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Ozet

Bu calismada, doymamis yag asitleri bakimindan zengin ¢orekotu tohumu yaginin rasyona farkli oranlarda
ilavesi ile in vitro ruminal biyohidrojenasyonun belirlenmesi amaglanmustir. Bu kapsamda ¢orekotu yag: 3 farkls
dozda (%1, 2 ve 3) rasyona ilave edilerek 5 tekerriirlii olarak in vitro inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyonda
kullanilan rumen sivist 1:9 oraninda yapay tiikiiriik ile karigtirilarak inkiibasyon sivisi olusturulmustur. Elde
edilen karigim hazirlanan yem tizerine ilave edilerek 39 °C’lik su banyosunda inkiibe edilmistir. Caligmada 0,
3, 6, 12 ve 24. saatlerde inkiibasyon sivilarindan ornekleme yapilarak yag asidi profili ve fermantasyon
parametreleri belirlenmistir. Caligma sonunda rumen sivisi yag asitleri, yemdeki baslangi¢ ve sonrasindaki yag
asitleri karsilastirilarak yag asidi profili degisimleri belirlenmistir. Biyohidrojenasyonun belirlenmesinde
C18:1, C18:2 ve C18:3 yag asitleri degerlendirilmistir. Sonug olarak yag ilave edilen gruplarda C18:1 ve C18:2
yag asitlerinin lineer olarak azaldigi, C18:3 yag asidinin ise lineer olarak artig gosterdigi belirlenmis ayrica yag
ilave edilen gruplarda ruminal fermantasyon parametrelerinin etkilenmedigi belirlenmistir.

Determination of In Vitro Ruminal Biohydrogenation of Black Cumin Seed Oil
Abstract

Biohydrogenation is the saturation of unsaturated fatty acids in the rumen by microorganisms. The ratio of
saturated fatty acids is high in the products obtained because of this biohydrogenation process in the rumen.
However, intermediate products such as conjugated linoleic acid during saturation increase the quality of the
products obtained. The aim of this study is to determine ruminal biohydrogenation in black cumin oil, which is
rich in unsaturated fatty acids. In the study, black cumin oil was added to the diet in 3 different doses (1, 2, and
3%) for in vitro incubation with 5 replications. The incubation fluid was created by mixing rumen fluid and
artificial saliva at a ratio of 1:9. The incubation liquid was mixed with the feeds and kept in a 39 °C water bath
for 24 hours. Fatty acid profile and fermentation parameters were determined by sampling from this incubation
liquid at 0, 3, 6, 12, and 24 hours. At the end of the incubation, fatty acids of the rumen fluid, starting fatty acids
in the feed, and post-incubation fatty acids were compared, and it was determined which fatty acid changed.
Here, the fatty acids that form the basis for determining biohydrogenation were evaluated individually. These
are 18:1, 18:2, and 18:3 fatty acids. As a result, it was determined that C18:1 and C18:2 fatty acids decreased
linearly in oil-added groups, while C18:3 fatty acids increased linearly. It was determined that the addition of
black cumin seeds to the ration did not affect the ruminal fermentation parameters.
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1. GIRIS

Ruminantlardan elde edilen iriinler, rumende
lipoliz ve biyohidrojenasyon islemleri yoluyla,
rumende yag asitlerinin doyurulmasi sonucu yiiksek
oranda doymus yag asitleri (YA) igerir. Rasyondaki
YA profili ¢ogunlukla doymamis yag asitlerinden
olusurken; rumenden ayrilan lipitlerin YA profili
cogunlukla doymus yag asitlerinden olusmaktadir. Bu
nedenle ruminantlardan elde edilen iiriinlerde doymus
YA oram yiksektir. Ancak doymamis YA’nin
doyurulmast sirasinda konjuge linoleik asit (KLA)
gibi bazi saglik acisindan oldukca faydali baz1 yag
asitleri de agiga ¢ikmaktadir. Ruminant {irinlerinde
KLA konsantrasyonunun artirilmasinda rasyonda
yapilan degisiklikler en iyi yol olarak bilinmektedir.
Bu bakimdan rasyonlarda farkli yag asidi profiline
sahip yaglar kullanilabilmektedir. Ancak kullanilan
yag kaynaklart ve miktar1 rasyonun YA
kompozisyonunu degistirebilir ve rumende mikrobiyal
popiilasyonun biyohidrojenasyon aktivitesine karst
farkli cevaplar verebilir.

Onceki calismalar incelendiginde; Kevin ve ark.,
(2012) ineklerde yaptiklart ¢alismada, rasyona balik
yag1 ilavesinin  (0-75-150-300g/giin)  rumen
biyohidrojenizasyonuna etkisi arastirilmis ve rumen
biyohidrojenizasyon ara iiriinlerinde tek veya ¢ift bag
yapan trans yag asitlerinde balik yagi katilmasinda
doza bagl olarak artig saglandigin1 tespit etmislerdir.
Donovan ve ark., (2000) rasyonda %]1'den az balik
yag1 kullanildiginda siit veriminin arttigi, %2
kullanildiginda ise siit veriminin diigmesine karsin, en
yiiksek doymamis yag asitleri ve KLA igerigine
ulasildigi gbzlenmistir. Yapilan calismalar
degerlendirildiginde  rasyona  %1-4  arasinda
doymamis yag asidi ilavesinin rumende veya in vitro
olarak doymamis yag asidi tiretimi profilini etkiledigi
belirlenmistir (Buccioni ve ark., 2015; Cozma ve ark.,
2015; Pirondini ve ark., 2015; Bayat ve ark., 2018;
Gomez-Cortés ve ark., 2019; Kliem ve ark., 2019).
Dolayistyla bu ¢alismanin amact doymamis yag asidi
bakimindan zengin i¢erige sahip ¢orek otu yaginin %1,
2 ve 3 diizeyinde ilavesinin ruminal yag asitleri
degisimi ve ruminal fermantasyon parametreleri
iizerine etkileri belirlemektir.

2. MATERYAL VE METOT

Calismada kullanilan ¢oérekotu tohumu serbest
piyasadan temin edilmis ve soguk sikim yag cihazinda
(Sonkaya, SMYP1, Tiirkiye) yag: ¢ikarildiktan sonra
calismada kullanilmistir. Yag elde edildikten sonra
yag asitleri kompozisyonu belirlenmistir. Ardindan
%1, %2 ve %3 diizeyinde yeme ilave edilerek
substratin yag asidi kompozisyonunun belirlenmesi
amactyla yag asidi analizi yapilmigtir. Arastirmada
kullanilan ¢orekotu (Nigella sativa) tohumu %32-40
ham yag ve bu yagin %75-85’1 ise doymamis yag asidi
icermektedir. Arastirmada substrat olarak kullanilan
rasyon kuru maddede %8,6 arpa samani, %45,9 yonca
otu, %14,4 arpa, %12,9 ay¢icegi tohumu unu, %2,9
bugday kepegi, %15,1 misir, %0,1 tuz ve %0,3
mineral igermektedir.

In Vitro Inkiibasyon

Rumen s1vist 4 adet gegmisi bilinen saglikli besi
sigirmin kesimi sonrasi kesimhaneden rumen igerigi
elde edilmistir. Her hayvandan alinan rumen sivisi esit
oranda karistirilmistir. Alinan rumen sivisi 4 katli bez
peynir torbasindan gegirildikten sonra 1:9 oraninda
yapay tikirik ile karigtirillmis ve inkiibasyon sivisi
olusturulmustur. Bu inkiibasyon sivisindan 0, 3, 6, 12
ve 24. saatlerde drnekleme yapilarak yag asidi profili
ve fermantasyon parametreleri belirlenmistir.

250 ml’lik cam siselere (pyrex) 300 mg yem ornegi
tartilmistir. Uzerine hazirlanan inkiibasyon sivisindan
200 ml ilave edilmis ve 39 °C’de su banyosunda
inkiibasyona birakilmistir. 0, 3, 6, 12 ve 24. saatin
sonunda yag asidi profili ve fermantasyon
parametrelerinin belirlenmesi amaciyla inkiibasyon
stvisindan ornek alimustir.

Hazirlanan siseler karbondioksitle muamele edilip
kapatildiktan sonra 6zel yapilmis 60’11 su banyosuna
konulmustur. Gaz iiretimine bagli olarak her ii¢ saatte
bir gaz ¢ikigina miisaade etmek amaciyla kapaklar
acilmig, tekrar karbondioksitle muamele edilerek
kapak kapatilmigtir. Inkiibasyonun ardindan sise
igerigi sindirimin sonlandirilmasi amaciyla soguk su
banyosunda bulunan plastik tiiplere aktarilmis ve
kurutulana kadar derin dondurucuda (-18 °C)
muhafaza edilmistir. Kurutma iglemi i¢in liyofilizator
(TRS, Teknosem, Tiirkiye) kullanilmustr.

Inkiibasyonun sonunda rumen sivisi yag asitleri,
yemdeki baslangi¢ yag asitleri ve inkiibasyon sonrasi
yag asitleri karsilastirilarak yag asidi profillerinin

degisimi belirlenmistir. Burada biyohidrojenasyonun
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belirlenmesinde temel olusturan yag asitleri; C18:0,
C18:1, C18:2 ve C18:3 ve KLA gibi ara iiriinler
degerlendirilmistir. Biyohidrojenasyoun hesaplamasi
Sinclair ve ark. (2005) tarafindan bildirilen yonteme
gore yapilmig ve her bir yag asidi i¢in ayni formiil
kullanilmistir.

Yag, Yem Ve Rumen Sivisinda Yag Asitleri
Kompozisyonu Analizi

Oncelikle tim numuneler freze-dryer
(liyofilizator, TRS Teknosem; Tiirkiye) kullanilarak
kurutulmus ardindan yag extraksiyonu yapilmistir. Bu
amacla 0.375 g kurutulmus 6rnek 15 ml kloroform-
metanol (2:1 vol/vol) ve 375 pL saf su ile
karistirilmigtir (Folch ve ark., 1957). Daha sonra bu
ekstraktlar siiziilmiis ve 2.2 ml saf su ilave edilerek
800*g devirde santrifiij edilmis ve iist fazdan 6rnekler
alinmistir. Alinan bu 6rneklerde tekrar yikama islemi
yapilmistir (30 ml kloroform, 480 ml methanol ve 470
ml NaCl soliisyonu (7.3 g/L su)). Yikama isleminin
ardindan yag iceren fazdan yaklagik 3 ml alinarak
diger c¢oziiclilerin uzaklastirilmast amacryla tekrar
santrifiij edilmis ve yag saflagtirilmistir. Ekstrakte
edilen yag numunelerinden 0,1 — 0,3 g arasi tartilarak
tizerine 0,5 ml 2N metanolli KOH ¢ozeltisi
eklenmistir. Bu ¢ozelti 10 ml’ye hekzan ile
tamamlanmistir. Daha sonra bu karisim santrifiij
cihazinda 4000 devirde 10 dk. boyunca santrifiij
edilmis sonrasinda tiip igerisindeki c¢ozeltinin st
fazindan 1 ml alinarak viallere aktarilmigtir (Fritsche
ve Steinhart, 1998). Yag ekstraksiyonu yapilan ve
esterlestirilerek viallere alinan tiim numuneler Gaz
Kromatografisi (GC) cihazinin otomatik 6rnekleme
kismina yerlestirilerek her bir vialden 1 pl ¢ozelti
GC’ye enjeksiyon yapilmis ve yag asidi profili
belirlenmistir. Bu amagla FAMEs ve KLA (AOAC
996.06 Standard, FAME Mix cat. # 35077 ve KLA
standart cat # 16413) standardi kullanilmistir. Yag
asitleri analizi, Shimadzu GC 2010 Plus cihazinda,
alev iyonizasyon dedektorii (FID) ve kapiler kolon
(100 m x 0.25 mm ID x 0.250 pum) kullanilarak
yapilmistir. Enjeksiyon: 2.0uL split (split ratio 200:1),
4mm inlet liner (cat.# 20814), enjeksiyon sicakligt:
225°C, Tastyic1 gaz: Hidrojen, Akis hizi: 1.2mL/dk.,
Firin sicakligi.: 100°C'den (4 dk) 240°C'ye (10 dk)
3°C/dk olarak ayarlanmistir. GC analizi sonucu yag
asitleri kompozisyonu % olarak ifade edilmistir.

Rumen Sivisinda Fermantasyon Parametrelerinin
Belirlenmesi

Inkiibasyon sirasinda belirli saatlerde elde edilen
rumen sivilari hizli bir sekilde pH 6l¢iimiiniin ardindan
buzlu suya konularak sindirim isleminin durmasi
saglanmistir. Daha sonra elde edilen sivilar hemen
stiziilmiistiir. Ugucu yag asitleri konsantrasyonunun
Olclilmesi i¢in Erwin ve ark., (1961)’nin metodu
kullanilmistir. Buna gore her numuneden 5 ml alinarak
iki damla doymus HgCI2 ilave edilerek fermentasyonu
durdurulmustur. Bundan sonra Iml %25 lik
metafosforik asit ilave edilerek iyice karistirildiktan ve
on dakika bekletildikten sonra, dakikada 5,000 devir
hizda 10 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra siringa
ucu filtreden (0.45 p) gecirilerek viallere konulmus ve
Gaz Kromatografi cihazina enjekte edilinceye kadar
buzlu suda muhafaza edilmistir. Gaz kromatografide
asetik, propiyonik, biitirik, valerik, izobiitirik ve
izovalerik asit standartlar1 farkli konsantrasyonlarda
hazirlanarak standart egri olusturulmustur. Daha sonra
analiz  swrasinda  tutulma  zamanlarina  gore
isimlendirilmis ve standart egriden hesaplanan degerle
karsilagtirilarak rumen sivisinda bulunan miktarlar
hesaplanmustir.

istatistiki Analizler

Caligmada kontrol, %1, %2 ve %3 ¢orekotu ilavesi
gruplari ile toplamda 4 gruptan elde edilen 5 tekerriirli
sonuglar one-way-anova ile SPSS (Ver. 22, 2013,
Chicago) paket programi kullanilarak varyans analizi
yapilmis, ortalamalar arasindaki farkliliklarin tespiti
icin Duncan g¢oklu karsilagtirma testi kullanilmustir.
Istatistiki 6nem diizeyi P<0.05 kabul edilmistir.
Sonuglar her bir Ornekleme saati icin ayr1 ayri
degerlendirilmistir.

3. BULGULAR

Rasyona farkli oranlarda katilan ¢érekotu tohumu
yaginin 24. saat in vitro ruminal biyohidrojenasyon
oranlar1 Tablo 1°de verilmistir. C18:1 yag asidi
biyohidrojenasyon oram1 %65.45 - 69.72 arasinda
degismis olup; kontrol grubu yag katilan gruba oranla
daha yiiksek bulunmasma ragmen, yag katilan
gruplarin ise kendi arasinda istatistiki olarak
benzerligi belirlenmistir. C18:2 yag asidinin ruminal
biyohidrojenasyonu yag katilan gruplarda kontrole
gore daha diigiik, en diisiik doz ise %3 c¢orekotu
tohumu yag1 katilan grupta goézlenmistir (P<0.001).
C18: 3 yag asidi bakimindan ise, biyohidrojenasyon
%385’in iizerinde tespit edilmis ve en diislik oran
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kontrol grubunda tespit edilmistir (PL<0.001). Bu
etkiler lineer olarak tespit edilmis olup, kuadratik
etkiler 6nemsiz bulunmustur.

Tablo 1. Rasyon ilave edilen ¢orekotu tohumu yaginin in vitro ruminal biyohidrojenasyona etkisi (24. saat)

Yag asitleri Kontrol Corekotu tohumu yag: SEM P
1% 2% 3% L Q
C18:1n-9 69.722 65.45P 66.28° 66.31° 0.451 <0.01 0.345
C18:2n-6 78.16° 76.242 75.25% 74.982 0.214 <0.01 0.415
C18:3n-3 86.48° 87.412 88.122 88.692 0.544 <0.01 0.554
KLA, c-9t-11 0.285° 1.6922 1.430° 1.6372 0.090 <0.01 0.101

YA: yag asitleri; KLA: konjuge linoleik asit; SEM: ortalamalarin standart hatasi; P: 6nem seviyesi; L: Lineer; Q: Kuadratik

Grafik 1. Rasyona farkli oranlarda ilave edilen ¢orekotu tohumu yaginin (CTY) ruminal asetat ve propiyonat iiretimine etkileri
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Grafik 2. Rasyona farkli oranlarda ilave edilen ¢orekotu tohumu yaginm (CTY) ruminal biitirat ve izobiitirat tiretimine etkileri
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Grafik 3. Rasyona farkli oranlarda ilave edilen ¢6rekotu tohumu yaginin (CTY) ruminal izovalerat ve valerat iiretimine etkileri

Valerik asit

K
o

w
[=)
)\

Molar proporsiyon, mM
n
o
(

1,0 s
0,0
0 3 6 12 24
inkiibasyon siiresi, saat
e=@== Kontrol om=%1 CTY %2 CTY %3 CTY

SONUC VE ONERILER

Ruminantlardan elde edilen iriinlerde kalitenin
artirilmasi birgcok faktore bagli olmakla birlikte bu
riinlerde yag asidi profilinin saglik agisindan
arzulanan diizeyde (KLA, omega-3 yag asitleri gibi)
olmast i¢in yapilan calismalarda, doymamig yag
asitleri kullanim1 yaygin olmakla birlikte, en etkili
yontemin ¢ok uzun zincirli ¢oklu doymamis yag
asitlerinin rasyona ilave edilmesi ile saglanabilecegi
bildirilmistir (Toral ve ark., 2012). Bu ¢alisma, ¢oklu
doymamis yag asitleri bakimindan zengin olan
¢orekotu tohumu yagmin farkli oranlarda rasyonda
kullanimi ile rumen fermantasyonu ve ruminal
biyohidrojenasyonu {izerindeki etkisini belirlemek
amaciyla in vitro olarak yiritilmiistir. Mevcut
calismada yag asitleri biyohidrojenasyon oranlarimin
%65-88 arasinda degistigi belirlenmistir. Yapilan bir
calismada bu oranin %56-94 arasinda oldugu (Huyen
ve ark., 2020), bir baska caligmada ise %73-98.5
arasinda degisebildigi belirtilmistir (Sterk ve ark.,
2012). Bu c¢alismada C18:1n-9'un  rumende
biyohidrojenasyonu ortalama %66.94; C18:2n-6'nin
rumende biyohidrojenasyonu ortalama %76.16;
C18:3n-3’iin rumende biyohidrojenasyonu ortalama
%87.68 bulunmustur. Diger ¢aligmalarda C18:3n-3 ve
C18:2n-6'nin rumende biyohidrojenasyonu ortalama
strastyla %93 ve %85 olarak bildirilmistir (Chilliard
ve ark., 2007; Bernard ve ark., 2009).

Rasyona farkli oranlarda g¢érekotu tohumu yagi
katilmasinin rumen parametrelerini  etkilemedigi
belirlenmistir (Grafik 1-3). Rasyonda kullanilan yag
kaynagmin bireysel ve toplam UYA oranlar
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iizerindeki etkisinin olmadigt bir calismada
gosterilmigtir (Ding ve ark., 2017). Yapilan bagka bir
calismada rasyona 30 g/kg yag ilavesinin ruminal pH,
bireysel ve toplam UYA oranlart oranlarin
degistirmedigini bildirilmistir (Zhang ve ark., 2008).
Bir bagka calisma ise rasyona yag ilavesi ile rumen
pH’s1 ve asetat oranimi disiirdigii (P<0.05), toplam
ugucu yag asidi miktarm1  ve  propiyonat
konsatrasyonun arttigint bildirmektedir (Kholif ve
ark., 2018). Cortes ve ark., (2010), rasyonda %4.1
oraninda  yag  kullaniminin  toplam  UYA
konsantrasyonu ve bireysel UY A’larin molar oranlari
iizerinde hicbir etkisi olmadigini; ancak, Gonthier ve
ark., (2004), daha yiiksek diizeyde yag kullaniminin
(rasyonun % 12.5'), asetat oranini azalttigmni ve
propiyonat oranlarini arttirdigini bildirmistir. Bununla
uyumlu olarak, Soder ve ark., (2013) kaba yem bazlh
bir rasyona %10 yagh bir tohum eklendiginde
asetat:propiyonat oraninda bir diigiis bildirmistir. Bu
nedenle, rasyona yagli tohum kullanim diizeyinin
%10'dan fazla olmamasi gerektigi 6nerilmektedir.

Yapilan c¢alismada rasyona %1,2 ve 3 oraninda
¢orekotu  tohumu yag1 katilmasimin  ruminal
biyohidrojenasyonu  degistirdigi  belirlenmistir.
Rumenden ¢ikan yag asitlerinin elde edilen iiriinlere
aktarildig1 diisiiniildiigiinde, elde edilecek iiriinlerde
(et, siit) omega 3 ve KLA gibi faydali yag asitlerinin
konsantrasyonlarinda artis saglayabilecektir. Ayrica
rasyona ilave edilen ¢orekotu tohumu yaginin (%1, 2
ve 3) rumen fermentasyon parametrelerini
etkilemedigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak rasyona
ilave edilen ¢orekotu tohumu yaginin %3’e kadar
kullaniminda ruminal fermantasyon parametrelerini
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olumsuz etkilemeksizin, ruminantlardan elde edilecek
iiriinlerde yag asidi kompozisyonunun
degistirilmesinde  kullanilabilecegi  belirlenmistir.
Ancak daha kesin sonuglara ulagabilmek i¢in in vivo
calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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