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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KEFIR ILAVESININ YONCA SILAJLARININ FERMANTASYON
OZELLIKLERI VE AEROBIK STABILITESi UZERINE
ETKILERI

Bahattin KARAPINAR

Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Zootekni Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Fisun KOC

Bu aragtirmada, farkli dozlarda kefir ilavesinin yonca silajlarinda fermantasyon geli-
simi ve aerobik stabilitesi tizerindeki etkileri arastirilmistir. Yonca, haziran ayinda ¢i¢ceklenme
baslangicinda hasad edilmis ve yaklasik 24 saat siireyle soldurulmustur. Caligmada katk1
maddesi olarak ticari (MY starter KF) ve ev yapimui kefir kiltiirii kullanilmistir. Arastirma,
katki maddesi ilave edilmeyen kontrol, 1410°, 5x10° ve 1x10° kob/g diizeyinde kefir ilave
edilerek olusturulan 7 grupta yiiriitiilmiistiir. Kontrol ve katki maddeleriyle muamele edilen
yonca her uygulama igin 10'ar tekerriir olarak 500 g kapasiteli plastik torbalara silolanmustir.
Silolamadan 45 giin sonra agilan tim silajlarda kimyasal ve mikrobiyolojik analizler yapil-
mistir. Silolama déneminin sonunda (45. giin) tiim silajlara 7 giin siire ile aerobik stabilite
testi uygulanmistir. Sonug olarak kefir yonca silajlarinin fermantasyon ozelliklerini ve aerobik

stabilitelerini gelistirmistir.
Anahtar kelimeler: Kefir, laktik asit bakterilerinin tanimlamasi, silaj

2019, 44 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

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

Bahattin KARAPINAR

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

Supervisor: Prof. Dr. Fisun KOC

In this study, the effects of different doses of kefir on the fermentation characteristics
and aerobic stability of alfalfa silages were investigated. Alfalfa was harvested at early bloom
stage in June and wilted for about 24hours. In the study, commercial (MY starter CF) and home
made kefir culture were used as additives. The study was carried out in 7 groups formed by
adding control, 1x10°, 5x10° and 1x10° kob/g kefir. control and additives applied alfalfa ensi-
led in 500 g capasity plastic bag as 10 replicates for each treatment. All silages were sampled
for chemical 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. As

a result, improved fermentation characteristics and aerobic stability of alfalfa silages.
Key Words; Kefir, lactic acid bacteria identification, silage

2019, 44 pages
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1. GIRIS

Baklagillerin silolanmasindaki zorluklar 3 faktore baglanmaktadir. Bunlar; yeterli dii-
zeyde suda ¢oziinebilir karbonhidrat (SCK) igermemesi, tampon kapasitelerinin (Bc) yiiksek
olmasi ve diisiik kuru madde (KM) igerigine sahip olmalaridir. Bu yiizden de silolanmalar1
i¢in katki maddesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda silaj katki maddesi olarak laktik asit
bakteri (LAB) inokulantlarinin kullanimi1 yayginlasmistir. Laktik asit bakteri (LAB) inoku-
lantlarinin etkinligi konusunda ¢esitli goriisler bulunmakta olup bunlar; silaj kalitesini artirdi-
g1 (Arriola ve ark. 2015, Ogunade ve ark. 2016, Silva ve ark. 2016) ya da yeterli diizeyde etki
gostermedikleri yoniindedir (Kleinschmit ve ark. 2005, Ogunade ve ark. 2016). LAB’nin ye-
terli diizeyde etki gostermemelerinin temel nedenlerinden biri olarak ticari inokulantlardaki
LAB'larin kompozisyonundaki farkliliklar 6ne siiriilmektedir (Weinberg and Muck 1996,
Kung and Muck 1997, Muck and Kung 1997). Bu anlamda bakildiginda silaj fermantasyo-

nunda etkili olan LAB tiirleri ve etkinlileri daha da onem kazanmaktadir.

Kefir bilesiminde LAB ve mayalarin bulundugu, iiretiminde kefir tanesi veya starter
kiiltiirlerin kullamldig: fermente bir siit iiriinii olarak tanimlanmaktadir (Ozpinar 2012). Kefir
tanesi biinyesinde LAB (lactobacilli, lactococci ve leuconostoc), asetik asit bakterileri (aceto-
bacter) ve mayalari karisim halinde bulundurur. Bu mikrobiyel karisim i¢inde en ¢ok laktoba-
siller yer alir (%65— 80). Kefirin icerdigi lactobasil ve diger bakteri tiirleri arasinda L. acidop-
hilus, L. brevis, L. casei, L. fermentum, L. helveticus, L. kefiri, L. parakefiri, L. lactis ve L.
mesenteroides bulunur. Kefir tanesinin i¢erdigi mayalar laktozu fermente eden (Kluyveromy-
ces lactis, Kluyveromyces marxianus ve Torula kefir) ve laktozu fermente etmeyenler
(Saccharomyces cerevisiae) olmak {iizere iki gesittir. Bu mayalar irettikleri karbondioksit
(COy ve etanol ile kefir fermantasyonunda dnemli rol oynarlar. Kefir ile ilgili yapilan calis-
malarda kefir tanelerindeki mikrobiyal floranin, cografi koken, tanelerin bulundugu farkli
iklim kosullari, kefir tiretimindeki sicaklik ve fermantasyon siiresinin degisimine gore farkli-
lik tasidig1 belirtilmektedir (Otles ve Cagind1 2003, Garofalo ve ark. 2015). Son yapilan aras-
tirmalar, kefirin bakteriyel florasinin en énemli kismini olusturan homofermantatif L. kefi-
ri'nin silaj fermantasyonu iizerinde 6zellikle besin madde kayiplarin1 azalttigi ve aerobik sta-
bilite izerinde olumlu etkilerinin oldugu yoniindedir (EFSA 2013, Zwielehner ve ark. 2014,
Daniel ve ark. 2015).



Bu ¢aligmanin amaci, yonca bitkisine dogal ve ticari formda kefir kiiltiirii ilavesinin si-
laj fermantasyonu ve aerobik stabilite iizerine etkilerini ortaya koymaktir. Ayrica arastirma
kapsaminda fermantasyon ve aerobik stabilite doneminde laktik asit bakterilerinin tanimlama-

s1 yapilarak mikrobiyal kompozisyon tizerindeki degisimleri ortaya konulmaya ¢alisilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Kefirin Tanim ve Cografyasi

Kefir, kokeni Kuzey Kafkasya’ya ait olan, beyazimsi renkli, karnabahara benzeyen
findik bliytikliiglinde kefir tanelerinin siit ile mayalanmasi sonucu elde edilen fermente bir siit
tirtindiir (Sarkar 2008). LA fermantasyonu ve alkol fermantasyonu sonucu olusan iiriinler ke-
fire 6zgii aromay1 meydana getirmektedir (Rattray ve O’Connel 2011). Kefirin, ismini Tiirk-
¢e’de i¢ildikten sonra rahatlatici anlaminda olan "keyif" sozciiglinden ve Kafkas dilinde "en
1yl kalite" anlamina gelen "kef" sozciiklerinden aldigi tahmin edilmektedir. Ayrica kephir,
kiaphur, kefer, knapan, kepi ve kippe gibi pek ¢ok ismi de kullanilmaktadir (Koroleva 1988,
Otles ve Cagindi1 2003). Kafkas daglarindan Orta Asya’ya kadar uzanan kefir giiniimiizde
basta Almanya, Norveg, Macaristan, Polonya, Romanya gibi bircok Avrupa iilkesinde, Kuzey
Amerika, Avustralya ve Kuzey Afrika’da orijinal ismiyle taninmakta ve iretilmektedir (Irigo-

yen ve ark. 2005).

Tiirk Gida Kodeksi 16.02.2009 tarih ve 27143 say1, 2009/25 no’lu Fermente Siit Uriin-
leri Tebligi’ne gore kefir; fermantasyonda spesifik olarak Lactobacillus kefiri, Leuconostoc,
Lactococcus ve Acetobacter bakteri cinslerinin degisik suslari ile laktozu fermente eden
(Kluyveromyces marxianus) ve etmeyen mayalar1 (Saccharomyces unisporus, Saccharomyces
cerevisiae ve Saccharomyces exiguus) iceren starter kiiltiirler ya da kefir tanelerinin kullanil-
dig1 fermente bir siit {irlinii olarak tanimlanmaktadir (Anonim 2005). Tiirk Gida Kodeksi,
2009/25 No’lu Fermente Siit Uriinleri Tebligi’ne gore kefirin bilesimi ve mikrobiyolojik kri-
terleri Cizelge 2.1’de verilmistir (Anonim 2005).



Cizelge 2.1. Tiirk Gida Kodeksi, Fermente Siit Uriinleri Tebligi ne gore kefirin bilesimi.

Bilesen Miktar

Siit Proteini (Agirlikca %) Enaz2,7
Siit Yag1 (Agirlikga %) En fazla 10
Titrasyon Asitligi ( Laktik asit olarak agirlik¢a %) Enaz 0,6
Etanol (% hacim/agirlik)

Toplam Spesifik Mikroorganizma (kob/g) Enaz 10’
Etikette Belirtilen Toplam ilave Mikroorganizma (kob/g) Enaz 10°
Maya (kob/g) En az 10°*

2.2. Kefirin Tarihgesi

Kafkas daglarindan Orta Asya’ya kadar uzanan ve binlerce yillik tarihi olan kefir,
Kafkasya’da yasayan halkin ilk olarak ke¢i tulumu i¢inde siitii sirden ile pihtilagtirilarak, tu-
lumun i¢ yiizeyinde birka¢ hafta i¢inde stingerimsi bir yap1 olusturmasi ve bu yapimnin kulla-
nilmasi ile kefir elde ettikleri bildirilmektedir (Kogak ve Giirsel 1981). Dr. Podwyssotzki’nin
"Kefyr" isimli kitabi kefir lizerine bilinen en eski ¢aligmadir. 1884 yilinda Moritz Schulz tara-
findan terciime edilerek kefir tarihgesi, ¢esitleri, nitelikleri ve Kuzey Avrupa’ya ve diger bol-

gelere nasil yayildigi belirtilmektedir (Koroleva 1988).

Rusya’da 1930°1u yillarda cam siseler igindeki siite kefir mayasi inokiile edilip pihti
olusuncaya kadar bir termostat icinde tutularak, elde edilen kefirin sogutulmasi yoluyla en-
diistriyel diizeyde iiretimine baslanmistir. Giiniimiizde kefir basta Almanya, Isveg, Polonya,
Romanya gibi bir¢ok Avrupa iilkesinde, Amerika ve Avustralya’da ticari olarak iiretilmekte-

dir (Koroleva 1988).
2.3. Kefir Tanesi ve Kefirin Mikrobiyal Florasi

Kefir taneleri sarimtirak renkli 3-30 mm ¢apinda, jelatinimsi yapida, kii¢lik karnabahar
veya patlamig misira benzer goriiniime sahip, diizensiz partikillerdir (Sekil 2.1). (Yaygimn
1999, Libudzisz ve Piatkiewicz 1990).



Kefir taneleri boliinerek gelisip ¢cogalmakta ve 6zelliklerini bir sonraki generasyona

aktarmaktadirlar (Farnworth ve Mainville 2008).

Sekil 2.1. Kefir Tanesi

Graniiller LAB (6zellikle Lb. kefiranofaciens), asetik asit (AA) bakterileri ve mayalar

arasindaki kompleks bir simbiyosisten olusur (Seiler 2003).

Yiizyillardir Kafkasya bolgesinde miks kiiltiir kullanilarak laktik asit (LA) ve alkol
fermantasyon sonucu olusturulan kefirin yapiminda kullanilan graniiller polisakkarit matriks
tarafindan karnabahara benzer sekilde bir arada tutulan mikroorganizma toplulugundan ibaret-
tir. Bu topluluk iginde, simbiyotik sekilde bir arada yasayan mayalar (Kluyveromyces, Candi-
da, Torulopsis ve Sacharomyces spp.) lactobacilli (L. brevis, L. acidophilus, L. casei, L. helve-
ticus, L. delbruecki), streptococci (Streptococcus salivarus), LAB (Lc. lactis ssp. thermophils,
Leuconostoc mesenteroides ve L. cremoris) ve nadiren AA bakterileri gibi bir¢ok mikroorga-
nizma izole edilebilir (Simova ve ark. 2002). Homofermentatif LAB (Lactobacillus kefir)
bakteriyel floranin en 6nemli boliimiinii olustururlar. Son yillarda kefirde yeni bir LAB tiirii
olan L. kefiranofaciens tanimlanmistir. Kefir danesinin dis polisakkarit katmaninin daha ziya-
de bu bakteri tarafindan tiretildigi bildirilmektedir. “Kefiran” olarak bilinen bu polimer, %30-
34 kazein, %45-60 sakkarit, %3-4 yag ile canli ve 6lii mikroorganizmadan olusup, esit diizey-
de glukoz ve galaktoz icermektedir ve kefir danesinin en az %25’ini olusturmaktadir (Goncu
ve Alpkent 2005, Neve 1992). L. kefir yiizey tabakada kii¢iik bir bolgede yogunlagsmisken, L.
kefironofaciens ise graniiliin biitiin iist bolgesinde ve merkezde bulunur (Arihara ve ark.
1990).



Kefir danesinde LAB' nden baska homofermentatif ve heterofermentatif LA strepto-
koklar1 (Lactococcus, Leuconostoc) ve AA bakterileri ile laktozu fermente edebilen ve fer-
mente edemeyen mayalar (Kluyveromyces marxianus, Torulaspora delbrueckii, Saccharomy-

ces cerevisiae, Candida kefir vb.) da bulunmaktadir (Neve 1992, Garrote ve ark. 1997).

Genel olarak LAB (homofermentatif, heterofermentatif; mezofil ya da termofil) graniil
mikroflorasinin %65-80’ini olusturur. Geri kalan kismin %20’sini streptokoklar ve %5’ini
mayalar olusturur (Libudzisz ve Piatkiewicz 1990). LAB, LA, CO, ve etanol olusumuna, AA
bakterileri; kefir graniillerindeki simbiyoz yasamin siirdiiriilmesine ve kefirin viskozitesinin
arttirtlmasina, mayalar ise simbiyoz yasama, CO; olusumuna ve karakteristik tat ve aroma
gelisimine yardimci olurlar (Inal 1990). Kefir ve kefir graniillerinin mikrofloras1 Cizelge

2.2°de gosterilmistir (Marshall 1993).

Cizelge 2.2. Kefir ve kefir graniillerinin mikroflorasi

Lactobacillus Streptococcus

Lb. kefir S. thermophilus

Lb. brevis Lactococcus

Lb. casei Lc. lactis ssp. Lactis

Lb. lactis Lc. lactis var. diacetylactis
Lb. parakefir Lc. lactis ssp. Cremoris
Lb. acidophilus Leuconostoc

Lb. kefiranofaciens L. cremoris

Lb. casei ssp. lactis L. mesenteroides ssp. dextranicum
Lb. kefirgranum Enterococcus

Lb. helveticus ssp. lactis Enterococcus durans

Lb.
Lb.

delbrueckii ssp. lactis
delbrueckii ssp. bulgaricus

Acetobacter
Acetobacter aceti

Maya

Candida kefir

C. pseudotropicalis
Kluyveromyces lactis
K. fragilis / marxianus
Saccharomyces ssp.
Torulopsis holmii




Mikroskopik incelemede kefir tanesinin goriinlimii ag gibi ince levhamsi bir yapi ile
stingerimsi ve lifli bir yapiya sahip oldugu, ayrica tanenin merkezinde lif kiitlesinin dallanma
ve uzun baglar gosterdigi belirlenmistir. Tanenin merkezindeki bakteriler ve mayalar1 birlikte
tutan agin mayalar tarafindan tiretildigi, laktokoklarin genellikle maya hiicrelerinin yiizeyinde

yer aldigi, laktobasillerin ise maya hiicrelerinin aralarina yerlesmis oldugu belirtilmistir
(Otsoa ve ark. 2006).

Duitschaever ve ark. (1987) yaptiklar1 bir ¢alismada kefir tanesinde yer alan mikroor-
ganizmalarin en fazla tanenin dis kisminda bulundugunu belirtmislerdir. Bu kisimda gesitli
bakteriler ve mayalar varken, tanenin merkezine yakin kisimlarda maya sayis1 azalmaktadir.
Bu durumu mayalarin aerob olmasina baglamislardir. Bu ¢alismaya benzer olarak Giizel-
Seydim ve ark. (2005), kefir tanelerini inceledikleri bir ¢alismada kefir tanesinin dis kisminda
laktobasiller, mayalar ve fibrillar madde gézlemlemislerdir. Kefir tanesinin i¢ kisimlarinda ise

laktobasillerin bulundugunu fakat mayalarin olmadigimni belirtmislerdir (Sekil 2.2. ve Sekil
2.3).

Sekil 2.3. Kefir Tanesinin Dis Kismi

Ergiillii ve Ugiincii (1983)' nin arastirmasinda kefir mikroflorasmin ana kaynaginin,
Lactobacillus ve Leuconostoc cinslerinden olustugu bildirilmistir. Chen ve ark. (2008)'nin

Tayvan’da elde ettikleri {i¢ farkli kefir tanesi ile yaptiklar1 ¢alismada, tanelerde en baskin



mikroorganizmanin birbirine benzer sekilde LAB oldugu, bunlarin i¢inde de en yaygin olani-

nin Lactobacillus kefiri oldugu bildirilmistir.

Arjantin orjinli dort farkli kefir tanesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerinin mikrobi-
yolojik analiz sonuglarinda L. plantarum, L. kefir, L. plantarum, L. parakefir, Lc. lactis subsp.
lactis, Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, Ln. mesenteroides, Acetobacter bakterileri
ve Saccharomyces ile K. marxianus mayalar1 tespit edilmistir (Garrote ve ark 2001). Diosma
ve ark. (2014), kefir tanelerinden S. cerevisiae, S. unisporus, Issatchenkia occidentalis ve K.

marxianus maya suslari izole etmislerdir.

Incelenen galigmalarda gerek tanedeki gerekse kefirdeki mikroorganizmalarin diizeyi-
nin ¢ok farkli oldugu ve sayilarinin ¢ok genis sinirlar arasinda degistigi goriilmiistiir. Kefirin
mikrobiyal florasinda farkliliklara, {iretim sirasinda hijyene dikkat edilmemesi, tanenin maya
ve kiiflerle kontamine olmasi, iiretimde uygulanan farkli teknikler ve inkiibasyon sicakligi
gibi birgok faktoriin etkili oldugu bildirilmistir (Giizel-Seydim ve ark. 2005). Ozellikle bakte-
ri/maya orani kefirin duyusal 6zellikleri iizerinde etkilidir. Kefirde, kontamine mayalarla do-
gal mayalarin birbirinden ayirt edilebilmesinin oldukga zor oldugu bildirilmektedir (Alvarez-

Martin ve ark. 2008).

Yapilan bir ¢caligmada farkli tilkelerden elde edilen kefir tanelerinin Lactobacillus spp.
igceriklerinin benzer olmasina ragmen, kefir mikroflorasinda bulunma oranlarinin farkli oldugu
tespit edilmistir (Otles ve Cagindi1 2003). Bu calisma sonucuna paralel olarak baska bir ¢alis-
mada Kkefir tanelerindeki mikrobiyal floranin, cografi koken, tanelerin bulundugu farkli iklim
kosullari, kefir tiretimindeki sicaklik ve fermantasyon siiresinin degisimine gore farklilik tasi-

digin1 belirtmektedir (Garofalo ve ark. 2015).

Setyawardani ve ark. (2014)’nin kefir tanesindeki mikrofloranin bolgelere gore farkli-
lik tagidigini, Brezilya’nin degisik bolgelerinden elde ettigi tanelerin, ortalama olarak %60,5
oraninda LAB, %30,6 oraninda maya ve %38,9 oraninda asetik asit bakterileri icerdigini tespit

etmiglerdir.

Ergiillii ve Ugiincii (1983), Tiirkiye’nin 7 farkli bdlgesinden aldiklar1 kefir tanelerinin
mikroflorasini incelemislerdir. Arastirmalarinda kullandiklar1 7 farkli kefir tanesindeki toplam
mikroorganizma sayisinin 6,42-9,42 log kob/mL arasinda degistigini, Streptococcus lactis,
Lactobacillus casei, Lactobacillus brevis’in tiim 6rneklerde bulundugunu ancak bir drnekte

Streptococcus faecalis’e rastlandigini bildirmislerdir. Asitlik gelisimi ve proteolitik aktivitede



Lactobacillus casei’nin, CO, olusumunda ise Lactobacillus brevis’in etkili oldugu belirtilmis-
tir. Tanelerde 6zellikle laktozu fermente eden ve laktozdan alkol ve CO; olusturan tiirlerin
florada baskin bir sekilde yer aldig1 gézlenmistir. Sonug olarak tanelerdeki mikroorganizmala-

rin hem sayisal hem de oransal olarak ¢ok biiyiik farkliliklar gosterdigi tespit edilmistir.

Kefirin diger fermente siit tirtinlerinden farkli olan 6zelligi, dogal kefir tanelerinin uy-
gun kosullarda mikrobiyolojik ve yapisal o6zelliklerini koruyarak, siirekli kendini arttirma
ozelligidir (Seydim 2001). Farnworth (2005) yaptig1 bir ¢alismada kefir tanesi, kefir kiiltiirii
ve kefir igecegindeki mikroorganizma diizeyinin birbirinden farkli oldugunu belirtmistir (Ci-
zelge 2.3). Buna bagli olarak uygun tat, aroma ve mikrobiyal floraya sahip kefir {iretimi i¢in

kefir tanesinin kullaniminin daha iyi olacagi belirtilmistir.

Cizelge 2.3. Kefir tanesi, kefir kiiltiirii ve kefirdeki mikroorganizmalar (log kob/mL)

Kefir Tanesi Kefir Kiiltiiri Kefir
Lactococci 10° 10%-10° 10°
Leuconostoc 10° 10"-108 10"-108
Termofilik lactobacilli 108 10° 10°-10®
Mezofilik lactobacilli 10°-10° 10%-10° -
Asetik asit bakterileri 108 10°-10° 10*-10°
Mayalar 10°-10° 10°-10° 10*10°

2.4, Kefir Uretimi

Kefir iiretiminin ilk olarak Kafkas daglarinda koyun ve kegi siitiiniin hayvan derisin-
den yapilan ¢antalar ya da tahta kaplarda mezofilik sartlarin saglanarak fermentasyona bira-
kilmasiyla gerceklestirildigi bilinmektedir. Kefir, olusumu tamamlandik¢a alinip yerine taze

siit ilavesi yapilarak siirekli tiretimi saglanmaktadir.

Kaynaklara gore torbalara konulan taze siit ve kefir taneleri evin giris kapisina asil-
makta giin boyunca buradan eve giris-cikis yapilarak deri torbanin ¢alkalanmas ile asitligi
yiiksek, igilebilir kivamli, kopiiklii, hafif alkolli kefirin tiretimi gergeklestirilmektedir. Kefir
iretiminde gerekli siitlerin fermentasyonu icin fi¢1 ya da tulumun i¢ yiizeyinde daginik halde
bulunan jelatinimsi yapidaki suda erimeyen 6zellige sahip, irili-ufakli, karnabahar goriinii-
miindeki beyazimtrak renkli taneler kullanilmigtir (Weis ve Burgbacher 1986). 1930’Iu yillar-

da Eski Sovyetler Birligi’nde kefir ticari olarak iiretilmeye baslanmistir. Ticari olarak iiretil-



meye baglanan ilk kefir, set tipi bir iirlindiir ve liretimi esnasinda siite kefir tanesinin inokii-
lasyonunu takiben siselere doldurulmasi islemiyle gerceklestirilmistir. Bu yontem siitiin kefire
doniisiimiinlin sisede gergeklesmesini saglamaktadir. Ardindan {iriin sogutularak iiretim ta-

mamlanmis olur.

1950’11 yillarda gelistirilen diger bir yontemde stirred tipi kefir tiretimi yapilmakta ve
stit biiylik bir kapta mayalanarak, fermentasyon ve kefir olusumunun sonrasinda iiriiniin sogu-
tulmasi ile kefirin tretimi gergeklestirilmektedir (Koroleva 1982). Kefir iiretiminde gelenek-
sel ve endiistriyel {iretim olmak iizere iki yontem bulunmaktadir (Otles ve Cagindi 2003).
Geleneksel kefir tiretimi laktik asit bakterileri, mayalar ve ayrica probiyotik bakterileri de
kapsayan kefir tanelerinin siite ilave edilmesiyle gergeklestirilmektedir. Endiistriyel kefir iire-
timinde ise kefir tanelerinin muhafazasinda hijyenik agidan karsilagilan giigliiklerden dolay1
sinirl miktarda mikroorganizma igeren hazir starter kiiltiirler kullanilmaktadir (Bozkurt ve
ark. 2010). Kefir ticari olarak; dondurulmus kefir starter kiiltiirii ile, geleneksel olarak kefir
tanesi kullanilarak ya da kefir tanesi ile iiretilen kefirin siite agilanmasiyla iiretilmektedir
(Bensmira ve ark. 2010). Dondurularak kurutulmus starter kiiltiir kullanilarak tiretilen kefirle-
rin kimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri ¢ogu zaman benzerlik gosterse de her kefir granii-
liintin mikrobiyal yiikii sayisal ve oransal olarak farklilik gosterdigi i¢in farkli tat ve aromada

kefir elde edilmektedir (Hafliger ve ark. 1991).
2.4.1. Geleneksel Kefir Uretimi

Geleneksel yontemle ev sartlarinda kefir iiretimi kaynatilmis ve sogutulmus siite dog-
rudan kefir tanesi ilave edilerek yapilmaktadir (Koroleva 1982). Bu yontemde ilk olarak kul-
lanilacak olan ¢ig siit kaynatildiktan sonra oda sicakligina kadar sogutularak %3-7 oraninda
kefir tanesi ilave edilmekte ve karanlik bir ortamda, ayni sicaklikta 18-24 saat fermantasyona
birakilmaktadir. Mayalanma stiresinin sonunda metal olmayan temiz bir siizgecten gegirilerek
icilebilir kefir elde edilmektedir. Islem sonunda taneler temiz su ile yikanarak bir sonraki kul-

lanim i¢in buzdolabinda 4°C’de muhafaza edilmektedir (Sekil 2.4.) (Glungér 2007).
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Cig Siitiin Isitilmasi

!
Sogutma 20-25 °C « Kefir Tanesi

!
Inokulasyon 20-25 °C

!
Fermantasyon 20-25 °C
(18-24 saat)
I
Ayirma
Olgunlasma ve Sogutma 4 °C — Kefir Tanesi
I
Depolama 4 °C
Sekil 2.4. Kefirin Geleneksel Yontemle Uretimi

2.4.2. Endiistriyel Kefir Uretimi

Endiistriyel kefir tiretimi farkli yontemler kullanilarak gerceklestirilse de esas1 gele-
neksel yontemle ayni prensibe dayanmaktadir. Endiistriyel kefir {iretiminde ise istenilen kali-
tede triin eldesi i¢in gerekirse siite yag ve kurumadde standardizasyonu yapilabilmektedir.
Kefirde istenilen kivam, tat, aroma ve piht1 sertligi siitiin homojenizasyonuyla ger¢eklestiril-
mektedir. Kefire iglenecek siit homojenizasyon sicakligina (60-65°C) getirilmekte bu sicaklik-
ta yiiksek basingta (200- 220 atm) altinda homojenize edilmektedir. Bu islem kefirin daha iyi

bir kivam, tat ve aromaya sahip olmasini ve yiiksek viskozite gostermesini saglamaktadir.

Homojenizasyondan sonra siit 95°C’de 5 dakika siireyle pastorize edilmektedir. Isil is-
lemlerden sonra siit, son iiriinde iyi bir aroma, iyi bir kivam, maksimum seviyede alkol ve
ugucu yag asitlerinin olusumu i¢in 22-25°C’ye sogutularak kiiltiir ilave edilmektedir ve 16-20
saat inkiibasyona birakilmaktadir. inkiibasyon islemine pihtinin pH’s1 4.5-4.6 oldugunda son
verilmektedir. Inkiibasyon sonunda hizli asitlik artisin1 engellemek igin 4-6°C’ye sogutma
islemi gergeklestirilmekte ve sogutma isleminden sonra iirlin olgunlagtirma iglemi i¢in tankla-
ra alimmaktadir. Olgunlagsma esnasinda denatiire olan serum proteinleri suyu absorbe ederek
tirtiniin kivam ve viskozitesini artirmaktadir. Olgunlasma esnasinda tirliniin pH’s1 4.5-4.6’dan

4.3-4.4’¢ kadar diismektedir. Olgunlastirma sonucunda elde edilen kefir steril ve hijyenik bir
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sekilde paketlenmekte ve 4-6°C sicaklikta muhafaza edilmek iizere soguk hava depolarina

alinarak satisa hazir hale getirilmektedir (Sekil 2.5) (Giing6r 2007).

Cig Siit Kefir Kiiltiir ilavesi
! !
Cig Siit Kabul Tanka Inkiibasyon (16-20 saat)
! !
Sogutma Sogutma
! !
Pastorizasyon Aroma ilavesi (Istege bagl)
! !
Standardizyon Karistirma
! !
Homojenizasyon Dolum ve Paketleme
! !
90’ °C de Isil islem(30 dk.) Depolama 4-6 °C
!

Sogutma (22-25 °C)
Sekil 2.5. Kefirin Endiistriyel Yontemle Uretimi

Inokiilasyon miktar ve starter mikroorganizmanin tipi son {iriiniin duyusal karakteris-
tigi i¢in 6nem tasimaktadir. Genel olarak kefir kaymaksi (kremsi) yapida ve piiriizsiiz tekstiire
sahip, hafif eksi ve az kopiigl olan, maya fermantasyonundan kaynaklanan hafif sert ama
baskin olmayan tat-aromaya sahip bir fermente siit iiriiniidiir (Hafliger ve ark. 1991). Figler ve
ark. (2006), yapmis olduklar1 calismada ekzopolisakkarit iireten termofilik suslardan olusan
probiyotik LAB igeren Rus tipi kefir ile geleneksel Rus tipi kefirin digki mikroflorasi {izerine
etkisini arastirmistir. 120 kisilik gontillii grup iizerine yapilan denemelerde probiyotik kefirin
kalin bagirsakta probiyotik mikrofloray: arttirabildigi fakat geleneksel kefirin bu konuda ye-

tersiz kaldigini tespit etmistir.

Alpkent ve Kiiciikgetin (2000), kefir tanesi ile yapilan ve farkli sicakliklarda 21 giin
stireyle depolanan kefirlerde meydana gelen degisimleri incelemislerdir. Taneden elde edilen
kiiltiir ile kefir yapmislar ve bu kefirleri {i¢ gruba ayirmislardir. Birinci grup 1°C, ikinci grup

5°C ve tgtincii grup 10°C’de 21 giin boyunca depolanmistir. Depolama siiresine bagl olarak,
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5°C’de depolanan kefir 6rneginin toplam bakteri miktar1 1., 9. ve 15. giinlerde sirasiyla; 8,75
log kob/mL, 8,48 log kob/mL ve 7,62 log kob/mL; maya miktar1 ise 5,34 log kob/mL, 5,85
log kob/mL, 5,68 log kob/mL olarak bulunmustur. Arastirma sonucuna gore; 1°C’de 3 hafta
stireyle depolanan kefirlerin kalite 6zelliklerinin korundugu ancak 10°C’de depolanan kefir-
lerde 6 giinden sonra olusan asir1 gaz ve serum ayrilmasi ile asidik tadin {iriinii tiiketilemeye-

cek hale getirdigi gortilmiistiir.

Kilig ve ark. (1999), kefir tanesi ve starter kiiltiirle iiretilen kefirlerin olgunlagmasi si-
rasinda degisimlerini 5 giinliik depolama siiresince incelemisler ve kefirin mikroorganizma
icerigi ve duyusal ozellikleri ac¢isindan iiretimden sonra 3 giin igerisinde tiiketilmesi gerektigi

sonucuna varmiglardir.

Giinliik kefir tanesi kiitle artigini en lst diizeye ¢ikarmak i¢in ayrica toplam biyokiitle
konsantrasyonunun ve pH profilinin tekrarlanabilirligini saglamak icin en 1yi sekilde aktif
kefir tanelerinin kullanilmasi gerektigi belirtilmektedir. Yapilan bir ¢alismada; kefir taneleri-
nin en iyi aktiviteyi saglayabilmesi i¢in en az 11 ardigik giin, mikroorganizmalarla hazirlan-
mis kanigik kiiltiirler (Lifeway Foods, Inc.) ticari kiiltiir olarak kullanilmaktadir. Bu karisik
kiltiir S. lactis, L. plantarum, S. cremoris, L. casei, S. diacetylactis, L. cremoris ve S. florenti-
nus icermektedir (Hertzler ve Clancy 2003). Ticari olarak mevcut olan kefir tanelerinden izole
edilen maya ve LAB igeren kuru/soguk depolanan starter kiiltiirler bulunmaktadir. Ancak ke-

fir tanesine 6zgli mikrofloranin simdiye kadar saglanamadig1 da literatlirden anlasilmaktadir.

Yaman ve ark. (2010), inek, koyun ve kegi siitii ile yapilan kefirlerde fermantasyon sii-
resince ve sogukta muhafazada LAB ve maya populasyonundaki degisimi arastirdiklar1 ¢a-
lismalarinda, 4°C’de 7 giin siireyle muhafaza edilen kefirlerde maya sayisinda azalmalar ol-
dugunu gozlemlemislerdir. Fermantasyon sirasinda pH diiserken, 7 giinliik depolama siiresi
boyunca pH degismeden kalmistir. Caligma sonucuna gore farkli siitlerin kefir mikroflorasi-
nin popiilasyon gelisimini etkileyebilecegi, diger bir ifadeyle kefirin kalitesi iizerine etkili

olabilecegi vurgulanmastir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirma materyalini, haziran aymin ikinci haftasinda ¢igeklenme baslangicinda ha-

sad edilen (1.bi¢im) yonca (Medicago sativa L.) olusturmustur.
3.1.1. Deneme Materyallerinin Hazirlanmasi

Hasad edilerek 24 saat siireyle soldurulan yonca, silaj makinesiyle yaklasik 1.5-2.0 cm
boyutlarinda pargalanmistir. Katki maddesi olarak,

1. Ticari kefir kiiltirti (TK): Biyolojik kompozisyonunda Lactococcus lactis subsp, Lac-
tis biovar diacetylactis, Lactobacillus brevis, Leuconostoc spp.mesenteroides ve

Saccharomoyces cerevisiae iceren (MY Starter KF).

2. Dogal kefir kiltiirii (DK): Dogal kefir kiiltiriniin biyolojik kompozisyonuna iliskin
tanimlama yapilmigtir. Tanimlama sonrasinda Enterococcus faecalis, Lactobacillus

brevis ve Micrococcus luteus icerdigi tespit edilmistir.

3. Dogal ve ticari kefir uygulamalarinda doz 1x10°, 5x10° ve 1x10° seviyesinde olacak

sekilde hesaplanmustir.

Katki maddesinin uygulama sekli: 10 kg pargalanmis taze materyal 1x4 m temiz bir alana
yaytlmustir. 1. grup kontrol grubu olup katki maddesi igermemektedir. 2. grupta, dogal ve tica-
11 kefir kiiltiirlinden 0,0375 g tartilarak {izerine 20 ml ¢cesme suyu konarak iyice karigmasi
saglandiktan sonra taze materyal ilizerine homojen bir sekilde el piilverizatorii ile puskiirtiil-
mistiir. 3. grupta 0,1875 g, 4. grupta 0,375 g 2. grupta agiklandig1 gibi taze materyale uygu-
lanmistir. Kontrol grubuna ise diger muamele gruplarina esdeger 20 ml gesme suyu ilave
edilmistir. Katki madelerinin ilavesinden sonra, yaklasik 500 g 6rnek plastik torbalara konula-
rak sikistirilmis ve vakumla i¢indeki havasi alinmistir. Orneklerin vakumlanarak paketlenmesi

amaciyla Sekil 3.1' de gosterilen CAS CVP 260 PD marka vakum makinesi kullanilmisgtir.
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Sekil 3.1. Vakum makinesi

Basglangic materyaline iliskin 6rnekler Sekil 3.2' de goriilmektedir. Her grup i¢in 10’ar
tane olmak tizere toplam 40 paket silaj laboratuvar sartlarinda (25-30 °C) 45. giin fermantas-
yona birakilmistir. Kirk besinci giin acilan silajlara 7 giin siire ile aerobik stabilite testi uygu-

lanmastir.

Sekil 3.2. Silaj baslangi¢ materyali
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3.2. Yontem
3.2.1. Silaj Kalitesinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan Yéntemler

Arastirmada kullanilan yemlerin silolama oncesinde pH, Bc, SCK, mikrobiyolojik
analizler, silolama sonras1 orneklerde pH, SCK, NH3-N, organik asitler (LA, AA, BA, PA) ve
mikrobiyolojik analizler gerceklestirilmistir.

3.2.1.1. 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
zaman karistirilarak tutulmustur. Daha sonra 6rnekler siiziilmiis ve elde edilen sliziikte pH

metre araciligi ile okuma gergeklestirilmistir (Anonymous 1986).

Silolama 6ncesi alinan 6rnekte Be nin saptanabilmesi i¢in 20 gram drnege, 250 ml saf
su ilave edilerek mekanik karistirici araciligr ile 1 dakika siire ile karistirilmistir. Karisim dort
katl gazli bezden gegirilerek elde edilen stiziigiin pH’s1 0.1 N HCI ile 3,00’e ayarlanmustir.
Daha sonra 0.1 N NaOH kullanilarak stiziigiin pH’s1 4.00 e standardize edilmistir. Siiziik ayni
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).

3.2.1.2. SCK Analizi

Baslangi¢ ve silaj drneklerinde SCK analizi Anonymous (1986)’ a gore yapilmustir.
Analize tabi tutulacak 6rnek 102°C sicaklikta 2 saat siire ile kurutulmustur. Kurutulup 6gii-
tiilmiis 6rnekten 0,2 g tartilarak bir sise igerisine konulmus, iizerine 200 ml saf su ilave edile-
rek 1 saat siire ile ¢alkalanmistir. Orneklerin ilk birka¢ damlas1 ihmal edilecek sekilde siiziile-
rek 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 igerisinde spektrofotometre araciligi ile okunmustur.
Ornek ve kor denemeler sonrasi tespit edilen absorbans degerlerine denk gelen mg glikoz de-
gerleri arasindaki farklilik 500 katsayisi ile ¢arpilmistir. Sonug, 6rnek igerisinde yer alan g/kg
SCK miktar1 olarak kaydedilmistir.

16



3.2.1.3. Amonyak Azotu (NH3-N) Analizi

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

edilen ekstrakte mikro distilasyon metodu aracilig1 ile s6z konusu parametre saptanmistir.
3.2.1.4. Laktik Asit Analizi

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

rofotometrik yonteme gore saptanmistir.

Derin dondurucuda -20 °C’de saklanan drnekler analizin yapilacag: giin cikartilarak
¢oziiliinceye 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 aktarilmig 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 icerisine daldirilip ¢ikartilmis ve sogumasi beklendikten sonra 565

nm dalga boyunda spektrofotometre cihazinda okunmustur.
3.2.1.4.1. Standart e@rinin olusturulmasi

213 mg lityum laktat 500 ml saf su igerisinde ¢Oziindiiriilmiis ve lizerine 0.5 ml
%98’1ik siilflirik asit ilave edilmistir (400 pg/ml). Elde edilen ¢ozelti, once 1:9 (40 ug/ml)
daha sonra 1:1 (20 pg/ml, stok ¢ozelti) oraninda seyreltilerek kullanilmigtir. Daha sonra stok
¢ozeltiden 2,5, 5,0, 10,0,15,0 ug/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 sn vortekste karistirilmis ve 5 dakika soguk banyoda tutularak sogumaya
birakilmigtir. Bu siire sonunda tiiplere 0.1 ml parahidroxy biphenol eklenerek, tiipler 30 sn
tekrar vortekste karistirilmis ve 10 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra tiipler 90 sn

kaynar su igerisine daldirilip ¢ikartilmis ve sogumasi beklendikten sonra 565 nm dalga bo-
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yunda spektrofotometre cihazinda okunmus ve standart egri Microsoft Excel bilgisayar prog-

raminda olusturulmustur.
3.2.1.4.2. Hesaplama

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

KM miktarlarina boliinmiis ve silajlarin %KM’de % LA igerikleri saptanmustir.
3.2.1.4.3.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’lik metafosforik asit katilmis silaj siiziintiisiinde gaz kromatografisi

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

(Calismada silaj 6rneklerinde LAB, maya ve kiif yogunluklarinin saptanmasina yonelik
analizler gerceklestirilmistir. Bu amacla 10 g’lik 6rnekler peptonlu su araciligi ile 2 dakikadan
az olmamak kosulu ile karistirilip mikroorganizmalarin miimkiin oldugu 6lgiide materyalden
ayrilmasi saglanmistir. Elde edilen stok materyalden logaritmik seride diliisyonlar hazirlana-
rak 1 saati agmayan zaman zarfinda ekim islemi yapilmistir. LAB i¢in besi ortami olarak
MRS Agar, maya ve kiifler igin Malt Ekstrakt Agar kullanilmistir. Orneklere ait LAB sayim-
lar1 30 °C 3 giinliik, maya ve kiifler i¢in 30 °C de 5 giinliik sicaklikta inkiibasyon donemlerini
takiben gerceklestirilmistir (Seal ve ark. 1990).

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

¢evrilmistir.
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3.2.1.6. Silaj Orneklerinden izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin 16S rRNA Dizi Ana-

lizleri

Tiir ayrimi RAPD-PCR analizi ile 25 pl reaksiyon solusyonunda yapilmis ve primer
olarak M13 (5°GAGGGTGGCGGTTCT3’) primeri kullanilmistir (Settani ve ark. 2011). M13
primeri kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu Zapparoli ve ark’ nin (1998) yontemi modifiye
edilerek yapilmistir Amplifikasyon islemi sirasinda kullamlan PCR programi; 94 °C’de 2 dk
baslangi¢ denatiirasyon asamasi, 40 dongiiden olusan 94 °C’de 1 dk denatiirasyon, 42 °C’de

20 sn baglanma ve 72 °C’de 2 dk uzama asamasindan olusmaktadr.

RAPD-PCR isleminden sonra ¢ogaltilan DNA bolgeleri agaroz jel elektroforezinden
faydalanilarak boyutlarina gére gruplara ayrilmigtir ve her grubu temsilen 1 veya 2 6rnekte

16S rRNA bolgesi sekanslanmustir.

16S rRNA bolge cogaltimi Weisburg ve ark. (1991)’ na gore yapilmstir. 16S rRNA
dizi  bolgeleri, D1 ve (5° AAGGAGGTGATCCAGCC 3’) ve (DI (5
AGAGTTTGATCCTGGCT 3°) primerleri kullanilarak PCR’ da ¢ogaltilmistir. Toplam reak-
siyon hacmi 50 pl olacak sekilde tiiplere steril distile su, DNA (1 pl), 20 mM MgCl2 igeren
tampon (3 ul), dNTP (0,3 pl), Primer rD1 (0,06 pl), Primer fD1 (0,06 pl) ve Taq (0,3 pl)

konmustur.

Amplifikasyon islemi sirasinda kullanilan PCR programi; 95 °C’de 3 dk baslangic de-
natiirasyon asamasi, 30 dongiiden olusan 94 °C’de 1 dk denatiirasyon, 54 °C’ de 45 sn bag-

lanma ve 72 °C’ de 2 dk uzama asamasindan olusmaktadir.

Elde edilen PCR firiinleri, 1X TBE tamponu ile hazirlanmis ve SYBR Safe DNA Gel
(INVITROGEN) eklenmis % 1,5 (w/v)’lik agaroz jelinde elektroforez islemine tabi tutulmus-
tur. Elektroforez isleminden sonra jel, “Kodak EDAS 290 marka UV Transilluminator altin-
da goriintiilenmis ve DNA bantlar1 analiz edilmistir. DNA bantlarinin boyutlarini hesaplama-

da standart olarak 100 baz ¢iftlik DNA marker (Fermentas) kullanilmistir.

Baz sirasi1 belirlendikten sonra, bu sira (http://www.ncbi.nlm.nih.gov./BLAST/) adli

internet sayfasinda bulunan program kullanilarak veri tabani ile karsilastirilmstir. Tarama so-
nucu, aranan dizi sirasinin hangi mikroorganizmaya ait olabilecegi, benzerlik yiizdesi ile bir-

likte belirlenmistir.
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3.2.1.7. Aerobik Bozulmaya Dirence iliskin Analizler

Ashbell ve ark. (1991) tarafindan gelistirilen yontem kullanilarak silajlarin silolamanin
45. giinlinde acilarak 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 i¢in 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
lizerine yerlestirilmistir. 250-300 g arasinda taze silaj 6rnekleri, {initenin tist 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 olugan ve havadan 1.5 kat daha
yogun olan CO; gazi altta ¢okerek tabanda tutulmustur. Cozeltiden 10 ml alinarak 1N’lik
%37’lik hidroklorik asit ¢ozeltisiyle titre edilmistir. pH nin 8.1-3.6 arasinda harcanan HCI

miktar1 saptanmis ve CO; gazi miktar1 asagida belirtilen denkleme goére hesaplanmastir.

CO,=0.044 x T x VI (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 agir-

g1 (kg) KM= taze materyalin kuru madde miktari(g/kg)

Aerobik stabilite doneminde silaj 6rneklerindeki sicaklik degisimleri ve ortam sicak-
l1ig1 30 dakikada bir 15 giin siireyle (hobo pentant data logger) takip edilmistir (Chen ve ark.
1994).

Silajlardaki gorsel kiiflenmenin saptanmasinda ise Filya ve ark. (2000) tarafindan ge-
listirilen degerlendirme yontemi kullanilmistir. Bu yontem silajlarin kiiflenme durumlarini
gorsel olarak 1°’den 5’e kadar olan sayilarla degerlendirilmesidir. 1: hi¢ kiif igcermeyen bir
silaj. 2: noktalar halinde ¢ok az diizeyde kiif i¢eren bir silaj. 3: noktalar halinde yilizeye yayil-
mis bir sekilde kiif iceren bir silaj. 4: yilizeyi kismen kiif ile kapli, bolge bolge kiiflenmis yii-
zeyleri olan silaj. 5 yiizeyi tamamen kiif ile kapli, agir bir kokuya sahip ve partikiilleri bir-
birine yapismis bir silaj. Bu degerlendirmeler {i¢ kisi tarafindan yapilmakta ve daha sonra

tigliniin ortalamas1 alinmaktadir.
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3.2.1.8. Silajlarin Kuru Madde Kayiplarinin Belirlenmesi

Silajlarin kuru madde kayiplari, 45. gilinlerde torbalarinda hesaplanan silaj KM’si agir-
liginin, torbalara konulan taze materyalin KM agirligina oranlanmasi ile hesap edilmistir

(Kleinschmit ve Kung 2006).
3.2.1.9. 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 Ilskin Analizler

Taze yonca silajina ait kimyasal ve mikrobiyolojik analiz sonuglar1 Cizelge 4.1°de ve-
rilmistir. Uygun saklama kosullarinin gerceklesmesi sonrasinda elde edilecek silo yeminde
besleme degerliligi iizerinde etkili olan temel faktorler silaji yapilacak olan materyalin pH,
KM ve SCK igerigi ile epifitik mikroorganizma yogunlugu gibi 6zellikler bakimindan sahip
oldugu degerlere bagldir.

Cizelge 4. 1. Baslangi¢c materyaline iligkin kimyasal ve mikrobiyolojik analiz sonuglar1

Icerik Miktar

pH 7.50

Bc (Tampon kapasitesi), Meq NaOH kg/KM 445

KM, % TM 30.46
HP, % KM 20,21
SCK g/kg KM 15.45
LAB, log; kob/g 5.30
Maya, log, kob/g 8.08
Kiif, log,o kob/g 0.00

Bc: Tampon kapasitesi, KM: Kuru madde, TM: Taze materyal, HP: Ham protein, SCK: suda ¢6ziinebilir kar-

bonhidrat, LAB: Laktik asit bakterilri, kob: koloni olusturan birim.

Cizelgede 4.1°de de verildigi gibi, yonca bitkisinin pH, Bc degeri, KM, i¢inde ki HP,
SCK, LAB ve maya igerikleri sirasiyla 7.50, 445 meq NaOH/kg KM, % 30.46 , %20.21,
15.45 g/kg, 5.30 logyo kob/g, 8.08 logso kob/g arasinda bulunmustur.

Yonca silajlarinin baslangi¢ materyalinin pH degerine ilgskin veriler degerlendirildi-
ginde, Filya ve ark. (2001) pH degerini 6.50, Moravkova ve ark. (2003) pH degerlerini 5.78 -
5.94 arasinda, Kog ve ark. (2017) ise pH degerini 5.75 olarak bildirmislerdir. Canbolat ve ark.
(2010) lizim posasinin yonca silajlarinda karbonhidrat kaynagi olarak kullanilma olanaklarini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda baslangi¢ materyaline iliskin KM igerigini %25.10, SCK %1.34
ve HP %19.35 olarak bildirilmistir. Kent ve ark. (1988) bakteriyel inokulantlarin yonca silaji-
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na etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda baslangi¢ materyaline iliskin pH degerini ve HP dii-
zeyini sirasiyla 6.39 ve %19.90 KM olarak bildirmislerdir. Arastirmamizda saptanan baslan-
gic materyaline ilskin degerlerin, diger arastirmalardan elde edilen degerlerden daha yiiksek

oldugu goriilmektedir.

Hasat doneminde yesil materyalde yer alan epifitik LAB'lar dogal silaj fermantasyonu
icin esas mikrofloray: teskil etmektedir. Bu grup bakteri cinsleri canli bitki iizerinde direk
giines 151¢1na maruz kalmayacagi bolgelerde (govde veya yaprak altlarinda) bulunabilirler ve
hasatla birlikte silo ortamina katilabilirler (Blakeman 1981). Fakat yesil materyal iizerinde
dogal olarak bulunan bu bakteriler bitki tiiriine ve olgunluk zamanina gore bir bitki lizerinde
cok genis aralikta bulunmaktadirlar (Pahlow ve ark. 2003). Kog ve ark. (2017) yonca silajlari-
na farkl katki maddesi ilavesinin etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmada, LAB ve maya degerini
sirast ile 3.52, 2.47 kob/g TM olarak bildirmislerdir. Arastirmada yonca silajlarinda tespit
edilen epifitik LAB ve maya yogunlugunun séz konusu sinirlardan daha yiiksek oldugunu

sOylemek miimkiindiir.
4.2. Arastirma Yemlerinin Silolama Sonrasi Degerleri
4.2.1. Yonca silajlarinin fermantasyon o6zellikleri ile ilgili bulgular

Fermantasyonun 45. giinlinde agilan yonca silajlarina ait kimyasal analiz sonuglari
Cizelge 4.2 verilmistir. Silaj fermantasyonu sirasinda olusan pH, NH3-N ve LA miktar fer-
mantasyonun kalitesini belirlemektedir. Ozellikle pH ve NH3-N miktarlar1 diisiik, LA/AA
oranlar yliksek silajlar iyi fermente olmus silajlar olarak kabul edilebilirler (Filya 2007).
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Cizelge 4.2. Fermantasyonun 45. giinlinde agilan silajlarin kimyasal analiz sonuglar1

KATKI DOZ KM, % pH NH3-N, SCK, g/kg LA, g/kg AA, g/kg BA, g/kg PA, g/kg KM

g/kg KM KM KM KM KM KM KAYBI, %
KONTROL 27.25+0.53°  5.90+0.00°  4.51£0.21%  8.00£0.29"  6.77+1.43%°  19.5243.31°  17.21£5.63%  3.34+£1.04%  2.64+0.04°
1x10° 28.45+0.57°°  5.60£0.00°  2.91+0.03°  8.90+1.29°  13.65+0.29% 12.69+6.27™ 14.88+4.75%°  2.75£0.97°  2.09+0.01°
DOGAL Bx10° 27.95£0.01%  5.45:0.05°  3.83:0.48%  11.30£0.63" 26.63+2.15°  6.84£0.69% 12.18+0.32%  2.99+1.28®  2.56+0.02°
EHIR 1x10° 31.54+1.87%  5.55+0.05"  2.68+0.88%  7.92+0.22"  47.84+4.71°  3.64+0.55°  4.31+£1.22°  0.41£0.09°  2.62+0.02°
1x10° 30.52£0.87®  5.70£0.00°  3.49+£0.04°°  6.62+2.13°  39.63+4.54"  541+£1.04® 11.07£1.16®  0.74+0.03°  2.62+0.00°
TICARI 5x10° 20.23+1.09"¢  5.85+0.05°  4.06:0.25®  11.68+0.85% 23.38+1.17°  9.37+0.77%  7.36+3.19"  1.63+0.66"  2.10+0.03
EHIR 1x10° 29.94+0.95%°  5.50+0.20°  2.83+0.01%  7.67+1.12"  25.30+1.69° 14.55+1.38"  3.07+3.07°  2.79+0.13*  2.31%0.01°

p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

1 logyokob/g TM; KM. Kuru madde, NH3-N: Amonyaga bagh nitrojen, SCK: Suda ¢oziinebilir karbonidrat; LA: laktik asit, AA: asetik asit, BA: biitrik asit, PA: propiyonik asit.

. Ayni siitunda bulunan farkli harfler 6nemlidir (P<0.001).
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Yonca bitkisine farkli diizeylerde dogal ve ticari kefir kiiltiirii ilave edilmesi genel ola-
rak yonca silajlarmin fermantasyon 6zelliklerini olumlu yonde etkilemistir. Kontrol grubu ile

kefir kullanilan gruplar arasinda 6nemli farkliliklar olusmustur.
42.1.1. KM

Taze yoncanin KM igeriginin %30.46 olarak saptandigi bu calismada, fermantasyon
sonunda KM igerikleri 27.25-31.54 arasinda degismistir. KM igeriklerine bakildiginda silajla-
rin tiimiinde baslangi¢ materyaline gore bir kayip s6z konusu olmaktadir. Calismada, ferman-
tasyonun 45. giiniinde en yiiksek KM igerigi DK (1x106) ve TK (1X105) uygulamalarinda tes-
pit edilmistir. En diisik KM diizeyi kontrol grubu silajlarda belirlenmistir (P<0.001). Kir ve
Soya (2008), vejetasyonun %10-25 ¢igeklenme doneminde hasat ettikleri yonca bitkisinin
KM igeriklerini %19.15 - 21.52 arasinda saptamislardir. Akbari ve Avcioglu (1992) ise farkl
yonca ¢esitlerinin KM igeriklerinin %19.8-25.1 arasinda degistigini belirtmislerdir. A¢ikgdz
(1995), yoncanin ¢ok geng bi¢im devresinde KM igerikleri %15.0; gen¢ devrede %18.9; tam
ciceklenme devresinde ise %24.0; bakla baglama devresinde ise %28.0 i¢erdigini tespit etmis-
tir. Arastirmamizdan elde edilen KM degerleri ile diger arastirmalardan elde edilen degerler-
den daha yiiksek bulunmustur. KM degerlerinin yiiksek olmasinin sebebi yonca silajlarinin

siolanmadan &nce 24 saat soldurma yapilmasindan kaynaklanmaktadir.
4.2.1.2. pH

Anaerobik fermantasyonun ilk asamalarinda, amaca uygun LA fermantasyonunun ge-
lisebilmesi bakimindan 6nem tasiyan taze materyalinin pH'sindaki degisimlerin yani sira, son
tirtiniin sahip oldugu pH degeri de silaj KM tiiketimi iizerinde 6nemli etkilere sahiptir. Yonca
bitkisine kefir ilave edilmesi silajlarin pH’sim1 6nemli diizeyde azaltmistir. pH degeri baki-
mindan muamele gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P<0.001).
En diisiik pH igerigine ise 5.45 olarak DK (5x10°) grubu silajlarda belirlenmistir. Stallings ve
ark. (1981)' nin bildirdigine gore yonca silajlarinda silaj yapilmadan once 5.8 ve 6.0 oranla-
rinda tespit edilen pH degerinin silaj yapildigi durumda 4.5 — 4.7 arasinda degisim gdstermesi
beklenmektedir. Arastirmamizdan elde edilen pH degerleri diger arastirmalardan elde edilen

degerlerden daha yiiksek bulunmustur.
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4.2.1.3. NHs-N

Silaj1 yapilacak kitlenin kapatilmasi sonrasinda da, proteinlerin bitkisel enzimler araci-
l1g1 ile parcalanimi1 devam eder. Proteolitik aktivitenin boyutlar1 ve bu baglamda da proteinle-
rin yikim miktar1 ortamdaki asidik kosullarla iliskili olup, silolamanin baslangicindaki kritik
donemde pH degerindeki diisiisiin hizt 6nemli bir faktordiir (Petterson 1988, McDonald ve
ark. 1991, Davies ve ark. 1998, Filya 2001). Arastirmada NH3-N miktarlarinin 2.68-4.51g/kg
KM arasinda degistigi bulunmustur. En diisiik NH3-N miktar1 DK grubunda 1x10° kefir ilave-
siyle saglanmistir (P<0.001). En yliksek NH3-N miktarlar1 ise kontrol grubu silajlarda tespit

edilmistir.
4.2.1.4.SCK

SCK igerikleri kontrol 8.00 g/kg KM, DK gruplarinda sirasiyla 8.90 g’kg KM, 11.30
g/kg KM, 7.32 g/lkg KM ve TK gruplarinda 6.62 g/kg KM, 11.68 g/kg KM, 7.67 g/lkg KM
olarak bulunmustur. Muamele gruplarinda en diisiik SCK igerigine 1x10° g/kg KM gruplarin-
da, en yiiksek degerlere 5x10°g/kg KM grubu silajlarda tespit edilmistir (P<0.001). Silolanan
materyalin bozulmamasi i¢in ortamda mutlaka LAB ve bunlarin LA {iretebilmeleri igin yeterli
miktarda SCK bulunmahdir (Filya 2000, Ozdiiven ve ark. 2005). SCK miktarlar igin elde
edilen bulgular literatiir bildirisleriyle karsilastirildiginda; arastirmanin gerek baslangic ma-
teryaline ilskin veriler, gerekse fermantasyon donemi sonrasi elde edilen SCK degerleri bu
konuda yapilan ¢alismalardan daha diisiik tespit edilmistir (Filya ve ark. 2001, Vatansever ve
ark. 2009).

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

Arastirmada yonca silajlarinin LA diizeyleri DK (dogal kefir) olan gruplarda doza
bagl olarak artig gosterirken TK (ticari kefir) uygulamalarida ise doz miktari arttikga disiis
oldugu gozlenmistir. En yiiksek LA igerigi DK grubunda 1x10° grubunda 47.84 g/kg KM
olarak belirlenirken en diisiik ise kontrol grubunda 6.77 g/kg KM olarak belirlenmistir
(P<0.001).

Asetik asit miktarlart ise LA miktarinin tam tersi sekilde DK (dogal kefir) olan grup-
larda doza miktarina bagl olarak diislis gosterirkeni TK (ticari kefir) uygulamalarida ise doz
miktarin bagl olarak yiikselmistir. En yiiksek AA icerigi kontrol grubunda 19.52 g/kg KM
olarak belirlenirken en diisiik ise DK grubunda 1x10° uygulamasinda 3.64 g/kg KM olarak
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belirlenmistir. Yonca silajlarinda, AA igerikleri kontrol grubu silajlara oranla daha diisiik tes-

pit edilmistir (P<0.001).

Filya ve ark. (2007), yapmis olduklar1 ¢alismada yoncanin kontrol ve 14 farkli LAB
katkis1 gruplarinda LA igeriklerini sirasiyla 40.5 ve 45.9-83.5 g/kg KM, AA igeriklerini 14.2
ve 5.5-36.8 g/lkg KM arasinda oldugunu bildirmektedirler. Yonca silajlarin fermantasyon kali-
tesini belirleyen LA miktarlar1 i¢in farkli literatiirlerden elde edilen sonuglar ¢alismamizda
elde ettigimiz sonuglar ile uyum igerisindedir. Asetik asit silajin acrobik bozulmasini engelle-
yen bir Ozellik tasimasina karsin, KM kaybina, hayvan performansinda azalmaya ve yem tii-
ketiminin diismesine yol actigindan, silaj igerisinde fazla miktarda bulunmasi arzu edilmez.
Etanol ve CO; iiretimi ise ¢cogu zaman dogrudan dogruya KM kaybi olarak degerlendirilmek-
tedir (Filya 2001).

Yonca silajlarinin BA igerikleri 17.21-3.07 g/kg KM arasinda degismistir. Yonca silaj-
larinda doz miktarina bagl olarak silajlarin, BA igerikleri kontrol grubu silajlara oranla daha

diisiik tespit edilmistir (P<0.001).

Iyi kaliteli bir silo yeminde LA, AA ve BA oranlar ile silaj kalitesi arasinda énemli
diizeyde bir iligski mevcuttur. Nitekim kaliteli bir silo yeminde siit asidi oran1 % 2’nin iizerin-
dedir. Buna karsin AA orani igin % 0.3-0.7 arasinda en ideal diizeydir. lyi kalitede bir silo
yeminde BA hig istenmez ve genellikle % 0.1-0.6 arasinda ortalama bir deger s6z konusudur
(Kilig 1986). Silo igerisinde cereyan eden fermantasyon siirecinin istenmeyen bir yonde sey-
retmesi durumunda gerek LA gerekse AA ve BA degerlerinde 6nemli degismeler gozlenmek-
tedir (Kog ve Coskuntuna 2003).

Propiyoniik asit icerikleri kontrol 3.34 g/kg KM, DK gruplarinda sirasiyla 2.75 g/kg
KM, 2.99 g/kg KM, 0.41 g/kg KM ve TK gruplarinda 0.74 g/kg KM, 1.63 g/kg KM, 2.69
g/kg KM olarak bulunmustur. Muamele gruplarinin PA igerigi kontrol grubundan daha diisiik
bulunmustur (P<0.001).

4.2.1.6. Kuru madde kaybi1 %

Yonca silajlarinin KM kayb1 %2.64-2.09 arasinda degismistir. Yonca silajlarina kefir
ilavesi silajlarin, KM kaybin1 kontrol grubu silajlara oranla daha diisilk olmasina sebep ol-

mustur (P<0.001). Kuru madde kayiplari solunum sonucu artan CO iiretimi ile dogrudan ilis-
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kilidir (Kurtoglu 2011). Ayni grupta KM kaybininn diisiik olmasi bu durumu desteklemekte-
dir.

4.2.2. Yonca silajlarinin mikrobiyolojik 6zellikleri ile ilgili bulgular

Yonca silajlarinin mikrobiyolojik analiz sonuglar1 Cizelge 4.3’de verilmistir. Silajlarda
LAB sayis1 baslangi¢ materyaline oranla tiim gruplarda artmstir. Kontrol grubunda 5.50 logo
kob/g bulunurken, DK gruplarinda sirasiyla 5.68 logyo kob/g, 5.86 logiy kob/g, 5.98 logio
kob/g, ve TK gruplarinda 6.08 logio kob/g, 6.07 logig kob/g, 6.19 logio kob/g olarak bulun-
mustur (P<0.001). Kizilsimsek ve ark. (2007)’nin ¢igeklenme baslangici déneminde hasat
ettigi yoncaya farkli dozlarda LAB kullandiklar1 ¢alismalarinda, kontrol ve LAB grubu silaj-
larinda LAB sayilarmi 8.62 ve 8.65-8.91 logyo kob/g KM olarak saptamuslardir. Ozdiiven ve
Celebi Cam (2017)’1n ciceklenme baglangici doneminde hasat edilen yonca bitkisine LAB, E
ve LAB+E inokulant1 ilavesinin etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda LAB sayilarin1 kontrol,
LAB, E ve LAB+E silajlarinda sirasiyla 5.47, 6.06, 5.06 ve 5.59 logio kob/g KM olarak bil-
dirdikleri sonuglar ile ¢alismamizdan elde edilen LAB sayilarinin uyum igerisinde oldugu

goriilmektedir.

Uygun ve saglikli bir silolama siirecinin gerceklesebilmesi igin bitkilerin dogal flora-
sinda ki tagidiklart LAB sayis1 yiiksek olmasi istenmektedir. LAB, fermantasyon déneminde
silo igerisindeki en énemli mikrofloradir. Ciinkii silolanan iiriin LA tarafindan korunur. Iyi bir
silaj fermantasyonu igin yeterli diizeyde LAB populasyonuna gereksinim vardir (Bolsen ve
ark. 1996).
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Cizelge 4.3. Fermantasyonun 45. giiniinde agilan silajlarin mikrobiyoloji analiz sonuglar
(logo kob/g)

KATKI DOZ LAB MAYA KUF
KONTROL 5.55+0.12° 5.73+0.01° 2.66+1.34%
1x10° 5.60+0.00° 6.24+0.03% 0.00+0.00°
DOGAL KEFIiR 5x10° 5.86+0.02¢ 5.82+0.03¢ 0.00+0.00°
1x10° 5.98+0.06° 5.91+0.01° 0.00::0.00°
1x10° 6.08+0.00° 5.94+0.01° 0.00+0.00°
TiCARI KEFIiR 5x10° 6.07+0.02 6.11+0.02° 0.00+0.00°
1x10° 6.194+0.022 6.10+0.02" 0.00+0.00°
P <0.001 <0.001 <0.001

@ Ayn1 siitunda bulunan farkl harfler 6nemlidir (P<0.001).

Yonca silajlarinda kefir uygulamasina bagl olarak silajlarin maya sayilar1 artis gos-
termistir. En yiiksek maya sayis1 6.24 logyo kob/g olarak DK (1x10°) grubunda en diisiik ise
kontrol (5.73 log;o kob/g) tespit edilmistir (P<0.001). Arastirmada AA igerikleri yiiksek olan
silajlarin maya sayilariin daha diisiik oldugu, bunun AA'in koruyucu 6zelliginden kaynak-
landigini soylenebilir. Kizilsimsek ve ark. (2016), fermantasyon siiresi ilerledik¢ce maya sayi-
larinda 6nemli azalmalar goriilebildigini, silajin depolama evresinde mayalarin varligin siir-
diirmesi anaerobik sartlarin devamliligina, silajin pH degerine, organik asitlerin yogunluguna
ve maya tiirline bagl olarak degistigini bildirmektedirler. Nitekim taze materyal ile karsilagti-

rildiginda fermantasyon siiresince tiim silajlarin maya sayilarinda azalma gézlenmistir.

Silajlardaki aerobik bozulmanin bas sorumlular1 maya ve kiifler olup, silaj agildiktan
sonra sayilari hizla artar ve yaklasik 7.0-8.0 logio kob/g KM diizeyine ulagirlar. Maya ve kiif-
ler silajda kuru madde kaybina ve sindirilebilir besin maddelerinin azalmasina sebep olmakla
beraber ayrica bazi kiif tiirleri, mikotoksinler ve diger bazi toksik bilesikler tiretirler. Bunun
sonucunda hayvan sagliginda ve performansinda kayiplara neden olur. Ayrica hayvansal

tirtinlerin tiiketicisi olarakta insan sagligini biiytik bir risk altina sokar (Filya 2005).

Yonca silajlarinda en yiiksek oranda kiif gelisimi kontrol grubunda 2.66 logip kob/g

diizeyinde tespit edilmistir (P<0.001). Silo ortaminda kiiflerin iiremesi istenmez. Kiiflerin
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siloda bulunmas1 yem aliminin azalmasina, gebe hayvanlarda diisiik yapmaya ve hormonal

dengesizliklere yol agabilir (Kizilsimsek ve ark. 2016).
4.3. Silajlarin Aerobik Stabiliteleri

Yonca silajlarinin 7 giinliik aerobik stbilite analiz sonuglar1 Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4. 4. Yonca silajlarinin aerobik stabilite test sonuglari

KATKI DOZ KM, % pH CO, g/kg MAYA, KUF,
KM logio kob/g logio kob/g
KONTROL 30.27+0.41% 6.40+0.30P 16.12+1.57°  6.58£0.09°  6.63+0.02°
1x10° 28.95+0.70° 5.65+0.15° 13.3243.18°  6.28+0.13%  0.00+0.00°
DOGAL 5x10° 30.47+0.62° 7.75+0.05° 4724+0.02°  6.67+0.10°  0.00+0.00°
KEFIiR
1x10° 31.15+0.10° 5.50£0.00®  10.67+1.19%  5.24+0.24"  0.00+0.00°
1x10° 30.09+1.28% 5.35+0.05¢ 9.08+0.18Y  5.63+0.15°  0.00:+0.00b
TiCARI 5x10° 30.70+0.46° 7.90+0.20° 49.13+1.53*  7.34+0.45% 0.00+0.00°
KEFIiR
1x10° 31.25+0.91° 5.45+0.05% 8.53+0.03  6.00+0.04®  0.00+0.00°
P <0.05 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

abc: Ayn1 siitunda bulunan farkli harfler 6nemlidir (P<0.05).

Fermantasyon siirecini takiben silaj kitlesi agildiginda, anaerobik kosullar aerobik ko-
sullara doniisiir. Aerobik kosullar altinda, agim 6ncesi oksijen yoklugu nedeni ile inaktif du-
rumda olan mayalar ve kiifler ¢ogalmaya baglar. Sonug olarak silajin bozulmasi s6z konusu-
dur. Ozellikle yemleme déneminde séz konusu mikroorganizmalar ortamdaki SCK, LA ve
AA gibi fermantasyon iriinlerini tiiketerek biiyiikk miktarlarda besin madde kaybina neden
olur. Bunun sonucunda silo igerisinde karbondioksit ve su aciga cikarak sicaklik artar. Bu da
silajin bozulmasia neden olur. Bu sekilde bozulmus silajlarla yemlenen hayvanlarin yem
tiiketimi olumsuz yonde etkilendiginden verimleri diiser. Ayrica bozulmus silajlarda olusan
kiifler, hayvanlarin sagligini tehdit ederek 6liimciil olabilecek mikotoksinler iiretebilmektedir.
S6z konusu mikotoksinler hayvansal iiriinler ile birlikte insanlara da gegerek saglik agisindan

risk olusturabilmektedirler (Cayiroglu ve ark. 2016).

Yonca silajlarinda aerobik stabilitenin 7. glinlinde KM igerikleri kontrol, DK (1x10°,
5x10°, 1x10° ve TK (1x10°, 5x10°, 1x10°) gruplarinda sirasiyla % 30.27, 28.95, 30.47, 31.15,
30.09, 30.70 ve 31.25 olarak bulunmustur (P<0.05). pH degerleri ise kontrol grubuda 6.40,

30



DK gruplarinda sirasiyla 5.65, 7.75, 5.50, ve TK gruplarinda 5.35, 7.90 ve 5.45 olarak bulun-
mustur (P<0.001).

Yonca silajlarinin CO;, %8.83-49.13 g/kg KM arasinda degismistir. En yliksek CO>
miktart DK ve TK 5x10° uygulamalarinda tespit edilmistir (P<0.001). Silajlarda CO; iiretimi
ise gogu zaman dogrudan dogruya KM kaybi olarak degerlendirilmektedir (Kurtoglu 2011).

Aerobik stabilitenin 7. giinlerinde maya igerikleri kontrol 6.58 logyo kob/g, DK (1X105,
5x10°, 1x10° ve TK (1x10°, 5x10°, 1x10°) gruplarinda sirasiyla 6.28, 6.67 ve 5.24 logio kob/g;
5.63, 7.34 ve 6.00 logio kob/g olarak bulunmustur (P<0.001). Arastirma sonuglarinda en yiik-
sek CO, miktarma sahip DK ve TK 5x10° gruplarinin maya igerikleride buna paralel olarak
daha yiiksek tespit edilmistir. Silajlarin aerobik bozulmasinda birgok mikroorganizma rol al-
makla birlikte baslica sorumlu olan mikroorganizmalar mayalar ve kiiflerdir. Mayalar organik
asitleri tiiketip ortam sicakligini arttirarak bozulmay1 baslatirlar ve bdylece silajin korunma

ozelligini azaltirlar (Kurtoglu 2011).

Kiif igerikleri ise sadece kontrol grubunda 6.63 logip kob/g olarak belirlenmistir. Yon-

ca silajlarina kefir ilave edilmesi kiif olusumunu engellemistir (P<0.001).

Yonca silajlarinin 7 giinliik aerobik stabilite donemi siiresince sensor verilerine iliskin
sonuclar Cizelge 4.5’de verilmistir. Sensor verilerine iliskin veriler degerlendirildigine aero-
bik bozulma en ge¢ DK uygulamalarinda (5x10° ve 1x10°%) TK gruplarinde ise (5x10°) tespit

edilmistir.

Cizelge 4.5. Yonca silajlarinin aerobik stabilite siiresince sensor verilerine iligkin ortalama
degerler

KATKI DOZ Aerobik bozul- Sicaklik Max Sicaklik Min Sicaklik Ort
ma (saat)
KONTROL 28 29.35 26.39 27.71
1x10° 17 30.25 26.68 28.35
DOGAL 5x10° 30 29.15 26 27.61
KEFIR
1x10° 30 29.15 26 27.61
1x10° 17 29.55 26.48 28.06
TiCARI 5x10° 30 28.95 26.09 30.63
KEFIR
1x10° 26 29.25 26.19 27.75
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4.4, LAB 16SrRNA Dizi Analizi sonu¢lar

16SrRNA Dizi Analizi ile yapilan sonuglarina gére popiilasyon gesitliligi fermantas-
yon donemi agim sonrasi Enterococcus faecium, Pediococcus pentosaceus ve Lactobacillus
brevis olarak belirlenmistir. Silaj i¢erisinde anaerobik mikroorganizmalardan olan Lactobacil-
lus brevis veya Lactobacillus buchneri gibi LAB etkin olmasi istenirken, Clostridia, Entero-
bactericiae, Bacilli ve Listeria gibi bakteriler, Candida, Hansenula, Pichia, Issatchenkia ve
Saccharomyces tiirii mayalar, Aspergillus, Fusarium ve Pencillium tiirii kiif mantarlar1 isten-
memektedir. Bu tiir bakteri, maya 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).

Silajlarda yapilan ¢aligmalarda, en ¢ok rastlanan LAB, Lactobacillus ve Streptococcus
cinslerine ait tiirlerdir ve silajda LAB fermentasyonu ¢ogunlukla bu tiirler tarafindan gercek-
lestirilir. Streptococcus faecium bakterileri hizli ¢ogalmakta ve pH degerini kisa siirede dii-
stirmektedir. Lactobacillus plantarum diger bakteri tiirlerine gore daha yavas ¢ogalir fakat ¢ok
fazla sayida LAB olusturur. Ayrica ¢ok diisiik pH degerinde sadece Lactobacillus plantarum
yasayabilir (Pitt 1986).

Cai ve ark. (2001), Japonya, Nishinasuno, Tochigi sehrindeki Milli Mera Arastirma
Kurumu’ndaki arastirma alanindan elde ettikleri, ¢igeklenme baslangici evresindeki yoncadan
hazirladiklari silajlar 3 tekerriirlii olmak iizere 30 giin boyunca 25°C de silolamiglardir. Aras-
tirma sonucunda mikrobiyolojik ve kimyasal analizler yapmislardir. Bu ¢alismalarinda, silaj
ortamindaki fermentasyon kalitesinin yiikselmesinde ve LA iiretiminde P. acidilactici, L.
plantarum ve L. casei bakterilerinin E. faecalis, E. faecium, L. pseudomesenteroides ve W.

paramesenteroides bakterilerine gore daha da etkili olduklarini tespit etmislerdir.

Aragtirma sonuglar1 degerlendirildiginde bu konuda yapilan ¢aligmalara benzer LAB
izole edildigini sOyleyebiliriz. Kontrol, Dogal kefir uygulamalarinda izole edilen LAB hetero-
fermantatif 6zellikte bulunurken, Ticari kefir uygulamalarinda ise homofermantatif 6zellikte

LAB izole edilmistir.
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Cizelge 4. 6. Yonca silajlarinda fermantasyonun 45. giiniinde izole edilen LAB Kkiiltiirlerin

sekans sonuglari

Ornek Ad1 DOz Tiir ya da Alttiir Erisim no® Toplam uzunluk®
KONTROL L. brevis KX057568 1500bp
1x10° L. brevis, E. faecium KX057568 MH473255 1500bp 1483bp

DOGAL KEFiR  5x10°
1x10°

1x10°

TICARI KEFIR ~ 5X10°
1x10°

P. pentosaceus E. faecium
L.brevis

P. pentosaceus, E. faecium

P. pentosaceus, E. faecium

E. faecium

MH473223 MH473255
KX057568
MH473223 MH473255
MH473223 KY992877

KY992877

1208bp 1483bp
1460bp 1500bp
1208bp 1483bp
1208bp 1511bp

1511bp

®Uyelik numaralar1 ve ilgili niikleotid dizileri National Center for Biotechnology Information ‘dan alinmistir.

®Niikleotidlerin uzunluklar:

Aerobik stabilite doneminde izole edilen LAB ise agirlikli olarak Lactobacillus plan-
tarum bunun disinda Enterococcus gallinarum, Enterococcus casseliflavus, Weissella para-
mesenteroides Enterococcus faecalis, Weissella paramesenteroides, Bacillus sp., Lactobacil-
lus brevis olarak belirlenmistir. Lactobacillus plantarum, Lactobacillus caseii, Lactobacillus
bifermentans, Lactobacillus slivarius, Lactobacillus coryniformis, Streptococcus lactis, Strep-
tococcus faecium, Pedicoccus pentosaceus ve Enterecoccus faecalis gibi bakteriler homofer-
mentatif tiirlere Lactobacillus brevis Lactobacillus fermentum, Lactobacillus bunchneri, Lac-
tobacillus cellobiosus, Leucnostoc mesenteroides, Leucnostoc paramesenteroides Leucnostoc

dextarnicum gibi bakeriler de heterofermentatif tiirlere 6rnek olarak verilebilir.

Cizelge 4. 7. Yonca silajlarinda arobik stabilitenin 7. giiniinde izole edilen LAB kiiltiirlerin
sekans sonuglari

Ornek Adi Tiir ya da Alttiir Erisim no® Toplam uzunluk®

KONTROL E. gallinarum, E. casseliflavus, MH532489 MG871248 1521bp 1521bp
Weissella paramesenteroides AB775181 1542bp

DOGAL KEFiR Weissella paramesenteroides, AB775181 1542bp

Bacillus sp., L. plantarum, MH558376 MH478188 1518bp 1505bp

L. brevis KX057568 1500bp

TiCARIi KEFIiR L. plantarum, E. faecalis MH478188 1505bp

® Uyelik numaralar1 ve ilgili niikleotid dizileri National Center for Biotechnology Information ‘dan alinmustir.

PNiikleotidlerin uzunluklari
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5. SONUC

Bu arastirmada farkli oranlarda ticari ve dogal kefir kiiltiirii katki maddesi olarak yon-
ca silajlarina ilave edilmistir. Arastirmada katki maddelerinin yonca silajlarinin kimyasal,

mikrobiyolojik 6zellikleri ve aerobik stabilite tizerine etkileri belirlenmistir.

Uygulanan katki maddeleri silajlarin fermantasyon ve aerobik stabilite 6zelliklerini

olumlu yonde etkilemislerdir.

Arastirma sonucunda, kefir kullanim1 yonca silajlarinin fermantasyon ve mikrobiyolo-
jik kompozisyon 6zelliklerini olumlu yonde etkilemisdir. Aerobik stabiliteye iliskin degerlen-
dirme sonuglar: dikkate alindiginda; Kkefirli silajlarin CO; iiretimi, maya ve degerlerinin az
olmasi dikkat ¢ekicidir. Bu ¢alismada dogal kefir kiiltiirii uygulamalarinda izole edilen LAB
heterofermantatif 6zellikte bulunurken, ticari kefir kiiltiirii uygulamalarinda ise homoferman-
tatif 6zellikte LAB'lar izole edilmistir. Bu anlamda kefirin LAB kaynagi olarak kullanilabile-
cegi ancak konuya iliskin gerek sahada gerekse hayvan materyali lizerinde yapilacak ¢aligma-

larla desteklenmesinin gerekli oldugu sdylenebilir.
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