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Ozet

Farkli seviyelerdeki humik asit bilesiklerinin rumen fermantasyonu parametreleri, rumen protozoon sayisi ve kan parametreleri
lzerine etkilerini incelemek amaciyla yiritilen arastirmada hayvan materyali olarak, rumen kanuli takilmis 4 adet 1.5 yash morkaraman
kocu kullanildi. Arastirmada kaba/konsantre yem orani 70/30 olarak ayarlandi. Humik asit preparati Bovifarm® konsantre yeme 0, 0.1, 0.2
ve 0.4 olacak sekilde katildi. Aragtirma 4x4 Latin Kare deneme diizenine gore y(r(tildi. Her bir donem 14 giinii adaptasyon, 6 glini
ornekleme olmak tizere 20 giin strdiriildi. Arastirma sonunda humik asit ilavesinin rumen sivisi pH'sini, NH;-N diizeyini 6nemli derecede
degistirmedigi (P>0.05), rumen sivisi TUYA (Toplam Ucucu Yag Asiti), TUYA icinde asetik asit, propiyonik asit, bltirik asit ve asetik asit/
propiyonik asit oranlarinin humik asitlerden ve seviyelerinden 6nemli derecede etkilenmedigi saptandi. Rumen protozoonlarinin
sayilart bakimindan kontrol grubu ile humik asit iceren gruplar arasinda goérilen farkliliklarin istatistiksel olarak dnemli olmadig tespit
edildi (P>0.05). Kan 6rneklerinde yapilan analizler sonucunda kontrole gore humik asitlerin ve dozlarinin serum total protein, albumin,
trigliserit, kalsiyum, fosfor ve VLDL (¢ok diistik yogunluklu lipoprotein) lizerine etkisinin énemli olmadigi ancak humik asitlerin tim
diizeylerinin kan serumu kolesterol ve LDL (diisiik yogunluklu lipoprotein) diizeyini dustirdiigi (P<0.05), HDL (yiiksek yogunluklu
lipoprotein) diizeyini ise 6zellikle %0.2 ve 0.4 humik asit iceren gruplarda 6nemli (P<0.05) derecede artirdigi tespit edildi.

Anahtar sozciikler: Humik asit, Kan parametreleri, Protozoon sayisi, Rumen fermantasyonu

The Effect of Humic Acid on Rumen Parameters, Protozoa Count
and Blood Parameters in Sheep

Summary

This study was conducted to investigate the effects of different levels of humic acids on ruminal fermentation, protozoa count
and some blood parameters in sheep. Four ruminally cannulated morkaraman rams, 1.5 years old, were used in 4X4 Latin Square
Desing with 14 days adaptation and 6 days sampling periods on the way 20 days total. The animals were offered 70% forage and 30%
concentrate supplemented with %0, 0.1, 0.2 and 0.4 humate (Bovifarm®). Humic acid supplementation didn't effect the ruminal pH
and ruminal ammonia-N (P>0.05). Neither TVFA (Total Volatile Fatty Acid) concentration nor the proportion of acetic acid, propionic
acid, butyric acid and acetic/propionic acid ratio in TVFA were affected by supplements. No differences were found among groups
for protozoa counts (P>0.05). In blood samples, there were no significant differences among levels for serum total protein, albumine,
trigliseride, calcium, phosphorus and VLDL (Very low-density lipoprotein). However, all humic acids levels decreased (P<0.05) the
serum cholesterol and LDL (Low-densite lipoprotein); but increased (P<0.05) the HDL (High-density lipoprotein) levels in groups
supplemented with %0.2 and 0.4 humic acids, significantly.
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karbonhidrat, amino asit ve fenoller gibi bazi maddelerin
meydana getirdigi humustan koken alan humik, fulvik,
ulmik asitten ve bazi mikro minerallerden meydana ge-
len 2, kimyasal 6zelliklerinden dolayi elektron transferi
yapabilen ve bu 6zellikleri sayesinde bircok metal iyonu
ile selat olusturabilen kompleks organik maddeler olarak
tanimlanirlar 34,

Humik asit bilesikleri sindirim kanalinda optimum pH
olusumunu saglayarak, zararh bakteri tirlerinin Gzerinde
baskilayici etki yapmakta, mikotoksin seviyesini azaltip
bagirsak saghginin gelisimine katki saglamaktadir. Ayni
zamanda humik asit bilesiklerinin yararli mikroorganizma-
larin gelisimini tesvik ettigi >¢,ishal ve diger sindirim bozuk-
luklarini dGnemli derecede azalttigi 7, ayrica antibakteriyal
ve antiviral ? etki gosterdikleri bildirilmektedir. Yine humik
asit bilesiklerinin ciftlik hayvanlarinin yemden yararlanma
oranini artirarak performanslarini iyilestirdigi, blyimeyi
tesvik ettigi, karkas artisi Gizerine olumlu etkilerinin oldugu,
olim oranini azaltici etkisinin bulundugunu bildiren calis-
malarin % yani sira humik asit bilesiklerinin rumen pH
ve amonyak azotu ile serum Ure-nitrojen oranlarina ' ve
performans lzerine olumlu etkisinin olmadigini bildiren
calismalarda mevcuttur 68,

Bu calisma, humik asitlerin rumen fermantasyonu ve
rumen protozoon sayilari ve kan parametreleri tizerine
etkileri arastirilarak, ruminatlarda performans (izerine ola-
bilecek etkilerine isik tutabilmek amaciyla yapiimistir.

MATERYAL ve METOT

Bu arastirma igin Atatiirk Universitesi Saglik Bilimleri
Etik Kurulundan 06.12.2006 tarih ve 2006.4.1/9 sayl numa-
rasi ile izin alinmistir. Arastirmada hayvan materyali olarak
rumen kandli takilmis 1.5 yasinda yaklasik 45 kg agirhiginda
4 bas morkaraman kog kullanildi. Koglar ayri ayri deneme
kafeslerinde tutuldu. Arastirmada hayvanlar denemenin
10 glin 6ncesinden baslayip calisma siiresince NRC ™
standartlarina gére yasama payi ihtiyaclarini karsilayacak
sekilde besin madde icerikleri Tablo 1'de verilen toklu
besi yemi ve kuru yonca ile beslendi. Denemede kaba
yem/konsantre yem orani 70/30 olarak ayarlandi. Kaba
ve konsantre yemler sabah (08:00) ve aksam (20:00) olmak
Uzere iki 6gun seklinde yedirildi. Humik, fulvik, ulvik ve
fulfonik asitler ile organik minareler, fitoenzimler ve fito-
hormonlarin sinerjistik kombinasyonlari olan humik asit
preparati (Bovifarm®) konsantre yeme %0, 0.1, 0.2 ve 0.4
seviyelerinde katildi. Calisma 4x4 Latin Kare deneme di-
zenine gore 4 grupta yuritalda. Her donem 14 giin alis-

Tablo 1. Kuru yonca ve toklu yeminin kimyasal bilesimi, %

tirma 6 giin ornek alma olmak Uzere toplam 20 glin siir-
diraldi. Hayvanlarin rasyonlari kuru madde esasi baz
alinarak 780 g kuru yonca ve 340 g %0, 0.1, 0.2 ve 0.4
diizeyinde humik asit iceren toklu yeminden olusturuldu.
Denemeler siiresince hayvanlarin dnlerinde mineral-vita-
min iceren yalama taslari ve temiz icme suyu bulundu-
ruldu.

Calismanin 14. gliniinde sabah yemlemesinden 2 saat
sonra alinan kanlarin serumlarinda total kolesterol mik-
tarlar, trigliserid, glukoz, kalsiyum, fosfor, total protein,
albumin, VLDL, HDL ve LDL parametreleri ticari kitler kul-
lanilarak Olympus AU4000 system oto analizérde spektro-
fotometrik olarak saptandi.

Galismanin 18. giinliinde sabah yemlemesinden 2, 4,
6 ve 8 saat sonra rumen sivisi alinip pH lcimleri yapilip
daha sonra da Markham distilasyon metodu *°ile NH,-N
(amonyak azotu)'na bakildi. Yine rumen sivisinda Agilent
1100 HPLC cihazi ile UYA(Ugucu Yag Asiti) diizeyleri belir-
lendi. Calismanin 20. gliniinde sabah yemlemesinden 2, 4,
6, ve 8 saat sonra alinan 10 ml rumen sivisinda protozoon
sayimi Boyne ve ark.?' tarafindan modifiye edilen yontem
ile yapildi.

istatiksel Analizler

Arastirmada bitlin ham veriler, 4x4 Latin Kare dene-
me planina gore elde edilerek, tek yonll varyans anali-
zine tabi tutuldu. Veriler SAS paket programinda analiz
edildi 2. Bu amacla elde edilen sonuclarin gruplara ait
istatistiksel hesaplamalari ve gruplarin ortalama degerleri
arasindaki farkhhklarin istatistiksel bakimdan énemli olup
olmadigi tek yonli varyans analizi metoduna gore tespit
edildi 2. Humat seviyelerinin ortalamalari arasindaki fark-
lligin belirlenmesi icin, Duncan c¢oklu karsilastirma testi
uygulandi #.

BULGULAR

Arastirmada rumen sivisi pH degerleri Tablo 2'de, rumen
sivist NH;-N diizeyleri Tablo 3'te verilmistir. Rumen sivisi
Toplam Ucucu Yag Asitleri ve Ugucu Yag Asitleri oranlari
Tablo 4'te protozoon sayilari Tablo 5'te, kan serumu deger-
leri ise Tablo 6'da verilmistir.

Calismada sabah yemlemesinden 2, 4, 6 ve 8 saat
sonra rumen sivisi pH degerleri bakimindan 6rnek alma
zamanlarin timinde kontrol grubu ile farkli seviyelerde
humik asit iceren gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik
g6zlenmemistir.

Table 1. Chemical composition of alfalfa hay and concentrated feed, %

Yem Maddeleri KM HK HP HY NDF ADF oM
Kuru Yonca 92.44 8.04 13.08 0.78 43.64 35.12 84.40
Toklu Yemi 89.70 531 18.50 29 - - 84.39




Tablo 3'ten de goriildigu gibi biitiin 6rnekleme zaman-
larinda rumen sivisi NH;-N miktarlar kontrol ve humik asit
gruplar arasinda benzer bulunmus, humik asitlerin rumen
sivisi NH;-N'na 6nemli bir etkisi olmamistir (P>0.05).

Sabah yemlemesinden sonraki 2, 4, 6 ve 8. saatlerde
kontrol (%0) grubuna kiyasla farkli seviyelerdeki humik
asitlerin TUYA dizeyine onemli bir etkisinin olmadigi
tespit edilmistir. TUYA miktarlarinda humik asit katilmayan
kontrol grubuna gére humik asit katilan gruplarda istatis-
tiksel 6nem boyutuna ulasmayan rakamsal artislar olmus-
tur. Sabah yemlemesinden sonraki 2. saatteki TUYA mik-
tarlari genel olarak 4. saatte bir miktar diisms, 6 ve 8.
saatlerde ise bu diistis devam etmemis ve TUYA miktarlari
benzer olmustur.

Sabah yemlemesini takip eden 2, 4, 6 ve 8. saatlerde
rumen protozoon sayilari kontrol ve humik asitli gruplar
arasinda istatistiksel acidan 6nemli derecede farklilik gos-
termemekle birlikte, humik asitli gruplarda kontrol grubun-
dan bir miktar yiksek bulunmustur (Tablo 5).

Arastirma sonucunda kan parametrelerine iliskin ola-
rak elde edilen veriler Tablo 6'da verilmistir. Serum total pro-
tein, albumin, trigliserit, glikoz, kalsiyum ve fosfor miktar-
larinin humik asit ilavesinden etkilenmedigi (P>0.05),
kolesterol ile ilgili parametrelerden VLDL miktarlarinda
humik asitli gruplarda kontrol grubuna gore rakamsal
olarak, LDL miktarinda ise istatistiksel olarak onemli
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(P<0.05) derecede duislis saglamistir. HDL miktarlarinda
ise %0.2 ve 0.4 humik asitli gruplarda 6nemli derecelerde
artis bulunmus olup bu iki grubun HDL miktarlar benzer
bulunmustur.

TARTISMA ve SONUC

Humik asitlerin ruminantlarda performans tzerine etki-
lerinin incelendigi calisma sayisi oldukga sinirhdir.

Calismada rumen sivisi pH degerleri koyunlar icin nor-
mal kabul edilen 6.01 ile 6.54 arasinda bulunmus ve humik
asit katkilari rumen pH degerlerini degistirmemistir. Ben-
zer sekilde humik asit katkilarinin rumen pH’sini degis-
tirmedigi bildirilmigtir 15162526

Rumen sivisi NH;-N miktarlarindaki artis ve azahslar
istatistik olarak Gnemli olmamistir (P>0.05). Sigirlarda yapi-
lan calismalarda '>'52% mevcut ¢alismamizi destekler sekilde
humik asitlerin rumen NHs-N'nu degistirmedigi bildirilir-
ken, baska bir calismada * ise humik asitlerin lif icerigi
ve enerji icerigi yuksek rasyonlarla beslenen koyunlarda
NH;-N konsantrasyonunu azalttigini bildirilmislerdir. Aras-
tiricilar bu durumu rumende bulunan hazir enerji kaynagdi
nedeniyle amino asitlerin mikroorganizmalarca enerji kay-
nad olarak kullaniimayip daha ¢ok mikrobiyal protein sen-
tezinde kullaniimasi bdylece rumen NH;-N'nun azalmasiyla
aciklamislardir.

Tablo 2. Sabah yemlemesi sonrasi rumen sivisi pH degerleri
Table 2. pH values of rumen fluid after morning feeding

Humik Asit Dizeyi Saatler

) 2 4 6 8
0 6.53 6.24 6.10 6.16
0.1 6.60 6.19 6.08 6.19
0.2 6.24 6.04 6.03 6.14
0.4 6.54 6.23 6.01 6.08
Onem Durumu 0.25 0.32 0.52 0.57
SEM 0.13 0.08 0.05 0.06
n:4

Tablo 3. Sabah yemlemesi sonrasi rumen sivisi NHs-N dtizeyleri (mg/100 ml)

Table 3. NH;-N levels of rumen fluid after morning feeding(mg/100 ml)

Humik Asit Diizeyi Saatler

(%) %) 4 6 8
0 11.90 8.30 6.70 6.65
0.1 11.55 8.85 5.38 6.75
0.2 12.25 9.00 5.38 6.60
0.4 13.90 10.40 3.93 6.96
Onem Durumu 0.52 0.53 0.95 0.99
SEM 1.16 1.02 1.81 0.97
n:4
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Tablo 4. Sabah yemlemesi sonrasi TUYA (mmol/l) ve UYA degerleri (%)

Table 4. Totally Volatile Fatty Acids (TVFA) (mmol/l) and Volatile Fatty Acids (VFA) (%) values of rumen fluid after morning feeding

Sabah Yemlemesi Sonrasi 2, 4, 6 ve 8. Saat TUYA(mmol/l) ve UYA Degerleri (%)
Asetik Asit/Propiyonik
Humik Asit Diizeyi,% TUYA, Asetik Propiyonik Butirik Asit Orani
(mmol/l) Asit, % Asit, % Asit, %
. Saat

0 107.81 71.87 16.72 11.28° 4.42
0.1 109.86 80.28 16.21 3.42° 5.02
0.2 119.38 73.44 21.98 444° 4.06
0.4 117.80 75.83 18.47 5.52° 435
Onem Durumu 0.19 0.22 0.49 0.02 0.82
SEM 4.17 2.80 2.81 1.54 0.77

4. Saat
0 77.00 76.53 17.33 6.02 4.91
0.1 81.15 78.71 17.84 335 5.04
0.2 80.87 72.73 22.71 4.45 333
0.4 82.96 79.72 15.68 443 5.15
Onem Durumu 0.77 0.62 0.25 0.83 0.42
SEM 4.08 3.97 243 2.04 0.85

6. Saat
0 78.28 77.44 16.67 5.76 4.99
0.1 80.76 77.18 16.84 5.88 491
0.2 83.52 80.39 16.17 335 5.27
0.4 85.28 78.42 16.46 5.02 4.80
Onem Durumu 0.73 0.91 0.99 0.84 0.98
SEM 4.63 3.44 1.80 233 0.78

8. Saat
0 78.02 79.21 15.76 4.89 5.26
0.1 79.27 78.77 14.49 6.60 5.61
0.2 80.28 74.86 18.93 6.05 4.03
0.4 80.02 78.98 16.74 4.19 4.85
Onem Durumu 0.934 0.70 0.28 0.93 0.28
SEM 2.711 2.96 1.55 2.92 0.56
a, b, Ayni siitunda ayni harflerle gésterilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05)

TUYA ve TUYA icinde asetik asit, propiyonik asit ve bu-
tirik asit diizeyleri ile asetik asit/propiyonik asit oranlari
incelendiginde biitiin zamanlarda yalnizca sabah yemle-
mesinden sonraki 2. saatte humik asitlerin butirik asit
dizeyini duslirdigu (P<0.05) diger zamanlarda ise etkile-
medigi belirlenmistir. Yapilan bagka bir calismada humatin
kullanilan seviyelerinin (5, 10 ve 15 g/kg) hi¢birinde asetik
asit, propionik asit ve butirik asit oranlarini etkilemedigi
bildirilmistir '*. Varadyova ve ark.?* ise yliksek dozda humik
asit ilave ettikleri in vitro caismada humik asitlerin rumen-
de propiyonat diizeyini azalttigini tespit etmislerdir. Ayrica
bitirat diizeyinde artis sagladigini ve asetat diizeyinde
ise herhangi bir degisiklik meydana getirmedigini bildiril-
migslerdir . Ayni arastiricilar Rusitec tekniginde ise humik
asitlerin lif icerigi ve enerji icerigi yuksek rasyonlarla bes-

lenen koyunlarda TUYA (retimini azalttigini tespit etmis-
lerdir 2. Mevcut arastirmamizdan farkli olarak humik asit
katkisinin bitirik asit dlizeyini artirmasi, humik asitle-
rin rumen siliatlarinin sayisini artirma egiliminde olmasina
baglanmistir. Cinkld rumen siliatlarinin bitirik asit Ure-
timde etkili olduklar bilinmektedir #’.

Mevcut arastirmamizda sabah yemlemesini takip eden
2, 4, 6 ve 8. saatlerde rumen protozoon sayilari kontrol ve
humath gruplar arasinda istatistiksel acidan énemli dere-
cede farkhlik gostermemekle birlikte, humath gruplarda
kontrol grubundan bir miktar ylksek bulunmustur. Nite-
kim Varadyova ve ark.”> daha yuksek dozlarda humik asit
kullandiklari in vitro ¢calismalarinda total siliath protozoon
sayisini etkilemedigini; yuksek lifli diyette humik asit katki-
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Tablo 5. Sabah yemlemesi sonrasi rumen sivisi protozoon sayilari, x10°
Table 5. Protozoan numbers of rumen fliud after morning feeding, x10°

Saatler
Humik Asit Diizeyi, %
2 4 6 8

0 716.33 576.50 549.00 536.75
0.1 728.25 572.58 551.50 540.58
0.2 723.83 586.00 560.42 547.17
0.4 727.08 580.17 566.00 554,25
Onem Durumu 0.91 0.96 0.90 0.96
SEM 12.79 17.20 17.82 25.68

Tablo 6. Secilmis bazi kan serumu degerleri
Table 6. Some selected blood serum values

Humik Asit Diizeyi, %
Parametreler SEM
0 0.1 0.2 0.4 Onemlilik

Total Protein, g/dI 7.30 7.08 7.03 7.18 0.33 0.94
Albumin, g/dI 4.83 4.15 4.28 3.98 0.37 0.44
Trigliserid, mg/dl 94.38 98.98 104.45 100.33 11.18 0.94
Glikoz, mg/dl 94.00 91.80 86.70 80.33 7.61 0.61
Kolesterol, mg/dl 177.98° 110.90 133.75° 132.02° 13.49 0.03
Kalsiyum, mg/dl 8.80 8.68 9.23 8.55 0.60 0.87
Fosfor, mg/dI 413 433 4.42 3.95 0.32 0.73
VLDL, mg/dl 20,85 19.73 18.88 20.15 223 0.94
LDL, mg/dl 159.08 ° 91.03° 127.90 * 111.85° 1212 0.01
HDL, mg/dl 18.48° 17.88° 23482 24.25° 1.51 0.02
VLDL; cok diistik yogunluklu lipoprotein, LDL; diisiik yogunluklu lipoprotein, HDL; ytiksek yogunluklu lipoprotein

a, b, Ayni satirda ayri harflerle gosterilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05)

sinin Isotricha spp. ve Enoploplastron triloricatum sayisini
artirdigini ve protozoon sayisi Uzerine humik asit katkisin-
dan ziyade rasyonun enerji ve lif diizeyinin etkili oldugunu
bildirilmislerdir . Mevcut calismada rumen sivisi paramet-
releri yapilan literatlir taramasi sonucu konuyla dogrudan
alakali tek calisma olan Varadyova ve ark/nin % in vitro ¢alis-
masiyla kiyaslanabilmistir. Sonuclar arasinda goriinen farkli-
ligin nedeninin kullanilan diyetlerin ve humik asitlerin doz-
larinin ¢ok farkli olmasindan kaynaklandigi distinilmektedir.

Arastirma sonucunda kan parametrelerinden total pro-
tein, albumin, trigliserit, glikoz, kalsiyum ve fosfor miktar-
larinin humik asit ilavesinden etkilenmedigi (P>0.05) sap-
tanmistir. Kolesterol ile ilgili parametrelerden VLDL miktari
bakimindan humik asitli gruplarda kontrol grubuna gore
rakamsal olarak, LDL ve kolesterol miktarinda da istatis-
tiksel olarak dnemli (P<0.05) derecede duslis saglamistir.
Ruminatlarda konu ile ilgili herhangi bir calismaya rast-
lanmazken, kan parametrelerine iliskin degerler koyunlar
icin bildirilen normal degerlerle uyumlu olmustur 2. Hu-
mik asit katkil yemle beslenen ratlarda total kolestrol, total
lipit ve glikoz seviyelerinin azaldigi, HDL, globulin, hemo-
globin, hematokrit ve eritrosit sayisinin arttigi bildirilmis-
tir . Kanathlarda humik asit katkill yemle beslemeden sonra

kanda bazi 6nemli minarellerde (Ca, Al ve Fe) artis sag-
landigi tespit edilmistir 3. Yine japon bildircinlarinda humik
asit katkili rasyonun VLDL, trigliserit, kolesterol, glikoz,
total protein, ¢inko, bakir, demir, potasyum ve fosfor gibi
biyokimyasal parametreleri etkilemedigi bildirilmistir 3.

Sonug olarak bu arastirma icin, farkli seviyelerdeki
humik asitlerin rumen sivisi metabolitleri ile rumen proto-
zoon sayisina onemli bir etkisinin olmadigdi, kan paramet-
relerini de buyuk oranda etkilemedigi, serum kolesterol
diizeyini 6nemli derecede diisiirdigd, iyi kolesterol olarak
bilinen HDLYyi artirdigi tespit edilmistir. Bu calismada degi-
sik seviyelerdeki humik asitlerin incelenen parametrelere
onemli etkilerinin olmamasi humat preparatlarinin rumi-
nantlarda verim artirici olarak kullanilamayacagr anlamina
gelmemelidir. Unutulmamalidir ki bu tiir verim artiricilarin
etkileri ve etkinlikleri hayvan, cevre sartlari, saklanma sart-
lari, mevsim sartlari, yetistirme sartlar gibi bircok faktore
gore degismektedir. Literatlir taranmasinda humik asitlerle
ayni konuda yapilmis ¢cok ¢alismaya rastlanilmamasi, humik
asitlerin ruminantlarda verim artirici olarak kullaniminin
cok yeni oldugunu, hayvanlar lGzerindeki etkilerinin ve
etkinliklerinin ortaya cikarilabilmesi icin ¢ok sayida aras-
tirma yapilmasinin gerekli oldugunu ortaya koymustur.
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