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Mastné kyseliny a jejich potencial snizovat produkci
metanu u prezvykavci

Souhrn

Celosvétova produkce sklenikovych je velmi probiranym tématem. Metan (CH4) patii
mezi predni sklenikové plyny, pfispivajici ke globalnimu oteplovani. Metan je vedlejsi produkt
mikrobialni fermentace krmiv u pfezvykavcu. Existuje fada teorii, rad a strategii, které si kladou
za cil snizit emise metanu. Jednou z moznosti je pfidani mastnych kyselin do krmné davky.
Nasycené mastné kyseliny se stfedni délkou fetézce modifikuji bachorovou fermentaci a
ovliviiuji tak emise metanu. Tyto kyseliny zprostiedkovavaji snizeni poctu protozoi a inhibuji
metanogeny. Pouziti 3 % kyseliny laurové (Ci2) a myristové (Ci4) do krmiva snizuje tvorbu
CHyin vivo az 0 50 %. C12 snizuje koncentraci amoniaku.

Tato prace se vénovala in vitro G¢inkim mastnych kyselin v krmivu a jejich vlivu na
produkci CHa. Zaroven se u mastnych kyselin hodnotil i G€inek na zlepSeni stravitelnosti.
V experimentu byly za pomoci vsadkové in vitro fermentace s vyuzitim bachorové tekutiny
zkoumany kombinace mastnych kyselin s dusi¢nany. V pokusu bylo pouzito 3,65 mM
dusi¢nanu samostatn¢é, nebo v kombinaci s jednou ze ¢tyi MCFA (250 mg/l) na efektivitu
bachorové fermentace.

Statisticky vyznamny (P < 0,05) vliv na celkovou produkci plynd meély vSechny
kombinace dusi€nanu 1 MCFA, kromé& C14. Na celkovou produkci metanu mély vyznamny vliv
(P <0,05) vSechny pozité kombinace dusi¢nanu 1 MCFA 1 samostatné MCFA. Jediny statisticky
vyznamny vliv (P < 0,05) na zjevny ucinek suSiny meéla Ci4, ostatni kombinace suSinu
neovlivnily. Vyznamny vliv (P < 0,05) na koncentraci amoniaku-N a pH mély vSechny
kombinace. Statisticky vyznamny vliv (P < 0,05) na produkeci acetatu, butyratu, valeratu a iso-
valeratu méla Cio. Dusi¢nany, Ci4 a kombinace C12 a Ci4inhibovaly produkei butyratu. Csméla
vyznamny vliv (P < 0,05) na valerat. Statisticky vyznamny vliv méla kombinace Cioa Ci12 na
valerat.

Tato prace ukazala, ze mastné kyseliny, dusi¢nany a jejich kombinace dokazi snizit
produkci metanu. Mastné kyseliny, ani dusi¢nany vSak nemaji statisticky vyznamny vliv na

¢istou produkci TMK.

Klicova slova: metan, mastna kyselina, bachor, prezvykavec, in vitro



Anti-methanogenic potential of fatty acids in ruminants

Summary

Global greenhouse production is a much-discussed topic. Methane (CH4) is one of the
leading greenhouse gases contributing to global warming. Methane is a by-product of microbial
fermentation of feed during digestion in ruminants. There are a number of theories, advice and
strategies that aim to reduce methane emissions. One option is to add fatty acids to the ration.
Medium-chain saturated fatty acids modify rumen fermentation and thus affect methane
emissions. These acids mediate a reduction in protozoa numbers and inhibit methanogens. The
use of 3% lauric (C12) and myristic (C14) acids in feed reduces CH4 production in vivo by up
to 50 %. C12 reduces ammonia concentration.

This work looked at the in vitro effects of fatty acids in feed and their influence on CH4
production. At the same time, the effect of fatty acids on the improvement of digestibility was
also evaluated. In the experiment, combinations of fatty acids with nitrates were investigated
using in vitro inoculation fermentation and rumen fluid. The experiment used 3.65 mM nitrate
alone or combined with one of the four MCFAs (250 mg/L) on rumen fermentation efficiency.

All combinations of nitrate and MCFA, except C14, had a statistically significant (P <
0.05) effect on total gas production. All ingested combinations of nitrate and MCFA, and
MCFA alone had a significant (P < 0.05) effect on total methane production. C14 had the only
statistically significant effect (P < 0.05) on the apparent dry matter effect; the other
combinations did not affect dry matter. All combinations had a significant effect (P < 0.05) on
ammonia-N concentration and pH. C10 had a statistically significant effect (P < 0.05) on
acetate, butyrate, valerate, and iso-valerate production. Nitrate, C14, and the combination of
C12 and C14 inhibited butyrate production. C8 had a significant effect (P < 0.05) on valerate.
The combination of C10 and C12 had a statistically significant effect on valerate.

This work showed that fatty acids, nitrates, and their combinations reduce methane
production. However, neither fatty acids nor nitrates had a statistically significant effect on net

TMK production.

Keywords: methan, fatty acids, ruminant, in vitro
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1 Uvod

Metan (CHy) je vyznamny sklenikovy plyn. Diky jeho vlastnosti ohfivat atmosféru ma za
dusledek predevsim globalni oteplovani (Hook et al. 2010). Je az 21 krat uc¢innéjsi, nez oxid
uhli¢ity (CO2). Vznikd mimo jiné anaerobnim kvaSenim krmiv v gastrointestinalnim traktu
prezvykavcu. Je také produkovan metanogennimi bakteriemi jako jeden z finalnich produkta
metabolismu sacharidi. Produkce CH4 pfezvykavcei muze tvorit piiblizn€ 15 % celosvétovych
emisi. Bachorovou fermentaci a eruktaci CHs pfezvykavcua se ztraci 2 -15 % hrubé energie
(Czerkawski 1966), z toho divodu neni mozné jeho vyrobni zpracovani (Johnson & Johnson
1995). Roste tedy zajem o hledani produktu, které by mohly snizit metanogenezi. Jelikoz ma
vefejnost obavy z pouziti antibiotik a chemickych latek v potravé zvitat, prichazi v uvahu
alternativy ve forme rostlinnych produktt a bioaktivnich sloucenin (IPCC 2007). S nariistajicim
mnozstvim zivocisné vyroby se dba na pouziti rostlinnych dopliikovych latek, které budou
Setrné k zivotnimu prostiedi.

Vyzkumy se zabyvaly snizenim produkce CH4 u prezvykavci pomoci chemickych latek,
vCetné halogenovanych analogi CHa, ionoford, nebo odstranénim protozii z bachoru
(Czerkawski 1966; Johnson & Johnson 1995; McAllister et al. 1996). Antimetanogenni latky
mohou byt toxické pro bakterie. Zmeéna slozeni by mohla znacit snizeni efektivity traveni
vlakniny. Snizeni traveni vlakniny ale znaci $nizenou uzitkovost, kterou si farmafi nemohou
dovolit. Antimetanogenni strategie vSak nebyly v praxi vyuzity.

Bylo prokéazano, ze nasycené mastné kyseliny o stfedni délce fet€zce (medium chain fatty
acids; MCFA) potlacuji tvorbu CH4 in vivo (Machmtller et al. 2006). Pti teploté 39° jsou
kyseliny laurova (C12) a myristova (C14) antimetanogenniv bachorové tekutine (Dohme et al.
2001). Naproti tomu nasycené mastné kyseliny (saturated fatty acids; SFA), naptiklad kyselina
palmitova (C16) akyselina stearova (C18), tyto uCinky neprokazaly in vitro (Dohme et al. 2001;
Soliva et al. 2003; Zhang et al. 2014) a in vivo (Hristov et al. 2015). Napftiklad studie Zeitz et
al. z roku 2013, testovala, zda je u€inek SFA na metanogenni archea ovlivnén délkou fetézce
SFA, nebo kultivacni teplotou. Dalsi otazkou bylo, zda nasycené mastné kyseliny pusobi
nezavisle na metabolické cesté pouzivané pii tvorbé CHa. Cetné studie jasné naznaduji, ze
rostouci koncentrace mastnych kyselin v krmivu ve vétsi mife snizuji produkci CHa. Casto ale
maji nepfiznivé ucinky na stravitelnost a fermentaci krmiv (Patra & Yu 2014). Proto je zadouci
objevit rostlinné dopliikové latky bohaté na mastné kyseliny, které snizuji produkci CH4 a
zarovell maji ucinky na zlepSeni stravitelnosti. Abychom dokézali u¢inn€ inhibovat
metanogenezi u piezvykavct za pomoci nasycenych mastnych kyselin, je potieba znat faktory,
které ovliviiuji produkci CH4 a nasledné pak i jeho snizovani.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza
Antimikrobialni u¢inky mastnych kyselin se stfedné dlouhym fetézcem (MCFA) zvysi
efektivitu bachorové fermentace. Konkrétné predpokladame, ze vybrané MCFA a jejich
kombinace snizi in vitro produkci metanu bez negativniho vlivu na jiné parametry bachorové
fermentace (tzn. bez snizeni produkce tékavych mastnych kyselin a stravitelnosti substratu).

Cil prace
Cilem prace je nalezeni kombinace mastnych kyselin s nejvyssim potencialem snizit
produkci metanu bez omezeni rozsahu bachorové fermentace.



3 Literarni reSerse

Prezvykavci jsou jedni z mala savcu, ktefi maji velmi dobfe uzptisobeny travici trakt ke
zpracovani objemné rostlinné potravy. Travici trakt obecné tvori dutina ustni, hltan, jicen,
predzaludky, vlastni zaludek, tenké a tlusté stfevo, konecnik a fitni otvor. Dutina ustni se sklada
z mékkého patra, dasni, tvafi a pyska (Marvan et al. 1992).

3.1 Traveniu prezvykavcu

Prezvykavci dokazi travit rostlinné strukturalni sacharidy navzdory tomu, ze si sami
nevytvorii hydrolitické enzymy, které jsou pro toto traveni nezbytné (Choudhury et al. 2015).
Diky tomu bylo potieba bohaté spoleCenstvi anaerobnich mikroorganismu, které by plnilo
nezbytné metabolické role (Henderson et al. 2015). Nejdulezitéjsi ulohu pii traveni krmiva
zastava bachor (Jouany & Morgavi 2007). Fermentace krmiv bohatych na strukturalni
sacharidy v ptedzaludcich probiha za riznych podminek, jako je anaerobni prostiedi, teplota ¢i
obsah suSiny (Choudhury et al. 2015; Hill et al. 2016). Tyto podminky udrzuji funkéni
bachorovy mikrobiélni systém.

Traveni krmiva v bachoru se déli na dvé casti. Nejprve se enzymaticky rozkladaji
polymery na monomery (cukry, aminokyseliny, mastné kyseliny a glycerol). Pak se praveé tyto
monomery fermentuji bachorovymi mikroorganismy (Hill et al. 2016). Konecnymi produkty
jsou tékavé mastné kyseliny, kyselina mravenci, mlécna kyselina, etanol, sukcinat a tékavé
mastné kyseliny s rozvétvenym fetézcem. Béhem fermentace jsou uvoliiovany plyny (amoniak,
oxid uhlicity a vodik). Teékavé mastné kyseliny (TMK) jsou latky, které pokryvaji 70 % potieby
energie a uhliku a jsou zcasti vstiebany ptes sténu bachoru (Janssen 2010). Kyselina octova a
maselna mohou byt pouzity v metabolismu zvifete pii lipogenezi. Kyselina propionova je
prekurzorem glukoézy a glykogenu (Van Soest 1994). Aminokyseliny, oligopeptidy a amoniak,
které se uvolnily pfi mikrobialni degradaci proteinti, mohou byt vyuzity a pfeménény na
mikrobidlni protein.

Predzaludek je tvotfen z bachoru, Cepce a knihy a obsahuje bachorové mikroorganismy
zastoupené péti skupinami. Probiha zde traveni a fermentace sacharid(, kdy jsou produkovany
tékavé mastné kyseliny. Déle jsou syntetizované aminokyseliny z neproteinového dusiku nebo
proteint rozlozitelnych v bachoru. Také probiha syntéza vitamin B-komplexu a vitaminu K.

Travici trakt prezvykavci obsahuje prvoky. Dulezita skupina endosymbionti jsou
metanogenni archibakterie. Archibakterie jsou znamy hostitelskou specifitou, ktera je dana
vertikalnim prenosem (Van Hoek et al. 2000).

Prostredi bachoru neni vlidné pro mikrobialni organismy a fermentace tak prestava. To
je zajistovano metanogeny (McAllister & Newbold 2008). Metanogenni bakterie pfispivaji
k eliminaci redukénich ekvivalenti. Ty byly stvoreny pfi fermentaci, ktera probiha diky
anareobim organismtim (Surin et al. 2006).

3.1.1 Mikroorganismy bachoru

V prostiedi bachoru se vyskytuje rozsahly ekosystém mikroorganismt. Uvadi se az
miliarda mikroorganismi na jeden mililitr. Mikroorganismy, pfitomné v bachoru se sestavaji
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z bakterii (40 — 50 %), prvoka (40 — 50 %), hub (5 — 10 %) a prokaryot (1 — 2 %) (Asanuma et
al. 2015).

Mikrobialni ekosystém reaguje na slozky pfijimané potravou. Proto je potfeba provadet
postupné navykani na krmnou davku, aby bylo dost ¢asu na adaptaci. Duvod delsi adaptace je
zpusoben specializovanym rozkladem konkrétni slozky potravy, eventualné ptizpusobenim se
zivinam (Zhang et al. 2014). Jestlize zkratime dobu potfebnou pro adpataci, dojde
k destabilizaci mikrobialni populace. Pokud z krmiva bohatého na celulézu prechazime na
krmivo s vys§im obsahem Skrobu, dojde ke zvySeni pocCtu bakterii. Ty za¢nou produkovat
kyselinu mlécnou a dojde k vykyvu pH bachoru ba dokonce i1 k acidéze (Rustan & Drevon
2005).

Podle toho, kde se mikroorganismy nachazi, je délime na pfichycené na potrave,
prichycené na epitelialni stén€ bachoru a na volné se pohybujici mikroorganismy. Podil volnych
Castic je zavisly na slozeni krmné davky a na rychlosti degradace v bachoru (Djikstra et al.
2005; Valente et al. 2016). Do stavu volné se pohybujicich mikroorganismii se Casem dostanou
vSechny mikroorganismy.

Mikroorganismy v prubéhu fermentace produkuji odpadni latky, jako je metan (CHa),
oxid uhli¢ity (COz), kyselina maselna, kyselina octova a kyselina propionova. Mikroorganismy
v bachoru se déli dvakrat az Ctyfikrat denn€ (Busquet et al. 2006).

Fermentacni drahy souvisejici s vyuzitim sacharidd v bachoru byly intenzivné
zkoumany. Zatimco bachorova fermentace je obecné provadéna bachorovym mikrobialnim
ekosystémem, jednotlivé bachorové mikroorganismy rozkladaji specifické substraty pro sviij
rast. Bachorové mikroorganismy nakonec uvolfiuji do bachoru konecné produkty svého
metabolismu neboli produkty fermentace, z nichz jsou né¢které vyuzivany jinymi
mikroorganismy. Napftiklad Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus a Ruminococcus
flavefacience mohou rozkladat celulozu a proto se oznacuji jako celulolytické bakterie. F.
succinogenes a R. flavefaciens produkuji acetat a sukcinat jako hlavni produkty fermentace. R.
albus produkuje pouze acetat (Mitsumori 2008). Sukcionat produkovany Prevotella
ruminicola, Ruminobacter amylophilus, F. succinogenes, R. flavefaciens, Succinivibrio
dextrinosolvens, Succinomonas amylolytica a dalsi bakterie, je kontinualné pfeménovan na
propionat o CO2 pomoci Selenomonas ruminantium, u které je sukcinat cestou generujici
propionat. Veillonela alcalescella a Succiniclasticum ruminis a dalsi, které dekarboxylyji
sukcinat na produkt propionat. Proto je bachorova fermentace spravné vyjadrena jako celkovy
metabolismus jednotlivych mikroorganismt obyvajicich bachor.

3.1.1.1 Bakterie

Bakterie jsou pfizptisobené k zivotu v teploté 39 — 40 °C, bez piistupu kysliku a
prumérném pH od 5,5 do 7 (Allison & Reedy 1984). Podle Jelinka et al. (2003) jsou nekteré
bakterie fakultativné anaerobni. Tim padem jsou schopné zpracovat urcité mnozstvi kysliku.

Bakterie se z 80 % podili na bachorovém metabolismu. Koncentrace bakterii je v rozpéti
od 107 — 10'2 na 1 ml bachorové tekutiny (Reece 2011). Mnozstvi bakterii zavisi na slozeni
krmné davky. Pii zkrmovani krmiv s vy$§im obsahem snadno rozlozitelnych polysacharida je
pocet vys§i. Z toho plyne, ze pifi zméné krmiv dochazi 1 ke zméné zastoupeni bakterialni
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populace (Gutierrez-Bafiuelos et al. 2008). Podle (Gortz 2001) si bakterie zvykaji na zménu
krmné davky 7 az 14 dni. Jedinci, krmeni pfevazné senem, maji v bachorové tekutiné vyssi
obsah gram-negativnich bakterii. Pokud jsou zvifata krmena pfevazné obilnou potravou, je
v bachorové tekutiné vice gram-pozitivnich bakterii (Gutierrez-Bafiuelos et al. 2008).

Bachorova mikroflora obsahuje kolem 60 druht bakterii, které miazeme délit podle
preferovaného substratu a vzniklého metabolitu (Gortz 2001). Mezi nejvyznamné;jsi bakterie
patii celulolytické, hemicelulolytické, amylolytické, metanogenni, proteolytické a urealytické
(Busquet et al. 2006). Nékteré bakterie rozlozi preferovany substrat ¢astecné, jiné ho rozlozi do
konecnych produktt.

Dalsim zpasobem déleni bakterii mize byt zpusob vyskytu v bachorové tekutin€. Jak
jiz bylo zminéno, existuji bakterie volné se vyskytujici v bachorové tekutiné. Ty tvoti 12 — 25
% z celkového poctu. Bakterie pfichycené na povrchu tvoti 75 — 78 %. K prichyceni na povrch
vyuzivaji glykokalixy. Jsou to polysacharidovd vldkna, majici negativni naboj. Kromé
ptichyceni umoziuji tvorbu polarnich vazeb. Tato vladkna chrani, shromazd'uji a sméfuji
uvolnéné enzymy (Zhang et al. 2014).

3.1.1.2 Protozoa

Prvoci neboli protozoa jsou velice rozsifenou skupinou, kterd se z 20 % podili na
bachorovém metabolismu (Reece 2011). Mezi nejCastéjsi produkty protozoalniho metabolismu
patii TMK, laktat, CO,, vodik (H2) a malé mnozstvi CHs. Protozoa maji pozitivni vliv na
udrzovani pH v bachoru. Pohlcuji totiz Skrobova zrna, ¢imz znemoziuji rozklad vlivem
bakterialniho Stépeni. Protozoa jsou schopna odbourat nékteré polysacharidy. Néktefi zastupci
odbouraji i lipidy a nekteré druhy jsou dokonce schopny degradovat i celulézu (Ivan et al.
2014).

Prvoci se rozdéluji na zakladé rozmisténi bicikti na povrchu téla do dvou skupin.
Holotrichia maji biCiky po celém téle. Entodiniomorphia maji biciky na jednom misté ve
svazeCcich (Patra & Yu 2014). Bicik je tvofen z mikrotubuli. Kromé bi¢iku mohou mit
protozoa i jiné pohybové organely (brvy, membranely, panozky) (Belanche et al. 2014).

Prvoci jsou oproti bakteriim naro¢néjsi na potiebu zivin a vitamina. Podle toho se pii
hladovéni zvitete snizuje jejich vyskyt. Prvoci maji mechanismy pfijmu Zivin rozdelené podle
charakteru pfijimanych ¢astic. Malé Castice jsou pfijimany osmoézou, kde je ptijem realizovan
prostupem pres membranu. Tekuté Castice jsou piijimany za pomoci pinocytozy. Velké ¢astice
jsou piijimany fagocytézou, kde dochazi k obklopeni panozkami (Stillwell 2014).

Hydrogenosomy jsou striktné anaerobni mikroorganismy s fermentativnim
metabolismem. Jsou to podlouhlé ¢i kulaté organely, se selektivné propustnou dvojitou
membranou. Neobsahuji kristy a enzymy citratového cyklu. Vytvafi energii oxidaci pyruvatu.
Tim produkuji odpadni produkty Hz, CO2 a CH4 (Martin et al. 2010). Hz je substratem pro
metanogenni Archea k redukci oxidu uhli¢itého na CHa.

3.1.1.3 Houby

Druhou hlavni kategorii eukaryotickych mikroorganismti v bachoru jsou anaerobni
houby. Vyskytuje se zde snad 20 raznych druht (Yang et al. 2016). Anaerobni houby tvoii 0 —
8 % bachorové mikrobialni biomasy. Bunécna sténa hub je charakteristicka pritomnosti chitinu.
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Bachorové houby se fadi k niz§im houbam. Pro né€ je charakteristickd morfologicka
raznorodost. Mén¢ kvalitni a strukturalni vyziva neumozni dokonceni generac¢niho cyklu hub.
Houby se v bachoru rozmnozuji nepohlavné za pomoci uvoliiovanych spor (Valente et al.
2016). Jsou li zvitata krmena potravou bohatou na vlakninu, trva vyvojovy cyklus zoospor asi
24 hodin.

Houby maji pozitivni vliv na degradaci vlaknitych krmiv. Zastupci hub kolonizuji
rostlinné tkané tim, ze vybézky pronikaji do rostlinnych pletiv. Do pletiv vypoustéji celulazy,
které jsou v prirodé nejucinnéjsi. JedineCnou vlastnosti hub je schopnost kolonizovat i
zdtevnatélé Casti rostlinnych pletiv (Valente et al. 2016). Jejich hlavni funkci je rozklad
rostlinné vlakniny. Jsou to jediné celulolytické druhy, které fyzikaln€ i1 enzymaticky rozkladaji
vlakninu (Yang et al. 2016). Houby, stejné¢ jako prvoci maji hydrogenosomy a jsou
vyznamnymi producenty vodiku.

3.1.1.4 Archaea

Archaea se na Zemi objevily asi pted 3,5 miliardami lety (Ueno et al. 2006). Z bachoru
byly kultivaci izolovany Methanobrevibacter ruminantium, Methanomicrobium mobile,
Methanosarcina mazei, Methanosarcina barkeri a Methanobcterium formicicum (Mitsumori et
al. 2002). Metanogenni archea jsou jediné organismy, které produkuji CHa. Archea patii mezi
prokaryota. Dfive sice byla fazena mezi bakterie, ale protoze maji mnoho unikatnich vlastnosti,
vytvorila se jim samostatna doména (Woese et al. 1990; Caetano-Anollés & Kim 2014). Bylo
popsano celkem 120 druht fazenych do 33 roda (Cersosimo a Wright 2015). V bachoru se
podet metanogenti pohybuje mezi 107 - 10° na gram bachorového obsahu, pokud jsou zvifata
krmena koncentrovanymi krmivy. Pokud jsou zvifata krmena pouze pastvou, pak je pocet
metanogent v bachoru 10° — 10'° (Attwood et al. 2011). Pro snaz§i piistup k metabolickému
H vytvaii metanogeny symbioticky vztah mezi protozoi. Protoza produkuji zna¢né mnozstvi
H> v hydrogenozomech (Finlay et al. 1994; Embley et al. 2003). D4 se pfedpokladat, ze 9 - 25
% metanogent je spojeno s protozoi. Az 37 % CHaz bachoru je tvofeno symbidzou metanogent
s protozoy (Belanche et al. 2014).

Unikatni zptusob produkce CH4 zahrnuje tfi koenzymy. Koenzym F420 (spoluucast na
prenosu elektrontl), koenzym M (spoluti¢ast na pfenosu metylové skupiny) a koenzym B
(spoluticast na konecné produkci CH4) (Kumar et al. 2016). Mnozstvi CH4 pochazejiciho
z bachoru je ovlivnéno typem diety, pfitomnosti a zastoupenim bakterii, protozoi a metanogent.
Metanogenni archea se mohou vyskytovat v bachorové tekutin€, na castech krmiva, na
bachorovém epitelu i na protozoich (Patra & Yu 2014). PoCet metanogent je zavisly na obsahu
vlakniny v krmné davce. VIiv na produkci CHs4 maji také protozoa fadu Entodiniomorpha
(Entodinium longinucleatum, Eudiplodinium maggii, Entodinium bursa) (Patra & Yu 2014).

Odhaduje se, ze produkce mravencanu tvoti priblizné 15 — 20 % celkové produkce CHa
v bachoru (Asanuma et al. 2002). Prekurzory pro produkci CH4 jsou pfeméniovany na CHq
metanogeny (Archea). Biochemické studie kultivovanych metanogent ukazaly, ze M.
ruminantium a M. mobile vyuzivaji H»/CO2 a mravencan k produkci CHs. Naproti tomu M.
mazei syntetizuje CHy z acetatu, methanolu a methylamint. M. barkeri vyuziva k syntéze
metanu Ho/CO», acetat, methanol a methylaminy (Anderson et al. 2010). Navic vzhledem
k tomu, ze metanogeny obsahuji fluorescen¢ni slouc¢eninu F420 (koenzym 420), bylo pfimé
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pozorovani fluorescencni mikroskopie mozné, coz odhaluje interakci mezi bachorovymi
nalevniky a metanogeny, které se pfichycuji k povrchu bunék nalevnikt a pfijimaji z nich H
(Ricard et al. 2006). Pro detekci metanogent z bachoru bez kultivace byly vyvinuty techniky
zalozené na polymerazové fetézové reakci (PCR). V bachoru byla zjisténa Siroka skala
nekultivovanych metanogeni. Nicméné biochemické vlastnosti téchto metanogenti v bachoru
nebyly dosud znamy.

3.1.1.5 Bakteriofagy

Bakteriofagy neboli fagy, jsou viry, které napadaji bakterialni buriky. Jsou mensi nez
bakterie. Jejich pocet je asi 10x vétsi, nez bakterii. Z 20 — 50 % zptsobuji smrt bakterii, zvySuji
mnozstvi organickych latek v prostiedi. Bakteriofagy ovliviiuji populaci bachoru (Pickering et
al. 2015).

3.2 Metan

Celosvétove je produkce sklenikovych plynti hodné probiranym tématem vzhledem
k jejich vlivu na globalni oteplovani a jiné klimatické zmény. Emise sklenikovych plynt také
zpusobuji negativni ekologické a socioekonomické vlivy (IPCC 2007). Mezi predni sklenikové
plyny patii CO2, oxid dusny (N20) a CHs4. VSechny tyto plyny pfispivaji ke globalnimu
oteplovani absorbci infracervené¢ho zafeni (Hook et al. 2010). Pravé CH4 je druhym
nejvyznamngjs$im sklenikovym plynem. Zistava v atmosfére velmi dlouhou dobu (9-15 let) a
zachycuje teplo v atmosféfe az 21krat ucinnéji nez CO2 (FAO 2006).

Metan (CH4) je vedlejsi produkt mikrobialni fermentace krmiv v bachoru, v mensim
mnozstvi je také tvoren v dalSich usecich travici soustavy (Murray et al. 1976). Z celkové
produkce CH4 piezvykavci je v bachoru tvoreno asi 89 % (Hook et al. 2010). Podle McAllistera
et al. (1996) vyprodukuje skot denné 150 - 420 litrd CH4. Ovce pak produkuje 25-55 litra.
Produkce CH4 skotu znamena ztratu 2-15 % pfijaté energie v zavislosti na typu krmiva, Grovni
pfijmu a slozeni krmiva (Johnson & Johnson 1995).

Podil bachorovych emisi CHsu prezvykavcu byl odhadnut na 17 % celosvétovych emisi
sklenikovych plynt. Na zZivoci§nou vyrobu pak piipada piiblizné 47 % celosvétové produkce
sklenikovych plynt (FAO 2008). CHgs se stava konecnym produktem redukce organickych
sloucenin.

V poslednich 50 letech klesa produkce CH4 z rozvojovych zemich (Pickering et al.
2015). Snizovani emisi je dosazeno zvySovanim produktivity. Ta je dana geneticky, vyménou
mlécného skotu za masny a zménou krmné davky (Van Hoek et al. 2006). Diive se pouzivala
prevazné pice. Pro zlepSeni stravitelnosti pice v bachoru se ukazaly jako ucinné rizné Gpravy
fyzikalnim zpracovanim, napiiklad mleti a peletovani, a chemické zpracovani latkami, jako je
amoniak a hydroxid sodny (Finlay et al. 1994). Dnes je davka zaloZena na vy$§im zastoupeni
jadrnych krmiv (Capper et al. 2009). Obilna zrna, obsahujici vice zasobnich sacharidii nez
picniny, jsou snadno stravitelna bachorovymi mikroorganismy (Mitsumori et al. 2002). Avsak
moderni zemédélské postupy nejsou tak Setrné k zivotnimu prostiedi jako diivejsi postupy
(Capper et al. 2011). Naptiklad v Irsku a na Novém Zélandu tvoii pastevni zemedélstvi
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vyznamnou cast ekonomiky. Tyto zemé& maji vétsi predpoklad ke snizovani produkce CH4
(Pickering et al. 2015).

3.2.1 Produkce metanu v bachoru

Pro odstranéni H> v bachoru je vyuzito redukce CO2. Snizeni parcialniho tlaku Ha je
podstatné pro udrzeni kontinualni fermentace. Nejcastéjsi metabolickou tvorbou CH4 v bachoru
je hydrogenotrofni reakce. Dalsi reakce jsou metylotrofni a acetotrofni. Ty maji v bachoru
mensi vyznam (Liu a Whitman 2008; Hill et al. 2016).

Snizit produkci CH4 by mélo nejen ekologické vyhody, ale 1 ekonomické. Energie,
kterou skot pottebuje k preméné na CH4, by mohla byt vyuzita pii tvorbé masa a mléka (FAO
2008).

3.3 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou stavebni jednotky mnoha lipidd v rostlinach, zvifatech i
mikroorganismech (Rogers 2020). Jsou biologicky aktivni, ovliviiuji metabolismus bunék a
tkani a zaji§t'uji funkci a odpoveéd’ na hormonalni signaly. Maji také vliv na transkripcni faktor
(Calder 2015). To je protein, ktery urcuje miru transkripce genetické informace z DNA do
mRNA (Huber et al. 2017). Vysoky podil mastnych kyselin obsahuje loj, sadlo, maso a mlé¢né
vyrobky. Dale kokosovy, bavinikovy a palmovy olej (Sobley a Cymet 2016). Zivo&isny tuk
obsahuje vetsi mnozstvi mastnych kyselin nez rostlinné oleje (Okrouhla et al. 2018). Mastné
kyseliny jsou estery glycerolu se tfemi karboxylovymi kyselinami s dlouhym uhlikatym
fetézcem (McMurry 2004). K esterifikaci alkoholy dochazi v membranach tuka a lipidd. Zbylé
mastné kyseliny zistanou neesterifikované a jsou pak volné. Volné mastné kyseliny se
nachazeji naptiklad v krvi a vét§inou se vazi na bilkoviny (Koolman a R6hm 2012).

Mastné kyseliny jsou Spatné rozpustné ve vode v kyselé formé, naopak jsou relativné
hydrofilni ve formé draselnych nebo sodikovych soli. Skutecnou rozpustnost ve vodé, zejména
kyselin s del§im fetézcem, je obtizné urcit, nebot’ je vyrazné€ ovlivnéna pH a také proto, ze
mastné kyseliny maji tendenci se pfidruzovat a to vede ke tvorbé€ monovrstev nebo micel
(Rustan & Drevon 2005).

Mastné kyseliny se snadno extrahuji nepolarnimi rozpoustédly z roztokt nebo suspenzi
snizenim pH na nenabitou karboxylovou skupinu. Vliv struktury mastné kyseliny na jeji bod
tani je takovy, ze rozvétvené fetézce a dvojné vazby cis snizi bod tani ve srovnani
s ekvivalentnimi nasycenymi fetézci. Kromé toho bod tani mastné kyseliny zavisi na tom, zda
je fetézec rovnomeérny nebo lichy. Ten ma totiz vyssi bod tani. Nasycené mastné kyseliny jsou
velmi stabilni, zatimco nenasycené kyseliny jsou nachylné k oxidaci. Cim vice dvojnych vazeb,
tim je vétsi citlivost. S nenasycenymi mastnymi kyselinami by se tak mélo manipulovat
v atmosféfe inertniho plynu a drzet se dal od oxidantt a sloucenin zptsobujicich tvorbu volnych
radikald (Rustan & Drevon 2005).

Mastna kyselina se sklada z fetézce se sudym poctem uhlikd, s atomy Ho po celé délce
fetézce, s atomem H> na jednom konci fetézce a s karboxylovou skupinou (-COOH) na opacném
konci fetézce (Obrazek €. 1) (Rustan & Drevon 2005). Atom uhliku vedle karboxylové skupiny
se nazyva o uhlik a nasledujici je p uhlik. Pismeno n se Casto pouzivad misto feckého ®
k oznaceni polohy dvojné bazby nejblize k metylovému konci. Systematicka nomenklatura pro
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mastné kyseliny muze udavat polohu dvojnych vazeb s ohledem na karboxylovou skupinu (A)
(Obrazek ¢. 2). Mastné kyseliny mohou byt karboxylové kyseliny, které maji minimalné 3
uhlikové atomy. U ZzivoCichi a vysSich rostlin se vyskytuji mastné kyseliny s dlouhym
fetézcem. To je 16 - 18 uhlikd (Koolman a R6hm 2012). Mastné kyseliny se rozdé€luji na
zaklade délky fetézce a stupné€ nasyceni. Délka fetézce mize byt od 2 do 40 atomu uhliku.
Pfirozené se vyskytujici mastné kyseliny jsou karboxylové s nerozvétvenym uhlovodikovym
fetézcem. Takovy fetézec ma od 3 do 24 uhlika. Jelikoz se pfi jejich biosyntéze vyuzivaji
dvouuhlikaté stavebni prvky, maji vétSinou sudy pocet atomd.

CH3— (CH;),,— CH; — CH, — COOH
® B o

Obrazek ¢. 1  Mastna kyselina (Rustan & Drevon 2005)

w-characteristics ~ Methyl end Carboxyl Saturation A-characteristics
end

Stearic 18:0 NV N NN NNNNN Co0H  saturate 18:0
Oleic 18:1, 09 \NAAN/TANANA/ (OO Monoene 18149
Linoleic 18:2, 06 VM \="\="NVNVV\ COOH Polyene  18:2 49,12

COOH Polyene 18:3 A9,12,15

315 12 9
o-Linolenic 18:3, -3\ /\/\/ "\ " \"\V/\/
317 14

L1 8
EPA 20:5, »-3 V:W:VW COOH Polyene 20:5A5,8,11,14,17

319 16 13 10 7 4
DHA 22:6, o-3 VTV “V'\COOH Polyene 20:6 A4,7,10,13,16,19

Obrazek ¢. 2 Struktura riznych MK (Rustan & Drevon 2005)

Mastné kyseliny predstavuji 30 — 35 % celkového poctu energetického pfiymu v mnoha
prumyslovych zemich. Nejdulezitéj§imi zdroji mastnych kyselin jsou rostlinné oleje, mlécné
vyrobky, masné vyrobky, ryby nebo rybi oleje. NejCastéj$i nasycenou mastnou kyselinou
rostlin, zvifat a zivoCicht je kyselina palmitova (16:0). Kyselina stearova (18:0) je hlavni
mastnou kyselinou u zvifat a nékterych hub. Kyselina myristova (14:0) se vyskytuje velmi ¢asto
(Moss et al. 1995). Nasycené kyseliny s krat§im fetézcem s 8 — 10 atomy uhliku se nachazeji
v mléce a v kokosovych triacylglycerolech. Kyselina olejova (18:1 omega-9) je nejCasté)si
monoenovou mastnou kyselinou u rostlin a zivocicht. Vyskytuje se také v mikroorganismech.
Kyselina palmitova (16:1 omega-7) se také hojné vyskytuje u zvifat, rostlin a mikroorganismu
a je hlavni slozkou v nekterych semennych olejich. Kyselina linolova (18:2 omega-6) je hlavni
mastnou kyselinou v rostlinnych lipidech. U zvitat se ziskava predevsim z dietnich rostlinnych
oleju. Kyselina arachidonova (20:4 omega-6) je hlavni slozkou membranovych fosfolipida
v celé zivoci$né 1isi. V krmivu se vSak vyskytuje jen velmi malo, kyselina linolenova (18:3
omega-3) se vyskytuje ve vyssich rostlinach (sojovy olej a fepkové oleje) a rasach (Moss et al.
1995). Kyselina eikosapentaenova (EPA; 20:5 omega-3) a kyseliny dokosahexaenova (DHA,;
22:6 omega9) jsou hlavni mastné kyseliny z mofskych fas, tucnych ryb a rybiho oleje (Rustan
& Drevon 2005).
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V roce 2004 McMurry identifikoval vice nez 100 rliznych mastnych kyselin. Téch velmi
rozsifenych je 40. Nékteré obsahuji jednu ¢i vice izolovanych dvojnych vazeb. Podle toho je
pak delime na nasycené a nenasycené. Mastné kyseliny bez dvojnych vazeb jsou nasycené
(SFA). Ostatni mastné kyseliny s dvojnymi vazbami, €i trojnymi jsou nenasycené. Nenasycené
mastné kyseliny s jednou vdojnou vazbou jsou MUFA. Pokud ma nenasycena mastna kyselina
v fetézci vice dvojnych vazeb, pak je PUFA. Nenasycené mastné kyseliny jsou reaktivnéjsi
(Rogers 2020). Komplex nenasycenych mastnych kyselin se nazyva vitamin F (Koolman a
Rohm 2012). Tyto kyseliny si organismus nedokaze sam syntetizovat. Proto musi byt pfidavany
do krmné davky. Maji také ulohu metabolickych substrati a hraji zasadni roli coby
imunomodulatory (Liu 2015). Mastné kyseliny se v pfirodé bézné vyskytuji v kombinaci
s glycerolem ve formé triacylglycerolta (Rogers 2020). Jelikoz se rizné mastné kyseliny chovaji
v metabolismu rizn¢, mizeme je také délit podle délky fetézce (Tabulka ¢. 1) (Koolman a
Roéhm 2012):

Tabulka €. 1  Skupiny mastnych kyselin

Nizey Popis | Délkn etézee

SCFA S kratkym fetézcem C3-C6
MCFA Se sttedn€ dlouhym fetézcem C8 — C10
LCFA S dlouhym fetézcem Cl12-C18
VLCFA S velmi dlouhym fetézcem >Cl18

Rozdily mezi sttednim a dlouhym fetézcem ovliviiuje velikost molekul a rozpustnost ve
vodé. To muze vést k rozdilim pfi traveni, vstiebavani a transportu ve tkanich a organech. Tyto
dva typy mastnych kyselin prochazeji organismem rozdilnymi metabolickymi cestami (Balti¢
et al. 2017). Krome rozdélovani mastnych kyselin na zakladé délky jejich fetézce, je mizeme
délit 1 podle chemické klasifikace (Tabulka €. 2).

Tabulka €. 2 Déleni podle chemické klasifikace

SFA Nasycené mastné kyseliny
MUFA Mononenasycené mastné kyseliny
PUFA Polynenasycené mastné kyseliny

3.3.1 Nasycené mastné kyseliny

Ma-li mastna kyselina fetézec s méné, nez Sesti atomy uhliku, tedy s kratkym fetézcem,
pak se jedna o nasycenou mastnou kyselinu. Ta neobsahuje v fetézci zddnou dvojnou vazbu.
Retézce mohou zahrnovat acetat, propionat a butyrat. Retézce maji stabilni molekulu. Diky
tomu se tézko rozklada a poskytuje tak vice energie, nez sacharidy ¢i bilkoviny. Je
pravdépodobné, ze se bude v téle drzet v podobé cholesterolu (Sobley & Cymet 2016; Liu
2015).
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Mastné kyseliny se stiedni délkou fetézce reguluji metabolismus enterocytd a
hepatocyti. Dalé také stimuluji lipogenezi a glukoneogenezi, na druhou stranu inhibuji
glykolyzu. Zasahu;ji také do katabolismu a anabolismu bunék (Papamandjaris et al. 1998), ¢imz
do jisté miry ovliviiuji zdravi lidi a zvitat (Calder 2015).

Nasycené mastné kyseliny se ,,plni*“ Hz. VétSinu nasycenych mastnych kyselin tvori
rovné uhlovodikové fetézce se sudym poctem atomu uhliku. Nejbézné€jsi mastné kyseliny
obsahuji 12 — 22 atomt uhliku (Rustan & Drevon 2005).

Kyselina kaprylova (Csg) je bezbarva olejova kapalina s mirnym zapachem. Coby
ptirodni zdroj se vyskytuje pouze ve specifickych rostlinnych olejich a mléénych vyrobcich. Je
vysoce obsazena v kokosovém oleji (6 — 10 %) a v palmojadrovém oleji (2 — 5 %). Mléko je
jedinym zivoc¢isnym zdrojem kyseliny kaprylové. Kravské mléko obsahuje tuto kyselinu az z 1
— 2 %. Kozi mléko ze 3 % a krali¢i mléko z 15 — 18 % (Lemarié et al. 2018; Jackman et al.
2020).

Ajisaka et al. (2002) zkoumali u¢inky mastnych kyselin v kombinaci s cyklodextrinem
na produkci metanu. Vysledkem bylo 20 % snizeni produkce metanu.

Kyselina kaprinova (Cio) se projevuje mirnym zapachem (Beare-Rogers et al. 2007).
Nejvyssi obsah kyseliny kaprinové se nachazi v kokosovém oleji (5 — 10 %) a v palmojadrovém
oleji (3 — 5 %) (Lemarié et al. 2016).

Ajisaka et al. (2002) zkoumali u¢inky mastnych kyselin v kombinaci s cyklodextrinem
na produkci metanu. Vysledkem bylo 60 % snizeni produkce metanu. Lemarié et al. (2016)
odhalil pasobeni kyseliny kaprilové jak na inhibici metanu, tak na inhibici biohydrogenace.

Kyselina laurova (Ci2) vzhledem pfipomina bily prasek. Zapachem mirn€ ptipomina
bobkovy olej. Je to relativné levna mastna kyselina (National Center for Biotechnology
Information 2021). Vysoké mnozstvi kyseliny laurové (Obrazek €. 3) vykazuje palmovy olej
(44 — 51 %) (Lemarié et al. 2016) a kokosovy olej (39 — 54 %). Dale se nachazi v oleji z jader
datli (Besbes et al. 2004).

Lidské mléko obsahuje 6,2 % kyseliny laurové z celkového tuku. Je to hlavni
antibakterialni a antivirova slozka materského mléka (Lieberman et al. 2006). Kravské mléko
obsahuje 2,9 % kyseliny laurové. Kozi mléko obsahuje 3,1 % laurové kyseliny (Beare-Rogers
et al. 2007).

Kyselina laurova (Obrazek €. 3) je inhibi¢ni pro gram-pozitivni bachorové bakterie
vcetné celulolytickych ruminokoku (Kobayashi 2010). Snizena produkce laktatu Streptococcus
bovis v pritomnosti kyseliny laurové maze vysvétlovat preventivni 1éCebné ucinky kyseliny
laurové na bachorovou laktatovou acidozu. Tyto udaje naznacuji, ze kyselina laurova nemusi
menit velikost specifické bakterialni populace, ale mize modulovat metabolickou aktivitu pfi
jejim dlouhodobém podavani. Mnozstvi jinych druhd bachorovych bakterii se totiz po
zkrmovani kyseliny laurové nezménilo (Kobayashi 2010). Laurova kyselina se miize pouzit
k 1écbé Acne vulgaris, jako nahrazka antibiotik. Kyselina plsobi antimikrobialné na
Propionibacterium acnes, které rozviji zanéty v kuzi (Nakatsuji et al. 2009).

Ajisaka et al. (2002) zkoumali u¢inky mastnych kyselin v kombinaci s cyklodextrinem
na produkci metanu. Vysledkem bylo 20 % snizeni produkce metanu. Machmiiller et al. (2006)
kombinovali kyselinu laurovou s vapnikem. Vysledkem byla produkce metanu pouze ze 76 %
oproti pocatku. Patra & Yu (2014) zkoumali pouziti kyseliny laurové v dietach na produkci
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metanu. Zavérem studie bylo, ze tuky s vysokou koncentraci kyseliny laurové by mély byt
brany v potaz pfi zmiriiovani produkce CHas.

HO

C. _.CH, .CH, .CH, .CH, _CH,
0~ “CH, GCH, CH, ©CH; CH, 'CHj

Obrazek €. 3 Kyselina laurova (Besbes et al. 2004)

Kyselina myristova (Cis4) je bila krystalicka latka. Je to 14-ti uhlikova nasycena
kyselina. Je soucasti lidskych bunéénych membran, ale v menSich koncentracich, nez kyselina
palmitova a stearova (Stillwell 2016). Na zakladé poctu uhlikt ji fadime mezi kyseliny
s dlouhym fetézcem. Pojmenovani ziskala podle latinského Myristica fragrans (muskatovy
ofiSek), ze kterého byla izolovana. Kromé muskatového ofisku se v piirodé vyskytuje
v palmojadrovém a kokosovém oleji, v mlécném tuku a tim padem i v masle (Beare-Rogers et
al. 2007). Kravské mléko obsahuje 8 — 14 % kyseliny.

Antibakterialni ucCinky kyseliny myristové (Obrazek ¢. 4) vuci bakterii Listeria
monocytogenes zkoumali Chen et al. (2019). Tato bakterie zptusobuje infekci traviciho astroji.
Kyselina myristova ma na bakterii inhibi¢ni Gcinek a zpusobuje smrt bunek. Pritomnost
kyseliny myristové vede ke zmén€ permeability a integrity bunécné stény bakterii. Kyselina
myristova se dokaze navazat na bunéénou DNA a zmenit jeji strukturu. Timto zptisobem také
dokaze nicit bunky. Na zakladé€ téchto poznatkt se da vyuzit antibakterialnich ucinka kysliny
myristové v potravinaiském primyslu na konzervaci potravin (Chen et al. 2019).

Machmiiller et al. (2006) kombinovali kyselinu myrisotovu s vapnikem. Vysledkem
bylo snizeni produkce metanu o 47 %. Vliv kyseliny myristové zkoumali také Machmiiller et
al. (2006). Vysledkem studie bylo snizeni energetickych ztrat CH4 o vice nez 50 %.

Djikstra et al. (2005) zkoumali pfidavek dopliikkovych latek (kyseliny laurova a
myristova) na produkci CHs v bachoru a bachorovou fermentaci. Zatfazeni dopliikovych latek
snizilo denni produkci CH40 10 %.

Suplementaci kyselinou myristovou se dosahlo snizeni produkce CH4 u dojnic.

HO

_C. _CH, ,CH, .CH, .CH,
0~ "CH, CH; CH; ©CH, CH

CH2 “ch,
Obrazek ¢. 4 Kyselina myristova (Beare-Rogers et al. 2007)

Kyseliny kaprylova, kaprinova a laurova jsou povazovany za uziteCné antibiotické
nahrazky. Vykazuji totiz silnou antibakterialni aktivitu vi¢i gram-pozitivnim bakteriim
(Hanczakowska et al. 2016). Navic také prokazuji antikokcidialni vlastnosti (Balti¢ et al. 2017).

NejrozsitenéjSimi mastnymi kyselinami jsou kyselina palmitova a stearova. Obé se
vyskytuji v lipidech vétSiny organismut. U zvifat tvoii kyselina palmitova 30 % télesného tuku.
Velmi bohaty na kyselinu palmitovou je palmovy olej. Kyselinu stearovou je také mozno najit
v nékterych rostlinnych olejich. Pfedevsim vSak tvofi vysoky podil lipidd, které se nachazeji
v loji prezvykavel (Rogers 2020).
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3.3.2 Nenasycené mastné kyseliny

Nenasycené mastné kyseliny jsou takové, které obsahuji jednu nebo vice izolovanych
dvojnych vazeb. Mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou jsou MUFA neboli monoenové
mastné kyseliny. Mastné kyseliny s vice dvojnymi vazbami jsou PUFA neboli polyenové
mastné kyseliny. Pfednimi zastupci nenasycenych mastnych kyselin jsou kyselina linolova a
olejova (Koolman a Rohm 2012).

Mononenasycené (MUFA) mastné kyseliny jsou vlastné molekuly tuku, které maji jeden
nenasyceny nebo dvojné vazany uhlik, ktery se muze vyskytovat v ruznych polohach.
Nejb&znéjsi mononenasycené mastné kyseliny maji délku fetézce 16 — 22 a dvojna vazba konci
s konfiguraci cis. To znamena, Ze atomy ve Hz jsou na obou stranach dvojné vazby orientovany
stejnym smérem (Rustan & Drevon 2005). Nejbéznéji vyuzivané mononenasycené mastné
kyseliny ve vyzivé jsou kyselina olejova a kyselina palmitoolejova (Schwinshackl a Hoffmann
2014).

Transizomery mohou byt vyrabény béhem prumyslového zpracovani nenasycenych oleji
a v travicim traktu prezvykavcli. Pritomnost dvojné vazby zpusobuje omezeni mobility
acylového fetézce v daném bodé. Cis mastné kyseliny maji niz8i bod tani nez trans mastné,
nebo jejich nasycené protejsky (Rustan & Drevon 2005). Tato struktura da molekule specialni
vlastnosti a zpusobi, Ze interaguje jinak nez ostatni tuky v téle. Mononenasycené mastné
kyseliny jsou méné€ nachylné na oxidaci. Proto je také méne pravdépodobné, ze uvolni volné
radikaly, které by mohly poskodit bunky a zptsobit zanét (Jenkins et al. 2020).

Diky mononenasycenym mastnym kyselinam je moznost flexibility pti skladani krmnych
davek. Lze je totiz pouzit jako nahrazeni nasycenych mastnych kyselin ¢i sacharidd. V praméru
poskytuji mononenasycené mastné kyseliny pfiblizné 15 % energie. Nicméné diety s vysokym
obsahem mononenasycenych mastnych kyselin bézné poskytuji 20 — 22 % energie (Eugéne et
al. 2008).

Polynenasycené (PUFA) mastné kyseliny maji dvé a vice nenasycenych dvojnych vazeb.
V polynenasycenych mastnych kyselinach 1ze najit prvni dvojnou vazbu mezi tietim a ¢tvrtym
atomem uhliku z ® uhliku. Jedné se o tzv. mastné kyseliny omega-3. Je-li prvni dvojna vazba
mezi Sestym a sedmym atomem uhliku, pak se nazyvaji mastné kyseliny omega-6. Dvojné
vazby jsou od sebe oddéleny methylenovou skupinou (Rustan & Drevon 2005). PUFA, které
jsou produkovany pouze rostlinami a fytoplanktonem, jsou nezbytné pro vSechny vyssi
organismy, véetné¢ savci a ryb. Omega-3 a omega-6 mastné kyseliny nelze vzajemné
zaménovat, ob€ jsou zakladnimi zivinami. PUFA jsou v téle dale metabolizovany pfidanim
atomu uhliku a desaturaci (extrakci Hz). Savci maji desaturazy, které jsou schopny odstranit H»
pouze z atomu uhliku mezi existujici dvojnou vazbou a karboxylovou skupinou. Beta oxidace
mastnych kyselin miize probihat bud’ v mitochondriich, nebo peroxisomech (Rustan & Drevon
2005).

Aluko (2011) ve své studii zminuje, ze kyseliny linolova a a-linolenova chrani pred
zanétlivymi chorobami. Kyselina linolenova ma ale vyssi zdravotni pfinosy.
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3.3.3 Antimikrobiilni acinky

Mastné kyseliny se sttedn€ dlouhym i1 s dlouhym fetézcem, at’ uz v nasycené nebo
nenasycené podobé, mohou potencionaln€ navazat na prenasece elektron-transportniho fetézce.
Studie za pomoci elektronové mikroskopie naznacuji, ze dochazi k rozruSeni bunécnych
membran (Polakova et al. 2010). Navazanim na pienaseCe dojde k rozpohybovani, nebo
uplnému premisténi mimo membranu buriky. Ve vysSich koncentracich zpusobuji povrchoveé
aktivni latky poSkozeni cytoplazmatickych membran. To by mohlo vést ke smrti bunéek.
Inhibice ristu mikroorganismu je zpusobena zménou bunééné permeability. Antimikrobialni
efekt zajiSt'uji mastné kyseliny inkorporaci do bunéénych membréan (Rustan & Drevon 2005).
To zpusobuje neusporadanost lipidi a vede ke zvySeni membranové fluidity. Dvojvrstva
membran je primarnim cilem u¢inku masnych kyselin. S tim 1 spojené zpomaleni produkce
ATP. Potencialni energie se uvoliiuje ve formé tepla a neni vyuzita na tvorbu ATP. Diky tomu
postrada bakterie energii pro svij metabolismus (Desbois & Smith 2010).

Mastné kyseliny dokazi inhibovat rist bakterii, virQi, protozi a hub. Pasobi hlavné na
gram-pozitivni bakterie s vyjimkou nepatrného mnozstvi gram-negativnich bakterii. Délka
fetézce mastnych kyselin rozhoduje o uinku na dany patogen. Mastné kyseliny s delSim
fetézcem reaguji vice s gram-pozitivnimi bakteriemi. Kdezto mastné kyseliny s kratkym
fetézcem inhibuji s gram-negativnimi bakteriemi. V tomto pfipad€ musi byt ale mastné kyseliny
ve vy§Sich koncentracich. Stereochemie mastnych kyselin ovliviiuje antimikrobialni ptsobeni
(McGaw et al. 2002).

Estery mastnych kyselin jsou pfipravovany chemickou syntézou. Méné€ naroCnym
zpusobem je enzymaticka pfiprava. Timto zpusobem se daji ziskat Cisté produkty. Katalyza
enzymu probiha za mirného tlaku a teploty (Mensink et al. 2003). Enzymova syntéza umoziuje
mimo jiné pouziti méné toxickych, ¢i dokonce netoxickych rozpoustédel. Vyuziti derivati
mastnych kyselin je vyhodné, protoze se pii jejich pouziti uplatiiuji jejich antimikrobialni
vlastnosti.

3.4 Lipidy

Lipidy, patfici mezi organické molekuly, jsou nerozpustné, nebo jen omezen¢ rozpustné
ve vodé. Z bunék a tkani se daji izolovat extrakci organickymi rozpoustédly (petrolether, hexan,
diethylether). Mezi nejznaméjsi lipidy patii tuky a oleje (McMurry 2004). Tuky maji hlavni
cast chemické struktury uhlovodikové fetézce. Primarnim typem uhlovodikd jsou mastné
kyseliny a steroidy (Kerr et al. 2016). Lipidy tvoii v tukové tkani zdroj energie (Reece 2011).
Lipidy indukuji resorpci rozpustnych vitamina a zpomaluji priichod potravy travicim traktem.
Tim umoznuji lepsi natraveni potravy (Balti€ et al. 2017).

3.4.1 Metabolismus lipidu

Lipidy jsou v susiné zastoupeny 2 — 3 %. Plisobenim mikrobialnich enzym je umoznéno
Stépit triacylglyceroly, fosfolipidy a estery. Vysledkem fermentace galaktozy a glycerolu jsou
TMK. Fermentaci glycerolu vznika kyselina propionova. Fermentaci galaktozy vznika kyselina
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octova, maselnd a propionova (Hanczakowska et al. 2016). Nenasycené mastné kyseliny
podléhaji castené i Uplné hydrogenaci. Tim jsou redukovay dvojné vazby. Nakonec dojde
k transformaci nenasycenych mastnych kyselin na nasycené (Baltic et al. 2017).

Rané studie metabolismu lipidi v bachoru se zabyvaly predevS§im osudem mastnych
kyselin v organismu pii jejich prichodu bachorem. Existuji dvé dulezité mikrobialni
transformace. Lipolyza zptisobuje uvoliiovani mastnych kyselin z esterifikovanych rostlinnych
lipidd, po kterém nasleduje biohydrogenace (Jenkins et al. 2020). Ta snizuje pocet dvojnych
vazeb. Nenasycené mastné kyseliny maji kratky polocas rozpadu v bachorovém obsahu,
protoze jsou rychle hydrogenovany mikroby. Biohydrogenace funguje jako zasobarna vodiku.
Pouze 1 — 2 % vodiku se uvoliuje. Studie Jenkins et al. (2020) sledovala kontrolu
antimikrobialnich G¢ink( mastnych kyselin, aby bylo mozné prezvykavcim podavat tuk bez
naruseni bachorové fermentace. Déle studovali mikrobialni biohydrogenaci.

3.5 Dusicnany

Dusi¢nany a nékteré nitroslouCeniny s kratkym fetézcem a nitro-oxy slouceniny se
zkoumaji jako doplitkové latky s cilem snizit ekonomické a environmentalni naklady spojené
s emisemi CHa, které produkuji ptezvykavci. Dusi¢nany jsou termodynamicky vyhodné&jsim
akceptorem elektront nez CO». Je tak upfednostnéna jeho redukce pied metanogenezi. Dusitan
je primarn¢é redukovan na amoniak, ackoli v ném mohou vzniknout i mald mnozstvi oxidu
dusného. Nitroslouceniny s kratkym fetézcem pusobi jako pfimé inhibitory metanogennich
bakterii. Nékteré z téchto slouenin mohou konzumovat elektrony na tkor metanogeneze a jsou
inhibitory nékterych patogennich piivodct v potrave (Latham et al. 2016).

Mikrobialni a nutri¢ni dasledky zapracovani dusi¢nant do potravy prezvykavcl obvykle
vedou ke zvySené produkci acetatu. Na rozdil od vétSiny jinych dopliikd omezujicich produkci
CHa4, dusicnany snizuji nebo nemaji zadny vliv na produkci propionatd. Typ piidané
dusi¢nanové soli ovliviiuje rychlost produkce dusi¢nand, rychlost akumulace dusitani a
ucinnost redukce CH4. PfiCemz sodna a draselna sl jsou ucingjsi, nez soli dusi¢nanu
vapenatého (Latham et al. 2016). Dusledky pfidavani nitrosloucenin do krmiva prezvykavcu
jsou variabilnéj$i a v neékterych pripadech mohou zvysit produkci propionatu. Meziproduktem
dusi¢nanu jsou dusitany a ty jsou toxické. Proto vznikaji obavy pii pouziti dusi¢nand pro
prezvykavce. Prostfednictvim methemoglobinemie by mohlo dojit k otravé zvirat. Nekteré
z ptirozené se vyskytujicich nitrosloucenin, jako je 3-nitro-1-propionat a 3-nitro-1-propanol,
také zpusobuji otravu. Toxicité dusitani by se dalo zabranit postupnym navykanim zvifat
vys§im koncentracim dusicnanti a dusitant, které by se mohly pfipadné pouzit i
s nitroslou¢eninami (Latham et al. 2016). Vhodné davky nitrosloucenin a dusi¢nanu, jednotlivé
nebo v kombinaci s probiotickymi bakteriemi zajist'uji zmirnéni rizika toxicity.

Nitratové a jiné oxidované nitroslouceniny jsou védecky zkoumany kvuli své toxicité a
schopnosti snizovat emise CH4 v bachoru prezvykavci. Obecné se ma za to, ze nejucingjsi na
tlumeni CH4 v bachoru jsou alternativni mechanismy pro udrzovani nizkych parcialnich tlakt
dihydrogenu v bachoru. Jako alternativni elektronové akceptatory pro anaerobni dychani
v bachoru je k dispozici cela fada sustrati pro akceptaci elektront, vCetné nenasycenych
mastnych kyselin, dusi¢nan, sulfati nebo fumaratu (Leng 2014). Dopliikové dusi¢nany by za

22



urcitych podminek mohly slouzit a moznéa 1 nahradit neproteinové zdroje dusiku, jako je
mocovina. Tim by podpoftily mikrobialni syntézu bilkovin v bachoru (Sophea a Preston 2011;
Li et al. 2012; Silivong et al. 2012; Thanh et al. 2012). Teoreticky by spotieba Ctyt elektrona
s redukci dusi¢nanu na oxid dusny a potencialni spotieba dalsiho elektronu pro redukci oxidu
dusného na didusik (N2) mohly slouzit jako metabolicka cesta pro likvidaci elektront k redukci
dusi¢nanu. Z energetického hlediska je vSak redukce dusitanii na amoniak termodynamicky
atraktivnéjsi, nez redukce dusitanti na oxid dusny a tudiz ptevladajicim redukénim produktem
v bachoru na amoniak. Prace Andersona et al. (2005) odhalily, ze podobné jako dusi¢nany a
dusitany, mohou pfirozené se vyskytujici nitroslouCeniny 3-nitro-1-propionat a 3-nitro-1-
propanol, primyslové vyrabeny nitroethan slouzit jako akceptatory elektront v mikrobialnich
bachorovych populacich.

Kromé toho, ze nitroslouCeniny slouzi jako alternativni elektronové akceptatory, také
pfimo inhibuji metanogenezi prezvykavcu (Gutierrez-Bafiuelos et al. 2008). Spotieba
elektrond, alesponi pii redukci pfirozené€ se vyskytujicich nitrosloucenin a nitroetanu, probiha
pomaleji, nez pfimy inhibi¢ni mechanismus. Vyzaduje in situ obohacovani kompetentnich
nitroredukujicich bakterii, které jsou bézné pfitomny v nizkych poctech. Biologické procesy
podilejici se na pfimé chemické inhibici produkce CH4 nitroslouceninami s kratkym fetézcem
nejsou presné definovany. Spekulovalo se, ze by k tomu mohlo dojit prostfednictvim inhibice
reakci na prenos elektront, jako je nitroethanolem zpusobena inhibice prenosu elektronti mezi
ferredoxinem a hydrogenazou (Andrson et al. 2008). Rada slougenin s kratkym fetézcem byla
testovana in vitro, i kdyz se v soucasnosti ukazalo, ze vétSina (ne-1i v§echny) uc¢inn¢ potlacuje
produkci bachorového CHa4. Pouze u nékolika bylo zji§téno, ze jsou vhodnymi elektronovymi
akceleratory pro podporu ristu nitroredukujicich bakterii (Prakash 2014). Nitrooxyslouceniny,
které disponuji atomem kysliku, se nejen strukturalné lisi od nitrosloucenin s kratkym fetézcem,
ale pravdépodobné i zptisobem pusobeni. V posledni dobé bylo publikovano nékolik recenzi
literatury o toxikologickych aspektech a potencialu pro snizeni CHas pii krmeni piezvykavca
dusi¢nany, v¢etné vynikajicich dél Leeho a Beauchemina (2014) a Lenga (2008).

3.5.1 Metabolismus dusi¢nanu a dusitanu

K mikrobialni redukci dusicnanii muze dojit disimilacnim a asimilacnim procesem.
Prislusné geny, jejich regulace a energie se podstatné lisi. Asimilacni redukéni draha disiCnant
spotifebovava energii na redukci dusi¢nand na amoniak jako zdroj dusiku pro mikrobialni
syntézu proteinti (Moreno-Vivian et al. 1999). Disimilacni redukce dusi¢nant je naopak proces
vyroby energie, ktery je distribuovan obligatnimi a fakultativnimi anaerobnimi bakteriemi
(Thauer et al. 1977). V bachoru dochazi k redukci disimilaéniho dusi¢nanu predevs§im
dvoustupriovou cestou, kdy se dusi¢nan nejprve redukuje na dusitany, které se mohou hromadit
jako intermedity, nez se nakonec zredukuji na amoniak. Enzymy podilejici se na redukci
disimila¢niho dusi¢nanu zahrnuji membranovou vazbu a periplasmické nitratové reduktazy
(Thauer et al. 1977; Moreno-Vivian et al. 1999). Disimilacni nitritredukce se objevuje na vnéjsi
cytoplazmatické membrané a v zavislosti na organismu spotiebovava elektrony oxidaci
redukovanych nosicu elektront, jako je NADH a FADH. Neékteré bakterie mohou postradat
kompletni funk¢ni transportni fetézec elektront, presto jsou schopny redukovat dusi¢nany na
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dusitany a nékdy na amoniak prostfednictvim redukénich reakci s neuplnym fetézcem nebo
jinymi nosi¢i elektrond, aniz by generovaly ATP.

Denitrifikace je dalsi cestou pro snizeni disimilacniho dusi¢nanu, navzdory dikazim o
pfitomnosti denitrifikacnich geni v bachorovém eubakterialnim a archealnim metagenomu
(Zumft a Kroneck 2007; Brulc et al. 2009). Nema se za to, ze by tento proces znatelné prispival
ke snizeni mnozstvi dusi¢nant u piezvykavca (Jones 1972; Leng 2008). V metagenomické
studii Brulc et al. (2009) dospéli k zavéru, ze Cinnosti spojené s denitrifikaci a fixaci dusiku
jsou v bachoru pravdépodobné bezvyznamné. Geneticky to vSak predstavuje 7 % gent
podilejicich se na metabolismu dusiku a i kdyZz to zjevné neni dominantni, nelze zcela vyloucit
jejich prinos.

Akumulaci bachorového oxidu dusného v reakci na doplnéni dusi¢nan zkoumalo jen
minimum studii. Koncentrace oxidu dusného rovnajici se 0,3 % mnozstvi pfidanych dusi¢nana
nebo dusitant byly méfeny v in vitro bachorovych inkubacich doplnénych o dusi¢nany nebo
dusitany (de Raphélis-Soissan et al. 2014). Nicmén¢ Petersen et al. (2015) zjistili, Ze emise
oxidu dusného predstavuji az 3,4 % pfidaného dusi¢nanu. Potencialnimi bakterialnimi
denitrifiery jsou Pseudomonas aeruginosa a nékteré druhy Propionibacterium a Nitrosomonas.
Tyto bakterie by bez ptidaného dusi¢nanu mohly byt povazovany za prechodné nebo minoritni
kolonizatory bachoru (Mitsumori et al. 2002).

3.5.2 Metabolismus nitrosloucenin

Na rozdil od metabolismu dusi¢nanii a dusitani se o mechanismech metabolismu
nitrosloucenin prezvykavymi mikroby vi méné. V bachoru se pfirozené vyskytuje kyselina,
ktera se vstfebava méné rychle, ale metabolizuje se rychleji nez nitroalkohol. To vysvétluje
proc je jedna kyselina pro pfezvykavce méné toxicka nez druhd. V soucasné dobé je bachorova
bakterie Denitrobacterium detoxificans jedinym znamym anaerobem, ktery vykazuje znatelnou
nitroalkalovou reduk¢ni aktivitu (Anderson et al. 2005). Tato bakterie Setii energii pro rast
vyhradné prostfednictvim anaerobniho dychani, oxidace Hz, mravencanu nebo laktatu pii
redukci dusi¢nanu na amoniak (Anderson et al. 2006). Predpoklada se, ze redukce nitroalkant
na jejich aminy spotfebuje Sest molekul elektronti na mol aminoskupiny a je zalozena na
stechiometrii pro redukci nitroetanolu na etanolamin (Anderson et al. 2008). VSechny
nitroslouceniny byly testovany a bylo zjisténo, Ze jsou U¢innymi inhibitory metanogeneze u
prezvykavcl (Anderson et al. 2003, 2008, 2010).

Na zakladé testi Andersona et al. (2005) a Zhang et al. (2014) se pfislo na to, ze redukce
dusi¢nand muZze byt energeticky priznivejsi nez redukce nitrosloucenin. Samoziejmé ale nelze
vyloucit piispévek i jinych mechanismu, jako je pfitomnost aktivnéjSich dusi¢nan redukujicich
enzymiul.

Nitrolakany maji dva rozdilné mechanismy ucinkt. Primarné€ pfima inhibice
metanogeneze a sekundarné jako elektronovy akceptator. Nejsou neslucitelné, protoze proces,
ktery potlacuje metanogenezi, mize podporovat presmérovani elektronti. Tim i usnadni redukci
nitroalkant (Gutierrez-Bafiuelos et al. 2008).

24



3.5.3 Faktory ovliviiujici metabolismus dusi¢nanu a nitrosloucenin

Mezi jednotlivymi zvifaty existuji zna¢né rozdily, pokud jde o jejich reakci na pridavani
dusi¢nant. Cast této reakce je zplsobena bachorovym ekosystémem. Nejvétsi vliv maji
endogenni mikrobialni populace a jejich enzymaticka kapacita. Existuje vSak mnoho dalSich
faktort, které ovliviiuji rychlost redukce dusicnant, dusitani a nitrosloucenin. Zaprvé
dostupnost a mnozstvi substrati dodavajicich elektrony pouzité pro redukcni nitratové reakce
vcetné sacharidd, etanolu, manitolu, glycinu, malatu, citronanu, laktatu, sukcionatu, pyruvatu a
mraven¢anu (Lewis 1950, 1951; Jones 1972). Doplnéni nebo poskytnuti krmiva bohaté na tyto
darce elektronti mize potencialné zvysit redukci dusi¢nanti na amoniak. Tim také zajisti pokles
CH4 a snizi pravdépodobnost otravy dusi¢nany, protoze zvife bude vystaveno mensimu
mnozstvi toxickému meziproduktu dusitanu. Dusitan pfeménuje hemoglobin na
methemoglobin (Takahashi et al. 1998). Byly navrzeny dopliiky s vysokym obsahem Skrobu a
obilnych zrn, které zmirfiuji nitratovou toxicitu podporou metabolismu mikroorganismu
prezvykavci (Hibberd et al. 1994) a tim tvorby a dostupnosti substrati pro metabolismus
dusi¢nand a dusitana (Lewis 1950, 1951; Allison & Reddy 1984).

Ukazalo se, ze krmivo s vysokym obsahem Skrobu dobfe snizuje pH bachoru. To by
mohlo vytvorit inhibi¢ni prostfedi metabolismu dusi¢nant a dusitant. Enzymaticka analyza
ukazuje, ze dusiCnanové a dusitanové reduktazy pracuji nejlépe pii pH 5,6 (Lewis 1951).
Redukce dusi¢nan a dusitant v ramci smiSenych populaci mikrobl u prezvykavcli byla
rychlejsi pfi neutralnim pH, nebo niz§im nez 6 (Iwamoto et al. 2001).

Existuje geneticky modifikovany kmen E. coli, ktery byl vyvinut se zvySenym vyuzitim
dusitant, u n€hoz byla prokazana ucinnost in vitro a in vivo (Sar et al. 2005, 2006). Lze
predpokladat, ze zvifata adaptovana na dusi¢nany maji zvySenou koncentraci NADH
reduktazy. Rychlost redukce dusi¢nand je zfejmé ovlivnéna dostupnosti a koncentracemi siry.
Redukce siranu na sifi¢itany a nasledné na sulfid je mén¢ energeticky pfizniva nez u dusi¢nand.
Krom¢ toho sira stimuluje rast sulfid redukujicich bakterii. Pfidani siry by proto hypoteticky
meélo zvySit snizené mnozstvi dusiCnand a dusitand a rychlost reakce (Leng 2008).
Experimentalné se ukazalo, ze Lcystein, ktery je bohaty na siru, ve spojeni s dusi¢nanem
potlacuje tvorbu methemoglobinu (Takahashi et al. 1998).

3.5.4 Mikrobiilni reakce na dusi¢nany

Mikrobialni metabolismus dusi¢nani a dusitani v bachoru je paradoxem v tom, Ze
umoziuje detoxikaci, ale vede také k tvorbé toxickych latek. Vzhledem k tomu, ze jsou tyto
mikroby symbionti hostitele pfezvykavcu, je pochopitelna jejich reakce z hlediska exprese gent
a struktury spoleCenstvi. Ve chvili, kdy vystavime nepfizptisobené mikrobialni populace
vysokému piijmu dusi¢nant v potraveé, dojde k rychlé indukci redukéni aktivity dusi¢nant.
Béhem 4 hodin po prvni expozici naroste aktivita az 14-krat. Indukce metabolismu dusi¢nana
a dusitant je za pomoci bakterii v bachoru, jako jsou Selenomonas ruminantium, clostridium,
Peptostreptococcus a Propionibacterium (Alaboudi 1984; Iwamoto et al. 2002). Podil
propionibakterii na redukci dusi¢nanli je atypicky, jelikoz vétSina propionibakterii
produkujicich dusi¢nany jsou denitrifikatory produkujici oxid dusny jako konecny produkt
(Anderson et al. 2010). Wolinella succinogenes lze povazovat za specialistu na to, ze je
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nefermentani a vykazuje vysoce aktivni dusi¢nanovou a dusitanovou redukéni aktivitu.
Veillonella parvula vyuzivajici dusiénany rovnéz prispiva k metabolismu dusi¢nant a dusitant
u prezvykavci. Nicméné vyskyt téchto populaci se zda byt zavisly na koncentracich dusi¢nana
(Asanuma et al. 2002; Iwamoto et al. 2002). Existuje fada dalSich bakterii redukujicich
dusi¢nany, jako jsou naptiklad Desulfovinrio, Enterobacteriaceae, které mohou obyvat bachor
i v malém mnozstvi. Nekteré bakterie jako Escherichia coli a Salmonella enterica serovars jsou
zivoCi$né a potravinafské patogeny. Proto by jejich obohaceni v dusledku krmeni dusi¢nany
bylo nezadouci. Dukazy o obohacovani bakterialnich populaci snizujicich dusi¢nany pochazeji
ze studii Alaboudiho a Jonese (1985). Ti u koz prokézali trojndsobné zvySeni rychlosti
metabolismu dusi¢nanti a dusitant.

Lin et al. (2013a) pozorovali narust populaci nitratovych reduktorts druhu Campylobacter,
ktery byl obohacen o tekuté i pevné frakce obsahu bachoru piezvykavci. Mannheimia
succiniciproducens byl obohacen pouze o tekutou frakci z bachoru. Podle Chen et al. (2019)
by mély byt sinice a Campylobacter dulezité patogeny snizujici dusiCnany. M.
succiniciproducens muze byt pouzito pro obohaceni v bachoru, protoze ma schopnost fixovat
CO2 prostrednictvim karboxylace fosfoenolpyruvatu (Lee et al. 2000).

Marais et al. (1988) za pouziti kultivacnich technik in vitro uvedli, ze akumulace dusitanti
v dasledku redukce pridaného dusi¢nanu snizovala bachorovou celulolytickou aktivitu. Jiné
studie také zaznamenaly toxické ucinky dusitani, vznikajicich jako meziprodukt béhem
redukce dusi¢nani na mikrobialni populace vCetn€ metanogent (Iwamoto et al. 2002; Asanuma
et al. 2015). Inhibice celulolytickych organismi mize vysvétlovat pokles pfijmu susiny, ktery
je nékdy pozorovan u zvifat, ktera dostavaji potravu doplnénou o dusi¢nany (Newbold et al.
2014; Lee et al. 2015a,b). Zda se, Ze metanogeny jsou zvlaste citlivé na toxické ucinky dusitana
(Iwamoto et al. 2002).

3.6 Snizovani produkce metanu

Vzhledem k tomu, ze je CHs kone¢nym produktem bachorové fermentace, zahrnuji
strategie pro snizeni emisi CH4 z bachoru zménu pribéhu bachorové fermentace. Hz a
mravenc¢an jsou v bachoru vyuzivany hlavné pro metanogenezi, proto se vétSina strategii na
snizeni produkce CH4 zamétuje praveé na H> a mravencan. Jakakoli metoda potlaceni produkce
CH4 v bachoru musi byt doprovazena metodou premény vzniklého nahromadéného H» na jiné
produkty fermentace. V opa¢ném piipadé je nahromadény H> odpadni produkt bachorové
fermentace, ktery muaze potlacit traveni v bachoru (Mitsumori & Sun 2008). Kromé toho by
mély byt peclivé vyhodnoceny pokusy o snizeni emisi CHa, aby se pifedeSlo porucham
bachorové fermentace (Russell & Wallace 1997). Modifikace fermentace bachoru by mohla
zasadné ovlivnit produkci CH4 (Kobayashi 2010).

Je dobfe znamo, ze produkce CH4je ovlivnéna kvalitou a mnozstvim krmiv. V tomto
ohledu se produkce CHs Casto vyjadiuje pomoci rovnic odvozenych z experimentalnich
pozorovani. De Raphélis-Soissan et al. (2014) prokézali, ze produkce CH4u ovci a skotu souvisi
jak se stravitelnosti energie v diet€, tak s mnozstvim krimva. Leng (2008) prokazal, ze produkci
CHz4 Ize zohlednit pouze v desitkach procent piijmu susiny.

e Strava zaloZena na picninach:
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Prezvykavci, ktefi jsou krmeni na bazi picnin, coz je vétSina prezvykavcl na svete, se
potykaji s problémy spojenymi s nekvalitnimi krmivy. Leng (2008) shrnul nékteré piistupy
k feSeni problému z hlediska redukce CHs z bachoru a zduraznil, ze produkce piezvykavca
krmenych nekvalitnimi krmivy je omezena nizkou nabidkou obilovin z mikrobidlniho
ekosystému a prakticky absenci bilkovin z dietniho bypassu. Pfi produkci CHs z piezvykavca
krmenych nekvalitnimi krmivy zéavisi produkce CHs v poméru k produkci CHs4 na dvou
faktorech: ui¢innost fermentativniho traveni v bachoru; t€innost ptemény krmiva na produkt
(Leng 2014).

Zatimco produkce CH4 neni ovlivnéna typem sacharidi pfi nizkém pfijmu stejné jako
pii vys§im piijmu (Mitsumori et al. 2002), muze typ pice v dietach s vysokym piijmem ovlivnit
emise CH4. Napriiklad zkrmovani vysoce kvalitni vojtésky a silaze z kukufice mize snizit
produkci CH4 0 10 az 20 % (Leng 2008). Byly zaznamenany sezénni rozdily v produkci CHy
na pastvinach (Leng 2014). Sezénni zmény v kvalité pastvy tedy mohou mit vliv na emise CHa.
Ocekava se, ze zména kvality pice by mohla snizit produkci CH4 v rozmezi 20 — 40 % (Leng
2008).

e Obilna strava:

Obilna zrna, ktera obsahuji mnohem vice zasobnich sacharidi, nez picniny, jsou snadno
stravitelna bachorovymi mikroorganismy, jako jsou bakterie produkujici skrob. VyS$si podil
koncentratl v krmivu snizuje emise CHs (Mitsumori et al. 2002). Skrob v obilnych zrnech je
snadno zkrmovan mikroorganismy bachoru. Je znamo, ze v disledku fermentace skrobu se
snizuje pomér acetati k propionatim v bachoru (Russell 1998). Zatimco nékteré bakterie travici
Skrob produkuji zna¢né mnozstvi propionatu, mnoho bakterii travicich vlakninu produkuje
velké mnozstvi sukcinatu, ktery se nakonec pfeméni na propionat (Leng 2014). Pokud je
v potrave velké mnozstvi koncentratli, vznika 23 % propionatu z pyruvatu prostiednictvim akryl
CoA (akrylatova cesta), zatimco v potravé zalozené na picninach vznika 92 % propionatu
z pyruvatu prostfednictvim sukcinatu (Asanuma et al. 2002). Lze tedy pfedpokladat, ze neékteré
bakterie travici Skrob produkuji laktat, ktery je nakonec pfeménén na propionat bakteriemi
vyuzivajici laktat, jako je Megasphaera elsdenii, ktera muze produkovat propionat pomoci
akrylové cesty (Leng 2008). Jedna z hlavnich bakterii, travicich Skrob, Streptococcus bovis,
uvolfiuyje do bachoru velké mnozstvi laktatu (Asanuma et al. 2002).

Byly provedeny rizné pokusy o snizeni emisi CH4, zejména prostfednictvim
manipulace s bachorovou mikrobiotou a to za pouziti chemickych latek, antibiotik a pfirodnich
produktt jako jsou oleje, mastné kyseliny a rostlinné extrakty (Chen et al. 2019). Nov¢jsim
pfistupem je vyvoj vakcin proti metanogennim bakteriim. Zatimco 1onoforova antibiotika byla
Siroce pouzivana diky své UCinnosti a piijatelné cené, pouziti alternativnich pfirodnich
materialu se stava atraktivnéjsim kvuli zdravotnim obavam, tykajicim se antibiotik (Kobayashi
2010). Dalezitou vlastnosti pfirodnich materialt, které predstavuji mozny alternativni inhibitor
CHs4 je, ze takovy material nesnizuje pfijem krmiva ani jeho stravitelnost, ale zvySuje obsah
propionatu, ktery je hlavni alternativou k CHa, jez pohlcuje Ha. Existuji tfi zptisoby snizeni
produkce CH4. Pfima inhibice metanogeneze, snizeni produkce H> a nalezeni alternativniho
vyuziti Hy (Patra & Yu 2014). U silic je mozno pouzit vSechny tii metody. Predevsim vyssi
koncentrace silic jsou schopny inhibovat metanogeny (Bodas et al. 2012). Produkce H:
v bachoru se da snizit inhibici protozoi a nékterych skupin gram-pozitivnich bakterii. Tyto
bakterie v bachoru zajistuji produkci kyseliny maselné a octové. Naopak gram-negativni
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bakterie produkuji kyselinu propionovou (Stewart 1998). Produkce kyseliny propionové je
alternativou k produkci H>. ZvySena produkce kyseliny propionové je spojena se snizenou
produkci CH4 (Janssen 2010).

Doplnéni o chemicka aditiva muze snizit populaci Archei a bakterii, coz vede ke sniZeni
emisi bachorového CH4 (Zhang et al. 2014). Takové zasahy vSak mohou snizit stravitelnost a
ovlivnit zivo¢isné produkty (Patra & Yu 2014). Proto je dulezité prozkoumat pfirodni a
biotechnologické intervence ke zmirnéni problému s CHs s pokud mozno minimalnimi
vedlejSimi ucinky.

Podle Jelinka et al. (2003) by mél byt vyzkum ve snizovani produkce CH4 zaméfen na
tyto oblasti:

e Redukce tvorby plynu v travicim traktu a vykalech ovlivnénim vyskytu
metabolickych poruch — pfedpokladem je snizeni emisi o 15 %

e Snizeni tvorby plyni v travicim traktu a vykalech likvidaci saprofytické
mikrobialni flory aplikaci xenobiotik — pfedpoklada se snizeni emisi o 10 %

e Redukce tvorby plynt v travicim traktu dusledkem mikroklimatickych zmén —
predpoklad snizeni emisi o 5 %

e Omezeni emise CHsu vétranych stdji pouzitim biofiltru — pfedpokladané snizeni
emisi 0 20 — 40 %

e Omezeni emisi CHs ze skladek chlévského hnoje oSetfenim enzymovymi
ptipravky — pfedpoklad snizeni emisi 0 35 — 50 %.

V minulych letech bylo zkoumano velké mnozstvi metod, které by mohly snizit produkci
enterického CHsu zvitat. Metody jsou nasledujici:

e Geneticka selekce zvitat s nizkou produkci CH4 (Pickering et al. 2015)

e Pouziti biotechnologii (imunizace vakcinami proti metanogenim; pasivni
imunizace protilatek; pouziti probiotik; defaunace)

e Zména krmné davky (mnozstvi, druh, stafi, obsah lipidd jak u objemnych tak
jadrnych krmiv)

e Pouziti dopliikovych latek (organické kyseliny, sekundarni metabolity rostlin)
(Martin et al. 2010).

Jednou z variant snizovani produkce CHa se ukazuje pouziti dopliikovych latek do krmiv.
Ty by mély ovlivnit mikrofléru v travicim traktu zvirat, aniz by ovlivnily zdravi.

3.6.1 Pouziti mastnych Kkyselin

Snizeni produkce CH4 je zavislé na formé, ve které jsou mastné kyseliny podavany a na
dalSich slozkach krmiva. Mastné kyseliny mohou byt zviteti davkovany ve forme Inéného oleje,
nativnich ¢i extrudovanych semen. Je potieba najit optimalni davku pouziti mastnych kyselin
(Martin et al. 2010).

Nenasycené mastné kyseliny s dlouhym fet€ézcem obvykle nahrazuji aktivitu
fibrolytickych bakterii v bachoru (Jenkins et al. 2020). Metabolismus kyseliny stearové (Cisg)
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byl rozsahle zkouman z didvodu zvySovani koncentraci bioaktivnich lipidd v mléce.
Predpokladal se teoreticky potencial Cig na zlepSeni dlouhodobého lidského zdravi (FAO
2008). O nasycenych kyselinach se stfedné dlouhym fetézcem je znamo, ze modifikuji
bachorovou fermentaci (Czerkawski 1966). O takové kyseliny roste velky zajem, nebot’ svym
ucinkem ovliviyji emise sklenikovych plyna z zivo€isné vyroby prezvykavcu (Machmiiller et
al. 2006).

Pti teplote 39 °C jsou kyselina laurova (Ci2) a kyselina myristova (Ci4) antimetanogenni
v bachorové tekutiné prezvykavci (Dohme et al. 2001). Aby ucinky mastnych kyselin na
inhibici metanogeneze byly spravné, je potieba znat faktory ovliviiujici t€innost snizovani CHs
(Zeitz et al. 2013).

U kyseliny laurové a myristové byl sledovan synergicky efekt v tekutiné bachoru
(Hohenheim test). Jsou-li samostatné pouzity, tlumi metanogenezi v nejvyssi mife kyselina
laurova, ptipadné kombinace s kyselinou myristovou. U ovci byl k defaunaci bachoru pouzit
kokosovy tuk (Machmiiller et al. 2006). Bylo provedeno celkem 12 pokust, v nichz se rovnalo
pouziti s kokosovym tukem a s mastnymi kyselinami s dlouhym fetézcem. Z téchto pokusu
vyplynul zavér, ze pfidavek 3 % mastnych kyselin se sttedné dlouhym fetézcem (Ci2 a Ci4) do
krmiva, snizuje tvorbu CHy in vivo az o 50 % (Machmiiller 2006).

Kyselina laurova a myristova vykazuji antiprotozoalni vlastnosti ve spojeni s fadou
ucinkt na tvorbu fermentacnich produkta a produkci CH4 v bachoru (Hristov et al. 2015). Je
znamo, ze potlac¢eni produkce CH4 pomoci kyseliny laurové, kyseliny myristové a kokosovym
olejem (coby zdrojem MCFA), zprostfedkovava snizeni poctu protozoi a inhibuji metanogeny
(Dohme et al. 2001). Doplnéni potravy o MCFA tak muze byt prakticky proveditelnou metodou
ve snizovani emise enterického CHa4 z pezvykavca, a tim i dopadu ¢innosti zivo€isné vyroby
na zivotni prostiedi.

Snizeni koncentrace amoniaku v reakci na kyselinu laurovou, nebo kokosového oleje
muze odrazet snizenou proteolyzu a deaminaci nebo u¢inou pfeménu bachorového amoniaku
na mikrobialni bilkovinu. To vede k celkovému zlepSeni Gc¢innosti vyuziti dusiku v krmivu.
Mocovina je primarnim zdrojem amoniaku emitovaného z hnoje skotu (Hristov et al. 2015).

Je znamo, ze rostlinné oleje bohaté na mastné kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem
inhibuji bachorovou metanogenezi. Obzvlasté ucinny je kokosovy olej (Dohme et al. 2001).
Utinek, ktery potladuje CHa, je ziejmé zprostfedkovan zménou metabolické aktivity a/nebo
slozenim bachorové metanogenni populace (Machmiiller et al. 2006). Hlavni slozkou
kokosového oleje je kyselina laurova, ktera je uc¢ingjsi pii redukci CHa in vitro. Narozdil od
jinych mastnych kyselin, v€etn€ kyseliny palmitové, stearové, a linolové (Dohme et al. 2001).
Podobné snizeni CH4 bylo pozorovano ve vsadkovych kulturach, ve kterych byl pfimo
porovnavan kokosovy olej a kyselina laurova. Tyto pokusy ukéazaly, ze kyselina laurova
inhibuje metanogenezi ve vétsi mife (Kobayashi 2010). Zahrnuti kyseliny laurové nebo
kokosového oleje do potravy dojnic muze zvysit obsah kyseliny laurové a kyseliny myristové
v mlééném tuku (Dohme 2001). Studie Hristova et al. (2015) zkoumala vliv pfidavku laurové
kyseliny a kokosového oleje do krmné davky skotu. Sledoval se ucinek produkce CH4 a
stravitelnost zivin.
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3.6.2 Pouziti lipidu

Bylo prokazano, ze tuky, bohaté na mastné kyseliny stfedni délky potlacuji tvorbu CHy
in vivo (Machmiiller et al. 2006). Pridani tukd do krmné davky je jedno z velmi efektivnich
fedeni ke snizeni produkce CH4 u prezvykavct (Johnson & Johnson 1995). Uginnost této
metody je zavisla na faktorech, jako je typ lipidd, zdroj, profil mastnych kyselin, forma v jaké
jsou podavany a typ krmné davky. Na zakladé¢ studie od Eugéne et al. (2008) se uvadi pokles
produkce CHs 0 2.2 % na jedno ptidané procento lipidi v krmné davce. Beauchemin et al.
(2008) ve své studii uvedl snizeni produkce CH4 dokonce 0 5,6 % u skotu a ovci. Primérné se
uvadi snizeni produkce CHs0 3,8 % (Martin et al. 2010).

Suplementace tukd v potrave byla zkoumana v ramci vyzivy prezvykavcl na zmirnéni
produkce CH4 po desetileti (Czerkawski 1966). Obecné plati, ze Cisté zdroje (MCFA), véetné
kyseliny laurové a kyseliny myristové a jejich kombinaci, vykazovaly siln€§i ucinky na
zmirnéni produkce CHs. Na rozdil od nasycenych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem. Bylo
to zpusobeno jejich vétsimi inhibicnimi G¢inky na metanogeny (Machmiiller et al. 2006). Jako
zdroje bohaté na MCFA byly také zkoumany kokosovy olej, olej krabok a olej z palmovych
jader. Tyto oleje se volily z toho divodu, Ze maji vliv na produkci CHy, stravitelnost krmiva,
bakterialni populace, kvaSeni u prezvykavcu, produkci mléka a krevni parametry. Bohuzel
jejich vysledky nejsou vzdy presveédcivé (Machmiiller 2006).

Latky Inénych semen zasahuji do exprese genu, ktery produkuje CH4 v bachoru dojnic.
Je potifeba zaméfit se na mechanismus ucinku latek jak ze strany tvorby CHa, tak ze strany
genoveé exprese metanogenu (Li et al. 2012). Také bylo prokazano, ze Cesnekovy olej (Bosquet
et al. 2004) a japonsky kienovy olej (Ajisaka et al. 2002) snizuji emise CHa.

Pridavani tukt do krmiva ma ale i nezadouci ucinky. Naptiklad mize negativn€ ovlivnit
pfijem krmiva, traveni sacharidl, obsah bilkovin a tukd v mléce Ci ovlivnit organoleptické
vlastnosti mléka (Doreau a Chilliard 1997). Pouziti tukii v krmné davce je tak ovlivnéno
mnozstvim, které by se nemélo prekrocit, aby nedoslo k negativnimu ovlivnéni fermentace.
Pridavek tukti by nemél presahnout 3 - 4 % a celkovy obsah suSiny nesmi piekrocit 6 %
(Beauchemin et al. 2009). Studie od Woodward et al. (2006) porovnala kratkodoby a
dlouhodoby uc€inek pridavani tuk do krmné davky dojnic. Dvoutydenni pfidavani tukt
snizovalo produkci CHs bez negativnich vlivi. 14 ti tydenni podavani tuki mélo promeénlivé a
prechodné vysledky. Da se to prisuzovat adaptaci mikroorganismt (Woodward et al. 2006).

3.6.3 Pouziti dusi¢nanu

Pridavek dusi¢nant u prezvykavcti mél za nasledek snizenou produkci CH4 a propionatu.
Neékdy zvysoval produkei t€kavych mastnych kyselin (Shi et al. 2012; Patra & Yu 2014).
Uginky krmeni dusinany jsou zavislé na koncentraci dusi¢nand a jejich dostupnosti v bachoru.
To je ovlivnéno nejen mnozstvim krmiva, ale také typem ¢i zdrojem krmenych dusi¢nand, které
mohou ovlivnit dostupnost nitratového iontu. Napiiklad u zapouzdienych nitratovych doplrika,
pouzivanych ve studiich Lee et al. (2015a, b) by se dalo ocekavat, ze budou uvoliiovat
dusi¢nany pomaleji, nez solné formy dusi¢nant.

Vépnik ma nizkou rozpustnost pii pH vyssim nez 5,5. Vzhledem k tomu, ze pH v bachoru
zfidka kdy klesa pod 5,5, je pravdépodobné, ze vyznamna Cast dusiCnanu vapenatého je
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nerozpustna. Tudiz neni k dispozici dosazeni plného ucinku dusi¢nanu. Kromé toho maji
samotné kationty (K, Na a Ca) dalezitou roli v bachoru, v¢etné motility, osmolality a pH a je o
nich znamo, ze ovliviiuji pfijem suSiny (Latham et al. 2016).

Bylo by proziravé vypracovat normy pro krmeni dusi¢nanovou soli s uvedenim druhu
soli, stafi zvifete, stavu piizpusobeni a predchozi expozice. I malé zvySeni oxidu dusného
v disledku snizeni dusi¢nanti by mohlo mit na globalni oteplovani velky vliv. Naptiklad emise
oxidu dusného z ovci byly vyssi pfi krmeni dusi¢nany (de Raphélis-Soissan et al. 2014).

3.6.4 Pouziti dopliikovych latek

Do krmiv byly pfidavany rizné slouceniny s cilem snizeni emisi CH4 z bachoru. Tyto
slouceniny lze rozdélit na zakladé pusobeni na produkci CHs. Halogenované analogy CHa
(napt. bromchlormetan) mohou inhibovat metanogenezi reakci s koenzymem B
(kobalaminem). Ktery funguje v poslednim kroku metanogenni drahy (Mitsumori & Sun 2008).
Ackoli je bromchlormetan prili§ t€kavy na to, aby se pouzival jako krmna ptisada, komplex
BCM-a-cyklodextrin by mohl prodlouzit dobu ucinnosti bromchlormetanu v bachoru
(Kobayashi et al. 2010). Strukturni analog koenzymu M je silny inhibitor metyl-CoM
reduktazy. Je znam jako chemicka latka, terd by mohla inhibovat produkci CH4 v bachoru
(Mitsumori et al. 2002). Vzhledem k tomu, Ze bromchlormetan je druh halogenové slouc¢eniny,
ktera poskozuje ozonovou vrstvu, méla by byt aplikace této slouceniny peclivé regulovana.

Mevastatin a lavastatin jsou ihibitory 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzymu A (HMG-
CoA) reduktazy. Mohou inhibovat rast a produkci metanobrevibaktort izolovanych z bachoru
(Kobayashi et al. 2010). Inhibitory reduktazy by mély potencial specificky inhibovat bachorové
metanogeny, aniz by inhibovaly ostatni bachorové bakterie (Hristov et al. 2015).

Inhibitory, které jsou pro metanogeny pfimo toxické, jsou ucinnym nastrojem, jak
metanogenum zabranit v produkci CH4. Nicméné v dasledku pasobeni téchto inhibitort Ize
ocekavat, ze se v bachoru bude hromadit H, ktery by mohl potlacit aktivitu bachorové
fermentace (Hristov et al. 2015).

Pro snizeni emisi CH4 prezvykavcl, zejména mlécného skotu, bylo navrzeno mnoho
strategii krmeni zvitat (Knapp et al. 2014). Pro pfijeti strategii je zapotiebi u¢innych metod
snizovani emisi CH4 s méné negativnimi vlivy na bachorové kvaseni (Patra & Yu 2014).

3.6.5 Pouziti antimikrobialnich ¢inidel

Predpoklada se, ze antimikrobialni Cinidla, jako jsou antibiotika a bakteriociny, jsou
schopna modifikovat bachorovou fermentaci. Antibiotika v¢etné ionofori a neionofori byla
intenzivné studovana za ucelem zlepSeni uCinnosti krmiva a zdravi zvifat.

Ionofory, jako je monensin a lasalocid, jsou znamy jako jedny z nejucinngjSich
modifikatord bachoru. Po celém svét€é jsou hojné vyuzivany jako krmna aditiva pro
prezvykavce. Nejenze snizuji emise CHa, ale také méni rizné aspekty fermentace. Ionofory
jsou obecné ucinné proti gram-pozitivnim bakteriim, ale vykazuji malou nebo zadnou aktivitu
proti gram-negativnim bakteriim a metanogeniim v bachoru (Atwood et al. 2011). Ionofory jsou
citlivé entodiniomoify v bachoru (Patra & Yu 2014). Pfedpoklada se, ze ionofory jsou schopny
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modifikovat bachorovou fermentaci na zaklad€ jejich antimikrobidlniho spektra, které bylo
zkoumano pomoci kultivovatelnych kmend. Prestoze znacny pocet bachorovych bakterii je
nekultivovatelny, antimikrobidlni spektrum lze odvodit ze skuteCnosti, ze producenti Ho,
formatu, butyratu, laktatu a amoniaku jsou odolni viic¢i ionoforim (Asanuma et al. 2015). Proto
by antimikrobialni spektrum bachorovych bakterii viic¢i ionoforim vedlo k nasledujicim
zménam v bachorové fermentaci:

e Zvyseni produkce propionatu a jeho snizeni produkce CHy

e ZlepSeni metabolismu dusiku v bachoru

e Snizeni produkce laktatu

Na druhou stranu je znamo, ze dlouhodoba aplikace monensinu volim ztratila aktivitu
potlacujici CH4 a bachorové bakterie si snadno vyvinuly rezistenci viaci ionoforim (Newbold
et al. 2014). ProtoZe se o ionofory siln€ zajimalo nekolik vyzkumniku, byla publikovana fada
prehledovych praci (Russel 2002). Jeden peptidovy ionofor, aibellin, byl schopen zvysit
produkci propionatu v bachoru, aniz by vyznamné ovlivnil produkei celkovych TMK (Balti¢ et
al. 2017).

Bakteriociny jsou piirozené se vyskytujici antibakterialni latky, které mohou byt vyuzity
jako modifikatory bachorové fermentace. Bakteriociny mohou byt také uzitecné pro prevenci
metabolickych poruch, jako laktatova aciddza a nadymani. Bovicin produkovany Streptococcus
bovis byl popsan jako mozné cinidlo snizujici obsah metanu v bachoru (Lee et al. 2006).
Doplnéni smisené kultury bachorovych bakterii bovicinem inhibovalo produkci metanu az o 53
%. Je znamo, ze bakteriociny jsou stejné ucinné jako monensin a jsou aktivni i pfi nizkém pH
(Kobayashi 2010).
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4 Metodika

Veskeré pokusy se zvifaty byly provadény v souladu s Ceskou legislativou (zékon ¢.
246/1992 Sb., o ochrané zvirat proti tyrani) a platnymi evropskymi smérnicemi a piedpisy
(smérnice 2010/63/EU, o ochrané zvitat pouzivanych pro védecke ucely). Testované kravy byly
ustajeny na pokusné farmé& Vyzkumného ustavu Zivo&isné vyroby (Praha-Netluky, Ceska
republika).

4.1 Design experimentu

Pro zjisténi nejucinngjsi kombinace dusi¢nanti a MCFA pii potlacovani produkce CHy4
v bachoru byl proveden in vitro vsadkovy inkubacni pokus.

Utinky byly hodnoceny pomoci standardni 24hodinové vsadkové inkubace. Standardni
24hodinova vsadkova inkubace byla pouZzita k hodnoceni G¢inkt dusi¢nanu sodného (5 mM, tj.
3,65 mM dusi¢nanu) bud samotného nebo v kombinaci s jednou ze c¢tyt MCFA (Cs.o, Cio.0,
Ci2:0, Ci4:0; 500 mg/l) nebo jejich binarnni kombinace (250 mg/l + 250 mg/l) na bachorovou
fermentaci.

Béhem dvou tydnia byly provedeny tii série. V kazdé sérii byly pfifazeny Ctyfi lahve ke
kontrole (bez dusi¢nanti a bez MCFA), aby se ziskala robustni primérna hodnota (Lopez et al.
2010). Déle byly pouzity tfi lahve dusi¢nand, slepy pokus (bez substratu) a dvé lahve pro
kazdou z deseti uprav (dusi¢nany + MCFA). Primérné hodnoty lahvi pro pfislusna oSetfeni
v kazdé sérii byly pouzity pro experimentalni opakovani.

4.2 Zvirata a diety

Vzorky obsahu bachoru byly odebirany ru¢né bachorovou kanylou (vnitini pramér 10
cm) z raznych mist bachoru 3 hodiny po rannim nakrmeni. Experimentalné byly vybrany dvé
krévy holstynského plemene na pocatku laktace (t€lesna hmotnost 584 + 20 kg; denni produkce
32 + 2 kg mléka na den). Kravy byly krmeny celkovou krmnou smési sestavajici se z kukuficné
silaze (337 g/kg), lu§ténino-obilné silaze (58 g/kg), vojtéskove silaze (53 g/kg), kukufi¢né silaze
s vysokou vlhkosti (50 g/kg), pivovarského zrna (37 g/kg), pSenicné slamy (18 g/kg), tekutého
dopliiku (smés 50:50 melasa:glycerol, 83 g/kg) a koncentrované smeési (364 g/kg). Krmivo bylo
podavano dvakrat denné (04:00 a 16:00) ad libitum. S kravami bylo zachazeno v piisném
souladu s Ceskou legislativou (zakon ¢. 246/1992 Sb., o ochrané zvifat proti tyrani) a
evropskymi smérnicemi a piedpisy (smérnice 2010/63/EU, o ochrané zvifat pouzivanych pro
védécké ucely).

Odebrané vzorky byly ihned pfevezeny do laboratofe v termoskach. Interval mezi
odbérem a dal§im zpracovanim vzorku byl 20 - 30 min. V laboratofi byl obsah bachoru za
prubézného proplachovani CO: scezen pies nerezové sito (250 um; Retsch, Haan, Némecko),
aby se ziskala bachorova tekutina. Bachorova tekutina dvou testovanych krav byla smichana
ve stejném poméru.

Experimentalni substrat pouzity ve dvou pokusech in vitro se skladal (v pfepoCtu na
krmnou déavku) z: kukuficné silaze (300 g/kg), vojtéskové silaze (300 g/kg) a jeCmene (400
g/kg). SuSend krmiva byla rozemleta tak, aby pro§la 1 mm sitem. Chemické slozeni na kg
substratu (na bazi krmné davky) bylo nasledujici: organicka hmota 951 g/kg, hruby protein 154
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g/kg, éterovy extrakt 25 g/kg, Skrob 306 g/kg, neutralné detergentni vlaknina (NDF) 354 g/kg
a acidodetergentni vlaknina (ADF) 193 g/kg.

4.3 In vitro inkubace

Inkubace in vitro probihaly po dobu 24 hodin ve 120-ml lahvich se sérem. SuSeny mlety
substrat (200 mg) byl den pred inkubaci navazen do sterilnich lahvi na sérum, proplachovanych
COa.. Kultivaéni tekutina (20 ml) byla davkovana do kazdé lahve se sérem pomoci davkovace
na vitka lahvi (Calibrex 530 salutae, Socorex, Svycarsko) pod proudem CO,. Kultura byla
ptipravena smichanim slozené bachorové tekutiny s médiem (1:3, v/v) pfipravenym podle
Menke et al. (1979). Vysledna smé&s byla pfed zahajenim plnéni lahvi okamzité zplynovana
CO2 pii teploté 39 °C po dobu 10 minut. Dusi¢nan sodny a MCFA byly do lahvi dodavany
pridanim 200 pl filtrem sterilizované destilované vody, resp. zasobniho roztoku ethanol, aby
bylo dosazeno pozadované koncentrace ve 20 ml kultivaéni tekutiny. Do kontrolnich a slepych
lahvi bylo pfidano ekvivalentni mnozstvi vody a ethanolu, aby se kompenzoval ptipadny vliv
rozpoustédel na fermentaci. PoCatecni plynnou fazi v hornim prostoru lahve byl pii vSech
inkubacich pouze CO>. VSechny lahve se sérem byly uzavieny a umistény do vodni lazné s
kontrolovanou teplotou (SW 22, Julabo, Némecko) pii 39 °C a frekvenci tfepani 90 otacek za
minutu po dobu 24 hodin.

4.4 Odbér vzorku a chemicka analyza

Celkovy objem produkovaného plynu byl odhadnut z tlaku plynu v hornim prostoru lahve
pomoci rovnice Boylova zakona (Romero-Peréz et al. 2018). Tlak v plynu v hornim prostoru
byl méfen pomoci manometru (Traceable, Fisher Scientific, Pittsburgh, USA) po 24 h inkubace.
Poté byl odebran vzorek plynu v hornim prostoru vytésnénim do zkumavky (5 ml) pfedem
naplnéné destilovanou vodou zavedenim jehly o praimeéru 23 pies zatku lahve. Koncentrace CHs
v hornim prostoru lahve plynu byla méfena plynovou chromatografii (Joch et al. 2019).

Koncentrace jednotlivych TMK v kulturach byly analyzovany plynovou chromatografii
(Joch et al. 2019). Koncentrace TMK byly vypocteny jako rozdil mezi koncentracemi ve vzorku
tekutiny po 24 hodinach inkubace s poc¢ateCnimi koncentracemi. Proto byly uvadény jako ¢ista
produkce TMK. Koncentrace amoniaku-N v kulturach byly stanoveny indofenolovou metodou
(Weatherburn 1967). Zdanlivy ubytek suSiny byl stanoven gravimetricky rozdilem mezi
hmotnosti inkubovaného substratu a hmotnosti susiny fermentacniho zbytku normalizovaného
k hmotnosti zbytku ve slepém pokusu (Joch et al. 2019).

4.5 Statisticka analyza

Hlavni ucinek osetfeni byl analyzovan pomoci PROC MIXED programu SAS (SAS
Enterprise Guide 6.1, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) podle randomizovaného kompletniho
blokového usporadani. Blokovacim faktorem byla série (n = 3). Pied statistickou analyzou byly
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zpramérovany technické replikatory (paralelni lahve s kazdym oSetfenim) pro kazdou sérii.
Model byl nasledujici: Yij = u + Ti + R; + ej.

Kde Yjjje zavisla proménna, u je celkovy pramer, 7; je fixni efekt oSetfeni (i = 12 urovni;
kontrola, dusi¢nan sodny a 10 kombinaci dusi¢nanu sodného s MCFA), R; je ndhodny efekt
série (j = 1,2 a3) a e;; je rezidualni chyba. Priméry oSetfeni byly porovnany s kontrolou pomoci
Dunnettovy upravy a rozdily mezi jednotlivymi oSetfenimi a kontrolou byly prohlaseny za
vyznamné pii P <0,05.
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S Vysledky

V tabulce ¢. 3 muzete vidét vliv MCFA a dusi¢nanti na produkci plynu a CHa in vitro,
zjevny ucinek susiny (aDMd), koncentraci amoniaku-N a pH.

Vysvétlivky: 1 je celkova produkce plynt;  zdanlivy ubytek suSiny; § inkubovana
susina; § Cista produkce TMK; * znamena, Ze se primérné hodnoty v ramci sloupce vyznamné
lisi (P < 0,05) od odpovidajici kontroly (0 mg/l); SEM je standardni chyba priméru.

5.1 Vliv na produkci metanu

Tabulka ¢. 3 VIiv na CH4

Treatment TGPT Methane aDMd* Net pH

Concen | (mL/g | (mL/g (% (mL/g | (mol/mol (g/g) NH3-N

tation | DMif) DMi) | TGP) | aDMd) | nVFAY) (mg/10

(mg/L) 0 mL)
Control 298.7 36.5 12.22 57.6 0.2125 0.6345 13.1 5.90
Nitrate 289.3* | 30.2%* 10.42% | 48.1%* 0.1746 0.6313 20.7% |  6.06%*
C8 286.6*% | 27.7* 9.64* 42 .4% 0.1599* | 0.6539 20.9*% |  6.06%*
C10 263.8% | 21.9% 8.29% 34.6* 0.1498* | 0.6372 24.7% | 6.27*
Cl12 282.8% | 27.9% 9.84* 43.7* 0.1592* | 0.6405 21.0% | 6.13*
Cl4 291.7 30.7%* 10.51*% | 51.9% 0.1727 0.5923%* 21.3* | 6.08*
C8/C10 277.9% | 25.7* 9.23* 39.3* 0.1825 0.6569 24.0*% | 6.18*
C8/C12 284.0*% | 26.9% 9.48* 41.2% 0.1678* | 0.6565 209*% | 6.13*
C8/C14 288.8*% | 29.1* 10.06* | 45.6%* 0.1637* | 0.6402 22.4% | 6.05%
C1o/C12 271.0% | 24.0%* 8.88%* 38.4* 0.1478* | 0.6315 22.7% | 6.20%*
C10/C14 278.8*% | 26.1* 9.36* 41.0%* 0.1511* | 0.6383 21.2% | 6.15%
C12/C14 283.1*% | 27.9% 9.85% 45.2% 0.1548* | 0.6184 21.9% | 6.09*%

SEM 2.53 0.6507 |0.1632 | 1.218 0.00484 | 0.00517 0.9318 | 0.0204

P-value | <0.001 | <0.001 |<0.001 | <0.001 |0.0098 0.0021 <0.001 | <0.001

Z Tabulky ¢. 3 muzete vidét, ze pouziti dusicnanu meélo vyznamny vliv na celkovou
produkci plynd, také na produkci metanu, koncentraci amoniaku i pH. Na tG¢inek suSiny nemély
dusi¢nany vyznamny vliv oproti kontrole. Pouziti Cg mélo také statisticky vyznamny vliv na
celkovou produkci plynd, produkci metanu, koncentraci amoniaku a pH. Na tcinek suSiny
neméla Cs statisticky vliv oproti kontrole. C1o méla rovnéz statisticky vliv na produkci plynt,
produkci metanu, koncentraci amoniaku a pH. Opét se neprokazal statisticky vyznamny vliv na
ucinek susiny. Pouziti C12 mélo statisticky vliv oproti kontrole na celkovou produkci plynd,
produkci metanu, koncentraci amoniaku a pH. Ci2 neméla vyznamny vliv oproti kontrole na
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ucinek susiny. Ci4 neméla vyznamny vliv na celkovou produkci plynt. Méla vSak statisticky
vliv na produkci metanu, zjevny ucinek susiny, koncentraci amoniaku i pH oproti kontrole.

Kombinace Cs a Cioméla vyznamny vliv na celkovou produkci plynd, produkci metanu,
koncentraci amoniaku a pH. Neméla vsak statisticky vyznamny vliv na zjevny ucinek susiny
oproti kontrole. Kombinace Cga Ci2 méla statisticky vyznamny vliv na celkovou produkci
plynti, produkci metanu, koncentraci amoniaku a pH. Oproti kontrole v§ak neméla vliv na
zjevny ucinek susiny. Kombinace Cg a C14 méla vyznamny vliv oproti kontrole na celkovou
produkci plynd, produkci metanu, koncentraci amoniaku i pH. Tato kombinace neméla vliv na
zjevny ucinek susiny oproti kontrole.

Kombinace Cio a Ci2 méla vyznamny vliv na celkovou produkci plynd, produkci
metanu, koncentraci amoniaku a pH. Neme¢la ale vliv na zjevny ucinek susiny. Kombinace Cio
a C14 méla totozné vysledky s predchozi kombinaci. Tedy ze byl statisticky vliv na produkci
plynt, produkci metanu, koncentraci amoniaku a pH. Nebyl pozorovan vyznamny vliv oproti
kontrole u zjevného ucinku susiny. Kombinace Ci2 a C14 méla opét statisticky vliv na produkci
plynt, produkci metanu, koncentraci amoniaku a pH. Ani tato kombinace vSak neméla
vyznamny vliv na zjevny ucinek susiny.
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5.2 Vliv na produkci TMK

V tabulce €. 4 jsou znazornény ucinky MCFA a dusi¢nant na produkci a podil TMK
in vitro.

Vysvétlivky: T je ¢ista produkce TMK; f je pomér acetat:propionat; * znamena, zZe se
prumeérné hodnoty v ramci sloupce vyznamné lisi (P < 0,05) od odpovidajici kontroly (0
mg/l); SEM je standardni chyba priméru.

Tabulka ¢. 4 VIiv na TMK

Treatment nVFAT Molar proportion of VFA (mol/100 mol) A:P?
Concen | (mmol/ | Acetate | Propion | Butyrat iso- Valerat iso-
tration L) ate e butglrat e valerate
(mg/L)
Control 67.4 60.5 20.7 10.9 0.8 4.9 22 3.0
Nitrate 67.9 62.9 20.0 9.5% 0.9 4.5 22 32
C8 68.1 61.1 21.6 10.3 0.9 4.0* 2.1 29
C10 57.8 54.9% 20.1 14.4* 1.3 6.7* 26% |28
Cl12 68.5 61.2 20.3 10.0 1.3 5.1 22 3.1
Cl4 71.1 62.1 20.3 9.5% 1.1 4.7 23 3.1
C8/C10 60.0 60.1 20.0 12.0 0.4 52 23 3.1
C8/C12 65.4 60.1 21.4 10.6 0.7 4.9 22 2.8
C8/C14 70.1 60.5 21.5 9.9 1.7 4.3 2.2 2.8
C1o/C12 64.0 57.3 21.8 11.6 1.2 5.8% 23 2.7
C10/C14 67.9 594 21.4 10.5 L.5 4.9 2.1 2.8
C12/C14 70.9 60.7 21.3 9.5% 1.5 4.9 2.1 2.8
SEM 1.6500 | 0.3964 |0.3285 |0.3081 |0.1095 |0.1918 0.08379 | 0.0529
P-value | 0.0306 | <0.001 |0.0669 | <0.001 |0.1975 | <0.001 0.0132 | 0.0653

Z Tabulky ¢. 4 mGzeme vycist, ze pouziti dusi¢nani nema vliv na ¢istou produkci TMK,
acetat, propionat, iso-butyrat, valerat, iso-valerat, ani na pomér acetatu a propionatu. Ma ale
vyznamny vliv na butyrat oproti kontrole. Pouziti Cg nema vliv na na Cistou produkci TMK,
acetat, propionat, butyrat, iso-butyrat, iso-valerat, ani na pomér acetat a propionat. Nicmén¢ ma
vyznamny vliv na valerat oproti kontrole. C1o nema vliv na ¢istou produkci TMK. Ma ale
statisticky vliv na acetat, butyrat, valerat a iso-valerat. Opét ale nema vyznamny vliv na pomér
acetatu a propionatu, iso-butyratu a propionatu oproti kontrole. Pouziti Ci2 nema v této
souvislosti statisticky vyznamny vliv oproti kontrole na zadny ze sledovanych znakd. Ci4 ma
vyznamny vliv oproti kontrole na butyrat.
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Kombinace Cs a Cio nezaznamenala vyznamny vliv ani kombinace Cs a Ci2. Stejného
vysledku dosla i kombinace Cg a Cia.

Kombinace Cio a Ci2 méla statisticky vliv pouze na butyrat. Kombinace Cio a Ci4 takeé
nezaznamenala vyznamné vlivy oproti kontrole. Nakonec kombinace Ci2 a Ci4 méla vyznamny
vliv na butyrat oproti kontrole.
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6 Diskuze

Diplomova prace se zabyva antimikrobiadlnimi U¢inky mastnych kyselin se stfedné
dlouhym fetézcem (MCFA) na zvyseni efektivity bachorové fermentace. Pfedpokladalo se, ze
vybrané MCFA a jejich kombinace snizi in vitro produkci metanu bez negativniho vlivu na jiné
parametry bachorové fermentace. Vysledky studie ukazuji, pouziti mastnych kyselin
v kombinaci s dusi¢nany snizuje produkci metanu in vitro. Konkrétn€ vSechny mastné kyseliny
a jejich kombinace maji vliv na produkci metanu. A také Cs, Cio, Ci4, C10/Ci2 a C12/C14 maji
vliv na jednotlivé t€kavé mastné kyseliny. Nejvice TMK ovliviiovala Cio.

6.1 Mastné kyseliny

V zajmu rozsifeni Skaly moznosti potlaCeni metanogeneze a populace prvoki pomoci
MCFA byly zjistovany ucinky riznych zdroji tukd s vysokym obsahem MCFA. Zkoumal se
vliv oleji obohacenych o Ci2. V kokosovém oleji prevazuji Ci2 a Ci4. Dohme et al. (2000)
zjistil, ze potlacuji produkci metanu. Na tomto zakladé stavél teorii, ze MCFA pfimo inhibuji
metanogenni archea. Soliva et al. (2003) testoval produkci Ci2 a Ci4 a jejich kombinace.
Vysledkem byla snizena produkce metanu a pocet bachorovych metanogent. Samostatné
pouziti Ci4 nevykazovalo potladeni bachorové metanogeneze. Ve smési s Ci2 uz byl rozdil
znatelny. Citlivost mikrobl vici urCitym MCFA je urCena strukturou jejich bunécné stény.
Prvoci a gram-pozitivni archea jsou inhibovana dfive, nez gram-negativni mikroby (Dohme et
al. 2000; Machmdiller et al. 2006). Po inhibici nékterych bachorovych mikrobt se zvysil obsah
vodiku. De Raphélis-Soissan (2014) uvazuje vyuziti vodiku na tvorbu propionatu, butyratu,
valeratu a metanu. Nicmeéné v bachoru existuji 1 dal§i akceptory vodiku. Hristov et al. (2015) a
Soliva et al. (2003) uvadé&ji, ze kombinace C12 a Ci14 vykazuje silné u¢inky v produkci metanu
v bachoru. To potvrzuje 1 nase studie, ktera prokéazala vyznamné rozdily oproti kontrolnimu
vzorku. Ci2 a Ci4 snizuji pocty protozoi v bachoru a inhibuji produkci metanogent.

Studie Soliva et al. (2003) testovala ucinky kombinaci C12 a C14. Ukazalo se, ze pridavek
samostatné C12 nemél vyrazny vliv na snizeni metanogeneze, coz mohlo byt zpusobeno kratkou
inkuba¢ni dobou. Naopak zminéni autofi prokazali, ze pfidavek Ci4 potlacuje tvorbu metanu o
12 % ve srovnani s kontrolni dietou bez tohoto ptidavku. Pokud se Ci4 ptidala v podilu 5 % do
krmné davky, méla za nasledek potlaceni metanu u ovci az o 58 % pti krmeni po dobu 22 dni
(Machmiiller et al. 2006). Podle Dohme et al. (2000) se pouziti Ci4 zda byt méné ucinné oproti
C12, ktera zarucuje maximalni potlaceni metanu. Zda se tedy mnohem slibnéjsi pro pouziti ve
vyZzive zvitat.

Studie Soliva et al. (2003) dospéla k vysledku inhibice celkového poctu archei o 78 %
diky pouziti Ci2. Podani Ci4 snizilo pocty archei o 31 %. Newbold et al. (2014) prokazali
citlivost prvokti na Ci2 a Cis. Jak bylo zjisténo studii Pickering et al. (2015), metan je zavisly
na pH. Nicméné pH v bachoru zavisi na nékolika procesech (intenzita fermentacnich procesu,
podil skrobu v potravé, salivace, pfijem vody, absorpce TMK).

Machmiiller et al. (2006) zkoumal vliv mineralnich latek na supresi metanu za pouziti
Ci12. Udaje naznaduji, ze hladina vapniku v potravé mtze modifikovat utinek MCFA na
bachorovou metanogenezi. Primémé denni uvoliiovani metanu se snizilo o 76 % s pridavkem
Ci.
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Metan potlacujici u¢inky MCFA byly zkoumany in vitro za pouziti krmiva s vysokym
obsahem strukturnich sacharid a krmiva s nizkym obsahem strukturnich sacharidti. Nejlepsi
ucinek na potlaceni metanu mély MCFA v dieté s nizkym obsahem strukturnich sacharidu
(Machmtller 2006). V ramci projektd Machmiiller et al. (2006) byl t¢inek MCFA na metan
podminén obsahem vlakniny a vapniku v dieté. V souvislosti s timto faktem, bylo zji§téno
snizeni mnozstvi metanu na polovinu za pouziti 2,7 % MCFA v krmné davce. Soliva et al.
(2003) a Machmiiller et al. (2006) prokazali, ze C14 je slibnou komponentou pro potlaceni emisi
metanu. Po dobu 5 let pfidavali Ci4 do krmiva a mélo to za nasledek snizeni emisi metanu o 58
%. C14 vSak byla méné ucinna v dietach s vysokym podilem picnin. Je proto potfeba zohlednit
tuto skutecnost pii sestavovani krmnych davek.

Podle Dohme et al. (2001) muze pouziti Ci2 a Ci4 v krmné davce vyrazné€ ovlivnit
produkci metanu. Machiiller et al. (2002) a Hristov et al. (2015) uvadégji ucinky C12 na
produkci amoniaku. I tato informace je v souladu s vysledky nasi studie. Podle studie Zeitz et
al. (2013) jsou Ci2 a Ci4 anitmetanogenni. Obecné plati, ze Cisté zdroje mastnych kyselin se
sttednim fetézcem vcetné Ci2 a Ci4 a jejich kombinace vykazuji vétsi inhibi¢ni ucinky na
produkci metanu (Patra & Yu 2014; Soliva et al. 2003; Van Zijderveld et al. 2011). VSechny
nami zkoumané kyseliny (Cs, Cio, C12, C14) podpotily tuto teorii. Ve studii Zeitz et al. (2013)
bylo zjisténo, ze antimetanogenni uc¢inek mastnych kyselin se sttedné dlouhym fetézcem klesal
s rostouci délkou fetézce. Tento klesajici trend je patrny z tabulky €. 3. Podle Zeitz a kol. (2013)
neméla Cg zadny antimetanogenni ucinek, coz potvrzuje i studie (Dohme et al. 2001). V naSich
vysledcich bylo zjisténo, ze ucinky Cg na produkci metanu jsou statisticky vyznamné. Studie
Dohme et al. (2000) také uvadi, ze nejnizsi pH bylo pii pouziti Ci2. Z naSich vysledkt ale
vyplyva, ze s narastajici délkou fetézce roste i pH. Dohme et al. (2000) dale uvadi, ze ucinky
MCFA na celkovou produkci TMK byly podobné u vSech vzorkt, kromeé Cio. To muze potvrdit
1 naSe studie, nebot’ C10 méla ze v§ech MK nejnizsi hodnotu. Podle Dohme et al. (2000) pfidani
Cio do krmiva vede ke zvySenému obsahu acetatu, valeratu a butyratu. S tim koreluji nase
vysledky z tabulky €. 4.

6.2 Dusi¢nany

V posledni dobé bylo publikovano nékolik studii, které jasné hovoti o vlivu dusi¢nanti na
snizovani produkce metanu. Napiiklad Lee & Beauchemin (2014), nebo studie Leng (2008).
Stejného vysledku se dobrala i1 nase studie. Jak je vidét z tabulky €. 3, dusi¢nany vyznamné
ovliviyji produkci metanu oproti kontrole.

Vyzkum by se mél zaméfit na maximalni snizemi emisi metanu pii pfijmu dusi¢nand.
Dulezité je zajistit konverzi dusi¢nani na amoniak (Yang et al. 2016). Patra & Yu (2014)
prokazali in vitro, ze kombinace dusi¢nanu se saponiny a sirany potlacuji produkci metanu.
Maximalni snizeni emisi bylo v tomto pfipadé témeér 46 %. Leng (2014) provedl prehled
publikovanych studii a prokazal negativni vztah mezi dusi¢nany v dieté a emisemi metanu.
Vysledkem byl fakt, ze emise metanu klesaji od 100 do 60 % se zvySujicim se obsahem
dusic¢nant v dieté. Tato informace podporuje nase tvrzeni. Z tabulky €. 3 je patrné, ze ptidani
dusi¢nand statisticky vyznamné ovlivnilo produkci metanu. Pfidani dusi¢nana do krmné davky
nemélo statisticky vyznamny vliv na propionat oproti kontrolnimu vzorku. Téchto vysledka se
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dobralai studie od Latham et al. (2016). Podle nich pfidavky dusi¢nani do krmné davky nemaji
zadny vliv na produkci propionatu, nebo ho nepatrné navysuyji.

Studie Zhou et al. (2011) potvrdila zjisténi z predchozich studii (Bozic et al. 2009; Sar et
al. 2005; Zhou et al. 2011), ze je produkce metanu potlacena pfidanim dusi¢nanu. Inhibice
produkce metanu byla pfisuzovana toxicité dusitanti pro metanogeny (Bozic et al. 2009, Sar et
al. 2005). Podle Zhou et al. (2011) mélo podavani dusi¢nana za nasledek zvySeni pH, coz
odpovida i vysledkiim nasi studie. Naopak ale tvrdi, ze dusi¢nany snizuji koncentraci TMK.
Také tvrdi, ze ptidavek dusi¢nani do krmné davky ma ve finale vliv na zvySeni poméru
acetat:propionat. Dale uvadi, ze se zvysil acetat, coz koreluje s tabulkou €. 4. Zhou et al. (2011)
uvadi, ze pfi 48 mol ml™! se koncentrace propionatu snizila témér o 76,9 %. V nasi studii je
pozorovano statisticky vyznamné snizeni produkce butyratu. To doklada i studie Zhou et al.
(2011), na druhé strané studie Anderson et al. (2010) tvrdi, ze pfidavkem nitrosloucenin se
produkce propionatu snizi.

Pridavek dusi¢nant in vitro ma podle Bozic et al. (2009) a Patra & Yu (2014) vliv na
snizenou produkci metanu a propionatu, piicemz nekdy zvysoval celkovou produkci TMK. To
naprosto presné odpovida nasim vysledkim. Pouziti dusicnani mélo statisticky vyznamné
rozdily. Vliv dusi¢nand na propionat neme¢l tak vyznamné rozdily, nicméné i tak je z tabulky ¢.
4 patrné snizeni.

Zhou et al. (2011) uvadi snizeni koncentrace valerand za pouziti dusi¢nant, coz je patrné
i z naSich vysledkl. Co se tyCe vysledkid iso-valeratu, tak nebyl ovlivnén v Zadném Setfeni.
Nopak ohledné produkce iso-butyratu, se nase vysledky rozchazeji. Zjevny ucinek susiny zastal
pfi tomto testovani nezménen.

Yang et al. (2016) v jiné studii zkoumali vliv 24 hodinového podavani dusi¢nani na
pfijem susiny a produkci metanu. Dusi¢nany snizily produkci metanu in vivo o 31 %, nicméné
po ukonceni pridavku dusi¢nana se produkce metanu opét zvysila. Pfidavek dusi¢nani vyrazné
neovlivnil bachorovou fermentaci a pH, ani produkci TMK, ale snizil produkci metanu.

Kombinace dusi¢nanii se saponiny, nebo sirany aditivné snizila produkci metanu.
Nejnizsi hodnoty metanu (45,7 % deprese) zaznamenala kombinace vSech tfi slozek (Patra &
Yu 2014). Ptidavek samotného dusi¢nanu zajistoval 32 % depresi. V porovnani s kontrolou se
pomer acetatu k propionatu vyznamné lisi. NasSe vysledky ukazuji, ze tam je jen nepatrny rozdil.
Byly vSak zjistény snizené koncentrace propionatu a butyratu v reakci na dusi¢nany (Sar et al.
2005; Patra & Yu 2014). Pouze kombinace dusi¢nanu se saponinem vedla ke zvySeni butyratu
a propionatu a ke snizeni poméru acetat:propionat. Samotny dusicnan meél za nasledek
vyznamné vys§i koncentraci amoniaku. Tato informace potvrzuje vysledky nasi studie.
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7 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo potvrdit zadanou hypotézu: Antimikrobialni U¢inky
mastnych kyselin se stfedn€ dlouhym fetézcem (MCFA) zvysi efektivitu bachorové
fermentace.

Tato prace prokazala, ze mastné kyseliny se stfedni délkou retézce mohou snizovat
produkci CHy in vitro. Tim byla potvrzena hlavni hypotéza. Uginky mastnych kyselin
byly rozdilné v zavislosti na typu a piipadné kombinaci mastnych kyselin.

Vsechny mastné kyseliny (at uz samostatné, nebo jejich kombinace) spolu
s dusicnanem sodnym prokazaly potencial pii snizovani produkce CHy4. Nejveétsi vliv
na TMK (acetat, butyrat, valerat, iso-valerat) mela Cio.
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