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Bu calismada kaba yemlerdeki protein pargalanabilirliginin belirlenmesinde in situ metot
yerine enzim metotu kullanim olanaklarini aragtirmak amactyla yapilmistir.

Caligmada kullanilan 8 farkli kaba yemin (fig, bugday silaji, bugday kuruotu, mercimek
samani, kuruot, tritikale, yonca ve musir silaji) once in situ by pass protein degerleri naylon kese
teknigi ile belirlendikten sonrada ticari bir proteaz enzimi olan Streptomyces griseus farkli inkiibasyon
stireleri (1, 6, 24 ve 70 saat) kullanilarak by pass protein degerleri hesaplanmistir.Enzim denemesinde
70 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda denene yemlerin 5 tanesinde elde edilen by pass protein
degerleri in situ metotla elde edilen degerler ile benzer bulunmustur (P>0.05).

Sonug olarak kaba yemlerin by pass protein igeriklerinin belirlenmesinde in situ metot yerine
Streptomyces griseus ile yapilan enzim tekniginin kullanilabilecegi ve bu teknikte inkiibasyon
stiresinin 70 saat olacag1 sonucuna varilmistir.

ANAHTAR KELIMELER : In situ metot, Enzim teknigi, Streptomyces griseus
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A STUDY FOR DETERMINATION OF RUMINAL PROTEIN DEGREDABILITY OF
FORAGES WITH IN SITU and IN VITRO ENZYME METHODS
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In this study, usage of enzyme methods instead of in situ methods for determinity by pass protein
values of forages was investigated. Ruminal protein dagredability of eight forages ( Vetch hay, wheat
silage, wheat hay, lentil straw, grass hay, triticale hay, alfalfa hay and corn silage) was estimated by
using the in situ methods and in vitro enzyme method obtained from Streptomyces griseus with
different incubation times ( 1, 6, 24 and 70 hours). By pass protein values of five forages were found
smilar with both techniques (P> 0.05)

According to current study, future studies should be focused on 70 h incubation time when usage of
enzyme method for replacement of in situ methods is considered.

KEY WORDS: In situ method, Enzyme techniques, Streptomyces griseus
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1. GIRIS

Ruminantlarda protein beslemesi karisik ve dinamik bir yapiya sahiptir. Bu
hayvanlarda azot sindirimi ve metabolizmasi; doku diizeyinde amino asit ihtiyacinin
bilinmesinin yani1 sira sindirim kanalinda ve Ozellikle rumende yasayan
mikroorganizmalarin azot ihtiyaglarinin bilinmesinede gerek duyulmasi agisindan tek
mideli hayvanlarin protein ihtiyaglarinin belirlenmesinden farklidir. Ruminantlarin
protein ihtiyaclarinin belirlenmesinde yaygin olarak iki sistem kullanilmaktadir. Ham
protein sistemi veya faktoriyel sistem eski olmasina ragmen halen yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Bu sistem her tiirlii yemin ham protein igeriginin es deger oldugunu kabul
eder. Oysa yemlerin igermis olduklart ham proteinlerin rumendeki mikrobiyal
yikimlar1 ve dolaysi ile etkinlikleri farklilik gosterir. Bu eksikligi gidermek ig¢in
alternatif olarak metabolik protein (MP) sistemine gecilmistir (NRC, 1996). Bu iki
sistem arasindaki fark MP sisteminin rumende meydana gelen protein
pargalanabilirligini dikkate almasidir. MP sisteminde hayvanin toplam protein

ihtiyaci, hayvanin ve mikroorganizmalarin ihtiyaci olarak ikiye ayrilmaktadir.

Ruminant hayvanlarda yemlerin igermis oldugu metabolize olabilir protein
(MOP) miktarinin belirlenmesinde kullanilan metotlar yemler tarafindan ince

barsaga gegen toplam emilebilir amino asit miktar1 iizerinden hesaplanmaktadir.

Ruminantlada ince barsaga ulasan amino asitler , ya mikrobiyal veya yemin
mikrobiyal olarak parcalanmayan protein kismindan yani by pass proteinden (BP)

olusmaktadir.

Yemlerin By pass protein (BP) ve bakteriyal protein miktarinin dogru tahmin
edilmesi yemlerin MOP degerlerinin belirlenmesi ve hayvanin amino asit

ihtiyaclarinin karsilanmasi i¢in gereklidir.
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Ruminantlarda ham protein sindirilebilirliginin belirlenmesinin aslinda ¢ok
fazla 6nemi yoktur. Cilinkii yemlerin i¢ermis oldugu proteinlerin amino asitlere
donlismesi  sindirim  kanalinda yemlerin pargalanabilirligine ve rumende
mikroorganizmalarinin azot ihtiyacina gore degismektedir. Dolaysiyla ruminantlarda
protein ihtiyacinin karsilanmasi ve metabolizmasi olduk¢a karmasiktir.beslenmesi

komplekstir.

Kaba yemlerin yapilarinda bulunan proteinler rumende hizli bir bi¢imde
mikroorganizmalar tarafindan parcalanirlar. Bu yiizden kaba yem proteinleri
rumende etkin pargalanabilir protein (RPP) kaynagidirlar ve BP kaynagi bakimindan

fakirdirler.

Kaba yem proteinleri rumende pargalanmaya ugradiginda mikrobiyal
gereksinimden daha fazla amonyak iiretirlerse, rumen mikroorganizmalar1 olusan
fazla amonyagi kullanmazlar ve rumende amonyak olarak absorbe edilirler. Absorbe

edilen amonyak protein olarak kullanilamaz.

Rumende mikrobiyal amonyak gereksinimi karsilandigi zaman artik kaba yem

proteinlerinin daha fazla yikimlanmasi istenmez.

Ruminantlarin beslenmesinde kullanilan kaba yemlerin sindirilebilirlikleri in
vivo, in vitro ve in situ teknikler kullanilarak belirlenir. Bu metotlar kendi aralarinda

karsilastirildiklarinda avantaj ve dezavantajlara sahiptirler (Can, 1998).

In vivo teknik standart teknik olarak kabul edilmektedir. Fakat mikrobiyal
protein ayrigmasi ve yemlerden alinan endojen protein degerlerinin hesaplanmasinda

bazi1 hatalar vermektedir.

Kaba yemlerin yapisindaki RPP miktarini1 hesaplamak icin bir ¢ok yontem
bulunmakta ancak bu yontemlerin bazilar1 saglikli sonuglar vermemektedir. Bu
calisma hayvan beslemede onemli bir faktor olan RPP’nin rumende parcalanabilir
protein miktarinin hesaplanmasi1 konusunda daha pratik yontemlerin bulunmasi

acisindan 6nem tagimaktadir.
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1.1. Yemlerin Icermis Olduklan Proteinlerinin Rumendeki
Parcalanabilirliginin Belirlenmesinde Kullanilan Metotlar

Yemlerin  igermis  olduklar1  proeteinlerin  pargalanabilirliklerinin
belirlenmesinde kullanilan metotlar; in vivo metot, in vitro metot ve in situ

metotlardir.

1.1.1. in vivo metot

Yemlerin yapisinda bulunan proteinlerin rumendeki pargalanabilirliliginn
belirlenmesinde kullanilan yontemlerden en yaygin ve bilinen olan in vivo metottur.
Olgiimler rumende ve ince bagirsagin duedenum kisminda veya rumende toplam 2
kaniil agilmis hayvanlar iizerinde gerceklestirilir. Yontemde hayvanin KM bazinda
giinliik yem tiiketiminin ve mide veya ince barsakta sindirilmeyen yem maddelerinin
giinliik akis miktrinin tesbiti gerekmektedir. Bunun i¢in toplam kanal igeriginin
alinmas1 yada az miktarda indikator (marker)’lii 6rnek alinmasi akisin tespiti i¢in
yeterli olmaktadir (Zinn ve Owens, 1986).

By pass protein miktari, toplam tiiketilen protein miktarindan abomasuma
yada ince barsaga ulasan endojen ve mikrobiyel kaynakli protein miktarlarinin
toplaminin ¢ikarilmasi sonucu elde edilir.

Carulla ve ark. (1994), kaba yemlerin protein igeriklerinin rumende
parcalanabilirliligin belirlemek i¢in omasum 6rnekleme metodunu gelistirmistir. Bu
metotta sadece rumenden bir kaniil agilmasi yeterli olmakta, rumen igeriginin elle
bosaltilmasini takiben omasuma elle ulagilir. iki parmak araciligiyla omasuma
girilerek 6rnek almir. Ornek iizerinde bakteriyel ve toplam azot tayini yapilarak

rumende par¢calanmayan protein miktar1 hesaplanmaktadir.
1.1.2. In situ metot
Bu metot, yemlerin i¢eriginde bulunan proteinlerin rumen pargalanabilirligini

O0lcmede kullanilan en yaygin metottur. Yontemde, yem oOrnekleri naylon keseler

icine konularak rumende belirli siireler bekletilmekte ve torba igersindeki yem
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orneginin KM ve azot kaybma bakilarak yem proteinlerinin rumendeki

parcalanabilirligi bulunkatadir (Mehrez ve Orskov, 1977).

Yontemin ¢esitli dezavantajlari bulunmaktadir. Bunlar;

1 — Torba igersindeki yeme mikroorganizmalarin ulagmasindaki giicliik
(Meyer ve Makie, 1986).

2 — Torba igersindeki sindirilemeyen yeme mikroorganizmalarin bulagmasi
(Nocek ve Grant, 1988)

3 — Cozlinmiis olmasina ragmen parg¢alanamayan yem proteinin yikanarak

torbay: terketmesidir.

In sitii yonteme dair ilk arastirma sonuglar1 Van Keuren ve Heinemann (1962)
tarafindan yayinlanmistir. Ancak bu yontem, Ham protein pargalanbilirligi i¢in
Orskov ve Mc Donald (1979)’ n gelistirdikleri eksponensiyel modelin yardimi ile

genis Ol¢iide kullanilmaya baglanmustir.

In situ yontemin RPP degerlerinin dogrulugunu etkileyen etmenlerin

etkilerini inceleyecek olursak;
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Cizelge 1.1. In situ yontemin RPP degerlerinin dogrulugunu etkileyen etmenler
(Adesogan, 2002).

Etmen

Etki

Firinda Kurutma

Azot parcalanabilirligini ve ¢ozlinebilirligini azaltir

Dondurarak Kurutma

Partiikiil kayiplarini

Ogiitme Mikrobiyal kolonizasyonu artirarak parcalanma siiresinin
diisiik, parcalanma oraninin yiiksek tahmin edilmesine
sebep olur

Partikiil Buyiikligii Iri partikiiller ile bekleme siiresi uzar.

Yikama Makine ile yikama ¢oziiniirlik ve partikiil kayiplarinin
yilksek tahmin edilmesine sebep olur. Ancak elle
yikamadan daha az sagliklikdir.

Partikiil Kayiplari Rumen ¢o6ziinebilirligi ve pargalanabilirligi degerlerinin

yiiksek ¢ikmasina sebep olabilir.

Inkiibasyon Siiresi

Rumen ortamindaki degisikliklere gore parcalanma orani

azalabilir.

Inkiibasyon Yeri

Dorsal rumen boslugundaki substrat inkiibasyonu, ventral
bosluga gore diisiik kolonizasyon nedeniyle degerlerin

diisiik ¢ikmasina neden olmaktadir.

Kesenin G6zenek

Olgiisii

< 15 pum ise, mikrobiyal kolonizasyonu kisitlayarak

parcalanmayi azaltir.

> 40 pm ise, ¢Oziinmeyen / par¢alanmayan partikiil

kayiplarina neden olur.

Kesnin Dokuma Tipi

Tek katli iplikten dokunan keselerin gozenekleri sekil
bozukluguna neden baskilara dayaniksiz oldugundan

partikiil kayiplarini artirir.

Mikrobiyal Bulagma

ve Kalintilar

Diisiik oranda Azot igeren yemlerde Protein pargalanmasi

diisiik olarak belirlenir.
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Orskov (1985), in situ yontemde kullanilan keselerin rumendeki inkiibasyon
stirelerinin pargalanma egrilerini sekline bagl olarak degistigini, dolaysiyla kesin bir
inkiibasyon siiresinin verilemeyecegini belirterek, kuru ot, saman ve diger kaba
yemler i¢in keseleri 12, 24, 48 ve 72 saat siirelerde rumende birakmanin uygun

olacagini bildirmketedir.

1.1.3. In vitro metot

Yemlerin rumen sivisinda inkiibasyonunu takiben proteinlerin pargalanmast
sonucu ortaya ¢ikan amonyagin tesbitinde en yaygin metot in vitro protein
parcalanabilirligi 6lgme metodudur. Bu yontemin avantaji kolay ve hizli olusudur.
Dez avantaji ise parcalanma sonucu ac¢iga c¢ikan amonyagm tam olarak
Olclilememesidir (Broderick, 1987).

Bu yoOntemin temeli ticari proteaz enzimleri kullanilarak yemin protein

parcalanabilirliligini tayin etmektir (Poos-Floyd ve ark., 1985).

1.2. By pass protein

By-pass protein, yem proteininin rumen mikroorganizmalari tarafindan
parcalanmadan ince barsaklara ulasan kismina denmektedir.

By-pass protein ruminantlarin hayvanlarin beslenmesinde 6nemli bir protein
fraksiyonu olup rumende mikrobiyal parcalanmaya ugramaksizin rumeni terk eden
bir protein fraksiyonu olarak kabul edilmektedir.

By-pass proteinler, sindirimi tamamiyla ince bagirsaklarda enzimatik olarak
cereyan eden ve hayvanlarin verim Ozelliklerini yakindan ilgilendiren esansiyel
amino asitleri saglamasi acgisindan &nemli olan yapisal proteinlerdir. Ince
bagirsaklardan emilen amino asitlerin %60’1n1 bakteriyel orijinli proteinler
olustururken geri kalan %40’lik kism1 BP’lerin olusturdugu savunulmaktadir (King
ve ark., 1990).

Bu yilizden yemlerin yapisinda bulunan proteinlerdeki BP fraksiyonu son
derece onemli bir kism1 olusturmaktadir. Ruminantlarin rasyonlarinda (6zellikle siit
sigir1) verim Ozellikleri dikkate alindiginda rasyonun mutlaka BP’ler yoniinden de

dengelenmesi gereklidir.



2. ONCEKI CALISMALAR Mahmut SEKER

2. ONCEKIi CALISMALAR

Kaba yemlerin rumendeki protein pargalanmasinin kapsam ve oraninin
belirlenmesinde nitrojen ¢oziinebilirligi (Crooker ve ark., 1978), ticari proteazlar
(Mahadevan ve ark., 1987; Luchini ve ark., 1987) ve inhibitorler kapsayan siiziilmiis
prominal sindirim igerigi (Broderick, 1987) kullanilan in vitro yoOntemler
gelistirilmistir. Azot ¢oziinebilirligini esas alan sonuglar ¢6ziiciiniin tipine bagli olup
(Crooker ve ark., 1978), parcalanmis ve parcalanmamis protein arasindaki farkililik
gostermemektedir. (Hristov ve Broderick, 1994). Proteazlarin kullannmina dayali
yontemlerde (Mahedevan ve ark., 1987), ruminal inkiibasyonlarda amino asit ve
amonyagin birikimi, protein parcalanma diizeyini gostermek agisindan yaniltic
olabilir; ¢iinkii, protein yikimi ve mikrobiyal protein sentezi es zamanli olarak

gerceklesmektedir (Hristov ve Broderick, 1994).

Kaba yemlerin yapisinda bulunan proteinlerinin BP’lerini in vitro yontemle
belirlemek i¢in mikrobiyal indikatorler kullanilmaktadir. Purin, yaygin olarak

kullanilan mikrobiyal protein indikatoriidiir.

In vitro ydntemlerde, yemlerin RPP’lerinin belirlenmesine elverisli olmalar
nedeniyle bir ¢cok proteolitik enzimle ¢aligilmistir. Bu yontemde canli hayvanlarin
kullanilmasimma gereksinim duyulmamasi yontemin en belirgin avantajidir.
Uygulamada kullanilacak yeme laboratuar ortaminda bir proteolitik enzim
eklenmektedir (Kennelly, 1992). Bu amagla kullanilan degisik proteazlar arasinda en

yaygin olan1 Streptomyces griseus’dan elde edilen proteazdir ( Licitra ve ark., 1998).

Streptomyces griseus’dan elde edilen proteazin genis bir etki alanina sahip

olmas1 nedeniyle tercih edildigi bildirilmektedir. (Pichard, 1977).

Abdelgader ve ark. (1996), yonca ve c¢ayir kuru otunun rumende

parcalanabilirligini, ilk asamada sellillaz veya karbohidraz karisimi (drisellaz)
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enzimleri ile 6n muameleye tutup veya muameleye tabi tutulmaksizin Streptomyces
griseus’dan elde edilen proteolitik enzimleri kullanarak tahmin etmeye
caligmiglardir. Enzim kullanilarak elde edilen RPP degerleri in vivo degerlerden
daha yiiksek bulunmustur. Selliillaz ile 48 saat inkiibasyon veya drisellaz on

muamelesi iledaha dogru RP P degerleri elde edilmistir.

Cone ve ark., (1996), in situ RPP degeri belirlenmis 24 adet konsantre yemin
Streptomyces griseus’dan hazirlanmis proteolitik enzim yardimiyla in vitro (24 saat
inkiibasyon sonucu) RPP degerlerini belirlemislerdir. /n situ ve in vitro metotlarin
belirlenen RPP degerleri arasindaki yakin korelasyon degerleri (R*= 0.75 ) oldugunu
saptamislardir. Ayrica proteaz inkiibasyonu Oncesi sellillaz veya karbonhidrat
yikimlayan enzimlerin kullanilmasinin gereksiz oldugunu bildirmislerdir.

RPP degerini belirlemede kullanilan diger bir yontem ise protein ¢ozlintirliigi

yontemidir (De Boever ve ark., 1984; Madsen ve Hvelplund, 1985).

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

kullanilmustir.

Assoumani ve ark. (1992), alfa — amilaz ve beta — glukanoz ile o6n
inkiibasyonun in vitro enzim yontemi ile belirlenen RPP degerlerinde artis

sagladigini 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 ¢oziilebilen —N- den giderek RPP degerlerini tahmin
etmislerdir. Ancak ruminant rasyonlarinda kullanilan tiim yem ham maddeleri
gruplart i¢in farkli diizeltme katsayilarimin kullanilmasi yonteminin uygunlugunu

azalttigini bildirmislerdir.

Kopecny ve ark. (1989), Kaba yemlerin RPP degerlerini belirlemek igin
alkalaz (Novo), fromaz (Rapidase Sechon), rennin (Laktofiora), papain (Laba),
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pronaz E (Serva,), tripsin (Leciva) farkli enzimlerini kullanmislardir. /n situ RPP
degerleri ile en yliksek korelasyon (r= 0.90) papain enzimi ile elde edilmistir.
Rakamsal degerler ise en yiiksek ve en yakin olarak alkalaz enzimi ile elde
edilmistir. Diger tiim enzimlerle 24 saat inkiibasyon sonrasi elde edilen degerler in

sitii degerlerden diisiik bulunmustur.

De Boever ve ark. (1984), Streptomyces griseus, ficin metotu ve protein
¢cOziintiltirliiglinii RPP degerlerini belirlemek i¢in 29 adet konsantre ve 12 adet kaba
yem kullanarak karsilastirmislardir. Streptomyces griseus’dan elde edilen enzimle
kaba yemlerin RPP degerlerini tespit etmede basarili bulunurken (R?=0.82 — 0.92),

konsantre yemlerde basarisiz oldugunu bildirmislerdir.

In vivo veya in situ yontemlerle BP tayini yapilmak istendiginde rumen ve
duedonal kaniillii hayvanlara ihtiya¢ duyulmakta ve ¢ogu laboratuarlar bu imkéana

sahip degildir.

Son yillarda Kansas Universitesinde yapilan c¢alismalarda Streptomyces
griseus’dan elde edilen enzimle kaba yemlerin by pass protein igeriklerinin

belirlenebilecegi bildirilmistir (Abdeldgader ve ark., 1997).

Ulkemizde kaba yemlerin BP degerlerinin belirlenmesinde enzim tekniginin
kullanim1 yeterine irdelenmemistir. Bu calisma kaba yemlerin BP degerlerinin
belirlenmesinde in situ yonteme alternatif olarak Streptomyces griseus’dan elde

edilen proteolitik enzimin kullanim olanaklarinin incelenmesi amaciyla yapilmaistir.

Gilinlimiizde piirin metotu kullanilarak mikrobiyal proteinin hesaplamasininda
varyasyonun yiiksek oldugu ve diizeltme katsayis1 degisken oldugundan i¢in yanlig
sonuglar verdigi bildirmekte ve bunun yerine alternatif olarak in sifu ruminal
inkiibasyondan sonra ndtral deterjan ¢ozeltisi ile 6rneklerin yikanmasi dnerilmektedir

(Can, 1998).
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Bu alternatif yontem, piirinle diizeltilmis yontem ile yiiksek oranda
korelasyon iginde olup daha basit bir teknik olarak kabul edilmektedir (Klopfenstain
ve ark., 2001).

Bazi arastiricilar yaptiklar1 calismalarda konsantre yemlerde protein
pargalanabilirliliginin tayini i¢in serbest enzimlerin kullaniiminin yeterli olmadigini

bildirmistir (Broderick, 1994; Broderick, 1997).

Bu yontem yonca samaninin RPP degerini tahmin etmekte kullanilmistir.
Bundan dolay1 Streptomyces griseus’ siirecinin in sitii metota karsi gecerli olabilmesi
i¢cin sonuglarin rumendeki gecis kanalinda dogru oranda ve mikrobiyal bulagsmanin
modifiye edilmis purin ya da NDIP ile hesaplanmasi gerektigi bildirilmektedir
(Klopfenstain ve ark., 2001).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Yem materyali

Bu calismada yem materyali olarak 8 farkli kaba yem kullanilmigtir.
Kullanilan yemler; fig kuru otu (F), bugday silaji (BSL), bugday kuru otu (BKO),
mercimek samani (MS), kuru ot (KO), tritikale (T), yonca otu (Y) ve misir silaji

(MSL) dir.

Bu yemlerden F ve KO Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi’nde bulunan
araziden, BSL , BKO, T, MS, MSL, bugday silaji, bugday kuru otu, tritikale,
mercimek samani ve musir silaji 6zel bir isletmeden, Y ise Kayseri ilinde bulunan bir

aile isletmesinden temin edilmistir.

Bahsi gecen yemler kurutulmus ve 2 mm c¢aph elekte ogiitiilerek denemede
kulllanilmaya hazir hale getirilmisitr. Kullanilan yemler deneme siiresince kuru
ortamda kavanozlarda saklanmistir. Isik almamasi i¢in kavanozlarin dis yiizeyleri

renkli bantlarla sarilmistir.

Calismada kullanilan yemlerin besin madde kompozisyonlari cizelge 3.1°de

verilmigtir.

11
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Cizelge 3.1. Denemede kullanilan yemlerin besin madde kompoziyonu

FiG BSL BKO MS KO T Y MSL
KM 87.81 46.21 94.24 95.18 90.58 93.75 88.78 32.10
KUL* 9.13 7.70 8.24 12.96 10.82 6.99 10.87 9.79
ADF* 34.15 38.81 41.61 44.22 43.77 40.3 32.76 39.74
NDF* 45.56 55.13 65.02 57.07 66.19 63.13 45.13 59.78

SELULOZ* | 25.55 31.25 31.97 30.45 35.07 32.46 22.40 30.15

HP* 13.84 8.20 11.60 8.31 15.89 10.11 17.87 9.79

*: Degerler Kuru Madde bazinda verilmistir.

3.1.2. Hayvan materyali

Bu c¢alismada hayvan materyali olarak Van Yiiziincii Yil Universitesi
Veteriner Fakiiltesinde bulunan ve ortalama canli agirliklar1 55-60 kg olan 4 adet
rumen kaniillii erkek toklu kullanilmigtir.

Kullanilan hayvanlar ortalama 55 — 60 kg agirliktadir. Kaniil yerlestirilmis
toklulara yasama pay1 x 1.25 (Orskov ve ark., 1980) formiiliine goére giinde verilen
rasyon %75 oraninda kuru yonca ve % 25 oraninda konsantre yemden
olusturulmustur. Konsantre yem ise %50 arpa, %25 ay¢i¢egi tohumu kiispesi, %21
bugday kepegi, %1 tuz, %1 DCP, %1 kiregtasi, %1 vitamin mineral karmasi icerecek

sekilde hazirlanmustir.

12
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Sekil 3.1. Rumen kaniillii hayvan

3.1.3. Naylon keseler

Calismada kullanilan naylon keseler 15c¢cm x 10cm ebatlarnda 40 pm gézenek

Capinda dakron kumastan dikilerek hazirlanmistir.

3.1.4. Filtre kagitlar

Calismada Whatman 41 numarali filtre kagitlar1 siizme isleminde

kullanilmustir.

3.1.5. Enzim

Calismada ticari bir proteaz olan Streptomyces griseus (XIV, Sigma P-5147,
St Louis, MO, USA) enzimi kullanilmistir.

13
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3.2. Yontem

3.2.1. Yemlerin ogiitiilmesi ve ham besin madde iceriklerinin belirlenmesi

Calismada kullanilan suca zengin yemler kurutma dolabinda kurutulduktan

sonra 2 mm elek capli degirmende 6giitiilerek analize hazir hale getirilmistir.

Kaba yemlerin kuru madde (KM), Ham Protein (HP), Ham Kiil (HK)
analizleri AOAC’ (1984) in, ADF ve NDF analizleri ise Van Soest ve Robertson
(1979 un Ham Seliilloz (HS) analzi ise Crampton ve Maynard (1938)’ 1n

bildirdikleri ydonteme gore yapilmaistir.

3.2.2. In sitii belirleme (naylon kese teknigi)

Calismada bahsi gecen yemlere ait ornekler her muamele siiresi i¢in 4 er
tekerriir halinde yaklasik olarak 3’er gram tartilarak 15 cm x 10 cm ebatlarindaki 40
umgozenek Olciilii dakron kumastan hazirlanmis ve agirliklari daha Onceden

Olgiilmiis keselere konulmustur.

Daha sonra bu keselerin agizlar1 paket lastigi ve iplerle baglanmis boylece

keselerin u¢ kisimlarindan 6rneklerin disariya dokiilmesi engellenmstir.

Naylon keseler 25 cm’ lik hortumlara baglanmis ve her hortumda ayni1 yeme

ait 2 adet yem Ornegi bulunacak sekilde baglanmuistir.

Hortumlara baglanan keseler Yiiziincii Y1l Universitesi Veteriner Fakiiltesi’ne
ait agildakirumen kaniillii toklularin rumenlerinin ventral kesesine yerlestirilerek 4,
16 ve 96 saatlik siirelerle inkiibasyona birakilmistir. Bu islem 4 tokluda ve her
tokulda bir kez olmak iizere denenmistir. Inkiibasyon siireleri tamamlandiginda
rumnenden ¢ikarilan naylon keseler mikrobiyal faaliyetin hemen durmasi i¢in soguk
suyla yikanmistir. Soguk suyla yikanan keseler Fakiiltede bulunan laboratuara
gotiirlilerek camasir makinesinde durulama suyu berraklasincaya kadar yikanmistir.

Durulanarak temizlenen keseler kurutma dolabinda 60 °C’ de 48 saat siireyle

14
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kurutulmustur. Kurutulan 6rneklerin agirliklart dl¢iilmiis boylelikle keselerin i¢inde

kalan yem 6rneklerinin miktari tesbit edilmistir.

Daha sonra kese igindeki yem kalintilarinin azot igerigi Kjeldahl metotu ile

belirlenmistir.

3.2.3. Enzim teknigi

Calismada ilk once inkiibasyonda kullanilmak tizere pH’s1 8 olacak sekilde 0,1
molar boratfosfat tamponu hazirlanmistir. Hazirlanan tampon ¢ozeltinin igine ticari
bir proteaz enzimi olan Streptomyces griseus (XIV, Sigma P-5147, St Louis, MO,
USA) litre basina 20 mg olacak sekilde ilave edilmistir. Ayrica mikrobiyal gelisimi
engellemek icin tampon ¢ozeltiye 1 mg/litre” tetracyclin (Sigma T-3258) ilave

edilmistir.

Daha sonra whatman marka 41 numarali filtre kagitlar1 65 °C’de kurutularak
agirliklar1 Olgiilmiis ardindan yemlere ait Oornekler 4’er tekerriir halinde yaklasik
0.2’ser gram tartilmistir. Tartilan yemler in vitro inkiibasyon tiiplerinin igine
konulmustur. Tiiplerin i¢ine hazirlanan tampon ¢ozeltiden 40 ml ilave edilmis ve

tiipler 38 °C’de 1s1t1lmis su banyosunda inkiibasyona birakilmustir.

Ayni islem 1, 6, 24 ve 70 saatlik inkiibasyon siireleri i¢in tekrarlanmis ve her
bir inkiibasyon sonunda tiiplerin iginde bulunan Ornekler filtre kagitlarindan
stiziilerek iyonize su ile yikanmistir. Yikama ve siizme igleminin ardindan filtre
kagidi icinde kalan yemler kurutma dolabinda 65 °C’de 48 saat siireyle bekletilmis

ve daha sonra agirliklar tekrar 6lctilmiistiir.

Daha sonra agirliklart 6l¢iilen filtre kagitlar1 i¢inde bulunan yem kalintilarinin
azot icerigi Kjeldahl metotu ile belirlenmistir. Kalintida saptanan toplam protein
miktar1 inkiibasyon 6ncesi toplam ham protein oranindan gidilerek BP miktarlar

hesaplanmustir.
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3.2.4. Analitik islemler

In situ teknik ile inkiibasyona birakilan naylon keselerdeki yem kalintilarinin
azot igerigi kese iginden alinan Ornekler kullanilarak kjeldahl metotu ile analiz

edilmistir.

Enzim teknigi ile inkiibasyon sonucunda elde edilen ve filtre kagidinda
bulunan yem kalintilarinin azot igerigi ise, filtre kagitlarinin tamam (kiigiik parcalar

halinde dogranarak) kullanilarak kjeldahl metotu ile analiz edilmistir.

3.2.5. Sindirilebilirlik hesaplamalari

Proteinlerin rumende parcalanabilirlili§inin tayininde kullanilan model

asagida gosterimistir (Broderick, 1994).

%BP=B*((Kp/(Kk+Kd)) + C

BP: By pass protein

B: Rumendeki par¢alanmay1 ge¢me potansiyeline sahip protein miktari
Kp: Rumenden gecis orani

Kd: Proteinin rumende parcalanma orani

C: Sindirilemeyen protein

3.2.6. istatiksel analizler

Deneme sonunda elde edilen verilerin karsilagtirlmasi varyans analizi, gruplar
arasindaki farkliligin belirlenmesinde ise LSD testi uygulanmistir. Bu amagla SAS

paket programi kullanilmistir (SAS, 1988).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Calisma kullanilan ve analizler sonucunda belirlenen fig, bugday silaji,
bugday kuruotu, mercimek samani, kuru ot, tritikale, yonca ve misir silaji yemlerine
ait in situ yontem ve in vitro yontem by pass protein degerleri cizelge 4.1° de

verilmistir.

Denemede kullanilan yemlerin in situ ve in vitro enzim teknigi kullanilarak

bulunan degerleri arasindaki iligkiyi inceleyecek olursak;

Fig, bugday kuruotu, kuruot, ve misir silaji yemlerindeki in situ metotla
sirastyla hesaplanan %32.89, 9%28.95, %38.85 ve %40.02 by pass protein degerleri
ile in vitro metotla 70 saatlik inkiibasyon sonucunda sirasiyla hesaplanan %31.91,
%31.04, %34.36 ve %38.99 by pass protein degerleri arasindaki benzerlik

istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur(P>0.05).

Tritikale yemindeki in situ metotla hesaplanan %41.18 degeri ile in vitro
metotla belirlenen 24 ve 70 saatlik inkiibasyon sonucunda sirasiyla hesaplanan %
44.56 ve %37.98 by pass protein degerleri arasindaki benzerlik istatistiksel a¢idan

onemli bulunmustur (P>0.05).

Bugday silaji, mercimek samani ve yonca yemleri i¢in hesaplanan in situ ve
in vitro by pass protein degerleri arasinda her hangi bir benzerlik

bulunamistir(P<0.05).

Baska bir deyisle, calismada kullanilan 8 farkli yemin besinde in situ metot ve
in vitro metot (70 saatlik inkiibasyon) ile belirlenen by pass protein degerleri

arasinda benzerlik bulunmustur(P>0.05).
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Cizelge 4.1. Denemede kullanilan yemlerin in situ ve in vitro by pass protein
Degerleri (%)

FiG BSL BKO MS KO T Y MSL
iN siTU 32.89% | 40.35° | 28.95% | 31.13° | 38.85° | 41.18% | 27.44° | 40.02°
METOT
iN VITRO 5426 | 67.29% | 52.35" | 63.01" | 58.53* | 55.41* | 53.91* | 71.07*
METOT
(1 SAAT)
iN VITRO 52.71% | 64.42% | 50.61* | 60.31* | 53.18" | 56.03* | 51.11* | 65.50"
METOT
(6 SAAT)
iN VITRO 41.16° | 52.59% | 38.41°% | 43.96° | 45.29° | 44.56° | 43.45° | 50.99¢
METOT
(24 SAAT)
iN VITRO 31.91° | 32.36° | 31.04° | 34.82° | 34.36° | 37.98° | 33.84° | 38.99P
METOT
(70 SAAT)

SEM 0.88 1.14 0.69 1.06 1.85 1.40 1.58 1.56
P * * * * *
ABCDBC,

s s s s ¢ Ayni slitundaki ayni harfle gosterilen degerler arasindaki benzerlik saptanmugitr. *: P>0,05

Abdelgader ve ark. (1996), herhangi bir 6n muamele yapmaksizin
Streptomyces griseus enzimi kullanilarak yonca ve saman gibi kaba yemlerin protein
yikimlanabilirliliginin hesaplanabilecegini bildirmistir. Nitekim bu c¢alismada da in
situ metotla hesaplanan by pass protein degerleri ile enzimatik ¢alisma (70 saatlik

inkiibasyon) sonucunda elde edilen degerler arasinda da benzerlik goriilmiistiir.

In situ metot ile Streptomyces griseus proteazi kullanilarak belirlenen BP
degerlerinde, enzim tekniginde 24 saatlik inkiibasyonun in situ metotla benzerlik
gosterdigini ve bu iki teknigin birbirleriyle karsilastirilabilecegini belirtmistir. Ancak
her ne kadar benzerlik olsada 24 saatlik inkiibasyon sonucunda in vitro
par¢alanamayan boliimlerin oldugunu bildirmistir. Bu c¢alismada da 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonucunda tritikale i¢inin situ ve enzim teknigi ile elde edilen

degerlerin benzer ¢ikmasi Cone ve ark., (1996) 1n ¢alismasi ile uyum gostermektedir.

Aufrere ve ark. (1991), yemlerin BP degerlerini belirlemede in situ teknik
yerine in vitro enzim tekniginin kullanilmasi i¢in benzer yem gruplart igin elde
edilen BP degerlerinden in sifu teknik ile elde edilen BP degerleri belirlemede

diizeltme faktorii kullanmiglardir. Yemler kiiclik gruplara ayrildiginda varyasyon
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degerleri azaltilmistir. Ancak ¢ok yaygin kullanilmayan ve daha 6nce test edilmemis

yemler ve tiim rasyonlar i¢in bu teknigin daha az kullanish oldugunu bildirmislerdir.

Bu calismada da en uygun sonuglar enzimle 70 saat siireli inkiibasyonla
belirlenen siire olmasina ragmen 8 yemden sadece 5 tanesi dogru olarak tahmin

edilmistir.

Yine calismada in situ metotla belirlenen BP degerleri standart olarak
kullanilmistir. Ancak bu tezin onceki caligmalar boliimiinde agikladigi gibi in situ
tekniginde bir¢ok sakincasi vardir. Standart olarak in vivo Olgiimlerin kullanilmasi
gerekir. Fakat yemlerin BP degerlerini 6lgmek ve daha once oOlgiilmiis degerlerini

bulmak oldukg¢a zordur.

Yemlerin parcalanabilirlik degerlerinin belirlenmesinde ¢ok sayida proteaz
enzimi RPP’lerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Streptomyces griseus’dan elde
edilen proteazlar ise bunlar arasinda en yaygin olarak kullanilanlardir. Streptomyces
griseus’un yaygin kullanimin nedeni ise genis etkili olmasidir. Streptomyces
griseus’dan elde edilen proteaz enzimi tamamen ekstraseliiler olup endo ile ekzo

peptidazlarin karistmindan olusmaktadir (Pichard, 1977).

Bu calismada in vitro yontemde yemlerden sadece birinde 24 saatlik
inkiibasyonun yeterli olmas1 ancak diger yemlerde 70 saatlik inkiibasyon sonucunda
elde edilen verilerin in situ metotla ortiismesinin farkli sebepleri olabilir. Nitekim,
yapilan bir arastirmada laboratuar sartlarinda uygulanabilen is giicii ve maliyeti
diisiik olan enzim teknigi ruminal ortamla karsilastirildiginda enzim tekniginin
uygulandig1 ortamda tam bir enzim aktivitesinin gergeklesemeyecegi bildirilmistir

(Stern ve ark. 1977).

Streptomyces griseus ° dan elde edilen proteazlar nétr ve alkali pH’larda aktif,
selat olusturan ajanlara (EDTA) ve soya tripsin inhibitoriine karsi ¢cok hassastir (Trop

ve Birk, 1970; Matsubara ve Feder, 1971).
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Yapilan bir ¢aligmada kaba yemlerin protein parcalanabilirliginin pH 6.7 ye
gore pH 8.0 da daha yiiksek oldugu bildirlmistir (Michalet-Dorueau ve Ould-Bah,
1992).

Arastiricilar optimum protein pargalanabilirligi i¢in pH degerinin 8 olmasinin

en iyi oldugunu bildirmislerdir (Cone ve ark., 1996).

Assoumani ve ark. (1992), Streptomyces griseus’ dan elde edilen alkali
proteaz ile Bacillus subtilis’ ten elde edilen nétral proteazi pH 8.0 ve pH 6.5 de
protein parcalanabilirligine etkisini 8 farkli yem kullanarak belirlemeye
caligmiglardir. Calismalarinda pH 6,5°de iki farkli enzimin protein
parcalanabilirligine etrkisinin in situ degerler ile benzer oldugunu bildirmis ve
regresyon esitligi sabiti ve egimi agisindan ise alkali proteazin avantajli oldugu

sonucuna varmiglardir.

Mathis ve ark. (2001), Streptomyces griseus kullanilan enzim metodunda 4
saat ile 48 saat inkiibasyon siiresi arasinda enzim konsantrasyonunun iyi ayarlanamsi
durumunda yakin bir iliski oldugunu belirlemislerdir. Streptomyces griseuss
kullanilan enzim metotunun 4 veya 8 saat inkiibasyon sresinin uygun enzim
konsantrasyon aktivitesi ve siliresi se¢ilmesi durumunda in situ degerleri tahmin
etmede kabul edilebilir olduklarini bildirmislerdir. Her 15 mg substrakt azot i¢in

toplam 3.3 U enzim aktivitesi onermislerdir.

20



5. SONUCLAR ve ONERILER Mahmut SEKER

5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuclar

Sekiz farkli kaba yem kullanilarak uygulanan bu ¢aligmanin sonucunda kaba
yemlerde RPP belirlenmesinde kullanilan metotlardan olan in sitii metot(naylon kese
teknigi) ile farkli inkiibasyon siireleri kullanilarak yapilan in  vitro
metot(Streptomyces griseus enzimi teknigi) karsilastirildiginda 5 yemde (F, BKO,
KO, M.SIL ve Y) in situ by pass protein degerleri ile 70 saatlik inkiibasyon siireli in
vitro metot sonucu elde edilen BP degerlerinin istatistiksel acgidan benzerlik

gosterdigi goriilmiistiir (P>0.05).

24 saatlik inkiibasyon siireli in vitro metot sonucunda elde edilen bBP
degerleri ile in situ metot sonucu elde edilen BP degerlerinin sadece 1 yemin

benzerlik gosterdigi goriilmiistiir (P<0.05).

1 ve 6 saatlik inkiibasyon siireli in vitro metot sonucunda elde edilen BP
degerleri ile in situ metot sonucu elde edilen BP degerleri farkli bulunmustur

(P<0.05).

5.2. Oneriler

Calisma sonucunda iki metot arasinda yapilan karsilastirmada en benzer
sonuglarin 70 saatlik inkiibasyon siireli in vitro metotla goriilmesinden dolay1
gelecekte 70 saat ve 70 saate yakin inkiibasyon siireli in vitro ¢aligmarin yapilmasi
ve bu caligmalar sonucunda en yakin degerlerin bulunabilcegi ve ayrica enzim
aktivitesi ve substrakt yogunlugu konusunun daha detayli irdelenmesinin faydali

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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OZET

Bu calismada kaba yemlerdeki protein pargalanabilirlilikleri in situ metot ve
enzimlerle belirlenmistir.

Calismada kullanilan 8 farkli kaba yemin BP degerleri 6nce naylon kese
teknigi ile hesaplanmis. Daha sonrada ticari bir proteaz enzimi olan Streptomyces
griseus farkli stirelerde kullanilarak hesaplanmistir.

Naylon kese tekniginde yemler torbalar iginde rumen kaniillii hayvanlarda 4,
16 ve 96 saat siireyle kalmis ve daha sonra bahsi gecen torbalar igindeki yemlerin
analizleri yapilarak BP degerleri hesaplanmaisitr.

Enzim tekniginde ise yemler 1, 6, 24 ve 70 saat siireyle inkiibasyona
birakilmigtir. Daha sonra Whatman 41 nolu filtre kagidindan siiziilerek kalan
yemlerin anazlizler sonucunda BP degerleri hesaplanmustir.

Kullanilan 8 yemden 5 inde 70 saatlik enzim calismasinda elde edilen by
pass protein degerlerinin in situ metotla belirlenen by pass protein degerleri ile
benzer bulunduklar1 gériilmiistiir.

Sonug olarak BP tayininde kullanilan in situ metot yerine enzim tekniginin
kullanilmast yoniindeki ¢alismalarda enzimlerle 70 saatlik muamele siiresi iizerinde

yogunlagmanin daha iyi sonuglar verecegi sonucuna varilmaistir.
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SUMMARY

In this study, protein degredability of forages was determined with in situ and
enzyme methods.

First of all, by pass protein values of eight forages were determined by using in
situ procedure. Then, proteaz from commercial Streptomyces griseus was used for
determination of by pass values of some forages with different incubation times.

Nylon bags were incubated 4, 16 and 96 h using rumen canulated rams. Then
residual N in the bags was determinated to estimate by protein. In enzyme buffer
solution then filtrated with using whatman filter paper(41). Residual N in the paper
was assumal as a by pass protein.

By pass protein values of five forages out of eight were estimated similar for
both in situ and 70 h enzyme incubation methods (P>0.05).

According to this study more study should be focused an the 70 h incubation

with enzyme method for replacing in situ method.
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