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1. WSTEP

Migso drobiowe jest chetnie 1 czesto spozywane ze wzgledu na walory odzywcze
1 dietetyczne. Produkcja kurczat rzeznych z uwagi na ich szybkie tempo wzrostu jest
konkurencyjna co powoduje stalty wzrost tej gatezi rolnictwa. Migso drobiowe cieszy si¢
duzym uznaniem w$rdd konsumentoéw [Zdunczyk, 2014]. Producenci kurczat rzeznych klada
duzy nacisk na uzyskanie duzej masy ciata ptakdw w stosunkowo jak najkrotszym czasie.
Z tego powodu przez zbyt intensywng produkcje drobiu moze pogarszac si¢ jako$¢ ich migsa

[Elminowska -Wenda, 2007]. Skrocenie okresu odchowu kurczat rzeznych wptywa réwniez
na walory smakowe i sklad chemiczny migsa [Pietrzak 1 in., 2013]. Aktualnie Polska jest
liderem w produkcji migsa drobiowego w Unii Europejskiej. W 2017 roku produkcja migsa
drobiowego w naszym kraju ksztaltowata si¢ na poziomie 3,5 mln ton. Spozycie migsa
drobiowego w Polsce w 2017 roku zgodnie z szacunkami Instytutu Ekonomiki Rolnictwa
i Gospodarki Zywnosciowej (IERiGZ) wynosito 29 kg/osobe/rok, a wiec nieco wiecej niz
wynosi $rednia dla krajéw UE.

Waznym czynnikiem wplywajacym na zdrowotno$¢ i wydajno$¢ zwierzat jest ich
odpowiednie zywienie oraz dziatania profilaktyczne. Po wycofaniu antybiotykowych
stymulatorow wzrostu zaczg¢to stosowac substancje bioaktywne i ziota mogace przyczynic€ si¢
do podwyzszenia przezywalnosci i1 zwigkszenia mozliwosci produkcyjnych zwierzat.

W systemie intensywnej produkcji drobiarskiej wykorzystuje si¢ kurczeta rzezne
odznaczajace si¢ szybkim tempem wzrostu, dobrym wykorzystaniem paszy i prawidtowa
budowg ciata z dobrze wyksztalconymi mig¢$niami piersiowymi i z dobrym umig$nieniem
nog. Podczas odchowu trwajacego 6 tygodni kurczeta rzezne okoto 60-krotnie powigkszajg
swoja mas¢ ciata. Wymaga to wykorzystania ptakéw o odpowiednich zatozeniach
genetycznych, stosowania mieszanek paszowych zapewniajacych odpowiedni wzrost ptakow
[Larbier i Leclereq, 1995; Majewska, 2006; Mazanowski, 2011a, b; Swierczewska, 1994;
Swierczewska i in., 1999]. W kraju dysponujemy zwykle czterorodowymi mieszancami
kurczat brojleréw pochodzacymi ze znanych $wiatowych firm hodowlanych. Wyrézni¢
mozemy takie zestawy towarowe jak: Ross 308, Ross 508, Ross 708, Ross PM3 (USA,
Holandia), Cobb (Niemcy) oraz Hubbard Flex, Hubbard F-15 i Hubbard JA-57(Francja).
Zestawy rodzicielskie kur migsnych Ross 308, Hubbard Flex, Hubbard F-15 pochodza
z trzech ferm prarodzicielskich kur migsnych znajdujacych si¢ w Polsce [Wencek i in., 2017].

Na efektywno$¢ odchowu kurczat brojlerow wptyw ma wiele czynnikow
a w szczegoOlnosci genotyp, jako$¢ wstawianych pisklat, zywienie, stosowana profilaktyka
1 warunki §rodowiskowe takie jak o$wietlenie, wentylacja, temperatura czy obsada ptakow
[Bernacki i Wojciechowski, 2002; Mazanowski, 2011 a, b]. W celu uzyskania dobrych
wynikow produkcyjnych odchéw kurczat brojleréw odbywa si¢ wylaczne w zamknigtych
pomieszczeniach by zapewni¢ ptakom odpowiednie warunki S$rodowiskowe. Aby
wykorzysta¢ potencjat produkcyjny ptakoéw optymalizuje sie systemy zywienia dostosowujac
je do ich wieku 1 fizjologii. Mieszanki paszowe powinny by¢ latwostrawne
1 wysokoenergetyczne co wigze si¢ z budowg uktadu pokarmowego ptakéw 1 ich szybkim
tempem wzrostu. W kazdej fazie odchowu kurczat brojleréw stosuje si¢ mieszanki paszowe
o roznej zawartosci sktadnikow odzywczych 1 energii tak by w pelni zaspokoi¢ zmieniajace
si¢ z wiekiem zapotrzebowanie ptakoéw [Baczkowska i Slusarz, 1987; Jamroz i Potkanski,
2006; Mazanowski, 2011a].

Waznym elementem w produkcji drobiarskiej sa programy profilaktyczne majace na celu
niedopuszczenie do zachorowan. W duzych stadach ze wzgledu na wigksze potencjalne
zagrozenie wystepowania chordb stosuje si¢ rdéznego rodzaju szczepienia. Kurczgta
szczepione sg m.in. przeciwko chorobie Mareka, zakazeniom reowirusowym czy zapaleniu
oskrzeli [Mazanowski, 2011 a,b].



Oprocz stosowania szczepien dobrym dziataniem profilaktycznym moze okazaé sig
stosowanie substancji probiotycznych jako wielofunkcyjnych dodatkow paszowych, ktore
wpltywaja korzystnie na stan i poziom odpornosci organizméw, ich przezywalno$¢ oraz
mozliwosci produkcyjne zwierzat [Ezema i Chukwuemeka, 2012; Kalsum i in., 2012;
Lipinski i in., 2011; Lopezi in., 2012; Sabatkova i in., 2008]. Wyselekcjonowane kultury
drobnoustrojéw probiotycznych trwale lub czeSciowo kolonizuja przewod pokarmowy
uniemozliwiajgc nadmierny rozwoj patogennych mikroorganizmow co przyczynia si¢ do
zwigkszonej zdrowotnosci zwierzat.

Zakaz stosowania antybiotykow w zywieniu drobiu w krajach UE byl podyktowany
glownie nadmiernym uodpornieniem si¢ bakterii patogennych na te zwigzki.
Z epidemiologicznego punktu widzenia nie mozna byto dopusci¢ do powstawania kolejnych
szczepow odpornych na antybiotyki. Zakaz stosowania w Unii Europejskiej antybiotykowych
stymulatorow wzrostu (ASW) od 2006 roku spowodowat zmiany w zywieniu zwierzat. Po
wycofaniu paszowych antybiotykowych stymulatorow wzrostu obecnie w praktyce rolniczej
stosuje si¢ m.in. naturalne substancje pochodzenia roslinnego oraz substancje bioaktywne
takie jak: probiotyki, prebiotyki, symbiotyki [Fallah i in., 2013; Mateos i in., 2006;
Przeniosto-Siwczynska 1 Kwiatek, 2013; Yang i in., 2009; Yegani i Korver, 2008]. Substancje
bioaktywne wplywaja na ograniczenie patogendow w uktadzie pokarmowym zwierzat przez
co przyczyniajg si¢ do poprawy zdrowotnosci m.in. przez redukcje schorzen jelita a takze
poprawiaja zdolno$ci produkcyjne organizmu [Apata, 2009; Chaveerach i in., 2004;
Swiatkiewicz i Koreleski, 2007].

Probiotyki sg naturalnymi sktadnikami stymulujagcymi wzrost organizmu i prawidtowe
funkcjonowanie uktadu pokarmowego [Miziak i in., 2012]. Stowo probiotyk wywodzi si¢
z jezyka greckiego "pro bios" gdzie oznacza "dla zycia" [Nowak i in., 2010]. Organizacja
Narodéw Zjednoczonych ds. Wyzywienia i Rolnictwa (FAO) oraz Swiatowa Organizacja
Zdrowia (WHO) przedstawia definicj¢ probiotykow jako: "zywe szczepy, okreslonych
drobnoustrojow, ktore podawane w odpowiednich ilosciach moduluja rownowage bakteryjng
flory jelitowej i wywierajg korzystny wptyw na zdrowie konsumenta" [Miziak i in., 2012].

Najczesciej w preparatach probiotycznych wykorzystuje si¢ grupy bakterii kwasu
mlekowego (LAB), oraz nielicznie grzyby. Najpopularniejsze sa drobnoustroje z rodzajow:
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus 1 Bifidobacterium. Grzyby
najczesciej stosowane w preparatach probiotycznych to zazwyczaj drozdzaki z gatunkow
Saccharomyces cerevisiae oraz Saccharomyces boulardii [ Augustyniak 1 Nawrotek, 2014].

Dziatanie probiotykow jest wielokierunkowe i nie do konca wyjasnione. Jednym
z mechanizmow ich dzialania jest konkurencja o receptory i miejsca, w ktorych bakterie
przylegaja do nablonka jelita. Konkurujag w ten sposdb z patogenami o niezbedne sktadniki
pokarmowe. Zwigkszaja sekrecje¢ mucyn-glikoprotein, ktore uszczelniaja nabtonek jelitowy
1 zmieniajg budowe receptoréw dla toksyn bakteryjnych [Guarner, 2003; Lambert, 2009; Ley
i in., 2008]. Pozytywny wplyw probiotykdw na organizmy zwierzgce zalezy od wielu
czynnikéw takich jak chociazby rodzaj zastosowanego szczepu, jego ilo$¢ i czas stosowania
[Koop-Hoolihan, 2001].

W wielkotowarowej produkcji kurczeta brojlery sa szczegélnie narazone na stres
spowodowany m.in. duzg gestoscig obsady, zmianami paszy oraz transportem [Skomorucha,
2007]. Wszystkie te czynniki mogg powodowac¢ obnizong odporno$¢ ptakéw i1 narazajg je na
dziatanie bakterii patogennych kolonizujacych przewod pokarmowy. Najwigksze zagrozenie
dla drobiu i1 zdrowia ludzkiego stwarzaja salmonelle 1 Campylobacter jejuni oraz Clostridium
perfringens [Humphrey, 2007]. Probiotyki mozna wykorzystywa¢ do kontroli bakterii
patogennych 1 w ten sposéb utrzymywaé¢ homeostaz¢ mikroflory bakteryjnej jelit.
Stwierdzono, Ze szczepy bakterii probiotycznych wplywaja na aktywno$¢ i sktad mikroflory
jelita Slepego. [Willis, 2008]. Stosowanie Lactobacillus jako probiotyku powoduje znaczne



zmniejszenie liczebnosci bakterii Salmonella enteritidis, Campylobacter jejuni, Listeria
monocytogenes, enteropatogenne Escherichia coli, Yersinia enterocolitica i Clostridium
perfringens u pisklat brojleréw kurzych i zmniejsza $miertelno$¢ z powodu martwicy jelit
[Schneitz, 2005]. Stwierdzono, Ze suplementcja szczepami Lactobacillus zwigksza takze
przyrosty masy ciala u kurczat brojleréw 1 redukuje odktadanie tluszczu w jamie ciata
[Kalavathy i in., 2003]. W produkcji jaj kurzych wykazano natomiast korzystny wpltyw
probiotykdéw na jako$¢, rozmiar jaj 1 zmniejszenie spozycia paszy u niosek [Kurtoglu i in.,
2004; Panda i in., 2008].

Prowadzona intensywna selekcja spowodowata uzyskanie wysokich przyrostow masy
ciata kurczat brojlerow w krotkim czasie powodujac obnizenie zdolno$ci do przeciwstawiania
si¢ duzym obcigzeniom ndg skutkujac ich deformacja. Badania przeprowadzone przez
Abdelqgader 1 in.[2013] potwierdzajg wplyw szczepu probiotycznego Bacilussubtilis na wzrost
gestosci koséca brojlerow 1 podwyzszenie w nim koncentracji substancji nieorganicznych.
Panda i in. [2008] zaobserwowali natomiast, ze dodatek probiotykow zawierajacych bakterie
z rodzaju Lactobacillus sporogenes spowodowal nie tylko koncentracje substancji
nieorganicznych w ko$¢cu kurczat brojlerow ale réwniez wicksza wytrzymatosé
mechaniczng. Jest to niezwykle wazny aspekt dziatania substancji probiotycznych ze wzgledu
na wystepowanie duzych strat spowodowanych zaburzeniami rozwoju uktadu kostno-
szkieletowego u kurczat rzeznych [Cook, 2000].

Czynnikami, ktore istotnie wplywaja na dzialanie substancji probiotycznych sa czas
1 sposob ich podania. Stwierdzono, ze probiotyki podawane wraz z pasza w porownaniu do
podawanych w wodzie pitnej zwigkszaja $redni uzyskany efekt [Timmerman i in., 2006].
Substancje probiotyczne poprawiajg wydajnos¢ organizmow poprzez wspomaganie procesow
metabolicznych i wplywaja pozytywnie na procesy trawienia i wchianiania sktadnikow
odzywczych [Bozkrut i in., 2011; Younis iin., 2013]. Dobrym uzupelnieniem preparatow
probiotycznych moga by¢ substancje nie ulegajace trawieniu w zotadkach zwierzat
monogastrycznych takie jak: FOS (fruktuktooligosacharydy), MOS (oligosacharydy
manozowe), GOS (galaktooligosacharydy), ktore stymuluja selektywnie aktywno$¢ i wzrost
pozadanej mikroflory jelitowej [Gibson i Roberfroid, 1995].

Probiotyki moga by¢ dobra alternatywa w stosunku do antybiotykoéw. Nie powoduja
zazwyczaj zadnych skutkéw ubocznych i1 nie wymagajg takze okresu karencji. Zwigkszenie
ilosci koloni bakterii probiotycznych stwierdza si¢ na ogdt po okresie 7 dni od zadania
preparatu probiotycznego. Probiotyki wptywaja korzystnie na synteze 1 wchtanianie witamin
zwlaszcza z grupy B co jest niezmiernie wazne w poczatkowych okresie odchowu ptakow.
Zmniejszaja ryzyko choréb ukladu pokarmowego i1 mogg znalez¢ swoje zastosowanie
w produkcji drobiarskie;.

Prowadzone badania nad wplywem substancji probiotycznych na wyniki produkcyjne
[Babazadeh i in., 2011; Endo 1 Nakano, 1999; Kabir i in., 2004; Kim 1 in., 2016, Opalinski
1 in., 2007, Takahashi i in., 2005; Quadros i in., 2001; Vargas i in., 2002; Youseri 1 Karkoodi,
2007] oraz sktad tuszki i jako$¢ migsa [Kabir 1 in., 2004; Kim 1 in., 2016; Loddi i in., 2000;
Mahajan i in., 2000; Pelicia i in., 2004; Zhang i in., 2005] nie przynioslty jednoznacznych
rezultatow. Wyniki poszczegolnych eksperymentéw sg dosy¢ zroéznicowane, czesto
przeciwstawne.

Na uwage zashugujg rowniez efektywne mikroorganizmy (EM) w sktad ktérych wchodzi
kilkadziesigt szczepdw komplementowanych w latach osiemdziesigtych ubiegltego wieku
przez japonskiego profesora Teruo Higa. Enzymy poszczegélnych szczepéw powoduja
naturalny rozklad materii organicznej. Inng wazna cecha kompozycji wyselekcjonowanych
szczepOw jest ich wspotdziatanie ze sobg przez produkcje substancji umozliwiajgcych im
przetrwanie w niesprzyjajacym S$rodowisku zawierajacym odmiany wrogich patogendéw
grzybowych. Efektywne mikroorganizmy stosowane w produkcji zwierzgcej poprawiajg m.in.



proces trawienia, ograniczajg wystgpowanie biegunek, tagodza przebieg zatru¢ pokarmowych
oraz zwalczaja populacje chorobotwdrczych mikroorganizméw takich jak salmonella,
enterokoki 1 bakterie coli przez ograniczenie warunkow ich wzrostu [Gacka, 2013]. Preparaty
EM zadawane wraz z pasza stymulujg rozwoj pozytecznej mikroflory w organizmie zwierzat
co ulatwia proces trawienia przez lepsza przyswajalno$¢ substancji odzywczych przez
przewdd pokarmowy. W naturalny sposob reguluja pH przewodu pokarmowego i blokuja
rozwoj patogennych organizmow. Kompozycje pozytecznych mikroorganizmdw przyczyniajg
si¢ rowniez do polepszenia dobrostanu zwierzat poprzez likwidacje odorow
w pomieszczeniach inwentarskich powstatych w wyniku wydzielania si¢ amoniaku
1 siarkowodoru oraz rewitalizacje¢ wody [Gacka, 2013].

Poczatkowo efektywne mikroorganizmy (EM) byly wykorzystywane w rolnictwie do
poprawy zyzno$ci gleby, z czasem réwniez zaczgto je stosowaé w przemysle mleczarskim,
serowarskim, medycynie, jako dodatek paszowy u zwierzat gospodarskich, w celu poprawy
stanu sanitarnego pomieszczen inwentarskich. Stosowane w formie oprysku lub zamgtawiania
zmniejszaja produkcje szkodliwych gazow w powietrzu pomieszczen inwentarskich,
powoduja zmniejszenie wilgotnos$ci $cidtki, co moze korzystnie dziata¢ na przyrosty masy
ciala 1 przewartosciowanie paszy. Moga by¢ takze uzyte w celu uzdatniania gnojowicy
1 odciekow. Stosowane w paszach tagodza przebieg zatru¢ pokarmowych, obnizajg pH tresci
jelit, zmniejszaja liczbg biegunek [Korytkowski, 2015].

Skuteczna dezynfekcja budynkow dla drobiu stanowi wazny element profilaktyki
produkcji drobiu i ogranicza wystgpowanie zoonoz i innych chordb drobiu. W ostatnich
latach ocene skuteczno$ci stosowania réznych chemicznych preparatow dezynfekcyjnych do
odkazania budynkéw dla drobiu wykonali de Castro Burbarelli i in. [2017], Luyckx 1 in.
[2017], Maertens et al. [2018]. Chemiczne preparaty dezynfekcyjne moga jednak negatywnie
oddzialywac na organizm zwierzecia i cztowieka, bezpieczenstwo pozyskiwanych surowcow
drobiowych i stan techniczny budynkow drobiarskich. Z tych wzgledéw poszukuje si¢ innych
bardziej bezpiecznych metod odkazania pomieszczen dla drobiu. Brak naukowych opracowan
dotyczacych skuteczno$ci biodezynfekcji ferm drobiu za pomoca preparatow Pro-Biotyk Em-
15 1 EMFarma™ stanowilo zachete do podjecia si¢c badan w tym zakresie.

Popyt na migso drobiowe nieustannie wrasta co jest zwigzane z konkurencyjno$cia pod
wzgledem cenowym oraz aspektem zywieniowo-zdrowotnym. Migso kurczece charakteryzuje
si¢ duzg wartos$cig odzywcza, dietetyczng, kulinarng i walorami sensorycznymi. Na jako$¢
migsa wpltywa wiele czynnikow m.in. fizycznych, chemicznych, morfologicznych,
biochemicznych, mikrobiologicznych i technologicznych [Jassim i in., 2011].

Warto$¢ odzywcza migsa determinowana jest m. in. przez zawarto$¢ bialka, thuszczu,
sktad aminokwaséw, profil kwasoéw thuszczowych oraz zawartos¢ cholesterolu. Migso drobiu
grzebigcego cechuje si¢ wysoka zawartoscig biatka zawierajacego wszystkie egzogenne
aminokwasy przy niskim poziomie tluszczu, gdzie nienasycone kwasy tluszczowe stanowig
ponad 60% ogodlnej zawartosci. Na uwage zastuguje rowniez niska zawarto$¢ cholesterolu
oraz kolagenu. Sprawia to, iz mi¢so kurczat odznacza si¢ wysokg strawnoscig wynoszaca
ponad 94% 1 wysoka warto$cia dietetyczng [Orkusz, 2015].

Do cech sensorycznych migsa mozemy zaliczy¢: teksture, soczysto$¢ 1 smakowitos¢. Dla
konsumentéw waznym czynnikiem w wyborze produktu migsnego ma wyglad zewnetrzny
determinowany gtownie jego barwg, ktora uwazana jest jako wyznacznik $wiezosci [Lynch
i in., 1986; Sikora i Weber, 1995]. Innym rownie waznym czynnikiem decydujacym
o zakupie migsa przez konsumentow jest jego tekstura. Jest ona przede wszystkim zwigzana
z krucho$cia, ktora determinowana jest przez wiele czynnikow takich jak: gatunek, wiek, pte¢
oraz zabiegi technologiczne podczas obrobki poubojowej (oparzanie, usuwanie opierzenia)
[Anonim, 2004; Fletcher, 2002; Skrabka-Blotnicka, 1997; Wotoszyn, 2002]. Soczystos¢
z kolei zwigzana jest z wodochtonnos$cig migsa. Przy wysokiej wodochtonno$ci wystepuja
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niskie ubytki masy mig¢sa podczas jego przerobu i przechowywania co tym samym wplywa na
lepsza soczysto$¢ 1 wybdr przez konsumentéw [Toscas i in., 1999; Sérheim 1 in., 2004].

Najwigkszym zainteresowaniem cieszg si¢ mig¢snie piersiowe oraz migsnie nog. Migsnie
piersiowe s3 chudsze i cechuja si¢ nizsza zawarto$cig kolagenu 1 wyzszg wartoscig
dietetyczng w pordwnaniu z mi¢$niami nog.

Jednym z wazniejszych czynnikow wplywajacych na jako$¢ migsa jest zywienie
zwierzat. Kalavathy 1 in. [2003] stwierdzili redukcje ilosci tkanki thuszczowej w jamie ciata
pod wplywem stosowania kultur Lactobacillus, co w konsekwencji wptywa pozytywnie na
cechy jako$ciowe migsa. Pietrzak i in. [2009] odnotowali wigkszg zawarto$¢ biatka natomiast
mniejsza ttuszczu w migs$niach nég u kurczat Ross 308 zywionych z dodatkiem probiotyku
(bakterie kwasu mlekowego Enterococcus faecium NCIMB 10415) co jest korzystne pod
wzgledem zdrowotnym. Wigksza zawartos¢ ttuszczu z kolei charakteryzowaty si¢ migsnie
piersiowe kurczat zywionych wyzej wymienionym probiotykiem co pozytywnie wplywa na
ich walory sensoryczne. W mig$niach ndg Pietrzak i in. [2009] stwierdzili mniejszg zdolno$¢
wigzania wody 1 wigkszy wyciek termiczny. Z kolei tluszcz kurczat zywionych z dodatkiem
probiotyku wykazuje wigksza zawartos¢ monoenowych kwasow tluszczowych (MUFA)
1 jednocze$nie mniejszg polienowych (PUFA). Wysoka zawartos¢ kwasow thuszczowych
PUFA w migsie drobiowym podnosi jego warto$¢ zywieniowa. Lipinski i in. [2011] nie
odnotowali statystycznie istotnych roznic w skladzie chemicznym migéni piersiowych
u indyczek zywionych z dodatkiem substancji probiotycznej (Lactobacillus lactis).
W badaniach innych autoréw nie stwierdzono jednoznacznego wplywu stosowania substancji
probiotycznych na jako$¢ migsa drobiowego [Ali., 2010; Khalafalla i in., 2011; Park 1 Kim,
2014; Pelicano i in., 2003; Rai i in., 2013; Zhoui in., 2010].

Wykazanie  pozytywnych  efektow  stosowania  preparatow  efektywnych
mikroorganizmow (EM) w produkcji kurczat brojlerow w odniesieniu do ich zdrowia,
produkcyjnosci 1 jakosci pozyskiwanych surowcéw (tuszki i migso) zanieczyszczenia
mikrobiologicznego fermy bedzie potwierdzeniem stuszno$ci podstaw $wiatowego trendu
biologizacji wspotczesnego rolnictwa.
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3. UZASADNIENIE SPOJNOSCI TEMATYCZNEJ CYKLU
PUBLIKACJI ROZPRAWY

Cykl publikacji rozprawy doktorskiej zawiera spdjny tematycznie opis wynikow badan
dotyczacych okreslenia skuteczno$ci dzialania preparatow pro- biotycznych Pro-Biotyk Em-
15 i EMFarma™ na wyniki produkcyjne, sklad tuszki, jako§¢ migsa, wybrane cechy
anatomiczne, sktad mikroflory jelit §lepych oraz zanieczyszczenie mikrobiologiczne fermy
drobiu. W trzech oryginalnych pracach twoérczych zawarto opis wynikoéw badan
przedstawionych i1 zatwierdzonych przy otwarciu przewodu doktorskiego.

3.1. HIPOTEZA BADAWCZA, CEL I ZAKRES BADAN

3.1.1. Hipoteza badawcza

Hipoteza badawcza zaklada wystepowanie rd6znic pod wzgledem wynikow
produkcyjnych, sktadu tuszki i jakos$ci migsa kurczat brojlerow Ross 308 pod wplywem
uzywania preparatow EM. Stosowanie preparatdw EM w odchowie kurczat brojlerow moze
przyczyni¢ si¢ ponadto do ich zréznicowania pod wzgledem cech biometrycznych jelit oraz
wazniejszych organdéw i1 narzagdow wewngtrznych, a takze sktadu mikroflory jelit §lepych na
koniec okresu badan oraz skazenia mikrobiologicznego paszy, $cidiki i linii pojeni na fermie
kurczat brojleréw w okresie odchowu.

3.1.2. Cel i zakres badan

Celem badan bylo okreslenie wplywu stosowania preparatow probiotycznych Pro-Biotyk
Em-15 i EMFarma™ na wyniki produkcyjne, wybrane cechy anatomiczne, skfad tuszki
1 jako$¢ migsa, sklad mikroflory katu jelit §lepych i zanieczyszczenie mikrobiologiczne
fermy. Okreslono wplyw stosowania preparatow EM na mas¢ ciata kurczat brojlerow Ross
308 w wieku 42 dni, spozycie i zuzycie paszy oraz przezywalno$¢ kurczat od 1 do 42 dnia
zycia, a takze wydajnos$¢ rzezng 1 sktad tuszki kurczat w wieku 42 dni. W doswiadczeniu
oceniono wpltyw uzycia preparatbw EM na podstawowy sktad chemiczny, wilasciwosci
fizykochemiczne migsa z piersi i ndég oraz cechy sensoryczne, reologiczne, tekstury
1 mikrostruktury mig$nia piersiowego wigkszego, a takze dtugos$¢ ciata, dlugos¢ i $rednice
segmentOw jelita, mas¢ 1 procentowy udziat gtdéwnych organdw wewngtrznych, wymiary
kos$ci udowej i piszczelowej oraz sktad mikroflory katu jelit §lepych kurczat brojlerow Ross
308 w wieku 42 dni. W trakcie odchowu kurczat oznaczono takze skazenie mikrobiologiczne
paszy, $ciofki i linii pojenia w budynku drobiarskim na poczatku (1 dzien), srodku (21 dzien)
1 koncu (42 dzien) okresu odchowu kurczat brojlerow.
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3.2. MATERIAL I METODY BADAN

Material doswiadczalny stanowito 48 kurczat brojlerow Ross 308 w wieku 42 dni oraz
dane z dokumentacji producenta kurczat dotyczace wynikéw produkcyjnych i wyniki
oznaczen mikrobiologicznych. Kurczgta utrzymywano w  budynku zamknigetym
(w komercyjnej fermie kurczat brojleréw), przedzielonym pomieszczeniem technicznym na
dwie hale produkcyjne (kontrolna, do$wiadczalna) o powierzchni 500 m® kazda. W obu
halach produkcyjnych (w ktorych utrzymywano na poczatku po 9000 pisklat, Iacznie 18000
pisklat) zapewniono takie same parametry S$rodowiska, zalezne od wieku ptakow.
W pierwszym tygodniu odchowu temperatura wynosita 33°C i stopniowo byta redukowana
do 17°C (ogrzewanie nagrzewnicami), wilgotno$¢ wzgledna wynosita od 55 do 70%,
natomiast wymiana powietrza od 0 do 4.2 m’/godz./kg masy ciala. Stezenie szkodliwych
gazOow nie przekraczalo okreslonych przepisami UE norm tj. CO, do 3000 ppm, NH3 do 20
ppm. Obsada ptakéw na 42 dzien odchowu nie przekraczala 42 kg/m” (po ubidrce po
5 tygodniach odchowu kurczat).

Fot. 1. Budynek doswiadczalny (fot. K. Steczny)

Przez caly okres odchowu ptaki zywiono ad libitum pelmoporcjowymi mieszankami
paszowymi i miaty calodobowy dostep do wody. Przez pierwsze 8 dni odchowu ptaki
zywiono przemystowag petnoporcjowa mieszanka paszowg starter dla kurczat brojlerow
w formie kruszonki. Od 9 do 42 dnia zycia ptakom podawano pelnoporcjowe mieszanki
paszowe: grower 1 (9-24 dzien), grower 2 (25-32 dzien) i finiszer (33-42 dzien) w formie
miatkiej (ze$rutowanej) wyprodukowanych z zakupionych komponentéw paszowych
(koncentrat biatkowy, pszenica paszowa, Sruta poekstrakcyjna sojowa, olej sojowy, kreda
pastewna, premix) na terenie fermy. Sktad chemiczny mieszanek paszowych podawanych
ptakom oznaczono w Laboratorium Jako$ci Pasz i Surowcéw Uniwersytetu Technologiczno-
Przyrodniczego w Bydgoszczy 1 zamieszczono w tabeli 1 (artykut 1), natomiast sktad
komponentowy mieszanek paszowych produkowanych na fermie w tabeli 2 (artykut 1).

Odchow ptakéw prowadzony byt pod nadzorem lekarza weterynarii. W trakcie
przygotowania budynku na wstawienie pisklat w hali kontrolnej do odkazania uzyto
chemiczne preparaty dezynfekcyjne (podchloryn sodu, Virocid F), natomiast w hali
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doswiadczalnej oprocz wymienionych chemicznych preparatow dezynfekcyjnych biologiczne
$rodki — preparat EMFarma™ (30 1 preparatu plus 170 1 wody na 500 m? hali) spryskujac
sufit, sprzet dla drobiu i $ciotke.

W hali do$wiadczalnej (1 pomieszczenie o powierzchni 500 m?, 9000 ptakéw) od 1 dnia
zycia, trzy razy w tygodniu do wody podawano Pro-Biotyk Em-15 w ilosci 2 ml/l wody. Od 2
tygodnia zycia kurczat, dwa razy w tygodniu rozpylano roztwdr mieszaniny preparatow Pro-
Biotyk Em-15 i EMFarma™™ (po 1.25 1 kazdego preparatu plus 2.5 | wody) na pasze i $cidtke.

Profil  mikrobiologiczny = preparatow  probiotycznych  Pro-Biotyk  (Em-15)
i EmFarma™ oznaczono metoda posiewéw ilosciowych (posiew na plytki Petriego)
w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywno$ci Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu. Do oznaczenia liczby bakterii Lactobacillus spp. uzyto podtoza MRS Agar
(OXOID), Bifidobacterium spp. podtoza TOS-MUP (MERCK), Lactococcus 1 Streptococcus
thermophilus podtoza M17 (OXOID), Bacillus subtilis podloza TSB (OXOID),
Rhodopseudomonans spp podtoza ATCC: 1676 Van Niel’s, natomiast do oznaczenia drozdzy
Saccharomyces cerevisiae podtoza z chlorofenikolem (YGC), (BIOCORP). Dane dotyczace
profilu mikrobiologicznego preparatow probiotycznych Pro-Biotyk Em-15 i EMFarma'™
podano w tabeli 3 (artykut 1).

W czasie 42 dni odchowu codziennie rejestrowano mas¢ podawanej paszy
a na koniec okresu odchowu ilo$¢ niewyjedzonych resztek paszy. Na tej podstawie okreslono
lo$¢ paszy spozytej srednio przez 1 ptaka oraz zuzycie paszy na 1 kg masy ciata, oddzielnie
dla kazdej grupy. Na biezaco rejestrowano padnigcia ptakow.

W 42 dniu odchowu wybrano do uboju 48 kurczat, po 24 ptaki z kazdej grupy (po 12
samcOw 1 12 samic) na podstawie rozwoju grzebieni. Ptaki do uboju pozyskano w czterech
rowno oddalonych miejscach, po przekatnej kazdej hali. W kazdym miejscu wybrano po
3 samce 1 3 samice o masie ciata zblizonej dla $redniej dla danej ptci w grupie, ktora
okreslono podczas wazenia kontrolnego kurczat brojlerow wykonanego przez producenta.

Wybrane ptaki oznaczono znaczkami ktédeczkowymi, okreslono indywidualnie ich masg¢
ciata na wadze elektronicznej Axis BD 15S (Axis, Gdansk, Polska) z doktadnoscig do 5 g,
a nastepnie zmierzono dlugos¢ ciata (dhugos¢ tutlowia z szyjg) — pomiar odlegtosci miedzy
pierwszym kregiem szyjnym (atlas) a tylng goérng wypukloscia kosci kulszowe;.

Po wykonaniu oceny na zywych ptakach wykonano ich ubd¢j. Ubdj ptakow
przeprowadzono w matej przemystowej ubojni kurczat (ogluszanie wodno-pradowe,
natezenie pradu 125 mA/ptaka, czas ogluszania 4 s, mechaniczne przecigcie naczyn
krwionos$nych szyi, wykrwawianie). Po uboju ptaki oskubano mechanicznie i wypatroszono
recznie.

Wypatroszone tuszki z szyja po przywiezieniu do Katedry Hodowli Zwierzat
Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego w Bydgoszczy schtodzono w szafie
chtodniczej Hendi (Hendi, Gadki, Polska) przez 18 godzin w temperaturze 4°C. Schtodzone
tuszki zwazono na wadze elektronicznej WLC 6/12/F1/R (Radwag, Radom, Polska)
z doktadnoscig do 0,1 g, a nastgpnie wykonano ich rozbior (dysekcje). W trakcie dysekcji
z kazdej tuszki wyodregbniono szyj¢ bez skory, skrzydta ze skora, skorge z tluszczem
podskérnym z  calej tuszki, bez skory ze skrzydel, migsnie piersiowe
(migsien piersiowy wigkszy plus migsien piersiowy mniejszy), miesnie ndg (wszystkie
mieg$nie z obu ud i podudzi), pozostatosci tuszki tj. szkielet z pewng ilo$cig migsni
szkieletowych [Ziotecki i Doruchowski, 1989].
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Fot. 2 Tuszka po dysekcji (fot. K. Steczny)

Pomiar pH mieéni piersiowych (m. pectoralis major) i migsni ndg (miesnie podudzia)
wykonano 24 h od uboju kurczat na migsie schtodzonym. Oznaczenia pH,4 wykonano za
pomoca pehametru pH — Star CPU (Ingenierburno R. Matthdus, Nobitz, Niemcy) do badania
pH migsa. Oznaczenia odczynu migsa wykonano z dokltadnoscig do 0,01. Przed pomiarem
pH-metr zostat skalibrowany za pomoca standardowych wzorcéw (pH 5,5 and 7,0). Z kolei
przewodnos$¢ elektryczng zmierzono takze 24 godziny od uboju — EC,s na tuszkach
schtodzonych do temperatury 4°C. Do pomiaru ECy4 uzyto konduktometru LF — Star CPU
(Ingenierblirno R. Matthédus, Nobitz, Niemcy). W celu oznaczenia wartosci EC,4 stalowe
elektrody konduktometru umieszczono w podudziu lub migéniu piersiowym wigkszym pod
katem 90° wzdluz ich wiokien miesniowych. Pomiar EC,4 wykonano z doktadnoscig do 0,1
mS/cm.

Po dysekcji, pobrano proby migsni piersiowych 1 migsni z kazdej tuszki (od 48 ptakow)
w celu oznaczenia podstawowego skladu chemicznego, wycieku termicznego, wycieku
swobodnego soku, zmiennych barwy migsa L*, a*, b*. Proby mig$nia piersiowego wiekszego
pobrano takze w celu oznaczenia cech sensorycznych (w tym cech tekstury), wlasciwosci
reologicznych 1 mikrostruktury.

Podstawowy sklad chemiczny i zawarto$§¢ kolagenu w mig$niach piersiowych i nog
poréwnywanych grup kurczat brojlerow oznaczono przy uzyciu metody spektrometrii
transmisyjnej w bliskiej podczerwieni (NIR). Uzyto kalibracji na sztucznych sieciach
neuronowych (ANN) na aparacie FoodScan (FodScan Laboartory, Foss, Cheshire,
W. Brytania).

Barwe migsa oznaczono na powierzchni m. pectoralis major od strony kosci mostka oraz
migéni ud i podudzi (nogi) - po wypreparowaniu rzepki i Sciggien, 24 h post mortem.
Okreslono zmienne barwy migsa: L* — jasno$¢ barwy, a* — natezenie barwy czerwonej, na osi
czerwony-zielony, b* — natgzenie barwy zo6ltej, na osi zotty-niebieski, zgodnie z zatozeniami
systemu CIE [1976]. Pomiar barwy mig¢sa wykonano kolorymetrem CR410 firmy Konica
Minolta (Konica Minolta, Japan). Uzyto iluminacj¢ szerokokatowa (geometria 0° kat
projekcji, obszar pomiaru — $rednica 20 mm, zrodlo $wiatta — Dgs). Kolorymetr
wykalibrowano przy uzyciu biatej ptytki wzorcowej CR410 o nastgpujacych danych
kalibracyjnych: Y=94,40, x=0,3159, y=0,3325.
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Oznaczono takze wyciek swobodny soku z mig$nia piersiowego wigkszego oraz mig¢sni
noég (ud i podudzia tacznie). Kazdy migsien zwazono na wadze RadwagPS1000. R2 (Radwag,
Radom, Polska). Doktadno$¢ pomiaru wynosita do 0,01 g. Nastepnie proby migsa z piersi lub
nogi kazdego ptaka umieszczono osobno w woreczku 1 z nacigciami. W kolejnym etapie
woreczek z probg migsa umieszczono w woreczku 2 uniemozliwiajgc kontakt wyciekajacego
soku z proba migsa. Proby zawieszono na stojakach i przechowywano w szafie chtodniczej
Hendi o temperaturze 4°C (Hendi, Gadki, Polska) przez 24 godziny. Po tym czasie proby
migsa z piersi lub ndég ponownie zwazono. Na podstawie roéznicy masy proby przed i po
chtodzeniu obliczono swobodny wyciek soku z migsa. Ubytek masy proby migsa wyrazono
w procentach poczatkowej masy proby.

Oznaczenia wycieku termicznego migsa wykonano na prébach migénia piersiowego
wiekszego oraz migsniach ud 1 podudzi (lacznie) o masie 20 g + 0,2 g. Préby migsa
uformowano w ksztalcie kulki, owini¢to w gaze¢ higroskopijng i umieszczono na 10 min.
w tazni wodnej o temperaturze 85°C. Po wyjeciu z tazni, poddane obrobce termicznej proby
migsa schtadzano przez 30 min. w temperaturze 4°C. Nastepnie ponownie je zwazono na
wadze elektronicznej Radwag PS1000.R2 (Radwag, Radom, Poland) z doktadnos$cia do 0,01
g. Na podstawie rdznicy masy migsa przed i po obrobce termicznej obliczono ubytek masy
migsa. Uzyskane wyniki wycieku swobodnego wyrazono jako procentowy ubytek
poczatkowej masy proby miesa.

Oceng cech wlasciwosci sensorycznych wykonano na probach migénia piersiowego
wiekszego pozyskanych od 42-dniowych kurczat brojlerow Ross 308. Proby migsa z piersi
poddano obrobcee termicznej w 0.6% roztworze solanki. Na kazde 100 g migsa dodano 200 ml
wody. Po obrobce termicznej proby miesa schlodzono do temperatury 60°C i poddano ocenie
komisji ztozonej z 6 sedzidéw. Proby migsa z piersi oceniono wedlug 5-punktowej skali
podang przez Barytko-Pikielng 1 Matuszewska [2009]. Oznaczono natezenie zapachu
1 smakowito$ci migsa z piersi przyznajac noty: 1 pkt. = niewyczuwalny, 2 pkt. = wyczuwalny,
3 pkt. = stabo zdecydowany, 4 pkt. = zdecydowany, 5 = bardzo zdecydowany, pozadalnos¢
zapachu i smakowito$ci oceniono wedlug skali 1 pkt. = bardzo niepozadany, 2 pkt. = stabo
niepozadany, 3 pkt. = obojetny, 4 pkt. = pozadany, 5 pkt. = bardzo pozadany, kruchos$¢
oceniono wedlug skali 1 pkt. = migso bardzo twarde, 2 pkt. = twarde, 3 pkt. = lekko kruche,
4 pkt. = kruche, 5 pkt. = bardzo kruche, natomiast soczysto$§¢ migsa wedlug skali: 1 pkt. =
wyraznie suche, 2 pkt. = suchawe, 3 pkt. = stabo soczyste, 4 pkt. = soczyste, pkt. = bardzo
soczyste.

Oznaczenia tekstury (twardo$¢, spoistos¢, sprezystos¢, zuwalno$é, gumowatos¢,
maksymalna sita cigcia) 1 wlasciwosci reologicznych migsa (suma modutéw lepkosci, suma
moduléw sprezystosci) wykonano przy uzyciu aparatu Instron 1140 (Instron Corp., USA),
stosujac test podwdjnego przebijania (test TPA), test cigcia Warnera-Bratzlera (WB) oraz test
relaksacji. Dla kazdej probki w kazdym z testow wykonano po 5-7 powtorzen. Badanie
wykonano na 48 probach miegsni piersiowego wigkszego poddanych obrdbce cieplnej
pozyskanych od kurczat brojleréw po dysekcji. Oznaczenia wykonano w Katedrze
Technologii Migsa Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie.

Migénie zapakowano szczelnie w woreczki z folii PE i ogrzewano w wodzie o temp
724+2°C do czasu uzyskania w centrum geometrycznym proby migsa temperatury 70,2°C. Po
osiggnigciu zatozonej temperatury mig¢snie schladzano w zimnej, biezacej wodzie do
temperatury ok. 12°C w centrum geometrycznym 1 nast¢gpnie po zlaniu powstalego wycieku
zabezpieczano przed wysychaniem folig do pakowania Zzywno$ci, po czym przechowywano w
warunkach chtodniczych w temperaturze 3+1°C przez 12 godzin, do momentu rozpoczecia
analiz. Badanie tekstury przeprowadzono na probkach po doprowadzeniu ich do temperatury
ok. 18°C.
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Z poszczegbdlnych migsni za pomocg noza elektrycznego Siemens Electronic MS 6000
wycinano prostopadle do przebiegu wtokien migsniowych plaster o grubosci 20=1mm. Na tak
przygotowanych  probkach  przeprowadzono  instrumentalng ocen¢  wiasciwosci
mechanicznych.

W tescie TPA w probke (réwnolegle do przebiegu wilokien migsniowych) wbijano
dwukrotnie trzpien o $rednicy 0,62 cm, przyjeto limit deformacji 80% 1 szybko$¢ robocza
trawersy 50 mm/min. Z uzyskanej krzywej obrazujacej zaleznos$¢ sita-deformacja, wyliczano
parametry takie jak: twardo$¢, spoistos$¢, sprezystos¢, zuwalno$¢ i gumowato$¢ [Bourne,
1982].

W tescie Warnera-Bratzlera (WB) probki migéni przecinano nozem o trojkatnym ostrzu,
rownolegle do przebiegu wiokien migsniowych 1 wyznaczano maksymalng sile cigcia
[Bourne, 1982]. Szybko$¢ robocza trawersy wynosita 50 mm/min.

W tescie relaksacji w probke wbijano trzpien o $rednicy 0,96 cm, na glebokos¢ 2 mm
(deformacja 10%) rejestrujac przez 90 s zmiany naprezen. Do wyliczenia modutéw lepkosci
1 sprezystosci 1 uzyto uogolniony model Maxwella, ztozony z 3 elementow potaczonych
réwnolegle: ciata Hooke’a i dwodch ciat lepko-sprezystych Maxwella. Rownanie modelu
miato postac:

§=c¢x [EO + E; * exp (_ill*t) + E, x exp (_Z*t)] (1)

gdzie:

0 — naprezenie (kPa)

¢ — odksztatcenie

Eo — modut sprezystosci ciata Hooke’a (kPa)

E,E; - moduly sprezystosci odpowiednio 112 ciata Hooke’a (kPa)

1, u2 - moduty lepkosci odpowiednio 1 12 ciata Maxwella (kPa x s)

t —czas

Dla bardziej czytelnej interpretacji wynikow dla kazdej proby wyliczano sum¢ modutow
lepkosci (1 + p) oraz sume modutow sprezystosci (Eg + E; + Ey).

Do badan histologicznych pobrano proby m. pectoralis major od 48 ptakow, po
12samcow 1 12samic z kazdej grupy kurczat ubitych w wieku 42 dni. Od kazdego ptaka po
uboju pobrano po trzy wycinki z centralnej czg¢sci mig$nia piersiowego wigkszego
o wymiarach 0,5x0,5x1,0cm kazdy. Proby pobrano rownolegle do przebiegu widkien
migsniowych. Nastgpnie  utrwalono je plynem Sannomiya, odwodniono alkoholem
1 benzenem, po czym zatopiono w parafinie w formie bloczkéw. Bloki pocieto mikrotomem,
a skrawki o wielkosci 10 um wumieszczono na szkieltkach i barwiono kontrastowo
hematoksyling 1 eozyng [Burck,1975], po czym zamkni¢to w balsamie kanadyjskim. Pomiar
cech mikrostruktury m. pectoralis major wykonano przy pomocy komputerowej analizy
obrazu MultiScanBasev.13 (Computer Scanning System Ltd, Warszawa, Polska). Zmierzono
pole przekroju poprzecznego witokna migsniowego, obwod, $rednice horyzontalng, $rednice
wertkalng wldkna migsniowego, grubosci perimysium i endomysium migsnia piersiowego
wigkszego. Oznaczenia wykonano na 3 preparatach m. pectoralis major pozyskanych od
kazdego kurczaka. Lacznie do oznaczenia mikrostruktury uzyto 144 preparaty migsnia
piersiowego wigkszego. W kazdym preparacie zmierzono okoto 200 widkien migsniowych
oraz wykonano po 150-200 pomiaroéw grubosci tkanki tacznej (perimysium i endomysium).
Zastosowano powigkszenie 100 krotne. Wykorzystujac dane dotyczace horyzontalnej (H)
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1 wertykalnej (V) $rednicy wtokna mig§niowego obliczono stosunek srednicy horyzontalnej
do $rednicy wertykalne;.

Podczas patroszenia wyodrebniono jelita 1 inne organy wewnetrzne (zotadek gruczotowy,
zotadek migsniowy, serce, watrobe, $ledziong). Tasma mierniczg z dokladnoscia do 1 mm
zmierzono dtugosci dwunastnicy, jelita czczego, jelita biodrowego, obu jelit Slepych, jelita
koncowego. Za pomoca suwmiarki z doktadnoscia do 0,01 mm zmierzono S$rednice
poszczegbdlnych segmentow jelita, wykonujac po trzy pomiary tj. na poczatku, w srodku i1 na
koncu kazdego segmentu jelita na podstawie ktdrych obliczono $rednig warto$¢ pomiaru
srednicy danego segmentu jelita. Dodatkowo wyodrebniono i zwazono na wadze Medicat
M160 (Medicat, Zurich, Szwajcaria) mas¢ organdOw wewnetrznych: zotadka migéniowego
(bez tresci pokarmowej), zotadka gruczotowego (bez tresci), watroby (bez pegcherzyka
zotciowego), serca, $ledziony, z doktadnoscia do 0,001 g i obliczono ich procentowy udziat w
masie ciata przed ubojem.

Po uboju i wypatroszeniu kurczat brojlerow pobrano proby zbiorcze katu z jelit slepych
od 48 ptakow z podziatem na grupy. W 1 ml katu okreslono ogélng liczbe grzybow, liczbe
bakterii tlenowych, liczbe bakterii kwasu mlekowego. Oznaczenia wykonano w Laboratorium
Weterynaryjnych P.U.H. Ladrob w Opolu metoda posiewdéw ilosciowych (posiew na phytki
Petriego) zgodnie z polskimi normami.

| — el

Fot. 3. Przewod pokarmowy 42-dniowych kurczat brojlerow Ross 308 (fot. K. Stgczny)

W 42 dniu odchowu wedlug metody podanej przez Driesch [1976] okreslono wymiary
kos$ci udowej 1 piszczelowej. Suwmiarka elektroniczng z doktadnoscig do 0,01 mm wykonano
nastepujace pomiary kosci udowej: najwicksza dtugosé, przysrodkowa dtugosé, najwigksza
szerokos$¢ blizszego konca, najwigksza gleboko$¢ blizszego konca, najmniejsza szeroko$é
korpusu, najwigksza szeroko$¢ dalszego konca, najwickszg glebokos¢ dalszego konca.
Wykonano réwniez nastgpujace pomiary kosci piszczelowej: najwigksza dlugosé, dhugosé
osiowa, najwicksza przekatng blizszego konca, najmniejszg szerokos¢ korpusu, najmniejsza
szerokos$¢ dalszego konca, glebokos¢ dalszego konca. Pomiary jelita i innych waznych
organéw wewngetrznych, a takze kosci nog wykonano na Wydziale Hodowli i Biologii
Zwierzat Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego w Bydgoszczy.

W 1, 21 1 42 dniu odchowu pobrano zbiorcze proby paszy, $ciotki i wymazoéw z linii
pojenia do oznaczen mikrobiologicznych. W 1 g paszy oznaczono ogélng liczbe grzybow,
0golng liczbe bakterii tlenowych mezofilnych, natomiast badania w kierunku obecnosci
Salmonelli w 25 g probie. W 1 g $cidtki oznaczono og6lng liczbe grzybow, ogdlng liczbe
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bakterii tlenowych mezofilnych, Enterococcus spp. oraz wykonano badania w kierunku
obecno$ci Salmonelli w 25 g probie. W wymazach z linii pojenia oznaczono ogolng liczbe
bakterii tlenowych mezofilnych, bakterii z grupy coli, Escherichia coli, Enterococcus spp.
Oznaczenia mikrobiologiczne wykonano w laboratorium P.U.H. ,,Ladrob” w Opolu zgodnie
z polskimi normami.

Zgromadzone dane liczbowe dotyczace wynikow produkcyjnych, wybranych cech
anatomicznych, sktadu tuszki i1 jako$ci migsa poréwnywanych grup poddano analizie
statystycznej. Obliczono $rednie arytmetyczne 1 odchylenie standardowe dla cech
produkcyjnych, wydajnosci rzeznej 1 sktadu tuszki. Dla cech jako$ci migsa oraz wybranych
cech anatomicznych obliczono $rednie arytmetyczne i blad standardowy S$redniej — SEM
(tacznie dla obu grup). Postugujac si¢ dwuczynnikowg analizg wariancji okre§lono wplyw
preparatéw probiotycznych EM 1 plci na badane cechy anatomiczne i jako$ci migsa kurczat
brojlerow w wieku 42 dni. W tym celu uzyto nastepujacy model matematyczny:

Yig=p+aitb+(@ bytep (2

gdzie:

Y i — wartos¢ analizowanej cechy

n — $rednia ogolna badanej cechy

a; — wplyw i-tej grupy

b; — wplyw j-¢j plci

(a - b) — interakcja grupy wzgledem pici
eijk — blad losowy

Obliczenia statystycznie wykonano za pomoca programu komputerowego SAS, wersja
9.4. [SAS Institute Inc, 2013]. Do weryfikacji istotno$ci roznic (na poziomie P < 0,05) miedzy
poréwnywanymi grupami 1 miedzy samcami i samicami uzyto testu Tukeya.
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3.3. WYNIKI
3.3.1. Wyniki produkcyjne

Srednia masa ciala 42-dniowych kurczat brojleréow Ross 308 z obu grup byla duza
1 przekraczala 2850 g. Wigksza masg ciala w wieku 42 dni odznaczaty si¢ kurczeta
doswiadczalne niz ptaki kontrolne. Réznica w masie ciata 42-dniowych kurczat brojleréw
z grupy doswiadczalnej i kontrolnej nie uzyskata potwierdzenia statystycznego. Spozycie
paszy przez 1 ptaka w 42-dniowym odchowie w niniejszym do§wiadczeniu bylo wigksze
u kurczat doswiadczalnych (preparaty EM) niz kurczat kontrolnych, co wptyneto na wyzsze
warto$ci wskaznika przewartosciowania paszy (FCR) u kurczat poddanych dziataniu
preparatéw probiotycznych (EM). Podczas 42 dni odchowu w grupie kontrolnej padto 214
ptakow, natomiast w grupie do$wiadczalnej 201 ptakéw co stanowilo odpowiednio 2.37%
1 2,23% stanu poczatkowego kurczat. Od 22 dnia odchowu stwierdzono zwigkszenie
przezywalnosci kurczat w grupie doswiadczalnej (tabela 4, artykut 1).

3.3.2. Wartos¢ rzezna

Poréwnywane grupy kurczat brojlerow nie roznity si¢ (P>0.05) pod wzgledem $redniej
masy ciala, masy tuszki i wydajnos$ci rzeznej w wieku 42 dni. Kurczgta brojlery poddane
dziataniu preparatow probiotycznych (EM) miaty wigkszg mase ciata i mas¢ tuszki w wieku
42 dni. Ptaki do§wiadczalne obojga ptci miaty natomiast mniejsza wydajnos¢ rzezna (o 0,1%)
niz kurczeta kontrolne.

Tuszki pozyskane od 42-dniowych kurczat Ross 308 obojga ptci u ktorych stosowano lub
nie stosowano wielosktadnikowych preparatow probiotycznych Pro-Biotyk (Em-15)
i EmFarma™ zawierajacych bakterie Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp., Lactococcus
spp.,  Steptococcus  thermophilus,  Bacillus  subtilis, = Rhodopseudomonas  spp.
1 drozdze Saccharomyces cerevisiae nie roznily si¢ pod wzgledem udziatu (%) sktadnikow
tuszki wyodrebnionych podczas dysekcji. Tuszki ptakow obojga ptci z grupy doswiadczalnej
cechowaty si¢ mniejsza (P>0.05) procentowg zawarto$cig migsni piersiowych, migsni nog,
thuszczu  sadelkowego 1 szyi, natomiast wigkszym udzialem (%) skory
z thuszczem podskornym, skrzydel i pozostatosci w poréwnaniu z  tuszkami kurczat
kontrolnych (tabela 5, artykut 1).

3.3.3. Skazenie mikrobiologiczne fermy

Wyniki oznaczen mikrobiologicznych paszy, §cidtki i linii pojenia zestawiono w tabeli
6 (artykut 1). Analiza niniejszych wynikéw wskazuje na zmniejszenie w 1 dniu odchowu
pisklat ogolnej liczby grzybow i ogdlnej liczby bakterii tlenowych mezofilnych w 1 g paszy
lub $cidtki po rozpylaniu preparatow Pro-Biotyk (Em-15) i EMFarma™ w  trakcie
przygotowywania budynku drobiarskiego do zasiedlenia pisklgtami. W kolejnych ocenach po
pobraniu prob paszy 1 $ciotki w 21 1 42 dniu odchowu stwierdzono zwykle wigksza liczbe
w/w mikroorganizméw w grupie do$wiadczalnej. Stosowanie preparatow EM wplyneto na
redukcje liczby bakterii Enterococcus spp. w 1 g $cidtki do 21 dnia odchowu. Rozpylanie
preparatow probiotycznych wplynelo na zmniejszenie liczby bakterii z grupy coli
1 zwigkszenie liczby bakterii tlenowych mezofilnych na liniach pojenia. Nie wykazano
obecnosci bakterii Salmonelli w paszy i $cidlce w trakcie oznaczen prob pobranych w 21 dniu
odchowu.
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3.3.4. Jako$¢ migsa

Wyniki oznaczen sktadu chemicznego migsa wskazuja, ze porownywane grupy kurczat
brojlerow Ross 308 réznity si¢ (P < 0,05) jedynie pod wzgledem zawartosci wody i thuszczu
w migs$niach ndg. Kurczgta kontrolne miaty wiecej wody i thuszczu w migéniach nog
w porownaniu z kurczetami otrzymujacymi preparaty probiotyczne EM. W migéniach nog
samcow stwierdzono istotnie (P < 0,05) wigkszg zawartos¢ thuszczu niz w migsniach nog
samic. Interakcja grupa a pte¢ byta istotna dla zawartosci wody, biatka i thuszczu w mig$niach
nog (tabela 3, artykut 2).

Aplikacja preparatéw probiotycznych EM w odchowie kurczat brojlerow Ross 308 nie
miata istotnego wptywu (P > 0,05) na badane cechy fizykochemiczne mig$ni piersiowych
1 no0g, z wyjatkiem pHy4 mig$ni n6g. Bez wzgledu na grupg, migsnie piersiowe samcOw miaty
nizsze natezenie barwy zo6tej (b*) w poroOwnaniu z samicami. Interakcja grupa a pte¢ byta
istotna dla przewodnosci elektrycznej (ECa4) mig$ni nég (tabela 4, artykut 2).

W wieku 42 dni, kurczeta otrzymujace preparaty probiotyczne EM mialy istotnie (P <
0,05) gorsza krucho$¢ (wyzsza maksymalna sita cigcia) mig¢snia piersiowego wickszego po
obrobce termicznej w porownaniu z ptakami kontrolnymi. Bez wzgledu na sposob
traktowania, migsien piersiowy wigkszy samcoéw (po obrobce termicznej) miat istotnie
wiekszg sprezysto$¢ 1 zuwalno$¢ niz migsien piersiowy samic. Interakcja grupa a pte¢ dla
cech tekstury mig$nia piersiowego wiekszego byta nieistotna (tabela 5, artykut 2).

Fot. 4. Przekroj poprzeczny migsnia piersiowego wickszego koguta z grupy kontrolnej (powigkszenie
100x)
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Fot. 5. Przekroj poprzeczny migsnia piersiowego wiekszego kury z grupy kontrolnej (powigkszenie
100x)

Fot. 6. Przekroj poprzeczny migsénia piersiowego wigkszego koguta z grupy doswiadczalnej
(powickszenie 100x)
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Fot. 7. Przekr6j poprzeczny migsnia piersiowego wigkszego kury z grupy doswiadczalnej
(powickszenie 100x)

Analiza danych zawartych w tabeli 6 (artykul 2) wskazuje, ze wpltyw grupy, plci
1 interakcja grupa a pte¢ nie byly istotne (P >0,05) dla intensywnosci 1 pozadalnosci zapachu
i smakowitosci oraz soczystosci i krucho$ci miegé$nia piersiowego wigkszego po obrobce
termicznej. Mig$nie piersiowe kurczat (Srednio dla samcoOw 1 samic) otrzymujacych preparaty
EM uzyskaly nizsze noty intensywnosci i pozadalnosci zapachu, soczystosci, kruchosci,
intensywnosci 1 pozadalnosci smakowito$ci w poréwnaniu z kurczetami kontrolnymi (tabela
6, artykut 2).

Stosowanie probiotykow EM nie mialo istotnego (P >0.05) wplywu na pole przekroju
poprzecznego, obwod 1 $rednice witokna migsniowego, stosunek $rednicy horyzontalnej do
srednicy wertykalnej oraz grubos$¢ perimysium (tkanki lacznej otaczajacej wigzke widkien
mie$niowych) 1 endomysium (tkanki tgcznej otaczajacej pojedyncze widkno migsniowe)
mig$nia piersiowego wigkszego. Samce mialy istotnie (P < 0,05) mniejsze pole przekroju
poprzecznego wtokna migsniowego m. pectoralis major 1 istotnie mniejszy obwod 1 Srednice
horyzontalng wldkna mig$niowego w poroéwnaniu z samicami. Interakcje grupa a pte¢ dla
cech mikrostruktury migs$nia piersiowego wigkszego nie byly istotne statystycznie (tabela 7,
artykut 2).

3.3.5. Cechy anatomiczne

Analiza danych zawartych w tabeli 4 (artykut 3) wskazuje, ze stosowanie preparatow
probiotycznych EM mialo istotny wptyw na calkowitg dlugo$¢ jelita oraz stosunek dlugosci
jelita do dlugosci ciata. W grupie doswiadczalnej stwierdzono istotnie (P < 0,05) wigksze
warto$ci catkowitej dlugosci jelita, proporcji dlugosci jelita do dtugosci ciata. Stosowanie
preparatéw pro- biotycznych EM nie miato istotnego wptywu na mase i dtugos¢ ciata. Samce
miaty istotnie wigkszg masg ciata, catkowita dlugos¢ jelita, wielko$¢ proporcji dlugosci jelita
do dtugosci ciata niz samice.

Wyniki badan wlasnych wskazuja na brak istotnego wplywu uzycia preparatow
probiotycznych EM na dlugos¢ i $rednice poszczegdlnych segmentow jelita. U samcow
kontrolnych stwierdzono istotnie wigkszg dlugo$¢ poszczegdlnych segmentow jelita
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cienkiego 1 $rednicg jelita czczego oraz istotnie mniejszg srednice dwunastnicy w poréwnaniu
z samicami. W grupie do$wiadczalnej samce miaty istotnie dtuzsza dwunastnicg i jelito czcze
oraz istotnie mniejsza S$rednice dwunastnicy a wigkszg S$rednice jelita czczego 1 jelita
biodrowego w poréwnaniu z samicami. Nie stwierdzono istotnych interakcji grupa a ple¢ dla
dtugosci 1 Srednicy poszczegdlnych segmentow jelita (tabele 5 1 6, artykut 3).

Stosowanie preparatow probiotycznych EM nie miato istotnego wplywu na mase
1 procentowg zawarto$¢ watroby, serca, zotagdka migsniowego 1 $ledziony oraz mase zotadka
gruczotowego 42-dniowych kurczat. Istotny wpltyw preparatow probiotycznych EM
stwierdzono dla procentowej zawartosci zotadka gruczotowego. Bez wzgledu na grupe samce
odznaczaly sig¢ istotnie (P < 0,05) wigksza masg $ledziony i mniejszg procentowg zawartoscia
watroby w masie ciala w poroéwnaniu z samicami. Interakcja grupa a pte¢ nie byta istotna dla
masy 1 udzialu (%) w ciele badanych organow wewnetrznych (tabela 7 1 8, artykut 3)

Stosowanie preparatow probiotycznych EM w odchowie kurczat brojleréw nie miato
istotnego wplywu na ocenione wymiary kosci udowej i piszczelowej (tabele 9 1 10, artykut 3).
Kosci udowe samcoéw cechowaty si¢ istotnie wigkszg najwigksza i przysrodkowa dlugoscia,
najwicksza szerokoscig blizszego 1 dalszego konca kosci oraz najmniejsza szerokoscig
korpusu w poréwnaniu z ko§¢mi udowymi samic. Oznaczone wymiary kosci piszczelowej
byly istotnie wigksze u samcoOw niz u samic, z wyjatkiem wymiaru najmniejszej szerokosci
dystalnego konca kosci piszczelowej. Interakcje grupa a pte¢ byly istotne dla najmniejszej
szerokosci korpusu kosci udowej oraz najwigkszej dtlugosci przekatnej blizszego konca kosci
piszczelowej, najmniejszej szerokos$ci korpusu i konca dystalnego kosci piszczelowe;.

3.3.6. Mikroflora jelit slepych

Wyniki oznaczen mikrobiologicznych katu z jelit §lepych zestawiono w tabeli 11 (artykut
3). Analiza uzyskanych wynikow wskazuje na zmniejszenie liczby bakterii tlenowych
1 pateczek kwasu mlekowego oraz zwigkszenie ogdlnej liczby grzybdéw w kale jelit §lepych
42-dniowych kurczat po aplikacji preparatéw probiotycznych EM w okresie odchowu.
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3.4. DYSKUSJA

Przeprowadzone badania dostarczyly informacji o skuteczno$ci dziatania preparatéw
probiotycznych Pro-Biotyk Em-15 i EMFarma™ na wyniki produkcyjne, wybrane cechy
anatomiczne, sktad tuszki i jako$¢ migsa kurczat brojlerow oraz zanieczyszczenie
mikrobiologiczne komercyjnej fermy drobiu w ramach prowadzonej dziatalnosci rolnicze;.

Srednia masa ciala kurczat brojlerow w wieku 42 dni z poréwnywanych grup
przekraczata 3100 g u samcow 1 2600 g u samic, co moze $wiadczy¢ o ich prawidlowym
rozwoju wynikajacym z zatozen genetycznych, odpowiednich parametréw mikroklimatu
1 dobrej jakosci podawanych pasz. Kurczeta brojlery Ross 308 otrzymujace preparaty
probiotyczne EM miaty nieistotnie wigkszg mas¢ ciata w wieku 42 dni niz kurczgta kontrolne
— bez stosowania preparatow probiotycznych. Uzyskane wyniki sg zgodne z wynikami badan
Mutus i in. [2006], Olnood i in. [2015] i Malik i in. [2016] ktérzy nie odnotowali istotnego
statystycznie wplywu stosowania probiotyku na mase ciata kurczat brojlerow w 35 lub 42
dniu odchowu. Masa ciata 42-dniowych kurczat brojlerow w badaniach wilasnych byta
wieksza niz w doswiadczeniu Radu-Rusu i in. [2008], Marcu i in. [2012] oraz Malik 1 in.
[2016]. Mniejsza masa ciala kurczat brojleréw Ross 308 w wieku 42 dni niz w badaniach
wihasnych stwierdzili takze Biesiada-Drzazga i in. [2011] oraz Kokoszynski 1 in. [2013].
W obu grupach pte¢ badanych ptakow miata istotny wptyw na mas¢ ciata kurczat w wieku 42
dni. Samce kontrolne wazyly o 507 g (16,3%) wiecej niz samice tej grupy, natomiast samce
doswiadczalne wiecej o 510 g (16,3%) niz samice.

Song [2014] stwierdzit istotne zwigkszenie przyrostow masy ciata kurczat brojlerow po
podaniu probiotyku zawierajacego bakterie z rodzaju Lactobacillus, Bifidobacterium
1 Clostridium. Korzystne dzialanie stosowania probiotykow jako dodatkéw paszowych na
przyrosty masy ciata stwierdzili takze Apata [2008] oraz Jouybari i in. [2009]. Przeciwstawne
wyniki badan — brak korzystnego dziatania uzyskali natomiast m.in. Opalinski i in. [2007]
oraz Yusefi i Karkoodi [2007]. Bai i in. [2013] stwierdzili istotne zwigkszenie $rednich
dobowych przyrostow masy ciata i wykorzystania paszy u samcéw kurczat brojleréw Cobb.
Ci sami autorzy nie stwierdzili istotnych réznic w wynikach produkcyjnych migdzy 22 a 42
dniem zycia. Endo 1 Nakano [1999] stwierdzili istotng wigksza mase¢ ciata w wieku 49 dni
1 popraw¢ przewarto$ciowania paszy u samcOw, natomiast mniejsza mas¢ ciata i gorsze
przewartosciowanie paszy u samic w badaniach nad wplywem stosowania
wielosktadnikowych  probiotykow  zawierajacych  bakterie  Bacillus, Lactobacillus,
Steptococcus, Clostridium oraz drozdze Saccharomycesi Candida w odchowie kurczat
brojleréw.

Wyzsza $miertelno$¢ kurczat w okresie odchowu (4,2-5,0%) anizeli w badaniach
wiasnych stwierdzono w stadach kurczat brojleréw objetych urzedowa oceng uzytkowosci
w Polsce w 2016 r. [Wencek i in., 2017]. Z kolei Adamski i in. [2004] stwierdzili wiekszy
odsetek padlych kurczat brojleréw Hybro G i Hybro N wynoszaca 7,4 i 8,6% do 49 dnia
odchowu. Pelicia 1 in. [2004] stwierdzili natomiast wigkszg przezywalno$¢ kurczat brojlerow
otrzymujacych mieszankg¢ probiotykéw 1 prebiotykdw zawierajacych bakterie (2,23%)
w poréwnaniu z ptakami kontrolnymi (8,51%), otrzymujagcymi mieszank¢ probiotyku
i prebiotykdw zawierajaca drozdze (5,50%) oraz mieszanka probiotyku i prebiotykow
zawierajacg bakterie 1 drozdze (4,88%) do 35 dnia odchowu kurczat ISA S7570-N
przeznaczonych do produkcji w systemie Label Rouge.

Poréwnywane grupy kurczat cechowaly si¢ wysoka wydajnoscig rzezng wynoszaca
powyzej 73%. Zblizong, wysoka wydajnos$¢ rzezng (73,6%) u 42-dniowych kurczat Ross 308
stwierdzili Milczarek 1 in. [2015]. W przeszio$ci uzyskiwano zrdznicowane czesto
przeciwstawne wyniki badan dotyczace wptywu stosowania probiotykéw na sklad tuszki.
Ashayerizadeh 1 in. [2009] stwierdzili istotne zwigkszenie udziatu piersi i ndg (elementy
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kulinarne) 1 redukcj¢ udziatu tluszczu sadetkowego w masie ciata 42-dniowych kurczat
brojlerow po podaniu probiotyku Primalac w ilosci 900 g/tone¢ mieszanki paszowej
w poroOwnaniu z ptakami kontrolnymi zywionymi tylko mieszankami paszowymi, co nie
znalazto potwierdzenia w wynikach badan wtasnych. Pelicia i1 in. [2004] uzyskali natomiast
zblizong procentowg zawarto$¢ migsa z piersi 1 ndg oraz nieistotnie wigkszg zawarto$¢
thuszczu sadetkowego w tuszkach 84-dniowych kurczat utrzymywanych w systemie free-
range po podaniu mieszaniny probiotyku i prebiotyku zawierajacej bakterie i drozdze.

Wyniki badan wlasnych wskazuja na brak istotnego oddziatywania probiotykéw EM na
zawartos¢ wody, biatka 1 tluszczu w migsniach piersiowych. Kurczeta doswiadczalne
otrzymujace preparaty probiotyczne EM mialy jednak istotnie mniej wody i thuszczu
w mi¢sniach nog niz ptaki kontrolne. Inatomi [2015] stwierdzit, ze podawanie probiotykow
zawierajacych Bacillus mesentericus, Clostridium butyricum, Streptococcus faecalis nie miato
istotnego wplywu na zawarto$¢ wody, biatka 1 popiotu w migsniach piersiowych 1 ndg kurczat
Cobb 500 w wieku 49 dni. W badaniach tych wykazano jednak zmniejszenie zawarto$ci
thuszczu w migéniach piersiowych i n6g. W innych eksperymentach [Abdulla i in., 2017; Kral
1 in., 2013] stwierdzono istotng redukcj¢ zawartosci thuszczu w migsniach piersiowych
kurczat brojlerow, co nie znalazto potwierdzenia w wynikach naszej oceny. Istotna redukcja
thuszczu w migsie wptywa na poprawe jego wartosci dietetycznej, co jest cechg pozadang dla
konsumentow wigkszosci rejonow $wiata. Z drugiej strony wigksza zawarto$¢ thuszczu
sroédmiesniowego poprawia smakowito$¢ 1 kruchos¢ migsa [Chartrin i in., 2006]. Zhou i in.
[2010] donosza o braku wptywu probiotyku na zawartos¢ wody, biatka, thuszczu surowego,
popiotu surowego w migsniach piersiowych 90-dniowych kurczat Guangxi Yellow.

W naszej ocenie, podawanie preparatow probiotycznych EM zawierajacych Lactobacillus
spp., Bifidobacterium spp., Lactococcus spp., Streptococcus thermophilus, Bacillus subtilis,
Rhodopseudomonas spp. 1 drozdzy Saccharomyces cerevisie nie miato istotnego wptywu na
warto$ci cech fizykochemicznych (pHjs, EC,4, swobodny wyciek soku z migsa, wyciek
termiczny, zmienne barwy L*, a*, b*) migsni piersiowych 1 nodg, z wyjatkiem pHj4 migsni
ndg. Pelicano i in. [2003] stwierdzili istotny wplyw probiotyku podawanego do wody na
jasno$¢ barwy miegs$ni piersiowych kurczat brojlerow Cobb 500 w wieku 45 dni. W tym
samym do$wiadczeniu stwierdzono jednak brak istotnego wplywu podawania do paszy
probiotyku na warto$ci zmiennych barwy L* (jasno$¢ barwy), a* (natgzenie barwy
czerwonej), b* (natezenie barwy zo6ltej) migsni piersiowych 45-dniowych kurczat Cobb 500.
Z kolei Park 1 Kim [2014] tak samo jak w naszej ocenie nie wykazali istotnego wplywu
probiotyku na warto$ci zmiennych L*, a*, b* migs$ni piersiowych.

W badaniach Zhou 1 in. [2010] nie stwierdzono wptywu stosowania probiotyku na
odczyn (pH) miesni piersi 90-dniowych kurczat Guangxi Yellow, natomiast w doswiadczeniu
Pelicia 1 in. [2004] brak istotnego wptywu stosowania probiotykow 1 prebiotyku
zawierajacych drozdze lub bakterie na pH migsni piersiowych 1 ndég 84-dniowych kurczat
brojleréw utrzymywanych w systemie free-range. Abdulla i in. [2017] donosza jednak
o istotnie wyzszych warto$ciach jasnosci barwy (L*), nat¢zenia barwy czerwonej (a*)
1 natezenia barwy z6ltej (b*) migéni piersiowych kurczat Cobb 500 w wieku 42 dni u ktorych
stosowano probiotyk w okresie odchowu niz u ptakow kontrolnych. Ci sami autorzy donosza
o istotnym zmniejszeniu swobodnego wycieku soku i wycieku termicznego mig$ni
piersiowych kurczat Cobb 500 w wieku 42 dni ktérym podawano probiotyk, co nie znalazto
potwierdzenia w wynikach naszej oceny. W do$wiadczeniu Park i Kim [2014] stwierdzono
natomiast istotne zwigkszenie wodochtonnosci 1 istotng redukcje swobodnego wycieku soku
z prob migsa po 1-dniowym przechowywaniu wraz ze zwigkszeniem koncentracji probiotyku
zawierajacego Bacillus subtilis B2A. Istotne zmniejszenie swobodnego wycieku soku
z migs$ni piersiowych kurczat Guangxi Yellow w wieku 90 dni otrzymujacych Bacillus
coagulans odnotowali takze Zhou 1 in. [2010]. Z kolei w badaniach Palicano i in. [2003] nie
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stwierdzili istotnego wplywu podawania probiotyku zawierajacego bakterie Bacillus subtilis,
Bacillus  subtilis, Bacillus licheniformis 1 drozdze Saccharomyses cerevsiae na
wodochtonno$¢ 1 wyciek termiczny migsa, natomiast Pelicia i in. [2004] brak istotnego
wplywu podawania mieszaniny probiotyku i prebiotyku zawierajacej bakterie i drozdze na
wyciek termiczny migsni piersiowych 84-dniowych kurczat brojleréw utrzymywanych
w systemie free-range.

Wyniki niniejszej oceny wskazujg na istotne pogorszenie kruchosci (wyrazonego istotnie
wyzsza wartoscig maksymalnej sily cigcia) migéni piersiowych 42-dniowych kurczat Ross
308 otrzymujacych preparaty EM do wody plus zraszania powietrza, paszy i linii pojenia.
W innym do$wiadczeniu [Abdulla i in., 2017] nie stwierdzono istotnego wptywu stosowania
probiotyku na krucho$¢ miesni piersiowych 42-dniowych kurczat Cobb 500. Z drugiej strony
Zhou 1 in. [2010] donosza o istotnym pogorszeniu krucho$ci migsa 90-dniowych kurczat
Guangxi Yellow przy stosowaniu Bacillus coagulans, co jest zgodne z wynikami naszej
oceny. Pelicano i in. [2003] wykazali natomiast brak istotnego wptywu podawania réznych
probiotykow do wody na tektur¢ miegs$ni piersiowych kurczat brojlerow Cobb w wieku 45 dni
oraz istotnie wyzsze wartosci dla smaku i ogdlnej akceptowalnos$ci. Podawanie probiotykow
do paszy nie mialo natomiast istotnego wplywu na smak, teksturg, preferencje, ogdlng
akceptowalno$¢ gotowanych migséni piersiowych kurczat brojlerow Cobb.

W badaniach wtasnych, podawanie preparatow probiotycznych EM nie wywarta
istotnego wplywu na cechy sensoryczne migsni piersiowych poddanych obrdbce termicznej
ocenianych przez wytrenowanych sedziow. Z kolei Loddi 1 in. [2000] nie stwierdzili istotnego
wplywu stosowania probiotyku, mieszanki probiotyk i antybiotyk, oraz antybiotyku na
intensywno$¢ 1 site zapachu, smak, site¢ smaku, krucho$¢, soczystos¢, akceptowalnosé
i catkowitg ocen¢ migsni piersiowych 42-dniowych kurczat Ross w pordwnaniu z kurczetami
kontrolnymi.

Stosowanie preparatéw probiotycznych EM mialo istotny wplyw na catkowita dtugos¢
jelita oraz proporcje dhugosci jelita do dlugosci ciala. We wcezesniejszym doswiadczeniu,
Kokoszynski 1 in. [2017] stwierdzili mniejszg catkowita dtugos¢ jelita (251,4 cm) u kurczat
Ross 308 w wieku 42 dni, natomiast Gabriel 1 in. [2008] krotsze jelito cienkie u 44-dniowych
samcow Ross PM3. W badaniach wlasnych nie wykazano istotnego wpltywu preparatow
probiotycznych EM na dtugos¢ 1 srednice poszczegdlnych segmentow jelita. W badaniach
Sato 1 in. [2002] takze nie stwierdzono istotnego wptywu dodatku probiotyku do diety kurczat
brojlerow na dtugos$¢ i procentowy udziat jelita. Pelicia 1 in. [2004] nie stwierdzili istotnych
réznic w zakresie dlugosci poszczegélnych segmentow jelita cienkiego (dwunastnicy, jelita
czczego 1 jelita biodrowego) oraz ich masy w stosunku do masy ciata
84-dniowych kurczat brojlerow utrzymywanych w systemie free-range pod wplywem
stosowania mieszaniny probiotyku i prebiotyku zawierajacych bakterie i drozdze.

Stosowanie preparatow probiotycznych EM w badaniach wiasnych nie miato istotnego
wplywu na mase i procentowy udziat watroby, serca, zotadka migsniowego i $ledziony oraz
mase¢ zotadka gruczotowego. We wczesniejszej ocenie [Malik 1 in., 2016] nie stwierdzono
istotnego wplywu stosowania komercyjnych probiotykow zawierajacych Bacilus subtilis na
procentowy udzial watroby, zotadka gruczolowego, serca, S$ledziony, jelita, thuszczu
sadetkowego u 42-dniowych kurczat brojlerow. Z kolei Mahajan i1 in. [1999] stwierdzili
istotnie wigksza zawarto$¢ podrobow w ciele kurczat brojleréw otrzymujacych probiotyk.
W doswiadczeniu Kokoszynskiego i in. [2017] stwierdzono mniejszy procentowy udzial
watroby, serca, zotagdka gruczotowego i $ledziony, natomiast wigkszy zotadka miesniowego
masie ciala 42-dniowych kurczat Ross 308 w pordwnaniu z wynikami niniejszego
eksperymentu. Wigkszy procentowy udziat watroby w masie ciata kurczat niz w badaniach
wiasnych stwierdzili takze Hernandez i in. [2004], Sarifi i in. [2012] oraz Hossain i in. [2012].
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3.5. PODSUMOWANIE WYNIKOW I WNIOSKI

Podawanie preparatow probiotycznych EM nie miato istotnego wptywu na $rednig mase
ciata kurczat brojleréw Ross 308 w wieku 42 dni, spozycie 1 zuzycie paszy oraz
przezywalno$¢ ptakow w okresie odchowu. Od 22 dnia odchowu kurczat stwierdzono
zmniejszenie liczby padtych kurczat w grupie do§wiadczalne;.

Tuszki kurczat z grupy doswiadczalnej cechowaly si¢ nieistotnie mniejsza procentowq
zawarto$cig migsni piersiowych, mie$ni nég, thuszczu sadetkowego 1 szyi, natomiast wigksza
zawarto$cig (%) skory z thuszczem podskérnym, skrzydet i pozostatosci tuszki.

Uzycie preparatow probiotycznych EM w trakcie przygotowywania budynku
drobiarskiego do zasiedlenia piskletami spowodowato zmniejszenie w 1 dniu odchowu pisklat
ogolnej liczby grzybow i1 ogolnej liczby bakterii tlenowych mezofilnych w 1 g paszy lub
sciotki. W kolejnych ocenach po pobraniu prob paszy i scidtki w 21 1 42 dniu odchowu
stwierdzono zwykle wigksza liczb¢ w/w mikroorganizméw w grupie do§wiadczalne;.

Migénie piersiowe kurczat otrzymujacych preparaty probiotyczne EM miaty gorsza
kruchos$¢, natomiast migsnie ndg wigksza zawartos¢ wody 1 thuszczu oraz wyzsze pH 24
godziny od uboju. Wigkszy wplyw na jako$¢ migsa miata pte¢ ptakéw. Migsnie piersiowe
samcOwW po obrobce termicznej odznaczaly si¢ istotnie wigkszg sprezystos$cia 1 zuwalnos$cia
niz mig¢snie piersiowe samic. Stwierdzono istotnie mniejsze pole przekroju poprzecznego oraz
istotnie mniejszy obwdd i $rednice horyzontalng wtokien migsniowych migsnia piersiowego
wigkszego samcow w pordwnaniu z mi¢sniami samic. Migénie n6g samcOw zawieraly istotnie
wiecej thuszczu niz mig$nie ndg samic.

Stosowanie preparatdéw probiotycznych EM w odchowie kurczat brojlerow Ross 308
miato istotny wptyw na catkowitg dtugos¢ jelit, stosunek dlugosci jelita do dtugosci ciata.
Dhugosci i $rednice poszczegdlnych segmentdw jelita, a takze masa i procentowa zawartosci
serca, zotadka mig$niowego, watroby i Sledziony oraz masa zoladka gruczotowego 42-
dniowych kurczat brojleréw z grupy doswiadczalnej i kontrolnej byly zblizone, a réznice
statystycznie nieistotne. Procentowa zawarto$¢ zotadka gruczotowego byta istotnie wigksza w
grupie doswiadczalnej. Podawanie preparatow probiotycznych EM nie miato istotnego
wpltywu na wymiary kosci udowej i piszczelowej 42-dniowych kurczat Ross 308.

Podsumowujac uzyskane wyniki badan mozna sformutowac nastepujace wnioski:

e Wykazano matlg efektywno$¢ stosowania preparatow probiotycznych Pro-Biotyk Em-
15 i EMFarma ™ na wyniki produkcyjne kurczat brojleréw. Podawanie preparatow
EM wptynelo niekorzystnie na sktad tuszki. Nastgpito zmniejszenie zawarto$ci migsni
piersiowych 1 noég przy zwigkszeniu zawartos$ci skory z tluszczem podskornym co
nalezy uzna¢ za zjawisko niekorzystne dla konsumentoéw migsa kurczgcego. Aplikacja
preparatow Pro-Biotyk Em-15 i EMFarma'™ nie miata istotnego wplywu na
wiekszo$¢ cech jakosci migsa i1 cechy biometryczne uktadu pokarmowego i kosci nog.
Stwierdzono natomiast przydatno$¢ badanych preparatow probiotycznych EM do
dezynfekcji pomieszczen drobiarskich przygotowywanych do wstawienia nowej
stawki drobiu.

e Niniejsze badania powinny by¢ kontynuowane w przyszto$ci z uwagi na nieliczne
opracowania naukowe dotyczace efektywnosci stosowania preparatow EM na wyniki
produkcyjne, wybrane cechy anatomiczne, sktad tuszki i jako$¢ migsa kurczat
brojlerow w warunkach praktyki rolniczej oraz zanieczyszczenie mikrobiologiczne
komercyjnej fermy do odchowu kurczat.
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4. STRESZCZENIE

Wptyw preparatéw probiotycznych (EM) na wyniki produkcyjne, wybrane cechy
anatomiczne, sktad tuszki i jakos¢ miesa kurczat brojleréw Ross 308

mgr inz. Kamil Steczny

Stowa kluczowe: kurczeta brojlery, efektywne mikroorganizmy, wyniki produkcyjne, jakos¢
miesa, cechy anatomiczne

Celem badan byto okreslenie wptywu preparatéw probiotycznych Pro-Biotyk Em-15
i EMFarma™ na mase ciata, spozycie i zuzycie paszy, przezywalno$¢, wydajnoéé rzezna, sktad
tuszki i cechy jakosci miesa kurczat brojleréw Ross 308. W doswiadczeniu okreslono ponadto
wplyw preparatow probiotycznych EM na cechy uktadu pokarmowego, wymiary kosci
udowej i piszczelowej, a takze sktad mikroflory jelit $lepych i zanieczyszczenie
mikrobiologiczne paszy, scidtki i linii pojenia w komercyjnej fermie kurczat brojleréw.
W badaniach okreslono takze wptyw ptci na cechy jakosci miesa, cechy biometryczne uktadu
pokarmowego i kosci ndg ocenianych kurczat brojlerow Ross 308. Praktycznym celem
niniejszych badan byto okreslenie skutecznosci dziatania preparatéw probiotycznych Pro-
Biotyk Em-15 i EMFarma™ w warunkach praktyki rolniczej. Przez caty okres badan ptaki
utrzymywano w budynku zamknietym, podzielonym na dwie hale produkcyjne, na podtodze
pokrytej stomg i zywiono ad libitum zbilansowanymi mieszankami paszowymi. W okresie
badan ptakom zapewniono catodobowy dostep do wody.

Stosowanie preparatow probiotycznych (EM) spowodowato nieistotne zwiekszenie
masy ciata kurczat brojleréw w wieku 42 dni, zwiekszenie spozycia i zuzycia paszy na 1 kg
masy ciata od 1 do 42 dnia odchowu oraz redukcje padnie¢ ptakéw od 22 dnia zycia.
Kurczeta brojlery otrzymujace preparaty probiotyczne EM nie roznity sie istotnie pod
wzgledem masy ciata przed ubojem, masy tuszki, wydajnosci rzeznej i sktadu tuszki w wieku
42 dni w porownaniu z kurczetami kontrolnymi. Tuszki kurczat doswiadczalnych zawieraty
mniej miesni piersiowych i ndg, ttuszczu sadetkowego i szyi, natomiast wiecej skory
z ttuszczem podskdrnym, skrzydet i pozostatosci tuszki w porédwnaniu z tuszkami ptakow

kontrolnych.
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Poréwnywane grupy kurczat brojleréw Ross 308 réznity sie pod wzgledem zawartosci
wody i tluszczu w miesniach ndg. Kurczeta z grupy kontrolnej zawieraty wiecej wody
i tluszczu w miesniach nég w porédwnaniu z kurczetami doswiadczalnymi. Stosowanie
preparatéw probiotycznych EM nie miato istotnego wptywu na badane cechy
fizykochemiczne miesni piersiowych i nég, z wyjatkiem odczynu miesni nég oznaczonego 24
godziny od uboju. W wieku 42 dni kurczeta brojlery otrzymujace preparaty probiotyczne EM
cechowaty sie istotnie gorszg kruchoscig miesnia piersiowego wiekszego w poréwnaniu
z miesniami kurczat kontrolnych. Aplikacja preparatéw probiotycznych EM nie miafa
istotnego wptywu na pozostate cechy tekstury (twardos¢, spoistos¢, sprezystosé, suwalnosé
i gumowatosc¢), cechy sensoryczne (intensywno$¢ i pozadalnosé zapachu i smakowitosci,
kruchos$¢ i soczystosc), cechy mikrostruktury (pole przekroju poprzecznego, obwadd, srednice
wertykalng i horyzontalng, grubosé perimysium i endomysium) i witasciwosci reologiczne
(sume modutéw lepkosci i sume modutdéw sprezystosci) miesnia piersiowego wiekszego. Bez
wzgledu na sposéb traktowania, miesnie piersiowe samcéw cechowaly sie istotnie wieksza
sprezystoscig i zuwalnoscig oraz istotnie mniejszym natezeniem barwy zo6ttej (b*), polem
przekroju poprzecznego, obwodem, srednica horyzontalng witdkna miesniowego
w porédwnaniu z m. pectoralis major samic. Z kolei miesnie nég samcow miaty istotnie
wiekszg zawartosc¢ ttuszczu niz miesnie ndg samic. Interakcja genotyp a ptec byta istotna dla
zawartosci wody, biatka, ttuszczu oraz przewodnosci elektrycznej (EC,4) miesni ndg.

W wieku 42 dni kurczeta brojlery otrzymujgce preparaty EM miaty istotnie dtuzsze
jelito, wieksze wartosci proporcji dtugosci jelita do dtugosci ciata oraz wiekszg procentowa
zawartos¢ zotgdka gruczotowego w masie ciata w poréwnaniu z kurczetami kontrolnymi (bez
aplikacji preparatow EM). Bez wzgledu na sposéb traktowania, samce cechowaty sie istotnie
wiekszg masg ciata, catkowitg dtugoscia jelita, proporcjg dtugosci jelita do dtugosci ciata,
dtugosciag dwunastnicy, jelita czczego, jelita biodrowego oraz istotnie wiekszg masa
Sledziony, natomiast mniejszg Srednicg dwunastnicy i procentowym udziatem watroby
w masie ciata w poréwnaniu z samicami.

Stosowanie preparatéw probiotycznych EM w odchowie kurczat brojleréw nie miato
istotnego wptywu na wymiary kosci udowej i piszczelowej. Kosci udowe samcow miaty
istotnie wiekszg najwiekszg i przySrodkowg dtugos¢, najwiekszg szerokos$¢ blizszego
i dalszego konca kosci oraz najmniejszg szerokos$¢ korpusu w poréwnaniu z kos¢mi udowymi

samic. Wymiary kosci piszczelowej byty istotnie wieksze u samcow niz u samic, z wyjatkiem
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wymiaru najmniejszej szerokosci dystalnego konca kosci. Interakcje grupa a ptec byty istotne
dla najmniejszej szerokosci korpusu kosci udowej oraz najwiekszej diugosci przekatnej
blizszego konca kosci piszczelowej, najmniejszej szerokosci korpusu i konca dystalnego kosci
piszczelowej.

Wykazano duzg skutecznos¢ stosowania badanych preparatéow probiotycznych EM
jako srodka dezynfekcyjnego. Zwigzane to byto z istotng redukcjg zanieczyszczenia

mikrobiologicznego paszy i scidtki w hali doswiadczalnej w 1 dniu odchowu pisklat.
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5. ABSTRACT

Effect of probiotic preparations (EM) on productive performance, selected anatomical
features, carcass composition and meat quality of Ross 308 broiler chickens

mgr inz. Kamil Steczny

Key words: broiler chickens, effective microorganisms, productive performance, meat
guality, anatomical features.

The aim of the study was to determine the effect of probiotic preparations Pro-Biotyk
Em-15 and EMFarma'™ on the body weight, feed consumption and conversion, survival,
dressing percentage, carcass composition and meat quality traits of Ross 308 broiler
chickens. The experiment also determined the effect of EM probiotic preparations on
digestive system characteristics, femoral and tibial bone dimensions, as well as microflora
composition of the cecal feces, microbial contamination of the feed, litter and water line on
a commercial broiler farm. The effect of sex on meat quality traits, biometric characteristics
of the digestive system and leg bones of Ross 308 broilers was also established. The practical
aim of the study was to determine the efficacy of the probiotic preparations Pro-Biotyk Em-
15 and EMFarma"™ in agricultural practice.

Throughout the study, birds were kept on straw-bedded floor in a closed building
divided into two production units. Birds were fed balanced diets ad libitumand had 24-hour
access to water.

The use of probiotic preparations (EM) caused a non-significant increase in the body
weight of broilers at 42 days of age, increased feed intake and feed conversion per kg body
weight from 1 to 42 days of rearing, and reduced bird mortality from22 days of age. Broiler
chickens receiving EM probiotic preparations did not differ significantly in preslaughter body
weight, carcass weight, dressing percentage and carcass composition at 42 days of age,
when compared to control chickens. The carcasses of experimental chickens contained less
breast and leg muscles, less abdominal and neck fat, and more skin with subcutaneous fat,

wings and remainders of the carcass compared to control carcasses.
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The compared groups of Ross 308 broiler chickens differed in the water and fat
content of leg muscles. Control chickens contained more water and fat in leg muscles
compared to experimental birds. The use of EM probiotic preparations had no significant
effect on the analysed physicochemical traits of breast and leg muscles, except for the pH of
leg muscles determined 24 h postmortem. At the age of 42 days, broiler chickens receiving
the EM probiotic preparations were characterized by poorer tenderness of the pectoralis
major muscle compared to the muscles of control chickens. The application of EM probiotic
preparations did not have a significant effect on the other textural traits (hardness,
cohesiveness, springiness, chewiness, gumminess), sensory traits (aroma and taste intensity
and desirability, tenderness, juiciness), microstructural traits (cross sectional area,
circumference, vertical and horizontal diameters, perimysium and endomysium thickness)
and rheological properties (sum of viscous moduli, sum of elastic moduli) of the pectoralis
major muscle. Regardless of the treatment, male breast muscles were characterized by
significantly higher springiness and chewiness as well as significantly lower yellowness (b*),
cross sectional area, perimeter and horizontal diameter of the muscle fibre compared to the
female pectoralis majormuscle. In turn, male leg muscles had a significantly higher content
of fat compared to female leg muscles. The genotype by sex interaction was significant for
the water, protein and fat content, and for the electric conductivity (EC,4) of leg muscles.

At 42 days of age, broiler chickens receiving EM preparations showed significantly
longer intestine, greater ratio of intestinal length to body length, and higher proventriculus
percentage in body weight compared to control chickens (not supplemented with EM
preparations). Regardless of the treatment, males were characterized by significantly greater
body weight, total intestinal length, ratio of intestinal length to body length, duodenal,
jejunal and ileal length, significantly higher spleen weight, and lower duodenal diameter and
liver percentage in the body weight compared to females.

The use of EM probiotic preparations in broiler rearing had no significant effect on
the dimensions of femoral and tibial bones. Male femoral bones had significantly the
greatest and medial length, the greatest breadth of the proximal and distal end of the bones,
and the smallest width of the shaft compared to female femoral bones. The dimensions of
the tibial bone were significantly greater in males than in females except for the dimension

of the smallest breadth of the distal end of the bone. The group by sex interactions were
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significant for the smallest breadth of the femoral corpus, greatest diagonal of the proximal
end of tibial bone, and smallest breadth of the tibial corpus and distal end.

The studied EM probiotic preparations were found to be highly effective as
disinfectants. This was related to a significant reduction in microbial contamination of the

feed and litter in the experimental production unit on day 1 of rearing.
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ABSTRACT

This experiment evaluated the effect of Pro-Biotyk (Em-15) and EMFarma™ probiotics on
body weight, feed intake and conversion, carcass traits, and microbial contamination in a
poultry house. The probiotic preparations caused a nonsignificant increase in body weight

KEYWORDS
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effective microorganisms;
productive performance

(42 days), feed intake, and feed conversion ratio (1-42 days) and a nonsignificant decrease in
chicken mortality from 4 weeks of rearing. Chickens exposed to probiotics did not differ sig-
nificantly in preslaughter body weight, carcass weight, dressing percentage, and the content
of carcass components. The carcasses from experimental chickens had a lower percentage
of breast muscle, leg muscle, abdominal fat, and neck, as well as a higher percentage of
skin with subcutaneous fat, wings, and remainder of carcasses compared with the carcasses
from control birds. The probiotic preparations used in this study were highly effective as

auxiliary disinfectants.

Introduction

Due to their effectiveness and multifaceted effects on
the gastrointestinal tract, probiotics are most often
used in poultry production as a substitute for anti-
biotic growth promoters. Probiotics have similar
effects to those of in-feed antibiotics. The major
modes of action of probiotics include their ability to
colonize the gut; rapid gut wall colonization; suppress-
ing the growth of pathogenic bacteria by producing
bacteriocins, short-chain organic acids, and hydrogen
peroxide production; stimulating the immune system
by enhancing immunoglobulin (IgA, IgG, and IgM)
production; increasing the phagocytic activity of mac-
rophages and lymphocytes and  stimulating
y-interferon production; increasing the number and
size of intestinal villi, which increases the intestinal
absorptive area and improves nutrient absorption; and
increasing the secretion and activity of digestive
enzymes, which enhances nutrient digestibility and
availability.' The microorganisms contained in pro-
biotics are also capable of reducing the production of
gases  produced by

toxins and  intestinal

toxic bacteria.>®

In recent years, researchers have devoted consider-
able attention to determining the effect of probiotics
in poultry on performance,%15 carcass composition
and meat quality.”'>'®""” Research has also been con-
ducted for several years to determine the efficiency of
effective microorganisms in chickens on productive
traits.”>?' However, the studies have reported results
that vary and are often contradictory.

EM probiotics are a mixture of selected microor-
ganisms (lactic acid bacteria, photosynthetic bacteria,
yeasts, actinomycetes, and fermenting fungi) devel-
oped in the 1980s.°** Initially, they were used in
agriculture to enhance soil fertility and later found
application in the dairy and cheese-making industries.
EM probiotics are also used in medicine as a feed
supplement for livestock and to improve the hygienic
status of livestock buildings. When sprayed or fogged,
they reduce the production of noxious gases inside
animal houses and decrease litter moisture, which
may have beneficial effects on body weight gains and
feed conversion. They can also be used to treat slurry
and runoff. When used in feeds, they ameliorate the
course of foodborne intoxication, reduce the pH of
intestinal contents, and decrease diarrhea incidence.?®

CONTACT Dariusz Kokoszynski @ kokoszynski@gmail.com @ Department of Animal Sciences, Faculty of Animal Breeding and Biology, UTP University of

Science and Technology, Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz, Poland.
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Effective disinfection of poultry houses is an
important component of prophylaxis in poultry pro-
duction and reduces the incidence of zoonoses and
other poultry diseases. Over the last years, several
authors®*~*° evaluated whether the application of vari-
ous chemical preparations was effective at disinfecting
poultry houses. However, the present authors are not
aware of any studies reporting the efficiency of
poultry house biodisinfection with preparations con-
taining effective microorganisms, which provided the
incentive for us to undertake this study.

Showing the positive effects of the Pro-Biotyk (Em-
15) and EMFarma'™ preparations on production
results, broiler carcass composition and microbial con-
tamination of farms will encourage breeders to use
them in commercial broiler production.

It was our hypothesis that there will be differences
in productive characteristics and carcass traits of
broiler chickens of both sexes, as well as in microbial
contamination of a commercial broiler chicken farm.

The objective of the study was to determine the
effect of the probiotics Pro-Biotyk (Em-15) and
EMFarma™ on production results of Ross 308 broiler
chickens of both sexes (body weight at 42 days; feed
intake; feed conversion ratio (FCR); mortality during
rearing (from 1 to 42days of age); carcass compos-
ition in chickens aged 42 days; and microbial contam-
ination of feed, litter, and water line in the poultry
house at the start (1day), in the middle (21 days), and
at the end (42 days) of the broiler rearing period.

Materials and methods
Birds and housing

The study used data on rearing performance of broiler
chickens from a commercial Polish farm. One-day-old
chicks were distributed into two groups in two rooms
(control and experimental) separated by a hygiene
sluice and fodder store; birds were kept on litter in a
windowless building. Each facility (500 m? in area)
contained 9000 Ross 308 chicks. Depending on bird
age, the air exchange ranged from 0 to 4.2m’/h/kg
body weight, indoor temperature was from 17 to
33°C, and humidity was around 55-70%.

Feeding program

Birds were fed a commercial complete starter diet for
broiler chickens in crumble form from 1 to 8days of
age. The starter diet contained soybean meal, ground
cereals, rapeseed, dried red blood cells, rapeseed cake,
monocalcium phosphate, calcium carbonate, vegetable

Table 1. Chemical composition of diets for broiler chickens.

Starter Grower 1 Grower 2 Finisher
Chemical analysis (%) 1-8 d 9-24 d 25-32d 33-42d
DM 89.58 87.93 89.79 89.96
CcpP 23.08 2245 22.10 21.63
Crude fat 541 5.45 5.52 4.80
Crude fiber 221 1.60 2.00 224
Crude ash 3.75 4.67 4.45 459
ADF 5.66 4.74 4.44 536
NDF 10.19 9.26 9.60 10.27
ME, MJ/kg 12.60 13.20 13.33 13.09
Lysine 138 1.25 1.13 1.05
Methionine 0.53 0.51 0.46 0.43
Threonine 0.92 0.83 0.76 0.72
Thryptophan 0.22 0.20 0.19 0.19
Calcium 0.96 0.88 0.80 0.76
Phosphorus soluble 0.47 0.43 0.39 0.37

DM: dry matter; CP: crude protein; ADF: acid detergent fiber; NDF: neutral
detergent fiber; ME: metabolizable energy.

Table 2. Composition of diets for broiler chickens.

Grower 1 Grower 2 Finisher
Ingredients (%) 9-24d  25-32d 33-42d
Trouw Nutrition DKAG Plus Concentrate 5.0 5.0 -
Lidermix DKA-F E Fito Trouw Nutrition - - 20
Soybean meal 25.0 220 220
Raw soybean oil 3.5 42 47
Ground limestone - - 0.75
Feed wheat 66.5 68.8 70.6
Table 3. Microbial profile of EM probiotics.

Cell count (cfu/ml)

Determination target Pro-Biotyk (Em-15) EMFarma
Lactobacillus spp. 1.5 % 107 5.0 x 10°
Bifidobacterium spp. 1.0 x 10 2.0 % 10°
Lactococcus spp. 8.0 x 10° 4.0 x 10°
Streptococcus thermophilus 8.0 x 10* 6.0 x 10°
Bacillus subtilis 3.0 x 10 1.1 x 10
Rhodopseudomonas spp. 3.0 x 10 <10
Saccharomyces cerevisiae 1.0 x 10 2.0 x 10°

oil, sodium chloride, and sodium sulfate (as declared by
the manufacturer). From 9 to 42 days, birds received
ground complete diets produced on the farm from pur-
chased feed components. Next, birds were fed a grower
diet 1 from 9 to 24 days, grower 2 from 25 to 32 days,
and a finisher diet from 33 to 42 days. Table 1 contains
data on the basic chemical composition and energy
value of the compound feeds, as well as the content of
some amino acids, calcium, and available phosphorus.
The basic chemical composition of the four diets fed to
the chickens was determined at the Feed Quality
Laboratory of the UTP University of Science and
Technology in Bydgoszcz, Poland. The ingredient com-
position of the diets is listed in Table 2. In both groups
separately, the weight of the diets was recorded
throughout the 42 day rearing period, as well as the
amount of feed refusals on day 42. This enabled calcu-
lating the mean feed consumption per bird, and,



following the determination of body weight, the feed
conversion ratio (kg). Mortality was recorded daily dur-
ing the rearing period.

Effective microorganisms program

EM probiotics (experimental factor) were first used
when preparing the facility for the experimental birds,
prior to the placement of day-old chicks (1 facility of
500 m?). Disinfection was carried out with chemical
disinfectants (sodium hypochlorite, Virocid F) in the
control facility. Virocid F contains quaternary ammo-
nium salts and glutaraldehyde as active synergistic
substances. In the experimental facility, the chemical
disinfectants were used in addition to EMFarma'™ at
30L/170L of water per facility, which had an area of
500 m* (spraying of the ceiling, equipment, and litter)
and Pro-Biotyk (Em-15) at 5L/5L of water (spraying
of the feed on paper and in feeders). In the experi-
mental facility, Pro-Biotyk (Em-15) plus EMFarma™
solutions (1.25L of each preparation/2.5L water) were
sprayed onto the litter and feed twice weekly from
2 weeks of age. From 1day of age, three times weeKkly,
Pro-Biotyk (Em-15) was added to water in the
amount of 2mL/1 L of water.

Source microbiologic product

Pro-Biotyk (Em-15) and EMFarma™ preparations
were purchased from ProBiotics Polska. According to
the manufacturer’s data, Pro-Biotyk (Em-15) mainly
contained strains of the following microorganisms:

Bacillus subtilis, Bifidobacterium animalis,
Bifidobacterium  bifidum, Bifidobacterium longum,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,

Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus fermentum, and
Lactobacillus plantarum. The EMFarma™ preparation

mainly  contained  Bifidobacterium animalis,
Bifidobacterium  bifidum, Bifidobacterium longum,
Lactobacillus ~ acidophilus, ~ Lactobacillus  casei,
Lactobacillus  bulgaricus, Lactobacillus  delbrueckii,
Lactobacillus ~ plantarum, Lactococcus diacetylactis,
Lactobacillus  lactis,  Streptococcus  thermophilus,

Bacillus subtilis, and Saccharomyces cerevisiae. Apart
from the microorganisms, both EM probiotics con-
tained sugar cane molasses and chlorine-free water.
Pro-Biotyk (Em-15) is allowed on the Polish mar-
ket as a complementary feedingstuff (veterinary num-
ber PL 3027065). According to the information
provided by the manufacturer, it colonizes the intes-
tinal tract with beneficial bacterial microflora and
acidifies (decreases pH) of intestinal contents, which
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creates unfavorable conditions for the development of
pathogenic bacteria. The EMFarma'™ preparation is
registered as active cultures (certificate PZH/HT 3111/
2016) and designed for hygienization and biodisinfec-
tion of livestock building surfaces.

Microbial analysis

The microbial profile (Table 3) of the Pro-Biotyk (Em-
15) and EMFarma™ probiotics was determined using a
quantitative culture technique (Petri dish method) at
the Department of Biotechnology and Food
Microbiology of the Poznan University of Life Sciences
in Poznan, Poland. Lactobacillus spp. bacteria were
enumerated in MRS Agar medium (OXOID),
Bifidobacterium  spp. in TOS-MUP (MERCK),
Lactococcus and  Streptococcus thermophilus in M17
(OXOID), Bacillus subtilis in TSB (OXOID),
Rhodopseudomonas spp. in Van Niel’s medium (ATCC
medium 1676), and Saccharomyces cerevisiae yeast with
chloramphenicol medium (YGC, BIOCORP).

At 1, 21, and 42 days of rearing, pooled samples of
feed, litter, and swabs from water lines were collected
for microbial analysis. Total fungal and total aerobic
mesophilic bacteria counts were determined in 1g of
feed, and Salmonella analyses were performed in a
25g sample. One gram of litter was analyzed for the
total fungal count, total aerobic mesophilic bacteria
count, and Enterococcus spp., and the presence of
Salmonella was tested in a 25g sample. The swab
samples from water lines were analyzed for the total
aerobic mesophilic bacteria count, coliform bacteria,
Escherichia coli, and Enterococcus spp. The determina-
tions performed at the P.U.H. ‘Ladrob’
Laboratory in Opole, Poland in accordance with
Polish standards.

were

Carcass characteristics

At the end of the 42 day rearing period, 48 chickens
(24 birds per group, 12 males and 12 females) were
selected for slaughter. The birds for slaughter were
collected at 4 locations equidistant from the diagonal
of each room. At each location, 3 males and 3 females
with a body weight close to the mean weight of each
sex per group were selected; this body weight was
determined during control weighing (50 males and 50
females from each group, which were weighed in
groups of 10 males or 10 females) as part of a stand-
ard procedure which is used in broiler chicken rearing
to determine the normal growth of the birds, by com-
parison with the reference value listed in the Broiler
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Management Guide. Birds for control weighing, per-
formed by a poultry producer, were selected at 4 loca-
tions equidistant from the diagonal of each room
(from which birds were later chosen for the present
study), at a 1:1 sex ratio. The body weight of chickens
selected for slaughter was determined individually.

The birds were slaughtered in a commercial poultry
slaughterhouse using the water bath electrical stun-
ning system (125mA, 4s, mechanical cutting of neck
blood vessels, exsanguination). Eviscerated carcasses
with neck were transported to the Laboratory of the
Faculty of Animal Breeding of the UTP University of
Science and Technology in Bydgoszcz, Poland and
chilled in a Hendi refrigerated cabinet (Hendi, Gadki,
Poland) for 18 h at 4°C. Each eviscerated carcass with
neck, without edible giblets (heart, liver, and gizzard),
which contained kidneys but no lungs and other ined-
ible viscera, was individually weighed on a WLC 6/12/
F1/R electronic balance (Radwag, Radom, Poland) to
the nearest 0.1g and then dissected. During the dis-
section, each carcass was separated into neck without
skin, wings with skin, skin with subcutaneous fat from
the whole carcass (without wing skin), breast muscles
(pectoralis major and pectoralis minor muscles), leg
muscles (all thigh and drumstick muscles), and the
remainder of the carcass, namely, the skeleton with
some skeletal muscles.”’

Statistical analysis

The numerical data were statistically analyzed using
SAS software, ver. 9.4.°® Arithmetic means (mean)
and standard deviation (SD) were calculated for pro-
ductive characteristics and carcass traits. Significant
differences in the mean values of the traits between
the groups were analyzed by Tukey’s test. The level of
significance was at p < 0.05.

Results and discussion
Farm productivity

The data in Table 4 show that the mean body weight of
42-day-old Ross 308 broilers from both groups was
high and exceeded 2850 g. Nonsignificantly higher body
weight on day 42 was obtained in broilers exposed to
effective microorganisms (Pro-Biotyk Em-15 and
EMFarma'™). This was probably due to the higher feed
intake (better appetite) of experimental chickens com-
pared with control birds. Lower body weights of Ross
308 broilers at the age of 42 days than in our study were
reported by Biesiada-Drzazga et al.*” and Kokoszynski
et al.’® 2230 and 2088 g, respectively.

Table 4. Production characteristics of broiler chickens during
rearing (mean % sd).

Treatment
Trait Control EM probiotics p-Value
Body weight at 42 d, g 2856 £411 2885 +362 0.706
Feed intake in kg, 1-42 d 4.69 £0.68 4.74£0.16 0.883
FCR in kg/kg, 1-42 d 1.64 +£0.07 1.65+0.06 0.745
Mortality cumulative, %
1-7d 0.93+£0.06 1.05+0.08 0.682
8-14d 1.52+£0.04 1.53+£0.03 0.440
15-21d 1.85+0.04 1.85+0.01 0.645
22-28 d 2.03+0.01 1.94+0.01 0.065
29-35d 2.21+0.02 2.07+£0.01 0.246
36-42 d 2.37+£0.01 2.23+0.01 0.814

Feed consumption per bird during the 42 day rear-
ing period was higher in experimental chickens (EM)
than in control chickens, which contributed to the
nonsignificantly higher FCR in birds exposed to EM
probiotics. Song* observed that body weight gains of
broiler chickens increased significantly after adminis-
tration of a probiotic containing Lactobacillus,
Bifidobacterium, and Clostridium bacteria. Apata’
noted a favorable effect of Lactobacillus bulgaricus
probiotics on body weight gain. Jouybari et al.’'
reported improved feed conversion (lower FCR) in
broiler chickens receiving a probiotic containing
Pseudomonas putido and Pantoea agglomeran. In turn,
Opalifiski et al.'' observed no positive effect of probi-
otics containing Bacillus subtilis on body weight of
Ross chickens from 1 to 21days of age and reported
significant decreases in feed intake and FCR. Bai
et al.” found significant improvements in average daily
gains (ADGs) and feed efficiency in male Cobb
broilers from 1 to 21days of age, but there were no
significant differences in growth performance of the
broilers between 22 and 42days of age when using
probiotics containing Lactobacillus fermentum and
Saccharomyces cerevisiae. Endo and Nakano® observed
significantly higher body weight of male and female
broiler chickens at 49days and improved FCR in
males, as well as lower body weight and higher FCR
in females in a study concerning the effect of multi-
component probiotics containing Bacillus,
Lactobacillus, Streptococcus, and Clostridium bacteria
and yeasts of Saccharomyces and Candida species.

During the 42day rearing period, mortality was
2.37% in the control group (214 birds out of 9000)
and 2.23% in the experimental group (201 birds out
of 9000). The lower number of dead birds in the
experiment was probably due to the beneficial effect
of EM on intestinal microflora and immune stimula-
tion. Higher rearing mortality (4.2-5.0%) was
observed in broiler chicken flocks participating in offi-
cial performance testing in Poland in 2016.>% In turn,



Table 5. Slaughter body weight, dressing percentage, and
percentage of carcass components in 42-d-old broiler chick-
ens (mean = sd).

Treatment

Trait Control EM probiotics  p-Value

Slaughter body weight, g 2867 +329 2880+ 306 0.804
Carcass weight, g 2101 +£228 2109 +250 0.987
Dressing percentage, % 73349 73.2+5.0 0.762
Neck, % 33+0.5 3.0+0.6 0.077
Wings, % 9.7+1.1 9.9+1.2 0.436
Breast muscles, % 299+3.8 294+39 0.602
Leg muscles, % 20.6+2.9 19.6+3.5 0.121
Skin with subcutaneous fat, % 86+17 95+1.2 0.056
Abdominal fat, % 0.6 +36.9 0.5+0.2 0.117
Carcass remainders, % 27.3+5.1 28.1+5.5 0.628

Adamski et al.”® reported higher mortality in Hybro G
and Hybro N broiler chickens during a 49 day rearing
period (7.4% and 8.6%, respectively). Pelicia et al.'®
noted lower mortality in broiler chickens from the
strain ISA S757-N Label Rouge supplemented with a
mixture of probiotics and prebiotics of bacterial origin
(2.23%) compared with nonsupplemented birds
(8.51%) and birds supplemented with a mixture of
probiotics and prebiotics of yeast origin (5.50%) or a
mixture of probiotics and prebiotics of bacterial and
yeast origin (4.88%) up to 35days of rearing.

Carcass characteristics

The body weights of the chickens selected for slaugh-
ter and the characteristics of their carcasses are pre-
sented in Table 5. The compared groups of broiler
chickens did not differ (p>0.05) in terms of mean
body weight, carcass weight, and dressing percentage
at 42 days. Broiler chickens of both sexes exposed to
the probiotics containing EM exhibited nonsignifi-
cantly higher body weights and carcass weights at
42 days. The experimental birds of both sexes had a
nonsignificantly lower dressing percentage (by 0.1%)
compared with the control birds. A similarly high
dressing percentage (73.6%) in 42-day-old Ross 308
chickens was reported by Milczarek et al.**

The carcasses from 42-day-old Ross 308 chickens
of both sexes, which received the multicomponent
probiotics Pro-Biotyk (Em-15) and EMFarma ™, did
not differ significantly in the percentage of dissected
carcass components. The carcasses from experimental
birds of both sexes had a lower (p > 0.05) percentage
of neck, breast muscle, leg muscle, and abdominal fat
and a higher percentage of skin with subcutaneous
fat, wings, and remainder of the carcass compared
with the carcasses from control birds. The lower per-
centage of breast and leg muscles and the higher con-
tent of skin with subcutaneous fat in the carcasses of
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experimental compared with control chickens is con-
sidered undesirable for chicken meat consumers and
processors. The higher content of skin with subcuta-
neous fat in the carcasses of experimental chickens
was probably due to the higher feed intake per bird.
The effect of probiotics on carcass composition in
broiler chickens was found to be variable in earlier
studies. Ashayerizadeh et al.”®> found a significant
increase in the percentage of breast and legs (culinary
cuts) and a reduction in the percentage of abdominal
fat in the body weight of 42-day-old broiler chickens
supplemented with Primalac probiotic (900g/ton of
the compound feed). However, the results of this
experiment’ were not confirmed by our study. Pelicia
et al,'® in the carcasses of 84-day-old free-range
chickens supplemented with a mixture of probiotics
and prebiotics of bacterial or yeast origin, obtained a
similar percentage of breast and leg meat as well as a
nonsignificantly higher content of abdominal fat in
the carcasses than in control birds.

Microbiological evaluation

The microbiological test results of the feed, litter, and
water line are shown in Table 6. Analysis of the
results showed that on day 1, the total fungal and
total aerobic mesophilic bacteria counts per gram of
feed or litter decreased after spraying with Pro-Biotyk
(Em-15) and EMFarma™ when preparing the poultry
house for chick placement. In the next tests, the total
count of these microorganisms was found to be gener-
ally higher in the experimental group for the feed and
litter sampled on 21 and 42 days of rearing. The appli-
cation of probiotics caused a reduction in the number
of Enterococcus spp. per gram of litter up to 21 days.
Spraying the probiotics contributed to a decrease in
the number of coliform bacteria and to an increase in
the number of aerobic mesophilic bacteria on a water
line. No Salmonella bacteria were found in the feed
and litter for the samples collected on day 21. Earlier
studies®>”**®  determined the efficacy of various
poultry house disinfectants and showed a great reduc-
tion in the number of pathogenic bacteria. However,
chemical disinfectants can adversely affect animal and
human bodies, the safety of poultry raw materials,
and the technical condition of poultry houses. For
these reasons, a search is on for safer poultry house
and poultry decontamination methods. The results
obtained are indicative of the high effectiveness of the
EM probiotics as disinfectants used after the applica-
tion of traditional chemical disinfectants in experi-
mental poultry houses prior to bird placement.



6 K. STECZNY AND D. KOKOSZYNSKI

Table 6. Level of microbial contamination of litter, feed, and water line in poultry house (cfu/g).

Sampling date

Trait 1d 21d 42d
Litter
Total fungal count
C 2.1 x 107 5.8 x 107 12x 107
E 1.4 %107 6.3 x 10° 3.2 %10
Total aerobic mesophilic bacteria count in 1g
C 7.5 x 10° 7.1 x 108 8.0 x 10®
E 3.0 x 107 9.2 x 108 9.3 x 108
Enterococcus spp. in 1g
6.9 x 10° 3.8 x 10 1.9 x 10°
E 5.1 % 10° 3.7 x 107 47 x 10°
Feed
Total fungal count in 1g
C 45 x10° 59 % 10° 3.0 x 10
E 1.6 x 107 51x10° 9.4 x 10°
Total aerobic mesophilic bacteria count in 1g
C 7.6 x 10° 3.6 x 10° 7.0 x 10°
E 3.5 %107 73 x10° 7.0 x 10°
Water line
Total aerobic mesophilic bacteria count in 1g
C 5.9 x 10° 3.9 % 107 3.4 % 10°
E 6.3 x 10° 9.0 x 10° 4.3 % 10°
Coliform bacteria in 19
C 58 x 10 2.8 x 10 6.7 x 10*
E 45x10° 13 x 10° 5.5x10°
Escherichia coliin 1 g
C 1.7 x 10* 1.0 x 10? No growth
E 1.4 x 10* No growth 1.0 x 10
Enterococcus spp.in 1 g
No growth 1.0 x 10° No growth
E 1.0 x 10? 3.0 x 10 No growth
C: control group; E: EM probiotics.
Conclusions ORCID

The investigated Pro-Biotyk Em-15 and EMFarma™
probiotics were characterized by low efficiency with
regard to production traits. This suggests that the
studied EM probiotic preparations are of little value
in commercial broiler chicken production in terms of
improving rearing performance. The experimental
probiotics could be used by broiler producers to
increase the effectiveness of disinfecting poultry
houses prepared for bird placement. The present
research should be continued in the future due to the
small number of studies on the effectiveness of EM
probiotics in commercial broiler chicken farms.
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ABSTRACT

The aim of the study was to determine the effects of probiotic preparations Pro-Biotyk Em-15
and EMFarma™ and sex on proximate chemical composition, physicochemical properties of
breast and leg muscles, sensory properties (including texture) and microstructural characteristics
of pectoralis major muscle in Ross 308 broiler chickens. The study used 48 carcases — 12 from
males and 12 from females fed no probiotics, and 12 from males and 12 from females receiving
the EM probiotics. At 42 days, the chickens receiving EM preparations had significantly higher
WB-shear force of pectoralis major muscle, whereas the leg muscles contained significantly less
water and fat and had higher pH,, value. Regardless of the treatment, males exhibited signifi-
cantly higher springiness, chewiness, as well as significantly lower yellowness (b*), fibre perim-
eter, horizontal (H) fibre diameter and fibre cross section area of pectoralis major muscle when
compared to females. In turn, male leg muscles had significantly higher fat content compared
to female leg muscles. The genotype X sex interaction was significant for the content of water,
protein and fat, and for electric conductivity (ECy4) of leg muscles.
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HIGHLIGHTS

e Probiotics did not improve the quality of chicken meat.
e The influence of sex on the quality of chicken meat was varied.

Introduction chickens aged 45 days. A significant impact of the pro-
biotic addition was found only for the drip loss of
breast muscle of the tested 45-day-old chickens. Other
authors (Pelicano et al. 2003; Pelicia et al. 2004;
Takahashi et al. 2005; Zhou et al. 2010) provided
inconclusive results for the effect of feeding probiotics
to animals on their meat quality.

Over the last decade, effective microorganisms (EM)
have become increasingly popular in agricultural prac-
tice. They were investigated in broiler chickens
(Wondmeneh et al. 2011; Jwher et al. 2013), laying
hens (Simeamelak et al. 2013; Gnanadesigan et al.

In recent years, there has been a substantial increase
in the world in the production of chicken meat. In
2000-2017 (FAOSTAT 2019), chicken meat production
increased by 86% (from 58.7 to 109.0 million tons).
One of the essential factors affecting the quality of
meat is the animals’ diet. Pietrzak et al. (2009) found
higher protein content and lower fat content in the
leg muscles of Ross 308 chickens fed with a probiotic
(lactic acid bacteria Enterococcus faecium NCIMB
10415), which is beneficial to health. On the other

hand, higher fat content was characteristic of the
breast muscles of chickens receiving the above pro-
biotic. The leg muscles were characterised by lower
water holding capacity and higher cooking loss. In
turn, Kim et al. (2016) reported no significant effect of
the use of probiotic containing Enterococcus spp.,
Pediococcus  spp.,  Bifidobacterium  spp.,  and
Lactobacillus spp. on the colour (attributes L*, a*, b*),
pH, and cooking loss of breast muscles from broiler

2014) and quails (Gesek et al. 2018). Showing the posi-
tive effects of the EM probiotics in broiler chicken pro-
duction with regard to meat quality may encourage
an increase in the biologisation of modern agriculture.

The objective of the study was to determine the
effects of the probiotics Pro-Biotyk Em-15 and
EMFarma™ and sex on proximate chemical compos-
ition, physicochemical properties of breast and leg
muscles, sensory properties (including texture) and
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microstructural characteristics of pectoralis
muscle in Ross 308 broiler chickens.

major

Materials and methods
Birds and housing

The experiment used 48 carcases from Ross 308
broiler chickens at the age of 42 days. Broiler carcases
were purchased from a local poultry slaughterhouse.
Before slaughter, broilers were kept on a commercial
broiler farm in a windowless building, in which two
production facilities (each with an area 500 m?) were
separated by a technical room. Both facilities provided
the same environmental parameters (temperature,
humidity, air movement) depending on the age of
birds. Air temperature in the poultry building was
33°C on the first day of rearing and it was gradually
reduced to 17°C with the age of the birds. Relative
humidity ranged from 55 to 70%, and air exchange
varied between 0 and 4.2 m*/h/kg body weight. The
poultry building was heated with gas-fired heaters.
Stocking density on day 42 did not exceed the EU per-
mitted level of 42kg/m” floor area. The research was
performed with the approval of the Local Ethics
Committee for Experimental Animals (UTP University
of Science and Technology in Bydgoszcz, Poland/
Ministry of Science and Higher Education).

Feeding programme

Birds were fed ad libitum complete diets and had 24-h
access to water throughout the rearing period (days
1-42). From days 1 to 8, chickens were fed a commer-
cial complete broiler starter diet in crumble form.
From days 9 to 42, birds received complete diets:
grower 1 (days 9-24), grower 2 (days 25-32) and fin-
isher (days 33-42). The finely ground diets were pro-
duced on the farm from purchased feed components
(protein—-fat concentrate, extracted soybean meal, soy-
bean oil, feed wheat, mineral-vitamin mixture, ground
limestone). Chemical composition of the experimental
diets was analysed at the Feed Quality Laboratory of
the UTP University of Science and Technology in
Bydgoszcz, Poland, and the results are shown in
Table 1.

Effective microorganisms programme

In the first facility (500 m?), Pro-Biotyk Em-15 was
added to water (each time from 0.3 to 1.21 depending
on bird age) from day 1 of age, three times a week.
Pro-Biotyk Em-15 mixed with EMFarma™ (1.25L of

Table 1. Chemical composition of diets for broiler chickens.

Chemical Starter Grower 1 Grower 2 Finisher
analysis 0-8 days 9-24 days 25-32 days 33-42 days
DM, % 89.58 87.93 89.79 89.96
CP as fed basis, % 23.08 22.45 22.10 21.63
Crude fat as fed basis, % 541 5.45 5.52 4.80
Crude fibre as fed basis, % 2.21 1.60 2.00 2.24
Crude ash as fed basis, % 3.75 4.67 4.45 4,59
ADF as fed basis, % 5.66 4.74 4.44 5.36
NDF as fed basis, % 10.19 9.26 9.60 10.27
ME as fed basis, MJ/kg 12.60 13.20 13.33 13.09

DM: dry matter; CP: crude protein; ADF: acid detergent fibre; NDF: neutral
detergent fibre; ME: metabolizable energy.

each preparation) and water (2.5L) were sprayed onto
the feed and litter twice weekly from 2 weeks of age.
In addition, when preparing the facility for the place-
ment of day-old chicks, chemical disinfectants (sodium
hypochlorite, Virocid F) and EMFarma™ (30L plus
170L water) were used to spray the ceiling, walls and
poultry equipment. Furthermore, Pro-Biotyk Em-15
was used to spray feed on the paper and in the
feeders (5L of the preparation plus 5L of water). In
the second facility, no EM probiotics were used when
preparing it for placement and during rearing.

Microbial analysis

The microbial profile of the Pro-Biotyk (Em-15) and
EmFarma™ probiotics was determined using quantita-
tive culture technique (Petri dish method). The deter-
minations were made at the Department of
Biotechnology and Food Microbiology of the Poznan
University of Life Sciences in Poznan, Poland and the
results are shown in Table 2. Lactobacillus spp. bac-
teria were enumerated in MRS Agar medium (OXOID),
Lactococcus and Streptococcus thermophilus in M17
(OXOID), Bifidobacterium spp. in TOS-MUP (MERCK),
Bacillus subtilis in TSB (OXOID), Rhodopseudomonas
spp. in Van Niel's medium (ATCC medium 1676) and
Saccharomyces cerevisiae yeast with chloramphenicol
medium (YGC, BIOCORP).

Evaluation of meat quality

The pH of breast muscles (pectoralis major muscle)
and leg muscles (drumstick muscle) was measured
24 h post-mortem on meat chilled at 4°C for 18 h in a
Hendi chill cabinet (Hendi, Gadki, Poland). pH,; was
determined with a Star CPU pH metre (Ingenieurbiro
R. Matthaus, Nobitz, Germany) designed for meat pH
analysis. The determinations of pH values were accur-
ate to 0.01. Before the measurement, the pH metre
was calibrated with a standard solution (pH 5.5 and
7.0). Electric conductivity was measured also 24h



post-mortem (EC,4) on the carcases chilled to 4°C.
EC,, was measured with an LF-Star CPU conductivity
metre (Ingenieurblro R. Matthaus, Nobitz, Germany).
To determine EC,,4 values, the stainless steel electrodes
of the conductometer were placed in the drumstick or
pectoralis major muscle at a 90-degree angle parallel
with the muscle fibres. EC,, was measured with an
accuracy of 0.1 mS/cm.

After dissection, the breast and leg muscles were
individually sampled from each carcase of 48 birds to
determine basic chemical composition, drip loss, cook-
ing loss, and meat colour attributes. The pectoralis
major muscles were also sampled to determine their
sensory properties (including textural traits) and micro-
structural characteristics.

The basic chemical composition and the collagen
content of breast and leg muscles from the compared
broiler groups were determined by near-infrared trans-
mission (NIT) spectroscopy. Calibration using artificial
neural networks (ANN) was performed on a FoodScan
device (FoodScan Laboratory, Foss, Cheshire, UK).

The colour of meat was determined on the pectoralis
major muscle from the direction of breast-bone and on
the thigh and drumstick (leg) surfaces, following dissec-
tion of the patella and tendons 24 h post-mortem. The
meat colour coordinates: L* - lightness, a* - relative
redness, on red-green axis, b* - relative yellowness, on
yellow-blue axis were measured in the ClELab Colour
System (1976). Meat colour was measured with a
Konica Minolta CR410 chroma meter (Konica Minolta,
Japan). Wide-area illumination was used (0° viewing
angle, measurement area 50 mm in diameter, illuminant
Des). The chroma metre was calibrated against a CR410
white reference tile (Y =94.40, x=0.3159, y = 0.3325).

Drip loss was also determined for pectoralis major
muscle and for thigh and drumstick muscles together.
Each muscle was weighed on a Radwag PS 1000.R2
scales (Radwag, Radom, Poland) to the nearest 0.01g.
Next, the meat samples of breast or leg from each
bird were placed separately in a perforated bag (no.
1). In the next stage, the bag with the meat sample
was placed into a second bag (no. 2) to prevent con-
tact between dripping juice and the meat sample. The
samples were suspended on racks and stored in a
Hendi chill cabinet (Hendi, Gadki, Poland) at 4°C for
24 h. After this time, the samples of breast or leg meat
were weighed again. Drip loss was calculated as the
difference between sample weights before and after
chilling. The loss in the meat sample weight was cal-
culated as a percent of initial sample weight.

Cooking loss was determined in the samples of pec-
toralis major muscle and of thigh and drumstick

ITALIAN JOURNAL OF ANIMAL SCIENCE . 1387

Table 2. Microbial profile of EM probiotics.

Cell count (cfu/mL)

Determination target Pro-Biotyk (Em-15) EMFarma
Lactobacillus spp. 1.5 % 107 5.0 x 10°
Bifidobacterium spp. 1.0 x 10° 2.0 x 10°
Lactococcus spp. 8.0 x 10° 4.0 % 10°
Streptococcus thermophilus 8.0 x 10* 6.0 x 10°
Bacillus subtilis 3.0 x 10° 1.1 x 10
Rhodopseudomonas spp. 3.0 x 10 <10

Saccharomyces cerevisiae 1.0 x 10 2.0 x 10°

muscles (together) weighing 20+ 0.2 g. The meat sam-
ples were formed into balls, wrapped in absorbent
gauze and placed in a 85°C water bath for 10 min.
After removal from the water bath, heat-treated meat
samples were cooled for 30min at 4°C. Next, they
were weighed again on a Radwag PS 1000.R2 elec-
tronic scales (Radwag, Radom, Poland) to the nearest
0.01g. Meat weight loss was calculated as the differ-
ence in meat weight before and after heat treatment.
The resulting cooking loss was expressed as percent
loss of the initial meat sample weight.

The sensory properties were assessed on the pector-
alis major muscles obtained from the 42-day-old Ross
308 broiler chickens. The breast meat samples were
heat treated in 0.6% NaCl. 200-mL of water was added
per 100g of meat. After the heat treatment, the meat
samples were chilled and assessed by a panel of six
trained judges. The breast meat samples were
assessed according to a 5-point scale provided by
Barytko-Pikielna and Matuszewska (2009). The assess-
ment scale for intensity of aroma and taste was as fol-
lows: 1 - imperceptible, 2 - perceptible, 3 - weakly
distinct, 4 — distinct, 5 — very distinct. Aroma and taste
desirability of the breast meat samples was assessed
using the scale as follows: 1 —very undesirable, 2 -
desirable, 3 - neutral, 4 - desirable, 5 - very desirable.
Juiciness was scored as follows: 1 - clearly dry, 2 -
slightly dry, 3 - weakly juicy, 4 — juicy, 5 — very juicy.
Tenderness was assessed based on the following scale
of assessment: 1 — very hard, 2 - hard, 3 - slightly ten-
der, 4 - tender, 5 - very tender.

The meat texture (hardness, cohesiveness, springi-
ness, chewiness, gumminess, WB shear force) and
rheological properties (sum of elasticity moduli and
sum of viscosity moduli) were determined with an
Instron 1140 apparatus (Instron Corp., USA), using the
TPA double compression test, the Warner-Bratzler (WB)
test, and the stress-relaxation test. For each sample,
each test was performed in 5-7 replications.

The test was performed with 48 samples of heat-
treated pectoralis major muscle obtained from the
chickens after dissection. The determinations were
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made at the Department of Meat Technology of the
West Pomeranian University of Technology.

The muscles were tightly packed into PE foil bags and
heated in water at 72+2°C until the temperature
reached 70.2°C in the geometric centre. On reaching the
target temperature, the muscles were cooled in cold run-
ning water until reaching around 12°C in the geometric
centre and, after removing the drip, they were packed
into food packaging film to prevent drying out and
placed for around 12 h in the refrigerator at 3+1°C until
analyses. The meat texture analyses were performed with
the samples after bringing them to around 18°C.

A 20+ 1 mm thick slice was cut out from different
muscles perpendicular to the muscle fibre orientation,
using a Siemens MS 6000 electric slicer. The so pre-
pared samples were subjected to instrumental assess-
ment of mechanical properties.

In the TPA test the plunger 0.62 cm in diameter was
driven twice into the sample (parallel to muscle fibre
orientation), with a 80% deformation and crosshead
speed of 50 mm/min. From the curve representing the
strength-deformation  dependence, the following
parameters were determined: hardness, cohesiveness,
springiness, chewiness and gumminess (Bourne 1982).

The Warner-Bratzler (WB) test involved cutting the
muscle samples across the muscle fibres, and deter-
mining shear force (Bourne 1982). The working speed
of the crosshead was 50 mm/min.

In the relaxation test the plunger 0.96 cm in diam-
eter was driven into the sample 2mm deep (a 10%
deformation) for 90's to record the changes in stresses.
To calculate the elasticity and viscosity moduli the
generalised Maxwell model was applied, made up of
three elements connected parallel: the Hooke body
and two viscous-elastic Maxwell bodies. The model
equation assumes the following form:

_E, . _F,.
5::;-{Eo~exp< ! t>+E2~exp< 2 t)}
Hq 125)

where J, tension (kPa); ¢ deformation; E,, elasticity
module for the Hooke body (kPa); E,, E,, elasticity
moduli for Hooke body 1 and 2 respectively (kPa); p,,
Uy, viscosity moduli for Maxwell body 1 and 2 respect-
ively (kPa x s); t, time.

For a more reader-friendly interpretation of the
results for each sample there was calculated the sum
of elasticity moduli (E; + E; + E;) as well as the sum
of viscosity moduli (p; + py).

For histological analysis, samples of pectoralis major
muscle were collected from 48 birds, 12 males and 12
females from each group of chickens slaughtered at
42 days. From each bird after slaughter, three sections
(0.5x 0.5 x 1cm each) were taken from the middle

part of the pectoralis major muscle. The samples were
collected parallel to the muscle fibre orientation. Next,
the samples were fixed with Sannomiya solution,
dehydrated in alcohol and benzene, and embedded in
paraffin blocks. The blocks were sectioned with micro-
tome, and sections of 10 um were placed on glass
slides and counterstained with haematoxylin and eosin
(Burck 1975) and embedded in Canada balm. The
microstructural traits of pectoralis major muscle were
measured using the MultiScanBase v. 13 image ana-
lysis system (Computer Scanning System Ltd, Warsaw,
Poland). Fibre cross-section area, fibre perimeter and
its horizontal (H) and vertical (V) diameter, and thick-
ness of perimysium and endomysium were measured.
The determinations were made on three pectoralis
superficialis muscle preparations per bird. A total of
144 preparations of pectoralis major muscle were used
to determine the microstructure. Around 200 muscle
fibores were measured in each preparation and
150-200 measurements of the connective tissue thick-
ness (perimysium and endomysium) were made. A
maghnification of 100x was applied. Based on the data
for horizontal (H) and vertical (V) diameters of the
muscle fibre, the H:V diameter ratio was calculated.

The numerical data collected during the study on
basic chemical composition, physicochemical, sensory,
textural and microstructural characteristics of the meat
were statistically analysed. Arithmetic means and
standard error of mean (SEM) were calculated for each
trait (for both groups together). Two-way analysis of
variance was used to determine the effect of probiotic
and sex on the analysed meat quality traits of broiler
chickens at the age of 42 days. The following linear
model was used:

Yik =+ a;+ b+ (a-b); + e

where Y, value of the analysed trait; p, overall mean;
a;, effect of i group; b;, effect of jM sex; (a - b), inter-
action of group with regard to sex; e;, random error.

The analysed traits were statistically characterised
using SAS software ver. 9.4 (SAS Institute Inc. 2014).
Significant differences (at p <.05) between the com-
pared groups and between males and females were
determined with Tukey's test. For all the analysed
traits of meat quality, the individual bird was the
experimental unit.

Results
Chemical composition

The compared groups of Ross 308 broilers differed
(p<.05) only in the water and fat content of leg



muscles. Control chickens contained more water and
fat in leg muscles compared to chickens receiving EM
probiotics. Males exhibited significantly (p <.05) higher
fat content in leg muscles than females. The group-
x sex interaction for the evaluated quality meat traits
was significant (p <.05) for the water, protein and fat
content of leg muscles (Table 3).

Meat physicochemical properties

The administration of EM probiotics to Ross 308
broilers had no significant (p > .05) effect on the ana-
lysed physicochemical traits of breast and leg meat
except for pH,,; of leg muscles. Regardless of group,
male breast muscles had lower yellowness (b*) com-
pared to females. The group X sex interaction was
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significant (p <.05) for electric conductivity (EC,4) of
leg muscles (Table 4).

Meat texture

At 42 d of age, chickens receiving EM probiotics were
characterised by significantly (p <.05) poorer tender-
ness (higher WB shear force) of heat-treated pectoralis
major muscle compared to control birds. Regardless of
treatment, the heat-treated pectoralis major muscle of
males had higher (p <.05) springiness and chewiness.
The group x sex interactions for the texture of pectora-
lis major muscle were not significant (p > .05) (Table 5).

Meat sensory properties

Group, sex and group x sex interaction were not sig-
nificant (p >.05) for aroma and taste intensity and

Table 3. Effect of diet on chemical composition of breast and leg muscles in 42-day-old broiler chickens.

Group (G) - sex (S)

Control Probiotics p-Value
3 ? 3 ?
Item (n=12) (n=12) (n=12) (n=12) SEM G S GxS
Water BM 72.30 72.10 72.20 72.10 0.70 32 30 30
LM 70.80° 71.20° 71.60° 69.60° 0.30 .00 .67 .04
Protein BM 23.40 23.20 23.30 23.40 0.20 .62 .98 .58
LM 19.60 20.30 20.60 20.50 0.20 .05 17 .01
Fat BM 1.60 1.80 1.90 1.60 0.20 47 .28 .06
LM 6.40° 4.50° 4.20° 4.80° 0.40 .00 .00 03
Collagen BM 1.60 1.60 1.50 1.70 0.10 .62 13 A5
LM 1.70 1.60 1.60 1.70 0.10 61 22 90
BM: breast muscle; LM: leg muscle.
2byalues within a row followed by different letter differ significantly (p < .05).
Table 4. Some physicochemical traits of breast and leg meat from 42-day-old Ross 308 broiler chickens.
Group (G) - sex (S)
Control Probiotics p Value
Trait Male (n=12) Female (n=12) Male (n=12) Female (n=12) SEM G S GxS
pHz4
BM 6.05 6.01 6.22 6.02 0.10 14 .07 22
LM 6.51° 6.51° 6.81° 6.58" 0.10 01 12 1
EC,4 (MS/cm)
BM 10.20 10.60 10.60 10.00 0.30 .83 .80 11
LM 8.80 8.50 10.60 10.00 0.20 .08 .55 .03
Drip loss (%)
BM 2.10 2.00 2.30 2.30 0.10 .56 14 31
LM 0.70 0.90 0.80 0.80 0.10 14 14 94
Cooking loss (%)
BM 24.20 22.80 23.50 23.80 0.30 31 13 73
LM 22.10 22.00 22.00 22.50 0.50 .20 .99 11
L* - lightness
BM 59.00 58.70 58.70 59.30 1.00 .78 .76 46
LM 52.60 53.50 55.00 51.90 0.40 73 35 11
a* - redness
BM 17.60 18.00 17.50 17.40 0.60 42 53 12
LM 18.40 18.00 17.50 17.40 0.60 27 43 .10
b* - yellowness
BM 7.60 8.60 7.60 9.00 0.40 .52 .00 .60
LM 7.70 7.90 8.40 8.00 0.50 32 .83 49

BM: breast muscles; LM: leg muscles.

2byalues within a row followed by different letter differ significantly (p <.

05).
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Table 5. Textural and rheological traits of pectoralis major muscle from 42-d-old Ross 308 broiler chickens.

Group (G) — sex (S)

Control Probiotics p Value
Trait Male (n=12) Female (n=12) Male (n=12) Female (n=12) SEM G S GxS
Hardness (N) 24.90 25.10 24.10 23.60 1.10 31 .88 74
Cohesiveness 0.30 0.30 0.30 0.30 0.10 .62 12 51
Springiness (cm) 1.40 1.10 1.20 1.10 0.10 .65 .01 A1
Chewiness (N x cm) 9.60 8.70 9.80 7.70 0.60 .52 .02 31
Gumminess (N) 8.10 7.70 8.20 7.00 0.50 46 .10 43
WB shear force (N) 45.70° 46.30° 56.70° 53.60° 3.10 .00 67 52
Sum of elastic moduli (KPa) 448 412 458 465 29.40 30 .63 47
Sum of viscous moduli (kPa x s) 18466 17579 18635 18169 526 48 21 .69
2byalues within a row followed by different letter differ significantly (p <.05).
Table 6. Sensory characteristics of pectoralis major muscle from 42-d-old Ross 308 broiler chickens.
Group (G) - sex (S)
Control Probiotics p Value
Trait Male (n=12) Female (n=12) Male (n=12) Female (n=12) SEM G S GxS
Aroma intensity (pts.) 4.00 3.90 4,00 3.80 0.10 53 23 53
Aroma desirability (pts.) 4.20 4.10 4,10 4,00 0.10 15 .06 .82
Juiciness (pts.) 4.00 3.90 3.90 3.80 0.10 .07 12 31
Tenderness (pts.) 4.20 4.20 430 4.00 0.10 .96 .16 13
Taste intensity (pts.) 420 430 4.20 410 0.10 16 70 .16
Taste desirability (pts.) 420 430 4.20 420 0.10 .68 .92 13
Table 7. Microstructure of pectoralis major muscle from 42-day-old Ross 308 broiler chickens.
Group (G) - sex (S)
Control Probiotics p Value
Trait Male (n=12) Female (n=12) Male (n=12) Female (n=12) SEM G S GxS
Fibre cross section area (pmz) 242 326 288 301 18.90 .66 .05 14
Fibre perimeter (um) 69.70 83.10 75.00 77.50 2.60 99 .02 .09
Fibre diameter H (um) 17.90 20.50 18.90 19.80 0.60 81 .02 23
Fibre diameter V (um) 18.60 21.10 20.80 21.00 0.70 25 14 21
H:V diameter ratio (x) 0.96 0.97 0.95 0.91 0.10 33 .78 A48
Perimysium thickness (um) 7.60 7.40 7.40 6.90 0.80 75 74 .85
Endomysium thickness (um) 1.80 1.80 1.80 1.90 0.10 81 .70 91

desirability (Table 6), and also for the juiciness and
tenderness of heat-treated pectoralis major muscle in
the assessment of trained judges. The breast muscles
of chickens (male and female on average) fed the pro-
biotics had lower scores for aroma intensity and desir-
ability, juiciness, taste intensity and desirability and
tenderness compared to the breast muscles of con-
trol birds.

Microstructure of the meat

The supplementation of EM probiotics did not have a
significant (p > .05) effect on fibre cross section area,
fibre diameter and perimeter, H:V diameter ratio, peri-
mysium and endomysium thickness. Males had signifi-
cantly (p<.05) lower fibre cross section area fibre
perimeter and horizontal diameter compared to
females. The group x sex interaction for the

microstructure of pectoralis major muscle from 42-day-
old broiler chickens was not significant (p >.05)
(Table 7).

Discussion

The present study provides a scientific evaluation of
the effectiveness of Pro-Biotyk Em-15 and EMFarma™
probiotics on the meat quality of broiler chickens
raised on a commercial poultry farm as part of agricul-
tural operations. Our results have shown that
the EM probiotics containing Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp., Lactococcus spp., Streptococcus
thermophilus, Bacillus subtilis, Rhodopseudomonas spp.
and Saccharomyces cerevisiae yeast do not have a sig-
nificant effect on the water, protein and fat content of
the muscles. However, chickens supplemented with
EM probiotics had significantly less water and fat in



the leg muscles compared to control birds. The
greater lengths of jejunum (by 4.9cm), ileum (by
79cm) and caecum (by 1.4cm) and diameters of
ileum (by 1.1mm) and caecum (by 0.7mm) in the
experimental compared to control birds (unpublished
data) could have contributed to the differences in the
amount of absorbed nutrients and thus the chemical
composition of meat. In the experimental facility, from
2 weeks of age, the probiotic solution was sprayed
twice a week onto the feed and litter using a hand
sprayer, which made the legs of experimental chickens
more active and significantly reduced the fat content
of leg muscles. The increased motor activity of the
experimental birds is suggested by significantly lower
leg muscle acidity (significantly higher pH,,) resulting
from the lower glycogen content of the leg muscles.
Inatomi (2015) stated that administration of probiotics
containing Bacillus mesentericus, Clostridium butyricum,
Streptococcus faecalis had no significant effect on the
moisture, protein and ash content of breast and leg
muscles in Cobb 500 chickens aged 49 days. However,
the same study showed a decrease in the fat content
of breast and leg muscles. Other experiments (Kral et al.
2013; Abdulla et al. 2017) found a significant reduction
in the fat content of breast muscles from broiler chick-
ens when using probiotic containing Bacillus subtilis, but
this was not observed in our study. A significant reduc-
tion in meat fat improves the dietetic value of the meat,
which is desirable for consumers from most parts of the
world. On the other hand, the higher content of intra-
muscular fat improves meat taste and tenderness
(Chartrin et al. 2006). Zhou et al. (2010) reported no
effect of probiotic on the moisture, protein, crude fat
and crude ash content of breast muscles from 90-day-
old Guangxi Yellow chickens. Another experiment
(lvanovic et al. 2012) found a significant increase in
moisture with a significant reduction in the fat and pro-
tein content of drumstick meat from 42-day-old Arbor
Acres broilers in four groups receiving different feed pro-
biotics  containing  Lactobacillus  plantarum  plus
Streptococcus faecium or Streptococcus faecium or Bacillus
cereus 1P5832 or Bacillus CH200 plus Bacillus CH201.

In our study, the administration of EM probiotics
containing Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.,
Lactococcus spp., Streptococcus thermophilus, Bacillus
subtilis, Rhodopseudomonas spp. and Saccharomyces
cerevisiae yeast had no significant effect on the physi-
cochemical traits (pHy4, EC,4, drip loss, cooking loss,
L*, a*, b*) of the breast and leg muscles, except for
pHy4 of the leg muscles. With regard to electrical con-
ductivity of leg muscles measured 24h (EC,,) post-
mortem, the compared groups of chickens tended to
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show significant differences (p = .053). The leg
muscles of experimental chickens had greater elec-
trical conductivity (EC,,4) than the leg muscles of con-
trol chickens, which was probably associated with the
lower water and higher protein content of the leg
muscles of chickens receiving probiotic preparations.
Our results confirm the negative correlations between
electrical conductivity measured 24h post-mortem
and the meat water content, as well as the positive
correlations between EC,; of meat and protein con-
tent reported by tyczynski et al. (2009). Pelicano et al.
(2003) stated in their study a significant effect of sup-
plementing drinking water with probiotic containing
Lactobacillus reuteri and Lactobacillus johnsonii on
lightness of breast meat from Cobb 500 broilers aged
45 days. However, the same experiment found that
the dietary inclusion of probiotic containing Bacillus
subtilis or Bacillus subtilis plus Bacillus licheniformis or
Saccharomyces cerevisiae had no significant effect on
the L* (lightness), a* (redness), b* (yellowness) colour
coordinates of breast muscles in 45-day-old Cobb 500
chickens. In turn, Park and Kim (2014), as in our study,
demonstrated no significant effect of probiotic con-
taining Bacillus subtilis B2A on the L*, a*, b* coordi-
nates of breast muscles. Zhou et al. (2010) observed
no effect of dietary probiotic containing Bacillus coag-
ulans ZJU0616 on pH of breast muscles in 90-day-old
Guangxi Yellow chickens, whereas Pelicia et al. (2004)
reported that prebiotics and probiotics of bacterial
and yeast origin containing Enterococcus sp. and man-
nan oligosaccharides obtained from the cellular wall
of Saccharomyces cerevisiae had no significant effect
on pH of breast and leg muscles in 84-day-old free-
range broiler chickens. However, Abdulla et al. (2017)
reported significantly higher L* (lightness), a* (red-
ness) and b* (yellowness) values of breast muscles
from Cobb 500 chickens at the age of 42 days, which
had been supplemented with probiotic containing
Bacillus subtilis during the rearing period, compared to
control birds. The same authors reported a significant
decrease in drip loss and cooking loss of breast
muscles from 42-day-old Cobb 500 chickens receiving
probiotic, but this was not the case in our study. The
experiment of Park and Kim (2014) found a significant
increase in water holding capacity (WHC) and a signifi-
cant decrease in drip loss determined after 1-day stor-
age of the samples with increasing concentration of
probiotic containing Bacillus subtilis B2A. A significant
decrease in drip loss from breast muscles of 90-day-
old Guangxi Yellow chickens administered with
Bacillus coagulans ZJU0616 was also noted by Zhou
et al. (2010). In turn, Pelicano et al. (2003) failed to
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observe a significant effect of probiotic containing
Bacillus subtilis, Bacillus subtilis plus Bacillus lichenifor-
mis, and Saccharomyses cerevisiae on WHC and cook-
ing loss, while Pelicia et al. (2004) found no significant
effect of supplementing prebiotics and probiotics of
bacterial and yeast origin containing Enterococcus sp.
and mannan oligosaccharides obtained from the cellu-
lar wall of Saccharomyces cerevisiae on cooking loss in
84-day-old free-range broiler chickens.

The results of our experiment indicate a significant
deterioration in tenderness (expressed as significantly
higher WB shear force) of the breast muscles from 42-
day-old Ross 308 chickens supplemented with EM
preparations added in water, feed, water line and air
sprinklers. Another study (Abdulla et al. 2017) found
no significant effect of probiotic application containing
Bacillus subtilis on tenderness of breast muscles from
42-day-old Cobb 500 chickens. On the other hand,
Zhou et al. (2010) reported a significant deterioration
in meat tenderness in 90-day-old Guangxi Yellow
chickens receiving Bacillus coagulans 7ZJU0616, which
is consistent with our findings, whereas Yang et al.
(2010) found improvements in meat tenderness (sig-
nificantly lower shear force values) in 42-day-old male
Arbor Acres broiler chickens fed Clostridium butyricum.
Pelicano et al. (2003) demonstrated no significant
effect of adding probiotics containing Lactobacillus
reuteri and Lactobacillus johnsonii to water on the tex-
ture and preference of breast muscles from Cobb
broiler chickens aged 45 days as well as significantly
higher values for flavour and general aspect. The diet-
ary inclusion of probiotics did not have any significant
effect on flavour, texture, preference and general
aspect of cooked breast muscles from Cobb broilers.

In our study, the application of EM probiotics con-
taining Lactobacillus  spp.,  Bifidobacterium  spp.,
Lactococcus spp., Streptococcus thermophilus, Bacillus
subtilis, Rhodopseudomonas spp. and Saccharomyces
cerevisiae yeast had no significant effect on sensory
properties evaluated by a panel of trained judges. In
turn, Loddi et al. (2000) did not find any significant
effect of probiotic containing Enterococcus faecium or
avoparcin probiotic or probiotic mixed with antibiotic,
on intensity of aroma, off-aroma, flavour, off-flavour,
tenderness, juiciness, acceptability and overall aspect
of breast muscles from 42-day-old Ross chickens com-
pared to control chickens.

Conclusions

In summary, it is concluded that administration of the
EM probiotics had no significant effect on most of the

meat quality traits under analysis. Breast muscles of
chickens receiving EM probiotics were characterised
by poorer tenderness, whereas leg muscles had a
higher water and fat content, as well as higher pH
24 h post-mortem. Sex of birds had a greater effect on
meat quality. A significant effect was found for tex-
tural (springiness and chewiness) and microstructural
traits (fibre cross section area, fibre perimeter, horizon-
tal fibre diameter) of pectoralis major muscles, and for
the fat content of the leg muscles.
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ABSTRACT

The objective of the study was to determine the effect of probiotic preparations Pro-Biotyk EM-15 and
EMFarma™ and sex on morphometric characteristics of the digestive system and leg bones, and caecal
microflora in Ross 308 broiler chickens. One-day chicks were distributed into two groups in two rooms
(control, experimental). Each facility contained 9000 Ross 308 chicks and was divided into four
compartments. A total of 48 Ross 308 broiler chickens aged 42 days were evaluated, including 12
males and 12 females which received no probiotics, and 12 males and 12 females supplemented with
EM preparations. At the age of 42 days, EM supplemented broilers had significantly greater total
intestine length, higher intestine-body length ratio and higher proventriculus percentage in body
weight. Regardless of the treatment, males exhibited higher body weight, duodenum, jejunum, ileum
lengths and total intestine length, higher intestine-body length ratio and spleen weight, and lower
duodenum diameter and liver percentage. The group x sex interaction was significant for smallest
breadth of the corpus of femur bone and greatest diagonal of proximal end, smallest breadth of the
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corpus and smallest breadth of distal end of tibia bone.

Introduction

The intensification of poultry production increased the prefer-
ence for highly productive specialized breeds and commercial
hybrids, which are demanding in terms of the environmental
and feeding conditions, veterinary and preventive measures,
and show increased susceptibility to disease, including gastroin-
testinal diseases. By 2006 in the European Union, antibiotic
growth promoters significantly reduced the incidence of gastro-
intestinal diseases while having a positive effect on growth
performance. A ban on the use of in-feed antibiotics in the Euro-
pean Union has created a gap in preventing poultry against
pathogenic bacteria. Acidifiers, herbal preparations and bio-
active substances, such as probiotics, prebiotics and synbiotics,
began to be used in agricultural practice (Yegani and Korver
2008; Yang et al. 2009; Przenioslo-Siwczynska and Kwiatek 2013).

Research (Bengmark 1998; Dalloul et al. 2005; Willis and Reid
2008; Dhama et al. 2011) has shown that probiotics inhibit the
growth of bacteria (E. coli, Salmonella enteritidis, Salmonella typhi-
murium, Camphylobacter jejuni) and coccidia oocysts in poultry.
The use of probiotics reduced the incidence of diseases in
poultry and the risk of food-borne intoxication in humans,
caused by Salmonella, Camphylobacter and E. coli pathogenic
bacteria (Swiatkiewicz and Koreleski 2007). Many experiments
also determined the impact of probiotics on histomorphological
measurements of the small intestine (Olnood et al. 2015; Al-
Baadani et al. 2016; Gesek et al. 2018; Souza de et al. 2018), devel-
opment of internal organs (Mahajan et al. 1999; Pelicia et al. 2004;

Takahashi et al. 2005; Zamanzad et al. 2011; Olnood et al. 2015;
Malik et al. 2016) and selected characteristics of leg bones
(Mutus et al. 2006; Ziaie et al. 2011; Parvaneh et al. 2014).

Research has also been conducted for several years to deter-
mine the efficiency of effective microorganisms (EM) in broiler
chicken production (Wondmeneh et al. 2011; Jwher et al.
2013). EM probiotics are a mixture of microorganisms (including
bacteria, fermenting fungi, radiolaria) selected and formulated
in the 1980s. When added to feed or water, they ameliorate
the course of food-borne intoxications, reduce the incidence
of diarrhoea, and lower intestinal pH, thus creating less favour-
able conditions for pathogenic bacteria to develop. Spray or
mist application of EM probiotics is used for hygienization
and biodisinfection of livestock buildings.

The lack of studies concerning the effect of the probiotic
preparations EM Pro-Biotyk EM-15 and EMFarma™ on morpho-
metric characteristics of the digestive system and leg bones
encouraged us to perform this study. Showing a positive
effect of EM preparations on the analysed traits could provide
an incentive for larger scale application of these preparations
in commercial broiler production.

The objective of the study was to determine the effect of
probiotic preparations Pro-Biotyk EM-15 and EMFarma™ and
sex on body weight and length, morphometric characteristics
of the intestine and leg bones, proportion (g, %) of main
internal organs in the body, and composition of caecal microfl-
ora in broiler chickens.
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Materials and methods
Birds and housing

The experiment used 48 Ross 308 broiler chickens aged 42 days.
Carcasses and eviscerated viscera were purchased from a com-
mercial poultry slaughterhouse. Before slaughter, birds were
raised on a commercial broiler farm located in the Opolskie Voi-
vodeship (Poland). Eighteen thousand-day-old unsexed chicks
were randomly distributed into two groups. Chickens were
kept in a confinement building separated by a technical room
into two production houses (each with 9000 birds), each
having an area of 500 m?. Each production room was divided
into four compartments with a similar number of chickens.
The two houses provided the same environmental conditions
depending on the age of the birds. During the first week of
rearing, temperature was maintained at 33°C followed by a
gradual decrease to 17°C (heating with heaters), relative humid-
ity ranged from 55% to 70%, and air exchange ranged from 0 to
4.2 m3/h/kg of body weight.

Feeding programme

Throughout rearing, birds were fed ad libitum complete diets
and had 24 h access to water. For the first 8 days of rearing,
birds received a commercial complete starter diet for broilers
in crumble form. From 9 to 42 days of age, birds were fed com-
plete grower 1 (9-24 d), grower 2 (25-32 d) and finisher diets
(33-42 d), which were finely ground and produced from pur-
chased feed components (protein concentrate, feed wheat,
soybean meal, soybean oil, ground limestone, premix) on
farm premises. The ingredient composition of the diets pro-
duced on the farmis listed in Table 1, and chemical composition
of all the diets fed to birds, determined at the laboratory, is pre-
sented in Table 2.

Microbial analysis and effective microorganisms
Programme

The microbial profile (Table 3) of the Pro-Biotyk (Em-15) and
EmFarma™ probiotics was determined using quantitative
culture technique (Petri dish method). Lactobacillus spp. bac-
teria were enumerated in MRS Agar medium (OXOID), Bifidobac-
terium spp. in TOS-MUP (MERCK), Lactococcus and Streptococcus
thermophilus in M17 (OXOID), Bacillus subtilis in TSB (OXOID),
Rhodopseudomonas spp. in Van Niel's medium (ATCC medium
1676) and Saccharomyces cerevisiae yeast with chloramphenicol

Table 1. Chemical composition of diets for broiler chickens.

Starter Grower 1 Grower 2 Finisher
Chemical analysis 0-8d 9-24d 25-32.d 33-42d
DM, % 89.58 87.93 89.79 89.96
CP, % 23.08 2245 22.10 21.63
Crude fat, % 541 5.45 5.52 4.80
Crude fibre, % 221 1.60 2.00 224
Crude ash, % 3.75 467 445 4,59
ADF, % 5.66 4.74 4.44 5.36
NDF, % 10.19 9.26 9.60 10.27
ME, MJ/kg 12.60 13.20 13.33 13.09

DM, dry matter; CP, crude protein; ADF, acid detergent fibre; NDF, neutral deter-
gent fibre; ME, metabolizable energy.

Table 2. Composition of diets for broiler chickens.

Ingredient Grower 1 Grower 2 Finisher
(%) 9-24d 25-32d 33-42d
Trouw Nutrition DKAG Plus Concentrate 5.0 5.0 -
Lidermix DKA-F E Fito Trouw Nutrition - - 2.0
Soybean meal 25.0 22.0 22.0
Raw soybean oil 35 4.2 47
Ground limestone - - 0.75
Feed wheat 66.5 68.8 70.55

medium (YGC, BIOCORP). The determinations were made in
accordance with Polish standards.

In the house with experimental birds from day 1 of age, Pro-
Biotyk Em-15 was added to water three times per week in the
amount of 2ml/11 of water. From 2 weeks of age, a Pro-
Biotyk Em-15 and EMFarma™ mixture solution was sprayed
twice per week (1.25 | of each preparation plus 2.5 | of water).
The solution was sprayed onto feed and litter.

Birds were reared under supervision of a veterinarian. When
preparing the building for the placement of chicks, the control
house was disinfected with chemical disinfectants (sodium
hypochlorite, Virocid F), and the experimental house, apart
from the above chemical disinfectants, was treated with
EMFarma™ (301 of the preparation plus 170 | of water per
500 m? of the house) by spraying the ceiling, poultry equip-
ment, and litter. All chickens (both groups) were vaccinated
against Marek’s disease (1 d of age), Gumboro disease (7 and
21 d of age), infectious bronchitis — IB (1 d of age), coccidiosis
(1 d of age) and swollen head syndrome — SHS (1 d of age).

Analysis of the digestive system and leg bone traits

On day 42 of rearing, 48 chickens, i.e. 24 birds from each group
(12 males and 12 females per group, 3 males and 3 females
from each compartment every production room, based on
comb growth) were selected for slaughter. The selected birds
were banded with padlock tags, individually weighed on an
electronic balance (Axis BD 15S, Axis, Gdansk, Poland) with an
accuracy level of 59, and measured for body length (length
of trunk with neck) by measuring the distance from the first cer-
vical vertebra (atlas) and the posterior superior tuberosity of the
ischium.

Following live assessment, the birds were slaughtered in a
small commercial poultry slaughterhouse (water bath electrical
stunning with a current of 125 mA/pcs, stunning time 4s,
mechanical cutting of neck blood vessels, bleeding out).
Slaughter date was linked to liquidation of the rest of the
flock. After slaughter, birds were mechanically defeathered
and manually eviscerated into intestines and other internal

Table 3. Microbial profile of EM probiotics.

Cell count (cfu/ml)

Determination target Pro-Biotyk (Em-15) EMFarma
Lactobacillus spp. 15% 107 50% 10°
Bifidobacterium spp. 1.0x10° 20x10°
Lactococcus spp. 8.0x 10° 40x10°
Streptococcus thermophilus 8.0x 10* 6.0 x 10°
Bacillus subtilis 3.0x10° 1.1x 107
Rhodopseudomonas spp. 3.0%10° <10

Saccharomyces cerevisiae 1.0x10° 2.0 x 10




organs (including proventriculus, gizzard, heart, liver, spleen
and lungs) The length of duodenum, jejunum, ileum, both
caeca and colon was tape measured to the nearest 1 mm. The
length of duodenum was measured from the pylorus to pan-
creatic loop, the length of jejunum was the distance from the
pancreatic loop to Meckel's diverticulum and the length of
ileum was the distance from Meckel’s diverticulum to the ileo-
caecal junction. The length of the colon was measured as the
distance from the mouth of the caeca to the cloaca, while the
length of both caeca was measured as total distance of the
mouth of the ileum to the apex of the right and left caeca.
The diameters of individual intestinal segments were measured
with callipers to an accuracy of 0.01 mm (three measurements
at the beginning, in the middle and at the end of each intestinal
segment); they were used to calculate the mean measurement
of the diameter of a given segment. In addition, the internal
organs - gizzard (without digesta), proventriculus (without
digesta), liver (without gallbladder), heart and spleen were sep-
arated and weighed on a Medicat M160 balance (Medicat,
Zurich, Switzerland) with an accuracy of 0.001 g and their per-
centage in preslaughter weight was calculated.

On day 42 of rearing, the dimensions of femoral and tibial
bones were determined according to the method described
by Driesch (1976). The following was measured with an elec-
tronic calliper with an accuracy of 0.01 mm: greatest length,
medial length, greatest breadth of proximal end, greatest
depth of proximal end, smallest breadth of the corpus, greatest
breadth of the distal end, greatest depth of the distal end of
femur bone. The following measurements of the tibia were
also carried out: greatest length, axial length, greatest diagonal
of the proximal end, smallest breadth of the corpus, smallest
breadth of the distal end, depth of the distal end.

Caecal microflora analysis

After slaughter and evisceration, pooled faecal samples were
collected from the caeca of 48 birds within groups. Total
fungal count, aerobic bacteria count and lactic acid bacteria
count were determined in 1 ml of faeces. The determinations
were made at the Veterinary Laboratory by quantitative
culture (Petri dish method). The determinations were made in
accordance with Polish standards.

Statistical analysis

The numerical data were subjected to statistical analysis. Arith-
metic means and pooled standard error (SE) for both groups
were calculated for the analysed traits. Normal distribution of
the morphometric characteristics of the digestive system and
leg bones was verified with the Shapiro-Wilk test. Two-way
analysis of variance was used to determine the effect of geno-
type and sex on the above meat characteristics of the ducks.
To this end, the following linear model was used: yj=u+a;
+bj+(axb); +ej, where y;; — value of the analysed trait, u -
overall mean of the analysed trait, a; — effect of ith duck geno-
type, b; - effect of jth sex, (a x b);; — genotype by sex interaction,
e;x — random error. Significant differences between the means
of the traits between the groups and between males and
females in a group were analysed by means of Tukey’s test.
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The level of significance was at P < 0.05. Statistics were analysed
with SAS Software, ver 9.4. (SAS Institute Inc 2014).

Results and discussion

The mean body weight of 42-day-old broiler chickens from
the compared groups exceeded 3100g in males and
2600 g in females, which may be indicative of their normal
development resulting from the genetic makeup, proper
microclimate parameters and good quality feeds (Table 4).
Ross 308 broiler chickens, supplemented with EM probiotic
preparations, had non-significantly higher body weight at
42 days of age when compared to control chickens that
received no probiotics. These results are consistent with
the findings of Mutus et al. (2006), Olnood et al. (2015) and
Malik et al. (2016), who reported no statistically significant
effect of supplemental probiotics on body weight of broiler
chickens at 35 or 42 days of rearing. The body weight of 6-
week-old broiler chickens from our study was greater than
that reported by Radu-Rusu et al. (2008), Marcu et al.
(2012) and Malik et al. (2016). In both groups, sex of the
birds had a significant effect on the body weight of the
chickens aged 42 days. Control males were 507 g (16.3%)
heavier than females from the same group, whereas exper-
imental males weighed 510 g (16.3%) more than experimen-
tal females. The groupxsex interactions for body weight
were not significant (Table 4).

The data listed in Table 4 demonstrate that the use of EM
probiotic preparations did not have a significant effect on
body length, and a significant effect on total intestinal length,
and intestine:body length ratio. In both groups, body weight,
total intestinal length and intestine:body length ratio were sig-
nificantly (P <0.05) greater in males than in females. The
group X sex interaction was not significant for the above
traits. In an earlier study, Kokoszynski et al. (2017) observed
smaller total intestinal length (251.4 cm) in Ross 308 chickens
aged 42 days, and Gabriel et al. (2008) reported shorter small
intestine in 44-day-old Ross PM3 males.

Our results revealed that the EM probiotic preparations had
no significant effect on the length and diameter of individual
intestinal segments. Regardless of the treatment, males had sig-
nificantly longer individual segments of the small intestine and
significantly smaller diameter of duodenum compared to
females (Tables 5 and 6). The groupXxsex interactions for

Table 4. Body weight, body and intestine length and their ratio in 42-day-old
broiler chickens.

Sex (n= Body _Length (cm)  jntestine: Body
Group 12) weight (g) Body Intestine length ratio
Control Male 3120 299 2825° 94
Female 2613 297 2448° 8.2°
Mean 2866* 298  263.7°* 8.8%*
Experimental Male 3135 302 291.3° 9.6
Female 2635 298  268.1° 9.0°
Mean 2880* 30.0 279.7% 9.3%*
Pooled SE 454 0.2 39 0.1
Group 0.804 0.743 0.037 0.025
Sex <0.001 0.088 0.001 0.022
Group X sex 0.990 0.397 0.402 0.763

*Statistically significant differences determined between males and females in
columns within group (P < 0.05).
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Table 5. Length of intestine segments in 42-day-old broiler chickens.

Length (cm)

Group Sex (n=12) Duodenum Jejunum lleum Caecum Rectum
Control Male 345 97.8 96.5 457 8.0
Female 31.8 80.2 82.6 425 77
Mean 33.2% 89.0% 89.5* 441 79
Experimental Male 37.0 99.0 99.7 478 7.8
Female 327 88.8 95.2 43.1 8.3
Mean 34.9*% 93.9* 974 455 8.0
Pooled SE 0.5 1.6 1.6 0.9 0.3
Group 0.141 0.160 0.055 0.592 0.839
Sex 0.004 0.005 0.027 0.133 0.950
Group X sex 0.452 0.279 0.237 0.757 0.678
PMeans of traits in columns within sexes, marked with different letters differ significantly (P < 0.05).
*Statistically significant differences determined between males and females in columns within group (P < 0.05).
Table 6. Diameter of intestine segments in 42-day-old broiler chickens.
Diameter (mm)
Group Sex (n=12) Duodenum Jejunum lleum Caecum Rectum
Control Male 11.8 11.4 9.0 10.1 8.2
Female 13.6 104 9.0 9.3 7.8
Mean 12.7% 10.9*% 9.0 9.7 8.0
Experimental Male 12.3 1.1 10.6 104 8.7
Female 13.6 10.7 9.5 104 7.3
Mean 13.0% 10.9% 10.1* 104 8.0
Pooled SE 0.2 0.2 0.2 0.2 0.3
Group 0.599 0.937 0.059 0.236 0.989
Sex 0.010 0.222 0.305 0514 0.177
Group X sex 0.620 0.566 0.259 0.465 0.509
2PMeans of traits in columns within sexes, marked with different letters differ significantly (P < 0.05).
Table 7. Weight of main internal organs in 42-day-old broiler chickens.
Sex Weight (g)
Group (n=12) Liver Heart Proventriculus Gizzard Spleen
Control Male 51.6 10.5 8.4 48.8 3.0
Female 47.5 9.8 79 46.7 2.7
Mean 49.6 10.2 8.2 47.8 2.9*
Experimental Male 50.4 11.8 10.6 56.4 3.7
Female 524 9.9 9.1 447 25
Mean 514 10.9 9.9% 50.6* 3.1*
Pooled SE 0.9 0.2 0.2 1.4 0.1
Group 0.431 0.328 0.101 0.448 0.327
Sex 0.636 0.058 0.056 0.067 0.004
Group X sex 0.217 0.371 0.207 0.196 0.098

*Statistically significant differences determined between males and females in columns within group (P < 0.05).

length and diameter of the intestinal segments were not signifi-
cant (P>0.05). Sato et al. (2002) observed that dietary addition
of probiotic had no significant effect on intestine length and
percentage in broiler chickens. Pelicia et al. (2004) found no sig-
nificant differences in the length of individual segments of the
small intestine (duodenum, jejunum, ileum) and the ratio of
their weight to preslaughter body weight in 84-day-old free-
range broiler chickens in response to a probiotic and prebiotic
mixture of bacterial or/and yeast origin.

Tables 7 and 8 show that the use of EM probiotic prep-
arations did not have a significant effect on the liver, heart,
gizzard, and spleen weight and percentage, and on the proven-
triculus weight in preslaughter body weight. A significant effect
of EM preparations was observed for proventriculus percentage.
Regardless of the treatment, males had significantly higher
weight of spleen and lower percentage of liver in body
weight compared to females. For the weight and percentage

of internal organs, the group X sex interactions were not signifi-
cant (P> 0.05). An earlier experiment (Malik et al. 2016) found
that commercial probiotics containing Bacillus subtilis powder
had no significant effect on the percentage of liver, gizzard,
heart, spleen, intestine and abdominal fat in 42-day-old
broiler chickens. However, Mahajan et al. (1999) observed sig-
nificantly higher giblets values in probiotic-supplemented
broiler chickens. In turn, Kokoszynski et al. (2017) reported
lower liver, heart, proventriculus and spleen percentage, and
higher gizzard percentage in preslaughter body weight of 42-
day-old Ross 308 chickens compared to the results of the
present study. Higher liver percentage in preslaughter body
weight was also obtained by Hernandez et al. (2004), Sharifi
et al. (2012) and Hossain et al. (2012).

The administration of EM probiotic preparations to broiler
chickens had no significant effect on the measurements of
femur and tibia bones. Regardless of the group, males



Table 8. Percentage of main internal organs in 42-day-old broiler chickens.
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Content in body weight (%)

Group Sex (n=12) Liver Heart Proventriculus Gizzard Spleen
Control Male 1.65 0.34 0.27° 1.56 0.10
Female 1.81 0.38 0.30° 1.79 0.10
Mean 1.73% 0.36 0.29° 1.67 0.10
Experimental Male 1.61 0.38 0.34° 1.80 0.12
Female 1.67 0.32 0.35° 1.70 0.09
Mean 1.64 035 034° 1.76 0.11
Pooled SE 0.03 0.01 0.01 0.04 0.01
Group 0.451 0.489 0.002 0.562 0.106
Sex 0.003 0.533 0314 0.625 0.210
Group X sex 0.203 0.447 0.366 0.221 0.493
PMeans of traits in columns within sexes, marked with different letters differ significantly (P < 0.05).
*Statistically significant differences determined between males and females in columns within group (P < 0.05).
Table 9. Dimensions of the femur bone of 42-day-old broiler chickens.
Morphometric traits of femur bone (mm)
Group Sex (n=12) GL ML GB GD SM GC GE
Control Male 754 735 19.7 16.1 10.2 21.2 16.6
Female 74.8 726 18.5 16.7 9.8 203 16.5
Mean 75.1 731 19.1 16.4 10.0 20.8 16.5
Experimental Male 75.6 73.2 20.1 16.5 10.8 21.7 16.8
Female 73.0 71.2 17.9 15.8 9.6 19.7 16.4
Mean 74.3* 72.2* 19.0% 16.2 10.2* 20.7* 16.6
Pooled SE 0.3 04 0.2 0.2 0.1 0.2 0.2
Group 0.231 0.235 0.744 0.551 0.263 0.883 0.754
Sex 0.016 0.047 0.004 0.887 0.001 0.001 0.588
Group X sex 0.125 0.403 0.079 0.077 0.027 0.073 0.714

GL, greatest length; ML, medial length; GB, greatest breadth of proximal end; GD, greatest depth of proximal end; SM, smallest breadth of the corpus; GC, greatest breadth

of the distal end; GE, greatest depth of distal end.
2bpeans of traits in columns within sexes, marked with different letters differ significantly (P < 0.05).
*Statistically significant differences determined between males and females in columns within group (P < 0.05).

Table 10. Dimensions of the tibia bone of 42-day-old broiler chickens.

Morphometric traits of tibia bone (mm)

Group Sex (n=12) GL AL GD SB SD DD
Control Male 98.7 97.1 26.2 7.6 19.9 14.3
Female 98.1 96.1 25.1 7.5° 18.9 13.8
Mean 98.4 96.5 25.6 7.5 19.4 14.1
Experimental Male 99.1 97.4 27.1 7.9 18.9 14.3
Female 96.4 943 24.2 7.1° 21.1 13.6
Mean 97.7* 95.9* 25.7* 7.5% 19.8*% 13.9*%
Pooled SE 04 04 0.2 0.1 0.2 0.1
Group 0.418 0.374 0.962 0.722 0.278 0.470
Sex 0.040 0.013 0.001 0.001 0.001 0.002
Group X sex 0.202 0.188 0.007 0.021 0.008 0.481

GL, greatest length; AL, axial length; GD, greatest diagonal of the proximal end; SB, smallest breadth of the corpus; SD, smallest breadth of the distal end; DD, depth of the

distal end.

2b\eans of traits in columns within sexes, marked with different letters differ significantly (P < 0.05).
*Statistically significant differences determined between males and females in columns within group (P < 0.05).

showed significantly higher measurements for greatest length,
medial length, greatest breadth of proximal end, smallest
breadth of the corpus and greatest breadth of the distal end
of femur bone (Table 9). The group xsex interactions were
not significant for the analysed femur bone measurements
except for the measurement of the smallest breadth of the

Table 11. Caecal microflora of 42-day-old broiler chickens.

Group-cell count (cfu/ml)

Item Control Experimental
Anaerobic bacteria 3.1% 107 1.9% 107
Lactic acid bacilli 2.8x% 10" 23%10"
Total fungal count 54x%10'" 58x10"

corpus of this bone. The analysis of tibia bone dimensions in
the analysed broiler chickens (Table 10) showed a non-signifi-
cant effect of administering EM probiotic preparations on
tibia bone measurements. Regardless of the treatment, males
had significantly greater tibia measurements compared to
females. The groupxsex interactions were not significant
except for the interaction for the greatest diagonal of the prox-
imal end, smallest breadth of the corpus and smallest breadth
of the distal end of the tibia.

The results of microbiological determinations of caecal
faeces are listed in Table 11. The analysis of the results
showed decreases in the number of aerobic bacteria and
lactic acid bacilli and an increase in total fungal count in
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caecal faeces from 42-day-old chickens following the appli-
cation of EM probiotic preparations.

Concluding, the use of EM probiotic preparations had a posi-
tive effect on the body weight and length, total intestinal
length, and the length and diameters of intestinal segments
in 42-day-old Ross 308 chickens. The EM probiotics had a signifi-
cant effect on total intestine length, intestine-body length ratio
and proventriculus percentage in body weight. Sex of birds had
a significant effect on body weight, total intestinal length,
length of the small intestine segments, intestine-body length
ratio, spleen weight, liver percentage and almost all the
measurements of femur and tibia bones.
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