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ÖZET  

Bu çalışma biberiye yapraklarından elde edilen ekstraktın yonca 

otunun in vitro metan (CH4) üretimine, gerçek sindirim derecesine 

(GSD), taksimat faktörüne (TF), mikrobiyal proteinine(MP) ve 

mikrobiyal proteinin sentezleme etkinliğine (MPSE) etkisini 

saptamak için düzenlenmiştir. Biberiye ekstraktı yonca otunun in 
vitro gaz, CH4, GSD, TF, MP ile MPSE değerlerlerini önemli derecede 

etkilemiştir (P<0.001). Yonca otunun in vitro gaz üretimi 92.80 ml ile 

109.16 ml/500 mg kuru madde (KM) arasında değişmiştir. Ağustos 

ayında hasat edilen biberiye ekstraktı ve kurutularak ekstraksiyon 

yapılan grup hariç diğer gruplarda in vitro gaz üretimini önemli 

düzeyde artırmıştır (P<0.001).  Biberiye ekstraktı CH4 üretimini hem 

ml, hem de % olarak önemli derecede artırmış ve sırasıyla; 14.66-25.36 

ml ile %15.76- %25.36 arasında saptanmıştır. Biberiye ekstraktı 

yonca otunun GSD’ni önemli derecede düşürmüş ve GSD %67.07-

%72.50 arasında bulunmuştur. Biberiye ekstraktı ilavesi mikrobiyal 

protein üretimini ve sentezleme etkinliğini önemli derecede 

azaltmıştır (P<0.001). Mikrobiyal protein üretimi 85.56 mg ile 140.20 

mg arasında olmuştur. Eylül ayında elde edilmiş taze biberiye 

ekstraksiyonu en düşük MP ve MPSE neden olduğu saptanmıştır. 

Sonuç olarak biberiye ekstraktının mikrobiyal protein, sindirim 

derecesi ve CH4 üretimindeki olumsuz etkisinden dolayı ruminant 

rasyonlarında kullanımı önerilmemektedir. 
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Effect of Rosmarinus officinalis Leaves on the Fermentation and Methane Production of Alfalfa Hay   
 

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. 
 

Atıf İçin: Selçuk B, Kamalak A 2022. Biberiye Yaprağı Ekstraktının Yonca Otunun Rumen Fermentasyonu, Metan ve 
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GİRİŞ  

Hayvan beslemede antibiyotiklerin kullanımının 

yasaklanması sonrası, antibiyotiklere alternatif olacak 

ve insan sağlığına zararlı olmayan sekonder 

metabolitleri üzerinde durulmuştur. Bu alanda 

yapılan çalışmalarla bitki ekstraklarının ruminant 

beslenmede yem katkı maddesi olarak kullanımının 

önünü açmıştır (Patra ve ark. 2006; Agarwal ve ark. 

2006; Salem 2019; Sinsz ve ark, 2019).  Bu alanda 

yürütülen çalışmaların temel amacı hayvanın 

performansını olumsuz etkilemeden, rumen 

fermantasyonunu modifiye etmek, CH4 üretimini 

azaltmak, enerji ve proteinin kullanım etkinliğini 

artırmaktır (Patra ve ark. 2006; Agarwal ve ark. 2006; 

Salem 2019; Sinsz ve ark, 2019). Ruminant 

hayvanların ürettikleri enterik CH4 gazı küresel 

ısınmaya neden olan karbondioksitten (CO2) sonra 

ikinci önemli sera gazıdır (Van Nevel and Demeyer, 

1996). Enterik CH4 üretimi sera gazı emisyonunu 

artırma yanında, ruminant hayvanlarda önemli 

düzeyde enerji kaybına neden olduğu bildirilmektedir 

(Jonhson ve Jonhson 1995). Rasyona tanen, saponin ve 

esansiyal yağ ilavesiyle ruminantlarda enterik CH4 

üretimini azaltmaya yönelik çalışmalar artmıştır 

(Wina ve ark. 2005; Temizkan ve ark. 2011; 

Jayanegara ve ark. 2015; Zhou ve ark. 2020). Son 

zamanlarda enterik metanı azaltmak için 

hazırlanması ve kullanımı kolay bitki eksraklarıda 

ruminant rasyonlarında kullanılmaya başlanmıştır.  

Bitki ekstraklarının saponin, terponoids, fenolikler, 

fenolik glikosidler, tanin, alkoloidler ve esansiyel 

yağlar içerdiği ve rumen fermentasyonunu değiştirme 

potansiyeline sahip olduğu yapılan çalışmalarla ortaya 

konmuştur (Salem ve ark. 2011; Bodas ve ark. 2012).  

Tıbbi ve aromatik bitki olan biberiye (Rosmarinus 
officinalis L.) bitkisi esansiyel yağ ve tanin 

bakımından zengin (Damianova ve ark. 2010) 

olmasından dolayı rumen fermantasyonunu 

değiştirmek için önemli bir aday olduğu 

düşünülmüştür. Bu araştırma; biberiye ekstraktının 

ruminantlarda rumen fermentasyonu, CH4 üretimi ile 

rumen mikrobiyal biyokitlesine etkisini saptamak  

amacıyla düzenlenmiştir. 
 

MATERYAL ve METOD  

Yem ve Rumen Sıvısı Mataryeli  

Araştırmanın yem materyalini çiçeklenme dönemi 

hasat edilmiş ve 105°C’de etüvde 24 saat süreyle 

kurutulmuş ve 1 mm elekten geçirilerek öğütülmüş 

yonca otu (Medicago sativa) oluşturmuştur. Rumen 

sıvısı rumen kanüllü 3 baş koçtan alınmış ve rumen 

sıvısı alınan koçların bakım ve beslenmesinde etik 

ilkere uyulmuştur. Çalışmanın yapılabilmesi için KSÜ 

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan (28.07.2017 

tarih ve 2017/5-1 sayılı toplantı) izin alınmıştır. 
 

Biberiye Ekstraktının Hazırlanması 

Biberiye bitkisinin Ağustos-Eylül aylarının yaş ve 

gölgede kurutulmuş halinin yaprakları ayrı ayrı 5 g 

tartılıp vida kapaklı cam şişenin içine 50 ml %20’ lik 

metanol-etanol karışımı ile birlikte karıştırılarak 

konulmuştur. Üç gün boyunca bekletilen karışım 

biberiye bitkisinden süzülerek elde edilmiştir.  
 

In Vitro Gaz ve Metan Üretiminin Belirlenmesi  

Yonca otunun in vitro gaz üretimi Menke ve ark. 

(1979)’nın uyguladıkları tekniğe göre yapılmıştır. 0.5 g 

yonca otu 100 ml cam şırıngalara konmuş ve üzerine 

40 ml tamponlanmış rumen sıvısı ilave edilmiştir. 

Hazırlanan bu şırıngalara Ağustos ve Eylül aylarının 

elde edilen biberiye ekstraklarından 1 ml ilave edilmiş 

ve 39°C’de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. Rumen 

sıvısı 1.5-2 yaşlarında fistül takılmış 55-60 kg 

ağırlığındaki iki koçdan alınmıştır. Alınan rumen 

sıvısı  1:2 oranında tampon çözeltisiyle karıştırılmıştır.  

Koçlar yaşama payının 1.25 katı düzeyinde 

beslenmişlerdir. Koçlara ad-libitum su verilmiştir.  

Üretilen gazın CH4 içeriği İnfared metan analiz 

cihazıyla saptanmıştır (Goel ve ark. 2008). 24 saat 

inkübasyon süresi sonunda şırınga içeriği kullanılarak 

mikrobiyal biyokitle üretimi Blümmel ve ark. 

(1997)’nın bildirdikleri yönteme göre saptanmış ve 

aşağıdaki eşitlikler ile hesaplanmıştır. Yonca otunun 

gerçek sindirilebilir kuru madde (g) (GSKM), gerçek 

sindirim derecesi (GSD), taksimat faktörü (TF), 

mikrobiyal protein (MP), mikrobiyal sentezleme 

etkinliği (MPSE)  değerleri Blummel ve ark, (1997) 

bildirdiği metoda göre yapımıştır.  

GSKM (mg) = İnkübe edilen KM (mg) – Kalan KM (mg) 

GSD (%) = (GSKM / İnkübe edilen KM)  

TF = GSKM / GÜ  

MP (mg/g KM) = GSKM – (GÜ X 2,2 mg/ml),  

MPSE = (GSKM – (GÜ X 2.2 mg/ml))/GSKM. 
 

Kimyasal Analizler 

Yonca yonca otunun kuru madde (KM), ham kül (HK), 
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ham protein (HP), ham yağ (HY), içerikleri AOAC 

(1990)’ a göre belirlenmiştir. Yonca otunun asit 

deterjan fiber (ADF) ve nötr deterjan fiber (NDF) 

içeriği ise Van Soest (1991)’ in uyguladığı yönteme göre 

saptanmıştır. 
 

İstatistik Analizler 

Araştırmadan elde edilen verilerin istatistiki olarak 

değerlendirilmesinde ortalamalar arasındaki 

farklılıkların saptanmasında varyans analizi (General 

Linear Model) (Statistica, 1996), görülen farklılıkların 

önem seviyelerinin belirlenmesinde ise Tukey çoklu 

karşılaştırma testinden yararlanılmıştır (Snedecor ve 

Cochran, 1967). 
 

BULGULAR ve TARTIŞMA  

Çiçeklenme dönemi hasat edilmiş yoncanın besin 

madde kompozisyonları 

Çiçeklenme döneminde hasat edilmiş yonca otunun 

kimyasal kompozisyonu Çizelge 1’ de verilmiştir. 
 

Çizelge1. Çiçeklenme dönemi hasat edilen yoncanın 

kimyasal kompozisyonu  

Table 1.  Chemical composition of alfalfa hay harvested 
during flowering 

Besin maddeleri % 

Kuru Madde (KM) 92.6 

Ham Kül (HK) 9.5 

Ham Protein (HP) 16.5 

Ham Yağ (HY) 1.2 

Nötral Deterjan Lif (NDF) 46.3 

Asit Deterjan Lif (ADF) 29.9 

Bu çalışmada kullanılan yonca otunun kuru madde, 

ham kül, ham protein ve nötral deterjan lif içeriği 

Kamalak ve ark. (2011) bildirdiği değerlerle uyumlu, 

asit deterjan lif ve ham yağ içeriği daha düşük 

bulunmuştur. Bu farklılığın yoncanın hasat zamanı ile 

yetişme bölgesindeki farklılıklardan kaynaklandığı 

söylenebilir. 
 

Biberiye eksraktının yonca otunu fermentasyon 

parametrelerine ve sindirim derecesi üzerine etkisi   

Biberiye eksraktının yonca otunun fermentasyon ve 

sindirim derecesi üzerine etkileri saptanmış ve Çizelge 

2’de verilmiştir. Biberiye eksraktı yonca otunun in viro 

gaz üretimi, CH4 üretimini, gerçek sindirim derecesini, 

mikrobiyal protein üretimini ve mikrobiyal protein 

sentezleme etkinliğini önemli düzeyde etkilemiştir 

(P<0.001). Bu çalışmada, fermentasyon sonucunda 

yonca otunun  in vitro gaz üretimi 92.80 ml ile 109.16 

ml/500 mg KM arasında değişmiştir. Agustos ayında 

hasat edilen biberiye ekstraktı, hasat edilen ve 

kurutularak ekstraksiyon yapılan grup hariç önemli 

derecede in vitro gaz üretimini artırmıştır. Eylül 

ayında hasat edilen ve taze biberiye ekstraksiyonu en 

yüksek gaz üretime neden olmuştur.  Biberiye 

ekstraktı CH4 üretimini hem ml olarak hem de %’de 

olarak önemli derecede artırmış olup fermentasyona 

tabi tutulan yoncanın CH4 üretimi sırasıyla 14.66 ml 

ile 25.36 ml arasında, %15.76 ile %25,36 bulunmuştur. 

Metan üretimi kontrol grubu hariç yaklaşık iki katına 

çıkmıştır. 

 

 

Çizelge 2. Biberiye eksraktının yonca otunun rumen fermantasyon parametreleri ve sindirim derecesine etkisi 

Table 2. The effect of rosemary extract on the rumen fermentation parameters and digestion degree of alfalfa. 

Parametreler K BAY BAK BEY BEK Ö.D. 

Gaz (ml) 92.80c±3.46 100.13bc±3.21 96.80bc±4.73 109.16a±1.53 104.46ab±2.08 *** 

CH4 (ml) 14.66b±0.51 25.36a±0.50 23.02a±1.22 24.86a±1.57 24.20a±1.38 *** 

CH4 (%) 15.76c±0.07 25.36a±1.29 23.80ab±0.34 22.76b±1.15 23.20ab±1.13 *** 

GSD (%) 72.50a±0.62 69.73ab±1.37 67.07b±1.05 69.06b±0.87 68.13b±1.26 *** 

 TF 3.73a±0.13 3.30b±0.19 3.30b±0.16 3.00b0.07 3.10b±0.03 *** 

MP (mg) 140.20a±6.99 110.20b±15.75 105.82bc±10.76 85.56c±6.91 92.50bc±4.28 *** 

     MPSE (%) 40.73a±2.05 33.26b±3.95 33.00b±3.34 26.25c±1.77 28.69bc±0.65 *** 
abcAynı simgeye sahip ve aynı satırda yer alan ortalamalar arasında fark yoktur (P>0,05), Ö.D: Önemli düzeyi, GSD: Gerçek 
sindirim derecesi (%), TF: Taksimat faktörü, MP: Mikrobiyal protein üretimi (mg), MPSE: Mikrobiyal protein sentezleme 
etkinliği (%), *** P<0.001. 
 

Biberiye ekstraktı yonca otunun gerçek sindirim 

derecesini önemli derecede düşürmüştür (P<0.001). 

Yonca otunun gerçek sindirim derecesi %67.07 ile 

%72.50 arasında bulunmuştur. Ağustos ayında hasat 

edilen ve yaş olarak elde edilen biberiye ekstraktı hariç 

diğer biberiye ekstraktları yoncanın gerçek sindirim 

derecesini düşürmüştür. Farklı zaman ve şekilde elde 

edilen biberiye ekstraktı yonca otunun TF değerini de 

önemli derecede düşürmüştür. Yoncanın TF değeri 

3.00 ile 3.73 arasında değişmiştir. Biberiye ekstraktı 

ilavesi MP önemli derecede azaltmıştır (P<0.001). 

Mikrobiyal protein üretimi 85.56 mg ile 140.20 mg 

arasında olmuştur. Eylül ayında elde edilen taze 

biberiye ekstraktının en düşük mikrobiyal protein 

sentezlemesine neden olmuştur. Eylül ayında elde 

edilen taze biberiye ekstraktın mikrobiyal protein 

sentezini düşürmüştür.  

Bu çalışmada kullanılan biberiye ekstraksiyonu hem 

in vitro gaz üretimi hem de CH4 üretimini önemli 

miktarda artırmıştır (P<0.001).  Benzer şekilde Patra 
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ve ark. (2006) farklı bitkisel ekstraklarla yaptığı 

çalışmada benzer sonuçlar bulmuşlardır. İn vitro gaz 

ve CH4 üretimindeki artışın ekstraklar içerisinde 

bulunan suda çözünebilir karbonhidratlardan 

kaynaklandığını bildirmişlerdir (Patra ve ark. 2006). 

Çözeltide kullanılan metanol ve etanolün in vitro gaz 

ve CH4 üretimine etkisi olabileceği hakkında bilgi 

verilmemiştir Bu çalışmada ekstraksiyon işleminde 

kullanılan metanol ve etonol arkealar tarafından CH4 

üretiminde kullanabileceği organik maddelerdir. 

Arkealar metanolu direk CH4 üretiminde 

kullanılmasına rağmen, etanolu önce asetik asite 

dönüştürüp, daha sonra asetik asiti CH4 üretiminde 

kullanılabilmektedir (van Lier ve ark. 2008). Bu 

çalışmada kullandığımız biberiye ekstraktı hem 

metanol hem de etanolu içermektedir. Hem metanol 

hem de etanol arkelar tarafından fermente 

olduğundan dolayı sonuçların doğru bir şekilde elde 

edilmesi için her muamele grubu için spesifik körler 

oluşturulmuştur. Her muamele grubundan spesifik 

körlerden elde edilen in vitro gaz ve CH4 üretim 

değerleri düşülmesine rağmen muamele gruplarının 

gaz ve CH4 üretimleri kontrol grubuna göre önemli 

derece yüksek bulunmuştur. Gaz üretimindeki artışın 

ekstrak ve yemin fermentasyonu sonucu oluşan asetik 

asit miktarının artmasından kaynaklandığı 

söylenebilir. Toplam in vitro gaz üretimi ile rumende 

oluşan asetik asit arasında yakın ilişki olduğu, asetik 

asit üretiminin in vitro gaz üretimini artırdığı, 

propionik asitin ise düşürdüğü bildirilmektedir 

(Getachew ve ark. 1998). Bu çalışmada, CH4 

üretimindeki artış miktarı, gaz üretimindeki artıştan 

çok daha yüksek bulunmuştur. Metan üretimindeki 

artış ekstraktan ziyade içinde bulunan ve çözücü olan 

metanol ve etanoldan kaynaklandığı 

düşünülmektedir. Arkealar metanolu hem direk, hem 

de metanol ve H2 iyonlarını kullanarak CH4 ürettikleri 

bildirilmektedir (Jonhson ve Jonhson 1995; Leahy ve 

ark., 2010; Poulsen ve ark., 2012; Knapp ve ark., 

2014;). Biberiye ekstraktıyla birlikte arkealara 

metanol verilmesi arkea sayısında başlangıçta çok 

hızlı bir artışa neden olduğu ve zaman geçtikce bu 

farklılığın kapanmadığı ve bundan dolayı ekstrakt 

ilavesinin kontrol grubuna göre daha fazla CH4 

üretimine yol açtığı düşünülmektedir.  Ayrıca ekstrak 

içerisinde bulunan etanol metajonik bakteriler için 

direk kullanılan bir substrat olmadığından dolayı önce 

asetik asite dönüştürülmesi gerekmektedir. Etanolun 

asetik asit dönüşmesi sırasında açığa çıkan hidrojen 

iyonu (H+), inkübasyonda kullanılan tampon çözeltiyle 

reaksiyona girerek CO2 açığa çıkmasına neden olarak 

in vitro gazın üretimini artırmış olacağı söylenebilir. 

Bu çalışmada kullanılan biberiye ekstraktları yonca 

otunun in vitro sindirim derecesini düşürmüştür. 

Benzer şekilde bazı bitki ekstrakların yemlerin 

sindirim derecesinin düşürdüğü yapılan çalışmalarla 

ortaya konmuştur (Patra ve ark., 2006; Agarwall ve 

ark., 2009). Özellikle bitkisel ekstrakların rumendeki 

selülozik bakterilerin faaliyetlerini engellediği, buna 

bağlı olarak yemlerin sindiriminin azaldığı 

bildirilmektedir (Patra, 2006). Bitkisel ekstraklar 

içerisinde bulunan esansiyal yağlar, tanen ve diğer 

aktif bileşikler sindirim enzimlerinin aktivitesini 

düşürerek, yemlerin sindirim derecesinin düşmesine 

yol açtığı bildirilmektedir (Patra ve ark., 2006, 2010).  

Biberiye  ekstraktları yonca kuru otunun in vitro TF, 

MP ve MPSE değerlerini önemli düzeyde etkilemiştir 

(P<0.001). Yukarıda sıralanan parametrelerin in vitro 

gaz üretim miktarı ile yakın ilişkili olduğu 

söylenebilir. Çalışmada kullanılan biberiye 

ekstraktları hem gerçek sindirim derecesini 

düşürmesi, hem de in vitro gaz üretimini artırması 

nedenilye, hesaplanan MP, TF ve MPSE’nin de önemli 

derecede düşmesine neden olmuştur (P<0.001).  

Biberiye ekstraktının kullanılması in vitro MP’ni 

düşürmüştür. Bu durum rumende MP’ni sınırlayarak 

ruminantların performansını düşüreceği söylenebilir. 

Buradan hareketle biberiye ekstraktlarının anti-

proteolitik potansiyellerinin saptanmasının önemli 

olduğuda söylenebilir. Bu şekilde  mikrobiyal protein 

sentezindeki kayıpların bypass proteinle telafi edilip 

edilmeyeceği ortaya konabilir.  
 

SONUÇ ve ÖNERİLER  

Biberiye ekstraktlarının yonca otunun in vitro gaz ve 

CH4 artırdığı, GSD, TF, MP ve MPSE düşürdüğü 

saptanmıştır. Bundan dolayı biberiye ekstraktının 

anti-metanojenik özelliğe sahip olmadığı ve 

ruminantlarda anti-metanojenik olarak 

kullanılmasının fayda sağlamayacağı kanısına 

varılmıştır. Bununla birlikte, düşük MP ve GSD, 

biberiye ekstraktının anti-mikrobiyel etkisinin 

olduğunu göstermektedir.  Ayrıca ekstraksiyonda 

kullanılan metanol ve etanolun in vitro inkübasyonda 

kullanılmadan önce ekstraktan bir şekilde 

uzaklaştırılması yoluyla daha güvenilir sonuçlar elde 

edileceği söylenebilir. Ayrıca biberiye ekstraktının 

anti-preteolik etkisinin saptanmasına yönelik olarak 

in vivo ve in situ çalışmalara gereksinim olduğuda 

söylenebilir. 
 

TEŞEKKÜR 

Bu çalışma Bilal SELÇUK’ un yüksek lisans çalışma 

tezinden üretilmiştir. 
 

Araştırmacıların Katkı Oranı Beyan Özeti  

Yazarlar makaleye eşit oranda katkı sağlamış 

olduklarını beyan eder. 
 

Çıkar Çatışması Beyanı  

Makale yazarları aralarında herhangi bir çıkar 

çatışması olmadığını beyan ederler. 
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