
Özet
Bu çalışmada, rumen sıvısı kaynağı olarak; taze rumen sıvısı, sıvı azot içerisinde dimetilsülfoksit (DMSO) katkısız ve katkılı (%5), derin 
dondurucuda DMSO katkısız ve katkılı (%5) dondurulmuş rumen sıvısı kullanılmıştır. Çalışmada 4 farklı kaba yem (mısır silajı, yonca kuru 
otu, mercimek samanı, buğday samanı), 4 farklı karma yem (sığır besi yemi, sığır süt yemi, toklu besi yemi ve buzağı büyütme yemi) ve 
4 farklı yem hammaddesi (arpa, mısır, pamuk tohumu küspesi, soya küspesi) yem materyali olarak kullanılmıştır. İki aşamalı sindirim 
yönteminde deneme yemleri genel olarak değerlendirildiğinde gerek sıvı azot içerisinde ve gerekse derin dondurucuda dondurulan 
rumen sıvılarından elde edilen in vitro organik madde sindirim (İVOMS) değerleri taze rumen sıvısından elde edilmiş değerlerden 
düşük (P<0.05) bulunmuştur. Gaz üretim yönteminde ise yemlerin tamamı için %5 DMSO katkısı ile sıvı azot içerisinde dondurulmuş 
rumen sıvısından elde edilen İVOMS değerleri taze rumen sıvısından elde edilen değerler ile benzer (P>0.05) bulunmuştur. Araştırmada 
değerlendirilen tüm dondurulmuş rumen sıvılarındaki toplam anaerob bakteri ve toplam protozoa sayılarının, taze rumen sıvısındaki 
toplam anaerob bakteri ve protozoa sayılarına kıyasla azaldığı (P<0.05) görülmüştür. Protozoa türleri incelendiğinde %5 DMSO ilave 
edilerek sıvı azot içerisinde dondurulmuş rumen sıvısındaki canlı protozoa sayılarının kontrol grubu ile genel olarak benzer (P>0.05) 
olduğu belirlenmiştir. Bu araştırmadan elde edilen sonuçlara göre, %5 DMSO katkısı ile sıvı azot tankı içerisinde dondurulmuş rumen 
sıvılarının in vitro gaz üretim tekniğinde kullanılabileceği sonucuna varılmıştır.
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An Investigation on Usage of Frozen Rumen Fluid with Adding 
Dimethylsulfoxide and Different Freezing Methods for 

Determination of in Vitro Digestibility

Abstract
In this study, fresh rumen fluid, liquid nitrogen frozen rumen fluids with addition of 5% dimethylsulfoxide (DMSO) or without DMSO, 
deep freeze frozen rumen fluid addition of 5% DMSO or without DMSO were investigated as inoculum sources. Four roughages (corn 
silage, alfalfa hay, lentil straw, wheat straw), four commercial feeds (beef finishing, dairy cattle, ram lamb finishing, calf growing feeds) 
and four feed ingredients (barley, corn, cotton seed meal, soybean meal) were chosen as feed materials. Values of in vitro organic 
matter digestibility (IVOMD) of feeds using fresh rumen fluid were found generally higher than the values obtained from nitrogen 
or deep freeze frozen inoculum sources (P<0.05) in two stage in vitro procedure. Values of IVOMD via gas production technique 
were similar (P>0.05) with using liquid nitrogen frozen rumen fluids with addition of 5% DMSO. Number of the anaerobic bacteria 
and total protozoa were diminished with both freezing methods comparison with fresh rumen fluid (P<0.05). Species of protozoa 
count of fresh rumen fluid and nitrogen frozen with 5% DMSO were found generally similar (P>0.05). According to result of this study 
liquid nitrogen frozen rumen fluid with addition of 5% DMSO can be suggest as an alternative inoculum source for the in vitro gas  
production technique.
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GİRİŞ

Ruminant beslemede kullanılan yem maddelerinin 
enerji ve sindirim değerlerinin belirlenmesi genellikle in 
vivo yöntemlerle yapılmaktadır. Ancak in vivo yöntemlerin 
uygulanması zaman alıcı ve pahalı olması, araştırıcıları in 
vitro yöntemlere yöneltmiştir [1]. Yem maddelerinin in vitro 
sindirim değerlerinin belirlenmesinde mikrobiyal fermen-
tasyon için taze rumen sıvısına ihtiyaç duyulmaktadır [2,3]. 
Yem analizleri yapan araştırma ve kurum laboratuarlarında 
rumen kanülü takılmış canlı hayvan barındırılma güçlüğü 
bu laboratuarlarda in vitro denemelerin yapılmasını engel-
lemektedir. İn vitro sindirim yöntemlerinin uygulanmasında, 
taze rumen sıvısı temini için cerrahi operasyonla hayvanlara 
rumen kanülü takılması, olası sağlık problemlerinin ortaya 
çıkması, uzun süreli bakım masrafları ve bu hayvanların 
kullanımı ile ilgili etik ve hayvan refahı gibi faktörlerin 
bulunması bu konuda çalışanlar için dezavantaj olarak 
kabul edilmektedir [4]. Bu faktörleri göz önünde bulunduran 
araştırmacılar taze rumen sıvısına alternatif inokulant 
kaynakları (dışkı ve enzim) üzerine araştırmalar yapmışlar 
ancak elde edilen sonuçların güvenli olmadığı sonucuna 
varmışlardır [5,6]. Rumen mikroorganizmalarının canlılıklarını 
sürdürebilmeleri için özel şartlara (oksijensiz ortam, 39°C 
ısı, nem vb.) ihtiyaç duyarlar. Rumen mikroorganizmaları 
için zorunlu olan bu ortam şartları rumen sıvısının kriyo-
protektan ilave edilmeksizin dondurularak saklanmasında 
bazı olumsuzluklar oluşturmaktadır. Rumen sıvısının dondu- 
rulmasında çeşitli kriyoprotektan maddeler (gliserol, dimetil 
sülfoksit, propilen glikol, etilen glikol, sukroz ve trehalose) 
kullanılmaktadır. Bunlardan gliserol ve dimetil sülfoksit 
(DMSO) en yaygın kullanım alanı bulmuştur. Kriyoprotek-
tanlar genel olarak donma işlemi sırasında ya hücre içindeki 
sıvıyı hücre dışına almakta veya hücre içindeki sıvıyı çok 
küçük partiküller şeklinde dondurarak donma esnasında 
intrasellular sıvının buz kristali oluşturmasını engelleyerek 
hücre harabiyetini en aza indirgemektedirler [7,8]. Kriyo-
protektanların bu özellikleri dondurulma ve çözme işlemi 
sonrasında rumen sıvısında bulunan çeşitli mikroorganizma-
ların aktivitelerinin devam etme olasılığını arttırmaktadır.

Gerek yemlerin iki aşamalı in vitro kuru madde 
sindirilebilirliklerinin belirlenmesinde ve gerekse gaz üretim 
tekniğinin uygulanmasında dondurulmuş rumen sıvısı 
kullanılarak yapılmış sınırlı sayıda çalışma bulunmaktadır. 
Zeigler ve ark.[9] iki aşamalı in vitro kuru madde sindirim 
denemesinde inokulant kaynağı olarak taze rumen sıvısı 
ve derin dondurucuda %5 gliserol ilave edilerek dondu-
rulmuş rumen sıvısı kullanmışlardır. Araştırıcıların elde 
ettikleri sonuçlara göre derin dondurucuda katkısız olarak 
dondurulan rumen sıvısı ile taze rumen sıvısından elde 
edilen İVKMS değeri benzer bulunmuş, %5 gliserol katkısı 
dondurulan rumen sıvısından elde edilen İVKMS değeri 
ise taze rumen sıvısından elde edilen değerden düşük 
bulunmuştur. Cone ve ark.[10] tarafından in vitro gaz üretim 
denemesinde taze rumen sıvısını -24°C’de 1, 3, 10, 40 ve 
76 gün boyunca dondurarak yaptıkları bir çalışmada, 10 

günden daha uzun süre dondurulma işleminde gaz üretim 
miktarının olumsuz yönde etkilendiğini bildirmişlerdir. 
Yapılan diğer bir çalışmada [11] gaz üretim tekniğinde 0°C’ 
de 3, 6 ve 24 saat bekletilen ile -18°C’de 24 saat süre ile 
dondurulmuş rumen sıvıları kullanılmıştır. Kontrol grubu 
ile 0°C’de 3 ve 6 saat bekletilen rumen sıvılarından elde 
edilen sonuçlar benzer bulunurken, -18°C’de 24 saat süre 
ile dondurulmuş rumen sıvısından elde edilen değerler 
düşük bulunmuştur. Bu farklılık donma aşamasında intra- 
sellüler buz kristallerinin oluşumuna ve buna bağlı olarak 
oluşan hücre harabiyeti ile açıklanmıştır. Prates ve ark.[12] 

farklı şekillerde dondurulan rumen sıvısının gaz üretim 
tekniğinde kullanılabilirliğini araştırmak amacıyla yaptıkları 
bir çalışmada, gliserol katılarak sıvı azot içerisinde dondu- 
rulan rumen sıvısından en yüksek gaz üretimi sağlanmıştır. 
Bunun aksine -20°C’de derin dondurucuda ve gliserol 
katılmaksızın sıvı azot içerisinde dondurulmuş rumen 
sıvılarından ise en düşük gaz üretim değerleri elde edilmiştir. 
Abdel-Aziz ve ark.[13] rumen protozolarının sıvı azot içerisinde 
dondurulmalarına ilişkin yaptıkları bir çalışmada kriyo-
protektan olarak %4, 5 ve 6 düzeyinde gliserol, DMSO ve 
etilen glikol kullanmışlardır. Dondurulma süresi sonunda 
çözdürülen protozoaların canlılıkları incelendiğinde, %5 
DMSO ilavesinin en iyi sonuç verdiği bildirilmiştir. Benzer 
şekilde Nsabimana ve ark.[14] rumen protozoalarının dondu-
rulmasında kriyoprotektan olarak %4, 5 ve 6 düzeyinde 
DMSO kullanmışlar, %5 DMSO katkısının protozoaların 
canlılıklarının korunmasında en etkili seviyenin olduğunu 
bildirmişlerdir. Bu çalışma, sıvı azot ve derin dondurucuda 
dimetil sülfoksit (DMSO) ilave edilerek dondurulmuş rumen 
sıvılarının, taze rumen sıvısına alternatif olarak iki aşamalı  
in vitro sindirim ve gaz üretim tekniğinde kullanılabilirliğini 
araştırmak amacıyla yapılmıştır.

MATERYAL ve METOT
Araştırmada rumen sıvısı alınacak 3 baş ivesi toklusuna, 

cerrahi operasyonla rumen kanülü takılması, bakım ve 
beslenmeleri ve hayvanlardan deneme süresince rumen 
sıvısı alınması Harran Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel 
Etik Kurulu (HRÜ-HADYEK)’nun 2009/6 sayılı kurul kararı 
doğrultusunda gerçekleştirilmiştir. Araştırmada yem materyali 
olarak ruminant beslenmesinde yaygın olarak kullanılan 
yem hammaddeleri kullanılmıştır. Bu amaçla 4 farklı kaba 
yem (mısır silajı, yonca kuru otu, mercimek samanı, buğday 
samanı), 4 farklı karma yem (sığır besi yemi, sığır süt yemi, 
toklu besi yemi ve buzağı büyütme yemi) ve 4 farklı yem 
hammaddesi (arpa, mısır, pamuk tohumu küspesi, soya 
küspesi) kullanılmıştır. Yem maddeleri 1 mm elekten geçecek 
şekilde değirmende öğütüldükten sonra kuru madde (KM), 
ham kül (HK), ham yağ (HY), ham protein (HP) ve ham 
selüloz (HS) analizleri Weende analiz sistemine göre [15], asit 
deterjan fiber (ADF) ve nötral deterjan fiber (NDF) analizleri 
Van Soest ve Robertson’a [16] göre yapılmıştır. 

Araştırmada in vitro sindirim denemeleri iki aşamalı 
sindirim denemesi ve gaz üretim tekniği olarak iki deneme 
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halinde yürütülmüştür. İki aşamalı in vitro organik madde 
sindirim değerlerinin belirlenmesinde Tilley ve Terry’nin [17] 
bildirdiği, in vitro gaz üretim tekniği Menke ve Steingass’ 
ın [18] bildirdiği yönteme göre uygulanmıştır. İn vitro 
sindirim denemeleri her bir yem maddesi için 5’er tekerrür 
olacak şekilde uygulanmıştır. Araştırmada kullanılan rumen 
sıvısı, günde iki öğün halinde sabah 09:00 ve akşam 17:00 
saatlerinde yaşama payının %25 fazlası düzeyinde %40 
kesif (toklu besi yemi) ve %60 kaba yem (yonca kuru otu) 
ile beslenen rumen kanülü takılmış 60 kg (±3 kg) canlı 
ağırlığında, bir yaşlı 3 baş İvesi erkek tokludan temin 
edilmiştir. Deneme hayvanlarının yeme alıştırma dönemi 
(20 gün) sonrasında sabah yemlemesinden 1 saat önce CO2 
gazı altında alınan rumen sıvısı içerisinde CO2 gazı ve sıcak 
su ile ısıtılmış cam şişede toplanarak, termos içerisinde 
vakit kaybedilmeden laboratuara getirilmiştir. Laboratuara 
getirilen rumen sıvısı CO2 gazı altında 4 kat tülbent bezinden 
süzülerek kontrol ve araştırma grupları için hazırlanan 
falkon tüplerine konulmuştur. Kontrol (taze rumen sıvısı) 
grubunda iki aşamalı in vitro sindirim yöntemi Tilley ve 
Terry’nin [17], gaz üretim tekniği ise Menke ve Steingass’ 
ın [18] bildirdiği yönteme göre hemen başlatılmıştır. Deneme 
grupları sıvı azot içerisinde dimetil sülfoksit (DMSO) katkısız 
ve katkılı (%5), derin dondurucuda DMSO katkısız ve katkılı 
(%5) dondurulmuş rumen sıvısından oluşturulmuştur. Bu 
amaçla; araştırma gruplarındaki tüplere (%5 DMSO katılan 
ve katılmayan) rumen sıvısı konarak tüplerin üzerinden 
CO2 gazı geçirilmiş ve bu tüpler ağızları kapalı olarak 
içerisinde 39°C ısıda su ve buz bulunan küvetler içerisinde 
buzdolabında +4°C’de 30 dak. bekletilmiştir (equilibration 
süresi). Buzdolabında bekletme süresi içerisinde DMSO 
katılan tüplere %5 oranında DMSO 10’ar dakikalık ara ile 
üç aşamada otomatik pipet yardımı ile ilave edilmiş ve 
sonrasında içerisinde rumen sıvısı bulunan tüpler CO2 gazı 
ile doyurulmuştur. DMSO katılmayan tüpler ise sadece 
CO2 gazı ile doyurulma işlemi uygulanmıştır. Equilibration 
süresi sonunda DMSO katılan ve katılmayan tüpler derin 

dondurucuda yatay bir şekilde –21°C’de 1 ay süre ile 
dondurularak saklanmışlardır. Eş zamanlı olarak sıvı azot 
içerisinde dondurulacak tüpler ise özel olarak hazırlanmış  
bir düzenek üzerinde yatay bir şekilde hareket ettirilerek 
önce sıvı azot buharı ile ön donmaya maruz bırakıldıktan 
sonra tüpler sıvı azot stok tankı içerisine atılarak donma 
işlemi -196°C’de sabitlenmiştir. Sıvı azot içerisinde dondu-
rulan tüpler in vitro sindirim denemelerinin uygulanacağı 
zamana kadar (1 ay) sıvı azot tankı içerisinde saklanmıştır. 
DMSO katkılı ve katkısız olarak sıvı azot tankı ve derin 
dondurucuda bir ay süre ile dondurulan tüpler in vitro 
sindirim denemelerinin yapılacağı zamanda 39°C’deki su 
banyosu içerisinde 30-45 saniye içerisinde çözdürülerek 
kullanılmışlardır.  Taze, DMSO katkılı ve katkısız sıvı azot 
içerisinde ve derin dondurucuda dondurulmuş rumen 
sıvılarındaki aktif rumen sıvısı bakterilerinin sayımı Dehority’ 
nin [19] belirttiği metoda göre yapılmıştır. Taze, sıvı azot 
içerisinde ve derin dondurucuda DMSO ilave edilen ve 
edilmeyen dondurulmuş rumen sıvılarındaki toplam 
protozoaların sayımı Boyne ve ark.’nın [20] bildirdikleri 
yönteme göre, protozoa tiplerinin identifikasyonu ise 
Boyne ve ark.[20] ile Ogimoto ve Imai [21] tarafından bildirilen 
yöntemlere göre yapılmıştır.

Elde edilen veriler tesadüf parselleri deneme desenine 
göre analiz edilmiştir. Deneme sonunda elde edilen veriler 
deneme modeline uygun olarak varyans analizine tabii 
tutulmuş, ortalamaların karşılaştırılmasında Duncan çoklu 
karşılaştırma testi kullanılmıştır [22]. İstatistiksel analizler 
SAS [23] paket programı kullanılarak yapılmıştır. 

BULGULAR

Araştırmada kullanılan yem maddelerinin ham besin 
madde içerikleri Tablo 1’de sunulmuştur. Çalışmada değer-
lendirilen yemlerin iki aşamalı in vitro sindirim yöntemi 
ile İVOMS değerlerinin belirlenmesinde dondurulma 

Tablo 1. Araştırmada kullanılan yem maddelerinin ham besin madde içerikleri (g/kg, KM) 

Table 1. The chemical composition of the experimental feeds (g/kg, DM)

Yemler DM HK HY HP ADF NDF HS

Mısır silajı 932 63 36 71 288 532 240

Yonca kuru otu 914 87 21 139 390 529 263

Mercimek samanı 899 111 27 95 316 476 215

Buğday samanı 930 111 25 43 459 753 353

Sığır besi yemi 882 85 28 141 81 239 49

Sığır süt yemi 884 59 28 170 88 212 48

Toklu besi yemi 879 69 32 139 101 310 62

Buzağı büyütme yemi 892 94 37 175 111 299 72

Arpa 900 26 23 104 72 381 52

Mısır 873 13 30 81 45 163 21

Pamuk tohumu küspesi 898 60 10 283 291 447 164

Soya küspesi 871 65 10 476 76 130 36

KM: Kuru madde; HK: Ham kül; HY: Ham yağ; HP: Ham protein; ADF: Asit deterjan fibre; NDF: Nötr deterjan fibre; HS: Ham seluloz
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yöntemi ile dimetil sülfoksit (DMSO) seviyesinin etkisi 
Tablo 2’de sunulmuştur. Deneme yemleri genel olarak 
ele alındığında gerek sıvı azot içersinde ve gerekse derin 
dondurucuda dondurulan rumen sıvılarından elde edilen 
iki aşamalı İVOMS değerleri kontrol grubundan düşük 
(P<0.05) bulunmuştur. Sıvı azot içerisinde DMSO katkısız 
olarak dondurulmuş rumen sıvısı kullanılarak elde edilen 
iki aşamalı İVOMS değerleri incelendiğinde bazı yemlerin 
(mısır silajı, buzağı büyütme yemi, arpa ve soya küspesi) 
haricinde elde edilen tüm yemler için bulunan İVOMS 
değerleri kontrol değerlerinden düşük (P<0.05) bulun-

muştur. Araştırmada değerlendirilen yemlerin in vitro gaz 
üretim tekniği ile İVOMS değerlerinin belirlenmesinde 
dondurulma yöntemi ile dimetil sülfoksit (DMSO) seviyesi-
nin etkisi Tablo 3’te sunulmuştur. Deneme yemleri genel 
olarak değerlendirildiğinde %5 DMSO ilavesi ile sıvı azot 
içerisinde dondurulmuş rumen sıvısının inokulant olarak 
kullanıldığı in vitro gaz üretim tekniğinde elde edilen İVOMS 
değerleri tüm yemler için kontrol değerleri ile benzer 
(P>0.05) bulunmuştur. Araştırmada kullanılan kontrol ve 
dondurulmuş rumen sıvılarına ait toplam anaerob bakteri 
ve protozoa sayılarına ilişkin elde edilen veriler Tablo 4’te 

Tablo 2. Yemlerin iki aşamalı in vitro metot ile organik madde sindirilebilirliklerinin belirlenmesinde dondurulma yöntemi ile dimetil sülfoksit (DMSO) 
seviyesinin etkisi

Table 2. The effects of freezing method and dimethyl sulfoxide (DMSO) level on in vitro organic matter digestibility (IVOMD, %) of feedstuffs via two stage 
method

Yemler Kontrol
Sıvı Azot Derin Dondurucu

SEM
0% DMSO 5% DMSO 0% DMSO 5% DMSO

Mısır silajı 72.58a 69.6ab 68.59b 59.36c 54.66d 1.44

Yonca kuru otu 69.04a 66.03b 67.00b 60.03c 60.66c 0.75

Mercimek samanı 75.90a 71.16b 71.41b 66.12c 66.10c 0.78

Buğday samanı 58.73a 55.19b 51.26c 36.71e 39.32d 1.79

Sığır besi yemi 91.96a 89.78b 90.21b 85.75c 84.92c 0.58

Sığır süt yemi 91.74a 88.17b 89.00b 84.64c 83.85c 0.64

Toklu besi yemi 90.32a 88.0 b 87.07bc 83.35d 85.58c 0.50

Buzağı büyütme yemi 88.59a 86.90ab 85.69b 82.00c 81.57c 0.61

Arpa 90.84a 88.23a 87.41a 81.47b 79.96b 0.94

Mısır 95.33a 91.72b 90.30b 84.40c 86.41c 0.83

Pamuk tohumu küspesi 70.17a 65.12b 63.72b 61.93bc 59.03c 0.82

Soya küspesi 95.51a 94.74ab 94.04b 94.65ab 94.69ab 0.16

DMSO: Dimetilsülfoksit; SEM: Standart hata ortalaması, a-d Aynı satırda farklı harf taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık önemlidir (P<0.05) 

Tablo 3. Yemlerin in vitro gaz üretim tekniği ile organik madde sindirilebilirliklerinin belirlenmesinde dondurulma yöntemi ile dimetil sülfoksit (DMSO) 
seviyesinin etkisi 

Table 3. The effects of freezing method and dimethyl sulfoxide (DMSO) level on in vitro organic matter digestibility (IVOMD, %) of feedstuffs via gas production 
technique

Yemler Kontrol
Sıvı Azot Derin Dondurucu

SEM
0% DMSO 5% DMSO 0% DMSO 5% DMSO

Mısır silajı 61.24a 58.45a 59.86a 40.87c 48.01b 1.68

Yonca kuru otu 60.06 a 51.76b 57.95a 39.67d 44.26c 1.63

Mercimek samanı 61.07 a 56.67a 57.30a 40.66b 43.49b 1.77

Buğday samanı 40.64 a 37.02b 41.75a 27.03c 27.26c 1.33

Sığır besi yemi 73.61 a 73.96a 71.63a 62.80b 64.44b 1.05

Sığır süt yemi 71.44 a 72.73a 70.31ab 63.45c 66.04bc 0.82

Toklu besi yemi 68.56ab 68.69ab 70.90a 67.34b 65.75b 0.45

Buzağı büyütme yemi 66.62a 63.89a 65.30a 54.37b 54.54b 1.13

Arpa 76.11a 75.35a 74.42a 72.25b 67.50c 0.66

Mısır 77.71a 74.45b 78.91a 68.21c 65.88c 1.09

Pamuk tohumu küspesi 52.82a 45.82b 50.71a 37.65c 36.28c 1.38

Soya küspesi 77.11a 72.57b 77.12a 56.92c 56.47c 1.93

DMSO: Dimetilsülfoksit; SEM: Standart hata ortalaması; a-d Aynı satırda farklı harf taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık önemlidir (P<0.05) 
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sunulmuştur. Toplam anaerob bakteri ve toplam protozoa 
sayıları tüm dondurulmuş rumen sıvılarında kontrol dene-
mesinden düşük (P<0.05) bulunmuştur. Ancak gerek sıvı 
azot içerisinde ve gerekse derin dondurucuda uygulanan 
dondurma işleminde %5 DMSO ilavesinin rakamsal olarak 
toplam anaerob bakteri ve protozoa sayısını arttırdığı 
görülmüştür. Protozoa türleri incelendiğinde Polipastron 
türü haricinde, sıvı azot içerisinde %5 DMSO katkısı ile 
dondurulmuş rumen sıvısındaki protozoa türlerinin kontrol 
grubu ile genel olarak benzer (P>0.05) olduğu görülmüştür. 

TARTIŞMA ve SONUÇ

Bu çalışmada iki aşamalı in vitro yöntem ile elde edilen 
İVOMS değerleri incelendiğinde gerek sıvı azot içerisinde ve 
gerekse derin dondurucuda dondurulan rumen sıvılarından 
elde edilen İVOMS değerlerinin kontrol grubundan düşük 
(P<0.05) olduğu gözlenmiştir. Bazı yemlerin (mısır silajı, 
buzağı büyütme yemi, arpa ve soya küspesi) sıvı azot 
içerisinde DMSO ilave edilmeden dondurulmuş rumen 
sıvısından elde edilen İVOMS değerlerinin kontrol değer-
leri ile benzer (P>0.05) olduğu, ancak bu benzerliğin 
yemlerin genelini kapsamadığı gözlenmiştir. Zeigler ve 
ark.’nın [9] yapmış oldukları çalışmada yemlerin in vitro kuru 
madde sindirim değerlerinin belirlenmesinde kriyoprotektan 
ilave edilmeksizin dondurulmuş rumen sıvısının kullanıla-
bileceği, %5 gliserol ilave edilerek dondurulan rumen 
sıvılarından elde edilen sonuçların ise taze rumen sıvısından 
elde edilen değerlerden düşük sonuç verdiğini bildirmek-
tedirler. Araştırmacılar konsantre yemler için katkısız ve 
%5 gliserol katkılı dondurulmuş rumen sıvısından elde 
ettikleri in vitro sindirim değerlerinin taze rumen sıvısı 
ile benzer olduğunu, ancak yüksek seluloz içeriğine sahip 
kaba yemlerde in vitro sindirim değerinin düşük olduğunu, 
bu farklılığın ise dondurulma ve çözme işlemi sürecinde 
rumen sıvısında bulunan selülotik bakterilerin zarar görmüş 
olabileceği varsayımına bağlamaktadırlar [9]. Jones ve ark.’ 
nın [24] yaptıkları bir çalışmada taze rumen sıvısının +18°C’de 
48 saat boyunca etkinliğini yitirmeden saklanabileceğini 
bildirmektedirler. Araştırıcılar [24] kaba yemlerin iki aşamalı 

İVOMS değerlerinin belirlenmesinde +18°C’de 48 saat 
muhafaza edilen rumen sıvısının kullanılabileceğini ancak 
iki aşamalı in vitro sindirim metodunun mikrobiyal sindirim 
aşamasındaki 48 saatlik sürenin yetersiz olduğunu bildir-
mişlerdir. Bazı çalışmalarda [24-26], araştırmacılar kaba yemler 
için iki aşamalı in vitro sindirim metodunun mikrobiyal 
sindirim aşamasındaki 48 saatlik sürenin 72 saate çıkarıl-
masının gerektiğini bildirilmektedir. Benzer şekilde Denek  
ve ark.[27] bazı yem maddelerinin in vitro kuru madde 
sindirim değerlerinin iki aşamalı yöntem ile belirlenmesinde 
derin dondurucuda %5 DMSO ilave edilerek dondurulmuş 
rumen sıvısı kullanmışlardır. Araştırıcılar [27] kaba yemler 
için 48 saatlik mikrobiyal sindirim aşamasının yeterli 
olmadığını, bu sürenin 72 saate çıkarıldığında iki aşamalı 
sindirim yönteminde elde edilen sonuçların taze rumen 
sıvısından elde edilen sonuçlar ile benzer bulunduğu 
bildirmektedirler. Bu bildirimler doğrultusunda iki aşamalı 
in vitro sindirim yöntemi ile yemlerin İVOMS değerlerinin 
belirlenmesinde mikrobiyal inokulant kaynağı olarak sıvı 
azotta dondurulmuş rumen sıvısının kullanılabileceği, 
ancak 48 saatlik mikrobiyal inkubasyon arttırılmasına ilişkin 
yeni çalışmaların yapılmasına ihtiyaç duyulmaktadır.  

Bu çalışmada, gaz üretim tekniği ile elde edilen İVOMS 
değerleri incelendiğinde, sıvı azot içerisinde %5 DMSO 
ilavesi ile dondurulmuş rumen sıvısından elde edilen 
İVOMS değerlerinin tamamı kontrol değerleri ile benzer 
(P>0.05) bulunmuştur. Ancak sıvı azot içerisinde DMSO 
ilave edilmeden dondurulmuş rumen sıvılarında ise bazı 
yemlerin (yonca kuru otu, mısır, pamuk tohumu küspesi 
ve soya küspesi) İVOMS değerlerinin kontrolden düşük 
(P<0.05) olduğu görülmüştür. Derin dondurucuda gerek 
%5 DMSO ilave edilmiş ve gerekse DMSO ilave edilmemiş 
gruplardan elde edilen İVOMS değerleri kontrol değerle-
rinden düşük (P<0.05) bulunmuştur. Prates ve ark.[12] in 
vitro gaz üretim tekniğinin uygulanmasında sıvı azotta 
dondurulmuş rumen sıvısının taze rumen sıvısına alternatif 
olabileceğini, Rumen mikroorganizmalarının etkinliği bakı- 
mından sıvı azotta dondurmanın derin dondurucuda 
dondurmadan daha etkin olduğunu bildirmektedirler. Bu 
çalışmanın sonuçları incelendiğinde elde edilen sonuç-
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Table 4. Toplam canlı anaerob bakteri ve protozoa sayıları (cfu/ml) üzerine dondurulma yöntemi ile dimetil sülfoksit (DMSO) seviyesinin etkisi 

 Table 4. The effects of freezing method and dimethyl sulfoxide (DMSO) level on the number of total bacteria and protozoa (cfu/ml)

Bakteri ve Protozoa Sayıları Kontrol
Sıvı Azot Derin Dondurucu

SEM
0% DMSO 5% DMSO 0% DMSO 5% DMSO

TABS 104.0x108a 13.2x108bc 21.6x108b 6.4x108c 16.8x108bc 7.46

TPS 380.9x103a 121.3x103b 130.7x103b 128.9x103b 136.4x103b 20.76

Entodinium spp. 91.6x103a 66.8x103b 91.2x103a 60.4x103c 65.4x103b 2.77

Epidinium spp. 31.6x103a 29.8x103a 30.4x103a 8.4x103b 8.80b 2.22

Polipastron 4.0x103a 2.2x103b 2.8x103b 0.00c 0.00c 0.34

İsotrichia spp. 2.0x103a 1.0x103ab 0.8x103ab 0.00b 0.00b 0.21

Dastrichia spp. 1.2x103a 0.2x103b 0.6x103ab 0.00b 0.00b 0.13

TABS: Toplam Anaerob bakteri sayısı; TPS: Toplam protozoa sayısı; DMSO: Dimetilsülfoksit; SEM: Standart hata ortalaması; a-c Aynı satırda farklı harf taşıyan 
ortalama değerler arasındaki farklılık önemlidir (P<0.05)
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ların Prates ve ark.’nın [12] sonuçları ile benzer olduğu 
görülmektedir. Hervas ve ark.’nın [11] yapmış oldukları bir 
çalışmada, kriyoprotektan ilave edilmeden 0°C’de 3, 6 ve 
24 saat ile derin dondurucuda veya -18°C’de 24 saat süre 
ile dondurulmuş rumen sıvısını gaz üretim tekniğinde, 
0°C’de 3 ve 6 saat bekletilen rumen sıvılarından elde 
edilen gaz üretim değerlerinin kontrol grubu ile benzer 
bulunurken, -18°C’de 24 saat süre ile dondurulan rumen 
sıvısından elde edilen gaz üretim değerleri ise düşük 
bulunmuştur. Araştırıcılar bu farklılığın sebebini donma 
aşamasında rumen mikroorganizmalarında intrasellüler 
buz kristallerinin oluşumuna ve buna bağlı olarak hücre 
harabiyetine bağlamaktadırlar. Bu çalışmada benzer olarak 
DMSO katkılı ve katkısız olarak derin dondurucuda bir ay 
süre ile dondurulmuş rumen sıvılarından elde edilen İVOMS 
değerleri kontrol değerlerinden düşük bulunmuştur. 

Araştırmada kullanılan taze ve dondurulmuş rumen 
sıvılarına ait toplam anaerob bakteri sayılarına ilişkin elde 
edilen veriler incelendiğinde, toplam canlı anaerob bakteri 
sayıları gerek sıvı azot ve gerekse derin dondurucuda DMSO 
etkisine bakılmaksızın azaldığı (P<0.05) tespit edilmiştir. 
Ancak %5 DMSO katkısının her iki dondurma işleminde de 
anaerob canlı bakteri sayısında rakamsal olarak artışa yol 
açtığı görülmektedir. Stewart ve ark.[28] rumen ortamında 
gram negatif bakterilerin çoğunlukta olduğunu ve bu 
bakterilerin dondurma ve çözme işlemlerinden olumsuz 
şekilde etkilendiklerini bildirmektedirler. Rumen sıvısının 
0°C ve -30°C ısılarda dondurulması ile kötü sonuçlar elde 
edilirken, sıvı azot içerisinde (-196°C) yapılan dondurma 
işleminde ise mikroorganizmaların uygulanan dondurma 
işleminden fazla etkilenmediği bildirilmektedir [29,30]. Protozoa 
değerleri incelendiğinde sıvı azot içerisinde %5 DMSO 
ilavesi ile dondurulmuş rumen sıvısındaki canlı protozoa 
sayılarının kontrol grubu ile genel olarak benzer (P>0.05) 
olduğu belirlenmiştir. Bu benzerlik Entodinium spp., 
Epidinium spp., İsotrichia spp. ve Dastrichia spp. Türlerinde 
tespit edilirken, Polipastron türünde tespit edilememiştir. 
Bazı çalışmalarda [31,32] rumen protozolarının %5 DMSO 
ilavesi ile dondurulması ve sonrasında çözüldüğünde 
canlılıklarının yüksek düzeyde olduğu belirtilmektedir. 
Yine Abdel-Aziz ve ark.’nın [13] rumen protozolarının sıvı azot 
içerisinde dondurulmalarına ilişkin yaptıkları bir çalışmada 
kriyoprotektan olarak %4, 5 ve 6 düzeyinde gliserol, DMSO 
ve etilen glikol kullanmışlardır. Çözdürülen protozoaların 
canlılıkları incelendiğinde %5 DMSO ilavesinin en iyi 
sonuç verdiği görülmüştür. Benzer şekilde Nsabimana 
ve ark.[14] kriyoprotektan olarak %4, 5 ve 6 düzeyinde 
DMSO kullanmışlar ve en etkili DMSO seviyesinin %5 
olduğunu bildirmişlerdir. Yapılan bazı çalışmalarda rumen 
mikroorganizmaları üzerine DMSO’nun diğer kriyo- 
protektanlardan daha etkin koruma sağlamasını hücreye 
daha hızlı nüfuz etmesine [33,34] ve donma işlemi sırasında 
hücre içerisinde buz kristalleri oluşturmamasına bağla-
maktadırlar [34].

Bu araştırmanın sonuçlarına göre, yemlerin in vitro gaz 
üretim tekniği ile İVOMS değerlerinin tespitinde mikrobiyal 

inokulant kaynağı olarak sıvı azot içerisinde %5 DMSO 
katılarak dondurulmuş rumen sıvısının kullanılabileceği 
sonucuna varılmıştır. Bu sonuçlara göre belirli merkezlerde 
rumen kanülü takılmış hayvanlardan elde edilecek rumen 
sıvısına %5 düzeyinde DMSO ilave edilerek sıvı azot 
içerisinde dondurulması ile rumen kanülü açılmış donor 
hayvan barındırma imkânı bulunmayan araştırma merkez- 
lerinin bu inokulantları kullanarak in vitro sindirim dene-
melerini gerçekleştirmeleri mümkün görünmektedir.
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