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SIGLA YAPRAGI (Liquidamber orientalis) EKSTRAKTININ, YONCANIN
FERMENTASYONUNA VE METAN URETIMINE ETKISI
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SALIH EVLICE

OZET

Bu calismanin amaci, Sigla ekstraktinin yoncanin fermentasyon parametreleri iizerine
etkisini in vitro gaz iretim teknigi kullanarak belirlemektir. Sigla ekstrakti yoncanin
fermentasyon parametrelerini 6nemli derecede etkilemistir. Sigla ekstrakti yoncanin gaz
iiretimini, amonyak iiretimimi, metabolik enerji ve organik madde sindirim derecesini
azaltirken, metan {iretimini arttirmistir. Fermentasyon sonucunda acgiga ¢ikan gaz ve metan
miktar1 sirastyla; 99.75 ile 113.8 ml ve 20.32 ile 27.90 ml arasinda olmustur.
Fermentasyon sonucunda agiga ¢ikan gazin metan icerigi %19.97 ile 27.97 arasinda
degismis olup, en yliksek metan icerigi 1.5 ml sigla ekstrakti kullanilan muamele grubunda
bulunmustur. Fermentasyon sonucunda ag¢iga ¢ikan amonyak 28.95 ile 35.72 mg/dL
arasinda degismis olup, en yiiksek amonyak igerigi kontrol grubunda bulunmustur.
Metabolik enerji igerigi ve organik madde sindirim derecesi sirasiyla 9.06 ile 9.71 MJ/ kg
KM ve 67.05 ile 72.48 arasinda degismis olup, yiiksek degerler 0.5 ml sigla ekstrakti
kullanilan grubunda bulunmustur. Sonug¢ olarak, sigla ekstraktinin anti-metanojenik
etkisinin olmamasina ragmen anti-proteolitik etkisinin oldugu bu yiizden ruminant
hayvanlarin rasyonlarindaki proteinlerin rumende asir1 pargalanmasini 6nlemek ig¢in
kullanilabilir. Fakat genis ¢apli uygulama yapilmadan sigla ekstraktinin in vivo hayvan

denemeleriyle test edilmesi gereklidir.
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LEAVES ON THE FERMENTATION AND METHANE

PRODUCTION OF ALFALFA HAY

M.Sc. THESIS
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ABSTRACT

The aim of the current experiment was to determine the effect of sweetgum leaf extract on
the fermentation parameters of alfalfa hay using in vitro gas production technique.
Sweetgum leaf extract had a significant effect on the fermentation parameters of alfalfa
hay. Although sweetgum leaf extract has resulted in decrease in gas production, ammonia
production, metabolisable energy and organic matter digestibility, sweetgum leaf extract
increased the methane production. The gas production and methane production ranged
from 99.75 to 113.8 ml and 20.32 to 27.90 ml respectively. The percentage of methane in
gas produced during the fermentation ranged from 19.97 to 27.97 % with being highest in
treatment with 1.5 ml sweetgum leaf extract. The ammonia production during fermentation
ranged from 28.95 to 35 mg/dL with being highest in control group. Metabolisable energy
and organic matter digestibility of alfalfa hay ranged from 9.06 to 9.71 MJ/ kg DM and
67.05 to 72.48 % respectively with being highest in treatment with 0.5 ml sweetgum leaf
extract. As conclusion, sweetgum leaf extract can be used in ruminant diets to prevent the
extensive degradation of protein in rumen due to its anti-proteolitic potential, although
sweetgum leaf extract has no antimethanogenic potential. However, before large

implication, sweetgum leaf extract should be tested in vivo experiments.
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1. GIRIS

Ulkemizde hayvanciligin gelistirilmesi igin ¢oziilmesi gereken sorunlarin temelinde
kaliteli, maliyeti diisiik ve fazla miktarda kaba yem gereksiniminin diizenli olarak
karsilanamamasi gelmektedir. Hayvan besleme fizyolojisine uygun olmasi yaninda az
maliyetli ve ¢okga kaba yem tiretilmesi, maliyeti yiiksek olan yogun ya da kesif yemlerin
hayvan beslemede kullanim orani diisecektir. Hayvancilik isletme maliyetlerinin en fazla
yem girdisi oldugu bilinmektedir. Buna gore kaba yem maliyetleri diistiigii takdirde bu
isletmelerin kar oranlar1 da buna bagl artacaktir. (Algigek, 1995; Bilgen ve ark., 1996).

Merada var olan ve meray1 olusturan temel bitkiler ruminant hayvan yetistiriciligi
acisindan onemi biiyliktiir, fakat bu bitkilerin igerikleri ve bilesimi ile ilgili yetistiricilik
acisindan degerlendirildiginde c¢ok fazla kayda deger bir ¢alisma yapilmadig
goriilmektedir. Merayr olusturan bu bitkilerin  arastirllmast  ruminant hayvan
yetistiriciliginde 6nemli oldugu kadar, otlaklarin ve ¢ayirlarin 1slah edilmesi ile ilgili yeni
degerlere ulasilmasina biiyiik dl¢iide katki saglayacak ve iilke hayvanciliginin gelismesini

saglayacaktir (Ozkan, C , Kamalak, A , Sahin, M , Canbolat, O, 2018).

Ruminant hayvanlardaki performansin diismesi ve insanlarin ihtiyaci kadar protein
alamamasinin sebeplerinden bir tanesi de diisiik maliyetli kaba yem igeriginin istenilen
nitelikte ve hayvan performansi agisindan kabul edilebilir diizeyde iiretilmediginden

kaynaklandigi tahmin edilmektedir. (Avcioglu ve ark., 2000; Algicek, 2001).

Metan ve amonyak, ruminantlarda rumen fermentasyon siirecinin enerji kaybina
neden olan ve saglik agisindan zararli triinleridir. Bu iirlinlerin bir diger zararli etkisi;
metan, karbondioksitten daha giiclii bir sera gazi oldugundan g¢evresel sorunlara yol
agcmaktadir. Bu sebeple, ruminant mikrobiyologlar: ve beslenme uzmanlari, yem doniisiim
verimliligini artirmak ve metan iiretimini azaltmak i¢in ruminal mikrobik ekosistemi bu
yonde sevk etmektedir. Gegmis yillardaki arastirmalarin  birgogu, antimikrobiyal
bilesiklerin ruminal fermentasyon {iizerindeki etkilerini temelde iyonoforlar ve

antibiyotikler tizerine yogunlasmislardir. (Russell, 1987).

Ruminant hayvanlarin rumenlerinde besin elementlerinin anaerobik fermentasyonu
sonucunda karbondioksit (CO,) ve hidrojenin (H) metanojen bakteriler tarafindan metana
(CH4) dontistirme olayina metanogezis(metan olusumu) denir. (Gorgili ve ark., 2009,
Klieve ve Hegarty 1999). Yem ile birlikte elde edilen biiriit enerji orani igindeki metan
enerjisi orant %2-12 kadardir. (Canbolat ve ark., 2011). Eriskin bir biiyiikbas hayvanin
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rumeninde bir giinde meydana gelen metan 300 litre/giin ortalama degerlerdedir.(Breves ve
Leonhard-Marek, 2000). Bu olusan enerji miktariyaklastk 4000 kkal degerlerine
varmaktadir ve boylece 550 kg canli agirligi olan bir biiylikbas hayvanin yasam payi i¢in
gerekli olan enerjinin 1/3’iine denk gelmektedir (Aksoy ve ark., 2000). Metan gazi
igeriginde var olan enerjiden gevis getiren hayvanlar yani ruminantlar faydalanamaz ve
agizdan disar1 (ruktus) atilir. Bu sebeple disar1 atilan gaz; ekonomik, ¢evresel ve hayvan
performansi agisindan dnemli bir kayba yol agmaktadir. (Oztiirk, 2008). Diinyadaki toplam
ruminantlar tarafindan yillik 80 ile 115 milyon ton arasinda yaklasik olarak tiretilen metan
gazmin kiiresel 1sinmadaki etkisi karbondioksitten (CO;) 23 kat yiiksektirve bu da insan
odakli metan olusumunun %15-20’sini meydana getirmektedir (IPCC, 2001). Bu sebeple
metanin zararh etkilerinin azaltma yoniindeki ¢aligmalar 6nem kazanmistir. Bu ¢aligsmalar
hayvanlarin performans yapisinda rehabilitasyon, enerji kayiplarinin azaltilmasi ve ¢evreye

verdigi zararhetkilerin de Onceliklelizerinde durulmasi noktasinda Oneme sahiptir

(Yurtseven, 2010).

Yem igeriklerinde ham besin maddelerinin birlikte sindirilebilir besin madde
iceriklerinin tespiti, hayvansal tiretim agisindan ¢ok 6nemlidir. Metan iiretiminin artmasi

hayvanlar, insanlar ve ¢evresel etki bakimindan biiyiik bir olumsuzluktur.

Sigla (Liquidamber orientalis), acifindikgiller (Altingiaceae) familyasindandir.
Kalin dalli ve genis tepeli bir agac olup, kisin yapraklarint doker ve 20 ile 25 metreye
kadar boylanabilir. Taban suyunun yiiksek oldugu veya hareketli suyun bulundugu
alanlarda yetisir. Goriiniiste ¢inar agacina benzer fakat gévde rengi ve dal yapisiyla ¢inar
agacindan ayirt edilir. Ortalama omrii 200 y1l kadar olup, uzun yillar yasayan bir agag
tirtidiir. Genellikle yetistigi topraklar kumlu, sulak ve asidik topraklardir. Yaslandikga,
kabuk rengi koyulasarak govdesinde derin gatlaklar meydana gelir. Aga¢ govdelerinde
genellikle patolojik balsam kanallar1 vardir. Bunun olusma nedeni herhangi bir
yaralanmayla, dolaysiyla dis etkilerden kaynaklanir. Aga¢ govdelerinden alinan balsam
kozmetik sektorii ve eczacilik alanlarinda degerlendirilir, besin takviyesi olarak
tiiketilmektedir. Sigla agaci kendi tiirtindeki agaglar ile ya da diger tiirlerdeki agaclarla
(siklikla kizilgam) birlikte karisik ormanlar olusturur. Giinlik Agaci, Kara Giinliik Agaci,
Sigala Agaci, Ak Amber, Akan Amber ve Buhur bilinen diger adlaridir (Alan, M., Oztiirk,
H., 2018).

Bu ¢alismada, sigla yapraginin, yoncanin fermentasyonuna, in vitro gaz iiretimine

ve metan iiretimine etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Moe ve Tyrell (1979), metan olusumunun ana kaynagi, rumen fermentasyonu
sonucunda ortaya ¢ikan hidrojendir. Bu sebeple metan iiretimini azaltmak i¢in hidrojenin
daha ¢ok kullanilmasi gerekmektedir. Rumen fermentasyon modelini propiyonik asitten
yana gelistirmek metan {retiminin azalmasini saglayabilir. Ciinkii propiyonik asit
yapisinda daha fazlamiktarlarda hidrojen bulunduran bir bilesik olmakla birlikte hidrojenin
bu yolla daha fazla kullanimi saglanmis olur. Yemleme sistemlerinin degistirilmesiyle
organik madde fermentasyonu propiyonik asit yararina degistirilebilir. Buna ek olarak,
hayvanin tiikettigi yem kalitesi ile rumen fermentasyon modeli ve metan iiretimi arasinda
cok onemli baglanti vardir. Ornek olarak yemin hayvan tarafindan sindirilebilirligi

azaldikca kg'da sindirilebilir madde miktar1 bagina metan iiretiminin arttig1 belirtilmistir.

Chun-long ve ark. (2007), %50 kaba %50 kesif yem tiikketen ve kaniil takilan
koyunlara intraruminal yolla Yucca schidigera ekstrakti vermistir. Verilen dozlar 0
(Kontrol), 100, 200 ve 300 mg/kg yem seklinde olmustur. Bu dozlar sabah 8.00 ve aksam
16.00 saatlerinde uygulanmistir. Denemenin 15, 16 ve 17. glinlerinde rumen 6rnekleri doz
uygulamasindan 0, 2, 4, 6 ve 8 saat sonra alinmistir. Aynt zamanda deneme son
asamasinda yani 18 ve 19. gilinlerde kan oOrnekleri alinmistir. Rumen asitligi Yucca
schidigera dozlamasindan etkilenmemistir. Kontrole gore rumen propiyonat diizeyi %29
artmis, asetik asit diizeyi ise 0zellikle doz verilmesinden 4 ve 6 saat sonra ve 300 mg/kg
yem Yucca schidigera uygulamasinda %15 ile %19 arasinda azalma gostermistir. Rumen
amonyak igerigi doz uygulamasindan 2 saat sonra Yucca schidigera almayan gruplarda en
yiksek seviyeye ciktigi gozlemlenmistir. Protozo populasyonu en az 300 mg/kg yeme
Yucca schidigera uygulanan gruplarda olmustur. Kan serum degerleri tiim gruplarda
benzer olmustur. Amonyak azalmasi protozoa sayisindaki azalma ile ilgili oldugu

sonucuna ulagilmistir.

Sahoo ve ark. (1999), Bugday samani ile ilgili calismalarinda; bugday samanina
bazi kimyasal ilaveler ile metan tiretimine olan etkilerini ele almiglardir. Kuzular ile ti¢ ayri
grup olusturulmus ve kuzular iire ve kalsiyum hidroksit ile denemistir. Samana eklenen
kimyasal ilavelerin metan olusumuna ve enerji balansina etkisini arastirmiglardir. Samanin
depolama sirasinda %4 iire ilave edilmistir. Diger bir grupta %3 iire ve %3 kalsiyum

hidroksit ilave edilmistir. Samanlar hayvanlara rastgele yedirilmistir. Samanlarin protein
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degerleri degismeyip ayni kalmistir. Samana Kkalsiyum hidroksit ve tire ilavesinde
kuzularda yem tiiketim miktarini artirdign gozlemlenmistir. Buna ek olarak sindirim
seviyelerinde de iyi yonde bir gelisme meydana gelmistir. Urenin dogrudan karistirilmasi
sprey ile samana eklenmesine karsin daha ¢ok etki ettigi gozlemlenmistir. Enerji tiiketimi
biitiin gruplar i¢in ayn1 seviyede olmustur. Ure ilavesi ve iire + kalsiyum hidroksit ilavesi
bu samanlardan yedirilen kuzularda metan {iretimi azalmis bununla beraber iire ve
kalsiyum hidroksit ilave edilen samanlardan yedirilenlerde sindirim diizeylerinin gelistigi
gozlemlenmistir. Sonug olarak, samana iire ve kalsiyum hidroksit ilavesi sonrasinda metan

liretimini azalttig1 gérilmistiir.

Ruminantlarda fitobiyotikler ile fitokimyasallarin metan {iretimi agisindan hangi
oranlarda etki ettiginin arastirildigi ¢ok sayida calisma mevcuttur (Broudiscou ve ark.,
2000; Busquet ve ark., 2006; Castillejos ve ark., 2006; Bodas ve ark., 2009; Dong 2010).
Broudiscou ve ark. (2000)’nin yaptiklari aragstirmada, flavonoid igerigi yiiksek olan 13 adet
bitki ekstraktinin fermentasyon ve protozoa sayisina etkilerini arastirmiglardir. Lavandula
officinalis ile Solidago virgaurea ekstraktlar1 fermentasyonu arttirdigi gozlemlenirken,
Equisetum arvense ve Salvia officinalis 'in metan liretimini azalttigin1 goriilmiistiir. Bodas
ve ark. (2009) calismalarinda; Carduus pycnocephalus, Populus tremula, Prunus avium,
Quercus robur, Rheum nobile, Salix caprea adlarinda 6 bitki tiirtiniin in vitro rumen metan
olusumuna etkisini aragtirmalarina konu etmislerdir. Rheum nobile, kontrol grubuna oranla
metan tretimini % 16 azaltip, propiyonat/asetat orani ile ugucu yag asitlerini arttirarak
sindirimi kolaylastirmis ve diizenlemistir. Rumende bulunan diger degerlere olumsuz
herhangi bir etkide bulunmadan metan liretimini azaltarak bu bitkiyi arastirmaya deger bir
tir konumuna getirmistir. Rauvolfia serpentine, Indigofera tinctoria ve Withania
somnifera’nin fermentasyon ilizerinde minimum olumsuz etki degeriyle metanogenezisi
baski altina aldigigoriilmiistir (Bhatta ve ark., 2013). Calismalar ile metanogenezisin

temelde protozoa populasyon yogunlugu ile iligkisinin bulunmadigisonucuna varilmaistir.

Bodas ve ark. (2008), arastirmalarinda metan azaltici yapilarini incelemek igin 450
farkli bitki tiiriinii gozlemlemis, ruminantlarda yemler igin katki maddesi seklinde
kullanilabilecek bu bitki tiirlerinin metan azaltic1 6zelligi en fazla olan bitki tiiriintinRheum
nobile 23 olarak belirlemislerdir. Hess ve ark. (2004), arastirmalarinda Calliandra

taninlerinin in vitro ortamda metan olusumunu azalttigini belirtmistir.

In vitro rumen metan iiretimi, Kecilerde yonca ekstrakti ile pelin (Artemisiae

annuae) ekstrakti kullanilip, arastirmacilar tarafindan arastirilmistir.  Artit  kontrol
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grubundaki monensin’e(CzHs,011) ragmen, fitobiyotik gruplarinda metan tretimi ve

protozoa sayisi azalip, propiyonat konsantrasyonunda ise artmistir (Dong, 2010).

Bazi fitokimyasallarin (trans-cinnamic-trans sinamik, caffeic-kafeik, p-coumaric
acid-p-kumarik asit, catechin hydrate ruminantlarda in vitro metan iiretimine olan etkisi
arastirma konusu olmustur. Kafeik ve p-kumarik asitler 6 mM diizeyinde kullanildig
zaman rumen fermentasyon degerlerini negatif yonde bir etki yapmadan metan tretimini
azalttig1 goriilmiistiir. Calismada kullanilan fitokimyasallarin rumende metan iiretimini
diisiiren etkisi ¢oktan aza dogru kafeik, p-kumarik, ferulik ve sinnamik asitler seklinde
siralanmistir.  Fitokimyasallarin  rumende metan iretimini azaltmasindaki etki anti-

protozoal aktiviteleri oldugu goriisii bildirilmistir (Giuburunca ve ark., 2014).

Baz1 fitokimyasallarin metan iiretimini azaltmadig1 gibi rumen degerlerine negatif
yonde etkisi olmaktadir. Karvakrol, karvon, djenol, timol ve vanilin esansiyel yaglarinin
3000 ve 5000 mg/L seviyelerinde kullanilmasiyla amonyak ve toplam ugucu yag asidi
(UYA) yogunlagsmasi azalma egilimi gostermistir (Busquet ve ark., 2006; Castillejos ve
ark., 2006). Esansiyel yaglar asir1 miktarlarda uygulandiginda bakterisidal etkinlikleri
meydana gelirken, az miktarlardaki kullaniminda ise bu durum daha asagi sevilerdedir

(Hart ve ark., 2008).

Bitkilerin eksrak iceriklerindeki antimikrobiyal ve metan azaltan yapilarinn,
esansiyel yaglarin igerisindeki var olan saponin, tanen, terpen ile fenilpropanoid kaynakl
oldugu goriilmistir (Piacente ve ark., 2005). Fazla miktarlarda kondanse tanen igerigi
bulunan bitki tiirleri ya direkt olarak tanenler sebebiyle ya da seliilozun sindirim oranini
diisirmesiyle metan olusumunu azaltirlar (Tavendale ve ark., 2005). Yapilan aragtirmalar
ile okaliptiis yapraklarinin metan iretimini azalttigi, seliilotik bakterilerin miktarini
distirdiigii (McSweeney ve ark., 2001) ve fibrolitik bakteriler adhezyona maruz kalmasiyla
(Bento ve ark., 2005) seliilloz sindirim oranini disiirdiigt, fibrolitik bakterilerde asetat
formasyonundan meydana gelen H (hidrojen) degerini azalttigi sonucuna varilmistir
(Carulla ve ark., 2005). Aymi c¢aligmada, Carulla ve ark. (2005), ¢ok sayida bitki
biinyesinde var olan tanenler, yeterli miktarlarda kullanildig: takdirde rumen iginde olusan
proteinlerin  degerini  diisiirerek, duedenuma gidenlerin  seviyesini  yiikselttigini
aciklamislardir. Bu arastirmacilar yine, olusturulan rasyonda kuru madde oranimi %0.025
seviyesinde, akasya bitkisinden olusturulan tanen drneginin %13 oraninda metan tiretimini
diistirdiigiinii gézlemlemislerdir. Ayni durumda Hariadi ve Santoso (2010), rasyona %20

seviyesinde akasya bitkisinden yapilan tanen 6rneklerinin metan gazi olusumunu kayda
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deger miktarlarda azalttigim1 goézlemlemistir. Gegtigimiz senelerde metan gazindan
kaynaklanan enerji kayiplarini azaltmak amaciyla, bitki kokenli esansiyel yaglarin bitkiler
(nane, kekik, zencefil, sarimsak, defne vb.) iizerinde c¢aligmalar yapilmistir. Bu
calismalarda, ruminant hayvanlarin beslenmesinde sik¢a basvurulan kaba yemlerin ana
maddelerine (arpa-bugday samanlari, kurutulmus yonca ve musir slajlari) farkli miktarlarda
eklenen farkl tiirlerdeki (biberiye, akasya, asma ve okaliptus) bitki yaprak ornekleri ile
rumende olusan metan gazina etkilerini in vitro gaz iiretim yontemi ile saptanmasini

hedeflemektedir (Denek, N, Avci, M, Can, A , Das, B, Aydin, S, Savrunlu, M, 2014).

Enerji ham maddesi olarak hayvan rasyonunda yag kullanildiginda rumen iginde
var olan mikrobiyal flora ile harcanan enerji degerleri farklilik gostermekte ve metan
olusumu diismektedir (McGinn ark., 2004; Beauchemin ve McGinn, 2006). Bununla
beraber, Giger Reverdin ve ark. (2003), sigirlar {izerinde yapmis olduklar1 aragtirmalarinda
rasyon igerigine orta biiytiikliikteki karbon sayisi olan (8-16 C) yag asidi ilavelerinin, metan
tretim miktarmi  distirdigii, bunun yagdaki doymamislik seviyesiyle bir oranti
bulundugunu bildirmislerdir. Odongo ve ark. (2007), arastirmalarinda ise, sigirlarin rasyon
iceriklerine Ci4H20, (miristik asit) eklendiginde metan olusumu %36 seviyelerinde

diistirdiigii ve siitte olusan yagin derecesini artirdigini bildirmislerdir.

Aragtirmacilarin birgcogu rasyondaki kaba yemler ile kesif yemlerin diizeyinin
azalmasi (Johnson ve Johnson, 1995; Lana ve ark., 1998; Reynolds ve ark., 2001; McGinn
ve ark., 2004) ve bunlarin pelet sekline doniistiiriilerek hayvana yedirilmesinin, rumen
igerisinde olusan propiyonik asit oraninda yiikselmeye, metan olusumun da diismesine
sebep oldugunu sdylemislerdir. Boylelikle; Reynolds ve ark. (2001), etci diivelerde metan
ile olusan enerji azalmasinda yiiksek kesif yem alan gruptaki hayvanlarda énemli seviyede
azalma gosterdigi gorlilmistiir. Bir diger arastirmada, etgi sigirlarin rasyon igeriklerine

kesif yem ilave edilmesinin metan olusumunu distirdiigi gériilmiistiir.

Yemde kalite metan iiretiminde 6nem arz etmektedir. Kalitesiz rasyonlarla
hayvanlarin beslenmesi sonucunda, hayvan i¢in ihtiya¢ duyulan mikrobiyal besin kaynag:
istenilen seviyede olmamasi sonucunda mikrobiyal biliyime de vyeterli seviyeye
ulasamamakta ve bunun sonucunda metan (CHj) olusumu yiikselmektedir (Nevel ve
Demeyer, 1977; Saripinar ve Sulu, 2005). Karbonhidratlarda boliinebilirlilik ne kadar artar
ise, metan (CHj,) iiretiminde de o diizeyde azalmalar olusmaktadir. Bu nedenle rasyonlarda

probiyotik kullanilmaktadir (Saripinar ve Sulu, 2005).



Aragtirmacilar, ruminant rasyonlarina malik asit, fumerik asit ile tuzlarin ilavesiyle
yaptig1 ¢alismada, rumende metan olusumunda diisme, propiyonik asit oraninda yiikselme,
ucucu yag asidi igerisinde toplam asetik-propiyonik asit diizeyinin ise diistigiini

gozlemlenmistir (Asanuma ve ark., 1999, Foley ve ark., 2000, Martin ve ark., 2000).

Hiicre ¢eperi elemanlarinin fermentasyonu yiiksek diizeyde asetik-propiyonik asit
meydana getirmis ve ¢ok fazla miktarlarda metan olusturmustur (Beever ve ark., 1989,
Moe ve Tyrrell, 1979). Moe ve Tyrrell (1979), suda ¢o6ziinen karbonhidratlarin
fermentasyonu nihayetinde, hiicre ¢eperi elemanlarinin fermentasyonu sonunda meydana
gelenden daha az metan {iretimi olustugu gozlemlenmistir. Johnson ve Johnson (1995), ise
arastirmalarinda en fazla bitki hiicre ¢eperi bilesenlerinin, sonraki siiregte sekerler ve en az
oranda nisastanin metan iretimi gergeklestirdigi saptanmistir. Bununla birlikte Kujawa
(1994), kuzular ile yaptigi ¢alismada, yiiksek diizeyde sindirilebilir selilloz ana maddesi
olarak seker pancar1 posasi kullandigi, arastirma sonucunda seker pancar1 posasi ne kadar
fazla tiiketilirse, elde edilen enerjinin metan tliretimini % 5’den % 4 oranina disiirdiigii
goriilmiistiir. Kaba yemlerin pargalanarak boyutunun kigiiltiilmesi ve pelet seklinde
kullanilmast ile hayvanlarin daha az enerji harcamasi saglanir ve metan tiretimi diiser. Ama
bu serbest yemleme sisteminde gozlemlenmesine ragmen sinirli yemleme sistemlerinde
gozlemlenememistir. Hayvanlarda ¢ok fazla yem kullaniminda metan ile kaybolan

enerjinin iretilen enerjiye oran1 % 40’dan % 20’ye gerilemektedir (Blaxter 1989).

Kaba yemlerin 6nemi, ruminant hayvanlara enerji, protein, mineral seklinde
doniigmesi ile beraber, doymusluk hissi sagladigindan ve ruminant hayvanlarin rasyonlarin
biiylik boliimiinii kapsamaktadir. Hayvansal liretim yapan isletmelerin toplam giderlerinin
%60 ile %70'lik boliimii yemlerden olusmaktadir. Ulkemizde cayirlar ile meralardan elde
edilen, cogunlugu orta nitelik ile disiik nitelikte yaklagik 18 milyon ton kadar kuru ot
tretimi  gergeklestirilmektedir. Bu deger, kesif/kaba yeme olan ihtiyacin 1/3 denk
gelmektedir. Bundan dolay1 hala genis ¢apta mera ile entegre hayvancilik isletmelerini
negatif dogrultuda etkileyip, beslemeyle ilgili problemlere yol agmaktadir (Sehu, 2001).
Ruminantlarin besin madde gereksinimlerini gidermek i¢in kullanilan yemlerin sindirim
diizeyinin saptanmasinda in vivo, in vitro ve in situ seklinde farkli yontemler
uygulanmaktadir. In vivo yonteminde hayvanlar dogrudan kullanilmasindan dolayr daha
kesin ve giiven veren neticeler olusturulmasina karsin, nispeten daha pahali, gii¢, yapilan
isin uzun zaman almasi, deneme kosullarinin kontroliiniin zor olmasi, numune ihtiyacinin

cok fazla miktarlarda olmasi (Qrskov, 1994; Getachew ve ark.,1998) nedeniyle in vivo



teknikleri yerine konulabilecek kolay, zahmetsiz ve pahali olmamasi nedeniyle siklikla in

vitro gaz yontemleri kullanilmaktadir.

Baytok ve ark., 2005; Djordjevic ve ark., 2005; Lorenzo ve O’Kiely, 2008; yaptigi
aragtirmalar ile antimikrobiyal ve silaj ilavesi i¢in formik asit Kkullanilmasi yoniinde
calismalar yapmustir. Fakat katki ilavesinde kaba yem ile yogun yem igeriklerine eklenen
formik asit yakin donemlerde 6nem kazanan sera gazi salinimlarmayonelik etkileri i¢in
arastirma konusu olan proje adedi yeterli degildir. Bundan Once yapilan arastirmalar
neticesinde, muhafaza esnasinda kaba yemde formik asit kullanimi organik madde
sindirimini, in vitro gaz tiretimi miktarin1 ve metabolik enerjisinin diizeyini 6nemli dlgiide

yiikselttigi kanitlanmistir (Hetta ve ark., 2003; Rowghani ve ark., 2008).

Shinkai ve ark., 2010; yaptigi ¢alismalarda siit sigirlarinin rasyonuna kaju fistigi
biinyesinde barindirilan aktif bilesenlerin eklenmesiyle metan gazi {iretiminin %20
diizeyinde azalttigini belirtmislerdir. Agarwal ve ark., 2009; arastirmalarinda rumen
stvisina 0.33, 1 ve 2 pl/ml eklenen nane yagmin metan gazi olusumunu sirayla %19.9,
%46.0 ve %75.6 oraninda azalttig1 belirtmislerdir. Macheboeuf ve ark., 2014, 246 mg/It
tarcin yaginin rumen materyaline eklenmesinin metan gazi tiretimini %13 oraninda
azalttigin1 belirtmislerdir. Patra ve ark., 2006; karanfil, rezene, sogan, sarimsak ve zencefil
ucucu yaglarinin rumen materyaline eklenmesiyle metan gazi olusumunu diistirdiigiinii
belirtmislerdir. Evans ve Martin, 2009; 400 pg/ml diizeyinde timoliin rumen materyaline
eklenmesinin metan gazi iretimini diisiirdiigii sonucuna varmiglardir. Bununla birlikte
Beauchemin ve McGinn, 2000; ruminant hayvanlarin rasyonlarinda eterik yag kullanimu,
biitlin metan gazi iiretiminde, elde edilen KM/kg basina metan(CHy) tiretimi ile kullanilan
toplam enerji miktarinin yiizdelik olarak metan iretiminde kayba ugrayan enerjide bir
farklilik olusmadigini belirlemislerdir. Bir diger ¢alismada ise nane, portakal ve kekik
yaglarinin rumen fermentasyonu iizerindeki etkileri ele alinmig, rasyonlara ilave edilen
eterik yagin yiikselen seviyeler ile birlikte metan(CH,) ve karbondioksit(CO;) sentezleri
olusmasinda 6nemli derecede diisiis oldugu belirtilmistir (Canbolat ve ark.,2011) . Durum
bdyle olsa da bu egilime tabi olmayan bitkilerin bulunduguda belirtilmistir (Cone ve ark.,
1999; Mould ve ark., 1999). Bunun disinda kurutulmasi ve saklanmasi esnasinda yapilan
uygulamalar yemin bilesimini etkilediginden fermentasyon sonucunda ortaya ¢ikan gaz

seviyesini diisiirebilmektedir (Chenost ve ark., 2001).

Hayvan yemlerinin rumen mikro-organizmalariyla mikrobiyal fermentasyonu

sonucunda meydana gelen gazlarin 6l¢iimiine dayanan yonteme in vitro gaz iiretim teknigi
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denir (Doane ve ark., 1997; Cone ve ark., 1999; Filya ve ark., 2002; Getachew ve ark.,
2004; Kamalak ve ark., 2005b).

Yem igerigindeki lifli yapilarin parcalanmasinda olusan gazdegeri, nisastada

pargalanma islemi sonucunda olusan gaz miktarindan yiiksektir (Wolin, 1960).

Kimyasal ve fiziksel yOntemlerin hayvan yemlerine uygulanmasi neticesinde,
fermentasyon esnasinda meydana gelen yapilara etki ettigi (Chenost ve ark., 2001;
Kamalak ve ark., 2005a), yemlerin olusturulma esnasinda uygulanan yontemlerin
(soldurma, kurutma, o6giitme vb.) yemlerde olusan fermentasyon diizeyini yiikselttigi
(Sanderson ve ark., 1997), yemlerde yapilan 1s1l islemler neticesinde de gaz olusumunu

distirdiigii gorilmistiir (Filya ve ark., 2002).

Yem bilesimlerinin in vitro gaz olusumunu ve bunlar sonucunda ulasilan degerleri

yiiksek 6l¢iide etkiledigi sonucuna varilmistir (Owensby ve ark., 1996).

Yemde var olan ham protein ve nitrojensiz hammadde 6lgtileriyle fermentasyonun
olusumu esnasinda olusan gaz degeri ile ters orantili olup, ham protein ve nitrojensiz
hammadde miktar1 artigi zaman metan gazi olusumunun diistiigli gézlemlenmistir (Menke
ve Steingass, 1988). Yem igeriklerinde minimum %210 seviyelerinde ham protein olmasi,
rumen mikroorganizmalarinin faaliyetlerini en {ist seviyede siirdiirmelerini saglayacagi

bildirilmigtir (Norton, 2003).



3. MATERYAL VE METOD

Bu arastirmada yonca (Sekil 3.), cicek olusturdugu zamanda toplanip yem
materyali olarak degerlendirilmistir. Cicek actigi zamanda toplanan yonca o6rnekleri,
laboratuvarda kurutma islemine tabi tutulup, kurutulan yonca Ornekleri i¢in Ogiitiilme
islemi 1 mm elekten gececek sekilde ayarlanmistir. Yem materyali olarak degerlendirilen
yonca Ornekleri kimyasal bilesimini saptamak iizere; kuru madde (KM) analizi, ham kiil
(HK) analizi, ham yag (HY) analizi, ham protein (HP) analizi, asit deterjan fiber (ADF)
analizi ve nétral deterjan fiber (NDF) analizleri uygulanmistir (AOAC, 1990).

Sekil 3. Ceceklenme doneminde yonca

3.1. Sigla yapragimn hasadi, Kurutulmasi ve égiitiilme islemleri

Resimde (Sekil 3.1) gorillen sigla yapragi, Kahramanmaras Siitcii Imam
Universitesi Avsar Kampiisii yerleskesinde dikili cesitli yaslarda bulunan sigla
agaclarindan 2019 yilinda 10 adet degisik sigla agacindan, farkli dallardan(yeni siirgiinler,
yasli dallar vb.) toplamda 1300 gram kadar yaprak toplanip kuru madde igerikleri

belirlenmistir (AOAC, 1990). Sigla yapraklarmin diger bolimii gilinessiz ortamda
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kurutulmus olup resimdeki (Sekil 3.2.) ogiitiiciide islenerek inceleme i¢in hazir halde
bulundurulmustur. Ogiitiicii s1§la yapragi orneklerini ¢ok kiigiik pargalara ayirmis ve bu

ornekleri 1 mm 'lik elek ¢apina esit hale getirmistir.

Sekil 3.2. Sigla yapraginin istenilen diizeyde kiictiltiilmesini saglayan ogiitiicli
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3.2. Metanol etanol karisiminin hazirlanmasi

Ekstrakt1 olusturmak tizere ihtiya¢ duyulan 10 ml kadar etanol, 10 ml kadar metanol
ile 80 ml kadar saf su 100 ml biiyiikliikteki uygun bir cam sise igersinde manyetik karistirict

yardimiyla karistirilarak 1 giin siire ile birakilmstir.

3.3. Sigla yapragimin ekstrak haline getirilmesi

Sigla yapraginin kurutulmus ile kurutulmamis hali farkli kaplarda 5 gram kadar
hazirlanip cam siselerin igerisine 50 ml kadar % 20 oraninda metanol-etanol bilesimi
beraber katilarak eklenmistir. 72 saat siire ile birakilan bilesim sigla yapragindan

ayristirilmustir. Ayristirilan bu igerik sigla yapraginin ekstraktidir.

Sekil 3.3. Karigimin olusturulmasinda kullanilan manyetik karistirici ve vida kapakli
cam siseler.
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3.4. Yontemler

3.4.1. Yoncanmin kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi

Cigeklenme doneminde toplanan yonca orneklerinin kimyasal kompozisyonunu
belirlemek {izere gerekli analizler yapilmistir. Bunlar; kuru madde (KM) analizi, ham kiil
(HK) analizi, ham protein (HP) analizi, ham yag (HY) analizi, notral deterjan fiber (NDF)
analizi ve asit deterjan fiber (ADF) analizleri olup, bu analizler ii¢ tekerriirlii olarak

yapilmustir.

3.4.2. Yoncanin kuru madde iceriginin belirlenmesi

Ogiitiicii ile ¢ok kiiciik parcalara ayrilmis olan sigla yaprag: orneklerindenl gram
kadar alinmis ve darasi alinan 1s1ya dayanikli kaplar ile 105 °C ye ayarlanan etiiv igerisinde
tamamen kurutulmus ve daha sonra hassas terazide tartilmistir. Asagida verilen formiiller

yardimiyla sigla yapragmin kuru madde igerigi belirlenmistir. (AOAC, 1990).

100-%Nem =% Kuru Madde
((Xi- da) - (X2- da)) /X*100 = % Nem

X: Sigla yapragi 6rneginin gram olarak degeri
X1: Sigla yaprag 6rn. + ornek kabinin darasi
da: 6rnek kabiningram olarak darasi

X2: Kuru madde +6rnek kabinin gram olarak darasi
3.4.3. Yoncamin HK (ham kiil) i¢eriginin belirlenmesi

Daha 6nceden kuru maddesi olusturulan yonca numuneleri 1stya dayanikli porselen
krozelerde kiil firinina konulmustur. Ham kil firminda (Sekil 3.4.) 550 °C de sekiz saat
boyunca yakilma islemine tabii tutulmustur. Ham kiil firi1 yeterli derecede sogutulmus ve
daha sonra porselen krozelerin sicakligi ortalama 20-21 °C ye indikten sonra tartim
islemleri gerceklestirilmistir. S18la yapragmm ham kiil iceriginin belirlenmesinde asagidaki
formiillerden yararlanilmistir (AOAC,1990).

% HK = ((Xz - da) - (X2 - da))X* 100
X: Ornegin gram olarak degeri
X1: S1gla yapragi ornegi + kullanilan kabin gram olarak darasi
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X2: En son tartim
da: Kap darasi

HK: Ham kiil (% )

Sekil 3.4. Ham kil firin1

3.4.4. Yoncamin HP (ham protein) i¢eriginin belirlenmesi

Yoncanin ham protein igerigini belirlemek i¢in Kjeldahl metodu kullanilmistir. Bu
metoda gore titrasyon, destilasyon(Sekil 3.5.-3.6.) ve yas yakma olarak 3 asamada
belirlenmistir. Sigla yapragmmin ham protein igerigini belirlemek igin asagidaki

formiillerden yararlanilmistir. (AOAC, 1990).

(N) * (fHCL) * (K) * (V) * (100) / (M) * (1000) * (fp)= % Protein
K: 14.007 (Azotta var olan atom ytikii) V: Uygulanan HCI(ml)
N: HCI normalite degeri (0,1) fHCL: 0.1 N HCI'nin etmeni

fp: Proteine doniistiirme etmeni(6.25) M:Tartilmis olan toplam yem
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Sekil 3.5. Yoncanin ham protein analizi i¢in yas halde yakilmasini saglayan iinite.

Sekil 3.6. Yoncanin ham protein dl¢iimlerinin yapiminda kullanilan Destilasyon cihazi

3.4.5. Yoncamin ADF (asit deterjan fiber) iceriklerinin belirlenmesi

20 (CioH42BrN) 1 litre 1 N H2SOs icinde c¢oziinmesiyle asit deterjan fiber
¢ozeltisi(ADF) olusturulmustur. Olusan karigimdan 100 ml alinmis daha sonra ortalama 1
gram kadar icinde yonca Ornegi (X) olan cam kaba aktarilmistir. Daha sonra 1 saat
kaynatilmis asagidaki resimde goriilen (Sekil 3.7.) cihazda 1 saat siire ile kaynamaya
birakilmis ve sonrasinda uygun cam kaplar ile siiziiliip, kuru kistm almmustir. igerisinde
asit deterjan fiber(ADF) bulunan kaplar kurutma cihazinda 12 saate kadar ve sicakligi
80°C' ye ayarlanip bekletilmis olup, sonrasinda ise desikatérde sicakligi diisiiriiliip, hassas
terazide tartim islemine tabi tutulmustur (X1). Asit deterjan fiber(ADF) hesaplamalari i¢in
asagidaki formiil kullanilmistir.(AOAC,1990).

Asit Deterjan Fiber (ADF) (g9/kg Kuru Madde) = (X1 ) / (X) * 100

X: Ornek yonca miktari gram olarak degeri

X1: Birinci tartimin gram olarak degeri
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Sekil 3.7. Asit deterjan fiber(ADF) ve nétral deterjan fiber (NDF) igeriklerinin
belirlenmesinde kullanilan cihaz.

3.4.6. NDF (Nétral deterjan fiber) iceriklerinin belirlenmesi

C12H2sNaO4S (dodecylsulfatesodium stilfat) 30g, CioH1aN2Na2Og2H20 (titriplex-
I11) 18.16 gram, Na.,B4O410H.0 (di-sodiumtetraboratedecahydrate) 6.81 gram, Na;HPO4
di-sodiumhyrogenphosphateanhydrous) 4.56 gram ve 1 litre saf su icerisinde 10 ml etenol
pH's1 6.8-7.2 aralifina ayarlanarak sira ile karistirilip sonrasinda saf suda ¢oziindiiriilerek
NDF(nétral deterjan fiber) soliisyonu olusturulmustur. Olusturulan soliisyondan 100 ml
alinip i¢inde 1 gram (X) yonca 6rnegi var olan cam kap i¢ine eklenip sonra da 1 saat kadar
kaynamaya birakilmistir. Bundan sonraki asamada uygun cam kaplar yardimi ile 6rneklerin
stvist siizlilmiistiir. Notral deterjan fiber icerigi bulunan kaplar kurutma cihazinda 12 saate
kadar ve sicakligi 80°C' ye ayarlanip bekletilmis olup, sonrasinda ise desikatorde sicaklig
diisiiriiliip, hassas terazide tartim islemine tabi tutulmustur (X1). Nétral deterjan fiber(NDF)

hesaplamalari igin asagidaki formiil kullanilmistir. (AOAC,1990).
Notral Deterjan Fiber(NDF) (g/kg Kuru Madde) = (Xz) / (X) * 100
X: Ornek yonca miktari gram olarak degeri

Xi: Birincitartimin gram olarak degeri
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3.4.7. HY (Ham yag) iceriginin belirlenmesi

Sigla yapragindan 2 gram ornek (X) hassas terazi ile tartilip Soxhlet kartusuna
eklenmis ve ornek kartus i¢inden ¢ikmamasi i¢in kartus ucu ekstarksiyon bdéliimiinde
pamuk yardimi ile sikilagtirllmistir. Sonraki asamada kartus ile yag balonlar1 kurutma
dolabi igerisinde 95 °C sicaklikta 120 dakika kurutma dolabinda beklemeye alinmistir. Bu
stire sonunda kurutma dolabindan ¢ikartilan Ornekler desikator ile uygun derecede
sogutulup kullanilacak kaplarin darasi alinarak (Y), Soxhlet cihazina ekstarksiyon boliimii
konulmustur. Sekil 3.8. de goriilen Soxhlet cihazinda ekstarksiyon boliimii kartuslarin birisi
tam digeri ise yarim Ol¢ek gelecek kadar eter eklenmistir. Daha sonra Soxhlet cihazina
konulup, gerekli sicak-soguk dereceleri 70°C ye sabitlenip calistirilmaya baglanmustir.
Burada 4 saat siire ile calistirilan cihazin ekstarksiyon bdliimiindeki eter farkli kaplara
alinip eter ve yag ayristirma islemleri yapilmistir. Daha sonra bir saat siire boyunca 95 C°
ye ayarli kurutma cihazinda kurutulan i¢inde yag bulunan kaplar, desikatore yardimi ile
sogutulup ve tartimlart yapilmistir. (Z) Bunun sonucunda elde edilen degerler asagidaki

formiile aktarilarak numunenin % ham yag icerigi belirlenmistir (AOAC, 1990).
% H.Y.=(Z-Y)/X* 100

H.Y.: Ham yagin yiizde (%) olarak ifade edilmesi

X: Sigla yapragi 6rneginin gram cinsinden degeri

Y: Kullanilan kabin gram olarak dara degeri

C: Ornegin son tarttminin gram olarak ifade edilmesi

Sekil 3.8. Yoncanin ham yag igerigini belirlemede kullanilan Soxhlet sistemi
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Sekil 3.9. Rumen s1visinin manyetik karistirici ile karistirilmasi islemi
3.5 Yoncanin gaz iiretiminin belirlenmesi

Yoncanim in vitro gaz iiretimi Menke ve ark., (1979) bildirdigi yonteme gore
yapilmustir. Yaklasik 0,5 gram yonca 6rnegi 100 ml'lik cam siringa igerisine eklenerek
inkubasyona hazir hale getirilmistir. Fermentasyonda kullanilacak tamponlanmig rumen
stvist hazirlanmasi i¢in 1/2 oraninda rumen sivisi tamponlanmis tampon c¢ozeltiyle
karigtirilmistir.(Sekil 3.9.) Tamponlanmis rumen sivisindan 40 ml alinarak, igerisinde
yonca Ornegi bulunan 100 ml'lik cam siringalara transfer edilmistir. Daha sonra cam
siringalar 39 °C ayarlanmis su banyosuna (Sekil 3.10.) yerlestirilerek, 24 saatlik
fermentasyon baglatilmistir. Fermentasyonun tamamlanmasiyla birlikte gaz Olglimleri
belirlenmigtir. Sigla ekstraklar1 cam siringalara 0.5 ml, 1.0 ml, ve 1.5 ml olarak ilave
edilmistir. Her muamele grubu dorder tekerriirlii olarak yapilmistir. Ayrica her muamele
grubu i¢in spesifik korler olusturulmustur. Net gaz 6l¢iimleri spesifik korlerden elde edilen
gazlar distilerek belirlenmistir. Fermentasyonda kullanilan tampon ¢o6zeltinin hazirlanigi

asagida detayli bir sekilde verilmistir.
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3.5.1. Makro element cozeltisi
5.7 g Na;HPO4 + 6.2 g KH2PO4 + 0.6 g MgS04.7H20 1 litre saf su iginde eritilip,
¢Ozelti pH’s1 6.8 degerine getirilmistir.
3.5.2. iz element cozeltisi

13.2 g CaCl2.2H20 + 10.0 gMnCl2.4H20 + 1.0 g CoCl..6H20 + 0.8 g FeCl2.6H20

karisim 100 ml saf su iginde eritilme islemi yapilmistir.
3.5.3. Tampon cozeltisi

35 g NaHCOs3 + 4 g (NH4)HCO3 1 litre saf su iginde ¢oziindiiriilerek, ¢ozelti pH’s1

8.1 degerinde olmustur.
3.5.4. Resazurin ¢ozeltisi
100 mg Resazurin 100 ml saf su i¢inde ¢oziindiiriilerek olusturulmustur.
3.5.5. Rediiksiyon cozeltisi

2 ml 1.0 N (Normal) NaOH + 285 mg NazS.7H20O + 47.5 ml saf su igerisinde
¢oOziindiiriilmiis, rumen sivisini almadan biraz dnce hazirlanmis olan bu ¢ozelti tazeligini
kaybetmeden kullanima alinmistir.

Cozeltiler asagida gosterilen sira ve miktarda karistirilip kullanima hazirlanmistir.

474 mlsaf su 237 ml makro mineralgozeltisi
0.12 ml mikromineralgdzeltisi 1.22 ml resazurin ¢ozeltisi
237 mltampon ¢ozeltisi 47.5 ml rediiksiyongozeltisi
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Sekil 3.10. Yoncada gaz ve metan 6l¢iimlerinin yapilmasi
3.6 Yoncanin metan iiretiminin belirlenmesi

Bir giin siirede fermentasyon sonrasi ortaya ¢ikan gaz siringalar yardimiyla alinip, Sekil
3.11.'de goriilen S-AGM 1010 cihazi ilemetan igerigi olciiliip, % ml olarak belirtilmistir
(Goel ve ark., 2008).

Sekil 3.11. Bilgisayara bagli S-AGM 1010 cihaz1
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3.7 Yoncamin metabolik enerji i¢eriginin belirlenmesi

Yoncanin ham protein igerikleri ile 24 saatlik gaz 6l¢tim verileri kullanilip, asagida
verilen formiilde yerine konularak yoncanin metabolik enerji i¢erigi belirlenmistir (Menke
ve Steingass, 1988).

ME(Metabolik Enerji) (MJ/kg KM) = 24.59 + 0.7984GU + 0.0496 HP

GU: 24 saatte iiretilen gazmn mililitre (ml) olarak degeri

HP: Ham proteinin yiizde (%) olarak ifade edilmesi

3.8 Yoncamin organik madde sindirim derecesinin belirlenmesi

Yoncada 1 giin sonunda elde edilen gaz 6l¢iim verileri, ham protein ile kiil igerigi
kullanilmig ve verilen formiilden yararlanilarak organik madde sindirilme derecesi

belirlenmistir (Menke ve Steingass, 1988).
1.68 + (0.1418GU) + (0.073HP) + (0.217EE) — (0.028HK)=0MSD (%)
OMSD: Organik maddenin sindirilme derecesi
GU: Gagz iiretiminin mililitre olarak ifade edilmesi
HP: Ham protein oran1 yiizdeolarak ifade edilmesi
HK: Ham kiil igerigi
EE: Eter ekstrak
3.9 Rumen sivisimin amonyak (NHj3) iceriginin ve PH'sinin belirlenmesi

Fermentasyon sonunda tamponlanmis rumen sivisinin PH'si, PH metre
kullanilarak belirlenmistir. Daha sonra iki kath tiilbentle siiziilen tamponlanmig rumen
stvisindan 30 ml alinarak kjeldahldestilasyon cihaziyla destilasyona tabi tutulmustur.
Bundan sonraki asamada elde edilen ¢ozelti titre edilerek tamponlanmis rumen sivisinin

amonyak (NHs) igerigi asagidaki formiil ile belirlenmistir.

Amonyak (%)

~ (0,1%14 = HCl) 100
B 30

HCI: Titrasyonda harcanan HCI miktari
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3.10. istatistik Analiz

Sigla ekstraktinin yoncanin fermentasyonuna etkisini belirlemek i¢in elde edilen
veriler varyans analizine tabi tutulmus ve ortalama arasindaki farklar Tukey ¢oklu

karsilastirma testiyle belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Ciceklenme donemi hasat edilmis yoncanin besin madde kompozisyonu

Cigeklenme zamaninda hasat edilen yonca kuru otunun kimyasal kompozisyonuna ait
parametreler Cizelge 1°de verilmistir. In vitro gaz iiretim tekniginde kullanilan yoncanin
besin madde igerigi Selguk (2020) bildirdigi degerlerle uyumlu olmasina ragmen hiicre
duvarini olusturan unsurlar bakimindan Canbolat ve ark. (2011) bildirdigi degerlerden
diisiik bulunmustur. Bilindigi gibi kaba yemlerin hiicre duvarlarinin olusturan unsurlar
hasat zamanindan 6nemli derecede etkilenmektedir. Bitki olgunlastikca NDF ve ADF
igerikleri yiikseltmektedir. Bu yiizden iki ¢alisma arasindaki farkin hasat zamanindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Cizelge 1. Cigeklenme doneminde hasat edilen yonca otunun besin madde icerigi

Besin Maddeler %

Kuru Madde 93.07
Ham Kiil 9.61
Ham Protein 18.10
Ham Yag 4.75
Notral Deterjan Fiber 47.78
Asit Deterjan Fiber 30.42

4.2. Sigla yapragi ekstraktinin yoncamin fermentasyonuna etkisi

Sigla yaprag ekstraktinin yoncanin fermentasyonuna etkisi Cizelge 2’de verilmistir.
Sigla yapragi ekstraktinin yoncanin fermentasyonunu onemli derecede etkilemis olup
ekstrak dozuna bagli olarak gaz iliretiminde, amonyak iiretiminde, metabolik enerji, organik
madde sindirim derecesinde ve pH’da diigmeler olmasina ragmen metan {iretiminde 6nemli
miktarda artmalar meydana gelmistir.

Cizelge 2. Sigla yaprag: ekstraktinin yoncanin fermentasyonuna etkisi

Muamele gruplari
Parametreler 0.0 0.5 1.0 15 SHO O.S.
Gaz 111.0° 113.8° 107.30° 99.75° 0.777 Ferde
CHg(ml) 20.32° 25.42" 26.77° 27.90° 0.959 ok
CHa(%) 19.97° 22.37° 24.97° 27.97° 0.834 ok
Amonyak 35.72° 32.90% 31.95" 28.95° 0.086 *kk
ME 9.71° 9.89° 9.51° 9.06° 0.044 ok
OMSD 71.31° 72.48° 70.03° 67.05° 0.289 *kk
pH 6.84 6.39" 6.35" 6.20° 0.086 ok

abcd . -

Aymi simgeye sahip ve ayni satirda yer alan ortalamalar arasinda fark yoktur
(P<0.05). ME: Metabolik enerji (MJ/kg KM), OMSD: Organik madde sindirim derecesi
(%). SHO: standart hata ortalamasi, O.S: Onem seviyesi, *** P<(0.001.
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4.3. Sigla yaprag ekstrak dozuyla gaz iiretimi arasinda iliski
Fermantesyon sonucunda agiga ¢ikan gaz miktari 99.75 ile 113.8 ml arasinda degismis
olup en yiiksek gaz iiretimi 0.5 ml sigla ekstraktt kullanilan muamele grubunda
bulunmustur. Sigla yapragi ekstrak dozuyla gaz {iretimi arasinda iliski Cizelge 3’te
verilmigtir. Goriildiigii gibi bir birim ekstraktin artmasiyla birlikte gaz tiretiminde 8.05 ml

azalma meydana gelmistir.

116,0
114,0
112,0
110,0
108,0

106,0

Gaz Uretimi (ml)

104,0

102,0 - y =-8,05x + 113,98
R%=0,7087
100,0 -

L X X 2

98,0 T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Ekstrakt miktari (ml)

Cizelge 3. Sigla yaprag ekstrak dozuyla gaz iiretimi arasinda iligki

4.4. Si8la yaprag ekstrak dozuyla metan iiretimi (ml) arasinda iliski
Fermentasyon sonucunda agiga ¢ikan metan miktar1 20.32 ile 27.9 0 ml arasinda
degismis olup en yiiksek metan iiretimi 1.5 ml sigla ekstrakti kullanilan muamele grubunda
bulunmustur. Sigla yapragi ekstrak dozuyla metan tiretimi(ml) arasinda iliski Cizelge 4’te
verilmistir. Goriildiigii gibi bir birim ekstraktin artmasiyla birlikte metan iiretiminde 4.818

ml artma meydana gelmistir.
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35,0 -
30,0 ~

25,0 - L 2

N
o
o

15,0 - y =4,8179x + 21,495
R?=0,7429

Metan (ml)

=

o

o
1

5,0 -

0,0 T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Ekstrak miktari (ml)

Cizelge 4. Sigla yapragdi ekstrak dozuyla metan tiretimi (ml) arasinda iligki

4.5. Sigla yaprag ekstrak dozuyla gazin metan icerigi (%) arasinda iliski
Fermentasyon sonucunda agiga ¢ikan gazin metan igerigi %19.97 ile 27.97 arasinda
degismis olup en yiiksek metan icerigine 1.5 ml sigla ekstrakti kullanilan muamele
grubunda bulunmustur.
Sigla yapragi ekstrak dozuyla metan iiretimi (%) arasinda iliski Cizelge 5’te verilmistir.
Goriildigi gibi bir birim ekstraktin artmasiyla birlikte metan igeriginde 5.322 birimlik

artma meydana gelmistir.

35,0 ~

30,0

25,0

20,0

Metan (%)

15,0 -

y =5,3227x + 19,825
R?=0,8938

10,0 -

5,0 -

0,0 T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Ekstrak miktari (ml)

Cizelge 5. Sigla yaprag ekstrak dozuyla gazin metan igerigi (%) arasinda iligki
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4.6. Sigla yapragi ekstrak dozuyla amonyak iiretimi arasinda iliski

Fermentasyon sonucunda aciga ¢ikan amonyak 28.95 ile 35.72 mg/dL arasinda
degismis olup en yiiksek amonyak igerigi kontrol grubunda bulunmustur. Sigla yapragi
ekstrak dozuyla amonyak tiretimi arasinda iliski Cizelge 6’da verilmistir. Goriildiigi gibi
bir birim ekstraktin artmasiyla birlikte amonyak igeriginde 4.253 birimlik azalma meydana

gelmistir.

40,0

35,0

*®
4

30,0 -
25,0 - L
y = -4,2537x + 35,556

20,0 - R2=0,694

15,0 -

Amonyak (mg/dL)

10,0 -

5,0 -

0,0 T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Ekstrak miktari (ml)

Cizelge 6. S18la yapragi ekstrak dozuyla amonyak tiretimi arasinda iligki

4.7. Sigla yapragi ekstrak dozuyla metabolik enerji icerigi arasinda iliski
Metabolik enerji igerigi 9.06 ile 9.71 MJ/ kg KM arasinda degismis olup yiiksek
metabolik enerji degeri 0.5 ml sigla ekstrakti uygulanan grupta bulunmustur. Sigla yaprag:
ekstrak dozuyla metabolik enerji igerigi arasinda iliski Cizelge 7°de verilmistir. Goriildiigi
gibi bir birim ekstraktin artmasiyla birlikte metabolik enerji igeriginde 0.465 birimlik

azalma meydana gelmistir.
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10,200 -
10,000 - ‘
9,800 -
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9,400 -

y =-0,4652x + 9,8976

9,200 -
’ R*=0,6862

Metabolik enerji (MJ/kg KM)

9,000 - ‘

8,800 T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Ekstrak miktari (ml)

Cizelge 7. Sigla yapragi ekstrak dozuyla metabolik enerji igerigi arasinda iliski

4.8. Sigla yapragi ekstrak dozuyla organik madde sindirim derecesi arasinda iliski
Organik madde sindirim derecesi % 67.05 ile 71.31 arasinda degismis olup yiiksek
organik madde sindirim derecesi 0.5 ml sigla ektrakti kullanilan grupta bulunmustur. Sigla
yapragi ekstrak dozuyla organik madde sindirim derecesi arasinda iligki Cizelge 8’de
verilmistir. Goriildiigii gibi bir birim ekstraktin artmasiyla birlikte organik madde sindirim

derecesi 3.048 birimlik azalma meydana gelmistir

74,000 -
73,000 - ‘
72,000 -

71,000 :

70,000 -

69,000 -
y = -3,0484x + 72,507

68,000 - R?=0,6862
67,000 - ‘

Organik madde sindirim derecesi (%

66’000 T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Ekstrak miktari (ml)

Cizelge 8. Si8la yapragi ekstrak dozuyla organik madde sindirim derecesi arasinda iliski
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4.9. Sigla ekstraktinin katki orani ile tampon ¢o6zeltisinin pH’s1 arasindaki iliski
Tampon ¢ozeltisinin pH’st 6.20 ile 6.484 arasinda degismis olup en yiiksek pH degeri
kontrol grubunda bulunmustur. Sigla ekstraktinin katki orani ile tampon ¢dzeltisinin pH’s1
arasindaki iliski Cizelge 9°da verilmistir. Gortldigi gibi bir birim ekstraktin artmasiyla

birlikte tampon ¢ozeltisinin pH degerinde 0.391 birimlik azalma meydana gelmistir.

7,50 -
7,00 2
6,50 ‘\x\;\‘
6,00 -
5,50 -
I
500 - y =-0,3915x + 6,7443
R2=0,7043
4,50 -
4,00 -
3,50 -
3,00 T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Ekstrak miktari (ml)

Cizelge 9. Sigla ekstraktinin katki orani ile tampon ¢ozeltisinin pH’s1 arasindaki iliski

Bu calismada 0.5 ml sigla ekstrakti kullanilmasiyla gaz {iretiminde artis olmasina
ragmen 1 ve 1.5 ml sigla ekstrakti kullanimi gaz iiretimin azaltmistir. Bununla birlikte
tiretilen gazin metan igerigi lineer olarak hem mutlak olarak hem de nispi olarak (%)
artmistir. Baglangigtaki gaz {iretimindeki artig biiyiik bir ihtimalle ekstraksiyondaki suda
¢Oziinebilir karbonhidrattan kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Dozun aratmasiyla birlikte
gaz iretimindeki azalmasinin sebebi ekstraksiyon icerisindeki tanen ve esansiyel yagdan
kaynaklandig: diistiniilmektedir. Diger taraftan {iretilen gazin metan igeriginin artmasinin
sebebi ekstraksiyonda bulunan metanol ve etanoldan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
Spesifik korler olusturularak metanol ve etanoldan kaynaklanan metan iiretimlerin etkisi
bertaraf edilmesine ragmen biitlin dozlarda metan iretimleri kontrol gruplarina gore
yiiksek bulunmustur. Benzer durum Selguk (2020) biberiye ekstraktiyla yaptig1 calismada

da rastlanmigtir Metan tretimleri biberiye ekstraktinin kullanimina bagli olarak arttig
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bildirilmistir. Bu durumun, ekstraksiyon igerisinde bulunan metanol ve etanolun
baslangicta mikrobiyal kompozisyonda arkealar lehine meydana getirdigi fark daha sonra
kapatilamamis, spesik korler muamele grubundan disiiriilse bile daha fazla metan
tiretimine neden olmustur. Metanol ve etanola bagl olarak arkealarda ki hizli bir artig
fermentasyonu sirasinda agiga cikan basta asetik asit olmak iizere diger asitlerin metan
tiretiminde kullanildig1 gostermektedir. Bu ¢alismada, fermentasyon sonunda mikrobiyal
kompozisyon ve ucucu yag asitlerinin kompozisyonlari belirlenmis olsaydi, gaz
tiretimindeki azalmanin ve metan liretimindeki bu artmanin sebebi daha dogru bir sekilde
belirlenebilirdi. Ayrica bu tip caligmalarda bitki ekstraksiyonu sonucunda elde edilen
soliisyon igerisindeki metanol ve etanol ortamdan tamamen uzaklastirilmasi
ekstraksiyonlarin etkilerin daha dogru bir sekilde test edilmesine olanak saglayacaktir.
Ayrica bu calisma spefik korlerin etkisinin bile muamele gruplarindan c¢ikarilmasinin
yeterli olmadigini ortaya koymasi acisindan Onemlidir. Bu tip c¢alismalarda yeni bir
diizenlemenin yapilmasinin sart oldugu kanisindayiz. Coziicii olarak kullanilan metanol ve
etanol kontrol grubuna muamele gruplarinda oldugu kadar ilave edilmis olsaydi sadece
bitki ekstraktinin etkisi test edilmis olabilirdi. Ayrica bundan sonraki ¢aligmalarda bitki
ekstraktt elde etmek i¢in ¢Ozilici olarak kullanilan kimyasallarin  rumen
mikroorganizmalarin 6zellikle arkealar iizerindeki etkileri test edilmelidir. Rumen mikro-
organizmalar iizerinde ¢ok ciddi etkileri olan ¢oziiciiler ekstraksiyon igerisinden in vitro
inkiibasyondan 6nce mutlaka uzaklastirilmalidir. Araujo ve ark. (2011), yaptig1 ¢calismada
bitki ekstraklarin in vitro gaz ve metan {retimine etkisini incelerken spesifik kor
olusturulmasi gerektigini, ¢linkii bu ekstraklarin igerisinde fermente olma 6zelligine sahip
oldugunu ve gaz iiretiminin artmasina neden oldugunu bildirmislerdir. Bu caligmada da
gortldiigii gibi spesifik koriin olusturulmasi bile yeterli olmamustir.

Ruminant hayvanlar tarafindan alinan proteinlerin bir kismi1 rumende amonyaga kadar
parcalanmakta ve mikrobiyal protein sentezinde kullanilmaktadir. Rumende
pargalanmayan proteinler ise ince bagirsakta amino asit olarak absorbe edilmektedir.
Ruminant hayvanlar protein ihtiyacimi mikrobiyal protein ve bypass proteinden
karsilamaktadir. Mikrobiyal protein ve bypass protein metabolize olabilir proteini
olusturmaktadir. Amonyagin yaninda, mikrobiyal protein miktarin1 belirleyen en 6nemli
faktorlerden biri de fermentasyon sirasinda agiga ¢ikan ATP formunda enerjidir. Yeterli
enerji olmadiginda rumende mikrobiyal protein sentezleme etkinligi diismektedir.
Rumende fazla aciga c¢ikan amonyak idrarla disar1 atilmaktadir. Bu durumda hem

proteinler bosuna pargalanmakta hem de cevre kirliligine neden olmaktadir. Bundan dolay:
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bu calismada kullanilan sigla ekstrakti proteinlerin asir1 pargalanmasini engellemesi
acisindan onemli oldugu kanisindayiz. Ciinkii in vitro denemede sigla ekstrakti dozuna
bagli olarak amonyak miktarmin azaldigi goriilmektedir. Bundan dolayr ruminant
rasyonlarinda sigla ekstraksiyonun kullanilmasi durumunda proteinlerin rumende
parcalanmasi Onlenebilecegini destekler niteliktedir. In vitro deneme sonuclari, sigla
ekstraktinda bulunan bilesikler proteolitik bakteriler lizerinde negatif etkisinin oldugunu
destekler niteliktedir.

Diger taraftan sigla ekstraktinin hem ME hem de OMSD iizerindeki olumsuz etkisi
hayvan besleme agisindan ele alinmasi gereken Onemli bir husustur. S6z konusu iki
parametrede gbzlenen bu olumsuzluk hayvanlar tarafindan tolere edilebilir seviyede olup
olmadigi test edilmelidir. Eger ruminant hayvanlar ME ihtiyac¢larini karsilamak i¢in yem
tilketimini biraz artirarak karsilayabilirse, sigla ekstrakti ruminant hayvanlarda bypass
proteini artirmak i¢in kullanilabilir. Unutulmamasi gereken diger bir hususta sigla ekstrakt:

kullanimiyla birlikte metan tiretimi 6nemli derecede yiikseltmesidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sigla ekstraktinin anti-metanojenik etkisinin olmamasina ragmen, anti-proteolitik
etkisinin oldugu; bu nedenle ruminant hayvanlarin rasyonlarindaki proteinlerin rumende
asir1 par¢alanmasini 6nlemek i¢in kullanilabilir. Fakat genis capli uygulama yapilmadan

sigla ekstraktinin in vivo hayvan denemeleriyle test edilmesi gereklidir.
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