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ONSOZ

Ruminantlar ekonomik olarak 6nem teskil eden et, siit, yiin ve deri gibi
trlinlerin esas kaynagini olusturmaktadirlar. Bitki karbonhidratlarindan seliiloz,
diinya tizerindeki organik madde miktarinin yarisindan fazlasinmi teskil etmektedir.
Tek tirnaklilar ve ruminantlar hari¢, diger canlilarda selilloz ¢ok az miktarda
sindirilebilmekte veya hi¢ sindirilememektedir. Ruminantlar seliilozu ve protein
olmayan azotlu bilesikleri degerlendirebildiklerinden besin zincirinde oldukca
onemli bir rol oynamaktadirlar. Ruminantlarin bu yetenegi sindirim kanallarina
yerlesmis ve konakla simbiyotik bir iliski kurmus olan mikroorganizmalardan ileri
gelmektedir. Mikrobiyel sindirim 6zellikle rumen adi verilen ozellesmis mide
boliimiinde gerceklesmektedir. Rumen ekonomik olarak olduk¢a O©nemli bir
sistemdir. Rumende mikroorganizmalar fermantatif faaliyette bulunmakta ve bu
faaliyetler sonucu olusan {iriinler, ruminant tarafindan kullanilmakta ya da
mikroorganizmalarin metabolik faaliyetlerine (iireme, mikrobiyel protein sentezi)
harcanmaktadir. Mikroorganizmalarin fermantasyonu sonucu olusan ugucu yag
asitleri hayvanin enerji ihtiyacinm1 biiylik oranda karsilayabilir. Rumende iireyip
cogalan mikroorganizmalar ise sindirilmis besin parcalariyla abomasuma ve ince
bagirsaklara gelerek sindirim enzimleri ile parcalanip ruminant i¢in protein ve

vitamin kaynagi olurlar.

Yemle alinan diisiik kaliteli proteinler daha kaliteli olan mikrobiyel proteine
cevrilerek hayvanin yararlammma sunulmaktadir. Ozellikle diisiik proteinli
rasyonlarla beslenen hayvanlarda, proteinin kalitesi mikrobiyel proteine doniiserek

artmakta ve bu durum hayvan sahibine ekonomik olarak katki saglamaktadir.

Ruminal fermantasyon sirasinda olduk¢a fazla enerji kaybi meydana
gelmektedir. Mikrobiyel fermantasyon sonucu olusan metan gazi, atmosfere

verilmekte ve bu sekilde yem ile aliman enerjinin bir kismi (%2-12)
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kaybedilmektedir. Metan ile kaybedilen enerji hem ekonomik hem de ekolojik agidan
sorunlara yol agmaktadir. Metan gaziin kiiresel 1sinmada rolii olduk¢a yiiksektir.
Hayvanin yem ile aldig1 proteinler mikroorganizmalar tarafindan amonyaga kadar
yikimlanmakta ve amonyak karacigerde iireye doniistiiriilmektedir. Urenin bir kism
ruminohepatik azot dongiisline katilirken bir kismi da idrarla atilmaktadir. Disari
atilan Ttre ile birlikte hayvan normalde degerlendirebilecegi azot kaynagini

kaybetmektedir.

Ruminal fermantasyon sonucu olusan metan olusumu ve azot kaybini en aza
indirmek ve hayvanin yemden yararlanmasini artirmak dolayist ile ekonomik olarak
hayvandan yararlanabilmeyi artirmak icin yem katki maddeleri bilim insanlari
tarafindan arastirilmaya baslanmistir. Antibiyotik kokenli biiylime uyaricilar1 ruminal
fermantasyonda, yem katki maddesi olarak gerek ucucu yag asidi (UYA) profilini
iyilestirmek, gerekse protein ve protein olmayan azotlu bilesiklerden (NPN)
yararlanim agisindan ve metan olusumunun azaltilmas: amaciyla etkin bir sekilde
kullanilmiglardir. Ancak antibiyotiklerin kalinti birakma ve antibiyotik direnci
olusturma riski tartismalara sebep olmus ve 1 Ocak 2006 tarihinden itibaren Avrupa
Birligi'ne iiye ilkelerde yasaklanmistir (Yasa No: 1831/2003/EC). Tirkiye’de ise
antibiyotiklerin yem katki maddesi olarak kullanimi 21 Ocak 2006 tarihinden
itibaren yasaklanmistir (Resmi Gazete: Sayi: 26056). Antibiyotiklerin yem katkisi
olarak kullanimi yasaklandiktan sonra bilim insanlar1 daha giivenli yem katki
maddelerine  yonelmislerdir. Bu katki maddeleri igerisinde probiyotikler,
prebiyotikler, maya ve mantarlar, fitokimyasallar, saponinler, taninler, eterik yaglar,
iyonik olmayan siirfektanlar, hidrojen prekiirsorleri, organik asitler ve ekzojen

enzimler sayilabilir.

Bitkilerden elde edilen ikincil metabolit iiriinler (eterik yaglar, saponinler ve
taninler) tibbi alanda uzun yillardir kullanilagelmistir. Fitokimyasallar ruminant
beslemede de oldukga ilgi goren bir konu olmakla birlikte son yillarda cesitli bitki
ikincil metabolitleri iizerinde ¢aligsmalar artmistir. Fitokimyasallardan eterik yaglar,

bitkinin ¢esitli kisimlarindan elde edilen, kokulu ya da kokusuz bilesiklerdir. Eterik
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yaglarin kapsami oldukga genistir ve heniliz rumene etkileri arastirilmamis birgok

eterik yag ve eterik yag bileseni bulunmaktadir.

Kapsaisin, ac1 biberin 6zellikle plasenta kisminda bulunan ve aci bibere aci
lezzetini veren temel maddedir. Yapilan arastirmalar kapsaisinin Gram pozitif ve
negatif bakteriler ilizerinde antibakteriyel etkinlige sahip oldugunu gdstermistir.
Kapsaisinin rumen {izerine etkilerinin incelendigi sinirli sayida calisma vardir.
Tirkiye, diinya acibiber iiretiminde {iist siralardadir ve act biberin fabrikasyonu
sirasinda her yil binlerce ton acibiber atigi olusmaktadir. Ozellikle biberlerin
kullanilmayan kisimlarinda (6rnegin: plasenta) kapsaisin  yogun miktarda
bulunmaktadir ve sal¢a fabrikalarindaki aci biber atiklari arasinda bitkinin bu
kisimlar1 bolca bulunmaktadir. Bu atiklarin iceriginde bulunan kapsaisin miktar1 géz
Online alindiginda aci1 biber atiklarindan elde edilecek yeni {irlinlerin
degerlendirilmesi iilke ekonomisi ve disa bagimliligi azaltmak acisindan oldukca

onemlidir.

Bu doktora tezinde kapsaisinin artan dozlarinin, konsantre yem agirlikli
besleme sartlarinda ve farkli ruminal pH kosullarinda rumen mikrobiyal
fermantasyon iizerine etkileri, Rusitec sistem ile belirlenmis ve kapsaisinin ruminal
etkileri, iyonofor grubu bir antibiyotik olan monensin ile karsilagtirilmigtir. Bu

baglamda asagidaki su hipotezler test edilmistir.

Ho: Kapsaisinin incelenecek rumen mikrobiyal fermantasyon parametreleri

lizerine etkisi yoktur.

Hi: Kapsaisinin incelenecek rumen mikrobiyal fermantasyon parametreleri

izerine (pozitif ve/veya negatif) etkisi vardir.

Oncelikle proje konusunu segerken bana yardimci olan ve galismamin her

asamasinda bana destek olan, bilgi ve deneyimleri ile yol gosteren danigsman hocam
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1. GIRIS

1.1. Rumenin Genel Ozellikleri ve Ozel Bir Ekosistem Olarak Onemi

Evrimsel iliskili ¢ikarimlarin yani sira, bazi erken yasam metabolizma tiplerinin
belirlenmesine izin veren kiikiirt izotoplar1 ve hidrokarbon molekiilleri, yasam
hakkinda en bilgilendirici kanitlar1 sunmaktadir. Bilim insanlarinin yaptigi
aragtirmalar ile kiikiirt izotoplar1 ve hidrokarbon molekiillerinden elde edilen
verilerin 1g1ginda, hayatin muhtemelen 3,8 milyar yi1l 6nce Diinya'da mevcut oldugu,
modern metabolizma tipine sahip mikroorganizmalarin 3,45 milyar yil, 6karyotlarin
ise yaklasik olarak 2,7 milyar yil kadar eski bir ge¢cmise sahip oldugu sonucuna
varilabilir (Buick, 2002). Diinya, ilkel bir gezegenken atmosferinde hidrojenin hakim
oldugu bilinmektedir (Lemmon, 1970). Dolayisiyla ilkel zamanda yasayan
mikroorganizmalarin anaerobik metabolizmaya tabi olduklar1 sonucu ¢ikarilabilir.
Yetiskin  bir insan sindirim sisteminde yaklasik olarak 10'3-10'* kadar
mikroorganizma bulunmaktadir ve insanlarin g¢esitli viicut yiizeyleri ve
gastrointestinal kanallar1 10'* kadar prokaryotik ve oOkaryotik mikrobiyal hiicre
tarafindan kolonize olabilmektedir (Gill ve ark., 2006 ve Savage, 1977). Yine
yetiskin bir insanin kolonu incelenecek olursa 1 gram igerik basina 10'! bakteri
hiicresi diistiigii gozlenebilir. Bu bakteriler hemen hemen 400 farkli tiire aittir
(Raskin ve ark., 1997). Evcil hayvanlarin sindirim kanalinda ise milyarlarca
mikroorganizma yasamaktadir. Rumen, mikroorganizmalarin ideal ekosistemleri
arasinda ilk sirada yer almaktadir. Uzerinde en ¢ok ¢alisilan ekosistemlerden biri
olan rumen igerisinde gram igerik basma 10'! kadar 200 farkli c¢esit bakteri
gozlenmistir. Silyali protozoonlar 10%-10%g kadar ve 25 farkli tiirde karsimiza
cikarken, flagellali protozoonlar rumende daha az bulunmaktadir. Anaerobik mantar
tiirleri gram icerik basina 10°-10° kadar ve 5 farkl tiir olarak karsimiza cikar. Son
olarak bakteriyofajlar, genis morfolojik gesitlilikte gram icerik basina 107- 10° kadar
goriilmektedirler (Mackie ve ark., 2000).



Viicut icerisinde konaklayan mikroorganizmalar, Diinya lizerinde yasamakta
olan ve cesitli ¢evresel faktorlere maruz kalan mikroorganizmalara kiyasla daha
korunakli bir yasam siirmektedirler. Hayvanin salgiladigi sindirim salgilar1 ve
savunma mekanizmalar1 i¢ ortamin degismez tutulmasina olanak saglayip, zararl
olabilen yabanci mikroorganizmalarin yerlesmesine karst da ortami korumaktadir
(Hungate, 1966). Ozellikle canlilarm sindirim kanali konak¢1 mikroorganizmalarin
korunmasi anlaminda biiyilk 6nem tasimaktadir. Mikroorganizmalarin sindirim
sisteminde yerlestigi kisimlar hayvan tiirtine gore farklilik gostermektedir. Bu
hayvanlar fermantasyonun oldugu boélgeye gore 6n mide ve kalin bagirsak
fermenterleri olarak ikiye ayrilirlar. Rumen ve retikulum ad1 verilen 6zellesmis mide
kompartmanlarina sahip hayvanlarda mikrobiyel sindirim yapilmaktadir. Kalin
bagirsak fermenterleri olarak adlandirilan hayvanlarda ise mikrobiyel sindirim kalin
bagirsakta gerceklesmektedir. Kalin bagirsak fermenterleri de sindirimin
gergeklestigi bolgeye gore farklilik gostermekte ve sekum ya da kolon fermenterleri

ismini almaktadir (Boliikbasi,1989; Hume ve Sakaguchi, 1991 ve Ley ve ark., 2008).

Diinya lizerindeki toplam biyokiitlenin yaridan fazlasini seliiloz teskil eder.
(Kuenzle ve Jenny, 1979). Ancak bu devasa organik enerji kaynagi seliillaz enzimine
sahip olmamalar1 nedeniyle insanlar ve diger memeli hayvanlar tarafindan
degerlendirilemez. Evrim siireci iginde ruminantlarin sindirim sisteminde 6n mideler
gelismis ve buraya bakteriler, protozoonlar ve mantarlar yerleserek anaerobik
sartlarda  selillozu  ruminantin  degerlendirebilecegi UYA  gibi iirilinlere
doniistiirmiislerdir (Oztiirk, 2003). Bu sekilde konak olan ruminant hayvan ile
konak¢1 durumundaki mikroorganizmalar arasinda 6nemli bir is birligi kurulmustur
(Hungate, 1984). Ruminantlar enerji gereksinimlerinin %75’ine kadar olan kismin
UYA ile karsilarlar (Faverdin, 1999). Rumende {iireyip ¢ogalan mikroorganizmalar
kimusla abomasuma ve ince bagirsaklara gelerek sindirim enzimleri ile pargalanip
hayvan igin protein ve vitamin kaynagi olurlar. Ozellikle B ve K vitamini sentezleme
yetenegine sahip mikroorganizmalar sayesinde ruminantlar vitamin ihtiyacinin biiyiik

kismini karsilayabilirler (Mackie ve ark., 2000 ve Yokoyoma ve Johnson, 1988).



Iyi muhafaza edilmemis yemlerde kiif ve mikotoksin olusmasi riski vardir ve
ruminantlar yemlerle birlikte bu bilesenleri de sindirim sistemlerine alirlar. Bu toksik
bilesenleri elimine etmede yine ruminantin sindirim sisteminde kolonize olmus
mikroorganizmalar gorevlidir (Yiannikouris ve Jouany, 2002). Rumene yerlesmis
mikroorganizmalar, alian besinlerin biyolojik degerliliklerini artirmalarinin yani
sira bazi besinlerin 0Ozellikle yiiksek kaliteli protein ile beslenen hayvanlarda
proteinlerin degerlendirilmesini azaltmaktadirlar. Ancak diisiik kaliteli protein iceren
yem ile beslenen hayvanlarda, yem ile alinan diisiik kaliteli proteinler ve azotlu
bilesikler, mikrobiyel protein denilen daha kaliteli ve yararlanma orani yiiksek
proteinlere cevrilmektedir. Oyle ki ince bagirsaga kadar gecip hayvanin
metabolizmasina katilan aminoasitlerin %90’1m1 mikrobiyal protein olusturmaktadir

(Russell ve Rychlik, 2001).

Rumende mikroorganzimalarin ihtiyaci olan kosullar (besin, sicaklik, pH, vb.)
ruminant tarafindan saglanir, fermantasyon firiinleri ortamdan uzaklastirilir ve bu
sayede mikrobiyal fermantasyon i¢in ideal bir ortam olusturulur. Rumen ortamina
giin boyunca ruminantin gezdigi alanlardan, suluk ve yemliklerden, temas ettigi her
tirlii ortamdan zararli veya yabanci mikroorganizmalar gelmektedir. Ancak rumen
belli bir pH ve redoks potansiyeline sahip oldugundan bu mikroorganizmalarin
rumen igerisinde iireyip gelismesi onlenmektedir. Rumende anaerobik kosullar
fermantasyon sirasinda olusan karbondioksit, metan ve hidrojen gibi gazlar
tarafindan korunur. Tiiketilen yem igerisine hapsolmus oksijenin bir kismi rumen
icinde bulunan fakiiltatif anaeroblar tarafindan alinir ve boylece anaerobiozis devam
ettirilir (Kamra, 2005). Bu durum rumen ortaminin stabilitesini korumasin1 ve
mikrobiyel fermantasyonunun belli sinirlar dahilinde devam etmesini saglamaktadir.
Ayni zamanda hayvanin aldigi yeme gore rumen ekosistemi ve icerisindeki
mikroorganizmalar ortama uyum saglamaktadir. Rumen i¢ ortami degisikligi pH,
tampon sistemler, sicaklik, anaerobiozis gibi faktorler ile simirlanir ve minimum

diizeydedir (Kamra, 2005).



Parcaciklarin ve sivilarin rumenden gegislerindeki farklilik fermantasyonun
niteligini etkiler. Fermantasyon sonunda olusan iiriinlerin bir kismi1 absorbe edilir ya
da siv1 fazla birlikte bagirsaklara gecerken, fermantasyon sonucu olusan gazlar ise
ruktus ile atilir. Biiyiik pargaciklar ise pargalanana kadar rumende kalir. Alinan
yemin rumenden diger boliimlere gecmesi i¢in partikiil biiyiikliigiiniin 1200 pm’den
kiicik olmast gerekmektedir (Martz ve Belyea, 1986). Rumende normal
fermantasyon 260-340 mOsm/I’de gergeklesir. Ancak silaj ve pelet yemle
beslemeden 5-6 saat sonra bu deger 350-400 mOsm/I’ye yiikselebilir. Ozmotik
basing 350 mOsm/1’yi asti§1 zaman nigasta ve lif sindirimi sekteye ugrayabildigi gibi,
ruminasyon da bozulmaktadir (Dehority, 2004 ve Owens ve Goetsch, 1988).

Ruminal pH, besinlerin fermantasyona katilmalarinda elzem bir Oneme
sahiptir. Besin alimina ve ¢esitli faktorlere bagli olarak en sik degisim gosteren
parametre pH’dir (Hungate, 1966). Rumende normal pH 6,4-7,2 arasinda
degismektedir. Hizli fermente olabilen karbonhidratlarca zengin yem ile beslenen
ruminantlarda rumen pH’s1 5’in altina diismektedir (Krause ve Oetzel, 2006).
Ozellikle beslenmeden sonra gergeklesen mikrobiyel fermantasyon sonu agiga ¢ikan
UYA, karbondioksit, laktik asit gibi {riinlerin birikmesi ile rumen pH’s1
diismektedir. Rumen pH’s1 normal sinirlari arasia tiikiiriigiin tamponlama 6zelligi
ve rumen epitelinin, asitligin arttigi durumlarda adaptasyona ugrama kabiliyeti
(epitel hiicrelerin proliferasyonu ve farklilasmasi) sayesinde getirilir (Steele ve ark.,
2011). Yetiskin bir sigirda giinliik tiikiiriik salgis1 75-200 1 arasindadir (McDougall,
1948). Tikiirik beraberinde fosfat ve bikarbonat iyonlarimi1 bol miktarda tasir ve

rumendeki asitlerin tamponlanmasini iistlenir (Dehority, 2004).

Sicaklik da reaksiyonlarin hizi i¢in 6nemlidir ve rumende ideal sicaklik 38-
42°C’dir. Bu sicaklikta mikroorganizmalarin optimal diizeyde aktivite gosterdigi
bildirilmistir. Ruminantlarda yem alimindan sonra rumendeki fermantasyon

neticesinde sicaklik bir miktar yiikselmektedir (Hungate, 1966).



Rumen ortamindaki mikroorganizmalarin biiyiik ¢ogunlugunu anaerob
mikroorganizmalar olusturmaktadir. Bu ylizden rumende oksijenden fakir bir ortamin
devam ettirilmesi  6nemlidir. Redoks potansiyeli, ortam anaerobizminin
anlasilmasinda 6nemli bir indikatordiir. Rumende redoks potansiyeli Dehority (2004)
ve Owens ve Goetsch (1988)’e gore -250 ile -450 mV arasindadir. Clarke (1977) ise
redoks potansiyelini -150 ile -350 mV olarak bildirmistir. Rumendeki anaerob
mikroorganizmalara oksijensiz ortam gerektigi gibi anaerob mikroorganizmalar da
bulunduklar1 ortamdaki organik maddeleri (karbondioksit, doymamis yag asitleri,
nitratlar ve siilfatlar) indirgeyerek metan, doymus yag asitleri, amonyak ve siilfiir
olusturmakta ve ideal redoks potansiyelinin devamliligina katki saglamaktadirlar
(Owens ve Goetsch, 1988). Anaerob kosullarin devamliligi ayn1 zamanda fakiiltatif
anaerob bakteriler tarafindan da saglanmaktadir. Fakiiltatif anaeroblarin avantaji
ortama besinler, yutulan hava ve rumen epitelinden difiizyonla giren oksijeni
tilkketerek anaerob kosullarin devamini saglamaktir. Fakiiltatif anaerob bakteriler bu
sebeple rumen duvarina tutunarak yasamaktadir, boylece oksijen girisinin kan
dolagimi ile en fazla oldugu duvarda islevlerini siirdiiriirken yem ile gelen oksijene

de miidahele edebilirler (Church, 1976).

Rumen hacmi de beslenmeye ve tiirlere gore degisim gostermektedir. Lifli
yemlerle beslenen ruminantlarda rumen hacmi, liften yoksun yemlerle
beslenenlerden daha fazladir. Erigkin koyunda rumen sivi hacmi 5,3 1 veya viicut
agirhiginin %13 idiir. Sigirda ise rumen sivi hacmi 48 1 veya viicut agirlhiginin %15-
21’1 kadardir. Rumende fermantasyon sonucu ¢esitli gazlar olusur bunlarin dagilimi
diyetin 6zelliklerine gore degismekle birlikte %65 COz2, %27 CHa, %7 N2, %0,6 Oz,
%0,2 H2 ve %0,01 H2S seklindedir (Owens ve Goetsch, 1988).



1.2. Ruminal Sindirimin Diizenlenmesi

1.2.1. Diyet icerigi

Diyetle alinan besinin yapisi, rumendeki mikroorganizmalarin tiirlinii, sayisini
ve aralarindaki iliskiyi degistirecek niteliktedir. Ornegin lifli yemler seliiloz
yoniinden zengin yemler olmalarinin yaninda ayni1 zamanda ¢6ziinebilir sekerleri orta
diizeyde icerirken nigastadan fakirdirler. Bundan dolay: seliilolitik ve sakkarolitik
bakteriler bu tiir diyetle beslemelerde daha aktiftir. Seliilolitik ve sakkarolitik
bakterilerin fermentatif aktivitesi sonucu asetik asit iiretimi daha fazladir. Yiiksek
nisasta iceren diyetlerde ise bakteriyel populasyonda amilolitik bakterilerin orani
diger bakterilere nazaran daha yiiksektir. Bu tiir beslemede propiyonat miktar1 artar
(Owens ve Goetsch, 1988). Rasyonun dagilimi (kaba yem:konsantre yem orani),
yemin son hali ve olgunluk donemi, yemin hasat zamani, hayvan tiirii, yemlere
uygulanan 1sitma, 1slatma, Ogiitme ve benzeri islemler ve yem katki maddeleri

mikrobiyel popiilasyonu etkiler (McAllister, 2000 ve Ozel ve Sarigigek, 2009).

1.2.2. Ruminal Gec¢is ve Ruminasyon

Ruminantlarda beslenme aliskanliklar1 tiirden tiire degismektedir. Alinan
yemin niteliklerinin degismesi ve yem alma davranislarinin farkliligi rumende kat1 ve
s1vi kisimlarin gegis hizimi etkilemektedir (Clauss ve Lechner-Doll, 2001 ve Lechner
ve ark., 2009). Kat1 yemin rumende alikonulma siiresi koyunlarda sigirlara nazaran
daha kisa olmakla birlikte 58 ile 65 saat arasinda degismektedir (Bartocci ve ark.,
1997). Ruminal gecis kiigiik ruminantlarda, biiyiiklere nazaran her zaman daha
hizlidir (Nsahlai ve Apaloo, 2007). Bu durum genellikle kiigiik ve biiyiik
ruminantlarin ¢igneme aktivitelerindeki farkliliga baglanmaktadir. Yem materyalinin
¢ignenme orani arttikca ruminal geg¢is hizi, kiigiilen partikiil miktarinin artmasina
bagli olarak hizlanmaktadir. Ortalama c¢igneme miktarlarina bakildiginda koyunda

ortalama dakikada 80-100 defa ¢igneme goriiliirken, sigirda bu miktar dakikada 40-



60 kadardir (Parra, 1978). Son yillarda ruminal gegis hizinin intraruminal papilla
ozelliklerine de bagli oldugu bildirilmektedir (Clauss ve ark., 2009). Otlayicilar (s1g1r
ve koyunlar) ve tarayicilar (antilop ve kegi) arasinda papilla olusumu bakimindan
farkliliklarin oldugu bulunmustur. Otlayicilarin rumen papillalart uzun ve kalinken,
tarayicilarin papillalar1 ince ve kisadir. Uzun papillalar yemin tutulumunu
artirdiklarindan dolay1 yemin alikonulma siiresi otlayanlarda daha fazla olmaktadir.

(Clauss ve ark., 2009).

Yemin rumende alikonulma siiresi ve ruminal gegisi etkileyen sebeplerden bir
digeri ise yem alim miktaridir. Fazla yem yenilmesi genellikle kati yem maddelerinin
ruminal gecisinin azalmasiyla son bulmaktadir (Barboza ve ark., 2000).
Konsantre:kaba yem dagilim yiizdeleri de ruminal gecisi etkileyen sebepler
arasindadir. Kaba yemden zengin beslemelerde sivi ve partikiil gecis oram
artmaktadir (Moyo ve Nsahlai, 2018). Konsantre yemden zengin rasyon igerigi ile
beslenen ruminantlarda rumen sivisinin seyreltilmesi azalmaktadir (Evans, 1981 ve
Poore ve ark., 1990). Otlayan hayvanlar, kaba yemi tarayici hayvanlara nazaran daha
fazla tiiketmektedirler. Kaba yem igerigi arttiginda kat1 ve sivi kisimlarin rumende
agirliklart dolayisiyla ¢okmeleriyle tabakalagma olugmaktadir. Konsantre yemin
taneciklerinin daha kiigiik olmasindan kaynakli tabakalasma yapmadigi bilinmektedir
(Tschuor ve Clauss, 2008). Rumende olusan bu tabakalagma sivi akisini ve dolayh
olarak da ruminal gegisi artirmaktadir. Dolayis1 ile otlayan hayvanlarda sivi
maddelerin ruminal gecisi tabakalasma olusumuna bagli olarak artmaktadir

(Hofmann, 1989).

Ruminantin bulundugu ortamin sicakligi da ruminal gecisi etkilemektedir.
Kennedy ve ark. (1985), ortam sicaklig1 21°C’den 0°C’ye diisiirtildiigiinde rumende
kat1 yemin ortalama alitkonulma zamaninda %21°lik bir azalma goézlemlemislerdir.
Bu durum hayvanlarin soguktan dolayr daha fazla hareket etme ihtiyaci
hissetmelerinden miitevellit, cesitli viicut kisimlarinin hareketine baglanmistir.
Rumenin civarindaki diger organlarin artan faaliyetleri ve hareketlilikleri ise rumen

hareketlerini dolayli olarak artirmaktadir (Kennedy ve Murphy, 1988). Laktasyon ve



gebelik de ruminal gecisi etkilemektedir. Laktasyonda veya gebe koyunlarda, diger
koyunlara nazaran ruminal sivi ve kati gegisi yiiksek bulunmustur (Gunter ve ark.,

1990).

Ruminantlarda 6n midelerdeki yem maddelerinin daha fazla 6giitiilmek iizere
agiza getirilmesi ruminasyon olarak bilinmektedir ve bu olay retikulum ve rumen
mukozasindaki reseptorlerin mekanik olarak uyarilmasiyla baslatilir. Ruminasyon,
regurgitasyon, remastikasyon, resalivasyon ve redeglutasyon olarak dort boliimde
incelenir. Regurgitasyon, glottis kapaliyken soluk alinmasi halinde intrapleural
basincin azalmast ve buna bagli olarak rumendeki igerigin O6zofagusa ters
peristaltikle gecmesi olarak agiklanmaktadir. Regurgite edilen bolus agiza ulasgtiktan
sonra remastikasyon ve resalivasyona maruz birakilir. Iyice ¢ignenen besinler tekrar
yutulur (redeglutasyon) ve bes saniye sonra yeni bir ruminasyon dongiisii baglar

(Reece, 2012).

Ruminasyon, lifli yemlerde her zaman konsantre yemlerde oldugundan daha
fazladir. Ruminasyon arttikga tiikiiriik iiretimi ve rumen igeriginin tiikiiriik ile
tamponlanmasi artar. Konsantre besin igerigi ile ¢igneme ve gevis getirme siireleri
azalirken rumene giren tiikiiriik miktar1 da azalir (Leek, 2004; McAllister, 2000 ve

Owens ve Goetsch, 1988).

1.2.3. Bakteriler ve Asitlik

Asitlik, konsantre yemle beslenen sigirlarin rumeninde her zaman daha
fazladir. Rumen pH’s1 diistiikce amilolitik ve aside tolerans gosteren bakteriler
artarken seliilolitik bakteriler azalir. Ruminal pH 7’den 5-5,5 arasma diistiigiinde
rumen bakterilerinin ¢cogunun gelisimi baskilanir (Leek, 2004 ve Owens ve Goetsch,
1988). Rumen mikroorganizmalarmin hiicre membranlart H* ve OH" iyonlarinin
gecisine kismen izin verirken, laktik asitin gegisini sinirlandirmaktadir. Ancak laktik

asit ve bazi maddeler hiicre membrani bozuldugunda ya da bir sebeple zarar



gordiigiinde zar gegebilir ve proton tetikleyici giicti degistirirler. Proton tetikleyici
giic ATP olusumundan sorumludur. Asitlik degisince iyon konsantrasyonu ve hiicre
gecirgenligi degisebilir. Bu da ATP iiretimini onler. Laktik asit gibi cogu asit pH
diistiiglinde mikroorganizmalarin sayica artmasina engel olur ve bu etkileri asitlik
arttikca artar. Bunun sebebi iyonize olmayan formdaki asidin hiicre membranina
daha kolay tutunmasindan kaynaklanir (Owens ve Goetsch, 1988). Rumen pH’sini
degistiren iki temel bakteri grubu vardir. Bunlar seliilozu sindiren seliilolitik ve
nisastay1 sindiren amilolitik bakterilerdir. Lifli maddelerin sindirimi ¢ogunlukla pH:
6,0-6,2’de gerceklesirken, nisasta sindirimi i¢in daha asidik ¢evre sartlar1 (pH: 5,2-
6,0) gerekmektedir (Ozel ve Saricicek, 2009).

Konsantre yemlerin fermantasyonu bazen oldukga hizli gergeklesir ve fazladan
tiretilen asit, rumen pH’sii1 4,0 civarma diistiriir. Seliilolitik bakteri ve protozoonlar
pH’nin aniden 6,0’ya diistiigii durumlarda inhibe olurlar. Konsantre ve kaba yemlerin
karigik olarak verildigi durumlarda rumende lif sindirimi azalir. Kaba yemden
konsantre yeme ani gecislerde ya da yem pargaciklarinin ¢ok kii¢iik oldugu
durumlarda mikrobiyel popiilasyon kararsiz hale gelebilir. Bu sartlar altinda rumende

laktik asit birikir ve aside dayanikli bakteriler baskin hale gelir (McAllister, 2000).

1.2.4. Karbonhidratlarin Fermantasyonu

Cogu ruminantta temel besin kaynagi kaba yemlerdir. Kaba yemden kasit
genelde cayir otlaridir. Otlarda bulunan temel besinler yapisal karbonhidratlar olup
bitkinin desteklenmesinden sorumludur (Moore ve Hatfield, 1994 ve Nafikove ve
Beitz, 2007). Kaba yemleri olugturan hiicreler yapisal olarak farklidir. Hiicre duvari
kalindir ve seliiloz polisakkaritleri, hemiseliiloz matriksi i¢inde gémiilii vaziyettedir.
Seliiloz B-1,4 glikoz bagl polisakkarittir (Leek, 2004). Seliilozu ¢evreleyen pektin,
rumende Bacteroides succinogenes, Bacteroides ruminicola, Bacteroides fibrisolvens
ve bazi protozoonlar tarafindan parcalanir. Pektin hidrolizi i¢in metilesteraz ve

poligalakturonidaz olmak iizere iki enzim gereklidir. Bu enzimler pektini



galakturonik aside, metil esterlerine ve diger sekerlere indirger (Fahey ve Berger,
1988). Otsu bitkiler gelistikce saglamligi artar, hemiseliilozlar c¢apraz baglar
olusturarak daha da yogunlasir ve bitki hiicresinin polifenolik kismindaki lignin-
karbonhidrat kompleksleri olarak da bilinen {i¢ boyutlu yapiya baglanirlar. Bu
sebeple bitkilerin enzimatik hidrolizi daha da zorlagir (Laureano-Perez ve ark.,
2005). Pektin hiicre i¢i yapisal bir polisakkarit olup biiyiik oranda galakturonik asit
olmak iizere galaktoz ve arabinozdan olusur. Sadece mikroorganizmalarda ve
bitkilerde bulunan seliilaz, hemiseliilaz, pektinliyaz ve fruktosanaz enzimleri 3-1,4
baglarin1 hidrolize etmek icin gereklidir. Sadece mikroorganizmalar ve bazi
omurgasizlar seliiloz ve hemiseliilozu sindirebilirken lignin neredeyse hi¢ sindirilmez
(Lynd ve ark., 2002; Soest ve Robertson, 1977 ve Willats ve ark., 2001). Kaba ve
konsantre yemler birbirinden igerdikleri karbonhidrat miktar1 ydniinden
ayrilmaktadirlar. Kaba yemlerde kuru maddenin %60’ 11 yapisal karbonhidratlar
olustururken, konsantre yemlerde yapisal olmayan karbonhidratlar ayni oranda
bulunmaktadir (Leek, 2004). Glikoz, dokular i¢in ana enerji kaynagi olmakla birlikte
aynt zamanda meme bezlerinde laktoz sentezi i¢in gereklidir (Nafikov ve Beitz,
2007). Ruminantlarda diyetle alinan karbonhidratlarin  ¢ogu  rumende
mikroorganizmalar tarafindan fermantasyona ugratilmaktadir ve sadece %5-20

kadar1 ince bagirsaktan emilmektedir (Huntington, 1997).

Karbonhidratlarin fermantasyonu sonucu ugucu yag asitleri olusur. Bunlardan
en Onemlileri asetik asit, propiyonat ve butirattir. Ugucu yag asitleri ruminant i¢in
birinci derecede enerji kaynagidir (Nafikov ve Beitz, 2007 ve Russell ve ark., 1992).
Asetik asit ve biitirik asit Ozellikle fazla iiretildiklerinde siit yagi ve viicut yagi
olusumuna katilmalarindan dolay1 énemlidir. Beden kitlesinin artirilmasini saglamak
amaciyla ruminanti disaridan ekstra yag ile beslemek, eger asetik asit diizenli bir
sekilde fazla miktarlarda tiretiliyorsa gereksizdir. Viicut yagi endojen asetik asit i¢in
esas kaynagi olusturmaktadir (Hungate, 1966). Yirmi dort saat a¢ birakilan
koyunlarda kullanilan asetik asit miktarinin %43-46’s1 rumen disindaki endojen
kaynaklardan gelmektedir (Lindsay ve Ford, 1964). Propiyonat glikoneogenezde

kullanilabilir, fakat propiyonat:asetat oraninin ¢ok artmas siit yaginda azalmaya yol
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acmaktadir. Fermantasyonun hizli oldugu durumlarda {iretimi artan laktat ise kan
glikozuna c¢evrilebilir ancak siirekli artmasi ruminal asidoza ve timpaniye sebebiyet
vermektedir (Russell ve ark., 1992). Rumende olusan izobutirik asit ruminantin
glikoz kaynaklarindan biridir ancak izovalerik asidin bdyle bir islevi

bulunmamaktadir (Menahan ve Schultz, 1964).

Glikoneogenez, domuzlarda neonatal evrede, gevis getiren hayvanlar i¢in
yenidogan ve yetiskin evrelerinde son derece onemlidir, ¢linkii bu hayvanlarda
toplam glikoz swrasiyla %70, %75 ve %90 kadariyla glikoneogenezden
saglanmaktadir (Donkin ve ark., 2005; Duee ve ark., 1996 ve Young, 1977).
Glikoneogenez yem alimindan hemen sonra baslamaktadir ve propiyonat, valerat,
aminoasitler, laktat ve gliserolden glikoz iiretilmesi ruminantlarda olduk¢ca onem

tagimaktadir (Leng, 1970 ve Young, 1977).

Fermantasyon genelde iic asamada incelenir; birinci asamada, bitki
polisakkaritleri hidrolize olur ve kendi yap1 taslari olan monosakkaritlere (glikoz,
ksiloz ve pentoz) doniisiir. Daha sonra monosakkaritler fruktoz 1,6-difosfata
dontstiirtiliir. Fruktoz 1,6-difosfat olusumunda seliiloz ve nisasta, glikoz iizerinden;
fruktozanlar, fruktoz iizerinden; hemiseliiloz ve pektin ise ksiloz iizerinden

metabolize edilirler (Sekil 1.1.) (Coleman ve Laurie, 1977).

Ikinci asamada, anaerobik oksidasyon gerceklesir ve fruktoz 1,6-difosfat,
piruvata doniistiiriiliir. Uglincii asamada, piruvat fermantasyon son iiriinlerine
(format, asetat, butirat ve propiyonat) donistiiriiliir. Biitirat, B-OH biitirat iizerinden
tiretilir. Propiyonat, okzaloasetik asit ve siiksinat iizerinden olabilecegi gibi laktat ve
akrilat iizerinden de %30 civarinda {retilir. Olusan UYA ayni zamanda
mikroorganizmalarin kendi aminoasitlerini sentezlemesi i¢in kalip olusturur.
Transaminasyon islemi ile birlikte fermantasyondan saglanan enerji ile UY A sentezi

tamamlanir (Sekil 1.1.) (Leek, 2004 ve Noziére ve ark., 2010).
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KARBONHIDRATLAR

Nigasta  Seliiloz Hemiseliiloz Pentoz
/ / \\ Déngiisii
Glikoliz |/ /a . . _—> Riboz 5-
Gliseraldehid 3 Pentoz fosfat
Heksoz = fosfat é// l |
l Fruktoz 6 fosfat Asetil i
Fosfenolpiriivik Asit Fosfat | Anabolizma
""\l\._“ I
Piriivik asit - Oksaloasetik asit
Asetil CoA
Co, ASETAT Propionil CoA
Piriivik asit
Asetil CoA LAKTAT  siiksinik Asit Oksaloasetil asit
[\ S |
\d \ UYA \:i J’ Metanogenez
ASETAT  BUTIRAT PROPIYONAT CO,+4H, > CH,+2H,0

Sekil 1.1. Karbonhidratlarin rumende fermantasyonu (Ungerfeld, 2020).

1.2.4.1. Seliillozun Fermantasyonu

Bitkisel hiicre duvar1 bilegenlerinin mikrobiyel sindirimi ekzojen ve endojen
faktorlerce belirlenir. Ekzojen faktorler arasinda bitkisel epidermisin saglamligi
onemlidir. Bu durumda mikroorganizmalar bitkiye yapisarak bitkisel bilesenleri daha
gii¢ sindirebilecektir. Endojen faktorler arasinda ise polisakkaritlerin yapisi énem arz
eder. Ornegin sindirilebilirligi etkileyen en onemli faktor bitkinin lignifikasyon
derecesidir. Lignifikasyonun artmast sindirilebilirligi kisitlayan énemli bir faktordiir.
Seliilozun amorf ve kristal yapilarinin sindirilebilirlikleri arasinda ise kayda deger bir
farkin olmadig1 belirlenmistir (Martens ve ark., 2000). B. succinogenes’e seliiloz
kristali bakimindan zengin rasyonlar1 tiiketen ruminantlarin rumeninde daha fazla
rastlanmaktadir. Bakterinin seliillozu sindirebilmesi i¢in onunla fiziksel degide
bulunmasi gerekmektedir ve bu tutunma selilloz sindiriminde elzem rol
oynamaktadir (Aurilia ve ark., 2000 ve Fahey ve Berger, 1988). Seliilolitik

bakterilerin metabolizmalar1 yavas oldugundan seliillozun fermantasyonu da yavastir.
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Rumende en ¢ok rastlanilan seliilolitik bakteriler asagidaki gibi siralanabilir (Russell

ve Rychlik, 2001).

* Bacteriodes succinogenes
* Ruminococcus albus

* Ruminococus flavefaciens

Protein sentezi icin seliilolitik bakteriler aminoasit kaynagina gerek
duymamalarina ragmen amonyaga ve izoasitlere ihtiya¢ gdsterirler. Izoasitler bitki
proteinlerindeki dallanmis aminoasitlerin deaminasyonuyla olusur. Seliilolitik ve
metanojenik mikroorganizmalar1 igeren karma populasyonlar karbondioksit, metan
ve UYA {iretimine yol acarlar. Seliiloz fermantasyonu sonucu agiga ¢ikan UYA’nin
oran1 yaklasik olarak %75 aseatat, %15 propiyonat ve %10 biitirat seklindedir
(Annison ve Lewis, 1959 ve Leek, 2004).

1.2.4.2. Nisastanin Fermantasyonu

Nisasta, ¢oOziiniir karbonhidratlara benzer sekilde, yiiksek oranda
fermantasyon {riinlerine doniisiir ve sindirilmeyen kisim ¢ok diisiik diizeydedir
(Hungate, 1966). Diyet ile alinan nisasta ya rumende mikrobiyel sindirime ugrayarak
UYA’lara cevrilir ya da glikoz seklinde ince bagirsakta sindirilir (Van der Poel ve
ark., 2005). Nisastadan zengin beslemelerde, rumende asitlik, propiyonat miktar1 ve
bazen de bunlarla birlikte biitirat da artar (Reid ve ark., 1957 ve Donefer ve ark.,
1963). Propiyonik asidin yiiksek oldugu durumlarda metan olusumu fermantasyon
son lirlinlerinin yaklasik %9’una karsilik gelmektedir (Hungate, 1966). Propiyonik
asidin bu sekilde fazlaca artmasi indirgeyici H2 iiretiminin azalmasiyla dogru
orantilidir ve bu yolla metan iiretimi kisitlanir. Seliilolitik bakterilerin aksine
amilolitik bakterilerin fermantasyon hizlar1 daha yiiksek, sayisal artis siireleri daha

kisa ve aktif olduklar1 pH degeri daha diisiiktiir (Leek, 2004). Rumende en ¢ok
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rastlanilan amilolitik ve dekstrinolitik bakteriler asagidaki gibi siralanabilir (Hungate,
1966).

* Bacteriodes amylophilus

* Streptococcus bovis

* Succinimonas amylolytica

* Succinivibrio dextrinosolvens

Bu bakteriler nisastanin sindirilmesinde elzem Onem tasirken ruminal

protozoonlar da nisasta sindiriminde rol oynamaktadir. Ozellikle tahil agirlikh
beslenen ruminantlarda protozoonlar nigasta sindirimi {izerine iki sekilde etki
edebilir: Rumen fermantasyon oranlarin1 azaltmak iizere bakterileri fagosite ederek
ya da nigasta taneciklerini ve ¢Oziiniir sekerleri fagosite ederek. Protozoonlar nisasta
kaynaklarinin bakteriler tarafindan fermantasyona erisimini bu sekilde azaltarak
nisasta sindirimini etkilemektedir. Rumende siliyali protozoonlarin varliginda nisasta
sindirimi azalmakla kalmayip ince bagirsaga kaymaktadir. Yiiksek nem igerigiyle
bilinen musir ve kuru dar ile beslenen koyunlarin rumeninden protozoonlar
uzaklastirildiginda ruminal nisasta sindiriminin oraninin ve derecesinin arttig1

gbzlenmistir (Cerrilla ve Martinez, 2003 ve Mendoza ve ark., 1993).

1.2.5. Proteinlerin Fermantasyonu

Rumende protein ve aminoasitlerin yikimlanmasi hayvancilikta oldukga biiyiik
ekonomik kayba yol agmaktadir. Yiiksek miktarda amonyak iireten bakteriler (Hyper
Ammonia Producing Bacteria-HAP) ise 6zellikle aminoasit deaminasyonuna sebep
olmakla birlikte protein fermantasyonundan biiyiik oranda sorumludurlar (Flythe ve
Kagan, 2010). Rumende proteinlerin yikimi da seliillozun yikimina olduk¢a benzer.
Proteolitik mikroorganizmalar ekstraselliiler proteazlar salgilamakta ve proteinleri
peptid ve aminoasitlere parcalamaktadirlar (EI-Shazly, 1952). Proteinlerin
yikimlanmasi tamamlandiginda rumen mikroorganizmalar1 ortamdaki peptit ve
aminoasitleri kullanarak amonyak iiretmektedirler (Bach ve ark., 2005). Rumen

bakterileri {liretilen amonyagin bir kismini kullansa da kalani kan dolagimiyla
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karacigere geger. Karacigerde iireye doniistiiriilen amonyak, ruminahepatik azot
dolagimina katilir (Flythe ve Kagan, 2010). Protein par¢alanmasindan hemen hemen
tiim rumen bakterileri sorumlu olsalar dahi 6zellikle HAP bakterileri proteinlerin
deaminasyonuna filogenetik olarak daha yatkindir (Brock ve ark., 1982; Krause ve
Russell, 1996 ve Nugent ve Mangan, 1981). En iyi bilinen HAP bakterileri
Clostridium  sticklandii,  Peptostreptococcus  anaerobius ve  Clostridium
aminophilum’dur (Attwood ve ark., 2006; Chen ve Russell, 1988; Chen ve Russell,
1989; Flythe, 2009 ve Paster ve ark., 1993). Rumende proteinlerin yikimi,
mikroorganizmalarin bu yikim sonucu olugan {iiriinlerini kullanma kapasitesinden
fazladir (Attwood ve ark., 1998). Bu durum fazladan iiretilen amonyagin rumenden
emilip karacigere ge¢mesine sebep olur. Karacigerde lireye ¢evrilen amonyagin bir
kism tiikiiriikle rumene salgilanip ruminohepatik azot dongiisiine katilirken, bir
kismi da idrarla disar1 atilir (MacRae ve Ulyatt, 1974). Bu durum hayvan tarafindan

yemle alinan azotun verimsiz sekilde kullanilmasina yol acar.

Amonyak mikrobiyel protein sentezi i¢in Onemli bir substrattir. Mikrobiyel

protein sentezi i¢in asagidaki sartlar gereklidir (Leek, 2004):

1- Yeterli miktarda a-ketoglutorat bulunmalidir.

2- Karbon iskeleti lizerine amino gruplarmin da eklenebilmesi
i¢in ortamda uygun UY A’nin bulunmasi gerekir.

3- Enerjinin saglanmasi amaciyla diyetle birlikte kolay fermente

olabilir karbonhidratlar alinmig olmalidir.

Mikrobiyel protein esansiyel aminoasitleri yeterince icerdiginden biyolojik
degeri yiiksek kaliteli proteindir. Bakteriyel azotun %50-65°1 ve protozoal azotun
%31-55"1 rumen amonyagmdan elde edilir (Ozel ve Sarigigek, 2009). Mikrobiyel
proteinin yaklasik yarisini protozoal protein olusturur (Owens ve Zinn, 1988). Bu
yilizden protozoonlarin sayisini azaltmak proteoliz miktarini da bir nebze azaltacaktir

(Leek, 2004).
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1.2.6. Yaglarin Fermantasyonu

Ruminant diyetlerinde yaglar biiylik bir yer kaplamasa dahi ozellikle tane
yemlerle ve konsantre yemlerle birlikte her giin bir miktar bitkisel yag ruminant
tarafindan alimmaktadir (Garton, 1969). Lipid metabolizmas: 6zellikle siit yaginin
olusumu i¢in O6nemlidir (Hungate, 1966). Hayvanin yemle aldigi doymamis yag
asitleri rumende hidrojenize olarak doymus yag asitlerine doniismektedir (Reiser ve
Reddy, 1956). Bitki kloroplastlarinin yapisinda bulunan lipidler de rumen
mikroorganizmalar1 tarafindan hidrojenize edilebilirler. Bu yolla yeme ilave edilen
ham yagla birlikte yem maddeleri igerisindeki yag da hidrojenizasyona tabi tutulmus
olur (Hungate, 1966 ve Wright, 1959). Hidrojenizasyona tabi olan yaglarin kimyasal
yapist degismektedir. Rumen mikroorganizmalar1 yag molekiillerini yag asitlerine ve
gliserole parcalamaktadirlar (Wright, 1961). Gliserol ise rumen bakterileri (6zellikle
Selenomonas, Anaerovibrio ve Peptostreptococcus suslarl) tarafindan fermente
edilmektedir (Hobson ve Mann, 1961). Tek mideli hayvanlarda yaglarin sindirimi ve
emilimi ince bagirsakta gergeklesmektedir, ancak ruminantlarda yag sindirimi
oldukega farkli bir boyuttadir. Rumene girdigi anda lipidler mikrobiyal lipaz enzimi
tarafindan hidrolize ugramaktadir. Serbest yag asitleri daha sonra hidrojenizasyona
tabi tutulmakta ve stearik asit agiga ¢ikmaktadir. Mikrobiyal yag sentezinde de agiga
cikan yag asitleri kullanilmaktadir. Mikrobiyel yag igerisindeki stearik asit yemdeki
yag bilesiminden oldukga farklidir. Yemdeki yag bilesenleri linoleik ve linolenik asit

bakimindan daha zengindir (Harfoot ve Hazlewood, 1997).

Protozoonlar ruminal yag metabolizmasinda 6nemli bir role sahiptir ve uzun
zincirli doymamig yag asitlerinin ortamdan emilmesini saglayarak onlar1 kendi
iclerinde hapsetmekte ve bdylece hidrojenasyondan korumaktadirlar (Leek, 2004).
Siit ve serumdaki yag asitlerinin ¢ogu, bakteri ve protozoonlarda da bulunur (%7
mikrobiyel biyokiitle) ve bir dereceye kadar siit yag asitleri, serumun yag asidi
bilesimini yansitir (Hungate, 1966 ve Williams ve ark., 1963). Protozoonlar
rumenden gectikten sonra ince bagirsaklarda sindirime ugrarlar ve ruminant i¢in

onemli bir uzun zincirli doymamis yag asiti kaynagi olustururlar (Leek, 2004).
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Ruminal fermantasyon modifiye edilerek asetik asit olusumu artirildig: takdirde siit
yagini ve viicut kitlesini artirmak amaciyla yeme ekstradan yag eklemek fazla 6nem

teskil etmemektedir (Hungate, 1966).

1.2.7. Rumende Vitaminlerin Sentezi

Rumen mikroorganizmalar1 ruminant i¢in 6nemli vitamin kaynagi olarak da
hizmet goriir. Bu vitaminler arasinda suda eriyen B vitamin kompleksleri, C vitamini
ile yagda eriyen K vitamini sayilabilir. Bununla birlikte rumen gelisimi tam olarak
tamamlanmadigindan buzagi ve kuzular bu vitaminleri diyetleriyle birlikte almak
zorundadir. Bazi istisnai sartlarda yetiskin ruminantlarda tiamin (B1) ve kobalamin
(B12) yetersizlikleri s6z konusu olabilir. Tiamin yetersizligi ozellikle aniden
karbonhidratca zengin rasyonlara gegme durumlarinda ya da bakteriyel tiaminazlar
nedeniyle olabilmektedir. Kobalamin yetersizligi ise ruminantin yeterince kobalt

alamamasi durumunda goézlenir (Breves ve Leonhard-Marek, 2000).

1.2.8. Fermantasyon Son Uriinlerinin Akibeti

Karbonhidrat fermantasyonu sonucu miktarca en fazla olusan son {iriinler
asetik, propiyonik ve biitirik asittir. Bunun disinda n-butirik, isobutirik, formik ve
valerik asitler de az miktarda olusur (Mangold, 1931). Besleme sekli ugucu yag asidi
profilini etkileyebilmektedir. Nigastadan zengin yemlerle beslemede propiyonik
asitte, proteinden zengin yemlerle beslemede asetik, propiyonik ve butirik asit
yaninda izoasitler ve valerik asit miktarinda artis olur (Leek, 2004). Uretilen ugucu
yag asitlerinin ¢ogu 6n mide duvarindan emilir. UYA’larin emilim hizlar1 ruminal
pH diistiigiinde ve UY A zincir uzunlugu arttiginda artar (Doreau ve Chillard, 1997).
Rumen duvarindan emilen asetik asitin az miktar1 keton cisimciklerine ¢evrilirken,
biiylik bir kism1 degismeden portal sistem iizerinden karacigere nakledilir. Asetik asit
metabolizmasindaki ilk reaksiyon asetik asidin asetil CoA sentetaz enzimiyle asetil

CoA’ya doniismesidir. Karacigere ulasan asetik asidin %80’1 oksidasyona girmez ve

17



cevresel dolagima verilir. Bu asetik asidin biiylik kismi1 ise TCA siklusuna girer ya da
yag asidi sentezinde kullanilir. Asetik asit ayn1 zamanda ruminantlarda viicut yaginin
sentezlenmesinde de gerek duyulan UY A’lardandir (Bergman, 1990 ve Bloeman ve

ark., 2010).

Rumen epitelinden emilen propiyonatin %30’u laktik aside g¢evrilirken geri
kalan1 portal dolagima katilir. Propiyonat ayni zamanda glikoneogenezde kullanilir.
Karacigere ulasan propiyonik asitler okside olur ya da glikoza c¢evrilir. Portal ven

kanindaki laktik asidin kaynagi da propiyonik asittir (Meller ve ark., 1997).

Butirik asit, rumenden emilirken ¢ogu keton cisimciklerine ¢evrilir. Bu keton
cisimciklerinin %80’den fazlas1 B-hidroksi butirik asittir. Geri kalan1 ise asetoasetik
asit ve asetondur. B-hidroksi butirik asit kaslarda okside olarak yag asidi sentezine
katilir (Fahey ve Berger, 1988 ve Jenkins, 1993). Butirik asit rumen epiteli i¢in asetik
ve propiyonik asitten daha onemli bir enerji kaynagidir (Kristensen, 2005), ayni
zamanda rumen epiteline olan mitotik etkileri dolayisiyla rumenden UYA’larin
uzaklagtirilmasina katkida bulunup fazla asit olusumunu ve pH’da gerceklesen

diisiisleri engellemektedir (Lopreiato ve ark., 2020 ve Mentschel ve ark., 2001).

Belirli bazi amilolitik bakteriler nisastanin pargalanmasi sirasinda diger
UYA’lar yaninda laktik asit de tiretirler (Hernandez ve ark., 2014). Normalde laktik
asit diisiik oranda bulunur. Bunun sebebi sekonder bakterilerin laktik asidi kullanarak
propiyonik asit tiretmeleridir (Johns, 1951). Laktik asit diger UYA’lara gore daha
giiclii bir asit oldugundan ruminal pH’y1 ¢ok hizli bir sekilde diisiirebilir (Hernandez
ve ark., 2014 ve Leek, 2004). Rumende iiretilen laktat, asetik asit, propiyonat ve
butirat’a doniisebilmektedir. Rumende olusan propiyonatin biiyiik bir kismindan
laktat sorumludur. Siit ineklerinin rumeni igerisine biylik miktarlarda laktat
verildiginde biitirat ve propiyonat oranlarinin arttig1 gézlenmistir (Counotte ve Prins,

1981; Ekern ve Reid, 1963 ve Montgomery ve ark., 1963).
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Rumene giren maddelerin fermantasyonu ve metabolize olmasi sirasinda gesitli
gazlar da yan iirlin olarak olusur (Bengelsdorf ve ark., 2013). Fermantasyon sonucu
rumende Uretilen baslica gazlar karbondioksit (%60-70) ve metandir (%30-40). Azot,
hidrojen ve oksijen ¢ok az miktarda ve kisa siireligine bulunabilir. Karbondioksit,
karbonhidratlarin ve aminoasitlerin deaminasyonu sirasinda; metan ise metan iireten
arkeler tarafindan karbondioksitin indirgenmesiyle olusur (Reece, 2012). Hidrojen
silfir varligr siilfatlarin indirgenmesinden ve siilfiir igeren aminoasitlerden
kaynaklanir (Hungate, 1966). Hidrojen gazi normalde ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
bulunur, ancak ani ve fazla miktarda konsantre yem verildiginde fermantasyonun
hizlanmasina bagli olarak miktar1 artabilir (Leek, 2004). Ancak konsantre yemden
zengin beslenen ruminantlarda rumende propiyonik asit miktar1 da artmaktadir ve
propiyonik asit yapiminda ise hidrojenler kullanilmaktadir. Ruminal fermantasyon
sirasinda rumene verilen hidrojen atomlari, propiyonik asit liretimine katildigindan
dolay1 metan olusumunda 6nemli yere sahip H' iyonlar1 azalmaktadir ve dolayisiyla
metan olusumu da diismektedir (Broudiscou ve Lassalas, 1991 ve Johnson ve

Johnson, 1995).

Amonyak, diyetle alinan proteinlerin deaminasyonundan, protein olmayan
azotlu bilesiklerden (NPN), kan ve tiikiiriikkten gelen ve rumene geri donen iirenin
hidroliziyle, mikrobiyel proteinlerin yikimlanmasiyla olusur (Bach ve ark., 2005 ve
MacRae ve Ulyatt, 1974). Yeterli karbonhidrat ve UY A miktar1 saglanirsa amonyak,
mikrobiyel protein sentezine katilir. Protein sentezine katilmayan amonyak ise
ruminal pH normal smnirlar igerisindeyken rumen duvarindan emilir (Flythe ve
Kagan, 2010). Amonyagin pKa degeri 9’dur (Leng ve Nolan, 1984). Henderson-
Hasselbalch denklemi’ne gore pH degeri 6 ve 7 arasinda ise amonyak iyonize formda
olacak ve hiicre zarmin lipid katmanindan geciste zorlanacaktir. Rumen
boslugundaki amonyak miktar1 arttik¢a ve pH yiikseldikge amonyagin emilimi de
artmaktadir. Aksine pH diistiikce limendeki amonyak miktarina baglh kalmaksizin
amonyak emilimi azalmaktadir (Gértner ve Engelhardt, 1964 ve Hogan, 1961).
Bakteriler aktif olarak amonyak ve azotu kullanabilirken, protozoonlar bunu

yapamaz (Bach ve ark., 2005 ve MacRae ve Ulyatt, 1974). Amonyak azotu rumen
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bakterileri tarafindan salinan glutamin sentetaz (GS) ve glutamat dehidrojenaz
(GDH) isimli iki enzim sayesinde karbonla birlesir. Yiiksek amonyak
konsantrasyonlarinda  amonyagin  ortadan  kaldirilmasi  GDH  sistemiyle
gerceklestirilir. Ancak diisiik konsantrasyonlarda GS yolu daha yaygin olarak
kullanilir. Ciinkii GS’nin amonyak azotuna daha fazla affinitesi vardir. Amonyagin
rumen duvarindan emilimi amonyak azot konsantrasyonu ve pH'ya baghdir. Ure ile
zenginlestirilirmis yemler rumen pH’sim yiikseltir, bu da amonyak emilimini artirir

(Leek, 2004 ve Owens ve Zinn, 1988).

Azotun bir kismu siirekli olarak ruminohepatik azot dongiisii ile rumene geri
doner. Rumene geri donen azot miktar1 diyetle alinanin %10-15'idir (Owens ve Zinn,
1988). Rumen duvarindan emilen amonyak vena porta ile karacigere ulasir ve zehirli
olmasindan dolay1 iireye doniistiiriiliir (amonyak detoksifikasyonu) (MacRae ve
Ulyatt, 1974). Ure kan dolasimiyla tiikiiriik bezlerine, oradan da rumene veya
dogrudan difilizyonla rumen duvarindan rumen lumenine ulagir. Rumende mikrobiyel
iireazlar ile amonyak ve karbondioksite ayrisir. Tiikiiriik salgisiyla rumene gelen iire
miktar1 plazmadaki iire konsantrasyonuyla orantilidir. Genellikle tiikiirtikteki tire
miktar1 plazmadaki miktarin %65°1 kadardir (Breves ve Leonhard-Marek, 2000). Bu
koruyucu mekanizma ruminantin diisiik azot igerikli yemlerle hayatta kalmasina
yardim eder. Plazmadaki iirenin %23-92’si sindirim kanalina geri tasinir. Azot
aliminin azalmasi bu geri doniisiimiin miktarini artirir. Defaune edilmis hayvanlarda
amonyak azotunun rumen sivisindaki konsantrasyonu faunali hayvanlarda
oldugundan daha azdir. Bunun sebebi protozoonlarin neden oldugu protein yikiminin
ortadan kalkmasi ya da bakteriler tarafindan artmis amonyak kullanimiyla ilgilidir

(Owens ve Zinn, 1988).

1.2.9. Metan (CH4) Olusumu

Rumen metabolizmasi sonucu fermantasyon gazlari olusur, bu gazlarin %50-

60’1 CO2 ve %30-40’1 ise metandir. Oz, H2, H2S ve CO iz miktarda olusur. Azot (N2)
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ve bir kisim oksijen atmosferik havadan kokenini alir ve fermantasyon gazi olarak
kabul edilmez. Karbondioksit dncelikle, piruvatin dekarboksilasyonu, aminoasitlerin
oksidatif  dekarboksilasyonu ve iirenin yikimlanmasi sirasinda  olusur.
Karbondioksitten metan olusumu igin gerekli indirgeyici H" atomlar1 (2H), glikoliz,
pentoz-fosfat yolu, piruvatin dekarboksilasyonu ve aminoasitlerin yikimi esanasinda
olusur. Metan gaz1 ise metanojenik arkeler tarafindan indirgeyici hidrojen

atomlarindan ve karbondioksitten uretilir.

CO2+42H) ————»CH4+2H20

Metan olusumu konakg¢1 i¢in yem enerjisinin kaybi (yaklasik %2-12) anlamina
gelmektedir (Johnson ve Johnson, 1995). Koyunlar ve sigirlar igin giinliik metan
tiretimi sirastyla ortalama 30 ve 150 litre kadardir. Metan rumende emilemediginden

dolay1 ruktusla atmosfere atilmak zorundadir (Breves ve Leonhard-Marek, 2000).

Propiyonat ve metan olusumu arasinda ters bir iligki vardir. Bunun sebebi
glikozun asetik asit ve biitirik aside doniislirken yan tirlin olarak hidrojen ve
karbondioksit olusturmasidir. Agiga ¢ikan hidrojen ise metanojenler tarafindan metan
tiretiminde kullanilmaktadir. Propiyonat iiretiminde ise siiksinat ve akrilat yollari
kullanilmakta ve ortamdaki H" atomlari propiyonat tiretimi i¢in sarf edilmektedir

(Fahey ve Berger, 1988).

Methanobrevibacter, Methanobacterium, Methanomicrobium, Methanosarcina
tiirlerinin rumende hakim metanojen tiirler oldugu belirlenmistir (Baker ve ark., 1998
ve Miller ve Wolin, 1986). Rumen sivisinda hidrojenin kismi basincinin diisiik
tutulmas1 6nem arz eder. Aksi takdirde ruminal fermantasyon sirasinda biiyiik
miktarlarda etanol ve laktat iiretilir. Metanojenik arkeler tarafindan hidrojenin metan
iretim siirecinde kullanilmasi bir yandan yem enerjisinin sarfiyat1 anlamina gelirken
diger yandan rumendeki fermantasyonun bozulmadan devam etmesini saglamaktadir

(Breves ve Leonhard-Marek, 2000).
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Methanojenik arkeler, rumen protozoonlari ile yakin iligki i¢erisindedir. Rumen
protozoonlart ve metanojenler arasindaki iliski zorunlu tiirde degildir. Protozoona
bagimli metanojenlerin sayis1 hayvanin yemlenmesiyle degisebilmektedir (Tokuca ve
ark., 1997) ve yemlemeden hemen sonra fermantasyonun en yogun oldugu anda bu
oran artmaktadir (Baker ve ark., 1998). Bu bakterilerin bir kismi1 protozoonlarin
sitozollinde digerleri ise dis ylizeyine tutunmus olarak rumende varligini siirdiiriir.
Bu durum da protozoonlarin metan iiretimine dolayli da olsa katkida bulundugunu
gosterir. Protozoonlarin ortamdan elemine edilmesiyle metan iiretimi oldukca
azalmaktadir (%37). Metan iireten bakterilerin olmadigi rumen ortaminda protozoon
sayist da azalmaktadir (Coleman ve ark., 1976; Hegarty, 1999; Lee ve ark., 1987 ve
Newbold ve ark., 1995).

1.2.10. Rumen Asidozu

Asidoz terimi kanda asiditenin patolojik olarak yiiksek olmasi seklinde
tanimlanmaktadir. Asidoz, hidrojen iyonu konsantrasyonunun bazik faza oranla
fazlaca artmasi olarak tanimlanabilir. Rumen asidozu bu terimi daha da genisleterek
rumen i¢indeki asidik kosullar1 da igermektedir. Rumen pH’sinin optimum
araligindan (6,4-7,0) daha diisiik degerlere kadar inmesi durumuna “rumen asidozu”
denmektedir. Rumen asidozu yasattigt ekonomik kayiplar ve hayvan sagligi
acisindan sorun teskil etmektedir. Rumen igerisinde anaerobik mikroorganizmalar,
karbonhidratlar1 fermente ederek ugucu yag asitlerini ve laktati olusturmaktadir.
Hayvanlarin enerji ihtiyacini karsilamak ve hayvanlardan kisa silirede daha fazla
verim elde edebilmek amaciyla konsantre yem yiiklemesi yapilmakta ya da kaba
yemden konsantre yeme hizli gecisler uygulanmaktadir. Tahildan zengin
beslemelerde ya da konsantre yeme adaptasyon sirasinda aniden karbonhidrat alimi
arttiginda rumende asit olusumu artmaktadir (Dunlop ve Hammond, 1965 ve Owens

ve ark., 1998).
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Krause ve Oetzel (2006), rumen asidozunu, akut ve subakut (SARA) olarak
ikiye ayirmiglardir. Akut rumen asidozu, hayvanlarin yapisal olmayan kolay
sindirilebilir karbonhidratlar1 asir1 miktarda tiiketmesi ya da uzun siire yem
verilmemesinin ardindan yiiksek miktarda konsantre yem verilmesi sonucu ortaya
cikmaktadir. Normalde laktat sindirim sisteminde diisilk konsantrasyonlarda
bulunmaktadir, ancak konsantre yemden zengin beslemelerde mikroorganizmalarca
olusturulan laktat miktar1 yilikselmeye baslamaktadir. Laktik asit miktarinin 100
mmol/l civarina kadar yiikselmesi D-laktik asidozu olarak tanimlanmistir (Dunlop ve
Hammond, 1965 ve Owens ve ark., 2011). Akut rumen asidozunda (laktik asidoz)
ruminal pH ¢ok hizli sekilde 5,0’in altina diiser. Bu durum rumende asit iiriinlerin
birikmesinden dolayidir. Bu asitlerin silirekli olarak artmasi rumen pH’simi
tamponlanamayacak seviyeye diisiirebilmektedir. Diisiik pH kosullarinda ise sadece
laktik asit iireten bakteriler hayatta kalmaktadir. Ruminal pH 5,0 civarina diistiiglinde
laktik asit tiikketen bakteriler de inhibe olmakta ve bu durum kisir bir dongiiye yol
acmaktadir. Hayvanlarda akut rumen asidozu ile birlikte ishal, dehidratasyon,
karaciger apseleri, akciger, kalp ve/veya bobrek enfeksiyonlari, laminitis,
serebrokortikal nekroz ve norolojik semptomlar (noronlar ilizerinde laktik asidin
dogrudan etkisi nedeniyle) goriilebilmektedir. Hastaligin semptomlart (¢igneme
aktivitesinde, canli agirlik ve kuru madde aliminda azalma ve laminitis ile ishal
prevalansindaki artis) bir¢ok baska hastalikla karisabileceginden diyagnozu zor,
prognozu ise degiskendir (Gakhar, 2008; Hernandez ve ark., 2014 ve Owens ve ark.,
1998).

Subakut rumen asidozu (SARA) ise rumen pH’sinin yavas yavas azaldigi,
klinik olarak daha zor teshis edilebilen asidoz tiiriidiir (Gakhar, 2008). Kaba yemden
konsantre yeme hizli ve bilingsiz olarak yapilan gegislerde ve konsantre yemden
zengin beslemelerde SARA sekillenebilmektedir (Kleen ve ark., 2003). SARA’da
rumen pH’s1 akut tabloda oldugundan farkli olarak 5,5-5,8 arasinda dalgalanir
(Krause ve Oetzel, 2006). Akut asidozdan fakli olarak SARA’da pH’daki diigsmesinin
sebebi UYA iiretimindeki artigtir (Oetzel ve ark., 1999). Her iki asidoz ¢esidinde de

rumen duvart bariyer fonksiyonunu bir siire sonra yitirmektedir. Rumen
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mikroorganizmalari ise rumenden kana gectiklerinde pndmoni, endokardit, artrit ve

karaciger apseleri gibi patolojik durumlara sebep olmaktadir (Kleen ve ark., 2003).

Ancak SARA siirii bazinda goriildiigii icin ekonomik agidan daha biiyiik 6nem tasir

(Oztiirk ve Piskin, 2009). Cizelge 1.1.’de akut ve subakut rumen asidozu arasindaki

farklar goriilmektedir.

Cizelge 1.1. Akut ve subakut rumen asidozu arasindaki farklar (Nagaraja ve Lechtenberg, 2007).

RUMINAL ASIDOZ
AKUT SUBAKUT

KLINIK BELIRTI VAR OLABILIR
OLUM VAR YOK
RUMINAL DEGISIKLIKLER

Ruminal pH 5 ve besin alt1 (<5) 5,0-5,4
Laktik Asit Artar (50-120 mmol) Normal (0-5 mmol)
Ucucu Yag Asitleri Azalir (<100 mmol) Artar (150-225 mmol)
Gram Negatif Bakteriler Azalir Degismez
Gram Pozitif Bakteriler Artar Degismez
Streptococcus bovis Artar Degismez
Lactobacillus spp. Artar Degismez
Laktik Asit Ureten Artar Artar
Mikroorganizmalar

Laktik Asit Tiiketen Azalir Artar
Mikroorganizmalar
KAN PARAMETRELERI

KAN pH Diisiik Sinirda
HCOs3 Diisiik Sinirda
Laktat Yiiksek Normal

1.3. Ruminal Fermantasyonun Modifikasyonu

Besin kaynagimizin ana maddesini olusturan protein kaynaklarinin basinda eti

yenebilen hayvanlar gelmektedir. Ruminantlar ise protein kaynagi olarak oldukca

fazla 6nem tegkil etmektedir. Ruminantlarin sahip olduklar1 bu 6éneme dayanarak
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yetistiriciler ruminantlardan daha fazla verim elde etmeye c¢alismis ve antibiyotik
kaynakli biiyiime uyaricilarini uzun yillar kullanmiglardir. Antibiyotik koékenli
bliylime uyaricilarinin yem katki maddesi olarak kullanimi 1 Ocak 2006 tarihinden
itibaren Avrupa Birligi iilkelerinde (OJEU, 2003) ve 21 Ocak 2006 tarihinden
itibaren ise iilkemizde (Resmi Gazete: Sayi: 26056) tamamen yasaklanmistir. Bu
yilizden probiyotikler, prebiyotikler, organik asitler, antimikrobiyel, fitokimyasallar,
sindirime yardimci ekzojen enzimler gibi dogal ve giivenli alternatifler {izerine
yogun bir ilgi olusmustur (Kutlu ve Serbester, 2014; Wallace ve Newbold, 1992 ve
Weiss, 2006). Son yillarda biyoteknolojik yontemler de bu amagla kullanilmaktadir.
Ornegin, transgenik mikroorganizmalar iiretilerek bunlarin hem probiyotik 6zellikleri
hem de beta glukanaz gibi sindirim enzimleri iiretmesi saglanmis ve arpa esaslh
beslemelerde yemden yararlanma ile hayvan verimini artirmak amaglanmistir

(Onderci ve ark., 2008).

Hayvandan elde edilen kar1 artirmak birinci 6ncelik olmusgsa da yakin donemde
cevre bilincinin artmasi ve hayvanin yemden yararlanmasmin da artirilabilmesi
amactyla metan liretimini kisitlamak giindeme gelmistir. Metan olusumunu 6nlemek
amaciyla cesitli yem katki maddeleri ve fitokimyasallar denenmistir. Tamayao ve
ark. (2021a) ve Tamayao ve ark. (2021b), Rusitec sistemde ruminal fermentasyona
ve metan olusumuna etkileri yoniinden biyokOomiirli incelemis ancak bu iki bilesen
basta olmak {izere yem sindirilebilirliginin, protozoon sayisinin ve mikrobiyal
protein sentezinin biyokdmiir eklenmesinden etkilenmedigini goézlemlemislerdir.
Diger yandan, Jayanegara ve ark. (2021) kitosani (kitin'in deasetilasyonu ile elde
edilen lineer bir aminopolisakkarit) yem katki maddesi olarak kullanarak rumendeki

etkilerini gézlemlemis ve metan tiretiminin %28 oraninda azaldigini bildirmislerdir.

Ruminant yemlerinde kullanilacak yem katki maddelerinde olmasi gereken
ozellikler sunlardir (Adesogan, 2009);

a. Ruminal pH’y1 ayarlamali ve laktat birikimini azaltmali
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b. Neonatal hayvanlardaki diyare ve yash hayvanlarda goriilen ruminal
asidoz, timpani gibi metabolik rahatsizliklarin goriilme olasiligini
azaltmali
Neonatal ruminantlarda rumen gelisimini tegvik etmeli

d. Ruminal metanogenezisi baskilayarak ve siit yagimi azaltmayacak
sekilde asetik asit:propiyonik asit (A:P) oranini diislirerek ruminantin
enerjiden yararlanmasini artirmali

e. Proteoliz, peptidoliz ve aminoasit deaminasyonunu baskilayarak
azottan yararlanmay1 artirmali

f. Amonyak iiretimini ve ¢evreye amonyak salinimini en aza indirmeli

g. Ruminal protozoonlarin aktivitesini baskilayarak faydali bakterilerin

fagosite edilmesinin 6niine gecmeli

h. Ruminal organik madde ve lif sindirimini artirmal
1. Hayvan verimini artirmalt
] Kolay karsilanabilir ve yasal olarak onaylanmis olmali

1.3.1. iyonofor Grubu Antibiyotikler

Antibiyotik veteriner hekimliginde ilk defa 1948 yilinda kanathilarda
koksidiyoz hastaligin1 6nlemek ve iyilestirmek amaciyla kullanilmistir (Grumbles ve
ark., 1948). Iyonofor grubu antibiyotikler (monensin, lasalosid, laidlomisin, narrasin
ve salinomisin) ise 1970 yilindan itibaren kullanima sunulmustur (Bergen ve Bates,
1984; Callaway ve ark., 2003 ve Ryley ve Betts, 1973). Koksidiyoz etkenlerine ayni
zamanda ruminantlarin sindirim sisteminde de rastlanmugtir. Iyonofor grubu
antibiyotikler hastalig1 6nlemek amaciyla ruminant yemlerine eklenmistir. Parazitler
diski1 yoluyla bir hayvandan digerine aktarilmaktadir (Noack ve ark., 2019).
Koksidiyoz hayvanin refahini etkileyen ve gida giivenligi agisindan kesinlikle
elimine edilmesi gereken bir sorun olmustur. Iyonofor grubu antibiyotiklerden
monensin ruminantlarda kullanilmaya baslandiktan sonra rumende baska etkilere de

yol actigr belirlenmistir. Ucucu yag asidi profilinde, yem aliminda ve
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sindirilebilirliginde, metan gazi {retiminde, rumen dolumu ve sivi gecislerinde
degisikliklerin oldugu goézlenmistir (Schelling, 1984). Iyonofor grubu antibiyotikler
daha sonra yemden yararlanimi artirmak amaciyla ruminant beslenmesinde
kullanilmaya baglanmistir. Bu antibiyotikler 6zel olarak ruminal bakteriyel
popiilasyonu hedefler ve degistirir, bu da artan karbon ve azot retansiyonu ile

sonuglanarak hayvan verimliligini ylikseltir (Callaway ve ark., 2003).

Iyonoforlar, bakterilerin membran fizyolojisini bozarak etki gdstermektedir.
Lipofilik olmalarindan dolay1 kolayca bakteri hiicre membraninda ¢oziiniirler
(Pressman, 1976). Ruminal bakterilerin hiicre igi ortami K" iyonu yoniinden
zenginken, Na" iyonu yoniinden fakirdir. Rumen ortami ise tersine Na® iyonu
yoniinden zengin, K™ iyonu yéniinden fakirdir (Chow ve Russell, 1992). Iyonofor
grubu antibiyotikler bakteri hiicre zarindaki bu iyon dengesini tersine cevirip
bozmaktadir. Ornegin monensin, Na* veya K* iyonlarm H" ile degistirebilmektedir
(Pressman, 1976 ve Russell ve Strobel, 1989). Potasyumun gradyani sodyum
gradyanindan daha biiyiik oldugu i¢in, hiicre disindaki hidrojen iyonlar1 bakterinin
icinde birikir. Bakteri bu artan asitlikle bas edebilmek i¢in ATPaz ile aktive olan
proton pompasini ¢alistirir (Booth, 1985 ve Chow ve ark., 1994). Ayn1 zamanda
bakteri membrani yerleri degisen Na® ve K' iyonlarim1 tekrar eski konumuna
getirebilmek igin ATP tiiketen Na'-K* pompasimi ¢alistiracaktir. ATP’nin hizlica
tilkenmesi ise bakteriyi oliime goétiirecektir (Bergen ve Bates, 1984 ve Pressman,

1976).

Iyonofor grubu antibiyotikler Gram pozitif bakteriler iizerinde etkilidir, ¢iinkii
peptidoglikan yapisindaki membranlarinda yer alan porlar kii¢iik molekiillerin
gecisine izin vermektedir. Tam tersine Gram negatif bakterilerin membranlari
lipopolisakkarit yapidadir. Ayrica hiicre duvart ve membrani arasindaki periplazmik
bosluk sayesinde iyonofor grubu antibiyotiklere kars1 daha savunmacidir (Ahmed ve
Booth, 1981 ve Callaway ve ark., 2003). Iyonoforlarin hem Gram pozitif hem de
negatiflere tutunmasina karsin monensinin sitoplazmada hizlica ¢oziinmesinden

kaynaklanan katalizor etkisi sadece Gram pozitiflerde goriilmektedir (Callaway ve
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ark., 2003; Chow ve Russell, 1990 ve Chow ve ark., 1994). Ozellikle rumen
ortamindan elimine edilmek istenen metan Ureten arkeler ile HAP bakterilerin

monensine hassas oldugu bilinmektedir (Callaway ve ark., 2003).

Iyonofor grubu antibiyotikler icerisinde hayvan beslemede etkinligi en iyi
bilinen ve en fazla kullanilan antibiyotik monensindir (Callaway ve ark., 2003).
Monensin kullaniminin ruminal fermantasyonu modifiye edici etkisinin yaninda
bir¢ok etkisi daha bulunmaktadir. Monensin asidozu azaltabilir, bunun sebebi direk
olarak laktat {ireten bakterileri (Streptococcus bovis, Lactobacilli) inhibe etmesine
baglanmistir (Dennis ve ark., 1981). Monensin kullaniminin faydalar1 arasinda,
idrarla daha az NH3 atilimi, yem proteinlerinin deaminasyonunun baskilanmasi ve
laktik asit iiretiminin azalmasi bulunmaktadir (Dennis ve ark., 1981 ve Russell ve

Strobel, 1989).

Monensin ve diger iyonofor grubu antibiyotiklerin ruminal fermantasyona
etkileri Ozetlenecek olursa; H' iireten bakterileri azaltarak, A:P oranim diistirerek,
metan olusumunu baskilamakta ve enerji kaybini azaltmaktadirlar. Amonyak iireten
bakterilerin azalmasini saglayarak protein deaminasyonunu onlemekte ve hayvanin
proteinden yararlanimint artirmaktadirlar. Laktik asit iireten bakterilerin de
iyonoforlara duyarli olmasi, laktik asit tiretimini baskilamakta ve fermantasyon i¢in
optimal pH kosullar1 saglanabilmektedir. Bu tabloya gore besinlerin sindirim oranlari

artmakta ve asir1 yem tliketiminin oniine gegilmektedir (Russell ve Strobel, 1989).

Antibiyotiklerin bu yararli yonlerinin yaninda et, siit gibi hayvansal iiriinlerde
kalint1 birakma riski ve hem konak hayvanda hem de bu besinleri tiiketen insanlarda
antibiyotiklere kars1 bir diren¢ gelistirme olasilig1 vardir. Insanlarda olusan etkiler
sadece kalint1 ve direng riski degildir. Monensin eklenen yemlerin {iretimi sirasinda
monensine maruz kalan kisilerde bas agrisi, mide bulantisi, burun kanamasi ve deri
dokiintlisii gibi semptomlar goriildiigii bildirilmistir. Benzer sekilde ruminantlar
monensin ile yemleme esnasinda ¢iftlik ¢alisanlarinda bas agris1 ve bas donmesi

goriildiigli kaydedilmistir (Pressman, 1985). Cogunlukla ruminant yemleri ile at

28



yemleri aymi fabrikalarda iretilmekte olup atlar da yem yoluyla iyonofor
antibiyotiklere maruz kalabilmektedir. Lasalosid ve monensinin ¢ok diisiik dozlarinin
dahi depresyon, ataksi, parezi, felg, anoreksi hatta 6liime yol actifi belirlenmistir
(Hanson ve ark., 1981 ve Langston ve ark., 1985). Iyonofor grubu antibiyotiklerin bu
gibi baz1 dezavantajlar1 6zelikle saglik agisindan risk olusturmasi gerekcesiyle daha
dogal kaynaklara yonelimi saglamistir. Bu baglamda antibiyotiklere alternatif olarak
bircok yem katki maddesi giindeme gelmistir. Bunlar arasinda prebiyotikler,
probiyotikler, ekzojen enzimler, dikarboksilik asitler ve bitki ekstraktlar1 ya da

ikincil biyoaktif bitki metabolitleri bulunmaktadir (Wallace, 2004).

1.3.2. Prebiyotikler

Prebiyotikler, kolonda bir veya sinirli sayida bakterinin biiylimesini ve/veya
aktivitesini seg¢ici olarak uyaran ve boylelikle konak¢min sagligini gelistirerek
olumlu bir sekilde etkileyen, sindirilemeyen gida bilesenleri olarak tanimlanmigtir
(Gibson ve Roberfroid, 1995). Probiyotikler, uygun gidalara (genellikle fermente
edilmis siitler) eklenen canli mikrobiyal yem takviyeleriyken, prebiyotikler, kolonda
secici bir metabolizmaya sahip olan ve arzu edilen bakterilerin sayisini arttiran diyet
karbonhidratlaridir (Gibson ve Fuller, 2000). Bir gida bileseninin prebiyotik
olabilmesi i¢in bazi ayirict Ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir (Collins ve

Gibson, 1999):

1. Gastrointestinal sistemin {ist kisminda ne hidrolize ne de absorbe edilmeli

2. Kolonda bulunan bir veya siurli sayidaki potansiyel yararli kommensal
bakteriler i¢in segici substrat olmali, bdylece bakterilerin biiylimesini, metabolik
olarak aktif hale gelmesini veya her ikisini saglamali

3. Kolonik mikrofloray1 daha saglikli yonde degistirecek sonuclara yol agmali.

Mannaoligosakkaritler ~(MOS), fruktooligosakkaritler ~(FOS), kitosan
oligosakkaritler (COS), alfa-galaktooligosakkaritler (a-GOS), galaktosil laktoz,
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inulin, oligofruktoz ve betaglukanlar bu amacla kullanilan maddeler arasinda
sayilabilir (Goiri ve ark., 2010; Giiclii ve Kara, 2009; Oztiirk, 2008a; Quigley ve ark.,
1997 ve Tung, 2007). Prebiyotikler rumende degisiklige ugramadan bagirsaga
gegebilmeli ve konakei sagligini olumlu yonde etkilemelidir (Oral ve Giilmez, 2006
ve Perrin ve ark., 2001). Ornegin, 50:50 kaba:kesif yem rasyonuyla beslenen
koyunlarda kitosan (136 mg/kg canli agirlik) ilavesinin rumen fermantasyonunu
etkiledigi, organik madde sindirilebilirligini diisiirmeksizin enerjinin daha etkin
kullanilmasini sagladig: bildirilmistir (Goiri ve ark., 2010). Seankamsorn ve ark.
(2020), karisik rasyon diyetlerine %2 kitosan (yenge¢ ve karideslerin dis
kabuklarindan elde edilen biopolimer) ve %21 ham gliserin eklenmesinin, gaz
kinetigini veya yem sindirilebilirligini olumsuz etkilemeden rumen propiyonat
konsantrasyonunu arttirdigini1 ve metan tiretimini azalttigini bildirmistir. Kitosan ayni
zamanda, rumen ugucu yag asidi profilini degistirerek metan {iretimini de
azaltabilmektedir (Goiri ve ark., 2010). MOS, mayalarin hiicre duvarindan ekstrakte
edilir. FOS, yer elmasi, seker pancari, muz, arpa, sarimsak ve sogan gibi bitkilerde
bulunur. MOS ve FOS kalin bagirsaktaki Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi
tirlerin artmasina katkida bulunur (Giicli ve Kara, 2009). Oligosakkaritlerin
ruminant yemlerine ilave edilmesiyle bunlari tiiketen ruminantlarin komplement
sistemleri aktive olmakta ve immunglobulinlerin etkinligi artmaktadir. Boylece
patojen mikroorganizmalarin kolonizasyonu onlenmektedir. FOS ilavesi lenfosit
sayisint artirmakta, laktoz ilavesi ise fekal bakterileri azaltmaktadir. MOS’lar
yemlerdeki  mikotoksinleri  baglaylp  bagirsak  epitellerinden  emilimlerini
engellemektedir (Giiglii ve Kara, 2009). Prebiyotikler iizerine yapilan ¢alismalarda
genellikle inulin kullanilnustir. inulin bitkilerin depo karbonhidrat: halinde bulunan
ve fruktoz polimerlerinin karisgimina verilen isimdir (Perrin ve ark, 2001). Inulin’in
bifidobakteria gelisimini tesvik ettigi ve patojen mikroorganizmalar {iizerine
inhibisyon yaptig1 belirlenmistir (Alp ve Aslim, 2009). Oztiirk (2008a) ve Oztiirk
(2009) yaptig1 in vitro rumen denemelerinde inulin’in 6zellikle ruminal amonyak

tiretimini baskiladigini gdstermistir.
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1.3.3. Probiyotikler

Fuller (1989), probiyotikleri “bagirsaktaki mikrobiyal dengeyi iyilestirerek
konak¢r hayvani faydali sekilde etkileyen canli mikrobiyal yem katkisr” olarak
tanimlamistir. Probiyotikler, antibiyotikler yerine yem endiistrisinde alternatif olarak
kullanilmaktadir. ~ Probiyotikler =~ yem kuru madde tiikketimini, seliiloz
sindirilebilirligini ve biiylime performansini artirmaktadir (Hassan ve ark., 2020). Bir
mikroorganizmanin probiyotik olabilmesi i¢in belirli baz1 kriterlere sahip olmasi
gerekir (Buts, 2009; Diler, 2007; Gii¢lii ve Kara, 2009; Salminen ve ark., 2002;
Saripinar ve Sulu, 2005 ve Tung, 2007):

1. Gelismis teknikler kullanilarak tanimlanmis giivenilir suslar olmali

2. Mide asitligine ve safra tuzlarina kars1 direngli olmali

3. Yemden yararlanmay1 artirmali

4. E.coli ve Salmonella spp. gibi patojenler iizerine inhibitor etki
gostermeli

5. Probiyotik suslar bagirsak epiteline patojenlerden 6nce tutunabilmeli

veya agregasyon olusturabilmeli

6. Antibiyotik direncini aktarmamali
7. Alerjiye sebep olmamali
8. Konagin bagisiklik sistemini stimiile etmeli

Ruminantlarda siklikla Aspergillus oryzae mantar1 ve Saccaromyces cerevisae
mayalar1  probiyotik olarak kullanilmaktadir. Bunlara ilaveten bakteriyel
probiyotikler olarak Lactobacillus, Bacteriodes, Enterococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Bacillus ve Bifidobacterium tirleri de kullanilmaktadir (Alp ve Aslim,
2009 ve Giiglii ve Kara, 2009). Ozellikle Aspergillus oryzae ve Saccharomyces
cerevisae nin canli kiiltlirleri ve ekstraktlart uzun yillardir probiyotik yem katki
maddesi olarak kullanilmaktadir (Wallace, 1994). Aspergillus ve Saccharomyces gibi
probiyotik olarak kullanilan fakiiltatif anaerobik maya ve mantarlarin geng

ruminantlarin rumeninde oksijeni kullanarak anaerobik mikroorganizmalarin sayisini
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ve yemlerin sindirebilirligini artirdigi, laktik asit miktarini diisiirdiigii gosterilmistir.
Bu sayede rumen flora ve faunasi daha hizli gelismekte ve gen¢ ruminantin daha
erken siitten kesilmesi saglanabilmektedir (Beharka ve ark., 1991; Krehbiel ve ark.,
2003 ve Wallace ve Newbold, 2007). Aym1 zamanda yem katki maddesi olarak
kullanilan maya ve mantarlarin igerdigi glutamik asit yemin lezzetini de

artirmaktadir (Wallace ve Newbold, 2007).

Maya kaynakli probiyotik ilaveleri rumende laktik asit kullanan bakteriler ve
seliilolitik bakterilerin sayisini artirirken, laktik asit iireten bakterilerin sayisini
azaltmaktadir (Diler ve Aydin, 2009). Yine maya ve mantar kullaniminin rumende
amonyak ve azot konsantrasyonunu diisiirdiigii ve duodenuma ulasan protein
miktarm artirdigs  bildirilmistir (Oztiirk, 2008b). Patojen mikroorganizmalarin
bagirsakta tutundugu bolgelere probiyotik mikroorganizmalar da tutunmakta ve
onlarin besinlerini kullanmaktadir. Bu sekilde patojen mikroorganizmalardan
korunmanin bir yolu probiyotiklerin kullanilmasi olarak belirlenmistir (Jenkins ve

ark., 1999).

1.3.3.1. Saccharomyces cerevisae

Mayalar bitki sistematiginde mantarlar aleminde yer almakta ve bilinen 50000
mantar tiiriinden 500 tanesi maya olarak siniflandirilmaktadir. En iyi taninan maya
tiiri ekmek ya da bira mayasi olarak da bilinen Saccharomyces cerevisae’dir

(Barnett, 1992).

Inaktive edilmis 6lii mayalar, hayvan beslemede yem maddesi olarak uzun
zamandan beri kullanilmaktadir. Ornegin, 1925 yilinda yaymlanmis bir makalede
yemlik mayanin siit ineklerinde kullannmindan bahsedilmektedir (Eckles ve
Williams, 1925). Bu tiir inaktif mayalar yiiksek protein ve vitamin igerikleri
nedeniyle sadece besin maddesi olarak 6nem tasirlar. Giiniimiizde kullanilan canl

maya Kkiiltlirleri ise rumendeki mikrobiyel fermantasyonu diizenleyen probiyotik
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ajanlar olarak calismaktadir. Bununla birlikte mayanin canli olmasi probiyotik
Ozelliklere sahip olacagi anlamia gelmemektedir. Saccharomyces cerevisae
1000’den fazla susa sahiptir. Bu suslardan bugiine kadar sadece birka¢ tanesinin
probiyotik 6zellige sahip oldugu belirlenmistir (Oztiirk, 2008b). Probiyotik
mayalarin rumendeki etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte asagida
belirtilen sekilde etkiyerek rumen metabolizmasini modifiye etmektedir (Oztiirk,

2003 ve Oztiirk, 2008b):

1. Ozellikle seliilolitik ve laktilitik bakterilerin metabolizmasini ve
iremesini aktive ederler. Bu sayede yem sindirimini ve duodenuma gegen
mikrobiyel protein miktarini artirirlar. Yemlerine Saccharomyces cerevisae eklenen
hayvanlarda canli bakteri sayisinin %50 oraninda arttigi  gozlemlenmistir.
Bakteriyel etkinlik de buna bagh olarak artmistir (Oztiirk, 2003; Oztiirk, 2008b ve
Wallace ve ark., 1993).

2. Rumendeki oksijeni kullanarak anaerobik sartlara katki saglarlar.
Rasyonlara maya kiiltiirii eklenmesi, lif sindiren bakterilerin etkinligini artirmistir
(Oztiirk, 2003; 2008b ve Wiedmeier ve ark., 1987). Bunun sebebi mayalarin
oksijeni tiiketerek rumen ortamini anaerobik bakteriler i¢in daha optimal hale

getirmesidir (Chaucheyras-Durand ve ark., 2008; Oztiirk, 2003 ve Oztiirk, 2008b).

3. Selenomonas ruminantium ve Megasphaera elsdenii gibi laktilitik
bakterilerin gelisimini uyararak ve Streptococcus bovis gibi laktat ireten
bakterilerle substrat i¢in yarigarak rumen pH’sini stabilize ederler. Ayni zamanda
mayalar rumen pH’sini, Entodiniomorphid protozoonlar1 stimiile ederek de
degistirebilir. Bu protozoonlar, amilolitik bakterilerle nisasta i¢in yarisir, laktat
olusumunu Onleyebilir ve nisastayr UYA’lara pargalar (Chaucheyras-Durand ve

ark., 2008; Oztiirk, 2003; Oztiirk, 2008b ve Williams ve Coleman, 1997).
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4. Rumende metan iiretimini baskilayarak yem enerjisinin daha verimli
kullanilmasina aracilik ederler. Mayalar, ruminal asetik asit/propiyonik asit oranini
diisiiriirken, propiyonat ve valerat miktarini artirir (Harrison ve ark., 1988; Oztiirk,

2003; Oztiirk, 2008b ve Wallace, 1994).

1.3.3.2. Aspergillus oryzae

Maya eckstraktlar1 ve Aspergillus oryza (AQO) fermantasyon iiriinleri insan
gidalarinda yaygin bir sekilde lezzet artirici olarak kullanilmaktadir (Wallace ve
Newbold, 1995). Aspergillus oryza’nin aktivitesinden, salgiladig1 enzimler (seliilaz,
ksilinaz ve fenolik asit esterleri) sorumludur. icerdigi enzimler bitki hiicre duvarm
sindirebilme 6zelligine sahiptir (Varel ve ark., 1993). Aspergillus oryza enzimlerinin,
bitkilerin farkli kisimlarinda farkli etkiler olusturduklar1 gozlenmistir. Ornegin kaba
yonca samaninin sindirilebilirligini artiran AO’nun, dar tanesi ve bugday samani

sindirilebilirligi iizerine etkili olmadig1 bildirilmistir (Gomez ve ark., 1990).

Aspergillus oryzae eklenmesinin rumen fermantasyonu iizerine etkileri oldukga
sinirlt olmakla birlikte degiskenlik gosterir (Hobson ve Stewart, 1997). Ruminal pH,
metan iiretimi, ruminal mikroflora, aminoasit deaminasyonu ve mikrobiyel azot
miktari lizerine degisken etkiler gozlenmektedir (Firkins ve ark., 1990; Frumholtz ve
ark., 1989 ve Wiedmeier ve ark., 1987). Aspergillus oryza ile yapilan g¢aligmalarda
seliilolitik bakterilerin arttigi ve selliilolitik enzimlerin saliniminin arttig
gbzlenmistir (Fondevila ve ark., 1990; Schmidt ve ark, 2004 ve Wiedmeier ve ark.,
1987). Seliilolitik bakterilerin sayisindaki artislar ayrica lif sindiriminin artmasina da
katkida bulunur. Aspergillus oryza eklenen yemle beslenen ruminantlarda lifli bitki
materyallerinin infiltrasyonu ve yikimlanmasinda artis gozlenmistir (Chang ve ark.,
1999). Aspergillus oryza’nin anaerobik mantarlar ve protozoonlar iizerindeki etkileri
hakkinda farkli bildirimler bulunmaktadir (Wallace ve Newbold, 1995). Frumholtz
ve ark. (1989) ve Newbold ve ark. (1993), AO ile beslenen ruminantlarin rumeninde

protozoon sayilarinin daha diisiik c¢iktifin1 neredeyse yariya kadar azaldigini
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bildirmiglerdir. Yapilan baska bir calismada ise protozoon sayilarinin yiikseldigi
bildirilmistir (Oellermann ve ark., 1990). Oellermann ve ark. (1990), AO eklemesi
ile rumendeki mantarlarin arttigin1 ancak anaerobik mantarlarin bu artistan
etkilenmedigini tespit etmistir. Aspergillus oryza’nin ruminal selliilolitik mantarlar

artirdig1 da bildirilmistir (Harper ve ark., 1996).

Aspergillus oryzae’nin ruminant rasyonlarina laktasyonun degisik donemlerde
katilmasiyla degisik sonuclar elde edilmistir. Aspergillus oryza verilen laktasyon
donemindeki ineklerde kuru madde ve asit-deterjan-fiberin sindiriminde artis
goriilmiistiir, ancak siit iiretimi veya yem aliminda degisiklik gdézlenmemistir.
Kurudaki ineklerle yapilan ¢alismalarda ise kuru madde, hemiseliiloz ve ham protein
sindirimi artmistir (Van Hom ve ark., 1984 ve Wiedmeier ve ark., 1987), ancak UYA
tiretimi etkilenmemistir (Gomez ve ark., 1990). Ugucu yag asitleri iizerine yapilan
baska bir ¢aligmada, AO ekstraktinin, UYA’lar1 artirdig1 saptanmistir (Harper ve
ark., 1996). Laktasyonun erken donemlerinde verilen AO’nun siit iiretimini artirdigi

bildirilmistir (Kellems ve ark., 1990).

Aspergillus oryza’nin bir rumen mantari olan Neocallimastix frontalis iizerine
etkilerinin incelendigi bir calismada AO fermantasyon ekstraktinin, N. frontalis 'in
gelisim hizin1 ve biyokiitlesi ile N. frontalis’in salgiladig1 seliilaz enzimini artirdigi
gosterilmistir. Artan enzimatik aktivite sonucu bitki liflerine tutulma ve liflerin
yikimlanmasi artmistir (Chang ve ark., 1999; Harper ve ark., 1996; Schmidt ve ark.,
2004 ve Welch ve ark., 1996). Aspergillus oryza’nin bazi seliilolitik rumen
bakterileri (Ruminococcus albus ve Fibrobacter succinogenes) lizerine etkileri ise
biyokiitlenin, biiyiime hizinin ve seliilolitik aktivitenin yiikselmesi seklindedir.
Aspergillus oryza etkisine maruz kalan rumen bakterilerinin daha fazla UYA {irettigi

de bildirilmistir (Beharka ve Nagaraja, 1998 ve Waldrip ve Martin, 1993).
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1.3.4. Enzimler

Enzimler, reaksiyonlarin hizin1 artiran ve substratlarin iliski kurulmasi
amaciyla birbirine yakinlagsmasmi saglayan globiiler proteinler ve biyolojik
katalizorlerdir. Rumendeki yiiksek hidrolitik enzim aktivitesiden dolay1r ruminant
beslemede enzim kullanimi ¢ok glindeme gelmemistir. Ancak gelisen teknolojiyle ve
yeni biyoteknolojik enzim Tiriinlerinin gelistirilmesiyle, enzim kullanimma ilgi
artmistir. Son zamanlarda, in vitro rumen sindirim ¢alismalarinda eksojen fibrinolitik
enzimlerin yemlerin sindirilebilirligini arttirdig1 bildirilmistir (Li ve ark., 2019 ve
Santoso ve ark., 2020). Bu baglamda ruminant beslemede enzim kullanimi son
zamanlarda oldukca popiiler bir hale gelmistir (Beauchemin ve ark., 2003). Enzimler
genellikle tek mideli hayvanlarda (6zellikle broylerlerde) yemden yararlanmanin
artirllmasi amaciyla yeme katilmaktadir (Rode ve ark., 1999). Ciftlik hayvanlarinda
kullanilan enzim ¢esitleri: Bacillus subtilis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
plantarum, Streptococcus faecium bakterileri, Trichoderma longibrachiatum,
Trichoderma reesei mantarlart ve Saccharomyces cerevisae mayasindan elde
edilmektedir (McAllister ve ark., 1996). Ozellikle seliilaz ve hemiseliilaz enzimlerini
mutlaka iceren ve endoglukanaz, ekzoglukanaz, ksilanaz, proteaz ve B-glukosidaz
enzimleri ile ¢esitli kombinasyonlar olusturulmus bir¢ok ticari karigim ruminant
beslenmesinde kullanilmaktadir. Yemlerle alinan bitkilerin hiicre duvarlarinin
rumende hidrolize edilmesinde bu karisimlar biiylik yarar saglamaktadir (Adesogan,

2009).

Yapilan c¢alismalarda c¢ogunlukla ruminant yemlerindeki hiicre duvari
unsurlarini pargalamak ve sindirimin niteligini artirmak i¢in fibrinolitik enzimler
incelenmistir (Gliglii ve Kara, 2009). Ekzojen enzimler rumende ya direkt olarak ya
da mikroorganizmalarla sinerjik sekilde calisarak yem maddelerinin sindirimini
artirmaktadirlar. Ruminant yemlerine ekzojen enzim ilavesi ile rumendeki ve ince
bagirsaktaki fibrinolitik enzimlerin aktivitesi yiikselir (McAllister ve ark., 1996).
Sindirim baslamadan 6nce enzimlerin etkisi hidroliz tizerine goriiliir. Enzimler hiicre

duvari polisakkaritlerinin glikoz baglarini hidrolize ederler. Sindirimden sonra mono-
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disakkaritlerin olugmasinda rol oynar ve bakteriler tarafindan salinan enzimlerle
enzim kompleksi olusturarak substrat ve mikroorganizma arasindaki bagi
kuvvetlendirirler (Beauchemin ve ark., 2003 ve Rode ve ark., 1999). Ekzojen amilaz
enzimi ilavesiyle sindirim diizeyinin arttig1 goriilmiistiir. Ekstansif besleme seklinde
amilaz kullanimi, besin maddelerinin sindirimini etkilemedigi halde (DiLorenzo ve
ark., 2010) kuru madde alimini ve giinliikk canli agirlik kazancimi artirmistir
(Tricarico ve ark., 2007). Kruger ve ark. (2008), fibrinolitik enzimleri ¢esitli yollarla
ruminantlara vermis ve biitiin yontemlerde kuru madde sindiriminin arttigini

gbzlemlemislerdir.

1.3.5. Fitokimyasallar

Fitokimyasallar ya da bitki ikincil metabolizma iiriinleri bitkilerde bulunan ve
birincil olarak biyokimyasal siireclere katilmayan, bitkinin biiyiimesi ve gelismesinde
katkis1 olmayan kimyasal bilesiklerdir. Bu bilesikler, bitkiyi olusturan yapilarin ve
tireme organlarinin boceklere karsi savunmasinda elzemdir (Patra ve Saxena, 2009
ve Tedeschi ve ark., 2021). Bitkiler ¢cok genis cesitlilikte organik bilesikleri, ikincil
metabolizmalar1 sayesinde biiylimeleri ve gelismeleriyle direk alakali olmayan
yollarla iiretebilmektedir (Balandrin ve Klocke, 1985). Bu organik bilesikler yakin
zamana kadar sadece bitkilerin kokusunu, tadin1 ve rengini veren maddeler olarak
anilmis ve atik Uriinler sinifinda degerlendirilmistir. Ancak yapilan arastirmalar
sonucu bitkinin cevresiyle iliskisine yardim ettigi ve hatta bazi maya, bakteri ve
mantar istilalarina karsi savunmada rol oynadiklar1 goriilmiistiir (Croteau ve
Gershenzon, 1991). Ruminal fermantasyonunun etkinligini artirmalari, protein
metabolizmasini olumlu yonde etkilemeleri, metan iiretimini azaltmalari, timpaniyi
onlemeleri, konjuge linoleik asit (CLA) olusumunu arttirmalari, alternatif biiylime
uyaricisi potansiyeline sahip olmalar1 ve hayvan sagligi ve tiretimini olumlu yonde
etkilemeleri nedenleriyle fitokimyasallar hakkinda ¢ok fazla calisma yiiriitiilmiis
(Benchaar ve ark., 2007 ve Patra ve ark., 2006), dogal veya dogala 6zdes farklh

tiriinler bu baglamda ticari olarak pazara sunulmustur (Kutlu ve Serbester, 2014).
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Rumende metanojenik arkeler protozoonlara yakin hatta onlarin endoplazmik
vezikiillerinde yasamakta ve protozoon metabolizmasinin son {iriinii olan hidrojen
iyonlarmmi1 kullanarak metan gaz1 iiretmektedirler (Krumholz ve ark., 1983).
Fitokimyasallar rumendeki protozoonlar1 baskilayarak metan iiretimini dolayli olarak
diisiirtirler. Karvakrol, sinemaldehit, timol, eugenol, gayakol, limonen, vanilya
(Vanilla planifolia), biberiye (Rosmarinus officinalis), ¢ordik otu (Hyssopus
officinalis), adacay1 (Salvia officinalis), karanfil (Syzygium aromaticum), keklik otu
(Origanum vulgare), tar¢in (Cinnamomum), kekik (Thymus vulgaris L.) ve portakal
kabugu yagindan olusan esans yag karigimi, nane yagi, metanol ektsrakti, gardenya
(Gardenia jasminoides), ebeglimeci (Malva vulgaris), okaliptlis (Eucalyptus) ve nane
(Mentha) eterik yaglari, anason (Pimpinella anisum), kirmizibiber (Capsicum) ve
sarimsak (Allium sativum) bu yolla kullanilan maddelere Ornektir (Kutlu ve

Serbester, 2014).

Fitokimyasallar ilk olarak flavonoidler (%09), terpenoidler (%55) ve
alkaloidler (%36) olmak {izere ii¢ gruba ayrilabilir. Flavanoidlere 6rnek olarak
tanenleri  verebiliriz. Terpenoidler icerisinde saponinler ve eterik yaglarn
gosterebiliriz. Alkaloidler ise yiiksek miktarda azot igeren kimyasal bilesikler
olmakla birlikte heniiz ruminant beslenmesinde yem katki maddesi olarak

degerlendirilmemislerdir (Tedeschi ve ark., 2021).

1.3.5.1. Flavanoidler

Flavanoidler, flavon adi verilen {i¢ karbonlu bir kopri ile birbirine baglanan
iki aromatik halkadan ve on bes karbondan olusan polifenolik bilesiklerdir. Tanenler

polifenolik bilesenlerin 6nemli bir alt sinifidir (Tedeschi ve ark., 2021).
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1.3.5.1.1. Tanenler

Tanenler suda eriyebilen, yiiksek molekiil agirlikli ve proteinleri denatiire
edebilen polifenolik bilesiklerdir. Agag, ¢ali, tohum ve tahillarda bulunup, bunlarin
besin olarak kullanimini sinirlamaktadirlar (Patra ve Saxena, 2009). Polifenolik
bilesikler icinde tanenler, ruminant beslenmesinde en fazla kullanilan
bilesiklerdendir (Cheeke, 1996). Ciinkii proteini baglayarak rumende normalde hizla
yikimlanan proteinlerin yikimlanmasini azaltmaktadir (Wallace ve ark., 2002).

Tanenlerin iki ¢esidi vardir (Jiang ve ark., 2000):

- Hidrolize olabilir tanenler (gallik asit deriveleri)

- Yogunlastirilmis tanenler

Keg¢i boynuzundan elde edilen tanenlerin seliilolitik ve proteolitik bakterileri
inhibe ettigi saptanmistir (Tagari ve ark., 1965). Vera ve ark. (2021), Rusitec
sistemde kaba yemin konsantre yeme orani1 70:30 ve 30:70 olan iki farkli diyete
polifenolik cam kabugu ilave etmis ve ruminal fermentasyon parametreleri olumsuz
etkilenmeksizin amonyak azotunun azaldigini goézlemlemislerdir. Ancak Zelter ve
ark. (1970), kestane taneni ile yaptiklar1 ¢aligmada seliilolitik bakterilerin inhibe
olmadigint gérmiis ve farkli bitkilerden elde edilen tanenlerin farkli etkilere sahip

olacagini bildirmislerdir.

Tanenlerin mikroorganizmalara olan toksik 6zelligi, molekiiler agirliklariyla
dogru orantilidir (Okuda ve ark., 1985). Tanenler ayn1 zamanda rumen mantarlarina
da etkir, seliiloza zoospor tutunmasini dnleyerek seliilolizi onler (Patra ve Saxena,

2009).
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1.3.5.2. Terpenoidler

Fitokimyasallar igerisinde %55’lik oranityla terpenoidler biiyiikk yer
kaplamaktadir. Terpenoidler arasinda en ¢ok saponinler ruminant beslenmesi
yoniinden arastirilmistir (Tedeschi ve ark., 2011). Eterik yaglar da terpenoidler
siiflandirmasinda yer almaktadir ve 6zellikle insan sagligin1 tehdit eden yem katki
maddelerinin yasaklanmasindan sonra aragtirmalara konu olmustur (Lillehoj ve ark.,

2018 ve Tedeschi ve ark., 2021).

1.3.5.2.1. Saponinler

Saponinler fitokimyasal bilesikler ve yiiksek molekiil agirlikli glikozidlerdir.
Cogu bitki ¢esidinde bulunur ve genelde sabun iiretiminde kullanilirlar (Francis ve
ark., 2002 ve Wallace ve ark., 2002). Yapilan ¢esitli ¢alismalarla saponinlerin
antiprotozoal etkileri oldugu belirlenmistir (Patra ve Saxena, 2009 ve Wallace ve
ark., 2002). Saponinlerin biyolojik etkileri, membranlar iizerinde 6zel por olusturma
kabiliyetlerinden ileri gelmektedir (Authi ve ark., 1988; Choi ve ark., 2001; El Izzi
ve ark., 1992 ve Plock ve ark., 2001). Saponinlerin eritrosit membrani iizerine lize
edici etkisi (hemolitik) oldugu bilinmektedir ve bu 6zellik ayn1 zamanda saponinlerin
kesfine yol agmustir. Saponinlerin bu hemolitik aktivitesi membran sterollerinin
(6zellikle kolesteroliin) aglikan kismina affinite gdstermelerinden ileri gelmektedir
(Glauert ve ark., 1962). Tiim rumen mikroorganizmalarindan 6zellikle protozoonlar,
hiicre zarindaki saponine bagli degisikliklere en duyarli olan mikroorganizma
grubudur (Moss ve ark., 2000). Son zamanlarda bazi tropikal bitkiler defaunasyon
amaciyla kullanilmistir. Bu bitkilerin ortak yani ise saponinlerden zengin olmalaridir.
Saponinlerle defaunasyon, diger yontemlerle defaunasyon yapilmasindan daha
giivenli bulunmustur (Newbold ve ark., 1997 ve Odenyo ve ark., 1997). Saponinler
sindirim kanalindan ¢ok kisitli miktarlarda emildiginden etkilerini kanalda uzun siire

kalarak gosterebilirler (Cheeke, 1996). Ayn1 zamanda saponin ve saponin igeren
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bitkilerin antimikrobiyel etkileri de bu maddenin tercih edilebilirligini artirmaktadir

(Wallace ve ark., 2002).

1.3.5.2.2. Eterik Yaglar

Eterik yaglar kendine has kokusu olan, ucucu, organik olarak ¢oziinebilir,
kompleks ikincil metabolitlerdir ve c¢esitli bitki boliimlerinden ekstrakte edilirler.
Bakteri, mantar veya bocek saldirilarina karst koruyucu rolleri nedeniyle bir¢ok
bitkide bir dereceye kadar bulunurlar (Patra ve Saxena, 2009 ve Yang ve ark., 2007).
Bitki tiirlerine ve bitkinin hangi bdliimiinden elde edildigine gore eterik yag bilesimi
degismektedir (Dorman ve Deans, 2000). Bazi eterik yaglarin antimikrobiyel 6zelligi
vardir ve antibiyotiklere alternatif olarak kullanilabilir (Adesogan, 2009). Eterik
yaglarin antimikrobiyal 6zelligi bakteri, protozoon ve mantarlar olmak iizere genis
bir mikroorganizma grubunu kapsamaktadir (Chao ve ark., 2000). Eterik yaglar ¢ok
cesitli bilesime, yapiya ve aktiviteye sahip olarak karakterize edilirler. En 6nemli
aktif  bilesenleri terpenoidler (monoterpenoidler ve seskiterpenoidler) ve
fenilpropanoidler olmak iizere iki kimyasal grup altinda incelenebilir. Bu gruplar
eterik yaglarin bitkinin farkli birincil metabolizma {iriinlerinden olmasi1 ve farklh
metabolik yollarla sentezlenmesinden ileri gelir (Calsamiglia ve ark, 2007). Bitki
eterik yaglar1 genellikle odunsu olmayan bitki materyallerinden, hidrodistilasyon ve
buharlagtirma yoOntemleri basta olmak {izere distilasyon yoOntemleriyle elde
edilmektedirler. Ozellikle monoterpenler (Cio), seskiterpenler (Cis) basta olmak
lizere bazen diterpenlerin de (Cz0) dahil oldugu terpenoidlerin farkli karigimlarda bir
araya gelmesiyle olusurlar. Ayrica diisiik agirlikli alifatik hidrokarbonlar, asitler,
alkoller, aldehidler, asiklik esterler, laktonlar, nitrojen ve siilfiir icerikli bilesikler,
kumarinler ve fenilpropanoid benzeri maddeler de yapilarina katilabilir (Dorman ve

Deans, 2000).

Bitki ve bitki ekstraktlari, ozleri, tat verici Ozellikleri, antiseptik ve/veya

koruyucu 6zellikleri nedeniyle insanlar tarafindan eski zamanlardan beri (M.O. 2600
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Mezopotamya) kullanilmistir (Burt, 2004 ve Greathead, 2003). Eterik yaglarin
antimikrobiyal aktivitelerini, Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler dahil olmak
tizere cok ¢esitli mikroorganizmalara karst gosterdigi  gOsterilmistir. Bu
antimikrobiyel aktivite eterik yaglarin icerigindeki terpenoid ve fenolik bilesiklere
atfedilmistir (Chao ve ark., 2000 ve Panizzi ve ark., 1993). Eterik yaglarin Gram
pozitif bakteriler lizerine etkisi Gram negatiflere nazaran daha fazla bulunmustur.
Bunun sebebi Gram negatif mikroorganizmalarin ekstra bir dis membrana sahip
olmalarina baglanmistir (Burt, 2004 ve Ratledge ve Wilkinson, 1988). Ancak yapilan
bagka bir calismada eterik yaglarin kiicik olmalarindan dolayr Gram negatif
bakterilerin hiicre zarma da tutunabildikleri bildirilmistir (Benchaar ve ark., 2008).
Eterik yaglarin kimyasal bilesenleri ve bu bilesenlerin ne oranda oldugu
antimikrobiyel 6zelliklerini etkilemektedir (Burt, 2004 ve Dorman ve Deans, 2000).
Bir eterik yagin olusturacag etki iki eterik yagin birlesmesiyle farklilasabilmektedir.
Kekik eterik yag1 ve onun iki ana bileseni olan timol ve karvakroliin Staphylococcus
aureus ve Pseudomonas aeruginosa'ya karst minimum inhibitér konsantrasyonu
degerlendirilmistir, timol ve karvakrol kombinasyonunun antibakteriyel aktivitesi,
timoliin ve karvakroliin tek basina antibakteriyel etkilerinden daha yiiksek
bulunmustur. Kekik eterik yaginin inhibitor etkisinin esas olarak bu iki bilesigin
birlikte etki etmesinden kaynaklandigr bildirilmistir (Lambert ve ark., 2001). Eterik
yagn elde edilis sekli de antimikrobiyel etkisini degistirmektedir. Ornegin, dereotu
(Anethum graveolens L.) eterik yag1 zayif antimikrobiyal aktiviteye sahipken, ayni
eterik yagim damitilmasi ile elde edilen kimyasal bilesenler D-limonen ve karvonun
daha yiiksek antimikrobiyal aktivite sergiledigi gozlenmistir (Delaquis ve ark.,

2002).

Eterik yaglarin igerigindeki ¢ok sayida bilesen gbéz Oniine alindiginda,
antibakteriyel aktivitelerinin tek bir etki mekanizmasindan kaynaklanmadigi ve
bakteriyel hiicrenin hedef alindig1 birkag mekanizma oldugu diisiiniilmektedir (Burt,
2004; Carson ve ark., 2002 ve Skandamis ve ark., 2001). Cogu eterik yagin, elektron
transportu, iyon gradyanlari, protein translokasyonu, fosforilasyon ve diger enzime

bagimli reaksiyonlar dahil olmak iizere, bakteriyel hiicre membrani ile etkilesime
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girerek antimikrobiyal aktivitelerini gosterdiklerine inanilmaktadir (Dorman ve
Deans, 2000 ve Ultee ve ark., 1999). Eterik yaglar, lipit yapidaki bakteri hiicre zarina
yuksek affinite gostermektedirler. Bu durum eterik yaglarin hidrofobik dogasi ve
lipofilik karakteriyle aciklanabilmektedir (Benchaar ve ark., 2008). Gram pozitif
bakterilerin, Gram negatif bakterilere nazaran bitki eterik yag komponentlerinin
antibakteriyel etkisine daha duyarli oldugu bildirilmistir. Bu durumun sebebinin
Gram negatif bakterilerin, hiicre duvarlarini ¢evreleyen ve hidrofobik bilesiklerin
erisimini smirlandiran ekstra bir bariyere sahip olmalarindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir (Burt, 2004). Ancak yapilan bagka bir ¢alismada timol ve karvakrol
fenolik madelerinin Gram negatif bakterileri de dis bariyerlerini parcalayarak
etkiledigi ve bu durumun diisiik molekiil agirlikli eterik yaglarin, Gram negatif
bakterinin i¢ membranina sizmasindan ileri geldigi one siiriilmiistiir (Helander ve

ark., 1998 ve Nikaido, 1994).

Eterik yaglarin antimikrobiyel etkisi, ¢esitli aragtirmacilar1 bu maddelerin
rumen metabolizmasina etkilerini degerlendirmeye yoneltmistir. Eterik yaglarin
bilesenlerinin kapsami olduk¢a genistir ve bunlarin ¢ogu ruminal fermantasyona
etkileri yoniinden hala kapsamli olarak aragtirlmamistir. Bunun yaninda eterik
yaglarla yapilan ¢aligmalarin ¢ogu in vitro kosullarda yapilmis, in vivo denemeleri
yapilmamustir. Eterik yaglarin ruminal fermantasyona etkisi ilk kez gaz {iretimi baz
aliarak Ol¢iilmiistiir (Oh ve ark., 1967 ve Oh ve ark., 1968). Eterik yaglarin ruminal
fermantasyon iizerine temel etkisi nisasta ve proteinin parcalanmasi ile aminoasit
yikiminin 6nlenmesidir (Hart ve ark., 2008). Eterik yaglar genellikle yiiksek protein
igerikli diyetlerde kullanilir. Duglas koknarmin igne yapraklarindan elde edilen
eterik yagin ruminal fermantasyona etkisi in vitro sartlar altinda incelenmis ve
ruminal bakteri aktivitesi iizerine inhibitorik etki yaptig1 gozlenmistir (Oh ve ark.,

1967).

Bir¢cok calisma eterik yaglarin farkli kimyasal kompozisyonda ve dozda
incelendiginde ruminal azot metabolizmasina etkisinin de farkli olacagim

gostermektedir. Busquet ve ark. (2005b), 1320 ml’lik fermenterler ile ¢alistiklari bir
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calismada, karanfil tomurcugundan (Syzygium aromaticum) elde ettikleri eterik yagin
(2,2 mg/l/fermenter) stirekli kiiltiir ortaminda NH3-N  konsantrasyonunu
degistirmedigini, ancak bakteriyel peptidolitik aktiviteyi baskiladigini bildirmislerdir.
Ayni aragtirmacilarin yaptiklar1 diger calismada ise ayni konsantrasyonda (3000
mg/l) hem kekik eterik yagi hem de kekik yagi komponenti karvakrol, NH3-N
konsantrasyonunu azaltmistir (Busquet ve ark., 2006). Castillejos ve ark. (2006),
artan dozlarda (5, 50, 500 ve 5000 mg/l) farkl eterik yag bilesiklerini in vitro deney
sartlarinda 24 saat rumen sivisi igerisinde inkiibasyona birakmig ve farkli etkiler
gozlemlemislerdir. Vanilinin aldehid formu NH3-N konsantrasyonuna etki etmezken
(5, 50, 500 mg/l), monoterpen limonen (500 mg/l) ve fenolik 6genol (5, 50 ve 500
mg/l) NH3-N konsantrasyonunu azaltmistir (Castillejos ve ark., 2006). Eterik
yaglarin farkli dozlarindan farkl etkilerin elde edilmis olmasi kimyasal bilesimin
etkisinin ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir. Busquet ve ark. (2006)’nin
calismasinda anason yagi, katran ardic1 yagi, kirmizibiber yagi, tar¢in yagi, karanfil
tomurcuk yagi, dereotu yagi, sarimsak yagi, zencefil yagi, kekik yagi ve ¢ay agaci
yag1l ile bunlarin ana bilesenleri anethol, benzil salisilat, karvakrol, karvon,
sinnamaldehit ve o6genol, ¢esitli rumen parametrelerine etkileri yoniinden cesitli
dozlarda incelenmis, pH, toplam UYA, asetik asit, propiyonat, biitirat, isobiitirat,
isovalerat ve NH3-N miktarlarinda farkli dozlarda farkl etkilere sebep olmuslardir.
Bu durumda eterik yaglarin etkilerinin uygulanan karisim ile doza oldukca bagiml

oldugu goriilmektedir.

Eterik yaglarin ve eterik yag bilesenlerinin ugucu yag asidi profili lizerine
farkl etkileri gozlenmistir. In vitro bir caligmada, ana bilesenleri timol, limonen ve
gayakol olan ticari eterik yag karisimindan 1,5 mg/l fermenterlere tatbik edilmis ve
toplam UYA miktarinin artti§i gozlenmistir. Deney diizenegine her giin, 1:9
kaba:konsantre ve 6:4 kaba:konsantre yemlerden ilave edilmis ve kiiltiirlerin
stirekliligi saglanmistir (Castillejos ve ark., 2005). Ugucu yag asiti iiretimi eterik yag
eklenen diyetlerin kompozisyonuna da baghdir. Benchaar ve ark. (2007), ticari bir
eterik yag bilesimini 750 mg/glin olacak sekilde alfalfa silaji ile beslenen

laktasyondaki inekler {izerinde denemis ve toplam UYA miktarmin arttigini
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gozlemlemislerdir, ancak musir silaji ile beslenen siit ineklerinde toplam UYA
miktart azalmigtir. Genel olarak, eterik yaglar ya da bilesenleri ile yapilan ¢ogu
calismada toplam UYA konsantrasyonu azalmig ya da degismemistir. Bu durum
eterik yaglarin antimikrobiyal etkilerinin bir sonucu olabilecegi gibi doza bagimli da
olabilir. Ornegin Busquet ve ark. (2006), cesitli fitokimyasallarin (anason yagi,
katran ardict yagi, kirmizibiber yagi, targ¢in yagi, karanfil tomurcuk yagi, dereotu
yagi, ¢emen otu, sarimsak yagi, zencefil yagi, kekik yagi, ¢ay agaci yagi ve yucca) ve
ikincil bitki metabolitlerinin (anethol, benzil salisilat, karvakrol, karvon,
sinnamaldehid ve 6genol) 3 g/I’ye kadar degisen dozlarda, 24 saatlik in vitro kiiltiirde
rumen fermantasyonu iizerinde etkilerini incelemislerdir. Sonug olarak eklenen eterik
yaglarin ve komponentlerin higbiri toplam UY A’lar1 artirmamistir ancak en yiiksek
konsantrasyonda (3 g/l) ¢cogu toplam UYA miktarmi azaltmistir. Baz1 ¢alismalar,
belirli eterik yag ve bilesenlerinin, UY A’larin molar oranlarini, monensin etkisine
benzer bir sekilde (azalan asetat ve artan propiyonat) degistirdigini gostermistir
(McGuffey ve ark., 2001). Mohammad ve ark. (2004), siklodekstrin ile kapsiillenmis
yaban turpu eterik yaginin hem in vitro hem in vivo olarak A:P oranini azalttigini
belirtmiglerdir. Busquet ve ark. (2005a), bir in vitro siirekli kiiltiir ¢alismasinda iki
farkli dozda (31,2 ve 312 mg/l kiiltlir sivis1) sinnamaldehid ve sarimsak yaginin
etkilerini arastirmiglardir. Diisiik sinamaldehit dozunda (31,2 mg/l) ve yiiksek
sarimsak yagi dozunda (312 mg/l) asetat miktar1 azalmis, propiyonat miktar1 ise
artmistir. Butiratin molar orani yiiksek dozda artmistir. Evans ve Martin (2000),
bahge kekigi (Thymus vulgaris) ve mercan koskii (Origanum vulgare) bitkilerinden
elde edilen eterik yaglarin bir ana bileseni olan timoliin (400 mg/l) in vitro olarak
giiclii bir metan inhibitérii oldugunu, ancak asetat ve propionat konsantrasyonlarini
da azalttiklarim1 goézlemlemislerdir. Busquet ve ark. (2005a), sarimsak yaginin (312
mg/l), azalmis metan iretimiyle tutarli bir sekilde asetat oranimi diisiirdiigiinii ve
propiyonat oranin artirdigini in vitro bir ¢galismayla bildirmistir. Patra ve ark. (2005),
karanfilin etanol ve metanol ekstraktlarinin ve rezenenin metanol ekstraktinin in vitro
olarak metan {iretimini baskiladigini, yem sindirilebilirligini ise azalttigini

bildirmislerdir.
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1.3.5.3. Alkaloidler

Alkaloidler, ¢evresel etkenlere karsi savunma amagli bitkiler tarafindan
sentezlenen nitrojen bazli kimyasal bilesiklerdir. Zararli konakgilar tarafindan
alindiktan sonra alkaloidler konakei iizerinde fizyolojik ve metabolik degisimlere yol
acmaktadir. Alkaloidlerle yapilan ¢ogu c¢alisma, fitokimyasal yem katki
Ozelliklerinden ziyade hayvanlar iizerindeki toksikolojik etkileriyle ilgilidir.
Akonitin, atropin, kafein, kodein, efedrin, ergotamin, hidrastin ve morfin gibi
alkaloidler insanlarda c¢alistlmistir ancak yem katki maddesi olarak

incelenmemislerdir (Tedeschi ve ark., 2021).

1.3.6. iyonik Olmayan Siirfektanlar

Iyonik olmayan siirfektanlar ruminal fermantasyonun modifikasyonunda
kullanilan bir diger madde grubudur. Iyonik olmayan siirfektanlarin ¢alisma prensibi
mantar ve bakterilerin enzim tiretimlerini artirmasina dayanmaktadir (Wang ve ark.,
2004). lIyonik olmayan siirfektanlara 6rnek olarak  polietilen  glikol
(polyoxyethylene), alkil poliglikozid (alkyl polyglycoside) ve polisorbat
(polioksietilen sorbitan monooleate) verilebilir. Bu maddeler organik madde ve

ndtral deterjan fiber sindirilebilirligini artirmistir (DiLorenzo, 2011).

1.3.7. Tampon Maddeler (Hidrojen Prekiirsorleri)

Tampon maddeler zayif asit veya zayif bazlar olarak nitelendirilirler. Bu asit ve
bazlar hidrojen konsantrasyonundaki degisiklikleri Onlerler. Yemlere tiikiirtiglin
tampon 0Ozelligini tamamlamak i¢in ve rumen asitligini diizenlemek i¢in katilirlar
(Adesogan, 2009). Bu sekilde tampon madde kullanimiyla asidoz riski

azaltilabilmektedir.
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Sodyum bikarbonat, kiregtasi, sodyum bentonit, magnezyum oksit bu yonde
kullanilan tampon maddelerine 6rnek olarak verilebilir. Tampon maddelerin genel
calisma sekli pH degisikligini 6nleme ya da pH’y1 yiikseltme seklindedir. Tampon
eklenmesi A:P oranii artirir. Bazi tampon maddeler ruminal osmolalite ile birlikte
rumendeki sivi dongiislinii de hizlandirir. Asetik asit miktarinin artmasina bagl siit

verimi de artar (Rogers ve ark., 1982).

1.3.8. Organik Asitler

Organik asitler ruminantlarda rumen fermantasyonunu degistirerek metan
olusumunu baskilamaktadir (Kutlu ve Serbester, 2014). Laktik asit, propiyonik asit,
sitrik asit, asetik asit, formik asit, aspartat, malat ve fumarat gibi dikarboksilik
organik asitler yem katki maddesi olabilme potansiyelleri yoniinden incelenmislerdir
(Kutlu ve Serbester, 2014 ve Newbold ve Rode, 2006). Ayrica yemlerin asitligini
artirarak yemin bozulmasini 6nlemek, sindirim sistemindeki patojen ve yararl
mikroorganizmalar arasindaki dengeyi korumak, alinan besin maddelerinin sindirim
ve emilimini iyilestirmek i¢in ¢esitli organik asitler kullamlmistir (Kaya ve ark.,

2012).

Organik asitler esas olarak hidrojen tutucu gorevi yapmakta ve hidrojeni
propiyonatin olusumuna kadar korumaktadir (Newbold ve Rode, 2006). Organik
asitler bircok yonden iyonofor grubu antibiyotiklere benzerler (Martin, 1998).
Hidrojenin ortamdan daha fazla uzaklastirilmasi seliilolitik bakteri aktivitesinin ve

seliiloz sindiriminin artmasina sebep olmaktadir (Adesogan, 2009).

Organik asitler icerisinde bulunan fumarik asit, metan olusumunu azaltma
amaciyla kullanilan bir yem katki maddesidir. Elektron havuzu olusturmasindan ve
propiyonatin metabolik olarak dncii maddesi olmasindan dolay1 tercih edilmektedir

(Ungerfeld ve ark., 2007).

47



Ruminant rasyonlarinda organik asitler ile yapilan ¢alismalarda, rumendeki
metan iiretiminde azalma, propiyonik asit miktarinda artma ve A:P oraninda azalma
olustugu rapor edilmistir (Asanuma ve ark., 1999; Foley ve ark., 2009 ve Martin ve

ark., 2000).

1.4. Kapsaisin

Biber (Capsicum), Solanacea ailesinde patlican (Solanum melongena),
domates (Solanum lycopersicum), patates (Solanum tuberosum) ve tiitiin (Nicotiana
tabacum) ile birlikte yer almaktadir ve kokeni Giiney Brezilya ve Bolivya’ya
dayanmaktadir (Barboza ve Bianchetti, 2005). Amerika kitasinin kesfiyle (1492)
Diinya’da yayilmaya baglayan biber gesitleri Tiirkiye’ye 16. yy.’da yani Osmanli
Imparatorlugu doneminde gelmis ve yogun bir sekilde iiretimine baslanmistir (Seniz,
1992 ve Vural ve ark., 2000). Biberin kullanilmaya baslanmasi ise tarimsal
faaliyetlerin baslangicindan da 6teye gitmektedir (Pickersgill, 1969). Tarihte ilk biber
yetistiriciligi M.O. 7500 yilinda yapilmustir. 1600°lii yillarda ise ticareti yapilmaya
baslanmis ve tiim Diinya’da hizla yayilmistir (Dewitt ve Gerlach, 1990). Diinya biber
{iretiminde ii¢iincii sirada olan Tiirkiye’de (Abak, 1995) Devlet Istatistik Enstitiisii
verilerine gore kirmizibiber iiretiminin yaklasik %80°i Gaziantep ve Kahramanmaras
illerinde yapilmaktadir (Taydas, 1993). TUIK verilerine gore 2020 yilinda kirmiz1
biber iiretimi 256.735 ton, 2021 yilinda ise 284.694 ton olarak kaydedilmistir (TUIK,
2022). Uretilen biberler Tiirkiye’de taze olarak tiiketilmesinin yani sira tursu, salca,
kurutulmus biber, toz biber ve kdzlenmis biber gibi katma degeri disiik sekillerde
piyasaya siiriilmektedir (Vural ve ark., 2000).

Biber meyvesi (Sekil 1.2.) perikarp, plasenta ve sap olmak iizere ii¢ kisimdan
olugmaktadir. Perikarp biberin dis kabugu, plasenta ise biberin ¢ekirdeklerinin
yapistig1 ve biberin sapindan ucuna kadar uzanan i¢ kismina karsilik gelmektedir.
Kapsaisinoidler olarak adlandirilan molekiiller en fazla plasentanin interlokular

septumundaki epidermal hiicrelerde birikmektedir (Canto- Flick ve ark., 2008; Judd
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ve ark., 1999 ve Supalkova ve ark., 2007). Perikarp ve ¢ekirdekler ise bu molekiiller
acisindan oldukga fakirdir (Canto- Flick ve ark., 2008 ve Supalkova ve ark., 2007).

Sekil 1.2. Biber Meyvesi.

Kapsaisinoidler ifadesi bes adet molekiil icin genisletilmis anlam tagimaktadir.
Kapsaisinoidlerin ~ %69’u  kapsaisin,  %22’si  dihidrokapsaisin,  %7’si
nordihidrokapsaisin,  kalan  %1’lik  kisimlar  ise = homokapsaisin  ve

homohidrokapsaisini kapsamaktadir (Gudeva ve ark., 2013, Sekil 1.3).

H":':@A"H’L/\Af\[/

Kapsaisin

O Y

Dihidrokapsaisin

BOR

Nordihidrolapsaisin

Sekil 1.3. Kapsaisinoid ¢esitlerinin kimyasal yapisi (Kirschbaum-Titze ve ark., 2002).
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Biberin aciligi biber c¢esidine bagli oldugu gibi aymi bitkiden elde edilen
biberler arasinda da farklilik olabilmektedir. Bu farkliligi olusturan sebepler ise
bitkinin olgunluk derecesi ve g¢evresel faktorlerdir. (Garces- Claver ve ark., 2006).
Biberin aciligindan kapsaisinoidler, bunlar igerisinde ise %90 oraninda kapsaisin ve
dihidrokapsaisin molekiilleri sorumludur (Bennet ve Kirby, 1968; Govindajaran,
1986; Iwai ve ark., 1979 ve Kosuge ve Furata, 1970). HPLC yoOntemiyle yapilan
arastirmalarda bu iki molekiiliin miktarindaki artigin biberin acilik oraninin artisiyla

dogru orantili oldugu saptanmistir (Garces-Claver ve ark., 2006).

Biberin aciligini veren ve aci biberin ana bileseni olan kapsaisin molekiili
triterpenoid grubundan bir karotenoiddir ve kapsikum yagmin ana bilesenidir
(Tekippe, 2010). Act biberlerin kapsaisin molekiiliinii sentezlemelerinin, kapsaisinin
antifungal etkisinden kaynaklandigi ve bu yetenegin yillar icinde evrimlestigi
diistiniilmektedir (Tewksbury ve ark., 2008). Kapsaisin dogal olarak aci biberin
interlokular septalarinda vanililamin molekiiliine yag asidi zinciri eklenmesiyle

sentezlenmektedir (Stewart ve ark. 2005).

Kapsaisin ilk olarak 1816 yilinda Christian Friedrich Bucholz tarafindan
ekstrakte edilip “capsicin” olarak adlandirilmistir (Felter ve Lloyd, 1898). John
Clough Thresh ise 1876’da kapsaisini saf bir sekilde elde etmis ve “capsaicin olarak
adlandirmistir.  1878’de Hagyes tarafindan “capsicol” olarak adlandirilmis ve
mukozada tahrise ve gastrointestinal kanalda salgi artisina sebep oldugu
aciklanmistir (Nelson, 1919). Daha sonra kapsaisinin yapist agiklanmis ve ilk defa

1930 yilinda Spith ve Darling tarafindan yapay olarak sentezlenmistir.

Biberlerdeki kapsaisinoidlerin miktar1 kimyasal ve duyusal yollarla
anlasilabilmektedir. Scoville isimli bir farmakolog 1912 yilinda “Scoville Organik
Testi’'ni (SOT)” gelistirmistir. Bu test subjektif bir sekilde biberin aciliginin
Olciilmesine dayanmakta ve gilinimiizde hala kullanilmaktadir. Daha sonra
organoleptik, spektrofotometrik, ince katman kromotografisi, gaz-sivi kromotografisi

ve HPLC gibi yontemlerle de biberin aciligi tespit edilmistir (Anan ve ark., 1996 ve
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Govindajaran ve ark., 1977). HPLC ise bu anlamda SOT tan sonra en ¢ok kullanilan
analiz yontemidir (Todd ve ark., 1977). Biberlerde acilik seviyesi SCU (Scoville
Units) birimiyle belirtilir. Bosland ve Baral, 2007 yilinda dort adet biber cesidini
SCU birimi agisindan 6rneklemis ve Scoville Organik Testine gére Habanero biberi
100000- 350000, Red Savina biberi 350000- 577000, Naga Jolakia biberi 855000-
1000000, Bhut Jolakia biberi ise 1000000 SCU ¢ikmustir. Capsicum chinense ve
Capsicum frutescens tiirlerinin hibridi olan “Bhut Jolakia” isimli biberin en aci biber
oldugunu bildirilmistir. Ancak Bhut Jolakia bu rekorunu Pepper X, Carolina Reaper
ve Dragon's Breath biberlerine birakmistir. Guiness Diinya Rekorlar kayitlaria gore
Diinya iizerindeki en ac1 biber Carolina Reaper 1641183 SCU ile kayitlara gegmistir
(Guiness World Records, 2017).

Kirmizibiber gida disindaki bircok alanda daha kendisine yer edinmistir.
Kapsaisinin antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar, anti-kanser, anti-obezite,
kalp koruyucu, mide koruyucu oldugu ve metabolizmay1 degistirdigi bilinmektedir
(Baenas ve ark., 2019; Friedman ve ark., 2018; Ghiasi ve ark., 2019; Huang ve ark.,
2018; Lu ve ark., 2017; Lu ve ark., 2019; Maksimova ve ark., 2016 ve Wang ve ark.,
2019). Koyu kirmizi rengi dolayisiyla ¢esitli gida maddelerinin boyanmasinda ve
yumurta sarisint koyulastirict 6zelliginden dolay1 tavuk yemlerinde kullanilmaktadir
(Arikan, 2004). Kapsaisinin intragastrik olarak uygulandigi c¢alismalarda gastrik
hasara kars1 koruyucu oldugu gézlenmistir (Holzer ve Sametz, 1986). Bunun sebebi
Nervus vagus’u inaktive ederek asit tiretimini 6nlemesine baglanmigtir (Imatake ve

ark., 2009).

Aci1 biber antimikrobiyel 6zellikleriyle de dikkati ¢ekmektedir. Tarih boyunca
ilag yapiminda, agrilarin dindirilmesinde ve gastrointestinal sistem hastaliklarinda
kullanilmis olan biberin antimikrobiyel oOzellik tasiyip tasimadigr konusu 70°li
yillarda bilim adamlarinin dikkatini ¢ekmistir. Kapsaisinin bakteri duvarindaki gesitli
reseptorlere baglanmasi ve bu sekilde hiicre i¢ine sizarak bakterinin 6liimiine sebep
olmasi kapsaisinin antimikrobiyal yonden arastirilmasina onciiliik etmistir (Tekippe,

2010). Yapilan ¢esitli arastirmalar sonucunda kapsaisinin omurgasizlarda 6liime yol
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actig1 ya da onlarin normal beslenme seklini bozdugu tespit edilmistir (Madhumathy
ve ark., 2007). Kim ve Ryeon adl1 iki aragtirmact 1979 yilinda biberin etken maddesi
olan kapsaisinin B. subtilis iizerine olan etkisini incelemis ve bu tiiriin gelisiminin
kapsaisin ilavesiyle engellendigini bildirmislerdir. Daha sonralar1 1987 yilinda Deans
ve Ritchie, kapsaisinin hem Gram negatif hem de pozitif bakteri gelisimini
durdurabildigini gézlemlemistir. Cichewicz ve Thorpe (1996), Capsicum tiirlerinin
mikroorganizmalar1 inhibe edip etmedigini test ettikleri bir calismada anilan tiirlerin
Clostridium sporogenes ve Clostridium tetani bakterilerini inhibe ettigini
gozlemislerdir. Kapsaisinin Helicobacter pylori i¢in de bakterisidal etki gosterdigi
1997 yilinda Jones ve ark. tarafindan rapor edilmistir. Dorantes ve ark., 2002 yilinda
yaptiklar1 bir arastirmada biber tiirli ve ektraktlarinin Listeria monocytogenes, S.
aereus, Salmonella typhimurium ve Bacillus cereus’un gelisimini Onlediklerini
gostermislerdir. Kapsaisinin tiir spesifitesi de yine arastirmalara konu olmustur
(Molina- Torres ve ark., 1999). Kapsaisinin Escherichia coli, Pseudomonas
solanacearum, B. subtilis ve S. cerevisae lizerine etkilerini incelenmis ve yiiksek
konsantrasyonlarda kapsaisinin sadece E. coli ve P. Solanacearum’ un biiylimesini
yavaglattigi gozlemlenmistir. Bununla birlikte B. subtilis biiyiimesi de giiclii bir
sekilde inhibe olurken, S. cerevisiae’nin biiylimesi sadece baslangigta artmistir

(Molina- Torres ve ark., 1998).

Biber ve etken maddesi olan kapsaisinin sinir ve solunum sistemlerini
kapsayan bir¢ok ¢aligmada etkileri arastirilmistir. Son yillarda ise gastrik etkileri baz
alarak sindirim sistemi iizerine etkileri incelenmistir. Kapsaisinin ve biber igerikli
irlinlerin gastrointestinal sistemdeki etkileri ilk defa 2000 yilinda ele alimmustir.
Insanlarda ac1 biber tiirlerinin metabolizmaya etkisi incelenmis ve ac1 biberin istah1
artirdign gozlenmistir (Calixto ve ark., 2000). Baska bir ¢aligmada ise yemeklerden
30 dakika once deneklere 0,9 g kirmizibiber verilmis ve kapsaisinin gastrointestinal
ve duyusal doymaya kars1 etkileri incelenmistir. Elde ettikleri sonuca gore kapsaisin
alimi doygunlugu artirmis ve enerji alimmi kisitlamistir (Westerterp-Plantenga ve
ark., 2004). Aci biberin metabolizmaya olan etkilerinin incelendigi bir diger

calismada, yemlerine kapsaisin ilave edilen farelerde su tliketiminin arttig
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bildirilmistir (Zafra ve ark., 2003). Aci kirmizibiberin rumen iizerine etkilerinin
incelendigi ¢alismalar da bulunmaktadir. Cardozo ve ark. (2005), in vitro sistem
kullanarak yaptiklar1 bir ¢alismada kaba yemin konsantre yeme orani 10:90 olacak
sekilde besledikleri sigirlardan rumen fistiilii ile rumen sivis1 almislar ve 6 dogal
bitki ekstrakti (sarimsak, tar¢in, aci biber, anason, avize agaci ve keklik otu) ile 3
bitki ikincil metabolitini (anethol, sinemaldehid ve eugenol), 5 farkli dozda (0, 0,3, 3,
30 ve 300 mg/l) ve 2 farkli pH derecesinde (7,0 ve 5,5) incelemislerdir. pH 7,0’de
act biber ekstraktinin doza bagimli olarak toplam UYA ve amonyak
konsantrasyonlarini azalttigi, A:P oranini ise artirdig1 belirlenmistir. Rumen pH’s1
5,5’¢ indirildiginde ise amonyak azotu azalmis, toplam UYA iiretimi 0,3, 3 ve 30
mg/l dozlarinda artarken 300 mg/l dozunda azalmis ve propiyonat miktar1 artmais,
asetat miktar1 azalmistir. Busquet ve ark. (2006), %12 kapsaisin i¢eren biber yaginin
da aralarinda oldugu 12 bitki ekstrakti ve 6 ikincil bitki metabolitini sinirli iremenin
gergeklestirildigi kiltiirlerde test etmis ve cesitli dozlarda bu bitkilerin ruminal
etkilerini incelemislerdir. Bu amagla rumen fistiilii takilmig iki disi sigir 1:1 oraninda
kaba ve konsantre yem ile beslenmis ve bunlardan rumen sivist Ornekleri
toplanmistir. Aci biber ekstraktinin artan dozlari, pH, propiyonat, asetik asit ve
butirat konsantrasyonlarinda belirgin bir degisiklik olusturmazken, amonyak azotu

miktarinda belirgin bir diisiise yol agmustir.

Fandino ve ark. (2008)’nin yaptiklar1 bir calismada konsantre yemce zengin
(kaba yemin konsantre yeme orani 10:90) beslenen diivelerde 15 giinliik adaptasyon
stiresi sonrasinda 9 giin boyunca rumen fistiili ile drnekleme yapilmistir. Diiveler
dort gruba ayrilip ilk gruba higbir katki yapilmamus, ikinci gruba 238 mg/giin
monensin verilmis, liclincli gruba 500 mg/giin anason yag1 ve dordiincii gruba ise 500
mg/giin act biber yagi verilmistir. Calisma sonucunda aci biber yaginin pH’da
istatistiksel bir degisim yapmaksizin kuru madde tiikketimini ve biitirat
konsantrasyonunu artirdigi, asetat konsantrasyonunu ise azalttifi belirlenmistir.
Castillo ve ark. (2012), ticari bitki ekstrakti karisimi kullanilarak sigirlarda enerji,
protein metabolizmas1 ve karaciger fonksiyonuyla ilgili enzimleri in vivo olarak

incelemistir. Bu amagla 24 adet sigir 86 giin boyunca iki grup halinde izlenmistir. Tlk
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grup kontrol grubu olurken ikinci gruba ticari bitki ekstrakti verilmistir. Ticari
ekstrakt igerisinde keklik otundan (Origanum vulgare) elde edilen karvakrol (5
mg/kg KM); tar¢indan elde edilen sinemaldehid (3 mg/kg KM), Capsicum annum
cinsi ac1 biberden elde edilen kapsaisin (2 mg/kg KM) ve 90 mg/kg KM miktarinda
hidrojenize bitkisel yag bulunmaktadir. Deneme siireci sonunda hayvanlarda serum
laktat, doymamis yag asitleri ve kreatinin seviyelerinde diisme gozlenirken, enerji

kazanci ve protein dongiisiinde iyilesme gozlenmistir.

Geraci ve ark. (2012), esansiyel yag karisimlarinin rumende sodyum
monensine benzer bir etki yapip yapmadigini incelemistir. Bu amagla 24 Angus cinsi
sigir dort gruba ayrilarak 84 giinliik bir deneme siirecine tabi tutulmustur. Bu siire
boyunca yemlerine 46,7 mg/kg KM monensin, 266 mg/giin sinemaldehid, 266
mg/giin 6genol ve 133 mg/giin Capsicum oleoresin eklenmistir. Iki asamada
yiiriitiilen arastirmanin birinci agamasinda kuru madde alimi, kilo alimi1 ve karkas
gelisimi izlenirken, ikinci asamada ruminal fistiil uygulamasiyla fermantasyonda
olusan degisiklikler irdelenmistir. Bitki ekstraktinin monensine kiyasla kuru madde
tilkketimini degistirmedigi, ilk asamada (0-44 giinler) karkas gelisimini azalttig1 ancak
ikinci agamada (45-84 giinler) giinliik kilo alimmin arttig1 gézlenmistir. Yine ikinci
asamada (45-84 giinler) bitki ekstrakti katkisi ile amonyak azotunda azalma

gozlenirken UY A miktarlarinda degisiklik gozlenmemistir.

Rumen ile ilgili yapilan bu ¢alismalar g6z 6niine alindiginda tez ¢alismamizdan
farkli olduklar1 goriilebilmektedir. Bazi ¢alismalar in vivo gerceklestirilmistir ki bu
durumda hayvan farkliliklari, ¢evrenin yem alimina etkisi ve rumenlerindeki
mikrobiyel ortam farkliliklar1 ¢calisma sonucuna etki etmektedir. Yapilan in vitro
denemelerde ise inkiibasyon siiresi genellikle az olup, rumen bakterilerinin
adaptasyon silirecine etki ettiginden sonuglarda degisiklik beklenmelidir.
Caligmalarin bir kisminda aci biber yagi, bir kisminda aci biber ekstrakti
kullanilmigtir. Bu durum igerigindeki kapsaisin miktar1 diislniildiigiinde farkli
sonuclar doguracaktir. Tez caligmamizda kapsaisini direkt olarak kullanmamiz,

kapsaisinin esas etkisini gozlemlemek ic¢in idealdir. /n vitro ortamda calismay1
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gerceklestirmemiz ise ortam sartlarinin ve hayvansal farkliliklarin giderildigi daha
saglikli bir deney ortami hazirlamistir. Deney inkiibasyon siiresinin uzunlugu da

mikrobiyel ortamin adaptasyonu i¢in ideal tutulmustur.

Yapilan bu tez ¢alismasinda konsantre yem agirlikli besleme (%20 kaba yem,
%80 konsantre yem) ve farkli ruminal pH degerlerinde (normal rumen pH’s1: 6,7-6,8
ve asidik pH: 5,7-5,8) aci biberin temel aktif maddesi olan kapsaisinin rumen
mikrobiyal fermantasyonu iizerine etkilerini belirlemek ve bu etkileri iyonofor grubu

bir antibiyotik olan monensin ile karsilastirilmas1 amaglanmustir.

Kapsaisinin rumen florasi iizerine etkileri, ruminal mikrobiyal fermantasyonu
etkileme tarzi ve bu durumun yemden yararlanma ile hayvan verimligini nasil
etkileyecegi hakkinda yeterli bilimsel veri mevcut degildir. Yapilmis caligmanin

bilimsel verilere kaynak olmas1 amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. inkiibasyon Teknigi

Doktora tez caligmasinda yari-siirekli ve kapali bir inkiibasyon yontemi olan
RUSITEC (Rumen Simulation Technique) teknigi Czerkawski ve Breckenridge’in
(1977) tarif ettigi sekilde uygulandi (Sekil 2.1). Rusitec sisteminde ger¢ek hacimleri
750 ml olan 10 adet fermenter kullanilmistir. Bu fermenterlerde inokulum olarak
Ankara’nin Akyurt ilgesi belediye mezbahasinda kesilmis canli agirliklar1 yaklasik
400 kg olan ve kesim Oncesi en az ii¢ hafta siiresince giinde 1,8 kg arpa samani ve
7,2 kg konsantre yem ile beslenen iki adet saglikli erkek besi sigirindan elde edilen
rumen igerikleri kullanilmistir. Rumen igerikleri yaklagik 30 dakika igerisinde termo-
kaplarda Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’ndaki
Rusitec laboratuvarina ulastirilmistir. Alinan taze rumen igerigi laboratuvarda
karigtirildiktan sonra 3 katl steril gazli bezden siiziilerek sivi ve kat1 fraksiyonlarina

ayristirilldi ve sivi kisim fermenterlere doldurulmustur.

Hayvanlara yedirilen yem ayni zamanda Rusitec sisteminde de deneme yemi
olarak kullanilmistir. Arastirmanin ilk giinii taze kat1 rumen igeriginin 80 grami ve 4
g arpa samani ile 16 g ticari konsantre yemden olusan deneme yemi karisimi (kaba
yem %20, konsantre yem %80), 150 pum porlara sahip iki adet naylon keseye
konulmustur. Bu keseler Rusitec fermenterlerindeki delikli i¢ kaplara
yerlestirilmistir. Denemede kullanilan arpa samani, Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda
degirmenden gecirilerek 0,5 cm uzunluguna kadar kiiciiltiilmiis ve yine aymn

Anabilim dalinda ¢aligmada kullanilan yemlerin analizi yapilmistir (Cizelge 2.1.).
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Cizelge 2.1. Aragtirmada kullanilan yem maddelerinin analiz degerleri.

Besin maddeleri Arpa samani (%) Konsantre yem (%)
Kuru madde 94,62 93,62

Ham protein 2,72 12,05

Ham seliiloz 38,11 8,34

Ham yag 0,93 3,47

Ham kiil 5,32 6,96

Toplam enerji 2665 kcal/kg

Kat1 rumen igerigi bulunan naylon kese 24 saat sonra deneme yemi karisimi
iceren bagska bir kese ile degistirilmistir. Sistem fermenterlerinde her zaman 2 adet
yem kesesi i¢ fermenterlere yerlestirilmis halde bulunmaktadir (Sekil 2.1. ve Sekil
2.2.). Her giin bir adet yem kesesi yenisiyle degistirilmis ve yem keselerinin her
birinin 48 saat inkiibasyonda kalmasi saglanmistir. Yem kesesi degisimi yapilirken
cikarilan yem kesesi plastik bir keseye konulmus ve iizerine 40 ml suni tiikiiriik
soliisyonu eklenmistir. El ile sabit hareketlerle yem kesesi sikilarak plastik kese
icerisinde bulunan suni tiikiiriik soliisyonuna, yem partikiillerine tutunmus olan
mikroorganizmalar ve s1vi kisim i¢inde ¢6ziinmiis halde bulunan maddelerin gegmesi
saglanmig, daha sonra kese igerisinde biriken sivi kisim fermenterlere aktarilarak
mikroorganizmalar ve ¢6ziinmiis yem bilesenleri sisteme geri kazandirilmigtir. Yem
keselerinin degisimi sirasinda anaerobik sartlarin devami i¢in fermenterlere CO2 gazi
uygulanmustir. Sistemden ¢ikarilan yem kesesi ise kuru madde sindirilebilirligi

analizi i¢in 20°C’de ¢alistirilan derin dondurucuda saklanmustir.
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Sekil 2.2. Rusitec-sisteme ait tek bir fermenterin semas1 (Czerkawski ve ark., 1977).

A: Elektromotora bagli i¢ fermenteri hareket ettirerek rumen hareketlerinin taklit edilmesini ve
yemin rumen sivisi ile karistirilmasini saglayan metal ¢ubuk; B: Ornek toplama vanasi; C: Dis
fermenter kapagi; D: Pleksiglas dis fermenter; E: Rumen sivisi; F: ¢ fermenter kapagi; G:
Pleksiglas i¢ fermenter; H: Yem keseleri; I: Suni tiikiiriigii peristaltik pompa vasitasiyla
fermentere ileten silikon hortum; J: Fermantasyon sonu olusan iiriinleri erlenmayere aktaran lastik
boru; K: Gaz biriktirme kesesine baglanan lastik boru; L: Erlenmayer.

In vitro inkiibasyonun miimkiin oldugunca in vivo rumen sartlarina benzemesi
icin Rusitec sistemin fermenterleri siirekli 39°C’lik sabit sicaklikta tutulmus ve

Cizelge 2.2°de bilesimleri verilen pH degerleri 8,6 olan ancak asidoz sathasinda
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tamponlama derecesi diisiiriillen tampon soliisyonlar1 (suni tiikiiriik) ile s1vi dongiisii
(liquid turnover) saglanmistir. Elektrikli motorlar yardimiyla fermenterlerin i¢indeki
delikli i¢ kaplara dakikada 6 kez piston hareketi yaptirilarak rumen kontraksiyonlari
taklit edilmistir ve Rusitec fermenterlerindeki kati1 ve sivi fazlar arasinda degisim
saglanmistir (Sekil 2.1.). Fermantasyon gazlar1 fermenterlere bagl gaz keselerinde,
fermenterlerden uzaklasan rumen sivilart ise kuru buza yerlestirilmis

erlenmayerlerde toplanmustir (Sekil 2.2.).

Cizelge 2.2. Gakhar’a (2008) gore normal ve asidoz sartlarinda kullanilan tampon soliisyonun
bilesimi.

Bilesik (g/1) S1 S2

NaHCO;3 9,800 2,450
Na>HPO4 3,720 0,620
NaCl 0,470 0,470
KCl 0,570 0,570
CaCl>. 2H,0 0,053 0,053
MgClio.6H20 0,128 0,128

S1: normal pH kosullarinda kullanilan tampon soliisyonu; S2: asidoz kosullarinda kullanilan tampon
soliisyonu.

==

TAHLIVE
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Sekil 2.3. Fermenterin sematik yapist.
1: Di1s fermenter; 2: I¢ fermenter; 3a:Yem kesesi; 3b:Yem kesesi.
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Sekil 2.3.’de gorildiigli tizere 1 numarali kompartman dis fermenter, 2
numarali kompartman i¢ fermenter, 3 numarali kompartmanin a ve b olarak
isaretlendigi boliimleri ise yem keseleridir. Suni tlikiiriik girisi dis fermenterin alt
kisminda yer almaktadir. Olusan fermantasyon sonu {irlinler ise tahliye borusundan
bosalmaktadir. Yem keselerinin her biri sistem igerisinde 48 saat boyunca
kalmaktadir. Ornegin a kesesi degistirildikten 24 saat sonra b kesesi degistirilmekte,
sonraki giin ise 48 saati dolan a kesesine geri doniilmektedir. Her giin ¢ikarilan yem
kesesi temiz bir plastik kese igerisine alinmakta, lizerine 40 ml suni tiikiiriik
soliisyonu eklenmekte ve el ile 2 dakika boyunca sikilarak yem partikiillerine tutunan
mikroorganizmalarin suni tiikiirik igerisine serbestlenmesi saglanmaktadir. Kese
igerisindeki suni tiikiiriik soliisyonu daha sonra fermentere geri aktarilmakta ve bu
sekilde yem partikiillerine tutunmus mikroorganizmalarin  sisteme  geri

kazandirilmast miimkiin olmaktadir.

Mikroorganizmalar farkli kompartmanlarda farkli miktarda bulunmaktadir. Bir
numarali kompartman serbest mikroorganizmalarin ve rumen sivisinin bulundugu
katmandir. iki numarali kompartmanda yem keseleri ile rumen sivis1 yer almaktadir.
Ug numarali kompartmanda ise yem keseleri ve yeme tutunmus mikroorganizmalar
yer almaktadir. Bu kompartmanda 6zellikle yeme tutunmus protozoonlarin miktari, 1
numarali kompartmana nazaran daha fazla olmaktadir. Mikroorganizma sayisi
substrat varliginda siirekli artmaktadir. Substrat azaldiginda ise mikroorganizmalar 3
numaralt kompartmandan 1 numarali kompartmana dogru ge¢mektedirler. Bir
numarali kompartmanda ise ¢dziinmiis yem maddelerinin oran1 daha fazladir. Rusitec
sistemin rumen ortamini ¢ok basarili bir sekilde yansittig1 yadsinamaz, ancak sistem,
rumen duvarinin bulunmamasi sebebiyle rumen epitelinden emilim ve sekresyon
olaylarin1 ve rumen epiteline tutunmus mikroorganizmalar1 simiile edememektedir

(Czerkawski ve Breckenridge, 1977 ve Czerkawski, 1986).
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2.2. Asidoz Kosullarinin Olusturulmasi

Tez galigmasinda 18 giinliik deney periyodu belirlenmis ve son 6 giinde
asidoz kosullar1 olusturularak kapsaisinin etkileri asidoz kosullarinda da
degerlendirilmistir. Bu amagla in vitro sistemde asidoz kosullar1 Cizelge 2.2.’de
belirtilen S2 soliisyonu kullanilarak olusturulmustur. Gakhar (2008)’a gore tampon
soliisyonlar1 igerisinde bulunan tamponlayici maddeler asidoz sartlar1 i¢in miktarca
azaltilmig, Ozellikle tamponlayict 6zelligi bulunan Na:HPO4.12H20 ve NaHCO:s
miktarlart sirasiyla 3,72 g/l ve 9,8 g/I’dan, 0,62 g/l ve 2,45 g/I’e disiiriilmiistir.
Boylece normal kosullarda 6,7-6,8 olan rumen pH’s1 tampon soliisyon igerigindeki
maddelerin miktarlar1 degistirilerek ve bu baglamda tamponlayict 6zellikleri

azaltilarak yaklasik 5,7-5,8’e diistriilmistiir.

2.3. Deney kurgusu

Rusitec sistemdeki in vitro inkiibasyon toplam 18 giin siirmiis ve 3 asamadan
olusmustur. Her birisi 6 giin olan bu asamalar: adaptasyon, normal pH ve asidik pH
asamalaridir.  Ilk alti giinlik adaptasyon fazinda (1-6. giinler) rumen
mikroorganizmalarinin in vitro sartlara adaptasyonu saglanmis, daha sonraki alti
giinde (7-12. giinler) normal rumen pH degerinde (pH 6,7-6,8) ilk iki fermentere
hi¢cbir madde ilave edilmemis ve negatif kontrol olarak kullanilmistir. Diger iki
fermentere giinliikk 5 mg/l dozunda sodyum monensin (Fluka) (pozitif kontrol), geri
kalan alt1 fermenterden iki tanesine giinliik 1 mg/l (CAP1), diger ikisine 5 mg/l
(CAPS) ve son ikisine ise 25 mg/l (CAP25) dozlarinda kapsaisin (Capsaicin SC-
3577A, Santa Cruz Biotechnology, CA, ABD) ilave edilmistir. Arastirmanin son 6
giinliik asamasinda (13-18. giinler) ise bir 6nceki asamada uygulanan dozlama devam
etmis, ancak burada tampon soliisyon modifikasyonu ile rumen pH’s1 yaklasik 5,7-

5,8’¢ diisiiriilmiistiir.
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2.4. Analizler

2.4.1. Ruminal pH’nin Ol¢iilmesi

Rusitec-Sistem fermenterlerindeki sivilarinin pH degerleri, pH elektrodu
(WD-35801-00, Oakton) ve elektroda bagli pH metre (Ion 6, Acorn series, Oakton)

yardimziyla her giin yem keseleri degisimi sirasinda ol¢iilmiistiir.

2.4.2. Ucucu Yag Asitleri (UYA) Analizi

Ucgucu yag asitlerinin (asetik asit, butirat, propiyonat) analizi i¢in fermantasyon
sonu rumen sivisi ornekleri, kuru buz igerisinde bulunan erlenmayerlerden her giin
ayni saatte toplanmis ve analiz edilinceye kadar 20°C’de derin dondurucuda
muhafaza edilmistir. Numuneler analiz 6ncesi buzdolabi sicakhiginda (74°C)
¢Ozdiirtilmiistiir. Coziinen 5 ml’ lik rumen sivilarinin igerisine 1 ml %?25’lik
metafosforik asit ilave edilmistir. Metafosforik asit ilave edilen rumen sivilari,
4°C’de 30 dakika bekletildikten sonra 15 dakika sogutmali santrifiijde (4°C) (Hettich
Micro 200R) 15000 rpm’de santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatantlar viyallere
konulup bu viyallerden alinan 1 pl miktarindaki siipernatantlar GC sistemine
(ACME-6100 GC system) enjekte edilmistir ve HP-Innovax kilcal kolonu (30 m x
0,25 mm x 0,25 pum film kalinhigi) kullanilarak asetat, propiyonat ve biitirat
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. GC sisteminde Helyum gaz1 1,8 ml/dk akis hizinda
tasiyict gaz olarak gorev yapmustir. Enjektor ve dedektor isilari sirasiyla 250 ve

300°C’ye ayarlanmistir (Kosuge ve ark., 1961).

UYA’larin  glinlik iiretim miktarlar1 ise konsantrasyon degerlerinin
erlenmayerlerde biriken giinlik rumen sivist miktarlar1 ile c¢arpilmasiyla

hesaplanmistir (Ketchum ve ark., 1999 ve Oeztuerk ve ark., 2010).
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2.4.3. Kuru Madde Sindirilebilirligi (KMS) Analizi

Yem kuru maddesi sindirilebilirlik orani, yem maddelerinin fermantasyon
oncesi ve sonrasi igerdikleri kuru madde miktarlar1 belirlenerek hesaplanmistir. Bu
amagla fermantasyona ugramamis yem numunesinin nemi 65°C’lik etiivde 48 saat
bekletilip uzaklagtirildiktan sonra kuru madde miktar1 belirlenmigtir. Rusitec
sisteminde 48 saat fermantasyona birakilan yem numunelerinin kuru madde
miktarlar1 yine aym sekilde 65°C’lik etiivde 48 saat bekletildikten sonra hassas
terazide (AS 220/C/2, Radwag) tartilarak bulunmustur. Orskov ve ark. (1980)’nin
yontemine gore kuru madde miktarlar1 arasindaki fark kuru madde sindirilebilirlik

orani olarak kabul edilmistir.

Kuru madde sindirilebilirligi (%) = (O - S)/S x100

O: Fermantasyon &ncesi kuru madde miktar

S: 48 saatlik ruminal fermantasyon sonrasi1 kuru madde miktari

2.4.4. Protozoon Sayimi

Protozoon sayimi i¢in fermenterlerden alinan 1 ml rumen sivist ve 1 ml
protozoon sayim c¢ozeltisi karigtirllmigtir. Protozoon sayim ¢dzeltisi, 0,6 g metil
yesili, 8 g NaCl ve 100 ml %37’lik formaldehit 1 litrelik balon jojeye konularak ve
tizeri 1000 ml c¢izgisine kadar distile su ile tamamlanarak hazirlanmigtir. Isik
mikroskobu (Leica CME) ve Fuchs-Rosenthal Lami (derinlik: 0,2 mm, kii¢iik kare
alani: 0,0625 mm?) yardimiyla protozoon sayimi yapilmigtir. Sayim yapilirken 1
biiyiik kareye (16 adet orta biiyiikliikteki kare) diisen protozoon sayisi sayilmis ve

asagidaki formiil kullanilarak protozoon sayist hesaplanmistir (Harmeyer, 1965).

L ml daki vrot ~ B.Sx S0 (2) x BH (80) 1000
ml rumen sivisindaki protozoon sayisi SA. (250) X
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B.S: Bulunan say1
S.O: Sulandirma orani (1/2)
B.H: Birim hacim (En kiiciik birimin hacmi, 1/80 mm?)

S.A: Protozoon sayiminin gergeklestirildigi alan (256 kiigiik kare)

2.4.5. Amonyak Azotu (NH3-N) Analizi

Deney siiresince erlenmayerlerde toplanmis olan rumen sivilarindan 6rnekler
alinip, daha sonra analiz etmek iizere -20°C’de dondurulmustur. Dondurulan
numuneler 4°C’de ¢ozdiiriildiikten sonra NH3-N konsantrasyonu indofenol mavisi
yontemi ile spektrofotometrik (546 nm dalga boyunda) (UV-150-02, Shimadzu)
olarak belirlenmistir (Chaney ve Marbaeh, 1962). Bunun i¢in 50 ul rumen sivisinin
konuldugu tiiplere 5 ml fenol ve Na-nitroprussit karigimi ile 5 ml sodyum hipoklorit
ilave edilmistir. Numune yerine, ayn1 miktarda distile suyun konuldugu tiip kor tiip
ve 5 mmol/l NH4Cl ilave edilen tiip ise standart tiip olarak hizmet etmistir. Tim
tiipler parafilm ile kapatilip 60°C’lik ¢alkalamali su banyosunda (Memmert WNB14)
10 dk bekletildikten sonra numunelerdeki NH3-N konsantrasyonu spektrofotometre
araciligiyla belirlenmistir. Bu yontemde sodyum nitroprussit varliginda amonyak ve
fenol, sodyum hipoklorit ile okside edilmekte ve mavi renkli bir bilesik
olusturmaktadir. Olusan mavi rengin yogunlugu numunelerdeki NH3-N

konsantrasyonuyla dogru orantilidir.

2.4.6. Metan Gazi (CH4) Uretiminin Belirlenmesi

Rusitec sistemde fermantasyon faaliyetleri sonucu giinliik {iretilen metan gazi
miktart ugucu yag asitleri liretimi tlizerinden stokiyometrik olarak hesaplanmistir

(Abdl-Rahman, 2010; Lindsey ve ark., 1983 ve Wolin, 1960).

COg iiretim miktar1 = A/2 + P/4 + 1,5B
CHgy tiretim miktar1 = (A+2B) — CO2
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A: Asetik asit liretimi (mmol/giin)
P: Propiyonat iiretimi (mmol/giin)

B: Biitirat tiretimi (mmol/giin)

2.5. istatistiksel Analizler

Verilere iligkin tanimlayici istatistikler hesaplanarak "Aritmetik Ortalama =+
Standart Hata" seklinde gosterimde bulunulmustur. Verilerin analizinde tekrarli
Olctimler i¢in genel dogrusal modelleme tekniginden yararlanilarak iki yonlii varyans
analizi (two way repeated measures ANOVA) kullanilmistir. Olusturulan modelde
Uygulama ve Kosul temel etkileri ile Uygulama x Kosul etkilesim terimlerine yer
verilmigtir. Anlamli bulunan etkilesim terimlerinin ileri asamada ¢éziimlenmesinde
Bonferroni diizeltmesi ile birlikte basit etkiler (simple effects) analizi yapilmustir.
Istatistiki degerlendirmelerde p<0,05 kriteri kullanilmistir. Tiim istatistik analizler

SPSS 21 paket programu ile gergeklestirilmistir.
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3. BULGULAR

Kapsaisinin farkli pH degerlerinde ve konsantre yem agirlikli besleme
sartlarinda rumen mikrobiyel fermantasyonu iizerine etkilerinin Rusitec kullanilarak

belirlendigi ¢aligmanin sonuglar1 Cizelge 3.1.’de gdsterilmistir.
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Cizelge 3.1. Kapsaisinin farkli dozlarmnin (1, 5 ve 25 mg/l) iki farkli pH kosulunda (normal ve asidoz) rumen mikrobiyel fermantasyonu iizerine etkileri'.

Kontrol
Parametre Kosul
H Normal 6,77 £0,02 24

P Asidoz 5,76 £0,01 *B
Toplam UYA Normal 57,48 £2224
(mmol/giin) Asidoz 4410+1,02 8
Asetat Normal 28,65+ 0,854
(mmol/giin) Asidoz 19+1,218
Propiyonat Normal 14,04 +£ 0,63 °
(mmol/giin) Asidoz 10,96 £0,21°
Butirat Normal 14,80 £ 0,75
(mmol/giin) Asidoz 14,14 + 0,41

Normal 24,48 + 0,89 A
CHs (mmol)) G4, 19,04 + 0,49 @B

Normal 541+£0434
NHs-N (mmoll) - 40, 2,55+0,138
Protozoon sayis1 Normal — 9791,67 £312,5 24
(say/mm?) Asidoz  3541,67 £208,34 3B

Normal 47.87+2314
KMS Asidoz 41684170

Monensin

6,68 + 0,01 bA
5,66+ 0,02 B
59,74+ 0,65 A
53,09 +£2268
26,93+0,114
19,86 +£0,32 8
18,08 + 1,412
19,521,122
13,83 + 0,65
13,72 + 0,83

21,54 +£1,30°4
16,69 £ 0,25 °B

4,70 +0,69 A
2,05+0,098

4114,59 £ 677,09 bA

625+0°8
52,29 +1,134
43,1+2,738

"Degerler aritmetik ortalama =+ standart hata ortalamasidir.

UYA: Ugucu yag asitleri
KMS: Kuru madde sindirilebilirligi

Uygulama Gruplar
CAP1

6,71 0,01 bA
5,64 +0,03 B
55,89 42,454
46,63 + 3,858
27471714
20,63 +2,13 B
14,03 0,45
12,53 £0,53°
14,39 + 0,29
13,47+ 1,19
23,06+ 1,06 ®A
18,80 £2,3 B
6,23+0,184
2,66+ 0,26 B
8645,83 + 937,54
2552,09 + 52,085 B
5147+1,144
43,15+0,268

CAPS

6,72 0,01 *A
5,65+ 0,01 B
58,54+ 1,874
5048+ 1,118
29.41+1,084
2324 +033 B
14,61 £1,07°
13,4+ 1,08°
14,51 £ 0,29
13,84 403
24,88 +0.42 A
20,99 + 0,16 2B
6,54 + 0,63 A
2,97+ 0,66 B
7291,67 + 833,344
2864,59 + 260,42 ®B
49,56+ 1,414
42,52+0,118

CAP25

6,66+ 0,04 >4
5,64+0,03°8
58,32+ 1,484
50,03 +2,418
2848+ 1224
22,60 +0,108
14,7+0,35°
1322 +1,10"
15,15+ 0,1
14,22 + 0,36
25,04 + 0,84 A
21,21+0,752B
6,92 +0,24 A
3,04+0,16 8
8697,92 + 2239,59 @b A
3333,34 + 208,34 B
52,67 0,89 A
4388 +1,48

Kosul(K) Uygul;ama( U)

<0,001 <0,001
0,002 0,078
0,001 0,054
0,051 0,004
0,203 0,4

0,002 0,015
<0,001 0,114
<0,001 0,036
<0,001 0,399

a, b: Her bir parametre i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere, ayni satirdaki farkli harfler uygulama gruplar arasindaki istatistiksel agidan anlamli farklilig: ifade eder (p<0,05).
A,B: Her bir parametre i¢in ayr1 ayr1 olmak {izere, ayni siitundaki farkli harfler kosullar arasindaki istatistiksel agidan anlamli farklilig1 ifade eder (p<0,05).

KxU: Kosul ve uygulama etkilesimi
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3.1. Ruminal pH

Calisma sonuglart ruminal pH yoniinden incelendiginde kosul ve uygulama
etkilesimleri ayr1 ayri istatistiki olarak anlamli bulunurken (p<0,05), kosul x
uygulama etkilesimi yoniinden istatistiki olarak bir farklilik gézlenmemistir. Kosul
etkilesiminde gozlenen istatistiksel fark ¢aligmanin asidoz safhasinda olusturulan
Rusitec fermenterlerindeki pH diisiisiiniin sonucudur. Asidoz safhasinda ruminal pH
degerleri normal pH kosullarini izleyen iki giin igerisinde yaklasik pH 5.5
degerlerinde sabitlenmistir. Bu durum in vitro SARA modelinin basarili bir sekilde
olusturuldugunun da bir gostergesidir. Uygulama gruplariin her birinde normal ve
asidoz sathalar1 arasinda istatistiki fark gézlenmesi de bu durumun kanitidir. Normal
pH kosullarinin hiikiim siirdiigli sathada, kontrol grubu fermenterlerine kiyasla
monensin ve artan miktarlarda kapsaisin ilave edilen fermenterlerde ruminal pH
degerleri istatistiksel olarak azalmis (p<0,05) ancak Monensin ve kapsaisin
fermenterleri arasinda istatistiki farklilik gozlenmemistir (Cizelge 3.1.). Normal
kosullardakine benzer sekilde, asidoz kosullarinda da kontrol grubuna kiyasla
monensin ve kapsaisin gruplarinda (CAP1, CAP5 ve CAP25) ruminal pH istatistiki
olarak daha diisiik belirlenmistir (p<0,05). ilavelerin yapildig1 uygulama gruplarmin

kendi aralarinda ise istatistiksel bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Ruminal pH’nin farkli kosullarda uygulama gruplar: arasindaki degisimi.

3.2. Toplam Ucucu Yag Asitleri (UYA) Uretimi

Arastirma sonucu elde edilen bulgular toplam UYA iretimi acisindan
degerlendirildiginde kosul etkilesimi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). Bu istatistiksel fark alt1 glinliik normal pH kosullarindan sonra olusturulan
asidoz kosullarinda UYA iiretiminin azalmasindan kaynaklanmaktadir (Sekil 3.2.).
Toplam UYA her uygulama grubu i¢in incelendiginde asidoz safhasinda her grupta
genel bir azalma gozlenmektedir (Cizelge 3.1.). Normal fazda ve asidoz fazinda

uygulama gruplar arasinda toplam UY A iiretimi agisindan istatistiki bir fark yoktur.
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Sekil 3.2. Toplam UY A’nin farkli kosullarda uygulama gruplar arasindaki degisimi.
3.3. Asetik Asit Uretimi

Asetik asit iiretimi bakimindan kosul yoniinden istatistiki bir degisim oldugu
belirlenmistir (p<0,05). Bu durum zamana bagl olarak asidoz sartlarinda Rusitec
fermenterlerinde asetik asit Uliretiminin azalmasmna baghdir. Kosul x uygulama

etkilesimi istatistiki olarak 6nem tagimamaktadir.
Normal ve asidik pH kosullarinda, uygulama gruplar1 arasinda fark yoktur

(Cizelge 3.1.). Her uygulama grubu i¢in bakildiginda asidoz sartlarinda asetat liretimi

azalmistir (p<0,05) (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Asetik asit liretiminin farkli kosullarda uygulama gruplari arasindaki degisimi.

3.4. Propiyonik Asit Uretimi

Rusitec fermenterlerindeki propiyonik asit iiretimi sadece uygulama etkilesimi
bakimindan istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Monensin gruplarinda
hem normal hem asidoz kosullarinda kontrole nazaran propiyonik asit iiretimi

istatistiki olarak artmistir (p<<0,05) (Cizelge 3.1.).

Normal ve asidik pH kosullarinda, kontrol ve kapsaisin gruplari arasinda

propiyonik asit liretimi bakimindan istatistiki bir fark goriilmemistir (Sekil 3.4.).

71



Fropivenat Normal Propivenat Asidoz

b a b b b b a 2] 2] 2]
25,0
200 T T
SICICH FICK
+ o &
30 4528 RS
+ ¥ ity
fraiatataty hatatataty
; Bga R
Baa e e s 5
Py Sttty
15.0 R I e
= = fetadatitatat Bibetadelad
401 PR R F et
ottt o A
fs e atats bttty
e Fieiaialads
i by
atatals bttty
s g
10,0 L0 RARKIE
o i e R
B S
gy Fratatatatats!
L) fitattitsy
FOOH Biaaialalals
aTaa ittt
5.0 t:t:t:t ettt
i latets atatatititd
A atatatatatady
iatety etatetetatedl
o Cara AN
o, A,
L CReAC I
R I
ey SN
&0 FA, e te et
-] 2 g 2
= 2 - = 2
=1 ) Pl = -
[=] 3 v [=] 3
£ = e =
3 3
Uygulama Uygulama

Sekil 3.4. Propiyonik asit tiretiminin farkli kosullarda uygulama gruplari arasindaki degigimi.

3.5. Biitirik Asit Uretimi

Biitirik asit {retimi yOniinden kosul, uygulama ve kosul x uygulama

faktorlerinin hig birisinde istatistiksel bir etkilesim belirlenememistir.

Normal pH kosullarinda, kontrol grubu ile kiyaslandiginda monensin ve
kapsaisin gruplarinda (CAP1, CAPS5, CAP25) biitirik asit iiretimi yoOniinden
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gézlenmemistir. Monensin ve kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, sadece CAP25 grubunda biitirik asit tiretimi sayisal olarak

yiikselmistir (Cizelge 3.1.).

Asidoz kosullarinda, kontrol grubuyla karsilagtirildiginda ne monensin ne de
artan kapsaisin dozlar1 biitirik asit iiretimini istatistiksel olarak degistirmemistir

(Cizelge 3.1; Sekil 3.5.).
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Her uygulama grubu kendi igerisinde kosul yoniinden degerlendirildiginde
normal fazdan asidoz fazina geciste biitirik asit iiretimi yoniinden istatistiki olarak

fark gostermemistir.
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Sekil 3.5. Biitirik asit tiretiminin farkli kosullarda uygulama gruplar: arasindaki degisimi.

3.6. Metan Gazi (CH4) Uretimi

Kosul ve uygulama faktorleri incelendiginde, hem kosul hem uygulama
etkilesimi yoniinden istatistiki anlamlilik bulunmus, Rusitec fermenterlerinde giinliik
tiretilen metan gazi miktarlar1 asidoz kosullarmmin da etkisiyle azalma trendi

gostermistir (Cizelge 3.1.; Sekil 3.6.).

Metan tiretimi her iki kosulda da kapsaisin eklenen gruplarda kontrole nazaran
degismemistir. Monensin ilave edilen grupta ise metan iiretiminin kontrol ve CAP1
gruplarindan farksiz olmakla birlikte CAP5 ve CAP25 gruplarina gore daha diisiik
oldugu (p<0,05) gozlenmistir.
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Sekil 3.6. Metan gazi iiretiminin farkli kosullarda uygulama gruplar arasindaki degisimi.

3.7. Amonyak Azotu (NH3-N) Konsantrasyonu

NHs3-N  konsantrasyonu acisindan kosul ve wuygulama interaksiyonlar
incelendiginde yalnizca kosul yoniinde istatistiki olarak anlamli bir degisiklik
gbzlenmistir (p<0,05). Kosul etkilesiminde gozlenen istatistiksel fark, NH3-N

konsantrasyonlarin ~ asidoz  sartlarinda  tiim  gruplarda  diismesinden

kaynaklanmaktadir (Sekil 3.7.).

Normal ve asidoz sartlarinda uygulama gruplari arasinda NH3-N {iretimi

konusunda istatistiki olarak fark goriilmemistir.
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Sekil 3.7. Amonyak azotu (NH3-N) konsantrasyonunun farkli kosullarda uygulama gruplari arasindaki
degisimi.

3.8. Protozoon Sayisi

Uygulama ve kosul faktorleri protozoon sayisi yoniinden karsilastirildiginda
hem uygulama hem kosul yoniinden istatistiki olarak 6nem arz eden bir etkilesim

saptanmistir (Cizelge 3.1.).

Normal ve asidik pH kosullarinda, monensin grubu protozoon sayisi
bakimindan tiim gruplara nazaran en diisiik sayisal ifadeyi vermistir. Istatistiki
etkilesim yoniinden degerlendirildiginde ise monensin grubundaki protozoon sayisi
her iki kosulda da kontrole gore azalmistir (p<<0,05). Kapsaisin gruplari ile kontrol
grubu arasinda her iki kosulda da istatistiksel fark bulunmamaktadir. Diger taraftan,
kapsaisin gruplarindaki protozoon sayilart her iki kosulda da monensin

grubundakinden farksizdir (Sekil 3.8.).

75



Frotozoon Sayis: Narmal Frotozeon Savis: Asidoz
al bA abA abA abA | aB bEBE abB abB abB

(P di] I

10000

8000

Ortalama

& 000

400

2600 |
ol
= (] Fal
: 5 g 8§ ¢ 5 %
g F - - ra . 2
g 3 n g 3
= 2 - =
= 3
Uygulama Uygulama

Sekil 3.8. Protozoon sayisinin farkli kosullarda uygulama gruplar1 arasindaki degisimi.

3.9. Kuru Madde Sindirilebilirligi (KMS)

Kuru madde sindirilebilirligi, kosul ve uygulama faktorlerinin karsilikli
etkilesimleri yoniinden incelendiginde, kosul etkilesimi yoniinden istatistiksel bir
farkin oldugu (p<0,05), uygulama ve uygulama x kosul etkilesimleri yoniinden
istatistiksel bir farkin olmadigi belirlenmistir. Kosul yoniinden incelendiginde normal
fazdan asidoz fazina gecilirken KMS’nin tiim uygulama gruplarinda azalma trendi
gosterdigi  gozlenmistir  (p<0,05). Normal ve asidoz kosullarinda, Rusitec
fermenterlerinde 48 saat inkiibasyona tutulan yem keselerindeki kuru madde
sindirilebilirlikleri ne monensin ne de kapsaisinin artan dozlarindan istatistiksel

olarak etkilenmistir (Sekil 3.9.; Cizelge 3.1.).

Normal pH kosullarinda, kontrol gruplarina kiyasla, monensin ve CAP25
gruplarinda KMS sayisal olarak yiiksekken, CAP1 ve CAPS5 gruplarinda kontrole
kiyasla herhangi bir ciddi farklilik goriilmemistir (Cizelge 3.1.).
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Sekil 3.9. Kuru madde sindirilebilirliginin farkli kosullarda uygulama gruplari arasindaki degisimi.
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4. TARTISMA

Rumen ortamu siirekli olarak degisen ve kendini yenileyen bir sisteme sahiptir.
In vivo calismalarda rumen sivisina eklenen materyallerin kontrol edilebilmesi
olduk¢a zordur ve bazi maddelerin rumen fermantasyon mekanizmasinda
degisikliklere yol acabilmesi icin 2-3 gline nazaran haftalar ge¢mesi
gerekebilmektedir (Czerkawski ve ark., 1977). Denenen maddelerin etkinliklerinin
saptanabilmesi ic¢in bilim adamlar1 daha kontrollii sartlarin arayisina diismislerdir.
Bu amagla rumen sivisinin kullanildig1 in vitro inkiibasyon teknikleri gelistirilmistir.
Kontrollii sartlar altinda, incelenen materyalin etkileri daha rahat saptanabilmektedir.
Inkiibasyon teknikleri kisa ve uzun olarak ikiye ayrilmaktadir. Rusitec sistemi uzun

donem inkiibasyon teknigidir.

Rusitec kelimesi “Rumen Simulation Technique” kelimelerinin ilk heceleriyle
olusturulmustur. ilk kez Czerkawski ve arkadaslar1 tarafindan 1977 yilinda
tanimlanan Rusitec giiniimiiz teknolojisine uyarlanmistir. Bu sistem sayesinde rumen

ortami in vivo kosullara ¢ok benzer sekilde taklit edilebilmektedir.

Rusitec sistem, in vivo hayvan deneylerine biiylikk oranda benzerlik
gostermektedir. Sistem kontrollii bir laboratuvar ortaminda caligmaya olanak
saglamaktadir. Bu sekilde arastirmacilar sistem iizerinde tam kontrol sahibi
olabilmektedir. /n vivo g¢alismalarda rumen icerisine giren maddeler ve ruminal
ortamin son {lriinleri, rumendeki igerigin ugradig1 ve bilyiik oranda rumen epiteli
tarafindan gergeklestirilen aktif yikim, emilim ve sekresyon olaylari nedeniyle tam
olarak kontrol edilememektedir. Rusitec sistem bu kontrolsiizliigii ortadan kaldirarak
arastirictya ¢ok blyiikk bir avantaj saglamaktadir ve elde edilen sonuglarin
giivenilirligini  artirmaktadir  (Czerkawski, 1986). Yetiskin bir ruminantin
metabolizmas1 diisiiniildiiglinde tiim giin boyunca rumende emilim ve salgilanma
olaylarinin devam ettigi goriilmektedir. Ruminantlarda biiyiik miktarlarda salgilanan

tiikiiriik salgisi ile birlikte rumene giren maddeler seyrelmekte ya da tam tersi olacak
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sekilde tikiirik miktarma bagli olarak miktarlar1 degisebilmektedir. Yine
fermantasyon sonunda elde edilecek son {irlinler rumen duvariin absorbsiyon ve
sekresyon yetenegi karsisinda miktar olarak azalmakta ve uygulanan maddenin esas
etkinliginin saptanmasi zorlagmaktadir. Kullanilan Rusitec yonteminde bu gibi
dezavantajlar ozellikle rumen duvarmin olmayisi sebebiyle engellenebilmektedir

(Czerkawski, 1986).

Rusitec yontemi de dahil olmak iizere c¢esitli in vitro tekniklerin hayvan
besleme arastirmalarinda kullanilmasinin diger sebepleri arasinda hayvan sayisi ve
homojenligini saglamanin zorlugu yer almaktadir. /n vivo bir ¢alismada belirli sayida
canli hayvan gereksinimi vardir ve hayvanlar arasinda benzerligi saglamak oldukca
zordur. Verilen yem ve yasam ortamlari aym olsa dahi metabolizmaya bagh
(hormonal ve genetik) birtakim degisikliklerin olmast kagmilmazdir. Bu da
calismanin giivenilirligini etkileyebilir. Aynm1 zamanda hayvanlarin ¢alisma
stiresindeki ek giderleri (yem, barinma, saghk ve is¢i) c¢alisma maliyetini

artirmaktadir.

Bu doktora tez ¢alismasinda Rusitec sistemde 10 adet fermenter kullanilmistir
ve bu 10 fermenterin her biri bir ruminantin rumenine denk diismektedir. inkiibasyon
esit sartlarda yapilabilmekte ve dig ortamin getirecegi etkilerden korunmak miimkiin
olmaktadir. Rumen mikroorganizmalar1 belli kosullar saglandiginda kisa siirede in
vitro ortama adapte olabilme 6zelligine sahiptir. Bu ¢alismanin ilk 6 giinliik siirecini
adaptasyon siireci olusturmustur ve mikroorganizmalar in vitro sisteme adapte
olabilmistir. Mikroorganizmalarin bu adaptasyon yetenekleri sayesinde tipki in vivo
sartlarda oldugu gibi Rusitec yontemi giinlerce siirdiiriilebilmektedir ve bu durum in
vivo rumen iizerinde calisiyor gibi 0zel arastirma kosullarini saglamistir. Rusitec
sistemde diyet degisikligi yapildiginda mikrobiyel ve metabolik denge en fazla 4-6
giin igerisinde kurulurken, in vivo kosullarda diyet degisikligine hayvanin adapte
olabilmesi i¢in 16-23 giin gegmesi gerekmektedir. Bu calismada secilen 6 giinliik
adaptasyon siiresi bu baglamda yeterli olmaktadir (Czerkawski ve Breckenridge,

1977 ve Oztiirk, 2003).
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Bilindigi iizere asidoz ve alkaloz gibi 6zellikle hayvanin sagligini ve verimini
etkileyen durumlar rasyon diizenlemesi ve yem katki maddelerinin kullanimryla
giderilmeye c¢alisilmaktadir. Bu tiir olgular, denenen maddenin etkinligini 6lgmek
icin elzemdir. Ancak canli hayvani asidoz gibi patolojik durumlara maruz birakmak
etik acidan dogru olmaylp aymi zamanda maliyetli bir durumdur. In vitro
calismalarda asidoz ve alkaloz durumlari oldukga kolay bir sekilde olusturulmakta ve
incelenen maddenin bu gibi durumlarda etkinligi kolayca saptanabilmektedir.
Boylelikle canli yasami korunmus olmakla kalmayip ayni1 zamanda hayvan besleme

ve fizyolojisi alanlarinda ¢alismalarin artmasi ve hizlanmasi saglanmaktadir.

Bu calismada doz olarak sirastyla 1, 5 ve 25 mg/l dozlarinda kapsaisin
kullanilmistir. Bitki ikincil metabolitleri ve eterik yaglar1 ile yapilan g¢alismalara
bakildiginda denenecek olan maddelerin genellikle benzer sayisal degerler araliginda
tutuldugunu gérmekteyiz. Bu aralik eterik yag denemelerinde icerik ile degisirken,
ikincil metabolit triinlerin direk verildigi durumlarda mikrobiyel fermantasyonun
inhibe oldugu dozlar ile fermantasyona etkinin hi¢ gozlenmedigi dozlar araligi
belirleyebilmektedir. Cardozo ve ark. (2005) farkli pH’larda (pH 7,0 ve pH 5.,5),
10:90 oraninda kaba ve konsantre yem ile beslenen 2 adet diiveden elde ettikleri
rumen sivisini, ayri ayri altt adet bitki ekstrakti (sarimsak, tarcin, Yucca schidegera,
kekik, ac1 biber ve anason) ve ti¢ ikincil bitki metaboliti (saf sinnamaldehit, anetol ve
eugenol) ile muamele ederek rumen mikrobiyel fermantasyona etkilerini
inceledikleri bir ¢alismada ac1 biber yaginin (%12 kapsaisin igeren) etkilerini 0,3, 3,
30 ve 300 mg/l dozlarinda incelemislerdir. Bu da 0,0036; 0,36; 3,6 ve 36 mg/l
kapsaisin miktarina denk diismektedir. Bu tez calismasinda kapsaisin i¢in se¢ilen doz
degerleri de (1, 5, 25mg/l) Cardozo ve ark. (2005)’nin uyguladiklar1 doz siirlari
arasinda yer almaktadir. Geraci ve ark. (2012), ruminal ekosistemin, yem alim
seklinin ve hayvan performansinin, capsicum oleoresin, sinemaldehid ve 6genol
eklenmis diyetlerle besi sigirlarinda monensin ile karsilagtirmali olarak nasil
degistigini arastirdiklar1 84 giin siiren bir ¢aligmada ticari bir aci1 biber Oziitiinii (ac1
biber yag1 ve recinesi) 133 mg/giin olacak sekilde kullanmiglardir. Ticari preparatin

12 g/kg kapsaisin igerdigi bilinmektedir. Giinliik hayvan basina verilen doz
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hesaplandiginda bir hayvana 1,6 mg kapsaisin verildigi hesaplanmaktadir. Calismada
kullandiklart Angus irk1 diiveler yaklasik 140 kg agirlikta olup viicut agirliginin 1/7-
1/10’unu (Russell, 2009) kaplayan rumenleri yaklasik 14- 20 litre olacaktir. Bu da
litre basina 0,08-0,11 mg araliginda c¢ok diisiik bir degere tekabiil etmektedir. Bu
nedenle, bu tez ¢alismasinda kapsaisinin etkisinin tam olarak izlenebilmesi i¢in en
diisiik kapsaisin miktar1 1 mg/l olarak belirlenmistir. Busquet ve ark. (2006), rumen
mikrobiyel fermantasyonuna bitki ekstraktlariin etkilerini inceledikleri ¢alismada
50:50 oraninda kaba ve konsantre yemle beslenmekte olan Holstein irki siit
sigirlarindan elde ettikleri rumen sivisint in vitro olarak 24 saat gesitli bitki
ekstraktlar1 (anason, ardig, ac1 biber, tar¢in, karanfil tomurcugu, dere otu, gemen otu,
sarimsak, zencefil, keklik otu, cayagaci, ve yucca) ve bitki ikincil metabolitleri
(eugenol, anetol, benzil salisilat, karvakrol, karvon ve sinamaldehit) ile inkiibe
etmislerdir. Bu amagcla her bitki ekstraktindan da ayni1 miktar olmak iizere aci1 biber
yag1 ekstraktindan (%12 kapsaisin igeren) 3, 30, 300 ve 3000 mg/l kullanmislardir.
Bu da 0,036, 3,6, 36 ve 360 mg /I kapsaisine denk diismektedir. Kullandigimiz
degerler bu araliklara uygundur. Fandino ve ark. (2020), rumende olusan pH, NH3-N
ve UYA’y1 inceledikleri bir ¢alismada anason yag1 ve aci biber yagi karisimini in
vitro ve in vivo olarak 1:9 oraninda kaba ve konsantre yem ile beslenen sigirlarin
rumen igeriginde uygulamis bu amacla in vitro ¢alismada 200 g/kg kapsaisin i¢eren
act biber yagindan 5, 15 ve 30 mg/l kullanmislardir. Bu da 1, 3 ve 6 mg/l kapsaisine
denk gelmektedir. In vivo olarak devam ettirdikleri ¢alismada ise 100, 250 ve 500
mg/giin ac1 biber yagi kullanmiglardir. Bu dozlarin ise 200 g/kg kapsaisin igerigi
diisiintilerek hesaplandiginda 20, 50 ve 100 mg/giin olduklar1 goriilmektedir. Bir
diivenin agirligi calismada yaklasik 230 kg verilmistir buradan rumen hacminin,
agirligin yaklasik 1/7 — 1/10’unu (Russell, 2009) olusturdugu dikkate alindiginda 23-
30 I’ye bu dozlar uygulanmaktadir. Litre basina diisen kapsaisin miktar1 ¢ok azdir.
Bu tez caligmasinda kullanilan kapsaisin dozlar1 Fandino ve ark. (2020)’nin in vitro

dozlariyla uyumludur.

Caligmalara bakildiginda kullanilacak doz belirlenirken bitkinin kendisi (act

biber meyvesi) veya eterik yagi kullanildiysa icerdigi kapsaisin miktar1 géz oniinde
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bulundurulmustur. Eger kapsaisinin kendisi kullanildiysa hem hayvancilikta
kolaylikla kullanilabilecek olasi diisiik seviyeleri hem de in vitro etkileri gormek igin
gerekli olabilecek daha yiiksek seviyeleri goz oOniinde bulundurulmustur. Bu
bilgilerin yaninda Calsamiglia ve ark. (2007), kullanilan fitokimyasallarin dozunun
500 mg/I’'nin tizerine ¢iktii durumlarda ruminal fermantasyonun olumsuz
etkilenebilecegini bildirmislerdir. Cardozo ve ark. (2005), 5000 mg/l gibi c¢ok
ylksek dozlarin mikrobiyel fermantasyonu tamamen durdurabilecegini ve ugucu yag

asidi liretimini baskilayacagini bildirmistir.

Yukaridaki caligmalar g6z Onilinde bulunduruldugunda kapsaisini belli
miktarda igeren aci biberin ya da capsicum yaginin uygulandigr goriilmektedir.
Ancak bu caligmada etkilerini daha iyi belirleyebilmek adina kapsaisin direk
uygulanmistir. Kapsaisin gibi irrite edici bir maddenin normal kosullarda da
uygulanabilirligi diisiiniilerek ve kullanilan kapsaisin dozlarinin da etkileri goz
oniinde bulundurularak bu c¢alismada kullanilan dozlar 1, 5 ve 25 mg/l olarak

belirlenmistir.

Giin i¢inde en fazla degisiklik gosteren rumen parametrelerinden birisi rumen
pH’sidir. Rusitec sistemde pH, in vivo ortamdan farkli olarak esasen tampon tiikiiriik
soliisyonu kullanilarak korunmakta ve belli sinirlar arasinda tutulabilmektedir. Bu
amacla peristaltik pompa yardimiyla suni tiikiiriik soliisyonu her giin fermenterlere
pompalanmakta, bdylece fermantasyon sonu olusan iiriinlerle diigmesi olast olan
rumen pH’s1 stabil tutulabilmektedir. Bu durum Rusitec sistemde kolaylikla farkli pH

kosullart olusturularak farkli sartlardaki etkileri incelemeyi miimkiin kilmaktadir.

Calismada ilk alt1 giin adaptasyon, sonraki alt1 giin normal pH kosullar1 ve son
alt1 giin ise asidoz evresi olarak belirlenmistir. Buna gore ilk 12 giin ruminal pH
normal rumen pH degerleri arasinda (6,6-6,8) seyretmis, son alt1 giinliik safthada ise
tampon sollisyonunun igerisindeki tamponlayici maddelerin miktarlar1 azaltilarak pH
sinirlart 5,4-5,6 arasina indirilmistir. Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan

monensinin normalde asit iireten bakterileri elimine ederek (6rn: laktik asit lireten)
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rumen pH’sint ylikselttigi bildirilmektedir (Russell ve Strobel, 1989). Rumen
pH’sinin yiikseldigi durumlar genellikle kaba yemden zengin besleme sartlarinda
ortaya c¢ikmaktadir (Dennis ve ark., 1981). Ancak tez calismamizda monensinin
ruminal pH’y1 her iki kosulda da diisiirdiigii gozlenmistir. Garcia ve ark. (2000),
Oztiirk ve ark. (2012), Takahashi ve ark. (2000) ve Yang ve Russell (1993),
yaptiklar1 ¢alismalarda monensin uygulamasinin ruminal pH’y1 istatistiki olarak
degistirmedigini bildirmislerdir. Akbarian- Tefaghi ve ark. (2018), Huss ve ark.
(2021) ve Silva ve ark. (2021) monensin ile karsilagtirmali ruminal fermentasyonu
inceledikleri caligmalarda monensinin kontrole nazaran pH’y1 yiikselttigini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada her iki kosulda da kapsaisinin farkli dozlarinin pH
lizerine azaltic1 etki yaptiklar1 gozlenmistir (Cizelge 3.1.). Fandino ve ark. (2008),
ruminal fistlil uygulanmis ve 1:9 oraninda kaba ve konsantre yem ile beslenen dort
Holstein k1 diive ile yaptiklar1 ¢calismada, 238 mg/giin monensin ve kontrol grubu
ile karsilagtirmak {tizere uygulama gruplarina %15 kapsaisin igeren act biber
yagindan 500 mg/giin uygulamis ve 500 mg kapsaisinin pH {izerine istatistiksel
olarak anlamli olacak bir etki yapmadigini1 bildirmislerdir. Calismada kullandiklar
kapsaisin miktar1 hesaplandiginda giinliik 1,1 mg/I’'ye denk diismektedir. Bu tez
calismasinda CAP1 grubundan elde edilen sonuglar pH’nin diistiigii yoniindedir. Bu
iki ¢aligsma arasindaki farklilik ¢alisma sartlarindan ileri gelebilecegi gibi, kullanilan
hayvanlarin ya da materyalin elde edildigi hayvanlar aras1 farkliliga, yem maddeleri
bilesenlerinin (protein, karbonhidrat ve yag) tabiatindaki farkliliga dayandirilabilir.
Cardozo ve ark. (2006) yaptiklar1 21 giinliik in vivo ¢aligmada yonca ekstrakti,
anason, kirmizibiber ve sinemaldehid ile eugenol karistminin konsantre yemden
zengin beslenen (%90 konsantre: %10 kaba yem) fistiil baglanmig dort adet Holstein
diive (360-450 kg) lizerinde ruminal fermantasyon {izerine etkilerini incelemis ve
%15 kapsaisin igeren kirmizibiber ekstraktindan 1g/giin (2,1 mg/l) kapsaisin
verdikleri bu ¢alismada kapsaisinin pH iizerine yaptig1 degisikligin istatistiki olarak
anlamli olmadigin1 bulmustur. Calisilan kapsaisin dozlarinin ruminal pH iizerinde
cok fazla degisiklige sebep olmamasi normal pH araliklarinda olumlu bir etkiyken,
asidoz sartlarinda ruminal fermantasyonun verimliligi ve yem sindirimi agisindan

olumsuzdur. Bu ¢alismada, kapsaisinin artan dozlarinin ve monensinin ruminal pH’y1
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asidoz sartlarinda da negatif kontrol gruplarina nazaran disiirdiigii saptanmigtir
(Cizelge 3.1.). Bu durum kapsaisin i¢in belirlenen dozlarin pH’y1 diisiirmede etkili
oldugunu gostermektedir. Bunun yaninda asidik kosullarda laktik asit iireten
bakterilerin aktivitesi uyarilmis oldugundan laktilitik bakterilerin bir dereceye kadar
baskilanmis olacagi diisiiniilebilir. Fistlile edilmis 6 Holstein irki inekte in vivo
subakut rumen asidozu yaratilarak monensinin pH iizerine etkisinin incelendigi bir
calismada monensinin pH tizerine etkisi olmadig tespit edilmistir (Mutsvangwa ve
ark., 2002). Fandino ve ark. (2008) ruminal fistiil uygulanmis kaba yemin konsantre
yeme orani 1:9 olan bir yemle ile beslenen dort Holstein 1rki diive ile yaptiklar1 24
giin siiren ¢alismada monensin diive bagina 238 mg/gilin verilmistir. Denek olarak
kullanilan hayvanlarin kilolar1 (229424 kg) ile orant1 kuruldugunda rumen hacimleri
23-32 litre civarinda oldugu disiiniiliirse litre basma 7,4-10,3 mg monensin
diismektedir. Bu miktarda monensinin pH’yr istatistiksel olarak artirdigini
bildirmiglerdir. Ruminal pH {izerine monensinin farkli sonuclar1 kaba ve konsantre
yemin diyetteki dagilimina, rumen pH’sinin degistirilmesine, in vivo c¢alismalarda
kullanilan hayvanlarin mikrobiyel florasinin bireyden bireye degismesine
baglanabilir. Fandino ve ark. (2020) rumende olusan pH, NH3-N ve toplam UYA’y1
inceledikleri bir calismada anason yag1 ve aci biber yagi karisimini in vitro (1, 3 ve 6
mg/l) ve in vivo (20, 50 ve 100 mg/giin) olarak konsantre yemce zengin beslenen
beslenen sigirlarin rumen igeriginde uygulamis ve anason yagi (AY) ve act biber
yag1 (C) miktarlarini farklh oranlarda (3AY:1C; 2AY:2C; 1AY:3C) incelemislerdir.
Eklenen maddelerin etkinlikleri in vitro denemede 3AY:1C ve in vivo denemede
2AY:2C; 1AY:3C miktarlarinda gézlenmistir. /n vitro 3AY:1C orani kullanildiginda
istatistiki yonden pH’nin yiikseldigini gormiislerdir. Calismamizda 1 ve 5 mg
dozlarinda pH diigmiistiir. Fandino ve ark. (2020)’nin pH iizerine bulgulariyla bu
calismanin bulgularinin ¢atismasi kullandiklar1 anason yaginin rumen {izerine
kapsaisinle birlikte kollektif etki yapmasi olarak yorumlanabilir. Bu durumda bu tez
calismasi kapsaisinin dogudan etkisinin gozlenmesi agisindan onem tasimaktadir.
Monensin ve kapsaisin gruplarindaki kontrole nazaran gozlenen azalma istatistiki

yonden anlamli ¢ikmigsa da sayisal ifadede ¢ok biiyiik farklar gozlenmemektedir

(Cizelge 3.1.).
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Ugucu yag asitleri, rumende bitki bilesiklerinin protein, yag ve
karbonhidratlarinin mikrobiyel flora tarafindan sindirilmesi sonucu olusur. UYA
arasinda en fazla asetat, propiyonat ve butirat iretilmektedir. Bu doktora
calismasinda toplam UYA ve bu {i¢ ucucu yag asidi miktarlar1 gaz kromatografi
cihazinda belirlenmigtir. UYA’nin iiretiminin artirilmas1 hayvandan elde edilen
verimin artirilmasi i¢in anahtar bir dneme sahiptir. Bitki ikincil metabolitleri ve
fitokimyasallar ile ugucu yag asidi profillerinin degismesi beklenmektedir (Cardozo
ve ark., 2005). Bu calismada yer alan normal ve asidoz fazlarinda kapsaisin eklentisi
toplam ugucu yag asidi miktarina istatistiki olarak anlamli bir etki gdstermemistir.
Sadece asidoz fazina gecilirken tiim gruplarda toplam UYA iiretimi yoniinden diisiis
saptanmigtir. Castillo-Lopez ve ark. (2021)’min yaptiklar1 c¢alismada fitojenik
bilesiklerin ruminal fermantasyon parametrelerine, pH’ ya ve ¢igneme davranisina
etkisini arastirmiglardir. Konsantre yem agirlikli (%65) beslenen sigirlarda 10-100
mg/kg kapsaisini ruminal fistiil yolu ile vermis ve etkilerini incelemislerdir.
Olgiimler sonucunda kapsaisinin, ¢igneme siiresini (43,6; 49,4 ve 66,4 = 4,93 dakika)
artirdig1, ancak rumen toplam UYA’y1 etkilemedigi kaydedilmistir (Castillo- Lopez
ve ark., 2021). Bu baglamda Castillo-Lopez ve ark.’nin ¢aligmasi bizim ¢alismamizin
sonuclariyla uygunluk gostermektedir. Fandino ve ark. (2008), ruminal fistiil
uygulanmis konsantre yem agirlikli beslenen dort Holstein irki diive ile yaptiklar1 24
giin siiren caligmada monensine alternatif olarak anason ve kirmizibiber yaginin
rumen fermantasyonuna in vivo etkilerini arastirmiglar ve giinliik 500 mg/giin (%15
kapsaisin) miktarda yeme eklenen kirmizibiber yaginin toplam UYA profiline etki
yapmadigii belirtmislerdir. Fandino ve ark. (2008), konsantre yem agirlikli
beslemede toplam ugucu yag asidine, uygulanan kirmizibiber yaginin etkinliginin
gbzlenmemesini kullandiklart dozun igerisindeki aktif bilesen olan kapsaisin
miktarinin az olmasima (1,1 mg/l) ya da farkli pH ve farkli besleme kosullarinda
fitokimyasallarin farkli sonuglar verebilecegine dayandirmislardir. Tez ¢calismamizda
CAPI dozunda da toplam UYA yoniinden kontrole nazaran degisiklik olmamasi, iki
calismanin sonuglarinin uyumlu oldugunu gostermektedir. Cardozo ve ark. 2006
yilinda yaptiklar1 ¢caligmada giinliik 1 g/giin doz ile verilen (%15 kapsaisin iceren)

dolayisiyla 2,1 mg/l kapsaisin igeren aci biber yaginin toplam ugucu yag asidi
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konsantrasyonunu etkilemedigini bulmustur. Bu tez ¢alismasinda elde edilen toplam
UYA sonuglarina dayanilarak bulgularin Cardozo ve ark. (2006)’nin, Castillo- Lopez
ve ark. (2021)’nin ve Fandino ve ark. (2008) nin yaptiklar1 ¢alismalariyla uyumluluk
gosterdigi sOylenebilir. Fandino ve ark. (2020) rumende olusan pH, NH;-N ve
UYA’y1 inceledikleri bir calismada anason yagi ve aci biber yagi karigimini in vitro
(1, 3 ve 6 mg/l) ve in vivo (20, 50 ve 100 mg/giin) olarak 1:9 kaba yem agirlikli
beslenen sigirlarin rumenine uygulamis; anason yagi (AY) ve aci biber yag (C)
etkisini oranlar1 degismeli olacak sekilde (3AY:1C; 2AY:2C; 1AY:3C)
incelemislerdir. Eklenen maddeler in vitro 3AY:1C (anason yaginin agirlikli oldugu
bilesim) ve in vivo 2AY:2C; 1AY:3C denemelerde anlamli sonu¢ vermistir. /n vivo
2AY:2C (anason yagi ve aci biber yagindan esit miktarlarda alinarak hazirlanan
karisim) oranlarinda 100 mg/giin (100’er mg anason yagi ve aci biber yagi) ve 500
mg/giin (500’er mg anason yag1 ve aci biber yagi) dozlarinda, istatistiki yonden
UYA’nin distigii gézlenmistir. Bizim c¢aligmamizda uygulama gruplar1 arasinda
istatistiki olarak degisiklik olmamistir. Anason ve aci biber yagi bir arada
kullanildigindan sinerjik olarak mikroorganizmalar iizerinde toksik etki olusturmus
olabilirler. Diger taraftan, ruminal fermantasyonda kullanilmasi tercih edilen bitki
ekstraktlar1 toplam UY A miktar1 tizerine olumsuz etki gostermemelidir ve uygulanan
doz mikroorganizmalar i¢in toksik olmamalidir. Bu ¢alismada UYA miktarlarinda
degisiklik olmadigindan dolayr kullanilan dozlarin bakterilerde belirgin bir

baskilanma yapmadig1 sdylenebilir.

Propiyonik asitin tersine asetat ve butirat olusumu sirasinda metan olusumuna
aracilik eden hidrojen iyonu salinmaktadir. Bu yilizden asetik asit ve butirik asit
genellikle besi sigirlarinda miktar1 azaltilmaya calisgilan UYA’lardandir. Brito da
Silva ve ark. 2020 yilinda yaptiklar1 bir arastirmada, bitki esansiyel yag karisimini
(kapsaisin, karvakrol, iceren biber ekstrakti, eugenol ve sinamaldehid) standart bir
yemde 56 giin boyunca siit ineklerine yedirmis asetik asit miktarinin rumende
azaldigim gozlemlemislerdir. Asetik asit miktarindaki azalma bizim ¢alismamiz ile
uygunluk gostermemektedir. Bu uyumsuzluk bizim c¢aligmamizda kapsaisinin tek

basma verilmesine dayandirilabilir. Ya da Brito da Silva ve ark. (2020)’nin
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caligmalarinda uyguladigi kaba yemden zengin besin rejimi, tez calismasinda
kullanilan konsantre yem agirlikli beslenmemize uymadigindan bu farklilik
gerceklesmis olabilir. Fandino ve ark. (2008), ruminal fistiil uygulanmis 1:9
kaba/konsantre yem ile beslenen dort Holstein irki diive ile yaptiklar1 24 giin siiren
monensine alternatif olarak anason ve kirmizibiber ekstraktlarinin  rumen
fermantasyonuna in vivo etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmada (238 mg/giin) yani 3,4
mg/l monensin verilen pozitif kontrol grubuna kiyasla 500 mg/giin (%15 kapsaisin)
(1,1 mg/l) kapsaisin iceren aci biber yaginin etkilerini incelemis ve monensinin
asetik asit miktarinm diistirdiigiinii, kapsaisinin ise etki yapmadigini bildirmislerdir.
Dolayisiyla Fandino ve ark. (2008)’nin, 3,4 mg/l monensin iizerinden elde ettikleri
istatistiki fark bizim ¢alismamizdaki 5 mg/l dozundaki monensin’de gézlenmemistir.
Monensin 5 mg/l dozunun ruminal fermentasyon parametrelerini degistirmede yeterli
oldugu cesitli kaynaklar tarafindan bildirilmistir (Callaway ve ark., 1997; Jalc ve
Laukova, 2002 ve Oeztuerk ve ark., 2010). iki calisma arasinda gozlenen farklihigin,
Fandino ve ark. (2008)’nin saf kapsaisin kullanmamalarindan veya anason ve aci
biber yaginmi birlikte vermelerinden kaynaklanabilecegi sdylenebilir. Fandino ve ark.
(2008)’nin  kapsaisinin asetik asit tretimine katkida bulunmadigi yoniindeki
¢ikarimlari, bu doktora ¢aligmasinda kapsaisin dozlarinin kontrole kiyasla istatistiki
farklilik olusturmadigi bilgisiyle desteklenmektedir. Fandino ve ark. (2008), 1,1 mg/I
dozunda kapsaisinin asetik aside etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Bu ¢aligmada
CAPI1 grubunun yani 1 mg/l miktarinda kapsaisin uygulamasinin normal ve asidoz
sartlarinda kontrol ile karsilastirildiginda istatistiki bir etki olusturmadigi
gozlenmektedir. Bu anlamda iki ¢alisma birbirine paralellik gostermektedir. Fandino
ve ark. (2008)’nin deney sartlarinin in vivo oldugu diisiiniiliirse in vitro bir sistemde
benzer sonucu yakalamak bu tez ¢aligmasi i¢in 6nem arz etmektedir. Cardozo ve ark.
(2005), iki farkli pH degerinde (7,0 ve 5,5) ve 90:10 konsantre yem agirlikli besleme
sartlarinda, dogal bitki ekstraktlarinin ruminal fermantasyona etkinligini
arastirdiklari, iki diiveden alinan rumen sivisi ile bitki ekstraktlarini 24 saat inkiibe
ettikleri in vivo ¢aligsmada, kapsaisinin 0,3, 3 ve 30 mg/l dozlarinin normal pH 7,0’da
asetik asidi artirdigini, pH 5,5’te ise diistirdiigiinii belirlemislerdir. Tez ¢alismamizda

her iki kosulda da uygulama gruplarinda kontrole nazaran degisiklik goriilmemesi
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Cardozo ve ark. (2005), uyguladiklar1 teknigin siirece kisitli olmasina baglanabilir.
Rumende bazi sartlarin oturup maddelerin etkinligini géstermesi i¢in belli bir siireye
ihtiyac oldugu bilinmektedir. Cardozo ve ark. (2005), inkiibasyon siiresini 24 saat ile
sinirlandirmigtir. Yine aymi arastirmacilarin 2006°da yaptiklart 21 giinliik in vivo
calismada yonca ekstrakti, anason, kirmizibiber ve sinemaldehid ile eugenol
karigtminin  konsantre yemden zengin beslenen (90/10 konsantre/kaba) fistiil
baglanmis 4 adet Holstein diive (360-450 kg) ile ruminal fermantasyon {izerine
etkilerini incelenmis ve %15 kapsaisin igeren kirmizibiber ekstraktindan 1g/giin
dolayisiyla 2,1 mg/l kapsaisinin asetik asit miktarin1 kontrol grubuna kiyasla
azalttigin1 gozlemlemislerdir (Cardozo ve ark., 2006). Bu baglamda tez calismamiz
ile Cardozo ve ark. (2006)’nin caligmasi birbirine uyum gostermemektedir.
Kullandiklar1 2,1 mg/l kapsaisin CAP1 ve CAPS dozlar arasinda yer alsa da olusan
degisikligin farkli olmasi, in vivo ve in vitro sartlarda ¢alismanin farkli sonuglar
verebilecegine ve bir maddeyi rumene direkt uygulamak ile bir eterik yag karigimi
igerisinde vermenin farkli sonuglar dogurabilecegine baglanabilir. Yapilan baska bir
calismada ise 52:48 kaba:konsantre yem besleme sartlarinda siit ineklerinden elde
edilen rumen igerikleri kullanilarak in vitro olarak dogal bitki ekstraktlarinin
rumende protein yikimlanmasi ve fermantasyon parametreleri iizerine etkisi
arastirilmig, bu baglamda fermenter basina 0,22 mg/l kapsaisin verilmistir ve asetik
asit miktarinin kontrol grubuna nazaran istatistiki olarak anlamli bir fark
gostermedigi belirlenmistir (Cardozo ve ark., 2004). Tez calismasinda uyguladigimiz
tic farkli kapsaisin dozu asetik asit iiretimi yoniinden kontrol grubuna kiyasla
istatistiki fark gostermemistir. Bu benzerlik, Cardozo ve ark. (2004)’nin bulgularim

destekleyen dogrultuda doz calismasi yaptigimizin gistergesi olarak kabul edilebilir.

Yukarida adi gecen tiim caligmalara baktigimizda, Cardozo ve ark. (2004) ve
Fandino ve ark. (2008), asetat iiretimi agisindan degisiklik bildirmemislerdir.
Calismamizin sonuglari ile paralel olan bu sonuglar literatiir icin 6nemlidir. Cardozo
ve ark. (2004)’nin ¢alistiklarindan daha yiiksek dozlar1 calismamiz ve benzer
sonuglar1 elde etmemiz doz agisindan kapsaisin denemelerinin tekrarlanabilecegini

gostermektedir. Fandino ve ark. (2008)’nin in vivo elde ettikleri benzer sonuglar in
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vitro ortamda da benzer sonuglar vermis bu anlamda tez ¢alismasi literatiir i¢in
Oonemini korumustur. Brito de Silva ve ark. (2020), Cardozo ve ark., (2005) ve
Cardozo ve ark. (2006)’nin yaptiklar1 calismalarda asetat degerleri diismiistiir. Tez
calismamiz ile bu arastirmacilarin elde ettikleri sonuc¢larin farkli olmasinin sebebi,
Cardozo ve ark. (2005)’nin kisa siireli inkiibasyon yapmasi; Cardozo ve ark.’nin
(2006) in vivo ortamda ¢alismasi ve Brito de Silva ve ark. (2020)’nin esansiyel yag

karisimi igerisinde ac1 biber kullanmis olmasi olabilir.

Asetik asit {ireten seliilolitik mikroorganizmalar pH 6,0’nin altinda
baskilandiklarindan dolay1 asetik asit miktar1 diisebilmektedir. Tez ¢alismasinda her
uygulama grubu i¢in ayr1 ayr1 olmak {izere normal ve asidoz sartlarinda diisiis
saptanmis ve istatistiki olarak anlamli bulunmustur. Bu farkliligin seliilolitik
mikroorganizmalarin baskilanmasindan ileri gelmis olabilecegi diisiiniilebilir. Asetik
asit miktarmin yiliksek tutulmasi besi sigirlarinda istenen bir 6zellik olmamasina
karsin siitcii irklarda siit verimi agisindan 6nem arz etmektedir. Asidoz sartlarinda
tiim kapsaisin gruplarinda asetik asit miktarlarinin sayisal olarak yiiksek seyrediyor
olmasi, yemlere ayn1 ya da farkli dozlarda kapsaisin ilavesinin kaba yem agirlikli

beslenen siitcii irklarda da incelenebilmesine 6n ayak olmaktadir.

Siit ve besi s1gir1 yetistiriciliginde farkli UY A’larin miktarca daha fazla olmasi
arzu edilir. Propiyonik asit miktarinin yliksek olmasi, yem enerjisinin daha verimli
kullanilmast agisindan onem tasimaktadir. Bu yilizden besi sigir1 yetistiriciliginde
propiyonik asit miktarinin yiiksek olmasi istenmektedir (Duffield ve Bagg, 2000;
Ipharraguerre ve Clark, 2003 ve McGuffey ve ark., 2001). Normal kosullarda ve
asidik rumen kosullarinda monensin eklenen fermenterlerde propiyonat miktari
yiiksek bulunmustur. Monensinin propiyonat diizeyini artirdigi bir¢ok arastirmada
bildirilmistir. Monensin gibi iyonofor grubu antibiyotikler 6zelikle asidik sartlarda
daha iyi calismaktadir (Russell ve Houlihan, 2003). Bu calismada da bu durum
gozlenmis, 6zellikle pH’nin 5,5 civarina indigi durumlarda monensin, propiyonik asit
tiretimini daha dramatik sekilde artirmistir. Propiyonik asitin artmasi da ozellikle

metan olugsumunun azaltilmasi bakimindan 6nem tagimaktadir.
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Propiyonik asit iiretimi yoniinden normal ve asidik kosullarda kapsaisinin artan
dozlar1 kontrole kiyasla herhangi bir etki gdstermemistir. Brito da Silva ve ark. 2020
yilinda yaptiklar1 bir arastirmada, bitki esansiyel yag karisitmini (kapsaisin,
karvakrol, iceren biber ekstrakti eugenol ve sinamaldehid) standart bir yemde 56 giin
boyunca siit ineklerine yedirmis ve propiyonatin yiikseldigini gozlemlemiglerdir.
Brito da Silva ve ark. (2020)’nin kullandiklar1 yag karisimindaki maddelerin miktar1
tam belirtilmemistir ancak propiyonat miktarindaki yiikselme CAPS5 (14,61
mmol/giin) ve CAP25 (14,7 mmol/glin) grubunda kontrol grubumuza (14,035
mmol/giin) kiyasla sayisal olarak yiiksek bulunmustur. Bu durum Brito da Silva ve
arkadaslarinin bulgulariyla benzerlik gostermektedir. Asidoz sartlarinda ise tiim
Kapsaisin gruplarinda propiyonik asit iiretimi yine kontrole nazaran sayica yiiksek
seyretmistir. Istatistiki agidan fark goriilmemis olsa da asidozda kapsaisin ilavesi
monensine benzer sekilde propiyonik asidi yiiksek tutma egilimindedir. Fandino ve
ark. (2008) konsantre yem agirlikli besleme sartlarinda monensine alternatif olarak
anason ve kirmizibiber yaginin rumen fermantasyonuna in vivo etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, giinliik 500 mg miktarda yeme eklenen kirmizibiber
yagimin (1,1 mg/l) propiyonik asit miktarina etki yapmadigmi ve 238 mg/giin
monensinin (3,4 mg/l) propiyonik asit miktarin1 artirdigini belirtmislerdir. Elde
edilen veriler ile karsilastirildiginda 1mg/l kapsaisin dozunun propiyonik asiti
etkilemedigi, 5 mg/l miktarinda monensinin propiyonik asit miktarini artirdig1 ve iki
calismanin uyumlu oldugu goriilmektedir. Cardozo ve ark. (2005), iki farkli pH
degerinde (7,0 ve 5,5) ve konsantre yem agirlikli besleme sartlarinda, dogal bitki
ekstraktlarinin ruminal fermantasyona etkisini aragtirdiklar1 ve ortalama 200 kg canli
agirligt olan iki diiveden alinan rumen sivisi ile bitki ekstraktlarini1 24 saat inkiibe
ettikleri in vivo ¢aligsmada, kapsaisinin 0,3, 3 ve 30 mg/l dozlarinin normal pH 7,0’de
propiyonat1 azalttigini, pH 5,5’da ise 3 ve 30 mg/l dozlarinin propiyonati artirdigini
ve 0,3 mg/l dozunda propiyonat miktariin anlamli degisiklik gostermedigini
belirlemiglerdir. Buradan diisiik dozlarda propiyonat miktarinin etkilenmedigi
cikarilabilecegi gibi mevcut ¢calismamizda asidoz fazindaki sayica artigin Cardozo ve
ark. (2005)’nin ¢aligmasi ile uyumluluk gdsterdigini sdyleyebiliriz. Cardozo ve ark.

(2005), propiyonik asitteki ylikselisi asidozda bakteri membranlarinin daha kirilgan
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ve asilir yapida olmasi ile eterik bilesiklerin bakterilerin membranini daha kolay asip
antimikrobiyal etkinlik gdsterebilmesine baglamiglardir. Ancak uzun siireli bir
inkiibasyon modelini benimsemediklerinden kisa vadede kapsaisinin propiyonik asit
iiretimine etkisi, calismamizda elde edilen verilerden farklilik tagimaktadir. Fandino
ve ark. (2020) rumende olusan pH, NH3-N ve UYA’y1 inceledikleri bir ¢alismada
anason yagi ve aci biber yagi karisimini in vitro 5, 15 ve 30 mg/l1 (1, 3 ve 6 mg/l
kapsaisin) ve in vivo 100, 250 ve 500 mg/giin (20, 50 ve 100 mg/giin kapsaisin)
olarak 1:9 kaba yem agirlikli beslenen sigirlarin rumen igeriginde uygulamis ve
anason yag1 (AY) ve aci biber yagi (C) miktarlarint oranlar1 degismeli olacak sekilde
(BAY:1C; 2AY:2C; 1AY:3C) incelemislerdir. Farkli oranlarda uygulanan maddeler
arasindan in vitro denemede 3A:1C ve in vivo denemede 2AY:2C; 1AY:3C
miktarlar1 anlamli sonu¢ vermistir. Tez ¢alismamizda propiyonat CAP1 ve CAPS
dozlarinda kontrole gore degisiklik gostermezken Fandino ve ark. (2020)nin
calismasinda yiikselmistir. Bu yiikselmenin yine anason yagma baglh oldugu
sOylenebilir. Tez ¢alismamizin aksine Cardozo ve ark. (2005)’nin yaptig1 ¢alismada,
3 ve 30 mg/l dozlarinda (%12 kapsaisin i¢eren aci biber yagi ile) yani 0,36 ve 3,6
mg/l kapsaisin dozlarinda propiyonat miktar1 artmistir. Benzer dozlarin (CAP1 ve
CAPS) farkli etkiler gostermesi Cardozo ve ark. (2005)’nin calismasinin in vivo
olmasina, inkiibasyon siirelerinin tez calismamiza kiyasla diisilk olmasina, benzer
dozlarin farkli rumen sartlarinda farkli etkiler olusturabilecegine baglanabilir.
Cardozo ve ark. (2006), yaptiklar1 21 giinliikk in vivo calismada yonca ekstrakti,
anason, kirmizibiber ve sinemaldehid ile eugenol karisiminin konsantre yemden
zengin beslenen (90/10 konsantre/kaba) fistlil baglanmis dort adet Holstein diive
(360-450 kg) tizerinde ruminal fermantasyon {izerine etkilerini incelemis ve %15
kapsaisin igeren kirmizibiber yagindan 1 g/giin dolayisiyla 2,1 mg/l kapsaisinin
propiyonat miktarin1 degistirmedigini, kontrole gore yilikselmis olmasinin ise
istatistiki olarak anlamli olmadigimi saptamislardir. Bu tez calismasinda CAP1 ve
CAPS gruplarinda propiyonik asit iiretimi Cardozo ve ark. (2006)’nin bulgular ile
benzerlik gostermektedir. Cardozo ve ark. (2004), 52:48 kaba yemden zengin
besleme sartlarinda 10 giin siiren ve siit ineklerinden elde edilen rumen igeriklerini

kullanarak yaptiklari in vitro ¢alismada fermenter basina 0,22 mg/l kapsaisin vermis
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ve propiyonat miktarinin kontrol grubuna nazaran istatistiki olarak anlamli bir fark
gostermedigini  belirlemisglerdir. Yapmis oldugumuz tez caligmasinda kapsaisin
gruplarinda propiyonik asit miktarinin istatistiki degisiklige yol agmadig1 gbz 6niinde

bulundurulursa iki ¢caligma arasinda uyumluluk oldugu gézlenecektir.

Propiyonik asit, glikoneogenezise diger UYA’ya kiyasla daha fazla dahil
olarak glikoza doniisebilmektedir. Bu baglamda siit sekerinin olusumunda diger
UYA’ya nazaran daha biiylik roli vardir (Yost ve ark., 1977). Rumende
mikroorganizmalar tarafindan olusturulan ayni zamanda yemlerle alinan hidrojen
iyonlari, propiyonik asit molekiillerinin 6ncii maddesi oldugundan, propiyonik asit
olusumuna katilan H' iyonu miktar1 arttikca ayni zamanda metan olusumuna
katilmas1 beklenen H' iyonu miktar1 azalmakta ve bu yolla metan olusumu
azaltilabilmektedir. Metan olusumunun azaltilmasi da hayvanin yemden
yararlanimini artiracaktir (Ellis ve ark., 2008 ve Leng ve ark., 1967). Bu anlamda
propiyonik asiti diger UYA’ya nazaran artirmaya calismak yerinde olacaktir.
Calismada kapsaisin gruplarinin istatistiki olarak olmasa da sayisal olarak
propiyonati artirmasi gelecekte yapilmasi planlanacak calismalarda doz yoniinden
kapsaisin ilavesi lizerinde durulabileceginin gdstergesi sayilabilir. Konsantre yemden
zengin beslenen hayvanlarda propiyonat miktarinin yiiksek ¢ikmasi beklenen bir
durumdur. Bu durum yapisal karbonhidratlar olan kaba yemlerden ziyade kolay
sindirilebilen karbonhidratlarin sindirilmesinden kaynaklanmaktadir. Kaba yemlerin
sindirilmesiyle tiretilen asetik asit miktar1 artarken, kolay sindirilebilen yemlerden
zengin rasyonlarla beslenen hayvanlarda ise propiyonat miktarin arttig
gozlenmistir (Ellis ve ark., 2008). Asidoz durumunda aside dayanikli olan amilolitik
bakterilerin artmas1 da kolay sindirilebilir karbonhidratlarin sindirilerek propiyonat
tiretimine katki saglayabilir. Protozoon sayisi bu ¢aligmada asidik kosullarda giderek
azalmis ve sifirlanmustir. Ozellikle siliyali protozoonlarin ortamda azalmas: yiiksek
propiyonat iiretimi ile sonuglanabilmektedir. Siliyali protozoonlar ortamda yiiksek
oranda bulunuyorsa ruminal fermantasyon molar oranda butirat ile karakterize
edilirken, onlarin yoklugunda propiyonat ana {irlin olmaktadir (Grummer ve ark.,

1983 ve Hess ve ark., 2003).
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Caligmada kullanilan kapsaisin dozlar1 ve monensinin normal ve asidik rumen
sartlarinda, kontrol grubuna kiyasla butirat iiretimine istatistiki olarak anlamli bir
etkide bulunmadigi goézlenmistir. Ayni sekilde uygulama gruplar biitirat liretimi
acisindan normal ve asidoz sartlarinda istatistiki olarak farklilik gdstermemistir.
Kapsaisinin konu edildigi bazi arastirmalarda biitirat iiretimi artarken (Cardozo ve
ark., 2005; Fandino ve ark., 2008 ve Fandino ve ark., 2020); baz1 arastirmalarda ise
kontrol gruplarina nazaran anlamh degisiklik olmamis (Cardozo ve ark., 2004;
Cardozo ve ark., 2006 ve Rodriguez-Prado ve ark., 2012) bazi arastirmalarda ise
azaldig1 belirlenmistir (Unlii ve ark., 2021). Doz agisindan bakildiginda Cardozo ve
ark. (2004) 52:48 kaba:konsantre yem besleme sartlarinda 10 giin siiren ve siit
ineklerinden elde edilen rumen igeriklerini kullanarak yaptiklar1 in vitro ¢alismada
fermenter basina 0,22 mg/l kapsaisin vermis ve biitirat miktarinin kontrol grubuna
nazaran istatistiki olarak anlamli bir fark gostermedigini belirlemislerdir. Besleme
sartlarinin farkli olmasma karsin tez calismasinda benzer sonu¢ elde edildigi
goriilmektedir. Cardozo ve ark. (2006), yaptiklar1 21 giinliik in vivo ¢calismada yonca
ekstrakti, anason, kirmizibiber ve sinemaldehid ile eugenol karisiminin konsantre
yemden zengin beslenen (90/10 konsantre/kaba) fistiil baglanmis dort adet Holstein
diive (360-450 kg) lizerinde ruminal fermantasyon {izerine etkilerini incelemis ve
%15 kapsaisin iceren kirmizibiber ekstraktindan 1 g/giin dolayisiyla 2,1 mg/l
kapsaisinin biitirat konsantrasyonlarina anlamli etki yapmadigini bildirmislerdir.
Kapsaisinin 1 mg/l ve 5 mg/l dozlarinin arasinda yer alan 2,1 mg/l kapsaisinin etkisi
tez ¢aligmasinda elde edilen biitirat miktarlariyla uyum gostermektedir. Fandino ve
ark. (2020), ruminal fermantasyonu inceledikleri ¢alismalarinda anason yagi ve aci
biber yagi karisimini in vitro (1, 3, 6 mg/giin kapsaisin) ve in vivo (20, 50, 100
mg/giin kapsaisin) olarak kaba yem agirlikli beslenen sigirlarda uygulamis ve anason
yagl (AY) ve act biber yagi (C) miktarlarint her uygulamada dozlari degisecek
sekilde (3AY:1C; 2AY:2C; 1AY:3C) incelemislerdir. Eklenen maddeler in vitro
denemede 3AY:1C yani anason yaZinin aci biber yagindan daha fazla oldugu dozda
ve in vivo denemede 2AY:2C (her iki maddeden esit olacak sekilde); 1AY:3C (ac1
biber yagiin anason yagindan fazla oldugu dozda) miktarlarinda gostermistir.

Butirat tez calismamizda CAP1 ve CAPS5 dozlarinda kontrole gore degisiklik
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gostermezken Fandino ve ark. (2020) nin ¢aligmasinda yiikselmistir. Bu yiikselmenin

yine anason yagina bagli olarak olustugu sdylenebilir.

Metan gaz1 bilindigi lizere ¢evreyi tehdit eden en O6nemli sera gazlarindan
biridir. Son yillarda hayvan besleme alaninda yapilan ¢aligmalarin biiyiik cogunlugu
metan olusumunu azaltmaya yoneliktir. Protozoonlarin metanojenik arkelerle
simbiyotik iligkide oldugundan daha oOnce de bahsedilmistir, bu yiizden

defaunasyonun metan olusumu kisitlamada yardimci bir faktor oldugu diistiniilebilir.

Bu ¢alismada monensin ve kapsaisinin farkli dozlarinin metan gazi olusumuna
kontrole kiyasla istatistiki olarak etkili olmadiklari goriilmiistiir. Fermenterlerdeki
metan gazi asidoz fazinda istatistiki olarak anlamli olacak sekilde diismeye devam
etmis olup diislis sebebi, asidik rumen sartlarinda protozoonlarin ortamdan elimine
olmasi olabilir. Azalan protozoonlar, metanojenik arkelerle is birligi yapamamis
dolayistyla metanojenik arkeler azalmistir. Ayrica metanojenik arkelerin rumende pH

degisikligine oldukg¢a duyarli olduklar1 bilinmektedir (Hook ve ark., 2011).

Ruminant beslemede monensin kullanimimin en bariz etkisi asetat ve biitirat
tiretimlerinde azalma, propiyonat {iretiminde artma, bu degisime bagli metan gazi
tiretiminde azalma olarak bildirilmektedir (Russell ve Strobel, 1989). Tez
calismasinda monensin metan miktarin1 kontrole nazaran azaltsa da istatistiki olarak
anlamh bir degisiklik gozlenmemistir. Ancak monensinin bilinen etkileri tez
calismasinda sayisal olarak dogrulanmaktadir. Monensin grubu fermenterlerde
propiyonat miktarindaki istatistiki artis elde edilen metan gazindaki azalig ile anlamli
bir biitiin olusturmaktadir. Metan iiretimi yoniinden kapsaisin gruplari incelendiginde
CAP5 ve CAP25 gruplarinda Monensin grubuna nazaran anlamli bir artis gozlense
de kontrol grubundan farkli degildir. Bu durum metan gazinin istenilen yonde
azaltmaya yonelik kapsaisin dozlarinin bir etki yapmadigi veya yiliksek dozlarin
olumsuz yonde etki yaptigini gostermektedir. Kapsaisin yapilan bilimsel
caligmalarda metan gaz1 yoniinden direkt degerlendirilmemistir. Bu anlamda tez

calismasi bilimsel olarak 6nem tasimaktadir.
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Fermantasyon sonunda olugan NH3’in bir kismi rumen mikroorganizmalari
tarafindan tekrar degerlendirilerek mikrobiyel protein yapiminda kullanilsa da fazlasi
karacigerde lireye doniismektedir. Karacigerdeki iirenin bir kism1 ruminohepatik azot
dolasimiyla tekrar rumene geri donse de bir kismu idrarla atilmaktadir. idrarla atilan
kisim yem ile alinan azot kaynagmin yaklasik %25-35’1ik kismma (Min ve ark.,
2000) denk diismektedir. Rumen fermantasyonunun modifikasyonu amactyla yapilan
caligmalarda rumendeki NH3-N olusumu azaltilmaya ¢alisilmaktadir. Bu ¢alismada
normal ve asidoz kosullarinda NH3-N konsantrasyonu monensin ilavesi sonucu
sayisal olarak azalsa da istatistiki olarak degisiklik gdstermemistir. Ancak tiim
kosullar ve gruplar arasinda sayisal olarak en diisiik NH3-N konsantrasyonu
monensin varliginda belirlenmistir. Tez ¢aligmasinin sonuglar1 bu baglamda literatiir

ile uyumludur.

Kapsaisinin NH3-N konsantrasyonu acisindan ele alindigi c¢aligmalarin
bazilarinda NH3-N konsantrasyonunun etkilenmedigi (Cardozo ve ark., 2006 ve
Fandino ve ark., 2008), baz1 calismalarda ise diistiigli (Cardozo ve ark., 2004 ve
Cardozo ve ark., 2005) bildirilmistir. Bu c¢alismada asidoz safhasinda tiim
fermenterlerde NH3-N konsantrasyonunda istatistiki olarak anlamli genel bir diisiis
gbzlenmigtir. Bunun sebebi olarak ortamin protozoonlardan tamamen arinmig olmasi
diisiintilebilir. Clinkli protozoonlar yiiksek proteolitik aktiviteye sahiptir ve
proteinleri sindirerek amonyak aciga c¢ikarmaktadir. Bu durumu destekleyen
calismalar mevcuttur (Lu ve Jorgensen, 1987 ve Newbold ve ark., 1997). Protozoon
aktivitesinin diisiisii haricinde NH3-N konsantrasyonunu azaltan diger énemli faktor
ise hiper-amonyak iireten bakterilerin ortamda popiilasyonca azalmalaridir. Yiiksek
amonyak iireten bakterilerin genellikle Gram pozitif bakteriler oldugu ve Clostridium
tirlerinin de aralarinda en baskin mikroorganizmalar oldugu bilinmektedir. pH
degisikliklerinde Gram pozitif bakterilerin biiyiimesi etkilenmektedir. Yiiksek
amonyak iireten bakteriler ile deaminasyona yol acan bakterilerin varligi ile NH3-N
tiretimi etkilenebilmektedir (Lana ve ark., 1998). Asidoz kosullarinda deaminasyona
yol ag¢an mikroorganizmalarda azalma meydana gelmektedir. Clostridium

aminophilum’un diisiik pH diizeylerinde hala aktif kalabilecegi belirlenmis olsa da
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Peptostreptococcus anaerobius pH 6,0'n altina diistiigiinde giiglii bir sekilde inhibe
edilir (Chen ve Russell, 1988 ve Chen ve Russell, 1989). Konsantre yemden zengin
beslemelerde bakterilerin deaminasyon yeteneginin kaba yemle beselenenlere
nazaran diisiik oldugu da bildirilmistir (Lana ve ark., 1998). Fandino ve ark.
(2008)’nin konsantre yem agirlikli beslenen diivelerde yaptiklar1 24 giinliik in vivo
calismada anason ve kirmizibiber ekstraktlarini monensin ile karsilastirmislar bu
baglamda 238 mg/giin yani 3,4 mg/l monensin, 500 mg/giin (%15 kapsaisin) yani 1,1
mg/l kapsaisine denk diisen aci biber yaginmi kullanmislardir. Monensinin NH3-N
miktarini diigiirdiiglinii, kapsaisinin ise NH3-N miktarina istatistiki olarak anlamli bir
etki yapmadigini bildirmislerdir. Kullandiklar1 monensin dozu (3,4 mg/l)
diisiintildiiginde tez c¢alismasinda kullanilan 5mg/l monensine kiyasla NH3-N
miktarini distiriicii etki yapmis olmast in vivo ve in vitro sartlar arasindaki farkliliga
baglanabilir. Ciinkii tez ¢aligmasinda kullanilan 5 mg/l doz sayisal olarak amonyak
miktarmni diistirmiisse de istatistiki olarak anlamli ¢itkmamistir. Bilindigi {izere canli
hayvan {izerinde yapilan deneylerin, canli hayvanin izlenmesinin ve sartlarin
takibinin zor olmasi1 géz Oniine alindiginda sabit veriler vermedigi gézlenmektedir.
Kullanilan monensin dozlarinin birbirine yaklasik degerlerde oldugu ancak farkl
sonuglar elde edilen bu iki ¢alismada in vivo ortamda monensinin etkisinin farkli
olacagina dair kanit niteligindedir. Caligmada kullanilan kapsaisinin 1 mg/l dozunun
NH3-N miktarina istatistiki olarak anlamli bir etki yapmamis olmasi, Fandino ve ark.
(2008)’'nin 1,1 mg/l kapsaisin dozu ile benzer sonu¢ elde etmesiyle uyum
gostermektedir. Besleme sartlarinin farkliligi da yine elde edilen NH3-N miktarini
degistirebilmektedir. Ornegin Cardozo ve ark. (2004), 52:48 kaba:konsantre yem
besleme sartlarinda 10 giin siiren ve siit ineklerinden elde edilen rumen igeriklerini
kullanarak yaptiklar1 in vitro ¢aligmada fermenter basina 0,22 mg/l kapsaisin vermis
ve NH3-N miktarinin kontrol grubuna nazaran istatistiki olarak dustigini
belirlemislerdir. Bu durum kaba yem miktarinin konsantre yemden daha fazla olmasi
ile aciklanabilir. Cardozo ve ark. (2006), yaptiklar1 21 giinliik in vivo caligmada
yonca ekstrakti, anason, kirmizibiber ve sinemaldehid ile Ogenol karigiminin
konsantre yemden zengin beslenen fistiil baglanmis diivelerde (360-450 kg) ruminal

fermantasyon tizerine etkilerini incelemis ve %15 kapsaisin igeren kirmizibiber

96



ekstraktindan 1 g/gilin dolayisiyla 2,1 mg/l kapsaisinin NH3-N miktarina istatistiki
olarak anlamli bir etkide bulunmadigi gozlenmistir. Bu c¢alisma ile
karsilastirildiginda CAP1 degerlerinde NH3-N miktarlar1 yoniinden degisiklik
olmamasi sebebiyle iki ¢alisma, dozlarin birbirine yakin olmasi dolayisiyla benzerlik
gostermektedir. Busquet ve ark. (2005b), farkli dozlarda 12 bitki ekstraktini ve alti
ikincil bitki metabolitini 24 saatlik inkiibasyon yoluyla inceledikleri ¢alismada, kaba
ve konsantre yemi esit diizeylerde verdikleri siit ineginden elde edilen rumen
sivilarini bitki metabolitleri ile inkiibe etmislerdir. Bu amacgla 3, 30, 300 ve 3000
mg/l dozlarinda bitki ekstrakt1 ve ikincil bitki metaboliti kullannuslardir. igerisinde
%12 kapsaisin bulunan acit biber yagi kullandiklarindan kapsaisin degerleri 0,036;
3,6; 36 ve 360 mg/l seklindedir. 0,036-36 mg/l arasindaki degerlerde NH3-N
konsantrasyonunun degismedigini bildirmislerdir. Bu baglamda vardiklar1 sonug tez

calismamiz ile paralellik gostermektedir.

Protozoonlarin rumen metabolizmasindaki Onemini inceledigimizde seliiloz
sindirimine yardime1 olduklari, amilolitik bakterilerin faaliyetini kisitlayarak ortamda
laktik asit birikimini 6nledigi, doymamis yag asitlerini hidrolize ederek doymus yag
asitleri olusturdugu, bakir metabolizmasini da etkileyerek bakir zehirlenmesini
engelledigi bilinmektedir (Cerilla ve Martinez, 2003; Chin, 1997 ve Yokoyoma ve
Johnson, 1988). Bu yararl etkilerinin yaninda protozoonlar hayvanin diyetle aldigi
proteinli bilesikleri parcalayarak hayvanin protein kaynaklarina ortak olmaktadir.
Mikroflorada yer alan bakterileri de yiyecek kaynagi olarak kullanan protozoonlar,
ruminantin mikrobiyel proteinden yararlanmasini da kisitlamaktadir. Ayn1 zamanda
metanojenik arkeler ile mutualistik bir iligki igerisinde olup metan iiretimine dolayl
olarak katkida bulunmaktadirlar (Ellis ve ark., 2008). Ozellikle diisiik kaliteli protein
ile beslenen hayvanlarda az miktarda alinan proteine de ortak olmalar1 gerekgesiyle
defaunasyon uygun goriilmektedir (Rowe ve ark., 1985). Bu bilgilerin 1s18inda
protozoonlarin varliginin hayvana ne derecede yarar sagladigi ve varliklarinin elzem

olup olmadig tartigmalidir (Chin, 1997 ve Russell, 2002).
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Monensinin protozoonlar iizerine azaltici etkisi bilinmektedir (Schelling,
1984). Bu calismanin pozitif kontrol grubu olan monensin, normal ve asidoz
fazlarinda protozoon miktarini istatistiki olarak azaltmistir. Normal fazda kapsaisinin
tim dozlar1 protozoon miktar1 acisindan negatif ve pozitif kontrolle
karsilagtirildiginda istatistiki bir farklilik ortaya koymamistir. Asidoz fazinda ise
kapsaisinin tiim dozlarinda belli bir diisiis gozlense de monensin gibi anlamli bir etki
gozlenmemistir. Bu durum, protozonlarin pH degisimine en duyarh
mikroorganizmalar olduklar1 diisiiniildiigiinde (Dukes, 2008), kapsaisin eklenmis
fermenterlerdeki esas azalmanin asidozdan kaynaklanabilecegini gostermektedir.
Ancak kapsaisinin her dozunda istatistiki olarak monensine benzerligin yakalanmis
olmast da gz onilinde bulundurmaya degerdir. Fandino ve ark. (2008), diivelere
ruminal fistiil uygulayarak gergeklestirdikleri 24 giin siiren bir ¢aligmada diiveleri 1:9
konsantre yem agirlikli beslemis ve monensine alternatif olarak anason ve
kirmizibiber  ekstraktlarinin  rumen  fermantasyonuna in  vivo  etkilerini
arastirmiglardir. 238 mg/giin (3,4 mg/l) monensin verilen pozitif kontrol grubuna
kiyasla 500 mg/giin (%15 kapsaisin) (1,1 mg/l) kapsaisine denk diisen aci biber
yagimin etkilerini incelemislerdir. Deneme sonucunda monensinin protozoon sayisini
diisiirdiigiinii, kapsaisinin ise etki yapmadigini1 bildirmislerdir. Bu baglamda yapilan
tez ¢alismasi ile Fandino ve ark. (2008)’nin ¢alismas1 uyumluluk gostermektedir. iki
calisma kiyaslandiginda CAP1 dozunun etkisi ile 1,1 mg/l kapsaisinin (Fandino ve
ark., 2008) etkileri uyusmaktadir. Fandino ve ark. (2008)’nin, kullanmis olduklari
3,4 mg/l monensin ile tez ¢alismasinda kullanilan 5 mg/l monensinin etkileri de
benzerdir. Konsantre yemden zengin rasyonlarla beslenen ruminantlarda
protozoonlar ortamdan elimine olabilmekte ve defaunasyon gerceklesebilmektedir
(Johnson, 1976). Kapsaisinin dahil oldugu calismalarda protozoon sayist hakkinda

baska bir literatiir bilgisine rastlanmamustir.

Bu tez calismasinda KMS normal fazdan asidoz fazina gecis oldugunda
istatistiki olarak diigmiistiir. Kapsaisin gruplar1 arasinda KMS yoniinden istatistiki
olarak bir degisim yoktur. Toplam UYA yem kuru madde sindiriminin artmasi

sonucu yiikselebilir. Bu c¢aligmada toplam UYA iiretiminde uygulama gruplar
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arasinda degisiklik olmamasina ragmen normal sartlar altinda CAP25, yem kuru
madde sindirilebilirligini kontrole kiyasla sayisal olarak artirmistir. Kapsaisinin dahil
oldugu iki ¢alismada da kuru madde sindirilebilirliginin arttig1 bildirilmistir (Cardozo
ve ark., 2006 ve Fandino ve ark., 2008). Kuru madde sindirilebilirliginin genellikle
konsantre yem agirlikli besleme sartlarinda yapilan ¢aligmalarda arttig1 gézlenmistir.
Bu durum 6zellikle baz1 fitokimyasal ve eterik yaglarin belli bagh pH araliklarinda
ve diyetlerde calistigin1 gostermektedir (Calsamiglia ve ark., 2007). Asidozda asit
tireten bakterilerin artmasi, protozoonlarin azalmasi ve ruminal fermantasyonun
belirli pH araliginin altinda baskilanmasi KMS’i tiim uygulama gruplarinda
azaltmistir. Cardozo ve ark. (2006)’nin ve Fandino ve ark. (2008)’nin yem kuru
madde sindirilebilirliginin arttigini tespit ettikleri calismalarda konsantre yemden
zengin besleme olmasina karsin belli bir asidoz durumu s6z konusu degildir. 25 mg/I
kapsaisin dozunun KMS’yi artiric1 etkisi asidoz durumunda gézlenmemistir. Bu
baglamda tez ¢alismasinda normal sartlarda elde edilen degerler ile Cardozo ve ark.
(2006)’nin ve Fandino ve ark. (2008)’nin ¢alismalar1 uyumluluk gdstermektedir.
Kuru madde sindirilebilirligi diizeyi bilindigi iizere yemden yararlanmanin en 6nemli
belirtisi ve fermantasyonun beklenen olumlu sonuglarindan biridir. Bu baglamda
normal sartlarda 25 mg/l kapsaisin dozunun kontrole kiyasla monensine benzer
sekilde KMS’yi sayisal olarak artirmis olmasi istatistiki olarak anlamli olmasa da

dikkate degerdir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu doktora tezinde kapsaisinin 1, 5 ve 25 mg/l dozlarinin, monensin ile
karsilastirmali olarak ruminal fermantasyon iizerine etkileri uzun siireli in vitro
inkiibasyon modeli olan Rusitec ile arastirilmistir. Calismadan elde edilen sonuglar
gbz Oniinde bulunduruldugunda kullanilan kapsaisin  dozlarinin  ruminal
fermantasyonu degistirmede yeterli olmadigi ve istenilen degisiklikleri (toplam
UYA’da artis ya da degisiklik olmamasi, toplam UYA profilinde propiyonat Iehine
degisim, metan gaz1 lretiminde azalma, yem kuru madde sindirilebilirliginde
yiikselme) olusturamadigi gdzlenmistir. Kapsaisinin antibakteriyel 6zelligi ve aci
biber sanayiindeki atitk miktar1 g6z Oniinde bulundurularak iyonofor gubu
antibiyotiklere 6nemli bir alternatif olabilecegi diisiiniilerek calisma planlanmustir.
Bitki ekstraktlarinin rumendeki etkinligi esas olarak pH’ya bagimli degismekle
birlikte her bitkinin ¢alistigi pH aralig1 farkli olmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda diisiik
pH araliklarinda kapsaisin molekiiliiniin daha iyi ¢alistigina dair sonuglar alinmistir.
Diisiik pH araliklarinda kapsaisin dozlar1 ¢esitlendirilerek kapsaisin etkinliginin, yine
diisiik pH araliginda etkinligi belirlenmis farkli fitokimyasallar ya da enzimlerle
kombine edilerek, arastirilmast gelecekte yapilacak calismalar i¢in fikir
olusturmaktadir. Toplam UY A iiretiminde kontrole nazaran istenen degisiklikler elde
edilememis olmasina karsin asidoz sartlarinda kapsaisin gruplarinin toplam UYA
profilini kontrole nazaran sayisal olarak artirdig1 tespit edilmistir. Ileride kapsaisin
lizerine yapilacak caligmalarda dozlamanin degistirilmesi ile toplam UY A profilinde
istenen etkinin yakalanabilecegi olasilig1 géz oniinde bulundurulmalidir. Bilindigi
lizere siit performansini etkileyen en énemli ugucu yag asidi asetik asittir. Ideal bir
slit verimi i¢in rumen fermantasyon parametrelerinde asetik asidin yliksek seyretmesi
beklenir. Asidoz sartlarinda tiim kapsaisin gruplarinda asetik asit miktarlar1 sayisal
olarak yiiksek seyretmistir. Yemlere bu tez ¢aligmasinda kullanilan dozlarda ya da
farkl1 dozlarda kapsaisin ilavesinin kaba yem agirlikli beslenen siit¢li irklarda
incelenmesi ile umut verici sonuglar elde edilebilecegi 6n goriilebilir. Calismada

asidoz kosullarinda kapsaisin gruplarinin istatistiki olarak olmasa da sayisal olarak
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propiyonat1 artirmasi gelecekte yapilmasi planlanacak c¢alismalarda doz yoniinden
kapsaisin ilavesi iizerinde durulabileceginin gostergesi sayilabilir. Calismada normal
ve asidoz sartlarinda kuru madde sindirilebilirliginin 25 mg/l kapsaisin dozunda
sayisal olarak yiikseldigi tespit edilmistir. Bu baglamda kapsaisinin daha yiiksek
dozlar1 da kuru madde sindirilebilirligi yoniinden arastirilabilir. Kuru madde
sindirilebilirligi diizeyi yemden yararlanmanin en 6énemli belirtisi ve fermantasyonun
beklenen olumlu sonuglarindan biridir. Bu baglamda normal sartlarda 25 mg/l
kapsaisin dozunun kontrole kiyasla monensine benzer sekilde KMS’yi sayisal olarak

artirmig olmasi istatistiki olarak anlamli olmasa da dikkate degerdir.

Bu tez calismasinda SARA kosullar1 altinda kapsaisinin etkisi demonstre
edilmis asidoz sartlarinin getirdigi fermantasyon degisikligi yakalanirken kapsaisinin
kulanilan dozlarinda beklenen etki saglanamamistir. SARA kosullar1 altinda,
kapsasisinin fermantasyonu tamamen durdurmayacak, giivenli yiiksek dozlari
arastirilabilecegi gibi rumenin farklt metabolik rahatsizliklarinda da kapsaisinin
etkinligi arastirma konusu olabilir. Farkli besleme rejimlerinde ugucu yag asidi

profilinde gerceklesen degisimler istenilen yonde olabilir.
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OZET

Kapsaisinin farklh pH degerlerinde ve konsantre yem agirhkh besleme sartlarinda
rumen mikrobiyel fermantasyonu iizerine etkilerinin rumen simiilasyon teknigi
(Rusitec) kullanilarak belirlenmesi

Kapsaisin bibere aci lezzetini veren ve genis bir yelpazede Gram pozitif ve negatif
bakteriler ilizerine antimikrobiyal etkinlik gosteren bir maddedir. Bu arastirmanin amaci,
uzun siireli bir inkiibasyon modeli olan rumen simiilasyon teknigini (Rusitec) kullanarak
normal ve asidik rumen pH kosullarinda kapsaisinin ruminal mikrobiyal fermantasyon
lizerine in vitro etkilerini monensinle karsilagtirmali olarak belirlemektir. Arastirma
toplamda 18 giin olacak sekilde 3 faza ayrilmustir. ilk 6 giinliik faz adaptasyon siiresini
olustururken ikinci 6 giinlik faz normal kosullar, son 6 giinlikk faz ise asidoz fazini
olusturmaktadir. Calismada kapsaisinin 1, 5 ve 25 mg/l halinde fermenterlere uygulanan
dozlar1 farkli pH’larda ve konsantre yemden zengin besleme sartlarinda monensin ile
karsilagtirilmastir.

Calismadan elde edilen sonuglara goére ruminal pH, kapsaisinin 1, 5 ve 25 mg/l
dozlarinda istatistiki olarak anlamli bir diisiis gostermistir. SARA kosullar1 12. giinden sonra
deneyde basarili bir sekilde uygulandigindan dolay1 tim fermenterlerde pH miktarlarindaki
diisiis uygulama gruplarindan bagimsiz olarak istikrarli bir sekilde gergeklesmistir. Asidoz
fazinda kapsaisinin artan dozlar1 kontrol grubuna gore anlamli sekilde pH’y1 degistirmistir.
Uygulama gruplarinin kendileri aralarinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamamustir.

Toplam UYA miktar1 normal ve asidoz sartlarinda monensin ve kapsaisin
uygulamalarindan istatistiki olarak etkilenmemistir. Daha sonra olusturulan asidoz
kosullarinda UYA iiretimi tiim gruplarda kendi iglerinde azalmistir.

Asetik asit miktar1 normal ve asidik pH kosullarinda kontrole nazaran hi¢bir uygulama
grubunda anlamli bir degisiklik gostermemistir. Asidoz kosullarinda asetik asit liretimi tiim
gruplarda kendi iglerinde azalmistir.

Propiyonik asit {iretimi, hem normal hem de asidik kosullarda, tiim kapsaisin ve
kontrol gruplarinda monensin grubuna nazaran istatistiki olarak diigiik belirlenmistir.
Monensin grubu beklenildigi iizere kontrol grubuna nazaran propiyonat {iretimini her iki
kosulda da artirmistir. Normal ve asidoz kosullart arasinda ise higbir grup kendi igerisinde
anlamli degisiklik gdstermemistir.

Butirat konsantrasyonlari, normal ve asidoz safhalarinda kapsaisinin farkli dozlarindan
istatistiki olarak anlamli sekilde etkilenmemistir.

Monensin ilavesi metan gazi {iretimini kontrole nazaran istenen diizeyde diisiirse de

istatistiki olarak anlamli sonug elde edilememistir. Normal sartlarda kapsaisinin 5 mg/l ve 25
mg/l dozlar1 metan gazi {iretimini monensine nazaran olumsuz yonde etkilemistir.
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NH;-N miktar1 yoniinden gruplar arasinda asidoz ve normal sartlarda fark
bulunamamigtir. Calismanin 12. giiniinde olusturulan asidoz kosullariyla birlikte NH3-N
miktar1 tiim gruplarda kendi i¢lerinde azalma gostermistir.

Protozoon sayisi normal ve asidoz kosullarinda tiim gruplar arasinda en diisiik
monensin grubunda ¢ikmistir. Monensin grubu fermenterler incelendiginde kontrolden farkli
olarak her kosulda protozoon sayisi istatistiki olarak diismiistiir. Asidoz kosullarmin etkin
bi¢cimde uygulanmasiyla her grup kendi icerisinde asidoz fazinda normal faza kiyasla anlamli
olacak sekilde diisiik protozoon sayisi vermistir. Kapsaisinin farkli dozlar protozoon sayisi
yoniinden negatif ve pozitif kontrolden farkli bulunmamuistir.

Yem kuru madde sindirilebilirli§inde ne normal ne de asidoz kosullarinda gruplar
aras1 degisiklik saptanmistir. Kapsaisinin 25 mg/l dozu, monensine benzer sekilde KMS’yi
artirmigsa da istatistiki yonden anlamli bir sonu¢ elde edilememistir. Asidoz sathasinda
normal faza nazaran tiim gruplarda KMS anlamli olarak azalmustir.

Sonug olarak, bu aragtirma kosullarinda, 1, 5 ve 25 mg/l diizeylerinde kapsaisin
ilaveleri, rumen mikroorganizmalarinin fermentasyon aktivitesi {izerinde ¢ok diisiik diizeyde
etki olusturmustur.

Anahtar Sozciikler: Kapsaisin, Metan, Rumen, Ruminal Fermantasyon, Rusitec.
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SUMMARY

Determination of the effects of capsaicin on rumen microbial fermentation at different
pH values and concentrated feed weighted feeding conditions using rumen simulation
technique (Rusitec).

Capsaicin is a substance that makes chili peppers taste hot and has wide spectrum
antimicrobial activity against gram-positive and gram negative bacteria. The aim of this
study was to determine the effects of capsaicin under normal and acidic pH conditions on in
vitro ruminal fermentation using the long-term rumen simulation technique (Rusitec) by
comparing its effects with those of monensin. The study has divided into 3 phases as 18 days
in total. The first 6 day is the adaptation period while the second 6 day is the normal
condition and the last 6 day is the acidosis phase. In the study, the doses of capsaicin applied
to fermenters at 1, 5 and 25 mg/l were compared with monensin at different pHs and under
concentrated feed conditions.

According to the results obtained from the study Ruminal pH showed a statistically
significant decrease in the doses of capsaicin which administered to fermenters at 1, 5 and 25
mg/l. As the SARA (subacute rumen acidosis) conditions were successfully applied in the
experiment after day 12, the pH-related decrease in all fermentors was consistently
independent of the treatment groups. Increasing doses of capsaicin in the acidosis phase
significantly changed the pH compared to the control group. There was no statistically
significant difference between the treatment groups themselves.

The amount of VFA was not statistically affected by the application of monensin and
capsaicin in normal and acidosis conditions. Afterwards, VFA production decreased under
acidosis conditions in all groups individually.

The amount of acetic acid did not show a significant change in any treatment group
compared to the control under normal and acidic pH conditions. Under acidosis conditions,
acetic acid production decreased in all groups separately.

Propionic acid production was found to be statistically lower in all capsaicin and
control groups compared to the monensin group in both normal and acidic conditions. As
expected, the monensin group increased propionate production in both conditions compared
to the control group. Between normal and acidosis conditions, no group showed significant
difference within itself.

Butyrate concentrations were not statistically significantly affected by different doses
of capsaicin in the normal and acidosis stages.

Although the addition of monensin decreased the methane gas production at the
desired level compared to the control, statistically significant results could not be obtained.
Under normal conditions, 5 mg/l and 25 mg/1 doses of capsaicin negatively affected methane
gas production compared to monensin.
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There was no difference between the groups in terms of the amount of NH3-N in
acidosis and normal conditions. With the acidosis conditions created on the 12" day of the
study, the amount of NH3-N decreased in all groups individually.

The number of protozoa was the lowest in the monensin group among all groups under
normal and acidosis conditions. When the Monensin group fermenters were examined,
unlike the control, the number of protozoa decreased statistically in all conditions. With the
effective application of acidosis conditions, each group gave significantly lower protozoan
counts in the acidosis phase compared to the normal phase. Different doses of capsaicin were
not different from the negative and positive controls in terms of the number of protozoa.

There was no difference between groups in feed dry matter digestibility (DMD) under
either normal or acidosis conditions. Although the 25 mg/1 dose of capsaicin increased DMD
similar to monensin, no statistically significant results were obtained. In the acidosis phase,
DMD was significantly reduced in all groups compared to the normal phase.

In conclusion, capsaicin additions at the levels of 1, 5 and 25 mg/l had a very low
effect on the fermentation activity of rumen microorganisms under these research conditions.

Keywords: Capsaicin, Methane, Rumen, Ruminal Fermentation, Rusitec.
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