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BAZI AGAC YAPRAKLARININ ANTi METANOJENIK OZELLIKLERI IN
VITRO GAZ URETIM TEKNIiGi iLE BELIRLENMESI

(YUKSEK LiSANS TEZI)
Nurullah SIMSEK

OZET

Bu calismanin amaci tanen iceren bazi aga¢ yapraklarmin anti-metanojenik
ozelliklerinin in vitro gaz lretim testiyle belirlemektir. Aga¢ yapraklarmin kimyasal
kompozisyonlar1 arasinda onemli farkliliklar bulunmustur. Ham kiil icerigi % 4.42 ile
13.33 arasinda olup en yiiksek kiil igerigi tespih ¢alisinda bulunmustur. Ham yag igerigi %
5.68 ile 9.28 olurken en yiiksek ham yag iceri tesbih ve sogiit yapraginda bulunmustur.
Ham protein icerigi % 11.64 ile 18.40 arasinda olup en yliksek ham protein igerigi
karaagac yapraginda bulunmustur. NDF ve ADF igerikleri sirastyla % 28.95 ile 50.21 ve
22.73 ile 33.09 arasinda degismis olup en yiiksek NDF ve ADF igerigine sogiit yapragi
sahip olmustur. Agac¢ yapraklarinin kondense tanen icerikleri % 1.59 ile 14.29 arasinda
degismis olup en yliksek degere tesbih ¢alisinda rastlanmistir. Aga¢ yapraklarinin PEG’li
ve PEG’siz ortamlardaki gaz, metan iretimleri, organik madde sindirim derecesi ve
metabolik enerji degerleri arasinda onemli farklar bulunmus olup PEG ilavesi hem tiim
parametrelerde artisa neden olmustur. Bu ¢alismada aga¢ yapraklarmin metan igerikleri %
11 ile 14 arasinda oldugundan dolay1 s6z konusu yapraklarmin hepsinin diisiik seviyede
anti-metanojik potansiyele sahip oldugu sdylenebilir. Anti-metanojenik 6zellik bakimindan
bu calismaya konu olan agaclar1 sogit, karaaga¢c ve tesbih agaci seklinde siralamak
miimkiindiir. Bu ¢alismaya konu olan aga¢ yapraklarmin anti-metanojik 6zelliklerinin in

vivo denemelerle test edilmesine ihtiya¢ vardir.
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DETERMINATION OF ANTI METHANOGENIC CHARACTERISTICS OF
SOME TREE LEAVES USING IN VITRO GAS PRODUCTION TECHNIQUE

(M.Sc. THESIS)
Nurullah SIMSEK

ABSTRACT

The aim of the current experiment was to determine the antimethanogenic
properties of some tree leaves containing condensed tannin. It has been found that there are
significant differences among tree leaves in terms of chemical composition. Crude ash
contents of tree leaves ranged from %4.42 to 13.33 with highest being for Styrax
officinalis. Ether extract contents of tree leaves ranged from %5.68 to 9.28 with highest
being for Styrax officinalis and Salix alba. Crude protein contents of tree leaves ranged
from %11.64 to 18.40 with highest being for Alnus glutinosa. Neutral detergent fiber and
acid detergent fiber contents of tree leaves ranged from %28.95 to 50.21 and 22.73 to
33.09 respectively, with highest being for Salix alba. Condensed tannin contents of tree
leaves ranged from %1.59 to 14.29 with highest being for Styrax officinalis. It has been
found that there are significant differences among tree leaves in terms of gas, methane
production, organic matter digestibility, metabolisable energy contents in the absence and
presence of Polyethylene Glycol. Supplementation of Polyethylene Glycol improved all
parameters measured in the gas production experiment. It can be said that the tree leaves
studied in the current experiment has a low anti-methanogenic potential since the
percentage of methane ranged from %11 to 14. It is required that these tree leaves should
be tested with in vivo experiment to determine the anti-methanogenic potential of these tree

leaves.
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1. GIRIS

Ruminant hayvanlar tarafindan alinan karbonhidratlar rumende fermentasyona tabi
tutularak ucucu yaglar, karbondioksit, metan ve hidrojen siilfiir sentezine neden
olmaktadir. Fermentasyon sirasinda agiga ¢ikan H, rumen mikro-organizmalari i¢in toksik
olmasindan dolay1 ortamdan uzaklastirilmas: gerekmektedir. Rumen mikro-organizmalari
icin zararh etkiye sahip olan H; karbondioksit ile birleserek metana doniismekte ve disari
salinmaktadir. Bu yiizden metan iiretimi rumen ortaminin korunmasi i¢in elzem bir
islemdir. Ruminantlar tarafindan tiretilen bu metana enterik metan denmekte olup yaklasik
% 85’1 gegirme yoluyla disar1 atilmaktadir. Diger taraftan enterik metan iiretimi enerji
kaybma neden oldugu i¢in hayvan besleme agisindan arzu edilen bir islem degildir.
Ruminant hayvanlar tarafindan alman enerjinin % 2-12 enterik metan {iretimi olarak
kaybedilmektedir (Johnson ve Johnson 1995). Enterik metan {iretiminin istenmemesinin
diger bir sebebi ise kiiresel 1sinmaya onemli katkisinin olmasindandir. Enterik metan
iretimi insan kaynakli metan iretimin % 73’ gibi 6nemli bir kismindan sorumludur
(Johnson ve Johnson 1995). Cevreye verdigi zararlardan dolay1 enterik metan iiretimi
cevreciler tarafindan da arzu edilmemektedir. Bu ylizden, son zamanlarda ruminant
beslemeciler enterik metan iiretimini azaltmak i¢in bir¢ok arastirma yiirtitmektedirler. Bu
arastirmalardan metan iiretimini azaltmak i¢in en fazla timit vaat eden calismalar tanen
iceren agag yapraklari ile yapilan ¢alismalar olmustur. Bu caligmalar aga¢ yapraklarinda
bol miktarda bulunan kondense tanenin anti-metanojenik oldugu ve enterik metan
iiretimini 6nemli derecede azalttigini1 gostermistir (Woodward ve ark., 2004; Carulla ve
ark., 2005; Puchala ve ark., 2005; Tiemann ve ark., 2008; Grainger ve ark., 2009; Hariadi
ve Santoso, 2009; Jayanegara ve ark., 2012; Delgado ve ark., 2013; Bhatta ve ark., 2014).

Bu yilizden bu ¢aligmanin amaci, bazi aga¢ yapraklarinin anti-metanojenik

ozelliklerini in vitro gaz tiretim teknigi kullanarak belirlemektir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Ruminant hayvanlar yemlerde bulunan seliiloz gibi sindirimi gii¢ olan
karbonhidratlar1 rumende bulunan mikroorganizmalar vasitasiyla pargalayarak enerji
ithtiya¢larini karsilamaktadirlar (Van Soest 1994). Bu 6zelliginden dolay1 non-ruminantlara
gore onemli bir tistiinliik saglarlar. Ruminant sindirim sisteminin en 6nemli 6zelliklerinden
birisi, mide ve ince bagirsak sindiriminden Once rumende mikrobiyal sindiriminin
olmasidir (Niwisnska, 2012). Ruminant hayvanlar tarafindan alinan yemler 6nce rumende
mikrobiyal fermentasyona tabi tutulur. Rumendeki fermentasyon baslangicta
karbonhidratlar1 ve proteinleri basit sekerlere ve aminoasitlere doniistiirmektedir. Kisa
siireli olusan bu iiriinler mikro-organizmalar tarafindan ya mikrobiyal kiitleye ya da CO,,
CH4, NH3 ve ugucu yag asitlerine (asetik, propiyonik ve biitirik asit vb.) doniistiiriiliirler.
Rumende olusan fermentasyonun miktar1 énemli bir parametre olup hayvana saglanan
protein, vitamin ve ugucu yag asidi miktarini belirlemektedir (Koenig ve ar. 2003).
Ruminant hayvanlar fermentasyon sonucu ac¢iga c¢ikan ugucu yag asitlerini rumen
duvarindan absorbe ederek, protein, yag ve basit sekerleri ise ince bagirsakta absorbe
ederek yasama ve verim i¢in kullanirlar. Ruminant hayvanlar metabolik ener;ji ihtiyacinin
% 70’lik kismmi yemlerin rumendeki fermantasyonundan saglamaktadirlar. Aminoasit
thtiyacmin =~ % 90’k  kismimi1  ince bagirsaga wulasan mikrobiyal proteinden
karsilamaktadirlar (Nocek ve Russell 1988; Bergman 1990). Ruminant rasyonlarmin
onemli bir kismmi karbonhidratlar olusturmaktadir. Karbonhidratlar hem ruminant
hayvanlarm hem de rumendeki mikroorganizmalarin enerji ihtiyacin1 karsilamada
kullanilirlar. Siit inegi rasyonunun % 70-80’lik kismin1 karbonhidratlar olusturur (Nocek
ve Russell 1988). Genel olarak karbonhidratlar1 yapisal ve yapisal olmayan karbonhidratlar
olarak ikiye aymrmak miimkiindiir. Yapisal olmayan karbonhidratlar hiicre icerisinde yer
almasma ragmen yapisal karbonhidratlar hiicre duvarmnda yer almaktadirlar. Yapisal
karbonhidratlar kimyasal olarak {iniform degildirler (Van Soest ve ark., 1991). Rasyonda
bulunan karbonhidratlar ruminal fermentasyonun temel susbtratidirlar. Mikrobiyal verim,
karbonhidratlarm  fermantasyonu ile yakindan iliskilidir. Hizli fermente olan
karbonhidratlarm  mikrobiyal verimi daha yiiksektir (Hall ve Herejk 2001).
Karbonhidratlarin = sindiriminin % 90’k kismi rumende ger¢eklesmektedir. Bazi
durumlarda Onemli miktarda karbonhidrat sindirimi ince ve kalin bagirsakta da

geceklesebilmektedir (Niwinska 2012).



Yapisal karbonhidratlar rasyonun % 30-40’m1 olusturabilmektedir (Hall ve ark.,
2010). Yapisal olmayan karbonhidratlarin mikroorganizmalar i¢in kolay ve ¢abuk
erisilebilir enerji kaynagidirlar (Ariza ve ark., 2001).

Uygun rasyon formiilasyon degisiklikler1 yaparak rumen fermentasyonun
manipiilasyonu mikrobiyal protein sentezi etkinligini iyilestirilebilmektedir. Mikrobiyal
protein sentezi artirmada temel unsurlar rumende erisilebilir veya kullanilabilir enerji ve
azottur. Rumendeki bakteri popiilasyonunu, karbonhidrat ve proteinin sindirimini etkileyen
rasyona bagl bircok faktdr bulunmaktadir. Ornegin, rumende mikrobiyal fermentasyon
organik asitlerin salmimma neden olmaktadir. Organik asitler rumen pH’simni
diistirmektedirler. Rumen pH’s1 rumen mikroorganizmalarmin biiylimesini ve ¢ogalmasini
etkileyen dnemli bir faktordiir (Russell ve Rychlik, 2001).

Uygun bir sekilde beslemenin amaci, rumen mikroorganizmalarinin ihtiyaci oldugu
kadar enerji ve proteinin ayni anda rumende mikroorganizmalarin kullanimina
sunulmasidir (Hall ve Weimer 2007). Besin maddelerinin rumende senkronize bir sekilde
sunulmasi, mikrobiyal protein sentezini artirdig1 i¢in hayvana daha fazla besin maddesi
saglamakta ve sonug olarak hayvansal iiretimi artirdig1 bildirilmistir (Sinclair ve ark., 1993,
Hall ve Huntington 2008). Yapilan bazi arastirmalarda, yliksek miktarda parcalanan
karbonhidratlarin hizli parcalanan proteinlerle birlikte hayvanlara senkronize bir sekilde
verilmesi mikrobiyal proteini artirdig1 gézlemlenmistir (Kovler ve ark., 1998, Charbonneau
ve ark., 2006). Bununla birlikte, enerji ve protein arasindaki sekronizasyonun her zaman
hayvansal iiretimde artisa neden olmadigi bildirilmistir (Yang ve ark., 2010). Ciinki
ruminant hayvanlarda, rumende aciga c¢ikan fazla miktardaki amonyak rumenden
uzaklastirilmakta, rasyonun protein iceriginin diisiik olmasi durumunda kan ve salya
yoluyla tekrar rumendeki mikroorganizmalarin kullanimma sunulmaktadir (Niwinska
2012). Bu yiizden ruminantlarda senkronizasyon incelenirken sadece rumen goz Oniine
alinarak degerlendirilmemeli, tiim hayvan g6z 6niine alinarak degerlendirilmelidir (Hall ve
Huntington 2008).

Nisasta fermentasyonu ucucu yag asidi ve laktik asit iiretimini artirmakta, buna
baglh olarak rumen pH’s1 azalmakta ve seliillozu parcalayan mikroorganizmalari
oldiirmektedir. Boylece yemlerle alman lifin sindirimi ve yem tiiketimi azalmaktadir. Buna
bagl olarak asidosiz, rumenitis, laminitis vb. bircok metabolik bozukluklar ortaya
cikmaktadir (Plaizier ve ark., 2009). Rumen asidosiz riski nigasta sindiriminin artmastyla

birlikte yiikselir. Asidosiz riski dane yeminin tipine ve isleme tabi tutulup tutulmadigma



bagl olarak artar. Dane tipini bugday, yulaf, arpa, patates, misir ve sorgum olarak
stralamak miimkiindiir (Callison ve ark., 2001; Mosavi ve ark., 2012).

Lif igerigi yliksek rasyonlar hidrojen ve karbondioksit liretimini buna bagl olarak
da metan iretimini artirrken nisasta igerigi zengin rasyonlar propiyonik asit iiretimi
artirmakta ve buna bagli olarak da metan tliretimini azaltmaktadir (Bannink ve ark., 2006;
Ellis ve ark., 2008).

Enterik metan {retimini azaltmak i¢in yemlerin sindirim derecesini
kotiilestirmeden, H, kullanan ve ireten reaksiyonlarm yaninda metanojenler iizerine
odaklanmasi gerektigi bildirilmistir (Martin ve ark., 2009).

Enterik metan iiretimini etkileyen faktorleri asagidaki gibi siralamak miimkiindiir
1. Besleme seviyesi, kaba yem/yogun yem orani ve yogun yemin tipi

. Kaba yemin kalitesi, tiirli ve tip1

. Yemlere uygulanan fiziksel ve kimyasal uygulamalar

. Rasyona yag katilmasi ve yag bilesimi

. Iyonofor kullanimi

. Defaunasyon

. Organik asit kullanim1

. Asillama

O 00 N N W B~ W

. Probiyotikler
10. Hayvanlar arasindaki bireysel farkliliklar
11. Bitkiler ve ekstraktlar1

Jayanegara ve ark., (2012) yaptig1 derlemede, tanen igeren agac¢ yapraklarinin ve
ekstrakt edilmis tanenin hem in vitro hem de in vivo kosullarda anti-metanojenik
potansiyele sahip oldugunu bildirmislerdir. Rasyondaki tanenin miktarina baglh olarak
metan Uretiminde Oonemli miktarda azalma meydana gelmistir. Cayir otu ile yapilan
calismada, kuru madde bazinda % 20 oraninda tanen igeren agag¢ yapraklarmin ilave
edilmesi metan tiretimini % 9.2 ile 28.9 arasinda azaltmistir (Hariadi ve Santoso, 2010).
Tanen bakimindan zengin aga¢ yapraklarinin rasyona % 30 oraninda katilmasi in vitro
metan Uretimini % 60 oraninda azaltmistir (Bhatta ve ark., 2014). Rasyona mese
yapraginin katilmasiyla birlikte metan tiretiminde 6nemli azalmalar meydana gelmistir. %
25 oraninda mese yapragmin katilmasi metan tiretiminde % 21.24’lik bir azalma meydana
getirmistir (Rajkumar ve ark., 2015).
Kuru madde bazinda % 4.1 tanen ilavesi koyunlarda, rumende amonyak seviyesini

ve idrarla atilan N icerigini azaltmasi yaninda, metan iiretiminin de % 13 azalmasina
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neden olmustur (Carulla ve ark., 2005). Merada otlayan ineklere % 0.9 oraninda Acacia
mearnsii tanen ilavesi metan iiretimini % 14 oraninda azaltmistir (Grainger ve ark., 2009).
Tanen bakimindan zengin Sericea lespedeza yapraklari tiikketen kecilerde metan tiretimi,
cayir otu tiikketen kegilerden daha diisiik oldugu bildirilmistir (Puchala ve ark., 2005).
Tanen bakimindan zengin aga¢ yapraklarinin rasyona ilavesi koyunlarda giinliik metan
iretimini % 24 azalttig1 bildirilmistir (Tiemann ve ark., 2008). Kondense tanen igeren
gazal boynuzu otu tiiketen ineklerin ¢ayir otu tiiketen ineklere gore % 32 daha az metan
irettigi bildirilmistir (Woodward ve ark., 2004). Rasyona % 27 oraninda L. Leucocephala

katilmas1 metan iretimini % 15.6 oraninda azaltmistir (Delgado ve ark., 2013).



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Aga¢ yapraklarinin toplanmasi, kurutulmasi ve 6giitiilmesi

Tez ¢aligmasinda tesbih, sogiit ve karaaga¢ agaci yapraklari kullanilmistir. Agag
yapraklar1 toplamlarak KSU Ziraat Fakiiltesi Yemler ve Hayvan Besleme laboratuarma
getirilerek oncelikle kuru madde igerikleri belirlenmistir (AOAC, 1990). Arta kalan agag
yapraklar1 golgede kurutulmus ardindan Sekil 3.1.’de goriilen 6glitme degirmeninde
ogiitiillerek analize hazir hale getirilmistir. Ogiitme islemi 1 mm elekten gececek sekilde

yapilmistir.

Sekil 3.1. Agag yapraklariin 6giitiilmesinde kullanilan degirmen

3.2. Metod

3.2.1. Agac¢ yapraklarimin kimyasal kompozisyonlarinin belirlenmesi

Toplanan agag yapraklarmin kimyasal kompozisyonunu belirlemek amaci ile kuru
madde, ham kiil, ham protein, ham yag, NDF, ADF ve kondense tanen analizleri en az tiger

tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir.



3.2.2. Aga¢ yapraklarimin kuru madde iceriklerinin belirlenmesi

Bir milimetrelik elekten gecirilmis agac yapraklarindan yaklasik 1 gram almarak
onceden darasi alinmig porselen krozeler igerisine konulmus ve 105 °C’lik etiivde iyice
kuruyuncaya kadar bekletildikten sonra hassas terazide tartimlari yapilmistir. Agag

yapragmim kuru madde igerigi asagida verilen formiiller kullanilarak belirlenmistir

(AOAC, 1990).
% KM =100 - % Nem % Nem = ((A1- D) - (A2 - D)) / A*100
KM: Kuru madde (%)
A: Agag yapragi miktari, gram
A;: Agac yapragi + kabin darasi, gram
D: Kabin darasi, gram

A,: Kuru madde + Kabin darasi, gram

3.2.3. Agac yapraklarimin ham kiil iceriklerinin belirlenmesi

Bos olarak 550 °C‘lik ham kiil firminda 2 saat bekletilen porselen krozeler
desikatore almmarak oda sicakligina ulasincaya kadar bekletilmistir. Krozeler, hassas
terazide daras1 almarak (D) icerisine yaklagik 1 gram numune (A) tartilmistir(A1) ve ham
kiil firmina yerlestirilerek (Sekil 3.2.) 550 °C'lik firinda 8 saat yakilmistir. Firm belli
sicakliga kadar soguduktan sonra desikatore alman krozelerin oda sicakligina kadar
sogumas1 beklenmis ve tartimi yapilmistir (A;). Asagidaki formiiller kullanilarak agac
yapraginmn ham kiil igerigi belirlenmistir (AOAC, 1990).

% HK = ((A1- D) - (A2 - D))/ A* 100

A: Agag yapragi miktari, gram

A;: Agac yapragi + kabin darasi, gram

Az: Son tartim

D: Kabin darasi, gram

HK: Ham kiil (%)



Sekil 3.2. Agag yapraklarmin ham kiil i¢eriklerinin belirlenmesinde kullanilan kiil firin1

3.2.4. Agac yapraklarinin ham yag iceriklerinin belirlenmesi

Agac¢ yapragindan 2 gram (A) hassas terazide tartildiktan sonra Soxhlet kartusu
icine konup ve kartusun agzi ekstraksiyon kisminda numune disar1 ¢ikmayacak sekilde
aga¢ yapraklarinin sikistirilmistir. Daha sonra Kartuslar ve yag balonlar1 95 °C ‘de 2 saat
kurutma dolabinda bekletilmigtir. Kurutma dolabindan almman materyaller desikatorde
sogutulduktan sonra balonlarin hassas terazide daralari almip (B), balonlara Soxhlet
aletinin ekstraksiyon kismi yerlestirilmistir. Soxhletin ekstraksiyon kismina kartuslar ve bir
tam birde yarim sifon olacak sekilde eter konulmustur (Sekil 3.3.) Bu diizenek Soxhlet
aletine yerlestirilip, sogutma ve 1sitma diizeni ayarlanarak (70°C) c¢alistirilmistir. 4 saat
sonunda ekstraksiyon kismindaki eter bir kaba alinarak yag ile eter birbirinden ayrilmistir.
Icerisinde yag bulunan balonlar 95 °C deki kurutma dolabinda 1 saat bekletildikten sonra
desikatore alinarak sogutulmus ve desikatorden alinarak hassas terazide tartimi yapilarak

(C) bulunan sonuglar formiilde yerine konularak 6rnegin % ham yag icerigi hesaplanmustir.
% HY= (C-B)/A* 100
HY: Ham yag (%)

A: Agag yapragi, gram



B: Balonlarin darasi, gram

C: Son tartim, gram

Sekil 3.3. Agag yapraklarmin ham yag iceriklerinin belirlenmesinde kullanilan Soxhlet
cihazi

3.2.5. Aga¢ yapraklarinin ham protein iceriklerinin belirlenmesi
Aga¢ yapraginin ham protein igerikleri Kjeldahl ydntemine gore yas yakma,
destilasyon (Sekil 3.4.-3.5.), titrasyon olmak iizere iic asamada yapilmistir. Agac

yapraginin ham protein igerikleri asagida verilen formiil kullanilarak belirlenmistir
(AOAC, 1990).
% Protein = (K) * (V) * (N) * (fHCI) * (100) / (M) * (1000) * (fp)

K: 14.007 (Azotun atom agirlig1) V: Kullanilan HCI (ml)
N: HCI' nin normalitesi (0.1) fHCI: 0.1 N HCI'nin faktorii
fp: Proteine ¢evirme faktorii (6.25) M: Tartilan yem miktart.



Sekil 3.4. Agag yapraklarmin ham protein analizinde kullanilan yas yakma {initesi

Sekil 3.5. Agag yapraklarmin ham protein analizinde kullanilan destilasyon tinitesi

3.2.6. Aga¢ yapraklarimin asit deterjan fiber iceriklerinin belirlenmesi

Asit deterjan fiber ¢ozeltisi 20 ctrimethylammoniumbromide (CioH4,BrN) 1 litre 1

N H,S04 icerisinde ¢oOziilerek hazirlanmistir. Bu ¢6zeltiden 100 ml alinarak igerisinde
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yaklagik 1 gram (A) numune bulunan beher igersine bosaltilmistir. Daha sonra 1 saat
kaynatilmis (Sekil 3.6.) ve cam krozede siiziilerek sivi kisim uzaklastirilmistir. ADF iceren
krozeler kurutma dolabinda 10-12 saat siire ile 80 °C' de bekletildikten sonra desikat6rde
sogutulup hassas terazide tartimi yapilmistir(A1). Yem materyallerinin ADF igerikleri

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir (AOAC, 1990).
ADF (g/kg KM) = (A1) / (A) * 100
A: Agag yapraginin miktar1 gram
Ar: Ik tartim gram

KM: Kuru madde

3.2.7. Aga¢ yapraklarinin notral deterjan fiber iceriklerinin belirlenmesi

Notral deterjan fiber soliisyonu, 30 gr dodecylsulfatesodium salt (C;,H,5NaO4S),
18.16 gr titriplex-III (CioH14N2Na,Og2H,0), 6.81 gr di-sodiumtetraboratedecahydrate
(Na;B40410H,0), 4.56 gr di-sodiumhyrogenphosphateanhydrous (Na,HPO4) ve 10 ml
etanol 1 litre saf su igerisinde pH 6.8 ile 7.2 arasinda olacak sekilde sirasi ile karistirilarak
saf su icerisinde ¢oOziilerek hazirlanmistir. Bu c¢ozeltiden 100 ml alinarak icerisinde
yaklasik 1 gr (A) 6rnek bulunan beher icersine bosaltilmis ve 1 saat kaynatilmistir. Daha
sonra 3 porlu (gozenek capi) cam krozede siiziilerek sivi kisim uzaklastirilmigtir. NDF
iceren cam krozeler kurutma dolabinda 10-12 saat siire ile 80 °C' de bekletildikten sonra
desikatorde sogutulup tartim1 yapilmistir (Ai1).Yem materyallerinin NDF icerikleri
asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir (AOAC, 1990).

NDF (g/kg KM) = (A1) / (A) * 100
A: Agag yapragi miktari, gram

A;: 1lk tartim, gram  KM: Kuru madde

3.2.8. Agac yapraklarinin kondense tanen iceriklerinin belirlenmesi

Agac yapraklarinin kondense tanen igerikleri belirlemek i¢in yaklagik 0.01 gram
ornek 10 ml cam tiipler igerisine konup ve tizerine 6 ml butanol-HCI ¢ozeltisi eklenerek 1
saat 100 °C’de kaynatilmis ve ardindan ani sekilde sogutulmustur. Daha sonra 550 nm
dalga boyunda spektrofotometrede (Sekil 3.6.) okuma islemi yapilmis ve asagidaki formiil
kullanilarak aga¢ yapraklarinin kondense tanen igerikleri belirlenmistir (Makkar ve ark.,

1995).
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Kondense tanen (g/kg) = (Okuma degeri * 0.584)/yem miktar1

Sekil 3.6. Spektrofotometre

3.3. Aga¢ Yapraklarimn Gaz Uretimlerinin Belirlenmesi

Gaz tiretiminde kullanilan rumen sivisi, 3 adet ivesi cinsi 2 yaslh koglardan alinarak
homojen bir sekilde karistirilmistir. Yem 6rnekleri (0.20 g), 30 ml ¢6zeltiyle (10 ml rumen
stvist + 20 ml yapay tiikiirik) 100 ml’lik siringalar igerisinde 39 °C’de ii¢ tekerriirlii
inkiibasyona birakilmis ve gaz dlgiimleri inkiibasyondan 24 saat sonra dl¢iilmiistiir (Menke
ve ark., 1979), (Sekil 3.7). Kor denemeden elde edilen gaz degerleri Olgiimlerden
cikartilarak yem materyallerinden elde edilen net toplam gazlar belirlenmistir. Rumen

sivisiyla karistirilan yapay tiikiiriigiin (tampon ¢6zeltisinin) hazirlanis1 asagida verilmistir.
1) Makro element ¢ozeltisi

5.7 g Na,HPO4 + 6.2 g KH,PO4 + 0.6 g MgSO4.7H,0 1 1t saf su igerisinde eritilmis

ve ¢ozeltinin pH’s1 6.8 olarak ayarlanmaistir.
2) Iz element ¢ozeltisi

13.2 g CaCl,.2H,0 + 10.0 gMnCl,.4H,0 + 1.0 g CoCl,.6H,0 + 0.8 g FeCl,.6H,O

karisimi 100 ml saf su icerisinde eritilmistir
3) Tampon ¢ozeltisi

35 g NaHCOs + 4 g (NH4)HCOs 1 1t saf su igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve ¢6zeltinin
pH’s1 8.1 olmustur.
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4) Resazurin ¢ozeltisi
100 mg Resazurin 100 ml saf su icerisinde ¢oziindiiriilmiistiir.
5) Rediiksiyon ¢ozeltisi

2 ml 1.0 N (Normal) NaOH + 285 mg Na,S.7H,O + 47.5 ml saf su icerisinde
¢Oziindiirtilmiis, bu ¢ozelti rumen sivis1 alinmadan hemen 6nce hazirlanmis ve taze olarak

kullanilmastir.

Yukaridaki hazirlanan ¢ozeltiler asagida belirtildigi sirada ve miktarda karistirilarak

kullanima hazir hale getirilmistir.

474 ml saf su 237 ml makro mineral ¢ozeltisi
0.12 ml mikro mineral ¢ozeltisi 1.22 ml resazurin ¢ozeltisi
237 ml tampon ¢ozeltisi 47.5 ml rediiksiyon ¢ozeltisi

Sekil 3.7. Agag yapraklarinin metan iiretimlerini belirlemede kullanilan gaz l¢iim seti

3.4. Aga¢ Yapraklarimn Metan Uretimlerinin Belirlenmesi

Yirmidort saatlik fermentasyon sonunda olusan gaz plastik siriga vasitasiyla
almarak Infrared metan analiz cihazina (Sensor Europe GmbH, Erkrath, Germany)
cthazinda (Sekil 3.7.) metan icerigi belirlenmis ve hem % hem de ml olarak ifade

edilmistir (Goel ve ark., 2008).
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3.5. Aga¢ Yapraklarinin Metabolik Enerji Iceriklerinin Belirlenmesi

Aga¢ yapraginin 24 saatlik gaz Olciim degerleri ve HP igerikleri kullanilarak,
metabolik enerji degerleri asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir (Menke ve

Steingass, 1988).
Metabolik Enerji (ME) (MJ/kg KM) = 24.59 + 0.7984GU + 0.0496HP
GU: 24 saatlik gaz iiretimi (ml)

HP: Ham protein (%)

3.6. Agac Yapraklarinin Organik Madde Sindirim Derecelerinin Belirlenmesi

Aga¢ Yapragmin 24 saatlik gaz 6l¢iim degerleri, HP ve kiil igerikleri kullanilarak
organik madde sindirim derecesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir (Menke ve

Steingass, 1988).
OMSD (%) = 1.68 + (0.1418GU) + (0.073HP) + (0.217EE) — (0.028HK)
OMSD: Organik madde sindirilme derecesi
GU: Gagz iiretimi (ml)
HP: Ham protein (%)
HK: Ham kiil (%)

HY: Ham yag (%)

3.7. istatistiksel Analiz

Tiirlin aga¢ yapraklarinin kompozisyonuna, gaz {iretimine, metan {iretimine,
metabolik enerji, organik madde sindirim derecesine olan etkisini belirlemek icin elde
edilen datalar varyans analizine tabi tutulmus ve ortalamalar arasindaki farklar Tukey

coklu karsilastirma testleri belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Tiiriin agac¢ yapraklan iizerine etkisi

Tiirlin aga¢ yapraklarmin kompozisyonuna olan etkileri Cizelge 4.1°de belirtilmis
olup aga¢ yapraklarmin kompozisyonunu tiirden tiire 6nemli degisikler gostermistir. Agac
yapraklarinin kuru madde igerikleri ayni olmakla birlikte diger parametreler bakimindan
tiirler arasinda belirgin farklar goriilmektedir. Ham kiil igerigi % 4.42 ile 13.33 arasinda
olup en yliiksek kiil igcerigi tespih ¢alisinda bulunmustur. Ham yag icerigi % 5.68 ile 9.28

olurken en yiiksek ham yag igeri tesbih ve sogiit yapraginda bulunmustur.

Cizelge 4.1. Farkl tiirlerden elde edilen aga¢ yapraklarinin kompozisyonlari

Tiirler
Parametreler Tesbih Sogiit Karaagag SHO p
KM 34.26 32.97 33.47 0.456 0.000
HK 13.33* 4.42° 6.99° 0.279 0.000
HY 9.28" 8.23 5.68° 0.518 0.001
HP 11.64° 14.71° 18.40° 0.547 0.000
NDF 28.95° 50.21° 40.35 0.950 0.000
ADF 22.94° 33.09* 22.73 1.444 0.001
KT 14.29° 1.59¢ 10.28 0.678 0.000

™ Ayn1 satirda farkli harf olan ortalamalar arasindaki farklihk énemlidir (P<0.05), SHO — Standard hata
ortalamasi; KM: Kuru madde %, HK: Ham kiil %, HY: Ham yag %, HP — Ham protein %, NDF — Notral
deterjan fiber %, ADF — Asit deterjan fiber %, KT: Kondense tanen %.

Ham protein icerigi % 11.64 ile 18.40 arasinda olup en yiliksek ham protein icerigi
karaagac yapraginda bulunmustur. NDF ve ADF igerikleri sirastyla % 28.95 ile 50.21 ve
22.73 ile 33.09 arasinda degismis en yliksek NDF ve ADF igerigine sogiit yapragi sahip
olmustur. Agac yapraklarmin kondense tanen igerikleri % 1.59 ile 14.29 arasinda degismis

en yuksek degere tesbih ¢alisinda rastlanmastir.
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Goriildiigii gibi aragtirmaya konu olan agag¢ yapraklarmin ham protein icerikleri rumende
normal bir fermentasyon i¢in gerekli olan protein seviyesinin iizerinde bulunmustur.
Ozellikle ségiit ve karaagacin ham protein igerigi ruminant hayvanlarin ihtiyaclarmni
karsilayacak seviyede oldugu goriilmemektedir. Diger taraftan agac¢ yapraklarinda bulunan
kondense tanen miktarmin yiiksek olmasi 6zellikle proteinlerin kullanimmi kisitlayici bir
unsur olarak goriilmektedir. Bilindigi gibi kondense tanen yemlerde bulunan proteinlerle
bilesik olusturarak proteinlerin rumende parcalanmasini azaltmakta buna bagl olarak ta
sindirimini azaltmaktadir. Tesbih yapraklarinda yiiksek miktarda bulunan kondense tanen
tam smirda bulunan ham proteinin kullanimini sinirlayabilir. Bilindigi gibi kondense tanen
miktarinin rasyonda % 5 fazla bulunmasi hayvan besleme agisindan ciddi sonuglar
dogurabilir. Bu yiizden tesbih c¢alisinin kullaniminda kondense tanenin protein lizerinde
olas1 zararli etkisini azaltmak i¢in bazi dnlemlerin alinmasi gereklidir. Kondense tanenin
negatif etkisini azalmak i¢in yem katki maddesi olarak PEG gibi baglayicilar ekonomik

olmas1 durumunda kullanilmasi tavsiye edilebilir.

4.2. Tiiriin agac yapraklarinin gaz, metan iiretimi, organik madde sindirim derecesi

ve metabolik enerji iizerine etkisi

Tiriin aga¢ yapraklarinin gaz, metan tiretimi, organik madde sindirim derecesi ve
metabolik enerji lizerine etkisi Cizelge 4.2.’de verilmistir. Aga¢ yapraklarinin PEG’siz
ortamda fermentasyona tabi tutulasi sonucu olusan gaz miktar1 37.34 ile 43.94 ml arasinda
olup en yiiksek gaz tretimi tesbih ve karaaga¢ yapraklarinda bulunmustur. Agag
yapraklarimi PEG’li ortamda fermentasyona tabi tutulmasi sonucunda gaz iiretimi 43.30
ile 49.36 ml arasinda olmus en yiiksek gaz liretimi karaagag¢ yapraklarinda olmustur. Agag
yapraklarmim PEG ile muamelesi gaz {iretimini 6nemli miktarda artrmistir. PEG’den

dolay1 gaz iiretimindeki artig sogiit yapraginda bulunmustur.
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Cizelge 4.2. Tiirlin aga¢ yapraklarmin gaz, metan iiretimi, organik madde sindirim derecesi ve metabolik enerji lizerine etkisi

GAZ (ml) METAN (ml) METAN (%) ME (MJ/ kg KM) OMSD (%)
PEG’siz | PEG’li | PEG’siz | PEG’li | PEG’siz | PEG’li | PEG’siz | PEG’li | PEG’siz | PEG’li
Tesbih 42.85° 47.36 5.59* 5.87° 13.05° 12.39° 9.05 9.66" 62.45° 66.47Ty,
Sogiit 37.34° 43.30° 4.03° 4.08° 10.79°¢ 11.52° 8.41° 9.21° 60.86" 66.18"
Karaagag 43.94° 49.36° 5.06° 6.35" 11.53 12.86° 9.07* 9.81* 67.85 72.66"
O.S ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
SHO 0.727 0.586 0.131 0.081 0.171 0.237 0.099 0.078 0847 0.519
Tiir - - - - -
PEG - - - - -
TiirxPEG ik ik ik O.D O.D
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Agac¢ yapraklarimin PEG’siz ortamda fermentasyona tabi tutulasi sonucu olusan
metan miktar1 4.03 ile 5.59 ml arasinda olup en yiiksek metan iiretimi tesbih ve karaagac
yapraklarinda bulunmustur. Aga¢ yapraklarinin PEG’li ortamda fermentasyona tabi
tutulmasi1 sonucunda metan tlretimi 4.08 ile 6.35 ml arasinda olmus en yiiksek metan
iretimi karaagac yapraklarinda olmustur. Aga¢ yapraklarmin PEG ile muamelesi metan
iiretimini 6nemli miktarda artirmistir. PEG’den dolay1 metan {iretimindeki artis karaagac

yapragida bulunmustur.

Agac¢ yapraklarmin PEG’siz ortamda fermentasyona tabi tutulasi sonucu olusan
metan yiizdesi % 10.79 ile 13.05 ml arasinda olup en yiiksek metan yiizdesi tesbih ve
karaaga¢ yapraklarinda bulunmustur. Aga¢ yapraklarmin PEG’li ortamda fermentasyona
tabi tutulmasi sonucunda metan yiizdesi % 11.52 ile 12.86 arasinda olmusg en yiiksek metan
yiizdesi tesbih ve karaagac yapraklarinda olmustur. Agag¢ yapraklarinin PEG ile muamelesi
metan yiizdesini onemli miktarda artirmistir. PEG’den dolayr metan yiizdesindeki artis
s0giit ve karaaga¢ yapraginda bulunmustur. Fermentasyon sonunda acia ¢ikan gazin
metan icerigi (%) o yemin anti-metanojenik potansiyelini degerlendirmede onemli bir
kriterdir. Normal kosullarda kaba yemin 24 saatlik fermentasyonu sonucunda iiretilen
gazin metan icerigi % 16-18 arasinda degigmektedir. Lopez ve ark., (2010) anti-
metanojenik Ozellik tasiyan yemleri ii¢ gruba aymrmistir. Metan icerigi % 11 ile14 arasinda
olan yemlerin diisiik, % 6 ile 11 arasinda orta ve % O ile 6 arasinda olanlarin yiiksek anti-
metanojenik Ozellikte oldugunu bildirmistir. Bu calismada aga¢ yapraklarimin metan
icerikleri % 11 ile 14 arasinda oldugundan dolay1 s6z konusu yapraklarmin hepsinin diisiik
seviyede anti-metanojik potansiyele sahip oldugu sdylenebilir. Anti-metanojenik 6zellik
bakimindan bu calismaya konu olan agaglar1 sogiit, karaaga¢ ve tesbih agaci seklinde

siralamak mimkindir.

Agag yapraklarmmin PEG’siz ortamda fermentasyona tabi tutulmasi sonucu olusan
gaz degerleri kullanilarak hesaplanan ME 8.41 ile 9.07 MJ arasinda olup en yliksek ME
tesbih ve karaaga¢ yapraklarinda bulunmustur. Agac¢ yapraklarinin PEG’li ortamda
fermentasyona tabi tutulmasi sonucu olusan gaz degerleri kullanilarak hesaplanan ME
degerler1 9.21 ile 9.81 arasnda olmus en yiikksek ME degerleri tesbih ve karaagac
yapraklarinda bulunmustur. Agac yapraklarimin PEG ile muamelesi ME degerlerini 6nemli

miktarda artirmistir. PEG’den dolay1 ME artis s6giit yapraginda bulunmustur.
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Agag yapraklarmin PEG’siz ortamda fermentasyona tabi tutulmasi sonucu olusan
gaz degerleri kullanilarak hesaplanan OMSD % 60.86 ile 67.85 arasinda olup en yliksek
OMSD tesbih ve karaagac yapraklarinda bulunmustur. Agag yapraklarmin PEG’li ortamda
fermentasyona tabi tutulmasi sonucu olusan gaz degerleri kullanilarak hesaplanan OMSD
degerler1 % 66.18 ile 72.66 arasinda olmus en ylksek OMSD degerleri tesbih
yapraklarinda bulunmustur. Agac yapraklarimin PEG ile muamelesi ME degerlerini 6nemli

miktarda artirmistir. PEG’den dolay1 ME artis s6giit yapraginda bulunmustur.

Cizelge 4.2.’de goriildiigl gibi agag¢ yapraklarinda bulunan kondense tanen PEG ile
baglanmas1 sonucu hem gaz iiretiminde hem de metan iiretiminde ciddi artislar meydana
gelmektedir. PEG ile baglanan kondense tanenler rumen mikro-organizmalar {izerindeki
negatif etkisinin kalkmasiyla birlikte hem gaz tiretiminde hem de metan tliretiminde ciddi
artiglar olmustur. Fakat gaz ve metan iiretimindeki artiglar kondense tanen miktar1 ile
dogru orantili olmamistir. Kondense tanen miktar1 en diisiik sdgiit yapraklarinda olmasma
ragmen PEG ilavesiyle en fazla gaz iiretim artig1 s6giit yapraklarinda bulunmustur. Metan
iretimindeki artig ise kondense tanen igerigi en yiliksek olan karaaga¢ yapraklarinda
bulunmustur. Yemlerde bulunan kondense tanenin negatif etkisinin sadece miktarina bagl
olmadigr bunun yaninda molekiiler agirligi ve polimerizasyonuna bagli oldugu
bildirilmistir. Daha 6nceki yapilan benzer g¢alismalarda farkli aga¢ yapraklarmmm PEG
muamelesine farkli tepki verdigi bildirilmistir (Canbolat ve ark., 2005).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢aligmaya konu olan tesbih, s6giit ve karaagac yapraklarmin kompozisyonlari
arasinda onemli farkliliklarin oldugu, 6zellikle protein ve enerji agisindan diisiiniildiigiinde
ruminant hayvanlarin besin madde ihtiyacin1 karsilamada alternatif bir yem kaynagi
olabilecegi diisiiniilmektedir. Fakat yiliksek miktarda kondense tanen iceren tesbih ve
karaagac yapraklarinin ruminant hayvanlarin rasyonlarina ilavesi durumunda proteinlerin

kullanim etkinliginin diisebilecegi diisiiniilmektedir.

Bu calismada aga¢ yapraklarinin metan igerikleri % 11 ile 14 arasinda oldugundan
dolay1 s6z konusu yapraklarinin hepsinin diisiik seviyede anti-metanojik potansiyele sahip
oldugu soylenebilir. Anti-metanojenik 6zellik bakimmdan bu ¢alismaya konu olan agaglari
sogiit, karaagac ve tesbih agaci seklinde siralamak miimkiindiir. Bu calismaya konu olan
agac yapraklarinin anti-metanojik 6zelliklerin in vivo denemelerle test edilmesine ihtiyag

vardir.

Bu ¢alismanin in vitro kisminda, aga¢ yapraklarinda bulunan kondense tanenin gaz,
metan, organik madde sindirim derecesi ve metabolik enerji igerigine negatif etkisinin
oldugu ve bu negatif etkisinin PEG muamelesiyle bertaraf edilebilecegini gdstermistir.
Fakat PEG’in pahali olmasindan dolay1 uygun ve ekonomik dozun belirlenmesi i¢in daha

detayl1 caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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