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Statiny jako manipulatory bachorové fermentace

Souhrn

Odvétvi Zivocisné vyroby vyznamné prispiva k emisim sklenikovych plynd, pficemz
velka ¢ast ma pivod z enterické fermentace prezvykavcel. Za ucelem sniZeni téchto emisi bylo
zkoumano mnoho strategii, které by soucasn¢ zvysily konverzi krmiva a zpfistupnily vice
energie vyuzitelnou pro produkci. Jednou moznosti je pfimé zacileni na metanogeny.
Mikroorganismy produkujici metan (CHs), archea, maji jedinecné membranové lipidy, které
obsahuji izoprenoidni alkoholy s dlouhym fetézcem. Pro tvorbu téchto izoprenoidi je klicovym
prekurzorem mevalonat, ktery je tvofen redukci 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl koenzymu A
(HMG-CoA). Inhibici enzymu HMG—CoA reduktdzy dochazi k naruSeni tvorby membrany
archei a nésledn¢ ke snizeni metanogeneze.

Tato prace se vénovala in vitro ucinku statini, tedy inhibitori HMG-CoA reduktazy.
Statiny mohou selektivné inhibovat metanogenni archea a n¢které skupiny bakterii ¢i protozoi.
To mize zvysit G€innost bachorové fermentace a tim také stravitelnost a vyuzitelnost krmiv u
ptezvykavci. V experimentu byly pomoci vsadkové in vitro fermentace s vyuzitim bachorové
tekutiny zkoumany ucinky tii koncentraci (1, 10 a 100 mg/l) tii statinli (atorvastatinu,
rosuvastatinu a simvastatinu) na efektivitu bachorové fermentace.

Statisticky vyznamného snizeni CHs (p < 0,05) bylo docileno simvastatinem o
koncentraci 10 mg/l (o 9,3 %) a atorvastatinem o koncentraci 100 mg/l (o 13,2 %) bez
negativniho ovlivnéni fermentace a stravitelnosti krmiva. Ackoliv koncentrace simvastatinu
100 mg/l snizila (p < 0,05) produkci CH4 0 26,2 %, doSlo soucasné k inhibici celkové
fermentace. Rosuvastatin mirné snizil relativni zastoupeni CH4 (p < 0,05) pii koncentracich 10
a 100 mg/l. Simvastatin a atorvastatin pii koncentraci 100 mg/l zvysily (p < 0,05) relativni
zastoupeni propionatu na tikor acetatu a butyratu. Koncentrace amonného dusiku nebyly statiny
ovlivnény (p > 0,05).

Tato prace ukazala, Ze statiny mohou selektivné snizit produkci CHa. Uginky statinti na
metanogenezi a celkovou bachorovou fermentaci se liSily v zavislosti na typu statinu a
koncentraci. Hydrofobni statiny, simvastatin a atorvastatin, se zdaji byt i¢inné;jsi ve srovnani s
hydrofilnimi statiny, jako je rosuvastatin.

Kli¢ova slova: statin, inhibitor HMG-CoA reduktdzy, metan, bachorova fermentace, in vitro



Statins as modifiers of rumen fermentation

Summary

The livestock sector contributes significantly to greenhouse gas emissions, much of
which are derived from the enteric fermentation of ruminants. Many strategies have been
explored to reduce these emissions. The goal is to simultaneously increase feed utilization and
make more energy available for production. One possibility is to target methanogens directly.
Methane producing microorganisms, archaea, have unique membrane lipids that contain long-
chain isoprenoid alcohols. The key precursor for the formation of these isoprenoids is
mevalonate, which is formed by the reduction of 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl coenzyme A
(HMG-CoA). Inhibition of the enzyme HMG-CoA reductase disrupts the formation of the
archaea membrane and consequently reduces methanogenesis.

The present thesis investigates the in vitro effect of statins, i.e. HMG-CoA reductase
inhibitors. Statins can selectively inhibit methanogenic archaea and certain groups of bacteria
or protozoa. This can increase the efficiency of rumen fermentation, as well as the digestibility
and feed utilization in ruminants. Therefore, the effects of increasing concentrations (1, 10, and
100 mg/l) of atorvastatin, rosuvastatin, and simvastatin on in vitro methane production and
rumen fermentation were examined.

A statistically significant reduction in methane production (p < 0.05) was achieved with
simvastatin 10 mg/1 (9.3%) and atorvastatin 100 mg/1 (13.2%) without adversely affecting the
fermentation and feed digestibility. Although simvastatin (100 mg/l) reduced (p < 0.05)
methane production by 26.2%, total fermentation was inhibited at the same time. Rosuvastatin
slightly reduced the relative abundance of methane (p < 0.05) at concentrations of 10 and 100
mg/l. Simvastatin and atorvastatin (100 mg/l) increased (p < 0.05) the relative propionate
proportion at the expense of acetate and butyrate. Ammonia-N concentrations were not affected
by statins (p > 0.05).

This thesis has shown that statins can selectively reduce methane production. The effects
of statins on methanogenesis and total rumen fermentation varied depending on the type of
statin and concentration. Hydrophobic statins, simvastatin and atorvastatin, appear to be more
effective than hydrophilic statins such as rosuvastatin.

Keywords: statin, HMG-CoA reductase inhibitor, methane, rumen fermentation, in vitro
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1 Uvod

Klimatické zmény jsou jednou z nejvétSich hrozeb soucasnosti (de Souza Filho et al.
2019). Klimatické zmény a zeméd¢lstvi jsou vzajemné propojené procesy. Na jedné stran¢ je
soucCasnd i1 budouci produkce potravin ohrozena klimatickymi zménami, a na druhé strané
zem&délstvi obecné a zejména zivoCisnd vyroba pfispivd ke globalnimu oteplovani
prostfednictvim emisi metanu (CHs) (Grossi et al. 2019), velmi efektivnimu sklenikovému
plynu (Ersoy & Ugurlu 2020). Emise CHs v chovu zvitat pochéazeji z traveni potravy béhem
fermentace v bachoru, skladovani hnoje a jeho aplikace na polich. V rdmci hospodatskych
zvitat jsou ptezvykavci (skot, ovee a kozy) primarnim zdrojem emisi (Broucek 2018). Produkce
CH4 (metanogeneze) je prirozeny proces probihajici v bachoru béhem fermentace, kdy dochazi
k odstranéni vodiku z bachoru vzniklého pfi rozkladu sacharidii mikroorganismy (Jafari et al.
2019). Mikroorganismy, které produkuji CHa, se nazyvaji metanogeny a vyuzivaji vodik jako
zdroj energie (Janssen 2010). Pokud by v bachoru nebyl vodik kontinudlné€ odstraiiovan a doslo
by k jeho akumulaci, byla by naruSena fermentace krmiva, tim i zisk energie a nasledn¢ by
doslo k poklesu uzitkovosti zvitat (Beauchemin et al. 2009).

Literatura uvadi, ze skot denn¢ vyprodukuje 250-500 litrd CH4 a ovce 20-55 litrh CH4
v zavislosti na pfijmu suSiny (Nawab et al. 2020). Krom¢ vyznamného piispévku k
antropogennim emisim sklenikovych plyni je energie ztracena v podobé CHi velkym
nedostatkem v produkénich systémech piezvykavel (Eckard et al. 2010). Metanogeneze pro
zvife totiz znamena ztratu 2—15 % energie krmiva, ktera by mohla byt vyuzita k produkci
(Ugbogu et al. 2019). To je podstatné vzhledem k rostoucimu poctu svétové lidské populace,
se kterym soucasné bude stoupat i poptavka po zivocisnych produktech jako je mléko a maso
(Nawab et al. 2020). Aby se vyhovélo budoucim potfebam populace, bude nutné zvysit
produktivitu zvitat a soucasné snizit intenzitu emisi sklenikovych plynili na jednotku produktu.
K dosazeni tohoto cile je nutné zavadéni ucinnych strategii pro snizeni emisi CH4 (Grossi et al.
2019).

Vyzkum je zaméten na Sirokou Skélu strategii s cilem snizit emise CHa, naptiklad na
upravu slozeni krmné davky, vyvoj vakcin a pfidani sekundarnich metabolitt rostlin ¢i hub do
krmné déavky (Satyanagalakshmi et al. 2015). Jejich cilem je modifikace mikrobialniho
ekosystému a kinetiky fermentace tak, aby doslo ke snizeni emisi CH4 a aby se soucasné
nezménila nebo v optimélnim ptipadné dokonce zlepsila konverze krmiva (Morgavi et al. 2013;
Ugbogu et al. 2019). Mnohé zkoumané strategie jsou ucinné pouze kratkodobé, protoze
postupem casu dojde k pfizplsobeni se bachorové mikrobioty na dané slouc¢eniny (Candyrine
et al. 2018). Pii implementaci téchto strategii je soucasné nutnd jejich cenova dostupnost a
dodrZeni legislativnich pfedpist. Pfedevsim by vSak tyto strategie nemély mit Skodlivé ucinky
na zdravi a welfare zvirat. VEtSina ze strategii je stale v rané fazi vyvoje a je dale nutné ovétrovat
ucinné davky aditiv (Satyanagalakshmi et al. 2015).



2 Védecka hypotéza a cile prace

2.1 Cil prace

Cilem prace bylo ovétit schopnost inhibitorit HMG-CoA-reduktdzy, tzn. statinli, zvysit
efektivitu bachorové fermentace.

Dil¢im cilem bylo ovéfit schopnost statinti:

- snizit produkci metanu v bachoru,

- ovlivnit zastoupeni jednotlivych tékavych mastnych kyselin ve fermentacni tekuting
- snizit zastoupeni NH4-N ve fermenta¢ni tekuting.

2.2 Hypotézy

Statiny jako inhibitory HMG-CoA mohou selektivné inhibovat metanogeni archea a
nékteré skupiny bakterii ¢i protozoi. To miize zvysit i¢innost bachorové fermentace a tim také
stravitelnost a vyuZitelnost krmiv u pfezvykavcu.

Piedpokladame, ze statiny:

- SniZzi in vitro produkci metanu.

- Zvysi zastoupeni kyseliny propionové na tkor kyseliny octové a maselné v inkubac¢ni
tekuting.

- Snizi koncentrace NH4-N v inkubacni tekuting.

- Neovlivni ¢i zvysi stravitelnost suSiny a celkovou produkei tékavych mastnych kyselin.



3 Literarni reSerse

3.1 Traveni u pirezvykavci

Funkei travici soustavy je dodévat organismu vodu, elektrolyty, vitaminy, proteiny,
sacharidy a lipidy ziskané z potravy. K tomu, aby mohly byt tyto Ziviny v organismu vyuZity,
musi byt nejdiive fyzicky a chemicky zpracovany (Millen et al. 2016). Zplsob tohoto
zpracovani mize byt u jednotlivych druhti zvifat rozdilny v zavislosti na uspofadani travici
soustavy.

Piezvykavci se svym uspofadanim travici soustavy lis§i od monogastrickych zvitat tim, Ze
maji pted pravym zaludkem vyvinuté tfi komory. Tyto komory se oznacuji jako piedzaludky
(bachor, ¢epec, kniha) (Harfoot 1981). K jejich vyvoji doslo za ucelem straveni strukturalnich
sacharidl, které jsou zdkladni soucasti diety ptezvykavce. Pouze posledni komora, slez, je
srovnatelnd svou strukturou a funkci s jednoduchym Zaludkem monogastrickych zvitat
(Ducharme 1990; Millen et al. 2016).

Piezvykavci jsou schopni travit krmiva s vysokym obsahem vlakniny prostfednictvim
mikrobidlni fermentace (bakteriemi, protozoi a houbami) v ptedzaludcich (Ducharme 1990;
Puniya et al. 2015). Pfezvykavci by sami nestravili rostlinné polysacharidy, protoze postradaji
nalezité hydrolytické enzymy (Krehbiel 2014; Baldwin & Connor 2017).

Pregastricka fermentace poskytuje hostiteli energii z vlaknitého materialu, navic samotna
syntetizovana mikrobidlni t€la nasledné slouzi jako zdroj aminokyselin a mikrobi mimo jiné
také produkuji vitaminy skupiny B. Oproti tomu nevyhodou je, Ze biologicka hodnota bilkovin
vysoké kvality miize byt snizena a fermentace neni zcela ucinné regulovana, tudiz miize dojit
k metabolickym dysfunkcim (napi. bachorova acidéza) (Bodas et al. 2012; Krehbiel 2014).

3.1.1 Bachor

Bachor je nejvétsi komorou travici soustavy dospélého piezvykavce s primérnou
kapacitou 150-200 litri (Harfoot 1981; Lozier & Niehaus 2016). Pro piezvykavce je bachor
vyznamny z pohledu zdravi i produkéni vykonnosti (Diao et al. 2019). Nachazi se v levé Casti
dutiny bfi$ni od sedmého az osmého zebra az po panev (Puniya et al. 2015; Lozier & Niehaus
2016). Obsahuje struktury tvotené zesilenou svalovinou, které odd€luji prostor bachoru na
dorsalni vak, ventralni vak, slepy dorsalni vak a slepy ventralni vak (Harfoot 1981; Millen et
al. 2016). Vnitini povrch bachoru je tvofen stratifikovanym keratinizovanym epitelem bez zlaz,
tudiz vSechny travici procesy probihajici v bachoru jsou vysledkem pouze fermentativniho
traveni (Harfoot 1981; Krehbiel 2014; Millen et al. 2016; Lozier & Nichaus 2016).

Epitel bachoru je pokryt velkym mnozstvim papil riznych tvarti a velikosti v zavislosti
na jejich umisténi v bachoru. Tyto papily slouzi k absorpci Zivin, pfi¢emz nejvyvinutéjsi a
nejcetnéjsi jsou ve ventralnim vaku a na dné kaudodorsalniho slepého vaku. Papily v dorsalnim
vaku jsou typicky jeden az dva milimetry dlouhé a ve ventralnim vaku dosahuji délky 1,5
centimetru. Velky absorp¢ni povrch zprostiedkovany témito papilami umoziuje rychly prechod
zivin pies epitelové bunky, které oddé€luji obsah predzaludku od krevniho fecisté (Harfoot 1981;
Millen et al. 2016; Baldwin & Connor 2017; Aschenbach et al. 2019).
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Kontrakcemi bachoru dochazi k promichani obsahu bachoru a je umoznén opakovany
navrat veétSich castic z bachoru do dutiny tUstni, kde mohou byt pfezvykany a fyzicky
zredukovany na mensi ¢astice (Harfoot 1981; Millen et al. 2016). To je zasadni pro bakterie,
které tak mohou substraty uc¢inn¢ fermentovat. Piezvykovani, které probiha pravidelng, je dale
dalezitym stimulem pro produkci slin. Dospély skot vyprodukuje 170180 litrd slin denné.
Objem denni produkce slin zélezi na dobé Zvykani, dale piijem vlaknitych krmiv vyvolava vyssi
produkei slin a naopak k redukci tvorby slin dochéazi s pfijmem koncentrovaného krmiva
(Millen et al. 2016).

Kontrakéni cykly jsou dale dilezité za ucelem eruktace plynt, které vznikly v pribéhu
fermentace (Lozier & Niehaus 2016). Eruktace, tedy uvolnovani plynt z bachoru, je zivotné
dilezity a nepostradatelny fyziologicky mechanismus (Millen et al. 2016). Kazdé dvé minuty
by mély prob&hnout piiblizné tfi bachorové kontrakce (Lozier & Niehaus 2016).

3.1.1.1 Prostfedi bachoru

Bachor je otevieny vnéjSimu prostfedi a dochézi k neustdlému toku materidlu do a
z bachoru (Puniya et al. 2015). Detaily rtiznych fyzickych, chemickych a mikrobiologickych
parametri jsou uvedené v Tabulce 1. Prostfedi bachoru poskytuje vhodné podminky pro
ruznorodé a pocetné spoleCenstvi anaerobnich mikroorganismd, které plni metabolickou tlohu
(Henderson et al. 2015).

Mezi produkty fermentace patii t€kavé mastné kyseliny (TMK), které jsou vstfebany pres
bachorovou sténu (Janssen 2010; Krehbiel 2014). Toto kontinualni odstranovani t€kavych
mastnych kyselin absorpci z ¢epcobachoru je dilezité pro stabilni pH bachoru a pro staly rtst
celulolytickych organismi, které jsou nejaktivnéjsi pti pH 6,2—6,8 (Harfoot 1981; Krehbiel
2014). Rychlost absorpce z bachoru je ovlivnéna délkou fetézce jednotlivych kyselin (kyselina
maselna > propionova > octova) a hodnotou pH bachoru (Krehbiel 2014).

Jednim z nejvariabilngjSich faktori prostfedi bachoru je pravé hodnota pH, jejiz
fyziologické rozmezi je 5,5 az 6,9 (Puniya et al. 2015). Sliny obsahuji velké mnozstvi iontd
hydrogenuhli¢itanu (HCO*), fosfatu, chloridu, sodiku a drasliku (Millen et al. 2016). Sliny tak
slouZzi jako bikarbonatovy a fosfatovy pufr (Harfoot 1981; Millen et al. 2016). Tyto dva anionty
tvoti vice nez 90 % celkového poctu aniontll (Krehbiel 2014) a maji zdsadni roli v udrzovani
stalého bachorového pH (Harfoot 1981; Millen et al. 2016). Bachorova tekutina obsahuje
koncentrace t¢kavych mastnych kyselin od 50 milimolti do 150 milimolii. Relativni zastoupeni
jednotlivych mastnych kyselin se 1isi v zavislosti na dieté a stavu metanogent v bachoru.
Piiblizné odhady koncentraci hlavnich t€kavych mastnych kyselin jsou 50-70 % kyseliny
octové, 15-35 % kyseliny propionové a 10-12 % kyseliny maselné (Harfoot 1981; Krehbiel
2014).

Kyselina octovéa je hlavnim zdrojem energie pro piezvykavce. Vzhledem k tomu, Ze
glukéza vyprodukovand v bachoru neni zvifeti dostupnd, dochazi k preméné kyseliny
propionové na glukozu za ucelem udrzovani relativné konstantni hodnoty glykémie v krevnim
ob¢hu. To je podstatné, protoze naptiklad tkan€ nervového systému vyuzivaji jako zdroj energie
exkluzivné glukozu. Kyselina maselna je z95 % vyuzita jako zdroj energie pro bunky
bachorového epitelu. T¢kavé mastné kyseliny jsou zdrojem piiblizné 80 % metabolizovatelné
energie pro zvife (Millen et al. 2016) .
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Tabulka 1. Fyzické, chemické a mikrobidlni charakteristiky bachorového ekosystému.

Fyzikalni vlastnosti

Susina 10-18 %
pH 5,5-6,9 (pramér 6,4)
Teplota 3841 °C

Chemické vlastnosti

Aminokyseliny a oligopeptidy <1 mmol/l pfitomné 2—3 hodiny po krmeni

Amoniak 2—-12 mmol/l
Komponenty krmiva (celulosa, Vzdy piitomné
hemicelulosa, pektin)
Endogenni (mukopolysacharidy) Vzdy piitomné
Plyny CO2 65 %;

CH4 27 %;

N2 7 %;

02 0,6 %;

H> 0,2 %
Lignin Vzdy ptitomny
Mineraly Vysoké Na, obecné dobry zdroj minerali

Netékavé kyseliny
Rozpustné sacharidy
Stopové prvky, vitaminy
Tékavé mastné kyseliny

Laktat <10 mmol/I

<1 mmol/l, pfitomné 2—3 hodiny po krmeni
Vzdy piitomné, dobry zdroj vitaminti B
Kyselina octova 60-90 mmol/l;

Kyselina propionova 15-30 mmol/l;
Kyselina maselna 10-25 mmol/l;
Rozvétvené fetézce a vyssi 2—5 mmol/l

Mikrobialni vlastnosti

Anaerobni houby
Bakterie
Bakteriofagy
Protozoa

Archea

10 3-%/g (6 rodt)

10 19-1/g (>200 druht)
10 7%/g astic/ml

10 +7/g (25 rodh)

10 ¢ bunék/ml

(Harfoot 1981; Kamra 2005; Janssen 2010; Krehbiel 2014; Puniya et al. 2015; Elghandour
et al. 2020.)

3.1.2 Cepec (reticulum)

Cepec je nejmensi komorou s objemem piiblizné 9 litrti u dospélého jedince a je umistén
kranialng od bachoru (Millen et al. 2016; Lozier & Niehaus 2016). Cepec neni zcela anatomicky
oddélen od bachoru (Millen et al. 2016) a z divodu anatomickych a funk¢nich podobnosti
téchto dvou oddéleni jsou Casto oznaovany jako cepcobachor (Harfoot 1981). Vnitini stavba
¢epce je charakteristickd strukturou podobné vceli plastvi (Lozier & Niehaus 2016). Epitel
¢epce je vyvysen do zahybl tkané tvotené 4, 5 nebo 6 stranami. V téchto strukturach jsou
pfitomné malé papily (Krehbiel 2014). Pouze castice mensi nez 1,18 milimetru prochazi do
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posteriorni Casti traviciho traktu ¢epco-kniznim otvorem (Millen et al. 2016), ktery velmi
ucinng separuje jemné ¢astice obsahu ¢epce a bachoru. Do knihy vstupuji jemné ¢astice z cepce,
které obsahuji asi 90-95 % vody (Harfoot 1981).

3.1.3 Khniha (omasum)

Kniha se nachéazi dorsaln¢ vpravo od Cepce a jeji objem se pohybuje od 7 do 18 litri
(Millen et al. 2016; Lozier & Niehaus 2016). Vnitfek knihy je tvofen stovkami polomési¢itych
listlh (laminae omasi), které jsou pokryté kratkymi keratizovanymi papilami. Tyto Gtvary knihy
zprostiedkovavaji velkou absorpéni plochu pro vodu, Na*, K* a nékteré t€kavé mastné kyseliny
(Krehbiel 2014; Lozier & Niehaus 2016). Dale umoznuji stisknuti a drceni ¢astic krmiva
(Puniya et al. 2015). Kniha ma funkci pumpy, kterd nasdva pfijatou potravu a nasledné ji
posouva do slezu (Ducharme 1990).

3.1.4 Slez (abomasum)

Slez je trubicovity organ, ktery spojuje knihu s tenkym sttevem (Harfoot 1981). Ve slezu
je travenina poprvé vystavena travicimu procesu, ktery neni mikrobialniho piivodu (Millen et
al. 2016). Svou fyziologii i anatomii odpovidé jednoduchému zaludku nepiezvykavych druht
(Puniya et al. 2015). Zlaznata sliznice pravého aludku je vybavena specializovanymi
sekrecnimi buiikami, které produkuji hlen, pepsinogen a kyselinu chlorovodikovou (Harfoot
1981; Krehbiel 2014). Slez skotu mé praimérny objem 18 litri (Millen et al. 2016). Travenina
dale pokracuje do dvanactniku (Puniya et al. 2015).

3.1.5 Bachorova fermentace a produkce CH4

Fermentace je definovéna jako anaerobni (bez ptistupu kysliku) bunéény proces, kdy je
organickd hmota pfeménéna na jednodussi slouceniny za uvolnéni energie (Millen et al. 2016).
Piezvykavci, stejné jako dal$i bylozravci, konzumuji rostlinné strukturalni sacharidy jako je
celuloza, hemiceluléza a lignin. Sami ptezvykavci tyto polysacharidy nedokazi rozlozit,
protoze neprodukuji ndlezité hydrolytické enzymy. V prubchu evoluce vSak ptezvykavci
vytvorili ve své travici soustavé symbioticky vztah s mikroorganismy (anaerobni bakterie,
anaerobni houby, protozoa, metanogenni archea a bakteriofagy), které jim napomahaji
rozkladat rostlinny materidl (Henderson et al. 2015; Huws et al. 2018; Faniyi et al. 2019).
V ptedzaludcich ptezvykavcil (pfevazné v bachoru) je organickd hmota (Skrob a polysacharidy
rostlinné bunécné stény, proteiny) fermentovana a jsou uvolilovany kone¢né produkty, mezi
které patii t¢kavé mastné kyseliny (kyselina octova, propionova a maselnd), oxid uhlicity
(COy), vodik (Hz), amonné kationty (NH4") a CHs (Janssen & Kirs 2008; Igbal et al. 2008;
Cottle et al. 2011; Bodas et al. 2012; Wallace et al. 2019). Nékteré produkty jsou vstfebany
bachorovou sténou (t€¢kavé mastné kyseliny, caste¢né¢ COy), jiné jsou eruktovany (CHa,
castetné¢ CO2) a ostatni komponenty postupuji do dalSich segmentl travici soustavy
(mikrobialni biomasa, zbylé sacharidy, proteiny, lipidy, popel) k dal§imu traveni (Millen et al.
2016).

Pro spravny pribéh fermentace v bachoru je velice dilezity metabolismus vodiku,
konkrétn€ jeho rychlé odstranéni z bachoru za tcelem udrzeni jeho nizkého tlaku (Ellis et al.
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2008; Haque 2018). Vodik difunduje z mikroorganismii a je bud vyuZzity ostatnimi
mikroorganismy, pfedev§im metanogeny (Janssen & Kirs 2008; Bodas et al. 2012), nebo se
hromadi v plynném prostoru bachoru (Cottle et al. 2011). RozpusStény vodik inhibuje
bachorovou fermentaci mechanismem zpétné vazby a pokud neni odstranén, snizi celkovy
rozsah rozkladu sacharidi, produkci ATP, rychlost riistu mikroorganismii a syntézu
mikrobidlniho proteinu (Martin et al. 2010; Janssen 2010; Patra et al. 2017; Lan & Yang 2019).
Metanogeneze je proces produkce CH4 v bachoru, pii kterém metanogenni archea redukuji CO2
vodikem dle nésledujici rovnice: CO; + 4H, — CH4 + 2H>0 (Moss et al. 2000; Sorokin et al.
2017). Prostfednictvim této reakce je zabranéno akumulaci vodiku v bachoru, ktery by branil
reoxidaci redukovanych kofaktori (NADH, NADPH a FADH) a tak inhiboval kontinualni
fermentaci (McAllister & Newbold 2008; Aboagye & Beauchemin 2019). Produkce CHy
udrzuje nizky parciélni tlak vodiku v bachoru (Lan & Yang 2019).

Vyprodukovany CH4 v lumen GIT muze byt ze zvifete uvolnén tfemi cestami (Ricci et
al. 2014): CH4 z bachoru a stfev je vstieban do krve a vydechnut z plic expiraci, CH4 je vyloucen
pfimo z bachoru eruktaci anebo je vyloucen rektem jako flatus. Vétsina v bachoru vytvofeného
plynu je bud’ pfimo eruktovéna, ¢i je transportovana do plic a nasledné vydechtnuta (Hill et al.
2016; Hammond et al. 2016).

Alternativou metanogeneze je pro odstranéni vodiku z bachoru biohydrogenace mastnych
kyselin (Knapp et al. 2014). Dalsimi zptsoby odstranéni vodiku v bachoru je reduktivni
acetogeneze, a naptiklad sulfatova, nitratova a dusi¢nanové redukce (Beauchemin et al. 2009;
Hill et al. 2016; Lan & Yang 2019).

Tékavé mastné kyseliny poskytuji zvifeti pfiblizn€ 80 % metabolizovatelné energie.
Kyselina octova je v bachoru zastoupena v nejvyssich koncentracich ze vSech mastnych kyselin
s kratkym fetézcem vyprodukovanych mikrobiotou. Produkce kyseliny octové a maselné vede
k celkovému uvolnéni vodiku a upfednostiiuje produkci CHa4, zatimco tvorba kyseliny
propionové je kompetitivni cestou pro vyuziti vodiku v bachoru (Martin et al. 2010). Kyselina
propionova je hlavnim glukoneogenetickym substratem, ktery mutze zodpovidat za 60 %
glukozy vyuzité zvifetem (Miller & Wolin 2001; Baldwin & Connor 2017). Posledni klicovou
mastnou kyselinou je kyselina maselna (Baldwin & Connor 2017). Relativni zastoupeni
bachorovych t€kavych mastnych kyselin je obvykle 50-70 % kyseliny octové, 15-35 %
kyseliny propionové a 10—-12 % kyseliny méselné (Krehbiel 2014). T¢kavé mastné kyseliny s
kratkym fetézcem jsou nasledné absorbovany bachorovou sténou (Weimer et al. 2010), tudiz
nedochazi k inhibici fermentace jejimi konecnymi produkty. Dale dochézi k pufrovani bachoru
slinami a fermentace tak muze kontinualné pokracovat. Fermentace v bachoru je omezena
casem a koncové produkty (t€kavé mastné kyseliny) jsou kontinudlné odstranovany (Millen et
al. 2016).

Diky tomu, Ze je fermentacni prostor umistén pred tenkym sttevem, prezvykavcei vyuziji
protein a dalsi ziviny syntetizované mikroby v bachoru. Déale mikrobi detoxikuji mnoho slozek
pfitomnych v urcitych rostlinach a bylinach, které mohou byt toxické pro nepiezvykavce
(Millen et al. 2016).
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3.1.6 Mikrobialni populace bachoru

Schopnost prezvykavci stravit a fermentovat polymery rostlinné biomasy je v rozhodujici
mife zavisla na komplexni anaerobni mikrobialni komunité, kterd se nachazi v jejich bachoru
(Krause et al. 2013; Wallace et al. 2019). Jedna se o symbioticky vztah, kdy mikroorganismy
dodévaji ptezvykavci energii, mikrobidlni protein a vitaminy skupiny B. Na oplatku jim jsou
poskytnuty vhodné zivotni podminky a ziviny pro rist (Janssen & Kirs 2008; Knapp et al. 2014;
Huws et al. 2018). Tyto mikroorganismy jsou klasifikované do tfi hlavnich domén, tedy
Bakterie (bakterie), Archea (metanogeny), a Eukaryota (protozoa a houby) (Puniya et al. 2015;
Gottlieb et al. 2016).

Mikrobialni ekosystém bachoru je stabilni a dynamicky zaroven. Ekosystém je stabilni,
protoze v urCitém rozmezi podminek odoldva i vnéjSim zdsahtim, aniz by byly naruSeny
zakladni funkce (biokonverze krmiva na tékavé mastné kyseliny). U zdravého prezvykavce k
naruseni ekosystému nedochdzi i pfes to, Ze je na dennim potradku invaze milionit mikrobti do
bachoru krmivem, vodou a vdechovanym vzduchem (Kamra 2005). Dynamika ekosystému
spociva ve znacné schopnosti adaptace napiiklad na zménu krmné davky, kdy také dochézi ke
zméné v relativnim zastoupeni tékavych mastnych kyselin (Krehbiel 2014). VSechny
mikroorganismy maji preferované podminky pro maximalni rist s preferovanymi nebo
pozadovanymi substraty a typicky uvoliuji specifické kone¢né produkty z dané¢ho substratu
(Millen et al. 2016).

Pro spravnou funkci bachorového mikrobidlniho komplexu je nutné udrzovani
optimalnich podminek prostiedi, konkrétni parametry jsou uvedené v Tabulce 1 (Kamra 2005;
Hill et al. 2016). Hlavni omezeni prostiedi je anaerobioza, vysoka pufracni kapacita, osmoticky
tlak a saprofytickd soupefeni mezi mikroby o pieziti (Kamra 2005). Bachorové
mikroorganismy maji vysokou adaptacni schopnost (Mccann et al. 2014), pficemz jejich
diverzita, hustota a funkce muize byt ovlivnéna mnoha faktory vcetné diety, jeji kvalitou a
zpracovanim, plemenem hostitele, rocnim obdobim, geografickou polohou, krmnou strategii,
krmnymi aditivy, arovni piijmu krmiva, fazi ristu a fyziologickymi podminkami hostitele
(Kumar et al. 2009; Hook et al. 2010; Weimer et al. 2010; Mccann et al. 2014; Lan & Yang
2019; Faniyi et al. 2019). Dieta, bachorové prostiedi a mikrobiota jsou uzce propojené a
navzajem se ovlivituji. Tyto jednotlivé faktory a vztah mezi nimi maji vyznamny vliv na zdravi
a produktivitu zvifete, stravitelnost krmiva a ekologickou stopu ptezvykavcu (Faniyi et al.
2019).

3.1.6.1 Bachorové bakterie

v

Bakterie reprezentuji nejpocetnj$i a nejrozmanitéj$i slozku mikrobidlni biomasy
v bachoru s poétem v rozmezi 10!°-10!! bunék na mililitr bachorové tekutiny s vice nez 50 rody
(Patra et al. 2017; Lan & Yang 2019). Rozmanitost bakterii v bachoru je odhadovana na 7000
druhi, pticemz 30 % je dodnes stale neznamych (Lan & Yang 2019). VétSina druhti bakterii
dokaze fermentovat vice nez jeden substrat (Krehbiel 2014). Jako celek vykazuji Sirokou skéalu
enzymatické aktivity (produkuji amylazy, celulazy, protedzy, lipazy), prostfednictvim které
travi Skrob, rostlinné bunécné stény, proteiny a lipidy v bachoru (Huws et al. 2018; Elghandour
et al. 2020).
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Vétsina aktivity bachorové endoglukandzy a xylandzy je zprostfedkovana bakteriemi,
tudiz s vldkninou spojené bakterie jsou stéZejni k traveni v bachoru. Bakterie fermentujici $krob
a dal8i fermentovatelné sacharidy reprezentuji velkou Cast bakteridlni populace bachoru.
Vysokoprodukéni mléény skot je typicky krmen krmnou davkou s obsahem vice nez 30 %
Skrobu a sacharidd, tudiz jsou tyto bakterie vice nez potfebné (Puniya et al. 2015).

3.1.6.2 Bachorova protozoa

Bachorové protozoa tvoii velkou ¢ast mikrobidlni biomasy bachoru (pfiblizné 20-50 %
za urcitych podminek) z diivodu velikosti jejich bun¢k (Newbold et al. 2015; Huws et al. 2018).
Pocty ciliarnich protozoi se pohybuji mezi 10°-107 bunék na mililitr bachorové tekutiny,
zastupuji 25 rodti (Kamra 2005; Krause et al. 2013; Lan & Yang 2019), a travi 30—40 % celkové
vlakniny. V bachoru zastavaji rizné role, naptiklad pfi detoxikaci mykotoxinli a maji vliv na
pH bachoru (Elghandour et al. 2020). Protozoa jsou predatoti bakterii, které jsou jejich hlavnim
zdrojem proteinu (Newbold et al. 2015; Huws et al. 2018), dale pohlcuji ¢astice krmiva, travi
sacharidy, proteiny a tuky. VyuZivaji najednou velké mnozstvi Skrobu a mohou ho skladovat
ve svych télech. To mlze byt pro bachor vyhodné z divodu zpomaleni produkce kyselin, jejichz
rychla produkce by snizovala bachorové pH (Puniya et al. 2015).

Populace protozoi v bachoru kolisa se zménami v dieté, kterou ptijima zvife (Elghandour
et al. 2020). Zvyseni procenta rychle degradovatelného Skrobu ve stravé obecné podporuje
vyvoj protozoi, pokud pH bachoru neklesne pod 5,5. Cilidrni protozoa by mohla byt uplné
eliminovana, pokud pH klesne pod 5,0, coz je proces zndmy jako defaunace (Krehbiel 2014;
Faniyi et al. 2019). Studiem defaunace (odstranéni protozoi z bachoru za vyuziti riznych
chemikalii a fyzikdlnich metod) a defaunovanych zvitat byla zkoumana role cilidrnich protozoi
ve funkci bachoru (Newbold et al. 2015; Huws et al. 2018). Bachorova protozoa nejsou
v bachoru pro pteziti zvifete nezbytné (Wallace et al. 2019). Eliminace ciliarnich protozoi
zvySuje prisun mikrobidlniho proteinu az o 30 % a redukuje produkci CH4 az 0 11 % (Morgavi
et al. 2010; Elghandour et al. 2020). Ke sniZeni produkce CH4 pravdépodobné dochézi, protoze
bachorové protozoalni hydrogenosomy produkuji vodik, ktery dale slouzi jako substrat pro
metanogeny k redukei oxidu uhli¢itého na CH4 (Lan & Yang 2019; Elghandour et al. 2020).
Studie ukazaly, Ze defaunaci je snizena rychlost rozkladu organické hmoty, pfedev§im
neutralné detergetni a acidodetergetnni vlakniny (Newbold et al. 2015; Elghandour et al. 2020).

3.1.6.3 Bachorové houby

Anaerobni houby patii mezi nejpotentnéjsi organismy, které rozkladaji lignocelul6zni
komponenty krmiva (Puniya et al. 2015; Wallace et al. 2019). V bachoru existuje 18 druht
anaerobnich bachorovych hub ze Sesti rod a jejich celkové mnozstvi je pfiblizng 10° az 10°
hub na mililitr bachorové tekutiny (Kamra 2005; Kumar et al. 2009; Puniya et al. 2015; Patra
et al. 2017; Lan & Yang 2019). Pfedstavuji ptiblizné¢ 10-20 % bachorového mikrobiomu
(Krehbiel 2014; Elghandour et al. 2020).

Stejné jako protozoa v bachoru, bachorové houby produkuji podstatné mnozstvi vodiku
v hydrogenosomech (Bodas et al. 2012; McAllister et al. 2015). Micely hub penetruji ¢astice
rostlinného materidlu, ktery je tak oslaben, zmenSen a zpfistupnén dalSim organismim
(Krehbiel 2014; Faniyi et al. 2019). Houby produkuji velkou Skalu hydrolytickych
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polysachariddz a komplementarnich glykosidédz (Puniya et al. 2015; Elghandour et al. 2020).
Maji amylolytickou a proteolytickou aktivitu a jsou podpofeny metanogennimi archei, ktera
jsou vniting piipevnéna k anaerobni biomase hub (Huws et al. 2018; Elghandour et al. 2020).

3.1.6.4 Bachorové metanogeny (archea)

Doména archea je v bachoru sloZena pfevazné z metanogennich archei z kmene
Euryarchaeota (Hook et al. 2010; Huws et al. 2018). Jedna se o prokaryotické organismy
schopné prosperovat v extrémnim prostfedi (Gottlieb et al. 2016), pfi¢emz u prezvykavcl se
vyskytuji pfevazné v bachoru a v koncovych segmentech stiev (Patra et al. 2017). Bachorova
archea jsou piisn¢ anaerobni a jsou jedinymi zndmymi mikroorganismy v bachoru schopné
produkce CH4 (Hook et al. 2010; Elghandour et al. 2020). Pocty archei se pohybuji mezi
10°-10° bunék na mililitr bachorové tekutiny a pfedstavuji méné nez 4 % mikrobialni komunity
(Kamra 2005; Tapio et al. 2017; Elghandour et al. 2020). Nachazi se na dné trofického fetézce
z divodu jejich potieby vyuzivat konecné produkty fermentace jakozto substraty (Elghandour
et al. 2020). Metanogeny existuji v symbiotickém spojeni s bachorovymi bakteriemi, houbami
a protozoi (Hook et al. 2010; van Gastelen et al. 2019) a maji stéZejni roli pfi odstranovani
vodiku z fermentace bachoru (Huws et al. 2018).

VétSina metanogenli odstrafiuje vodik redukei oxidu uhli¢itého plynnym vodikem za
vzniku CH4 (82 % celkového mnozstvi CHy; Martin et al. 2010; Lan & Yang 2019) (Thauer et
al. 2008). Priblizné 9-25 % bachorovych metanogent je spojeno s protozoi a jsou zodpoveédné
za 9-37 % produkce CH4 (Hook et al. 2010; Haque 2018; Lan & Yang 2019). Produkce CH4
udrzuje nizké koncentrace vodiku v bachoru a je tak umoznén rist jinych druhti, nasledkem
¢ehoz probiha ucinnéjsi kontinualni fermentace (Kamra 2005; McAllister et al. 2015).

Metanogennim archeim chybi v bunéénych sténach na rozdil od bakterii peptoglykany,
misto kterych maji v bunécnych sténach pseudomurein, heteropolysacharidy nebo proteiny
(Kumar et al. 2009; Hook et al. 2010). Od bakterii se také li§i svou morfologii, pficemz
fosfolipidova vrstva membrany metanogentli je pfevazné sloZzena z izoprenoidnich alkohold
spojenych etherovou vazbou s glycerolem nebo ostatnimi cukry. Oproti tomu pro bakterie a
eukaryota je typickd membréna slozena z esteri glycerolu s mastnymi kyselinami (Wolin &
Miller 2006; Gottlieb et al. 2016). Téchto funkénich a morfologickych rozdili je mozno vyuzit
k selektivni inhibici metanogenti (Wolin & Miller 2006). Cast metanogent je soucasti biofilmu
na Casticich krmiva, kde bakterie aktivné produkuji vodik. Vzhledem k tomu, Ze jsou chranény
biofilmem, je mozné, Ze pravé tyto metanogeny neni mozné tlumit metanogennimi inhibitory
do takové miry, jako ostatni zcela volné Zijici (McAllister et al. 2015; Patra et al. 2017).

3.1.6.5 Bakteriofagy

Bakteriofagy jsou viry bakterii a na mililitr bachorové tekutiny je jich pfiblizn& 107—10°.
Jsou povazovani za obligatni patogeny bakterii, protoZze jsou schopni jejich destrukce. Tito
fagové pomahaji obratu bakteridlni masy v bachoru. Lyzou bakterialnich bunék ¢ini bakterialni
protein piistupnéjsi pro zvife jakozto zdroj aminokyselin (Kamra 2005; Puniya et al. 2015).

17



3.2 Produkce CH4ze zemédélstvi

CHa je po oxidu uhli¢itém druhym nejvyznamnéj$im sklenikovym plynem (Hook et al.
2010). Oproti oxidu uhli¢itém ma CH4 25krat (Huhtanen et al. 2016; Arceo-Castillo et al. 2019)
az 32krat (Bekuma et al. 2019; Neumann et al. 2019) vyssi potencial globalniho oteplovani, coz
je zptsobeno jeho dlouhou Zivotnosti v atmosféte (12 let; Hook et al. 2010; Jiménez-Ocampo
et al. 2019) a jeho vysokou absorpcni kapacitou radiace (Moss et al. 2000).

CH4 je emitovan z riznych antropogennich a pfirodnich zdroji. Vice nez 70 %
celosvétovych emisi CHs4 souvisi s lidskou ¢innosti (tzv. antropogenni zdroje) (Bekuma et al.
2019). Mezi tyto antropogenni zdroje patii vyroba a pouziti fosilnich paliv (Kirschke et al.
2013; Gottlieb et al. 2016), chov zvifat (enterickd fermentace v chovu hospodatskych zvifat a
hnoje) (Audsley & Wilkinson 2014; Neumann et al. 2019), péstovani ryze (Jiang et al. 2019),
spalovani biomasy a nakladani s odpady (Aboagye & Beauchemin 2019; Jiménez-Ocampo et
al. 2019).

Vzristajici koncentrace sklenikovych plynt, véetné CH4, vedou ke zvySenému
zadrzovani tepla v atmosfére, naslednému oteplovani Zemé a obecnéji ke globdlnim zménam
klimatu (Moss et al. 2000; Kweku et al. 2018). Zména klimatu md mimo jiné ptimy dopad i na
hospodarska zvitata (napiiklad tepelny stres, zvySend nemocnost a imrtnost) a také nepiimy
(naptiklad prostfednictvim kvality a dostupnosti krmiv a vody). Vzdjemné ovliviiovani
Zivoc€isné vyroby a zmény klimatu je slozité a obousmérné (Bekuma et al. 2019). Velkochovy
jsou jednim z hlavnich zdroji sklenikovych plynt jako je CHs, CO; a oxid dusny (N20O) (Rira
et al. 2015; Slade et al. 2016). Oproti oxidu uhli¢itému maji CHs a oxid dusny daleko vyssi
potencial globalniho oteplovani (oxid dusny 265krat vyssi; Lou et al. 2019), tudiz je cilené
snizovani téchto plynt efektivnéjsi (Knapp et al. 2014).

Globalni emise sklenikovych plynti ze zemédélstvi dle odhadd predstavuji 10-15 %
celkovych emisi (Gerber et al. 2013; Guerci et al. 2013) a mlé¢ény skot se na antropogennich
emisich podili pouze 4 % (Knapp et al. 2014). Nejvétsim zdrojem CHy je enterickd fermentace
domestikovanych ptezvykavci (Leahy et al. 2010; Salami et al. 2019), kdy je uvolnéno
18-22 % antropogennich a 11-13 % globalnich emisi CHs4 (Beauchemin et al. 2009; Ugbogu
et al. 2019). Pfedpoklada se, ze mlécny skot produkuje 56,9 % ze vSech emisi pochazejicich ze
zivocisné produkce (Lan & Yang 2019).

Johnson & Johnson (1995) uvadi, ze prezvykavcei denné vyprodukuji a uvolni 250 az 500
litrh CHa4, dle Janssen (2010) skot vyprodukuje za den 150—420 litrh CH4 a ovce pfiblizné
25-55 litrti za den. CHy je produkovan ptevazné v bachoru (87-89 %) a v mensim rozsahu také
v tlustém stieveé (11-13 %) prezvykavci (Aboagye & Beauchemin 2019; Jiménez-Ocampo et
al. 2019). CH4 vyprodukovany bachorovymi metanogeny je piezvykavcem uvoliiovan do
atmosféry (Janssen 2010). Tvorba CHy také ptedstavuje pro zvife vyznamnou ztratu 2—15 %
energie v zavislosti na typu krmiva (Patra & Yu 2012; Aboagye & Beauchemin 2019).

Tyto emise se s nejveétsi pravdépodobnosti jeste neékolik dalsich desetileti budou zvySovat
v disledku ristu lidské populace, urbanizace a rostouci poptavky po zivociSnych produktech
zejména v zemich s rychlym hospodaiskym rozvojem (Patra 2013; Kipling et al. 2016;
Wiedemann et al. 2017; Salami et al. 2019). Do roku 2050 se oc¢ekava, ze poptavka po mase a
dalSich zivocisnych produktech (napf. vejce, mléko a syr) vzroste o 70-100 % a svétova
populace dosdhne poctu 9,6 miliard (Gerber et al. 2013; Caro et al. 2014; Tilman & Clark 2014;
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Slade et al. 2016; Haque 2018). I kdyZz se ve vyspélych zemich emise sklenikovych plyna od
hospodarskych zvitat mezi lety 1961-2010 snizily o 23 %, v rozvojovych zemich se postupem
casu zvysily o 117 % (Caro et al. 2014).

3.3 Metody sniZeni emisi CHy4

V soucasné dobé je vyzkum po celém svété zameéien na hledani zpiisobtl, jakymi je mozné
snizit emise CH4 z bachorové fermentace (Kumari et al. 2019; van Gastelen et al. 2019).
Nicméné pfijeti mnohych z téchto strategii je omezeno kvili nejistotam jejich uc€innosti, kdy
nékteré slouceniny mohou efektivné snizovat emise CHa, ale mohou také negativné ovlivitovat
pfijem krmiva, degradaci vldkniny a produktivitu zvifat. Nedostatkem vyzkumu nékterych
strategii je také fakt, ze jejich efektivita byla v mnoha studiich zkouména pouze kratkodob¢. Za
kratkou dobu trvani pokusu neni mozné zhodnotit miru pfizpisobeni se mikrobioty na dané
slouceniny. Je proto dulezit¢ vyhodnotit strategie pro zmirnéni emisi CHs v dlouhodobych
experimentech (del$i nez 21-28 dni). Soucasné je nutné kvili omezenim vsadkovych nebo
kontinualnich kultivacnich in vitro systému testovat slouceniny ke snizeni CH4 in vivo za
vyuziti zvitat s podobnou produktivitou, kterou maji zvitata na komer¢nich farmach. Dale doslo
ke  zpochybnéni  zivotaschopnosti  n¢kolika  chemickych  sloucenin  (naptiklad
bromochlorometan, chloroform) jakoZzto antimetanogennich latek, kvtili obavam o zdravi zvifat
a bezpecnost potravin, nebo kvili jejich vlivu na Zivotni prostfedi (Hristov et al. 2015).
Piedpoklada se, Zze snizeni emisi CHs prezvykaveim zpfistupni veétsi mnozstvi
metabolizovatelné energie a ndsledné vice €isté energie pro produkci (Aboagye & Beauchemin
2019; van Lingen et al. 2019).

O implementaci mnohych dostupnych technologii a strategii rozhoduje jejich vysoka cena
(Igbal et al. 2008; O’Mara 2011). Zaroven existuje mald pravdépodobnost, Ze producenti tyto
strategie adaptuji a implementuji, pokud by melo dojit ke snizeni produkce zvitat, a tudiz i
ziskovosti (Grainger & Beauchemin 2011; Knapp et al. 2014). Aditiva jsou ve studiich vybirana
na zaklad¢ jejich redlné nebo potencialni schopnosti inhibovat metanogenezi a jejich komeréni
dostupnosti (O’Brien et al. 2014). Strategie, pomoci kterych by doslo k inhibici metanogenti,
zpusobi 1 akumulaci vodiku v bachoru. Je proto nutné poskytnout i alternativni moznosti
reakci, které by odstranily vodik za Gcelem udrzeni fungujici fermentace a prevence ztraty
energie (Eckard et al. 2010; Knapp et al. 2014). Zkoumané strategie jsou rozmanité a lze je
rozdelit do nékolika kategorii:

a) Strategie vyuzivajici genetické metody (selekce zvitat s nizkou produkei CH4)
b) Strategie vyuzivajici biotechnologické metody (vakciny, defaunace)
c) Strategie spojené s vyZzivou:
e Zména krmné davky
e Vyuziti doplnkovych latek v krmivech (sekundarni metabolity rostlin,
nitroslouceniny, statiny atd.)

3.3.1 Strategie vyuZivajici genetické metody

Jednou z moznosti, jak snizit produkci CH4 od pfezvykavct, je selekce zvifat s nizkou
produkci CH4. K rozvoji této strategie doslo poté, co bylo zjisténo, ze produkce CH4je dédicnou
vlastnosti. Geneticka selekce vSak vyzaduje delsi Casovy ramec, a navic koeficienty dédivosti
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jsou pro produkci CH4 pomérné nizké (Haque 2018; Breider et al. 2019). Mezi studie, které se
vénovaly dédivosti produkce CH4u dojnic, patii napiiklad publikace Pickering et al. (2015), v
niz byl zjistén nevyznamny koeficient dédivosti produkce CH4 (mg/kg vzduchu) 0,05 za vyuziti
laserového detektoru CHs4. V dalSich studiich byla vyuzita infracervena spektroskopie pro
meétfeni produkce CH4 béhem dojeni, kdy, dle vysledkii Lassen & Levendahl (2016), je
koeficient dédivosti produkce CH4 (g/den) 0,21 a Pszczola et al. (2017) uvadi koeficient
dédivosti 0,27. Z analyzy ve studii Pinares-Patifio et al. (2013) vyplyva, Zze produkce CH4
(g/kg susiny) v bachoru ovci je dédi¢nou vlastnosti (s koeficientem dédivosti 0,13).

Tento zpusob sniZzeni metanogeneze je atraktivni, protoze redukuje cenu produkce
snizenim ptijmu krmiva a snizuje emise CHs (a potencidln¢ emise oxidu dusného) bez ohrozeni
rustu zvitete (Hill et al. 2016). Ve studii Wallace et al. (2019) byla popséna dédi¢nost a tak i
moznost predpovédi slozeni jadra bachorového mikrobiomu pomoci algoritmi. Dédicné
stabilni mikroby pak ptedstavuji primarni cile pro manipulaci bachoru.

3.3.2 Strategie vyuzivajici biotechnologické metody

Mezi biotechnologické metody snizeni produkce CHs patii napiiklad vyvoj
vakciny, kterd by stimulovala imunitni systém pifezvykavci k tvorbé protilatek proti
metanogentim (Hook et al. 2010). Napftiklad studie Williams et al. (2009) uvadi, ze ackoliv
vakcina zacilila na 52 % metanogenl pfitomnych v bachoru ovci, produkce CH4 vzrostla po
vakcinaci o 18 %. Metanogenni populace v bachoru jsou ovlivnéné krmnou davkou a
geografickou polohou ptfezvykavce, tudiz je obtizné vyvinout Sirokospektralni vakcinu proti
v§em metanogeniim (Hook et al. 2010; Haque 2018). Dlouhodoby t¢inek vakcinace na snizeni
produkce CH4nebyl prokazan (Haque 2018).

Dalsi potencidlni metodou je defaunace, tedy odstranéni protozoi z bachoru (Hook et al.
2010; Mosoni et al. 2011). Té Ize dosahnout napiiklad prostfednictvim halogenovanych
analogli, monensinu, sulfatt, kyselin, povrchové aktivnich chemikalii, lipidd, tfislovin a
saponinil a je mozné docilit podstatného snizeni tvorby CHs (Kumar et al. 2009; Hook et al.
2010; Morgavi et al. 2012; Bodas et al. 2012). Dvé hlavni vyhody defaunace spocivaji ve
zvySeni efektivity vyuziti zivin zvifetem a omezeni pienosu vodiku mezi protozoi a
metanogeny. Metanogeny, které jsou asociované s prvoky, pfispivaji pfiblizn¢ 9-37 % k
metanogenezi v bachoru (Haque 2018). Zavéry defaunacnich studii jsou nejednoznac¢né (Hook
et al. 2010), avSak naptiklad Morgavi et al. (2012) uvadi, ze v priméru bylo dosazeno snizeni
produkce CHs za neptitomnosti protozoi in vitro a in vivo o 12 % s tim, ze v mnoha pokusech
nebyl ucinek zjevny.

Duvody téchto odlisnych vysledkli nejsou dobfe znamy. Faktorem mtze byt délka trvani
defaunace, protoZe metanogeniim trva oproti bakteriim del$i dobu pfizpiisobit se zménam v
prostiedi bachoru. Defaunace navic vyvolava posuny v jinych mikrobialnich skupinach, véetné
celulolytickych bakterii, které by také mohly ovlivnit fermentaci a metanogenezi (Morgavi et
al. 2012). Vyuziti sloucenin jako jsou halogenované analogy a monensin, je kontroverzni z
divodu mozného rizika pro lidské zdravi (Hook et al. 2010; Bodas et al. 2012).
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3.3.3 Strategie spojené s vyZivou

Nutri¢ni strategie pro zmiriiovani CHa jsou jedny z nejrozséhlejsSich a nejvyznamnéjsich.
Tyto strategie 1ze rozdélit do dvou hlavnich kategorii: strategie, kdy se méni slozeni krmné
davky a strategie, kdy se ptidavaji doplikové latky do krmnych davek (Haque 2018).

Cena krmiv tvoii az 70 % celkovych ndkladl, a tak zefektivnéni vyzivy mize mit
signifikantni dopad na ziskovost (McGrath et al. 2018). Manipulace s krmnou déavkou
potencialné snizi emise CH4 az o0 40 % v zavislosti na stupni zmény a druhu zasahu (Igbal et al.
2008; Haque 2018).

3.3.3.1 SloZeni krmné davky

Slozky krmiva slouZi jako substraty pro mikrobialni fermentaci, ovliviiuji stravitelnost,
mnozstvi energie vyprodukované mikroby a dale i relativni zastoupeni vyprodukovanych
tékavych mastnych kyselin a CHs (Knapp et al. 2014; Patra et al. 2017; Lan & Yang 2019).
Relativni zastoupeni t€kavych mastnych kyselin ovliviiuji emise CHa, protoZe vznik kyseliny
propionové spotiebovava redukéni ekvivalenty, zatimco tvorba kyseliny octové a maselné
generuje vodik pro metanogenezi (Hook et al. 2010; Knapp et al. 2014).

Zkrmovani vyssiho podilu koncentrovanych krmiv vede k relativnimu snizeni tvorby CHy
na megajoule hrubé energie pfijatého krmiva oproti zkrmovani vyssiho podilu pice (O’Mara
2011; van Gastelen et al. 2019). K vyraznému poklesu tvorby CH4 dochézi tehdy, kdyz je v
krmné dévce vice nez 40 % Skrobu. V piipad¢é nahrazeni vlakniny Skrobem v krmné davce
dochazi k posunu produkce t€kavych mastnych kyselin od kyseliny octové k propionové, coz
ma za nésledek nizsi produkci vodiku v bachoru (Zhang & Yang 2011; Bekuma et al. 2019). Je
nutné podotknout, Ze zvySené mnozstvi rychle fermentovatelnych sacharidt (Skrobu a cukrit) v
krmné davce muze zrychlit priichod krmiva bachorem a dale snizit bachorové pH (Hook et al.
2010). Pfi implementaci této strategie je nezbytné brat v tivahu welfare zvifete. Mezi mozné
nasledky patii subakutni bachorova acidéza, ktera je u prezvykavci vaznym produkénim
problémem narusujici bachorovy mikrobiom (Hook et al. 2010; Bodas et al. 2012; Jiménez-
Ocampo et al. 2019).

S produkci CH4je také spojena doba zadrzeni ¢astic krmiva v bachoru (Bodas et al. 2012;
Huhtanen et al. 2016), ktera je dédi¢nou vlastnosti prezvykavct (Drskov et al. 1988; Shi et al.
2014). Rychlost prichodu traveniny ovliviiuje rozsah traveni, relativni zastoupeni t¢kavych
mastnych kyselin a rychlost ristu mikroorganismi. Rychlej$i prichod krmiva bachorem
znamena mensi rozsah bachorové fermentace (Knapp et al. 2014) a nizsi produkci CH4 na
jednotku krmiva (Shi et al. 2014) v zavislosti na tom, zda jsou ziviny strdvené v tenkém stieve
(cukry a Skroby) nebo fermentované v dalSich segmentech travici soustavy (pektiny, glukany a
NDF) (Knapp et al. 2014).

Rozsah produkce CH4 mize byt ovlivnén druhem sacharidd, kvalitou a druhem pice,
fyzickym zpracovanim (rozdrceni krmiva zredukuje emise), konzervaci pice, frekvenci krmeni
a urovni piijmu krmiva, kdy produkce CHg roste témét linearné s ptijmem krmiva (Hook et al.
2010; Bodas et al. 2012; Knapp et al. 2014; Hernéndez et al. 2017; van Gastelen et al. 2019).

Pridavek lipidd, jako jsou mastné kyseliny a oleje, do krmné davky je také moznosti
snizeni emisi enterického CHa, ackoliv vysledky nejsou vzdy jasné a definitivni (Hook et al.
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2010; Knapp et al. 2014; Haque 2018). ZvySeny obsah lipidi v krmivu snizuje metanogenezi
inhibici prvokii, zvySenou produkci kyseliny propionové a biohydrogenaci nenasycenych
mastnych kyselin (Ellis et al. 2008; Janssen 2010; Bekuma et al. 2019). Nenasycené mastné
kyseliny mohou byt vyuzity jako akceptory vodiku jakoZzto alternativa redukce oxidu uhlicitého
(Hook et al. 2010; Knapp et al. 2014). Rozsah inhibice produkce CH4je zavisly na koncentraci,
typu a profilu mastnych kyselin tukii a slozeni zivin v potravé. Vyssi koncentrace tuki sice
vyrazné snizuji produkci CHa, ale ¢asto maji negativni u¢inky na stravitelnost a fermentaci
krmiv a na uzitkovost zvifat (Beauchemin et al. 2008; Bekuma et al. 2019).

Ve studii Patra (2013) bylo zji$téno, Ze suSina krmné davky s pfidavkem maximalné 6 %
tuku zvysi produkci mléka a vyrazné snizi emise enterického CHa (0 15 %) u skotu ve srovnani
s 2 % tukt. Pridavek oleji do krmné davky piezvykavce mize snizit emise CH4az o 80 % in
vitro a o ptiblizné 25 % in vivo (Bekuma et al. 2019). Mastné kyseliny, zejména mastné kyseliny
se sttednim fetézcem, jako jsou kyselina myristova a laurova, preferen¢né inhibuji metanogenni
bakterie (Dohme et al. 2001; Soliva et al. 2004; Bekuma et al. 2019). Kumar et al. (2009) uvadi,
ze pridanim kyseliny myristové do krmné davky doslo ke snizeni produkce CHs az o 36 %.
Dale kyseliny olejova (C18: 1), linolova (C18: 2) a linoleova (C18: 3) pfi jednotlivé aplikaci
do bachoru snizily denni tvorbu CH4 0 27, 26, respektive 34 % (Czerkawski et al. 1966; Bodas
et al. 2012). Vyuziti kombinace mastnych kyselin vede dle in vitro studii k nejvét§imu potlaeni
metanogeneze z ditvodu jejich synergistického uc¢inku (Dohme et al. 2001; Hook et al. 2010).

3.3.3.2 Aditiva sniZujici metanogenezi

Existuje cela fada aditiv, kterd mohou byt poddvana ke snizeni metanogeneze, napiiklad
chemické inhibitory, organické kyseliny a rostlinné sekundarni slouceniny. Zpiisob ucinku
zavisi na konkrétni ptisad€, ale mize zahrnovat pfimou inhibici metanogenii ¢i metanogeneze,
potlaceni ciliarnich protozoi nebo poskytnuti ¢i stimulaci alternativni cesty pro odstranéni
vodiku (Bodas et al. 2012; Broucek 2018; Jiménez-Ocampo et al. 2019). Na druhou stranu
nékterd aditiva mohou byt pro hostitelska zvifata toxickd, u dojnic negativné ovlivnit produkci
mléka nebo mit pouze prechodny Gc¢inek na metanogenezi (Patra & Saxena 2010; Knapp et al.
2014).

3.3.3.2.1 Ionofory

Ionofory jsou vysoce lipofilni polyethery, které se hromadi v bunéénych membranach a
katalyzuji rychly transport iontli (Broucek 2018). Ionoforové antibiotika, jako je monensin a
lasalocid, byla obvykle v zivocisné vyrobé pouzivana ke zvySeni produkce. Bylo také
prokdzano, ze v zavislosti na davce potlacuji produkci CHs u prezvykavcii (Beauchemin et al.
2008; Martin et al. 2010). V literatufe je uvedeno, Ze s jejich vyuzitim klesd metanogeneze az
0 76 % in vitro a v praméru o 18 % in vivo (Patra 2012). Ionofory neovliviiuji mnoZzstvi a
rozmanitost metanogenti (Hook et al. 2010), ale méni bakteridlni populaci z grampozitivnich
na gramnegativni organismy se sou¢asnym posunem produktli fermentace z kyseliny octové na
propionovou (Martin et al. 2010; Patra et al. 2017; McGrath et al. 2018). Tento fermentacni
posun snizuje metanogeniim dostupnost vodiku pro produkci CHa. Ionofory také mohou snizit
pocty protozoi (Patra et al. 2017; Broucek 2018), kdy pfi pokusech s dobytkem snizeni poctu
protozoi odpovidalo poklesu CHsaz o 30 % (Martin et al. 2010). Perzistence t¢inku je rovnéz
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proménnad mezi studiemi, od kratkodobych po dlouhodobé studie (napt. n€kolik dni az 6
mesicl) (Martin et al. 2010; Patra 2012; Haque 2018).

Vyuzivéani ionoforovych antibiotik ve vyzivé zvifat méa vyznamna negativa, predevsim se
jedna o zvySovani rezistence bakterii k antibiotikim a vyskyt rezidui antibiotik v potravnim
fetézci. Védomi téchto rizik vedlo az k zédkazu pouzivani antibiotik jakozto krmnych aditiv v
Evropské unii od ledna 2006 (Langford et al. 2003; Cedillo et al. 2014). Proto je v téchto zemich
nezbytné nalézt vhodné alternativy antibiotik (Hook et al. 2010).

3.3.3.2.2 Nitroslouceniny

Nitroslouc¢eniny mohou byt vyuzity jako alternativni akceptory elektrond, které G¢inné
spotiebuji redukéni ekvivalenty produkované béhem bachorové fermentace a presméruji tak
tok elektront pry¢ od redukce oxidu uhli¢itého na CHs (Zhang & Yang 2011; Liu et al. 2011).
Mezi tyto slouCeniny patii napiiklad dusi¢nany (NOs), nitroethan (NE), 2-nitroethanol
(NEOH), 2-nitropropanol (NPOH) a kyselina 3-nitro-1-propionova (3-NOP). Nitroslou¢eniny
jsou obecné velmi ucinné pii snizovani produkce CHa, pficemz jsou schopny snizit produkci
CH40 57-98 % in vitro (Patraet al. 2017; Van Wesemael et al. 2019) a 0 69 % in vivo (Anderson
et al. 2006). Ve studii Anderson et al. (2016) bylo zjisténo, ze pice obsahujici dusi¢nany,
kyselinu 3-NOP nebo NPOH tu¢inn¢ snizila in vitro produkci CHs 0 35-87 %.

I ptfes vyrazné antimetanogenni G€inky nitrosloucenin ma jejich vyuziti u zivych zvitat
svarizika. Ta se tykaji pfedevsim piestupu rezidui do zivocisnych produktl a negativniho vlivu
na zdravi zvitat (Patra 2012). Naptiklad pro sniZzeni produkce CH40 20 % je nutné zkrmit okolo
200 g nitratu. Takové mnozstvi nitratu by mélo na zvite Skodlivé az letalni ucinky, a to z divodu
redukce dusi¢nanli na dusitany, které zpusobuji methemoglobinémii (Knapp et al. 2014;
McGrath et al. 2018; Haque 2018).

3.3.3.2.3 Sekundérni metabolity rostlin

Sekundarni metabolity rostlin jsou definovany jako latky, které nejsou zapojeny do
primarnich biochemickych procesii jako bunécné déleni, rist, respirace ¢i ukladani zivin.
Namisto toho rostliné¢ poskytuji ochranu proti hmyzu, bylozravciim a mikrobidlni infekci
(Bodas et al. 2012; Patra et al. 2017; Haque 2018). Mezi tyto rostlinné latky se fadi pfedev§im
saponiny, tfisloviny, flavonoidy a silice. V rostlinaich se obvykle vyskytuji v malych
koncentracich (<1 % celkového uhliku) (Puniya et al. 2015).

Zajem o pouziti rostlinnych sekundarnich sloucenin jakozto prostfedkli ke snizeni
produkce CH4roste (Jouany & Morgavi 2007; Patra & Yu 2012). Rostlinnd aditiva jsou pfirodni
alternativy k chemickym pfisadam, které byly zakdzany nebo které mohou byt vnimany
spotiebiteli negativné (Cedillo et al. 2014; Elghandour et al. 2015). Sekundarni metabolity
rostlin obsahuji jako hlavni aktivni slozky fenolické slouceniny, u kterych byl prokazan
antimikrobidlni ucinek (Haque 2018), antiprotozoalni ucinek (Bodas et al. 2012) i pfimy
inhibi¢ni vliv na metanogeny (Patra & Saxena 2010; Cieslak et al. 2013). Mechanismus u¢inku
vychazi predevsim z jejich potencidlu proniknout do bakteridlni bunécné membrany. To
nasledné vede k uniku iontd, destrukci a smrti buniky (Kumar et al. 2009; Bodas et al. 2012). Je
nutné dbat opatrnosti pii pouzivani rostlinnych extraktti (pfedevsim tiislovin ¢i saponini),
protoze mohou mit hemolyticky G¢inek a zptsobit az imrti. Neni tudiz vhodné dlouhodobé
krmeni zvifat vysokymi ddvkami sekundérnich metaboliti (Cedillo et al. 2014).
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VeétSina pokusi s rostlinnymi extrakty byla provedena in vitro a vliv téchto molekul na
metanogenezi je vysoce variabilni (Martin et al. 2010; Broucek 2018). V in vivo pokusech
nedoslo k poklesu produkce CH4 (Holtshausen et al. 2009; Hook et al. 2010). Nejslibnéjsich
vysledkl bylo dosaZeno vyuzitim chemickych rodin tfislovin, saponini a heterogenni skupiny
sloucenin oznacovanych jako silice (Hook et al. 2010; Martin et al. 2010).

3.3.3.2.3.1 Saponiny

Saponiny jsou glykosidy steroidi a triterpenoidti s pénivymi vlastnostmi vyskytujici se
v mnoha rostlindch. Maji pfimy ucinek na mikroby bachoru, snizuji bachorovou degradaci
proteinu krmiva a soucasné podporuji syntézu mikrobialnich proteinti a biomasy (Tavendale et
al. 2005; Broucek 2018; Ugbogu et al. 2019). U¢inky saponind na sniZeni metanogeneze jsou
nejednoznacné, pficemz v nékterych studiich byl prokazan vliv na inhibici protozoi in vitro,
kdy doslo i k omezeni dostupnosti vodiku pro metanogenezi (Guo et al. 2008; Kumar et al.
2009; Hook et al. 2010). Ackoliv in vitro doSlo k poklesu produkce CH4, redukce byla
zapii¢inéna predevSim sniZzenim bachorové fermentace a trdveni krmiva (Holtshausen et al.
2009; Haque 2018). Oproti tomu v in vitro studii Goel & Makkar (2012) nebylo dosazeno
pomoci rostlin obsahujici saponiny podstatné redukce tvorby CHa4. Ve studii Pen et al. (2006)
doslo ke snizeni produkce CH4 vyuzitim saponinil, nicméné ucinek se liSil v zavislosti na
ptuvodu saponint.

3.3.3.2.3.2 Tiisloviny

Ttisloviny jsou polyfenolické sekundarni rostlinné slouceniny, jejichz biologicky vyznam
souvisi s ochranou rostliny pfed infekci, hmyzem nebo okusem Zivocichy (Min et al. 2003;
Broucek 2018). Hlavni dvé skupiny rostlinnych polyfenolickych slouc¢enin vyjma ligninu jsou
kondenzované (polymery flavanoid) a hydrolyzovatelné tfisloviny (polyestery kyseliny
gallové a raznych cukri) (Broucek 2018; Focant et al. 2019; Ugbogu et al. 2019).
Hydrolyzovatelné tiisloviny jsou pro zvife potencialné toxické (Min et al. 2003). Pfedpoklada
se, ze kondenzované tiisloviny pfimo inhibuji metanogeny a nepfimo omezuji metanogenezi
snizenim dostupnosti vodiku (Hook et al. 2010; Broucek 2018). Mimo jiné plsobi jako
anthelmintika, herbicidy, jsou aktivni proti gastrointestinalnim nematodiim (Roldan et al. 2019)
a jsou vyuzivany ke zlepSeni traveni bilkovin (Ugbogu et al. 2019).

Kondenzované tfisloviny snizily metanogenezi o 57 % u koz, u ovci o 13 %, u jehnat o
24 % (zde bylo snizeni CH4 spojené se sniZzenou stravitelnosti organické hmoty a vlakniny), ale
u skotu nebylo snizeni produkce CHs dosazeno (Hook et al. 2010; Martin et al. 2010).
Ttisloviny s vys§i molekuldrni hmotnosti nevykazuji konzistentni U¢inky na redukci
metanogeneze. V pfipadé, ze ve studiich doSlo ke sniZeni metanogeneze, pokles byl
pravdépodobné zpiisoben snizenim piijmu susiny nebo snizenou stravitelnosti krmiva. Naopak
ttisloviny s niz$i molekularni hmotnosti mohou snizovat emise CH4 bez negativnich G¢inkt na
stravitelnost (Aboagye & Beauchemin 2019).

3.3.3.2.3.3 Silice

Silice jsou ptirodni produkty, které se na zakladé zplsobu biosyntézy déli na dvé
chemické skupiny: terpenoidy a fenylpropanoidy. Jsou to aromatické olejové slouceniny v
tekuté formé, které l1ze ziskat z rliznych ¢asti rostlin (Ugbogu et al. 2019). Patra & Yu (2012)
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uvadéji, Ze silice mohou vyznamné snizit produkci CHa. Zatimco jediny typ silice pfi nizké
davce pravdépodobné vyznamné produkci CHsv bachoru nesnizi, kombinace nékolika silic v
nizkych davkach nebo jejich kombinace s jinymi antimetanogennimi latkami miZe byt G¢inna.
Maji vSak také nepfiznivé Gi€inky na trdveni a fermentaci krmiva (Patra & Yu 2012). Silice maji
antimikrobidlni u¢inky, které ptsobi podobné jako monensin prostfednictvim inhibice
grampozitivnich bakterii (Martin et al. 2010; Haque 2018), nicméné jejich ucinky jsou
variabilni (Hook et al. 2010; Bodas et al. 2012).

3.3.3.2.4 Statiny

Statiny, také znamé jako inhibitory 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl (HMG)-CoA reduktazy
(Ting et al. 2016), jsou G€¢innou skupinou antihyperlipidemickych 1¢ka, ktera se Siroce pouziva
ke snizeni hladiny cholesterolu u lidi (Patra et al. 2017; Parihar et al. 2019). Enzym HMG-CoA
reduktaza katalyzuje preménu HMG-CoA na mevalonat, coz je krok omezujici rychlost syntézy
cholesterolu a dalSich izoprenoidd (Friesen & Rodwell 2004; Vuorio et al. 2011). Inhibice
HMG-CoA vede ke snizeni syntézy cholesterolu (Ashrafizadeh & Ahmadi 2019) a ke zvySeni
syntézy receptort lipoproteinii o nizké hustoté (LDL). To ma za nasledek zvySenou clearance
LDL cholesterolu z krevniho obéhu (Chatzizisis et al. 2010; Parihar et al. 2019).

Vyjma u¢inku na sniZeni lipidi maji statiny také takzvané pleiotropni Uc€inky. Tyto
pleiotropni ucinky vedou ke zlepSeni endotelidlni funkce, modulaci zanétlivych reakci a
antioxidacnich uc¢inki, k prevenci kardiovaskularnich chorob (Sirtori 2014; Ashrafizadeh &
Ahmadi 2019; Parihar et al. 2019; Garba et al. 2019) a déle tfada statinli plisobi cytotoxicky
(Miick et al. 2004; Tapia-Pérez et al. 2011; Ting et al. 2016).

Vsechny inhibitory HMG-CoA reduktazy jsou blizce ptibuzné analogy (Wolin & Miller
2006). Statiny sice maji oboje skupiny hydrofobni i hydrofilni a jsou klasifikovany jako
amfifilni, nicméné na zaklad¢ rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda je 1ze rozd¢lit do dvou
skupin, hydrofobni a hydrofilni (Gottlieb et al. 2016). Mezi lipofilni statiny patii atorvastatin
(Obrazek 1), simvastatin (Obrdzek 2), fluvastatin, lovastatin, cerivastatin (mevastatin) a
pitavastatin. Druhou skupinou jsou hydrofilni statiny, rosuvastatin (Obrazek 3) a pravastatin,
které jsou rozpustné ve vod¢ z diivodu piitomnosti polarni hydroxylové, respektive metanové
sulfoamidické skupiny (Schachter 2005; Gottlieb et al. 2016).
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DalSim dilezitym aspektem chemické podstaty statintl je existence hydroxykyselinovych
a laktonovych forem s uzavienym kruhem. VSechny statiny lze pievést z jednoho na druhy.
Nicmén¢ naptiklad simvastatin a lovastatin jsou komeréné dostupné statiny ve formé laktonu.
Jsou to prekurzory a k tomu, aby byly aktivni (inhibovaly HMG-CoA reduktazu), je nutné, aby
doslo k otevieni laktonového kruhu na hydroxykyselinovou formu (Gottlieb et al. 2016).

Laktonové formy cerivastatinu, simvastatinu, atorvastatinu, lovastatinu, fluvastatinu a
pravastatinu (sefazeny dle klesajici hydrofobnosti), jsou 3—4krat vice lipofilni v porovnani s
jejich kyselinovou formou. Laktony lipofilnich statini jsou nejsnadnéji transportovany pies
lipidovou membranu (Schachter 2005; Gottlieb et al. 2016). Kyselinové formy atorvastatinu,
lovastatinu a simvastatinu jsou vSechny vice hydrofilni nez jejich pfislusné laktonové formy
(Gottlieb et al. 2016).

Hydrofilni statiny se podavaji pfimo v aktivni hydroxylové form&. Rosuvastatin nové
generace je vSak mnohem uc¢innéjsi vzhledem k vétsi lipofilité a delSimu polocasu rozpadu.
Lipofilni statiny pravdépodobné vstoupi do membran endotelidlnich bunék pasivni difuzi.
Lipofilni statiny, vCetné simvastatinu, lovastatinu a atorvastatinu, musi byt podavany v
laktonové formé (uzavieny kruh) a jaternimi buiikami pfevedeny na aktivni hydroxylovou
formu (otevieny kruh) (Parihar et al. 2019).

Na zaklad€ jejich metabolismu lze statiny rozdélit do dvou skupin. Lipofilni statiny
podstupuji hepaticky a enterdlni metabolismus prostfednictvim cytochromu P450 (enzym
CYP450) (Gottlieb et al. 2016; Parihar et al. 2019), zatimco ve vod¢€ rozpustné statiny jsou
vylu¢ovany do zna¢né miry nezménéné (Gottlieb et al. 2016).

3.3.3.2.4.1 Statiny jakoZto inhibitory metanogeneze

Statiny soucasné specificky interferuji s biosyntézou bunéénych membran archei, a tak
selektivné potlacuji rist metanogent (Candyrine et al. 2018). VSechny dosud identifikované
membranové lipidy archei se vyznacuji neobvyklymi strukturdlnimi rysy, které lze povazovat
za specifické taxonomické markery této skupiny mikroorganismil. Zatimco vSechny dosud
znamé zivé organismy maji membrany zalozené na esterovych vazbach vytvarené kondenzaci
alkoholl a mastnych kyselin, archea maji lipidy na bazi etherovych vazeb. Tyto molekuly jsou
obsahuji 20, 25 nebo 40 atomu uhliku (De Rosa et al. 1986; Busquet et al. 2005). Syntéza
isoprenoidovych jednotek methanogennich archei je katalyzovina HMG-CoA reduktdzou
podobnym zpiisobem jako syntéza cholesterolu u lidi (Patra & Saxena 2010; Lillehoj et al.
2018). Izoprenoidni alkoholy se vyskytuji u metanogennich archei, ale nejsou pfitomné u
vétSiny eukaryot (Morgavi et al. 2013). Izoprenoidy reguluji bunééné funkce, integritu bunééné
membrany, bunécnou signalizaci, pribéh bunééného cyklu, posttranskripéni modifikace
proteinti a syntézu cholesterolu (Ramirez-Restrepo et al. 2014). Unikatni membranové lipidy
archei se podili na pieziti a pfizpisobeni téchto organismi extrémnimu prostfedi a udrzuji
permeabilitu a fluiditu membrany (Jain et al. 2014).

Jakozto inhibitory HMG-CoA reduktazy mohou statiny inhibovat rGst metanogent
narusenim syntézy mevalonatu (Patra et al. 2017) pouzitého pii biosyntéze bunéénych stén
metanogennich archei (Garba et al. 2019), aniz by byly ovlivnény pocty bakterii (Gottlieb et al.
2016). Z tohoto divodu je statinim v poslednich letech v€novéna znana pozornost jakoZzto
zmiriujicim prostfedkim k redukci emisi enterického CHa (Garba et al. 2019). Zadna
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antibiotika nebo léky, s vyjimkou statind, nepotlaily rist metanogentli, aniz by zaroven
neovliviiovaly ostatni fermentujici bakterie (Bodas et al. 2012). Statiny maji inhibi¢ni uc¢inek
na rust bachorovych archei, a tudiz maji vliv na metanogenezi in vivo (Klevenhusen et al. 2011;
Morgavi et al. 2013; Wang et al. 2016) a in vitro (Miller & Wolin 2001; Ramirez-Restrepo et
al. 2014; Hristov et al. 2015).

Mnoho lidi uzivé statiny s minimalnimi vedlej$imi G¢inky, tudiz by byly neSkodnym
pfidavkem do krmiva zvifat. Vzhledem k jejich schopnosti selektivné inhibovat bachorové
metanogeny, inhibitory HMG-CoA reduktazy maji excelentni potencial k tomu, aby upravily
bachorovou fermentaci a zvysily tak uzitkovost a konverzi krmiva (Wolin & Miller 2006).
Statiny mohou byt i¢innou antimikrobialni alternativou nebo dopliikem vzhledem k vzriistajici
odolnosti mikroorganismil vii¢i antibiotikiim a toxicité vysokych davek antibiotik (Ting et al.
2016). Pfi pouziti téchto sloucenin vSak stale existuje n¢kolik nejasnosti, véetné optimalniho
davkovani a dlouhodobych uc¢inki statinli pro i¢inné zmirnéni enterické emise CHy; jejich vliv
na zdravi a pohodu zvifat; a mozné hromadéni statinti v tkanich a mléce zvitat (Candyrine et
al. 2018).
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4 Metodika

4.1 Design experimentu a pouZzité latky

V experimentu byly ovétovany ucinky zvySujicich se koncentraci tii statind na produkci
CH4 v bachoru s vyuzitim in vitro 24hodinové vsadkové inkubace pufrované bachorové
tekutiny. Koncentrace kazdého statinu byly 1, 10 a 100 mg/1 inkuba¢niho média. Pouzité statiny
byly atorvastatin (vdpenatd sul atorvastatinu, Cistota > 98 %; Sigma-Aldrich, Praha, Ceska
republika), rosuvastatin (vapenatd sl rosuvastatinu, Cistota > 98 %; Sigma-Aldrich, Praha,
Ceska republika) a simvastatin (&istota > 97 %, Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika).

Statiny byly rozpustény ve 100% dimetylsulfoxidu (DMSO; Sigma-Aldrich, Praha,
Ceska republika) za vzniku zasobniho roztoku 10 mg/ml. Tésné pied inkubaci byly jednotlivé
roztoky pfipraveny zfedénim zdsobnich roztoki tak, aby naslednym pifidanim 200 pl bylo
docileno pozadované koncentrace v inkubacnim médiu. Kazda koncentrace statinli byla
testovana ve tfech opakovanich béhem kazdé inkubace a inkubace byly opakovany ve tfech
samostatnych dnech. Pti kazdé inkubaci byly vzdy zahrnuty tfi kontrolni vzorky (bez aditiva)
a tfi slepé vzorky (blanky; bez substratu, bez aditiva).

4.2 Darcovska zvirata a bachorova tekutina

Bachorovy obsah (pevna a kapalna frakce) byl ru¢né odebran z rtiznych mist v bachoru
tfi permanentné kanylovanych holstynskych krav (primérna té€lesnd hmotnost 632 +47 kg, 183
+ 15 dna laktace a 30 + 2 kg mléka/den) 3 hodiny po rannim krmeni. Kravy byly krmeny ad
libitn¢ smésnou krmnou davkou (TMR), ktera byla zakladana Cerstva dvakrat denné a skladala
se z vojteskové silaze (284 g/kg susiny), kukuti¢né sildze (252 g/kg), smési jadrnych krmiv
(358 g/kg), pivovarského mlata (95 g/kg) a pSenicné slamy (11 g/kg).

Obsah bachoru od kazdé dojnice byl umistén do predehiaté termosky o objemu 500 ml
vyplachnuté CO;. Termosky byly naplnény az po okraj a uzavieny Sroubovacim uzavérem s
ventilem v oteviené poloze. Otevieny ventil mél zabranit hromadéni CO; v termoléhvi, ¢imz
by nasledné doslo ke snizeni pH bachorového obsahu a potencialni zméné slozeni mikrobialni
komunity. Thned po odbéru vzorkd byly termoldhve s obsahem bachoru umistény do
pfenosného termoboxu (Icetime® 26 L, Campingaz, Francie) proplachnutého CO;. V tomto
termoboxu, ve kterém byla teplota okolo 23 °C, byly vzorky pfevezeny do laboratofte.

Bachorovéd tekutina byla ziskdna cedénim bachorového obsahu sitem s velikosti
port 250 pm za stalého proplachovani COz. Poté byly bachorové tekutiny dojnic smichany ve
stejné poméru a pouZity jako zdroj inokula. Cas od odbéru bachorového obsahu po uzavieni
inkubacnich lahvi nepiesahl 45 minut.

4.3 In vitro inkubace

In vitro vsadkové inkubace byly provadény dle Joch et al. (2019) s ur€itymi Gpravami.
Tyto Gpravy (snizeni mnozstvi substratu a objemu inkuba¢niho média) byly provedeny, aby se
zajistilo, ze tlak nahromadéného plynu v lahvich nebude vyssi nez 483 hPa, dle doporuceni
Theodorou et al. (1994). Jeden den pted inkubaci bylo navazeno 200 mg suSené¢ho mletého
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(1 mm) substratu do inkubacénich lahvi o kapacité 120 ml, které predtim byly vyplachnuty CO».
Experimentalni substrat se skladal z vojtéskové silaze (350 g/kg susiny), kukuti¢né silaze (350
g/kg) a smési jadrnych krmiv (300 g/kg). Tyto tfi komponenty byly také pouzité v krmné davce
darcovskych krav. Chemické slozeni substratu bylo nésledujici (na kilogram sus$iny): 930 g
organické hmoty, 157 g hrubého proteinu, 19 g hrubého tuku, 465 g NDF a 293 g ADF.
Inkubaéni médium bylo pfipraveno smichanim (v poméru 1:4, obj./obj.) bachorové
tekutiny s fosfaitovym pufrem (na litr destilované vody: 28,8 g Na;HPO4 - 12H>0; 6,9 g
NaH;POy4 - 2H;0; 0,7 g NH4CI; vyplachnuto pomoci COz a upraveno na pH 6,9 + 0,1za vyuziti
5M NaOH). Inkuba¢ni médium bylo okamzité proplachnuto COz, udrZzovano pfi teploté 39 °C
po dobu 10 minut do zahdjeni inkubace. Vzorek (1 ml) inkuba¢niho média byl okyselen 20 pl
9M H>SO4 a skladovan pfi teploté —18 °C do doby analyzy tékavych mastnych kyselin.
Statiny rozpusténé v DMSO (200 pl) byly napipetovany do jednotlivych ldhvi a nasledné
bylo do lahvi pfiddno inkuba¢ni médium. Do pfisluSnych kontrolnich lahvi bylo pipetovano
ekvivalentni mnozstvi DMSO bez rozpusténych statini. Kone¢nd koncentrace DMSO v
inkuba¢nim médiu byla vzdy mensi nez 1 %. Poté bylo do sérovych lahvi naddvkovéano 20 ml
inkuba¢niho média pomoci davkovaée (Calibrex 530 salutae, Socorex, Svycarsko). Horni
prostor kazdé lahve byl napustén CO.. Nakonec byly lahve uzavieny zatkami z butylkauc¢uku
a hlinikovymi krimpovacimi uzavéry a vlozeny do vodni 1lazné¢ (SW 22, Julabo, Némecko).
Lahve byly inkubovény pii 39 °C po dobu 24 hodin za tfepani o frekvenci 90 otacek za minutu.

4.4 Vzorkovani a analyza

Na konci 24hodinové inkubace byl zmétfen tlak nashromazdéného plynu v lahvich
prostfednictvim manometru (Traceable, Fisher Scientific, Pittsburgh, USA) pro stanoveni
celkové produkce plynu (CPP). Toho bylo docileno zavedenim jehly 23G (0,6 mm) pfipojené
k manometru ptes zatku lahvi. Nasledné¢ bylo pfevedeno 5 ml fermentacniho plynu do
zkumavky naplnéné destilovanou vodou pomoci vytlaku. Koncentrace CHs ve fermentacnim
plynu byly stanoveny plynovym chromatografem (GC 82 F, Labio, Ceska republika)
vybaveného plamenovée ioniza¢nim detektorem a kapilarni kolonou dle Joch et al. (2019). Jako
nosny plyn byl pouZit vodik. Vzorek 200 pl plynu byl pfeveden za pouziti 500 pl plynotésné
tlakové stiikacky Pressure-Lok® (Vici Precision Sampling, Baton Rouge, LA, USA). Kalibrace
a vypocty podilu CHs ve vzorku byly provedeny podle Lopez & Newbold (2007).

Po odbéru vzorkl plynu byla fermentace ukoncena ochlazenim lahvi v lazni s ledovou
vodou. Vzorky tekutin (1 ml; okyselené 20 ul 9M H>SO4 a uchovavané pii teploté —18 °C)
inkuba¢niho média byly analyzovany dle Joch et al. (2019) pro stanoveni koncentraci TMK
pomoci plynového chromatografu (GC 82F, Labio, Ceska republika) vybaveného plamenové
ionizacnim detektorem a kapilarni kolonou. Jako nosny plyn byl pouzit vodik. Doslo k
ptevedeni 1 pl vzorku plynu pfi teploté vstiikovace 200 °C a vstupnim tlaku 50 kPa. Na zacatku
injekce byl teplotni program nastaven na 75 °C, zvySoval se 0 5 °C/min az do 80 °C (udrZovan
po dobu 80 s), dale se zvySoval o 5 °C az do 128 °C (udrzovéan po dobu 4 s), nasledné se
zvySoval o 20 °C/min az na 160 °C (udrzovan po dobu 180 s). Teplota detektoru byla 200 °C
(Joch et al 2018). Koncentrace TMK jsou uvadény jako Cisté vyprodukované mnozstvi a byly
vypocteny jako rozdil mezi koncentracemi ve vzorku tekutiny po 24 hodinach inkubace a
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pocatecni koncentraci. Koncentrace amoniakalniho dusiku byly stanoveny fenol-chlornanovou
metodou s NH4Cl jako standardem (Weatherburn 1967).

Zdanliva stravitelnost susiny (ZSS) byla stanovena gravimetricky. Cely obsah kazdé
fermentacni ldhve (s vyjimkou vzorku 1 ml pouzitého pro analyzu TMK a amoniakalniho
dusiku) byl pfemistén do ptedem zvazené 50ml centrifugacni zkumavky, oplachnut a odstiedén
(507 x g, 10 minut, 4 °C, dvakrat). Poté byla tekutina nad sedimentem odstranéna a usazeniny
byly suseny po dobu 48 hodin pfi teploté 50 °C. Rozdil mezi hmotnosti inkubovaného substratu
a suchou hmotnosti zbytku fermentace normalizovaného na hmotnost zbytku ve slepém vzorku
byl povazovan za hmotnost stravené susiny.

4.5 Statisticka analyza

Data byla podrobena ANOV A pomoci PROC MIXED v SAS (SAS Enterprise Guide 6.1,
SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) podle vzorce:

Vi=pu+Tit R +ey

Kde Y; je zavisle proménnad, u je celkovy prumér, 7; je ucinek oSetieni (i = 10 hladin, 3
statiny x 3 koncentrace + kontrola), R; je ndhodny tc¢inek dne testu (j = 1, 2 a 3), and e;; je
rezidudlni chyba. Priméry oSetfenych vzorkli byly porovnany s kontrolnimi vzorky pomoci
Dunnettova post-hoc testu; rozdily mezi kazdym testovanym vzorkem a kontrolou byly
oznaceny za vyznamné na hladin¢ vyznamnosti p < 0,05.
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5 Vysledky

5.1 Produkce CHjy4

Vsechny testované statiny prokazaly schopnost sniZit alesponi jeden z parametrt produkce
CHs, tj. CHs na inkubovanou susinu (ml/g IS), celkovou produkei plynu (mmol/mol CPP),
zdanlivy ubytek susiny (ml/g ZSS) nebo c¢istou produkci TMK (mol/mol TMK) (viz Tabulka
2). Rozsah inhibice produkce CH4 byl zavisly na typu a koncentraci statinu.

Nejvyrazn€jsi inhibice byla zaznamendna pro simvastatin. Pfi dvou nejvysSich
koncentracich, 10 a 100 mg/l, doslo ke statisticky vyznamnému snizeni (p < 0,05) produkce
CH4 (ml/g IS) 0 9,3 %, respektive 26,2 %, ve srovnani s kontrolou.

Atorvastatin pii nejvyssi koncentraci (100 mg/1) snizil metanogenezi o 13,2 % (p < 0,05).
Nicméné niz$i koncentrace atorvastatinu (1 a 10 mg/l) a vSechny koncentrace rosuvastatinu
(1, 10 a 100 mg/l) nemély signifikantni vliv na produkci CHs vyjadfenou na gram inkubované
susiny (IS).

Relativni podil CH4 (mmol/mol CPP) byl statisticky vyznamné snizen (p < 0,05) dvéma
nejvysSimi koncentracemi rosuvastatinu o necelych 8 %. Dale 10 mg/l simvastatinu snizilo
relativni podil CH4 o necelych 7 % a nejvyssi koncentrace simvastatinu (100 mg/l) zptisobila
témer 17% pokles.

Pouze nejvyss$i koncentrace simvastatinu (100 mg/l) statisticky vyznamné snizila
(p <0,05) produkci CH4na zdanlivou stravitelnost susiny (ml/g ZSS) a na ¢istou produkci TMK
(mol/mol TMK) ve srovnani s kontrolou.
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Tabulka 2. Vliv atorvastatinu, rosuvastatinu a simvastatinu na parametry in vitro bachorové fermentace.

Latka CH4 Amonny
Koncentrace (mg/1) pH PP 755 dusik
(ml/g IS) (ml/g IS) (mrggg;mﬂ (ml/g ZSS) (n%(l’\ll/lr(n)ol (g/2) (/100 m)
Kontrola
0 6,39 2240 30,2 134,8 53,2 0,192 0,580 35,5
Atorvastatin
1 6,41 220,4 28,2 128,0 50,0 0,186 0,566 35,3
10 6,40 226,7 29,2 129,0 52,6 0,188 0,559 36,7
100 6,41 215,7 26,2% 121,8%* 48,8 0,175 0,539 36,5
Rosuvastatin
1 6,40 2223 28,5 128,1 48,6 0,192 0,591 36,5
10 6,39 221,5 27,6 124,5% 48,2 0,185 0,579 36,8
100 6,39 223.8 28,0 125,1%* 53,3 0,187 0,532 37,2
Simvastatin
1 6,38 2283 30,4 133,0 56,7 0,211 0,540 37,7
10 6,40 218,5 27,4% 125,4% 49,4 0,183 0,561 37,4
100 6,41 198,6* 22,3% 112,1%* 41,8% 0,165% 0,536 35,5
SEM 0,004 1,47 0,33 1,04 0,84 0,0021 0,0053 0,35
P-hodnota 0,1034 <0,001 <0,001 <0,001 0,0085 <0,001 0,1219 0,2718

*Priméry ve sloupci s vyznamnym rozdilem (p < 0,05) v porovnani s kontrolou (0 mg/1).

CPP = celkova produkce plynu; TMK = t€kavé mastné kyseliny; SEM = stiedni chyba priméru; ZSS = zdanliva stravitelnost susiny; IS = inkubovana suSina.



5.2 Celkova produkce plynu, zdanliva stravitelnost suSiny, pH a
koncentrace amoniakalniho dusiku

Celkova produkce plynu byla statisticky vyznamné snizena (p < 0,05) pouze
simvastatinem pfi koncentraci 100 mg/1 ve srovnani s kontrolou o 11,3 % (Tabulka 2). Pfidanim
statinii nebyly ovlivnény koncentrace amoniakéalniho dusiku, zdanliva stravitelnost suSiny ani
pH.

5.3 Koncentrace a poméry tékavych mastnych Kkyselin

Utinky statind na relativni zastoupeni TMK jsou uvedené v Tabulce 3. Piidani
simvastatinu (100 mg/1) snizilo ¢istou produkci TMK (TMK mmol/l) o 14,2 % ve srovnani s
kontrolou. Molérni podil kyseliny octové byl také snizen simvastatinem pii koncentraci 100
mg/l, konkrétné o 4,4 %. Naopak atorvastatin ani rosuvastatin statisticky vyznamné neovlivnily
(p > 0,05) cistou produkci TMK ani molédrni podil kyseliny octové. Molarni podil kyseliny
propionové byl statisticky prikazné zvysen (p < 0,05) a molarni podil kyseliny maselné byl
snizen (p < 0,05) pti aplikaci nejvyssi koncentrace (100 mg/l) simvastatinu a atorvastatinu.

Molarni podily kyselin iso-méselné, valerové a iso-valerové nebyly statisticky vyznamné
ovlivnény (p > 0,05) doplnénim statini. Nejvyssi koncentrace (100 mg/l) simvastatinu a
atorvastatinu statisticky vyznamné snizila (p < 0,05) pomér kyseliny octové ke kyselingé
propionove.
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Tabulka 3. U¢inky atorvastatinu, rosuvastatinu a simvastatinu na in vifro metanogenezi vyjadienou relativnim zastoupenim TMK.

Latka

TMK Relativni zastoupeni TMK (mol/100 mol)
Koncentrace (mg/1) (mmol/l) Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina O:P
octova propionova maselna iso-méselnd valerovd  iso-valerova
Kontrola
0 64,8 56,7 23,3 13,5 1,45 2,14 2,90 2,4
Atorvastatin
1 62,5 57,1 23,3 13,2 1,37 2,22 2,82 2,5
10 63,8 56,6 23,3 13,3 1,61 2,27 2.87 2,4
100 61,6 55,9 24,9%* 12,7* 1,33 2,27 2.87 2,2%
Rosuvastatin
1 61,0 56,7 23,5 13,3 1,41 2,21 2,87 2,4
10 61,5 56,1 23,8 13,5 1,47 2,24 2,84 2,4
100 62,1 56,4 24,0 13,3 1,26 2,27 2,79 2,3
Simvastatin
1 60,7 56,0 23,6 13,8 1,51 2,28 2,93 2,4
10 61,6 56,1 23,8 13,5 1,61 2,25 2,84 2,4
100 55,6* 54,2* 27,0% 12,1* 1,50 2,33 2,74 2,0%
SEM 0,56 0,15 0,14 0,09 0,043 0,102 0,028 0,02
P-hodnota 0,0012 <0,001 <0,001 <0,001 0,4431 0,1623 0,0952 <0,001

*Prameéry ve sloupci s vyznamnym rozdilem (p < 0,05) v porovnani s kontrolou (0 mg/l).

TMK = tékavé mastné kyseliny; O:P = kyselina octova: kyselina propionova; SEM = stiedni chyba priméru.



6 Diskuze

Vyuziti statinti ke snizeni emisi enterického CHs od piezvykavcl je relativné novou
strategii. Vyzkum byl doposud zamé&fen na dva statiny, lovastatin a mevastatin. Byly ovéfovany
jejich t¢inky na bachorovou fermentaci (Patra et al. 2017), a to jak v pokusech in vitro (napft.
Miller & Wolin 2001; Soliva et al. 2004; Busquet et al. 2005; O’Brien et al. 2014), tak in vivo
u riznych hospodaiskych zvitat, naptiklad u koz (Wang et al. 2016; Mohd Azlan et al. 2018;
Candyrine et al. 2018), ovci (Klevenhusen et al. 2011; Morgavi et al. 2013) a skotu (Ramirez-
Restrepo et al. 2014).

Cilem predkladané prace bylo zejména stanovit: (i) potencial Cistého atorvastatinu,
rosuvastatinu a simvastatinu ve tfech koncentracich pro selektivni inhibici produkce CHs a (ii)
celkovy vliv téchto statini na G¢innost bachorové fermentace, zejména na produkci TMK,
stravitelnost krmiva a metabolismus dusiku. V ramci experimentu byly hodnoceny tfi
nejpopuldrnéjsi (Lippi et al. 2019) a nejrozsifengjsi statiny v huménni mediciné (Schachter
2005; Wang et al. 2019; Turner & Pirmohamed 2019) z hlediska jejich vlivu na fermentaci in
vitro se smiSenymi bachorovymi mikroorganismy.

Hypotézou prace bylo, ze statiny snizi produkci CHa bez negativniho vlivu na bachorovou
fermentaci, tzn. bez snizeni produkce TMK a bez sniZeni zdanlivé stravitelnosti susiny (ZSS).

6.1 Produkce CHjy4

Nejvyssi statisticky prukazny potencial pro snizeni metanogeneze (ml CHa4/g inkubované
suiny (IS)) byl zaznamenan u simvastatinu pii dvou nejvyssich koncentracich. Uginnost statinti
na snizeni produkce CH4u dvou dal$ich statinti byla niZsi, pfi¢emz atorvastatin byl efektivné;si
nez rosuvastatin (ml/g susiny). Minimalni koncentrace simvastatinu, ktera za danych podminek
pokusu statisticky vyznamné snizila metanogenezi, byla 10 mg/I.

Vysledky pokusu naznacuji, ze G€inky statinii na bachorovou metanogenezi a na u¢innost
fermentace jsou zavislé na typu a koncentraci statinu. To je v souladu s jinymi studiemi, ve
kterych byla také prokazéana zavislost u¢inku statinti na jejich koncentraci (napiiklad Soliva et
al. 2011; Klevenhusen et al. 2011; O’Brien et al. 2014; Mohd Azlan et al. 2018).

Nejranngjsi studie zabyvajici se ti¢inky statini na metanogenezi, Miller & Wolin (2001),
uvadi, ze koncentrace zkoumaného analogu, lovastatinu, vyssi nebo rovny 10 mg/l zcela
inhibovaly tvorbu CHa. Tuto studii dale pouzili jako inspiraci naptiklad Busquet et al. (2005),
ktefi mimo jiné zkoumali in vitro G¢inek Cistého lovastatinu (5 mg/l). Nebyli vSak Gspésni v
prokdzani statisticky vyznamného poklesu metanogeneze. Rozdilné vysledky autoii vysvétlili
moznosti rozdilu v pouzivanych in vitro systémech (Cisté kultury bachorovych bakterii vs.
smiSené bachorové bakterie). Oproti tomu Soliva et al. (2011) aplikovali 30krat vyssi davku,
tedy 150 mg (Cistého) lovastatinu na litr bachorové tekutiny, a doslo ke snizeni produkce CH4
o ptiblizn¢ 42 %. Studie O’Brien et al. (2014) hodnotila in vitro ¢inky riznych koncentraci
mevastatinu (0,25—4 mg/l) a lovastatinu (0,25-8 mg/l) na parametry bachorové fermentace,
pfiCemz nebylo docileno statisticky prikazné zmény tvorby CHs. O’Brien et al. (2014)
vysvétluji rozdilné vysledky tim, Ze kultivaéni médium pouzivané ve studii Miller & Wolin
(2001) bylo syntetické a obsahovalo bachorovou tekutinu, zatimco médium studie O’Brien et
al. (2014) obsahovalo um¢l¢ sliny, bachorovou tekutinu a zito nebo travni sildz s je¢menem.
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Dale uvadi, ze nezaznamenani zmény produkce CH4 mohlo byt také zptisobeno degradaci nebo
inaktivaci statinli biologickou nebo chemickou slozkou v médiu, ktera nebyla ptitomna v médiu
pfipraveném ve studii Miller & Wolin (2001).

Piestoze bylo prokazano, Zze komercni €isty lovastatin vyznamné snizuje metanogenezi in
vitro napt. Miller & Wolin (2001) a in vivo (Klevenhusen et al. 2011; Wang et al. 2016), je
pfilis finan¢né nakladné jej pouzivat jako aditivum do krmnych davek prezvykavct na farmach
pro snizeni emisi CHy4 (Faseleh Jahromi et al. 2013b; Mohd Azlan et al. 2018; Candyrine et al.
2018). Doslo tedy ke studiu levnéjSich pfirodnich zdroji statinli. Naptiklad lovastatin je
sekundarni metabolit hub a miize byt produkovan kulturami druht Penicillium, Aspergillus
terreus, Monascus, Hypomyces, Doratomyces, Phoma, Eupenicillium, Gymnoascus a
Trichoderma a nachazi se v koncentracich az 2,8 % suSiny hub usttic (Pleurotus ostreatus)
(Soliva et al. 2011; Klevenhusen et al. 2011; Faseleh Jahromi et al. 2013b; Gottlieb et al. 2016;
Patra et al. 2017). Jeden z téchto produktti obsahujici statiny, extrakt z ¢ervené kvasnicové ryze,
je pouzivan jako dopln¢k stravy k fizeni syntézy cholesterolu u lidi (Heber et al. 1999; Liu et
al. 2006), nicméné¢ jeho konzumace je kontroverzni (Dujovne 2017).

Ve studii Faseleh Jahromi et al. (2013a) byl produkovén lovastatin fermentaci ryzové
slamy s A. terreus a zavérem bylo uvedeno, ze timto zplisobem lze ziskat dostatecné mnozstvi
lovastatinu. Faseleh Jahromi et al. (2013b) uvadi, Ze komercni lovastatin obsahuje primarné
(98 %) biologicky neaktivni laktonovou (L) formu s uzavienym kruhem. Touto formou statinu
neni mozné docilit inhibice HMG-CoA reduktdzy, pokud neni hydrolyzovana
karboxylesterazami na aktivni formu s otevienym kruhem (Faseleh Jahromi et al. 2013b; Wang
et al. 2016). Naopak ve fermentované ryzi je obsazeno 7,3 % biologicky aktivni
hydroxykyselinové neboli H-formy (produkované Aspergillus terreus) lovastatinu. Tato
hladina je dostatecnd k naruseni tvorby bunécnych stén u vybraného metanogenu
kvasnicové ryze je tedy v obsahu H-formy obdobna nejvys$Si koncentraci komeréniho
lovastatinu, kterd byla v experimentech mnohem efektivnéjsi (Faseleh Jahromi et al. 2013b).

RyZzova slama je jednim z nejhojnéjSich vedlejSich zemédélskych produkti, pficemz
témer 90 % svétové rocni produkce pochazi z Asie. Tradicni zpiisob likvidace ryzové slamy po
sklizni zrna je spaleni, které vede ke zne€iSténi Zivotniho prostiedi (Faseleh Jahromi et al.
2013a). Pokud by tyto houby byly kultivovany na nekvalitnich krmivech jako je pravé ryzova
slama, mohou byt pouZity ke snizeni produkce CHs u pfezvykavcti. Mnoho hub vSak produkuje
mykotoxiny, zejména citrinin, kterym je tfeba se vyhnout pii praktickém krmeni zvirat (Shi &
Pan 2011; Patra et al. 2017).

Utinnost pfirozené produkovaného lovastatinu, monakolinu K, byla zkouména in vitro
naptiklad ve studii Morgavi et al. (2013) ve fermenta¢nim médiu v koncentracich 5 a 20 mg/1,
prostiednictvim kterych doSlo ke snizeni produkce CHs o pfiblizné 54 %, respektive o ptiblizné
45 %. Oproti experimentu v této praci se jedna o vyssi €inky statini pii jejich niz§i koncentraci.
Moznym vysvétlenim je, Ze ve srovnani s Cistym (purifikovanym) lovastatinem ma monakolin
K v extraktu Cervené kvasnicové ryze vyssi biologickou dostupnost, coz €ini jeho vlastnosti
snizujici cholesterol €inngjsi (Poli et al. 2018; Xiong et al. 2019).

Lovastatin extraktovany z fermentované ryzové slamy signifikantné zredukoval celkovou
produkci CH4 bachorovymi metanogeny o témét 28 % po 48hodinové in vitro inkubaci, aniz by
ovlivnil produkei tékavych mastnych kyselin. To znamena, Ze prostfednictvim lovastatinu bylo
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mozné snizit produkci CHs bez negativniho ovlivnéni G¢innosti mikrobialni degradace (Faseleh
Jahromi et al. 2013a). Lovastatin je zaroven schopny signifikantné pozménit morfologii M.
Smithii tak, Zze dojde k abnormalni tvorbé membran, asymetrickému déleni builky a vyssi
expresi genu HMG-S-CoA reduktazy (Faseleh Jahromi et al. 2013a; Patra et al. 2017).

Dle pokust in vivo 1ze usoudit, ze skot je vii¢i lovastatinu mén¢ tolerantni ve srovnani s
ovcemi a kozami (Candyrine et al. 2018). In vivo studie Ramirez-Restrepo et al. (2014)
zkoumala u skotu uc¢inky fermentované cervené kvasnicové ryze Monascus purpureus, ktera
obsahovala pfirozen¢ produkovany lovastatin (monakolin K). Pouze pii diavce 40 gramil
fermentované ryze na den (tj. pfiblizné 0,92 mg monakolinu K/kg Z.h.) byl zpozorovan vyssi
pfijem suSiny a snizeni emisi CH4. Tento ucinek byl vSak ptechodny a pii davce 100 g
fermentované ryZe na den nebyl zaznamenan. Jakmile byla davka rovna nebo vyssinez 110 g
fermentované ryze na den (maximalni davka ¢inila v této studii 120 g/den; tj. cca 2,88 mg
monakolinu K/kg Z. h.), byly patrné neptiznivé Uc¢inky z hlediska pfijmu suSiny a fyziologie
zvitat. Zkrmovani fermentované ryze obsahujici 2,6 mg lovastatinu/kg Z. h. po dobu pouhych
¢tyt dni vedlo ke snizenému piijmu krmiva a vyskytu klinickych projevli poruch traviciho,
svalového a mocového systému skotu. Timto kolektivem autord neni doporucen dalsi vyzkum
vysokych davek statind z divodu jejich neptiznivych G¢inkil na zdravi zvifete. Pouze pfechodné
snizeni emisi CH4 bylo pravdépodobné disledkem ptizpisobeni mikroorganismi v bachoru
(Ramirez-Restrepo et al. 2014).

Pro porovnéni je vhodné zminit, Ze u koz bylo dosaZeno snizeni produkce CHs o ptiblizné
20 % pfi koncentraci lovastatinu 4 mg/kg Z. h. (Candyrine et al. 2018), pficemz tato pfiblizna
koncentrace je doporucena i v dalSich studiich, naptiklad Wang et al. (2016) a Mohd Azlan et
al. (2018). U ovci bylo dosazeno ve studii Morgavi et al. (2013) 30% snizeni produkce CHg pii
koncentraci monakolinu K 2,26 mg/kg z. h. Oproti tomu studie Klevenhusen et al. (2011)
zkoumala ucinky lovastatinu u ovci, kdy koncentrace 1,06 mg/kg Z. h. nebyla dostate¢na pro
sniZeni metanogeneze.

V tomto experimentu bylo nejvyssi snizeni produkce CHs4 zaznamenano pfi nejvyssi
koncentraci simvastatinu (100 mg/l). Tato koncentrace vSak soucasné statisticky vyznamné
snizila celkovou produkci plynu a cistou produkci TMK spolu s numerickym poklesem
zdanlivé stravitelnosti susiny. Tento vysledek naznacuje, Ze snizend produkce CHj byla z¢asti
zpusobena celkovou inhibici fermentace. Pouzitim rosuvastatinu doslo k mirnému snizeni
relativniho podilu CH4 ve fermenta¢nim plynu. Tato redukce byla podobna pii 10 a 100 mg/1.
Z tohoto vysledku vyplyva, ze s vyssimi davkami pravdépodobné nelze ocekéavat dalsi
antimetanogenni potencidl. Rizna U¢innost statini by mohla souviset s rozdily ve zpiisobu
pusobeni statinil.

Zpusob antimetanogenniho u¢inku mize souviset s nékolika mechanismy. Vétsina studii
potvrzuje mechanismus Uc¢inku statint na zékladé zkoumani mikrobialni komunity, kdy statiny
maji specificky a toxicky t€inek na metanogeny, ale nikoliv na celulolytické bakterie (Miller
& Wolin 2001; Faseleh Jahromi et al. 2013a, 2013b; Mohd Azlan et al. 2018). Tento mozny
zpusob ucinku statinll spociva v ptimé inhibici biosyntézy bunééné membrany metanogent a
zastaveni bunééného déleni, pfiCemz bakterie zlistavaji nedotéeny (Miller & Wolin 2001;
Bodas et al. 2012). Princip G¢inku spociva v odlisném slozeni membrany archei, ktera je slozena
z nasycenych rozvétvenych izoprenoidovych podjednotek vazanych etherovou vazbou na
glycerol. Oproti tomu ostatni organismy maji tuto fosfolipidovou dvojvrstvu sloZenou z
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glycerol-3-fosfatu spojeného jako ester s mastnymi kyselinami. Inhibici HMG-CoA reduktazy
prostiednictvim statinli je zabranéno tvorbé mevalonatu pouzitého pii biosyntéze izoprenoidi
bunécnych stén metanogennich Archei (Miller & Wolin 2001; Garba et al. 2019), aniz by byly
ovlivnény pocty bakterii (Gottlieb et al. 2016; Candyrine et al. 2018).

Produkce CH4 miize byt také selektivné inhibovéana snizenim aktivity enzymu F420-
dependentni NADP oxidoreduktazy u Methanobrevibacter smithii, ktery katalyzuje dualezity
krok metanogeneze spojeny s transportem elektront (Sharma et al. 2011). Potenciadln¢ statiny
mohou také potla¢ovat bakterie, které produkuji vodik. Snizend dostupnost vodiku pak omezi
produkci CHy, protoze vodik je primarnim substratem pro metanogenezi v bachoru (Liu &
Whitman 2008; Rooke et al. 2014).

6.2 Mikroorganismy

Vysledky soucasného experimentu naznacuji, Ze nizsi koncentrace statind, napiiklad
simvastatinu (10 mg/1), selektivné inhibovaly metanogeny, kdezto vyssi koncentrace (100 mg/1)
soucasn¢ potlacily bachorové bakterie. I toto zjisténi je v souladu s piedesle publikovanymi
vysledky, které uvadi, ze minimalni koncentrace simvastatinu pro inhibici bakterii je pfiblizné
26 pg/mL (26 mg/1) (Masadeh et al. 2012).

Studie Welsh et al. (2009) uvadi, ze atorvastatin a rosuvastatin maji in vitro spiSe nez
bakteriocidni u¢inek bakteriostaticky. Nasledné byla ve studii Masadeh et al. (2012) testovana
moznd antimikrobidlni aktivita statini (atorvastatinu, simvastatinu a rosuvastatinu) proti
nékolika bakteridlnim kmentim. Bylo zjisténo, ze statiny jsou schopné vyvolat rizné stupné
antibakterialni aktivity, pfi¢emz atorvastatin a simvastatin byly U€innéj$i neZ rosuvastatin. Tyto
ucinky mohou také souviset s rozdily v chemické struktutfe mezi statiny. Navic se statiny lisi
svou afinitou k lipidim, takZe mohou mit rlznou vnitini aktivitu (Masadeh et al. 2012).
Rozdilné vysledky pravdépodobné odrazi rizny antibakterialni potencial konkrétnich statint,
pfi¢emz simvastatin je jednim z nejucinngjSich (Bergman et al. 2011; Masadeh et al. 2012).

Studie Miller & Wolin (2001) uvadi, ze 4 mg lovastatinu na mililitr kultivacniho média
vedlo k 50% inhibici ristu kmene Methanobrevibacter, jednoho z hlavnich zéastupct
metanogenni populace v bachoru (Janssen & Kirs 2008; Lan & Yang 2019), a koncentrace
10 mg/1 zcela inhibovala rast téchto metanogenii. Dle studie Wolin & Miller (2006) lovastatin
in vitro vyznamn¢ inhiboval rist a aktivitu Methanobrevibacter bez jakéhokoli negativniho
ucinku na celulolytické bakterie. Soliva et al. (2011) uvadéji, ze riist a metanogenni aktivita
kmene Methanobrevibacter byla vice inhibovana se zvySujicimi se davkami lovastatinu a byla
mozna jejich uplnd inhibice. Ve studiich Morgavi et al. (2013) i Mohd Azlan et al. (2018) byl
zaznamenan vliv statini na snizeni poctu metanogenti in vivo. Soliva et al. (2011) pisi, Ze
lovastatin (150 mg/l bachorové tekutiny) neovlivnil pocty bakterii v médiu v inkubované
tekutin€, podobné jako bylo zjisténo v kratkodobé in vitro studii autort Busquet et al. (2005),
kteti pouzili koncentraci lovastatinu 5 mg/1.

6.3 Tékavé mastné kyseliny

Piedpokladem experimentu bylo, Zze statiny neovlivni nebo zvysi celkovou produkci
TMK. Statisticky vyznamné snizeni celkové €isté produkce TMK bylo zaznamenédno pouze pfi
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nejvyssi koncentraci simvastatinu (100 mg/l). To naznacuje, Ze zminéna koncentrace je pfilis
vysoka pro pozitivni ovlivnéni bachorové fermentace. Oproti tomu Soliva et al. (2011) uvadi,
ze lovastatin (150 mg/l bachorové tekutiny) neovlivnil koncentraci t€kavych mastnych kyselin
v inkubované tekutingé, podobné jako bylo zjisténo v kratkodobé in vitro studii autorit Busquet
et al. (2005), ktefi pouzili koncentraci lovastatinu 5 mg/1.

V praxi by snizeni celkové produkce TMK znamenalo sniZeni vykonnosti pfezvykavcd,
protoze TMK jsou jejich primarnim zdrojem energie (Wang et al. 2020). Je vSak vhodné
vykonnosti piezvykavci, ionofor monensin, ve studiich Callaway et al. (1997) a Shen et al.
(2017) in vitro snizil celkovou produkci TMK.

Pouze nejvyssi koncentrace simvastatinu a atorvastatinu (100 mg/l) statisticky
vyznamné€ ovlivnily relativni podil TMK. Tyto dva statiny zvysily podil kyseliny propionové
na ukor kyselin octové a maselné, coz je v souladu s jednou z hypotéz této prace. Nase vysledky
jsou také v souladu s dalSimi studiemi, kdy podani ptirodn¢ produkovaného lovastatinu in vitro
(Morgavi et al. 2013) a in vivo (Faseleh Jahromi et al. 2013a; Mohd Azlan et al. 2018;
Candyrine et al. 2018) vedlo ke zvyseni podilu propionatu. Obecné jsou vSak hlasené ucinky
lovastatinu na relativni zastoupeni TMK nekonzistentni (Soliva et al. 2011; Faseleh Jahromi et
al. 2013a; Ramirez-Restrepo et al. 2014).

Utinky simvastatinu a atorvastatinu na relativni zastoupeni TMK prezentované v této
préci lze vysvétlit zvySenym parcidlnim tlakem vodiku z dGvodu snizené metanogeneze. Vyssi
tlak vodiku pak mohl modifikovat fermentacni cestu smérem k vétsi produkci kyseliny
propionové jakozto alternativniho akceptoru vodiku (Janssen 2010; Lan & Yang 2019).
Simvastatin a atorvastatin mohou také selektivné inhibovat bakterie produkujici kyselinu
octovou a/nebo maselnou. Tato hypotéza je podporovana siln€j$imi ucinky hydrofobnich
statinll, simvastatinu a atorvastatinu, na produkci a relativni zastoupeni TMK ve srovnani s
hydrofilnim rosuvastatinem. Bergman et al. (2011) uvadi, ze hydrofobni statiny by mohly
narusit bakteridlni membrany, coz by mélo za nasledek bakterialni smrt.

6.4 Vliv na amoniakalni dusik

DalSim ptedpokladem experimentu bylo sniZzeni koncentrace amoniakalniho dusiku v
inkubac¢ni tekutiné prostfednictvim ucinku statini. Hladiny amoniakalniho dusiku ztstaly
nedotceny, coz poukazuje na nizkou schopnost téchto tii testovanych statinii ovliviiovat
metabolismus dusiku v bachoru. Tento vysledek byl dale podpofen nezménénym relativnim
podilem TMK s rozvétvenym feté¢zcem (kyselina iso-méselnd a iso-valerova), protoze tyto
tékavé mastné kyseliny jsou primarné produkty deaminace aminokyselin (Patra & Yu 2014).

6.5 Potenciidlni vyuZiti statinii na komerénich farmach a jejich omezeni

Piipadné pouziti Cistych statini jako antimetanogennich dopliikovych latek ve vyzivé
pfezvykavci by bylo primarné omezeno vysokymi néklady na statiny, jak naznacuji uvedené
vysledky s u¢innymi koncentracemi simvastatinu a atorvastatinu pii 10 mg/l, respektive
100 mg/1. Extrapolace vysledki in vitro na podminky in vivo vSak mize byt nereprezentativni
a nékdy kontroverzni (Morgavi et al. 2013).
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Co se tyce rezidui ve tkdnich zvifat, stopy po lovastatinu byly ve studii Candyrine et al.
(2018) behem analyzy detekovany v tkanich koz krmenych lovastatinem (6 mg/kg z. h.) po
dobu 12 tydnii v mnozstvich mezi 0,01 a 0,03 pg/g, které jsou velmi nizké. Za predpokladu, Ze
by nékdo snédl 200 g masa obsahujiciho vySe uvedeny zbytek lovastatinu, konzumoval by
doporucena k 1é¢beé hypercholesterolémie u lidi (Rubinstein & Lurie 1991; Candyrine et al.
2018).

Vzhledem k potencialu statini snizit cholesterol a jejich antioxida¢ni aktivité (Ting et al.
2016; Parihar et al. 2019) mtze zkrmovéni fermentované ryzové slamy potencialné napomoci
produkci vysoce kvalitnich zivociSnych produktii s niz§im obsahem cholesterolu (Faseleh
Jahromi et al. 2013a).

Dlouhodobd konzumace statin k 1écbé hyperlipidémie milize vést k myotoxicité
kosterniho svalstva u lidi. U hospodaiskych zvifat nebyly hlaSeny z4dné informace o
myotoxicité v disledku dlouhodobé spotieby statinli (Candyrine et al. 2018), vyjma jiz zminéné
studie Ramirez-Restrepo et al. (2014), kdy doplnék lovastatinu do 2,6 mg/kg télesné hmotnosti
u skotu vykazoval nepfiznivé G€inky na traveni a zpisoboval nékteré fyziologické poruchy.
Piedavkovani této slouceniny v Zivocisné vyrob¢ by tak mohlo nepiiznivé ovlivnit zdravi a
obecné welfare zvirat. Vedlejsi u€inky statinti na kosterni svalstvo jsou zavislé na davce, proto
je tieba stanovit bezpecnou davku tohoto aditiva pro dané zivocisné druhy (Candyrine et al.
2018). Studie Soliva et al. (2011), Klevenhusen et al. (2011) a Candyrine et al. (2018) uvadi,
ze lovastatin nevykazoval zadny specificky vliv na traveni v bachoru a vyuziti Zivin a energie
s tou vyjimkou, Ze lovastatin miize mit ve vysSich davkach (6 mg lovastatinu/kg z. h. dle
Candyrine et al. (2018)) negativni vliv na chutnost krmiva.

Fakt, ze vliv lovastatinu na emise CH4 u koz byl ve studii Candyrine et al. (2018)
konzistentni po dobu 12 tydnti, naznacuje jeho potencialni dlouhodobé ucinky. To je podstatné
vzhledem k tomu, Ze vétSina studii je kratkodoba (v rozmezi od n€kolika dnli do pfiblizné Ctyt
tydnll) a neni pln€¢ zohlednéna schopnost bachorové mikrobioty pfizpisobovat se U¢inku
lovastatinu v pribéhu Casu, ani mozné negativni u¢inky dlouhodobé konzumace lovastatinu na
zdravi a dobré zivotni podminky zvifat (Candyrine et al. 2018).

Je tedy zapotiebi dalSiho vyzkumu pro stanoveni ucinnych in vivo koncentraci téchto
hydrofobnich statini.
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7 Zavér

Tato prace prokazala, Ze statiny mohou selektivné snizovat produkci CHg in vitro, ¢imz
byla potvrzena hlavni hypotéza. Uginky statinii byly rozdilné v zavislosti na typu statinu a jejich
koncentraci. Simvastatin a atorvastatin pii koncentracich 10 mg/l, respektive 100 mg/l, snizily
metanogenezi bez negativnich G€inkli na fermentaci a stravitelnost krmiva, coz je opét v
souladu s predpokladem této prace. Tyto hydrofobni statiny tak mohou pozitivné ovlivnit
bachorovou fermentaci. V budoucim vyzkumu je nutné stanovit efektivni davky in vivo, které
nebudou mit nezaddouci Gcinky.

42



8 Literatura

Aboagye 1A, Beauchemin KA. 2019. Potential of Molecular Weight and Structure of Tannins
to Reduce Methane Emissions from Ruminants: A Review. Animals 9:856.

Anderson RC, Carstens GE, Miller RK, Callaway TR, Schultz CL, Edrington TS, Harvey RB,
Nisbet DJ. 2006. Effect of oral nitroethane and 2-nitropropanol administration on
methane-producing activity and volatile fatty acid production in the ovine rumen.
Bioresource Technology 97:2421-2426.

Anderson RC, Ripley LH, Bowman JG, Callaway TR, Genovese KJ, Beier RC, Harvey RB,
Nisbet DJ. 2016. Ruminal fermentation of anti-methanogenic nitrate-and nitro-containing
forages in vitro. Frontiers in veterinary science 3:62.

Arceo-Castillo JI, Montoya-Flores MD, Molina-Botero IC, Pifieiro-Véazquez AT, Aguilar-Pérez
CF, Ayala-Burgos AJ, Solorio-Sanchez FJ, Castelan-Ortega OA, Quintana-Owen P, Ku-
Vera JC. 2019. Effect of the volume of methane released into respiration chambers on full
system methane recovery. Animal Feed Science and Technology 249:54-61.

Aschenbach JR, Zebeli Q, Patra AK, Greco G, Amasheh S, Penner GB. 2019. Symposium
review: The importance of the ruminal epithelial barrier for a healthy and productive cow.
Journal of Dairy Science 102:1866—1882.

Ashrafizadeh M, Ahmadi Z. 2019. Effects of statins on gut microbiota (microbiome). Reviews
in clinical medicine 6:55-59.

Audsley E, Wilkinson M. 2014. What is the potential for reducing national greenhouse gas
emissions from crop and livestock production systems? Journal of Cleaner Production
73:263-268.

Baldwin RL, Connor EE. 2017. Rumen Function and Development. Veterinary Clinics of North
America: Food Animal Practice 33:427-439.

Beauchemin KA, McAllister TA, McGinn SM. 2009. Dietary mitigation of enteric methane
from cattle. CAB Reviews: Perspectives in Agriculture, Veterinary Science, Nutrition and
Natural Resources 4:1-18.

Beauchemin KA, Kreuzer M, O’Mara F, McAllister TA. 2008. Nutritional management for
enteric methane abatement: a review. Australian Journal of Experimental Agriculture
48:21.

Bekuma A, Tadesse T, Galmessa U. 2019. Review on Negative Impacts of Livestock
Production on Climate Change and Its Mitigation Strategies: A Global Issue:11.

Bergman P, Linde C, Piitsep K, Pohanka A, Normark S, Henriques-Normark B, Andersson J,
Bjorkhem-Bergman L. 2011. Studies on the antibacterial effects of statins--in vitro and in
vivo. PloS one 6:¢24394—e24394.

Bodas R, Prieto N, Garcia-Gonzalez R, Andrés S, Girdldez FJ, Lopez S. 2012. Manipulation of
rumen fermentation and methane production with plant secondary metabolites. Animal
Feed Science and Technology 176:78-93.

43



Breider IS, Wall E, Garnsworthy PC. 2019. Short communication: Heritability of methane
production and genetic correlations with milk yield and body weight in Holstein-Friesian
dairy cows. Journal of Dairy Science 102:7277-7281.

Broucek J. 2018. Options to methane production abatement in ruminants: A review. J. Anim.
Plant Sci 28:348-364.

Busquet M, Calsamiglia S, Ferret A, Carro MD, Kamel C. 2005. Effect of Garlic Oil and Four
of its Compounds on Rumen Microbial Fermentation. Journal of Dairy Science 88:4393—
4404.

Callaway TR, Carneiro De Melo AMS, Russell JB. 1997. The Effect of Nisin and Monensin on
Ruminal Fermentations In Vitro. Current Microbiology 35:90-96.

Candyrine SCL et al. 2018. Effects of naturally-produced lovastatin on feed digestibility, rumen
fermentation, microbiota and methane emissions in goats over a 12-week treatment period.
PLOS ONE 13:¢0199840.

Caro D, Davis SJ, Bastianoni S, Caldeira K. 2014. Global and regional trends in greenhouse
gas emissions from livestock. Climatic Change 126:203-216.

Cedillo J, Vazquez-Armijo JF, Gonzélez-Reyna A, Salem AZM, Kholif AE, Hernandez-
Meléndez J, Martinez-Gonzélez JC, Jiménez RM de O, Rivero N, Lopez D. 2014. Effects
of Different Doses of Salix Babylonica Extract on Growth Performance and Diet in Vitro
Gas Production in Pelibuey Growing Lambs. Italian Journal of Animal Science 13:3165.

Chatzizisis YS, Koskinas KC, Misirli G, Vaklavas C, Hatzitolios A, Giannoglou GD. 2010.
Risk Factors and Drug Interactions Predisposing to Statin-Induced Myopathy:
Implications for Risk Assessment, Prevention and Treatment. Drug Safety 33:171-187.

Cieslak A, Szumacher-Strabel M, Stochmal A, Oleszek W. 2013. Plant components with
specific activities against rumen methanogens. animal 7:253-265.

Cottle DJ, Nolan JV, Wiedemann SG. 2011. Ruminant enteric methane mitigation: a review.
Animal Production Science 51:491.

Czerkawski JW, Blaxter KL, Wainman FW. 1966. The metabolism of oleic, linoleic and
linolenic acids by sheep with reference to their effects on methane production. British
Journal of Nutrition 20:349-362.

De Rosa M, Gambacorta A, Gliozzi A. 1986. Structure, biosynthesis, and physicochemical
properties of archaebacterial lipids. Microbiological reviews 50:70.

de Souza Filho W, Nunes PA de A, Barro RS, Kunrath TR, de Almeida GM, Genro TCM,
Bayer C, de Faccio Carvalho PC. 2019. Mitigation of enteric methane emissions through
pasture management in integrated crop-livestock systems: Trade-offs between animal
performance and environmental impacts. Journal of Cleaner Production 213:968-975.

Diao Q, Zhang R, Fu T. 2019. Review of Strategies to Promote Rumen Development in Calves.
Animals 9:490.

44



Dohme F, Machmiiller A, Wasserfallen A, Kreuzer M. 2001. Ruminal methanogenesis as
influenced by individual fatty acids supplemented to complete ruminant diets. Letters in
Applied Microbiology 32:47-51.

Ducharme NG. 1990. Surgery of the Bovine Forestomach Compartments. Veterinary Clinics
of North America: Food Animal Practice 6:371-397.

Dujovne CA. 2017. Red Yeast Rice Preparations: Are They Suitable Substitutions for Statins?
The American Journal of Medicine 130:1148-1150.

Eckard RJ, Grainger C, de Klein CAM. 2010. Options for the abatement of methane and nitrous
oxide from ruminant production: A review. Livestock Science 130:47-56.

Elghandour MM, Khusro A, Adegbeye MJ, Tan Z, Abu Hafsa S, Greiner R, Ugbogu E, Anele
UY, Salem A. 2020. Dynamic role of single-celled fungi in ruminal microbial ecology and
activities. Journal of Applied Microbiology 128:950-965.

Elghandour MMY, Salem AZM, Castaneda JSM, Camacho LM, Kholif AE, Chagoyan JCV.
2015. Direct-fed microbes: A tool for improving the utilization of low quality roughages
in ruminants. Journal of Integrative Agriculture 14:526-533.

Ellis JL, Dijkstra J, Kebreab E, Bannink A, Odongo NE, McBRIDE BW, France J. 2008.
Aspects of rumen microbiology central to mechanistic modelling of methane production
in cattle. The Journal of Agricultural Science 146:213-233.

Ersoy E, Ugurlu A. 2020. The potential of Turkey’s province-based livestock sector to mitigate
GHG emissions through biogas production. Journal of Environmental Management
255:109858.

Faniyi TO, Adegbeye MJ, Elghandour MMMY, Pilego AB, Salem AZM, Olaniyi TA, Adediran
O, Adewumi MK. 2019. Role of diverse fermentative factors towards microbial
community shift in ruminants. Journal of Applied Microbiology 127:2—11.

Faseleh Jahromi M, Liang JB, Ho YW, Mohamad R, Goh YM, Shokryazdan P, Chin J. 2013a.
Lovastatin in Aspergillus terreus : Fermented Rice Straw Extracts Interferes with Methane

Production and Gene Expression in Methanobrevibacter smithii. BioMed Research
International 2013:1-10.

Faseleh Jahromi M, Liang JB, Mohamad R, Goh YM, Shokryazdan P, Ho YW. 2013b.
Lovastatin-Enriched Rice Straw Enhances Biomass Quality and Suppresses Ruminal
Methanogenesis. BioMed Research International 2013:1-13.

Focant M, Froidmont E, Archambeau Q, Dang Van QC, Larondelle Y. 2019. The effect of oak
tannin (Quercus robur) and hops (Humulus lupulus) on dietary nitrogen efficiency,
methane emission, and milk fatty acid composition of dairy cows fed a low-protein diet
including linseed. Journal of Dairy Science 102:1144—-1159.

Friesen JA, Rodwell VW. 2004. The 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme-A (HMG-CoA)
reductases. Genome Biology:7.

45



Garba S et al. 2019. Effects of naturally-produced lovastatin on carcass characteristics, muscle
physico-chemical properties and lipid oxidation and cholesterol content in goats. Meat
Science 154:61-68.

Gerber PJ et al. 2013. Technical options for the mitigation of direct methane and nitrous oxide
emissions from livestock: a review. animal 7:220-234.

Goel G, Makkar HP. 2012. Methane mitigation from ruminants using tannins and saponins.
Tropical animal health and production 44:729-739.

Gottlieb K, Wacher V, Sliman J, Pimentel M. 2016. Review article: inhibition of methanogenic
archaea by statins as a targeted management strategy for constipation and related disorders.
Alimentary Pharmacology & Therapeutics 43:197-212.

Grainger C, Beauchemin KA. 2011. Can enteric methane emissions from ruminants be lowered
without lowering their production? Animal Feed Science and Technology 166—-167:308—
320.

Grossi G, Goglio P, Vitali A, Williams AG. 2019. Livestock and climate change: impact of
livestock on climate and mitigation strategies. Animal Frontiers 9:69—76.

Guerci M, Bava L, Zucali M, Sandrucci A, Penati C, Tamburini A. 2013. Effect of farming
strategies on environmental impact of intensive dairy farms in Italy. Journal of Dairy
Research 80:300-308.

Guo YQ, Liu J-X, Lu Y, Zhu WY, Denman SE, McSweeney CS. 2008. Effect of tea saponin
on methanogenesis, microbial community structure and expression of mcr4 gene, in
cultures of rumen micro-organisms. Letters in Applied Microbiology 47:421-426.

Hammond KJ et al. 2016. Review of current in vivo measurement techniques for quantifying
enteric methane emission from ruminants. Animal Feed Science and Technology 219:13—
30.

Haque MN. 2018. Dietary manipulation: a sustainable way to mitigate methane emissions from
ruminants. Journal of animal science and technology 60:15.

Harfoot C. 1981. Lipid metabolism in ruminant animals. Anatomy, physiology and
microbiology of the ruminant digestive tract. 1-19.

Heber D, Yip I, Ashley JM, Elashoff DA, Elashoff RM, Go VLW. 1999. Cholesterol-lowering
effects of a proprietary Chinese red-yeast-rice dietary supplement. The American Journal
of Clinical Nutrition 69:231-236.

Henderson G, Cox F, Ganesh S, Jonker A, Young W, Abecia L, Angarita E, Aravena P, Arenas
GN, Ariza C. 2015. Rumen microbial community composition varies with diet and host,
but a core microbiome is found across a wide geographical range. Scientific reports
5:14567.

Hernandez A, Kholif AE, Elghandour MMMY, Camacho LM, Cipriano MM, Salem AZM,
Cruz H, Ugbogu EA. 2017. Effectiveness of xylanase and Saccharomyces cerevisiae as
feed additives on gas emissions from agricultural calf farms. Journal of Cleaner Production
148:616-623.

46



Hill J, McSweeney C, Wright A-DG, Bishop-Hurley G, Kalantar-Zadeh K. 2016. Measuring
Methane Production from Ruminants. Trends in Biotechnology 34:26-35.

Holtshausen L, Chaves AV, Beauchemin KA, McGinn SM, McAllister TA, Odongo NE,
Cheeke PR, Benchaar C. 2009. Feeding saponin-containing Yucca schidigera and Quillaja
saponaria to decrease enteric methane production in dairy cows. Journal of Dairy Science
92:2809-2821.

Hook SE, Wright A-DG, McBride BW. 2010. Methanogens: Methane Producers of the Rumen
and Mitigation Strategies. Archaea 2010:1-11.

Hristov AN, Oh J, Giallongo F, Frederick TW, Harper MT, Weeks HL, Branco AF, Moate PJ,
Deighton MH, Williams SRO. 2015. An inhibitor persistently decreased enteric methane

emission from dairy cows with no negative effect on milk production. Proceedings of the
National Academy of Sciences 112:10663—-10668.

Huhtanen P, Ramin M, Cabezas-Garcia EH. 2016. Effects of ruminal digesta retention time on
methane emissions: a modelling approach. Animal Production Science 56:501.

Huws SA, Creevey CJ, Oyama LB, Mizrahi I, Denman SE, Popova M, Mufioz-Tamayo R,
Forano E, Waters SM, Hess M. 2018. Addressing global ruminant agricultural challenges
through understanding the rumen microbiome: past, present, and future. Frontiers in
microbiology 9:2161.

Igbal MF, Cheng Y-F, Zhu W-Y, Zeshan B. 2008. Mitigation of ruminant methane production:
current strategies, constraints and future options. World Journal of Microbiology and
Biotechnology 24:2747-2755.

Jafari S, Ebrahimi M, Goh YM, Rajion MA, Jahromi MF, Al-Jumaili WS. 2019. Manipulation
of ruMen ferMentation and Methane gas production by plant secondary Metabolites
(saponin, tannin and essential oil)—a review of ten-year studies. Annals of animal science
19:3-29.

Jain S, Caforio A, Fodran P, Lolkema JS, Minnaard AJ, Driessen AJ. 2014. Identification of
CDP-archaeol synthase, a missing link of ether lipid biosynthesis in Archaea. Chemistry
& biology 21:1392-1401.

Janssen PH. 2010. Influence of hydrogen on rumen methane formation and fermentation
balances through microbial growth kinetics and fermentation thermodynamics. Animal
Feed Science and Technology 160:1-22.

Janssen PH, Kirs M. 2008. Structure of the Archaeal Community of the Rumen. Applied and
Environmental Microbiology 74:3619-3625.

Jiang Y, Qian H, Wang L, Feng J, Huang S, Hungate BA, van Kessel C, Horwath WR, Zhang
X, Qin X. 2019. Limited potential of harvest index improvement to reduce methane
emissions from rice paddies. Global change biology 25:686—698.

Jiménez-Ocampo R, Valencia-Salazar S, Pinzon-Diaz CE, Herrera-Torres E, Aguilar-Pérez CF,
Arango J, Ku-Vera JC. 2019. The Role of Chitosan as a Possible Agent for Enteric
Methane Mitigation in Ruminants. Animals 9:942.

47



Joch M, Kudrna V, Hakl J, Bozik M, Homolka P, Illek J, Tyrolovd Y, Vybornd A. 2019. In
vitro and in vivo potential of a blend of essential oil compounds to improve rumen

fermentation and performance of dairy cows. Animal Feed Science and Technology
251:176-186.

Joch M, Mrazek J, Skiivanova E, Cermék L, Marounek M. 2018. Effects of pure plant
secondary metabolites on methane production, rumen fermentation and rumen bacteria
populations in vitro. Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition 102:869—-881.

Johnson KA, Johnson DE. 1995. Methane emissions from cattle. Journal of Animal Science
73:2483-2492.

Jouany J-P, Morgavi DP. 2007. Use of ‘natural’ products as alternatives to antibiotic feed
additives in ruminant production. Animal 1:1443—-1466.

Kamra DN. 2005. Rumen microbial ecosystem. Microbial Diversity 89:12.

Kipling RP et al. 2016. Modeling European ruminant production systems: Facing the challenges
of climate change. Agricultural Systems 147:24-37.

Kirschke S et al. 2013. Three decades of global methane sources and sinks. Nature Geoscience
6:813-823.

Klevenhusen F, Duval S, Zeitz JO, Kreuzer M, Soliva CR. 2011. Diallyl disulphide and
lovastatin: effects on energy and protein utilisation in, as well as methane emission from,
sheep. Archives of Animal Nutrition 65:255-266.

Knapp JR, Laur GL, Vadas PA, Weiss WP, Tricarico JM. 2014. Invited review: Enteric
methane in dairy cattle production: Quantifying the opportunities and impact of reducing
emissions. Journal of Dairy Science 97:3231-3261.

Krause DO, Nagaraja TG, Wright ADG, Callaway TR. 2013. Board-invited review: Rumen
microbiology: Leading the way in microbial ecologyl,2. Journal of Animal Science
91:331-341.

Krehbiel CR. 2014. INVITED REVIEW: Applied nutrition of ruminants: Fermentation and
digestive physiologyl. The Professional Animal Scientist 30:129—139.

Kumar S, Puniya AK, Puniya M, Dagar SS, Sirohi SK, Singh K, Griffith GW. 2009. Factors
affecting rumen methanogens and methane mitigation strategies. World Journal of
Microbiology and Biotechnology 25:1557-1566.

Kumari S, Hiloidhari M, Narayan Naik S, Pal Dahiya R. 2019. Methane Emission Assessment
from Indian Livestock and Its Role in Climate Change Using Climate Metrics. Climate
Change and Agriculture. IntechOpen.

Kweku D, Bismark O, Maxwell A, Desmond K, Danso K, Oti-Mensah E, Quachie A, Adormaa
B. 2018. Greenhouse Effect: Greenhouse Gases and Their Impact on Global Warming.
Journal of Scientific Research and Reports 17:1-9.

48



Lan W, Yang C. 2019. Ruminal methane production: Associated microorganisms and the
potential of applying hydrogen-utilizing bacteria for mitigation. Science of The Total
Environment 654:1270-1283.

Langford FM, Weary DM, Fisher L. 2003. Antibiotic Resistance in Gut Bacteria from Dairy
Calves: A Dose Response to the Level of Antibiotics Fed in Milk. Journal of Dairy Science
86:3963-3966.

Lassen J, Lovendahl P. 2016. Heritability estimates for enteric methane emissions from
Holstein cattle measured using noninvasive methods. Journal of Dairy Science 99:1959—
1967.

Leahy SC et al. 2010. The Genome Sequence of the Rumen Methanogen Methanobrevibacter
ruminantium Reveals New Possibilities for Controlling Ruminant Methane Emissions.
PLoS ONE 5:e8926.

Lillehoj H, Liu Y, Calsamiglia S, Fernandez-Miyakawa ME, Chi F, Cravens RL, Oh S, Gay
CG. 2018. Phytochemicals as antibiotic alternatives to promote growth and enhance host
health. Veterinary research 49:76. BioMed Central.

Lippi G, Mattiuzzi C, Cervellin G. 2019. Statins popularity: A global picture. British Journal
of Clinical Pharmacology 85:1614-1615.

Liu H, Wang J, Wang A, Chen J. 2011. Chemical inhibitors of methanogenesis and putative
applications. Applied Microbiology and Biotechnology 89:1333—1340.

Liu J, Zhang J, Shi Y, Grimsgaard S, Alraek T, Fennebg V. 2006. Chinese red yeast rice
(Monascus purpureus) for primary hyperlipidemia: a meta-analysis of randomized
controlled trials. Chinese Medicine 1:4.

Liu Y, Whitman WB. 2008. Metabolic, Phylogenetic, and Ecological Diversity of the
Methanogenic Archaea. Annals of the New York Academy of Sciences 1125:171-189.

Lopez S, Newbold C. 2007. Measuring methane production from ruminants. Springer Science
& Business Media 1-13.

Lou Y, Ren L, Zhao S, Shi Y, Zhang Y, Zhu H. 2019. Effects of silicate application on CH4
and N>O emissions and global warming potentials in paddy soil under enhanced UV-B
radiation. Energy Science & Engineering 7:1784—1794.

Lozier JW, Niehaus AJ. 2016. Surgery of the Forestomach. Veterinary Clinics of North
America: Food Animal Practice 32:617-628.

Martin C, Morgavi DP, Doreau M. 2010. Methane mitigation in ruminants: from microbe to
the farm scale. animal 4:351-365.

Masadeh M, Mhaidat N, Alzoubi K, Al-azzam S, Alnasser Z. 2012. Antibacterial activity of
statins: a comparative study of Atorvastatin, Simvastatin, and Rosuvastatin. Annals of
Clinical Microbiology and Antimicrobials 11:13.

McAllister TA, Meale SJ, Valle E, Guan LL, Zhou M, Kelly WJ, Henderson G, Attwood GT,
Janssen PH. 2015. RUMINANT NUTRITION SYMPOSIUM: Use of genomics and

49



transcriptomics to identify strategies to lower ruminal methanogenesis1,2,3. Journal of
Animal Science 93:1431-1449.

McAllister TA, Newbold CJ. 2008. Redirecting rumen fermentation to reduce methanogenesis.
Australian Journal of Experimental Agriculture 48:7.

Mccann JC, Wickersham TA, Loor JJ. 2014. High-throughput Methods Redefine the Rumen
Microbiome and Its Relationship with Nutrition and Metabolism. Bioinformatics and
Biology Insights 8:BBI.S15389.

McGrath J, Duval SM, Tamassia LFM, Kindermann M, Stemmler RT, de Gouvea VN, Acedo
TS, Immig I, Williams SN, Celi P. 2018. Nutritional strategies in ruminants: A lifetime
approach. Research in Veterinary Science 116:28-39.

Millen DD, Arrigoni MDB, Pacheco RDL. 2016. Rumenology.

Miller TL, Wolin MJ. 2001. Inhibition of Growth of Methane-Producing Bacteria of the
Ruminant Forestomach by Hydroxymethylglutaryl~SCoA Reductase Inhibitors. Journal
of Dairy Science 84:1445-1448.

Min BR, Barry TN, Attwood GT, McNabb WC. 2003. The effect of condensed tannins on the
nutrition and health of ruminants fed fresh temperate forages: a review. Animal Feed
Science and Technology 106:3—19.

Mohd Azlan P, Jahromi MF, Ariff MO, Ebrahimi M, Candyrine SCL, Liang JB. 2018.
Aspergillus terreus treated rice straw suppresses methane production and enhances feed
digestibility in goats. Tropical Animal Health and Production 50:565-571.

Morgavi DP, Forano E, Martin C, Newbold CJ. 2010. Microbial ecosystem and methanogenesis
in ruminants. animal 4:1024-1036.

Morgavi DP, Martin C, Boudra H. 2013. Fungal secondary metabolites from Monascus spp.
reduce rumen methane production in vitro and in vivol. Journal of Animal Science
91:848-860.

Morgavi DP, Martin C, Jouany J-P, Ranilla MJ. 2012. Rumen protozoa and methanogenesis:
not a simple cause—effect relationship. British Journal of Nutrition 107:388-397.

Mosoni P, Martin C, Forano E, Morgavi DP. 2011. Long-term defaunation increases the
abundance of cellulolytic ruminococci and methanogens but does not affect the bacterial
and methanogen diversity in the rumen of sheep1. Journal of Animal Science 89:783—-791.

Moss AR, Jouany J-P, Newbold J. 2000. Methane production by ruminants: its contribution to
global warming. Annales de Zootechnie 49:231-253.

Miick AO, Seeger H, Wallwiener D. 2004. Class-specific pro-apoptotic effect of statins on
human vascular endothelial cells. Zeitschrift fiir Kardiologie 93:398-402.

Nawab A, Li G, An L, Nawab Y, Zhao Y, Xiao M, Tang S, Sun C. 2020. The potential effect
of dietary tannins on enteric methane emission and ruminant production; as an alternative
to antibiotic feed additives—a review. Annals of Animal Science 1.

50



Neumann RB, Moorberg CJ, Lundquist JD, Turner JC, Waldrop MP, McFarland JW,
Euskirchen ES, Edgar CW, Turetsky MR. 2019. Warming Effects of Spring Rainfall
Increase Methane Emissions From Thawing Permafrost. Geophysical Research Letters
46:1393-1401.

Newbold CJ, de la Fuente G, Belanche A, Ramos-Morales E, McEwan NR. 2015. The Role of
Ciliate Protozoa in the Rumen. Frontiers in Microbiology 6:1313.

O’Brien M, Navarro-Villa A, Purcell PJ, Boland TM, O’Kiely P. 2014. Reducing in vitro rumen
methanogenesis for two contrasting diets using a series of inclusion rates of different
additives. Animal Production Science 54:141.

O’Mara FP. 2011. The significance of livestock as a contributor to global greenhouse gas
emissions today and in the near future. Animal Feed Science and Technology 166—167:7—
15.

@rskov ER, Ojwang I, Reid GW. 1988. A study on consistency of differences between cows in
rumen outflow rate of fibrous particles and other substrates and consequences for
digestibility and intake of roughages. Animal Science 47:45-51.

Parihar SP, Guler R, Brombacher F. 2019. Statins: a viable candidate for host-directed therapy
against infectious diseases. Nature Reviews Immunology 19:104-117.

Patra A, Park T, Kim M, Yu Z. 2017. Rumen methanogens and mitigation of methane emission
by anti-methanogenic compounds and substances. Journal of Animal Science and
Biotechnology 8:13.

Patra AK. 2012. Enteric methane mitigation technologies for ruminant livestock: a synthesis of
current research and future directions. Environmental Monitoring and Assessment
184:1929-1952.

Patra AK. 2013. The effect of dietary fats on methane emissions, and its other effects on
digestibility, rumen fermentation and lactation performance in cattle: A meta-analysis.
Livestock Science 155:244-254.

Patra AK, Saxena J. 2010. A new perspective on the use of plant secondary metabolites to
inhibit methanogenesis in the rumen. Phytochemistry 71:1198-1222.

Patra AK, Yu Z. 2012. Effects of Essential Oils on Methane Production and Fermentation by,
and Abundance and Diversity of, Rumen Microbial Populations. Applied and
Environmental Microbiology 78:4271-4280.

Patra AK, Yu Z. 2014. Effects of vanillin, quillaja saponin, and essential oils on in vitro
fermentation and protein-degrading microorganisms of the rumen. Applied Microbiology
and Biotechnology 98:897-905.

Pen B, Sar C, Mwenya B, Kuwaki K, Morikawa R, Takahashi J. 2006. Effects of Yucca
schidigera and Quillaja saponaria extracts on in vitro ruminal fermentation and methane
emission. Animal Feed Science and Technology 129:175-186.

51



Pickering NK, Chagunda MGG, Banos G, Mrode R, McEwan JC, Wall E. 2015. Genetic
parameters for predicted methane production and laser methane detector measurements]1.
Journal of Animal Science 93:11-20.

Pinares-Patifio CS et al. 2013. Heritability estimates of methane emissions from sheep. animal
7:316-321.

Poli A et al. 2018. Nutraceuticals and functional foods for the control of plasma cholesterol
levels. An intersociety position paper. Pharmacological Research 134:51-60.

Pszczola M, Rzewuska K, Mucha S, Strabel T. 2017. Heritability of methane emissions from
dairy cows over a lactation measured on commercial farms1. Journal of Animal Science
95:4813-4819.

Puniya AK, Singh R, Kamra DN, editors. 2015. Rumen microbiology: from evolution to
revolution. Springer, New Delhi Heidelberg und andere.

Ramirez-Restrepo CA, O’Neill CJ, Lopez-Villalobos N, Padmanabha J, McSweeney C. 2014.
Tropical cattle methane emissions: the role of natural statins supplementation. Animal
Production Science 54:1294.

Ricci P, Chagunda MGG, Ramachandran K, Houdijk JGM, Duthie CA, Hyslop J, Roehe R,
Waterhouse A. 2014. Evaluation of the laser methane detector to estimate methane
emissions from ewes and steers. Journal of animal science 92:5239-5250.

Rira M, Chentli A, Boufenera S, Bousseboua H. 2015. Effects of Plants Containing Secondary
Metabolites on Ruminal Methanogenesis of Sheep in vitro. Energy Procedia 74:15-24.

Roldan MB, Cousins G, Fraser K, Hancock KR, Collette V, Demmer J, Woodfield DR, Caradus
JR, Jones C, Voisey CR. 2019. Elevation of Condensed Tannins in the Leaves of Ta-
MYB14-1 White Clover (Trifolium repens L.) Outcrossed with High Anthocyanin Lines.
Journal of Agricultural and Food Chemistry 68:2927-2939.

Rooke JA, Wallace RJ, Duthie C-A, McKain N, de Souza SM, Hyslop JJ, Ross DW,
Waterhouse T, Roehe R. 2014. Hydrogen and methane emissions from beef cattle and their
rumen microbial community vary with diet, time after feeding and genotype. British
Journal of Nutrition 112:398-407.

Rubinstein A, Lurie Y. 1991. Dose of Lovastatin in Patients with Initial Total Cholesterol
Levels 200 to 240 mg/dl (5.18 to 6.21 mmol/liter) 68:4.

Salami SA, Luciano G, O’Grady MN, Biondi L, Newbold CJ, Kerry JP, Priolo A. 2019.
Sustainability of feeding plant by-products: A review of the implications for ruminant
meat production. Animal Feed Science and Technology 251:37-55.

Satyanagalakshmi K, Sridhar GT, Sirohi SK. 2015. An overview of the role of rumen
methanogens in methane emission and its reduction strategies. African Journal of
Biotechnology 14:1427-1438.

Schachter M. 2005. Chemical, pharmacokinetic and pharmacodynamic properties of statins: an
update. Fundamental and Clinical Pharmacology 19:117-125.

52



Sharma A, Chaudhary PP, Sirohi SK, Saxena J. 2011. Structure modeling and inhibitor
prediction ofNADP oxidoreductase enzyme from Methanobrevibacter smithii.
Bioinformation 6:15.

Shen J, Liu Z, Yu Z, Zhu W. 2017. Monensin and nisin affect rumen fermentation and
microbiota differently in vitro. Frontiers in Microbiology 8:1111.

Shi W et al. 2014. Methane yield phenotypes linked to differential gene expression in the sheep
rumen microbiome. Genome Research 24:1517-1525.

Shi Y-C, Pan T-M. 2011. Beneficial effects of Monascus purpureus NTU 568-fermented
products: a review. Applied Microbiology and Biotechnology 90:1207-1217.

Sirtori CR. 2014. The pharmacology of statins. Pharmacological Research 88:3—11.

Slade EM, Riutta T, Roslin T, Tuomisto HL. 2016. The role of dung beetles in reducing
greenhouse gas emissions from cattle farming. Scientific reports 6:1-9.

Soliva CR, Amelchanka SL, Duval SM, Kreuzer M. 2011. Ruminal methane inhibition
potential of various pure compounds in comparison with garlic oil as determined with a
rumen simulation technique (Rusitec). British Journal of Nutrition 106:114-122.

Soliva CR, Meile L, Cieslak A, Kreuzer M, Machmiiller A. 2004. Rumen simulation technique
study on the interactions of dietary lauric and myristic acid supplementation in suppressing
ruminal methanogenesis. British Journal of Nutrition 92:689-700.

Sorokin DY, Makarova KS, Abbas B, Ferrer M, Golyshin PN, Galinski EA, Ciordia S, Mena
MC, Merkel AY, Wolf YI. 2017. Discovery of extremely halophilic, methyl-reducing
euryarchaea provides insights into the evolutionary origin of methanogenesis. Nature
microbiology 2:17081.

Tapia-Pérez JH, Kirches E, Mawrin C, Firsching R, Schneider T. 2011. Cytotoxic effect of
different statins and thiazolidinediones on malignant glioma cells. Cancer Chemotherapy
and Pharmacology 67:1193-1201.

Tapio I, Snelling TJ, Strozzi F, Wallace RJ. 2017. The ruminal microbiome associated with
methane emissions from ruminant livestock. Journal of Animal Science and
Biotechnology 8:7.

Tavendale MH, Meagher LP, Pacheco D, Walker N, Attwood GT, Sivakumaran S. 2005.
Methane production from in vitro rumen incubations with Lotus pedunculatus and
Medicago sativa, and effects of extractable condensed tannin fractions on methanogenesis.
Animal Feed Science and Technology 123-124:403—-419.

Thauer RK, Kaster A-K, Seedorf H, Buckel W, Hedderich R. 2008. Methanogenic archaea:
ecologically relevant differences in energy conservation. Nature Reviews Microbiology
6:579-591.

Theodorou MK, Williams BA, Dhanoa MS, McAllan AB, France J. 1994. A simple gas
production method using a pressure transducer to determine the fermentation kinetics of
ruminant feeds. Animal feed science and technology 48:185-197.

53



Tilman D, Clark M. 2014. Global diets link environmental sustainability and human health.
Nature 515:518-522.

Ting M, Whitaker EJ, Albandar JM. 2016. Systematic review of the in vitro effects of statins
on oral and perioral microorganisms. European Journal of Oral Sciences 124:4—10.

Turner RM, Pirmohamed M. 2019. Statin-Related Myotoxicity: A Comprehensive Review of
Pharmacokinetic, Pharmacogenomic and Muscle Components. Journal of Clinical
Medicine 9:22.

Ugbogu EA, Elghandour MMMY, Ikpeazu VO, Buendia GR, Molina OM, Arunsi UO,
Emmanuel O, Salem AZM. 2019. The potential impacts of dietary plant natural products
on the sustainable mitigation of methane emission from livestock farming. Journal of
Cleaner Production 213:915-925.

van Gastelen S, Dijkstra J, Bannink A. 2019. Are dietary strategies to mitigate enteric methane

emission equally effective across dairy cattle, beef cattle, and sheep? Journal of Dairy
Science 102:6109-6130.

van Lingen HJ et al. 2019. Prediction of enteric methane production, yield and intensity of beef
cattle using an intercontinental database. Agriculture, Ecosystems & Environment
283:106575.

Van Wesemael D, Vandaele L, Ampe B, Cattrysse H, Duval S, Kindermann M, Fievez V, De
Campeneere S, Peiren N. 2019. Reducing enteric methane emissions from dairy cattle:
Two ways to supplement 3-nitrooxypropanol. Journal of dairy science 102:1780-1787.

Vuorio A, Kuoppala J, Kovanen PT, Humphries SE, Tonstad S, Wiegman A, Drogari E,
Ramaswami U. 2011. Statins for children with familial hypercholesterolemia. Evidence-
based Child Health: A Cochrane Review Journal 6:1086—1129.

Wallace RJ et al. 2019. A heritable subset of the core rumen microbiome dictates dairy cow
productivity and emissions. Science Advances S:eaav8391.

Wang LZ, Zhou ML, Wang JW, Wu D, Yan T. 2016. The Effect of Dietary Replacement of
Ordinary Rice with Red Yeast Rice on Nutrient Utilization, Enteric Methane Emission and
Rumen Archaeal Diversity in Goats. PLOS ONE 11:¢0160198.

Wang Y, Nichol MB, Yan BP, Wu J, Tomlinson B, Lee VW. 2019. Descriptive analysis of
real-world medication use pattern of statins and antiplatelet agents among patients with
acute coronary syndrome in Hong Kong and the USA. BMJ Open 9:¢024937.

Wang, Zhang, Li, Zhang. 2020. Effects of High Forage/Concentrate Diet on Volatile Fatty Acid
Production and the Microorganisms Involved in VFA Production in Cow Rumen. Animals
10:223.

Weatherburn M. 1967. Phenol-hypochlorite reaction for determination of ammonia. Analytical
chemistry 39:971-974.

Weimer PJ, Stevenson DM, Mantovani HC, Man SLC. 2010. Host specificity of the ruminal
bacterial community in the dairy cow following near-total exchange of ruminal contents.
Journal of Dairy Science 93:5902-5912.

54



Welsh A-M, Kruger P, Faoagali J. 2009. Antimicrobial action of atorvastatin and rosuvastatin.
Pathology 41:689—-691.

Wiedemann SG, McGahan EJ, Murphy CM. 2017. Resource use and environmental impacts
from Australian chicken meat production. Journal of Cleaner Production 140:675-684.

Williams YJ, Popovski S, Rea SM, Skillman LC, Toovey AF, Northwood KS, Wright A-DG.
2009. A Vaccine against Rumen Methanogens Can Alter the Composition of Archaeal
Populations. Applied and Environmental Microbiology 75:1860—-1866.

Wolin MJ, Miller TL. 2006. Control of rumen methanogenesis by inhibiting the growth and
activity of methanogens with hydroxymethylglutaryl-SCoA inhibitors. International
Congress Series 1293:131-137.

Xiong Z, Cao X, Wen Q, Chen Z, Cheng Z, Huang X, Zhang Y, Long C, Zhang Y, Huang Z.
2019. An overview of the bioactivity of monacolin K / lovastatin. Food and Chemical
Toxicology 131:110585.

Zhang DF, Yang HJ. 2011. In vitro ruminal methanogenesis of a hay-rich substrate in response
to different combination supplements of nitrocompounds; pyromellitic diimide and 2-
bromoethanesulphonate. Animal Feed Science and Technology 163:20-32.

55



