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ONSOZ

Insan niifusundaki hizl1 artis, tarima elverisli ve kullanilabilir alanlardaki diisiis,
sehirlesme, endiistriyel gelisim ve hayvansal {iriinlere olan talepteki artis ile diger
hayvancilik alanlarinda oldugu gibi ruminantlarin tretimi, bakim ve beslenmesi
alaninda da kiiresel 6lgekte koklii degisiklikler sekillenmistir. Bahsedilen degisiklikler
ozellikle bolgesel sigir popiilasyon biiyiikliigli, yonetim ve besleme sistemlerinde
gbzlenmistir. Gelecekte bahsedilen talep artisinin karsilanmasi adina hayvancilikta
kullanilan tiretim sistemlerinde yeni degisiklikler sekillenmesi ongoriilmektedir. Bu
degisikliklerin amaci ¢evre ve insan sagligi ile biyogesitlilik ve dogal kaynaklar

korunurken elde edilen verimde artisin saglanmasidir.

Rumende bulunan mikroorganizmalar yemlerin hayvansal {iriinlere doniistimii
ve cevre iizerine oldukca biiyilk énem arz etmektedir. Ozellikle gelismekte olan
tilkelerde hayvancilik hem sayisal hem de firetkenlik anlaminda gelisirken
sirdiiriilebilir besleme sistemlerinin gelistirilebilmesi ve mevcut yem ve dogal
kaynaklarin ideal seviyede degerlendirilebilmesi i¢in rumen mikrobiyel ekosisteminin
daha iyi anlagilmasi gerekmektedir. Yemlerin daha etkin degerlendirilebilmesi amaci
ile antibiyotiklerin  kullanimimna iliskin ¢alismalar uzun yillar boyunca
gerceklestirilmistir. Ozellikle iyonofor antibiyotiklerin besi sigiri rasyonlarinda
kullaniminin rumende metan tiretimine bagh olusan enerji kayiplarin diisiirebilecegi
bildirilmistir. Ancak antibiyotiklere karsi gelisen bakteriyel direng nedeni ile Avrupa
Birligi tarafindan antibiyotiklerin biiytime faktorii olarak kullanimi yasaklanmistir.
Ruminantlarin verilen yemleri insan tiiketimine uygun friinlere daha etkin sekilde
donistiirebilmesi igin farkl: etki mekanizmalarina sahip ¢ok farkl bilesikler tizerinde
calismalar yogunlasmistir. Bu ¢alismanin amaci da siirdiiriilebilir hayvan besleme
uygulamalarinin saglanmasi ve yemlerin hayvansal iriinlere doniisiim etkinligini
arttirabilmek adina farkli bilesiklerin in-vitro rumen fermentasyon ortamina etkilerini

ortaya koymaktir.

viii
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1. GIRIS

Rumen fermentasyonu organik besin maddelerinin anaerobik oksidasyonu
olarak bilinmektedir (Russel ve Strobel, 2005). Bakteri, protozoa ve mantar gibi
birincil sindirimi gergeklestiren mikroorganizmalar nisasta ve protein gibi hiicre
duvari polimerlerini hidrolize ederek ortaya sekerler ve amino asitleri ¢ikarirlar. Agiga
c¢ikan sekerler ve amino asitler ise ikincil sindirim gerceklestiren mikroorganizmalarca
ugucu yag asitleri (UYA), hidrojen ve karbondioksite ¢evrilirler (McAllister ve ark.,
1996). Biitiin bu islemlerin son basamagi olarak metanojen mikroorganizmalar
hidrojeni kullanarak karbondioksiti metana indirgemektedirler. Metan olusumu ile
ortamdan hidrojen uzaklastirilir ve adenozin trifostat (ATP) tiretimi daha verimli bir
sekilde saglanabilmektedir (McAllister ve ark., 1996).

Metan iretimine baska bir agidan bakildiginda ise bu islem rasyon tipi ve
sindirilebilirligine bagl olmak iizere yemlerde bulunan briit enerjinin yaklasik olarak
%8’¢ kadar kaybina neden olmaktadir (Holter ve Young, 1992). Rumen fermentasyon
etkinliginin metan saliniminin inhibe edilmesi yoluyla arttirilabilmesi i¢in ¢alismalar
yogunlagsmistir.  Elektron kullaniminin  metan yerine propiyonat iiretimine
yonlendirilmesi ile ugucu yag asitlerinde daha ¢ok enerji ve karbon saklanmasi s6z

konusu olabilecektir.

1.1. Rumen Ortami

Ruminantlar sindirim kanallarinda barindirdiklart mikroorganizmalar ile

simbiyotik bir iligki icerisindedirler. Bu iligski sayesinde ruminantlar tek midelilerin



yararlanamadig seliiloz seviyesi yliksek yem maddelerinden faydalanabilmektedirler.
Bahsedilen simbiyotik iligkinin karsilig1 olarak da bakterilere uygun bir yagam ortami
saglanmaktadir. Normal fizyolojik kosullar altinda rumen ortami mikroorganizmalarin
cogalmasi i¢in mikemmel bir yerleskedir. Mikroorganizma gelisimi ve
fermantasyonuna uygun oldugu belirtilen rumen ortaminin baslica fiziksel 6zellikleri
olarak sicakligin 39-41°C araliginda olmasi, pH’nin genel olarak 5.5-6.9 seviyesinde,
redox potansiyelinin - 350-400 milivolt (mV) seviyelerinde ve ozmolaritenin ise 250-
350 miliozmol (mosm)/kg araliginda bulunmasi sayilabilmektedir (Mackie ve ark.,
2013). Ancak mikroorganizmalarin gelisimini destekleyecek bu &zel ortam farkh
degiskenler ile kontrol edilmektedir. Bu degiskenler tiiketilen yemin niteligine ve
miktarina, salivasyona, rumendeki bilesiklerin absorpsiyonuna ve rumen igeriginin alt

sindirim kanalina gegisine bagimlilik gostermektedir.

Submaxillar ve sublingual bezlerden yalnizca yem tiiketimi esnasinda tiikiiriik
salgilanmakta bunun haricinde parotis bezden tiikiiriik salgis1 siirekli devam etmekte
ve ruminasyon gibi uyarimlar ile miktar1 artmaktadir (Kay, 1966). Parotis bezlerden
salgilanan tiikiiriik toplam tiikiiriik olusumuna en yiiksek katkiy1 saglamaktadir ve bu
tiukiiriigiin  yapist diger bezlerden salgilananlara gore daha yiiksek alkali ve
tamponlayict yapidadir (McDougall, 1948). Sigir tiikiiriikk salgisinin tampon islevi
gormesi yapisinda bulunan yiiksek yogunluktaki bikarbonat (90-120 mM ve 20-45
mM) ve fosfat ile iliskilendirilmektedir (Bartley, 1976). Tiikiiriik salgisinin miktari
tilketilen rasyonun yapisina gore degisiklik gostermektedir ve tiikiiriik rumen pH’s1
tizerinde icerdigi bikarbonat ve fosfat sayesinde tamponlayici etki gostermektedir
(Owens ve ark., 1998). Rumende farkli bir tampon mekanizmasi ise ugucu yag asitleri
(UYA) tarafindan saglanmaktadir. Bu tampon mekanizma yiiksek seviyede konsantre
yem ve ruminasyonu uyarmayacak yapidaki kaba yemler ile beslenen hayvanlarda,
rumen pH seviyesinin daha disik oldugu 4-6 seviyelerinde gozlenmektedir

(Emmanuel ve ark., 1969).



1.2.  Rumen Ekosistemi

Rumen ¢ok sayida reaksiyonun gergeklestigi oldukga karmasik bir ekosistemdir.
Rumende li¢ ana mikroorganizma tanimlanmistir. Bunlar bakteri, protozoa ve
mantarlardir. Mikrobiyal varligin say1 ve tiirii cok farkli faktorlerin etkisi altindadir ve

bu faktorlerden en 6nemlisi ise tiikketilen yemdir (Dehority ve Orpin, 1997).

1.2.1. Bakteri

Mikrobiyoloji alaninda 19. yilizyilda gdzlenen ilerlemeler ile rumen sivisi,
bakteriler ve seliiloz sindirimi {izerine olan ilgi yogunlagsmistir. Bu mekanizmalar
izerine olan ¢aligmalar sigirlarin protein yapisinda olmayan azotu da siit tiretimi i¢in
kullanabilecegini kesfeden bilim insanlarina nobel 6diiliinti getirmistir (Virtanen,
1966). Rumende bulunan bakteri sayis1 10*° — 10! /ml rumen sivis1 olarak
belirtilmektedir (Eadie ve Hobson, 1962). Rumen bakterilerinin taksonomisi
giiniimiizde de devam etmektedir ve daha Onceden tespit edilemedigi diisiiniilen

bakterilerin var oldugu tahmin edilmektedir (Krause ve Russell, 1996).

Rumen biyokiitlesinin biiyiikk bir bolimiinii anaerobik mikroorganizmalar
olusturmaktadir. Ruminantlar ilk dogduklar1 anda steril bir sindirim sistemine sahip
olmalarina karsin sindirim sistemi bakteriyel kolonizasyonu hizli bir sekilde
gerceklesir (Cushnie ve ark., 1981). Kuzu ve buzagilarin dogum sonrasi 8. saatte
sindirim kanalininin biitiin bdliimlerinde Eschericia coli ve 24 saat sonrasinda da
Lactobacillus alt tiirleri ve Streptococcus alt tiirleri tespit edilmistir (Smith, 1965).
Dogumu takip eden 48 saat igerisinde anaerob bakterilerin bakteri varligim

baskilamasi ile bakteri kolonizasyon iglemi hizlanmaktadir (Fonty ve ark., 1987).



Buzagi rumen igeriginde seliilolitik bakteri varligi 4-5 giin yas itibariyle

baglanmaktadir (Dehority ve Orpin, 1997).

Mikroskobik goriintiileme teknolojisinin ilerlemesi ile mikroorganizmalarin
rumende yerlestigi  boliimlerin  gOriintiilenmesi miimkiin  olmustur.  Biitiin
mikroorganizmalarin %70 nin yem partikiilleri ile iligkili oldugu, %30°nun ise rumen

epiteline bagli olarak bulundugu bildirilmektedir (Cheng ve ark., 1977).

Bitki hiicre duvarmin o6nemli bir pargasi seliiloz oldugundan rumen
beslemesinde seliilolitik mikroorganizmalar 6nemli bir rol oynamaktadirlar (Russel ve
ark., 2009). Seliilolitik bakterilerin yasamasi ve c¢ogalabilmeleri i¢in ideal rumen
kosullarinin saglanmasi gerekmektedir. Seliilolitik mikroorganizmalar i¢in ndtiire
yakin bir pH degeri idealdir (Weimer, 1996). Rumen ortamindaki iyonize kalsiyum
varligi bu tiir bakterilerin ortama yerlesmesine katki saglamaktadir (Morales ve
Dehority, 2009). Rumen ortamindaki selilloz sindiren bakterilerin yogunlugunun
degerlendirildigi bir ¢alisma Ruminococcus albus ve Ruminococcus flavefaciens ’in bu
bakterilerin %59.8’ni ve Fibobacter succinogenes’in ise %19.2’sini olusturdugu

bildirilmistir.

Tahil agirlikli beslenen yiiksek verimli sigirlarda rasyonlarin onemli bir
bileseni ise nisastadir. Rumende nisastanin sindirilmesinde Onemli gorev alan

bakteriler amilolitik bakterilerdir.

Rumen florasinda 6nemli gorev alan bir diger grup bakteri ise laktat sindiren
bakterilerdir. Bu bakteriler laktik asiti metabolize ederek laktatin birikmesini onler,
boylelikle rumen pH’sinin ¢ok fazla diismeden belirli bir seviyede kalmasini

saglamaktadirlar (Mackie ve Heath, 1979). Bu bakterilerin rumendeki varligi



hayvanlarin yogun nisasta iceren yemlerle beslenmesi ile artmistir (Brown ve ark.,

2006).

Pektin, gerek pektin igerigi yiiksek bitkiler ile gerekse seker sanayi yan tiriinleri
ile agirlikli olarak beslenen ruminantlarin rasyonlarinda 6nemli bir bilesendir. Pektin
hem bakteriler hem de protozoonlar tarafindan sindirilmektedir. Pektin sindiren
bakteriler arasinda Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella ruminicola, Bacteroides
ruminicila ve Lachnospira multiparus yer almaktadir (Dehority, 1969). Bu bakteriler
rumen igerigine pektinolitik enzimler tretip salgilamaktadirlar, pektin lizaz enzimi
yardimi ile pektin oligogalaktozlara dontstiiriilmektedir (Duskova ve Marounek,
2001).

Rumende biriken hidrojen iyonunun fermentasyonu olumsuz yonde etkilemeden
ortamdan uzaklastirilmasi gerekmektedir ve bu gorevi metan tiretimi ile sekillendiren
bakterilere metanojen denilmektedir (Bodas ve ark., 2012). Giiniimiize kadar yalnizca

8 metanojen tiir kiiltiire edilebilmistir (Kong ve ark., 2013).

Rumende proteinlerin yikimlanmast rumen mikroorganizmalarinin enzim
iiretimi ile proteinlerin peptid ve amino asitlere hidrolize olmasi ile saglanmaktadir
(Cotta ve Hespell, 1986). Proteolitik aktiviteye sahip oldugu tespit edilen bazi
bakteriler Bacteriodes amylohilus, Bacteriodes rutminicola ve B. fibrisolvens tir
(Cotta ve Hespell, 1986). Proteolitik aktivite ayrica Streptococcus bovis ve Prevotella

albelsis tarafindan da saglanmaktadir (Sales ve ark., 2000).

Ruminantlarin tiikettigi yemlerde lipid olarak en sik rastlanan fraksiyonlar
trigliseritler, fosfolipidler ve galaktolipidlerdir (Jenkins ve ark., 2008). Tiiketilen
lipidler rumende ilk olarak mikrobiyel lipaz ile hidrolize edilmektedirler. Lipaz enzimi

ester baglar1 ¢ozerek yag asitlerini agiga c¢ikartmaktadir (Liu ve ark., 2009). Lipoliz



isleminden sonra doymamis yag asitleri ortama mikroorganizmalardan hidrojen iyonu
varliginda biyohidrojenizasyon islemine tabi tutulmaktadirlar (Jenkins ve ark., 2008).
Lipololizis isleminin hiz1 rasyonda bulunan yagin tiiriine ve ortam pH’smna gore
degiskenlik gostermektedir (Beam ve ark., 2000). Anaerovibrio lipolytica iki hidrolitik
enzim iiretmektedir bunlardan biri hiicre membranina bagl kalmakta digeri ise hiicre
disina salgilanmaktadir (Henderson ve Hodgkiss, 1973). B. fibrisolvens’in ¢oklu
doymamus yag asitlerini biyohidrojenize ettigi bilinmektedir (Maia ve ark., 2010).

Rumen fermentasyonu esnasinda yan {iriin olarak agiga laktat ¢ikmaktadir.
Megasphaera elsdenii laktik asit metabolizmasindan sorumlu olan 6nemli bakteri tiirii
olarak bilinmektedir ve bu nedenle asidozun Onlenmesi amagli rasyon

adaptasyonlarinda 6nemli bir gorev oynamaktadir (Counotte ve ark., 1981).

Cizelge 1.1. Rumende faaliyet gosteren bazi bakterilerin kullandiklar1 substrata gore
siniflandirilmasi (Kamra, 2005).

Karbonhidratlarin Metabolizmasinda Aktif Olan Bakteriler

Substrat Bakteri

Seliiloz F. succinogenes

R. flavefaciens

R. albus

Clostridium cellobioparum
Clostridium longisporum
Clostridium lochheadii

Eubacterium cellulosolvens

Hemiseliiloz E. cellulosolvens
P. ruminicola
Eubacterium xylanophilum

Bacteroides uniformis




Cizelge 1.1. Devam Rumende faaliyet gosteren bazi bakterilerin kullandiklari
substrata gore siniflandirilmasi (Kamra, 2005).

Karbonhidratlarin Metabolizmasinda Aktif Olan Bakteriler

Substrat Bakteri

Nisasta S. bovis
Ruminobacter amylophilus

P. ruminicola

Pektin Treponema saccharophilum

Lachnospira multiparus

Seker/Dekstrin Succinivibrio dextrinosolvens

Succinivibrio amylolytica

Selenomonas ruminantium

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei
Lactobacillus fermentum,

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis
Lactobacillus helveticus

Bifidobacterium globosum

Bifidobacterium longum

Bifidobacterium thermophilum
Bifidobacterium ruminale

Bifidobacterium ruminantium

Azotlu Bilesiklerin Metabolizmasinda Aktif Olan Bakteriler

Protein P. ruminicola
R. amylophilus

Clostridium bifermentans

Ure M. elsdenii

Diger Bilesiklerin Metabolizmasinda Aktif Olan Bakteriler

Substrat Bakteri
Laktat M. elsdenii

Wollinella succinogenes
Veillonella gazogenes
Oxalobacter formigenes
Desulphovibrio desulphuricans
Desulphatomaculum ruminis

Succiniclasticum ruminis

Yag Anaerovibrio lipolytica




Cizelge 1.1. Devam Rumende faaliyet gosteren bazi bakterilerin kullandiklari
substrata gore siniflandirilmasi (Kamra, 2005).

Diger Bilesiklerin Metabolizmasinda Aktif Olan Bakteriler

Asetat Eubacterium limosum

Acetitomaculum ruminis

Tanin Streptococcus caprinus

Eubacterium oxidoreducens

Mimozin Synergistes jonesii

Metan Methanobrevibacter ruminantium
Methanobacterium formicicum
Methanosarcina barkeri

Methanomicrobium mobile

1.2.2. Protozoa

Protozoalar rumende kesfedilen ilk mikro canlilardir. Protozoa rumen
mikroflorasinin 6nemli bir parcasini olusturmaktadir. Rumen igeriginin her bir
ml’sinde 10°— 10° civarinda bulunan protozoonlar mikrobiyal biyokiitlenin yaklasik
olarak yarisimi olusturmaktadir ancak defaunasyon g¢alismalart bu mikro canlilarin
konakg1 i¢in esansiyel olmadigini ortaya koymaktadir (Bird ve Leng, 1978; Dehority,
1984). Protozoalar kisa siireli sicaklik dalgalanmalari ve oksijen varligina
direnclidirler (Bonhomme, 1990). Bakterilerde oldugu gibi protozoa da rumen
stvisinda serbest sekilde, rumen duvarina yapisik veya yem parcaciklaria yapisik
olmak iizere 3 sekilde bulunmaktadir (Bonhomme, 1990). Protozoonlarin rumendeki
sayilar giin igerisinde farklilik gdsterebilmektedir. Bunun nedeni yem tiiketimi sonrast
ozellikle Isotricha ve Dasytricha familyasindakilerin retikulumdan rumene hareket

etmeleridir (Dehority and Tirabasso, 1989).

Rumende en sik rastlanan protozoa en kiigiik, basit olan Entodinium alt tiirleridir
(Williams ve Coleman, 1992). Protozoalar yem parcaciklarina yapisik kaldiklarindan

dolay1 rumenden abomazuma rumen s1vi fazinda bulunan bakteri ve besin maddelerine



kiyasla daha yavas ge¢mektedirler (Hook ve ark., 2012). Holotricha familyasindaki
protozoonlarin biinyelerine aldiklar1 sekerlerin %82’sini amilopektine ¢evirerek
depoladiklar1 bildirilmistir (Williams, 1986). Protozoonlarin nisastayr biinyesinde
depo edebildikleri ve yiiksek seviyede nisasta igeren yemlerin tiiketiminden sonra
asidoz riskini diistirebilecegi  bildirilmistir (Van Zwieten ve ark., 2008).
Entodinimorphida ve Holotricha familyasindaki bazi protozoonlarin karbonhidrati
asetat, karbondioksit ve hidrojene g¢evirebilecek enzim yapisina sahip oldugu tespit
edilmistir (Yarlett ve ark., 1983).

Ciliate protozoonlarin rumendeki mikrobiyel seliiloz sindiriminin %30-40’1ndan
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (De Meyer ve ark., 1981). Protozoonlarin Seliilolitik
aktivitesinin yaninda yapilan aragtirmalar seliilolitik aktivitesi bilinen Diploplastron
affine 'nin ayn1 zamanda amilolitik enzimler de salgiladig1 ve nisastay1 yikimladigini
ortaya koymustur (Wereszka ve Michalowski, 2012). Bakterilerin yaninda rumende
protozoalarin da 6zellikle ¢oziinmemis olarak bulunan kat1 proteinlerin yikimlanmasi
islemine katki sagladigi bildirilmistir (Hino ve Russell, 1987). Ancak rumen
bakterilerinin  proteolitik aktivitesinin protozoalardan daha yiiksek oldugu
bilinmektedir ve protozoonlarin sindirdigi protein substrati genellikle bakterilerin

sindirdiklerinden daha farklidir (Lockwood ve ark., 1988).

1.2.3. Mantar

Rumendeki varligi en son kesfedilen mikroorganizmalar anaerob mantarlardir
(Orpin, 1977). Rumen ekosisteminin biiyiik bir boliimiinii olusturmamalarina ragmen
ruminantlar tarafindan tiiketilen yemlerin sindiriminde etkin rol oynamaktadirlar
(Nam ve Garnsworthy, 2007). Neocallimastix frontalis, Piromyces joyonii ve
Orpinomyces communis’in yapisal polisakkaritleri etkin bir sekilde sindirebilecek

enzimleri salgiladigi bildirilmistir (Hebraud ve Fevre, 1988). Mantarlarin 6nemi



hayvanlar lignifiye yemler ile beslendiklerinde daha da artmaktadir. N. frontalis ve
Piromonas communis’in lignifiye yapilar1 ¢ozlinebilir hale getirip hiicre duvarindan
uzaklagtirarak bakerilerin seliiloza erisebilmesini miimkiin kilmaktadir (Bootten ve

ark., 2011).

Cizelge 1.2. Rumende ortamindan izole edilmis ana protozoa ve mantarlar (Castillo-Gonzalez
ve ark., 2014).

Protozoa

Seliilolitik protozoa

Enoploplastron triloricatum
Eudiplodinium maggii

D. affine

Epidinium ecaudatum
Diplodinium monacanthum
Diplodinium pentacanthum

Proteolytic protozoa

Entodinium caudatum

Eudiplodinium medium

Mantar

Seliilolitik mantar

Neocallimastix frontalis
P. communis

Orpinomyces joyonii
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1.3. Rumende Yemlerin Sindirimi

Rumen ortaminda oksijen yoklugu ve siirekli olarak ortama indirgeyici ajanlarin
salinmasi nedeni ile rumen ortami zorunlu anaeroblarin gelisimi i¢in idealdir ve buna
bagli olarak zorunlu anaeroblarin, fakiiltatif anaerob ve aerob mikroorganizmalara
sayisal oran1 1000:1 seklinde bildirilmistir (Russell ve Strobel, 2005). Rumen
ortaminda elektron tasiyicisi gorevini iistlenecek oksijen bulunmamasi nedeni ile
rumen bakterileri anearob oksidasyon gergeklestirmektedir (Russell ve Strobel, 1993).
Fermentasyon, ilk elektron vericisinin ve son elektron alicisinin organik bilesikler
oldugu, enerji liretiminin saglandigi indirgenme-yiikselgenme reaksiyonlar dizisine

verilen genel isimdir (Prins, 1977).

Rumen mikroorganizmalar1 karbonhidrat, protein ve lipid gibi organik
bilesikleri asetat, karbondioksit, amonyaga fermente etmektedirler, bu fermentasyon
islemi sirasinda elektron proton reaksiyonlari ile ortaya ¢ikan indirgenmis tirlinler de
rumen ortamina salinmaktadir (Van Nevel ve Demeyer, 1996). Fermentasyon islemi
sirasinda Uretilen enerji ATP formunda saklanmakta ve bu enerji bakteriler tarafindan
yasama, mikrobiyel popiilasyonun gelismesi igin kullanilmaktadir (France ve Dijkstra,
2005). Fermentasyon islemi sirasinda kayda deger seviyede 1s1 iiretimi de

gozlenmektedir (Russell ve Strobel, 1993).

Rasyonda bulunan karbonhidratlar fermentasyon isleminin en Onemli
substratlar1 arasindadir ve ugucu yag asitlerine fermente edilmeden 6nce yapilarini
sekillendiren pentoz ya da hekzoslara yikimlanirlar (Baldwin ve Allison, 1983).
Karbonhidratlardan ortaya ¢ikan pentozlar transketolaz ve transaldolaz reaksiyonlari
ile hekzos ve triozfosfata ¢evrilmektedir. Rasyonda bulunan karbonhidratlarin biiyiik
kisminin metabolizmasi, hekzoslarin Embden-Meyerhof yoluyla gilikolize ugramasi

ile sekillenmekte ve son {iriin olarak piirivat elde edilmektedir (Baldwin ve ark., 1963).
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Asetil koenzim A (Asetil CoA), asetat ve biitirat olusumu sirasinda gérev alan bir ara

metabolittir (Hackmann ve Firkins, 2015).

Sekerlerin piirivata oksidasyonu esnasinda, elektronlar (serbest hidrojen) hiicre
ici elektron tasiyicilari olarak bilinen nikotanamid adenin diniikleotid (NADY)
tarafindan alinmaktadirlar ve bu yapilar indirgenerek hidrojen igeren nikotanamid
adenin diniikleotid (NADH)’ye doniisiir (Immig, 1996). Sekerlerin fermentasyonunun
devam ettirilebilmesi i¢in NADH’nin NAD"’a tekrar okside edilmesi gerekmektedir
(van Lingen ve ark., 2016). Rumende farkli tiirdeki bakteri, protozoa ve mantarlarin
NADH’yi tekrar okside etme stratejileri farklilik gosterebilmektedir, bazi tiirler
NADH’den elde ettikleri hidrojeni pitiivattan, biitirat iiretmek i¢in kullanmakta iken
bazi tiirler piirivat ve NADH’i propiyonat iiretiminde kullanmaktadirlar (Immig,
1996). Rumendeki bakteri tiirlerinin biiyiik ¢cogunlugu asetati hidrojen kullanimina
gerek duyulmayan bir metabolik yol araciliginda asetil COA yardimui ile ortama H> ve
CO2 salinimi gergeklestirerek yaparlar (Miller, 1991). Rumende diisiik kismi hidrojen
basmcinin bulundugu durumlarda NADH, NAD* ve Hy’e tekrar okside edilmektedirler
(Immig, 1996). Ortaya ¢ikan bu metabolik Hz, seker ve amino asitlerin okside edilmesi
sirasinda agiga c¢ikan diger indirgeyici elektronlar icin farkli bir uzaklagtirma
mekanizmasi olusturmaktadir (Wolin, 1975). Rumen ortaminda bulunan molekiiler
hidrojen fermentasyon islemi i¢in geri besleme mekanizmasini uyardigindan ortamdan
uzaklastirilmasi gereklidir. Metanojenler Hz’1 kullanarak COz’1 indirgemekte ve ortaya
CHs ¢ikmaktadir. Bu yol ile 4 mol Hz bir mol CHjy iiretimini saglamaktadir (Immig,
1996). Bahsedilen biitiin reaksiyonlar Sekil 1.1.’de verilmistir (France ve Dijkstra,
2005) .
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Hekzos + 2NAD™ + 2ADP — 2 Piriivat + 2[H] + 2NADH + 2ATP
2 Pirlivat + 2 HoO + 2ADP — 2 Asetat + 2 CO2+ 2H2 + 2 ATP
2 Pirtivat + 4[H] + 4NADH + 2ADP — 2 Propiyonat + 2 H,O + 4ANAD* + 2 ATP
2 Pirtivat + 2 [H] + 2 NADH + ADP — Butirat + 2 H, +2CO2 + 2NAD* + ATP
CO2+ 4H.+ ADP — Metan + 2 H2O + ATP
Formik asit + 3 H2 — Metan + 2 H20

Sekil 1.1. Rumende gerceklesen fermentasyon reaksiyonlari (France ve Dijkstra, 2005).

Rumende yikimlanabilir protein orani yiikksek rasyonlar ile beslenen
hayvanlarda asetat, propiyonat ve biitiratin haricinde valerat, kaproat, izobiitirat,
izovalerat, 2-metilbiitirat ve farkli ugucu yag asitleri karbonhidrat metabolizmasinin
son lirlinii olarak iiremektedir ve bu ucgucu yag asitleri baz1 rumen bakterileri i¢in
onemli biiylime faktorleridir (Cotta ve Hespell, 1986). Rasyon yapisina bagli olarak
rumende protein ve lipitlerden de ugucu yag iiretilmesi miimkiindiir. Lipid hidroliz
tirinlerinden yalnizca gliserol ve galaktoz fermentasyona katilmaktadir ve bu sekilde
ugucu yag asiti olusumu oldukca sinirhidir (France ve Dijkstra, 2005). Rumende
yikimlanabilir protein igerigi yiiksek rasyonlar ile beslenen hayvanlarin rumeninde
proteinlerin hidrolizi sonucu agiga ¢ikan amino asitlerin izobiitirik, izovalerik ve 2-
metilbiitirik gibi amino asitlere ¢evrilmeden Once deaminasyon iglemine maruz

kaldiklar1 bilinmektedir (Cotta ve Hespell, 1986).

Uretilen ugucu yag asitlerinin biiyiik bir béliim rumenden emilip dolasim
sistemine katilmakta buradan da karacigere giderek okside edilmektedir (Dijkstra,
1994). Bu islem ile hayvanin enerji ihtiyacinin biiyiik bir kismi karsilanmig olur
(Armentano, 1992). Fermentasyon islemi ile ugucu yag asitlerinin iiretiminin yani sira
mikroorganizmalarin ¢ogalmasi bagka bir ifade ile hayvan i¢in mikrobiyel protein
saglanmaktadir. Fermentasyon sonucu ag¢iga c¢ikan karbondioksit ve metan gazlarn
hayvan tarafindan degerlendirilmeyen iirlinlerdir ve hayvanlarin bulundugu ortama
salinarak uzaklastirilmaktadirlar, metan gazi olusumu ruminantlar i¢in enerjinin kayb1

anlamina gelmektedir (Bhatta ve ark., 2007).
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1.3.1. Rumen Ucucu Yag Asitlerinin Uretimi

Hekzoslardan gesitli ugucu yag asitlerinin fermentasyon yolu ile {iretimi rumen
ortaminin ¢esitli mikroorganizmalarin ¢ogalmasi i¢in ne kadar uygun olduguna ya da
uygun olmadigina baglilik gostermektedir. Fermentasyonun gelisim yolu mikrobiyel
popiilasyonun yapisina bagimlilik géstermektedir ve bu degisken de hayvanin tiikettigi
yemin yapist ile iligkilidir (Dijkstra, 1994). Fermentasyon icin gerekli olan substratin
fazla bulunmasi veya bu substratin daha kolay yikimlanabilir yapida olmasi
fermentasyonu asetik asitten propiyonik asite dogru kaydirmaktadir (Chen ve ark.,
2015; Lascano ve Heinrichs, 2009). Belirli kosullar altinda konsantre yem oraninin
rasyondaki oransal artis1 protozoa popiilasyondaki artis ile birlikte propiyonat yerine

biitirat artis1 sonucunu ortaya ¢ikartmistir (Williams ve Coleman, 1997).

Karbonhidrat fermentasyonunun sekillendigi hiz ve fermentasyon yolu olusan
ugucu yag asit oranlart lizerinde Onemli etkiye sahiptir. Rasyonda bulunan
karbonhidrat alt fraksiyonlarinin miktari ile olusan ugucu yag asitleri arasinda iliski
tizerine bir model olusturulmustur (Dong ve Zhao, 2014). Bu modele gore farkli
karbonhidrat fraksiyonlarinin fermentasyonu esnasinda olusturacagi ugucu yag asiti
miktarlart farklilik gostermektedir ve konu ile ilgili yapilan modelleme ¢aligmasi
sonucu elde edilen formiiller Sekil 1.2.°de gosterilmektedir (Dong ve Zhao, 2014).
Rumende gerceklesen fermentasyon islemi sirasinda Hz’ni agirlikli olarak {ireten
mikroorganizmalar asetik asit tireticileridir (Hegarty ve Gerdes, 1998). Cesitli ugucu
yag asitlerinin olusumu esnasinda olusan hidrojen miktarlarn Sekil 1.3.’de

gosterilmektedir (Hegarty ve Gerdes, 1998).
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1.3.2.

Asetat= (2.767% 0.586)CA+(0.871:CB1)+(1.374+0.460)CB+(23.1+28.2)
Biitirat= (0.80620.261)CA+(1.931+0.243)CB1—(0.032:£0.205)CB2+(29.4+12.6)
Propiyonat= (0.456+0.552)CA+(2.523£0.513)CB1+(1.260+0.433)CB2+(92.2 + 54.4)

CA: Sekerler, CB;: Nisasta ve Pektin, CB,: Yararlanilabilir Hiicre Duvart Unsurlari, CC: Yararlanilamayan Hiicre Duvan

Unsurlari

Sekil 1.2. Farkli karbonhidrat fraksiyonlariin fermentasyonu sonucu olusan ugucu yag asitleri
miktarinin (mMol) modelleme yolu ile hesaplanmas1 (Dong ve Zhao, 2014).

CsH1206 + 2H20 — 2C2H40> (asetat) + 2CO- + 8H
CeH1206 + 4 H — 2C3HsO2 (propiyonat) + 2H20
CeH1206 — CsHg O2 (butyrate) + 2CO> + 4H
CO2 + 8H — CHa(metan) + 2H.0

Sekil 1.3. Cesitli ugucu yag asitlerinin olusumu esnasinda iiretilen hidrojen miktarlar1 (Hegarty
ve Gerdes, 1998).

Mikrobiyel Gelisim ve Fermentasyon

Karbonhidratlarin yikimlanmasi sonucu agiga c¢ikan heksozlar bakteriler icin
niikleik asit ve lipid sentezinde kullanmak i¢in oldukga ideal bir substrattir (France ve
Dijkstra, 2005). Mikrobiyel proteinin onemli bir kismi1 da amonyak kullanilarak
sentezlenmektedir (Russell ve ark., 1992). Bahsedilen biitiin sentez reaksiyonlari igin

ATP’ye gereksinim duyulmaktadir (Hackmann ve Firkins, 2015).

Metanogenezis sayesinde ortamdan serbest hidrojen iyonlar1 uzaklastirilmakta
ve daha fazla asetat sentezlenmesi saglanmaktadir, bu durumun fermentasyon
sirasindaki ATP verimini arttirdig1 diisiniilmektedir (McAllister ve ark., 1996). Ancak
In-Vitro olarak metan iiretiminin inhibe edilmesi yoluyla inhibisyon yontemine bagl
olarak genel enerji doniisim etkinliinin arttirilabilecegi ortaya koyulmustur

(Ungerfield, 2015). Ayrica ortaya ¢ikan her bir mol metan i¢in 5 g mikrobiyel hiicre
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tiretildigi varsayilirsa, giinde 2001 metan iireten bir inefin rumeninde iireyen
metanojen mikroorganizmanin toplam popiilasyonun yalnizca %1°ni olusturacagi

gosterilmistir (Van Nevel ve Demeyer, 1996).

1.3.3. Rumende Metan Uretimi

Glikoz rumende ana olarak glikolizis yolu ile piriivata donistiirilmektedir
(Russel ve Wallace, 1997). Glikolizis ve piriivatin asetil-CoA’ya oksidatif
dekarboksilasyonu biitirat ve asetat liretiminin ilk asamalaridir ve bahsedilen her iki
metabolik yolda da hidrojen salmimi sekillenmektedir (Ungerfeld, 2015). indirgenen
co-faktorlerin fermentasyonun devamlilig1 i¢in tekrar okside edilmesi gerekmektedir.
Ruminal fermentasyonda metanogenezis co-faktorlerin tekrar okside edilebilmesi i¢in

hidrojenin uzaklastirilmasini saglamaktadir (Yang ve ark., 2016).

Metan tiretiminde hidrojen, karbondioksit ve format kullanilan ana substratlardir
(Hungate ve ark., 1970). Metan iiretiminde substratlar hidrojen ve karbondioksit
oldugunda metan, karbondioksitin indirgenmesi ile elde edilirken formatin substrat
oldugu durumlarda ilk etapta bu bilesik hidrojen ve karbondioksite g¢evrilip ondan
sonra yine benzer sekilde metan iretilmektedir (Hungate, 1970). Metan {iretimi
esnasinda tiretilen her bir mol metan i¢in dort mol hidrojen kullanilmaktadir (Yang ve
ark., 2016).
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1.4. Rumen Metan Uretiminin Kontrolii

1.4.1. Rasyon Kaba Yem ve Konsantre Yem Orani

Ruminantlar nisastaca zengin yemlerle ad libitum beslendiklerinde metan ve
Asetat : Propiyonat oraninda azalma gozlenmistir (Orskov ve ark., 1968). Artan rasyon
konsantre yem oraninda Asetat : Propiyonat oraninda gozlenen diisiis siit inekleri ile
yapilan farkli ¢alismalarda da gozlenmistir (Na ve ark., 2013; Tafaj ve ark., 2005).
Gergeklestirilen bir ¢alisma (Van Kessel ve Russell, 1996) konsantre yem agirlikli
yemler ile beslenen ruminantlarda metan iretiminin azalip, propiyonat oraninin
artmasinin rumen pH’sina bagli olarak sekillenebilecegini belirtmistir. Konsantre yem
agirlikli beslenen hayvanlardan elde edilen rumen sivilarmin in-vitro ortamda
pH’larinin yiikseltilmesi ile kaba yem agirlikli beslenen hayvanlar ile benzer oranda

metan Uretilebilecegi belirtilmistir.

Hiicre duvari karbonhidratlarinin fermentasyonu, c¢oziinebilir sekerlerin ve
nisastanin fermentasyonuna gore daha fazla metan olusumuna neden olmaktadir
(Johnson ve ark., 1996). Nisasta agisindan zengin konsantre yem agirlikli ve
propiyonik asit olusumuna destek veren rasyonlar, kaba yem agirlikli ve asetik asit
acisindan zengin rasyonlara oranla daha az metan olusumuna neden olmaktadir
(Johnson ve Johnson., 1995). Yapisal karbonhidratlarin fermentasyonu, nisasta ve
sekerlerin fermentasyonuna gore tiiketilen briit enerjinin daha biiylik bir kisminin
metan yolu ile kaybina neden olmaktadir (Boadi ve ark., 2004). Bu durumun ana
nedeni olarak konsantre yemlerin fermentasyonunun yiiksek oranda hidrojen
olusumuna neden olan asetik asit seviyesinin azalmasi ve propiyonik asite gecis olarak
gosterilmektedir (Hegarty ve Gerdes, 1998). Ayrica yiiksek oranda konsantre yem ile
beslenen hayvanlarda rumen pH’sinda diisiis gozlenmektedir ve bu durum metanojen

bakteri ve protozoa gelisimini inhibe etmektedir (Hegarty, 1999).
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1.4.2. Tyonoforlar

Iyonoforlar sigir ve kanatl yetistiriciliginde farkli segmentlerde ¢ok sik olarak
kullanilmaktadir. Antibiyotiklerin gelisen bakteriyel diren¢ nedeni ile Avrupa Birligi
tarafindan hayvanlarda performans iyilestirici olarak iyonoforlarin da kullanimi
yasaklanmistir (Yonetmelik 1831/2003/CEE, European Commission). Iyonoforlar
kimyasal yap1 agisindan farklilik gostermelerine karsi hepsi molekiil yapis1 boyunca
cok sayida oksijen atomu tagimaktadir ve bu oksijen atomlarinin pozisyonu katyonlari
yakalamak igin bir bosluk sekillendirmektedir (Pressman, 1976). iyonoforlar bakteri
veya protozoaya yapigmaktadirlar (Chow ve ark., 1994). Bu yapisma sayesinde taginan
katyonlarin hiicre membraninda hareketi kolaylasir, monovalen katyonlar (monensin,
laidlomisin propiyonat, salinomisin) bir proton karsiliginda ya da divalen katyonlar
(lasalosid) iki proton karsiliginda hiicre igine taginir (Pressman, 1976). Iyonoforlar ile
rumen fermentasyonunun manipiilasyonu lizerine gerceklestirilen bircok ¢alismada
monensin ya da lasalosit kullanilmistir (Van Nevel ve Demeyer, 1996). Monensin ile
gergeklestirilen ¢alismalarin bir cogunda propiyonatin oransal olarak arttigi ortaya
konulmus ve bu etkinin rasyon konsantre yem oram ile dogru bir oranti izledigi
bildirilmistir (Van Maanen ve ark., 1978; Rogers ve Davis, 1982; Prange ve ark.,
1978). Propiyonatin oransal anlamda artiginin haricinde monensin kullanimi ile
tilketilen her bir gram yem kuru maddesi igin toplam ugucu yag asit yogunlugunda da
artis oldugu ortaya konulmaktadir (Rogers ve Davis, 1982). Iyonoforlar ile
gergeklestirilen caligmalarda yem etkinliginin %5-6 civarinda arttirilabilecegi ve
fermentasyonun propiyonat {iretimini arttirip, metan iretimini azaltacak sekilde
yonlendirildigi bildirilmektedir (Johnson ve ark., 1996). iyonoforlarin metan iiretimini
baskilayict etkisinin ortamdaki hidrojen ve format yogunlugunu baskilayarak
sekillendirdigi disiiniilmektedir. Metan iiretimi icin kullanilan hidrojen ve formati
tireten bakteriler iyonoforlardan etkilenmektedirler —ancak metan iireten
mikroorganizmalar i¢in ayni sey sdylenememektedir (Chen ve Wolin, 1979). Bu
durumun bir kanit1 olarak monensin varliginda fermentasyon ortamina hidrojen ilavesi

ile metan iretiminin artmasi gosterilmektedir (Van Nevel ve Demeyer, 1996).
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Iyonoforlar Gram-pozitif bakteriler ile etkilesime girerken bu bilesiklerin Gram-

negatif bakteriler lizerine olan etkisi oldukga diisiiktiir (Van Nevel ve Demeyer, 1996).

Iyonoforlar ile ruminantlarda besin maddelerinin kullanim1 iizerine yapilan 20
farkli calisma Ozetlenmistir, bu calismalardan 3 tanesi lasalosit ve 17 tanesi de
monensin ile gergeklestirilmistir (Spears, 1990). Bu ¢alismanin sonunda iyonoforlar
ile elde edilen enerji sindirilebilirligindeki artis ortalama %2 olarak ortaya
konulmustur. Monensin ile gergeklestirilen in-vivo ¢alismalarda bu bilesigin metan
tiretimini 6nemli miktarda baskilayabilecegi ortaya konulmustur (Van Nevel ve

Demeyer, 1996).

Siit ineklerinin beslenmesinde yem katkisi olarak monensin kullaniminin rumen
organik madde, ADF ve nigasta sindirimini diisiirdiigti ancak toplam sindirim kanali
sindirilebilirliginde bu etkinin gozlenmedigi bildirilmektedir (Ali Haimoud ve ark.,
1995). Bu sonu¢ iyonofor kullaniminin besin maddelerinin sindirim kanalinda
yikimlandig1 bolgeyi degistirebilecegini diisiindiirmektedir. Yapisal karbonhidratlarin
sindiriminin iyonofor kullanimindan etkilenmedigi bildirilmektedir (Allen ve
Harrison, 1979). Yapisal karbonhidrat fraksiyonunun sindiriminde gorevli
Ruminococus alt tiirlerinin iyonoforlardan etkilense de bunlarin yerini iyonoforlara
direngli bir bagka lif sindiren bakteri olan F. succinogenes’in dolduruldugu
bildirilmektedir.

Monensin kullannominda abomazuma ulasan toplam esansiyel ve esansiyel
olmayan amino asitlerin daha fazla oldugu ortaya konulmaktadir (Faulkner ve ark.,
1985). Ancak iirenin ana azot kaynagir oldugu durumlarda ayni durumdan
bahsedilememektedir (Poos ve ark., 1979). Monesin destegi ile beslenen sagmal
ineklerde rumen amonyak miktarinin ve ruminal protein yikimlanmasinin daha diisiik

oldugu ortaya konulmaktadir (Ali Haimoud ve ark., 1995).
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Iyonofor grubu antibiyotiklere rumen mikroorganizmalar1 tarafindan direng
gelisebilecegi de arastirmacilar tarafindan ortaya atilmistir. Bu baglamda bazi uzun
siireli c¢alisamalarda iki haftadan sonra iyonoforlarin etkisinin azalabilecegi
bildirilirken (Rumpler ve ark., 1986), bazi ¢alisamalar ise bu etkide herhangi bir kayip
olmayacagini ortaya koymaktadir (Rogers ve ark., 1982).

1.4.3. Organik ve Inorganik Alternatif Hidrojen Baglayicilari

Cesitli organik asitlerin (aspartat, fumarat, malat) hidrojen i¢in bir elekton kabul
edicisi oldugu ortaya siiriilmistiir (Martin, 1998; Lopez ve ark., 1999a). Bu asitler in-
vitro rumen kiiltiirlerine eklendiginde CHy tiretimini azaltip ortam propiyonat
yogunlugunu arttirdig1 ortaya atilmistir (Callaway ve Martin, 1996; Asanuma ve ark.,
1999; Carro ve Ranilla, 2003). Bu asitlerin monensin ile kullaniminda da bir sinerjistik

etki gozlendigi ortaya ¢ikmistir (Callaway ve Martin, 1996).

Siilfat ya da nitratin indirgenme iglemi termodinamik olarak CO:2 ‘in CHs’a
indirgenme isleminden daha kolay gerceklesmektedir (Hegarty, 1999; Weimer, 1998).
Ancak siilfat ya da nitratin indirgenerek metan iiretiminin azaltilmasi islemini pratikte
uygulamak ¢ok miimkiin goziikmemektedir. Ciinkii bu bilesiklerin indirgenmesi

sonucu ortaya ¢ikan iirlinler hayvanlar icin toksiktir (Weimer, 1998).
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1.4.4. Mikrobiyel Yem Katkilar:

Mikrobiyel yem katkilarinin ruminantlarda kullanimi iizerinde oldukca ¢ok
calisilmig alanlardan biridir. Yetiskin ruminantlarda mikrobiyel katkilar igerisinde
genel olarak mantar ve maya kiiltiirlerinin etkin oldugu bildirilmektedir (Newbold,
2007).

Aspergillus oryzae’nin yem katkisi olarak kullanilmasi ile gergeklestirilen bir
calismada (Fondevila ve ark., 1990), kaba yemlerin sindirilebilirliginin arttig1 ve
rumende {retilen mikrobiyel protein miktarinda artis gozlendigi bildirilmistir.
Arastirmacit bu sonucun artan bakteri aktivitesi ve sayist ile iligkili oldugu sonucuna
varmistir. A. oryzae kuru madde tiiketiminde hicbir degisikligin goriilmedigi bir
caligmada da kuru madde sindrilebilirligini arttirmistir (Gomez-Alarcon et al., 1988).
Bu bulgularin aksine A. oryzae destegi ile beslenen inek ve diivelerde sindirilebilirlik
acisindan bir farklilik gézlenmeyen calismalar da mevcuttur (Arambel ve ark., 1990;

Oellermann ve ark., 1990; Sievert ve ark., 1993).

Saccharomyces cereviseae’nin bir yem katkisi olarak kullanilmasi sonucu rumen
NH3 konsantrasyonunda diisiis ve besin maddeleri sindirilebilirliginde artig
gozlenebilecegi bildirilmistir (Putnam ve ark., 1997). Harrison ve ark. (1988) maya
destegi ile beslenen ineklerin rumen amonyak yogunlugunun kontrol grubuna gore

daha az varyasyon gosterdigini bildirmislerdir.

In-vitro gergeklestirilen iki calismada maya kiiltiirii kullanimi ile metan {iretim
miktarinda artis gézlenmistir (Martin ve ark., 1989; Martin ve Nisbet, 1990). Bu
bulguya benzer sekilde bu ¢aligmalardan birinde ortam hidrojen yogunlugunda artis
bildirilmistir (Martin ve Nisbet, 1990). /n-vitro fermentasyon ortamina A. oryzae
eklenmesi ile iireyen gaz icerisindeki metan oraninda diisiis gozlendigi bildirilmistir

(Frumholtz ve ark., 1989).
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Genel olarak probiyotiklerin ruminal metanogenezis iizerine olan etkilerinin
derlendigi bir ¢caligmada bu katkilarin metanogenezis iizerine olan etkilerinin halen
ikna edici seyiyede olmadiginmi belirtmistir (Martin ve Nisbet, 1992). A. oryzae
kullanimi ile ruminal protozoa miktarinda diisiis sekillenmesine bagli olarak metan
saliiminda dolayl: bir diisiis gozlenebilecegi ancak bu etkinin kisa siirdiigii bagka bir

arastirmada bildirilmistir (Mutsvangwa ve ark., 1992).

1.45. Asetogenezisin Rumende Arttirilmasi

Kaba yemlerin sindirimi sirasinda rumende mikroorganizmalar tarafindan
tiretilen hidrojenin yonetimi ruminantlar tarafinadan metan salinimimin kontroliinde

anahtar role sahiptir (Joblin, 1999).

Metan iiretimine benzer bir sekilde bir mol asetik asit iiretimi i¢in 4 mol hidrojen
tilketilmektedir (Van Nevel ve Demeyer, 1996). Melas agirlikli yem igeren koyun
rumeninden ilk olarak izole edilen asetojen mikroorganizma Eubacterium limosum dur
(Genthner ve ark., 1981) ve bundan dokuz yil sonra farkli bir asetojen olan
Acetitomaculum ruminitis sigir rumeninden izole edilmistir (Grening ve Leedle, 1989).
Bundan sonra gerceklestirilen ¢aligmalarda ise ciddi miktarda asetojen bakteri varligi

s1g1r, koyun, bizon ve geyik rumenlerinde tespit edilmistir (Joblin, 1999).

Asetat tiretimi i¢in asetojen bakterilerin yiiksek ortam H> yogunluguna ihtiyag
duymalar1 nedeni ile metanojenlerin direkt olarak asetojen bakteriler ile rekabet
etmedikleri ileri siirtilmiistiir (Nollet ve ark., 1998). Bu nedenle asetojen bakterilerden

daha 1yl yararlanilabilmesi adina metan {ireten mikroorganizmalarin ortamdan
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uzaklastirilmast ile rumen hidrojen yogunlulugunun arttirilmast  gerektigi

savunulmustur (Hegarty, 1999; Lopez ve ark., 1999D).

1.5. Rumen Azot Metabolizmasi ve Azot Degerlendirme Etkinligi

Gliniimiizde c¢ogu besi ve siit TUreten isletme entansif tipte {iretim
gerceklestirmektedir. Bu baglamda yiiksek verim elde edilebilmesi adina protein
yogunlugu olduk¢ca yiiksek yemler de hayvanlarin beslenmesi i¢in
kullanilabilmektedir. Yemde bulunan besin maddelerinin eksikligi verim kayiplarina
neden olabilecegi gibi gereginden fazla besin maddesinin hayvanlara verilmesi de
birim iriiniin liretim maliyetini arttirabilmektedir (Hristov ve Jouany, 2005). Bu
nedenle hayvanlara yem yolu ile saglanan besin maddelerinin degerlendirme
etkinliginin arttirilmasi olduk¢a énemlidir. Uretim etkinliginin ve verimin arttirilmasi

ile birim iiriin basina ¢evreye atilan azot miktarinin disiiriilebilecegi bildirilmistir
(Chandler, 1996).

1.5.1. Proteinlerin Rumende Yikimlanmasi

Yem maddelerinin ihtiva ettigi azot gergek protein yapisinda bulunanlar ve
protein yapisinda olmayanlar olmak iizere iki sekilde siniflandirilmaktadir. Gergek
protein kendi igerisinde rumende yikimlanabilen ve rumende yikimlanamayan olmak
tizere iki ayr1 kategoriye ayrilmaktadir (NRC, 2001). Rumende yikimlanmayan protein
rumen mikroorganizmalari tarafindan salgilanan enzimler ile yikimlanamazlar ve bu
nedenle rumenden olduklar1 gibi sindirim kanalinin ileri kisimlarina gegerler

(Chalupa, 1975). Ancak rumende yikimlanan protein rumen mikroorganizmalari
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tarafindan peptidlere, amino asitlere ve amonyaga yikimlanabilmektedir (Eschenlauer
ve ark., 2002). Cornell net karbonhidrat ve protein sistemi (CNCPS) yem proteinlerini
yem maddesinin rumenden gecis hiz1 ve proteinin yikimlanma hizina gore daha ileri
fraksiyonlara ayirmustir (Sniffen ve ark., 1992). CNCPS olusturdugu sistem ile
yemlerde bulunan proteinlerin rumen mikroorganizmalar: tarafindan ne oranda
kullanilabilecegini hesaplamayr amaglamaktadir. Gergek proteinler rumende
mikroorganizmalar tarafindan peptid, amino asitler ve amonyaga kadar

yikimlanmaktadir (Bach ve ark., 2005).

Proteinlerin rumende yikimlanma islemleri ¢ok adimli bir islemdir. Bu islemin
ilk adim1 yem partikiillerinde mikroorganizmalarin kolonize olmasi ile baslar. Ikinci
adimda ise mikroorganizmalar yem partikiillerine yapisir ve mikrobiyel enzimlerin
salimimu ile agiga ¢ikan iriinleri yem partikiillerine yapismis bakteriler yakalar (Mc

Allister ve ark., 1994).

Protein sindirimini  gerceklestirebilecek enzimleri salgillayan bakteriler
ekstraseliiler proteaz, deaminaz, peptidaz gibi enzimleri hiicre disina salgilayarak
proteinleri sirasi ile peptid, amino asit ve amonyaga ¢evirmektedirler (Prins ve ark.,
1983; Wallace ve ark., 1997). Bu bilesikler daha sonra ATP bagimli tasima kanallar
ile bakteri hiicrelerinin i¢ine alinmaktadirlar (Leng ve Nolan, 1984). Eger karbonhidrat
sindirimine yetecek seviyede enerji mevcut ise protein sindiriminden elde edilip hiicre
icerisine alinan bilesikler mikrobiyel amino asit ve proteine doniistiiriilmektedirler
(Bach ve ark., 2005). Yiiksek amonyak yogunlugunda bakteriler tarafindan azotun
kullanimi1 glutamat dehidrojenaz enziminin gorev aldigi bir yoldan gerceklesir (Leng
ve Nolan, 1984). Ancak ortamdaki amonyak yogunlugu diisiik ise, amonyak glutamin
sentetaz ve glutamat sentetaz enzimlerinin kullanildigr farkli bir yol ile
kullanilmaktadir (Leng ve Nolan, 1984). Bahsedilen bu reaksiyonlar glutamatin,
glutamine doniisebilmesi i¢in bu bilesige bir amid grubu eklenmesi ve bunu takiben
glutaminde bulunan amid azotun 2-okzoglutarata ATP kullanimi ile transfer olmasini

igermektedir (Leng ve Nolan, 1984). Bazi rumen bakterileri amonyak azotunu birincil
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azot kaynagi olarak tercih etmektedirler (Salter ve ark.,1979). Ancak bazi
mikroorganizmalarin gelisiminin amino asit ve peptidlerin varliginda daha iyi

sekillendigi bildirilmistir (Russel ve Sniffen, 1984; Griswold ve ark., 1996).

Bahsedilenlerin tersine eger ortamda yeterli enerji kaynagi yoksa protein
sindiriminden elde edilen bilesikler mikrobiyel proteine doniistiiriilemez (Bach ve ark.,
2005). Rumen mikroorganizmalarinin protein tiiretme siirecinin verimliligi hep
tartisilmigtir. Cesitli teoriler rumen mikroorganizmalarinin ATP nin hepsinin hiicresel
protein Uretimi yerine, karbonhidrat depolama ve 1s1 yayan enerji donlisiim
reaksiyonlar1 gibi yasamsal fonksiyonlar i¢in kullandiklarini ileri siirmektedir
(Hackmann ve Firkins, 2015). Karisik rumen mikroorganizmalarinin karbonhidrat
depolamasi ve 1s1 seklinde enerji yaymas ile ilgili detayli bilgi son donemde elde
edilebilmigtir ve bu kayiplarin protein etkinliine olan etkilerini degerlendirmek
miimkiin olmustur (Hackmann ve ark., 2013; Denton ve ark., 2015). Ayrica rumen
mikroorganizmalarinin 6nemli bir 6zelligi proteinleri amonyaga yikimlamalaridir ve
tirettikleri amonyak yogunlugunun genellikle rumen ortaminda bakterilerin ihtiyacinin
istiinde oldugu bildirilmektedir (Tan ve Murphy, 2004). Rumende bulunan fazla
amonyak karacigere tasinarak daha az toksik bir form olan iireye gevrilmektedir
(McDonald, 1958). Proteinlerin rumende yikimlanmasi Sekil 1.4.’de 6zetlenmistir
(Bach ve ark., 2005).
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Sekil 1.4. Rumen azot dongiisii (Bach ve ark., 2005).

Ruminantlarin ince bagirsagina ulagan biitiin amino asitler metabolize protein
olarak isimlendirilmektedir (NRC, 2001). Metabolize protein rumende yikimlanmadan
gecen proteini, endojen azot kaynaklarimi (6li epitel hiicre dokiintiileri, sindirim
enzimleri) ve mikrobiyel proteini kapsamaktadir (Sattler ve Roffler, 1975). Mikrobiyel
proteinin amino asit profili siit ve ete olduk¢a yakin olmasindan dolayr ruminantlar
i¢in yiiksek kaliteli bir protein kaynagi olarak diisiiniilmektedir ve bu protein kaynagi
ince bagirsaga ulagsan amino asitin %60-80’ni temsil etmektedir (Storm ve Orskov,

1983).

Protozoonlarin bagirsaklara gecisinin sinirlt olmast nedeni ile ruminantlarin
protein ihtiyacina oldukga sinirli miktarda katkida bulunmaktadirlar (Jouany, 1996).
Protozoa, azot gibi basit bilesiklerden amino asit sentezleyememektedir ve bu nedenle
ruminal bakteri veya yem partikiillerini (protein fragmentlerini) igerisine almaktadirlar
(Jopuany, 1996). Protozoalarin yiiksek miktarda proteolitik aktiviteye sahip
olabilecekleri ve protozoonlarin ana sindirim son {iriinlerinden birinin yliksek miktarda
amonyak oldugu bildirilmistir (Williams ve ark., 1961). Bu nedenle protozoa rumen

amonyak yogunluguna énemli oranda katkida bulunmaktadir (Males ve Purser, 1970).
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1.5.2. Ure Déngiisii

Amonyak dokularda birikirse toksik olabilmektedir. Farkli tiirler amonyagin
tehlikeli sinira erismesini Onlemek i¢in farkli mekanizmalar kullanmaktadirlar.
Kanatlilar amonyag: iirik asite ¢evirmektedirler, iirik asit yumurta kabugunda kati
sekilde disar1 atilabildigi gibi idrar ile de atilabilmektedir (Wright, 1995; Stewart ve
Smith, 2005). Memeliler ise ilire dongiisii olarak isimlendirilen ve karacigerde
gerceklestirilen bir mekanizmaya sahiptirler (Singer, 2003). Bu mekanizma geregi
amonyak karacigere portal dolasim yolu ile taginir ve burada daha diisiik toksisiteye

sahip olan iireye ¢evrilir (Stewart ve Smith, 2005).

Ure dongiisiiniin ilk adim1 ornitin ve sitriilin sekillenmesidir. Sitriilin ve aspartat
birleserek arjinosiiksinati olustururlar ve bu bilesik fumarat ve arjinine ayrigir. Arjinin

hidroliz ile ayristirilir ve ire ile ornitin ortaya ¢ikar (Jackson ve ark., 1986).

Ure olusumu fazla amonyagin detoksifiye edilebilmesi igin iyi bir yoldur ancak
bu islem i¢in enerji sarfedilmektedir (McBride ve Kelly., 1990). Amonyagin, iireye
cevrilebilmesi i¢cin CO2 ve aspartatin haricinde ATP’ye de ihtiyag duyulmaktadir
(Rodwell, 2003). Ruminantlarda azotun iire formunda geri kazanimi rumende iirenin
bakteri iireazi ile amonyak azotuna cevrilebilmesi ve bu azot kaynaginin tekrar
bakteriyel protein lretiminde kullanilabilmesi nedeni ile istenilen bir durumdur

(Marini ve Van Amburgh, 2003).
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1.5.3. Ure - Azot Geri Kazaninm

Karacigerde sentezlenen lire ya bobreklere tasinarak iire olarak atilmaktadir ya
da sindirim sistemine geri dondirilmektedir bu islem ‘ire dongiisii’ olarak
isimlendirilmektedir (Kristensen, 2008; Lapierre ve Lobley, 2001; Stewart ve Smith,
2005; Reynolds ve Kristensen, 2008). Toplam karaciger iire azotu iiretimi genellikle
tilkketilen sindirilebilir azot miktarina gore yiiksek seviyede azotu geri ¢evirmektedir
bu nedenle eger sindirim sistemine geri azot doniisii yoksa hayvan negatif azot
dengesinde olabilir (Lapierre ve Lobley, 2001). Ure azotu geri kazanimi ruminantlarda
oldugu gibi tek midelilerde de gozlenebilen bir olgudur. Ancak ruminantlarda viicutta
tiretilen iire azotunun yaklasik olarak % 40-80°1 geri doniisiime girebilmekteyken bu
oran tek midelilerde % 13-39 seviyelerinde kalmaktadir (Huntington, 1989; Russell ve
ark., 2000). Ruminantlarda {ire azotunun sindirim sistemine geri doniisiimii kan yolu
ile de olabilmektedir (Stewart ve ark., 2005). Ancak geri donen iire azotunun % 23-
69’nun tiikiirik kanali yolu ile sindirim kanalina geri dondiigii bildirilmistir
(Huntington, 1989). Ure geri doniisiimii diisiik seviyede protein iceren yemler ile
beslenen ruminantlarda rumene azot kaynagi saglanmasi agisindan biiyiik avantaja

sahiptir (Reynolds ve Kristensen, 2008).

1.5.4. Ruminantlarda Azot Degerlendirilme Etkinligi

Yiiksek verimli siit ineklerinde rasyon ile alinan azotun yaklasik olarak % 70’nin
idrar veya diski ile atildigi bildirilmistir (Castillo ve ark., 2000; Ryan ve ark., 2011).
Yemler ile viicuda alinan azotun yalmizca %30’dan az bir kismmin viicutta
tutulmasinin sagmal inek beslemesi yapan c¢iftgilere ekonomik yiikii oldukca
yiiksektir. Tiiketilen azotun biiyiik kisminin kullanilmadan ¢evreye atilmasi da doga
igin zararli etkiye sahiptir (VandeHaar ve St-Pierre, 2006). Azot degerlendirme
etkinliginin diistik olmasi emilimi gergeklesen amino asitlerin karaciger ve

bobreklerde glikoneogenezise tabi tutulmasi, dokulardaki protein anabolizma ve
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katabolizmas1 igin gerekli olan amino asit doniisiimleri gibi nedenler ile iliskili
olabilmektedir (Bergman ve Heitmann, 1978). Ancak rasyonda bulunan proteinlerin
ayristirmaya tabi tutulmaksizin rumende amonyaga kadar yikimlanmasi, ortaya ¢ikan
bu amonyagin da mikrobiyel protein iiretiminde kullanilmamasi1 ruminantlardaki N

israfinin en biiyiik nedeni olarak gosterilmektedir (Tamminga, 1992).

Rasyonda bulunan azotun haricinde protozoonlarin bakterileri sindirmesine
bagli olarakta rumende iretilmis mikrobiyel proteinin % 50’ye kadarmin amonyak

azotuna yikimlandigi bildirilmistir (Leng ve Nolan, 1984).

Rumen amonyak azotu yogunlugu farkli seviyelerde ham protein ve toplam
besin maddesi iceren rasyonlar ile beslenen ineklerde 0,8 ile 56 mg/dl araliginda
gbzlenmistir (Satter ve Roffler, 1974). Rumen amonyak azotunun bir kismi rumen
igerigi ile birlikte omazuma gegse de rumenden amonyak uzaklagsmasinin ana yollar
rumen duvarindan emilim ve mikrobiyel protein yapisina katilimdir (Tan ve Murphy,
2004). Rumen duvarindan amonyak azotunun emilim hizi rumendeki amonyak azotu
yogunluguna bir baska deyisle ruminal mikroorganizmalar tarafindan tiiketilen

amonyak azotu seviyesine bagimlidir.

1.5.5. Rumen Azot Metabolizmasinin Manipiilasyonu

Rumendeki azotun kullanim etkinligi rasyon azot yogunlugu, yikimlanabilirligi,
mikrobiyel varlik ve bunlarin arasindaki etkilesim bagh olarak degiskenlik
gosterebilmektedir (Firkins ve Reynolds, 2005). Rumen protein degerlendirme
etkinliginin arttirilabilmesi i¢in manipiile edilmek istenen mekanizmalar Sekil 1.5.”de

verilmistir (Jouany ve Morgavi, 2007).
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Rumen azot metabolizmasinin manipiile edilmesinde genellikle hedeflenen
yemler ile tiiketilen proteinlerin yikimlanmasinin sinirlanarak rumenden by-pass
edilen protein miktarinin arttirllmast ve protein yapisindaki olmayan azot

kaynaklarindan miimkiin oldugunca ¢ok mikrobiyel protein iiretiminin saglanmasidir.

Protein N Mon Protein N
l (proteaz)
& Polipeptidier
l (peptidaz)
W Di-ve Tripeptidier
" M Geri Dandgimi
l (peptidaz)
& Amino asitler . . | MH3
{deaminasyon)
& [abmrpsnrun}
,'- Yikimlanrmarmsg | By-pass) Protein ’ Mikrobival protein l

idrar ile Abilan M

Sekil 1.5. Rumen protein degerlendirme etkinliginin arttirilabilmesi i¢in manipiile
edilmek istenen reaksiyonlar (Jouany ve Morgavi, 2007).

Yem maddelerinin farkli islemlere (sicaklik, basing vb.) tabi tutulmasi da bu
yemlerin igerisinde bulunan proteinin sindirim kanalinda yikimlandigi bolgeyi
degistirmekte ve boylelikle bu islemler belli kosullarda protein degerlendirme
etkinliginin arttirtlmasi agisindan olumlu sonuglar ortaya ¢ikarmaktadir (Yu ve ark.,
2002). Yem maddelerine sicaklik ve basing gibi fiziksel uygulamalar ile protein

yikimlanabilirlik 6zelliklerinin degistirilmesi bilinen en eski metodlardan biridir.
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Rumen azot kullanim etkinliginin arttirilabilmesi adina ¢ok ¢esitli yontemler ve
farkli yem katki maddesi {izerine de c¢aligmalar gerceklestirilmistir. Yapilan
caligmalarda iyonofor grubu antibiyotiklerin rumende gerceklesen protein
yikimlanmasini yavaslatabilecegi bildirilmistir (Ives ve ark., 2002). Icerisinde tannin
bulunan yem maddelerinin taninin bir etkisi olarak rumendeki proteolitik aktiviteyi
diistirebilecegi gozlenmistir (Makkar, 2003). Yucca shidigera ekstraktinin da rumen
amonyak ve tire yogunlugunu diisiirebilecegi bildirilmektedir (Wallace ve ark., 1994).
Rumen protozoon varliginin kaldirilmasi yolu ile de rumen protein degerlendirme
etkinliginin arttirilabilecegi bildirilmistir (Dintaran ve ark., 2000; Hristov ve ark.,
2003). Esansiyel yaglarin rumen azot etkinligi tizerine etkilerini degerlendiren ¢ok
sayida caligma gergeklestirilmistir. Bu konu bir diger baslik altinda ayrintili olarak

degerlendirilmistir.

1.6.  Bitkisel Esansiyel Yaglar

Ruminantlar ile rumende bulunan bakteriler arasindaki simbiyotik iligki
hayvanlarin gosterdigi performans agisindan olduk¢a 6nemlidir. Ancak bu simbiyotik
iliskide enerji ve protein doniisiim etkinligindeki diisiisler oldukca dnemli seviyelere
ulagabilmektedir (Van Nevel ve Demeyer, 1988). Gergeklestirilen calisamalarda
iyonofor grubu antibiyotiklerin bahsedilen doniisiim etkinliklerinin iyilestirilmesinde
olduk¢a etkin olabilecegi bildirilmektedir (Van Nevel ve Demeyer, 1988). Ancak
antibiyotiklerin gelisen bakteriyel diren¢ nedeni ile Avrupa Birligi tarafindan
hayvanlarda performans iyilestirici olarak kullanilmasinin yasaklanmasi ile bu acig1
doldurabilecek yeni arayislara gidilmistir (Yo6netmelik 1831/2003/CEE, European
Commission). Bitkilerden elde edilen esansiyel yaglar da hayvanlarda performansi
arttirabilecegi diisiiniilen ve {izerine c¢alisilan bilesiklerden birisidir (Calsamiglia ve

ark., 2006).
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1.6.1.

Bitkiler ikincil metabolizma yolu ile gelisimleri iizerine etkisi tespit edilememis
cok fazla sayida organik bilesik iliretmektedirler (Balandrin ve Klocke, 1985). Uzun
bir siire bu bilesikler bitki metabolizmasmin kullanilmayan yan iiriinleri olarak
degerlendirilmis olsa da ilerleyen donemlerde bu bilesiklerin bitkinin ¢evresi ile
iletisim kurmak i¢in kullandig1 kimyasallar olduklar1 bunun yaninda antibakteriyel ve
antifungal etkileri bildirilmistir (Gershenzon ve Croteau, 1991). Bitki ikincil
metabolitlerini genel olarak saponinler, tanninler ve esansiyel yaglar olmak tizere {i¢

gruba ayrilabilir (Calsamiglia ve ark., 2007).

Esansiyel yaglar bitkiler tarafindan iretilen ikincil metabolitlerdir ve ugucu
olmalar: nedeniyle bitkilerden buhar distilasyon yontemi ile elde edilebilmektedirler
(Calsamiglia ve ark., 2007). Esansiyel yaglar ugucu ve aromatik yapidadirlar (Burt,
2004). Yapilan calismalarda esansiyel yaglarin antimikrobiyal ve fungisidal etkileri
bildirilmistir (Kalemba ve Kunicka, 2003; Burt, 2004). Birgok bitkisel esansiyel yagin
antimikrobiyel etkisinin iyonofor antibiyotiklere benzedigi ve Gram pozitif bakterilere
segici inhibisyon gergeklestirdigi bildirilmistir (Busquet ve ark., 2006; Calsamiglia ve
ark., 2007).

Bitkisel Esansiyel Yaglarin Siniflandirilmasi

Esansiyel yaglar yapilarinda 20-60 farkli bilesigi farkli miktarlarda icerebilen
olduk¢a kompleks dogal karigimlardir ve bu nedenle yapilarinda yogun
konsantrasyonda bulunan bilesige gore degerlendirilmektedirler (Bakkali ve ark.,
2008). Ornegin Origanum compactum’un esansiyel yagimin igerisinde %30 karvakrol
ve %27 timol bulunmakta iken Cinnamomim camphora esansiyel yagi %50 oraninda
1,8-cineole icermektedir (Bakkali ve ark., 2008). Esanasiyel yaglarin biyolojik

ozelligini belirleyen de genellikle bu fazla miktarda bulunan bilesikleridir. Esansiyel
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yaglarda en onemli aktif bilesikler iki kimyasal grubu i¢ermektedirler (Betts, 2001,
Bowles, 2003; Croteau ve ark., 2000). Bu gruplar terpenoidler ve fenilpropanoidlerdir
(Calsamiglia ve ark., 2007). Terponoidler sayisal olarak daha fazladir ve daha ¢ok
varyete igermektedirler, yaklasik olarak 15 000 farkli bilesik literatiire bu grup altinda
tanimlanmistir (Gershenzon ve Croteat, 1991). Terponoidler bes karbon igeren ve
izopiren (CsHg) olarak isimlendirilen temel bir yapidan sekillenmektedirler ve
iskeletlerinde bulunan bu temel yapinin sayisina gore smiflandirilmaktadirlar
(Calsamiglia ve ark., 2007). Terponoidler igerisinde en 6nemli esansiyel yag bilesikleri
monoterpenoid ve seskiterpenoid ailelerine aittir (Gershenzon ve Croteau, 1991).

Fenilpropanoidler ¢ok sik rastlanan esansiyel yag bilesikleri degillerdir ancak
baz1 bitkilerde onemli seviyelerde bulunabilmektedirler. Fenilpropanoidler genel
olarak aromatik bir amino asit olan fenilalaninden sentezlenmektedir (Sangwan ve
ark., 2011).

1.6.2. Esansiyel Yaglarin Etki Mekanizmalar1 ve Biyolojik Ozellikleri

Bazi bitkilerin antiseptik 6zelligi ¢ok eski donemlerde fark edilmistir. Cinliler
bitkileri tibbi terapilerde 5 000 yil once kullanmaya baslamislardir. Misirlilar
mumyalarin korunmasi isleminde bazi bitkileri M.O. 1550 yilinda kullanmislardir
(Davidson ve Naidu, 2000). Ancak bitkilerin antimikrobiyel etkisi bilimsel olarak 20.
Yiizyilin baglarinda bildirilmistir (Hoffmann ve Evans, 1911). Bu dénem sonrasi
bircok esansiyel yagin antimikrobiyel etkisi tizerine ¢alismalar gergeklestirilmistir
(Burt, 2004).

Terpenoidler ve fenilpropanoidler bakteriler {izerine olan etkilerini bakteri hiicre

membrant ile etkilesime girerek gergeklestirdikleri bildirilmistir (Davidson ve Naidu,
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2000; Dorman ve Deans, 2000; Griffin ve ark., 1999). Hiicre membrani ile olan
etkilesimin siklik hidrokarbonlarin hidrofobik bagka bir deyisle lipofilik yapida
olmalar1 ve bakteri hiicre membranin lipid yapidaki iki katmanli membraninda
birikmeleri ile gerceklesmektedir (Sikkema ve ark., 1994; Ultee ve ark., 1999).
Bahsedilen bilesiklerin hiicre membraninda birikmesi ile hiicre membraninin
akigkanliginin artt1ig1 ve membranda genislemeler sekillendigi bildirilmistir (Griffin ve
ark., 1999). Bakterilerde membranda meydana gelen hasar iyon kaybi ile membran
potensiyelinin diismesi, proton pompasinin ¢dkmesi ve bakteri ATP havuzunun
tikenmesi ile iliskilendirilmektedir (Helander ve ark., 1998; Sikkema ve ark., 1994;
Turina ve ark., 2006; Ultee ve ark., 1999). Hiicre duvari ya da hiicre zarina verilen
hasar hiicre i¢i makromolekiillerin digar1 sizmasi ve lizise neden olabilmektedir (Cox
ve ark., 2000; Lambert ve ark., 2001; Oussalah ve ark., 2006). Cogu durumda bakteri
iyon pompalar1 yardimi ile esansiyel yaglarin bahsedilen etkisi ile miicadele ederek
canli kalabilmektedir ancak ¢ok biiyiik miktardaki enerji kaynagi bu ise
harcanmaktadir ve bakteri gelisimi yavaslamaktadir (Cox ve ark., 2001; Griffin ve
ark., 1999; Ultee ve ark., 1999). Rumen i¢in bu durum disiiniildiigiinde belirli
bakterilerin bu yol ile ortamdaki miktarlarinin baskilanmasi ve fermentasyon
yapisinda degisiklikler gozlenmesi miimkiin olabilmektedir. Ultee ve ark. (2002) farkl
bir etki mekanizmasi daha oldugunu bildirmislerdir, bu mekanizmaya gore fenolik
bilesiklerin hidroksil gruplarinin membranlar arasi katyon ve proton tasidigi ve bu
ozellikleri ile de iyonofor grubu antibiyotiklere benzedikleri bildirilmistir. Bu teoriye
gore ¢ozlinmemis haldeki karvakrol sitoplazmik membrandan sitoplazmaya gegerek
¢oziinlir ve sitoplazmada protonlarmi agiga ¢ikarir. Karvakrol stoplazmadan bir
potasyum iyonu alarak ekstraseliiler ortama ¢ikar. Bu mekanizma sekil 1.6.’da

sematize edilmistir (Ultee ve ark., 2002).
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Sekil 1.6. Karvakroliin olasi etki mekanizmasi (Ultee ve ark., 2002).

Esansiyel yaglarin hiicre membrani {izerine bahsedilen etkilerinin bu bilesiklerin
lipofilik yapida olmalari ile iligskili oldugu bildirilmistir. Bu bilesiklerin lipofilik
yapida olan hiicre membrani ile direkt olarak temas edebilecekleri gram-pozitif
bakteriler tizerinde daha etkili olacagi distiniilmektedir (Chao ve Young, 2000;
Cimanga ve ark., 2002; Smith-Palmer ve ark., 1998). Tipki monensinde oldugu gibi
cogu esansiyel yag bilesigi de lipofiliktir ve gram-negatif bakterilerin hiicre zar
etrafinda bulunan hidrofilik tabakaya penetre olamazlar (Cox ve ark., 2001; Cimanga
ve ark., 2002).

Esansiyel yaglarin antimikrobiyel etki mekanizmasinin ana unsurunun hiicre
membrani iizerinden gerceklestigi bilinmektedir. Ancak bunun disindaki etki
mekanizmalarinin varhigi da bildirilmektedir (Gustafson ve Bowen, 1997). Elektron
mikroskobu altinda gergeklestirlen ¢alismalarda esansiyel yaglarin sadece hiicre dis
membranina degil ayn1 zamanda sitoplazma ve ¢ekirdek gibi hiicre igerisindeki farkl

bolgelere de etki ettikleri gozlenmistir (Santoro ve ark., 2007; Soylu ve ark., 2006).
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1.6.3. Esansiyel Yaglarin Rumen Fermentasyonu Uzerine Etkileri

Esansiyel yaglarin antimikrobiyel etkisini gosteren ¢ok fazla sayidaki ¢alisma
ruminant besleme tizerine ¢alisan birgok arastirmacinin da ilgisini ¢ekmistir ve ruminal
fermentasyon iizerine esansiyel yaglarin etkisini degerlendiren bircok calisma ortaya
cikmistir. Esansiyel yaglarin ruminal mikrobiyel fermentasyon ve gaz iiretimine olan
etkilerini ilk defa Oh ve ark. (1967, 1968) ile Nagy ve Tengerdy (1968) in-vitro olarak
incelemistir. Nagy ve Tengerdy (1968) in-vitro ortamda Artemesia tridentata
bitkisinden elde edilen ekstraktin ruminal bakteriyi belirgin sekilde inhibe ettigini

bildirmistir.

1.6.3.1. Esansiyel Yaglarin Protein Metabolizmasina Olan Etkileri

Esansiyel yaglarin rumen azot metabolizmast iizerine olan etkilerini
belirleyebilmek icin ¢ok sayida calisma gergeklestirildi. Borchers (1965) kazein iceren
rumen sivisina timol ekleyerek amino asit birikimi oldugunu ve amonyak azotu
konsantrasyonunun diistiiglinii belirtmistir. Caligmact bu durumun ortama timol
eklenmesinin  rumen bakterilerinin amino asit deaminasyonunu azaltmasina
baglamistir. Timoliin amino asitlerin, amonyaga deamine olmasini bloke ettigini baska
arastirmacilar da bildirmistir (Broderick ve Balthrop, 1979). Daha sonraki donemde
gerceklestirilen bir ¢calisma (Mclntosh ve ark., 2003) ise ticari bir esansiyel yag
karisimmnin  in-vitro rumen fermentasyon ortamima eklenmesinin amino asit

deaminasyonunu % 9 seviyesinde azalttig1 bildirilmistir.

Hiper deaminasyon bakterilerinin sayis1 rumende olduk¢a az olmasina ragmen
oldukca yliksek deaminasyon aktivitesine sahiptirler (Russell ve ark., 1988). McIntosh
ve ark. (2003) esansiyel yag karisiminin bazi hiper deaminasyon bakterilerinin

(Clostridium sticklandii ve Peptostreptococcus anaerobius) bakterilerin gelisimini
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inhibe ettigi bildirilmistir. Gergeklestirilen bu ¢aligmalar esansiyel yaglarin ortaya
cikardigr etkinin hiper deaminasyon bakterilerinin aktivitelerindeki yavaslama ile
amino asit deaminasyonu {izerinde gozlendigini ortaya koymaktadir (Benchaar ve ark.,
2008). Uzun siireli in-vitro kiiltiir ¢alismasinda esansiyel yag karisiminin farkli
dozlarda ruminal azot metabolizmasini etkilemedigini bildirilmistir (Castillejos ve

ark., 2007).

In-situ naylon kese yontemi ile gergeklestirilen bir ¢alismada esansiyel yag
karisiminin  soya, yemlik bezelye ve acibaklanin rumen yikimlanabilirligini
diistirebilecegi ancak bu etkinin pratik hayvan beslemede dnemsenemeyecek kadar
diisiik oldugu bildirilmistir (Molero ve ark., 2004). Benzer yontemi kullanan farkli
aragtirmacilar ise yem maddelerinin rumen azot yikimlanabilirlikleri tizerine bir etkiyi
gozlemleyememistir (Benchaar ve ark., 2006). Esansiyel yaglarin rumen protein
sindirimi {izerine olan etkilerinin kullanilan esansiyel yagin kimyasal yapisi ile de
iligkili olabilecegi ve her esansiyel yagin farkli sonuglar verebilecegi bildirilmistir
(Castillejos ve ark., 2006). Bu baglamda fenolik bilesiklerin sahip olduklari hidroksil
grubu nedenti ile genel anlamda daha ytiksek antimikrobiyel aktiviteye sahip olduklar
savunulmustur (Burt, 2004; Dorman ve Deans, 2000; Ultee ve ark., 2002). Fenolik
yapt igeren bilesiklerin hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakteriler tizerine daha
genis bir etkilerinin oldugu ortaya ¢ikmistir (Dorman ve Deans, 2000; Helander ve
ark., 1998; Lambert ve ark., 2001).

Bazi esansiyel yaglarin rumen azot yikimlanabilirligi lizerine olan etkilerinin
doza bagli olarak degisiklik gosterebilecegi ve yiiksek konsantrasyonlarin (3 000 mg/l)
daha diisiik konsantrasyonlara gore (300 mg/l) belirgin sekilde ortam amonyak azotu

yogunlugunu diisilirebilecegi ortaya konulmaktadir (Busquet ve ark., 2006).
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1.6.3.2. Esansiyel Yaglarin Ucucu Yag Asiti Metabolizmasina Olan Etkileri

Esansiyel yag veya bu yaglarin igerisinde bulunan bilesiklerin ruminal
fermentasyona ve bu islemin en 6nemli ¢iktilarindan olan ugucu yag asitlerine olan
etkileri birgok calisma ile arastirilmis ve arastirlmaya da devam etmektedir. Bu
arastirmalardan biri karisik esansiyel yaglarin rumen toplam ugucu yag asiti
konsantrasyonunu arttirabilecegini ortaya g¢ikartmistir (Castillejos ve ark., 2005).
Ancak in-vivo olarak gergeklestirilen farkli iki ¢alisma ise esansiyel yag karisiminin
toplam rumen ugucu yag asiti yogunluguna veya ugucu yag asitleri arasindaki orana
etki etmedigi bildirilmistir (Newbold ve ark., 2004). Esansiyel yaglarin rumen ugucu
yag asit yogunlugu iizerine olan etkileri hayvanin tiikettigi rasyona bagimli olarak
degisebilmektedir. Laktasyondaki sigirlarda esansiyel yag uygulamasinin yonca silajt
agirliklt beslenen hayvanlarda toplam ugucu yag asiti yogunlugunu arttirig1 ancak
misir silaji agirlikli rasyonla beslenen hayvanlarda etkinin tam tersi oldugu

gbzlenmistir (Benchaar ve ark., 2007).

Yapilan galigmalar genel olarak degerlendirildiginde ise Castillejos ve ark.
(2005)’nin bulgulart ile gelisen veriler elde edilmekte, esansiyel yaglarin veya bu
yaglarin icerdigi bilesiklerin genel olarak toplam ugucu yag asiti yogunlugunda bir
diistise neden oldugu ya da bu parametrede herhangi bir farklilik goézlenmedigi
bildirilmistir (Benchaar ve ark., 2008). Farkli bitkisel ekstraklarin rumen toplam ugucu
yag asitini diisiiriip diislirmemesi uygulanan doza bagimlidir ve yiiksek dozlarda
yogunlugun azaldig1 belirginlesmektedir (Busquet ve ark., 2006; Castillejos ve ark.,
2006).

Cesitli esansiyel yaglarin kullanimi ile asetat oraninin azaltilip bunun yerine
propiyonat oraninin arttirtlabilecegi gozlenmistir (Busquet ve ark., 2005 ; Busquet ve
ark., 2006; Mohammed ve ark., 2004). Ancak yapilan baz1 ¢alismalarda esansiyel

yaglarin rumen ugucu yag asiti oranlari lizerine olan etkileri her zaman arzu edilen

38



sekilde gergeklesmeyebilecegi gozlenmistir. Castillejos ve ark. (2006) eugenoliin
propiyonat oranini diislirlirken toplam ugucu yag asiti miktarint etkilemedigini
gozlemlemislerdir. Esansiyel yaglarin rumen ugucu yaglar1 tizerine gosterdikleri
etkinin pH bagimli olabilecegi bildirilmistir (Cardozo ve ark., 2005). Buna gore
gerceklestirilen in-vitro ¢alismada pH’nin 7 civarinda oldugu rumen ortaminda
sinemaldehid yiiksek seviyede asetat : propiyonat oranina neden olurken, azalan pH
seviyelerinde aymi esansiyel yagin daha diisiik asetat : propiyonat orani

sekillendirebilecegi bildirilmistir.

1.6.3.3. Esansiyel Yaglarin Metan Uretimine Olan Etkileri

Antimikrobiyel aktiviteleri bilinen esansiyel yaglarin ruminantlarda metan
tiretimi lizerine etkilerinin olup olmadig1 oldukca bilyiik ilgi uyandirmistir. Evans ve
Martin (2000) in-vitro ortamda gergeklestirdikleri ¢alismada esansiyel yaglarin metan
tretimini  smirlandirabilecegini ancak ayni etkinin toplam ucucu yag asiti
yogunlugunda da gozlenmedigini bildirmislerdir. Busquet ve ark. (2005) sarimsak
yaginin ugucu yag asiti oranlarini olumlu yonde etkilemesinin yaninda rumen metan
tretimini de sinirlandirdigini bildirmislerdir. Bitki ekstraklariin metan iiretiminin
baskilanmas: iizerine olan etkileri Patra ve ark. (2005) tarafindan da gozlenmistir.
Ancak arastirmacilar diger ¢alismalardan farkl olarak gergeklestirdikleri bu ¢alismada

yem maddelerinin rumen sindirilebilirliklerinin de baskilandigini gézlemlemislerdir.

In-vivo olarak esansiyel yaglarm rumen metan iiretimine olan etkilerinin
degerlendirildigi ¢aligsmalarin sayist olduk¢a simirhidir. Ticari bir esansiyel yag
karistminin yem katkist olarak kullanildigi, kaba yem agirlikli beslenen sigirlarda
metan {iretimi iizerine bir etki gozlenmemesine ragmen rumende yem maddelerinin
sindirilebilirligi baskilanmistir (Beauchemin ve McGinn, 2006). Mohammed ve ark.

(2004) sigirlar iizerinde gerceklestirdikleri ¢alisma ile esansiyel yag kullaniminin
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metan Uretimini % 19 seviyesinde baskilayabilecegini bildirmiglerdir. Kullanilan
esansiyel yag tilirli ve dozunun dogru secilmesi halinde yem maddelerinin rumende
yikimlanabilirlikleri ~ baskilanmadan metan  {iretiminin  sinirlandirilabilecegi

bildirilmistir (Benchaar ve ark., 2008).

1.6.4. Eugenol ve Ruminant Beslemede Kullanim

Eugenol (4-allyl-2-methoxyphenol; C10H1202) genis spektrumlu antimikrobiyel
aktivitesi olan bir fenolik bilesiktir ve karanfil (Eugenia caryophyllus veya Syzygium
aromaticum) yaginda % 85’e kadar, tar¢in (Cinnamomum cassia) yaginda ise %8¢
kadar bulunmaktadir (Davidson ve Naidu, 2000). Eugenoliin bakteriler {izerine olast
etki mekanizmlarimin incelendigi bir ¢aligma eugenoliin bakteri hiicre membranlari
tizerinde yikimlayici etkisini ve bu maddenin hiicre membraninin protein sizdirmasina
giiclii bir sekilde neden oldugunu ortaya g¢ikartmaktadir (Oyedemi ve ark., 2009).
Arastirmacilar farkl esansiyel yaglarin gosterdigi antimikrobiyel etkinin siddetinin bu
esansiyel yagin hidrofilik ya da hidrofobik 6zelligine bagli olabilecegini, bakteri hiicre
membrani ve mitokondri hiicre membrani lizerinde gozlenen yikim etkisinin siddetinin

bu sekilde degisebilecegini bildirmislerdir.

Karanfil yagmin in-vitro rumen ortaminda g¢alisilmas: sonucu ortamda daha
diisiik yogunlukta asetat ve uzun zincirli ugucu yag asiti yogunlugu belirlenmis ancak
propiyonatin ortamdaki oran1 yiikselmistir (Busquet ve ark., 2005b). Karanfil yaginin
calisildig1 bir bagka in-vitro ¢alismada ise (Busquet ve ark., 2006) karanfil yagi rumen
yoplam ugucu yag asiti ile amonyak azotu yogunlugunu diisiirmiis ve propiyonatin
ortamdaki yogunlugunu diger ucucu yag asitlerine gore oransal olarak arttirmistir.
Eugenoliin rumen fermentasyonu iizerine olan etkisinin in-vitro ortamda rasyona ne
kadar bagimli oldugunun tespiti i¢in iki farkli rasyon ile bir calisma gerceklestirilmistir
(Castillejos ve ark., 2006). Bu ¢alismada kaba yem : konsantre yem oraninin 60 : 40

oldugu bir rasyonda eugenoliin amonyak azotu ve ugucu yag asit konsantrasyonunu
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diistirdiigiic gézlenmis ve eugenoliin deaminasyon islemini bu fermentasyonda
durdurdugu diistintilmiistiir. Ancak kaba yem : konsantre yem oraninin 10 : 90 seklinde
gerceklestirildigi  fermentasyon ortaminda eugenol toplam ugucu yag asiti
konsantrasyonunu diisiiriirken propiyonik asitin de diger yag asitlerine goére olan
yogunlugunu diislirmiis ve asetik asit:propiyonik asit oranini arttirmigtir. Bu arastirma
eugenoliin etkisinin rasyona bagimli olarak da degisiklik gosterebilecegini ortaya

koymaktadir.

1.7. Siirfaktanlar

Siirfaktanlar ytizey aktif maddelerin karigimi olup, ¢cozeltilerde yag-su veya kati-
su ara yizeylerinde vyiizey gerilimini diisiren bilesiklerdir. Siirfaktanlar
emiilsifikasyon, kopiik olusumu, temizlik, nemlendirme ve ¢dziinebilirlikte dnemli rol
oynarlar (Rosen ve Kungjappu, 2012). Siirfaktanlarin yapisinda hem hidrofilik hem de
hidrofobik gruplar bulunmaktadir (Sperling ve Parak, 2010). Bu ylizey aktif
maddelerin igerdigi hidrofilik ve hidrofobik gruplar polar ve polar olmayan ¢ozeltilerin
araylizlerinde bulunabilmelerini saglar. Siirfaktanlar farkli maddelerin ara
yiizeylerinde (hava-su ve yag-su) birikerek bu sekilde birbiri i¢inde ¢oziinmeyen
fazlarin arasindaki itici gii¢leri azaltir ve iki fazin karigmasi, birbiri ile daha gec¢imli

olmasini saglarlar (Holmberg ve ark., 2003).

Hidrofilik Grup Hidrofobik Grup
(Bas) (Kuyruk)

Sekil 1.7. Siirfaktanlarin genel yapisi (Holmberg ve ark., 2003).
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Misel olusumunda hidrofobik grup apolar (suda ¢6ziinmeyen) kisma yonelirken
hidrofilik grup ise polar (suda ¢6ziinen) boliime yonelmektedir (Holmberg ve ark.,
2003). Olusan bir miselde apolar kisma yonelen stirfaktan molekiillerin kuyrugu ve
polar kisma yonelen bas kismi Sekil 1.8.’de sematize edilmistir (Holmberg ve ark.,
2003).

Sekil 1.8. Kiiresel miselin sematize edilmis goriintiisii (Holmberg ve ark., 2003).

Stirfaktanlarin son yillarda temizlik, ilag, kozmetik ve gidalarda kullanimi
artmustir. Siirfaktanlarin iiretim miktar1 2008 yilinda 13 milyon ton olarak belirlenmis
ve bu iirlinler i¢in olusan satislarin toplam bedeli 2009 yilinda 24,33 milyar dolara
ulasmistir (Reznik ve ark., 2010). Lignoseliilozdan indirgeyici sekerlerin {iretilmesi
isleminde siirfaktanlarin kullaniminin seliillozun enzimatik olarak indirgeyici sekerlere
dontisme hizin1 arttirdigr bildirilmistir (Helle ve ark., 1993). Petrol ¢ikarilmasi
isleminde de siirfktanlarin kullanilabildigi bildirilmistir (Liu ve ark., 2004).

Siirfaktanlar oldukca farkli alanlarda kullanilabilen kimyasallardir.
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1.7.1. Siirfaktanlarin Siniflandirilmasi

Siirfaktanlar tiretim sekilleri ve kimyasal yapilarina gore siniflandirilmaktadir.

1.7.1.1. Sentetik Siirfaktanlar

Gilinltimiizde iiretilen siirfaktanlarin biiyiik ¢ogunlugunu bu bashk altindakiler
olusturmaktadir. Sentetik siirfaktanlar polar grubun 6zelligine gore iyonik, katyonik,
non-iyonik veya zwitteronik olmak iizere 4 ana gruba ayrilmaktadir (Barel ve ark.,
2014).

1.7.1.1.1. Anyonik Siirfaktanlar

Su ¢ozeltilerinde negatif yiiklii iyon veren ve pH’yr nétr ile alkali arasina
kaydiran siirfaktanlardir. Iyonik kistm karboksilat, siilfat, siilfonat veya fosfattan
olusabilir. Bu sinifta sik olarak kullanilan siirfaktanlardan olan alkil siilfatlar ve alkil
etoksile siilfatlar cilt bakim iiriinlerinde yiiksek kopiik olusturma kapasitesi nedeni ile
kullanilmaktadir. Bu gruptaki siirfaktanlara 6rnek olarak amonyum lauril siilfat,

sodyum lauril siilfat verilebilir.

43



1.7.1.1.2. Katyonik Siirfaktanlar

Katyonik silirfaktanlar benzalkonium klorid, benzethoium klorid ve
setilpiridinyum klorit iceren amonyum bilesikleridir. Olduk¢a hidrofilik ve suda

¢ozilinebilir yapidadirlar.

1.7.1.1.3. Zwitteronik (Amfoterik) Siirfaktanlar

Amfoterik siirfaktanlar pozitif ve negatif yiikii ayn1 yapida bulundurabilirler.
Yapinin yiikii ortam pH’s1 ile degismektedir ve belirli bir pH da (izoelektrik pH’da)
zwitteronik yapr sekillenmektedir. Izoelektrik pH’da en diisiik ¢dziinebilirlik

sekillenmektedir.

1.7.1.14. Iyonik Yapida Olmayan Siirfaktanlar

Su c¢ozeltilerinde iyonlara ayrigsmayan siirfaktanlara verilen isimdir. Bu tiir
stirfaktanlar n6tr olduklarindan oldukca genis bir pH araliginda stabildirler. Deri ve
g0z i¢in irrite edici olmamalar1 6nemli 6zellikleridir. Bu nedenle hassas deri ve bebek

tirtinlerinde non-iyonik stirfaktanlar kullanilmaktadir.

Ruminant beslemede c¢alisilan siirfaktanlar genellikle bu siniftan secilmistir ve

en sik calisilanlart Polysorbate-60 (polyethylene glycol sorbitan monostearate),
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Polysorbate-80 (polyoxyethylene sorbitan monooleate), APG (alkyl polyglucoside) ve

sorbitan trioleatedir.

1.7.1.2. Biyosiirfaktanlar

Biyosiirfaktanlar ~ bitki, hayvan ve  mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenmektedirler (Liu ve ark., 2013). Biyosiirfaktanlar diisiik toksisiteye
sahiptirler. Biyolojik olarak yikimlanabilirligi yiiksek, genis pH ve sicaklik
araliklarinda etkinligini siirdiiren molekiillerdir (Soberon-Chavez ve Maier, 2011;
Banat ve ark., 2010). Biyosiirfaktanlar da kendi iclerinde kimyasal yapilarina gore
polisakkaritler, lipopolisakkaritler, proteinler ve lipoproteinler olarak 4 kategoriye
ayrilmaktadirlar (Liu ve ark., 2013).

1.7.2. Tyonik Olmayan Siirfaktanlarin Ruminantlarda Etki Mekanizmasi

Iyonik yapida olmayan siirfaktanlar ile rumen fermentasyonu iizerine yapilan
caligmalarda bu maddelerin iki sekilde etki ettigi belirtilmistir. Bu etki
mekanizmalarindan birincisinde non-iyonik siirfaktanlarin mikroorganizma enzim
salinimin1 ve enzim aktivitesini arttirarak sagladigi 6ne siirtilmiistiir (Lee ve ark., 2004;
Ha ve ark., 2002). Ikinci etki mekanizmasinin ise enzim ile substrat etkilesiminin

artmasi ile olustugu bildirilmistir (Viparelli ve ark., 2001; Tu ve ark, 2009).
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1.7.2.1. Iyonik Yapida Olmayan Siirfaktanlar ve Rumende Enzim
Aktivitesi

In-vitro ortamda Geobacillus thermoleovorans‘in a-amilaz iiretimine farkli non-
iyonik emiilsifiyerlerin etkisi degerlendirilmistir (Uma Maheswar Rao ve
Satyanarayana, 2003). Calismada Geobacillus thermoleovorans nisasta igeren besi
yerlerinde inkiibe edilmistir ve besi ortamina siirfaktanlardan sodium dodecyl sulfate
(SDS), Polysorbate 20, Polysorbate 40 ve Polysorbate 80 eklenerek amilaz
miktarlarindaki degisiklikler degerlendirilmistir. SDS ve Polysorbate 80 uygulamasi
ile enzim titresi kontrol grubuna gore yaklasik iki kat artmistir. Yapilan bir baska
caligmada iyonik olmayan emiilsifiyerlerin mantar kiiltiirlerinde salgilanan seliilaz,
amilaz, siikraz, ksilanaz gibi enzimlerin miktarini arttirdigi bildirilmistir (Reese ve
Maguire, 1969). Penicillium simplicissimum’un Polysorbate 80 varligindaki
ekstraseliiler enzim Uretimi degerlendirildiginde amilaz, karboksimetil seliilaz ve
ksilanazin arttif1 ancak proteaz iiretiminin azaldigi tespit edilmistir (Zeng ve ark.,
2006). Bir mantar olan Neurospora crassa nin besi ortamindaki endoglukonaz ve
ekzoglukonaz yogunluklarinin Polysorbate 80 varliginda arttigi bildirilmistir (Yazdi
ve ark., 1990).

Iyonik yapida olmayan emiilsifiyerlerin genel anlamda mikroorganizmalarin
protein sekresyonunu arttirmasi hiicre membraninin lipit yapisi ile etkilesime girmesi
ile iligkilendirilmistir. Mikroorganizmalar ekzojen enzimlerini hiicre i¢i organellerden
ekzositoz yontemi ile salgilamaktadirlar, siirfaktanlarin hem hiicre i¢i organellerin
membrant hem de hiicre membrani ile etkilesime girerek ekzositozisi destekledikleri

diistiniilmektedir (Singh ve ark., 2007).
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1.7.2.2. Iyonik Yapida Olmayan Siirfaktanlar ve Enzim-Substrat
Etkilesimi

Islenmis seker kamisi artiklari ile yapilan bir ¢alismada enzimatik hidrolize
maruz kalan artiklarin igslem 6ncesi polysorbate 20 ile muamele edilmesinin sadece su
ile muamele edilen gruba goére lignin kalintisint % 22-27 oraninda azalttig
bildirilmistir (Kurakake ve ark., 1994). Arastirmacilar, bu etkinin hidrofobik yapidaki
substratin siirfaktanin etkisi ile suda ekstrakte olabilir hale gelmesine ve bu sekilde
enzimin ¢aligabilmesi icin gerekli olan substrat yiizey alaninin genislemesine

baglamislardir.

Seliilazin, seliilozu hidrolize etmesi esnasinda substrat yilizeyine ¢ok giiclii bir
sekilde baglandig1 ve bu nedenle aktivitesinde azalma olustugu bildirilmistir (Howell
ve Mangat, 1978). Iyonik olmayan siirfaktanlarin enzimin substrat yiizeyinde etkisini
gosterdikten sonra daha fazla substrati hidrolize edebilmesi ig¢in geri salinimim
arttirdig1 bildirilmistir (Park ve ark., 1992). Lignoseliilozun hidrolizi sirasinda seliilaz
enziminin lignin yilizeyine baglanarak etkinliginin azaldigi ve bu baglanmanin
stirfaktanlar yardimi ile ¢0ziiliip enzimin inaktive olmadan tekrar kullanilabildigi

bildirilmistir (Borjesson ve ark., 2007).

1.7.3. Ruminant Beslemede Iyonik Olmayan Siirfaktanlar ile Yapilan in-vitro

Calismalar

APG, sorbitan triolat (Span85) ve Polysorbate 80 olmak {izere 3 farkli non-
iyonik siirfaktan’in misir hasili, piring saman1 ve bugday samaninin in vitro olarak
yikimlanabilirligi ve wugucu yag asiti konsantrasyonu iizerine etkileri

degerlendirilmistir (Cong ve ark., 2009). Yapilan ¢alismada misir hasilinin in-vitro
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kuru madde yikimlanabilirligi ve in-vitro organik madde yikimlanabilirligi artan APG
seviyelerinde ylikselmistir. En iyi yikimlanabilirlik seviyesi % 0,02 diizeyinde
yakalanmustir. Span85°in in-vitro kuru madde yikimlanabilirligini ve in-vitro organik
madde yikimlanabilirligini yalnizca %0,02 seviyesinde arttirabildigi tespit edilmistir.
Belirtilen siirfaktanlarin misir hasilinin yikimlanabilirligi ile etkilesim gosterdigi tespit
edilmistir. Piring samaninda APG’nin in-vitro kuru madde yikimlanabilirligi ve in
vitro organik madde yikimlanabilirligini arttirdig: tespit edilmistir. Ancak Span85’in
artan konsantrasyonlar1 piring samaninda in vitro kuru madde ve organik madde
yikimlanabilirligini diistirmiistiir. Bu yem maddesinin yikimlanabilirligi iizerinde
siirfaktanlarin etkilesimi s6z konusudur. Bugday samaninda APG’nin % 0,02 ve %
0,05 dozda uygulandiginda in vitro kuru madde ve organik madde yikimlanabilirligini
arttirdigr bildirilmistir. Buna karsin APG’nin % 0,1 seviyesinde uygulanmasinin in
vitro organik madde yikimlanabilirligini disiirdiigii tespit edilmistir. Span85’in
bugday samani in vitro yikimlanabilirligine istatistiksel anlamda 6nem arz eden bir
etki olusturmadigi belirtilmistir. Bugday samaninda en iyi in-vitro kuru madde ve
organik madde yikimlanabilirligi % 0,1 seviyesinde Polysorbate 80 uygulamasi
sonunda elde edilmistir. Yapilan ¢alismada iyonik olmayan siirfaktanlarin in vitro kuru
madde ve organik madde yikimlanabilirligi genel olarak arttirdig1 ancak istisnalarin
Span85 i¢in tahil samanlarinda ve polysorbate 80 i¢in musir hasilinda gozlendigi
bildirilmistir. Go6zlenen etkinin uygulama dozuna olduk¢a bagimh sekillendigi de
caligmanin bulgular1 arasindadir. Misir hasilinda APG’nin toplam ugucu yag asiti
yogunlugunu yalnizca % 0,1 seviyesinde arttirdigi bildirilmistir. APG seviyesi arttik¢a
asetat seviyesinin arttigi, propiyonat seviyesinin diistiigli bildirilmistir. Span 85’in
toplam ugucu yag asiti yogunlugunu arttirdig1 ancak asetat seviyesine etki etmedigi
bildirilmistir. Polysorbate 80’in ise misir hasilinin in vitro fermentasyonunda asetat
yogunlugunu distlirdiigii ancak biitirat ve propiyonat yogunlugunu arttirdigi
bildirilmistir. Piring samaninda APG yogunlugunu arttik¢a toplam ugucu yag asiti ve
propiyonat yogunlugunda diisiis gozlenirken asetat yogunlugunda artig bildirilmistir.
Span85, % 0,02 ve % 0,05 seviyesinde uygulandiginda asetat yogunlugunu arttirmigtir
ancak % 0,1 seviyesinde asetat seviyesinde diisiis gézlenmistir. Span85’in propiyonat
izerinde etkisi olmadigi, biitirat yogunlugunu yalnizca % 0,1 dozda arttirdig1 ancak %

0,02 ve % 0,05 seviyesinde uygulandiginda biitiratin yogunlugunun diistiigii
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gozlenmistir. Polysorbate 80’in genel olarak toplam ugucu yag asiti yogunlugunu
diistirdiigii ve asetati da oransal olarak diisiirdigii bildirilmistir. Polysorbate 80’in
etkisinde propiyonat ve biitiratta artis gozlenmistir. Bugday samaninin in vitro
fermentasyonunda APG’nin % 0,02 diizeyinde uygulanmasi en yiiksek toplam ugucu
yag asiti yogunlugunu (33,7 mmol/L) ve biitirat oranini (% 16,7) vermistir. APG
varliginda asetatin artig gosterdigi ancak propiyonatin diistiigii bildirilmistir. Span85
seviyesinin arttirilmasi toplam ugucu yag asiti, asetat ve propiyonat yogunlugunu
arttirmis ancak biitirat konsantrasyonunu diisiirmiistiir. Polysorbate 80, % 0,02
seviyesinde en yliksek biitirat ve % 0,05 seviyesinde en yiiksek asetat yogunlugunu

vermistir.

Non-iyonik siirfaktanlardan polysorbate 80’in farkli dozlarda in-vitro
fermentasyon ortamina uygulanmasinin domuz ayrigi (Dactylis glomerata) ve arpanin
in-vitro ortamdaki seliiloz yikimlanabilirligi ve mikroorganizma enzim aktivitesine
olan etkisi degerlendirilmistir (Lee ve Jong, 2003). Polysorbate 80’in arpa bulunan
kiiltiire % 0,05 eklenmesi 30 saatlik inkiibasyon sonucunda seliilaz, ksilanaz ve amilaz
aktivitesinde artisa neden olmustur. Domuz ayrigi bulunan kiiltiirde bahsedilen
enzimlerin artis1 ise 72 saatlik inkiibasyon sonucunda gozlenmistir. Enzim
aktivitelerinde bahsedilen artis % 0,1 diizeyinde Polysorbate 80 bulunan gruplarda

inkiibasyon boyunca yapilan biitiin 6l¢iimlerde gézlenmistir.

Yapilan bir baska ¢alismada polysorbate 80'in in-vitro ortamda bir yem bitkisi
olan domuz ayrig1 (Dactylis glomerata)’nin su ve enzim tutma kapasitesi ile enzimatik
yikimlanabilirligi tizerine etkisi degerlendirilmistir (Goto ve ark., 2003a). Yapilan
calismada domuz ayrigmin su ve enzim tutma kapasitesinin polysorbate 80 varliginda
arttig1 bildirilmistir. Ancak gozlenen enzim tutma kapasitesinin polysorbate 80’in
yalnizca % 0,2 seviyesinde uygulanmasi ile elde edildigi bildirilmistir. Polysorbate 80
uygulamasinin kuru madde yikimlanabilirligini arttirdig1 ancak bu artisin enzim tutma

kapasitesinden elde edilen veriler ile paralel olmadig bildirilmistir.
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Polysorbate 80’in domuz ayrig1 (Dactylis glomerata) ve arpa igeren in-vitro
fermentasyon ortaminda kuru madde yikimlanabilirligi, ugucu yag asitleri
konsantrasyonu, ugucu yag asitlerinin dagilimi ile seliilolitik bakteri ve toplam bakteri
sayisina etkisi degerlendirilmistir (Goto ve ark., 2003b). Calismada rumenden izole
edilen S. bovis (45S1), S. ruminantium (L100), Butyrivibrio fibrisolvens (L139), P.
ruminicola (JB29), Megasphaera elsidenni (B159), F. succinogenes (85),
Ruminonococcus albus (7) ve Ruminococcus flavefaciens (Fdl) bakterilerinin saf
kiltiirleri ve rumenden elde edilen kanigik kiltir kullanilmistir. S. bovis, S.
ruminantium, P. ruminicola, M. elsidenii ve B. fibrisolvens’in polysorbate 80
varliginda biitin yogunluklarda kontrol grubuna goére fazla gelisim gosterdigi
bildirilmisgtir. Seliilotik mikroorganizmalar arasinda yalnizca F. succinogenes’in sayisi
inkiibasyonun 20. saatinde istatistiki olarak onemli bir artis gostermisken diger
seliilotik bakterilerde bir degisim tespit edilememistir. Arpa ve domuz ayrigimin in
vitro yikimlanabilirligi polysorbate 80’in % 0,2 yogunlugunda kullanilmasi ile
artmistir. Toplam ugucu yag asiti yogunlugu her iki yem maddesi i¢in de Polysorbate
80’in % 0,2 konsantrasyonda kullanilmasi ile en yiiksek seviyeye ¢ikmigken %0,01
diizeyinde de bir miktar artis gozlenmistir. Propiyonat : asetat oraninda deneme
gruplarinda artis yoniinde bir egilim gozlenmistir. Bu egilimin propiyonat iireten S.
ruminantium, B. fibrisolvens ve M. Elsidenii gibi bakterilerin sayilarinda gézlenen

artistan kaynaklandig diisiintilmektedir.

Iyonik olmayan siirfaktanlarin in-vitro ortamda rumen mikroorganizmalarinin
seliloz igeren yem maddelerine adsorpsiyonu, proteaz aktivitesi ve seliiloz
yikimlanabilirliginin degerlendirilmesi igin polysorbate 60 ve polysorbate 80 farkl
seviyelerde fermentasyon ortamina uygulanmistir (Kamande ve ark., 2000). Her iki
stirfaktanin da proteaz aktivitesini arttirdigi bildirilmistir ancak polysorbate 80 ile
gbzlenen artis daha fazla olmustur. Proteaz aktivitesinde gozlenen en fazla artis
polysorbate 60 icin % 99,2 diizeyinde, polysorbate 80 i¢in ise % 166,8 seviyesinde
belirlenmistir. Mikrobiyal proteinin arpa samanina adsorbe olma orani reaksiyon
karisimina % 0,1 seviyesinde polysorbate 80 ile 0,026 ng/(mg-dk.)’dan 0,034 pg/(mg-

dk.)’a yiikselmistir. Stirfaktan seviyesinin % 0,1’in lizerine ¢ikarilmasi adsorpsiyonda
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herhangi bir artis sekillendirmemistir. /n-vitro seliiloz yikimlanmas1 24 saatlik
inkiibasyon sonunda degerlendirilmistir. Buna gore kontrol grubunda seliiloz
yikimlanmasi saatte 0,6+0,21 pg/ml, % 0,25 polysorbate 60 igeren grubun seliiloz
yikimlanmasi saatte 0,87+0,28 ug/ml ve % 0,25 polysorbate 80 igeren grupta saatte
1,0440,32 pg/ml olarak tespit edilmistir. Calismada kullanilan iyonik olmayan
stirfaktanlarin proteaz aktivitesini, selilloz yikimlanabilirligini arttirdigi ve polysorbate

80’in mikrobiyal proteinin arpa samanina adsorbe olma oranini arttirdigi bildirilmistir.

Polysorbate 80 ve monensin’in besi sigirlarinda gelistirme ve bitirme
rasyonlarinda fermentasyona etkileri in-vitro ortamda incelenmistir (Wang ve ark.,
2004). Kullanilacak gelistirme rasyonu arpa ve arpa silajini sirasi ile 58 : 42 oraninda
icermekte iken bitirme rasyonu bu yem maddelerini siras1 ile 93 : 7 oraninda
icermektedir. Gelistirme rasyonunun bulundugu inkiibasyona yalnizca monensinin
ilave edilmesi kuru madde yikimlanabilirligi, gaz iiretimi, asetat : propiyonat oranini
ve mikrobiyal azot seviyesini arttirmis, indirgeyici seker seviyesini diistirmiistiir.
Polysorbate 80’in tek basina kullanilmasi 24. saatte mikrobiyal azot seviyesini
arttirmistir, 12. saatte asetat : propiyonat oranimi diisiirmiis ve 4. saatte kuru madde
yikimlanabilirligi ve indirgeyici seker seviyesini arttirmistir. Monensin ve polysorbate
80’in birlikte uygulanmasindan kaynakli etki asetat : propiyonat oraninda (4. ve 12. -
saat), mikrobiyel azot seviyesinde (4. ve 24. saatte) ve indirgeyici seker seviyesinde
(4, 12 ve 24. saatte) gozlenmistir ancak kuru madde yikimlanabilirligi, gaz iiretimi ve
ucucu yag asiti seviyesinde bir etki gézlenmemistir. Asetat : propiyonat orani ve
mikrobiyel azot miktarindaki diisis ile indirgeyici seker seviyesindeki artis monensin
ve polysorbate 80 birlikte uygulandiklarinda tek tek uygulamalarda elde edilen etkiden
daha gii¢liidiir. Monensin ve polysorbate 80’in bulundugu inkiibasyon ortaminda 24.
saat sonundaki biitliin polisakkarit yikimlayicis1 enzimlerin (amilaz, karboksimetil
selillaz, B-glukanaz ve ksilanaz) aktiviteleri kontrol grubuna goére daha yiiksek
diizeyde tespit edilmigtir. Bitirme rasyonu ile yapilan inkiibasyonda Olciilen
parametrelerin higbirinde monensin ve polysorbate 80 arasindaki etkilesime bagl bir
etki tespit edilememistir. Monensin’in tek basina uygulanmasi kuru madde

yikimlanabilirligi, asetat : propiyonat orani, mikrobiyal azot seviyesi ve indirgeyici
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seker seviyesini belirgin bir sekilde ilk deneyde oldugu gibi etkilemistir. Ancak
polysorbate 80’in bu rasyonda tek basina gosterdigi etki monensine gore daha hafiftir.
Arastirmacilar polysorbate 80’in tek basina uygulanmasinda gozlenen etkinin
monensinin tek basina uygulanmasinda gozlenen etkiye gére daha zayif oldugu ve bu
etkinin rasyonun yapisina bagli oldugunu gézlemislerdir. Monensin ile polysorbate

80’in birlikte kullanilmasinin sinerjistik etki gosterdigi bildirilmistir.

Polysorbate 80’in in-vitro ortamda inkiibe edilen rumen sivisina % 0,05 ve %
0,1 diizeyinde katilmasinin hiicre bagimsiz enzim konsantrasyonunu arttirdigi ancak
hiicreye bagli bulunan enzim seviyesinin ayni sekilde etkilenmedigi bildirilmistir (Ha
ve ark., 2002). Yapilan ¢aligmada ortamda bulunan seliilolitik olmayan bakterilerin
sayisinin polysorbate 80 ile arttig1 ancak ayni etkinin seliilolitik olmayan bakteriler
icin gozlenmedigi bildirilmistir. Arastirmacilar polysorbate 80’in etkisinin gram
pozitif bakteriden ¢ok gram negatif bakterilerde ve seliilolitik olmayan bakterilerde

gozlendigini belirtmislerdir.

1.7.4. Polysorbate 80

Iyonik yapida olmayan bir siirfaktan olan polysorbate 80 (polyoxyethylene
sorbitan monostearate-CeH124026) genellikle suda ve organik ¢oziiciilerde kolaylikla
cozlinmektedir (Liu ve ark., 2013). Polisorbatlar genel olarak gida alaninda iistiin
emiilsifiye edici 6zelligi nedeni ile kullanilan siirfaktanlardir ve bir¢ok iilkede bu
amagcla kullanimina izin verilemektedir, polysorbate 80 emiilsifiye edici gida katkilar
kategorisinde Avrupa Birliginde E 433 kod numaras: ile kayit altina alinmistir
(Cottrell ve van Peij, 2004). Gidalarda 6zellikle dondurma iiretiminde kivam arttirict
ve erimeye direnci arttirmak amacli hacimsel olarak % 0.5’e kadar kullanilmaktadir
(Goff, 1997).
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Polysorbate 80’nin ve bazi farkli iyonik yapida olmayan siirfaktanlarin kullanim1
ile bakterilerin enzim sekresyonunun artabilecegi belirtilmektedir. Bu etkinin iyonik
yapida olmayan siirfaktanlarin hiicre membranlariin lipid kisimlar ile etkilesime
girmesi yoluyla saglayabilecegi ileri siirlilmektedir (Singh ve ark., 2007). Bu
geligmeleri takip eden arastirmacilar iyonik yapida olmayan siirfaktanlarin ruminant
besleme alanindaki olas1 etkilerini tespit edebilmek i¢in son yillarda ¢ok sayida
calisma gergeklestirmislerdir. Gergeklestirilen bir¢ok ¢alismada polysorbate 80’in de
etkisi arastirilmistir. Polysorbate 80’in rumende ugucu yag asiti konsantrasyonunun
maniplile edilmesinde, rumen enzimlerinin yogunlugunun arttirilmasinda ve yem
maddelerinin rumende yikimlanabilirliginin arttirilmasinda etkili olabilecegini
gosteren arastirmalar mevcuttur (Cong ve ark., 2009; Goto ve ark., 2003a; Goto ve
ark., 2003b; Lee ve Jong, 2003).

1.8.  Siirfaktanlarin ve Esansiyel Yaglarin Birlikte Kullanim

Antimikrobiyel etkinligi bilinen bilesiklerin etkinliginin arttirilabilmesi adina
cok farkli alanlarda giiniimiize kadar ¢ok ¢esitli ¢calismalar gerceklestirilmistir. Cesitli
patojenlere karsi klortetrasiklinin antibakteriyel etkisinin bir siirfaktan olan
polysorbate 80 ile kombine edilmesi ile giiglendigini ortaya ¢ikartmistir (Suling ve
O’Leary, 1975). Arastirmacilar bu etkiyi siirfaktanin, antibiyotik maddenin bakteriye
niifuz etme seviyesini artirmasi ile iliskilendirmislerdir. Cesitli antibiyotiklere karsi
direng gelistirdigi bilinen Staphylococcus aureus’un bir biyosiirfaktan varliginda
direng gelistirdigi antibiyotiklere karsi hassasiyetinin arttigir gézlenmistir (Irfan ve
ark., 2015). Polysorbate 80 ile c¢esitli antibiyotiklerin (metronidazole ve
clarithromycin) birlikte kullanilmasinin Helicobacter pylori’ye karsi sinerjistik bir etki

yarattig1 oraya konulmustur (Figura ve ark., 2012).
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Esansiyel yaglarin gosterdikleri antifungal etkinin polysorbate 80 ile kombine
edilmeleri halinde birkag kat artabilecegi bildirilmektedir (Matsuzaki ve ark., 2013).
Gida alaninda gergeklestirilen bir ¢alisma (Li, 2011) bir siirfaktan olan lesitinin,
timol’tin E. Coli O157:H7 ve Listeria monocytognes patojenlerine karsi inhibe edici

etkisini gii¢lendirdigini ortaya koymaktadir (Xue ve ark., 2017).

Monensin ile polysorbate 80’in kombine edilmesinin in-vitro rumen
fermentasyonuna etkisinin degerlendirildigi bir ¢alisma asetik asit : propiyonik asit
oraninin disiliriilmesinde sinerjistik bir etki gozlenebilecegini ortaya koymaktadir
(Wang ve ark., 2003). Esansiyel yaglarda bulunan fenol bilesiklerin iyonofor
antibiyotiklerin etki mekanizmasina benzer bir etki mekanizmasi ile antimikrobiyel

etki gosterebilecegi ortaya atilmistir (Ultee ve ark., 2002).

Bitkisel esansiyel yaglarin ve iyonik yapida olmayan siirfaktanlarin rumen
fermentasyonuna olan etkileri ayri ayr1 olarak birgok defa ¢alisilmistir. Daha 6nce
gerceklestirilen ¢alismalarda siirfaktanlarin antimikrobiyel etkisi olan bilesiklerin bu
etkisini gliclendirebilecegi bildirilmistir. Ancak siirfaktanlarin bitkisel esansiyel yaglar
ile kombine edilmesi halinde esansiyel yaglarin rumen fermentasyonu iizerine olan
etkilerini etkileyip etkilemeyecegi daha oOnce calisilmamistir. Gergeklestirilen
calismanin amaci bitkisel esansiyel yaglar ile iyonik yapida olmayan siirfaktanlarin
kombine edilmeleri halinde esansiyel yaglarin rumen fermentasyonu {izerine
olusabilecek etkilerinin gii¢lenip giiclenmeyeceginin anlasilmasidir. Bu bilesiklerin
birlikte kullaniminin farkli alanlarda ortaya konulan etkisinin rumen fermentasyonu
tizerinde de gozlenip gozlenmeyecegin ortaya konulmasi mevcut ¢alismanin ana
hedefidir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Rumen I¢erigi

Tezin kapsaminda olusturulan arastirmada kullanilan rumen igerigi Cubuk /
Ankara ve Kazan / Ankara mezbahalarindan kesilen ve tarih¢esinde %80 konsantre ve
%20 kaba yem tiikettigi tespit edilen besi sigirlarindan kesimi hemen takiben rumenin
acilmasi ile Onceden viicut 1sisina kadar isitilmis termoslara alinarak Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklari
laboratuvarina rumen mikroorganizmalarinin canliligini saglamak i¢in miimkiin olan
en kisa siirede getirilmistir. Her bir inkiibasyon i¢in bir besi sigirindan rumen sivisi

elde edilmistir.

2.2. Yem Materyali

In-vitro rumen yikimlanabilirligi ve gaz iiretimi c¢aligmalarinda Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Egitim ve Arastirma Ciftliginde iiretilen iki siral
yemlik arpa ve ortalama partikiil biiytikligiindeki arpa samani1 kullanilmistir. Her iki
yontem i¢in de kullanilan yem maddeleri kuru madde bazinda 50 : 50 oraninda olacak
sekilde ayarlanmistir. Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Besleme ve
Beslenme Hastaliklar1 Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan degirmende 1 mm’lik
elek kullanilarak c¢ekilmistir. Yem maddelerinin kuru madde, organik madde, ham
protein degerleri AOAC (2000)’de bildirilen yonteme gore, NDF, ADF ve ham seliiloz
degerleri ise Ankom Fiber Analyzer (Ankom Technology Corporation, Fairport, NY,
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USA) cihazinda firma 6nerileri ile gergeklestirilmistir (Van Soest ve ark., 1991).

2.3.  Gaz Uretim Tekniginin Uygulanmasi

Gaz iretim tekniginde kullanmak {izere tamponlanmis rumen sivisi ve
fermentasyon islemleri Menke ve ark. (1979) belirttigi sekilde hazirlanmustir.
Inkiibasyon oncesi kullanilacak biitin malzemeler bir gece 6nceden 39°C’de
tutulmustur. Rumen sivis1 onceden isitilmis termosa aktarilarak laboratuvara
tasinmigtir. Rumen sivist tiilbent ile siiziilmiis ve karbondioksit ile muamele edilmistir.
Belirtilen islemlerden gegirilen rumen sivisi tamponlu mineral sivisi ile karistirilmastir.
Karisim orani rumen sivisi : tamponlu mineral sivisi 1 : 2 (hacimsel) olacak sekilde
tasarlanmistir. Yaklagik olarak 200 mg yem kuru maddesi 100 ml olgiilii cam
siringalara yerlestirilmistir. Hazirlanan tamponlu rumen sivisi karisimindan 30 ml
alinarak yem numunelerinin yerlestirildigi cam siringalara eklenmistir. Calisma
tasarimina gore kontrol grubunun (K) bulundugu cam fermenterlere (siringa) herhangi
bir katki eklenmemistir ancak yem eklenmistir, diizeltme faktorii igin kullanilacak kor
gruba (B) ise yalnizca tamponlu rumen sivist eklenmis, yem ya da hicbir katki
maddesi eklenmemistir. Deneme gruplarinda ise fermenterlere yalnizca polysorbate
80’nin 0.5 ul/ml (S1) ve 1 ul/ml (S2) dozunda eklendigi iki grup, yalnizca eugenol’iin
300 pg/ml (E3) ve 600 png/ml (E6) dozlarinda eklendigi iki grup ile polysorbate 80 ve
eugenol’ii sirast ile 0.5 pl/mI+300 pg/ml (M1), 1 pl/ml+600 pug/ml (M2), 0.5
ul/mI+600 pg/ml (M3), 1 ul/mI+300 ug/ml (M4) dozlarinda karisim olarak eklendigi
dort grup bulunmaktadir. Gaz iiretiminde farkli gruplarda kullanilan katki miktarlar
Cizelge 2.1°de belirtilmistir. Caligmada biitiin gruplarda dort tekrar seklinde
gerceklestirilmistir. Cam siringalara icerisine yem numuneleri, tamponlu mineral
soliisyonu ile karistirilmis rumen sivist ve grubuna gore katkilari eklenen 100 ml
olgiilii cam siringalar 39°C de bulunan ve 40 adet cam fermentor kapasiteli dakikada
bir tur tamamlayan doner inkiibatore yerlestirilmis ve 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda pH 6l¢iimii yapilmis ve amonyak azotu, ugucu yag
asitinin belirlenmesi igin fermentasyon sivisindan 6rnek alinarak dondurulmustur.

Toplam gaz miktart ve metan miktarinin belirlenmesi igin siringalarda toplam gaz
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miktart dlglilmiis ve 6. ve 24. saatlerde vakumlu vacutainer tiiplere gaz numunesi
alinmustr.

Cizelge 2.1. Gaz liretimi uygulamasinda gruplarda bulunan katkilar.

Yem Numunesi Polysorbate
UYGULAMA Eugenol (ng/ml)
(Arpa ve Arpa Samani) 80 (ul/ml)

Bos (B) - - -
Kontrol (K) + - -
Sl + 0.5 -
S2 + 1 -

E3 + - 300

E6 + - 600

M1 + 0.5 300

M2 + 1 600

M3 + 0.5 600

M4 + 1 300

2.4.  Yem Maddelerinin in-vitro Rumen Sindirilebilirliginin Belirlenmesi

Yem maddelerinde bulunan kuru madde, organik madde ve NDF’nin in-vitro
olarak rumen yikimlanabilirliklerinin belirlenebilmesi amaci ile ‘ANKOM F57’ filtre
keseleri ve ‘DAISY II’ inkiibatorii (ANKOM Technology, Fairport, New York, USA)
kullanilmigtir. DAISY 1l inkiibatoric 48 cm*55 ¢cm*30 cm ebatlarinda ve isiticis
bulunan bir inkiibatérdiir. Inkiibatére dort adet dort litre hacmindeki kavonozlardan
yerlestirilebilmekte ve rumen simiilasyonu olusturulmaktadir. Bu kavonozlar
inkiibatorde 80° ag1 ile bulunur ve dakikada 0.95 tur tamamlamaktadir. Kullanilan
keseler poliester/polietilen yapida olup 25 pm’den biiyiik partikiilleri igerisinde
tutacak sekilde dizayn edilmistir. Metot ANKOM Technology firmas: tarafindan

onerildigi sekilde her bir kese i¢in 0.5 g yem numunesi kullanilmistir ve her bir
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inkiibasyon kavanozu icin 20 kese kullanilmistir. Inkiibasyonda kullanilacak olan
tampon soliisyonlar: ve rumen sivisi ile inkiibasyon islemi Robinson ve ark. (1999)
belirttigi  sekilde hazirlanmistir. Farkli haftalarda dort kere inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen biitiin inkiibasyonlarda kontrol grubunun (K)
bulundugu kavanoza herhangi bir katki maddesi eklenmemistir. Birinci inkiibasyonda
deneme grubu olarak ikinci kavanozda yalnizca Polysorbate 80, 0.5 pl/ml dozda (S1),
ticiincii kavanozda yalnizca 300 ug/ml eugenol (E3) ve dordiincii kavanozda ise
polysorbate 80 ve eugenol karisim halinde sirast ile 0.5 pl/ml1+300 pg/ml (M1) dozda
eklenmistir. ikinci inkiibasyonda ise kontrol grubuna ek olarak deneme gruplarinda
ikinci kavanozda yalnizca polysorbate 80, 1 ul/ml (S2), ii¢iincii kavanozda yalnizca
eugenol 600 pg/ml (E6) ve dordiincii kavanozda polysorbate 80 ve eugenol karisim
halinde siras1 ile 1 ul/mI+600 pg/ml dozda (M2) kullanilmustir. Ugiincii inkiibasyonda
ise kontrol grubuna ek olarak ikinci kavanozda polysorbate 80 ve eugenol karigim
halinde siras1 ile 0.5 pl/mI+600 ug/ml (M3), tigiincii kavanozda polysorbate 80 ve
eugenol karisim halinde sirast ile 1 pl/m1+300 pg/ml (M4), dordiincii kavanozda ise
polysorbate 80 ve eugenol karisim halinde sirast ile 0.5 pl/ml+150 pg/ml (M5) dozda
kullanilmistir. Her bir inkiibasyonda gruplara gore kullanilan katki maddeleri ve
dozlar Cizelge 2.2°de goriilmektedir. Inkiibasyon 48 saat sonunda sonlandirilmistir.
Toplanan keseler hemen buzlu suda beklemeye alinmistir ve ardindan yikanan

keselerin icerigi belirtilen metodlar ile analiz edilmistir.

Cizelge 2.2. In-Vitro Sindirilebilirlik Uygulamasinda Inkiibasyonlara Gére Kullanilan
Katkilar ve Diizeyleri

1.Kavanoz 2. Kavanoz 3. Kavanoz 4. Kavanoz
nkiibasyon Polysorbate 80 Polysorbate 80 (ul/ml) +
Kontrol Eugenol (ng/ml)
No. (ul/ml) Eugenol (ug/ml)
1 - 0.5(S1) 300 (E3) 0.5+300 (M1)
2 - 1(S2) 600 (E6) 1+600 (M2)
3 - 0.5 (S1) 600 (E6) 0.5+600 (M3)
4 - 1(S2) 300 (E3) 1+300 (M4)
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2.5. In-Vitro Fermentasyondan Cikan Yem Maddelerinin Analizleri ve

Degerlendirilmesi

Calismada kullanilacak yem maddelerinin ve in-vitro fermentasyon sonrasi
geriye kalan besin madde bilesenleri A.U. Veteriner Fakiiltesi Hayvan Besleme ve
Beslenme Hastaliklari A.B.D. laboratuvarinda analiz edilmistir. Kuru madde ve
organik madde AOAC (2000)’de bildirilen metotlara gore analiz edilmistir. Daisy 11
cihazindan inkiibasyon sonrasi elde edilen keselerdeki yem maddelerinde in-vitro
gercek kuru madde ve NDF sindirilebilirliginin tespiti amaci ile analizler Ankom ®
Fiber Analyzer’da (Ankom Technology Corporation, Fairport, NY, USA) firma
tarafindan Onerilen yonteme gore gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen analizler
sonrast ortaya c¢ikan sonuglara gore fermentasyon sonucu kayba ugrayan besin
maddeleri yiizdesel olarak ortaya konulmustur.

In-Vitro Gercek Kuru Madde Sindirilebilirlizi % = 100 — ‘”(‘T‘T—:;f“ X100

(T2xQ)-{((T3-T1)x2)

In-Vitro Organik Madde Sindirilebilirligi % = 100X T

; S SRR (T2x-2-)-(r3-T1)
In-Vitro NDF Sindirilebilirligi % = 100X - —

T2%——

T1: Kullanilan kese agirligi, T2: Kullanilan Yem Numunesi Agirhgi, T3: In-Vitro Inkiibasyon Sonrasi Kese ve Yem Agirhgi, D:
Inkiibasyon Oncesi Yem Kuru Maddesi, C1: Inkiibasyona Bagli Kese Agirligi Degisim Diizeltme Katsayisi, A: Yem Inkiibasyon
Oncesi NDF Degeri %, Q: Yem Inkiibasyon Oncesi Organik Madde %, Z: Inkiibasyon Sonrasi Yem Organik Maddesi %

Sekil 2.1. /n-Vitro Gergek Kuru Madde, Organik Madde ve NDF sindirilebilirliklerinin
hesaplanmasinda kullanilan esitlikler.
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2.6. Rumen Sivisinda UY A Analizi

Ugucu yag asiti analizi i¢in gaz tiretim metodunda olusan fermentasyon
ortamindan 24. saat sonunda alinan rumen sivist 6rnekleri -20 °C dondurulmustur.
Analiz edilecegi giin 5°C de ¢ozdiiriilen rumen sivist 6rnekleri Erwin ve ark. (1961)
belirttigi sekilde gaz kramatografi analizine hazirlanmistir. Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklari Anabilim Dalinda
bulunan gaz kromatografi (GC) cihazinda (Shimadzu® GC, Shimadzu Co., Kyoto,
Japan), Nukol (30 m x 0.25 mm I.D., 0.25 um-24107) kolon ile rumen sivisindaki
asetik asit, propiyonik asit, izobiitirik asit, biitirik asit, izovalerik asit ve valerik asit
miktarlar1 analiz edilmistir. Analiz 6ncesi cihaz kalibrasyonu Supelco Volatile Free
Acid Mix, 46975-U standard: ile gerceklestirilmistir (Sekil 2.2.).

Conc.(x10)
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Sekil 2.2. Ugucu yag asidi kalibrasyon egrisi
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2.7. In-Vitro Rumen Fermentasyonu Sonucu Ortaya Cikan Gazda Metan

Tayini

Cam siringa tipi inkiibatorlerde olusan gazdan inkiibasyonun 6. ve 24. saattinde
10 ml gaz 6rnegi alinarak gaz gecirmeyen 6zel siringa yardimi ile Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklari Anabilim Dalinda
bulunan gaz kromatografi (GC) cihazinda (Shimadzu GC, Shimadzu Co., Kyoto,
Japan), Carboxen-1006 PLOT, 30 m x 0.53 mm kolon ile analiz edilmistir. Analiz
oncesi kalibrasyon igin Fluka metan standard: kullanilmistir (Sekil 2.3).

Conc.(x10)
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Sekil 2.3. Metan kalibrasyon egrisi.

2.8.  Rumen Sivisinda pH Tayini

Gaz iiretimi teknigi sonucu inkiibasyonun 24. saatinde agiga ¢ikan rumen Sivist
numunelerinde pH degeri, pH metre (Ecomet pH/mV/TEMP Meter p25) ile

belirlenmistir.
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2.9.  Rumen Sivisinda Amonyak Azotu Tayini

Amonyak azotu (NH3-N) i¢in alinan rumen sivilari 20 mI’lik kaplara alinmastir.
Rumen sivis1 ornekleri — 20 °C’de muhafaza edilmistir. Analiz 6ncesinde +4°C ‘de
¢ozdiiriilen numunelerde NH3-N yogunlugu, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklar1 Anabilim Dalinda bulunan
spektrofotometre (UV-1208, Shimadzu) kullanilarak indefenol mavisi yontemi ile

kolorimetrik olarak 546 nm’de dalga boyunda 6l¢iilmiistiir (McCullough, 1967).

2.10. istatistik Analizler

Onemlilik testlerine gecilmeden dnce veriler parametrik test varsayrmlari olan
normallik varsayimi i¢in Shapiro Wilk, varyanslarin homojenligi varsayimi yoniinden
ise Levene testi ile kontrol edildi. Her bir degisken i¢in deneme gruplar: aras1 farkin
istatistiksel acidan anlamliligina tek yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulanarak
kontrol edildi. Anlamli bulunan gruplar arasi farkliliklar i¢in ileri agama testi (post-
hoc) olarak Tukey testinden yararlanildi. Tiim sonuglar i¢in p<0.05 istatistiksel agidan
anlaml olarak degerlendirildi. Istatistiksel analizler i¢in SPSS 14.01 paket programi
kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1. Kullanilan Yemlerin Besin Madde Analizi

Arastirmada kullanilan yemlerin kuru madde, ham protein, ham yag ve ham kiil
analizleri (AOAC, 2000) ile NDF, ADF ve ham seliiloz analiz degerleri (Ankom
Technology Corporation, Fairport, NY, USA) Cizelge 3.1’de verilmistir (Van Soest
ve ark. 1991).

Cizelge 3.1. Aragtirmada kullanilan yem maddelerinin analiz degerleri (%).

Sindirilebilirlik, % Arpa Saman
Kuru Madde 91.25 93.43
Ham Protein 13.25 3.96
Ham Seliiloz 4.73 37.3

Ham Yag 2.35 2.08
Ham Kiil 2.66 7.59
NDF 26.34 71.65
ADF 8.39 47.33

3.2.  Yem Maddelerinin in-vitro Sindirilebilirlikleri

3.2.1. In-Vitro Ger¢ek Kuru Madde Sindirilebilirligi

Yem maddelerinin in-vitro ortamda polysorbate 80 ve eugenol gibi farkli katki

maddelerinin varliginda inkiibasyona tabi tutulmasi ile sekillenen in-vitro gergek kuru
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madde sindirilebilirligi verileri ¢izelge 3.2'de gosterilmistir. Calismada kullanilan
gruplar arasindaki fark in-vitro gergek kuru madde sindirilebilirligi agisindan istatistiki
acidan 6nemli bulunmustur (p<0.001). Bu baglamda K grubu % 68.36 ile en yiiksek
sindirilebilirlik degerine sahipken bu grubu S1 ve S2 gruplar siras1 ile % 64,53 ve %
65,55 sindirilebilirlik degerleri ile izlemektedir. Farkli dozlarda yalnizca stirfaktan
iceren S1 ve S2 gruplari arasinda in vitro gercek kuru madde sindirilebilirligi agisindan
bir fark tespit edilememistir. Farkli dozlarda yalnizca eugenol igeren E3 ve E6
gruplarinda gozlenen sindirilebilirlik degerleri S1 ve S2 gruplarindan diisiik olmakla
birlikte eugenol dozuna bagh sindirilebilirlikte sekillenen bir farklilik tespit
edilememistir. En diisiik ger¢ek kuru madde sindirilebilirligi %57.90 ile M3 grubunda
tespit edilmistir ve bu grubun degeri E3, E6 ve M1 gruplar1 ile benzerlik gosterirken
M2 ve M4 gruplarindan daha diisiik bir degere sahip oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 3.2. Farkli dozlardaki Polysorbate 80 ve Eugenol ile karisimlarinin in-vitro ger¢ek
kuru madde sindirilebilirligine (%) etkisi.

Deneme Gruplan n X Sx

K 40 68,36% 0,83

S1 (0,5 pl/ml P) 40 64,53 0,84

S2 (1 pl/ml P) 40 65,55° 0,59

E3 (300 ng/ml E) 40 59,99¢f 0,52

E6 (600 ng/ml E) 40 58,71¢f 0,39

M1 (0,5 pl/ml P + 300 pg/ml E) 20 58,694%f 0,54
M2 (1 ul/ml P + 600 pg/ml E) 20 61,67 0,20
M3 (0,5 ul/ml P + 600 pg/ml E) 20 57,90 0,15
M4 (1 pl/ml P + 300 pg/ml E) 20 62,21 0,22

a, b, c, d, e, f; Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak énemlidir
(P <0,001)

! Degerler her bir gruptaki in-vitro gergek kuru madde sindirilebilirlikleri ortalamasi (X) ve standart hatasini (SX)
gostermektedir.

P: Polysorbate 80, E: Eugenol
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3.2.2. In-vitro Organik Madde Sindirilebilirligi

Yem maddelerinin in-vitro ortamda polysorbate 80 ve eugenol gibi farkli katki
maddelerinin varliginda inkiibasyona tabi tutulmasi ile sekillenen in-vitro organik
madde sindirilebilirligi verileri ¢izelge 3.3.'de gosterilmistir. Calismada kullanilan
gruplar arasindaki fark in-vitro organik madde sindirilebilirligi agisindan istatistiki
acidan 6nemli bulunmustur (p<0.001). En yiiksek organik madde sindirilebilirligi %
69.57 ile K grubunda gozlenmistir. S1 ve S2 gruplarinda organik madde
sindirilebilirligi siras1 ile % 65.74 ve % 66.65 olarak tespit edilmistir, bu iki grup
arasinda organik madde sindirilebilirligi agisindan istatistiki 6nem arz eden bir fark
tespit edilememistir. Yalnizca farkli dozlarda eugenol igeren gruplara (E3 ve E6) gore
S1 ve S2 gruplarinda daha yiiksek in vitro organik madde sindirilebilirligi
sekillenmistir. En diisiik in-vitro organik madde sindirilebilirligi % 59.27 ile M3
grubunda sekillenmistir. M3 grubunda gozlenen organik madde sindirilebilirlik degeri
ile E3, E6 ve M1 gruplarindan elde edilen degerler birbirine benzer olarak

sekillenmistir.

Cizelge 3.3. Farkli dozlardaki Polysorbate 80 ve Eugenol ile karisimlarinin in-vitro organik
madde sindirilebilirligine (%) etkisi.

Deneme Gruplari n X Sx

K 40 69,572 0,82

S1 (0,5 pl/ml P) 40 65,74 0,80

S2 (1 pl/ml P) 40 66,65° 0,56

E3 (300 pg/ml E) 40 61,29%f 0,51

E6 (600 ng/ml E) 40 60,10°f 0,37

M1 (0,5 pl/ml P + 300 pg/ml E) 20 60,00°f 0,52
M2 (1 pl/ml P + 600 pg/ml E) 20 62,84¢%® 0,20
M3 (0,5 pl/ml P + 600 pg/ml E) 20 59,27 0,14
M4 (1 pnl/ml P + 300 pg/ml E) 20 63,48 0,22

a, b, c, d, e, f; Ayni satirda farkli harf tagtyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak énemlidir (P < 0,001);
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! Degerler her bir grupta In-Vitro organik madde sindirilebilirlikleri ortalamasi (X) ve standart hatasini (SX) géstermektedir.
P: Polysorbate 80, E: Eugenol

3.2.3. In-vitro NDF Sindirilebilirligi

Yem maddelerinin in-vitro ortamda polysorbate 80 ve eugenol gibi farkli katki
maddelerinin varliginda inkiibasyona tabi tutulmasi ile sekillenen in-vitro NDF
sindirilebilirligi verileri gizelge 3.4.'de gosterilmistir. Calismada kullanilan gruplar
arasindaki fark in-vitro NDF sindirilebilirligi agisindan istatistiki a¢idan 6nemli
bulunmustur (p<0.001). En yiiksek NDF sindirilebilirligi % 40,71 ile K grubunda
gozlenmistir. S1 ve S2 gruplarinda NDF sindirilebilirligi sirasi ile % 33,12 ve % 35,04
olarak tespit edilmistir, bu iki grup arasinda organik madde sindirilebilirligi agisindan
istatistiki onem arz eden bir fark tespit edilememistir. M3 grubunda % 20,61
sindirilebilirlik degeri ile en diisiik NDF sindirilebilirligi tespit edilmistir. E6 ve M1
gruplarinda da sirasi ile % 22,14 ve % 20,73 diizeyinde NDF sindirilebilirligi tespit

edilmistir ve bu degerler M3 grubunda gbzlenen degere benzerdir.

Cizelge 3.4. Farkli dozlardaki Polysorbate 80 ve Eugenol ile karigimlarinin in-vitro NDF
sindirilebilirligine (%) etkisi.!

Deneme Gruplari n X Sx

K 40 40,712 1,60

S1 (0,5 pl/ml P) 40 33,12b¢ 1,57

S2 (1 pl/ml P) 40 35,04° 1,10

E3 (300 pg/ml E) 40 28,28 0,94

E6 (600 ng/ml E) 40 22,14° 0,73

M1 (0,5 nl/ml P + 300 ng/ml E) 20 20,73 0,51
M2 (1 ul/ml P + 600 pg/ml E) 20 27,71¢% 0,38
M3 (0,5 pl/ml P + 600 pg/ml E) 20 20,61 0,27
M4 (1 pl/ml P + 300 pg/ml E) 20 28,75 0,41

a, b, c,d, e, f; Ayni satirda farkli harf tasiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (P < 0,001)
! Degerler her bir grupta In-Vitro NDF sindirilebilirlikleri ortalamasi (X) ve standart hatasini (SX) gdstermektedir.
P: Polysorbate 80, E: Eugenol
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3.3. Toplam Gaz Uretim Miktar1

Yem maddelerinin in-vitro olarak gaz iiretim tekniginde degerlendirilmesinde
Polysorbate 80 ve Eugenol katkilarinin her bir gram yem kuru maddesi sindirimi
sonucu aciga c¢ikardigr toplam net gaz miktarina etkileri ¢izelge 3.5.°de
gosterilmektedir. Caligmada kullanilan gruplar arasinda toplam gaz liretimi miktarinda
gozlenen fark istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0.001). En yiiksek gaz
miktarlar1 K ve S2 gruplarinda sirast ile 282,50 ve 236,67 ml olarak sekillenmistir. En
diisiik deger 17,5 ml ile M2 grubunda gozlenmistir. M2 grubunda gozlenen deger ile
E6, M3 ve M4 gruplarinda gozlenen degerler arasinda istatistiksel bir fark
bulunamamistir. E6, M3 ve M4 gruplarinda gozlenen toplam gaz iiretimi sirasi ile 72,5

ml, 37,5 ml ve 42,5 ml olarak sekillenmistir.

Cizelge 3.5. Farkli dozlardaki Polysorbate 80 ve Eugenol ile karigimlarinin her bir gram yem
kuru maddesinin in-vitro fermentasyonu sonucu 24. saatte agiga ¢ikardigi toplam net gaz
miktarina (ml) etkisi.!

Deneme Gruplan n X Sx
K 4 282,50° 11,09
S1 (0,5 pl/ml P) 4 225,00° 15,00
S2 (1 pl/ml P) 4 236,67 16,67
E3 (300 pg/ml E) 4 160,00° 14,72
E6 (600 ng/ml E) 4 72,509 17,50

M1 (0,5 pnl/ml P + 300 pg/ml E) 4 132,50° 7,50
M2 (1 ul/ml P + 600 pg/ml E) 4 17,509 6,29
M3 (0,5 ul/ml P + 600 pg/ml E) 4 37,504 2,50
M4 (1 pl/ml P + 300 pg/ml E) 4 42,50¢ 8,54

a, b, ¢, d ; Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki farklhiliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (P < 0,001)

! Degerler her bir grupta bir gram yem kuru maddesinin In-Vitro fermentasyonu sonucu 24. saatte agiga ¢ikan toplam net gaz
miktart (ml) ortalamasi (X) ve standart hatasini (SX) gostermektedir.

P: Polysorbate 80, E: Eugenol
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3.4. Altinc1 Saat Gaz Metan Yogunlugu

In-vitro gaz iiretim metodu ile iiretilen gazin inkiibasyonun 6. saatinde dl¢iilen

metan yogunluguna ait degerler ¢izelge 3.6.’de gosterilmektedir. Gruplar arasinda

farklilik gozlenmektedir (p=0.004). S1 grubunda 6. saatte gazda gozlenen metan

yogunlugu % 21,90 ile en yiiksek degeri olusturmaktadir. M2 grubunda ve E3

grubunda gozlenen 6. saat metan yogunlugu sirast ile % 16,68 ve % 18,02 olarak

gozlenmis ve bu degerler S1 grubunda elde edilen degerden daha az bulunmustur.

Diger gruplar arasinda gozlenen 6. saat metan gazi yogunluklari birbirine benzer

seviyelerde sekillenmistir.

Cizelge 3.6. Farkli dozlardaki Polysorbate 80 ve Eugenol ile karisimlarinin in-vitro gaz tiretim
metodu ile iiretilen gazin inkiibasyonun 6. saatinde 6lgiilen metan yogunluguna (%) etkisi !

Deneme Gruplan n X Sx

K 4 19,29% 0,19

S1 (0,5 pl/ml P) 4 21,90% 0,32

S2 (1 pl/ml P) 4 19,65% 0,82

E3 (300 pg/ml E) 4 18,02° 0,50

E6 (600 ng/ml E) 4 18,16% 0,54

M1 (0,5 pl/ml P + 300 pg/ml E) 4 20,42% 1,52
M2 (1 pl/ml P + 600 pg/ml E) 4 16,68° 0,74
M3 (0,5 ul/ml P + 600 pg/ml E) 4 19,942 1,00
M4 (1 pl/ml P + 300 pg/ml E) 4 20,46 0,71

a, b ; Ayni satirda farkl harf tasiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (P = 0,004)
! Degerler her bir grupta In-Vitro gaz iiretim metodu ile iiretilen gazin inkiibasyonun 6. saatinde 6lgiilen metan yogunlugu

ortalamas (X) ve standart hatasini (SX) gostermektedir.
P: Polysorbate 80, E: Eugenol
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3.5. Altinci ve Yirmi Dordiincii Saat Aras1 Gaz Metan Yogunlugu

In-vitro gaz iiretim metodu ile iiretilen gazin inkiibasyonun 6-24. saatinde
Olciilen metan yogunluguna ait degerler cizelge 3.7°de gosterilmektedir. Gruplar
arasinda farklilhik gdzlenmistir (p<0.001). Inbiibasyonun 6-24. Saat arasinda &lgiilen
en diisiik metan yogunlugu % 17,24 ile E6 grubunda gdzlenmistir. En yiiksek metan
yogunlugu % 26,66 ile M4 grubunda gozlenmistir ve bu grupta tespit edilen deger S2,
E3, M1, M2 ve M3 grubunda gozlenen degerlere benzerlik gostermektedir. K
grubunda gézlenen metan yogunlugu % 22,30 seviyesindedir ve S1, S2, M2 ve M3

gruplarinda belirlenen degerler de bu seviyeye yakindir.

Cizelge 3.7. Farkl1 dozlardaki Polysorbate 80 ve Eugenol ile karisimlarinin in-vitro gaz tiretim
metodu ile iiretilen gazin inkiibasyonun 6-24. saatinde 6lgiilen metan yogunluguna (%) etkisit

Deneme Gruplar n X Sx
K 4 22,30 0,83

S1 (0,5 pl/ml P) 4 21,52° 0,76

S2 (1 pl/ml P) 4 23,13%¢ 1,12

E3 (300 pg/ml E) 4 25,40% 0,06

E6 (600 ng/ml E) 4 17,244 0,35

M1 (0,5 pl/ml P + 300 pg/ml E) 4 25,74 0,63
M2 (1 pl/ml P + 600 pg/ml E) 4 23,70%¢ 1,08

M3 (0,5 pl/ml P + 600 pg/ml E) 4 23,65%¢ 1,14
M4 (1 nl/ml P + 300 pg/ml E) 4 26,66% 0,36

a, b, ¢ ; Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6énemlidir (P < 0,001)

! Degerler her bir grupta In-Vitro gaz iiretim metodu ile iiretilen gazm inkiibasyonun 6-24. saatinde 6lgiilen metan yogunlugu
ortalamasi (X) ve standart hatasini (SX) gostermektedir.

P: Polysorbate 80, E: Eugenol
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3.6. Toplam Net Metan Gazi Uretim Miktar1

In-vitro gaz iiretim metodu ile inkiibasyonun 24. saatinde hesaplanan, her bir
gram yem kuru maddesinin fermentasyonu i¢in iiretilen toplam net metan gazi miktari
cizelge 3.8.’de gosterilmektedir. Gruplar arasinda farklilik gézlenmektedir (p<0.001).
Her bir gram yem kuru maddesinin sindirimi i¢in {iretilen metan gazi miktari en yiiksek
K grubunda 65,01 ml olarak tespit edilmistir ve belirlenen bu miktar S1 ve S2
gruplarinda elde edilen seviyeye benzerlik gostermektedir. S1 ve S2 gruplarinda her
bir gram yem kuru maddesinin sindirimi i¢in ortaya ¢ikan metan gazi miktari sirasi ile
58,59 ml ve 58,95 ml olarak belirlenmis ve bu gruplar arasinda bir fark tespit
edilememistir. Her bir gram yemin fermentasyonu igin liretilen metan seviyesi en
diisiik olarak 4,11 ml ile M2 grubunda tespit edilmistir ve bu grupta dlgiilen deger ile

E6, M3 ve M4 gruplarinda 6l¢iilen degerler arasinda istatistiki bir fark bulunamamustir.

Cizelge 3.8. Farkli dozlardaki Polysorbate 80 ve Eugenol ile karigimlarinin Fermentasyonun
24. saatinde her gram yem fermentasyonu i¢in ortaya ¢ikan toplam net metan gazi liretimine
(ml) etkisi

Deneme Gruplar n X Sx

K 4 65,01% 3,44

S1 (0,5 pl/ml P) 4 58,59? 3,51

S2 (1 pl/ml P) 4 58,95% 5,47

E3 (300 pg/ml E) 4 40,77° 3,84

E6 (600 ng/ml E) 4 12,85° 3,25

M1 (0,5 pl/ml P + 300 pg/ml E) 4 41,85° 4,10
M2 (1 ul/ml P + 600 pg/ml E) 4 4,11° 2,06

M3 (0,5 pl/ml P + 600 pg/ml E) 4 15,39° 1,74
M4 (1 w/ml P + 300 pg/ml E) 4 20,18° 2,61

a, b, ¢ ; Ayn1 satirda farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak énemlidir (P <0,001)

! Degerler her bir grupta In-Vitro gaz iiretim metodu ile 24. saatinde her gram yem fermentasyonu icin ortaya ¢ikan toplam net
metan gazi ortalamasi (X) ve standart hatasini (SX) gostermektedir.

P: Polysorbate 80, E: Eugenol
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3.7.  Rumen Sivisi Ucucu Yag Asiti Yogunlugu

3.7.1. Asetik Asit Yogunlugu

Fermentasyonun 24. saatinde fermentasyon ortaminda bulunan asetik asit
yogunlugu ¢izelge 3.9.’da gosterilmektedir. Gruplar arasinda farklilik gézlenmektedir
(p<0.001). En diisiik asetik asit yogunlugu 37,15 mmol/l ile E6 grubunda gézlenmistir
ve bu deger E3 grubunda gozlenen 47,66 mmol/l degerine benzerdir. Asetik asitin en
yiiksek gozlendigi grup 62,55 mmol/l ile S1 grubudur ve bu deger S2 ve K gruplarinda
sirast ile gozlenen 60,20 mmol/l ve 59,46 mmol/l degerlerine benzerlik
gostermektedir. M1, M2, M3 ve M4 gruplarinda gbzlenen asetik asit yogunlugu

degerleri arasinda istatistiksel olarak bir fark tespit edilememistir.

Cizelge 3.9. Farkli dozlardaki Polysorbate 80 ve Eugenol ile karigimlarinin Fermentasyonun
24. saatinde fermentasyon ortaminda bulunan asetik asit yogunluguna (mmol/l) etkileri *

Deneme Gruplar n X Sx

K 4 59,46% 1,31

S1 (0,5 pl/ml P) 4 62,552 1,71

S2 (1 pl/ml P) 4 60,20% 2,04

E3 (300 pg/ml E) 4 47,66 4,05

E6 (600 ng/ml E) 4 37,15° 1,87

M1 (0,5 pl/ml P + 300 pg/ml E) 4 53,99% 3,41
M2 (1 ul/ml P + 600 pg/ml E) 4 54,293 1,61
M3 (0,5 ul/ml P + 600 pg/ml E) 4 52,33% 1,35
M4 (1 pl/ml P + 300 pg/ml E) 4 52,91 2,82

a, b, ¢ ; Ayni satirda farkls harf tagtyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (P < 0,001)

! Degerler her bir grupta fermentasyonun 24. saatinde fermentasyon ortaminda bulunan asetik asit yogunlugu ortalamasi (X) ve
standart hatasini (SX) gostermektedir.

P: Polysorbate 80, E: Eugenol
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3.7.2. Propiyonik Asit Yogunlugu

Fermentasyonun 24. saatinde fermentasyon ortaminda bulunan propiyonik asit
yogunlugu cizelge 3.10°da gosterilmektedir. Gruplar arasinda farklilik gézlenmektedir
(p<0.001). En diistik propiyonik asit yogunlugu 12,55 mmol/l ile E6 grubunda
gozlenmektedir. En yiiksek propiyonik asit yogunlugu 22,78 mmol/l ile S1 grubunda
gozlenirken bu grup ile K, S2, E3, M1, M2, M3 ve M4 gruplar1 arasinda istatistiksel

bir fark bulunmamustir.

Cizelge 3.10. Farkli dozlardaki Polysorbate 80 ve Eugenol ile karigimlarinin Fermentasyonun
24. saatinde fermentasyon ortaminda bulunan propiyonik asit yogunluguna (mmol/1) etkileri *

Deneme Gruplan n X Sx

K 4 22,342 0,25

S1 (0,5 pl/ml P) 4 22,782 0,74

S2 (1 pl/ml P) 4 22,362 0,30

E3 (300 pg/ml E) 4 18,342 1,36

E6 (600 ng/ml E) 4 12,55° 1,54

M1 (0,5 ul/ml P + 300 pg/ml E) 4 21,14% 0,99
M2 (1 pl/ml P + 600 pg/ml E) 4 17,67 2,56

M3 (0,5 pl/ml P + 600 pg/ml E) 4 18,572 0,64
M4 (1 pl/ml P + 300 pg/ml E) 4 22,012 0,54

a, b, ¢ ; Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (P < 0,001)

! Degerler her bir grupta fermentasyonun 24. saatinde fermentasyon ortaminda bulunan propiyonik asit yogunlugu ortalamasi (X)
ve standart hatasini (SX) gostermektedir.

P: Polysorbate 80, E: Eugenol

3.7.3. Biitirik Asit Yogunlugu

Fermentasyonun 24. saatinde fermentasyon ortaminda bulunan biitirik asit

yogunlugu degerleri ¢izelge 3.11.’de gosterilmektedir. Gruplar arasinda farklilik
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gozlenmektedir (p=0.01). En diisiik biitirik asit yogunlugu 12,05 mmol/l ile E3
grubunda gozlenmistir, bu gruptan elde edilen deger K, S1, S2, E6, M1, M2 ve M3
degerlerine benzerlik gostermektedir. M4 grubunda gézlenen 17,99 mmol/1 biitirik asit
yogunlugu istatistiksel olarak E3 grubunda gozlenen degerden daha yiiksek olarak
tespit edilmistir. Diger gruplar arasinda istatistiksel anlamda bir farklilik tespit

edilememistir.

Cizelge 3.11. Farkli dozlardaki Polysorbate 80 ve Eugenol ile karigimlarinin Fermentasyonun
24. saatinde fermentasyon ortaminda bulunan biitirik asit yogunluguna (mmol/l) etkileri *

Deneme Gruplari n X Sx

K 4 16,98% 0,08

S1 (0,5 pl/ml P) 4 16,50% 0,63

S2 (1 pl/ml P) 4 16,38% 0,71

E3 (300 ng/ml E) 4 12,05P 2,79

E6 (600 ng/ml E) 4 12,88% 0,82

M1 (0,5 ul/ml P + 300 pg/ml E) 4 17,06% 0,96
M2 (1 pl/ml P + 600 pug/ml E) 4 17,48® 1,42
M3 (0,5 ul/ml P + 600 pg/ml E) 4 17,59% 0,51
M4 (1 nl/ml P + 300 pg/ml E) 4 17,992 0,16

a, b, ¢ ; Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (P = 0,01)

! Degerler her bir grupta fermentasyonun 24. saatinde fermentasyon ortaminda bulunan biitirik asit yogunlugu ortalamasi (X) ve
standart hatasini (SX) gostermektedir.

P: Polysorbate 80, E: Eugenol

3.7.4. Toplam Ucucu Yag Asidi Yogunlugu

Fermentasyonun 24. Saatinde fermentasyon ortaminda bulunan toplam ugucu
yag asidi yogunlugu cizelge 3.12°de gosterilmektedir. Gruplar arasinda istatistiki
acidan fark tespit edilmistir (p<0.001). En diisiik toplam ugucu yag asidi yogunlugu
68,75 mmol/l ile E6 grubunda gozlenmistir. E3 grubunda toplam ugucu yag asiti
yogunlugu 88,78 mmol/l olarak tespit edilmistir ve bu deger ile E6 grubunda tespit

edilen deger ile arasinda istatistiksel anlamda bir fark tespit edilememistir. En yliksek
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toplam ugucu yag asidi yogunlugu 110,13 mmol/l ile S1 grubunda tespit edilmistir. S1

grubunda tespit edilen deger ile K, S2, M1, M2, M3 ve M4 gruplar1 arasinda tespit

edilen degerler arasinda istatistiksel anlamda bir farklilik bulunamamastir.

Cizelge 3.12. Farkli dozlardaki Polysorbate 80 ve Eugenol ile karisimlarinin Fermentasyonun
24. saatinde fermentasyon ortaminda bulunan toplam ugucu yag asidi yogunluguna (mmol/l)

etkileri *

Deneme Gruplari n X Sx

K 4 107,23%® 1,05

S1 (0,5 ul/ml P) 4 110,132 3,23

S2 (1 wl/ml P) 4 107,34 3,01

E3 (300 pg/ml E) 4 88,78 7,56

E6 (600 ng/ml E) 4 68,75° 2,24

M1 (0,5 ul/ml P + 300 png/ml E) 4 100,41% 5,53
M2 (1 ul/ml P + 600 pg/ml E) 4 98,30% 6,11
M3 (0,5 pl/ml P + 600 pg/ml E) 4 98,23% 2,86
M4 (1 pl/ml P + 300 pg/ml E) 4 102,29%® 3,41

a, b, ¢ ; Aymi satirda farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak énemlidir (P < 0,001)

! Degerler her bir grupta fermentasyonun 24. saatinde fermentasyon ortaminda bulunan toplam ugucu yag asidi yogunlugu

ortalamasi (X) ve standart hatasini (SX) gostermektedir.
P: Polysorbate 80, E: Eugenol

3.7.5. Asetik Asit : Propiyonik Asit Oram

Fermentasyonun 24. saatinde fermentasyon ortaminda bulunan asetik asidin,

propiyonik aside olan orani c¢izelge 3.13.’de gosterilmektedir. Gruplar arasinda

istatistiksel olarak bir fark tespit edilememistir (p=0.437). Ancak M2 degerinde 3,34

ile sayisal anlamda en yiiksek deger tespit edilirken M4 grubunda 2,40 ile sayisal

olarak en diisiik deger tespit edilmistir.
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Cizelge 3.13. Farkli dozlardaki Polysorbate 80 ve Eugenol ile karisimlarinin Fermentasyonun
24. saatinde fermentasyon ortamindaki Asetik asit : Propiyonik asit oranina etkileri

Deneme Gruplan n X Sx

K 4 2,66 0,08

S1 (0,5 pl/ml P) 4 2,75 0,05

S2 (1 pl/ml P) 4 2,69 0,07

E3 (300 pg/ml E) 4 2,60 0,10

E6 (600 ng/ml E) 4 3,16 0,59

M1 (0,5 pl/ml P + 300 pg/ml E) 4 2,55 0,08
M2 (1 pl/ml P + 600 pg/ml E) 4 3,34 0,62
M3 (0,5 ul/ml P + 600 pg/ml E) 4 2,82 0,04
M4 (1 pnl/ml P + 300 pg/ml E) 4 2,40 0,08

a, b, ¢ ; Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (P = 0.437)

! Degerler her bir grupta fermentasyonun 24. saatinde fermentasyon ortamindaki Asetik asit : Propiyonik asit orani ortalamasi (X)

ve standart hatasini (SX) gostermektedir.
P: Polysorbate 80, E: Eugenol

3.8.  Rumen Sivis1t Amonyak Azotu Yogunlugu

Fermentasyonun 24. saatinde fermentasyon ortaminda bulunan amonyak azotu

yogunlugu degerleri gizelge 3.14.'de gosterilmektedir. Gruplar arasinda istatistiksel

olarak bir fark gozlenmistir (p<0.001). En diisiik amonyak azotu yogunlugu 18,92

mmol/l ile E6 grubunda gbzlenmistir. Gruplar arasinda en yiiksek amonyak azotu

yogunlugu S2 grubunda 29,64 mmol/l seviyelerinde gézlenmesine karsin elde edilen
bu deger K, S1, E3, M1, M2, M3 ve M4 gruplarinda elde edilen degerlerden farkli

degildir.
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Cizelge 3.14. Farkli dozlardaki Polysorbate 80 ve Eugenol ile karigimlarinin Fermentasyonun
24. saatinde fermentasyon ortaminda bulunan amonyak azotu (NH3-N) yogunluguna (mmol/I)
etkileri?

Deneme Gruplari n X Sx

K 4 29,142 0,64

S1 (0,5 pl/ml P) 4 29,54* 0,31

S2 (1 pl/ml P) 4 29,64% 0,87

E3 (300 pg/ml E) 4 26,782 1,12

E6 (600 ng/ml E) 4 18,92° 0,33

M1 (0,5 pl/ml P + 300 pg/ml E) 4 29,212 0,80
M2 (1 pl/ml P + 600 pg/ml E) 4 27,922 0,50
M3 (0,5 ul/ml P + 600 pg/ml E) 4 27,572 0,45
M4 (1 pl/ml P + 300 pg/ml E) 4 28,732 1,60

a, b, ¢ ; Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (P < 0,001)

! Degerler her bir grupta fermentasyonun 24. saatinde fermentasyon ortamindaki ortaminda bulunan amonyak azotu (NH3-N)
yogunlugu ortalamasi (X) ve standart hatasini (SX) gostermektedir.

P: Polysorbate 80, E: Eugenol

3.9. Rumen Sivisi pH Degeri

Fermentasyonun 24. Saatinde fermentasyon ortaminda Olclilen pH degerleri
cizelge 3.15.'de gosterilmektedir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak fark tespit
edilmistir (p<0.001). En diisiik pH degeri 6,15 ile S1 grubunda gézlenmistir. S2 ve E3
gruplarinda pH degeri sirasi ile 6,18 ve 6,16 seviyesinde sekillenmistir, gézlenen bu
degerler ile S1 grubunda gobzlenen deger arasinda istatistiksel farklilik
bulunmamaktadir. K, S2, E6, M1, M2, M3 ve M4 gruplar arasinda pH degerleri

acisindan bir fark tespit edilememistir.
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Cizelge 3.15. Farkli dozlardaki Polysorbate 80 ve Eugenol ile karigimlarinin Fermentasyonun

24. saatinde fermentasyon ortami pH’sina etkileri®

Deneme Gruplari
K
S1 (0,5 ul/ml P)
S2 (1 pl/ml P)
E3 (300 ng/ml E)
E6 (600 ng/ml E)

M1 (0,5 pl/ml P + 300 pg/ml E)
M2 (1 ul/ml P + 600 pg/ml E)
M3 (0,5 pl/ml P + 600 pg/ml E)
M4 (1 pl/ml P + 300 pg/ml E)

n X Sx
4 6,22% 0,02
4 6,15° 0,00
4 6,182 0,01
4 6,16 0,02
4 6,23% 0,00
4 6,192 0,01
4 6,23% 0,02
4 6,232 0,00
4 6,22% 0,00

a, b, ¢ ; Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak énemlidir (P < 0,001)

! Degerler her bir grupta fermentasyonun 24. saatinde fermentasyon ortamini pH ortalamasi (X) ve standart hatasini (SX)

gostermektedir.
P: Polysorbate 80, E: Eugenol
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4. TARTISMA

4.1. Yem Maddelerinin in-vitro Sindirilebilirlikleri

Gergeklestirilen ¢aligmada esansiyel yag olan eugenol ve bir siirfaktan olan
Polysorbate 80’in farkli dozlarda tek baslarina ve kombinasyonlar1 halinde in-vitro
gercek kuru madde sindirilebilirligine olan etkileri degerlendirilmistir. Eugenoliin tek
bagina uygulandigt E3 ve E6 gruplarinda in-vitro gercek kuru madde

sindirilebilirliginde kontrol grubuna gore diislis gdzlenmistir (p<0,05).

Benchaar ve ark. (2007) eugenol igerigi agisindan yiiksek oldugu bilinen tar¢in
yapragi yagi, karanfil yapragi yagi ve limonen agisindan zengin oldugu bilenen
portakal yagi ile eugenol, karvakrol, sinemaldehit ve timol gibi esansiyel yaglarin in-
vitro olarak gercek kuru madde sindirilebilirligine olan etkilerini degerlendirmistir.
Calismada kullanilan bitkisel ekstrakt ve esansiyel yaglarin birgogu in-vitro gercek
kuru madde sindirilebilirligini sayisal olarak baskilayic1 yonde bir etki gostermistir
ancak yalnizca 800 mg/l dozunda uygulanan eugenol ve 400 mg/l dozunda uygulanan

karvakroliin baskilayici etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

In-vitro rumen simiilasyon sisteminin deneme metodu olarak kullanildig: bir
baska caligmada ise eugenol agisindan zenginligi ile bilinen tar¢in yapragt yaginin 500
mg/l dozda kullaniminin ger¢ek kuru madde sindirilebilirligini arpa silaji ve konsantre
yem iizerinde dnemli 6lgiide baskiladig1 gézlenmistir (Fraser ve ark., 2007). Castillejos
ve ark. (2006) fakli dozlardaki timol ve eugenoliin in-vitro ruminal simiilasyon teknigi
ile yemlerin kuru madde sindirilebilirligi tizerine olan etkilerini degerlendirmistir.

Calismamizda elde edilen bulgulara ve diger arastirmacilarin (Benchaar ve ark., 2007,
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Jahani-Azizabadi ve ark., 2011) bulgularinin tersine eugenoliin in-vitro kuru madde
sindirilebilirligini etkilemedigini ancak timoliin 500 mg/l dozda in-vitro kuru madde

sindirilebilirligini baskiladigini ortaya konulmustur (Castillejos ve ark., 2006).

Jahani-Azizabadi ve ark. (2011) esansiyel yaglarca zengin gesitli bitkilerin
yaglarinin in-vitro rumen sindirilebilirligi tizerine etkilerini degerlendirmistir.
Eugenol agisindan zengin oldugu bilinen karanfil yagimin 1 pl/ml dozda fermentasyon
ortamia eklenmesinin kuru madde yikimlanabilirligini %70 seviyesinden %34

seviyelerine diisiirlisdiigii tespit edilmistir (p<0,05).

Nanon ve ark. (2014) limonotu yag1 ve sarimsak yagi kombinasyonu ile zencefil
yagi karisiminin farkli yem maddeleri tizerinde in-vitro kuru madde sindirilebilirligine
olan etkilerini degerlendirmistir. Her iki esansiyel yag kaynaginin da farkli yem
substratlar1 iizerinde fermentasyon sonu kuru madde sindirilebilirligini arttirdig:
gozlenmistir. Calismamizda eugenolden elde edilen etkinin tersine farkli esansiyel

yaglarin in-vitro kuru madde sindirilebilirligini destekleyebilecegi de anlagilmaktadir.

Gergeklestirdigimiz ¢alismada Polysorbate 80’in esit miktarlarda kaba ve
konsantre yem igeren yem substratinin in-vitro fermentasyonu {iizerine etkilerinin
degerlendirilmesi ile Polysorbate 80’in gergek kuru madde sindirilebilirligini
disiirdiigii gozlenmektedir. Cong ve ark. (2009) farkli iyonik yapida olmayan
sirfaktanlarin in-vitro olarak cesitli kaba yem kaynaklar1 {izerine etkilerini
degerlendirmistir. Polysorbate 80’in genel olarak farkli saman tiplerine % 0,02, % 0,05
ve % 0,1 dozlarinda eklenmesinin kuru madde sindirilebilirligini misir sap1 hari¢
arttirdigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar gézlenen bu etkinin substrata bagl olarak

degisebilecegini ortaya ¢ikartmistir (Cong ve ark., 2009).
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Baah ve ark. (2005) gerceklestirdikleri ¢alismada % 0,2 dozundaki polysorbate
80’in ¢ayir otu ve arpanin In-Situ rumen sindirilebilirligine olan etkilerini
degerlendirmistir. Yapilan arastirmada % 0,2 seviyesinde polysorbate 80 ile muamele
edilen cayir kuru otunun kuru madde etkin yikimlanma hizinda kontrol grubuna gore
yavaglama sekillenmistir. Arpa tanesinin kuru madde etkin yikimlanma hizinda sayisal

yavaslama sekillense de etki istatistiksel olarak énemli bulunmamistir (p>0,05).

Lee ve ark. (2007) gergeklestirdikleri in-situ ¢alismada polysorbate 80’in piring
samanina % 0,1, % 0,5 ve % 1 dozlarinda uygulanmasinin piring samaninin in-situ
kuru madde sindirilebilirligine olan etkilerini incelemislerdir. Arastirmacilar % 0,1
dozunda uygulanan polysorbate 80’in in-Situ kuru madde sindirilebilirligini arttirdigini
ancak bu etkinin oldukga sinirli oldugunu ortaya koymustur. Yine uygulama dozunun
da polysorbate 80’in sindirilebilirlige olan etkisinde 6nemli bir faktor oldugu bu
calismada bildirilmektedir.

Goto ve ark. (2003a) gergeklestirdikleri ¢alismada vejetasyonun farkli
dénemindeki domuz ayrig1 (Dactylis glomerata L.) otunun farkli kisimlarinin in-vitro
sindirilebilirligi izerine polysorbate 80 ’in etkisi degerlendirilmistir. Bitkinin erken
vejetasyon doneminde elden edilen yapraklarin % 0,005 seviyesinde polysorbate 80
varliginda in-vitro kuru madde sindirilebilirligini arttirmistir. Bitkinin ge¢ vejetasyon
dénemindeki yapraklarinda ise in-vitro kuru madde sindirilebilirligindeki artis % 0,01
seviyesindeki polysorbate 80 ile miimkiin olmustur. Arastirmacilar bu calismada
kullanilan yem substratinin yapisinin ve siirfaktan dozunun in-vitro kuru madde

sindirilebilirligi tizerine etkili oldugunu bildirmislerdir.

McAllister ve ark. (2000) gergeklestirdikleri in-situ ¢caligmada polysorbate 80’in
hem kaba yemlerde hem de konsantre yemlerde % 0,05 seviyesinde uygulanmasinin

etkilerini degerlendirmistir. Bu ¢alismaya gore polysorbate 80’in konsantre yemlerde
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kuru madde sindirilebilirligini etkilemedigi, kaba yem ile beslenen hayvanlarda ADF

sindirilebilirligini diislirdiigiini bildirilmistir.

Chen ve ark. (2011) gergeklestirdikleri in-situ ¢aligmada hayvan basma giinde
10 g saglanan farkli siirfaktanlarin rumen yem sindirilebilirlikleri {izerine etkileri
degerlendirilmistir. Calismada kullanilan seviyede Polysorbate 80’in ruminal kuru
madde sindirilebilirligine etki etmedigi bildirilmistir. Arastirmacilar belirtilen
strfaktanin organik madde sindirilebilirligi iizerinde de bir etkisini tespit

edememislerdir.

Kim ve ark. (2005) inekler icin olusturulmus bir rasyona % 1 ve % 2 seviyesinde
Polysorbate 80 eklenmesinin in-vitro rumen kuru madde sindirilebilirligine etkisini
degerlendirmistir. Arastirmacilar yemin kuru maddesine % 1 seviyesinde polysorbate
80 uygulamasinda sayisal anlamda in-vitro kuru madde sindirilebilirliginde bir
baskilanma olusturdugunu gézlemis ancak bu degisimin istatistiksel olarak 6nemli

bulunmadig: bildirilmistir.

Hwang ve ark. (2008) gerceklestirdikleri in-vitro ve in-vivo ¢alismada
polysorbate 80 ve seliilolitik enzim kombinasyonlarinin yem maddelerinin kuru madde
sindirilebilirligine olan etkilerini degerlendirmislerdir. Caligmanin in-vitro kisminda
% 2,5 polysorbate 80 ile 5 U ksilanaz ve 5 U seliilaz enzim karisiminin en yiiksek kuru
madde sindirilebilirlik degerini verdigi bildirilmistir. Calismanin in-vivo kisminda da
kullanilan polysorbate 80 ve enzim kombinasyonu kuru madde ve NDF

sindirilebilirligini arttirmigtr.

Yapilan ¢alismalarda genellikle polysorbate 80’in in-vitro gergek kuru madde
sindirilebilirligine olan etkisi kaba yemler iizerinde degerlendirilmis ve bu

substratlarin in-vitro sindirilebilirliginde bir artig gozlenmistir (Cong ve ark. 2009; Lee
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ve ark., 2007). Polysorbate 80’in konsantre yem ve kaba yem karigimlariin in-vitro
kuru madde sindirilebilirligine etkisi degerlendirildiginde farkli sonuglar
gorilmektedir (Kim ve ark., 2005). Konsantre yemleri igeren substratlar ile
gerceklestirilen in-situ ¢alismalar da kuru madde sindirilebilirliginde bir degisme
olmadig1 ya da baskilandig1 yoniinde sonuglar ortaya ¢gikarmistir (Baah ve ark., 2005;
Chen ve ark., 2011). Yapilan farkli ¢alismalarin sonuglart polysorbate 80’in kuru
madde sindirilebilirligi iizerine olan etkisinin uygulanan substrata gore

degisebilecegini gdstermektedir.

Gergeklestirdigimiz ¢alismada eugenoliin in-vitro NDF sindirilebilirligine olan
etkileri degerlendirilmistir. Eugenol in-vitro NDF sindirilebilirligini baskilamistir.
Benchaar ve ark. (2007) eugenol igerigi agisindan yiiksek oldugu bilenen targin
yapragi yagi, karanfil yapragi yagi ve limonen agisindan zengin oldugu bilenen
portakal yag ile eugenol, karvakrol, sinemaldehit ve timol gibi esansiyel yaglarin in-
vitro olarak NDF sindirilebilirligine olan etkileri degerlendirmistir. Calismada
kullanilan bitki ekstrakti ve esansiyel yaglarin hepsi in-vitro NDF sindirilebilirligini
diistirmiistiir ve en yiiksek baskilayici etki 800 mg/l dozunda uygulanan eugenol ile
gdzlenmistir. /n-vitro NDF sindirilebilirliginde ortaya ¢ikan baskilanma genel olarak
yari saf fenolik bilesikler (Fraser ve ark., 2007) veya saf fenolik bilesikler (Castillejos

ve ark., 2000) ile gerceklestirilen calismalarda gzlenmistir.

Rofiq ve Gorgiilii (2014) limonen agisindan zengin portakal kabugu yagi ve
eugenol acisindan zengin karanfil yagmin in-vitro yem sindirilebilirligi iizerine
etkilerini degerlendirdigi ¢alismada in-vitro NDF sindirilebilirliginin her iki esansiyel
yag uygulamasi ile de baskilandigin1 bildirmistir. Genel olarak NDF
sindirilebilirliginde gozlenen bu diisiis, fibrolitik bakterilerin esansiyel yaglara duyarh
olmasi ile agiklanmaktadir. Kamalak ve ark. (2011) portakal (Citrus Sinensis L.)
yaginin in-vitro NDF sindirilebilirligini 100 mg/l ile 1 200 mg/l doz araliginda

baskiladigini bildirmistir. Nanon ve ark. (2014) limonotu yag: ve sarimsak ile zencefil
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yagi karisiminin farkli yem maddeleri tizerinde in-vitro NDF sindirilebilirligini

arttirici etkisinin bulundugunu ortaya koymustur.

Besi sigirlarinda in-vivo olarak gergeklestirilen ¢alismada hayvan basina giinlikk
400 mg, 800 mg ve 1600 mg dozunda yem ile top dress olarak verilen eugenoliin NDF

sindirilebilirligini lineer etki ile baskiladig: bildirilmistir (Yang ve ark., 2010).

Gergeklestirdigimiz ~ ¢alismada  polysorbate 80’in  de in-vitro NDF
sindirilebilirligini  baskilayici  etkisi  gbzlenmistir. Kim ve ark. (2004)
gerceklestirdikleri ¢alisgmada polysorbate 80’in NDF ve ADF sindirilebilirliklerinin
etkilenmedigini ortaya koymustur. Kamandee ve ark. (1999) gerceklestirdikleri in-
vitro ¢alismada polysorbate 80’in seliloz yikimlanabilirligini  arttirdigini
bildirmislerdir. Baah ve ark. (2005) c¢alisamlarinda arpa’nin polysorbate 80
uygulamas: ile yikimlanma hizinda ve arpa NDF sindirilebilirliginde diisiis
sekillendigini bildirmislerdir. Benzer substratin kullanildigi ¢alismamizda da elde
edilen sonuglar uyum gdostermektedir. Bahsedilen ¢alismada arastirmacilar arpada
gbzlenen bu etkinin asidozun 6nlenmesi yoniinde degerlendirilebilecegi fikrini ortaya

sunmuslardir.

Polysorbate 80 in-vitro organik madde sindirilebilirligini baskilayici yonde etki
gosterdigi tespit edilmistir. Gergeklestirilen bir in-vivo ¢alismada polsorbate 80’in de
aralarinda bulundugu farkli iyonik olmayan siirfaktanlarin organik madde
sindirilebilirligini etkilemedigini ortaya koymustur (Chen ve ark., 2011). Benzer
bulgular bir bagka in-vivo ¢alismada da elde edilmistir (McAllister ve ark., 2000).

Kamalak ve ark. (2011) gerceklestirdikleri ¢alismada farkl: dozlardaki portakal
(Citrus Sinensis L.) yaginin in-vitro organik madde sidirilebilirligine olan etkisini

degerlendirmislerdir. Arastirmacilar 100 mg/l dozda baslayarak 1200 mg/l doza kadar
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arttirdiklar: portakal yaginin in-vitro organik madde sindirilebilirligini baskiladigin
bildirmiglerdir.

Besi sigirlarinda in-vivo olarak gergeklestirilen ¢alismada hayvan basina giinlik
400 mg, 800 mg ve 1600 mg dozunda yem ile top dress olarak verilen eugenoliin

organik madde sindirilebilirligini etkilemedigi bildirilmistir (Yang ve ark., 2010).

Gergeklestirdigimiz ¢alismada eugenol ile polysorbate 80 kombinasyonlarinin
gercek kuru madde sindirilebilirligini 6nemli oranlarda baskiladigi gozlenmektedir.
Gruplar igerisinde en diisiik gergek kuru madde sindirilebilirligi 0,5 pl/ml polysorbate

80 ve 600 pg/ml eugenol kombinasyonunu igeren M3 grubunda gozlenmistir.

Eugenol gibi fenolik 6zellikteki bitkisel esansiyel yaglar icerdikleri hidroksil
grubu nedeni ile yliksek antimikrobiyel aktiviteye sahiptirler (Burt, 2004; Dorman ve
Dean, 2000). Calismada eugenoliin genel olarak yem maddelerinin in-vitro rumen
yikimlanabilirliklerini baskilayici etkisi bu maddenin antimikrobiyel aktivitesi ile

iliskilendirilmektedir.

Yem sindirilebilirliginde olusacak bir baskilanma hayvan verimliligi agisindan
negatif sonuglar dogurabilecektir. Elde edilen bulgular ¢alismada kullanilan eugenol
seviyelerinin genis etkili bir anti-mikrobiyel etkiye neden oldugunu ve genel

fermentasyon islemlerinin baskilandigini ortaya koymaktadir.

84



4.2. Toplam Gaz Uretimi

In-vitro ortamda polysorbate 80 ve eugenoliin ayr1 ayr1 ve karisimlar halinde
her bir gram yem kuru maddesi i¢in fermentasyon sonucu ag¢iga cikan net gaz

miktarina etkisi degerlendirilmistir.

Cesitli esansiyel yaglarin in-vitro rumen gazi iretimi etkisi lizerine gesitli
aragtirmalar mevcuttur. Araujo ve ark. (2011) ¢alismamizdaki E6 grubunda kullanilan
eugenol miktarindan biraz daha yiiksek eugenol yogunlugu ile (666 pg/ml)
gergeklestirdikleri ¢alismada toplam gaz tretiminde kontrol grubuna gore diisiis
sekillendigini bildirmistir. Ayni etkiyi antimikrobiyel etkisi bilinen karvakrol ve
monensin i¢in de ayni ¢alismada gozlemislerdir. Benchaar ve ark. (2007) eugenol
igerigi acisindan yiiksek oldugu bilenen targin yaprag: yagi, karanfil yaprag: yag: ve
limonen agisindan zengin oldugu bilenen portakal yag: ile eugenol, karvakrol,
sinemaldehit ve timol gibi esansiyel yaglarin in-vitro gaz iiretimine etkisini
degerlendirmistir. Her bir gram yem substratinin fermentasyonu sonucunda agiga
cikan gaz miktar1 800 mg/l dozundaki eugenol varliginda diisiis gostermistir. Benzer
etki antimikrobiyel etkileri bilinen ve fermentasyon ortamina 400 mg/l dozunda

eklenen timol ve karvakrol varliginda da gozlenmistir.

Yildiz ve ark. (2014) esansiyel yag a¢isindan onemi bilinen farkli bitkilerden
elde edilen ekstraktlarin in-vitro gaz iiretimine olan etkilerini incelemistir. Yapilan
caligmada karvakrol esansiyel yaginca zengin oldugu tespit edilen kekik (Thymus
vulgaris) ve pinenlerce zengin oldugu tespit edilen keklik otunun (Origanum vulgare)
50 ppm dozunda toplam gaz iiretimini baskilamistir. Calismada kullanilan kekik
(Syzygium aromaticum) ekstraktinin % 93,43 seviyesinde eugenol icerdigi tespit
edilmistir. Ancak bizim calismamizda gozlenen etkiden farkli olarak gaz tiretimi

eugenol agisindan zengin bu bitki ekstrakti ilavesinden etkilenmemistir. Bu durum
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bahsedilen ¢aligmada kullanilan eugenol seviyesinin bizim ¢alismamizdaki seviyeden

daha diisiik olmasi ile iliskilendirilmektedir.

Farkli ¢aligmalar da antimikrobiyel etkisi kanitlanmis ¢esitli esansiyel yaglarin
In-vitro gaz iiretimini baskiladigini ortaya koymustur (Calsamiglia ve ark., 2007). Lin
ve ark. (2013) eugenol, sitral, karvakrol ve sinemaldehit esansiyel yaglarinin farkl
oranlardaki kombinasyonlarinin in-vitro rumen fermentasyon parametrelerine olan
etkilerini incelemistir. Farkli diizeylerde eugenol iceren karigimlar 200 mg/l ve 500
mg/l dozlarinda toplam gaz iiretimini baskilamistir. Bu ¢alismada uygulanan esansiyel
yag kombinasyonlarinin fermentasyonda tiretilen gaz miktarint 6nemli olgtide
baskiladigi gozlenmistir.  Martinez-Fernandez ve ark. (2013) gergeklestirdikleri
calismada cesitli esansiyel yaglarin in-vitro ruminal fermentasyona maruz kalan her
bir gram yem kuru maddesi i¢in 24 saatte olusan toplam gaz miktarma etkilerini
degerlendirmislerdir. Bu ¢alisma sonucunda genel olarak ¢esitli esansiyel yaglarin gaz
tiretimini baskiladigr gozlenmistir ancak bu etki 320 ul/I’ye kadar artan eugenol
seviyelerinde yalnizca sayisal olarak sekillenmis ve gaz liretiminde olan baskilanma
istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir. Jahani-Azizabadi ve ark. (2011) esansiyel
yaglarca zengin cesitli bitkilerin yaglarinin in-vitro gaz iretim miktar1 {izerine
etkilerini degerlendirmistir. Eugenol agisindan zengin oldugu bilinen karanfil yaginin
1 ul/ml dozda fermentasyon ortamina eklenmesinin toplam gaz tiretimi tizerine 6nemli

bir etkisinin bulunmadig: bildirilmistir.

Douglas Goknar1 (Pseudostuga menziesii) agacindan elde edilen esansiyel
yaglar ile gergeklestirilen bir calismada ekstraktin diisik dozlarda (4-8 mg/l)
kullaniminda rumen gaz tiretiminde bir degisiklik gdzlenmezken daha yiiksek dozlarda
(12 mg/l) 24 saatlik fermentasyon sonucunda iiretilen gaz miktar1 baskilanmistir (Oh
ve ark., 1967). Kamalak ve ark. (2011) gerceklestirdikleri calismada farkli dozlardaki
portakal (Citrus Sinensis L.) yagmin in-vitro gaz iretimine olan etkisini
degerlendirmislerdir. Arastirmacilar 100 mg/l dozda baslayarak 1 200 mg/l doza kadar

arttirdiklari portakal yaginin in-vitro gaz iiretimini baskiladigini bildirmislerdir.

86



Lee ve Jong (2003) gergeklestirdikleri in-vitro ¢alismada farkli dozlardaki
polysorbate 80’in farkli yem substratlar1 ile gaz {iretimine olan etkilerini
degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada % 0,05 polysorbate 80’in arpa tanesinin substrat
oldugu fermentasyon ortamina eklenmesi ile fermentasyonun 24. saatinde her bir gram
yem kuru maddesinin fermentasyonu sonucu ag¢iga ¢ikan gaz miktarinin arttigi, ancak
bu etkinin % 0,1 polysorbate 80 dozunda tersine dondiigii ve gaz {iiretiminin
baskilandigi tespit edilmistir. Ayni ¢alisma kapsaminda polysorbate 80’in ¢ayir otunun
yem substrati oldugu in-vitro fermentasyon ortamina % 0,05 ve % 0,1 dozlarinda
eklenmesinin ise fermentasyonun 24. Saatinde olusan gaz miktarin1 kontrol grubuna
gore baskiladigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada Polysortabte 80’in in-vitro gaz tiretimi
tizerine gosterecegi etkinin doza ve kullanilan substrata bagli olarak degisebilecegi

ortaya konmustur.

Farkl: silajlarin substrat olarak incelendigi bir ¢alismada ise % 0,02 dozunda
kullanilan Polysorbate 80’in 24 saat toplam gaz iiretimini degistirmedigi belirtilmistir
(Wang ve ark.,, 2003). Aymi ¢alisma fermentasyon ortamima polysorbate 80

eklenmesinin fermentasyon hizin1 yavaslattigini belirlemistir.

Bitkisel ekstraktlar ve esansiyel yaglar ile ger¢eklestirilen ¢alismalarda in-vitro
gaz Uretimi ile ilgili olarak farkli sonuglar elde edilmistir. Farkli bulgularin elde
edilmesinin nedeni olarak bu bilesiklerin ¢ok farkli yapilarda olmasi diistiniilmektedir.
Eugenol gibi fenolik 6zellikteki bitkisel esansiyel yaglar icerdikleri hidroksil grubu
nedeni ile yiiksek antimikrobiyel aktiviteye sahiptirler (Burt, 2004; Dorman ve Dean,
2000). Calismada eugenoliin genel olarak in-vitro gaz iiretimini baskilayici etkisi bu

maddenin antimikrobiyel aktivitesi ile iliskilendirilmektedir.
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Gergeklestirdigimiz ¢alismada genel olarak eugenol ve polysorbate 80
karigimlarinin  bulundugu M2, M3 ve M4 gruplarinda gozlenen toplam gaz
iretimindeki baskilanma dikkat c¢ekici seviyede gelismistir. Bu iki bilesigin
karisiminin gaz iretiminin baskilanmasinda giiclii bir etkiye sahip oldugu tespit

edilmistir.

4.3. Metan Gaz1 Miktar ve Yogunlugu

Gergeklestirilen ¢alismada metan gazi yogunluklari incelendiginde ilk 6. saat in-
vitro fermentasyonda iiretilen metan gazi yogunlugu genel olarak kontrol grubuna goére
farklilik gostermemistir. Gruplar arasinda yalnizca S1 grubu ile M2 grubu arasinda
farklilik gozlenmistir. Inkiibasyonun 24. saate kadar olan metan yogunluklarinda da
genel olarak kontrol grubuna benzerlik goziikmektedir. Ancak E6 grubunda diger
gruplara gore diisiik bir yogunluk sekillenmistir. Her bir gram yem maddesinin
fermentasyonu igin agi1ga ¢ikan metan gazi miktari incelendiginde ise yalnizca eugenol

ve eugenol ile polsyorbate 80 karisimlarinin bulundugu gruplarda diisiis sekillenmistir.

Polsysorbate 80’in in-vitro rumen fermentasyonu metan yogunluguna olan etkisi
hakkinda olduk¢a sinirli bilgi mevcuttur. Kim ve ark. (2005) gerceklestirdikleri
calismada in-vitro fermentasyon ortamina % 1 ve % 2 dozlarinda eklenen polysorbate
80’in in-vitro rumen fermentasyonu sonucu olusan metan gazi yogunlugunu
etkilemedigini bildirmislerdir. Ayni ¢alismada polysorbate 80 uygulanan gruplarda 24.
saat ve ortalama in-vitro metan gazi yogunlugunda istatistiksel bir farklilik
bulunamamustir. Jalc (2002) polysorbate 80’in ¢esitli in-vitro fermentasyon
parametrelerinin  takibi i¢in rumen simiilasyon teknigi ile bir arastirma
gerceklestirmigtir. Arastirma sonunda fermentasyon ortamina % 0.5 seviyesinde

polysorbate 80 eklenmesinin metan gazi tiretimi miktarini etkilemedigi bildirilmistir.
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Yapisal olarak polysorbate 80’den farkli olan saponin bazli bir siirfaktanin da
in-vitro rumen fermentasyonunda sekillenen metan yogunlugunu 6nemli seviyede

etkilemedigi bildirilmistir (Wang ve ark., 2011).

Esansiyel yaglarin antimikrobiyal aktivitelerinin metanojen bakteriler {izerine de
kullanilabilecegi fikri {izerine yapilan ¢alisamalarda bazi bitki ekstraktlarinin
metanojenik aktiviteyi in-vitro olarak baskilayabilecegi belirlenmistir (Kamra ve ark.,
2005). Joch ve ark. (2016) in-vitro gaz tiretim yontemi ile gesitli esansiyel yaglarin 1
000 pl/l dozunda metan yogunluguna olan etkilerini degerlendirmiglerdir. Bu ¢alisma
sonucunda eugenoliin ve karvakrol, sitral, limonen, linalol, a-Pinene gibi bir¢ok
esansiyel yagin in-vitro ruminal fermentasyon sonucu olusan gazdaki metan
yogunlugunu baskiladigi bildirilmistir. Gergeklestirilen bir bagka in-vitro ¢alismada
bir esansiyel yag karigiminin 1 000 ppm ve lizeri yogunluklari ile metanojen bir bakteri
olan Methanobrevibacter smithii’nin inhibe edildigi bildirilmistir (McIntosh ve ark.,
2003). Chaves ve ark. (2008) cesitli bitkilerden elde edilen esansiyel yaglarin in-vitro
metan seviyesine olan etkisini degerlendirmislerdir. Calismada kullanilan ve % 76
seviyesinde eugenol icerdigi tespit edilen tarcin yaprag: yaginin 250 mg/l dozda in-
vitro fermentasyon ortamina eklenmesinin fermentasyon sonucu olusan gazda metan
yogunlugunu baskiladig: tespit etmistir. Lin ve ark. (2013) eugenol, sitral, karvakrol
ve sinemaldehit esansiyel yaglarinin farkl oranlardaki kombinasyonlarinin in-vitro
rumen fermentasyon parametrelerine olan etkilerini incelemistir. Farkl: diizeylerde
eugenol iceren karisimlar 50 mg/l ve 500 mg/l dozlarinda olusan gazdaki metan
yogunlugunu baskilamigtir. Metan yogunlugunun baskilanmasinda en gii¢lii etki en

yiiksek eugenol oranina (% 25) sahip karisimin 500 mg/l dozunda sekillenmistir.

In-vitro rumen simiilasyon sisteminin deneme metodu olarak kullamldig: bir
baska calismada ise eugenol agisindan zenginligi ile bilinen targin yaprag: yaginin 500
mg/l dozda kullaniminin fermentasyon sonucu agiga ¢ikan gazdaki metan

yogunlugunu 6nemli dlgiide etkilemedigi bildirilmistir (Fraser ve ark., 2007).
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Ahmed ve ark. (2014) gerceklestirdikleri ¢alismada okaliptus (Eucalyptus
globules), tar¢in (Cinnamomum cassia), nane (Mentha piperita) ve kekikten (Thymus
vulgaris) elde edilen esansiyel yag karisimui ile gergeklestirdikleri in-vitro ¢alismada
fermentasyon sonucu olusan gazin metan yogunlugunda bir degisiklik
gozlememislerdir. Araujo ve ark. (2011) calismamizdaki E6 grubunda kullanilan
eugenol miktarindan biraz daha yiiksek eugenol yogunlugu ile (666 pg/ml)
gerceklestirdikleri calismada toplam metan gazi iiretiminde kontrol grubuna gore
diisiis sekillendigini bildirmistir. Busquet ve ark. (2006) yiliksek dozlarda sarimsak
yagimin kullanilmasi halinde metan iiretiminin baskilanabilecegini bildirmis. Patra ve
Yu (2012) farkli bitkilerden elde edilen esansiyel yaglar ile gerceklestirdigi ¢alismada
eugenolii yiikksek seviyede igeren karanfil (Eugenia spp.) yagmin toplam metan gazi
tiretimini ve her bir gram kuru maddenin fermentasyonu sonucu iiretilen metan gazi
miktarini azalttigini bildirmistir. Gergeklestirilen bir ¢ok in-vitro ¢alisma da ¢esitli
esansiyel yaglarin metan iiretimini baskilayabilecegini ortaya koymaktadir (Agarwal
ve ark., 2009; Macheboeuf ve ark., 2008). Ancak gergeklestirilen bir in-vivo ¢alisma
esansiyel yaglarin metanogenezis tizerine bir etkisi tespit edilememistir (Beauchemin

ve McGinn, 2006).

Rumende metanojen ve yiiksek oranda amonyak {iretenler gibi
mikroorganizmalarin secici olarak inhibe edilmesi esansiyel yaglarin etki
mekanizmalar1  olarak  degerlendirilmektedir (Calsamiglia ve ark., 2007).
Gergeklestirilen arastirmada yiliksek dozda (600 upg/ml) eugenol kullaniminin
fermentasyonun 6-24. saatinde olusan metan yogunlugunu baskilamasinin nedeni
olarak metanojen mikroorganizmalarin esansiyel yag ile inhibe edilmesi
diistiniilmektedir. Calismada denenen bilesiklerin net metan gazi1 iizerinde
gosterdikleri genel baskilayici etki ise bu bilesiklerin hem genel fermentasyona hem

de spesifik olarak metanojenlere olan etkileri ile iligkilendirilmektedir.
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4.4. Ucucu Yag Asiti Yogunlugu

Gergeklestirilen calismada farkli dozlardaki polysorbate 80 ve eugenoliin ayri
ayr1 ve karigimlar halinde asetik asit, propiyonik asit, biitirik asit ve toplam ugucu yag
asiti  yogunluklar1 ile asetik asit: propiyonik asit oran1 tizerine etkisi
degerlendirilmistir. Asetik asit yogunlugu yalnizca eugenol igeren gruplarda (E3 ve
E6) baskilanmistir. Propiyonik asit yogunlugu yalnizca 600 ug/ml eugenol igeren E6
grubunda baskilanmistir. Biitirik asit yogunlugunda ise istatistiksel anlamda 6nemli
bir degisiklik gozlenmemistir. Asetik asit : propiyonik asit yogunlugu oraninda
uygulamalara bagl bir farklilik sekillenmemistir. Toplam ugucu yag asiti yogunlugu

600 ug/ml eugenol igeren E6 grubunda baskilanmistir.

Wang ve ark. (2003) gerceklestirdikleri ¢alismanin in-vitro boliimiinde yonca
silajinin fermentasyon ortamina % 0,02 seviyesinde polysorbate 80 eklenmesinin
asetik asit ve toplam yag asiti yogunlugu ile asetat:propiyonat oranini diisiirdiigiinii
bildirmistir. Misir silajimin in-vitro fermentasyonunda ise polysorbate 80 propiyonat
yogunlugu ve toplam ugucu yag asiti yogunlugunu arttirirken asetat : propiyonat
oranini etkilememistir. Bu ¢alismada polysorbate 80’in ugucu yag asitleri iizerine olan
etkisinin substrata bagli olarak degisebilecegi ilizerinde durulmustur. Cong ve ark.
(2009) farkli tahi1l samanlarinin in-vitro fermentasyonunda sekillenen ugucu yag asiti
profili  lizerine ¢esitli iyonik yapida olmayan siirfaktanlarin  etkilerini
degerlendirmistir. Buna gére misir sapinin in-vitro fermentasyon ortamina polysorbate
80 eklenmesinin toplam wugucu yag asiti yogunlugunu etkilemedigi, asetat
yogunlugunu diisiirdiigii gozlenmistir. Piring samaninda benzer sekilde toplam ucucu
yag asiti ve asetat yogunlugu diiserken propiyonat ve biitirat yogunlugunda ise genel
bir artis etkisi gozlenmistir. Bugday samaninda ise polysorbate 80 asetat, biitirat,
propiyonat ve toplam ugucu yag asiti yogunlugunu arttirmaktadir. Goto ve ark. (2003c)
arpa tanesi ve domuz ayrik kuru otu (Dactylis Glomerata) ile gerceklestirdikleri in-

vitro ¢alismada polysorbate 80’in % 0,2 dozunda uygulanmasinin toplam ugucu yag
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asiti yogunlugunu arttirmis, arpa i¢in asetat ve propiyonat oranini etkilemezken,
domuz ayrig1 kuru otunun fermentasyonunda asetat ve propiyonat orani artmistir.
Polysorbate 80’in % 0,1 dozunda kullanim1 ise toplam ugucu yag asiti ve diger yag
asitlerinin yogunlugunda bir degisiklige neden olmamistir. Wang ve ark. (2004) arpa
tanesi ve arpa silaji ile polysorbate 80’in toplam ugucu yag asiti yogunluguna etkisini
degerlendirmek tizere in-vitro inkiibasyon gerceklestirmiglerdir. Bu deneme sonunda
polysorbate 80’in toplam ugucu yag asiti yogunlugunu ya da asetat : propiyonat oranini
etkilemedigi tespit edilmistir. Ahn ve ark. (2009) polysorbate 80’in misir ve arpa gibi
konsantre yem maddeleri ile piring samani ve c¢ayir kuru otunun rumen
fermentasyonunu degerlendirmek igin in-vitro ¢alisma gergeklestirmistir. Bu deneme
sonucunda toplam ugucu yag asiti yogunlugu piring samaninin substrat oldugu grupta
% 0,1 ve % 0,2 seviyesinde polysorbate 80 uygulamasi ile artarken ¢ayir kuru otunun
substrat oldugu deneme grubunda yalnizca polysorbate 80’in % 0,1 oldugu grupta artis
gostermistir. Toplam ugucu yag asiti yogunlugu misir ve arpanin substrat oldugu
gruplarda farklilik gdstermemistir. Toplam ucgucu yag asitinde artis gozlenen gruplarda
artisin asil nedeni asetik asitte gozlenen artis ile iliskilendirilmistir. Calismamizda da
farkli dozlardaki polysorbate 80 asetik asit seviyesini sayisal olarak artig egilimi
gostermis olsa da bu etki istatistiksel olarak onem teskil etmemektedir. Ahn ve ark
(2009) yine biitlin substratlarin fermentasyonunda 6zellikle % 0,2 polysorbate 80 dozu
ile propiyonik asit yogunlugunda bir artig rapor etmislerdir. Calismamizda benzer bir
egilim yalnizca sayisal anlamda tespit edilebilmistir. Bu ¢alismada elde edilen veriler
polysorbate 80’in in-vitro ugucu yag asiti parametrelerine olan etkisinin substrata ve
doza bagl olarak degisim gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Bu bulgular
gerceklestirilen bir bagka ¢alismada % 0,2 seviyesinde kullanilan polysorbate 80’in
toplam ugucu yag yogunlugunu kaba yemlerde konsantre yemlere gore daha fazla
arttirmast ile desteklenmektedir (Goto ve ark., 2003b). Kim ve ark. (2005) inekler i¢in
olusturulmus bir rasyona % 1 ve % 2 seviyesinde polysorbate 80 eklenmesinin in-vitro
rumen fermentasyon parametreleri iizerine etkilerini degerlendirmistir. Aragtirmacilar
% 2 Polysorbate 80 varliginda in-vitro fermentasyon sonucu olusan toplam ugucu yag
asiti yogunlugunda artig gézlemislerdir. Asetat : Propiyonat oraninda % 2 Polysorbate

80 uygulamasinda azalma sekillenmistir.
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Hwang ve ark. (2008) gerceklestirdikleri in-vivo ¢alismada yeme % 2,5
uygulanan Polysorbate 80 ve seliilolitik enzim kombinasyonlarinin rumen ugucu yag
asiti yogunluklarina olan etkilerini degerlendirmistir. Calismada uygulama ile kontrol
grubuna gore toplam ugucu yag asiti ile propiyonat yogunluklarmin arttig
bildirilmistir. Chen ve ark. (2011) gergeklestirdikleri in-vivo ¢alismada hayvan basina
ginde 10 g saglanan farkl siirfaktanlarin rumen fermentasyon parametreleri tizerine
etkilerini degerlendirilmistir. Arastirmacilar giinde hayvan bagina yem yolu ile 10 g
verilen polysorbate 80’in asetat, propiyonat ve toplam ugucu yag asiti yogunlugunu
arttirdigin1  belirtmislerdir. Asetat : propiyonat orani iizerine ise bir etki tespit

edilememistir.

Polysorbate 80’in in-vivo olarak rumen ugucu yag asiti profiline ve toplam
yogunluguna etkileri farkli ¢aligmalar ile degerlendirilmistir. Yogun konsantre yem ile
beslenen besi sigirlarinda polysorbate 80 kullanimi toplam ugucu yag asiti, asetat,
propiyonat oranlarini sayisal anlamda baskilamis ancak bu etki istatistiksel anlamda
onemli bulunmamistir (Hristov ve ark., 2000). Ahn ve ark. (2009) ger¢eklestirdikleri
¢alismanin in-vivo kisminda ise yogun kaba yem ile beslenen besi sigirlarinda yem
kuru maddesine % 0,04 oraninda katilan polysorbate 80’in toplam ugucu yag asiti
yogunlugu iizerine bir etkisi olmazken yem kuru maddesine % 0,08 oraninda
uygulanan polysorbate 80’in toplam ugucu yag asiti yogunlugunu arttirdigi rapor
edilmistir. Bu artis in-vitro ¢alismada gozlenene benzer sekilde asetat yogunlugundaki
artistan temel almaktadir ve diger ugucu yag asiti yogunluklarinda bir degisim
gozlenmemistir. Baah ve ark. (2005) her bir kilogram yeme 2 ml polysorbate 80 ilave
ederek gerceklestirdikleri in-vivo c¢alismada ineklerden alinan rumen sivisi
orneklerinde toplam ugucu yag asiti ve asetat yogunlugunun degismedigi ancak
propiyonat yogunlugunun arttigini bildirmislerdir. Propiyonat yogunlugundaki artisa
bagl olarak asetat : propiyonat oraninda diisiis gozlenmistir. Kim ve ark. (2004)
sigirlar tizerinde polysorbate 80’in etkilerini degerlendirdikleri in-vivo ¢alismada inek
basina giinde 10 g dozunda polysorbate 80 verilmesinin toplam ugucu yag asiti

yogunlugunu arttrirdigin1 ancak bu artigin yalnizca asetat yogunlugundaki artigtan
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temel aldigini bildirmistir. Asetik asit ve biitirik asit yogunluklarinda hafif bir artis

gbzlenmis ancak bu artis istatistiksel anlamda 6nemli bulunmamustir.

Castillojos ve ark. (2006) cesitli esansiyel yag aktif bilesenlerinin rumen
fermentasyon parametreleri lizerine etkilerini degerlendirmek i¢in kapali sistem ve
rumen simiilasyon sistemi ile in-vitro arastirma gercgeklestirmistir. Bu g¢alismada
eugenol toplam ugucu yag asiti yogunlugunu sayisal olarak baskilayici etki gostermis
ancak 5 000 mg/l dozunda istatistiksel olarak onemli etki bulunmustur. Asetat
yogunlugu 5 mg/l dozunda baskilandig: tespit edilmistir ve bu etkiye uyumlu olarak
asetat : propiyonat oraninda da benzer bir diisiis sekillenmistir. Propiyonat yogunlugu
ise 500 mg/l dozunda baskilanmis ve diger dozlarda bir farklilik sekillenmemistir.
Martinez-Fernandez ve ark. (2013) eugenoliin in-vitro rumen fermentasyon ortaminda
toplam ugucu yag asiti yogunlugu lizerine bir etkisinin bulunmadigini bildirmislerdir.
Cardozo ve ark. (2005) esansiyel yaglarin in-vitro rumen fermentasyonu iizerine
etkilerini degerlendirdikleri ¢alismada eugenoliin farkli rumen pH seviyelerinde ugucu
yag asiti yogunluklar1 lizerine etkilerini degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada pH 7
seviyesinde iken eugenol toplam ugucu yag yogunlugunu etkilemedigi, pH nin 5,5
seviyesine geldiginde ise baskilayict etki ortaya ¢iktigi bildirilmistir. Benzer sekilde
pH 7 seviyesinde eugenol propiyonat yogunlugu iizerine bir etki gostermezken, pH 5,5

seviyesinde propiyonat yogunlugunu baskilamistir.

In-vitro rumen simiilasyon sisteminin deneme metodu olarak kullanildig: bir
baska calismada ise eugenol agisindan zenginligi ile bilinen targin yaprag: yaginin 500
mg/l dozda kullaniminin toplam ugucu yag asiti yogunlugunu sayisal olarak,
propiyonat yogunlugunu ise istatistiksel olarak Onemli sekilde baskiladigi ortaya
cikmistir (Fraser ve ark., 2007). Arastirmada g6zlenen propiyonat yogunlugundaki
diisiise bagli olarak asetat : propiyonat oraninda da istatistiksel olarak dnemli bir artis

sekillenmistir.
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Busquet ve ark. (2006) gergeklestirdikleri galigmada cesitli esansiyel yaglarin ve
bitki  ekstraklarmin  in-vitro rumen fermentasyonu {izerine etkilerini
degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada bizim c¢alismamiza benzer olarak yem substrati
olarak konsantre yem : kaba yem orami 50 : 50 olarak kullanilmistir. Calisma
sonucunda eugenol ve icerisinde yiiksek miktarda eugenol bulunan karanfil yaginin
genel olarak toplam ugucu yag asiti yogunlugu sayisal olarak baskiladigi, eugenoliin 3
000 mg/l ve karanfil yaginin 300 mg/l ile 3000 mg/l dozlarinda baskilayic etkilerinin
istatistiksel olarak onem teskil ettigi bildirilmistir. Bu ¢alisma etkisi degerlendirilen
saf esansiyel yag ve bitki ekstraktlarinin genel anlamda toplam ugucu yag asiti
yogunlugunu baskiladigi gozlenirken ¢emen otu ekstraktinin sayisal anlamda ugucu
yag asiti yogunlugunu arttirici etkisi izlenmistir. Eugenoliin asetat yogunlugu tizerine
bir etkisi bu ¢alismada belirlenememistir ancak eugenolce zengin karanfil yagi 300
mg/l dozda asetat yogunlugunu baskilamistir. Eugenol 3000 mg/l dozda propiyonat
yogunlugunu arttirmistir. Bu ¢alismada elde edilen bulgularin tersine farkli bir in-vitro
calismada fermentasyonda kullanilan yemin 1 kg kuru maddesi i¢in 75 mg dozunda
kullanilan eugenoliin toplam ugucu yag asiti yogunlugunu ve diger ugucu yag asiti
yogunluklarini etkilemedigi bildirilmistir (Busquet ve ark., 2005b). Chaves ve ark.
(2008) cesitli bitkilerden elde edilen esansiyel yaglarin in-vitro amonyak azotu
seviyesine olan etkisini degerlendirmislerdir. Calismada kullanilan ve % 76 eugenol
icerdigi tespit edilen targin yapragi yaginin 250 mg/l dozda in-vitro fermentasyon
ortamina eklenmesinin toplam ugucu yag asiti yogunlugunu etkilemedigi, propiyonat
yogunlugunu disiirdiigii tespit edilmistir. Benchaar ve ark. (2007) eugenol igerigi
acisindan yiiksek oldugu bilenen tar¢in yaprag: yagi, karanfil yapragi yagi ve limonen
acisindan zengin oldugu bilenen portakal yag: ile eugenol, karvakrol, sinemaldehit ve
timol gibi esansiyel yaglarin in-vitro ugucu yag asiti yogunluguna olan etkisini
degerlendirmistir. Bu calismada toplam ugucu yag asiti yogunlugu ile asetat ve
propiyonat yogunluklari sayisal olarak baskilanmistir ancak bu etki istatistiksel olarak
onemli bulunmamistir. Joch ve ark. (2016) gergeklestirdikleri in-vitro ¢alismada 1
mg/l dozdaki eugenoliin toplam ugucu yag asiti ve propiyonat yogunlugunu
diislirdligiinii bildirmistir. Propiyonat yogunlugunda goézlenen baskilanmaya bagh

olarak asetat : propiyonat oraninda artis gézlenmistir.
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Tekeli ve ark. (2015) gergeklestirdikleri ¢aligmada farkli esansiyel yaglarin in-
Vvitro rumen ugucu yag asiti yogunluguna etkilerini degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada
ise genel olarak esansiyel yaglarin asetat ve propiyonat yogunlugunu arttirict yonde
etkisi belirlenmistir. Ancak 24 saat inkiibasyon sonunda 25 ppm yogunlugunda
timoliin yem Karisimi ve saman substratlarinin fermentasyonunda olusan propiyonat
yogunlugunu baskiladig1r tespit edilmistir. Bu etki konsantre yem kullanilan

fermentasyon ortaminda olugsmamastir.

Biberiye ve adagayr gibi farkli bitki ekstraklarinin in-vitro rumen simiilasyon
teknigi sistemi ile fermentasyon parametreleri tizerine etkilerinin degerlendirildiginde
toplam ugucu yag asiti yogunlugunda bir degisim gozlenmezken asetat yogunlugunda
baskilanma ve buna bagli olarak asetat : propiyonat oraninda diisiis gozlenmistir

(Demirtas ve ark., 2011).

Yang ve ark. (2010) gerceklestirdikleri in-vivo ¢alismada besi sigir1 rasyonlarina
hayvan bas1 giinliik 400 mg, 800 mg, 1600 mg eklenen eugenoliin toplam ugucu yag
asiti ve diger yag asitlerinin yogunlugunda bir degisime neden olmadigini bildirmistir.
Lin ve ark. (2013) eugenol, sitral, karvakrol ve sinemaldehit esansiyel yaglarinin farkl
oranlardaki kombinasyonlarinin in-vitro rumen fermentasyon parametrelerine olan
etkilerini incelemistir. Farkl diizeylerde eugenol iceren karisimlar 50 mg/l, 200 mg/I
ve 500 mg/l dozlarinda toplam ugucu yag asiti yogunlugunu baskilamistir. Biitiin
karisimlar 500 mg/l dozunda asetat : propiyonat oranini arttirmistir. Tekippe ve ark.
(2013) gergeklestirdikleri in-vivo c¢alismada eugenol ve sinemaldehit esansiyel
yaglarinin karigiminin sagmal ineklerde rumen fermentasyonu flizerine etkilerini
degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada hayvan basina giinlilk 525 g verilen eugenol ve
sinemaldehit karisiminin rumen ugucu yag asiti yogunlugu tizerine herhangi bir etkisi
olmadigi bildirilmistir. Scharen ve ark. (2017) igerisinde eugenoliin de bulundugu bir
esansiyel yag karisimi ile ineklerde gergeklestirdikleri ¢alismada toplam ugucu yag

asiti yogunlugunda bir degisim gozlemezken asetat yogunlugunda artis bildirmistir.
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asetat : propiyonat oraninda da artig sekillendigi bildirilmektedir. Newbold ve ark.
(2004) igerisinde agirlikli olarak timol ve limonen bulunan bir ticari esansiyel yag
karistmin1 koyunlarda in-vivo olarak ¢alismislar, bu esansiyel yag karisiminin rumen
ucucu yag yogunlugu iizerine bir etkisini tespit edememislerdir. Ayni ticari esansiyel
yag karigimi in-vivo olarak sigirlarda degerlendirilmistir ve yine ugucu yag asiti
yogunluguna bir etkisi olmadig tespit edilmistir (Beauchemin ve McGinn, 2006). Lee
ve ark. (2003) polysorbate 80’in rumen fermentasyon parametreleri tizerine olan
etkilerini degerlendirmek icin ineklere giinliik iki kere 30 ml seviyesinde polysorbate
80’1 rumen kaniilii yoluyla vermislerdir. Polysorbate 80 uygulamasinin yem tiiketimini
takip eden 3. ve 9. saatlerde toplam ugucu yag asiti yogunlugunu arttirdigi

bildirilmistir.

Genel olarak ugucu yaglar iizerinde eugenol ile olusturulan gruplarda
baskilayici bir etki gozlenmesinin sebebi olarak bu bilesigin antimikrobiyel etkisi
diisiiniilmektedir (Davidson ve Naidu, 2000). Siirfaktanin sayisal olarak asetik asit ve
toplam ugucu yag asiti yogunlugunda yarattig1 artis etkisinin bu bilesiklerin seliiloz
igerigi yiiksek substratlarin fermentasyonunu arttirmasi ile iliskilendirilmektedir

(Cong ve ark., 2009).

4.5.  Amonyak Azotu

Gergeklestirdigimiz ¢alismada yalmizca E6 grubunda kontrol ve diger
uygulamalara gore amonyak azotu yogunlugunda bir diisiis sekillenmistir. Daha diisiik
yogunlukta eugenol uygulanan E3 grubunda sayisal anlamda diisiis egilimi sekillenmis

olsa da bu etki istatistiksel olarak 6nemli bulunmamuistir.
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Borchers (1965) timoliin in-vitro rumen fermentasyon ortamina eklenmesi ile
esansiyel yaglarin ortamdaki amino asit kokenli azot yogunlugunu arttirip, amonyak
kokenli azot yogunlugunu distirebilecegini tespit etmistir. Bu calisma esansiyel
yaglarin rumende protein metabolizmasina etki edebilecegi yoniinde ilk bulgulardan

birini ortaya koymustur.

Busquet ve ark. (2006) cesitli esansiyel yaglarin in-vitro rumen fermentasyonu
tizerine etkilerini degerlendirdikleri ¢alismada 300 mg/l ve 3000 mg/l seviyesindeki
eugenoliin amonyak azotu seviyesini diigiirdiiglinii tespit etmislerdir. Eugenoliin
haricinde sinemaldehit, gemen otu yagi, kapsikum yagi ve yiiksek seviyede eugenol
iceren karanfil yaginin amonyak azotu yogunlugunu baskiladig1 bildirilmistir. /n-vitro
rumen simiilasyon sisteminin deneme metodu olarak kullanildig: bir baska ¢alismada
ise eugenol agisindan zenginligi ile bilinen tarcin yapragi yagimin 500 mg/l dozda
kullaniminin amonyak azotu yogunlugunu 6nemli oranda etkilemedigi gozlenmistir
(Fraser ve ark., 2007). Cardozo ve ark. (2005) esansiyel yaglarin in-vitro rumen
fermentasyonu {izerine etkilerini degerlendirdikleri ¢alismada eugenoliin degisen
fermentasyon pH degerlerinde 300 mg/l dozda kullanilmasinin amonyak azotu
yogunlugunu baskilayict yonde etkisi oldugu gozlenmistir. Castillejos ve ark. (2006)
gergeklestirdikleri in-vitro caligmada eugenolin 50 mg/l, 500 mg/l ve 5000 mg/I
dozunda amonyak azotu yogunlugunu diisiirdiigiinii tespit etmistir. Benchaar ve ark.
(2007) iglerinde eugenoliin de bulundugu cesitli esansiyel yaglarin in-vitro olarak
amonyak azotu seviyesine olan etkilerini degerlendirdikleri ¢alismada eugenoliin
amonyak azotu seviyesini sayisal olarak baskilamis ancak bu etki istatistiksel anlamda
onemli bulunmamigtir. Lin ve ark. (2013) eugenol, sitral, karvakrol ve sinemaldehit
esansiyel yaglarinin  farkli  oranlardaki kombinasyonlarinin in-vitro rumen
fermentasyon parametrelerine olan etkilerini incelemistir. Farkl: diizeylerde eugenol
iceren karistmlar 50 mg/l, 200 mg/l ve 500 mg/l dozlarinda amonyak azotu
yogunlugunu baskilamistir. Jahani-Azizabadi ve ark. (2011) esansiyel yaglarca zengin
cesitli bitkilerin yaglarini elde ederek in-vitro rumen fermentasyonu iizerine etkilerini
degerlendirmislerdir. Eugenol agisindan zengin oldugu bilinen karanfil yaginin in-

vitro rumen fermentasyon ortaminda amonyak azotu seviyesini baskiladigi tespit
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edilmistir. Chaves ve ark. (2008) ¢esitli bitkilerden elde edilen esansiyel yaglarin in-
vitro amonyak azotu seviyesine olan etkisini degerlendirmislerdir. Calismada
kullanilan ve % 76 eugenol i¢erdigi tespit edilen tar¢in yapragi yaginin 250 mg/l dozda
in-vitro fermentasyon ortamina eklenmesinin ortam amonyak azotu yogunlugunu
onemli sekilde etkilemedigi bildirilmistir. Biberiye ve adagayr gibi farkli bitki
ekstraklarinin in-vitro rumen simiilasyon teknigi ile fermentasyon parametreleri
tizerine etkilerinin degerlendirildiginde adagay1 ekstrakti varliginda sayisal anlamda
amonyak azotu seviyesinde diislis gozlenmistir ancak her iki ekstrakt icin de

istatistiksel olarak dnemli bir etki tespit edilememistir (Demirtas ve ark., 2011).

Yang ve ark. (2010) gergeklestirdikleri in-vivo ¢alismada besi si1gir1 rasyonlarina
hayvan bas1 giinliitk 400 mg, 800 mg, 1 600 mg eklenen eugenoliin rumen sivisi
amonyak azotu yogunlugunu degistirmedigini bildirmistir. Scharen ve ark. (2017)
gecis donemindeki siit inekleri ile gergeklestirdikleri ¢alismada igerisinde eugenol de
bulunan bitkisel ekstrakt karigtmini hayvanlara giinde 1 g dozda yem ile vermislerdir.
Bu ¢aligmada kullanilan bitkisel ekstrakt karisiminin amonyak azotu seviyesine bir
etkisi bulunmadig bildirilmistir. Newbold ve ark. (2004) icerisinde farkli esansiyel
yaglar bulunan ticari bir karisimi koyunlar {izerinde denemislerdir. Koyunlarin
tilkettigi konsantre yemin dogal haldeki bir kilogramma 234 mg dozda katilan
esansiyel yag karisiminin cesitli amino asitlerin deaminasyonunu yavaslattigi ancak

rumen s1visindaki amonyak seviyesini etkilemedigini ortaya koymuslardir.

Ahn ve ark. (2009) polysorbate 80’in misir ve arpa gibi konsantre yem maddeleri
ile piring samani ve ¢ayir kuru otunun rumen fermentasyonunu degerlendirmek igin
in-vitro ve in-vivo ¢alisma gerceklestirmistir. Polysorbate 80 biitiin piring samani ve
cayrr otunda amonyak azotunu arttirmistir ancak misir ve arpa substratlarinin
bulundugu in-vitro rumen fermentasyon ortamlarinda amonyak azotu yogunlugunda
bir degisim gézlenmemistir. Cong ve ark. (2009) farkli tahil samanlarinin in-vitro
rumen fermentasyon parametreleri tizerine ¢esitli iyonik yapida olmayan

stirfaktanlarin etkilerini degerlendirmistir.
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Kim ve ark. (2004) sigirlar tzerinde polysorbate 80’in etkilerini
degerlendirdikleri in-vivo calismada inek basina giinde 5 g ve 10 g dozunda
polysorbate 80 verilmesinin rumen fermentasyon parametreleri iizerine etkilerini
degerlendirmislerdir. Caligmada farkli dozlardaki polysorbate 80’in rumen amonyak
azotu tzerinde herhangi bir etkisi tespit edilememistir. Ahn ve ark. (2009)
caligmalarinin in-vivo kisminda polysorbate 80 igeren yemleri tiiketen sigirlarin rumen
stvisinda amonyak azotu yogunlugunda artis gozlemislerdir. Baah ve ark. (2005)
ineklerin rasyonuna 2 ml/kg dozunda ekledikleri polysorbate 80’in amonyak
yogunlugu {izerine bir etkisi bulunmadigini bildirmistir. Hristov ve ark. (2000)
gerceklestirdikleri in-vivo c¢alismada yogun konsantre yem ile beslenen besi
sigirlariin yemlerinin kuru maddesine 2 g/kg dozunda polysorbate 80 eklemislerdir.
Bu c¢alismada uygulanan polysorbate 80’in amonyak seviyesine etkisi tespit
edilememistir. Lee ve ark. (2003) polysorbate 80’in rumen fermentasyon parametreleri
tizerine olan etkilerini degerlendirmek i¢in ineklere giinliik iki defa 30 ml seviyesinde
polysorbate 80’i rumen kaniilii yoluyla vermislerdir. Polysorbate 80 uygulamasinin
rumen amonyak azotu seviyesini sayisal anlamda arttirdi§i ancak bu etkinin
istatistiksel anlamda oOnemli bulunmadigi bildirilmistir. Chen ve ark. (2011)
gerceklestirdikleri in-vivo caligmada hayvan basina ginde 10 g saglanan farkh
sirfaktanlarin ~ rumen  fermentasyon  parametreleri  {izerine  etkilerini
degerlendirmislerdir. Arastirmacilar giinde hayvan basina yem yolu ile 10 g verilen

polysorbate 80’in amonyak azotu yogunlugunu diisiirdiigiinii tespit etmislerdir.

Rumende metanojen ve yiiksek oranda amonyak iretenler gibi
mikroorganizmalarin secici olarak inhibe edilmesi esansiyel vyaglarin etki
mekanizmalar1 olarak degerlendirilmektedir (Calsamiglia ve ark.,, 2007).
Gergeklestirilen arastirmada yiiksek dozda (600 pg/ml) eugenol kullaniminin amonyak
azotu seviyesini baskilamasi bu bilesigin amonyak iireten mikroorganizmalari

baskilamasi ile iliskilendirilmektedir.
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46. Ph

Calismamizda kullanilan siirfaktan olan Polysorbate 80 0,5 pl/ml seviyesinde
kullanildiginda in-vitro rumen fermentasyon ortam pH’simi diisiirmiistiir. Diger

uygulamalarin in-vitro rumen pH seviyesine herhangi bir etkisi tespit edilememistir.

Castillejos ve ark. (2006) gergeklestirdikleri in-vitro ¢alismada eugenoliin 5 000
mg/l dozda rumen pH’sin1 arttirdigini bunun haricinde denenen daha diisiik dozlarda
ise bir etki tespit edilemedigini belirtmislerdir. Busquet ve ark. (2006) ¢esitli esansiyel
yaglarin in-vitro rumen fermentasyonu iizerine etkilerini degerlendirdikleri ¢alismada
eugenoliin 3 000 mg/l dozda uygulanmasi ile pH’da artis gozlemislerdir. Bu etki
eugenoliin 3 mg/l, 30 mg/l ve 300 mg/l dozlarinda gozlenmemistir. Benchaar ve ark.
(2007) iglerinde eugenoliin de bulundugu cesitli esansiyel yaglarin in-vitro olarak
rumen fermentasyon ortam pH’si iizerine etkileri degerlendirmislerdir. Calismada
kullanilan 800 mg/l seviyesindeki eugenol in-vitro rumen pH’sinda artisa neden
olmustur. Jahani-Azizabadi ve ark. (2011) esansiyel yaglarca zengin cesitli bitkilerin
yaglarint elde ederek in-vitro rumen fermentasyonu iizerine etkilerini
degerlendirmislerdir. Eugenol agisindan zengin oldugu bilinen karanfil yaginin in-
vitro rumen fermentasyonunda pH’y1 yiikselttigi tespit edilmistir. Chaves ve ark.
(2008) c¢esitli bitkilerden elde edilen esansiyel yaglarin in-vitro amonyak azotu
seviyesine olan etkisini degerlendirmislerdir. Calismada kullanilan ve % 76 eugenol
icerdigi tespit edilen targin yapragi yaginin 250 mg/l dozda in-vitro fermentasyon
ortamina eklenmesinin fermentasyon ortaminin pH seviyesini 6nemli 6l¢iide arttirdigi
tespit edilmistir. /n-vitro rumen simiilasyon sisteminin deneme metodu olarak
kullanildig1 bir baska calismada ise eugenol agisindan zenginligi ile bilinen targin
yapragr yagimin 500 mg/l dozda kullantminin pH degerini 6nemli seviyede
etkilemedigi gozlenmistir (Fraser ve ark., 2007). Joch ve ark. (2016)
gerceklestirdikleri in-vitro ¢alismada esansiyel yaglarin rumen fermentasyon pH’sina
olan etkisini incelemislerdir. Bu c¢alismada 1 000 ul/l dozundaki eugenoliin

fermentasyon sonucu sekillenen pH’y1 sayisal anlamda arttirdigi ancak bu etkinin
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istatistiksel olarak onemli olmadigi bildirilmistir. Biberiye ve adagayi gibi farkl bitki
ekstraklarinin in-vitro rumen simiilasyon sistemi ile fermentasyon parametreleri
tizerine etkilerinin degerlendirildigi ¢calismada adi1 gegen bitki ekstraktlarinin in-vitro

rumen pH degeri lizerinde herhangi bir etkisi bulunmadigi bildirilmistir.

Yang ve ark. (2010) gerceklestirdikleri in-vivo ¢alismada besi sigiri1 rasyonlarina
hayvan basi giinliin 400 mg, 800 mg, 1 600 mg eklenen eugenoliin rumen sivisi
pH’sinda bir degisiklige neden olmadig: bildirilmistir. Lin ve ark. (2013) eugenol,
sitral, karvakrol ve sinemaldehit esansiyel yaglarinin farkli  oranlardaki
kombinasyonlarinin in-vitro rumen fermentasyon parametrelerine olan etkilerini
incelemistir. Yalnizca en yiiksek seviyede (% 25) eugenol igeren esansiyel yap
karistmi 500 mg/l dozunda fermentasyon sonu pH’y1 arttirmistir. Diger karisim ve
dozlarda ise fermentasyon sonu pH’da diisiis gézlenmistir. Scharen ve ark. (2017)
gecis donemindeki stit inekleri ile gergeklestirdikleri calismada igerisinde eugenol de
bulunan bitkisel ekstrakt karisimini hayvanlara giinde 1 g dozda yem ile verilmistir.
Arastirmacilar kullanilan bitkisel ekstrakt karisiminin rumen pH’s1 iizerine bir
etkisinin bulunmadigini bildirmislerdir. Newbold ve ark. (2004) igerisinde farkl
esansiyel yaglar bulunan ticari bir karisiminin koyunlar tizerinde c¢alismislardir.
Koyunlarin tiikettigi konsantre yemin dogal haldeki bir kilogramina 234 mg dozda

katilan esansiyel yag karigiminin rumen pH’sin1 etkilemedigi bildirilmistir.

Ahn ve ark. (2009) polysorbate 80’in misir ve arpa gibi konsantre yem maddeleri
ile piring samani ve ¢ayir kuru otunun rumen fermentasyonunu degerlendirmek igin
in-vitro ¢alisma gergeklestirmistir. Bu ¢alisma igerisinde kullanilan higbir substrat i¢in

in-vitro rumen pH’sinda bir degisim gézlenmemistir.

Kim ve ark. (2004) sigirlar tizerinde polysorbate 80’in etkilerini
degerlendirdikleri in-vivo c¢alismada inek basina giinde 5 g ve 10 g dozunda

polysorbate 80 verilmesinin rumen fermentasyon parametreleri iizerine etkilerini
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degerlendirmislerdir. Arastirmacilar pH seviyesinde sayisal anlamda bir diisiis
gozlemistir ancak bu etkiyi istatistiksel olarak 6nemli bulmamiglardir. Ahn ve ark.
(2009) ¢alismalarinin in-vivo kisminda polysorbate 80 iceren yemleri tiiketen sigirlarin
rumen sivist pH diizeylerinde diisiis gozlemistir. Baah ve ark. (2005) ineklerin
rasyonuna 2 ml/kg dozunda ekledikleri polysorbate 80’in rumen pH degeri iizerine bir
etkisi bulunmadigimi bildirmistir. Hristov ve ark. (2000) gerceklestirdikleri in-vivo
calismada yogun konsantre yem ile beslenen besi sigirlarinin yemlerinin kuru
maddesine 2 g/kg dozunda polysorbate 80 eklemislerdir. Arastirmacilar uygulamanin
rumen pH’s1 iizerine herhangi bir etkisini tespit edememislerdir. Lee ve ark. (2003)
polysorbate 80’in rumen fermentasyon parametreleri tzerine olan etkilerini
degerlendirmek igin ineklere giinliik sefer 30 ml seviyesinde polysorbate 80’i rumen
kaniilii yoluyla vermislerdir. Polysorbate 80 uygulamasinin rumen pH’sin1 6nemli
Ol¢iide distirdiigi tespit edilmistir. Kim ve ark. (2005) inekler igin olusturulmus bir
rasyona % 1 ve % 2 seviyesinde polysorbate 80 eklenmesinin in-vitro rumen
fermentasyon parametreleri tizerine etkilerini degerlendirmistir. Arastirmacilar % 2
seviyesinde uygulanan polysorbate 80’in in-vitro rumen pH seviyesini diigtirdiigiinii
bildirmiglerdir. Chen ve ark. (2011) gergeklestirdikleri in-vivo ¢alismada hayvan
basina giinde 10 g saglanan farkl siirfaktanlarin rumen fermentasyon parametreleri
tizerine etkilerini degerlendirilmistir. Arastirmacilar giinde hayvan basina yem yolu ile
10 g verilen polysorbate 80’in rumen pH’sini sayisal anlamda diigiirdiigii ancak bu

etkinin istatistiksel olarak 6nemli bulunmadigin bildirmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Gergeklestirilen ¢alismada bir esansiyel yag olan eugenol ile siirfaktan olan
polysorbate 80’in farkli in-vitro rumen fermentasyon parametreleri ile yemlerin in-
vitro rumen sindirilebilirlikleri {izerine etkileri degerlendirilmistir. S6zii gegen
bilesiklerin kontrol grubuna gore genel olarak in-vitro gergek kuru madde
sindirilebilirligi, organik madde sindirilebilirligi ve NDF sindirilebilirligini baskiladig:
ortaya konulmustur. Bu durum bahsedilen bilesiklerin kullanilan dozlarinda
sekillenebilecegi gibi ¢alismada kullanilan yem substratina da bagimlilik
gosterebilecegi diistiniilmektedir. Farkli yapidaki esansiyel yaglar ve siirfaktanlar ile
in-vitro rumen sindirilebilirligi ¢alismalarinin ¢esitlendirilmesi bu bilesiklerin
rumende yemlerin sindirilebilirligine olan etkilerinin anlasilmasi1 agisindan fayda

saglayacaktir.

Calismada kullanilan bilesiklerin yem maddelerinin fermentasyonu sonucu
aciga ¢ikardigt metan gazi miktarina etkisi degerlendirilmistir. Eugenol ¢alismada
kullanilan her iki dozunda da olugsan metan gazi miktarini baskilayici etki gostermistir.
Diger yandan eugenol ve polsorbate 80’in kombine edildigi gruplarda da oldukca
giiclii bir etki sekillenmistir. Bir sera gazi olan ve c¢evre agisindan sakincalarinin sik
dile getirildigi metan gazi iretiminin ruminant yetistirme sistemlerinde
sinirlandirilmasi biiylik 6nem arz etmektedir. Calismada kullanilan bilesiklerin metan
gazina liretimine olan etkilerinin uzun siireli in-vivo ¢alismalar ile desteklenmesi bu
yondeki arastirmalar agisindan faydali olabilecektir. Ayrica bu etkinin rumen
mikroorganizmalarinin direng gelistirme ihtimaline kars1 daha uzun siire ¢alisabilen

In-vitro rumen simiilasyon sistemleri ile degerlendirilmesi de gergeklestirilecek in-

Vivo ¢alismalara 151k tutacaktir.
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Farkli dozlardaki polysorbate 80 ve eugenoliin ayr1 ayr1 ve karigimlar halinde
asetik asit, propiyonik asit, biitirik asit ve toplam ugucu yag asiti yogunluklar ile asetik
Asit: propiyonik Asit oran: tizerine etkisi degerlendirilmistir. Asetik asit yogunlugu
yalnizca eugenol igeren gruplarda (E3 ve EG6) baskilanmigtir. Propiyonik asit
yogunlugu yalnizca 600 pug/ml eugenol iceren E6 grubunda baskilanmistir. Biitirik asit
yogunlugunda ise istatistiksel anlamda 6nemli bir degisiklik gozlenmemistir. Asetik
asit : propiyonik asit yogunlugu oramnda uygulamalara bagli bir farklilik
sekillenmemistir. Toplam ugucu yag asiti yogunlugu 600 ug/ml eugenol iceren E6
grubunda baskilanmigtir. Farkli yapidaki esansiyel yaglar ile gergeklestirilen
calismalarda bu bilesiklerin ucucu yag asiti iiretimi destekleyebilecegi, asetat :
propiyonat oranini diislirebilecegi ortaya konulmustur. Farkli yapidaki esansiyel
yaglar ile siirfaktan kombinasyonlarinin ugucu yag asiti iizerine olan etkilerinin

incelenmesi ile farkli sonuglarin ortaya ¢ikabilecegi diistiniilmektedir.

Gergeklestirilen ¢alismada yalnizca E6 grubunda kontrol ve diger uygulamalara
gore amonyak azotu yogunlugunda bir diistis sekillenmistir. Daha diisiik yogunlukta
eugenol uygulanan E3 grubunda sayisal anlamda diisiis egilimi sekillenmis olsa da bu
etki istatistiksel olarak onemli bulunmamistir. Cesitli ruminant besleme kosullarinda
rumen amonyak azotunun yiikselmesine bagl farkli olumsuzluklarin sekillenebilecegi
bilinmektedir. Ayrica gergek proteinlerin rumen seviyesinde deamine edilmesinin
Onlenmesi yolu ile protein yararlanimini arttirmay1 amaglayan yaklagimlar mevcuttur.
Calismada kullanilan ve bir esansiyel yag olan eugenoliin in-vitro rumen amonyak
azotunu baskilayic1 etkisi tespit edilmistir. Cesitli esansiyel yaglar ve siirfaktan
kombinasyonu ile in-vitro olarak bu yonde etki aranmasi fayda saglayacaktir. Daha
uzun siireli in-vitro ve in-vivo ¢alismalar ile rumen mikroorganizmalarinin bu etkiye
direng gelistirip gelistirmediginin incelenmesi de bu bilesiklerin etkinligini kanitlamak

adina faydali olabilecektir.

105



Caligmada kullanilan esansiyel yag ve siirfaktan uygulamalarindan yalnizca
polysorbate 80’in 0,5 ul/ml seviyesinde uygulanmasi in-vitro rumen fermentasyon
pH’sin1 disiirmistiir. Diger uygulamalarin in-vitro rumen pH seviyesine herhangi bir
etkisi tespit edilememistir. Farkli yem substratlari ile bu etkiye yonelik ¢alismalarin
arttirtlmasi ileride gergeklestirilebilecek in-vivo arastirmalar i¢in olumlu olacaktir.
Yine farkli esansiyel yaglar ve siirfaktanlar ile rumen fermentasyon sonucu olusan
pH’nin degerlendirilmesi de bu bilesiklerin pH diizenleyicisi olarak degerlendirilmesi

acisindan 6nem arz etmektedir.
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OZET

POLYSORBATE 80 ve EUGENOLUN

IN-VITRO RUMEN FERMENTASYONUNA ETKILERI

Yapilan calismalarda ruminantlarin tikettikleri briit enerjinin yaklasik
olarak %8’i metan olusumu ile kaybettikleri bildirilmistir. Ruminantlarda
ruminal fermentasyon etkinligini arttirdigi bildirilen antibiyotik biiyime
faktorlerinin kullaniminin yasaklanmas: ile rumen fermentasyonunu daha
verimli kilacak farkli yem katki maddeleri arayisina gidilmistir. Yapilan
calismalarda bazi bitki ekstraktlarinin antibiyotik biiytime faktorii benzeri etki
gosterebilecegi tespit edilmistir. Iyonik yapida olmayan siirfaktanlar ile
yapilan ¢alismalarda ise bu tiir bilesiklerin gesitli yem maddelerinin rumen
yikimlanabilirligini arttirabilecegi yoniinde bulgular mevcuttur. Daha 6nce
gerceklesmis calismalarda siirfaktanlarin bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal
etkisini gii¢lendirebilecekleri sonucuna varilmistir.

Bu arastirma ile bir esansiyel yag olan Eugenol ile siirfaktan olan
Polysorbate 80’in in-vitro olarak rumen fermentasyonu ve yemlerin rumen
sindirimine olan etkileri iki farkli teknik ile degerlendirilmistir. Calismada yem
olarak arpa ve arpa samani 50:50 oraninda kullanilmigtir. Arastirmada Ankom
Daisy II inkiibatorii ile dort farkli inkiibasyon gergeklestirilerek adi gecen
katkilarin  yemlerin in-vitro kuru madde, organik madde ve NDF
sindirilebilirliklerine etkileri degerlendirilmistir.

In-vitro gercek kuru madde sindirilebilirliklerinin kontrol grubunda (K)
diger biitlin gruplara gore daha yiiksek sekillendigi tespit edilmistir (p<0.001).
Yalnizca siirfaktan uygulanan gruplarda (S1 ve S2) kuru madde
sindirilebilirligi yalnizca eugenol uygulanan gruplara (E3 ve E6) gore daha
yiiksektir (p<0.001). Farkli dozlarda siirfaktan iceren S1 ve S2 gruplar
arasinda kuru madde sindirilebilirligi agisindan bir fark gézlenmemistir, ayni
durum farkli dozlarda eugenol igeren E3 ve E6 gruplar i¢in de gegerlidir. En
diisiik kuru madde sindirilebilirligi M3 grubunda sekillenmistir.

In-vitro organik madde sindirilelebilirligi kontrol grubunda (K) diger
biitiin gruplara gore daha yiiksek sekillendigi tespit edilmistir (p<0.01).
Yalnizca siirfaktan uygulanan gruplarda (S1 ve S2) organik madde
sindirilebilirligi yalnizca eugenol uygulanan gruplara (E3 ve E6) ve farkl
dozlarda eugenol ve siirfaktan karisimi i¢eren gruplara (M1, M2, M3, M4) gore
daha ytiksek sekillenmistir (p<<0.01). Farkli dozlarda siirfaktan igeren S1 ve S2
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gruplar1 arasinda organik madde sindirilebilirligi agisindan bir fark
gozlenmemistir, ayn1 durum farkli dozlarda eugenol i¢eren E3 ve E6 gruplari
icin de gecerlidir. En diisiik organik madde sindirilebilirligi M3 grubunda
gozlenmistir.

In-vitro NDF sindirilebilirliginin kontrol grubunda (K) diger biitiin
gruplara gore daha yiiksek sekillendigi tespit edilmistir (p<0.001). Yalnizca
siirfaktan uygulanan gruplarda (S1 ve S2) NDF sindirilebilirligi yalnizca
eugenol uygulanan gruplara (E3 ve E6) gore daha yiiksektir (p<0.001). En
diisiik NDF sindirilebilirligi M1, M3 ve E6 gruplarinda sekillenmistir. Farkli
dozlardaki stirfaktan uygulamalar1 arasinda (S1 ve S2) NDF sindirilebilirligi
acisindan bir fark gozlenmezken, farkli doz eugenol uygulamalari (E3 ve E6)
arasinda farklilik gozlenmistir (p<0.001).

Aragtirma dahilinde kullanilan bir diger teknik ise in-vitro gaz iiretim
yontemidir (Menke ve ark., 1979). Bu yontem ile de ismi gegen katkilar ile in-
vitro inkiibasyona birakilan yemlerin 24. Saat sonunda her gram yem kuru
maddesi i¢in agiga ¢ikardigi gaz miktar1 ve metan gazi miktari, ireyen gazda
bulunan metan gazinin yogunlugu, fermentasyon ortam pH’si, NH3z-N
yogunlugu, ucucu yag asiti konsantrasyonu ve bu yag asitlerinin birbirlerine
olan orani degerlendirilmistir.

Her gram yem kuru maddesi i¢in agiga ¢ikan gaz miktari en yiiksek olarak
K ve S2 gruplarinda gézlenmistir (p<0.001). S1 ve S2 gruplar1 arasinda gaz
tretimi agisindan bir farklilik gézlenmemistir. En diisiik gaz tiretim miktarlar
E6, M2, M3 ve M4 gruplarinda gézlenmistir.

In-vitro fermentasyon sonucu 6. saatte iireyen gazda metan yogunlugu
degerlendirilmistir. En yiliksek metan yogunlugu S1 grubunda tespit edilmis,
K, E6, M1, M3 ve M4 gruplarinda da benzer metan yogunluklar1 tespit
edilmistir (p=0.004). 6-24 saat arasinda iireyen gazdaki metan yogunluklarina
bakildiginda en yiiksek seviye M4 grubunda gozlenmekle birlikte benzer
seviyeler S2, E3, M1, M2 ve M3 gruplarinda da gozlenmistir (p<0.001).

Her gram yem kuru maddesi i¢in 24 saat inkiibasyon sonunda olusan
toplam net metan gazi miktar1 en diisiik seviyede M2 grubunda gézlenmekle
birlikte E6, M3 ve M4 gruplarinda da benzer sonuglar gozlenmistir (p<<0.001).
Her bir gram yem maddesinin fermentasyonu i¢in en yiiksek seviyede metan
gaz1 iiretimi K grubunda gézlenmis ve S1 ile S2 gruplarinda da benzer sonuglar
ortaya ¢ikmistir.

Ucucu yag asitlerine bakildiginda en diisiik asetik asit seviyesi E6
grubunda gozlenmistir (p<0.001). En yiiksek asetik asit yogunlugu ise K, S1
ve S2 gruplarinda goézlenmistir (p<0.001). Propiyonik asit yogunluguna
bakildiginda en diisiik seviye E6 ve M2 gruplarinda gézlenmistir (p<0.001).
Diger gruplardaki propiyonik asit seviyesinde bir fark bulunmamaktadir.
Biitirik asit seviyesi en yliksek seviyede M4 grubunda gézlenmekle birlikte E3
grubu hari¢ diger gruplar arasinda bir fark bulunmamaktadir (p<0.001).
Toplam ugucu yag asidi yogunluklarina bakildiginda en diisiik seviye E6
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grubunda gozlenmistir ve bu sonu¢ E3 grubunda gézlenen sonuca benzerdir
(p<0.001). Diger gruplar arasinda toplam ucucu yag asidi yogunlugu acisindan
bir fark tespit edilememistir.

Fermentasyon sonu NHs-N seviyelerine bakildiginda en diisiik yogunluk
E6 grubunda gozlenmistir (p<<0.001). Diger gruplar arasinda NHs-N yogunlugu
agisindan bir farklilik bulunmamaktadir.

Fermentasyon sonu pH degerlerine bakildiginda en diisiik seviye S1
grubunda gozlenmekle birlikte S2, E3 ve M1 gruplarinda da benzer seviyeler
gbzlenmistir (p<0.001). Diger gruplar arasinda pH degeri a¢isindan bir farklilik
gozlenmemistir.

Bu aragtirma bir siirfaktan olan Polysorbate 80 ve esansiyel yag olan
Eugenol’iin ayr1 ayr1 ve karigim halinde in-vitro rumen sindirilebilirligi ve in-
vitro rumen fermentasyon parametreleri iizerine etkilerini degerlendirmek
amaci ile gergeklestirilmistir. Polysorbate 80 ve Eugenoliin in-vitro rumen
fermentasyon parametreleri iizerine etkileri bulundugu tespit edilmistir.
Polysorbate 80 ve Eugenol’iin karisim halinde kullanilmasinin fermentasyon
parametrelerine olan etkileri genel olarak istatistiksel anlamda tek basina
kullanilmalarina gére bir fark yaratmamustir. [n-vitro sindirilebilirlik
parametrelerine bakildiginda Polsorbate 80 ya da Eugenoliin kullanildig:
gruplarda genel olarak sindirilebilirlik olumsuz ydnde etkilenmistir. /n-vitro
sindirilebilirlikte gozlenen olumsuz etki Eugenol iceren gruplarda daha da
belirginlesmektedir. Bu durum denemede kullanmilan dozlar ile
iliskilendirilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bitki Ekstraktlari, Eugenol, In-Vitro, Rumen, Siirfaktan.
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SUMMARY

EFFECTS OF POLYSORBATE 80 and EUGENOL on

IN-VITRO RUMEN FERMENTATION

Studies have revealed that 8 % of the gross energy consumed by ruminants
Is wasted as methane. Ban on the use of antibiotic growth promoters which
increase the rumen fermentation efficiency has caused a quest for new
substances which would improve the rumen fermentation efficiency. Studies
have shown that some plant extracts would deliver an antibiotic growth
prompoter-like effect and these compounds would improve the rumen
fermentation efficiency. In addition, non-ionic surfactants have shown some
positive effects on the rumen degradation of various feedstuffs. Researches in
different domains has unveiled that surfactants would increase the
antimicrobial effect of plant extracts.

This study aims to show the effects of an essential oil, Eugenol, and a
surfactant, Polysorbate 80, on the rumen fermentation and rumen degradability
of feeds by using two different techniques. In this study barley and barley straw
was used with a proportion of 50 : 50. Ankom Daisy Il incubator was used and
four different incubations conducted in order to ascertain the effects of
different additives on in-vitro true dry matter degradability, organic matter
degradability and NDF degradability.

In-vitro true dry matter degradability were highest in the control group
(K) compared to others (p<0.001). Only surfactant added groups (S1 and S2)
had higher true dry matter degradability than the groups which contained only
eugenol (E3 and E6) (p<0.001). There was no difference between groups
contain only surfactants on different levels (S1 and S2) in terms of true dry
matter degradability. There was no difference between groups contain only
eugenol (E3 and E6). Lowest true dry matter degradability were seen in the M3

group.

In-vitro organic matter degradablity were highest in the control group (K)
compared to others (p<0,01). Only surfactant added groups (S1 and S2) had
higher organic matter degradability than the groups which contained only
eugenol (E3 and E6) and different levels of eugenol and surfactants
combinations (M1, M2, M3, M4) (p<0.001). No difference were observed
between only surfactant containing groups (S1 and S2) in terms of organic
matter degradability. Lowest organic matter degradability was observed in M3
group (p<0,001).
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In-vitro NDF degradability were highest in the control group (K)
compared to other groups (p<0.001). Solely surfactant containing groups (S1
and S2) had higher NDF degradability compared to only eugenol containing
groups (E3 and E6) (p<0.001). Lowest NDF degradability was observed in the
M1, M3 and M6 groups. Groups which contained different levels of surfactant
had no difference in terms of NDF degradability. However, a difference was
observed between E3 and E6 groups (p<0,001).

Another technique which was applied during the research was in-vitro gas
production (Menke et al., 1979). The objective of the in-vitro gas production
technique was to investigate the effects of different additives on the gas
production per gram of dry matter fermentation in 24 hours, methane
production, level of methane in the gas produced during fermentation, pH,
NHs-N and some volatile fatty acid levels of the fermentation medium.

Highest gas production for the fermentation of each gram of feed dry
matter for 24 hours was observed in K and S2 groups (p<0.001). No difference
was seen between S1 and S2 groups. Lowest gas production was observed in
the E6, M2, M3 and M4 groups.

Methane concentration in the gas which is produced by in-vitro rumen
fermentation was measured at the 6 hours of fermentation. Highest methane
concentration was observed in the S1 group and similar results was obtained
from K, E6, M1, M3 and M4 groups (p=0.004). Methane level were also
measured from gas sample obtained between 6-24 hours of fermentation.
Highest methane concentration was observed in M4 group ans similar results
were also observed in S2, E3, M1, M2 and M3 groups (p<0.001).

Lowest methane production for the fermentation of each gram of feed dry
matter for 24 hours was observed in M2 group and similar results were also
observed in E6, M3 and M4 groups (p<0.001). Highest methane production for
the fermentation of each gram of feed dry matter for 24 hours was observed in
K group and similar results were observed in S1 and S2 groups.

Considering volatile fatty acids, lowest level of acetic acid was observed
in the E6 group (p<0.001). Highest acetic acid concentration was detected in
the K, S1 and S2 groups. Lowest propionic acid level was observed in E6 and
M2 groups (p<0.001). There was no difference in the other groups in terms of
propionic acid concentration. Highest butyric acid concentration was observed
in the M4 group and there was no difference between M4 and other groups but
E3. Lowest total volatile fatty acid concentration was observed in E6 group and
similar result were observed in E3 group (p<0.001). No difference was
observed between other groups in terms of total volatile fatty acid (p<0.001).

Lowest NH3-N concentration was observed in E6 group (p<0.001). No
difference was observed between other groups in terms of NHz-N
concentration.

Lowest pH level was observed in S1 group and similar results were also
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observed in S2, E3 and M1 groups. No difference observed in other groups in
terms of pH levels.

This study was conducted in order to ascertain the effects of Polysorbate
80 and Eugenol separately or in a combination on in-vitro rumen fermentation
parameters and in-vitro rumen degradability of feeds. It was seen that
Polysorbate 80 and Eugenol have impacts on in-vitro rumen fermentation
parameters. Combining Polysorbate 80 and Eugenol generally did not give
different results compared to the treatments which have only one of these
compounds. Incorporation of Polysorbate 80 or Eugenol has resulted with
reduced degradability levels in the groups containing these substances.
Reduction in the degradability were more pronounced in the groups containing
eugenol. This incorporated with the level of inclusion of these additives.

Key Words: Eugenol, In-Vitro, Plant extract, Rumen, Surfactant.
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