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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

SODYUM DİASETAT İLAVESİNİN YONCA SİLAJLARININ FERMANTASYON  

ÖZELLİKLERİ VE AEROBİK STABİLİTESİ ÜZERİNE ETKİLERİ  

 

Fatma HIŞMAN AKCA 

 

Tekirdağ Namık Kemal Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Zootekni Anabilim Dalı 

 

Danışman: Prof. Dr. Fisun KOÇ 

 

Bu araştırma, sodyum diasetat kullanımının yonca silajlarında fermantasyon gelişimi 

ve aerobik stabiliteleri üzerindeki etkilerini belirlemek amacıyla yürütülmüştür. Çalışmada 

katkı maddesi olarak bileşiminde (asetat ve asetik asit içeren) sodyum diasetat (E262) kulla-

nılmıştır. Araştırma, katkı maddesi ilave edilmeyen kontrol, 3, 5 ve 7 g/kg sodyum diasetat 

ilave edilerek oluşturulan 4 grupta yürütülmüştür. Kontrol grubuna diğer muamele gruplarına 

eşdeğer 20 ml çeşme suyu ilave edilmiştir. Katkı maddelerinin ilavesinden sonra, yaklaşık 

500g örnek plastik torbalara konularak sıkıştırılmış ve vakumla içindeki hava alınmıştır. Her 

grup için 10’ar tane olmak üzere toplam 40 paket silaj laboratuvar şartlarında (25-30 °C) 45 

gün fermantasyona bırakılmıştır. Silolamadan 45 gün sonra açılan tüm silajlarda kimyasal ve 

mikrobiyolojik analizler yapılmıştır. Silolama döneminin sonunda (45. gün) tüm silajlara 7 

gün süre ile aerobik stabilite testi uygulanmıştır. Ayrıca silajlarda fermantasyonun 45. gün ve 

aerobik stabilite dönemi sonrası laktik asit bakterilerinin tanımlaması yapılmıştır. Sonuç ola-

rak, yonca silajına ilave edilen sodyum diasetat silajlardaki laktik ve asetik asit içeriklerini 

artırırken, proteolizi de önlemiştir. Ayrıca sodyum diasetat yüksek anti bakteriyel aktivite 

göstererek silajların 7 günlük aerobik dönem boyunca maya ve küf populasyonları ile CO2 

üretimlerini düşürmüş ve aerobik stabilitelerini geliştirmiştir. 

Anahtar kelimeler: Aerobik stabilite, laktik asit bakterileri, sodyum diasetat, tanımlama 

2019, 42 sayfa 
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ABSTRACT 

MSc. Thesis 

THE EFFECTS OF SODIUM DIACETATE ADDITION ON THE FERMENTATION 

CHARACTERISTICS AND AEROBIC STABILITY OF ALFALFA SILAGES  

Fatma HIŞMAN AKCA 

 

Tekirdag Namık Kemal University 

Graduate School of Naturel and Applied Sciences 

Department of Animal Science 

 

Supervisor: Prof. Dr. Fisun KOC 

 

This study was carried out to determine the effects of sodium diacetate on the fermen-

tation characteristics and aerobic stability in alfalfa silages. In the study, sodium diacetate 

(E262) was used as an additive in its composition (containing acetate and acetic acid) was 

used. The study was carried out in 4 groups formed by the addition of 3, 5 and 7 g / kg so-

dium diacetate. To the control group, 20 ml of tap water equivalent to the other treatment gro-

ups was added. After the addition of the additives, approximately 500 g of sample was placed 

in plastic bags and compressed. A total of 40 packages, 10 for each group, were allowed to 

ferment for 45 days in laboratory conditions (25-30 °C). All silages were sampled for chemi-

cal and microbiological analyses on day 45 after ensiling. All silages were opened at the end 

of the ensiling period (45 days) and subjectd to an aerobic stability test for 7 days. In addition, 

after silage fermentation and aerobic stability period, lactic acid bacteria were identified. As a 

result, sodium diasetate that applied to alfalfa increased lactic and acetic acid concentrations 

and prevented proteolysis in the silages. However, sodium diasetate showed a high antibacte-

rial activity in alfalfa. During the 7 days aerobic period, sodium diasetate decreased yeast and 

moulds populations and production of CO2 and improved aerobic stability of alfalfa silage.  

Key Words: Aerobic stability, lactic acid bacteria, identification, sodium diacetate 

2019, 42 pages 
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1. GİRİŞ 

Ruminant hayvanların rasyonlarında yer alan kaba yem kaynaklarının önemli bir 

kısmı yeşil yemler ya da bunların değişik metotlar aracılığı ile saklanmış formlarından 

oluşmaktadır. Çeşitli bitkisel materyallerden elde edilen silajlar da bu grup içerisinde 

yer alır. Genel anlamda, yeşil yemlerin fermantasyona tabi tutulması olarak tanımlana-

bilecek olan silajın yapımında amaç taze materyalin en az besin madde kaybı ile sakla-

nabilmesidir (Kutlu 1995). 

Birçok koşul (iklim, bitki çeşidi, kimyasal içerik, silolama tekniği vb.) silaj ya-

pımında fermantasyon olaylarının kontrolsüz bir biçimde gelişmesine neden olabilmek-

tedir. Fermantasyonun arzu edilen yönde gelişiminin sağlanabilmesi bakımından hasat, 

silolama koşulları gibi temel unsurların iyileştirilmesinin yanı sıra, değişik katkı madde-

lerinin kullanımı sıklıkla başvurulan yollardan birisidir. Katkı maddeleri, etki mekaniz-

maları ve kullanım amaçlarına göre farklı gruplar içerisinde incelenebilir. Arzu edilme-

yen reaksiyon gelişimlerini önleyici etkilere sahip katkı maddeleri (asitler, tuz vb.) ile 

arzu edilen yönde fermantatif reaksiyonların gelişimini destekleyici katkı maddeleri 

(karbonhidrat kaynakları, mikrobiyal katkı maddeleri vb.) olmak üzere iki ana grupta 

değerlendirilebilir (Yurtman ve ark. 1997). 

Hayvan beslemede büyüme ve gelişimi etkileyen en önemli unsurlardan biri sin-

dirim sistemindeki patojen mikroorganizmaların varlığıdır. Uzun yıllar ticari işletmeler-

de bu mikroorganizmaların kolonizasyonunu engellemek, bağışıklık sistemini güçlen-

dirmek ve performansı iyileştirmek amacıyla yem katkı maddelerinden yararlanılmıştır 

(Islam et al. 2008). Bu bağlamda 2006 yılına kadar, karma yemlerde kullanılan antibi-

yotikler, çiftlik hayvanlarının beslenmesinde en çok kullanılan katkı maddesi olmuştur. 

Ancak zaman içinde patojen mikroorganizmaların antibiyotiklere karşı çapraz direnç 

geliştirdiğinin anlaşılması ile antibiyotiklerin büyüme faktörü olarak hayvan beslemede 

kullanımı AB tarafından yasaklanmıştır (Joerger 2003, Can ve Çelik 2008). AB ülkeleri 

başta olmak üzere, dünyanın birçok yerinde olduğu gibi ülkemizde de antibiyotik kulla-

nımı konusunda paralel kararlar alınmış ve bunların karma yemlerden çıkarıldığında 

verimin devamının sağlanabilmesi için doğal, güvenilir ve kalıntı bırakmayan alternatif 

ürünler araştırılmaya başlanmıştır. Bu bağlamda, organik asit, esansiyel yağ ve bakteri-
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yosinler hayvan beslemede kullanımı en çok araştırılan doğal koruyucular olarak karşı-

mıza çıkmaktadır. Organik asitler ve tuzları, yemlerde küf gelişimini engelleyen, yem 

ve yem hammaddelerinin depolama sürelerini uzatan, sindirim ve emilime yardımcı 

olan bileşiklerdir. Bu bileşikler antimikrobiyel etkilerini, mide/bağırsak içeriğini veya 

ilave edildikleri yemlerin pH’sını düşürerek bazik ortamda yaşayan zararlı mikroorga-

nizmaların gelişimini inhibe etme yoluyla gösterirler (Dibner ve Buttin 2002). 

Doğada saf halde bulunan veya fermantasyon sonucu açığa çıkan organik asitler; 

laktik, sitrik, malik asit gibi genellikle karboksil grubuna (-COOH) dahil yağ asitleri ile 

Ca-format, Ca-propiyonat gibi tuz formlarından oluşan bileşikleridir. Karma yem sana-

yide özellikle peletleme aşamasındaki sıcaklığın etkisiyle, organik asitlerde oluşabilecek 

bozulmaları önlemek ve etkinliklerini artırmak amacıyla karmalara, doğal organik asit-

ler yerine daha az koku ve uçucu olan tuz formları dahil edilmektedir. Yeme veya suya 

ilave edilerek kullanılan organik asitler, çözünmeyen kısımları ile antibakteriyel etki 

göstermektedirler. Bu nedenle, organik asitlerin etkinliği ve gücü ayrışma sabiti olan 

pKa değerine bağlı olup, bu değer düştükçe asidin çözünmeme miktarı, dolayısıyla an-

timikrobiyel etkinliği artmaktadır. Kullanılan asidin zincir uzunluğu, doymuşluk derece-

si, ortam mikroflorası (rumen veya bağırsak), bakteri türü gibi kimyasal ve çevresel 

faktörler de organik asitlerin kuvvetli ya da zayıf etki göstermelerine sebep olmaktadır 

(Ricke 2003, Theobald 2015, Mirza ve ark. 2016). Organik asitler, etki şekillerine göre 

iki grupta kategorize edilirler. Buna göre, laktik, fumarik, sitrik asidin dahil olduğu I. 

grup midede pH'yı düşürerek aside karşı duyarlı bakteri popülasyonunu azaltıp indirekt 

yoldan karakterize olmaktadır. Formik, asetik, propiyonik ve sorbik asidin dahil olduğu 

II. grup ise, Gram (-) bakterilerin hücre çeperinden içeri girme ve hücre içi pH’yı dü-

şürme suretiyle direk bakteri üzerinde etki göstermektedirler (Papatsiros ve ark. 2013). 

Silajların organik asit yoluyla doğrudan asitleştirilmesi pH'da ani düşüşe neden 

olarak istenmeyen bakterilerin büyümesini inhibe eder ve böylece besin madde kaybını 

azaltır. Organik asitlerin kullanımındaki dezavantajlardan biri, keskin ve rahatsız edici 

kokuya sahip olmalarıdır. Bu nedenle alternatif silaj katkı maddesi olarak daha güvenli 

olan organik asit tuzlarının kullanımı önerilmektedir. Bir asetat türevi ve gıda koruyucu 

olan sodyum diasetat bileşiminde (sodyum asetat ve asetik asit) içerir. Enterobakteri ve 

maya gelişimini engellediği kanıtlanmış olan sodyum diasetat, etkili bir mikrobiyal in-
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hibitör ve silajların kullanım süresini uzatmak için antibakteriyel ajan olarak kullanıl-

maktadır (Wen ve ark. 2017, Yuan ve ark. 2017). 

Bu çalışmanın amacı, yonca silajına farklı dozlarda sodyum diasetat ilavesinin 

silaj fermantasyonu ve aerobik stabilite üzerine etkilerini ortaya koymaktır.  
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2. KAYNAK ARAŞTIRMASI 

Yeşil yemlerin silaj yapılarak saklanması ile %60-70 oranında nem içeren yemlerin 

kalitesindeki kayıp önlenerek uzun süreli depolama sağlanabilmektedir. Bu yeşil yemlerin 

siollanması, onların anaerob şartlarda laktik asit bakterileri (LAB) ile fermente edilip pH de-

ğerinin 4.2 ya da daha düşük seviyelere düşürülmesi ile gerçekleşmektedir. Hemen hemen 

bütün yeşil ve sulu yemlerden silaj yapılabilir ancak buğdaygiller, baklagillere göre silolan-

ması daha kolay olmaktadır. Bu kolaylığın sebepleri arasında, buğdaygillerin suda çözünen 

karbohidrat içeriğinin (SÇK) baklagillere göre daha fazla olması, buğdaygillerin üzerinde 

bulunan epifitik LAB sayısının yüksek olması ve baklagillerin tampon kapasitesinin yüksek 

olması gibi nedenler sıralanabilir (Pitt ve ark. 1990, Singh ve ark. 1996, Davies ve ark. 1998). 

Ruminant beslemede yoncanın önemli bir kullanım alanı bulunmaktadır. Ülkemizin 

iklim koşullarının uygun olmasından dolayı yonca daha çok kurutularak kuru ot olarak değer-

lendirilmektedir. Ancak kuru ot yapımı sırasında, mekanik kayıplar ve uzun soldurma süresi-

ne bağlı olarak solunum kayıpları nedeniyle besin madde kayıpları önemli boyutlara ulaşmak-

tadır (Kılıç 1986, Avcıoğlu ve ark. 2009). Yonca iyi arazi ve iklim şartlarında ve düzenli su-

lanması halinde yılda 6-7 kez biçilebilir. Yoncanın özellikle 1. biçimi bölgelere göre değiş-

mekle birlikte bol yağış alan Nisan ve Mayıs aylarında yapılmaktadır. Yağış tehlikesi nede-

niyle biçim, kurutma, balyalama ve depolama işlemlerinde sık sık güçlüklerle karşılaşılmak-

tadır. Aynı şekilde iklim özelliklerinden dolayı Ekim-Kasım aylarında yeterince kurutma 

imkânı olmayan son biçim yoncalarda da benzer güçlüklerle karşılaşılmaktadır (Çiftçi ve ark. 

2005). Bu nedenle yoncanın silolanmasının, kalite açısından potansiyel olarak kuru ottan daha 

avantajlı olduğu bildirilmektedir (Hancock ve Collins 2006).  

Yonca, tampon kapasitesi ve protein içeriğinin yüksek, karbonhidrat içeriğinin ise dü-

şük olması nedeniyle güç silolanan yemler sınıfında yer almaktadır (Kılıç 1986, McDowell 

1989, Ergün ve ark. 1999). Bu nedenle yonca silolanırken genellikle ortamın karbonhidrat 

düzeyini yükseltmeye yönelik çeşitli karbonhidrat kaynakları (Lindgren ve ark. 1983, Kurtoğ-

lu 1998, Çiftçi ve ark. 2005, Canbolat ve ark. 2010) ya da mikrobiyal florayı iyileştirmeye 

yönelik çeşitli inokulantlar (Lindgren ve ark. 1983, Seale ve ark. 1986, Haigh ve ark. 1987, 

Kung ve ark. 1991b, Sheperd ve ark. 1995, Kurtoğlu 1998) veya antimikrobiyal katkı madde-

lerinden (Haigh ve ark. 1987, Kung ve ark. 1991a, Martinsson 1991, Sheperd ve ark. 1995) 

yararlanılmaktadır. 
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Ohsima ve ark. (1997), yaptıkları çalışmada; yonca materyalinin fermente yonca suyu 

ile silolanması sonucunda oluşan yonca silajının laktik asit (LA) içeriğinin yükseldiğini ve pH 

sının da düştüğünü bildirmiştir. 

Esmail ve Muwalla (1997) yaptıkları bir çalışmada, yonca materyalini formik asit ve 

enzim ile silolamıştır. Silaj katkı maddeleri oluşan silajların kompozisyonunda önemli farklı-

lıklara neden olmamıştır. Formik asit ile birlikte silolanan silajların LA içerikleri yüksek, 

pH’ları ise düşük bulunmuştur. Formik asit muamelesi amonyağa bağlı nitrojen (NH3-N) ve 

etanol içeriklerini azaltmıştır. Formik asit muamelesi yem tüketiminin azalmasına sebep ol-

masına rağmen canlı ağırlık kazancı bakımından diğer silajlarla aynı bulunmuştur. 

Konu ile ilişkili bir başka çalışmada yonca materyali şeker (%1), LA (% 0.5, 1, 2 ) ve 

Lactibacillus delbrueckii bakterisi ile silolanmıştır. Bakteri inokulantı ile silolama sonrasında 

silajların kalitesinde önemli bir gelişme olmamıştır. Yalnız şeker ile silolama asetik asit (AA) 

fermantasyonunu teşvik etmiştir. Bakteri inokulantı ve şekerin birlikte kullanılması ise silajla-

rın pH'sını düşürmüş, LA içeriğini arttırmış, ethanol ve NH3-N içeriğini azaltmıştır. % 1 ve 2 

oranında LA kullanımı silaj kalitesini yükseltmiştir (Ostrowski 1999).  

Zhu ve ark. (1999), yaptıkları çalışmada; yonca materyalinin hücre duvarını parçala-

yan enzimlerle birlikte silolanmasının, LA üretimini teşvik ettiğini ve pH’yı düşürdüğünü, 

bununla birlikte hücre çeperi fraksiyonlarının üzerinde önemli bir değişiklik yaratmadığını 

bildirmektedirler.  

Hasat edilen yonca materyali, enzim ve bakteri inokulantı, formik asit, formalin ve 

melas ile silolanmıştır. Çalışmada yoncanın melas ve bakteri inokulantı ile birlikte silolanma-

sında uygun olmadığı, formik asit ve formalin kullanımının yoncanın silolanmasının daha 

uygun olduğu vurgulanmıştır (Pena ve ark. 2000). 

Kurtoğlu ve Coşkun (2004)’un, yaptıkları çalışmada; yonca materyali Pioneer 1174, 

Lactobacillus plantarum, Streptococcus faecum, % 5 melas, % 5 arpa, % 1.5 tuz ile silolan-

mıştır. Kullanılan silaj katkı maddeleri oluşan silajın ham protein (HP), asit çözücüde çözün-

meyen lif (ADF) ve ham kül içeriğinde önemli bir etkiye sahip olmazken, kuru madde (KM), 

ham selüloz, nötral çözücüde çözünmeyen lif (NDF), pH ve kuru madde kayıplarını azaltmış-

tır. Araştırıcılar kullanılan silaj inokulantının uygun bir şekilde kullanılmasının silaj kalitesine 

olumlu katkı yapacağını bildirmektedirler. 
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Yonca materyalinin değişik dozlarda (4, 6 ve 8 g/kg yaş materyal) AA ile silolanması 

sonucu, silaj pH’sı düşmüş ve proteolitik aktivitenin azaltmasına rağmen AA'in etkin bir ko-

ruyucu olmadığı bildirilmiştir (Djordjevic ve ark. 2004).  

Yonca materyalinin melas, formik asit, Lactobacillus ve enzim ile birlikte silolanması 

sonucu oluşan silajların, duyusal özellikler, KM içeriği ve pH bakımından kontrol grubuna 

göre daha iyi olduğu bildirilmiştir. Melas katkılı silajların LA içeriğini yükseltmiştir. Lacto-

bacillus ise silaj LA içeriğini azaltmış diğer taraftan AA içeriğini yükseltmiştir. Formik asit 

silaj AA içeriğini düşürmüş diğer taraftan NDF sindirim derecesini yükseltmiştir (Xian ve 

ark. 2004).  

Çiçeklenme döneminde hasat edilen yonca materyali formik asit, daha önce fermente 

edilen materyalin suyu + glikoz ve fermente suyu + formik asit ile silolanmıştır. Katkı madde-

leri silaj pH’sını ve asit deterjan çözünmeyen lif (ADF) içeriğini düşürmüştür. HP içeriğini ise 

yükseltmiştir. Katkı maddeleri aynı zamanda silajların fermantasyon kalitesini ve besleme 

değerini yükseltmiştir. En iyi silaj kalitesi 5.5 ml formik asit, 2.5 ml fermente suyu +5.5 ml 

formik asit/kg ve 5.0 ml fermente suyu + 5.5 ml formik asit kullanılmasıyla elde edilmiştir 

(Ruixia ve ark. 2005). 

Dorszewski ve ark. (2006), yapmış oldukları bir çalışmada; yoncanın enzim ve L. 

buchneri ile silolanmasının, silaj AA miktarını ve ince bağırsağa ulaşan amino asit miktarını 

arttırdığını bulmuşlardır. 

Yeşil yonca bitkisinin bakteri inokulantı ile birlikte silolanması, oluşan silajlarda or-

ganoleptik ve beslenme değerlerinde önemli iyileşmelere sebep olmuştur (Huai Rong ve ark. 

2006).  

Öztürk ve ark. (2006), yapmış oldukları çalışmada; yoncanın mısır ile birlikte silolan-

masının, oluşan silajların kompozisyonunda önemli değişikliklere sebep olduğunu saptamış-

lardır. Karışımdaki mısır bitkisinin artmasıyla birlikte oluşan silaj pH sı düşmüş buna karşılık 

HP içeriği azalmıştır. Ayrıca yoncanın mısır ile birlikte silolanması organik madde ve meta-

bolik enerji içeriğinde iyileşme  neden olmuştur.  

Yonca materyali, formik asit (1 kg KM 0, 15 ve 20 ml) ve sülfürik asit (1 kg kuru 

maddeye 0 ve 4 ml) kullanılarak silolanmıştır. Asitle muamele silajların HP içeriklerini yük-
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seltmiş aynı zamanda NH3-N kayıplarını ise azaltmıştır. Ancak asitle muamelenin ineklerin 

süt verimleri üzerinde herhangi bir etkisi olmadığı bildirilmiştir (Behgar ve ark. 2007).  

Wang ve ark. (2007), yapmış oldukları araştırmada; yeşil yoncanın LAB inokulantı ile 

silolanmasının oluşan silaj pH ve NH3-N içeriğini azalttığı ve LA içeriğini yükselttiğini bil-

dirmişlerdir. 

On dört çeşit mikrobiyal inokulant kullanarak yapılan yonca silajında, genel olarak 

inokulantların silaj kalitesi üzerinde olumlu etki ettiği, pH’yı düşürdüğü ve LA üretimini art-

tırdığı bulunmuştur. Bununla birlikte in vitro kuru madde sindirim derecesi silaj inokulantla-

rından etkilenmemiştir (Filya ve Sucu 2007).  

Yonca materyali 3 farklı silaj bakterisi ile inokule edilerek silolanmıştır. Silaj bakteri-

leri oluşan silajların pH, NH3-N ve bütirik asit (BA) içeriğini azaltmıştır. Silaj katkı maddeleri 

istenmeyen bakterilerin silaj materyali içerisinde çoğalmasını önleyerek kaliteli silaj üretimine 

neden olmuştur (Tao ve ark. 2007).  

Yonca silajı yapımında en önemli sorunlardan birisi proteolizisdir. Proteolizi önlemek 

için yonca materyali formik asit (4 g/kg kuru madde), formaldehit (1 g/kg kuru madde) ve 

tannik asit (20 ve 50 g/kg kuru madde) ile silolanmıştır. Formik asit silo içerisinde oluşan 

proteolizi etkilemede en etkili katkı maddesi olarak bulunmuştur (Guo ve ark. 2007).  

Yonca materyali selülaz enzimi, glikoz gibi farklı silaj katkı maddeleri ile silolanmış-

tır. Silaj katkı maddeleri silaj pH ve NH3-N düzeyini azaltmış buna karşın LA içeriğini yük-

seltmiştir (Liqiang ve ark. 2007a).  

Filya ve ark. (2004)’nın yaptığı bir araştırmada kullanılan formik asit temeline dayalı 

koruyucu (FAT) mısır silajlarının KM ve OM parçalanabilirliklerini artırmıştır. FAT antimik-

robiyal özelliği sayesinde silajlarda başta maya ve küf olmak üzere enterobakteri ve clostridia 

sporlarının gelişimini engellemiş ve bu da silajların KM ve OM parçalanabilirliklerinin art-

masına yol açmıştır. 

Polan ve ark. (1998)’nın yonca silajlarında formik asit kullanarak yaptıkları bir çalış-

mada NH3-N konsantrasyonlarını düşürdüğü belirlenerek benzer etki gösterdiğini saptamıştır. 

Liqiang ve ark. (2007b), yaptıkları çalışmada; farklı oranlarda (0, 8 ve 32 saat) soldu-

rulmuş yonca materyalini LA ve glikoz kullanılarak silolamışlardır. % 38.45 ve % 50.8 KM 
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içeren yonca materyalinin 10
7 

kob/g LA ve 10 g/kg glikoz ile silolanmasının en iyi sonucu 

verdiğini bulmuşlardır.  

Gaiying ve ark. (2008), yaptıkları çalışmada; yonca materyalini % 0, 5 ve 10 melas, 

%20 buğday kepeği, %20 pirinç samanı ve %20 pirinç kepeği ile silolamışlardır. Melas, olu-

şan silajların kokusu ve yapısını önemli derecede iyileştirmiş, silaj pH’sını ve NH3-N içeriğini 

azaltmıştır.  

% 5 Çiçeklenme döneminde hasat edilen yonca materyali, formik asit, selülaz enzimi, 

sylanze enzimi, selülaz/sylanaz enzimi karışımı ve laktik asit inokulantı kullanarak silolan-

mıştır. Toplam serbest amino asit içeriği ve pH en düşük formik asit ile muamele edilen yonca 

silajında elde edilmiştir. LAB inokulantı kullanılanılarak elde edilen yonca silajının LA içeri-

ği diğer gruplardan daha yüksek bulunmuştur. Katkı maddelerinin silajların in vitro sindirim 

derecesi üzerinde önemli bir etkisi olmamasına rağmen formik asit uygulaması NDF sindirim 

derecesini yükseltmiştir (Kozelov ve ark. 2008). 

Silaj fermentasyonun ilk evrelerinde pH değerinin hızlı bir şekilde 4.2’nin altına düş-

mesi, silajın kalitesi ve korunabilmesi için oldukça önemlidir. LA üretimi hızı ne kadar yük-

sek olursa proteolisis o oranda azalır ve bu silajın pH değerinin düşmesine neden olur. Hızlı 

LA üretiminde, silolanacak bitkideki epifitik mirofloranın yanı sıra, bitkinin kimyasal kompo-

zisyonu etkin olmaktadır (Weinberg ve Muck 1996, Kızılşimşek ve ark. 2007). 

Virtanen (1993), Silajın pH değerinin 4’ün altına düştüğünde proteolisisin tamamen 

durduğuda belirlemiştir. Bu durum pH değerini hızla 4 civarına çekmenin önemini göstermek-

tedir. Bu amaca ulaşabilmek için organik asit ve organik asit ilavesi yaygın bir uygulamalardır 

(Stokes 1992, Yuan ve ark. 2016, Yuan ve ark. 2017).  

Gıda maddelerinin mikrobiyolojik güvenliğini sağlamak ve raf ömrünü arttırmak için 

organik asitler ve türevleri doğal alternatifler olarak gösterilmektedir (Koos 1992, Cubina 

1995).  

Laktik asit ve tuzu olan laktatlar, ette ve bir o kadar da fermente gıdalarda doğal olarak 

bulunmaları, yüksek etkime gücüne sahip olmaları, tüketicilerin sağlıkları üzerine herhangi 

bir risk oluşturmamaları, ürünün duyusal niteliklerini değiştirmemeleri gibi özellikleri nede-

niyle ürünlerin mikrobiyolojik güvenilirliğini arttırmak amacı ile katkı maddesi olarak öne-

rilmektedir (Koos 1992). L(+) laktik asidin tuzu olan laktatlar ilave edildiği gıda maddesinin 
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su aktivitesini (aw) düşürerek ve spesifik etki göstererek koruyucu olarak etkili olmaktadırlar 

(Cubina 1995, Wit ve ark. 1990). 

Laktatların antimikrobiyal etkisi et ve et ürünlerinde denenmiş; bir çok patojen ve bo-

zulmaya neden olan mikroorganizmalara karşı etkili olduğu bildirilmiştir (Brewer ve ark. 

1995). Laktatların antimikrobiyal aktivitelerinin yanı sıra ürünlerin renk, lezzet ve tekstür gibi 

duyusal özeliklerini iyileştirdiği ve antioksidan olarak etkili olduğu da ileri sürülmektedir 

(Papadopaulos ve ark. 1991). 

Öksüztepe (2010) taze gökkuşağı alabalıklarıyla (Oncorhynchus mykissW.) yaptığı ça-

lışmasında; hazırlanan köftelerin üretiminde sodyum laktatın kullanılmasıyla ürünün duyusal 

özelliklerinin (renk, koku ve lezzet) etkilenmediği ancak mikrobiyal gelişmeyi yavaşlatarak 

raf ömrünü arttırdığı ve köfte hamuruna %2 oranında sodyum laktat ilavesinin ürünün duyusal 

özelliklerinde istenmeyen bir değişime neden olmadığını ve balık köftelerinin 4±1°C’de 16 

gün boyunca yenilebilir niteliğini koruduğunu gözlemlemiştir. 

Sodyum laktat ve sodyum diasetat, özellikle Listeriamonocytogenes’in inhibisyonu 

amacıyla gerek tek gerekse de kombine şekilde kullanılmaktadır (Tompkin 2002). 

Günümüzde sodyum laktat, güvenli olarak kabul edilmekte ve kullanılmaya hazır gı-

daların dekontaminasyonunda %4,8’e kadar, sodyum diasetatın ise %0,25’e kadar kullanımı-

na izin verilmektedir (FDA 2000). 

Kung ve ark (1991a) % 44.9 KM içeren soldurulmuş yonca materyali kullanarak yap-

tıkları bir çalışmada silaj KM düzeyleri kontrol, inokulant ve inokulant+antibiyotik ilaveli 

silajlarda sırasıyla % 42.3, % 39.6 ve % 39.2 olarak bulmuşlardır. Aynı çalışmada 56. günde 

pH değerlerini kontrol grubunda 4.29, inokulant ilave edilen silajlarda 4.10, inoku-

lant+antibiyotik ilaveli silajlarda 4.10 ve sadece antibiyotik ilavesi yapılan silajlarda ise 4.26 

olarak belirlemişlerdir (P<0.01). 

Kung ve ark. (1991b), soldurulmadan (% 20 KM) ve % 43.7 KM düzeyine kadar sol-

durulmuş yonca materyali kullanılarak yapılan bir çalışmada) kuru madde düzeylerini soldu-

rulmamış silajlarda kontrol grubunda % 21.3, enzim ilaveli silajlarda % 20.9 ve en-

zim+inokulant ilaveli silajda ise % 20.5 olarak belirlerken soldurulmuş silajlarda ise sırayla % 

43.7, % 43.0, % 44.2 düzeylerinde belirlemişlerdir (P>0.05). 
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Organik asitler özellikle formik asit, yapılarındaki hidrojen iyon konsantrasyonunun 

ve çözünmemiş asidin seçici bakterisidal etkisi nedeniyle antibakteriyal etki göstermektedir 

(Henderson 1993). 

Antibiyotik uygulamalarında silajlarda total mikroorganizma, LAB ve maya sayıları 

önemli düzeyde etkilenirken, maya ve küf değerlerini çok düşük düzeylerde etkilenmektedir 

(Kurtoğlu 2011). 

Silajda bulunması istenen LAB koruyucu etkilerinden dolayı silolamada istenen tek 

mikroorganizma grubudur. Mikroaerofilik, gram-pozitif ve spor oluşturmayan bu mikroorga-

nizmalar yem bitkisinde bulunan SÇK'lı başta LA olmak üzere AA,  etanol ve karbondioksite 

parçalarlar. Silaj fermantasyonu açısından en fazla önem LAB Streptococci, Pediococci ve 

Leuconostocs, Lactobacilli düzgün veya kıvrımlı, uzun çubuk şeklinde, spor oluşturmayan, 

hareketsiz, çoğu mikroaerofilik veya anaerobik olan bu mikroorganizmaların homofermentatif 

ve heterofermentatif türleri bulunmaktadır. Bunlardan Streptococcus faecium bakterileri hızlı 

çoğalmakta ve pH değerini kısa sürede düşürmektedir. Lactobacillus plantarum diğer bakteri 

türlerine göre daha yavaş çoğalır fakat çok fazla sayıda LAB oluşturur. Ayrıca çok düşük pH 

değerinde sadece Lactobacillus plantarum yaşayabilir (Pitt 1986). 

Silaj kalitesi bakımından silo içerisinde anaerobik mikroorganizmalardan olan LAB 

etkin olması istenirken, silajların aerobik bozulmasını başlatan Clostridia, Enterobactericiae, 

Bacilli, Listeria gibi bakterilerle mayalar ve küf mantarları istenmez (Lindgren ve ark. 1985).  

Mayalar, silo yapılacak olan bitkide LAB’den sayı olarak daha fazla bulunurlar. Kar-

bohidratları, alkol, karbondioksit ve organik asitlere fermente ederler (Woolford 1990). Silaj 

içerisinde maya popülasyonu iki temel sebepten dolayı istenmez. Bunlardan biri, silajın nite-

liği açısından oldukça önem taşıyan aerobik dayanıklılık üzerinde olumsuz bir etkiye sahip 

olmaları, diğeri ise LAB ile rekabete girerek ortamdaki karbohidratları kullanmaları ve bunla-

rı silajın saklanması üzerinde hemen hemen hiç bir etkisi olmayan etanole dönüştürmeleridir 

(Basmacıoğlu ve Ergül 2002). Clostrdialar da silaj kalitesini bozucu yönde etkilidirler, şeker-

leri, organik asitleri veya proteinleri parçalarlar. Yemin değerini düşürmeleri, enerji kaybına 

ve ortam pH’sının artmasına neden olmalarından dolayı silaj fermentasyonu açısından isten-

meyen mikroorganizmalar grubunda yer alırlar (Basmacıoğlu ve Ergül, 2002). Bütrik asit olu-

şumuna yol açan clostridial bakteriler, LAB göre daha yavaş çoğalırlar. Yemdeki karbohidrat-

ları parçalayarak uçucu yağ asitlerine ve meydana gelen LA'i bütrik aside çevirirler. Clostri-
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dialar %70 den fazla nem içeren silajlarda üreme ve gelişmesi gösterirler (McDonald ve ark. 

1981, Pitt 1986, Bolsen ve ark. 1996). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Silaj Materyali 

Bu araştırmada silaj materyali olarak Namık Kemal Üniversitesi Ziraat Fakültesi Araş-

tırma ve Uygulama Merkezinde yetiştirilen yonca (Medicago sativa) bitkisi kullanılmıştır.  

3.1.2. Silajların Hazırlanması 

Çiçeklenme başlangıcında (yaklaşık %10-20 çiçeklenme) hasad edilerek 24 saat sürey-

le soldurulan yonca, araştırmanın başlangıç yem materyalini oluşturmuştur. Soldurma işlemi-

nin sonunda yonca, silaj makinesinde yaklaşık 1.5-2.0 cm boyutlarında parçalanmış, sonra-

sında ise sodyum diasetat (SDA) ilave edilmiştir. Araştırma, katkı maddesi ilave edilmeyen 

kontrol, 3g/kg, 5g/kg ve 7g/kg düzeyinde SDA, yaş materyele ilave edilerek oluşturulan 4 

grupta yürütülmüştür. Parçalanan materyaller yaklaşık 500 g olacak şekilde torbalara koyula-

rak laboratuar tipi CAS CVP 260 PD marka vakum makinesinde 10' ar paralelli olarak silo-

lanmıştır (Şekil 3.1). Kırk beşinci gün açılan silajlara 7 gün süre ile aerobik stabilite testi uy-

gulanmıştır. 

 

 
 

Şekil 3.1. Vakum makinesi 
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3.1.3. Silaj katkı maddesi ve uygulama şekli 

Araştırmada katkı maddesi olarak, (E 262) nolu gıda koruyucusu olarak kullanılan bi-

leşimi (sodyum asetat ve asetik asit) oluşan ticari katkı maddesi kullanılmıştır.  

Katkı maddesinin uygulama şekli: 10 kg parçalanmış taze materyal 1x4 m temiz bir alana 

yayılmıştır. 1. grup kontrol grubu olup katkı maddesi içermemektedir. 2. grupta, sodyum dia-

setat 3 g/kg tartılarak üzerine 20 ml çeşme suyu konarak iyice karışması sağlandıktan sonra 

taze materyal üzerine homojen bir şekilde el pülverizatörü ile püskürtülmüştür. 3. grupta 5 

g/kg sodyum disetat, 4. grupta 7 g/kg. 2. grupta açıklandığı gibi taze materyale uygulanmıştır. 

Kontrol grubuna ise diğer muamele gruplarına eşdeğer 20 ml çeşme suyu ilave edilmiştir. 

3.2 Yöntem 

3.2.1. Silaj Kalitesi Belirlenmesi İçin Kullanılan Yöntemler 

Araştırmada kullanılan yemlerin silolama öncesinde pH, Bc, SÇK, mikrobiyolojik 

analizler, silolama sonrası örneklerde pH, SÇK, NH3-N, organik asitler (laktik, asetik asit, 

bütrik ve propiyonik asit) ve mikrobiyolojik analizler gerçekleştirilmiştir. 

3.2.1.1. pH ve Bc (Tampon kapasitesi) Analizleri 

Silolama öncesi taze materyalde ve açım sonrası elde edilen örneklerde pH ölçümleri 

için 50 g’ lık örneklere 125 ml saf su ilave edilmiş ve oda sıcaklıgında 1 saat süre ile zaman 

zaman karıstırılarak tutulmustur. Daha sonra örnekler süzülmüs ve elde edilen süzükte pH 

metre aracılıgı ile okuma gerçeklestirilmistir (Anonymous 1986). 

Silolama öncesi alınan örnekte Bc’nin saptanabilmesi için 20 gram örneğe, 250 ml saf 

su ilave edilerek mekanik karıştırıcı aracılıı ile 1 dakika süre ile karıştırılmıştır. Karısım dört 

katlı gazlı bezden geçirilerek elde edilen süzügün pH’sı 0.1 N HCl ile 3,00’e ayarlanmıstır. 

Daha sonra 0.1 N NaOH kullanılarak süzügün pH’sı 4.00 e standardize edilmistir. Süzük aynı 

yogunluga sahip NaOH ile karışımın pH’sı 4.00 den 6.00 ya çıkıncaya kadar işleme tabi tu-

tulmuştur. pH’nın 4.00’den 6.00’ya yükselmesi için gerekli alkali miktarı meq/kg KM olarak 

kaydedilmiştir (Playne ve Mc Donald 1966). 



14 
 

3.2.1.2. SÇK Analizi 

Başlangıç ve silaj örneklerinde SÇK analizi Anonymous (1986)’a göre yapılmıştır. 

Analize tabi tutulacak örnek 102 °C sıcaklıkta 2 saat süre ile kurutulmuştur. Kurutulup öğü-

tülmüş örnekten 0,2 g tartılarak bir şişe içerisine konulmuş, üzerine 200 ml saf su ilave edile-

rek 1 saat süre ile çalkalanmıştır. Örneklerin ilk birkaç damlası ihmal edilecek şekilde süzüle-

rek 50 ml’lik berrak ekstrakt elde edilmiştir. Standart eğrilerin hazırlanmasından sonra 2 ml 

ekstrakt alınarak 150x25 mm’lik borosilikat test tüplerine konulmuştur. Ön hazırlığı takiben 

absorbans değeri 620 nm’de 30 dakika içerisinde spektrofotometre aracılığı ile okunmuştur. 

Örnek ve kör denemeler sonrası tespit edilen absorbans değerlerine denk gelen mg glikoz de-

ğerleri arasındaki farklılık 500 katsayısı ile çarpılmıştır. Sonuç, örnek içerisinde yer alan g/kg 

SÇK miktarı olarak kaydedilmiştir. 

3.2.1.3. Amonyağa Bağlı Nitrojen (NH3-N) Analizi  

Silaj örneklerinde NH3-N, silaj örneklerinden elde edilen ekstraktlarda mikro distilas-

yon metotlarına Anonymous (1986) göre gerçekleştirilmiştir. Kırk beş günlük süre sonrasında 

günlük elde edilen örneklerde NH3-N tespiti için 20 g’lık taze örnek üzerine 100 ml saf su 

ilave edilerek çalkalama makinesinde 1 saat süre ile çalkalanmıştır. Daha sonra süzülerek elde 

edilen ekstrakte mikro distilasyon metodu aracılığı ile söz konusu parametre saptanmıştır. 

3.2.1.4. Laktik Asit Analizi 

Laktik asit miktarlarının tespitinde Koç ve Coşkuntuna (2003)’nın bildirdikleri spekt-

rofotometrik yönteme göre saptanmıştır. 

Derin dondurucuda -20 
o
C’de saklanan örnekler analizin yapılacağı gün çıkartılarak 

çözülünceye kadar oda sıcaklığında bir süre bekletilmişlerdir. Çözündürülen örnekler daha 

sonra 1:100 oranında seyreltilerek kullanılmıştır. Seyreltilen örneklerden otomatik pipet yar-

dımıyla 1 ml sıvı tüplere aktarılmış üzerine 0.1 ml bakır sülfat (5g CuSO4/100 ml saf su) ile 6 

ml %98’lik sülfürik asit ilave edilmiştir. Hazırlanan tüpler 30 saniye vortekste karıştırıldıktan 

sonra 5 dakika soğuk banyoda tutularak soğumaya bırakılmıştır. Bu süre sonunda tüplere 0.1 

ml parahidroxy biphenol (%0,5 NaOH/1000 ml saf su +2,5 g PHBP) eklenerek, tüpler 30 sa-

niye tekrar vortekste karıştırılmış ve 10 dakika oda sıcaklığında bekletilmiştir. Daha sonra 

tüpler 90 saniye kaynar su içerisine daldırılıp çıkartılmış ve soğuması beklendikten sonra 565 

nm dalga boyunda spektrofotometre cihazında okunmuştur.  
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3.2.1.4.1. Standart eğrinin oluşturulması 

213 mg lityum laktat 500 ml saf su içerisinde çözündürülmüş ve üzerine 0.5 ml 

%98’lik sülfürik asit ilave edilmiştir (400 µg/ml). Elde edilen çözelti, önce 1:9 (40 µg/ml) 

daha sonra 1:1 (20 µg/ml, stok çözelti) oranında seyreltilerek kullanılmıştır. Daha sonra stok 

çözeltiden 2.5, 5.0, 10.0, 15.0 µg/ml lityum laktat içerecek şekilde yeni karışımlar elde edil-

miştir. 1 ml seyreltik bulunan tüplerin içerisine 0,1 ml bakır sülfat ile 6 ml %98’lik sülfürik 

asit ilave edilmiş, 30 saniye vortekste karıştırılmış ve 5 dakika soğuk banyoda tutularak so-

ğumaya bırakılmıştır. Bu süre sonunda tüplere 0.1 ml parahidroxy biphenol eklenerek, tüpler 

30 saniye tekrar vortekste karıştırılmış ve 10 dakika oda sıcaklığında bekletilmiştir. Daha son-

ra tüpler 90 saniye kaynar su içerisine daldırılıp çıkartılmış ve soğuması beklendikten sonra 

565 nm dalga boyunda spektrofotometre cihazında okunmuş ve standart eğri Microsoft Excel 

bilgisayar programında oluşturulmuştur. 

3.2.1.4.2. Hesaplama 

Standart eğriden, örneklerin µg/ml’ leri okunarak saptanmıştır. Elde edilen örneklerin 

KM miktarlarına bölünmüş ve silajların %KM’de % laktik asit içerikleri saptanmıştır. 

3.2.1.5. Asetik, Bütirik ve Propiyonik Asit Analizleri 

Asetik asit (AA), Bütirik asit (BA) ve Propiyonik asit (PA) düzeyleri ise 1/5 (ha-

cim/hacim) oranında %25’lik metafosforik asit katılmış silaj süzüntüsünde gaz kromatografisi 

(GC-15A, Shimadzu, Japonya) ile belirlenmiştir (Supelco 1998).  

3.2.1.6. Mikrobiyolojik Analizler 

Çalışmada silaj örneklerinde LAB, maya ve küf yoğunluklarının saptanmasına yönelik 

analizler gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla 10 g’lık örnekler peptonlu su aracılığı ile 2 dakikadan 

az olmamak koşulu ile karıştırılıp mikroorganizmaların mümkün olduğu ölçüde materyalden 

ayrılması sağlanmıştır. Elde edilen stok materyalden logaritmik seride dilüsyonlar hazırlana-

rak 1 saati aşmayan zaman zarfında ekim işlemi yapılmıştır. Laktik asit bakterileri için besi 

ortamı olarak MRS Agar, maya ve küfler için Malt Ekstrakt Agar kullanılmıştır. Örneklere ait 

LAB sayımları 30 °C 3 günlük, maya ve küfler için 30 °C de 5 günlük sıcaklıkta inkübasyon 

dönemlerini takiben gerçekleştirilmiştir (Seal ve ark. 1990).  
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Örneklerde saptanan LAB, maya ve küf sayıları logaritma koliform üniteye (kob/g) 

çevrilmiştir. 

3.2.1.7. Silaj Örneklerinden İzole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin 16S rRNA Dizi Ana-

lizleri 

3.2.1.7.1. LAB’ nin İzolasyonu, Tanımlanması ve Muhafazası 

MRS agarda gelişen LAB’leri  sayımı için Man Ragosa Sharpe agar (MRS agar) 

(Merck) kullanılmıştır. Steril edilmiş MRS agar ile uygun dilüsyonlardan 0,1 ml  ilave edile-

rek yüzeye ekim yöntemi yapılmıştır. Petri kutuları 30 ± 1 
o
C’de 3 gün inkübe edilmiş ve ko-

loni içeren petriler sayılmıştır. 

M17 agarda gelişen LAB’leri sayımı için steril edilmiş M-17 agara (Merck) uygun di-

lüsyonlardan 0,1 ml ilave edilerek yüzeye ekim yöntemi ile ekim yapılmıştır. Petri kutuları 30 

± 1 
o
C’de 48 saat inkübe edilmiş ve koloni içeren petriler sayılmıştır. 

Silaj örneklerinden Lactobacillus  ve Lactococcus izolasyonu için, hazırlanan uygun 

dilüsyonlardan MRS agar (lactobaciller) ve M17 agar’a (lactococlar) yüzeye yayma yönte-

miyle ekim yapılmıştır. MRS agar’a ekim yapılan plaklar 30 
o
C’de 72 saat, M17 agar’a ekim 

yapılan plaklar ise 30 
o
C’de 48 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonucu her iki be-

siyerinde gelişen tipik görünüşlü kolonilerin (1-2 mm çaplı konveks, yuvarlak ya da buğday 

tanesi şekilli, beyaz veya krem renkli koloniler) mikroskobik morfolojileri incelenmiştir. İn-

kübasyondan sonra tekrar MRS ve M17 agar’a tek koloniye düşürme çizim usulü ekim ya-

pılmış ve 30 
o
C’de 24- 48 saat süreyle inkübasyona bırakılmıştır.  

3.2.1.7.2. LAB’lerinin DNA İzolasyonu ve 16S rRNA Bölgesinin PCR’da Çoğaltılması 

DNA izolasyonu; bakterilerin lizize edilmesi, proteinlerinin uzaklaştırılması, DNA’nın 

çöktürülmesi ve temizlenmesi aşamalarından oluşmaktadır. İzolasyonu gerçekleştirmek için 

Genomic DNA Purification KIT (Fermentas) kullanılmıştır. Saf bakteri kültürü sıvı besiye-

rinde (18 saat) geliştirilmiştir. Daha sonra 5 ml sıvı besiyerine 500 μl aşılanarak 16 saat inkü-

basyona bırakılmıştır. (DNA izolasyonunda 5 ml sıvı besiyerine 500 μl kültür aşılanarak 

(%10’luk) 3-4 saatlik taze kültür en uygunudur). 1000 μl örnek alınıp ve santrifuj edilmiştir. 

(10.000 devirde 10 dk ) Çıkan tüplerden süpernatant atılarak 500 μl Tris- EDTA buffer ilave 

edilerek tüp yıkanmıştır ve 10.000 devirde 15 dk santrifuj edilmiştir. Çıkan ependorflardan 

buffer dökülüp ve içerisine 200 μl lizozim ilave edilmiştir. 38 °C’de 30- 45 dk su banyosunda 
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bekletilmiştir. (Bu aşamada artık hücre parçalanmaya başlamaktadır). Su banyosundan çıkarı-

lıp 400 μl lysis solusyonu ilave edilmiştir. El ile çalkalama yapılmıştır. (Hücre parçalandığı 

için vortex yapılmamalıdır). 65 °C’de 10 dk su banyosunda bekletilmiştir. Su banyosundan 

çıkarılıp acele bir şekilde 600 μl kloroform ilave edilmiştir. 1-2 dk bekletilip 10.000 devirde 

2-4 dk santrifuj edilmiştir. Yeni ependorfların içerisine 720 μl steril su ve üzerine 80 μl preci-

pitation çözeltisi ilave edilmiştir. Santrifujdan sonra çıkan tüplerden üst faz yani DNA alın-

mıştır. Ara fazda hücre kalıntıları vardır alınmamaya özen gösterilmelidir. Lizozim kullanıl-

mışsa yaklaşık 600 μl, kullanılmamışsa 200 μl DNA alınabilmektedir.  Hazırlanan yeni epen-

dorflara aktarılmıştır. 10.000 devirde 2 dk santrifuj edilmiştir. Üst taraftaki çözelti akıtılarak 

100 μl NaCl çözeltisi ilave edilmiştir ve dipteki DNA çözündürülmüştür.  Üzerine 300 μl so-

ğuk saf etanol ilave edilmiştir. Ependorflar – 20 °C’de bir gece depolanmıştır. -20 °C’de çıka-

rılan ependorflar 10.000 devirde 10 dk santrifuj edilmiştir. Daha sonra içerisindeki alkolün 

steril kabinde iyice uzaklaştırılması sağlanmıştır. Alkol tamamen uzaklaştığında 50 μl steril 

saf su ile yıkanmış ve iyice çözündürülmüştür. 

16S rDNA yöntemi ile bakterilerin tanımlanmasında genel bakteriyel primerler kulla-

nılarak polimeraz zincir reaksiyonları (PCR) ile çoğaltılan 16S rDNA bölgesinin homolojisin-

den yararlanılmıştır. Çalışmalarda ileri primer olarak 5’ AGAGTTTGATCCCTGGCTCAG- 

3’ ve geri primer olarak 5’- CCGTCAATTCCTTTGAGTTT – 3’ kullanılmıştır. 

Çalışmada 500 µl’lik PCR tüplerine toplam hacim 50 µl olacak şekilde sırasıyla 17,5 

µl moleküler çalışmalar için üretilmiş steril su, 2,5 µl Buffer (MgCl2 içermez), 0,5 µl (deoksi-

nükleotidtrifosfat)  dNTP miks (dATP, dCTP, dGTP, dTTP’lerden her birinin konsantrasyonu 

200 µM olacak şeklide hazırlanan karışım), 0,5 µl 16S ileri ve 0,5 µl 16S geri primerleri, 2 µl 

MgCl2 ve 0,5 µl Taq DNA  polimeraz enzimi ve son olarak 1 µl DNA ilave edilmiş ve (nega-

tif kontrol için 1 µl çalışmada kullanılan sterli su kullanılır) tüpler PCR haznesine yerleştiril-

dikten sonra PCR reaksiyon parametreleri  94 
o
C’de 5 dk Initial Denaturation (denaturasyo-

nun başlaması) , 94 
o
C’de 45 sn Denaturation (çift zincirin açılması), 53 

o
C’de 1 dk Annealing 

(primerlerin bağlanması), ve 72 
o
C’de 1 dk Extension (zincir uzaması) olarak programlanmış-

tır ve bu işlem 30 defa tekrarlanmıştır. İşlem tamamlandıktan sonra bu reaksiyonun sonuna, 

son zincir uzama aşaması için 72 
o
C’de 10 dk  Final Extension (son uzama) eklenmiştir ve 4 

o
C’ye soğutulmuştur. PCR’dan çıkarılan tüpler – 40 

o
C’de muhafaza edilmiştir.  
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3.2.1.7.3. DNA’nın izolasyonu ve agaroz jelde analizi  

 DNA örneklerinin elektroforezi, % 1 agaroz içeren jellerde yapılmıştır. Yatay jel sis-

temleri için agaroz, 100 ml tris-asetat elektroforez tamponu içerisinde ve kaynar su banyosun-

da çözülmüştür. 45 
o
C’ye kadar soğutulan ortam elektroforez plakalarına 30 – 50 ml olacak 

şekilde aktarılmıştır ve jel tarakları yerleştirilerek 60 dakika bekletilmiştir. Bu süre sonunda 

tampon çözelti, jeli kapatacak şekilde elektroforez tanklarına dökülmüş ve jellerin zedelen-

memesine dikkat edilerek, taraklar çıkartılmıştır. - 40 
o
C’den çıkartılan PCR’lanmış DNA 

örneklerinden 1 µl alınarak temiz bir parafilm üzerinde 2 µl boya çözeltisi (Gene Ruler 1 kb 

DNA Ladder)  ile karıştırılmış ve mikropipet aracılığı ile jel kuyucuklarına yüklenmiştir. 

DNA’nın büyüklüğünü belirlemek amacıyla jelin bir kuyucuğuna da 5 µl marker (6x Loading 

Dye Solution) yüklenmiştir. Yükleme işlemi bittikten sonra tank kapatılarak güç kaynağına 

bağlanmıştır. Elektroforez, 100 voltta – 325 mA’de 30- 60 dakika süre ile yapılmıştır Yükle-

me boyası jelin ¾ ve 4/5’lik kısmını geçtikten sonra elektroforez işlemi sona erdirilmiştir. 

Ortamdan alınan jel, kullanılan elektroforez tamponunun yeni hazırlanmış 0,2 µg/ml etidyum 

bromit içeren çözeltisinde 30 dakika boya işlemine tabi tutulmuştur. Boyama işlemi biten jel 

ultraviyole ışıkta incelenerek fotoğrafları alınmıştır.  

3.2.1.7.4. PCR Ürünlerinin Saflaştırılması  

PCR’da çoğaltılan ve agaroz jelde görüntülenen PCR ürünleri PEG (polietilenglikol) 

pürifikasyonu yapılarak saflaştırılmıştır.  

 PEG solusyonu 1:1 oranında PCR ürünü ile karıştırılmıştır.  

 Hızlı şekilde vortekslenmiştir. 

 20 dakika oda sıcaklığında bekletilmiştir. 

 14000rpm de 20 dakika santrifüj edilmiştir. 

 Üst faz atılmıştır. 

 100 µl %70’lik alkol eklenmiştir. 

 14000rpm de 10 dakika santrifüj edilmiştir. 

 Üst faz atılmıştır. 

 20 µl hacimde (distile su ile) çözülmüştür. 

 Çözünen örnekten 2 µl %2’lik jelde yürütülüp görüntülenmiştir. 
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3.2.1.7.5. 16SrRNA Dizi Analizi 

Saflaştırılan PCR ürünleri Namık Kemal Üniversitesi Bilimsel ve Teknolojik Araştır-

malar ve Uygulama Merkezi bünyesinde bulunan Beckman Coulter Marka GenomeLab GeXP 

cihazının Dye Terminator Cycle Sequencing with Quick Start Kit protokolüne uygun olarak 

sekans reaksiyonu kurulur ve yine bu kitin protokolünde yer alan Ethanol ile çöktürme basa-

mağı ile örnekler dizi analizine uygun hale getirilerek cihaza yüklenmiştir. 

Ethanol ile çöktürme (sekans ürünlerinin prüfikasyonu) 

- 0,5 lik steril ependorflara örnekler etiketlenmiştir. 

- Taze stop solüsyon hazırlanır. (3 molar sodyum asetattan (pH 5,2) 2 µl, 100ml molar 

sodyum edtadan (pH 8,0) 2µl, 20 mg/ml glikojenden 1µl) 

- 5µl stop solüsyon örnekler üzerine paylaştırılmıştır. 

- %100 lük ethanolden 60 µl örnek üzerine eklenmiştir. 

- 14000 rpmde 4̊C sıcaklıkta 15 dakika santrifüjlenmiştir. 

- Üst kısım alınarak atılır. %70’lik soğuk ethanolden 170 µl ilave edilmiştir. 

- 14000 rpmde 4 C de 3 dakika çevrilmiştir. 

- Üst faz atılır 10 dakika karanlıkta bekletilmiştir.  

- Sekans reaksiyonu için hazırlanmıştır. 

3.2.1.7.6. BLAST Tarama 

BLAST (Basic Alingment Search Tool), aranan dizi sırasını (nükleotid veya amino 

asit) veri tabanında bulunan mikroorganizmalara ait baz dizileri ile karşılaştırarak aynı veya 

en yakın olan dizi sırasının ait olduğu mikroorganizmayı, % yaklaşımla veren bir bilgisayar 

programıdır. BLAST, moleküler biyoloji ile bilgileri bir kaynakta toplamayı ve genom verile-

rinin bilgisayar ortamında analiz edilmesi için bilgisayar programları geliştirmeyi amaçlaya-

rak, 1988 yılında kurulan National Center for Biotechnological Information adlı kuruluş tara-

fından geliştirilmiş bir veri tabanıdır. Baz sırası belirlendikten sonra, bu sıra 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov./BLAST/) adlı internet sayfasında bulunan program kullanıla-

rak veri tabanı ile karşılaştırılır. Tarama sonucu, aranan dizi sırasının hangi mikroorganizma-

ya ait olabileceği, benzerlik yüzdesi ile birlikte belirlenir.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov./BLAST/
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3.2.1.8. Aerobik Bozulmaya Dirence İlişkin Analizler 

Ashbell ve ark. (1991) tarafından geliştirilen yöntem kullanılarak silajların silolamanın 

45. gününde açılarak 7 gün aerobik stabilite testine tabi tutulmuşlardır. Aerobik stabilitenin 7. 

günündeki silaj örneklerinin pH’ları ölçülmüş ve CO2 üretimleri saptanmıştır. Araştırmada, 

aerobik stabilite testinin uygulanması için 1 atm ve 25 
o
C de 24 saatteki CO2 geçirgenlik oranı 

15-25 ml /mil/254 m olan stabil, aşınmaya dirençli gaz sızdırmaz özellikteki 1.5 L’ lik polieti-

len (PET) şişeler kullanılmıştır. Bir test ünitesinin oluşturulması için pet şişe 1L ve 0.5L ol-

mak üzere ikiye kesilmiştir. 1L’lik PET şişenin kapak kısmına hava sirkülasyonunu sağlamak 

için 1 cm çapında delik açılıp üzeri telle kapatılmıştır. Daha sonra 0.5 L’ lik kesilen kısmın 

üzerine yerleştirilmiştir. 250-300 g arasında taze silaj örnekleri, ünitenin üst kısmına sıkıştı-

rılmadan yerleştirilmiş ve %20’lik potasyum hidroksit (KOH) çözeltisinden 100 ml ünitenin 

alt kısmına konuşmuştur. Hazırlanan söz konusu ünite 5 gün 20 
o
C, 30 

o
C ve 37 

o
C’de bekle-

tilmiştir. Bu sayede aerobik aktivite sonucu silaj örneklerinde oluşan ve havadan 1.5 kat daha 

yoğun olan CO2 gazı altta çökerek tabanda tutulmuştur. Çözeltiden 10 ml alınarak 1N’lik 

%37’lik hidroklorik asit çözeltisiyle titre edilmiştir. pH’nın 8.1-3.6 arasında harcanan HCl 

miktarı saptanmış ve CO2 gazı miktarı aşağıda belirtilen denkleme göre hesaplanmıştır. CO2= 

0.044 x T x V/ (A x TM x KM) T= titrasyonda harcanan 1 N HCl asit miktarı (ml) V= %25 

KOH çözeltisinin toplam hacmi (ml) A= ünitenin alt kısmına ilave edilen KOH miktarı (ml) 

TM= taze materyalin ağırlığı (kg) KM= taze materyalin kuru madde miktarı(g/kg). 

Silajlardaki görsel küflenmenin saptanmasında ise Filya ve ark (2000) tarafından geliş-

tirilen değerlendirme yöntemi kullanılmıştır. Bu yöntem silajların küflenme durumlarını gör-

sel olarak 1’den 5’e kadar olan sayılarla değerlendirilmesidir. 1: hiç küf içermeyen bir silaj. 2: 

noktalar halinde çok az  düzeyde küf içeren bir silaj. 3: noktalar halinde yüzeye yayılmış bir 

şekilde küf içeren bir silaj. 4: yüzeyi kısmen küf ile kaplı, bölge bölge küflenmiş yüzeyleri 

olan silaj. 5 yüzeyi tamamen küf ile kaplı, ağır bir kokuya  sahip ve partikülleri birbirine ya-

pışmış bir silaj. Bu değerlendirmeler üç kişi tarafından yapılmakta ve daha sonra üçünün orta-

laması alınmaktadır. 

3.2.1.9. Silajların Kuru Madde Kayıplarının Belirlenmesi 

Silajların KM kayıpları, 45. günlerde torbalarında hesaplanan silaj KM’si ağırlığının, 

torbalara konulan taze materyalin KM ağırlığına oranlanması ile hesap edilmiştir (Kleinsch-

mit ve Kung 2006). 
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3.2.1.10. İstatiksel Analizler 

Araştırma sonunda elde edilen veriler SPSS v.16 istatistik paket programının (SPSS 

Inc. 2007) GLM prosedüründe değerlendirilmiştir. Grup ortalamaları arasındaki farklılıkların 

karşılaştırılmasında Duncan testi kullanılmıştır (Efe ve ark. 2000). 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

4.1. Başlangıç Materyaline İlişkin Analizler 

Taze yonca silajına ait kimyasal ve mikrobiyolojik analiz sonuçları Çizelge 4.1’de ve-

rilmiştir. Yonca bitkisinin başlangıç materyaline ilişkin değerler sırası ile pH, Bc değeri, KM 

'deki HP, SÇK, LAB ve maya içerikleri 7.80, 478 meq NaOH/kg KM, 31.08 %20.25, 15.60 

g/kg, 5.35 log10 kob/g, 8.00 log10 kob/g olarak saptanmıştır. 

Çizelge 4. 1. Başlangıç materyaline ilişkin kimyasal ve mikrobiyolojik analiz sonuçları 

 

 

 

 

 

 

KM: Kuru madde, TM: taze materyal, HP: Ham protein, SÇK: Suda çözünebilir karbonhidrat LAB. Laktik asit bakterisi,  

kob: colony formic unit 

Uygun saklama koşullarının gerçekleşmesi sonrasında elde edilecek silo yeminde bes-

leme değerliliği üzerinde etkili olan temel faktörler silajı yapılacak olan materyalin pH, KM 

ve SÇK içeriği ile epifitik mikroorganizma yoğunluğu gibi özellikler bakımından sahip oldu-

ğu değerlere bağlıdır.  

Yonca silajlarının başlangıç materyalinin pH değerine ilişkin veriler değerlendirildi-

ğinde, başlangıç materyaline ilşkin pH değerini, Filya ve ark. (2001) 6.50, Moravkova ve ark. 

(2003) 5.78 -5.94 arasında, Koc ve ark. (2017) ise 5.75 olarak bildirmişlerdir. Araştırmamızda 

saptanan başlangıç pH değerinin, diğer araştırmalardan elde edilen değerlerden daha yüksek 

olduğu görülmektedir. Wen ve ark. (2007) farklı organik asit tuzlarının yonca silajına etkileri-

ni araştırdıkları çalışmalarında başlangıç materyaline ilişkin HP ve SÇK değerlerini sırasıyla 

210 g/kg KM ve 50.5 g/kg KM olarak bildirmişlerdir. 

İçerik Miktar 

pH 7.80 

Bc (Tampon kapasitesi), Meq NaOH kg/KM 478 

KM, % TM 31.08 

HP, % KM 20.25 

SÇK g/kg KM 15.60 

LAB, log10 kob/g 5.35 

Maya, log10 kob/g 8.00 

Küf, log10 kob/g 0.00 
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Yuan ve ark. (2017) yonca silajlarına farklı katkı maddesi ilavesinin etkilerini araştır-

dıkları çalışmada, LAB ve maya değerini sırası ile 5.29, 3.58 kob/g TM olarak bildirmişlerdir. 

Araştırmada yonca silajlarında tespit edilen epifitik LAB ve maya yoğunluğunun söz konusu 

sınırlardan daha yüksek olduğunu söylemek mümkündür. 

4.2. Araştırma Yemlerinin Silolama Sonrası Değerleri  

4.2.1. Yonca Silajlarının Fermantasyon Özellikleri İle İlgili Bulgular 

Fermantasyonun 45. gününde açılan yonca silajlarına ait kimyasal analiz sonuçları 

Çizelge 4.2 verilmiştir. Yonca bitkisine farklı düzeylerde SDA ilave edilmesi genel olarak 

yonca silajlarının fermantasyon özelliklerini olumlu yönde etkilemiştir. Kontrol grubu ile 

SDA kullanılan gruplar arasında önemli farklılıklar oluşmuştur.  
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Çizelge 4.2. Yonca silajlarının kimyasal analiz sonuçları  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

KM. Kuru madde, HP: Ham protein, NH3-N: Amonyağa bağlı nitrojen, SÇK: Suda çözünebilir karbonidrat; LA: Laktik asit, AA: Asetik asit, BA: Bütrik asit, PA: Propiyonik asit: 
abc: Aynı satırda farklı harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar önemlidir (P<0.05). 

 

 

 
. 

 

Özellikler 

Muameleler  

P Kontrol SD 3 SD 5 SD 7 

pH 5.80±0.10
a 

5.75±0.15
a 

5.60±0.00
a 

5.35±0.15
b 

<0.01 

KM% TM 28.04±1.30
c 

28.45±0.57
bc 

29.72±0.35
ab 

29.98±0.18
a 

<0.05 

HP,% KM 19.72±0.10
c
 19.80±0.01

bc 
19.92±0.09

b 
20.28±0.01

a 
<0.001 

NH3-N, g/kg KM  4.51±0.21
a 

4.27±0.02
a 

3.95±0.08
a 

2.94±0.74
b 

<0.005 

NH3-N/TN, g/kg KM  142.16±6.60
a 

133.97±1.26
b 

125.20±3.06
c 

111.98±1.29
d 

<0.001 

SÇK, g/kg KM  9.96±1.01
 

8.72±2.70 8.00±0.29 6.60±0.53 Ö.D 

LA, g/kg KM 6.77±1.43
c 

26.56±1.82
b 

64.96±1.54
a 

70.04±7.88
a 

<0.001 

AA, g/kg KM 13.10±3.20
 

17.13±0.48 18.54±3.17 19.52±3.31 Ö.D 

BA, g/kg KM 1.92±0.46
a 

1.90±4.09
a 

1.48±3.71
ab 

1.22±0.32
b 

<0.05 

PA, g/kg KM 4.96±0.39
a 

3.82±0.84
ab 

2.75±0.97
bc 

1.57±0.25
c 

<0.01 

KM Kaybı % 2.97±0.03
a 

2.78±0.02
b 

2.69±0.02
c 

2.63±0.03
d 

<0.001 
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4.2.1.1. KM 

Taze yoncanın KM içeriğinin % 31.08 olarak saptandığı bu çalışmada, fermantasyon 

sonunda KM içerikleri 28.04-29.98 arasında değişmiştir. Çalışmada, fermantasyonun 45. gü-

nünde SD5 ve SD7 silajların KM düzeyinin kontrol grubu silajlara göre daha yüksek olduğu 

belirlenmiştir (P<0.05). Silaj materyalinin KM içeriğini yükseltmek için pratikte uygulanan 

iki yöntem mevcuttur. Bunlardan birincisi, KM düşük olan silaj materyali KM içeriği yüksek 

saman gibi materyallerle birlikte silolamaktır (Philips ve Pendlum 1984). Fakat bu yöntemle 

elde edilen silajların sindirim derecesi tek başına silolanan silaj materyalinden daha düşük 

olduğu bildirilmiştir (Jakhmola ve ark. 1990). Silolanacak materyalinin KM içeriğini yük-

seltmek için kullanılan diğer metot ise soldurmadır. Hasattan sonra yapılan soldurmanın silo-

lama sırasında oluşan proteolizisi azalttığı bildirilmiştir (Muck 1987, Makoni ve ark. 1991). 

Ayrıca soldurma ile proteinlerin in vivo parçalanmasının azalttığı da bildirilmiştir (Narasim-

hahu ve ark. 1989, Teller ve ark. 1992). Fakat bazı durumlarda soldurmanın proteolizis engel-

lemek için yeterli olmadığı ve proteolizis üzerinde pH’nın önemli etkiye sahip olduğu bildi-

rilmiştir (Slottner ve Bertilsson 2006). Aşırı soldurmanın, bazı besin maddelerin kaybından 

dolayı silajın besinsel değerinin düşmesine neden olduğu da bildirilmiştir (Muck 1988). Araş-

tırmamızdan elde edilen KM değerleri ile diğer araştırmalardan elde edilen değerlerden daha 

yüksek bulunmuştur. KM değerlerinin yüksek olmasının sebebi yonca silajlarının siolanma-

dan önce 24 saat soldurma yapılmasından kaynaklanmaktadır. 

4.2.1.2. pH 

Yonca bitkisine SDA katılması ile silajların pH’ları önemli düzeyde azalmıştır 

(P<0.01). Silaj yapımı sırasında bitkisel ve mikrobiyal kökenli enzimler yem materyali içeri-

sindeki proteinlerin aşırı bir şekilde amonyağa kadar parçalanmasına (proteolizis) neden ol-

maktadır. Çoğu durumda gerçek proteinlerin % 80’ni amonyağa kadar parçalanmaktadır 

(Winters ve ark. 2000). Bitki proteaz enzimlerin aktiveleri pH 6 civarında optimumdur. Düşük 

pH’larda bitki proteaz enzim aktiviteleri önemli derecede azalmaktadır (Brady 1961, Finley 

ve ark. 1980, McKersie 1985). Bundan dolayı, silo materyalinin pH’sının hızlı bir şekilde 

düşürülmesi gerekmektedir. Bunun için LA üreten bakterilere yeterli miktarda SÇK sunulma-

sı gerekmektedir. Silo içerisinde meydana gelen proteolizis olayını etkileyen en önemli fak-

törler, KM içeriği, pH, sıcaklık ve yem içerisinde bulunan bazı engelleyici faktörler olarak 

sıralamak mümkündür (Slottner ve Bertilsson 2006). Silaj pH’sının 4 ün altına indiği zaman 
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proteolizis tamamen durduğu bildirilmiştir. (Virtanen 1993). Bundan dolayı silaj pH’sını hızlı 

bir şekilde 4 civarına çekilmesi gerekmektedir. pH’yı 4 civarına çekmek için pratikte bazı 

silaj katkı maddeleri kullanılmaktadır. Bunlardan en yaygın olarak kullanılan katkı maddesi 

organik asit ve tuzları gibi kimyasallardır. Bu kimyasallar tek başına kullanıldığı gibi birlikte 

de kullanılarak uygulamanın etkinliği artırılmaya çalışılmıştır (Carpintero ve ark. 1979, Fish-

man ve ark. 1983). Ancak kullanılan katkı maddesi pH değerlerinin 4 değerine düşmesi için 

yeterli olmamıştır. pH değeri 5.85-5.35 arasında değişim göstermiştir. 

4.2.1.3. HP 

Araştırma gruplarını HP içerikleri incelendiğinde, kontrol %19.72, SD3 %19.80, SD5 

%19.92 ve SD7 %20.28 bulunmuştur. SDA ilavesi yonca silajlarında HP miktarını yükselt-

miştir (P <0.001). Araştırmadan elde edilen veriler, Liu ve ark. (2016), Yuan ve ark. (2017) 

ve Liu ve ark. (2018)’nın yapmış oldukları çalışmalarında da benzer bulgular elde edilmiştir. 

4.2.1.4. NH3-N 

Araştırmada NH3-N miktarlarının 4.51-2.94 g/kg KM arasında değiştiği bulunmuştur. 

En düşük NH3-N miktarı 7g/kg SDA ilavesiyle sağlanmıştır (P<0.005). Amonyağa bağlı nit-

rojenin toplam nitrojene olan oranına (NH3-N/TN) bakıldığında bu değer 142.16-111.98 g/kg 

TN arasında değişmiştir. Fermantasyonun 45. gününde SDA kullanılan silajlarda NH3-N/TN 

miktarları kontrol silajına göre önemli düzeyde daha düşük bulunmuştur (P<0.001). Kaliteli 

bir silaj için NH3-N miktarının toplam nitrojen (TN)’de 100 g/kg
 
düzeyinin altında olması 

gerektiği bildirilmektedir (McDonald ve ark. 1998). Araştırmamızda yapılan tüm silajlardan 

elde edilen NH3-N/TN oranının iyi kalitede olması gereken değerden daha yüksek olduğunu 

görülmektedir. 

Silaj amonyak içeriği genel olarak silolama sırasında meydana gelen proteoliz olayının 

bir göstergesi olarak değerlendirilmektedir.  

4.2.1.5. SÇK 

SÇK içerikleri kontrol, SD3, SD5 ve SD7 gruplarında sırasıyla 9.96 g/kg KM, 8.72 

g/kg KM, 8.00 g/kg KM ve 6.60 g/kg KM olarak bulunmuştur. Muamele gruplarının SÇK 

içeriği kontrol grubundan daha düşük bulunmuştur. Bu konuda yapılan benzer çalışmalarda 

SÇK içeriği14-18.9 g/kg KM (Wen ve ark. 2017), bir başka çalışmada ise 17.1-39.3 g/kg KM 

olarak tespit edilmiştir (Yuan ve ark. 2017). 
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Haigh ve Parker (1985)’ın çeşitli silaj katkı maddeleri kullanarak yapmış oldukları 33 

çalışmanın sonucunda başarılı bir silaj fermantasyonu için materyalin SÇK içeriğini, katkısız 

silajlar için 30 g/kg KM, formik asit ilave edilen silajlarda ise 25 g/kg KM olarak belirlemiş-

lerdir. Genel olarak başarılı bir silaj fermantasyonu için silolanacak taze materyalin en az % 3 

SÇK içeriğine sahip olması gerekmektedir (Haigh ve Parker 1985, Jones 1995). SÇK miktar-

ları için elde edilen bulgular literatür bildirişleriyle karşılaştırıldığında; araştırmanın gerek 

başlangıç materyaline ilşkin veriler, gerekse fermantasyon dönemi sonrası elde edilen SÇK 

değerleri bu konuda yapılan çalışmalardan daha düşük tespit edilmiştir (Filya ve ark. 2001, 

Vatansever ve ark. 2009). 

4.2.1.6. Organik asitler (LA, AA, BA ve PA) 

En yüksek LA içeriği SD7 grubunda 70.04 g/kg KM olarak belirlenirken en düşük ise 

kontrol grubunda 6.77 g/kg KM olarak belirlenmiştir. Yonca silajlarına SDA ilavesi silajların 

LA içeriklerini önemli düzeyde artırmıştır (P<0.001). 

 Yuan ve ark. (2017), yapmış oldukları bir çalışmada yoncanın kontrol ve 4 farklı doz-

da sodyum diasetat ilave edilmiş gruplarında LA içeriklerini sırasıyla 15.9, 25.4, 33.5, 37.9 ve 

28.3 g/kg KM, AA içeriklerini 117.2, 21.7, 25.6, 33.7 ve 40.2 g/kg KM olduğunu bildirmek-

tedirler. 

En yüksek AA içeriği SD7 grubunda 19.52 g/kg KM olarak belirlenirken en düşük ise 

kontrol grubunda 13.10 g/kg KM olarak belirlenmiştir. AA silajın aerobik bozulmasını engel-

leyen bir özellik taşımasına karşın, KM kaybına, hayvan performansında azalmaya ve yem 

tüketiminin düşmesine yol açtığından, silaj içerisinde fazla miktarda bulunması arzu edilmez 

(Danner ve ark. 2003).  

Özdüven ve Çelebi (2017), çiçeklenme başlangıcı döneminde hasat edilen yonca bitki-

sine LAB, E ve LAB+E inokulantı ilavesinin etkilerini inceledikleri çalışmalarında 45. günde 

açılan silajları LA içeriklerini 33.06-52.47 g/kg KM, AA içeriklerini 10.26-24.38 g/kg olarak 

saptamışlardır. Yonca silajların fermantasyon kalitesini belirleyen LA ve AA miktarları için 

farklı literatürlerden elde edilen sonuçlar çalışmamızda elde ettiğimiz sonuçların kısmen 

uyum içerisinde olduğu söylenebilir. 
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PA içerikleri kontrol, SD3, SD5 ve SD7 gruplarında sırasıyla 4.96 g/kg KM, 3.82 g/kg 

KM, 2.75 g/kg KM ve 1.57 g/kg KM olarak bulunmuştur. Muamele gruplarının PA içeriği 

kontrol grubundan daha düşük bulunmuştur (P<0.01). 

Yonca silajlarının BA içerikleri 1.92- 1.22 g/kg KM arasında değişmiştir. Yonca silaj-

larında artan SDA oranına bağlı olarak silajların, BA içerikleri kontrol grubu silajlara oranla 

daha düşük tespit edilmiştir (P<0.05). 

Yuan ve ark. (2016) yapmış oldukları bir çalışmada yoncanın kontrol ve 4 farklı dozda 

sodyum diasetat ilave edilmiş gruplarında PA içeriklerini sırasıyla 2.91, 2.88, 2.74, 2.56 ve 

2.34 g/kg KM, BA içeriklerini 1.59, 1.71, 1.66, 1.48 ve 1.53 g/kg KM olduğunu bildirmekte-

dirler. Araştırma sonuçları dikkate alındığında silajların PA önceki çalışmalardan daha yük-

sek, BA değerlerinin ise benzer olduğunu söylenebilir. 

4.2.1.7. Kuru madde kaybı% 

Yonca silajlarının KM kaybı % 2.97-2.63 arasında değişmiştir. Yonca silajlarında ar-

tan SDA oranına bağlı olarak silajların, KM kaybı kontrol grubu silajlara oranla daha düşük 

tespit edilmiştir (P<0.001). Bu konuda yapılan benzer bir çalışmada KM kaybı % 8.75-13.6 

olarak tespit edilmiştir (Yuan ve ark. 2016). 

4.2.2. Yonca Silajlarının Mikrobiyolojik Özellikleri İle İlgili Bulgular 

Yonca silajlarının mikrobiyolojik analiz sonuçları Çizelge 4.3’de verilmiştir. Silajlarda 

LAB sayısı başlangıç materyaline oranla SDA ilavesiyle artmıştır. Kontrol grubunda 5.60 

log10 kob/g bulunurken SD3, SD5 ve SD7 gruplarında sırasıyla 5.68 log10 kob/g, 5,95 log10 

kob/g ve 6.12 log10 kob/g olarak bulunmuştur (P<0.001). Özdüven ve Çelebi Çam (2017)’ın 

çiçeklenme başlangıcı döneminde hasat edilen yonca bitkisine LAB, E ve LAB+E inokulantı 

ilavesinin etkilerini inceledikleri çalışmalarında LAB sayılarını kontrol, LAB, E ve LAB+E 

silajlarında sırasıyla 5.47, 6.06, 5.06 ve 5.59 log10 kob/g KM olarak bildirdikleri sonuçlar ile 

çalışmamızdan elde edilen LAB sayılarının uyum içerisinde olduğu görülmektedir. Yonca 

silajlarında SDA uygulamasına bağlı olarak silajların maya sayıları artış göstermiştir. En yük-

sek maya sayısı 6.16 log10 kob/g olarak SD7 grubunda tespit edilmiştir (P<0.001). Bu konuda 

yapılan benzer çalışmalarda da SDA ilave edilmiş silajların LAB ve maya sayıları daha yük-

sek tespit edilmiştir (Yuan ve ark. 2016). 
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Kızılşimşek ve ark. (2016), fermantasyon süresi ilerledikçe maya sayılarında önemli 

azalmalar görülebildiğini, silajın fermantasyon döneminde mayaların varlığını sürdürmesinin 

anaerobik şartların devamlılığına, silajın pH değerine, organik asitlerin yoğunluğuna ve maya 

türüne bağlı olarak değiştiğini bildirmektedirler. Nitekim taze materyal ile karşılaştırıldığında 

fermantasyon süresince tüm silajların maya sayılarında azalma gözlenmiştir. Yonca silajların-

da sadece kontrol gruplarında 2.00 log10 kob/g düzeyinde küf tespit edilmiştir. Silo ortamında 

küflerin üremesi istenmez. Küflerin siloda bulunması yem alımının azalmasına, gebe hayvan-

larda düşük yapmaya ve hormonal dengesizliklere yol açabilir (Kızılşimşek ve ark. 2016). 

Çizelge 4.3. Yonca silajlarının mikrobiyoloji analiz sonuçları (log10 kob/g KM) 

 

 

  

 

 

 

 

 

SD3: 3g/kg sodyum diasetat, SD5: 5g/kg sodyum diasetat, SD7: 7g/kg sodyum diasetat, 

LAB: Laktik asit bakterisi 

abc: Aynı sütunda farklı harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar önemlidir (P<0.001). 

4.3. Silajların Aerobik Stabiliteleri 

Araştırmada, silolamanın 45. günü açılan yonca silajlarına uygulanan 7 günlük aerobik 

stabilite testi sonuçları Çizelge 4.4’de verilmiştir. Aerobik stabilitenin 7 gününde KM içerik-

leri kontrol, SD3, SD5 ve SD7 gruplarında sırasıyla %28.81, 30.52, 30.21ve %32.62 olarak 

bulunmuştur. Yonca silajlarına SDA ilave edilmesi KM kaybını önlemiştir (P<0.001). 

Yonca silajlarında aerobik stabilitenin 7. gününde kontrol, SD3, SD5 ve SD7 grupla-

rında belirlenen pH değerleri sırasıyla 6.45, 6.40, 6.00 ve 5.55 olarak bulunmuştur. Ancak 

SDA ilavesinin aerobik dönemde pH değeri üzerine istatistiki anlamda herhangi bir etkisi 

olmamıştır. Söz konusu dönemlerde belirlenen CO2 miktarları ise gruplarda sırasıyla 43.25, 

23.51, 21.73 ve 16.12 g/kg KM’dir. Yonca silajlarına SDA ilave edilmesi CO2 üretimini dü-

şürmüştür (P<0.001). Aerobik stabilitenin 7. gününde kontrol, SD3, SD5 ve SD7 gruplarında 

Muameleler LAB MAYA KÜF 

TM 5.35 8.00 0.00 

KONTROL 5.60±0.00
d 

5.73±0.01
c 

2.00±0.01
a
 

SD 3 5.68±0.02
c 

5.78±0.10
c 

0.00±0.00
b
 

SD 5 5.95±0.05
b 

5.98±0.02
c 

0.00±0.00
b
 

SD 7 6.12±0.05
a 

6.16±0.04
a 

0.00±0.00
b
 

P <0.001 <0.001 <0.001 
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belirlenen maya içerikleri 6.89 log10 kob/g, 6.80 log10 kob/g, 6.69 log10 kob/g ve 6.38 log10 

kob/g olarak bulunmuştur. Yonca silajlarına SDA ilave edilmesi maya içeriklerini önemli 

ölçüde düşürmüştür (P<0.001). Araştırma sonuçlarında en yüksek CO2 miktarına sahip kont-

rol grubu silajların maya içerikleride buna paralel olarak daha yüksek tespit edilmiştir. Silajla-

rın aerobik bozulmasında birçok mikroorganizma rol almakla birlikte başlıca sorumlu olan 

mikroorganizmalar mayalar ve küflerdir. Mayalar organik asitleri tüketip ortam sıcaklığını 

arttırarak bozulmayı başlatırlar ve böylece silajın korunma özelliğini azaltırlar (Kurtoğlu 

2011). Yonca silajlarına SDA ilave edilmesi küflenmeyi önlemiştir. Muamele gruplarında 

sadece kontrol grubu silajlarda 6.62 log10 kob/g, düzeyinde küf tespit edilimiştir (P<0.001). 

Çizelge 4.4. Yonca silajların 7. gün aerobik stabilite sonrası analiz sonuçları 

 

1
CO2 g/kg KM 

2 
log10 kob/g TM, KM: Kuru madde, SD3: 3g/kg sodyum diasetat, SD5: 5g/kg sodyum diasetat, 

SD7: 7g/kg sodyum diasetat 

abc: Aynı sütunda farklı harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar önemlidir (P<0.001). 
3Silajlarda küflenme durumlarını görsel olarak 1’den 5’e kadar olan sayılarla değerlendirilmesidir. 1: hiç küf içermeyen bir silaj. 2: noktalar 

halinde çok az düzeyde küf içeren bir silaj. 3: noktalar halinde yüzeye yayılmış bir şekilde küf içeren bir silaj. 4: yüzeyi kısmen küf ile kaplı, 

bölge bölge küflenmiş yüzeyleri olan silaj. 5: yüzeyi tamamen küf ile kaplı, ağır bir kokuya sahip ve partikülleri birbirine yapışmış bir silaj. 

Bu değerlendirmeler üç kişi tarafından yapılmakta ve daha sonra üçünün ortalaması alınmaktadır. 

4.4. LAB 16SrRNA Dizi Analizi Sonuçları 

16SrRNA Dizi Analizi ile yapılan sonuçlarına göre popülasyon çeşitliliği fermantas-

yon dönemi sonrasında (45. gün) Enterococcus faecium ve Lactobacillus brevis ağırlıklı ol-

mak üzere Pediococcus pentosaceu olarak belirlenmiştir. Aerobik stabilite dönemi sonrasında 

ise Weissella paramesenteroides, Bacillus cereus, Bacillus sp. Bacillus megaterium olarak 

belirlenmiştir.  

Silajda en çok rastlanan LAB, Lactobacillus ve Streptococcus cinslerine ait türlerdir 

ve silajda LA fermentasyonu çoğunlukla bu türler tarafından gerçekleştirilir. Streptococcus 

faecium bakterileri hızlı çoğalmakta ve pH değerini kısa sürede düşürmektedir (Pitt 1986). 

Muameleler KM pH CO2
1
 Maya

2
 Küf

2
 Görsel 

Küflenme
3
 

KONTROL 28.81±0.50
c 

6.45±0.85 43.25±1.11
a 

6.89±0.00
a 

6.62±0.00
a 

4 

SD 3 30.52±0.39
b 

6.40±0.30 23.51±0.48
b 

6.80±0.04
b 

0.00±0.00
b
 1 

SD 5 30.21±0.11
b 

6.00±0.10 21.73±0.73
b 

6.69±0.03
c 

0.00±0.00
b
 1 

SD 7 32.62±0.99
a 

5.55±0.15 16.12±1.57
c 

6.38±0.08
d 

0.00±0.00
b
 1 

P <0.001 Ö.D <0.001 <0.001 <0.001  
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Silaj içerisinde anaerobik mikroorganizmalardan olan Lactobacillus brevis veya Lactobacillus 

buchneri gibi LAB etkin olması istenirken, Clostridia, Enterobactericiae, Bacilli ve Listeria 

gibi bakteriler, Candida, Hansenula, Pichia, Issatchenkia ve Saccharomyces türü mayalar, 

Aspergillus, Fusarium ve Pencillium türü küf mantarları istenmemektedir. Bu tür bakteri, ma-

ya ve küflerin gelişimi silajın pH’sını arttırarak silaj kalitesinin düşmesine ve dolayısıyla da 

stabilitenin azalmasına neden olmaktadırlar (Basmacıoğlu ve Ergül 2002, Danner ve ark. 

2003). Araştırma sonucu veriler değerlendirildiğinde fermantasyon dönemi istenen özelliklere 

sahip LAB'leri aerobik stabilite döneminde silajda arzu edilmeyen türdeki bakterilere dönüş-

müştür.  

Çizelge 4.5. İzole Edilen LAB'lerinin 16SrRNA Dizi Analizi sonuçları  

Muameleler 45. gün AS 

KONTROL Lactobacillus brevis Weissella paramesenteroides 

SD 3 Pediococcus pentosaceus Bacillus cereus 

SD 5 Enterococcus faecium Bacillus sp. 

SD 7 Enterococcus faecium Bacillus megaterium 

SD3: 3 g/kg sodyum diasetat, SD5: 5 g/kg sodyum diasetat, SD7: 7 g/kg sodyum diasetat, AS: aerobik stabilite
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5. SONUÇ 

Silaj katkı maddesi olarak kullanılan asitlerin olumlu etkilerinin yanı sıra, silaj ekip-

manları üzerine olan çürütücü etkileri nedeniyle bu asitlerin tuzlarının kullanılmasına olan ilgi 

artmıştır. Araştırmada kullanılan sodyum diasetat yonca silajlarının fermantasyonu özellikle-

rini aerobik stabilitesini olumlu yönde etkilemiştir. Laktik asit bakterilerinin gelişimini teşvik 

ederek LAB sayılarını ve etkinliğini artırmıştır. Buna bağlı olarak şekerlerin laktik aside dö-

nüşümü artmış ortamda yüksek oranda bulunan LA, pH’yı düşürerek proteinleri parçalayan 

enzimleri inhibe etmiş ve proteinlerin amonyağa parçalanmasını düşürmüştür.  

 Araştırma sonuçları, yoncanın sodyum diasetat ilave edilerek silolanmasının kontrol 

grubundan daha avantajlı olduğunu ortaya koymuştur. Ancak bu konudaki çalışmaların labo-

ratuvar koşulları dışında, gerek saha gerekse hayvan materyali ile desteklenmesinin gerrekli 

olduğu söylenebilir. 
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