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OZET

Farkh Sukroz Seviyeleri ve inkubasyon Siirelerinde Hazirlanan Fermente Edilmis

Dogal Laktik Asit Sivisimin, Laktik Asit Bakterileri ile Yonca Silaji Kalitesine EtKisi

Sadik Serkan AYDIN
Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklar1 Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Bu c¢alismada, degisik seviyelerde sukroz ilavesi (%1, %3, %S5, %10) ve farkl
inkubasyon siireleri (48, 72 ve 96 saat) sonrasinda farkl siirelerde (taze, 15, 30, 45 ve 60 giin)
oda 1s1sinda (25 °C) bekletilen fermente edilmis dogal laktik asit stvilarinin; toplam laktik asit
bakteri sayisi, bakteri tiirii ile elde edilen yonca silajinin fermantasyon kalitesi tizerine etkileri
amaglanmistir. Fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinda olusan laktik asit bakteri
kolonilerinden tesadiifi olarak secilenlerde, oda 1sisinda bekletilme siiresinin uzamasina bagl
olarak Lb. Plantarum hakim bakteri tiirii olarak goriilmiistiir. Genel olarak her bir inkubasyon
stiresi (48, 72 ve 96 saat) i¢in (taze olarak hazirlanan sivilar harig) tiim bekletilme siirelerinde
(15, 30, 45 ve 60 giin) sukroz seviyesinin artisina bagli olarak elde edilen toplam laktik asit
bakteri sayisinda ve pH degerinde azalmalar goriilmiistiir (P<0.001). Fermente edilmis dogal
laktik asit sivilarina %1 sukroz ilave edilerek 48 saat inkubasyon sonrasi elde edilen taze, 15
giin ve 30 giin bekletilen fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinin %0.1 oraninda yonca
bitkisine ilave edilmesiyle elde edilen silajlarda pH, amonyak azotu, asetik asit degerleri
azalirken, silaj laktik asit degerleri ise artmistir (P<0.001). Sonug olarak degisik seviyelerde
sukroz ilavesi ile farkli siirelerde inkubasyon sonrasinda taze ve degisik siirelerde oda 1sisinda
bekletilerek elde edilen laktik asit sivilarinin; gerek laktik asit bakteri tiirli, toplam laktik asit
bakteri sayis1 ve gerekse elde edilen silajlarin kalitelerinin yiikseldigi goriilmiistiir. Bu
calismada elde edilen fermente edilmis dogal laktik asit sivisindan %0.1 oraninda
kullaniminda, silaj fermantasyon kriterlerinde olumlu etki goriilmesi bu iiriiniin
kullanilabilirliginin pratige aktarilabilecegi sonucuna varilmistir. Ayrica bu ¢aligmadan elde
edilen sonuglar, bu konuda yapilacak caligmalara rehber olabilecek potansiyeldir.

Anahtar kelimeler: Laktik asit sivisi, yonca, silaj



ABSTRACT
The Effect of Pre-Fermented Lactic Acid Juice Prepared with Different Levels of

Sucrose and Incubation times on the Lactic Acid Bacteria Level and Alfalfa Silage

Quality.

Sadik Serkan AYDIN
Animal Nutrition and Nutritional Diseases Department

Master Thesis

This study was aimed to investigate the effects of fermented lactic acid liquid prepared
with different levels of sucrose (1.0%, 3.0%, 5.0% and 10.0%), different incubation times (48,
72 and 96 hour) and different storage times (fresh, 15, 30, 45 and 60 days) at the 25 °C on the
total lactic acid bacteria count, bacteria species and alfalfa silage fermentation quality. Lb.
Plantarum was found as the dominant species from the randomly selected in colony of lactic
acid bacteria collected from fermented lactic acid liquid depending on the leave time for the
storage period. In general, total number of lactic acid bacteria and pH value decreased with
increasing sucrose levels (except fresh prepared) during each of the incubation times (48, 72
and 96 hours) including all storage periods (15, 30, 45 and 60 days) (P<0.001). Silage pH,
ammonia nitrogen, acetic acid values decreased and lactic acid value increased with addition
of fermented lactic acid liquid prepared with addition of 1% sucrose, afterwards 48 hours
incubation and following 15 or 30 days of storage at the 25 °C (P<0.001). As a result, fresh
and stored fermented lactic acid liquid prepared with the addition of different levels of
sucrose afterwards different incubation periods increased not only lactic acid bacterial species
and bacteria counts but also improved silage quality. This study indicated that usage of 0.1%
fermented lactic acid bacteria liquid to alfalfa silage material had a positive effect on silage
fermentation criteria therefore this product has a potential to be transferred to practical field.
In addition, the results obtained from this study have a potential to be a guide for future

studies in at this subject.

Key words: Fermented lactic acid, alfalfa, silage
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1. GIRIS

Ulkemizde ¢iftlik hayvanlarmin beslenmesindeki en énemli problem, yeterli
miktarlarda iiretilemeyen ve temin edilemeyen kaliteli kaba yem sorunudur. Son yillarda
tilkemizde aile tipi isletmelerden, modern tip siit ve besi igletmelerine ge¢is ile birlikte,
kaliteli kaba yem ihtiyaci artmistir. Uygun vejetasyon donemlerinde otlatilarak veya
bicilerek hayvanlara verilen yemlerin fazlasi, yiiksek nem icerikleri nedeniyle uzun siire
bozulmadan muhafaza edilmeleri zordur. Kizigarak bozulmayi 6nlemek i¢in, nem igerigi
yiikksek kaba yemlerin degisik yontemler ile kullanilacaklari doneme kadar saklanmasi
gerekmektedir. Ulkemizde ve diinyada kaba yemlerin saklanmasinda kurutma ve silolama
yaygin olarak kullanilan konservasyon yontemleri olarak goriilmektedir.

Hayvansal iiretimde vazgecilmez yem kaynaklarindan baklagil kaba yemlerinin
kurutulmalar1 esnasinda yaprak kirilmalarina bagl olarak besinsel kayiplar oldukca fazla
olmakta, bu tip yemlerin silolanmasiyla yaprak kayiplarinin en aza indirilebilecegi
bildirilmektedir (1). Ayrica baklagil kaba yemlerinin kurutularak muhafaza edilmelerinin
olduk¢a zor ve smnirli oldugu bol yagish bolgelerde, silolama en etkin konservasyon
yontemidir.

Ideal silaj fermantasyonu igin, suda ¢oziinebilir karbonhidrat igeriginin, yas silaj
materyalinde en az %3 olmasi gerektigi bildirilmis, ancak yonca bitkisinde bu degerin
%1,3 civarinda oldugu bilinmektedir (2). Baklagil yem kaynaklarinin yapilarinda bulunan,
diisiik diizeydeki suda ¢oziinebilir karbonhidrat igerigi ve tamponlama kapasitesinin
yiiksek olmasi, silaj fermantasyonunda laktik asit bakterilerinin gelisimini, dolayisiyla
laktik asit tretimini sinirlamaktadir. Bu gerekgelerden dolayi, baklagiller kullanilarak
yapilacak silajlara katki maddesi ilavesi zorunluluk arz etmektedir (3). Ruminant
beslemede yaygin olarak kullanilan baklagil kaba yem kaynaklarinin uzun siire silolanarak
bozulmadan muhafaza edilebilmeleri igin, silaj fermantasyonu sirasinda laktik asit diizeyini
artirarak, pH degerini bir an dnce diisiirmek maksadiyla silaj materyaline ticari laktik asit
bakteri (LAB) inokulantlarinin kullanilmasi, son yillarda yayginlasmistir (4-8). Pahali ve
bazen silaj fermantasyonunu iyilestirmesi bakimindan etkisiz goriilen ticari laktik asit

bakteri inokulantlarina alternatif olarak, pratik ve ekonomik bir sekilde kolay



hazirlanabilen fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinin (Previously Fermented Juice,
PFJ) kullanim1 son yillarda dikkat cekmektedir (9-13).

Bu c¢alisma; degisik seviyelerde sukroz ilavesi ve farkli siirelerde inkubasyon
sonrasinda elde edilen fermente edilmis dogal laktik asit sivilarmin yonca silaji kalitesi
(KM, HP, ADF, NDF, pH, UYA, NHs-N, in vitro besin madde sindirimi ve metabolik
enerji) tizerine etkisini arastirmak amaciyla yapilmistir. Boylece farkli sekillerde elde
edilen fermente edilmis dogal laktik asit sivilarmin oda 1sisinda, degisik siirelerde
muhafaza edilmesinin toplam laktik asit bakteri populasyonu ve tiirleri {izerine etkisinin
arastirtlmasi ile elde edilen fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinin oda 1sisinda

saklanabilme kapasiteleri aragtirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Baklagil kaba yemleri ruminantlarin beslenmesinde yaygin olarak kullanilan, besin
degeri yiiksek onemli kaba yem kaynaklaridir. Baklagil kaba yemlerinin yapisindaki kuru
madde ve suda ¢6ziinebilir karbonhidrat iceriginin diisiik olmasi, buna karsin tamponlama
kapasitesinin yiiksekligi nedeniyle silolanmalar1 oldukga zordur (3). Silaj fermantasyonu
sirasinda bitki bilinyesinde bulunan proteaz enzimleri, bitkinin yapisindaki proteinleri, basta
aminoasitler ve amonyak olmak tizere peptid ve amidlere kadar pargalarlar. Olusan proteolizis
sonucunda yemdeki gercek proteinlerin  %80'inin amonyaga kadar parcalandig
bildirilmektedir (14). Baklagil kaba yemlerinin yapisinda bulunan proteinler, hem silaj
olusumu doneminde, hem de rumende asir1 proteolizise maruz kaldiklarindan, bu yem
kaynaklarmin yapisinda bulunan proteinlerin besleyici degerinden ruminantlar yeterince
faydalanamazlar (3). Bitkilerdeki proteaz enzimlerinin optimum aktiviteleri i¢in gerekli pH
diizeyi 6 civarindadir. Silo igerisinde pH degerindeki diisiisii hizlandirilarak, silodaki silaj pH
degerinin 4’lin altina indigi durumda, proteolizisin tamamen engellendigi kabul edilmektedir
(15). Silaj fermantasyon siirecinde ortaya ¢ikan pH degerindeki azalma, laktik asit tiretimiyle
yakindan iligkili olup, silajda laktik asit iiretim hizi ne kadar yiiksek olursa proteolizisin
sekillenmeside o oranda azalmaktadir (16). Bu nedenle protein ve mineral madde bakimindan
zengin, kolay eriyebilir karbonhidrat kaynagi bakimindan fakir olan yem bitkilerinin
silolanmas1 sirasinda, fermantasyonun giivence altina alinabilmesi igin katki maddelerin

kullanimi zorunlu hale gelmektedir (4, 17).

2.1. Silaj Katki Maddeleri

Yesil yem bitkilerinin ve baz1 kuru madde igerigi diisiik gida sanayi artig1 kaba yem
kaynaklarmin havasiz kosullarda fermente edilerek saklanmalariyla elde edilen, besin
madde bakimindan tercih edilebilir kaba yem kaynaklarina silaj, yapilan isleme silolama ve
yapildig1 yere silo adi verilir (18). Silaj yapimindaki amag; taze kaba yem materyalinin
miimkiin olan en az besin maddesi kaybi ile saklanmasidir. Kaba yemlerin silolanarak

saklanmalar1 sirasinda silaj katki maddesi kullaniminin amaci; silajlik yesil yem ve gida



sanayi yan uriini materyallerin silaj yapilarak saklamasi sirasinda besin madde kaybini
azaltmak, elde edilen silajin yem degerini iyilestirmek, fermantasyon akisini diizenlemek,
probiyotik etki goOstererek silajlarin hayvanlar tarafindan degerlendirme diizeylerini

artirmak ve silo agildiktan sonra silaj kalitesinin uzun siire korunabilmesi amag¢lanmaktadir

(19, 20).

2.1.1. Silaji Besin Maddeleri Yoniinden Zenginlestirmek I¢in Kullamlan Katki
Maddeleri

Bu amagla bir ¢ok farkli katki maddelerinden yararlanmakla birlikte daha ¢ok ortamda
yetersiz diizeyde bulunan kolay eriyebilir karbonhidrat, protein, mineral madde agigini
kapatmaya yonelik katki maddelerinden yararlanilmaktadir. Karbonhidrat kaynagi olarak en
fazla tahil taneleri, melas, iiziim posasi, seker vb. katkilar kullanilmaktadir (21-23). Ote
yandan son zamanlarda alternatif olarak seker icerigi yiiksek ve ucuz olan gladigya gibi bazi

agac meyvelerinin kullanimida 6n plana ¢ikmaktadir (23-25).

2.1.1.1. Tane Yemler ve Diger Yem Maddeleri

Silo igerisinde kolay eriyebilir karbonhidrat miktarini arttirmak maksadiyla tane yemler
ve diger yem maddeleri katki olarak kullanilmaktadir. Bu kapsamda 6giitiilmiis misir, arpa ve
yulaf gibi tane yem kaynaklari silajlik bitkinin nem oranina bagl olarak %5-10 oraninda silaja
katilabilir. Bu sekilde hem fermantasyon hizi, hem de yemin lezzeti artmaktadir (26). Kaliteli
bir silaj elde edebilmek i¢in silolanacak yem materyallerinin kuru madde igeriginin %30-35
diizeyinde olmasi1 gerekir. Yemlerin nem oranlar1 fazla iken silolanmalar1 zorunlu ise silajin
nem oranini diigiirmek maksadiyla kuru seker pancari posasi, bugday kepegi, saman, yulaf
kapgiklari, pamuk kapgiklar: kullanilabilir. Ancak bu katkilar silaj kalitesini diisiirdiiklerinden

zorunlu olmadikga kullanilmalar1 6nerilmemektedir (26).

2.1.1.2. Melas

Seker fabrikalarinda, seker tiretimi sirasinda uygulanan islemlerin sonunda ortaya

¢ikan, kristallesmeyen sekerler ile diger bazi maddelerden olusan surup seklindeki, pekmez



goriiniimlii yan iriine melas adi verilir. Suda ¢6ziinebilir karbonhidrat igerigince fakir ve
soldurulmamis silajlarda fermantasyonu saglamak icin kolay eriyebilir karbonhidrat kaynagi
olarak kullanilmaktadir (27). Ucuz olmasi ve kolayca bulunmasinin yaninda, sakkaroz igerigi
kuru maddede %50’den fazla olan melasin, genel olarak silajin pH, biitirik asit ve amonyak
azotu degerini azalttigi; laktik asit diizeyini ise arttirdig1 bildirilmistir (28). Silajlik materyalin
ozelligine gore silaja katilacak melas miktarinin, kullanilan yesil yemin kuru madde
miktarima, ham protein ve seker icerigine bagli olarak %4 oraninda uygulanmasi tavsiye
edilir. Silaja katilacak melas, uygulamanin kolaylasmasi i¢in 3-4 kat su ile seyreltilerek
kullanilir (27).

2.1.1.3. Yemlik Seker

Hayvanciligin gelismis oldugu {ilkelerde 6zel olarak iretilmis, silaj yapiminda
kullanilan silo sekerlerini ucuz fiyata piyasadan saglamak miimkiindiir. Sekerin etkisi diger
karbonhidratlarda oldugu gibi laktik asit fermantasyonunu ve silajin karbonhidrat miktarini

arttiric1 yondedir. Bu amacla glukoz ve sakkaroz sekerleri liretilmektedir.

2.1.1.4. Ure

Ure silaj katki maddelerinin smiflandirilmasinda besin maddeleri grubuna giren bir
bilesiktir (3). Saf lire %46.67 azot igerigine ve %291.7 ham protein degerine, yem kaynagi
olarak kullanilan iire ise; %42 azot ve %262.5 ham protein degerine sahiptir. Ure ozellikle
basta misir olmak iizere sorgum ve azot igerigi diisiik diger bitkilerin silolanmalari sirasinda
bu bitkilerden elde edilen silajin azot, dolayisiyla protein igerigini arttirmak amact ile
kullanilmaktadir. Silaj fermantasyonunda iirenin silaj katki maddesi olarak kullanimi ile
silajlardaki protein pargalanmasini azaltmakta ve silajlarin aerobik stabilitelerini gelistirmekte
(29), amonyak kullaniminda ise musir silajlarinin kimyasal 6zelliklerinin etkilenmedigini ve
mikrobiyal biiyiimenin ¢ok azaldigi (30), musir silajlarinin aerobik stabilitesinin ise gelistigi
saptanmustir (31). Silaja katilan {ire, silajlarin notr deterjanda ¢6ziinmeyen lif (NDF) ve asit
deterjanda ¢6ziinmeyen lif (ADF) gibi hiicre duvari bilesenlerini de azaltarak rumendeki kuru
madde (KM), organik madde (OM), NDF ve ADF’nin par¢alanabilirliklerini arttirmaktadir.
Ancak silajlarin KM, OM, NDF ve ADF pargalanabilirliklerinde meydana gelen bu artislar,



ruminantlarin siit verimi, canli agirlik kazanci ve yemden yararlanma diizeyi gibi énemli
performans Kriterlerini de her zaman arttirmamaktadir (32, 33). Kullanilan iire, protein igerigi
diisiik olan silajin ham protein (HP) oranini %8-12’lere yiikseltirken, diger yandan silajlarda
olusabilecek olumsuz fermantasyonu kismen 6nleyebilmektedir (26). Silajlara iire ilavesinin,
silajin kuru madde diizeyini arttirdigi, proteolizisin olusumunda ve kiif iiremelerinde azalma
sagladig: bildirilmistir (34). Misir silajlarina tire katilarak yapilan bir ¢alismada (31) iirenin;
misir silajlarmin pH ve ham protein igeriklerini arttirdigi, NDF ve ADF gibi hiicre
bilesenlerini azalttig1, laktik asit, asetik asit ve biitirik asit diizeylerini etkilemedigi
belirlenmistir. Silajin azot igerigini artirmak amaciyla silaj materyaline en fazla %0,5

oraninda tre katilmalidir.

2.1.1.5. Kire¢ Tas1

Silajlara %5-10 arasinda kire¢ tasi katilmasi, silaji kalsiyum (Ca) yoniinden
zenginlestirmekte ve silo igerisinde asit {retimini tesvik etmektedir. Ruminantlarin
beslenmesinde kaba yem kaynagi olarak, sadece misir silaji gibi Ca bakimindan yetersiz

yemler kullanildiginda, silaja katilacak kire¢ tasi hayvanin ihtiyacini yeterince karsilamaktadir
(26).

2.1.1.6. Peynir Suyu

Yaklasik %7 kuru madde ve %4,4 laktoz iceren ve igerdigi laktoz disakkariti, bazi
laktik asit bakterileri tarafindan laktik aside fermente edilmektedir. Kolay eriyebilir
karbonhidrat kaynaginin yaninda, protein ve mineral madde bakimindan da silaji
zenginlestirmektedir. Bu amagla kurutulmus ya da koyulastirilmis peynir suyu, belli bir
yogunluga kadar sulandirildiktan sonra silaja katilmalidir. Proteince zengin yemlere %1-3

oraninda katilabilir (26).

2.1.2. Fermantasyonu Gii¢lendirmek icin Kullanillan Katki Maddeleri

Bu amagla silajlara laktik asit iireten bakteri kiiltiirleri, maya kiiltiirii ve ¢esitli enzimler

ilave edilmesi gerektigi goriisii yaygindir (26).



2.1.2.1. Bakteriyel Inokulantlar

Laktik asit bakterileri; silajlik bitkilerden veya silajlardan izole edilirler ve ¢ok genis
sicaklik ve nem kosullarinda hizli bir sekilde ¢ogalabilirler (35, 3). Optimum iireme ve
gelisme gostermeleri igin; asidik (pH 3-4) ve anaerobik ortam, kolay eriyebilir karbonhidrat,
amino asit, vitamin gibi besin maddelerine ve uygun 1s1 (3) sartlarina ihtiyag duyarlar.

Olusturduklar1 fermantasyon iiriinlerine gére homofermentatif ve heterofermentatif
olmak tizere iki gruba ayrilirlar (Tablo 1). Homofermentatif laktik asit bakterileri gergek
laktik asit bakterileridir. Heterofermentatif laktik asit bakterileri ise gercek olmayan laktik asit
bakterileri olarak da isimlendirilmektedir. Diger bir deyisle sekerleri tam olarak laktik asite
dontistiirenlere  homofermentetif, donlistirmeyenlere ise heterofermentatif laktik asit

bakterileri denmektedir (36, 37).

Tablo 1: Homofermantatif ve Heterofermantatif laktik asit bakterileri (36, 37).

Homofermentatif Laktik Asit Heterofermentatif Laktik Asit
Bakterileri Bakterileri
Lactobacilluslar: Lb. plantarum, Lb. Lactobacilluslar: Lb. brevis, Lb.

acidophilus, Lb. casei, Lb. comyiformis, | buchneri, Lb. fermentum, Lb.

Lb. curvatus, Lb. gasseri, Lb. helveticus, | viridescens, Lb. confusus, Lb.

Lb. homohiochii, Lb. maltaromicus, Lb. | collinoides, Lb. hilgardii

delbrueckli ssp. lactis, Lb. delbrueckli Leuconostoclar: Lue. mesenteroides,
ssp. bulgaricus Leu. lactis

Pediococcuslar: P. acidilactis,
P.pentosaceus, P. inopinatus
Streptococcuslar: St. faecalis, St.
durans, St. faecium, St. lactis, St. bovis
Enterococcuslar: E. faecalis, E. faecium
Lactococcus lactis

Laktik asit bakterileri silajin fermantasyon siirecinde hemen hemen higbir besin madde
kaybina yol ag¢madiklarindan, silo igerisinde arzu edilen fermantasyonu saglayan
mikroorganizma grubudur. Silolanma esnasinda laktik asit bakterilerinin gelisimi i¢in en
onemli faktor, silajlik triintin kolay eriyebilir karbonhidrat ve kuru madde igerigidir (38).
Laktik asit bakterileri tarafindan salgilanan laktasidaz enzimi, yemlerin yapisinda bulunan
karbonhidratlar1 parcalayarak laktik asit iiretir. Silaj pH degerindeki azalma laktik asit {iretimi
ile yakindan iligkili olup, silajda laktik asit iiretim hizi ne kadar hizli olursa proteolizisin

sekillenmesi o oranda azalmaktadir (16). Laktik asit bakterileri, antibiyotik etkiye sahip



maddeler olusturarak, silo igerisinde ¢ogalmalar1 arzu edilmeyen asetik asit ve biitirik asit
bakterilerinin de faaliyetlerini onlerler (39). Laktik asit bakterileri, silo icerisinde anaerobik
sartlar olusur olusmaz etkin duruma gecerler.

Silaj katki maddesi olarak kullanilacak laktik asit bakteri inokulanlarinin etkinligi;
inokulantlarin 6zelligi, silolama teknigi, mikroflora, iklim sartlari, silaj yapilacak bitkinin
Ozelligi ve tiirii gibi bir¢cok faktore baghdir (40). Bakteriyel inokulantlar, genel olarak
Lactobacillus plantarum, diger Lactobacillus tiirleri, Streptococcus faecium ve ¢esitli
Pediococcus tiirlerini tek baslarina veya ¢esitli karigimlarini bir arada bulunduran ticari
tirtinlerdir (41). Silolanan materyal laktik asit tarafindan korundugu i¢in, laktik asit bakterileri
silaj fermantasyonundaki en 6nemli mikroorganizma populasyonudur.

Silaj fermantasyonu sirasinda silajin laktik asit diizeyini arttirarak, pH degerini bir an
once diisiirmek amaciyla silaj materyaline ticari laktik asit bakterileri inokulantlarinin
kullanim1 son yillarda yaygimlagsmistir (4-8). Ticari laktik asit bakteri inokulantlar1 tek tip
veya birden fazla laktik asit bakteri tiirii igerebilmektedir (42). Genel olarak homofermentatif
silaj inokulantlar1 yaygin olarak kullanilirlar. Bu inokulantlar silajdaki pH degerinin hizla
azalmasina, silaj olusumu sonrast pH’nin diisiik seviyede kalmasina, yiiksek laktat:asetat
oranina ve diisiik etanol tiretimine sebep olmaktadirlar (3, 43). Ayrica Lactobacillus buncheri
gibi heterofermentatif inokulantlarinda, silajda asetik asit konsantrasyonunu arttirmak
suretiyle kiif olusumunu engelledigi ve silajin aerobik stabilitelerini arttirmak amaciyla da
kullanildigi bildirilmistir (44). Yapilan ¢aligmalarda ticari laktik asit bakteri inokulantlarinin
yas silaj materyaline 10°-10° Cfu/ml oraninda homojen olarak katilmasinin silaj igerisinde
hakim bakteri tiirliniin laktik asit bakterileri olmasi i¢in yeterli oldugu bildirilmistir (45).

Silaj fermantasyonunda katki maddesi olarak laktik asit bakteri inokulantlarinin
kullanildig1 ¢ogu aragtirmada, elde edilen silajlarin pH, asetik asit, biitirik asit, amonyak azotu
ve etanol diizeylerini distriip, laktik asit ve laktik:asetik asit oranini arttirarak silaj
fermantasyonunu gelistirdigi saptanmustir (24, 46). Bunun yani sira bazi arastirmalarda
bakteriyel inokulantlarin, silajlarin aerobik stabilitelerini arttirdigi (47), bazilarinda ise
etkilemedigi (24) veya diisiirdiigii bildirilmistir (21, 46). Ayrica silajda inokulant kullanimu;
silaj azot igeriginin mikrobiyal proteine doniisiim oranindaki artisin, rumende mikrobiyal
gelismeyi tesvik ettigi bildirilmistir (45). Muck (33) tarafindan yapilan bir ¢aligmada; silaj
yapiminda kullanilan bakteriyal inokulantlarin silo ortammin pH degerini disiirdigi,

hemiselliilozlarin hidrolizi igin siloda ilave bir miktar asit olusturdugu ve bu asit ortamdan



etkilenen bitki hiicre duvar fraksiyonlarinin rumen mikroorganizmalar tarafindan daha hizl
ve yogun bir sekilde pargalandigi bildirilmistir. Silaj kuru madde sindirilebilirligindeki artisin,
hayvanlarin canli agirlik artisi, siit verimi ve yemden yararlanma performanslarinida
arttiracagl bildirilmistir (20). Fakat bazi c¢alismalarda ticari laktik asit bakteri inokulant
katkilarinin silaj fermantasyonu iizerine etkisi konusunda farkli sonuglar bulunmustur. Bazi
calismalarda ticari laktik asit bakteri inokulantlarinin silaj kalitesini arttirdigi (48-53); bazi

caligmalarda ise yeteri diizeyde etki gostermedikleri yoniinde bildirimler bulunmaktadir (54-
56).

2.1.2.2. Fermente Edilmis Dogal Laktik Asit Sivis1 (Previously Fermented Juice, PFJ)

Ticari laktik asit bakteri inokulantlarina alternatif olarak son zamanlarda gelistirilmis
ve fermente edilmis dogal laktik asit sivisi (Previously Fermented Juice, PFJ) olarak
adlandirilan, yeni bir silaj katki maddesi 6nem kazanmaya baglamistir. Fermente edilmis
dogal laktik asit sivist biyolojik kokenli olmasi, hazirlanmasinin ve kullaniminin oldukga
kolay olmasi, giivenli olmasi, toksik etkisinin olmamasi, silaj yapiminda kullanilan
makinelerde korozyona sebep olmamasi, ¢evre kirliligi yaratmamasi ve dogal iiriin olmalar
gibi 6nemli avantajlara sahip olduklarindan, kimyasal kokenli katki maddelerine gore daha
fazla tercih edilmektedirler (57).

Farkli bitkiler iizerindeki laktik asit bakteri sayis1 ve tiirliniin, farkli olabilecegi
varsayimindan hareketle, silaj materyali ile ayni bitkiden hazirlanan fermente edilmis dogal
laktik asit sivilarinin, silaj kalitesini arttirmada daha etkili olabilecegi bildirilmistir (9, 10, 58).
Yonca bitkisinden hazirlanan fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinda yapilan tiir
tespitinde, Laktobacillus plantarum’un baskin tiir oldugu ve izole edilen laktik asit
bakterilerinin %90’dan daha fazlasinin homofermentatif yapida oldugu bildirilmigtir (59).
Denek ve ark. (60) tarafindan yapilmis bir ¢alismada; arpa, bugday ve g¢ayir otundan elde
edilen taze yada dondurulmus fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinin pH degerlerinin;
3,75-3,86; laktik asit bakteri iceriklerinin ise 1,4x107- 6x10% arasinda oldugu bildirilmistir.
Yonca bitkisine fermente edilmis dogal laktik asit sivisi ilavesinin elde edilen yonca
silajlarinda besin madde igerigi, fermantasyon kalitesi, in vitro sindirilebilirlik, metabolik
enerji ve gaz iretim degerlerini arttirdig1 bildirilmistir (61). Silaj yapimi sirasinda silajlik

materyale fermente edilmis dogal laktik asit sivist ilavesinin, dzellikle %70’in iizerinde nem



icerigine sahip silajlarda daha etkili oldugu, ayrica suda ¢oziinebilir karbonhidrat kaynaklar
gibi katki maddeleriyle beraber kullanmanin, fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinin
etkinligini daha da arttirdigi bildirilmistir (12). Bazi c¢alismalarda ticari bakteriyel
inokulantlarinin etkisiz oldugu durumlarda bile fermente edilmis dogal laktik asit sivisinin
silaj pH degerini distirmek suretiyle, silaj laktik asit ve in vitro organik sindirilebilirlik
diizeyini arttirlp, amonyak azotu ve biitirik asit diizeyini diislirdiigli yoniinde bildirimler
bulunmaktadir (13, 61). Fermente edilmis dogal laktik asit sivisinin ticari laktik asit bakteri
inokulantlarma gore silaji daha iyi korumasinin muhtemel sebebinin, fermente edilmis dogal
laktik asit stvisinin iceriginde ¢ok sayida farkli laktik asit bakteri tiiriiniin bulunmasindan
kaynaklanabilecegi bildirilmektedir (10). Silaj katki maddesi olarak fermente edilmis dogal
laktik asit sivist kullanimi, silajin yapisinda bulunan proteinleri asir1 yikimlanmadan
korudugu (62) ve laktik asit bakteri yogunlugunun bir sonucu olarak pH diizeyini azaltarak
Klostridiyal aktiviteyi engelledigi bildirilmistir (49).

2.1.2.3. Enzimler

Enzimler, silaj katki maddesi olarak bakteriyel inokulantlar ve protein niteliginde
olmayan azotlu bilesiklere (NPN) kiyasla nispeten daha yeni silaj katki grubundadir. Bu amag
icin kullanilan enzimler, ya inokulantlar ile karisim halinde ya da bir veya birden fazla enzim
iceren karisim halindedirler. Silaj katki maddesi olarak enzim kullanimi bitki hiicre duvarini
olusturan polisakkaritlerin parcalanmasini saglayarak, silajin NDF icerigini azaltmak, boylece
silajin organik maddelerinin sindirilme derecesini arttirmaktir. Ayrica bitki hiicre duvarini
pargalayarak fermantasyon sirasinda kullanilmak tizere laktik asit bakterileri igin ilave seker
ac1ga ¢ikarmaktir (3, 63). Laktik asit bakterileri ile birlikte kullanilan selliilaz, hemiselliilaz ve
pektinaz gibi hiicre duvarmmi pargalayan enzimler ile amilaz gibi nisastayr parcalayan
enzimler, silajlarda katki maddesi olarak kullanildiginda, laktik asit bakterilerinin faaliyetleri
icin ilave substrat agiga ¢ikararak silaj fermantasyonunu iyilestirdikleri, NDF, ADF, asit
¢oziiciilerde ¢oziinmeyen lignin (ADL), hemiselliiloz ve selliiloz igeriklerini azalttigi; KM,
OM, NDF ve ADF’nin parcalanabilirligini veya sindirilme derecesini arttirdig
bildirilmektedir (41).
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2.1.3. Asit Ortamim Giiclendirmek I¢in Kullanilan Katki Maddeleri

Silo igerisinde asit ortami giiclendirmek i¢in c¢esitli inorganik ve organik asitler
kullanilmaktadir. Inorganik asitler pH degeri iizerinde hizli etki gdstererek, asiditenin
yiikselmesine sebep olurken, organik asitlerde bu etki zayiftir. Her iki asit grubu da
mikrobiyal faaliyetleri durdurarak, silajin aerobik stabilitesine yardimei olur. Siilfirik asit,
hidroklorik asit ve fosforik asit gibi mineral asitler igerisinde en ¢ok tavsiye edilen fosforik
asit, silajin asitligini arttirmasinin yani sira, hayvanlarin fosfor (P) ihtiyacinin karsilanmasina
da yardim eder. Asetik, propiyonik ve biitirik asit gibi kisa zincirli ugucu yag asitlerinin
silajlarda ozellikle maya ve kiif gelisimini bask1 altina alarak silajlardaki aerobik bozulmay1
onledigi bildirilmektedir (3). Son yillarda silajlarda maya ve kiif gelisimini 6nlemek ve
aerobik stabiliteyi arttirmak igin, organik asit temeline dayali koruyucu ozellikteki katki
maddeleri genis bir kullanim alam bulmustur. Ozellikle formik asit ve formik asit temeline
dayali koruyucular, katildiklar1 silajlarin pH degerini ¢ok kisa bir siirede diigiirerek
fermantasyonu sinirlandirmakta ve silajlarda aerobik bozulmaya neden olan maya, kiif,
enterobakteriya ve klostridiya gelisimini Onleyerek, silajlarin  aerobik stabilitelerini
gelistirmektedirler (56, 64, 65). Bu koruyucular ayrica fermantasyon sirasinda ve sonrasinda
silajlarin kizigmasini engelleyerek, silajlardaki proteolizisi de dnlemektedir. Dolayisiyla bu tiir
silajlarda daha az amonyak azotuna rastlanmaktadir (65-68). Asitlerin silajda olusturduklari
olumlu etkilere ragmen bu tip kimyasallarin kullanimlarint kisitlayan en 6nemli faktor
kanserojenik etkiye sahip olmalaridir. Genel diislince bu asitlerin yararlarindan ¢ok

zararlarmin oldugu yoniindedir (26).

2.1.4. Koruyucu Olarak Kullanilan Katki Maddeleri

Silajlara koruyucu olarak katilan antibiyotikler, Na Diasetat, Na Meta Bisiilfit (4-6
kg/ton), Na Benzoat, Na Nitrat ve Ca Format gibi maddeler sec¢ici olarak istenmeyen
mikrobiyal aktiviteyi azaltirlar. Boylece karoten gibi bazi etkin maddelerin yikilmasi
engellenir. Silaj kokusunun diizelmesine yol agarlar (26). Tuz silolama esnasinda meydana
gelen bazi toksinleri yok etmekte, bakteriyel aktivite iizerinde olumlu etki yapmakta, silo
igerisindeki drenaji arttirmakta ve laktik asit fermantasyonunu hizlandirmaktadir. Silo

yemlerine  %1-1,5 oraninda  tuz  katilmast  yeterli = gOriilmektedir  (26).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Fermente Edilmis Dogal Laktik Asit Sivisinin (Previously Fermented Juice, PFJ)

Hazirlanmasi

Bu calismada fermente edilmis dogal laktik asit sivisinin hazirlanmasinda ve silaj
materyali olarak kullanilan yonca bitkisi (Medicago Sativa) Sanliurfa ili Ak¢akale il¢esindeki
Ozel bir isletmeden temin edilmistir. Fermente edilmis dogal laktik asit sivisi (Previously
Fermented Juice, PFJ) temelde Masuko ve ark. (69)’nin bildirdigi yontemle hazirlanmistir.
Fermente edilmis dogal laktik asit sivisinin hazirlanmasinda, elde edilecek iiriiniin daha
konsantre olmasi i¢in su miktari azaltilmistir. Bu amagla, 1000 gr taze yonca bitkisine 300 ml
saf su ilave edilerek blender yardimiyla 2 dakika boyunca par¢alanmistir. Elde edilen bitki
stvt karigimi iki kat tiilbent bezi kullanilarak siiziilmiistiir. Siizlintii, cam siselere aktarilarak;
taze, %1, %3, %5 ve %10 diizeyinde sukroz ilave edilerek siselerin agz1 kapatilmistir. Sigeler
48, 72 ve 96 saat boyunca 30°C’de inkubasyona birakilmistir. inkubasyonlardan ¢ikarilan
siseler oda 1s1sinda 25°C’de karanlik bir ortamda 15, 30, 45 ve 60 giin muhafaza edilmistir.
Her bir grubun taze, 15, 30, 45 ve 60 giin sonunda toplam laktik asit bakteri sayim, tiirii ve

pH degerleri belirlenmistir.
3.1.2. Silajhk Bitki Materyali ve Silajlarin Hazirlanmasi

Calismada silaj materyali olarak kullanilan yonca bitkisi (Medicago Sativa), fermente
edilmis dogal laktik asit s1visi materyali i¢in alinan yonca tarlasindan ¢igeklenmenin baslangic
doneminde bigilmistir. Universitemiz biinyesinde bulunan mini silotrak yardimu ile silajlik
bitki materyali 2-4 cm ebatlarinda par¢alanmistir. Silaj materyali olarak kullanilan yonca
bitkisinin (Medicago Sativa) kuru madde, ham kiil, ham protein, ADF ve NDF degerleri kuru
madde esasina gore sirasiyla %24.91, %10.54, %21.79, %?29.54, %41.60 olarak tespit

edilmistir. Parcalanan taze silaj materyaline bakteri sayimi goz 6niinde bulundurularak en
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yiiksek laktik asit bakteri icerigine sahip olan %1 sukroz ve 48 saatlik inkubasyon grubundan
ilave edilmistir. Pargalanmis taze silaj materyaline kontrol (katkisiz), 48 saat taze fermente
edilmis dogal laktik asit sivisi, 15 ve 30 giin oda 1sisinda muhafaza edilen fermente edilmis
dogal laktik asit sivilarindan 10° cfu/ml diizeyinde ilave edilerek toplam 4 farkli grup
olusturulmustur. Bu amagcla elde edilmis fermente edilmis dogal laktik asit stvilar1 100 kat saf
su ile sulandirilarak kullanilmistir. Béylece konsantre olarak elde edilmis sivilar seyreltilerek
(sahada kullanilabilirliginin arttirilabilmesi i¢in) %0,1 oraninda taze silaj materyaline ilave
edilmistir. Fermente edilmis dogal laktik asit sivisi silajlik materyale ilave edilme isleminde
capraz kontaminasyonu Onlemek maksadiyla her bir grup igin farkli plastik eldiven ve el
spreyleri kullanilmistir. Silajlar her bir muamele grubu i¢in 4 tekerriir olacak sekilde 1,5
litrelik cam kavanozlara sikistirilarak agizlari hava almayacak sekilde silolanmigtir. Cam

kavanozlar 60 giin siire ile oda 1s1sinda karanlik bir ortamda muhafaza edilmistir.
3.1.3. Rumen Sivis1 Materyali

Sanlurfa’da faaliyet gosteren 6zel bir mezbahaneden alinan rumen sivisi, sicakligini
korumak amaciyla, daha once icinde 38-40°C sicak su ve karbondioksit (CO,) bulunan termos
kap icerisine konularak hizli bir sekilde laboratuvara getirilmistir.
3.2. Yontem
3.2.1. Silaj Materyali ve Elde Edilen Silajlarin Ham Besin Madde Analizleri

Caligmada silaj materyali olarak kullanilan yonca bitkisi (Medicago Sativa) ile elde
edilen silajlarin ham besin madde igeriklerinden kuru madde, ham kiil ve ham protein

analizleri AOAC (70)’e gore, ADF ve NDF analizleri ise Van Soest ve ark. (71)’e gore
yapilmistir.
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3.2.2. Fermente Edilmis Dogal Laktik Asit Sivilarinin (PFJ), Toplam Laktik Asit

Bakteri Sayisi ve Tiir Tespitinin Belirlenmesi

Arastirmada kullanilan fermente edilmis dogal laktik asit sivi materyallerinin laktik
asit bakteri sayis1 tempo cihazi test prosediiriine gore yapilmigtir. Laktik asit bakteri tiir tespiti
API (Analytical Profile Index) 50 CHL test kit prosediiriine gore yapilmistir (Biomerieux,
Marcy I’Etoile, France).

3.2.2.1. Laktik Asit Bakterisi Sayim

Calismadan elde edilen fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinin laktik asit bakteri
sayim1 tempo cihazi test prosediiriine gore yapilmistir. Yontem kaynagi olarak, TEMPO LAB
(Lactic Acid Bacteria) 80071 ( is an automated test for use with TEMPO, for the enumeration
of Lactic Acid Bacteria in 40-48 hours in food products) kullanilmigtir. Bu amagla yonca
bitkisinden hazirlanan 10 ml fermente edilmis dogal laktik asit sivilarma 90 ml MRD
(Maximum Recovery Diluent) zenginlestirme soliisyonu eklenerek stomacher yardimiyla
homojenize edilmistir. En ge¢ 20 dakika Once hazirlanan 3.9 ml steril saf su eklenip
vortekslenen Tempo LAB besiyeri siselerine, homojenize edilerek zenginlestirilen fermente
edilmis dogal laktik asit sivilarindan, 0.1 ml ilave edilmistir. Tempo LAB besiyeri siseleri
hizli devirde tekrar vortekslenmistir. Besiyeri siseleri ve besiyerine ait inkubasyon kartlari,
raklara yerlestirilmistir. Raklar inkubasyon kartlarinin dolumu i¢in Tempo Filler cihazina
verilmistir. Tempo Filler cihazindan g¢ikarilan kart 30°C’de 40-48 saat inkubasyona
birakilmistir. Inkubasyon siiresi sonunda, inkiibatdrden cikarilan kartlar, Tempo Reader

cihazina verilmis ve sonu¢ cfu/ml cinsinden cihaz tarafindan sayimi yapilmistir.

3.2.2.2. Laktik Asit Bakteri Tiir Tayini

Calismada elde edilen ve degerlendirilen fermente edilmis dogal laktik asit
sivilarindaki, laktik asit bakteri tilirlerinin belirlenmesinde, standardize edilmis tanimlama
sistemi API (Analytical Profile Index) 50 CHL test kitlerinden (Biomerieux, Marcy 1’Etoile,
France) yararlanilmistir. Farkli seviyelerde sukroz ilave edilerek degisik siirelerde

inkubasyona birakilarak elde edilen fermente edilmis laktik asit sivilarindaki laktik asit
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bakteri tiir tayini tesadiifi secilen laktik asit bakteri kolonilerinden belirlenmistir. API Kiti; 49
farkli karbonhidrat kaynagini, dehidre substart olarak igeren 50 adet kuyucuktan
olusmaktadir. Tiir tayini yapilacak olan izolatlar anaerobik ortamda MRS Agar iizerinde
37°C’de 72 saat siireyle tek koloni diisecek sekilde aktiflestirilmistir. Bu silire sonunda her bir
petri kutusunda gelisen 2-3 mm c¢apindaki beyaz-krem renkli, yuvarlak-eliptik koloniler
secilerek, 2 kez MRS agarda (Merck 1.10660) saflagtirilmigtir. Saflastirilan bu izolatlardan
gram pozitif, katalaz negatif ve ¢ubuk seklindeki bakteriler tanimlama testleri i¢in seg¢ilmistir.
Segilen izolatlardan her 6rnek igin 10 koloni segilip tekrar MRS Agara ¢izilerek ekilmistir.
Anaerobik ortamda gelisen 24 saatlik koloniler steril ekiivyon cubuguyla toplanmistir. 2
ml’lik siispansiyon medyum (ref. 70700) igerisinde 2 Mc Farland (ref. 70900) yogunluk elde
edilinceye kadar inokule edilmistir. Bu islemler her bir izolat i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir. Bu
yontemde karbonhidratlarin fermente edilmesiyle asidik ortam olugmakta ve buna bagli olarak
pH diismekte, pH diismesine bagli olarak indikatorlerin etkinligi sonucu renk degisiklikleri
olugmaktadir. 24 saatlik inkubasyon sonunda tiiplerdeki mavi-morumsu renk negatif, sari,
sari-yesil renk olusumu ise pozitif olarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler sonucunda
susun biyokimyasal profili elde edilmistir. Sonuglar pozitif ve negatif seklinde sonu¢ kagidina
isaretlenmigtir. Tanimlama, bilgisayar programi (API Lab Plus Program, Biomerieux)

yardimiyla elde edilmistir (72, 73).

3.2.3. Silajlarin pH, Amonyak Azotu, Laktik Asit ve Ucucu Yag Asit Analizleri

Silajlar 60 giinliik fermantasyon siiresi sonunda agilarak kavanozlarin ist kisminda
bulunan 3-5 cm’lik kismi atildiktan sonra, homojen olarak alinan 25 gr silaj 6rnegi iizerine
100 ml saf su ilave edilerek blender yardim ile 2 dakika siire ile pargalanmis, par¢alanan silaj
stvistninin - pH degeri hizli bir sekilde pH metre (WTW 7310) 6l¢iim cihazi ile dlgiilerek
kaydedilmistir (67). Blender igerisinde bulunan sivi siiziilerek 10 ml’lik tiiplere alinmustur.
Amonyak azotu analizi yapilacak 6rneklerin lizerine 0,1 ml 1M HCI; laktik asit ve ugucu yag
asidi analizi yapilacak o6rneklerin iizerine ise %25°lik 0,25 ml metafosforik asit ilave edilerek
analizlerin yapilacagi zamana kadar derin dondurucuda (-18°C) saklanmustir.

Silaj orneklerinin amonyak azotu analizleri kjeldahl metodu ile Broderick ve Kang
(74) tarafindan bildirilen yonteme gore yapilmistir. Silaj 6rneklerinin laktik asit ve ugucu yag

asidi (asetik, propiyonik ve biitirik asit) analizleri ise Suziki ve Lund (75)’e gore yapilmistir.
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Bu amagla yiiksek performans likit kromotografi (HPCL) cihazindan (Shimadzu L.C-20 AD
HPCL pump, shimadzu SIL-20 ADHT Autosampler, Shimadzu SPD M20A Detector (DAD),

Shimadzu cto-20ac Columun oven, Icsep Coregel (87H3 colon) yararlanilmastir.

3.2.4. in Vitro Denemenin Yiiriitiilmesi

3.2.4.1 Cozeltilerin Hazirlanmasi ve Gaz Uretim Tekniginin Uygulanmasi

Cozeltilerin hazirlanmasi ve gaz iiretim tekniginin uygulanmasi Menke ve ark. (76)
tarafindan bildirilen yonteme gore uygulanmistir. Bu yontemin temeli, yemlerin rumen sivisi
ile 24 saatlik inkubasyonu sonucu olusan gaz miktarinin dlgiilmesine dayanmaktadir. Elde
edilen sonuclar denemede kullanilan yemlerin in vitro organik madde sindirilebilirligi

(IVOMS) ve yemin metabolik enerji (ME) iceriginin hesaplanmasinda kullaniimaktadir.

3.2.4.1.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

a) Makromineral Cozeltisi:

5.7 g Na;HPO,
6.2 g KH,PO4
0.6 g MgSO,4 (7H,0)
Yukarida verilen kimyasal maddeler saf su ile ¢ozdiiriilerek, yine saf su ile 1000 ml’ye

tamamlanmistir. Cozeltinin pH degeri 6.8 olarak 6lclilmiistiir.

b) Mikromineral Cozeltisi:

13.2 g CaCl, (2H,0)
10 g MnCl; (4H,0)
1.0 g CoCl; (6H20)
8.0 g FeCl; 6 H,O
Yukarida verilen kimyasal maddeler saf su ile ¢ozdiiriilerek, 100 ml’ye

tamamlanmuistir.
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¢) Tampon (Buffer) Cozeltisi:

39 g NaHCO;
4 g (NH4) HCO3
Yukarida verilen kimyasal maddeler saf su ile ¢ozdiiriilerek, 1000 ml’ye

tamamlanmaistir.

d) Resazurin Cozeltisi:

100 mg resazurin saf suda ¢ozdiiriilerek, 100 ml’ye tamamlanmustir.

e) Indirgeme (Rediiksiyon) Cozeltisi:

Her calismada taze olarak hazirlanmistir. 47.50 ml saf suya 2 ml 1 N NaOH ilave

edilerek, tizerine 285 mg Na,S (7H,0) eklenerek karisim ¢ozdiiriilmustiir.

3.2.4.1.2. Yontemin Uygulanmasi

Analizin uygulanmasinda yukarida belirtilen sekilde hazirlanan c¢ozeltiler, Woulf
sisesine asagida verilen miktar ve sira ile ilave edilmistir.
474.50 ml saf su
0.12 ml mikro mineral ¢ozeltisi
237.23 ml Tampon (buffer) ¢ozeltisi
237.23 ml makro mineral ¢ozeltisi
1.22 ml resazurin ¢ozeltisi
49 .44 ml indirgeme (rediiksiyon) ¢ozeltisi

Bu karisim, rumen sivist laboratuara gelmeden hemen once hazirlanmig, CO, gazi
altinda 39°C deki su banyosunda manyetik bir karistirici ile karistirilarak, rumen sivisi ilave
edilene kadar bekletilmistir.

Sanlurfa’da faaliyet gosteren 6zel bir mezbahaneden alinan rumen sivisi, sicakligini
korumak amaciyla, daha once i¢inde 38-40°C sicak su ve CO, bulunan termos kap igerisine

konularak hizli bir sekilde laboratuara getirilmistir. Laboratuara getirilen rumen sivisi, kaba
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partikiillerinden ayrilmasi i¢in hizli bir sekilde CO, gazi altinda 4 kat tiilbent bezinden
stiziilmustlir. Laboratuarda hazirlanan 1000 ml karigima (suni tiikiiriik karigimi) 500 ml
stizlilmiis rumen s1visi ilave edilmistir. Bu karisim igerisine ince bir hortum vasitasiyla stirekli
CO, gaz1 verilmis ve bu sirada renk degisimi kontrol edilmistir (yaklasik 15 dakika). Bu
asamaya kadar tiim islemler 38°C’de yapilmistir. Daha 6nceden igerisine 1 mm elekten
gececek sekilde ogiitiilmiis silaj o6rneklerinden yaklasik 200-220 mg 6zel cam siringalara
konularak inkubatiirde 39°C’de bekletilmistir. Bekletilen bu cam siringalara dispenser
yardimiyla 30 ml rumen sivisi karistmindan konulduktan sonra, i¢indeki hava kabarciklar
ortamdan uzaklastirilmis ve u¢ kismindaki kiskag sikistirilmistir. Ik hacim degeri okunup
kaydedilmis ve siringalar 39°C°de sabitlenmis olan 6zel yapim su banyosuna yerlestirilmistir.
Gaz iretim teknigi Menke ve ark. (76) tarafindan bildirilen yonteme gore uygulanmistir.
Inkubasyon 39°C’de 24 saat siirdiiriilmiis ve 24. saat gaz olusum degerleri kaydedilmistir. Gaz

tiretim tekniginde her bir 6rnegi i¢in 4 tekerriir olacak sekilde ¢aligiimistir.

3.2.4.1.3. IVOMS ve ME iceriklerinin Hesaplanmasi

Gaz iiretim miktarlar1 belirlendikten sonra asagidaki esitlikler kullanilarak IVOMS ve
ME degerleri hesaplanmistir (77).

IVOMS (%) = 14.88+0.889GU+0.45HP+0.0651HK

ME (MJ / kg KM) = 2.20+0.136GU+0.057HP

GU = 24 saatlik inkubasyon sonucu aciga ¢ikan net gaz miktari (ml).
HP= Yemin ham protein igerigi (%, KM).

HK= Yemin ham kiil icerigi (%, KM).

3.2.5. Istatistiksel Analiz
Arastirma sonunda elde edilen veriler SPSS paket programin GLM prosediiriinde

degerlendirilmistir. Grup ortalamalarinin karsilagtirilmasinda Duncan testi kullanilmistir. Bu

amagla SPSS (78) paket programindan yararlanilmistir.
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4. BULGULAR

Farkli seviyelerde (%1, %3, %5 ve %10) sukroz ilave edilerek degisik siirelerde

inkubasyona (48, 72 ve 96 saat) birakilarak elde edilen fermente edilmis laktik asit sivilarinin

taze ve degisik stirelerde (15, 30, 45 ve 60 giin) oda 1sisinda bekletilmesi sonucunda tespit

edilen homofermentatif ve heterofermentatif laktik asit bakteri tiirleri Tablo 2’de sunulmustur.

Tablo 2. Farkli seviyelerde sukroz ilavesi ve degisik siirelerde inkubasyona birakilarak elde
edilen fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinin taze ve degisik siirelerde bekletilmesinin

laktik asit bakteri tiirleri lizerine etkisi.

Homofermentatif Laktik Asit

Heterofermentatif Laktik Asit

Bakterileri Bakterileri
= =
S 3 £ U= Lb Lb. )
2L =< Lb. .| delbrueckli . Lb. .
S| @ delbrueckli Lb. Brevisl : Leu. Lactis
= 2| < 2 | Plantarum . ssp Brevis2
2 S| o = ssp Lactisl .
== | m:= Bulgaricus
= wn
Taze %3, + %5, + %1, +
15 %1, + %1, + %3, +
30 %10, +
48 45 %5, +
60 %3, +
Taze %10, + %5, + %3, +
15 %1, + %3, +
72 30 %10, +
45
60
Taze %3, + %10, + %3, + %1, +
15 %10, +
96 30 %10, +
45
60

%1, %3, %5 ve %10: Sukroz seviyesi; 48, 72 ve 96 saat: inkubasyon siiresi; Taze, 15, 30, 45 ve 60 giin: Oda
1sisinda bekletilme siiresi; +: pozitif
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Tablo 3. Farkli seviyelerde sukroz ilavesi ve degisik siirelerde inkubasyona birakilarak elde
edilen fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinin taze ve degisik siirelerde bekletilmesinin
toplam laktik asit bakteri sayisi iizerine etkisi (x10° cfu/ml).

Inkiibasyon | Sukroz | . .| 45 Giin | 30.Giin | 45.Giin | 60.Giin | SEM | P
suresi SEVIYESI
%1 6,953°" | 5,958*" | 0,597%% | 1,617%F | 0,480°F | 0,572 | ***
48 saat %3 2,327¢94 [ 0,534%8 | 0,044°° | 0,004°F | 0,009 | 0,205 | ***
%5 1,978%* | 1,805™* | 0,227°F | 0,001°F | 0,001 | 0,173 | ***
%10 1,900%" | 1,367°%A [ 0,300%® | 0,002°® | 0,003%F | 0,174 | ***
%1 3,817%A | 2,600°F | 1,807%FC | 1,217%C | 0,393°P | 0,244 | **=*
22 saat %3 4,258%" | 1,368™98 | 1,250°5¢ | 0,888°C | 0,004 | 0,272 | **
%5 9,883 | 0,650°F | 0,284%F | 0,004°F | 0,000%F | 0,725 | ***
%10 | 2,383~ | 1,718"94 | 0,020°F | 0,007°® | 0,000%F | 0,215 | ***
%1 2,21798 | 5233*" | 1,467°% | 1,383*F | 0,000°F | 0,337 | ***
96 saat %3 4,817%" 1 0,365%°P | 1,285°F | 0,122°P | 0,748™C | 0,327 | ***
%5 3,667 | 0,785%8 | 0,915°% | 0,004°C | 0,000%C | 0,266 | **=*
%10 | 11,500*" | 1,497°F | 0,030%° | 0,011%¢ | 0,000%C | 0,847 | ***
SEM 0,388 0,233 0,078 0,082 0,048
P *kx *kk **k* *k%k **%k%*

a,b,c,d,e.f,g: aym siitunda farkli harf tagiyan degerler farkli bulunmustur; A,B,C,D: aymi satirda farkli harf
tastyan degerler farkli bulunmustur; **: P<0.01; ***: P<0.001; %1, %3, %5 ve %10: Sukroz seviyesi; 48, 72 ve
96 saat: inkubasyon siiresi; Taze, 15, 30, 45 ve 60 giin: Oda 1sisinda bekletilme siiresi

Farkli seviyelerde sukroz ilavesi (%1, %3, %5 ve %10) ve degisik siirelerde (48, 72 ve
96 saat) 30°C’de inkube edilerek elde edilen fermente edilmis dogal laktik asit sivilarmin
degisik siirelerde (taze, 15, 30, 45 ve 60 giin) oda 1sisinda (25°C’de) muhafaza edilmesiyle,
bu sivilardaki toplam laktik asit bakteri sayilari Tablo 3’te sunulmustur. Taze olarak
degerlendirilen fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinda inkubasyon siireleri dikkate
alindiginda, en yliksek laktik asit bakteri icerigi, 48 saatlik inkubasyonda %1 sukroz
(6,953x10° cfu/ml), 72 saatlik inkubasyonda %5 sukroz (9,883x10° cfu/ml), 96 saatlik
inkubasyonda %10 sukroz (11,500x10% cfu/ml) ilave edilen sivilardan elde edilmistir
(P<0.001). Oda 1sisinda 15 ve 45 giin bekletilen sivilarda ise %1 sukroz ilavesi ile 48 saat
inkube edilen sivilardan en yiiksek degerler (5.958x10° ve 1.61x10° cfu/ml) elde edilirken, 30
giinliik oda 1s1sinda bekletilmede %1 sukroz ilavesi ile 72 saat inkubasyon degeri (1.8077{108
cfu/ml), 60 giinliik bekletilmesinde ise %1 sukroz ilavesi ile 96 saat inkubasyon degeri
(0.9x10%cfu/ml) en yiiksek bulunmustur (P<0.001). Genel olarak her bir inkubasyon siiresi
(48, 72 ve 96 saat) icin (taze sivilar hari¢) tiim oda 1s1sinda bekletilme siirelerinde (15, 30, 45
ve 60 giin) sukroz seviyesinin artisina bagli olarak elde edilen sivilardaki toplam laktik asit
bakteri sayilar1 azalmistir (P<0.001). Her bir inkubasyon siiresinde (48, 72 ve 96 saat) ve her
bir sukroz seviyesinde (%1, %3, %5, %10), bekletilme siiresinin (taze, 15, 30, 45 ve 60 giin)
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uzamasina bagli olarak genel anlamda toplam laktik asit bakteri sayilarinda azalmalar
goriilmistiir (P<0.001). Her bir inkubasyon siiresi (48, 72 ve 96 saat) ve her bir sukroz
seviyesinde (%1, %3, %S5, %10) en yiiksek laktik asit bakteri sayilari en fazla taze olarak elde
edilen gruplarda belirlenmistir (P<0.001).

Tablo 4. Farkli seviyelerde sukroz ilavesi ve degisik siirelerde inkubasyona birakilarak elde
edilen fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinin taze ve degisik siirelerde bekletilmesinin
pH degeri lizerine etkisi.

Inkiibasyon | Sukroz | . .| 45 Gin | 30.Giin | 45.Giin | 60.Giin | SEM | P
siiresi Seviyesl
%1 4,64%8 4,738 4,65°® 6,204 455°% | 0,119 | ***
48 saat %3 452°A~ | 382°P 3,83°P | 3,92¢B 3,87°¢ | 0,050 | ***
%5 449~ | 375MC | 3,75°C | 3,79%B | 3.82°F | 0,063 | **=*
%10 446°% | 3,76MF | 3,69°C | 3,74%F | 3,72MBC | 0,055 | ***
%1 4,64%¢ | 485"5¢ | 565" | 550°"% [ 4,74°F¢ | 0,132 *
%3 42222 | 384%BC [ 380°C | 4,028 | 3,710C | 0,132 | **=
72 saat %5 423~ | 373"C | 383°F | 3839F | 376©CC | 0,132 | ***
%10 4,18 3,69'F 3,64°¢ 3,66%¢ 3,70%% | 0,038 | ***
%1 4,62*F 6,16°° | 6,32*5¢ | 6,36°F 6,91~ | 0,148 | ***
96 saat %3 3,08'¢ 3,87%P 4,14%B 4,26°" 4,30° | 0,033 | ***
%5 4,01™ | 3,799CP | 3,.84°C 3,93%9E [ 375WP | 0,020 | ***
%10 4,08%* 3,70'¢ 3,67°¢ 3,76%8 3,60%C | 0,029 | ***
SEM 0,029 0,085 0,102 0,123 0,105
P *kk **kk **kk *kk **kk

a,b,c,d,e.f,g,h,i: aynt siitunda farkli harf tasiyan degerler farkli bulunmustur; A,B,C,D: aym satirda farkli harf
tastyan degerler farkli bulunmustur; *: P<0.05; ***: P<0.001; %1, %3, %5 ve %10: Sukroz seviyesi; 48, 72 ve
96 saat: inkubasyon siiresi; Taze, 15, 30, 45 ve 60 giin: Oda 1sisinda bekletilme siiresi

Farkli seviyelerde sukroz ilavesi (%1, %3, %5 ve %10) ve degisik stirelerde (48, 72 ve
96 saat) 30°C’de inkube edilerek elde edilen fermente edilmis dogal laktik asit sivilarimnin
degisik siirelerde (taze, 15, 30, 45 ve 60 giin) oda 1sisinda (25°C)’de muhafaza edilmesiyle
elde edilen sivilarin pH degerleri Tablo 4’te verilmistir. Taze fermente edilmis dogal laktik
asit sivilarinin en yiiksek pH degeri 48 ve 72 saatlik inkubasyon ve %1 sukroz ilavesinden
(4.64) ile elde edilmistir. Fermente edilmis dogal laktik asit sivilarmin bekletilme siireleri
dikkate alindiginda; en yiiksek pH degerine 15, 30, 45 ve 60 giin oda 1s1sinda bekletilmesinde,
96 saatlik inkubasyon ve %1 sukroz ilavesi (6.16, 6.32, 6.36 ve 6.91) ile elde edilmistir
(P<0.001). Sukroz seviyesi, inkubasyon ve bekletilme siireleri birlikte degerlendirildiginde 30
giin oda 1s1sinda muhafaza edilen, 72 saatlik inkubasyon ve %10 sukroz ilavesi en diisiik pH
degerine (3,64) sahip olmustur (P<0.001). Genel olarak degerlendirildiginde her bir

inkubasyon siiresi (48, 72 ve 96 saat) ve tiim bekletilme siirelerinde (taze, 15, 30, 45 ve 60
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giin) sukroz seviyesinin artisina bagli olarak elde edilen fermente edilmis dogal laktik asit
bakteri sivilarinin pH degerinde istatistiksel azalmalar goriilmiistir (P<0.001). Tim
inkubasyon siirelerinde (48, 72 ve 96 saat); %3, %5 ve %10 sukroz seviyelerinde bekletilme
siiresinin uzamasina (taze, 15, 30, 45 ve 60 giin) bagh olarak genelde pH degerlerinin
azaldigl, %1 sukroz seviyesinde ise tiim inkubasyon siireleri igin (48, 72 ve 96 saat) pH
degerinin arttig1 goriilmiistiir (P<0.001).

%1 sukroz ilave edilerek 48 saat inkubasyon sonrasi elde edilen taze ve farkli siirelerde
(15-30 giin) oda 1sisinda bekletilen fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinin, yonca
silajinin ham besin madde, in vitro organik madde sindirilebilirligi ve metabolik enerji degeri

tizerine etkileri Tablo 5°te sunulmustur.

Tablo 5. Fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinin yonca silajlarinin besin madde (%KM),
in vitro organik madde sindirilebilirligi (IVOMS,% KM) ve Metabolik enerji (ME, MJ/Kg
KM) igerigine etkisi.

KM HK HP ADF NDF IVOMD ME

Kontrol 23.75" 11.04° 22.80° 25.71° 35.99° 77.24 11.29

PFJ-T 24.86° 10.64° 21.99° 26.99° 34.55" 76.62 11.16

PFJ-15 24.81° 11.07° 22.13° 27.97° 34.86% 76.04 11.02

PFJ-30 24.87° 10.90° 22.10° 26.99" 32.99° 74.70 10.84

SEM 0.14 0.05 0.10 0.24 0.33 0.54 0.08

Onemlilik Fkk ok ok ek ok Onemsiz | Onemsiz

a,b,c,d: Her siitunda farkli harf tasiyan degerler farkli bulunmustur (P<0.001); PFJ: Fermente edilmis dogal
laktik asit sivisi (Previously Fermented Juice); PFJ-T: %1 sukroz ilavesi ile 48 saat inkubasyon sonucu taze
olarak kullanilan sivi; PFJ-15: %1 sukroz ilavesi ile 48 saat inkubasyon sonucu 15 giin oda 1sisinda bekletilerek
kullanilan sivi; PFJ-30: %]1 sukroz ilavesi ile 48 saat inkubasyon sonucu 30 giin oda 1sisinda bekletilerek
kullanilan sivi, **: P<0.01; ***: P<0.001

Elde edilen verilere gore kontrol silaji ile kiyaslandiginda taze, 15 ve 30 giin oda
1sisinda bekletilen dogal laktik asit sivilart katilarak elde edilen silajlarin kuru madde
degerlert (%24,81-%24,87), kontrol silajindan elde edilen degerden (%23,75) yiiksek
bulunmustur (P<0.001). Calismadan elde edilen silajlarin ham protein igerikleri
degerlendirildiginde; taze, 15 giin ve 30 giin oda 1sisinda bekletilen fermente edilmis dogal
laktik asit sivilari, kontrol grubu silaj1 ile kiyaslandiginda silajlarin ham protein degerlerini
azaltmistir (P<0.001). Caligmada en yiiksek ham protein igerigi (%22,80 KM) kontrol
silajindan elde edilmistir. Elde edilen silajlarin ADF ve NDF degerleri incelendiginde; ADF
igerigi; taze, 15 ile 30 giin oda 1sisinda bekletilen fermente edilmis dogal laktik asit sivisi

ilavesine bagli olarak, kontrol silajina kiyasla artis gostermis, en diisiik ADF igeriginin
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(%25,71) ile kontrol silajindan, en yiiksek ADF igeriginin ise (%27,97) ile 15 giin oda 1s1sinda
bekletilen fermente edilmis dogal laktik asit sivisi katilan silajlardan elde edilmistir
(P<0.001). NDF igerigi ise; kontrol silajina kiyasla taze ve 15 ile 30 giin oda 1sisinda
bekletilen fermente edilmis dogal laktik asit sivist katilmasi, genel olarak NDF degerlerini
azaltmistir (P<0.001). En yiliksek NDF degeri (%35,99 KM) ile kontrol silajinda belirlenirken,
en diisiik NDF degeri (%32,99 KM) ise 30 giin oda 1sisinda bekletilen fermente edilmis dogal
laktik asit sivisi katkili silajlardan elde edilmistir (P<0.001). Calismada degerlendirilen
silajlarn IVOMS ve ME parametreleri bakimindan istatistiksel olarak énem gériilmemistir.
En yiiksek IVOMS ve ME degerleri rakamsal olarak (%77,24 ve 11,29 MJ/kg KM) kontrol

silajindan elde edilmistir.

Tablo 6. Fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinin, yonca silajmin fermantasyon
ozellikleri tizerine etKisi.

Y NH3-N LA AA PA BA
PP 1 (% TN) | (g/kgKM) | (g/kg.KM) | (g/kg.KM) | (g/kg,KM)
Kontrol 4.62° | 12.99° 53.57¢ 25.55° ND 6.17
PFJ-T 447" | 10.91° 64.25° 15.90° ND ND
PFJ-15 4.46° | 12.08° 62.68° 22.14° ND ND
PFJ-30 4.41° | 12.36° 67.78° 22.64° ND ND
SEM 0.02 0.22 1.37 0.94 - -
(")nemlilik *hKk kK *hk *KhKk _ _

a,b,c,d: Her siitunda farkli harf tasiyan degerler farkli bulunmustur (P<0.001).
PFJ: Fermente edilmis dogal laktik asit sivis1 (Previously Fermented Juice); PFJ-T: %1 sukroz ilavesi ile 48
saat inkubasyon sonucu taze olarak kullanilan sivi; PFJ-15: %1 sukroz ilavesi ile 48 saat inkubasyon sonucu
15 giin oda 1sisinda bekletilerek kullanilan sivi; PFJ-30: %1 sukroz ilavesi ile 48 saat inkubasyon sonucu 30
giin oda 1s1sinda bekletilerek kullanilan sivi; TN: Toplam azot, ***: P<0.001.

Taze ve farkl siirelerde (15-30 giin) oda 1sisinda bekletilen fermente edilmis dogal
laktik asit sivilarinin yonca silajinin fermantasyon ozellikleri iizerine etkisi Tablo 6’da
sunulmustur. Silajlarin pH degerleri incelendiginde taze ve oda 1sinda farkl siirelerde (15-30
giin) bekletilen fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinin, silajin pH degerlerini genel
olarak azalttiklar1 (P<0.001) goriilmiistiir. Beklenen sonug olarak en yiiksek pH degeri (4,62)
kontrol silajindan elde edilmistir (P<0.001).

Silajlarin amonyak azotu degerleri incelendiginde, kontrol silajina kiyasla fermente
edilmis dogal laktik asit sivisi ilave edilen gruplarda silaj amonyak azotu degerinin azaldig1
(P<0.001) goriilmiistiir. En yiiksek amonyak azotu degeri (%12,99 TN) kontrol silajinda
belirlenirken en diisiik amonyak azotu degeri ise (%10,91 TN) olarak fermente edilmis dogal

laktik asit s1visinin taze olarak katildigi silajlardan elde edilmistir (P<0.001).
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Silajlarin 6nemli fermantasyon kriterlerinden olan laktik asit diizeyine bakildiginda, en
yiiksek laktik asit igerigi (67,78 g/kg KM) ile 30 giin siire ile ortam 1sisinda muhafaza edilen
fermente edilmis dogal laktik asit sivi katkili silajdan elde edilirken, en diislik laktik asit
degeri ise (53.57 g/kg KM) kontrol silajindan elde edilmistir (P<0.001). Silajlara taze ve 15
ile 30 giin oda 1s1sinda bekletilen fermente edilmis dogal laktik asit sivisinin katilmasi kontrol
silajina kiyasla silajlarin asetik asit diizeyinde istatistiksel olarak azalmalara neden olmustur
(P<0.001). En yiiksek asetik asit igerigi (25,55 g/kg KM) ile kontrol silajinda belirlenirken, en
diisiik asetik asit degeri ise taze olarak silaja katilan fermente edilmis dogal laktik asit
stvisindan elde edilmistir (P<0.001). Calismada degerlendirilen silajlarin higbirisinde
propiyonik asit belirlenemezken, biitirik asit ise sadece kontrol silajinda (6,17 g/kg KM)

belirlenmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Farkli seviyelerde sukroz ilave edilerek degisik siirelerde inkubasyona birakilarak elde
edilen fermente edilmis laktik asit sivilarinda tespit edilen homofermentatif ve
heterofermentatif laktik asit bakteri tiirleri Tablo 2°de sunulmustur. Laktik asit bakteri tiir
tayini tesadiifi segilen laktik asit bakteri kolonilerinden belirlenmistir. Tim inkubasyon
stirelerinde (48, 72 ve 96 saat) taze olarak hazirlanan fermente edilmis laktik asit sivilarinda
Leu. laktic’in tiredigi tespit edilmistir. Benzer durum Lb. brevis 1 ve Lb. delburueckli lactis 1
icinde ortaya ¢cikmistir. Oda 1sisinda bekletilme siiresinin uzamasina bagl olarak asit ortamda
cogalabilen ve asit ortama dayanikli olan Lb. plantarum hakim bakteri tiirii olmustur. Bitkisel
tirtinlerin fermantasyonu, heterofermentatif bir laktik asit bakterisi olan ve son iiriin olarak
ozellikle laktik asit ve asetik asit lireten Leuconostoc (Leu.) mesenteroides tarafindan baslatilir
(79, 80). Asit miktarindaki artis ile beraber bu bakteriler 6liir ve fermantasyon Lactobacillus
(Lb.) brevis, Pediocoocus (P) pentosaceus ve Lb. plantarum tarafindan devam ettirilir. Ortam
pH degerinin diistisii Lb. brevis ve P. pentosaceus tiirlerinin etkisinin azalmasina neden olur
ve fermantasyon genellikle aside dayanikli Lb. plantarum bakterisi tarafindan tamamlanir
(79). Yonca bitkisi ile yapilan baz1 caligmalarda; Lb. plantarum baskin tiir olarak goériilmiis ve
izole edilen laktik asit bakterilerinin %90’dan daha fazlasi homofermentatif tiir olarak
belirlenmistir (59).

Farkli seviyelerde (%1, %3, %5 ve %10) sukroz ilave edilerek degisik siirelerde (48,
72 ve 96 saat) inkubasyona birakilarak elde edilen fermente edilmis dogal laktik asit
stvilarinda taze olanlar harig, farkli siirelerde oda 1sisinda bekletilmesi ile (15, 30, 45 ve 60
giin) sukroz seviyesinin artisina bagli olarak toplam laktik asit bakteri sayilarinda istatistiksel
olarak azalmalar goriilmistiir (P<0.001). Laktik asit bakteri sayilarinin azalmasi, laktik asit
bakterilerinin olusturduklar1 asit nedeniyle ortam pH diizeyinin diismesi, bu diisik pH
seviyesinde bazi laktik asit bakterilerinin gelisiminin inhibe olmasi ile agiklanabilmektedir
(81). Taze olarak hazirlanan fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinda ise 48 saatlik
inkubasyon siiresi sonunda sukroz seviyesinin artisina bagl olarak toplam laktik asit bakteri
icerigi azalirken; 72 ve 96 saatlerde ise bu durumun aksine, genel olarak bir artis egilimi

goriilmistiir. Mikroorganizmalarin gelismelerinde 6nemli fiziksel kosullarindan (sicaklik, su
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aktivitesi, gevrenin bagil nemi, ylizey gerilimi, 1s1, elektrik, koruyucu biyolojik yapilar) biri de
mikroorganizmanin bulundugu ortamin ozmotik basincidir. Farkli sukroz konsantrasyonuna
baglh olarak, farkli inkubasyon siirelerindeki (48, 72 ve 96 saat) mikroorganizma
populasyonundaki degisme, ortam konsantrasyonunun osmotik basincina bagli olarak
degismekte olup, ortama adaptasyondan sonra logaritmik ¢ogalmanin daha hizli sekillendigi
bilgisi ile agiklanabilmektedir (82).

Farkli oranlarda sukroz ilavesi ve degisik siirelerde inkubasyona birakilarak elde
edilen fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinin taze ve degisik stirelerde (15, 30, 45 ve 60
giin) oda 1sisinda bekletilmeleri ile pH degerlerinde genel olarak azalma sekillenmigtir
(P<0.001; P<0.05). Fermente edilmis dogal laktik asit sivilarmin inkubasyonu sirasinda
sukroz seviyesinin artisina bagli olarak; ortamda bulunan homofermentatif laktik asit
bakterileri , sekerlerden temel lriin olarak laktik asit olustururken, heterofermentatif laktik
asit bakterileri ise laktik asitin yani sira, etil alkol, asetik asit, diasetil ve karbondioksit gibi
ikincil triinleri de tretirler (83-85). Boylece ortamda artan laktik ve asetik asit miktarlar1 pH
degerini diisiirmektedir (86). Bu ¢alismada sukroz seviyesinin artigi ve inkubasyon siiresinin
uzamasina bagli olarak fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinin pH degerinin azalmasi,
Bureenok ve ark. (87)’nin %1, %3, %5 ve %7 seviyelerinde sukroz ilave ederek
hazirladiklar1 fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinin pH degerleri ile uyumlu
bulunmustur. Mayalar genellikle yuvarlak, silindirik, oval ya da limon seklinde hiicre
morfolojisine sahip olup genis bir pH araliginda (2.0-9.0) ireyebilirler. Laktik asit
fermantasyonunda laktik asit bakterileri ve mayalar 6nemli mikrooganizma gruplaridir.
Fermentatif mayalar; pH degerinin azalmasina bagli olarak gelismeleri yavaslayan laktik asit
bakterilerinin kullanamadiklar1 sekerleri kullanarak fermantasyona neden olurken (88),
oksidadif mayalar ise karbonhidrat kaynagi olarak laktik asidi kullanirlar (89). Bu ¢alismada
%1 sukroz ilave edilerek degisik siirelerde inkubasyona (48, 72 ve 96 saat) birakilarak elde
edilen fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinin bekletilmeleri asamalarinda pH
degerlerinde dalgalanma ve buna bagli olarak laktik asit bakteri sayilarinda degisiklikler
ortaya ¢ikmistir. Bu donemde hizla gelisen mayalar tarafindan bir miktar laktik asidin
parcalanmasi ile ortamin pH diizeyinin arttig1, artan pH diizeyi ise laktik asit bakterilerinin
yeniden etkinlik kazanmalarina neden olmustur (81). Arslankoz (90)’un laktik asit
bakterilerinin pH 5.0-6.5 araliginda iyi gelisme gosterdigi bildirimi, bu ¢alismadaki pH

dalgalanmalarinda ortaya ¢ikan laktik asit bakterilerinin artisini agiklayabilmektedir.
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Bu c¢alismada, kontrol silaji ile kiyaslandiginda %21 sukroz ilavesi ve 48 saatlik
inkubasyon sonucu elde edilen fermente edilmis dogal laktik asit sivisi katkisina bagli olarak
taze ve tiim oda 1sisinda bekletilme (15 ve 30 giin) siiresine bagli olarak yonca silajlarinin
kuru madde degeri artmistir (P<0.001). Bu sonug¢ bazi ¢alismalar (61, 62, 91) ile uyumlu
bulunmustur. Henderson ve ark. (92)’1 silaj kuru madde diizeyindeki artisin sebebini; silo
icerisinde pH diizeyindeki azalmaya baglh olarak, biitirik asit bakterileri ve birgok
mikroorganizmanin inhibe edilmesine baglamaktadirlar. Benzer sekilde, silo igerisinde
homofermentatif laktik asit bakterilerinin glukoz ve fruktoz gibi sekerleri laktik aside
cevirerek, ortamdaki laktik asit miktarindaki artisa baglh olarak kuru madde kaybinin azaldig:
bildirilmektedir (93). Silo igerisindeki silaj materyalinin silolanma siirecindeki kuru madde
kayip oran1 %10-12’den daha diisiik diizeyde oldugunda iyi fermantasyon, %20 oranindan
daha fazla kayip sekillendigi durumda ise kotii fermantasyon olarak kabul edilmektedir. Bu
calismada ise kontrol silajlart ile kiyaslandiginda fermente edilmis dogal laktik asit sivisi
katkili gruplarda kuru madde kaybinin sekillenmedigi goriilmiistiir. Fermente edilmis dogal
laktik asit sivilarmin katildig1 silajlar, kontrol silaji ile kiyaslandiginda (13, 62)’nin yaptigi
caligmalarla uyumlu olarak IVOMS ve ME degerleri kontrol ve katkili silajlar ile istatistiksel
olarak benzer bulunmustur.

Kontrol silaji ile kiyaslandiginda, %1 sukroz ilavesi ve 48 saatlik inkubasyon sonucu
elde edilen taze ve farkli siirelerde (15 ve 30 giin) bekletilerek hazirlanan fermente edilmis
dogal laktik asit sivilarmim yonca silajina ilave edilmesi ile silajlarin pH degerlerinde
azalmalar sekillenmistir (P<0.001). Farkli oranlarda sukroz katilarak hazirlanan fermente
edilmis dogal laktik asit sivilarinin, yonca bitkisine ilave edilerek yapilan bazi silaj
caligmalarinda (13, 61, 62), kontrol grubunun pH degerleri, bu g¢alismadaki pH (4.62)
degerinden yiiksek iken; yonca bitkisi ile yapilan diger silaj ¢caligmalarinin (10, 12) kontrol
grubu pH degerleri (4.59-4.67) bu calismadan elde edilen degerle uyumlu goriilmiistiir.
Silajlik bitkilerin igerdigi epifitik mikroorganizma populasyonlari; bitki tiiri, olgunlagma
donemi, hava kosullari, soldurma ve pargalama gibi ¢esitli faktdrlerden etkilenmektedir (94).
Bu ¢alismada kontrol silajinin pH degeri (4.62)’nin diger ¢aligmalara ve beklenen sonuca gore
diisiik bulunmasi; silajlik yonca bitkisine uygulamis oldugumuz pargalama (partikiil
biiyiikliigii 3-5 cm) ile serbest kalan bitki enzimlerinin, daha 6nce aktif olmayan bakterileri
aktive etmesi (35) 6zelliklede laktik asit bakteri populasyonunu arttirmasi (95, 96) ve silajin

hazirlandig1 kavanozlarda iyi sikistirilmast ile agiklanabilmektedir.
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Calismada kontrol silaji ile kiyasladiginda fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinin
ilavesine bagl olarak silaj amonyak azotu degerinde istatistiksel olarak azalma sekillenmigtir
(P<0.001). Bu sonug birgok ¢alisma (10, 12, 13, 61, 62, 97) ile uyumlu bulunmustur. Silonun
1yi sikistirilip, sikistirilmamasi, silo igerisindeki laktik asit iiretim hizi ve silajlik bitkinin kuru
madde icerigi silaj NH3-N diizeyi ile yakindan iligkilidir (16). Proteinlerin yikimlanmasina
bagli olarak proteolizisin artig1 ve sonug olarak amonyak azot diizeyi artar. Ortamda laktik asit
artisina bagli olarak proteolizis azalir dolayisiyla proteinlerin yikimlanmasida azalir (98). Bu
caligmadaki silajlar; 1,5 litrelik cam kavanozlarda, bitki partikil bulyiikligi 2-4 cm
boyutlarma getirilerek modifiye edilmis meyve sikacagi ile sikistirilarak elde edilmistir. Silo
igerisinde proteolizisin sekillenmemesi muhtemelen sikistirma isleminin ve partikiil
biytikligiiniin kii¢iiltilmesinden kaynaklanmaktadir. Carpintero ve ark. (99)’na gore silaj
amonyak degerinin total nitrojen degerinin %11’den daha diisiik seviyede ise iyi kaliteli silaj
simifinda degerlendirilmektedir. Her ne kadar bu ¢alismada elde edilen silajlarin amonyak
degerleri genel olarak %11 degerinden diisiik olmasalar da bu degere yakin bulunmuslardir.

Kontrol silaji ile kiyaslandiginda taze ve farkli siirelerde (15 ve 30 giin) bekletilerek
hazirlanan fermente edilmis dogal laktik asit sivilarinin ilave edildigi silajlarin laktik asit
icerigini arttirirken, asetik asit degerlerini azaltmistir (P<0.001). Yapilan bir¢ok calismada
silaj laktik asit oranindaki artis, asetik asit oranindaki azalma bu g¢alisma ile uyumluluk
gostermektedir (10, 12, 13, 91, 97). Fermente edilmis dogal laktik asit sivilar1 katilarak elde
edilen silajlarin laktik asit diizeyinin artisini, silaj pH degerinin diislisiine bagl olarak laktik
asit bakterilerinin fermantasyonunun yogunlagmasindan kaynaklanabilecegi diigiiniilmektedir
(49). Kaliteli bir silajdaki laktik asit diizeyi toplam sila;j asitlerinin %65-70 diizeyinde olmasi
gerekmektedir (98). Bu galismanin kontrol grubundaki laktik asit miktar1 belirtilen oranin
altinda kalirken (% 62.5), taze ve farkli siirelerde (15 ve 30 giin) oda 1sisinda bekletilen
fermente edilmis dogal laktik asit sivilarmin ilave edildigi silajlarda ise belirtilen oranin
tizerinde oldugu (%80.16, % 73.87, % 74.96) gorilmiistiir.

Bu calismada elde edilen silajlardan sadece kontrol silajinda biitirik asit igerigi (6.17
g/kg KM) baz1 calismalarla (60, 61) benzerlik gostermektedir. Bu ¢alismada silaj materyali
olarak kullanilan yonca bitkisinin, ham protein oraninin (21.79 g/kg KM) yiiksek, kuru madde
(24.71g/kg) ve suda c¢oOziinebilir karbonhidrat iceriginin diisiik olmasi, klostrodiyal
bakterilerin gelisimini inhibe etmek i¢in gerekli olan laktik asit iiretiminde yetersizlige neden

oldugu disiiniilmektedir (49). Bu durumun sonucu olarak sakkarolitik Kklostridiyalar, bitki
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biinyesindeki sekerleri ve organik asitleri, biitirik aside doniistirmektedir (10). Bu durum
calismanin kontrol grubundaki biitirik asit varligini agiklamaktadir.

Sonug olarak; farkli seviyelerde sukroz ilavesi ile degisik siirelerde inkubasyona
birakilarak elde edilen fermente edilmis laktik asit sivilarinin, yonca silajlarina ilavesi ile silaj
fermantasyon kalitesini arttirdigi; yonca bitkisinden hazirlanacak silajlara ekonomik, kolay
hazirlanabilir ve etkili bir katki maddesi olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak
uygulamanin pratikte kullanilabilmesi i¢in bu katki maddesi ile biiyiik silolarda yonca
bitkisinin degisik parcalama boyutlarinda silajlarinin hazirlanmasinin yani sira yedirme

denemelerinin de yapilmasi gerektigi kanisina varilmistir.
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