér acetatu a propionatu
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6 Diskuze

Metan (CHs4) wvznikajici pii bachorové fermentaci je druhym nejvétsim zdrojem
antropogennich sklenikovych plynu, a proto fada studii zkouma moznosti snizeni jeho produkce
pomoci raznych strategii krmeni ¢i pfidanim doplikovych latek (Veneman et al. 2015). Studie
této diplomové price se zabyva ucinky dusi¢nania (NO3") a smési kyselin kaprinové a laurové
(C10/12) na produkci metanu (CHs) a bachorovou fermentaci v in vitro podminkach.
Predpokladalo se, ze tato krmnd aditiva snizi produkci CHy4 a Ze jejich kombinace bude mit
aditivni nebo synergické ucinky, coz by vedlo k jesté niz$i metanogenezi. Ve vysledku pokusu
se zjistilo, ze NO3 1 C10/12 snizuji metanogenezi, aniz by negativné ovlivnili bachorovou
fermentaci, avSak synergicky efekt se pfi jejich kombinaci nepotvrdil.

6.1 Mastné kyseliny

Pii hodnoceni efektu fermentace v in vitro experimentech je dulezitym indikatorem
produkce plynu. C10/12 v mnozstvi 250 mg/l snizila celkovou produkci plynd v porovnani
s kontrolou z210,1 ml/g inkubované susiny substratu na 202,0 ml/g. Jiz pfedchozi studie se
shoduji s tim, ze C10 a C12 mohou vyznamné snizit produkci plynu in vitro. Ve studii Klopa
et al. (2017) se asymptomatickd produkce plynu (ml/g inkubované organické hmoty) pii
ptidavku C12 snizila a po celou dobu trvani studie byla perzistentni. Poukazuji ale na myslenku,
ze parametry produkce plynu daleko vice zalezi na krmivu, kterym jsou krmeny donorové
kravy, kterym byla bachorovd tekutina odebrdna, nez na samotném substratu, protoze v jejich
in vitro studii byly tyto parametry velmi variabilni. Jejich studie se vsak lisila od pokusu této
diplomové prace tim, ze C12 piidali rovnou do krmné davky dojnic. Dalsi podobné ucinky C10
a C12 jsou popsany ve studii Luana et al. (2023), kde byla produkce plynu in vitro v prostiedni
a konecné fazi vyrazné nizsi pri zafazeni C10 do vysoce koncentrované krmné davky a C12 do
vysoce i nizce koncentrované krmné davky.

Z celkové produkce plynu se koncentrace CHs po pfidani C10/12 zmensila o 3,07
procentniho bodu, coZ naznaduje, ze tyto mastné kyseliny dokazi sniZit metanogenezi. Uginky
C10 a C12 pouzitych samostatné zde sice nebyl zjistovan, ale existuje mnoho studii, které
potvrzuji jejich schopnost snizovat metanogenezi. Napt. v metaanalyze Yanzi et al. (2021)
dospéli k zavéru, ze zdroje nasycenych MCFA jsou schopné  inhibovat aktivitu
mikroorganismu v bachoru, vCetné protozoi, bakterii a metanogenu, ktefi jsou zodpovédni za
metanogenezi. Dospéli k tomu vzhledem ke snizenému poctu protozoi v in vitro a in vivo
pokusech. Funkci MCFA popisuji tak, ze pi1 jejich zafazeni jsou absorbovany casticemi krmiva
nebo mikroorganismy. Vzhledem k tomu, ze se malé molekuly MCFA snadno rozpoustéji
v lipidové vrstvé bunétné membrany, mohou tuto ¢ast bunky ucinné narusit a zasahovat do
energetického metabolismu a transportu zivin, coz vede ke smrti urcitych mikrobialnich bunék
jako jsou celulolytické bakterie a ndlevniky. Klop et al. (2017) ve svém vyzkumu pridali kravam
do krmné davky C12 a nasledné jim odebrali bachorovou tekutinu pro inkubaci. Zjistili, Ze se
od 4 dne dale snizila produkce plynt i CH4 a soucasné se snizil pfijem susiny a FPCM (mléko
korigované na obsah tuku a bilkovin) u donorovych krav. Déle se shoduji s u¢inky MCFA v této
préci studie Goela et al. (2009), kde pfi in vitro inkubaci zjistili, ze C10 v ddvce 20 mg/0,5 g
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bachorové tekutiny snizuje produkci CHy a jesté vyssi pokles metanogeneze byl zjistén u C10
v ddvce 30 mg. Nizsi davka, tj. 10 mg/0,5 g ale jiz neméla na metanogenezi vliv. Se zvysujici
se ddvkou MCFA se vice snizuje produkce CH4 a zaroven se snizuje stravitelnost susiny,
organické hmoty a celulézy (Luan et al. 2023). Faciola & Broderick (2013) zjistili Ze doplnék
C12 v mnozstvi 220 g/den, 404 g/den a 543 g/den linearné snizovalo stravitelnost zivin.

Snizené koncentrace CHy4 v zdvislosti na koncentraci TMK se zde u C10/12 snizila o
0,026 mol/mol TMK. Shoduje se stim studie Goela et al. (2009), kde bylo pozorovédno
dramatické snizeni produkce CH4 0 33 % a 85 % v poméru k celkové produkci SCFA u 20 mg
a 30 mg C12. Jiz zminovand ddvka 10 mg neméla zadny vliv jak na metanogenezi pii vypoctu
absolutniho mnozstvi vyprodukovaného CHas, tak ani pii1 produkci CHs vyjadieného k
relativnimu mnozstvi SCFA.

Pii C10/12 poklesla také koncentrace amonného dusiku (NH3-N) o 24,6 mg/100 ml
inkubovaného substratu. Optimélni hodnoty NH3-N v bachoru jsou v rozmezi 10-50 mg/100 ml
a tudiz se hodnoty v tomto pokusu pohybuji v optimalnim rozmezi. Nékteré studie tvrdi, ze N
muze byt spotfebovany protozoi z 50 % a zbyvajici N se uvolni ve formé kratkych peptida a
aminokyselin diky pusobeni proteaz a peptidaz, coz zapfi¢ini zvySujici se produkci amoniaku
(NH3) skrze deaminaci bachorovymi mikroorganismy. Tudiz, snizujicim se poctem
bachorovych protozoi se bude snizovat také produkce NH3 v bachoru a tim padem 1 snizovat
obsah NH3-N (Itabashi et al. 1984). Navic ve studii Luana et al. (2023) se shoduji se snizenim
koncentraci NH3-N po zafazeni MCFA s tim rozdilem, Ze se jim tyto vysledky potvrdili u aditiv,
kterd byla smichédna s bachorovou tekutinou, ve které byl vyssi podil koncentrovaného krmiva.
Domnivaji se, ze nestrukturdlni sacharidy zvySuji proliferaci bachorovych mikroorganismu,
takze zlepSuji miru vyuziti NH3-N a tim snizi jeho koncentrace.

TMK jsou koncovym produktem bachorového traveni zivin a metabolismu pfezvykavcu.
Prevlada kyselina octova a dalSimi vyznamnymi kyselinami je kyselina propionova a maselna.
Cim vyssi je podil propionové kyseliny, tim je vice dostupné energie pro télo zvifete. V této
praci se koncentrace TMK snizily oproti kontrole v prepoctu o 11,05 mmol/l inkubovaného
substratu. Z TMK nejvice klesly hodnoty propiondtu a to z 19,18 mol/100 ml bachorové
tekutiny u kontrolniho vzorku na 12,68 mol/100 ml. Hned poté nasledoval acetat, jehoz
koncentrace také klesly z 58,71 mol/100 ml u kontrolniho vzorku na 54,38 mol/100 ml. Tyto
zmény se projevily v poméru acetat:propionat (A:P), ktery se oproti kontrole mirné zvysil.
Hlavni regula¢ni mechanismus poméru A:P v bachoru souvisi se strukturou bachorového
mikrobiomu (Goel et al. 2020). Nékteré studie véfi, ze pocetnost protozoi muze zménit pomeér
TMK a zvysit koncentrace kyseliny propionové kvuli inhibici mezidruhového ptenosu H, mezi
protozoi a metanogeny, takze je vice tohoto H, vyuzito ve drdze tvorby kyseliny propionové.
Ve studii Luan et al. (2023) byly proto poméry A:P po vysoce koncentrované diet¢ u C12
skupiny vyrazné nizsi nez u kontroly a naopak obsah propionové kyseliny se vyznamné zvysil
v porovnani s kontrolou. Z toho vyplyva, ze doplnéni MCFA muze zménit bachorovou
fermentaci a pretransformovat ji na propinovou fermentaci. Klop et al. (2017) také zjistili, ze
C12 snizila koncentrace TMK, relativni moldrni podil acetdtu a butyrdtu a naopak zvysila
molarni podil propiondtu v bachoru. Dodavaji, ze podil TMK odpovidal pozorovanému
snizovani produkce CH4. Zména poméru TMK v bachorové tekutiné pri ucinku C10/12 tedy
naznaCuje zmény v mikrobidlnim spolecenstvu.
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6.2 DusiCnany

Dusi¢nany (NO3z") taktéz snizili celkovou produkei plynt o 6,3 ml/g inkubované susiny a
spolu s tim z celkové produkce plynt klesla i produkce CHy4 0 1,41 procentniho bodu stejné tak
jako produkce CHy4 vyjadiena na produkci TMK, kde bylo snizeni o 0,015 mol/mol TMK
(Veneman et al. 2015). Se snizenim se shoduji autofi studie van Gastelena et al. (2019) a
metaanalyzy Feng et al. (2020). Tito autofi tvrdi, ze NO3™ snizily produkci CHs (g CHa/kg
susiny) 0 22 % a 16 % u dojnic.

Duvodem, pro¢ dochazi ke snizovani metanogeneze je konkurence aditiva s metanogeny
o dostupné molekuly H, v bachoru. NO3 jsou toxickou slozkou, ktera muze inhibovat mnoho
mikroorganismd, a proto se nékteré studie domnivaji, Ze snizeni CH4 muze byt ovlivnéno také
inhibici metanogent (Guyader et al. 2016). Abdelbabagi et al. (2023) ale za svych vysledka
studie vypozorovali, ze pi1 zafazeni NO3™ doslo k vyznamnému zvysSeni koncentrace molekul
H> v bachoru, zatimco pocet metanogent nebyl viibec ovlivnén. Na zakladé tohoto zjisténi se
dospélo k zavéru, ze se NO3™ v bachoru piijimaji Hy a redukuji se na amoniak, protoze je to
vyhodnéjsi reakce nez tvorba CO,. Veneman et al. (2015) ale pfichazeji s myslenkou, ze by ke
snizeni poCtu metanogenu mohlo dojit kvuli vyCerpanim potifebného H, v bachoru.

Redukci NOs™ v bachoru vznikd dusitan (NO;") a ten se nasledné preménuje na NHj3, jehoz
N je kliCovym substratem pro syntézu mikrobialniho proteinu (Yang et al. 2016). Neni tedy
divu, ze se v této studii po pridani NOs™ zvySily koncentrace NH3-N o 3,24 mg/100 ml
bachorové tekutiny. Podobné vyssi koncentrace NH3-N pozorovali i ve studii Sharifiho et al.
(2022) o 0,067 mmol/l u 40 % NO3 a o 0,072 mmol/l u 60 % NO3 v objemném krmivu.
S odlisnym pohledem ale ptichazi Abdelbagi et al. (2023), ktefi pozorovali, ze koncentrace NH3
nebyla pfidavkem NOj;™ nijak ovlivnéna. Divodem muze byt nizka rychlost pfemény molekul
NO3' na NH3.

Na koncentrace TMK v bachoru nemély v tomto pokusu NOs™ vyznamny vliv. Nékteré
studie vSak zaznamenaly urcité zmény. Napi. ve studii Venemana et al. (2015) NOs3™ snizily
emise CHs a zaroven diky nim vzrostl pomér A:P. Snizily se jim koncentrace propionatu, coz
vysvétluji tim, ze redukce NOz~ muze konkurovat s propiogenezi o redukéni ekvivalenty,
protoze je to termodynamicky pfiznivejsi. Navic si vSimli, ze v jejich pokusu byla
nejpocetn€jSim bakteridlnim rodem Prevotella, ktera je znama tim, ze produkuje jako hlavni
fermentaCni produkt propiondt a tim podle in vivo studii zvySuje pomér propionatu v bachoru.

6.3 Kombinace dusi¢nanii a mastnych kyselin

Smés C10/12 samostatné snizila produkci CH4 z celkové produkce plyna z 6,42 % na
3,35 % a NOj3™ samostatné na 5,01 % a oboji snizeni bylo statisticky vyznamné. To potvrzuje
hypotézu, ze tato aditiva individualné snizuji produkci CHs vznikajiciho pi1 bachorové
fermentaci. Smeés kyselin C10 a C12 byla pouzita proto, ze se v predeslych studiich potvrdily
jejich samostatné ucinky (Klop et al. 2017; Luan et al. 2023). Kombinace mastnych kyselin a
jejich vliv na bachorovou produkci CH4 zkouseli testovat i v jinych studiich. Pouziti C12 nebo
kyseliny myristové (C14) jako krmného aditiva, efektiviné modulovalo bachorovou fermentaci
a pusobily jako silny defaunacni agens v bachoru (Dohme et al. 2001). Vypadalo to, ze by
mohly mit C12 a C14 synergicky efekt pfi snizovani CHy, protoze obé dohromady potlacily
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silné metanogenezi (Soliva et al. 2003). Dohme et al. (2000) se shodli na tom, ze zdroje bohaté
na C12 a C14 jako je kokosovy nebo palmojadrovy olej, které maji C10:C14 v poméru alespon
2,5:1 vyznamné snizuji metanogenezi a inhibuji nalevniky. Ze kokosovy olej konzistentné
snizuje metanogenezi vychazi jak z in vitro, tak z in vivo studii. Vznik fermentacnich produkta
je v8ak niz$i kvuli synergickému mechanismu MCFA, kde je sniZzeny pocet mikroorganismi
zodpovédny za snizovani CHy a stravitelnosti, coz vede ke snizeni TMK. Poroto by mohla smes
C10/C14 zménit metanogenni populace mikroorganismd.

V porovnini s obéma osSetfenimi, tj. C10/12 a NO3™ vyplyva, ze méely mastné kyseliny
vétsi efekt na snizovani CHs. Smés C10/12 ovlivnila koncentrace TMK, kdezto NO3™ ne. To
naznaCuje uéinek mastnych kyselin ménit mikrobialni populaci v bachoru kvili tomu, ze
inhibuji urcité mikroorganismy vcetné protozoi, a tim ovliviuji celkovou fermentaci. NO3
koncentrace TMK neménily pravdépodobné proto, ze jejich ucinkem je redukcni reakce
s molekulami H>. Zmény v mikrobidlni populaci by mohly vyvolat nejspi§ az druhotné
vyCerpanim dostupného H, pro metanogeny, které by neméli potiebné podminky pro jejich
aktivitu. To se na hladinach TMK neprojevilo, protoze byl pokus pravdépodobné rychlejsi nez
vycerpani dostupného H,.

Kombinace C10/12 a NOs" snizila celkovou produkci plyna, ale toto snizeni nebylo
statisticky vyznamné. Statisticky vyznamnd byla ale produkce CHy z celkové produkce plynu,
ktera se snizila z 6,42 % na 3,06 %. Snizeni vSak bylo podobné samotnému ucinku C10/12, kdy
produkci CHy4 smés snizila na 3,35 % z celkové produkce plyni. NOs™ pfidané individualné
témeér neovlivnily TMK, jejich kombinace s C10/12 tyto koncentrace TMK snizila, ale ne
statisticky vyznamné. Statisticky vyznamna zména v koncentraci TMK byla pouze u C10/12.
Lze tedy shrnout, ze synergicky/aditivni u¢inek NO3;  a C10/12 nebyl potvrzen. Navic diky
analyze jednoduchych G¢inkt se projevilo, ze pii kombinovaném suplementu NO3  a C10/12
byl antimetanogenni Gc¢inek fizen predevsim C10/12. Je to pravdépodobné proto, ze NO3™ jsou
do urcité miry zavislé na ucinku C10/12, protoze jak bylo jiz zminé€no, mastné kyseliny
ovliviyji bachorové mikroorganismy, které produkuji H> a ten je vyuzivan pii redukci NO3".
Mohlo se tedy stat, ze mastné kyseliny inhibovaly mikroorganismy odpovédné za disasimila¢ni
redukci NO3™ na NH3, ¢imz se snizilo vyuziti molekul H» touto cestou. To by naznacoval 1
pokles NH3-N pozorovany pti kombinaci NO3 a C10/12 z 25,45 mg/100 ml na 23,97 mg/100
ml. Navic je také mozné, ze mastné kyseliny inhibovaly samotné metanogeny, a tim zamezily
prostoru pro anitmetanogenni ucinky NOj3". Je zapotiebi vice studii k vysvétleni, jak se tyto
slouCeniny vzajemné ovliviiyji a kjakym zménam dojde ve slozeni bachorovych
mikroorganismu.
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7 Zavér

e Hypotéza o uUcinku samostatného pouziti smeési kyseliny kaprinové a laurové a
dusi¢nantu byla touto praci potvrzena. Dusi¢nany snizily produkci metanu 0 9,2 % a
smés kyseliny kaprinové a laurové o 21,3 % (vyjadieno v ml/g inkubovaného
substratu). U dusi¢nanu nebyl zjistén negativni vliv na bachorovou fermentaci, ale u
smési kyselin byl zjistén pokles produkce tékavych mastnych kyselin.

e [ pres to, Zze se smés kyseliny kaprinové a laurové a dusiCnany samostatné prokazali
jako ucinny zpusob snizovani metanogeneze, jejich kombinace neméla synergicky
efekt. Tato hypotéza proto potvrzena nebyla. Pfi porovndni obou aditiv pomoci
analyzy jednoduchych ucinkt se navic zjistilo, ze mély mastné kyseliny vétsi vliv na
snizovani metanu, nez dusi¢nany.

e Tato prace prinesla novy vhled do moznosti pouziti antimetanogennich krmnych aditiv
pro skot a prokazani G¢inka smési kyseliny kaprinové a laurové a dusi¢nand i jejich
kombinace na bachorovou fermentaci a produkci metanu in vitro. Pi1 kombinaci obou
sloucenin byl antimetanogenni Gcinek fizen pfedevs§im mastnymi kyselinami. Neni
vSak presné znamo, pro¢ tomu tak bylo. Je tedy tfeba dalSich studii na to, aby se
dokézalo, jak se tato krmna aditiva vzajemné ovliviluji a k jakym dojde zménam ve
slozeni bachorovych mikroorganismu.
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