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OZET

Bu c¢alisma biberiye yapraklarindan elde edilen ekstraktin yonca
otunun in vitro metan (CH4) {iretimine, gercek sindirim derecesine
(GSD), taksimat faktériine (TF), mikrobiyal proteinine(MP) ve
mikrobiyal proteinin sentezleme etkinligine (MPSE) etkisini
saptamak i¢in diizenlenmistir. Biberiye ekstrakti yonca otunun in
vitro gaz, CHs, GSD, TF, MP ile MPSE degerlerlerini 6nemli derecede
etkilemistir (P<0.001). Yonca otunun in vitro gaz iiretimi 92.80 ml ile
109.16 ml/500 mg kuru madde (KM) arasinda degismistir. Agustos
ayinda hasat edilen biberiye ekstrakti ve kurutularak ekstraksiyon
yapilan grup hari¢ diger gruplarda in vitro gaz lretimini 6nemli
diizeyde artirmistir (P<0.001). Biberiye ekstrakt: CHs iiretimini hem
ml, hem de % olarak 6nemli derecede artirmis ve sirasiyla; 14.66-25.36
ml ile %15.76- %25.36 arasinda saptanmistir. Biberiye ekstrakti
yonca otunun GSD’ni 6nemli derecede diigirmiis ve GSD %67.07-
%72.50 arasinda bulunmustur. Biberiye ekstrakti ilavesi mikrobiyal
protein Uretimini ve sentezleme etkinligini 6nemli derecede
azaltmistir (P<0.001). Mikrobiyal protein {iretimi 85.56 mg ile 140.20
mg arasinda olmustur. Eylil ayinda elde edilmis taze biberiye
ekstraksiyonu en disik MP ve MPSE neden oldugu saptanmastir.
Sonu¢ olarak biberiye ekstraktinin mikrobiyal protein, sindirim
derecesi ve CH4 Uretimindeki olumsuz etkisinden dolayr ruminant
rasyonlarinda kullanimi 6nerilmemektedir.

ABSTRACT

The current experiment was conducted to determine the effect of
rosemary extract on in vitro methane production, tru digestibility,
partitioning factor, microbial protein and efficiency of microbial
protein production of alfalfa hay. Rosemary extract significantly
(P<0.001) affected the in vitro gas production, methane production,
true digestibility, partitioning factor, microbial protein and efficiency
of microbial protein of alfalfa hay (P<0.001). The gas production
ranged from 92.80 ml to 109.16 ml/500 mg dry matter. The gas
production significantly increased with supplementation of rosemary
extract except for that of supplemented with dry rosemary extract
obtained by drying and that of in August (P<0.001). The highest gas
production was obtained in group that supplemented with fresh
rosemary extract obtained in September. Rosemary extract
significantly increased the methane production in both ml or %. The
methane production in both ml and % ranged from 14.66 to 25.36 ml
and %15.76 to 25.36, respectively. Rosemary extract significantly
decreased true digestibility of alfalfa hay. The true digestibility
ranged from %67.07 to 72.50. Supplementation of rosemary extract
significantly decreased microbial protein production and efficiency of
microbial protein production. Microbial protein ranged from 85.56 to
140.20 mg. The lowest microbial protein production and efficiency of
microbial protein production were obtained in group of supplemented
with fresh rosemary extract obtained in September. As a conclusion,
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rosemary extract is suggested to use in ruminant diets to manipulate
the ruminal fermentation due to negative effect on microbial

production, digestibility and methane production.
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GIRIS kurutulmus ve 1 mm elekten gegirilerek 6guitilmis

Hayvan beslemede antibiyotiklerin kullaniminin
yasaklanmasi sonrasi, antibiyotiklere alternatif olacak
ve insan sagligina zararli olmayan sekonder
metabolitleri tzerinde durulmustur. Bu alanda
yapilan calismalarla bitki ekstraklarinin ruminant
beslenmede yem katki maddesi olarak kullaniminin
ontinti acmistir (Patra ve ark. 2006; Agarwal ve ark.

2006; Salem 2019; Sinsz ve ark, 2019). Bu alanda
yurutilen calismalarin temel amaci hayvanin
performansini olumsuz etkilemeden, rumen

fermantasyonunu modifiye etmek, CHi {iretimini
azaltmak, enerji ve proteinin kullanim etkinligini
artirmaktir (Patra ve ark. 2006; Agarwal ve ark. 2006;
Salem 2019; Sinsz ve ark, 2019). Ruminant
hayvanlarin trettikleri enterik CHi gaz1 kiresel
1sinmaya neden olan karbondioksitten (CO2) sonra
ikinci 6nemli sera gazidir (Van Nevel and Demeyer,
1996). Enterik CHs {iretimi sera gazi emisyonunu
artirma yaninda, ruminant hayvanlarda Onemli
diizeyde enerji kaybina neden oldugu bildirilmektedir
(Jonhson ve Jonhson 1995). Rasyona tanen, saponin ve
esansiyal yag ilavesiyle ruminantlarda enterik CHjs
uretimini azaltmaya yo6nelik c¢aligmalar artmigtir
(Wina ve ark. 2005, Temizkan ve ark. 2011;
Jayanegara ve ark. 2015; Zhou ve ark. 2020). Son
zamanlarda  enterik  metam1  azaltmak  igin
hazirlanmasi ve kullanimi kolay bitki eksraklarida
ruminant rasyonlarinda kullanilmaya baslanmagtir.
Bitki ekstraklarinin saponin, terponoids, fenolikler,
fenolik glikosidler, tanin, alkoloidler ve esansiyel
yaglar igerdigi ve rumen fermentasyonunu degistirme
potansiyeline sahip oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya
konmustur (Salem ve ark. 2011; Bodas ve ark. 2012).
Tibbi ve aromatik bitki olan biberiye (Rosmarinus

officinalis L.) Dbitkisi esansiyel yag ve tanin
bakimindan zengin (Damianova ve ark. 2010)
olmasindan dolay1 rumen  fermantasyonunu
degistirmek i¢in 6nemli bir aday oldugu

distinilmistir. Bu arastirma; biberiye ekstraktinin
ruminantlarda rumen fermentasyonu, CHy tiretimi ile
rumen mikrobiyal biyokitlesine etkisini saptamak
amaciyla diizenlenmistir.

MATERYAL ve METOD
Yem ve Rumen Sivis1i Mataryeli

Arastirmanin yem materyalini ¢igeklenme donemi
hasat edilmig ve 105°C’de etiivde 24 saat siireyle
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yonca otu (Medicago sativa) olusturmustur. Rumen
svist rumen kantilli 3 bag koc¢tan alinmis ve rumen
sivist alinan koglarin bakim ve beslenmesinde etik
ilkere uyulmustur. Calismanin yapilabilmesi i¢cin KSU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan (28.07.2017
tarih ve 2017/5-1 sayili toplant1) izin alinmigtir.

Biberiye Ekstraktinin Hazirlanmasi

Biberiye bitkisinin Agustos-Eylil aylarinin yas ve
golgede kurutulmus halinin yapraklar1 ayr1 ayr1 5 g
tartilip vida kapakli cam sisenin igine 50 ml %20’ lik
metanol-etanol karigsimi ile birlikte karigtirilarak
konulmustur. U¢ giin boyunca bekletilen karigim
biberiye bitkisinden siiziilerek elde edilmistir.

In Vitro Gaz ve Metan Uretiminin Belirlenmesi

Yonca otunun in vitro gaz uretimi Menke ve ark.
(1979)’n1n uyguladiklar: teknige gore yapilmistir. 0.5 g
yonca otu 100 ml cam siringalara konmus ve tizerine
40 ml tamponlanmis rumen sivis1 ilave edilmistir.
Hazirlanan bu siringalara Agustos ve Eylil aylarinin
elde edilen biberiye ekstraklarindan 1 ml ilave edilmisg
ve 39°C’de 24 saat inklibasyona birakilmigtir. Rumen
sivist  1.5-2 yaslarinda fistal takilmis 55-60 kg
agirligindaki iki ko¢dan alinmigtir. Alinan rumen
svist 1:2 oraninda tampon ¢ézeltisiyle karistirilmigtir.
Koclar yasama paymimn 1.25 kati dlizeyinde
beslenmiglerdir. Ko¢lara ad-libitum su verilmistir.

Uretilen gazin CH4 igerigi Infared metan analiz
cihaziyla saptanmistir (Goel ve ark. 2008). 24 saat
inkiibasyon stiresi sonunda siringa icerigi kullanilarak
mikrobiyal biyokitle uretimi Blummel ve ark.
(1997)nin bildirdikleri yonteme gore saptanmis ve
asagidaki egsitlikler ile hesaplanmistir. Yonca otunun
gercek sindirilebilir kuru madde (g) (GSKM), gercek
sindirim derecesi (GSD), taksimat faktoria (TF),
mikrobiyal protein (MP), mikrobiyal sentezleme
etkinligi (MPSE) degerleri Blummel ve ark, (1997)
bildirdigi metoda gére yapimigtir.

GSKM (mg) = Inkiibe edilen KM (mg) — Kalan KM (mg)
GSD (%) = (GSKM / Inkiibe edilen KM)

TF = GSKM / GU

MP (mg/g KM) = GSKM — (GU X 2,2 mg/ml),

MPSE = (GSKM — (GU X 2.2 mg/ml))/GSKM.

Kimyasal Analizler
Yonca yonca otunun kuru madde (KM), ham kiil (HK),
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ham protein (HP), ham yag (HY), icerikleri AOAC
(19907 a gore belirlenmistir. Yonca otunun asit
deterjan fiber (ADF) ve nétr deterjan fiber (NDF)
icerigiise Van Soest (1991)’ in uyguladig1 yonteme gore
saptanmistir.

Istatistik Analizler
Arastirmadan elde edilen verilerin istatistiki olarak
degerlendirilmesinde ortalamalar arasindaki

farklihiklarin saptanmasinda varyans analizi (General
Linear Model) (Statistica, 1996), goriilen farkliliklarin
onem seviyelerinin belirlenmesinde ise Tukey ¢oklu
karsilastirma testinden yararlanilmistir (Snedecor ve
Cochran, 1967).

BULGULAR ve TARTISMA

Ciceklenme donemi hasat edilmis yoncanin besin
madde kompozisyonlar:

Ciceklenme doneminde hasat edilmis yonca otunun
kimyasal kompozisyonu Cizelge 1’ de verilmigtir.

Cizelgel. Ciceklenme donemi hasat edilen yoncanin
kimyasal kompozisyonu
Table 1. Chemical composition of alfalfa hay harvested
during flowering

Besin maddeleri %
Kuru Madde (KM) 92.6
Ham Kiil (HK) 9.5
Ham Protein (HP) 16.5
Ham Yag (HY) 1.2
Noétral Deterjan Lif (NDF) 46.3
Asit Deterjan Lif (ADF) 29.9

Bu calismada kullanilan yonca otunun kuru madde,
ham kul, ham protein ve nétral deterjan lif icerigi
Kamalak ve ark. (2011) bildirdigi degerlerle uyumlu,
asit deterjan lif ve ham yag igerigi daha dusik
bulunmusgtur. Bu farkliligin yoncanin hasat zamana ile
yetisme bolgesindeki farkliliklardan kaynaklandigi
soylenebilir.

Biberiye eksraktinin yonca otunu fermentasyon
parametrelerine ve sindirim derecesi tizerine etkisi

Biberiye eksraktinin yonca otunun fermentasyon ve
sindirim derecesi tizerine etkileri saptanmis ve Cizelge
2’de verilmigtir. Biberiye eksrakti yonca otunun in viro
gaz uretimi, CHy4 iretimini, gercek sindirim derecesini,
mikrobiyal protein iiretimini ve mikrobiyal protein
sentezleme etkinligini 6nemli diizeyde etkilemistir
(P<0.001). Bu calismada, fermentasyon sonucunda
yonca otunun in vitro gaz uretimi 92.80 ml ile 109.16
ml/500 mg KM arasinda degismistir. Agustos ayinda
hasat edilen biberiye ekstrakti, hasat edilen ve
kurutularak ekstraksiyon yapilan grup hari¢ 6nemli
derecede in vitro gaz Uretimini artirmigtir. Eylil
ayinda hasat edilen ve taze biberiye ekstraksiyonu en
yuksek gaz TUretime neden olmustur. Biberiye
ekstrakti CH4 tiretimini hem ml olarak hem de %’de
olarak 6nemli derecede artirmis olup fermentasyona
tabi tutulan yoncanin CHy iiretimi sirasiyla 14.66 ml
ile 25.36 ml arasinda, %15.76 ile %25,36 bulunmustur.
Metan tiretimi kontrol grubu hari¢ yaklasik iki katina
¢ikmigtir.

Cizelge 2. Biberiye eksraktinin yonca otunun rumen fermantasyon parametreleri ve sindirim derecesine etkisi
Table 2. The eftect of rosemary extract on the rumen fermentation parameters and digestion degree of alfalfa.

Parametreler K BAY BAK BEY BEK O.D.
Gaz (ml) 92.80°+3.46 100.13b£3.21 96.80b+4.73 109.162+£1.53 104.468b+2.08 ***
CH4 (ml) 14.66b+0.51 25.36a+0.50 23.02:4+1.22 24.862+1.57 24.202+1.38  **¥
CHy4 (%) 15.76¢+0.07 25.362+1.29 23.802b+0.34 22.76+1.15 23.20ab+1,13  ***
GSD (%) 72.502+0.62 69.733b+1.37 67.07°+1.05 69.06+0.87 68.13h+1.26  **¥
TF 3.732+0.13 3.30+0.19 3.30+0.16 3.0000.07 3.100+0.03 *kd
MP (mg) 140.202+6.99 110.20+15.75  105.82+10.76  85.56¢+6.91 92.50bc+4.28  *k*
MPSE (%)  40.732+2.05 33.26+3.95 33.00+3.34 26.25¢+1.77 28.69bc+().65  **¥

abeAyny simgeye sahip ve aymi satirda yer alan ortalamalar arasinda fark yoktur (P>0,05), O.D: Onemli diizeyi, GSD: Gergek
sindirim derecesi (%), TF: Taksimat faktori, MP: Mikrobiyal protein iliretimi (mg), MPSE: Mikrobiyal protein sentezleme

etkinligi (%), *** P<0.001.

Biberiye ekstrakti yonca otunun gergek sindirim
derecesini 6nemli derecede diistirmiistiir (P<0.001).
Yonca otunun gercek sindirim derecesi %67.07 ile
%72.50 arasinda bulunmustur. Agustos ayinda hasat
edilen ve yag olarak elde edilen biberiye ekstrakti harig
diger biberiye ekstraktlari yoncanin gercek sindirim
derecesini disirmistiir. Farklh zaman ve sekilde elde
edilen biberiye ekstrakt: yonca otunun TF degerini de
onemli derecede diiglirmiistiir. Yoncanin TF degeri
3.00 ile 3.73 arasinda degismistir. Biberiye ekstrakti
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ilavesi MP o6nemli derecede azaltmistir (P<0.001).
Mikrobiyal protein iiretimi 85.56 mg ile 140.20 mg
arasinda olmustur. Eylil ayinda elde edilen taze
biberiye ekstraktinin en diisiik mikrobiyal protein
sentezlemesine neden olmustur. Eylil ayinda elde
edilen taze biberiye ekstraktin mikrobiyal protein
sentezini digstrmustur.

Bu ¢alismada kullanilan biberiye ekstraksiyonu hem
In vitro gaz turetimi hem de CHi uretimini 6nemli
miktarda artirmistir (P<0.001). Benzer sekilde Patra
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ve ark. (2006) farkhi bitkisel ekstraklarla yaptig
calismada benzer sonuclar bulmuslardir. In vitro gaz
ve CH4 uretimindeki artigin ekstraklar igerisinde
bulunan suda ¢o6zlunebilir  karbonhidratlardan
kaynaklandigini bildirmiglerdir (Patra ve ark. 2006).
Cozeltide kullanilan metanol ve etanoliin in vitro gaz
ve CH. tretimine etkisi olabilecegi hakkinda bilgi
verilmemistir Bu c¢alismada ekstraksiyon igleminde
kullanilan metanol ve etonol arkealar tarafindan CHs
uretiminde kullanabilecegi organik maddelerdir.
Arkealar  metanolu  direk CH:  iretiminde
kullanilmasina ragmen, etanolu once asetik asite
dontisturup, daha sonra asetik asiti CH4 liretiminde
kullanilabilmektedir (van Lier ve ark. 2008). Bu
calismada kullandigimiz biberiye ekstrakti hem
metanol hem de etanolu igermektedir. Hem metanol
hem de etanol arkelar tarafindan fermente
oldugundan dolay: sonucglarin dogru bir sekilde elde
edilmesi i¢in her muamele grubu igin spesifik korler
olusturulmustur. Her muamele grubundan spesifik
korlerden elde edilen in wvitro gaz ve CHi turetim
degerleri dusilmesine ragmen muamele gruplarinin
gaz ve CHs Uretimleri kontrol grubuna gére énemli
derece yiksek bulunmustur. Gaz tiretimindeki artigin
ekstrak ve yemin fermentasyonu sonucu olusan asetik
asit miktarinin artmasindan kaynaklandigi
soylenebilir. Toplam in vitro gaz tiretimi ile rumende
olusan asetik asit arasinda yakin iligki oldugu, asetik
asit Uretiminin in vitro gaz Uretimini artirdigi,
propionik asitin ise dugurdigi bildirilmektedir
(Getachew ve ark. 1998). Bu c¢alismada, CH:
uretimindeki artis miktari, gaz tiretimindeki artigstan
¢ok daha yuksek bulunmustur. Metan tretimindeki
artis ekstraktan ziyade i¢inde bulunan ve ¢oziicii olan
metanol ve etanoldan kaynaklandigi
diisinulmektedir. Arkealar metanolu hem direk, hem
de metanol ve Hz iyonlarini kullanarak CHjs tGrettikleri
bildirilmektedir (Jonhson ve Jonhson 1995; Leahy ve
ark., 2010; Poulsen ve ark., 2012; Knapp ve ark.,
2014;). Biberiye ekstraktiyla birlikte arkealara
metanol verilmesi arkea sayisinda baslangicta cok
hizli bir artisa neden oldugu ve zaman gectikce bu
farklihigin kapanmadigi ve bundan dolay1 ekstrakt
ilavesinin kontrol grubuna goére daha fazla CHs
uretimine yol ac¢tig1 diisinilmektedir. Ayrica ekstrak
icerisinde bulunan etanol metajonik bakteriler igin
direk kullanilan bir substrat olmadigindan dolay: énce
asetik asite dontistiirilmesi gerekmektedir. Etanolun
asetik asit doniismesi sirasinda ac¢iga ¢ikan hidrojen
iyonu (H*), inkiibasyonda kullanilan tampon ¢ézeltiyle
reaksiyona girerek CO:z agiga ¢ikmasina neden olarak
in vitro gazin Uretimini artirmig olacag: séylenebilir.

Bu galismada kullanilan biberiye ekstraktlari yonca
otunun in vitro sindirim derecesini diiglirmistir.
Benzer sekilde bazi bitki ekstraklarin yemlerin
sindirim derecesinin distrdigi yapilan ¢alismalarla
ortaya konmustur (Patra ve ark., 2006; Agarwall ve
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ark., 2009). Ozellikle bitkisel ekstraklarin rumendeki
seltlozik bakterilerin faaliyetlerini engelledigi, buna
bagli olarak yemlerin sindiriminin azaldig:
bildirilmektedir (Patra, 2006). Bitkisel ekstraklar
icerisinde bulunan esansiyal yaglar, tanen ve diger
aktif bilesikler sindirim enzimlerinin aktivitesini
distirerek, yemlerin sindirim derecesinin diigsmesine
yol actig1 bildirilmektedir (Patra ve ark., 2006, 2010).

Biberiye ekstraktlar: yonca kuru otunun in vitro TF,
MP ve MPSE degerlerini 6nemli diizeyde etkilemigtir
(P<0.001). Yukarida siralanan parametrelerin in vitro

gaz Uretim miktar1 ile yakin iligkili oldugu
soylenebilir. Calismada kullanilan biberiye
ekstraktlari  hem gergcek sindirim derecesini

digirmesi, hem de in vitro gaz Uretimini artirmasi
nedenilye, hesaplanan MP, TF ve MPSE’nin de 6nemli
derecede diismesine neden olmustur (P<0.001).

Biberiye ekstraktinin kullanilmasi in vitro MP’ni
distirmustiir. Bu durum rumende MP’ni sinirlayarak
ruminantlarin performansim diigiirecegi soylenebilir.
Buradan hareketle biberiye ekstraktlarinin anti-
proteolitik potansiyellerinin saptanmasinin 6nemli
olduguda soylenebilir. Bu sekilde mikrobiyal protein
sentezindeki kayiplarin bypass proteinle telafi edilip
edilmeyecegi ortaya konabilir.

SONUC ve ONERILER

Biberiye ekstraktlarinin yonca otunun in vitro gaz ve
CH4 artirdign, GSD, TF, MP ve MPSE distrdigi
saptanmistir. Bundan dolay1 biberiye ekstraktinin

anti-metanojenik  6zellige sahip olmadigr ve
ruminantlarda anti-metanojenik olarak
kullanilmasinin  fayda saglamayacagi kanisina

varilmistir. Bununla birlikte, dusik MP ve GSD,
biberiye ekstraktinin anti-mikrobiyel etkisinin
oldugunu gostermektedir. Ayrica ekstraksiyonda
kullanilan metanol ve etanolun in vitro inkibasyonda
kullanilmadan  o6nce  ekstraktan bir sekilde
uzaklastirilmasi yoluyla daha guvenilir sonuglar elde
edilecegi soOylenebilir. Ayrica biberiye ekstraktinin
anti-preteolik etkisinin saptanmasina yonelik olarak
In vivo ve In situ ¢alismalara gereksinim olduguda
soylenebilir.

TESEKKUR

Bu c¢alisma Bilal SELCUK’ un ytiksek lisans ¢alisma
tezinden Uretilmistir.

Aragtirmacilari Katk: Orani1 Beyan Ozeti

Yazarlar makaleye esit oranda katk:
olduklarini beyan eder.

saglamisg

Cikar Catigmasi Beyani

Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir c¢ikar
catigsmasi olmadigini beyan ederler.
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