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ONSOZ

Gevig getiren hayvanlar (ruminantlar) iskembelerine (rumen) yerlesmis
mikroorganizmalarla simbiyotik  bir iliski igerisindedir. Ruminant,
mikroorganizmalarin iireyip ¢ogalabilmeleri i¢in onlara uygun yasam ortami ve besin
saglarken, mikroorganizmalar da seliiloz gibi sindirimi gii¢ lifli maddeleri rumende
fermantasyonla sindirip, mikrobiyal proteinleri ve vitaminleri sentezleyerek
ruminantin kullanimina sunmaktadir. Ancak, bu simbiyotik iliski enerji (metan
emisyonu seklinde kayip) ve protein (azot kaybi1) metabolizmalar1 acisindan oldukga
verimsizdir (Van Nevel ve Demeyer, 1988). Ruminantin yemle aldig1 sindirilebilir
enerjinin %8-12’si rumendeki mikroorganizmalar tarafindan metana doniistiiriilerek
atmosfere salinmakta, yine yem azotun %75-85’1 diski ve idrarla kaybedilmektedir
(Tamminga, 1992). Bu kayiplar ruminantta sadece verim diisiikliigiine yol agmayip

ayn1 zamanda ¢evrenin de kirlenmesine neden olmaktadir (Tamminga, 1996).

Bilim insanlar1 rumendeki enerji ve azot kayiplarin1 azaltarak ruminant
verimliligini yiikseltmek i¢in uzun yillardir ruminal mikrobiyal popiilasyonu
modifiye etmeye caligmaktadir. Bu amagla rasyon bilesimini optimize etme ve ¢esitli
yem katki maddeleri ile belirli mikroorganizma gruplarini stimiile etme veya
baskilama yontemleri uygulanmaktadir. Antibiyotikler yem katki maddesi olarak
rumendeki enerji ve azot kayiplarini azaltmak i¢in uzun yillar basaril bir sekilde
kullanilmislardir. Antibiyotiklerin kullanimi, insan tiiketimine sunulan hayvansal
kaynakli gidalarda (et, siit gibi) kalinti olusturmasi ve bakterilerde antibiyotik
direncliligine yol agabilmesi nedenleriyle hem sosyal hem de bilim c¢evrelerince
siddetli elestirilere maruz kalmistir. Bu elestiriler neticesinde 1 Ocak 2016 tarihinden
itibaren Avrupa Birliginde, 21 Ocak 2016 tarihinden itibaren ise Tiirkiye’de
antibiyotiklerin hayvan besleme alaninda kullanimi yasaklanmistir (OJEU 2003;
Resmi Gazete: Sayi: 26056). Bu nedenle bilim insanlar1 ruminal fermantasyonun
modifikasyonunda antibiyotiklere alternatif olabilecek daha gilivenli maddelerin kesfi

lizerine yogun arastirmalar yapmaya baglamislardir.

Lizozim, Alexander Fleming tarafindan 1921 yilinda kesfedilmis antimikrobiyal
etkili bir enzimdir (Fleming, 1922). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ile Gida ve Tarim



Orgiitii (FAO) 1993 yilinda lizozimin toksik olmadigini agiklamis ve birgok iilkede
gidalarin bozulmasini geciktirme ve mikrobiyal liremeyi baskilama amagclariyla gida
katki maddesi olarak kullanimina izin vermistir (Ustiinkol, 2006). Hayvansal {iretim
stireclerinde lizozimin yem katki maddesi olarak kullanimi ve etkileri sadece
monogastrik hayvanlarda (kanatli ve domuz yetistiriciligi) arastirilmistir (Oliver ve
Wells, 2015). Yemlik antibiyotikler gibi 6zellikle gram pozitif bakteriler iizerine
antimikrobiyal ozellik  gbsteren lizozimin ~ ruminal fermantasyonun
modifikasyonunda antibiyotiklere alternatif olma potansiyeli {izerine ise neredeyse
hi¢ bilimsel veri bulunmamaktadir. Bu yiiksek lisans tezinin amaci lizozimin ruminal
mikrobiyal fermantasyon lizerine etkilerini uzun siireli bir inkiibasyon modeli olan
Rumen Simiilasyon Teknigi (RUmen SImulation TEChnique, RUSITEC) yardimiyla
belirlemek ve bu suretle lizozimin ruminant verimliligi iizerine olasi etkilerini ortaya
koymaktir. Bu baglamda bu yliksek lisans tezinde asagidaki su hipotezler test

edilmistir.

HO = Lizozim enzimi sahip oldugu antimikrobiyal etkinlik sayesinde ruminal
mikrobiyal ekosistemi modifiye ederek ruminal fermantasyonun temel
parametrelerinde (pH, ugucu yag asitleri iiretimi, metan gazi iiretimi, protozoon
sayisi, NH3-N konsantrasyonu, yem kuru maddesi sindirilebilirligi) hayvan

verimliligini olumlu yonde degistirecek etkiler olusturur.

H1 = Lizozim enzimi ruminal fermantasyonun temel parametrelerinde hayvan

verimliligini olumlu yonde degistirecek etkiler olusturmaz.

Tez konumun se¢iminde ve tez ¢alismamin her agamasinda engin bilgilerinden
yararlandigim ve yardim aldigim ¢ok sevgili danigsman hocam saym Dog¢. Dr. Hakan
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1. GIRIS

1.1. Rumen Ekosistemi, Ruminal Fermantasyonun Fayda ve Zararh Yonleri

Gevis getiren hayvanlarda midenin organizasyonu sindirim fizyolojisi
acisindan ¢cok 6nemli bir géreve sahiptir. Bu hayvanlarda mide, bez igermeyen kutan
mukozaya sahip on mideler (rumen, retikulum, omasum) ve sindirim enzimlerini
salgilayan bezlerin bulundugu glandiiler mideden (abomasum) olugmaktadir.
Hayvanin yedigi yemler Oncelikle bezlerin olmadigr 6n midelere gelir ve buraya
yerlesmis muazzam sayr ve cesitlilikteki mikroorganizmalar tarafindan
fermantasyonla yikimlanir ve metabolize edilir (Van Soest, 1994). Ruminant, bir
konak¢1 olarak mikroorganizmalara yasayabilecekleri uygun yasam alani ve besin
tedarik ederken, mikroorganizmalar da ruminanta yeryiiziinde hi¢ bir memeli
hayvanin sahip olmadigi enzim sistemleri (seliilaz gibi) vasitasiyla sindirimi gii¢
organik maddeleri sindirerek, ruminantin kullanabilecegi bilesikleri bahseder. Yani
ruminantin midesinde ruminant ve mikroorganizmalar arasinda karsilikli ¢ikara
dayanan simbiyotik bir iliski bulunmaktadir. Diinya tlizerindeki organik maddelerin
yarisindan fazlasini bitkilerin yapisinda bulunan, insan ve memeli hayvanlarin -1,4
glikozidik baglar1 pargalayamamasi nedeniyle sindiremedigi seliilozun olusturdugu
diisliniiliirse ruminatlarin diinya besin zincirindeki onemleri daha iyi anlasilabilir
(Kuenzle ve Jenny, 1979). Ciinkii normalde memelilerce sindirimi miimkiin olmayan
seliiloz, mikroorganizmalarin sahip oldugu seliillaz enzimi sayesinde sindirilerek
ruminant tarafindan et, siit gibi kiymetli iirlinlere dontstiiriiliir. Giesecke ve
Hendrickx (1973), mikroorganizmalarin muazzam c¢esitlilikteki zengin enzim
sistemleri sayesinde organik maddeleri monomerler ve elementlere kadar
parcalayabildigini, bu nedenle diinyadaki biyolojik madde dongiisiinde ¢cok onemli

role sahip olduklarini bildirmiglerdir.

Ruminant 6n mideleri arasinda mikrobiyal sindirimin en yogun gerceklestigi
Ozellesmis boliim rumendir. Rumen sivisinin her bir mililitresinde 200’den fazla tiirii
belirlenmis yaklasik 10'°-10" kadar bakteri, 20°den fazla tiirii izole edilmis 10°
kadar protozoon, 10-10° kadar mantar ve 10°-10° kadar da bakteriyofaj



bulunmaktadir (Kamra, 2005; Russell ve Hespell, 1981). Hayvanin yedigi yemleri
mikroorganizmalar burada fermantatif olarak sindirerek {reyip c¢ogalir ve
fermantasyon iiriinii olarak ucgucu yag asitleri (asetik, propiyonik ve biitiirik asitler
gibi) olustururlar. Bu maddeler de rumen epitelinden hizla kana emilerek ruminantin
enerji ithtiyacinin yaklasik % 75'e kadar olan boliimiinii karsilarlar (Faverdin, 1999).
Rumende iireyip ¢ogalan mikroorganizmalar ayn1 zamanda kimusla bezli mide kismi1
olan abomasuma ve ince bagirsaklara gelerek hayvanin kendi sindirim enzimleri ile
sindirilir, ruminant i¢in protein ve vitamin kaynagi (B ve K vitaminleri) olurlar
(Oztiirk, 2007). Ancak, bu simbiyotik iliski enerji ve protein metabolizmalari
acisindan oldukca verimsizdir (Van Nevel ve Demeyer, 1988). Ruminantin yemle
aldig1 sindirilebilir enerjinin %8-12’si rumendeki mikroorganizmalar tarafindan
metana (CH,) doniistiiriilerek atmosfere salinmakta, yine yem azotunun %75-85’i
disk1 ve idrarla kaybedilmektedir (Tamminga, 1992). Bu kayiplar ruminant i¢in
sadece verim kaybi anlamina gelmemekte, ayn1 zamanda ¢evrenin de kirlenmesine

yol agmaktadir (Tamminga, 1996).

Ruminantin yedigi yemler ruminal ekosistemin {iiyelerinden olan Gram-
pozitif bakterilerce hayvan verimligi agisindan pek arzu edilmeyen asetik asit, H,
CH,4 ve NHj gibi iiriinlere doniistiiriiliir. Arzu edilmeyen bu iirlinlerden olan renksiz
ve kokusuz metan gazi, ruminal fermantasyon sirasinda olusan H* ve CO, gazlarinin
metanojenik arkelerce metabolize edilmesi sonucunda sekillenir (CO, + 4(2H) —
CH4 + 2H,0). Bir litre CHy4, 39,5 kJ yem enerjisine karsilik gelmektedir. Yetiskin bir
sigirda saatte ortalama 12 litre, glinde ise 250-500 litre kadar metan gazi
tiretilmektedir (Johnson ve Johnson, 1995). Metan gazi ruminant tarafindan
degerlendirilemez, hayvanin gegirmesiyle (ruktus) atmosfere atilir. Yani hayvanin
yemle aldig1 enerji  hayvan verimliligine yansitilamadan kaybedilmektedir.
Tamminga (1992), rumendeki metan gazi olusumuyla sekillenen kaybin yem
enerjisinin %8-12’sine karsilik geldigini bildirmektedir. Metan ayn1 zamanda kiiresel
1sinmaya neden olan bir sera gazidir. Antropojenik sera etkisinin olusumundaki pay1
%18 kadardir. Atmosferdeki dmrii yaklasik 10 y1l olan metanin karbondioksit gazina
kiyasla kizilotesi 1s1nlar1 absorbe etme yetenegi 58 kat, atmosferi 1sitma potansiyeli
(global warming potential) ise 23 kat daha fazladir (IPCC, 2001). Bu bakimindan

ruminal CHy iiretimi diinya ekolojisi ag¢isindan da sorun teskil etmektedir.



Rumende iireyip ¢ogalan mikroorganizmalarin yapisindaki proteinlere
mikrobiyal protein denir. Bu proteinler rumenden asil bezli mide bdliimii olan
abomasuma geldiginde sindirilerek hayvanin protein ihtiyacina katki saglar.
Mikrobiyel protein sentezi rumende fermente edilen organik madde miktarina
baglidir (Oba ve Allen, 2003). Lebzien ve ark. (1996), siit ineklerinde sindirilen her
kg organik madde i¢in 156 + 24 g mikrobiyal protein tretildigini bildirmislerdir.
Diger bir ifadeyle bir giinde rumende fermente edilen 12 kg organik madde i¢in
yaklasik 2 kg mikrop proteini olusmaktadir (Clark ve ark., 1992). Bu miktar ise ¢ogu

zaman yemle alinan miktardan bile daha fazladir.

Rasyonla alinan proteinler ve aminoasitler rumende hizla karbon iskeletine,
ucucu yag asitlerine ve amonyaga kadar pargalanir. Bu yikim {iriinleri ayn1 zamanda
mikrobiyal protein sentezi i¢in hammadde olarak kullanilir. Rumende ¢ogu zaman
mikroorganizmalarin kapasitesini asan miktarlarda NH; olusur ve bu amonyak
rumen epitelinden hizla kana emilir. Amonyak toksik bir maddedir ve karacigerde
zararsiz bir form olan iireye doniistiiriiliir. Urenin bir boliimii rumino-hepatik azot
dongiistiyle kan dolasimiyla tiikiiriik bezlerine gider ve salgilanan tiikiiriikle tekrar
rumene doner. Diger bir boliimii ise kan ile bobreklere gider, glomeriiler filtrasyonla
idrara gecer ve disar1 atilir. Disar1 atilan bu iire yem azotunun yaklasik %20-25’lik

kismina karsilik gelmektedir (Leng ve Nolan, 1984).

1.2. Ruminant Beslemede Iyonofor Grubu Antibiyotikler

Iyonofor grubu antibiyotikler 1970°li yillarin ortalarindan beri ruminant
beslemede kullanilan antimikrobiyal yem katki maddelerindendir. Ruminant
verimliligindeki artis ve hayvansal tretimdeki karlilik etkileri nedeniyle tiim
diinyada yaygin kullanim alani bulmus ve ruminant beslemede oldukca popiiler
olmuslardir (McGuftfey ve ark., 2001). Yol agtiklar1 faydalar nedeniyle ¢ok sayida
iyonofor antibiyotik (monensin sodyum, lasalosid sodyum, laidlomisin propiyonat
potsyum gibi) kesfedilmis ve yemden yararlanmayr artirmak amaciyla ruminant
rasyonlarina ilave edilmislerdir (Dubuc ve ark., 2009 ve Yang ve ark., 2007).
Iyonoforlar Streptomyces tiirii mantarlarca iiretilen lipofilik karakterde organik

bilesiklerdir. Bu bilesikler bakteri hiicre zarindan iyonlarin transportunu degistirerek



iyon dengesini bozar. Bakteri, iyon dengesini yeniden kurmak i¢in tiim enerjisini
tilkketir ve sonunda o©lir (Duffield ve ark., 2008 ve Russel ve Strobel, 1989).
Iyonoforlar rumende daha ziyade gram pozitif bakteriler iizerine baskilayic1 etkiye
sahiptir (McGuffey ve ark., 2001). Gram negatif bakteriler, gram pozitiflerden farkli
olarak hiicre zarlarin disinda kalin ve kompleks bir hiicre duvarna sahiptir.
Lipopolisakkarit yapisindaki bu duvarda iyonoforlarin gecemeyecegi capta protein
kanallar ve porlar vardir. Bu nedenle iyonoforlar gram negatif bakteri hiicresine
infiltre olamaz (Ipharraguerre ve Clark, 2003). Gram pozitifler hiicre duvarindan
yoksun olduklarindan iyonoforlar kolaylikla bakteri hiicresine infiltre olur, hiicre i¢i
potasyum hizla hiicre disina ¢ikar, hiicre disindaki sodyum ve hidrojen iyonlar1 ise
hiicre i¢ine girer. Bu durum hiicre ici pH’ nin diismesine ve potasyum yetersizligine
bagl protein sentezinin baskilanmasina yol acar. Bakteri iyon dengesini yeniden
kurmak icin tiim enerjisini tiiketir, hiicre ici asitlik nedeniyle sonunda hiicre 6liimii

sekillenir (Ipharraguerre ve Clark, 2003 ve McGuffey ve ark., 2001).

Gram pozitif bakterilerin rumendeki fermantasyon son iiriinleri arasinda
asetat, biitirat, laktat, format, amonyak ve hidrojen bulunmaktadir. Metanojenler bu
triinlerden metan Uretirler. Gram negatif bakteriler ise fermantasyon son iiriinleri
olarak daha ziyade propiyonat ve siiksinat iiretirler. Rumende gram negatiflerin
baskin olmasi bu bakimdan daha az metan {iretilecegi anlamina gelir. Rumen
protozoonlarinin fermantasyon son iriinleri arasinda format, amonyak ve hidrojen
bulunmaktadir. Iyonoforlar hem gram pozitif bakteriler hem de protozoonlar iizerine
baskilayic1 etki gosterdiginden ruminal metan iretimini dolayli yoldan
baskilamaktadirlar (Ipharraguerre ve Clark, 2003; McGuffey ve ark., 2001 ve
Odongo ve ark., 2007). Johnson ve Johnson (1995), iyonofor kullaniminin ruminal
metan iretiminde %?30’lara varan bir azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir.
Ruminal metan {retiminin azaltilmasi ise ruminal enerji verimlili§inin artmasi ve

yem enerjisinin hayvan verimine yonlendirilmesi anlamina gelmektedir.

Newbold ve ark. (1990), iyonoforlarin rumende proteolizisi daha az olmakla
birlikte peptidolizisi ve aminoasitlerin deaminasyonunu belirgin sekilde baskiladigini
bildirmistir. Bu durum iyonoforlarin gram pozitif hiper amonyak iireten bakterileri

ve protozoonlar1 baskilamasima atfedilmistir. Iyonoforlarm varliginda ruminal



amonyak konsantrasyonunda gozlenen azalma da bu durumla iligkilidir. Ruminant
rasyonlarina iyonofor grubu antibiyotiklerin katilmasi, sonu¢ olarak rumenden
duodenuma daha fazla protein ve peptidin gegmesine, hayvanin yem proteinini daha
iyl degerlendirmesine yol agmaktadir. Hayvansal iiretimde %10’lara varan verim
artisina neden olan iyonoforlarin ekonomik getirisi iiretimin en az kar marj1 kadar

yiiksektir (Hobson ve Stewart, 1997; Russell ve Houlihan, 2003).

Iyonofor grubu antibiyotikler ruminal fermantasyon iizerine olan olumlu
etkileriyle ekonomik olarak biiyiik kazanglara yol acsa da antibiyotiklerin hayvansal
iretim siireclerinde kullanimi insan tiiketimine sunulan hayvansal kaynakli gidalarda
(et, silit gibi) kalinti olusturmasi ve bakterilerde antibiyotik direncliligine yol
acabilmesi nedenleriyle hem sosyal hem de bilim ¢evrelerinde siddetli elestirilere
neden olmustur. Bununla birlikte gevis getiren hayvanlar iyonoforlar1 iyi tolere
etseler de atlar iyonoforlara 10 kat daha fazla duyarlidir. Ruminant beslemede
kullanilan monensin miktarlar1 atlarda 6liime yol agabilmektedir. Ayni degirmeni
kullanan ve bircok hayvan tiirii i¢in iiretim yapan yem fabrikalarinda bu durum ciddi
problemlere yol agabilmektedir. Yine yem fabrikalarindaki iiretim siireclerinde
monensine maruz kalan c¢alisanlarda bas agrisi, mide bulantisi, burun kanamasi ve
deri lezyonlar1 gibi semptomlar bildirilmistir (Pressman, 1985). Bu olumsuzluklar ve
elestiriler neticesinde 1 Ocak 2016 tarihinden itibaren Avrupa Birliginde, 21 Ocak
2016 tarihinden itibaren ise Tiirkiye’de antibiyotiklerin hayvan besleme alaninda
kullanimi yasaklanmistir (OJEU 2003; Resmi Gazete: Sayi: 26056). Bu nedenle
bilim insanlar1 ruminal fermantasyonun modifikasyonunda antibiyotiklere alternatif
olabilecek daha giivenli maddelerin kesfi lizerine yogun arastirmalar yapmaya

baglamiglardir.

1.3. Lizozim

Lizozim enzimi (1,4-B-N-asetilmuramidaz) canli organizmalarda bulunan ve
sindirimden bagisikliga kadar birgok farkli islevi yerine getiren tiiniversal bir
enzimdir. Hem enzimatik ve hem de bakteriyolitik 6zellige sahip bu madde 1921
yilinda Alexander Fleming tarafindan tesadiifen kesfedilmistir. Hasta olan

Fleming’in burun akintis1 o sirada lizerinde ¢aligtig1 bakteri kiiltiiriine damlamaigstir.



Fleming, bir siire sonra bakteri kiiltiirlinde burun salgisinin damladigi yerdeki
bakterilerin pargalandigini fark etmis ve bu duruma burun salgisindaki bir enzimin
neden oldugunu diisiinerek bu enzime lizozim ismini vermistir (Phillips, 1966;
Proctor ve Cunningham, 1988). Alexander Fleming ayni zamanda Penicillium
notatum isimli kiif mantarindan penisilini bulan ve bu bulusu nedeniyle 1945 yilinda
Fizyoloji/T1p alaninda Nobel &diilii kazanan Iskogyali bakteriyologdur (Sahoo ve
ark., 2012). Lizozim insan, hayvan ve bitkilerin neredeyse biitiin salg1 ve dokularinda
bulunmaktadir. Miktarca en fazla tavuk yumurtasi akinda bulunur ve toplam yumurta
aki proteininin yaklasik %3,5’ini teskil eder (Guérin-Dubiard ve ark., 2005).
Yumurtadan ¢ikmaya yaklagik yedi gilin kalincaya kadar yumurta ve gelismekte olan
civeiv embriyosu immunglobulinleri iiretemez. Yumurta akinin yiiksek lizozim
konsantrasyonu sayesinde yasamin bu safhasinda civcive immun savunmada lizozim
yardimcr olur (Jolles ve Jolles, 1984). Lizozim gram pozitif bakterilerin hiicre
duvarindaki peptidoglikan tabakasindaki glikozidik baglar1 pargalar. Bu durumda
bakteri hiicresinin zar biitlinliigii bozulur ve hiicre 6liimii sekillenir (Ellison ve Giehl,

1991).

Lizozimin yapis1 1963 yilinda Jolles ve arkadaglar1 tarafindan aciga
kavusturulmustur (Jollés ve ark., 1963). Lizozim molekiilii 129 aminoasitten olusan
tek bir polipeptit zincirdir. Yapisindaki dort capraz disiilfid bagi nedeniyle diiz bir
polipeptit zincir sekilinde degildir. Disiilfid baglar1 6.-127., 30.-115., 64.-80. ve 76.-
94. sistein aminoasitleri arasinda yer alir (Proctor ve Cunningham, 1988). Lizozimin
molekiil agirhigr yaklasik 14 313 Dalton, izoelektrik noktasi ise 10,7°dir. Sekil 1.1 de
lizozim molekiiliiniin yapis1 goriilmektedir (Belitz ve ark., 2001 ve Humeny ve ark.,

2002).

Gram pozitif bakterilerin hiicre duvar1 peptidoglikanlardan kurulmustur. Bu
tabaka seker derivatlari olan  N-Asetilglukosamin  (GIcNAc) ve N-
Asetilmuraminasitler (MNAc) ile kiiclik bir aminoasit grubundan olusmustur
(Madigan ve ark., 2003). Seker derivatlar1 birbirine B-1,4-glikozidik baglarla
baglidir. Gram pozitif bakterilerin hiicre duvart bu peptidoglikan tabakasinin ¢ok
sayida katmanlar1 seklindedir (25 katmana kadar olabilir). Lizozim, GlcNAc ve
MNACc arasindaki B-1,4-glikozidik baglar1 hidrolize ederek gram pozitif bakteriler



izerine antibakteriyel etki gosterir (Sekil 1.2). Gram negatif bakterilerde ise hiicre
duvar1 yaklasik olarak sadece %10 peptidoglikan icerir. Bu katmanin {istiinde de
lipopolisakkaritlerden olusmus bir dis katman vardir. Bu nedenle gram negatif

bakteriler genel olarak lizozime direnclidir (Schneider, 2011).
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Sekil 1.1. Lizozimin yapis1 (Belitz ve ark., 2001 ve Humeny ve ark., 2002)

CHy0H GHyOH HyO Il 0H CH,0H
OR O R\oH oR + OH
" i : L Lysozym . i I o
NH tH MH
o= o=l o4 a4
CHy CH; CH, CH,
MNAC GlcNAc MNAC GlcNAC

Sekil 1.2. Lizozimin gram pozitif bakterilerin hiicre duvarina litik etkisi (Schneider, 2011)



1.3.1. Lizozimin Yem Katkis1 Olarak Kullanim

Yumurta akiin duyarli bireylerde (6zellikle ¢cocuklarda) alerjik reaksiyonlara
neden oldugu iyi bilinmektedir. Bu baglamda, yumurta akinin bir unsuru olan
lizozim de allerjen olabilir. Ancak, cesitli besinlerde bulunabilen albiimin ve
ovalbiimin gibi diger yumurta proteinleriyle kiyaslandiginda lizozimin insan ve
hayvanlarda neden oldugu alerjik reaksiyonlar daha az tehlikelidir. Lizozim birgok
tilkede, ila¢ sanayinde ve peynir, deniz iiriinleri, meyveler, sebzeler, bira ile sarapta
bozulmay1 baskilama amaciyla koruyucu olarak kullanilmaktadir. Amerikan Gida ve
[lag Dairesi tarafindan (FDA: Food and Drug Administration) genel olarak giivenli
(GRAS: Generally Recognised as Safe) kabul edilmistir (D’Amato ve ark., 2010).
Yumurta aki lizozimi peynir iiretimi asamasinda, peynirde ge¢ sisme ve gozenek
olusumunu engelleme amaciyla giivenli bir sekilde kullanilmakta ve Avrupa
Birligi’nin gida katkilar1 yonergesinde koruyucu madde (E1105) olarak ge¢mektedir
(Losso ve ark., 2000). Peynirde ge¢ sisme ve gozenek olusumu peynir olgunlagsmasi
sirasinda karsilasilan 6nemli olumsuzluklardandir. Clostridium tyrobutyricum isimli
bakteri bu duruma neden olur. Inek siitiiniin bu bakteriyle kontaminasyonu silajla
besleme sirasinda olur. Siitlin pastorizasyonu sirasinda bakteri sporlar1 hayatta kalir
ve yaklastk 3 ay sonra peynirin olgunlagsma asamasinda Clostridium’lar hizla
tireyerek laktat1 biitirik asit, CO, ve H,’ye fermente ederler. Bu durumda peynir

oldukga kotii kokar ve cok fazla gbzenek icerir (Busse ve Heilmeier, 1986).

Glinlimiizde antibakteriyel ozelligi nedeniyle yaygin olarak ozellikle gida
sektoriinde kullanimi, lizozimin hayvan besleme alaninda antibiyotiklere alternatif
giivenli bir ajan olabilecegini akla getirmektedir. Ancak, lizozimin yem katki
maddesi olarak kullanimi iizerine ¢ok sinirli sayida arastirma bulunmaktadir. Bu
arastirmalarin neredeyse tamami ise kanathh ve domuz gibi sindirim fizyolojisi
ruminantlardan tamamen farkli tek mideli hayvanlarda yiiriitiilmiistiir. Humphrey ve
ark. (2002), lizozim ve laktoferrin kaynagi olarak broiler rasyonuna %10 lizozim
ekspresse eden transjenik piring ve %5 laktoferrin ekspresse eden transjenik piring
ilave ettiklerinde, konvansiyonel piring yiyen broilerlere kiyasla, antibiyotiklere
alternatif olarak lizozim ve laktoferrin alan broilerlerde yemden yararlanma ile

bagirsak villuslarinin uzunluklariin arttigin1 rapor etmislerdir. Zhang ve ark. (2006)



yaptiklar1 in vitro arastirmada lizozimin Clostridium perfringens lizerine baskilayici
etkilerini incelemisler ve 200 pg/mL dozunda lizozimin Clostridium perfringens’in
gelisimini tamamen baskilayamadigini, ancak broilerlerde nekrotik enteritis ile
iligkili a-toksinlerin iiretimini engelledigini belirlemislerdir. Liu ve ark. (2010)
deneysel olarak enfekte ettikleri broilerlerde 40 mg/kg diyet dozunda lizozim
uygulamasinin Clostridium perfringens’in intestinal kolonizasyonunu baskiladigini,
intestinal bariyer fonksiyonunu kuvvetlendirdigini ve verim iizerine olumlu etkiler
gerceklestirdigini bildirmislerdir. Oliver ve Wells (2013) ve Oliver ve ark. (2014)
domuz yavrular1 iizerinde yaptiklar1 arastirmalarda diyetleriyle lizozim alan
yavrularin yemden yararlanma oranlarinda yaklasitk %8 artis oldugunu
gozlemlemiglerdir. Bu oran ise yem katkisi antibiyotiklerle elde edilen artislara

benzer bir orandir.

Lizozim enziminin ruminantlarda yem katki maddesi olarak kullanilabilirligi
lizerine sadece bir aragtirmaya rastlanilmaktadir (15.02.2017 tarihli PubMed
taramasi). Biswas ve arkadaslarimin 2016 yilinda yayinladiklari arastirmada
konsantre yem agirlikli besleme rejiminde lizozimin ruminal fermantasyona etkileri
ve metan gazi olusumunu azaltmada etkili dozu in vitro kosullarda incelenmistir.
Aragtirmacilar 8 000 Unite lizozim dozunun 24 saatlik in vitro inkiibasyonda (1 gram
yem kuru maddesi ve 100 mL rumen s1visinda) rumen pH’simi yiikselttigini, asetik,
propiyonik ve toplam ucucu yag asitleri konsantrasyonlarini artirdigini, metan
olusumunu ise baskiladigini bildirmisleridir. Biitirik asit konsantrasyonu, toplam gaz
tiretimi, amonyak azotu (NH3-N) konsantrasyonu, yem kuru maddesi ve organik
maddesi sindirilebilirlikleri, asetatin propiyonata orani ile genel bakteri, metanojenler
ve protozoonlarin DNA kopya sayilari lizozim ilavelerinden etkilenmemistir. Biswas
ve arkadaglar1 (2016) elde ettikleri sonucglara dayanarak lizozimin daha yiiksek
dozlarla ruminal etkilerinin arastirilmasin1 6nermislerdir. Bu baglamda sunulan tez

calismasinda siv1 lizozimin 10 000 ve 50 000 U/L dozlar1 degerlendirilmistir.



2. GEREC ve YONTEM

2.1. Inkiibasyon Teknigi

Tez galigmasinda yari-siirekli ve kapali1 bir inkiibasyon yontemi olan Rusitec
(RUmen SImulation TEChnique) teknigi Czerkawski ve Breckenridge’in (1977) tarif
ettigi sekilde uyguland1 (Sekil 2.1 ve 2.2). Rusitec sisteminde gercek hacimleri 750
mL olan 9 adet fermenter kullanildi. Bu fermenterlerde inokulum olarak Ankara’nin
Akyurt ilgesi belediye mezbahasinda kesilmis canli agirliklar1 yaklasik 450 kg olan
iki adet saglikli erkek sigirdan elde edilen rumen igerikleri kullanildi. Rumen
icerikleri yaklasik 30 dakika icerisinde termo-kaplarda Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’ndaki Rusitec laboratuvarina ulastirildi. Dondr
hayvanlarin kesim oncesi hangi rasyonla beslendikleri hakkinda, ilgili ciftlikten bilgi
alinarak ayn1 yemlerden in vitro inkiibasyon i¢in numuneler alindi. Cizelge 2.1°de in
vitro inkiibasyonda substrat olarak kullanilan deneme yeminin kimyasal bilesimi
goriilmektedir. Tki hayvandan alinan taze rumen icerikleri Rusitec laboratuvarinda ii¢

katli steril gazli bezden siiziilerek sivi ve kat1 fazlara ayrildi.

Sekil 2.1. Rusitec Sistem su banyosu ve fermenterleri (Calisma Oncesi)
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Cizelge 2.1. Deneme yeminin kimyasal bilesimi

Sekil 2.2. Rusitec Sistem (Calisma Sirasinda)

Besin Maddeleri Konsantre yem (%) Arpa Samamn (%)
DM 91,12 94,19
Kiil 06,50 05,82
CF 05,56 40,45
CP 12,42 02,95
EE 02,75 02,00
oM 84,62 88,37
NFC 61,44 16,43
NDF 16,89 72,80
ADF 07,41 49,98
ME (kcal/kg) 2655 1501

DM: Kuru madde, CF: Ham lif, CP: Ham protein, EE: Eter ekstrakti, OM: Organik madde,
NFC: Lifsiz karbonhidrat [% NFC = 100-(CP+NDF+EE+Kiil)], NDF: Notr-deterjan lifi,
ADF: Asit-deterjan lifi, ME: Metabolik enerji.

Arastirmanin ilk giinii taze kat1 rumen igeriginin 80 grami ve 2 g arpa samant

(0,5 cm uzunlugunda kesilmis) ile 8 g ticari konsantre yemden olusan deneme yemi

karisimi, 150 um porlara sahip iki adet naylon keseye konuldu. Kat1 rumen igerigi ve

deneme yemini iceren iki kese Rusitec fermenterlerindeki delikli i¢c kaplara

yerlestirildi. Kat1 rumen igerigi bulunan naylon kese yirmi dort saat sonra deneme
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yemi i¢eren bagka bir naylon kese ile degistirildi. Rusitec fermenterlerinde her zaman
iki yem kesesi bulundu ve bunlar 48 saatlik fermantasyona maruz birakildi. Yem
keselerinin degisimi sirasinda anaerobik kosullarin stirekliligi i¢in fermenter
kapaklarinin agik oldugu siirecte CO, gazi uygulandi. Keza yine in vitro
inkiibasyonun miimkiin oldugunca in vivo ruminal sartlara benzemesi icin Rusitec
fermenterleri  siirekli  39°C’lik  sabit 1sida  tutuldu  ve ¢izelge 2.
2’de bilesimi verilen, pH’s1 7,40 ve ozmotik basinct 293 mosmol/L olan tampon
soliisyonla (suni tiikiiriik) s1v1 dongiisii (liguid turnover) saglandi (Oeztuerk ve ark.,
2005). Elektromotorlar yardimiyla fermenterlerin i¢indeki delikli i¢ kaplar dakikada
altt kez piston hareketi yaparak rumen kasilmalar1 taklit edildi. Bu suretle sistem
fermenterlerindeki katt ve sivi fazlar arasinda degisim saglandi. Ruminal
fermantasyon sirasinda olusan gazlar, fermenterlere bagli nuge erlenlerine entegre
edilmis gaz sizdirmaz oOzellie sahip gaz keselerinde biriktirildi. Rusitec
fermenterlerinden ¢ikan rumen sivilar1 ise kuru buza yerlestirilmis nuce

erlenmayerlerde toplandi.

Cizelge 2.2. Tampon soliisyonun kimyasal bilesimi

Kimyasallar g/L
NaCl 1,636
KCl 0,570
CaCl,.2H,0 0,032
Mg Cl,.6H,O 0,128
NH4Cl 0,267
Na,HPO4.12H,0 3,581
NaH,P04.H,O 1,380
NaHCO; 8,225
2.2. Deney Kurgusu

Lizozimin ruminal fermantasyonun temel parametrelerine etkilerini
belirleyecek olan in vitro inkiibasyon denemesi 12 giin siirdii. Deneme siirecinde
Rusitec sistemde 9 fermenter eszamanli olarak calistirildi. Bu siirenin ilk 6 giinii

rumen mikroorganizmalarinin in vitro kosullara uyumu amacina hizmet etti
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(adaptasyon fazi). Devam eden 6 giinliik siire (7-12. giinler) ise aragtirmanin deneme
fazin1 teskil etti. Deneme fazinda Rusitec sistemin 9 fermenteri ii¢ gruba ayrildi. Ilk
ic fermentere lizozim icermeyen 1 mL distile su her giin kese degisimi sirasinda
dogrudan verildi. ikinci iic fermentere 10 000, son ii¢ fermentere ise 50 000 U/L
dozunda lizozim (LYSO-GUARD®) her giin kese degisimi sirasinda verildi. Lizozim
enzimi sivi formda Mayasan Gida Sanayi Ticaret Anonim Sirketinden (Istanbul)
temin edildi. Stv1 lizozimin mililitresinde yaklasik 9 000 000 FIP Unite lizozim vardi
ve bundan mililitresinde 10 000 ve 50 000 U olan soliisyonlar distile su ile

seyreltilerek hazirlandi.

2.3. Numune Toplanmasi ve Analizler
2.3.1. pH Olciimii

In vitro arastirmanin deneme fazinda her giin yem keselerinin degisimi
sirasinda fermenterlerdeki rumen sivilarinin pH degerleri bir pH elektrotu (WD-
35801-00, Oakton) ve bagli oldugu pH metre (Ion 6, Acorn series, Oakton)
yardimiyla dogrudan 6l¢iildii.

2.3.2. Ucucu Yag Asitleri Uretiminin Belirlenmesi

Ucucu yag asitleri (asetik, propiyonik ve biitirik asitler) analizi i¢in alinan
rumen sivilart yine 4°C’de buzdolabinda cozdiiriildiikten sonra 4°C’de sogutmali
santrifiijde (Hettich Micro 200R) 15 dakika 15 000 rpm’de santrifiij edildi. Bir mL
stipernatant 0,2 mL % 25’lik metafosforik asitle karistirildi ve buzdolabinda 30 dk
bekletildi. Numuneler tekrar 4°C’de sogutmali santrifiijde 15 dakika 15 000 rpm’de
santrifiij edildikten sonra gazkromatografi viallerine konuldu ve ACME-6100
gazkromatografi sisteminde HP-Innovax kilcal kolonu (30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25
um film kalinlig1) kullanilarak analiz edildi. Helyum gazi 1,8 mL/dk akis hizinda
tasiyic1 gaz olarak gorev yapti. Enjektor ve dedektor isilart sirasiyla 250 ve 300
°C’ye ayarlandi. Alev izonizasyon dedektoriiniin (FID) split oran1 1:40 ve firin
programi 120 °C’de 1 dk, dakikada 10 °C artarak 265 °C’e ulasma ve bu sicaklikta 2
dk kalma seklindeydi. Enjekte edilen numune 1 pL miktarindaydi. UY A’larin giinliik
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tiretim miktarlar1 ise konsantrasyon degerlerinin Rusitec erlenmayerlerde biriken

giinliik rumen s1vist miktarlar ile ¢arpilarak elde edildi.

2.3.3. NH;3-N Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Rumen sivilarinin toplandigi ve kuru buz i¢inde bulunan nuce erlenlerinden
NH;3-N ve ugucu yag asitlerinin konsantrasyonlarini belirlemek i¢in rumen sivisi
numuneleri alindi. Bu numuneler vakit kaybetmeden -20°C’ye konularak analize
kadar muhafaza edildi. NH3-N analizi i¢in alinan numuneler 4°C’de buzdolabinda bir
gece bekletilip cozdiiriildiikten sonra indofenol mavisi yontemi ile spektrofotometrik
olarak NH3-N konsantrasyonu belirlendi (Chaney ve Marbaeh, 1962). Bunun i¢in 50
pL rumen sivisinin konuldugu tiiplere 5 mL fenol ve Na-nitroprussit karisimi ile 5
mL sodyum hipoklorit ilave edildi. Numune yerine ayni miktarda distile suyun
konuldugu tiip kor tiip ve 5 mmol/L NH4Cl ilave edilen tiip ise standart tiip olarak
kabul edildi. Tiim tiipler parafilm ile kapatilip 60°C’lik ¢alkalamali su banyosunda
(Memmert WNB14) 10 dk bekletildi. Numunelerdeki NH;3-N konsantrasyonu
spektrofotometre (UV-1601, Shimadzu) kullanilarak 546 nm’de belirlendi. Bu
yontemde sodyum nitroprussit varliginda amonyak ve fenol sodyum hipoklorit ile
okside edilmekte ve mavi renkli bir kompleks olusturmaktadir. Olusan mavi rengin

yogunlugu ise numunedeki NH3-N konsantrasyonuyla dogru orantilidir.

2.3.4. Metan Gaz Uretiminin Belirlenmesi

Rusitec sistemde fermentasyon faaliyetleri sonucu giinliik iiretilen metan gazi
miktar1 asagidaki gibi Wolin (1960) ve Abdl-Rahman’in (2010) onerdigi sekilde
ucucu yag asitleri liretimi iizerinden stoikiyometrik olarak hesaplanmustir.

CO, iiretim miktar1 = A/2 + P/4 + 1,5B

CHy, iiretim miktar1 = (A+2B) — CO,

A: Asetat tiretimi (mmol/giin)

P: Propiyonat iiretimi (mmol/giin)

B: Biitirat iiretimi (mmol/giin)
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2.3.5. Toplam Protozoon Sayisinin Belirlenmesi

Protozoon sayisi i¢in fermenterlerden alinan bir mL rumen sivisi bir mL
protozoa sayim soliisyonuyla karistirldi. Protozoon sayim soliisyonu, 0,6 g metil
yesili, 8 g NaCl, 100 mL %37°lik formaldehitin 1 litrelik balon jojede distile suyla
kanistirilmasiyla hazirlandi (Harmayer, 1965). Isik mikroskobu (Leica CME) ve
Fuchs-Rosenthal lami (derinlik: 0,2 mm, kiigiik kare alani: 0,0625 mmZ) kullanilarak

rumen sivisindaki toplam protozoon sayimi gergeklestirildi.

Bulunan hiicre sayis1 x Sulandirma orani x 80

Bir mL’deki protozoon sayis1 = x 1000
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Sekil 2.3. Protozoon sayim soliisyonu ile boyanmis ve seyreltilmis rumen protozoonlarinin
151k mikroskobunda goriintiimii

2.3.6. Kuru Madde Sindirilebilirliginin Belirlenmesi

Yem kuru maddesi sindirilebilirlik oran1 yem maddelerinin fermantasyon
oncesi ve sonrasi icerdikleri kuru madde miktarlar1 belirlenerek hesaplandi. Bunun
icin fermantasyona maruz birakilmamis yem numunelerinin nemi 65°C’lik etiivde 48

saat bekletilerek uzaklagtirildi1 ve icerdikleri kuru madde miktarlar1 bulundu. Rusitec
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sisteminde 48 saat fermantasyona birakilan yem numunelerinin kuru madde
miktarlar1 yine aymi sekilde 65°C’lik etiivde 48 saat bekletildikten sonra hassas
terazide (Radwag AS 220/C/2) tartilarak bulundu. Inkiibasyon &ncesi sistem
fermenterlerine naylon keseler i¢ine konulan yem kuru maddesi miktarlar1 ve 48 saat
fermantasyon sonrasinda kalan kuru madde miktarlar1 arasindaki fark kuru madde

sindirilebilirlik oran1 olarak kabul edildi (Orskov ve ark., 1980 ve Oztiirk, 2003).

(0-9)

Kuru madde sindirilebilirligi (%) = x 100

S
O: Fermantasyon &ncesi kuru madde miktari

S: 48 saatlik ruminal fermantasyon sonrasi kuru madde miktari

2.4. istatistiksel Analizler

Arastirmadan elde edilen bulgularin istatistiksel analizi SigmaStat 3.1 (Jandel
Scientific, Erkrath, Almanya) istatistik paket programi kullanilarak yapildi. Grup
ortalamalar1 arasindaki farkin 6nemliligi tekrarl dl¢timlerde iki yonlii varyans analizi
ile test edildi. Sabit faktorler lizozim uygulamasi ve deneme giiniiydii (zaman), bu iki
faktor arasindaki karsilikli etkilesim istatistik analiz kapsaminda incelendi. Varyans
analizi sonucunda gruplar arasinda fark tespit edildiginde, farkin hangi gruplar
arasinda oldugunu belirlemek i¢in Duncan coklu karsilastirma testi uygulandi. p <

0,05 anlamli olarak kabul edildi. Veriler ortalama =+ standart hata olarak gosterildi.
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3. BULGULAR

Lizozim enziminin 10 000 ve 50 000 U/L dozlarmin Rusitec sistemde
ruminal fermantasyonun temel parametreleri lizerine etkileri ¢izelge 3.1°da toplu

olarak verilmistir.

Cizelge 3.1. Lizozimin ruminal mikrobiyal fermantasyon iizerine in vitro etkileri

Parametreler Kontrol 10000 50000 SEM Lizozim x Zaman
U/L U/L
pH 6,56 6,55 6,54 0,01 n.s.
Toplam-UYA 32,88 32,91 3401 1,14 n.s.
(mmol/giin)
Asetik asit 17,30 17,24 17,63 0,55 n.s.
Propiyonik asit 9,34 9,37 9,76 0,54 n.s.
Biitirik asit 6,25 6,30 6,62 0,37 n.s.
CH, (mmol/giin) 9,44 9,43 9,69 0,38 n.s.
NH3-N (mmol/L) 9,52° 9,66" 10,17° 0,24 n.s.
Protozoon 18,99 18,13 17,12 4,63 n.s.
(x10*/mL)
KMS (%) 70,50" 68,98  72,16° 0,57 n.s.

“ " Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel farki (p < 0,05) gostermektedir. SEM:

ortalamanin standart hatasi. n.s: istatistiksel anlamli degildir.

3.1. Lizozimin Ruminal pH Uzerine Etkisi

Lizozim uygulamasinin ruminal pH iizerine etkisi grafik 3.1°da
goriilmektedir. Lizozim ilavesinin yapilmadigi kontrol fermenterleri ile
kiyaslandiginda 10 000 ve 50 000 U/L dozlarinda lizozim ilaveleri ruminal pH
tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadi (p > 0,05). Rumen

stvist ortalama pH degeri hicbir ilavenin yapilmadigi kontrol fermenterlerinde
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yaklasik 6,56 iken, 10 000 ve 50 000 U/L lizozim ilaveleri yapilan fermenterlerde
sirastyla 6,55 ve 6,54 olarak ol¢iildi. Alt1 giinliik deneme fazi boyunca lizozim

uygulamasi ve zaman arasinda karsilikli bir etkilesim belirlenmedi (p > 0,05).

6.60

6.58

6.56
=
2

6.54

6.52

6.50
KONTROL 10 000 U/L 50 000 U/L

Grafik 3.1. Lizozimin ruminal pH tizerine etkisi
3.2. Lizozimin Toplam UYA Uretimine Etkisi

Giinliik iiretilen toplam UYA, Rusitec sistemin kontrol fermenterlerinde
ortalama 32,88 mmol’iken, diisiik ve yiiksek doz lizozim ilave edilen fermeneterlerde
32,91 mmol ve 34,01 mmol diizeylerindeydi. Kontrol fermenterlerine kiyasla,
yiiksek doz (50 000 U) lizozim ilavesi UY A iiretiminde yaklasik %3,42 kadar artisa
neden olsa da bu diizey istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). UYA iiretimi
bakimindan lizozim uygulamasi ve deneme giinleri arasinda da interaksiyon
belirlenmedi (p>0.05). Grafik 3.2°de lizozimin toplam UYA iiretimi iizerine etkisi

goriilmektedir.
3.3. Lizozimin Asetik Asit Uretimine EtKisi

Rusitec fermenterlerinde ne diisiik ne de yiiksek doz lizozim uygulamalar
asetik asidin giinliik iiretim miktarlarin istatistiksel olarak etkiledi (p>0.05). Kontrol

fermenterlerinde asetik asit iiretimi ortalama 17,30 mmol/giin, 10 000 U/L lizozim
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ilavesi yapilan fermenterlerde ortalama 17,24 mmol/giin ve 50 000 U/L lizozim
ilavesi yapilan fermenterlerde ise 17,63 mmol/glin olarak belirlendi. Lizozim
uygulamasi ve zaman arasinda karsilikli etkilesim saptanmadi (p>0,05). Grafik

3.3“de lizozimin asetik asit tiretimi iizerine etkisi goriilmektedir.

40 1

38 A

mmol/giin

32

30
KONTROL 10 000 U/L 50 000 U/L

Grafik 3.2. Lizozimin toplam UYA iiretimi tizerine etkisi

20 1

19 A

mmol/giin
—
o0
1

17

16

KONTROL 10 000 U/L 50 000 U/L

Grafik 3.3. Lizozimin asetik asit iiretimi iizerine etkisi
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3.4. Lizozimin Propiyonik Asit Uretimine Etkisi

Kontrol fermenterlerinde giinliik iiretilen propiyonik asit miktar1 ortalama
9,34 mmol, 10 000 ve 50 000 U/L dozlarinda lizozim ilave edilen fermenterlerde ise
sirastyla 9,37 mmol ve 9,76 mmol diizeyindeydi. Elli bin iinite lizozim ilavesi
kontrole kiyasla propiyonik asit iiretiminde yaklasik %4,50 kadar bir artisa neden
oldu. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Propiyonik asit
tiretimi agisindan lizozim uygulamasi ve zaman arasinda herhangi bir karsilikli

etkilesim belirlenmedi (p>0,05).

12 -

KONTROL 10 000 U/L 50 000 U/L

Grafik 3.4. Lizozimin propiyonik ast iiretimi tizerine etkisi

3.5. Lizozimin Biitirik Asit Uretimine Etkisi

Lizozim ilavesinin yapilmadigi kontrol fermenterlerinde giinliik iiretilen
biitirik asit miktar1 ortalama 6,25 mmol’iken, 10 000 ve 50 000 U/L lizozim ilave
edilen fermenterlerde ortalama 6,30 mmol ve 6,63 mmol olarak ol¢iildii. Yiiksek doz
lizozim uygulamas1 kontrol fermenterlerine kiyasla yaklasik %6 daha fazla biitirik
asit liretimine yol actl. Ancak bu artig da istatistiksel bir fark olusturmaya yetmedi
(p>0.05). Lizozim uygulamasi ve deneme giinleri arasinda istatistiksel bir
interaksiyon belirlenmedi (p>0.05). Grafik 3.5‘de lizozimin biitirik asit iiretimi

tizerine etkisi goriilmektedir.
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KONTROL 10 000 U/L 50 000 U/L
Grafik 3.5. Lizozimin biitirik asit iiretimi tizerine etkisi
3.6. Lizozimin Metan Gazi Uretimine Etkisi

Rusitec sistemin kontrol fermenterlerinde giinde ortalama 9,44 mmol metan
gaz1 Uretildi. Bu tiretim 10 000 U ve 50 000 U lizozim ilave edilen fermenterlerde
sirastyla 9,43 ve 9,69 mmol olarak hesap edildi. Yiiksek dozda lizozim verilen
fermenterlerde, kontrol fermenterlerine kiyasla ruminal fermantasyon siirecinde
yaklasik %2,63 kadar daha fazla metan gazi iiretildi. Ancak bu deger istatistik fark
yaratacak diizeyde degildi (p>0,05). Lizozim ve zaman arasinda istatistiksel bir
etkilesim belirlenemedi (p>0,05). Grafik 3.6°da lizozimin metan gazi {iretimi {izerine

etkisi verilmistir.
3.7. Lizozimin Ruminal NH;-N Konsantrasyonu Uzerine Etkisi

Rusitec fermenterlerindeki rumen sivist NH3-N konsantrasyonu lizozim ilave
edilmeyen kontrol fermenterlerinde 9,52 mmol/L’iken, 10 000 ve 50 000 U/L
lizozim ilave edilen fermenterlerde 9,66 ve 10,17 mmol/L olarak o6l¢iildii. Yiiksek
doz, kontrol ve diisiik doz lizozim verilen gruplarla karsilastirildiginda, yiiksek doz
lizozim uygulamasi ruminal NH3-N konsantrasyonunu istatistiksel olarak ytikseltti
(p<0,05). Kontrol grubuna kiyasla, yiiksek doz lizozim uygulanan grupta NH3-N

konsantrasyonu yaklasik % 6,86 kadar daha yiiksekti. Lizozim uygulamasi ve zaman
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arasinda ise istatistiksel bir etkilesim yoktu (p>0,05). Grafik 3.7‘de lizozimin ruminal

NH;-N konsantrasyonu iizerine etkisi verilmistir.
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Grafik 3.6. Lizozimin metan gazi iiretimi iizerine etkisi
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Grafik 3.7. Lizozimin ruminal NH;-N konsantrasyonu iizerine etkisi
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3.8. Lizozimin Protozoon Sayis1 Uzerine Etkisi

Kontrol fermenterleri ile karsilagtirildiginda lizozim enzimi ilavesi rumen
protozoonlarinin sayisinda istatistiksel bir farklilik olusturmadi (p>0,05). Kontrol
grubunda bir mililitre rumen sivisindaki toplam protozoon sayisi ortalama 18 958
iken, diisiik ve yiliksek doz lizozim enzimi ilave edilen gruplarda sirasiyla 18 125 ve
17 118 olarak belirlendi. Alt1 giin boyunca iki farkli dozda lizozim uygulamasi

zamansal olarak etkilesime neden olmad1 (p>0,05).
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Grafik 3.8. Lizozimin protozoon sayis1 iizerine etkisi
3.9. Lizozimin Yem Kuru Maddesi Sindirilebilirligi Uzerine Etkisi

Rusitec sistem fermenterlerinde 48 saat boyunca fermantasyona maruz
birakilan yem maddelerinin sindirilebilirlik orani kontrol grubu ile lizozimin farkli
dozlar1 arasinda istatistiksel olarak farkli degilken, diisiik ve yiiksek doz lizozim
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark mevcuttu. Kontrol grubunda
yem kuru maddeleri yaklasik %70 sindirilmisken, diisiik doz lizozim grubunda
yaklasik %72, yiiksek doz grubunda ise yaklasik %69 oraninda sindirildi (Grafik
3.9). Lizozim uygulamas1 ve zaman arasinda istatistiksel bir etkilesim belirlenmedi

(p>0,05).
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Grafik 3.9. Lizozimin kuru madde sindirilebilirligi {izerine etkisi
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4. TARTISMA

Bu yiiksek lisans tezinin amaci lizozimin ruminal mikrobiyal fermantasyon
tizerine etkilerini konsantre yem agirlikli besleme kosullarinda (%80 konsantre yem,
%20 kaba yem) uzun siireli bir inkiibasyon modeli olan Rumen Simiilasyon Teknigi
(RUmen SImulation TEChnique, RUSITEC) yardimiyla belirlemek ve bu suretle

lizozim enziminin ruminant verimliligi lizerine olas1 etkilerini ortaya koymaktir.

Rusitec sistem, kapali, yari-siirekli ve uzun siireli bir rumen simiilasyon
modelidir. Bu simiilasyon modeli 1977 yilinda Czerkawski ve Breckenridge
tarafindan gelistirilmesinden buyana diinya ¢apinda yaygin bir kullanim alan1 bulmusg
ve rumen mikrobiyal fermantasyonu iizerine yapilan in vitro arastirmalarda bilim
cevrelerince gecerliligi kabul gérmiistiir. In vivo arastirmalarda elde edilen bulgular
homojen olmayan rumen igerigi ve iskembedeki yogun sekresyon-absorpsiyon
olaylarindan etkilenmekte, Rusitec sistemde ise rumen metabolizmasinin
parametreleri tam olarak belirlenebilmektedir. Etkiler rumen metabolizmasi {izerine
genellikle yavas ve gecikmis tarzda ortaya ¢iktigindan, bunlari in vivo denemelerde
uzun zamana ihtiya¢ duyulmasi ve hayvanlar arasindaki bireysel farkliliklar

nedeniyle gormek ve yorumlamak zor olmaktadir (Lindig, 2014).

Rusitec tekniginin kontrol edilebilir olma 6zelligi sayesinde denemelerin
karsilagtirilmast ve dogrulanmasi miimkiin olabilmektedir. Bu da bu simiilasyon
modelinin en 6nemli avantajin1 olusturmaktadir. Rusitec sistemde birka¢ haftaya
kadar in vitro rumen denemeleri yapilabilmekte ve in vivo hayvan denemelerinde
elde edilen bulgulara %99 oraninda benzeyen giivenilir sonuglar elde
edilebilmektedir (Cheng ve Mcallister, 1997; Czerkawski, 1976; Czerkawski ve
Breckenridge, 1977). Bu durumu saglayabilmek i¢in Rusitec sistemde miimkiin
oldugunca 6zdes kosularin yaratilmasi gerekmektedir (Becker, 1994; Czerkawski,
1984 ve Elias, 1999). Czerkawski (1984 ve 1986), rumende dort kompartimanin

mevcudiyetinden bahsetmistir. Bunlar:
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1. Kompartiman: Rumen sivisindaki mikroorganizmalar

2. Kompartiman: Rumendeki kat1 igerige fakiiltatif olarak tutunmus bakteriler
(bu bakteriler kat1 icerige gevsek bir sekilde tutunmustur ve kolaylikla
yerlerinden ayrilabilirler, 1. ve 3. kompartimanlar arasinda yer degistirirler)

3. Kompartiman: Kat1 rumen igerigine sikica tutunmus bakteriler

4. Kompartiman: Rumen duvarina tutunmus bakteriler

Bu dort kompartimandaki mikroorganizmalarin say1 ve gesitliligi farklilik arz
eder. Rumen kontraksiyonlar1 ve gevis getirme (ruminasyon) islemleri sayesinde
rumendeki kati ve sivi fazlar ve icerdikleri mikroorganizmalar 2. kompartiman
tizerinden karisima ugrar. Tezimizde, kese degisimi sirasinda 39 °C’lik tampon
solisyon ile yem keselerinin iki kez 2 dk boyunca preslenmesi ikinci
kompartimandaki mikroorganizmalarin kaybini engellemis ve fermenterlere yeni
konan naylon keselerdeki substrata bu mikroorganizmalarin tekrar yerlesmesi

saglanmustir.

Rumendeki dort kompartiman Rusitec sistemde biiylik Olgiide simiile
edilmistir. Rusitec sisteme yerlestirilen rumen siv1 (1. kompartiman) ve kat1 igerigi
(2. ve 3. kompartiman) bu kompartimanlara karsilik gelmektedir. Ancak rumendeki
4. kompartiman olan rumen duvar1 ve buraya tutunmus bakteriler Rusitec sistemde
bulunmamaktadir. Bununla birlikte Rusitec sistemdeki rumen mikroorganizmalar1 ve
rumen s1visi bilesimi %99 in vivo kosullarla benzerlik gostermektedir (Czerkawski,

1976; Cheng ve McAllister, 1997).

Rumen mikroorganizmalar1 Rusitec fermenterleri gibi in vitro ortama adapte
olmak zorundadir. Igerigi ve miktar1 aym olan substrat tedariki (dondér hayvanin
tiikkettigi) ve stabil tampon soliisyon akimi saglandigi taktirde Rusitec sistem
fermenterlerinde 4-6 giinde mikrobiyal fermantasyonda adaptasyon (steady state)
saglanmakta ve birka¢ haftaya kadar siiren rumen denemeleri yapilabilmektedir
(Czerkawski ve Breckenridge, 1977 ve Czerkawski, 1984). Bu yiiksek lisans tezinde
yukarida belirtilen kosullar g0z Oniinde bulundurularak rumen
mikroorganizmalarinin in vitro sartlara uyumu icin 6 giinliik bir adaptasyon siiresi

taninmugtir. Lizozim enziminin etkilerinin incelendigi deneme fazinda kontrol
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fermenterlerinde Ol¢limleri yapilan parametrelerde (pH, NH3z-N gibi) gozlenen

stabilite deneme fazinda steady state kosullarin saglandigina isaret etmektedir.

Rumen denemelerinde kullanilan naylon keselerin por biiylikligli yem
maddelerinin  sindirim  derecesini, rumen mikroorganizma popiilasyonunu,
dolayisiyla mikrobiyal fermantasyon ve son iiriinleri etkilemektedir (Carro ve ark.,
1995; Lindberg ve Knutsson, 1981; Meyer ve Mackie, 1986 ve Weakley ve ark.,
1983). Rusitec sistemde kullanilan naylon keseler bir taraftan in vivo kosullara
benzer fermantasyonun sekillenmesine imkan tanimali, diger taraftan mikrobiyal
yikima ugramamis yem maddelerinin keseden ¢ikisini engellemelidir (Oztiirk, 2003).
Bu yiiksek lisans tezinde bu amaca yonelik olarak 150 um gbzenek biiyiikliigiine

sahip naylon keseler kullanilmistir.

Mikrobiyel orijinli yem enzimleri tek mideli hayvanlarda yem
sindirilebilirligini yiikseltmek igin yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ozellikle kanatl
ve domuz yetistiriciliginde nisasta olmayan polisakkaritleri hidrolize eden enzimler,
bu karbonhidratlarin laktatif ve besin maddelerinin yetersiz emilimi gibi
antinutrisyonel etkilerini bertaraf etmek, ayni zamanda degerlendirilemeyen veya
yetersiz derecede degerlendirilebilen yem maddelerinin degerlendirilebilirligini
yiikseltmek i¢in diinyanin farkl yerlerinde kullanilmaktadir (Annison, 1992; Bakker
ve ark., 1998; Barrera ve ark., 2004; Bohme, 1996 ve Chesson, 1993). Enzimlerin
yem katki maddesi olarak ruminant beslemesinde kullanimi ilk bakista ¢ok fazla
imit verici olarak goriilmemektedir. Clinkii rumende inanilmaz bir mikrobiyal
hidrolitik aktivite mevcuttur ve rumene ulasan eksojen enzimler hizla yikimlanarak
inaktive edilmektedir (Chesson, 1993). Ruminant beslemede enzim kullanim fikri
yeni degildir. Enzimlerin ruminantlarda ilk kullanimi 1960’larda baslamistir
(Burroughs ve ark., 1960; Clark ve ark., 1961; Perry ve ark., 1966; Rovics ve Ely,
1962; Rust ve ark., 1965 ve Van Walleghem ve ark., 1964). Arastiricilar baslangigta
pozitif etkiler belirlemisler, ancak birka¢ saat sonra etki ortadan kaybolmus, hatta
negatif etkiler ortaya ¢ikmistir (Burroughs ve ark., 1960; Perry ve ark., 1966 ve
Theurer ve ark., 1963). Hem bu sonuclar hem de ruminant beslemede enzim
kullaniminin neden oldugu yiiksek maliyetler ruminat yetistiriciliginde enzim

kullaniminin sekteye ugramasina yol agmustir. Son yillardaki teknolojik ilerlemeler
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ve biyoteknolojik yontemlerle enzimlerin ¢ok daha ucuza mal edilebilmesi, ruminant

beslemede enzim kullanimina tekrar vesile olmustur (Clarkson ve ark., 2001).

Ruminant beslemesinde kullanilan enzimler mikrobiyal fermantasyon
triinleridir. Bununla birlikte, yem katki maddesi olarak hayvansal {iretimde
kullanilan ticari enzimler normalde bu amag¢ i¢in 6zel olarak {iiretilmemislerdir.
Bunlar genelde gida, kagit, tekstil, enerji ve kimya endiistrisi gibi alanlarda
kullanilan enzimlerdir (Bhat ve Hazlewood, 2001). Ancak katki maddesi olarak silaj
yapiminda kullanilan 6zel iiretim enzimler de bulunmaktadir (Feng ve ark., 1996).
Ruminant beslemede en ¢ok fibrolitik enzimler (seliilaz, hemiseliilaz ve ksilanaz)
kullanilmaktadir. Bunu amilazlar ve peptitazlar izlemektedir. Eksojen enzimler,
yemdeki hiicre duvari unsurlarin1 ve sindirimi giic maddeleri pargalamak icin ya
besleme Oncesi yeme ilave edilerek ya da yemle verilerek ruminal ve post-ruminal

sindirimi tesvik etmek amaciyla kullanilmaktadir (Eisenreich, 2008).

Bugiin i¢in ruminant beslemede kullanilan enzimlerin yemdeki besin
maddelerinin sindirilebilirligini artirmak i¢in kullamildigr goriilmektedir. Sunulan
yiiksek lisans tezinde kullanilan lizozim enziminin ise etki mekanizmasi ve kullanim
amaci diger eksojen enzimlerden tamamen farklidir. Lizozim, hayvansal iiretimde
kullanim1 yasaklanmis iyonofor grubu antibiyotiklerde oldugu gibi antimikrobiyal
ozellige sahiptir. Bu nedenle antibiyotiklere alternatif olabilirliginin test edilmesi

amagclanmustir.

Rusitec sistemde ruminal etkileri arastirilan lizozimin dozu Biswas ve ark.‘in
(2016) yaptiklar1 arastirma temel alinarak ayarlanmistir. Biswas ve arkadaglari, bu
tez caligmasinda oldugu gibi konsantre yem agirlikli besleme rejiminde (%80
konsantre, %20 kaba yem) 24 saate kadar inkiibasyonun gerceklestirildigi in vitro
rumen denemesinde 1 gram substrat icin 2 000, 4 000 ve 8 000 Unite s1vi1 lizozim
dozlarinin etkilerini arastirmiglardir. Arastiricilar inkiibasyonu 100 mL rumen
stvisinda gerceklestirmislerdir. Elde ettikleri bulgular sonucunda da daha sonraki
caligmalar i¢in daha yiiksek dozlarda denemelerin yapilmasini onermislerdir. Bu
bilgiler 15181nda, bizim yiiksek lisans tezimizde kullanilan Rusitec fermenterlerdeki

rumen sivist hacmi (750 mL) ve inkiibe edilen deneme yemi (substrat) miktar

28



(toplam 10 gram) g6z Oniinde bulunduruldugunda Biswas ve ark.‘in denedigi
dozlarin 7,5 ila 10 katinin kullanilmasinin gerektigi anlagilmaktadir. Bu baglamda
sunulan tez c¢alismasinda sivi lizozimin 10 000 ve 50 000 U/L dozlar

degerlendirilmistir.

Sunulan tez ¢alismasinda 10 000 ve 50 000 U/L dozlarinda lizozim ilavesi
rumen pH’sinda istatistiksel bir degisiklik olugturmadi. Ancak tiim deneme siirecinde
ve tiim gruplarda Rusitec fermenterlerinde Olgililen pH degerleri saglikli rumen igin
bildirilen fizyolojik sinirlar (6,0-7,0) igerisindeydi. Konuyla alakali tek ¢alisma olan
Biswas ve ark.‘in (2016) yaptig1 24 saatlik basit in vitro inkiibasyon denemesinde, 2
000, 4 000 ve 8 000 U/100 mL dozlarinda (1 gram substrat i¢in) sivi lizozim
uygulamalarinin rumen fermantasyonu iizerine etkileri incelenmistir. Arastiricilar
inkiibasyonun 6. ve 12. saatlerinde pH’da herhangi bir farklilik gozlemlememisler,
ancak 24. saatte 4 000 ve 8 000 U dozlarinda rumen pH’sinda yiikselme
kaydetmislerdir. Bununla birlikte bu yiiksek lisans tezinde kullanilan tampon
soliisyonun (suni tiikiiriik) oldukga giiclii tamponlayici etkisinin olmasinin, ruminal
fermantasyon siirecinde biiylik miktarlarda asit son iirlinlerin olusmadigr da goz
onlinde bulunduruldugunda, rumen sivisindaki kiigiik pH dalgalanmalarini

maskeleyebilecegi diistiniilmelidir.

Bu tez calismasinda test edilen iki farkli lizozim dozu da toplam UYA, asetik,
propiyonik ve biitirik asit iiretimlerinde istatistiksel bir degisime yol agmamustir.
Bununla birlikte yiiksek doz grubunda (50 000 U/L) ad1 gecen tiim bu kisa zincirli
yag asitlerinin liretim miktarlarinda sayisal bir artis géze carpmaktadir. Biswas ve
ark. (2016) 24 saatlik in vitro inkiibasyon sonrasinda toplam UYA
konsantrasyonunun sadece 8 000 U dozunda, asetik asit konsantrasyonunun 4 000 ve
8 000 U dozlarinda, propiyonik asidin ise 2 000, 4 000 ve 8 000 U dozlarinda
arttigimi  bilirmiglerdir. Bizim c¢alismamizda oldugu gibi biitirik asit lizozim
uygulamalarindan istatistiksel olarak etkilenmemistir. Ugucu yag asitleri ruminantlar
icin biiylik onem tagimaktadir. Ciinkli ruminant giinliik enerji ihtiyacinin yaklagik
%75’ini bu asitler ilizerinden karsilamaktadir (Faverdin, 1999). Bununla birlikte
ucucu yag asitleri profili bakimindan besi ve siit sigir1 beslemesindeki hedefler

birbirinden farkhidir. Ciinkii her iki tip yetistiricilikte rumen mikrobiyal
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fermantasyonun arzu edilen son {riinleri birbirinden farkhidir. Besi sigiri
beslemesinde UYA’lar arasinda 06zellikle propiyonatin rumende daha fazla
tiretilmesi, siit si8ir1 beslemesinde ise asetat ve biitiratin daha fazla iiretilmesi arzu
edilir (Duffield ve Bagg, 2000; Ipharraguerre ve Clark, 2003 ve McGuffey ve ark.,
2001). Asetat ve biitiratin aleyhine rumende mikroorganizmalarca biiyiik miktarlarda
propiyonat {retilirse siit yagi olumsuz etkilenir ve bu durumda siitgiiliik

isletmelerinin karlilig1 azalir (DiLorenzo, 2010).

Tez calismasinda, giinliik tretimleri gaz kromatografik yontemle OSlgiilen
UYA’lar iizerinden stekiometrik olarak metan gazi iiretim miktari hesaplanmistir.
Test edilen lizozim dozlarinin hi¢ birisi ruminal CHy iiretimini istatistiksel olarak
etkilememistir. Benzer sekilde Biswas ve ark. (2016) 2 000 ve 4 000 U lizozim
uygulamalarinin metan gazi Uretimini 6, 12 ve 24 saatlik in vitro inkiibasyon
sonrasinda istatistiksel olarak degistirmedigini bildirmislerdir. Ancak bu
arastirmacilar 8 000 U dozunda lizozim uygulamasinin 6. ve 12. saatlerde CHy4

konsantrasyonunu degistirmedigini sadece 24. saatte diislirdliglinli rapor etmislerdir.

Rusitec fermenterlerindeki rumen sivisinin mililitresindeki toplam protozoon
sayist ne 10 000 ne de 50 000 U/L dozundaki lizozim ilavelerinden etkilenmistir.
Biswas ve ark. da (2016) artan miktarlardaki lizozim uygulamalarindan ne rumen
bakterileri ve metanojenlerin ne de rumen protozoonlarinin etkilendigini

bildirmislerdir.

Rumen mikroorganizmalari i¢in ortamda yeterince enerji ve azot mevcudiyeti
elzemdir. Mikroorganizmalarin azot ihtiyacini karsilayacak ve maksimal gelisimini
garanti altina alacak NH3-N konsantrasyonu in vitro sistemler i¢in 1 mmol/L
(Schaefer ve ark. 1980) ve 5,3 mmol/L (Komisarzcuk ve Durand, 1991) arasinda
bildirilmistir. Bu tezde, yaklasik %12 ham protein iceren konsantre yeme ilaveten
fermenterlere tampon soliisyonla fermenterlere gonderilen giinlik 5 mmol/L
miktarinda azot rumen mikroorganizmalarin kullanimina sunulmustur. Lizozim
ilavesinin yapilmadigi kontrol fermenterlerinde NH3-N konsantrasyonun yaklasik 9,5
mmol/L  0Olgiilmesi bu arasgtirma kapsaminda rumen mikroorganizmalarinin

gereksinim  duyduklart azotu karsilayabildiklerini = gdstermektedir.  Sunulan
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arastirmada, yiiksek doz lizozim uygulamasi sonrast NH3;-N konsantrasyonunda
istatistiksel olarak yiikselme belirlenmistir. Rumende yiiksek NH3-N konsantrasyonu
teorik olarak genellikle artmis proteolizis, rumen duvarindan azalmis absorpsiyon,
ruminal sivi  donglisiinde (liquide turnover rate) yavaslama ve rumen
mikroorganizmalarinca daha az NH3;-N kullannomina bagl sekillenebilmektedir
(Holler ve ark., 1983). Bu tez calismasinda kullanilan in vitro sistemde rumen
duvarindan emilim ve azalmig s1vi dongiisti artmis NH3-N konsantrasyonunun sebebi
olamaz. Rusitec sistemde artmigs NH3-N konsantrasyonu fermenterlerdeki rumen
stvilarinda artmis proteolizise ve/veya rumen mikroorganizmalarinin diisiik NH;3-N
kullanimina bagl olabilir. Tez kapsaminda 6l¢iimii yapilan rumen parametrelerine
bakildiginda ruminal fermantasyonda c¢ogu kez istatistiksel olmayan ama
stimiilasyona meyleden bir durum goze c¢arpmaktadir. Buradan bu ¢alismada
belirlenen yiiksek NH3-N konsantrasyonunun rumen mikroorganizmalarinin diisiik
NH;-N kullanimindan degil (bdyle bir durum ruminal fermantasyon baskilansaydi
gozlenebilirdi) artmis protein yikimindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Keza
lizozim 129 aminoasitten olusan bir polipeptitdir ve biiyiikk olasilikla rumen
mikroorganizmalarinin yiiksek hidrolitik aktivitesi nedeniyle rumen kosullarinda
yikima ugramaktadir. Biswas ve arkadaglari da (2016) benzer sekilde 8 000 U
lizozim 1ilavesinin in vitro ruminal inkiilbasyonun 6. saatinde NH;3-N

konsantrasyonunu artirdigini bildirmislerdir.

Rusitec sistemde 48 saat inkiibasyona birakilan yem maddelerinin kuru
madde sindirilebilirlikleri lizozim ilave edilmeyen kontrol grubu ile
karsilastirlldiginda test edilen her iki lizozim dozundan da istatistiksel olarak
etkilenmemistir. Ancak, diisiik ve yiiksek doz lizozim gruplar1 arasinda istatistiksel
fark belirlenmis, yiiksek doz grubunda kuru madde sindirilebilirligi diisik doz
grubuna kiyasla daha diisiik dl¢iilmiistiir. Iki uygulama arasindaki bu farkin sebebini
aciklamak oldukca giictiir ve biyolojik bir 6neminin de olmadig diisiiniilmektedir.
Literatiirde lizozimin rumen metabolizmasina etkilerinin arastirildigi tek caligma
olan Biswas ve ark.‘imin (2016) yaptig1 aragtirmada da bu tez g¢alismasindaki
bulgulara benzer sekilde artan dozlardaki lizozim uygulamalari yem kuru madde ve

organik madde sindirilebilirliklerinde istatistiksel bir fark olusturmamastir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu yiiksek lisans tezinde, lizozim enziminin 10 000 ve 50 000 U/L dozlarinin
%20 kaba yem, %80 konsantre yemden olusan bir deneme yeminin ruminal
mikrobiyal fermantasyonu iizerine etkileri uzun siireli bir rumen simiilasyon yontemi
olan Rumen Simiilasyon Teknigi ile arastirilmistir. Lizozim enzimi her iki dozda da
ruminal fermantasyonun temel parametreleri olan pH, toplam ugucu yag asidi, asetik,
propiyonik ve biitirik asitlerin gilinliikk {iretim miktarlari, metan gazi {iretimi,
protozoon sayist ve kuru madde sindirilebilirligi tizerine olumlu bir etki yapmamustir.
Lizozimin 50 000 U/L dozu ruminal NH3-N konsantrasyonunda yiikselmeye neden
olmustur. Bu bulgular lizozimin rumen ortaminda etkisini gosteremedigine isaret
etmektedir. Lizozimin neden oldugu NH;-N konsantrasyonundaki artis rumendeki
giiclii hidrolitik aktivite neticesinde rumen mikroorganizmalar1 lizozimi substrat

olarak kullanip sindirdigine isaret etmektedir.

Lizozim, dogal ve giivenilir bir antimikrobiyal madde olarak yemlik
antibiyotiklere alternatif olabilme potansiyeline sahip adaylar arasinda
bulunmaktadir. Ancak rumen gibi ¢etin sartlarin hiikiim stirdiigii, (pH, anaerobik
ortam, ozmatik basing, giiclii hidrolitik aktivite, vs.) bircok mikroorganizmanin bu
cetin sartlar nedeniyle kolonize olamadig: (probiyotik mikroorganizmalarin her giin
yemle verilmesinin gerekli oldugu) ve mikroorganizmalar arasinda siddetli rekabetin
yasandig1 rumen ortaminda, stabilitesini koruyarak etkisini gosterebilecek lizozim
preparatlarinin biyoteknolojik yontemlerle gelistirilmesi gelecek i¢in umut verici

goriilmektedir.
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OZET

Lizozimin rumen mikrobiyel fermantasyonu iizerine etkilerinin rumen

simiilasyon teknigi (RUSITEC) ile arastirilmasi

Diisiik molekiil agirlikli bir protein olan lizozim (1, 4-B-N-asetilmuramidaz), gram
pozitif bakterilerin hiicre duvar peptidoglikan tabakasindaki N-asetilmuramik asit ve N-
asetilglukozamin molekiilleri arasindaki glikozidik baglar1 kopararak bakteri hiicresinde
O0lime yol agmaktadir. Bu c¢alismanin amaci, lizozim enziminin rumen mikrobiyal
fermantasyonu iizerine etkilerini Rumen Simiilasyon Teknigi yardimiyla belirlemektir.

Rusitec cihazinda gercek hacimleri 750 mL olan dokuz adet fermenter kullanildi.
Her bir fermenterde 2 g arpa samani ve 8§ g konsantre yemden olusan bir substrat inkiibe
edildi. Calisma 12 giin siirdii. Alt1 glinliik bir adaptasyon fazindan sonra lizozim enzimi 0, 10
000 ve 50 000 U/L dozlarinda ilgili fermenterlere ilave edildi. Lizozimin her iki
konsantrasyonu da ruminal pH, toplam ve bireysel ucucu yag asitleri (asetik, propiyonik ve
biitirik asitler) iiretimi, metan {iretimi, protozoon sayisi ve kuru madde sindirilebilirligini
istatistiksel olarak etkilemedi. Kontrol fermenterleri ile karsilastirildiginda, lizozimin 50 000
U/L dozu NH;-N konsantrasyonunu istatistiksel olarak yiikseltti (p < 0,05).

Aragtirmadan elde edilen bulgular, lizozimin ruminal mikrobiyal fermantasyon
lizerine minimal diizeyde etki ettigine, ruminal ortamdaki yogun proteolitik aktivite
karsisinda korunmasiz olan lizozimin hizla inaktive olup rumen mikroorganizmalarinca
sindirildigine isaret etmektedir.

Anahtar Sozciikler: Fermantasyon, in vitro, Lizozim, Rumen, Rusitec.
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SUMMARY

Effects of Lysozyme on Rumen Microbial Fermentation Using Rumen

Simulation Technique (RUSITEC)

Lysozyme (1,4-B-N-acetylmuramidase) is a low-molecular-weight protein and
cleaves the glycosidic linkage between the N-acetylmuramic acid and N-acetylglucosamine
in the peptidoglycan component of gram positive bacterial cell walls, which leads to
bacterial cell death. The aim of this study was to investigate the effects of lysozyme on
rumen microbial fermentation using the RUmen SImulation TEChnique (Rusitec).

The rusitec apparatus was equipped with nine fermentation vessels, each with a
nominal capacity of 750 mL. Each fermentation vessels received daily 2 g barley straw and 8
g concentrate. The study lasted 12 days. After an adaptation period of six days, lysozyme
was added to the respective fermentation vessels at levels of 0, 10 000 or 50 000 U/L. Both
levels of lysozyme had no effect on ruminal pH, the production of total and individual
volatile fatty acids (acetate, propionate, and butyrate), methane production, total protozoa
number and dry matter digestibility. However, the addition of 50 000 U/L lysozyme
increased (p < 0,05) NH;-N concentration when compared with the un-supplemented control
vessels.

These results indicated that lysozyme had only minor effects on the rumen microbial
fermentation. Under the ruminal conditions, the strong proteolytic activity rapidly
inactivated unprotected lysozyme and rumen microorganisms probably digested the supplied
lysozyme as an additional substrate.

Keywords: Fermentation, In vitro, Lysozyme, Rumen, Rusitec.
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