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SKROTY

AA — kwas arachidowy

ALB - albuminy
ALP - fosfataza alkaliczna

ALT —aminotransferaza

alaninowa
AMEN - energia metaboliczna

ANF — zwiazki

antyzywieniowe

AST —aminotransferaza

asparaginianowa
BIL - bilirubina

BS - biatko surowe
Ca — wapn

CAT - katalaza
CREAT - kreatynina
Cu — miedz

DHA - kwas
dokozaheksaenowy

EB - energia brutto

FAME - estry metylowe

kwasow tluszczowych

FCR - wspoétczynnik
wykorzystania paszy

Fe — zelazo

FF — fosfor fitynowy

FRC - grupa doswiadczalna z
wykorzystaniem
fermentowanego makuchu

rzepakowego

GGT - transpeptydaza gamma-

glutamylowa
GLB - globuliny
GLS - glukozynolany

GSH/GSSG - glutation

catkowity

HRC - grupa do$wiadczalna z
wykorzystaniem makuchu
rzepakowego poddanego

obrobce hydrobarotermiczne;j
JH — jednostki Haugha

LDH - dehydrogenaza

mleczanowa

LOOH - stezenie nadtlenkow
lipidow

MDA - dialdehyd malonowy
Mg — magnez
N —azot

NSP - polisacharydy

nieskrobiowe
P — fosfor
PS — popiol surowy

PSR — grupa doswiadczalna z

wykorzystaniem

poekstrakcyjnej Sruty

rzepakowej

PSS — poekstrakcyjna $ruta

sojowa

PUFA - wielonienasycone

kwasy thuszczowe

RRC - surowy makuch

rzepakowy

SCFA - krétkotancuchowe

kwasy tluszczowe
SM - sucha masa

SOD - dysmutaza

ponadtlenkowa

T3 — tréjjodotyronina

T4 — tyroksyna

TAG - triacyloglicerol
TBA — kwas tiobarbiturowy
TC - cholesterol catkowity
TMA — trimetyloamina
TiO2 — dwutlenek tytanu
TP — biatko catkowite

TS — tluszcz surowy

UA — kwas moczowy
UREA - mocznik

Zn — cynk



1. WSTEP I PRZEGLAD PISMIENNICTWA

Poekstrakcyjna $ruta sojowa (PSS) jest obecnie gtéwnym zrodlem biatka paszowego
wykorzystywanym w zywieniu zwierzat gospodarskich, stosowanym rowniez w dietach dla kur
nie$nych. Specyficzne wymagania klimatyczne soi sprawiaja jednak, ze $wiatowe
zapotrzebowanie na biatko paszowe jest zaspokajane przez import PSS z ograniczonej liczby
krajow. Ze wzgledu na wysokie ceny, zmienng podaz, a takze obawy zwigzane ze stosowaniem
pasz genetycznie modyfikowanych, od lat poszukuje si¢ alternatywnych, najlepiej rodzimych
zrodel bialka roslinnego, takich jak poekstrakcyjna $ruta rzepakowa (PSR) czy makuch
rzepakowy. Wedlug Organizacji Narodow Zjednoczonych ds. Wyzywienia i Rolnictwa (FAO
2020), w sezonie 2019/2020 swiatowa produkcja nasion oleistych wynosita 584,3 miliona ton,
w tym 69,2 miliona ton rzepaku, ktory jest szeroko wykorzystywany zaréwno w produkcji
artykutdow spozywczych, jak 1 paszowych. W przemys$le paszowym wykorzystywane
sg najczesciej produkty uboczne powstajagce podczas tloczenia oleju rzepakowego, takie jak
sruta poekstrakcyjna czy makuch. Wedhig Angelovicova 1 Angelovi¢ (2013) makuch
rzepakowy, podobnie jak poekstrakcyjna S$ruta rzepakowa (PSR) moze by¢ bardzo
warto$ciowym skladnikiem diety dla kur niesnych. Technologia wyttaczania oleju, podczas
ktorej powstaje makuch rzepakowy jest tansza i bardziej przyjazna dla srodowiska,
niz ekstrakcja rozpuszczalnikami organicznymi zwigzana z powstawaniem PSR, co przeklada
si¢ na korzystniejszg cen¢ makuchu, niz PSR na rynku paszowym. Dodatkowo, w pordwnaniu
z PSR, makuch rzepakowy ma w swoim sktadzie wigcej oleju, a w konsekwencji charakteryzuje
si¢ wyzszg koncentracja energii metabolicznej (AMEn), zawiera do 400 g/kg biatka ogdlnego
(BS) oraz wysokie ilo$ci naturalnych przeciwutleniaczy (Smulikowska 1 wsp., 2006; Jakobsen
1 wsp., 2015; Kopacz i wsp., 2021). Pozostaly w makuchu olej rzepakowy jest bogaty
w wielonienasycone kwasy thuszczowe (PUFA) omega-3 (ok. 8-9%) oraz omega-6 (ok. 20-
24%) 1 wedhug wielu autoréw (Bedekovic 1 wsp., 2014; Faitarone 1 wsp., 2016) moze zwigkszac
zawarto$¢ tych kwasow w zoltku jaja, poprawiajac ich wlasciwosci prozdrowotne. Olej
rzepakowy zawiera rdwniez zwiazki bioaktywne, takie jak witamina E, zwiagzki fenolowe,
flawonoidy, fitosterole 1 inne przeciwutleniacze, ktore przynosza korzysci zdrowotne dla ludzi
1 zwierzat (Szydtowska-Czerniak, 2013).

Niestety szersze wykorzystanie makuchu rzepakowego w diecie drobiu jest ograniczone
przez obecno$¢ w nim wysokich stezen czynnikow antyzywieniowych (ANF), takich jak

polisacharydy nieskrobiowe (NSP), glukozynolany (GLS), kwas fitynowy, synapina czy taniny



(Chibowska 1 wsp., 2000; Kocher i wsp., 2000). NSP obnizaja wykorzystanie sktadnikow
odzywczych z diety, zwlaszcza biatka, energii i fosforu (Knudsen, 1997). Drob nie wytwarza
enzymow endogennych zdolnych do trawienia NSP, a wedlug Jia i wsp. (2012), ich calkowita
strawno$¢ w dietach na bazie kukurydzy i PSR jest znikoma i w przypadku kur nie$nych wynosi
2%, dorostych kogutow 4%, a kurczat brojleréw 8%. Wysoki poziom NSP w diecie drobiu
moze stymulowaé rozwdj i aktywnos$¢ mikroflory jelitowej, zwigksza¢ lepko$¢ tresci w jelicie
cienkim, co w konsekwencji prowadzi do zmniejszenia tempa przeplywu pokarmu
1 wykorzystania skladnikéw odzywczych (Kocher i wsp., 2000; Zdunczyk 1 wsp., 2013).
Recoules 1 wsp. (2009) podaje, ze nizsza strawno$¢ bialka rzepakowego moze wynikac
z wigzania protein z frakcjami widkna pokarmowego oraz odpornos$ci protein rzepaku, w tym
krucyferyny, na proteoliz¢ przez fizjologiczne enzymy trawienne. Z badan Boros
1 Gotgbiewskiej (2019) wynika jednak, ze krucyferyna cechuje si¢ wysoka strawnos$cia, a za
niskg strawnos$¢ biatka $ruty rzepakowej odpowiedzialne sg sktadniki niebiatkowe.

Pasze rzepakowe zawieraja do$¢ duzo fosforu, podobnie jak innych sktadnikow
mineralnych, najczesciej sa one jednak zwigzane z kwasem fitynowym, a wskutek tego stabo
przyswajalne dla drobiu. Dlatego w dietach ptakéw nalezy stosowaé fitazy lub fosfor
nieorganiczny (Lim 1 wsp., 2003; Koztowski 1 wsp., 2011). GLS to glowne zwigzki
antyodzywcze w rzepaku, a produkty ich rozktadu maja najczesciej negatywny wplyw
na zdrowie 1 produkcyjnos¢ ptakow. Zwigzki te sa odporne na obrobke cieplna, ale tatwo
ulegaja hydrolizie enzymatycznej w obecno$ci mirozynazy, enzymu odpowiedzialnego za
niszczenie wigzan glikozydowych. Prowadzi to do powstawania produktow rozktadu GLS,
w tym izotiocyjanianow, ktére zmniejszajg pobranie paszy, powodujac pogorszenie wynikoOw
wzrostowych 1 produkcyjnych, zwigkszajg $miertelno$¢ ptakdéw, ponadto zmniejszaja
produkcje jaj oraz ich mas¢ (Tripathi i Mishra, 2007; Drazbo i wsp., 2018b; Zhu i wsp., 2018a).
Negatywny wpltyw GLS na produkcyjno$¢ ptakéw zwigzany jest w duzym stopniu
z zaburzeniami pracy tarczycy, ktora ulega powigkszeniu 1 wydziela mniej hormondw,
trojjodotyroniny (T3) i tyroksyny (T4), co zaktoca rownowage miedzy ich stezeniem (Ahmadi,
2016). Z powodu odkladajacej si¢ w zottku trimetyloaminy (TMA), produktu bakteryjnej
fermentacji choliny w jelicie grubym ptakow, produkty rzepakowe stosowane w diecie kur
nie$nych mogg przyczynia¢ si¢ rOwniez do wystepowania rybiego zapachu jaj (Ward 1 wsp.,
2009). Goitryna, czynnik antyodzywczy (ANF) powstajacy w wyniku rozpadu GLS, hamuje
utlenianie TMA do bezwonnych zwigzkow, co powoduje rybi posmak w jajach znoszonych
przez genetycznie podatne ptaki, w szczeg6lnosci nioski pochodzace od rasy Rhode Island Red

(Fenwick 1 wsp., 1984; Mawson i wsp., 1995). Poniewaz GLS sa najbardziej toksycznymi
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zwigzkami wystgpujacymi w nasionach rzepaku, ich zawarto$¢ w paszach dla drobiu nie
powinna przekracza¢ 2,5 pmol/g (Feng i Zuo, 2007a; Yadav i wsp., 2022). Wedlug Tripathi
i Mishra (2007), negatywny wptyw GLS jest bardziej wyrazny u kur niosek, niz u kurczat
brojleréw ze wzgledu na dluzszy okres odchowu w przypadku tych pierwszych.

Rosnace zapotrzebowanie na krajowe pasze biatkowe dla drobiu powoduje, ze od lat
stosuje si¢ rozne zabiegi uszlachetniajgce, majace na celu poprawi¢ warto$¢ pokarmowa pasz
rzepakowych. Glownym celem jest zmniejszenie zawartosci niektorych ANF, co mozna
osiggngc¢ za pomocg obrobki fizycznej, chemicznej 1 biologicznej komponentow paszowych lub
poprzez modyfikacje praktyk hodowlanych (Dénicke 1 wsp., 1998; Feng i Zuo, 2007a;
Koztowski i Jeroch, 2014). Wielu autoréw w swoich badaniach wykazalo, ze obrobka termiczna
skutecznie dezaktywuje mirozynaze i1 zmniejsza poziom GLS w paszach rzepakowych,
poprawiajac ich warto$¢ odzywcza dla zwierzat monogastrycznych, w tym drobiu
(Smulikowska 1 wsp., 2006; Newkirk 1 Classen, 2002; MiloSeci¢ 1 wsp., 2011). Dotychczas
brakuje jednak informacji na temat wykorzystania komponentow paszowych poddanych
obrobce hydrotermicznej w diecie kur niesnych, zwlaszcza pod wzgledem ich wplywu na
funkcjonowanie przewodu pokarmowego. Lichovnikova 1 wsp. (2000) 1 Sasyte i wsp. (2017)
zaobserwowali, ze ekstrudowane pasze rzepakowe wprowadzone do diety kur niesnych nie
pogarszajag wynikow produkcyjnych, wptywajac pozytywnie na strawnos$¢ thuszczu i retencje
azotu u ptakow. Niewiele wiadomo jednak o innych metodach obrobki termiczne;,
poprawiajacych wartos¢ odzywcza pasz rzepakowych stosowanych w zywieniu kur niesnych.

Fermentacja jest metodg, ktéra od dawna jest stosowana w celu poprawy wartosci
pokarmowej surowcow paszowych, w tym rzepaku, w diecie zwierzat (Vig i Walia, 2001;
Chiang 1 wsp., 2010; Zaworska i wsp., 2016; Drazbo i1 wsp., 2018a). Poprawia smakowito$¢
paszy, wptywa korzystnie na przyswajanie niektorych sktadnikow odzywczych oraz zmniejsza
koncentracje niepozadanych ANF w komponentach paszowych. Wedtug Gao 1 wsp. (2020),
w zaleznosci od zastosowanego inokulantu oraz warunkéw procesu, fermentacja PSR moze
wplyna¢ na redukcje zwigzkéw alifatycznych (o 57,7%), GLS indolowych (o 97,3%),
oligosacharydow (o 73%), ligniny 1 NDF (o 25%) oraz kwasu fitynowego (o 86%). Jednak
skuteczno$¢ fermentowanych pasz rzepakowych w Zywieniu kur nie$nych nie byla dotad
badana. Dotychczasowe badania wskazuja, ze fermentowane pasze moga korzystnie wptywac
na wyniki produkcyjne 1 jako$¢ jaj kurzych. Engberg i wsp. (2009) podaja, ze podawanie
fermentowanej mieszanki petnoporcjowej kurom nieSnym pozytywnie wpltywa na mase jaja
ijako$¢ skorupy. Z kolei w badaniach Zhu i wsp. (2020) wykazano, ze dodatek

fermentowanych pasz na bazie kukurydzy, Sruty bawelnianej oraz PSR moze poprawic¢
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niesno$¢, status oksydacyjny i odpornos¢ u kur niosek. W badaniach Drazbo i wsp. (2019)
przeprowadzonym na indyczkach rzeznych wykazano, ze wprowadzenie do diety ptakoéw 15%
udziatu fermentowanego makuchu rzepakowego (FRC) nie wplyngto negatywnie na wskazniki
wzrostowe zwierzat, miato natomiast korzystniejszy wptyw na jako$¢ migsa piersiowego, niz
mieszanka paszowa, w ktorej jedynym zréodlem biatka byla PSS. Dotychczasowe
doswiadczenia prowadzone na drobiu rzeznym wykazaty rowniez, ze FRC moze wplywaé
na popraw¢ wynikéw odchowu, wskaznikow statusu zdrowotnego i morfologii jelit u kurczat
brojlerow 1 indykow rzeznych (Feng 1 wsp., 2007b; Hu 1 wsp., 2016; Drazbo 1 wsp., 2018b).
Pasze fermentowane charakteryzuja si¢ zwykle wyzsza liczbg bakterii kwasu mlekowego,
wyzszym stezeniem wybranych krotkotancuchowych kwasow tluszczowych (SCFA)
1 nizszymi wartosciami pH w porownaniu z komponentami surowymi, dzigki czemu wptywaja
korzystnie na morfologi¢ 1 funkcjonowanie przewodu pokarmowego ptakéw modulujac
ekosystem mikroorganizmow jelitowych u drobiu (Hu i wsp., 2016; Goodarzi Boroojeni i wsp.,
2018; Drazbo 1 wsp., 2020; Lv 1 wsp., 2020). Bakterie probiotyczne zawarte w paszach
fermentowanych moga obniza¢ pH jelit poprzez produkcje SCFA oraz dzigki wydzielaniu
substancji przeciwbakteryjnych - hamowac¢ kolonizacje jelit przez bakterie chorobotwoércze
(Sugiharto i Ranjitkar, 2019). W badaniu przeprowadzonym przez Elbaz (2021), fermentowana
Sruta rzepakowa zwickszyla strawnos$¢ sktadnikow pokarmowych u kurczat brojlerow,
najprawdopodobniej ze wzglgdu na zmniejszenie ilo$ci patogennej mikroflory w jelitach,
co pozytywnie wptynelo na wchianianie sktadnikow odzywczych i zwicekszylo wartos¢
odzywcza PSR. Z kolei badania Drazbo i wsp. (2020), wykazaty, ze proces fermentacji
poprawil warto§¢ odzywcza makuchu rzepakowego 1 wywart korzystny wpltyw na stezenie
SCFA 1 aktywnos$¢ bakteryjnych enzymoéw glikolitycznych. Rozwo6j korzystnej mikroflory
jelitowej u ptakow umozliwia im wykorzystanie pelnego potencjalu genetycznego,
a w konsekwencji zwigkszenie wydajnosci. Pasze charakteryzujace si¢ wysoka strawnoscig
1 biodostepnoscia sktadnikow odzywczych przyczyniaja si¢ do optymalizacji produkcji drobiu.
Podczas fermentacji mikroorganizmy wytwarzaja kwas mlekowy, ktéry pomaga w trawieniu
innych diet zawierajacych biatko, a takze biosyntetyzuja pewne enzymy, ktdre sa niezbgdne
w procesie trawienia (Dahiya 1 Nigam, 2022). W ten sposob fermentowane pasze pozytywnie
wplywaja na funkcjonowanie jelit, a w konsekwencji na stan zdrowia drobiu.

W dostepnej literaturze brak jest jednoznacznych wskazah co do optymalnego udziatu
produktow rzepakowych w diecie kur niesnych. Wedhug niektorych autoréw udzial rzepaku nie
powinien przekracza¢ 10%, podczas gdy w innych badaniach diety zawierajace 20% rzepaku

nie miaty negatywnego wptywu na wskazniki produkcyjne niosek oraz jakos$¢ jaj (Thomas
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1wsp., 1978; Mawson i wsp., 1994; Jia i wsp., 2008; Khajali i Slominski, 2012; Savary i wsp.,
2019). Dotychczasowe badania wykazaty rowniez, ze poddane obrébce hydrotermicznej oraz
fermentacji sktadniki paszy maja pozytywny wplyw na funkcjonowanie przewodu
pokarmowego i wydajnos¢ drobiu rzeznego (Chiang i wsp., 2010; Ahmed i wsp., 2014; Drazbo
1 wsp., 2018b). Zwazywszy na fakt, ze Polska jest jednym z najwigkszych eksporteréw jaj
w Unii Europejskiej, a w 2020 r. osiggneta produkcje na poziomie ok. 10 mld sztuk, wskazane
jest okreslenie potencjalu naszych rodzimych komponentéw biatkowych, w tym

uszlachetnionych form makuchu rzepakowego, w Zywieniu kur nie$nych.



2. HIPOTEZA I CEL BADAN

2.1. Hipoteza badawcza:

W $wietle dotychczasowych wynikow badan postawiono hipotez¢ badawcza, ktora
zaklada, ze procesy uszlachetniania, takie jak obrobka hydrobarotermiczna czy fermentacja,
mogg poprawia¢ warto$¢ pokarmowa makuchu rzepakowego, stanowigcego komponent
mieszanek paszowych dla kur niesnych, a w konsekwencji majg korzystny wptyw na wyniki

produkcyjne, jakos¢ jaj, status zdrowotny organizm 1 funkcjonowanie przewodu pokarmowego.
2.2. Cel badan:

Celem badan bylo okreslenie wpltywu 20% udzialu surowego makuchu rzepakowego
(RRC) oraz poddanego obrébce hydrobarotermicznej (HRC) i procesowi fermentacji (FRC)
w dietach dla kur nieSnych na wyniki produkcyjne, wybrane wskazniki jakosci jaj, profil
kwasow tluszczowych 1 status antyoksydacyjny zottek jaj oraz parametry biochemiczne krwi

1 funkcjonowanie jelit u kur niesnych.
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3. MATERIAL I METODY

Podstawa dysertacji doktorskiej bylo doswiadczenie przeprowadzone w Laboratorium
Dydaktyczno-Badawczym w Batdach, nalezacym do Katedry Drobiarstwa i Pszczelnictwa
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Wszystkie badania wykonano zgodnie
z Dyrektywa UE 2010/63/EU, dotyczaca ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow
naukowych (OJEU, 2010).

3.1. Makuch rzepakowy

Makuch rzepakowy pozyskany z rynku krajowego zostat zakupiony w firmie Agrolok
w Golubiu-Dobrzyniu. Przed rozpoczeciem uszlachetniania hydrobarotermicznego, makuch
rzepakowy rozdrobniono w mitynie walcowym do uzyskania odpowiedniej struktury,
a nastepnie kondycjonowano w temperaturze 90-95°C 1 wilgotnosci ok. 18%. W dalszej
kolejnosci poddano go obrobce w hydroreaktorze termicznym, w ktérym podlegat dziataniu
pary wodnej 1 temperatury 95-100°C przez okres 15-20 min. Otrzymany surowiec
ekspandowano w temperaturze 105-110°C stosujac ci$nienie 40-60 atmosfer, po czym suszono
1 chtodzono, aby uzyska¢ odpowiednig wilgotnos¢ i temperature niezbedng do magazynowania.

Fermentacj¢ makuchu rzepakowego przeprowadzono wg metody opisanej w badaniach
Drazbo 1 wsp. (2018a). Makuch rzepakowy zostat zmielony 1 wymieszany z woda w stosunku
1:2. Podczas fermentacji uzyto komercyjnego preparatu enzymu 6-fitazy (Pichia pastoris)
dodajac go do makuchu w stosunku wagowym 1:1000 1 doktadnie mieszajac. Fermentacje
w stanie statym prowadzono przez 24 h w temperaturze 30°C w warunkach beztlenowych.
Nastepnie enzym poddawano dezaktywacji w temperaturze 70°C przez 15 min.
Przefermentowana biomase¢ suszono w temperaturze 55°C. Proces fermentacji zostat

przeprowadzony zgodnie z procedurg (numer patentu: 422849).

3.2. Ptaki i warunki utrzymania

Materiat doswiadczalny stanowity 304 kury nie$ne Hy-Line Brown w wieku 36 tygodni,
pochodzace z lokalnego stada komercyjnego. Przed rozpoczgciem eksperymentu wszystkie
ptaki zostaly indywidualnie zwazone 1 umieszczone w klatkach bateryjnych
trojkondygnacyjnych (wymiary: 40 x 35 x 60 cm), po dwie kury w klatce. Nioski podzielono
w sposob losowy na cztery grupy do$wiadczalne (38 powtorzen/klatek na grupe, dwie kury
w klatce) i rownomiernie roztozono na trzech poziomach klatek. Temperatura w pomieszczeniu

utrzymywana byla na poziomie 20-22°C, a cykl o$wietlenia wynosit 16 godzin $wiatla cigglego
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1 8 godzin ciemnos$ci. Doswiadczenie trwalo 12 tygodni (do 48. tygodnia zycia niosek), a przez
caly okres trwania eksperymentu ptaki miaty nieograniczony dost¢p do paszy i wody. W trakcie
badania ptaki zywiono izobialkowymi i izokalorycznymi mieszankami petnoporcjowymi
w formie sypkiej, ktore roznicowano zrodlem biatka. W grupie kontrolnej (C) gldéwnym
zrédtem biatka w diecie byta PSS, podczas gdy w grupach doswiadczalnych kury otrzymywaty
diety z 20% udziatem RRC, HRC lub FRC. Wszystkie diety zostaly zbilansowane zgodnie
z zapotrzebowaniem ptakow na sktadniki pokarmowe (Smulikowska i Rutkowski, 2018). Sktad
1 warto$¢ pokarmowa mieszanek doswiadczalnych przedstawiono w Tabeli 1.

Zarowno RRC jak 1 wszystkie mieszanki paszowe przeanalizowano w dwoch
powtorzeniach pod katem zawartos$ci suchej masy (SM), biatka surowego (BS), tluszczu
surowego (TS) 1 popiotu surowego (PS) zgodnie z metodami AOAC (2007), odpowiednio:
934.01, 976.05, 920.39, 978.10, 942.05 1 984.27. Zawarto$¢ energii brutto zostata okreslona
przy uzyciu bomby kalorymetrycznej adiabatycznej (KL 12 Mn, Precyzja-Bit PPHU,
Bydgoszcz, Polska) skalibrowanej kwasem benzoesowym. Zawartos¢ wapnia (Ca) 1 fosforu (P)
catkowitego w paszy oznaczono w dwodch powtdrzeniach metoda optycznej spektrometrii
emisyjnej w optycznym spektrometrze emisyjnym Avio TM 200 (Perkin Elmer). Fosfor
fitynowy oznaczono wedlug metody Haug i Lantzsch (1983). NSP w paszach i makuchu
rzepakowym zostaly oznaczone za pomoca chromatografii gazowo-cieczowej przy uzyciu
kolumny SP-2340 i gazowego chromatografu Varian CP3380 (Varian Inc., Palo Alto, CA, USA)
oraz metody kolorymetrycznej (kwasy uronowe) przy uzyciu spektrofotometru Biochrom
Ultrospec 50 (Biochrom Ltd., Cambridge, UK), zgodnie z metodyka Englyst i Cummings
(1984, 1988) z modyfikacjami Slominskiego i Campbella (1990). GLS oznaczono za pomoca

chromatografii gazowo-cieczowej zgodnie z opisem Slominski i Campbell (1987).
3.3. Wyniki produkcyjne kur nieSnych

Mas¢ kur okre$lono na poczatku (36 tygodni zycia) i na koncu (48 tygodni Zzycia)
doswiadczenia. Codziennie kontrolowano produkcje jaj, a wskaznik nie$nosci zostat wyrazony
jako $rednia produkcja jaj na jednga kur¢ w danym okresie. Jaja byly zbierane codziennie,
a produkcja jaj byla wyrazana w oparciu o liczb¢ dni w odstgpach 4-tygodniowych.
Jednostkowa masa jaja byta rejestrowana poprzez indywidualne wazenie jaj z kazdej klatki co
2 tygodnie 1 zostala wykorzystana do obliczenia $redniej masy jaja. Calkowita masa
zniesionych jaj zostala obliczona przez pomnozenie $redniej masy jaja przez liczbe jaj.

Spozycie paszy kontrolowano co 4 tygodnie, w 40., 44. i 48. tygodniu zycia ptakow.
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Na podstawie catkowitego spozycia paszy oraz liczby dni w badanym okresie obliczono $rednie
dzienne spozycie paszy na jednego ptaka. Wspotczynnik wykorzystania paszy (FCR)

(kg paszy/kg zniesionych jaj) obliczono na podstawie spozycia paszy i masy jaj.
3.4. Jakos¢ jaj

W ostatnim tygodniu dos$wiadczenia (48. tygodniu zycia kur), z kazdej grupy
doswiadczalnej wybrano losowo 12 jaj o $redniej masie w celu okreslenia ich wlasciwosci
fizykochemicznych. Wszystkie analizy jako$ciowe zostaty przeprowadzone w ciggu 24 godzin
od zbioru. Jaja byly wazone indywidualnie, a nastgpnie wybijane na stoisku pomiarowym
i badane pod katem wysokosci biatka. Srednia z dwoch pomiaréw i masa jaja zostata uzyta do
okreslenia wartosci jednostek Haugha (JH) (Haugh, 1937). Barweg zoéitka okreslano
na podstawie 15-punktowej skali DSM. W kolejnym etapie badan z6ltko zostato oddzielone
od biatka 1 wazone w celu okreslenia procentowego udzialu poszczegolnych czesci jaja.
Grubos¢ skorupy mierzono w trzech roznych miejscach (§rodek, koniec tgpy i ostry) za pomoca
sruby mikrometrycznej, a wynik zostat wyrazony jako $rednia warto$¢ z pomiardw.
Wytrzymato$¢ skorupy jaj zostata zmierzona za pomoca aparatu Egg Force Reader (ORKA

Food Technology).
3.5. Sklad kwasow thuszczowych i zawartos¢ cholesterolu w zoltku jaja

Profil kwasoéw tluszczowych oraz zawarto$¢ cholesterolu okreslono w jajach §wiezych.
Thuszcz ekstrahowano z zo6itek metoda Folch 1 wsp. (1957), a nastepnie wyekstrahowany
thuszcz poddano estryfikacji mieszaning chloroformu, metanolu i kwasu siarkowego, zgodnie
z opisem Peiskera (1964). Powstale estry metylowe kwasow tluszczowych (FAME) zostaly
rozdzielono przy uzyciu chromatografu gazowego 7890A (Agilent Technologies Inc., Palo
Alto, CA, USA) z detektorem FID i kolumna kapilarng Supelcowax 10 o wymiarach 30m x
0,32 mm x 0,25 m. Identyfikacje estrow metylowych kwasoéw tluszczowych w badanych
probach wykonano stosujac wzorzec odniesienia FAME (Supelco).

Cholesterol wyodrebniono z tluszczu na drodze ekstrakcji eterem etylowym, a nastgpnie
estryfikacji z uzyciem wodorotlenku potasu (KOH) zgodnie z metoda International Dairy
Federation (1992). Uzyskane proby zostaly przeanalizowane w chromatografie PU4600
(Unicam, Cambridge, UK) z detektorem jonizacji ptomieniowej (FID).
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3.6. Status oksydacyjny zoltek jaj

Homogenaty zottek jaj zostaly poddane analizie chemicznej w celu okreslenia
koncentracji produktow peroksydacji lipidow. Zawarto$¢ nadtlenkoéw lipidowych (LOOH)
oznaczono zgodnie z metodyka Gay i Gebicki (2002), a zawarto$¢ dialdehydu malonowego
(MDA) zgodnie z metodyka Botsoglou i wsp. (1994). MDA okreslono na podstawie reakcji
kwasu tiobarbiturowego (TBA) z koncowymi produktami peroksydacji lipidow w kwasnym
srodowisku 1 podwyzszonej temperaturze, a produktem byt barwny addukt MDA-TBA2.
Aktywno$¢ enzymu przeciwutleniajgcego, dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), w zbltkach jaj
oznaczono spektrofotometrycznie przy uzyciu metody utleniania adrenaliny (Greenwald,
1985), przy zmodyfikowanej dlugosci fali 320 nm w celu uzyskania wigkszej selektywnos$ci
posrednich produktow reakcji. Aktywnos¢ katalazy (CAT) oznaczano zgodnie z metoda
Claiborne'a (Greenwald, 1985). Test polegat na pomiarze szybkosci rozktadu substratu

(nadtlenku wodoru) katalizowanego przez ten enzym.

3.7. Analiza sensoryczna jaj kurzych

Ocenie sensorycznej poddano jaja gotowane na twardo, ktore wczesniej zanurzono
w lazni wodnej 1 utrzymywano w temperaturze 100°C przez 15 minut. Po zakonczeniu obrobki
termicznej jaja schtadzano pod strumieniem zimnej biezacej wody przez 15 minut.
Bezposrednio po schlodzeniu zostaly one ocenione w pigciostopniowej skali hedonicznej,
gdzie: 5—bardzo wysoka jakos¢, 4—wysoka jakos$¢, 3—satysfakcjonujgca jakos¢, 2—
niesatysfakcjonujgca jakos$¢, 1—niska jakos$¢. Oceniano nastg¢pujace cechy sensoryczne
jakosci: wyglad (obejmujacy wyglad calego jaja i1 jego przekrdj podhuzny), aromat, teksture
biatka, teksture zoitka, smak. Analiz¢ przeprowadzono przy udziale sze$ciu wyszkolonych
panelistow, wybranych ze wzgledu na ich wrazliwo$¢ sensoryczng (ISO 2012).
W pomieszczeniu panelowym utrzymywano wilgotno$¢ wzgledna wynoszaca minimum 60%

oraz temperature 21°C.
3.8. Badanie strawnosciowe

W szostym tygodniu doswiadczenia z kazdej grupy wybrano losowo osiem klatek
(wyposazonych w tace do zbierania odchodow), aby okresli¢ wspotczynniki strawnosci
i retencje sktadnikow pokarmowych (SM, EE, azot-N, Ca i P), a takze metaboliczno$¢ energii
(AMEN) diet doswiadczalnych. Jako niestrawny marker do kazdej z diet dodano 3 g TiOx/kg

mieszanki paszowej. Podczas pigciodniowego okresu wilasciwego odchody z kazdej klatki
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zbierano dwa razy dziennie (w odstepach 12-godzinnych) i przechowywano w plastikowych
torebkach w temperaturze -20°C. W ostatnim dniu odchody zebrane z kazdej klatki zostaty
potaczone, aby stanowily jedng zbiorowa probe (8 powtdrzen na grupe), a nastgpnie zamrozone
i zliofilizowane do dalszych analiz. Ponizszy wzor zostat uzyty do obliczenia wspotczynnikow

pozornej strawnosci sktadnikow pokarmowych i retencji sktadnikéw pokarmowych:

TiO, w diecie ) (zaw. skt.pokarmowego w ka%omoczu)] 100
* *

Strawno$¢ = [1 — ( -
W TiO, w katomoczu

zaw. skt.pokarmowego w diecie

Metaboliczno$¢ energii (AMEN) diet obliczono przy uzyciu nast¢pujgcego wzoru:

TiO,diety
TiOykatomoczu

AME, (1:—91) = EB diety — [EB katomoczu * ( )] —0,0344 *

N diety — [N katomoczu * (M)],

Ti0,katomoczu

gdzie EB to energia brutto, N to azot, a TiO; to dwutlenek tytanu. Wartos§¢ AMEN zostata
skorygowana do zerowego bilansu azotu przy uzyciu wspofczynnika konwersji 0,0344 MJ/kg
zatrzymanego N (Hill 1 Anderson, 1958). Obliczenia przeprowadzono oddzielnie dla kazdego

powtorzenia.
3.9. Analiza biochemiczna krwi

Pod koniec trwania doswiadczenia, dziewig¢ ptakow z kazdej grupy zostato losowo
wybranych, zwazonych i poddanych ubojowi w ubojni, znajdujacej si¢ w Laboratorium
Dydaktyczno-Badawczym w Batdach. Ptaki zostaly ogluszone za pomoca pradu elektrycznego
(400 mA; 350 Hz), a nastepnie usmiercone poprzez podcigecie naczyn krwionos$nych szyi.
Podczas wykrwawiania pobrano krew do analiz. Natychmiast po pobraniu probki krwi zostaty
podzielone na probodwki zawierajace heparyne i EDTA jako antykoagulanty. Nastepnie probki
odwirowano (3000 obr./min), a powstale osocze pobrano do dalszych analiz. Zawarto$¢ biatka
catkowitego (TP), albuminy (ALB), globuliny (GLB), cholesterolu catkowitego (TC),
triacylogliceroli (TAG), bilirubiny (BIL), mocznika (UREA), kwasu moczowego (UA),
kreatyniny (CREAT) oraz aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej (ALT), aminotransferazy
asparaginianowej (AST), fosfatazy alkalicznej (ALP), dehydrogenazy mleczanowej (LDH)
itranspeptydazy gamma-glutamylowej (GGT) mierzono w osoczu krwi przy uzyciu
automatycznego analizatora biochemicznego (Plasma Diagnostic Instruments, Horiba, Kyoto,
Japonia). Zawarto$¢ wapnia (Ca), fosforu (P), magnezu (Mg), cynku (Zn), miedzi (Cu) i zelaza
(Fe) w osoczu krwi kur oznaczono metoda atomowej spektrometrii absorpcyjne;j

na spektrometrze UNICAM 939. Stezenie T3 i T4 w surowicy oznaczono metoda
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radioimmunologiczng przy uzyciu zestawu diagnostycznego (Roche Diagnostics Gmbh,

Mannheim, Niemcy) i analizatora Elecsys 1010 (Instrument Center AG, Rotkreuz, Szwajcaria).
3.10. Wskazniki funkcjonowania przewodu pokarmowego u kur niesnych

Wybrane odcinki przewodu pokarmowego (jelito biodrowe i jelita $lepe) zostaly
usunigte, opréznione i zwazone. Jelito biodrowe zdefiniowano jako odcinek od uchytka
Meckela do potaczenia kretniczo-katniczego. Mierzono masg 1 pH tresci (pH-metr 301, Hanna
Instruments, Vila do Conde, Portugalia) jelita biodrowego 1 jelit §lepych, zawartos¢ w niej
suchej masy wedlug AOAC (2007) oraz dodatkowo w jelicie $lepym koncentracj¢ amoniaku
metodg Conwaya (Hofirek 1 Hass, 2001).

Aktywno$¢ zewnatrzkomérkowg wybranych enzymow bakterii jelita Slepego (a- 1 B-
glukozydazy, a- 1 B-galaktozydazy, B-glukuronidazy, o arabinopiranozydazy 1 B-ksylozydazy)
uwalnianych z komorek bakteryjnych do tresci jelitowej okreslano metoda Juskiewicza
1 Zdunczyka (2002). Zawartos$¢ lotnych kwasow tluszczowych SCFA w tresci jelita Slepego
analizowano metoda chromatografii gazowej. Do analiz wykorzystano chromatograf Shimadzu

GC-2010 (Kyoto, Japonia) z kolumng kapilarng (SGEBP21, 30 m x 0,53 mm).
3.11. Analiza statystyczna

W celu okreslenie wptywu réznych form makuchu rzepakowego przeprowadzono
jednoczynnikowg analize¢ wariancji (ANOVA) przy uzyciu oprogramowania Statistica 13.1
(StatSoft Corp., Krakow, Polska). W przypadku stwierdzenia istotnosci réznic miedzy
badanymi grupami zastosowano test post-hoc Tukeya. Dane przedstawiono jako wartosci
srednie z uwzglednieniem standardowego bledu, a warto§¢ P < 0,05 uznano za istotng

statystycznie.
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4. OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Wptyw obrobki hydrobarotermicznej i fermentacji na zawartos¢ sktadnikéw odzywcezych
i1 ANF w makuchu rzepakowym przedstawiono w Tabeli 2. W poréwnaniu z RRC, HRC
charakteryzowala si¢ nizszym stezeniem TS (9,91 vs. 10,80%) i GLS (13,32 vs. 15,35 pumol/g),
podczas gdy zawarto$¢ pozostalych sktadnikow nie uleglta zmianie. Fermentacja miata wickszy
wpltyw na warto$¢ odzywcza makuchu rzepakowego niz obrobka hydrobarotermiczna. FRC
charakteryzowat si¢ wyzszg zawartoscig SM (94,57 vs. 88,87%), BS (39,44 vs. 37,74%) 1 EB
(21,86 vs. 21,19 MJ/kg) niz RRC oraz najnizszym st¢zeniem TS (9,29%) sposrdéd wszystkich
analizowanych produktow rzepakowych. Obydwie zastosowane metody uszlachetniania
wplynety na zawarto§¢ ANF w makuchu rzepakowym. Obrobka hydrobarotermiczna obnizyta
przede wszystkim koncentracje dwdch GLS - hydroksyglukobrassycyny i neoglukobrassycyny
w makuchu rzepakowym, (odpowiednio 0,86% vs. 2,10% 1 0,12% vs. 0,27%), natomiast
fermentacja wplyngta na znaczne zmniejszenie wszystkich GLS, a dodatkowo fosforu
fitynowego (FF) w badanym surowcu. Catkowita koncentracja GLS zmniejszyla si¢ z 15,35%
do 0,92%, a zawarto$¢ progoitryny byta ponad 20 razy nizsza w FRC niz w RRC (0,43% vs.
8,87%). Zawartos¢ FF w makuchu obnizyla si¢ natomiast dwukrotnie 0,833% vs. 1,607%)).

Analiza wynikéw produkcyjnych kur niesnych wykazata, ze pod koniec doswiadczenia
kury z grupy HRC osiagnely istotnie najwyzszg mase ciala i byla to wartos¢ istotnie wyzsza
w porownaniu do grupy C (p = 0,037, Tabela 3). Nie stwierdzono wptywu zywienia na mase¢
jaja, jednak wprowadzenie do diety niosek 20% udzialu RRC istotnie obnizylo niesnos¢
w porownaniu do grupy C, a w konsekwencji mas¢ wszystkich zniesionych jaj w caltym okresie
doswiadczenia (odpowiednio, P=0.001 and P=0.014). Pomimo, ze dzienne spozycie paszy we
wszystkich grupach ksztattowalo si¢ na podobnym poziomie, wskaznik FCR w grupie RRC byt
ostatecznie najwyzszy 1 istotnie roznit si¢ od tego, ktory uzyskano w grupie C (P=0.026).
Zastosowanie HRC 1 FRC miato korzystniejszy wptyw na powyzsze wskazniki, przy czym
najlepsze efekty odnotowano w grupie FRC, w ktorej niesnos¢ byta pordwnywalna z grupg C
iistotnie wyzsza niz w grupie RRC. Masa wszystkich zniesionych jaj 1 wskaznik FCR
w grupach HRC i FRC osiagnety numerycznie korzystniejsze warto$ci w pordwnaniu do grupy
RRC, lecz mniej zadowalajace niz w grupie C.

Analiza wilasciwosci fizykochemicznych wykazala, Ze najlepszymi cechami jako$ci
skorupy charakteryzowaly si¢ jaja z grupy C (Tabela 4). Niezaleznie od rodzaju zastosowanego
zabiegu technologicznego, wprowadzenie do diet niosek uszlachetnionego makuchu

rzepakowego pogorszylo grubos$¢ i wytrzymato$¢ skorupy jaj. Istotnie nizsza w pordwnaniu
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do grupy C gruboscia skorupy charakteryzowaty si¢ jaja od kur zywionych HRC, skorupa jaj
pochodzacych od kur zywionych FRC byla réwniez istotnie ciensza w pordwnaniu z grupa
RRC (P=0.001). W grupie HRC odnotowano réwniez najnizsza wytrzymalo$¢ skorupy
(P=0.018). Fermentacja makuchu rzepakowego wptynela natomiast korzystniej w poréwnaniu
do obrobki hydrobarotermicznej na wyznaczniki jakosci biatka jaj. Zaréwno wysoko$¢ biatka
jak 1 wartosci JH byly najwyzsze w jajach pochodzacych z grupy FRC i réznily si¢ istotnie
od tych, ktére uzyskano w grupie HRC (P=0.001). Niezaleznie od zastosowanej formy, dodatek
makuchu rzepakowego w dietach dla kur niesnych poprawit wybarwienie zottka, przy czym
najwyzsze wartosci w skali DSM odnotowano w grupie HRC (P=0,005). Zastosowane zabiegi
zywieniowe nie mialy wplywu na procentowy udziat zottka, biatka 1 skorupy w jajach.

Rodzaj zastosowanego zrodta biatka w diecie kur miat istotny wplyw na profil kwaséw
thuszczowych zottka jaja (Tabela 5). Zaréwno RRC, HRC jak 1 FRC wptynatl na zwigkszenie
(P=0,001) koncentracji kwasu linolowego (C18:2; n-6), kwasu linolenowego (C18:3; n-3)
1 kwasu dokozaheksoenowego (DHA) (C22:6, n-3). Dodatek HRC obnizyt natomiast zawarto$¢
kwasu arachidonowego (C20:4, n-6) w zottkach w poréwnaniu do jaj z pozostalych grup
(P=0,002). Najwieksza koncentracj¢ SFA odnotowano w zbltkach jaj z grupy C (P=0,001). Jaja
pochodzace od niosek otrzymujacych w diecie RRC, HRC i1 FRC charakteryzowaty si¢
natomiast istotnie wyzszym udzialem PUFA, PUFA n-6 i PUFA n-3 w calej sumie FA
w porownaniu do grupy C (P=0,001) oraz duzo korzystniejszym stosunkiem kwasow n6/n3
(P=0,001). Jaja ze wszystkich grup otrzymujacych mieszanki paszowe z 20% dodatkiem
makuchu rzepakowego zawieraly istotnie wiecej kwasow o dziataniu hipocholesterolemicznym
oraz mniej hipercholesterolemicznych w poréwnaniu z grupg C (P=0,001). Najnizsza
koncentracje cholesterolu w zéttkach jaj odnotowano grupie HRC (P=0,001).

Wskazniki statusu redoks zottek jaj przedstawiono w Tabeli 6. Niezaleznie od formy, RRC
nie mial wplywu na st¢zenie MDA 1 glutationu catkowitego (GSH/GSSG) w Zoltkach ja;.
W jajach z grup RRC, HRC 1 FRC stwierdzono natomiast istotne obnizenie aktywnosci SOD
(P=0,001) oraz zwigkszenie aktywnosci CAT, przy czym w grupie FRC aktywnos$¢ CAT byta
wyzsza (P=0,002), w porownaniu do grupy C. Analiza st¢zenia LOOH wykazata istotny wzrost
produktow utleniania lipidéw w zottkach jaj kur Zzywionych mieszankami z udziatem RRC
(P=0,001). Zarowno proces hydrobarotermiczny, jak i fermentacja makuchu rzepakowego
wplynety na obnizenie LOOH w zottkach w porownaniu do RRC, w grupie FRC rdznice
potwierdzono statystycznie, a zawarto$¢ LOOH byta porownywalna do grupy C.

Niezaleznie od zastosowanej formy wprowadzenie makuchu rzepakowego do diety niosek

nie pogorszylo podstawowych wyrdéznikow oceny sensorycznej jaj takich jak wyglad ogdlny,
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tekstura biatka, tekstura zoltka, a w szczeg6lnosci smak i1 aromat (Tabela 7). Analiza
statystyczna wynikéw uzyskanych z przeprowadzonej oceny wykazala, ze najwyzsza ocene
panelu sensorycznego pod wzglgdem wszystkich analizowanych cech otrzymaty jaja
pochodzace od niosek z grupy FRC.

Wplyw zastosowanego zrodla biatka na wskazniki biochemiczne krwi kur nie$nych
przedstawiono w Tabeli 8. Wlaczenie makuchu rzepakowego i jego uszlachetnionych form
do diety kur niesnych nie mialo wplywu na st¢zenie w osoczu krwi TC, ALT, LDH, UREA,
UA, GGT, Mg, Zn oraz Cu. We krwi niosek z grup HRC oraz FRC odnotowano istotny wzrost
stezenia TP w porownaniu do grupy C (P=0,001), przy czym stezenie ALB bylo najwyzsze
w grupie FRC (P=0,004), a GLB w grupie HRC (P=0,001). Istotny wzrost poziomu ALB
odnotowano tez we krwi niosek z grupy RRC, co przelozylo si¢ na zwigkszenie stezenia TP,
jednak roznica ta nie zostata potwierdzona statystycznie. Zastosowanie diety HRC wptyneto
istotnie na obnizenie poziomu TAG (P=0,038), aktywnosci AST (P=0,001) oraz zawartosci Fe
(P=0,034) w poréwnaniu do grupy C. We krwi niosek z obydwu grup zywionych
uszlachetnionym makuchem rzepakowym odnotowano istotnie nizszg zawarto$¢ CREAT
(P=0,001), a w grupie FRC réwniez nizszg aktywnos$¢ ALP (P=0,001) w odniesieniu do grup
C oraz RRC. Najwyzszy poziom BIL odnotowano w osoczu krwi kur z grupy RRC (P=0,001).
Zastosowanie FRC w diecie kur niesnych wptynelo na istotne zwickszenie stezenia Ca we krwi
w porownaniu do grupy RRC (P=0,001) oraz P w porownaniu do wszystkich pozostatych grup
doswiadczalnych (P=0,005). Analiza koncentracji hormonéw tarczycy nie wykazata wptywu
zastosowania RRC na zmiany ich poziomu, natomiast FRC spowodowat zwigkszenie zaréwno
T3, jak 1 T4 w osoczu krwi niosek, przy czym jedynie poziom T3 byl istotnie wyzszy
w odniesieniu do pozostatych grup doswiadczalnych (P=0,001).

Niezaleznie od formy, zastosowany w diecie makuch rzepakowy wplynatl na istotne
pogorszenie strawnosci DM (P=0,002) oraz obnizenie retencji Ca z diety (P=0,001) (Tabela 9).
W grupach RRC, HRC i FRC odnotowano natomiast istotna popraw¢ wspoiczynnikow
strawnosci tluszczu surowego w poréwnaniu do grupy C (P=0,001). Wprowadzenie do diety
niosek makuchu rzepakowego poddanego obrobce hydrobarotermicznej miato niekorzystny
wplyw na retencje¢ P, ktora byla najnizsza ze wszystkich grup do$wiadczalnych (P=0,027).
Nie stwierdzono wplywu diety na retencj¢ N i metabolicznos$¢ energii AMEn.

Wskazniki funkcjonowania jelit u kur niesnych przedstawiono w Tabeli 10. Wprowadzenie
HRC do diety niosek spowodowato znaczny spadek wzglednej masy tkanki jelita Slepego
w poréwnaniu z kurami z grupy C (P = 0,026). U ptakow zywionych mieszankami z udzialem

wszystkich trzech produktéw rzepakowych, odnotowano tez zmniejszenie masy tresci
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pokarmowej jelita §lepego w poréwnaniu do grupy kontrolnej (P=0,001), natomiast najnizsze
pH tresci odnotowano w grupie RRC (P<0,05). Wlaczenie do diety kur niesnych HRC i FRC
spowodowalo istotny wzrost zawarto$ci SM w jelicie Slepym ptakéw (P<0,05), a w grupie HRC
dodatkowo wzrost koncentracji amoniaku w tresci w porownaniu do ptakow z grupy kontrolne;j
i grupy RRC (P<0,05).

Analiza aktywno$ci wybranych enzymow bakteryjnych w tresci pokarmowej jelita Slepego
(Tabela 11) wykazala, ze jedynie aktywnos$¢ B-glukozydazy nie byla zalezna od rodzaju
wprowadzonego do diety makuchu rzepakowego. Wigczenie do diety FRC istotnie zwigekszyto
aktywnos$¢ bakteryjnej a-glukozydazy i a-arabinopiranozydazy w poréwnaniu z pozostatymi
grupami (P<0,05). Niezaleznie od rodzaju, wszystkie komponenty rzepakowe dodane do diet
dla niosek spowodowaty istotny wzrost aktywnosci bakteryjnej a-galaktozydazy w poréwnaniu
z grupg C (P<0,05), a jej aktywno$¢ byta najwyzsza w jelicie slepym ptakow z grupy HRC
(P<0,05 vs. C 1 FRC). Zwigkszenie aktywnosci bakteryjnej B-galaktozydazy (P<0,05)
a zmniejszenie aktywnosci B-ksylozydazy (P<0,05) w tresci jelita $lepego odnotowano
natomiast w grupach RRC 1 HRC, w poréwnaniu z grupg C. Najnizszg aktywnos¢ bakteryjne;j
B-glukuronidazy w jelicie $lepym odnotowano w grupie FRC (P<0,05 vs. RRC). Analiza
koncentracji lotnych kwasow thuszczowych (SCFA) wykazata, ze w tresci jelita Slepego ptakow
z grupy RRC odnotowano istotnie najwyzsza, w porownaniu do grup HRC i FRC, zawartos¢
zarOwno kwasu octowego, jak 1 wszystkich SCFA (P <0,05 vs. HRC i FRC) natomiast najnizsza
zawarto$¢ tych kwasow stwierdzono w tresci jelit Slepych ptakow z grupy HRC (P vs. C 1 RRC).
W grupie RRC odnotowano tez najwyzsze stezenie kwasu propionowego w tresci pokarmowe;j
jelita slepego (P <0,05 vs. HRC). Warto podkresli¢, ze w jelitach §lepych ptakow zywionych
dieta zawierajacg HRC stwierdzono najnizszg zawarto$§¢ kwasu mastowego w poroéwnaniu
z ptakami z grup C 1 RRC (P<0,05). Nie stwierdzono zmian w profilu SCFA, w ktéorym

dominowat kwas octowy, jak rowniez kwas propionowy i mastowy.
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5. DYSKUSJA

Poprawa nie$nosci jest glownym czynnikiem determinujagcym intensyfikacje
iwydajnos¢ produkcji kur niesnych. Praktyka $wiatowa wskazuje na coraz czestsze
wykorzystywanie produktow ubocznych w zywieniu drobiu, mi¢dzy innymi tych, ktére
powstaty podczas produkcji oleju. Stosowanie makuchu rzepakowego wigze si¢ jednak
z pewnymi ograniczeniami, ktéore spowodowane sg obecno$cig duzej ilosci ANF. Wplyw
fermentacji czy obrobki z zastosowaniem wysokiego cisnienia 1 temperatury na sktad
chemiczny 1 warto$¢ pokarmowa komponentow paszowych dla drobiu byt szeroko opisywany
w dotychczasowych badaniach (Fenwick 1 wsp., 1986; Naji 1 wsp., 2016; Goodarzi Boroojeni
1wsp., 2018; Lv 1 wsp., 2020; Zentek 1 Goodarzi Boroojeni, 2020). W niniejszych badaniach
zardbwno obrobka hydrobarotermiczna, jak 1 fermentacja mialy niewielki wptyw na sktad
chemiczny makuchu rzepakowego. Niewielki wzrost zawartosci BS w FRC mozna
prawdopodobnie przypisa¢ zmianom w zawartosci SM, a nie rzeczywistemu wzrostowi
zawartos$ci biatka (Chiang 1 wsp., 2010). Obserwacje t¢ mozna réwniez ttumaczy¢ niewielkim
wzrostem poziomu NSP w FRC. Istotne zmiany odnotowano natomiast analizujgc zawarto$¢
ANF w komponentach doswiadczalnych. Zawartos¢ GLS w HRF obnizyta si¢ o 2 punkty
procentowe, natomiast w FRC byta prawie 17 razy nizsza niz w RRC. GLS moga powodowac
wystepowanie réznych nieprawidlowosci w funkcjonowaniu organizmu ptakéw, takich jak
zaburzenia pracy watroby i nerek, pogorszenie stanu zdrowia czy niedoczynno$¢ tarczycy
(Fu 1wsp., 2021). Szczegdlnie znaczace jest obnizenie koncentracji progoitryny, ktorej produkt
degradacji — goitryna moze zaburza¢ gospodark¢ jodu w organizmie, czego konsekwencja jest
nieprawidlowe funkcjonowanie peroksydazy tarczycowej, a w konsekwencji pojawienie si¢
przerostow tarczycy (Keum i wsp., 2004). Vig 1 Walia (2001) oraz Chiang i wsp. (2010)
wykazali, ze redukcja GLS w PSR jest proporcjonalna do czasu fermentacji, a po 30 dniach
stezenie izotiocyjaniandw moze obnizy¢ si¢ nawet o 83%. Zmniejszenie zawarto$ci GLS oraz
ich produktow przemiany materii podczas procesu fermentacji moze by¢ spowodowane
rozktadem glukozy i czasteczek siarkowych za posrednictwem enzymoéw mikrobiologicznych
(Tripathi 1 Mishra, 2007). Z kolei zastosowanie obrébki termicznej z wykorzystaniem
wysokiego ci$nienia powoduje inaktywacj¢ enzymu mirozynazy, ktory przyczynia si¢
do tworzenia mechanizmu hydrolizy GLS, przez co dochodzi do tworzenia si¢ ANF (Huang
1wsp., 1995). Warto podkresli¢, ze FRC zawieral dwukrotnie mniej FF niz RRC oraz HRC.
Wedtug Fazhi i wsp. (2011), podczas fermentacji fitazy mikrobiologiczne moga redukowac

zawarto$¢ kwasu fitynowego w rzepaku. W literaturze dostepne sg badania, w ktorych oceniano
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zdolno$¢ réznych mikroorganizméw pod katem ich zdolnosci do produkcji fitazy i ich
wykorzystania do redukcji zawartosci kwasu fitynowego w PSR podczas fermentacji (Al-
Asheh i Duvnjak, 1995; Ebune i wsp., 1995).

Diety ze zwigkszonym udzialem produktéw rzepakowych moga wplywacé
na pogorszenie spozycia paszy przez ptaki, ze wzgledu na gorzki smak metabolitow rozpadu
GLS (Fenwick i wsp., 1984). Dodatkowo do$¢ duza zawartos¢ wtokna w makuchu rzepakowym
zwieksza uczucie sytosci, co rowniez moze powodowacé obnizenie spozycia paszy (Razdan
1wsp., 1997). Wiele dostgpnych badan wskazuje, ze juz powyzej 100 g PSR/kg mieszanki moze
wplywac na pogorszenie spozycia paszy oraz zmniejszenie masy jaj (Leslie 1 Summers, 1972;
Najib 1 Al-Khateeb, 2004; Zhu 1 wsp., 2018b). Co ciekawe, powyzsza zalezno$¢ nie zostala
zaobserwowana w obecnym badaniu, w ktérym $rednie dzienne spozycie paszy 1 masa jaja byly
zblizone we wszystkich grupach. Mimo to, wiaczenie RRC do diety kur znacznie zmniejszyto
niesno$¢ 1 mase jaj, a takze pogorszylo FCR obliczone za cate doswiadczenie. Zastosowanie
obydwu proceséw uszlachetniajagcych makuch rzepakowy miato korzystny wptyw na nie§nos¢
kur, dzigki czemu wskazniki, ktore ulegly pogorszeniu w grupie RRC, w grupach HRC oraz
FRC byly porownywalne do grupy kontrolne;j. Jest to zgodne z wynikami badan Jerocha i wsp.
(1995, 2008), ktorzy stwierdzili, ze mozliwe jest zastosowanie nawet do 30% udziatu tego
komponentu w diecie kur niesnych bez pogorszenia ich wynikow produkcyjnych.

Jakos¢ skorupy jaj konsumpcyjnych ma bardzo duze znaczenie dla przemystu
jajczarskiego (Roberts, 2004). Niniejsze badania wykazaty, ze niezaleznie od formy,
zastosowanie w zywieniu kur niesnych 20% udziatu makuchu rzepakowego mialo niekorzystny
wplyw na grubos¢ skorupy a w konsekwencji jej wytrzymatos¢. W badaniach Riyazi 1 wsp.
(2009); Swiatkiewicz i wsp. (2010) czy Zhu i wsp. (2019) wprowadzenie produktow
rzepakowych do diety niosek nie miato wplywu na jako$¢ skorupy, podczas gdy Sasyte 1 wsp.
(2017) stwierdzili, ze zastosowanie nawet niewielkich ilosci ekstrudowanych nasion rzepaku
wplywa na obnizenie grubosci skorupy jaj. Co ciekawe, w niniejszych badaniach korzystniejszy
efekt mialo zastosowanie RRC niz HRC czy FRC, gdyz pomimo numerycznie nizszych
wartos$ci, wyniki uzyskane w tej grupie byly statystycznie porownywalne z grupg C. Jest to dos¢
zaskakujace, spodziewano si¢ bowiem, ze zastosowanie FRC, w ktorym zawarto$¢ FF byla
znacznie nizsza niz w pozostatych komponentach doswiadczalnych, pozwoli uzyskaé lepsze
wskazniki jako$ci skorupy. Wedtug Skiivan 1 in. (2018) wysoki poziom FF w diecie wptywa
bowiem negatywnie na wykorzystanie P przez nioski, co moze m.in. obniza¢ jako$¢ skorupy.
Fermentacja makuchu rzepakowego miata natomiast korzystny wplyw na parametry jakosci

biatka jaj. Najlepsza jako$ciag bialka, wyrazana jego wysoko$ciag oraz wartoscia JH
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charakteryzowaly si¢ jaja z grupy FRC, a istotne r6znice odnotowano w odniesieniu do grupy
HRC. Jest to zwigzane najprawdopodobniej z duzo nizszg w porownaniu do RRC i HRC
zawartoscig GLS w FRC. Wedlug Zhu i wsp. (2019) metabolity GLS mogg hamowa¢ synteze
albumin jaja kurzego, co wptywa na zmniejszenie wysokosci biatka i obniza warto$¢ JH.
Dotychczasowe wyniki badan dotyczace wptywu produktow rzepakowych na jako$¢ biatka jaj
nie sg jednak jednoznaczne. W badaniach Lichovnikova i wsp. (2008) i Riyazi i wsp. (2009)
zastosowanie PSR w diecie kur niesnych nie mialo wptywu na warto§¢ JH, natomiast
w doswiadczeniu Najib 1 Al-Khateeb (2004) warto$¢ ta wzrastala wraz ze wzrostem PSR
w diecie. Niestety w dostgpnej literaturze brak jest informacji dotyczacych wplywu
uszlachetnionych pasz rzepakowych na wyzej wymienione wskazniki. Wyniki niniejszych
badan wskazuja, ze wlgczenie komponentow rzepakowych do diet dla kur niesnych poprawito
wybarwienie zottek jaj, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi przez innych autoréw (Najib
1 Al-Khateeb, 2004; Zhu 1 wsp., 2018, 2019). Nalezy podkresli¢, ze zastosowanie makuchu
przetworzonego, szczegdlnie HRC, dato lepszy efekt niz nieprzetworzonego, niezbedne
sg jednak dodatkowe badania, ktore pozwolg wyjasnic¢ tg zaleznos¢.

Profil kwasow tluszczowych jaj jest waznym atrybutem jakosci dla konsumentow,
co sprawia, ze stale podejmowane sa wysitki poprawy zywienia kur nie$nych w celu
zmodyfikowania sktadu jaj na jeszcze bardziej wartosciowy (Favé 1 wsp., 2004). Do kwasow
PUFA zawartych w zo6ttku jaja, ktore z biologicznego punktu widzenia uwazane sg za
najwazniejsze, naleza: C18:2 n-6 (kwas linolowy, ktory jest substratem w biosyntezie innych
dlugotancuchowych kwasow thuszczowych), C18:3n-3 (kwas linolenowy), C20:5n-3 (EPA)
1 C22:6n-3 (DHA) (Tomaszewska i wsp., 2021). Wigkszo$¢ z nich to kwasy z rodziny n-3, ktore
korzystnie dzialajag na prace serca, rozwoj mézgu, zdrowie psychiczne oraz zapobieganie
nowotworom, chorobom autoimmunologicznym i cukrzycy (MacLean i wsp., 2006; Koppenol
1 wsp., 2014), niestety nie moga by¢ one syntetyzowane przez organizm, dlatego musza by¢
dostarczane w diecie. Wszystkie diety zawierajgce RRC, HRC lub FRC poprawity profil
kwasow tluszczowych zoltek jaj w stosunku do grupy C poprzez zwigkszenie zawarto$ci kwasu
linolowego, linolenowego i DHA oraz zmniejszenie stosunku PUFA n-6/n-3.

Wedtug Buckiuniene i wsp. (2018) zwigkszenie poziomu PUFA n-3 wplywa miedzy
innymi na obnizZenie stosunku n6/n3, a tym samym korzystnie oddzialuje na profil kwasoéw
thiszczowych zoltka. Zgodnie z zaleceniami Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO),
dotyczacych zywieniowych norm dziennego spozycia poszczegdlnych rodzajow thuszczow,
stosunek PUFA n-6/ PUFA n-3 w diecie powinien wynosi¢ 4:1 (Osek i Gallien, 2002). Wedtug

Kaczmarek 1 wsp. (2016) makuch rzepakowy bogaty jest we wspomniane juz kwasy n-3;
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linolowy czy linolenowy, a stosunek kwasé6w n6/n3 wynosi okoto 2 i jest korzystniejszy dla
zwierzat monogastrycznych, niz w innych paszach, co niewatpliwie wplyn¢to na uzyskane
w naszych badaniach wyniki. Korzystny wptyw zastosowania oleju rzepakowego na profil
kwaséw thuszczowych jaj kurzych zostal potwierdzony przez wielu autoréw (Halle i Schone,
2013; Faitarone i wsp., 2016; Wang i wsp., 2017). W dostegpnej literaturze brak jest jednak
badan, dotyczacych wptywu fermentowanych czy poddanych obrobce hydrobarotermiczne;j
produktow rzepakowych na profil kwaséw thuszczowych jaj kurzych. Warto jednak wspomnie¢,
ze pomimo braku statystycznych rdznic, numerycznie najwyzszy udziat kwaséw PUFA n-3 oraz
najkorzystniejszy stosunek n6/n3 odnotowano w zottkach jaj z grupy FRC.

Dos¢ zaskakujace wyniki uzyskano analizujac wplyw rdéznych form makuchu
na zawarto$¢ cholesterolu w jajach. Panaite 1 wsp. (2020) wykazali, ze diety bogate w PUFA
moga skutecznie obniza¢ poziom cholesterolu w jajach. Niniejsze badania wykazaty, ze
w zoltkach jaj z grup RRC, HRC oraz FRC znajdowato si¢ najmniej hipercholesterolemicznych
kwasow  tluszczowych, przy  jednocze$nie  najwyzszym  poziomie  kwasow
hipocholesterolemicznych, dlatego spodziewano si¢ obnizenia cholesterolu w zottkach jaj
wszystkich grup doswiadczalnych. Istotne zmniejszenie tego sktadnika zaobserwowano jednak
jedynie w jajach z grupy HRC, co jest do$¢ trudne do wyjasnienia. Mozna jedynie spekulowac,
ze nizsza zawarto$¢ cholesterolu w grupie HRC ma zwigzek z metabolizmem karotenoidow,
ktore byty dobrze wchianiane 1 przenoszone do zoéttka jaja, co znacznie poprawito jego barwe.
Wedlug Yeum i1 Russell (2002) diety bogate w karotenoidy wigza si¢ z nizszym stezeniem
cholesterolu w surowicy krwi, a tym samym prawdopodobnie w zo6itkach jaj.

Jak juz wspomniano, wlaczenie makuchu do diet dla kur nie$nych spowodowato
zwigkszenie zawartosci PUFA n3 w zo6ltkach jaj. Wiadomo jednak, ze wzbogacenie diet dla kur
niesnych w kwasy PUFA moze zwigksza¢ podatno$¢ zottek jaj na peroksydacje lipidow (An
1wsp., 2010). Proces ten prowadzi do produkcji MDA, koncowego produktu peroksydacji
lipidow, a zawarto§¢ MDA w tkankach posrednio odzwierciedla stopien peroksydacji lipidow
przez reaktywne formy tlenu (Yang i wsp., 2008). W niniejszych badaniach zawarto§¢ MDA
w zoltkach jaj byla pordwnywalna we wszystkich grupach dos$wiadczalnych, odnotowano
natomiast istotny spadek aktywnos$ci SOD we wszystkich grupach otrzymujacych makuch
w diecie, przy jednoczesnym wzro$cie aktywnosci CAT, w szczegdlnosci w grupie FRC. SOD
1CAT s3 glownymi enzymami antyoksydacyjnymi w organizmie, zaangazowanymi
w zmiatanie wolnych rodnikéw tlenowych poprzez mechanizm reakcji tancuchowej (Rajput
i1in., 2013). Z uwagi na fakt, Ze nie odnotowano zmian w poziomie MDA w jajach nalezy uznac,

7e zastosowane zabiegi zywieniowe nie indukowaly procesoéw oksydacyjnych. Co wiecej,
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odnotowane zmiany aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych moga wskazywaé, ze dodatek
makuchu rzepakowego, szczegdlnie poddanego procesowi fermentacji, zwigksza potencjat
enzymatycznej obrony antyoksydacyjnej, bowiem wskazuje na to najnizszy poziom MDA oraz
podwyzszona aktywnos¢ CAT. Wedhug Ognik i Krauze (2016) aktywnos¢ SOD i CAT moze
zaréwno zwieksza¢ sie, jak 1 zmniejsza¢, pod wpltywem stosowania dodatkéw paszowych lub
komponentoéw o wilasciwosciach antyoksydacyjnych, jednak kierunek zmian aktywnosci tych
enzymow moze zaleze¢ od wyjsciowego potencjatu redox.

Wielu autoréw wskazuje na ryzyko pogorszenia jako$ci sensorycznej, a w szczegdlnosci
wystapienia rybiego zapachu jaj pochodzacych od kur zywionych mieszankami z udziatem pasz
rzepakowych (Elangovan i wsp., 2001; Goldberg i wsp., 2016; Grigorova 1 wsp., 2017).
W obecnych badaniach wlaczenie 20% RRC 1 HRC do diet kur niesnych nie miato wptywu na
smak, zapach czy teksture jaj, co ciekawe zastosowanie FRC istotnie poprawito analizowane
cechy w porownaniu do grupy kontrolnej. W badaniach Lichovnikovej i wsp. (2008) oraz
Swiatkiewicza i Koreleskiego (2009) juz 8% dodatek nieprzetworzonych pasz rzepakowych
pogorszyt wspomniane cechy, co tlhumaczono obecnoscig TMA w zoltkach jaj o brazowej
barwie skorupy. Uzyskane w niniejszym badaniu wyniki nie potwierdzajg tej teorii, co wigce]
proces fermentacji makuchu rzepakowego pozwolil uzyska¢ jaja o najlepszej jakosci
sensorycznej. By¢ moze ma to zwigzek z nizszg zawarto$cig GLS, a w konsekwencji goitryny,
ktora uniemozliwia oksydacje TMA do bezwonnych zwigzkoéw.

Analiza wskaznikow biochemicznych krwi nie$nych pozwolita okreslic wptyw diet
z udzialem r6znych form makuchu rzepakowego na status zdrowotny organizmu ptakow. Nasze
badania wykazaty, ze w obydwu grupach niosek zywionych uszlachetnionym makuchem
rzepakowym odnotowano najwyzszy poziom TP, dodatkowo w grupie HRC rowniez GLB,
a w grupie FRC - ALB. Stahly i wsp. (1994) stwierdzili, ze poziom TP 1 ALB jest zwigzany
z anabolizmem biatek w organizmie, i wykazuje dodatnig korelacje, odzwierciedlajac poprawe
odkladania biatka w tkankach. Wyniki niniejszego badania wskazuja, ze diety z 20%
zawartoscia makuchu rzepakowego, zwlaszcza HRC 1 FRC, maja korzystny wplyw
na metabolizm bialek, nie obcigzajac watroby, o czym §wiadczy zmniejszona aktywno$¢ AST,
a w przypadku stosowania FRC, rowniez ALP we krwi. Jak donosza Strakova i wsp. (2021),
wysoki poziom AST moze wskazywaé na uszkodzenie watroby, z kolei Thompsona i1 Todd
(1994) podaja, ze aktywno$¢ AST w surowicy krwi zaczyna rosngé w okresie
przedhemolitycznym. W grupie FRC odnotowano korzystnie najnizsza aktywnos$¢ ALP.
Fermentacja makuchu najprawdopodobniej zwigkszyla w nim zawarto$¢ bakterii kwasu

mlekowego, a dotychczasowe badania wykazuja, ze probiotyki maja zdolno$¢ zmniejszania
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aktywnosci enzymoéw watrobowych (Tang 1 wsp., 2017). Zaskakujace natomiast byto
zwickszenie, w poréwnaniu do grupy RRC i HRC koncentracji TG w grupie FRC, ktora byta
poréwnywalna do grupy C. W badaniach Drazbo i wsp. (2018) oraz badaniach Hu i wsp. (2016)
przeprowadzonych na drobiu rzeznym, FRC zmniejszyt warto$¢ tego wskaznika metabolizmu
lipidow u ptakow w stosunku do RRC. W niniejszym eksperymencie, korzystniejsze okazato
si¢ zastosowanie obrobki hydrobarotermicznej, poniewaz w grupie HRC poziom TG byt
najnizszy, co $wiadczy o poprawie wykorzystania thuszczu i lipidow w diecie. U niosek z grupy
FRC wykazano najwyzsza koncentracje Ca 1 P we krwi. Moze by¢ to zwigzane ze wzrostem
zawartosci dostepnego P 1 Ca w sfermentowanym makuchu rzepakowym (Fazhi 1 wsp., 2011).
Czech 1 in. (2020) twierdza, ze obecnos¢ mikrobiologicznej fitazy, ktora powstala podczas
procesu fermentacji, wplywa na poprawe dostepnosci tych pierwiastkow, dzigki czemu dziata
korzystnie na procesy kostnienia. Wiadomo, ze kwas fitynowy zawarty w nasionach rzepaku
zmniejsza dostepnos¢ nie tylko P, ale rowniez Ca (Sugiharto i Ranjitkar, 2019), dlatego
potwierdzone w naszych badaniach obnizenie koncentracji FF w makuchu rzepakowym mogto
spowodowac zwigkszenie poziomu obydwu tych pierwiastkdéw we krwi kur niosek.

Jak juz wspomniano, duze ilosci GLS i produktéw ich degradacji w paszy dla drobiu
moga zaburza¢ czynno$¢ tarczycy. Wedlug Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa
Zywnosci (2008) izotiocyjaniany, jony tiocyjanianowe i oksazolidynodiony, w tym goitryna (5-
winylooksazolidyn-2-tion), hamujg wychwyt jodu i1 biosyntez¢ hormonow tarczycy T3 i1 T4,
prowadzac do niedoczynnosci tarczycy i jej powigkszenia. Zmiany w funkcjonowaniu tarczycy
odpowiadaja wiec za wiele objawow klinicznych u ptakéw, takich jak zahamowanie wzrostu
czy zaburzenia ptodnosci. W naszym doswiadczeniu wykazano, ze niezaleznie od zastosowanej
formy makuchu rzepakowego, udzial tego skladnika w diecie nie miat istotnego wpltywu
na poziom T4 w osoczu krwi niosek, natomiast najwyzszg warto$¢ T4 1 T3 odnotowano u kur
z grupy FRC. Xu i wsp. (2011) twierdza, ze wyzsze stezenie T3 $wiadczy o nizszej zawartosci
izotiocyjaniandw w paszy, co zgadza si¢ z przedstawionymi w niniejszej pracy wynikami
sktadu chemicznego zastosowanych komponentéw rzepakowych.

Niezaleznie od formy, wprowadzenie makuchu rzepakowego do diet dla kur niesnych
wplyneto na pogorszenie strawnosci SM oraz retencji Ca. Co ciekawe, we wszystkich grupach
doswiadczalnych odnotowano istotng poprawe strawnosci tluszeczu. Wedhug Zhu 1 in. (2019)
pogorszenie strawno$ci moze by¢ zwigzane z dos¢ duzg zawarto$cig widkna w komponentach
doswiadczalnych, ktora ze wzglgdu na swoje wilasciwosci fizykochemiczne ogranicza czas
dostepny na rozktad sktadnikow pokarmowych. Dodatkowo izotiocyjaniany dziataja draznigco

na przewod pokarmowy i moga zmniejsza¢ wysokos$¢ kosmkow jelitowych, co moze mieé
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negatywny wpltyw na strawno$¢ sktadnikéw odzywczych. Pomimo, ze fermentacja makuchu
drastycznie obnizyla koncentracje GLS w makuchu rzepakowym w niniejszym do§wiadczeniu,
zaden z procesdéw technologicznych nie zmienil zawartosci NSP. Mozna wigc sadzi¢, ze ani
obrobka hydrobarotermiczna, ani fermentacja nie poprawita przyswajalnosci skladnikow
pokarmowych z makuchu rzepakowego. Najbardziej interesujacy jest jednak fakt, ze najnizsza
retencj¢ P odnotowano u kur, w zywieniu ktorych zastosowano HRC. Trudno jest to wyjasnic,
dlatego tematyka ta wymaga dalszych badan.

Niezaleznie od formy, wprowadzenie makuchu rzepakowego do diet dla niosek
spowodowalo zmniejszenie masy tresci pokarmowej jelita Slepego. Na wielko$¢ tej cechy
ma istotny wplyw szereg czynnikdéw, zwigzanych zarowno z funkcjonowaniem jelita cienkiego,
jak 1 jelita grubego, m.in. uwodnienie, skiad, lepkos¢ tresci. Jakkolwiek lepko$¢ tresci jelita
cienkiego nie ulegla statystycznym zmianom pod wptywem dodatku preparatow rzepakowych,
to byla ona mniejsza i mogta sprzyjac¢ przechodzeniu tresci pokarmowej przez goérny odcinek
przewodu pokarmowego.

Wyraznie wida¢, zZe to nie zabiegi hydrobaryczne, termiczne i fermentacyjne wplynety
na stopien akumulacji tresci w jelitach §lepych, a rodzaj i pochodzenie frakcji blonnika, w tym
NSP. Wszystkie preparaty rzepakowe ograniczyly stopien akumulacji tresci w jelitach §lepych.
Nalezy jednak przyjaé, ze zastosowane zabiegi technologiczne w preparatach HRC 1 FRC
jakkolwiek nie zmienity ilo$ci frakcji widkna, to zapewne wplynety na strukture NSP, co mogto
mie¢ znakomity wptyw na aktywnos$¢ metaboliczng mikrobioty 1 zwigzang z tym intensywnos$¢
procesOw fermentacyjnych. Mniejsza akumulacja tresci jelit Slepych mogla mie¢ takze zwigzek
z obecnoscig w rzepaku polifenoli, ktére majg dziatanie modulujace na czas przejscia tresci
pokarmowej do dolnego odcinka ukfadu pokarmowego (Di Carlo 1 wsp., 1993).
W prezentowanym doswiadczeniu na strawnos¢ 1 retencje skladnikow pokarmowych wiekszy
wplyw miat dodatek preparatow z rzepaku, a mniejszy zastosowane zabiegi technologiczne.
Jedynie w przypadku retencji P odnotowano istotne jego zmniejszenie w grupie HRC. Nalezy
zwroci¢ uwage, ze wartos¢ pH tresci jelita cienkiego nie ulegla zmianie w grupach
rzepakowych w poréwnaniu do grupy C. W przypadku niekorzystnego nadmiernego rozwoju
populacji bakterii, juz w géornym odcinku przewodu pokarmowego moze doj$¢ do obnizenia
pH tresci 1 zaburzenia procesOw trawienia oraz absorpcji w tych odcinkach. Powszechnie
jednak wiadomo, Ze bardziej zakwaszone Srodowisko jelita grubego sprzyja namnazaniu si¢
pozadanych gatunkéw bakterii 1 pozytywnie wpltywa na stan zdrowia koncowego odcinka
przewodu pokarmowego (Zdunczyk 1 in., 2013).
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W niniejszych badaniach istotnie najnizsza warto§¢ pH odnotowano w jelicie Slepym
niosek z grupy RRC, a zwickszenie pH w grupach HRC i FRC mialo najprawdopodobnie;j
zwigzek ze st¢zeniami amoniaku i SCFA w tresci jelit slepych. Jednak kwasowos$¢ tresci
pokarmowej jelita §lepego zalezy od wielu czynnikéw, w tym nie tylko od stezenia amoniaku
1 SCFA, ale takze od podstawowej zdolnosci buforowania tresci pokarmowe;j jelit. Nalezy
podkresli¢, ze zwickszone stezenie amoniaku w tre$ci pokarmowej jelita §lepego kur
zywionych HRC nie bylo szkodliwe dla blony $luzowej jelit. Niemniej jednak, poziom
amoniaku powinien by¢ uwaznie monitorowany w przyszlych doswiadczeniach, obejmujacych
stosowanie HRC jako sktadnika diety. ROwnowaga migdzy produkcja amoniaku, a jego
wchtanianiem przez mikrobiote 1 komorki nablonka jelitowego ma kluczowe znaczenie dla
utrzymania zdrowego metabolizmu 1 morfologii nabtonka jelitowego. W obecnym badaniu
stosowanie diet z udzialem roéznych form makuchu rzepakowego mialo znaczacy wpltyw
na zewnatrzkomorkowg aktywnos¢ enzyméw bakteryjnych 1 stezenie SCFA. Generalnie
w jelitach slepych niosek we wszystkich grupach otrzymujacych makuch rzepakowy w diecie
odnotowano wzrost aktywno$ci enzymow bakteryjnych (poza [-ksylozydaza), jednak
intensywnos$¢ procesow fermentacyjnych zwiekszyla si¢ jedynie w grupie RRC. Stezenie
kwasu octowego, propionowego, mastowego 1 SCFA ogoétem byly istotnie wyzsze w grupie
RRC niz w grupach HRC i FRC. Rdznice w aktywnosci analizowanych enzyméw w grupach
zudzialem makuchu rzepakowego moga wskazywa¢ na istotny wplyw zastosowanych
procesoOw technologicznych na jego strukturg, a tym samym dostepno$¢ i1 podatnos¢
na dzialanie aparatu enzymatycznego mikrobioty. Przykladowo, zwickszona aktywnos¢
bakteryjnej oa-glukozydazy 1 o-arabinopiranozydazy u kur zywionych FRC wskazuje
na zwigkszong zdolnos¢ trawienia skrobi opornej oraz rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych
frakcji wiokna (celuloza, NSP, np. arabiniany). Strychalski i wsp. (2014) zaobserwowali istotny
wzrost zewnatrzkomoérkowej aktywnosci bakteryjnej a-arabinopiranozydazy w jelicie lepym
krolikow zywionych dieta wzbogacona w 5% udzial RRC, w poréwnaniu do tych karmionych
dieta oparta na PSS. Wedlug cytowanych autorow wynika to z faktu, Zze polisacharydy
o wysokiej masie czasteczkowej (tj. arabinany, arabinogalaktany i polisacharydy pektynowe)
sa obecne w mniejszych ilo$ciach w PSS niz w RRC. Wiaczenie FRC do diet kur niesnych
istotnie zwigkszylo aktywno$¢ bakteryjnej a-glukozydazy i a-arabinopiranozydazy, ale nie
mialo wptywu na szybkos$¢ proceséw fermentacyjnych, a st¢zenie catkowitych i glownych
SCFA w jelicie §lepym bylo nizsze w tej grupie, anizeli w grupach C i RRC. Nalezy zauwazyc¢,
ze badane stezenia SCFA w jelitach $lepych sa wypadkowa procesow produkcji tych kwasow

przez mikrobiote i intensywnos$ci proceséw ich absorpcji ze $wiatla jelita do komorek nabtonka,
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anastepnie do tkanek i organdw wewnetrznych. Nie mozna takze wykluczy¢, ze sfermentowane
frakcje blonnika byty w pewnej czg¢sci wykorzystane juz w jelitach cienkich, a ilo$¢ substratow
podatnych na fermentacje mikrobiologiczng docierajacych do jelit §lepych byla mniejsza.
Zmniejszone stezenie SCFA w tresci grup HRC 1 FRC mialy zapewne niebagatelne znaczenie
dla stopnia zakwaszenia tre$ci pokarmowej. W grupie FRC odnotowano natomiast najnizsza
aktywnos$¢ B-glukuronidazy. Aktywno$¢ tego enzymu jest wskaznikiem niekorzystnych zmian
w mikroflorze jelitowej, poniewaz wzrasta on wraz z rozwojem bakterii E. coli i Clostridium
(Beaud 1 wsp., 2005). Aktywnos$¢ B-glukuronidazy byta najnizsza w grupie FRC. Zmniejszona
aktywnos$¢ B-glukuronidazy moze wskazywac¢ na zmniejszong populacje E. coli 1 Clostridium
oraz mniejsze ryzyko hydrolizy glukuronidow w Swietle jelita, co generuje substancje
toksyczne 1 rakotworcze z nietoksycznych glikozydow. Korzystne wyniki w tej grupie
sg zapewne efektem zawarto§ci w FRC bakterii kwasu mlekowego, ktore powodujg
zmniejszenie aktywnosci B-glukuronidazy (De Moreno de Blanc 1 Perdigo, 2005).

Lotne kwasy tluszczowe sg waznym zrodlem energii dla nabtonka jelitowego, a ich
stezenie jest waznym wskaznikiem stanu fizjologicznego jelit. Szczeg6lnie wazng rolg odgrywa
kwas mastowy - jako zrédlo energii dla wzrostu enterocytow i proliferacji komorek nablonka
jelitowego, regulacji produkcji mucyn, utrzymania funkcji immunologicznej jelit oraz ochrony
srodowiska jelit przed kolonizacja przez patogeny (Antonissen i wsp., 2016). W niniejszym
badaniu RRC i1 FRC wywieraty korzystniejszy wpltyw niz HRC, poniewaz nie mialy
negatywnego wplywu na stezenie kwasu mastowego w tresci pokarmowej jelita Slepego.
Koncentracja SCFA zmienia si¢ na skutek gromadzenia si¢ w dystalnej czesci jelita nie w petni
trawionych 1 wchianianych w jelicie cienkim substratéw diety, w tym biatka i NSP. Biatko,
w tym oporne biatko pokarmowe, biatko mikrobiologiczne 1 biatko, ktore nie ulegto strawieniu,
syntetyzowane przez gospodarza, moze dotrze¢ do jelita $lepego i zosta¢ pobrane przez bakterie
fermentacji biatkowej. W wyniku tego moze dojs¢ do wytworzenia wyzszych stgzeh
rozgalezionych SCFA, co wskazuje na niekorzystne warunki panujace w jelicie Slepym
(Konieczka i wsp., 2021). W obecnym badaniu st¢zenia kwasow izowalerianowego
i walerianowego, a takze kwaséw bedacych produktami bakteryjnego rozktadu biatek nie
ulegly zmianie, co wskazuje, ze diety z udzialem RRC, HRC i1 FRC nie zmniejszaty
wykorzystania bialka przez kury nioski i nie indukowaty proceséw gnilnych, ktére prowadza
do uwalniania produktow koncowych uwazanych za szkodliwe dla gospodarza (Apajalahti

1 Vienola, 2016).
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6. PODSUMOWANIE

Uzyskane wyniki pozwalaja na sformutowanie nast¢pujacych wnioskdw:

e obrobka hydrobarotermiczna w niewielkim stopniu wplywa na zawarto$¢
podstawowych sktadnikéw pokarmowych w makuchu rzepakowym, obniza jednak
koncentracje glukozynolanow w porownaniu do makuchu surowego; proces fermentacji
miat korzystniejszy wpltyw na warto§¢ odzywcza makuchu rzepakowego nieznacznie
zwigkszajac w nim zawarto$¢ biatka ogdlnego oraz istotnie obnizajac koncentracje
glukozynolanow 1 fosforu fitynowego,

e fermentowany makuch rzepakowy pozwala uzyska¢ najkorzystniejsze wyniki
produkcyjne sposrod wszystkich zastosowanych komponentow rzepakowych,
utrzymujac poziom niesnosci porownywalny z grupa kontrolna,

e zastosowanie fermentowanego makuchu rzepakowego w dietach dla niosek zwigksza
koncentracje trojjodotyroniny (T3) oraz Ca 1 P we krwi niosek, poprawia potencjat
antyoksydacyjny zoltek jaj oraz wskazniki jakosci biatka, moze jednak zmniejszaé
grubos$¢ skorupy jaj,

¢ niezaleznie od formy, makuch rzepakowy wydaje si¢ wartosciowym komponentem pasz
dla kur niesnych, poniewaz poprawia strawno$¢ tluszczu surowego, a takze dziata
korzystnie na poprawe profilu kwasow thiszczowych zoltek jaj, nie indukujac
niepozadanych zmian antyoksydacyjnych i nie pogarszajac ich jakosci sensorycznej,

e wszystkie diety z udziatem makuchu rzepakowego wplywaja na aktywno$¢ enzyméow
mikrobiologicznych w jelitach w poréwnaniu z dietg opartg na poekstrakcyjnej srucie
sojowej; najbardziej korzystny wptyw wywieral makuch fermentowany, ktory
zwigkszyl aktywnos$¢ a-glukozydazy 1 o-arabinopiranozydazy oraz zmniejszyt
aktywnos$¢ B-glukuronidazy, utrzymujac stezenie SCFA na poziomie poréwnywalnym
z grupa kontrolna.

Podsumowujac wyniki opisywanych badan mozna stwierdzi¢, ze obrobka
hydrobarotermiczna, a przede wszystkim fermentacja poprawia warto§¢ pokarmowa pasz
rzepakowych zmniejszajac w nich koncentracje zwigzkéw antyzywieniowych.
W konsekwencji, zarowno makuch rzepakowy poddany obrobce hydrobarotermiczne;j, jak
1 fermentowany moga by¢ cennym komponentem mieszanek paszowych dla kur niesnych,

jednak najbardziej przydatnym wydaje si¢ by¢ makuch fermentowany, poniewaz pozwala
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osiggna¢ najlepsze wyniki nie$nosci oraz dziala najkorzystniej na status zdrowotny

i funkcjonowanie przewodu pokarmowego ptakow.
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8.STRESZCZENIE

Celem badan bylo okreslenie wptywu 20% udziatlu surowego makuchu rzepakowego
(RRC) oraz poddanego obrobce hydrobarotermicznej (HRC) i procesowi fermentacji (FRC)
w dietach dla kur nie$nych na wyniki produkcyjne, wybrane wskazniki jako$ci jaj, profil
kwasoéw thuszczowych i status antyoksydacyjny zottek jaj oraz wskazniki biochemiczne krwi
i funkcjonowanie jelit u ptakéw. Lacznie 304 kury nioski Hy-Line Brown w wieku 36 tygodni
zostaty rozdzielone w catkowicie losowym uktadzie do czterech grup doswiadczalnych z 38
powtorzeniami na grupe 1 2 kurami na klatke. Ptaki mialy swobodny dostep do paszy 1 wody
przez caly czas trwania doswiadczenia. Podczas doswiadczenia ptaki byly zywione
izobialkowymi 1 izokalorycznymi dietami, ktore réznicowano zrodiem biatka. W grupie
kontrolnej (C) glownym zrodlem biatka w diecie byta PSS, podczas gdy grupy doswiadczalne
zywione byty dietami zawierajacymi 20% udziat RRC, HRC lub FRC. Obrobka
hydrobarotermiczna i fermentacja zmniejszyty zawarto$¢ glukozynolanow (GLS), fermentacja
dodatkowo obnizyla koncentracje fosforu fitynowego (FF) w makuchu rzepakowym.
W poréwnaniu z grupg RRC, nioski z grup HRC 1 FRC charakteryzowaly si¢ wyzsza
wydajnos$cig nie$ng, porownywalng z grupa C. Niezaleznie od postaci, RRC dodawany do diet
kur nie$nych niekorzystnie wptywal na jakos$¢ skorupy jaj, podczas gdy jakos$¢ biatka byta
najwyzsza w grupie FRC. W porownaniu z grupg C, diety zawierajace RRC, HRC 1 HRC
prowadzily do znacznego spadku zawarto$ci nasyconych kwasow thuszczowych, wzrostu
udziatu wielonienasyconych kwasow ttuszczowych (PUFA) n-3 1 n-6 w catkowitej puli kwasow
thuszczowych w zéttkach jaj oraz spadku stosunku PUFA n-6/n-3. Wiaczenie RRC, HRC i FRC
do diety kur niesnych zmniejszyto aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w zottkach
jaj, w poréwnaniu z grupg C. Jaja grupy FRC charakteryzowaly si¢ najwyzsza aktywnoscia
katalazy (CAT) 1 najnizszym st¢zeniem nadtlenkow lipidow (LOOH), w poréwnaniu
z pozostatymi grupami. Dodatek RRC nie wptynal negatywnie na jako$¢ sensoryczng jaj, a te
pozyskane z grupy FRC uzyskaly najwyzsza ocen¢ ogdélna. Zarowno HRC, jak 1 FRC
zwigkszyly stezenie biatka catkowitego (TP) i globuliny (GLB) w surowicy, w pordwnaniu
z grupg C. Kury z grupy HRC miaty pozadanie najnizszy poziom triacylogliceroli (TAG) we
krwi 1 aktywno$¢ aminotransferazy asparaginianowej (AST). Kury z grupy FRC
charakteryzowaly si¢ najnizsza aktywnos$cia fosfatazy alkalicznej (ALP) oraz najwyzsza -
zawarto$cig fosforu (P) i tréjjodotyroniny (T3). Niezaleznie od formy RRC poprawit strawnos¢
thuszczu surowego (TS) i1 zmniejszyl strawno$¢ suchej masy (SM) oraz retencje wapnia (Ca).

W poréwnaniu z grupa C - RRC, HRC i1 FRC zmniejszyly mase tresci pokarmowej w jelicie
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Slepym 1 zwigkszyly aktywnos$¢ bakteryjnej a-galaktozydazy i B-galaktozydazy. HRC
zwickszylo rowniez st¢zenie amoniaku w jelicie Slepym i1 zmniejszylo aktywno$¢ [-
ksylozydazy. Aktywnos$¢ a-glukozydazy i a-arabinopiranozydazy byta najwyzsza, a aktywnos¢
bakteryjnej B-glukuronidazy byta najnizsza w jelicie §lepym kur z grupy FRC. St¢zenie kwasu
octowego, propionowego i krotkotancuchowych kwasow thuszczowych (SCFA) w jelicie
slepym bylo najwyzsze u ptakéw z grupy RRC, a najnizsze w grupie HRC. Mozna stwierdzi¢,
ze wilaczenie 20% RRC, HRC i FRC do diety kur niesnych nie wplywa negatywnie na jakos$¢
sensoryczng jaj 1 ma korzystny wptyw na profil kwasow tluszczowych oraz potencjat
antyoksydacyjny zoltek. Podsumowujac, obrobka hydrobarotermiczna, a przede wszystkim
fermentacja poprawia warto$¢ pokarmowaq pasz rzepakowych zmniejszajac w nich koncentracje
zwigzkow antyzywieniowych. W konsekwencji, zar6wno makuch rzepakowy poddany obrobce
hydrobarotermicznej, jak 1 fermentowany moga by¢ cennym komponentem mieszanek
paszowych dla kur nieSnych, jednak najbardziej przydatnym wydaje si¢ by¢ makuch
fermentowany, poniewaz pozwala o0siggng¢ najlepsze wyniki niesnosci oraz dziata

najkorzystniej na status zdrowotny i funkcjonowanie przewodu pokarmowego ptakow.

Stowa kluczowe: kura nioska, makuch rzepakowy, fermentacja, obrobka hydrobarotermiczna,

strawnos¢, przewod pokarmowy, zywienie, jako$¢ jaj
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9. SUMMARY

The aim of the study was to determine the effects of 20% raw rapeseed cake (RRC) and
hydrobarothermally treated (HRC) and fermented (FRC) in diets for laying hens, on production
performance, selected egg quality indicators, fatty acid profile and antioxidant status of egg
yolks, as well as blood biochemical parameters and intestinal function in birds. A total of 304
Hy-Line Brown laying hens at 36 weeks of age were distributed in a completely randomized
arrangement to four study groups with 38 replicates per group and 2 hens per cage. The birds
had free access to feed and water throughout the experiment. During the experiment, the birds
were fed isobrotein and isocaloric diets that varied in protein source. In the control group C, the
main source of protein in the diet was post-extraction soybean meal (PSS), while the
experimental groups were fed diets containing 20% RRC, HRC or FRC. Hydrobaric treatment
and fermentation reduced the content of glucosinolates (GLS), fermentation further reduced the
concentration of phytic phosphorus (FF) in rapeseed cake. Compared to the RRC group, layers
from the HRC and FRC groups had higher laying performance, comparable to the C group.
Regardless of the form, RRC added to diets of laying hens adversely affected eggshell quality,
while protein quality was highest in the FRC group. Compared to group C, diets containing
RRC, HRC and HRC led to a significant decrease in saturated fatty acids, an increase in the
proportion of n-3 and n-6 polyunsaturated fatty acids (PUFAs) in the total fatty acid pool in egg
yolks, and a decrease in the PUFA n-6/n-3 ratio. The inclusion of RRC, HRC and FRC in the
diets of laying hens decreased superoxide dismutase (SOD) activity in egg yolks, compared to
group C. Eggs from the FRC group had the highest catalase (CAT) activity and the lowest lipid
peroxides (LOOH) concentration, compared to the other groups. The addition of RRC did not
adversely affect the sensory quality of the eggs, and those obtained from the FRC group
received the highest overall score. Both HRC and FRC increased serum total protein (TP) and
globulin (GLB) concentrations, compared to the C group. Hens in the HRC group had the
desirable lowest blood triacylglycerol (TAG) levels and aspartate aminotransferase (AST)
activity. Hens in the FRC group had the lowest alkaline phosphatase (ALP) activity and the
highest concentrations of phosphorus (P) and triiodothyronine (T3). Regardless of form, RRC
improved ether extract digestibility (EE) and reduced dry matter digestibility (SM) and calcium
retention (Ca). Compared to the C group, RRC, HRC and FRC reduced the mass of cecal
contents and increased the activity of bacterial a-galactosidase and B-galactosidase. HRC also
increased the concentration of ammonia in the cecum and decreased the activity of f-

xylosidase. The activity of a-glucosidase and a-arabinopyranosidase was the highest, and the
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activity of bacterial B-glucuronidase was the lowest in the cecum of hens in the FRC group. The
concentration of acetic acid, propionic acid, and short-chain fatty acids (SCFAs) in the cecum
was highest in the birds of the RRC group, and lowest in the HRC group. It can be concluded
that the inclusion of 20% RRC, HRC and FRC in the diets of laying hens does not negatively
affect the sensory quality of eggs and has a beneficial effect on the fatty acid profile and
antioxidant potential of yolks. In conclusion, hydrobaric treatment and, above all, fermentation
improves the nutritional value of rapeseed feed by reducing the concentration of antinutritional
compounds in it. Consequently, both hydrobarothermally treated and fermented rapeseed cake
can be valuable components of feed mixtures for laying hens, but fermented rapeseed cake
seems to be the most useful, as it achieves the best laying performance and has the most

beneficial effect on the health status and function of the digestive tract of the birds.

Keywords: laying hen, rapeseed cake, fermentation, hydrobarothermal treatment, digestibility,

gastrointestinal tract, nutrition, egg quality
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Tabela 1. Sklad i wartos¢ odzywcza diet eksperymentalnych (%)

Diety

Sktadnik

C RRC HRC FRC
Pszenica 49,756 36,972 36,972 36,972
Kukurydza 20,000 20,000 20,000 20,000
Poekstrakcyjna $ruta sojowa 17,273 7,700 7,700 7,700
Makuch rzepakowy - 20 - -
Makuch rzepakowy poddany obrébee hydrobarotermiczne;j - - 20 -
Makuch rzepakowy fermentowany - - - 20
Olej sojowy 1,144 3,842 3,842 3,842
Chlorek sodu 0,370 0,372 0,372 0,372
Wapn 9,537 9,319 9,319 9,319
Fosforan jednowapniowy 1,153 1,123 1,123 1,123
L-lizyna HCL 0,096 0,079 0,079 0,079
DL-metionina 0,172 0,092 0,092 0,092
Premiks witaminowo-mineralny' 0,500 0,500 0,500 0,500
Warto$¢ pokarmowa, %
Energia metaboliczna, kcal/kg 2700 2700 2700 2700
Biatko ogodlne 17,0 16,9 17,1 17,2
Thuszcz Surowy 3,1 7,1 7,0 7,1
Wiokno surowe 2,358 4,765 4,765 4,765
Lizyna 0,790 0,790 0,790 0,790
Arginina 0,961 0,936 0,936 0,936
Metionina 0,412 0,371 0,371 0,371
Metionina + Cysteina 0,720 0,720 0,720 0,720
Treonina 0,555 0,601 0,601 0,601
Tryptofan 0,189 0,189 0,189 0,189
Wapn 3,900 3,900 3,900 3,900
Fosfor przyswajalny 0,400 0,400 0,400 0,400

! Dostarczono nastepujace skladniki na kilogram paszy: 8 000 j.m. wit. A, 2 500 j.m. wit. D3, 20 mg wit. E, 1,0

mg wit. K3, 1,5 mg wit. Bi, 4 mg wit. By, 1,0 mg wit. Bs, 0,02 mg wit. Bi», 0,1 mg biotyny, 6,0 mg kwasu

pantotenowego, 65,0 mg Mn z tlenku manganu, 52 mg cynku z tlenku cynku, 45,0 mg I z dijodowodorku

etylenodiaminy, 0,15 mg Se z seleninu sodu, 6 mg Cu.

2 Obliczono wedhug zalecen zawartych w Normach Zywienia Drobiu (Smulikowska i Rutkowski, 2018).
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Tabela 2. Wartos¢ pokarmowa produktow rzepakowych i obecno$¢ czynnikow

antyzywieniowych (%, sucha masa)

RRC HRC FRC
Sucha masa 88,87 88,45 94,57
Biatko surowe 37,74 37,02 39,44
Thuszcz surowy 10,80 9,91 9,29
Energia brutto, MJ/kg 21,19 21,41 21,86
Fosfor fitynowy 1,607 1,684 0,833
Polisacharydy nieskrobiowe 20,48 20,11 21,63
Arabinoza 4,41 4,43 4,38
Ksyloza 151 1,55 1,52
Mannoza 0,30 0,31 0,27
Galaktoza 1,50 1,53 1,50
Glukoza 5,95 5,96 7,73
Kwasy uronowe 6,81 6,33 6,23
Glukozynolany, umol/g 15,35 13,32 0,92
Glukonapina 3,07 2,97 0,27
Glukobrassykapina 0,79 0,64 0,16
Progoitryna 8,87 8,51 0,43
Glukobrassycyna 0,25 0,20 0,03
Hydroksyglukobrassycyna 2,10 0,86 0,02
Neoglukobrassycyna 0,27 0,12 n.w.?

I RRC - surowy makuch rzepakowy, HRC - makuch rzepakowy poddany obrébce hydrobarotermicznej, FRC -
fermentowany makuch rzepakowy;

2 Nie wykryto.
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Tabela 3. Wydajnos¢ kur niesnych zywionych surowym (RRC), poddanym obrébce

hydrobarotermicznej (HRC) i fermentowanym makuchem rzepakowym (FRC)

Diety
SEM  Wartos¢ P
C RRC HRC FRC
Poczatkowa masa ciala, kg 2,079 2,040 2,040 2,052 0,014 0,763
Koncowa masa ciala, kg 1,997 2,019® 2.096* 2,054® 0,013 0,037
Procent nie$nosci, % 96,28 92,9 945  954% (0,285 0,001
Masa jaja, g 61,9 61,5 60,7 61,3 0,243 0,325
Masa zniesionych jaj, kg/kure 4,958 4,76 4,81 4,84 0,022 0,014
Srednie dzienne spozycie paszy, g/kure/dzien 112,6 1132 112,2 113,3 0,252 0,374
Wspolczynnik wykorzystania paszy, kg paszy/kg jaj 1,899 1,980° 1,959 1,952% 0,009 0,026

b §rednie oznaczone réznymi literami roznig si¢ istotnie przy P<0,05.
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Tabela 4. Wplyw surowego (RRC), poddanego obrébce hydrobarotermicznej (HRC)

i fermentowanego makuchu rzepakowego (FRC) na wlasciwosci fizykochemiczne jaj

Diety
SEM Wartos¢ P
C RRC HRC FRC
Wytrzymatos¢ skorupy, kg/cm? 4,05 3,78 3,30 3,70% 0,086 0,018
Grubos¢ skorupy, mm 0,314° 0,306%® 0,288b 0,279¢ 0,003 0,001
Barwa zottka, pkt 2,420 2,92 3,50° 3,17 0,115 0,005
Wysoko$¢ biatka, mm 7,39% 720 6,43° 8,22 0,146 0,001
Jednostki Haugha 84,0° 83,7% 77,6° 89,4° 0,985 0,001
Udzial zottka w jaju, % 25,8 25,9 25,3 25,4 0,758 0,229
Udziat biatka w jaju, % 64,9 65,4 65,8 65,4 0,230 0,618
Udziat skorupy w jaju, % 9,30 9,11 8,90 8,75 0,085 0,109

abe grednie oznaczone réznymi literami rdznig sig istotnie przy P<0,05.
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Tabela 5. Wplyw surowego (RRC), poddanego obrébce hydrobarotermicznej (HRC)

i fermentowanego makuchu rzepakowego (FRC) na sklad kwasow tluszczowych

(% calkowitej zawartosci kwasow thuszczowych) i zawarto$¢ cholesterolu w lipidach

z6ttka (%)
Diety
c RRC HRC ERC SEM  Wartos¢ P
C14:0 0,290*  0,230> 0,233 0,218 0,006 0,001
Cl14:1 0,060°  0,024°>  0,022° 0,021°* 0,003 0,001
C15:0 0,063® 0,061 0,057° 0,069 0,002 0,040
C16:0 25,4* 21,9° 21,5° 20,8 0,340 0,001
Clé6:1 3,17% 1,73 1,75 1,60° 0,125 0,001
C17:0 0,167° 0211° 0,216° 0,245* 0,005 0,001
C17:1 0,129 0,136 0,128 0,145 0,002 0,468
C18:0 8,13 8,54 8,05 8,45 0,086 0,120
C18:1 42,1 41,4 41,8 41,7 0,208 0,706
C18:2 (n-6) 16,2° 20,5* 21,22 21,3 0,451 0,001
C18:3 (n-6) 0,221°  0,252* 0,232  0,255* 0,004 0,006
C18:3 (n-3) 0,782° 1,366  1,488"  1,465* 0,060 0,001
C20:1 0,223*  0,190>  0,189°  0,210® 0,004 0,006
C20:2 (n-6) 0,134 0,157 0,167 0,168 0,005 0,096
C20:3 (n-6) 0,141 0,145 0,142 0,142 0,003 0,945
C20:4 (n-6) 1,792 1,812 1,63° 1,832 0,022 0,002
C22:6 (n-3) 0,912¢  1,326® 1,166° 1,410 0,038 0,001
SFAs! 34,12 30,9° 30,0° 29,7° 0,435 0,001
MUFAs? 45,7 43,5° 43,9% 43,7 0,271 0,010
PUFAs’ 20,2° 25,6* 26,0* 26,6* 0,539 0,001
n-3 PUFAs 1,69° 2,69* 2,65* 2,87 0,091 0,001
n-6 PUFAs 18,5° 22,92 23,42 23,7 0,455 0,001
n-6/n-3 PUFA ratio 11,52*  8,52° 8,81° 8,26° 0,267 0,001
Hipercholesterolemiczne kwasy thuszczowe 26,0 22.4° 22,0 21,3 0,340 0,001
Hipocholesterolemiczne kwasy ttuszczowe 74,0° 77,6% 78,02 78,7 0,340 0,001
Cholesterol 21,0* 21,4* 17,0 21,8 0,522 0,001

b §rednie oznaczone réznymi literami roznig sig istotnie przy P<0,05; SFA - nasycone kwasy thuszczowe, MUFA

- jednonienasycone kwasy ttuszczowe, PUFA - wielonienasycone kwasy ttuszczowe.
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Tabela 6. Parametry redoks zoltek jaj pozyskanych od kur nieSnych zywionych dieta
kontrolng (C) oraz dietami zawierajacymi surowy (RRC), poddany obrdbce

hydrobarotermicznej (HRC) lub fermentowany makuch rzepakowy (FRC)

Diety
SEM Wartos¢ P
C RRC HRC FRC
SOD, U/g 123,7* 99,8° 98,5° 104,7° 2,252 0,001
CAT, U/g 29,7° 32,9° 37,0® 42,3* 1,295 0,002
MDA, pmol/kg 7,38 7,67 7,61 7,66 0,148 0,900
LOOH, pumol/l 5,140 6,51* 5,61% 5,12° 0,151 0,001
GSH+GSSG, pmol/kg 4,01 4,06 4,05 4,59 0,142 0,443

b ¢rednie oznaczone réznymi literami roznig si¢ istotnie przy P<0,05; SOD - dysmutaza ponadtlenkowa; CAT -

katalaza; MDA - dialdehyd malonowy, LOOH - nadtlenki lipidow, GSH+GSSG - glutation catkowity.
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Tabela 7. Srednie warto$ci cech jakosci sensorycznej jaj

Diety
SEM Wartos¢ P
C RRC HRC FRC
Wyglad ogdlny 3,65° 3,80° 3,70° 4,252 0,065 0,002
Aromat 3,75° 3,75° 3,75° 4,152 0,057 0,020
Tekstura biatka 3,80% 3,80% 3,65° 4,252 0,069 0,008
Tekstura zottka 3,80° 3,70° 3,80° 4,302 0,067 0,004
Smak 3,60° 3,65° 3,65° 4,352 0,071 0,001

b §rednie oznaczone réznymi literami roznig si¢ istotnie przy P<0,05.
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Tabela 8. Parametry biochemiczne krwi kur niosek’

Diety
C RRC HRC ERC SEM Wartos¢ P
TP, g/L 41,8 51,8% 61,2 61,0° 1,973 0,001
ALB, g/L 30,5¢ 34,6% 30,9 34,8 0,585 0,004
GLB, g/L 11,3 17,3b 30,3¢ 26,1 1,942 0,001
TAG, mmol/L 10,15 9,48 8,71° 10,22 0,216 0,038
TC, mmol/L 3,59 4,20 3,73 4,25 0,148 0,295
AST, U/L 227° 165° 125¢ 166° 7,700 0,001
ALT, U/L 17,8 15,8 16,9 16,3 0,391 0,324
BIL, umol/L 61,2° 73,1 72,2 66,8 1,622 0,026
ALP, U/L 2572 2552 1983 143° 11,47 0,001
LDH, U/L 2228 2409 2338 2692 65,1 0,066
CREAT, umol/L 40,3 39,3¢ 26,3 20,7° 2,033 0,001
UREA, mmol/L 3,08 2,94 3,08 3,03 0,110 0,971
UA, mmol/L 0,273 0,230 0,321 0,251 0,012 0,054
GGT, U/L 22,8 22,8 22,7 22,9 0,396 1,000
T4, ng/mL 75,2 77,2 74,4 80,5 1,222 0,300
T3, ng/mL 0,437° 0,491 0,460° 0,576° 0,014 0,001
Ca, mmol/L 12,63 8,96 10,86% 11,44 0,343 0,001
P, mmol/L 1,51° 1,50 1,49° 2,000 0,064 0,005
Mg, mmol/L 2,59 2,64 2,87 3,25 0,102 0,081
Zn, umol/L 121 115 134 126 3,269 0,218
Cu, umol/L 23,0 29,9 23,9 26,4 1,380 0,303
Fe, umol/L 74,6 68,0 53,9 62,7 2,644 0,034

!dane reprezentujgce $rednie wartosci 9 ptakow z grupy;

ab ¢rednie oznaczone réznymi literami roznig sie istotnie przy P<0,05; TP - bialko catkowite; ALB - albumina;

GLB - globulina; TAG - triacyloglicerole; TC - cholesterol catkowity; AST - aminotransferaza asparaginianowa;

ALT - aminotransferaza alaninowa; BIL - bilirubina; ALP - fosfataza alkaliczna; LDH - dehydrogenaza

mleczanowa; CREAT - kreatynina; UREA - mocznik; UA - kwas moczowy; GGT - transpeptydaza gamma-

glutamylowa; T3 - wolna trijodotyronina; T4 - wolna tyroksyna.
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Tabela 9. Wartos¢ energii metabolicznej diet, pozorne wspoélczynniki strawnosci

skladnikow odzywczych oraz retencja Ca i P u kur niesnych zywionych dietami

dos$wiadczalnymi'
Diety
SEM Wartos¢ P
C RRC HRC FRC
Sucha masa 90,13% 87,97° 87,84° 87,50° 0,292 0,002
Thuszcz surowy 80,76° 86,56 87,212 86,632 0,685 0,001
Retencja N 35,05 37,13 36,39 35,74 0,606 0,675
Retencja Ca 67,79* 48,33° 53,35° 48,64° 1,671 0,001
Retencja P 30,52° 27,34 12,59° 23,20° 1,699 0,027
AMEn (MJ/kg) 11,21 11,21 10,85 10,76 0,075 0,055

!dane przedstawiajg $rednie z 8 powtorzen;

b §rednie oznaczone réznymi literami roznig sie istotnie przy P<0,05.
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Tabela 10. Wlasciwosci fizykochemiczne treSci pokarmowej jelita kretego i slepego u kur

niesnych !

Diety
SEM Wartos¢ P
C RRC HRC FRC
Wskazniki jelita cienkiego
Masa tkanki tacznie z 33,0 34,6 32,3 33,0 0,728 0,729
trescig pokarmowa, g/kg
SM tresei, % 22,9 21,8 23,5 21,4 0,358 0,116
Lepkos$¢ tresci, mPas 2,66 2,32 2,39 2,45 0,064 0,279
- 6,00 5,94 5,96 6,07 0,026 0,308
pH tresci
Wskazniki jelita $lepego
a ab b ab
Masa tkanki, g/kg 3,19 2,88 2,67 2,86 0,063 0,026
a b b b
Masa treéci, glkg 3,63 2,44 2,36 2,77 0,131 0,001
- 5,852 5,50° 5,95 6,02* 0,048 0,001
pH tresci
. 0,344° 0,410° 0,522* 0,441%® 0,017 0,001
Amoniak, mg/g
23,7° 25,5%® 27,12 27,5% 0,368 0,001

SM tresci, %

! dane reprezentujgce $rednie wartoéci 9 ptakéw na grupe doswiadczalna;

b ¢rednie oznaczone réznymi literami roznig sie istotnie przy P<0,05.
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Tabela 11. Aktywno$¢ enzymoOw mikrobiologicznych i stezenie krotkolancuchowych

kwaséw thuszczowych (SCFA) w jelicie $lepym kur nieSnych!

Diety
SEM Wartos¢ P
C RRC HRC FRC
Aktywno$¢ enzymatyczna, mmol/h/g
a-glukozydaza 20,8 26,7° 27,2° 87,82 4,741 0,001
B-glukozydaza 10,05 10,35 9,27 11,13 0,393 0,424
a-galaktozydaza 38,9¢ 63,2® 84,32 62,2° 3,812 0,001
B-galaktozydaza 52,4° 95,12 109,4* 79,7 5,308 0,001
B-glukuronidaza 18,7%® 23,32 17,6® 13,2° 1,040 0,004
a-arabinopiranozydaza 4,24b 6,97° 6,35° 13,972 0,707 0,001
B-ksylozydaza 16,5% 16,0 11,0° 11,3% 0,727 0,003
Stezenia SCFA, umol/g
Kwas octowy (C2) 37,7%® 44,9° 29,8¢ 36,5 1,372 0,001
Kwas propionowy (C3) 19,22 21,72 14,3° 17,2® 0,778 0,003
Kwas izomastowy (C4i) 0,665 0,651 0,707 0,763 0,035 0,686
Kwas mastowy (C4) 10,582 11,00? 7,18° 8,61% 0,489 0,013
Kwas izowalerianowy (C51) 0,974 0,807 0,988 1,063 0,053 0,386
Kwas walerianowy (C5) 1,04 1,31 1,20 1,28 0,045 0,118
SCFA gnilne 2,65 2,77 2,89 3,12 0,102 0,440
SCFA ogotem 70,1%® 80,32 54,1°¢ 65,4%¢ 2,424 0,001
Profil SCFA (% wszystkich SCFA)
C2 53.8 56.1 55.0 55.9 0,563 0,476
Cs 273 26.7 26.3 26.3 0,356 0,722
C 15,0 13,5 13,3 13,0 0,404 0,307

! dane reprezentujgce $rednie wartosci 9 ptakow na grupe doswiadczalna;

b Srednie oznaczone roznymi literami roznig sie istotnie przy P<0,05; SCFA - krétkotancuchowe kwasy

tluszczowe
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Simple Summary: Rapeseed cake (RC) has recently gained increasing interest as a dietary protein
source alternative to soybean meal (SBM). However, its wider use in poultry diets (including laying
hen diets) is limited due to the high concentrations of antinutritional compounds. Technological
processes such as thermal treatment and fermentation may improve the nutritional value of RC
by reducing the content of non-starch polysaccharides (NSPs), glucosinolates (GLS) and phytate
phosphorus (PP). The present study revealed that the inclusion of 20% RC in layer diets improves the
fatty acid (FA) profile of egg yolks while maintaining a desirable redox status. Hydrobarothermally-
treated RC (HRC) and fermented RC (FRC) exerted a greater beneficial influence on the laying
performance of hens than raw RC (RRC). FCR appears to be the optimal substitute for SBM because
it contributed to the highest albumen quality and the highest sensory quality of eggs.

Abstract: The present study was conducted to investigate how raw rapeseed cake (RRC), hydrobaro
thermally-treated rapeseed cake (HRC) and fermented rapeseed cake (FRC) fed to laying hens over a
period of 12 weeks affected their performance, and the quality, fatty acid (FA) profile and oxidative
stability of eggs. A total of 304 Hy-Line Brown laying hens at 36 weeks of age were distributed
in a completely randomized design to four treatment groups with 38 replicates per treatment and
two hens per replicate. The birds had ad libitum access to feed and water throughout the study.
During the experiment, the birds were fed isonitrogenous and isocaloric diets in mash form, with
various protein sources. In the control group (C), soybean meal (SBM) was the main source of
dietary protein, whereas the experimental groups were fed diets containing 20% of RRC, HRC or
FRC. Hydrobarothermal treatment and fermentation decreased the glucosinolate (GLS) content of
RC, and fermentation reduced the concentration of phytate phosphorus (PP). In comparison with the
RRC group, layers from the HRC and FRC groups were characterized by higher laying performance,
comparable with that in group C. Irrespective of its physical form, RC added to layer diets adversely
affected eggshell quality in all experimental groups, whereas albumen quality was highest in the
FRC group. In comparison with group C, diets containing RRC, HRC and HRC led to a significant
decrease in the content of saturated fatty acids (SFAs), an increase in the proportion of n-3 and n-6
polyunsaturated fatty acids (PUFAs) in the total FA pool in egg yolks, and a decrease in the n-6/n-3
PUFA ratio. The inclusion of RRC, HRC and FRC in layer diets decreased the activity of superoxide
dismutase (SOD) in egg yolks, relative to group C. Group FCR eggs were characterized by the highest
activity of catalase (CAT) and the lowest lipid peroxides LOOH concentration, compared with the
remaining groups. The addition of RC to layer diets did not compromise the sensory quality of eggs,
and eggs produced in group FRC received the highest overall score. It can be concluded that the
inclusion of 20% RRC, HRC and FRC in layer diets does not compromise the sensory quality of eggs
and has a beneficial influence on the FA profile and antioxidant potential of egg yolks. The use of
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FRC is recommended because it contributes to the highest laying performance, superior albumen
quality and the highest sensory quality of eggs, relative to RRC and HRC.

Keywords: laying hen; nutrition; egg quality; rapeseed cake; fermentation; hydrobarothermal treat-
ment

1. Introduction

Soybean meal (SBM) is presently the main source of protein in animal diets, including
laying hen diets. However, the global demand for feed protein is met by SBM imports from
a limited number of countries. Due to the high prices and variable supply of SBM, as well
as concerns over genetically modified soybeans, alternative domestic sources of vegetable
protein, such as rapeseed meal (RSM) or rapeseed cake (RC), are being sought.

According to Food and Agriculture Organization (FAO) [1], in 2019/2020, global
oilseed production reached 584.3 million tons, including 69.2 million tons of rapeseed.
Rapeseed is widely used in the production of both foodstuffs and feedstuffs. Rapeseed
oil by-products are utilized in the feed industry. These by-products include RC which
can be a valuable component in layer diets [2]. The production technology of RC is less
expensive and more environmentally friendly than organic solvent extraction [3]. RC is
also a richer source of oil and metabolizable energy for poultry than RSM. Rapeseed oil
is abundant in omega-3 (approx. 8-9%) and omega-6 (approx. 20-24%) polyunsaturated
fatty acids (PUFAs), and it can increase the content of these fatty acids in the egg yolk [4,5].
Rapeseed oil also contains bioactive compounds, including vitamin E, phenolic compounds,
flavonoids, phytosterols and other antioxidants that deliver health benefits for humans
and animals [6].

The high content of non-starch polysaccharides (NSPs), glucosinolates (GLS) and
phytic acid (PA) limits the use of RC in layer diets. Indigestible NSPs compromise the uti-
lization of nutrients, in particular protein, energy and phosphorus [7]. Phytic acid is poorly
available to poultry, therefore poultry diets have to be supplemented with phytase enzymes
or inorganic phosphorus [8,9]. Glucosinolates, the major antinutritional compounds in
rapeseed, increase mortality and decrease egg production and egg weight [10]. Some GLS
degradation products contribute to the production of fish-tainted eggs whose yolks contain
high levels of trimethylamine (TMA), a product of bacterial fermentation of choline in the
lower gut [11]. Goitrin, an antinutritional factor (ANF) formed by the action of myrosinase
on GLS, inhibits the oxidation of TMA to odorless compounds, which produces a fishy
taint in eggs laid by genetically susceptible birds, specifically brown layers [12,13]. In the
literature, there is no consensus on the optimal proportions of rapeseed products in layer
diets. According to some authors, the rapeseed content of layer diets should not exceed
10%, whereas in other studies, diets containing 20% of rapeseed had no negative effect on
laying performance or egg quality [14-18].

The nutritional value of rapeseed can be improved by reducing the content of some
ANFs, which can be accomplished through physical, chemical and biological treatment
or by modifying crop breeding practices [19-21]. Numerous studies have demonstrated
that thermal processing effectively deactivates myrosinase and decreases GLS levels in
rapeseed feeds, thus improving their nutritional value for monogastric animals, includ-
ing poultry [3,22,23]. According to Zentek and Goodarzii-Boorojeni [24], hydrothermal
processes can reduce the content of many ANFs in poultry feed components, but their ef-
fectiveness is determined by the type and intensity of the applied treatment. Lichovnikova
et al. [25] and Sasyte et al. [26] observed that extruded rapeseed can be incorporated into
layer diets without compromising egg production or egg quality, but little is known about
other thermal processing methods for improving the nutritional value of layer diets.

Fermentation treatments have also been long used to improve the nutritional value of
feed components, including rapeseed, in animal diets [27-30]. According to Gao et al. [31],
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fermentation can reduce the levels of aliphatic compounds (by 57.7%), indole GLS (by
97.3%), oligosaccharides (by 73%), lignin and NDF (by 25%), and PA (by 86%) in RSM, de-
pending on processing conditions and inoculum type. However, the efficacy of fermented
rapeseed feeds in laying hen nutrition has not been investigated to date. In our previous
experiment performed on female turkeys, the dietary inclusion of fermented RC (FRC) at
15% did not compromise the growth performance of birds and had a greater beneficial
influence on breast muscle quality than SBM used as the sole protein source [32]. Engberg
et al. [33] demonstrated that fermented feeds fed to laying hens positively affected egg
weight and eggshell quality.

In light of previous findings, the research hypothesis postulates that the partial replace-
ment of SBM with RC in laying hen diets can improve productivity, and the antioxidant
status and quality of eggs. Therefore, the aim of this study was to determine the effect of
raw RC (RRC), hydrobarothermally-treated RC (HRC) and FRC added at 20% to layer diets
on laying performance, egg traits, and the FA profile and antioxidant status of egg yolks.

2. Materials and Methods

The trial with laying hens was conducted at the Animal Research Laboratory (Depart-
ment of Poultry Science and Apiculture, University of Warmia and Mazury in Olsztyn,
Poland) in accordance with EU Directive 2010/63/EU on the protection of animals used
for scientific purposes [34].

2.1. Preparation of Hydrobarothermally-Treated Rapeseed Cake (HRC) and Fermented Rapeseed
Cake (FRC)

Locally produced RRC was purchased from “Agrolok” Agrolok in Golub Dobrzyn,
Poland. Purified RRC was ground in a roller mill to pass through a 3 mm sieve, and then
conditioned at a temperature of 90-95 °C and humidity of around 18%. Next RRC was
processed in a hydrothermal reactor in the presence of steam at a temperature of 95-100 °C
for 15-20 min. The raw material was expanded at a temperature of 105-110 °C under
pressure of 40-60 atm, dried and cooled to the optimal storage temperature and humidity.

Raw RC was fermented as described by Drazbo et al. [35]. RRC was ground and
thoroughly mixed with water in a ratio of 1:2. The fermentation process was carried out
with the use of commercial 6-phytase enzyme preparation expressed by Pichia pastoris,
which was added to RRC in a weight ratio of 1:1000, and thoroughly mixed. Solid-state
fermentation was conducted for 24 h at a temperature of 30 °C under anaerobic conditions.
Then the enzyme was deactivated at a temperature of 70 °C for 15 min, and the fermented
biomass was dried at a temperature of 55 °C. The fermentation process was carried out
under patent pending procedure No. 422849.

Rapeseed samples were analyzed in duplicate for the content of dry matter (DM),
crude protein (CP), ether extract (EE), crude fat (CF) and crude ash (CA) according to
Association of Official Agricultural Chemists AOAC [36] methods 934.01, 976.05, 920.39,
978.10, 942.05 and 984.27, respectively. Gross energy (GE) was determined with an adiabatic
bomb calorimeter (KL 12 Mn, Precyzja-Bit PPHU, Bydgoszcz, Poland) standardized with
benzoic acid. NSPs were determined by gas—liquid chromatography (constituent neutral
sugars) using an SP-2340 column and a Varian CP3380 gas chromatograph (Varian Inc.,
Palo Alto, CA, USA) and by colorimetry (uronic acids) using a Biochrom Ultrospec 50
(Biochrom Ltd., Cambridge, UK), according to the procedure described by Englyst and
Cummings [37,38] with modifications [39]. Uronic acids were determined as described by
Scott [40]. Glucosinolates were determined by gas—liquid chromatography as described
by Slominski and Campbell [41].

2.2. Birds and Housing

The experimental materials comprised 304 Hy-Line Brown laying hens aged 36 weeks,
obtained from a local commercial flock. Before the experiment, all birds were weighed
individually and were placed in three-tier battery cages (40 x 35 x 60) cm, with a floor slope
of 12°) with two hens per cage. The birds were distributed in a completely randomized



Animals 2021, 11, 3083

40f15

design to four treatment groups with 38 replicates per treatment and two hens per replicate.
The replicates were equally distributed among three cage levels to minimize the cage level
effect. Room temperature was maintained at 20 to 22 °C, and the light cycle was set at 16 h
of continuous light and 8 h of darkness. The birds had ad libitum access to feed and water
throughout the study. The trial started when the hens were 36 weeks old, and lasted for
12 weeks (until 48 weeks of age).

During the experiment, the birds were fed isonitrogenous and isocaloric diets in mash
form, with various protein sources. In the control group (C), SBM was the main source
of dietary protein, whereas the experimental groups were fed diets containing 20% of
RRC, HRC or ERC. All diets were formulated to meet the nutrient requirements of laying
hens [42]. The composition of control and experimental diets is presented in Table 1.

Table 1. Ingredient composition and nutritional value of experimental diets (%).

Diet
Ingredient
C RRC HRC FRC
Wheat 49.756 36.972 36.972 36.972
Maize 20.000 20.000 20.000 20.000
Soybean meal 17.273 7.700 7.700 7.700
Rapeseed cake - 20 - -
Hydrobarothermally-treated . ) 20 ;
rapeseed cake
Fermented rapeseed cake - - - 20
Soybean oil 1.144 3.842 3.842 3.842
Sodium chloride 0.370 0.372 0.372 0.372
Limestone 9.537 9.319 9.319 9.319
Monocalcium phosphate 1.153 1.123 1.123 1.123
L-Lysine HCL ! 0.096 0.079 0.079 0.079
DL-Methionine 0.172 0.092 0.092 0.092
Vitamin-mineral premix 2 0.500 0.500 0.500 0.500
Analyzed nutrients
Crude protein 17.0 16.9 171 17.2
Crude fat 3.1 7.1 7.0 7.1
Calculated nutritional value 3
AME, kcal/kg 2700 2700 2700 2700
Crude fiber 2.358 4.765 4.765 4.765
Lysine 0.790 0.790 0.790 0.790
Arginine 0.961 0.936 0.936 0.936
Methionine 0.412 0.371 0.371 0.371
Methionine + Cysteine 0.720 0.720 0.720 0.720
Threonine 0.555 0.601 0.601 0.601
Tryptophan 0.189 0.189 0.189 0.189
Calcium 3.900 3.900 3.900 3.900
Available phosphorus 0.400 0.400 0.400 0.400

! Lysine hydrochloride,? Supplied the following per kilogram of feed: 8000 IU vit A, 2500 IU vit D3, 20 mg vit E,
1.0 mg vit K3, 1.5 mg vit By, 4 mg vit By, 1.0 mg vit Bg, 0.02 mg vit By, 0.1 mg biotin, 6.0 mg pantothenic acid,
65.0 mg Mn from manganese oxide, 52 mg zinc from zinc oxide, 45.0 mg I from ethylene diamine dihydroiodide,
0.15 mg Se from sodium selenite, 6 mg Cu. 3 Calculated according to Polish Feedstuff Analysis Tables [42].

2.3. Laying Performance

The body weights (BW) of hens were determined at the beginning (36 weeks of age)
and at the end (48 weeks of age) of the experiment. Daily records of egg production were
kept, and the egg laying rate was expressed as an average hen-day production. Eggs
were collected daily, and egg production was expressed based on the number of days (%
working days) at 4-week intervals. Individual egg weight was recorded by individual egg
weighing per cage every 2 weeks, and it was used to calculate average egg weight. Total
egg weight was calculated by multiplying average egg weight by egg production. Feed
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intake was controlled every 4 weeks, at 40, 44 and 48 weeks of age. Average daily feed
intake (ADFI) per bird was calculated based on total feed intake and the number of days in
the analyzed period. The feed conversion ratio—FCR (kg feed /kg eggs laid) was estimated
based on egg weight and feed intake.

2.4. EQQ Quality

At the end of the experiment (at 48 weeks of hens’ age), 12 eggs from each group
were picked randomly to determine their physicochemical properties. All quality analyses
were completed within 24 h of egg collection. The eggs were weighed individually and
were broken on the EQM plate measurement stand (Egg Quality Microprocessor, Technical
Services & Supplies Ltd., Dunnington, York, UK) to determine albumen height. The
average of two measurements of albumen height and egg weight were used to compute
the Haugh unit score (HU) [43]. Yolk color intensity was evaluated and scored according
to the yolk color fan (DSM, Heerlen, Netherlands) (1, light yellow; 15, orange). Then the
yolk was separated from the albumen using a teflon spoon (Tefal, Rumilly, France). The
yolk was rolled on a blotting paper towel. Albumen weight was calculated by subtracting
the weights of yolk and eggshell from whole egg weight. To determine eggshell weight,
eggshells were cleaned of any adhering albumen and membranes, and they were dried
at room temperature. The proportions of the yolk, albumen and eggshell were expressed
as a percentage of whole egg weight. Eggshell thickness was measured at three different
locations (middle, broad and narrow ends) with the use of a digital micrometer gauge
(Mitutoyo QuantuMike, Poland Ltd., Wroctaw, Poland), and it was expressed as the mean
value. Eggshell breaking strength was measured using an egg force reader (Orka Food
Technology, Herzliya, Israel).

2.5. Cholesterol Concentration and Fatty Acid Composition of the Egg Yolk

The concentration of cholesterol and FA profile were determined in fat extracted from
the yolk, according to the method proposed by Folch et al. [44]. Cholesterol was separated
from fat after saponification with potassium hyroxide KOH and extraction with ethyl ether,
by the modified method of the International Dairy Federation [45]. The samples were
analyzed on a PU4600 chromatograph (Unicam, Cambridge, UK) with a flame ionization
detector (FID), under the following conditions: glass column length—1 m, inner diameter—
4 mm, film thickness—0.25 m, temperature: detector—300 °C, injector—290 °C, column—
260 °C, carrier gas—argon, flow rate—50 cm3/min, and internal standard—dotriacontane
(Sigma, St. Louis, MO, USA). The extracted fat was esterified with a chloroform, methanol,
and sulfuric acid mixture, as described by Peisker [46]. The resulting FA methyl esters
(FAMESs) were analyzed on a 7890A gas chromatograph (Agilent Technologies Inc., Palo
Alto, CA, USA) with a FID and a Supelcowax 10 capillary column (column length—30 m,
internal diameter—0.32 mm, film thickness—0.25 m, carrier gas—helium, and temperature:
detector—250 °C, injector—230 °C, and column—195 °C). FA peaks were identified by
comparing their relative retention times with those of individual FAME reference standards
(Supelco) diluted in hexane (1:1, 1:2, 1:3, and 1:4 v/v).

2.6. Antioxidant Status

Homogenates from egg yolks were also analyzed for lipid peroxidation products, i.e.,
lipid peroxide content according to Gay and Gebicki [47] and malondialdehyde (MDA)
content according to Botsoglou et al. [48]. Malondialdehyde was determined based on
the reaction of thiobarbituric acid (TBA) with lipid peroxidation end products in an acidic
environment and increased temperature to generate a colored adduct. To eliminate the
quantities of a complex series of adducts from TBA, the assay was run in the presence of
inhibitors, e.g., butylated hydroxytoluene (BHT). The activity of an antioxidant enzyme,
superoxide dismutase (SOD), was determined spectrophotometrically in extracted eggs
using the adrenaline method [49] at a modified wavelength of 320 nm to achieve greater
selectivity of intermediate reaction products. SOD activity was determined by measuring
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the rate of auto-oxidation of adrenaline at 30 °C based on an increase in absorbance at
320 nm (which corresponds to the increase in the concentrations of various products
of adrenaline oxidation). The activity of catalase (CAT) was determined according to
Claiborne pp. 283-284 in [49]. The assay consisted of measuring the rate of substrate
(hydrogen peroxide) decomposition catalyzed by this enzyme.

2.7. Sensory Evaluation

Hard-boiled eggs were subjected to a sensory evaluation. Before the analysis, the
eggs were immersed in a water bath and held at a temperature of 100 °C for 15 min. At
the completion of the thermal treatment, the eggs were cooled under a stream of cold
running water for 15 min. Immediately after cooling, the eggs were evaluated on a five-
point hedonic scale where: 5—very high quality, 4—high quality, 3—satisfactory quality,
2—unsatisfactory quality, 1—poor quality. The following sensory quality attributes were
evaluated: appearance (including the appearance of the whole egg and its longitudinal
cross-section), aroma, albumen texture, yolk texture, taste. The analysis was performed
by six trained panelists selected for their sensory sensitivity [50] (The panelists assessed
samples in individual compartments. Fluorescent white lights (500 lux) that simulated
daylight were installed at a height of approximately 1 m to evenly illuminate the table.
Relative air humidity of minimum 60% and temperature of 21 °C were maintained in the
panel room.

2.8. Statistical Analysis

For a statistical analysis of performance parameters, a cage was considered as a
replicate experimental unit. For analyses of egg quality, FA profile, and the antioxidant
parameters of yolks, individual eggs were considered as experimental units. One-way
ANOVA was performed with the use of Statistica 13.1 software (StatSoft Corp., Cracow,
Poland). When a significant treatment effect was noted, Tukey’s post hoc test was applied to
determine differences between treatment groups. Data are presented as means with pooled
standard error of the mean (SEM) estimates, and the value of p < 0.05 was considered
statistically significant.

3. Results

The effect of hydrobarothermal treatment and fermentation on the concentrations of
nutrients and ANFs in RC is presented in Table 2. In comparison with RRC, HRC was char-
acterized by lower concentrations of CF (9.91 vs. 10.80%) and GLS (13.32 vs. 15.35 umol/g),
whereas the content of the remaining components did not change. Fermentation had a
more significant influence on the nutritional value of RC; FRC had a higher content of DM
(94.57 vs. 88.87%), CP (39.44 vs. 37.74%) and GE (21.86 vs. 21.19 MJ /kg) than RRC, and
the lowest concentration of CF (9.29%) of all analyzed rapeseed products. The greatest
changes were observed in the content of ANFs in FRC—the concentrations of PP and
GLS decreased two-fold (0.833 vs. 1.607%) and nearly 17-fold (0.92 vs. 15.35 pmol/g),
respectively, compared with RRC. A minor increase in NSP content was also noted (21.64
vs. 20.48%).
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Table 2. Nutrient composition of rapeseed products and the presence of antinutritional factors (%,
dry matter basis).

Content RRC HRC FRC
Dry matter 88.87 88.45 94.57

Crude protein 37.74 37.02 39.44

Crude fat 10.80 9.91 9.29

Gross energy, MJ /kg 21.19 21.41 21.86
Phytate phosphorus 1.607 1.684 0.833
Non-starch polysaccharides 1 20.48 20.10 21.64
Glucosinolates (umol/g) 2 15.35 13.32 0.92

1 Including rhamnose, arabinose, xylose, mannose, galactose, glucose, and uronic acids. 2 Including gluconapin,
glucobrassicinapin, progoitrin, glucobrassicin, hydroxyglucobrassicin, and neoglucobrassicin.

At the end of the experiment, an increase in the BW of hens was noted only in groups
HRC and FRC, whereas hens fed HRC had the significantly highest final BW, relative
to group C (p = 0.037, Table 3). The applied dietary treatments had no effect on egg
weight, but the inclusion of 20% RRC in layer diets significantly decreased laying rate and,
consequently, egg mass during the entire experiment, compared with group C (p = 0.001
and p = 0.014, respectively). Although ADFI was comparable in all groups, the FCR was
highest in group RRC, and a significant difference was noted relative to group C (p = 0.026).
The inclusion of HRC and FRC in layer diets had a greater beneficial influence on the
above parameters, and the best results were noted in group FRC where the laying rate
was comparable with that in group C and significantly higher than in group RRC. The
numerical values of egg mass and the FCR were more favorable in groups HRC and FRC,
compared with group RRC, but less satisfactory than in group C.

Table 3. Performance of laying hens fed raw (RRC), hydrobarothermally-treated (HRC) and fer-
mented (FRC) rapeseed cake.

Diet
Item SEM p-Value
C RRC HRC FRC
Initial body weight, kg 2.079 2.040 2.040 2.052 0.014 0.763
Final body weight, kg 1.997 2.019 2b 2.096 2 2.054 0.013 0.037
Laying rate, % 96.22 92.9b 945 ab 9542 0.285 0.001
Egg weight (g) 61.9 61.5 60.7 61.3 0.243 0.325
Egg mass (kg/hen) 4952 476" 4.812b 4.84 % 0.022 0.014
Average daily feed

intake (g/hen/day) 112.6 113.2 112.2 113.3 0.252 0.374

Feed conversion ratio b a ab ab
(kg/kg eggs) 1.899 1.980 1.959 1.952 0.009 0.026

ab Means within the same column with different superscripts differ significantly (p < 0.05).

An analysis of the physicochemical properties of eggs revealed that eggshell quality
was highest in group C (Table 4). The inclusion of HRC and FRC in layer diets decreased
eggshell thickness and strength. Eggshell thickness was significantly lower in group HRC
than in group C, and in group FRC than in group RRC (p = 0.001). Eggshell strength was
lowest in group HRC (p = 0.018). Fermentation had a greater beneficial influence on the
parameters of albumen quality than hydrobarothermal treatment. Both albumen height
and HU values were highest in eggs produced in group FRC, and significant differences
were found relative to group HRC (p = 0.001). The addition of RC to layer diets, regardless
of its form, improved yolk color, and the highest values of yolk color intensity (DSM yolk
color fan) were noted in group HRC (p = 0.005). The applied dietary treatments had no
effect on the percentage content of yolk, albumen and shell in eggs.
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Table 4. Effect of raw (RRC), hydrobarothermally-treated (HRC) and fermented (FRC) rapeseed cake
on the physicochemical properties of eggs !

Diet

Item SEM p-Value
C RRC HRC FRC

Eggshell strength (kg) 4.05% 3.78 b 3.30° 3.70 % 0.086 0.018
Eggshell thickness, mm 0.3142 0.306 2P 0.288 be 0.279 ¢ 0.003 0.001
Yolk color 2.42b 2.92 ab 3.502 3.17 b 0.115 0.005
Albumen height, mm 7.39 b 7.29 be 6.43°¢ 8222 0.146 0.001
Haugh units 84.02 83.7 ab 77.6° 89.42 0.985 0.001
Yolk content, % 25.8 25.9 25.3 254 0.758 0.229
Albumen content, % 64.9 65.0 65.8 65.7 0.265 0.505
Shell content, % 9.3 9.1 8.9 8.9 0.087 0.247

! Data representing mean values of 12 eggs per treatment. **< Means within the same column with different
superscripts differ significantly (p < 0.05).

Dietary protein sources had a significant effect on the FA profile of yolk lipids (Table 5).
The inclusion of RRC, HRC, and FRC in layer diets contributed to an increase (p = 0.001)
in the concentrations of linoleic acid (C18:2, n-6), linolenic acid (C18:3, n-3) and docosa-
hexaenoic acid (DHA, C22:6, n-3). The addition of HRC led to a decrease in the content
of arachidonic acid (AA, C20:4, n-6) in egg yolks, compared with the remaining groups
(p = 0.002). The concentrations of SFAs were highest in egg yolks in group C (p = 0.001).
The eggs laid by hens receiving RRC, HRC, and FRC were characterized by significantly
highest proportions of PUFAs, n-6 PUFAs, and n-3 PUFAs in the total FA pool, compared
with group C (p = 0.001), and a much more favorable n-6/n-3 PUFA ratio (p = 0.001). In
all experimental groups fed 20% RC, eggs had a significantly higher content of hypoc-
holesterolemic FAs and a lower content of hypercholesterolemic FAs, relative to group C
(p = 0.001). Cholesterol concentration in egg yolks was lowest in group HRC (p = 0.001).

Table 5. Effect of raw (RRC), hydrobarothermally-treated (HRC) and fermented (FRC) rapeseed cake
on the fatty acid composition (% of total fatty acid content) and cholesterol content of yolk lipids
(%) L.

Diet
Item SEM p-Value
C RRC HRC FRC
C14:0 0.290 2 0.230b 0.233P 0.218"° 0.006 0.001
C14:1 0.060 2 0.024b 0.022° 0.021b 0.003 0.001
C15:0 0.063 2 0.061 2 0.057 b 0.069 2 0.002 0.040
C16:0 2542 219°b 21.5P 20.8° 0.340 0.001
Cl16:1 3.172 1.73b 1.75b 1.60° 0.125 0.001
C17:0 0.167 0.211° 0.216° 0.2452 0.005 0.001
C17:1 0.129 0.136 0.128 0.145 0.002 0.468
C18:0 8.13 8.54 8.05 8.45 0.086 0.120
C18:1 42.1 414 41.8 41.7 0.208 0.706
C18:2 (n-6) 162 20.52 21.24 21.342 0.451 0.001
C18:3 (n-6) 0.221° 0.2522 0.232 0.2552 0.004 0.006
C18:3 (n-3) 0.782 b 1.366 2 1.4882 1.4652 0.060 0.001
C20:1 0.2232 0.190° 0.189 0.210 b 0.004 0.006
C20:2 (n-6) 0.134 0.157 0.167 0.168 0.005 0.096
C20:3 (n-6) 0.141 0.145 0.142 0.142 0.003 0.945
C20:4 (n-6) 1.792 1.812 1.63P 1.832 0.022 0.002
C22:6 (n-3) 0.912¢ 1.326 3 1.166° 1.4102 0.038 0.001
SFAs 3412 309°b 30.0° 29.7P 0.435 0.001
MUFAs 4572 435P 43.9ab 437b 0.271 0.010
PUFAs 20.2° 2562 26.02 26.62 0.539 0.001
n-3 PUFAs 1.69P 2692 2652 2872 0.091 0.001
n-6 PUFAs 185P 2292 2342 23.74 0.455 0.001
n-6/n-3 PUFA ratio 11.522 8.52b 8.81b 8.26° 0.267 0.001
Hyperchgksterolemic 26.0 2 294D 290b 213b 0.340 0.001
. . . .

HYPOChOI}ZSSfemlemIC 740 77,69 7802 7874 0.340 0.001
Cholesterol 21.02 2142 17.0b 21.82 0.522 0.001

! Data representing mean values of 10 eggs per treatment. **° Means within the same column with different
superscripts differ significantly (p < 0.05); SFAs—saturated fatty acids, MUFAs—monounsaturated fatty acids,
PUFAs—polyunsaturated fatty acids.
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Indicators of the redox status of egg yolks are presented in Table 6. Irrespective of its
form, RC had no effect on the concentrations of MDA and total glutathione (GSH/GSSG)
in egg yolks. A significant decrease in SOD activity (p = 0.001) and an increase in CAT
activity in eggs were observed in groups RRC, HRC, and FRC, and CAT activity was higher
in group FRC (p = 0.002) than in group C. An analysis of LOOH concentrations revealed
that the content of lipid oxidation products increased significantly in the yolks of eggs
laid by hens fed RRC (p = 0.001). Both hydrobarothermal treatment and fermentation of
RC decreased LOOH concentrations in egg yolks, compared with RRC and significant
differences were noted in group FRC where LOOH concentrations were comparable with
those in group C.

Table 6. Redox parameters of egg yolks sampled from layers fed a control diet (C), and diets
containing raw (RRC), hydrobarothermally-treated (HRC) or fermented rapeseed cake (FRC) 1

Diet
Item SEM p-Value
C RRC HRC FRC
SOD, U/g 12373 99.8 b 98.5b 104.7 b 2.252 0.001
CAT, U/g 29.7b 329" 37.02b 4232 1.295 0.002
MDA, pmol/kg 7.38 7.67 7.61 7.66 0.148 0.900
LOOH, umol/L 5.14b 6.512 5.61ab 5.12b 0.151 0.001
GSH + GS5G, 4.01 4.06 4.05 4.59 0.142 0.443
umol/kg

! Data representing mean values of 10 eggs per treatment. *® Means within the same column with different
superscripts differ significantly (p < 0.05); SOD, superoxide dismutase; CAT, catalase; MDA, malondialdehyde;
LOOH, lipid peroxides; GSH + GSSG, total glutathione.

Regardless of its form, RC added to layer diets had no negative effect on the major
sensory attributes of eggs, such as general appearance, albumen texture, yolk texture, and,
in particular, taste and aroma (Table 7). A statistical analysis of the results of sensory
evaluation demonstrated that eggs produced in group FRC received the highest overall
score.

Table 7. Average intensity values of egg sensory attributes 1

Diet
Item SEM p-Value
C RRC HRC FRC

General appearance  3.65° 3.80P 3.70° 42542 0.065 0.002
Aroma 3.75P 3.75b 3.75b 4152 0.057 0.020
Albumen texture 3.80 b 3.80ab 3.65P 4252 0.069 0.008
Yolk texture 3.80b 3.70b 3.80b 4302 0.067 0.004
Taste 3.60P 3.65P 3.65P 4352 0.071 0.001

! Data representing mean values of 10 eggs per treatment. *® Means within the same column with different
superscripts differ significantly (p < 0.05).

4. Discussion

Previous research has demonstrated that hydrothermal and fermentation processes
can improve the quality of poultry diets by modifying their chemical composition and
reducing the content of ANFs in selected feed components [24,51,52]. In the present study,
the content of essential nutrients in RC was not affected by hydrobarothermal treatment
or fermentation. The small increase in the crude protein content of FRC can be probably
attributed to changes in DM content, rather than an actual increase in protein content [28].
The above observation could also explain the small increase in NSP levels in FRC. In turn,
significant changes in ANF content were noted in the components of experimental diets.
Glucosinolate levels decreased by 2% in HRC, but they were nearly 17 times lower in
FRC than in RRC. Vig and Walia [27] and Chiang et al. [28] observed that the decrease in
the GLS content of RMS was proportional to fermentation time, and that isothiocyanate
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concentration decreased by as much as 83% after 30 days of fermentation. The decrease in
the content of GLS and their degradation products during fermentation could be attributed
to the breakdown of glucose and sulfur molecules by microbial enzymes [10]. In turn, high-
pressure thermal processing inactivates myrosinase that contributes to GLS hydrolysis,
leading to the formation of ANFs [53]. The content of PP was two times lower in FRC than
in RRC and HRC. According to Fazhi et al. [54], microbial phytases can be used to reduce
the PA content of rapeseed during fermentation. In the literature, various microorganisms
have been analyzed for their ability to produce phytase and reduce the PA levels in RSM
during fermentation [55,56].

Diets with increased content of rapeseed products can compromise feed intake in
poultry because GLS degradation products have a bitter taste [12]. Raw RC is also high in
fiber, which increases satiety and can additionally decrease feed intake [57]. Numerous
studies have demonstrated that diets containing more than 100 g of RSM/kg can reduce
feed intake and decrease egg weight [58-60]. Interestingly, the above relationship was
not observed in the current study, where ADFI and egg weight were comparable in all
groups. However, the inclusion of RRC in hen diets significantly decreased the laying rate
and egg mass, and it compromised the FCR during the entire experiment. Both rapeseed
treatments improved the laying rate, and in groups HRC and FRC, all parameters (that
deteriorated in group RRC) were comparable to those noted in group C. Similar results
were reported by Jeroch et al. [61,62] who observed that the rapeseed content of layer diets
can even be increased to 30% without compromising performance when ANF levels are
reduced through combined chemical and hydrothermal treatment.

Eggshell quality plays a very important role in the egg industry [63]. In the present
study, layer diets containing 20% of raw or processed RC had a negative influence on
eggshell thickness and strength. In the experiments conducted by Riyazi et al. [64],
Swiatkiewicz et al. [65] and Zhu et al. [66], the incorporation of rapeseed products into
layer diets did not affect eggshell quality, whereas Sasyte et al. [26] reported that even
small amounts of extruded rapeseed decreased eggshell thickness. Interestingly, in the
present study, RRC produced more desirable effects than HRC or FRC, since despite lower
numerical values of the analyzed parameters, the results noted in group RRC were statis-
tically comparable to those noted in group C. This was an unexpected outcome because
the application of FRC, which was far less abundant in PP than other experimental feed
components, should have improved eggshell quality. According to Skfivan et al. [67], high
dietary levels of PP decrease phosphorus utilization by laying hens, which can compromise
eggshell quality. In turn, FRC improved the parameters of albumen quality. The eggs
produced in group FRC were characterized by the highest albumen quality, determined
based on albumen height and HU values, and the noted differences were significant relative
to group HRC. The above can probably be attributed to a much lower content of GLS in
FRC, compared with RRC and HRC. According to Zhu et al. [66], GLS metabolites can
inhibit ovalbumin synthesis, decrease albumen height and HU values. However, studies
examining the influence of rapeseed products on albumen quality produced ambiguous re-
sults. In the work of Lichovnikova et al. [68] and Riyazi et al. [64], the incorporation of RSM
into layer diets did not affect HU values, whereas in a study by Najib and Al.-Khateeb [59],
HU values increased with a rise in the proportion of canola meal in layer diets. However,
the effect of treated rapeseed feeds on the above parameters has not been investigated to
date. In the present study, the inclusion of rapeseed products in layer diets increased yolk
color intensity, which corroborates the findings of other authors [59,60,66]. Treated RC, in
particular HRC, delivered the most satisfactory results, but further research is needed to
confirm this relationship.

The FA profile of eggs is an important quality attribute for consumers, and efforts
are being made to modify layer diets and further improve the FA profile of eggs [69].
Egg yolk PUFAs that deliver the greatest health benefits include linoleic acid (C18:2 n-6,
a substrate for the biosynthesis of other long-chain FAs), linolenic acid (C18:3 n-3), EPA
(C20:5 n-3), and DHA (C22:6 n-3) [70]. Most of these FAs belong to the family of n-3 PUFAs
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that contribute to cardiovascular health, brain development and cognitive functioning, and
reduce the risk of cancer, autoimmune diseases and diabetes [71,72]. These PUFAs are not
synthesized by the body and must be supplied in the diet. In the current study, none of the
applied treatments influenced the FA profile of egg yolks relative to group C, whereas all
diets containing RRC, HRC, or FRC improved the FA profile of egg yolks relative to group
C by increasing the content of linoleic acid, linolenic acid, and DHA, and decreasing the
n-6/n-3 PUFA ratio. Buckiuniene et al. [73] reported that an increase in the concentrations
of n-3 PUFAs decreased the n-6/n-3 PUFA ratio and enhanced the FA profile of egg yolks.
According to the World Health Organization (WHO) recommendations for dietary fat
intake, the optimal n-6/n-3 PUFA ratio in the human diet is 4:1 [74]. Kaczmarek et al. [75]
observed that RC, a rich source of n-3 PUFAs (including linoleic and linoleic acids) with an
n-6/n-3 PUFA ratio of around 2, delivers greater health benefits for monogastric animals
than other feeds, which undoubtedly affected the results of the present study. The beneficial
effects of rapeseed oil on the FA profile of chicken eggs have been confirmed by many
researchers [5,76,77]. However, the influence of fermented or hydrobarothermally-treated
RC on the FA profile of chicken eggs has never been examined in the literature. It should
be noted that despite the absence of significant differences, egg yolks in group FRC were
characterized by the numerically highest content of n-3 PUFAs and the most desirable
n-6/n-3 PUFA ratio.

An analysis investigating the effects of various RRC treatments on the cholesterol
content of eggs produced rather surprising results. Panaite et al. [78] demonstrated that
diets rich in PUFAs can effectively reduce egg cholesterol levels. In the present study,
the eggs produced in groups RRC, HRC, and FRC were characterized by the significantly
lowest levels of hypercholesterolemic FAs and the highest levels of hypocholesterolemic
Fas, which is why egg cholesterol levels were expected to decrease in all experimental
groups. Despite the above, egg cholesterol levels decreased significantly only in group
HRC, which is difficult to explain. It can only be speculated that lower egg cholesterol
levels in group HRC were associated with the metabolism of carotenoids that were easily
absorbed, transferred to the egg yolk and significantly improved yolk color. According
to Yeum and Russel [79], diets rich in carotenoids decrease cholesterol levels in the blood
serum and, probably, in egg yolks.

As previously noted, the inclusion of RC in layer diets increased the content of n-3
PUFAs in egg yolks. However, egg yolks are abundant in lipids, and their susceptibility
to peroxidation may increase when layers are fed diets rich in PUFAs [80]. This process
leads to the production of MDA, the end product of lipid peroxidation, and the MDA
content of tissues indirectly reflects the degree of lipid peroxidation by reactive oxygen
species (ROS) [81]. In the current study, the MDA content of egg yolks was comparable in
all experimental groups, whereas SOD activity decreased significantly in all groups fed
RC, and an increase was observed in CAT activity, in particular in group FRC. Superoxide
dismutase and CAT are the main antioxidant enzymes that scavenge ROS via a chain
reaction [82]. The MDA content of eggs remained stable, which suggests that dietary
modifications did not induce oxidative processes. The observed changes in the activity of
antioxidant enzymes could also indicate that RC, in particular FRC, enhances the protective
potential of antioxidant enzymes, as demonstrated by the lowest MDA levels and increased
CAT activity. According to Ognik and Krauze [83], SOD and CAT activity can be increased
or decreased through the addition of feed additives and components with antioxidant
properties, but the direction of changes in enzyme activity can be determined by the initial
redox potential.

Numerous researchers have demonstrated that the addition of rapeseed products to
layer diets can compromise the sensory attributes of eggs, in particular by imparting a fishy
taint to eggs [84-86]. In the present study, the inclusion of 20% RRC and HRC in layer diets
did not affect the taste, aroma, or texture of eggs. Interestingly, FRC significantly improved
the above attributes in comparison with control group eggs. In the work of Lichovnikova
et al. [68] and Swiatkiewicz et al. [87], these attributes were already compromised after the
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addition of 8% untreated rapeseed and rapeseed expeller cake to layer diets, which was
attributed to the presence of TMA in the eggs laid by brown hens. The above observation
was not confirmed in the current study, and the inclusion of FRC in layer diets led to the
production of eggs with the highest sensory quality. These differences could be explained
by lower GLS content and, consequently, lower levels of goitrin which inhibits the oxidation
of TMA to odorless compounds.

5. Conclusions

Hydrobarothermal treatment and fermentation decreased the GLS content of RC,
and fermentation reduced PP concentration. As a result, HRC and FRC exerted a greater
beneficial influence on the laying performance of hens than raw RRC. RRC, HRC, and
FRC can be included at 20% in layer diets because they do not compromise the sensory
quality of eggs and have a beneficial influence on the FA profile and antioxidant potential
of egg yolks. The use of FRC is recommended because it contributes to the highest laying
performance, superior albumen quality, and the highest sensory quality of eggs, relative to
RRC and HRC.
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Abstract

This study evaluated the effects of inclusion of raw, hydrobarothermally treated and fermented
rapeseed cake (RRC, HRC and FRC, respectively) in diets fed to laying hens.
Hydrobarothermal treatment decreased the hydroxyglucobrassicin and neoglucobrassicin
content of rapeseed cake (RC), whereas fermentation significantly reduced the content of all
glucosinolates (GLS) and phytate phosphorus (PP) concentration. Both HRC and FRC
increased the serum concentrations of total protein (TP) and globulin (GLB), compared with
group C. Group HRC hens had desirably lowest blood triacylglycerol (TAG) levels and
aspartate aminotransferase (AST) activity. Group FRC hens were characterized by the lowest
alkaline phosphatase (ALP) activity, and the highest concentrations of phosphorus (P) and
triiodothyronine (T3). Regardless of its form, RC improved ether extract (EE) digestibility, and
decreased dry matter (DM) digestibility and calcium (Ca) retention. In comparison with group
C, RRC, HRC and FRC decreased cecal digesta weight and enhanced the activity of bacterial
a-galactosidase and -galactosidase; HRC also increased ammonia concentration in the ceca
and reduced B-xylosidase activity. The activity of a-glucosidase and a-arabinopiranosidase was
highest, and the activity of bacterial -glucuronidase was lowest in the ceca of group FRC hens.
The cecal concentrations of acetic acid, propionic acid, and total short-chain fatty acids
(SCFAs) were highest in birds fed a diet containing RRC and lowest in group HRC. In
conclusion, RC fermentation considerably reduces the concentrations of GLS and PP. A diet
containing 20% FRC is more recommended than diets containing RRC and HRC because it
exerted a beneficial effect on metabolic parameters and intestinal function in laying hens.
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Due to a global shortage of high-protein feeds and an increase in their prices, alternative
and unconventional feed components are increasingly used in the poultry industry. In recent
years, rapeseed oil by-products, such as rapeseed meal and rapeseed cake (RC), have been fed
to ruminants as well as monogastric animals, including laying hens. In comparison with
rapeseed meal, RC has a higher concentration of metabolizable energy, and it contains up to
400 g/kg crude protein (CP) and high amounts of natural antioxidants (Smulikowska et al.,
2006; Jakobsen et al., 2015; Kopacz et al., 2021). However, wider use of RC in poultry diets is
limited due to the presence of high concentrations of antinutritional factors (ANFs) such as
glucosinolates (GLS), phytic acid, sinapine, fiber and tannins (Chibowska et al., 2000; Kocher
et al., 2000). Antinutritional factors, mostly non-starch polysaccharides (NSP), decrease the
bioavailability of nutrients, in particular protein, energy, and phosphorus (P), which
considerably reduces the efficacy of rapeseed products in poultry nutrition (Chiang et al., 2010;
Drazbo et al., 2018; Yadav et al., 2022). A decrease in the digestibility of rapeseed protein may
result from the binding of proteins to the components of dietary fiber and the presence of major
proteins including cruciferin proteins that may resist proteolysis by physiological digestive
enzymes (Recoules et al., 2019). Poultry do not express endogenous enzymes capable of
digesting NSP. According to Jia et al. (2012), the total-tract digestibility of NSP from rapeseed
meal is negligible in laying hens (2%), adult roosters (4%), and broiler chickens fed a
corn—rapeseed meal diet (8%). High NSP levels in poultry diets may stimulate the proliferation
and activity of gut microbiota, and increase the viscosity of small intestinal digesta, thus
impairing the rate of food passage and nutrient utilization (Kocher et al., 2000; Zdunczyk et al.,
2013).

Since GLS are the most toxic compounds found in rapeseeds, their content of poultry
feeds should not exceed 2.5 umol/g (Feng and Zuo, 2007; Yadav et al., 2022). They are resistant
to heat treatment, but easily undergo enzymatic hydrolysis in the presence of myrosinase that
destroys glycoside bonds and induces the generation of degradation products, including
isothiocyanates. These compounds reduce feed intake, which compromises performance and
disrupts homeostasis in birds (Drazbo et al., 2018). The presence of GLS in poultry diets
decreases the secretion of thyroid hormones, increases the size of the thyroid gland, and disrupts
the balance between thyroid hormones, triiodothyronine (T3) and thyroxine (T4) (Ahmadi,
2016). Endocrine disorders caused by GLS metabolites can compromise the growth rate and
productivity of animals (Zhu et al., 2018). According to Tripathi and Mishra (2007), the
negative impact of GLS is more pronounced in laying hens than in broiler chickens due to the
longer rearing period in the former.

The nutritional value of rapeseed products can be improved by reducing the content of
selected ANFs with the use of different methods such as solvent extraction, chemical
degradation, enzyme hydrolysis and fermentation (Chabanon et al., 2007; Feng and Zuo, 2007,



Gasiorek and Wilk, 2011). Hydrothermal processing contributes to decreasing ANF
concentrations in poultry feed components, thus improving protein and amino acid digestibility,
but its effectiveness varies depending on the type and intensity of the applied treatment (Zentek
and Goodarzi-Boorojeni, 2020). However, very few studies have investigated the use of
hydrobarothermally treated components in layer diets, particularly in view of their impact on
gastrointestinal function. Sasyte et al. (2017) demonstrated that rapeseed feeds subjected to high
pressure and high temperature can be incorporated into layer diets while maintaining high
laying performance. According to Lichovnikova et al. (2004), the extrusion of feed containing
rapeseed has a positive effect on fat digestibility and nitrogen retention in laying hens.

Fermented feed ingredients have been widely used in poultry production in recent years.
Previous experiments have revealed that fermented rapeseed meal can improve performance,
serum biochemical parameters and intestinal morphology in broiler chickens and turkeys (Feng
et al., 2007; Hu et al., 2016; Drazbo et al., 2018). According to Zhu et al. (2020), fermented
feeds can improve the laying performance, antioxidant and immune status of layers. In addition,
studies have shown that fermented diets have the potential to improve intestinal digestive
function and morphology, and to modulate the gut microbial ecosystem in poultry (Hu et al.,
2016; Drazbo et al., 2020; Lv et al., 2022). In a study by Elbaz (2021), fermented canola meal
improved nutrient digestibility in broiler chickens, most likely due to the reduction of the
pathogenic load (microbial modulation) in the gut, which positively affected nutrient absorption
and increased the nutritional value of canola meal. Fermented feed components are usually
characterized by higher counts of lactic acid bacteria, higher concentrations of selected short-
chain fatty acids (SCFASs), and lower pH values, compared with raw components (Niba et al.,
2009), which contributes to increasing the abundance of beneficial microorganisms that exert
probiotic effects in the gastrointestinal tract (GIT) (Goodarzi-Boorojeni et al., 2018). Probiotic
bacteria contained in fermented feeds can decrease intestinal pH by producing SCFAs, and
inhibit gut colonization by pathogenic bacteria by secreting antibacterial substances (Sugiharto
and Ranjitkar, 2019). As the main end products of fermentation, SCFAs stabilize the
composition and function of the gut microbiome, and constitute an extra source of energy,
which can slightly improve the growth performance of birds. Our previous study (Drazbo et al.,
2020) has shown that the fermentation process improved the nutritional value of RC, and
exerted beneficial effects on SCFA concentrations and the activities of bacterial glycolytic
enzymes.

The development of beneficial gut microbiota in birds enables them to express their full
genetic potential and, consequently, maximize productivity. Feeds characterized by high
nutrient digestibility and bioavailability contribute to optimizing poultry production. During
fermentation, microorganisms produce lactic acid that helps in the digestion of other protein-
containing diets, and biosynthesize certain enzymes that are essential in the digestion process
(Dahiya and Nigam, 2022). Thus, fermented feeds positively affect gut function and,
consequently, the health status of poultry.

Previous research has demonstrated that hydrothermally treated and fermented feed
components have positive effects on the gastrointestinal function and performance of slaughter
poultry (Chiang et al., 2010; Ahmed et al., 2014; Drazbo et al., 2018). Our previous study has
shown that hydrobarothermally treated and fermented RC can be valuable components of layer



diets because they do not compromise laying performance (Kopacz et al., 2021). However, as
already mentioned, there is a general scarcity of published studies investigating the efficacy of
processed RC in poultry, with particular emphasis on laying hens. Therefore, the aim of this
study was to verify the hypothesis that hydrobarothermally treated and fermented RC, included
in layer diets at 20%, have a beneficial effect on nutrient digestibility, blood biochemical
parameters and gut function in birds.

Material and methods

Rapeseed cake

Locally produced RC was purchased from “Agrolok” in Golub Dobrzyn, Poland.
Purified RC was ground in a roller mill to pass through a 3 mm sieve, and then conditioned at
a temperature of 90-95°C and humidity of around 18%. In the next step, RC was processed in
a hydrothermal reactor in the presence of steam at a temperature of 95-100°C for 15-20 min.
The raw material was expanded at a temperature of 105-110°C under pressure of 40—-60 atm,
dried and cooled to the optimal storage temperature and humidity.

Rapeseed cake was fermented using a patent-pending (No. 422849) procedure described
in detail by Drazbo et al. (2018). Briefly, a commercial 6-phytase enzyme preparation expressed
by Pichia pastoris was used to ferment RC; it was added to RC at a weight ratio of 1:1000, and
thoroughly mixed. Solid-state fermentation was conducted for 24 h at 30°C under anaerobic
conditions. The enzyme was then deactivated at 70°C for 15 min. The fermented biomass was
dried at 55°C.

Feed samples were analyzed in duplicate for the content of CP and ether extract (EE),
according to AOAC (2007) methods 976.05, and 920.39, respectively. The content of calcium
(Ca) and total P in feed was determined in duplicate by optical emission spectrometry with
excitation in inductively coupled argon plasma in the Avio TM 200 Optical Emission
Spectrometer (Perkin Elmer) after digestion in the microwave system (Titan MPS, Perkin
Elmer). Non-starch polysaccharides in feed and rapeseed were determined by gas—liquid
chromatography (constituent neutral sugars) using an SP-2340 column and a Varian CP3380
gas chromatograph (Varian Inc., Palo Alto, CA), and by colorimetry (uronic acids) using a
Biochrom Ultrospec 50 (Biochrom Ltd., Cambridge, UK), according to the procedure described
by Englyst and Cummings (1984, 1988) with modifications (Slominski and Campbell, 1990).
Uronic acids were determined as described by Scott (1979). Glucosinolates were determined
by gas—liquid chromatography as described by Slominski and Campbell (1987). Gross energy
(GE) in rapeseed samples was determined with an adiabatic bomb calorimeter (KL 12Mn,
Precyzja-Bit PPHU, Bydgoszcz, Poland) standardized with benzoic acid. Phytate-phosphorus
(PP) was determined as described by Haug and Lantzsch (1983).

Birds, management, and diets

The experiment was conducted at the experimental poultry farm of the Department of
Poultry Science and Apiculture, University of Warmia and Mazury in Olsztyn (Poland).

A total of 304 Hy-Line Brown laying hens aged 36 wk, obtained from a local
commercial flock, were weighed individually and randomly assigned to four treatment groups.



Each treatment consisted of 76 laying hens that were placed in Big Dutchman double-sided,
three-tier battery cages (40 x 35 x 60 cm, with a floor slope of 12°) with two hens per cage (38
replicates per treatment and 2 hens per replicate). Different treatment groups were equally
distributed between upper, middle, and lower tiers to minimize the cage-level effect. Hens were
kept in a windowless house, under strictly controlled environmental conditions. The light cycle
was set at 16 h of continuous light and 8 h of darkness, and room temperature of 20-22°C was
maintained. Each cage was equipped with an automatic nipple drinker and a metal feed trough
which was divided by replicate to ensure that hens were not able to consume feed assigned to
the adjoining replicate. A wire egg collector was installed in the front of each cage to prevent
the mixing of eggs from separate replicates. At 35 wk of age, laying hens underwent an
adaptation period during which they were fed commercial diets formulated in accordance with
the recommendations of Hy-Line (2018). The trial started when the hens were aged 36 wk, and
it lasted for 12 weeks (until 48 wk of age).

Laying hens were fed diets whose composition and calculated nutritional value are given
in Table 1. Isonitrogenous and isocaloric diets in mash form contained similar concentrations
of amino acids, including arginine and lysine, and similar levels of minerals, including Ca and
available P. The diets differed in the source of protein. In the control group (C), soybean meal
(SBM) was the main source of dietary protein, whereas experimental groups were fed diets
containing 20% raw (RRC), hydrobarothermally treated (HRC) or fermented rapeseed cake
(FRC). The diets were prepared in the “Agrocentrum” feed meal in Kaleczyn (Poland). All diets
were formulated to meet the nutrient requirements of laying hens (Smulikowska and
Rutkowski, 2018). Experimental diets and water were provided ad libitum throughout the 12-
wk study.

Digestibility trial

After six wk of experimental feeding, eight hens in battery cages were selected randomly
from each treatment. For the determination of total tract nutrient digestibility and retention
coefficients (DM, EE, nitrogen-N, Ca, and P), as well as dietary AMEn values, TiO» was added
to each of the experimental diets, as an indigestible dietary marker at a final concentration of
3.0 g of TiO2/kg of diet. Each cage was equipped with excreta collection trays. During a five-d
collection period, excreta from each cage were collected twice daily (at 12-h intervals), and
were stored in plastic bags at —20°C. Excreta collected per cage during a four-d collection period
were pooled and represented one replicate (8 replicates per treatment). The remaining feed in
excreta trays was carefully removed and weighed. After the collection period, excreta samples
were freeze-dried for further analyses.

The following formula was used to calculate total tract apparent digestibility coefficients
and the percentage retention of nutrients:

Digestibility = [1-(TiO- diet /TiO2 excreta) x (excreta nutrient content/ dietary nutrient
content)]*100
The AMEnN of experimental diets was calculated using the following formula:

AMEN (MJ/kg) = GE diet — [GE excreta x (TiO2 diet/TiOz excreta)] -0.0344 x {N diet -
[N excreta x (TiO diet/TiO2 excreta)]}, where GE is gross energy, N is nitrogen and TiOz is
titanium dioxide. AMEn value was corrected to a zero-nitrogen balance using the conversion
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factor of 0.0344 MJ/kg N retained (Hill and Anderson 1958). Calculations were performed
separately for each replicate.

Sample collection

At the end of the trial, nine birds from each treatment were randomly selected, weighed,
and sacrificed in the Department’s slaughterhouse. The birds were electrically stunned (400
mA; 350 Hz), hung on a shackle line, and exsanguinated by a unilateral neck-cut severing the
right carotid artery and the jugular vein. During the exsanguination, blood was drawn for
analysis. Segments of the digestive tract (small intestine and ceca) were removed, emptied, and
weighed; digesta samples were collected, the ceca were flushed with water, blotted on filter
paper, and weighed. The ileum was defined as the segment from Meckel’s diverticulum to the
ileo-cecal junction. After euthanasia (approx. 20 min), pH was measured in the digesta collected
from each segment using a microelectrode and a pH-ion meter (model 301, Hanna Instruments,
Vila do Conde, Portugal). The collected intestinal content samples were used for analysis of
DM and ammonia and, in the ceca, also SCFAs. The remaining portion of the cecal digesta was
transferred to test tubes and stored at —70°C until needed.

Biochemical analysis of blood

Immediately after collection, blood samples were aliquoted into test tubes containing
heparin and EDTA as anticoagulants. Next, the samples were centrifuged at 3,000 g for 10 min
and plasma was collected for further analysis. The obtained plasma was stored at —20-C until
analysis. The content of total protein (TP), aloumin (ALB), globulin (GLB), total cholesterol
(TC), triacylglycerols (TAG), bilirubin (BIL), urea (UREA), uric acid (UA), creatinine
(CREAT), and the activity of alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase
(AST), alkaline phosphatase (ALP), lactate dehydrogenase (LDH) and gamma-glutamyl
transpeptidase (GGT) were measured in blood plasma using an automated biochemistry
analyzer (Plasma Diagnostic Instruments, Horiba, Kyoto, Japan). The concentrations of Ca, P,
magnesium (Mg), zinc (Zn), copper (Cu) and iron (Fe) in the blood plasma of hens were
determined by flame atomic absorption spectrometry (AAS) on a UNICAM 939 spectrometer.
The serum concentrations of T3 and T4 were determined by the radioimmunoassay using a
diagnostic kit (Roche Diagnostics Gmbh, Mannheim, Germany) and the Elecsys 1010 analyzer
(Instrument Center AG, Rotkreuz, Switzerland).

Analysis of gastrointestinal parameters

As soon as possible after euthanasia (approx. 5 min), the pH of the ileum and ceca was
measured directly in the organs’ contents using a microelectrode and a pH/ION meter (model
301, Hanna Instruments, Vila do Conde, Portugal). The DM content of the samples (ileal, cecal)
was determined at 105°C. Samples of ileal digesta were collected, vortexed and centrifuged at
7211 g for 10 min. The supernatant fraction (0.5 mL) was placed in the Brookfield LVDV-II+
cone-plate rotational viscometer (CP40; Brookfield Engineering Laboratories, Stoughton, MA,
USA), and viscosity was measured at a constant temperature of 397°C and a shear rate of 60/s.
Viscosity was recorded as apparent viscosity. Ammonia was extracted from fresh cecal digesta,



trapped in a solution of boric acid in Conway dishes, and determined by direct titration with
sulfuric acid (Hofirek and Haas, 2001).

The extracellular activity of selected cecal bacterial enzymes (a- and B-glucosidase, a-
and B-galactosidase, B-glucuronidase, a-arabinopyranosidase, and -xylosidase) released from
bacterial cells into the intestinal digesta was measured with the use of the respective
nitrophenylglucosides (Juskiewicz and Zdunczyk, 2002). After incubation (39°C) of the
substrate and digesta solutions in 100 mM phosphate buffer (pH 7.0), p-nitrophenol and o-
nitrophenol concentrations were quantified at 400 nm and 420 nm, respectively. Enzyme
activity was expressed as umol of the product formed per h per g of digesta.

Short-chain fatty acids were analyzed by gas chromatography (Shimadzu GC-2010,
Kyoto, Japan) using a capillary column (SGE, BP21, 30 m x 0.53 mm, SGE Europe Ltd., Kiln
Farm Milton Keynes, UK). Digesta samples (0.2 g) were mixed with 0.2 mL of formic acid,
diluted with deionized water, and centrifuged at 7211 g for 10 min. The supernatant was loaded
onto a capillary column (SGEBP21, 30 m x 0.53 mm) using an on-column injector.

Statistical analysis

For performance and digestibility data, a cage was considered as a replicate unit for the
statistical analysis. For analyses of blood biochemical parameters and physiological parameters
of the GIT, individual birds were considered as experimental units. One-way analysis of
variance (ANOVA) was performed with the use of Statistica 13.1 software (StatSoft, Krakow,
Poland). When a significant treatment effect was noted, the post-hoc Tukey test was used to
determine differences between treatment groups. The effects were considered significant at P <
0.05, and were expressed as mean values with a pooled SE.

Results

The effect of hydrobarothermal treatment and fermentation on the nutrient content of
RC was partially described in our previous study (Kopacz et al., 2021), which demonstrated
that the content of essential nutrients in RC was not affected by hydrobarothermal treatment or
fermentation. However, the present study revealed that the applied processing methods affected
the content of ANFs in RC. The concentrations of two GLS, hydroxyglucobrassicin and
neoglucobrassicin, were slightly lower in HRC than in RRC (0.86% vs. 2.10%, and 0.12% vs.
0.27%, respectively), but fermentation had the greatest influence on the ANF content of RC
(Table 2). In comparison with RRC, FRC had a two-fold lower PP content (0.833% vs.
1.607%), whereas total GLS concentration decreased many-fold (0.92% vs. 15.35%), and
progoitrin content was more than 20 times lower in FRC than in RRC (0.43% vs. 8.87%). A
minor increase in total NSP concentration, noted in FRC, resulted mostly from the fact that
glucose concentration was around 30% higher in FRC than in RRC and HRC.

The blood biochemical parameters of laying hens are summarized in Table 3. In
comparison with group C, a decrease in AST activity was noted in the blood plasma of laying
hens from groups RRC, HRC and FRC (P = 0.001). Higher levels of TP and GLB (P=0.001 in
both cases) and lower levels of CREAT (P=0.001) were found in the plasma of HRC and FRC
hens, relative to group C. In comparison with group C, FRC increased the plasma levels of ALB
(P=0.004), TAG (P=0.038), T3 (P=0.001) and P (P=0.005), but decreased ALP activity



(P=0.001). The plasma levels of TAG (P=0.038) and Fe (P=0.034) were lower in group HRC
than in group C. The highest plasma BIL concentration (P = 0.026) and the lowest Ca content
were noted in group RRC (P=0.001).

Relative to group C, RRC, HRC and FRC significantly decreased DM digestibility
(P=0.002) and Ca retention (P=0.001), and increased EE digestibility (P=0.001). Diet HRC
reduced P retention (P = 0.027), compared with group C (Table 4).

The physicochemical properties of ileal and cecal digesta in laying hens are presented
in Table 5. The dietary intervention with HRC led to a significant decrease in relative cecal
tissue weight, compared with group C (P=0.026). The relative weight of cecal digesta decreased
in response to the dietary application of all three rapeseed products (RRC, HRC, FCR vs. C,
P=0.001). The lowest pH of cecal digesta was noted in group RRC (P<0.05 vs. the remaining
treatments). Cecal ammonia concentration was significantly higher in birds receiving HRC
(P<0.05 vs. C and RRC). The dietary inclusion of HRC and FRC induced a significant increase
in cecal DM concentration (P<0.05 vs. C).

The activity of selected microbial enzymes in the cecal digesta is shown in Table 6.
Only B-glucosidase was not affected by the applied dietary treatments. The dietary inclusion of
FRC significantly increased the extracellular activity of bacterial a-glucosidase and a-
arabinopyranosidase, relative to the remaining groups (P<0.05 in both cases). The three
analyzed rapeseed products added to layer diets caused a significant increase in bacterial o-
galactosidase activity, compared with group C (P<0.05 vs C), and its activity was highest in the
ceca of HRC birds (P<0.05 vs. C and FRC). The extracellular activity of bacterial f-
galactosidase in the cecal digesta was enhanced by RRC and HRC treatments in comparison
with the C treatment (P<0.05). The lowest activity of cecal bacterial B-glucuronidase was noted
in group FRC (P<0.05 vs. RRC). The HRC and FRC treatments resulted in the lowest activity
of cecal bacterial -xylosidase (P<0.05 vs. C). The cecal concentrations of acetic acid and total
SCFAs were highest in birds fed a diet containing RRC (P<0.05 vs. HRC and FRC), and lowest
in group HRC (P<0.05 vs. C and RRC). The concentration of propionic acid in the cecal digesta
was highest in group RRC (P<0.05 vs. HRC). The ceca of birds fed a diet containing HRC were
characterized by a lower concentration of butyric acid, compared with groups C and RRC
(P<0.05). No changes were found in the SCFA profile in the cecal digesta of laying hens; acetic
acid predominated, followed by propionic and butyric acids.

Discussion

Improved laying performance is the main determinant of production intensification and
efficiency. Various by-products, including the by-products of rapeseed oil processing, are
increasingly used in poultry nutrition worldwide. However, the utilization of RC is limited due
to the presence of high amounts of ANFs. The effects of fermentation as well as high-pressure
and high-temperature treatment on the chemical composition and nutritional value of poultry
feed components have been extensively researched (Fenwick et al., 1986; Naji et al., 2016;
Zentek and Goodarzi Boorojeni; 2020; Lv et al., 2022). The present study revealed that
fermentation contributed to a considerably greater decrease in ANF concentration in RC than
hydrobarothermal treatment. Fermentation significantly decreased the concentrations of PP
and, in particular, GLS in RC. This is an important consideration since GLS may exert adverse



health effects, including impairment of liver and kidney function or hypothyroidism in birds
(Fu et al., 2021). A decrease in the concentration of progoitrin is particularly important since
the product of its degradation — goitrin can impair iodine metabolism in the body, leading to the
deregulation of thyroid peroxidase and an enlargement of the thyroid gland (Keum et al., 2004).
The beneficial influence of fermentation on the nutritional value of RC has been discussed in
our previous articles (Drazbo et al., 2018; Kopacz et al., 2021)

This study demonstrated that the inclusion of HRC or FRC in the diets of laying hens
decreased the plasma levels of TP and CREAT, but increased GLB. In addition, increased
plasma ALB concentration was noted in group FRC. Stahly et al. (1994) reported that body
protein anabolism was related to the serum levels of TP and ALB, which showed a positive
correlation and reflected an improvement in protein deposition in tissues. The results of the
present study indicate that layer diets with 20% RC, especially HRC and FRC, have a beneficial
effect on protein metabolism without putting a burden on the liver, as evidenced by reduced
activity of AST and, when FRC is used, of both AST and ALP. In a study by Xu et al. (2011),
the replacement of SBM with fermented rapeseed meal had no effect on total serum protein in
broiler chickens. As reported by Strakova et al. (2021), high AST may indicate liver damage.
According to Thompson and Todd (1994), serum AST activity begins to rise during the pre-
hemolytic period. In the present study, ALP activity was desirably lowest in group FRC. It
appears that RC fermentation increased its content of lactic acid bacteria, and probiotics can
decrease the activity of liver enzymes (Tang et al., 2017). Surprisingly, TG concentration
undesirably increased in group FRC. In our previous study (Drazbo et al., 2018) and in the
experiment performed by Hu et al. (2016) on broilers, FRC included in the diet at 15% and
9.41%, respectively, decreased TG levels. Therefore, it cannot be excluded that the dietary
inclusion of 20% RRC or FRC may impair lipid metabolism in laying hens. However, the use
of 20% RC that had been subjected to hydrobarothermal treatment will have no adverse effect
on lipid metabolism.

Laying hens fed a diet with 20% FRC were characterized by the highest blood
concentrations of Ca and P, which could result from the increased content of bioavailable Ca
and P in FRC (Fazhi et al., 2011). According to Czech et al. (2020), microbial phytase produced
during fermentation increases the bioavailability of the above minerals, thus supporting the
process of bone formation. Phytic acid present in rapeseeds is known to decrease the
bioavailability of both P and Ca (Summers et al., 1988), therefore the reduced concentration of
PP in RC, noted in this study, could contribute to increasing the blood levels of both minerals
in laying hens.

As already mentioned, high amounts of GLS and their degradation products in poultry
feed can impair thyroid function. According to the European Food Safety Authority (2008),
isothiocyanates, thiocyanate ions and oxazolidinones, including goitrin (5-vinyloxazolidine-2-
thione), inhibit iodine uptake and disrupt the biosynthesis of thyroid hormones (T3 and T4),
leading to hypothyroidism and an enlargement of the thyroid gland. Changes in thyroid function
are responsible for numerous clinical symptoms in birds, such as growth inhibition or
reproductive disorders. In the current experiment, neither the form nor inclusion level of RC in
layer diets significantly affected plasma T4 concentration, and the highest T4 and T3 levels
were noted in group FRC. According to Xu et al. (2011), elevated T3 concentrations are



associated with a lower content of isothiocyanates in feed, which was confirmed by an analysis
of the chemical composition of rapeseed products in this study.

Irrespective of its form, RC included in layer diets decreased DM digestibility and Ca
retention. Interestingly, EE digestibility improved significantly in all experimental groups.
According to Zhu et al. (2019), reduced nutrient digestibility may be related to the relatively
high fiber content of feed components, which due to its physiochemical properties limits the
amount of time available for nutrient breakdown. In addition, isothiocyanates are pungent to
the intestinal tract, and they can decrease intestinal villus height, which can drive the adverse
effects of rapeseed meal on nutrient digestibility. In the present study, fermentation drastically
decreased GLS concentration in RC, but none of the technological processes affected NSP
content. It appears that neither hydrobarothermal treatment nor fermentation improved the
digestibility of nutrients from RC. Interestingly, P retention was lowest in hens fed HRC, which
is difficult to explain and requires further research.

Regardless of its form, RC incorporated into layer diets decreased cecal digesta weight.
This parameter is significantly affected by various factors related to small and large intestine
function, such as digesta hydration, composition, and viscosity. The viscosity of small intestinal
digesta did not change significantly in response to the applied dietary treatments, but it was
lower in experimental groups and could promote digesta passage through the upper GIT.
Digesta accumulation in the ceca was not determined by hydrobarothermal treatment or
fermentation, but it was affected by the type and origin of fiber fractions, including NSP. All
rapeseed products reduced digesta accumulation in the ceca. The applied technological
processes did not change the quantities of fiber fractions, but they probably affected NSP
structure in HRC and FRC, which could have a positive influence on the metabolic activity of
microbiota and the intensity of fermentation. Decreased amounts of cecal digesta could also
result from the presence of polyphenols in RC, which modulate the transit time of digesta to the
lower GIT (Di Carlo et al., 1993). The above processes affect nutrient digestibility. In the
current experiment, nutrient digestibility and retention were determined by the dietary inclusion
of RC rather than by the applied technological processes. Only P retention decreased
significantly in group HRC. It should be noted that the pH of small intestinal digesta did not
change in experimental groups, relative to the control group. In case of undesirable bacterial
overgrowth, digesta pH may decrease already in the upper GIT, disrupting digestion and
absorption in these segments. It is well known that the more acidic environment of the large
intestine supports the proliferation of beneficial bacterial species, and positively affects the
health status of the final section of the GIT (Zdunczyk et al., 2013). In the present study, the
significantly lowest pH value was noted in the ceca of hens fed RRC, whereas higher pH values
in groups HRC and FRC were most likely related to the concentrations of ammonia and SCFAs
in the cecal digesta. However, the acidity of cecal digesta is determined by numerous factors,
including not only ammonia and SCFA concentrations but also the basic buffering capacity of
intestinal digesta. It should be stressed that increased ammonia concentration in the cecal
digesta of hens fed HRC was not detrimental to the intestinal mucosa. Nevertheless, ammonia
levels should be monitored carefully in future experiments involving the use of HRC as a
dietary component. The balance between ammonia production and absorption by microbiota
and intestinal epithelial cells is crucial for maintaining healthy metabolism and morphology of



the intestinal epithelial layer. In the current study, diets containing RC had a significant effect
on the extracellular activity of bacterial enzymes and SCFA concentrations. In general, the
activity of bacterial enzymes (excluding B-xylosidase) increased in the ceca of hens in all
experimental groups, but the rate of fermentation processes increased only in group RRC. The
concentrations of acetic acid, propionic acid, butyric acid and total SCFAs were significantly
higher in group RRC than in groups HRC and FRC. Differences in the activity of the analyzed
enzymes in RC groups may point to the significant effects of the applied technological
processes on the structure of RC, and its bioavailability and accessibility to the bacterial
enzymatic apparatus. For instance, enhanced activity of bacterial o-glucosidase and a-
arabinopyranosidase in hens fed FRC points to the increased digestion capacity of resistant
starch as well as soluble and insoluble fiber fractions (cellulose, NSP, e.g. arabinians).
Strychalski et al. (2014) observed a significant increase in the extracellular activity of bacterial
a-arabinopyranosidase in the cecum of rabbits fed a diet enriched with 5% RC as compared
with those fed an SBM-based diet. According to the cited authors, this is due to the fact that
high-molecular-weight polysaccharides (i.e. arabinans, arabinogalactans and pectic
polysaccharides) are present in smaller quantities in SBM than in RC. The inclusion of FRC in
layer diets significantly increased the activity of bacterial o-glucosidase and o-
arabinopyranosidase, but it had no effect on the rate of fermentation processes, and the cecal
concentrations of total and major SCFAs were lower in this group than in groups C and RRC.
It should be noted that the cecal concentrations of SCFAs are the outcome of their production
by gut microbiota and the rate of their absorption from the intestinal lumen to epithelial cells,
and then to tissues and internal organs. It cannot be excluded that fermented fiber fractions were
partially utilized in the small intestine, and the amount of substrates susceptible to microbial
fermentation that reached the ceca was lower. Decreased cecal concentrations of SCFAS in
groups HRC and FRC considerably affected the acidification of digesta. The activity of p-
glucuronidase was lowest in group FRC. The activity of this enzyme is an indicator of adverse
changes in the gut microbiota because it increases with increasing counts of E. coli and
Clostridium (Beaud et al., 2005). Decreased activity of B-glucuronidase may be indicative of
reduced E. coli and Clostridium populations, and a lower risk of glucuronide hydrolysis in the
intestinal lumen, which generates toxic and carcinogenic substances from nontoxic glycosides.
The positive effect of FRC on B-glucuronidase activity can be attributed to higher counts of
lactic acid bacteria in FCR, which can reduce the activity of this enzyme (De Moreno de
LeBlanc and Perdigo, 2005).

Short-chain fatty acids are an important energy source for the intestinal epithelium, and
their concentrations are a robust indicator of intestinal physiology. A particularly important role
is played by lactic acid as a source of energy for enterocyte growth and the proliferation of
intestinal epithelial cells, regulation of mucin production, maintenance of immune function and
protection of the gut environment against pathogen colonization (Antonissen et al., 2016). In
the present study, RRC and FRC exerted more beneficial effects than HRC because they had
no negative influence on butyric acid concentration in the cecal digesta. The concentrations of
SCFAs change because dietary substrates, including protein and NSP, which are partially
digested and absorbed in the small intestine, accumulate in the distal intestinal segments.
Protein, including resistant dietary protein, microbial protein and protein that escaped digestion,



synthesized by the host, may reach the ceca and be taken up by protein-fermenting bacteria. As
a result, higher concentrations of branched SCFAs may be produced, pointing to unfavorable
conditions in the ceca (Konieczka et al., 2021). In the current study, the concentrations of
isovaleric and valeric acids as well as total putrefactive SCFAs did not change, which indicates
that RC diets did not decrease protein utilization by laying hens and did not induce the excessive
bypass of protein for putrefaction, which could potentially be used by bacteria to release end
products considered harmful to the host (Apajalahti and Vienola, 2016).

Conclusions

In comparison with hydrobarothermal treatment, fermentation had a more beneficial
influence on the nutritional value of RC, because it contributed to a greater decrease in GLS
and PP concentrations. In comparison with RRC and HRC, a layer diet containing 20% FRC
desirably increased plasma Ca and P levels, laying rate and protein metabolism rate, but it did
not improve nutrient digestibility. Diets containing RRC, HRC and FRC significantly affected
the activity of glycolytic enzymes in the gut, compared with the control diet. The most
beneficial effect was exerted by diet FRC, which enhanced the activity of a-glucosidase and a-
arabinopiranosidase, and reduced p-glucuronidase activity while maintaining SCFA
concentrations at a level comparable with that in group C (SBM-based diet). Therefore,
fermentation represents an interesting approach to increasing the efficacy of RC in laying hen
nutrition.
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Table 1. Composition and nutritional value of laying hen diets (%, as-fed basis)
Dietary treatment

Item

C RRC HRC FRC
Ingredient
Wheat 49.76 36.97 36.97 36.97
Maize 20.00 20.00 20.00 20.00
Soybean meal 17.27 7.70 7.70 7.70
Rapeseed cake - 20.00 - -
Hydrobarothermally treated ] ) 20.00 )

rapeseed cake
Fermented rapeseed cake - - - 20.00
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Soybean oil 1.14 3.84 3.84 3.84

Sodium chloride 0.37 0.37 0.37 0.37
Limestone 9.54 9.32 9.32 9.32
Monocalcium phosphate 1.15 1.12 1.12 1.12
L-Lysine HCL 0.10 0.08 0.08 0.08
DL-Methionine 0.17 0.09 0.09 0.09
Vitamin-mineral premix® 0.500 0.50 0.50 0.50
Analyzed nutrients

Crude protein 17.0 16.9 17.1 17.2
Ether extract 3.1 7.09 7.02 7.07
P 0.89 0.94 0.89 0.96
Ca 3.75 3,72 3,92 4.08
Non-starch polysaccharides 7.79 8.18 8.27 9.69
Glucosinolates (umol/g) 0.03 2.95 241 0.33
Calculated nutritional value?

AME (kcal/kg) 2700 2700 2700 2700
Crude fiber 2.36 4.76 4.76 4.76
Lysine 0.79 0.79 0.79 0.79
Arginine 0.96 0.94 0.94 0.94
Methionine 041 0.37 0.37 0.37
Methionine + Cysteine 0.72 0.72 0.72 0.72
Threonine 0.55 0.60 0.60 0.60
Tryptophan 0.19 0.19 0.19 0.19
Available P 0.40 0.40 0.40 0.40

Supplied the following per kilogram of feed: 8 000 IU vit A, 2 500 IU vit D3, 20 mg vit E, 1.0 mg vit
K3, 1.5 mg vit B1, 4 mg vit B2, 1.0 mg vit Bg, 0.02 mg vit B12, 0.1 mg biotin, 6.0 mg pantothenic acid,
65.0 mg Mn from manganese oxide, 52 mg zinc from zinc oxide, 45.0 mg | from ethylenediamine
dihydroiodide, 0.15 mg Se from sodium selenite, 6 mg Cu.

2Calculated according to Polish Feedstuff Analysis Tables (Smulikowska and Rutkowski, 2018).

Table 2. The content of antinutritional factors in rapeseed products® (%, dry matter basis)

Content RRC HRC FRC
Phytate-phosphorus 1.607 1.684 0.833
Non-starch polysaccharides 20.48 20.11 21.63
Arabinose 4.41 4.43 4.38
Xylose 1.51 1.55 1.52

Mannose 0.30 0.31 0.27



Galactose 1.50 1.53 1.50

Glucose 5.95 5.96 7.73
Uronic acids 6.81 6.33 6.23
Glucosinolates (umol/g) 15.35 13.32 0.92
Gluconapin 3.07 2.97 0.27
Glucobrassicinapin 0.79 0.64 0.16
Progoitrin 8.87 8.51 0.43
Glucobrassicin 0.25 0.20 0.03
Hydroxyglucobrassicin 2.10 0.86 0.02
Neoglucobrassicin 0.27 0.12 n.d.?

RRC — raw rapeseed cake, HRC — hydrobarothermally treated rapeseed cake, FRC — fermented
rapeseed cake.

Not detected.
Table 3. Blood biochemical parameters of laying hens!
Dietary treatment
SEM P-value
C RRC HRC FRC

TP (g/L) 41.8Db 51.8ab 6l.2a 61.0a 1.973 0.001
ALB (g/L) 30.5¢ 346ab  30.9hbc 348a 0.585 0.004
GLB (g/L) 11.3c 17.3 bc 30.3a 26.1ab 1.942 0.001
TAG (mmol/L) 10.15a 9.48ab 8.71b 10.22 a 0.216 0.038
TC (mmol/L) 3.59 4.20 3.73 4.25 0.148 0.295
AST (U/L) 227 a 165b 125¢ 166 b 7.700 0.001
ALT (U/L) 17.8 15.8 16.9 16.3 0.391 0.324
BIL (umol/L) 61.2b 73.1a 722ab  66.8ab 1.622 0.026
ALP (U/L) 257 a 255 a 198 ab 143 b 11.47 0.001

LDH (U/L) 2228 2409 2338 2692 65.1 0.066



CREAT (umol/L)
UREA (mmol/L)
UA (mmol/L)
GGT (U/L)

T4 (ng/mL)

T3 (ng/mL)

Ca (mmol/L)

P (mmol/L)

Mg (mmol/L)
Zn (umol/L)

Cu (umol/L)

Fe (umol/L)

40.3 a
3.08
0.273
22.8
75.2
0.437b
12.63 a
151D
2.59
121
23.0
74.6 a

39.3a 26.3b
2.94 3.08
0.230 0.321
22.8 22.7
77.2 74.4
0.491ab 0.460Db
896b 10.86ab
150 b 1.49b
2.64 2.87
115 134
29.9 23.9
68.0 ab 539b

20.7b
3.03
0.251
22.9
80.5
0.576 a
1144 a
2.00a
3.25
126
26.4
62.7 ab

2.033
0.110
0.012
0.396
1.222
0.014
0.343
0.064
0.102
3.269
1.380
2.644

0.001
0.971
0.054
1.000
0.300
0.001
0.001
0.005
0.081
0.218
0.303
0.034

ldata representing mean values of 9 birds per treatment.
a, b— means within a row with different letters differ significantly (P<0.05). TP, total protein; ALB,

albumin;

GLB, globulin;

TAG,

triacylglycerols; TC,

total

cholesterol;

AST,

aspartate

aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; BIL, bilirubin; ALP, alkaline phosphatase; LDH,
lactate dehydrogenase; CREAT, creatinine; UREA, urea; UA, uric acid; GGT, gamma-glutamyl

transpeptidase; T3, free triiodothyronine; T4, free thyroxine.

Table 4. AMEn value of the diets, apparent nutrient digestibility coefficients and the retention
of Ca and P in laying hens fed experimental diets!

Dietary treatment

SEM P-value
C RRC HRC FRC
DM 90.13a 87.97b 87.84b 87.50b 0.292 0.002
EE 80.76 b  86.56a 87.21a 86.63a 0.685 0.001
N retention 35.05 37.13 36.39 35.74 0.606 0.675
Ca retention 67.79a 48.33b 53.35b 48.64b 1.671 0.001
P retention 30.52a 27.34a 1259b 23.20a 1.699 0.027
AMEnN (MJ/Kkg) 11.21 11.21 10.85 10.76 0.075 0.055

ldata represent means from 8 replicates (i.e., hens) per treatment
a, b —means within a row with different letters differ significantly (P<0.05).

DM — dry matter, EE — ether extract AMEn - nitrogen-corrected apparent metabolizable energy.

Table 5. Physicochemical properties of ileal and cecal digesta in laying hens



Dietary treatment
SEM P-value

C RRC HRC FRC

Small intestinal parameters

Weight including digesta 33.0 34.6 323 33.0 0.728 0.729

(o/kg BW)

Digesta DM (%) 22.9 21.8 23.5 21.4 0.358 0.116
Digesta viscosity (mPas) 2.66 2.32 2.39 2.45 0.064 0.279
Digesta pH 6.00 5.94 5.96 6.07 0.026 0.308

Cecal parameters
Tissue weight (g/kg BW) 3.19a 2.88ab 2.67b 2.86ab 0.063 0.026

D'ge;t\";‘v‘)"’e'ght (o/kg 363a 244b 236b 277b 0131  0.001
Digesta pH 585a 550b 595a 6.02a 0048  0.001
Ammonia (mg/g) 0.344b 0.410b 0.522a 0.441ab 0.017 0.001
Digesta DM (%) 237b 255ab 27.1a 275a 0368  0.001

ldata representing mean values of 9 birds per treatment.
a, b — means within a row with different letters differ significantly (P<0.05).
BW — body weight, DM — dry matter.

Table 6. Microbial enzyme activity and the concentrations of short-chain fatty acids (SCFAS)
in the cecal digesta of laying hens.?

Dietary treatment
SEM P-value

C RRC HRC FRC
Enzyme activity (mmol/h/g)
a-glucosidase 20.8b 26.7b 27.2b 87.8a 4.741 0.001
B-glucosidase 10.05 10.35 9.27 11.13 0.393 0.424
a -galactosidase 38.9¢c 63.2 ab 84.3a 62.2 b 3.812 0.001

B-galactosidase 52.4b 9%.1a 109.4 a 79.7 ab 5.308 0.001



B -glucuronidase 18.7 ab

a-arabinopyranosidase 4.24b
B-xylosidase 16.5a
SCFA concentrations ( umol/g)
Acetic acid (Cy) 37.7ab
Propionic acid (Cs) 19.2 ab
Isobutyric acid (Cai) 0.665
Butyric acid (Ca) 10.58 a
Isovaleric acid (Csi) 0.974
Valeric acid (Cs) 1.04
Putrefactive SCFAs 2.65
Total SCFAs 70.1ab
SCFA profile (% of total SCFAS)
C2 53.8
Cs 27.3
Cs 15.0

23.3a
6.97b
16.0 ab

449 a
21.7a
0.651
11.00 a
0.807
1.31
2.77
80.3 a

56.1
26.7
135

17.6 ab
6.35b
110c

29.8 ¢
143 b
0.707
7.18b
0.988
1.20
2.89
541c

55.0
26.3
13.3

13.2b
13.97 a
11.3 bc

36.5 bc
17.2 ab
0.763
8.61 ab
1.063
1.28
3.12
65.4 bc

55.9
26.3
13.0

1.040
0.707
0.727

1.372
0.778
0.035
0.489
0.053
0.045
0.102
2.424

0.563
0.356
0.404

0.004
0.001
0.003

0.001
0.003
0.686
0.013
0.386
0.118
0.440
0.001

0.476
0.722
0.307

ldata representing mean values of 9 birds per treatment.

a, b — means within a row with different letters differ significantly (P<0.05).

SCFA — short chain fatty acids.
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