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1. WSTEP

Glownym celem stosowania antybiotykéw jako dodatkéw do pasz dla zwierzat
gospodarskich bylto przeciwdziatanie schorzeniom przewodu pokarmowego, powodowanym
przez patogenng mikroflore, wpltywajac tym samym na parametry odchowu, takie jak masa
ciata, przyrosty dobowe oraz czas trwania tuczu. Jednakze, ich stosowanie przyczyniato si¢ m.
in. do rozwoju zjawiska antybiotykoopornos$ci bakterii. Stalo si¢ to podstawa do wprowadzenia
w styczniu 2006 roku zakazu stosowania antybiotykow jako stymulatoréw wzrostu. Wszelkie
suplementy diety (m. in. probiotyki, prebiotyki, synbiotyki, ziota) staly si¢ obiektem
zainteresowan naukowcow i przedmiotem wielu badan prowadzonych w celu znalezienia
skutecznej alternatywy. Koncepcja probiotykoOw zostata pierwotnie opracowana przez
Metchnikoff (1907), gdzie wskazano ich korzystny wplyw na zwierzg-zywiciela poprzez
poprawe rownowagi mikrobiologicznej w jelitach. Probiotyki sg preparatami zawierajacymi
zdefiniowane, zywe mikroorganizmy, ktére podawane w odpowiednich ilo$ciach zasiedlajg
przewod pokarmowy, wywierajac korzystny wptyw na organizm gospodarza (Liao i Nyachoti,
2017). Prowadzone w ostatnich latach badania nad skuteczno$cig dzialania efektywnych
mikroorganizméw (EM) wykazaly ich dodatni wptyw na parametry wzrostu (Guerra i wsp.,
2007; Giang i wsp., 2011), wspotczynnik konwersji paszy (Davis i wsp., 2008; Ganeshkumar
1 wsp., 2009), zdrowotnos$¢ jelit, zwigkszong odpornos¢ na choroby, lepsza absorpcje
sktadnikow odzywczych (Delia 1 wsp., 2012), jakos$¢ tuszy (Sudikas i wsp., 2010) i jako$¢
migsa, m. in. soczystos$¢, sprezystosé, kruchos¢ oraz barwe (Jukna i wsp., 2005; Suo i wsp.,
2012; Meng i wsp., 2010). Uwaza si¢, ze bakterie probiotyczne wspomagaja szczelnosé
nabtonka jelitowego, zmniejszajac tym samym podatno$¢ na choroby, poprzez wzrost
pozadanych bakterii jelitowych, produkcje okreslonych substancji bioaktywnych (np.
bakteriocyn) oraz mikro-srodowiskowe obnizenie pH poprzez produkcj¢ kwasow (Delia i wsp.,
2012). W produkcji probiotykéw dla zwierzat hodowlanych najczeSciej stosowanymi
mikroorganizmami sg: Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. brevis, L. plantarum,
Bifidobacterium bifidum, B. lactis, Saccharomyces cerevisiae, S. boulardii, Aspergillus oryzae,
Bacillus cereus, B. licheniformis, B. subtilis, Enterococcus faecium i Pediococcus pentosaceus.
Wszystkie wymienione gatunki bakterii i drozdzy cechuje odpornos¢ na warunki panujace
w przewodzie pokarmowym oraz zdolno$¢ do kolonizacji i namnazania w jelitach (Ohashi
i Ushida, 2009; Verdenelli i wsp., 2009). Mikrobiota jelitowa bierze udziat w ochronie przed
patogenami (Escherichia coli, Salmonella, Camylobacter, Clostridium i Rotavirus), dlatego tez
stosowanie EM moze by¢ skuteczne w ich zwalczaniu (Delia 1 wsp., 2012). Probiotyki
ograniczajg wystepowanie bakterii z grupy Escherichia coli, zapobiegajac produkcji amin,
ktore sg toksyczne i mogg podrazniac jelita, doprowadzajac do biegunek (Patel i wsp., 2012).
Bakterie zasiedlajace przewod pokarmowy moga rowniez modyfikowa¢ mikrostrukture jelit
1 uktad immunologiczny poprzez zwigkszone wytwarzanie przeciwciat (Ng i wsp., 2009).

Zmiany morfometryczne i funkcjonalne jelit oraz mikrostruktury migsa i jako$ci migsa
sg spowodowane czynnikami zywieniowymi (sktadniki diety, zawarto$¢ btonnika, system
I metody zywienia) (Babinska i wsp., 2005; Balasubramanian i wsp., 2016; Bocian i wsp., 2016;
Bogucka i wsp., 2019; Brzobohaty i wsp., 2013; Chang i wsp., 2018; Rekiel i wsp., 2010; Zhou
i wsp., 2015).

W przewodzie pokarmowym zwierzat, ktérego gldwna funkcjq jest trawienie
1 wchlanianie sktadnikow odzywczych, zyja bogate 1 zlozone zbiorowiska bakterii.
Nagromadzenie mikroorganizméw jest zwigzane z duzg iloscig niestrawionych sktadnikow
pokarmowych i endogennych ($luzu, enzyméw) podatnych na fermentacj¢ mikrobiologiczna.
Ukfad ten jest nieustannie narazony na wplywy S$rodowiska, a zatem na jego sktad
i funkcje wptywaja czynniki zewngtrzne. Zaburzenia prawidlowego funkcjonowania
mikrobioty w przewodzie pokarmowym moga wywolywaé szereg chordb, ktorych



nastepstwem bedzie pogorszenie trawienia 1 przyswajania sktadnikow odzywczych.
Przyleganie patogenow do powierzchni btony $luzowej i zaburzenia mikroflory stanowia
pierwszy etap infekcji jelitowych. Ochronna rola EM polega na adhezji i namnazaniu ich na
powierzchni blony §luzowej, stanowigc konkurencj¢ dla patogendéw o miejsce przylegania

1 sktadniki odzywcze (Arnall i Lalles, 2016; Collado i wsp., 2007). Ponadto, nastepstwem
korzystnego oddziatywania EM na btong Sluzowa jelita cienkiego i przyswajalnos¢ sktadnikow
odzywczych jest poprawa parametréw wzrostu $win, a takze mikrostruktury miesni (Bogucka
I wsp., 2019; van der Aar i wsp., 2017).

W 2020 roku $wiatowa produkcja wieprzowiny, ktora jest najczgsciej wybieranym
migsem przez konsumentow, zarowno w krajach Unii Europejskiej, jak i na §wiecie, wyniosta
okoto 94,330 miIn ton, w tym 24,150 mIn ton w UE, ktora zajmuje drugie miejsce. Liderem sg
Chiny znajdujace si¢ na pierwszym miejscu (34,000 min ton) i Stany Zjednoczone plasujace
si¢ na trzeciej pozycji (13,176 min ton) (www.statista.com). Wieprzowina zawarta w diecie
cztowieka korzystnie wplywa na stan zdrowotny skéry, oczu, uktad szkieletowy i nerwowy,
a takze stan psychiczny cztowieka, o ile jest spozywana w odpowiednich ilo$ciach (Singh
1 wsp., 2003; Nistor i wsp., 2012). W dzisiejszych czasach duza uwage przywiazuje si¢ do
bezpieczenstwa zywno$ci, €O wynika z wysokich oczekiwan konsumentow. Niestety,
wieprzowina moze by¢ potencjalnym zrodtem bakterii chorobotworczych, takich jak
Salmonella spp., Toxoplasma gondii, Listeria monocytogenes, Campylobacter spp. oraz
Staphylococcus aureus, co wynika z duzego zageszczenia zwierzat na jednostke powierzchni.
Zatem, ograniczenie namnazania patogennej mikroflory w organizmie zwierzgcia jest
priorytetem wspotczesnej hodowli. Uzyskanie bezpiecznej wieprzowiny, wolnej od patogenow,
0 odpowiednich walorach dietetycznych, jest mozliwe dzigki zastosowaniu EM, jako
suplementu diety (Baer i wsp., 2013; Kurchaeva i wsp., 2018). Z drugiej strony, intensywna
selekcja hodowlana prowadzona w ostatnich latach, majaca na celu uzyskanie wyzszej
migsnosci tucznikdw, prowadzi do zwiekszonego wystepowania zmian histopatologicznych
w migsniu, takich jak zmiana wielko$ci wtokien (atrofia, hipertrofia) oraz ich ksztaltu,
rozszczepienia wiokien (tzw. splittingu), a takze martwicy wtokien (Bogucka i wsp., 2007;
Migdat 1 wsp., 2005). Na mikrostruktur¢ mig$nia wptyw maja réwniez uwarunkowania
genetyczne, zywienie | masa ciata $§win (Choi i Kim, 2009; Bogucka i Kapelanski, 2005;
Bogucka i Kapelanski, 2016; Brzobohaty i wsp., 2013; Lebedova 1 wsp., 2018; Pisula
i Pospiech, 2011).



2. WYKAZ ARTYKULOW NAUKOWYCH STANOWIACYCH CYKL
PUBLIKACJI ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
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3. UZASADNIENIE SPOJNOSCI TEMATYCZNEJ CYKLU
PUBLIKACJI ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Niniejsza rozprawa doktorska dotyczy oceny wplywu probiotyku EM Bokashi
zawierajacego efektywne mikroorganizmy na histomorfologi¢ jelita czczego i ekspresje genow
W jego blonie §luzowej (P-1) oraz jako$¢ migsa, mikrostrukture migénia longissimus lumborum
i elektroforetyczny rozdzial biatek w migéniu $win (P-2).

Wprowadzenie powyzszego preparatu do diety §win moze wywotaé¢ korzystne zmiany
w strukturze jelita czczego, poprawiajac tym samym trawienie i wchianianie sktadnikow
pokarmowych. Z kolei, te zmiany moga pozytywnie wptywa¢ na mikrostrukture migsnia,
umozliwiajgc uzyskanie wysokojakosciowej wieprzowiny, co jest niezwykle istotne rowniez
z praktycznego punktu widzenia. Ponadto, wieloszczepowe preparaty probiotyczne, bedace
jedna z najczgsdciej wybieranych dodatkow paszowych, posiadaja szereg innych zalet, m.in.
zwigkszaja odporno$¢ na stres, skracajg czas rekonwalescencji po antybiotykoterapii, a takze
poprawiaja ogdlng zdrowotno$¢ zwierzat poprzez zasiedlanie przewodu pokarmowego
pozadanymi bakteriami, ktére poprzez obnizanie pH $rodowiska, ograniczaja rozwoj
patogenow.

Rozprawa doktorska sktadajaca si¢ z cyklu publikacji powstala na bazie tego samego
dos$wiadczenia przeprowadzonego na czterorasowych tucznikach (9 pbz x whp z 4 pietrain
x duroc) w Stacji Kontroli Uzytkowosci Rzeznej Trzody Chlewnej w Melnie. Pierwsza
publikacja opierata si¢ na wynikach uzyskanych z analizy probek jelita czczego (P-1),
natomiast druga — mig$nia longissimus lumborum (P-2). Zwierzeta dodatkowo podzielono na
3 grupy w zaleznosci od zastosowanego systemu zywienia. W pierwszej grupie (C) zwierzgta
zywiono standardowo z zastosowaniem poekstrakcyjnej $ruty sojowej (100%), natomiast
w I wariancie zywieniowym (grupa E1) i Il wariancie zywieniowym (grupa E2) soje¢ zastapiono
w réznym stopniu krajowymi zrédtami biatka, tj. grochem i tubinem. Wykorzystanie roslin
straczkowych miato na celu okreslenie czy moga by¢ one skutecznie wykorzystywane, jako
zamienniki drogiej, importowanej soi oraz wskazanie, w polgczeniu z ktorg z zastosowanych
diet dodatek EM przyniesie najlepsze efekty.

Niniejsze doswiadczenie pozwolito zweryfikowac i poglebi¢ dotychczasowa wiedzg na
temat wpltywu EM na organizm $wini.
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3.1. HIPOTEZA BADAWCZA, CEL I ZAKRES BADAN

3.1.1. Hipoteza badawcza

1. Dodatek efektywnych mikroorganizmow (EM) w diecie $win wptywa korzystnie na
parametry produkcyjne oraz cechy histomorfologiczne jelita czczego i ekspresje gendw w jego
btonie $sluzowej w konsekwencji zwigkszonego wchtaniania substancji pokarmowych oraz
poprawy zdrowotnosci jelita (P-1).

2. Dodatek EM poprzez poprawe funkcjonalno$ci jelita cienkiego moze przyczynic si¢
do zmian w mikrostrukturze migsni szkieletowych $win, a nastgpnie jakosci migsa (P-2).

3.1.2. Cel i zakres badan

Celem ogdlnym niniejszej rozprawy doktorskiej byto okreslenie wptywu efektywnych
mikroorganizméw na: parametry produkcyjne, cechy morfologiczne jelita czczego oraz
ekspresje genow w blonie Sluzowej jelita czczego (P-1), a takze jako$¢ migsa, mikrostrukture
miegsnia longissimus lumborum (LL) i elektroforetyczny rozdziat wybranych biatek w migéniu
(P-2) $win zywionych ré6znymi dietami.

Cele szczegolowe:

(P-1) Celem eksperymentu byla ocena potencjatu trawiennego jelita wskutek zmian
zachodzacych w strukturze jelita czczego, a takze ekspresji gendw zwigzanych z metabolizmem
i funkcjonowaniem przewodu pokarmowego pod wptywem suplementacji probiotyczne;j.

(P-2) Celem eksperymentu byta analiza zmian w udziale poszczegdlnych typow wiokien
migsniowych, ich srednicy i ggstosci, udziale thuszczu srodmigsniowego, wystepowaniu zmian
patologicznych oraz podstawowych parametrow jakosci migsa pod wplywem suplementacji
probiotycznej.
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3.2. MATERIAL I METODY BADAN

3.2.1. Zywienie i utrzymanie zwierzat

Doswiadczenie przeprowadzono w Stacji Kontroli Uzytkowosci Rzeznej Trzody
Chlewnej w Meie. Badaniami objeto 150 czterorasowych warchlakow pochodzacych
zkrzyzowania @ F1 (pbz x whp) z & F1 (pietrain x duroc). Poczatkowa masa ciata byta zblizona
i wynosita ok. 30 kg. Zwierzeta umieszczono w dwoch oddzielnych pomieszczeniach -
kontrolnym (grupy: C, E1, E2) i dos§wiadczalnym (grupy: C+EM, E1+EM, E2+EM),

o0 identycznej konstrukcji i wyposazeniu. Zwierz¢ta oznakowano i umieszczono
w jednakowych kojcach, wyposazonych w autokarmnik i automatyczne poidto smoczkowe,
pozwalajgce na staty dostep do wody (P-1, P-2).

Tuczniki podzielono na trzy gtéwne grupy w zaleznosci od zastosowanego sposobu
zywienia — C, E1 i E2 (tabela 1). Nastepnie, zwierz¢ta podzielono na podgrupy: zywione bez
dodatku probiotyku (kontrolne) - C, E1 i E2, oraz zywione z dodatkiem probiotyku
(doswiadczalne) - C+EM, E1+EM, E2+EM, w celu oceny wplywu suplementacji EM Bokashi.
W I fazie tuczu probiotyk EM Bokashi podawano w ilosci 5 kg na 1 tong paszy, natomiast w 11
fazie tuczu w ilosci 3 kg na 1 tone paszy. Wartos$¢ dietetyczng oraz sktad skarmianych pasz
przedstawiono w tabeli 2. Natomiast sktad preparatu EM Bokashi przedstawiono w tabeli 3 (P-
1, P-2).

Tabela 1. Uktad do$wiadczenia

C E1l — I wariant Zywnieniowy E2 — II wariant zywieniowy
C C+EM El E1+EM E2 E2+EM
n=25 n=25 n=25 n=25 n=25 n=25
3139 12 312913 3129 13 4313912 313912 312913

Grupa C - zywienie standardowe w oparciu o poekstrakcyjng $rute sojowg w I i II fazie tuczu (100%); grupa E1 i
E2 — w pierwszej fazie tuczu zywienie z udziatem 50% soi i 50% grochu i tubinu; grupa E1 —w Il fazie tuczu 25%
soi i 75% grochu i tubinu; grupa E2 - w Il fazie tuczu biatko soi zastapiono w 100% grochem i tubinem; grupy
doswiadczalne, zywione z dodatkiem probiotyku - C+EM, E1+EM, E2 + EM
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Tabela 2. Wartos¢ dietetyczna i sktad skarmianych pasz

C E1 E2
Wartoéé | faza Il faza | faza Il faza | faza Il faza
dietetyczna tuczu tuczu tuczu tuczu tuczu tuczu
(30-70 kg) (7?(;]1)15 (30-70 kg) (7?(;]1)15 (30-70 kg) (7(l)(-gl)15
Sucha masa, g 877 875 877 875 877 875
metatlfgl?gnaa, | 1ass 1311 13,32 13,09 13,32 13,12
Biatko ogdlne, g 170 159 171 157 171 160
Thuszez, g 27 20 29 20 29 20
Lizyna, g 10,6 9.7 10,6 97 10,6 97
Waph, g 5.9 5.8 5,9 58 5,9 58
Fosfor, g 5,3 5,2 53 5,2 53 5,2
Sod, g 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7
Witamina A, 1U 10 000 10 000 10000 10000 10 000 10 000
Witamina D, U 2 200 2 200 2200 2200 2200 2200
Witamina E, 1U 80 80 80 80 80 80
Sklad paszy, %
Sruta Soéoowa 46% | 16,00 12,00 10,00 4,00 10,00 ;
Pszenica 12% | 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00

13




Jeczmien 12% 35,00 45,00 30,00 41,00 30,00 35,00
Pszenzyto 10% 25,30 20,00 26,00 20,00 26,00 20,00
Olej sojowy 1,00 0,30 1,30 0,30 1,30 0,30
Lubin 37% - - 7,00 9,00 7,00 12,0
Groch 21% - - 3,00 3,00 3,00 10,00
P%ﬁ*é%ﬁ';@; Tl 250 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
SELACID GG 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
DRY 25 BR
Razem 100,00 | 100,00 100,00 | 100,00 100,00 100,00
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Tabela 3. Sktad EM Bokashi (Laskowska i wsp., 2019)

Sktad drobnoustrojéw Zawarto$¢ na gram produktu
1. Sacharomyces cerevisiaee 5 x 10* JTK/g
2. Lactobacillus casei 5 x 108 JTK/g
3. Lactobacillus plantarum 5x 108 JTK/g
4. Enterococcus faecalis 2.5 x 108 JTK/g
5. Enterococcus faecium 5% 10°JTK/g
6. Bifidobacterium bifidum 5 x 108 JTK/g
7. Bifidobacterium pseudolongum 5 x 108JTK/g
8. Bacillus licheniformis 4 x 10°JTK/g
9. Bacillus cereus var. toyoi 4 x 10°JTK/g
10. Bacillus subtilis 4 x 101 JTK/g
11. Clostridium butyricum 1 x 108 JTK/g

JTK- jednostka tworzgca koloni¢

Zebrane dane w trakcie tuczu pozwolily na obliczenie: poczatkowej i koncowej masy
ciata, czasu trwania tuczu, Srednich przyrostow dobowych, przyrostow catkowitych masy ciata
oraz zuzycia paszy na 1 kg przyrostu (P-1). Tuczniki o masie ciata okoto 115 kg poddano
ubojowi w zaktadach miesnych, zgodnie z obowigzujacg procedurg (P-1, P-2).

3.2.2. Histomorfologia jelita czczego Swin

Do badan histologicznych probki jelita czczego (ok. 3 cm) pobrano bezposrednio po
uboju (P-1). Nastepnie utrwalono je w 4% formalinie zobojetnionej CaCOs, odwodniono,
przeswietlono i przepojono parafing w procesorze tkankowym (Thermo Shandon, Wielka
Brytania). Nastepnie probki zatopiono w bloczki parafinowe przy uzyciu stacji do zatapiania
(Medite, Niemcy) i skrawano na mikrotomie rotacyjnym (Thermo Shandon, Wielka Brytania)
na skrawki o grubo$ci 10 pm. Skrawki umieszczano na szkietkach podstawowych
powleczonych biatkiem jaja kurzego z dodatkiem gliceryny. Preparaty odparafinowano oraz
nawodniono przed barwieniem. Nastepnie wykonano barwienie PAS (Periodic Acid-Schiff).
Pomiary wysokosci 1 szerokosci kosmkow jelitowych, grubosci blony sluzowej oraz glebokosci
krypt jelitowych wykonano za pomocg mikroskopu Delta Optical Evolution 300 wyposazonego
w kamere ToupCam™ i programu do komputerowej analizy obrazu mikroskopowego
MultiScan18.03 (Computer Scanning Systems Il, Warszawa, Polska). Pomiary wysokosci
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kosmkow jelitowych wykonano na 10 losowo wybranych kosmkach z przekroju poprzecznego
jelita. Dlugos¢ kosmka mierzono od jego szczytu do podstawy, w miejscu ujécia krypty
jelitowej. Szeroko$¢ kosmka mierzono w potowie jego wysokosci. Powierzchnie kosmkow
obliczono wedlug wzoru podanego przez Rubio i wsp. (2010): 3,1416 x sk x wk, gdzie sk -
szeroko$¢ kosmka, wk - wysokos¢ kosmka. Grubos¢ sluzowki okreslono jako odlegtos¢ miedzy
nabtonkiem $luzowki a warstwa migsniowa. Glebokos¢ krypt jelitowych byta mierzona migdzy
10 kosmkami (Uni i wsp., 1998). Liczbe komoérek kubkowych obojetnych, PAS-pozytywnych
obliczono na powierzchni 10 losowo wybranych kosmkow jelitowych i wyrazono jako $rednig
liczbe komoérek kubkowych na 1 kosmek jelitowy (P-1).

3.2.3. Analiza ekspresji genow

Btong $sluzowa jelita czczego pobrano od 5 osobnikow z kazdej grupy 1 utrwalono

w buforze stabilizujagcym RNA (fixRNA EURx, Gdansk, Polska) (P-1). Izolacje RNA
przeprowadzono przy pomocy odczynnika TRIzol® LS (Ambion/Thermo Fisher Scientific,
Valtham, USA), w ktorym tkanke homogenizowano za pomoca homogenizatora TissueRuptor
(Qiagen GmbH, Hilden, Niemcy). Dodatkowego oczyszczania RNA dokonano przy pomocy
komercyjnego zestawu z kolumnami (Universal RNA Purification Kit, EURx, Gdansk, Polska).
Analize jakos$ciowy 1 ilosciowa wyizolowanego RNA przeprowadzono przy pomocy rozdzialu
elektroforetycznego w 2% zelu agarozowym oraz pomiaru absorbancji przy uzyciu NanoDrop
2000 (Scientific Nanodrop Products, Wilmington, USA). Przy uzyciu zestawu Maxima First
Strand cDNA Synthesis Kit do RT-qgPCR (ThermoScientific/ Fermentas, Wilno, Litwa)
dokonano syntezy cDNA zgodnie z protokotem producenta. Uzyskany cDNA rozcienczono do
70 ng/ul i przeznaczono do dalszej analizy. Reakcje RT-QPCR prowadzono w calkowitej
objetosci 10 pl. Mieszanina reakcyjna zawierata Maxima SYBR Green qPCR Master Mix
(ThermoScientific/Fermentas, Wilno, Litwa), 1 uM startera sensownego (ang. forward), 1 pM
startera antysensownego (ang. reverse) i 2 pl rozcienczonego cDNA (140 ng). Analiza ekspresji
genow zostata przeprowadzona dla wytypowanego panelu gendw zwigzanych z uktadem
immunologicznym (IL10, IL1B), metabolizmem kwasow ttuszczowych (FABP4, FFAR2),
transportem glukozy (GLUT1, GLUT2, GLUTS5), kodujacych biatka zwigzane z potaczeniami
szczelinowymi (CLDN1, TJAP1) oraz genu kodujacego glikoproteing (MUCS6). Jako geny
referencyjne zastosowano ACTB i RPL4 (P-1), ktoére wytypowano na podstawie danych
literaturowych. Startery do reakcji qPCR zostaly oparte na literaturze lub zaprojektowane na
podstawie sekwencji NCBI przy uzyciu NCBI Primer Blast (tabela 4) (Ye 1 wsp., 2012).
Reakcje przeprowadzono w LightCycler Il 480 (Roche Diagnostics, Bazylea, Szwajcaria)
stosujac nastgpujacy program termiczny: 15 min preinkubacji (95°C), 40 cykli amplifikacji: 10
s denaturacja (95°C), 15 s przylaczanie starterow (58°C), 30 s wydluzanie starterow (72°C).
Kazda reakcje przeprowadzono w dwoch powtdrzeniach technicznych. Wzgledng analize
ekspresji genow przeprowadzono metoda AACT (delta delta warto$¢ cyklu progowego), ktora
umozliwia wyliczenie rdznicy poziomu ekspresji genu badanego pomiedzy nieznang proba,

a proba referencyjng. Metoda ta pozwala na okreSlenie, ktéore z wytypowanych genow
kandydujacych ulegaja ekspresji do mRNA w bezposredniej reakcji na stymulacje (Livak

i Schmittgen, 2001). Dla kazdej probki obliczono réznice w warto$ciach cyklu progowego (Ct)
miedzy genami docelowymi 1 referencyjnymi (delta CT). Jako kalibratory zastosowano probki

kontrolne bez suplementacji EM. Znormalizowany poziom ekspresji genow obliczono ze wzoru
R=2 —ddCT.
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Tabela 4. Sekwencje starteréw do analizy ekspresji genow

Numer Wielkos¢
Gen Sekwencja starterow dostepu produktu | Referencje
NCBI (pz)
Geny referencyjne
ACTE | o AscAcceTGTTOGCGTAGAS | 4% |30 |
L | R GAACTCTACGATGAATCTTC | 100038028 [122 | (1%,
Geny badane
cuont | £, SASTOMOASASCETORSS  [womwson [1m [t
o || SONACTIOTCIOOATTE o [0 |1 S
otz | SSOMCACCTMACTISTE oo |am | o
wTs | SSMESCOMONOSRCATR | sonwsars |12 | o
L8 | GoscTTrTeTieTecTone S |28 | aaty
10 | COOGBACAACAGTAGGTOAA | 7106|108 | (EEN,
MUCE | b CToACACTOCOGTCTOAACA | 100620121 |11 | DA
| e s 1| PO,

* Startery zostaly zaprojektowane w oparciu o wersje genomu Sscrofa 10.2.; pz- par zasad; F- ang. Forward -
starter sensowny; R- ang. Reverse - starter antysensowny

3.2.4. Jako$¢ migsa Swin

Analizy laboratoryjne jakosci migsa przeprowadzono w 48 godzin po uboju na 60
probkach migsnia longissimus lumborum (LL), ktore przechowywano w temperaturze 4-6°C
(P-2). Stopien zakwaszenia tkanki mig$niowej zmierzono 48 godzin po uboju (pHas) stosujac
pH-metr EImetron CP-401 z elektrodg sztyletowa. Sprzet skalibrowano przy uzyciu buforow:
pH 7,0 i pH 4,0 firmy Elmetron. Zdolnos¢ utrzymania wody (WHC) zostata okreslona wedtug
metodyki Graua i Hamma (1952), zmodyfikowanej przez Pohja i Niinivaara (1957). Probki
zmielonego migsa o masie 300 mg umieszczono na bibule filtracyjnej Whatman, pomigdzy
dwiema szklanymi ptytkami i pod statym obciazeniem 2 kg przez 5 minut. Procent zawartosci
wody luznej w migsie obliczono na podstawie obszaru infiltracji soku migsnego, zaktadajac, ze
1 cm? infiltracji odpowiada 10 mg wody. Powierzchnie infiltracji soku zmierzono za pomoca
planimetru.

Wyeciek termiczny okreslono wedtug metodyki Walczaka (1959). Probke migsa 0 masie
20 g umieszczono w higroskopijnej gazie i ogrzewano w tazni wodnej w temperaturze 85°C
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przez 10 minut. Nastepnie, probke ochtodzono do temperatury 4°C i zwazono. Na podstawie
réznicy masy przed i po obrdbce cieplnej obliczono procentowg utrate masy.

Barwe mig¢sa mierzono na plastrze surowego mi¢sa za pomocg fotokolorymetru Minolta
CR 310 (Konica Minolta, Japonia) o $rednicy otworu pomiarowego 50 mm. Standaryzacji
aparatu dokonano za pomocg biatej ptytki kalibracyjnej CR310 o wspotrzednych Y = 92,80,
x= 0,3175 1 y= 0,3333. Okres$lono parametry barwy poszczegdlnych préb w systemie CIE
L*a*b* (L* — jasnos$¢, a* — udziat barwy czerwonej, b* — udziat barwy zottej) (CIE, 1986),

z zastosowaniem iluminantu D65 i standardowego obserwatora 2°.

Marmurkowato$¢ okreslono na plastrze surowego migsa o masie 120 g. Wizualng oceng
przeprowadzil 5-0sobowy zespdt specjalistow w skali 10-stopniowej, na podstawie modeli
kanadyjskich i amerykanskich (Cheng i wsp., 2015; NPPC, 1999), gdzie 1 pkt. = brak
zawartosci thuszczu srodmigsniowego, 10 pkt. = bardzo duza marmurkowatosc.

Krucho$¢ migsa okreslono za pomocg urzadzenia do badania wytrzymatosci Instron
3342 wyposazonego w naktadke Warner-Bratzler, wedlug metody Szalata i wsp. (1999). Proby
migsa o masie 120 g ogrzewano w tazni wodnej do momentu osiggnigcia temperatury
wewngetrznej 70°C. Obrobke cieplng przeprowadzono w 0,85% roztworze NaCl. Wycigto pigé
stupkéw o wymiarach 10 mm x 10 mm wzdluz widkien migsniowych. Nastgpnie stupki
umieszczano w trojkatnym wglebieniu pod ostrzem i przecigto prostopadle do widkien
mig$niowych. Wynik odczytano jako maksymalna site cigcia wyrazong w N.

Na plastrze surowego migsa (120 g) odrysowano kontur powierzchni migénia LL
(powierzchnia oka poledwicy) i nastepnie obliczono pole powierzchni (cm?) metoda
planimetryczng.

3.2.5. Mikrostruktura miesnia longissimus lumborum (LL) $win

W celu oceny mikrostruktury probki migsnia LL (P-2) pobrano pomigdzy 4. a 5. kregiem
ledzwiowym, 0 wymiarach 5 x15 mm i zamrozono w ciektym azocie, w temperaturze -196°C.
Nastepnie probki miesénia przeniesiono do kriostatu (Thermo Shandon, Wielka Brytania)

1 $cigto na skrawki histologiczne o grubosci 10 um w temperaturze okoto -25°C. Skrawki
umieszczono na szkietku podstawowym i poddano reakcjom histochemicznym.

W celu oznaczenia typow wiokien migsniowych przeprowadzono kombinowang reakcje
na aktywno$¢ dwoch enzymow (Ziegan, 1979): tetrazolinowej reduktazy NADH-TR
(inkubacja preparatow w plynie inkubacyjnym: NADH, NBT, 0,1M bufor fosforanowy o pH
7,4, w temp. 37°C przez 60 min.) oraz ATP-azy miofibrylarnej (preinkubacja preparatoéw w
kwasnym roztworze o pH 4,0 przez 3 min., a nastgpnie inkubacja w pltynie inkubacyjnym: ATP,
CaCly, barbituran sodu o pH 9,6 w temp. 37°C przez 30 min.). Efektem reakcji jest
przeksztalcenie bezbarwnych soli tetrazolowych w widoczne granule formazanu, co pozwala
na okreslenie metaboliczno-strukturalnego typu wiokien: STO (wtdkno wolno kurczace sig¢
oksydatywne, wybarwiajace si¢ na kolor czarny), FTO (witdkna szybko kurczace si¢
oksydatywne, wybarwiajace si¢ na kolor niebieski) 1 FTG (wtokna szybko kurczace si¢
glikolityczne, niewybarwiajace sig).

Barwienie czerwienig oleista wykonano w celu okreslenia procentowe] zawartosci
thuszczu srodmiesniowego, ktory barwi sie na kolor czerwony, wedtug metodyki podanej przez
Dubovitza i wsp. (1973).

Barwienie topograficzne H+E (hematoksyling i eozyna) przeprowadzono w celu
okreslenia zmian patologicznych w migsniu, takich jak: widkna olbrzymie, martwica wiokien
oraz rozszczepienie wiokien (tzw. splitting).

Obrazy mikroskopowe zapisano na dysku komputera i z wykorzystaniem mikroskopu
Ci-L firmy NIKON, wyposazonego w kamer¢ NIKON DS-Fi3 o rozdzielczosci 5,9 MPix oraz
oprogramowanie NIS ELEMENTS umozliwiajgce wykonanie pomiarow liniowych
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1 planimetrycznych oraz cyfrowa analiz¢ obrazéw mikroskopowych, obliczono udziat
poszczegdlnych typow wiokien migsniowych na powierzchni 1,5 mm? oraz zmierzono ich
srednice wedtug metody podanej przez Brooke’a (1970): pomiar najkrdtszych srednic. Gestosé
wlokien mig§niowych obliczono na podstawie $redniej liczby wiékien na powierzchni 1,5 mm?.
Calkowita liczba wiokien migsniowych zostata obliczona poprzez pomnozenie gestosci
wtokien i powierzchni oka polgedwicy. Wykorzystujac funkcje filtru obiektow o wskazanym
kolorze, ktéora oblicza procent koloru czerwonego, obliczono zawarto$¢ thuszczu
$rédmiesniowego na powierzchni 3 mm?2. Obliczono réwniez liczbe wlokien normalnych oraz
wlokien ze zmianami patologicznymi na powierzchni 1,5 mm? i na jej podstawie wyliczono
procentowa zawarto$¢ tych wiokien.

3.2.6.Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym z siarczanem dodecylu sodu (SDS-
PAGE)

3.2.6.1. Przygotowanie probek do analizy

Probki surowego, mrozonego w cieklym azocie migsa (2 mg) zawieszono w 98 puL
buforu o pH 6,8 i sktadzie: 8 M mocznik, 2 M tiomocznik, 0,05 M Tris—HCI, 0,075 M
ditiotreitol — DTT, 3% siarczan dodecylu sodu — SDS oraz 0,05% bi¢kit bromofenolowy.
Nastegpnie proby ogrzewano przez 3 minuty w temperaturze 98°C. Stezenie biatka w prébce
okreslono za pomoca zestawu 2-D Quant Kit (GE Healthcare Bio-Sciences). Na kazda $ciezke
zelu naniesiono probke zawierajaca 20 pg biatka (P-2).

3.2.6.2. Elektroforeza zelowa

Rozdziat bialek (P-2) przeprowadzono przy uzyciu SDS-PAGE (zelowa elektroforeza
ptytowa wykonywana w akrylamidzie w obecnosci SDS) w 15% dwufazowych zelach
poliakrylamidowych (Fritz i Greaser, 1991). Zel rozdzielajacy zawierat 30% akrylamid, 75%
gliceryna, 3 M Tris o pH 8,8, 10% SDS, 1% nadsiarczan amonu oraz 16 pl TEMED-u. W sktad
zelu zageszczajacego wehodzit: 10% akrylamid, 5% gliceryna, 0,125 M Tris o pH 6,8, 10%
SDS, 1% nadsiarczan amonu, 25 ul TEMED, bufor do barwienia i woda destylowana. Niniejsze
zele przygotowano na ptytkach o wymiarach 80 x 100 mm, przy wykorzystaniu plytki
dystansowej o grubosci 0,75 mm. Bufor elektroforetyczny sktadat si¢ z: 0,25 M Tris, 1,92 M
gliceryny, 0,5% SDS oraz 10 mM 2-merkaptoetanolu. Wzorcem do kalibracji masy
czasteczkowej biatek (w zakresie 10-250 kDa) byt Standard Protein Ladder PageRuler Plus
(ThermoScientific). Do przeprowadzenia rozdziatu elektroforetycznego uzyto aparatu typu SE
250 (HoeferScientific Instruments Company, Holliston, MA, USA) ustawiajagc warto$¢
nat¢zenia pradu 40 mA na 2 zele. W celu wizualizacji bialek wykonano 30-minutowe barwienie
stosujac: 0,05% biekit kumassi (naturalny barwnik, z ang. Coomassie Brilliant Blue R-250),
50% metanol oraz 10% kwas octowy. Ostatnim etapem byto kilkugodzinne odbarwienie prob
w roztworze zawierajacym 10% metanolu i 4,5% kwasu octowego.

3.2.6.3. Analiza obrazu

Stosujac system do analizy obrazu Image Master® VDS (Pharmacia Biotech, Austria)
uzyskano zdjecia zeli poliakrylamidowych, ktore analizowano w programie Image Master® 1D
Elite v. 4.0. Zalozono, ze powierzchnia pikéw wszystkich prazkow biatek rozdzielonych na
jednej $ciezce zelu stanowita 100%. Wielko$¢ pojedynczego pasma wyrazono jako procentowy
udziat w stosunku do og6tu biatek danej $ciezki (P-2).
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3.2.7. Analiza statystyczna

Wyniki tuczu i oceny histomorfologicznej jelita czczego (P-1) poddano
dwuczynnikowej analizie wariancji przy uzyciu programu STATISTICA 10.0 PL. Czynnikiem
doswiadczalnym byla grupa zywieniowa oraz suplementacja probiotyczna diety $win.
Obliczono $rednig arytmetyczng i btad standardowy $redniej (SEM). Istotne roznice migdzy
grupami okreslono testem Tukeya. Obliczono interakcje pomiedzy zywieniem a suplementacija
probiotyczng. Analiz¢ statystyczng ekspresji genow (P-1) wykonano poprzez poréwnanie
wartosci cyklu progowego grup eksperymentalnych do grupy kontrolnej metoda testu
t-Studenta.

Wyniki oceny jako$ci migsa i mikrostruktury migénia LL (P-2) poddano analizom przy
uzyciu programu STATISTICA 13.1. W celu okreslenia istotno$ci statystycznych migdzy
grupami eksperymentalnymi w ramach jednego systemu zywienia (C vs. C+EM; E1l wvs.
E1+EM; E2 vs. E2+EM) zastosowano nieparametryczny test U Manna — Whitneya dla
wynikow, ktore nie spetniaty zatozen rozktadu normalnego i homogenicznos$ci wariancji. Dla
pozostalych parametréw przeprowadzono parametryczng analize wariancji ANOVA.
Obliczono $rednig arytmetyczng i odchylenie standardowe (SD). Istotne rdéznice migdzy
grupami okre$lono testem Tukeya. Zastosowano réwniez wspoOlczynnik korelacji rang
Spearmana do okre$lenia zalezno$ci migdzy wybranymi parametrami. W celu okreslenia rdznic
migdzy systemami zywienia (C vs. El vs. E2 oraz C+EM vs. EI+EM vs. E2+EM)
wykorzystano test Kruskala-Wallisa oraz poréwnanie $rednich rang (P-2).
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3.3. WYNIKI

3.3.1. Wyniki produkcyjne swin
Wyniki produkcyjne swin przedstawiono w tabeli 5 (P-1).

Tabela 5. Wpltyw efektywnych mikroorganizmow (EM) na wyniki produkcyjne $win zywionych
roznymi dietami

C El E2 P

Cecha SEM
c |ciem| E1 | EME | g | EZE G |em|CX

Masa ciala
na poczatku | 32,15 33,15 30,55 32,30 32,00 29,45 | 0,40 ns ns | ns
tuczu, kg

Masa ciala
na koncu 111,10° | 113,55% | 112,40 | 112,95 | 112,35 | 113,60 | 0,35 ns
tuczu, kg

0,0
ns

Dni tuczu 85 87 87 86 88 88 0,91 ns ns ns

Srednie
przyrosty
dobowe w
catym
okresie
tuczu, g

930 930 950 950 920 960 001 | ns | ns | ns

Przyrost
catkowity
podczas
tuczu, kg

78,95 | 80,40 | 81,85 | 80,65 80,35 | 84,15 | 056 | ns | ns | ns

Srednie
zuzycie
paszy na 1
kg 3,08 3,04 3,00 3,14 3,13 296 | 0,03 | ns | ns | ns
przyrostu
masy ciala,

kg

Grupa C - zywienie standardowe w oparciu o poekstrakcyjng srute sojowag w I i II fazie tuczu (100%); grupa E1 i
E2 — w pierwszej fazie tuczu zywienie z udziatem 50% soi i 50% grochu i tubinu; grupa E1 —w Il fazie tuczu 25%
soi 1 75% grochu i tubinu; grupa E2 - w II fazie tuczu biatko soi zastgpiono w 100% grochem i tubinem; grupy
do$wiadczalne, zywione z dodatkiem probiotyku - C+EM, E1+EM, E2 + EM; #® — rdznice statystycznie istotne
przy P<0,05; G — grupa zywieniowa
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Masa ciata zwierzat na poczatku tuczu byta na zblizonym poziomie we wszystkich
badanych grupach i miescita si¢ w zakresie od 29,45kg w grupie E2+EM do 33,15 kg w grupie
C+EM. Badania wykazatly istotng statystycznie wyzsza koncowg mase ciata w grupie C+EM,
zywionej z dodatkiem EM, w poréwnaniu do grupy kontrolnej C (P<0,05). Srednie przyrosty
dobowe i zuzycie paszy na 1 kg przyrostu masy ciata to najwaznicjsze wskazniki §wiadczgce
o efektywnosci tuczu. Jednakze, w badaniach wlasnych nie wykazano istotnego wplywu
suplementacji EM Bokashi zar6wno na te parametry, jak i na czas trwania tuczu oraz przyrost
calkowity masy ciata.

3.3.2. Histomorfologia jelita czczego Swin

W tabeli 6. przedstawiono wyniki oceny histomorfologicznej jelita czczego (P-1).

Tabela 6. Wpltyw efektywnych mikroorganizmow (EM) na histomorfologig jelita czczego $win
zywionych réznymi dietami

C E1 E2 P
Cecha SEM
E1+E E2+E Gx

C |C+EM| E1 " E2 Y G | EM | 2y
Wysokosc 308,29 | 347,01 | 324,97 | 362,41 | 268,95 | 389,87 <0,0
kosmkow > A u N > A0 460 | ns | | <0001
(hm)
Szerokos¢
kosmkow 88,62° | 19223 | 100,86 | 94,64 | 84748 | 11420 | 115 | ns <c())i0 <0,001
(hm)
Eg;"’n'irgvcvh”'a 88.956 | 121.99 | 107.11 | 110.98 | 73.356 | 143.88 | 260 | . | <0,0 | oo

’ 528 | 090~ | 505 | 7,02 | ,158 | 9,13~ | 8,55 01 !

(nm?)
GlebokoSE | 541 93 | 197,72 | 22445 | 19919 1 511 67 | 20744 | 227 | ns | 001 | 0,02
krypt (um)
Wysokosé
koska\fv’/ 161° | 1,85 | 1518 | 1,99~ | 1,388 | 1,972 | 003 | ns <0,0 0,048
glebokosé 01
krypt
Grubosc
blony 500,62 | 544,72 | 549,41 | 557,60 | 841 9973L 1 550 | s | <00 <9001
Sluzowej 01
(nm)
Liczba
komorek 17,65 | 17,95 | 18,31 | 18,37 | 17,46® | 1964~ | 017 | ns | 001 | 001
kubkowych/1
kosmek
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Grupa C - zywienie standardowe w oparciu o poekstrakcyjng srute sojowa w I i II fazie tuczu (100%); grupa E1 i
E2 — w pierwszej fazie tuczu zywienie z udziatem 50% soi i 50% grochu i tubinu; grupa E1 —w Il fazie tuczu 25%
soi 1 75% grochu 1 tubinu; grupa E2 - w II fazie tuczu biatko soi zastgpiono w 100% grochem i lubinem; grupy
do$wiadczalne, zywione z dodatkiem probiotyku - C+EM, E1+EM, E2 + EM; ® — rdznice statystycznie istotne
przy P<0,05; ~ B - réznice statystycznie istotne przy P<0,01; G — grupa zywieniowa

We wszystkich grupach suplementowanych probiotykiem EM Bokashi wykazano jego

korzystny wptyw na wysoko$¢ kosmkow jelitowych, ktore byly najwyzsze w grupie E2+EM
(P<0,001). W odniesieniu do szerokosci kosmkow jelitowych, rowniez stwierdzono pozytywny
wplyw EM na t¢ cech¢ w grupach C+EM i E2+EM, w poréwnaniu do grup kontrolnych
(P=0,001). W tych grupach odnotowano rowniez istotnie wigksza powierzchni¢ kosmkow
jelitowych (P<0,001), przy czym najwigksza powierzchnig cechowato si¢ jelito czcze $win
pochodzacych z grupy doswiadczalnej E2+EM. Ponadto, dla powyzszych parametrow
stwierdzono wysoko istotng interakcj¢ migdzy zywieniem i dodatkiem EM Bokashi (P<0,001).
W badaniach zanotowano réwniez istotnie mniejsza glebokos¢ krypt jelitowych w grupie
E1+EM (195,19 um), w poréwnaniu do grupy E1 (224,45 um) (P<0,001). W tym przypadku
mozna stwierdzi¢, ze jest to zjawisko Kkorzystne, poniewaz wraz ze splyceniem krypt
obserwowano takze wydtuzenie kosmkow jelitowych, co z kolei wplywa na prawidlowe
funkcjonowanie jelita cienkiego. Kolejnym analizowanym parametrem byt stosunek wysokosci
kosmkow do gtebokosci krypt, bedacy gldéwnym wskaznikiem potencjatu trawiennego jelita.
We wszystkich grupach zywionych z dodatkiem pozytecznych mikroorganizméw, stwierdzono
ich korzystny wptyw na t¢ ceche (P<0,05; P<0,001). Badania wykazaty rowniez najwicksza
grubo$¢ blony sluzowej jelita czczego w grupie doswiadczalnej E2+EM (597,31 um),
w poréwnaniu do grupy E2 (480,61 pum) (P<0,001). Co wigcej, zanotowano istotng
statystycznie interakcje migdzy zywieniem i uzupetnieniem diety w preparat EM Bokashi dla
tej cechy (P<0,001). Ostatnim analizowanym parametrem byta liczba komorek kubkowych,
odpowiadajacych za synteze i wydzielanie glikoprotein, ktore stanowig rozlegla barierg
zapobiegajaca przenikaniu patogenow do nablonka. W grupie do$wiadczalnej E2+EM
stwierdzono istotnie wigkszg liczbe komorek kubkowych (19,64/1 kosmek), w poréwnaniu do
grupy kontrolnej E2 (17,46/1 kosmek) (P<0,001) (fot. 1).

Fot. 1. Komorki kubkowe jelita czczego (strzatki). A - zdjecie mikroskopowe kosmkow jelitowych w
grupie C zywionej bez probiotyku; B - zdjecie mikroskopowe kosmkow jelitowych w grupie E2+EM
zywionej z dodatkiem EM Bokashi; powiekszenie x100; barwienie PAS
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3.3.3. Ekspresja genow

Na rycinie 1 zaprezentowano zmiany w poziomie ekspresji gendw w blonie $§luzowej
jelita czczego swin (P-1), dla ktorych uzyskano wyniki istotne statystycznie - FABP4, IL10,
GLUT2 i CLDNL1. U $win pochodzacych z grupy doswiadczalnej E1+EM (ryc. 1A) wpltyw
zastosowanego preparatu EM Bokashi na wzrost ekspresji gendw wykazano tylko w przypadku
genu IL10. Natomiast, u zwierzat z grupy doswiadczalnej E2+EM, otrzymujacych w diecie
dodatek probiotyku, zaobserwowano wzrost ekspresji czterech badanych genéw: FABP4, IL10,
GLUT2 i CLDN1 (ryc. 1B).

Fold induction (arbitrary unit)
P
L

2.5+

2.04

1.5

1.04

0.54

Fold induction (arbitrary unit)

0.0-

Rycina 1. Wptyw EM na zmiany w poziomie ekspresji gendw w btonie §luzowej jelita czczego u swin
zywionych roznymi dietami; Rycina 1A- grupa E1; Rycina 1B- grupa E2; Fold induction (arbitrary unit)
— zmiana krotnosci (jednostka arbitralna)

3.3.4. Jakos$¢ miesa Swin

Wyniki oceny jakosci migsa swin (P-2) przedstawiono w tabeli 7.

Tabela 7. Wptyw EM na jako$¢ miesa $win zywionych réznymi dietami

C E1 E2
Cecha
C C+EM E1 E1+EM E2 E2+EM
oHis 504+ | 509+ | 513+ | 519+ | Si1+ | 513+
0.12 0,09 006 0.10 0,05 0,07
Zdolnosé utrzymania | 1557+ | 18,16°+ | 17,77+ | 1701+ | 1889+ | 1628+
wody, % 249 2,50 213 1,70 3.72 1,88
. . 2439+ | 2425+ | 2444+ | 2480+ | 24802+ | 2238+
0, s > s 1 l ]
Wyciek termiczny, % 1,50 254 0,63 1,96 250 1,25
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56,30+ | 57,59+ | 56,49+ 55,65+ 56,13 + 56,39 +

.
L* - jasnos¢ 1.92 3.48 236 255 1.15 252
a* - udziat barwy 1391+ | 1413+ | 1399+ | 1441+ | 1421+ | 14,00+
czerwonej 0,66 0,86 1,04 056 078 098

450+ | 425+ | 427+ 4,51 + 4,89 + 4,56 +

. g
b* - udziat barwy zottej 0.64 077 0,96 0,80 0,55 0,91

1,87 + 1,47 + 1,59 + 1,70 £ 1,39 + 1,55+

Marmurkowatos$¢, punkty 079 0.50 0.49 0.60 0.48 0,51

* a b* *
Kruchosé, N 4794+ | 46,83"+ | 47,27%+ | 56,27 + | 53,57+ 51,34" +

2,80 5,74 7,62 7,28 5,78 5,03
Powierzchnia oka 53,10+ | 55,76+ | 53,41+ 52,62" + 57,59 + 57,93" +
poledwicy, cm? 5,67 6,15 4,45 2,21 4,96 3,31

Grupa C - zywienie standardowe w oparciu o poekstrakcyjna $rut¢ sojowa w I 1 II fazie tuczu (100%); grupa E1 i
E2 — w pierwszej fazie tuczu zywienie z udziatem 50% soi i 50% grochu i tubinu; grupa E1 —w Il fazie tuczu 25%
soi 1 75% grochu i tubinu; grupa E2 - w II fazie tuczu biatko soi zastgpiono w 100% grochem i tubinem; grupy
do$wiadczalne, zywione z dodatkiem probiotyku - C+EM, E1+EM, E2+EM; # ® — réznice statystycznie istotne
przy P<0,05; " statystycznie istotne roznice miedzy systemami zywienia (C vs. E1 vs. E2; C+EM vs. E1+EM vs.
E2+EM) przy P<0,05

Pierwszym analizowanym parametrem w zakresie cech jako$ci migsa bylo pH.
Stwierdzono, ze zastosowanie preparatu EM Bokashi nie wptynelo istotnie na stopien
zakwaszenia tkanki mig¢$niowej w 48 godzin po uboju zwierzat, gdzie wartos¢ tej cechy we
wszystkich analizowanych grupach miescita si¢ w zakresie od 5,09 (grupa C+EM) do 5,19
(grupa EL1+EM). Do spadku warto$ci pH dochodzi wskutek akumulacji kwasu mlekowego
w migsniach w okresie poubojowym, w wyniku beztlenowej glikogenolizy (Pisula i Pospiech,
2011). Kolejnym analizowanym parametrem byta zdolno$¢ utrzymania wody. Badajac wptyw
pozytecznych mikroorganizmoéow stwierdzono ich niekorzystny wptyw na t¢ ceche w migsie
pozyskanym od tucznikéw z grupy doswiadczalnej C+EM, w poréwnaniu do grupy kontrolnej
C (P<0,05). W przypadku wycieku termicznego, wykazano korzystny wptyw EM w grupie
doswiadczalnej E2+EM, w porownaniu z grupa E2 (odpowiednio: 22,38 vs 24,80%) (P<0,05).
Na wyciek termiczny istotny wptyw miala rowniez dieta. Migso pochodzace od swin z grupy
E2+EM, w ktorej soj¢ w 11 fazie tuczu zastapiono w 100% grochem i tubinem (II wariant
zywieniowy), charakteryzowato istotnie mniejszy wyciek termiczny, niz migso z grupy
E1+EM, ktorej diete w II fazie tuczu stanowita w 25% soja i 75% groch i tubin (I wariant
zywieniowy)(P<0,05). W zakresie barwy i marmurkowatosci migsa nie wykazano wptywu
dodatku EM Bokashi. Nast¢pnie oceniono krucho$¢ migsa, gdzie wykazano, iz migso
pochodzace z grupy E1+EM, Zywionej z dodatkiem probiotyku, bylo twardsze, niz migso
z grupy E1 (P<0,05). Zanotowano roéwniez istotny wptyw zywienia na kruchos¢ migsa, ktora
roznita si¢ pomigdzy grupami C+EM, E1+EM i E2+EM, odpowiednio: 46,83 vs 56,27 vs 51,34
(P=0,05). Ostatnim analizowanym parametrem byta powierzchnia oka poledwicy, ktéra nie
zmienita si¢ po zastosowaniu EM Bokashi. Wplyw na t¢ cech¢ miata natomiast dieta.
Statystycznie istotnie wicksza powierzchni¢ oka poledwicy wykazano w grupie E2+EM (57,93
cm?), w poréwnaniu do grupy E1+EM (52,62 cm?) (P=<0,05).
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3.3.5. Mikrostruktura mie¢snia longissimus lumborum swin

W tabeli 8 przedstawiono wyniki oceny mikrostruktury migsnia LL (P-2).

Tabela 8. Wptyw EM na mikrostruktur¢ migs$nia longissimus lumborum $win zywionych r6znymi

dietami
C El E2
Cecha
C C+EM E1l E1+EM E2 E2+EM
STO 13,60 | 16,33+ 14,36 + 14,51 + 16,10+ | 1541+
+2,50 6,60 4,68 3,60 441 477
Udziat ETO 13,69 | 13,52+ 13,80 + 14,05 + 14,70+ | 15,13+
wlokien, % +2,82 3,57 2,40 3,27 3,76 2,20
FTe | T27L| 7005 | 7184 | 7144= | 69,20 | 6946+
+3.21 9,25 6,35 3,49 16,14 20,62
sTO 3503 | 3586+ | 3886+ 40,82+ | 37,11+ | 39,53+
+4,34 4,69 5,61 521 3,38 2,65
Srednica FTO 35,44 40,66 £ 35,782 + 43 17" + 37,243+ | 39,42+
wiokien, pm +6,52 6,63 3,88 3,51 5,46 2,26
FTG 47,14 52,30 + 44,68 + 50,57° + 51,26 + 52,27 +
+4,50 8,71 5,16 3,46 2,63 3,26
244 +
Suma 18 228467 | 243+60 | 205+£22 | 222420 | 232+23
Gestose 35+
wiokien STO 10 34+9 33+7 30+ 8 34410 | 28+10
migsniowych
(liczba
widkien/1,5 FTO ¥ 3 33+£7 29+7 27+8 31+7
mm?) 10
175 +
FTG 3 16365 | 177+52 | 146+16 | 161+13 | 173 +21
Catkowita liczba wtokien 7442 + 694° + 660 + 652 +
mieéniowych (x1000) 368 agg | THEIL | 61TE24 g8 439
Udziat thuszczu 1,66+ | 227+ 1,84 + 1,67 + 1,66 + 2,45+
srodmiesniowego, % 1,55 1,13 1,21 0,96 2,05 1,79
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Widkna normalne. % 97,22 | 97,36+ 95,95 + 98,27+ 96,72+ | 96,60 +

202 | 197 272 1,02 171 1,86
. 199+ | 129+ | 176+ 110+ | 187+ | 195+
r ) 5 ’ ) ) > s
Wickna olbrzymie, % | "y g/ | 159 1.80 117 116 150
Vartwica wiokien 05| 011 | 034% | 084 | 080 | 060+ | 030=
! 018 | 053 3,03 0.77 0,82 0,46

0,68 | 1,01°+ 1,45% + 0,83+ 0,817 + 1,15 +

P
Splitting, % +0.25 092 1,1 0,81 0,77 0,82

Grupa C - zywienie standardowe w oparciu o poekstrakcyjna $rut¢ sojowa w I 1 II fazie tuczu (100%); grupa E1 i
E2 — w pierwszej fazie tuczu zywienie z udziatem 50% soi i 50% grochu i tubinu; grupa E1 —w Il fazie tuczu 25%
soi 1 75% grochu i tubinu; grupa E2 - w II fazie tuczu biatko soi zastgpiono w 100% grochem i tubinem; STO -
wlokna wolnokurczace si¢, oksydatywne; FTO - wtokna szybkokurczace sie, oksydatywne; FTG - widkna
szybkokurczace sie, glikolityczne; grupy dos§wiadczalne, zywione z dodatkiem probiotyku - C+EM, E1+EM, E2
+ EM; P — réznice statystycznie istotne przy P<0,05; " statystycznie istotne roznice miedzy systemami zywienia
(Cvs. E1lvs. E2; C+EM vs. E1+EM vs. E2+EM) przy P<0,05

W Zadnej z badanych grup nie stwierdzono wptywu EM Bokashi na udziat widkien
STO, FTO i FTG (fot. 2). Zastosowanie dodatku efektywnych mikroorganizméw wptyngto
natomiast na zwigkszenie $rednicy wiokien FTO w migéniu LL $win z grupy do$wiadczalne;j
E1+EM i1 E2+EM oraz wtokien FTG w grupie doswiadczalnej E1+EM (P<0,05), w poréwnaniu
do grup, ktérym nie podano preparatu probiotycznego. Ponadto, wykazano wptyw zywienia na
srednice wiokien FTG. Istotnie wigksze $rednice tych wtdkien odnotowano w grupie kontrolnej
E2, ktorej diete stanowit w 100% w Il fazie tuczu groch 1 tubin, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej E1, ktorej diete stanowita soja w 25% oraz groch i tubin w 75% (odpowiednio: 51,26
vs. 44,68 um) (P<0,05). Kolejng analizowang cechg byla gestos¢ wiokien migéniowych,
wyrazona jako liczba poszczegdlnych typow wiokien na jednostce powierzchni migénia.
W zakresie tego parametru nie wykazano istotnego wptywu efektywnych mikroorganizmow.
Stwierdzono natomiast istotnie mniejsza catkowitg liczb¢ wiokien migéniowych w grupie
doswiadczalnej C+EM (P<0,05), co wptywa na struktur¢ miesa. Jesli chodzi o zawartos¢
thuszczu $§rodmigsniowego w migsniu LL $win, nie wykazano wptywu EM na ten parametr.
Ksztaltowat si¢ on na stosunkowo niskim poziomie, typowym dla dzisiejszych
szybkorosngcych §win o wysokiej migsnosci, w zakresie od 1,66% w grupach C i E2 do 2,45%
w grupie E2+EM (fot. 2). W niniejszych badaniach kolejne analizy dotyczyly wptywu EM na
wystepowanie zmian histopatologicznych w migéniu LL (P-2). Okre$lono udzial widkien
prawidlowych, ktory miescit si¢ w zakresie od 95,95% w grupie E1 do 98,27% w grupie
EI+EM. Natomiast, wérod zmian patologicznych najczg¢$ciej obserwowang byly witokna
olbrzymie, ktore stanowily od 1,10% w grupie do$wiadczalnej E1+EM do 1,99% w grupie
kontrolnej C. Nie stwierdzono réwniez istotnego wptywu EM na wystepowanie widkien
martwiczych. Natomiast, w przypadku splittingu wtokien, niekorzystny wptyw zastosowania
EM Bokashi wykazano w grupach C+EM (1,01%) i E2+EM (1,15%), w ktorych udziat tych
wtokien byl istotnie wyzszy, w poréwnaniu do grup kontrolnych C (0,68%) 1 E2 (0,81%)
(P=0,05). Odmienne wyniki uzyskano w grupie EI+EM, w ktorej dodatek EM zmniejszyt
udziat rozszczepienia witokien (1,45% vs. 0,83%; P<0,05). Ponadto, wykazano istotny wplyw
diety na ten parametr. Najnizszy udziat splittingu wtokien (0,68%) odnotowano
w grupie C, w ktorej zywienie przez caly okres trwania tuczu opierato si¢ w 100% na
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poektrakcyjnej $rucie sojowej (fot. 2). Natomiast, najwyzszy odsetek wiokien rozszczepionych
stwierdzono w migéniu §win pochodzacych z grupy El, ktére zywiono mieszankg paszowa

z udziatem 50% soi i 50% grochu i tubinu w | fazie tuczu oraz 25% soi i 75% udziatem grochu
i lubinu w |1 fazie tuczu (I wariant zywieniowy).

o
: b
e

Fot. 2. 1A- typy wldkien migéniowych, reakcja na aktywno$¢ tetrazolinowej reduktazy NADH-TR oraz
ATP-azy miofibrylarnej, powigkszenie x125; 1B- thuszcz srédmigsniowy, barwienie czerwienig oleista,
powiekszenie x125; 1C- GF- widkno olbrzymie, FS- splitting wiokien, barwienie H+E, powigkszenie
x250; 1D- martwica wtdkien, barwienie H+E, powigkszenie x400

3.3.6. Udzial bialek tkanki mi¢sniowej w mie¢$niu longissimus lumborum

Udziat wybranych biatek tkanki migéniowej w mig$niu LL przedstawiono w tabeli 9 (P-
2). Dodatkowo, na elektroforegramie przedstawiono pasma poszczegdlnych biatek
migsniowych we wszystkich analizowanych grupach (ryc. 2).

Tabela 9.Wptyw EM na procentowy udziat biatek tkanki mig$niowej
w m. longissimus lumborum u $win zywionych r6znymi dietami

E1 E2
Masa molekularna
biatek (kDa)

C C+EM El E1+EM E2 E2+EM
3000-3700 titina 7,407* + 7,385* + 6,152* + 5,785* + 6,708 + 6,832 +

0,428 0,431 0,836 1,051 1,173 0,760
. ioimigzy”"’(‘j | 18118+ | 17,0020+ | 17,118+ | 15,807+ | 18,060+ | 17,912+

I'proau t?t/in;gra ac)l 0,385 0,883 1,171 1,789 0,892 2,195
. 5402+ | 6,022+ | 5732+ | 5365+ | 6,627+ | 6382+

105 alfa aktynina 1,75 0,406 1,654 1,496 0,624 1,017
100-43 6,070+ | 6305+ | 6,112+ | 7.047+ | 6,588+ | 6,920+

0,492 0,896 0,552 0,905 0,796 0,578
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42 aktyna 32207+ | 31270+ | 33,010+ | 33,885 = | 30,063+ | 30,002+
3,048 1,596 2 380 3,045 2294 2476
. 10,057+ | 10,783 = | 10,568+ | 11,172°= | 9,700+ | 9918+
36 troponina-T 0,790 0,646 0,389 1,296 1,196 1,142
35-18 wtym produkty | 9,092+ | 9287+ | 9563+ | 9525+ | 9492+ | 9392+
degradacji troponiny-T 0,877 0,776 0,727 1,599 2,204 1,215
N 5478+ | 5282+ | 5365+ | 54383+ | 6,110+ | 6347+
17 mioglobina 2378 0,823 0,936 1,189 0,834 1,513

Grupa C - zywienie standardowe w oparciu o poekstrakcyjna srute sojowa w 1 1 II fazie tuczu (100%); grupa E1

i E2 — w pierwszej fazie tuczu zywienie z udzialem 50%soi i 50% grochu i tubinu; grupa E1 — w |1 fazie tuczu
25% soi i 75% grochu i tubinu; grupa E2 - w 1l fazie tuczu biatko soi zastagpiono w 100% grochem i tubinem;
grupy doswiadczalne, zywione z dodatkiem probiotyku - C+EM, E1+EM, E2+EM; & ° — roznice statystycznie
istotne przy P<0,05; " statystycznie istotne réznice miedzy systemami zywienia (C vs. E1 vs. E2; C+EM vs.
E1+EM vs. E2+EM) przy P<0,05

MW [kDa] ST 1 2 3 4 5 6
- - - —1 -—’ <€—3700-3000 kDa
250 ’—P'—_ - A"qk <«——205 kDa
130— i | & 3
100— T — — - o €——105 kDa
-
100 - 43 kDa
55— e —
- - -
L A g —— <4—36 kDa
25_’ - - - - -
- 35-18 kDa
15— i Np— .«—17kDa
10—

Rycina 2. Poréwnanie rozdziatéw biatek w mie$niu longissimus lumborum: 1, 3, 5 (odpowiednio grupy
kontrolne: C, E1, E2) oraz 2, 4, 6 (odpowiednio grupy doswiadczalne: C+EM, E1+EM, E2+EM)

Sposrod analizowanych biatek, te o masie czasteczkowej 42 kDa stanowily najwiekszy
odsetek (od 30% w grupie E2+EM do 33,88% w grupie E1+EM). Natomiast, najmniejszym
udziatem w zakresie od 5,3 do 6,6% cechowaty si¢ biatka o masie 17 1 105 kDa. W badaniach
wykazano, ze suplementacja diety $win preparatem EM Bokashi nie miala statystycznie
istotnego wptywu na udzial wigkszosci analizowanych biatek. Tylko dla bialek o masie
czasteczkowej 205 kDa, ktorych udziat byt nizszy w grupie C+EM, w pordwnaniu do grupy
kontrolnej C, oraz dla biatek o masie 36 kDa, ktorych wyzszy udzial odnotowano w grupie
E1+EM, w poréwnaniu do grupy E1, stwierdzono istotny statystycznie wptyw pozytecznych
mikroorganizmow (P<0,05). Ponadto, odnotowano istotny statystycznie wplyw Zywienia na
udziat biatek o masie 3000-3700 kDa oraz 42 kDa.
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Dodatkowo, w badaniu okreslono korelacje pomig¢dzy biatkami, a cechami jako$ci
mie¢sa i mikrostruktury migsnia LL (P-2). Korelacje istotne statystycznie, zarowno dodatnie jak
1 uyjemne, wykazano pomig¢dzy biatkami, a % udziatem tluszczu $rédmigsniowego 1 wtokien
FTO oraz niektérymi cechami jakosci miesa, tj. barwa, pHag, krucho$cig oraz powierzchnig oka
poledwicy. Istotne statystycznie, dodatnie korelacje wykazano pomiedzy % wtokien FTO,

a biatkami o masie czasteczkowej 100-43 kDa (rxy = 0,557), 36 kDa (rxy = 0,803) oraz 35-18
kDa (rxy = 0,574) przy P<0,05. Stwierdzono réwniez dodatnig korelacj¢ (rxy = 0,629) pomiedzy
biatkiem o masie czgsteczkowej 205 kDa, a udziatlem thuszczu $rodmiesniowego (P<0,05).
Istotng statystycznie, ujemng korelacje wykazano pomiedzy biatkiem o masie 17 kDa,

a udziatem widkien FTO (rry = -0,73; P<0,05). Ujemne korelacje stwierdzono réwniez
pomiedzy kruchos$cig migsa, a biatkiem o masie czasteczkowej w zakresie 35-18 kDa

(rxy = -0,634) oraz liczba (rxy = -0,620) i % widkien FTO (rxy = -0,789), a biatkiem o masie 105
kDa (P<0,05).
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3.4. DYSKUSJA

3.4.1. Wyniki produkcyjne swin

Na tempo wzrostu §win wptyw ma m.in.: rasa, warunki Srodowiskowe 1 zywienie
(rodzaj skarmianej paszy, stosowanych dodatkéw paszowych, czy systemu zywienia).
W badaniach wiasnych wykazano korzystny wplyw efektywnych mikroorganizmow na wzrost
koncowej masy ciata §win (P-1), co potwierdzaja wczesniejsze doniesienia innych autorow
(Balasubramanian i wsp., 2018; Kritas i wsp., 2015). Badania Balasubramanian i wsp. (2018)
wykazaty korzystny wplyw probiotyku zawierajacego Bacillus coagulans (1x10° JTK/g), B.
licheniformis (5x108 JTK/g), B. subtilis (1x10° JTK/g), Clostridium butyricum (1x108 JTK/g)
na wzrost masy ciata U trzyrasowych mieszancow (P<0,05). Do$wiadczenie Kritas i wsp.
(2015) z udziatem probiotyku zwierajacego Bacillus subtilis C-3102 réwniez wykazato
pozytywny jego wptyw zaréwno na lochy, jak i ich potomstwo0. Suplementacja ograniczyta
utrate masy ciata loch podczas laktacji oraz zwigkszyla mas¢ ciala prosigt w momencie
odsadzenia (P<0,05). Uzupehienie diety tucznikow 0,1% YGM - mieszanka kultur drozdzy,
ekstraktu czosnkowego i olejku czosnkowego, skutkowato wyzszg koncowa masg ciata,
w porownaniu do grup kontrolnych (P<0,05) (Yang i Ho, 2020). W badaniach wtasnych nie
wykazano wplywu suplementacji EM na S$rednie przyrosty dobowe. Odmienne wyniki
uzyskano w badaniach Balasubramanian i wsp. (2018). Badania Shim i wsp. (2005)
przeprowadzone na odsadzonych prosietach, zywionych z 0,2% dodatkiem oligofruktozy,
rowniez wykazaly wyzsze $rednie przyrosty dobowe, w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(P<0,05). Potwierdzaja to takze badania Liu i wsp. (2018) z udzialem probiotyku
zawierajacego Bacillus subtilis i Enterococcus faecium przeprowadzone na trzyrasowych
prosietach rasy Yorkshire x Landrace x Duroc. Probiotyk zwigkszyt §rednie przyrosty dobowe
0 12%, w stosunku do grupy kontrolnej (P<0,05).

3.4.2. Histomorfologia jelita czczego swin

Pod wplywem czynnikow zywieniowych (dieta o zréznicowanym udziale biatka,
energii, ro$lin stragczkowych, dieta suplementowana dodatkami paszowymi- pro- lub
prebiotykami) i formy zywienia (ograniczone, ad libitum) wystepuja réznorodne zmiany
w strukturze jelit, w tym takie, ktoére wptywaja na stopien wchlaniania skladnikéw
pokarmowych (Mroz, 2001; Rekiel i wsp., 2008). Stosowanie preparatow probiotycznych
zawierajacych  efektywne  mikroorganizmy ma  korzystny wplyw na  cechy
histomorfometryczne, co wykazano zar6wno w badaniach wiasnych, jak i przytoczonych
ponizej. W niniejszych badaniach (P-1) probiotyk zawierajacy pozyteczne mikroorganizmy
zwigkszyl wysoko$¢ i szeroko$¢ kosmkow jelitowych - palczastych wybrzuszen btony §luzowe;j
pokrytych nabtonkiem jelitowym, ktore ulegaja modyfikacjom w zalezno$ci od miejsca
polozenia. Wzrost wysoko$ci 1 szerokos$ci kosmkoéw oznacza zwigkszenie powierzchni
chlonnej jelita. Mair 1 wsp. (2010) rowniez odnotowali korzystny wplyw probiotyku
zawierajgcego enterokoki, pateczki kwasu mlekowego i bifidobakterie na wzrost wysokos$ci
kosmkow jelitowych w jelicie cienkim (P<0,10). Podobnie, w badaniach Suo i wsp. (2012)
stwierdzono wzrost wysokosci kosmkow w jelicie cienkim $§win, ktére otrzymywatly
Lactobacillus plantrum ZJ316 (P=0,003). Kolejne badania potwierdzajace powyzsze wyniki
zostaly przeprowadzone przez Bili¢-Sobot i wsp. (2016). Autorzy wykazali korzystny wptyw
hydrolizowanych tanin (garbnikow)- naturalnych 1 bezpiecznych dodatkow paszowych,
stanowigcych od 1 do 3% dawki na wzrost wysokosci 1 szerokosci kosmkow jelitowych w
jelicie cienkim knurow. Ponadto, w badaniach wtasnych, u §win zywionych z dodatkiem EM
stwierdzono wigksze pole powierzchni kosmkow jelitowych. Wskazuje to zarowno na poprawe
trawienia 1 absorpcji, oraz szybsze tempo regeneracji komoérek obecnych w kosmkach.
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W badaniach Boguckiej i wsp. (2019) dodatek 1% Lavipanu (Lactococcus lactis B/00039,
Carnobacterium divergens KKP/2012p, Lactobacillus casei B/00080, Lactobacillus plantarum
B/00081 i Saccharomyces cerevisiae KKP 2059p) do diety kurczat rowniez spowodowat
zwigkszenie pola powierzchni kosmkow w dwunastnicy, jelicie czczym (P<0,01) i kretym
(P<0,05), w poréwnaniu do grupy kontrolnej. W badaniach wtasnych wplyw preparatu EM
Bokashi na glebokos¢ krypt jelitowych stwierdzono tylko w grupie E1. W kryptach odbywa si¢
proliferacja komorek, produkcja czynnikéw odpornosci przeciwbakteryjnej (defensyn) oraz
przeciwcial (Rekiel 1 wsp., 2008; Manning i Gibson, 2004). Jak podaje Pluske i wsp. (1997)
zanik kosmkéw 1 poglebienie krypt, powoduje zmniejszenie zdolno$ci trawiennej oraz
przyczynia si¢ do wystapienia biegunki poodsadzeniowej. Badania wtasne wykazatly korzystny
wpltyw EM Bokashi na stosunek wysokosci kosmkow/glebokosci krypt (WK/GK). Jest on
wskaznikiem potencjatu trawiennego jelita oraz wskazuje na dojrzato$¢ btony Sluzowej
(Montagne i wsp., 2003). Badania Mishra i wsp. (2016) wykazaty wzrost wysokosci kosmkow
i wskaznika WK/GK (P<0,01) w jelicie czczym $win zywionych z dodatkiem Saccharomyces
cerevisiae NCDC 49 L. acidophilus. Bontempo i wsp. (2006) zaobserwowali natomiast wzrost
wysokosci kosmkéw i1 glebokosci krypt oraz nizszy stosunek WK/GK u prosiagt zywionych

z dodatkiem probiotyku (S. cerevisiae ssp. boulardii 2x10° JTK/g paszy). Podobne wyniki
uzyskali Dowarah i wsp. (2016) w badaniach przeprowadzonych na tucznikach, ktorych dietg
uzupetiono L. acidophilus NCDC-15 lub szczepem Pediococcus acidilactici FT28. Autorzy
zaobserwowali wzrost wysokosci kosmkow i glebokosci krypt oraz zmniejszenie stosunku
WK/GK. W badaniach wtasnych suplementacja diety $win EM Bokashi zwigkszyta grubos¢
btony §luzowej w grupie E2+EM (P<0,01). Btona $luzowa przewodu pokarmowego $wini,
poza trawieniem i wchlanianiem pokarmu, odgrywa roéwniez wazna rol¢ w walce z patogenami
i toksynami, ktore w nim wystepuja. Rozwoj blony sluzowej ma swoj poczatek juz w zarodku
1 odnawia si¢ samoistnie przez cate zycie. Jej homeostaza jest utrzymywana poprzez regulacje
proliferacji, roznicowanie 1 apoptoz¢ komorek nabtonka (Yang 1 wsp., 2013). Wyniki badan
Babinskiej i wsp. (2005) potwierdzaja korzystny wptyw L. acidophilus i Bifidobacterium na
morfologie przewodu pokarmowego, watroby 1 trzustki. Na prawidlowe funkcjonowanie btony
sluzowej wptywaja rozne czynniki - Srodowiskowe, genetyczne oraz zywieniowe (Yang i wsp.,
2013). W badaniach wtasnych dodatek EM Bokashi spowodowat wzrost liczby komorek
kubkowych w grupie doswiadczalnej E2+EM. Nabtonek pokrywajacy kosmki jelitowe sktada
si¢ gldéwnie z enterocytéw 1 wyspecjalizowanych komorek wydzielniczych, takich jak komorki
kubkowe, ktore sa odpowiedzialne za wydzielanie mucyn, zapewniajac organizmowi pierwsza
barier¢ ochronng. Komorki kubkowe majg kluczowe znaczenie dla utrzymania homeostazy
jelitowej 1 integralno$ci nabtonka jelitowego, a ich utrata lub dysfunkcja moze prowadzi¢ do
zaburzen w funkcjonowaniu jelita cienkiego (Jung i Saif, 2017). Badania przeprowadzone przez
Rubio i wsp. (2010), w ktorych $winie zywiono mieszankg pelnowartosciows, wykazaty, ze
liczba komorek kubkowych w jelicie czczym wynosita 15,5 komoérek kubkowych/100
komorek. Wedhug innych autoréw (Prieto i wsp., 2014) zastosowanie suplementacji
probiotycznej (Bacillus pumilus) u odsadzonych prosigt rowniez zwiekszyto liczbe komorek
kubkowych/1 kosmek (P<0,01). Z kolei Giannenas i wsp. (2016) nie zaobserwowali wptywu
Enterococcus faecium na t¢ ceche u tucznikow. Wedlug Baum i wsp. (2002) dodatek
Saccharomyces boulardii i Bacillus cereus wptywa korzystnie na strukture nabtonka

1 morfologie krypt.

3.4.3. Ekspresja genow

W badaniach wtasnych uzupelienie diety preparatem EM Bokashi zwigkszylo
aktywno$¢ genu kodujacego cytoking IL10, w grupie doswiadczalnej E2, w porownaniu z grupa
kontrolng (P-1). IL10 jest cytoking przeciwzapalng zwigzang ze szlakiem typu Th2, a jej
wydzielanie odbywa si¢ poprzez aktywacj¢ limfocytow i1 makrofagow. Wzrost poziomu
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wzglednej ekspresji genu IL10 moze wywiera¢ korzystny efekt w konteks$cie odpowiedzi
immunologicznej w btonie §luzowej jelit, gdyz IL10 hamuje aktywno$¢ cytokin prozapalnych,
przeciwdziatajgc wystapieniu stanu zapalnego. Wyniki zgodne z powyzszymi uzyskano

w badaniach Laskowskiej i wsp. (2019), gdzie réwniez wykazano korzystny wpltyw
suplementacji EM Bokashi na wzrost stezenialL10 w surowicy ciezarnych loch (Laskowska

1 wsp., 2019). Badania przeprowadzone na innych gatunkach zwierzat gospodarskich (kura) lub
modelowych (mysz) wydajg si¢ potwierdzaé wzrost ekspresji gendow po zastosowaniu
suplementacji probiotycznej. Kolejnym analizowanym genem, w przypadku ktorego
stwierdzono wzrost ekspresji, byl FABP4, kodujacy biatko wigzace kwasy thuszczowe.
Przyjmuje sig, ze jego funkcja jest zwigzana z gromadzeniem, transportem i metabolizmem
kwasow thuszczowych. Powyzsze wyniki potwierdzajg badania Suzuki 1 wsp. (2017)
przeprowadzone na myszach, ktorych diete suplementowano probiotykiem zawierajacym
Lactobacillus rhamonus i Lactococcus lactis. W badaniach wtasnych wykazano roéwniez wzrost
ekspresji genu GLUT2. Biatko kodowane przez ten gen jest odpowiedzialne za dwukierunkowy
transport glukozy (Stelzer i wsp., 2011). Wedtug Faseleh Jahromi i wsp. (2016) dodanie
probiotykéw do diety kurczat brojlerow skutkuje wyzsza ekspresjg genu GLUT2, co jest
zwigzane ze zwigkszonym wychwytem glukozy. Ostatnim analizowanym genem, w przypadku
ktérego stwierdzono korzystny wptyw dodatku EM na wzrost jego ekspresji, byt CLDN1,
kodujacy biatko zwigzane z potagczeniami migedzy komoérkami nabtonka i §rédbtonka. Badania
dotyczace wpltywu wieloszczepowych probiotykow na komoérki nablonka, w szczegolnosci:

L. rhamnosus GG, L. plantarum i L. salivarius, wykazaty ich korzystny wptyw na zwigkszenie
ekspresji bialek zwigzanych ze szczelno$cia jelit i potgczeniami szczelinowymi (claudin-1,
claudin-3 i JAM-1) (Miyauchi i wsp., 2012; Patel i wsp., 2012). Polaczenia te tworzg barierg
fizyczna i reguluja przepuszczalnos¢ $ciany przewodu pokarmowego (Stelzer i wsp., 2011).

3.4.4. Jakos$¢ migsa Swin

Koncowe pH w duzym stopniu wplywa na cechy jakosci miegsa, takie jak:
wodochtonno$é¢, wyciek termiczny, barwa oraz krucho$é. W badaniach Rybarczyka i wsp.
(2016) oraz Rybarczyka i wsp. (2020) przeprowadzonych na mieszancach dwurasowych,
podobnie jak w badaniach wtasnych, nie zaobserwowano wptywu dodatku EM Bokashi na
koncowe pH migsa (P-2). Z kolei Zhang i wsp. (2015) wykazali wptyw naturalnego dodatku
do paszy o dziataniu przeciwutleniajagcym i przeciwzapalnym - resweratrolu (w ilosci 300 mg/1
kg paszy) na zwigkszenie warto$ci stopnia zakwaszenia mig¢sa mierzonego w 24 godziny po
uboju (P<0,05). Kolejnym parametrem, waznym z perspektywy konsumenta i producenta
z uwagi na przydatno$¢ migsa do dalszego przetwarzania 1 jego kulinarne wykorzystanie jest
zdolnos$¢ utrzymania wody (Bogucka i Kapelanski, 2005). Wedtug Dowarah i wsp. (2018)
Pediococcus acidilactis FT28 podawany loszkom rasy HD K-75 (krzyzéwka Hampshire x rasa
lokalna) w ilosci 200 g/§winie/dzien wplywa na poprawe zdolnosci utrzymania wody (P<0,05).
Odmienne wyniki badan przedstawili Chang i wsp. (2018), ktorzy nie zaobserwowali wptywu
probiotyku zawierajacego Lactobacillus plantarum (2.2x108 JTK/mL) na ten parametr
w miesie pochodzgcym od 3-rasowych mieszancoéw (Landrace x Yorkshire x Duroc). Wysoka
zdolnos$¢ utrzymania wody moze wskazywac na powolne i state tempo spadku pH
w pierwszych godzinach po uboju (Cebulska i wsp., 2018). W badaniach wtasnych stwierdzono
korzystny wplyw zywienia na wyciek termiczny w II wariancie zywieniowym, w grupie
E2+EM, w ktorej soje w II fazie tuczu zastagpiono w 100% grochem i tubinem. Odmienne
wyniki uzyskali Bocian i wsp. (2016), ktorzy nie wykazali wptywu zywienia §win roslinami
straczkowymi na wyciek termiczny i kruchos¢ migsa. Z kolei w badaniach Zaworskiej-
Zakrzewskiej i wsp. (2020) dieta swin z dodatkiem 5% surowych nasion soi wplyneta istotnie
na barwe mi¢sa. W badaniach wiasnych nie wykazano wpltywu EM Bokashi na barwe migsa,
co jest zgodne z wynikami uzyskanymi przez Balasubramanian i wsp. (2018). Natomiast,
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Mohammed i wsp. (2020) uzyskali wyzsze wskazniki jasno$ci barwy migsa w wyniku
suplementacji Bacillus subtilis. Konsumenci preferujg ciemniejsza, intensywng barwe migsa,
stad wyzsze wskazniki jasnosci nie sg korzystnym rezultatem. Kolejnym analizowanym
parametrem byta marmurkowatos¢, ktéra w niniejszych badaniach ksztattowata si¢ na poziomie
1,39 pkt. (grupa E2) do 1,87 pkt. (grupa C), okreslana jako rownomierne rozmieszczenie
thuszczu §rodmieéniowego w §rodmigsnej i omigsnej wewnetrznej. Wedtug Cernauskiené i wsp.
(2011) probiotyki wptywajg na barwe migsa, jego marmurkowatos$¢ i jedrnos¢, polepszajac
wlasciwosci organoleptyczne migsa. Nastepnie oceniono kruchos$¢ migsa, na ktorg wptyw moze
mie¢ zywienie, wiek, rasa, obrot przed- i poubojowy zwierzat, a takze czas i warunki, w jakich
dojrzewa migso oraz aktywno$¢ proteolityczna w trakcie przechowywania (Bocian i wsp.,
2017). Wedtug niniejszych badan dodatek EM w paszy zwierzat doswiadczalnych zroznicowat
krucho$¢ migsa. Wedlug Chang i wsp. (2018) oraz Liu i wsp. (2013) suplementacja
probiotyczna nie wptywa na krucho$¢ migsa. Niejednoznaczne wyniki uzyskano w badaniach
Rybarczyka i wsp. (2020), w ktérych probiotyk w dawce 0,5% wplywal na wicksze straty
podczas rozmrazania | wigksza sit¢ cigcia, co jest efektem niekorzystnym oraz korzystnie na
zwigkszone warto$ci zaczerwienienia (a*), zazotcenia (b*) i nasycenia barwy (C*),

w poroéwnaniu do grupy otrzymujacej go w ilosci 0,3% i grupy kontrolnej. Natomiast, Li

I Zhang (2007) wykazali, ze uzupehienie diety Lactobacillus CAU6001 stanowigcym 0,5%
dawki wplywa korzystnie na jako$¢ migsa drobiowego. Wedtug doniesienr Sun i Kim (2020)
suplementacja diety tucznikoéw mieszanka kultur drozdzy, ekstraktu czosnkowego i olejku
czosnkowego - YGM w dawce 0,1% nie wptyneta na jakos¢ migsa. W badaniach wtasnych
dodatek EM Bokashi nie miat wptywu na wielko$¢ powierzchni oka poledwicy. Jest to zgodne
z badaniami Balasubramanian i wsp. (2016), ktoérzy rowniez nie wykazali wptywu 0,01%

i 0,02% dodatku Bacillus spp. na warto$¢ tej cechy (odpowiednio: 68,67 i 69,47 cm?).
Efektywnos¢ suplementacji probiotycznej zalezy od rodzaju zastosowanych bakterii, poziomu
I czasu suplementacji, sktadu diety oraz interakcji z innymi sktadnikami diety (Meng i wsp.,
2010).

3.4.5. Mikrostruktura mie¢$nia longissimus lumborum swin

Na cechy jako$ci migsa — kruchos¢, barwe, smakowito$¢ - w duzym stopniu wptywa
struktura wtokien migsniowych, w szczegdlnosci ich liczba i $rednica, oraz udzial tluszczu
srodmigsniowego (Pisula i Pospiech, 2011). W badaniach wtasnych nie zaobserwowano zmian
w udziale i gestosci widkien migsniowych (P-2). Udziat i $rednice wtokien STO, FTO i FTG
moga wykazywa¢ zmienno$¢ w zalezno$ci od sposobu zywienia (Pisula i Pospiech, 2011).
Lebedova i wsp. (2018) zaobserwowali istotnie nizszy udziat wtokien FTG (81,38%) w grupie
zywionej ad libitum, w poréwnaniu do $win z grup R1 i R2, o ograniczonym zywieniu
(odpowiednio: 84,03 i 84,18%, P<0,05). Zr6znicowany poziom biatka surowego w diecie §win
mieszancOw rowniez w istotny sposob wpltywa na udzial witokien STO, FTO i FTG
w migsniu LL (P<0,001) (Brzobohaty i wsp., 2013). Najwyzszy poziom S$ruty rzepakowej
skutkowat najwigkszym udziatlem wtokien STO (16%), ktore sa najbardziej pozadanymi
z punktu widzenia jakos$ci migsa. Natomiast, mieszance otrzymujace najnizszy poziom biatka
surowego wykazaly najwiekszy udziat wiokien FTG (86%) (Brzobohaty i wsp., 2013).

W niniejszych badaniach zastosowanie EM Bokashi jako dodatku do diety swin zwigkszyto
srednice wiokien FTO w grupie E1 1 E2 oraz wiokien FTG w grupie E1. Wigkszy udziat
wlokien FTG, o wigkszej srednicy, wplywa na wigksza mase migénia (Pisula i Pospiech, 2011).
Dodatek do diety oleju stonecznikowego lub oliwy z oliwek rowniez wptywa na zwigkszenie
grubo$ci wiokien migsniowych w migéniu LL $win (Pisula i Pospiech, 2011). Natomiast, Tian
i wsp. (2021) zaobserwowali zmniejszenie Srednicy wiokien w mie$niu longissimus thoracis

w grupie $win zywionych Lactobacillus reuteri 1, w poréwnaniu z grupg otrzymujaca
antybiotyk olaquindoks i aureomycyne. Podobne wyniki uzyskano w badaniach Zhou i wsp.

34



(2016) po suplementacji diety tucznikéw 0,08% polifenolowym ekstraktem z lisci Eucommia
ulmoides Oliver (PEE) (P<0,05). Duza liczba drobnych wtokien przyczynia si¢ do poprawy
jakosci migsa (Choi i Kim, 2009). Inni autorzy (Bogucka i wsp., 2018; Brzobohaty i wsp., 2015;
Skiba i wsp., 2012) wykazali wptyw ograniczonego zywienia na zwigkszenie udziatu i §rednicy
wiokien FTG. Zmiany w sposobie zywienia, tj. roznicowanie poziomu biatka i energii,
suplementacja diety réznego rodzaju dodatkami paszowymi (probiotyki, prebiotyki,
synbiotyki), czy stosowanie zywienia ograniczonego lub ad libitum majg duze znaczenie

w kontekscie zmian zachodzacych w strukturze wiokien mie$niowych (Pisula i Pospiech,
2011).

Stosunkowo niska zawartos¢ ttuszczu $rodmigsniowego u wspotczesnie hodowanych
Swin moze by¢ efektem realizowanych programéw hodowlanych ukierunkowanych na wysoka
miesnos$¢ (Liu i wsp., 2015). Z obserwacji wielu autorow wynika, ze tradycyjne rasy (np.
pulawska) zwieraja wicksza ilos¢ thuszczu $rodmig$niowego, niz mieszance komercyjne.
Zawarto$¢ thuszczu $rodmigsniowego wpltywa na krucho$é, soczysto$¢ 1 smakowitosé
(Kasprzyk i Bogucka, 2020; Tomovi¢ i wsp., 2016). Badania Rybarczyka i wsp. (2020)
wykazaly, ze 0,5% dodatek EM Probiotyk do diety $wih zmniejsza (1,17%), a 0,3% dodatek
zwigksza (1,58%) zawarto$¢ thuszczu srédmiesniowego W migsniu LL, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (1,33%). Natomiast, badania Vaclavkovej i wsp. (2016) nie wykazaty wplywu
sprzgzonego kwasu linolowego w diecie tucznikéw na poziom thuszczu srddmigsniowego.
W badaniach Lopes i wsp. (2014) stwierdzono istotny, korzystny wzrost zawarto$ci thuszczu
srodmigsniowego przy 5% obnizeniu poziomu biatka w diecie (P<0,003). Dodatek witaminy
A (dVitA; 100 000 IU) do diety knuréw rasy duroc spowodowat wzrost zawartosci ttuszczu
srédmigsniowego u ich potomstwa o az 20% (Olivares i wsp., 2009). Zawarto$¢ thuszczu
srodmigsniowego w migsniu LL $win ponizej 1% lub powyzej 3,5% uwaza si¢ za wadg jego
jakosci (Pisula 1 Pospiech, 2011).

Ostatnim etapem analizy mikrostruktury migsnia LL §win bylo okreslenie wplywu
pozytecznych mikroorganizméw na wystgpowanie zmian histopatologicznych. W badaniach
wilasnych wykazano, iz witokna normalne stanowity okoto 96-98%, co jest zgodne z wynikami
innych autorow (Bogucka i wsp., 2018). Wedlug Wojtysiak (2012) na wystepowanie widkien
olbrzymich wplyw ma zywienie, postegpowanie ze zwierzetami przed ubojem, uwarunkowania
genetyczne i rasa - glownie w odniesieniu do osobnikéw wrazliwych na stres. Widkna te
obserwuje si¢ znacznie czeS$ciej] w bialych mig$niach §win, niz w migsniach czerwonych.
Odsetek wtokien olbrzymich jest Scisle skorelowany z obnizonymi cechami jakos$ci migsa
i nizszym pH tkanki mig$niowej (Vrecl i wsp., 2020). Natomiast, na martwice wiokien
mig$niowych, ktorej odsetek w badaniach wiasnych byt najnizszy, wskazuje obecno$é
histiocytow, limfocytow i makrofagéw (Bogucka i wsp., 2007). Rozszczepienie widkien
(splitting), w zakresie ktorego wyniki badan wtasnych nie byly jednoznaczne, jest jedng ze
zmian patologicznych spowodowang nadmiernym przecigzeniem wiokien mig$niowych.
Zwykle wigze si¢ to z grubymi widknami 1 jest wynikiem niedotlenienia i niskiego wchtaniania
metabolitow (Makovicky i Makovicky, 2020). W badaniach Boguckiej i wsp. (2018)
zaobserwowano korzystny wplyw dodatku synbiotyku do diety kurczat brojleréw na nizszy
% rozszczepienia wtokien. Pomimo niejednoznacznych wynikéw badan Semenova i wsp.
(2019) autorzy zalecajg stosowanie dodatkow paszowych w celu ograniczenia wystepowania
zmian patologicznych, co wydaje si¢ mie¢ istotny zwiazek z jakoscia migsa.

3.4.6. Udzial bialek tkanki mi¢sniowej w mie¢$niu longissimus lumborum

W niniejszym badaniu wykazano istotny statystycznie wptyw suplementacji EM na
udziat 2 z 8 badanych biatek migsnia LL (P-2). Zmiany w udziale biatka o masie czgsteczkowe;j
205 kDa moga sugerowa¢ wptyw zastosowanych efektywnych mikroorganizméw na procesy
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poubojowej degradacji 1 zmiang integralnos$ci kompleksu aktomiozyny. Zmniejszenie udziatu
tego biatka, co wykazano w badaniach wlasnych, moze wskazywac na procesy utleniania, ktore
moga prowadzi¢ do zmian funkcjonalnych biatek migsniowych, w tym aktywnos$ci systemu
kalpain - enzymow szczeg6lnie podatnych na utlenianie (Huff-Lonergan i wsp., 2010; Zhang

i wsp., 2013). Utlenianie kalpain zmniejsza szybko$¢ dojrzewania migsa i jest czynnikiem
zwigkszajacym wielkos¢ wycieku. Ponadto, system kalpainowy jest odpowiedzialny za
poubojowa proteolize biatek, decydujac tym samym o kruchosci i zdolno$ci utrzymania wody
(Pisula 1 Pospiech, 2011). W badaniach Cheng i wsp. (2020) wykazano, ze dodatek polifenoli
morwy hamowat utlenianie biatek sarkoplazmatycznych 1 miofibrylarnych w plastrach migsa
wieprzowego. Szybsze 1 bardziej rozlegle procesy degradacji biatek miofibrylarnych
i cytoszkieletowych w trakcie dojrzewania migsa sprzyjaja wigkszej zdolnosci utrzymania
wody oraz zmniejszajg wielkos¢ wycieku(Pisula i Pospiech, 2011). Badania Malva i wsp.
(2017) przeprowadzone na owcach rasy merynos wtoski, ktore zywiono z dodatkiem komosy
ryzowej i/lub siemienia Inianego, wykazaly zmniejszony udzial miozyny w grupie
doswiadczalnej. Natomiast, zastosowanie tylko siemienia Inianego wptyngto na zmniejszenie
udziatu Tn-T (Malva i wsp., 2017). Miozyna stanowi najwazniejsze biatko tkanki migsniowe;j,
poniewaz w istotny sposob wplywa na wlasciwosci technologiczne migsa, tj. zdolno$¢ wigzania
I utrzymywania wody oraz jego kruchos¢ (Pisula i Pospiech, 2011). Adeyemi i wsp. (2015) nie
zaobserwowali wptywu uzupetnienia diety rzepakiem i olejem palmowym na zmiany

w rozdziatach elektroforetycznych biatek w migsie kéz. Badania Sugiharto i wsp. (2019)
przeprowadzono w celu oceny wptywu 0.5% dodatku kilku szczepow Bacillus na migsien
piersiowy kurczat brojlerow zakazonych Escherichia coli. Stwierdzono, ze pasma 51 1 53 kDa
byly mniej intensywne w grupie zywionej z dodatkiem probiotyku, w pordwnaniu do grupy
kontrolne;j.

W badaniach wtasnych stwierdzono istotne statystycznie korelacje - dodatnie i ujemne
pomiedzy biatkami, a cechami jakos$ci migsa i mikrostruktury migsnia LL. Takie oddziatywanie
jednych cech na drugie wynika z intensywnie i wieloptaszczyznowo przebiegajacych procesow
chemicznych zachodzacych w migéniu. Wykazana w niniejszych badaniach ujemna korelacja
pomiedzy % wiokien FTO, a biatkiem o masie czasteczkowej 17 kDa, ktora odpowiada
mioglobinie, moze wynika¢ z jej mniejszej zawartosci we widknach FTO, w poréwnaniu do
wiokien STO. Zawarto$¢ mioglobiny w migsniu zalezy w szczegolnosci od gatunku i rodzaju
mig$nia (Pisula 1 Pospiech, 2011). Mig$nie z wigkszym udzialem wiokien o metabolizmie
glikolitycznym, sg bardziej podatne na wczesng poubojowa degradacj¢ proteolityczng (Lee
1 wsp., 2010). Wigkszy udziat tych widkien, odnotowany w badaniach wtasnych, wskazuje na
wyzsza zawarto$¢ enzymow glikolitycznych. Zwigkszone uwalnianie biatek miofibrylarnych
mig¢sa do frakcji rozpuszczalne] moze wskazywac na bardziej intensywng proteoliz¢ (Marino
1 wsp., 2014). Procesy proteolityczne zachodzace w migsniu po uboju oraz podczas
przechowywania i dojrzewania mig¢sa determinuja cechy jakosci migsa, takie jak kruchos¢,
barwa i smakowitos¢. Degradacja proteolityczna bialek miofibrylarnych i cytoszkieletowych
w istotny sposob wptywa na ksztaltowanie kruchosci migsa, wskazujac na zmiany strukturalne
w mie$niach szkieletowych (Grzes i wsp., 2017). W badaniach wlasnych, stwierdzono ujemna,
istotg statystycznie korelacje (rxy=-0,634; P<0,05) pomiedzy kruchos$cig mig¢sa, a biatkami
0 masie w zakresie 35-18 (kDa) odpowiadajacej m.in. produktom degradacji troponiny-T.
Stwierdzono rowniez zalezno$¢ pomiedzy biatkiem o masie 105 (kDa), ktére odpowiada swoja
masg alfa aktyninie, a liczba i udzialem wiokien FTO (odpowiednio rxy=-0,620 i rxy=-0,789;
P<0,05). Wyzszy udzial wtokien FTO przy jednoczes$nie nizszym stezeniu tych bialek oraz
innych waznych produktéow degradacji biatek miofibrylarnych i cytoszkieletowych, moze
wskazywac¢ na mniej intensywny proces kruszenia migsa. Proces ten polega na degradacji lub
uwolnieniu biatek tkanki migsniowej, w szczegdlnos$ci bialek o masie 3700, 105 i 38 kDa oraz
wigze si¢ ze zmiang udziatu biatek frakcji wycieku wirdwkowego w zakresie 3700—-2400
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i 38-36 kDa (Grze$ i wsp., 2017). Wskaznikiem procesu dojrzewania i kruszenia migsa jest
troponina-T oraz produkty jej degradacji. Ostabienie struktury sarkomeru wskutek degradacji
biatek moze wplywac na lepsza krucho$¢ migsa (Iwanska i wsp., 2016). Uzyskana w badaniach
wiasnych zaleznos$¢ potwierdza wzrost krucho$ci w miare wzrostu ilosci tych produktow.

W badaniach wtasnych wykazano réwniez dodatnig korelacj¢ pomiedzy pasmem 205 kDa,
ktére zawieralo w swoim skladzie tancuchy cigzkie miozyny MHC, a udziatem tluszczu
srodmigsniowego, ktorego zawartos¢ jest jedng z gtdéwnych cech zwigzanych z jakos$cig migsa,
a jego rownomierne rozmieszczenie nadaje migsu odpowiednig barwe, krucho$¢ i1 soczystos¢
(Pisula 1 Pospiech, 2011). Jednakze, zaleznosci pomiedzy zawartoscig thuszczu
srddmigsniowego 1 skladem kwasoéw tluszczowych, a obecno$cig izoform miozyny nie
potwierdzity badania Velotto i wsp. (2018) przeprowadzone na §winiach rasy Cinta Senese.
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3.5. PODSUMOWANIE

Podsumowujac, przeprowadzone doswiadczenie, ktorego celem byto okreslenie
wplywu efektywnych mikroorganizmoéw na parametry produkcyjne, cechy morfologiczne jelita
czczego oraz ekspresj¢ gendw w jego blonie Sluzowej (P-1), a takze jako$¢ miesa,
mikrostrukturg i elektroforetyczny rozdziat wybranych biatek w mig$niu longissimus lumborum
(LL) (P-2) u $win zywionych réznymi dietami, pozwolito na zweryfikowanie postawionych
hipotez.

Ponadto, przeprowadzone do$wiadczenie pozwolito na sformutowanie ponizszych
wnioskow:

1. Nie wykazano wptywu zastosowania efektywnych mikroorganizméw (EM) w diecie na
cechy produkcyjne $win. Dodatek probiotyku wplynat jedynie na zwigkszenie koncowej masy
ciata tucznikéw w grupie zywionej standardowo w oparciu o poekstrakcyjna $rutg sojowa (P-
1).

2. Suplementacja preparatem EM Bokashi wptynegta korzystnie na cechy histomorfologiczne
jelita czczego swin (wysokos$é, szerokos¢ oraz pole powierzchni kosmkéow jelitowych, stosunek
wysokosci kosmkow do glebokosci krypt), co $wiadczy o wysokim potencjale trawiennym
jelita. Wieksza liczba komorek kubkowych w jelicie na skutek zastosowania EM wykazana

w I wariancie zywieniowym wigze si¢ z wigkszg iloScig wydzielanego $luzu, poprawiajac tym
samym szczelno$¢ nabtonka jelitowego, co z kolei wplywa na poprawg ogdlnej zdrowotnos$ci
zwierzat (P-1).

3. Zywienie $win suplementem probiotycznym zawierajgcym EM spowodowato korzystny
wzrost ekspresji gendw w btonie §luzowej jelit, w wigkszosci w Il wariancie zywieniowym,
zwigzanych z metabolizmem kwasoéw tluszczowych 1 glukozy, odpowiedzig ukladu
immunologicznego poprzez wzrost aktywnosci cytokin przeciwzapalnych oraz tworzeniem
$cistych potaczen, poprawiajac szczelnos¢ nabtonka jelitowego swin (P-1).

4. Nie odnotowano wyraznego wptywu EM na cechy jako$ci migsa $win oraz mikrostruktury
miesnia longissimus lumborum. Dodatek preparatu probiotycznego do diety wptynat korzystnie
na wielkos¢ wycieku termicznego z migsa w Il wariancie zywieniowym, a takze spowodowat
zwigkszenie $rednicy wldkien migsniowych szybkokurczliwych, szczegdlnie widoczne

w przypadku I wariantu zywieniowego. W tej samej grupie §win probiotyk zawierajacy EM
wptynat na obnizenie udziatu wiokien rozszczepionych (P-2).

5. Dodatek do diety EM skutkowal zmniejszeniem udziatu biatka o masie 205 kDa. Wskazywacé
to moze na procesy utleniania, ktore spowalniajg proces kruszenia migsa. Korzystny wptyw
suplementacji probiotycznej stwierdzono w przypadku biatka o masie 36 kDa,
odpowiadajacego troponinie-T, ktorego wiekszy udziat moze wskazywaé na bardziej
intensywny proces kruszenia migsa (P-2).

6. Uzyskane wyniki badan w wariantach zywieniowych I 1 Il wskazuja, Ze stosowanie grochu
1 tubinu- krajowych Zrdédet biatka, jako zamiennikow soi, moze by¢ z powodzeniem stosowane
w zywieniu §win (P-1, P-2).
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4. STRESZCZENIE

Wptyw pozytecznych mikroorganizméw EM na wyniki produkcyjne, sluzéwke jelita czczego
oraz jakos$¢ miesa swin
mgr inz. Patrycja Reszka

Stowa kluczowe: swinie, efektywne mikroorganizmy, jelito czcze, mikrostruktura miesnia,
jako$é miesa

Celem pracy bylo okreslenie wptywu EM na wyniki tuczu, morfologie
i ekspresje gendw w btonie $luzowej jelita czczego (P-1) oraz jako$¢ miesa, mikrostrukture
miesnia LL i elektroforetyczny rozdziat biatek w miesniu LL (P-2) u $win zywionych réznymi
dietami. Doswiadczeniem objeto 150 warchlakéw o poczatkowej masie ciata okoto 30 kg.
Zwierzeta podzielono na trzy grupy zywieniowe: C, E1 i E2. W grupie C zastosowano zywienie
standardowe - w | i Il fazie tuczu 100% poekstrakcyjnej Sruty sojowej, w grupie E1 i E2
- w | fazie tuczu zywienie z udziatem 50% soi i 50% grochu i tubinu, w grupie E1 w Il fazie tuczu
25% soi i 75% grochu i tubinu, w grupie E2 w Il fazie tuczu 100% grochu i fubinu. Do diety swin
pochodzacych z grup C+EM, E1+EM i E2+EM dodano preparat EM Bokashi w ilosci 5 kg/tone
paszy w | fazie tuczu i 3kg/tone paszy w Il fazie tuczu. Badania wykazaty istotng statystycznie
wyzszg koncowg mase ciata w grupie C+EM. We wszystkich grupach doswiadczalnych
wykazano korzystny wptyw EM Bokashi na wzrost wysokosci kosmkow jelitowych. Najszersze
kosmki i najwiekszg ich powierzchnie odnotowano grupie E2+EM. We wszystkich grupach
doswiadczalnych stwierdzono wyzszy stosunek wysokosci kosmkdéw/gtebokosci krypt,
w poréwnaniu do grup kontrolnych. Grubos¢ btony sluzowej i liczba komdrek kubkowych byta
najwieksza w grupie E2+EM. Wykazano wzrost ekspresji genu IL10 w grupie E1+EM oraz
genow FABP4, IL10, GLUT2 i CLDN1 w grupie E2+EM (P-1). Mniejszg zdolnos¢ utrzymania wody
stwierdzono w grupie C+EM. Korzystny wptyw suplementacji EM stwierdzono w grupie
E2 + EM, gdzie wyciek termiczny byt mniejszy. Mieso pochodzgce od tucznikdéw z grupy E1+EM
byto twardsze, w poréwnaniu do grupy E1. Wykazano istotny wptyw zywienia na kruchos¢
i powierzchnie oka poledwicy. Suplementacja EM Bokashi wptyneta na wzrost srednicy
widkien FTO w grupach E1+EM i E2+EM, oraz witdkien FTG w grupie E1+EM. W grupie E1+EM
stwierdzono korzystny wptyw EM na mniejszy udziat rozszczepienia widkien. W grupie C+EM
wykazano mniejszy udziat biatek o masie 205 kDa. Natomiast, w grupie E1+EM po
suplementacji EM wykazano korzystny, wiekszy udziat biatek o masie 36 kDa (P-2).
Podsumowujgc, dodatek EM do diety swin zwiekszyt ich koricowg mase ciata oraz wptynat
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korzystnie na cechy histomorfologiczne jelita czczego $win, zwiekszajgc potencjat trawienny
jelita i szczelnos¢ nabtonka (P-1). Po suplementacji diety EM wykazano korzystny wzrost
ekspresji genéw zwigzanych z odpowiedziag immunologiczng, metabolizmem kwaséw
ttuszczowych i glukozy, oraz szczelno$cig nabtonka jelitowego (P-1). Nie odnotowano
wyraznego wptywu EM na cechy jakosci miesa $win oraz mikrostrukture miesnia LL (P-2).
Mniejszy udziat biatka o masie 205 kDa oraz wiekszy biatka o masie 36 kDa swiadczy

o, odpowiednio, spowolnionym lub bardziej intensywnym procesie kruszenia miesa (P-2).
Uzyskane wyniki badan w wariantach zywieniowych | i Il wskazujg, ze stosowanie grochu

i tubinu, jako zamiennikdéw soi, moze by¢ z powodzeniem stosowane w zywieniu $win

(P-1, P-2).
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5. ABSTRACT

The influence of effective microorganisms EM on the production traits, jejunum
mucosa and meat quality of pigs

Patrycja Reszka, MSc
Key words: pigs, effective microorganisms, jejunum, muscle microstructure, meat quality

The aim of the study was to determine the effect of EM on fattening results,
morphology and gene expression in the jejunum mucosa (P-1) and meat quality,
microstructure of the LL muscle and electrophoretic protein separation in the muscle (P-2) in
pigs fed different diets. 150 piglets with an initial body weight of about 30 kg were included in
the experiment. The animals were divided into three feeding groups: C, E1 and E2. In group
C, standard nutrition was used - in the | and |l phase of fattening 100% post-extraction soybean
meal, in groups E1 and E2 in the | phase of fattening - 50% of soybean and 50% of peas and
lupin, in group E1 in the Il phase of fattening 25% of soybeans and 75% of peas and lupins, in
group E2 in the Il phase of fattening 100% of peas and lupins. The EM Bokashi preparation was
added to the diet of pigs from the C+EM, E1+EM and E2+EM groups in the amount of 5 kg/ton
of feed in | phase of fattening, and 3 kg/ton of feed in |l phase of fattening. The studies showed
a statistically significant higher final body weight in C+EM group. In all experimental groups,
the positive effect of EM Bokashi on the increase in the height of the intestinal villi was
demonstrated. The widest villi and their largest area were recorded in E2+EM group. In all
experimental groups, a higher ratio of villi height/crypt depth was found as compared to the
control groups. The thickness of the mucosa and the number of goblet cells was the highest
in E2+EM group. The expression of the IL10 gene increased in E1+EM group and FABP4, IL10,
GLUT2, CLDN1 genes in E2+EM group (P-1). A lower water holding capacity was found in C+EM
group. The positive effect of EM supplementation was found in E2+EM group, where thermal
leakage was smaller. The meat of the fatteners from E1+EM group was tougher compared to
E1 group. A significant influence of nutrition on the tenderness and the surface of the eye of
the loin has been shown. Supplementation with EM Bokashi increased the diameter of FTO
fibersin E1+EM and E2+EM groups, and FTG fibers in E1+EM group. In E1+EM group, a positive
effect of EM was found on the reduction in the share of fiber splitting. In C+EM group,

a smaller share of 205 kDa proteins was demonstrated. On the other hand, in E1+EM group,

after EM supplementation, a favorable, higher proportion of proteins with a mass of 36 kDa
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was shown (P-2). In conclusion, the addition of EM to pigs diet increased their final body
weight and had a positive effect on the histomorphological features of the porcine jejunum,
increasing the digestive potential of the intestine and the tightness of the epithelium (P-1).
After dietary supplementation with EM, a favorable increase in the expression of genes
related to the immune response, fatty acid and glucose metabolism, and intestinal epithelial
tightness was demonstrated (P-1). There was no clear effect of EM on the quality
characteristics of pig meat and the microstructure of the LL muscle (P-2). The lower proportion
of the 205 kDa protein and the larger 36 kDa protein indicate, a slower or more intense meat
crushing process, respectively (P-2). The research results obtained in the feeding variants

I and Il indicate that the use of peas and lupin as soy substitutes can be successfully used in

feeding pigs (P-1, P-2).
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1 | INTRODUCTION

The gastrointestinal tract (GIT) serves as an interphase between the
external and internal environments. The main functions of the GIT
include the digestion and absorption of nutrients (small intestine),

as well as the fermentation of undigested materials. In addition, the

Abstract

The aim of the study was to determine the influence of the effective microorganisms
(EM) on performance parameters, intestinal morphology and gene expression in the
jejunal mucosa in pigs under different feeding regimes. The study group comprised
of 150 piglets divided into three feeding groups: C, E1 and E2. Feeding groups in-
cluded: C—standard fodder, blend with a full share of post-extracted soy meal, E1—in
the phase | of fattening: pea and lupin/soybean 50/50%; in the phase Il of fattening:
pea and lupin/soybean 75/25%, and E2—in the phase | of fattening: pea and lupin/
soybean 50/50%; in the phase Il of fattening: pea and lupin 100%. The experimental
factor was addition of a probiotic EM Carbon Bokashi to the diets (C + EM, E1 + EM
and E2 + EM). After slaughter, histological evaluation and gene expression analy-
sis were performed. The highest intestinal villi were reported in E2 + EM. A higher
intestinal absorption area was demonstrated in groups C + EM and E2 + EM. An in-
teraction between feeding and EM Bokashi supplementation was found in villus sur-
face area crypt depth, villus height/crypt depth and number of goblet cells. Mucosa
thickness and number of goblet cells was the largest in E2 + EM. Gene expression
of FABP4 increased in E1, and GLUT2 decreased in E2. Gene expression of IL10 and
FABP4 increased in E2 + EM. The results indicate that the E2 diet is more optimal
for EM Bokashi supplementation, because in this group, EM positively influenced the
morphological characteristics of the porcine jejunum and caused an increase in the
expression of genes related to the metabolism and functioning of the gastrointestinal

tract.

KEYWORDS

gene expression, histology, intestinal health, pigs, probiotics

intestinal epithelium is also the first line of defence and protection
of the GIT (and the host organism) from external pathogens. Its func-
tionality complements the activity of the mucosal immune system,
whose development and functioning are induced by intestinal micro-
flora (Arnal & Lallés, 2016). In pigs, the greatest concentration of the

microorganisms colonizing the GIT is found in the large intestine. The
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accumulation of microorganisms in this section of the GIT is associ-
ated with a large amount of undigested nutrients and endogenous
elements (e.g., mucus and enzymes) that are susceptible to microbial
fermentation. Intestinal epithelial cells are the first cells that come
into contact with both nutrients and gastrointestinal microflora.

Probiotics were defined by Collins and Gibson (1999) as living
microbiological food additives that have a beneficial impact on the
host by improving its intestinal balance in animal nutrition, probi-
otics are considered growth promoters that are capable of colo-
nizing of the host (Breves, Walter, Burmeister, & Shroder, 2001;
Schrezenmeir & de Vrese, 2001). In pigs, the beneficial effects
of probiotics have been demonstrated on growth efficiency
(Giang, Viet, Ogle, & Lindberg, 2011; Guerra, Bernardez, Mendez,
Cachaldora, & Pastrana Castro, 2007) and intestinal health and
microflora (Mallo, Rioperez, & Honrubia, 2010; Mishra, Verma,
Agarwal, Mondal, & Singh, 2014). Delia, Tafaj, and Manner (2012)
showed the effect of probiotics on increased resistance to dis-
eases, better feed conversion and nutrient absorption, and finally
a beneficial impact on the quality of carcasses. Morphometric and
functional changes in the intestinal mucosa are caused by dietary
factors (diet components, fibre content, nutrition system and
method) (Babinska, Rotkiewicz, & Otrocka-Domagata, 2005; Rekiel,
Bielecki, & Wiecek, 2010; Rekiel & Gajewska, 2006). Different
bacterial populations present in the GIT are also able to modify
the immune system (Lata et al., 2006). Probiotics may lead to in-
creased type A immunoglobulins (IgA) production and macrophage
stimulation (Perdigén, Vintifi, Alvarez, Medina, & Medici, 1999).
Administration of probiotics which modulate the humoural and
cellular immune response has been reported to prevent intestinal
diseases (Erickson & Hubbard, 2000).

Laskowska, Jarosz, and Gradzki (2018) studied the effect of
Bokashi on the concentration of pro- and anti-inflammatory cyto-
kines in the sera of sows during pregnancy, in colostrum and milk.
Rybarczyk, Romanowski, Karamucki, and Ligocki (2016) determined
the impact of EM on the slaughter, technological and sensory quality,
as well as on the cholesterol level in the longissimus lumborum (LL)
muscle in pigs.

In this study, we use EM Bokashi in combination with different
feeding regimes in pigs. The experimental diets have been based
on different levels of legume seeds that partially replaced post-ex-
tracted soy meal. The aim of the study was to determine how,
depending on nutrition, beneficial EM microorganisms affect pro-
duction parameters, morphological characteristics of the jejunum
and gene expression in the jejunal mucosa.

2 | MATERIAL AND METHODS
2.1 | Animals and diets
The research was carried out at the Pig Slaughtering Utility Control

Station [Stacja Kontroli Uzytkowosci Rzeznej Trzody Chlewnej],

Department of Experimental Zootechnics in Metno, Poland. The
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study group comprised 150 piglets (2 1:1 &), with an initial body

weight of approximately 30 kg. The animals were four-way crosses,
originating from crossing @ F1 (pbz x wbp) with 3 F1 (pietrain x duroc).
The animals came from one of the pig farms in Kuyavian-Pomeranian
Voivodeship, where porkers are produced in a closed cycle. Table 1.
presents the experimental design. The porkers were divided into
three main groups (C, E1 and E2), depending on their nutrition. Two-
phase fattening was used with a complete mix of 13,35 MJ energy,
170 g of total protein and 10.6 g of lysine (1st phase) and 13.11 MJ of
energy, 159 g of total protein and 9.7 g of lysine (second phase). The
composition of the complete mixture and the value of fed feeds are
presented in Table 2. C was fed standard fodder, based on post-ex-
tracted soy meal (100%). E1 was fed pea and lupin/soybean (50/50%)

TABLE 1 Experimental design

Experimental group Experimental

Control group (C) (E1) group (E2)
C C+EM E1l El1+EM E2 E+EM
n=25 n=25 n=25 n=25 n=25 n=25

Note: Control groups, fed without probiotic, (C—standard fodder, blend
with a full share of post-extracted soy meal, E1—in the first phase

of fattening: pea and lupin/soybean 50/50%; in the second phase of
fattening: pea and lupin/soybean 75/25% and E2—in the first phase

of fattening: pea and lupin/soybean 50/50%; in the second phase

of fattening: pea and lupin 100%) and experimental groups with the
addition of a probiotic to diets (C + EM, E1 + EM and E2 + EM).

TABLE 2 Dietary value and composition of the fodder

Fattening phase Fattening phase

Dietary value 1(30-70 kg) 11(70-115 kg)
Dry matter, g 877 875
Metabolic energy, MJ 13.39 13.11
Total protein, g 170 159
Fat, g 27 20
Lysine, g 10.6 9.7
Calcium, g 59 5.8
Phosphorus, g 5.3 5.2
Sodium, g 1.7 1.7
Vitamin A, U 10,000 10,000
Vitamin D, IU 2,200 2,200
Vitamin E, IU 80 80
Composition of the fodder %

Soy meal 46% BO 16.00 12.00
Wheat 12% 20.00 20.00
Barley 12% 35.00 45.00
Triticale 10% 25.30 20.00
Soybean oil 1.00 0.30
PORKOVITAL T PEA 2.5% 2.50 2.50
SELACID GG DRY 25 BR 0.20 0.20
Total 100.00 100.00
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in the first phase of fattening and pea and lupin/soybean (75/25%)

in the second phase of fattening. E2 was fed pea and lupin/soybean
50/50% in the first phase of fattening, and pea and lupin 100% in the
second phase of fattening.

The animals were housed in identical rooms, divided into con-
trol groups, fed without probiotic (C, E1 and E2) and experimental
groups supplemented with the dietary probiotic (C + EM, E1 + EM
and E2 + EM). The probiotic was EM Carbon Bokashi (Table 3), and
it was supplemented in the amount of 5 kg of the EM per 1 ton of
feed (in the first phase of fattening) and 3 kg of EM per 1 ton of feed
(in the second phase of fattening). Additional 3-time fogging of the
environment with a 20-percent solution of EM was applied in the
experimental building during each week.

Each animal was labelled and placed in an individual pen (2 m?),
equipped with automatic feeder and nipple drinker, allowing for
constant access to water. Dedicated individual bedding spaces
allowed to control body mass changes and fodder intake individ-
ually. Each porker was subjected to individual control weighing
three times during fattening: at the beginning of fattening, at
the beginning of the second fattening phase and at the end of
fattening (before slaughter). The animals, with a body weight of
approximately 115 kg, were slaughtered in meat plants according
to routine procedure. Intestinal and tissue samples for histologi-
cal and molecular analyses were collected directly post-slaughter.
During the experiment, the following performance traits were
collected: initial body weight (BW), BW at slaughter, duration of
fattening, average daily gain (ADG), total weight gain and feed

conversion ratio (FCR).

2.2 | Histological examination

Intestinal histology was performed on jejunal tissue (about 3 cm),
which was first fixed in 4% formalin neutralized with CaCO, and

then dehydrated, x-rayed and paraffinized in a tissue processor

TABLE 3 The composition of EM Carbon Bokashi (Laskowska
et al., 2018)

Content per gram of

Microbial composition product (CFU/g)
1. Sacharomyces cerevisiae 5x10*
2. Lactobacillus casei 5x 108
3. Lactobacillus plantarum 5x 108
4. Enterococcus faecalis 2.5x 10°
5. Enterococcus faecium 5x 107
6. Bifidobacterium bifidum 5x 108
7. Bifidobacterium pseudolongum 5x 108
8. Bacillus licheniformis 4x10°
9. Bacillus cereus var. toyoi 4 x 107
10. Bacillus subtilis 4x10"
11. Clostridium butyricum 1x 108

(Thermo Shandon). Processed tissue was embedded in paraffin
blocks using the transfer station (Medite). The blocks were sliced on
arotational microtome (Thermo Shandon) into 10-pm-thick sections,
which were adhered to the microscope slides with egg white and
glycerine. Before staining, the preparations were dewaxed and hy-
drated. Then, they were stained with Periodic Acid-Shiff (PAS) stain
(Dubowitz, Brooke, & Neville, 1973). The measurements of height
and width of the intestinal villi, the thickness of the mucosa and the
depth of the intestinal crypts were taken using the Delta Optical
Evolution 300 microscope equipped with the ToupCam™ camera
and the MultiScan18.03 computer microscopy image analysis pro-
gram (Computer Scanning Systems Il). Ten villi were randomly se-
lected from the cross-section for the measurements. The length was
measured at the site of the intestinal crypt outlet from the top of
the villus to its base. The width of the villus was measured at half its
height. The area of the villi was calculated according to the formula
by Rubio, Ruiz, Peinado, and Echavarri (2010): 3.1416 x vw x vh,
where vw—villus width and wk—villus height. Mucosal thickness
was determined as the distance between the mucosal epithelium
and the muscular layer. The depth of intestinal crypts was measured
between 10 villi (Uni, Platin, & Sklan, 1998). The number of neutral,
PAS-positive villi was calculated on the surface of 10 randomly se-
lected intestinal villi and expressed as the mean number of goblet

cells for 1 intestinal villus.

2.3 | Gene expression analysis

Tissues (liver and intestinal mucosa) were collected (n = 5) and
stabilized in fixRNA solution (EURX). Prior to RNA extraction, the
tissues were homogenized with the TissueRuptor homogenizer
(Qiagen GmbH) in TRIzol® LS Reagent (Thermo Fisher Scientific).
RNA clean-up from the lysate was performed with a commercial kit
with columns (Universal RNA Purification Kit, EURX). Quality and
quantity of isolated RNA was checked by 2% agarose gel electro-
phoresis and measured by NanoDrop 2000 (Scientific Nanodrop
Products).

cDNA was synthesized by using Maxima First Strand cDNA
Synthesis Kit for RT-qPCR (Thermo Scientific) based on the man-
ufacturer's instruction. After RT reaction, cDNA was diluted to
70 ng/ul. RT-gPCR reactions were conducted at the total volume
of 10 pl. Reaction mixture contained Maxima SYBR Green qPCR
Master Mix (Thermo Scientific), 1 pM of forward primer, 1 uM of
reverse primer and 2 pl of diluted cDNA (140 ng). Gene expres-
sion analysis was performed for the selected panel of genes.
Sequences of the primers (Table 4) were derived from the liter-
ature or designed with NCBI Primer Blast (Suzuki et al., 2017).
The reactions were carried out in LightCycler Il 480 (Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland) applying the following thermal
programme: 15 min pre-incubation (95°C), amplification in 40 cy-
cles: 10 s denaturation (95°C), 15 s annealing of the primers (58°C)
and 30 s primers extension (72°C). Each reaction was conducted

in two individual technical replicates. The relative quantification
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analysis of RT-qPCR data was performed by calculating fold induc-
tion of the genes using ddCt method (Livak & Schmittgen, 2001)
and geometric average of Ct values (cycle threshold) of reference
genes (ACTB and RPL4). Differences in Ct values between target
and reference genes (Delta Ct) were calculated for each sample.
Control samples without EM supplementation (C) were used as
calibrators. Normalized gene expression level was calculated using
the formula R = 2794,

2.4 | Statistical analyses

The results of the fattening performance and histology were ana-
lysed with two-way ANOVA, using nutritional group and EM sup-
plementation as factors (STATISTICA 10.0 PI). The arithmetic mean
and standard error of the mean (SEM) were calculated. Significant
differences between the groups were determined by Tukey's test.
The interaction between feeding and supplementation with the pro-
biotic group was calculated. The gene expression data were analysed
by Student's t test (p < .05) comparing the Ct value of each experi-
mental group (i.e., C + EM, E1 + EM and E2 + EM) with respective
controls (i.e., C, E1 and E2).

TABLE 4 Primer sequences for gene expression analysis

Gene symbol Primer sequence

Reference genes

ACTB F: CACGCCATCCTGCGTCTGGA
R: AGCACCGTGTTGGCGTAGAG
RPL4 F: CAAGAGTAACTACAACCTTC
R: GAACTCTACGATGAATCTTC
Target genes
CLDN1 F: CCAGTGAAGAGAGCCTGACC
R: TGATGAGGTGCAGAAGATGC
FFAR2 F: CGCTACCTGGGAGTGGCTT
R: CGGCCTTCTGGGTTGAGTT
FABP4 F: TGGAAACTTGTCTCCAGTG
R: GGTACTTTCTGATCTAATGGTG
GLUT1 F: TTCTCTGCTGCCCACTAGGAT
R: GTGGAGGTCGGGGTTCTTAG
GLUT2 F: CGGAACACCCAAAACGTGTC
R: TCAAGGTTCGTCTTGCCTCC
GLUTS F: CGAAGGGGAACATGGACACA
R: TGCTTCGCCCTTCAGTTCAT
IL1B F: CCAAAGAGGGACATGGAGAA
R: GGGCTTTTGTTCTGCTTGAG
IL10 F: CTGAGCTGGGCATGGTAGAG
R: GGGGGACAACAGTAGGTGAA
MUC6 F: CTGTCGTGGTCTCCAGTGGT
R: CTGACACTGCGGTCTCAACA
TJAP1 F: GGGGCTCTGAACCATGTCTG
R: GGTCCTAAAAAGGCTGGAGGG

aStarters were designed based on the genome version Sscrofa 10.2.
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3 | RESULTS

3.1 | Fattening performance

Results of fattening performance are shown in Table 5. The animals
reached the slaughter weight (111.1-113.6 kg) from day 85 (group
C) to 88 (group E2 and E2 + EM) of fattening. Statistically higher
body weight (p < .05) was reported in the control group fed with the
addition of probiotics (C + EM) compared to the group fed without
the addition of EM (C). ADG ranged from 0.92 kg in E2 group to
0.96 kg in E2 + EM group. The study demonstrated no significant im-
pact of the experimental factor (EM probiotics) on the ADG (p > .05).
Weight gain ranged range from 78.95 kg in C group to 84.15 kg in
E2 + EM group. No effects of EM on total weight gain were deter-
mined (p > .05). No effects of EM were found in FCR either (p > .05).

3.2 | Porcine jejunal morphology
The results of morphological evaluation of the jejunum obtained

from the studied animals are presented in Table 6. The beneficial

effect of the EM Bokashi preparation on the intestinal villi height

NCBI accession

number Product size (bp)  Reference
414396 380 Nygard, Jgrgensen, Cirera,
and Fredholm, (2007)
100038029 122 Nygard et al. (2007)
100625166 174 Nossol et al. (2015)
100126285 151 Li, Yao, and Jiang (2014)
399533 147 Li et al. (2014)
102164419 123 This study
397429 286 This study?
100625876 124 This study?
396565 123 Brogaard et al. (2015)
397106 108 This study?
100626121 111 This study?
100736996 161 This study?
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was confirmed in all experimental groups (p < .001). The high-

est villi were reported in E2 + EM. The beneficial effect of the
EM formulation on the villi width was also found in C + EM and
E2 + EM. The widest villi were found in the jejunum of E2 + EM
pigs. Intestinal absorption surface was significantly higher (p < .01)
in C+ EM and E2 + EM groups in comparison with their respective
controls (i.e., C and E2). The largest absorption surface was deter-
mined in E2 + EM group. A highly significant interaction between
feeding and EM supplementation was found in height, width and
surface area of the intestinal villi (p < .001). The depth of intestinal
crypts was similar in groups C and E2. Statistically significant dif-
ferences (p < .01) were found only E1 versus E1 + EM, with deeper
crypts found in E1. The beneficial effect of the EM Bokashi prepa-
ration was demonstrated on the ratio of the villus height to the
depth of the crypts (VH/CD) (p =< .05). An increase in the VH/CD
ratio, which is an indicator of the digestive potential of the intes-
tine, indicates the maturity of the intestinal mucosa. The thickness
of the mucosa was the largest in E2 + EM and significantly differ-
ent thanin E2 (p <.05). The highest number of goblet cells was also
observed in group E2 + EM. What is more, a significant interaction
between feeding and addition of EM for a number of traits was
found (Table 6), for example mucosal thickness (p < .001) and the
number of goblet cells (p < .01).

3.3 | The analysis of gene expression

The results of gene expression analysis are presented in Figure 1.
Among the ten tested genes, statistically significant changes in the
level of gene expression associated with diet and the addition of pro-
biotics were demonstrated for FABP4, IL10, GLUT2 and CLDN1. The
animals fed without the addition of probiotics showed an increase
in the expression of the FABP4 gene (group E1) (Figure 1a) and a
decrease in the expression of the GLUT2 gene (group E2) (Figure 1b).

TABLE 5 Fatteningresults

On the other hand, the experiment in which animals received a pro-
biotic additive revealed an increase in the expression of two genes,
FABP4 and IL10 (group E2) (Figure 1b).

4 | DISCUSSION
4.1 | The fattening performance

In this study, a positive effect of the EM supplementation on the BW
concerned only the C group, which was fed a standard diet, based
on a blend with a full share of post-extraction soy meal (GMO).
Chen et al. (2005) indicated that a diet enriched with a probiotic
preparation (Lactobacillus acidophilus, 1.0 x 10’ CFU (colony-forming
unit)/g; Saccharomyces cerevisae, 4.3 x 100 CFU/g; and Bacillus subti-
lis 2.0 x 3 x 10° CFU/g) had a beneficial effect on the BW and growth
rate. Similarly, the studies conducted by Balasubramanian, Sang, and
Kim (2018) showed that the introduction of a probiotic (Bacillus co-
agulans, 1 x 10’ CFU/g; B. licheniformis, 5 x 108 CFU/g; B. subtilis,
1 x 10? CFU/g; and Clostridium butyricum 1 x 10® CFU/g) into the
animal diet significantly (p < .05) increased BW and ADG. Mahan,
Cromwell, Ewan, Hamilton, and Yen (1998) and Quiniou, Dagorn, and
Gaudre (2002) also reported that animals from a group fed with a
probiotic additive had significantly higher (p <.01) growth rates, with
lower FCR. The impact of probiotic preparations can be different,
because it depends on the type of bacteria used, the level and time
of supplementation, diet composition and interaction with other di-

etary supplements (Meng et al., 2010).

4.2 | Porcine jejunal morphology

The results indicate that the E2 diet is more optimal for the use of

the EM Bokashi preparation. In this group, the EM additive positively

C E1l E2) p-value
Trait © C+EM E1l E1+EM E2 E2 + EM SEM G EM GxEM
BW initial, kg 32.15 33.15 30.55 32.30 32.00 29.45 0.40 ns ns ns
BW at slaughter, kg 111.10° 113.55? 112.40 112.95 112.35 113.60 0.35 ns .05 ns
Duration of fattening, 85 87 87 86 88 88 0.91 ns ns ns
days
ADG during fattening, 0.93 0.93 0.95 0.95 0.92 0.96 0.01 ns ns ns
kg
Total weight gain 78.95 80.40 81.85 80.65 80.35 84.15 0.56 ns ns ns
during fattening, kg
FCR 3.08 3.04 3.00 3.14 i3 2.96 0.03 ns ns ns

Note: G—nutritional group, EM—effective microorganisms (probiotic) supplementation, C—control group—standard nutrition, a blend with a full share
(100%) of post-extracted soy meal (GMO); E1—experimental group 1—in the first phase of fattening: pea and lupin/soybean 50%/50%, in the second
phase of fattening: pea and lupin/soybean 75%/25%; E2—experimental group 2—in the first phase of fattening: pea and lupin/soybean 505/50%,

in the second phase of fattening: pea and lupin 100%; BW—body weight, ADG—average daily gain, FCR—feed conversion ratio (kg of feed per kg of

body weight gain); a, b—statistically significant differences for p < .05; A, B—statistically significant differences for p < .01.
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influenced the morphological characteristics of the porcine intes-

tine. Histological examinations determine the effect of various diets
(for example, dairy diet, diet with a varied share of broad beans) and
their forms (limited or ad libitum) on the morphometric characteris-
tics of the intestine (Mroz, 2001).

In this study, EM Bokashi increased the height and width of
the intestinal villi. A significant interaction between feeding and
addition of EM for a villus height and villus width was also demon-
strated. Intestinal villi are finger-shaped bulges of the mucous
membrane (0.2 x 1 mm) which undergo modifications depending
on the place of their location in the intestine. Because their task is
to increase the intestinal absorption area, the capillary network is
very dense on the tip of the villus. The structures are covered with
the intestinal epithelium, under which there is a continuous layer
of myofibroblasts participating in the regulation of epithelial re-
newal and defence processes (Ackermann, Nowicki, & Sarnecka-
Keller, 1974). Likewise, Mroz (2001) and Schwarz et al. (2010)
showed that some factors in an animal diet (including probiotics,
prebiotics and organic acids) increase the height of the intesti-
nal villi. Moreover, the beneficial effect EM Bokashi on villus sur-
face area was noted as well as a significant interaction between

feeding and addition of EM for a villus surface area and mucosal

In this paper, EM Bokashi did not increase the intestinal crypt
depth, but Mroz (2001) proved that the depth of crypts increased
after the use of a probiotic. Crypts are responsible for the pro-
liferation of epithelial cells, the production of defensins—an-
ti-bacterial immune factors and endocrine substances, such as
chomogranin; defence reactions are stimulated in the crypts, pro-
moting the production of antibodies and phagocytosis (Manning &
Gibson, 2004). Baum, Liebler-Tenorio, Enss, Pohlenz, and Breves
(2002) demonstrated that Saccharomyces boulardii and Bacillus ce-

reus had a beneficial effect on the epithelial structure and cryptic

This study confirmed the beneficial influence of EM Bokashi
on ratio of VH/CD ratio. The VH/CD ratio is used to assess the
degree of nutrient digestion and absorption capacity of the small
intestine (Montagne, Pluske, & Hampson, 2003). The VH/CD ratio
in the intestine was greater at the age of 9 days in piglets which
received the L. brevis 1E1 additive and in the duodenum at the
age of 22 days, including pigs fed with the addition of L. brevis
1E1. Bontempo Giancamillo Savoini Dell'Orto and Domeneghini
(2006) observed that the villi height and the crypts depth were
greater, and the ratio of villi to crypt was lower in piglets fed with
the addition of a probiotic than in animals from the control group.
Dowarah, Verma, Agarwal, Patel, and Singh (2016) also showed
an increased villus height and crypt depth along with a reduced
VH/CD ratio in the group of porkers fed probiotics containing
L. acidophilus NCDC-15 or the Pediococcus acidilactici FT28 strain.
Whereas studies by Mishra, Verma, Agarwal, and Singh (2016)
showed an increase in villi height and the VH/CD ratio (p < .01) in

the jejunum in the group of pigs fed on Saccharomyces cerevisiae
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Goblet cells are responsible for the secretion of mucus and mu-
cins, providing the body with the first protective barrier. The muco-
sal epithelial cells also support the activity of this barrier through
the production of mucins (Ackermann et al., 1974). The research
conducted by Rubio et al. (2010), in which all animals were fed with
a full-ration blend, showed that the number of goblet cells in the
jejunum was 15.5 goblet cells/100 cells. In our study, the addition
of probiotics resulted in an increase in the number of goblet cells
in E2 + EM group, which received the probiotic (Figure 2). This con-
firms the study of Prieto et al. (2014) using Bacillus pumilus, who
after 22 days of supplementation of weaned piglets showed a higher
number of goblet cells/1 villi (p < .01) compared to the control group
(13.97 vs. 9.67). However, other authors did not show the effect of
Enterococcus faecium on increasing the number of goblet cells in the
jejunum of fattening pigs (Giannenas et al., 2016).

The research indicates that in pigs the morphological charac-
teristics of the small intestine seem to be rather stable. The study
by Rekiel, Bielecki, Wiecek, and Kulisiewicz (2010) was aimed at
determining the effect of antibiotics (flavomycin) and selected pro-
biotics (Bacillus toyot, Pedicoccus acidilactici) on the morphological
properties of the intestinal epithelium in porkers. The histological
evaluation of the intestinal mucosa revealed that these additives
had diverse effects on the morphological properties and the ability
of the cryptic epithelium to proliferate (Rekiel, Bielecki, & Wiecek,
2010; Rekiel, Bielecki, Wiecek, et al., 2010). The results of the stud-
ies mentioned above are confirmed by the research on L. acidophi-
lus and Bifidobacterium conducted by Babinska et al. (2005), which
showed that probiotic strains had a beneficial effect on the morphol-

ogy of the digestive tract, liver and pancreas.

Experimental diet 2 (E2)

FIGURE 1 Changesin the level of gene
expression in (a) E1 and (b) E2 diet groups
fed with and without the addition of
beneficial EM microorganisms

& Ky
» 9
o 194

mm B2 B E2+EM

FIGURE 2 Number of goblet cells in
jejunal tissue (arrows). (a) microscopic
photograph of intestinal villi in the
control group C fed without probiotic; (b)
microscopic photograph of intestinal villi
in the experimental group E2 + EM with
the addition of a probiotic to diets. Mag.
100x. PAS reaction [Colour figure can be
viewed at wileyonlinelibrary.com]

4.3 | Gene expression

The impact of the EM additive on the gastrointestinal mucosa was
also analysed at the level of mRNA changes for the following gene
panel: genes associated with the immune system (IL10, IL1B), fatty
acid metabolism (FABP4, FFAR2) and glucose transport (GLUT1,
GLUT2, GLUT5); genes encoding proteins related to gap junctions
(CLDN1, TJAP1); and the glycoprotein encoding gene (MUC6). The
selection of the gene panel was aimed at verifying the influence of
probiotics on the metabolism, immune system and gastrointestinal
tract structure. The genes for which statistically significant results
were received were further discussed.

The addition of the EM Bokashi preparation up-regulate 1L10,
an anti-inflammatory cytokine, compared to the group not receiving
EM. These results suggest that the use of EM is beneficial for the im-
mune response in the gastrointestinal mucosa. The research carried
out by Laskowska et al. (2018) focused on the effect of EM Bokashi
on the concentrations of pro- and anti-inflammatory cytokines in
the serum of pregnant sows, as well as in milk after farrowing. The
authors noted an increase in the concentration of IL10 in the exper-
imental group supplemented with EM Bokashi. The in vitro studies
on human THP cell line tested the properties of potentially probiotic
bacteria. Positive results in the context of an increase in the expres-
sion of IL10 were obtained for L. paracasei L350, L. fermentum L930
Bifidobacterium animalis subsp. animalis IM386 (Citar et al., 2015).

The FABP4 gene encodes a fatty acid-binding protein. It is as-
sumed that its function is related to the collection, transport and
metabolism of fatty acids. The GLUT2 gene encodes, among other

things, a glycoprotein located in the membrane of the intestines.
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The glycoprotein which is encoded by this gene is responsible for
bi-directional glucose transport (Stelzer et al., 2011). The CLDN1
gene encodes a protein associated with the gap junctions between
epithelial and endothelial cells. Gap junctions form a physical bar-
rier and regulate the permeability of the gastrointestinal tract wall
(Stelzer et al., 2011).

The results obtained for the three genes (FABP4, GLUT2 and
CLDN1) indicate that the E1 diet is less optimal for the use of the
probiotic EM preparation. A reduction of FABP4, GLUT2 and CLDN1
gene expression was demonstrated in this experimental group (E1).
In the experimental E2 diet group, the addition of EM caused an
increase in the expression of genes related to the metabolism and
functioning of the digestive tract. The research conducted in other
species of farm animals (hen) or model animals (mouse) seem to con-
firm these observations. The addition of probiotics (Lactobacillus
rhamonus and Lactococcus lactis) into the mouse diet increased the
expression of the FABP4 gene (Suzuki et al., 2017). On the other
hand, the addition of probiotics to the broiler chicken diet results
in the higher expression of GLUT2, which is related to the increased
glucose uptake (Faseleh Jahromi et al., 2016). The studies examin-
ing the effect of mixed probiotics on epithelial cells (in particular:
L. rhamnosus GG, L. plantarum and L. salivarius) showed that these
bioactive substances increase the expression of gap junction pro-
teins (claudin-1, claudin-3 and JAM-1) (Miyauchi et al., 2012; Patel
etal., 2012).

5 | CONCLUSION

In conclusion, it can be started that the effectiveness of the in-feed
probiotic supplementation in pigs is higher once it is optimized with
the nutrition. The results of this research show that the E2 diet is
definitely more optimal for the use of the EM Bokashi preparation.
The use of this diet and the EM additive positively influenced the
morphological characteristics of the porcine jejunum and caused an
increase in the expression of the genes related to the metabolism
and functioning of the gastrointestinal tract.
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Simple Summary: Pork is the most popular meat among consumers in Poland, but it can also be a
source of pathogens. Therefore, there is a need to find effective prophylaxis in order to ensure that
consumers have access to safe food with the desired nutritional qualities and, above all, food that is
free of pathogens. In order to meet these expectations, producers use probiotics containing effective
microorganisms (EMs) offered in the market. In this study the same probiotic, EM Bokashi, was used
for the first time in combination with three nutritional variants with proteins of different origin.

Abstract: The aim of the study was to determine how effective microorganisms influence meat quality,
the microstructure of the longissimus lumborum muscle, and electrophoretic protein separation.
The study group consisted of 150 piglets divided into three feeding groups: C, E1, and E2. The feeding
groups included C—a standard fodder blend with a full share of post-extracted soya meal; E1—a
50%/50% mix of pea and lupine/soya bean in phase I of fattening and a 75%/25% mix of pea and
lupine/soya bean in phase II of fattening; and E2—a 50%/50% mix of pea and lupine/soya bean in
phase I of fattening and in 100% pea and lupine in phase II of fattening. The experimental factor was
the addition of the EM Carbon Bokashi probiotic to the diet (C + EM, E1 + EM, E2 + EM). Influence
of the feeding system on the following parameters was also estimated. After slaughter, the meat
quality, LL muscle microstructure, and electrophoretic protein separation were assessed. In the C
+ EM group, a lower water-holding capacity was demonstrated. Meat from pigs fed the effective
microorganism additive was much harder in the E1+EM group compared to meat from pigs from the
E1 group. A beneficial effect of effective microorganism was found in the E2 + EM group, where less
thermal leakage from the meat was demonstrated. A beneficial effect of the feeding system on thermal
leakage and loin eye area in the E2 + EM group was demonstrated. In the C + EM group, a lower
total number of muscle fibers was demonstrated. The addition of effective microorganism caused an
increase in the diameter of fast twitch fibers in the E1 + EM group. In the same group of pigs, effective
microorganisms caused a lower proportion of fiber fission. This nutritional variant appears to be the
most appropriate for proteins as well, because it led to the most favorable percentage of individual
proteins after effective microorganisms supplementation in the longissimus lumborum muscle.

Animals 2020, 10, 1755; d0i:10.3390/ani10101755 www.mdpi.com/journal/animals
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1. Introduction

Pork is one of the most popular meat choices for consumers in worldwide [1]. Unfortunately,
it is also often a potential source of pathogens that occur naturally in pigs but cause diseases due
to microorganisms such as Salmonella spp., Toxoplasma gondii, Listeria monocytogenes, Campylobacter
spp., and Staphylococcus aureus. In order to develop an effective prophylaxis of pathogen-free pork
consumption, it is important to find appropriate methods to eliminate pathogens from meat [2]. Healthy
food with appropriate dietary qualities is a priority among consumers. Therefore, in order to meet
these expectations, producers use feed additives—probiotics—containing effective microorganisms
(EMs), which combat pathogenic microflora and improve the microbiological balance of the digestive
system and meat quality [3,4]. Many authors have shown a beneficial effect of probiotic preparations
on meat quality, including succulence, elasticity, tenderness, and color [3-5]. On the other hand,
intensive breeding work, aimed at achieving the highest possible production—and, thus, the highest
meat content of fattening pigs—has led to histopathological changes in the muscles, such as changes in
the size and shape of fibers (atrophy or hypertrophy), splitting, and fiber necrosis. The individuals
in which we most frequently encounter these changes are fattening pigs of the pietrain breed and its
hybrids [6]. According to the existing research, intensive selection, in addition to genetic conditions,
nutrition, body weight, and breed, may also affect the number of muscle fibers [7]. The histological and
biochemical properties of the muscle, e.g., the area and type of fibers or the glycolytic and oxidative
properties, are the elements that determine the quality of meat [8,9].

In January 2006, after a ban on antibiotics was introduced in the European Union, all dietary
supplements (e.g., probiotics, prebiotics, synbiotics, and herbs) have become an object of interest for
scientists and the subject of many studies in order to find an effective alternative. The term “probiotic’
refers to live microorganisms (with proven probiotic properties and origin) that, when administered
in sufficient quantities, have a beneficial effect on animal health and productivity [10]. Currently,
the majority of the produced probiotics use lactic acid bacteria (Lactobacillus acidophilus), which prevent
the development of Salmonella, Escherichia coli, and Candida albicans and stimulate immunity.
Other strains of the genus Lactobacillus synthesize vitamins D and K (L. brevis), produce the antibiotic
lactolin (L. plantrum), or increase tolerance to lactose (L. rhamnosus). Other bacteria used in probiotic
production, such as Bifidobacterium bifidium, inhibit the development of pathogens; Enterococcus
faecium destroys rotaviruses [11]. The probiotic preparation used in this experiment contains
strains of microorganisms, including Lactobacillus plantrum, Enterococcus faecium, Bacillus licheniformis,
and Clostridium butyricum, which do not undergo any technological treatment [12].

In Poland, where 80% of animal nutrition is based on imported soya bean meal, it is important
to find an alternative source of protein for reasons of the food safety of both humans and animals.
The solution to this problem may be to use native legumes—peas and lupine [13]. Therefore, this paper
presents three nutritional variants, with proteins of different origin, combined with the addition of
a probiotic.

The aim of the study was to determine how effective microorganisms (EM) influence meat quality,
the microstructure of the longissimus lumborum (LL) muscle (the enzymatic profile of the muscle
fibers, intramuscular fat content, and the occurrence of pathological changes), and the electrophoretic
distribution of selected proteins in pigs fed on diets with proteins of different origin.
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2. Materials and Methods

2.1. Maintenance and Feeding of Animals

The tests were carried out at the Fatstock Pig Utility Control Station in Metno, Poland. The study
covered 150 piglets F1 (Polish Landrace PL x Polish Large White PLW) with &'F1 (Pietrain X Duroc),
50% gilts and 50% hogs), at an initial body weight of about 30 kg. The animals were placed into two
separate, identically constructed and equipped rooms—the control room (groups C, E1, and E2) and
the experimental room (groups C + EM, E1 + EM, and E2 + EM). Each animal was marked and placed
in an individual 2 m? pen with straw bedding equipped with automatic feeder and nipple drinker,
allowing constant access to water (Directive No. 2010/63/EU). Wheat straw was replaced three times a
week and animals’ pens were augmented by metal chains.

The fattening pigs were divided into three groups: the control group (C) and the experimental
groups (E1 and E2), depending on the nutrition they were receiving. Group C was fed a standard diet
based on post-extraction soya bean meal (100%). In fattening phase I, groups E1 and E2 were given a
feed mixture with 50% soya bean and 50% pea and lupine. In fattening phase II, group E1 were fed a
compound feed of 25% soya bean and 75% pea and lupine, while in group E2 soya bean protein was
completely replaced with 100% pea and lupine. The composition of the feeds is shown in Table 1.

Table 1. The composition of feeds.

Control E1 E2
Dietary Value Phase I Phase II Phase I Phase II Phase I Phase II
(30-70 kg) (70-115 kg) (30-70 kg) (70-115 kg) (30-70 kg) (70-115 kg)
Dry matter, g 877 875 877 875 877 875
Metabolic energy, MJ 13.39 13.11 13.32 13.09 13.32 13.12
Total protein, g 170 159 171 157 171 160
Fat, g 27 20 29 20 29 20
Lysine, g 10.6 9.7 10.6 9.7 10.6 9.7
Calcium, g 5.9 5.8 5.9 5.8 5.9 5.8
Phosphorus, g 53 52 5.3 52 5.3 5.2
Sodium, g 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7
Vitamin A, IU 10.000 10.000 10.000 10.000 10.000 10.000
Vitamin D, IU 2.200 2.200 2.200 2.200 2.200 2.200
Vitamin E, IU 80 80 80 80 80 80
Composition of the
fodder, %:

Soy meal 46% BO 16 12 10 4 10 -
Wheat 12% 20 20 20 20 20 20
Barley 12% 35 45 30 41 30 35

Triticale 10% 25.3 20 26 20 26 20
Soybean oil 1 0.3 1.3 0.3 1.3 0.3
Lupine 37% - - 7 9 7 12

Pea 21% - - 3 3 3 10
PORKOZ.I;,IZL TPEA 2.5 2.5 2.5 25 25 25
SELACIDB%G DRY25 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Total 100 100 100 100 100 100

In order to assess the effect of the probiotic used, animals were divided into control subgroups
(without the probiotic)—C, E1, and E2—and experimental subgroups (with the probiotic)—C + EM,
El + EM, and E2 + EM (Table 2).

The laboratory assessment covered meat samples taken from 60 animals (10 randomly pigs
from each group: five gilts and five hogs) which were pooled into a single study group within each
feeding system because there were no significant sex-related differences in the values of the analyzed
parameters (Table 2).
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Table 2. Experiment arrangements.

Control Group (C) Experimental Group (E1) Experimental Group (E2)
C C+EM E1 El+ EM E2 E2 + EM
n=25 n=25 n=25 n=25 n=25 n=25
13912 12913 12213 13912 g 13912 12913
Body Weight at Slaughter, kg
J Q d ?Q d ? d ? d ? d ?

111.27 107.70 11342 112.04 115.63 109.00 115.86 11250 113.82 111.55 115.86 115.56
+570 +845 +494 +£3.07 +467 +£729 +443 +421 +488 +457 +464 +430

Group C—standard diet based on post-extraction soya bean meal (100%); groups E1 and E2—in phase I of fattening,
a feed mix with 50% soya bean and 50% pea and lupine was administered; group E1—in phase II of fattening a feed
mix with 25% soya bean and 75% pea and lupine was administered; group E2—100% of soya bean protein was
replaced with pea and lupine; experimental groups, with the addition of a probiotic to the diets (C + EM, E1 + EM,
E2 + EM) [14].

The applied probiotic EM Carbon Bokashi [14] was administered in the amount of 5 kg per tonne
of feed (in phase I of fattening) and 3 kg per tonne of feed (in phase II of fattening). Animals weighing
approximately 115 kg were slaughtered in accordance with the applicable standards and regulations
(Ordinance of the Minister of Agriculture and Rural Development of 9 September 2004). An electric
stunning method was applied to the pigs.

2.2. Quality of Meat

The acidification of muscle tissue 48 h after slaughter (pHag) was determined using an Elmetron
CP-401 pH meter with a firing electrode. The equipment was calibrated using Elmetron’s pH 7.0 and
pH 4.0 buffers. Meat quality was assessed 48 h after slaughter (without repetitions) on the LL muscle,
which was stored at 4-6 °C. The water-holding capacity (WHC) was determined according to Grau
and Hamm [15], as modified by Pohji and Ninnivaara [16]. A 300-mg sample of minced meat was
weighed and placed on Whatman filter paper between two glass plates under a constant load of 2 kg
for 5 min. The juice infiltration area was used to calculate the percentage of loose water in the meat,
assuming that 1 cm? of infiltration corresponds to 10 mg of water. The infiltration surface of meat juice
was measured with a planimeter. WHC was reported as the mean of three trials.

The thermal leakage was determined according to the method developed by Walczak [17], without
repetitions. A 20-mg meat sample was placed on a hygroscopic gauze and heated at 85 °C for 10 min
in a water bath. After heating and removing the gauze, the sample was cooled to 4 °C and weighed.
On the basis of the weight difference before and after heat treatment, the percentage of weight loss
was calculated.

The color of the meat was measured on a slice of raw meat using a Minolta CR 310 photocolorimeter
(Konica Minolta, Tokyo, Japan) with a measuring hole diameter of 50 mm. The instrument was
standardised using the white calibration plate CR310 with coordinates Y = 92.80, x = 0.3175 and y
= 0.3333. The color parameters of individual samples were determined in the CIE L*a*b* system
(L*—brightness; a*—proportion of red; b*—proportion of yellow) [18] using Illuminant D65 and a
standard 2° observer, without repetitions.

Marbling was determined using a slice of raw meat weighing 120 g. The visual assessment
was carried out by a team of five specialists and the results was presented as the mean of these five
assessments. Marbling was assessed on the basis of Canadian and American models on a 10-degree
scale [19,20], where 1 = no intramuscular fat content and 10 = very high marbling.

The tenderness of the meat was determined using an Instron 3342 strength tester equipped with
a Warner-Bratzler cap, according to the method by Szalata et al. [21]. Meat samples weighing 120 g
were heated in a water bath to an internal temperature of 70 °C. Heat treatment was conducted in
a 0.85% NaCl solution. Five 10 mm X 10 mm rods were cut out along the muscle fibers, then cut
perpendicularly to the muscle fibers. The result, which is the mean of five trials, was recorded as
maximum shear force expressed in N.
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The outline of the surface area of the LL muscle (sirloin eye area) was drawn on a slice of raw
meat (120 g) and the surface area (cm?) was determined using the planimetric method.

2.3. Histochemical Analysis

To assess the microstructure of the muscle, a 5 X 15 mm sample was taken from the longissimus
lubmorum (LL) muscle between the 4th and 5th ribs. Next, the samples were frozen in liquid nitrogen
at =196 °C. The frozen muscle samples were transferred to cryostat (Thermo Shandon, London, UK)
and cut into 10-um thick histological fragments at about —25 °C. The fragments were then placed on a
slide and subjected to the following histochemical reactions:

In order to determine the muscle fiber types, a combined reaction was carried out to the activity
of two enzymes [22]: tetrazoline reductase NADH-TR (incubation of preparations in the incubation
fluid: NADH, NBT, and 0.1M phosphate buffer at pH 7.4 and 37 °C for 1 h) and myofibrillar ATP
(pre-incubation of the preparations in an acidic solution at pH 4.0 for 3 min, followed by incubation in
an incubation fluid: ATP, CaCl,, and sodium barbiturate at pH 9.6 and 37 °C for 30 min). The effect
of the reaction is the transformation of colorless tetrazolium salts into visible formazan granules,
which allows for an unambiguous determination of the metabolic/structural type of fibers: STO (slow
twitch oxidative fiber, dark brown or black), FTO (fast twitch oxidative fiber, blue), and FTG (fast
twitch glycolytic fiber, light, straw-colored).

In order to determine the percentage of intramuscular fat (IMF; intramuscular fatis red), the samples
were dyed oil red according to Dubovitz et al. [23]. First, the slides was taken from the freezer and left to
dry at room temperature for two minutes. Then, immersing the slides in various reagents with specific
periods of time: formaldehyde 4% (5 min), distilled water (5 min), oil red solution (Sigma-Aldrich,
Poznan, PL, 15 min), distilled water (15 min).

In order to determine pathological changes in the muscle, topographic staining with hematoxylin
and eosin was performed. Pathological changes, such as giant fibers, necrotic fibers, and splitting,
were determined.

Then, microscopic images were recorded on a computer disk using a Nikon Ci-L microscope
equipped with a Nikon DS-Fi3 camera with a resolution of 5.9 MPix and NIS ELEMENTS software,
enabling linear and planimetric measurements and digital analysis of the microscopic images.
The percentage of individual muscle fiber types was calculated for an area of 1.5 mm?. The diameters
of muscle fibers were measured according to the method given by Brooke [24]: measuring the shortest
diameters. The density of muscle fibers was calculated based on the average number of fibers per
1.5 mm?. The total number of fibers (TNF) was calculated by multiplying the fiber density and the
sirloin eye area. Intramuscular fat (IMF) was determined over an area of 3 mm?
filtering out the indicated color, which calculates the percentage of red. The software also calculated
the number of normal and pathological fibers over the area of 1.5 mm? and the percentage content of
these fibers.

using the function of

2.4. Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)

2.4.1. Sample Preparation

Samples of 2 mg of raw frozen meat were mixed with a 98-uL buffer (pH 6.8; 8 M urea, 2 M
thiourea, 0.05 M Tris-HCl, 0.075 M DTT, 3% [w/v] SDS, 0.05% [w/v] bromophenol blue). Each sample
was heated for 3 min at 98 °C. The protein concentration in 10-puL samples was determined using a 2-D
Quant Kit (GE Healthcare Bio-Sciences, Marlborough, MA, USA). Protein from each sample (20 pg)
was subjected to electrophoresis.

2.4.2. Gel Electrophoresis

The proteins were separated using SDS-PAGE in 15% polyacrylamide two-phase gels [25].
The resolving gel contained 30% (w/v) acrylamide, 75% (v/v) glycerol, 3 M Tris [pH 8.8], 10% (w/v) SDS,
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1% (w/v) ammonium persulfate, and 16 pL of TEMED. The stacking gel (10% (w/v) acrylamide, 5% (v/v)
glycerol, 0.125 M Tris (pH 6.8), distilled water, 10% (w/v) SDS, 1% (w/v) ammonium persulfate, staining
buffer, and 25 pL of TEMED) was poured on the layer of resolving gel. The separation was performed
with buffer (0.25 M Tris base, 1.92 M glycine, 0.5% SDS (w/v), and 10 mM of 2-mercaptoethanol).
A PageRuler Plus Protein Ladder 10-250 kDa (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) was used
as a standard for protein molecular weight (m.w.) calibration. The gels were prepared in triplicate
on 80 x 100 mm plates with 0.75-mm spacers. The separation was conducted using an SE 250 type
apparatus (Hoefer Scientific Instruments Company, Holliston, MA, USA). Electrophoresis was run
with a constant current of 40 mA per two gels. Proteins were visualized by staining with 0.05%
(w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 50% (v/v) methanol, and 10% (v/v) acetic acid for 0.5 h and then
destained overnight (10% (v/v) methanol and 4.5% (v/v) acetic acid).

2.4.3. Image Analysis

All images of the polyacrylamide gels were acquired using an Image Master® VDS imaging
system (Pharmacia Biotech, Vienna, Austria) and analyzed using Image Master® 1D Elite v. 4.0
software. Computations were based on the assumption that the area of a single protein band accounts
for a percentage ratio in relation to the area of all separated protein bands, which constitutes 100%.

2.5. Statistical Analysis

Since some results did not meet the assumptions of a normal distribution (which was verified using
the Shapiro-Wilk test) or the assumptions of homoscedasticity—required for implementing parametric
tests-the non-parametric Mann-Whitney U test was used in order to examine the statistically significant
differences between two experimental groups within one feeding system (C vs. C + EM; E1 vs. E1 + EM
and E2 vs. E2 + EM) for percentage of muscle fibers FTO and FTG, total number of muscle fibers (TNF),
normal fibers (%), giant fibers (%), fiber necrosis (%), fiber splitting (%), intramuscular fat content (%),
pHug, WHC (%) and for marbling score. For the remaining parameters which met the assumptions of a
normal distribution and homogeneity of variance, the parametric analysis of variance (ANOVA) was
applied, followed by a test for multiple comparisons, i.e., post hoc Tukey test (HSD). For the purpose
of analyzing the relationships between selected parameters, Spearman’s rank correlation coefficient
was applied. Additionally, the Kruskal-Wallis test and the comparison of mean ranks were used to test
the differences between the feeding systems (C vs. E1 vs. E2 and C + EM vs. E1 + EM vs. E2 + EM).
The obtained results were processed statistically using Statistica 13.1 software.

3. Results and Discussion

3.1. Quality of Meat

Table 3 presents the results of the meat quality assessment.

In control group C and experimental groups E1 and E2, no influence was demonstrated of feeding
pigs effective microorganisms on the degree of the acidification of muscle tissue evaluated 48 h after
slaughter. Previous research [3,26] also did not report an effect on pHyg from feeding fattening pigs
effective microorganisms. Additionally, the studies conducted by Yang et al. [26] on broilers did not
show the effect of Clostridium butyricum on the ultimate pH. In contrast, studies by Zhang et al. [9]
showed an increase in pHy4 meat of pigs after dietary supplementation with resveratrol—a flavonoid
with antioxidant and anti-inflammatory effects—in the amount of 300 mg/L per kg of feed, compared
to the control group (p < 0.05). Ultimate pH has a significant effect on WHC of meat. The higher
ultimate pH might lead to the stronger WHC and the lower moisture losses [27]. In addition, the pH
value has a significant impact on meat color and tenderness [28].

In the present study, meat from the experimental group C + EM—fed a standard diet with
post-extraction soya bean meal with the addition of effective microorganisms—had lower WHC (18.16%)
than the control group (15.57%) (p < 0.05). A study by Dowarah et al. [29] reported improvement
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of WHC after supplementation with Pediococcus acidilactis FT28 (p < 0.05). Chang et al. [28] did not
demonstrate an effect of the probiotic on WHC. High WHC values may indicate a slow and steady
rate of pH drop during the initial hours after slaughter [30]. WHC is an important criterion for
classifying meat quality, mainly from the producer’s point of view, as it indicates the meat’s suitability
for further processing, while, from the consumer’s point of view, it impacts on the culinary use of the
meat [31]. The beneficial effect of effective microorganisms on thermal leakage was demonstrated in
experimental group E2 + EM: it was statistically significantly lower compared to the control group
(p < 0.05). Jukna et al. [3] found that after the addition of the probiotics Yeasture and Microbond to
pig feed, an improvement in the culinary properties of the meat was found. Also, the influence of
diet on thermal leakage was demonstrated. In the experimental group E1+EM thermal leakage was
significantly higher, compared to group E2 + EM (p < 0.05). Bocian et al. [32] showed no effect of
feeding pigs with legumes on thermal leakage. Zmudziniska et al. [33] demonstrated that feeding pigs
with diets containing legume plants and extracted rapeseed meal does not affect the pork meat quality.
Other authors [34] showed that the experimental diet with an addition of 5% of raw soybean seeds
affected (p < 0.05) meat color and also meat composition.

Table 3. Effects of effective microorganisms (EM) on meat quality in pigs fed on diets with proteins of
different origin.

. C E1 E2
Traits
C C+EM E1 E1+ EM B2 E2 + EM
pHag 514+012 5094009  513£006 5194010 5114005 513+ 007
a b
WHC, loose water % 1227 £249 181622250 1500 595 47014170  1889+372 1628+ 188
p=0.016 p=0016

a bx
Thermal leakage, % 24.39 +1.50 24.25 +2.54 24.44 + 0.63 24.80 * + 1.96 24807 +2.50  22.38°%+ 125

p=0.024 p = 0.024
L*—Lightness 5630192  57.59+348 5649 +236  5565+255  5613+115  5639+252
a*—Redness 1391£066  1413:086  13.99+1.04 14412056  1421+078  14.00+0.98
b *—Yelowness 450£0.64  425:077  427+096  451+080 4894055 456091
Marbling, score 187£079 147050 159049 170060  139+048 155051
Tenderness, N 17944280 4683+ e57a ULV 5627™7W Gagr ope 51344503
p = 0.030 p = 0.030

Loin eye area, cm? 53.10 + 5.67 55.76 + 6.15 53.41 +4.45 52.62*+2.21 57.59 + 4.96 57.93* + 3.31

Group C—standard diet based on post-extraction soya bean meal (100%); groups E1 and E2—in phase I of fattening,
a feed mix with 50% soya bean and 50% pea and lupine was administered; group E1—in phase II of fattening a feed
mix with 25% soya bean and 75% pea and lupine was administered; group E2—100% of soya bean protein was
replaced with pea and lupine; experimental groups with the addition of a probiotic to diets (C + EM, E1 + EM,
and E2 + EM); *? statistically significant differences between two experimental groups within specific nutritional
systems at p < 0.05; * statistically significant differences between the feeding systems (C vs. Elvs. E2 and C + EM vs.
E1 + EM vs. E2 + EM) at p < 0.05; p-value for groups that differ statistically significantly within one feeding system.

The application of the Bokashi preparation did not have a significant statistical effect on the change
of meat color (L*a*b*) in the study groups. A study by Balasubramanian et al. [35] also showed no
effect of the addition of the probiotic on meat color (L*: 58.42; a*: 17.47; b*: 6.10 at a supplementation of
0.1 MSP g/kg). Other authors, on the other hand, noted a much higher proportion of yellow among the
group of pigs fed the probiotic (8.98 vs. 9.48; p < 0.05) [18]. Meng et al. [5] demonstrated the beneficial
effect of supplementing the diet of fattening pigs with Bacillus subtilis and Clostridium butyricum on the
proportion of yellow (p < 0.01) and brightness (p < 0.05).

The use of the Bokashi preparation did not have a significant statistical effect on meat marbling.
This is consistent with the results from Balasubramanian et al. [35], but different from Meng et al. [5].
Marbling is defined as the amount and spatial distribution of visible, white fat spots present in meat.
The proper degree of marbling has a beneficial effect on the succulence, tenderness, and palatability of
the meat [19].

Another feature analyzed was tenderness, which depends on the age and species of the pig,
as well as on the procedures before and after slaughter, among other things. The degree of tenderness
is influenced by the time and conditions in which the meat matures and the proteolytic activity during
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storage [36]. In the experimental group E1 + EM (50% soya bean and 50% pea and lupine in phase I of
fattening, 25% soya bean and 75% pea and lupine in phase II of fattening), the differences in terms
of tenderness were statistically significant. The meat from pigs fed effective microorganisms was
significantly harder (56.27 N) than the meat from the E1 control group (47.47 N; p < 0.05). On the
other hand, an experiment by Yang et al. [27] found reduced cutting force in poultry, which indicates
improved tenderness. However, Chang et al. [28] and Liu et al. [37] did not demonstrate a significant
effect of probiotic use on meat tenderness. The influence of diet on meat tenderness was also
demonstrated, which differed statistically significantly between the experimental groups (C + EM,
El + EM and E2 + EM) (p < 0.05). The most desirable, tender meat was obtained from pigs from the C
+ EM group, while the hardest was obtained from pigs from the E1 + EM group. In the studies by
Bocian et al. [32] showed no effect of feeding pigs with legumes on meat tenderness. No effect of pig
feeding with Bokashi preparation on the sirloin eye area was demonstrated in this study. Study by
Balasubramanian et al. [38] also reported no effect of supplementation of the probiotic preparation
Bacillus spp. at the levels of 0.01% and 0.02% on the sirloin eye area (68.67 and 69.47 cm?, respectively).
However, the influence of the feeding system on this feature was noted. Significantly larger sirloin eye
area was demonstrated in pigs in the E2 + EM group, compared to E1 + EM (p < 0.05). The effect of
probiotics may vary, as it depends on the type of bacteria used, the level and time of supplementation,
the composition of the diet, and interactions with other dietary supplements [5].

3.2. Microstructure of the Longissimus Lumborum Muscle

This is one of the few studies that deals with the influence of effective microorganisms on the
microstructure of the LL muscle in pigs. The microstructure of the LL muscle and the proportion of
pathological lesions is presented in Table 4.

Table 4. Effects of effective microorganisms (EM) on the microstructure of longissimus lumborum muscle
in pigs fed on diets with proteins of different origin.

C El E2
C C+EM E1 E1+ EM E2 E2 + EM

STO 13.60 + 2.50 16.33 £ 6.60 14.36 + 4.68 14.51 + 3.60 16.10 £ 4.41 1541 +4.77
FTO 13.69 + 2.82 13.52 +3.57 13.80 + 2.40 14.05 +3.27 14.70 +£3.76 15.13 +£2.20

Traits

Percentage of muscle

9 0,
fibers, % FIG 72.71 +3.21 70.15 + 9.25 71.84 + 6.35 7144 +349  6920+16.14  69.46 +20.62
STO 35.03 + 4.34 35.86 + 4.69 38.86 + 5.61 40.82 + 521 37.11 +3.38 39.53 + 2.65
Fiber diameter, um 35.782 +3.88 43.17° £ 351 37242 £ 546 39.42° +226
FTO 35.44 = 6.52 40.66 + 6.63 < 0,003 <0003 5= 0,025 o= 0,028
44.682* +516  50.57P +3.46 .
FIG 47.14 + 4.50 52.30 + 8.71 20012 0012 5126*+£2.63  52.27 +3.26
Sum 244 + 48 228 + 67 243 + 60 205 + 22 222 +20 232+ 23
Muscle fiber density STO 35+10 34+9 33+7 30+38 34+10 28 +10
(fiber number/1,5mm?2)  FTO 3410 31+ 11 337 297 27 +8 317
FIG 175 + 34 163 = 65 177 £ 52 146 = 16 161 =13 173 + 21
Total number of muscle fibers 7442 + 368 694 + 488
(X1000) (TNF) p =004 004 743 + 371 617 + 254 660 + 406 652 + 439
Intramuscular fat content, 1.66 + 1.55 227 +1.13 1.84 121 1.67 +0.96 1.66 +2.05 245+ 1.79
(histochemically) %
Normal fibers, % 97.22 +2.02 97.36 = 1.97 95.95 + 2.72 98.27 +1.02 96.72 £ 1.71 96.60 + 1.86
Giant fibers, % 1.99 + 1.84 1.29 +1.29 1.76 + 1.80 110 £ 1.17 1.87 +1.16 1.95 + 1.50
Fiber necrosis, % 0.11+0.18 0.34+0.53 0.84 = 3.03 0.80 + 0.77 0.60 = 0.82 0.30 =+ 0.46
Fiber splitting. % 0.68 2* + 0.25 1.01° +0.92 1452* + 1.1 0.83b +0.81 0.812*+077 1152 +0.82
phting, 7o p=0.041 p=0.041 p=0.024 p=0.024 p=0.040 p=0.040

Group C—standard diet based on post-extraction soya bean meal (100%); groups E1 and E2—in phase I of fattening,
a feed mix with 50% soya bean and 50% pea and lupine was administered; group E1—in phase II of fattening a
feed mix with 25% soya bean and 75% pea and lupine was administered; group E2—100% of soy bean protein was
replaced with pea and lupine; experimental groups with the addition of a probiotic to diets (C + EM, E1 + EM,
E2 + EM); STO—slow twitch oxidative fibers; FTO—fast twitch oxidative fibers, FTG—fast twitch glycolytic fibers;
TNF—total number fibers; » © statistically significant differences between two experimental groups within specific
nutritional systems at p < 0.05; * statistically significant differences between the feeding systems (C vs. E1 vs. E2 and
C + EMvs. E1 + EM vs. E2 + EM) at p < 0.05; p-value for groups that differ statistically significantly within one
feeding system
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The proportions of different types of muscle fibers are one of the most important factors that
influence the quality of meat and depend on the nutrition, breed, sex, age, and physical activity of the
animal [7,39]. The study did not find any influence of effective microorganisms on the proportions
of particular muscle fiber types (Figure 1A) and their density. Such an influence was demonstrated,
however, by Lebedova et al. [40], who divided the animals into three groups: AL—ad libitum nutrition,
R1—feed limitation, and R2—strong feed limitation. The mix from the AL group had a significantly
lower proportion of FTG fibers (81.38%) compared to pigs from Groups R1 and R2 (84.03 and 84.18%,
respectively; p < 0.05). Research by Brzobohaty et al. [41] carried out on hybrids of the D X genotype
(LWp x L) also found a significant effect of nutrition on the proportions of muscle fibers (p < 0.001).
Pigs fed the highest level of rapeseed meal recorded the highest percentage of STO fibers (16%) and
fiber density per mm? (31). The group of animals receiving the lowest level of crude protein (142,82 g
vs. 146,93 vs. 153,69 g) was characterised by the highest percentage of FIG fibers (86%), while the
density of fibers was 22/mm? [41]. The addition of resveratrolto the diet of fattening pigs at 300 and
600 mg/kg resulted in a change to more oxidative muscle fibers [9]. In this study a tendency towards
fewer fibers per unit of muscle area and significant difference in TNF (p < 0.05) was observed in
experimental groups C + EM, which affects the tender/fine structure of meat. In experiment was found
a significantly larger diameter of FTO and FTG fibers in only the experimental group E1 with addition
of effective microorganisms (p < 0.05). Of the muscle fiber types studied, the largest diameters were
recorded for FTG fibers. Research by Zhou et al. [42] showed that the dietary supplementation of
fattening pigs with 0.08% polyphenolic extract of Eucommia ulmoides Oliver (PEE) leaves resulted in a
decrease in fiber diameter with increased fiber density (p < 0.05). A study by Mugqgader [43] reported
larger diameters of muscle fibers in broiler chickens whose diet was supplemented with zinc. Similarly,
a study by Zhou et al. [44] carried out on the thoracic and femoral muscles showed that the addition of
200 mg/kg and 400 mg/kg of probiotics (Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, and Bacillus natto) to the
diet of broilers had a significant effect on the growth of muscle mass and the diameter of muscle fibers
at a late stage of growth. Jin et al. [45], in their study on the thoracic and femoral muscles, found a
reduction in the diameter of muscle fibers (p < 0.05) after the addition of 0.3 mg/kg of selenium yeast
and 5 mg/kg of boron to the diet of chickens. After adding the a synbiotic consisting of 0.8% RFO
prebiotic and 1% Lavipan® probiotic for Ross 308 chicken feed, Bogucka et al. [46] also observed a
tendency of reduced-diameter muscle fibers. This resulted in an increase in fiber density—the fineness
of the meat—which had a beneficial effect on meat quality. Moreover, the influence of different diet on
the diameter of FTG fibers was also demonstrated. They were significantly larger in the E2 group,
in which the diet was based only on pea and lupine (100% in the II phase of fattening), compared to
E1 group (respectively: 51.26 vs. 44,68 um) (p < 0.05). Bogucka et al. [47] demonstrated the impact
of different nutritional strategies on the histochemical characteristics of pig muscles. The authors
was found that pigs receiving less protein and energy in their diet were characterized by a higher
proportion and increased diameter of FTG fibers. A higher percentage of FTG fibers with limited
nutrition was confirmed by Skiba et al. [48] and Brzobohaty et al. [49].

None of the pig feeding groups studied displayed an effect from the EMs on intramuscular fat
content, which was at a balanced, relatively low level: from 1.66% in the C and E2 groups to 2.45%
in the E2 + EM group (Figure 1B). The reason for this may be the selection of pigs towards high
meatiness at the expense of lower fat content, and thus, poorer meat quality—including succulence,
palatability, and tenderness [8]. Replacing the genetically modified soya bean meal with Albatros
peas had a significant impact on reducing the IMF content (from 2.18% and 2.19% to 2.04%) in the
longissimus dorsi muscle of pigs (p < 0.05) [50]. A study by Madera et al. [51] did not demonstrate that
diet can have a significant effect on IMF content for either the protein-reduced diet or the control group.
Although the authors showed a slight increase in IMF content (from 1.78% to 2.06%) in Alentejana
purebred pigs, this is still a small amount. This was clearly confirmed by studies by Lopez et al. [52],
who reported a significantly higher intramuscular fat content with a 5% reduction in protein levels in
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the diet (p < 0.003). According to research by Olivares et al. [53], the addition of high levels of vitamin
A (dVitA; 100,000 IU) to the diet of Duroc boars resulted in a 20% increase in the IMF of their offspring.

Figure 1. (A) muscle fiber types (group E1 + EM), NADH-TR tetrazolium reductase activity and
myofibrillar ATP-ase activity stain, magnification x125; (B) intramuscular fat (arrow) (group E2), red oil
stain, magnification 125x; (C) giant fiber (GF) and fiber splitting (FS) (E1), haematoxylin and eosin
(H&E) stain, magnification 250%; (D) fiber necrosis (group C + EM) (arrow) (C + EM), H&E stain,
magnification 400X.

This study did not find any influence of an EM Bokashi preparation on the proportion of properly
built muscle cells or the occurrence of giant fibers and necrosis. Normal fibers were found in 95.95%
of cases in the E1 group and in 98.27% in the E1 + EM group, which is consistent with the results
from other researchers [47]. The most frequently observed pathological changes included giant fibers
(Figure 1C) (from 1.10% in the E1 + EM group to 1.99% in the C group), which can be formed from any
type of muscle fiber (STO, FTO, or FTG). According to Wojtysiak [54], their occurrence is dependent
on nutrition, the handling of animals before slaughter, genetic conditions, and the breed—especially
those with a high susceptibility to stress. The presence of giant fibers has a significant impact on the
acidity and texture parameters of meat [54]. According to Gérska and Wojtysiak [55], PSE turkey meat
contributes to a significant increase in the occurrence of giant fibers in muscle tissue.

Degenerative changes causing the breakdown of muscle fibers (necrosis) are indicated by the
appearance of histiocytes, lymphocytes, and macrophages (Figure 1D) [56]. In terms of fiber splitting,
the results were inconclusive. Fiber splitting is one of the pathological changes caused by excessive cell
overload. It is usually related to coarse fibers and results from hypoxia and low metabolite uptake [57].
The adverse effects of using effective microorganisms were observed in the C + EM control and E2
+ EM experimental groups, where splitting was significantly higher (0.68% vs. 1.01% and 0.81% vs.
1.15%, respectively; p < 0.05) than in the control groups (Figure 1C). Differing, favourable results
were reported in the experimental E1 group. Pigs from this group, fed with the addition of effective
microorganisms, were characterized by a significantly lower percentage of fiber splitting (1.45% vs.
0.83%; p < 0.05). This is confirmed by previous research by Bogucka et al. [47], who also showed a
significant beneficial effect adding a synbiotic to chickens’ diet had on the percentage of split fibers.
Despite the inconclusive results of Semenova et al. [58], they recommend the use of feed additives
(selenium, vitamin E, flavonoids, etc.) in order to reduce the occurrence of pathological changes,
which appears to be decisively linked with the quality of meat.
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3.3. Percentage of Selected Muscle Fiber Proteins in Longissimus Lumborum Muscle

Table 5 shows the percentage of selected proteins in the LL muscle of pigs depending on the
nutritional variant used.

Table 5. Percentage of muscle proteins in longissimus lumborum obtained through electrophoretic
separation on polyacrylamide gels with SDS (SDS-PAGE).

Proteins Molecular C E1 E2
Weight (kDa) c C+EM E1 E1+EM E2 E2 + EM
3000-3700 titin 7.407 *+ 0.428 7.385* + 0.431 6.152 * + 0.836 5.785* + 1.051 6.708 + 1.173 6.832 + 0.760
205 myosin and titin 18.118 @ + 0.385 17.102° + 0.883
degradation products p=0027 p=0.027 17.118 £ 1.171 15.807 + 1.789 18.060 + 0.892 17912 £ 2.195
105 alpha actinin 5402 +1.75 6.022 + 0.406 5.732 + 1.654 5.365 + 1.496 6.627 +0.624 6.382 = 1.017
100—43(kDa) 6.070 = 0.492 6.305 + 0.896 6.112 + 0.552 7.047 + 0.905 6.588 + 0.796 6.920 + 0.578
42 actin 32.207 + 3.048 31.270 + 1.596 33.010 + 2.380 33.885* +3.045  30.063 +£2.294  30.002* + 2.476
b a
36 troponin-T 10.057 + 0.790 10.783 + 0.646 10.568° £ 0.389  11.172° + 1296 9.700 + 1.196 9.918 + 1.142
p =0.015 p=0.015
35-18 including
troponin-T 9.092 + 0.877 9.287 + 0.776 9.563 + 0.727 9.525 + 1.599 9.492 + 2.204 9.392 + 1.215
degradation products
17 myoglobin 5.478 + 2.378 5.282 +0.823 5.365 + 0.936 5.4383 + 1.189 6.110 + 0.834 6.347 + 1.513

Group C—standard diet based on post-extraction soya bean meal (100%); groups E1 and E2—in phase I of fattening,
a feed mix with 50% soya bean and 50% pea and lupine was administered; group E1—in phase II of fattening a feed
mix with 25% soya bean and 75% pea and lupine was administered; group E2—100% of soya bean protein was
replaced with pea and lupine; experimental groups fed an additional probiotic in the diets (C + EM, E1 + EM, E2 +
EM; &P statistically significant differences between two experimental groups within specific nutritional systems at
p < 0.05; * statistically significant differences between the feeding systems (C vs. Elvs. E2 and C + EM vs. E1 + EM
vs. E2 + EM) at p < 0.05; p-value for groups that differ statistically significantly within one feeding system.

Additionally, the elecrophoreogram (Figure 2) shows six analyzed protein bands and two ranges
in relation to the molecular weight of the standard used. The highest percentage, i.e., from 30% to
33.88%, was characteristic of proteins with a molecular weight of 42 kDa, while the lowest was for
proteins with molecular weights of 17 and 105 kDa. Only in the case of proteins in the 3000-3700 kDa
range and for the 42 kDa protein, a different feeding system turned out to be a factor determining
their quantity. For most proteins, no statistically significant influence of EMs on the percentage of
them in the muscle was noted (Table 5). The exceptions were proteins weighing 205 kDa (p < 0.05),
which showed a significantly higher proportion in the C group compared to C + EM, and proteins
with a weight of 36 kDa (p < 0.05) between the E1 control group and the E1 + EM experimental group.
Results similar to those presented in the study, indicating an influence of supplementation on LL
muscle protein changes in a lamb diet, were obtained by Malva et al. [59]: based on the protein profile,
a decrease in myosin (MHC) after supplementation with quinoa and linseed was observed in their
study, as well as a decrease in Tn-T with linseed supplementation. However, Adeyemi et al. [60]
did not find any significant changes in the electrophoretic sections of goat meat using rapeseed and
palm oil. The changes in the 205 kDa band suggest that supplementation may affect post-mortem
degradation processes and may change the integrity of the actomyosin complex. On the other hand,
a decrease in this protein type may indicate oxidation processes that may induce conformational and
functional modifications of muscle proteins, including the activity of the calpain system, which are
enzymes particularly susceptible to oxidation [61,62].

Due to the nature of the experiment conducted, the description of electrophoretic tests also
includes statistically significant correlations between the percentage of proteins and the properties
of meat quality and microstructure. The most statistically significant relationships (both positive
and negative) were recorded between proteins and percentage fat content and percentage of FTO
fibers (IIA), as well as some meat quality properties, such as color, pHyg, tenderness, and sirloin eye
area. Such an interaction between characteristics results from intensive/multiplane chemical processes
occurring in muscle tissue, which are often a consequence of these relationships. In relation to the
proportion of FTO fibers, positive, statistically significant correlations (p < 0.05) were observed for
proteins with molecular weights in the range of 10043 kDa (r = 0.557), 36 kDa (r = 0.803), and 35-17 kDa
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(r = 0.574), which could be closely related to the aerobic and glycolytic properties of these fibers and
their structure [63]. However, for the band with a weight of 17 kDa—indicated as myoglobin—the
analysis of linear correlation showed a highly significant negative correlation with the percentage
of FTO fibers (r = —0.73; p < 0.05). FTO fibers contain less myoglobin than STO fibers, which may
explain this correlation. Even less of this protein is contained in FTG fibers, but in this case, despite an
inversely proportional relationship between the characteristics under consideration, it was statistically
insignificant. Muscles composed mainly of type II fast fibers are more susceptible to early post-mortem
proteolytic degradation than muscles composed mainly of type I slow fibers [63]. A higher proportion
of muscle fibers with a predominant glycolytic metabolism, as obtained in own research, certainly
leads to higher levels of glycolytic enzymes. The increased release of myofibrillar proteins in meat into
the soluble fraction may indicate more intense proteolysis [64]. The above information is very useful
for explaining the relationship between the various parameters obtained in our own research. It is
the tenderness, color, taste, and water absorption of the meat that are determined by the proteolytic
processes taking place in the muscle tissue after slaughter (post mortem) and during meat storage.
The proteolytic degradation of myofibrillar and cytoskeletal proteins plays an important role in
determining meat tenderness, indicating structural changes in skeletal muscles [65]. In our own
research, it is worth noting a negative, statistically significant correlation (r = —0.634; p < 0.05) between
meat tenderness expressed in cutting force (N/cm?) and proteins with a molecular mass between 35
and 18 kDa—corresponding to troponin-T degradation products, among others. Moreover, it is worth
noting obtained in own research the relationship between the number and percentage of FTO fibers and
proteins with a molecular mass of 105 kDa, whose weight corresponds to alpha-actinin (r = —0.620 and
r = —0.789, respectively; p < 0.05). A higher percentage of type Il fibers with a simultaneously lower
concentration of proteins with a weight of 105 kDa which has been demonstrated in own research and
less of the other important degradation products of myofibrillar and cytoskeletal proteins may indicate
a less intense meat tenderization process [64,65]. As shown by Grzes et al. [65] the meat tenderization
process of the longissimus muscle in pigs involves the degradation or release of muscle tissue proteins,
in particular those with masses of 3700, 105, and 38 kDa, and a change in the proportion of centrifugal
leakage fraction proteins in the 3700-2400 kDa and 38-36 kDa ranges. Troponin T and its degradation
products appearing during storage are an indicator of the meat maturation and tenderization process.
As a result of the degradation, the structure of the sarcomere is weakened, which may lead to better
tenderness [66]. The relationship observed in our own research confirms the increase in tenderness
(decrease in cutting force) of meat as the amount of these products increases.

MW [kDa] ST 1 2 3 4 5 6
B . s e ﬂ <€—3700-3000 kDa
4 =~

250—p e F.‘- — H q S +— 205 kDa
13— i ) ™ 3

100—'- B S — S— S S €—— 105 kDa
70—
100 - 43 kDa
55— —
- . e o 4210a
35— e . - — <4—36 kDa
25— T — ——
. 35-18 kDa
15—y —  — .<—17 kDa
10—

Figure 2. Comparison of distributions of muscle fiber protein types in longissimus lumborum: 1, 3,
5—control groups (C, E1, and E2, respectively); 2, 4, 6 experimental groups (C + EM, E1 + EM, and E2 +
EM, respectively).
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This study also revealed a positive correlation (r = 0.629; p < 0.05) between the 205 kDa band,
which contained heavy MHC myosin chains, and the percentage of fat content. It should be emphasised
that the composition of lipids is one of the main characteristics related to the quality of meat, and that
it is influenced by the type of muscle fibers. However, unlike in our own research, these relationships
between IMF intramuscular fat content and fatty acid composition and the presence of myosin isoforms
in Cinta Senese pigs [67] were not demonstrated.

In addition, for fast twitch fibers in chickens, the proteins that make up the Z-line are more
susceptible to early post-mortem proteolytic degradation than in slow twitch fibers [63,68].

4. Conclusions

In conclusion, the quality of meat was satisfactory in all groups of pigs examined. The beneficial
effect of adding effective microorganisms (EMs) was found in nutritional variant II, where less thermal
leakage from meat was found. Additionally, a beneficial effect of the different diet on less thermal
leakage and larger loin eye area in the E2 experimental group was demonstrated. The addition of a
probiotic to pigs” diet resulted in thicker muscle fibers, which was particularly evident in the case
of the E1 + EM group, where a significant increase in the diameter of fast twitch fibers was noted.
In the same group of pigs, EMs led to less fiber fission, which is a common lesion in fast-growing
animals. Additionally, in terms of proteins, the above nutritional variant appears to be the most
appropriate because it resulted in the most favorable percentage of the individual proteins after EM
supplementation in the LL muscle.
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mgr inz. Patrycje Reszka jako cze$¢ rozprawy doktorskiej opartej na zbiorze opublikowanych i
powigzanych tematycznie artykutéw naukowych.

Dyapose 1$.09.21 D teuske -

miejscowosc, data Podpis wspotautora artykutu naukowego

" W preypadku prac dwu- lub wiel skich wymagane sq vswiadczenia kandydata do stopnia doktora oraz wspolautordw, wskazujgee na
ich merytoryezny whiad w powstanie kazdej pracy (np. tworca hipotezy badawczej, pomystodawca badar, wykonanie specyficznych badan —
np. przeprowadzenie konkretnych doswiadczen, opracowanie i zebranie ankiet ifp., wykonanie analizy wynikéw, przygotowanie manuskryptu
artykudu i inne). Okredlenie whiadu danego autora. w tym kandydata do stopnia doktora, powinno byé na tyle precyzyjne, aby umozliwié
dokladna oceng jego udzialu i roli w powstaniu kazdej pracy.



Z.41.2020.2021
Zatacznik nr 2a do
Instrukcji drukowania, gromadzenia, rejestrowania i
udostepniania rozpraw doktorskich przez rady naukowe
dyscyplin (dyscyplin artystycznych) prowadzacych postepowanie
w sprawie nadania stopnia doktora

Oswiadczenie Wspdétautora

dr hab. inz. Anna Stawinska, prof. PBS

(tytut zawodowy, imiona i nazwisko wspdtautora)

Politechnika Bydgoska

im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich

Woydziat Hodowli i Biologii Zwierzat,
Katedra Biotechnologii i Genetyki Zwierzat
ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

(miejsce pracy/afiliacja)

OSWIADCZENIE
Oswiadczam, iz moj wkiad autorski w nizej wymienionym/wymienionych artykule/artykutach
naukowym/naukowych byf nastepujacy”:

1. Reszka, P.; Dunistawska, A.; Stawiniska, A.; Siwek, M.; Kapelanski, W.; Bogucka, J. Influence of the
effective microorganisms (em) on performance, intestinal morphology, and gene expression in
the jejunal mucosa of pigs fed different diets. Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition
2020, 104, 5, 1444-1453, DOI: 10.1111/jpn.13404, 100 pkt. MNiSW, IF 1,597.

Wspétudziat w opracowaniu metodologii w zakresie analizy ekspresji genéw, analizie laboratoryjnej
ekspresji gendw, analizie statystycznej uzyskanych danych oraz korekcie manuskryptu, co stanowi 10%
indywidualnego udziatu w przygotowaniu wyzej wymienionej publikacji.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedfozenie wyzej wymienionej/wymienionych pracy/prac przez mgr
inz. Patrycje Reszka jako czes¢ rozprawy doktorskiej opartej na zbiorze opubllkowanych i powigzanych
tematycznie artykutéw naukowych.

1. Oq "?zOM

05¢, data

§

* W prypadiar prac dwu- lub wieloautorskich wymagane sq oswiadczenia kandvdata do stopnia doktora oraz wspdlautoréw, wskazujgce na
ich merytoryczny wkiad w powstanie kazdej pracy (np. twérca hipotezy badawczej, pomystodawca badan, wykonanie specyficznych badan
np. przeprowadzenie konkremych doswiadczen, opracowanie i zebranie ankiet ifp., wykonanie analizy wynikéw, przygotowanie manuskryptu
artykutu i inne). Okveslenie wkladu danego autora, w tym kandydata do stopnia doktora, powinno by¢ na tyle precyzyjne, aby umozliwié
dokladna oceng jego udzialu i roli w powstaniu kazdej pracy.



7.41.2020.2021
Zatacznik nr 2a do
Instrukcji drukowania, gromadzenia, rejestrowania i
udostepniania rozpraw doktorskich przez rady naukowe
dyscyplin (dyscyplin artystycznych) prowadzacych postepowanie
w sprawie nadania stopnia doktora

Oswiadczenie Wspotautora

prof. dr hab. inz. Maria Siwek

(tytut zawodowy, imiona i nazwisko wspdtautora)

Politechnika Bydgoska

im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich

Wydziat Hodowli i Biologii Zwierzat,
Katedra Biotechnologii i Genetyki Zwierzat
ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

(miejsce pracy/afiliacja)

OSWIADCZENIE
Oéwiadczam, iz moé] wkiad autorski w nizej wymienionym/wymienionych artykule/artykutach
naukowym/naukowych byt nastepujacy’:

1. Reszka, P.; Dunistawska, A.; Stawiriska, A.; Siwek, M.; Kapelanski, W.; Bogucka, J. Influence of the
effective microorganisms (em) on performance, intestinal morphology, and gene expression in
the jejunal mucosa of pigs fed different diets. Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition
2020, 104, 5, 1444-1453, DOI: 10.1111/jpn.13404, 100 pkt. MNiSW, IF 1,597.

Wspétudziat w opracowaniu koncepcji publikacji, metodologii w zakresie analizy ekspresji genow,
analizie statystycznej uzyskanych danych oraz korekcie manuskryptu, co stanowi 10% indywidualnego
udziatu w przygotowaniu wyzej wymienionej publikacji.

Jednoczeénie wyrazam zgode na przedtozenie wyzej wymienionej/wymienionych pracy/prac przez mgr
inz. Patrycje Reszka jako cze$¢ rozprawy doktorskiej opartej na zbiorze opublikowanych i powigzanych
tematycznie artykutéw naukowych.

. o/gvsua ML U

mikjscowosé, data / Podpis wspétautora artykutu naukowego

" W przypadku prac dwu- lub wieloautorskich wymagane sq oswiadezenia kandydata do stopnia dektora oraz wspdlautorow, wskazujgee na
ich meryioryezny whkiad w powstanie kazdej pracy (np. twérca hipotezy badawczej, pomystodawcea badat, wykonanie specyficznych badan —
np. preeprowadzenie konkretnych doswiadezen, opracowanie i zebranie ankiet itp., wykonanie analizy wynikéw, przygotowanie manuskryptu
artykulu i inne). Okreslenie wkiadu danego autora, w tym kandydata do stopnia doktora, powinno byé na tyle precyzyjne, aby umozliwié
doktadna oceng jego udzialu i roli w powstaniu kazdej pracy.



2.41.2020.2021
Zalacznik nr 2a do
Instrukcji drukowania, gromadzenia, rejestrowania i
udostepniania rozpraw doktorskich przez rady naukowe
dyscyplin (dyscyplin artystycznych) prowadzacych postepowanie
w sprawie nadania stopnia doktora

Oswiadczenie Wspoétautora

prof. dr hab. inz. Wojciech Kapelariski

(tytut zawodowy, imiona i nazwisko wspétautora)

Politechnika Bydgoska

im. Jana i Jedrzeja $niadeckich
Wrydziat Hodowli i Biologii Zwierzat,
Katedra Hodowli i Zywienia Zwierzat
ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

(miejsce pracy/afiliacja)

OSWIADCZENIE
Oswiadczam, iz moéj wklad autorski w nizej wymienionym/wymienionych artykule/artykutach
naukowym/naukowych byt nastepujacy”:

1. Reszka, P.; Dunistawska, A.; Stawinska, A.; Siwek, M.; Kapelariski, W.; Bogucka, J. Influence of the
effective microorganisms (em) on performance, intestinal morphology, and gene expression in
the jejunal mucosa of pigs fed different diets. Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition
2020, 104, 5, 1444-1453, DOI: 10.1111/jpn.13404, 100 pkt. MNiSW, IF 1,597.

Wspdtudziat w opracowaniu koncepcji publikaciji; opracowanie metodologii w zakresie utrzymania i
Zywienia zwierzat oraz pozyskanie materialu do badan, co stanowi 5% indywidualnego udziatu w
przygotowaniu wyzej wymienionej publikacji.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedtozenie wyzej wymienionej/wymienionych pracy/prac przez mgr
inz. Patrycje Reszka jako czes$¢ rozprawy doktorskiej opartej na zbiorze opublikowanych i powigzanych
tematycznie artykutéw naukowych.

Byelyosia, 14,09 2021 Mopeise Hopelansks

miejscowosc, data Podpis wspdétautora artykutu naukowego

" W przypadicu prac dwu- lub wieloautorskich wymagane sq o$wiadczenia kandydata do stopnia doktora oraz wspélautoréw, wskazujgce na
ich merytoryczny wiiad w powstanie kazdej pracy (np. twérea hipotezy badawezej, pomystodawca badan, wykonanie specyficznych badan —
np. przeprowadzenie konkretnych doswiadczen, opracowanie i zebranie ankiet itp., wykonanie analizy wynikéw, przygotowanie manuskrypitu
artykutu i inne). Okreslenie wkiadu danego autora, w tym kandydata do stopnia doktora, powinno byé na tyle precyzyjne, aby umozliwié
dokiladna oceng jego udziatu i roli w powstaniu kazdej pracy.



2.41.2020.2021
Zatacznik nr 2a do
Instrukcji drukowania, gromadzenia, rejestrowania i
udostepniania rozpraw doktorskich przez rady naukowe
dyscyplin {(dyscyplin artystycznych) prowadzacych postgpowanie
w sprawie nadania stopnia doktora

Oswiadczenie Wspotautora

dr hab. in. Joanna Bogucka, prof. PBS

(tytut zawodowy, imiona i nazwisko wspotautora)

Politechnika Bydgoska

im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich

Wydziat Hodowli i Biologii Zwierzat,
Katedra Fizjologii Zwierzgt i Zoofizjoterapii
ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

........................................................................

(miejsce pracy/afiliacja)

OSWIADCZENIE
Oséwiadczam, iz mdj wkiad autorski w nizej wymienionym/wymienionych artykule/artykutach
naukowym/naukowych byt nastepujgcy’:

1. Reszka, P.; Dunistawska, A.; Stawiriska, A.; Siwek, M.; Kapelanski, W.; Bogucka, . Influence of the
effective microorganisms (em) on performance, intestinal morphology, and gene expression in
the jejunal mucosa of pigs fed different diets. Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition
2020, 104, 5, 1444-1453, DOI: 10.1111/jpn.13404, 100 pkt. MNiSW, IF 1,557.

Wspdtudziat w opracowaniu koncepcji publikacji, metodologii w zakresie analizy histologicznej jelita
czczego, analizie statystycznej uzyskanych danych i korekcie manuskryptu oraz opieka naukowa, co
stanowi 10% indywidualnego udziatu w przygotowaniu wyzej wymienionej publikacji.

2. Reszka, P.; Cygan-Szczegielniak, D.; Jankowiak, H.; Cebulska, A.; Mikotajczak, B.; Bogucka, J. Effects
of Effective Microorganisms on Meat Quality, Microstructure of the Longissimus Lumborum
Muscle, and Electrophoretic Protein Separation in Pigs Fed on Different Diets. Animals 2020, 10,
10, 1755, DOI: 10.3390/ani10101755, 100 pkt. MNiSW, IF 2,323

Wspétudziat w opracowaniu koncepgji publikacji i metodologii w zakresie analizy mikrostruktury
miesnia, analizie statystycznej uzyskanych danych i korekcie manuskryptu oraz opieka naukowa, co
stanowi 10% indywidualnego udziatu w przygotowaniu wyzej wymienionej publikacji.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedfozenie wyzej wymienionej/wymienionych pracy/prac przez mgr
inz. Patrycje Reszka jako czeé¢ rozprawy doktorskiej opartej na zbiorze opublikowanych i powigzanych
tematycznie artykutow naukowych.

* W praypadiu prac dwu- lub wieloantorskich wymagane sq oswiadczenia kandydaia do siopnia doktora oraz wspétautoréw, wskazujgee na
ich merytoryczny wkiad w powstanie kazdej pracy (np. twérea hipotezy badawczej, pomystodawca bada, wykonanie specyficznych badar —
np. przeprowadzenie konkretnych doswiadczen, opracowanie i zebranie ankiet itp., wykonanie analizy wynikéw, przygotowanie manuskrypiu
artykulu i inne). Okreslenie wkiadu danego autora, w tym kandydata do stopnia doktora, powinno byé na tyle precyzyjne, aby umozliwic
dokdadna oceng jego udziatu i roli w powstaniu kazdej pracy.



2.41.2020.2021
Zatacznik nr 2a do
Instrukcji drukowania, gromadzenia, rejestrowania i
udostepniania rozpraw doktorskich przez rady naukowe
dyscyplin (dyscyplin artystycznych) prowadzacych postepowanie
w sprawie nadania stopnia doktora

Oswiadczenie Wspdétautora

dr inz. Dorota Cygan-Szczegielniak

(tytul zawodowy, imiona i nazwisko wspotautora)

Politechnika Bydgoska

im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich

Wydziat Hodowli i Biologii Zwierzat,
Katedra Fizjologii Zwierzat i Zoofizjoterapii
ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

(miejsce pracy/afiliacja)

OSWIADCZENIE
Oswiadczam, iZ mo] wkiad autorski w nize] wymienionym/wymienionych artykule/artykutach
naukowym/naukowych byt nastepujacy”:

1. Reszka, P.; Cygan-Szczegielniak, D.; Jankowiak, H.; Cebulska, A.; Mikotajczak, B.; Bogucka, J.
Effects of Effective Microorganisms on Meat Quality, Microstructure of the Longissimus
Lumborum Muscle, and Electrophoretic Protein Separation in Pigs Fed on Different Diets.
Animals 2020, 10, 10, 1755, DOI: 10.3390/ani10101755, 100 pkt. MNiSW, IF 2,323

Wspotudziat w opracowaniu metodologii i analizie laboratoryjnej w zakresie elektroforetycznego
rozdziatu biafek, analizie statystycznej uzyskanych danych oraz korekcie manuskryptu, co stanowi
10% indywidualnego udziatu w przygotowaniu wyzej wymienione] publikacji.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedtozenie wyzej wymienionej/wymienionych pracy/prac przez

mgr inz. Patrycje Reszka jako czesé rozprawy doktorskiej opartej na zhiorze opublikowanych i
powigzanych tematycznie artykutéw naukowych.

ey duia 26002004 Gpaw=Sieggilmink T

ejscwosc, data Podpid Wspotautora artykulu nBukowego

W provpadiu prac dwu- lub wieloawtorskich wymagane sq oswiadczenia kandydata do stopnia doktora oraz wspélawtorow, wskazufgee na
ich mervioryezny whiad w powstanie kazdej pracy (np. rwérea hipotezy badawezef, pomystodiawea badan, wykonanie specyficznveh badar
np. praeprowadsenie konkretnyeh doswiadezen, opracowanie | zebranie ankiet itp., wykonanie analizy wynikdw, proyeotoweanie manuskryptu
artvkidu i inme). Okreslenie wkiadu danego autora, w tym kandydata do stopnia dokiora, powinno hyé na tle precyzyine. aby wmozlivié
dokladna oceng jego udzialu i roli w powstaniu kazdej pracy.



Z.41.2020.2021
Zatacznik nr 2a do
Instrukcji drukowania, gromadzenia, rejestrowania i
udostepniania rozpraw doktorskich przez rady naukowe
dyscyplin (dyscyplin artystycznych) prowadzacych postepowanie
w sprawie nadania stopnia doktora

Oswiadczenie Wspotautora

dr hab. inz. Hanna Jankowiak, prof. PBS

(tytut zawodowy, imiona i nazwisko wspdtautora)

Politechnika Bydgoska

im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich
Wydziat Hodowli i Biologii Zwierzat,
Katedra Hodowli i Zywienia Zwierzgt
ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

(miejsce pracy/afiliacja)

OSWIADCZENIE
Oswiadczam, iz mdj wktad autorski w nizej wymienionym/wymienionych artykule/artykutach
naukowym/naukowych byt nastepujacy”:

1. Reszka, P.; Cygan-Szczegielniak, D.; Jankowiak, H.; Cebulska, A.; Mikotajczak, B.; Bogucka, J. Effects
of Effective Microorganisms on Meat Quality, Microstructure of the Longissimus Lumborum
Muscle, and Electrophoretic Protein Separation in Pigs Fed on Different Diets. Animals 2020, 10,
10, 1755, DOI: 10.3390/ani10101755, 100 pkt. MNiSW, IF 2,323

Wspétudziat w opracowaniu koncepcji publikacji, opracowaniu metodologii w zakresie jakosci migsa
oraz korekcie manuskryptu, co stanowi 10% indywidualnego udziatu w przygotowaniu wyzej
wymienionej publikaciji.

Jednoczeénie wyrazam zgode na przedtozenie wyzej wymienionej/wymienionych pracy/prac przez mgr
inz. Patrycje Reszka jako cze$¢ rozprawy doktorskiej opartej na zbiorze opublikowanych i powigzanych
tematycznie artykutéw naukowych.

.'.Ffb Qm o . 13.03.202Av. 4@% \\Omkomo&o

miej owo$¢, data Podpis wspéiautoré\@tykuru naukowego

* W przypadiu prac dwu- lub wieloautorskich wymagane sq oswiadczenia kandydata do stopnia doktora oraz wspdlautordw, wskazujgee na
ich merytoryczny wkiad w powstanie kazdej pracy (np. twérca hipotezy badmsczej, pomysiodawca badan, wykonanie specyficznych badarn —
np. przeprowadzenie konkretnych doswiadczen, opracowanie i zebranie ankiet ip., wykonanie analizy wynikcw, przygotowanie manuskryptu
artykutu i inne). Okreslenie whiadu danego autora, w tym kandydata do stopnia doktora, powinno byé na tyle precyzyjne, aby umozliwi¢

dokladna oceng jego udziatu i roli w powstaniu kazdej pracy.



Z.41.2020.2021
Zatacznik nr 2a do
Instrukcji drukowania, gromadzenia, rejestrowania i
udostepniania rozpraw doktorskich przez rady naukowe
dyscyplin (dyscyplin artystycznych) prowadzacych postepowanie
w sprawie nadania stopnia doktora

Oswiadczenie Wspdtautora

dr inz. Aleksandra Cebulska

......... T T e PR PP PR

(tytut zawodowy, imiona i nazwisko wspdtautora)

Politechnika Bydgoska

im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich
Wydziat Hodowli i Biologii Zwierzat,
Katedra Hodowli i Zywienia Zwierzat
ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

........................................................................

(miejsce pracy/afiliacja)

OSWIADCZENIE
Oséwiadczam, iz méj wkiad autorski w nizej wymienionym/wymienionych artykule/artykutach
naukowym/naukowych byt nastepujacy”:

1. Reszka, P.; Cygan-Szczegielniak, D.; Jankowiak, H.; Cebulska, A.; Mikotajczak, B.; Bogucka, J.
Effects of Effective Microorganisms on Meat Quality, Microstructure of the Longissimus
Lumborum Muscle, and Electrophoretic Protein Separation in Pigs Fed on Different Diets.
Animals 2020, 10, 10, 1755, DOI: 10.3390/ani10101755, 100 pkt. MNiSW, IF 2,323

Pobieranie materiatu do badarn, wspotudziat w opracowaniu metodologii i analizie laboratoryjnej w
zakresie jakoéci miesa (wyciek termiczny, marmurkowato$¢, powierzchnia oka poledwicy), co stanowi
5% indywidualnego udziatu w przygotowaniu wyzej wymienionej publikacji.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przediozenie wyzej wymienionej/wymienionych pracy/prac przez
mgr inz. Patrycje Reszka jako cze$¢ rozprawy doktorskiej opartej na zbiorze opublikowanych i
powigzanych tematycznie artykutéw naukowych.

...........

miejscowosd, data Podpis wspdtautora artykutu naukowego

Fudhedna AR08 2024 Phiscusachin... LB uidnlue.

* W praypadku prac dwu- lub wieloautorskich wymagane sq o$wiadczenia kandydata do stopnia doktora oraz wspolautoréw, wskazujgce na
ich meryloryczny wkiad w powstanie kaidej pracy (np. twérca hipotezy badawezej, pomystodawca badan, wykonanie specyficznych badan —
np. przeprowadzenie konkretnych doswiadczen, opracowanie i zebranie ankiet itp., wykonanie analizy wynikéw, przygotowanie manuskryptu
artykutu i inne). Okreslenie wkiadu danego autora, w tym kandydata do stopnia doktora, powinno by¢ na tyle precyzyjne, aby umozliwi¢
dokladna ocene jego udzialu i roli w powstaniu kazdej pracy.



£.41.2020.2021
Zatacznik nr 2a do
Instrukeji drukowania, gromadzenia, rejestrowania i
udostepniania rozpraw doktorskich przez rady naukowe
dyscyplin (dyscyplin artystycznych) prowadzacych postepowanie
w sprawie nadania stopnia doktora

Oswiadczenie Wspétautora

dr inz. Beata Mikotajczak

........................................................................

(tytut zawodowy, imiona i nazwisko wspétautora)

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu,
Wydziat Nauk o Zywnosci i Zywieniu,
Katedra Technologii Miesa,

ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 Poznan

........................................................................

(miejsce pracy/afiliacja)

OSWIADCZENIE
Oswiadczam, iz mdj wktad autorski w nizej wymienionym/wymienionych artykule/artykutach
naukowym/naukowych byt nastepujacy”:

1. Reszka, P.; Cygan-Szczegielniak, D.; Jankowiak, H.; Cebulska, A.; Mikotajczak, B.; Bogucka, J. Effects
of Effective Microorganisms on Meat Quality, Microstructure of the Longissimus Lumborum
Muscle, and Electrophoretic Protein Separation in Pigs Fed on Different Diets. Animals 2020, 10,
10, 1755, DOI: 10.3390/ani10101755, 100 pkt. MNiSW, IF 2,323

Wspotudziat w opracowaniu metodologii i analizie laboratoryjnej w zakresie elektroforetycznego
rozdziatu biatek, co stanowi 5% indywidualnego udziatu w przygotowaniu wyzej wymienionej
publikacji.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedtozenie wyzej wymienionej/wymienionych pracy/prac przez mgr
inz. Patrycje Reszka jako czes¢ rozprawy doktorskiej opartej na zbiorze opublikowanych i powigzanych
tematycznie artykutéw naukowych.

..............................

miejscowos¢, data Podpis wspdtautora artykut

b o i g

naukowego

* W przypadku prac dwu- lub wieloautorskich wymagane sq oswiadczenia kandydata do stopnia doktora oraz wspélautoréw, wskazujgce na
ich merytoryczny wkiad w powstanie kazdej pracy (np. twérca hipotezy badawczej, pomystodawca badan, wykonanie specyficznych badan —
np. przeprowadzenie konkretnych do$wiadczeh, opracowanie i zebranie ankiet itp., wykonanie analizy wynikéw, przygotowanie manuskryptu
artykutu i inne). Okreslenie wkiadu danego autora, w tym kandyvdata do stopnia doktora, powinno byé na tyle precyzyjne, aby umozliwié
dokladna oceng jego udziatu i roli w powstaniu kazdej pracy.
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