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OZET

YONCA KURU OTUNA MALIK ASIT VE FUMARIK ASIT ILAVESININ iV
VITRO GERCEK SINDIRILEBILIRLIK VE RUMEN FERMENTASYONU
UZERINE ETKISi

Amag: Bu calismada yonca kuru otuna farkli diizeylerde ilave edilen fumarik asit ve
malik asit ilavesinin in vitro gercek sindirilebilirlik ve rumen fermentasyonu {izerine
etkilerinin arastiritlmasi amaglanmaistir.

Materyal ve Metot: Bu calisma fumarik asit ve malik asit i¢in ayr1 ayn yiriitiildii.
Fumarik asit ve malik asitin kullanilmadig: ilk fermentor (kavanoz) kontrol grubunu
olusturdu. Fumarik ve malik asit %0,1, 0,2 ve 0,3 diizeylerinde ayr1 fermentdrlere
konularak sirastyla deneme grubu 1, 2 ve 3 olusturuldu. Yem ornekleri her bir grup i¢in
16 adet tekerriir olarak planlandi. inkiibasyon siiresi 48 saat olarak uygulandi.

Bulgular: Yonca kuru otunun in vitro gergek sindirilebilirligi tizerine %0,1 ve 0,2
diizeylerinde ilave edilen fumarik asitin kontrol grubu ile karsilastirildiginda herhangi bir
olumsuz (P>0,05) etkisi gozlenmezken, %0,3 diizeyinde kullanilan fumarik asitin ise
azaltict (P<0,05) yonde bir etkisi olmustur. Yonca kuru otunun in vitro gercek
sindirilebilirlik diizeyi lizerine malik asitin etkisine bakildiginda kontrol grubu ile deneme
grubu 1 arasinda istatistiksel bir farklilik (P>0,05) bulunmazken, deneme grubu 2 ve 3°de
istatistiki olarak dnemli (P<0,05) bulunmustur. En diisiik in vitro gergek organik madde
sindirilebilirlik diizeyi fumarik asit ve malik asitin %0,3 diizeyinde ilave edilen gruplarda
tespit edilmistir. /n vitro gergek NDF sindirilebilirligi bakimimdan fumarik ve malik asitin
%0.3 diizeyinde kullanilan deneme grubu 3 ile kontrol grubu arasinda istatistiksel bir
farklilik (P<0,05) bulunmustur.

Sonug¢: Yonca kuru otuna %0,3 diizeyinde fumarik asit ve malik asit ilavesinin in vitro
gercek sindirilebilirlik ve in vitro ger¢gek NDF sindirilebilirligini azalttigint géstermistir.
Fumarik asit ve malik asitin %0,1 diizeyinde kullaniminin in vitro gergek sindirilebilirlik
ve NDF sindirilebilirligi iizerinde herhangi bir olumsuz etkisi olmamistir. Elde edilen bu
verilerin 1s18inda malik asit ve fumarik asitin in vivo ¢alismalar ile yem tiiketimi,
performans ve rumen fermantasyonu iizerine etkileri arastirilabilir.

Anahtar kelimeler: Fumarik asit; malik asit; sindirilebilirlik; yonca kuru otu

Muhammed Ali AKYUREK, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Haziran-2019
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF DIFFERENT LEVELS OF FUMARIC ACID AND MALIC
ACID ADDED TO ALFALFA HAY ON IN VITRO TRUE DIGESTIBILITY AND
RUMEN FERMENTATION

Aim: The aim of this study was to investigate the effects of different levels of fumaric
and malic acid added to alfalfa hay on in vitro true digestibility and rumen fermentation.
Material and Method: Fumaric acid and malic acid were carried out separately. The first
fermentor (jar) in the incubator without fumaric acid and malic acid formed the control
group. Each acid (fumaric and malic acid) was added to individual fermentors at 0.1, 0.2
and 0.3% levels to form experiment groups 1, 2 and 3, respectively.The feed samples
were planned to have 16 replications for each group. Incubation period was 48 hours.
Results: Fumaric acid added at 0.1% and 0.2% levels to alfalfa hay on in vitro true
digestibility was not observed in any negative (P> 0.05) effect compared to the control
group. However, fumaric acid used at 0.3% level had a decreasing (P <0.05) effect. While
the effect of malic acid on in vitro true digestibility level of alfalfa hay was examined,
there was no statistical difference (P> 0.05) between control group and experimental
group 1, whereas there was a statistically significant difference (P <0.05) between the
control groups, experimental groups 2 and 3. The lowest in vitro true organic digestibility
level was found in the groups added at 0.3% of fumaric acid and malic acid.Fumaric acid
and malic acid were statistically significant (P< 0.05) in experimental group 3 compared
to control group in terms of in vitro true NDF digestibility.

Conclusion: This study showed that the addition of 0.3% fumaric acid and malic acid to
alfalfa hay reduces in vitro true digestibility and in vitro ger¢gek NDF digestibility. The
use of fumaric acid and malic acid at 0.1% did not have any negative effect on in vitro
true digestibility and in vitro true NDF digestibility. However, further studies are required
to investigate the effects of fumaric and malic acids on in vivo ruminal fermentation with
feed consumption and performance in ruminants.

Keywords: Fumaric acid; malic acid; digestibility; alfalfa hay

Muhammed Ali AKYUREK, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, June-2019
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1. GIRIS

Hayvanlarin biiyiime hizlarive verim giicleri, yemin etkin kullanimi ile dogrudan
iliskilidir. Hayvanlarda hedeflenen yiiksek verime erisebilmeleri i¢in sagliklarinin
devamliliginin saglanmasi yaninda yemi etkili kullanma yeteneklerini de artirmak
gerekir. Bu amag¢ dogrultusunda hayvan besleme alaninda kullanimi her gecen giin
yayginlagan en Onemli faktorlerden biri de yem katki maddeleridir. Antibiyotik ve
kemoterapoétikler, hayvanlarin biliylime ve sagliklarin1 korumaya yonelik olumlu
etkilerinin bilinmesi nedeniyle uzun siireler boyunca yem katki maddesi olarak
kullanilmistir (Aydin ve Kogak, 1999). Ancak bu maddelerin bilingsizce kullanilmasi ile
hayvansal iriinlerde kalinti birakmasi, bakterilerde direng gelisimine neden oldugu,
(Kaya ve ark., 2007) insanlarda ise antibiyotiklere karsi ¢apraz diren¢ olusturdugu da
bilinmektedir (Durran1 ve ark., 2007). Bu olumsuz etkileri nedeniyle Avrupa Birligi
ilkelerince antibiyotiklerin yem katki maddesi olarak hayvan besleme alaninda
kullaniminin yasaklanmasi 22 Ekim 2003 (Anonim, 2011a), Tiirkiye’de ise 21 Ocak 2006
tarithinde karar1 alinmistir (Anonim, 2011b). Bu kararla, hayvan yetistiriciligi alaninda
yem katki maddesi olarak kullanilan antibiyotik ve kematerapdtiklerin yerine, hayvan
besleme alaninda agilan bu biiyiik boslugu kapatabilmek amaciyla yapilan aragtirmalarin
onemi artmistir (Wenk, 2002). Organik asitlerin diisiik toksititeye sahip dogal bilesikler
olmasi (Kirchgessner ve Roth, 1988) nedeniyle son yillarda hayvan besleme alaninda yem

katk1 maddesi olarak popiilaritesi gittik¢e artmaktadir (Aydin ve Kogak, 1999).

Malik asit ve fumarik asit gibi organik asitler, ruminant rasyonlarinda yer almaya
baslamasiyla ve her gecen giin hayvanlarin biiyiime ve saglhigini koruyucu etkilerinin
goriilmesi, yapilan c¢alismalarla sozii edilen bu bilgilerin desteklenmesi sonucunda
kullanimlar1 yayginlagsmis, antibiyotiklere alternatif yem katki maddesi grubunun 6nemli
bir par¢ast olmustur. Bu organik asitlerin suya ilave edilerek kullanilan formlar1 da
mevcuttur (Philipsen, 2005). Yem katki maddesi olarak organik asitler ve tuzlarinin
kullanilmasi rasyonun lezzetini artirici ve midedeki sindirimi iyilestirici etkisinin yaninda
bagirsakta mevcut patojen mikroorganizmalarin ilizerinde gosterdigi bakteriostatik ve
bakterisidal etkileri ile, hayvansal organizmanin biiyiimesine ve saglikli olmalarinda ciddi
katkilar1 bulunan yararli mikroorganizmalarin gelismelerine ve bunlarin sindirim sistemi

tizerine hakim konuma ge¢melerine onciiliik yaparlar (Aripinar ve Sulu, 2005).



Suni rumen ortaminda yonca kuru otuna farkli diizeylerde ilave edilen malik asit
ve fumarik asit ilavesinin in vitro gergek sindirilebilirlik ve rumen fermentasyonu lizerine
etkileri ortaya ¢ikarilmamistir. Bu nedenle bu proje ile; iilkemizde 6nemli bir yem
kaynag1 olan yonca kuru otunun ruminantlar tarafindan kullanim etkinligi ile gercek

sindirilebilirlik ve NDF sindirilebilirligi tizerine etkisi ortaya ¢ikarilmasi: amaglanmistir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Organik Asitler

2.1.1.Tanim ve Formiilii

Kimyasal bir grup olarak organik asitler, yag asidi ve aminoasit igermektedirler.
Malik asit ve fumarik asitin kimyasal yapis1 (R-COOH) asagida sunulmustur (Sekil 1 ve
Sekil 2).

O
HO
Y o

O OH

Sekil 1.Malik Asitin Kimyasal Yapisi

O

O

Sekil 2.Fumarik Asitin Kimyasal Yapist



Yem katki maddesi olarak kullanilan organik asitlerin genel o6zellikleri
(kimyasal adlar1 ve formiilleri vd.) Tablo 1’ de sunulmustur. Organik asit ve tuzlari
antimikrobiyal aktiviteleri yaninda hayvan performansi iizerinde de olumlu etkileri

sozkonusudur (Dibner ve Buttin, 2002).

Tablo 1.Yem katki maddesi olarak kullanilan 6nemli organik asitler ve formiilleri (Liickstédt,

2011°den uyarlanmistir)

Molekiil

Asit Kimyasal Ad1 Formiili Agrhin pKa
Formik Formik Asit HCOOH 46,03 3,75
Asetik Asetik Asit CH3;COOH 60,05 4,76
Propiyonik 2-Propanoik Asit CH3;CH,COOH 74,08 4,88
Biitirik Biitanoik Asit CH3CH2CH,COOH 88,12 4,82
Laktik ZA'S"i't'drOkS'pmpa”o'k CH3CH(OH)COOH 90,08 3,83
Sorbik i’s“i;Heksand'e”O'k CHsCH:CHCH:CHCOOH 112,14 476
Fumarik 2-Biitenedioik Asit COOHCH:CHCOOH 116,07 3,02
Malik ,Ts(.ltr oksibiitanediotk 5o, CH(OH)COOH 134,09 3,40

. 2-3-Hidroksi-
Tartarik Bitanedioik Asit COOHCH(OH)CH(OH)COOH 150,09 2,93
2-Hidroksi-1,2,3-
Sitrik Propanetrikarboksili COOHCH,C(OH)(COOH)CH,COOH 192,14 3,13

Asit




2.1.2. Hayvan Beslemedeki Onemi, Etkileri ve Ozellikleri

Organik asitler, dogada saf olarak canli organizmalarda bulunan organik

bilesiklerdir. Ayni zamanda dogal yollarla da elde edilebilirler. Hayvansal organizmada

metabolize olduktan sonra okside olarak su ve karbondioksit agiga ¢ikarirlar. Boylece

canli organizmada hayvan saglig1 i¢in problem teskil eden ve gelecek i¢in risk faktorii

iceren herhangi bir kalint1 birakmazlar. Organik asitler, yemlerin pH degerlerini artirici

ozellikleri ile bozulmasini engelleyerek depolama siiresini uzatmak, sindirim sistemi

tizerine olan etkisiyle probiyotik ve patojen bakterilerin dengesini saglamak, hayvanlarin

biiyiimesinde ve sagliklarinin korunmasi gibi olumlu etkileri dolayisiyla hayvanlarin

beslenmesinde onemli rol oynamaktadir (Aripinar ve Sulu, 2005). Kiigiikersan (2000)

ve Yildirim (2002) organik asitlerin etkilerini asagidaki gibi 6zetlemislerdir.

Yemlere lezzet katarak tiiketimini kolaylastirir.

Mide asitligini artiric1 etkisi bulunur.

Sindirim sistemi lizerinde salivasyon artirici ve enzim liretimine tesvik edici
etkisiyle yemlerden faydalanmay: artirir.

Biyojenik aminlerin sekillenmesini engeller.

Yeminlerin muhafaza siirelerini artirir.

Sindirim ve dolasim sistemi {izerine metabolizmay1 artiric1 etki gosterir.
Sindirim tizerine olumlu etkisi olan Lactobacillus spp. gelisimini saglar.
Viicutta aktif maddelerin salintmini artirir.

Organik asit ve tuzlarinin sindirim sisteminde kullanimini artirir.

pH degerini disiiriicii etkisi ile patojen mikroorganizmalarin gelisimini inhibe
eder.

Dogal bilesenler olmasi nedeniyle viicutta metabolize edilerek zararsiz bir
sekilde viicuttan atilabilirler.

Hayvanlarin yemlerden yaralanmalarini artirarak beslenmesine ve gelisimine

olumlu etki ederler.

Bazi organik asitlerin kimyasal ve fonksiyonel ozellikleri (fiziksel form ve

uygulama sekilleri vd.) Tablo 2’de sunulmustur.



Tablo 2. Organik asitlerin kimyasal ve fonksiyonel 6zellikleri (Yildirim, 2006’ dan uyarlanmustir)

Uriinler

Fiziksel form

Substratin pH

azalmasi

Suda

coziiniirlik

Isleme tarz:

Uygulamasi

Uyusmazhk

Sivi asitler Toz asitler ~ Ca/Na/K-tuzlari  Amonyum tuzlar
Formik Sorbik Ca — format Amonyum Format
Asetik Sitrik Ca — propiyonat  Amonyum Propiyonat
Propiyonik Fumarik Ca — laktat Amonyum Sorbat

. ) . Asitlerle kombine
Laktik Benzoik Na — propiyonat

Edilmis
Orta zincirli yag asidi  Malik K — benzoat
Sivi Toz Toz Sivi
Cok yiiksek Cok yiiksek Hig Yiiksek
L . Ca>diisiik,
Yiiksek Sitrik, malik Yiksek
Na/K>yiiksek
Higbiri/ irritan, Kismen
Korosiv Ugucu Higbiri/ irritan Higbiri/irritan
Ucucu
Yem, premix, Yem, premix,
Su, yem Su, yem
yem katkilart yem katkilart
Ca — tuzlan Asitlerle Ca tuzlaryla




Hayvanlarin beslenmesinde yem katki maddesi olarak kullanilan organik
asitlerin pH disiiriicii etkileri ile antibakteriyel aktiviteleri, ayrisma durumuna gore
degiskenlik gosterir. Bu durum spesifik ayrigma sabiti (pK) degeri olarak tanimlanir.
Asitler i¢in ayrisim sabiti degeri azaldik¢a ortamin pH degerini diislirmesine etki eden
asit miktarida artmaktadir (Liickstadt, 2007).

Organik asitlerin timiiniin bagirsak mikrofloras1 tiizerine etkili olmadig:
bilinmektedir. Bu etkileri gésteren asitler formik asit, propiyonik asit ve asetik asit gibi
basit monokarboksilik olanlar ile tek hidroksil grubuna bagh kisa zincirli asitler olan (C1-
C7), laktik asit ve sitrik asit gibi organik asitlerdir. Antimikrobiyel etkileri olan organik
asitlerin pKa degeri 3-5 araliginda degiskenlik gosterir (Dibner ve Buttin, 2002). Baz1 asit

ve tuzlarinin kimyasal 6zellikleri Tablo 3’te sunulmustur.

Tablo 3. Bazi asit ve tuzlarin kimyasal dzellikleri (Kirchgessner ve Roth, 1991°den uyarlanmustir)

Asit/Tuz pK degeri Sudaki Molekiil Briit enerji Fiziksel
¢coziiniirliik agirhg (g) (KJ/g) yapl
Formik asit 3.75 Cok Iyi 48.0 5.8 Stvi
Asetik asit 4.75 Cok Iyi 60.1 14.8 Sivi
Propiyonik 4.87 Cok Iyi 74.1 20.8 Sivi
asit
Laktik asit 3.08 Iyi 90.1 15.1 Stvi
Fumarik asit 3.03/4.44 Diisiik 116.1 11.5 Kat1
Sitrik asit 3.14/5.95/6.39  lyi 210.1 10.3 Kati
Ca-format Diisiik 130.1 3.9 Kati
Na-format Cok lyi 68.0 3.9 Kat1
Ca- Iyi 16.6 16.6 Kati
Propiyonat
Ca-laktat Diisiik 10.2 10.2 Kati




Laktik asit, fumarik asit ve sitrik asitin spesifik ayrisim sabiti degerleri, diger
asitlerden daha diisiik deger olan 3’e yakin olmasi nedeniyle daha giiclii 6zellik
gosterirler. Organik asit ve tuzlari i¢in sudaki ¢oziiniirliikleri iyi derecelerde degiskenlik
gostermesine ragmen fumarik asit, Ca-format ve Ca-laktat i¢in bu gecerli degildir. Sahip
olduklar1 enerji bakimindan aralarinda 6nemli 6l¢iide farkliliklar goriilmekle birlikte, en
yiiksek enerji degerine sahip olan propiyonik asit iken, formik asit ile tuzlar1 en diisiik
degere sahiptir. Kullanim agisindan degerlendirildiginde ise kati olan asitler daha az
koroziv olmalar1 nedeniyle sivi olanlardan daha kullanishdir (Kirchgessner ve Roth,

1991).



3. MATERYAL-YONTEM
3.1. Hayvan Metaryali

Arastirmada; Samsun Florya Mezbahanesinde kesilen ii¢ adet erkek Holstayn
irk1 hayvanlarin kesim sonrasi rumen sivisi alinarak, uygun sartlarda ve en kisa siire
icerisinde laboratuvar ortamina ulastirildi. Rumen sivisi alinan hayvanlar kuru madde

bazinda %60 kaba yem ve %40 konsantre yem ile beslendigi tespit edildi.
3.2. Yem Materyali

Arastirmada ruminant beslemede 6nemli bir kaba yem olan yonca kuru otu
kullanild1. Yemlerin kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi i¢in Ondokuz Mayis
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklar1 Anabilim Dali
Laboratuarindaki mevcut cihazlardan faydalanildi. Yemlerin in vitro gergek

sindirilebilirlik tespiti i¢in Daisy inkiibatér (D200, D200I) cihazi kullanildi.
3.3. Yemlerin Kimyasal Analizleri

Yemlerin kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi i¢in Ondokuz Mayis
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklari Anabilim Dali
Laboratuarindaki mevcut cihazlardan faydalanildi. Yemler elek ¢apt 1 mm olan
degirmende ogiitiildii. Yemler, 105°C’de 4 saat kuru madde dolabinda kurutularak kuru
maddeleri, 550°C’de 4 saat kiil firininda yakilarak ham kiil igerikleri saptandi. Azot (N)
igeriginin saptanmasinda Kjeldahl metodu kullanildi. Yemdeki ham protein miktart %16
N esas alinarak hesaplandi. Soxhelet extraction cihazindan faydalanilarak ham yag analizi
yapildi (AOAC,2006). ANKOM 200 Fiber Analyzer cihazi kullanilarak nétral deterjan
fiber (NDF), asit deterjan fiber (ADF) ve asit deterjan lignin (ADL) icerikleri saptandi
(Van Soest ve ark. 1991).

3.4. In vitro Gercek Sindirilebilirligin Belirlenmesi

Yemlerin in vitro gergek sindirilebilirlik analizi i¢in Daisy inkiibator (D200,
D200I) kullanildi. Arastirmada; Samsun Florya Mezbahanesinde kesilen hayvanlarin
kesim sonrasi rumen s1visi alinarak, uygun sartlarda ve en kisa siire igerisinde laboratuvar

ortamina ulastirildi. Hayvanlardan rumen sivist alinirken sivi kisim ile birlikte bir miktar



kat1 rumen igerigi de alindi. Taze rumen igerigindeki kati ve sivi kisimlar1 birbirinden
ayirmak i¢in ii¢ katl gazli bez kullanildi. Fermentorlerin her birine tampon soliisyonu
(Tablo 4) olarak 1600 ml, rumen s1visi olarak da 400 ml ilave edildi. Anaerobik ortam
arastirma siiresince COz gazi ile saglandi. Ik fermentdre herhangi bir ilave yapilmayip
kontrol fermentorii olarak kullanildi. Deneme fermentérlerine %0.1, 0.2 ve 0.3
diizeylerinde herbir organik asit i¢in (malik ve fumarik asit) ayr1 ayr1 ilave edildi. Etkileri
arastirilan organik asitler dogrudan fermentorler icerisindeki rumen sivisi ve tamponlara
eklendi. Daha 6nceden numarali F57 torbalarina tartilan yem 6rnekleri her bir grup i¢in
16 adet tekerriir olacak sekilde fermentorlere (kavanozlara) koyularak inkubasyona
birakildi (Czerkawski ve Breckenridge, 1977). Inkiibasyon peryodu 48 saat olarak
uygulandi.

Tablo 4. In vitro gergek sindirilebilirlik i¢in gerekli tampon ¢ozeltiler

Tampon Cozelti A g/litre Tampon Cozelti B g/litre
KH,PO4 10,0 Na.COs 15,0
MgS0O47H,O 0,5 Na,S9H:0 1,0
NaCl 0,5
CaCl:2H,0 0,1
Ure 0,5
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3.5. Numune Toplanmasi ve Analizler

Denemenin basinda alinan taze rumen igerigi ile inkiibasyon periyodunun
sonunda fermentorlerden alinan Ornekler pH metre (Mettler Toledo S220 K seven
compact) ile pH degerleri oOlgiildi. Kuru madde sindirilebilirligin belirlenmesi igin
yemler;60 °C’lik etiivde 48 saat bekletilerek nemleri uzaklastirildi ve kuru madde
miktarlar belirlendi. Kuru madde miktarlari arasindaki fark sindirilebilirlik orani olarak
kabul edildi (@rskov ve ark., 1980). inkiibasyon peryodu sonras1 NDF sindirilebilirliginin
tespiti Sekil 3’te gosterilmektedir.

Sekil 3. inkiibasyon sonras1 NDF sindirilebilirliginin tespiti

NH3-N analizi i¢in 10 ml rumen sivist 50 ml’lik behere konulup iizerine 4-5
damla %98’lik H.SOy4 ilave edilerek karigim saglandi. Ornekler oda 1sisinda 2 saat
bekletildikten sonra 10 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi. Ust siv1 fazdan 2 ml aliarak
distilasyon (Buchi marka 811) diizenegine konulup, iizerine %40’lik NaOH ¢6zeltisinden
1 ml ilave edilerek rumen sivisindaki NH3 buhar distilasyonu ile 5 ml %2’lik borik asit
cozeltisi icerisine distile edildi. Toplanan 50 ml distilat iizerine 0.2 ml indikator ilave
edilerek 1/70 N H2SO4 ¢ozeltisi ile titrasyon yapildi. Renk doniisiim (yesilden kirmiziya)
noktas1 kaydedilerek hesaplamada kullanildi1 (Markham, 1942).
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Protozoon sayiminda kullanilacak ¢6zelti i¢in 1 litrelik balon joje igerisine 0.6 g
metil yesili, 8 g NaCl, 100 ml % 37’lik formaldehit konulduktan sonra 6l¢ii ¢izgisine (1
L) kadar saf su ile tamamlandi. Protozoon sayimi i¢in taze rumen icerigi ile fermentorlerin
herbirinden alinan 1 ml rumen sivisi 1 ml protozoon sayim ¢ozeltisi ile karistirilarak 151k
mikroskobu ve Fuchs-Rosenthal lami (derinlik: 0.2 mm, kiigiik kare alani: 0.0625 mm?)
ile yapild1 (Harmayer, 1965). Taze rumen igerigi ve inkiibasyon sonrasi protozoa sayimi

Sekil 4°te verilmistir.

Sekil 4. Taze rumen igerigi ve inkiibasyon sonrasi protozoa sayimi
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5. BULGULAR

Aragtirmada kullanilan yonca kuru otuna ait besin madde igerikleri Tablo 5°de
verilmistir. Yonca kuru otuna farkli diizeylerde ilave edilen fumarik asit ve malik asit
ilavesinin in vitro gercek sindirilebilirlik degerleri sirasiyla Tablo 6 ve Tablo 7°de; ayni1
stra ile in vitro ger¢ek NDF sindirilebilirlik degerleri Tablo 8 ve Tablo 9’ da verilmistir.
Yonca kuru otuna farkl diizeylerde ilave edilen malik asit ve fumarik asitin UYA ve NH3-

N diizeyleri Tablo 10’da sunulmustur.

Tablo 5. Arastirmada kullanilan yonca kuru otuna ait besin madde igerikleri

Parametreler Yonca kuru otu
KM, % 96.00

HY, % 3.25

HP, % 17.85

HK, % 10.45
ADF, % 37.02
NDF, % 48.72
ADL, % 9.39

Tablo 6. Yonca kuru otuna farkl diizeylerde ilave edilen fumarik asitin in vitro gergek sindirilebilirlik
uizerine etkisi,%

Kontrol Deneme Grubu 1 Deneme Grubu 2 Deneme Grubu 3 P
IVIDyem 69.15+£0.545a  68.49+0.837a 67.26+0.855a 63.88+0.559b *
IVIDkm  67.86+£0.568a  67.18+0.872a 65.90+£0.224a 62.37+0.311b *
IVTDom  68.78+0.602a  68.01+0.832a 66.81+0.255a 63.30+0.252b *

ab=Aym satirda farkli harf ile ifade edilen ortalama degerler arasindaki farklar 6nemlidir, *P<0.05
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Tablo 7. Yonca kuru otuna farkli diizeylerde ilave edilen malik asitin in vitro gergek sindirilebilirlik
tizerine etkisi, %

Kontrol Deneme Grubu 1 Deneme Grubu 2 Deneme Grubu 3
IVIDyem  70.016+0.128a  68.39+0.634ab 67.13+0.252b 64.30+£0.672¢
IVTDkm 68.76+0.133a 67.08+0.660ab 65.77+0.263b 62.81+0.700c
IVTDom 69.77£0.109a 68.04+0.601ab 66.81+0.182b 63.68+0.707¢c

abe=Ayny satirda farkli harf ile ifade edilen ortalama degerler arasindaki farklar 6nemlidir, *P<0.05

Tablo 8. Yonca kuru otuna farkl diizeylerde ilave edilen fumarik asitin in vitro gergek NDF
sindirilebilirligi iizerine etkisi, %

Kontrol Deneme Grubu 1 Deneme Grubu?2  Deneme Grubu 3
IVINDFDygm 23.95+0.215a  23.43+0.582a 22.88+0.049a 19.79+0.349b
IVINDFDky  47.19+0.424a  46.18+1.147a 45.10+0.098a 39.01+0.688b
IVINDFDom — 27.73+0.127a  27.254+0.661a 26.51+0.223a 22.38+1.220b

ab=Aym1 satirda farkli harf ile ifade edilen ortalama degerler arasindaki farklar 6nemlidir, *P<0.05
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Tablo 9. Yonca kuru otuna farkl diizeylerde ilave edilen malik asitin in vitro ger¢ek NDF
sindirilebilirligi iizerine etkisi, %

Kontrol Deneme Grubu1l Deneme Grubu 2 Deneme Grubu 3
IVINDFDygm 23.2240.217a  23.3240.0219a 20.54+0.149b 19.63+0.490b
IVINDFDkm — 45.76+£0.427a  45.95+0.041a 40.48+0.293b 38.68+0.966b
IVINDFDom — 26.72+0.152a  27.08+0.066a 25.18+0.911b 23.83+0.717b

ab=Ayni satirda farkl harf ile ifade edilen ortalama degerler arasindaki farklar énemlidir, *P<0.05

Tablo 10. Yonca kuru otuna farkl diizeylerde ilave edilen malik asit ve fumarik asitin toplam UY A

(mmol/L) ve NHs-N (mg/100ml) diizeyi tizerine etkisi

Fumarik asit Malik asit

UYA NH3-N UYA NH3-N P
'Taziljumen 4.54+0.040ab 4.90+0.0461a 8.06+0.277a 8.80+0.127a *
icerigi
Kontrol 4.40+0.109b 3.6240.115¢ 5.7840.051c¢ 7.70+0.063ab  *
Deneme Grubu 1  4.54+0.155ab 4.21+0.034b 6.36+0.155b 7.50+0.652ab  *
Deneme Grubu2  4.77+0.115a 4.80+0.080a 6.58+0.167b 7.38+0.340b *
Deneme Grubu3  4.88+0.092a 4.73+0.017a 7.15+0.502b 7.20+0.531b *

abe=Ayni siitunda farkli harf ile ifade edilen ortalama degerler arasindaki farklar dnemlidir (P<0.05).
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In vitro gercek sindirilebilirligin belirlenmesi amaci ile uygun sartlarda
laboratuvara getirilen taze rumen icerigindeki protozoa sayis1 570 10%/ml olarak
belirlenmistir. Arastirmada 48 saatlik inkiibasyon periyodunun sonunda kontrol, %0.1,
%0.2 ve %0.3 diizeyinde malik asit kullanilan gruplarda protozoa sayist sirasiyla 156,
202, 172 ve 192 10°/ml olarak belirlenmistir. Fumarik asit uygulanan gruplarda uygun
kosullarda laboratuar ortamina ulastirilan rumen sivisindaki porotozoa sayis1 350 103/ml
olarak belirlenmistir. Ayn1 sekilde inkiibasyon periyodunun sonunda kontrol, %0.1, %0.2
ve %0.3 diizeyinde fumarik asit kullanilan gruplarda protozoa sayisi sirasiyla 114, 126,
118 ve 116 10°/ml protozoa olarak belirlenmistir.

Yonca kuru otuna malik asit uygulamasi i¢in alinan taze rumen sivisinin pH
degeri 6.49 olarak dl¢iilmiistiir. /n vitro malik asit uygulamast i¢in ideal bir pH araliginda
olmas1 arastirma igin 6nemlidir. Inkiibasyon periyodu sonunda her bir fermentdrde
kontrol, deneme grubu 1, 2 ve 3’te sirasiyla pH degerleri 6.44, 6.35, 6.40 ve 6.33 olarak
tespit edildi. Bu durum her bir fermentérde rumen mikrobiyotasi i¢in ideal pH araliginin
saglandigin1 gostermektedir. Ayni sekilde fumarik asit i¢in taze rumen sivisinin pH degeri
6.54 olarak belirlendi. Fumarik asit uygulanan her bir fermentérde kontrol, deneme grubu

1, 2 ve 3’te sirastyla pH degerleri 6.55, 6.51, 6.36 ve 6.30 olarak tespit edildi.

16



6. TARTISMA

Organik asitler (fumarik ve malik asit) rumen fermentasyonu {izerine olan
etkileri nedeniyle rumen mikrobiyal yasamini diizenlemek icin kullanilmaktadir. Bu
kapsamda rumen pH degerinin diisiiriilmesi, metanogenezisin engellenmesi, 6nemli ve
faydali mikroorganizmalarin sayilarim1  ve etkinligini artirmak gibi amaglarla
aragtirmalarda yer almaktadir. Fumarik ve malik asit hiicre metabolizmasinda dogal
olarak olusan bilesiklerdir. Bu asitlerin rumen mikrobiyal ekolojisini etkileyerek hayvan
sagligi ve verimliligini artirarak alternatif olabilecegi (Castillo ve ark., 2004)
bildirilmektedir. Ancak in vitro ortamda malik asit ve fumarik asitin rumen ekosistemini
tyilestirdigi yoniinde tartismali bildirimler de mevcuttur.

Yonca kuru otunun besin madde icerikleri (Tablo 5) incelendiginde yonca kuru
otuna ait ham protein degerleri (Unalp E, 2014; Alhidary ve ark, 2016), HK (Giingér ve
ark., 2008; Alhidary ve ark., 2016, Opsi ve ark, 2011), HY (Bender ve ark., 2016), ADF
(Canbolat ve ark.,2010; Opsi ve ark, 2011), NDF (Canbolat ve ark.,2010; Canbolat ve
ark.,2013; Opsi ve ark, 2011; Alhidary ve ark., 2016) ve ADL (Giingor ve ark., 2008; Opsi
ve ark, 2011) degerleri benzer bulunmustur.

Yonca kuru otunun kontrol grubu ile %0.1, %0.2 ve %0.3 diizeylerinde malik
asit ilavesinin yapildig1 gruplarda in vitro gercek kuru madde sindirilebilirlik degerleri
(%) sirastyla 68.76+0.133a, 67.08+0.660ab, 65.77+0.263b ve 62.81+0.700c olarak tespit
edilmistir. Kontrol grubu ile %0.1 diizeyinde malik asit kullanilan grup arasinda herhangi
bir farklilik gézlenmezken, %0.2 ve %0.3 diizeyinde malik asit ilavesinin yapildig
deneme grubu 2 ve 3’te in vitro gercek kuru madde sindirilebilirligi tizerinde diisiiriicti
bir etkisi olmustur. Ayn1 sira ile kuru madde in vitro ger¢ek NDF sindirilebilirligi ise
45.76+0.427a, 45.95+0.041a, 40.48+0.293b ve 38.68+0.966b olarak tespit edilmistir.
Sniffen ve ark. (2006), malik asit ilavesinin kuru madde ve organik madde
sindirilebilirligini etkilemedigini belirtmistir. Bu sonuglar simdiki ¢alismanin deneme
grubu 1 ile benzerlik gosterirken, deneme grubu 2 ve 3 ile farklilik gostermektedir. Ayni
calismada (Sniffen ve ark., 2006), kontrol grubunun NDF sindirilebilirligi malik asit ilave
edilen gruptan daha yiiksek oldugunu belirtmistir. Simdiki ¢alismada da rakamsal olarak
en yiiksek NDF sindirilebilirligi kontrol grubunda tespit edilmistir. Martin ve ark. (1999),
rasyonlarinda yliksek diizeyde konsantre yem kullanilan besi danalarinda malik asiti hem

0, 27, 54 ve 80 g/giin diizeylerinde rumen kaniilii yoluyla hem de dogrudan yemlerine
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malik asit 0, 60 ve 120 g/giin olacak sekilde ilave edilerek deneme diizenini
olusturmuglardir. Kaniille rumene malik asit verilmesinin rumende pH degerini
artirdigini, toplam UYA miktarin1 azalttigini, propiyonat, biitirat ve laktat
konsantrasyonlarin1  etkilemedigini asetat/propiyonat oranimi da degistirmedigini
belirtmistir. Ayni arastiricilar yeme ilave edilen malik asitin giinliik canli agirlik artist ile
yemden yararlanma oranim da artirdigini rapor etmistir. /n vitro olarak gergeklestirilen
simdiki arastirmada pH degerinde herhangi bir degisiklige neden olmazken malik asit
kullanilan deneme gruplar1 ile kontrol grubu arasinda toplam UYA miktar1 bakimindan
istatiksel olarak anlamli (P<0.05) bir farklilik bulunmustur. Carro ve Ranilla (2003)
arastirmalarinda kullandiklari malatin 6zellikle tane yem igeren rasyonlarda ugucu yag
asitleri diizeyini artiric1 ve laktat diizeyini diisiiriicli etkisine vurgu yapmistir. Nisbet ve
Martin (1993) malatin in vitro kiiltlir ortaminda rumen bakterilerinin %51 ’ini olusturan
gram (-) Selenomonas ruminantium bakterilerinin gelisimini destekledigini rapor etmistir.
Bu etki organik asitlerin suksinat ve propiyonat iiretiminde araci olma ozelligine
dayandirilabilir (Martin, 1998). Castillo ve ark. (2004), organik asit tuzlarinin buffer
ozelliklerinin organik asit hallerine gdére rumen fermentasyonunda daha yararl
olabilecegi ifade etmistir.

Sniffen ve ark. (2005), laktasyonun orta doneminde bulunan siit inegi bazal
rasyonuna giinliik 0, 50 ve 100 g malik asit olacak sekilde ilave etmislerdir. Giinliik 100g
malik asit ilave edilen grupta NDF sindirilebilirligi kontrol grubuna gore istatistiki olarak
daha yiiksek (P<0.05) bulmustur. Malik asit ilavesinin total ugucu yag asitleri, propiyonik
asit, asetik asit, butirik asit ve asetik asit/ propiyonik asit oranin1 ve pH diizeyini etkisinin
olmadigini (P>0.05) belirtmistir. Simdiki ¢calismada ise %0.1 diizeyinde kullanilan malik
asit ilavesi NDF sindirilebilirligini rakamsal olarak ytikseltirken, toplam UYA miktar
bakimdan kontrol grubu ile deneme gruplari arasinda farklilik (P<0.05) gdstermistir.

Kung ve ark. (1982), yaptiklar1 ¢calismada laktasyonun farkli dénemlerindeki
Holstayn ineklere giinde 0, 70, 105 ve 140g malik asit olacak sekilde rasyonlarina ilave
etmislerdir. Malik asit verilen gruplarda rumen pH’s1 {izerinde onemli bir etkisinin
olmamas1 simdiki ¢alisma ile benzerlik gostermektedir. Ayn1 arastiricilar malik asitin
toplam ugucu yag asit dlizeyini 6nemli bir diizeyde artirdigini ifade etmislerdir. Simdiki
calismada da malik asit uygulanan gruplarda artis gézlenmistir. Sonug olarak malik asit

uygulanan gruplarda toplam ugucu yag asit konsantrasyonundaki artislar rasyondaki
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enerji kullanimi iizerinde olumlu etkisi olacagi sdylenebilir. Kung ve ark. (1982),
yaptiklari bir ¢alismada rumen kaniillii 6 adet Holstayn danasina her kg viicut agirligina
0, 100 ve 200 mg olacak sekilde vermislerdir. Arastirmada 5 haftalik adaptasyon
periyodundan sonra 12 giin deneme periyodu 3 kez siirdiirtildii. Bu periyodun ise 6 giinii
disk1 toplandi. Arastirma sonunda malik asit uygulanan gruplarda kuru madde
sindirilebilirligini artirmasi, in vitro olarak yapilan simdiki ¢alismanin sonuglari ile
benzerlik gostermemektedir.

Yonca kuru otunun kontrol grubu ile %0.1, %0.2 ve %0.3 diizeylerinde fumarik
asit ilavesinin yapildig1 gruplarda in vitro gercek kuru madde sindirilebilirlik degerleri
(%) sirastyla 67.86+0.568a, 67.18+0.872a, 65.90+0.224a ve 62.37+0.311b olarak tespit
edilmistir. Kontrol grubu ile %0.1 ve %0.2 diizeyinde fumarik asit kullanilan gruplar
arasinda herhangi bir farklilik gozlenmezken, yiiksek diizeyde (%0.3) fumarik asit
ilavesinin yapildigr deneme grubu 3’te in vitro gergcek kuru madde sindirilebilirligi
tizerinde disiiriicii bir etkisi olmustur. Ayni sira ile kuru maddede in vitro gercek NDF
sindirilebilirligi ise 47.19+0.424a, 46.18+1.147a, 45.10+£0.098a ve 39.01+£0.688b olarak
tespit edilmistir. Fumarik asitin %0.3 diizeyinde kullaniminin in vitro gergek NDF
sindirilebilirligi lizerinde 6nemli derecede diisiiriici bir etkisi olmustur.Yonca kuru
otunun in vitro gercek sindirilebilirligi tizerine %0.1 ve 0.2 diizeylerinde ilave edilen
fumarik asitin kontrol grubu ile karsilastirildiginda herhangi bir olumsuz (P>0.05) etkisi
gbzlenmezken, %0.3 diizeyinde (deneme grubu 3) kullanilan fumarik asitin ise azaltici
(P<0.05) yonde bir etkisi olmustur. Yonca kuru otunun in vitro gercek sindirilebilirlik
diizeyi lizerine malik asitin etkisine bakildigindan kontrol grubu ile deneme grubu 1
arasinda istatistiksel bir farklilik (P>0.05) bulunmazken, deneme grubu 2 ve 3’de
istatistiki olarak onemli (P<0.05) bulunmustur. En diisiik in vitro ger¢ek kuru madde
sindirilebilirlik diizeyi fumarik asit ve malik asitin %0.3 diizeyinde (deneme grubu 3)
ilave edilen gruplarda tespit edilmistir. Yonca kuru otuna farkli diizeylerde fumarik asit
ilavesi in vitro gergcek NDF sindirilebilirligi bakimindan kontrol grubu ile
karsilastirildiginda deneme grubu 1 ve 2 arasinda istatistiksel bir farklilik (P>0.05)
bulunmazken, deneme grubu 3 ile istatistiki olarak énemli (P<0.05) bulunmustur. Ayni
sekilde %0.2 ve %0.3 diizeyinde malik asit kullaniminin in vitro ger¢ek NDF
sindirilebilirligini diisiirmiistiir. Li ve ark. (2018) yaptiklar1 bir ¢alismada fumarik asidin

metanojenler {izerine etkisinin kaba yem orani artsa dahi sadece bir metanojen tiirii
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tizerine goriildiigiinii diger tiirler i¢in kaba ve konsantre yem partikiil biiytikliigli orani
degisse dahi bir etki gostermedigini bildirmislerdir. Fumarik asit varliginda dahi fumarati
degerlendiren bakterilerin (£ Succinogenes, S. Ruminantium) sayisinin 6nemli bir
degisiklik gostermedigine ve bununla birlikte kuru madde sindirilebilirlik oranlarmin
uygulamadan etkilenmedigine isaret etmislerdir. Organik asitlerin kuru madde
sindirilebilirligi tlizerine artirict etkileri H» transferinin artmasiyla birlikte seliilolitik
bakteri poplilasyonundaki artisa bagl olarak gosterilmektedir (Lopez ve ark., 1999;
Asanuma ve Hino, 2000). Bharathidhasan ve ark. (2016), malik asit ve fumarik asitin
yiiksek dozlarda kullaniminda metan gazi tiretiminin 6nemli diizeyde azaldig1 ve iki asitin
kombinasyonu ile sinerjik bir etkinin saglandigini bildirmistir. Kara (2015) musir silajina
farkl diizeylerde %0.5, %1 ve %1.5 maleik asit ilavesinin organik madde sindirilebilirligi
tizerinde etkisinin olmamas1 simdiki ¢alismadaki kontrol ve %0.1 diizeyinde malik asit
uygulanan gruplarla benzerlik gostermistir. Bunun yani sira Montano ve ark. (1999) 1si1l
islem gormiis arpa bazli diyetlere malik asit ilavesinin organik madde sindirimini
etkilemedigini bildirmistir. Khampa ve ark. (2006) DL-malate kullaniminin kuru madde,
organik madde, ham protein ve NDF sindirimi {izerine etkisinin (P>0.05) olmadigin1 ADF
sindiriminde ise rakamsal bir artisa neden oldugunu belirtmislerdir.

Yemlerin kuvvetli asitlerle muamelesi rumen ekosistemi iizerine olan etkilerine
dair siipheci yaklasimlar mevcut olup rumendeki mikrobiyal dengenin organik asitle
muameleden negatif yonde etkilenebilecegi bildirilmektedir (Wood ve ark., 2009). Vyas
ve ark. (2015) yaptiklar aragtirmada malik asitle muamele edilen karma rasyonu tiiketen
sigirlarda 3 saat icinde toplam Kkiiltiirli yapilan bakteri popiilasyonunun fumarik asit ve
kontrol yemi tiiketen gruplara gore dnemli derecede (P<0.05) azaldigini bildirmislerdir.
Remling ve ark. (2017) besi sigir1 rasyonlarina farkl diizeylerde fumarik asit ekleyerek
yaptiklari uzun dénem beslemede rumen mikrobiyal kompozisyonunun arkeler de dahil
uygulamadan 6nemli derecede etkilenmedigini bildirmislerdir. Carro ve ark. (2006) in
vivo ve in vitro yapilan caligmalardaki sonuglarla olan tutarsizligin deneme kosullarindaki
farkliliktan kaynaklandigi sOylenebilir. Bu tutarsizliga bir neden olarak da rumen
ortamindaki pasaj sirasinda sivi akist ve etkilesimi (McGinn ve ark., 2004) ve rumen
ortamina direkt olarak verilen organik asitlerin daha kolay yararlanilabilir olmasi
gosterilebilir (Vyas ve ark., 2015). Fumarik asit varliginda dahi fumarat degerlendiren

bakterilerin (F. Succinogenes, S. Ruminantium) sayisinin Onemli bir degisiklik
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gostermedigine ve bununla birlikte kuru madde sindirilebilirlik oranlarinin uygulamadan
etkilenmedigini belirtmislerdir.

Yonca kuru otunun taze rumen igerigi ile kontrol grubu, %0.1, %0.2 ve %0.3
diizeylerinde fumarik asit ilavesinin yapildigi gruplarda UYA diizeyleri (mmol/L)
strastyla 4.5440.040ab, 4.40+0.109b, 4.54+0.155ab, 4.77+0.115a ve 4.88+0.092a olarak
tespit edilmistir. Fumarik asit kullanilan gruplarda UYA diizeyleri kontrol grubuna gore
daha ytiksek tespit edilmistir. Yonca kuru otunun taze rumen igerigi ile kontrol grubu,
%0.1, %0.2 ve %0.3 diizeylerinde fumarik asit ilavesinin yapildig1 gruplarda NH3-N
diizeyleri (mg/100ml) sirastyla 4.90+£0.046a, 3.62+0.115c, 4.21+0.034b, 4.80+0.080a ve
4.73+0.017a olarak tespit edilmistir. Fumarik asitin %0.2 ve %0.3 diizeyinde ilave
edildigi gruplarda kontrol grubuna gére NH3-N miktarinda énemli (P<0.05) bir artis
olmustur.

Yonca kuru otunun taze rumen igerigi ile kontrol grubu, %0.1, %0.2 ve %0.3
diizeylerinde malik asit ilavesinin yapildig1 gruplarda UYA diizeyleri (mmol/L) sirasiyla
8.06+0.277a, 5.78+0.051c, 6.36+£0.155b, 6.58+0.167b ve 7.15+0.502b olarak tespit
edilmistir. Malik asit kullanilan gruplarda UYA diizeyleri kontrol grubuna gore daha
yiiksek tespit edilmistir. Yonca kuru otunun taze rumen igerigi ile kontrol grubu, %0.1,
%0.2 ve %0.3 diizeylerinde malik asit ilavesinin yapildig1 gruplarda NH3-N diizeyleri
(mg/100ml) sirasiyla 8.80+0.127a, 7.70+0.063ab, 7.50+0.652ab, 7.38+0.340b ve
7.20+0.531b olarak tespit edilmistir. /n vitro olarak yapilan simdiki arastirmada; amonyak
azotu yoniinden malik asit kullanilan gruplar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel bir
farklilik olmamistir (P>0.05). Ayn1 sekilde amonyak azotu {izerine fumarik asitin %0.1,
9%0.2 ve %0.3 diizeyleri kontrol grubuna gore daha yiiksek (P<0.05) tespit edilmistir.
Rumen amonyak azotu konsantrasyonunun (15mg/100ml) maksimum mikrobiyal
biiylimeyi desteklemek icin yeterli oldugunu ifade etmistir (Kung ve ark., 1982).

Fumarik asit rumendeki bakteriler tarafindan ¢ogunlukla propiyonik asite
metabolize edilir. Diger ugucu yag asitlerinde ise hafif bir artisa neden olur. Fumarat
rumendeki bakteriler tarafindan kullanilirken protozoalar tarafindan kullanilmamaktadir
(Asanuma, 1998). Fermentorlerde 48 saat inkiibasyon periyodunun sonunda kontrol ile
farkli diizeylerde kullanilan fumarik asit karsilastirildiginda protozoa sayisinda artisa
neden olmustur. Ayni1 sekilde malik asit uygulanan gruplarin protozoa sayilar1 kontrol

grubuna gore daha yiiksek degerler elde edilmistir. Lopez ve ark. (1999), yaptiklar
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calismada sodyum fumarat uygulamasinin toplam bakteri sayisin1 48 saatlik
inkubasyonda etkilemedigini ancak seliilolitik bakteri sayisini 3 katina cikardigini
(P<0.01) bildirmistir. Bunun aksine Ok ve ark. (2012), rumen sivisina fumarik ve malik
asit eklenmesiyle bakteri popiilasyonu o6nemli (P<0,05) derece artirmis, protozoa
popiilasyonunu 6nemli seviyede (P<0,05) azaltmistir, simdiki ¢alismada ise protozoa
sayisinda artisa neden olmustur. Kluge ve ark. (2004), organik asit kullaniminin ruminal
protozoa sayisini azalttigini bildirilmistir. Ok ve ark. (2012), malik asit kullaniminin
ruminal protozoalar {izerine baskilayici rol oynadigini ifade etmesi simdiki ¢alismanin

sonugclari ile ortiismemektedir.
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7. SONUC ve ONERILER

Organik asitler rumen fermentasyonu {izerine olan etkileri nedeniyle rumen
mikrobiyal yasamini diizenlemek ic¢in kullanilmaktadir. Fumarik ve malik asit hiicre
metabolizmasinda dogal olarak olusan bilesikler oldugundan rumen mikrobiyal
ekolojisini etkileyerek hayvan sagligi ve verimliligini artirarak alternatif yem katki
maddeleri olarak kullanilabilir. Ancak in vitro ortamda malik asit ve fumarik asitin rumen
ekosistemini iyilestirdigi yoniinde tartismali bildirimler de mevcuttur. Ancak simdiki
aragtirma ile hem fumarik asit hem de malik asit 9%0.1 diizeyinin in vitro gergek
sindirilebilirlik ve in vitro gergek NDF sindirilebilirligi {izerinde herhangi bir olumsuz
etkisi olmamustir.

Yonca kuru otuna malik asit uygulamasi i¢in mezbahadan alinan taze rumen
stvisinin pH degeri 6.49 olarak &l¢iilmiistiir. /n vitro malik asit uygulamasi i¢in rumen
stvisinin ideal bir pH araliginda olmasi arastirma igin dnemlidir. Inkiibasyon periyodu
sonunda her bir fermentorde kontrol, deneme grubu 1, 2 ve 3’te sirasiyla pH degerleri
6.44, 6.35, 6.40 ve 6.33 olarak tespit edildi. Ayn1 sekilde fumarik asit i¢inde alinan taze
rumen swvisinin pH degeri 6.54 olarak belirlendi. Fumarik asit uygulanan her bir
fermentorde kontrol, deneme grubu 1, 2 ve 3’te sirasiyla pH degerleri 6.55, 6.51, 6.36 ve
6.30 olarak tespit edildi. Malik asit ve fumarik asit i¢in fermentorin her birinde rumen
mikrobiyotasi i¢in ideal pH aralig1 oldugu saptanmustir.

In vitro gergek sindirilebilirligin belirlenmesi 6nemli olan taze rumen
igerigindeki protozoa sayist 570 10°/ml olarak belirlenmistir. Arastirma inkiibasyon
periyodu sonunda (48 saatlik inkiibasyon) kontrol, %0.1, %0.2 ve %0.3 diizeyinde malik
asit kullanilan gruplarda protozoa sayisi sirasiyla 156, 202, 172 ve 192 10°/ml olarak
belirlenmistir. Taze rumen igerigi ile inkiibasyon periyodunun sonunda kontrol grubu ve
malik asit kullanilan gruplarla karsilastirildiginda ruminal protozoa sayisinda énemli bir
azalma meydana gelmistir. Ancak malik asit kullanilan gruplarda kontrol grubuna gére
protozoa sayisinda bir artisa neden olmustur. Fumarik asit uygulanan gruplarda uygun
kosullarda laboratuar ortamina ulastirilan rumen sivisindaki protozoa sayist 350 10%/ml
olarak belirlenmistir. Ayn1 sekilde inkiibasyon periyodunun sonunda kontrol, %0.1, %0.2
ve %0.3 diizeyinde fumarik asit kullanilan gruplarda protozoa sayisi sirasiyla 114, 126,
118 ve 116 103/ml protozoa olarak belirlenmistir. Taze rumen igeriginin protozoa sayist

aragtirma sonunda hem kontrol hem de fumarik asit kullanilan gruplarda azalmistr.
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Yonca kuru otunun kontrol grubu ile %0.1, %0.2 ve %0.3 diizeylerinde fumarik
asit ilavesinin yapildig1 deneme gruplarinda in vitro gergek kuru madde sindirilebilirlik
degerleri (%) sirastyla 67.86+0.568a, 67.18+0.872a, 65.90+0.224a ve 62.37+0.311b
olarak tespit edilmistir. Kontrol grubu ile %0.1 ve %0.2 diizeyinde fumarik asit kullanilan
gruplar arasinda herhangi bir farklilik gbzlenmezken, yiiksek diizeyde (%0.3) fumarik
asit ilavesinin yapildigr deneme grubu 3’te in vitro gercek kuru madde sindirilebilirligi
tizerinde diisiirlicii bir etkisi olmustur. Ayni sira ile kuru madde in vitro ger¢ek NDF
sindirilebilirlik degerleri (%) ise 47.19+0.424a, 46.18+1.147a, 45.10+0.098a ve
39.0140.688b olarak tespit edilmistir. Fumarik asitin %0.3 diizeyinde kullanilan deneme
grubu 3’teki in vitro gercek NDF sindirilebilirligi kontrol ve diger deneme gruplarina gore
istatistiki olarak 6nemliydi (P<0.05).

Yonca kuru otunun kontrol grubu ile %0.1, %0.2 ve %0.3 diizeylerinde malik
asit ilavesinin yapildig1 gruplarda ise in vitro ger¢ek kuru madde sindirilebilirlik degerleri
(%) sirastyla 68.76+0.133a, 67.08+0.660ab, 65.77+0.263b ve 62.81+0.700¢ olarak tespit
edilmistir. Kontrol grubu ile %0.1 diizeyinde malik asit kullanilan grup arasinda herhangi
bir farklilik gézlenmezken, %0.2 ve %0.3 diizeyinde malik asit kullanimininin vitro
gercek kuru madde sindirilebilirligini diisiirmiistiir. Ayni sira ile kuru maddedeki in vitro
gercek NDF sindirilebilirligi ise 45.76+0.427a, 45.95+0.041a, 40.48+0.293b ve
38.68+0.966b olarak tespit edilmistir. Malik asitin %0.2 ve %0.3 diizeylerinde kullanim1
in vitro gercek NDF sindirilebilirligi iizerinde diisiiriicii bir etkisi (P<.0.05) olmustur.

Yonca kuru otunun taze rumen igeriginin UYA diizeyleri (mmol/L) ile kontrol
grubu, %0.1, %0.2 ve %0.3 diizeylerinde fumarik asit ilavesinin yapildig1 gruplarda
sirasiyla 4.54+0.040ab, 4.40+0.109b, 4.54+0.155ab, 4.77+0.115a ve 4.88+0.092a olarak
tespit edilmistir. Fumarik asitin %0.2 ve 0.3 diizeyinde kullanilan gruplarda UYA
diizeyleri kontrol grubuna gore daha yiiksek tespit edilmistir. Yonca kuru otunun taze
rumen igerigi ile kontrol grubu, %0.1, %0.2 ve %0.3 diizeylerinde fumarik asit ilavesinin
yapildig1 gruplarda NH3-N diizeyleri (mg/100ml) sirasiyla 4.90+0.0461a, 3.62+0.115¢,
4.2140.034b, 4.80+0.080a ve 4.73+0.017a olarak tespit edilmistir. Fumarik asit, NH3-N

diizeyini kontrol grubuna gore 6nemli (P<0.05) bir sekilde artirmistir.
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Yonca kuru otunun taze rumen igerigi ile kontrol grubu, %0.1, %0.2 ve %0.3
diizeylerinde malik asit ilavesinin yapildig1 gruplarda UYA diizeyleri (mmol/L) sirastyla
8.06+0.277a, 5.78+0.051¢, 6.36+0.155b, 6.58+0.167b ve 7.15+0.502b olarak belirlendi.
Malik asit kullanilan gruplarda UYA diizeyleri kontrol grubuna gore daha yiiksek tespit
edilmistir. Yonca kuru otunun taze rumen igerigi ile kontrol grubu, %0.1, %0.2 ve %0.3
diizeylerinde malik asit ilavesinin yapildigi gruplarda NH3-N diizeyleri (mg/100ml)
sirasiyla 8.80+0.127a, 7.70+0.063ab, 7.50+0.652ab, 7.38+0.340b ve 7.20+0.531b olarak
tespit edilmistir. Malik asitin %0.2 ve %0.3 diizeyinde ilave edilen gruplarda NH3-N
diizeyini taze rumen iceriginde 6nemli (P<0.05) bir diizeyde diislirmiistiir.

Sonug olarak; in vitro olarak gerceklestirilen simdiki arastirmada pH degerinde
herhangi bir degisiklige neden olmamistir. Malik asit kullanimi toplam UYA miktarinda
onemli (P<0.05) bir artisa neden olmustur. Malik asit uygulanan gruplarda toplam ugucu
yag asit konsantrasyonundaki artiglarin rasyondaki enerji kullanimi iizerinde olumlu
etkisi olabilir. Her iki organik asit, ruminal protozoalar {izerine baskilayici rol
oynamamuistir. Yonca kuru otuna %0.3 diizeyinde fumarik asit ve malik asit ilavesinin in
vitro gercek sindirilebilirligi ve in vitro ger¢ek NDF sindirilebilirligini azalttigim
gostermistir. Fumarik asit ve malik asitin %0.1 diizeyinin in vitro gercek sindirilebilirlik
ve in vitro ger¢ek NDF sindirilebilirligi tizerinde herhangi bir olumsuz etkisi olmamustir.
Organik asitlerin kuru madde sindirilebilirligi tizerine artirict etkileri H> transferinin
artmasiyla birlikte seliilolitik bakteri popiilasyonundaki artisa baglidir. Bu nedenle
aragtirmalarda gercek sindirilebilirligin, protozoa ve ruminal bakteri sayimi da goz oniine
aliarak yapilmasi Onerilebilir. Malik asit ve fumarik asitin farklt kombinasyonlari
arasinda sinerjik bir etkinin olup olmadigi ile ilgili arastirmalar yapilmalidir. Ayrica hem
malik asit hem de fumarik asitin in vivo ¢aligsmalar ile yem tiiketimi, performans ve rumen

fermantasyonu iizerine etkileri lizerine arastirmalar yapilabilir.
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