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KABA YEMLERIN PROTEIN PARCALANABILIRLIGININ iN VITRO OLCUMUNDE
ENZIM KONSANTRASYONUNUN BELIRLENMESI

Mehmet Salih BUYUKKILIC

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Zootekni Anabilim Dal

Damgman : Dog. Pr. Abdullah CAN
Y:l: 2010, Sayfa : 27

Bu ¢alisma, bazt kaba yemlerin by-pass (BP) deferlerinin in vitro enzim teknigi ile
belirlenmesinde kullamlabilecek en uygun enzim konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla
ylirtitiilmiigiiic. Aragtirmada yem materyali olarak 7 farkl: kaba yem kaynag kullanilmistir. Bu yemler;
fig kuru otu (F), bugday silaji (BSL), mercimek samam (MS), bugday kurt otu {BXO), tritikale otn (T),
yonca kuru otu (Y) ve musir silaji (MSLY dan olusmustar,

Fig kuru otu, bugday kuru otu ve musir silajimn in sitéi BP degerleri ile in vitro BP degerleri
istatistiksel olarak benzer bulunmustur (P>0.05). Bugday silaji, mercimek saman; ve yonca otunun in
vitro BP degerleri in sitii deferlerinden farkl: bulunmugtur (P<0.05). in virro teknikte inkiibasyon
siiresinin 72 saate gikanlmas sadece fif ve yonca otunun BP degerlerini etkilerken (P=0.01), diger 5
kaba yemin BP degierleri iizerine etkisi buiunmamistir (P>0.10). Yine benzer gekilde, enzim
konsantrasyonunun artirimasintn BP degerleri iizerine etkisi tiim kaba yemler igin aym: olmamustr,
Bundan dolay: her yem icin aynt ayn inkiibasyon siiresi ve enzim konsantrasyonun in vive ve in sitii
veriler esas alinarak, belirlemesine ihtivag duyulmakeadir.

ANAHTAR KELIMELER: Jn sitii metot, enzim teknigi, enzim konsantrasyonu, by-pass protein



ABSTRACT
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DETERMINING THE EZYME CONCENTRATION FOR MEASURING BY-PASS PROTEIN
VALUE OF FORAGES VIA ENZYMATIC IN VITRO TECHNIQUE

Mehmet Salih BUYUKKILIC

Harran University
Graduvate School of Natural and Applied Sciences
Department of Animal Science

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Abdullah CAN
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This study was conducted to determine the optimum enzyme concentration of protease
solution in in vitro method for determining by-pass protein value of roughages. Total 7 roughages were
used as roughage sources. These roughages included veich hay, wheat silage, wheat hay, lentil straw,
triticale hay, alfalfa hay and corn silage.

By pass protein values of vetch hay, wheat hay and corn silages were found similar in both in
vivo and in in vitro enzyme technique (P>0.05). However, other roughages had differed BP values
according to technique (P<0.05). While increasing incubation length from 48 h to 72 h affected BP
values of alfalfa hay and vetch hay (P=0.01), BP values of other roughages were not affected (P>0.10).
Similarly, increasing enzyme concentration did not changed BP values of all roughages. Therefore,
future studies should be focused on enzyme concentration and incubation length for separately for each
roughages using ir vivo and in situ procedure as a standard.

KEY WORDS: In situ technique, enzyme technique, enzyme concentration, by-pass protein.



TESEKKUR

Tez konumun secimi, denemenin planlanmast ve yiiriitiilmesi, sonuglarin
degerlendirilmesi ve bu tezin yazim agamasmnda her tiirli yardim ile bana yol
gosteren damsmamm Dog. Dr. Abdullah CAN’a, jiiri iiyelerim Docg.Dr.Nihat
DENEK’e, Yrd.Dog.Dr. Sahin CADIRCI® ya ve tiim hatim boyunca beni destekleyen
anneme, babama, kardeslerime, Asuman BUYUKKILIC a esim Tuba BUYUKKILIC
a ve calismalarimda emegi gegen herkese tegekkiir ederim.



CIZELGE DiZiNi

Sayfa No

Cizelge 3.1. Denemede kullanilan yemlerin besin madde komposizyont........cceeeveneeeee 10

Clizelge 4.1. Denemede kullanilan yemlerin in situ ve in vitro BP degerleri (%)......... 16



MOP

BP

RPP

KM

MSL

BRO

MS

BSL

SIMGELER DIZINI
Metabolize Olabilir Protein
By pass Protein
Rumende Pargalanabilir Protein
Kuro Madde
Yonca
Misir silaj
Tritikale
Bugday Kuru Otu
Mercimek Samam

Bugday 5ilaj:



1L.GIRIS Mehmet Salih BUYUKKILIC

1. GIRIS

Ruminantlar tarafindan tiiketilen yemler bu hayvanlarin mmeninde mikrobivyal
par¢alanmaya maruz kalirlar. Bu pargalanma islevi sonrasinda amonyak, amino
asitler, peptitler ve ugucu yag asitleri son iiriin olarak ortaya gikarak, mikrobiyal
biokiitle sentezinde kullaniimaktadir. Rumende mikrobiyal pargalanmadan kurtulan
yemler, endojen kaynaklh protein ve mikrobiyal biokiitle ince bagirsaklara ulagarak
ruminant dokulan i¢in protein ve enerji kaynafi olarak kullamlmaktadir. Sonug
olarak, yemlerin besinsel degerleri onlanin besin madde kompozisyonu, rumende
parcalanabilirlifi ve Ozellikle rumende parcalanmayan proteinlerin  ince
bagirsaklarindaki sindirimiyle iligkilidir. Ruminant hayvanlar rumende mikrobiyal
biokitle sentezi ve mikrobiyal aktivitenin devamlilifit icin yemlerden protein, seker,
nigasta ve yapisal olmayan polisakkaritler saglanmasina gereksinim duyarlar.
Hayvanlanin besinsel statiilerini belirlemek i¢in onlarin tiikettikleri yemlerin rumen
parcalanabilirliklerinin tahminine ihtiya¢ vardir. Hayvamin besinsel statiisiiniin iyi
olmas1 demek; hayvamn giinliik besin madde ihtiyaglan ile giinliik besin madde
alimumn dengelenmesi gerekmektedir. Bu amag icin hayvan yemlerinin rumende
parcalanabilirlifiinin  Olctilmesini saglayacak rutin tekniklere ihtiyag vardir
(Mohamed and Chaudhry, 2008).

Ruminant yemlerinin icermis oldufu metabolize olabilir protein (MOP)
iceriklerinin belirlenmesinde kullarulan giincel yontemler incebagirsaklara ulasan
yem kaynakli amino asitler Uzerine yogunlasmaktadir. Ruminantlarin ince
bagirsafina ulagan amino asitler ya mikrobiyal yada rumende mikrobiyal
parcalanmaya ugramadan gegen yem kaynakli protein yani by pass proteinden
saglanmaktadir. Her yemin saglarmus oldugu by pass ve mikrobiyal protein miktarinin
dogru olarak belirlenmesi yemlerin MOP degerlerini belirlemede ve hayvanin amino
asit ihtiyacimn belirlenmesinde ¢ok Onemlidir (NRC, 1996). Ham proteinin
sindirilebilirliginin belirlenmesi ruminantlar i¢in ¢ok az 6nem teskil eder. Ciinkil yem
proteini sindirim kanalinda hem amonyak hem de amino asit olarak emilir bu da yem

proteininin rumen de parcalanma oranmna ve mikroorganizmalarin azot ihtiyaclarina
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bagl olarak degisim gdsterir. Kisacas: ruminant hayvanlarin protein beslenmesi ¢ok

komplekstir.

Kaba yemlerin rumendeki protein parcalanmasinin kapsam ve oraninin
belirlenmesinde nitrojen ¢oziinebilirligi (Crooker ve ark., 1978), ticari proteazlar
(Mahadevan ve ark., 1987; Lochini ve ark., 1987) ve inhibitorlerin kullanildig in
vitro yontemler gelistirilmigtir (Broderick, 1987). Azot coziinebilirligini esas alan
sonucglar coziiciiniin tipine bagh olup (Crooker ve ark., 1978), parcalanmis ve
parcalanmamus protein arasindaki farkliik gostermemektedir (Hristov ve Broderick,
1994). Proteazlarn kullamimina dayali yontemlerde (Mahedevan ve ark., 1987),
ruminal inkiibasyonlarda amino asit ve amonyagin birikimi, protein parcalanma
diizeyini gistermek a¢isindan yaniltici olabilir; ¢iinkii, protein yikim ve mikrobiyal
protein sentezi e§ zamanli olarak gerceklesmektedir (Hristov ve Broderick, 1994).

Ruminantlann beslenmesinde kullanmilan kaba yemlerin sindirilebilirlikleri in
vivo, in vitro ve in situ teknikler kullamilarak belirlenir. Bu metotiar kendi aralarinda

karsilagtirnldikdarinda avantaj ve dezavantajlara sahiptirler (Can, 1998).

In vivo standart teknik olarak kabul edilmektedir. Fakat mikrobiyal protein
ayrismasi ve yemlerden aliman endojen protein degerlerinin hesaplanmasinda bazi

hatalar vermektedir.

Kaba yemlerin yapisindaki RPP miktarimi hesaplamak icin bir ¢ok ytntem
bulunmakla birlikte, /n vivo yontemler yemlerin rumende pargalanmasin: dlgmede
kullanilan en saghkli y&ntemdir. Bunun icin retikula-rumen ve abomusuma veya
duedenuma kaniil takimis hayvanlara ihtiyag vardir (Stern ve ark., 1994). Aynca,
sindirim kanali icerifinin akis hizinin tespiti ve mikrobiyal protein ile yem kaynakli
by-pass proteininde aymrt edilmesi igin metotlara ihtiya¢ vardir. Bu yontemler ¢ok
igcilik ve Onemli miktarda yatirum gerektirmektedirler. Hayvan refatuna ile ilgili
faktorler bu yo6ntemlerin uygulanabilirli§ini simrlayan bir diger etkendir. Bu
nedenlerden dolayt in vive digiimlerde birka¢ simirlt hayvan kullanimu tekerriirler
arasindaki varyasyon nedeniyle sonuglarin giivenirliligini azaltmaktadir (Stern et al.,
1997). Yontemnde hayvanin KM bazinda giinliik yem tiiketiminin ve mide veya ince
barsakta sindirilmeyen yem maddelerinin giinlik akis miktarinin  tespiti
gerekmektedir. Bunun igin toplam kanal igeriginin alinmasi yada az miktarda

indikatdrlii Ornek alinmas: akisin tespiti igin yeterli olmaktadir (Zinn ve Owens,

2
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1986). By pass protein miktari, toplam titketilen protein miktarindan abomasuma
yada ince barsaga ulasan endojen ve mikrobiyel kaynakli protein miktarlarinin
toplamuimin gikarilmasi sonucu elde edilir.

Mikrobiyal proteini belirlemek icin bazt mikrobiyal indikattrier
kullanilmaktadir. Bunlar mikroorganizmalarin yapisinda bulunan diaminopimelik
asit, aminoetilfosforik asit ve niikleik asitler (DNA veya RNA) olabilecegi gibi
internal idikatdrler veya rumene sonradan mikroorganizmalari igaretmek icin eklenen
35S, BN, ¥, *H ve P gibi external indikatorler olabilirler. Cok sayida indikator
olmasina ragmen rumende gercek mikrobiyal protein miktanim Slgen ideal tek bir
indikatSr yokfur (Broderick ve Merchen, 1992). Yontemde hayvanin KM bazinda
giinlitk yem tiiketimi ile mide veya ince barsakta sindirilmeyen yem maddelerinin
giinlitk akis miktarimin tespiti gerekmektedir. Bunun i¢in toplam kanal icerifinin
alinmasi yada az miktarda indikatorlii Ornek alinmasi akigin tespiti icin yeterli
olmaktadir (Zinn ve Owens, 1986).

Carulla ve ark. (1994), kaba yemlerin protein iceriklerinin rumende
parcalanabilirlilifini belitlemek icin omasum Srmekleme metodunu gelistirmistir. Bu
metotta sadece rumene bir kaniil agilmast yeterli olmakta, rumen igeriginin elle
bosaltilmasin: takiben omasuma elle ulagilmaktadir. Iki parmak araciligayla omasuma
girilerek Ornek alinmakta ve Ornekte bakteriyel ve toplam azot tayini yapilarak

rumende par¢alanmayan protein miktar: hesaplanmaktadir.

In sitii teknik ilk kez Quin ve ark., (1938) tarafindan kullamlmis ve o tarihten
itibaren de bir ¢ok kaba ve konsantre yemin yem degerini belirlemede kullanilmistir.
Mehrez ve Orskov (1977) tarafindan KM ve protein par¢alanabilirligi fizerine etkili
olan faktorlerin elestirel olarak ortaya konulmasindan sonra bu teknige olan ilgi
artmaya baslamustir. Kullamilan naylon torbalarin icerisindeki yemin hareketine
imkén saglayacak durumun olmasi halinde bu teknigin besin maddelerinin rumende
parcalanma hizi ve oramm tayin etmede ¢ok yarali olacagim bildirmislerdir. Bu
teknik, KM ve protein parcalanabilirliginin 8l¢limiinde kullanmlan cok iyi bilinen
basit ve giivenilir bir tekniktir (Mehrez ve Orskov 1977; ARC, 1984; AFRC, 1993,
Thomas 2004). Ham protein parcalanbilirligi icin Orskov ve McDonald (1979)' m
gelistirdikleri eksponensiyel modelin yardimi ile genis Olclide kullanilmaya

baglanmustir. Orskov (1985), in sini yontemde kuollamian keselerin rumendeki
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inkitbasyon siirelerinin parcalanma egrilerini gsekline bagli olarak degistigini,
dolaysiyla kesin bir inkiibasyon stiresinin verilemeyecegini belirterek, kuru ot, saman
ve diger kaba yemler icin keseleri 12, 24, 48 ve 72 saat siirelerde rumende

birakmanin uygun olacagim bildirmektedir.

In sitii teknikten rumen kaniilii agiloug hayvanlar kollammin gerektirdigi
igin ticari laboratuarlarda rutin kullanimu simizlidir. Bununla beraber 6lgiim sayisinin
azhif, kismi olarak az iscilik ihtiyact ve ucuz olusu nedeniyle in vivo teknife gore
avantajlan vardir. Bu teknikte yem émekleri naylon, polyester veya dacron torbalar
igerisine konularak agzi kapatilir ve torbalar sigir veya koyun rumeninde farkh
stirelerde bekletilir. Yikama sonras: torbalarda kalan numuneler KM ve protein
parcalanabilirlifin 6l¢limiinde kullamlir. Teknik, yemlerin rumen ortarmnda (pH,
Sicaklik ve CO,) yemlerin inkiibe olmasmi saglamasina kargm yemler cigneme ve

ruminasyon olaylarina maruz kalmaz (Mohamed ve Chaudhry, 2008).

In sitii teknikte KM ve protein sindirimi {izerine torba igerisine mikrobiyal
kontaminasyon yam sira bir ¢ok etmen hatalt degerler elde edilmesine yol
agmaktadir. Bullis ve ark. (1967) tarafindan naylon torba igerisine konulan drnek
miktanmn arttimlmasimn KM sindirimini azalttifa bildirilmistir. Aym dofrultuda
Van Keuren ve Heineman (1962) torba igerisindeki Grnek agirhfimn arttinfmasy
tzellikle kisa siireli inklibasyonlarda KM sindirimini azaltirken, siirenin uzun olmas:
bu etkiyi ortadan kaldirdigin: bildirmislerdir. Silaj drneklerinin yitksek sicaklikta
kurutma dolaplarinda kurutulmasinin bu Srneklerin protein igeriklerinin parcalanma
ve coziim Ozelliklerini azathg) tespit edilmistir (Lopez ve ark., 1995). Noziere ve
Michalet-Dorean (2000) 6giitme ve inkiibasyon 6ncesi drneklerin 1slatilmasimn artan
mikrobiyal  kolonizasyondan  dolayr  parcalanma  hizlarmi  azalttifim
gozlemlemislerdir. Huntington ve Givens (1995) naylon torba gozenek ¢apinin 15
uwm’den kiiciik olmasi durumunda mikrobiyal kolonizasyon miktar1 ve cesidinin
azalmasi yam sira, torba igerisinde gaziarin cikisinin engellenmesine neden olarak
pargalanmay: azatlsgmi belirlemislerdir. Torba gdzenek capimn 40 wm’den genis
olmasinin  ise parcalanmayan partikiillerin kaybina neden oldugunu
gbzlemlemisledir. Ayrica, hayvan ve inkiibasyon siralamasinin da, laboratuarlar arasi

sonuglarin farkli olmasina neden oldugu belirtilmektedir (Nocek, 1988). Ayrica
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torbalarin verlestirildigi hayvamn tiiketmis oldugu yemde KM sindirimi iizerine
etkilidir.

Naylon torba icerisindeki pH ozellikle kiiciik gtzenekli torba kullanilmas:
derumunda dis ortam pH’sindan diisiik oldugu saptanmustir (Marinucci ve ark.,
1992). Aym bigimde, torba igersindeki mikrobiyal popiilasyon miktar ve cesit
yontinden forba disindan farklilik gOstermekte, ayrica protozoa ve bakteri
popiilasyonun torba icerisinde daha az oldufu bildirilmektedir (Meyer ve Mackie,
1986; Marinucci ve ark., 1992). Torba igerisindeki bazi besin maddelerinin sindirime
ugramadan da torbay: terk ettikleri de bilinmektedir. Belirtilen bu dezavantajlarina
rafmen hala bu in siti teknifi bir cok iilkede referans teknik olarak kabiil
gormektedir. Bunun nedenleri; sindirimin rumen ortaminda yapilmas: ve bu agidan in
vitro yontemlere gore biyolojik acidan daha giiveniliv olmasidir (Hvelplund ve
Weisbjerg, 1998). Ancak, in vive ve in siti yontemlerde kantiilii hayvanlara ihtiyag
duyulmas1 bu tekniklerin yemlerin rutin olarak degerlendirilmesinde kullanimini
zorlastirmaktadir. Bundan dolay: yemlerin ramende parcalanabilirlifini dogru tahmin

etmek icin in vifro metotlara ibtivag vardir (Mohamed ve Chaudhry, 2008).
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2. ONCEXKI CALISMALAR

Gecmiste ¢ok sayida in vitro ydntem in sitii ve in vivo yontemlere alternatif
olarak kullamlmigtir. Bu yontemler; tamponlar, kimyasal ¢oziiciiler, romen sivisi
yada rumen sivisindan ekstrakte edilen veya ticari enzim preperatlaridir. Yem
maddelerinin in vitro sindirim degerlerinin belirlenmesinde bir diger endirekt yontem
ise Gaz tiretim teknigidir. In vitro yontemler in vivo ve in sizii yontemlere gére daha
uctizdur. [n vitro yontemler vyem sindirimini etkileyen faktSrlerin
{mikroorganizmalar, doner hayvan ve ¢evre) kontroliine izin vererek, daha standart
KM ve protein sindirim degerleri elde edilmesini saglamaktadir (Mohamed ve
Chaudhry, 2008).

Yemler arasinda protein c¢Oziiniirliigii biiyilk varyasyon gostermektedir.
Ornefin, alkol tiretimi sonrasi tahil yan firiinlerinin protein ¢oziiniirliigii borat-fosfat
cOzeltisinde %3 iken yulaf proteininin ¢oziintirligi %55 dir (Krishnamoorthy ve
ark., 1983). Tampon ¢ozeltide ¢oziinen N; amonyak, tre, nitratlar, amino asit ve
kiigtik peptitlerden koken alir (Pichard ve Van Soest, 1977; Krishnamoorthy ve ark.,
1983). Protein ¢oziiniirligi kullanilan solvent ve ekstraksiyon yontemine gore
farklilik gosterir. Bazi aragtirncilar tampon ¢iizelti igerisinde c¢oziinen N ile in vivo
protein parcalanmasi arasinda zayif bir korelasyonun oldugunu bildirmislerdir (Stern
ve Satter, 1984). Notral tampon cozeltilerde ¢tziinen N amnda bakterilerin
kullammina hazirdir. Ancak, protein parcalanma orani ve hizim belirlemede
yetersizdir (Mohamed ve Chaudhry, 2008).

In vitro yontemler, yemlerin rumen parcalanabilir protein (RPP) iceriklerinin
belirlenmesine elverighi olmalar1 nedeniyle bir cok proteolitik enzimle galisilmustir.
Bu yonternde canli hayvaniarin kullanilmasina gereksinim duyulmamas: yontemin en
belirgin avantajidir. Uygulamada kullanilacak yerne laboratuar ortaminda bir
proteolitik enzim eklenmektedir (Kennelly, 1992). Bu amacla kullamlan degisik
proteazlar arasinda en yaygin olani Streptomyces griseus'dan elde edilen proteazdir (

Licitra ve ark., 1998). S. Griseus proteazi igin optimum pH degeri 8 olup, bu dejer
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rumen pH deferinden yiiksektir. Rumen pH’sinda kullamipu aktiviteyi ve etkiyi
azaltirken (Chamberlain ve Thomas, 1979; Terramoccia ve ark., 1992), yiksek pH
degerleri, yiiksek veya optimum aktiviteye sebep olmuslardir (Krishnamoorthy ve
ark., 1983).

Ticari proteazlann kullanmirm diger tekniklere oranla isciligin az olmasi ve
hizl1 sonu¢ verebilmesi gibi bazi avantajlara sahiptir. Farkli orijinli proteaziar
mmende protein parcalanabilirliginin  belirlenmesinde kullaniimislardir. Buna
ragmen en yaygin kullamm alamina sahip olan S. Griseus’tan elde edilmistir
(Krishnamoorthy ve ark., 1983; Chaudhry 2005; Chaudhry 2007). Streptomyces
griseus'dan elde edilen proteazin genis bir etki alamina sahip olmasi nedeniyle tercih
edildigi bildirilmektedir. (Pichard, 1977).

Russell (1984) tiim bakteri tdrlerinin nitrojen kaynaklarini aym derece
sindirip ve aym derecede yararlanamadiklarim bildirmistir. Sadece tek bir enzim
kullanmanin hatta bu enzimin rumen bakterilerinden elde edilse bile toplam rumen

stvisindaki proteolitik aktiviteye esdeger olamayacagini ifade etmislerdir.

Bes farkli ticari proteaz kullamilarak farkli konsantre yemlerin rumen
parcalanabilirli@i in sitdl yontemle karsilastirilmugtic (Poos-Floyd ve ark., 1985).
Protein ¢Oziniirlii§i Streptomnyces griseus proteazi, papain, bromelain, fisin ve
aspergillus oryzae proteazlanyla inkiibasyon sonrasi filtrasyonla bulunmustur.
Proteazla yikilim, in sitii yikilimdan farkli olmasina kargin, tiim enzim degerleri ile

in sitii degerleri arasinda Snemli koreldsyonlar tespit etmislerdir.

Krishnamoorty ve ark., (1983) &nerilen metotta her gram KM icin yem
proteinlerinin peptit ba8lanm parcalamak icin 6.6 enzim iinitesi (IU) S. Griseus
proteazina ihtiya¢ oldugu bildirilmistir. Tiiplerde 0.5 g 6rnek 40 ml borat-fosfat (pH
8.0) 1 saat inkiibe edilmig ve daha sonra (0.33 IU/ml) proteaz ¢ézeltisi eklenmistir.

Abdelgader ve ark. (1996), yonca ve cayir kuru otunun rumende
parcalanabilirligini, ilk asamada sellilaz veya karbonhidraz karigimi (drisellaz)
enzimleni ile én muameleye tutup veya muameleye tabi tutulmaksizia Streptomyces
griseus'dan elde edilen proteolitik enzimleri kullanarak tahmin etmeye cahismuslardir,
Enzim kullamilarak elde edilen RPP degerleri in vivo deferlerden daha viiksek
bulunmugtur. Selliilaz ile 48 saat inkiibasyon veya drisellaz 6n muamelesi ile daha

dogru RPP degerleri elde edilmistir.
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Cone ve ark., (1996), in sitii RPP degeri belirlenmis 24 adet konsantre yemin
Streptomyces griseus 'dan hazirlanmis proteolitik enzim yardimuyla in vitro (24 saat
inkiibasyon sonucu) RPP degerlerini belirlemislerdir. In sitii ve in vitro metotlarin
belirlenen RPP degerleri arasinda yakin korelasyon degerlerine (R2 = 0.75 ) sahip
oldugunu saptamislardix. Ayrica proteaz inkiibasyonu Oncesi seliiilaz veya
karbonhidrat ~ yikimlayan enzimlerin  kullamlmasimn  gereksiz  oldugunu
bildirmislerdir.

Rumendeki proteolitik bakterilerden (Mahedeven ve ark., 1987), ficin (Poos -
Floyd ve ark., 1985), Bacillus subtilis (Assoumani ve ark, 1992) ve Strepromyces
griseus (Krishnamoorthy ve ark., 1983) elde edilen enzimler RPP tahmin etmede

kullamlmustir.

Assoumani ve ark. (1992), alfa - amilaz ve beta - glukanoz ile n
inkiibasyonun in vitro enzim yOntemi ile belirlenen RPP degerlerinde artig
sagladigim bildirmislerdir.

Aufrere ve ark. (1991), Streptomyces griseus'dan ekstrakte edilen proteaz
kullanilarak basit bir enzimatik yontem belirlemistir. Belirtilen proteaza 1 ve 24 saat
pH 8.0' de inkiibasyon sonrasi coziilebilen proteinden giderek RPP degerlerini
tahmin etmiglerdir. Ancak ruminant rasyonlarinda kullamlan tiim yem ham
maddeleri gruplart igim farkli diizeltme katsayilarinin kullanilmasi y&nteminin
uygunlugunu azalttifint bildirmislerdir. Bu yontem yonca samammin RPP deZerini
tahmin etmekte kullanilmigtir. Bundan dolayt Streptomyces griseus siirecinin in sitii
metota kargt gegerli olabilmesi icin sonuglarin rumendeki gecis kanalinda dogru
oranda ve mikrobiyal bulagsmamn modifiye edilmis purin ya da NDIP ile

hesaplanmasi gerektigi bildirilmektedir (Klopfenstain ve ark., 2001).

Kopecny ve ark. (1989), kaba yemlerin RPP degerlerini belirlemek icin alkalaz
(Novo), fromaz (Rapidase Sechon), rennin (Laktofiora), papain (Laba), pronaz E
(Serva), tripsin (Leciva) gibi farkl enzimleri kullanmglardir. In sire RPP degerleri
ile en yitksek korelasyon (r= 0.90) papain enzimi ile elde edilmistir. Rakamsal
degerler ise en yiiksek ve en yakin olarak aikalaz enzimi ile elde edilmistir. Diger
tiim enzimlerle 24 saat inkitbasyon sonras: elde edilen degerler in sitii degerlerden

diisiik bulunmustur,
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De Boever ve ark. (1984), Streptomyces griseus, ficin metotu ve protein
¢oziiniiliirliigiinii RPP degerlerini belirlemek icin 29 adet konsantre ve 12 adet kaba
yem kullanarak karsilastirmuslardir. Streptomyces griseus'dan elde edilen enzimle
kaba yemlerin RPP degerlerini tespit etmede bagarih bulunurken (R* = 0.82 - 0.92),

konsantre yemlerde bagarisiz oldugunu bildirmislerdir.

Ulkemizde kaba yemlerin BP degerlerinin belirlenmesinde enzim tekniginin
kullanimu yeterince irdelenmemistir.

Bazi arastincilar yaptiklari ¢aliymalarda konsantre yemlerde protein
parcalanabilirlilifinin tayini icin serbest enzimlerin kullantmmn yeterli olmadifini
bildirmigtir (Broderick, 1954).

Seker (2008) kaba yemlerin by pass protein igeriklerinin belirlenmesinde in
situ metot yerine Strepromyces griseus ile yapilan enzim teknigini kullandiginda 8

adet kaba yemden 5’inin by pass protein degerlerinin benzer oldugunu bildirmigtir.

Bu calisma kaba yemlerin BP degerlerinin belirlenmesinde in situ yonteme
alternatif olarak Streptomyces griseus'dan elde edilen proteolitik enzimin kullanmim
olanaklarimin incelenmesi ve teknifin uygulanmasinda kullaniiabilecek en uygun

enzim konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla yapilnustir.
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3, MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Yem materyali

Bu galigmada yem materyali olarak 7 farkli kaba yem kullaminmustir. Bu yem
maddeleri; 11§ kuru otu (F), bugday silaji (BSL), mercimek samam (MS), bugday
kuru ot (BKO), tritikale (T), yonca otu (Y) ve musir silaji (MSL)’ den olmusmaktadir.

Bu yemlerden F ve BKO Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi'nde bulunan
araziden, bugday silajy, tritikale, mercimek samani ve musir silaji 6zel bir igletmeden,
yonca ise Kayseri ilinde bulupan bir aile isletmesinden temin edilmis ve yemlerin
besin madde kompoziyonu ve in situ BP degerleri $eker (2008) tarafindan

belirlenmistir.

Calismada kullanilan kaba yemlerin besin madde kompozisyonlart Cizelge

3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Denemede kullanilan yemlerin besin madde komposizyonu.

Fig BSL | MS BKO |T Y MSL

KM 87,81 | 46,21 {9518 |90,58 | 93,75 | 38,78 | 32,10
KUL* 9,13 7,70 12,96 | 10,82 | 6,99 10,87 | 9,79

ADF* 34,15 | 38,81 | 44,22 | 43,77 | 40,30 | 32,76 | 39,74
NDF* 45,56 | 55,13 | 57,07 [ 66,19 | 63,13 |4513 | 59,78

SELULOZ* | 25,55 | 31,25 |3045 |[3507 |3246 |2240 |30,15
Hp* 13,84 18,20 331 15,89 | 10,11 | 17,87 {9,79

*Degerler kuru madde bazinda % olarak verilmistir.
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3.2. Yontem
3.2.1. Yem drneklerinin hazirlanmas:
Caligmada kuilamiacak yemler 2 mm elek ¢aph degirmende §giitiilerek analizler igin
hazir hale getirilmigtir,
3.2.2. In sitii dlciimler

Gahgmada kullanilan yem &rneklerin in sitii by-pass protein degerleri i¢in daha énce

Seker (2008) tarafindan belirlenen degerler kullanilmagtir,
3.2.3. Enzim Teknigi

Caligsmada ilk 6nce inkiibasyonda kullaniimak {izere pH's1 6.7-6.8 olacak gekilde
12.20 g Monosodyumfosfat (NaH.PO,H,0) borat-fosfat ve 891 g Sodyumtetraborat
(NazsB407.10 H,0) 1 L’ye saf su ile tamamlanarak tampon c¢bzeltisi hazirlanmstir,
Hazirlanan tampon ¢ozeltisi kullamlarak ticari bir proteaz enzimi olan Streptomyces griseus
(XIV, Sigma P-5147, St Louis, MO, USAY dan uygun miktar kollamilarak I IU (enzin
Unitesi)/ ml. sabit proteaz ¢ozeltisi kullamlmstir (Licitra ve ark., 1998; 1999; Irshaid
2007) . Omeklerin icermis oldugu her gram ham protein icin 20, 40 ve 60 IU aktivitede 3
farkli konsantrasyon diizeyi incelenmistir. Aynica mikrobiyal geligimi engellemek igin
tampon ¢ozeltiye 1 mg/litre” tetracyclin (Sigma T-3258) ilave edilmistir.

Daha sonra Whatman marka 4] numarah filtre kagitlan 65 °C'de kurutularak
agirhiklan Slciilmiis ardindan yemlere ait Grnekler 4'er tekerriir halinde vaklasik 0.6'ser gram
tartilmustir, Tartilan yemler in vitro inkiibasyon tiiplerinin igine konmustur. Tiiplerin igine
hazirlanan tampon gozeltiden 35 mL ilave edilerek 1 saat 39 °C'de sitilmig su banyosunda
bekletilmis ve uygun oranda (ham protein ve enzim konsantrasyonlan dikkate alinarak)
proteaz ¢ozeltisi ilave edilerek tekrar su banyosunda 48 veya 72 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda tiiplerin icinde bulunan Srnekler filtre kagitlarmdan
siiziilerek distile su ile yikanmustir. Yikama ve siizme isleminin ardindan filtre kagidi icinde
kalan yemler kurutma dolalinda 65 °C'de 48 saat siireyle bekletilerek ve daha sonra

agirliklan tekrar Slglilmistiir.

Daha sonra agirhiklan tlgiilen filtre kagitlan icinde bulunan yem kalintiarinin
azot icerifi Azot Tayin Cihazi (Model FP-528, Leco, Monchengladbach, Germany)
belirlenmistir. Kalintida saptanan toplam ham protein miktar: (Nx6.25) inkiibasyon
Oncesi toplam ham protein oranindan gidilerek BP miktarlart hesaplanmustir.

Yemlerin in sitii BP degerleri olarak Seker (2008) tarafindan belirlenen degerler

11
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kullaniimistir. Kaba yemlerin Kuru Madde (KM), Ham Kil (HK) analizleri AOAC
(1984)’e, ADF ve NDF analizleri Van Soest ve Robertson (1991) un, Ham Seliiloz
(HS) analizi ise Crampton ve Maynard (1938)’in bildirdikleri yontemlere gbre

yapilmusgtir.

Deneme sonunda elde edilen verilerin istatistiksel karsilastirilmasi varyans
analizi ve gruplar arasindaki farkhiifin belirlenmesinde ortagonal kontrast testi
kullamilmigtir (SAS, 1988).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Calismada kullanilan fig, bugday silaji, mercimek samani, bugday kuru otu,
tritikale, musir silaj: ve yonca yemlerine ait in situ ve in vitro BP degerleri Cizelge
4.1 ‘de verilmistir.

Fig kuru otunun in sitn (%32.89) ve in vitro tekniklerle (%32.44) belirlenen
BP degerleri benzer bulunmugtur ( In situ ile In vitro; P= 0.7188). Inkiibasyon
stiresinin 48 saatten 72 saate ¢ikarilmasi, enzim konsantrasyonunun 20 IU’dan 40 TU
ve 60 U’ ya ¢ikanlmas: Fig otu BP degerini azaltilmugtir (48 Sile 72 S; 20 IU ile 40
IU ; 20 1IU ile 60 IU P=0.001). Ancak, 40 Il ile 60 IU enzim konsantrasyonlarn

arasinda BP degZerleri arasinda Snemli bir farklilik gdzlenmemistir (P=0,298).

Bugday silajmin in sitn BP degeri (% 40.35) in vitre belirlenen BP
degerinden (%24.16) yiiksek bulunmustur ( /n sité ile In vitro; P=0.001). Bugday
silajinun in vitro teknikte inkiibasyon stireleri ve enzim konsantrasyonlart arasindaki

farklarin Onemsiz oldugu goriilmiistir (P>0.526).

Bugday silajinin aksini mercimek samanimn in situ BP degeri (%31.13 ) in
vitro belirlenen BP degerinden (%37.57) diisik bulunmustur. Benzer sekilde, in vitro
teknikte inkiibasyon siireleri ve enzim konsantrasyonlar arasindaki farklarn Snemsiz

oldugn goriilmiistiir (P>0.129).

Bugday kuru otunun in situ BP degeri (% 28,95) in vitro belirlenen BP
degerinden (%31.48) benzer bulunmustur (In situ ile In vitro, P=0.077). In vitro
teknikte, sadece enzim konsantrasyonun 20 IUdan 60 TU’ya cikartilmas: BP degerini

%33.36'dan %30.02’ye diigmiistiir (P<0.035).
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Tritikale kuru otn in situ BP (%41.18) degeri in vitro BP (%28.90)
degerlerlerinden yiiksek bulunmustur (i sitw ile In vitro; P=0.001). In vitro

Slgiimlerden ise enzim konsantrasyonunun 60 [U kullanim BP degerini azaltnusgtir

(P=0.001).

Cizelge 4.1. Denemede kullanilan yemlerin in sitii ve in vitro BP degerleri

Muameleler Fig BSL |[MS |BKO |T MSL | Y

In sizu (kontrol) | 32,89 {40,35 | 31,13 | 38,385 | 41,18 | 40,02 | 27,44
1.Grup in vitro | 38,23 | 25,51 | 38,66 | 36,15 | 29,38 | 41,01 | 40,03
(48 S, 20 IUY*

2.Grup in vitro | 35,84 | 24,27 | 36,34 | 31,65 | 28,84 | 42,30 | 3347
(48 s, 40 IU)

3.Grup in vitro | 34,34 | 23,76 | 37,12 | 28,90 | 26,68 | 37,46 | 50,74
(48 S, 60 1U)

4.Grup in vitro | 33,40 | 23,28 | 39,84 | 30,56 | 31,48 | 40,24 | 39,61
(72 S, 20 TU)

5.Grup in vitro | 26,88 | 23,59 | 37,12 | 30,50 | 31,40 | 40,94 | 31,69
(72 S, 40 TU)

6.Grup in vitro | 25,97 | 24,60 | 36,35 | 31,13 | 25,67 | 39,07 | 27,48
(72 S, 60 TU)

SEM 1,129 | 1,309 | 1,595 | 1,266 | 0,880 | 1,507 | 1,807
Kargilastirmalar P degerleri

(konirast)

In sitii ile In vitro | 0,718 | 0,001 | 0,007 | 0,077 | 0,001 | 0,918 | 0,001
4881ile72 S 0,001 | 6,527 | 0,765 | 0,161 | 0,106 { 0,891 | 0,001
201U ile 40 TU 0,001 10,726 | 0,129 | 0,086 | 0,723 | 0,518 | 0,001
20U ile 60 TU 0,001 } 0,871 | 0,130 | 0,015 | 0.001 | 0.132 | 0,696
40 IU ile 60 TU 0,298 | 0,851 | 0,996 | 0,413 | 0,001 | 0,073 | 0,001

#S: Inkiibasyon siiresi (saat). IU:Her gram HP icin enzim konsantrasyonu
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Misir silajmin in situ BP (%40.02) degeri in vitro BP (%40.17) degerleriyle
benzer bulunmugtur (I sitii ile Jn vitro, P=0.918). Inkiibasyon siizesi ve enzim
konsantrasyonu ise in vitro BP degerleri lizerine Snemli bir etkide bulunmamugtir
(P>0.071).

Yonca Kuru otunun in situ BP (%27.44) degeri in vitro BP (%37.17)
degerlerlerinden diigik bulunmustur (fz situ ile In vitro; P=0.001). Inkiibasyon
sliresinin 48 S’ten 72 S’e cikartlmasi BP degerini %41.41°den %32.92° ye indirmistir
(P=0.001).

Fig kuru otu, bugday kuru otu ve musw silajinin ir sizi BP degerleri ile in
vitro BP deBerleri istatistiksel olarak benzer bulunmustur. Benzer sekilde aym
yemlerin in site ve in vitro BP degerleri Seker (2008) tarafindan da benzer
bulunmustur. Bugday silaji, mercimek samani ve yonca otunun /in vitro BP degerleri

in sitii degerlerinden farkh bulunmusgtur.

Abdelgader ve ark. (1996), yonca ve caywr kurn otunun rumende
parcalanabilirlifini, ilk asamada selliilaz veya karbohidraz kangimi (drisellaz)
enzimleri ile 6n muameleye tutup veya muameleye tabi tutulmaksizin Strepromyces
griseus'dan elde edilen proteolitik enzimleri kullanarak tahmin etmeye ¢aligmuglardir.
Enzim kullamlarak elde edilen RPP degerleri in vivo degerlerden daha yiiksek
bulunmugtur. Benzer sekilde bu galismadan elde edilen in vitro BP degerleri in sitii
degerlerinden yiksek bulunmugstur. Bu duram diger yemlerden farkl: olarak yonca
drneklerin in vitro tiiplerde ¢bzelti lizerinde ylizmesi sonucu enzim etkinliginin

azalmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Russell (1984) tiim bakteri tiirlerinin nitrojen kaynaklarimi aym derece
sindirip ve aym derecede yararlanamadiklarini bildirmistir. Sadece tek bir enzim
kullanmanm hatta bu enzimin rumen bakterilerinden elde edilse bile toplam rumen
stvisindaki proteolitik aktiviteye esdeger olamayacaginmi ifade etmislerdir. Bu
caligmada da tek bir enzim preparatimin kullaniimas: kullamilan yemlerin in vitro BP

degerlerinin belirlemesinde yeterli olmayacagi sonucunu ortaya gikarmistir.

15
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Aufrere ve ark. (1991), Streptomyces griseus'dan ekstrakte edilen proteaz
kullanarak basit bir yontem belitlemistir. Belirtilen proteaz enzimi, 1 ve 24 saat pH
8.0' de inkiibasyon sonrasi ¢dzillebilen proteinden giderek RPP degerlerini tahmin
etmiglerdir. Ancak ruminant rasyonlarinda kullanilan tiim yem ham maddeleri
gruplan i¢in farkl diizeltme katsay:ranmn kullanilmasi metodun giivenirligini
azalttigini bildirmislerdir. Bu calismada da bugday silaji, mercimek samani ve yonca
otunun iz vitro BP degerleri in siti deferlerinden farkli bulunmustur. Katsay:
kullanilarak belki bu ¢alismada ki yemierin BP degerlerinde diizeltmeye gidilebilir
ancak her grup yem igin farklh diizeltme katsayilar kullaniimasina gerek

duyulmaktadir:

Inkiibasyon siiresinin 48 saatten 72 saate c¢ikartilmasi sadece fig ve yonca
kuro otlarinin BP deferini azaltirken diger 5 yemde énemli bir etkisi olmamistir.
Seker (2008) kaba yemlerin BP degerlerinin in vitro enzim yénteminde belirlerken
inkiibasyon stiresinin 70 saat olmas1 gerektigini Onermistir. Bu ¢alismada ise yonca

ve fig kuru otu digindan 48 saat ile 72 saat arasinda fark olmadig; goriilmiigtiir.

Jeker (2008) caligmasinda 0,1 M boratfosfat tampon ¢ozeltisi (pH= 8.0)
kullanirken, bu calismada ise pH's1 6.7-6.8 olacak sekilde 12.20 ¢ Monosodyumfosfat
(NaH,PO..H,0)borat-fosfat ve 8.91 g Sodyumtetraborat (Na;B404.10 H,Q) 1 L'ye saf su
ile tamamnlanarak hazirlanan tampon Cozeltisi kullanilmugtir. Tampon ¢ozeltilerin farkh
olmasma ragmen her iki galismada da benzer sonuglar elde edilmistic. Cone ve ark.,
(1996) protein pargalanabilirliinin 8l¢limit i¢in optimum pH deferinin 8 oldugunu
bildirmiglerdir. Bu deger ise rumen pH degerinden yiiksektir. Rumen pH’sinda
kollamim  aktiviteyl ve etkiyi azaltuken (Chamberlain ve Thomas, 1979;
Terramoccia ve ark., 1992), yiiksek pH degerleri yiiksek veya optimum aktiviteye
sebep oldugu (Krishnamoorthy ve ark., 1983) bildirilmistir.

Enzim konsantrasyonun BP degerleri iizerine etkisi yem cesidine bagh
olarak farklik gdstermektedir. Bir ¢ok aragtirtcr tarafindan proteinlerin rumende
parcalanabilirlifiinin in vitro enzim teknigi ile belirlemede; enzim konsantrasyonu
belirlenirken rumen enzim konsantrasyonu dikkate alinm:stir. Roe ve ark.. {(1990)
ile Assoumani ve ark., (1992) 0.33 IU /ml proteaz enzim ¢tzeltisi (pH=6.7)

onermiglerdir. Cone ve ark, (1996) 4.6 IU/ml enzim Kkonsantrasyonu
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kollanmiglardir.  Yukarnidaki kaynaklarda  goriildiigti  gibi farkli  enzim

konsantrasyonlarinin kullanilabilecegi ySniinde bildirimler bulunmaktadir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuglar

Fig kuru otu, bugday kuru otu ve musw silajmin in sitii BP deferleri ile in
vitro BP degerleri istatistiksel olarak benzer bulunmustur (P>0.05). Bugday silaj,
mercimek samani ve yonca otunun in vitro BP degerleri in sitii degerlerinden farkli
bulunmugtur (P<0.05). Bu caligmada farkl: tampon c¢ozeltileri kullamilmamasina
ragmen Seker (2008)’in verileriyle kiyaslama yapildiginda pH degerinin BP degerleri
tizerine ¢ok etkili olmadiy stylenebilir. In vitro teknikte inkiibasyon siiresinin 72
saate ¢ikarilmasi sadece fif ve yonca otunun BP degerlerini etkilerken diger 5 kaba
yemin BP degerleri iizerine etkisi bulunmamistir. Yine benzer gekilde enzim
konsantrasyonunun artirilmasinin BP degerleri iizerine etkisi tiim kaba yemler igin

aym olmamustir.
5.2. Oneriler

In vitro yontemlerle, yemlerin BP iceriklerinin belirlenmesinde kaniillii canh
hayvanlarin kullanilmasina gereksinim duyulmamasi, Olglim sayisinin  yeterli
olabilmesi, kisrm olarak az is¢ilik ihtiyaci ve ucuz olusu nedeniyle in vivo ve in vitro
tekniklere gbre avantajlan1 vardir. Ancak in vitro enzim tekniginde tim yemler icin
sabit bir inkiibasyon stiresi ile belirli bir enzim konsantrasyonu bu calismada
belirlemek miimkiin olmanustir. Bundan dolay: her yem igin ayn ayri inkiibasyon
siiresi ve enzim konsantrasyonu in vivo ve in siti verileri esas alarak belirlemeye
ihtiyag vardir. Yonca gibi baz: yemler icin belki de in vizro enzim teknigi ile BP

degerlerini belirleme olasihifinin olamayacag: kanatine vanilmistir,
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OZET

Bu caligma kaba yemlerin BP degerlerini in vitro enzim teknidi ile
belirlemede en uygun enzim konsantrasyonunun saptanmasi amaciyla yliriitillmustiir,
Yem materyali olarak 7 farkh kaba yem kullanilmistir, Kullamlan yemler; fi§ korn
otz (F), bugday silaji (BSL), mercimek samam1 (MS), bugday kuru ot (BKQO),
tritikale (T), yonca kurn otu (Y) ve muasir silaji (MSL)Y dir.

Fig kuru otu, bugday kuru otu ve rmusir silajinin ir sitii BP degerler ile in
vitro BP degerleri istatistiksel olarak benzer bulunmustur., Bugday silaji, mercimek
samam ve yonca otunun in vifro BP degerleri in sitii degerlerinden farkl:
bulunmustur. /n vitro teknikte inkiibasyon siiresinin 72 saate ¢ikarilmas: sadece fig
ve yonca kuru otunun BP degerlerini etkilerken diger 5 kaba yemin BP degerleri
iizerine etkisi bulunmamistir. Yine benzer sekilde enzim Kkonsantrasyonunun
artirtlmasinin BP degerleri iizerine etkisi tiim kaba yemler icin aym olmamstir.
Sonug olarak her yem maddesi icin ayn ayn inkiibasyon siirelerinin ve enzim
konsantrasyonlarn1  in vive ve in sitii veriler esas almarak belirlemeye ihtiyag

duyulmaktadir.
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SUMMARY

This study was conducted to determine the optimum enzyme concentration of
protease solution in in vifro method for determining by-pass protein value of
roughages. Total 7 roughages were used as roughage sources. These roughages
included vetch hay, wheat silage, wheat hay, lentil straw, triticale hay, and alfaifa

hay and corn silage.

By pass protein values of vetch hay, wheat hay and corn silages were found
similar in both in vive and in in vitro enzyme technique. However other roughages
had differed BP values according to technique. While increasing incubation length
from 48 h to 72 h affected BP values of alfalfa hay and vetch hay, BP values of other
roughages were not affected. Similarly, increasing enzyme concentration did not
changed BP values of all roughages. Therefore, future studies should be focused on
enzyme concentration and incubation length for separately for each roughage using

in vivo and in situ procedure as a standard.



