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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SODYUM DIiASETAT ILAVESININ YONCA SIiLAJLARININ FERMANTASYON
OZELLIKLERI VE AEROBIK STABILITESI UZERINE ETKILERI

Fatma HISMAN AKCA

Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Zootekni Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Fisun KOC

Bu arastirma, sodyum diasetat kullaniminin yonca silajlarinda fermantasyon gelisimi
ve aerobik stabiliteleri ilizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla yiiriitiilmiistiir. Calismada
katki maddesi olarak bilesiminde (asetat ve asetik asit iceren) sodyum diasetat (E262) kulla-
nilmistir. Arastirma, katki maddesi ilave edilmeyen kontrol, 3, 5 ve 7 g/kg sodyum diasetat
ilave edilerek olusturulan 4 grupta yiiriitiilmiistiir. Kontrol grubuna diger muamele gruplarina
esdeger 20 ml ¢esme suyu ilave edilmistir. Katki maddelerinin ilavesinden sonra, yaklasik
500g ornek plastik torbalara konularak sikistirilmis ve vakumla igindeki hava alinmigtir. Her
grup i¢in 10’ar tane olmak iizere toplam 40 paket silaj laboratuvar sartlarinda (25-30 °C) 45
giin fermantasyona birakilmistir. Silolamadan 45 giin sonra agilan tiim silajlarda kimyasal ve
mikrobiyolojik analizler yapilmistir. Silolama doneminin sonunda (45. giin) tiim silajlara 7
giin siire ile aerobik stabilite testi uygulanmistir. Ayrica silajlarda fermantasyonun 45. giin ve
aerobik stabilite donemi sonrasi laktik asit bakterilerinin tanimlamasi yapilmistir. Sonug ola-
rak, yonca silajina ilave edilen sodyum diasetat silajlardaki laktik ve asetik asit iceriklerini
artirirken, proteolizi de Onlemistir. Ayrica sodyum diasetat yiiksek anti bakteriyel aktivite
gostererek silajlarin 7 giinliik aerobik donem boyunca maya ve kiif populasyonlar1 ile CO;

tiretimlerini diistirmiis ve aerobik stabilitelerini gelistirmistir.
Anahtar kelimeler: Aerobik stabilite, laktik asit bakterileri, sodyum diasetat, tanimlama
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ABSTRACT

MSc. Thesis

THE EFFECTS OF SODIUM DIACETATE ADDITION ON THE FERMENTATION
CHARACTERISTICS AND AEROBIC STABILITY OF ALFALFA SILAGES

Fatma HISMAN AKCA

Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Naturel and Applied Sciences
Department of Animal Science

Supervisor: Prof. Dr. Fisun KOC

This study was carried out to determine the effects of sodium diacetate on the fermen-
tation characteristics and aerobic stability in alfalfa silages. In the study, sodium diacetate
(E262) was used as an additive in its composition (containing acetate and acetic acid) was
used. The study was carried out in 4 groups formed by the addition of 3, 5 and 7 g / kg so-
dium diacetate. To the control group, 20 ml of tap water equivalent to the other treatment gro-
ups was added. After the addition of the additives, approximately 500 g of sample was placed
in plastic bags and compressed. A total of 40 packages, 10 for each group, were allowed to
ferment for 45 days in laboratory conditions (25-30 °C). All silages were sampled for chemi-
cal and microbiological analyses on day 45 after ensiling. All silages were opened at the end
of the ensiling period (45 days) and subjectd to an aerobic stability test for 7 days. In addition,
after silage fermentation and aerobic stability period, lactic acid bacteria were identified. As a
result, sodium diasetate that applied to alfalfa increased lactic and acetic acid concentrations
and prevented proteolysis in the silages. However, sodium diasetate showed a high antibacte-
rial activity in alfalfa. During the 7 days aerobic period, sodium diasetate decreased yeast and

moulds populations and production of CO, and improved aerobic stability of alfalfa silage.

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

Ruminant hayvanlarin rasyonlarinda yer alan kaba yem kaynaklarinin 6nemli bir
kismi yesil yemler ya da bunlarin degisik metotlar araciligi ile saklanmis formlarindan
olusmaktadir. Cesitli bitkisel materyallerden elde edilen silajlar da bu grup igerisinde
yer alir. Genel anlamda, yesil yemlerin fermantasyona tabi tutulmasi olarak tanimlana-
bilecek olan silajin yapiminda amag taze materyalin en az besin madde kaybi ile sakla-

nabilmesidir (Kutlu 1995).

Bir¢ok kosul (iklim, bitki ¢esidi, kimyasal igerik, silolama teknigi vb.) silaj ya-
piminda fermantasyon olaylarinin kontrolsiiz bir bi¢imde gelismesine neden olabilmek-
tedir. Fermantasyonun arzu edilen yonde gelisiminin saglanabilmesi bakimindan hasat,
silolama kosullar1 gibi temel unsurlarin iyilestirilmesinin yani sira, degisik katki madde-
lerinin kullanimi siklikla basvurulan yollardan birisidir. Katki maddeleri, etki mekaniz-
malar1 ve kullanim amaglarina gore farkli gruplar igerisinde incelenebilir. Arzu edilme-
yen reaksiyon gelisimlerini onleyici etkilere sahip katki maddeleri (asitler, tuz vb.) ile
arzu edilen yonde fermantatif reaksiyonlarin gelisimini destekleyici katki maddeleri
(karbonhidrat kaynaklari, mikrobiyal katki maddeleri vb.) olmak {izere iki ana grupta
degerlendirilebilir (Yurtman ve ark. 1997).

Hayvan beslemede biiylime ve gelisimi etkileyen en 6nemli unsurlardan biri sin-
dirim sistemindeki patojen mikroorganizmalarin varligidir. Uzun yillar ticari isletmeler-
de bu mikroorganizmalarin kolonizasyonunu engellemek, bagisiklik sistemini gii¢len-
dirmek ve performansi iyilestirmek amaciyla yem katki maddelerinden yararlanilmistir
(Islam et al. 2008). Bu baglamda 2006 yilina kadar, karma yemlerde kullanilan antibi-
yotikler, ciftlik hayvanlarinin beslenmesinde en ¢ok kullanilan katki maddesi olmustur.
Ancak zaman iginde patojen mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi ¢apraz direng
gelistirdiginin anlasilmasi ile antibiyotiklerin biiylime faktorii olarak hayvan beslemede
kullanim1 AB tarafindan yasaklanmistir (Joerger 2003, Can ve Celik 2008). AB {ilkeleri
basta olmak lizere, diinyanin bir¢ok yerinde oldugu gibi lilkemizde de antibiyotik kulla-
nim1 konusunda paralel kararlar alinmig ve bunlarin karma yemlerden ¢ikarildiginda
verimin devaminin saglanabilmesi i¢in dogal, giivenilir ve kalint1 birakmayan alternatif

tirlinler aragtirllmaya baslanmistir. Bu baglamda, organik asit, esansiyel yag ve bakteri-



yosinler hayvan beslemede kullanimi en ¢ok arastirilan dogal koruyucular olarak karsi-
miza ¢ikmaktadir. Organik asitler ve tuzlari, yemlerde kiif gelisimini engelleyen, yem
ve yem hammaddelerinin depolama siirelerini uzatan, sindirim ve emilime yardimci
olan bilesiklerdir. Bu bilesikler antimikrobiyel etkilerini, mide/bagirsak igerigini veya
ilave edildikleri yemlerin pH’sin1 diisiirerek bazik ortamda yasayan zararli mikroorga-

nizmalarin gelisimini inhibe etme yoluyla gosterirler (Dibner ve Buttin 2002).

Dogada saf halde bulunan veya fermantasyon sonucu agiga ¢ikan organik asitler;
laktik, sitrik, malik asit gibi genellikle karboksil grubuna (-COOH) dahil yag asitleri ile
Ca-format, Ca-propiyonat gibi tuz formlarindan olusan bilesikleridir. Karma yem sana-
yide ozellikle peletleme asamasindaki sicakligin etkisiyle, organik asitlerde olusabilecek
bozulmalar1 6nlemek ve etkinliklerini artirmak amaciyla karmalara, dogal organik asit-
ler yerine daha az koku ve ugucu olan tuz formlar1 dahil edilmektedir. Yeme veya suya
ilave edilerek kullanilan organik asitler, ¢ziinmeyen kisimlar: ile antibakteriyel etki
gostermektedirler. Bu nedenle, organik asitlerin etkinligi ve giicli ayrisma sabiti olan
pKa degerine bagli olup, bu deger diistiikk¢e asidin ¢oziinmeme miktari, dolayisiyla an-
timikrobiyel etkinligi artmaktadir. Kullanilan asidin zincir uzunlugu, doymusluk derece-
si, ortam mikrofloras: (rumen veya bagirsak), bakteri tiirii gibi kimyasal ve g¢evresel
faktorler de organik asitlerin kuvvetli ya da zayif etki gostermelerine sebep olmaktadir
(Ricke 2003, Theobald 2015, Mirza ve ark. 2016). Organik asitler, etki sekillerine gore
iki grupta kategorize edilirler. Buna gore, laktik, fumarik, sitrik asidin dahil oldugu I.
grup midede pH'y1 diisiirerek aside kars1 duyarli bakteri popiilasyonunu azaltip indirekt
yoldan karakterize olmaktadir. Formik, asetik, propiyonik ve sorbik asidin dahil oldugu
Il. grup ise, Gram (-) bakterilerin hiicre ¢eperinden igeri girme ve hiicre i¢i pH’y1 dii-

stirme suretiyle direk bakteri tizerinde etki gostermektedirler (Papatsiros ve ark. 2013).

Silajlarin organik asit yoluyla dogrudan asitlestirilmesi pH'da ani diisiise neden
olarak istenmeyen bakterilerin biiyiimesini inhibe eder ve bdylece besin madde kaybini
azaltir. Organik asitlerin kullanimindaki dezavantajlardan biri, keskin ve rahatsiz edici
kokuya sahip olmalaridir. Bu nedenle alternatif silaj katki maddesi olarak daha giivenli
olan organik asit tuzlarinin kullanim1 6nerilmektedir. Bir asetat tiirevi ve gida koruyucu
olan sodyum diasetat bilesiminde (sodyum asetat ve asetik asit) igerir. Enterobakteri ve

maya gelisimini engelledigi kanitlanmis olan sodyum diasetat, etkili bir mikrobiyal in-



hibitor ve silajlarin kullanim siiresini uzatmak i¢in antibakteriyel ajan olarak kullanil-

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

Bu ¢alismanin amaci, yonca silajina farkli dozlarda sodyum diasetat ilavesinin

silaj fermantasyonu ve aerobik stabilite iizerine etkilerini ortaya koymaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Yesil yemlerin silaj yapilarak saklanmasi ile %60-70 oraninda nem igeren yemlerin
kalitesindeki kayip Onlenerek uzun siireli depolama saglanabilmektedir. Bu yesil yemlerin
siollanmasi, onlarin anaerob sartlarda laktik asit bakterileri (LAB) ile fermente edilip pH de-
gerinin 4.2 ya da daha diisiik seviyelere diisiiriilmesi ile gergeklesmektedir. Hemen hemen
biitiin yesil ve sulu yemlerden silaj yapilabilir ancak bugdaygiller, baklagillere gore silolan-
mast daha kolay olmaktadir. Bu kolayligin sebepleri arasinda, bugdaygillerin suda ¢oziinen
karbohidrat iceriginin (SCK) baklagillere gore daha fazla olmasi, bugdaygillerin {izerinde
bulunan epifitik LAB sayisinin yiiksek olmasi ve baklagillerin tampon kapasitesinin yiiksek
olmasi gibi nedenler siralanabilir (Pitt ve ark. 1990, Singh ve ark. 1996, Davies ve ark. 1998).

Ruminant beslemede yoncanin énemli bir kullanim alani1 bulunmaktadir. Ulkemizin
iklim kosullarinin uygun olmasindan dolay1 yonca daha ¢ok kurutularak kuru ot olarak deger-
lendirilmektedir. Ancak kuru ot yapimi sirasinda, mekanik kayiplar ve uzun soldurma siiresi-
ne bagli olarak solunum kayiplari nedeniyle besin madde kayiplar1 nemli boyutlara ulasmak-
tadir (Kilig 1986, Avcioglu ve ark. 2009). Yonca iyi arazi ve iklim sartlarinda ve diizenli su-
lanmasi halinde yilda 6-7 kez bigilebilir. Yoncanin 6zellikle 1. bigcimi bolgelere gore degis-
mekle birlikte bol yagis alan Nisan ve Mayis aylarinda yapilmaktadir. Yagis tehlikesi nede-
niyle bigim, kurutma, balyalama ve depolama islemlerinde sik sik gii¢liiklerle karsilagiimak-
tadir. Ayni sekilde iklim o6zelliklerinden dolayr Ekim-Kasim aylarinda yeterince kurutma
imkan1 olmayan son bi¢im yoncalarda da benzer giicliiklerle karsilasiimaktadir (Ciftci ve ark.
2005). Bu nedenle yoncanin silolanmasinin, kalite agisindan potansiyel olarak kuru ottan daha

avantajli oldugu bildirilmektedir (Hancock ve Collins 2006).

Yonca, tampon kapasitesi ve protein iceriginin yiiksek, karbonhidrat iceriginin ise dii-
siik olmas1 nedeniyle gii¢ silolanan yemler smifinda yer almaktadir (Kilig 1986, McDowell
1989, Ergiin ve ark. 1999). Bu nedenle yonca silolanirken genellikle ortamin karbonhidrat
diizeyini yiikseltmeye yonelik gesitli karbonhidrat kaynaklari (Lindgren ve ark. 1983, Kurtog-
lu 1998, Cift¢i ve ark. 2005, Canbolat ve ark. 2010) ya da mikrobiyal floray1 iyilestirmeye
yonelik ¢esitli inokulantlar (Lindgren ve ark. 1983, Seale ve ark. 1986, Haigh ve ark. 1987,
Kung ve ark. 1991b, Sheperd ve ark. 1995, Kurtoglu 1998) veya antimikrobiyal katki madde-
lerinden (Haigh ve ark. 1987, Kung ve ark. 1991a, Martinsson 1991, Sheperd ve ark. 1995)

yararlanilmaktadir.



Ohsima ve ark. (1997), yaptiklari ¢alismada; yonca materyalinin fermente yonca suyu
ile silolanmasi sonucunda olusan yonca silajimin laktik asit (LA) igeriginin yiikseldigini ve pH

smin da diistiiglini bildirmistir.

Esmail ve Muwalla (1997) yaptiklar1 bir ¢alismada, yonca materyalini formik asit ve
enzim ile silolamistir. Silaj katki maddeleri olusan silajlarin kompozisyonunda énemli farkli-
liklara neden olmamistir. Formik asit ile birlikte silolanan silajlarin LA igerikleri yiiksek,
pH’lar1 ise diisiik bulunmustur. Formik asit muamelesi amonyaga baglh nitrojen (NH3-N) ve
etanol iceriklerini azaltmistir. Formik asit muamelesi yem tiiketiminin azalmasina sebep ol-

masina ragmen canlt agirlik kazanci bakimindan diger silajlarla ayni bulunmustur.

Konu ile iligkili bir bagka ¢alismada yonca materyali seker (%1), LA (% 0.5, 1, 2) ve
Lactibacillus delbrueckii bakterisi ile silolanmustir. Bakteri inokulant: ile silolama sonrasinda
silajlarin kalitesinde 6nemli bir gelisme olmamustir. Yalniz seker ile silolama asetik asit (AA)
fermantasyonunu tesvik etmistir. Bakteri inokulant1 ve sekerin birlikte kullanilmasi ise silajla-
rin pH'si diistirmiis, LA igerigini arttirmis, ethanol ve NH3-N igerigini azaltmistir. % 1 ve 2
oraninda LA kullanimu silaj kalitesini yiikseltmistir (Ostrowski 1999).

Zhu ve ark. (1999), yaptiklar1 calismada; yonca materyalinin hiicre duvarinmi pargala-
yan enzimlerle birlikte silolanmasinin, LA {iretimini tesvik ettigini ve pH’y1 dislirdiglin,
bununla birlikte hiicre ceperi fraksiyonlarinin iizerinde 6nemli bir degisiklik yaratmadigini

bildirmektedirler.

Hasat edilen yonca materyali, enzim ve bakteri inokulanti, formik asit, formalin ve
melas ile silolanmigtir. Calismada yoncanin melas ve bakteri inokulant1 ile birlikte silolanma-
sinda uygun olmadigi, formik asit ve formalin kullaniminin yoncanin silolanmasinin daha

uygun oldugu vurgulanmigtir (Pena ve ark. 2000).

Kurtoglu ve Coskun (2004)’un, yaptiklari ¢calismada; yonca materyali Pioneer 1174,
Lactobacillus plantarum, Streptococcus faecum, % 5 melas, % 5 arpa, % 1.5 tuz ile silolan-
mustir. Kullanilan silaj katki maddeleri olusan silajin ham protein (HP), asit ¢oziiciide ¢oziin-
meyen lif (ADF) ve ham kiil igeriginde dnemli bir etkiye sahip olmazken, kuru madde (KM),
ham seliiloz, nétral ¢oziiciide ¢oziinmeyen lif (NDF), pH ve kuru madde kayiplarint azaltmis-
tir. Arastiricilar kullanilan silaj inokulantinin uygun bir sekilde kullanilmasinin silaj kalitesine

olumlu katki yapacagini bildirmektedirler.



Yonca materyalinin degisik dozlarda (4, 6 ve 8 g/kg yas materyal) AA ile silolanmasi
sonucu, silaj pH’s1 diismiis ve proteolitik aktivitenin azaltmasina ragmen AA'in etkin bir ko-

ruyucu olmadig bildirilmistir (Djordjevic ve ark. 2004).

Yonca materyalinin melas, formik asit, Lactobacillus ve enzim ile birlikte silolanmasi
sonucu olusan silajlarin, duyusal 6zellikler, KM igerigi ve pH bakimindan kontrol grubuna
gore daha iyi oldugu bildirilmistir. Melas katkili silajlarin LA igerigini yiikseltmistir. Lacto-
bacillus ise silaj LA igerigini azaltmis diger taraftan AA igerigini yiikseltmistir. Formik asit
silaj AA igerigini diisirmiis diger taraftan NDF sindirim derecesini yiikseltmistir (Xian ve
ark. 2004).

Cigeklenme doneminde hasat edilen yonca materyali formik asit, daha dnce fermente
edilen materyalin suyu + glikoz ve fermente suyu + formik asit ile silolanmistir. Katk1 madde-
leri silaj pH’sin1 ve asit deterjan ¢oziinmeyen lif (ADF) igerigini diistirmiistiir. HP icerigini ise
yiikseltmistir. Katki maddeleri ayn1 zamanda silajlarin fermantasyon kalitesini ve besleme
degerini yiikseltmistir. En 1iyi silaj kalitesi 5.5 ml formik asit, 2.5 ml fermente suyu +5.5 ml
formik asit/kg ve 5.0 ml fermente suyu + 5.5 ml formik asit kullanilmasiyla elde edilmistir
(Ruixia ve ark. 2005).

Dorszewski ve ark. (2006), yapmis olduklar1 bir ¢alismada; yoncanin enzim ve L.
buchneri ile silolanmasinin, silaj AA miktarini ve ince bagirsaga ulasan amino asit miktarini

arttirdigin1 bulmuslardir.

Yesil yonca bitkisinin bakteri inokulant: ile birlikte silolanmasi, olusan silajlarda or-
ganoleptik ve beslenme degerlerinde 6nemli iyilesmelere sebep olmustur (Huai Rong ve ark.
2006).

Oztiirk ve ark. (2006), yapmis olduklar1 ¢alismada; yoncanin musir ile birlikte silolan-
masinin, olusan silajlarin kompozisyonunda 6nemli degisikliklere sebep oldugunu saptamis-
lardir. Karisimdaki musir bitkisinin artmasiyla birlikte olusan silaj pH s1 diismiis buna karsilik
HP igerigi azalmistir. Ayrica yoncanin musir ile birlikte silolanmas1 organik madde ve meta-

bolik enerji igeriginde iyilesme- neden olmustur.

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

maddeye 0 ve 4 ml) kullanilarak silolanmistir. Asitle muamele silajlarin HP igeriklerini yiik-



seltmig ayn1 zamanda NH3-N kayiplarini ise azaltmistir. Ancak asitle muamelenin ineklerin

stit verimleri tizerinde herhangi bir etkisi olmadig: bildirilmistir (Behgar ve ark. 2007).

Wang ve ark. (2007), yapmis olduklar1 arastirmada; yesil yoncanin LAB inokulanti ile
silolanmasinin olusan silaj pH ve NH3-N igerigini azalttigi ve LA igerigini yiikselttigini bil-

dirmislerdir.

On dort cesit mikrobiyal inokulant kullanarak yapilan yonca silajinda, genel olarak
inokulantlarin silaj kalitesi tizerinde olumlu etki ettigi, pH’y1 diisiirdiigii ve LA {iretimini art-
tirdig1 bulunmustur. Bununla birlikte in vitro kuru madde sindirim derecesi silaj inokulantla-

rindan etkilenmemistir (Filya ve Sucu 2007).

Yonca materyali 3 farkli silaj bakterisi ile inokule edilerek silolanmistir. Silaj bakteri-
leri olusan silajlarin pH, NH3-N ve biitirik asit (BA) igerigini azaltmistir. Silaj katki maddeleri
istenmeyen bakterilerin silaj materyali igerisinde ¢ogalmasini 6nleyerek kaliteli silaj iiretimine

neden olmustur (Tao ve ark. 2007).

Yonca silaji yapiminda en 6nemli sorunlardan birisi proteolizisdir. Proteolizi 6nlemek
icin yonca materyali formik asit (4 g/kg kuru madde), formaldehit (1 g/kg kuru madde) ve
tannik asit (20 ve 50 g/kg kuru madde) ile silolanmistir. Formik asit silo igerisinde olusan

proteolizi etkilemede en etkili katki maddesi olarak bulunmustur (Guo ve ark. 2007).

Yonca materyali seliilaz enzimi, glikoz gibi farkli silaj katki maddeleri ile silolanmis-
tir. Silaj katki maddeleri silaj pH ve NH3-N diizeyini azaltmig buna kargin LA igerigini yiik-
seltmistir (Ligiang ve ark. 2007a).

Filya ve ark. (2004)’nin yaptig1 bir arastirmada kullanilan formik asit temeline dayali
koruyucu (FAT) musir silajlarinin KM ve OM pargalanabilirliklerini artirmistir. FAT antimik-
robiyal 6zelligi sayesinde silajlarda basta maya ve kiif olmak tizere enterobakteri ve clostridia
sporlariin gelisimini engellemis ve bu da silajlarin KM ve OM parcalanabilirliklerinin art-

masina yol agmistir.

Polan ve ark. (1998)’nin yonca silajlarinda formik asit kullanarak yaptiklar1 bir calis-

mada NHs-N konsantrasyonlarini diigiirdiigii belirlenerek benzer etki gosterdigini saptamistir.

Ligiang ve ark. (2007b), yaptiklar1 ¢alismada; farkli oranlarda (0, 8 ve 32 saat) soldu-
rulmus yonca materyalini LA ve glikoz kullanilarak silolamiglardir. % 38.45 ve % 50.8 KM



;
iceren yonca materyalinin 10 kob/g LA ve 10 g/kg glikoz ile silolanmasinin en iyi sonucu

verdigini bulmuslardir.

Gaiying ve ark. (2008), yaptiklar1 ¢alismada; yonca materyalini % 0, 5 ve 10 melas,
%20 bugday kepegi, %20 piring saman1 ve %20 piring kepegi ile silolamislardir. Melas, olu-
san silajlarin kokusu ve yapisin1 6nemli derecede iyilestirmis, silaj pH’sin1 ve NH3-N igerigini

azaltmistir.

% 5 Ciceklenme doneminde hasat edilen yonca materyali, formik asit, seliilaz enzimi,
sylanze enzimi, seliilaz/sylanaz enzimi karisimi ve laktik asit inokulant1 kullanarak silolan-
mistir. Toplam serbest amino asit i¢erigi ve pH en diisiik formik asit ile muamele edilen yonca
silajinda elde edilmistir. LAB inokulant1 kullanilanilarak elde edilen yonca silajinin LA igeri-
gi diger gruplardan daha yiiksek bulunmustur. Katki maddelerinin silajlarin in vitro sindirim
derecesi lizerinde 6nemli bir etkisi olmamasina ragmen formik asit uygulamasi NDF sindirim

derecesini yiikseltmistir (Kozelov ve ark. 2008).

Silaj fermentasyonun ilk evrelerinde pH degerinin hizli bir sekilde 4.2’nin altina diis-
mesi, silajin kalitesi ve korunabilmesi i¢in olduk¢a 6nemlidir. LA {iretimi hiz1 ne kadar yiik-
sek olursa proteolisis o oranda azalir ve bu silajin pH degerinin diismesine neden olur. Hizl
LA iiretiminde, silolanacak bitkideki epifitik mirofloranin yani sira, bitkinin kimyasal kompo-

zisyonu etkin olmaktadir (Weinberg ve Muck 1996, Kizilsimsek ve ark. 2007).

Virtanen (1993), Silajin pH degerinin 4’lin altina diistiigiinde proteolisisin tamamen
durduguda belirlemistir. Bu durum pH degerini hizla 4 civara ¢ekmenin 6nemini gostermek-
tedir. Bu amaca ulagabilmek i¢in organik asit ve organik asit ilavesi yaygin bir uygulamalardir
(Stokes 1992, Yuan ve ark. 2016, Yuan ve ark. 2017).

Gida maddelerinin mikrobiyolojik giivenligini saglamak ve raf Omriinii arttirmak i¢in

organik asitler ve tiirevleri dogal alternatifler olarak gosterilmektedir (Koos 1992, Cubina
1995).

Laktik asit ve tuzu olan laktatlar, ette ve bir o kadar da fermente gidalarda dogal olarak
bulunmalar, yiiksek etkime giiciine sahip olmalari, tiiketicilerin sagliklari iizerine herhangi
bir risk olusturmamalari, iiriiniin duyusal niteliklerini degistirmemeleri gibi 6zellikleri nede-
niyle {riinlerin mikrobiyolojik giivenilirligini arttirmak amac ile katki maddesi olarak one-

rilmektedir (Koos 1992). L(+) laktik asidin tuzu olan laktatlar ilave edildigi gida maddesinin



su aktivitesini (aw) diisiirerek ve spesifik etki gostererek koruyucu olarak etkili olmaktadirlar

(Cubina 1995, Wit ve ark. 1990).

Laktatlarin antimikrobiyal etkisi et ve et tirlinlerinde denenmis; bir ¢ok patojen ve bo-
zulmaya neden olan mikroorganizmalara karsi etkili oldugu bildirilmistir (Brewer ve ark.
1995). Laktatlarin antimikrobiyal aktivitelerinin yan1 sira iiriinlerin renk, lezzet ve tekstiir gibi
duyusal 6zeliklerini iyilestirdigi ve antioksidan olarak etkili oldugu da ileri stiriilmektedir

(Papadopaulos ve ark. 1991).

Oksiiztepe (2010) taze gdkkusag: alabaliklariyla (Oncorhynchus mykissW.) yaptig: ca-
lismasinda; hazirlanan koftelerin tiretiminde sodyum laktatin kullanilmastyla {iriiniin duyusal
ozelliklerinin (renk, koku ve lezzet) etkilenmedigi ancak mikrobiyal gelismeyi yavaslatarak
raf Omriini arttirdig1 ve kofte hamuruna %2 oraninda sodyum laktat ilavesinin {irliniin duyusal
ozelliklerinde istenmeyen bir degisime neden olmadigini ve balik koftelerinin 4+1°C’de 16

giin boyunca yenilebilir niteligini korudugunu gézlemlemistir.

Sodyum laktat ve sodyum diasetat, 6zellikle Listeriamonocytogenes’in inhibisyonu

amaciyla gerek tek gerekse de kombine sekilde kullanilmaktadir (Tompkin 2002).

Gilinlimiizde sodyum laktat, giivenli olarak kabul edilmekte ve kullanilmaya hazir gi-
dalarin dekontaminasyonunda %4,8’¢ kadar, sodyum diasetatin ise %0,25’¢ kadar kullanimi-
na izin verilmektedir (FDA 2000).

Kung ve ark (1991a) % 44.9 KM iceren soldurulmus yonca materyali kullanarak yap-
tiklarr bir ¢aligmada silaj KM diizeyleri kontrol, inokulant ve inokulant+antibiyotik ilaveli
silajlarda sirasiyla % 42.3, % 39.6 ve % 39.2 olarak bulmuslardir. Ayn1 ¢alismada 56. giinde
pH degerlerini kontrol grubunda 4.29, inokulant ilave edilen silajlarda 4.10, inoku-
lant+antibiyotik ilaveli silajlarda 4.10 ve sadece antibiyotik ilavesi yapilan silajlarda ise 4.26

olarak belirlemislerdir (P<0.01).

Kung ve ark. (1991b), soldurulmadan (% 20 KM) ve % 43.7 KM diizeyine kadar sol-
durulmus yonca materyali kullanilarak yapilan bir ¢calismada) kuru madde diizeylerini soldu-
rulmamis silajlarda kontrol grubunda % 21.3, enzim ilaveli silajlarda % 20.9 ve en-
zim+inokulant ilaveli silajda ise % 20.5 olarak belirlerken soldurulmus silajlarda ise sirayla %

43.7, % 43.0, % 44.2 diizeylerinde belirlemislerdir (P>0.05).



Organik asitler 6zellikle formik asit, yapilarindaki hidrojen iyon konsantrasyonunun
ve ¢ozlinmemis asidin segici bakterisidal etkisi nedeniyle antibakteriyal etki gdstermektedir

(Henderson 1993).

Antibiyotik uygulamalarinda silajlarda total mikroorganizma, LAB ve maya sayilar1
onemli diizeyde etkilenirken, maya ve kiif degerlerini ¢ok diisiik diizeylerde etkilenmektedir
(Kurtoglu 2011).

Silajda bulunmasi istenen LAB koruyucu etkilerinden dolay1 silolamada istenen tek
mikroorganizma grubudur. Mikroaerofilik, gram-pozitif ve spor olusturmayan bu mikroorga-
nizmalar yem bitkisinde bulunan SCK'l1 basta LA olmak {lizere AA, etanol ve karbondioksite
pargalarlar. Silaj fermantasyonu agisindan en fazla 6nem LAB Streptococci, Pediococci ve
Leuconostocs, Lactobacilli diizgiin veya kivrimli, uzun ¢ubuk seklinde, spor olusturmayan,
hareketsiz, cogu mikroaerofilik veya anaerobik olan bu mikroorganizmalarin homofermentatif
ve heterofermentatif tiirleri bulunmaktadir. Bunlardan Streptococcus faecium bakterileri hizli
cogalmakta ve pH degerini kisa siirede diisirmektedir. Lactobacillus plantarum diger bakteri
tiirlerine gore daha yavas cogalir fakat ¢ok fazla sayida LAB olusturur. Ayrica ¢ok diisiik pH
degerinde sadece Lactobacillus plantarum yasayabilir (Pitt 1986).

Silaj kalitesi bakimindan silo igerisinde anaerobik mikroorganizmalardan olan LAB
etkin olmasi istenirken, silajlarin aerobik bozulmasini baslatan Clostridia, Enterobactericiae,

Bacilli, Listeria gibi bakterilerle mayalar ve kiif mantarlar1 istenmez (Lindgren ve ark. 1985).

Mayalar, silo yapilacak olan bitkide LAB’den say1 olarak daha fazla bulunurlar. Kar-
bohidratlari, alkol, karbondioksit ve organik asitlere fermente ederler (Woolford 1990). Silaj
icerisinde maya popiilasyonu iki temel sebepten dolay: istenmez. Bunlardan biri, silajin nite-
ligi agisindan oldukga Onem tasiyan aerobik dayaniklilik {izerinde olumsuz bir etkiye sahip
olmalari, digeri ise LAB ile rekabete girerek ortamdaki karbohidratlar1 kullanmalar1 ve bunla-
11 silajin saklanmasi {izerinde hemen hemen hig¢ bir etkisi olmayan etanole doniistiirmeleridir
(Basmacioglu ve Ergiil 2002). Clostrdialar da silaj kalitesini bozucu yonde etkilidirler, seker-
leri, organik asitleri veya proteinleri parcalarlar. Yemin degerini diisiirmeleri, enerji kaybina
ve ortam pH’sinin artmasia neden olmalarindan dolay: silaj fermentasyonu agisindan isten-
meyen mikroorganizmalar grubunda yer alirlar (Basmacioglu ve Ergiil, 2002). Biitrik asit olu-
sumuna yol agan clostridial bakteriler, LAB gbre daha yavas ¢ogalirlar. Yemdeki karbohidrat-

lar1 pargalayarak ugucu yag asitlerine ve meydana gelen LA'i biitrik aside gevirirler. Clostri-
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dialar %70 den fazla nem igeren silajlarda iireme ve gelismesi gosterirler (McDonald ve ark.
1981, Pitt 1986, Bolsen ve ark. 1996).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Silaj Materyali

Bu arastirmada silaj materyali olarak Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Aras-

tirma ve Uygulama Merkezinde yetistirilen yonca (Medicago sativa) bitkisi kullanilmistir.
3.1.2. Silajlarin Hazirlanmasi

Cigeklenme baslangicinda (yaklasik %10-20 ciceklenme) hasad edilerek 24 saat siirey-
le soldurulan yonca, arastirmanin baslangi¢ yem materyalini olusturmustur. Soldurma islemi-
nin sonunda yonca, silaj makinesinde yaklasik 1.5-2.0 cm boyutlarinda pargalanmis, sonra-
sinda ise sodyum diasetat (SDA) ilave edilmistir. Arastirma, katki maddesi ilave edilmeyen
kontrol, 3g/kg, 5g/kg ve 7g/kg diizeyinde SDA, yas materyele ilave edilerek olusturulan 4
grupta yiirlitilmiistiir. Par¢alanan materyaller yaklasik 500 g olacak sekilde torbalara koyula-
rak laboratuar tipi CAS CVP 260 PD marka vakum makinesinde 10" ar paralelli olarak silo-
lanmugtir (Sekil 3.1). Kirk besinci giin agilan silajlara 7 giin siire ile acrobik stabilite testi uy-

gulanmigtir.

Sekil 3.1. Vakum makinesi
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3.1.3. Silaj katki maddesi ve uygulama sekli

Arastirmada katki maddesi olarak, (E 262) nolu gida koruyucusu olarak kullanilan bi-

lesimi (sodyum asetat ve asetik asit) olusan ticari katki maddesi kullanilmustir.

Katki maddesinin uygulama sekli: 10 kg par¢alanmis taze materyal 1x4 m temiz bir alana
yayilmistir. 1. grup kontrol grubu olup katki maddesi icermemektedir. 2. grupta, sodyum dia-
setat 3 g/kg tartilarak tlizerine 20 ml ¢cesme suyu konarak iyice karismasi saglandiktan sonra
taze materyal ilizerine homojen bir sekilde el piilverizatori ile puskiirtiilmiistiir. 3. grupta 5
g/kg sodyum disetat, 4. grupta 7 g/kg. 2. grupta agiklandig1 gibi taze materyale uygulanmustir.

Kontrol grubuna ise diger muamele gruplarina esdeger 20 ml ¢esme suyu ilave edilmistir.
3.2 Yontem
3.2.1. Silaj Kalitesi Belirlenmesi I¢in Kullanilan Yéntemler

Arastirmada kullanilan yemlerin silolama oncesinde pH, Bc, SCK, mikrobiyolojik
analizler, silolama sonrast 6rneklerde pH, SCK, NH3-N, organik asitler (laktik, asetik asit,

biitrik ve propiyonik asit) ve mikrobiyolojik analizler gergeklestirilmistir.
3.2.1.1. pH ve Bc (Tampon kapasitesi) Analizleri

Silolama oOncesi taze materyalde ve agim sonrasi elde edilen 6rneklerde pH Sl¢timleri
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).

Silolama 6ncesi alinan 6rnekte Be nin saptanabilmesi igin 20 gram 6rnege, 250 ml saf
su ilave edilerek mekanik karistirict aracilu ile 1 dakika siire ile karigtirllmistir. Karisim dort
katli gazli bezden gecirilerek elde edilen siiziigiin pH’s1 0.1 N HCI ile 3,00’e ayarlanmustir.
Daha sonra 0.1 N NaOH kullanilarak siiziigiin pH’s1 4.00 e standardize edilmistir. Siiziikk ayn1
yogunluga sahip NaOH ile karisimin pH’s1 4.00 den 6.00 ya ¢ikincaya kadar isleme tabi tu-
tulmustur. pH’nin 4.00’den 6.00’ya yiikselmesi i¢in gerekli alkali miktart meg/kg KM olarak
kaydedilmistir (Playne ve Mc Donald 1966).
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3.2.1.2. SCK Analizi

Baslangi¢ ve silaj orneklerinde SCK analizi Anonymous (1986)’a gore yapilmustir.
Analize tabi tutulacak 6rnek 102 °C sicaklikta 2 saat siire ile kurutulmustur. Kurutulup 68ii-
tiilmiis 6rnekten 0,2 g tartilarak bir sise igerisine konulmus, tizerine 200 ml saf su ilave edile-
rek 1 saat siire ile galkalanmistir. Orneklerin ilk birkag damlasi ihmal edilecek sekilde siiziile-
rek 50 ml’lik berrak ekstrakt elde edilmistir. Standart egrilerin hazirlanmasindan sonra 2 ml
ekstrakt almarak 150x25 mm’lik borosilikat test tiiplerine konulmustur. On hazirlig1 takiben
absorbans degeri 620 nm’de 30 dakika igerisinde spektrofotometre araciligi ile okunmustur.
Ormnek ve kor denemeler sonrasi tespit edilen absorbans degerlerine denk gelen mg glikoz de-
gerleri arasindaki farklilik 500 katsayisi ile ¢arpilmistir. Sonug, drnek igerisinde yer alan g/kg
SCK miktar1 olarak kaydedilmistir.

3.2.1.3. Amonyaga Bagh Nitrojen (NH3-N) Analizi

Silaj orneklerinde NH3-N, silaj drneklerinden elde edilen ekstraktlarda mikro distilas-
yon metotlarina Anonymous (1986) gore gergeklestirilmistir. Kirk bes giinliik siire sonrasinda
giinliik elde edilen 6rneklerde NH3-N tespiti i¢in 20 g’lik taze 6rnek tlizerine 100 ml saf su
ilave edilerek calkalama makinesinde 1 saat siire ile ¢alkalanmistir. Daha sonra siiziilerek elde

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

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

rofotometrik yonteme gore saptanmigtir.

Derin dondurucuda -20 °C’de saklanan &rnekler analizin yapilacagi giin cikartilarak
¢oziilinceye kadar oda sicakliginda bir siire bekletilmislerdir. Coziindiiriilen 6rnekler daha
sonra 1:100 oraninda seyreltilerek kullanilmigtir. Seyreltilen 6rneklerden otomatik pipet yar-
dimiyla 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 sa-
niye tekrar vortekste karistirtlmis 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.
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3.2.1.4.1. Standart e@rinin olusturulmasi

213 mg lityum laktat 500 ml saf su icerisinde ¢oziindiiriilmiis ve {lizerine 0.5 ml
%98’lik siilfiirik asit ilave edilmistir (400 pg/ml). Elde edilen ¢ozelti, once 1:9 (40 pg/ml)
daha sonra 1:1 (20 ug/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 karigimlar elde edil-
mistir. 1 ml seyreltik bulunan tiiplerin icerisine 0,1 ml bakir siilfat ile 6 ml %98’lik siilfiirik
asit ilave edilmis, 30 saniye vortekste karistirllmis ve 5 dakika soguk banyoda tutularak so-
gumaya birakilmistir. Bu siire sonunda tiiplere 0.1 ml parahidroxy biphenol eklenerek, tiipler
30 saniye tekrar vortekste karistirilmis ve 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Daha son-
ra 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, drneklerin pg/ml’ leri okunarak saptanmistir. Elde edilen 6rneklerin

KM miktarlarina boliinmiis ve silajlarin %KM’de % laktik asit i¢erikleri saptanmaistir.
3.2.1.5. Asetik, Biitirik ve Propiyonik Asit Analizleri

Asetik asit (AA), Biitirik asit (BA) ve Propiyonik asit (PA) diizeyleri ise 1/5 (ha-
cim/hacim) oraninda %25’1lik metafosforik asit katilmis silaj siizlintiisiinde gaz kromatografisi

(GC-15A, Shimadzu, Japonya) ile belirlenmistir (Supelco 1998).
3.2.1.6. Mikrobiyolojik Analizler

(Calismada silaj 6rneklerinde LAB, maya ve kiif yogunluklarinin saptanmasina yonelik
analizler gergeklestirilmistir. Bu amagla 10 g’lik 6rnekler peptonlu su araciligi ile 2 dakikadan
az olmamak kosulu ile karistirilip mikroorganizmalarin miimkiin oldugu 6l¢iide materyalden
ayrilmasi1 saglanmistir. Elde edilen stok materyalden logaritmik seride diliisyonlar hazirlana-
rak 1 saati agsmayan zaman zarfinda ekim islemi yapilmistir. Laktik asit bakterileri i¢in besi
ortami olarak MRS Agar, maya ve kiifler i¢in Malt Ekstrakt Agar kullanilmistir. Orneklere ait
LAB saymmlar1 30 °C 3 giinliik, maya ve kiifler i¢in 30 °C de 5 giinliik sicaklikta inkiibasyon

donemlerini takiben gerceklestirilmistir (Seal ve ark. 1990).
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Orneklerde saptanan LAB, maya ve kiif sayilar1 logaritma koliform iiniteye (kob/g)

cevrilmistir.

3.2.1.7. Silaj Orneklerinden Izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin 16S rRNA Dizi Ana-

lizleri
3.2.1.7.1. LAB’ nin Izolasyonu, Tanimlanmasi ve Muhafazasi

MRS agarda gelisen LAB’leri saymmi i¢in Man Ragosa Sharpe agar (MRS agar)
(Merck) kullanilmustir. Steril edilmis MRS agar ile uygun diliisyonlardan 0,1 ml ilave edile-
rek yiizeye ekim yontemi yapilmustir. Petri kutular1 30 + 1 °C’de 3 giin inkiibe edilmis ve ko-

loni igeren petriler sayilmustir.

M17 agarda gelisen LAB’leri sayimui i¢in steril edilmis M-17 agara (Merck) uygun di-
lisyonlardan 0,1 ml ilave edilerek yiizeye ekim yontemi ile ekim yapilmistir. Petri kutular1 30

+ 1 °C’de 48 saat inkiibe edilmis ve koloni igeren petriler sayilmistir.

Silaj orneklerinden Lactobacillus ve Lactococcus izolasyonu igin, hazirlanan uygun
dilisyonlardan MRS agar (lactobaciller) ve M17 agar’a (lactococlar) yilizeye yayma yonte-
miyle ekim yapilmistir. MRS agar’a ekim yapilan plaklar 30 °C’de 72 saat, M17 agar’a ekim
yapilan plaklar ise 30 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucu her iki be-
siyerinde gelisen tipik goriiniislii kolonilerin (1-2 mm capli konveks, yuvarlak ya da bugday
tanesi sekilli, beyaz veya krem renkli koloniler) mikroskobik morfolojileri incelenmistir. In-
kiibasyondan sonra tekrar MRS ve M17 agar’a tek koloniye diigiirme ¢izim usulii ekim ya-

pilmis ve 30 °C’de 24- 48 saat siireyle inkiibasyona birakilmustir.
3.2.1.7.2. LAB’lerinin DNA izolasyonu ve 16S rRNA Bélgesinin PCR’da Cogaltilmasi

DNA izolasyonu; bakterilerin lizize edilmesi, proteinlerinin uzaklastirilmasi, DNA’nin
¢oktiiriilmesi ve temizlenmesi asamalarindan olusmaktadir. izolasyonu gergeklestirmek igin
Genomic DNA Purification KIT (Fermentas) kullanilmistir. Saf bakteri kiiltiirli siv1 besiye-
rinde (18 saat) gelistirilmistir. Daha sonra 5 ml s1v1 besiyerine 500 pl asilanarak 16 saat inkii-
basyona birakilmistir. (DNA izolasyonunda 5 ml sivi besiyerine 500 pl kiiltiir agilanarak
(%10’luk) 3-4 saatlik taze kiiltiir en uygunudur). 1000 pl 6rnek alinip ve santrifuj edilmistir.
(10.000 devirde 10 dk ) Cikan tiiplerden siipernatant atilarak 500 pl Tris- EDTA buffer ilave
edilerek tiip yikanmistir ve 10.000 devirde 15 dk santrifuj edilmistir. Cikan ependorflardan
buffer dokiiliip ve igerisine 200 pl lizozim ilave edilmistir. 38 °C’de 30- 45 dk su banyosunda
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bekletilmistir. (Bu asamada artik hiicre parcalanmaya baslamaktadir). Su banyosundan ¢ikari-
lip 400 pl lysis solusyonu ilave edilmistir. El ile calkalama yapilmistir. (Hiicre parcalandigi
i¢in vortex yapilmamalidir). 65 °C’de 10 dk su banyosunda bekletilmistir. Su banyosundan
cikarilip acele bir sekilde 600 pl kloroform ilave edilmistir. 1-2 dk bekletilip 10.000 devirde
2-4 dk santrifuj edilmistir. Yeni ependorflarin igerisine 720 pl steril su ve tizerine 80 pul preci-
pitation ¢ozeltisi ilave edilmistir. Santrifujdan sonra ¢ikan tiiplerden iist faz yani DNA alin-
mustir. Ara fazda hiicre kalintilar1 vardir alinmamaya 6zen gosterilmelidir. Lizozim kullanil-
migsa yaklasik 600 pl, kullanilmamigsa 200 ul DNA alinabilmektedir. Hazirlanan yeni epen-
dorflara aktarilmistir. 10.000 devirde 2 dk santrifuj edilmistir. Ust taraftaki ¢ozelti akitilarak
100 pl NaCl ¢ozeltisi ilave edilmistir ve dipteki DNA ¢dziindiiriilmiistiir. Uzerine 300 pl so-
guk saf etanol ilave edilmistir. Ependorflar — 20 °C’de bir gece depolanmistir. -20 °C’de ¢ika-
rilan ependorflar 10.000 devirde 10 dk santrifuj edilmistir. Daha sonra igerisindeki alkoliin
steril kabinde iyice uzaklastirilmasi saglanmistir. Alkol tamamen uzaklastiginda 50 pl steril

saf su ile yikanmig ve iyice ¢oziindiiriilmiistiir.

16S rDNA yontemi ile bakterilerin tanimlanmasinda genel bakteriyel primerler kulla-
nilarak polimeraz zincir reaksiyonlar1 (PCR) ile ¢ogaltilan 16S rDNA bdlgesinin homolojisin-
den yararlanilmigtir. Calismalarda ileri primer olarak 5> AGAGTTTGATCCCTGGCTCAG-
3’ ve geri primer olarak 5’- CCGTCAATTCCTTTGAGTTT — 3’ kullanilmustir.

Calismada 500 pl’lik PCR tiiplerine toplam hacim 50 pl olacak sekilde sirasiyla 17,5
ul molekiiler ¢aligmalar i¢in tiretilmis steril su, 2,5 pl Buffer (MgCl; igermez), 0,5 ul (deoksi-
niikleotidtrifosfat) dNTP miks (dATP, dCTP, dGTP, dTTP’lerden her birinin konsantrasyonu
200 uM olacak seklide hazirlanan karisim), 0,5 pl 16S ileri ve 0,5 pl 16S geri primerleri, 2 pl
MgCl, ve 0,5 ul Tag DNA polimeraz enzimi ve son olarak 1 pul DNA ilave edilmis ve (nega-
tif kontrol igin 1 ul ¢alismada kullanilan sterli su kullanilir) tiipler PCR haznesine yerlestiril-
dikten sonra PCR reaksiyon parametreleri 94 °C’de 5 dk Initial Denaturation (denaturasyo-
nun baslamasi) , 94 °C’de 45 sn Denaturation (¢ift zincirin acilmasi), 53 °C’de 1 dk Annealing
(primerlerin baglanmasi), ve 72 °C’de 1 dk Extension (zincir uzamasi) olarak programlanmis-
tir ve bu islem 30 defa tekrarlanmistir. Islem tamamlandiktan sonra bu reaksiyonun sonuna,
son zincir uzama asamasi i¢in 72 °C’de 10 dk Final Extension (son uzama) eklenmistir ve 4

°C’ye sogutulmustur. PCR’dan ¢ikarilan tiipler — 40 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.1.7.3. DNA’n1n izolasyonu ve agaroz jelde analizi

DNA orneklerinin elektroforezi, % 1 agaroz igeren jellerde yapilmistir. Yatay jel sis-
temleri i¢in agaroz, 100 ml tris-asetat elektroforez tamponu igerisinde ve kaynar su banyosun-
da ¢oziilmiistiir. 45 °C’ye kadar sogutulan ortam elektroforez plakalarma 30 — 50 ml olacak
sekilde aktarilmistir ve jel taraklari yerlestirilerek 60 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda
tampon ¢ozelti, jeli kapatacak sekilde elektroforez tanklarina dokiilmiis ve jellerin zedelen-
memesine dikkat edilerek, taraklar cikartilmistir. - 40 °C’den cikartilan PCR’lanmis DNA
orneklerinden 1 pl alinarak temiz bir parafilm iizerinde 2 pl boya ¢ozeltisi (Gene Ruler 1 kb
DNA Ladder) ile karnistirilmis ve mikropipet araciligr ile jel kuyucuklarma yiiklenmistir.
DNA’nin biiyiikliigiinii belirlemek amaciyla jelin bir kuyucuguna da 5 pl marker (6x Loading
Dye Solution) yiiklenmistir. Yiikleme islemi bittikten sonra tank kapatilarak gii¢ kaynagina
baglanmustir. Elektroforez, 100 voltta — 325 mA’de 30- 60 dakika siire ile yapilmigtir Yiikle-
me boyast jelin % ve 4/5’lik kismin1 gegtikten sonra elektroforez islemi sona erdirilmistir.
Ortamdan alinan jel, kullanilan elektroforez tamponunun yeni hazirlanmis 0,2 pg/ml etidyum
bromit igeren ¢ozeltisinde 30 dakika boya islemine tabi tutulmustur. Boyama islemi biten jel

ultraviyole 1s1kta incelenerek fotograflar: alinmistir.
3.2.1.7.4. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

PCR’da ¢ogaltilan ve agaroz jelde goriintiilenen PCR iriinleri PEG (polietilenglikol)

piirifikasyonu yapilarak saflagtirilmistir.

e PEG solusyonu 1:1 oraninda PCR f{iriinii ile karistirilmistir.
e Hizli sekilde vortekslenmistir.

e 20 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

e 14000rpm de 20 dakika santrifiij edilmistir.

e Ust faz atilmustir.

e 100 pul %70’1ik alkol eklenmistir.

e 14000rpm de 10 dakika santrifiij edilmistir.

e Ust faz atilmistir.

e 20 ul hacimde (distile su ile) ¢oziilmiistiir.

e (oziinen drnekten 2 pl %2’lik jelde yiiriitiilip goriintiilenmistir.
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3.2.1.7.5. 16SrRNA Dizi Analizi

Saflastirilan PCR fiiriinleri Namik Kemal Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastir-
malar ve Uygulama Merkezi biinyesinde bulunan Beckman Coulter Marka GenomeLab GeXP
cihazinin Dye Terminator Cycle Sequencing with Quick Start Kit protokoliine uygun olarak
sekans reaksiyonu kurulur ve yine bu kitin protokoliinde yer alan Ethanol ile ¢oktiirme basa-

magi ile drnekler dizi analizine uygun hale getirilerek cihaza yiiklenmistir.

Ethanol ile ¢oktiirme (sekans iirlinlerinin priifikasyonu)

- 0,5 lik steril ependorflara 6rnekler etiketlenmistir.

- Taze stop soliisyon hazirlanir. (3 molar sodyum asetattan (pH 5,2) 2 ul, 100ml molar
sodyum edtadan (pH 8,0) 2ul, 20 mg/ml glikojenden 1pul)

- 5ul stop soliisyon ornekler tizerine paylastirilmistir.

- %100 liik ethanolden 60 pul 6rnek {izerine eklenmistir.

- 14000 rpmde 4C sicaklikta 15 dakika santrifiijlenmistir.

- Ust kistm almarak atilir. %70’lik soguk ethanolden 170 pl ilave edilmistir.

- 14000 rpmde 4 C de 3 dakika ¢evrilmistir.

- Ust faz atilir 10 dakika karanlikta bekletilmistir.

- Sekans reaksiyonu i¢in hazirlanmistir.
3.2.1.7.6. BLAST Tarama

BLAST (Basic Alingment Search Tool), aranan dizi sirasini (niikleotid veya amino
asit) veri tabaninda bulunan mikroorganizmalara ait baz dizileri ile karsilagtirarak ayn1 veya
en yakin olan dizi sirasinin ait oldugu mikroorganizmayi, % yaklasimla veren bir bilgisayar
programidir. BLAST, molekiiler biyoloji ile bilgileri bir kaynakta toplamay1 ve genom verile-
rinin bilgisayar ortaminda analiz edilmesi i¢in bilgisayar programlari gelistirmeyi amaglaya-
rak, 1988 yilinda kurulan National Center for Biotechnological Information adli kurulus tara-
findan gelistirilmis bir veri tabamidir. Baz sirasi belirlendikten sonra, bu sira

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov./BLAST/) adli internet sayfasinda bulunan program kullanila-

rak veri tabani ile karsilastirilir. Tarama sonucu, aranan dizi sirasinin hangi mikroorganizma-

ya ait olabilecegi, benzerlik yiizdesi ile birlikte belirlenir.
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3.2.1.8. Aerobik Bozulmaya Dirence iliskin Analizler

Ashbell ve ark. (1991) tarafindan gelistirilen yontem kullanilarak silajlarin silolamanin
45. giinlinde agilarak 7 giin aerobik stabilite testine tabi tutulmuslardir. Aerobik stabilitenin 7.
giinlindeki silaj 6rneklerinin pH’lar1 6lgiilmiis ve CO; iiretimleri saptanmistir. Arastirmada,
aerobik stabilite testinin uygulanmasi i¢in 1 atm ve 25 °C de 24 saatteki CO, gecirgenlik orani
15-25 ml /mil/254 m olan stabil, asinmaya direngli gaz sizdirmaz 6zellikteki 1.5 L’ lik polieti-
len (PET) siseler kullanilmistir. Bir test {initesinin olusturulmasi igin pet sise 1L ve 0.5L ol-
mak lizere ikiye kesilmistir. 1L’lik PET sisenin kapak kismina hava sirkiilasyonunu saglamak
icin 1 cm capinda delik agilip iizeri telle kapatilmistir. Daha sonra 0.5 L’ lik kesilen kismin
tizerine yerlestirilmistir. 250-300 g arasinda taze silaj 6rnekleri, {initenin {ist kismina sikisti-
rilmadan yerlestirilmis ve %20’lik potasyum hidroksit (KOH) ¢6zeltisinden 100 ml iinitenin
alt kismma konusmustur. Hazirlanan s6z konusu iinite 5 giin 20 °C, 30 °C ve 37 °C’de bekle-
tilmistir. Bu sayede aerobik aktivite sonucu silaj 6rneklerinde olusan ve havadan 1.5 kat daha
yogun olan CO; gazi altta ¢cokerek 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 saptanmis ve CO; gaz1 miktar1 agagida belirtilen denkleme gore hesaplanmistir. CO,=
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 agirhigi (kg) KM= taze materyalin kuru madde miktari(g/kg).

Silajlardaki gorsel kiiflenmenin saptanmasinda ise Filya ve ark (2000) tarafindan gelis-
tirilen degerlendirme yontemi kullanilmistir. Bu yontem silajlarin kiiflenme durumlarint goér-
sel olarak 1’den 5’e kadar olan sayilarla degerlendirilmesidir. 1: hi¢ kiif icermeyen bir silaj. 2:
noktalar halinde ¢ok az diizeyde kiif igeren bir silaj. 3: noktalar halinde yilizeye yayilmig bir
sekilde kiif iceren bir silaj. 4: yiizeyi kismen kiif ile kapl, bolge bolge kiiflenmis yiizeyleri
olan silaj. 5 yiizeyi tamamen kiif ile kapli, agir bir kokuya sahip ve partikiilleri birbirine ya-
pismis bir silaj. Bu degerlendirmeler {i¢ kisi tarafindan yapilmakta ve daha sonra tigiiniin orta-

lamas1 alinmaktadir.
3.2.1.9. Silajlarin Kuru Madde Kayiplarinin Belirlenmesi

Silajlarin KM kayiplari, 45. giinlerde torbalarinda hesaplanan silaj KM’si agirliginin,
torbalara konulan taze materyalin KM agirligina oranlanmasi ile hesap edilmistir (Kleinsch-

mit ve Kung 2006).
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3.2.1.10. istatiksel Analizler

Arastirma sonunda elde edilen veriler SPSS v.16 istatistik paket programinin (SPSS
Inc. 2007) GLM prosediiriinde degerlendirilmistir. Grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklarin
karsilastirilmasinda Duncan testi kullanilmistir (Efe ve ark. 2000).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Baslangi¢c Materyaline Iliskin Analizler

Taze yonca silajina ait kimyasal ve mikrobiyolojik analiz sonuglar1 Cizelge 4.1°de ve-
rilmistir. Yonca bitkisinin baslangi¢c materyaline iliskin degerler sirasi ile pH, Bc degeri, KM
'deki HP, SCK, LAB ve maya igerikleri 7.80, 478 meq NaOH/kg KM, 31.08 %20.25, 15.60
g/kg, 5.35 logio kob/g, 8.00 logig kob/g olarak saptanmustir.

Cizelge 4. 1. Baslangic materyaline iligkin kimyasal ve mikrobiyolojik analiz sonuglar1

icerik Miktar
pH 7.80
Bc (Tampon kapasitesi), Meq NaOH kg/KM 478
KM, % TM 31.08
HP, % KM 20.25
SCK g/kg KM 15.60
LAB, log;q kob/g 5.35
Maya, log;o kob/g 8.00
Kiif, log,o kob/g 0.00

KM: Kuru madde, TM: taze materyal, HP: Ham protein, SCK: Suda ¢6ziinebilir karbonhidrat LAB. Laktik asit bakterisi,

kob: colony formic unit

Uygun saklama kosullarinin gerceklesmesi sonrasinda elde edilecek silo yeminde bes-
leme degerliligi lizerinde etkili olan temel faktorler silaji yapilacak olan materyalin pH, KM
ve SCK igerigi ile epifitik mikroorganizma yogunlugu gibi 6zellikler bakimindan sahip oldu-

gu degerlere baghdir.

Yonca silajlarinin baglangi¢c materyalinin pH degerine iliskin veriler degerlendirildi-
ginde, baslangic materyaline ilskin pH degerini, Filya ve ark. (2001) 6.50, Moravkova ve ark.
(2003) 5.78 -5.94 arasinda, Koc ve ark. (2017) ise 5.75 olarak bildirmislerdir. Arastirmamizda
saptanan baslangic pH degerinin, diger arastirmalardan elde edilen degerlerden daha yiiksek
oldugu goriilmektedir. Wen ve ark. (2007) farkli organik asit tuzlarinin yonca silajina etkileri-
ni arastirdiklar1 ¢caligmalarinda baslangic materyaline iliskin HP ve SCK degerlerini sirasiyla
210 g/kg KM ve 50.5 g/kg KM olarak bildirmislerdir.
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Yuan ve ark. (2017) yonca silajlarina farkli katki maddesi ilavesinin etkilerini arastir-
diklar1 ¢alismada, LAB ve maya degerini sirasi ile 5.29, 3.58 kob/g TM olarak bildirmislerdir.
Aragtirmada yonca silajlarinda tespit edilen epifitik LAB ve maya yogunlugunun s6z konusu

sinirlardan daha yiiksek oldugunu séylemek miimkiindiir.
4.2. Arastirma Yemlerinin Silolama Sonrasi Degerleri
4.2.1. Yonca Silajlarinin Fermantasyon Ozellikleri ile Tlgili Bulgular

Fermantasyonun 45. giiniinde agilan yonca silajlarina ait kimyasal analiz sonuglari
Cizelge 4.2 verilmistir. Yonca bitkisine farkli diizeylerde SDA ilave edilmesi genel olarak
yonca silajlarinin fermantasyon ozelliklerini olumlu yonde etkilemistir. Kontrol grubu ile

SDA kullanilan gruplar arasinda 6nemli farkliliklar olusmustur.
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Cizelge 4.2. Yonca silajlarinin kimyasal analiz sonuglar1

) Muameleler
Ozellikler
Kontrol SD3 SD5 SD7 P

pH 5.800.10° 5.75+0.15 5.600.00° 5.35+0.15" <0.01
KM% TM 28.04+1.30° 28.45+0.57" 29.72+0.35% 29.98+0.18° <0.05
HP,% KM 19.72+0.10° 19.80+0.01% 19.92+0.09° 20.28+0.01° <0.001
NH;-N, g/kg KM 4.51+0.21° 4.27+0.02° 3.95+0.08° 2.94+0.74° <0.005
NH3-N/TN, g/kg KM 142.16+6.60° 133.97+1.26" 125.2043.06° 111.98+1.29¢ <0.001
SCK, g/kg KM 9.96+1.01 8.7242.70 8.00+0.29 6.60+0.53 0.D
LA, g/kg KM 6.77£1.43° 26.56+1.82" 64.96x1.54* 70.04+7.88% <0.001
AA, g/kg KM 13.10+3.20 17.13+0.48 18.54+3.17 19.52+3.31 O.D
BA, g/kg KM 1.92+0.46° 1.90+4.09° 1.48+3.71% 1.22+0.32° <0.05
PA, g/kg KM 4.96+0.39° 3.82+0.84% 2.75+0.97™ 1.57+0.25° <0.01
KM Kayb1 % 2.97+0.03° 2.78+0.02° 2.69+0.02° 2.63+0.03° <0.001

KM. Kuru madde, HP: Ham protein, NHz-N: Amonyaga bagl nitrojen, SCK: Suda ¢oziinebilir karbonidrat; LA: Laktik asit, AA: Asetik asit, BA: Biitrik asit, PA: Propiyonik asit:
»e. Ayni satirda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (P<0.05).
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4.2.1.1. KM

Taze yoncanin KM igeriginin % 31.08 olarak saptandigi bu ¢alismada, fermantasyon
sonunda KM igerikleri 28.04-29.98 arasinda degismistir. Calismada, fermantasyonun 45. gii-
niinde SD5 ve SD7 silajlarin KM diizeyinin kontrol grubu silajlara gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (P<0.05). Silaj materyalinin KM igerigini yiikseltmek i¢in pratikte uygulanan
iki yontem mevcuttur. Bunlardan birincisi, KM diisiik olan silaj materyali KM igerigi yiiksek
saman gibi materyallerle birlikte silolamaktir (Philips ve Pendlum 1984). Fakat bu yontemle
elde edilen silajlarin sindirim derecesi tek bagina silolanan silaj materyalinden daha diisiik
oldugu bildirilmistir (Jakhmola ve ark. 1990). Silolanacak materyalinin KM igerigini yiik-
seltmek i¢in kullanilan diger metot ise soldurmadir. Hasattan sonra yapilan soldurmanin silo-
lama sirasinda olusan proteolizisi azalttigi bildirilmistir (Muck 1987, Makoni ve ark. 1991).
Ayrica soldurma ile proteinlerin in vivo par¢alanmasinin azalttigi da bildirilmistir (Narasim-
hahu ve ark. 1989, Teller ve ark. 1992). Fakat bazi durumlarda soldurmanin proteolizis engel-
lemek i¢in yeterli olmadigi ve proteolizis iizerinde pH’nin énemli etkiye sahip oldugu bildi-
rilmistir (Slottner ve Bertilsson 2006). Asir1 soldurmanin, bazi besin maddelerin kaybindan
dolay1 silajin besinsel degerinin diismesine neden oldugu da bildirilmistir (Muck 1988). Aras-
tirmamizdan elde edilen KM degerleri ile diger arastirmalardan elde edilen degerlerden daha
yiikksek bulunmustur. KM degerlerinin yiiksek olmasinin sebebi yonca silajlarinin siolanma-

dan Once 24 saat soldurma yapilmasindan kaynaklanmaktadir.
42.12.pH

Yonca bitkisine SDA katilmas: ile silajlarin pH’lar1 6nemli diizeyde azalmistir
(P<0.01). Silaj yapimu sirasinda bitkisel ve mikrobiyal kokenli enzimler yem materyali igeri-
sindeki proteinlerin asir1 bir sekilde amonyaga kadar pargalanmasina (proteolizis) neden ol-
maktadir. Cogu durumda gergek proteinlerin % 80’ni amonyaga kadar parcalanmaktadir
(Winters ve ark. 2000). Bitki proteaz enzimlerin aktiveleri pH 6 civarinda optimumdur. Diisiik
pH’larda bitki proteaz enzim aktiviteleri 6nemli derecede azalmaktadir (Brady 1961, Finley
ve ark. 1980, McKersie 1985). Bundan dolayi, silo materyalinin pH’sinin hizli bir sekilde
diistiriilmesi gerekmektedir. Bunun igin LA iireten bakterilere yeterli miktarda SCK sunulma-
s1 gerekmektedir. Silo icerisinde meydana gelen proteolizis olayini etkileyen en dnemli fak-
torler, KM igerigi, pH, sicaklik ve yem igerisinde bulunan bazi engelleyici faktorler olarak

siralamak miimkiindiir (Slottner ve Bertilsson 2006). Silaj pH’sinin 4 {in altina indigi zaman
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proteolizis tamamen durdugu bildirilmistir. (Virtanen 1993). Bundan dolay: silaj pH’sin1 hizl
bir sekilde 4 civarina ¢ekilmesi gerekmektedir. pH’y1 4 civarina ¢ekmek icin pratikte bazi
silaj katki maddeleri kullanilmaktadir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilan katki maddesi
organik asit ve tuzlar1 gibi kimyasallardir. Bu kimyasallar tek basina kullanildig1 gibi birlikte
de kullanilarak uygulamanin etkinligi artirilmaya calisilmistir (Carpintero ve ark. 1979, Fish-
man ve ark. 1983). Ancak kullanilan katki maddesi pH degerlerinin 4 degerine diismesi igin

yeterli olmamustir. pH degeri 5.85-5.35 arasinda degisim gostermistir.
4.2.1.3. HP

Arastirma gruplarint HP igerikleri incelendiginde, kontrol %19.72, SD3 %19.80, SD5
%19.92 ve SD7 %20.28 bulunmustur. SDA ilavesi yonca silajlarinda HP miktarin1 yiikselt-
mistir (P <0.001). Arastirmadan elde edilen veriler, Liu ve ark. (2016), Yuan ve ark. (2017)

ve Liu ve ark. (2018)’nin yapmis olduklari ¢alismalarinda da benzer bulgular elde edilmistir.

4.2.1.4. NHs-N

oo

Arastirmada NH3-N miktarlarinin 4.51-2.94 g/kg KM arasinda degistigi bulunmustur.
En diisitk NH3-N miktar1 7g/kg SDA ilavesiyle saglanmistir (P<0.005). Amonyaga bagl nit-
rojenin toplam nitrojene olan oranina (NH3-N/TN) bakildiginda bu deger 142.16-111.98 g/kg
TN arasinda degismistir. Fermantasyonun 45. giiniinde SDA kullanilan silajlarda NH3-N/TN
miktarlar1 kontrol silajina goére 6nemli diizeyde daha diisiikk bulunmustur (P<0.001). Kaliteli
bir silaj igin NHs-N miktarinin toplam nitrojen (TN)’de 100 g/kg diizeyinin altinda olmasi
gerektigi bildirilmektedir (McDonald ve ark. 1998). Arastirmamizda yapilan tiim silajlardan
elde edilen NH3-N/TN oraninin iyi kalitede olmasi gereken degerden daha yiiksek oldugunu

gorilmektedir.

Silaj amonyak igerigi genel olarak silolama sirasinda meydana gelen proteoliz olayinin

bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir.
4.2.1.5. SCK

SCK igerikleri kontrol, SD3, SD5 ve SD7 gruplarinda sirasiyla 9.96 g/kg KM, 8.72
o/kg KM, 8.00 g/kg KM ve 6.60 g/kg KM olarak bulunmustur. Muamele gruplarimin SCK
icerigi kontrol grubundan daha diisiik bulunmustur. Bu konuda yapilan benzer ¢alismalarda
SCK igerigi14-18.9 g/kg KM (Wen ve ark. 2017), bir baska ¢alismada ise 17.1-39.3 g/kg KM
olarak tespit edilmistir (Yuan ve ark. 2017).
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Haigh ve Parker (1985)’1n ¢esitli silaj katki maddeleri kullanarak yapmis olduklar1 33
calismanin sonucunda basarili bir silaj fermantasyonu i¢in materyalin SCK icerigini, katkisiz
silajlar i¢in 30 g/kg KM, formik asit ilave edilen silajlarda ise 25 g/kg KM olarak belirlemis-
lerdir. Genel olarak basaril1 bir silaj fermantasyonu i¢in silolanacak taze materyalin en az % 3
SCK igerigine sahip olmas1 gerekmektedir (Haigh ve Parker 1985, Jones 1995). SCK miktar-
lar1 i¢in elde edilen bulgular literatiir bildirisleriyle karsilastirildiginda; arastirmanin gerek
baslangi¢c materyaline ilskin veriler, gerekse fermantasyon dénemi sonrasi elde edilen SCK
degerleri bu konuda yapilan ¢aligmalardan daha distik tespit edilmistir (Filya ve ark. 2001,
Vatansever ve ark. 2009).

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

En yiiksek LA igerigi SD7 grubunda 70.04 g/kg KM olarak belirlenirken en diisiik ise
kontrol grubunda 6.77 g/kg KM olarak belirlenmistir. Yonca silajlarina SDA ilavesi silajlarin
LA igeriklerini 6nemli diizeyde artirmistir (P<0.001).

Yuan ve ark. (2017), yapmis olduklar1 bir ¢alismada yoncanin kontrol ve 4 farkli doz-
da sodyum diasetat ilave edilmis gruplarinda LA igeriklerini sirasiyla 15.9, 25.4, 33.5, 37.9 ve
28.3 g/kg KM, AA igeriklerini 117.2, 21.7, 25.6, 33.7 ve 40.2 g/kg KM oldugunu bildirmek-
tedirler.

En ytiksek AA igerigi SD7 grubunda 19.52 g/kg KM olarak belirlenirken en diisiik ise
kontrol grubunda 13.10 g/kg KM olarak belirlenmistir. AA silajin aerobik bozulmasini engel-
leyen bir 6zellik tasimasina karsin, KM kaybina, hayvan performansinda azalmaya ve yem

tilketiminin diismesine yol actigindan, silaj icerisinde fazla miktarda bulunmasi arzu edilmez

(Danner ve ark. 2003).

Ozdiiven ve Celebi (2017), ¢igeklenme baslangici déneminde hasat edilen yonca bitki-
sine LAB, E ve LAB+E inokulant1 ilavesinin etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda 45. giinde
acilan silajlar1 LA igeriklerini 33.06-52.47 g/kg KM, AA igeriklerini 10.26-24.38 g/kg olarak
saptamislardir. Yonca silajlarin fermantasyon kalitesini belirleyen LA ve AA miktarlar1 i¢in
farkli literatiirlerden elde edilen sonuglar caligmamizda elde ettigimiz sonuglarin kismen

uyum igerisinde oldugu sdylenebilir.
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PA igerikleri kontrol, SD3, SD5 ve SD7 gruplarinda sirasiyla 4.96 g/kg KM, 3.82 g/kg
KM, 2.75 g/kg KM ve 1.57 g/kg KM olarak bulunmustur. Muamele gruplarmin PA igerigi
kontrol grubundan daha diistiik bulunmustur (P<0.01).

Yonca silajlarmin BA igerikleri 1.92- 1.22 g/kg KM arasinda degismistir. Yonca silaj-
larinda artan SDA oranina bagli olarak silajlarin, BA igerikleri kontrol grubu silajlara oranla

daha diisiik tespit edilmistir (P<0.05).

Yuan ve ark. (2016) yapmis olduklar1 bir ¢alismada yoncanin kontrol ve 4 farkli dozda
sodyum diasetat ilave edilmis gruplarinda PA igeriklerini sirasiyla 2.91, 2.88, 2.74, 2.56 ve
2.34 g/kg KM, BA igeriklerini 1.59, 1.71, 1.66, 1.48 ve 1.53 g/kg KM oldugunu bildirmekte-
dirler. Arastirma sonuglar1 dikkate alindiginda silajlarin PA onceki ¢aligmalardan daha yiik-

sek, BA degerlerinin ise benzer oldugunu sdylenebilir.
4.2.1.7. Kuru madde kayb1%

Yonca silajlarinin KM kayb1 % 2.97-2.63 arasinda degismistir. Yonca silajlarinda ar-
tan SDA oranina bagl olarak silajlarin, KM kayb1 kontrol grubu silajlara oranla daha diigiik
tespit edilmistir (P<0.001). Bu konuda yapilan benzer bir ¢calismada KM kayb1 % 8.75-13.6
olarak tespit edilmistir (Yuan ve ark. 2016).

4.2.2. Yonca Silajlarimin Mikrobiyolojik Ozellikleri Tle Tlgili Bulgular

Yonca silajlarinin mikrobiyolojik analiz sonuglar1 Cizelge 4.3 de verilmistir. Silajlarda
LAB sayis1 baslangi¢c materyaline oranla SDA ilavesiyle artmistir. Kontrol grubunda 5.60
logio kob/g bulunurken SD3, SD5 ve SD7 gruplarinda sirasiyla 5.68 logio kob/g, 5,95 logzo
kob/g ve 6.12 logio kob/g olarak bulunmustur (P<0.001). Ozdiiven ve Celebi Cam (2017)’1n
ciceklenme baslangici doneminde hasat edilen yonca bitkisine LAB, E ve LAB+E inokulanti
ilavesinin etkilerini inceledikleri ¢calismalarinda LAB sayilarin1 kontrol, LAB, E ve LAB+E
silajlarinda sirasiyla 5.47, 6.06, 5.06 ve 5.59 logio kob/g KM olarak bildirdikleri sonuglar ile
calismamizdan elde edilen LAB sayilarinin uyum igerisinde oldugu goriilmektedir. Yonca
silajlarinda SDA uygulamasina bagli olarak silajlarin maya sayilart artis gostermistir. En yiik-
sek maya sayis1 6.16 logio kob/g olarak SD7 grubunda tespit edilmistir (P<0.001). Bu konuda
yapilan benzer ¢aligmalarda da SDA ilave edilmis silajlarin LAB ve maya sayilar1 daha yiik-
sek tespit edilmistir (Yuan ve ark. 2016).
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Kizilsimsek ve ark. (2016), fermantasyon siiresi ilerledikge maya sayilarinda 6nemli
azalmalar goriilebildigini, silajin fermantasyon doneminde mayalarin varligini slirdiirmesinin
anaerobik sartlarin devamliligina, silajin pH degerine, organik asitlerin yogunluguna ve maya
tiirline bagl olarak degistigini bildirmektedirler. Nitekim taze materyal ile karsilastirildiginda
fermantasyon siiresince tiim silajlarin maya sayilarinda azalma gozlenmistir. Yonca silajlarin-
da sadece kontrol gruplarinda 2.00 logio kob/g diizeyinde kiif tespit edilmistir. Silo ortaminda
kiiflerin iiremesi istenmez. Kiiflerin siloda bulunmasi yem aliminin azalmasina, gebe hayvan-

larda diisiik yapmaya ve hormonal dengesizliklere yol agabilir (Kizilsimsek ve ark. 2016).

Cizelge 4.3. Yonca silajlarinin mikrobiyoloji analiz sonuglar1 (logio kob/g KM)

Muameleler LAB MAYA KUF
™ 5.35 8.00 0.00
KONTROL 5.60+0.00" 5.73+0.01° 2.00+0.01%
SD3 5.68+0.02° 5.78+0.10° 0.00+0.00°
SD5 5.95+0.05° 5.98+0.02° 0.00+0.00°
SD7 6.12:0.05° 6.16+0.04° 0.00+0.00°
P <0.001 <0.001 <0.001

SD3: 3g/kg sodyum diasetat, SD5: 5g/kg sodyum diasetat, SD7: 7g/kg sodyum diasetat,
LAB: Laktik asit bakterisi

@ Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (P<0.001).

4.3. Silajlarin Aerobik Stabiliteleri

Arastirmada, silolamanin 45. giinii agilan yonca silajlarina uygulanan 7 giinliik aerobik
stabilite testi sonuglar1 Cizelge 4.4’de verilmistir. Aerobik stabilitenin 7 giiniinde KM igerik-
leri kontrol, SD3, SD5 ve SD7 gruplarinda sirasiyla %28.81, 30.52, 30.21ve %32.62 olarak
bulunmustur. Yonca silajlarina SDA ilave edilmesi KM kaybini 6nlemistir (P<0.001).

Yonca silajlarinda aerobik stabilitenin 7. giiniinde kontrol, SD3, SD5 ve SD7 grupla-
rinda belirlenen pH degerleri sirasiyla 6.45, 6.40, 6.00 ve 5.55 olarak bulunmustur. Ancak
SDA ilavesinin aerobik donemde pH degeri iizerine istatistiki anlamda herhangi bir etkisi
olmamigtir. S6z konusu donemlerde belirlenen CO2 miktarlar ise gruplarda sirasiyla 43.25,
23.51, 21.73 ve 16.12 g/kg KM’dir. Yonca silajlarina SDA ilave edilmesi CO2 iiretimini dii-
stirmiistiir (P<0.001). Aerobik stabilitenin 7. giiniinde kontrol, SD3, SD5 ve SD7 gruplarinda
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belirlenen maya igerikleri 6.89 logio kob/g, 6.80 logio kob/g, 6.69 logio kob/g ve 6.38 logio
kob/g olarak bulunmustur. Yonca silajlarina SDA ilave edilmesi maya igeriklerini 6nemli
Olclide diisiirmiistiir (P<0.001). Arastirma sonuglarinda en yiiksek CO; miktaria sahip kont-
rol grubu silajlarin maya igerikleride buna paralel olarak daha yiiksek tespit edilmistir. Silajla-
rin aerobik bozulmasinda bircok mikroorganizma rol almakla birlikte baslica sorumlu olan
mikroorganizmalar mayalar ve kiiflerdir. Mayalar organik asitleri tliketip ortam sicakligini
arttirarak bozulmay1 baslatirlar ve boylece silajin korunma 6zelligini azaltirlar (Kurtoglu
2011). Yonca silajlarina SDA ilave edilmesi kiiflenmeyi Onlemistir. Muamele gruplarinda

sadece kontrol grubu silajlarda 6.62 logio kob/g, diizeyinde kiif tespit edilimistir (P<0.001).

Cizelge 4.4. Yonca silajlarin 7. giin aerobik stabilite sonras1 analiz sonuglari

Muameleler KM pH Cco,! Maya® Kiif’ Gorsel
Kiiflenme®
KONTROL 28.8140.50°  6.45+0.85  43.25+1.11° 6.89+0.00°  6.62+0.00° 4
SD 3 30.52+0.39°  6.40+0.30  23.51+0.48°  6.80+0.04°  0.00+0.00° 1
SD5 3021+£0.11°  6.00£0.10  21.73+0.73°  6.69+0.03°  0.00+0.00" 1
SD7 32.62£0.99°  5.55+0.15  16.12+1.57°  6.38+0.08°  0.00+0.00° 1
P <0.001 0D <0.001 <0.001 <0.001

1C0O, g/kg KM ?log;, kob/g TM, KM: Kuru madde, SD3: 3g/kg sodyum diasetat, SD5: 5g/kg sodyum diasetat,
SD7: 7g/kg sodyum diasetat

@ Ayn1 stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (P<0.001).

3Silajlarda kiiflenme durumlarini gorsel olarak 1°den 5°e kadar olan sayilarla degerlendirilmesidir. 1: hig kiif icermeyen bir silaj. 2: noktalar
halinde gok az diizeyde kiif igeren bir silaj. 3: noktalar halinde yiizeye yayilmis bir sekilde kiif igeren bir silaj. 4: yiizeyi kismen kiif ile kapl,
bolge bolge kiiflenmis yiizeyleri olan silaj. 5: yiizeyi tamamen kiif ile kapli, agir bir kokuya sahip ve partikiilleri birbirine yapismis bir silaj.

Bu degerlendirmeler ii¢ kisi tarafindan yapilmakta ve daha sonra iigliniin ortalamasi alinmaktadir.

4.4. LAB 16SrRNA Dizi Analizi Sonuclar:

16SrRNA Dizi Analizi ile yapilan sonuglarina gore popiilasyon ¢esitliligi fermantas-
yon donemi sonrasinda (45. giin) Enterococcus faecium ve Lactobacillus brevis agirlikli ol-
mak tizere Pediococcus pentosaceu olarak belirlenmistir. Aerobik stabilite donemi sonrasinda
ise Weissella paramesenteroides, Bacillus cereus, Bacillus sp. Bacillus megaterium olarak

belirlenmistir.

Silajda en ¢ok rastlanan LAB, Lactobacillus ve Streptococcus cinslerine ait tiirlerdir
ve silajda LA fermentasyonu ¢ogunlukla bu tiirler tarafindan gerceklestirilir. Streptococcus

faecium bakterileri hizli ¢ogalmakta ve pH degerini kisa siirede diistirmektedir (Pitt 1986).
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Silaj icerisinde anaerobik mikroorganizmalardan olan Lactobacillus brevis veya Lactobacillus
buchneri gibi LAB etkin olmasi istenirken, Clostridia, Enterobactericiae, Bacilli ve Listeria
gibi bakteriler, Candida, Hansenula, Pichia, Issatchenkia ve Saccharomyces tiirii mayalar,
Aspergillus, Fusarium ve Pencillium tiirii kiif mantarlar1 istenmemektedir. Bu tiir bakteri, ma-
ya ve kiiflerin gelisimi silajin pH’sin1 arttirarak silaj kalitesinin diismesine ve dolayisiyla da
stabilitenin azalmasina neden olmaktadirlar (Basmacioglu ve Ergiil 2002, Danner ve ark.
2003). Arastirma sonucu veriler degerlendirildiginde fermantasyon donemi istenen ozelliklere
sahip LAB'leri acrobik stabilite doneminde silajda arzu edilmeyen tiirdeki bakterilere doniis-

mustur.

Cizelge 4.5. izole Edilen LAB'lerinin 16SrRNA Dizi Analizi sonuglart

Muameleler 45. giin AS
KONTROL Lactobacillus brevis Weissella paramesenteroides
SD 3 Pediococcus pentosaceus Bacillus cereus
SD5 Enterococcus faecium Bacillus sp.

SD7 Enterococcus faecium Bacillus megaterium

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

Silaj katki maddesi olarak kullanilan asitlerin olumlu etkilerinin yani sira, silaj ekip-
manlari lizerine olan g¢iiriitiicii etkileri nedeniyle bu asitlerin tuzlarinin kullanilmasina olan ilgi
artmistir. Arastirmada kullanilan sodyum diasetat yonca silajlariin fermantasyonu 6zellikle-
rini aerobik stabilitesini olumlu yonde etkilemistir. Laktik asit bakterilerinin gelisimini tesvik
ederek LAB sayilarin1 ve etkinligini artirmistir. Buna bagli olarak sekerlerin laktik aside do-
nlislimii artmis ortamda yiiksek oranda bulunan LA, pH’y1 diisiirerek proteinleri parcalayan

enzimleri inhibe etmis ve proteinlerin amonyaga parcalanmasini diigirmustiir.

Arastirma sonuglari, yoncanin sodyum diasetat ilave edilerek silolanmasinin kontrol
grubundan daha avantajli oldugunu ortaya koymustur. Ancak bu konudaki ¢alismalarin labo-
ratuvar kosullar1 disinda, gerek saha gerekse hayvan materyali ile desteklenmesinin gerrekli

oldugu soylenebilir.
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