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ANOVA- jednoczynnikowa analiza wariancji
AOAC- ang. association of official analytical chemists
ASW- antybiotykowe stymulatory wzrostu

ATP- adenozyno-5'-trifosforan

CLA- izomery kwasu linolowego
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LKT- lotne kwasy tluszczowe
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VFA- ang. volatile fatty acids
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Streszczenie

Temat: Poziom produkcji metanu oraz stopien biouwodorowania nienasyconych
kwaséw tluszczowych w zwaczu jagniat otrzymujacych dodatki nosnikow
biologicznie aktywnych substancji

W badaniach do niniejszej pracy doktorskiej wykorzystano dodatek mieszanin ziot
(MIX 1 1 MIX 2), oraz dodatek kiszonki z paulowni. Celem pracy byta ocena mozliwosci
zastosowania dodatku nosnikéow biologicznie aktywnych substancji jako komponentow
dawki pokarmowej stosowanej w zywieniu jagnigt, w aspekcie modulowania procesu
metanogenezy oraz biouwodorwania nienasyconych kwasow ttuszczowych w zwaczu.

W etapie I badan przeprowadzono zaréwno krotkoterminowa fermentacj¢ in vitro-
batch culture w celu zbadania wptywu MIX 1 1 MIX 2 zar6wno na zakazenie pasozytem
Haemonchus contortus, jak i na podstawowe parametry ptynu zwacza. W uzyskanych
wynikach  nie  zaobserwowano istotnych ~w  procesie  produkcji  metanu,
za to zaobserwowano zmiany w koncentracji lotnych kwasow ttuszczowych oraz strawnosci
suchej masy. Na podstawie uzyskanych wynikdéw, przeprowadzono badania in vivo.
W badaniach tych wykorzystano 24 jagnigta o poczatkowej sredniej masie ciata 11,7+ 1,23
kg. Owce podzielono losowo na 4 grupy (n=6): grupa niezainfekowana kontrolna (CN), grupa
zainfekowana pasozytem H. contortus zywiona dieta kontrolng oraz dwie grupy
niezainfekowane zywione dietg kontrolng z dodatkiem MIX 1 lub MIX 2. Jagnigta Zywiono
dawka podstawowa ztozong z siana tgkowego ad [libitum i komercyjnej paszy tresciwej
w ilosci 500 g suchej masy. W doswiadczeniu in vitro 1 in vivo wykorzystano te same pasze
oraz dodatki mieszanek ziotowych.

W II cyklu badan przeprowadzono krotkoterminowsa fermentacje in vitro, w celu
zbadania wptywu kiszonki z paulowni na proces metanogenezy i biouwodorowania
nienasyconych kwasow tluszczowych. Ptyn zwacza pobrano od 4 jagniat, ktory zbuforowano.
Przetestowano 5 grup: grupe kontrolng (100% kiszonki z lucerny), grupe doswiadczalng
1 (25% kiszonki z paulowni: 75% kiszonki z lucerny), grupe doswiadczalng 2 (50% kiszonki
z paulowni: 50% kiszonki z lucerny), grupg doswiadczalng 3 (75% kiszonki z paulowni: 25%
kiszonki z lucerny, grupe doswiadczalng 4 (100% kiszonki z paulowni).

Wyciagnig¢to nastepujace wnioski: 1) Kiszonka z lisci paulowni wykazata wyrazny
potencjat w ograniczaniu populacji metanogendw i redukcji emisji metanu w warunkach
in vitro. Zawarte w niej polifenole i flawonoidy, takie jak luteolina i acetozid, wykazuja
zdolno$¢  bezposredniego oddzialywania na mikroflore Zzwacza, przyczyniajac
si¢ do zahamowania procesOw metanogenezy. Wyniki te potwierdzajg skutecznos¢
biologicznie aktywnych substancji w modulacji proceséw fermentacyjnych w zwaczu.

2) Zaobserwowane w badaniach z udzialem kiszonki z paulowni zwigkszenie
zawarto$ci wielonienasyconych kwasow tluszczowych (PUFA), w tym kwasu
a-linolenowego (C18:3 n-3), sugeruje, ze biologicznie aktywne substancje mogg modulowac
procesy biouwodorowania w zwaczu. Mechanizm ten polega prawdopodobnie na hamowaniu
aktywnosci mikroorganizméw odpowiedzialnych za nasycanie nienasyconych wigzan
thuszczowych, co prowadzi do zwigkszonej retencji PUFA w $rodowisku zwacza.

3) W przypadku mieszanek ziotowych (MIX 1 1 MIX 2, 100 g SM/ dzien) uzyskane
efekty byly mniej wyrazne. Cho¢ zaobserwowano zmniejszenie populacji metanogendw,
redukcja emisji metanu oraz zmiany w profilu kwasow thuszczowych byly ograniczone.
Przyczyna moze by¢ zbyt niska dawka bioaktywnych substancji w tych mieszankach lub ich
niewystarczajacy wplyw na mikroorganizmy zaangazowane w procesy biouwodorowania.
Wyniki te wskazujg na potrzebe dalszych badan w kierunku optymalizacji sktadu i dawek
mieszanek ziotowych, aby w petni wykorzysta¢ ich potencjal w zréwnowazonej produkcji
Zwierzgce;.

Stowa kluczowe: mieszanina ziol, kiszonka z liSci paulowni, przezuwacze, mig¢so, gazy
cieplarniane, in vitro



Abstract
Title: Methane production and biohydrogenation of unsaturated fatty acids in the
rumen of lambs feeding additives with biologically active substances

In the research for this doctoral thesis, herbal mixtures (MIX 1 and MIX 2)
and Paulownia silage were used. The work aimed to assess the possibility of adding carriers
of biologically active substances as components of the feed ration used in lamb feeding
to modulate the methanogenesis and biohydrogenation of unsaturated fatty acids
in the rumen.

In the first stage of the research, short-term in vitro fermentation batch culture was
carried out to examine the effect of MIX 1 and MIX 2 on both the infection
with the Haemonchus contortus parasite and the basic parameters of the rumen fluid.
The results did not show any significant impact on methane production, however, changes
in the concentration of volatile fatty acids and dry matter digestibility were observed.

24 lambs with an initial mean body weight of 11.7+1.23 kg were used for the in vivo
study. The sheep were randomly divided into 4 groups (n=6): a non-infected control group
(CN), a group infected with the H. contortus parasite fed a control diet, and two non-infected
groups fed a control diet with the addition of MIX 1 or MIX 2. The lambs were fed a basic
ration consisting of meadow hay ad /ibitum and commercial concentrate feed in the amount
of 500 g dry matter. The same feeds and herbal mixtures were used in the in vitro and in vivo
experiments.

In the second stage of the study, short-term in vitro fermentation was carried out
to examine the effect of Paulownia silage on methanogenesis and biohydrogenation
process of unsaturated fatty acids. Rumen fluid from 4 lambs (which were buffered) was
used for the in vitro study. Five groups were tested: control group (100% alfalfa silage-
AS), experimental group 1 (25% paulownia silage-PS: 75% AS), experimental group
2 (50% PS: 50% AS), experimental group 3 (75% PS: 25% AS, experimental group
4 (100% PS).

The following conclusions were drawn:

1) Paulownia leaf silage showed a clear potential in limiting the population
of methanogens and reducing methane emissions in vitro. The polyphenols
and flavonoids, such as luteolin and acetoside, can directly affect the rumen microflora,
contributing to the inhibition of methanogenesis processes. These results confirm
the effectiveness of biologically active substances in modulating fermentation processes
in the rumen.

2) The increase in the content of polyunsaturated fatty acids (PUFA), including
a-linolenic acid (C18:3 n-3), observed in studies involving Paulownia silage suggests that
biologically active substances can modulate biohydrogenation processes in the rumen.
This mechanism probably involves inhibiting the activity of microorganisms responsible
for the saturation of unsaturated fatty bonds, which leads to increased PUFA retention
in the rumen environment.

3) In the case of herbal mixtures (MIX 1 and MIX 2, 100 g DM/day), the effects
obtained were less pronounced. Although a reduction in the methanogen population
was observed, the reduction in methane emission and changes in the fatty acid profile
were limited. The reason may be that the dose of bioactive substances in these mixtures
is too low or that they have an insufficient effect on microorganisms involved
in biohydrogenation processes. These results indicate the need for further research
to optimize the composition and doses of herbal mixtures to exploit their potential
in sustainable animal production fully.

Keywords: herbal mixture, Paulownia leaves silage, ruminants, meat, greenhouse gases,
in vitro



1. Wstep

Antybiotykowe stymulatory wzrostu (ASW) byly szeroko stosowane na $wiecie
w celu modulacji proceséw zachodzacych w ukladzie pokarmowym zwierzat,
w tym przezuwaczy. Ich stosowanie przyczynialo si¢ do poprawy wynikow
produkcyjnych oraz redukcji emisji metanu nawet o 25% (Beuchamin i wsp., 2009).
W Polsce najczesciej stosowanymi ASW byty: awoparcyna, monenzyna, flawofosfolipol,
salinomycyna, spiramycyna, tylozyna, wirginiamycyna oraz bacytracyna (Grela 1 wsp.,
2001).

Jednak  niewlasciwe  stosowanie = ASW  doprowadzilo do  rozwoju
antybiotykoodporno$ci i wzrostu liczby drobnoustrojéw opornych na antybiotyki
(Teuber, 2001). Ponadto okazato si¢, ze ASW stosowane w produkcji zwierzece] nie
ulegaty degradacji, lecz kumulowaty si¢ w tkankach i1 narzadach, a takze w produktach
pochodzenia zwierzecego, takich jak mleko, jaja czy midd. W zwigzku z tym, w 2004
roku, na mocy traktatu akcesyjnego podpisanego 16 kwietnia 2003 roku w Atenach,
Polska, przystepujac do Unii Europejskiej, zobowigzata si¢ do wprowadzenia zakazu
stosowania ASW w zywieniu zwierzat.

Po wejsciu Polski do UE intensyfikowano badania nad poszukiwaniem naturalnych
substancji ro§linnych o dziataniu antymikrobiologicznym, ktére mogtyby zastapi¢ ASW
(Drozdzynski 1 wsp., 2024). Naukowcy wcigz poszukuja skutecznych nosnikow
naturalnych, biologicznie aktywnych substancji, ktére moglyby na szeroka skale
modulowa¢ procesy zachodzace w zwaczu, takie jak ograniczanie powstawania metanu
czy proces biouwodornienia, ktéry redukuje ilo$¢ nasyconych kwaséw thuszczowych
w mleku i migsie (Toral 1 wsp., 2024; Hodge 1 wsp., 2024).

Prezentowana praca doktorska jest jedng z préb znalezienia skutecznego nosnika
(dodatku paszowego lub komponentu dawki), ktéry moglby by¢ wykorzystywany
w zywieniu matych przezuwaczy, efektywnie ograniczajagc proces metanogenezy
oraz zmiany dlugotancuchowych kwasow tluszczowych w plynie Zwacza.
W konsekwencji, mialoby to prowadzi¢ do zwigkszenia zawarto$ci nienasyconych

kwasow tluszczowych w mleku 1 migsie.



1.1 Metan
Metan (CHa4) jest drugim najwazniejszym gazem cieplarnianym (ang. greenhouse
gas, GHG), zaraz po dwutlenku wegla (CO2; Stocker i wsp., 2013). Zrédta metanu moga
mie¢ charakter antropogeniczny lub naturalny. W ostatniej dekadzie emisja metanu
do atmosfery byla zdominowana przez emisj¢ z sektora paliw kopalnych, rolnictwa
oraz sktadowania odpadow (Stocker i wsp., 2013).
Zgodnie z Konwencja Narodoéw Zjednoczonych w sprawie zmian klimatu, podpisang
w 1992 roku oraz Protokotem z Kioto, panstwa zobowigzaty si¢ do zglaszania swoich
rocznych emisji gazow cieplarnianych. W 2021 roku emisja metanu w Polsce wyniosta
42,7 miliona ton ekwiwalentu CO: (KOBiZE, 2023). Byla ona o 1,1% nizsza
w porownaniu do roku 2020 (KOBiZE, 2023). Udzial emisji metanu w catkowitej
krajowej emisji gazow cieplarnianych w 2021 roku wynosit 10,7%.
Gltowne zrddta emisji metanu w Polsce to:
 emisja lotna z paliw (44%),
e rolnictwo (37%),
e spalanie paliw (10%) (KOBiZE, 2023).
W sektorze rolniczym najwigkszym Zrodlem emisji metanu byla fermentacja jelitowa,
odpowiadajaca za 34,2% calkowitej emisji tego gazu.
Ponizej przedstawiono schemat emisji metanu w poszczegdlnych sektorach gospodarki

w Polsce w 2021 roku (Schemat 1).

Procesy przemystowe
i uzytkowania produktéw 0,1%

Energia 54,0% Rolnictwo 37,5% Odpady 8,4%

Schemat 1. Emisja metanu (bez kategorii 4) w 2021 roku, w Polsce,

na podstawie Krajowego Raportu Inwentaryzacyjnego (2023).
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Dodatkowo, okres poéitrwania metanu (CHs) w atmosferze wynosi $rednio
8,6 roku, co oznacza, ze w tym czasie 50% CHa przeksztatca si¢ w dwutlenek wegla (CO-)
1 par¢ wodng. Jednoczesnie wigkszos¢ CO: pozostaje w atmosferze przez kilka stuleci.
W zwiazku z tym zmniejszenie poziomu CHas w atmosferze moze szybko ztagodzi¢ skutki
globalnego ocieplenia, a nawet czgSciowo je odwréci¢, pod warunkiem jednoczesnego
zatrzymania emisji innych gazow cieplarnianych (Mitloehner i wsp., 2020).

Zmiana klimatu, wywotana emisjg gazow cieplarnianych, stanowi pilny problem
srodowiskowy. Warto jednak podkreslic, ze bez gazow cieplarnianych cate
promieniowanie cieplne zostaloby odbite, a Ziemia stataby si¢ zbyt zimna, by podtrzymac
zycie. Natomiast nadmiar tych gazéw prowadzi do ocieplenia planety, co z kolei
powoduje wystepowanie szeregu niebezpiecznych zjawisk pogodowych, takich jak susze
czy ,,.btyskawiczne powodzie” (Rising 1 wsp., 2022; Rahmani i1 Fattahi, 2024).

Dlatego spoteczno$¢ migdzynarodowa powinna podja¢ intensywne dziatania
na rzecz ograniczenia emisji gazéw cieplarnianych, w tym réwniez tych pochodzacych

z sektora rolnictwa (Nsabiyeze 1 wsp., 2024).

1.1.1 Metanogeneza i jej rola w zwaczu

Unikalnym $rodowiskiem, ktére nieustannie przycigga uwage badaczy,
jest zwacz. Ten przedzotadek charakteryzuje si¢ stosunkowo szybkim tempem pasazu
paszy oraz produkcjg znacznych ilosci CO:2 1 H, ktore ostatecznie przeksztatcajg
si¢ w CHa. Mikroorganizmy wystepujace w zwaczu, takie jak bakterie, pierwotniaki,
grzyby beztlenowe oraz metanogeny, nie tylko fermentuja substraty dostarczone z dawka
pokarmowa, lecz takze biora udzial w tworzeniu CHs w procesie metanogenezy
(Patra i wsp., 2017).

Najwazniejszymi  mikroorganizmami zaangazowanymi W ten proces
sg metanogeny, ktore moga znajdowac si¢ zarowno w tresci zwacza, jak i na powierzchni
lub wewnatrz komorek pierwotniakéw (Morgavi i wsp., 2010). W zwaczu do produkcji
metanu wykorzystywane sg trzy gtowne substraty: CO., zwigzki zawierajace grupy
metylowe oraz octan (Liu 1 Whitman, 2008). Podczas tworzenia czasteczek CHa
metanogeny redukuja CO: za pomoca H, uzyskujac w tym procesie energie,
ktérg wykorzystuja do generowania ATP.

Proces metanogenezy odgrywa istotng role w utrzymaniu niskiego st¢zenia

H. w zwaczu, co pozytywnie wplywa na przemiany weglowodandéw oraz funkcjonowanie
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innych grup mikroorganizmoéw prowadzacych fermentacje. Dzigki aktywnosci enzymow
mikrobiologicznych podczas hydrolizy, cukry proste i ztozone s3 rozktadane do cukrow
piecio- 1 szesScioweglowych. Nastepnie sg one fermentowane do lotnych kwasow
thuszczowych w wieloetapowych szlakach metabolicznych, co mozna uprosci¢
do nastepujacych reakcji (Czerkawski, 1986; Moss i wsp., 2000):
Glukoza — 2 pirogroniany + 4H (metabolizm weglowodanow)
Pirogronian + H:O — octan + CO: + 2H
Pirogronian + 4H — kwas propionowy + H:0
Octan + 4H — kwas maslowy + 2H.O

W procesie metanogenezy wodor (H:) jest najpierw przeksztalcany w formie
czasteczkowe] przez enzym hydrogenaze, a nastgpnie konwertowany do CHas przez
metanogeny. Uproszczona reakcja tego procesu przedstawia si¢ nastepujaco (McAllister
1 Newbold, 2008):

CO: +4H: — CH4 + 2H:0

Produkcja metanu w zwaczu odgrywa kluczowg rolg, poniewaz umozliwia usuwanie
Ha, ktory jest produktem ubocznym fermentacji mikrobiologicznej. Nadmiar H. mogiby
gromadzi¢ si¢ do poziomoéw toksycznych, jesli nie zostalby efektywnie usunigty

(Misiukiewicz i wsp., 2021; Kroliczewska 1 wsp., 2023).

Ponadto proces metanogenezy pomaga utrzymaé¢ rownowage ekosystemu
mikrobiologicznego w zwaczu, co jest niezb¢dne dla zachowania zdrowia 1 stabilnosci
catego ekosystemu (Cieslak i wsp., 2013; Kroliczewska i wsp., 2023; Thacharodi 1 wsp.,
2024).

1.2 Biouwodorowanie

W dawkach pokarmowych przeznaczonych dla przezuwaczy zroédtem tluszczu
surowego sg zarOwno pasze objetosciowe, jak i1 tresciwe. W paszach objetosciowych
dominujg galaktolipidy, w ktérych przewaza kwas linolenowy (np. w kiszonce z traw
lub lucerny) lub kwas linolowy (np. w kiszonce z kukurydzy). Z kolei w paszach
tresciwych dominujg triglicerydy, w ktorych gtéwnym sktadnikiem jest kwas linolowy
(Hassan i wsp., 2022).

W s$rodowisku zwacza kwasy thluszczowe ulegajg hydrolizie do wolnych kwasow
thuszczowych, glicerolu oraz niewielkich ilosci mono- i diglicerydow (Jenkins, 1993;
He 1 wsp., 2023). Po procesie lipolizy nienasycone kwasy tluszczowe sa uwodorniane

przez mikroorganizmy bytujace w ekosystemie zwacza. Proces biouwodorowania polega
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na przeksztalcaniu nienasyconych kwasow ttuszczowych w ich nasycone odpowiedniki.
Jest to forma detoksykacji, ktora chroni mikroorganizmy zwacza przed toksycznym
dziataniem nienasyconych kwasow  tluszczowych (Maia 1 wsp., 2007;
Makmur 1 wsp., 2022).

Badania in vitro 1 in vivo pozwolily na zidentyfikowanie $ciezek procesu
biouwodornienia oraz produktéw posrednich i koncowych tego procesu. Wykazano,
ze kwas C18:3, sprz¢zony i niesprzezony C18:2 oraz izomery kwasu C18:1 ostatecznie
uczestniczg w przemianie kwasu oleinowego w kwas stearynowy (Shingfield 1 wsp.,

2014). Ponizej przedstawiono schemat procesu biouwodorowania kwasow tluszczowych

C18:31 C18:2 (Schemat 2).

A C18:2 ¢cis-9, cis-12 C18:3 cis-9, cis-12, cis-15
b dl B bl R
e8¢ 188
{ { ¢
2\<’< é > \>§é %i Tzomeryzacja
o ¢ {2
(é?\ é j (ik \2
. .

[zomeryzacja ) )
C18:3 cis-9, trans-11, cis-15
b Bl B
583
8 16 ¢
v };% Redukeja
C18:2 cis-9, trans-11 (2( \g
B
‘}\(f‘) ’32 C18:2 trans-11, eis-15
3% ¢
$28 4 &R e
$e8 S QIR
e oK §}( {
’ ?Jé {
Redukeja <3( \§
Recluk’cja
C18:1 trans-11
B (¢ 4 ¥
R[4 ¢
S?z i §
4 <
HERE:
{\g( <
?
Redukeja
A 4

C18:0
88 ¢
ign §>

Schemat 2. Pogladowy schemat biouwodorowania kwasu oleinowego do kwasu
stearynowego (Shingfield i wsp., 2014). Literami A i B oznaczono grupy bakterii, biorace

udziat w procesie.

13



W  procesie biouwodorowania kluczowa rol¢ odgrywaja mikroorganizmy
(Jenkins 1  wsp., 2008; Bryszak 1 wsp.,, 2019). Bakterie zaangazowane
w biouwodorowanie zostaly podzielone na dwie grupy. Grupa pierwsza (A) obejmuje
bakterie, ktore uwodorowuja kwasy thuszczowe: C18:2 cis-9, cis-12
oraz C18:3 cis-9, cis-12, cis-15 do C18:1 trans-11. Grupa druga (B) prowadzi proces
biouwodorowania C18:1 trans-11 do C18:0 (Harfoot 1 wsp., 1997).

Do najwazniejszych  bakterii  uczestniczagcych w  biouwodorowaniu
naleza: Butyrivibrio  fibrisolvens, Butyrivibrio  proteoclasticus oraz Cutibacterium
acnes (Moon 1 wsp., 2008; Dewanckele i wsp., 2020). Nalezy jednak pamigtac,
ze ze wzgledu na ztozone interakcje pomiedzy mikroorganizmami obecnymi
w Srodowisku zwacza trudno jest jednoznacznie przypisa¢ konkretne przemiany kwasow
thuszczowych poszczegdlnym gatunkom bakterii (Conte i wsp., 2022; Toral i wsp., 2024).

Daghio 1 wsp. (2021) wykazali roéwniez zwigzek miedzy rodzajami
mikroorganizmow biorgcych udziat w przemianach kwasow tluszczowych a rasg
zwierzat. Wezesniejsze badania in vivo przeprowadzone na bydle migsnym potwierdzity,
ze rasa moze wplywa¢ na sklad mikrobiologiczny tresci zwacza, a tym samym
na koncowy profil kwasow tluszczowych w produktach, takich jak migso.

Dodatkowo w procesie biouwodorowania, oprocz bakterii, moga uczestniczy¢
inne mikroorganizmy zwacza, takie jak pierwotniaki. Mikroorganizmy te charakteryzuja
si¢ wyzsza zawartoscig nienasyconych kwasow ttuszczowych niz bakterie (Or-Rashid
1 wsp., 2007). Blona komoérkowa pierwotniakéw zawiera wysoki poziom C18:1 trans-11
oraz C18:2 cis-9, trans-11. Rola pierwotniakow w procesie biouwodorowania wcigz
jest badana.

Ostatnie badania wykazaty, ze obecno$¢ pierwotniakow w zwaczu jest zwigzana
ze zwigkszeniem zawarto$ci prozdrowotnych kwasow tluszczowych w migsie jagniat,
co wskazuje na ich istotny udzial w procesie biouwodorowania (Francisco i wsp., 2019;
Toral 1 wsp., 2024). Proces biouwodorowania, w ktorym uczestniczg mikroorganizmy
zwacza, znaczgco zmienia profil kwasow tluszczowych w produktach, takich jak mleko.

Schemat tego procesu zostal przedstawiony ponizej (Schemat 3).
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Schemat 3. Wplyw procesu biouwodorowania na zmiang profilu kwasow ttuszczowych

wychwytywanych w dwunastnicy.

1.2.1 Modulowanie procesu biouwodorowania

Produkty pochodzace od przezuwaczy charakteryzuja si¢ wysokim poziomem
nasyconych kwasow thuszczowych (Schemat 3). Wynika to z dziatania mikroorganizmow
zwacza, ktore przeksztalcajg lipidy pochodzace z paszy w znaczne ilo$ci nasyconych
kwasow thuszczowych. Proces biouwodorowania nienasyconych kwasow thuszczowych
prowadzi do ograniczenia ilo$ci jedno- i wielonienasyconych kwasow tluszczowych,
ktére moga wplywaé na prozdrowotne wilasciwosci otrzymywanych produktow
(Huang i wsp., 2022; Yanza i wsp., 2022).

Modulowanie procesu biouwodorowania w zwaczu poprzez zmiany w skladzie
dawki pokarmowej moze przyczyni¢ si¢ do poprawy wlasciwosci zdrowotnych tlhuszczu
zawartego w mleku 1 migsie. Zwigkszenie stezenia kwasoéw thuszczowych takich
jak C18:1 trans-11, C18:2 cis-9, trans-11 czy C18:3 cis-9, cis-12, cis-15 moze wplynaé
na jakos$¢ 1 warto$¢ odzywcza produktow pochodzenia zwierzgcego (Koztowska 1 wsp.,

2021; Yanza i wsp., 2022).
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1.2.1.1 Kwasy tluszczowe- wzbogacanie wartosci odzywczej mig¢sa

Thuszcz migsa sklada si¢ z fosfolipidow 1 triglicerydow zlokalizowanych
w adipocytach (Raes 1 wsp., 2004). Kwasy ttuszczowe budujace ttuszcz moga pochodzié¢
z krazacych w krwioobiegu wolnych kwaséw thuszczowych lub by¢ syntetyzowane
de novo. Produkty biouwodorowania moga zosta¢ przeksztalcone w triglicerydy,
fosfolipidy lub uwodorowane do nasyconych kwasow ttuszczowych (Toral i wsp., 2024).

Proces syntezy kwasow ttuszczowych de novo zachodzi w cytozolu komoérek
mikroorganizmow, szczegdlnie bakterii 1 grzyboéw bytujacych u przezuwaczy.
Jest to proces cykliczny, w ktorym dwuweglowe jednostki acetylowe sg przylaczane
do acetylo-CoA. Gléwnym produktem syntezy de novo jest kwas palmitynowy (C16:0),
ktory moze by¢ dalej przeksztatcany w wyniku elongacji lub desaturacji do innych
kwasow tluszczowych (Drackley, 2000).

Jednym z kluczowych enzymoéw biorgcych udziat w metabolizmie lipidow
jest A9-desaturaza. Enzym ten wprowadza podwdjne wigzanie cis mi¢dzy weglami 91 10
w tancuchu kwasu thuszczowego. Substratami tego procesu sg kwasy C16:01 C18:0, ktore
nastepnie przeksztalcane sg odpowiednio w kwasy Cl16:1cis-9 1 C18:1 cis-9.

Uproszczong reakcje tego procesu przedstawiono na rycinie (Schemat 4) ponize;.

Cl1a:0 A9 dezaturaza Cl6:1eis #

Dezaturacija

Elongacja

C18:0 A9 desaturaza Cl8:1ciz O
Desaturacija

AQ- desaturaza

Dezaturacija

C18:2n-6

Schemat 4. Desaturacja kwasow tluszczowych.
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1.3 Wtorne metabolity roslinne

Coraz wigksze zainteresowanie badaczy wzbudzaja wtoérne metabolity roslinne
wystepujace w ziotach, krzewach, drzewach oraz w produktach ubocznych przemyshu
rolnego. Metabolity te majg potencjat do modulowania procesu biouwodorowania
oraz poprawy jakos$ci produktow pochodzenia zwierzgcego.

Badania nad wtéornymi metabolitami ro§linnymi byty prowadzone zaréwno
w warunkach in vitro, jak 1 in vivo (Stobiecka 1 wsp., 2013; Szczechowiak 1 wsp., 2016;
Yanza i wsp., 2022), aby lepiej zrozumie¢ mechanizmy ich dziatania oraz efekty, jakie
wywierajg na procesy takie jak biouwodorowanie i metanogeneza.

Do wtornych metabolitow ro$linnych zaliczaja si¢ migdzy innymi olejki
eteryczne, taniny, saponiny, flawonoidy, kwasy fenolowe oraz wiele innych zwiazkow

o roznorodnym dziataniu biologicznym.

1.3.1 Biologicznie aktywne substancje roslinne a liczebno$¢ i aktywnosé¢
mikroorganizmow zwacza

Wykazano wielokrotnie, ze substancje biologicznie czynne, takie jak garbniki,
saponiny 1 flawonoidy, moga znaczaco wptywac na uklad pokarmowy przezuwaczy,
takich jak krowy, owce i1 kozy (Yanza i wsp., 2022; Ammar i wsp., 2023;
Singh 1 wsp., 2024). Zwiazki te, obecne w wielu gatunkach ro$lin, maja zdolnos¢
modulowania populacji drobnoustrojow w zwaczu, poprawy wykorzystania sktadnikow
odzywczych oraz zwigkszenia wskaznikéw produkcyjnosci zwierzat (Koztowska 1 wsp.,
2021; Huang i wsp., 2022).

Taniny to grupa zwigzkéw fenolowych obecnych w wielu ro$linach,
w tym paszach, krzewach i drzewach. Maja one zarowno pozytywny, jak i negatywny
wplyw na zywienie przezuwaczy (Berca i wsp., 2023). W umiarkowanych ilosciach
taniny moga poprawia¢ wykorzystanie biatka i zmniejsza¢ produkcje metanu w zwaczu
(Berga 1 wsp., 2023). Jednak w nadmiarze taniny moga wigza¢ si¢ z biatkiem ogdlnym,
zmniejszajac jego dostgpnos¢ dla zwierzgcia. Dziatajg takze jako naturalne antybiotyki,
modulujac populacje mikroorganizmoéow w zwaczu. Ich wplyw na mikroflor¢ zwacza
zalezy od wielu czynnikéw, takich jak rodzaj tanin, ilo$¢ spozywanych roslin, kondycja
zwierzat oraz sktad dawki pokarmowej (Cieslak 1 wsp., 2008; Reda i wsp., 2016;
Majewska i1 wsp., 2023).

Saponiny, bedace grupa glikozydow, wystepuja w licznych gatunkach roslin,

zwlaszcza w ro$linach bobowatych 1 paszach. Wykazuja one wlasciwosci
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przeciwdrobnoustrojowe, przeciwzapalne i stymulujace odpornos¢. W zwaczu saponiny
mogg zaktoca¢ integralno$¢ bton komoérkowych drobnoustrojéw, zmieniajac
ich populacje, co prowadzi m.in. do ograniczenia produkcji metanu (Torres 1 wsp., 2023).
Moga réwniez zwigksza¢ efektywno$¢ wykorzystania skladnikow pokarmowych
przez zwierzgta (Szczechowiak 1 wsp., 2016).

Inng grupa biologicznie aktywnych zwigzkow sg flawoneidy, ktore najczesciej
wystepuja w formie glikozydow, dzigki potaczeniu aglikonu z cukrem (Crozier i wsp.,
2007; Berger 1 wsp., 2012). Ekstrakty ro§linne wzbogacone we flawonoidy od wielu lat
zyskuja na znaczeniu w doskonaleniu produkcji zwierzegcej (Tedesco 1 wsp., 2004).

Badania nad flawonoidami wykazaty, ze ich stosowanie u zwierzat
przezuwajacych moze przynies¢ wymierne Kkorzysci. Przykltadowo, podawanie
sylimaryny (10 g/d) przez 25 dni zwigkszylo wydajnos¢ produkcji mleka.
Ponadto, w badaniach Balcells i wsp. (2016) stwierdzono, ze ekstrakty roslinne
zawierajagce flawonoidy w stezeniu 300 mg/kg masy ciala zmniejszaly czestosé
wystepowania kwasicy oraz poprawialy wydajno$¢ wzrostu zwierzat, zwtaszcza u bydta
otrzymujacego dawke pokarmowa o wysokiej zawartosci pasz tresciwych. Ograniczenie
wystgpowania  kwasicy  przypisywano  redukcji  liczebnosci Streptococcus
bovis 1 Selenomonas  ruminantium oraz ~ wzrostowi populacji  mikroorganizmow
rozktadajacych mleczany, takich jak Megasphaera elsdenii.

Obecnie na rynku dost¢pne sg rozne dodatki paszowe bogate we flawonoidy,
ktére moga skutecznie ogranicza¢ produkcje metanu u przezuwaczy (Kelly i wsp., 2023;
Shilwant i wsp., 2023), gtéwnie poprzez hamowanie wzrostu metanogendéw. Jednak
wcigz trwaja poszukiwania efektywnych, biologicznie aktywnych substancji,
ktore bytyby zdolne do dtugoterminowego ograniczania produkcji metanu u przezuwaczy
oraz fatwo dostepne w regionach ich stosowania (Shilwant 1 wsp., 2023).

Obecnos¢ zwigzkoéw takich jak glikozydy, fenole, terpenoidy, alkaloidy, olejki
eteryczne oraz kwasy organiczne w ekstraktach roslinnych moze znaczaco wptywaé
na wyniki produkcyjne u przezuwaczy (Kelly i wsp., 2023; Shilwant i wsp., 2023).
Flawonoidy sg uwazane za bezpieczne dla zdrowia zwierzat, jednak ich stosowanie
w nadmiernych lub nieodpowiednio dobranych dawkach moze prowadzi¢
do niekorzystnych skutkéw ubocznych.

Niektore badania wskazuja, ze flawonoidy moga negatywnie wpltywac
na strawno$¢ sktadnikow pokarmowych, co moze obniza¢ wydajnos¢ produkcyjng

zwierzat (Orzuna-Orzuna i wsp., 2023). Ponadto, niektére flawonoidy moga dziataé
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jako inhibitory enzymow trawiennych, wplywajac na proces wchtaniania sktadnikow
odzywczych. Wptyw flawonoidow na mikroorganizmy bytujace w zwaczu moze rOwniez
zmienia¢ przebieg procesow fermentacyjnych. W efekcie ich dziatanie - zaréwno
pozytywne, jak i negatywne - zalezy od wielu czynnikow, takich jak rodzaj i dawka
flawonoidu, sklad dawki pokarmowej, gatunek przezuwacza oraz indywidualna
tolerancja zwierzgcia (Zhang i wsp., 2018; Orzuna-Orzuna i wsp., 2023).

Badania sugeruja, ze taniny mogg dawac efekty podobne do tych uzyskiwanych
dzigki podawaniu flawonoidow w diecie przezuwaczy. Taniny mogg skutecznie wptywac
na proces biouwodorowania kwaséw thuszczowych. Wedtug badan in vivo, podawanie
tanin znaczaco zmniejszylo wydajnos$¢ biouwodorowania w zwaczu poprzez hamowanie

aktywnosci bakterii odpowiedzialnych za ten proces (Besharati i wsp., 2022).
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2. Hipoteza badawcza

Hipoteza badawcza zaklada, Ze biologicznie aktywne substancje zawarte
w roslinach, poprzez oddziatywanie na populacje mikroorganizmow zwacza, modulujg
przebieg procesOw metanogenezy i biouwodorowania zachodzacych w tym srodowisku,
czyli biologicznie aktywne substancje zawarte w roslinach regulujac wykorzystanie
wodoru w zwaczu, ograniczaja produkcje i emisj¢ metanu oraz zwigkszaja zawartos§¢
niezbednych nienasyconych kwasow tluszczowych w produktach pochodzenia

Zwierzecego.
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3. Cel badawczy

Celem badan jest ocena mozliwosci zastosowania dodatkow zawierajagcych nosniki
biologicznie aktywnych substancji jako komponentow dawki pokarmowej stosowane;j
W Zywieniu jagniat, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich wptywu na modulowanie
procesbw  metanogenezy oraz biouwodorowania nienasyconych  kwaséw

thuszczowych w zwaczu w warunkach in vitro 1 in vivo.
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4. Material i metody

W celu weryfikacji postawionej hipotezy badawczej przeprowadzono cykl
doswiadczen. Pierwsze badania, opublikowane w czasopismie PLoS One (,,Ruminal
fermentation, microbial population and lipid metabolism in gastrointestinal nematode-
infected lambs fed a diet supplemented with herbal mixtures”), zostaty podzielone na dwa
etapy: badania in vitro oraz in vivo.

W doswiadczeniach in vitro wykorzystano system krotkoterminowej hodowli
typu batch culture. Natomiast w badaniach in vivo, od jagnigt pobrano poubojowo probki
ptynu Zwacza i mig¢sa. Badania te przeprowadzono we wspotpracy z Centrum Nauk
Biologicznych Stowackiej Akademii Nauk, Instytutem Fizjologii Zwierzat w Koszycach.

Badania in vitro, wchodzace w sktad publikacji ,,The Potential of Paulownia Leaves
Silage Utilization Instead of Alfalfa Silage in the Lamb’s Diet for Smart Feedlot Farming
and Quality Meat Production,” zostaly przeprowadzone w laboratorium Katedry
Zywienia Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. PoniZej przedstawiono

uktad doswiadczen (Tabela 1).

Tabela 1. Skrocony schemat badan wykorzystanych w doswiadczeniach

przeprowadzonych w ramach pracy doktorskie;.

Cykl badan Material badawczy Doswiadczenie

in vitro- batch culture
| Suszone mieszaniny ziot in vivo- jagnigta utrzymywane

w warunkach produkcyjnych

11 Liofilizowane liscie paulowni
in vitro- batch culture
(P. tomentosa % P. fortune)
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4.1 Doswiadczenia w ramach I cyklu badan
4.1.1 Material doswiadczalny

Materiat doswiadczalny stanowily mieszaniny ziot (MIX 1 1 MIX 2).
Sktad i procentowy udziat w mieszaninie zostal przedstawiony w tabelach 2 i 3.

Tabela 2. Kompozycje mieszanin ziét (MIX 1).

Kompozycja mieszaniny ziot 1 (MIX 1)

Procentowy udzial

Gatunek Rodzina Czes¢ rosliny rosliny (%)
Artemisia absinthium L. Asteraceae Lodygi 1
Matricaria chamomilla L. Asteraceae Kwiaty 13,4
Foeniculum vulgare Mill. Apiaceae Nasiona 5
Fumaria officinalis L. Papaveraceae Lodygi 13,4
Hyssopus officinalis L. Lamiaceae Lodygi 13,4
Malva sylvestris L. Malvaceae Kwiaty 13,4
Melissa officinalis L. Lamiaceae Lodygi 13,4
Plantago lanceolata L. Plantaginaceae Liscie 13,4
Solidago virgaurea L. Asteraceae Lodygi 13,4

Tabela 3. Kompozycje mieszanin ziét (MIX 2) .

Kompozycja mieszaniny ziol 2 (MIX 2)

. L x o e Procentowy udzial
Gatunek Rodzina Czesé rosliny

rosliny (%)

Artemisia absinthium L. Asteraceae Lodygi 1
Achillea milefolium L. Asteraceae Lodygi 12,4
Calendula officinalis L. Asteraceae Kwiaty 12,4
Matricaria chamomilla L. Asteraceae Kwiaty 12,4
Cichorium intybus L. Asteraceae Lodygi 12,4
Fumaria officinalis L. Papaveraceae Kwiaty 12,4
Hypericum perforatum L. Hypericaceae Lodygi 12,4
Malva sylvestris L. Malvaceae Lodygi 12,4
Urtica dioica L. Urticaceae Lodygi 12,4
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4.1.2 Uklad doswiadczenia w ramach I cyklu badan

Badania in vitro przeprowadzono w systemie hodowli okresowej - batch culture.
Ziota (MIX 11 MIX 2) pozyskano ze zrodet komercyjnych: AGROKARPATY, Plavnica,
Stowacja i BYLINY Mikes s.r.o., Cigenice, Czechy. W kazdej z mieszanek okreslono
koncentracj¢ substancji biologicznie aktywnych (Tabela 4).

Tabela 4. Zawarto$¢ glownych zwiazkoéw bioaktywnych zidentyfikowanych
w MIX 1 1 MIX 2 analizowanych za pomocg jonizacji ujemne;.

Mieszanina ziot 1 (MIX 1)

Zawartos¢ w przeliczeniu na

Zwiazek Wzor chemiczny
mg/g S.M
Kwasy fenolowe - 57,3
Flawonoidy - 41,5
Alkaloidy - 1,4
3-0-galaktozyd mirycetyny C21H20013 20,2
kwas 1,5-dikawoilochinowy C25H24012 15,4
kwas 3-O-kawoilochinowy Ci6H1809 11,3
kwas dihydrokawoilo-4-
i ) Ca5H26012 9,72
kawoilochinowy
Mieszanina ziél 2 (MIX 2)
Zawartos¢ w przeliczeniu na
Zwiazek Wzér chemiczny
mg/g S.M
Kwasy fenolowe - 22,2
Flawonoidy - 29,5
Alkaloidy - 1,33
3-O-kawoilochinowy Ci6H1809 6,91
kwas 1,5-dikawoilochinowy C25H24012 6,18
rutyna C27H30016 5,73
kwas 2-O-
Ci6Hi16011 3,64

feruloilohydroksycytrynowy
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Ptyn Zzwacza, wykorzystany do przygotowania buforowanego ptynu zwacza
w do$wiadczeniu in vitro, zostal pobrany poubojowo od 6 jagniat niezainfekowanych
pasozytem Haemonchus contortus (grupa kontrolna) oraz od 6 owiec zainfekowanych
tym pasozytem. Stopien zarazenia pasozytem ustalono na podstawie analizy katu.
Badania przeprowadzono wedtug nastepujacego schematu:

e Grupy kontrolne:
o Zainfekowana
o Niezainfekowana
e Grupy doswiadczalne:
o Zainfekowana przyjmujaca MIX 1
o Zainfekowana przyjmujaca MIX 2
o Niezainfekowana przyjmujaca MIX 1
o Niezainfekowana przyjmujaca MIX 2

Pobrany ptyn Zzwacza zostal przefiltrowany przez czterowarstwowa chuste
serowarska do dwoch butelek Schott Duran® (Schott North America, Inc., Corporate
Office, Elmsford NY 10523, USA) i natychmiast przetransportowany do laboratorium
w temperaturze 39—40°C. Nastepnie ptyn zwacza zostat zbuforowany w stosunku 1:4
zgodnie z procedurg opisang przez Szumacher-Strabel i wsp. (2011).

Tak przygotowany buforowany ptyn zwacza zostal przeniesiony w warunkach
beztlenowych do butelek (penicylinowek) zawierajagcych badane substraty.

Grupy kontrolne, zaréwno niezainfekowana, jak i zainfekowana, zawieraly
po 400 mg substratu, sktadajacego si¢ z 252 mg suchej masy siana i 148 mg suchej masy
paszy tresciwej. Sktad chemiczny oraz profil kwasow ttuszczowych zastosowanych pasz
1 dodatkéw mieszanin ziotowych uzytych w doswiadczeniu przedstawiono w tabeli 5.
W grupach doswiadczalnych mieszanki ziolowe (MIX 1 1 MIX 2) stanowily 9%
dodatkowej ilosci analizowanego substratu, co odpowiadato 36 mg na butelkg.
Po dodaniu ptynu zwacza, butelki nasycono dwutlenkiem wegla, szczelnie zamknigto
gumowymi korkami 1 zakapslowano aluminiowymi zatyczkami. Nastepnie umieszczono
je w inkubatorze (Galaxy 170R, Eppendorf North America Inc., Hauppauge, NY)
na 24 godziny w temperaturze 39°C, w warunkach beztlenowych, z okresowym
mieszaniem zawartosci.

Przed otwarciem butelek zmierzono objetos¢ wytworzonego gazu na podstawie
ci$nienia, za pomocg manometru z przetwornikiem (Premagas, Stard Turd, Stowacja).

Do analizy stezenia metanu pobrano probki gazu o objetosci 500 pl, ktére nastgpnie
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poddano analizie chromatograficznej przy uzyciu gazowego chromatografu PerkinElmer
Clarus 500 (Perkin Elmer, Inc., Shelton, CT, USA).

Z kazdej butelki pobrano takze ptyn zwacza do analizy pH, oznaczenia st¢zenia
lotnych kwasow ttuszczowych (LKT), ste¢zenia amoniaku oraz liczebnosci populacji
mikroorganizméw (pierwotniakdw, bakterii i metanogenéw). Dodatkowo okreslono
strawnos$¢ suchej masy (IVDMD).

Tabela 5. Sktad chemiczny oraz profil kwasow ttuszczowych zastosowanych pasz oraz

dodatkéw mieszanin ziotowych.

Siano Pasza MIX 1 MIX 2
lakowe tresciwa
Sklad chemiczny dawki pokarmowej, g/kg suchej masy
Bialko ogolne 163 309 160 180
aNDF! 825 140 500 460
ADF? 522 90 360 350
Popiol surowy 39 29 110 110
Profil kwasow tluszczowych, g/100 g KT
C12:0 1,06 0,11 0,12 0,41
C14:0 0,9 0,34 0,36 1,57
C16:0 18,6 14,0 12,5 25,0
C18:0 5,09 2,26 3,22 8,84
C18:1 cis-9 14,5 19,4 223 8,80
C18:2cis-9 cis-12 36,3 55,6 26,9 25,3
C18:2 cis-9 cis-12 cis-15 (ALA)? 9,50 2,46 11,9 9,28
C20:3n-6 1,95 0,23 1,04 0,78
C20:5n-3 (EPA)* 0,19 0,05 0,19 0,09
C22:5n-3 (DPA)3 0,35 0,06 0,22 0,42
C22:6n-3 (DHA)® 1,21 0,20 0,30 0,42
Pozostale kwasy tluszczowe’ 10,3 5,29 20,9 19,1
SFA3 29,4 18,0 17,9 37,8
UFA’® 70,6 82,0 82,1 62,2
MUFA! 20,7 22,9 41,1 26,0
PUFA! 49,8 59,2 41,0 36,2
n-6 38,6 56,4 28,4 26,3
n-3 25,9 22,2 12,6 9,84

1aNDF - neutralne wiokno detergentowe oznaczone o-amylaza; 2ADF- widkno detergentowo kwasne; SALA- kwas a-
linolenowy; “EPA- kwas eikozapentaenowy;

SDPA- kwas dokozapentaenowy; °DHA- kwas dokozaheksaenowy; ’C10:0, C14:1, C15:1, C16:1, C18:1 cis-11, C20:0,
C11:1 n-9, C22:0, C23:0, C24:1; 8SFA- nasycone kwasy ttuszczowe; "UFA-nienasycone kwasy ttuszczowe; '"MUFA-
jednonienasycone kwasy ttuszczowe; 'PUFA- wielonienasycone kwasy tluszczowe.
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4.1.3 Doswiadczenie w warunkach in vivo w ramach I cyklu

Kolejnym krokiem w weryfikacji postawionej hipotezy badawczej byto
przeprowadzenie doswiadczenia in vivo z udziatem 24 jagniat o sredniej masie ciata 11,7
+ 1,23 kg, w wieku 3—4 miesiecy. Zwierzgta utrzymywano grupowo w boksach przez 15
dni w celu adaptacji do dawki pokarmowej. Po okresie adaptacyjnym jagnigta podzielono
losowo na cztery grupy (n = 6):

¢ Grupa kontrolna niezainfekowana (CN),

¢ Grupa kontrolna zainfekowana pasozytem Haemonchus contortus, zywiona

dieta kontrolna,

e Grupa niezainfekowana, zywiona dieta kontrolng z dodatkiem mieszanki

ziotowej 1 (MIX 1),
e Grupa niezainfekowana, zywiona dieta kontrolng z dodatkiem mieszanki
ziolowej 2 (MIX 2).

Zakazenie jagnigt przeprowadzono doustnie, podajac 5000 larw trzeciego stadium
pasozyta H. contortus. Jagnigta zywiono dawka podstawowa, sktadajaca si¢ z siana
takowego (ad libitum) oraz 500 g suchej masy (SM) komercyjnej paszy tresciwej na dzien
na jagni¢, przy szacowanym tempie wzrostu 150 g/dzien. Sktad 1 kg paszy tresciwej
obejmowat:

e 700 g/kg jeczmienia,

e 220 g/kg $ruty sojowej,

o 48 g/kg otrgbow pszennych,

e 5 g/kg buforu,

e 27 g/kg premiksu mineralno-witaminowego.

W grupach otrzymujacych dodatki ziolowe, podawano MIX 1 1 MIX 2 w dawce
100 g SM na dzien. Zaréwno w do$wiadczeniach in vitro, jak 1 in vivo, wykorzystano
te same pasze 1 mieszanki ziolowe (Tabela 5). Podczas calego doswiadczenia jagnigta

mialy swobodny dostep do wody pitne;.
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4.2 Doswiadczenie w ramach II cyklu badan

4.2.1 Material doswiadczalny

Materiat doswiadczalny stanowity liscie paulowni
(P. tomentosa * P. fortune hybrid), zebrane w 2019 roku z czterech réznych plantacji
polozonych w Polsce. Materiat kontrolny, w postaci lucerny, zostal zebrany w fazie
kwitnienia. Zaréwno liscie paulowni, jak i lucern¢ pocieto na kawatki o wielkosci okoto
1,5 cm 1 zakiszono z dodatkiem mikrobiologicznym do kiszonki (4gricol Sil, Microferm
Ltd, Wielka Brytania).

Dodatek mikrobiologiczny zawierat szczepy: Lactobacillus plantarum DSMZ
16627, Pediococcus acidilactici NCIMB 30005 oraz Lactobacillus paracasei NCIMB
3015. Przygotowany materiat umieszczono w mikrosilosach o pojemnos$ci 4 dm?, zgodnie
z protokolem Huang i wsp. (2021). Mikrosilosy przechowywano w zaciemnionym
miejscu w temperaturze okoto 20-25°C. Po 8 tygodniach fermentacji czgs$¢ mikrosilosow
otwarto, a pobrane probki poddano analizie chemiczne;.

Aktywne zwiazki bioaktywne, sktad chemiczny oraz profil kwasow tluszczowych

zastosowanych dawek pokarmowych przedstawiono w tabelach 6 1 7.
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paulowni.

Wyszczegolnienie
Wzor Zawartos¢ w przeliczeniu
Zwiazek
chemiczny na mg/g S.M
1-O-Kafeoilo-6-O-alfa-
ramnopiranozylo-beta- C21H28013 0,50
glikopiranozyd
Kwas dihydroksycynamonowy CoHsgO4 0,20
Kwas 2-hydroksy-2-
fenylopropionowy Co0s 023
[zomer kamneozydu C29H36016 0,14
[zomer kamneozydu C29H36016 1,40
ND! - 0,79
4’,7-O-diglukuronid luteoliny C27H26017 0,23
Kampneozyd I C30H33016 0,14
Izoakteozyd C29H36015 1,49
Akteozyd C29H360:15 6,74
Apigenina 7-[ramnozylo-(1-
>2)-galakturonid] CortlasOns 015
Acetyloakteozyd (tubulozyd B)  C31H33016 0,24
Epimeredinozyd A C31H40015 0,33
Didehydroksyakteozyd C29H36013 0,19
Dihydroksyflawon (luteolina) Ci15H1006 1,20
Trihydroksyflawon (apigenina)  Ci5H100s 0,41

'ND- zwigzki nie okreslone

Tabela 6. Zawarto$¢ gtownych zwigzkow bioaktywnych zidentyfikowanych w li§ciach
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Tabela 7. Sktad chemiczny oraz profil kwaséw tluszczowych kiszonek z lucerny i lisci

paulowni, siana lgkowego oraz paszy tresciwe;j.

Wyszczegolnienie Kiszonka Kiszonka Stano Koncentrat
z lucerny z paulowni lakowe
Swieza masa, g/kg 268 237 - -
Sucha masa, g/kg 911 928 914 887
Sklad chemiczny paulowni, g’kg SM
Masa organiczna 911 928 859 828
Bialko ogolne 188 172 90 208
Popiol surowy 287 185 376 106
Thuszcz surowy 29,8 18,1 10,6 34,7
Profil kwasow tluszczowych, g/100 g KT
C12:0 0,94 0,24 1,48 0,16
C14:0 0,85 0,70 0,88 0,28
C16:0 20,3 29,3 19,2 11,4
C16:1 1,76 4,45 1,58 1,24
C18:0 4,74 4,45 4,41 2,34
C18:1 cis- 9 4,91 7,39 8,33 45,4
C18:2 cis- 9 cis- 12 19,4 16,2 23,2 25,2
C18:3 cis- 9 cis- 12 cis- 15 39,2 31,2 34,9 4,6
Pozostale kwasy
thuszczowe! 4,91 3,63 6,09 8,97
SFA? 30,3 38,1 26,7 14,7
UFA? 69,7 61,9 73,3 85,3
MUFA* 7,2 12,5 10,8 55,1
PUFAS3 62,5 49,4 62,5 30,2
n-6 21,6 34,4 48,8 50,8
n-3 39,2 31,2 34,9 4,63
n-6/n-3 0,55 1,14 1,40 10,96

Pozostate kwasy ttuszczowe: C8:0, C10:0, C14:1, C18:1¢c11, C20:0, C20:3n6, C23:0; C24:0, C20:5n3, C24:1, C22:6n3;
2SFA- nasycone kwasy ttuszczowe; *UFA- nienasycone kwasy tluszczowe; *“MUFA- jednonienasycone kwasy

tluszczowe; "PUFA- wielonienasycone kwasy thuszczowe.
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4.2.2 Doswiadczenie w warunkach in vitro w ramach II cyklu badan - batch culture

W ramach drugiego cyklu badan przeprowadzono do$wiadczenie in vitro

z wykorzystaniem systemu batch culture. W tej czesci rozprawy doktorskiej badania

ograniczono wylacznie do warunkow in vitro.

Ptyn Zwacza zostal pobrany od czterech jagnigt (w wieku 8 miesigcy)

1 transportowany w butelkach w temperaturze 39°C. Po dostarczeniu ptynu

do laboratorium Katedry Zywienia Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu,

zostal on zbuforowany zgodnie z procedurg opisang przez Bryszak 1 wsp. (2019).

Nastepnie do wstgpnie wygrzanych szklanych buteleczek inkubacyjnych (Midland

Scientific, Omaha, NE) dodano po 40 ml zbuforowanego pltynu zwacza.

Buteleczki podzielono na pig¢ grup:

Grupa kontrolna: zawierata 100% kiszonki z lucerny,

Grupa doswiadczalna 1: zawierala 25% kiszonki z paulowni i 75% kiszonki
z lucerny,

Grupa doswiadczalna 2: zawierala 50% kiszonki z paulowni 1 50% kiszonki
z lucerny,

Grupa doswiadczalna 3: zawierala 75% kiszonki z paulowni i 25% kiszonki
z lucerny,

Grupa doswiadczalna 4: zawierata 100% kiszonki z paulowni.
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Tabela 8. Sktadniki dawki pokarmowej i ich proporcje w doswiadczeniu batch culture.

Skladnik PLS PLS
CON PLS 25% PLS 100%
pokarmowy, g/kg SM 50% 75%
Kiszonka z lucerny 429 322 215 107 0
Kiszonka z paulowni 0 107 215 322 429
Siano tgkowe 148 148 148 148 148
Pasza treSciwa* 423 423 423 423 423

CON: Kontrola zawierajaca 100% kiszonki z lucerny; PLS 25, 50, 75 1 100%: Kiszonka z lisci paulowni
zmieszana z kiszonka z lucerny w proporcji 75, 50, 25 i 0%. * - pasza treSciwa zawierata 21% biatka

ogo6lnego.

Kazda grupa obejmowata 5 powtorzen technicznych, realizowanych przez trzy
kolejne dni, co tgcznie dawato 15 powtdrzen. Po dodaniu zbuforowanego ptynu zwacza
kazda buteleczk¢ nasycono dwutlenkiem wegla, szczelnie zamknigto gumowymi
korkami 1 zakapslowano aluminiowymi nakladkami. Tak przygotowane butelki
umieszczono w inkubatorze (Galaxy 170R, Eppendorf North America, Hauppauge, NY)

1 wytrzgsano w odstepach co okoto 30 minut.

4.3 Metody analityczne

Wszystkie opisane ponizej metody postuzyly do wykonania analiz

w doswiadczeniach in vitro i in vivo, zarbwno w pierwszym, jak i drugim etapie badan.

4.3.1 Sklad podstawowy pasz

Analize sktadu podstawowego pasz w badanych komponentach
pokarmowych przeprowadzono wedlug metod AOAC (2007). Przeprowadzono
nastepujace analizy: sucha masa (metoda nr 934.01), popiot surowy (metoda nr 942.05),
biatko ogolne (Kiel-Foss Automatic 16 210 A/S N. Foss Electric, metoda nr 976.05),
thuszcz surowy (Soxtec System HT, metoda nr 973.18). Analiza neutralnego wtokna
detergentowego zostata wykonana zgodnie z metodyka opisang przez Van Soest 1 wsp.

(1991).
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4.3.2 Okreslenie skladu i zawartoSci substancji bioaktywnych

W doswiadczeniach z pierwszego etapu badan, w celu okreslenia substancji
bioaktywnych w mieszankach MIX 1 i MIX 2, probki zmielono (1 mm otwory w sicie).
Nastepnie po 7 g kazdej mieszanki ekstrahowano w 0,5 M H.SO. w kapieli
ultradzwickowe]j w temperaturze 25°C przez 20 minut. Ekstrakcje powtdrzono,
a polaczone przesacze doprowadzono do pH 9-10 za pomoca 1 M NaOH. Kolejno probki
rozdzielono za pomocg CHCIls, warstwe organiczng zebrano, odparowano do sucha
pod cisnieniem 1 rozpuszczono w 80% MeOH do dalszej analizy.

Substancje bioaktywne analizowano metoda UHRMS przy uzyciu systemu
UltiMate 3000RS (Thermo Scientific, Darmstadt, Niemcy) z detektorem aerozolowym
sprzezonym z kwadrupolowym spektrometrem masowym (Compact, Bruker Daltonik
GmbH, Bremen, Niemcy). Catkowitg zawarto$¢ substancji bioaktywnych okre§lono jako
ekwiwalent chelidoniny (CAS 476-32-4), na podstawie krzywych kalibracyjnych
opartych na siedmiu punktach st¢zenia chelidoniny (od 200 do 1,2 pg/ml). Alkaloidy
rozdzielono w tych samych warunkach chromatograficznych, co zwigzki fenolowe,
z wyjatkiem zastosowanego gradientu (od 7 do 70% fazy B w fazie A w ciagu 20 minut).
Wszystkie analizy przeprowadzono w trzech powtorzeniach.

W doswiadczeniach z drugiego cyklu badan prébki lisci paulowni trzykrotnie
ekstrahowano w 80% metanolu przez 60 minut w temperaturze 40°C. Ekstrakt nastepnie
wysuszono 1 rozpuszczono Ww zakwaszonej wodzie Milli-Q. Oczyszczanie
przeprowadzono metoda fazy statej przy uzyciu wkiadoéw Oasis HLB 3cc Vac, 60 mg
(Waters Corp., Milford, MA, USA). Zanieczyszczenia usuni¢to przez przemycie
wktadow 0,5% 1 80% metanolem. Nastepnie ekstrakty wysuszono ponownie
1 rozpuszczono w 1 ml zakwaszonego 80% metanolu. Przed analizg spektrometryczng
probki odwirowano przy 23 000 % g przez 5 minut. Probki przechowywano
w temperaturze -20°C zgodnie z metoda Petri¢ i wsp. (2020). Wszystkie analizy

wykonano w trzech powtorzeniach.
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4.3.3 Wartos¢ pH i koncentracja amoniaku

W obu cyklach badan pH mierzono bezposrednio po pobraniu probek za pomoca
pH-metru (typ CP-104, Elmetron, Zabrze, Polska). Stezenie amoniaku okreslono metoda
kolorymetryczng Nesslera, zgodnie z opisem podanym przez Bryszak i wsp. (2019).

Po 24 godzinach inkubacji w buteleczkach (w do$wiadczeniach typu batch culture)
pobrano 3,6 ml zbuforowanego plynu zwacza, ktory nastgpnie wirowano przy 12 000
obrotow na minut¢ przez 5 minut. Z supernatantu pobrano 100 pl 1 przeniesiono
do probowek zawierajacych:

e 200 pl 1% alkoholu poliwinylowego,

e 200 pl 2% winianu potasowo-sodowego,

e 200 pl odczynnika Nesslera,

e 19,3 ml wody dejonizowane;.

Tak przygotowane probki inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut.
Nastepnie przeprowadzono spektrofotometrie, przy czym kazda probke analizowano
w trzech powtdrzeniach. Probka kontrolng ($lepa) byla mieszanina odczynnikow,

w ktorej zamiast ptynu zwacza dodano 100 pl wody dejonizowane;.

4.3.4 Strawnos$¢ suchej masy in vitro 1VDMD)

Aby okresli¢ strawno$¢ suchej masy in vitro (IVDMD), po zakonczeniu
doswiadczen zawarto$¢ buteleczek wirowano przez 10 minut przy 12 000 obrotdw/min.
Nastepnie osad przenoszono do uprzednio zwazonych tygli. Tygle z probkami suszono
w temperaturze 105°C przez 72 godziny. Strawno$¢ obliczono na podstawie ubytku masy

organicznej paszy.

4.3.5 Lotne kwasy tluszczowe

W celu okreslenia koncentracji lotnych kwasow thuszczowych (LKT), 3,6 ml
ptynu zwacza zakonserwowano w 0,4 ml 46 mM HgCl., a nast¢pnie przechowywano
w temperaturze -20°C. W dniu analizy prébki rozmrazano i wirowano przez 10 minut
przy 12 000 obr/min. Uzyskany supernatant przenoszono do szklanych fiolek (2 ml)
1 umieszczano w autosamplerze chromatografu gazowego Varian CP 8200 (Varian
Chrompack CP-3380). Chromatograf byl wyposazony w detektor ptomieniowo-
jonizacyjny FID (flame ionization detector), kolumng kapilarng (30 m x 0,25 mm; Agilent
HP-Innowax, 19091N-133, Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Gazem no$nym
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byt wodor o przeptywie 25 ml/min. Temperatura pieca wynosita 185°C, temperatura
nastrzyku 220°C, a detektora 120°C.

Do analizy wykorzystano standardy kwasow firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA):
octowego, propionowego, 1izomastowego, mastowego, izowalerianowego
oraz walerianowego. Czas trwania analizy wynosil 15 minut. Identyfikacj¢ jakosciowa
i ilosciowa LKT przeprowadzono metoda standardu zewnetrznego, wykorzystujac pole

powierzchni pikéw chromatograficznych.

4.3.6 Dlugolancuchowe kwasy tluszczowe

Profil dtugotancuchowych kwaséw thuszczowych okre§lono zarowno w probach
z badan in vitro, jak 1 in vivo (paszach, komponentach paszowych, ptynie zwacza,
surowicy, watrobie, mig¢sniu najdluzszym grzbietu oraz tluszczu okotonerkowym)
zgodnie z zmodyfikowang metodyka opisang przez Bryszak i wsp. (2019). Pobrane
probki poddano hydrolizie przez 40 minut w bloku grzejnym w 3 ml 2 M NaOH,
w temperaturze 90°C. Metodyka byta identyczna dla wszystkich prob, roznita si¢ jedynie
ilo$cig materialu uzytego do analizy.

W celu obnizenia pH 1 zwigkszenia efektywnosci ekstrakcji kwasow
thuszczowych, do schtodzonych probek dodano 2 ml 4 M roztworu HCI. Nastepnie kazda
probke wzbogacono o 3,5 ml destylowanego eteru dietylowego. Probki wytrzasano
na wytrzasarce (Vortex-Genie 2) przez 30 minut, a nast¢pnie wirowano przez 1 minute
w wirowce typu MPW 211 (5000 obr/min). Uzyskane fazy organiczne przeniesiono
za pomocg szklanych pipet Pasteura do probowek o pojemnosci 15 ml. Procedurg
ekstrakcji powtorzono dwukrotnie. Zebrane fazy organiczne odparowano w atmosferze
azotu BIP w temperaturze 30°C, a nast¢pnie poddano procesowi derywatyzacji.
Do odparowanej frakcji dodano sita molekularne (typ 4A, Chempur) i 2 ml 0,5 M
roztworu NaOH w metanolu, a nastepnie doprowadzono do wrzenia. Po 3 minutach
gotowania dodano 3 ml tréjfluorku boru (10%, 1,3 M; Fluka) i ponownie gotowano przez
4 minuty. Nastepnie probki wzbogacono o 7 ml 0,34 M NacCl oraz 0,5 ml destylowanego
heksanu, wytrzagsano do uzyskania jednorodnego roztworu, a nast¢pnie wirowano
(5000 obr/min). Fazg organiczng przeniesiono do fiolek o pojemnosci 1,5 ml.

Probki  poddano  analizie za pomoca chromatografu  gazowego
(GC Bruker 456-GC, USA) wyposazonego w detektor ptomieniowo-jonizacyjny (FID).

Rozdziat dhugotancuchowych kwaséw tluszczowych przeprowadzono na kolumnie
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kapilarnej Chrompac CP 7420 (Agilent HP) o wymiarach 100 m x 25 mm. Objetos¢
nastrzyku wynosita 1 pl, a gazem no$nym byt wodor o przeptywie 1,3 ml/min.
Temperatury w urzadzeniu byly ustawione nast¢pujaco:
e dozownik: 200°C,
e detektor: 250°C,
e piec: 120°C przez 7 minut, nastgpnie wzrost do 140°C (7°C/min),
a po 10 minutach wzrost do 240°C (4°C/min).

Calkowity czas analizy wynosit 55 minut na probke. Kwasy tluszczowe
identyfikowano na podstawie czasow retencji standardéw zewnetrznych FAME
(fatty acids methyl ester; 37 FAME Mix, Supelco, Sigma Aldrich) oraz mieszaniny
sprzezonych izomeréw kwasu linolowego (CLA methyl esters, Sigma Aldrich),
przy uzyciu oprogramowania Galaxie Work Station 10.1 (Varian, USA). Zawarto$¢

poszczego6lnych kwasoéw thuszezowych wyrazono w g/100 g kwasow tluszczowych.

4.3.7 Liczebnos$¢ pierwotniakow, bakterii i metanogenow

Liczebno$¢ pierwotniakow w plynach zwacza okreSlono wedlug metody
Michatowskiego i wsp. (1986). Ptyn zwacza utrwalono w 4% formalinie, a nastg¢pnie,
przy uzyciu mikroskopu $wietlnego Zeiss Primo Star no. 5 (Zeiss, Jena, Niemcy)
pod powigkszeniem 100-krotnym, oceniono populacj¢ pierwotniakéw. Wielkos$¢ kropli
bylta zalezna od rodzaju liczonej grupy pierwotniakéw, zgodnie z metodyka opisang przez
Williams 1 Colemana (1992). Dla okreslenia rodzaju Entodiniomorpha na szkietko
podstawowe nanoszono 10 pl probki, natomiast dla rodzaju Holotricha - 100 pl.
Uzyskane wyniki przeliczano, uwzgledniajac zastosowane rozcienczenia.

Populacje bakterii 1 metanogenow okreslono metodg Fluorescencyjnej
Hybrydyzacji In Situ (FISH). Do analizy 50 pl ptynu zwacza rozcienczono w soli
fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS) i naniesiono na filtry poliwegglanowe
o $rednicy poréw 0,22 um (Frisentte KO2BP02500), a nastgpnie odessano (Vacuum KNF
Vacuport-Neuberg). Filtry przenoszono na krazki celulozowe 1 odwodniono
w roztworach etanolu o roznych stezeniach (50%, 80%, 90%) przez 3 minuty.

Hybrydyzacje przeprowadzono w 50 ul buforu hybrydyzacyjnego sktadajacego
siec z 09 M NaCl, 20 mM Tris/HClI (pH 7,2), 0,1 g/l SDS, oraz sond
oligonukleotydowych. Uzyte sondy obejmowaly: S-D-Arch-0915-a-A-20 (wszystkie
metanogeny), S-O-Mmic-1200-a-A-21 (Methanomicrobiales),
oraz S-F-Mbac-0310-a-A-22 (Methanobacteriales). Po hybrydyzacji filtry przemywano
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w buforze przemywajacym (20 mM Tris/HCI, pH 7,2; 0,1 g/l SDS; 5 mM EDTA)
przez 20 minut w temperaturze 48°C. Nastepnie filtry delikatnie ptukano w wodzie
destylowanej, suszono na powietrzu i montowano na szkietkach przedmiotowych
z uzyciem $rodka przeciw blakni¢ciu VectaShield (Vector Laboratories nr H-1000)
zawierajacego DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol). Aby odrozni¢ catkowita liczbe
bakterii (DAPI) od innych metanogenéw w plynie zwacza, filtry przechowywano
w temperaturze 4°C przez 1 godzine w ciemnosci, po czym wizualizowano je za pomocg
mikroskopu Axio Imager M2 (Carl Zeiss Iberia, Madryt, Hiszpania). Analiza obrazoéw
zostala wykonana za pomoca programu Imagel ver. 1.6.0 24. Uzyte sondy zestawiono
w Tabeli 9.

Tabela 9. Zestawienie sond uzytych w analizie metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji

in situ (FISH).

Nazwa sondy Grupa docelowa Sekwencja 5'-3'

S-D-Arch-0915-a-A-

20 Archaea GTGCTCCCCCGCCAATTCCT
S-F-Mbac-0310-a-A-

- Methanobacteriaceae CTTGTCTCAGGTTCCATCTCCG
S-O-Mmic-1200-a-A-

. Methanomicrobiales CGGATAATTCGGGGCATGCTG

4.3.8 Analiza DNA bakterii bioracych udzial w procesie biouwodorowania

W celu ilosciowego oznaczenia bakterii biorgcych udzial w procesie
biouwodorowania  (Butyrivibrio  proteoklasticus, ~ Butyrivibrio  fibrisolvens,
Ruminococucus flavefaciens, Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus) wykonano
analiz¢ qPCR. DNA wyizolowano za pomoca Mini Bead-Beater (BioSpec, Bartlesville,
OK, USA), a nastepnie oczyszczono (QIAamp DNA Stool Mini Kit; Qiagen, Hilden,
Niemcy). Stezenia 1 jakos¢ DNA mierzono za pomocg spektrofotometru NanoDrop 2000
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). Oznaczone bakterie, jak 1 liste starterow

zamieszczono w Tabeli 10.
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Tabela 10. Lista starterow dla bakterii biorgcych udzial w procesie biouwodorowania.

Gatunek Sekwencja starteru forward 5'-3' Sekwencja starteru reverse 3'-5'
Butyrivibrio CCCTAGTGTAGCGGTGAAATG TTAGCGACGGCACTGAATGCCTA
proteoklasticus
Butyrivibrio
: ACACACCGCCCGTCACA TCCTTACGGTTGGGTCACAGA
fibrisolvens
Ruminococucus CGAACGTAGACTATTTGAGCT ATGTTATGAGGTATTACC
flavefaciens
Fibrobacter
. GTTCGGAATTACTGGGCGTAAA CGCCTGCCCCTGAACTATC
Sl/lCCll’lOgel’IeS
Rum Z’;ngccus CCCTAAAAGCAGTCTTAGTTCG CCTCCTTGCGGTTAGAACA

4.3.9 Produkcja metanu

Po 24 godzinach inkubacji rejestrowano catkowita objeto$¢ gazu oraz mierzono
wytwarzanie metanu (CHa). Calkowitg ilo$¢ gazu wytwarzanego podczas fermentacji
substratu okreslano poprzez odjgcie objetosci gazu wytwarzanego w buteleczce bez
substratu (proba slepa) od objetosci gazu wytwarzanego w buteleczkach zawierajacych
substrat 1 buforowany ptyn zwacza. Produkcj¢ CH4 analizowano, pobierajac 500 pl gazu
do gazoszczelnej strzykawki (GASTIGHT® Syringes, Hamilton Bonaduz AG,
Szwajcaria) z przestrzeni nad roztworem w buteleczkach. Nastepnie gaz wprowadzano
do chromatografu gazowego SRI310 wyposazonego w detektor przewodnosci cieplnej
(TCD) 1 kolumng Carboxen (INS.S, SUPELCO). Gazem no$nym byl azot o statym
natezeniu przeptywu 30 ml/min.
Program temperaturowy pieca byt nastepujacy: poczatkowa temperatura 180°C
utrzymywana przez 1,5 minuty, po czym temperatura wzrastata o 20°C na minutg,
az do osiagnigcia 220°C. Zaobserwowane piki identyfikowano, a st¢zenie CHa
wyznaczano poprzez porownanie czasow retencji z odpowiednimi standardami gazow
(Mix Gas 5,63% CO-, 5,56% CHa, 5,10% Hz, oraz pozostatosci N2, Multa S.C. Poland)

przy uzyciu oprogramowania PeakSimple ver. 3.29.
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4.4 Obliczenia

Na podstawie profilu kwaséw thuszczowych (KT) obliczono wskazniki
desaturacji, aterogennosci oraz trombogennosci zgodnie z wytycznymi przedstawionymi
w pracach Brogna i wsp. (2011), Chilliard i wsp. (2003) oraz Ulbricht 1 Southgate (1991).
Produkcje metanu i wodoru, a takze wykorzystanie wodoru, oszacowano na podstawie

obliczen stechiometrycznych opisanych w pracy Wolin (1960).

4.5 Analiza statystyczna

Wszystkie dane z pierwszego cyklu badan przeanalizowano za pomoca

oprogramowania statystycznego SAS (University Edition, wersja 9.4). W eksperymencie
1 (badanie in vitro) dane analizowano przy uzyciu procedury PROC MIXED, stosujac
modele zawierajace grupe niezainfekowang i1 zainfekowang oraz ich interakcje jako
czynniki stale, a kazdy kolejny przebieg traktowano jako czynnik losowy.
W eksperymencie 2 (badanie in vivo) dane, z wyjatkiem peroksydacji lipidow,
analizowano za pomocg jednokierunkowego modelu ANOVA przy uzyciu
procedury PROC GLM. Dwuczynnikowa ANOVA (GraphPad Prism, GraphPad
Software, Inc., San Diego, USA) zastosowano do analizy utleniania lipidow w surowicy
i migsie w celu zbadania wplywu leczenia  dietetycznego, czasu
pobrania/przechowywania probek oraz ich interakcji. Istotne réznice migdzy grupami
leczonymi badano za pomocg testu post-hoc Tukeya (P < 0,05). Wszystkie wartosci
przedstawiono jako $rednie z potaczonymi btedami standardowymi $rednich.

W drugim cyklu badan niniejszej dysertacji doktorskiej dane przeanalizowano za
pomoca testu normalnosci Shapiro-Wilka (Shapiro 1 Wilk, 1965). Przeprowadzono
jednokierunkowg (grupa/dawka) wieloczynnikowa analize¢ wariancji (MANOVA).
Nastepnie przeprowadzono jednokierunkowe analizy wariancji (ANOVA) w celu
okreslenia glownych efektow grupy na zmienno$¢ poszczegdlnych cech. Obliczono
srednie arytmetyczne oraz bledy standardowe $rednich. Dodatkowo zastosowano test
najmniej znaczacych rdéznic Fishera (LSD) na poziomie istotnoscia = 0,05.
Dla wszystkich obserwowanych cech uzyskano kontrasty liniowe i kwadratowe.

Do analiz wykorzystano pakiet oprogramowania statystycznego GenStat v. 22 (VSN

International Genstat for Windows, 2022).
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5.Wyniki

5.1 Doswiadczenie w warunkach in vitro w ramach I cyklu

5.1.1 Wplyw mieszanek ziolowych i zakazenia Haemonchus contortus na
podstawowe parametry Zzwacza

W badaniach in vitro zakazenie pasozytem (Haemonchus contortus, ZP)
spowodowato statystycznie istotne obnizenie pH (P < 0,01) z wartosci 6,24 w grupie
kontrolnej niezainfekowanej pasozytem (NP) do 6,12 w grupie kontrolnej ZP (Tabela 11).
Dodatkowo, w grupie otrzymujacej dodatek MIX 2, zawierajacy mieszanke ziot (piotun,
krwawnik pospolity, nagietek lekarski, rumianek pospolity, cykoria podroéznik, dymnica
pospolita, dziurawiec pospolity, §laz dziki oraz pokrzywa zwyczajna), réwniez
zaobserwowano redukcje pH w porownaniu do grupy kontrolnej NP (P <0,01).
Strawno$¢ suchej masy w warunkach in vitro ulegla statystycznie istotnej poprawie we
wszystkich grupach z dodatkiem mieszanek ziotowych (MIX 1 i MIX 2), niezaleznie od
zakazenia pasozytem H. contortus (P <0,01), zwigkszajac strawnos¢ w stosunku do grup
kontrolnych.

Produkcja metanu w grupie kontrolnej ZP byta mniejsza w poréwnaniu do grupy
kontrolnej NP (P = 0,03). Jednak w obu grupach (ZP i NP) nie zaobserwowano
statystycznie istotnych roéznic w produkcji metanu po zastosowaniu dodatkow
MIX 11 MIX 2.

Najnizsze, statystycznie istotne st¢zenie lotnych kwaséw tluszczowych (LKT)
(P < 0,01) odnotowano w grupie kontrolnej NP w poréwnaniu do wszystkich grup
suplementowanych MIX 1 1 MIX 2. W przypadku innych statystycznie istotnych rdznic
(kwas octowy, izomastowy, izowalerianowy, walerianowy oraz stosunek kwasu
octowego do propionowego) zaobserwowane réznice wynikaty gtownie z zakazenia
H. contortus, a nie z zastosowania dodatkow MIX 1 lub MIX 2.

Wszystkie powyzsze wyniki zestawiono w Tabeli 11.
5.1.2 Wplyw mieszanek ziolowych i zakazenia Haemonchus contortus na populacje
mikroorganizmow bytujacych w zwaczu.

W populacji mikroorganizméw obecnych w zbuforowanym plynie zwacza ogdlna
liczebno$¢ metanogendw w grupach ZP 1 NP z dodatkami MIX 1 lub MIX 2 byla
statystycznie istotnie nizsza (P < 0,01) w poréwnaniu do grup kontrolnych ZP 1 NP.
Liczba metanogenéw w grupie kontrolnej NP wynosita 1,07x107/ml, podczas gdy w

grupie kontrolnej ZP byla nizsza i wynosita 0,86x107/ml.
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Calkowita liczba bakterii w grupie NP z dodatkiem MIX 2 byla najnizsza sposrod
wszystkich grup 1 wynosita 4,06x10%ml. Wzgledny poziom transkryptow
dla Ruminococcus albus, Fibrobacter succinogenes oraz Butyrivibrio
proteoclasticus byt wyzszy w grupie kontrolnej ZP w porownaniu do grupy kontrolne;j
NP (odpowiednio P < 0,08; P <0,01; P <0,01). W grupach ZP zastosowanie mieszanek
ziot (MIX 1 lub MIX 2) spowodowalo statystycznie istotng redukcje liczebno$ci
wiekszosci analizowanych bakterii. Wyjatek stanowila populacja B. proteoclasticus,
ktorej liczebnos¢ statystycznie istotnie wzrosta po zastosowaniu dodatku MIX 1.

Wszystkie uzyskane wyniki zostaty zestawione w Tabeli 12.

5.1.3 Wplyw mieszanek ziolowych i zakazenia Haemonchus contortus na profil
wybranych kwaséw tluszczowych w buforowanym plynie zwacza

Zaobserwowano  statystycznie istotne zwigkszenie zawarto$ci kwasow
thuszczowych C18:0, C18:1 trans-10 oraz C18:1 trans-11 w grupie kontrolnej ZP
w porownaniu do grupy kontrolnej NP. Odwrotne zalezno$ci zaobserwowano
dla kwasow C18:1 cis-9 oraz C18:2 cis-9, cis-12 (Tabela 13).

W grupie NP otrzymujacej MIX 2 oraz w grupach ZP przyjmujacych
odpowiednio MIX 1 i MIX 2, zaobserwowano zmniejszenie zawartosci kwasu
a-linolenowego (ALA) w porownaniu do grup kontrolnych. W grupie NP, w ktorej
zastosowano dodatki MIX 1 1 MIX 2, odnotowano statystycznie istotnie (P < 0,01)
wyzsze proporcje kwasu C18:1 trans-11 oraz nasyconych kwasow tluszczowych (SFA)
w porownaniu do grupy kontrolne;.

W grupie NP z dodatkiem MIX 1 zaobserwowano statystycznie istotne obnizenie
zawartosci  jednonienasyconych (UFA), wielonienasyconych (PUFA) kwasow

thuszczowych oraz kwasow z grupy n-6 w porownaniu do grupy kontrolne;.
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Tabela 11. Wplyw mieszanek ziolowych i zakazenia Haemonchus contortus na podstawowe paramenty zwacza w warunkach in vitro.

Grupy niezainfekowane Grupy zainfekowane P- value

Parametr S Gupaixt Grupawixz G O Grupa Mgy zainiekovane Grum g
pH 6,24% 6,21° 6,08° 6,12° 6,04° 6,04° 0,01 <0,01 <0,01 0,01
IVDMD, % 53,9¢ 62,92 62,28 54,1¢ 63,3° 60,0° 0,70 0,47 <0,01 0,29
NHsz, mM 6,06° 7,322 6,632 6,09 6,443 6,102 0,13 0,08 0,03 0,29
Gaz wyprodukowany, ml 66,3* 67,9% 67,2° 59,1° 66,9° 66,9* 0,94 0,03 <0,01 0,02
CH4, mM 0,57° 0,802 0,592 0,612 0,46° 0,71% 0,04 0,37 0,70 0,02
CH4/ gaz wyprodukowany, mM/ ml 0,008 0,011* 0,009 0,010 0,007° 0,011* 0,001 0,74 0,67 0,03
CH4/IVDMD, mM/ml 2,51® 3,212 2,74 2,833 1,92° 3,132 0,20 0,52 0,63 0,05

Profil Lotnych Kwasow Thuszczowych (LKT)

Koncentracja LKT, mM 52,5¢ 57,12 55,72 53,7% 56,0 57,9* 0,42 0,23 <0,01 0,17
Kwas octowy (O, %) 63,8° 63,14 62,9 61,6" 60,8° 61,2° 0,30 <0,01 032 0,88
Kwas propionowy (P, %) 20,4 20,4 20,4 21,3 22,0 21,5 0,29 0,06 0,87 0,88
Kwas izomaslowy (%) 0,28b 0,35% 0,30% 0,30° 0,36% 0,312 0,01 0,51 <0,01 1,00
Kwas maslowy (%) 13,1 13,6 13,9 13,2 13,0 13,3 0,11 0,09 0,24 0,36
Kwas izowalerianowy (%) 0,79% 0,86% 0,832 0,88 0,93% 0,92* 0,01 <0,01 <0,01 0,81
Kwas walerianowy (%) 1,31 1,41° 1,400 2,45% 2,56* 2,50 0,1 <0,01 0,78 0,99
Kwas kapronowy (%) 0,25 0,29 0,28 0,36 0,38 0,37 0,02 <0,01 0,64 0,95
o:P 3,200 3,14° 3,11° 3,01° 2,85° 2,94 0,05 0,05 0,64 0,90

Srednie oznaczone matymi literami w indeksie gérnym (a—d) wskazujg istotne roznice przy P < 0,05; O:P- stosunek kwasu octowego do kwasu propionowego; SEM, btad standardowy
$redniej,
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Tabela 12. Wplyw mieszanek ziolowych i zakazenia Haemonchus contortus na populacj¢ mikroorganizmow bytujacych w zwaczu

w warunkach in vitro.

Grupy niezainfekowane

Grupy zainfekowane P- value

Mikroorganizm koc;'ll:rl(l))l?la Grupa MIX 1 Grupa MIX 2 k(gll::(l))li:la Grupki M Grupa MIX 2 SEM Zainfezll()owane G{(lg)a IxG
Metanogeny, 107/ml 1,07 0,38° 0,56¢ 0,86° 0,61¢ 0,54¢ 0,05 0,05 <0,01 0,49
Ogolna liczba bakterii 4,942 4,822 4,06° 5,56% 5,282 5,58¢ 0,15 <0,01 0,47 0,31
R. albus, AU 1,290 1,0° 0,25° 11,6% 0,64° bd 1,43 0,08 0,12 0,07

R. flavefaciens, AU 0,09 bd 0,03 0,03 bd bd 0,03 0,48 0,43 ND
F. succinogenes, AU 0,58°¢ 0,50¢ 0,19¢ 2,952 1,7° 1,38° 0,29 <0,01 0,16 0,42
B. proteoclasticus, AU 0,79¢ 0,05¢ 0,13¢ 2,93° 8,87% 4,26° 0,66 <0,01 <0,01 <0,01
B. fibrisolvens, AU 2,26 4,07 0,51b 1,19¢ 0,19¢ 4,542 0,43 0,61 0,54  <0,01
Ogolna liczba pierwotniakow 67,0 66,9 68,8 71,0 68,3 74,8 0,03 0,11 0,40 0,78
Holotricha 0,71 0,55 0,59 0,51 0,45 0,61 1,15 0,10 0,24 0,23
Entodiniomorpha 66,3 66,3 68,2 70,5 67,9 74,2 1,15 0,10 0,41 0,78

Srednie oznaczone matymi literami w indeksie gornym (a—d) wskazuja istotne réznice przy P < 0,05; SEM, btad standardowy $redniej;
bd - ponizej detekcji (ang. below detection),

AU - wzgledna liczba kopii genu 16STRNA wyrazona jako dowolna jednostka wzgledem catkowitej liczebnosci kopii genu bakteryjnego kontrolnego,
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Tabela 13. Wplyw mieszanek ziolowych i zakazenia Haemonchus contortus na profil wybranych kwasow thuszczowych w warunkach in vitro.

Grupy niezainfekowane Grupy zainfekowane P- value
Kwasy tlusrczowe, G100 g FA O Grupanixt GrapanxzGren CUPYTE Gr Mixa gy zainovane Grupa
C18:0 27,10 27,00 28,6 32,5 32,10 33,4 0,40 <0,01 0,05 0,75
C18:1 trans-10 0,76° 1,00t 1,09b¢ 1,36% 1,41 1,70° 0,08 <0,01 0,04 0,72
C18:1 trans-11 2,80° 4,04 4,112 3,20° 3,87 3,70% 0,09 0,70 <0,01 0,04
C18:1 cis-9 11,20 8,840 8,81 8,26 8,26 8,08° 0,23 <0,01 <0,01 0,05
C18:2 cis-9 cis-12 8,21 6,64° 7,05% 6,84 6,66° 6,18° 0,17 0,03 0,02 021
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 (ALA)*  0,50° 0,45 0,15 0,47 0,16° 0,13° 0,04 0,04 <0,01 0,08
C18:2 cis-9 trans-11 (CLA)® 0,94 0,84 1,10 0,81 1,00 0,94 0,04 0,50 0,16 0,11
C18:2 trans-10 cis-12 0,23 0,21 0,22 0,24 0,25 0,22 0,01 0,20 0,59 0,44
SFA¢ 63,9° 67,3 67,0 67,8° 67,4 67,4% 0,35 0,02 0,05 0,01
UFA¢ 35,60 30,45 32,8 31,90 32,20 31,9° 0,34 0.01 0,05 0,02
MUFA® 214 20.6 20.8 20,0 20,7 20,6 0,22 0.26 1,00 0,28
PUFA' 13,79 11,8 12,0 11,9° 11,5° 11,3 0,2 0,02 0,01 0,19
n6 FA 10,00 §.3b 8,5 8,3 8,2t 7,80 0,19 0.02 0,04 0,16
n3 FA 2,67 2,67 2,46 2,82 2,45 2,62 0,05 0,76 0,10 0,24
n6/n3 ratio 3,77 3,56% 3,56% 3,03% 3,478 3,14 0,10 0,26 0,69 0,02
MCFAE 3770 40.3° 38,5 35,8¢ 35,5% 34,3¢ 0,32 <0,01 0,08 0,04

Srednie oznaczone matymi literami w indeksie gérnym (a—d) wskazujg istotne roznice przy P < 0,05; SEM, btad standardowy $redniej,

a - Kwas a-linolenowy; b - kwas rumenowy/sprz¢zony kwas linolowy; ¢ - nasycone kwasy tluszczowe; d - nienasycone kwasy tluszczowe; e - jednonienasycone kwasy ttuszczowe; f -
wielonienasycone kwasy tluszczowe; g - Sredniotancuchowe kwasy tluszczowe,

* C8:0, C10:0, C11:0, C12:0, C13:0, C14:0, C14:1, C15:0, C15:1, C16:0, C16:1, C17:0, C17:1, C18:1 trans-6-8, C18:1 trans-9, C18:1 cis-11, C18:1 cis-12, C18:1 cis-13,

C18:1 cis-14, C20:0, C20:1, C18:3 n-6, C21:0, C20:2, C22:0, C20:3 n-6, C22:1 n-9, C20:3 n-3, C20:4 n-6, C23:0, C22:2, C24:0, C20:5 n-3, C24:1, C22:5 n-3, C22:6 n-3,
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5.2 Doswiadczenie w warunkach in vivo w ramach I cyklu badan

5.2.1 Wplyw mieszanek ziolowych na podstawowe parametry zwacza, populacje
mikroorganizmow oraz profil wybranych kwaséw tluszczowych w plynie Zzwacza
u jagnigt zainfekowanych pasozytem Haemonchus contortus

W wyniku badan przeprowadzonych w I cyklu niniejszej pracy doktorskiej
nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic (P > 0,05) w podstawowych
parametrach ptynu zwacza migedzy grupami zainfekowanymi i niezainfekowanymi
pasozytem oraz otrzymujacymi dodatki MIX 1 lub MIX 2 (Tabela 14).

Zaobserwowano natomiast istotny wzrost (P < 0,01) sumarycznej populacji
bakterii u jagniat zainfekowanych pasozytem, jak rowniez u jagniat niezainfekowanych,
ktore otrzymywaty dodatki MIX 1 lub MIX 2. Ponadto odnotowano statystycznie istotne
roznice (P < 0,01) w populacji pierwotniakow Holotricha w grupie kontrolnej
zainfekowanej pasozytem w porownaniu do grup jagnigt niezainfekowanych
oraz zainfekowanych otrzymujacych MIX 1 lub MIX 2 (Tabela 15).

Profil kwasow tluszczowych nie ulegl znaczacym zmianom. Zaobserwowano
jedynie statystycznie istotny wzrost (P = 0,03) ilosci sredniotancuchowych kwasow
thuszczowych w grupie kontrolnej zainfekowanej pasozytem w poréwnaniu do grupy

otrzymujacej dodatek MIX 2 (Tabela 16).
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Tabela 14. Wplyw mieszanek ziolowych i zakazenia Haemonchus contortus na podstawowe paramenty zwacza w warunkach in vivo.

Parametr Grupa kontrolna Grupa kontrolna zainfekowana Grupa zainfekowana Grupa zainfekowana SEM P-value
niezainfekowana przyjmujaca MIX 1 przyjmujaca MIX 2
pH 6,75 6,49 6,62 6,85 0,06 0,17
NH3, mM 9,44 8,40 8,81 8,79 0,22 0,39
CH4, mM 0,39 0,40 0,42 0,40 0,01 0,96
Emisja CHs, mM 19,2 19,6 21,2 19,5 0,69 0,73
Emisja H2, mM 126 137 137 127 4,12 0,71
Rozklad H: mM 114 123 123 114 3,71 0,71
Profil Lotnych Kwasow Tluszczowych (LKT)
Koncentracja LKT, mM 63,8 70,2 68,7 64,6 2,06 0,68
Kwas octowy 68,8 64,2 69,8 69,2 0,80 0,06
Kwas propionowy 18,1 20,8 17,0 17,5 0,82 0,43
Kwas izomaslowy 0,44 0,40 0,30 0,43 0,05 0,81
Kwas maslowy 10,5 11,3 10,7 10,4 0,38 0,88
Kwas izowalerianowy 0,80 0,79 0,47 0,69 0,08 0,47
Kwas walerianowy 1,26 2,31 1,69 1,61 0,14 0,08
Kwas kapronowy 0,14 0,28 0,17 0,18 0,03 0,30
A:P 3,97 3,40 4,16 4,13 0,19 0,53

Srednie oznaczone matymi literami w indeksie gornym (a,b) wskazuja istotne réznice przy P < 0,05; SEM, blad standardowy sredniej,
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Tabela 15. Wplyw mieszanek ziolowych i zakazenia Haemonchus contortus na mikroorganizmy bytujace w zwaczu w warunkach in vivo.

Mikroorganizm Grupa kontrolna Grupa kontrolna zainfekowana Grupa zainfekowana Grupa zainfekowana SEM P-value
niezainfekowana przyjmujaca MIX 1 przyjmujaca MIX 2
Metanogeny, 107/ml 1,03 0,96 0,70 0,94 0,07 0,96
Ogolna liczba bakterii 103/ml 4,65° 5,952 6,06* 5,982 0,20 <0,01
R. albus, AU* 0,02 0,03 0,05 0,05 0,01 0,10
F. succinogenes, AU* 0,20 0,40 0,45 0,33 0,07 0,64
B. proteoclasticus, AU* 0,06° 0,08" 0,04 0,572 0,07 <0,01
B. fibrisolvens, AU* 0,03 0,02 0,01 0,06 0,01 0,08
Ogolna liczba pierwotniakéw, 10°/ml 45,7 40,2 66,5 71,0 5,00 0,07
Holotricha 45,3 39,7 66,2 70,6 5,01 0,07
Entodiniomorpha, 0,34° 0,51% 0,29° 0,32° 0,02 <0,01

Srednie oznaczone matymi literami w indeksie goérnym (a,b) wskazuja istotne réznice przy P < 0,05; SEM, blad standardowy sredniej,

*AU wzgledna liczba kopii genu 16STRNA wyrazona jako dowolna jednostka wzgledem catkowitej liczebnosci kopii genu kontrolnego
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Tabela 16. Wplyw mieszanek ziolowych i zakazenia Haemonchus contortus na profil dlugolancuchowych kwasow tluszczowych

w warunkach in vivo.

Kwasy tluszczowe, g/100 g KT Sil:gianlf(eol?ot:v(::: Grupa Kkontrolna zainfekowana gig}l?jf;fj;;::k&‘iV;nla ?);:g:ﬁ:cleﬁvl‘;n; SEM P-value
C18:0 27,5 30,1 29,7 26,4 1,08 0,62
C18:1 trans-10 0,66 0,71 0,83 0,49 0,68 0,19
C18:1 trans-11 2,96 2,88 3,64 2,77 0,17 0,29
C18:1 cis-9 9,38 9,30 8,01 7,51 0,46 0,42
C18:2 cis-9 cis-12 11,5 11,3 11,8 10,7 0,37 0,78
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 (ALA)? 0,52 0,10 0,28 1,44 0,21 0,46
C18:2 cis-9 trans-11 (CLA)? 1,84 3,41 1,73 1,96 0,59 0,72
C18:2 trans-10 cis-12 0,20 0,24 0,19 0,18 0,01 0,36
Pozostale* 45.4 42,0 43,8 48,6 1,37 0,11
SFA¢ 61,4 61,2 62,6 63,5 1,27 0,43
UFA! 38,6 38,8 37,4 36,5 1,27 0,43
MUFA® 20,3 20,0 19,6 17,7 0,99 0,24
PUFAf 18,3 18,8 17,8 18,8 0,66 0,96
n6 12,7 12,6 13,3 12,4 0,36 0,86
n3 3,61 2,90 3,06 4,43 0,23 0,07
n6/n3 3,79 4,76 4,38 2,84 0,33 0,19
MCFAS 34 42b 28,1% 32,8 37,7% 1,29 0,03

Srednie oznaczone matymi literami w indeksie goérnym (a,b) wskazuja istotne réznice przy P < 0,05; SEM, blad standardowy srednie;j,
a - Kwas a-linolenowy; b - kwas rumenowy/sprzezony kwas linolowy; ¢ - nasycone kwasy tluszczowe; d - nienasycone kwasy ttuszczowe; e - jednonienasycone kwasy
thuszczowe; f - wielonienasycone kwasy ttuszczowe; g - sredniotancuchowe kwasy ttuszczowe,
* C8:0, C10:0, C11:0, C12:0, C13:0, C14:0, C14:1, C15:0, C15:1, C16:0, C16:1, C17:0, C17:1, C18:1 trans-6-8, C18:1 trans-9, C18:1 cis-11, C18:1 cis-12, C18:1 cis-13,
C18:1 cis-14, C20:0, C20:1, C18:3 n-6, C21:0, C20:2, C22:0, C20:3 n-6, C22:1 n-9, C20:3 n-3, C20:4 n-6, C23:0, C22:2, C24:0, C20:5 n-3, C24:1, C22:5 n-3, C22:6 n-3,
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5.3. Doswiadczenie w warunkach in vitro w ramach II cyklu badan
5.3.1 Wplyw Kkiszonki z paulowni na podstawowe parametry zwacza

W wyniku badan przeprowadzonych w II cyklu niniejszej pracy doktorskie;j,
w ktorych oceniano wpltyw zwigkszenia udziatu kiszonki z paulowni w dawce
pokarmowej w warunkach in vitro, stwierdzono istotne réznice na poziomie zaleznosci
liniowej (P = 0,01) oraz kwadratowej (P < 0,001) dla wartosci pH buforowanego ptynu
zwacza (Tabela 17).

Analiza wariancji wykazata statystycznie istotne réznice w strawnosci suchej
masy, ktorej wartosci rosty wraz ze wzrostem udziatu kiszonki z paulowni w dawce
pokarmowej, co zostato potwierdzone zalezno$ciami kwadratowymi (P < 0,001). Oprécz
wzrostu strawnos$ci suchej masy zaobserwowano rowniez kwadratowg zalezno$¢ wzrostu
stezenia amoniaku w zwaczu (P = 0,008).

Produkcja metanu w warunkach in vitro ulegta redukcji, co zostato potwierdzone
zalezno$ciami liniowymi 1 kwadratowymi zar6wno dla metanu wyrazonego w mM,
metanu przeliczonego na g suchej masy, jak i dla sumy wyprodukowanych gazéw.
W przypadku przeliczenia metanu na strawno$¢ suchej masy okreslong w warunkach
in vitro, odnotowano statystycznie istotng redukcj¢, potwierdzong zaréwno w analizie
wariancji, jak 1 zalezno$ciach kwadratowych.

Dodatkowo zwiekszenie procentowego udziatu kiszonki z paulowni przyczynito
si¢ do wzrostu ogdlnej koncentracji lotnych kwaséw thuszczowych, kwasu propionowego
oraz kwasu mastowego, co zostalo potwierdzone na poziomie analizy wariancji
oraz zalezno$ci liniowych 1 kwadratowych (Tabela 17). W przypadku kwasow
izomastowego 1 izowalerianowego zaobserwowano podobne zaleznosci, jednak

prowadzace do zmniejszenia ich st¢zenia.

5.3.2 Wplyw Kkiszonki z paulowni na mikroorganizmy bytujace w zwaczu
Zwigkszenie udzialu kiszonki z lisci paulowni w dawce pokarmowej
spowodowato statystycznie istotne, liniowe i kwadratowe ograniczenie populacji
metanogenéw oraz ogodlnej liczby pierwotniakow (P < 0,01). Dodatkowo,
w przeprowadzonym uktadzie do§wiadczalnym, zaobserwowano liniowe 1 kwadratowe
zmniejszenie (P < 0,01) liczby pierwotniakow
z rodzin Ophyroscolecidae i Isotrichidae (Tabela 18). Wszystkie opisane zaleznosci

zostaly potwierdzone na poziomie wysoce statystycznie istotnym w analizie wariancji.
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5.3.3 Wplyw kiszonki z paulowni na profil wybranych kwasow tluszczowych
Zwigkszenie udzialu kiszonki z paulowni w dawkach pokarmowych
zastosowanych w II cyklu badan niniejszej pracy doktorskiej spowodowato statystycznie
istotne ograniczenie zawartosci kwasow tluszczowych C18:0, C18:1 trans-10, sumy
nasyconych kwasow tluszczowych (SFA) oraz $redniolancuchowych kwasow
thuszczowych (MCFA) (Tabela 19). Jednocze$nie zaobserwowano liniowy i kwadratowy
wzrost stezenia kwasu Cl18:1 cis-9 oraz kwasu o-linolenowego (P < 0,01).
Wraz ze zwigkszeniem procentowego udziatu kiszonki z paulowni odnotowano réwniez
liniowy i kwadratowy wzrost sumy jednonienasyconych kwaséw thuszczowych (MUFA),
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych (UFA) oraz kwaséw thuszczowych z grupy

n-3.

50



Tabela 17. Wplyw Kkiszonki z paulowni na podstawowe parametry zwacza - in vitro.

Grupa Kiszonka z 100%
Kiszonka z lucerny Kiszonka z lucerny z
Kontrolna lucerny z 75%  Kiszonki z P-ANOVA Zalezno$¢ Zalezno$¢
Parametr z 25% dodatkiem  50% dodatkiem liSci SEM
(kiszonka z dodatkiem paulowni liniowa kwadratowa
liSci paulowni paulowni
lucerny) liSci paulowni
pH 6,27 6,27 6,25 6,19 6,19 0,004 0,055 0,010 <0,001
IVDMD, % 57,8 60,7 62,3 65,4 65,5 <0,001 2,509 0,544 <0,001
NH3, mM 13,9 14,5 14,3 14,8 15,3 0,084 1,075 0,176 0,008
Gaz wyprodukowany, 285 285 0,734 4,872 0,471
283 285 285 0,760

ml/g DM

CHis, mM 0,82 0,77 0,77 0,77 0,70 0,184 0,098 0,016 0,042
CH4, mM/ g DM 2,05 1,91 1,92 1,93 1,74 0,184 0,244 0,039 0,042
CHa/gaz produkowany, mM/ L 7,3 6,7 6,7 6.8 6,1 0,092 1,0 0,001 0,021
CH+/IVDMD, mM/ g 3,56 3,15 3,15 2,97 2,66 <0,001 0,384 0,070 <0,001

Profil Lotnych Kwasow Thuszczowych (LKT)

Koncentracja LKT, mM 37,0 37,9 38,2 38,21 41,7 0,004 0,399 0,001 <0,001
Kwas octowy 23,2 23,7 23,8 23,2 244 0,678 0,271 0,410 0,383
Kwas propionowy 8,13 8,56 8,84 9,20 10,7 <0,001 0,146 <0,001 <0,001
Kwas izomaslowy 0,41 0,29 0,19 0,15 0,19 0,007 0,026 <0,001 0,008
Kwas mastowy 3,98 4,35 4,32 4,88 5,68 <0,001 0,076 <0,001 <0,001
Kwas izowalerianowy 0,82 0,60 0,65 0,44 0,46 <0,001 0,032 <0,001 <0,001
Kwas walerianowy 0,82 0,60 0,65 0,44 0,46 <0,001 0,032 <0,001 <0,001
A:P 2,86 2,78 2,71 2,54 2,32 <0,001 0,032 <0,001 <0,001

IVDMD - strawno$¢ suchej masy in vitro; NHs - amoniak; CHa4 - metan; A:P - stosunek kwasu octowego do propionowego
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Tabela 18. Wplyw Kkiszonki z paulowni na mikroorganizmy bytujace w zwaczu - in vitro.

100% Kiszonka z Kiszonka z Kiszonka z o
. . Kkiszonki lucerny z 25%  lucerny z50%  lucerny z 75% .100 A’. Zaleznos¢ Zaleznos¢
Mikroorganizm dodatkiem dodatkiem dodatkiem leZ(lmkl z P-ANOVA SEM liniowa kwadratowa
z lucerny liSci paulowni  liSci paulowni  lici paulowni pauiowni

Metanogeny, x107/ml 0,33 0,33 0,22 0,18 0,17 <0,001 0,01 <0,001 <0,001

Ogolna liczba bakterii,
x108/ml 7,63 7,54 7,61 7,48 8,04 0,854 0,16 0,52 0,40

. Ogolnaliczba 5,39 3,50 2,52 1,90 1,95 <0,001 0,191 <0,001 <0,001

pierwotniakéw, x10°/ml
; 5
Ophyroscolecidae, x10°/ml 533 3.48 2,51 1,89 1,94 <0,001 0,184 <0,001 <0,001
Isotrichidae, x105/ml 6,44 1,60 1,02 0,93 0,81 <0,001 0,310 <0,001 <0,001
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Tabela 19. Wplyw Kkiszonki z paulowni na profil kwasow thuszczowych w plynie zwacza - in vitro.

k(ﬁll;:glz:la Kiszonka z lucerny  Kiszonka z lucerny z Kiszonka z . . L L
Kwasy tluszczowe, g/100 g FA  (kiszonka z25% dodatkiem  50% dodatkiem liSci :ll(l)tlezll;lll()i,ef117fi‘;/é)i loz()zoalll(lls:v(;zkl P-ANOVA SEM Z:il:le;f)l:s?;c k%v?ll;::t(:)svf'a
z liSci paulowni paulowni .
lucerny) paulowni
C18:0 25,6 25,7 25,9 24,7 22,7 0,033 0,372 0,008 0,002
C18:1 trans-10 0,92 0,60 0,86 0,62 0,58 0,026 0,044 0,043 0,056
C18:1 trans-11 1,38 1,57 1,54 1,25 1,12 0,126 0,065 0,051 0,020
C18:1 cis-9 14,7 16,9 14,4 16,1 19,9 0,003 0,516 0,008 0,002
C18:2 cis-9 cis-12 8,78 9,58 8,26 9,69 11,4 0,360 0,502 0,142 0,085
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 (ALA)* 0,92 1,03 1,31 1,31 1,60 0,018 0,069 <0,001 0,001
C18:2 cis-9 trans-11 (CLA)® 0,13 0,10 0,21 0,19 0,11 0,329 0,019 0,785 0,910
C18:2 trans-10 cis-12 0,34 0,49 0,48 0,49 0,53 0,301 0,027 0,075 0,143
Pozostale* 47,2 44,0 47,0 45,7 42,1 0,081 0,942 0,182 0,234
SFA¢ 63,3 58,8 62,4 60,3 55,1 0,009 0,806 0,011 0,006
UFA1 36,7 41,3 37,7 39,7 449 0,009 0,8063 0,011 0,006
MUFA® 24,6 26,8 25,2 25,6 29,4 0,012 0,483 0,015 0,006
PUFA' 12,2 14,5 12,5 14,1 15,6 0,416 0,620 0,173 0,153
n6 FA 10,8 12,8 10,5 12,2 13,5 0,434 0,591 0,273 0,224
n3 FA 1,21 1,38 1,62 1,50 1,82 0,045 0,065 0,005 0,008
n6/n3 ratio 9,06 9,19 6,75 8,37 7,81 0,190 0,359 0,219 0,356
MCFA:® 37,8 33,5 37,2 36,8 33,2 0,002 0,497 0,131 0,093

a - Kwas a-linolenowy; b - kwas rumenowy/ sprz¢zony kwas linolowy; c - nasycone kwasy tluszczowe; d - nienasycone kwasy tluszczowe; e - jednonienasycone kwasy tluszczowe;
f - wielonienasycone kwasy tluszczowe; g - sredniotancuchowe kwasy tluszczowe; n6/n3 - stosunek kwaséw n-6 do n-3,

*(C8:0, C10:0, C11:0, C12:0, C13:0, C14:0, C14:1, C15:0, C15:1, C16:0, C16:1, C17:0, C17:1, C18:1 trans-6-8, C18:1 trans-9, C18:1 cis-11, C18:1 cis-12, C18:1 cis-13,

C18:1 cis-14, C20:0, C20:1, C18:3 n-6, C21:0, C20:2, C22:0, C20:3 n-6, C22:1 n-9, C20:3 n-3, C20:4 n-6, C23:0, C22:2, C24:0, C20:5 n-3, C24:1, C22:5 n-3, C22:6 n-3,
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6. Dyskusja

Wyzwania  wspotczesnej produkcji  zwierzecej polegaja nie  tylko
na maksymalizacji efektow produkcyjnych, ale rowniez na minimalizowaniu
negatywnego wptywu na Srodowisko oraz promowaniu bardziej zrownowazonych
systemOow chowu, ktoére m.in. poprawiaja dobrostan zwierzat. Artykuly naukowe
przedstawione w dysertacji doktorskiej, obejmujace badania z I 1 II cyklu, wskazujg na
innowacyjne podejscia do realizacji tych celow. Badania te obejmuja zastosowanie
alternatywnych dodatkéw paszowych lub komponentow dawki pokarmowej, takich
jak kiszonka z lisci drzewa paulowni, oraz analiz¢ ich wptywu na proces fermentacji
w zwaczu jagniat. Sg one zgodne z szerokimi zatozeniami zréwnowazonej produkcji
zwierzece], ktorej celem jest wprowadzenie systemow zywienia odpowiedzialnych
zaré6wno wobec Srodowiska, jak 1 zdrowia zwierzat.

W pierwszym cyklu badan (Szulc i wsp., 2020) przeanalizowano zastosowanie
mieszanek ziolowych (MIX 1 lub MIX 2) bogatych w kwasy fenolowe, flawonoidy
1 alkaloidy jako dodatkéw paszowych w dawkach pokarmowych dla jagniat
zainfekowanych nicieniami zotadkowo-jelitowymi Haemonchus contortus. Pasozyt ten,
nalezacy do rodziny Haemonchidae, jest jednym z najgrozniejszych nicieni bytujacych
w ukladzie pokarmowym malych przezuwaczy. Bytuje w trawiencu oraz jelitach
gospodarza, gdzie zywi si¢ krwig, co prowadzi do anemii, a w konsekwencji obnizenia
jakosci produktow odzwierzecych, takich jak mleko 1 migso. Takie skutki przyczyniajg
si¢ do znacznych strat ekonomicznych w hodowlach (Flay i wsp., 2022;
Carson i wsp., 2023).

Haemonchus contortus jest obiektem zainteresowania badaczy ze wzgledu
na narastajacg opornos$¢ na dotychczas stosowane terapie. W zwigzku z tym naukowcy
coraz czg$ciej poszukujg alternatywnych, naturalnych metod eliminacji pasozyta z uktadu
pokarmowego malych przezuwaczy (Klavina i wsp., 2021). Badania te koncentruja
si¢ na podwojnych korzysciach stosowania naturalnych dodatkéw: ich potencjalnych
wlasciwosciach przeciwpasozytniczych oraz wplywie na fermentacje w zwaczu
1 populacje drobnoustrojow. Wykorzystano w nich zarowno metody in vitro, jak i in vivo,
aby oceni¢, jak mieszanki wplywaja na produkcje lotnych kwaséw ttuszczowych (VFA),
emisje metanu oraz metabolizm lipidow.

Doswiadczenie przeprowadzone w ramach drugiego cyklu badan, opisanych
w dysertacji doktorskiej (Szulc 1 wsp., 2024), wskazuje na potencjat kiszonki z lisci

paulowni (PLS) jako alternatywnego komponentu paszowego, mogacego zastapic¢
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tradycyjng kiszonk¢ z lucerny w zywieniu jagniagt. Badania wykonane w warunkach
in vitro podkreslaja zalety PLS, takie jak zwigkszona wydajnos¢ fermentacji w zwaczu,
zmniejszona emisja metanu oraz poprawiony profil kwaséw tluszczowych
w  buforowanym plynie Zzwacza, w szczegélnosci zwigkszenie udzialu
wielonienasyconych kwasoéw tluszczowych (PUFA), takich jak kwas C18:3 n-3.
Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze kiszonka z liSci paulowni moze by¢ postrzegana jako
zrbwnowazona, optacalna i odporna na zmiany klimatu alternatywa dla kiszonki z lucerny
W zywieniu jagniat.

W pierwszym cyklu badan nie potwierdzono zakladanej hipotezy, Ze biologicznie
aktywne substancje zawarte w zastosowanych dodatkach (MIX 1 i MIX 2) zredukuja
produkcje metanu u jagnigt zywionych tymi suplementami. Chociaz zaobserwowano
statystycznie istotne réznice w populacji metanogenéw w grupach zainfekowanych
pasozytem (Haemonchus contortus, ZP) i niezainfekowanych (NP) z dodatkami
MIX 1 lub MIX 2, réznice te nie wptynely istotnie na produkcje metanu. Prawdopodobnag
przyczyna tego wyniku byta zbyt niska zawartos¢ bioaktywnych substancji
w MIX 1 1 MIX 2, ktore bezposrednio oddzialywalyby na proces metanogenezy,
jak rowniez niewystarczajaca dawka zastosowanego dodatku (100 g SM/dzien), co mogto
nie by¢ wystarczajace do uzyskania spodziewanego efektu (Garcia-Gonzalez i wsp.,
2008; Patra i wsp., 2010; Bodas 1 wsp., 2012). Nie potwierdzono takze r6znic w produkcji
metanu miedzy grupami jagniagt zainfekowanych i1 niezainfekowanych pasozytem.
Weczedniejsze badania sugerowaly, ze infekcje pasozytnicze u owiec mogg zwigkszac
emisj¢ gazow cieplarnianych. Na przyktad Houdijk i wsp. (2017) wskazali, Zze infekcje
pasozytnicze mogg zwigksza¢ emisj¢ metanu nawet o 33% w porownaniu do zdrowych
jagnigt (Fox 1 wsp., 2018). W niniejszej pracy doktorskiej tych zaleznosci
nie potwierdzono.

W cyklu II, w badaniach przeprowadzonych in vitro z uzyciem kiszonki z lisci
paulowni, zaobserwowano istotng redukcje populacji metanogenéw, co skutkowato
zmniejszeniem produkcji metanu. Wynik ten mozna przypisa¢ wysokiej zawartosci
zwigzkow bioaktywnych, takich jak acteozid (6,74 mg/g SM) oraz luteolina
(1,20 mg/g SM), obecnych w kiszonych lisciach paulowni.

Badania wielu autorow wskazuja, ze flawonoidy i kwasy fenolowe, do ktorych naleza
luteolina 1 acteozid, moga znaczaco wpltywa¢ na mikroflor¢ zwacza, zmniejszajac
populacje metanogenow 1 tym samym ograniczajac emisj¢ metanu (Huang i wsp., 2022;

Kelly i wsp., 2023; Shilwant i wsp., 2023;).
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W badaniach in vitro z dodatkiem mieszanek zidt zaobserwowano obnizenie
warto$ci pH buforowanego plynu zwacza. Moze to wynika¢ z aktywnos$ci zwigzkow
zawartych w MIX 2, ktorych stezenie byto wystarczajace, aby wptyna¢ na ten parametr
poprzez zwigkszenie koncentracji lotnych kwasoéw thuszczowych (LKT) w badanym
ptynie Zwacza. Zgodnie z literaturg, infekcja pasozytem czgsto prowadzi
do podwyzszenia pH ptynu zwacza (Xiang i wsp., 2022), jednak w przeprowadzonych
badaniach (zaréwno in vitro, jak 1 in vivo) w I cyklu tej pracy takie zjawisko nie zostato
potwierdzone.

W przypadku kiszonki z lisci paulowni, badania Huang i wsp. (2022) wykazaty,
ze jej wiaczenie do diety kréw podnosito pH ptynu zwacza, zar6wno w badaniach in vitro,
jak 1 in vivo. Natomiast w niniejszej pracy badania in vitro wykazaty obnizenie pH wraz
ze wzrostem udzialu kiszonki z paulowni w dawce pokarmowej, co mogto
by¢ bezposrednio zwigzane ze zwigkszong koncentracjag LKT. W obu cyklach badan
wzrost koncentracji LKT byl spowodowany zwigkszong strawnoscig suchej masy,
ktora z kolei byta wynikiem aktywnosci bakterii celulolitycznych. Cho¢ nie zostato to
potwierdzone statystycznie A4 badaniach z dodatkami
MIX 1 1 MIX 2, zaobserwowano liczbowy wzrost populacji Ruminococcus
albus, Ruminococcus flavefaciens oraz Fibrobacter succinogenes po ich zastosowaniu.

Warto podkresli¢, ze wyzsze stezenia biologicznie aktywnych substancji moga
zmniejsza¢ populacje drobnoustrojow bytujacych w zwaczu, co potwierdzaja badania
Patra (2016) oraz Patra i wsp. (2019). W badaniach z udziatem kiszonki z paulowni
réwniez zaobserwowano zwigkszong strawno$¢ suchej masy, co bylo zwigzane
ze wzrostem populacji bakterii proteolitycznych, takich jak Prevotella spp. 1 Butyrivibrio
fibrisolvens. Zjawisko to znalazto odzwierciedlenie w podwyzszonym st¢zeniu amoniaku
w buforowanym plynie zwacza. Wyniki te potwierdzaja obserwacje przedstawione
w pracy Huang i wsp. (2022) i wspieraja hipotezg, ze biologicznie aktywne substancje
moga wplywaé na koncentracje lotnych kwasow tluszczowych, stezenie amoniaku
oraz populacje bakterii (Antonius 1 wsp., 2023; Huang i wsp., 2022; Ku-Vera i wsp.,
2020).Badania Sinz 1 wsp. (2018) wykazaly, ze biologicznie aktywne substancje,
w szczegolnosci luteolina, pozytywnie wplywaja na ekosystem zwacza, redukujac
populacje metanogenéw, co prowadzi do obnizenia emisji metanu. Drugi polifenol
obecny w lisciach paulowni, acteozid, w badaniach Navarrete 1 wsp. (2016) przyczynit
si¢ do modulowania procesoOw fermentacyjnych w zwaczu poprzez swoje wiasciwosci

bakteriobojcze.
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Zakazenie Haemonchus contortus spowodowato wzrost populacji pierwotniakoéw
w grupie kontrolnej zainfekowanej w porownaniu do grupy niezainfekowane;j.
Prawdopodobnie wynika to z podatnosci pierwotniakow
z rodzin Holotricha 1 Entodiniomorpha na infekcj¢ pasozytem. H. contortus wpltywa
na $rodowisko zwacza, zmieniajac sktad i r6znorodno$¢ mikrobiologiczna, co utatwia
pasozytowi przetrwanie i rozmnazanie (Patra 1 wsp., 2017; El-Ashram i wsp., 2017).
Pierwotniaki petnig kluczowa role w ekosystemie zwacza, tworzac mutualistyczng
symbioze z metanogenami (Newbold 1 wsp., 2015).

Kiszonka z lisci paulowni znaczaco zmniejszyla populacje wybranych grup
pierwotniakow  (Ophyroscolecidae, Isotrichidae)  oraz  catkowita  liczebnos¢
pierwotniakdow w zwaczu. Redukcja populacji pierwotniakdw byta powigzana
z ograniczeniem liczby metanogendéw, co potwierdzono réwniez w wczesniejszych
badaniach (Patra i wsp., 2015; Dai i wsp., 2022; Spanghero i wsp., 2022).

Sktad dawki pokarmowej przezuwaczy wplywa na profil kwaséw tluszczowych
w produktach odzwierzgecych, takich jak migso 1 mleko. Niektore skiadniki dawki
pokarmowej sg bogate w kwasy tluszczowe z grup n-3 lub n-6. W wyniku procesow
biouwodorowania w zwaczu powstaja izomery kwasow tluszczowych, ktére moga
przechodzi¢ bezposrednio do mleka i migsa lub by¢ posrednio syntetyzowane poprzez
elongacje 1 desaturacje, zachodzace w tkankach migsniowych lub gruczole mlekowym.
Szczegdlne znaczenie maja sprzezone izomery kwasu linolowego (CLA) oraz kwasy
thuszczowe z grupy n-3, ktore wykazuja dzialanie prozdrowotne i odgrywaja istotng rolg
w utrzymaniu zdrowia cztowieka (Yang i wsp., 2015; Oonincx i wsp., 2020). Nalezy
jednak pamigtaé, ze migso przezuwaczy, takie jak jagnigcina czy wolowina,
charakteryzuje si¢ nizszym stosunkiem wielonienasyconych do nasyconych kwasow
thuszczowych (PUFA:SFA, 0,11) w poroéwnaniu do wieprzowiny (0,58) i1 drobiu
(0,39-0,97; Mili¢evi¢ i wsp., 2014). Wynika to z procesu biouwodorowania, w ktorym
70-95% nienasyconych kwasow ttuszczowych jest przeksztalcanych w zwaczu (Urrutia
1 wsp., 2020).

Obecnie badacze poszukujg alternatywnych zrodet sktadnikow paszowych,
ktére pozwolityby zmodyfikowac¢ profil kwasow ttuszczowych i zwigkszy¢ ich zawartos¢
w produktach odzwierzecych. Dodatki paszowe, takie jak polisacharydy, taniny,
saponiny, fenole czy flawonoidy, moga modulowac proces biouwodorowania, wptywajac

na populacje mikroorganizmoéw w zwaczu (Vasta i wsp., 2019; Makmur 1 wsp., 2020).
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Taka modulacja moze przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia zawartosci korzystnych kwasow
thuszczowych w migsie i mleku przezuwaczy.

W badaniach in vitro z udzialem mieszanek zidt zaobserwowano, ze infekcja
H. contortus najprawdopodobniej zwigkszyta mechanizmy obronne organizmu, co mogto
wspomagac¢ walke z patogenem i przyczynic¢ si¢ do wzrostu populacji mikroorganizmow
w zwaczu (Lanier 1 wsp., 2015; Palkumbura i wsp., 2024). Ponadto wykazano, ze stres
oksydacyjny (dane przedstawione w publikacji z cyklu I) wywotany infekcja moze
zmienia¢ metabolizm thuszczoOw, wptywajac na proces biouwodorowania kwasow
thuszczowych, przyspieszajac ten proces lub zmieniajac jego $Sciezki. Infekcja pasozytem
zwigksza ilo$¢ reaktywnych form tlenu, ktéore moga wplywa¢ na aktywnosé
mikroorganizmow 1 procesy enzymatyczne zachodzace w poszczegdlnych szlakach
metabolicznych (Alam i1 wsp., 2020). Mikroorganizmy bytujagce w zZwaczu, w procesie
syntezy nasyconych kwasow tluszczowych (SFA), usuwaja wegiel podczas konwersji
koncowych produktéw lipogenezy.

Zastosowanie mieszanek ziot MIX 1 lub MIX 2 wywierato rézne efekty na profil
kwasow tluszczowych w ptynie zwacza w warunkach in vitro 1 in vivo, co utrudnia
jednoznaczne podsumowanie wptywu biologicznie aktywnych substancji na omawiany
wskaznik. Badania in vivo wykazaly, ze zmiany w profilu kwasow tluszczowych
zachodzity na poziomach innych niz ptyn zwacza (np. w surowicy i tkance watrobowej —
dane z publikacji z cyklu I) 1 nie powodowaly bezposrednich zmian w poszczegolnych
kwasach ttuszczowych, ktére moglyby $§wiadczy¢ o zahamowaniu lub intensyfikacji
procesu biouwodorowania w zwaczu.

W tkance migsniowej odnotowano statystycznie istotne zmniejszenie ilosci
sredniotancuchowych kwasow ttuszczowych oraz zwigkszenie ilo$ci dlugotancuchowych
kwasow thuszczowych, co jest pozytywnym wynikiem. Zmiany te §wiadcza o ztozonosci
sciezek metabolicznych lipidéw u przezuwaczy, gdzie zmiany w profilu kwasoéw
thuszczowych n-3 obserwowane w watrobie niekoniecznie przektadaja si¢ na podobne
zmiany w tkance mi¢sniowe;.

Cho¢ wykazano statystycznie istotne zmiany w ekspresji niektorych gendw
odpowiedzialnych za metabolizm kwasow tluszczowych w tkance mig$niowe;,
jednoznaczna interpretacja uzyskanych wynikéw pozostaje trudna. Najczeséciej zmiany
te wystgpowaly miedzy grupa kontrolng zainfekowanag a grupg z dodatkiem MIX 2
(np. w przypadku lipazy lipoproteinowej). Ograniczone zmiany moga wynikac

z niewystarczajacej ilosci zastosowanych dodatkéw MIX 1 lub MIX 2 (100 g SM/dzien),
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co przelozylo si¢ na zbyt niska koncentracj¢ biologicznie aktywnych substancji, aby
znaczaco wpltynaé na proces biouwodorowania i wywolaé glebsze zmiany w profilu
kwasow tluszczowych w tkance migsniowe;

Wyniki uzyskane w II cyklu niniejszej pracy doktorskiej wskazuja,
ze zastosowano efektywny no$nik kwaséw thuszczowych, takich jak C18:2 cis-9, cis-12
oraz Cl18:3 cis-9, cis-12, cis-15. Kiszonka z liSci paulowni charakteryzowata
si¢ wysokim stezeniem polifenoli oraz flawonoidow. Zaobserwowano, ze zwigkszenie
udziatu tej kiszonki w dawce pokarmowej prowadzito do wzrostu koncentracji kwasow
thuszczowych, takich jak kwas a-linolenowy, sprzezony kwas linolowy (CLA), suma
nienasyconych kwasow tluszczowych (UFA), suma jednonienasyconych kwasow
thuszczowych (MUFA) oraz suma wielonienasyconych kwasow thuszczowych (PUFA).
Jednoczes$nie odnotowano obnizenie zawartosci kwasu stearynowego (C18:0) oraz sumy
nasyconych kwaséw ttuszczowych (SFA).

Uzyskane wyniki s3 zgodne z badaniami in vivo przeprowadzonymi przez
Vere 1 wsp. (2023), w ktorych wykorzystano ekstrakt z kory sosny bogaty w polifenole
1 taniny. W badaniach tych rowniez odnotowano wyzsze stezenie kwaséw ttuszczowych
n-3, co potwierdza metaanaliz¢ przeprowadzong przez Torres i wsp. (2022). Polifenole
zawarte w kiszonce z lisci paulowni najprawdopodobniej hamowaty proces lipolizy
lub poczatkowe etapy biouwodorowania, co skutkowalo ograniczeniem lub
zahamowaniem wzrostu lub aktywnosci mikroorganizmdw bytujacych w zwaczu. Dzigki
temu zwigkszyta si¢ zawarto$¢ kwasu C18:3 cis-9, cis-12, cis-15.

W ostatniej pracy Toral i wsp., (2024) autorzy stwierdzaja, ze biologicznie
aktywne substancje moga wptywac¢ na poziom kwasu linolenowego w ptynie zwacza
poprzez nastepujace mechanizmy:

1) Hamowanie biouwodorowania: Kwas linolenowy jest bardzo podatny
na biouwodorowanie w zwaczu, przeksztatcajac si¢ w produkty posrednie, takie
jak sprzezone kwasy linolenowy (CLA), a ostatecznie w kwas stearynowy
(C18:0);

2) Biologicznie aktywne substancje, takie jak taniny, saponiny lub polifenole, moga
hamowa¢ enzymy bakteryjne biorace udziat w poszczegdlnych etapach procesu
biouwodorowania. To hamowanie powoduje gromadzenie si¢ kwasu
linolenowego lub jego produktow posrednich w ptynie zwaczowym;

3) Zmiany mikrobiologiczne: Sktad mikrobioty zwacza determinuje szlaki

biohydrogenacji kwasu linolenowego. Niektore dodatki, takie jak probiotyki,
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olejki eteryczne lub komponenty dawki pokarmowej, moga selektywnie hamowac¢
mikroorganizmy odpowiedzialne za calkowite wysycenie wigzan nienasyconych
lub promowac te, ktore sprzyjaja retencji kwasu linolenowego;

4) Modulacja wartosci pH: pH zwacza znaczaco wplywa na proces
biouwodorowania kwasu linolenowego. Na przyklad nizsze pH moze
spowodowac¢ ograniczenie omawianego procesu, co prowadzi do zmiany profilu
1izomerow powstatych w wyniku tego procesu. Stabilizacja warto$ci pH w zwaczu
za pomocg buforow lub np. zwiekszenia ilosci pasz objetosciowych w dawkach
pokarmowych moze promowac okre§lone $ciezki, ktore powodujg finalnie
zwigkszenie ilosci kwasu linolenowego;

5) Bezposrednie dziatanie antymikrobilogiczne: Substancje biologicznie aktywne
cechujg sie istotnymi wilasciwosciami antymikrobiologicznymi mogac
w selektywny sposob hamowac aktywno$¢ grup mikroorganizmow bioracych
udziat w przeksztatcaniu kwasu linolenowego w nasycone formy kwaséw

thuszczowych.

Mechanizmy te pokazuja, jak modulacja dawka pokarmowa za pomoca substancji
biologicznie czynnych moze skutecznie zwigksza¢ poziom kwasu linolenowego w ptynie
zwacza, co moze przynies¢ potencjalne korzysci w postaci poprawy wartosci
funkcjonalnych produktow pochodzacych od przezuwaczy. Dziatania te, jednak nie
zawsze przynosza spektakularny efekt, a zastosowane strategie zywieniowe musze¢ by¢
szczegdtowo analizowane, aby moc je wprowadzi¢ do praktyk zrownowazonej produkcji

zwierzecej.
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7. WhniosKki

Uzyskane wyniki badan wpisujg si¢ w cele zrownowazonej produkcji zwierzecej,
podkreslajac potencjat stosowania naturalnych dodatkow paszowych
oraz alternatywnych komponentow paszowych w celu redukcji emisji gazow
cieplarnianych i poprawy jako$ci produktéw pochodzenia zwierzecego. Wyniki zar6wno
badan in vitro, jak 1 in vivo wspieraja gtéwng idee¢ hipotezy zaktadajaca, ze biologicznie
aktywne substancje moduluja procesy zachodzace w zwaczu. Efektywnos$¢ procesow
w duzej mierze zalezy od rodzaju dawki oraz st¢zenia zastosowanych dodatkow

paszowych. Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowano nastepujace wnioski:

1) Kiszonka z lisci paulowni ograniczyta populacje metanogendéw i obnizyta emisje
metanu w warunkach in vitro. Zawarte w kiszonce polifenole i flawonoidy, takie
jak luteolina (6,74 mg/g SM) i acetozid (1,20 mg/g SM), wykazuja zdolno$¢
bezposredniego oddziatywania na mikroflor¢ Zwacza, przyczyniajac
si¢ do zahamowania procesOw metanogenezy. Wyniki te potwierdzaja
skuteczno$¢ biologicznie aktywnych substancji w modulacji procesoOw
fermentacyjnych w zwaczu.

2) Zwigkszenie zawarto$ci wielonienasyconych kwasow thuszczowych (PUFA),
w tym kwasu o-linolenowego (C18:3 n-3) w grupach z udziatem kiszonki
z paulowni sugeruje, ze biologicznie aktywne substancje moduluja procesy
biouwodorowania w zwaczu. Mechanizm ten polega prawdopodobnie
na hamowaniu aktywnos$ci mikroorganizméw odpowiedzialnych za nasycanie
nienasyconych wigzan thuszczowych, co prowadzi do zwigkszonej retencji PUFA
w Srodowisku zwacza.

3) Stwierdzono ograniczenie populacji metanogenéw w efekcie stosowania
mieszanek ziolowych (MIX 11 MIX 2, 100 g SM/ dzien), jednak redukcja emisji
metanu oraz zmiany w profilu kwasow tluszczowych byly ograniczone.
Przyczyna moze by¢ zbyt niska dawka bioaktywnych substancji w tych
mieszankach 1 ich niewystarczajacy wptyw na mikroorganizmy zaangazowane
w procesy biouwodorowania. Wyniki wskazujg na potrzebe dalszych badan
w kierunku optymalizacji sktadu i dawek mieszanek ziotowych, aby w pelni

wykorzysta¢ ich potencjat w zrownowazonej produkcji zwierze
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effects of medicinal herbal mixtures rich in pheno-
lic, flavonoid and alkaloid compounds on ruminal fermentation and microbial populations,
and fatty acid (FA) concentrations and lipid oxidation in tissues of lambs infected with the
gastrointestinal nematode (GIN) parasite (Haemonchus contortus). Parallel in vitroand in
vivo studies were performed using two different herbal mixtures (Mix1 and Mix2). The in
vitro study was conducted in a 2 (infection status; non-infected versus infected) x 3 (diets;
control, Mix1 and Mix2) factorial design. In the in vivo study, 24 lambs were equally divided
into four treatments: non-infected lambs fed a control diet, infected lambs fed the control
diet, infected lambs fed a diet with Mix1 and infected lambs fed a diet with Mix2. Herbal mix-
tures (100 g dry matter (DM)/d) were added to the basal diets of meadow hay (ad libitum)
and a commercial concentrate (500 g DM/d). The experimental period lasted for 70 days.
Ruminal fermentation characteristics and methane production were not affected by infection
in vivo or in vitro. Both herbal mixture supplementation increased total volatile fatty acid
(VFA) concentrations (P < 0.01) and DM digestibility (P < 0.01) in vitro. Archaea population
was slightly diminished by both herbal mixtures (P < 0.05), but they did not lower methane
production in vitro or in vivo (P > 0.05). Infection of H. contortus or herbal mixtures modu-
lated FA proportion mainly in the liver, especially the long chain FA proportion. Concentra-
tions of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) in serum were significantly higher
after 70 days post-infection in the infected lambs. Herbal Mix1 supplementation reduced
TBARS concentrations in meat after seven days of storage. In conclusion, supplementing of
herbal mixtures to the diets of GIN parasite infected lambs did not affect the basic ruminal
fermentation parameters. Herbal mixtures may improve few FA proportions mainly in liver
as well as decrease lipid oxidation in meat.
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Introduction

Gastrointestinal parasitic infections is one of the major issues impacting the health of livestock
animals, especially by the most pathogenic gastrointestinal nematode (GIN) parasite Hae-
monchus contortus. This GIN sucks abomasum blood and causes anemia, reduces reproductive
capacity and animal production, resulting in considerable economic losses [1,2]. Since GIN
reduces productivity, infected animals require more resource input to achieve the same level of
productive output compared to the non-infected animals. Ovine periparturient parasitism
increases greenhouse gas intensity; and therefore gastrointestinal parasite control could
improve production efficiency and decrease environmental footprints in sheep production
systems [3]. Chemoprophylaxis against H. contortus by application of anthelmintics repeatedly
poses the risk of development of anthelmintic resistance and residues in food products [4].
Therefore, there is a growing interest in feeding of diets supplemented with plant secondary
metabolites (PSM) to GIN infected animals for reducing the transmission of the parasites and
the diseases associated with parasites [5,6]. The use of PSM has been beneficial to treat various
digestive or parasitic disorders due to their nutraceutical and anthelmintic activities. Many
studies favored natural sources of PSM such as Hypericum perforatum, Malva parviflora, Pru-
nella vulgaris, Juniperus communis, Pinus ponderosa, Melissa officinalis and Nepeta caesarea as
well as mixed medicinal herbs to reduce the burdens of GIN [7,8]. In the earlier studies, PSM
that contains phytochemical substances such as flavonoids considers as important bioactive
compound as antioxidant and antimicrobial properties in the rumen [9,10]. Another bioactive
compound is polyphenol known as highly abundant groups of substances found in plants that
can be classified based on a simple structure, for instance, phenolic acids and more complex
such as tannins [11]. Polyphenols inhibit the populations and/or activity of microbes responsi-
ble for methanogenesis and biohydrogenation by among others changing the rumen environ-
ment (pH value) and through the toxic effect on methanogens, consequently lowering
methane emission and biohydrogenation rate of UFA in the rumen [12,13,14]. The degree of
ruminal fatty acid (FA) saturation affects FA composition in ruminant products such as meat
and milk [15,16].

The lambs used in the present study were a part of a comprehensive experiment that inves-
tigated the effects of two dry mixtures of medicinal herbs on parasitological, inflammatory,
antioxidant, and fecal microbiota composition in lambs experimentally infected with H. con-
tortus [17]. In the present study, we hypothesized that the dietary dry medicinal herb mixtures
may affect the ruminal methane production, FA concentrations in the liver, blood, subcutane-
ous fat and musculus longissimus dorsi muscle, lipid peroxidation and oxidative stability in
meat due to their inhibitory effects on the ruminal methanogens and biohydrogenating micro-
bial population and antioxidant properties. Infections with GIN in animals causes extra endog-
enous protein loss and increased energy metabolism, which subsequently may alter lipid
metabolism and antioxidant status [18]. The influences of GIN on FA profile have not yet been
studied in GIN-infected lambs. Therefore, our objective was to assess the supplementation of
two medicinal herbal mixtures on ruminal fermentation characteristics, microbial population,
methane production and lipid metabolism in GIN-infected lambs.

Material and methods

Animals used and experimental design were approved by the Ethics Committee of the Institute
of Parasitology of the Slovak Academy of Sciences, in accordance with European Community
guidelines (EU Directive 2010/63/EU for animal experiments). Permission to collect samples
and carry out the experiment was granted by the participating sheep farmers. Twenty-four
Valachian female lambs with an initial mean body weight of 11.7 £ 1.23 kg and 3-4 months of
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age lambs were obtained from the same farm. All animals were humanely killed at the end of
the experiment (abattoir of the Centre of Biosciences of SAS, Institute of Animal Physiology,
Kosice, Slovakia, No. SK U 06018). The carcasses of animals were sent to the Department of
Pathological Anatomy and Pathological Physiology, University of Veterinary Medicine and
Pharmacy in Kosice in Slovak Republic.

Diet and supplements

This study was a part of a larger study that investigated natural chemotherapeutic alternatives
for controlling of haemonchosis in lambs and had been described in more detail previously
[17]. Animals were fed a concentrate mixture (500 g dry matter (DM)/d), herbal mixtures
(non-commercial mixtures—Mix1 and Mix2; 100 g DM/d) and meadow hay (ad libitum). The
concentrate mixture was composed of 700 g/kg of barley, 220 g/kg of soybean meal, 48 g/kg of
wheat bran, 5 g/kg of bicarbonate and 27 g/kg of mineral-vitamin premix.

Experimental design

In vitro experiment. The in vitro study was carried out using a batch culture system
according to the modified protocol described previously [19]. Two herbal mixtures (Mix1 and
Mix2) were used with 9 different herbs in each mixture. Dry herbs were obtained from com-
mercial sources (AGROKARPATY, Plavnica, Slovak Republic and BYLINY Mikes s.r.o.,
Cicenice, Czech Republic). Herbal composition of Mix1: stems of Artemisia absinthium L.
(1%), Fumaria officinalis L. (13.4%), Hyssopus officinalis L. (13.4%), Melissa officinalis L.
(13.4%) and Solidago virgaurea L. (13.4%); flowers of Matricaria chamomilla L. (13.4%) and
Malva sylvestris L. (13.4%); leaves of Plantago lanceolata L. (13.4%) and seeds of Foeniculum
vulgare Mill. (5%). The phytochemical substances of Mix1 contained 57.3 g/kg DM of phenolic
acids and 41.5 g/kg DM of flavonoids with greater concentrations of myricetin 3-O-galactoside
(20.2 g/kg DM), 1,5-dicaffeoylquinic acid (15.4 g/kg DM),3-O-caffeoylquinic acid (11.3 g/kg
DM), and dihydrocaffeoyl-4-caffeoyl quinic acid (9.72 g/kg DM) [17]. Herbal composition of
Mix2: stems of Artemisia absinthium L. (1%), Malva sylvestris L. (12.4%), Achillea milefolium
L. (12.4%), Cichorium intybus L. (12.4%), Hypericum perforatum L. (12.4%) and Urtica dioica
L. (12.4%); flowers of Matricaria chamomilla L. (12.4%), Fumaria officinalis L. (12.4%) and
Calendula officinalis L. (12.4%). The phytochemical substances of Mix2 contained 22.2 g/kg
DM of phenolic acids and 29.5 g/kg DM of flavonoids with high concentrations of 3-O-caf-
feoylquinic acid (6.91 g/kg DM), 1,5-Dicaffeoylquinic acid (6.18 g/kg DM), rutin (5.73 g/kg
DM) and 2-O-feruloylhydroxycitric acid (3.64 g/kg DM).Protoberberine-type alkaloids were
also present in Mix1 (1.4 g/kg DM) and Mix2 (1.33 g/kg DM) [17].

For the in vitro study, the ruminal content was collected from the top, bottom and middle
of the rumen of each lamb separately. The fresh ruminal content was collected at a slaughter
house from six control non-infected (CN) and six control infected (CI) lambs with two CN
and two CI at each run. Infection status was identified at autopsy by observing the H. contortus
worms after the opening of the abomasum. The in vitro study was completed in three runs and
total 12 lambs were used. The same diet was used as a control in the in vivo trial. After slaugh-
tering of lambs, rumen digesta was taken from different parts (top, bottom and middle) of the
rumen. The experiment was conducted in a 2 infection status (non-infection and infection) x
3 diets (control, Mix1 and Mix2) factorial arrangement with following 6 treatments: Control
diet with non-infection (CN), Mix1 diet with non-infection (Mix1N), and Mix2 diet with non-
infection (Mix2N), Control diet with infection (CI), Mix1 diet with infection (Mix1I), and
Mix2 diet with infection (Mix2I). Ruminal content was squeezed through a four-layer cheese-
cloth into two separate Schott Duran® bottles (SCHOTT North America, Inc. Corporate
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Office, Elmsford, NY 10523, USA) and immediately transported to the laboratory in a 39 °C
preheated water bath. Two bottles were used for collecting rumen fluid separately for CN and
CIL Five replicate bottles in each treatment (6 treatments x 5 bottles) were used in three conse-
cutive runs. The ruminal fluid was diluted with buffer solution at a ratio of 1:4, and buffered
fluid was transferred to the bottles with prepared substrates anaerobically. The control groups
(CN and CI) contained 400 mg of substrate (252 mg DM of hay and 148 mg DM of the com-
mercial concentrate). For the herbal mixture, 36 mg DM (9% of 400 mg substrate) of Mix1 or
Mix2 was further added to the 400 mg substrate. The bottles with buffered ruminal fluid and
substrate were filled with CO,, closed with rubber stoppers and sealed with aluminum cups.
Then the bottles were incubated in an incubator (Galaxy 170R, Eppendorf North America
Inc., Hauppauge, NY) for 24 h at a temperature of 39 °C in an anaerobic condition with peri-
odical mixing of the contents.

In vivo experiment. Based on the in vitro results, the in vivo experiment was designed.
Twenty-four Improved Valachian female lambs with an initial mean body weight of
11.7 + 1.23 kg and 3-4 months of age were kept in stalls for 15 d for adaptation to the diet.
During the whole experiment, lambs had free access to drinking tap water. After the adaptive
period, the lambs were divided into four treatment groups (n = 6): non-infected control group
(CN), GIN-infected group fed with the control diet (CI), infected group fed the control diet
supplemented with Mix1 (M1I) or Mix2 (M2I). Lambs were infected orally with 5000 third-
stage larvae of the MHcol (strain of H. contortus), which is susceptible to all main classes of
anthelmintics. Infection increased egg counts in the infected animals as shown previously [17].
Lambs were fed with a basal diet of meadow hay ad libitum and a commercial concentrate at
500 g DM/day in the control groups for the growth rate of 150 g/d (Table 1). Commercial con-
centrate was composed of 700 g/kg of barley, 220 g/kg of soybean meal, 48 g/kg of wheat bran,
5 g/kg of bicarbonate and 27 g/kg of mineral-vitamin premix. In the herbal mixture groups,
Mix1 and Mix2 were additionally fed at 100 g dry matter (DM)/day to the M1I and M21
lambs, respectively. The experimental period was 70 days (during summer), and the animals
were housed on a sheep farm.

Sample analysis

Chemical composition of feed. Chemical composition of dietary ingredients was ana-
lyzed in triplicates by standard procedures [20]. The dry matter (DM) content was determined
by drying the samples at 105 °C for 48 h in a hot air oven. The ash content was determined by
burning the samples at 550 °C for 12 h (method no. 942.05) in a muftle furnace (Nabertherm,
LT 40/12, GmbH, Lilienthal, Germany. Nitrogen (N) content (method no. 968.06) was deter-
mined using a FLASH 400 Analyzer (Thermo Fisher Scientific, Cambridge, UK). Crude pro-
tein (CP) content was calculated by multiplying the N content by 6.25 (method no. 990.03).
The acid-detergent fiber (ADF) and neutral detergent fiber (NDF) contents were determined
as described previously [21] by using a FiberCap system (FiberCap ™ 2021/2023, FOSS Analyti-
cal AB, Hoganis, Sweden). In forages (i.e., meadow hay, Mix1 and Mix2), NDF was assayed
without a heat-stable amylase and expressed inclusive of residual ash. In concentrate, NDF was
assayed with a heat-stable amylase and expressed inclusive of residual ash. ADF was expressed
inclusive of residual ash.

Basic ruminal fermentation. After 24 h of in vitro incubation, the volume of accumulated
gas released from the batch culture was determined from the recorded pressure or the volume
of gas produced after 24 h of fermentation using a mechanical manometer fitted to a trans-
ducer (Premagas, Stara Turd, Slovak Republic). Analysis of gas production was carried out by
gas chromatography using a PerkinElmer Clarus 500 gas chromatograph (Perkin Elmer, Inc.,
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Table 1. Chemical composition and fatty acid profile of the diets.

Item Meadow hay Concentrate Mix1 Mix2
Main chemical composition, g/lkg DM
CP 163 309 160 180
aNDF 825 140 500 460
ADF 500 90 360 350
Ash 39 29 110 110
Fatty acid proportion, g/100 g of FA
C12:0 1.06 0.11 0.12 0.41
C14:0 0.90 0.34 0.36 1.57
C16:0 18.6 14.0 12.5 25.0
C18:0 5.09 2.26 3.22 8.84
C18:1 cis-9 14.5 19.4 22.3 8.8
C18:2 cis-9 cis-12 36.3 55.6 26.9 25.3
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 (ALA)? 9.50 2.46 11.9 9.28
C20:3n-6 1.95 0.23 1.04 0.78
C20:5n-3 (EPA)" 0.19 0.05 0.19 0.09
C22:5n-3 (DPA)° 0.35 0.06 0.22 0.42
C22:6n-3 (DHA)? 1.21 0.20 0.30 0.42
Other FA® 10.3 5.29 20.9 19.1
SEA 29.4 18.0 17.9 37.8
UFA?® 70.6 82.0 82.1 62.2
MUFA" 20.7 229 41.1 26.0
PUFA' 49.8 59.2 41.0 36.2
n-6 38.6 56.4 28.4 26.3
n-3 259 22.2 12.6 9.84

# ALA, [a]-Linolenic acid.
b EPA, Eicosapentaenoic acid.
°DPA, Docosapentaenoic acid.

4 DHA, Docosahexaenoic acid.

¢ Other FA, (C10:0, C14:1, C15:1, C16:1, C18:1 c11, C20:0, C22:1 n-9, C22:0, C23:0, C24:1)

{SFA, Saturated fatty acids.

8 UFA, Unsaturated fatty acids.

" MUFA, Monounsaturated fatty acids.
T PUFA, Polyunsaturated fatty acids.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0231516.t001

Shelton, CT, USA). The ruminal fluid was then collected from each bottle for analysis of pH,
volatile fatty acids (VFA) and ammonia concentrations, and ruminal microorganism popula-
tions (bacteria, protozoa, and methanogens). For the in vivo experiment, ruminal fluid samples
were collected immediately after slaughtering the animals. The pH value was measured imme-
diately after sample collection using a pH meter (CP-104; Elmetron, Zabrze, Poland). Methane
concentration from in vitro samples was determined by gas chromatography on PerkinElmer

Clarus 500 gas chromatograph (Perkin Elmer, Inc., Shelton, USA) as described previously

[22]. In the in vivo study, methane production was calculated measuring the molar proportion
of VFA in the rumen as follow: 57.5 mol glucose = 65 mol acetate + 20 mol propionate + 15
mol butyrate + 60 mol CO2 + 35 mol CH4 + 25 mol H2O. [23]. The concentration of ammo-
nia-N was determined in the inocula by the phenol-hypochlorite method [24]. The VFA sam-

ples were analyzed by gas chromatography (PerkinElmer Clarus 500 gas chromatograph,
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Perkin Elmer, Inc., Shelton, USA) as described previously [22]. The in vitro DM digestibility
(IVDMD) and volume of accumulated gas were determined as described previously [22].

Rumen microbial quantification. The total protozoa count in collected ruminal fluid was
determined according to the previous method [25]. For bacterial quantification, DNA from
the ruminal samples were isolated using a Mini Bead-Beater (BioSpec, Bartlesville, OK, USA)
for cell lysis, followed by purification (QIAamp DNA Stool Mini Kit; Qiagen, Hilden, Ger-
many) [26]. DNA concentrations and quality were measured with NanoDrop 2000 spectro-
photometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). The primers for the targeted species
were Butyrivibrio proteoclasticus (F: CCTAGTGTAGCGGTGAAATG", R: TTAGCGACGGCA
CTGAATGCCTA) [27], Butyrivibrio fibrisolvens (F: ACACACCGCCCGTCACA, R:
TCCTTACGGTTGGGTCACAGA) [28], Ruminococucus flavefaciens (F: CGAACGGAGATAA
TTTGAGTTTACTTAGG, R: CGGTCTCTGTATGTTATGAGGTATTACC) [29], Fibrobacter
succinogenes, (F: GTTCGGAATTACTGGGCGTAAA, R: CGCCTGCCCCTGAACTATC) [29],
and Ruminococcus albus (F: CCCTAAAAGCAGTCTTAGTTCG, R: CCTCCTTGCGGTTAG
AACA) [30] for the quantitative PCR method. For the total bacteria, the following primers
were used (F: GTGATGCATGGTTGTCGTCA, R: GAGGAAGGTGKGGATGACGT) [31].

Methanogens and total bacteria were quantified by the fluorescence in situ hybridization
technique [32]. The rumen fluid (50 pl) was diluted in phosphate-buffered saline and pipetted
onto 0.22 um polycarbonate filters (Frisentte K02BP02500) and vacuumed (Vaccum KNF
Vacuport-Neuberg). The filters were transferred onto a cellulose disk for dehydration in an
ethanol concentration at different level (500, 800, and 900 ml/L) for 3 min. Hybridization was
carried out in 50 pl of hybridization buffer (0.9 M NaCl; 20 mM Tris/HCI, pH 7.2; 0.1 g/L of
SDS) containing oligonucleotide probes (all methanogens (S-D-Arch-0915-a-A-20) and two
order-specific probes: S-O-Mmic-1200-a-A-21) (Methanomicrobiales) and S-F-Mbac-0310-a-
A-22 (Methanobacteriales) [33]. The filters were washed with washing buffer (20 mM Tris/
HCIL, pH 7.2; 0.1 g/L of SDS; 5 mM EDTA) for 20 minutes at 48 °C. The filters were then rinsed
gently in distilled water, air-dried and mounted on object glasses with VectaShield (Vector lab-
oratories nr. H-1000) anti-fading agent containing DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole). To
distinguish the total count of bacteria (DAPI) from other methanogens in the rumen fluid, fil-
ters were maintained at 4 °C for 1 h in the dark until visualization using an Axio Imager M2
microscope (Carl Zeiss Iberia, Madrid, Spain).

Fatty acids extraction and analysis. On the last day of experiment, the lambs were
slaughtered and samples from longissimus dorsi muscle, subcutaneous fat and liver were col-
lected. The muscle samples (approximately 200 g) were collected from the right side of each
carcass and drawn at the level of 13 thoracic rib. Samples of subcutaneous fat and liver were
lyophilized by freezing, vacuuming and drying the samples (Epsilon 2-10D LSCplus, CHRIST,
Germany). Samples of muscle were lyophilized after removing the epimysium. All collected
samples were stored at -80 °C until lipid extraction [34]. The FA concentrations in feeds, liver,
muscle, and subcutaneous fat [15], ruminal fluid [13] and blood [35] were determined using
standard protocols [15]. FA were identified and quantified based on peaks and retention times
by comparing FA sample target with appropriate fatty acids methyl ester (FAME) standards
(37 FAME Mix, Sigma-Aldrich) and the concentrations of CLAs were determined using a
CLA standard (a mixture of cis 9, trans 11 and trans 10, cis 12-octadecadienoic acid methyl
esters; Sigma-Aldrich) using a Galaxie Work Station 10.1 (Varian, CA).

Gene expression with RT-qPCR. Samples of longissimus dorsi muscle were collected
immediately after slaughter and shock frozen in liquid nitrogen. Relative transcript abun-
dances of five lipogenic genes such as lipoprotein lipase (LPL), fatty acid synthase (FASN),
stearoyl-CoA desaturase (SCD), fatty acid desaturase 1 (FADS1), fatty acid elongase 5
(ELOVL5) were measured by real-time PCR method as described previously [10]. The
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muscle samples were homogenized in 1 ml TriPure reagent (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) using Tissue Lyser II (Qiagen, USA). Then the RNA isolation was performed fol-
lowing the protocol provided by the manufacturer. Briefly, 200 pl of chloroform (Sigma
Aldrich, Hamburg, Germany) was added into tubes and shaken. After 10 min, samples were
centrifuged (15 min) at 12,000 g speed. The clear phase was transferred to a new tube and
added with 0.5 ml isopropanol (Sigma Aldrich, Hamburg, Germany). Then probes were
centrifuged (15 min) at 12 000 g speed once again. RNA pellets were washed with 750 ml/L
of ethanol (POCH, Gliwice, Poland), centrifuged for the third time (10 min at 9000 g) and
dried at 40 °C thermoblock (Eppendorf, Hamburg, Germany). The RNA was then resus-
pended in DEPC treated water (Invitrogen, Carlsbad, USA) for spectrophotometric mea-
surement (Nanodrop 2000, Thermo Scientific, USA) of concentration and purity. A
reverse transcription reaction (RT) was performed using a Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche) according to the procedures described by the manufacturer. Each
sample was adjusted to equal concentrations of RNA. Briefly, RNA (300 ng), random hex-
ameters (60 uM), oligodT (2.5 mM) and water were mixed and denatured at 65 °C for 10
min. Reverse transcriptase and RNase inhibitor buffer were then added to the RNA mix to a
final volume of 20 pl. The RT conditions were as follows: 25 °C for 5 min, followed by 42 °C
for 45 min and 85 °C for 5 min. The gene expression of FA synthase (FASN), lipoprotein
lipase (LPL), stearoyl-CoA desaturase (SCD), FA desaturase 1 (FADS1) and FA elongase 5
(ELOVL5) were measured in muscle. Primer pairs for RT-qPCR amplification were
designed based on previously published oligonucleotides [36] and synthesized by Sigma-
Aldrich (USA). Only standard curves with an efficiency of at least 1.9 were considered opti-
mized for the reaction in particular conditions. RT-qPCR amplification was performed in
duplicate on a Light Cycler 480 instrument (Roche Diagnostics, Germany) using Light
Cycler Sybr Green 480 I Master (Bio-Rad, USA). The RT-qPCR mix (10 pl per sample) con-
tained 2 pl of nuclease-free water, 2 pl of primers mix, 5 pl Sybr Green Master mix and 1 pl
of cDNA. The RT-qPCR conditions were as follows: 95 °C, 5 min (pre-incubation); 40 cycles
of: 95 °C, 5 s (denaturation); 60 "C, 12 s (primer annealing and elongation); 65-97 °C (PCR
product melting). For each RT-qPCR run, a negative control sample (without cDNA) was
also added. After each analysis, melting curves were checked to exclude any potential sample
contamination. Relative gene expression was evaluated by delta delta CT (AACT) with
Gapdh/beta actin as a reference.

Blood analyses. Blood samples were collected from the jugular vein of each animal on day
22,37,51 and 70 into 10-ml serum-separator tubes (Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Germany)
and centrifuged at 1200 g for 10 min at room temperature. From all collected days, the serum
samples were used for lipid peroxidation. For FA analysis, sera from day 70 were used. The
sera were stored at—=80 °C until analysis.

Lipid oxidation. The left m. longissimus dorsi muscle samples were excised within 15 min
after the slaughter and were immediately vaccum packed. Meat oxidative stability was moni-
tored in the muscle samples that were stored at 4 °C for 0, 1 or 7 days. The standard curve of
malondialdehyde prepared by hydrolysis of 1,1,3,3,-tetraethoxypropane (Sigma-Aldrich) was
used to assess the lipid oxidation by the thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)
method as described previously [37].

Calculations

The desaturase [38], atherogenic [39] and thrombogenic [21] indices were calculated from the
FA profile. Methane and hydrogen production, and hydrogen utilization were estimated based
on stoichiometry calculations [23].
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Statistical analysis. All data were analyzed using SAS statistical software (Univ. Edition,
version 9.4) [40]. In experiment 1 (in vitro study), data were analyzed using PROC MIXED
procedure with models containing treatment group, infection, and their interaction as fixed
factors and each consecutive run was considered as a random factor. In experiment 2 (in vivo
study), data except for the lipid peroxidation were analyzed with one way ANOVA model with
PROC GLM procedure. Two-way ANOVA (GraphPad Prism, GraphPad Software, Inc., San
Diego, USA) was used for the analysis of lipid oxidation in serum and meat to test the effect of
dietary treatment and the time of sampling/storage, as well as their interaction. The significant
differences among treatment groups were tested with Tukey post-hoc test (P < 0.05). All val-
ues are shown as the means with pooled standard errors of means.

Results
In vitro experiment

The pH decreased due to infection (P < 0.01), but Mix2N group had also decreased the pH
compared to the CN (P = 0.01; Table 2). The IVDMD of Mix1N, Mix2N, Mix1], and Mix2I was
improved compared to either the non-infected or infected control (P < 0.01). The gas produced
in CI decreased compared to CN (P = 0.03), but was similar in the infected and non-infected
groups supplemented with Mix1 and Mix2 (P = 0.02). Mix1N group produced more methane
compared to CN and Mix1I (P < 0.02). However, methane production in Mix1I was lower
than the Mix1N and Mix2I when CH, was expressed as CH,/gas produced and CH,/IVDMD
(P =0.03 and P = 0.05, respectively). Concentrations of total VFA were lower in CN group com-
pared with the groups supplemented with Mix1 and Mix2 (P < 0.01). The acetic acid propor-
tion decreased in all infected groups compared to the non-infected control (P < 0.01), but the
iso-valerate and valerate concentrations in all infected groups increased compared to the CN.

Regarding the ruminal microbial activity, the Archaea populations of Mix1 and Mix2 in
both non-infected and infected animals were lower compared to the CN (P< 0.01). Total bac-
terial abundance in the Mix2N group was lower compared to all groups (P < 0.05). The rela-
tive abundance of R. albus tended to increase in CI compared to the CN (P < 0.08). Also, F.
succinogenes abundance was higher in infected groups (P < 0.01) and significantly lower in
Mix1N and Mix2N. The relative abundance of B. proteoclasticus was higher in the Mix1I com-
pared to the CI or CN and also to other groups. In contrast, the B. fibrisolvens of the Mix1I was
lower than in CI and CN and also than other groups (P < 0.01).

Regarding the FA concentration in the buffered rumen fluid, major changes occurred due
to the infection for C16:0, C18:0, C18:1 trans-10, C18:1 trans-11, C18:2 cis-9 cis-12; docosapen-
taenoic acid (DPA), docosahexaenoic acid (DHA), saturated FA (SFA), UFA, PUFA, n6 FA,
n6/n3 ratio, medium chain FA (MCFA), and long chain FA (LCFA) (Table 3). The lower pro-
portions of a-linolenic acid (ALA) were found in rumen fluid treated with Mix2N, Mix1I and
Mix2I compared to the CN and the CI. Herbal mixtures changed the FA concentration in the
ruminal fluid. The C18:1 trans-11 and the SFA proportions of all herbal groups with infected
and non-infected were higher compared to CN (P< 0.01); whereas higher UFA proportions of
CN were noted compared to other groups except for the Mix2N (P = 0.02).

In vivo experiment

There were no significant differences (P > 0.05) among the groups for ruminal fermentation
characteristics in lambs (Table 4). The bacteria population (B. fibrisolvens, R. albus and F. suc-
cinogenes) of the infected lambs fed with control diet as well as infected lambs treated with
Mix1 and Mix2 diets increased (P < 0.01); however other bacterial populations did not differ
among the treatment groups except B. proteoclasticus, which had higher relative abundance in
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Table 2. The effect of herbal mixtures and infection on the rumen fermentation and microbial populations in vitro.

Parameter®

pH
IVDMD, %
NH;, mM
Gas produced, ml
CH,, mM
CH,/Gas produced, mM/ml
CH,/IVDMD, mM/g
Total VFA, mM
Acetate, mol/100 mol
Propionate, mol/100 mol
Isobutyrate, mol/100 mol
Butyrate, mol/100 mol
Isovalerate, mol/100 mol
Valerate, mol/100 mol
Caproate, mol/100 mol
A:P
Archaea, 10 /ml
Total bacteria, 10%/ml
R. albus, AU
R. flavefaciens, AU
F. succinogenes, AU
B. proteoclasticus, AU
B. fibrisolvens, AU
Total protozoa, 10%/ml
Holotricha,10*/ml

Entodiniomorpha, 10*/ml

CN
6.24*
53.9°
6.06"
66.3*
0.57°
0.008*
2.51%
52.5°
63.8°
20.4
0.28"
13.1
0.79°
1.31°
0.25
32°
1.07°
4.94°
1.29°
0.09
0.58°
0.79°
2.26"
67.0
0.71
66.3

Non-infected
MixIN
6.21°
62.9°
7.32°
67.9°
0.80°
0.011°
3.21°
57.1°
63.1%°
20.4
0.35%
13.6
0.86%
1.41°
0.29
3.14°
0.88°
4.82°
1.0°
Bd
0.50°
0.05°
4.07%°
66.9
0.55
66.3

Mix2N
6.08°
62.2%
6.63%
67.2°
0.59%
0.009*
2.74%
55.7%°
62.9%
20.4
0.30%
13.9
0.83%
1.40°
0.28
3.11°
0.56°
4.06°
0.25°
0.03
0.19°
0.13¢
0.51°
68.8
0.59
68.2

cI
6.12°
54.1°
6.09%
59.1°
0.61%°
0.010*°
2.83%
53.7°¢
61.6°
21.3
0.30°
13.2
0.88*
2.45°
0.36
3.01°
0.86°
5.56°
11.63"
0.03
2.95%
2.93°
1.19°
71.0
0.51
70.5

Infected®
Mix1I
6.04°
63.3*
6.44%
66.9*
0.46"
0.007°
1.92°
56.0*"
60.8"
22.0
0.36
13.0
0.93*
2.56*
0.38
2.85°
0.61°
5.28°
0.64°
bd
1.7°
8.87°
0.19¢
68.3
0.45
67.9

Mix2I

6.04°
60.0°
6.10*°
66.9*
0.71%°
0.011°
3.13°
57.9°
61.2°
21.5
0.31%
13.3
0.92*
2.50*
0.37
2.94°
0.54°
5.58°
bd
bd
1.38°
426"
454
74.8
0.61
74.2

SEM

0.01
0.70
0.13
0.94
0.04
0.001
0.20
0.42
0.30
0.29
0.01
0.11
0.01
0.1
0.02
0.05
0.05
0.15
1.43
0.03
0.29
0.66
0.43
0.03
1.15
1.15

I
<0.01
0.47
0.08
0.03
0.37
0.74
0.52
0.23
<0.01
0.06
0.51
0.09
<0.01
<0.01
<0.01
0.05
0.05
<0.01
0.08
0.48
<0.01
<0.01
0.61
0.11
0.10
0.10

Within each row, means with lower case superscripts (a—d) indicate significant differences at P < 0.05; SEM, standard error of the mean.
*IVDMD, in vitro dry mater digestibility; VFA, volatile fatty acids; bd, below detection.
®Control non-infected (CN); Mix 1 non-infected (Mix1N); Mix2 non-infected (Mix2N); Control infected (CI); Mix1 infected (Mix1I); Mix 2 infected (Mix2I); I,

infected; G, group.

AU, The relative 16S rRNA gene copy abundance expressed as an arbitrary unit relative the total bacterial gene copy abundance of the control.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0231516.t002

<0.01
<0.01
0.03
<0.01
0.70
0.67
0.63
<0.01
0.32
0.87
<0.01
0.24
<0.01
0.78
0.64
0.64
<0.01
0.47
0.12
0.43
0.16
<0.01
0.54
0.40
0.24
0.41

IxG
0.01
0.29
0.29
0.02
0.02
0.03
0.05
0.17
0.88
0.88
1.00
0.36
0.81
0.99
0.95
0.90
0.49
0.31
0.07

ND
0.42
<0.01
<0.01
0.78
0.23
0.78

the infected M2I group (P < 0.01). The population of Holotricha was higher in the CI than
other groups (P < 0.01).
The FA proportions in the ruminal fluid, blood, as well as in the liver, subcutaneous fat and
m. longissimus dorsi varied. The proportions of C15:0 and C17:0 in the rumen were higher in
M2I lambs compared with the CI lambs whereas the proportions of C14:1 and C17:1 in the
rumen were higher in M2I lambs compared with the CI and CN lambs (P < 0.05; Table 5).
The ruminal MCFA proportion of CI was lower than the M2I (P = 0.03). By contrast, ruminal
LCFA proportion was higher in the CI lambs than in the M2I lambs (P = 0.03).
In the serum from lambs fed Mix2, C15:0, C16:0, C16:1, C18:1 trans-6-8, ALA, C18:2 trans-
10 cis-12, and MCFA proportions were higher compared to the CI group (Table 6). The M21I
had lower proportions of C18:1 cis-11 and C18:2 cis-9 cis-12 in serum compared to other
groups, which led to the lowered PUFA and LCFA proportions. The serum from lambs fed
Mix1 and Mix2 had the lowest n6/n3 FA ratio compared to the CI (P < 0.001).
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Table 3. The effect of herbal mixtures and infection on ruminal fatty acid proportions (g/100 g FA) in vitro.

Fatty acids, /100 g FA Non-infected Infected® SEM P value
CN MixIN Mix2N cI \ Mix11 \ Mix2I G IxG
Saturated
C8:0 0.11%° 0.14° 0.11%° 0.08" 0.12%° 0.10° 0.01 0.14 0.04 0.83
C10:0 0.07*° 0.08* 0.06* 0.05" 0.06* 0.04* 0.004 0.01 0.13 0.98
C12:0 1.03% 1.18° 0.89" 1.05% 1.05% 0.84° 0.03 0.42 0.02 0.57
C13:0 8.66*° 9.72* 8.91%° 7.82° 7.89% 7.47° 0.20 <0.01 0.37 0.50
C14:0 1.59 1.79 1.74 1.77 1.90 1.89 0.04 0.06 0.09 0.90
C15:0 1.39 1.54 1.53 1.46 1.42 1.34 0.03 0.15 0.69 0.11
C16:0 22.7° 23.5° 23.1° 21.2° 21.1° 20.8° 0.18 <0.01 0.50 0.36
C17:0 0.96%° 1.06° 1.09° 0.88" 0.89" 0.94% 0.02 <0.01 0.02 0.35
C18:0 27.1° 27.2° 28.6° 32.5° 32.1° 33.4° 0.40 <0.01 0.05 0.75
Monounsaturated
Cl4:1 0.58 0.71 0.68 0.71 0.74 0.69 0.02 0.12 0.11 0.23
C15:1 1.04 1.20 1.08 1.10 1.14 1.16 0.02 0.53 0.17 0.44
Clé6:1 0.61° 0.42° 0.43° 0.47° 0.42° 0.38" 0.02 0.04 <0.01 0.13
C17:1 0.23 0.19 0.17 0.22 0.21 0.27 0.01 0.06 0.61 0.08
C18:1 trans-6-8 0.47 0.51 0.53 0.47 0.45 0.56 0.01 0.64 0.02 0.42
C18:1 trans-9 0.45° 0.46° 0.51%° 0.63* 0.54* 0.67* 0.02 <0.01 0.20 0.51
C18:1 trans-10 0.76° 1.00% 1.09> 1.36% 1.41%° 1.70° 0.08 <0.01 0.04 0.72
C18:1 trans-11 2.80° 4.04° 4.11° 3.20° 3.87% 3.70%° 0.09 0.70 <0.01 0.04
C18:1 cis-9 11.2° 8.84° 8.81% 8.52"¢ 8.26" 8.08° 0.23 <0.01 <0.01 0.05
C18:1 cis-11 1.24° 1.33%¢ 1.41°¢ 1.32% 1.55% 1.44% 0.02 0.01 <0.01 0.17
C18:1 cis-12 0.23° 0.30%° 0.35° 0.29% 0.37° 0.35° 0.01 0.01 <0.01 0.18
C18:1 cis-13 0.18 0.18 0.21 0.16 0.19 0.14 0.01 0.03 0.74 0.10
C18:1 cis-14 0.37° 0.39%° 0.43% 0.45° 0.47° 0.46° 0.01 <0.01 0.19 0.52
Polyunsaturated
C18:2 cis-9 cis-12 8.21° 6.64° 7.05% 6.84" 6.66" 6.18" 0.17 0.03 0.02 0.21
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 (ALA)" 0.50° 0.45° 0.15" 0.47° 0.16" 0.13° 0.04 0.04 <0.01 0.08
C18:2 cis-9 trans-11 (RA/CLA)® 0.94 0.84 1.10 0.81 1.00 0.94 0.04 0.50 0.16 0.11
C18:2 trans-10 cis-12 0.23 0.21 0.22 0.24 0.25 0.22 0.01 0.20 0.59 0.44
C18:3n6 0.17 0.17 0.16 0.14 0.13 0.16 0.01 0.02 0.76 0.43
C20:2 0.06 0.04 0.05 0.06 0.05 0.05 0.01 0.63 0.57 0.94
C20:3n6 1.24° 1.09%® 0.87° 0.88" 0.99% 1.04% 0.04 0.21 0.47 0.01
C20:4n6 0.06 0.05 0.07 0.06 0.04 0.05 0.003 0.13 0.15 0.23
C20:5n3 (EPA)? 0.16 0.12 0.11 0.10 0.11 0.16 0.01 0.63 0.75 0.04
C22:2 0.06 0.05 0.06 0.05 0.05 0.03 0.003 0.02 0.62 0.28
C22:5n3 (DPA)® 0.42° 0.21%®® 0.23% 0.20° 0.29% 0.33%® 0.03 0.88 0.59 0.01
C22:6n3 (DHA)® 1.68° 1.91%° 2.00% 2.05° 1.84% 2.00% 0.04 0.25 0.42 0.04
SFAS 63.9° 67.3* 67.0° 67.8° 67.4% 67.4° 0.35 0.02 0.05 0.01
UFA" 35.6° 32.4° 32.8% 31.9° 32.2° 31.9° 0.34 0.01 0.05 0.02
MUFA! 214 20.6 20.8 20.0 20.7 20.6 0.22 0.26 1.00 0.28
PUFA’ 13.7° 11.8° 12.0° 11.9° 11.5° 11.3° 0.21 0.02 0.01 0.19
né FA 10.0° 8.3° 8.5% 8.3° 8.2% 7.8° 0.19 0.02 0.04 0.16
n3 FA 2.67 2.67 2.46 2.82 2.45 2.62 0.05 0.76 0.10 0.24
né/n3 ratio 3.77° 2.95% 3.56% 3.03° 3.47% 3.14% 0.10 0.26 0.69 0.02
MCFA* 37.7° 40.3° 38.5° 35.8° 35,5 34.3° 0.32 <0.01 0.08 0.04
(Continued)
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Table 3. (Continued)

Fatty acids, g/100 g FA Non-infected Infected” SEM P value
CN MixIN Mix2N CI Mixl1I Mix2I I G IxG
LCFA' 61.7° 59.4° 61.3% 64.0* 64.1°° 65.0° 0.32 <0.01 0.11 0.11

Within each row, means with lower case superscripts (a—c) indicate significant differences at P < 0.05; SEM, standard error of the mean.
# Control non-infected (CN); Mix 1 non-infected (Mix1N); Mix2 non-infected (Mix2N); Control infected (CI); Mix1 infected (Mix11); Mix 2 infected (Mix2I); I,
infected; G, group.

> ALA, [o]-Linolenic acid.

“RA/CLA, Rumenic acid/Conjugated linoleic acid.

4 EPA, Eicosapentaenoic acid.

€ DPA, Docosapentaenoic acid.

fDHA, Docosahexaenoic acid.

8 SFA, Saturated fatty acids.

" UFA, Unsaturated fatty acids.

' MUFA, Monounsaturated fatty acids.

J PUFA, Polyunsaturated fatty acids.

X MCFA, Medium chain fatty acids.

' LCFA, Long chain fatty acids.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0231516.t003

In the liver of animals fed both herbal mixtures, proportions of C16:0, C16:1, and MCFA,
and DI (16:1/16) decreased compared to CN and CI (Table 7). However, the increased ALA,
n3 FA, LCFA proportions (P < 0.01) in M1I and M2I compared to the CI group were
observed.

Among the various FA profiles in the longissimus dorsi muscle, significant (P < 0.03)
changes in C16:0 in M2I and C20:5 n-3 in M1I compared to CN were noticed. The MCFA sig-
nificantly decreased (P < 0.01) compared to CN and CI and LCFA significantly increased
(P < 0.02) in the M1I and M2I compared to CI (Table 8).

The subcutaneous fat from M2I group was characterized by higher proportions of C15:0,
C14:1, C18:1 cis-12, and C18:1 cis-14 compared to the CN and CI (Table 9). The M1I group
had higher proportions of C18:0 compared only to the CI (P < 0.05). Both herbal mixture
groups had higher proportions of C18:1 cis-14 and o.-linolenic acid (ALA) in the subcutaneous
fat. The M2I group had decreased MUFA proportion and CI (MUFA/SFA), and M1I group
had decreased n6/n3 ratio compared to the CI group.

The CN and M2I groups had lower relative transcript abundances of LPL compared with
the CI group (P = 0.01) (Table 10). Lower relative transcript abundances of FASN in the CN
lambs compared to the M2I lambs (P = 0.03) and lower relative transcript abundances of SCD
in the CN lambs compared with the M1I lambs (P = 0.04) were observed. Also, lower relative
transcript abundances of FADS] in the M21I group compared to the M1I group (P < 0.01)
were detected. The gene expression of ELOVL5 was not changed in any group.

The TBARS level in serum was influenced by time (P < 0.001), with significantly higher val-
ues after 70 days post-infection in the CI lambs compared with the CN lambs (Table 11). The
TBARS levels in the meat were also affected by the time of storage (P < 0.001) and by the
groups, which was higher in the CI group compared to CN and M1I groups (P < 0.05).

Discussion

It is well known that gastrointestinal endoparasites increase metabolic and nutritional demand
of the host, which is manifested by impaired growth, productivity, reproductive ability and
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Table 4. The effect of herbal mixtures on rumen fermentation and microbial populations in lambs with H. contortus infection.

Item CN* Ccr* MI1I* M2I? SEM P value
pH 6.75 6.49 6.62 6.85 0.06 0.17
NH;, mM 9.44 8.40 8.81 8.79 0.22 0.39
CH4, mM 0.39 0.40 0.42 0.40 0.01 0.96
CH, production, mM 19.2 19.6 21.2 19.5 0.69 0.73
H, production, mM 126 137 137 127 4.12 0.71
H, utilization, mM 114 123 123 114 3.71 0.71
Total VFA, mM 63.8 70.2 68.7 64.6 2.06 0.68
Acetate, mol/100 mol 68.8 64.2 69.8 69.2 0.80 0.06
Propionate, mol/100 mol 18.1 20.8 17.0 17.5 0.82 0.43
Isobutyrate, mol/100 mol 0.44 0.40 0.30 0.43 0.05 0.81
Butyrate, mol/100 mol 10.5 11.3 10.7 10.4 0.38 0.88
Isovalerate, mol/100 mol 0.80 0.79 0.47 0.69 0.08 0.47
Valerate, mol/100 mol 1.26 2.31 1.69 1.61 0.14 0.08
Caproate, mol/100 mol 0.14 0.28 0.17 0.18 0.03 0.30
A:P ratio 3.97 3.40 4.16 4.13 0.19 0.53
Archaea, 10’/ ml 1.03 0.96 0.70 0.94 0.07 0.96
Total bacteria, 10%/ml 4.65° 5.95% 6.06° 5.98° 0.20 <0.01
B. fibrisolvens, AU b 0.03 0.02 0.01 0.06 0.01 0.08
B. proteoclasticus, AU 0.06" 0.08" 0.04° 0.57* 0.07 <0.01
R. albus, AU 0.02 0.03 0.05 0.05 0.01 0.10
F. succinogenes, AU 0.20 0.40 0.45 0.33 0.07 0.64
Total protozoa, 10*/ml 45.7 40.2 66.5 71.0 5.00 0.07
Entodiniomorpha, 10*/ml 45.3 39.7 66.2 70.6 5.01 0.07
Holotricha, 10*/ml 0.34° 0.51° 0.29° 0.32° 0.02 <0.01
Within each row, means with lower case superscripts (a,b) indicate significant differences at P < 0.05; SEM, standard error of the mean.
?Control non-infected (CN); Control infected (CI); Mix1 infected (M11); Mix2 infected (M21).
AU, The relative 165 rRNA gene copy abundance expressed as an arbitrary unit relative the total bacterial gene copy abundance of the control.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0231516.t004
Table 5. The effect of herbal mixtures on fatty acid proportions in ruminal fluid (g/100 g FA) in lambs with H. contortus infection.
Fatty acids, g/100 g FA CN* cr ‘ Mmi1r’ M21r* SEM P value
Saturated
C8:0 0.05 0.04 0.04 0.05 0.00 0.64
C10:0 0.03 0.03 0.04 0.04 0.01 0.91
C12:0 0.65" 0.43° 0.42° 0.49°° 0.03 0.02
C13:0 3.36 2.89 4.64 6.05 0.63 0.18
C14:0 1.10 0.95 0.88 1.06 0.08 0.82
C15:0 1.62° 1.18° 1.70° 2.19* 0.13 0.02
C16:0 24.9 23.0 22.8 24.7 0.86 0.32
C17:0 0.78% 0.74° 0.86™ 0.93* 0.03 0.04
C18:0 27.5 30.1 29.7 26.4 1.08 0.62
Monounsaturated
Cl4:1 0.94° 0.72° 1.03° 1.39° 0.07 <0.01
C15:1 1.34 1.11 1.05 1.40 0.07 0.22
C16:1 0.45 0.33 0.34 0.40 0.02 0.20
C17:1 0.22° 0.23 0.24° 0.31° 0.01 0.02
(Continued)
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Table 5. (Continued)

Fatty acids, g/100 g FA CN* cr Mmi1r’ M2r* SEM P value
C18:1 trans-6-8 0.32 0.55 0.45 0.25 0.08 0.57
C18:1 trans-9 0.38 0.56 0.43 0.30 0.05 0.35
C18:1 trans-10 0.66 0.71 0.83 0.49 0.68 0.19
C18:1 trans-11 2.96 2.88 3.64 2.77 0.17 0.29
C18:1 cis- 9 9.38 9.30 8.01 7.51 0.46 0.42
C18:1 cis-11 1.05 1.30 1.04 0.93 0.08 0.36
Polyunsaturated

C18:2 cis-9 cis-12 115 11.3 11.8 10.7 0.37 0.78
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 (ALA)* 0.52 0.10 0.28 1.44 0.21 0.46
C18:2 cis-9 trans-11(RA/CLA)" 1.84 3.41 1.73 1.96 0.59 0.72
C18:2 trans-10 cis-12 0.20 0.24 0.19 0.18 0.01 0.36
C18:3n6 0.10 0.08 0.06 0.11 0.01 0.32
C20:2 0.21 0.07 0.01 0.14 0.04 0.42
C20:3n6 0.66 0.68 0.83 1.14 0.08 0.15
C20:4n6 0.08 0.09 0.06 0.08 0.01 0.58
C20:5n3 (EPA)¢ 0.08 0.07 0.06 0.03 0.01 0.30
C22:2 0.07 0.05 0.08 0.05 0.00 0.16
C22:5n3 (DPA)® 0.19 0.17 0.22 0.15 0.03 0.84
C22:6n3 (DHA)" 2.51 2.13 2.19 2.81 0.13 0.21
SFA® 61.4 61.2 62.6 63.5 127 0.43
UFA" 38.6 38.8 37.4 36.5 1.27 0.43
MUFA! 20.3 20.0 19.6 17.7 0.99 0.24
PUFA' 18.3 18.8 17.8 18.8 0.66 0.96
n6 FA 12.7 12.6 13.3 12.4 0.36 0.86
n3 FA 3.61 2.90 3.06 443 0.23 0.07
né/n3 3.79 4.76 438 2.84 0.33 0.19
MCFA* 34.4% 28.1° 32.8%° 37.7° 1.29 0.03
LCFA! 65.5 71.8° 67.1° 62.2° 1.30 0.03

Within each row, means with lower case superscripts (a—c) indicate significant differences at P < 0.05; SEM, standard error of the mean.

* Control non-infected, CN; Control infected, CI; Mix1 infected, M1I; Mix2 infected, M2I.
® ALA, [o]-Linolenic acid.

“RA/CLA, Rumenic acid/Conjugated linoleic acid.
4EPA, Eicosapentaenoic acid.

¢ DPA, Docosapentaenoic acid.

fDHA, Docosahexaenoic acid.

8 SFA, Saturated fatty acids.

" UFA, Unsaturated fatty acids.

' MUFA, Monounsaturated fatty acids.

J PUFA, Polyunsaturated fatty acids.

X MCFA, Medium chain fatty acids.

'LCFA, Long chain fatty acids.

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0231516.t005

reduction in feed intake up to 20-25% [41]. Limited research is available on the effect of the
GIN infection affecting ruminal fermentation and lipid metabolism profile in small ruminants.
Also, periparturient parasitism in sheep may increase greenhouse gas emission [3]. A recent
study showed that parasite infections in lambs can increase in methane yield (g CH4/kg) by
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Table 6. The effect of herbal mixture on fatty acid proportions (g/100 g FA) in the serum of lambs with H. contortus infection.

Fatty acids, g/100 g FA CN* ‘ cr M1 M2r* SEM P value
Saturated
C8:0 0.11 0.06 0.11 0.22 0.02 0.14
C10:0 0.31 0.35 0.41 0.39 0.04 0.86
C12:0 0.18 0.14 0.37 0.52 0.07 0.18
C14:0 0.49 0.28 0.40 0.65 0.06 0.14
C15:0 0.56* 0.45" 0.69% 1.11° 0.09 0.03
C16:0 13.4° 12.0° 11.0° 17.5* 0.65 <0.01
C17:0 0.59 0.42 0.44 0.85 0.07 0.13
C18:0 12.8 15.3 15.7 13.5 0.66 0.36
Monounsaturated
Cl4:1 0.24 0.20 0.39 0.43 0.05 0.28
C15:1 0.19 0.10 0.19 0.34 0.03 0.09
C16:1 1.35% 0.97° 0.39° 1.68° 0.13 <0.01
C17:1 0.52 0.49 0.45 0.58 0.04 0.71
C18:1 trans- 6-8 0.16" 0.10° 0.20° 0.47° 0.04 <0.01
C18:1 trans- 9 0.07 0.09 0.10 0.16 0.01 0.13
C18:1 trans- 10 0.18 0.35 0.24 0.46 0.06 0.45
C18:1 trans- 11 0.48 0.74 0.91 0.92 0.08 0.13
C18:1 cis-9 20.0°° 17.6° 15.9° 20.4* 0.64 0.02
C18:1 cis-11 3.26° 3.49° 2.49° 117° 0.24 <0.01
C18:1 cis-12 0.58 0.67 0.54 0.35 0.05 0.19
C18:1 cis-13 0.13 0.16 0.13 0.12 0.02 0.95
C18:1 cis-14 0.21 0.17 0.21 0.31 0.03 0.52
Polyunsaturated
C18:2 cis-9 cis-12 31.1° 34.3° 33.1° 22.5° 1.29 <0.01
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 (ALA)® 2.50% 1.95¢ 3.14% 3.50° 0.17 <0.01
C18:2 cis-9 trans-11(RA/CLA)* 0.09 0.10 0.09 0.16 0.01 0.41
C18:2 trans-10 cis-12 0.14° 0.11° 0.20 0.29° 0.02 0.02
C18:3n6 0.10 0.09 0.11 0.19 0.02 0.05
C20:2 0.17 0.13 0.21 0.12 0.02 0.14
C20:3n6 433 428 5.41 4.53 0.21 0.15
C20:4n6 0.31 0.14 0.20 0.23 0.05 0.72
C20:5n3 (EPA)? 0.29 0.29 0.35 0.25 0.03 0.72
C22:2 0.25 0.15 0.19 0.22 0.03 0.70
C22:5n3 (DPA)® 1.06 1.04 1.54 1.35 0.08 0.04
C22:6n3 (DHA)" 0.27 0.33 0.29 0.30 0.04 0.98
SFA® 30.3 30.4 30.6 36.6 1.04 0.07
UFA" 69.7 69.6 69.4 63.4 1.04 0.07
MUFA! 29.0° 26.7°° 24.5° 29.8° 0.68 0.01
PUFA/ 40.7%° 42.9° 44.9° 33.6" 1.32 <0.01
n6 FA 36.7° 39.6" 39.6° 28.0° 1.39 <0.01
n3 FA 4.12% 3.61° 5.32° 5.40° 0.23 <0.01
né6/n3 9.15% 11.2° 7.59> 5.32° 0.57 <0.01
MCFA* 16.4° 14.1° 13.4° 22.2° 0.88 <0.01
LCFA! 83.2° 85.4° 86.1° 77.2° 0.89 <0.01
Desaturation index
DI (16:1/16) 0.09% 0.07* 0.03" 0.09* 0.01 | <0.01
(Continued)
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Table 6. (Continued)

Fatty acids, g/100 g FA CN* cr M1r’ M2r* SEM P value

DI (18:1/18) 0.38 0.46 0.50 0.40 0.02 0.03

DI (MUFA/SFA) 0.49 0.47 0.44 0.45 0.01 0.25

DI(20:4n6/20:3n6) 0.06 0.04 0.04 0.05 0.01 0.74

DI (20:4n6/18:3n6) 0.63 0.59 0.62 0.55 0.04 0.90

DI (22:6n3/22:5n3) 0.19 0.23 0.15 0.18 0.02 0.66

Thrombogenic index 0.61 0.64 0.57 0.70 0.03 0.36

Atherogenicity index 0.42 0.41 0.41 0.54 0.02 0.12

Within each row, means with lower case superscripts (a—c) indicate significant differences at P < 0.05; SEM, standard error of the mean.

* Control non-infected, CN; Control infected, CI; Mix1 infected, M1I; Mix2 infected, M2I.

> ALA, [o]-Linolenic acid.

“RA/CLA, Rumenic acid/Conjugated linoleic acid.

4EPA, Eicosapentaenoic acid.

¢ DPA, Docosapentaenoic acid.

fDHA, Docosahexaenoic acid.

8 SFA, Saturated fatty acids.

" UFA, Unsaturated fatty acids.

' MUFA, Monounsaturated fatty acids.

J PUFA, Polyunsaturated fatty acids.

X MCFA, Medium chain fatty acids.

' LCFA, Long chain fatty acids.

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0231516.t006

Table 7. The effect of herbal mixture on fatty acid proportions (g/100 g FA) in the liver of lambs with H. contortus infection.

Fatty acids, g/100 g FA CN* ‘ Ccr ‘ M1r* M2r* SEM P value

Saturated

C8:0 0.06 0.07 0.05 0.05 0.01 0.78

C10:0 0.06 0.11 0.06 0.04 0.01 0.10

C12:0 0.21 0.24 0.17 0.14 0.02 0.45

C13:0 0.16 0.11 0.12 0.13 0.02 0.80

C14:0 0.66" 051 033 0.42° 0.04 0.01

C15:0 0.56 0.43 0.47 0.52 0.03 0.36

C16:0 13.1° 13.6* 11.1° 11.1° 0.34 <0.01

C17:0 1.55 1.45 1.32 1.36 0.05 0.44

C18:0 18.9° 19.3% 21.7° 21.9° 0.43 0.01

Monounsaturated

C14:1 0.16 0.11 0.15 0.16 0.02 0.62

C15:1 0.17 0.13 0.19 0.19 0.01 0.36

C16:1 1.52° 1.49° 0.39° 0.49° 0.15 <0.01

C17:1 0.78% 0.82° 047° 0.51° 0.05 0.01

C18:1 trans-6-8 0.24° 0.39° 027" 0.19° 0.02 0.01

C18:1 trans-9 0.29 0.35 0.24 0.24 0.02 0.10

C18:1 trans-10 0.25 1.13 0.42 0.20 0.14 0.05

C18:1 trans-11 0.61 0.70 1.05 0.85 0.08 0.21

C18:1 cis-9 16.6 17.1 13.3 15.0 0.56 0.06

C18:1 cis-11 1.45% 167 1.02° 1.05 0.08 <0.01

C18:1 cis-12 0.14 0.14 0.17 0.18 0.02 0.82
(Continued)
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Table 7. (Continued)

Fatty acids, g/100 g FA CN* Ccr M1r’ M2r SEM P value
C18:1 cis-13 0.07 0.27 0.06 0.05 0.04 0.14
C18:1 cis-14 0.22 0.25 0.25 0.24 0.02 0.94
Polyunsaturated

C18:2 cis-9 cis-12 10.7 10.1 11.1 9.94 0.27 0.46
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 (ALA)" 1.04° 0.64° 1.26" 1.97° 0.15 0.01
C18:2 cis-9 trans-11(RA/CLA) 0.32 0.25 0.35 0.31 0.02 0.40
C18:2 trans-10 cis-12 0.26* 0.23% 0.17% 0.14° 0.02 0.03
C18:3n6 0.08 0.14 0.09 0.07 0.01 0.22
C20:2 1.88° 1.79° 1.10° 1.32% 0.11 0.03
C20:3n6 8.71 9.02 10.5 9.61 0.27 0.09
C20:4n6 0.50° 0.33% 0.19° 0.19° 0.04 0.02
C20:5n3 (EPA)d 1.57 1.84 1.75 1.52 0.07 0.30
C22:2 0.39 0.39 0.22 0.25 0.03 0.06
C22:5n3 (DPA)® 4.65 4.28 6.10 5.42 0.30 0.14
C22:6n3 (DHA)f 0.14 0.13 0.15 0.18 0.01 0.27
SFA® 40.2 39.7 39.6 40.4 0.31 0.83
UFAP 59.8 60.3 60.4 59.6 0.31 0.83
MUFA! 29.6 31.1 27.4 28.7 0.53 0.08
PUFA/ 30.2 29.2 329 30.9 0.61 0.17
n6 FA 20.5 20.1 222 20.2 0.43 0.28
n3 FA 7.39% 6.90° 9.25° 9.08 0.37 0.04
n6/n3 2.84% 3.03° 240 2.26° 0.11 0.03
MCFA® 16.5° 16.6" 12.9° 13.2° 0.51 <0.01
LCFA! 83.4° 83.2° 87.0° 86.7° 0.51 <0.01
Desaturation index

DI (16:1/16) 0.10° 0.10° 0.03° 0.04° 0.01 <0.01
DI (18:1/18) 0.54" 053" 0.62° 0.59" 0.01 0.01
DI (MUFA/SFA) 0.42 0.44 0.41 0.42 0.01 0.13
DI (20:4n6/20:3n6) 0.64 0.50 0.65 0.73 0.03 0.09
DI (20:4n6/18:3n6) 0.86 0.68 0.70 0.72 0.03 0.23
DI (22:6n3/22:5n3) 0.03 0.03 0.02 0.04 0.00 0.51
Thrombogenic index 0.03 0.02 0.01 0.02 0.00 0.28
Atherogenicity index 0.29° 0.27° 0.22° 0.23%° 0.01 0.02
Within each row, means with lower case superscripts (a—c) indicate significant differences at P < 0.05; SEM, standard error of the mean.

? Control non-infected, CN; Control infected, CI; Mix1 infected, M1I; Mix2 infected, M21.

Y ALA, [o]-Linolenic acid.

“RA/CLA, Rumenic acid/Conjugated linoleic acid.

4EPA, Eicosapentaenoic acid.

¢ DPA, Docosapentaenoic acid.

fDHA, Docosahexaenoic acid.

8 SFA, Saturated fatty acids.

h UFA, Unsaturated fatty acids.

! MUFA, Monounsaturated fatty acids.

J PUFA, Polyunsaturated fatty acids.

K MCFA, Medium chain fatty acids.

' LCFA, Long chain fatty acids.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0231516.t007
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Table 8. The effect of herbal mixture on fatty acid proportions (g/100 g FA) in the longissimus dorsi muscle of lambs with H. contortus infection.

Fatty acids, g/100 g FA CN* | cr Mmi1r’ M21r* SEM P value
Saturated
C8:0 0.10 0.12 0.15 0.25 0.02 0.08
C10:0 0.10 0.19 0.15 0.32 0.04 0.20
C12:0 0.61 0.85 0.65 0.71 0.07 0.64
C13:0 0.26 0.90 0.29 0.78 0.13 0.16
C14:0 1.05 1.00 0.68 0.62 0.09 0.28
C15:0 0.32 0.19 0.18 0.17 0.03 0.22
C16:0 17.7° 16.5%° 14.2% 13.7° 0.58 0.03
C17:0 0.87 0.54 0.46 0.43 0.08 0.13
C18:0 18.1 155 15.5 14.4 0.76 0.36
Monounsaturated
C14:1 0.19 0.25 0.12 0.13 0.03 0.31
C15:1 0.98 1.01 1.05 1.58 0.11 0.17
Cl16:1 1.01 0.97 0.85 0.79 0.05 0.41
C17:1 1.05 0.89 0.93 1.37 0.08 0.16
C18:1 trans-6-8 0.45 0.38 0.40 0.44 0.05 0.95
C18:1 trans-9 0.66 0.76 0.61 0.87 0.06 0.44
C18:1 trans-10 0.76 0.79 0.51 0.53 0.08 0.46
C18:1 trans-11 0.62 0.62 0.66 0.47 0.07 0.81
C18:1 cis-9 242 21.4 20.5 22.5 0.86 0.50
C18:1 cis-11 1.49 1.52 1.53 1.44 0.04 0.89
C18:1 cis-12 0.16 0.15 0.19 0.17 0.03 0.97
C18:1 cis-13 0.12 0.10 0.12 0.12 0.01 0.93
C18:1 cis-14 0.13 0.25 0.17 0.16 0.03 0.57
Polyunsaturated
C18:2¢9¢12 134 138 163 152 0.84 0.63
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 (ALA)® 1.26 1.24 1.47 1.16 0.08 0.67
C18:2 cis-9 trans-11(RA/CLA)* 0.11 0.10 0.10 0.11 0.02 0.98
C18:2 trans-10 cis-12 0.25 0.24 0.33 0.25 0.02 0.52
C18:3n6 0.16 0.15 0.09 0.16 0.02 0.36
C20:2 0.43 0.36 0.40 0.69 0.05 0.08
C20:3n6 3.47 3.20 4.42 5.04 0.30 0.09
C20:4n6 0.09 0.09 0.10 0.12 0.01 0.82
C20:5n3 (EPA)¢ 0.59" 0.65% 1.11° 0.98% 0.07 0.02
C22:2 0.13 0.20 0.28 0.28 0.03 0.20
C22:5n3 (DPA)° 0.68 1.62 1.52 2.17 0.25 0.18
C22:6n3 (DHA)" 0.30 0.42 0.25 0.37 0.03 0.19
SFAS 447 46.5 43.4 39.7 1.16 0.22
UFA" 55.2 53.5 56.6 60.3 1.16 0.22
MUFA! 34.4 31.4 30.3 33.7 0.86 0.30
PUFA) 20.8 22.1 26.4 26.6 1.14 0.18
n6 FA 17.4 17.6 21.4 21.0 1.00 0.36
n3 FA 2.83 3.94 435 4.68 0.29 0.09
né/n3 5.99 5.01 5.12 4.59 0.33 0.52
MCFAX 22.1° 21.6° 18.1° 18.5° 0.60 0.01
LCFA! 77.7%° 78.1° 81.6° 80.9* 0.58 0.02
Desaturation index

(Continued)
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Table 8. (Continued)

Fatty acids, g/100 g FA CN* cr Mmi1r’ M21r* SEM P value

DI (16:1/16) 0.06 0.06 0.06 0.05 0.00 1.00

DI (18:1/18) 0.43 0.42 0.43 0.39 0.01 0.70

DI (MUFA/SFA) 0.44 0.40 0.41 0.46 0.01 0.26

DI (20:4 n6/20:3 n6) 0.66 0.75 0.73 0.66 0.03 0.43

DI (20:4 n6/18:3 n6) 0.33° 040 0.58° 038 0.03 0.03

DI (22:6 n3/22:5 n3) 0.45 0.43 0.21 0.20 0.05 0.14

Thrombogenic index 0.15 0.28 0.26 0.19 0.03 0.38

Atherogenicity index 0.69 1.07 0.96 0.72 0.08 0.31

Within each row, means with lower case superscripts (a—c) indicate significant differences at P < 0.05; SEM, standard error of the mean.

? Control non-infected, CN; Control infected, CI; Mix1 infected, M1I; Mix2 infected, M21.

> ALA, [o]-Linolenic acid.

“RA/CLA, Rumenic acid/Conjugated linoleic acid.

4EPA, Eicosapentaenoic acid.

¢ DPA, Docosapentaenoic acid.

fDHA, Docosahexaenoic acid.

8 SFA, Saturated fatty acids.

" UFA, Unsaturated fatty acids.

' MUFA, Monounsaturated fatty acids.

J PUFA, Polyunsaturated fatty acids.

X MCFA, Medium chain fatty acids.

' LCFA, Long chain fatty acids.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0231516.t008

Table 9. Effect of herbal mixture on fatty acid proportions (g/100 g FA) in the subcutaneous fat of lambs with H. contortus infection.

Fatty acids, g/100 g FA CN* ‘ Ccr Mi1r? M2I* SEM P value

Saturated

C8:0 0.02 0.04 0.03 0.04 0.00 0.25

C10:0 0.02 0.02 0.02 0.02 0.00 0.30

C12:0 0.09 0.12 0.12 0.12 0.01 0.41

C13:0 0.02 0.01 0.03 0.02 0.00 0.33

C14:0 1.48 1.45 1.48 1.75 0.06 0.34

C15:0 0.58" 0.50° 0.61° 0.93° 0.05 0.01

C16:0 17.8 17.7 18.0 18.9 0.25 0.38

C17:0 2.19 2.26 1.97 2.14 0.06 0.48

C18:0 36.9% 33.6° 39.5° 38.7%° 0.81 0.05

Monounsaturated

C14:1 033 022 034 046" 0.03 <0.01

C15:1 0.36 0.36 0.42 0.49 0.03 0.30

C16:1 0.70 0.85 0.56 0.54 0.05 0.09

C17:1 0.52 0.58 0.36 0.42 0.03 0.08

C18:1 trans-6-8 0.45 0.44 0.30 0.33 0.03 0.27

C18:1 trans-9 0.50 0.49 0.32 0.33 0.04 0.23

C18:1 trans-10 2.81 3.55 0.73 0.68 0.55 0.16

C18:1 trans-11 2.02 3.82 1.90 2.13 0.32 0.15

C18:1 cis-9 21.6 22.1 22.0 20.0 0.53 0.50

C18:1 cis-11 1.34 1.58 1.21 1.31 0.05 0.10
(Continued)
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Table 9. (Continued)

Fatty acids, g/100 g FA CN* cr Mmi1r’ M2r SEM P value
C18:1 cis-12 0.22° 0.22° 0.25% 0.28° 0.01 0.01
C18:1 cis-13 0.03 0.05 0.03 0.03 0.01 0.36
C18:1 cis-14 0.32° 0.30° 0.42° 0.41° 0.02 <0.01
Polyunsaturated

C18:2 cis-9 cis-12 5.66 6.08 5.27 5.27 0.26 0.73
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 (ALA)" 0.84° 0.72° 1.02° 1.00° 0.04 0.04
C18:2 cis-9 trans-11(RA/CLA)¢ 0.26 0.28 0.28 0.28 0.01 0.94
C18:2 trans-10 cis-12 0.16 0.19 0.12 0.13 0.01 0.13
C18:3n6 0.04 0.04 0.04 0.04 0.00 1.00
C20:2 0.03 0.06 0.05 0.03 0.01 0.27
C20:3n6 0.17 0.32 0.21 0.38 0.04 0.36
C20:4n6 0.03 0.05 0.03 0.04 0.00 0.17
C20:5n3 (El"A)G1 0.04 0.06 0.05 0.07 0.01 0.66
C22:2 0.13 0.10 0.12 0.16 0.01 0.23
C22:5n3 (DPA)° 0.10 0.08 0.14 0.16 0.03 0.78
C22:6n3 (DHA)f 0.27 0.28 0.22 0.21 0.02 0.42
SFA® 59.8 56.3 62.3 63.3 0.99 0.06
UFAP 40.2 43.7 37.7 36.7 0.99 0.06
MUFA! 324 35.4° 30.2% 28.9° 0.85 0.03
PUFA/ 7.74 8.27 7.54 7.76 0.31 0.91
n6 FA 6.25 6.81 5.93 6.16 0.27 0.79
n3 FA 1.25 1.15 1.42 1.43 0.06 0.29
n6/n3 5.00%° 5.93° 4.14° 4.38% 0.24 0.03
MCFA® 21.4 21.3 21.5 23.2 0.32 0.08
LCFA' 78.6 78.7 78.4 76.8 0.31 0.07
Desaturation index

DI (16:1/16) 0.04 0.05 0.03 0.03 0.00 0.07
DI (18:1/18) 0.63 0.60 0.64 0.66 0.01 0.07
DI (MUFA/SFA) 0.35% 0.39° 033 0.31° 0.01 0.03
DI (20:4 n6/20:3 n6) 0.86 0.86 0.84 0.83 0.01 0.77
DI (20:4 n6/18:3 n6) 0.42 0.54 0.40 0.46 0.04 0.64
DI (22:6 n3/22:5 n3) 4.26 3.45 3.52 1.95 0.54 0.51
Thrombogenic index 0.03 0.02 0.02 0.03 0.00 0.84
Atherogenicity index 0.50 0.44 0.51 0.55 0.02 0.27
Within each row, means with lower case superscripts (a—c) indicate significant differences at P < 0.05; SEM, standard error of the mean.

? Control non-infected, CN; Control infected, CI; Mix1 infected, M1I; Mix2 infected, M21.

> ALA, [o]-Linolenic acid.

“RA/CLA, Rumenic acid/Conjugated linoleic acid.

4EPA, Eicosapentaenoic acid.

¢ DPA, Docosapentaenoic acid.

fDHA, Docosahexaenoic acid.

8 SFA, Saturated fatty acids.

h UFA, Unsaturated fatty acids.

! MUFA, Monounsaturated fatty acids.

J PUFA, Polyunsaturated fatty acids.

X MCFA, Medium chain fatty acids.

LLCFA, Long chain fatty acids.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0231516.t009
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Table 10. The effect of herbal mixture treatment on expression of five genes (lipoprotein lipase (LPL), fatty acid synthase (FASN), stearoyl-CoA desaturase (SCD),
fatty acid desaturase 1 (FADS1), fatty acid elongase 5 (ELOVLS5), relative transcript abundance) in the m. longissimus dorsi of lambs with H. contortus infection.

Item CN*
LPL 0.86"
FASN 1.15°
SCD 1.64°
FADS1 3.04%
ELOVL5 6.26

cr MIP M2 SEM Pvalue
2.39° 1.14% 0.72° 0.21 0.01
2.89% 1.54% 3.10° 0.30 0.03
6.62%° 10.3° 1.56° 1.37 0.04
8.59%° 11.7° 0.87° 1.28 <0.01
7.93 104 5.15 1.04 0.26

Within each row, means with lower case superscripts (a—c) indicate significant differences at P < 0.05; SEM, standard error of the mean.
2Control non-infected, CN; Control infected, CI; Mix1 infected, M1I; Mix2 infected, M21.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0231516.t1010

Table 11. Lipid peroxidation in serum and oxidative stability of meat in lambs with H. contortus infection.

Parameter Day
Serum TBARS © 22
(umol/1) 37
51
70
Muscle TBARS 0
(mg MDA “/kg) 1
7

CN
0.24
0.28
0.30
0.22°
0.45
0.51
0.64°

Dietary treatment group® SEM P value
CI Mil M21 G* Time G x Time
0.24 0.19 0.27 0.013 0.099 <0.001 0.059
0.26 0.35 0.35 0.016
0.36 0.31 0.33 0.016
0.33° 0.30*° 0.28% 0.014
0.53 0.48 0.56 0.018 0.037 <0.001 0.770
0.54 0.52 0.58 0.019
0.83° 0.63" 0.77%° 0.043

Within each row, means with lower case superscripts (a—c) indicate significant differences at P < 0.05; SEM, standard error of the mean.
“*Control non-infected, CN; Control infected, CI; Mix1 infected, M1I; Mix2 infected, M21.

°G, Group.

“TBARS, Thiobarbituric acid reactive substances.

4MDA, Malondialdehyde.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0231516.t011

33% compared to the free-parasites lambs [42]. Thus, parasite control in ewes can improve
production efficiency and may decrease the adverse environmental impacts of sheep pro-
duction systems. In the present study, methane production was not affected by parasitism.
Archaea plays a crucial role in methanogenesis, but although the Archaea population in
vitro was slightly diminished, it did not affect methane production. No differences were
found both in vitro and in vivo as the effect of Mix1 or Mix2, could be due to the relatively
low content of the anti-methanogenic compounds in the herbal mixtures [43,44,45]. The
methane production which showed no differences both in in vitro and in vivo by Mix1 or
Mix2 confirmed the results of the previous study, which presented the interaction of S. offi-
cinalis basic components and phytochemical compounds causing the reduced antimethano-
genic activity due to lower availability of substances for microorganisms [46]. The reduction
of the Archaea population was not noted in vivo, suggesting a lower dose of the herbal mix-
tures or adaptation of the Archaea [47]. Total bacteria and B. proteoclastus in the M2I group
in in vivo study increased. This indicates low concentrations of PSM may stimulate some
bacterial populations, while high concentrations of PSM are inhibitory to ruminal microbial
populations [48,49]. Holotricha population of the CI group was higher compared to the CN
group. It may be due to higher susceptibility of Entodinia to H. contortus infection. H. con-
tortus infection alters microbial community composition and diversity, which facilitates the
parasite survival and reproduction [50]. Variations in ruminal microbiota composition
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response and adaptation to anti-methanogenic compounds, fermentation kinetics, and diet
composition are among the major factors contributing to the inconsistent efficacy [51]. The
concentrations of total VFA increased in the groups supplemented with herbal mixtures in
vitro, compared to CN and CI. Observed changes were associated with the increased in vitro
digestibility in the herbal mixture groups. These results indicated that herbal mixtures per-
haps affected the ruminal cellulolytic bacterial activity to increased digestibility (R. albus, R.
flavefaciens, and F. succinogenes). Lower concentrations of PSM sometimes may be stimula-
tory to certain bacterial populations increasing digestibility of feeds. However, significant
effects of herbal mixtures on pH, ammonia N and VFA have not been observed in vivo, nei-
ther in this nor other studies [52], perhaps due to the use of a lower dose of herbal mixture
allowing metabolic redundancy of the ruminal ecosystem [49].

Results of in vitro FA analyses showed that the infection of H. contortus and herbal mixes
can modulate the ruminal FA proportion. The infection increased the C18:0 proportion in all
infected groups. We hypothesized that the infection increased ruminal microbial lipase activ-
ity, the main factor for ruminal BH process [53]. On the other hand, the oxidative stress caused
by parasitic infection can stimulate the rumen metabolism of the lambs to fight against the
pathogens [54] and hence, the rumen microbial population increased leading to more effective
BH process. The decreased effectiveness of BH might be the effect of the antimicrobial proper-
ties of PSM against biohydrogenating bacteria [13].

The rumen FA proportion measured in the rumen of lambs did not reflect the results
obtained in the in vitro experiment. The C14:1 and C17:1 proportion of M2I group slightly
increased compared to the CN and CI. The C15:0, C17:0 and total MCFA proportion also
increased compared to the CI group. Rumen microbes synthesize odd-chain saturated FA by
different pathways, which remove the a-carbon through the conversion of end products of de
novo lipogenesis (C16:0 and C18:0) to a hydroxyl FA, subsequently by decarboxylation to pro-
duce C15:0 and C17:0, respectively [55], or elongation of propionate carbon chain [56]. After
absorption, FA proportions were modulated and a numerically higher UFA and lower SFA
proportions were found in the blood (Table 6) and liver (Table 7). The PUFA and MUFA pro-
portions in serum were higher than in the rumen, which occurs due to desaturation of FA
after absorption from the gastrointestinal tract. Previous studies also showed higher propor-
tion of UFA compared to SFA in ruminants’ blood [35], however rumen fluid was character-
ized with a higher content of SFA [13]. The final values of plasma FA proportions are
dependent on the dietary FA source, de novo FA synthesis in tissues, and bacterial synthesis of
FA including FA biohydrogenation in the rumen [57,58].

The MUFA proportion in the serum of infected Mix1 group was lower compared to the CN
group. The reduced PUFA proportion of infected Mix2 was caused by lower linoleic acid (LA;
C18:2n6) content in serum. Moreover, the C16:0; C16:1, C18:1 cis-11, conjugated linoleic acid
(CLA; C18:2 cis-9 trans-11) and C20:4n6 proportions in the liver were reduced, while C18:0
and linolenic acid (ALA; C18:3n3) proportions were improved in the herbal mixtures groups.
But, no major effect of infection associated with FA proportion was observed in serum and
liver of the CN and CI, which were fed a similar type of diet. Therefore, it seems that the bioac-
tive compounds in both herbal mixtures affected the enzymatic lipolysis process, leading to
modulation of FA proportions [59]. The C18:3 cis-9, cis-12, cis-15 can be converted to C20:4n-
6 in the liver by desaturases and elongases, however in the present, study we noticed a lower
proportion on C20:4n-6 in the liver of lambs fed herbal mixtures, which may suggest the other
possible mode of action. In the liver of lambs, the positive effect of M2I was obtained on C18:3
cis-9, cis-12, cis-15, n3 FA, and n6/n3 ration. On the other hand, herbal mixtures both M11
and M12 groups were able to decrease MCFA and increase LCFA, which are also considered
tavorable within lipid metabolism.
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Several studies indicated that diets strongly affected the deposition of intramuscular fat
and the proportion of SFA and PUFA [60], as well as the activity of enzymes involved in
fatty acids synthesis such as A-9 desaturase (converts SFA into cis-9 MUFA), elongase (con-
verts C16:0 into C18:0) and A-4, A-5 and A-6 desaturase (convert C18 PUFA into C20-C22
PUFA) [61-64]. A lower biosynthesis of MUFA in the subcutaneous fat of infected Mix2
group was supported by alower LPL in the infected Mix2 group and a higher SCD activity
in the Mix1 group. The SCD is responsible for biosynthesis of cis-9, trans-11 CLA from
trans-vaccenic acid (C18:1 trans-11 CLA) [65]. Therefore, lower LPL activity suggests that
biosynthesis of MUFA by the insertion of a double bond between carbon C9 and C10 of
SFA, such as stearic acid (C18:0) into oleic acid (C18:1 cis-9), is low. In addition, preferential
oxidation of FA or competition for desaturation and elongation enzymes by ALA and LA
could affect conversion of ALA into a product of metabolites [64]. Moreover, catalytic pro-
cess for cis double bonds into hydrocarbon chains for biosynthesis of UFA increases the n-3
long-chain PUFA, i.e. C20:5 n-3 [66]. Therefore, the C20:5 n-3 was higher in the M1I sup-
ported by the FADS1 abundance in muscle, but was lower in the M2I group. Although
FADSI gene expressions in the M2I group decreased, it seems that there is a different mode
of action between herbal mixtures groups. Therefore, the results of the present study and
those of other researchers suggest that varying FA levels, phytochemical compounds in
ruminant diets and varying degree of unsaturation of dietary FA could affect the expression
of these lipogenic genes in different ways.

The effects of GIN parasite on the meat quality in sheep had received little attention [26].
Infections with GIN alter energy metabolism to cope with the extra energy required for
tackling infection and decrease the body weight of animals [41], which may in turn change
FA metabolism. However, in this study, infection did not generally induce major changes in
the FA profiles in the tissues, which may be associated with energy utilization by the animal
itself. The infection also did not decrease body weight gain in lambs [17]. It has been recog-
nized that the nematode infection induces the production of reactive oxygen, causing oxida-
tive stress in the hosts [67,68]. The concentration of TBARS in meat in the present study
showed a constant increase during storage, which indicated that secondary products of lipid
oxidation were accumulated during storage. The addition of Mix1, but not Mix2, to the diet
of infected lambs exhibited antioxidant potential resulting in a decrease in lipid oxidation in
meat by reducing the TBARS level on day 7 of storage as compared to the infected animals.
Mix2 herbal mixture had lower concentrations of phenolic and flavonoids compounds than
in the Mix1, which was not effective to affect lipid peroxidation in meat. Herbs or forages
containing PSM with antioxidative properties also improved meat quality such as chemical
composition, colour and lipid stability [69,70].

Conclusion

Infection did not elicit major impacts on the ruminal fermentation characteristics and FA pro-
files in tissues, but it increased TBARS in serum and meat after storage. Herbal mixtures sup-
plementation had no effect on the ruminal fermentation characteristics including the ruminal
methane production, but increased total VFA concentrations and DM digestibility in vitro.
Supplementation of herbal mixtures to the diets of GIN parasite infected-lambs decreased
MCFA and increased LCFA in liver and meat, and decreased lipid oxidation in meat due to
their inhibitory effects on the ruminal biohydrogenation. From this result and previous results
[17], it can be concluded that Mix1 may reduce parasitic burdens as well as improve LCFA
proportion and oxidative stability in meat, which may prove win-win situations in ruminant
production.
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Abstract
Environmental impact, quality, and quantity of food products of ruminant origin (especially beef and mutton) are considered major chal-
lenges in meeting the nutritional requirements of the growing human population worldwide. Therefore, we conducted this in vitro study
to explore the potential of Paulownia leaves silage to reduce the environmental impact of feedlot lamb production and improve ruminal
fatty acids (FAs) profile by influencing ruminal biohydrogenation. In the present study, Paulownia leaves silage (PLS) and alfalfa silage
(AAS) were mixed in a proportion of 1:0 (Control, PLS 0%), 0.75:0.25 (PLS 25%), 0.5:0.5 (PLS 50%), 0.25:0.75 (PLS 75%) and 0:1 (PLS
100%) on dry matter basis in the lamb diet. The experimental findings demonstrated that 100% replacement of AAS with PLS in the
lamb diet significantly improved the ruminal fermentation by increasing the in vitro DM degradability (P<0.01), total volatile fatty acid
(P<0.01), and propionate production (P<0.01) while reducing the acetate: propionate (A/P) ratio (P<0.01) and CH, concentration (mM; L
and Q P<0.05) and CH, production, mM/g DM (L and Q P<0.05). Meanwhile, 100% PLS inclusion in the diet increased the total mono-
unsaturated fatty acids (P<0.05), total unsaturated fatty acids (P<0.01) and total n-3 fatty acids (P<0.05) particularly alpha-linolenic
acid (ALA; C18:3 n-3; P<0.05) in the rumen fluid after incubation. Moreover, the total saturated fatty acids concentration was reduced
(P<0.01). These findings suggested that PLS could be a climate-friendly and sustainable alternative to AAS in the lamb feedlot diet for

quality meat production.

The demand for foods of animal origin is rising glob-
ally due to the extensive growth of the human popula-
tion (McClements, 2020). To feed 10 billion people by
2050, 59-98% more food will be required (Devendra and
Leng, 2011), as a result ruminant population will increase
to fulfil these demands globally. Correspondingly, envi-
ronmental issues i.e., greenhouse gas emissions (GHG)
such as enteric methane (CH,) from ruminant production
will become more prominent (Becker et al., 2023). En-
teric fermentation from cattle production represents 40%
of total GHG emissions, while goat and sheep produc-
tion is responsible for 5—7 % of total enteric emissions
(FAO, 2019). Feeding practices are also responsible for
CH,, nitrous oxide (N,O) emissions, and indirect nitro-
gen (N) excretion (Rapisarda and Abu-Ghannam, 2023).
Hence, feed is the backbone of ruminant production,
and proper ruminant nutrition is essential for maximiz-

ing output (Mahesh and Mohini, 2014). However, with
urbanization and industrialization, inadequate feed sup-
ply is a major global constraint in ruminant production
due to less arable land for forage production (R63s et al.,
2017). Also, the increasing costs of green forages and
grains significantly impact ruminant production (Jalal
et al., 2023). Therefore, sustainable ruminant produc-
tion demands cost-effective, climate-smart, alternative
plant-based feed resources to cover the nutritional re-
quirements without negatively affecting the production
and climate. Recently, there is an increased interest in the
utilization of phytogenic feed additives (Al-Marzooqi et
al., 2022; Golbotteh et al., 2022) and tree leaves contain-
ing plant secondary metabolites (PSM) in ruminant diets
to reduce the negative impact of ruminants production
on the environment (Huang et al., 2021; Alayon-Gamboa
et al., 2023). Human health benefits related to fatty acid
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composition in ruminant products produced through var-
ious nutrition approaches, such as various green forage
sources, are also worth to be mentioned (Kawecka and
Radkowska, 2022).

Paulownia is a fast-growing deciduous tree mainly
utilized for the timber industry that produces 54 tons
of leaves per hectare (Alagawany et al., 2022) and pos-
sesses a potential for biofuel production from its cellu-
lose and carbon dioxide (CO,) sequestration in an agro-
forestry system (Mazurkiewicz, 2022). Paulownia trees
can release more oxygen compared to other trees, purify
the air, prevent soil erosion, and control the subsoil wa-
ter pollution caused by animal waste and chemical-based
pollutants (Ammar et al., 2023). Paulownia trees produce
a huge mass of leaves rich in nitrogen that can be utilized
as fertilizers (green manure) or as a forage source in ru-
minants’ diets (Stewart et al., 2018) for green environ-
mental goals. Paulownia leaves contain a considerable
concentration of crude protein (175 g/kg DM), which is
close to the nutritional value of alfalfa forage. Paulow-
nia leaves are also a rich source of PSM including phe-
nolic acids (Huang et al., 2021). It was found that the
inclusion of PSM in the sheep and goat diets reduced the
enteric CH, emissions and N excretion into the environ-
ment (Waghorn, 2008) while improving the dry matter
intake, polyunsaturated fatty acids (PUFA) composition,
and softness of lamb meat (Costa et al., 2021). In recent
studies, the inclusion of Paulownia leaves (ensiled or
fresh) in the dairy cows’ diet reduced the methanogens
number, CH, production and improved the basic ruminal
fermentation characteristics (Huang et al., 2021, 2022) as
well as PUFA contents in the milk (Huang et al. 2022).
Thus, Paulownia tree leaves (PL) also have the potential
to improve PUFA composition in lamb meat via enhanc-
ing their concentration in ruminal fluid.

There is no published study on the effect of the sub-
stitution of alfalfa silage (AAS) by Paulownia leaves silage
in lambs’ diets on the ruminal fatty acid (FA) profile and
CH, production in in vitro conditions. Therefore, we hypoth-
esized that the inclusion of PLS in the lamb’s diet minimizes
the carbon footprints of lamb meat production by lowering
the CH, production and improving the in vitro ruminal fer-
mentation and PUFA profile in the rumen. The objectives
of this in vitro study were to explore the effects of the sub-
stitution of AAS by PLS on in vitro ruminal fermentation
and CH, production with ruminal fluid collected from rams.
The present study will also highlight the potential of PLS as
a climate-resilient, sustainable, and cost-effective alterna-
tive to conventional fibre sources in lamb feedlot diets.

Material and methods

The study was conducted following the guidelines
of the Local Ethical Commission for Investigations on
Animals (permit no. 14/2019) and the National Ethical
Commission for Animal Research (Ministry of Science
and Higher Education, Poland).

Plant material collection and dietary treatments

Fresh leaves of Paulownia (P. tomentosa x P. for-
tune hybrid) trees were collected at the end of May 2019
from four different plantations located near Bydgoszcz
(2 plantations), Gostyn, and Trzebnica in Poland. Each
of the plantations consists of at least 50 trees (2—3 years
old). Alfalfa was harvested at about 10% bloom stage.
Alfalfa and fresh Paulownia leaves from each plantation
were chopped in 1.5 cm size and ensiled with the micro-
bial (10" colony forming unit per gram) silage additive
(Agricol Sil; Microferm Ltd, UK; contains Lactobacil-
lus plantarum DSMZ 16627, Pediococcus acidilactici
NCIMB 30005 and Lactobacillus paracasei NCIMB
3015) in micro silos (4 dm?® size) following the proto-
col of Huang et al. (2021). The micro silos were kept
in a shady area at ambient temperature (20—25°C). After
8 weeks of ensiling, micro silos were opened, and sam-
ples were collected for chemical analysis. About 500 g of
the ensiled material from each micro silo was stored at
—20°C for further analysis. The dietary components and
their proportions used in the lamb diet for the in vitro
study are shown in Table 1.

Chemical analysis of feed

The chemical composition of Paulownia leaves silage
and alfalfa silage was analysed following AOAC meth-
ods (Latimer, 2007) for the determination of dry matter
(DM; method no. 934.01, drying at 103°C for 6 h) and
ash (method no. 942.05, burning at 550°C for 3 h). Crude
protein (N-content; method no. 976.05, constant factor
for CP: 6.25) contents were determined using a Kjel-
Foss Automatic 16210 analyser (Foss Electric, Hillered,
Denmark), and ether extract without acid hydrolysis
(EE, method no. 920.39) was determined with a Sox-
hlet System HT analyser (FOSS, Hillerod, Denmark).
Ash subtracted from DM represented the organic mat-
ter (OM) content. The neutral detergent fibre (NDF)
was determined by using the protocol of Van Soest
et al. (1991) with a modified method by adding amyl-
ase and sodium sulfite to get residual ash-free NDF
(aNDFom).

Table 1. Dietary components and their proportions in the experimental diets

Components (g/kg DM) CON PLS 25% | PLS 50% | PLS 75% PLS 100%
Alfalfa silage 429 322 215 107 0
Paulownia silage 0 107 215 322 429
Meadow hay 148 148 148 148 148
Concentrate (21% of crude protein) 423 423 423 423 423

CON: control diet containing alfalfa silage; PLS 25, 50, 75, and 100%; Paulownia leaves silage replaced alfalfa silage with a proportion of 25, 50, 75,

and 100%, respectively.
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Determination of total phenolic acid contents

Samples of Paulownia leaves after ensiling were lyo-
philized, ground and 100 mg were extracted three times
with 80% methanol for 60 min at 40°C. The obtained
extract was dried by evaporation and dissolved in 2 ml
of acidified (0.2% formic acid) Milli-Q water and then
purified with Solid Phase Extraction (SPE) using Oasis
HLB 3cc Vac Cartridge, 60 mg (Waters Corp., Milford,
MA). The carbohydrates and phenolics in the cartridges
were removed by washing them with 0.5% methanol
and 80% methanol, respectively. Then the extract was dried
again and dissolved in 1 mL of acidified 80% methanol.
Before spectrometric analysis, samples were centrifuged
(23 000 x g for 5 min) and stored in a freezer at —20°C
until the analysis, as described by Petri€ et al. (2020).

The bioactive compounds particularly polyphenols
were analysed with ultra-high-resolution mass spectrom-
etry (UHRMS) on a Dionex UltiMate 3000RS (Thermo
Scientific, Darmstadt, Germany) system equipped with
a charged aerosol detector interfaced with a high-reso-
lution quadrupole time-of-flight mass spectrometer (HR/
Q-TOF/MS, Compact, Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
Germany). All the procedures for flow rate, operating
conditions, chromatography column as previously de-
scribed, chromatographic separation, collision energy,
and spectra processing during polyphenol analysis were
performed as described by Petri¢ et al. (2020). All the
analyses were performed in triplicate.

Ruminal fluid collection

The rumen fluid was collected from four cannulated
rams (8 months old and mean body weight of 2542 kg).
The donor rams were fed with a similar diet that was
used for the control group of in vitro study. The rumen
fluid was collected before morning feeding and filtered
with 2-layer cheesecloth into a 1-litre Schott Duran® bot-
tle with an oxygen-free headspace. The bottles were
closed with valves kept in an open position by following
the protocol of Joch et al. (2022) to prevent CO, ac-
cumulation in the flask, which would cause the rumi-
nal fluid’s pH to drop and affect the microbial popu-
lation. Then rumen fluid (inoculum medium) was trans-
ported to the laboratory under anaerobic conditions at 39°C.

In vitro batch culture experiment

In vitro experiment was performed using a batch culture
system as described by Bryszak et al. (2019). The inocu-
lum medium was collected from four ruminal cannulated
rams. The buffer solution containing 292 mg K HPO,, 240
mg KH,PO,, 480 mg (NH,),SO,, 480 mg NaCl, 100 mg
MgSO,*x7H,0, 64 mg CaCl,x2H,0, 4 mg Na,CO, and 600
mg of cysteine hydrochloride was prepared in one litre of
double distilled water in the 1:4 (v/v) ratio. Then, 40 ml of
buffered ruminal fluid (with average initial pH 6.56) was
added into pre-warmed 125-mL glass incubation bottles
(Midland Scientific, Omaha, NE) containing 400 mg of
ground basal substrates (Paulownia leaves silage and alfalfa
silage). Gaseous CO, was added to each bottle. The incuba-

tion flasks were closed with rubber stoppers and aluminium
covers, placed in an incubator (Galaxy 170R, Eppendorf
North America, Hauppauge, NY) at 39°C, and periodically
mixed. There were five treatment groups: a control group
(Control, PLS 0%), containing 100% of alfalfa silage, and
four experimental groups in which Paulownia leaves silage
(PLS) and alfalfa silage (AAS) were mixed in a proportion
0f0.75:0.25 (PLS 25%), 0.5:0.5 (PLS 50%), 0.25:0.75 (PLS
75%) and 0:1 (PLS 100%) on DM basis. The batch cul-
ture experiment had five bottles in each group (5 groups x
5 bottles) completed in three consecutive runs (on differ-
ent days). Fifteen repetitions for each substrate were also
tested in this experiment. After 24 h of incubation, CH,
production and degradability were measured, and buff-
ered ruminal fluid samples were collected for analysis
of ammonia, volatile fatty acids (VFA), protozoa, total
bacteria, and methanogen populations. For the proto-
zoa counts, 1 mL of the ruminal fluid was preserved with
6 mL of 4/100 formaldehyde solution (w/w). Rumen fluid
(1.5 mL) for methanogens analysis was shock-frozen in lig-
uid nitrogen and samples were stored at —80°C until analy-
sis. Samples collected for ammonia and VFA analysis were
stored at —20°C.

pH, ruminal ammonia, and volatile fatty acids (VFA)

The pH of the ruminal samples was measured immedi-
ately after the collection of samples with a pH meter (Type
CP-104, Elmetron, Zabrze, Poland). Ammonia concentra-
tion was determined using a colorimetric Nessler’s method
outlined by Bryszak et al. (2019). After 24 h of incubation,
3.6 ml of buffered ruminal fluid was taken from the incuba-
tion flasks and centrifuged at 12000 rpm for 5 min. Then,
100 pl of supernatant was transferred into a tube contain-
ing 200 pl of 1/100 polyvinyl alcohol, 200 pul of 20/100
potassium sodium tartrate, 200 pl of Nessler reagent, and
19.3 ml of double distilled water and incubated for 10 min
at the room temperature. The spectrophotometry was per-
formed, and samples were compared with blank (without
rumen fluid). The VFA concentrations were estimated using
gas chromatography (GC Varian CP 3380, Sugarland, TX)
equipped with a flame ionization detector following the pro-
tocol outlined by Bryszak et al. (2019).

In vitro dry matter degradability, total gas and
methane production

The loss in weight of the incubated substrate dry matter
after correction for the DM residue in the blank was taken
as in vitro dry matter degradability (IVDMD). After 24 h of
incubation, the total gas volume and methane (CH,) pro-
duction were determined following the protocol of Cieslak
et al. (2016). Gas production was calculated by measuring
the movement of the syringe piston attached to the serum
flasks. The total gas produced during substrate fermentation
was determined by subtracting the gas produced in a flask
without substrate (blank) from the total gas produced in the
flasks with substrate and buffered rumen fluid. The CH, pro-
duction was determined by sampling 500 pul gas in a gastight
syringe (GASTIGHT® Syringes, Hamilton Bonaduz AG,
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Switzerland) from the headspace of incubation flasks and
injecting it into SRI310 gas chromatograph containing
a thermal conductivity detector (TCD) and Carboxen 1000
column (mesh side 60/80, 15 FT x 1,8 INS.S, SUPELCO).
The carrier gas was nitrogen with a steady flow rate of 30
ml/min. The oven was set to preheat at 180°C for 1.5 min
before gradually increasing the temperature by 20°C per
minute until reaching 220°C. Then, observed peaks were
identified and CH, concentration was determined by com-
paring the retention times with appropriate gases standards
(mix gases 5.63/100 CO,, 5.56/100 CH,, 5.10/100 H, and
N, remains, Multa S.C. Poland) using PeakSimple ver. 3.29.

Protozoa, total bacteria, and methanogens ar-
chaea counts

In a drop of rumen fluid with the defined volume,
protozoa were counted under the microscope (150x),
and Ophyroscolecidae and Isotrichidae were distin-
guished. However, the fluorescence in situ hybridiza-
tion technique was used to determine the methanogens
and bacterial population outlined by Stahl et al. (1995)
with some modifications as described by Pers-Kamczyc
et al. (2011). A domain-specific oligonucleotide probe
targeting all methanogens (S-S-Arc-0915-a-A-20) was
used. The hybridization temperature was kept at 56°C
and a domain-specific oligonucleotide probe (S-S-Arc-
0915-a-A-20) was utilized to target all the methano-
gens. The samples were examined using a fluorescence
microscope (Zeiss Axiovert, 2000) equipped with Axiolm-
age Observer Software and a filter specifically for DAPI

(to distinguish the total count of bacteria) and rhodamine
(magnification x100). Video footage was captured with a
video camera (AxioCamMRm Rev. 3 FireWire) and meth-
anogens or bacteria were counted manually.

Statistical analysis

The normality of the distribution of the variables was
verified with Shapiro—Wilk’s normality test (Shapiro and
Wilk, 1965). A one—way (group/doses) multivariate analy-
sis of variance (MANOVA) was performed. Following
this, one—way analyses of variance (ANOVA) were car-
ried out to determine the main effects of the group on the
variability of the particular traits. The arithmetic means
and standard error of the mean were calculated. Moreover,
Fisher’s least significant differences (LSDs) were used at
a significance level of 0=0.05. Linear and quadratic con-
trasts were obtained for all observed traits. The GenStat v.
22 (VSN International Genstat for Windows, 2022) statis-
tical software package was used for the analyses.

Results

Dietary ingredient chemical composition and fatty
acids profile

The main dietary ingredients in the feedlot lamb
diet used for this in vitro experiment were alfalfa silage
(AAS), Paulownia leaves silage (PLS), meadow hay, and
concentrate. The chemical analysis illustrated that the
nutrient profile of PLS was comparable to AAS (Table 2).

Table 2. Chemical composition and fatty acids profile of dietary components

Item Alfalfa silage Paulov&{ma leaves Meadow hay Concentrate
silage
Fresh matter (g/kg) 268 237 - -
Dry matter (g/kg) 911 928 914 887
Chemical composition (g/kg DM)
organic matter (om) 911 928 859 828
crude protein (cp) 188 172 90 208
crude fibre (cf) 287 185 376 106
ether extract (ee) 29.8 18.1 10.6 34.7
Fatty acids (g/100 g FA)
C12:0 0.94 0.24 1.48 0.16
C14:0 0.85 0.70 0.88 0.28
C16:0 20.3 29.3 19.2 11.4
Cl6:1 1.76 4.45 1.58 1.24
C18:0 4.74 4.45 4.41 2.34
C18:1 cis-9 491 7.39 8.33 454
C18:2 cis-9 cis-12 19.4 16.2 23.2 25.2
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 39.2 31.2 349 4.6
> Other FA 491 3.63 6.09 8.97
> SFA 30.3 38.1 26.7 14.7
> UFA 69.7 61.9 73.3 85.3
> MUFA 7.2 12.5 10.8 55.1
> PUFA 62.5 494 62.5 30.2
> n-6 FA 21.6 34.4 48.8 50.8
> n-3 FA 39.2 31.2 349 4.63
n-6/n-3 0.55 1.14 1.40 10.96

*FA, fatty acids; Y, sum; 1 other FA: C8:0, C10:0, C14:1, C18:1c11, C20:0, C20:3n6, C23:0; C24:0, C20:5n3, C24:1, C22:6n3; SFA, saturated fatty
acids; UFA, unsaturated fatty acids; MUFA, monounsaturated fatty acids; PUFA, polyunsaturated fatty acids.
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Table 3. The main bioactive compounds identified in Paulownia leaves silage

Peak | Rt(min) | & __(nm) Mn?/lz[cll\l/llfl;{]l(?n MS?main-on MS? fragments Formula Identification mg/g DM
1 1.8 218279 461.16 315.11 161, 135 C,,H,,0,, Dicaffeoylacteoside 0+0.00
2 2.7 326 487.14 179.03 161, 135 C,H, 0, 1-O-caffeoyl-6-O-alpha- 0.50+0.02

rhamnopyranosyl-beta-
glycopyranoside
3 5 179.03 135.04 C,H,0, Dihydroxycinnamic acid 0.20+0.03
4 7 327 165.05 147.04 119 CH, 0O, 2-hydroxy-2-phenylpropanoic 0.23+0.01
acid
5 8.6 330 639.19 161.02 325,529179, C,,H,0,,  Campneoside isomer 0.14+0.01
151
6 8.8 330 639.19 161.02 325,529,179 C,H, O,  Campneoside isomer 1.40+0.47
151
7 9.6 323 637.17 475.14 161 ND 0.79+0.47
8 9.7 267,335 621.11 351.05 269, 193 C,,H, O, Luteolin 4’,7-O-diglucuronide 0.2340.01
9 9.8 287,329 653.21 161.02 179,459,621 C,H, 0O, Campneoside I 0.14+0.82
10 103 222,330 623.20 461.16 161,315 C,H, O, Isoacteoside 1.49+0.06
11 109 222,330 623.20 461.16 161,315 C,H, O, Acteoside 6.74+2.12
12 11.3 285,327 591.13 269.04 C,,H,O,;  Apigenin 7-[rhamnosyl-(1->2)- 0.15+0.09
galacturonide]
13 11.7 220,330 665.21 461.16 161, 315 C, H, O,  Acetyl acteoside(tubuloside B) 0.24+0.04
14 129 220,329 651.23 475.18 175,193,160 C,H, O,  Epimeredinoside A 0.33+0.03
329,313
15 13.7 220,329 591.21 429.17 161, 285 C,H,0,, Didehydroxyacteoside 0.19+0.03
16 14 253, 346 285.04 175.01 158,173 C,H,0, Dihydroxyflavone (luteolin) 1.20+0.02
17 15.8 267,337 269.04 151.00 225 C,H,,O,  Trihydroxyflavone (apigenin) 0.41+0.01
Total polyphenols 14.35

*ND: not determined.

Total polyphenolic contents of Paulownia leaves
silage

The bioactive contents that were present in PLS are
listed in Table 3. Total polyphenolic contents in PLS
were 14.35 mg/g DM. The main phenolic acids identified
in PLS were acetoside, isoacetoside, and dihydroxyfla-
vone (luteolin) in a proportion of 6.74 mg/g DM, 1.49
mg/g DM, and 1.20 mg/g DM, respectively.

In vitro ruminal fermentation, methane produc-
tion, and microbial counts

After batch culture incubation, ruminal pH value de-
creased quadratically (P<0.01) while ruminal ammonia
(NH,) concentration increased quadratically (P = 0.01),
with increasing doses of Paulownia leaves silage (Table 4).
The lowest pH was observed at 75% and 100% inclu-
sion of PLS. However, [IVDMD increased quadratically
(P<0.01) by increasing the proportions of PLS in the diet.
The highest IVDMD was observed at 100% replacement
of AAS with PLS. In contrast, CH, production decreased
quadratically in mM/g IVDMD (P<0.01) while a linear
decrease was observed in mM/L of total gas (P =0.01).

The results showed a linear and quadratic increase
(P<0.01) in the molar proportions of propionic, and

butyric acids, whereas valeric acid and isovaleric acid
were found to be decreased linearly and quadratically
(P<0.01). The molar proportion of isobutyric acid de-
creased linearly (P<0.01). However, the molar propor-
tion of total VFA increased quadratically (P<0.01), while
the acetate: propionate ratio (A/P) was reduced linearly,
and quadratically (P<0.01). Increasing the proportions of
PLS in the diet resulted in a linear, and quadratic reduc-
tion (P<0.01) in Ophyroscolecidae, Isotrichidae, total
protozoa, and methanogen archaea counts.

In previous studies, diets rich in polyphenols and
condensed tannins reduced the environmental impact
of sheep production by reducing methane (CH,) emis-
sions and urinary nitrogen (N) excretion (Torres et al.,
2022). Tannins improved dietary protein utilization, body
weight gain, milk, and wool production, and health when
fed to animals (Piluzza et al., 2014). To our knowledge,
there was no published study on the inclusion of Paulow-
nia leaves silage in lamb diets as an alternative and sus-
tainable feeding source to improve ruminal fermentation.
Therefore, we hypothesized that the inclusion of PLS as
a source of phenolic acids in the lambs’ diets could im-
prove ruminal fatty acids profiles and reduce the environ-
mental impact of lamb production.
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Table 4. Effects of Paulownia leaves silage (PLS) on in vitro ruminal fermentation and microbial counts

Item CON PI;)SA) 2 E(I;)/So 5;“02 1}())1602 P-ANOVA | SEM Linear Quadratic
pH 6.27 6.27 6.25 6.19 6.19 0.004 0.055 0.010 <0.001
IVDMD (%) 57.8 60.7 62.3 65.4 65.5 <0.001 2.509 0.544 <0.001
NH, (mM) 13.9 14.5 14.3 14.8 15.3 0.084 1.075 0.176 0.008
Total gas (ml/g DM) 283 285 285 285 285 0.734 4.872 0.760 0.471
CH, (mM) 0.82 0.77 0.77 0.77 0.70 0.184 0.098 0.016 0.042
CH, (mM/g DM) 2.05 1.91 1.92 1.93 1.74 0.184 0.244 0.039 0.042
CH ,/total gas (mM/L) 7.3 6.7 6.7 6.8 6.1 0.092 1.0 0.001 0.021
CH,/IVDMD (mM/g) 3.56 3.15 3.15 2.97 2.66 <0.001 0.384 0.070 <0.001
Volatile fatty acids (mM)

total VFA 37.0 37.9 38.2 38.1 41.7 0.004 0.399 0.001 <0.001
acetate (A) 23.2 23.7 23.8 232 24.4 0.678 0.271 0.410 0.383
propionate (P) 8.13 8.56 8.84 9.20 10.7 <0.001 0.146 <0.001 <0.001
isobutyrate 0.41 0.29 0.19 0.15 0.19 0.007 0.026 <0.001 0.008
butyrate 3.98 4.35 432 4.88 5.68 <0.001 0.076 <0.001 <0.001
isovalerate 0.45 0.41 0.38 0.30 0.32 <0.001 0.014 <0.001 <0.001
valerate 0.82 0.60 0.65 0.44 0.46 <0.001 0.032 <0.001 <0.001
A/P ratio 2.86 2.78 2.71 2.54 2.32 <0.001 0.032 <0.001 <0.001
Microbial count

Ophyroscolecidae (x10°/mL) 5.33 3.48 2.51 1.89 1.94 <0.001 0.184 <0.001 <0.001
Isotrichidae (x10°/mL) 6.44 1.60 1.02 0.93 0.81 <0.001 0.310 <0.001 <0.001
total protozoa (x10°%/mL) 5.39 3.50 2.52 1.90 1.95 <0.001 0.191 <0.001 <0.001
bacteria (x10%/mL) 7.63 7.54 7.61 7.48 8.04 0.854 0.16 0.52 0.40

archaea (x107/mL) 0.33 0.33 0.22 0.18 0.17 <0.001 0.01 <0.001 <0.001

CON - alfalfa silage (AAS), PLS 25, 50, 75, and 100%: Paulownia leaves silage replaced alfalfa silage with a proportion of 25, 50, 75, and 100%,
respectively.
*IVDMD: in vitro dry matter degradability; NH,: ammonia; CH,: methane, A/P: acetate to propionate ratio; archaea: methanogen archaea.

Table 5. Effects of Paulownia leaves silage (PLS) on the fatty acids profile of in vitro incubated ruminal fluid

;/alt(t)}(/)agc;i: CON ;);O/SD ;I)';/So 5;“0/80 IIZ)I(;DSA) P-ANOVA | SEM Linear Quadratic
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Saturated
C12:0 3.33 1.57 2.23 1.76 1.69 <0.001 0.145 0.006 0.036
C14:0 3.29 2.44 3.59 3.25 297 0.040 0.125 0.784 0.887
C16:0 30.0 28.0 29.5 30.1 26.9 0.032 0.388 0.166 0.097
C18:0 25.6 25.7 259 24.7 22.7 0.033 0.372 0.008 0.002
C21:0 0.33 0.34 0.64 0.17 0.28 0.140 0.060 0.476 0.316
C22:0 0.21 0.21 0.11 0.08 0.15 0.064 0.017 0.046 0.133
C23:0 0.15 0.08 0.15 0.13 0.10 0.334 0.012 0.721 0.712
C24:0 0.40 0.37 0.23 0.13 0.26 0.009 0.026 0.007 0.036
XSFA 63.3 58.8 62.4 60.3 55.1 0.009 0.806 0.011 0.006
Monounsaturated
Cl4:1 0.48 0.69 1.22 0.86 0.58 0.008 0.072 0.588 0.742
Cl6:1 0.75 0.74 0.65 0.89 1.02 0.074 0.046 0.028 0.009
C18:1 trans-6-8 1.19 0.87 0.88 0.63 0.79 0.064 0.058 0.020 0.070
C18:1 trans-9 1.26 0.95 0.86 0.81 1.03 0.066 0.051 0.155 0.510
C18:1 trans-10 0.92 0.60 0.86 0.62 0.58 0.026 0.044 0.043 0.056
C18:1 trans-11 1.38 1.57 1.54 1.25 1.12 0.126 0.065 0.051 0.020

C18:1 cis-9 14.7 16.9 14.4 16.1 19.9 0.003 0.516 0.008 0.002
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
C18:1 cis-11 1.61 1.77 1.79 1.79 1.68 0.480 0.036 0.639 0.961
C18:1 cis-12 0.44 0.44 0.45 0.45 0.51 0.959 0.033 0.519 0.461
C18:1 cis-13 0.33 0.56 0.52 0.64 0.37 0.068 0.039 0.728 0.717
C18:1 cis-14 0.36 0.55 0.61 0.37 0.46 0.022 0.029 0.861 0.481
C20:1 trans 0.78 0.72 0.92 0.79 0.86 0.162 0.027 0.250 0.312
C22:1 n-9 0.24 0.13 0.18 0.16 0.17 0.560 0.020 0.532 0.735
C24:1 0.15 0.32 0.28 0.25 0.29 0.112 0.020 0.201 0.410
% MUFA 24.6 26.8 252 25.6 29.4 0.012 0.483 0.015 0.006
Polyunsaturated
C18:2 cis-9. cis-12 8.78 9.58 8.26 9.69 11.36 0.360 0.502 0.142 0.085
C18:3 cis-9. cis-12. cis-15  0.92 1.03 1.31 1.31 1.60 0.018 0.069 <0.001 0.001
C18:2 cis- 9. trans-11 0.13 0.10 0.21 0.19 0.11 0.329 0.019 0.785 0.910
C18:2 trans-10. cis-12 0.34 0.49 0.48 0.49 0.53 0.301 0.027 0.075 0.143
C18:3 n-6 0.15 0.17 0.14 0.22 0.16 0.250 0.013 0.414 0.530
C20:2 0.17 0.12 0.16 0.11 0.10 0.599 0.015 0.218 0.220
C20:3 n-6 1.16 2.47 1.44 1.65 1.25 0.063 0.159 0.443 0.245
C20:4 n-6 0.14 0.09 0.09 0.09 0.09 0.442 0.009 0.166 0.311
C20:5 n-3 0.29 0.36 0.32 0.19 0.22 0.208 0.026 0.086 0.068
C22:2 0.12 0.09 0.09 0.12 0.17 0.217 0.012 0.108 0.040
others FA* 491 4.50 4.72 4.18 4.44 0.649 0.148 0.273 0.355
¥ PUFA 12.2 14.5 12.5 14.1 15.6 0.416 0.620 0.173 0.153
Fatty acids (%)
>~ UFA 36.7 41.3 37.7 39.7 449 0.009 0.8063 0.011 0.006
n-6 10.8 12.8 10.5 12.2 13.5 0.434 0.591 0.273 0.224
n-3 1.21 1.38 1.62 1.50 1.82 0.045 0.065 0.005 0.008
n-6/n-3 ratio 9.06 9.19 6.75 8.37 7.81 0.190 0.359 0.219 0.356
¥ PUFA/Z SFA ratio 0.20 0.25 0.21 0.23 0.29 0.202 0.013 0.108 0.077
LNA/LA ratio* 13.7 9.4 6.9 7.5 7.5 0.134 0.883 0.034 0.112
total C18:1 222 242 219 227 26.4 0.013 0.488 0.045 0.016
total trans- C18:1 4.76 3.99 4.14 3.31 3.52 0.011 0.139 0.002 0.006
total cis- C18:1 17.4 20.2 17.8 19.4 229 0.002 0.506 0.005 0.002
% MCFA 37.8 335 37.2 36.8 33.2 0.002 0.497 0.131 0.093
¥ LCFA 62.2 66.6 62.8 63.2 66.8 0.002 0.497 0.131 0.093

CON - alfalfa silage (AAS), PLS 25, 50, 75 and 100%: Paulownia leaves silage replaced alfalfa silage with a proportion of 25, 50, 75 and 100%, re-

spectively.

*QOther FA: C4, C6, C10:1, C11:0, C12 iso, C12 anteiso, C13:0, C14 anteiso, C15 anteiso, C16 anteiso, C16 iso, C16:1 trans, C17 iso, C17 anteiso,
C18:1 trans-5, C18:1 trans-15, C18:1 cis-11, C18:1 cis-12, C18:1 cis-13, C18:1 cis-14, C19:0, C18:1 cis-15, C18:2 cis-9, cis-12, C18:2 cis-9, cis-15, C20:0,

C20:1-trans, C18:3 n-6 and C20:3 n-3.
* LNA: a-linolenic acid; LA: linolenic acid.

Fatty acid profile of in vitro incubated ruminal
fluid

Dietary Paulownia leaves silage increased the pro-
portion of C16:1 linearly (P<0.05) and quadratically
(P<0.01) but decreased the concentrations of C18:1 t10
(P<0.05; Table 5). The results showed a linear and quad-
ratic increase (P<0.01) in oleic acid (OA; 18:1 ¢9). Vac-
cenic acid (VA; 18:1 t11) concentration increased quad-
ratically (P<0.05) by increasing PLS proportions but up
to 50% in the diet. There was a linear increase in the con-
centrations of C18:3 c9¢12 c¢15 fatty acid (P<0.01). The

concentrations of C20:2,C20:4n6, and C22:2 decreased in
a quadratic manner. Increasing PLS proportions in the
diet increased the £ MUFA, and £ UFA quadratically
(P<0.01) but decreased X~ SFA quadratically (P<0.01).

Discussion

In previous studies, diets rich in polyphenols and
condensed tannins reduced the environmental impact
of sheep production by reducing methane CH, emis-
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sions and urinary nitrogen (N) excretion (Torres et al.,
2022). Tannins improved dietary protein utilization, body
weight gain, milk, and wool production, and health when
fed to animals (Piluzza et al., 2014). To our knowledge,
there was no published study on the inclusion of Paulow-
nia leaves silage in lamb diets as an alternative and sus-
tainable feeding source to improve ruminal fermentation.
Therefore, we hypothesized that the inclusion of PLS as
a source of phenolic acids in the lambs’ diets could im-
prove ruminal fatty acids profiles and reduce the environ-
mental impact of lamb production.

Nutrients composition and total polyphenolic con-
tents

Concerning the nutrient composition, Paulownia
leaves are rich in nutrients, primarily crude protein (CP;
the most costly nutrient used in livestock feed) and plant
secondary metabolites (PSM). In the present study, the
average value of CP in PLS was 172 g/kg of DM, which
was slightly lower than the previous findings (185 g/kg
of DM) of Puchalska et al. (2021). Simultaneously, total
polyphenolic contents (14.35 mg/g DM) were also found
to be lower than the previous results, i.e., 47 mg/g DM
from the study conducted by Huang et al. (2021) and
31.35 mg/g DM in the study of Puchalska et al. (2021).
Acetoside, isoacetoside, and luteolin were identified as
major polyphenolic bioactive contents in the PLS (Table
3). In the present study, PLS was only analysed for poly-
phenolic contents. However, a previous study conducted
by Huang et al. (2021) showed that PLS also contains fla-
vonoids (13 mg/g DM). The existing differences in mean
total polyphenolic contents and CP could be due to soil
conditions or agronomic management including variety
variance or harvesting time.

In vitro ruminal fermentation, methane produc-
tion, and microbial population

Various studies have confirmed the potential of phe-
nolic acids and flavonoids to modulate the ruminal fer-
mentation processes by altering the ruminal microbial
populations (Patra, 2012; Moate et al., 2020). Paulownia
leaves silage inclusion in cow’s diet increased the rumi-
nal pH in both in vitro and in vivo conditions (Huang et
al., 2022). In contrast, the current experiment indicated
that ruminal pH decreased linearly and quadratically with
increasing proportions of PLS. Furthermore, PLS inclu-
sion in the cow’s diet considerably increased the [VDMD
and population of proteolytic bacteria such as Prevotella
spp. and Butyrivibrio fibrisolvens which resulted in more
effective ruminal proteolysis and NH, concentration
(Huang et al., 2022). Similarly in this study, increasing
the proportion of dietary PLS in the control diet resulted
in a quadratic increase in [IVDMD (P<0.01) and ruminal
NH, concentration (P<0.01) and these findings were con-
sistent with the Huang et al. (2022) study.

The previous studies on Paulownia leaves and PLS
containing high amounts of polyphenols content con-
firmed the reduction in ruminal methanogen populations

and CH, production without any detrimental effects on
nutrient degradability (Puchalska et al., 2021; Huang
et al., 2022). Similarly, this phenomenon was also con-
firmed in the present study in which PLS inclusion signif-
icantly reduced the methanogen population that resulted
in lowering CH, production in mM/g IVDMD (P<0.01)
quadratically, and mM/ml of total gas (P<0.01) linearly.
The lowered CH, concentration in this study could be due
to the complementary effects of PSM such as acteoside
(6.74 mg/g DM) and luteolin (1.20 mg/g DM) that were
analysed in the PLS. In literature, these PSM showed the
potential for altering the ruminal fermentation. In Sinz et
al. (2018) study, luteolin affected the ruminal ecosystem
positively by reducing methanogenic activity and CH,
emission. Furthermore, in vitro study by Navarrete et al.
(2016) confirmed the potential of acteoside to reduce en-
vironmental impact via bactericidal and inhibitory effects
on ruminal fermentation.

Protozoa are considered crucial for the protozoa-as-
sociated methanogens (Choudhury et al., 2015) usually
responsible for up to 37% of CH, production (Newbold et
al., 2015). However, inclusion of PLS in the control diet
reduced the population of Ophyroscolecidae, Isotrichi-
dae, and total protozoa, which subsequently reduced the
methanogens archaea count and CH, production. This
means that a decline in protozoa count is sometimes ac-
companied by a decline in the methanogens population
(Patra et al., 2015), which was also noted in the current
study. On the other hand, when the proportion of PLS
in the control diet increased, the molar concentration of
propionate also increased while the acetate: propionate
(A/P) ratio and CH, production decreased. These results
were consistent with those of earlier research indicating
that hydrogen (substrate for CH, production) was used
for the synthesis of propionate in the succinate pathway
rather than methanogenesis (Ungerfeld, 2020) due to
PSM contents present in PLS.

In vitro effects of PLS on the ruminal fluid’s fatty
acids profile

In ruminants, diet type and nutritional profiles have a
direct impact on the fatty acids content of milk and meat.
Particularly, conjugated linoleic acid (CLA; 18:2-c12,
t10), and n-3 fatty acids play a vital role in human health
(Mezzomo et al., 2011; Purba et al., 2020; Fernandes et
al., 2021). Simultaneously, essential fatty acids (EFAs)
such as alpha-linolenic acid (ALA; C18:3 n-3), and li-
noleic acid (LA; C18:2 n-6) that are not synthesized by
human and farm animals, may be improved by feeding
(Kearns et al., 2022). Ruminant-derived foods are con-
sidered a major source of CLA (Daley et al., 2010) which
has anti-inflammatory, and anticancer properties. How-
ever, beef and lamb meat contains a lower polyunsatu-
rated to saturated fatty acids (PUFA: SFA) ratio (0.11) as
compared to pork (0.58) and chicken (0.39—0.97) meat
(Milic¢evi¢ et al., 2014) because 70-95% of n-3 and n-6
PUFA are utilized in the biohydrogenation process in the
rumen (Urrutia et al., 2020). Therefore, recently there is
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an increased interest to protect the desirable fatty acids
such as monounsaturated fatty acids (MUFA) and PUFA
from ruminal biohydrogenation to increase their propor-
tion in meat and milk. Various PSM, e.g., condensed tan-
nins (CT) can impair the biohydrogenation process by
modulating the ruminal microbial populations (Carrefio
et al., 2015) and increase the FAs in the milk and meat
such as CLA isomer rumenic acid (RA; 18:2-¢9, ¢11), and
vaccenic acid (VA; 18:1-¢11) (Vasta et al., 2019) as well
other desirable FAs that are considered beneficial for hu-
man health.

Paulownia leaves silage contains a valuable propor-
tion of LA (C18:2 ¢9¢12), ALA (C18:3 c9c12c¢l5), pal-
mitic acid (PA; C16:0), and oleic acid (OA; C18:1 c9)
as well as polyphenols and flavonoids to modulate the
biohydrogenation (Huang et al., 2021) to further increase
their concentrations in the ruminal fluid and lamb meat.
A higher level of PUFA especially #-3 in milk and meat
is beneficial for human health, so it can be speculated
that PLS could also be a valuable source of FAs in the
ruminant (lamb) diet. Increasing the proportion of PLS
in the control diet increased the concentrations of LA,
ALA, CLA, T UFA, = MUFA, = PUFA, RA (the higher
level at 50% inclusion), VA and OA concentrations while
reduced the X SFA in the rumen fluid of lambs. These
findings were consistent with the in vivo study of Vera
et al. (2023) in which radiata pine bark extract rich in
polyphenolic compounds (polyphenols, and tannins) was
supplemented in an alfalfa hay-based diet of finishing
lambs.

In the present study, X n-3 fatty acids concentrations
were found to be increased and these findings were sim-
ilar to the results of the meta-analysis of Torres et al.
(2022). An increase in X n-3 (mainly ALA) concentra-
tions indicated that polyphenols or CT in the PLS inhib-
ited lipolysis and/or the first steps of microbial biohy-
drogenation either by selective reduction or inhibition
of rumen microbial populations and these findings were
consistent with the Vasta et al. (2019) study. However,
a numerical increase in RA concentration could be due
to a direct increase in the biohydrogenation of dietary
PUFA, and/or could be formed from VA (precursor) in
the tissues of animals (Khiaosa-Ard et al., 2009). Ru-
menic acid is also synthesized by biohydrogenation of
LA and then converted to VA and stearic acid subse-
quently (Frutos et al., 2020). The supplementation of
CT has the potential to increase the VA concentration
at the expense of stearic acid by reducing the Butyrivi-
brio proteoclasticus populations and inhibiting terminal
steps of biohydrogenation (Khiaosa-Ard et al., 2009;
Vasta et al., 2010). Incorporation of PLS increased the
¥ n-3 fatty acids that are essential for human health, i.e.,
neurological development, anti-inflammatory proper-
ties, and reduced risk of cardiovascular diseases (Frutos
et al., 2020). The current findings indicated that PLS in-
clusion has the potential to alter the ruminal FAs profile
which is considered essential for lamb meat quality as
well as beneficial for human health.

Conclusion

The present in vitro study findings illustrated that
100% replacement of alfalfa silage with Paulownia leaves
silage in the lamb diet (control) is highly effective to en-
hance the n-3 essential fatty acids such as alpha-linolenic
acid concentration in the ruminal fluid. Additionally,
100% PLS increased the in vitro dry matter degradabil-
ity, and molar concentration of propionate; meanwhile,
reduced the climate impact (15% CH, mitigation) of
feedlot production mainly by reducing the 48% metha-
nogen and 63% protozoa population compared to control
diet. Thus, it can be speculated that PLS can influence the
lamb ruminal ecosystem and kinetics of fermentation for
sustainable and quality meat production. Therefore, PLS
in the lamb diet is recommended for future in vitro and in
vivo investigations to uncover its full potential in feedlot
production.
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