Agrovyzkum Rapotin s.r.o.
Veterinarni univerzita Brno
Mendelova univerzita v Brné

MIKROP CEBIN a.s.

Zjistovani produkce plynt a stravitelnosti organické hmoty
s vyuzitim standardu fermentaci in vitro pri pouziti zafizeni ANKOM
RF Gas Production System

Certifikovana metodika

Jan Pozdisek, Hana Prochazkova, Josef lllek, Pavel Horky, Filip Kopecky

Sumperk

2025



Autorsky kolektiv

Ing. Jan Pozdi$ek, CSc.!
MVDr. Hana Prochazkova?
doc. MVDr. Josef lllek, DrSc.?
prof. Ing. Pavel Horky, Ph.D.3
Ing. Filip Kopecky*

'Agrovyzkum Rapotin s.r.o.
2Veterinarni univerzita Brno
3Mendelova univerzita v Brné
*MIKROP CEBIN a.s.

Dedikace vysledku typu ,,Nmet“

Uplatnéna certifikovand metodika vznikla za podpory TACR v rdmci projektu $506020190 ,,Vyvoj
antimetanogenniho krmného suplementu pro zmirnéni environmentalniho dopadu z chovu
hospodarskych zvitat” a Ministrestva zemédélstvi, institucionalni podpora MZE-RO1223.

Uplatnéna certifikovana metodika byla schvdlena dne 29.12. 2025 Ministerstvem zemédélstvi
vydanim osvédceni ¢. MZE-91364/2025-13141.

Urceni publikace

Metodika uvadi ovérené postupy provadéni testl biologicky aktivnich latek, respektive suplement
krmnych davek skotu pro mozné snizeni produkce sklenikovy plynd. Pro uplatnéni testovanych
suplementl je potfebné posouzeni jejich ucinkli s ohledem na uzitkovost zvifat. Metodika umoznuje
dalsi vyuziti jako instrumentarium pro zékladni vyzkum v oblasti fyziologie a vyZivy prezvykavcu.
Kromé laboratofi vyzkumnych Ustav( a univerzit umozni ziskani praktickych doporuceni pro praxi

s dopady do ekonomiky Zivocisné vyroby.

Oponovali
Ing. Jan Vodicka, Ph.D. — Ministerstvo zemédélstvi

doc. Ing. Petr Novék, Ph.D. — Ceska zemé&délskd univerzita v Praze

© Agrovyzkum Rapotin, s.r.o., 2025
ISBN 978-80-87592-41-0



Obsah

L 0 N O v kWM RE

10.

L0110 0= e Yo 11 PRSP 4
UVOU ettt ettt a st e e ettt s e e ettt s et ettt s e et ettt enananaeten 4
Sledovani produkce plynG a aktivity fermentace in-Vitro ........ccocecveeeveesceeecieeecee e 4
Vlastni popis metodiky a ovéFené postupy Provedenl..........c.ceeceeveeeueeievieeeeeeeeeeceeeeeee s 9
SrOVNANT NOVOSTE POSTUPU ..cuviiiiiiieiie et cieeeetee et e et e eetteeete e eeteeeebee e teeesaseesbesessseesabeeensseesnreeenes 14
Popis uplatnéni certifikované Metodiky........ccuiiiiiiiiiiiiiiiee e 14
EKONOMICKE @SPEKELY ..eiieeiiiiiiitiie ettt s e e e s e e e e st e e e s ssbeeeesnbeeessnrenas 14
Seznam POUZité SOUVISEJICT lIEEIATUNY ...eiiiiciiee e et e e e rr e e e e eanes 15
Seznam publikaci, které predchazely MetodiCe ......occuiiiiiciiei i 18

(0] o] 7201V 1 o 1 11o] o - SRR 19



1. CiL METODIKY

Cilem této metodiky je predlozit vyzkumnym laboratofim, univerzitnim pracovistim a dalsi odborné
zemédélské verejnosti souhrn poznatk( a doporuéeni o moznostech vyu?iti zafizeni ANKOM RF Gas
Production System k méreni produkce plynd vznikajicich fermentaci v bachoru. Diéle jako
instrumentarium pro studium fermentacni aktivity bachoru a jeji ovliviiovani testovanymi
suplementy a pfirodnimi latkami, pfipadné toxiny v krmnych davkach skotu.

2. Uvobp

Seznam zkratek

ADF — acido-detergentni vldknina
AVG - aritmeticky pramér

BLT — slepy pokus

BNLV — bezdusikaté latky vytazkové
NDF — neutralné-detergentni vldknina
NEL — netto energie laktace (v MJ)

NL — dusikaté latky

PDIE — skutec¢né stravitelné dusikaté latky (,proteiny”) v tenkém strevé, které zahrnuji ve strevé
stravitelné nedegradovatelné dusikaté latky a mikrobialni bilkoviny, které mohou byt v bachoru
syntetizovany z (v bachoru fermentovatelné organické hmoty) energie krmiva.

PDIN — skutecné stravitelné dusikaté latky (,proteiny”) v tenkém strevé, které zahrnuji ve strevé
stravitelné nedegradovatelné dusikaté latky a mikrobialni bilkoviny, které mohou byt v bachoru
syntetizovany z degradovatelnych dusikatych latek krmiva.

RV —referenéni vzorerk
sd — smérodatna odchylka

VI —vldknina

3. SLEDOVANI PRODUKCE PLYNU A AKTIVITY FERMENTACE IN-VITRO

Zjistovani mnozstvi plynd, které je uvolfiovédno pfi kultivaci v mediu na bazi $tav z bachoru
prezvykavcl (skotu) in-vitro, bylo ve vyzkumu vyuzivano pro rGzné ucely. Jednalo se o zjistovani
v souvislosti s hodnocenim vyZivné hodnoty krmiv, zachycenim efektu fenolickych latek a mykotoxin(
na fermentacni aktivitu bachoru, ale také mozné ovlivnéni zracich procest pti vyrobé kvalitnich
potravin, syrl apod.

3.1 Zjistovani vyZivné hodnoty krmiv
Na zakladé provedenych in-vitro testll (Steingass H., Menke K. H., 1986) a dale navazujicich praci je
vyuzivano stanovovani mnozstvi plyn( pfi fermentaci s mediem na bazi $tav, které jsou odebirany z

bachoru skotu a fermentovany v zafizeni vyvinutém univerzitou. Ziskané hodnoty jsou po dosazeni
do regresnich rovnic spolu se zjisténym chemickym rozborem krmiv pouZivany ke stanoveni



stravitelnosti organické hmoty a navazujici predikci energetické hodnoty testovanych krmiv.
Postupné byly doplfiovany , kalibracni“ rovnice pro rozdilné skupiny testovanych krmiv.

3.2 Ovlivnéni aktivity bachorové fermentace fenolickymi latkami

V souvislosti s fe$enim projektu GACR 521/99/0863: , Chemickd charakteristika a biologickd aktivita
fenolickych sloucenin v luénich rostlinach”, byla tato problematika podrobné studovana a fesSena.
Vystupem rtesSeni projetu byla ddle uvedena monografie: Mika V., Gaisler J., Kala¢ P., Klejdus B.,
Kohoutek A., Komdrek P., Kuban V., Odstrcilovd V., Pozdisek J.: Fenolické latky v lu¢nich rostlinach,
Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby, Praha 2001, 115 s. ISBN 80-86555-07-0. V pfispévku uvadi
(Komarek P., Pozdisek J., 2001): ,Vliv ptidavku lu¢nich bylin na fermentaci jilku vytrvalého, vojtésky
seté a jetele lu¢niho”. In: Biologicky aktivni fenolické latky v zemédélskych plodinach, Vyzkumny
Ustav rostlinné vyroby Praha 2001, s. 37-45. ISBN 80-86555-08-9, autofi dokladaji vliv fenolickych
l[atek na vyZivu zvirat.

Problematice biologicka aktivity fenolickych latek byla vénovana konference , Aktudlni poznatky
v oblasti jakosti zemédélské a potravinaiské produkce”, konand v Brné 7. a 8. 11. 2001.

Pro studium aktivity fenolickych latek ve vyZivé prezvykavc(, v rdmci uvedeného ukolu, jsme pouzili
zafizeni ,Vitrogest”, jehoz funkéni ¢ast s ndzvem ,reaktor pro testovani krmiv“ (uzitny vzor reg. Cislo
PU 6596-97) umoznuje kultivaci navazky vzorkl v definovaném objemu kultivaéniho media (45 ml).
Redeni pouZitého zafizeni poskytuje moinost kontinudlniho méfeni objemu plynd, které jsou
uvoliovany v pribéhu fermentace jako ukazatel fermentacni aktivity v definovanych podminkach
teploty a tlaku uvolfiovanych plynd na Urovni tlaku atmosférického. Pouzité zatizeni je konstruovano
tak, Ze umoZnuje soucasné poufiti tficeti ,reaktord-trubic”, které jsou ponoreny ve vodni lazni, jejiz
teplota je udrzovdna ultra termostatem na urovni 39 °C. Pohyb kultivaéniho media v reakénim
prostoru trubic je umoznén pomoci magnetickych michadel (rotujicich pfi¢né polarizovanych ferit().
V sérii testl byla sledovana aktivita bachorové fermentace ptipravenych vzorkd. Pro vlastni méreni
bylo sesbirdno a zakonzervovano (susenim v susarné) deset druhl bylin. Jednalo se o tyto druhy:
kopretina bil3, tfezalka teckovana, kmin lucni, febricek obecny, smetanka lékarska, stovik kadefavy,
Stovik rGzkaty kakost lucni, pryskyfnik plazivy a svizel povazka. Ususené vzorky téchto bylin byly
semlety na laboratornim mlynku Pulverisette 15 (fy. Fritsch). Takto ziskané a upravené vzorky bylin
byly ve stabilizované susiné smichany se stejné pripravenymi vzorky jilku vytrvalého, vojtésky seté a
jetele luéniho. Smichanim téchto vzorkl picnin s jednotlivymi bylinami v poméru 9:1, 3:1 a 1:1 bylo
pfipraveno celkem devadesat vzorkd, které byly kultivovany s bachorovou tekutinou (mediem). Pro
testovani bylo navaZovano presné cca 0,31 g vzork( o zndmé susiné v Sesti opakovanich (do Sesti
Jtrubic®). Sest ,trubic” slouzilo jako srovndvaci varianta (picnina bez byliny) a déle byla uplatfiovéna
»nhulova varianta” (kultivacni medium bez vzorku). Méreny objem plyn(, které jsou uvolfiovany
kultivaci jednotlivych navazek testovanych vzorkd je korigovan o mnozstvi plynd, které je zjistovano
pfi soucasné kultivaci pouZité bachorové tekutiny (media) bez navazek vzorkd.

Na zakladé zjisténych hodnot Ize konstatovat, Ze vyssi podily bylin mohou vyrazné ovlivnit aktivitu
bachorové fermentace a tim i (na zakladé znamych vztah( ke stavitelnosti organické hmoty) snizovat
vyznamné stravitelnost krmnych dévek. Naopak nizké koncentrace nékterych bylin mohou pfi méné
vyznamném snizeni aktivity bachorové fermentace vykazovat pfriznivy dieteticky ucinek napfr. ve
snizeni rizika tympanie, pfipadné lze pozitivné hodnotit i sniZzeni zatéZe vnéjSiho prostredi ve stajich.
U nékterych bylin je potfebné pak na zakladé drive zjisténych skutecnosti upozornit i na ovliviiovani
dobrovolného ptijmu krmiv. Pfi porovnani sledovanych Gcink( testovanych bylin je také zajimavé, ze



jsou rozdily mezi bylinami ve vztahu k picniné (trava, jeteloviny), se kterou byly ucinky testovanych
bylin porovnavany.

Pfi studiu plsobeni fenolickych latek je potfebné si uvédomit, Ze casto vysledny efekt je spojen se
synergii pro projeveni odezvy. Takovy pozitivni efekt byl zaznamendn v pfipadé efektu zraciho
procesu pfi vyrobé zrajicich tvrdych syru.

3.3 Ovlivnéni fermentacni aktivity, bachoru mykotoxiny a jejich metabolity

Pfitomnost mykotoxind v potravinovych surovinach a krmivech zvitat ma negativni odezvu. V ramci
projektu ¢. QI111B044: ,Komplexni strategie pro minimalizaci negativniho dopadu infekce
toxinogennimi houbami rodu Fusarium v obilovindch a odvozenych produktech”, byly usporadany
pokusy in vitro, zamérené na posouzeni vlivu mykotoxind na fermentaéni aktivitu v bachoru
prezvykavcu.

Jakost obilovin jako suroviny pro vyrobu potravin a krmiv vyznamné snizuje pritomnost mykotoxin(.
Pro studium pusobeni mykotoxinl ve vyZivé prezvykavcl jsme pouzili, jako u fenolickych latek,
zafizeni ,Vitrogest”, jehoz funkéni ¢ast s ndzvem ,reaktor pro testovani krmiv“ (uzitny vzor reg. cCislo
PU 6596-97) umoznuje kultivaci navazky vzorkl v definovaném objemu kultivaéniho media (45 ml).
Za zajimavy lze oznacit pokles aktivity bachorové mikroflory s dobou kultivaci pfi porovnani kultivaci
inokulovanych a neinokulovanych vzork( je¢men(. Poklesy Ize zaznamenat az od 10., pfip. 12. hodiny
kultivace. V dobach predchazejicich nebyl vyznamny pokles zaznamenan do cca 8 hodin od zacatku
kultivaci Pfi zohlednéni fedéni bachorovych stav v mediu byl zjistén prdmérny pokles poétu nalevnikd
o 12 tis. v 1 ml tekutiny pfi kultivacich inokulovanych vzorkid ve srovnani se vzorky neinokulovanymi
ze sklizni roku 2011 a o 5,5 tis. u vzork( ze skliznového roku 2012. PouZiti uplatnéného postupu
sledovani zahrnovalo i efekt synergického plsobeni smési mykotoxin( a jejich metabolitl ,koktejlu®,
ktery je vyznamny pro objektivni posuzovani vlivi na metabolismus, zdravi a reprodukci chovanych
zvitat. K této casti feSeného projektu je mozné uvést tyto prispévky:

DZuman Z. a kol., (2012): Osud mykotoxin( v gastrointestindlnim traktu prezvykavcd, studie in--
vitro. In: Vyzkum vyvoj a aplikace novych postupl zamérenych na kontrolu a minimalizaci vlivd
Ciniteld s negativnim dopadem na zdravotni bezpecnost zemédélskych surovin, produkt(l a potravin.
Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby, v.v.i. Praha 20.11.2012, ISBN 978-80-7427-117-5, s. 37-42. ISBN
978-80-7427-117-5

Pozdisek J. a kol., (2014): Testy in vitro pro porovnani zmén aktivity bachorové fermentace pfi
aplikaci zrna kontaminovaného mykotoxiny. In: Vyzkum v chovu skotu, Rapotin, roc. LVI, €. 1, sv. 203,
s. 2-7,ISSN - 0139-7265

3.4 Produkce emisi plyni v chovech prezvykavci a jeji mozné snizovani

V radmci Usili o snizeni nepftiznivych trend( vyvoje zmény klimatu stanovila EU ambicidzni cile snizit
emise sklenikovych plynt (GHG). K dosazZeni tohoto cile EU byla spusténa rada iniciativ — jednou
znich je inafizeni o sdileni Gsili, které je aktualizovano v ramci legislativniho bali¢cku Fit for 55.
Naftizeni o sdileni Usili stanovuje zavazné cile pro snizeni emisi sklenikovych plynt pro kazdou zemi EU
v odvétvich, na ktera se nevztahuje systém obchodovani s emisemi, jako je doprava, zemédélstvi,
budovy a nakladdani s odpady. Tato odvétvi tvoti vétsinu sklenikovych plyn(i v EU (asi 60 % celkovych
emisi EU). V ramci nafizeni jsou stanoveny pro kazdou zemi zdvazné rocni cile v oblasti emisi
sklenikovych plynG na obdobi 2021-2030 a také pravidla pro stanoveni rocnich emisnich pridéll
a pro hodnoceni pokroku. Parlament Ceské republiky 14. bfezna 2023 odhlasoval zvy$eni cile pro
snizeni emisi sklenikovych plynG do roku 2030 z 30 % na 40 % ve srovnani s rokem 2005.



Rada zemi EU se zavéazala podstatné snizit své celkové emise sklenikovych plyn(, véetné emisi
metanu z chovl hospodaiskych zvirat (Fitzpatrick a kol., 2020). Pfirozené v pfirodé, pochazi vétsina
metanu z mokfad{ a baZin. Metan (CH4) je jednim ze tfi hlavnich sklenikovych plyn( spolu s oxidem
uhlic¢itym (CO,) a oxidem dusnym (N,O). Je vysoce ucinny a ma potencial ke globalnimu oteplovani
28krat vyssi nez CO; (Fitzpatrick a kol., 2020). Rdmcové se odhaduje, Ze celkové celosvétové emise
sklenikovych plyna z hospodarskych zvifat predstavuji 14,5 % celkovych antropogennich emisi a 40 %
z nich pripadd na metan produkovany travici soustavou preZvykavcl, zvlasté skotu. Uvolnovani
metanu z traviciho traktu prezvykavcu pfi traveni krmiv (pfedevsim sacharidll) patfi mezi vyznamné
plvodce emisi tohoto sklenikového plynu ze zemédélstvi (Knaap a kol., 2014), coz je dlvod, proc je
mu v poslednich dvou desetiletich vénovana celosvétova pozornost a hledaji se rGzné pristupy
vyzkumu této problematiky. Kromé metanu na farmach vznikaji a do atmosféry unikaji i jiné plyny,
jako jsou Cpavek, sirovodik, oxid uhlicity a oxid dusny (Jedli¢ka, 2020). Metan ma vSak mnohem kratsi
Zivotnost nez CO2 v atmosféfe (polocas rozpadu 8,6 roku), coz znéj cini atraktivni cil pro
kratkodobéjsi vysledky v oblasti snizovani globalniho oteplovani.

Vétsina (asi 90 %) metanu vznika v bachoru skotu procesem mikrobidlni metanogeneze. Kromé
environmentalnich ddsledkl predstavuje produkce metanu v bachoru také znacnou ztratu energie
pro zvite (Johnson a Johnson, 1995), ktera se pohybuje od 2 do 12 % hrubého energetického pfijmu
prezvykavcl (Jezkova, 2023). Hristov a kol. (2013) uvadi, Ze metan predstavuje primérnou ztratu 5 az
7 % energie z pfijatych krmiv. Dalsi autofi zmifuji, Ze z energetického hlediska maji emise CH,4
spojené s fermentacnimi aktivitami mikroorganism( v bachoru za nasledek ztratu 6-12 % hrubého
energetického prijmu nebo 8-14 % stravitelného energetického ptijmu prezvykavcl (Johnson et al.,
1993; Johnson a Johnson, 1995; Okine a kol., 2004), které by v zdsadé mohly byt jinak dostupné pro
rast zvifat nebo produkci mléka. Snizeni emisi CHs uskotu by tedy prospélo nejen Zivotnimu
prostiedi, ale zlepsilo by i efektivitu produkce masa a mléka, a tim ekonomicky zisk (Min et al., 2022).
Uvolriovani metanu je silné ovlivnéno chemickym sloZzenim krmiv (Beauchemin a kol., 2008)
a pfijmem susiny (PozdiSek et al., 2008), ktery uréuje objem fermentovatelnych krmnych substrata.
(Jezkova, 2023). Existuje proto nékolik moznosti pro snizeni emisi metanu, jako napf. zmény ve vyzivé
krav nebo inhibice mikrobidlni produkce plynl v bachoru. Vzhledem k tomu, Ze vyZiva zvifat ma vliv
na parametry bachoru, mohou nékteré strategie vyZivy prispét ke snizeni emisi metanu do Zivotniho
prostfedi, aniz by to nepfiznivé ovlivnilo produkci masa a mléka. Zména ve vyzivé vsak nesmi byt
toxicka ani Skodliva pro zvitata, jejich produkty nebo Zivotni prostfedi. Nékteré vyzkumy prokazaly, Ze
zlepSeni kvality krmiva znamenaji vyssi pfijem, zlepSeni ZivocCisSné produkce, snizeni absolutnich
narokd na energii pro zachovu a snizeni produkce CHs na jednotku Zivocisné produkce (Hristov a kol.,
2013). Knapp et al. (2014) referuje, Ze obecné plati, Ze nizsi kvalita krmiva vede k vy$sim emisim CHa.

Jak bylo prokazano v experimentech, urité pfirozené chemické latky rostlin ovliviiuji metabolismus
v bachoru tim, Ze inhibuji metanogeny (Byrne, 2023); nékteré slozky krmiv vSak mohou ucinkovat
pravé naopak. Brask a kol. (2013) uvadi, Ze vysoka koncentrace neutralné-detergentni vlakniny (NDF)
v krmivu urychluje produkci kyseliny octové v bachoru a vede k vy3si produkci CHa. Vzhledem k tomu,
Ze koncentrace NDF v krmivu negativné koreluje se stravitelnosti organické hmoty (Latal a Pozdisek,
2010), zvyseni stravitelnosti krmiv ma za nasledek zlepseni fermentacniho profilu v bachoru, ktery
vytvari podminky pro zmény v produkci CHs (Mufoz a kol., 2016). Nizsi emise CH4 v dlsledku lepsi
stravitelnosti pice zaznamenali také Neto a kol. (2015) u pastevné chovaného skotu se Skrobovym
dopliikem podavanym bud samostatné, nebo v kombinaci solejem. V odborné literatufe jsou
primérné emise odhadovany na 43 kg CH4 /rok/ kus. Podobné vysledky zmiriuji San Vito a kol. (2016)



za experimentalnich podminek. V tomto experimentu dobytek pfijimal zvySujici se davky glycerinu
a v prdméru emitoval 48 kg CH,4 / rok / kus.

Machado a kol. (2022) se ve svém prehledu zabyvali strategiemi ke zmirnéni emisi metanu
u prezvykavcl chovanych na pastvinach. Autofi uvadéji, Ze skot vyprodukuje 55 az 58 kg CH4 rocné.
Pfi sledovani narlstu tropické travy Marandu o rliznych vyskach (15, 25 a35cm) auvedli, Ze
primérné emise CH4 byly 47 kg / rok. Skot vsak pfijimal proteinovy energeticky doplnék v mnozstvi
0,3 % Zivé hmotnosti, ktery zlepsuje stravitelnost zkonzumované pice, a tim snizuje produkci CHs4 (Van
Lingen a kol., 2019). Meziplodiny trav a luskovin mohou také zlepsit stravitelnost pice a snizit emise
CH4, jak prokazali Berca a kol. (2019), ktefi srovnavali trdvu Marandu (pfi rocni davce dusiku
150 kg/ha) s travou Marandu s meziplodinou podzemnice (Arachis pintoi). Emise metanu u pasouciho
se skotu byly v tomto pfipadé 51 a 48 kg CH4 rocné.

Vliv obhospodarovani travnich porostli na nutri¢ni charakteristiky cerstvé a konzervované pice a na
enterické emise metanu udojného skotu studovali Banning a kol. (2016). Vtéto studii byl
vyhodnocen existujici mechanicky model enterické fermentace oproti pozorovani vlivu hospodareni
na pastvinach na emise CH, ve tfech pokusech provadénych v klimaticky fizenych respiracnich
komordch. Varianty byly: mira hnojeni dusikem, stupen zralosti travy a Uroven pfijmu krmiva a byly
pouzity primérné uUdaje z celkem 18 variant (4 varianty s travnim porostem a 14 variant s travni
silaZi). Modelové predikce ukazaly systematicky rozdil v emisich CH4 z travnich porostd a travnich
silazi, ktery nebyl podpofen pozorovanymi Udaji. To pravdépodobné souvisi svelmi vysokym
obsahem rozpustnych sacharidi v travnich porostech (o 170 g / kg susiny navic ve srovnani s travnimi
silazemi) a chybnou predikci jejich osudu a prispévku k CHs v bachoru.

Bylo prokazano, ze zatazeni jetele plazivého v porostech zlepsuje krmnou hodnotu pice; existuje vsak
rozporuplna literatura tykajici se jeho schopnosti sniZovat emise CH, u prezvykavcQ. Fitzpatrick a kol.
(2020) ovérovali ve svych experimentech vliv vyZivy dojnic na enterickou emisi metanu. V roce 2019
byl proveden experiment na farmé, ktery zahrnoval tfi varianty krmeni: ,TMR" (travni silaz, kukufi¢na
silaZ a koncentrat), ,,GR250" spasana trava hnojena 250 kg N / ha a,,CL150“ spasana trava s jetelem
plazivym pfi hnojeni 150 kg N/ ha. Emise metanu byly méfeny v ¢ervenci a zafi pomoci techniky
kalibrovaného stopovaciho plynu fluoridu sirového (SF6) u 10 dojnic v kazdé skupiné, které se otelily
na jare. Rozdily v emisich CH4 u tfi diet se mezi ¢ervencovymi a zarijovymi odbéry vzork( lisily
a vzhledem k souvisejicim rozdilidm v télesné hmotnosti a stavu krav se dospélo k zavéru, Ze pfijem
susiny, kvalita pice a faze laktace byly pravdépodobné urcujicimi faktory.

U pastvin v jizni oblasti Brazilie rotacni pastva ovci s cilovymi vyskami travniku s dominanci Lolium
multiflorum pred a po pastvé 18 a 11 cm byla nejlepsi strategie ke snizeni emisi CHs. Emise metanu
klesly 064 % na jednotku plochy a o070 % méné na jednotku ZivocisSného produktu ve srovnani
s tradi¢ni rota¢ni metodou pastvy (Savian a kol., 2018). SniZeni bylo ovlivnéno nejen mnozstvim
prijaté pice, ale také obsahem ADF a NDF v porostu. To naznacuje, Zze chemické slozeni (kvalita
krmiva) se stava vyznamné od okamziku, kdy davka krmiva jiz neni hlavnim limitujicim faktorem
uzitkovosti zvifat. Chemické sloZzeni krmiva zacind ve vétsi mife ovliviiovat tuto uzitkovost a nasledné
ovliviiovat emise sklenikovych plyn( a zmirfiovani nasledkd produkce masa a mléka.

Souza Filho a kol. (2019) provadéli pozorovani masného skotu v jizni Brazilii. Existovaly rGzné
intenzity pastvy, definované ¢tyrmi vyskami porostl (10, 20, 30 a 40 cm) na pastviné s ovsem setym
(Avena sativa) a jilkem. Uvedli, Ze emise CH4 byly niZsi a uZitkovost zvirat vyssi, kdyz byla pastvina
obhospodafovdna ve vySce mezi 23 a 30 cm. Poukdzali také na to, Ze vzhledem k tomu, Ze vétSina
venkovskych producentl pouZiva velmi nizké vysky pastvy, pouZiti cilovych vysek mezi 23—-30 cm



pouze v jizni Brazilii ma potencial snizit emise sklenikovych plynd o 13—-14 %. To je zhruba polovina
cile 22-25% snizeni enterické fermentace u hospodaiskych zvifat ze zemédélského sektoru, které
brazilska vlada pfislibila v Pafizské dohodé.

PFi srovnani rGznych produkénich systému v Brazilii a Uruguayi se ukazalo, Ze zlepSovani pastvin
prisevy vhodnych druhl vedlo ke sniZzeni emisi sklenikovych plynt (Machado et al., 2022). Ve
slozitych pasteveckych prostfedich, jeZ se nachazeji na plvodnich pastvinach, studie ukazuji, Ze
celkovd spotfeba susiny vysvétlila 55 % CH, emitovaného skotem. Obdobi nejvétSich emisi CH,4
pfitom nastavd, kdyZz ma zvite nejvyssi spotfebu susiny, coZ odpovidd obdobi nejvétsi Zivocisné
produkce. Podle téchto autorl tedy ve zlepSenych pastevnich systémech, kde je pfijem omezen
nizkym objemem pice, poskytovani kvalitnéjsi potravy neni vidy tou nejlepsi strategii ke zmirnéni
u nejvice intenzifikovanych systému (pfirozena pastva zlepsena hnojenim anebo vylepsena prisetymi
druhy). Konkrétné byly emise CHs na urovni 85,7 g/kg Zivé hmotnosti pro systém hnojenych
pfirodnich pastvin osetych zlepSujicimi druhy mirného pdsma; 76,7 gpro systém hnojenych
pfirodnich pastvin 165 g pro kontrolu a bez zdsahu. Autofi také dosli k zavéru, Ze zavedeni
adekvatnich postupl hospodafeni na pastvé pro zlepSeni kvality pastvin zvysilo produktivitu zvirat
a mélo vyznamny vliv na sniZeni emisi CH4. To potvrdilo dlleZitost pastevniho managementu, jeZ by
umoznil vétsi pfijem pice, zvyseni individudlni uZitkovosti zvifat a nasledné sniZzeni emisi na jednotku
plochy. Frekvenci sedeni travnich porost, smésmi druhl, vadnutim a fermentaci travnich silazi ve
vztahu k in vitro produkci metanu se zabyvali také Weiby a kol. (2023).

Bylo publikovdano mnoho prehled( enterické produkce CH4 u skotu (Waghorn a Hegarty, 2011; Knaap
a kol., 2014; Patra a kol., 2017; Arndt a kol., 2020), které se zaméruji spiSe na moznosti zmirnéni nez
na pochopeni vztahll mezi vlastnostmi krmiv a krmnych doplrik(i a enterickymi emisnimi faktory
v bachoru. Prehled, ktery vypracovali Min a kol. (2022), si klade za cil vysvétlit, jak jsou enterické
emise CH4 spojeny s dobrovolnym pfijmem susiny, pfijmem energie, primérnym dennim pftirQistkem,
nadojem, energeticky korigovanym mlékem, rychlosti fermentace v bachoru a zménami bachorové
mikrofléry u mlécného a masného skotu.

Vytvoreni Ucinnych teSeni ke zmirnéni emisi metanu z travicich systém( krav je vzhledem
k uvedenym skutec¢nostem aktudlni. Je potfeba vyvijet metody a postupy, které umozni ziskani
objektivnich kvalitnich dat o mnozstvi a slozeni plyn(, které vznikaji pfi fermentaci v bachoru a
k dalSimu studiu fermentacni aktivity, které umozni testovani moznych suplementd, pfipadné dalSich
uprav krmnych ddvek zvirat.

4. VLASTNi POPIS METODIKY A OVERENE POSTUPY PROVEDENI
Princip

PFistroj ANKOM RF Gas Production System je navrien pro méreni kinetiky mikrobidlni fermentace
automatizovanym zplUsobem sledovanim teploty a tlaku plynu v rdmci vice modulli a vzdalenym
zapisem dat, ktery umoznuje jejich transport pro dalsi zpracovani. Systém zaznamenava teplotu a tlak
v jednotlivych modulech a ve vnéjsim prostfedi. Zatizeni m{zZe obsahovat aZz 50 jednotlivych moduld,
které prenasi informace do pocitace pomoci vysokofrekvencéniho prfenosu. Z rozhrani pocitace mize
operatér ovladat fradu proménnych, jako jsou intervaly zdznamu dat a automatické uvolfiovani tlaku
prostfednictvim vnitfnich ventild v kazdém modulu. Inkubace probihd ve 250 ml sklenénych
modulech opatfenych septem pro odbér vyprodukovanych plynt, které se kultivuji ve vodni lazni



opatrené ,trepanim“. V nasem pfipadé je béhem jednoho béhu moZno testovat na 5 pozicich. Pro
testovani suplementl je pouZit 1 g referencniho (standardniho) vzorku krmiva o znamé stravitelnosti
zjisténé v bilanénich pokusech. Jedna pozice funguje jako vzorek slepy, kde je kultivovdno medium
bez pridavku testovaného vzorku. Zbyvajici moduly umozni testovat referencni vzorek krmiva
s pridavkem rumindlni tekutiny krav krmenych odstupfiovanym mnoZstvim testovaného suplementu.

Pufrovaci roztoky pro ptipravu kultiva¢niho media — dle doporuceni vyrobce

Mikromineralni roztok

CaCl.2H,0 132g

MnCl;.4H,0 100g

CoCl,.6H,0 1,0g

FeCl;.6H,0 8,0g

Doplnit destilovanou vodou do objemu 100 ml

Makromineralni roztok

Na;HPO,4 bezvody 57¢g
KH,PO4 bezvody 6,2g
MgS0O, . 7 H,0 0,6g
Doplnit destilovanou vodou do objemu 1 |

Pufrovaci roztok

NH4HCO3 4g

NaHCO; 35¢g

Doplnit destilovanou vodou do objemu 1 |
Redukéni roztok

Cystein HCI 625 mg

1n NaOH 4 ml

Na,S.9H,0 625mg

Doplnit destilovanou vodou do objemu 100 ml

Resazurin 0,1% roztok

Rozpustit 0,1 g resazurinu ve 100 ml vody

PFistroje a pomticky

ANKOM RF Gas Production System s programem F3
e Trepacivodni lazen
Analytické vahy

Bézné laboratorni vybaveni pro rozbory krmiv
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Pracovni postup

Priprava kultivaéniho media

Pro pfipravu 500 ml pufru (potifebny pro 5 inkubaénich modul()

Ke 250 ml destilované vody pfimichame 1,25 g tryptikdzy a 0,063 ml mikromineralniho roztoku. Po
rozpusténi k roztoku pfidame 125 ml pufrovaciho roztoku, 125 ml makrominerdlniho roztoku a 1 ml
roztoku resazurinu. Smichanim vznikne konecny pufr.

Do kazdého sklenéného kultivaéniho modulu nalijeme 80 ml konecného pufru a pfisypeme 1 g
presné navazeného vzorku (standardu), na pozicich Ko, P1, P2 a P3 a BLT — bez pfidavku standardu
(slepy vzorek). Teplotu v kultivaénich lahvich nechame vyrovnat po dobu 20-30 minut pfi teploté 39
°C vodni lazné. Béhem temperovani pufru se vzorkem si pfipravime bachorové inokulum.

Bachorova tekutina byla odebirdna od krav svoperovanou kanylou pomoci sondy pfipojené na
vakuovou pumpu. V testech byly pouZity Ctyfi kravy, jejichZ analogické krmné davky byly doplnény na
pozicich: Ko-pSeni¢nou moukou (pouzZitou pro vyrobu testované smési, P1 az P3 bylo v krmnych
davkach uplatnéno odstupriované mnoiZstvi testované smési s biologicky aktivhim komponentem.
Odebrana tekutina byla precezena pres sitko do predem ptipravenych vytemperovanych termosek a
prepravena do laboratofe pro dalsi zpracovani.

K vytemperovému vzorku priddme 1 ml redukéniho roztoku z ddvodu odstranéni kysliku
z pufrovaciho roztoku, a nad obsahem sklenéné lahve se pomoci plynného CO, vytvofi plynna
prikryvka a vytésni vzduchu ze sklenéné lahve pro zajisténi anaerobniho prostfedi v modulu pred
jeho uzavienim. Do kazdé lahve poté priddme 20 ml bachorové tekutiny, uzavieme a postupné
pfipravime vsechny kultivacni lahve.

Pro stanoveni pH pred vlastni kultivaci se k 24 ml kone¢ného pufru pfida 6 ml bachorového inokula a
0,3 g standardu. Konec¢né pH po kultivaci je méreno pfimo ve sklenénych lahvich po odbéru vzorku
plynu a sundani hlav po ukonceni kultivace.

Doporuceni nastaveni pfistroje:

e ,Interval ¢ekani“ (,Live interval“)nals

e ,Interval zdznamu“ (,,Recording interval®) na 2 min

e ,Celkové uvolnéni“ (,Global release”) na 500 mbar

e ,Jednotky tlaku“ (,Pressure units“) na mbar

e Jednotky teploty” (,Temperature units“) na °C

e ,Doba otevreni ventilu” (,Valve open time“) na 250 ms

Spusténi programu

Sklenice ptipravené ke kultivaci se nechaji vyrovndvat 20 minut v tfepaci vodni lazni nastavené na 39
°C. Nasledné provedeme ,odvzdusnéni” vypusténi dosud nahromadénych plynd v kultivacnich
sklenicich po dobu 3 sekund a zahajime vlastni méreni.

Udrzovani teploty vody v kultivacni lazni (39 °C a udrZeni anaerobniho prostfedi je dilezité pro
minimalizaci stresu mikroorganizm( z bachoru.
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Ukonceni méreni

Po 48 hodinové kultivaci je provedeno ukonceni méreni a uloZeni naméfenych dat: teplota a
atmosféricky tlak v laboratofi, teplota tlak v kultivacnich sklenicich v nastavenych intervalech méreni
(mbar, °C).

Odbér plyn(

Po ukonéeni kultivace je pres septum odebrdn vzorek plynu pomoci plynotésnych strikacek do predem
pripravenych ,vialek” obsahujicich roztok solanky. Takto je vzorek nachystan pro transport do
laboratore pro stanoveni obsahu konkrétnich plynt po kultivacich na plynovém chromatografu.

Cisténi odvzdudniovaciho ventilu

Po kaZdé kultivaci je nezbytné provést Cisténi odvzdusnovacich ventill na kazdé hlavé. K cisténi je
nejprve poutzita stfikacka s teplou mydlovou vodou. Po ni dojde k proplachu destilovanou vodou a
pfed vlastnim vyschnutim je ventil jesté profouknout vzduchem. Veskeré cisténi je nutno provadét
pfi otevieném ventilu hlavy.

Vypocet

Zapsané hodnoty tlaku (mbar) teploty (°C) na 6 mérenych pozicich (lab., Ko, P1, P2, P3 a BLT) byly
pfevedeny na tlak (kPa) a teplotu (°K). Ziskana data byla dosazena do vzorce (dle doporugeni
vyrobce), ktery vyuZivd Avogadrova zakona pro vyjadieni produkce plyn( na gram susiny. RV. Pro
ziskani konec¢nych dat byla odpoctena produkce slepého vzorku ,pozadi“. Vlastni vyhodnoceni

produkce plynd je provadéno sv mililitrech celkovych plyn a mililitrech metanu, po. zjisténém
procentu jeho zastoupeni v celkovych plynech.

4.1 Vysledky ovéfeni metodiky pro testovani suplementt s vyuZitim zafizeni ANKOM gas

Testy byly provadéna s pouzitim zvifat, kterd byla ustdjena a krmena individualné v pokusné staji
»,Gabrielov 1“ Rapotin.

Na pracovisti v Rapotiné (akreditovaném uzivatelském zafizeni) pfi pouziti ¢tyf kusd krav

s bachorovymi kanylami a odpovidajicim mnozZstvi kvalitnich konzervovanych krmiv. Byly sestaveny
vyrovnané krmné davky v systému NEL, PDI pro pouzitou kategorii zvitat a také pro naplnéni
metodickych zamér( k testovani odezvy zarazenych suplementi s odstupnovanym zastoupenim

v krmnych davkach pokusnych zvirat. Vedle zjistovani produkce plynd byly téZ provadény testy
stravitelnosti organické hmoty, s pouZzitim standardniho krmiva (RV) a vyuZitim postupt certifikované
metodiky (Pozdisek J., Trojanova H., 2019).

V tabulce 1 jsou uvedeny pozité zdkladni krmné davky v naturalnim mnoZstvi a v pfijatych Zivinach.
Ve druhé casti tabulky jsou uvedeny pouzité doplnky. Krmna davka byla predkladana zvifatlim (jeji
podil) 2x za den.
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Tab. 1: Krmné davky pokusnych zvitat a prijem Zivin

Davka Ziviny pfijem
Krmivo na kus kg |suSiny NEL PDIE PDIN N-latky VL
pav Sus.| kg Ml g g g kg

Seno luéni 9,00 7,70 31,66 461,5 305,1 495,4 2,98
Travnisilaz 4,00 1,57 9,02 1383 172,8 279,8 0,36
Kukufice silaz 3,00 1,07 6,8 834 548 856 0,22
BIOSAN SKOT 1,60 1,38 8,88 126,6 128,0 165,1 0,10
Miner. smés 0,10 0,09 000 00 0,0 0,0 0,00
Prijem zakl. ddvka 17,70 11,81 56,42 814,8 660,6 1025,9 3,66
Suplement na kus

MO0-Ko-0,20 0,20 0,18 1,44 194 18,7 27,0 0,01
M1-P1-0,15 0,15 0,13 1,05 14,5 14,1 18,2 0,00
M1-P2-0,20 0,20 0,18 1,40 193 18,8 24,2 0,01
M1-P3-0,30 0,30 026 2,10 289 1282 363 0,01

MO pseni¢nd mouka

Suplement M1 (pSeni¢na mouka + biologicky aktivni latky)

Tab. 2: Produkce plyn( a metanu na gram susiny standardniho krmiva

Rapotin Plynti ml / gsus. RV bez BLT ml CH, / gsus. RV bez BLT
Gabrielovl |pozice| 1Ko 2P1 3P2 4P3 1Ko 2P1 3 P2 4 P3
Na kus (kg) | MO 0,20 M10,15| M10.20 | M10,30 | MO 0,20 | M1 0,15 | M1 0.20 | M1 0,30
Kult. ¢as 8h
AVG ml 69,293 57,009 54,552 53,998 | 10,779 7,541 7,279 7,239
Sd ml 0,487 0,471 0,467 0,487 0,036 0,023 0,028 0,030
Kult. ¢as 16h
AVG ml | 105,893 99,088 98,153 87,788 | 16,371 12,969 12,940 11,661
Sd ml 0,672 0,469 0,713 0,583 0,202 0,135 0,171 0,154
Kult. ¢as 24h
AVG ml | 126,481 114,897 114,233 108,960 | 19,120 14,716 14,733 14,116
Sd ml 0,050 0,202 0,205 0,205 0,048 0,032 0,050 0,050
Kult. ¢as 32h
AVG ml | 136,290 130,804 131,799 125,730| 20,767 16,875 17,120 16,411
Sd ml 0,607 0,616 0,595 0,481 0,213 0,170 0,171 0,157
Kult. &as 40h
AVG ml | 140,862 136,587 139,027 130,159 | 20,930 17,206 17,637 16,569
Sd ml 0,283 0,192 0,140 0,228 0,077 0,062 0,048 0,070
Kult. ¢as 48h
AVG ml 145,247 142,035 145,679 134,681 21,923 18,158 18,751 17,413
Sd ml 0,118 0,220 0,175 0,136 0,012 0,018 0,024 0,020

MO pSenicna mouka (kg / kus)
Suplement M1 (pSeni¢na mouka + biologicky aktivni latky kg / kus)
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V tabulce 2 jsou sestaveny prdmérné hodnoty zjisténych objemi plynt (ml / susiny RV) produkce
plynl z péti pouzitych méreni. V hodnocenych kultivacnich dobach (8, 16, 24, 40, a 48 hodin). Pro
vyjadreni variability produkce jsou uvedeny stfedni statistické hodnoty z péti opakovani (primér
(AVG), a hodnoty smérodatnych odchylek.

Po zohlednéni mnozZstvi plyn(, kterd byla zaznamenana pfi kultivaci media bez dodani testovaného
referencéniho krmiva (standardu), to je slepy pokus (BLT) je moZno porovnavat produkci plynl na
gram susiny standardu jako kritéria mozného efektu dodanych aktivnich latek v posuzovaném
suplementu.

Nejvyssi produkce plynt byla zjisténa u varianty MO, ve které byl v krmné davce aplikovan pridavek
psenicné mouky, kterda byla vyuZivana pro ptipravu suplementu M1, do kterého byly pfidany
biologicky aktivni latky (taniny a pod.). Z porovnavanych dat je patrny pokles produkce plynd se
zvysovanim dotace suplementu do krmnych davek zvifat a také ménici se mira poklesud
v porovnavanych dobach kultivace, ktera ma souvislost s degradaci v bachoru a redlnou vytokovou
rychlosti.

Po srovndni zjiSténych stravitelnosti organické hmoty bylo konstatovano, Ze jeji snizeni oproti
kontrole bylo minimalini a neprikazné.

5. SROVNANi NOVOSTI POSTUPU

Metodika je zaméfena na objektivni zjistovani produkce plynl pfi kultivaci RV v mediu, slozeném
z pufrovacich roztok(l a bachorovych $tav od zvifat, kterda maji v krmnych davkach zarazeny
odstupnované hladiny biologicky aktivnich latek s cilem otestovdni jejich ucinnosti a racionalniho
zastoupeni v krmné davce. Testy usporadané podle pfedmétné metodiky davaji predpoklad také pro
provedeni praci pro hodnoceni fyziologie bachoru a jeji modifikace. Provadéni testl na produkci
plynl je potfeba doplnit o kontrolu mozného snizeni stravitelnosti organické hmoty, kterda ma vztah
k vyuZziti energie (ME, NEL) krmiv. Dale je potfebné posoudit mozné ovlivnéni ptijmu susiny krmnych
davek. Objektivni testy suplementl na produkci plyn( vbachoru a dopliikové ovéreni je
predpokladem, Ze takové nové komplexni testovani umozni podchytit i vazby na uzitkovost a
produkci zvitat

6. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika uvadi postupy provadéni testl biologicky aktivnich latek, respektive suplementl krmnych
davek skotu pro moiné snizeni produkce sklenikovy plynl. Pro vhodné uplatnéni testovanych
suplementll je potfebné také posouzeni jejich Gc¢ink( s ohledem na uzitkovost zvifat. Vlastni
metodika umoziuje i dalsi vyuZziti jako instrumentarium pro zakladni vyzkum v oblasti fyziologie a
vyZivy prezvykavcQ.

7. EKONOMICKE ASPEKTY

Vyuziti metodiky umozni objektivni testovani prostfedk( pro mozné snizovani emisi z chovu skotu,
jejich optimalni davkovani z hlediska funkcnosti a ceny. Ekonomické hodnoceni musi byt nedilnou
soucasti biologickych testl. Suplement je doporucitelny tehdy, pokud pfinasi pozitivni ekonomickou
bilanci nebo vyznamné snizeni emisi pfi minimalni nakladové zatézi. V ptipadé, kdy ve sloZeni
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suplementu jsou vyznamnym podilem zastoupeny obiloviny (krmna mouka), Ize zejména pfi odchovu
skotu pocitat s efektem ,funkcéniho pridavku jadra“, jak bylo prokdzanu v projektu Q1101C199 (VyuZziti
synergického Ucinku funkéniho pridavku jadra). V provedeném testu, ktery je soucasti metodiky, bylo
snizeni emisi CH4, po 24 hodinach kultivace na Urovni 25 %. Podle fyziologickych parametrl bachoru
je mozné ocekdvat i dobry zdravotni stavu zvifat a snizeni naklad(l na veterinarni péci.
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Obr. 1: Zatizeni ANKOM gass s péti testovacimi pozicemi
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Obr. 4: Celkovy pohled na lazen s ,michadlem”
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Obr. 5: Kontrola pribéhu kultivace (tlak a teplota v lahvich
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Obr. 6: Ddbér plyn( po kultivaci pres septum
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Obr. 7: Pfiprava vzork( plynd na transport do laboratore
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