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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

FERMENTE EDIiLMiS DOGAL LAKTIK ASIT SIVISININ YONCA BALYA SiLAJ
KALITESI UZERINE ETKILERI

Sevin OZTURK AKSOY

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
Zootekni Anabilim Dali

Danisman: Dog.Dr. Fisun KOC

Bu ¢alisma homofermentatif (L. plantarum), heterofermantatif (L. buchneri) laktik asit
bakterilerinin (LAB) ve PJF’nin (Fermente edilmis dogal laktik asit sivis1) balyalanmis yonca
silaj kalitesi ve aerobik stabilite lizerinde etkilerini arastirmak amaciyla yapilmastir.
Soldurulmus materyal (602,3 g/kg KM), 3 katki maddesi ile ayr1 ayri 108 cfu/ g diizeyinde
muamele edilerek balyalanmis ve alt1 kat streglenmis film ile sarilarak 150 giin siire ile
silolanmistir. On iki adet balyanin yapildig1 ¢alismada, katkisiz hazirlanan balyalar kontrol
grubu olarak kullanilmistir. Yonca balya silajlar1 dis ortamda muhafaza edilmistir. Silolama
donemi sonunda her muamele grubundan 3’er silo acilarak silajlarda kimyasal ve
mikrobiyolojik analizler yapilmistir. Silolama déneminin sonunda agilan tiim silajlara 5 giin
siire ile aerobik stabilite testi uygulanmistir. Sonug olarak laktik asit bakteri inokulant1 ve PJF,
yonca silajlarinda kaliteyi arttirmistir. Aerobik stabilite acisindan; PJF’li silajlarin CO iiretimi,
koliform bakteri sayilar1 ve maya degerlerinin az olmasi olumlu yonde bir etkidir. Bu
calismadan elde edilen sonuglar, taze PJF’nin dogrudan homofermantatif 6zellikte LAB kaynag:

olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Yonca balya silaji, PJF ( fermente edilmis dogal laktik asit sivist), Laktik

asit bakteri inokulanti, Silaj kalitesi.
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ABSTRACT

MSc Thesis

The Effect of Pre-Fermented Juice on Silage Quality of Alfalfa Bale Silage

Sevin OZTURK AKSOY

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Main Science Division of Animal Science

Supervisor: Assoc. Prof. Fisun KOC

The experiment was conducted to investigate the effects of two homofermentative (L.
plantarum), heterofermantatif lactic acid bacteria (L. buchneri) and PJF (pre fermented juice) on
silage quality and aerobic stability. Wilted herbage (602,3 g/kgDM), treated with 3 additives at
10°cfu/g and baled. A total 12 baled were wrapped with six layers of plastic strech-film and
ensiled for 150 days. Bales with no additives served as control group. Alfalfa silos have been
stored in outside. At the end of the ensiling period, three silos of each treatment group were
opened and chemical and microbiological analyses were made. Aerobic stability test was
applied to all silages which were opened at the end of the ensiling period for five days.
Consequently lactic acid bacteria inoculants and PJF increased the quality of alfalfa silages. In
terms of aerobic stability, PJF used had a positive effect on CO, concentrations. coliform
bacteria and yeast. It can be concluded that PJF’s can be directly used as good sources

homofermantative LAB for alfalfa silage.

Keywords: Alfalfa bale silage, PJF (pre fermented juice), Lactic acid bacterial inoculants Silage

quality.
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1. GIRIS

Silaj, suca zengin yemlerin beton, tas, tahta veya plastik malzemeden hazirlanan silo
kab1 icinde havasiz ortamda siit asidi (laktik asit) bakterilerinin etkinligine birakilarak
fermente edilmeleriyle elde edilen yemdir (Kutlu 1995). Hayvanlarin yesil ot ihtiyacini
gidermek i¢in suca zengin yemlerden hazirlanan bir ¢esit tursu olarak da tanimlanabilir.

Silaj 6zellikle ruminant hayvanlar i¢in vazgegilmez bir kaba yem kaynagidir. Yeterli
ekili yem bitkisi alan1 bulunup kurutma olanagi olmayan bir¢ok isletme haylage (kismen
kurutulmus silaj) formunda silaj yapmaktadir (Stallings ve ark. 1981). Yapilmakta olan
silajlar i¢in ¢esitli hammaddeler kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda misir, fig, sorgum, seker
pancari, bugday ve son yillarda degerlendirildigi goriilen sanayi yan {iriinlerinden ana
hammaddeye anason posasi, iizim posasi ilavesiyle elde edilen silajlar 6rnek olarak
verilebilir.

Kaba yem ac¢igmin giderek artmaya devam ettigi iilkemizde, Ozellikle ruminant
beslemede ¢esitli bitkilerden silaj yapilmaktadir. Silaj olarak yapimi ve kullanimi yeni
benimsenmeye baslayan bitki c¢esitlerinden biri de yonca (Medicago sativa) ‘dir. Silajlik
olarak yonca protein diizeyinin yiiksek olmasi ve karbonhidrat igeriginin diisilk olmasindan
dolay1 gii¢ silolanan yemler sinifina girmektedir (McAllister ve ark. 1997). Bu sebeple protein
bakimindan zengin fakat karbonhidrat bakimindan yetersiz olan silajlik yem bitkilerinin
silolanmasi1 sirasinda fermantasyonun basarili olmasi i¢in katki maddelerinin kullanilmasi
zorunlu hale gelmektedir. Kullanilan katki maddeleri aym1 zamanda silajin bozulmasini
onlemek ve yem degerini arttirmak icin kullanilabilir. Iyi bir silaj yapimi icin laktik asit
bakterilerinin kullanabilecekleri kolay fermente olabilir karbonhidratlarin yemde yeterince
bulunmasi gerekir (Uygur 2005).

Iklim, bitki cesidi, bitkinin kimyasal bilesimi ve silolama teknigi gibi bircok faktoriin
kontrol edilmemesi durumunda fermantasyon olaylar1 arzu edilmeyen bir sekilde
gerceklesebilir. Silolama siiresince gerceklesen fermantasyon olaylarinin bir sonucu olarak
silajlarda kuru madde (KM), pH, organik asit (asetik, biitrik ve laktik) bilesimi, amonyaga
bagl nitrojen (NH3-N) miktar1 gibi 6zellikler bakimindan gézlenecek degerlerin, silaja iliskin
KM tiiketimi ve besleme degerliligi tizerinde 6nemli etkilere sahip oldugu bilinmektedir

(Kilig 1986, Phipps ve Wilkinson 1986, Mc Donald ve ark. 1988).



Siit sigirlarin beslenmesinde 6nemli bir yer tutan silajlarin kalitesini arttirmak,
bozulmadan kaynaklanabilecek kayiplar1 en aza indirmek ve silaj fermantasyonunu garanti
altina almak amaciyla son yillarda g¢esitli katki maddeleri kullanilmaktadir. Etki
mekanizmalari, yapilari ve kullanim amaglarma gore farkli gruplar altinda incelenebilecek
olan katki maddelerini silolanan kitlede arzu edilmeyen mikroorganizma aktivitesini baski
altina alan katki maddeleri (gesitli asit ve bunlarin karigimlari, tuz vb.) ve laktik asit
aktivitesini destekleyen katki maddeleri (seker ve nisasta igeren besin maddeleri, bakteriyel
inokulantlar enzimler, mikrobiyal kiiltiirler vb.) olmak {izere iki ana grupta degerlendirmek de
miimkiindiir (Mc Donald ve ark. 1991, Henderson 1992).

Inokulantlar genellikle silolama sirasinda karsilasilan hizli bir pH diisiisii, suda
¢ozlinebilir karbonhidratlarin (SCK) laktat salimimi igin proteolitik aktivitesi ve c¢evre
kosullarina (pH, sicaklik vb.) uyum yetenekleri dlciilerek secilmektedir. Inokulantlar bu
kriterleri saglayarak silajda fermantasyonu siirekli olarak gelistirirler ve bir¢ok numunede
fermantasyon parametreleri inokulantin temel degerlendirmesi i¢in kullanilir (McAllister ve
ark. 1997). Bakteriyel inokulantlar, genel olarak Lactobasillus plantarum, Streptococcus
(Enterococcus faecium ve ¢esitli Pediococcus tiirlerini tek baslarina veya gesitli karigimlar
halinde bir arada bulunduran ticari triinlerdir (Filya 2000). Bakteriyel inokulantlardan laktik
asit bakterileri (LAB) silaj fermantasyonunda kullanilan en 6nemli mikroorganizmalardir.
Silolama olayinda temel olarak kullanilan LAB’1 anaerobik kosullar altinda SCK basta laktik
asit olmak lizere organik asitlere doniistiiriirler. Bunun sonucunda pH diiser ve su igerigi
yiiksek materyal bozulmaya neden olan mikroorganizmalardan korunmus olur (Weinberg ve
ark. 1993). Bakteriyel inokulantlarin bir diger yogun kullanilma sebebi de giivenli, kullanim1
kolay, tarim makinalar1 agisindan korozif etkisi olmayan, ¢evreyi kirletmeyen dogal iiriinler
olmasidir (Ozdiiven ve ark. 2009).

LAB kullanilan birgok c¢alismada iiretimi yapilan silajlarin pH degerini diisiirdigii laktik
asidin rumende fermantasyonunu arttirdigini, asetik asit, biitirik asit, amonyaga bagl nitrojen
ve etanol diizeyini azalttigi saptanmistir (Weinberg ve ark. 1993; Stokes ve Chen 1994).
Boylece inokulantlar silaj nitrojeninin mikrobiyal protein haline gecen kismini arttirarak,
rumendeki mikrobiyal biiytimeyi tesvik ederler (Filya 2000). LAB, hiicre duvari parcalayan
enzimlerle birlestiginde diger katki maddelerine nazaran fermente sekerler daha fazla laktik
asit salgilatirlar (Ozdiiven ve ark. 2009). LAB inokulantlarinin silaj fermantasyonunu
gelistirmenin  yaninda ruminantlarin  slit verimini, canli agirhk artisii ve yemin

degerlendirilme etkenliginde de gelisme sagladiklari bildirilmektedir (Moran ve ark. 1996,
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Kleinmans ve Hooper 1999, Muck 1993, Kung ve ark. 1993). Bunun yami sira LAB
inokulantlarin silajlarin aerobik dayanikliligi (silo 0mrii) lizerindeki etkilerinin incelendigi
aragtirma  sonuglarinda, baz1 arastiricilar LAB  inokulantlarin  silajlarin  aerobik
dayanikliliklarini arttirdigini bildirirken (Weinberg ve ark. 1993, Meeske ve Basson 1998),
bazi arastiricilar ise etkilemedigini (Moran ve ark. 1996) veya aerobik dayaniklilig1 diisiirerek,
silajlarda gozle goriiliir bir kiiflenme ve yogun karbondioksit gazi liretimine neden olduklarini
bildirmiglerdir (Stokes ve Chen 1994, Meeske ve Basson 1998, Filya 2002b, Polat ve ark.
2005).

Ticari inokulantlara alternatif olarak son zamanlarda PJF (Previously Fermented Juice)
olarak adlandirilan fermente edilmis dogal laktik asit sivisi silaj katki maddesi olarak kolay
hazirlanabilir, ekonomik etkili olarak kullanilmaya baslanmigtir (Ohshima ve ark. 1997, Cao
ve ark. 2002, Wang ve ark. 2009). Silaj katki maddesi olarak eklenen PJF’nin yonca
silajlarinin laktik asit tiretimin artirarak silaj kalitesini yiikselttigi goriilmiistiir (Ohshima ve
ark. 1997, Cao ve ark. 2002, Wang ve ark. 2009). Bazi1 durumlarda ticari inokulantlarin etkisiz
oldugu durumlarda bile PJF’nin silaj pH’sin1 diisiirmek suretiyle laktik asit ve in vitro
diizeyini artirip, amonyaga bagli nitrojen ve biitrik asit diizeyini diislirdiigli yoniinde
calismalarda bulunmaktadir (Nishino 1999, Wang ve ark. 2009).

Bu ¢alismada, melas ile hazirlanmis PJF nin, homofermantatif ve heterofermantatif olan
iki ticari inokulant katki maddesi olarak yonca balya silajlarinin ilave edilmistir. ilave edilen
katki maddelerinin silaj kalitesi ve aerobik stabilite iizerine etkilerinin saha kosullarinda
incelenmesi amacglanmigtir. Ayrica silajlardaki LAB izole edilerek laktik asit bakterilerinin

identifikasyonu (tanimlamasi) yapilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Morfolojik, Fizyolojik ve Taksonomik Ozellikleri
Mikrobiyoloji bilim dalinin dogusu ile birlikte, dogada ¢ok yaygin olarak bulundugu
bilinen LAB ile ilgili calismalar da baslamistir. Ilk kez 19. yiizy1l sonlarinda siitte
fermantasyona ve koagiilasyona yol agan bakteriler LAB olarak isimlendirilmis ve daha
sonraki yillarda Lactobacillaceae familyasi iginde simiflandirilmislardir. Morfolojik agidan
cok degisken 6zellik gosteren (kisa ve uzun gubuk veya kok sekilli) familya tiyeleri fizyolojik
acidan oldukga benzer 6zellikler gostermektedirler. Tiim tiyeler; gram pozitif, katalaz negatif,
Sporolactobacillus inulinus hari¢ spor olusturmayan, fakiiltatif anaerob (oksijenin varliginda
ve yoklugunda yasayabilen), Pediococcus cinsi hari¢ yalniz tek diizlemde boliinen ve bazi
istisnalar hari¢ hareketsiz, diizgiin veya diizensiz ¢ubuk ya da kok seklindeki bakteriler olarak
tanimlanmaktadirlar. Ayrica bu bakteriler mutlak fermantatiftirler ve katalaz ile sitokrom
icermeksizin, oksijen varliginda gelisebilen nadir mikroorganizmalardir (Shape ve ark. 1966).
Geligebilmeleri i¢in kompleks besin maddelerine ve vitaminlere gereksinim duyarlar. Laktik
asit bakterilerinin ortamda biiylimesi ile karbonhidrat miktar1 ve bakterinin laktik asit
iiretimine bagl olarak ortamin pH’ st diiser. Ortam pH’sin1 hizli bir sekilde diisiirmesi LAB’
nin istenilen ve 6nemli 6zelliklerinden birisidir. Laktik asit bakterileri diisiik pH’ da (3.5-4)
canliliklarim1  ve biiylimelerini siirdiirmekte ve patojen mikroorganizmalar {izerindeki
baskilayic1 etkileriyle, kontaminasyonu engellemektedirler (Palali 2007). Patojen
mikroorganizmalara kars1 gosterdikleri bu antagonistik aktivite; tirettikleri laktik ve asetik asit
gibi organik asitler, hidrojen peroksit, bakteriosin veya bakteriosin benzeri triinler, diasetil,
alkol ve CO; gibi metabolitlerden kaynaklanmaktadir (Davidson ve Hoover 1993). Laktik asit
bakterileri 5-50°C sicakliklar arasinda gelisebilmekle birlikte, en iyi aktiviteyi 25-40°C
sicakliklar arasinda gostermektedirler (McDonald ve ark. 1991). Pek cogu et, siit ile hayvan
ve bitki gibi dogal ortamlarda bulunurlar (Daeschel ve ark. 1987). Laktik asit bakterileri
gereksinim duyduklar1 enerjiyi saglamak i¢in daha ¢ok Embden-Meyerhoff-Parnas ile
fosfoglukonat/fosfoketolaz glikolik yolunu kullanirlar. Bu yollar1 izleyerek, piriivat ve asetil
fosfat iiretirler. Daha sonra piriivat, laktat dehidrojenaz ile laktata indirgenir. Asetil fosfat
olusumu ise baslangic substratina ve redoksa bagli olarak degisiklik gdsterir. Substrat olarak
heksoz sekerler fermente edildiginde asetil fosfat indirgenerek etanol, pentoz sekerler
fermente edildiginde ise asetat olugur (Pahlow ve ark. 2003). Kluyver ve Donker (1924) LAB’

ni glikoz metabolizmas1 sonucunda {irettikleri son {iriine bagli olarak iki ana gruba ayirmistir;



1. Mutlak homofermantatif (fakiltatif heterofermantatif) LAB: Bu mikroorganizmalar
glikolik yolla heksoz sekerleri laktik aside (>%85) fermente ederlerken, pentoz sekerler
(ksiloz) ile glukonati fermente edemezler. Bu asamada da fosfoglukonat/fosfoketolaz yolunu
kullanamazlar. Bu gruba ait iiyeler; Pediococcus damnosus ve Lactobacillus ruminis’ tir
(Devriese ve ark. 1992, Hammes ve ark. 1992).

Yalniz baz1 6zel durumlarda (ortamda yeterli seker olmadiginda) fakiiltatif "'l AB

olarak da isimlendirilen bu grupta yer alan mikroorganizmalar heksoz sekerleri laktik asidin
yani sira CO; ve etanole (ya da asetik aside) fermente ederler. Bu asamada asetik asit ancak
NAD (Nikotinamid Adenin Diniikloit) +’ 1n ortamda yeniden olusmasi ile etanol
olusmaksizin ortaya cikabilir ya da fruktoz ve/veya molekiiler oksijenin indirgenmesi
sirasinda olusabilir. Ayrica bu organizmalar fosfoketolaz yolunu kullanarak pentoz sekerleri
de fermente edebilir ve son {iriin olarak laktik ve asetik asit {iretebilirler. Bu gruba ait en
onemli liye Lactobacillus plantarum’ dur. Ayrica L. pentosus, Pediococcus acidilactici, P.
pentosaceus ve Enterococcus faecium’ da bu grupta yer almaktadir (Devriese ve ark. 1992,
Hammes ve ark. 1992).
2. Mutlak heterofermantatif LAB: Bu mikroorganizmalarda heksoz sekerleri laktik asidin yani
sira CO; ve etanole ya da uygun elektron alicis1 oldugunda asetik aside, pentoz sekerleri ise
sadece laktik ile asetik aside fermente ederler. Bu gruba ait iiyeler; Leuconostoc,
Lactobacillus brevis, L. buchneri ve bazi Lactobacillus spp. tirleridir (Holzapfel ve
Schillinger 1992, Weiss 1992). Silajlarda LAB’ ne ait en yaygin alt1 iliye tespit edilmistir.
Bunlar; Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Lactococcus ve
Streptococcus’tur.

Laktik asit bakterilerinin diger lyeleri ise genel olarak farkli ortamlarda meydana
gelmekte (6rnegin Carnobacterium, Bifidobacterium ve Sporolactobacillus) ve morfolojik
olarak Pediococcus baglantili, kiigiik alt tiirleri olusturmaktadir (Aerococcus, Alloiococcus,
Tetragenococcus ve Atopobium). Ancak, bu mikroorganizmalar silaj fermantasyonu agisindan

Oonem tasimayan cinsler olarak kabul edilmektedirler (Schleifer ve Ludwig 1995).
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Sekil 2.1. Silajlarda yaygin olarak bulunan laktik asit bakteri cinsleri (Anonim 2008b)

2.2. Laktik Asit Bakteri inokulantlariin Gelisimi

Laktik asit bakteri inokulantlar1 ile ilgili ilk ¢alismalar 1970 lerin sonu ile 1980’ lerin
basinda baslamistir. Gegmisteki c¢alismalarda bu bakterilerin silaj ortamina adapte
edilememesi, diisik dozlarda kullanimi ve canliliklarin1 korumada bazi sorunlar yasanmasi
gibi nedenlerle istenilen basar1 saglanamamistir. Daha sonralari, teknolojide saglanan
ilerlemeler ve genetik miihendisligi alanindaki geligsmeler ile silolama siirecinin daha iyi
anlasilmas1 bu iriinlerin ticarilestirilmesinde ¢ok onemli katkilar saglamistir (Kung ve ark.
2003). ilk silaj inokulantlari, homofermantatif laktil asit bakteri ("LAB)’ nin sadece bir
cinsini igermistir. Yapilan c¢alismalar sonucu L. plantarum, silaj inokulanti olarak
kullanilabilecek en uygun LAB olarak belirlenmis ve gerek tek basina gerekse karisim
halinde, hemen hemen tiim ticari bakteri inokulantlarinin igerisinde yer almistir (McDonald
ve ark. 1991). L. plantarum, bir bakteri kiiltiiriiniin icermesi gereken ¢ogu Onemli kriteri
icermesine ragmen, silolanan materyalin pH’ s1 5” in altina diisene kadar oldukc¢a yavas laktik
asit dretir. Bu nedenle ¢ogu ticari inokulantlar, L. plantarum’ un yani sira fermantasyon
doneminin baslarinda pH’ nin 5.0-6.5 arasinda degistigi sirada aktif olabilecek Pediococcus
ve/veya Enterococcus cinsi bakteri gruplarini da igerirler (Filya 2001).

Laktik asit bakterilerinin silaj inokulant1 olarak kullanilabilmeleri i¢in sahip olmalari
gereken kriterler ilk kez Whittenbury (1961) ile Wieringa ve Beck (1964) tarafindan ortaya
konmugtur. Bu kriterlere gore, silajlarda kullanilacak LAB’ nin silajdaki baskin
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mikroorganizma faaliyetini artirmalari, homofermantatif nitelikte olmalari, asit ortama
tolerans gostermeleri, ortam pH’ sin1 hizla diisiirmeleri, ¢6zlinebilir karbonhidratlar1 fermente
edebilmeleri, organik asitler iizerinde etkili olmamalari, proteolitik etkinlik gdstermemeleri ve
degisik sicaklik araliklarinda gelismeleri gereklidir. Bazi bakteriler bu kriterleri
saglamamasina ragmen silaj inokulant1 olarak kullanilmislardir.

Bunlardan Propionibacteria ve L. buchneri heterofermantatif nitelikteki LAB
olmalarina karsin, aerobik stabilitenin gelistirilmesi iizerindeki olumlu etkilerinden dolay1
silaj inokulant1 olarak énem kazanmuslardir. Ozellikle L. buchneri’ nin ticari kullanimi, 1995
yilinda tanimlanmasi ve Muck (1996) tarafindan vyiiriitiilen calismalarda kullanilmasini
takiben 2001 yilinda ABD Gida ve Ilag Idaresi (US Food and Drug Administration, FDA)
tarafindan onaylanmasindan sonra yayginlagmistir.

2.3. Laktik Asit Bakteri inokulantlarinin Silaj Fermantasyonu Uzerine Etkileri

Silaj fermantasyonu; kontrollii sartlarin kullanildigi diger ticari fermantasyon
islemlerinden farkli olarak, kontrolsiiz bir fermantasyon islemidir. Ayrica silajlik materyalin
kimyasal kompozisyonu degiskendir ve bu da silaj kalitesi tizerinde etkilidir (McDonald ve
ark. 1991). Dolayistyla LAB inokulantlari; silajlarda fermantasyonu garanti altina almak, silaj
kalitesini artirmak ve silajin daha iyi korunmasini saglamak amaciyla kullanilmaktadir. Laktik
asit bakteri inokulantlarinin musir silajinin fermantasyon ozellikleri iizerindeki etkilerinin
arastirildig1 calismalarda farkli sonuglar elde edilmistir. Homofermantatif LAB inokulantlari
silajlarda SCK’larin etkin kullanilmasini saglayarak; ortam pH’ sini, asetik asit, biitrik asit,
NHs-N ve etanol konsantrasyonlarini diigiiriir. Bunun yani sira laktik asit ve laktik : asetik asit
oranint artirarak, yliksek diizeyde enerji ve KM geri kazanimi saglar (Woolford 1984,
McDonald ve ark. 1991). Bu konuda 1990-1995 yillari arasinda yapilan ve ™LAB
inokulantlarinin silaj fermantasyonu iizerindeki etkinliklerinin degerlendirildigi ¢aligmalarin
% 60’ 1nda silajlarin laktik:asetik asit oranini artirdiklari (n=233), % 55” inde pH (n= 221) ve
NH3-N (n= 148) konsantrasyonlarini ise diisiirdiikleri tespit edilmistir (Muck ve Kung 1997).
Davies (1996) L. plantarum MTD1’ in silolamanin 100. giiniindeki musir silajinin pH’ sin1
(3.6), asetik asit (18.3 g/kg KM) ve NH3-N (% 6.4) konsantrasyonlarini kontrol grubuna gore
(pH, 4.3; asetik asit, 20.3 g/lkg KM; NH3-N, %8.2) onemli diizeyde diisiirdigiinii, laktik asit
konsantrasyonunu ise (53 g/kg KM) kontrol grubuna gore (48.8 g/kg KM) Onemli diizeyde
artirdigini belirlemistir (P<0.05). Aymi arastirici, L. plantarum MTD1’ in musir silajinda
protein geri kazanimi sagladigini belirterek, ham protein (HP) igerigini kontrol grubu ve L.

plantarum MTD1 kullanilan silajlarda sirasiyla 93.2 ve 101.6 g/kg KM olarak saptamistir
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(P<0.05). Shayan ve ark. (1996) L. plantarum+E. faecium kullandig1 musir silajinin laktik ve
asetik asit konsantrasyonunu sirasiyla 16.4 ve 4.6 g/kg KM oldugunu belirlerken, ayni
parametreleri kontrol silajinda sirasiyla 13.7 ve 8.3 g/kg KM olarak saptamistir. Ayni
arastiricilar, L. plantarum+E. faecium’ un (% 63.3) musir silajinin HP fraksiyonundaki ger¢ek
protein degerini kontrol grubuna (% 47.0) gore 6nemli diizeyde artirdigini tespit etmislerdir
(P<0.05). Bunun nedenini kontrol grubundaki proteolitik bakterilerin yiiksek metabolik
aktivite gostermesine baglamiglardir. Filya (2002a) baslangic pH’ s1 5.8 olan musir bitkisinde
(% 35.0 KM) L. plantarum+E. faecium kullanmis ve silolamanin 50. giiniinde ag¢tig1 silajlarin
pH’ sin1 kontrol ve inokulant kullanilan gruplarda sirasiyla 3.6 ve 3.5; baslangi¢c materyalinde
0.8 olan laktik asidi % 4.3 ve 9.4; baslangi¢c materyalinde hi¢ bulunmayan asetik asidi % 4.3
ve 0; biitrik asidi % 4.2 ve 0; etanolil ise % 7.3 ve 2.2 olarak saptamistir. Benzer sonuglar
Johnson ve ark. (2003) ile Kim ve ark. (2005) tarafindan yapilan ¢alismalarda da elde
edilmistir. Ayrica bu aragtirmalarda L. plantarum’ un musir silajinin HP igerigini ve KM geri
kazanimin artirdigi da belirlenmis olup, KM geri kazanimi kontrol ve inokulant kullanilan
silajlarda sirastyla % 91.4 ve 95.4 olarak saptanmustir.

Arastiricilar bu bulgularin, tiim silajlarin hizli ve tam olarak fermente oldugunu
gosterdigini bildirmislerdir. Filya ve ark. (2006) musir bitkisinde (%35.5 KM) L. plantarum
ile L. plantarum+Pediococcus cerevisiae kullanmislar ve silolamanin 50. giiniinde misir
silajinin laktik asit konsantrasyonunu kontrol, L. plantarum ve L. plantarum+Pediococcus
cerevisiae gruplarinda sirastyla 55.7, 86.6 ve 87.9 g/kg KM; NH3-N konsantrasyonunu 2.76,
1.71 ve 1.77 g/kg KM; SCK’ lar1 21.6, 13.6 ve 14.4 g/kg KM olarak saptamiglardir. Bu
caligmalardan farkli olarak Weinberg ve ark. (2007) ise L. plantarum MTD1 (29 g/kg KM), P.
pentosaceus A (35 g/kg KM) ve E. faecium Q’ nun (37 g/kg KM) musir silajinin laktik asit
konsantrasyonunu kontrol grubuna (39 g/kg KM) gore diistirdiigiini; E. faecium C’ nin (39
g/kg KM) ise etkilemedigini belirlemislerdir. Bazi "L AB inokulantlarinin (13-30 g/kg KM)
ise beklenmedik bir sekilde misir silajinin asetik asit konsantrasyonunu kontrol grubuna (11
g/kg KM) gore onemli diizeyde arttirdigini da saptamislardir (P<0.05). Homofermantatif LAB
inokulantlarinin misir silajlarinin fermantasyon 6zelliklerini gelistirdigi bilinmekle birlikte,
yapilan ¢aligmalarda bu inokulantlarin silaj fermantasyonunu etkilemedigi de belirlenmistir
(Meeske ve Basson 1998, Ranjit ve Kung 2000). Arastiricilar bunun nedenini, misirin
silolanabilme o6zelliginin 1yi olmasi ve fermantasyon icin yeterli diizeyde epifitik LAB
populasyonunu igermesi ile agiklamiglardir. Bolsen ve ark. (1992) L. plantarum+E. faecium’

un musir silajmin fermantasyon ozelliklerini etkilemedigini belirterek, silolamanin 120.
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giinlinde actiklar1 tim silajlarin pH’larim1 4.14 olarak saptamislardir. Ayni arastiricilar,
silajlarin laktik asit konsantrasyonunu kontrol ve inokulant gruplarinda sirasiyla % 2.67 ve
2.88; asetik asit konsantrasyonunu % 0.87 ve 0.89; etanol konsantrasyonunu % 0.15 ve 0.21,;
NHs3-N konsantrasyonunu tiim silajlarda % 0.09 olarak belirlemislerdir. Ranjit ve Kung
(2000) L. plantarum 30115 kullandiklari musir silajmmin pH’ smi, laktik ve asetik asit
konsantrasyonlarini sirasiyla 3.68, % 7.24 ve % 1.68 olarak belirlerlerken, ayni1 parametrelerin
kontrol grubunda sirasiyla 3.66, % 7.72 ve % 1.82 oldugunu saptamislardir. Weinberg ve ark.
(2002) baslangi¢ pH’ s1 5.7 olan musir bitkisinde L. plantarum’ un etkisini 50 L’ lik plastik
silolarda incelemisler ve silolamanin 90. giliniinde tiim silajlarin pH’ s 3.8 olarak
belirlemislerdir. Arastiricilar misir silajinda laktik asidin kontrol ve inokulant kullanilan
gruplarda sirasiyla 25 ve 26 g/kg KM; asetik asidin 10 ve 9 g/lkg KM; gaz kayiplariin % 1.7
ve 1.5 oldugunu saptamislardir. Heterofermantatif LAB inokulantlarinin genel olarak silaj
fermantasyonunu etkilemedigi bildirilmekle birlikte (Ranjit ve Kung 2000, Holzer ve ark.
2003), yapilan bazi g¢aligmalarda bu inokulantlarin misir silajinin pH’ sini, asetik asit
konsantrasyonunu ve KM kaybini artirdiklari, laktik asit konsantrasyonunu ise diisiirdiikleri
belirlenmistir (Nishino ve ark. 2003, Kleinschmit ve ark. 2005). Driehuis ve ark. (1999) 3
aylik silolama siiresi sonunda L. buchneri’ nin, misir silajimin asetik asit ve 1-propanol
konsantrasyonlar1 ile KM kaybini artirdigini, laktik asit konsantrasyonunu ise disiirdiiglini
saptamuslardir. Ranjit ve Kung (2000) L. buchneri (10° cfu/g) kullandig musir silajinin laktik
ve asetik asit konsantrasyonlarmi sirasiyla % 7.72ve 1.88 olarak belirlerken, ayni
parametreleri kontrol grubunda sirasiyla % 6.35ve 3.60 olarak saptamiglardir. Nishino ve ark.
(2003) fermantasyonun tiim donemlerinde (10. ve 60. giin) L. buchneri’ nin misir silajinin
asetik asit (% 5.27) konsantrasyonunu kontrol grubuna (% 2.04) gore artirdigini
belirlemislerdir. Ayn1 arastiricilar ad1 gegen inokulantin musir silajinin laktik asit (% 3.73) ve
etanol konsantrasyonlarini (%0.65) kontrol grubuna gore (sirasiyla % 6.11, 1.68)
diisiirdiigiinii  bildirmisler ve ayni inokulantin KM kaybina neden oldugunu belirterek,
fermantasyonun 60. giiniinde KM kaybin1 kontrol ve inokulant kullanilan silajlarda sirasiyla
% 4.21 ve 8.08 olarak saptamislardir. Kleinschmit ve ark. (2005) siit olum déneminde (% 25.5
KM) hasat ettikleri misir bitkisinde L. buchneri 40788 (4x10° cfu/g) ve L. buchneri 11A44
(105 cfu/g) iceren iki farkli inokulant kullanmislardir. Arastiricilar, silolamanin 122. giiniinde
musir silajinin pH’ sin1 kontrol ve inokulant kullanilan gruplarda (L. buchneri 40788 ve L.
buchneri 11A44) sirasiyla 3.44, 3.50 ve 3.52; laktik asit konsantrasyonunu % 8.21, 7.73 ve

7.70; asetik asit konsantrasyonunu % 2.19, 2.83 ve 2.47; etanol konsantrasyonunu ise % 2.76,
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3.09 ve 3.40 olarak saptamislardir. Filya ve ark. (2006) iki farkli gelisme doneminde (% 29 ve
35.5 KM) hasat ettikleri misir bitkisinde L. buchneri (106 cfu/g) kullanmiglardir. Arastiricilar,
L. buchneri’ nin musir silajimnin SCK igerigini ve NH3-N konsantrasyonunu etkilemedigini
(P>0.05), ayn1 inokulantin silajlarin pH, asetik asit ve etanol konsantrasyonlari ile gaz kaybini
artirdigimi, laktik asit konsantrasyonunu ise kontrol grubuna gore Onemli diizeyde
diistirdiigiinii  bildirmislerdir (P<0.05). Kleinschmit ve Kung (2006a) L. buchneri’ nin
kullanildig1 43 arastirmanin sonucunu meta-analiz yontemi kullanilarak degerlendirmisler ve
arastirmada uygulamalar1 kontrol ve L. buchneri’ nin (<10° ve >10° cfu/g taze materyal) iki
farklt dozu olmak iizere ii¢ farkli kategoride toplamislardir. Sonucta, L. buchneri’ nin (<10°
ve >10° cfu/g) musir silajimin laktik asit konsantrasyonunu (sirastyla % 5.87 ve 4.79) kontrol
grubuna (% 6.59) gore disiirdiigiinii, ortam pH’ s (sirasiyla % 3.75 ve 3.88) ve asetik asit
konsantrasyonunu (sirasiyla % 2.63 ve 3.89) ise kontrol grubuna (% 2.18) gére 6nemli
diizeyde artirdigimi saptamiglardir (P<0.01). Bununla birlikte L. buchneri’ nin KM geri
kazaniminda diislise neden oldugunu, en 6nemli diisiistin ise L. buchneri’ nin yiiksek dozunda
(>10° cfu/g) gergeklestigini bildirmisler ve silajlarin KM geri kazanimini kontrol, <10° ve
>10° cfu/g gruplarinda sirasiyla % 95.5, 95.5 ve 94.5 olarak saptanuslardir. Weinberg ve ark.
(2007) kontrol ve L. buchneri igeren musir silajinin laktik asit konsantrasyonunu sirasiyla 39
ve 36 g/kg KM; asetik asit konsantrasyonunu 11 ve 29 g/kg KM; etanol konsantrasyonunu 1
ve 4 g/lkg KM olarak belirlemislerdir. Kung ve ark. (2007) yiirttiikleri iki farkli denemeden
birincisinde L. buchneri’ nin musir silajmin laktik asit konsantrasyonunu (% 0.60) kontrol
grubuna (% 0.73) gére 6nemsiz diizeyde distirdiigiinii (P>0.05), asetik asit (% 0.71), etanol
(% 0.52) ve NH3-N (% 0.032) konsantrasyonlarini ise kontrol grubuna gore sirasiyla % 0.23,
0.36 ve 0.021 6nemli diizeyde artirdigini tespit etmislerdir (P<0.05). Ayni arastiricilar, KM
icerigi diisik musir igin en uygun L. buchneri dozunu 6x10° (cfu/g taze materyal) olarak
belirlemisler ve yiiriittiikleri ikinci denemede bu inokulasyon dozundan daha diisiik (4x10°
cfu/g taze materyal) ya da yliksek (8x10° cfu/g taze materyal) uygulamalar arasindaki
farkliliklar1 incelemislerdir. Deneme sonunda, inokulasyon diizeyindeki artisin silajlarin KM
ve HP igeriklerinde dogrusal bir azalmaya neden oldugunu gozlemislerdir. Diger
caligmalardan farkli olarak bu aragtirmalarinda, L. buchneri’ nin msir silajinin pH’ sin1 (4.81,
P=0.09) ve SCK"’ lar1 (%0.07, P=0.09) kontrol grubuna gore (sirasiyla 4.91 ve % 0.14) 6nemli
diizeyde disiirdiigiinii, laktik (% 0.17, P=0.06) ve propiyonik asit konsantrasyonlarini ise (%
0.11, P=0.10) kontrol grubuna gore (sirastyla % 0.14 ve 0) 6nemli diizeyde artirdigin1 da

belirlemislerdir. Lactobacillus buchneri’nin propiyonik asit iiretmedigini bildiren arastiricilar,
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sO6z konusu artisin sebebini L. buchneri’nin fermantasyon iriinii olan 1,2—propanediol’ {in
baska mikroorganizmalar tarafindan propiyonik aside doniistiiriilmesi olarak gdstermislerdir.
2.4. Laktik Asit Bakteri Inokulantlarimin Silajlarin Mikrobiyolojik Ozellikleri Uzerine
Etkileri

Silaj kalitesinin, bitkinin igerdigi baslangi¢ epifitik LAB’nin biiyiikliiglinden, varyete
ve aktivitelerinden etkilendigi bilinmektedir (McDonald ve ark. 1991, Cai ve ark. 1998).
Seale ve ark. (1990) bitkide bulunan, bakteriyal ve fungal populasyonlarin taksonomik
kompozisyonunu standart yontemler kullanarak belirlemislerdir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Silolama donemine kadar bitkide bulunan bakteriyal ve fungal populasyonlar ile

miktarlari (cfu/g)

Bakteriyal ve fungal populasyonlar Miktar
Toplam aerobik bakteri >10 000 000
Laktik asit bakteri 10-1 000 000
Enterobacteria 1 000-1 000 000
Maya ve maya benzeri mantar 1 000-100 000
Kaf 1 000-10 000
Clostridia (endosporlar) 100-1 000
Bacilli (endosporlar) 100-1 000
Asetik asit bakteri 100-1 000
Propiyonik asit bakteri 10-100

Epifitik mikrobiyal floranin en 6nemli iiyesi LAB’ dir. Bitkideki sayilar1 genig sinirlar
icerisinde degisim gostermekle birlikte, yoncada 10° cfu/g, ¢imde 10° cfu/g, misir ve
sorgumda 10" cfu/g diizeyinde bulunmaktadirlar. S6z konusu bakteri grubu mevsim
degisikliklerinden etkilenmekte ve sayilar1 kis aylarinda azalip, yaz aylarinda artmaktadir.
Ayrica hasat zamani da bitkinin icerdigi LAB populasyonunu etkilemektedir. Nitekim
yoncada LAB populasyonunun 2. ya da 3. bigimde arttig1, misirin erkenci ¢esitlerinin de daha
fazla LAB igerdigi bildirilmektedir (Lin ve ark. 1992). Canli bitki iizerindeki epifitik LAB
populasyonu diisiik olmasina ragmen, bu bakteriler parcalanma siirecinden de
etkilenmektedir. Woolford ve Pahlow (1998) bu olguyu “par¢alama inokulasyonu (chopper
inoculation)” olarak tanimlamaktadirlar. Laktik asit bakterilerinin hasattan hemen sonraki
sayilarinin, hasat edilmeden onceki sayilarina gére 100 kat, hatta bazen daha fazla arttig1 da
bildirilmektedir (Pahlow 1991). Epifitik mikrofloranin diger 6nemli iiyesi Enterobacteria’ dir.
Bu grup tyeleri nitratlar1 indirgeyip, nitrit ve nitrojen oksit gazlarini olusturmaktadir (Pahlow
ve ark. 2003). Enterobacteria’ nin diger iiyelerinden Clostridia ve Bacilli ise bitki tizerinde

nadir bulunsa da toprak kontaminasyonu ile sayilar1 artmaktadir. Ayrica Bacilli diger aerob
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bakteriler gibi aerobik bozulma {izerinde de etkili olmaktadir. Cogu zaman, parcalanmamis
bitkide hatta silaj yapildiktan sonra da ayni bakteriyel gruplardan mayalarin varlig1 da tespit
edilmistir (kuvvetli aerob olanlar hari¢). Tarla {izerindeki {iriinde ¢cok sayida maya varyetesine
rastlanirken, silajda smirl sayida gelisim gosterdikleri kaydedilmistir. Ancak daha sonraki
yillarda bilinen varyetelere ilave olan Candida, Hansenula, Pichia, Geotrichum ve
Saccharomyces’ ler ile bunlardan daha sonra tanimlanan Debaromyces, Trichosporon ve
Guilliermondella’ nin fermantasyonun ilerleyen safhalarinda dominant hale geldigi, genellikle
aerobik kosullarda gelisebildigi ve toplam mikrofloranin %10’undan az bir kismini
olusturdugu belirlenmistir (Middelhoven ve van Baalen 1988, Woolford 1990). Ayni durum
kiifler i¢inde gecerlidir. Flamentdz mantarlar biitiin karma mikrobiyal populasyonlarda oldugu
gibi, bazi tiirleri diisik pH’ da ve oksijen varliginda da gelisebilmekte, yiiksek CO; ile
organik asit konsantrasyonuna digerlerinden daha iyi adapte olabilmektedirler. Bu nedenle,
Pelhate (1977) kiiflerin aerobik, tolerant (toleransli) ve mikroaerofilik tiirler olmak iizere {i¢
ekolojik kategoriye ayrilmasini Onermistir. Arastirici, silaj ortaminda Byssochlamys nivea,
Monascus ruber veya Penicillium roqueforti gibi sadece depolamanin son asamalarina dogru
siloya oksijen girmesiyle ile dominant hale gelebilecek tolerant kiif tiirlerine rastlamistir. Bu
gruplarin disinda daha az Oneme sahip olan asetik ve propiyonik asit bakteri de epifitik
mikrofloranin iiyelerindendir. Asetik asit bakterileri daha ¢ok muisir silajinda olmak {izere,
aerobik bozulmaya sebep olan bakteri tiiriidiir (Spoelstra ve ark. 1988). Propiyonik asit
bakterileri ise silaj fermantasyonu ve saklama donemlerinde bozulmadan sorumlu bakteri
grubunu olusturmaktadir (Pahlow ve Honig 1994). Sonug olarak; silaj fermantasyonundaki
temel prensip, silaj ortaminda yeterli sayidaki LAB’ nin gelismelerini saglamak ve
istenmeyen epifitik mikroorganizmalar ile bitkide bulunan endojen katabolik enzimlerin
aktivitelerini engellemektir (McDonald ve ark. 1991). Ciinkii silolanan bir materyal LAB’ nin
urettigi laktik asit tarafindan korunur (McDonald ve ark. 1991, Filya 2001). Ancak bitkiler
istenen (LAB) ve istenmeyen mikroorganizma populasyonlarmin (Enterobacteria, maya ve
kiifler, Clostridia, Bacillus tiirleri, asetik ve propiyonik asit bakterileri) her ikisini de
icermektedir. Silajhik materyalin ya da silo ortamimin uygun olmamasi durumunda
Enterobacteria, Clostridia ve Bacilli sporlar1 ile maya ve kiifler fermantasyona katilir. Bu
mikroorganizmalar bitkideki fermente olabilir karbonhidratlar1 kullanabilmek i¢in LAB’ i ile
rekabete girerler. Silaj ortaminda bu tlir mikroorganizmalarin baskin gelmeleri durumunda,
fermantasyon istenmeyen yonde ilerler ve silaj kalitesini diisiiren bazi iriinler (biitrik asit,

NH3-N ve etanol vb) aciga c¢ikar (Woolford 1984). Ayrica silolanacak materyalin baslangic
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epifitik LAB populasyonu genellikle diisiiktiir ve bu bakterilerin biiyiik cogunlugunu "L AB’]
olusturur (Cai ve ark. 1998). Dolayisiyla LAB inokulantlariin kullanim amaci, silaj
ortaminda LAB populasyonunu artirarak laktik asit tiretimini tesvik etmek ve ortam pH’ sinin
hizla diismesini saglamaktir. Boylece Enterobacteria, maya ve kiifler, Clostridia, Bacillus
tiirleri, asetik ve propiyonik asit bakterileri gibi silaj fermantasyonu ag¢isindan istenmeyen
mikroorganizmalarin gelisimi engellenerek, silajlarin besleme degerleri korunmaktadir
(Bolsen ve ark. 1992). Laktik asit bakteri inokulantlarinin silajlarin mikrobiyal yapilari
iizerindeki  etkilerinin  incelendigi  arastirmalardan  degisik  sonuglar  alinmustir.
Homofermantatif LAB inokulantlarinin musir silajiin Lactobacilli populasyonunu genellikle
artirdig1 (Muck 1993, Weinberg ve ark. 1993, Filya 2001), maya ve kiif populasyonunu bazen
diisiirdiigti (Filya 2002a), bazen etkilemedigi (Filya 2002a, b), bazen ise artirdigi
bildirilmektedir (Weinberg ve ark. 1993, Kleinschmit ve ark. 2005). Diger yandan bu
inokulantlarin Enterobacteria ve Clostridia gelisimini 6nemli diizeyde engelledigi de
belirtilmektedir (Filya 2002a, b). Weinberg ve ark. (1993) L. plantarum+E. faecium
kullandiklar1 ¢aligmalarinda, misir silajmin Lactobacilli populasyonunu kontrol ve inokulant
kullanilan silajlarda sirasiyla 4.0 ve 5.5 cfu/g; maya populasyonunu 4.7 ve 5.4 cfu/g; kiif
populasyonunu ise 0 ve 5.0 cfu/g olarak belirlemislerdir. Davies (1996) L. plantarum’ un
misir silajinin maya ve kiif populasyonunu diisiirdiigiinii belirterek, silolamanin 100. gliniinde
kontrol silajinin maya ve kiif igerigini sirastyla 3.11 ve 2 cfu/g, ayn1 mikrobiyal yapiy1 L.
plantarum kullanilan silajlarda sirasiyla 1.26 ve 0 cfu/g olarak saptamistir. Filya (2003) taze
musirin Lactobacilli, maya ve kiif populasyonunu sirasiyla 3.86, 4.06 ve 2.58 cfu/g olarak
belirlemis ve fermantasyonun 2. giiniinden itibaren s6z konusu mikroorganizmalarin artis
gosterdigini, fermantasyonun 90. giiniinde en yiiksek degerlerine ulastigini tespit etmistir.
Aragtirici, L. plantarum’ un musir silajinin Lactobacilli (10.40 cfu/g) ve maya populasyonunu
(4.45 cfu/g) artirdigini, kiif populasyonunu ise (3.08 cfu/g) kontrol silajina gore (sirasiyla
8.35, 3.86 ve 3.26 cfu/g) diisiirdiigiinii belirlemistir. Heterofermantatif LAB inokulantlar
misir silajinin asetik asit konsantrasyonunu artirmakta, asetik asit ise maya ve kiiflerin
gelismesini biiylik 6lciide engellemektedir (Holzer ve ark. 2003, Kleinschmit ve ark. 2005).
Taylor ve Kung (2002) silolamanin 92. gilinlinde misir silajinin, maya populasyonunu kontrol
ve L. buchneri (10%) kullanilan silajlarda sirasiyla 3.25 ve 2.56 cfu/g olarak saptanuslar ve bu
silajlarda hig¢ kiif olusmadigini bildirmislerdir. Kleinschmit ve ark. (2005) L. buchneri 40788
(3.70 cfu/g) ve L. buchneri 11A44’ {in (<2.00 cfu/g) musir silajmmin maya populasyonunu
kontrol silajina (4.43 cfu/g) gore diislirdiigiinii belirlemiglerdir. Kung ve ark. (2007) taze
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misirin LAB, maya ve kiif populasyonunu sirasiyla 4.64, 3.52 ve 3.34 cfu/g olarak
saptadiklar1 aragtirmalarinda, L. buchneri’ nin (8x10° cfu/g taze materyal) musir silajmm LAB
populasyonunu arttirdigini, maya ve kiif populasyonunu ise diisiirdiigiinii belirlemisler ve
silolamanin 120. giiniinde silajlarin LAB populasyonunu kontrol ve inokulant kullanilan
silajlarda sirasiyla 7.47 ve 8.7 cfu/g; maya populasyonunu 7.29 ve 5.85 cfu/g; kif
populasyonunu ise 6.05 ve 4.88 cfu/g olarak saptamiglardir. Weinberg ve ark. (2007) L.
buchneri 40788’ in musir silajinin LAB populasyonunu (3.5 cfu/g) diistirdiigiinii, L. buchneri
11A44’lin ise LAB populasyonunu (5.3 cfu/g) kontrol silajina (4.2 cfu/g) gore artirdigin
belirlemislerdir.
2.5. Laktik Asit Bakteri Inokulantlarinin Silajlarin Hiicre Duvar1 Bilesenleri Uzerine
Etkileri

Homofermantatif LAB inokulantlarinin silajlarin hiicre duvari bilesenleri (selliiloz,
hemiselliiloz, lignin) {izerinde etkisi ya hi¢ yoktur ya da bu etki ¢ok diisiiktiir (Kung ve Muck
1997). Bu inokulantlarin hiicre duvarini olusturan polisakkaritler tizerindeki etkileri (6zellikle
hemiselliilozun asit hidrolizi) dolaylidir ve ortam pH’ s hizla disiirmeleri ile hidrojen
iyonlarindaki artis bu etkiyi yaratir (Rook ve Hatfield 2003). Muck (1993) LAB
inokulantlarinin, pH’> y1 hizla disiirerek, hiicre duvar1 fraksiyonlarin1 actigint ve
hemiselliilozun hidrolizini saglayan ek bir asit tirettigini bildirmistir. Ranjit ve Kung (2000)
tarafindan yiiriitiilen bir aragtirmada da, bu goriisii destekler nitelikte sonuglar alinmig ve L.
plantarum 30115’ in (hOLAB) mustr silajinin nétr deterjanda ¢oziinmeyen lif (NDF) icerigini
onemli diizeyde diisiirdiigii (P<0.05), ancak gozlenen bu azalmanin asit deterjanda
¢oziinmeyen lif (ADF) igeriginde 6nemsiz oldugu belirlenmistir (P>0.05). Aymi arastiricilar,
taze misirin NDF ve ADF igeriginin sirastyla % 48.8 ve 26.7 oldugunu belirlemisler ve misir
silajimin NDF igerigini kontrol ve inokulant gruplarinda sirasiyla % 46.2 ve 43.0, ADF
icerigini ise % 26.5 ve 24.6 olarak saptamislardir. Diger yandan LAB inokulantlarinin hiicre
duvari bilesenlerini etkilemedigini gosteren calismalara da rastlanmistir (Kung ve ark. 1993,
Filya 2002a, Kleinschmit ve ark. 2005, Kleinschmit ve Kung 2006b). Genel olarak, LAB’ nin
hiicre duvarini olusturan polisakkaritleri fermente edebilme yetenekleri yoktur. Bu bakteriler
sadece basit sekerler ile ¢ok az sayida disakkaritleri (sukroz ve maltoz) metabolize edebilirler.
Silaj fermantasyonu acisindan yapisal karbonhidratlardan yararlanma ancak hidrolitik
aktiviteyle miimkiin olabilir. Bitkiler hiicre duvari hidrolitik enzimlerini iiretmelerine karsin,
bu enzimlerin yapisal karbonhidratlar tizerindeki etkileri, spesifik organ ve dokular tarafindan

kisitlanmaktadir.  Bitki  biinyesinde bulunan dogal hidrolazlar, hiicre duvarim
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genisletebilmekte veya ¢ok diisiik oranlarda hiicre duvar1 kapsamini azaltabilmektedirler (Fry
1985, Carpita 1997). Laktik asit bakterilerinin hiicre duvarini olusturan polisakkaritleri
parcalayamadiklari bilinmekle birlikte son yillarda L. buchneri, L. reuteri, L. crispatus ve L.
brevis gibi bazi 6zel ™LAB suslarinin ferulate esteraz iirettigi kaydedilmistir. Ferulate
esterazin hiicre duvar1 kapsamini azaltabildigi, bu sayede silaj biinyesindeki ¢oziinebilir
karbonhidratlarin miktarin arttifi ve ¢oziinebilir karbonhidratlardaki bu artisin ise silaj
fermantasyonunda kullanilabilecek ilave substrat sagladigi bildirilmektedir. Ancak ileri
stiriilen bu yeni yaklasimin desteklenmesi i¢in daha fazla ¢alismanin yapilmasi gerektigi de
ifade edilmektedir (Nsereko ve ark. 2008). Diger yandan hemiselliilozlarin asit hidrolizi yavas
seyreden bir kimyasal parcalanmadir. Dogal silaj fermantasyonunda NDF igerigindeki
azalmanin % 0.5’ ten bile diistik seviyelerde gergeklestigi bildirilmektedir (Muck 1996). Sayet
silolanacak bitki sinirli diizeyde SCK igeriyorsa, yapisal karbonhidratlarin LAB tarafindan
fermente edilebilir forma déniistiiriilebilmeleri i¢in yliksek hidrolitik aktivite gereklidir. Bu da
ancak, ticari enzim preparatlarinin kullanimi ile gerceklestirilebilir. Ayrica polisakkaritlerin
hiicre matriksindeki kompleks yapilarindan dolayr LAB’ nin kullanabilecegi monosakkarit
formuna doniistiiriilebilmeleri icin tek bir enzim katilmasinin da yeterli olmayacagi
bildirilmektedir (Rook ve Hatfield 2003). Enzim kullaniminin ekonomik olmadigi durumlarda
L. amylovorus elde edilen a-amilaz geninin ya da rumendeki funguslarin fibrolitik enzimlerini
(selliilaz, ksilanaz vb.) kodlayan genlerden birinin L. plantarum’ a klonlanmasiyla elde edilen
modifiye organizmalardan da yararlanmanin miimkiin olabilecegi belirtilmektedir (Fitzsimons
ve ark. 1994, Kung ve ark. 2003). Yapilan ¢aligmalarda, bu organizmalarin genellikle
baklagiller ile i1liman iklim ¢ayir otu silajlarinda, kullanilabilir karbonhidrat igerigini basit
sekerler ve sukroz yoniinden artirmak suretiyle, silaj fermantasyonunda yarar sagladigini
gostermektedir (Fitzsimons ve ark. 1994).

Inokulant etkisi disinda da, silolama siiresinin uzamasmna bagl olarak, siire gelen
asidik kosullar silajlarin hiicre duvari fraksiyonlarini azaltabilmektedir (Muck 1996). Jones ve
ark. (1992) baklagil ve c¢ayir otu silajlarinda yiiriittiikleri ¢alismalarinda, silolama siiresinin
uzamasma bagli olarak, silajlarin pektik ve hemiselliilotik fraksiyonlarinda Onemli
sayilabilecek bir azalmanin meydana geldigini saptamislardir. Arastiricilar, s6z konusu
degisimin arabinozal kalintilar bicimde gerceklestigini belirterek, arabinozal dallarin furanoz
formda bulunduklarini ve bu dallarin zayif asitlere bile acik oldugunu bildirmislerdir.

2.6. Laktik Asit Bakteri Inokulantlarimin Silajlarin Aerobik Stabiliteleri Uzerine
Etkileri
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Aerobik stabilite (silo omrii), agilan bir silajin 1sinmadan ve bozulmadan kaldigi
stirenin uzunlugudur (Kung 1998). Aerobik bozulma kompleks bir siire¢ olup, silolanan
iriintin mikrobiyal bilesimi, fermantasyon oOzellikleri, silaj kiitlesinin sicakligi ve silaj
yogunlugu olusabilecek kayiplar1 etkilemektedir (Ohyama ve ark. 1975). Aerobik bozulma
iizerinde etkili olan mikroorganizmalarin basinda maya ve kiifler gelmektedir (McDonald ve
ark. 1991). Bu mikroorganizmalar silajdaki sekerleri ve laktik asit gibi fermantasyon
driinlerini tiikketerek, biiyiilk miktarlarda KM ve besin maddeleri (vitamin, protein ve
karbonhidrat) kaybina neden olurlar. Ayni zamanda silajin lezzetini azaltarak yem degerini de
degistirirler (Sclatter ve Smith 1999). Mayalar, iyi fermente olmus silajlarda 10 cfu/g,
bozulmus silajlarda ise 10'? cfu/g’ a kadar degisen diizeylerde bulunabilirler (Middelhoven ve
van Baalen 1988). Daniel ve ark. (1970) maya populasyonu 10° cfu/g olan silajlarin, aerobik
bozulmaya agcik silajlar oldugunu bildirmislerdir. Baz1 kiif tiirleri mikotoksin ve diger toksik
bilesikler iiretebilirler. Silajlardaki besin maddeleri kaybi ve mikotoksin olusumu, silajin
gerek ekonomik degerini gerekse besleme degerini diisiirlir. Bu tip silajlar hayvanlarin yem
tilketimini azaltir, besin maddelerinin sindirilebilirligini olumsuz ydnde etkiler, emilimi
diisiiriir ve toksik etki yaratabilir (Sclatter ve Smith 1999).

Silajlarin aerobik olarak bozulmasindan 6zellikle maya ve kiif gibi mikroorganizmalar
sorumlu olurken, aerobik olarak bozulmus silajlardaki kimyasal, fiziksel ve mikrobiyal
degisiklikler, bakterilerin de bozulmadan sorumlu mikroorganizmalar olabilecegini
gostermistir (Woolford ve ark. 1982). Spoelstra ve ark. (1988) aerobik bozulmaya asetik asit
bakterilerinin de sebep oldugunu bildirmislerdir. Barry ve ark. (1980) ise yemleme doneminde
bozulmaya sebep olan mikroorganizmalarin aside dayanikli aerobik bakteriler oldugunu
belirtmislerdir. Diger yandan koétii fermente olmus silajlarda goriilen Listeria gibi patojenik
bakteriler ile Clostridium botulinum, C. butyricum ve C. tyrubutyricum gibi spor olusturan
bakteriler de silajlarin hijyenik kalitesini etkiler ve besleme degerini dnemli dl¢tlide diisiiriirler
(Wilkinson 1999). Bu mikroorganizmalardan C. botulinum, botulinum toksini iretir. S6z
konusu toksin dogada bulunan en gii¢lii norotoksindir ve kaslarda fel¢lere neden olur (Adams
ve Moss 2000). Ayrica C. butyricum ve C. tyrubutyricum’ un silajlarda bulunmasi, siit ve siit
iriinlerinin kalitesini de diisiirmektedir (Klijn ve ark. 1995). Aerobik bozulma {izerinde
silajlarin fermantasyon 6zellikleri de etkilidir. Silaj biinyesinde kullanilmadan kalan sekerler
ile yiiksek diizeyde olusan laktik asit, acrobik stabiliteyi diisiirmektedir. Baz1 maya ve kiifler
artan sekerler ile laktik asidi besin maddesi olarak kullanip silajlarda CO, iiretimine yol

acmakta, bunun sonucunda ortam pH’ sinda ve sicakliginda artis meydana gelmektedir
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(Ashbell ve ark. 1991). Dawson ve ark. (1990) aerobik mikroorganizmalarin besin
maddelerini metabolize etmeleri sonucunda siloda olusan sicaklik ve pH artisin1 “aerobik
instabilite” olarak tanimlamaktadir. Aerobik stabilite tizerinde etkili diger bir faktor de ¢evre
sicakligidir.

Homofermantatif LAB inokulantlarmmin musir silajlarinin  aerobik stabiliteleri
tizerindeki etkilerinin incelendigi arastirmalardan degisik sonuglar alinmistir. Bu inokulantlar;
kullanildiklar silajlarin aerobik stabilitelerini ¢ogunlukla diistirmiisler (Muck 1993, Weinberg
ve Muck 1996), kimi ¢alismada artirmis (Sebastian ve ark. 1989), kimisinde ise
etkilememiglerdir (Filya ve ark. 2002a). Muck ve Kung (1997) 1990-1995 yillar1 arasinda
yapilan bir dizi arastirma sonucunu derledikleri calismalarinda, "L AB inokulantlarmnin
kullanildigr arastirmalarin % 60’ 1nda silajlarin aerobik stabilitelerinin  diistiigiinii
belirlemislerdir. Arastiricilar bu durumun nedenini, fermantasyon sirasinda olusan diisiik
asetik asit ile yiiksek laktik asidin silajlarin havaya maruz kaldiklar1 donemde antifungal ajan
olarak yetersiz kalmasina baglamiglardir. Weinberg ve ark. (1993) ile Filya (2002b) L.
plantarum+E. faecium’un musir silajinin fermantasyon ozelliklerini gelistirdigini ancak
aerobik stabilitesini diisiirdiiglinii belirlemislerdir. Aerobik stabilitedeki diisiise bu silajlardaki
yiiksek diizeydeki laktik asidin ve diisiik diizeydeki UY A’ nin neden oldugunu bildirmislerdir.
Bu arastiricilardan Weinberg ve ark. (1993) aerobik donemde misir silajinin CO; iiretimini
kontrol ve inokulant kullanilan silajlarda sirasiyla 0 ve 8.6 g/lkg KM olarak belirlemislerdir.
Filya (2002b) ise musir silajiin CO,, maya ve kiif igeriginin kontrol silajinda sirasiyla 12.3
g/kg KM, 4.8 ve 5.3 cfu/g oldugunu belirlerken, bu degerleri inokulant kullanilan silajda
sirasiyla 18.8 g/kg KM, 7.2 ve 8.6 cfu/g olarak saptamistir. Danner ve ark. (2003)
uyguladiklar1 aerobik stabilite testinde, misir silajinin pH* sin1 kontrol grubu, P. pentosaceus
147 ve L. plantarum 268 kullanilan silajlarda sirasiyla 3.81, 3.88 ve 3.83; asetik asit
konsantrasyonunu 16.5, 8.4 ve 8.1 g/kg KM olarak saptamislardir. Ayni arastiricilar,
fermantasyonda saglanan diisiik pH’ nin, silajlarin acildiktan sonraki donemde aerobik
mikroorganizmalar1 engellemede yetersiz kaldiginmi bildirmislerdir. Filya ve Sucu (2003) LAB
inokulantlarinin kullanildig1 bir dizi arastirma sonucunu degerlendirmisler ve 28 "L AB
inokulantlarinin misir silajlarinin CO; iiretimleri (16.3 g/kg KM) ile maya (9.5 cfu/g) ve kiif
iceriklerini (3.2 cfu/g) 6nemli diizeyde artirdigini belirlemisler ve kontrol silajinda ayni
parametreleri sirasiyla 13.9 g/kg KM, 7.9 cfu/g ve 2.3 cfu/g olarak saptamislardir. Ayni
arastiricilar yapilan silajlar1 gorsel olarak degerlendirdiklerinde ise "LAB inokulantlarinin

kullanildig1 silajlarin, noktalar halinde yiizeye yayillmig bir sekilde kif igeren silaj
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kategorisinde yer aldigini tespit etmislerdir. Filya ve ark. (2006) musir silajinin CO iiretimini
kontrol ve L. plantarum kullanilan silajlarda sirasiyla 42.19 ve 46.88 g/kg KM, maya igerigini
ise 5.88 ve 5.94 cfu/g olarak belirlemislerdir. Heterofermantatif LAB inokulantlar1 ¢ogunlukla
silajlarin aerobik stabilitesini artirmaktadir (Muck 1996, Weinberg ve Muck 1996).
Heterofermantatif LAB’ den silaj katki maddesi olarak en yaygin kullanilan1 L. buchneri’ dir.
Lactobacillus buchneri’ nin maya ve kiif gelisimini baski altina alabilme potansiyeli ilk kez
Cooke (1995) tarafindan tanimlanmistir. Daha sonra Muck (1996) L. buchneri‘ nin laktik
asidi fermente ederek asetik asit iirettigini, bu asidin ise aerobik siirecte bozulmaya sebep olan
maya ve kiiflerin ¢ogalmasii engelledigini ve silajlarin aerobik stabilitelerini artirdigini
bildirmistir. Oude-Elferink ve ark. (1999) ise L. buchneri’ nin laktik asidi; asetik asidin yani
sira 1,2-propanediol’ e de fermente ettigini ve her iki metabolitin de bozulmayi 6nledigini
belirlemislerdir.

Ranjit ve ark. (2002) L. buchneri 40788 in musir silajmin asetik asit
konsantrasyonunu onemli diizeyde artirdigint (P<0.05) ve silajlarda yiiksek diizeyde olusan
asetik asidin ise kiif gelisimini énemli Ol¢iide engelledigini belirlemislerdir. Arastiricilar,
havanin oksijenine maruz biraktiklar1 inokulantli silajlarin 25 saatten daha fazla bozulmadan
kaldigin1 gozlemislerdir. Taylor ve Kung (2002) L. buchneri 40788+enzim kullandiklari
calismalarinda, aerobik siiregte en erken bozulan musir silajmin kontrol grubu (47 saat)
oldugunu belirlerken; en ge¢ bozulan silajin L. buchneri 40788 [sirasiyla 6.6x10° (400 saat),
10° (371 saat) ve 5x10° (333 saat)] kullanilan grup oldugunu saptamislardir. Danner ve ark.
(2003) aerobik stabilite testi sonunda, musir silajinin pH* s kontrol ve L. buchneri 218
gruplarinda sirasiyla 3.81 ve 4.11, asetik asit konsantrasyonunu 16.5 ve 55.5 g/kg KM olarak
saptarlarken, silajlarin aerobik dayaniklilik siiresini kontrol ve L. buchneri 218’ de sirasiyla
40 ve 274 saat olarak belirlemislerdir. Arastiricilar, silajlarin bozulmadan en az 100 saat
kalabilmeleri i¢in gerekli asetik asit diizeyinin 50 g/kg KM olmasi gerektigini belirtmislerdir.
Kleinschmit ve ark. (2005) misir silajinin aerobik dayaniklilik siiresini kontrol grubu, L.
buchneri 11A444 ve L. buchneri 40788 kullanilan silajlarda sirasiyla 39, 139 ve 45 saat
olarak belirlemislerdir. Kleinschmit ve Kung (2006a) 43 ¢alismanin sonucunu meta—analiz
yontemi kullanilarak degerlendirmisler ve arastirmalarinda uygulamalari kontrol grubu ve L.
buchneri’ nin (<10° ve >10° cfu/g taze materyal) iki farkli dozu olmak iizere ii¢ farkl
kategoride toplamiglardir. Arastiricilar, L. buchneri’ nin musir silajinin aerobik stabilitesini
artirdiini belirterek, silajlarin bozulmadan kaldiklar1 siirenin uzunlugunu kontrol, <10° cfu/g

ve >10° cfu/g gruplarinda sirasiyla 25, 35 ve 503 saat olarak bulmuslardir. Filya ve ark.
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(2006) en diisiik CO; tretimi ile maya gelisiminin L. buchneri kullanilan musir silajinda
gerceklestigini (sirastyla 5.40 g/kg KM, 1.88 cfu/g) saptarlarken; en yiiksek CO; iiretimi ile
maya gelisiminin kontrol silajinda olustugunu (sirasiyla 44.19 g/kg KM, 5.88 cfu/g)
belirlemislerdir. Kung ve ark. (2007) L. buchneri kullandiklart misir silajin1 (73 saat) kontrol
grubundan (37 saat) aerobik olarak daha dayanikli bulmuslardir. Ayn1 30 arastiricilar, L.
buchneri’ nin (maya ve kiif sirasiyla 5.63-5.51 cfu/g) musir silajinda maya ve kiif gelisimini
kontrol grubuna gore (6.05-7.29 cfu/g) engelledigini de belirlemislerdir (P<0.05).
2.7. Laktik asit bakteri inokulantlarinin silajlarin rumen parcalanabilirlik 6zellikleri ile
hayvanlarin performanslar iizerine etkileri

Laktik asit bakteri inokulantlar1 ile yapilan c¢alismalarda, inokulantlarin besin
maddelerinin sindirilebilirligi iizerindeki etkilerinin genellikle olumlu ydnde oldugu
bildirilmistir (Bolsen ve ark. 1996, Kung ve Muck 1997, Filya 2000). Nitekim Luther (1986)
L. plantarum’ un, Filya (2002a) L. plantarum+E. faecium’ un (("LAB) musir silajinin hem
kalitesini hem de sindirilebilirligini arttirdigini belirlemislerdir. Bu arastiricilardan Luther
(1986) yiiriittiigii iki denemeden birincisinde, misir silajinin KM sindirilebilirligini kontrol ve
inokulant gruplarinda sirasiyla % 65.7 ve 68.5; ikincisinde ise % 67.7 ve 71.2 oldugunu
belirlemistir. Filya (2002a) ise ayn1 parametreyi kontrol silajinda % 51.5, inokulant kullandig1
silajda % 60.1 olarak saptamistir. Weinberg ve ark. (2007) gesitli LAB inokulantlarini
kullandig1 ¢alismasinda, bazi inokulantlarin misir silajinin in vitro KM sindirilebilirligini
[LAB E. faecium Q (% 64.5) ve L. plantarum+E. faecium (% 61.1), ™'LAB L. buchneri (%
63.1) ve P11A44 (% 62.0)] kontrol silajina (% 59.6) gore artirdigini, bazilarinin ise
etkilemedigini belirlemistir ("°"LAB L. plantarum MTD1 ve P. pentosaceus E). Diger yandan
Filya ve ark. (2004b), Rodrigues ve ark. (2002) ile Polat ve ark. (2005) L. plantarum+E.
faecium’ un ("LAB ) musir silajmm in situ ve in vivo KM sindirilebilirligini etkilemedigini
bildirmislerdir. Bahsedilen bu calismalardan Rodrigues ve ark. (2002)’ nin yiiriittiigi
arastirmada, musir silajinin KM sindirilebilirliginin kontrol ve L. plantarum+E. faecium igeren
gruplarda sirastyla % 64.6 ve 64.5 oldugu belirlenmistir. Polat ve ark. (2005) ise 1 yash 3 bas
Tiirkgeldi tokluda yiiriittiikleri sindirim denemesi sonucunda séz konusu silajda KM* nin
sindirilme derecesini kontrol silajinda % 66.3, inokulant kullanilan silajda % 69.8 olarak
saptamislardir.

Laktik asit bakterilerinin hiicre duvari bilesenleri ve diger komponentlerini nasil
etkiledigi tam anlamiyla aciklhifa kavusturulamamistir (Muck 1993). Ancak inokulant

kullanimina bagli olarak silajlarda saglanan diisiik pH’ nin, hiicre duvari komponentlerinde
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bir azalma sagladig1 ve hemiselliilozun hidrolizini saglayan ek bir asit iireterek hiicre duvari
fraksiyonlarini agtig1 ve sonugta hiicre duvarmin rumen mikroorganizmalarinca daha kolay
sindirilebilir hale geldigi one siiriilmektedir (Bolsen ve ark. 1996). Nitekim Polat ve ark.
(2005) yiiriittiikleri sindirim denemesinde, L. plantarum+E. faecium’ un musir silajinin ham
selliiloz sindirimini 6nemli diizeyde artirdigini belirterek, ham selliilozun sindirilme
derecesini kontrol ve inokulant kullanilan silajlarda sirasiyla % 71.3 ve 78.6 olarak
belirlemislerdir (P<0.05). Weinberg ve ark. (2007) "LAB E. faecium Q (%45.2) ile "'LAB L.
buchneri (% 49.8) ve P11A44° iin (% 49.6) musir silajinin NDF sindirilebilirligini kontrol
grubuna gore (% 42.2) 6nemli diizeyde artirdigini saptamuslardir (P<0.05). Diger yandan
Sanderson (1993) ve Filya (2002b) ("°LAB L. plantarum+E. faecium’ un, Filya ve ark. (2006)
ise L. buchneri’ nin (("™LAB) musir silajinin NDF sindirilebilirligini etkilemedigini
bildirmislerdir. Filya (2002b) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, in situ NDF sindirilebilirligi
kontrol ve inokulant kullanilan silajlarda sirasiyla % 41.4 ve 40.6 olarak belirlenirken, Filya
ve ark. (2006) ayn1 parametreyi kontrol silajinda % 35.6, L. buchneri kullandiklar: silajda ise
% 35.5 olarak belirlemislerdir. Laktik asit bakterilerinin misir silajinin organik madde (OM)
sindirilebilirligi lizerindeki etkilerinin incelendigi arastirmalardan degisik sonuglar alinmistir.
Meeske ve Basson (1998) ile Kleinmans ve Hooper (1999) tarafindan yiiriitiilen ¢alismalarda,
L. plantarum+E. faecium musir silajinin in vitro OM sindirilebilirligini artirmis ve bu silajlari
tiiketen kuzular kontrol grubuna gore daha iyi bir besi performansi gostermistir. Diger yandan
Filya ve ark. (2004b) "LAB L. plantarum+E. faecium’ un, Filya ve ark. (2006) ise "™'LAB L.
buchneri’ nin musir silajnin OM pargalanabilirligini ve kuzularm besi performanslarini
etkilemedigini bildirmislerdir. Bahsedilen bu ¢alismalardan ilkinde, OM pargalanabilirliligi
kontrol grubu ve L. plantarum+E. faecium kullanilan silajda sirasiyla % 60.6 ve 62.5,
ikincisinde ise kontrol grubu ve L. buchneri kullanilan silajda sirasiyla % 62.4 ve 62.3 olarak
saptanmistir (Filya ve ark. 2006). Muck (1993) "LAB inokulantlarinin, ruminantlarin
performanslarini genellikle olumlu yonde etkiledigini bildirerek, bu inokulantlarin yapilan
calismalarin %25-40 mnda yem tliketiminde, canli agirlik artisinda, yemin enerjisinin
degerlendirilmesinde ve/veya siit liretimde %5—11 diizeyinde artis sagladigini bildirmistir.
Wohlt (1989) siit sigirlarini musir silaji ve yogun yem karmasiyla beslemis ve 8 haftalik
deneme sonunda, L. plantarum ("LAB) igeren silaji tilketen sigirlarn kontrol grubuna gore
0.7 kg/gilin daha fazla siit (% 3.5 yaga gore diizeltilmis) verdigini belirlemistir. Ayn1 arastirici,
L. plantarum’ un siitiin bilesimini de olumlu yonde etkiledigini tespit etmis ve bu inokulantin
slit yag1 (45 g/giin) ile siit proteinini (50 g/glin) artirdigin1 da saptamistir. Kung ve ark. (1993)
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stt sigirlarmt % 50 musir silaji, % 45 yogun yem ve % 5 yonca kuru otu igeren komple
rasyonla beslemisler ve L. plantarum’ un siit verimini 1.5 kg/giin diizeyinde (% 3.5 yaga gore
diizeltilmig) artirdigin1 saptamislardir. Kung ve ark. (2003) 12 c¢alismanin sonucunu
degerlendirdikleri arastirmalarinda, L. plantarum MTD1’ in (hOLAB) stit verimini 1.2 kg/giin
diizeyinde artirdigmmi belirlemislerdir. Dhiman ve ark. (1991) 16 calismanin sonuglarini
derlemis ve ™LAB inokulantlarinin silajdaki epifitik LAB sayisin1 en az 10 kat artirmasi
durumunda, siit veriminde % 2.5 diizeyinde bir artisin saglanabilecegini bildirmistir.

Laktik asit bakteri inokulantlarinin  kullanimina baghh olarak hayvanlarin
performanslarinda  saglanan ilerlemelerinin nedeni heniiz yeteri kadar acgikliga
kavusturulamamistir (Weinberg ve ark. 2003, 2004, Muck ve ark. 2007). Fermantasyon
iiriinleri ile KM geri kazaniminda ve KM sindirilebilirliginde saglanan artiglarin hayvanlarin
performanslarina olumlu yonde yansiyacagi bildirilmektedir (Muck 1993). Ancak yapilan
bazi c¢aligmalarda bunlarin aksine sonuglar alinmis ve LAB inokulantlarinin = silaj
fermantasyonunu ya da sindirilebilirligini  etkilemedigi durumlarda bile hayvan
performanslarinda artis gézlenmistir (Gordon 1989a,b, Kung ve ark. 1993). Keady ve ark.
(1994) L. plantarum MTD1’ in ("LAB) silaj fermantasyonunda herhangi bir gelisme
saglamaksizin silaj tiilketimi ile hayvanlarin performanslarinda artis sagladiginm
belirlemiglerdir. S6z konusu artislarin nedeni bilinen mekanizmalarla agiklanamamas,
dolayistyla bu konu ile ilgili yeni hipotezler 6ne siiriilmiistiir. Bu hipotezlerden biri, spesifik
LAB suslarinin probiyotik etki gostermeleri ve s6z konusu LAB tiirlerinin rumen
mikroorganizmalari ile etkilesime girerek, hayvanlarin performanslarinda olumlu gelismelere
neden olmalaridir (Weinberg ve Muck 1996, Malik ve Sharma 1998). Diger bir hipotez ise
LAB inokulantlarinin silaj ve rumen ortaminda bulunan zararli mikroorganizmalar1 baski
altina alan bakteriosin gibi bilesikleri iiretebilmeleridir (Vandenberg 1993). One siiriilen bu
hipotezlerden sonra Muck ve ark. (2007) yonca silaj1 ile yaptiklar1 ¢aligmalar1 sonucunda,
silaj fermantasyonunda ya da sindirilebilirlikte herhangi bir gelisme saglanmadigi durumlarda
bile LAB inokulantlarinin in vitro rumen fermantasyonunu etkiledigini, bazi inokulantlarin
mikrobiyal biyokitle miktarin1 artirabilecegini ancak bu konunun aydinlatilmasi i¢in daha

fazla caligmaya gereksinim duyuldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Silaj materyali

Calismanin ana materyalini Tekirdag ili Malkara Ilgesi Vakifigdemir Kd&yii’'nde
yetistirilen yonca (Medicago sativa) bitkisi olusturmustur.
3.1.2. Silajlarin hazirlanmasi

2012 yilinda ekimi yapilan yoncalar 10.06.2013 tarihinde ikinci bi¢im sonrasi silaj
yapilmistir. Hasat ile silaj arasinda yapilan islem asamalari; ilk once bigme makinesiyle
bi¢ilmis, toplama makinesiyle toplanmis ve tarlada 24 saat siireyle soldurma islemi
yapilmistir. Soldurma isleminden sonra, taze materyallerde yapilacak olan analizler igin
tarlanin farkli bolgelerinden o6rnekler alinmis homojen bir sekilde karistirilip posetlenip derin
dondurucuda saklanmistir. Parcalanan materyal balya baglama makinesiyle baglanirken
makineye ait ila¢ deposundan silajda kullanilmasi planlanan katki maddelerinden PJF, "ol AB
ve ™LAB inokulantlar ve katki maddelerindeki suya esdeger diizeyde olmak {izere kontrol
grubuna su ilave edilerek, karistirilip piiskiirtme yontemiyle uygulanmistir. Yonca balyalar
kontrol, PJF, o AB ve ™LAB gruplarinin her birinden 3’er adet olmak lizere 12 adet balya
olacak sekilde baglanmistir (Sekil 3.1. Yonca balya silajlari)

Yonca balyalar1 posetli, hava almayacak sekilde baglandiktan sonra kapali alanda
bekletilmistir. Biitin muamele gruplar1 baglandiktan, 150 giin sonra toplu olarak acilmig ve

analizler laboratuvar ortaminda gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.1. Yonca balya silajlari

3.1.3. Silajlarda kullanilan katki maddeleri
1. Kontrol
2. PJF: Fermente edilmis dogal laktik asit s1vis1
3."° LAB: inokulant 1188 (Pioneer® 1188, USA). Lactobacillus plantarum ve Enterecoccus
faecium igermektedir.
4™ LAB: inokulant 11A44 (Pioneer® 1188, USA). Lactobacillus buncheri icermektedir.
3.1.4. Katki maddelerinin kullanim sekli
1. grup kontrol grubu olup inokulant veya PJF i¢cermemektedir. Kontrol silajlarina 5 ml/kg
diizeyinde saf su ilave edilmistir.
2. grupta, PJF (Fermente edilmis dogal laktik asit sivisi)
3. grupta, inokulant 1188 (Pioneer®, USA) kullanilmistir. Yapilan bu inokulant uygulamalari
sonucunda taze materyale 10° cfu/g LAB katilmustir.
4. grupta, inokulant 11A44 (Pioneer® 1188, USA) kullanilmistir. Yapilan bu inokulant
uygulamalar1 sonucunda taze materyale 10° cfu/ g LAB katilmistir.
3.1.4.1. PJF (Fermente edilmis dogal laktik asit stvisinin hazirlanmasi)

PJF’nin hazirlanmasinda, bitki materyali olarak yonca kullanilmigtir. PJF Masuka ve

ark. (2001) tarafinda bildirilen yonteme gore hazirlanmistir. Bu amagla 200 gram bitki
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materyali tlizerine 1000 ml distile su ilave edilip, blender yardimiyla ile 2 dakika siire ile
parcalanmistir. Elde edilen siv1 2 kat tiilbent bezinde siiziilerek siseler konarak ve lizerine 3
gr/100 ml (w/v) melas ilave edilerek 30 °C inkiibatérde 48 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Yonca balya silajlarna PJF 5 ml/kg (%0.5) diizeyinde hazirlanmis ve taze olarak
kullanilmastir.

3.2. Yontem

3.2.1. Silaj kalitesi belirlenmesi icin kullanilan yontemler

Arastirmada kullanilan yemlerin silolama oncesinde pH, KM, SCK, mikrobiyolojik
analizler, silolama sonrasi 6rneklerde pH, SCK, NH3-N, laktik asit ve mikrobiyolojik analizler
gergeklestirilmistir.
3.2.1.1. pH analizleri

Silolama oncesi taze materyalde ve agim sonrasi elde edilen 6rneklerde pH Slgtimleri
icin 50 g’ lik 6rneklere 125 ml saf su ilave edilmis ve oda sicakliginda 1 saat siire ile zaman
zaman karistirilarak tutulmustur. Daha sonra ornekler siiziilmiis ve elde edilen siiziikte pH
metre aracilig ile okuma gergeklestirilmistir (Anonymous 1986).
3.2.1.2. SCK analizi

Baslangi¢ ve silaj drneklerinde SCK analizi Anonymous (1986)° a gore yapilmistir.
Analize tabi tutulacak 6rnek 102°C sicaklikta 2 saat siire ile kurutulmustur. Kurutulup
ogiitiilmiis ornekten 0,2 g tartilarak bir sise igerisine konulmus, iizerine 200 ml saf su ilave
edilerek 1 saat siire ile calkalanmistir. Orneklerin ilk birka¢ damlasi ihmal edilecek sekilde
stiziilerek 50 ml’lik berrak ekstrakt elde edilmistir. Standart egrilerin hazirlanmasindan sonra
2 ml ekstrakt almarak 150x25 mm’lik borosilikat test tiiplerine konulmustur. On hazirlig
takiben absorbans degeri 620 nm’de 30 dakika igerisinde spektrofotometre aracilig ile
okunmustur. Ornek ve kor denemeler sonrast tespit edilen absorbans degerlerine denk gelen
mg glikoz degerleri arasindaki farklilik 500 katsayisi ile carpilmistir. Sonug, 6rnek igerisinde
yer alan g/kg SCK miktar1 olarak kaydedilmistir.
3.2.1.3. NH3-N Analizi

Silaj orneklerinde NH3z-N, silaj orneklerinden elde edilen ekstraktlarda mikro
distilasyon metotlarina (Anonymous 1986) gore gerceklestirilmistir. Yiizelli giinliik stire
sonrasinda elde edilen drneklerde NH3-N tespiti i¢in 20 g’lik taze 6rnek tizerine 100 ml saf su
ilave edilerek ¢alkalama makinesinde 1 saat siire ile ¢alkalanmistir. Daha sonra siiziilerek elde

edilen ekstrakte mikro distilasyon metodu araciligi ile s6z konusu parametre saptanmaistir.
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3.2.1.4. Laktik Asit Analizi

Laktik asit miktarlarinin tespitinde Kog¢ ve Coskuntuna (2003)’nin bildirdikleri
spektrofotometrik yonteme gore saptanmustir.

Derin dondurucuda -20 °C’de saklanan érnekler analizin yapilacag: giin ¢ikartilarak
coziiliinceye kadar oda sicakliginda bir siire bekletilmislerdir. Coziindiiriilen 6rnekler daha
sonra 1:100 oraninda seyreltilerek kullanilmistir. Seyreltilen 6rneklerden otomatik pipet
yardimiyla 1 ml sivi tiiplere aktarilmig tizerine 0.1 ml bakir siilfat (59 CuSO4/100 ml saf su)
ille 6 ml %98’lik siilfiirik asit ilave edilmistir. Hazirlanan tiipler 30 saniye vortekste
karistirildiktan sonra 5 dakika soguk banyoda tutularak sogumaya birakilmistir. Bu siire
sonunda tiiplere 0.1 ml parahidroxy biphenol (%0,5 NaOH/1000 ml saf su +2,5 g PHBP)
eklenerek, tiipler 30 saniye tekrar vortekste karigtirllmis ve 10 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Daha sonra tiipler 90 saniye kaynar su icerisine daldirilip cikartilmis ve
sogumasi beklendikten sonra 565 nm dalga boyunda spektrofotometre cihazinda okunmustur.
3.2.1.4.1. Standart egrinin olusturulmasi

213 mg lityum laktat 500 ml saf su igerisinde ¢Oziindiirilmiis ve iizerine 0.5 ml
%098’lik siilfiirik asit ilave edilmistir (400 pg/ml). Elde edilen ¢6zelti, dnce 1:9 (40 pg/ml)
daha sonra 1:1 (20 pg/ml, stok ¢ozelti) oraninda seyreltilerek kullanilmistir. Daha sonra stok
¢ozeltiden 2,5, 5,0, 10,0,15,0 pupg/ml lityum laktat icerecek sekilde yeni karisimlar elde
edilmigtir. 1 ml seyreltik bulunan tiiplerin igerisine 0,1 ml bakir siilfat ile 6 ml %98’lik
stilfiirik asit ilave edilmis, 30 saniye vortekste karistirilmis ve 5 dakika soguk banyoda
tutularak sogumaya birakilmistir. Bu siire sonunda tiiplere 0.1 ml parahidroxy biphenol
eklenerek, tlipler 30 saniye tekrar vortekste karistirilmis ve 10 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Daha sonra tiipler 90 saniye kaynar su igerisine daldirilip ¢ikartilmis ve
sogumasi beklendikten sonra 565 nm dalga boyunda spektrofotometre cihazinda okunmus ve
standart egri Microsoft Excel bilgisayar programinda olusturulmustur.
3.2.1.4.2. Hesaplama

Standart egriden, 6rneklerin pg/ml’ leri okunarak saptanmistir. Elde edilen 6rneklerin
KM miktarlarina boliinmiis ve silajlarin % KM’de % laktik asit icerikleri saptanmustir.
3.2.1.5. Mikrobiyolojik analizler

Calismada gerek silolama Oncesi taze materyalde ve gerekse de son iirlinler {izerinde
toplam mezofilik bakteri (TMAB), LAB, koliform bakteri, maya ve kiif yogunluklarinin
saptanmasina yonelik analizler gerceklestirilmistir. Bu amacla 25 g’lik 6rnekler peptonlu su

aracilify ile 2 dakikadan az olmamak kosulu ile karistirilip mikroorganizmalarin miimkiin
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oldugu o6l¢iide materyalden ayrilmasi saglanmistir. Elde edilen stok materyalden logaritmik
seride dillisyonlar hazirlanarak 1 saati agsmayan zaman zarfinda ekim iglemi yapilmistir.
3.2.1.5.1. Toplam Mezofilik Bakteri Sayim

Silaj 6rneklerinde TMAB sayimi i¢ini Plate Count Agar (PCA) besiyeri kullanilmistir.
Uygun diliisyonlardan ¢ift petri plagina ylizeye ekim yontemi ile ekim yapildiktan sonra 30 +
1°C’de 48 saat inkiibe edilmis ve koloni igeren petri plaklart sayilmistir (Marshall 1992).
3.2.1.5.2. LAB’ nin Sayilarinin Belirlenmesi

MRS agarda gelisen LAB’leri sayimi i¢gin Man Ragosa Sharpe Agar (MRS agar)
(Merck) kullanilmistir. Yiizeye ekim yontemi uygulandiktan sonra petri plaklar1 30 £ 1°C’de
3 giin inkiibe edilmis ve koloni igeren petri plaklari sayilmistir (Baumgart ve ark. 1986).
M17 agarda gelisen LAB’leri sayimi icin M17 agara (Merck) yiizeye ekim yontemi ile ekim
yapilmistir. Petri plaklari 30 + 1°C’de 48 saat inkiibe edilmis ve koloni iceren petri plaklar
sayllmistir (Gilliand ve ark. 1984).

3.2.1.5.2.1. LAB’ nin izolasyonu, Tanimlanmasi ve Muhafazasi

Silaj orneklerinden LAB’leri izolasyonu i¢in, hazirlanan uygun dilisyonlardan MRS
agar ve M17 agara yiizeye yayma yontemiyle ekim yapilmistir. MRS agara ekim yapilan
plaklar 30 °C’de 72 saat, M17 agar’a ekim yapilan plaklar ise 30°C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir (Centeno ve ark. 1996). Inkiibasyon sonucu her iki besiyerinde gelisen tipik
goriiniislii kolonilerin (1-2 mm ¢apli konveks, yuvarlak ya da bugday tanesi sekilli, beyaz
veya krem renkli koloniler) mikroskobik morfolojileri incelenmis ve ayrica katalaz testi ile
Gram boyama testine tabi tutulmustur. Gram pozitif, katalaz negatif, kok veya cubuk sekilli
bakterilerden alinmis, MRS ve M17 broth’a ekim yapilmis ve 30° C’de 24 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra tekrar MRS ve M17 agara ¢izim usulii ekim
yapilmis ve 30° C’de 24- 48 saat slireyle inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda Gram
boyama, mikroskobik goriiniim, katalaz testi tekrar edilmis ve homojen goériiniimlii Gram
pozitif, katalaz negatif kok veya basil seklindeki muhtemel laktik asit bakterileri se¢ilmistir.
3.2.1.5.2.2. Gram Boyama

Izolatlarin 24 saatlik geng kiiltiirlerinden Gram boyama yapilmis ve menekse renkli
koloniler Gram pozitif olarak degerlendirilmistir (Temiz 2008).
3.2.1.5.2.3. Katalaz Testi
Katalaz testi icin MRS ve M17 agarlarda gelistirilmis olan koloniler iizerine % 3’liilk H202
damlatilmis ve kolonilerin etrafinda gaz kabarciklarinin  goriilmesi  pozitif olarak
degerlendirilmistir (Temiz 2008).
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3.2.1.5.2.4. API1 50 (Karbonhidrat) Testi

API 50 CHL, 50 adet test tiip¢iigii icindeki 49 karbonhidratin fermentasyonunun
gergeklesmesini ayni anda miimkiin kilan kullanima hazir bir sistemdir (BioMeriéux 2001).
Bu sistem API 50 CHL (besin ortami), API 50 test tiip¢iigii ve parafin yagindan ibarettir.
MRS agar lizerine anaerobik sartlarda 30-37°C’de 24 saat siireyle gelistirilen laktik asit
bakteri grubuna dahil olan (gram pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan) kolonilerden
(steril 6ze ile alinarak 5 ml’lik ampullerdeki besiyerine asilama yapilmistir (Lopez-Diaz et.al.
2000). Ampul i¢indeki besiyeri vortex mikserde iyice karistirildiktan sonra 50 adet test tiipiine
doldurulur. Tiiplerin agiz kism1 igerisinde hava kabarciginin kalmamasina dikkat edilip tiipler
siv1 parafin ile kapatilmistir. Inkiibasyon 30°C’de 48 saat devam etmistir. Test sonucu (+)
kabul edilecek asit olusumu gerceklesmis tiiplerde, bromeresol purple indikatoriinden dolay1
mor olan rengin sartya donlismesi gerekmektedir. Esculin testinde renk sari yerine siyaha
doniismelidir. Karbonhidrat igermeyen kontrol tliplinde renk degisimi olamamalidir.

Tiiplerdeki renk degisimi gdzlenmis ve sonuglar degerlendirmeye alinmistir.

Sekil 3.2. Ekim yapilmis ve renk degisimi gézlenmis API 50 CHL test kiti

3.2.1.5.2.5. Koliform Grubu Bakteri Sayim
Silaj orneklerinde koliform grubu bakteri sayimi i¢in Violet Red Bile agar (VRBA)
(Merck) kullanilmistir. Uygun diliisyonlardan ¢ift petri plagina dokme plak yontemiyle ekim
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yapilmis plaklar 35+ 2°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda ¢ap1 0,5
mm’den daha biiyilik olan koloniler sayilmigtir (Marshall 1992).
3.2.1.5.2.6. Maya — Kiif Sayim

Maya ve kiif sayimi i¢in Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck) kullanilmstir.
PDA’nin otoklavda steril edildikten sonra % 10’luk steril tartarik asit ile pH’s1 3,5 25°C’de 5-
7 ayarlanmig ve ylizeye ekim yontemiyle yapilmistir. Ekim yapilan plaklar 25°C’de 5- 7 giin
inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyondan sonra koloniler sayilarak maya ve kiif sayisi
bulunmustur (Marshall 1992).

3.2.2. Ham madde analizleri

3.2.2.1. Ham besin madde analiz yontemleri

Kuru madde miktar1; belli miktarda alinan silaj érneginin 60 °C sicaklikta 48 saat
siireyle kurutulmas1 ve HK miktar1 da 550 °C sicaklikta bir gece yakilmasi ile bulunmustur.
Yemin OM miktar1 ise, KM ile HK aras1 farktan hesaplanmistir. OM’yi olusturan HP, belli
miktardaki yem 6rneginin once kuvvetli asitle yakilarak azotun amonyum siilfata, daha sonra
da baz ile muameleye tabii tutularak amonyak formuna doniistiiriilmesi ve bu amonyagin belli
normalitedeki bir asitle titrasyonu sonucu elde edilen sarfiyattan hesaplanmistir. Organik
maddeleri olusturan diger kompenentlerden HS; yemin 6nce belli konsantrasyonlardaki asit
ve alkali ile kaynatilip siiziilmesi ve en son asetonla yikanip kurutularak yakilmasi sonucu
elde edilmistir (Akyildiz ve ark. 1984).
3.2.2.2. Enzimde OM céziinebilirligi analiz yontemleri

Calismada silaj orneklerindeki in vitro enzimde OM ¢oziinebilirlik diizeyinin
saptanmast Naumann ve Bassler (1993) tarafindan Onerilen seliillaz yontemi ile
gerceklestirilmistir. Yonteme gore, kurutularak 6giitiilmiis materyalden alinan 0.3 g’lik 6rnek
daha 6nce alt1 kapatilmis olan siizgecli cam kaplara (80 °C 1s1ya dayanikli, por. 1, alt1 ve istii
kapakli, 50 mI’lik Gooch krozeler) tartilir. Her biri 3’er paralel olacak sekilde tartilan yem
ornekleri iizerine 40 °C sicakliktaki pepsin+HCI ¢ozeltisinden 30 ml ilave edilir ve cam kabin
iist kismu1 kapatilir. Cam kaplar 40 °C sicakliga ayarli inkiibatdr dolabma konur ve 5 saat sonra
kaplar 1yice karistirilir. Burada enzim aktivitesinde herhangi bir yetersizlige neden olmamak
icin, ¢ozelti sicakliginin 39-40 C sicaklikta tutulmasina dikkat edilmistir. Cam kaplar 24 saat
inkiibator dolabinda kaldiktan sonra 80 °C sicakliktaki su banyosunda 45 dakika bekletilerek
nisastanin hidrolizi saglanir. Bu islemin ardindan cam kaplar agilarak i¢indeki ¢ozelti vakum
pompasi yardimi ile emilir ve iginde kalan kisim sicak su ile yikanir. Alt kismindan kapatilan

cam kaplara seliillaz+buffer ¢ozeltisinden 30 ml ilave edilir ve 40 °C sicakliktaki inkiibator
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dolabinda 24 saat bekletilir. Bu islem sonrasi cam kaplarin kapaklari agilir, ¢ozeltiler siiziiliir
ve sicak su ile yikanir. Siizme isleminden sonra 105 °C sicakliga ayarli kurutma dolabinda bir
gece boyunca kurutulup, tartim islemi yapilir. Cam kaplar 550 °C sicakliga ayarl kiil firninda

en az 90 dakika yakilmis ve tartim gergeklestirilmistir.

Analizler sonrasi elde edilen sonuglardan yararlanilarak enzimde ¢6ziinen OM

miktarlar1 asagidaki esitlikler yardimi ile bulunmustur.

Organik madde sindirilebilirligi, % = [B1-(A1-A2) x100]/B1-C1
AO0: Ghoch krozesinin darasi, g

Al: 105 °C’de kurutulduktan sonraki dara+ornek agirhg, g

A2: 550 °C’de yandiktan sonraki dara+drnek agirligy, g

B1: Analize alinan 6rnek miktari, g/KM

C1: Analize alinan 6rnekteki kiil miktari, g/KM

Enzimatik (selillaz) yontemde kullanilan ¢ozeltiler; pepsin- HCI c¢ozeltisi: 2 g
pepsint0.1 N HCI; asetat buffer ¢ozeltisi: 5.9 ml asetik asit+ 1 litre destile su (¢cozelti A) ve
13. 6 g sodyum asetat + 1 litre destile su (¢ozelti B) hazirlandiktan sonra 400 ml ¢ozelti A ile
600 ml ¢ozelti B karistirilir; seliilaz buffer ¢ozeltisi: 3.3 g seliilaz enzimi (trichoderma viride;
onozuka R-10, 1 U/mg aktivite)+1 litre asetat buffer ¢ozeltisi.
3.2.2.3. Hiicre duvari icerikleri analiz yontemleri

Calismada silaj orneklerinde NDF, ADF ve asit ADL analizleri Van Soest analiz
yonteminde dngdriilen prensipler dogrultusunda gergeklestirilmistir (Close ve Menke 1986).

NDF analizi, hiicrenin ¢oziinebilir materyalinin sodyum lauryl stilfat i¢eren noétral
coziicii ile kaynatilarak ekstraksiyonundan sonra hiicre duvari bilesenlerinin filtrasyon
aracilif1 ile ayrilmasi esasina dayanir (Close ve Menke 1986 ). 1 mm’ lik elekten gececek
sekilde ogiitiilmiis yem numunesinden 0.5-1 g bir cam kaba tartilmistir. Sirasiyla oda
sicakligindaki 100 ml noétral ¢oziicti soliisyonuna 93 g EDTA ve 34 g sodyum tetra borat
tartilarak birlikte genis bir kaba konmustur. Distile su ilave edilmis ve hafifce 1sitilarak
¢Oziilmistiir. Bu ¢ozeltiye 150 g sodyum lauryl siilfat ve 50 ml 2-etoksietanol ilave edilmistir.
Ikinci bir cam kapta 22.8 g susuz di sodyum hidrojen siilfat tartilir, distile su ilave edilir ve
hafifce 1sitilarak ¢oziilmiistiir. Ik cozeltiye ilave edilmis, kanstirilmis ve 5 litreye
seyreltilmigtir. Cozelti pH’s1 6.9-7.1 arasinda kontrol edilmistir. Birka¢ damla dekalin, 0.5 g

sodyum siilfit katilmis ve geri sogutucuya takilmistir. Cozelti hizla kaynama durumuna
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getirilmis ve bir saat kaynatilmistir. Atesten alinip 10 dakika tutulmustur. Daras1 alinmis cam
krozeden diisiikk vakum araciligiyla filtre edilmistir. Kalint1 iki kisim kaynamaya yakin
sicakliktaki su ve iki kisim asetonla yikanmistir. Cam kroze kurutma dolabinda 103 °C
sicaklikta 4 saat veya 100 °C sicaklikta bir gece tutulmustur. Sonra desikatorde sogutulmus ve

tartilmistir.

Hesaplama: NDF (g/kg KM ) = a-b/Nx 1000
a = NDF iceren kuru cam krozenin agirhigi, g
b =cam krozenin daras1 alinmis agirhig, g
N=06rnegin agirhigi, g

ADF analizinde, yem Ornegi cetil trimetil amonyum bromidin (CTAB)-H»SO4
soliisyonu ile kaynatilmistir. Filtrasyon sonrasinda baslica lignoseliiloz ile silikadan olusan ve
ADF olarak adlandirilan ¢6ziinmeyen materyal kalir (Close ve Menke 1986). Bir mm’lik
elekten gececek sekilde 6giitiilmiis numuneden 0.5 g kadar behere tartilmistir. 100 ml soguk
H,SO,4 - CTAB soliisyonu (100 g CTAB 5 litre 1 N H,SO, ¢oziiliir, gerekirse filtre edilir ) ve
birka¢ damla dekalin ilave edilmistir. Isitictya konmustur. Soliisyon hizla kaynama durumuna
getirilmis ve 1 saat hafif¢e kaynatilmistir. Diisiik bir vakum ile darasi alinmig cam krozeden
sicakken filtre edilmistir. Kalint1 kaynamaya yakin su ile kopiik olusumu bitene kadar
yikanmistir. Daha sonra asetonla yikanmistir. Kroze kurutma dolabinda 103 °C sicaklikta bir

gece tutulmustur. Desikatorde sogutulmus ve tartilmastir.
Hesaplama: ADF ( g/kg KM ) = a-b /N x 1000
a = ADF iceren kuru cam kroze agirhigi, g
b =Daras1 alinmis cam krozenin agirhigi, g
N =numune miktari, g

ADL analizinde, %72’lik siilfirik asit igeren ¢dziicii sollisyonun (%72’lik HySO4-
CTAB ) seliilozu ayristirmast ile elde edilen kalintinin kiil firininda yakilmasi ile kiitini de
iceren lignin miktar1 saptanmistir (Close ve Menke 1986). Bir mm’lik elekten gececek sekilde
ogiitiilmiis numuneden 0.5 g kadar behere tartilir. 100 ml’lik soguk %72’lik H;SO4- CTAB

(100 g CTAB 5 litre %72’lik siilfirik asitte ¢ozdiiriilmiistiir, gerekirse filtre edilmistir) ve
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birka¢ damla dekalin ilave edilerek 1sitictya konmustur. Soliisyon hizla kaynama durumuna
getirilmis ve bir saat hafifce kaynatilmistir. Diigiik bir vakum ile darasi alinmis cam krozeden
sicakken filtre edilmistir. Kalint1 kaynamaya yakin sicakliktaki su ile kopiik olusumu bitene
kadar yikanmistir. Daha sonra asetonla yikama igslemine devam edilmistir. Cam kroze yariya
kadar hazirlanan asit ¢oziicii soliisyonu ile doldurulmus ve asit ucana kadar karistirllmistir. Bu
islem ii¢ defa tekrarlanmistir. Oda sicakliginda 3 saat muhafaza edilmistir. Daha sonra diisiik
vakumla siizilmistiir. Kroze 103 °C sicaklikta 4 saat kurutulmus veya 100 °C sicaklikta bir
gece tutulmustur. Desikatorde alinmis, sogutulmus ve tartilmistir. Yakma firininda 500-550

°C sicaklikta 3 saat siire ile yakilmistir. Desikatore alinmis, sogutulmus ve tartilmistir.
Hesaplama: ADL ( g/kg KM ) =a-b /N x 1000
a = Krozenin kurutmadan sonraki agirligi, g
b = Krozenin yakmadan sonraki agirhigi, g
N = Numune miktar1, g

Yem materyallerinin selilloz ve hemiseliiloz igeriklerinin saptanmasinda NDF, ADF,
ADL analizleri sonrasinda elde edilen degerlerden yararlanilmis olup (Close ve Menke 1986),

hesaplamada kullanilan formiiller asagida verilmektedir;
Seliiloz ( g’kg KM ) = ADF - ADL
Hemiseliiloz (g’kg KM) = NDF - ADF

3.2.3. Aerobik bozulmaya dirence iliskin analizler

Ashbell ve ark. (1991) tarafindan gelistirilen yontem kullanilarak hazirlanan silajlar
silolamanin 90. giinlin sonunda agilan silajlara 5 giin siire ile aerobik stabilite testine tabi
tutulmuglardir. Aerobik stabilitenin 5. giinlindeki silaj orneklerinin pH’lart 6l¢iilmiis, CO;
iretimleri ve mikrobiyal kompozisyonu saptanmaistir.

Aragtirmada, aerobik stabilite testinin uygulanmast igin 1 atm ve 25 °C de 24 saatteki
CO; gegirgenlik orani 15-25 ml /mil/254 m olan stabil, asinmaya direngli gaz sizdirmaz
ozellikteki 1,5 L’ lik polietilen (PET) siseler kullanilmistir. Bir test iinitesinin olusturulmasi
icin pet sise 1L ve 0.5L olmak iizere ikiye kesilmistir. 1L’lik PET sisenin kapak kismina hava
sirkiilasyonunu saglamak i¢in 1 cm ¢apinda delik agilip iizeri telle kapatilmistir. Daha sonra
0,5 L’ lik kesilen kismin lizerine yerlestirilmistir. 250-300 g arasinda taze silaj 6rnekleri,
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iinitenin iist kismina sikistirilmadan yerlestirilmis ve %Z20’lik potasyum hidroksit (KOH)
cozeltisinden 100 ml {initenin alt kismina konulmustur. Hazirlanan s6z konusu iinite
laboratuar sartlarinda 5 giin siire ile 20 = 2 °C bekletilmistir. Bu sayede aerobik aktivite
sonucu silaj 6rneklerinde olusan ve havadan 1,5 kat daha yogun olan CO, gaz1 altta ¢okerek
tabanda tutulmustur. Cozeltiden 10 ml alinarak 1N’lik %37’lik hidroklorik asit ¢ozeltisiyle
titre edilmistir. pH’nin 8,1-3,6 arasinda harcanan HCI miktar1 saptanmig ve CO, gaz1 miktari
asagida belirtilen denkleme gore hesaplanmistir.

C0O,=0,044 x Tx VI (AX TM x KM)

T= titrasyonda harcanan 1 NHCI asit miktar1 (ml)+
V= %25 KOH ¢dzeltisinin toplam hacmi (ml)

A= linitenin alt kismina ilave edilen KOH miktar1 (ml)
TM= taze materyalin agirlig1 (kg)

KM= taze materyalin kuru madde miktari(g/kg)

3.2.4. Istatiksel analizler
Aragtirmada elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesinde varyans analizi,
gruplar arasinda farkliligin belirlenmesinde ise Duncan ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir

(Soysal 1998). Bu amagla SPSS (1999) paket programi kullanilmigtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Baslangic Materyaline iliskin Analizler

Arastirmada kullanilan yonca silajlarina ait kimyasal ve mikrobiyolojik analiz
sonuclar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Uygun saklama kosullarinin gergeklesmesi sonrasinda elde edilecek silo yeminde
kalite ve baglaminda da besleme degerliligi lizerinde etkili olabilecek temel faktorler silaj
yapilacak taze materyalin kimi Ozelliklerce sahip oldugu degerlerle iliskilidir. Bitkisel
materyalin sahip oldugu ham besin maddeleri miktar1 bir tarafa birakilacak olursa, KM
icerigi, pH, SCK kapsami ve cogu durumda epifitik mikroorganizma yogunlugunun bu
anlamda 6n plana ¢iktig1 sdylenebilir.

Cizelge 4.1. Yoncanin silolanmadan dnceki 6zelliklerine iliskin degerler

Ozellikler Ierik /deger
pH 5,75

KM, % T™M 60,23

HP, %KM 18,19

NDF, %KM 36,79

ADF, %KM 31,32

HK, %KM 2,14

SCK, g’kg KM 42

LAB log,, cfu/g TM 3,52

Maya log;, cfu/g TM 2.47

TM: Taze materyal; KM: Kuru madde; HP: Ham protein; NDF: Nétral coziiciilerde ¢dziinmeyen
karbonhidratlar; ADF: asit ¢dziinmeyen karbonhidratlar; HK: Ham kiil; SCK: Suda ¢6ziinebilir karbonhidratlar;
LAB: Laktik asit bakteri; cfu: Koliform tnite

Cizelgede verildigi gibi silaj yapilmadan tarlada 24 saatlik soldurma sonrasinda alinan
taze yonca otu numunelerinin sirastyla KM igerigi 60,23; pH degeri 5,75; HP igeriklegi 18,19
%KM, NDF igerigi 36,79 % KM; ADF igerigi 31,32 % KM; HK degeri 2,14 %KM; SCK
icerigi 42 g/kg KM; LAB sayis1 3,52 logip cfu/g TM ve maya sayist 2.47 logio cfu/lg TM
olarak bulunmustur.

Melasla hazirlanmig PJF’nin baslangic pH ve LAB kompozisyonu ise sirasiyla 6,03 ve
5.39, logig cfu/g TM olarak bulunmustur.
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Ohshima ve ark. (1997)’nin yonca silajlarina fermente edilmis dogal laktik asit sivisini
katki maddesi olarak uygulandig1 bir ¢aligmada baslangic materyaline iligkin degerleri KM
icerigini %76,80; pH 6,16 ve SCK igerigini % 48,5 g/kg KM, LAB sayisini 3,0x10° cfu/g TM
olarak bildirmislerdir. Aynmi arastiricilar PJF‘ye iliskin sonuglar1 dikkate alindiginda pH
degerini 4,20 ve LAB sayisini 4,4x10" cfu/ g TM olarak tespit etmislerdir.

Ciftei ve ark. (2005) yonca silajlarinda elmanin karbonhidrat kaynagi olarak katilma
olanaklarini arastirdiklart ¢alismalarinda yoncada baslangic materyaline iliskin degerlerinden
KM igerigini % 34,25, HP igerigini % 14,35 KM; HS igerigini % 24,72 KM; olarak
bildirmislerdir. Benzer sekilde McAllister ve ark.(1998)’nin yonca silajlarinda inokulant
kullanarak yaptiklar1 ¢calismada baslangic materyalinde bildirdikleri degerler pH 6,56; KM
%30,10; HP % 16,70 KM; SCK 36 g/kg KM; LAB 4,86 logio cfu/g TM seklindedir. Cai ve
ark. (1999) izole laktik asit bakterileri kullanarak silaji yapilan yem bitkilerinde fermantasyon
ozellikleri ve aerobik bozulmaya etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda kullanmis olduklari
yoncanin baglangi¢ degerlerini KM % 45,65; HP % 15,83; HS % 34,56; HK % 39,48; SCK
38,70 g’lkg KM ve LAB 0’ olarak bildirmislerdir. Canbolat ve ark. (2010) liziim posasinin
yonca silajlarinda karbonhidrat kaynagi olarak kullanilma olanaklarim1 arastirdiklar
caligmalarinda baglangi¢ materyaline iligskin yonca degerlerini KM % 25,10, HK % 7,13; SCK
% 1,34 ve HP % 19,35 olarak bildirilmistir. Kent ve ark. (1988) bakteriyel inokulantlarin
yonca silajma etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda baslangic materyaline iliskin pH ve HP

degerlerini sirastyla 6,39 ve % 19,90 KM olarak bildirmislerdir.
4.2. Arastirma Yemlerinin Silolama Sonrasi Degerleri

4.2.1. Yonca silajlarinin fermantasyon ozellikleri ile ilgili bulgular
Yonca silajlarinda agim sonrasi silaj 6rneklerinde bazi 6zelliklere ait saptanan bulgular

Cizelge 4.2.” de sunulmustur.
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Cizelge 4.2. Yonca silajlarinda kimyasal analiz sonuglari

Muameleler

Ozellikler Kontrol PJF “LAB "“_AB P
pH 5,44+0,05b | 5,63+0,14a | 5,43+0,05b | 5,40+0,35b | <0.05
KM, % 60,60£0,60 | 61,43£5,93 | 59,72+0,45 | 57,50+0,45 OD
SCK, glkg KM | 21,50+0,50a | 15,00+3,00b | 17,00+0,00ab | 22,00+0,00a | <0.05
NH;-N, g/kg 0,85£0,24 | 0,80+0,17 0,37+0,02 0,65+0,14 OD
NHs-N, g/kg TN | 2,77+0,79 | 2,89+0,83 1,30+0,21 1,97+0,42 OD
HP, %KM 19,11£0,05d | 19,34+0,02¢ | 20,67+0,01b | 19,71+0,01a | <0.01
HK, %KM 8,58+0,04d | 9,38+0,02c | 9,67+0,03b | 11,44+0,02a | <0.01
LA, %KM 1,64+0,01c | 1,85+0,09bc | 2,58+0,12a | 2,03+0,08b | <0.01

PJF: (Pre-Fermented Juice), Fermente edilmis dogal laktik asit sivis;; °LAB: Homofermentatif laktik asit
bakterisi; "LAB: Heterofermentatif laktik asit bakterisi; KM: Kuru madde; SCK: Suda ¢oziinebilir karbonhidrat;
NH;-N: Amonyaga bagli nitrojen; HP: Ham protein; HK: Ham kiil; LA: Laktik asit.

Ayni satirda farkli harfle gdsterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir.

Silaj fermantasyonu sirasinda olusan pH, NH3-N ve laktik asit miktar1 fermantasyonun
kalitesini belirlemektedir. Ozellikle pH ve NHs;-N miktarlart diistik, laktik asit/asetik asit
oranlar yiiksek silajlar 1y1 fermente olmus silajlar olarak kabul edilebilirler (Filya 2007).
42.1.1. pH

Anaerobik  fermantasyonun ilk asamalarinda, amaca uygun laktik asit
fermantasyonunun gelisebilmesi bakimindan Onem tasiyan taze materyalinin pH’sindaki
degisimlerin yani sira, son {irliniin sahip oldugu pH degeri de silaj KM tiiketimi iizerinde
onemli etkilere sahiptir. Stallings ve ark. (1981) ‘nin bildirdigine gore yonca silajlarinda silaj
yapilmadan once 5,8 ve 6,0 oranlarinda tespit edilen pH degerinin silaj yapildig1 durumda 4,5
— 4,7 arasinda degisim gostermesi beklenmektedir.

Arastirmada baslangi¢ materyalinde 5,75 olarak saptanan pH seviyeleri silolama
sonrasinda tiim muamele gruplarinda diigiis gostermistir. pH degeri bakimindan muamele
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemli (P < 0,05) olup, PJF grubu 5,63 degeri ile
en yliksek pH’ya sahip olan gruptur. En diisiik pH degeri ise 5,40 degeri ile Kontrol ve het

LAB katkil1 grupta tespit edilmistir.
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4.21.2. KM

Cizelge 4.2.°den de goriildiigii gibi muamele gruplarinda gézlenen KM diizeyleri %
57,50 ile % 61,43 arasinda degisim gostermektedir.

KM diizeyleri bakimindan muamele gruplar1 arasindaki fark istatistiksel anlamda
Snemsiz bulunmustur. En diisiik KM degeri % 57,50 ile ™ LAB grubunda, en yiiksek KM
degeri ise % 67,43 ile PJF katkili grupta tespit edilmistir.

Kir ve Soya (2008), vejetasyonun %10-25 ¢iceklenme doneminde hasat ettikleri mera
tipi 5 yonca ¢esidi (Osam, Victoria, Cinna, Mielga, Kayseri)'nin KM sirasiyla %19.15-21.52
arasinda saptamiglardir. Akbari ve Avcioglu (1992) ise yonca cesitlerinin KM igeriklerinin
%19.8-25.1 arasinda degistigini belirtmislerdir. Aksoy ve Yilmaz (2003) yapmis olduklar: bir
arastirmada; birinci ve ikinci bigim dénemlerinde hasat ettikleri sekiz yonca varyetesinin, in
vitro KM ve organik madde sindirilme derecesinin ise sirasiyla % 45.65-58.50 ve % 39.04-
54.21 arasinda degistigini bildirirken, Rihawi ve ark. (1983) de, Vicia sativa, Lathyrus
sativus, Pisum sativum ve Medicagu rigudula’da ¢igeklenme baslangici doneminde,
Medicagu rigudula’da KM veriminin 795 kg/ha; Vicia sativa’da KM veriminin 825 kg/ha;
Lathyrus sativus’ta KM veriminin 445 kg/ha; Pisum sativum’da ise KM oranlar1 630 kg/ha
oldugunu tespit etmisleridir. Ag¢ikgdz (1995), yoncanin ¢ok gen¢ bicim devresinde KM
icerikleri %15,0; geng devrede %18,9; tam ¢iceklenme devresinde ise % 24,0; bakla baglama
devresinde ise % 28,0 igerdigini saptadigi gozlenmistir. Arastirmamizda saptanan KM
degerleri ile diger arastirmalardan elde edilen degerlerden daha yiiksek bulunmustur. KM
degerlerinin yiiksek olmasinin sebebi yonca silajlarinin balyalanmadan 24 saat soldurma
yapilmasindan kaynaklanmaktadir.
4.2.1.3. NH3-N

Silaji yapilacak bitkinin kapatilmasi sonrasinda da, proteinlerin bitkisel enzimler
aracilif1 ile parcalanimi devam eder. Proteolitik aktivitenin boyutlar1 ve bu baglamda da
proteinlerin yikim miktar1 ortamdaki asidik kosullarla iliskili olup, silolamanin
baslangicindaki kritik donemde pH degerindeki diisiisiin hizi 6nemli bir faktordiir (Petterson
1988, McDonald ve ark. 1991, Davies ve ark. 1998). Calismada protein parcalaniminin bir
olgiiti  olarak ele alman NH3-N icerikleri bakimimndan, muamele gruplarina
degerlendirildiginde en diisiik NHs-N degerinin % 0,37g/kg ile "LAB grubunda oldugu
saptanmistir. En yiiksek deger ise % 0,85 g/kg ile kontrol grubundadir. Muameleler arasindaki

fark ise istatistiksel anlamda oOnemli degildir (P>0,05). Bu parametre kullanilan katki
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maddelerinin 6zel bir etki yaratmadigini goriisiinii 6n plana ¢ikarmakta olup, konuya iliskin
bildirilislerle de uyum gostermektedir (Chen ve ark. 1994).

4.2.1.4. SCK

SCK igerikleri bakimindan Cizelge 4.2.’de de goriildiigii gibi silolama Oncesi taze yonca
otunda SCK degeri 42,00 g/ kg KM olarak bulunmustur.

Muamele gruplarinda SCK degerlerinde diislis saptanmistir. En diisiik SCK degeri
15,00 g/lkg KM ile PJF katkili grupta, en yiiksek SCK icerigi ise "' AB karisim grubunda
22,00 g/kg KM degeri ile bulunmustur. SCK igerigi bakimindan muamele gruplar arasindaki
fark istatistiksel anlamda onemli bulunmustur (P<0,05).

SCK miktarlar1 i¢in elde edilen bulgular literatiir bildirigleriyle karsilastirildiginda; Cai
ve ark. (1999)’nin baz1 yem bitkilerinde laktik asit bakterileri kullanarak yaptiklari ¢alismada
bicilmis yoncada saptadiklart SCK miktarin1 38,7 g/kg KM olarak bildirmislerdir. Filya ve
ark. (2001) yapmis olduklar1 bir calismada bildirdikleri deger 32 g/kg KM degeri ile
calismada saptadigimiz degerler ile benzerlik gostermektedir.

4.2.15. HP

HP igerigi bakimindan Cizelge 4.2.’de de goriildiigli gibi silolama Oncesi taze yonca
otunda HP degeri KM ‘de % 18,19 olarak bulunmustur.

Silolama donemi sonrasinda muamele gruplarinda. HP degerleri sirasiyla Kontrol,
PJF, LAB ve ™LAB KM’de de %19,11, 19,34, 20,67 ve 19,71 olarak bulunmustur.

Muamele gruplarinda, HP igerigi bakimindan fark istatistiksel anlamda Onemli
bulunmustur (P<0,01). En yiiksek HP icerigi % 20,67 KM degeri ile "™LAB grubunda
saptanirken, en diisiik HP igerigi ise %19,11 KM ile kontrol grubunda tespit edilmistir.

Saptanan bulgular diger literatiirlerle karsilastirildiginda; Nadeau ve ark. (2000)’ nin
yoncada farkl ¢iceklenme donemlerinde hasat edilen yoncada HP igeriklerini KM’ de % 23,3,
18,6 ve 16,3, Elizalde ve ark. (2009) yonca hasillarinda HP degerini %15,80 olarak, Cai ve
ark. (1999) izole laktik asit kullanilarak silaji yapilan yem bitkilerinde fermantasyon
ozellikleri iizerine yaptiklar1 ¢alismada yonca hasillarinda HP degerini % 15,83 olarak tespit
edildigini bildirmislerdir. Denek ve ark. (2012) fermente edilmis dogal laktik asit sivisinin
yonca silaj kalitesine etkileri konulu arastirmasinda HP degerini muamele gruplarinda %
22,9-23,36 olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir. Aragtirmada saptanan HP degerleri ile diger

arastirmalardan elde edilen degerlerin uyumlu oldugu goriilmektedir.
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4.2.1.6. LA

Cizelge 4.2.” de de goriildiigl gibi LA igerikleri bakimindan gozlenen degerler %1,64
KM ve % 2,58 KM araliginda degismektedir.

En yiiksek LA iceriginin % 2,58 KM ile "LAB, en diisiik laktik asit iceriginin %1,64
KM ile PJF katkili grupta elde edildigi calismada muamele gruplarinin LA degeri {izerindeki
etkisinin istatistiksel anlamda 6nemli diizeyde oldugu saptanmistir (P<0,01). Filya ve ark.
(2007), yapmis olduklar1 bir ¢alismada birinci ve ikinci bigim dénemlerinde yapilan yoncanin
kontrol ve 14 farkli LAB katkis1 gruplarinda sirasiyla birinci bi¢im donemi icin laktik asit
iceriklerini sirastyla 40.5 ve 45.9-83.5 g/kg KM, ikinci bigim doneminde ise laktik asit
iceriklerini aynm sira ile 86.5 ve 61.5-86.0 g/kg KM; Nadeau ve ark. (2000)’nin yonca
bitkisine Lactobacillus plantarum ve Pediococcus cereviseae ile seliilaz enziminin (2, 10 ve
20 ml selilaz /kg) farkli dozlarmi iceren LAB-+enzim inokulantin1 uyguladiklari
caligmalarinda silolamanin 60. giiniinde ¢i¢ceklenme 6ncesi donemi i¢in kontrol ve inokulant
gruplarindaki silajlarin laktik asit igeriklerini 49.9 ve 71.7-74.9 g/kg KM, c¢igeklenme
baslangicinda 30.9 ve 50.1-67.1 g/kg KM, ¢igeklenme sonunda ise 47.5 ve 62.9-64.4 g/kg
KM oldugunu bildirmektedirler.

Silaj katki maddesi olarak eklenen PJF’nin yonca silajlarnda katki maddesi olarak
kullanildig1 baz1 aragtirmalarda LA {retimin artirarak silaj kalitesini yiikselttigi goriilmiistiir
(Ohshima ve ark. 1997, Cao ve ark. 2002, Wang ve ark. 2009, Denek ve ark. 2012). Yonca
silajlarinin fermantasyon 6zelliklerini temsil eden LA ile ilgili olarak aragtirmalardan elde
edilen veriler, benzer konuda yapilan arastirmalardan elde edilen sonuglar ile uyum
icerisindedir (Weinberg ve ark. 1993, Filya ve ark. 2000, Filya ve ark. 2001).

4.2.2. Yonca silajlarinin mikrobiyolojik ozellikleri ile ilgili bulgular
Arastirmanin  150. giinlinde gergeklestirilen acim sonrasi silaj Orneklerinde

mikrobiyolojik analizlere ait bulgular Cizelge 4.3’ de sunulmustur.
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Cizelge 4.3. Yonca silajlarinda mikrobiyolojik analiz sonuglari, logio cfu/g TM

Muameleler
Ozellikler Kontrol PJF " AB "'LAB
TMAB 5,31+0,70 5,17+1,69 5,2210,50 5,47%0,77
LAB 5,1910,65 5,01+1,71 5,2010,42 5,25%1,12
Koliform 0 0 0 0
Maya ve kif 2,6510,34 3,30+0,30 2,15+1,15 2,15+1,15

PJF: (Pre-Fermented Juice), Fermente edilmis dogal laktik asit sivis;; "°LAB: Homofermentatif laktik asit
bakterisi; "™'LAB: Heterofermentatif laktik asit bakterisi; LAB: Laktik asit bakterisi; TMAB: Toplam mezofilik
bakteri; cfu/g:

En yiiksek TMAB 5,47 logio cfu/g ile "™LAB kullanilan grupta, en diisiik TMAB
sayist ise 5,17 logy cfu/g ile PJF grubunda elde edilmistir. Muamele gruplari arasindaki

farkliliklarda istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (P>0,05).

Calismada silaj kalitesi bakimindan 6nem tasiyan LAB sayisina iligkin olarak saptanan
degerler incelendiginde, en yiiksek deger 5,25 logio cfu/g ile "™LAB grubunda, en diisiik
deger ise 5.01 logio cfu/g ile PJF grubunda elde edilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar ise

istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (P>0,05).

Arasgtirmada 90 giinliik silolama dénemi sonrasinda acilan silajlarda koliform bakterisi

tespit edilmemistir.

En ytiksek maya ve kiif sayis1 3.30 logip cfu/g ile PJF kullanilan grupta, en diisiik
maya ve kiif sayisi ise 2.15 logi cfulg ile ™LAB ve ™LAB grubunda elde edilmistir.

Muamele gruplari arasindaki farkliliklarda istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (P>0,05).

Silajlarda goriilen mikrobiyal biiylime olduk¢a normal olup, silajlarin icerdigi maya ve
kiif sayilar1 olduk¢a diisiik diizeyde bulunmustur. Weinberg ve ark. (1993), baslangic pH’s1
5,9 olan ve KM’si %40.6 musir bitkisine laktik asit bakteri inokulantinin uyguladiklar
calismalarinda, silolamanin 45. giiniinde kontrol ve LAB igeren gruplarda lactobacilli
sayilarini 4,0 ve 5,5 cfu/g; maya sayilarim1 4,7 ve 5,4 cfu/g; kiif sayilarini ise 0 ve 5,0 cfu/g
olarak saptamiglardir. Bunun yaninda LAB inokulantlarinin maya sayilarini diistirdiigii

sonucuna varan Filya ve ark. (2000), sit olum doneminde hasat edilen bugday silajlarinin,
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silolamanin 65. giiniinde kontrol, L. Plantarum + Enterecoccus faeceum ve L. Pentosus igeren
gruplarda maya sayilart ile ilgili verilerin 3,4, 0,0 ve 0,0 logjo cfu/g seklinde oldugunu
bildirmiglerdir. Filya ve ark. (2001)’nin farkli diizeylerde enzim kullandiklar1 yoncalarda
silolamanin 50. giiniinde lactobacilli sayilarini kontrol ve enzim gruplar i¢in sirasiyla 7,1 ve
7,2-7,4 logio cfu/g, maya sayilarin1 4,3 ve 4,2-4,5 logyo cfu/g, kiif sayilarim 4,1 ve 3,9-4,1

l0gyo cfu/g arasinda saptadiklarini bildirmektedirler.

Yonca silajlarinin fermantasyon 6zekliklerini temsil eden mikrobiyolojik analizler
sonuclart ile ilgili olarak arastirmalardan elde edilen veriler, benzer konuda yapilan
arastirmalardan elde edilen sonuglar ile uyum igerisindedir (Weinberg ve ark. 1993, Filya ve
ark. 2000, Filya ve ark. 2001).

4.3. LAB’lerinin Identifikasyon Testi

4.3.1. Karbonhidrat metabolizmalari (API 50 CHL) sonug¢larina gore LAB izolatlarinin
tanimlanmasi

Aragtirmada elde edilen tiim laktik asit bakterileri gram pozitif ve katalaz negatif
olarak belirlenmistir.

Ek 1°de fenotipik 6zellikleri verilen izolatlardan 15 adedi secilerek API 50 CHL testi
uygulanmistir. API 50testi sonuglarina gore izolatlardan 7 adedi Lactobacillus plantarum, 5
adedi Lactobacillus pentosaceus, 3 adedi Lactobacillus collinoides olarak tanimlanmustir.

Santos ve ark. (2011) (Brachiaria decumbens cv. Basiliski) tropikal otlardan izole
ettikleri LAB sonuglarinda agirlikli olarak Lactobacillus plantarum tespit etmislerdir. Lin ve
ark. (1992) ve Tjandraatmadja ve ark. (1994) yaptiklari caligmalarda misir ve yoncalarda izole
ettikleri LAB izolatlarinda homofermantatif dominant olarak Lactobacillus plantarum ve
Lactobacillus pentosaceus tiirlerini tespit etmiglerdir.

4.3.2. Silajlarin aerobik stabiliteleri

Silolamanin son doneminde agilan silajlara ait 5 gilinliik aerobik stabilite testi sonuglari

Cizelge 4.4' de verilmistir.
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Cizelge 4. 4. Yonca silajlarinin aerobik dayaniklilik test sonuglari

Muameleler

Ozellikler Kontrol PJF “LAB "“AB P
pH 5,54+0,05b 5,56+0,03b 5,45+0,03b 5,8310,08a <0.05
CO, g/kg KM 11,50+1,66a 5,18+1,43bc 4,72+0,62c 10,57+1,76ab | <0.05
TMA, log,, cfu/g 7,34+0,01a 6,39+0,54ab 5,91+0,02b 7,400,793 <0.05
LAB, logy, cfu/g 3,84+0,48 4,64+0,43 4,43+0,11 4,70+0,63 OD
Koliform, logyo cfu/g 3,72+0,05ab 3,48+0,30b | 3,80%0,48ab 4,59+0,11a <0.05
Maya ve Kuf, logyocfu/g 5,13+0,06b 3,80+0,10d 4,55+0,34c 5,37%0,35a <0.01

PJF: (Pre-Fermented Juice), Fermente edilmis dogal laktik asit sivisi; "LAB: Homofermentatif laktik asit
bakterisi; "™LAB: Heterofermentatif laktik asit bakterisi; TMAB: Toplam mezofilik bakteri; LAB: Laktik asit

bakterisi. Aym satirda farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir.

Aragtirma da kullanilan katki maddeleri yonca silajlariin aerobik stabilitelerini
iizerinde etkili olmuslardir. Bes giin boyunca dogrudan havanin oksijenine maruz birakilan
silajlarin pH degerlerinde bir miktar yiikselme goriilmiistiir. Silajlarin hava ile temas ettikleri
5 giinliik donem siiresince silajlarin pH degerleri, tirettikleri CO, miktar1 ve TMA, koliform
bakterileri agisindan muamele gruplari arasinda fark istatistiki anlamda 6nemli bulunmustur
(P<0.05). Maya ve kiif degerleri agisindan, muamele gruplar1 arasinda fark ise (P<0.01)

seviyesinde dnemli bulunmustur.

LAB inokulantlarin silajlarin aerobik dayanikliligi (silo émrii) tizerindeki etkilerinin
incelendigi arastirma sonucglarinda, bazi arastiricilarr LAB inokulantlarin silajlarin aerobik
dayanikliliklarini arttirdigini bildirirken (Weinberg ve ark. 1993, Meeske ve Basson 1999),
bazi arastiricilar ise etkilemedigini (Moran ve ark. 1996) veya aerobik dayaniklilig: diisiirerek,
silajlarda gozle goriiliir bir kiiflenme ve yogun karbondioksit gazi iiretimine neden olduklarini
bildirmislerdir (Stokes ve Chen 1994, Meeske ve Basson 1998, Filya ve ark. 2001, Filya
2002b, Polat ve ark. 2005).

4.3.3. Yonca silajlarinin hiicre duvari bilesenlerine ait bulgular
Aragtirmanin 90. giiniinde gerceklestirilen agim sonrasi silaj 6rneklerinde hiicre duvari

bilesenleri analizlerine ait bulgular Cizelge 4.5.’de sunulmustur.
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Cizelge 4.5. Yonca silajlarinda hiicre duvari bilesenlerine ait analiz sonuclari, % KM

Muameleler
Ozellikler Kontrol PJF "LAB "' AB
NDF 37,08+0,21a 37,37+0,34a 35,960,91a 37,08+1.05
ADF 28,71+2.00 32,96%1,57 31,560.80 31,02%0,02b
ADL 4,86+0,82 5.010,50 5,37+0,05 6,98+0,58
HEMISELULOZ 23,71+1,18 27,18+0,75 26,00+0,79 30,02+0,47
SELULOZ 23,68+0,02 23,21+0.00 24,060,03 21,660.01

PJF: (Pre-Fermented Juice), Fermente edilmis dogal laktik asit sivis;; °LAB: Homofermentatif laktik asit

het

bakterisi; ' LAB: Heterofermentatif laktik asit bakterisi; NDF: Notral ¢oziiclilerde ¢6ziinmeyen karbonhidratlar;

ADF: Asit ¢oziinmeyen karbonhidratlar; ADL: Asit ¢oziiciilerde ¢éziinmeyen lignin;

Ayni satirda farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (P<0.01).

Cizelge 4.5 de de goriildiigii gibi NDF igerikleri bakimindan gdzlenen degerler
%37,37 KM ve %31,02 KM araliginda degigmektedir.

En yiiksek NDF igeriginin %37,37 KM ile PJF, en diisiik NDF igeriginin %31,02 KM
ile ™'LAB katkili grupta elde edildigi calismada muamele gruplarinin NDF degeri iizerindeki

etkisinin istatistiksel anlamda 6nemli diizeyde oldugu saptanmistir (P<0,01).

ADF, ADL, hemiseliiloz ve seliiloz degerleri incelendiginde bu parametreler agisindan

muamele gruplar1 arasinda herhangi bir fark tespit edilmemistir.

Elde edilen bulgular literatiir bildirisleri ile karsilastirildiginda, ¢igeklenme baslangici
donemlerinde hasat edilen yoncanin NDF ve ADF igeriklerinin Filya (2001)’nin bildirdikleri
stirastyla KM’ %39,1 ve 29,2 ile benzerlik gostermistir.

Kaba yemlerde vejetasyonun ilerlemesine bagli olarak sadece NDF fraksiyonunda
bulunan hemiseliilozun miktarinin nispi olarak azaldigi, NDF ve ADF fraksiyonunun da
bulunan seliiloz ile NDF, ADF ve ADL fraksiyonunda bulunan lignin miktarlarinin ise arttig1
ifade edilirken, hemiseliilozun miktarinin seliillozdan az olmasina ragmen sindirilebilirliginin
yiiksek oldugu bildirilmektedir. Ligninin ise, hemiseliiloz ve seliilozdan miktar bakimindan az
olmasina ragmen kendisi sindirilmedigi i¢in bu iki komponentle olusturdugu baglar nedeniyle
bunlarin sindirilebilirliklerini de diisiirdiigii bilinmektedir (Kirchgessner 1980, Ogiin ve ark.

2003).
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Nadeau ve ark. (2000) yonca bitkisinde Lactobacillus plantarum ve Pediococcus
cereviseae ile selilaz enziminin (2, 10 ve 20 ml seliillaz /kg) farkli dozlarmi igeren
LAB+enzim inokulantinin fermantasyon siiresince etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, 60.
giinlik silolama sonrasinda ¢igeklenme Oncesi donemi icin kontrol ve LAB-+enzim
gruplarindaki silajlarin NDF miktarlarini sirasiyla %35,1 ve 28,4-32,5, seliiloz miktarlarini
%19,9 ve 15,6-17,8, hemiseliiloz miktarlarin1 %8,1 ve 6,4-7,1; ciceklenme baslangicinda ayni
sirayla NDF miktarlarim1 %37,9 ve 33,8-34,9, selilloz miktarlarim1 %21,2 ve 18,4-19,6,
hemiseliiloz miktarlarin1 %8,8 ve 7,4-8,2; ¢iceklenme sonunda ise yine aynmi sirayla NDF
miktarlarimi %43,6 ve 37,9-40,9, seliilloz miktarlarimi %19,9 ve 15,6-17,8, hemiseliiloz
miktarlarimi %8,7 ve 7,8-8,8 olarak bildirdikleri degerler ile arastirmamizdan elde edilen

bulgularin uyum igerisinde oldugu goriilmektedir.
4.3.4.Yonca silajlarimin enzimatik yontem ile OM sindirilebilirligine ait bulgular

Aragtirmanin 90. giiniinde gerceklestirilen agim sonrasi silaj 6rneklerinde in vitro OM

sindirilebilirligine ait analiz sonuglar1 Cizelge 4.6’de sunulmustur.

Cizelge 4.6. Yonca silajlarinin in vitro OM sindirilebilirlik 6zellikleri, (%)

Uygulama OMS
Taze materyai 76,75
Kontrol 71,54+1,02b
PJF 72,56+1,32b
"“LAB 71,65+1,14b
"“_AB 77,0340,55a

PJF: (Pre-Fermented Juice), Fermente edilmis dogal laktik asit sivisi; "o AB: Homofermentatif laktik asit
bakterisi; "'LAB: Heterofermentatif laktik asit bakterisi; OMS: Organik madde sindirilebilirligi.

Aynu siitiinda farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (P<0.05).

Cizelge 4.6’da verildigi gibi, uygulama gruplarinda sirasiyla, kontrol, PJF, ho| AB,
"'LAB katki maddesi kullanilan gruplarda in vitro OM sindirilebilirlii sirasiyla, %71,54,

%72,56, % 71,65 ve % 77,03 olarak bulunmustur.

Organik madde sindirilebilirligine iligskin olarak saptanan degerler incelendiginde, en

yliksek OM sindirilebilirligi %77,03 ile "'LAB grubunda, en diisiik degerin ise %71,54 ile
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kontrol grubunda elde edildigi ¢alismada, gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda

onemli bulunmustur (P<0.05).

Laktik asit bakterileri inokulantlar1 ve PJF yonca silajlarinda in vitro OM

sindirilebilirligini 6zellikle "L AB olumlu diizeyde etkilemistir.

Denek ve ark. (2011) birinci bi¢cim yonca silajlarina PJF ilavesinin silaj fermantasyonu
iizerindeki etkilerini incelendikleri c¢alismalarinda, PJF igeren gruplarin in vitro OM

sindirilebilirligini kontrol grubuna gore (P<0.05) daha yiiksek tespit etmislerdir.

Nadeau ve ark. (2000) yonca bitkisinde, selliilaz enzimi, Lactobacillus plantarum ve
Pediococcus cereviseae ile seliilaz enziminin (2, 10 ve 20 ml seliilaz /kg) farkli dozlarini
iceren LAB+enzim inokulanttinin fermantasyon siiresince etkilerini inceledikleri
caligmalarinda, 60. giinliik silolama sonrasinda g¢igeklenme 6ncesi donemi i¢in kontrol, enzim
ve LAB+enzim gruplarindaki silajlarin in vitro KM sindirilebilirligini sirasiyla %67,4, 67,6 ve
67,7-67,9; ciceklenme baslangicinda ayni sirayla %64,8, 63,9 ve 64,7-64,9; c¢igeklenme
sonunda ise yine aymi sirayla %60,8, 61,0 ve 60,8-61,4 olarak bildirdikleri degerler ile

aragtirmamizdan elde edilen bulgularin daha yiiksek diizeyde tespit edilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu aragtirmada melasla hazirlanmig PJF (fermente edilmis dogal laktik asit sivisi) ve

iki ticari inokulant katki maddesi olarak yonca balya silajlarina ilave edilmistir.

Arastirmada katki maddelerinin yonca balya silajlarinin kimyasal ve mikrobiyolojik
oOzellikleri ile hiicre duvar1 bilesenleri ve aecrobik stabilite iizerine etkileri belirlenmistir.
Bunun yanmi sira séz konusu katkilarin in vitro OM sindirilebilirligini nasil etkiledikleri

arastirllmistir. Ayn1 zamanda kullanilan katki maddelerinin LAB tanimlanmasi yapilmastir.

Fermantasyon donemi siiresince PJF’li silajlarin 6zellikle pH degerleri ve maya
sayilar1 daha yiiksek kalirken, buna karsin SCK degerleri ve LAB sayilar1 daha diisiik tespit
edilmistir. Uygulanan katki maddesi hiicre ¢eperi bilesenleri ve OM sindirilebilirligi agisinda

ise herhangi bir etki yaratmamustir.

Aerobik stabiliteye iligkin degerlendirme sonuglar dikkate alindiginda; PJF’li silajlarin

COg; iiretimi, koliform bakteri sayilar1 ve maya degerlerinin az olmasi dikkat ¢ekicidir.

Bu calismada elde edilen sonuglar, taze PJF’nin dogrudan homofermantatif 6zellikte
LAB kaynagi olarak kullanilabilecegini gdstermektedir. Ancak bu calismada, yonca silajlarina
soldurma yapilmis olmasinin silaj kalitesini olumlu yonde etkilemis oldugu godzden

kagirilmamalidir.
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7. EKLER
Ek 1. LAB izolatlarinin API 50CHL Sonuglari ve Tanimlanmalari

Reaktif Izolat No

Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8 Y9 Y10

0 - - - - - - - - - +
GYL - + - - + + + - - +
ERY - - - - + - - - - -
D- - - + - - - - - - -
ARA

L- - + + + + + + + - +
ARA

RIB + + + + + + + + + +
D- + + - + + - + + + +
XYL

L- - - - - + - - - - -
XYL

ADO - - - - - - - - - -
MDX - - - - - - - - - -
GAL + + + + + + + + - +
GLU + + + + + + + + + +
FRU + + + + + + + + + +
MNE - + - - + + + - - +
SBE - + - - - - - - - -
RHA - + - + - - + - + -
DUL - - - - - - - - - -
INO - - - - + - - - - -
MAN - + - + + + + - + +
SOR - + - + + + + - + +

56



MDM -

MDG -

NAG +

AMY -
ARB -
ESC -
SAL -

CEL -

MAL +

LAC -
MEL

SAC -
TRE -
INU -
MLZ -
RAF -

AMD -

GLYG
XLT -
GEN -
TUR -
LYX -

TAG -

FUC

L-FUC
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ARL

L-ARL - - - - - - - - -
GNT + + + + - + - - +
2KG . . - - - i i - i
5KG + + + + - + + + +
< wn n wn

g [<5) <5} e o <5}
< © wn ~ S wn = wn ©
= 'S 2 'S p 2 = 2 'S

g £ o k= 8 S S S £

= 5= 6 6= 68 65 68 85 5= 5
< —_— —

— 208 108 208 05 08 s 08 08 4

plantarum

Lb.

pentosus

+: pozitif reaksiyon; -: Negatif reaksiyon

EK 1’in devami

LAB izolatlarinin API 50 CHL testi sonuglar1 ve buna gore tanimlanmalari

Reaktif Izolat No

Y11 Y12 Y13 Y14 Y15
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XYL
ADO
MDX
GAL
GLU
FRU
MNE
SBE
RHA
DUL
INO
MAN
SOR
MDM
MDG
NAG
AMY
ARB
ESC
SAL
CEL
MAL
LAC
MEL
SAC
TRE
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INU - - - -
MLZ + + + +
RAF - - + -
AMD - - - -
GLYG - - - -
XLT - - - -
GEN + + + +
TUR + - + +
LYX - - - -

TAG - - + -

FUC

L-FUC - - - -

ARL
L-ARL - - - -

GNT + + + +

2KG - - - -
5KG + + + +
<

g e & & IS
ks = =2 =2 D
g 8 it it s
b= . < . S . < . <
< o ® o 8 o 8 o ©
= 4 o d o d o d o

Lb.

pentosus

+: pozitif reaksiyon; -: Negatif reaksiyon
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