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AKTIFLESTIRILEN Lactobacillus buchneri VE URE ILAVESININ ETKILERI
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Zootekni Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Fisun KOC

Bu calisma, silolama oOncesi aktiflestirilen Lactobacillus buchneri (LB CNCM 1-4323,
Lallemand) inokulantinin misir silajina iire ile ilavesinin fermantasyon ve aerobik stabilite
lizerine etkilerini belirlemek amaciyla diizenlenmistir. Misir siit olum doneminde hasat
edilmistir. Hasat sonras1 materyaller 6 muamele grubuna boliinmiistiir. Muamele gruplari 1-
Kontrol 2- Lactobacillus buchneri (LB) at 3x10® kob/g TM 3-Ure %1 KM 4- Lactobacillus
buchneri + Ure (LB+Ure), 5-Aktive edilen Lactobacillus buchneri (ALB) 3x108 kob/g TM 6-
Aktive edilen Lactobacillus buchneri + Ure (ALB+Ure)’den olusmaktadir. Katk1 maddesi
ilavesinden sonra silaj Oornekleri her muamele grubunda 3’er tekerriir olmak {izere plastik
torbalara vakumlanarak doldurulmustur. Fermantasyonun 1., 3.,7., 14. ve 75. gilinii a¢1lan silaj
orneklerinde kimyasal ve mikrobiyolojik analizler yapilmistir. Yetmis besinci glin agilan
silajlara 7 giin siire ile aerobik stabilite testi uygulanmistir. Bu calismada silolama 6ncesi
aktiflestirilen Lactobacillus buchneri inokulanti ve lire ilavesi misir silajlarinin fermantasyonun
ve aerobik stabilitesini olumlu yonde etkilemistir. ALB grubundaki silajlarin HP, LA
degerlerini arttirirken, AA, PA, pH, NDF, ADF ve maya igeriklerinin diismesine sebep
olmustur. Silajlara ALB+ Ure ilave edilmesi silajlarin aerobik stabilitelerinin gelismesini
saglamistir. Sonug olarak aktiflestirilen Lactobacillus buchneri nin aktiflestirilmesi ve iire ile
kullanilmast musirin fermantasyon profili, kimyasal bilesimini ve aerobik stabilitesini
tyilestirmek amaci ile kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Misr silaj1, Ure, Lactobacillus buchneri
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ABSTRACT
Msc.Thesis

EFFECT OF INOCULATION WITH PREACTIVATED Lactobacillus buchneri AND
UREA ON FERMENTATION, AEROBIC STABILITY CHARACTERISTICS OF CORN
SILAGE
Caner BAGCIK
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Animal Science

Supervisor: Prof. Dr. Fisun KOC

This study was designed to determine the effects of the addition of Lactobacillus buchneri (LB
CNCM 1-4323, Lallemand) inoculant activated before ensiling to corn silage with urea on
fermentation and aerobic stability. Corn was harvested during the milk stage period. Post-
harvest materials were divided into 6 treatment groups. Treatment groups 1- Control, 2-
Lactobacillus buchneri (LB) 3x10® cfu/g TM 3-Urea 1% DM 4- Lactobacillus buchneri + Urea
(LB+Urea), 5- Activated Lactobacillus buchneri (ALB) 3x10® cfu/g TM 6- Activated
Lactobacillus buchneri + Urea (ALB) + Urea). After adding the additives, the silage samples
were vacuum packed into plastic bags with 3 replications in each treatment group. Chemical
and microbiological analyzes were performed on silage samples opened on the 1%, 3, 7t 14t
and 75" days of fermentation. The aerobic stability test was applied to the silages opened on
the 75" day for 7 days. In this study, the addition of Lactobacillus buchneri inoculant and urea
activated before ensiling positively affected the fermentation and aerobic stability of corn
silages. While it increased the CP, LA values of the silages in the ALB group, it caused a
decrease in the AA, PA, pH, NDF, ADF and yeast contents. Adding ALB+ Urea to silages
improved the aerobic stability of silages. As a result, activation of Lactobacillus buchneri and
its use with urea can be used to improve the fermentation profile, chemical composition and
aerobic stability of corn.

Key words: Corn silage, Urea, Lactobacillus buchneri
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1. GIRIS

Silolama islemi, anaerobik kosullar altinda laktik asit bakterilerinin (LAB) suda
¢Oziinebilir karbonhidratlar1 (SCK), dogal fermantasyon yoluyla basta laktik asit (LA) olmak
lizere organik asitlere fermente etmesi temeline dayanir. Sonug olarak pH diiser, zararli aerobik
mikroorganizmalarin aktivitesi engellenir ve bdylece silolanan materyal korunmus olur
(Weinberg ve Muck, 1996). Ulkemizin ekolojik sartlar1 silaj {iretimine uygun birgok yem
bitkisinin yetistirilmesine olanak vermekle birlikte, birim alan veriminin yliksekligi, silaj
yapimina uygunlugu ve elde edilen silajin besleme degerinin yiiksekligi gibi nedenlerden dolay1
silaj yapimi i¢in tercih edilen tiirler arasinda birinci siray1r misir bitkisi almaktadir. Silolama
yetenegi dikkate alindiginda misir yiiksek kuru madde (KM), yeterli SCK kapsami ve diistik
tampon kapasitesine sahip olmasi nedeniyle kolay silolanabilir yem materyali grubundadir.
Yapilan c¢aligmalar farkli materyalden yapilmis olan silajlarin aerobik bozulmaya olan
direngleri bakimindan farkli ozellikler tasidigini ortaya koymaktadir. Misir benzeri
karbonhidratca zengin materyalin bu anlamda daha fazla olumsuz etkiye sahip oldugu
sOylenebilir (McDonald, Henderson ve Heron, 1991). Silaj fermantasyonunda katki maddesi
olarak kullanilmak iizere cesitli 6zelliklerde bircok bakteriyel inokulant (bakteriyel kiiltiir)
gelistirilmistir. ilk {iretim dénemlerinde bakteriyel inokulantlar sekerlerin LA’e doniisiimiinii
saglayan epifitik bakteri populasyonlarini iceren homofermantatif laktik asit bakterilerinden
(**LAB) olusmaktaydi. ""LAB ¢ogunlukla Lactobacillus, Pedicoccus ve Enterococcus cinsi
mikroorganizmalar1 igerirler. Bu inokulantlarmin kullanildigi bir¢cok calismada, silajlarin
pH’larin1 hizla diisiirdigli, LA ve laktik asit/asetik asit (LA/AA) oraninm arttirdid, asetik asit
(AA), biitirik asit (BA), amonyaga bagli nitrojen (NH3-N) ve etanol diizeylerini diisiirdiigli ve
LAB igeriklerini arttirarak silaj fermantasyonunu gelistirdigi saptanmistir (Meeske ve Basson,
1998; Filya, 2000; Filya, 2002). Ayn1 zamanda "*LAB inokulantlarinin silaj fermantasyonunu
gelistirmesinin  yaninda ruminantlarin = siit verimini, canli aguirhk artisii ve yem
degerlendirmede de gelisme sagladiklar1 bildirilmektedir (Kung, Taylor, Lynch ve Neylon,
2003). Silajlarin aerobik dayaniklilig: (silo 6mrii) tizerindeki etkilerinin incelendigi arastirma
sonuglarinda, bazi arastiricilar "*LAB inokulantlarmin silajlarin aerobik dayamkliliklarmi
arttirdigin1 bildirirken (Meeske ve Basson, 1998), bazi arastiricilar ise etkilemedigini veya
aerobik dayaniklilig1 diisiirerek, silajlarda gozle goriiliir bir kiiflenme ve yogun karbondioksit
(CO») gaz1 iiretimine neden olduklarmi bildirmislerdir (Ozdiiven, Kursun Onal ve Koc, 2010).
Bunun iizerine yapilan ¢alismalar sonucunda heterofermantatif bir laktik asit bakterisi ("*LAB)

olan lactobacillus buchnerinin maya ve kiif liremesini durdurdugu ilk olarak 1995 yilinda

1



ortaya c¢ikarilmis, 1996 yilinda da silajlarda kullanilmast onerilmistir (Holzer, Mayrhuber,
Danner ve Braun, 2003). Lactobacillus buchneri, AA firetir ve ayrica bitki hiicre duvarini
enzimatik hidrolizle zayiflatabilen bir enzim olan feriile-esteraz {iretir, SCK'nin silaj
fermantasyon isleminde kullanilabilirligini veya rumende kullanimini artirir (Santos, Zanine,

Ferreira, Oliveria, Penteado ve Pereira, 2008).

Ure, 6zellikle basta misir olmak {izere sorgum ve nitrojen igerigi diisiik diger bitkilerin

silolanmalar1 sirasinda bu bitkilerin nitrojen igerigini arttirmak amaci ile kullanilmaktadir.

Silaj fermantasyonunda kullanilan iire, silajlarin hiicre duvar1 kapsami disindaki
kimyasal 6zelliklerini etkilemezken, silajlardaki protein par¢alanmasini azaltmakta ve silajlarin

aerobik stabilitelerini gelistirmektedir (Filya, Sucu ve Hanoglu, 2004).

Bu calismada silolama oncesi aktiflestirilen Lactobacillus buchneri inokulantinin II.
iriin misir silajimna iire ile ilavesinin fermantasyon ve aerobik stabilite iizerine etkileri

degerlendirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Silaj, LAB tarafindan silo ortamindaki sekerlerin LA fermantasyonu sonucu pH’nin
diismesi temeline dayanan bir yem saklama yontemidir (McDonald, Henderson ve Heron,
1991). Silaj yapiminda kullanilan en yaygin bitki, yliksek enerji ve SCK icermesi, diisiik
tampon kapasitesi, birim alandan yiiksek KM verimi elde edilmesi nedeni ile misirdir (Rabelo,
Rezende, Rabelo, Basso, Hirter ve Reis, 2015). Silaj yapimi, silolanacak {iriiniin en uygun
vejetasyon doneminde hasat edilmesiyle baglar, parcalama, gerektiginde katki maddesi ilavesi,
siloya tagima, sikistirma, hava almayacak sekilde kapatma ve yemleme doneminde acilarak
hayvan beslemede kullanimina kadar olan bir siireci takip eder. Silaj olusumu dort evreden
meydana gelmektedir. Bunlar sirasiyla; aerobik, fermantasyon, stabil ve yemleme evreleridir

(Woolford, 1984). Silaj olusum evreleri Sekil 2.1°de 6zetlenmistir.

Aerobikevre Gecllmeevred, | Femvnlisgunv\ml Fermentasyon evresi Stabil evre
1. Giin 2. Giin 3-6. Giin arasi 7-21. Giin aras1 21.Giin sonrasi
Oksijen+Seker Seker Seker Seker
s Silajm
Kimyasal Co, Asetik asit Laktik Asit Laktik Asit Dkii]] enle
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Protein yikum co, CO,
Oksijen
) — - -
Mikrobiyal B '{n’x sk S \
Mikraobiyal etik Asil
? Laktik Asit
elisme Aerobik \ Bakterileri ‘\
g Bakteriler 5 L
- T
80 to 100°F
s \
70°F 70°F
6.0 -
pH -
| . =
1 i

Sekil 2.1. Silaj fermantasyon evreleri (Woolford, 1984).

Silolamanin ilk donemi olan aecrobik evrede, canli bitki hiicreleri enzimatik aktivitelerini
arttirarak solunuma baglar. Solunuma baglayan hiicreler ile aerobik mikroorganizmalar silaj
icerisindeki O: ile glikoz ve fruktoz gibi karbonhidratlar1 kullanarak CO2, H2O ve 1s1 agiZa
cikartirlar (Shao, Zhang, Shimojo, Wang ve Masuda, 2005). Silolamada aerobik evrenin kisa
olmas1 arzu edilir. Uzun siiren aerobik evre, silaj fermantasyonu icin gerekli olan
karbonhidratlarin tilkenmesine, yiiksek KM kayiplarina, kiif populasyonunda artisa, mikotoksin

tiretimine ve yliksek silaj sicakliklarina neden olarak silajin sindirilebilirligini diisiirecek olan



Maillard ve Browning reaksiyonlarina yolacar (Filya, 2014). Bu olumsuzluklarin oniine
gecebilmek i¢in silolanacak {irlinlin en kisa zamanda siloya getirilerek, iyice sikistirilmasi ve
hava almayacak sekilde kapatilmasi gerekmektedir (Ondarza, 2000). Silo ortaminda O;‘nin
azalmasiyla silolanacak materyallerde dogal olarak bulunan anaerobik bakteriler, Pseudomonas
syringae, Lactobacillus buchneri, Rahnella aquatilis ve Lactobacillus casei heterolaktik
fermantasyon gerceklestirerek pH’1 diisiirtirler (Holzer, Mayrhuber, Danner ve Braun, 2003; Li
ve Nishino, 2011). Silo igerisindeki O>‘nin tiikenmesiyle baslayan ikinci evre fermantasyon
donemi olarak tanimlanir. Bu donemde silolanan materyalin hiicre sular1 serbest hale gegerek
mikroorganizmalar i¢in besin kaynagi olurken, bitki biinyesindeki enzimler de polisakkaritleri
parcalayarak LAB’nin kullanabilecegi elverisli forma getirir (Ondarza, 2000; Filya, 2014).
Siloda asidik ve anerobik bir ortamin olugsmasiyla LAB populasyonu biiyiliyerek cogalir ve
SCK’lar1 kullanarak LA ve bir miktar AA iireterek silaj pH’sindaki diisiisii hizlandirirlar
(Holzer, Mayrhuber, Danner ve Braun, 2003). Laktik asit bakterileri, SCK’lar1 kullanarak
iirettikleri son iiriine gore, mutlak "LAB’leri ve mutlak "™LAB’leri olmak iizere 2 gruba
ayrilirlar. Mutlak "®LAB’leri LA iiretirken, mutlak "™ LAB’lar LA’le birlikte AA’de iiretirler.
Silajlarin~ korunmasinda  LAB’larin  {rettigi  organik  asitlerin  yaninda  diger
mikroorganizmalarin faaliyetini kisitlayan hidrojen peroksit, reuterin, diasetil, antifungal
peptitler, aseton ve bakteriyosinler gibi metabolitlerinde etkisi vardir (Messi, Bondi, Sabia,
Batini ve Manicardi, 2001). Bulagik materyal kullanilmasi ve aerobik donemi uzatacak
uygulamalar, yavas bir pH diisiisii ile silajda istenmeyen mikroflora olan clostridia, kiif ve
mayalarin faaliyet gostermesine neden olur (Driehuis ve Oude Elferink, 2000). Ortamdaki Oz
tamamen tiikendigi (anaerobik) ve pH’mn yeterince diistiigii, silo icerisinde kimyasal ve
mikrobiyolojik agidan ¢ok az degisikligin oldugu ve silonun agilmasina kadar siiren dénem
stabil evre olarak adlandirilir. Genellikle birkag ay siliren bu dénemde LAB ve diger canli
mikroorganizmalarin sayis1 zamanla azalir. Lactobacillus buchneri gibi 6zel tiirler diisiik
yogunluklaria karsin aktif olmaya devam edebilirler (Driehuis, Oude Elferink ve Spolestra,
1999). Aside kars1 toleransli olan maya ve biitrik asit bakterileri gibi mikroorganizmalar inaktif
durumda veya spor seklinde siloda varligin1 siirdiirebilir (Vissers, Driehuis, Te Giffel, De Jong
ve Lankveld, 2006; Storm, Kristensen, Raun, Smedsgaard ve Thrane, 2010). Silajin hayvanlara
yedirilmek iizere agilarak kullanilmaya baglandigi evre silonun dordiincii ve son dénemi olan
yemleme donemi olarak adlandirilir (Filya, 2014). Bu evrede O2’nin yogunlugu; silajin
sikistirilma orani, havayla temas eden ylizey alan1 ve kullanma hizina bagh olarak degisir. Bu
nedenle silo agildiktan sonra silajin hava ile temasin1 en aza indirecek yoOnetimlerin

uygulanmas1 6nemlidir (Ondarza, 2000). Silajin O2 maruz kalmasi, maya ve kiifler gibi aerobik

4



mikroorganizmalarin sayilarini artirarak sindirilebilir besin maddelerinin parcalanmasina ve
pH’da yiikselise neden olur (Driehuis ve Oude Elferink, 2000). Silolamada karsilasilan baslica
hatalar; kalitesiz veya KM igerigi diisiik materyalin kullanilmasi, anaerobik kosullarin yeterince
hizli1 saglanamamasi, patojenik ve clostradial mikroorganizmalarin ¢ogalmasinin yeterince
Oniine gecilememesinden kaynaklanir (Duniérea, Sindoub, Chaucheyras-Durand, Chevallierd
ve ThévenotSergenteta, 2013). Ozellikle diisik KM icerigine sahip silajlar, clostridial
fermantasyona ve silo suyu ¢ikisi nedeniyle daha fazla KM kaybina sebep olurken bunun
yaninda diisiik aerobik stabiliteye neden olurlar (Hu, Schmidt, Mc Donell, Klingerman ve
Kung, 2009; Rabelo, Rezende, Nogueira, Rabelo, Simone Silvia, Vieira ve Carvalho, 2012). lyi
kalitede bir silaj elde etmek i¢in misir bitkisinin KM miktari; Mc Donald, Henderson ve Heron
(1991)’a gore %26-30, Bal, Coors ve Shaver (1996) ile Phipps, Sutton, Beever ve Jones
(2000)’a gore 9%30-35, Basmacioglu ve Ergiil (2002)’e gore %25-35 olmas1 gerektigi
bildirilmistir. Ulkemizde II. iiriin silajlik misir hasad1 mevsim kosullar1 nedeni ile daha diisiik
KM ile yapilmaktadir. Bu noktada devreye iiriinii silolarken ¢esitli katki maddelerinin kullanimi
girmektedir (Oladosu, Rafii, Abdullah, Magaji, Hussin, Ramli ve Miah, 2016; Muck, Nadeau,
McAllister, Contreras-Govea, Santos ve Kung, 2018). Silolamada kullanilan katki maddeleri

etki mekanizmalarina gore siniflandirilmast Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Silolamada kullanilan katki maddelerinin siniflandirilmasi

Silaj Katki Maddeleri
Fermantasyon Uyaricilari Fermantasyon Engelleyicileri Aerobik Besin
Bakteriyel Karbonhidrat | Enzimler Asitler  ve Digerleri Bozulma Maddeleri | Absorbantlar
Kiiltiirler Kaynaklar Tuzlan Engelleyicileri
LAB Glikoz Seliilaz Mineral Formaldehit LAB Ure Saman
asitler
Sakkaroz Amilaz Formik asit Paraformaldehit Propiyonik asit ~ Amonyak Kepek
Melas Hemiselilloz ~ Asetik asit Glutaralaldehit Kaproik asit Biiiret Kuru  gayir
otu
Tahillar Pektinaz Laktik asit Sodyum nitrit Sorbik asit Mineraller Kuru baklagil
saplari
Peynir suyu Proteazlar Benzoik asit Siilfuirdioksit Amonyak Kuru  seker
pancari
posast
Pancar posasi Akrilik asit Sodyum Bentonit
metasiilfit
Turunggil Sitrik asit Sodyum klor Zeolit
posasi
Glikolikasit Antibiyotikler Peynir  alti
suyu tozu
Siilfamik asit ~ Karbondioksit Polimerler
Karbon bisiilfit
Hekzametilen
Sodyum hidroksit




Silaj katk1 maddeleri, silajin besin madde bilesimini iyilestirmek, hizli bir fermantasyon
saglayarak besin madde kayiplarini azaltmak, hijyenik riskleri az ve aerobik stabilitesi yiiksek
silajlar elde etmek i¢in kullanilan dogal veya kimyasal maddeler olarak tanimlanabilir (Yitbarek
ve Tamir, 2014). Gelisen teknoloji ile birlikte silaj yapiminda kullanilan katki maddelerinin,
cesitliligi ve Uretimi artis gostermistir. Silaj aerobik stabilitesini dnemli dl¢iide uzatan ve
ruminantlar i¢in olumlu etki saglayan katki maddelerinden biyolojik yapida olanlar; dogal ve
giivenilir olmalari, ¢evre kirliligi olusturmamasi ve toksik etki yaratmamasi gibi 6zelliklerinden
dolay1 kimyasal katki maddelerine gore daha fazla tercih edilmektedir (Filya, 2002). Ancak,
silaj katki maddeleri giivenli bir sekilde kullanilmali ve silolamada saglayacagi fayda,
maliyetinden daha fazla olmalidir (Merensalmi ve Virkki, 1991). Silaj katki maddelerinin
potansiyel kullanimini etkileyen bir¢ok faktdr bulunmaktadir. Bu faktérlerin basinda; silolanan
materyalin kimyasal ve biyolojik yapisi, materyalin uygun bir KM’de hasat edilip edilmedigi,
parcalama boyutu, sikistirmanin yeteri kadar yapilip yapilmadigi, silonun aerobik doénem
uzunlugu, silolama esnasinda ve sonrasinda stabil bir anerobik ortamin saglanmasi ve silonun
fermantasyon sonrasi agilarak kullanilmaya baslandig1 dénemde oksijenle temas edecek yiizey
alaninin genisligi ile giinliik tiiketilen silaj miktar1 gelmektedir (Filya, 2014). Tiim faktorler
degerlendirilerek, silolama uygun kosullar altinda gerceklesmezse silaj katki maddelerinden
beklenen yararlar saglanamaz (Filya, 2014; Yitbarek ve Tamir, 2014). Bakteriyal inokulantlar
Amerika Birlesik Devletleri, Avrupa ve diger bir¢ok iilkede en fazla kullanilan katki maddesi
olarak bilinmektedir. Silajda siklikla bulunan LAB cinslerinden olan Lactobacillus,
Pediococcus ve Enterococcus gibi mikroorganizmalar, bakteriyal inokulant igerisinde bulunan
mikroorganizmalardir. Bakteriyal inokulantlar genel olarak silolanan materyalin yapisina baglh
olarak fermentasyonun arzu edildigi sekilde ger¢eklesmesine yardimei olmaktadir (McDonald,
Henderson ve Heron, 1991). Bakteriyal inokulant kullanim1 sonucu silajlarda olusan diisiik AA
ve etanol diizeylerinin silaj lezzetini arttirarak silaj tilketimini arttirdig1 bildirilmektedir. Ayrica,
inokulantlarin etkisi sonucunda olusan LA’in rumende fermente olmasi ile silaj nitrojeninin
mikrobiyal protein haline donlismesi arttigindan rumen mikrobiyal gelisimi olumlu yonde
etkilenmektedir (Weinberg ve Muck, 1996; Filya, 2000). Homofermantatif 6zellikteki LAB’ nin
silaj katki maddesi olarak kullanimi daha eskilere dayanmaktadir. Homofermentatif LAB’den
Lactobacillus plantarum en sik kullanilan bakteriyal inokulant olmakla beraber, Lactobacillus
casei, cesitli Pediococcus tiirleri ve Enterococcus faecium 'da kullanilmaktadir (Muck, Filya ve
Contreras-Govea, 2007). Homofermentatif inokulantlarin sekerlerden organik asitlere etkin
fermentasyonu sagladigr i¢in olumlu ydnde etkisi bulundugu bildirilmistir (Mc Donald,

Henderson ve Heron, 1991; Weinberg ve Muck, 1996). Ancak, aerobik stabiliteyi diistirerek
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bozulmalara sebep oldugu seklinde sonuclarda elde edilmistir (Cai, 1999; Filya, 2002).
Homofermentatif silajlardaki bu olumsuz durum, maya ve kiifler iizerinde inhibe edici
maddelerden olan ugucu yag asitleri (UYA) ve NH3-N diisiik diizeyde olmasi ile karakterize
edilmektedir (Woolford, 1984; Kung, Taylor, Lynch ve Neylon, 2003). Heterofermentatif LAB
inokulantlar, homofermentatif (1. nesil) inokulantlardan sonra 2. nesil olarak kabul
edilmektedir. Heterofermentatif tiirlerden Lactobacillus buchneri tek basma ya da
homofermentatif tiirlerle ticari kombinasyonlarda kullanilmaktadir. Lactobacillus buchneri nin
diger heterofermentatif tlirlerden farkli olarak bazi avantajlar1 bulunmaktadir. LA’1 AA’e
fermente ederek yliksek AA konsantrasyonu meydana getirebilir (Filya, 2003ab; Nishino
Yoshida, Shiota ve Sakaguchi, 2003; Kleinschmit ve Kung, 2006). Ancak Lactobacillus
buchneri nin heterofermentatif 6zelligi CO2 ve H>0 olusumuna sebep oldugundan KM kaybini
arttirmaktadir (McDonald, Henderson ve Heron, 1991; Drichuis, Oude Elferink ve Van
Wikselaar, 2001). Siloda LA’in son iirlin olarak olusumu daha fazla istenmektedir. LA’in
AA’den daha giiclii bir asit olmasindan dolay1 "’LAB inokulanti eklenmis bir silajin katkisiz ya
da Lactobacillus buchneri muamele edilmis silaja gore daha kisa siirede diisiik pH’ya ulagsmasi
beklenmektedir. Boylece silajda olusan diisiik pH, enterobacteria, clostridia, bacilli
aktivitelerini ve bunlarin silaj kalitesi iizerindeki etkilerini azaltmaya yardimci olacaktir.
Silajda, LA her ne kadar tercih edilen bir son {iriin olsada, AA’in maya ve kiifler iizerindeki
inhibitdr etkisi daha fazla oldugundan, L. buchneri gibi AA iireten "LAB inokulantlarmimn
aerobik stabiliteyi gelistirmesi daha muhtemeldir (Weinberg, Ashbell, Hen, Azrieli, Szakacs ve
Filya, 2002; Filya, 2003a,b). LAB iceren silajlik bitkilerden ya da bozulmamas silajlardan izole
edilen bu mikroorganizmalar bakteriyal inokulantlar1 elde etmede 6nemli rol oynamaktadir

(Sucu ve Filya, 2006; Keles ve Yazgan, 2011).

Ure, silaj katki maddelerinin siiflandirmasinda “besin maddeleri” grubuna giren bir
bilesiktir (McDonald, Henderson ve Heron, 1991). Ure basta musir olmak iizere nitrojen igerigi
diisiik bitkilerin silolanmasinda nitrojen igerigini artirmak amaci ile kullanilmaktadir. Silaj
fermantasyonunda kullanilan iire, silajlarin hiicre duvar1 kapsami digindaki kimyasal
ozelliklerini azaltirken, protein igerigini artirmaktadir (Filya, Sucu ve Hanoglu, 2004). Ayrica
tirenin silaj ortaminda protein pargalanabilirligini azalttig1 ve silajlarin aerobik stabilitelerini
gelistirdigi bildirilmektedir (Filya, Sucu ve Hanoglu, 2004). Urenin antifungal etkisi nedeniyle
silo ortaminda maya ve kiif gelisimini engelledigi de bildirilmektedir (Filya, Sucu ve Hanoglu,

2004).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Yem Materyali

Calismanin bitkisel materyalini II. driin misir  silaji  olusturmustur. Deneme
baslangicinda yaklagik 120 kg misir hasili laboratuvar ortamina getirilerek taze materyal analizi
icin 6rnek alimmustir. Daha sonra materyaller 6 muamele grubuna boliinmiistiir. Muamele
gruplar1 1- Kontrol, 2- Lactobacillus buchneri (LB), 3-Ure, 4- Lactobacillus buchneri + Ure
(LB+Ure), 5-Aktive edilen Lactobacillus buchneri (ALB), 6- Aktive edilen Lactobacillus
buchneri + Ure (ALB+Ure)’den olusmaktadir.

Katki maddesi olarak igeriginde Lactobacillus buchneri (LB CNCM 1-4323, Lallemand)
inokulant olarak kullanilmustir. inokulant firma &nerisi dogrultusunda silajlara 3x10® kob/g
olacak sekilde ilave edilmistir. Silolama Oncesi aktiflestirilecek inokulant ise %10 yagsiz siit
ilave edilerek 24 saat bekletilmistir. inokulant ve yagsiz siit karigimindan 10 g alinarak {izerine
90 ml distile su ve 2 g c¢ay sekeri ilave edilerek hazirlanmistir (Santos, Zanine, Ferreira,

Oliveria, Penteado ve Pereira, 2008).

Ure ilavesi ise materyalin KM igerigi dikkate almarak %1 olacak sekilde 100 ml distile
suda c¢oziindiiriilerek ilave edilmistir. Katki maddesi ilavesinden sonra silaj ornekleri her
muamele grubunda 3’er tekerriir olmak iizere plastik torbalara vakumlanarak doldurulmustur.

Orneklerin vakumlanarak paketlenmesi amaciyla Sekil 3.1' de gdsterilen CAS CVP 260 PD

marka vakum makinesi kullanilmistir.

Sekil 3.1. Vakum makinesi



Fermantasyonun 1., 3., 7., 14. ve 75. glinli acilan silaj orneklerinde kimyasal ve
mikrobiyolojik analizler yapilmistir. Yetmis besinci giin sonrasi acilan silajlara 7 gilinliik
aerobik stabilite testi uygulanmistir (Ashbell, Weinberg, Azriel, Hen ve Horev, 1991). Aerobik
stabilite doneminde silaj 6rneklerindeki sicaklik degisimleri ve ortam sicakligi 30 dakikada bir
7 giin siireyle (hobo pentant data logger) takip edilmistir (Chen, Stokes ve Wallace, 1994).
Aragstirma siiresince ornekler iizerinde pH, KM, LA, SCK, NH3-N, HP, HK, LAB, maya ve kiif
sayimlar1 gerceklestirilmistir. Arastirmada pH, KM, HP ve HK analizi Akyildiz (1984)
tarafindan bildirilen yontemler dogrultusunda yapilmistir. NH3-N ve SCK analizleri Anonim
(1986), LA spektrofotometrik metot (Ko¢ ve Coskuntuna, 2003) kullanilmistir. Maya ve kiif
yogunlugunun belirlenmesinde Seale, Pahlow, Spoelstra, Lindgren, Dellagio ve Lowe
(1990)’nin Onerdigi yontemler takip edilmigtir. Arastirmanin 0. ve 75. giiniinde Van Soest,
Robertson ve Lewis (1991)’e gore yemlerin hiicre duvari bilesenlerini olusturan NDF, ADF ve
hemiseliiloz (HSEL) igerikleri belirlenmistir. Arastirmanin 75. giiniinde silaj 6rneklerinin
Supelco (1998)’e gore AA, PA ve BA igerikleri; Aufrere ve Cartailler (1988)’e gore in vitro

protein sindirilebilirligi tespit edilmistir.

3.2. Yontem

Arastirmada silaj 6rneklerinde fermantasyon doneminin 1., 3., 7., 14. ve 75. giiniinde

kimyasal ve mikrobiyolojik analizler gerceklestirilmistir.
3.3. Yem Analizleri

3.3.1. KM Analizi

Yem Orneklerinden yaklagik 4-6 gram daras1 alinmis porselen kroze igerisine konarak
105 °C’ de kurutulmustur. Kurutma isleminin sonunda yem materyali igeren krozenin tartimi
yapilmistir. Yemlerin kuru madde igerikleri asagidaki formiil (3.1) kullanilarak belirlenmistir

(Akyildiz, 1984).

%KM= (100 - % Nem) (3.1)
%Nem = ((C1- B) - (C,- B)) / Ex 100

KM: Kuru madde (%), C1: Yem +kroze darasi (g),
B: kroze darasi (g), E: Kuru madde + kroze darasi (g)



3.3.2. HP Analizi

Kjeldahl yontemine gore; yem Ornekleri derisik siilfiirik asit (H2SO4) ile yakilarak
icindeki azot (N) Once amonyum siilfata sonra da amonyaga doniistiiriilerek, titrasyonla
amonyaktaki azot miktarina karsilik gelen ham protein miktar1 hesaplanmistir (Akyildiz, 1984).

Kullanilan Kimyasallar:

1. %98 lik azot icermeyen H>SO4

2. %40 lik azot icermeyen NaOH

3. %2-4 liik H3BOs (borik asit)

4. Katalizor tablet (3,5 g K2SO4, 0,0035 g Se)

5. Indikatér (Methylred, Bromocresol Green)

6. 0,1 N HCL
Ham protein analizi 3 bolimden olusmaktadir. Bunlar;
I. Yas yakma
II. Destilasyon
II1. Titrasyon
I. Yas Yakma

0,4-0,7 gr yem materyali tartilarak kjeldahl tiipiine konduktan sonra tiipe 2 adet katalizor
tablet ve 15 ml H>SO4 eklenmistir. Tiiplerden bir tanesine ise sadece numune koymadan gerekli
kimyasallar konularak kor deneme yapilmistir. Kjeldahl tiipleri islem sonucu olusan sivi
berraklasincaya kadar yaklasik 90 dakika boyunca 385 °C'de yakilmustir.

II. Destilasyon
Oncelikle erlenmayerlere 25 ml %4' liik borik asit konulmustur. Destilasyon iinitesinin
gerekli kimyasallar1 ve saf suyu kontrol edildikten sonra kjeldahl tiipiine 8 saniye NaOH
gelecek sekilde ve destilasyon {initesi 350 saniye olarak ayarladiktan sonra destilasyon iinitesi
calistirilmistir. Oncelikle iinitedeki hortumlarin gerekli kimyasallarla doldurmak igin iiniteye
bos Kjeldahl tiipii ve erlenmayer konularak diizenek bir sefer bos olarak calistirilmistir. Daha
sonra yas yakma yaptigimiz tiipler 6nce kor denemeden baslayarak tek tek destilasyona tabi
tutulmustur. Tiip igerisindeki sivi lavaboya bosaltilmis, erlenmayerler ise titrasyon islemine
tabi tutulmustur.
III. Titrasyon
Destilasyon tinitesinden alinan erlenmayerler otomatik biirette HCL ile agik pembe renk

alincaya kadar reaksiyona tabi tutulmustur. Kullanilan HCL miktar1 okunarak kaydedilmistir.
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Gerekli rakamlar (HCI miktar1 ve kdr deme miktari) protein analiz formiiliinde uygun
yere yazilarak numunedeki yiizde protein orani hesaplanmistir.
% Protein = (T) x (U) x (n) x (fHCL) x (100) / (A) x (1000) x (fp)
T: 14,007 (Azotun atom agirlig1)
U: Kullanilan HCI (ml)
n: HCI'nin normalitesi (0,1)
fHCL: 0,1 N HCI'nin faktorii
fp: Proteine ¢evirme faktorii (6,25)
A: Tartilan yem miktar1

3.3.3. HK Analizi

Bos porselen krozeler ham kiil firminda 550 °C’de 2 saat bekletilmistir ve steril hale
getirilmistir. Daha sonra desikatore alinarak sogutulmustur. Hassas terazide darasi alinarak (B),
icerisine 1 g yem (A) materyali tartilmistir (A1). Yem ornekleri ham kil firinina yerlestirilmis
ve 550 °C'lik firinda 8 saat boyunca yakilmistir. Yakma igsleminden sonra desikatore alinan
krozeler sogutulmus ve hassas terazide tartimlari yapilmistir (A2). Gerekli hesaplamalar
yapildiktan sonra yem materyalinin yiizde HK icerigi bulunmustur (Akyildiz, 1984).

% HK = ((A1- B) - (A2-B)) Ax 100

3.3.4. NDF Analizi

NDF analizi, hiicrenin ¢oziinebilir materyalinin sodyum lauryl siilfat iceren nétral
¢oziicii ile kaynatilarak ekstraksiyonundan sonra hiicre duvari bilesenlerinin filtrasyon araciligi
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 nétral ¢oziicii soliisyonuna 93 g EDTA ve 34 g sodyum tetra borat tartilarak birlikte
genis bir kaba konmustur. Distile su ilave edilmis ve hafifce 1sitilarak ¢oziilmiistiir. 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 stilfat tartilir, distile su ilave edilir ve hafifce 1sitilarak ¢oziilmiistiir.
Ik ¢ozeltiye ilave edilmis, karistirilmis ve 5 litreye seyreltilmistir. 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 getirilmis ve bir saat kaynatilmigtir.
Kaynatma siiresi sonrasinda 10 dakika sogutulmustur. Darasi alinmis cam krozeden diisiik

vakum araciliiyla filtre edilmistir. Kalint1 iki kistm kaynamaya yakin sicakliktaki su ve iki
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kisim asetonla yikanmistir. Cam kroze kurutma dolabinda 103 °C sicaklikta 4 saat veya 100 °C
sicaklikta bir gece tutulmustur. Sonra desikatdrde sogutulmus ve tartilmistir (Close ve Menke,
1986)

Hesaplama: NDF (g/kg KM) = a-b/Nx 1000

a = NDF iceren kuru cam krozenin agirhigi, g

b =cam krozenin darast alinmis agirlhigi, g

N=0rnegin agirhig, g

3.3.5. ADF Analizi

ADF analizinde, yem Ornegi cetil trimetil amonyum bromidin (CTAB)-H2SO4
soliisyonu ile kaynatilmistir. Filtrasyon sonrasinda baslica lignoseliiloz ile silikadan olusan ve
ADF olarak adlandirilan ¢oziinmeyen materyal kalir (Close ve Menke, 1986). Bir mm’lik
elekten gececek sekilde ogiitiilmiis numuneden 0.5 g kadar behere tartilmistir. 100 ml soguk
H>S04-CTAB soliisyonu (100 g CTAB 5 litre 1 N H2S04 ¢oziiliir, gerekirse filtre edilir) ve
birka¢ damla dekalin ilave edilmistir. Isitictya konmustur. Soliisyon hizla kaynama durumuna
getirilmis ve 1 saat hafif¢e kaynatilmistir. Diislik 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 tartilmistir (Close ve Menke, 1986).

Hesaplama: ADF (g/kg KM) = a-b /N x 1000
a = ADF iceren kuru cam kroze agirhigi, g
b =Daras1 alinmis cam krozenin agirligi, g

N =Numune miktari, g

3.3.6. HSEL Analizi

Yem materyallerinin hemiseliiloz iceriklerinin saptanmasinda NDF ve ADF analizleri
sonrasinda elde edilen degerlerden yararlanilmis olup (Close ve Menke, 1986), hesaplamada
kullanilan formiil asagida verilmektedir;

HSEL (g/kg KM) = NDF — ADF

3.3.7. pH ve Bc (Tampon kapasitesi) Analizleri

Silolama Oncesi taze materyalde ve agim sonrasi elde edilen 6rneklerde pH 6lgiimleri

icin 50 g’ lik 6rneklere 125 ml saf su ilave edilmis ve oda sicakliginda 1 saat siire ile zaman
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zaman karistirilarak tutulmustur. Daha sonra ornekler siiziilmiis ve elde edilen siiziikte pH

metre araciligi ile okuma gergeklestirilmistir (Anonim, 1986).

Taze materyalde tampon kapasitesi (Bc)’nin saptanabilmesi i¢in 20 gram 6rnege, 250
ml saf su ilave edilerek mekanik karistirici araciligi ile 1 dakika siire ile karistirilmistir. Karisim
dort kath gazli bezden gecirilerek elde edilen siiziiglin pH’s1 0.1 N HCl ile 3,00’e ayarlanmustir.
Daha sonra 0.1 N NaOH kullanilarak siiziigiin pH’s1 4.00 e standardize edilmistir. Siiziik ayn1
yogunluga sahip NaOH ile karisimin pH’s1 4.00 den 6.00 ya ¢ikincaya kadar isleme tabi
tutulmustur. pH’nin 4.00°den 6.00°ya yiikselmesi i¢in gerekli alkali miktar1 meq/kg KM olarak
kaydedilmistir (Playne ve Mc Donald, 1966).

3.3.8. SCK Analizi

Yem orneklerinde SCK analizi Anonim (1986)’a gore yapilmistir. Analize tabi tutulacak
ornek 102 °C sicaklikta 2 saat siire ile kurutulmustur. Kurutulup 6giitiilmiis 6rnekten 0,2 g
tartilarak bir sise igerisine konulmus, tizerine 200 ml saf su ilave edilerek 1 saat siire ile
calkalanmistir. Orneklerin ilk birka¢ damlasi ihmal edilecek sekilde siiziilerek 50 ml’lik berrak
ekstrakt elde edilmistir. Standart egrilerin hazirlanmasindan sonra 2 ml ekstrakt alinarak
150x25 mm’lik borosilikat test tiiplerine konulmustur. On hazirlig: takiben absorbans degeri
620 nm’de 30 dakika icerisinde spektrofotometre araciligi ile okunmustur. Omek ve kor
denemeler sonrasi tespit edilen absorbans degerlerine denk gelen mg glikoz degerleri arasindaki
farklilik 500 katsayist ile carpilmistir. Sonug, drnek igerisinde yer alan g/kg SCK miktar1 olarak
kaydedilmistir.

3.3.9. LA Analizi

Laktik asit miktarlarinin tespitinde Kog¢ ve Coskuntuna (2003)’nin bildirdikleri

spektrofotometrik yonteme gore saptanmustir.

Derin dondurucuda -20 °C’de saklanan 6rnekler analizin yapilacagi giin ¢ikartilarak
¢oziilinceye kadar oda sicakliginda bir siire bekletilmislerdir. Coziindiiriilen 6rnekler daha
sonra 1:100 oraninda seyreltilerek kullanilmistir. Seyreltilen 6rneklerden otomatik pipet
yardimiyla 1 ml siv1 tiiplere aktarilmis tizerine 0,1 ml bakir siilfat (5g CuSO4/100 ml saf su) ile
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
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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 okunmustur.

3.3.9.1. Standart Egrinin Olusturulmasi

213 mg lityum laktat 500 ml saf su igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve tizerine 0.5 ml %98’lik
stilfiirik asit ilave edilmistir (400 pg/ml). Elde edilen ¢ozelti, 6nce 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 pg/ml lityum laktat igerecek sekilde yeni karisimlar elde edilmistir. 1 ml
seyreltik bulunan tiiplerin igerisine 0,1 ml bakir siilfat ile 6 ml %98’lik siilflirik asit ilave
edilmis, 30 saniye vortekste karigtirllmis ve 5 dakika soguk banyoda tutularak sogumaya
birakilmistir. Bu siire sonunda tiiplere 0,1 ml parahidroxy biphenol eklenerek, tiipler 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.

3.3.9.2. Hesaplama

Standart egriden, 6rneklerin pg/ml’leri okunarak saptanmistir. Elde edilen 6rneklerin

KM miktarlarina boliinmiis ve silajlarin % KM’ de % LA igerikleri saptanmistir.

3.3.10. Organik Asit Analizleri

Acilan silajlardan 40 g O6rnek alinip iizerine 360 mL steril su (1:9) ilave edilerek
stomacherda (IUL Instruments, Barcelona, Spain) 3 dk calkalandiktan sonra filtre kagidindan
(Whatman No 54, International Ltd. Maidstone, England) siiziilmiistiir. Elde edilen bu siiziik
12.000 devir/dk’ da 20 dk santrifiij (Sigma, 6K 15, Germany) edilmis ve steril ependorf tiiplere

aktarilarak, analizlerin yapilacag1 zamana kadar —20°C” de derin dondurucuda saklanmuistir.

Silaj oOrneklerinin organik asit konsantrasyonlari, gaz kromatografisinde (Agilent
Technologies 6890N Network GC System, 7683 B Series Injector, China) kapillar kolon
(Stabilwax®-DA; Crossbond “Carbowax”-PEG asidik bilesikler i¢in, 30 m, 0.25 mm ID,

0.25um df, maksimum program sicakligi 260 °C) kullanilarak belirlenmistir. Analizler sirasinda
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kromatografinin firin1 100 °C” de 5 dk, ardindan 10 °C/dk artisla 160 °C’ de 2 dk ve son olarak
80°C/dk artigla 5 dk bekleme seklinde programlanmustir.

Ornekler gaz kromatografi cihazina enjekte edilmeden &nce, 1 mL’ lik viole konulan
UYA standardr (SpelcoTM WSFA-2 Mix Sigma-Aldrich Co otomatik drnekleyici boliimiine
yerlestirilerek okunmus ve bilgisayarda cesitli pikler elde edilmistir. Orneklerin organik asit
bilesimleri (asetik, propiyonik, biitrik) konsantrasyonlar1 standart kromatogramdan alinan

piklere gore belirlenmistir (Supelco, 1998).

3.3.11. Mikrobiyolojik Analizler

Calismada silaj 6rneklerinde LAB, maya ve kiif yogunluklarinin saptanmasina yonelik
analizler gerceklestirilmistir. Bu amacla 10 g’lik 6rnekler peptonlu su aracilig ile 2 dakikadan
az olmamak kosulu ile karistirilip mikroorganizmalarin miimkiin oldugu 6l¢iide materyalden
ayrilmasi saglanmistir. Elde edilen stok materyalden logaritmik seride diliisyonlar hazirlanarak
1 saati agmayan zaman zarfinda ekim islemi yapilmistir. Laktik asit bakterileri i¢in besi ortami
olarak MRS Agar, maya ve kiifler igin Malt Ekstrakt Agar kullanilmistir. Orneklere ait LAB
saymmlart 30 °C 3 giinliik, maya ve kiifler i¢in 30 °C de 5 giinliik sicaklikta inkiibasyon
donemlerini takiben gerceklestirilmistir (Seal, Pahlow, Spoelstra, Lindgren, Dellaglio ve Lowe,

1990).

Orneklerde saptanan LAB, maya ve kiif sayilar1 logaritma koliform iiniteye (kob/g)

¢evrilmistir.

3.3.12. Aerobik Bozulmaya Dirence iliskin Analizler

Denemenin 75. giinlinde acilan silaj orneklerinin, aerobik stabilite testi Ashbell,
Weinberg, Azriel, Hen ve Horev (1991) tarafindan gelistirilen yontem ile belirlenmistir. Test 7
giin slirmiistiir. Aerobik stabilitenin 7. giiniindeki silaj 6rneklerinin pH’lar1 6l¢iilmiis ve CO2
tretimleri saptanmistir.

Testte, 1,5 L’lik polietilen siseler kullanilmistir. Polietilen siseler kapak tarafi 0,5 litre,
taban tarafi ise 1 litre olacak sekilde ikiye kesilmistir. Daha sonra 1 L’lik taban kismina 100 ml
%25°1ik KOH konmustur. Sisenin kesilen diger pargasina (500 ml kisim) 250- 300 g silaj 6rnegi
konmustur. Kapak kismi asagiya bakacak sekilde kesilen polietilen sisenin diger pargasinin

icine yerlestirilmistir. Hazirlanan bu test diizenegi oda sicaklifinda 7 giin tutulmustur. KOH
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¢ozeltisinin absorbe ettigi CO> miktart 0,1 N HCL ¢ozeltisi ile yapilan titrasyon sonucu
asagidaki formiille hesaplanmustir.

COx=0.044 x T x V/ (A x TM x KM)

T= titrasyonda harcanan 1 N HCI asit miktar1 (ml) V= %25 KOH ¢o6zeltisinin toplam hacmi
(ml) A= iinitenin alt kismina ilave edilen KOH miktar1 (ml) TM= taze materyalin agirligi (kg)
KM= taze materyalin kuru madde miktar1 (g/kg)

3.3.13. Protein Parcanabilirliginin /n Vitro Enzimatik Yéntemle Belirlenmesi:

Silaj orneklerinin in vitro enzimatik parcalanabilirlik degerleri Orneklerin proteaz
enzimi ile borat fosfat tampon ¢ozeltisinde 1 ve 24 saatlik hidrolizlerinden hesaplanmistir
(Aufrere ve Cartailler, 1988). Her bir 6rnek i¢in dlgtimler 1 ve 24 saatlik inkiibasyon siireleri
icin 3 tekerrlir seklinde yapilmistir. Hazirlanan enzim ¢ozeltilerinin azot igeriginin belirlenmesi
i¢in icinde drnek bulunmayan 2 tiip de inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonrasi elde
edilen siiziiklerin HP miktar1 Kjeldahl yontemine gore belirlenerek ve kor numuneye gore

diizeltme yapilmistir. [n vitro HP parcalanabilirligi asagidaki formiile gére hesaplanmustir.

Toplam HP’in pargalanan kismi (%) = Siiziikteki HP miktar1/Yemdeki HP miktar1 x 100

3.3.14. istatiksel Analizler

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde gruplar arasi farkliligin belirlenmesinde tek
yonlii varyans analizi, grup etkilerinin karsilastirmasinda ise Duncan ¢oklu karsilagtirma testi

uygulanmustir (Efe, Bek ve Sahin, 2000).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Baslangic Materyaline iliskin Analizler

Ikinci iiriin misir silajinin baslangi¢ materyaline iliskin kimyasal ve mikrobiyolojik
analiz sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. II. iiriin misir bitkisinin pH, Bc degeri, KM, KM,
icindeki' HP, HK, SCK, NDF, ADF, HSEL, LAB ve maya igerikleri sirasiyla 5,63, 280,65 meq
NaOH/kg KM, %23,70, %7,81, %6,20, 117,89 g/kg, 53,76 g/kg, 28,13 g/kg, 25,63 g/kg, 8,75
kob/g, 8,76 kob/g arasinda bulunmustur. Baslangi¢c materyalinde kiif tespit edilmemistir. Uygun
saklama kosullarinin ger¢eklesmesi sonrasinda elde edilecek silo yeminde besleme degerliligi
tizerinde etkili olan temel faktorler silaji yapilacak olan materyalin pH, KM ve SCK icerigi ile
epifitik mikroorganizma yogunlugu gibi 6zellikler bakimindan sahip oldugu degerlere baglidir.
Bu arastirmada belirlenen taze musirin pH’s1 (5,63), Ozdiiven, Kog, Polat, Coskuntuna,
Bagkavak ve Samli (2009)’nin farkli donemlerde hasat ettikleri taze misirin pH degerleri ile
(5,34-6,04) uyumludur. Misir bitkisinin baslangic KM’si (%23,70) Altingekic ve Filya
(2018)’nin ¢alismasindan daha diisiik (%26,4) tespit edilmistir. II. {iriin misirin HP igerigi
(%7,81), Barmaki, Alamouti, Khadem ve Afzalzadeh (2018) ve Altingekic ve Filya (2018)’nin
belirledikleri HP miktarindan (sirasiyla %8,22 ve %7,2) diisiik bulunmustur. Misirin HK igerigi
(%6,20), Denek, Aydin ve Can (2017)’'nmin belirledikleri HK miktariyla yakin (%5,93),
Barmaki, Alamouti, Khadem ve Afzalzadeh (2018) nin belirledikleri HK miktarindan yiiksek
bulunmustur. Asit deterjanda ¢éziinmeyen lif (ADF) igerigi (%28,13) Altingeki¢ ve Filya
(2018)’n1n belirttigi ADF igerigine (%29,7) yakin bir degerde bulunmustur. Taze misirin NDF
ve ADL igerikleri sirasiyla %53,76 ve %3,43 olarak tespit edilmistir. Bu degerlerden NDF
miktar1 (Duru ve Kaya, 2016; Altingekic ve Filya, 2018)’in bulmus olduklar1 NDF’den
(swrasiyla %53,99 ve 67,7) diisiiktiir. Taze misirin HSEL igerigi %25,63 olarak tespit edilmistir.
Bu sonug, Altingeki¢c ve Filya (2018)’nin ve Denek, Aydin ve Can (2017)’nin misir igin
bildirdigi degerden (%27,67-33,00) diisiik bulunmustur. Besin madde igerikleriyle ilgili olusan
farkliliklarin nedenleri; misir ¢esidi, hasat zamani, yetistirilen iklim ve toprak sartlarinin

degiskenliginden ileri gelmektedir (Kung, 2008).
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Cizelge 4. 1. Baslangi¢c materyaline iliskin kimyasal ve mikrobiyolojik analiz sonuglari

icerik Miktar
pH 5,63
Bc, meq NaOH kg/KM 280,65
KM, % T™M 23,70
HP, % KM 7,81
HK, % KM 6,20
SCK g/kg KM 117,89
NDF, g/kg KM 53,76
ADF, g/kg KM 28,13
HSEL, g/kg KM 25,63
LAB, kob/g KM 8,75
Maya, kob/g KM 8,76
Kiif, kob/g KM 0,00

Bc: Tampon kapasitesi, KM: Kuru madde, TM: Taze materyal, HP: Ham protein, HK: Ham kiil, SCK: Suda
¢oziinebilir karbonhidrat, NDF: Notr deterjanda ¢oziinmeyen lif, ADF: Asit deterjanda ¢oziinmeyen lif, HSEL:
Hemiseliiloz, LAB: Laktik asit bakterileri, kob: koloni olusturan birim

4.2. Arastirma Yemlerinin Silolama Sonrasi1 Degerleri

4.2.1. IL. iiriin musir silajlarinin fermantasyon o6zellikleri ile ilgili bulgular

Bu boliimde, arastirmadan elde edilen bulgular iizerinde c¢alisilan parametrelerin
fermantasyon donemi igerisinde ve sonrasinda uygulamadan hangi 6l¢iilerde etkilendigi konuya

iliskin diger arastirma sonugclari ile birlikte tartismaya ¢alisilmstir.

4.2.1.1. KM

IL. iirlin musir silajlarinin fermantasyonun 1., 3., 7., 14. ve 75. giin %KM degerleri
Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1°de gosterilmistir. Arastirmanin baglangic materyalinde %23,70 olarak
tespit edilen KM degeri 75 giinlilk fermantasyon dénemi sonrasinda %21,51-22,34 arasinda
degisim gostermistir. En yliksek KM igerigi ALB grubu (%22,34) silajlarda elde edilirken, en
diisiik KM igerigi, Kontrol grubu (%21,51) silajlarda elde edilmistir. Bu konuda Sucu (2009)
tarafindan yapilan bir calismada kontrol grubuna gore LAB inokulantlarinin %KM igerigi
tizerindeki etkilerinin 6nemsiz (P>0,05) oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde; Filya, Sucu ve
Karabulut (2006) ile Kleinschmit ve Kung (2006) Lactobacillus plantarum ve/veya

Lactobacillus buchneri bakteri inokulantinin misir silajlarinda %KM igerigini etkilemedigini
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bildirmislerdir. Bu ¢aligmada da katki maddesi ilavesi muamele gruplarinin %KM igeriginde

istatistiksel anlamda bir fark yaratmamistir (P>0,05).

Cizelge 4.2. Fermantasyonun siiresince silajlarin KM analiz sonuglar1 (%)

Giinler
Muameleler
1. 3. 7. 14. 75.
Kontrol 24,94+0,17 21,76+1,78 22,80+0,50 21,24+1,18 21,51+0,11
LB 22.97+0,50 22.42+1,68 21,47+1,08 19,94+1,11 21,86+0,57
Ure 24.28+0,99 23,08+1,44 22.92+0,89 21,25+0,82 21,80+0,50
LB+Ure 23,60+1,43 22.07+0,47 22.26+0,61 21,23+0,58 21,59+0,01
ALB 23,27+0,70 21,77+0,98 21,71+1,04 20,48+0,43 22,34+0,41
ALB+Ure 23,80+0,58 22,56+0,67 21,97+0,16 21,46+1,17 21,93+0,71
p 0,119 0,771 0,218 0,359 0,345
LB: Lactobacillus buncheri, ALB: Aktiflestirilmis Lactobacillus buncheri
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Sekil 4.1. Fermantasyon siiresince II. Tirlin misir silajlarinin % KM degerleri

4.2.1.2. pH

Arastirmanin 0, 1., 3., 7., 14., 75. giiniine iliskin muamele gruplarinin pH degerleri
Cizelge 4.3 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir. Arastirmanin baslangicinda 5,63 olarak tespit edilen
pH degeri 75. giinliik fermantasyon sonrasinda en diisiik 3,68 ile Kontrol grubunda, en ytiksek

ise 3,76 olarak Ure ile muamele edilmis musir silajlarinda tespit edilmistir. II. iiriin misir
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bitkisine katki maddesi ilave edilmesi silajlarin (14. giin) hari¢ pH’lar1 6nemli diizeyde

azaltmistir (P<O0,

01).

Cizelge 4.3. Fermantasyonun siiresince silajlarin pH analiz sonuglari

Giinler
Muameleler
1. 3. 7. 14. 75.
Kontrol 4,37+0,03a 3,80+0,01c¢ 3,71+0,03¢ 3,69+0,05 3,68+0,02¢
LB 4,23+0,02¢ 3,82+0,01c 3,83+0,06ab 3,67+0,01 3,71+0,02bc
Ure 4,16+0,02d 3,90+0,01a 3,87+0,06ab 3,74+0,04 3,76+£0,01a
LB+Ure 4,28+0,04b 3,86+0,02b 3,90+0,05a 3,69+0,04 3,73+0,04ab
ALB 4,06+£0,02¢ 3,82+0,01¢ 3,82+0,02b 3,65+0,01 3,70+0,02bc
ALB+Ure 4,14+0,02d 3,92+0,02a 3,86+0,01ab 3,65+0,06 3,73+0,01ab
p <0,001 <0,001 <0,002 0,102 <0,01
LB: Lactobacillus buncheri, ALB: Aktiflestirilmis Lactobacillus buncheri
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Sekil 4.2. Fermantasyon siiresince II. tiriin misir silajlarinin pH degerleri

Silaj pH’s1; materyal olarak kullanilan bitkinin epifitik florasi, SCK diizeyi, inokulant
olarak kullanilan LAB tiirii ve bitkinin tamponlama kapasitesi gibi ¢esitli faktorlere baglidir.
Acosta Aragén, Jatkauskas ve Vrotniakiene (2012), Enterococcus faecium, Lactobacillus
plantarum ve Lactobacillus brevis karigimi igeren inokulant katilan silaj materyallerinin pH
seviyesini diisiirdiiglinli ve fermantasyon siirecinin daha kisa siirede tamamlandigini

bildirmislerdir. Ancak bu durumun tersine Kleinschmit ve Kung (2006)’da yaptiklari1 calismada

20



misir silajina katmis olduklart Lactobacillus buchneri inokulantinin silajin fermantasyonu
sonucunda pH seviyesinin yiiksek oldugunu gézlemlemislerdir. Bu durumun heterofermentatif
Ozellikteki Lactobacillus buchnerinin LA’1 parcalayarak AA’e doniistiirmesi sonucunda
gerceklestigini belirtmislerdir. Misir silajlarinda Lactobacillus buchneri nin inokulant olarak
kullanildig1 ¢alismalarin ¢ogu pH’da artis oldugu yoniindedir (Driehuis, Oude Elferink ve Van
Wilkselaar, 1999; Ranjit ve Kung, 2000; Kleinschmit ve Kung, 2006; Hu, Sehmidt, Mcdonell,
Klingerman ve Kung 2009; Kristensen, Sloth, Hajberg, Spliid, Jensen ve Thegersen, 2010).
Nitekim bu calismada da Kontrol grubuna gore silajlarin pH degerleri daha yiiksek tespit

edilmistir.

4.2.1.3. HP

Arastirmanin 0, 1., 3., 7., 14., 75 giiniine iliskin muamele gruplarinin HP degerleri
Cizelge 4.4 ve Sekil 4.3’de gosterilmistir. Arastirmanin baslangicinda KM’de %7,81 olarak
tespit edilen HP degeri 75. giinliik fermantasyon sonrasinda en diisiik %6,78 ile Kontrol
grubunda, en yiiksek ise %9,48 olarak Ure ile muamele edilmis misir silajlarinda tespit
edilmistir. Katki maddesi ilavesi, silolama siiresince silajlarin HP degerlerini 6nemli diizeyde

arttirmistir (P<0,01).

Cizelge 4.4. Fermantasyonun siiresince silajlarin HP analiz sonuglar1 (%KM
g y g

Giinler
Muameleler
1. 3. 7. 14. 75.

Kontrol 8,09+0,07cd 7,58+0,16d 7,87+0,06¢ 8,01+0,08b 6,78+0,08d
LB 7,7240,11d 7,75£0,21d 7,5540,24d 7,33+0,05¢d 7,25+0,10c
Ure 10,23+0,12a 10,14+0,09a 10,13+0,05a 10,39+0,37a 9,48+0,03a
LB+Ure 8,30+0,04bc 8,20+0,14c 7,71+0,24cd 7,72+0,17bc 8,29+0,36b
ALB 8,65+0,34b 8,22+0,25¢ 7,94+0,04c 7,3740,35¢cd 8,57+0,16b
ALB+Ure 8,32+0,33bc 8,63+0,10b 8,61+0,04b 7,14+0,12d 7,51+0,07¢
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

LB: Lactobacillus buncheri, ALB: Aktiflestirilmis Lactobacillus buncheri

NPN katki maddeleri en fazla sorgum, misir ve tahillarda tercih edilmektedir. Hem
amonyak hem de iire icermesi 6zelligi ile protein pargalanmasini azaltmakta ve protein igerigini
arttirmaktadir. Bu ¢aligmada da iire ilavesi silajlarin HP igeriklerinin artmasina neden olmustur.

Bu konuda yapilan benzer calismalrda, Berger, Fahey, Bourguin ve Titgemeyer (1994) ile

21



Tiiremis, Kizilsimsek, Kizil, Inal ve Saglamtimur (1997) da iire ile muamele edilen misir

silajlarinda HP miktarlarinin arttigini bildirmektedirler.
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Sekil 4.3. Fermantasyon siiresince II. {irtin misir silajlarinin HP degerleri

4.2.14. HK

Arastirmanin 0, 1., 3., 7., 14., 75. giiniine iliskin muamele gruplarinnin HK degerleri
Cizelge 4.5 ve Sekil 4.4°de gosterilmistir. Arastirmanin baglangicinda %5,58 KM olarak tespit
edilen HK degeri 75. giinliik fermantasyon sonrasinda en diisiik %5,66 ile LB+Ure grubunda,
en yuksek ise %6,34 olarak ALB ile muamele edilmis misir silajlarinda tespit edilmistir. Katki
maddesi ilavesi, silolama stiresince silajlarin HK degerlerini sadece 1. giin (P<0,05) ve 14. giin
(P<0,01) istatistiksel olarak etkilemistir. Misir bitkinin yetistirildigi topragin mineral yapisi,
bitki bilinyesindeki HK icegini +%1-3 aras1 degistirirken; yagmur, riizgar, tagkin ve hasatta
yapilan hatalar sonucu artan toprak kontaminasyonu HK igerigini %20’lere kadar
arttirabilmektedir. Bu durum yani yiiksek HK icerigi silaj fermantasyonunu olumsuz etkileyen
ve elde edilen silajin enerji degerlerini degerini diisiiren bir unsurdur (Weiss, 2019). Bu
calismadan elde edilen silajlarinin HK miktar literatiirde bildirilen diizeylere (%5,52-5,59)
oranla daha yliksek tespit edilmistir. Benzer sekilde; ticari inokulant A (Maize-All, Altech, UK;
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarus, ve Pediococcus acidilactici + amilaz enzimi)
ve inokulant B (MICROBIOS, Cuprem®, USA; Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis,
Propionibacterium shermanii, Enteroccoccus faecium, Bacillus subtilis, Pediococcus

acidilactici + seliilaz, hemiseliilaz, ve amilaz enzimleri) kullanilarak yapilan bir ¢alismada
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fermantasyonun sonunda (45. giin) agilan misir silajlarinin HK oranlarinda (%) kontrol grubuna

kiyasla bir degisiklik olmadig: bildirilmistir (Akgiil, 2010).

Cizelge 4.5. Fermantasyonun siiresince silajlarin HK analiz sonuglar1 (%KM)

Giinler
Muameleler
1. 3. 7. 14. 75.
Kontrol 5,52+0,07b 5,54+0,27 5,79+0,17 6,03+0,11b 6,10+0,13
LB 5,49+0,05b 5,67£0,17 5,66+0,11 6,26+0,28b 6,29+0,48
Ure 5,63+0,02ab 5,67+0,19 5,62+0,42 6,14+0,09b 6,00:£0,22
LB+Ure 5,49+0,07b 5,39+£0,21 5,68+0,23 5,66+0,30a 5,66+0,38
ALB 5,50+0,09b 6,10£0,55 5,67+0,19 6,33+0,07b 6,34+0,65
ALB+Ure 5,67+0,10a 5,84+0,29 5,80+0,39 6,37+0,21b 6,03+0,37
p <0,05 0,167 0,949 <0,01 0,431
LB: Lactobacillus buncheri, ALB: Aktiflestirilmis Lactobacillus buncheri
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Sekil 4.4. Fermantasyon siiresince II. {irlin misir silajlarinin HK degerleri

4.2.1.5. NH3-N/TN

Arasttrmanin 1., 3., 7., 14., 75. giiniine iligkin muamele gruplarimnin NH3-N/TN

degerleri Cizelge 4.6 ve Sekil 4.5’de gosterilmistir. Fermantasyonun 75. gliniinde NH3-N/TN
orani en diisiik 33,46 g/kg KM ile ALB grubunda, en yiiksek ise 79,06 g/kg KM olarak Ure ile

muamele edilmis musir silajlarinda tespit edilmistir. Katki maddesi ilavesi, LB ve ALB ile

muamele edilmis silajlarin NH3-N/TN degerlerinin diismesine sebep olmustur (P<0,001).

Kaliteli bir silaj i¢gin NH3-N miktarinin toplam nitrojen (TN)’de 100 g/kg diizeyinin altinda
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olmasi gerektigi bildirilmektedir (McDonald, Henderson ve Heron, 1998). Arastirmamizda
yapilan tiim silajlardan elde edilen NH3-N/TN oraninin iyi kalitede olmas1 gereken degerden

daha diisiik oldugunu goriilmektedir.

Cizelge 4.6. Fermantasyonun siiresince silajlarin NH3-N/TN analiz sonuglari

Giinler
Muameleler
1. 3. 7. 14. 75.
Kontrol 24,1242 84c¢ 28,41+2,15d 39,4242,52b 31,87+3,15¢d 43,98+1,89d
LB 25,66+3,10bc 44,17+2,65b 39,61+2,01b 25,61+3,77d 33,08+4,55¢
Ure 15,69+1,28¢ 47,314+2,38b 30,10+1,05¢ 60,50+3,35a 79,06+5,91a
LB+Ure 32,70+2,44a 58,32+1,35a 61,23+1,22a 60,85+6,07a 58,44+4,09¢
ALB 29,32+3,26ab 442242 51b 42,48+1,90b 32,5542,66¢ 33,46+1,52¢
ALB+Ure 21,24+1,55d 33,0942,69¢ 40,10+2,80b 46,41+0,78b 66,55+3,36b
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
LB: Lactobacillus buncheri, ALB: Aktiflestirilmis Lactobacillus buncheri
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Sekil 4.5. Fermantasyon siiresince II. tiriin misir silajlarinin NH3-N/TN degerleri

4.2.1.6. SCK

Arastirmanin 1., 3., 7., 14., 75. gilinline iliskin muamele gruplarinnin SCK degerleri
Cizelge 4.6 ve Sekil 4.5’ de gosterilmistir. Fermantasyonun 75. giliniinde SCK oran1 en diisiik
0,47 g/kg KM ile Kontrol grubunda, en yiiksek ise 5,25g/kg KM olarak LB+Ure ile muamele

edilmis musir silajlarinda tespit edilmistir.
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Cizelge 4.7. Fermantasyonun siiresince silajlarin SCK analiz sonuglari

Giinler

Muameleler

1. 3. 7. 14. 75.
Kontrol 69,84+0,12¢ 7,9440,40e 7,41+0,01c 5,05+0,33¢ 0,47+0,25d
LB 57,47+0,45f 44,69+0,81cd 7,5440,27¢c 3,98+0,15d 1,18+0,27¢
Ure 77,73+£0,62¢ 48,19+2,81c 7,13+0,55¢ 6,08+0,16b 4,95+0,32a
LB+Ure 71,83+1,06d 64,79+2,67b 56,81+1,97b 6,88+0,47a 5,25+0,70a
ALB 80,08+0,93b 43,20+0,73d 6,33+0,27¢ 2,48+0,54¢ 0,93+0,08cd
ALB+Ure 106,00+0,04a 72,34+3,38a 72,42+0,46a 5,53+40,20bc 4,14+0,17b
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

LB: Lactobacillus buncheri, ALB: Aktiflestirilmis Lactobacillus buncheri
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Sekil 4.6. Fermantasyon siiresince II. tiriin misir silajlarinin SCK degerleri

Ticari LAB inokulantlarinin kullanildig1 bir ¢alismada, taze misir materyalin SCK
igeriginin %14,23 oldugu ve bu ticari inokulantlarin misir silajinin SCK icerigi (%) iizerine
fermantasyonun 2., 4. ve 8. giinlerinde etkisinin olmadig1, sadece fermantasyonun sonunda (60.
giin) SCK iceriginde (%) Onemli azalma meydana geldigi bildirilmistir (Sucu, 2009).
Altingeki¢ ve Filya (2018) tarafindan yapilan bir calismada ise ticari LAB inokulanti ile
hazirlanan misir silajlarinin SCK igeriklerinin kontrol grubundan farkli olmadigi bildirilmistir.
Bu calismada ise katki maddesi ilavesi, silolama siiresince silajlarin SCK degerlerinin Kontrol

grubu silajlara gore arttirmigtir (P<0,001).
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4.2.1.7. LA

Aragtirmanin 1., 3., 7., 14., 75. glinline iliskin muamele gruplarinnin LA degerleri
Cizelge 4.7 ve Sekil 4.7°de gosterilmistir. Fermantasyonun 75. giiniinde LA orani, en diislik
16,37 g/kg KM ile Kontrol grubunda, en yiiksek ise 36,49 g/kg KM olarak ALB+Ure ile
muamele edilmis misir silajlarinda tespit edilmistir. Katki maddesi ilavesi, silolama siiresince
silajlarin LA degerlerini 6nemli diizeyde arttirmistir (P<0,001). Benzer bulgular, Filya (2003),
Kim, Ham, Chung, Sed ve Lee (2005) nin, Sucu (2009) ve Kung, Schmidt, Ebling ve Hu (2007)

tarafindan da elde edilmis ve L. buchneri’nin misir silajinin LA konsantrasyonunu kontrol

silajina gore artirdig1 tespit edilmistir.

Cizelge 4.8. Fermantasyonun siiresince silajlarin LA analiz sonuglari

Giinler

Muameleler

1. 3. 7. 14. 75.
Kontrol 0,92+0,67d 8,79+7,68c 16,50+3,93b 24,71+12,20¢ 16,37+2,52d
LB 2,12+1,21b 9,00+4,95¢ 14,6748,76¢ 27,36+13,39b 26,55+4,29¢
Ure 0,98+0,39d 11,62+4,24a 19,06+7,49a 22,02+13,79d 26,32+8,99¢
LB+Ure 0,97+2,29d 6,84+2,14d 14,17+2,13cd 27,78+16,36b 28,86+5,39bc
ALB 1,54+1,21¢ 12,46+7,79a 9,19+1,06¢ 32,71+11,50a 31,59+10,70b
ALB+Ure 4,05+2,39a 10,30+5,38b 13,68+1,03d 34,63+5,46a 36,49+19,39a
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

LB: Lactobacillus buncheri, ALB: Aktiflestirilmis Lactobacillus buncheri
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Sekil 4.7. Fermantasyon siiresince II. {irtin misir silajlarinin LA degerleri

4.2.1.8. LAB

Arastirmanin 1., 3., 7., 14., 75. giiniine iliskin muamele gruplarinnin LAB degerleri
Cizelge 4.9 ve Sekil 4.8’de gosterilmistir. Fermantasyonun 75. giiniinde LAB oran1 en diisiik
6,05 kob/g KM ile Kontrol grubunda, en yiiksek ise 8,33 kob/g KM olarak LB ile muamele
edilmis misir silajlarinda tespit edilmistir. Katki maddesi ilavesi, silolama siiresince silajlarin
LAB degerlerini 6nemli diizeyde arttirmistir (P<<0,01). Filya (2001a) silolamanin 50. giiniinde
acilan musir silajlarinin LAB yogunluklarini kontrol ve inolukant gruplarinda sirasiyla 7.3 ve
12.4 kob/g KM olarak saptamistir. Bir bagka caligmada silolamanin 75. giiniinde agilan misir
silajlarinin LAB yogunluklarim1 kontrol ve LAB gruplarinda sirasiyla 5.69, 6.56 kob/g T™M
olarak bulunmustur (Polat, Ko¢ ve Ozdiiven, 2005). Silajlarin mikrobiyolojik &zellikleri ile
ilgili olarak aragtirmadan elde edilen bulgular, benzer konularda yapilan arastirma bulgulari ile

kismen uyumludur.
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Cizelge 4.9. Fermantasyonun siiresince silajlarin LAB analiz sonuglari

Giinler
Muameleler
1. 3. 7. 14. 75.
Kontrol 6,61+£0,07b 6,42+0,05bc 6,53+0,07ab 6,52+0,04bc 6,05+0,03¢
LB 6,86+0,04a 6,51£0,02a 6,42+0,02¢ 6,61£0,04a 8,33+0,02a
Ure 6,58+0,08b 6,49+0,04ab 6,50+0,02b 6,44+0,05¢ 6,11£0,06¢
LB+Ure 6,58+0,04b 6,38+0,03¢ 6,59+0,02a 6,56+0,05ab 7,75+0,03d
ALB 6,68+0,07b 6,42+0,04bc 6,54+0,04ab 6,50+0,05bc 8,10+0,02ab
ALB+Ure 6,64+0,02b 6,44+0,05a-c 6,54+0,03ab 6,63+0,06a 7,86%0,03¢
p <0,001 <0,01 <0,003 <0,005 <0,001
LB: Lactobacillus buncheri, ALB: Aktiflestirilmis Lactobacillus buncheri
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Sekil 4.8. Fermantasyon siiresince II. {irtin musir silajlarinin LAB degerleri

4.2.1.9. Maya

Arastirmanin 1., 3., 7., 14., 75. giinline iliskin muamele gruplarinnin maya degerleri

Cizelge 4.10 ve Sekil 4.9°da gosterilmistir. Fermantasyonun 75. giinlinde maya orani en diisiik

6,67 kob/g KM ile Ure grubunda, en yiiksek ise 8,15 kob/g KM olarak ALB ile muamele

edilmis musir silajlarinda tespit edilmistir. Katki maddesi ilavesi, silolama siiresince silajlarin

maya degerlerini istatistiksel olarak sadece 75. giinde etkilemistir. Lactobacillus buncheri

inokulantinin kullanildig1 ¢alismalarda maya sayisinda azalma tespit edilmistir (Driehuis, Oude

Elferink ve Spolestra, 1999; Ranjit ve Kung 2000; Filya, 2006; Kleinschmit ve Kung 2006; Hu,
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Schimdt, Mc Donell, Klingerman ve Kung, 2009; Schmidt ve Kung 2010; Tabacco, Piano,
Revello-Chion ve Borreani 2011). Bu ¢alismada ise LB ilavesi, silolamanin 75. giiniinde

silajlarin maya igeriklerini Kontrol grubu silajlara gore arttirmistir.

Cizelge 4.10. Fermantasyonun siiresince silajlarin maya analiz sonuglari

Giinler

Muameleler

1. 3. 7. 14. 75.
Kontrol 4,81+0,29 5,59+0,24 5,05+0,49 6,38+0,08 7,2340,04¢
LB 4,58+0,33 5,57+0,11 5,114+0,36 6,44+0,06 8,14+0,02a
Ure 4,78+0,14 5,68+0,15 4,74+0,24 6,33£0,05 6,67+0,06d
LB+Ure 4,67+0,17 5,43£0,30 4,94+0,37 6,43£0,03 8,00+0,06b
ALB 4,41+0,31 5,06+0,34 5,1020,12 6,35+0,06 8,15+0,04ab
ALB+Ure 4,92+0,12 5,324+0,18 5,16+0,23 6,38+0,06 8,10+0,01a
P 0,216 0,075 0,649 0,222 <0,001

LB: Lactobacillus buncheri, ALB: Aktiflestirilmis Lactobacillus buncheri
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Sekil 4.9. Fermantasyon siiresince II. tiriin misir silajlarinin maya degerleri

Ure ile muamele edilmis silajlarin maya degerleri daha diisiik tespit edilmistir
(P<0,001). Maya icerigindeki azalma kismen silaj fermantasyonunun istenen yonde gelismesi
ile kismen de iirenin antifungal etkisi nedeniyle silo ortaminda maya gelisimine engel

olmasindan kaynaklandigi sdylenebilir (Filya Sucu ve Hanoglu, 2004).

29



4.2.1.9. Hiicre ¢eperi icerikleri ve in vitro protein sindirilebilirligi

Arastirmanin 75. giiniine iliskin muamele gruplarinin NDF, ADF, HSE ve in vitro

protein sindirilebilirligine iligkin analiz degerleri Cizelge 4.11 gosterilmistir.

Cizelge 4.11. Fermantasyonun 75. giliniinde silajlarin NDF, ADF, HSEL ve IVPS iliskin analiz

sonugclari
Parametreler

Muameleler | NDF %KM ADF %KM HSEL %KM I1VP, %KM

Kontrol 64,93+0,83a 33,69+0,37a 31.24+0,60a 88,08+0,93d

LB 62,70+0,58b 32,07+0,55b 30,63+0,57b 91,16+1,35¢

Ure 60,79+0,68¢c 31,3440,19b 29,45+0,44b 93,84+1,14ab
LB+Ure 57,01+0,81d 28,51+0,61c 28,50+0,71c 92,39+1,52be
ALB 50,64+0,50e 29,19+0,49¢ 21,45+0,50e 93,89+0,17ab
ALB+Ure 55,97+0,90d 34,4140,18a 22,56+0,54d 94,67+1,20a

P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

LB: Lactobacillus buncheri, ALB: Aktiflestirilmis Lactobacillus buncheri, NDF: Notr deterjanda ¢oziinmeyen
lif, ADF: Asit deterjanda ¢oziinmeyen lif, Hsel: Hemiseliiloz, /VP: In vitro protein sindirilebilirligi

Baglangic materyalinin NDF igerigi, %53,76 olarak belirlenen arastirmada, silajlarin
NDF igerikleri %64,93-50,64 arasinda degismistir. En yliksek NDF igerigi Kontrol grubu
silajlarda, en diisiik NDF icerigi ise ALB grubu silajlarda belirlenmistir. Katki maddesi ilavesi
silaj NDF’si iizerindeki etkisi 6nemli bulunmustur (P<0,001). Silajlarinin NDF igeriginde taze
misir hasilina goére (ALB grubu harig) bir artis tespit edilmistir. Bu artisin sebebi silajlarin KM
igeriginin diisiik olmasi nedeni ile KM kayiplarina baglanabilir. Ciinkii silaj da olusan KM
kayiplar1 hiicre duvari bilesenlerini oransal olarak arttirabilmektedir (Pahlow, Muck ve
Driehuis, 2003, Filya, 2007). Benzer bulgu, Altingeki¢ ve Filya (2018)’nin ¢alismasindan da
elde edilmistir. Baslangic materyalinin ADF icerigi %28,13 olarak belirlenen arastirmada,
silajlarin ADF igerikleri %28,51-34,41 arasinda degismistir. En yiiksek ADF igerigi, ALB+Ure
grubu silajlarda, en diisik ADF igerigi ise LB+Ure grubu silajlarda belirlenmistir. Katki
maddesi ilavesi silaj ADF’si lizerindeki etkisi 6nemli bulunmustur. Silajlarinin ADF igeriginde
taze misir hasilina gore artis tespit edilmistir (P<0,001) Taze misirin HSEL igeriginin %25,63
olarak belirlenen arastirmada, silajlarin HSEL igerikleri %21,45-31,24 arasinda degismistir. En
yiiksek HSEL igerigi Kontrol grubu silajlarda, en diisiik HSEL icerigi ise ALB grubu silajlarda

belirlenmistir. Katki maddesi ilavesi silaj HSEL igerigini 6nemli diizeyde diislirmiistiir
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(P<0,001). Silajlarin IVP sindirilebilirligi degerleri en diisiik Kontrol grubunda %KM’de
(88,68), en yiiksek ise ALB+Ure (94,67) grubu silajlarda elde edilmistir. Katki maddesi ilavesi
silajlarin IVP degerlerini 6nemli diizeyde arttirmistir (P<0,001).

4.2.1.10. Organik asit degerleri

Aragtirmanin 75. giliniine iliskin muamele gruplarinin AA, PA ve BA degerleri Cizelge
4.12 gosterilmistir.

Fermantasyonun 75. giinlinde LA orani, en diisiik 16,37 g/kg KM ile Kontrol grubunda,
en yiiksek ise 364,85 g/kg KM olarak ALB+Ure ile muamele edilmis musir silajlarinda tespit
edilmistir. Katki maddesi ilavesi, silolama stiresince silajlarin LA degerlerini 6nemli diizeyde
arttirmistir (P<0,001). Masir silajlarina inokule edilen L. buchnerinin silajlarin LA miktarinda
azalisa ve AA miktarinda ise artisa neden oldugu bildirilmektedir (Nishino, Yoshida, Shiota ve
Sakaguchi, 2004; Kleinschmit ve Kung, 2006; Hu, Schmidt, Mcdonell, Klingerman ve Kung
2009; Schmidt ve Kung 2010; Queiroz, Arriola, Daniel, Adesogan 2013; Drouin, Tremblay,
Chaucheyras-Durand, 2019). Bu ¢alismada da silajlara LB ilavesi Kontrol grubu silajlara gore

LA asit oraninin artmasina, AA oraninin ise diismesine neden olmustur.

Cizelge 4.12. Fermantasyonun 75. giiniinde silajlarin organik asit analiz sonuglar1

Parametreler
Muameleler | LA, g/kg KM AA, g'lkg KM | PA, g/lkg KM BA, g’/kg KM
Kontrol 16,38+2,52¢ 7,69+0,59d 0,48+0,02a 0,00
LB 26,55+4,29d 9,14+0,21c 0,4140,02bc 0,00
Ure 26,32+8,99d 10,96+0,56b 0,38+0,02¢ 0,00
LB+Ure 28,86+5,39¢ 13,12+40,13a 0,42+0,03b 0,00
ALB 31,59+10,70b 6,13+0,33e 0,34+0,01d 0,00
ALB+Ure | 36,49+19,39a 4,460,11f 0,44+0,03b 0,00
P <0,001 <0,001 <0,001 0,00

LB: Lactobacillus buncheri, ALB: Aktiflestirilmis Lactobacillus buncheri, AA: Asetik asit, PA: Propiyonik asit,
BA: Biitrik asit

Asetik asit, LA’den sonra silajda en yogun bulunan asittir. Kaliteli bir silajda KM’de
%1-3 arasinda olmasi istenir (Kung, 2018). Asetik asit antifungal etkisi sayesinde silajlarin
yemlemede kullanilmak iizere a¢ildiginda yani silaja siirsiz bir hava girisi oldugunda, silajlari

bozulmaya kars1 korumaya katki saglar. Ancak, ¢cok yliksek AA varligi; enterobakteri, clostridia
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veya heterolaktik asit bakterilerinin baskin oldugu ve silaj KM’sinin diigiik oldugu anlamina da
gelir (McDonald, Henderson ve Heron, 1991). Bu aragtirmada silajlarin AA igerikleri 4,46-
13,12 g/kg KM araliginda belirlenmistir. En diisik AA icerigi 4,46 g/kg KM ile ALB+Ure
grubunda, en yiiksek ise 13,12 g/kg KM olarak LB+Ure ile muamele edilmis musir silajlarinda
tespit edilmistir. Katki maddesi olarak LB, Ure ve LB +Ure ile muamele edilmis silajlarm AA
degerleri 6nemli diizeyde artmistir (P<0,001).

Propiyonik asit bakterileri (PAB), silajda bulunan glikoz ve LA’1 kullanarak AA ve PA
fermente ederler (Moon, 1983). Bu organizmalar normal silaj ortaminda bulunan diger
mikroorganizmalar ile rekabet edemedikleri i¢in az miktarlarda PA iiretimi gerceklesir (Kung
ve Shaver, 2001). Bu arastirmada silajlarin PA igerikleri 0,34-0,48 g/kg KM araliginda
degismistir. Katki maddesi ilavesi silajlarin PA degerleri 6nemli diizeyde diisiirmiistiir
(P<0,001). Tiim muamele gruplarinda kaliteli bir silajdaki olmas1 gereken PA miktar1 (KM’de
%0,1’den az) daha yiiksek bulunmustur (Kung, 2018).

Clostridia tiirii bakteriler silajlarda bulunan sekerleri ve organik asitleri fermente ederek
BA firetirler 2 LA — 1 BA + 2 Hy + 2 CO2) (McDonald, Henderson ve Heron, 1991).
Dolayistyla BA clostridial aktivitenin dnemli bir gdstergesidir (Heron, Edwards ve McDonald,
1986). Clostridia igeren silajlarin tipik Ozellikleri; yiksek BA (>5 gkg KM)
konsantrasyonunun yani sira, yiikksek (pH >5), NH3-N/TN (>120 g) ile diisiik LA iiretimidir
(MacPherson ve Violante, 1966). Dolayisiyla fermantasyonun ilk giinlerinde (1., 3. ve 7.)
silajlardaki LA iiretim hizinin oldukga yiiksek olmasi; bunun sonucunda da silajlarin pH’ sinin
hizla diismesi (<3,88), clostridial aktiviteyi engellemis, sonugta tiim silajlarda BA tespit

edilmemistir.

4.2.1.9. Aerobik stabilite

IL. iirtin masir silajlarinin 7 gilinliik aerobik stabilite analiz sonuglar1 Cizelge 4.11°de
verilmistir.

II. tirtin musir silajlarinda aerobik stabilitenin 7. giinlinde KM igerikleri %22,01-22,47
arasinda degisim gostermistir. En yiiksek KM icerigi ALB grubu (%22,47) silajlarda elde
edilirken, en diisiik KM igerigi Kontol grubu (%22,01) silajlarda elde edilmistir. Katki maddesi
ilavesi muamele gruplarmin KM igeriginde istatistiksel anlamda bir fark yaratmamistir

(P>0,05).
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Cizelge 4.13.

Fermantasyonun 75. giinlinde acilan silajlarin 7 gilinliik aerobik stabilite analiz

sonugclari
Parametreler

Muameleler | KM, % pH CO2g/kg KM Maya, kob/g KM
Kontrol 22,01+0,72 5,90+0,06b 85,03+3,03a 9,81+0,03a

LB 22,17+0,29 5,77+0,02b 79,72+0,98b 9,46+0,03b

Ure 22,20+0,68 5,5440,21c¢ 81,6442,25b 9,4140,03b
LB+Ure 22,09+0,38 6,3140,15a 35,20+0,54d 9,3440,02¢

ALB 22,47+0,32 5,03+0,15d 58,7440,49¢ 9,13+0,02d
ALB+Ure 22,34+0,78 5,08+0,07d 27,91+£0,41e 9,07+0,03¢

P 0,922 <0,001 <0,001 <0,001

LB: Lactobacillus buncheri, ALB: Aktiflestirilmis Lactobacillus buncheri

II. iriin musir silajlarinda aerobik stabilitenin 7. giiniinde pH igerikleri 5,03-6,31
arasinda degisim gostermistir. En yiiksek pH icerigi LB+Ure grubu (6,31) silajlarda elde
edilirken, en diisiik pH icerigi ALB grubu (5,03) silajlarda elde edilmistir. Katki maddesi ilavesi
muamele gruplarinin pH igerigini (LB+Ure) grubu harig¢ kontrol silajlarma gére onemli

derecede azaltmistir (P<0,001).

II. iirlin misir silajlarinda aerobik stabilitenin 7. giinlinde CO; igerikleri 27,91-85,03
g/kg KM arasinda degisim gostermistir. En yliksek COz igerigi Kontrol grubu silajlarda elde
edilirken, en diisiik COz icerigi ALB+Ure grubu silajlarda elde edilmistir. Katki maddesi ilavesi
muamele gruplarmin CO:; igerigini Kontrol silajlarina gére 6nemli derecede azaltmigtir
(P<0,001). Heterofermantatif LAB inokulantlarinin misir silajinin aerobik stabilitesini
artirmasmin temel nedeni, bu bakterilerin AA {iiretmesidir (Driehuis, Oude Elferink ve
Spolestra, 1999). AA, aerobik siiregte istenmeyen mikroorganizmalarin (maya ve kiif vb)
ortamda ¢ogalmalarin1 engelleyici etki gostererek silajlarin bozulmasini 6nlemektedir (Muck,
1996). Bu arastirmada 6zellikle LB silajlarin iire ile birlikte kullanim1 AA konsantrasyonunu
arttirmasi, fermantasyon sirasinda olusan bu asidin ise mayalar iizerindeki baskilayici etkisini
gostermesi, bunun sonucu olarak ta aerobik siirecte silajlarin CO; iiretiminin diismesi Driehuis,

Oude Elferink ve Spolestra (1999)’ nin bildirimleri ile uyumludur.

II. tirtin misir silajlarinda aerobik stabilitenin 7. gliniinde maya igerikleri 9,07-9,81 kob/g
KM arasinda degisim gostermistir. En yiiksek maya igerigi Kontrol grubu silajlarda elde

edilirken, en diisiikk maya icerigi ALB+Ure grubu silajlarda elde edilmistir. Silajda, LA her ne
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kadar tercih edilen bir son iiriin olsada, AA’in maya ve kiifler {izerindeki inhibitor etkisi daha
fazla oldugundan, L. buchneri gibi AA iireten "LAB inokulantlarmin aerobik stabiliteyi
gelistirmesi daha muhtemeldir (Weinberg, Ashbell, Hen, Azrieli, Szakacs ve Filya, 2002; Filya,
2003a,b). Katk1 maddesi ilavesi muamele gruplarinin maya igerigini Kontrol grubu silajlarina
gdre 6nemli derecede azaltmustir. Ozellikle ALB ile muamele edilmis silajlarin maya degerleri
daha diistik tespit edilmistir (P<0,001).

Cizelge 4.14. 1I. iirtin musir silajlarinin aerobik stabilite siiresince sensor verilerine iligkin
ortalama degerler °C

Parametreler
Muameleler | Aerobik bozulma (saat) | Sicaklik Max Sicaklik Min Sicaklik Ort
Kontrol 132 28,25 18,33 23,02
LB >168 26,88 17,28 22,59
Ure >168 26,88 17,95 22,58
LB+Ure >168 26,49 16,33 22,90
ALB >168 24,93 17,00 22,62
ALB+Ure >168 26,10 17,67 22,62

LB: Lactobacillus buncheri, ALB: Aktiflestirilmis Lactobacillus buncheri

II. tirtin masir silajlarinin 7 giinliik aerobik stabilite donemi siiresince sensor verilerine
iliskin  sonuglar Cizelge 4.12°de verilmistir. Sensor verilerine iliskin  veriler
degerlendirildiginde aerobik bozulmanin sadece Kontrol grubu silajlarda 132. saatte tespit
edilmistir. Silajlara katki maddesi ilavesi silajlarin aerobik stabilitesini olumlu ydnde
etkilememistir (Sekil 4.10). Heterofermantatif LAB inokulantlarinin misir silajinin aerobik
stabilitesi lizerindeki etkileriyle ilgili olarak bu arastirmadan elde edilen bulgular, benzer
konuda yapilan arastirma sonuglariyla da uyumlu bulunmustur (Oude-Elferink, Driehuis,
Gottschal ve Spoelstra; Ranjit, Kung, Robinson ve Kreikemeier, 1999; Filya, Sucu ve
Karabulut, 2006). Ayrica Kung, Schmidt, Ebling ve Hu (2007) L. buchneri kullandiklart misir
silajin1 (73 saat) kontrol grubundan (37 saat) aerobik olarak daha dayanikli bulmuslardir.
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Sekil 4.10. Aerobik stabilite siiresince silajlarin sensor verilerine iliskin ortalama degerler
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada silolama Oncesi aktiflestirilen L. buchneri inokulantinin II. {iriin misir
silajina iire ile ilavesi edilmesi silaj fermantasyonunu ve aerobik stabiliteyi olumlu yonde
etkilemistir. L. buchneri aktiflestirilmesi silajlarin HP, LA degerlerini artirirken, silajlarin AA,
PA, pH, NDF, ADF ve maya igeriklerinin diismesine sebep olmustur. Silajlara ALB+ Ure ilave
edilmesi silajlarin aerobik stabilitelerinin gelismesini saglamistir. Sonug olarak L. buchnerimin
aktiflestirilmesi ve {iire ile kullanilmasi misir silajlariin fermantasyon profili, kimyasal

bilesimini ve aerobik stabilitesini iyilestirmek amaci ile kullanilabilir.
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