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OZET

Bu calisma, laktik asit bakteri (LAB) inokulantlarinin musir silajinin
fermantasyon, mikrobiyal yapi, aerobik stabilite ve hiicre duvari bilesenleri ile in vitro
rumen ekolojisinin bazi ozellikleri {izerindeki etkilerini belirlemek amaciyla
diizenlenmistir.

Arastirmada kullanilan misir hamur olum doéneminde (%32.72 kuru madde)
hasat edilmistir. Yaklastk 2 cm boyutunda parcalanmis olan materyal LAB
inokulantlar1 ile muamele edilerek, 1.5 L’ lik laboratuvar (Weck, Wehr-Oflingen,
Germany) silolarma silolanmistir. Silaj katki maddesi olarak, 6 homofermantatif, 2
heterofermantatif ve 1 homofermantatif+heterofermantatif LAB olmak tizere 9 farkh
inokulant kullanilmistir. Inokulantlar parcalanan taze materyale 106 cfu/g diizeyinde
katilmislardir. Sonugta 10 uygulama (kontrol + 9 LAB ), 4 farkli acim dénemi (2., 4., 8.
ve 60. giin) ve 3 paralelden olusan toplam 120 (10x4x3) silo silaj hazirlanmistir. Her
uygulama icin 3’ er silo, silolamanin 2., 4., 8. ve 60. giinlerinde agilarak, kimyasal ve
mikrobiyolojik analizler yapilmistir. Silolama doéneminin sonunda (60. giin) agilan
silajlara 5 giin stire ile aerobik stabilite testi uygulanmis ve silajlarin in vitro gaz tiretim
degerleri, rumen ugucu yag asitleri konsantrasyonlar1 ile in vitro besin maddeleri
sindirilebilirlikleri saptanmistir.

Misir  silajinda kullanilan ~ homofermantatif ~ ve  homofermantatif
+heterofermantatif LAB inokulantlar;; suda c¢6ziinebilir karbonhidratlarin etkin
kullanimimni saglayarak, ortam pH" s1 ile silajlarin  asetik ve biitrik asit
konsantrasyonlarini diistirmiisler, laktik asit konsantrasyonlarini ise kontrol grubuna
gore onemli diizeyde artirmislardir (P<0.05). Bu silajlarda etkin mikroflora Lactobacilli
olurken, bu inokulantlar silajlarin maya iceriklerini kontrol grubu ve diger silajlara
gore artirmislar, kif gelisimini ise tamamen engellemislerdir. Aerobik donemde
(65.glin) ise homofermantatif LAB silajlarda CO, tiretimini artirmislar ve aerobik
stabiliteyi kontrol grubu ve diger silajlara gore onemli diizeyde diistirmiuislerdir
(P<0.05). Homofermantatif+heterofermantatif LAB ise kontrol grubuna gore aerobik
stabiliteyi etkilemezken (P>0.05), homofermantatif LAB" ne gore artirmistir (P<0.05).
Heterofermantatif LAB inokulantlari; ortam pH’ s, silajlarin  asetik  asit
konsantrasyonlarini ve kuru madde kayiplarini artirmislar, suda ¢oziinebilir
karbonhidrat, btitrik asit ve etanol konsantrasyonlarini ise kontrol grubuna gore
onemli diizeyde duisiirerek, daha az laktik asit tiretmislerdir (P<0.05). Bu inokulantlar
silajlarin Lactobacilli igeriklerini kontrol grubuna gore distriirlerken, maya ve kiif
gelisimini tamamen engellemislerdir. Aerobik donemde ise CO. {iiretimini diger
silajlara gore onemli diizeyde dustirerek, aerobik stabiliteyi gelistirmislerdir (P<0.05).
Inokulantlarin higbirisi silajlarin kuru madde, ham protein, ham kiil ve amonyak azotu
konsantrasyonu ile hiicre duvari bilesenlerini etkilememistir (P>0.05).

Homofermantatif LAB inokulantlari;; rumen ekolojisine ait parametrelerden in
vitro gaz tretim degerini (P1132™ ve Lactobacillus pentosus), rumen ugucu yag asitleri
(L. plantarum MTD1 ve L. pentosaceus) ile gercek kuru madde (L. plantarum MTDL1),
organik madde (P1132™) ve notr deterjanda ¢oziinmeyen lif sindirilebilirliklerini
(L. plantarum MTD1 ve L. pentosus) kontrol grubuna gore énemli diizeyde artirmislardir
(P<0.05). Homofermantatif+heterofermantatif ve heterofermantatif LAB inokulantlar1
ise genel olarak s6z konusu parametreleri etkilememislerdir (P>0.05).

Anahtar Kelimeler: Katki maddesi, laktik asit bakteri inokulantlari, misir silajy,
fermantasyon, mikrobiyal yapi, aerobik stabilite, hiicre duvari bilesenleri, in vitro
sindirilebilirlik, rumen ekolojisi
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ABSTRACT

This study was conducted to evaluate the effects of lactic acid bacterial (LAB)
inoculants on the fermentation, microbial structure, aerobic stability, cell wall
components and some of the rumen ecology parameters of maize silage.

Maize was harvested at dough stage of maturity (32.72% dry matter). Plant was
chopped approximately 2 cm after harvest then treated with LAB inoculants and were
ensiled in 1.5-L (Weck, Wehr-Oflingen, Germany) laboratory silos. Six
homofermentative, 2 heterofermentative and 1 homofermentative +heterofermentative
LAB inoculants were used as silage additives. The inoculants were applied at 106 cfu/g
chopped fresh material. As a result, 10 treatment (control, 9 LAB), 4 opening period (2.,
4., 8. and 60. days), 3 parallel, total 120 (10x4x3) silo were ensiled. Three silo per
treatment were sampled on 2., 4., 8. and 60. days to evaluate the chemical and
microbiological analysis. At the end of the ensiling period (60. day) the silages were
subjected to an aerobic stability test, lasting 5 days. Furthermore, in vitro gas
production values, rumen volatile fatty acid concentrations and in vitro nutrient
digestibilities of maize silage were also determined.

Homofermentative and homofermentative+heterofermentative LAB inoculants;
decreased silage pH, water-soluble carbohydrates, acetic and butyric acid
concentrations, but increased lactic acid concentration when compared to the control or
other inoculated silages (P<0.05). In these silages dominant microflora was Lactobacilli.
Besides, both inoculant groups inhibited mould growing but increased yeast
population of the silages. In the aerobic period of the experiment (65 day),
homofermentative LAB inoculants produced significantly more CO, than the other
silages, as a result they impaired aerobic stability of maize silage (P<0.05). On the other
hand homofermentativet+heterofermentative LAB inoculants did not affect aerobic
stability compared to control silage (P>0.05) but they increased aerobic stability
compared with homofermentative LAB inoculants (P<0.05). Heterofermentative LAB
inoculants; increased silage pH, acetic acid concentrations and dry matter losses
compared to the other silages. In contrast, they decreased water-soluble carbohydrates,
butyric and lactic acid concentrations compared with the others (P<0.05). These
inoculants also depressed Lactobacilli, yeast and moulds populations in maize silage. In
the aerobic period of the experiment, heterofermentative additives produced
significantly less CO, as a result they were found more stabil to aerobic exposure than
the other silages (P<0.05). None of the inoculants had effected dry matter, crude
protein, crude ash, ammonia nitrogen and cell wall contents of the silages when
compared to control silage (P>0.05).

Inoculation with homofermentative LAB enhanced rumen ecology parameters
such as in vitro gas production (P1132™ and Lactobacillus pentosus), rumen volatile fatty
acids (L. plantarum MTD1 and L. pentosaceus) and true dry matter (L. plantarum MTD1),
organic matter (P1132™), neutral detergent fiber digestibilities (L. plantarum MTD1
and L. pentosus) of maize silage according to control silage (P<0.05). In contrast
homofermentative+ heterofermentative and heterofermentative LAB inoculants
generally did not lead to any difference on these parameters (P>0.05).

Key Words: Silage additive, lactic acid bacterial inoculants, maize silage,
fermentation, microbial structure, aerobic stability, cell-wall components, in vitro
digestibility, rumen ecology



ICINDEKILER
Sayfa
OZET ..o iiirctirctentceneiieiseisesiseessessssesesssssssessssessssessssessssessssessssessssessssesssesess iii
ABSTRACT ...cuiitiriririnircinsenssinsenssenssenssessssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanens iv
KISALTMALAR DIZINI..oucovirirrnrernnsesnesssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssenss vii
SIMGELER DIZINI .....oouuovtirrnrrtnertnesesnessinssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass viii
CIZELGELER DIZINT ....ovvetereeereteeeeereseseesesessssesessssesessssesssesssesessssesssessssesessnes ix
SEKILLER DIZINT......cooeveeitereeerereeeeseresesesesesesesesssesessssesesesssessssssssssessssesessssesens X
1. GIRIS c.eeerereeeeeretetesesessss e sesssesssssssesesssssesesnsessssssesssssssessssnssssesesssssessnsases 1
2. KAYNAK OZETLERI ...cuvvirererennensennensensessensessessssssssssssssssssssssssssssssssssassnssssenses 4
2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Morfolojik, Fizyolojik ve Taksonomik
OZEIIKIETT. ..ottt 4
2.2. Laktik Asit Bakteri Inokulantlarimnin GeliSimi.........o.oeeveeeeeeeeveeeeeeeeeeenen. 9
2.3. Laktik Asit Bakteri Inokulantlarinin Silaj Fermantasyonu Uzerine
ERKILETT e 11
2.4. Laktik Asit Bakteri Inokulantlarinin Silajlarm Mikrobiyolojik Ozellikleri
Uzerine BHKIleri ......ocoocviiiiiiiiiiiiiiiiiiicceceee e 17
2.5. Laktik Asit Bakteri Inokulantlarinin Silajlarin Hiicre Duvari Bilesenleri
Uzerine BHKILer ......ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiiicccccee e 22
2.6. Laktik Asit Bakteri Inokulantlarinin Silajlarin Aerobik Stabiliteleri
Uzerine BKIleri ......ccoociiiiiiiiiiiiiiiiiiiiccccceeeeee e 25

2.7. Laktik Asit Bakteri inokulantlariin Rumen Ekolojisi Uzerine Etkileri .. 31

2.7.1. Laktik asit bakteri inokulantlarinin silajlarin rumen parcalanabilirlik

ozellikleri ile hayvanlarin performanslari tizerine etkileri............c..ccccoc...... 34

3. MATERYAL Ve YONTEM .....coviiunirmnennrcnsnscnsnscnssscnssscnsssesssscsssssssasssssssssascssnns 39
3L MaAteryal ....oviiieiiiiciiice s 39
3.1.1. Silaj materyali.......cccceceeieriiriiniiieiiieeee e 39
3.1.2. Hayvan materyali.......ccocooiviiiiiiiiiiniiiiicicicicecececeieceeeeeee 39
3.1.3. Arastirmada kullanilan laktik asit bakteri inokulantlari...................... 40

3.2  YONOIM ..o 41
3.2.1. Silajlarinin hazirlanmast..........ccccceeenininieiiiniininiicceccee 41
3.2.2. Silajlarin in vitro gaz tiretim degerlerinin belirlenmesi........................ 42
3.2.3. Silajlarin metabolik enerji degerlerinin belirlenmesi...............ccc......... 44

3.2.4. Silajlarin in vitro gercek kuru madde, notr deterjanda ¢oziinmeyen
lif ve organik madde sindirilebilirliklerinin belirlenmesi.............cccccceunnee. 45

3.2.5. Kimyasal analizler ............cccoceeieiiiiinininiiiiieieniceccecceeeee e 48



Vi

3.2.5.1. PH OIGUMT .ttt 48

3.2.5.2. Suda ¢o6ziinebilir karbonhidrat analizi.............cccccuveeeeeveeeeenneee. 49

3.2.5.3. Laktik asit analizi...........ccccccooiiiiiiiiini 50

3.2.5.4. Organik asitler ve etanol analizi.........c..cccceceevveviinininiienicncnnene. 51

3.2.5.5. Amonyak azotu analiZi...........cccceceevevieniininiiiiieniininieieeceee 52

3.2.5.6. Mikrobiyolojik analizler ............ccccccevenininiieiienininiiieicieee, 53

3.2.5.7. Aerobik stabilite testi...........ccccocooiiiiiiiiiiiiiiiii 55

3.2.5.8. Rumen sivisinda ugucu yag asitleri analizi ..........c.ccccoecvenennenne. 56

3.2.6. Istatistik @NAliZIeT............oouevrirrieeieeieie et 57

4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA.......ccouimierrrercnerienenesnenenenes 58
4.1. Silajlarin Fermantasyon OzelliKIeTi..............cccovvveueirirrierriiereiieiereseeseenns 58
4.1.1. Silajlarin kimyasal kompozisyonlari...........cccccceeveriicieniininieniencnennn. 58
4.1.1.1. Silajlarin organik asit ve etanol konsantrasyonlari.................... 66

4.1.2. Silajlarin mikrobiyal yapilart ........cccccceeevievieiinininiiienicnceececeene 77

4.2. Silajlarm Hiicre Duvar: Bilesenleri ..........cocoocieiiiiinininieiiinininiiicicicne 83
4.3. Silajlarin Aerobik Stabiliteleri..........c.cceviniriniiiiiniininiiiice 87
4.4. Inokulantlarin Rumen Ekolojisi Uzerine BtKileri ............cccovvevuevervrviennnnns 93
4.4.1. Silajlarin in vitro gaz tiretim degerleri.........ccccceveviriiiiiniininieieicnenns 93
4.4.1.1. Silajlarin in vitro gaz tiretim parametreleri .........c..ccccecvevennenee. 100

4.4.2. Silajlarin rumen ugucu yag asitleri konsantrasyonu .............cccueu.ee. 103
4.4.3. Silajlarin in vitro besin maddeleri sindirilebilirlikleri......................... 110
SONUGC Ve ONERILER ......ceeoveueureunenrenensensessessesssssessssssssssssssssssssssssssssssessassessens 116
KAYNAKLAR ..uiiitititititetceieeneessssssssessssessssssssssssssssssssssssssssssanssssssssssens 118
TESEKKUR.....ccuniiuriennieniensicasicssicsstsessasssssssassssassssasessassssssssssssssssssssssssssssssas 133

OZGECMIS ...eeeeeerererereeeeeeeresesesesesssssesesesssesesssssssssssssssssssssssssssssesssssssessssnses 134



KISALTMALAR DIZINI
AA Asetik Asit
ADF Asit Deterjanda Coztinmeyen Lif
ADL Asit Deterjanda Coztinmeyen Lignin
AOAC Association of Official Analytical Chemists
BA Bitrik Asit
BBHB Biiytikbas Hayvan Birimi
CO, Karbondioksit, Carbondioxide
GKMS Gergek Kuru Madde Sindirilebilirligi
GOMS Gergek Organik Madde Sindirilebilirligi
hetL AB Heterofermantatif Laktik Asit Bakterileri
HK Ham Kiil
HMS Hemiselltiloz
hoL AB Homofermantatif Laktik Asit Bakterileri
hothet] AB Homofermantatif ve Heterofermantatif Laktik Asit Bakterilerinin
Kombinasyonu
HP Ham Protein
HS Ham Selliiloz
IBA [zobiitrik Asit
VA [zovalerik Asit
KM Kuru Madde
KMK Kuru Madde Kayb
KMS Kuru Madde Sindirilebilirligi
LAB Laktik Asit Bakterisi, Lactic Acid Bacteria
ME Metabolik Ener;ji
NDF Notr Deterjanda Coztinmeyen Lif
NDEFS Notr Deterjanda Coziinmeyen Lif Sindirilebilirligi
NH3-N Amonyak Azotu
OM Organik Madde
PA Propiyonik Asit
PF Paylasim Faktoru
S Selliiloz
SCK Suda Coziinebilir Karbonhidratlar
TUIK Ttirkiye Istatistik Kurumu
TUYA Toplam Ugucu Yag Asitleri
UYA Ugucu Yag Asitleri
VA Valerik Asit

vii



viii

SIMGELER DIZINIi

X
%
°C
Hg
um
cfu
cm
da
dk
E

g
kg
L
M
m?3
mg
MJ
mL
mmol
N
nm
r
sn

Ortalama

Dakika

Saniye

Yiizde

Derece

Santigrat derece
Mikrogram
Mikrometre
Koloniform iinite
Santimetre
Dekar

Dakika

Dogu

Gram

Kilogram

Litre

Molar

Metrekiip
Miligram

Mega joule
Mililitre

Milimol

Kuzey, Normalite
Nano metre
Korelasyon katsayisi
Saniye



ix

CIZELGELER DIZINi

Cizelge 2.1. Silolama donemine kadar bitkide bulunan bakteriyal ve fungal
poptilasyonlar ile miktarlar: (Cfu/g) .....cccceovevveviriniiiiiiiiiiciciceeeeee 17
Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan LAB inokulantlart ..........cc.cccceeviiiiiinnnnene. 40
Cizelge 3.2. Taze materyale uygulanan inokulant miktarlari (g) .......c..ccceeuenuee. 41
Cizelge 3.3. Inokulantlari icerdigi canli mikroorganizma sayisi (cfu/g).......... 53
Cizelge 4.1. Silajlarm kimyasal kompozisyonlart (x ) ........c..ccocveveeevrerrreerseernenns. 59
Cizelge 4.2. Silajlarin organik asit ve etanol konsantrasyonlari (x, g/kg KM) .. 67
Cizelge 4.3. Silajlarin mikrobiyal yapilart® (x, cfu/g) «...coeeeeeeeereerieeneeeneeens 78
Cizelge 4.4. Silajlarm hticre duvari bilesenleri (; J J0) i 84
Cizelge 4.5. Silajlarin aerobik stabilite S1gUMIErT (x) ..eeveveeeeeerinierieieieieieeeieene 87
Cizelge 4.6. Silajlarin in vitro gaz tretim degerleri (mL) ve rumen pH diizeyleri
................................................................................................................................... 93
Cizelge 4.7. Silajlarin in vitro gaz iiretim parametreleri (x) .....c.oereevrreerieeunn. 100
Cizelge 4.8. Silajlarin rumen UYA Konsantrasyonu (x) «.....oceeeeeeereeeeneeeeneeennenn. 103

Cizelge 4.9. Silajlarin in vitro besin maddeleri sindirilebilirlikleri, ME degerleri
Ve PAYIASIM FAKEOTTH (X ).rvuvrreerreriseeriseiriseeeeseteiseieeseisese s tesses et scees 110



SEKILLER DiZINI

Sekil 2.1. Embden-Meyerhoff-Parnas yolu..........ccoccevevieciininininiiinininicicicnee. 5
Sekil 2.2. Glukozun homofermantatif olarak parcalanmasti...........ccccocceeeveiennnne. 6
Sekil 2.3. Glukozun heterofermantatif olarak parcalanmast..........c.ccccceceeveiennne. 7
Sekil 2.4. Silajlarda yaygin olarak bulunan laktik asit bakteri cinsleri.................. 8
Sekil 2.5. Laktik asidin Lactobacillus buchneri tarafindan asetik asit ve 1,2-
propanediol” e anaerobik olarak parcalanma yolu ........c..ccccecvecveviinininiiniinennene. 28
Sekil 2.6. pH regtilasyonu sonucu olusan ruminal fermantasyonun seyri......... 31
SekKil 3.1. STOMACKHET .......vviiiieiiiee et e e e e e e e e e enes 42
Sekil 3.2.Yapay tlkriik OZEItiSi.......coevuevieiiiiiiiniiiiiicicieccceee 43
Sekil 3.3. INKUDASYON TNItESI..........oeevereereereiiciieeieeisiesie e 44
Sekil 3.4. Ankom® DAISY ! inkibator..........coovuveiieeiiiieieiiieee e 45
SeKil 3.5. S1CAK PIeS....couviiiiiiiiiiiciicieiec e 46
Sekil 3.6. Ankom®200/220 Selliiloz Tayin Cihazi ........cccoceeenenveiriniencniciecncnenen 47
Sekil 3.7. PH MEIe ..o 49
Sekil 3.8. Spektrofotometre............ccevviririiiiiiininiiiie e 49
Sekil 3.9. Gaz kromatografisi .........cccoevieieiiiiiniininiiiiieececece e 51
Sekil 3.10. Standart kromatogrami............cecueveviniiiiiiniinenicicceceeeeee e 52
Sekil 3.11. Mikrobiyolojik analiz Gnitesi .........ccceceeveieviineninieiieienicicrcecicen 54
Sekil 3.12. Aerobik stabilite teSti..........ccovviiieiiiieeieiiiiee et 55
Sekil 4.1. Fermantasyon stiresince silajlardaki pH (a), SCK (b) ve NH3-N/TN (c)
AEGISIIN. ..ottt et 60
Sekil 4.2. Fermantasyon suiresince silajlardaki laktik (a) ve asetik asit (b)
AEGISIIN. ..ottt 68
Sekil 4.3. Fermantasyon stiresince silajlardaki biitrik asit (a) ve etanol (b)
AEGISIIN. c..cueniiiiici ettt 69
Sekil 4.4. Fermantasyon stiresince silajlardaki Lactobacilli (a) ve maya
popiilasyonu (b) degisimi ...........ccccoiiiiiiiiiiiiiii 79
Sekil 4.5. Bes gtinliik aerobik déonem sonunda silajlardaki pH, CO; tiretimi ve
maya poptilasyonu degisimi...........ccoceviviiiiiiiiiiiiiiii 88
Sekil 4.6. Silajlarin laktik asit konsantrasyonu (60. giin) ile 5 gtinltik aerobik
doénem sonunda olusan CO; miktar1 arasindaki dagilim.................cccceininn, 90
Sekil 4.7. Silajlarin asetik asit konsantrasyonu (60. giin) ile 5 giinliik aerobik
doénem sonunda olusan CO; miktar1 arasindaki dagilim)...............ccccceiinninn. 91
Sekil 4.8. Silajlarin rumende zamana bagl in vitro gaz tretim degerleri............ 96
Sekil 4.9. Silajlarin rumen ugucu yag asitleri konsantrasyonu.........cc.ccccueueee. 104

Sekil 4.10. Silajlarin in vitro GKM, NDF ve OM sindirilebilirlikleri................... 111



1. GIRIS

Ulkemiz toplam 31.761.561 kiiciikbas, 11.121.458 biiyiikbas hayvan
varligina sahiptir (Anonim 2008a). Bu hayvan sayilar1 8.960.364 biiyiikbas
hayvan birimine (BBHB) karsilik gelmektedir. Mevcut buiytik ve kiictikbas
hayvan varligina gore, tilkemizin yillik kaliteli kaba yem ihtiyact 40 milyon
ton/kuru maddedir (KM). Tiirkiye” de yillik tiretilen toplam kaba yem miktar1
ise 49.4 milyon ton/KM’ dir. Ancak, tiretilen kaba yem miktarmin %83.6" st
dustik kaliteli kaba yemler olusturmaktadir. Bu nedenle mevcut kaliteli kaba
yemlerle {ilkemizdeki buytuk ve kiiciikbas hayvanlarin ihtiyaglarmimn
karsilanmas1 miimkiin degildir. Oysa kaliteli kaba yem tiretim ve kullaniminin
artirllmast ile yogun yem kullanimi azaltilarak, yem giderleri ve {iretim

maliyetleri diisuriilebilir (Filya 2007a, b).

En nitelikli kaba yemlerin basinda gelen silo yemleri {iretimi ve
kullanim1 son yillarda tiim diinyada oldugu gibi Ttirkiye” de de 6nemli bir artis
gostermistir. Nitekim 1997 yilinda 1.845.992 ton olan silo yemleri {iretimimiz,
2000 ve 2003 yillarinda sirasiyla 3.442.787 ve 4.987.331 tona, 2005 yilinda ise 9
milyon tona ulasmustir. Ancak hayvan varligimiz dikkate alindiginda ulasilan
miktarin halen daha yetersiz oldugu gorulmektedir. Diger yandan tilkemizde
tiretilen silo yemlerinin kaliteleri oldukca dustikttir (Filya 2007a, b).

Su igerigi ytiksek her tiirltii yesil yemden silaj yapmak mumkiindiir.
Ancak gerek birim alan veriminin ve besleme degerinin ytiksekligi, silaj
yapimina uygunlugu, gerekse diger silajlik tirtinlere gore isciliginin daha az ve
makineli tarima daha uygun olmasi gibi nedenlerle misir diinyadaki en énemli
silajlik bitkidir. Bu 6zelliklerinden dolay1 misir silaji cogu tilkede stit ineklerinin
beslenmesinde kullanilan en 6nemli kaba yemdir. Nitekim Avrupa’” da toplam
silaj tiretiminin %32 sini, Amerika Birlesik Devletleri’ nde ise %52’ sini musir
olusturmaktadir (Wilkinson ve Toivonen 2003). Ulkemizde de silaj yapiminda

kullanilan temel bitki misir olup, 1997 yilinda toplam silaj tiretimimizin %67.0’



sini, 2000 yilinda %74.1" ini, 2003 yillinda 84.0" tinti, 2005 yilinda ise %87.0" sini
musir olusturmustur (Filya 2007a, b).

Misir silajmin  kalitesini artirmak ve bozulmadan kaynaklanabilecek
kayiplar1 en aza indirmek icin son yillarda laktik asit bakterilerini (LAB) igeren
bakteri kiiltiirleri silaj katki maddesi olarak kullanilmaya baslanmustir. Canli
LAB’ nin, dondurulmus kuru ve toz formdaki kiiltiirlerini iceren bu katkilar
biyolojik silaj inokulantlar: olarak kabul edilmektedirler (Pahlow 1986). Bunlar
arasinda yer alan homofermantatif ("“"LAB) ve heterofermantatif LAB ("e!LAB)
inokulantlarinin tretimi, endustriyel alandaki tekniklerin (Liyofilizasyon/
freeze drying) gelismesi ve kapsamli cins secimlerinde saglanan ilerlemeler
sayesinde ticari olarak artmistir (Robinson ve Mcevoy 1993, Muck 1996). Dogal
trtin kategorinde yer alan bu inokulantlarin kullanimi ise, uygulanmalarinin
kolay ve gtivenli olusu, toksik etkilerinin olmayisi, silaj yapiminda kullanilan
makinelerde korozyona sebep olmamalar1 ve gevre kirliligi yaratmamalar: gibi
nedenlerle yaygilasmistir. Homofermantatif LAB inokulantlar1 daha ¢ok silaj
fermantasyonunu gelistirmek icin kullanilirlarken, hPtLAB inokulantlar

silajlarin aerobik stabilitesini artirmak icin kullanilmaktadirlar (Henderson ve

ark. 1990, Weinberg ve Muck 1996).

Soz konusu inokulantlarla yapilan ¢alismalar sonucunda hayvanlarin siit
verimi, canli agirhk artist ve yemden yararlanma etkinligi gibi onemli
performans kriterlerinde de gesitli gelismeler saglanmistir (Harrison 1989,
Muck 1993, Kung ve Muck 1997, Kung ve ark. 2003). Son yillarda yapilan
calismalar, LAB inokulantlarinin fermantasyon ve aerobik stabilite ozellikleri
tizerine olan etkilerinin yam sira, hayvanlarin performanslarinda saglanan
artislarin nedenleri tizerinde yogunlasmis ve bu inokulantlarin antibakteriyal
ozellikleri sayesinde, silaj ve rumen ortaminda bulunan zararh
mikroorganizmalarin gelisimini engelleyerek, hayvanlarin performanslarinda
gelisme sagladiklar1 kaydedilmistir (Gollop ve ark. 2005). In vitro kosullar

altinda yurttiilen bazi calismalarda da, LAB’ nin rumen sivisina gegerek



burada yasamlarin: stirduirebildikleri ve baz1 6zel suslarin (L. plantarum MTD1)
rumen ortaminda daha iyi gelisim gosterdikleri gozlenmistir. Bu sonuglar ayni
zamanda, LAB inokulantlarmin rumen ucucu yag asidi (UYA) profili ile rumen
pH' sinda bazi degisimler yaratarak, rumen kosullarim1 etkiledigini de

gostermistir (Weinberg ve ark. 2003, 2004).

Bu calisma ile LAB inokulantlarinin misir silajlarinin fermantasyon,
mikrobiyal yapi, aerobik stabilite ve hiicre duvar bilesenleri ile in vitro rumen
ekolojisinin baz1 6zellikleri tizerine olan etkilerinin incelenmesi amaclanmustir.
Ayrica so6z konusu LAB inokulantlarinin misir silajlarinin  fermantasyon
ozellikleri {izerinde yaratacagi etkiler ile in vitro kosullar altinda belirlenen; gaz
tretim degerleri, rumen UYA konsantrasyonlar1 ve besin maddeleri
sindirilebilirliklerine ait parametreler tizerinde yaratacagi etkiler arasindaki

iligkiler ortaya konmustur.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Morfolojik, Fizyolojik ve Taksonomik
Ozellikleri

Mikrobiyoloji bilim dalinin dogusu ile birlikte, dogada ¢ok yaygin olarak
bulundugu bilinen LAB ile ilgili calismalar da baslamstir. Ik kez 19. yiizyil
sonlarinda stitte fermantasyona ve koagtilasyona yol agan bakteriler LAB olarak
isimlendirilmis ve daha sonraki yillarda Lactobacillaceae familyas1 icinde
siiflandirilmislardir. Morfolojik agidan ¢ok degisken 6zellik gosteren (kisa ve
uzun ¢ubuk veya kok sekilli) familya tiyeleri fizyolojik acidan oldukca benzer
ozellikler gostermektedirler. Tim {yeler; Gram pozitif, katalaz negatif,
Sporolactobacillus inulinus hari¢ spor olusturmayan, fakiltatif anaerob (oksijenin
varliginda ve yoklugunda yasayabilen), Pediococcus cinsi hari¢ yalmz tek
diizlemde boliinen ve bazi istisnalar hari¢ hareketsiz, diizgiin veya diizensiz
cubuk ya da kok seklindeki bakteriler olarak tanimlanmaktadirlar. Ayrica bu
bakteriler mutlak fermantatiftirler ve katalaz ile sitokrom icermeksizin, oksijen
varliginda gelisebilen nadir mikroorganizmalardir (Shape ve ark. 1966).
Gelisebilmeleri i¢cin kompleks besin maddelerine ve vitaminlere gereksinim
duyarlar. Laktik asit bakterilerinin ortamda biiytimesi ile karbonhidrat miktar1
ve bakterinin laktik asit tiretimine bagli olarak ortamin pH’ s1 diiser. Ortam pH’
sin1 hizli bir sekilde diisiirmesi LAB’ nin istenilen ve 6nemli 6zelliklerinden
birisidir. Laktik asit bakterileri dustik pH" da (3.5-4) canhiliklarim ve
btiytimelerini sturdiirmekte ve patojen mikroorganizmalar {izerindeki
baskilayici etkileriyle, kontaminasyonu engellemektedirler (Palali 2007). Patojen
mikroorganizmalara karsi gosterdikleri bu antagonistik aktivite; iirettikleri
laktik ve asetik asit gibi organik asitler, hidrojen peroksit, bakteriosin veya
bakteriosin benzeri trtinler, diasetil, alkol ve CO. gibi metabolitlerden
kaynaklanmaktadir (Davidson ve Hoover 1993). Laktik asit bakterileri 5-50°C

arasinda gelisebilmekle Dbirlikte, en iyi aktiviteyi 25-40°C arasinda



gostermektedirler (McDonald ve ark. 1991). Pek cogu et, stit ile hayvan ve bitki
gibi dogal ortamlarda bulunurlar (Daeschel ve ark. 1987).

Laktik asit bakterileri gereksinim duyduklari enerjiyi saglamak icin daha
¢ok Embden-Meyerhoff-Parnas ile fosfoglukonat/fosfoketolaz glikolik yolunu
kullanirlar (Sekil 2.1). Bu yollar1 izleyerek, piriivat ve asetil fosfat tiretirler.
Daha sonra pirtivat, laktat dehidrojenaz ile laktata indirgenir. Asetil fosfat
olusumu ise baslangic substratina ve redoksa bagli olarak degisiklik gosterir.
Substrat olarak heksoz sekerler fermente edildiginde asetil fosfat indirgenerek

etanol, pentoz sekerler fermente edildiginde ise asetat olusur (Pahlow ve ark.

2003).
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Sekil 2.1. Embden-Meyerhoff-Parnas yolu (Anonim 2008b)



Kluyver ve Donker (1924) LAB’ ni glikoz metabolizmasi sonucunda

tirettikleri son trtine bagli olarak iki ana gruba ayirmistir;

1. Mutlak homofermantatif (fakiiltatif heterofermantatif) LAB: Bu
mikroorganizmalar glikolik yolla heksoz sekerleri laktik aside (>%85) fermente
ederlerken, pentoz sekerler (ksiloz) ile glukonati fermente edemezler. Bu
asamada da fosfoglukonat/fosfoketolaz yolunu kullanamazlar (Sekil 2.2). Bu

gruba ait tiyeler; Pediococcus damnosus ve Lactobacillus ruminis” tir (Devriese ve

ark. 1992, Hammes ve ark. 1992).
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Sekil 2.2. Glukozun homofermantatif olarak parcalanmasi (Paustian 2000)

Yalmiz bazi 6zel durumlarda (ortamda yeterli seker olmadiginda)
fakultatif "tLAB olarak da isimlendirilen bu grupta yer alan mikroorganizmalar
heksoz sekerleri laktik asidin yami sira COz ve etanole (ya da asetik aside)
fermente ederler. Bu asamada asetik asit ancak NAD* 1n ortamda yeniden
olusmasi ile etanol olusmaksizin ortaya cikabilir ya da fruktoz ve/veya

molekiiler oksijenin indirgenmesi sirasinda olusabilir. Ayrica bu organizmalar



fosfoketolaz yolunu kullanarak pentoz sekerleri de fermente edebilir ve son
trtin olarak laktik ve asetik asit tiretebilirler. Bu gruba ait en 6nemli tiye
Lactobacillus  plantarum’ dur. Ayrica L. pentosus, Pediococcus acidilactici,
P. pentosaceus ve Enterococcus faecium’ da bu grupta yer almaktadir (Devriese ve

ark. 1992, Hammes ve ark. 1992).

2. Mutlak heterofermantatif LAB: Bu mikroorganizmalarda heksoz
sekerleri laktik asidin yam sira CO, ve etanole ya da uygun elektron alicisi
oldugunda asetik aside (Sekil 2.3), pentoz sekerleri ise sadece laktik ile asetik
aside fermente ederler. Bu gruba ait tiyeler; Leuconostoc, Lactobacillus brevis, L.
buchneri ve baz1 Lactobacillus spp. turleridir (Holzapfel ve Schillinger 1992,
Weiss 1992).
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Sekil 2.3. Glukozun heterofermantatif olarak pargalanmasi (Paustian 2000)



Silajlarda LAB’ ne ait en yaygm alti tiye tespit edilmistir. Bunlar;
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Lactococcus ve Streptococcus’
tur (Sekil 2.4). Bunun yani sira Cai ve ark. (1998) silajlardan Wiessella cinsi yeni

bir bakteri izole etmislerdir.

Laktik asit bakterilerinin diger tiyeleri ise genel olarak farkli ortamlarda
meydana gelmekte (6rnegin Carnobacterium, Bifidobacterium ve Sporolactobacillus)
ve morfolojik olarak Pediococcus baglantili, kii¢tik alt ttirleri olusturmaktadir
(Aerococcus,  Alloiococcus, — Tetragenococcus ve  Atopobium). Ancak, bu
mikroorganizmalar silaj fermantasyonu agisindan ©nem tasimayan cinsler

olarak kabul edilmektedirler (Schleifer ve Ludwig 1995).

e 00 g B
Leuconostocs

Enterococcus Lacrococcis Streprococcus

Sekil 2.4. Silajlarda yaygin olarak bulunan laktik asit bakteri cinsleri (Anonim 2008b)



2.2. Laktik Asit Bakteri Inokulantlarinin Gelisimi

Laktik asit bakteri inokulantlari ile ilgili ilk calismalar 1970 lerin sonu ile
1980" lerin basinda baslamistir. Ge¢misteki calismalarda bu bakterilerin silaj
ortamma adapte edilememesi, diisiik dozlarda kullanimi ve canliliklarim
korumada bazi sorunlar yasanmasi gibi nedenlerle istenilen basar1
saglanamamuistir. Daha sonralari, teknolojide saglanan ilerlemeler ve genetik
mithendisligi alanindaki gelismeler ile silolama siirecinin daha iyi anlasilmasi
bu trtinlerin ticarilestirilmesinde ¢cok onemli katkilar saglamistir (Kung ve ark.
2003). ilk silaj inokulantlari, "°LAB’ nin sadece bir cinsini icermistir. Yapilan
calismalar sonucu L. plantarum, silaj inokulant1 olarak kullanilabilecek en uygun
LAB olarak belirlenmis ve gerek tek basina gerekse karistm halinde, hemen
hemen tiim ticari bakteri inokulantlarinin igerisinde yer almistir (McDonald ve
ark. 1991). L. plantarum, bir bakteri kultiirtintin icermesi gereken ¢ogu 6nemli
kriteri icermesine ragmen, silolanan materyalin pH’ s1 5’ in altina diisene kadar
oldukca yavas laktik asit {tiretir. Bu nedenle ¢ogu ticari inokulantlar,
L. plantarum’ un yani sira fermantasyon doneminin baslarinda pH’ nin 5.0-6.5
arasinda degistigi sirada aktif olabilecek Pediococcus ve/veya Enterococcus cinsi

bakteri gruplarini da igerirler (Filya 2001).

Laktik asit bakterilerinin silaj inokulanti olarak kullanilabilmeleri icin
sahip olmalar1 gereken kriterler ilk kez Whittenbury (1961) ile Wieringa ve Beck
(1964) tarafindan ortaya konmustur. Bu kriterlere gore, silajlarda kullanilacak
LAB’ nin silajdaki baskin mikroorganizma faaliyetini artirmalari,
homofermantatif nitelikte olmalari, asit ortama tolerans gostermeleri, ortam
pH’ si1 hizla diistirmeleri, ¢oziinebilir karbonhidratlar: fermente edebilmeleri,
organik asitler tizerinde etkili olmamalari, proteolitik etkinlik gostermemeleri
ve degisik sicaklik araliklarinda gelismeleri gereklidir. Bazi bakteriler bu
kriterleri saglamamasina ragmen silaj inokulanti olarak kullanilmislardir.
Bunlardan Propionibacteria ve L. buchneri heterofermantatif nitelikteki LAB

olmalarma karsin, aerobik stabilitenin gelistirilmesi tizerindeki olumlu
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etkilerinden dolay1 silaj inokulanti olarak énem kazanmiglardir. Ozellikle L.
buchneri’ nin ticari kullanimi, 1995 yilinda tanimlanmasi ve Muck (1996)
tarafindan yuritilen calismalarda kullanilmasini takiben 2001 yilinda ABD
Gida ve Ila¢ Idaresi (US Food and Drug Administration, FDA) tarafindan

onaylanmasindan sonra yayginlasmaistir.

Silaj fermantasyonunun dogal dinamizmi, gelecek calismalar igin de
ufuk ac¢maktadir. Bunlar arasinda, aerobik stabiliteyi gelistirmek amaciyla
kullanilan kuif engelleyicileri (Lowes ve ark. 2000), Clostridia gelisimini énlemek
i¢in bakteriyofaj uygulamalar1 (Done 1990), bakteriosin ve antifungal bilesikleri
tiretebilen organizmalarin identifikasyonu ya da bu bilesiklerin direkt
yedirilerek rumendeki mikrobiyal aktiviteyi olumlu etkilemesi gibi gelismeler
sayilabilir (Ohmomo ve ark. 1999). Ayrica genetik mihendisligi ve
biyoteknoloji alaninda saglanan ilerlemeler sayesinde LAB’ ne sellilolitik ve
hemiselliilolitik enzimleri kodlayan genlerin aktarilmasi ile bitki hiicre duvar:
polisakkaritlerinden yararlanabilme 6zelligi kazandirmak da mimkiindir. Bu
amagla, rumendeki funguslarin fibrolitik enzimlerini (selltilaz, ksilanaz vb.)
kodlayan genlerden birinin LAB" ne aktarilarak elde edilen modifiye edilmis
mikroorganizmalar, yasal dtizenlemeleri yapildiktan sonra silaj inokulanti

olarak kullanilmaya baslanacaktir (Kung 2002, Kung ve ark. 2003).
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2.3. Laktik Asit Bakteri Inokulantlarinin Silaj Fermantasyonu Uzerine

Etkileri

Silaj fermantasyonu; kontrollti sartlarin kullanildig1 diger ticari
fermantasyon islemlerinden farkli olarak, kontrolstiz bir fermantasyon
islemidir. Ayrica silajlik materyalin kimyasal kompozisyonu degiskendir ve bu
da silaj kalitesi tizerinde etkilidir (McDonald ve ark. 1991). Dolayisiyla LAB
inokulantlary; silajlarda fermantasyonu garanti altina almak, silaj kalitesini

artirmak ve silajin daha iyi korunmasini saglamak amaciyla kullanilmaktadar.

Laktik asit bakteri inokulantlarmin misir silajinin  fermantasyon
ozellikleri tizerindeki etkilerinin arastirildig1 calismalarda farkli sonuglar elde
edilmistir. Homofermantatif LAB inokulantlar1 silajlarda suda c¢oziinebilir
karbonhidratlarin (SCK) etkin kullanilmasini saglayarak; ortam pH’ sini, asetik
asit, butrik asit, amonyak azotu (NH3-N) ve etanol konsantrasyonlarim
dustirtir. Bunun yani sira laktik asit ve laktik:asetik asit oranini artirarak,
ytiksek diizeyde enerji ve KM geri kazanimi saglar (Woolford 1984, McDonald
ve ark. 1991). Bu konuda 1990-1995 yillar1 arasinda yapilan ve MLAB
inokulantlarmin silaj fermantasyonu tizerindeki etkinliklerinin
degerlendirildigi calismalarin %60" inda silajlarin laktik:asetik asit oranim
artirdiklart1 (n= 233), %55" inde pH (n= 221) ve NHi-N (n= 148)
konsantrasyonlarini ise dustirdiikleri tespit edilmistir (Muck ve Kung 1997).
Davies (1996) L. plantarum MTD1" in silolamanin 100. ginitindeki misir silajinin
pH’ smu (3.6), asetik asit (18.3 g/kg KM) ve NH3-N (%6.4) konsantrasyonlarinm
kontrol grubuna gore (pH, 4.3; asetik asit, 20.3 g/kg KM; NH3-N, %8.2) onemli
diizeyde dustirdiigiini, laktik asit konsantrasyonunu ise (53 g/kg KM) kontrol
grubuna gore (48.8 g/kg KM) 6nemli diizeyde artirdiginm belirlemistir (P<0.05).
Ayni arastiricy, L. plantarum MTD1" in musir silajinda protein geri kazanimi
sagladigin belirterek, ham protein (HP) igerigini kontrol grubu ve L. plantarum
MTD1 kullanilan silajlarda sirasiyla 93.2 ve 101.6 g/kg KM olarak saptamistir
(P<0.05). Shayan ve ark. (1996) L. plantarum+E. faecium kullandig1 musir silajiin
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laktik ve asetik asit konsantrasyonunu sirasiyla 16.4 ve 4.6 g/kg KM oldugunu
belirlerken, aynm1 parametreleri kontrol silajinda sirasiyla 13.7 ve 8.3 g/kg KM
olarak saptamistir. Ayni arastiricilar, L. plantarum+E. faecium’ un (%63.3) musir
silajimin HP fraksiyonundaki gercek protein degerini kontrol grubuna (%47.0)
gore onemli diizeyde artirdigini tespit etmislerdir (P<0.05). Bunun nedenini
kontrol grubundaki proteolitik bakterilerin yiiksek metabolik aktivite
gostermesine baglamislardir. Filya (2002a) baslangic pH" s1 5.8 olan muisir
bitkisinde (%35.0 KM) L. plantarum+E. faecium kullanmis ve silolamanin 50.
glintinde actig1 silajlarin pH’" smi kontrol ve inokulant kullanilan gruplarda
sirastyla 3.6 ve 3.5; baslangic materyalinde 0.8 olan laktik asidi %4.3 ve 9.4;
baslangic materyalinde hi¢ bulunmayan asetik asidi %4.3 ve 0; biitrik asidi %4.2
ve 0; etanolii ise %7.3 ve 2.2 olarak saptamistir. Benzer sonuglar Johnson ve ark.
(2003) ile Kim ve ark. (2005) tarafindan yapilan ¢alismalarda da elde edilmistir.
Ayrica bu arastirmalarda L. plantarum’ un masir silajinin HP icerigini ve KM geri
kazanimini artirdigi da belirlenmis olup, KM geri kazanimi kontrol ve
inokulant kullanilan silajlarda sirasiyla %91.4 ve 95.4 olarak saptanmuistir.
Arastiricilar bu bulgularin, tiim silajlarin hizli ve tam olarak fermente oldugunu
gosterdigini bildirmislerdir. Filya ve ark. (2006) musir bitkisinde (%35.5 KM) L.
plantarum ile L. plantarum+Pediococcus cerevisiae kullanmislar ve silolamanin 50.
glintinde musir silajinin laktik asit konsantrasyonunu kontrol, L. plantarum ve L.
plantarum+Pediococcus cerevisiae gruplarinda sirasiyla 55.7, 86.6 ve 87.9 g/kg
KM; NHs-N konsantrasyonunu 2.76, 1.71 ve 1.77 g/kg KM; SCK’ lar1 21.6, 13.6
ve 144 g/kg KM olarak saptamislardir. Bu calismalardan farkli olarak
Weinberg ve ark. (2007) ise L. plantarum MTD1 (29 g/kg KM), P. pentosaceus A
(35 g/kg KM) ve E. faecium Q" nun (37 g/kg KM) musir silajjmin laktik asit
konsantrasyonunu kontrol grubuna (39 g/kg KM) gore disurdiigtinit; E.
faecium C nin (39 g/kg KM) ise etkilemedigini belirlemislerdir. Baz1 "LAB
inokulantlarinin (13-30 g/kg KM) ise beklenmedik bir sekilde musir silajimin
asetik asit konsantrasyonunu kontrol grubuna (11 g/kg KM) gore onemli

diizeyde arttirdigini da saptamuslardir (P<0.05).
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Homofermantatif LAB inokulantlarmin muisir silajlarmin fermantasyon
ozelliklerini  gelistirdigi bilinmekle Dbirlikte, yapilan c¢alismalarda bu
inokulantlarin silaj fermantasyonunu etkilemedigi de belirlenmistir (Meeske ve
Basson 1998, Ranjit ve Kung 2000). Arastiricilar bunun nedenini, misirin
silolanabilme ozelliginin iyi olmasi ve fermantasyon icin yeterli diizeyde
epifitik LAB poptilasyonunu icermesi ile agiklamislardir. Bolsen ve ark. (1992)
L. plantarum+E. faecium’ un musir silajimun fermantasyon ozelliklerini
etkilemedigini belirterek, silolamanin 120. giintinde actiklar1 tim silajlarin pH’
larim1 4.14 olarak saptamislardir. Ayni arastiricilar, silajlarin laktik asit
konsantrasyonunu kontrol ve inokulant gruplarinda sirasiyla %2.67 ve 2.88;
asetik asit konsantrasyonunu %0.87 ve 0.89; etanol konsantrasyonunu %0.15 ve
0.21; NH3-N konsantrasyonunu ttim silajlarda %0.09 olarak belirlemislerdir.
Ranjit ve Kung (2000) L. plantarum 30115 kullandiklar1 misir silajjmin pH’ sy,
laktik ve asetik asit konsantrasyonlarin sirasiyla 3.68, %7.24 ve %1.68 olarak
belirlerlerken, ayni1 parametrelerin kontrol grubunda sirasiyla 3.66, %7.72 ve
%1.82 oldugunu saptamislardir. Weinberg ve ark. (2002) baslangic pH’ s1 5.7
olan musir bitkisinde L. plantarum’ un etkisini 50 L’ lik plastik silolarda
incelemisler ve silolamanin 90. giintinde tim silajlarin pH’ s 3.8 olarak
belirlemislerdir. Arastiricilar misir silajinda laktik asidin kontrol ve inokulant
kullanmilan gruplarda sirasiyla 25 ve 26 g/kg KM; asetik asidin 10 ve 9 g/kg KM;

gaz kayiplarmin %1.7 ve 1.5 oldugunu saptamislardir.

Heterofermantatif = LAB  inokulantlarmin  genel olarak silaj
fermantasyonunu etkilemedigi bildirilmekle birlikte (Ranjit ve Kung 2000,
Holzer ve ark. 2003), yapilan bazi ¢alismalarda bu inokulantlarm misir silajinin
pH’ sy, asetik asit konsantrasyonunu ve KM kaybini artirdiklar, laktik asit
konsantrasyonunu ise dustirdiikleri belirlenmistir (Nishino ve ark. 2003,
Kleinschmit ve ark. 2005). Driehuis ve ark. (1999) 3 aylik silolama stiresi
sonunda L. buchneri” nin, musir silajmin asetik asit ve 1-propanol
konsantrasyonlar1 ile KM kaybini artirdigini, laktik asit konsantrasyonunu ise

dustirdiigiinti saptamuslardir. Ranjit ve Kung (2000) L. buchneri (106 cfu/g)
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kulland1g1 musir silajinin laktik ve asetik asit konsantrasyonlarin sirasiyla %7.72
ve 1.88 olarak belirlerken, ayn1 parametreleri kontrol grubunda sirasiyla %6.35
ve 3.60 olarak saptamislardir. Nishino ve ark. (2003) fermantasyonun tum
donemlerinde (10. ve 60. gtin) L. buchneri’ nin musir silajinin asetik asit (%5.27)
konsantrasyonunu kontrol grubuna (%2.04) gore artirdigmi belirlemislerdir.
Aymn arastiricilar adi gecen inokulantin musir silajinin laktik asit (%3.73) ve
etanol konsantrasyonlarini (%0.65) kontrol grubuna gore (sirasiyla %6.11, 1.68)
dustirdiigiinti bildirmisler ve aym inokulantin KM kaybima neden oldugunu
belirterek, fermantasyonun 60. giintinde KM kaybin1 kontrol ve inokulant
kullanilan silajlarda sirasityla %4.21 ve 8.08 olarak saptamuslardir. Kleinschmit
ve ark. (2005) siit olum doneminde (%25.5 KM) hasat ettikleri misir bitkisinde L.
buchneri 40788 (4x10° cfu/g) ve L. buchneri 11A44 (105 cfu/g) igeren iki farkl
inokulant kullanmislardir.  Arastiricilar, silolamanm 122. giintinde musir
silajinin pH’ sin1 kontrol ve inokulant kullanilan gruplarda (L. buchneri 40788 ve
L. buchneri 11A44) sirastyla 3.44, 3.50 ve 3.52; laktik asit konsantrasyonunu
%8.21, 7.73 ve 7.70; asetik asit konsantrasyonunu %2.19, 2.83 ve 2.47; etanol
konsantrasyonunu ise %2.76, 3.09 ve 3.40 olarak saptamuslardir. Filya ve ark.
(2006) iki farkli gelisme doneminde (%29 ve 35.5 KM) hasat ettikleri musir
bitkisinde L. buchneri (10° cfu/g) kullanmislardir. Arastiricilar, L. buchneri’ nin
misir silajinin SCK' igerigini ve NH3-N konsantrasyonunu etkilemedigini
(P>0.05), ayn1 inokulantin silajlarin pH, asetik asit ve etanol konsantrasyonlar1
ile gaz kaybmi artirdigini, laktik asit konsantrasyonunu ise kontrol grubuna
gore onemli diizeyde dustirdiigiinti bildirmislerdir (P<0.05). Kleinschmit ve
Kung (2006a) L. buchneri’ nin kullanildig1 43 arastirmanin sonucunu meta-analiz
yontemi kullanilarak degerlendirmisler ve arastirmada uygulamalari kontrol ve
L. buchneri’ nin (£10° ve >10° cfu/ g taze materyal) iki farkli dozu olmak {izere {ig
farkli kategoride toplamuislardir. Sonugta, L. buchneri’ nin (<105 ve >10° cfu/g)
musir silajinin laktik asit konsantrasyonunu (sirasiyla %5.87 ve 4.79) kontrol
grubuna (%6.59) gore diistrdtigiinii, ortam pH’ smui (swrasiyla %3.75 ve 3.88) ve

asetik asit konsantrasyonunu (swrasiyla %2.63 ve 3.89) ise kontrol grubuna
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(%2.18) gore onemli diizeyde artirdigimi saptamislardir (P<0.01). Bununla
birlikte L. buchneri” nin KM geri kazaniminda diistise neden oldugunu, en
onemli diististin ise L. buchneri’ nin ytiksek dozunda (>10° cfu/g) gerceklestigini
bildirmisler ve silajlarin KM geri kazanimini kontrol, <105 ve >10° cfu/g
gruplarinda sirasiyla %95.5, 95.5 ve 94.5 olarak saptamislardir. Weinberg ve ark.
(2007) kontrol ve L. buchneri iceren musir silajinin laktik asit konsantrasyonunu
sirasiyla 39 ve 36 g/kg KM; asetik asit konsantrasyonunu 11 ve 29 g/kg KM;
etanol konsantrasyonunu 1 ve 4 g/kg KM olarak belirlemislerdir. Kung ve ark.
(2007) yurtttukleri iki farkli denemeden birincisinde L. buchneri” nin muisir
silajimin laktik asit konsantrasyonunu (%0.60) kontrol grubuna (%0.73) gore
onemsiz diizeyde dustirdtigtinti (P>0.05), asetik asit (%0.71), etanol (%0.52) ve
NH3-N (%0.032) konsantrasyonlarmi ise kontrol grubuna gore sirastyla %0.23,
0.36 ve 0.021 onemli diizeyde artirdigimi tespit etmislerdir (P<0.05). Ayni
arastiricilar, KM igerigi diisik musir igin en uygun L. buchneri dozunu 6x10°
(cfu/g taze materyal) olarak belirlemisler ve yiirtttiikleri ikinci denemede bu
inokulasyon dozundan daha duistik (4x10° cfu/g taze materyal) ya da yiiksek
(8x10° cfu/g taze materyal) uygulamalar arasindaki farkliliklar: incelemislerdir.
Deneme sonunda, inokulasyon diizeyindeki artisin silajlarn KM ve HP
igeriklerinde dogrusal bir azalmaya neden oldugunu gozlemislerdir. Diger
calismalardan farkli olarak bu arastirmalarinda, L. buchneri” nin musir silajimin
pH" s (4.81, P=0.09) ve SCK’ lar1 (%0.07, P=0.09) kontrol grubuna gore
(sirasiyla 4.91 ve %0.14) onemli diizeyde diistirdugtint, laktik (%0.17, P=0.06)
ve propiyonik asit konsantrasyonlarmai ise (%0.11, P=0.10) kontrol grubuna gore
(sirasiyla  %0.14 ve 0) onemli dtizeyde artirdigimi da belirlemislerdir.
Lactobacillus buchneri’ nin propiyonik asit tiretmedigini bildiren arastiricilar, s6z
konusu artisin sebebini L. buchneri’ nin fermantasyon triinti olan 1,2-
propanediol’ tin baska mikroorganizmalar tarafindan propiyonik aside

dontstirilmesi olarak gostermislerdir.
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Homofermantatif ve heterofermantatif LAB’ nin karisim (hothetLAB)
olarak kullanimi genel olarak umut verici bulunmakta ve bunlarin misir
silajlarinin fermantasyon 6zelliklerini gelistirebilecegi bildirilmektedir (Muck ve
Kung 1997). Chen ve ark. (1994) L. plantarum+Pediococcus acidilactici’ nin, Filya
(2002b) L. plantarum+E. faecium+P. acidilactici’ nin musir silajmmin pH’ si ve
etanol konsantrasyonunu diisurdugiini, laktik asit konsantrasyonunu ise
kontrol grubuna gore artirdigini, NH3-N ve HP igeriklerini ise etkilemedigini
belirlemislerdir. Filya (2003) L. plantarum+L. buchneri’ nin gesitli donemlerdeki
etkisini incelemis ve fermantasyon stiresince ortamda bulunan SCK’ larin tum
silajlarda azaldigini, laktik ve asetik asit konsantrasyonlarmin ise arttigini
belirlemistir. Arastirici, fermantasyonun 90. gtininde muisir silajinin pH’ s
kontrol ve inokulant gruplarinda sirasiyla 3.72 ve 3.80; SCK’ larmi %6.75 ve
2.02; laktik asit konsantrasyonunu %4.86 ve 6.18; asetik asit konsantrasyonunu
%0.96 ve 3.49; NHs-N konsantrasyonunu %0.28 ve 0.24; gaz kaybin ise %1.97
ve 1.45 olarak saptamustir. Kleinschmit ve Kung (2006b) P. pentosaceus R1094+
L. buchneri 40788 in silolamanin 14-361 giinleri arasindaki etkisini incelemisler
ve s0z konusu inokulantin fermantasyonun 14. gtiniinde muisir silajinin KM geri
kazanimu ile laktik asit konsantrasyonunu kontrol silajina gore nemli diizeyde
dustirdiigiinti (P<0.05), diger donemlerde ise etkilemedigini tespit etmislerdir
(P>0.05). Bunun yani sira arastiricilar, 14. giinde musir silajjun KM geri
kazaniminmi1 kontrol ve inokulant kullanilan silajlarda sirasiyla %96.8 ve 91.5
olarak saptarlarken, silolamanin 56. ve 361. giuinlerinde ayni inokulantin
silajlarin asetik asit, 1,2-propanediol ve etanol konsantrasyonlarmi onemli
diizeyde artirdigini, SCK’ lar1 ise (14-282. giin) kontrol grubuna gore onemli
diizeyde diisurdtigtinii belirlemislerdir (P<0.05).
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2.4. Laktik Asit Bakteri Inokulantlarimin Silajlarin Mikrobiyolojik
Ogzellikleri Uzerine Etkileri

Silaj kalitesinin, bitkinin igerdigi baslangic epifitik LAB’ nin
buyukluginden, varyete ve aktivitelerinden etkilendigi bilinmektedir
(McDonald ve ark. 1991, Cai ve ark. 1998). Seale ve ark. (1990) bitkide bulunan,
bakteriyal ve fungal popiilasyonlarin taksonomik kompozisyonunu standart

yontemler kullanarak belirlemislerdir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Silolama donemine kadar bitkide bulunan bakteriyal ve fungal popiilasyonlar ile
miktarlar1 (cfu/g)

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

Epifitik mikrobiyal floranin en 6nemli tiyesi LAB’ dir. Bitkideki sayilar1
genis sinurlar icerisinde degisim gostermekle birlikte, yoncada 10° cfu/g, cimde
106 cfu/g, musir ve sorgumda 107 cfu/g duzeyinde bulunmaktadirlar. S6z
konusu bakteri grubu mevsim degisikliklerinden etkilenmekte ve sayilar1 kis
aylarinda azalip, yaz aylarinda artmaktadir. Ayrica hasat zamani da bitkinin
icerdigi LAB popiilasyonunu etkilemektedir. Nitekim yoncada LAB
poptilasyonunun 2. ya da 3. bigcimde arttig1, misirin erkenci gesitlerinin de daha
fazla LAB igerdigi bildirilmektedir (Lin ve ark. 1992). Canli bitki tizerindeki
epifitik LAB popiilasyonu diisiik olmasina ragmen, bu bakteriler parcalanma
surecinden de etkilenmektedir. Woolford ve Pahlow (1998) bu olguyu
“parcalama inokulasyonu (chopper inoculation)” olarak tamimlamaktadirlar.
Laktik asit bakterilerinin hasattan hemen sonraki sayilarinin, hasat edilmeden
onceki sayilarina gore 100 kat, hatta bazen daha fazla arttig1 da bildirilmektedir

(Pahlow 1991). Epifitik mikrofloranin diger 6nemli tiyesi Enterobacteria’ dur.
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Bu grup tyeleri nitratlar1 indirgeyip, nitrit ve nitrojen oksit gazlarimni
olusturmaktadir (Pahlow ve ark. 2003). Enterobacteria’ nin diger tiyelerinden
Clostridia ve Bacilli ise bitki tizerinde nadir bulunsa da toprak kontaminasyonu
ile sayilar1 artmaktadir. Ayrica Bacilli diger aerob bakteriler gibi aerobik
bozulma tizerinde de etkili olmaktadir. Cogu zaman, parcalanmamis bitkide
hatta silaj yapildiktan sonra da ayni bakteriyel gruplardan mayalarin varligi da
tespit edilmistir (kuvvetli aerob olanlar harig). Tarla tizerindeki tirtinde g¢ok
sayida maya varyetesine rastlanirken, silajda smirli sayida gelisim gosterdikleri
kaydedilmistir. Ancak daha sonraki yillarda bilinen varyetelere ilave olan
Candida, Hansenula, Pichia, Geotrichum ve Saccharomyces’ ler ile bunlardan daha
sonra tamimlanan Debaromyces, Trichosporon ve  Guilliermondell?’ nin
fermantasyonun ilerleyen safhalarinda dominant hale geldigi, genellikle
aerobik kosullarda gelisebildigi ve toplam mikrofloranin %10" undan az bir
kismini olusturdugu belirlenmistir (Middelhoven ve van Baalen 1988, Woolford
1990). Ayni durum kiifler icinde gegerlidir. Flament6z mantarlar biitiin karma
mikrobiyal poptilasyonlarda oldugu gibi, baz: tiirleri diisiik pH” da ve oksijen
varliginda da gelisebilmekte, yiiksek CO: ile organik asit konsantrasyonuna
digerlerinden daha iyi adapte olabilmektedirler. Bu nedenle, Pelhate (1977)
kiiflerin aerobik, tolerant (toleransli) ve mikroaerofilik tiirler olmak tizere tig
ekolojik kategoriye ayrilmasimi Onermistir. Arastirici, silaj ortaminda
Byssochlamys nivea, Monascus ruber veya Penicillium roqueforti gibi sadece
depolamanin son asamalarima dogru siloya oksijen girmesiyle ile dominant hale
gelebilecek tolerant kiif tiirlerine rastlamistir. Bu gruplarin disinda daha az
Ooneme sahip olan asetik ve propiyonik asit bakteri de epifitik mikrofloranin
tiyelerindendir. Asetik asit bakterileri daha ¢ok muisir silajinda olmak tizere,
aerobik bozulmaya sebep olan bakteri turtidir (Spoelstra ve ark. 1988).
Propiyonik asit bakterileri ise silaj fermantasyonu ve saklama donemlerinde
bozulmadan sorumlu bakteri grubunu olusturmaktadir (Pahlow ve Honig

1994).
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Sonug olarak; silaj fermantasyonundaki temel prensip, silaj ortaminda
yeterli sayidaki LAB’ nin gelismelerini saglamak ve istenmeyen epifitik
mikroorganizmalar ile bitkide bulunan endojen katabolik enzimlerin
aktivitelerini engellemektir (McDonald ve ark. 1991). Cunkt silolanan bir
materyal LAB" nin trettigi laktik asit tarafindan korunur (McDonald ve ark.
1991, Filya 2001). Ancak bitkiler istenen (LAB) ve istenmeyen mikroorganizma
poptilasyonlarinin (Enterobacteria, maya ve kiifler, Clostridia, Bacillus tiirleri,
asetik ve propiyonik asit bakterileri) her ikisini de icermektedir. Silajlik
materyalin ya da silo ortaminin uygun olmamas:i durumunda Enterobacteria,
Clostridia ve Bacilli sporlar1 ile maya ve kiifler fermantasyona katilir. Bu
mikroorganizmalar bitkideki fermente olabilir karbonhidratlar1 kullanabilmek
icin LAB’ i ile rekabete girerler. Silaj ortaminda bu tiir mikroorganizmalarin
baskin gelmeleri durumunda, fermantasyon istenmeyen yonde ilerler ve silaj
kalitesini duistiren bazi {irtinler (butrik asit, NHs ve etanol vb) aciga ¢ikar
(Woolford 1984). Ayrica silolanacak materyalin baslangic epifitik LAB
poptilasyonu genellikle dustiktiir ve bu bakterilerin biiyiik ¢ogunlugunu
hetL AB” i olusturur (Cai ve ark. 1998). Dolayisiyla LAB inokulantlarimin
kullanirm amaci, silaj ortaminda LAB popiilasyonunu artirarak laktik asit
tiretimini tesvik etmek ve ortam pH’ sinin hizla diismesini saglamaktir. Boylece
Enterobacteria, maya ve kiifler, Clostridia, Bacillus turleri, asetik ve propiyonik
asit  bakterileri ~ gibi silaj fermantasyonu agisindan  istenmeyen
mikroorganizmalarin gelisimi engellenerek, silajlarin  besleme degerleri

korunmaktadir (Bolsen ve ark. 1992).

Laktik asit bakteri inokulantlarimin silajlarin mikrobiyal yapilar:
tizerindeki etkilerinin incelendigi arastirmalardan degisik sonuclar alinmistir.
Homofermantatif =~ LAB  inokulantlarmimn  misir  silajmin  Lactobacilli
poptilasyonunu genellikle artirdigr (Muck 1993, Weinberg ve ark. 1993, Filya
2001), maya ve kiif popiilasyonunu bazen distirdugu (Filya 2002a), bazen
etkilemedigi (Filya 2002a, b), bazen ise artirdig: bildirilmektedir (Weinberg ve
ark. 1993, Kleinschmit ve ark. 2005). Diger yandan bu inokulantlarin
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Enterobacteria  ve Clostridia gelisimini ©nemli diizeyde engelledigi de
belirtilmektedir (Filya 2002a, b). Weinberg ve ark. (1993) L. plantarum+E. faecium
kullandiklar1 ¢calismalarinda, musir silajinin Lactobacilli poptilasyonunu kontrol
ve inokulant kullanilan silajlarda sirasiyla 4.0 ve 5.5 cfu/g maya
poptilasyonunu 4.7 ve 5.4 cfu/g; kiif poptilasyonunu ise 0 ve 5.0 cfu/g olarak
belirlemislerdir. Davies (1996) L. plantarum’ un misir silajinin maya ve kuf
poptilasyonunu dustirdigint belirterek, silolamanin 100. giniinde kontrol
silajinin maya ve kif igerigini sirasiyla 3.11 ve 2 cfu/g, aynm1 mikrobiyal yapiy1
L. plantarum kullanilan silajlarda sirasiyla 1.26 ve 0 cfu/g olarak saptamistir.
Filya (2003) taze musirin Lactobacilli, maya ve kiif poptiilasyonunu sirasiyla 3.86,
4.06 ve 2.58 cfu/g olarak belirlemis ve fermantasyonun 2. giiniinden itibaren
soz konusu mikroorganizmalarin artis gosterdigini, fermantasyonun 90.
glintinde en yiiksek degerlerine ulastigini tespit etmistir. Arastirici, L.
plantarum’ un masir silajinin Lactobacilli (10.40 cfu/g) ve maya popiilasyonunu
(4.45 cfu/g) artirdigini, kif poptiilasyonunu ise (3.08 cfu/g) kontrol silajina gore
(sirasiyla 8.35, 3.86 ve 3.26 cfu/g) dustirdiigiinii belirlemistir.

Heterofermantatif LAB inokulantlar1 musir silajimin asetik asit
konsantrasyonunu artirmakta, asetik asit ise maya ve kiiflerin gelismesini
buiytik olgtide engellemektedir (Holzer ve ark. 2003, Kleinschmit ve ark. 2005).
Taylor ve Kung (2002) silolamanin 92. gilininde musir silajimin, maya
poptilasyonunu kontrol ve L. buchneri (10°) kullanilan silajlarda sirastyla 3.25 ve
256 cfu/g olarak saptamislar ve bu silajlarda hi¢ kiif olusmadigini
bildirmislerdir. Kleinschmit ve ark. (2005) L. buchneri 40788 (3.70 cfu/g) ve
L. buchneri 11A44’ tin (<2.00 cfu/g) misir silajinin maya popiilasyonunu kontrol
silajina (4.43 cfu/g) gore disurdiigtint belirlemislerdir. Kung ve ark. (2007)
taze misirin LAB, maya ve kiif poptilasyonunu sirasiyla 4.64, 3.52 ve 3.34 cfu/g
olarak saptadiklar1 arastirmalarinda, L. buchneri’ nin (8x10° cfu/g taze materyal)
mustr silajinin LAB popiilasyonunu arttirdigini, maya ve kiif poptilasyonunu ise
dustirdiigiinti  belirlemisler ve silolamanmn 120. gtintinde silajlarn LAB

poptilasyonunu kontrol ve inokulant kullanilan silajlarda sirasiyla 7.47 ve 8.7
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cfu/g; maya popiilasyonunu 7.29 ve 5.85 cfu/g; kiif popiilasyonunu ise 6.05 ve
4.88 cfu/g olarak saptamislardir. Weinberg ve ark. (2007) L. buchneri 40788’ in
mustr silajinin LAB popiilasyonunu (3.5 cfu/g) dustirdugundi, L. buchneri 11A44’
tn ise LAB popiilasyonunu (5.3 cfu/g) kontrol silajma (4.2 cfu/g) gore

artirdigin belirlemislerdir.

Homofermantatif+heterofermantatif LAB inokulantlar1 kullanildiklar1
silajlarin Lactobacilli poptilasyonunu artirmakta, silaj ortaminda istenmeyen
mikroorganizma popiilasyonlarini (maya, kiif, Enterobacteria ve Clostridia vb) ise
engellemektedirler (Contreras-Govea ve ark. 2009). Filya (2003) ile Filya ve ark.
(2004a) L. plantarum+L. buchneri kombinasyonu kullandiklar1 ¢alismalarinda,
soz konusu kombinasyonun muisir silajmin Lactobacilli popiilasyonunu
artirdiginy; kif, Enterobacteria ve Clostridia” larin gelisimini ise engelledigini
bildirmislerdir. Bahsedilen arastiricilardan Filya (2003) L. plantarum+L. buchneri
kullandig1 misir silajimin Lactobacilli, maya ve kiif poptilasyonunun sirasiyla
8.35, <2 ve <2 cfu/g oldugunu belirlerken, ayni mikrobiyal yapimin kontrol
grubunda sirasiyla 8.66, 3.86 ve 3.26 cfu/g oldugunu saptamustir. Weinberg ve
ark. (2002) taze misirin Lactobacilli, maya ve kiif popiilasyonunu sirasiyla 5.3, 5.9
ve 3.0 cfu/g oldugunu belirledikleri arastirmalarinda, L. plantarum+L. buchneri’
nin musir silajinin Lactobacilli (6.5 cfu/g), maya (<2 cfu/g) ve kiif (3.2 cfu/g)
poptilasyonlarim1  kontrol grubuna (swrasiyla 7.9, 2.7 ve 3.8 cfu/g) gore
dustirdiigiinti saptamuslardir. Kleinschmit ve Kung (2006b) P. pentosaceus
R1094+L. buchneri 40788 kullandiklar1 calismalarinda, s6z konusu inokulantin
silolamanin 42., 56., 70. ve 282. giinlerinde musir silajinin maya icerigini diger

silajlara gore diistirdtigtinti belirlemislerdir.
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2.5. Laktik Asit Bakteri Inokulantlarimin Silajlarin Hiicre Duvari

Bilesenleri Uzerine Etkileri

Homofermantatif LAB inokulantlarinin silajlarin hiicre duvar: bilesenleri
(selltiloz, hemiselliiloz, lignin) tizerinde etkisi ya hi¢ yoktur ya da bu etki ¢ok
dustiktir (Kung ve Muck 1997). Bu inokulantlarin hiicre duvarim olusturan
polisakkaritler {izerindeki etkileri (6zellikle hemiselltilozun asit hidrolizi)
dolaylidir ve ortam pH’ smi1 hizla diistirmeleri ile hidrojen iyonlarindaki artis
bu etkiyi yaratir (Rook ve Hatfield 2003). Muck (1993) LAB inokulantlarinin,
pH’ y1 hizla diistirerek, hiicre duvari fraksiyonlarini actigini ve hemiselliilozun
hidrolizini saglayan ek bir asit tirettigini bildirmistir. Ranjit ve Kung (2000)
tarafindan ytrttiilen bir arastirmada da, bu gortisti destekler nitelikte sonuglar
almmis ve L. plantarum 30115 in ("LAB) musir silajmin noétr deterjanda
coztinmeyen lif (NDF) igerigini onemli diizeyde dustirdugu (P<0.05), ancak
gozlenen bu azalmanin asit deterjanda ¢oziinmeyen lif (ADF) iceriginde
onemsiz oldugu belirlenmistir (P>0.05). Ayn1 arastiricilar, taze misirin NDF ve
ADF igeriginin sirasiyla %48.8 ve 26.7 oldugunu belirlemisler ve misir silajinin
NDF igerigini kontrol ve inokulant gruplarinda sirasiyla %46.2 ve 43.0, ADF
icerigini ise %26.5 ve 24.6 olarak saptamislardir. Diger yandan LAB
inokulantlarmnin hiicre duvari bilesenlerini etkilemedigini gosteren ¢alismalara
da rastlanmistir (Kung ve ark. 1993, Filya 2002a, Kleinschmit ve ark. 2005,
Kleinschmit ve Kung 2006b).

Genel olarak, LAB’ nin hiicre duvarmi olusturan polisakkaritleri
fermente edebilme yetenekleri yoktur. Bu bakteriler sadece basit sekerler ile cok
az sayida disakkaritleri (sukroz ve maltoz) metabolize edebilirler. Silaj
fermantasyonu acgisindan yapisal karbonhidratlardan yararlanma ancak
hidrolitik aktiviteyle mumkiin olabilir. Bitkiler hticre duvari hidrolitik
enzimlerini uretmelerine karsimn, bu enzimlerin yapisal karbonhidratlar
tizerindeki etkileri, spesifik organ ve dokular tarafindan kisitlanmaktadir. Bitki
btinyesinde bulunan dogal hidrolazlar, hiicre duvarini genisletebilmekte veya

¢ok duistik oranlarda hiicre duvari kapsamini azaltabilmektedirler (Fry 1985,
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Carpita 1997). Laktik asit bakterilerinin hiicre duvarm olusturan
polisakkaritleri parcalayamadiklar1 bilinmekle birlikte son yillarda L. buchneri,
L. reuteri, L. crispatus ve L. brevis gibi baz1 6zel 'L AB suslarinin ferulate esteraz
trettigi kaydedilmistir. Ferulate esterazin hiicre duvar1 kapsamini azaltabildigi,
bu sayede silaj buinyesindeki ¢oztinebilir karbonhidratlarin miktarmin arttig1 ve
cozunebilir karbonhidratlardaki bu artisin ise silaj fermantasyonunda
kullanilabilecek ilave substrat sagladig: bildirilmektedir. Ancak ileri stirtilen bu
yeni yaklasimin desteklenmesi icin daha fazla ¢calismanin yapilmasi gerektigi de

ifade edilmektedir (Nsereko ve ark. 2008).

Diger yandan hemiselliilozlarin asit hidrolizi yavas seyreden bir
kimyasal parcalanmadir. Dogal silaj fermantasyonunda NDF igerigindeki
azalmanin %0.5” ten bile diistik seviyelerde gerceklestigi bildirilmektedir (Muck
1996). Sayet silolanacak bitki smirli diizeyde SCK igeriyorsa, yapisal
karbonhidratlarin LAB tarafindan fermente edilebilir forma
dontstiirtilebilmeleri icin ytiksek hidrolitik aktivite gereklidir. Bu da ancak,
ticari enzim preparatlarinm kullanimi ile gergeklestirilebilir. Ayrica
polisakkaritlerin hiicre matriksindeki kompleks yapilarindan dolayr LAB’ nin
kullanabilecegi monosakkarit formuna dontisttirtilebilmeleri igin tek bir enzim

katilmasinin da yeterli olmayacag bildirilmektedir (Rook ve Hatfield 2003).

Enzim kullanimmin ekonomik olmadig1 durumlarda L. amylovorus elde
edilen o-amilaz geninin ya da rumendeki funguslarin fibrolitik enzimlerini
(sellilaz, ksilanaz vb.) kodlayan genlerden birinin L. plantarum’ a
klonlanmasiyla elde edilen modifiye organizmalardan da yararlanmanin
mumkiin olabilecegi belirtilmektedir (Fitzsimons ve ark. 1994, Kung ve ark.
2003). Yapilan calismalarda, bu organizmalarin genellikle baklagiller ile iliman
iklim cayir otu silajlarinda, kullanilabilir karbonhidrat igerigini basit sekerler ve
sukroz yoniinden artirmak suretiyle, silaj fermantasyonunda yarar sagladigini

gostermektedir (Fitzsimons ve ark. 1994).
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Inokulant etkisi disinda da, silolama siiresinin uzamasma bagli olarak,
sure gelen asidik kosullar silajlarin  hiicre duvar1 fraksiyonlarim
azaltabilmektedir (Muck 1996). Jones ve ark. (1992) baklagil ve cayir otu
silajlarinda ytruttiikleri calismalarinda, silolama stiresinin uzamasina bagl
olarak, silajlarin pektik ve hemiselliilotik fraksiyonlarinda énemli sayilabilecek
bir azalmanin meydana geldigini saptamislardir. Arastiricilar, s6z konusu
degisimin arabinozal kalintilar bicimde gerceklestigini belirterek, arabinozal
dallarin furanoz formda bulunduklarini ve bu dallarin zayif asitlere bile agik

oldugunu bildirmislerdir.
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2.6. Laktik Asit Bakteri Inokulantlarinin Silajlarin  Aerobik
Stabiliteleri Uzerine Etkileri

Aerobik stabilite (silo 6mrii), agilan bir silajin 1ssnmadan ve bozulmadan
kaldig1 stirenin uzunlugudur (Kung 1998). Aerobik bozulma kompleks bir stireg
olup, silolanan trtniin mikrobiyal bilesimi, fermantasyon ozellikleri, silaj

kiitlesinin sicakligr ve silaj yogunlugu olusabilecek kayiplari etkilemektedir

(Ohyama ve ark. 1975).

Aerobik bozulma tizerinde etkili olan mikroorganizmalarin basinda
maya ve kiifler gelmektedir (McDonald ve ark. 1991). Bu mikroorganizmalar
silajdaki sekerleri ve laktik asit gibi fermantasyon {irtinlerini tiiketerek, biiytik
miktarlarda KM ve besin maddeleri (vitamin, protein ve karbonhidrat) kaybina
neden olurlar. Ayni zamanda silajin lezzetini azaltarak yem degerini de
degistirirler (Sclatter ve Smith 1999). Mayalar, iyi fermente olmus silajlarda 10
cfu/g, bozulmus silajlarda ise 10> cfu/g a kadar degisen diizeylerde
bulunabilirler (Middelhoven ve van Baalen 1988). Daniel ve ark. (1970) maya
poptilasyonu 10° cfu/ g olan silajlarin, aerobik bozulmaya agik silajlar oldugunu
bildirmislerdir. Baz1 kiif turleri mikotoksin ve diger toksik bilesikler
tiretebilirler. Silajlardaki besin maddeleri kayb1 ve mikotoksin olusumu, silajin
gerek ekonomik degerini gerekse besleme degerini dustirtir. Bu tip silajlar
hayvanlarin yem tiiketimini azaltir, besin maddelerinin sindirilebilirligini

olumsuz yonde etkiler, emilimi diistirtir ve toksik etki yaratabilir (Sclatter ve

Smith 1999).

Silajlarin aerobik olarak bozulmasindan ozellikle maya ve kiif gibi
mikroorganizmalar sorumlu olurken, aerobik olarak bozulmus silajlardaki
kimyasal, fiziksel ve mikrobiyal degisiklikler, bakterilerin de bozulmadan
sorumlu mikroorganizmalar olabilecegini gostermistir (Woolford ve ark. 1982).
Spoelstra ve ark. (1988) aerobik bozulmaya asetik asit bakterilerinin de sebep
oldugunu bildirmislerdir. Barry ve ark. (1980) ise yemleme doneminde

bozulmaya sebep olan mikroorganizmalarin aside dayanikli aerobik bakteriler
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oldugunu belirtmislerdir. Diger yandan kotii fermente olmus silajlarda goriilen
Listeria gibi patojenik bakteriler ile Clostridium botulinum, C. butyricum ve
C. tyrubutyricum gibi spor olusturan bakteriler de silajlarin hijyenik kalitesini
etkiler ve besleme degerini onemli ¢lglide dustirtirler (Wilkinson 1999). Bu
mikroorganizmalardan C. botulinum, botulinum toksini {iretir. S6z konusu
toksin dogada bulunan en gticlii ndrotoksindir ve kaslarda felclere neden olur
(Adams ve Moss 2000). Ayrica C. butyricum ve C. tyrubutyricum’ un silajlarda
bulunmasi, stit ve stit tirtinlerinin kalitesini de dustirmektedir (Klijn ve ark.

1995).

Aerobik bozulma tizerinde silajlarin fermantasyon 6zellikleri de etkilidir.
Silaj btinyesinde kullanilmadan kalan sekerler ile yiiksek diizeyde olusan laktik
asit, aerobik stabiliteyi diistirmektedir. Bazt maya ve kiifler artan sekerler ile
laktik asidi besin maddesi olarak kullanip silajlarda CO; tiretimine yol agmakta,
bunun sonucunda ortam pH’ sinda ve sicakliginda artis meydana gelmektedir
(Ashbell ve ark. 1991). Dawson ve ark. (1990) aerobik mikroorganizmalarin
besin maddelerini metabolize etmeleri sonucunda siloda olusan sicaklik ve pH

artisin1 “aerobik instabilite” olarak tanimlamaktadar.

Aerobik stabilite tizerinde etkili diger bir faktor de cevre sicakligidir.
Yiiksek sicaklik (35-45°C) mikrobiyal aktiviteyi tesvik ederek, silajn hizli bir
sekilde bozulmasma neden olur (Uriarte 2001). Dolayisiyla sicak bolgelerde
yapilan silajlar, soguk bolgelerde yapilan silajlara gore ve yaz aylarinda yapilan

silajlar da kis aylarinda yapilan silajlara gore daha fazla isimirlar (Filya 2001).

Silaj yogunlugu da aerobik bozulma stirecini etkilemektedir. Lindgren ve
ark. (1988) aerobik bozulmaya neden olan mikroorganizmalarin silaj yogunlugu
artikga, azaldigini bildirmektedirler. Silaj yogunlugu tizerinde porozite etkilidir.
Porozite, silaj biinyesine hava giris miktarini ayarlamaktadir (Muck ve Holmes
2000). Hava giris mekanizmastyla ilgili yapilan arastirmalar; kiigtik boyutlarda
parcalanan bitkisel materyalin, daha biiytik boyutlarda pargalanan bitkisel

materyale gore silo igerisine hava girisine daha az olanak tanidigini gostermistir
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(McGechan 1990). Ayrica genel olarak silaj yogunlugu azaldikca, siloya giren
havanin yogunlugu da artmaktadir (Muck ve Holmes 2000).

Homofermantatif LAB inokulantlarinin misir silajlarinin  aerobik
stabiliteleri tizerindeki etkilerinin incelendigi arastirmalardan degisik sonuglar
almmistir. Bu inokulantlar; kullanildiklar: silajlarin aerobik stabilitelerini
cogunlukla dustirmusler (Muck 1993, Weinberg ve Muck 1996), kimi calismada
artirmis (Sebastian ve ark. 1989), kimisinde ise etkilememislerdir (Filya ve ark.
2002a). Muck ve Kung (1997) 1990-1995 yillar1 arasinda yapilan bir dizi
arastirma sonucunu derledikleri c¢alismalarinda, hLAB inokulantlarinin
kullanildig1 arastirmalarin %60 1nda silajlarmn  aerobik stabilitelerinin
dustugunu belirlemislerdir. Arastiricilar bu durumun nedenini, fermantasyon
sirasinda olusan diistik asetik asit ile ytiiksek laktik asidin silajlarin havaya
maruz kaldiklar1 donemde antifungal ajan olarak yetersiz kalmasina
baglamislardir. Weinberg ve ark. (1993) ile Filya (2002b) L. plantarum+E. faecium’
un musir silajimin fermantasyon ozelliklerini gelistirdigini ancak aerobik
stabilitesini dustirdtigtinti belirlemislerdir. Aerobik stabilitedeki diistise bu
silajlardaki ytiksek diizeydeki laktik asidin ve distik diizeydeki UYA’ nin
neden oldugunu bildirmislerdir. Bu arastiricilardan Weinberg ve ark. (1993)
aerobik donemde musir silajinin CO; tiretimini kontrol ve inokulant kullanilan
silajlarda sirasiyla 0 ve 8.6 g/kg KM olarak belirlemislerdir. Filya (2002b) ise
mustr silajinin CO,, maya ve kiif iceriginin kontrol silajinda sirasiyla 12.3 g/kg
KM, 4.8 ve 5.3 cfu/g oldugunu belirlerken, bu degerleri inokulant kullanilan
silajda sirasiyla 18.8 g/kg KM, 7.2 ve 8.6 cfu/g olarak saptamistir. Danner ve
ark. (2003) uyguladiklar1 aerobik stabilite testinde, misir silajjun pH’ smi
kontrol grubu, P. pentosaceus 147 ve L. plantarum 268 kullanilan silajlarda
sirasiyla 3.81, 3.88 ve 3.83; asetik asit konsantrasyonunu 16.5, 8.4 ve 8.1 g/kg
KM olarak saptamislardir. Ayni arastiricilar, fermantasyonda saglanan diisiik
pH' ni, silajlarin agildiktan sonraki donemde aerobik mikroorganizmalar:
engellemede yetersiz kaldigin1 bildirmislerdir. Filya ve Sucu (2003) LAB

inokulantlarmin kullanildig: bir dizi arastirma sonucunu degerlendirmisler ve
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ho[LAB inokulantlarinin musir silajlarmnimn CO; tiretimleri (16.3 g/kg KM) ile maya
(9.5 cfu/g) ve kuf iceriklerini (3.2 cfu/g) onemli diizeyde artirdigin
belirlemisler ve kontrol silajinda ayn1 parametreleri sirasiyla 13.9 g/kg KM, 7.9
cfu/g ve 2.3 cfu/g olarak saptamislardir. Ayni arastiricilar yapilan silajlari
gorsel olarak degerlendirdiklerinde ise "LAB inokulantlarinin kullanildig:
silajlarin, noktalar halinde ytizeye yayilmis bir sekilde kiif igeren silaj
kategorisinde yer aldigini tespit etmislerdir. Filya ve ark. (2006) musir silajinin
CO; tiretimini kontrol ve L. plantarum kullanilan silajlarda sirasiyla 42.19 ve

46.88 g/kg KM, maya icerigini ise 5.88 ve 5.94 cfu/g olarak belirlemislerdir.

Heterofermantatif LAB inokulantlar1 c¢ogunlukla silajlarin aerobik
stabilitesini  artirmaktadir (Muck 1996, Weinberg ve Muck 1996).
Heterofermantatif LAB” den silaj katki maddesi olarak en yaygin kullanilam
L. buchneri” dir. Lactobacillus buchneri’ nin maya ve kuf gelisimini baski altina
alabilme potansiyeli ilk kez Cooke (1995) tarafindan tanimlanmistir. Daha sonra
Muck (1996) L. buchneri’ nin laktik asidi fermente ederek asetik asit tirettigini,
bu asidin ise aerobik siirecte bozulmaya sebep olan maya ve kiiflerin
cogalmasmi engelledigini ve silajlarin aerobik stabilitelerini artirdigim
bildirmistir. Oude-Elferink ve ark. (1999) ise L. buchneri’ nin laktik asidi; asetik
asidin yani sira 1,2-propanediol” e de fermente ettigini ve her iki metabolitin de

bozulmay1 6nledigini belirlemislerdir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Laktik asidin Lactobacillus buchneri tarafindan asetik asit ve 1,2-propanediol’ e
anaerobik olarak parcalanma yolu (Veiga-Da-Chuna ve Foster 1992)
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Ranjit ve ark. (2002) L. buchneri 40788" in musir silajinin asetik asit
konsantrasyonunu ¢nemli diizeyde artirdigimni (P<0.05) ve silajlarda yiiksek
diizeyde olusan asetik asidin ise kiif gelisimini onemli olctide engelledigini
belirlemislerdir. Arastiricilar, havanin oksijenine maruz biraktiklar: inokulantl
silajlarin 25 saatten daha fazla bozulmadan kaldiginmi gozlemislerdir. Taylor ve
Kung (2002) L. buchneri 40788+enzim kullandiklar1 calismalarinda, aerobik
surecte en erken bozulan musir silajmin kontrol grubu (47 saat) oldugunu
belirlerken; en gec bozulan silajin L. buchneri 40788 [sirastyla 6.6x10° (400 saat),
106 (371 saat) ve 5x10° (333 saat)] kullamilan grup oldugunu saptamislardir.
Danner ve ark. (2003) aerobik stabilite testi sonunda, musir silajimin pH’ sin1
kontrol ve L. buchneri 218 gruplarinda sirasiyla 3.81 ve 4.11, asetik asit
konsantrasyonunu 16.5 ve 55.5 g/kg KM olarak saptarlarken, silajlarin aerobik
dayaniklilik stiresini kontrol ve L. buchneri 218" de sirasiyla 40 ve 274 saat olarak
belirlemislerdir. Arastiricilar, silajlarin bozulmadan en az 100 saat kalabilmeleri
i¢in gerekli asetik asit diizeyinin 50 g/kg KM olmasi gerektigini belirtmislerdir.
Kleinschmit ve ark. (2005) misir silajinin aerobik dayaniklilik stiresini kontrol
grubu, L. buchneri 11A444 ve L. buchneri 40788 kullanilan silajlarda sirasiyla 39,
139 ve 45 saat olarak belirlemislerdir. Kleinschmit ve Kung (2006a) 43
calismanin sonucunu meta-analiz yontemi kullanilarak degerlendirmisler ve
arastirmalarinda uygulamalar1 kontrol grubu ve L. buchneri’ nin (<10° ve >10°
cfu/g taze materyal) iki farkli dozu olmak tizere tii¢ farkli kategoride
toplamuslardir. Arastiricilar, L. buchneri’ nin musir silajinin aerobik stabilitesini
artirdigin1 belirterek, silajlarin bozulmadan kaldiklar1 stirenin uzunlugunu
kontrol, <10° cfu/g ve >10° cfu/g gruplarinda sirasiyla 25, 35 ve 503 saat olarak
bulmuslardir. Filya ve ark. (2006) en dtisiik CO; tiretimi ile maya gelisiminin L.
buchneri kullanilan musir silajinda gerceklestigini (sirastyla 5.40 g/kg KM, 1.88
cfu/g) saptarlarken; en yiiksek CO; tiretimi ile maya gelisiminin kontrol
silajinda olustugunu (swrasiyla 44.19 g/kg KM, 5.88 cfu/g) belirlemislerdir.
Kung ve ark. (2007) L. buchneri kullandiklar1 musir silajmi (73 saat) kontrol
grubundan (37 saat) aerobik olarak daha dayanikli bulmuslardir. Ayni
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arastiricilar, L. buchneri” nin (maya ve kif sirasiyla 5.63-5.51 cfu/g) musir
silajinda maya ve kif gelisimini kontrol grubuna gore (6.05-7.29 cfu/g)
engelledigini de belirlemislerdir (P<0.05).

Son yillarda hem fermantasyon hem de aerobik stabilite acisindan ""LAB
ile "'LAB’ nin kombinasyon (h*hetLAB) olarak kullanildigi calismalarda, bu
inokulantlarin musir silajinin aerobik stabilitesini LAB inokulanti kullanilan
silajlara gore artirdig1 belirlenmistir (Ranjit ve Kung 2000, Filya ve Sucu 2003).
Weinberg ve ark. (2002) yuruttiikleri arastirmada, en yiiksek asetik asidin L.
plantarum+L. buchneri (22 g/kg KM) kullandiklar1 misir silajinda olustugunu, en
dustik asetik asidin ise kontrol silajinda gerceklestigini bildirmislerdir.
Arastiricilar, musir silajiin  aerobik dayamikliligimni CO. tretimi ve pH
bakimindan degerlendirmisler ve en ge¢ bozulmanin asetik asit icerigi ytiksek
olan L. plantarum+L. buchneri (swrastyla 18.3 g/kg KM, 4.7) kullanilan silajda
oldugunu, en erken bozulmanin ise asetik asit igerigi dustik olan kontrol
silajinda gerceklestigini belirlemislerdir. Taylor ve Kung (2002) L. plantarum+L.
buchneri 40788 kullandiklar1 misir silajim1 (303 saat) kontrol grubundan (47 saat)
daha stabil bulmuslardir. Filya (2003) fermantasyon sirasinda kullanilmadan
kalan sekerlerin aerobik mikroorganizmalar tarafindan tiiketildigini bunun da
mustr silajinin bozulmasinm hizlandirdigini belirlemistir. Arastirict COz tiretimi,
maya ve kuf igerikleri bakimindan en erken bozulan silajin kalinti seker
igeriginin ytiksek, asetik asit iceriginin diisiik oldugu kontrol grubu (CO»; 36.44
g/kg KM, maya; 7.26 ve kiif; 3.45 cfu/g); en geg¢ bozulan silajin ise kalint1 seker
igeriginin dusiik, asetik asit iceriginin yiiksek oldugu L. buchneri+L. plantarum
(COz; 9.61 g/kg KM, maya; 2.5 ve kiif; <2.00 cfu/g) kullanilan grup oldugunu
saptamistir. Kleinschmit ve Kung (2006b) P. pentosaceus R1094+L. buchneri
40788 in musir silajinin aerobik olarak dayaniklilik stiresini (~100-220 saat)
kontrol grubuna (~70-150 saat) gore onemli diizeyde artirdigini belirlemistir

(P<0.10).
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2.7. Laktik Asit Bakteri Inokulantlarinin Rumen Ekolojisi Uzerine

Etkileri

Rumen ekolojisi tizerinde anaerobik ortam, pH, mikroorganizmalar ve
faaliyetleri, besin maddeleri ve bilesimi ile besin maddelerinin fermantasyonu

sonucu sentezlenen UYA etkili olmaktadir (Church ve Pond 1988).

Rumendeki mikroorganizma popiilasyonu ve faaliyetleri {izerinde etkili
olan unsurlarin basinda rumen pH’ s1 ve UYA gelmektedir. Rumen pH’ sim
degistiren amilotik ve selliilotik olmak tizere iki temel bakteri grubu vardir.
Lifli maddelerin rumende sindirimi pH 6.0-6.2 arasinda gerceklesirken,
nisastanin sindirimi i¢in daha asidik kosullar (pH 5.0-6.0) gerekmektedir. Bu
nedenle rumen pH’ smin 5.8-6.4 arasinda olmasi gerektigi bildirilmektedir
(Murphy ve ark. 1982). Rumen pH’ sindaki degisim, besin maddelerinin
fermantasyonu sonucu rumende sentezlenen UYA bilesimini etkilemektedir

(Sekil 2.6, Kaufman ve ark. 1980).
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Sekil 2.6. pH regiilasyonu sonucu olusan ruminal fermantasyonun seyri

Rumen mikroorganizmalar:1 gelismeleri igcin gereksinim duyduklar:
enerjiyi besin maddelerinin fermantasyonu sonucu rumende olusan UYA, CO;
ve metandan karsilamaktadirlar. Bu trtinler ayrica mikrobiyal gelisim igin

gerekli olan karbon iskeletinin ve mukoza hiicrelerinin enerji kaynaginm
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olusturmaktadir (Beever 1993). Rumende mikrobiyal fermantasyon sonucu
sentezlenen UYA’ nin basinda asetik, propiyonik ve biitrik asit gelmektedir. S6z
konusu UYA rasyonlarin yapisindan etkilenmektedir. Optimum rumen
fermantasyonu igin rumende %50-60 asetik asit, %20-25 propiyonik asit ve
%15-20 biitrik asit olmas1 gerekmektedir (Ensminger ve ark. 1990). Rumende
olusan UYA bilesimindeki degisim siit tiretimi ve siittin bilesimi tizerinde etkili
olmaktadir. Rumende olusan propiyonik asit, siit tiretimi icin gerekli olan
enerjinin 6nemli kismini karsilamakta ve toplam UYA igerisindeki propiyonik
asidin molar konsantrasyonundaki artis dokulardaki enerjinin kullanim
etkinligini artirmaktadir (Armstrong ve Blaxter 1957). Rumende olusan asetik
asidin toplam UYA igerisindeki molar konsantrasyonundaki artis ise, stit yagi
olusumunu artirmaktadir (Jrskov ve ark. 1969). Buna karsin rumen propiyonik
asit konsantrasyonu ile siit yagi arasinda negatif bir iliski bulunmakta ve
rumende yiksek diizeyde olusan propiyonik asit, sut yag oranimni
dustirmektedir (Dijkstra 1994). Seymour ve ark. (2005) 20 arastirmanin
sonucunu derledikleri calismalari sonucunda, siit veriminin rumen biitrik
(r=0.47) ve propiyonik asit (r=0.23) konsantrasyonlar1 ile yiiksek diizeyde

baglantili oldugunu belirlemislerdir.

Laktik asit bakteri inokulantlarinin rumen UYA konsantrasyonu
tizerindeki etkilerinin incelendigi arastirma sonuglarina gore, soz konusu
inokulantlarin rumendeki propiyonik asidin molar konsantrasyonunu artirdigs,
asetik asidin molar konsantrasyonunu ise diistirdugu belirlenmistir (Sharp ve
ark. 1994). Benzer sonuglar Martin ve ark. (1994) tarafindan da elde edilmistir.
Arastiricilar, caywr otu silajinda fermantasyonu ve laktik asit tiretimini
sinirlayan  katki maddeleri kullaniminin  rumendeki propiyonik asidin
konsantrasyonunu  diisurdtigiini, fermantasyonu tesvik eden katki
maddelerinin ise rumendeki propiyonik asidi artirdigini belirlemisler ve
silajlarin laktik asit konsantrasyonu ile rumende olusan propiyonik asit
konsantrasyonu arasinda yiiksek bir korelasyon tespit etmislerdir. Ayrica

silajlardaki laktik asidin, silaja dayali rasyonlarla beslenen siit ineklerinde, stit



33

tiretimi icin gerekli olan besin maddelerinin degerlendirilmesini ayarlayan en
onemli faktor oldugunu bildirmislerdir. Benzer bir arastirmada da, laktik
asidin rumende hizla metabolize oldugu da, bunun sonucunda rumende
yiiksek diizeyde propiyonik asidin ve diistik diizeyde asetik asidin olustugu
belirlenmistir (Chamberlain ve ark. 1983).

Rumende olusan UYA’ nin molar konsantrasyonlarmin belirlenmesi ile
hayvan performanslarinin tahmin edilmesinde gelisme saglanabilecegi, bu
amagla in vitro gaz tiretim tekniginin kullanilabilecegi bildirilmektedir (Rymer
ve Givens 2002). Bu kapsamda ytrttiilmus olan bir calismada, misir silajinda
cesiti LAB inokulantlarinin in  vitro kosullar altinda rumen UYA
konsantrasyonlar1 tzerindeki etkisi Weinberg ve ark. (2004) tarafindan
incelenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda, "™LAB L. plantarum MTD1" in rumen
toplam UYA (237 mmol) ile biuitrik ve propiyonik asit konsantrasyonlarini
(sirasiyla 31.4 ve 25.1 mmol) kontrol grubuna gore (sirastyla 20.2 mmol ve 30.9
mmol) 6nemsiz diizeyde artirdigy, asetik asit konsantrasyonunu ise (43.5 mmol)
kontrol grubuna (45.7 mmol) gore dnemsiz diizeyde diisturdtigti saptanmistir
(P>0.05). Ayn1 arastiricilar, "LAB P. pentosaceus (154 mmol) ve L. pentosus’ un
(184 mmol) toplam UYA konsantrasyonunu onemli diizeyde dustirdiigtini
(P<0.05), htLAB L. buchneri (197 mmol) ve P11A44™’ nin (225 mmol) ise toplam
UYA konsantrasyonunu etkilemedigini (P>0.05), P. pentosaceus’ un (h°LAB)
rumen asetik (59.0 mmol) ve propiyonik asit konsantrasyonlarini (23.3 mmol)
artirdigini, biitrik asit konsantrasyonlarmi ise (10.8 mmol) kontrol grubuna
(sirasiyla 47.5, 23.3, 309 mmol) gore onemli diizeyde dustirdigini
saptamuglardir (P<0.05). Muck ve ark. (2007) kullandiklar1 MLAB’ nin
bir¢cogunun (L. plantarum MTD1, E. faecium C, E. faecium Q, L. plantarum, P.
pentosaceus E, P. pentosaceus A) yonca silajmin in vitro rumen biitrik asit ve
toplam UYA konsantrasyonlarim1 dustirdtigiinti, L. plantarum+E.faecium’ un ise

her iki parametreyi artirdigini tespit etmislerdir.
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2.7.1. Laktik asit Dbakteri inokulantlarinin silajlarin rumen
parcalanabilirlik o6zellikleri ile hayvanlarin performanslar1 iizerine

etkileri

Laktik asit bakteri inokulantlar: ile yapilan ¢alismalarda, inokulantlarin
besin maddelerinin sindirilebilirligi tizerindeki etkilerinin genellikle olumlu
yonde oldugu bildirilmistir (Bolsen ve ark. 1996, Kung ve Muck 1997, Filya
2000). Nitekim Luther (1986) L. plantarum’ un, Filya (2002a) L. plantarum+E.
faecium’ un (PPLAB) musir silajmin hem kalitesini hem de sindirilebilirligini
arttirdigini belirlemislerdir. Bu arastiricilardan Luther (1986) yiruttugu iki
denemeden birincisinde, musir silajjmun KM sindirilebilirligini kontrol ve
inokulant gruplarinda sirasiyla %65.7 ve 68.5; ikincisinde ise %67.7 ve 71.2
oldugunu belirlemistir. Filya (2002a) ise ayni parametreyi kontrol silajinda
%51.5, inokulant kullandig: silajda %60.1 olarak saptamustir. Weinberg ve ark.
(2007) gesitli LAB inokulantlarim1 kullandig1 ¢alismasinda, bazi inokulantlarin
muisir silajinin in vitro KM sindirilebilirligini [*°'LAB E. faecium Q (%64.5) ve L.
plantarum+E. faecium (%61.1), "tLAB L. buchneri (%63.1) ve P11A44 (%62.0)]
kontrol silajma (%59.6) gore artirdigmi, bazilarmin ise etkilemedigini
belirlemistir ("“LAB L. plantarum MTD1 ve P. pentosaceus E). Diger yandan Filya
ve ark. (2004b), Rodrigues ve ark. (2002) ile Polat ve ark. (2005) L. plantarum+E.
faecium’ un ("LAB ) musir silajimin in situ ve in vivo KM sindirilebilirligini
etkilemedigini bildirmislerdir. Bahsedilen bu ¢alismalardan Rodrigues ve ark.
(2002)" min yiritttigti arastirmada, misir silajimmm KM sindirilebilirliginin
kontrol ve L. plantarum+E. faecium iceren gruplarda sirasiyla %64.6 ve 64.5
oldugu belirlenmistir. Polat ve ark. (2005) ise 1 yash 3 bas Tiirkgeldi tokluda
yuruttikleri sindirim denemesi sonucunda soz konusu silajda KM’ nin
sindirilme derecesini kontrol silajinda %66.3, inokulant kullanilan silajda %69.8

olarak saptamislardir.
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Laktik asit bakterilerinin hticre duvar1 bilesenleri ve diger
komponentlerini nasil etkiledigi tam anlamiyla acgikliga kavusturulamamuistir
(Muck 1993). Ancak inokulant kullanimina bagh olarak silajlarda saglanan
dustik pH’ nin, hiicre duvart komponentlerinde bir azalma sagladigi ve
hemiselltilozun hidrolizini saglayan ek bir asit {ireterek hiicre duvari
fraksiyonlarini agtig1 ve sonugta hiicre duvarinin rumen mikroorganizmalarinca
daha kolay sindirilebilir hale geldigi tne stirtilmektedir (Bolsen ve ark. 1996).
Nitekim Polat ve ark. (2005) vyiuruttikleri sindirim denemesinde,
L. plantarum+E. faecium’ un musir silajjun ham selltiloz sindirimini 6nemli
diizeyde artirdigini belirterek, ham selliilozun sindirilme derecesini kontrol ve
inokulant kullanilan silajlarda sirasiyla %71.3 ve 78.6 olarak belirlemislerdir
(P<0.05). Weinberg ve ark. (2007) "LAB E. faecium Q (%45.2) ile htLAB L.
buchneri (%49.8) ve P11A44" tin (%49.6) musir silajmin NDF sindirilebilirligini
kontrol grubuna gore (%42.2) onemli diizeyde artirdigim1 saptamislardir
(P<0.05). Diger yandan Sanderson (1993) ve Filya (2002b) h*LAB L. plantarum+E.
faecium” un, Filya ve ark. (2006) ise L. buchneri’ nin (htLAB) musir silajinin NDF
sindirilebilirligini etkilemedigini bildirmislerdir. Filya (2002b) tarafindan
yurutiilen calismada, in situ NDF sindirilebilirligi kontrol ve inokulant
kullanilan silajlarda sirasiyla %41.4 ve 40.6 olarak belirlenirken, Filya ve ark.
(2006) ayn1 parametreyi kontrol silajinda %35.6, L. buchneri kullandiklari silajda

ise %35.5 olarak belirlemislerdir.

Laktik asit bakterilerinin misir silajjimin  organik madde (OM)
sindirilebilirligi {tizerindeki etkilerinin incelendigi arastirmalardan degisik
sonuglar alinmistir. Meeske ve Basson (1998) ile Kleinmans ve Hooper (1999)
tarafindan yuriitilen ¢alismalarda, L. plantarum+E. faecium musir silajimnin in vitro
OM sindirilebilirligini artirmus ve bu silajlar: tiiketen kuzular kontrol grubuna
gore daha iyi bir besi performans: gostermistir. Diger yandan Filya ve ark.
(2004b) "LAB L. plantarum+E. faecium’ un, Filya ve ark. (2006) ise "tLAB L.
buchneri” nin musir silajjmin OM parcalanabilirligini ve kuzularin besi

performanslarini etkilemedigini bildirmislerdir. Bahsedilen bu calismalardan
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ilkinde, OM parcalanabilirliligi kontrol grubu ve L. plantarum+E. faecium
kullanilan silajda sirasiyla %60.6 ve 62.5, ikincisinde ise kontrol grubu ve L.

buchneri kullanilan silajda sirastyla %62.4 ve 62.3 olarak saptanmistir (Filya ve

ark. 2006).

Muck (1993) hLAB inokulantlarinin, ruminantlarin performanslarmi
genellikle olumlu yonde etkiledigini bildirerek, bu inokulantlarin yapilan
calismalarn %25-40" mda yem tiiketiminde, canli agirlik artisinda, yemin
enerjisinin degerlendirilmesinde ve/veya siit tiretimde %5-11 diizeyinde artis
sagladiginmi bildirmistir. Wohlt (1989) siit sigirlarmi misir silaji ve yogun yem
karmastyla beslemis ve 8 haftalik deneme sonunda, L. plantarum ("°LAB) iceren
silaji tiiketen sigirlarin kontrol grubuna gore 0.7 kg/gtin daha fazla stit (%3.5
yaga gore diizeltilmis) verdigini belirlemistir. Ayn1 arastirici, L. plantarum’ un
stitlin bilesimini de olumlu yonde etkiledigini tespit etmis ve bu inokulantin stit
yag1 (45 g/ gun) ile stit proteinini (50 g/ gtin) artirdigini da saptamustir. Kung ve
ark. (1993) stit sigirlarmi %50 musir silaji, %45 yogun yem ve %5 yonca kuru otu
iceren komple rasyonla beslemisler ve L. plantarum’ un stit verimini 1.5 kg/gtin
diizeyinde (%3.5 yaga gore diizeltilmis) artirdigini saptamislardir. Kung ve ark.
(2003) 12 calismanin sonucunu degerlendirdikleri arastirmalarinda, L. plantarum
MTD1" in ("LAB) siit verimini 1.2 kg/giin diizeyinde artirdigim
belirlemislerdir. Dhiman ve ark. (1991) 16 calismanin sonuglarim1 derlemis ve
hoL AB inokulantlarinin silajdaki epifitik LAB sayisini en az 10 kat artirmasi
durumunda, siit veriminde %2.5 diizeyinde bir artisin saglanabilecegini
bildirmistir. West ve ark. (2005) Propionifreudenreichii bacterium+L. acidophilus
(hothetl, AB) iceren canli bakteri kiiltuirti kullandiklar1 arastirmalarinda, kontrol
rasyonunu ve canli bakteri kulttirtinii iceren komple rasyonu tiiketen ineklerin
stit tiretimini sirasiyla 37.40 ve 39.29 kg/gun, stit yagini ise 1.19 ve 1.31 kg/gtin
olarak saptamislardir. Raeth-Knight ve ark. (2007) L. acidophilus+P. freudenreichii
(hothetL AB, DFM1) ve L. acidophilus+P. freudenreichii+PF24 laktik asit susu
(hothet, AB, DFM2) igeren canli bakteri kiiltiirleri kullandiklar: ¢alismalarinda,

Holstein inekleri %12.7 yonca kuru otu, %46.2 misir silaji, %41.1 yogun yem
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karmasindan olusan komple rasyonla beslemislerdir. Arastirma sonucunda
arastiricilar, DFM1 canli bakteri kiiltiiriiniin siit ineklerinde KM tiiketimini ve
stit verimini etkilemedigini, DFM2 canli bakteri kiiltuirtintin ise stit tiretimini

kontrol grubuna gore 1.5 kg/gtin diizeyinde artirdigini belirlemislerdir.

Heterofermantatif LAB inokulantlarmin fermantasyon sirasinda
olusturdugu asetik asit; silajlarin KM kaybinda bir artis, silaj tiiketiminde ise
diistise neden olmaktadir (McDonald ve ark. 1973). S6z konusu inokulantlarin
hayvan performanslar1 tzerindeki etkilerini inceleyen az c¢alismaya
rastlanmistir. Bu ¢alismalardan Driehuis ve ark. (1999) ile Combs ve Hoffman
(2003) tarafindan ytriitilen arastirmalarda, L. buchneri’ nin siit ineklerinde yem
tuketimini ve siit uretimini etkilemedigi belirlenmistir. Bahsedilen
arastiricilardan Combs ve Hoffman (2003) L. buchneri kullandigr musir silajini
tiiketen ineklerinde, siit veriminin ve stit yaginn sirasiyla 42.2 kg/gtin ve %2.83
oldugunu, ayni parametrelerin kontrol silajini tiiketen ineklerde sirasiyla 41.3
kg/gun ve %2.92 oldugunu saptamistir. Ranjit ve ark. (2002) ise L. buchneri
40788 igeren muisir silajin1 tiiketen ineklerin canli agirliklarinda artis
saptarlarken, ayni inokulantin siit ineklerinde KM ve yem tiiketimini
etkilemedigini bildirmislerdir.

Laktik asit bakteri inokulantlarinin kullanimina bagli olarak hayvanlarin
performanslarinda saglanan ilerlemelerinin nedeni hentiz yeteri kadar acikliga
kavusturulamamistir (Weinberg ve ark. 2003, 2004, Muck ve ark. 2007).
Fermantasyon {irtinleri ile KM geri kazaniminda ve KM sindirilebilirliginde
saglanan artislarin hayvanlarin performanslarina olumlu yonde yansiyacagi
bildirilmektedir (Muck 1993). Ancak yapilan bazi ¢alismalarda bunlarin aksine
sonuglar alinmis ve LAB inokulantlarinin silaj fermantasyonunu ya da
sindirilebilirligini etkilemedigi durumlarda bile hayvan performanslarinda artis
gozlenmistir (Gordon 1989a, b, Kung ve ark. 1993). Keady ve ark. (1994)
L. plantarum MTD1" in (h°LAB) silaj fermantasyonunda herhangi bir gelisme
saglamaksizin silaj tiiketimi ile hayvanlarin performanslarinda artis sagladigini

belirlemiglerdir. S6z konusu artislarin nedeni bilinen mekanizmalarla
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aciklanamamis, dolayisiyla bu konu ile ilgili yeni hipotezler 6ne stirtilmiistiir.
Bu hipotezlerden biri, spesifik LAB suslarinin probiyotik etki gostermeleri ve
s0z konusu LAB tiirlerinin rumen mikroorganizmalar: ile etkilesime girerek,
hayvanlarin performanslarinda olumlu gelismelere neden olmalaridir
(Weinberg ve Muck 1996, Malik ve Sharma 1998). Diger bir hipotez ise LAB
inokulantlarinin silaj ve rumen ortaminda bulunan zararli mikroorganizmalar1
baski altina alan bakteriosin gibi bilesikleri {iretebilmeleridir (Vandenberg
1993). One siiriilen bu hipotezlerden sonra Muck ve ark. (2007) yonca silaji ile
yaptiklar1  calismalar1  sonucunda, silaj fermantasyonunda ya da
sindirilebilirlikte herhangi bir gelisme saglanmadig1 durumlarda bile LAB
inokulantlarinin  in  vitro rumen fermantasyonunu etkiledigini, bazi
inokulantlarin mikrobiyal biyokitle miktarini artirabilecegini ancak bu konunun
aydmlatilmas1 icin daha fazla c¢alismaya gereksinim duyuldugunu

bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Silaj materyali

Silaj materyali olarak Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal
Uygulama ve Arastirma Merkezi’ nde (40° 51' 39" kuzey enlemi-28° 51' 39"
dogu boylami) yetistirilen melez ADA 523 (Tarim ve Koyisleri Bakanlig:
Sakarya Tarimsal Arastirma Enstittisti, 2000, Tiirkiye) misir gesidi (Zea mays L.)
kullanilmustir. Arastirmada kullanilan misir, hamur olum déneminde (%32.72
KM) hasat edilmistir. Yetistirme doneminde topraga, 25 kg/da saf azot (10
kg/da ekimde, 15 kg/da bitkiler 40-50 cm boylandiginda), 10 kg/da saf fosfor
ve 10 kg/da saf potasyum gelecek sekilde giibre verilmistir. Bitkideki ortalama
yaprak sayisi 15.1 adet, bitki boyu yaklasik olarak 233 cm olarak tespit
edilmistir. S6z konusu c¢esidin dekara yesil ot verimi 8821.9 kg olarak
belirlenirken; KM, OM ve NDF verimleri sirasiyla 2886.5, 2496.6 ve 4525.6
kg/da olarak saptanmuistir.

3.1.2. Hayvan materyali

Arastirmada silajlarin in vitro gaz tiretim degerleri ile besin maddeleri
sindirilebilirliklerini belirlemek amaciyla yaklasik 500 kg canli agirliga sahip iki
bas Siyah-Alaca siit inegi kullanmilmigtir. Uludag Universitesi Ziraat Fakdiltesi
Tarimsal Uygulama ve Arastirma Merkezi’ nde barindirilan deneme hayvanlar:
arastirmaya baslamadan bir hafta once secilmistir. Hayvanlar bundan sonra
isletmede hazirlanmis olan kirik bugday, aycicegi tohumu kiispesi ile vitamin-
mineral karmas1 ve mermer tozundan olusan yogun yem karmasiyla birlikte,
stit yemi ve musir silajiyla beslenmislerdir. Her bir hayvanin tiiketecegi gtinliik
yem miktari iki esit parcaya ayrilarak, sabah ve aksam olmak tizere iki 6gtinde
verilmistir. Hayvanlar bireysel olarak barmndirilmis ve onlerinde stirekli temiz

igme suyu bulundurulmustur.
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3.1.3. Arastirmada kullanilan laktik asit bakteri inokulantlar1

Arastirmada kullanilan LAB inokulantlar1 ABD’ de bulunan Siit
Sigircilign Kaba Yem Arastirma Merkezi” nden (US Dairy Forage Research

Center, Department of Forage Preservation, Madison, WI) saglanmistir

(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan LAB inokulantlar:

No Inokulantlar Kaynak Kisaltma
holAB inokulantlar:

1 Lactobacillus plantarum iceren ~ Chr. Hansen Biosystems, =~ Biomax®5
Biomax®5 Milwaukee, WI

2 Lactobacillus plantarum ve Pioneer Hi-Bred P 1132™
Enterococcus faecium igeren International Inc., Des
Pioneer 1132™ Moines, TA

3 Lactobacillus plantarum MTD1 Ecosyl®, Yorkshire, UK L. plantarum MTD1

4 Lactobacillus pentosaceus Ecosyl®, Bio Products, L. pentosaceus

Billingham, England

5 Pediococcus pentosaceus Agri-King, Fulton, IL P. pentosaceus

6  Lactobacillus pentosus Agri-King, Fulton, IL L. pentosus
hetL AB inokulantlar:

7 Lactobacillus buchneri iceren Pioneer Hi-Bred P 11A44™
Pioneer 11A44™ International Inc., Des

Moines, TA

8  Lactobacillus buchneri ve Biotal Canada Limited, L. buchneri
hidrolitik polisakkarit Calgary, Alberta, Canada
enzimleri
ho+het] AB inokulant

9 Lactobacillus plantarum ve Lallemand, Saint-Simon,  Lalsil®

Propionibacterium
acidipropionici iceren Lalsil®

France

ho[LAB, homofermantatif laktik asit bakterileri; hetLAB, heterofermantatif laktik asit bakterileri; ho+het AB,
homofermantatif ve heterofermantatif laktik asit bakterilerinin kombinasyonu
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3.2. Yontem
3.2.1. Silajlarinin hazirlanmasi

Misir, hamur olum doneminde hasat edilmis ve silaj makinesinde
yaklasik 2.0 cm boyutunda parcalanmustir. Silaj katki maddesi olarak, 6 "LAB,
2 het, AB ve 1 hothetl, AB inokulant: kullanilmistir. Tiim inokulantlar Cizelge 3.2’
de belirtilen miktarlarda tartilarak (10° cfu/g icerecek sekilde) 40 mL steril suda
ayri ayrit ¢oziinduriildikten sonra, temiz bir alana yayilan taze materyale
homojen bir sekilde piiskiirtiilerek karistirilmislardir. Katki maddesi icermeyen
kontrol grubuna da ayn1 miktarda su ilave edilmistir. Daha sonra silaj materyali
1.5 L lik hava giris ¢ikisina izin vermeyen ve yalmizca gaz cikismna olanak
taniyan ©zel laboratuvar silolarma (Weck, Wehr-Oflingen, Germany)

silolanmustir.

Cizelge 3.2. Taze materyale uygulanan inokulant miktarlari (g)

Uygulama Miktar
Biomax®5 0.103
P 1132™ 0.348
L. plantarum MTD1 0.530
L. pentosaceus 0.181
P. pentosaceus 0.910
L. pentosus 1.860
P 11A44™ 0.348
L. buchneri 1.420
Lalsil® 4.970

Arastirmada her uygulama 3 paralelden olusmus ve 10 uygulama
(1 kontrol + 9 LAB inokulanti), 4 farkli agim donemi (2., 4., 8. ve 60. giin) olmak
tizere toplam 120 adet (3x10x4) siloda silaj hazirlanmistir. Her bir silo ortalama
1177.01 g taze materyal ile doldurulmus ve sikistirma yogunlugu 260.27 kg
KM/m3 olarak hesaplanmistir. Silolamanin 2., 4., 8. ve 60. gtinlerinde 3’ er silo

acilarak pH, KM ve KM kayiplar1 saptanmis, mikrobiyolojik analizleri aym
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giinler icerisinde yapilmustir. Agilan bu silajlardan 40 g 6rnek alinip tizerine 360
mL steril su (1:9) ilave edilerek stomacher’ da (IUL Instruments, Barcelona,
Spain, Sekil 3.1) 3 dk calkalandiktan sonra filtre kagidindan (Whatman No 54,
International Ltd. Maidstone, England) stztlmiistiir. Elde edilen bu stiztik
12.000 devir/dk” da 20 dk santrifiij (Sigma, 6K 15, Germany) edilmis ve steril
ependorf tiiplere aktarilarak, diger analizlerin yapilacag1 zamana kadar -20°C’
de derin dondurucuda (Inoksan, Derby Unig, Bursa, Tiirkiye) muhafaza

edilmistir.

Sekil 3.1. Stomacher

3.2.2. Silajlarin in vitro gaz iiretim degerlerinin belirlenmesi

Silolamanin 60. giintinde acilan silajlarin, in vitro kosullarda gaz tiretim
degerleri Menke ve Steingass (1988) tarafindan tamimlanan “Gaz Uretim
Teknigi” kullanilarak belirlenmistir. Yontemde yemlerin gaz tretimini
saptayabilmek icin 100 mL hacimli 6zel cam siringalar (Model Fortuna, Haberle
Labortechnik, Lonsee-Ettlenschie, Germany) kullanilmistir. Yontemin
uygulanmasi sirasinda cam ttiplere yaklasik 569 mg (200 mg kuru yem) taze
silaj ornegi tartilmis, sirmganin sadece piston kismina gaz olustugu zaman
kolay hareket edebilmesi icin vazelin striilmiistiir. Her bir 6rnek i¢in 3 siringa
hazirlanmistir. Ayni1 zamanda kor deneme (sadece rumen sivist:yapay tiikritk
karisimi icerecek cam siringalar) icin 3 paralel siringa hazirlanmistir. Yapay
tukriik ¢ozeltisini (Sekil 3.2) hazirlamak igin diiz tabanli cam bir balona 712.5

mL saf su, 360 mL makro mineral ¢ozeltisi, 360 mL tampon ¢ozelti, 0.18 mL
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mikro mineral ¢ozeltisi ve 1.80 mL resazurin ¢ozeltisi ilave edilerek 39°C’ ye
ayarlanmis 6zel yapim termostatli bir su banyosunun igine yerlestirilmistir.
Bundan sonra balona 75 mL rediiksiyon ¢ozeltisi ilave edilmis ve magnetik
karistiricida karistirilmistir. Bir yandan da balon igerisindeki yapay tiikriik
karisimina bir hortum araciligiyla diisiik akimli COz gaz1 verilmistir. Bu isleme
balon igerisindeki ¢ozeltinin rengi maviden pembeye donene kadar devam
edilmis ve renk pembeye dondiigiinde CO, gaz1 veren hortumun ucu balon

igerisindeki karisimin tist ytizeyine ¢ikarilarak, gaz akisina devam edilmistir.

Sekil 3.2.Yapay tuikriik ¢ozeltisi

Bir yandan yapay tiikriik ¢ozeltisi hazirlanirken bir yandan da 2 bas
Siyah-Alaca inekten (yemlemeden hemen o©nce) rumen sivisi, Ozafagustan
rumene indirilen yumusak bir hortum ve pompa yardimiyla vakum
yaptirilarak alinmistir. Daha sonra rumen sivist bir termos icerisinde (39°C" ye
ayarli) laboratuvara getirilip, sicakliginm1 kaybetmeden 2 kat tiilbent bezinden
stiziilmiistiir. Onceden hazirlanan 1500 mL’ lik yapay tiikriik ¢ozeltisine 750 mL
rumen s1visl ilave edilmistir. Cam balon igerisindeki rumen sivisi/yapay tiikriik
karistminin iyice karismasini saglamak icin 15 dk stire ile karistirma islemine
devam edilmistir. Bu siire sonunda, 30 mL rumen sivisi/yapay tiikriik karisimi
yar1 otomatik bir pipet yardimiyla cam siringalara aktarilmis ve siringalar 39°C

deki su banyosunda inkiibasyona birakilmislardir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Inkiibasyon tinitesi

Siringalarda olusan gaz hacmi 3, 6, 12, 24, 48, 72 ve 96 saatlik inkiibasyon
stireleri sonunda kaydedilmis ve elde edilen veriler @Jrskov ve McDonald
(1979) tarafindan gelistirilen P=a+b(l-e<t) eksponensiyal denklemine
uyarlanmis olan GP=a+b(1-e-<*) eksponensiyal denklem kullanilarak Neway

bilgisayar programinda (Chen 1994) hesaplanmustir. Bu denklemde;

GP: Stireye (t) bagli olarak substrattan elde edilen gaz tiretimini (mL)
a: Yemin yapay rumene konuldugu ilk anda olusan gaz hacmini (mL)
b: Stireye bagli olarak olusan gaz hacmini (mL)

a+b: Toplam (potansiyel) gaz tiretimini (mL)

c: Gaz tiretim hiz sabitini (saat! veya %)

t: Gaz tiretim stiresini (saat), gostermektedir.

3.2.3. Silajlarin metabolik enerji degerlerinin belirlenmesi

Silaj orneklerinin ME degerlerinin belirlenmesinde Menke ve ark. (1979)

tarafindan kaba yemler icin bildirilen formiil kullanilmistir.

ME (MJ/kg KM) = 2.20 + 0.136 x GU + 0.057 x HP (R?= 0.94)
GU: 24 saatlik inkiibasyon sonundaki net gaz iiretimi (mL)

HP: KM’ de ham protein (%)
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3.24. Silajlarin in vitro gercek kuru madde, notr deterjanda

coziinmeyen lif ve organik madde sindirilebilirliklerinin belirlenmesi

In vitro kosullarda silajlarm gercek sindirilme dereceleri “Ankom®
DAISY" Inkiibatér” (Ankom® Technology Corp., Fairport, NY, USA) cihaz1
kullamilarak  saptanmistir ~ (Sekil 3.4). Yemlerin sindirilebilirliklerini
saptayabilmek icin ¢ok katmanli polyesterden yapilmis filtre torbalari
kullanilmistir (Ankom® F57 filter bag, Ankom® Technology Corp., Fairport,
NY, USA). Filtre torbalar1 kullanilmadan hemen once asetonla yikanmis ve

100°C" de 24 saat kurutma dolabinda kurutulduktan sonra tartilmislardir (D1).

Sekil 3.4. Ankom® DAISY" inkiibator

Daha sonra 0.25 g silaj 6rnegi konan filtre torbalarmin agizlar1 sicak
presle kapatilmistir (Impulse Sealer, American International Elactric Inc., AIE-
200, Taiwan, Sekil 3.5). Filtre torbalar1 65°C’ de 48 saat kurutma dolabinda
kurutulduktan sonra tekrar tartilip inkiibasyona hazir hale getirilmislerdir (D2).
Her bir 6rnek igin 4 torba hazirlanmistir. Ayni1 zamanda kor deneme icin sicak

presle kapatilmis 4 adet bos torba olusturulmustur.
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Sekil 3.5. Sicak pres

Yapay ttikrtigti hazirlamak icin 2 adet tampon ¢ozelti (Tampon A ve B)
kullanilmistir (Goering ve Van Soest 1970). Tampon A c¢ozeltisi; 10.0 g
potasyum hidrojen siilfat (KH2POs), 0.5 g magnezyum siilfat (MgSO47H20), 0.5
g tuz, 0.1 g kalsiyum klortir (CaCl22H>O) ve 0.5 g tirenin 1 L saf su igerisinde
coztinduriilmesiyle hazirlanmistir. Tampon B ¢ozeltisi ise; 15.0 g sodyum
karbonat (NaxCOs), 1.0 g sodyum siilfatin (Na2SeH20) 1 L saf su icerisinde
cozundirulmesiyle hazirlanmistir. Hazirlanan tampon ¢ozeltilerin pH’ lar1 6.8
e ayarlanmistir. Tampon A ve B ¢ozeltileri kullanilmadan hemen 6nce 39°C" de
isitilmiglardir. Ankom® DAISY" Inkiibator cihazimin yem ornegi koyma
kavanozuna once 266 mL tampon B ¢ozeltisinden, daha sonra 1300 mL tampon
A c¢ozeltisinden ilave edilmistir. Bu sekilde hazirlanan tampon c¢ozeltinin
igerisine yem ¢rnekleri bulunan filtre torbalar yerlestirilmistir. Tampon ¢ozelti
hazirlanirken bir yandan da 2 bas Siyah-Alaca inekten rumen sivis1 alinmistir.
Rumen sivis1 39°C’ ye ayarli bir termos igerisinde laboratuvara getirilip, 2 kat
tulbent bezinden stiziildiikten sonra, hazirlanan yapay tiikriik ¢ozeltisine 400
mL dizeyinde ilave edilmistir. Kavanozlarin kapaklar1 kapatilarak kavanoz
icerisine CO; gazi verilmistir. Daha sonra kavanozlar Ankom® DAISY"

inkiibatorde 48 saat stireyle 39°C’ de inkiibasyona birakilmislardir.

Inkiibasyon siiresi sonunda yapay rumen ortamindan ¢ikarilan filtre
torbalar1 ¢cesme suyunda iyice yikanmuglar ve 65°C" de 48 saat inkiibatorde
kurutularak tartilmislardir (Ds). Rumende silaj orneklerinin gercek KM

sindirilebilirligi asagidaki esitlikten yararlanilarak hesaplanmistir (Bunge 2006).
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Gercek KM sindirilebilirligi, % =100 - [-------------- x 100 ]

Bu islemlerden sonra aynu filtre torbalar1 Ankom?00/220 Selliiloz Tayin
Cihaz’ inda (Ankom®200/220 Fiber Analyzer, Ankom® Technology Corp.,
Fairport, NY, USA, Sekil 3.6) 2 L’ lik NDF c¢ozeltisi (Ankom Neutral Detergent
Dry Powder) ile 100°C” de 75 dk kaynatilmistir. Kaynatma sonunda haznedeki
cozelti bosaltilmis, 2-3 defa sicak saf suyla yikanan torbalar, plastik tasryicidan
almarak yemdeki yagin uzaklastirilmas: icin 3-5 dk asetonla yikanmuistir.
Asetonla yikama islemi 2-3 kez tekrarlandiktan sonra torbalar once ortam
sicakliginda yaklasik 1 saat kadar, daha sonra da 105°C” de 1 gece kurutulup
tartilmislardir (Dy).

Sekil 3.6. Ankom®200/220 Selliiloz Tayin Cihaz1

Rumende silaj orneklerinin gercek NDF sindirilebilirligi asagidaki
esitlikten yararlanilarak hesaplanmistir (Bunge 2006). Yem orneginin orijinal

%NDF icerigi (De, Cizelge 4.4), KM igerigi (%, D).

Gercek NDF sindirilebilirligi, % =100 — [-------------- x 100]
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Bu islemlerden sonra aymi filtre torbalari porselen kroze igerisine
yerlestirilerek 500°C" de kil firiminda 6 saat boyunca yakilmislardir (Ds).
Rumende silaj orneklerinin gercek OM sindirilebilirligi asagidaki esitlikten
yararlanilarak hesaplanmistir (Bunge 2006). Yem 6rneginin orijinal %OM igerigi

(KM-HK, Ds).

Gercek OM sindirilebilirligi % =100 — [--------------- x 100]

3.2.5. Kimyasal analizler

Taze materyal ve silaj 6rneklerinin KM, ham kil (HK) ve HP igerikleri
AOAC (1990) tarafindan bildirilen klasik analiz yontemlerine gore
belirlenmistir. Bu yontemlere gore silajlarin havada KM igerikleri, 200-250 g yas
ornek 60°C" de 48 saat havali kurutma dolabinda tutularak; HK igerikleri 3 g
yem Ornegi porselen kroze igerisine tartildiktan sonra ayarlanabilir kil firininda
(Ntive, MF 120, Ankara, Turkiye) 550-600°C" de 3.5-4 saat kademeli olarak
yakilarak; HP igerikleri ise Kjeldahl yontemi (Gerhadth, Bonn, Germany)
kullanilarak saptanmistir. Ayrica taze materyal ve silaj 6rneklerinin NDF, ADF
ve asit deterjanda ¢oziinmeyen lignin (ADL) iceriklerinin belirlenmesinde Van
Soest ve ark. (1991) tarafindan gelistirilen yontemler kullanmilmstir.
Hemiselltiloz (NDF-ADF) ve selliiloz icerikleri (ADF-ADL) hesap yoluyla

belirlenmistir.

3.2.5.1. pH olciimii

Bolum 3.2.1" de belirtildigi gibi hazirlanan sivi 6rneklerin pH degerleri,
tampon ¢ozeltiler (pH=4 ve pH=7) kullanilarak ayarlanmis olan elektronik pH

metre ile dlctulmiistiir (Sartorius, Basic PB-20, Goettingen, Germany, Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. pH metre

3.2.5.2. Suda ¢oziinebilir karbonhidrat analizi

Taze materyal ve silaj 6rneklerinin SCK analizleri Dubois ve ark. (1956)
tarafindan bildirilen fenol stilfiirik asit yontemine gore belirlenmistir. Derin
dondurucudan c¢ikarilan o¢rnekler c¢oziintinceye kadar oda sicakhiginda
bekletilmislerdir. Coziindiirtilen 6rnekler daha sonra saf su ile seyreltilerek (1:9)
kullanilmistir. Seyreltilmis 6rnekten ttiplere otomatik pipet yardimiyla 1 mL
aktarilmis ve tizerine 1 mL su, 0.150 mL %80" lik fenol (CeHsOH) ile 5 mL %98’
lik stilftirik asit (H2SO4) ilave edilerek 30 sn vortekste (Isolab, VM 20, Wertheim,
Germany) karistirilmis ve 15 dk sogutulduktan sonra 490 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (Shimadzu, UV Mini 1240, Japan) okunmustur (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Spektrofotometre

Standart egrisinin olusturulmas:: 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve 1 mL glukoz
soltisyonlarmin her biri 1 mL su bulunan tiiplere aktarilarak 2 mL’ ye
tamamlanmustir. Daha sonra tiiplerin icerisine 0.150 mL %80" lik fenol ile 5 mL
%98 lik sulfurik asit ilave edilmis ve 30 sn karistirilarak tup icerisindeki

¢ozeltinin iyice karismasi saglanmustir. Ttpler 15 dk sogutulduktan sonra
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490 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmus ve standart egri Microsoft

Excel bilgisayar programinda olusturulmustur.

Hesaplama: Orneklerin SCK degerleri standart egriden, okunarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar seyreltme katsayist (10) ile carpilarak yem
orneginin KM miktarma oranlanmis ve silajlarin KM' de %SCK igerikleri

saptanmustir.

3.2.5.3. Laktik asit analizi

Taze materyal ve silaj orneklerinin laktik asit konsantrasyonlar: Barker
ve Summerson (1941) tarafindan gelistirilen spektrofotometrik analiz
yontemine gore belirlenmistir. Derin dondurucuda saklanan ornekler analizin
yapilacagt giin ¢ikartilarak, c¢ozunitinceye kadar oda sicakliginda
bekletilmislerdir. Coziinen ornekler daha sonra 1:100 oraninda saf su ile
seyreltildikten sonra kullanilmistir. Seyreltilen Ornekten otomatik pipet
yardimiyla 1 mL siv1 tiiplere aktarimis ve tizerine 0.1 mL bakir stlfat
(6 g CuSOs /100mL saf su) ile 6 mL %98 lik stilfiirik asit ilave edilmistir.
Hazirlanan tiipler 30 sn vortekste karistirildiktan sonra 5 dk soguk su igerisinde
sogumaya birakilmistir. Bu stire sonunda ttiplere 0.1 mL para hidroksibifenil
(%0.5 NaOH/100mL saf su + 2.5 g %97 lik CéHsCsHsOH) eklenerek, tiipler
30 sn tekrar vortekste karistirilmis ve oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir.
Daha sonra ttipler 90 sn kaynar su icerisine daldirilip ¢ikarilmis ve sogumasi

beklendikten sonra spektrofotometrede 565 nm dalga boyunda okunmustur.

Standart egrisinin olusturulmasi: 213 mg lityum laktat 500 mL saf su
icerisinde c¢oziindurtilmiis ve tzerine 0.5 mL %98" lik sulftirik asit ilave
edilmistir (400 pg/mL). Elde edilen ¢ozelti, once 1:9 (40 pg/mL) daha sonra 1:1
(20 pg/mL, stok cozelti) oraninda saf su ile seyreltilmistir. Daha sonra stok
cozeltiden 2.5, 5.0, 10, 15 pg/mL lityum laktat icerecek sekilde yeni karisimlar
elde edilmistir. Tipler icerisine seyreltikten 1 mL aktarilmis ve tizerine 0.1 mL
bakir stilfat ile 6 mL %98" lik siilfiirik asit ilave edilmis, 30 sn vortekste

karistirllmis ve 5 dk soguk suda tutularak, sogumas: saglanmistir. Bu siire
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sonunda ttiplere 0.1 mL para hidroksi bi fenil ilave edilerek, ttipler 30 sn tekrar
vortekste karistirllmis ve 10 dk oda sicakhiginda tutulmuslardir. Daha sonra
tipler 90 sn kaynar su igerisine daldirilip ¢ikartilarak, sogumasi beklendikten
sonra 565 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmus ve standart egri

Microsoft Excel bilgisayar programinda olusturulmustur.

Hesaplama: Orneklerin laktik asit degerleri standart egriden okunarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar seyreltme katsayis1 (10) ile carpilarak yem
orneginin KM miktarma oranlanmis ve silajlarin KM’ de % laktik asit

konsantrasyonlar1 saptanmustir.

3.2.5.4. Organik asitler ve etanol analizi

Taze materyal ve silaj Orneklerinin organik asit ve etanol
konsantrasyonlari, gaz kromatografisinde (Agilent Technologies 6890N
Network GC System, 7683 B Series Injector, China, Sekil 3.9) kapillar kolon
(Stabilwax®-DA; Crossbond “Carbowax”-PEG asidik bilesikler i¢in, 30 m, 0.25
mm ID, 0.25um df, maksimum program sicakligi 260°C) kullanilarak
belirlenmistir. Analizler sirasinda kromatografinin firmi 100°C’ de 5 dk,
ardindan 10°C/dk artisla 160°C" de 2 dk ve son olarak 80°C/dk artisla 5 dk

bekleme seklinde programlanmustir.

Sekil 3.9. Gaz kromatografisi
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Ornekler gaz kromatografi cihazina enjekte edilmeden 6nce, 1 mL’ lik
viole konulan UYA standard: (Spelco™ WSFA-2 Mix Sigma-Aldrich Co, Sekil
3.10) ve etanol ¢ozeltisi (%96” lik) otomatik 6rnekleyici boltimiine yerlestirilerek
okunmus ve bilgisayarda cesitli pikler elde edilmistir. Bolim 3.2.1° de
belirtildigi gibi hazirlanan sivi Orneklerin organik asit bilesimleri (asetik,
propiyonik, biitrik) ve etanol konsantrasyonlari standart kromatogramdan

alman piklere gore belirlenmistir.

This qualitative water soluble fatty acid mixture contains acetic
(C2:0), propionic (C3:0), isobutyric (iC4:0), butyric (C4:0), isovaleric
(iC5:0), and valeric (C5:0) acids. The weight percent of each fatty
acid component is 0.1% in water. Each ampul contains 5mL of the
WSFA-2 mixture. 6

5
4

Acetic acid (C2:0) :

. Propionic acid (C3:0)
Isebutyric acid {iC4:0}

. Butyric acid (C4:0)

. Isovaleric acid (iC5.0)

. Valeric acid (C5:0)

DO W

Column: Nukol™, 30m x 0.53mm ID, 0.5pm
Cat. No.: 25327
Oven: 100°C to 200°C at 10°C/min
Carrier: helium, 10mL/min (100°C})
Det.: FID

Inj.: 1pL
0 5 10
Min 797-0172
T797009 SUPELCO
©1397 Sigme-Aldrich Co. Bellefonte, PA

Sekil 3.10. Standart kromatogram

3.2.5.5. Amonyak azotu analizi

Taze materyal ve silaj orneklerinin NH3-N analizi Kjeldahl distilasyon
tinitesinde (Gerhadth, Bonn, Germany) gerceklestirilmistir. Bu analiz igin
tartilan 40 g ornek 360 mL saf su ile stomacher” da 3 dk calkalandiktan sonra
filtre kagidindan suziilmiustiir. Elde edilen filtrattan 100 mL aliarak distilasyon
tinitesine yerlestirilmis ve 12 dk distile edildikten sonra 0.1 N %37" lik
hidroklorik asit (HCI) c¢ozeltisi ile titre edilmistir. Orneklerin NH3-N

konsantrasyonlar1 asagida belirtilen denkleme gore hesaplanmustir.
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[T x4 x0.1x 14]
NH;-N /TN (%) =[ 1/100
[(40xKM/100)] x [(HP/100)/6.25]

T= Titrasyonda harcanan 0.1 N HCI miktar1 (mL)
4= Seyreltme katsayis1 (40+360/100= 4)

0.1= HCl normalitesi (IN)

14= Azotun atom agirlig1 (g)

40= Ornek miktari (g)

KM= Kuru madde (%)

HP= KM’ de ham protein (%)

6.25= Azotu HP" ne dontistiirme katsayisi

3.2.5.6. Mikrobiyolojik analizler

Taze materyal ve silaj 6rneklerinin igerdigi Lactobacilli, maya ve kiif gibi
mikrobiyal popiilasyonlar Filya ve ark. (2000) tarafindan tanimlanan
mikrobiyolojik analiz yontemlerine gore belirlenmistir. Agilan silajlardan steril
naylon torbalara 40" ar g 6rnek alinmis ve bu 6rneklere 360 mL steril deiyonize
su ilave edilerek stomacher’ da 3 dk calkalanmistir. Arastirmada kullanilan
LAB inokulantlarmnin icerdigi canli mikroorganizma sayilari, tiretici firmanin
bildirdigi mikroorganizma sayilar: kullanilmay1p laboratuvarda analiz yoluyla

belirlenmistir (Cizelge 3.3, Sekil 3.10).

Cizelge 3.3. Inokulantlarin igerdigi canli mikroorganizma saysi (cfu/g)

Uygulama Canli mikroorganizma sayis1
Biomax®5 390x108
P 1132™ 92.5x108
L. plantarum MTD1 75.5x108
L. pentosaceus 221x108
P. pentosaceus 44.0x108
L. pentosus 21.5x108
P 11A44™ 115x108
L. buchneri 28.2x108

Lalsil® 8.05x108
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Orneklerin icerdigi Lactobacilli, dskme yontemiyle izole edilmis ve bu
amacla toz formundaki inokulantlardan 0.1 g tartilarak 10 mL steril deiyonize
suda ¢oztindtrilmiistiir. Besi yeri olarak, otoklavda (Ntuve, OT 4060, Ankara,
Turkiye) 121°C" de 15 dk sterilize edilmis Rogosa Agar (Oxoid CM627, Oxoid,
Basingstoke, UK) kullanilmustir. Elde edilen orneklerdeki mikroorganizma
sayisini, petrilere uygun sayida koloni olusturacak diizeye indirgemek icin
seyreltme uygulanmistir. Bunun icin 121°C" de 15-20 dk sterilize edilmis
fizyolojik su (8.5 g/L saf NaCl) kullanilmistir. Seyreltme islemi 6rnekte var olan
tahmini mikroorganizma sayisit dikkate alinarak yapilmistir. Son seyreltme
kademesinden alinan 1 mL asilama materyali, steril bir petriye aktarilmistir.
Yaklasik 48-50°C" ye sogutulduktan sonra ayni petriye bulasmaya izin
vermeyecek sekilde dokitilmiistiir. Petri kabi, sekiz gizecek sekilde 5-6 kez
cevrilerek; asilama materyali ile agarli besi yerinin karismas1 saglanmis ve diiz
bir ytizeyde katilasmaya birakilmistir. Petriler 30°C" de 3 giin inkiibatorde
(Nuve, EN 500, Ankara, Tirkiye) tutulmuslardir. Petriler inktibattrden
cikarillarak canli mikroorganizma saymmi koloni sayma tinitesinde (Funke

Gerber, Colony Star, Germany) gerceklestirilmistir.

Sekil 3.11. Mikrobiyolojik analiz {initesi
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Maya ve kiif sayiminda, aerobik mikroorganizmalarin izolasyonunda
kullanilan stirme petri kiilttirti yontemi kullanilmistir. Bunun igin besi ortanmu
olarak, 121°C’ de 15 dk sterilize edilmis Malt Ekstrakt Agar (Difco, Detroit, MI,
USA) ile %10 luk laktik asit kullanilmistir. Agar steril petri kaplarina aktarilmis
ve kurumasi beklenmistir. Mikroorganizma yiikii uygun diizeye indirgenmis
0.1 mL o6rnek, kurutulmus besi yerine aktarilarak drigalski spatilii ile tim
ylizeye yayilmistir. Drigalski spatiilii her kullamimda %96 lik alkole batirilip
cikarildiktan sonra yakilmis ve sonmesi beklendikten sonra kullanilmustir.
Petriler 30°C" de 3 giin stire ile inkiibatdrde tutulmuslardir. Bu siire sonunda

mikroorganizma sayimi koloni sayma tinitesinde gerceklestirilmistir.

3.2.5.7. Aerobik stabilite testi

Silolamanin 60. gtintinde acilan silajlarn  aerobik stabilitelerinin
belirlenmesinde Ashbell ve ark. (1991) tarafindan gelistirilen yontem
kullanilmistir (Sekil 3.11). Aerobik stabilitenin 5. giintinde silaj 6rneklerinin pH’
lar1 olctilmiis ve CO; tretimleri saptanmustir. Ayrica Filya ve ark. (2000)
tarafindan gelistirilen degerlendirme yontemi ile silajlarin gorsel kiiflenmeleri
gozlenmis ve silajlarin icerdigi maya ve kiif sayilar1 (3.2.5.6.” da belirtildigi

sekilde) belirlenmistir.

Sekil 3.12. Aerobik stabilite testi

Aerobik stabilite testinin uygulanmasi icin, 1 atm ve 25°C’ de 24 saatteki
CO: gecirgenlik oram 15-25 mL/mil/254 m olan (Anonim 1981) stabil,

asmmaya direngli ve gaz sizdirmaz ozellikteki 1.5 L” lik polietilen (PET) siseler



56

kullanilmustir. Siseler kullamilmadan ¢nce 1 ve 0.5 L olmak {izere ikiye
kesilmistir. Kapak kismina ise hava sirkiilasyonunu saglamak icin kugtik ¢ivi
delikleri acilmis ve tizeri telle kapatilmistir. Yaklasik 250-300 g silaj ornegi
0.5 L’ lik st kisitma sikistirilmadan konurken, 1 L’ lik alt kisma da 100 mL
potasyum hidroksit (%25, KOH) cozeltisi konmustur. Silaj ornekleri 5 giin
boyunca 25°C" lik laboratuvar ortaminda havanin oksijenine maruz
birakilmislardir. Bu stire igerisinde silaj 6rneklerinde olusan ve havadan 1.5 kat
daha yogun olan CO; gazmin alta ¢tkerek tabanda tutulmasi saglanmustir.
Besinci giin sonunda potasyum hidroksit ¢ozeltisinden 10 mL alinmis ve 1 N
%37’ lik hidroklorik asit ile titre edilmistir. Titrasyon sirasinda ¢ozeltinin pH’ s1
devamli pH metre ile dlctilmiis ve pH” nmn 8.1" den 3.6" ya diisene kadarki
harcanan hidroklorik asit miktar1 belirlenmistir. Bes giin siire ile havanin
oksijenine maruz kalan silajlarmn {tirettikleri CO; gaz1 miktar1 asagida belirtilen

denkleme gore hesaplanmuistir.

CO2(g/kg KM)=0.044 x T x V / (A x TM x KM)

T= Titrasyonda harcanan 1 N HCI miktar1 (mL)

V= %25 KOH ¢ozeltisinin toplam hacmi (mL)

A= Unitenin alt kismma ilave edilen KOH miktar1 (mL)
TM= Taze silaj materyalinin agirlig1 (kg)

KM= Taze silaj materyalinin kuru madde miktar1 (g/kg)

3.2.5.8. Rumen s1visinda u¢ucu yag asitleri analizi

Bolum 3.2.2" de in vitro gaz liretim teknigi ile rumen sivisityapay tukrik
ile inktibasyona birakilan cam siringalarin igerikleri 50 mL’ lik santrifij
tuplerine aktarilmis, pH’ lar1 belirlendikten sonra 5000 devir/dk’ da 15 dk
santrifiij edilmistir. Daha sonra ttiplerin tist kismindan 10 mL siv1 alinip, her bir
tiupe 1 M’ ik orto fosforik asit ¢ozeltisinden 1.5 mL ilave edildikten sonra 30 dk
tekrar santriftij edilmistir. S6z konusu 6rnekler analizlerin yapilacagi zamana
kadar derin dondurucuda (-20°C) tutulmus ve analizin yapilacag: giin

cikartilarak ¢oziintinceye kadar oda sicakliginda bir stire bekletilmislerdir.
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Otomatik ornekleyici boliimiine yerlestirilen 6rneklerin UYA bilesimleri
(asetik, propiyonik, biitrik, izobtitrik, valerik ve izovalerik asit) standart
kromatogramdan alman piklere gore gaz kromatografisinde belirlenmistir
(3.2.5.4" te belirtildigi sekilde). Analiz sonucu elde edilen bireysel UYA” nin %

konsantrasyonlar1 asagida belirtilen denkleme gore hesaplanmaistir.

BUYA (mmol/L)
%BUYA = x 100
TUYA (mmol/L)

%BUYA: bireysel ucucu yag asitleri (%)
BUYA: bireysel ucucu yag asitleri (mmol/L)
TUYA: toplam ugucu yag asitleri (mmol/L)

3.2.6. Istatistik analizler

Arastirmadan elde edilen verilerin istatistiki olarak degerlendirilmesinde
tesadiif parselleri deneme deseni kullanilmis olup, analizler MINITAB 14 paket
programindan yararlanilarak yapilmistir. Ortalamalar arasinda gorilen
farkliliklarin 6nem seviyesinin belirlenmesinde ise Duncan ¢oklu karsilastirma

testinden yararlanilmistir (Snedecor ve Cochran 1980).



58

4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA
4.1. Silajlarin Fermantasyon Ozellikleri
4.1.1. Silajlarin kimyasal kompozisyonlari

Arastirmanin yem materyalini olusturan taze ve silolanmis misirin
kimyasal kompozisyonlarina iliskin arastirma bulgular: Cizelge ve Sekil 4.1 de

verilmistir.

Arastirmada kullanilan "LAB (Biomax®5, P1132™, L. plantarum MTD1,
L. pentosaceus, P. pentosaceus, L. pentosus), "tLAB (P11A44™ ve L. buchneri) ve
hothetl AB (Lalsil®) inokulantlarmin musir silajinin kimyasal kompozisyonu
tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda, en etkin
fermantasyonun MLAB ve hothetL AB inokulantlarmm kullanildig: silajlarda
gerceklestigi gortilmustir. S6z konusu inokulantlar fermantasyonun tim
gilinlerinde musir silajmin pH’ sm1 ve SCK igerigini diisurerek, diger silajlara
gore daha fazla laktik asit tiretmislerdir. Diger yandan "L AB inokulantlarinin
kullanldig silajlarin pH’ lar1 diger gruplardan yiiksek bulunurken, s6z konusu
inokulantlarda genel olarak misir silajmin SCK icerigini diistirmiisler, ancak

kontrol silajina gore daha az laktik asit tiretmislerdir.

Taze musirin KM iceriginin %32.72 olarak belirlendigi arastirmada, misir
silajlarinimn KM icerikleri %32.63-33.69 arasinda degismistir. Laktik asit bakteri
inokulantlarinin KM tizerindeki etkileri fermantasyonun tim doénemlerinde
kontrol grubuna gore onemsiz bulunmustur (P>0.05). Filya ve ark. (2006) ile
Kleinschmit ve Kung (2006a)” da L. plantarum ve/veya L. buchneri’ nin muisir

silajinin KM igerigini etkilemedigini belirlemislerdir.

Taze misirin pH’ siun 5.57 olarak saptandigr bu arastirmada, yapilan
tum silajlarin pH’ s1 fermantasyonun 2. giintinden itibaren diismeye baslamis
ve bu giinde silajlarin pH’ lar1 3.71-3.95 arasinda degismistir. Fermantasyonun
4. ve 8. gtinlerinde de yapilan tiim silajlarda pH diismeye devam etmis, ancak

60. gtinde silajlarin pH’ sinda 6nemli bir degisiklik gozlenmemistir (P>0.05).
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Cizelge 4.1. Silajlarin kimyasal kompozisyonlar: (X )

Giinler Uygulama KM, %  pH SCK, % HP,% HK,% NHs:-N/TN, % KMK, %

0 Taze 32.72 5.57 14.23 7.17 4.43 5.33 -
Silaj

2 Kontrol 32.83 3.90be 12.29 7.42 4.44 5.15 0.63¢
Biomax®5 33.07 3.86¢ 10.83 7.33 418 419 0.52de
P1132™ 33.30 3.784 10.79 7.66 4.21 4.46 0.35¢
L.plantarum MTD1 ~ 33.28 3.86¢ 10.95 7.51 432 4.24 0.50e
L.pentosaceus 33.10 3.80d 11.34 7.43 4.42 4.05 0.690
P.pentosaceus 33.28 3.80d 11.27 7.63 4.48 414 0.53de
L.pentosus 33.41 3.784 11.35 7.53 4.87 4.46 0.35¢
P11A44™ 33.39 3.93ab 11.74 7.36 4.96 4.45 1.09a
L.buchneri 33.06 3.95 11.92 7.42 4.04 4.33 1.132
Lalsil® 33.26 3.71e 11.56 7.44 497 441 0.564
SH 0.525 0.024 0.769 0.295 0.230 0.363 0.022

4 Kontrol 33.05 3.72¢ 8.52 7.77 4.74 5.61 0.78¢d
Biomax®5 33.34 3.70qd 6.99 7.69 4.42 4.90 0.56¢
P1132™ 33.17 3.65de 6.84 7.71 410 5.18 0.56¢
L.plantarum MTD1 ~ 33.47 3.71¢ 6.87 7.59 4.76 5.10 0.43f
L.pentosaceus 32.63 3.69ce  7.27 7.53 4.53 497 0.84¢
P.pentosaceus 33.29 3.65¢ 6.94 7.72 491 4.74 0.78¢d
L.pentosus 33.26 3.58f 6.64 7.67 492 4.64 0.48f
P11A44™ 33.15 3.81b 7.37 7.73 4.90 5.50 1.58b
L.buchneri 33.24 3.88a 7.23 7.75 411 5.23 1.74a
Lalsil® 33.22 3.64e 7.31 7.61 4.96 5.04 0.71d
SH 0.482 0.028 0.508 0.384 0.282 0.345 0.041

8 Kontrol 32.76 3.63¢ 432 7.15 4.40 5.69 1.01c
Biomax®5 33.13 3.59d 3.21 7.32 4.37 5.43 0.66fs
P1132™ 33.15 3.51f 3.10 7.54 4.53 5.57 0.77¢f
L.plantarum MTD1  33.02 3.55¢ 3.03 7.67 4.76 5.54 0.638
L.pentosaceus 33.20 3.56de 4.28 7.82 4.83 5.02 0.85de
P.pentosaceus 33.11 3.49fs 3.59 7.15 4.60 4.87 0.92¢d
L.pentosus 33.31 3.47s 3.63 7.90 4.66 5.42 0.59
P11A44™ 33.20 3.68b 3.74 7.33 4.82 5.84 1.900
L.buchneri 33.30 3.772 414 7.22 4.64 5.67 2.37a
Lalsil® 33.31 3.51f 4.30 7.86 4.70 5.31 1.02¢
SH 0.377 0.020 0.404 0.323 0.236 0.381 0.073

60 Kontrol 32.73 3.63¢ 2.01a 8.18 5.01 5.67 1.74fs
Biomax®5 33.69 3.54e 0.53b 8.51 4.90 5.42 1.468
P1132™ 33.30 3.49¢ 0.47v 7.91 4.48 5.60 1.95¢
L.plantarum MTD1  33.08 3.62¢ 0.56> 8.06 4.84 5.13 0.99n
L.pentosaceus 33.28 3.604d 0.53b 7.85 4.92 522 2.87b
P.pentosaceus 33.13 3.53e 0.52b 7.76 4.45 5.45 2.49¢
L.pentosus 33.10 3.49¢ 0.54b 7.66 4.62 5.49 2.13e
P11A44™ 33.19 3.74b 0.700 8.09 4.44 5.20 3.72a
L.buchneri 33.13 3.76 0.67> 7.35 413 5.69 3.64a
Lalsil® 33.16 3.53e 0.590 7.81 4.99 5.66 2.45d
SH 0.362 0.012 0.158 0.591 0.245 0.656 0.204

KM, kuru madde; SCK, suda ¢oziinebilir karbonhidrat; HP, ham protein; HK, ham kiil; NH3-N/TN, amonyak azotu miktar;; KMK, kuru
madde kayby; SH, standart hata.
ah Ay siitunda farkl inokulantlar igin farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar onemlidir (P<0.05).
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(a) —e— Kontrol Biomax 5 —A—P 1132 —&— L.plantarum MTD1 —¥— L.pentosaceus
—O— P.pentosaceus —O— L.pentosus P11A44 —O— L.buchneri Lalsil
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Giinler

Sekil 4.1. Fermantasyon stiresince silajlardaki pH (a), SCK (b) ve NHs-N/TN (c) degisimi
SCK, suda ¢oziinebilir karbonhidrat; NHs-N/TN, amonyak azotu
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Homofermantatif LAB ve hothetfL AB inokulantlarinin kullanimi musir
silajinin pH’ sinda belirlenen diististi daha belirgin hale getirmislerdir (P<0.05).
Heterofermantatif LAB inokulantlar1 ise misir silajinin pH’ sin1 kontrol silaji ile
hoLAB ve hothet AB inokulantlarmin kullanildigr silajlara gore daha geg
dustirmiislerdir. Bu durum "tLAB’ nin "LAB’ ne gore daha duisiik hizda laktik
asit tiretmeleri ile aciklanabilir. Nitekim fermantasyon dénemi boyunca htLAB
inokulantlarinin kullanildig: silajlarin laktik asit konsantrasyonundan elde
edilen sonuglar bu olguyu desteklemektedir (Cizelge 4.2). Konuya iliskin
yapilan calismalarda da, "tLAB inokulantlarmnin silajlarin pH” larini daha yavas
(Ranjit ve ark. 2002, Danner ve ark. 2003), LAB inokulantlarmin ise daha hizli
dustirdiigi (Filya ve ark. 2004a, Kim ve ark. 2005) belirlenmistir. McDonald ve
ark. (1991) silaj fermantasyonu igin kritik dénemin silolamanin ilk haftasi
oldugunu ve ortamdaki oksijenin tiikenmesiyle, istenilen dustik pH’ ya
ulasilmas1 durumunda, silajin stabil doneme girdigini bildirmislerdir.
Dolayisiyla silajlarin pH’ larina iliskin olarak bu arastirmadan elde edilen
bulgular McDonald ve ark. (1991) nin bildirimiyle uyumlu bulunmustur.
Silolamanin 2-8. gtinleri arasinda istenilen pH’ ya ulasilmis ve 8. gtinden sonra
fermantasyon acisindan stabil doneme girilmistir. Ayrica fermantasyonun ilk
glinlerinde (7-14. gtin) ortam pH’ smin hizla diismesi kaliteli bir silaj igin
gerceklesmesi gereken bir olaydir. Kung ve Shaver (2001) kaliteli bir silajda
saglanmast gereken optimum pH’ nin, 3.7-4.2 arasinda olmasi gerektigini
bildirmektedir. Silajlarin pH’ sima iliskin bu arastirmadan elde edilen sonuglar
kaliteli bir silaj icin gerekli olan ortam pH’ sina ulasildigini da gostermektedir.
Benzer bulgular Johnson ve ark. (2003), Kleinschmit ve Kung (2006a) tarafindan

yurutiilmus calismalarda da belirlenmistir.

Taze misirm SCK igeriginin %14.23 olarak saptandig1 arastirmada, musir
silajlarinin SCK igerikleri %0.47-12.29 arasinda degismis ve fermantasyonun
tium donemlerinde yapilan silajlarin SCK igerikleri diisme egilimi gostermistir.
Laktik asit bakteri inokulantlarimin musir silajjimin SCK igerigi tizerindeki

etkilerinin fermantasyonun 2., 4. ve 8. giinlerinde 6nemsiz oldugu belirlenirken
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(P>0.05), fermantasyonun 60. guniinde bu inokulantlarin aynmi parametre
tizerindeki etkilerinin 6nemli oldugu gorilmustir. Nitekim 60. giinde
arastirmada kullanilan ttim inokulantlar misir silajinin SCK” n1 kontrol silajina
gore Onemli diizeyde dustirmiuslerdir (P<0.05). Fermantasyon stiresince
silajlarin SCK  iceriginde meydana gelen azalma, "LAB inokulantlarinin
kullamildig1 silajlarda daha fazla olmustur. Nitekim fermantasyonun 60.
guniinde rakamsal olarak en diisiik SCK icerigi "LAB P1132™’ nin (%0.47)
kullanildig: silajda saptanirken, en yiiksek SCK icerigi kontrol silajinda (%2.01)
belirlenmistir. Homofermantatif LAB inokulantlar1 (Biomax®5, P1132™, L.
plantarum MTD]1, L. pentosaceus, P. pentosaceus, L. pentosus) silaj buinyesinde
bulunan SCK’ lar1 daha etkin kullanarak, daha fazla laktik asit tiretmis ve daha
asidik bir ortam yaratmistir (Cizelge 4.2). Silajlarin SCK icerikleriyle ilgili olarak
bu arastirmadan elde edilen bulgular fermantasyonun cesitli donemlerinde
LAB inokulantlarinin etkisini inceleyen Filya (2003)" nin ¢alismasi ile uyumlu
bulunmustur. Nitekim arastirici, fermantasyonun 2., 4., 8. ve 15. guinlerinde L.
plantarum ve/veya L. buchneri’ nin misir silajinin SCK igerigini etkilemedigini,
fermantasyonun 90. giintinde ise s6z konusu inokulantlarm (%0.64-2.54) SCK’
lar1 kontrol silajma gore (%3.15) onemli diizeyde diistirdtigiinti belirlemistir.
Diger yandan Kleinschmit ve Kung (2006a) L. buchneri’ nin, Filya ve ark. (2004a,
2006) ise L. plantarum’ un musir silajjun SCK  igerigini etkilemedigini

bildirmislerdir.

Taze misirin HP ve HK iceriklerinin KM’ de sirasiyla %7.17 ve 4.43
olarak belirlendigi arastirmada, musir silajlarinin HP ve HK igerikleri sirasiyla
%7.15-8.51, 4.04-5.01 arasinda degismistir. Misir silajinda kullanilan LAB
inokulantlarinin, s6z konusu parametreler {izerindeki etkileri fermantasyonun
tum donemlerinde kontrol silajina gore énemsiz bulunmustur (P>0.05). Diger
yandan silolamanin son doneminde (60. giuin) agilan tum silajlarm HP
igeriklerinde, fermantasyonun ilk giinlerine gore (2., 4., ve 8. giin) oransal bir
artis gozlenmistir. Bu agidan bakildiginda en ytiksek HP artis1 %16.09 diizeyi ile
hoLAB Biomax®5" in kullanildig: silajda gerceklesmistir (2-60. giin). Ham
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protein iceriklerinde gozlenen bu artis tizerinde, silajlarda saglanan diisuk pH
etkili olmustur. Dolayisiyla pH’ da saglanan hizli diistis, bitki proteazlarimni
inaktif hale getirerek deaminasyonu onlemis ve 60. ginde musir silajinda
protein artis1 (geri kazanimi) saglamistir. Konuya iliskin benzer bulgular Kung
ve Muck (1997), Sucu ve Filya (2006) tarafindan yapilan calismalarda da elde
edilmistir. S6z konusu arastirmalarda da, LAB inokulantlarinin musir silajlarmnin
HP ve HK igeriklerini etkilemedigi, ancak fermantasyonun ileri giinlerinde
hoL AB inokulantlarinin silajlarin HP igeriklerinde artis meydana getirdigi

belirlenmistir.

Taze misirm NH3;-N  konsantrasyonunun %5.33 olarak saptandig:
arastirmada, fermantasyon stiresince musir silajlariin NHs-N konsantrasyonlar:
%4.05-5.84 arasinda degismistir. Laktik asit bakteri inokulantlarinin misir
silajmin  NH3-N konsantrasyonu tizerindeki etkileri fermantasyonun tim
donemlerinde kontrol silajma gore O©nemsiz bulunmustur (P>0.05).
Fermantasyonun 2. giiniinde LAB inokulantlarimin kullanimi musir silajinin
NH3-N konsantrasyonunu kontrol silajina gore rakamsal olarak dustirmustiir
(P>0.05). Bu donemde en diisiik NHa-N konsantrasyonu "LAB L. pentosaceus’
un (%4.05) kullanildig: silajda saptanirken, en yiiksek degerin kontrol silajinda
(%5.15) olustugu belirlenmistir. Cleale ve ark. (1990) P. acidilactici+L. xylosus” un
musir silajinin NHs-N konsantrasyonunu etkilemedigini saptamistir (P>0.10).
Arastiricilar, bu durumun musir silajinin protein iceriginin diisiik olmasimdan
kaynaklandigmi bildirmisler ve NH3-N konsantrasyonunda olusabilecek
degisimlerin gozlenmesinin zor oldugunu ifade etmislerdir. Fermantasyonun
ilk gtinlerinde (2. gtin) istenilen pH’ ya ulasildig: icin, 4., 8. ve 60. guinlerde
silajllarn NHs-N konsantrasyonlar1 bakimindan kayda deger bir degisiklik
gozlenmemistir. Ancak fermantasyonun 4. glintinde NHs-N
konsantrasyonunda bir miktar artis gézlenmistir. Bu artis, "tLAB (%5.23-5.50)
ve hothet] AB (%5.04) inokulantlarimin kullanildig: silajlar ile kontrol silajinda,
hoL AB inokulantlarmin (%4.64-5.18) kullanildig: silajlara gore daha yiiksek

olmustur. Bu farkliligin olusmasinda "tLAB inokulantlarinin kullanildig:
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silajlarin pH’ stmin diger gruplardan daha ytiksek olmasi etkili olmustur. Benzer
bulgu Kung ve ark. (2007) tarafindan yapilan calismada da elde edilmistir.
Nitekim arastiricilar da, L. buchneri nin muisir silajlarmin HP igeriklerinde
azalmaya sebep oldugunu, buna bagli olarak silajlarin  NH;3-N

konsantrasyonunda bir artisin meydana geldigini bildirmislerdir.

Bitki hasadindan sonra goriilen en 6nemli aktivite proteolizis olayidir.
Bu olay esnasinda bitki biinyesindeki proteinler, proteaz enzimleri tarafindan
baslica amino asitler ve amonyak olmak tizere peptid ve amidlere
parcalanmaktadir (Filya 2001). Dolayisiyla silajlardaki NH3-N olusumu, protein
parcalanma diizeyini gosteren onemli bir parametredir. Fermantasyonun tum
donemlerinde LAB inokulantlarinin kullanimi ile ortam pH’ sinda saglanan
hizl1 diisiis, bitki proteaz aktivitesini ve silajda bulunmasi istenmeyen Clostridial
mikroorganizmalarin  gelisimini  engellemistir. ~ Sonugta,  proteolizisin
azalmastyla birlikte silajlarda diisik NH3-N olusumu gozlenmistir. Kung ve
Shaver (2001) kaliteli bir musir silajinda (%30-40 KM) NH;-N
konsantrasyonunun %5-7 arasinda olmas: gerektigini bildirmislerdir. Nitekim
arastirmada silajlarin  NH3;-N konsantrasyonlar1 Kung ve Shaver (2001)
tarafindan belirtilen smirlar igerisinde kalmustir. Ayrica silajlarin NHs-N
konsantrasyonlarina iliskin bu arastirmadan elde edilen sonuglar benzer
konuda yapilan calismalar ile uyumlu bulunmustur (Filya ve ark. 2006,

Kleinschmit ve Kung 2006a).

Arastirmada musir silajlarmin KM kayiplar1  %0.35-3.72 arasinda
degismistir. Fermantasyon siiresince yapilan tim silajlarin KM kaybinda bir
artis gozlenmistir. Filya (2001) fermantasyon baslangicinda goriilen solunum
olay1 sirasinda COz ve su agiga ciktigini, bunun sonucunda da KM kaybinin
olustugunu bildirmistir. Dolayisiyla fermantasyon stiresince gozlenen bu artis
solunum olay1 sirasinda olusan fermantasyon gazlarmin olusturdugu kayiptir.
Silolamanin 2., 4. ve 8. giinlerinde "LAB inokulantlarmm kullanimi muisir

silajinda gozlenen KM kaybindaki artis1 6nemli diizeyde engellemistir (P<0.05).
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Homofermantatif LAB" den L. plantarum MTD1 musir silajinda KM kaybini en
fazla engelleyen inokulant olmustur. Nitekim McDonald ve ark. (1991) ile Muck
ve Kung (1997) ™LAB inokulantlarmnin silajlarda KM kaybini azalttigim
bildirmislerdir. Johnson ve ark. (2003) ise L. plantarum kullanimmim misir
silajmin KM’ sinde kazanim sagladigini belirlemisler ve KM geri kazanimi
kontrol ve L. plantarum kullanlan silajlarda sirasiyla %91.4 ve 95.4 olarak
saptamislardir. Heterofermantatif LAB inokulantlar: (P11A44™ ve L. buchneri)
ise KM kaybin kontrol silajina gore énemli diizeyde artirmislardir (P<0.05). S6z
konusu dénemlerde (2-8. giinler) hothetl. AB Lalsil® inokulanti da musir silajinda
KM kaybina neden olmus ancak bu kayip kontrol silajna gore onemsiz
bulunmustur (P>0.05). Fermantasyonun 60. giintinde ise baz1 "LAB
inokulantlarmin kullanimi (L. pentosaceus, P. pentosaceus, L. pentosus) KM
kaybini kontrol silajia gore artirmis olsalar da, bu dénemde yine "!LAB’ nin
her ikisi de (P11A44™ ve L. buchneri) musir silajinda KM’ de kaybini en ¢ok
artiran inokulantlar olmuslardir. Heterofermantatif LAB’ nin silaj btinyesinde
bulunan substratlar1 fermente etmesiyle birlikte olusan asetik asit KM’ de kayba
neden olmaktadir (McDonald ve ark. 1973). Dolayisiyla ozellikle hetLAB
inokulantlarinin kullanildig: silajlarda belirlenen ytiiksek asetik asit, KM kaybini
artiran en onemli etken olmustur (Cizelge 4.2). Benzer bulgular Nishino ve ark.
(2003)" da elde etmis ve L. buchneri kullanimimin musir silajmimn KM’ sinde %8.08
diizeyinde kayba neden oldugunu, benzer bir kaybin kontrol grubunda %4.21
diizeyinde oldugunu belirlemislerdir. Ayrica misir silajlarimin KM kayiplariyla
ilgili bu arastirmadan elde edilen bulgular benzer konuda yapilan ¢alismalarla

da uyumlu bulunmustur (Driehuis ve ark. 1999, Kleinschmit ve ark. 2005).
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4.1.1.1. Silajlarin organik asit ve etanol konsantrasyonlar1

Arastirmanin yem materyalini olusturan, taze ve silolanmis musirin
organik asit ve etanol konsantrasyonlarina iliskin bulgular Cizelge 4.2 ile Sekil

4.2 ve 4.3’ de verilmistir.

Arastirmada kullanilan "LAB (Biomax®5, P1132™, L. plantarum MTD1,
L. pentosaceus, P. pentosaceus, L. pentosus), "tLAB (P11A44™ ve L. buchneri) ve
hothetl AB (Lalsil®) inokulantlar;, misir silajmin organik asit ve etanol
konsantrasyonlarini farkli diizeylerde etkilemistir. Nitekim " LAB inokulantlar
silajlarin etanol, asetik ve biuitrik asit konsantrasyonlarini duistirtirlerken, laktik
asit konsantrasyonunu kontrol silajina gore onemli diizeyde artirmislardir
(P<0.05). Heterofermantatif LAB inokulantlari ise silajlarin laktik asit ve etanol
konsantrasyonlarini diistirmiisler, asetik asit konsantrasyonlarmi artirip
(P<0.05), biitrik asit konsantrasyonlarinmi kontrol silajina gore etkilememislerdir
(P>0.05). Homofermantatif+heterofermantatif LAB inokulanti misir silajinin
etanol, biitrik ve asetik asit konsantrasyonlarmmi distrerek, laktik asit

konsantrasyonunu kontrol silajina gore dnemli diizeyde artirmistir (P<0.05).

Taze misirin laktik asit konsantrasyonunun 21.60 g/kg KM olarak
saptandigr arastirmada, tuim silajlarin  laktik asit konsantrasyonlari
fermantasyon stiresince artis gostermis ve 21.08-68.35 g/kg KM arasinda
degismistir. Fermantasyonun 2. giintinde "LAB (Biomax®5, L. plantarum MTD1)
ile hothetD, AB (Lalsil®) inokulantlarmin kullanimi musir silajinin laktik asit
konsantrasyonunu, kontrol grubu ve PtLAB (P11A44™ ve L. buchneri)
inokulantlarinin kullanildig1 silajlara gore ©nemli diuizeyde artirmislardir
(P<0.05). Fermantasyonun 2. giintinde en yiiksek laktik asit konsantrasyonu
hoL AB Biomax®5 (33.87 g/kg KM) kullanilan silajda belirlenirken, en dustik
laktik asit konsantrasyonunun htLAB L. buchneri kullanilan silajda olustugu

saptanmustir (21.08 g/kg KM, P<0.05).
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Cizelge 4.2. Silajlarin organik asit ve etanol konsantrasyonlar1 (x, g/kgKM)

Gtinler  Uygulama Laktik Asetik Biitrik Propiyonik Etanol
asit asit asit asit

0 Taze 21.60 4.23 0.50 - -
Silaj

2 Kontrol 27.50cd 9.73cd 0.98a 0 0.0842
Biomax®5 33.87a 8.63de 0.70pe 0 0.062b
P1132™ 26.29de 7.90e 0.58¢ 0 0.058p
L.plantarum MTD1 30.15b 7.73¢ 0.77v 0 0.059v
L.pentosaceus 26.30de 9.03de 0.77v 0 0.068ab
P.pentosaceus 29.62bc 9.404 0.72bc 0 0.065b
L.pentosus 23.73¢ 9.37d 0.74bc 0 0.065b
P 11A44™ 25.49de 16.10v 0.74bc 0 0.038¢
L.buchneri 21.08f 20.40a 0.84ab 0 0.0500c
Lalsil® 31.81ab 11.07¢ 0.68bc 0 0.063v
SH 0.142 0.628 0.096 - 0.0099

4 Kontrol 31.23cd 14.37¢ 0.85 0 0.1052
Biomax®5 38.75a 11.03de 0.83ab 0 0.082b
P1132™ 30.97¢d 12.33cd 0.60d 0 0.076be
L.plantarum MTD1 35.07b 9.70e 0.74a- 0 0.078be
L.pentosaceus 31.34cd 13.07<d 0.79ab 0 0.083p
P.pentosaceus 33.07be 12.63cd 0.70v-d 0 0.055de
L.pentosus 29.504 12.93cd 0.63¢d 0 0.065¢
P 11A44™ 32.82bc 30.03a 0.81ab 0 0.053de
L.buchneri 23.52¢ 27.10v 0.752< 0 0.048¢
Lalsil® 33.25¢b¢ 14.20¢ 0.82ab 0 0.063¢=
SH 0.176 1.347 0.076 - 0.0086

8 Kontrol 43.25a 19.87b 0.88a 0 0.119a
Biomax®5 42.24ab 13.77de 0.76ab 0 0.0870
P1132™ 45.58a 15.30ce 0.83a 0 0.091b
L.plantarum MTD1 45.10a 12.83¢ 0.70ab 0 0.088v
L.pentosaceus 41.08ab 16.43cd 0.77ab 0 0.085b
P.pentosaceus 37.86bc 16.30cd 0.56b 0 0.087v
L.pentosus 37.44bc 14.50c= 0.72ab 0 0.071b
P 11A44™ 35.74¢ 40.372 0.78ab 0 0.084p
L.buchneri 33.34¢ 42.47a 0.852 0 0.085v
Lalsil® 43.27a 17.30¢ 0.80a 0 0.084p
SH 0.260 2.259 0.117 - 0.0112

60 Kontrol 56.208 25.40b 0 0 0.129a
Biomax®5 66.83ab 16.804 0 0 0.113ab
P1132™ 68.352 18.77¢d 0 0 0.114ab
L.plantarum MTD1 64.44bc 18.23cd 0 0 0.112ab
L.pentosaceus 64.51bc 20.00cd 0 0 0.098v
P.pentosaceus 61.07df 18.60¢ 0 0 0.108ab
L.pentosus 61.57ce 18.47<d 0 0 0.108ab
P 11A44™ 59.50ef 50.60a 0 0 0.093v
L.buchneri 58.14fs 49.57a 0 0 0.095v
Lalsil® 62.72cd 20.83¢ 0 0 0.095b
SH 0.168 1.967 - - 0.0133

KM, kuru madde; SH, standart hata.
agAym stitunda farkli inokulantlar i¢in farkli harf tastyan ortalamalar arasindaki farkliliklar snemlidir (P<0.05).
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Fermantasyonun 2. giininde gozlenen benzer egilim genel olarak 4.
giinde de belirlenmis ve bu donemde "™LAB’ den Biomax®5 (38.75 g/kg KM) ve
L. plantarum MTD1 (35.07 g/kg KM) musir silajinda laktik asit tiretimini kontrol
silajina (31.23 g/kg KM) gore en fazla artiran, "tLAB L. buchneri (23.52 g/kg
KM) ise musir silajindaki laktik asit tiretimini en fazla dustiren inokulantlar
olmustur (P<0.05). Diger inokulantlar ise bu donemde silajlarin laktik asit
konsantrasyonlarini etkilememislerdir (P>0.05). Fermantasyonun 8. giiniinde
ise PLAB (P. pentosaceus ve L. pentosus disinda) ile hothetL AB inokulantlar
silajlarin laktik asit konsantrasyonlarmi kontrol silajina gore rakamsal olarak
artirirlarken, bu artis istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur (P>0.05). Diger
yandan PetLAB’ nin her ikisi de (P11A44™ ve L. buchneri) 8. giinde musir
silajinin laktik asit konsantrasyonunu kontrol grubuna gore tnemli diizeyde
dustirmuslerdir (P<0.05). Benzer diistis Nishino ve ark. (2003) tarafindan da
tespit edilmis olup, misir silajinin laktik asit konsantrasyonu kontrol grubu ve
L. buchneri kullanilan silajlarda sirasiyla %6.11 ve 3.73 olarak belirlenmistir.
Fermantasyonun 60. guintiinde ise silajlardaki laktik asit tiretimi en yiiksek
degerine ulasmis ve bu donemde "LAB ve hothet AB inokulantlarmin kullanimi
musir silajinin laktik asit konsantrasyonunu kontrol silajma gore onemli
dizeyde artirmislardir (P<0.05). Bu gtinde en yiuksek artisi saglayan
inokulantlar; P1132™ (68.35 g/kg KM), Biomax®5 (66.83 g/kg KM), L.
plantarum MTD1 (64.44 g/kg KM), L. pentosaceus (64.51 g/kg KM), P. pentosaceus
(61.07 g/kg KM) olurken, en diistik laktik asit konsantrasyonu kontrol silajt
(56.20 g/ kg KM) ile retLAB P11A44™ (59.50 g/ kg KM) ve L. buchneri’ nin (58.14
g/kg KM) kullanildig; silajlarda gerceklesmistir. Sonug olarak, beklenildigi gibi
hoLAB ile hothet], AB inokulantlar1 ortamda bulunan SCK’ lar1 fermente ederek
daha fazla laktik asit tiretmisler ve daha asidik bir ortam yaratmislardir
(Cizelge 4.1, 4.2 ve Sekil 4.2.). Benzer bulgular Filya (2003), Filya ve ark. (2004a),
Kim ve ark. (2005) min L. plantarum, L. plantarum+L. buchneri kullandig1
calismalarda da elde edilmistir. Heterofermantatif LAB P11A44™ jse

fermantasyonun 60. gtintinde misir silajinin laktik asit konsantrasyonunu, diger
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gruplardan daha diisik olmakla birlikte, kontrol silajna gore artirmistir
(P<0.05). Benzer bir sonu¢ Kung ve ark. (2007) tarafindan da elde edilmis ve L.
buchneri” nin musir silajinin laktik asit konsantrasyonunu kontrol silajina gore
artirdig tespit edilmistir. Heterofermantatif LAB P11A44™’ tin misir silajimin
laktik asit konsantrasyonunu artirmasinin nedeni, fermantasyon stiresince bu
grupta hi¢ maya olusmamasi olabilir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.4). Cunki ortamda
rekabet edebilecekleri istenmeyen mikroorganizma popiilasyonu gelismemistir
(Cizelge 4.3). Bu durumu fermantasyonun 60. giintinde belirlenen SCK icerigi
de desteklemektedir (Cizelge 4.1). Nitekim P11A44™ kullanilan silajlarin SCK
igerikleri kontrol silajina gore daha distik bulunmustur. Bunlara ek olarak
bilindigi gibi h'LAB pentoz sekerleri asetik asidin yani sira laktik aside de
fermente ederler (McDonald ve ark. 1991).

Taze musirin asetik asit konsantrasyonunun 4.23 g/kg KM olarak
saptandigt bu arastirmada, tim silajlarin asetik asit konsantrasyonlar:
fermantasyon stiresince artis gostermis ve 7.73-50.60 g/kg KM arasinda
degismistir. Fermantasyonun 2. giintinde "LAB L. plantarum MTD1 (7.73 g/kg
KM) ve P1132™ (7.90 g/kg KM) misir silajinin asetik asit konsantrasyonunu
onemli dtizeyde dustiriirlerken, "tLAB P11A44™ (16.10 g/kg KM) ve
L. buchneri (20.40 g/kg KM) asetik asit konsantrasyonunu kontrol silajima gore
(9.73 g/kg KM) oOnemli diizeyde artirmuslardir (P<0.05). Diger yandan
arastirmada kullanilan bazi LAB (Biomax®5, L. pentosaceus, P. pentosaceus ve L.
pentosus) ile hothet AB” nin (Lalsil®) misir silajinin asetik asit konsantrasyonunu
etkilemedigi gortlmistiir (P>0.05). Fermantasyonun 4. giuininde "LAB
Biomax®5 (11.03 g/ kg KM) ve L. plantarum MTD1 (9.70 g/kg KM) musir silajinin
asetik asit konsantrasyonunu 6nemli diizeyde diisuirtirlerken, htLAB P11A44™
(20.40 g/kg KM) ve L. buchneri (16.10 g/kg KM) stz konusu parametreyi
kontrol silajina gore 6nemli diizeyde artirmislardir (P<0.05). Bu donemde diger
inokulantlarin misir silajinin asetik asit konsantrasyonu tizerindeki etkileri ise
onemsiz bulunmustur (P>0.05). Fermantasyonun 8 ve 60. giiniinde htLAB

P11A44™ (40.37 ve 50.60 g/kg KM) ve L. buchneri (42.47 ve 49.57 g/kg KM)
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musir silajinin asetik asit konsantrasyonunu onemli diizeyde artirirlarken,
hoL AB ve hothet] AB inokulantlar1 asetik asit konsantrasyonunu kontrol silajina
gore Onemli diuizeyde dusurmislerdir (P<0.05). Laktik asit bakterilerinin
fermantasyonu ile SCK’ lar, basta laktik asit olmak tizere asetik asit, etanol, CO:
ve ¢ok az miktarlarda da diger {rtinlere donisturler. Bunlardan
homofermantatif olanlar (L. acidophilus, L. casei, L. cornyiformis, L. curvatus, L.
plantarum, L. salivarus, Enterococcus faecalis, E. faecium, Lactococcus lactis,
Streptococcus bovis) glukoz ve diger 6 karbonlu sekerlerden agirlikli olarak
(>%85) laktik asit tiretirlerken, heterofermantatif olanlar (L. brevis, L. buchneri, L.
fermentum, L. viridescens, Leuconostoc mesenteroides) laktik asidin yam sira asetik
asit, etanol ve COz tiretirler (McDonald ve ark. 1991, Filya 2001). Bu nedenle,
hoL AB inokulantlarinin fermantasyon stiresince daha az asetik asit tiretmis
olmalar1 ve hetLAB inokulantlarinin asetik asit tiretimini artirmis olmalari
beklenen bir sonugtur. Silajlarin asetik asit konsantrasyonlariyla ilgili
arastirmadan elde edilen bu bulgular, LAB L. plantarum (Davies 1996), L.
plantarum+E. faecium (Shayan ve ark. 1996), "tLAB L. buchneri’ nin (Driehuis ve
ark. 1999, Kung ve ark. 2007) kullanild1g1 ¢alismalarla uyumludur. Arastirmada
kullanilan Lalsil® ise (hothetL AB) muisir silajmin asetik asit konsantrasyonunu
ho[L AB inokulantlarina gore artirsa da, kontrol silajma gore diistirmistiir. Elde
edilen bu sonuctan farkli olarak Filya (2003) L. plantarum+L. buchneri’ nin
(hothetL AB) musir silajiin asetik asit konsantrasyonunu kontrol silajima gore
onemli diizeyde artirdigini belirlemistir (P<0.05). Bu farkliligin nedeni Lalsil®
in icerdigi P. acidipropionici’ nin L. buchneri’ den daha duisiik miktarda asetik asit
tiretmesi ya da Lalsil® in icerdigi L. plantarum’ un asetik asit konsantrasyonunu
dustirmesi olabilir. Nitekim L. plantarum’ un musir silajinin  asetik asit

konsantrasyonunu dustirdiigii gesitli arastiricilar tarafindan da belirlenmistir

(Davies 1996, Filya ve ark. 2006).
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Taze misirin biitrik asit konsantrasyonunun 0.5 g/kg KM olarak
saptandig1 bu arastirmada, musir silajinin btitrik asit konsantrasyonu kontrol,
hoLAB, hetLAB ve hothetl, AB inokulant: kullanilan silajlarda sirasiyla 0.85-0.98,
0.58-0.83, 0.74-0.85 ve 0.68-0.82 g/kg KM arasinda degismistir. Laktik asit
bakteri inokulantlar1 fermantasyonun ilk giinlerinden (2., 4. ve 8.) itibaren musir
silajiin biitrik asit konsantrasyonunu kontrol silajina gore duistirmiislerdir. En
etkili diistis LAB inokulantlarmin kullanildig: silajlarda gézlenmis olup, bunu
sirastyla hothetp AB ve hetL AB inokulantlarmin kullanildig: silajlar izlemistir.
Fermantasyonun 2. giintinde tiim LAB inokulantlar1 (L. buchneri disinda) misir
silajinin btitrik asit konsantrasyonunu kontrol silajina gore onemli diizeyde
dustirtirlerken; 4. gtinde "™LAB P1132™, P. pentosaceus ve L. pentosaceus; 8.
glinde P. pentosaceus biitrik asit konsantrasyonunu kontrol silajina gore dnemli
diizeyde diistren inokulantlar olmuslardir (P<0.05). Bu gtinlerde diger
inokulantlarin musir silajinin biitrik asit konsantrasyonu tizerindeki etkileri ise
onemsiz bulunmustur (P>0.05). Diger yandan 60. giinde higbir silajda biuitrik
asit olusumuna rastlanmamustir.

Clostridia sporlar1 (C. tyrobutyricum, C. butyricum ve C. sporogenes vb)
silajlarda bulunan sekerleri ve organik asitleri fermente ederek butrik asit
tiretirler (2 laktik asit — 1 biitrik asit + 2 Hz + 2 CO,, McDonald ve ark. 1991).
Dolayisiyla buitrik asit Clostridial aktivitenin onemli bir gostergesidir (Heron ve
ark. 1986). Clostridia iceren silajlarin tipik 6zellikleri; ytiksek biitrik asit (>5 g/kg
KM) konsantrasyonunun yani sira, yiiksek pH (>5), amonyak (>120 g NHs-N/g
N) ve amin konsantrasyonu ile diistik laktik asit tiretimidir (MacPherson ve
Violante 1966, Voss 1966). Dolayisiyla fermantasyonun ilk giinlerinde (2., 4. ve
8.) silajlardaki laktik asit tiretim hizimin oldukca yiiksek olmasi; bunun
sonucunda da silajlarin pH” simin hizla diismesi (<3.88, Cizelge 4.1), amonyak
konsantrasyonunun (<%5.69, Cizelge 4.1) dtisiik seviyelerde seyretmesi;
Clostridial aktiviteyi engellemis, sonugta yapilan tiim silajlarda diistik biitrik asit
(<0.98 g/kg KM) olusmustur. Woolford (1984) ile McDonald ve ark. (1991)

silajda oksijen varligina bagl olarak bitki solunumunun devam etmesi ve
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aerobik mikroorganizmalarin  aktivitelerini stirdiirmesi halinde; silaj
fermantasyonu igin kritik donemin silolamanin ilk haftast oldugunu ve
ortamdaki oksijenin tiikenmesiyle, istenilen diisiik pH" ya ulasilmas:
durumunda, silajin stabil doneme girdigini ifade etmislerdir. Dolayisiyla 60.
glinde silajlarda buitrik asit olusmamis olmasi; fermantasyonun 8. giintinden
sonra solunum olaymin tamamen durmasimin ve anaerobik kosullarin
saglandiginin bir gostergesidir. Ayrica silajlarin pH’ lar1 ilgili arastirmadan elde
edilen sonuglar da, silolamanin 8. gtintinden sonra istenilen pH’ ya ulasilarak
(3.51-3.77) silajin stabil doneme girdigini gostermektedir. Silajlarin biitrik asit
konsantrasyonlariyla ilgili olarak bu arastirmadan elde edilen bulgular, benzer
konuda yapilan arastirma sonuglariyla da uyumlu bulunmustur (Ranjit ve

Kung 2000, Filya ve ark. 2006).

Arastirmada fermantasyon stiresince kontrol grubu da dahil olmak tizere
silajlarn  hi¢ birinde propiyonik asit olusumuna rastlanmamistir. Ancak
L. buchneri kullanilan silajlarda 1-propanol ve propiyonik asidin olusabilecegi
kaydedilmistir (Oude-Elferink ve ark. 2001, Driehuis ve ark. 1999). Diger
yandan s6z konusu uriinlerin silajlarda her zaman gozlenemedigi, bu nedenle
de L. buchneri ve L. parabuchneri’ nin metabolizmalar1 ile ilgili daha detayl

arastirmalarin yapilmasi gerektigi bildirilmektedir (Holzer ve ark. 2003).

Taze misirda hi¢ bulunmayan etanol, yapilan silajlarin tiimtinde ¢ok
dustik dtizeyde de olsa saptanmistir. Laktik asit bakteri inokulantlars,
fermantasyonun 2-8. giinlerinde musir silajmin etanol konsantrasyonunu
kontrol grubuna gore 6nemli diizeyde diistirmiislerdir (P<0.05). Ancak en etkili
dustis, "'LAB inokulantlarinin (P11A44™ ve L. buchneri) kullanildig: silajlarda
gozlenmistir (8. giin harig). Fermantasyonun 2., 4., ve 60. giinlerinde en duisiik
etanol konsantrasyonu sirasiyla P11A44™ (0.038 g/kg KM), L. buchneri (0.048
g/kg KM) ve P11A44™ (0.093 g/kg KM) kullanilan silajlarda belirlenirken,
fermantasyonun tim donemlerinde en yiiksek etanol konsantrasyonunun

kontrol silajinda olustugu (sirasiyla 0.084, 0.105, 0.119 ve 0.129 g/kg KM)
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saptanmistir (P<0.05). Fermantasyonun 8. giuiniinde ise en diistik etanol
konsantrasyonu MLAB L. pentosus inokulantiin kullanildig1 silajda
belirlenmistir (0.071 g/kg KM). Diger yandan 60. giinde "LAB inokulantlarinin
silajlarin etanol konsantrasyonu {izerindeki etkileri kontrol silajina gore
onemsiz bulunurken, "tLAB ve hothetl AB inokulantlar1 misir silajinin etanol
konsantrasyonunu kontrol silajina gore ©nemli diizeyde diistirmiislerdir
(P<0.05). Enterobacteriaceae familyasma ait tiirlerin, PtLAB’ nin, maya ve
kiiflerin; temel fermantasyon {iirtini etanol ve COy’ tir (Ganceda ve Serrano
1989). Aslinda c¢ogu maya tiirti oksijen varliginda gelisim gosterir, ancak
bunlardan Saccharomyces cerevisiae bir istisna olup, anaerobik kosullarda da
tireyip etanol turetebilir (van Dijken ve ark. 1993). Dustik silaj pH’ s1 ile silaj
fermantasyonu sirasinda olusan asetik ve propiyonik asit gibi UYA bu
mikroorganizmalarin tiremelerini durdurur (McDonald ve ark. 1991).
Dolayisiyla PetLAB inokulantlarmin kullanildigi silajlarda yiiksek diizeyde
olusan asetik asit; mayalarin tiremesini durdurmus, sonugta duisiik etanol
olusmasinda etkili olmustur (Cizelge 4.1 ve 4.3). Diger yandan baslangic
materyalinin epifitik mikroflorasinin ¢cogunlukla PtLAB’ nin olusturmas: (Cai
ve ark. 1999) diger silajlara gore kontrol silajinda yiiksek diizeyde olusan
etanoliin bir gostergesidir. Homofermantatif LAB inokulantlarinin kullanildig:
silajlarda ise etanol olusmasinda, fermantasyon sirasinda gozlenen mayalar
etkin rol almistir. Silajlarin mikrobiyal yapilar1 da bu bulguyu desteklemis ve
soz konusu silajlarda fermantasyon siiresince maya gelisimi gozlenmistir
(Cizelge 4.3). Dolayisiyla mayalar; fermantasyonun erken doénemlerinde silaj
btinyesindeki sekerler ile bu silajlarda ytiiksek diizeyde olusan laktik asidi
kullanarak etanol tiretmislerdir. Filya ve ark. (2006) musir silajlarinin etanol
konsantrasyonunu kontrol, P. acidipropionici ve L. plantarum kullanilan silajlarda
sirasiyla 1.6, 0.7 ve 1.3 g/kg KM olarak belirlemislerdir. Fermantasyon
stiresince (2-60.gtin) kontrol, "™LAB, htLAB ve hothetf AB inokulantlarinin
kullamildig1 silajlarda fermantasyon son tirtinleri igerisinde etanolin pay1

sirasiyla  %0.16-0.23, 0.14-0.18, 0.09-0.12 ve 0.12-0.14 arasinda degisim
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gostermistir. Ganceda ve Serrano (1989) ile Driehuis ve Van Wikselaar (2000)
silajdaki fermantasyon son tirtinlerinin %0.91" ini etanoliin olusturmas: halinde,
silajlarda maya ve kiiflerin; %0.5" ini olusturmasi halinde ise bakterin
fermantasyonda etkin rol aldiklarini  bildirmislerdir. Bu sonuglar
dogrultusunda, fermantasyon siiresince saptanan etanol diizeyi yapilan soz
konusu arastirmalardan diistik diizeyde bulunmustur. Dolayisiyla arastirmada
mustr silajlariin etanol konsantrasyonlariyla elde edilen bulgular, s6z konusu
mikroorganizmalarin silaj fermantasyonunda tamamen baskin mikroflora
olmadigini, fermantasyonun baslangicinda saglanan duistik pH’ nin istenmeyen

bu mikroorganizmalarin gelismesini engelledigini de gostermistir.



77

4.1.2. Silajlarin mikrobiyal yapilar:

Taze ve silolanmis misirin mikrobiyal yapilarna iliskin arastirma

bulgular1 Cizelge 4.3 ve Sekil 4.4” de verilmistir.

Arastirmada 6 adet "™LAB (Biomax®5, P1132™, L. plantarum MTD]1, L.
pentosaceus, P. pentosaceus, L. pentosus), 2 adet "tLAB (P11A44™ ve L. buchneri)
ve 1 adet hothetL AB (Lalsil®) inokulantinin musir silajmin mikrobiyal yapisi
tizerindeki etkileri incelenmistir. Bu incelemede, silolamanin 2., 4. ve 8.
giinlerinde "LAB, hetLAB ve hothetl, AB inokulantlarinin kullanildig: silajlarin
Lactobacilli poptlasyonunun sirasiyla 8.33-9.17, 7.82-8.35, 8.71-9.13 cfu/g
arasinda degistigi belirlenmistir. Fermantasyon siiresince ""LAB ve hothetl, AB
inokulantlarinin kullanildig: silajlarin Lactobacilli poptilasyonu, kontrol silaji ve
hetL AB inokulanti kullanilan silajlardan daha ytiiksek bulunmustur. Nitekim
hoL AB ve hothetl AB inokulantlari, silolamanin ilk giinlerinden itibaren °LAB’
nin hizla etkin hale gelmelerini saglamis, bunun sonucunda da SCK’ larin
fermantasyonunu artirarak, laktik asit tiretimini tesvik etmistir. Diger yandan
hetL AB inokulantlarmin etkinlikleri fermantasyonun ilk giinlerinde (2. ve 8.
giin) LAB ve hothetl, AB” ne gore daha dusik bulunmustur. Bunun sebebi
fermantasyon déneminin basinda "etLAB inokulantlarimin "LAB’ ne gére ortam
pH" sm1 gec diisirmeleri ve bunun sonucunda da daha yavas laktik asit
tiretmeleridir. Nitekim Muck (2008) fermantasyonun ilk gtinlerinde L. buchneri’
nin gelismesinin yavas oldugunu ancak fermantasyonun ileri giinlerinde
etkinliginin arttigini bildirmistir. Silolamanin son déneminde de (60. giin) yine
hoL AB inokulantlarmin (L. pentosus disinda) kullanildig: silajlarin Lactobacilli
poptilasyonlari, kontrol grubu ve diger inokulantlarin kullanmildig: silajlardan

daha ytiksek bulunmustur.
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Cizelge 4.3. Silajlarin mikrobiyal yapilarr* (x, cfu/ g)

Giuinler  Uygulama Lactobacilli Maya Kuf

0 Taze 6.81 4.65 0
Silaj

2 Kontrol 8.24 0 0
Biomax®5 8.33 2.22 0
P1132™ 8.62 2.88 0
L.plantarum MTD1 8.48 2.95 0
L.pentosaceus 8.71 3.18 0
P.pentosaceus 8.69 2.70 0
L.pentosus 8.62 3.40 0
P11A44™ 8.05 0 0
L.buchneri 7.82 0 0
Lalsil® 8.71 2.78 0

4 Kontrol 8.30 0 0
Biomax®5 8.49 4.87 0
P1132™ 8.65 4.66 0
L.plantarum MTD1 8.50 4.65 0
L.pentosaceus 8.72 5.54 0
P.pentosaceus 8.72 5.08 217
L.pentosus 8.66 5.02 0
P11A44™ 8.49 0 0
L.buchneri 8.13 0 0
Lalsil® 8.76 0 0

8 Kontrol 8.75 4.66 4.48
Biomax®5 9.17 4.03 6.17
P1132™ 9.16 5.97 0
L.plantarum MTD1 9.04 4.05 0
L.pentosaceus 8.81 5.80 0
P.pentosaceus 8.92 5.71 0
L.pentosus 8.92 5.59 0
P11A44™ 8.45 3.08 0
L.buchneri 8.32 2.78 0
Lalsil® 9.13 3.69 0

60 Kontrol 6.78 5.50 0
Biomax®5 7.17 5.72 0
P1132™ 7.13 5.76 0
L.plantarum MTD1 8.15 5.62 0
L.pentosaceus 7.02 6.03 0
P.pentosaceus 6.78 6.09 0
L.pentosus 6.18 6.02 0
P11A44™ 6.65 0 0
L.buchneri 6.48 0 0
Lalsil® 6.87 5.35 0

*Mikrobiyolojik analizler acilan ti¢ silonun karistirilmasi sonucu olusturulan tek bir drnek (2 paralelli) tizerinde
yiriitildiigiinden, istatistik analiz yapilamamustur.
cfu, koloniform {inite
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(@)

—O— P.pentosaceus —O— L.pentosus P11A44 —O— L.buchneri
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Sekil 4.4. Fermantasyon stiresince silajlardaki Lactobacilli (a) ve maya popiilasyonu (b) degisimi
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Diger yandan 60. giinde acillan tum silajlarin  Lactobacilli
poptilasyonunun, fermantasyonun ilk giinlerine (2., 4., ve 8. giin) gore daha
dustik oldugu gozlenmistir. Bunun sebebi 60. giinde SCK’ 1 tamamen
tukenmesi, silajlarda laktik asit tiretiminin en yiiksek diizeyine ulasmasi ve
ortam pH’ smin istenilen seviyeye diismesidir. Ayni giinde (60. giin) en fazla
Lactobacilli gelisiminin "LAB L. plantarum MTD1 kullanilan silajlarda oldugu
belirlenirken, en az gelisimin "™LAB L. pentosus, "'LAB P11A44™ ve L. buchneri
kullanilan silajlarda oldugu gozlenmistir. Filya ve ark. (2006) tarafindan yapilan
calismada da, "™LAB inokulantlarmin musir silajmin (~%33.8 KM) LAB
popiilasyonunu (7.38-7.51 cfu/g) artirdigi, htLAB inokulantlarmin (6.16-6.21
cfu/g) ise dustrdugu  belirlenmistir.  Ayrica silajlarmn  Lactobacilli
poptilasyonlariyla ilgili olarak bu arastirmadan elde edilen bulgular, benzer
konuda yapilan ¢alismalarla da uyumlu bulunmustur (Filya 2003, Filya ve ark.
2004a). Bu sonuglardan farkli olarak "tLAB L. buchneri’ nin musir silajmmn LAB
poptilasyonunu artirdigini gosteren calismalara da rastlanmustir (Driehuis ve

ark. 1999, Kung ve ark. 2007).

Fermantasyon siiresince kontrol grubu ile MLAB ve hothet] AB
inokulantlarinin  kullanildig1  silajlarin  maya popiilasyonunda artma
gozlenirken, "tLAB inokulantlarmin kullanildig: silajlarda 8. giin hari¢ maya
gelisimi gozlenmemistir. Bitkisel materyal parcalanip siloya doldurulduktan
sonra Ozellikle fermantasyonun ilk gtinlerinde (aerobik donem) solunum olay1
gortuliir. Bu olay sirasinda silo igerisinde ve bitki biinyesinde kalan oksijen
kullanilarak, ortamdaki sekerler parcalanmaya baglar (Filya 2001). Ozellikle
laktik asit konsantrasyonunun yiiksek oldugu M™LAB ve hothetl AB
inokulantlarmin kullanildig: silajlarda fermantasyon stiresince gozlenen maya
poptilasyonundaki artisin sebebi, solunum olay:1 ve taze materyalde var olan
mayalar olabilir. Dolayisiyla silolamanin baslangicinda (2., 4., ve 8.) ""LAB ve
hothet], AB kullanilan silajlarin SCK igerikleri ile ilgili olarak arastirmadan elde
edilen sonuglarda, bu silajlarda mayalarin varligimni gostermektedir (Cizelge

4.1). Diger yandan fermantasyon sirasinda saglanan diistik pH ile ytiksek laktik
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asit olusumu aslinda silaj ortaminda istenmeyen mikroorganizma
poptilasyonunun (maya, kiif, Enterobacteria, Clostridia vb.) gelisimini
engellemektedir. Ancak diistiik pH’ da (3.50-3.65) bile gelisebilen maya ttirleri
mevcuttur (Woolford 1984). Misir gibi yiiksek SCK icerigine sahip bitkilerde
Candida lambica ve C. krusei gibi maya varyetelerinin fermantasyon sirasinda
gelisebildikleri ve dustik diizeyde de olsa laktik asidi ve karbonhidratlar
asimile edebildikleri bildirilmistir (McDonald ve ark. 1991). Middlehoven ve
van Baalen (1988) ise mayalarin iyi fermente olmus silajlarda 10 cfu/g,
bozulmus silajlarda ise 102 cfu/g diizeyinde bulundugunu bildirmistir.
Arastirmada "LAB inokulantlarmin kullanildig silajlarda maya popiilasyonu
gozlenmis olmasina ragmen, silajlarin maya popiilasyonlari ile ilgili olarak elde
edilen sonucglar Middlehoven ve van Baalen (1988)" nin iyi fermente olmus
silajlar icin belirledikleri diizeyden bile daha diistiik bulunmustur (Cizelge 4.3).
Heterofermantatif LAB inokulantlarmnin antimikrobiyal o6zellikleri ile
fermantasyon sirasinda olusturduklar1 metabolitler (asetik ve propiyonik asit
vb) istenmeyen epifitik mikroorganizma gelisimini engellemektedir (Muck
1996). Dolayisiyla s6z konusu inokulantlarin kullanildig: silajlarda maya
olusmamasimin baslica nedeni, silolamanin erken doénemlerinde bu silajlarda
olusan ytiksek diizeydeki asetik asittir. Cilinkii asetik asit mayalarin gelismesini
tamamen engellemistir (Cizelge 4.2, 4.3). Arastirmada "LAB (Weinberg ve ark.
1993, Kleinschmit ve ark. 2005), "tLAB (Ranjit ve Kung 2002, Taylor ve Kung
2002, Kung ve ark. 2007) ve hothetfL, AB (Filya 2003, Filya ve ark. 2004a)
inokulantlarmin kullanildig; silajlarin maya popiilasyonlar ile ilgili olarak elde
edilen bulgular s6z konusu arastiricilarin sonuglariyla da uyumlu bulunmustur.
Filya 2002 (a, b) ise bu sonuglardan farkli olarak "™LAB inokulantlarinin misir
silajinin maya popiilasyonunu etkilemedigini belirlemis ve kontrol silaji dahil
olmak {tizere yaptig1 tum silajlarin maya iceriklerini genel olarak duisiik
bulmustur. Arastiric1 fermantasyon sirasinda silajlara herhangi bir sekilde hava

girisinin miimkiin olmadig1 icin, mayalarin uygulamalardan etkilenmedigini,
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silajlarda belirledigi mayalarin ise baslangic materyalinde var olan mayalar

oldugunu bildirmistir.

Genel olarak taze materyal ile yapilan silajlarin higbirisinde kiif
olusumuna rastlanmamustir. Kiifler, silaj fermantasyonuna olumsuz etkide
bulunarak silaj biinyesindeki fermente olabilir karbonhidratlar1 ve bu
karbonhidratlarin son triinlerini tiiketip LAB ile rekabet ederler (Filya 2001).
Pelhate (1977) depolamanin son asamalarina dogru siloya oksijen girmesi ile
dominant hale gelebilecek kiuif tiirlerine (Byssochlamys nivea, Monascus ruber,
Penicillium roqueforti vb) rastlamistir. Ancak iyi bir sekilde kapatilmis, diistik pH
ile anaerobik kosullarin saglandig: silajlar kiif gelisimine uygun ortamlar
degildir (McDonald ve ark. 1991). Dolayisiyla bu arastirmada, yapilan tim
silajllarda hakim mikrofloranin Lactobacilli olmasi, fermantasyonun erken
donemlerinden itibaren saglanan diisiik pH ve silajlara hava girisinin ¢ok iyi bir
sekilde kontrol altina alinmasi, yani anaerobik kosullarin saglanmas: kiiflerin
fermantasyonda aktif rol almasinm1 onlemistir. Yapilan galismalarin bir¢cogunda
da LAB inokulantlar1 muisir silajimin  kiif poptilasyonunu distrdigi
belirlenmistir (Filya ve ark. 2004a, Kleinschmit ve Kung 2006a, Kung ve ark.
2007).



83

4.2. Silajlarin Hiicre Duvar Bilesenleri

Taze ve silolanmis misirin hiicre duvari bilesenlerine ait arastirmadan

elde edilen bulgular Cizelge 4.4" de verilmistir.

Taze musirn NDF, ADF, ADL, hemiselliiloz ve selliiloz igeriklerinin
sirasiyla %51.26, 35.92, 5.37, 15.34 ve 30.55 olarak saptandig1 arastirmada, LAB
inokulantlarinin musir silajinin hiicre duvar1 bilesenleri tizerindeki etkileri
onemsiz bulunmustur (P>0.05). Fermantasyonun 2. ve 4. giintinde "L AB, 4. ve
8. gitinde ise hothetL AB kullanilan silajlarin NDF ve hemiselliiloz igeriklerinde
baslangi¢c materyaline gore bir miktar artis olmustur. Solunum ve fermantasyon
sirasinda olusan KM kaybinin, hiicre duvari bilesenlerini artirmasi olasidir
(Pahlow ve ark. 2003, Filya ve ark. 2007). Nitekim fermantasyonun 2 ve 4.
gitinlerinde "L AB ve hothetl AB inokulantlarimin kullanildig; silajlarda KM kayb:
gozlenmistir (Cizelge 4.1). Dolayisiyla fermantasyonun ilk giinlerinde gozlenen
solunum ve bunun sonucunda olusan KM kaybi, misir silajinin hiicre duvari
bilesenlerinden NDF ve hemiselliiloz igeriginde bir artis saglamistir. Benzer
sonug Filya ve ark. (2007) tarafindan yonca silajiyla yapilan calismadan da elde
edilmis ve baslangic materyaline gore silajlarin hiicre duvar: bilesenlerinin

arttig1 belirlenmistir.

Diger yandan fermantasyonun 8. giintinden itibaren "LAB inokulantlari
mustr silajinin NDF ve hemiselltiloz iceriginde, fermantasyonun ilk giinlerine
gore oransal bir azalma saglamistir. Bu durum fermantasyonun 60. giiniinde
daha da belirgin hale gelmistir (NDF,~%3.02; hemiselltiloz, %14.4).
Hemiselltiloz ve NDF igeriginde belirlenen en fazla azalmanmn 2-60. giinler
arasinda "LAB P1132™ (%3.44, 16) ve L. pentosus (%4.27, 17.3) kullanilan
silajllarda oldugu belirlenmis ve benzer durumun 2. ve 8. giinlerde ayni
silajlarin selltiloz igeriginde de oldugu gorulmiistiir. Fermantasyonun 60.
gilintinde belirlenen oransal azalmanin nedeni, ilk giinlerden itibaren saglanan

dustik ortam pH’ sidir.
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Cizelge 4.4. Silajlarin hiicre duvari bilesenleri (¥, %)

Giinler Uygulama NDF ADF ADL HMS* S**

0 Taze 51.26 35.92 5.37 15.34 30.55
Silaj

2 Kontrol 51.67 34.61 5.70 17.06 28.91
Biomax®5 51.78 34.58 5.81 17.20 28.77
P1132™ 51.73 35.20 5.30 16.53 29.90
L.plantarum MTD1 51.28 34.77 5.56 16.51 29.21
L.pentosaceus 51.81 34.98 5.39 16.83 29.59
P.pentosaceus 51.50 35.07 5.65 16.43 29.42
L.pentosus 51.84 35.44 5.56 16.40 29.88
P11A44™ 52.21 35.45 5.96 16.76 29.49
L.buchneri 52.57 35.05 5.96 17.52 29.09
Lalsil® 51.78 35.10 5.92 16.68 29.18
SH 0.617 0.755 0.406 0.722 0.870

4 Kontrol 51.45 36.00 5.82 15.45 30.18
Biomax®5 51.60 35.12 5.61 16.48 29.51
P1132™ 51.80 34.98 5.45 16.82 29.53
L.plantarum MTD1 51.59 35.49 5.65 16.10 29.84
L.pentosaceus 51.02 35.79 5.48 15.23 30.31
P.pentosaceus 51.17 36.01 5.64 15.16 30.37
L.pentosus 51.68 36.19 5.34 15.49 30.85
P11A44™ 52.43 35.96 5.63 16.47 30.33
L.buchneri 52.43 35.95 5.75 16.48 30.20
Lalsil® 51.13 35.76 5.80 15.37 29.96
SH 0.552 0.766 0.891 0.979 0.891

8 Kontrol 51.08 34.87 5.49 16.21 29.38
Biomax®5 50.53 34.90 5.40 15.63 29.50
P1132™ 50.65 34.91 5.77 15.74 29.14
L.plantarum MTD1 50.25 35.05 5.30 15.20 29.75
L.pentosaceus 52.14 34.95 5.51 17.19 29.44
P.pentosaceus 50.97 34.74 5.78 16.23 28.96
L.pentosus 50.52 35.46 5.22 15.06 30.24
P11A44™ 51.40 35.01 5.45 16.39 29.56
L.buchneri 51.21 34.26 5.71 16.95 28.55
Lalsil® 51.78 35.36 5.61 16.42 29.75
SH 0.741 0.705 0.467 0.974 0.597

60 Kontrol 50.26 36.16 5.42 14.10 30.74
Biomax®5 50.32 35.94 5.29 14.38 30.65
P1132™ 49.95 36.06 5.46 13.89 30.60
L.plantarum MTD1 49.79 35.55 5.28 14.24 30.27
L.pentosaceus 51.26 36.19 5.25 15.07 30.94
P.pentosaceus 49.65 35.73 5.00 13.92 30.73
L.pentosus 49.47 35.90 5.54 13.57 30.36
P11A44™ 50.56 36.27 5.50 14.29 30.77
L.buchneri 50.66 35.28 5.04 15.38 30.24
Lalsil® 50.61 35.76 5.71 14.85 30.05
SH 0.858 0.641 0.738 0.920 0.976

NDF, nétr deterjanda ¢oztinmeyen lif; ADF, asit deterjanda ¢oziinmeyen lif; ADL, asit deterjanda ¢oziinmeyen lignin;
HMS, Hemiselliiloz; S, Selliiloz; SH, standart hata.
*Hemiselliiloz=NDF-ADF; **Selliiloz=ADF-ADL
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Arastirmada fermantasyon stiresince en diisiik pH; NDF ve hemiselliiloz
icerigindeki en fazla azalmayi saglayan "LAB P1132™ ve L. pentosus
inokulantlarinin kullanildigr silajlarda belirlenmis ve 60. gtinde her iki
inokulantta da pH 3.49 olarak saptanmistir. (Cizelge 4.1, P<0.05). Ayrica
silajlarmm pH’ s1 ile NDF (r=0.547, P<0.05) ve hemiselltiloz (r=0.516, P<0.05)
igerikleri arasinda pozitif yonde bir korelasyon da tespit edilmistir. Pozitif
yonde belirlenen bu korelasyon diistik ortam pH’ sinin silajlarin hiicre duvari
bilesenlerini etkileyebilecegini gostermektedir. Rook ve Hatfield (2003) ortam
pH’ sinin hizla diismesi ile birlikte hidrojen iyonlarindaki artisin hiicre duvari
bilesenlerinde azalma yaratabilecegini, Muck (1996) ise diistik pH’ nin silajlarin
NDF iceriginde saglayacagi oransal azalmanimn %0.5" ten daha distik diizeyde
oldugunu bildirmistir. Dolayisiyla bu arastirmadan elde edilen sonuglar her iki
bildirimle de wuyumlu bulunmustur. Nitekim silajlarin hiicre duvar
kapsaminda oransal bir azalma meydana gelmistir. Ancak gozlenen bu azalma
Muck (1996) tarafindan bildirilen orandan ytiksek olmakla birlikte, duistik
seviyelerde gerceklesmistir. Sanderson (1993) ve Filya (2002b) "™LAB L.
plantarum ve E. faecium’ un musir silajimm NDF ve ADF iceriklerini
etkilemedigini bildirmislerdir. Nitekim Sanderson (1993) muisir silajjnin NDF
icerigini kontrol ve inokulant kullanilan silajlarda sirasiyla %45.9 ve 44.8, ADF
icerigini %25.6 ve 25.3 olarak saptamustir. Filya (2002b) tarafindan ytrttiilen
arastirmada ise, kontrol grubu musir silajinin NDF ve ADF igerikleri sirasiyla
%52.9 ve 27.5; inokulant kullanilan silajlarda ayni parametreler sirasiyla %53.0
ve 27.4 olarak belirlenmistir. Ayrica LAB inokulantlarinin misir silajimin hiicre
duvar1 bilesenleri {izerindeki etkileriyle ilgili olarak bu arastirmadan elde
edilen bulgular s6z konusu ¢alismalarla da uyumlu bulunmustur (Kleinschmit
ve ark. 2005, Kleinschmit ve Kung 2006b). Diger yandan Ranjit ve Kung (2000)
hoLAB L. plantarum 30115" in musir silajmin NDF igeriginde onemli diizeyde bir
azalma sagladigini belirlemistir. Bu farkliligin olusmasindaki neden, ad1 gecen
calismada silolama stiresinin (100 giin) yapilan bu arastirmadan (60 giin) daha

uzun olmasi ve materyalin daha uzun stire asidik bir ortamda kalmas: olabilir.
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Nitekim silolama siiresinin uzamasina bagl olarak, stire gelen asidik kosullarin
silajlarin hticre duvar:1 kapsamini azalttig1 bildirilmektedir (Muck 1996). Bu
arastirmada "etLLAB inokulantlarinin hiicre duvari bilesenleri iizerindeki etkileri
ile ilgili elde edilen sonuglardan fakl: olarak, Nsereko ve ark. (2008) "tLAB’ den
L. buchneri, L. reuteri, L. crispatus ve L. brevis” in baz1 6zel suslarin (L. buchneri
PTA-6138 ve NRRLB-30866 susu; L. crispatus NRRL B-30868, NRRL B-30870 ve
NRRLB-30869 susu; L. reuteri NRRL B-30867; L. brevis NRRL B-30865 susu)
ferulate esteraz irettigini, bu enzimin de Ingiliz cimi silajinin hiicre duvari

kapsamini azalttigini belirlemislerdir.
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4.3. Silajlarin Aerobik Stabiliteleri

Silajlarin aerobik stabilitelerine iliskin bulgular Cizelge ve Sekil 4.5" de

verilmistir.

Arastirmada kullanilan "™LAB (Biomax®5, P1132™, L. plantarum MTD]1,
L. pentosaceus, P. pentosaceus, L. pentosus), "tLAB (P11A44™ ve L. buchneri) ve
hothetl AB  (Lalsil®) inokulantlari musir silajnin aerobik stabilitesini farklh
diizeyde etkilemistir. Uygulanan 5 giinliik test sonunda "LAB inokulantlar
musir silajinin CO; tiretimini ve maya poptilasyonunu artirirlarken, silaj pH’ st
kontrol ~grubuna gore Onemli duizeyde dusurmislerdir (P<0.05).
Heterofermantatif LAB inokulantlar1 (P11A44™ ve L. buchneri) ise musir silajinin
COz tiretimini ve maya poptilasyonunu dustirtirlerken (P<0.05), silajlarm pH’
st kontrol grubuna gore onemli diizeyde artirmislardir. Diger yandan
hothetl AB inokulant: (Lalsil®) musir silajnda CO; {iiretimini ve maya

poptilasyonunu kontrol grubuna gore etkilememistir (P>0.05).

Cizelge 4.5. Silajlarin aerobik stabilite 6lgtimleri (; )

Uygulama pH COs Maya* Kuf* Gorsel kiiflenme**
(8/kg KM) (cfu/g) (cfu/g)
Kontrol 3.72b 6.36¢ 9.46 0 1
Biomax®5 3.63d 14.70a 9.56 0 1
P1132™ 3.60¢f 9.26¢d 9.24 0 1
L.plantarum MTD1 3.68¢ 12.54eb 9.52 0 1
L.pentosaceus 3.69¢ 6.85de 9.32 0 1
P.pentosaceus 3.644 10.29¢bc 9.20 0 1
L.pentosus 3.59¢ 9.48¢d 9.33 0 1
P11A44™ 3.85a 0.71f 3.92 0 1
L.buchneri 3.83 0.47¢ 3.11 0 1
Lalsil® 3.62de 7.95¢¢ 9.49 0 1
SH 0.014 1.518 - - -

CO., karbondioksit; KM, kuru madde; cfu, koloniform iinite; SH, standart hata.

* Maya ve kiif sayimi tek paralel olarak gerceklestirilmistir.

**Silajlarin kiiflenme durumlarmnin gorsel olarak 1' den 5' e kadar olan sayilarla degerlendirilmesidir. 1: hi¢ kiif
icermeyen bir silaj, 2: noktalar halinde ¢ok ¢ok az diizeyde kiif iceren bir silaj, 3: noktalar halinde ytizeye yayilmis bir
sekilde kiif iceren bir silaj, 4: ytizeyi kismen kiif ile kapli, bolge bolge kiiflenmis yiizeyleri olan bir silaj, 5: yiizeyi
tamamen Kkiif ile kapli, agir bir kokuya sahip ve partikiilleri birbirine yapismus bir silaj. Bu degerlendirmeler ti¢ kisi
tarafindan yapilmakta ve daha sonra ticiintin ortalamasi alinmaktadir.

af Ayni stitunda farkli inokulantlar i¢in farkli harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar snemlidir (P<0.05).
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Sekil 4.5. Bes gtinliik aerobik dénem sonunda silajlardaki pH, CO; {iretimi ve maya popiilasyonu degisimi
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Arastirmada 5 giin stire ile havanin oksijene maruz birakilan silajlarda en
yiiksek CO» tiiretiminin 14.70 g/kg KM ile MLAB Biomax®5 inokulantinin
kullanildig: silajda, en dusiik CO» tiretiminin ise htLAB P11A44™ (0.71 g/kg
KM) ve L. buchneri’ nin (0.47 g/kg KM) kullanildig: silajlarda gergeklestigi
gorulmustiir. Teste tabi tutulan silajlarin maya poptilasyonu ise "LAB
kullanilan silajlarda 9.20-9.56 cfu/g, "tLAB kullanildig: silajlarda 3.11-3.92
cfu/g arasinda degismis ve en yiiksek maya popiilasyonunun "LAB Biomax®5
kullanilan silajda (9.56 cfu/g), en dusiik maya popiilasyonunun htLAB
P11A44™ (3.92 cfu/g) ve L. buchneri (3.11 cfu/g) kullanilan silajlarda gelistigi

gozlenmistir.

Seale (1986) ve Filya (2001) "LAB inokulantlarinin kullanildig: silajlarda
yogun olarak ortaya ¢ikan laktik asidin mayalar tarafindan fermente edildigini,
bunun sonucunda silajlardaki maya poptilasyonunun arttigini, mayalarin ise
CO: tretimine yol agtigini bildirmislerdir. Weinberg ve ark. (1993) LAB
inokulantlarinin silaj kalitesini artirdigini, fakat bu silajlarin homolaktik
fermantasyondan dolay1 aerobik stabilitelerinin genellikle diisiik oldugunu
bildirmislerdir. Aym arastiricilar bunun nedenini, "LAB inokulantlarinin silaj
igerisindeki maya ve kiif popiilasyonlarmi baski altina alabilecek kadar yeterli
miktarda asetik ve biitrik asit gibi UYA’ ni tiretememesi olarak gostermislerdir.
Dolayisiyla °LAB inokulantlarinin kullanildig; silajlarin yiiksek diizeyde laktik
asit, dustik diizeyde asetik ve bitrik asit icermesi bunun yami sira maya
poptilasyonlarinin diger silajlara gore daha fazla olmasi, bu silajlarin aerobik
stabilitelerinin duistik oldugunun bir gostergesidir (Cizelge 4.2). Ayrica
silolamanin son doneminde agilan silajlarin laktik asit konsantrasyonu ile
aerobik donemde saptanan CO; tiretimi arasinda pozitif yonlii bir korelasyon
tespit edilmis olmasi yukaridaki bulgular1 destekler niteliktedir (r=+0.583,
P<0.05, Sekil 4.6).
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Sekil 4.6" da da goruldigi gibi yiiksek laktik asit konsantrasyonuna
sahip, 2-7 ve 10 numaralarla sembolize edilen "™LAB (Biomax®5, P1132™,
L. plantarum MTD1, L. pentosaceus, P. pentosaceus, L. pentosus) ve hothet L AB’" nin
(Lalsil®) kullanildig: silajlarda daha ytiksek miktarda COz aciga ¢ikmistir. Diger
yandan duisiik laktik asit tiretiminin gerceklestigi, 8 ve 9 numaralarla sembolize
edilen ML AB inokulantlarinin (P11A44™ ve L. buchneri) kullanildig: silajlarda
ise daha diistik miktarda COz agi1ga ¢ikmustir (P<0.05).
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Sekil 4.6. Silajlarin laktik asit konsantrasyonu (60. giin) ile 5 giinlitk aerobik dénem sonunda
olusan CO; miktar1 arasindaki dagilim (1, kontrol; 2-7, hoLAB; 8-9, hetLAB; 10, hothet AB).

Homofermantatif LAB inokulantlarimin misir silajinin aerobik stabilitesi
tizerindeki etkileriyle ilgili olarak arastirmadan elde edilen bulgular, benzer
konuda yapilan arastirma sonuglariyla da uyumlu bulunmustur (Danner ve
ark. 2003, Filya ve Sucu 2003). Ayrica Weinberg ve ark. (1993) tarafindan
yurutiilen calismada da, L. plantarum+E. faecium’ un musir silajiin aerobik
stabilitesini dustirdiigii belirlenmistir. Filya ve ark. (2006) uyguladiklar1 5
glinliik test sonunda, L. plantarum’ un misir silajinin COz iiretimini ve maya
poptilasyonunu artirdigini belirterek, silajlarin COs tiretiminin kontrol grubu ve
L. plantarum kullanilan silajlarda sirasiyla 42.19 ve 46.88 g/kg KM, maya

igeriginin ise 5.88 ve 5.94 cfu/g oldugunu saptamislardir.
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Heterofermantatif LAB inokulantlarmm muisir silajjun  aerobik
stabilitesini artirmasinin temel nedeni, bu bakterilerin asetik asit tiretmesidir
(Muck 1996, Driehuis ve ark. 1999). Asetik asit, aerobik stirecte istenmeyen
mikroorganizmalarin (maya ve kiif vb) ortamda ¢ogalmalarini engelleyici etki
gostererek silajlarin bozulmasin1 6nlemektedir (Muck 1996). Bu arastirmada
hetL AB inokulantlarinin (P11A44™ ve L. buchneri) silajlarin asetik asit
konsantrasyonunu artirmasi, fermantasyon sirasinda olusan bu asidin ise
mayalar tizerindeki baskilayici etkisini gostermesi, bunun sonucu olarak ta
aerobik stirecte silajlarin CO; tiretiminin dtismesi Muck (1996) ve Driehuis ve
ark. (1999)" nin bildirimleri ile uyumludur. Ayrica silolamanin 60. giintinde
acilan silajlarin asetik asit konsantrasyonu ile CO; iiretimi arasinda negatif

yonlti  bir korelasyon tespit edilmis olmasi yukaridaki bulgular:

desteklemektedir (r=-0.837, P<0.05, Sekil 4.7).

Sekil 4.7 de de goruldugt gibi ytiksek asetik asit konsantrasyonuna
sahip 8 ve 9 numaralarla sembolize edilen "!LAB inokulantlarmin kullanildig:
silajlarin CO» tiretimleri daha diistik olmustur. Diger yandan 2-7 ve 10
numaralarla sembolize edilen, diisiik asetik asit icerigine sahip "LAB ve

hothet], AB inokulantlarmin kullanildig: silajlarin CO; tiretimleri ise daha ytiiksek

olmustur.
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Sekil 4.7. Silajlarin asetik asit konsantrasyonu (60. giin) ile 5 giinliik aerobik dénem sonunda
olusan CO; miktar1 arasindaki dagilim (1, kontrol; 2-7, oL AB; 8-9, hetLAB; 10, ho+het, AB).
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Heterofermantatif LAB inokulantlarinin misir silajinin aerobik stabilitesi
tizerindeki etkileriyle ilgili olarak bu arastirmadan elde edilen bulgular, benzer
konuda yapilan arastirma sonuglariyla da uyumlu bulunmustur (Oude-Elferink
ve ark. 1999, Ranjit ve ark. 1999, Filya ve ark. 2006). Ayrica Kung ve ark. (2007)
L. buchneri kullandiklar1 musir silajin1 (73 saat) kontrol grubundan (37 saat)
aerobik olarak daha dayanikli bulmuslardir. Ayni arastiricilar, L. buchneri’ nin
mustr silajinda maya ve kiif gelisimini (maya ve kiif sirastyla 5.63 ve 5.51 cfu/g)
kontrol grubuna (6.05 ve 7.29 cfu/g) gore onemli diizeyde dustirdiigiinti de
belirlemislerdir (P<0.05).

Arastirmada 5 gtinliik test sonunda yapilan silajlarin hicbirisinde kiif
olusumuna rastlanmamustir. Ayrica bu silajlar kiiflenme durumlar1 gorsel
olarak degerlendirildiginde de hi¢ kuf icermeyen silaj kategorisinde yer
almislardir. Bu aerobik stiregte silajlarin pH’ sinin diistik olmasi, kiif gelisimini
tamamen engellemistir (Cizelge 4.5). Benzer sonuglar Filya (2002a, b), Filya ve
ark. (2000) tarafindan da elde edilmis ve aerobik stirecte silajlarda hig¢ kiif

tiremedigi bildirilmistir.
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4.4. Inokulantlarin Rumen Ekolojisi Uzerine Etkileri
4.4.1. Silajlarin in vitro gaz iiretim degerleri

Silajlarin rumende zamana bagli in vitro gaz liretim degerleri ile rumen

pH’ sma iliskin bulgular Cizelge 4.6 ve Sekil 4.8” de verilmistir.

Cizelge 4.6. Silajlarin in vitro gaz liretim degerleri (mL) ve rumen pH diizeyleri

Inkiibasyon stiresi, saat

Uygulama 3 6 12 24 48 72 96 pH*
Kontrol 14.872b 24302  37.37bc  44.98>d  5]1.51bc  52.96bc  53.50<d  6.09¢f
Biomax®5 15242 24.672  37.00bc  44.62>d 5]1.51bc  54.42bc  54.96cd  6.13df
P1132™ 12.31¢ 24272 45292 55.072  61.772  64.122  63.58  6.272
Lplantarum MTD1 ~ 15.602 24122 39.18>  45.34bd  52.24bc  54.96bc  54.96¢d  6.24ab
L.pentosaceus 12.88¢ 22312k 36.46bc  45.89>d  53.51bc  55.68bc 56.234  6.232<
DP.pentosaceus 12.69¢  21.77°  34.17¢  43.82«d 4788  50.42< 54.23¢  6.08f
L.pentosus 12.33¢ 228520  38.82bc  47.52bc  55.14b  56.95>  57.132b  6.22a<
P11A44™ 13.40bc 22,4620 34.05¢  42.564  50.35bc  53.61bc  52.16bd 6.15f
L.buchneri 14.51ab 23,2220 35.9]bc 42444 50.79bc  53.33bc  52.60d  6.17b-e
Lalsil® 13.76bc 24272 39.85b  4891bc  55.07b 57.60b  59.232b  6.2]ad
SH 0.811 1.322 2.277 2.528 3.151 3.064 2.364 0.045

* [n vitro gaz liretimin 48. saatinde dl¢tilmistiir.
SH, standart hata
afAyni siitunda farkli inokulantlar icin farkl: harfler ile gosterilen ortalamalar arasmdaki farkliliklar 6nemlidir (P<0.05).

Arastirmada kullanilan LAB (Biomax®5, P1132™, L. plantarum MTD1,
L. pentosaceus, P. pentosaceus, L. pentosus), "LAB (P11A44™ ve L. buchneri) ve
hothet] AB (Lalsil®) inokulantlarinin musir silajinin in vitro gaz tiretim degerini
farkli diizeyde etkiledikleri gozlenmistir. Inkiibasyon siiresince (3-96 saat)
olusan gaz tretim degerleri zamana bagh olarak artis gostermistir.
1nk1'ibasyonun 3. saatinde ™LAB inokulantlarindan; P1132™ (12.31 mL),
L. pentosus (12.33 mL), P. pentosaceus (12.69 mL) ve L. pentosaceus” un (12.88 mL),
6. saatte P. pentosaceus’ un (21.77 mL) musir silajinin in vitro gaz tiretim degerini
kontrol grubuna gore (3. ve 6. saatlerde sirasiyla 14.87 ve 24.30 mL) 6nemli
diizeyde dustirdiigii belirlenmistir (P<0.05). Ayn1 saatlerde (3. saatte P11A44™
hari¢) diger inokulantlarin in vitro gaz turetim degeri tizerindeki etkilerinin ise
onemsiz oldugu gortlmiistiir (P>0.05). Inkiibasyonun 12-72. saatleri arasinda

musir silajinin in vitro gaz tretim degerini 6nemli diizeyde artiran (sirasiyla
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45.29, 55.07, 61.77 ve 64.12 mL) tek inokulant *LAB P1132™ olmustur (P<0.05).
Inkiibasyonun 72. saatinde baz1 inokulantlarn ("°LAB Biomax®5, L. plantarum
MTD1, L. pentosaceus, L. pentosus ve hothetl, AB Lalsil®) musir silajinin in vitro gaz
tiretim degerini kontrol silajma gore onemsiz diizeyde artirdigi, "LAB P.
pentosaceus inokulantinin ise aymi parametreyi onemsiz diizeyde dustirdiigi
gozlenmistir (P>0.05). Silajlarin toplam gaz degeri incelendiginde ise (96. saat),
hoLAB P1132™ (63.58 mL) ve L. pentosus (57.13 mL) ile hothetfL AB Lalsil® in
(59.23 mL) kullanim1 musir silajinin in vitro gaz tiretim degerini kontrol grubuna
(53.50 mL) gore onemli diuizeyde artirdigi belirlenirken (P<0.05), diger

inokulantlarin ayni parametreyi etkilemedigi gortilmistiir (P>0.05).

Rumen fermantasyonunun son turiinlerini; mikrobiyal hiicre, asitlerin
fermantasyonu ve gaz olusturmaktadir. Dolayisiyla gaz tretimi, rumendeki
metabolik ve mikrobiyal aktiviteler hakkinda da bilgi vermektedir (Getachew
ve ark. 1998, Duan ve ark. 2006). Ayrica farkhi inkiibasyon siirelerinde elde
edilen gaz tiretim degeri, ruminantlarda kullanilan yemlerin besleme degerinin
tahmin edilmesinde kullanilabilecek iyi bir parametredir (Menke ve ark. 1979).
Dolayistyla musir silajinin gaz {iretim degerine iliskin olarak elde edilen veriler
dogrultusunda, arastirmada kullanilan bazi inokulantlarin (LAB, P1132™ ve
L. pentosus; hothetlL, AB, Lalsil®) musir silajimin besleme degerini artirabilecegi,
bununla birlikte s6z konusu inokulantlarin rumen kosullarini iyilestirerek misir
silajinin rumendeki metabolik ve mikrobiyal sindirimini de olumlu yonde
etkileyebilecegi soylenebilir. Nitekim Weinberg ve Muck (1996) LAB
inokulantlarinin silaj nitrojeninin mikrobiyal protein haline gecen kismim
artirdiklarin1 ve bu inokulantlarin rumendeki mikrobiyal biytimeyi tesvik
ettiklerini bildirmislerdir. Diger yandan ayni arastiricilar bu artisin ¢cok da fazla
olmadigini da ifade etmislerdir. Laktik asit bakterilerinin misir silajinin in vitro
gaz Uretim degerleri {izerindeki etkilerinin incelendigi bir calismaya
rastlanmamistir. Ancak, Muck ve ark. (2007) cesitli LAB inokulantlarinin yonca
silajimin (%39.3 KM) zamana bagl in vitro gaz tiretimi tizerindeki etkisini

incelemisler ve inkiibasyonun 3-96 saatler arasindaki gaz tretim degerlerinin
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zamana bagli olarak artis gosterdigini belirlemislerdir. Ayrica aymn arastiricilar,
kullandiklar1 LAB inokulantlarindan "™LAB Biomax®5 ve P1174’ in yonca
silajinin 3-9. saatler arasindaki in vitro gaz {iretim degerini 6nemli diizeyde
artirdigin1 (P<0.01), benzer artis1 24-96. saatlerde de gozlediklerini ancak bu
saatlerdeki artis1 istatistiki olarak onemsiz bulduklarin bildirmislerdir (P>0.01).
Diger yandan arastiricilar kullandiklar: hetLAB P11A44™ inokulantinin yonca
silajinin rumendeki in vitro gaz tiretim degeri tizerindeki etkisinin kontrol
silajiyla ayn1 oldugunu, L. buchneri’ nin ("tLAB, Biotal) ise inkiibasyonun tiim
saatlerinde (3-96) yonca silajinin in vitro gaz tiretim degerini 6nemsiz de olsa
dustirdiigiint tespit etmislerdir (P>0.01). Filya ve ark. (2002b) Bursa bolgesinde
yapilan bazi silajlarin  zamana baglhh in vitro gaz {iretim degerlerini
incelemislerdir. Arastiricilar, misir silajinin 6., 24., 48., 72. ve 96. saatlerdeki in
vitro gaz liretim degerlerinin sirastyla 31.1-37.9, 53.9-57.9, 57.3-61.8 ve 61.1-68.2
mL/200 mg KM arasinda degistigini saptamuslardir. Dolayisiyla misir silajimin
in vitro gaz liretim degerlerine iliskin bu arastirmadan elde edilen bulgular Filya

ve ark. (2002b) tarafindan belirlenen sinirlar icerisinde gerceklesmistir.

Misir silajina ait bazi fermantasyon o6zellikleri (60.giin) ile ayn1 silajlarin
in vitro gaz uretim degerleri arasinda cesitli Pearson korelasyon katsayilari
belirlenmistir. Silaj pH’ lar1 ile 12-96. saatler arasinda saptanan in vitro gaz
tretim degerleri arasinda negatif yonde bir korelasyon tespit edilmistir
(r=—0.373-0.621, P<0.05). Bu korelasyona gore, misir silajinin pH’ sim1 en fazla
dustiren inokulantlar (""LAB, P1132™ ve L. pentosus; hothetL AB, Lalsil®) in vitro
gaz lretim degerini en fazla artiran olmuslardir (Cizelge 4.1 ve 4.6). Bunun
nedeni s6z konusu silajlarda saptanan diisik pH’ nin, silaj ve rumen ortaminda
istenmeyen mikroorganizma gelisimini engellemesi, bunun sonucunda LAB’
nin in vitro kosullar altinda rumen mikrobiyal popitlasyonuyla rekabet
edebilmesi olabilir. ~ Weinberg ve ark. (2003, 2004) in wvitro kosullarda
yuruttikleri c¢alismalarinda, LAB’ nin rumen sivisma gecerek burada
yasamlarmni stirdiirebildiklerini belirlemisler ve LAB’ nin rumendeki

mikroorganizmalar ile rekabet edebildiklerini bildirmislerdir.
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Sekil 4.8. Silajlarin rumende zamana bagli in vitro gaz tiretim degerleri
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Silajlarin laktik asit konsantrasyonlari ile 12-96. saatlerdeki in vitro gaz
tretim degerleri arasinda pozitif yonde bir korelasyon tespit edilmis ve bu
korelasyon katsayilari r=0.432-0.506 arasinda degismistir (P<0.05). Arastirmada
musir silajinin laktik asit konsantrasyonunu artiran inokulantlar (“LAB P1132™
ve hothet] AB T .alsil®) ayni zamanda musir silajinin in vitro gaz tiretim degerini de
en fazla artiran olmuslardir. Bunun nedeni, silaj fermantasyonu sirasinda
olusan laktik asidin rumen mikroorganizmalar:1 tarafindan iyi bir sekilde
degerlendirilmesi sonucu in vitro gaz iretiminin artmasidir. Chamberlain ve
ark. (1983) yuiksek laktik asit igeren cayir otu silajlariyla beslenen stit sigirlarinin
glinde yaklasik olarak 1.5 kg laktik asit ttikettiklerini, bu tiiketimde bile laktik
asidin rumende 25 dk gibi kisa bir stirede hizla metabolize edilerek
degerlendirildigini belirlemislerdir. Giesecke ve Stangassinger (1980) silaj
fermantasyonu sirasinda olusan organik asitlerin ¢oziinmemis formlarina gore
sindirim sisteminde daha iyi emildigini bildirmislerdir. Ayrica ayni arastiricilar,
laktik asidin pKa degerinin (3.7) diger UYA” den (4.9) diisiik olmasinin, normal
rumen pH’ sinda laktik asidin emilimini yavaslattigini ve rumen pH’ smnin 5.5
in altina diismemesi durumunda ise laktik asidin ¢ogunlukla ince bagirsakta
emildigini ifade etmislerdir. Diger yandan Gill ve ark. (1988) ise laktik asidin
sadece %10" unun rumenden kacabildigini bildirmislerdir. Bu agiklamalar
dogrultusunda, silajlarin laktik asit konsantrasyonu ile in vitro gaz {iretim
degerleri arasindaki korelasyon siddetinin 96. saatte (r=0.506) daha da artmas:
ve rumen pH’ sinin 5.5” in altina diismemesi Giesecke ve Stangassinger (1980)’
in bildirimi ile uyumlu bulunmustur. Ancak silajlarn pH ve laktik asit
konsantrasyonlar1 ile in vitro gaz uretim degerleri arasinda belirlenen
korelasyon etkileri, Muck ve ark. (2007) tarafindan yonca silajiyla yapilan
calismayla gelismektedir. Arastiricilar silaj pH’ s1 ile 96. saatteki in vitro gaz
tretim degerleri arasinda pozitif yonlii bir korelasyon belirlerlerken (0.569),
silajlarin laktik asit konsantrasyonu ile in vitro gaz tiretim degerleri arasinda
negatif yonlti bir korelasyon (r=-0.529) saptamislardir. Bu celiskinin

olusmasindaki baslica neden silaj materyali olarak farkli bitkilerin
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kullanilmasidir. Diger yandan silajlarin asetik asit konsantrasyonlari ile 12-96
saatler arasinda saptanan in vitro gaz tiretim degerleri arasinda negatif yonde
bir korelasyon belirlenmis ve korelasyon katsayilar1 r=—0.384-0.471 arasinda
degismistir (P<0.05). Misir silajinda asetik asit konsantrasyonunu artiran
inokulantlar (kontrol; "LAB, P11A44™ ve L. buchneri) inkiibasyonun 12-96
saatleri arasindaki in vitro gaz tiretim degerini diistirmiislerdir. Bunun nedeni
silaj fermantasyonu sirasinda olusan asetik asidin, rumen mikroorganizmalari
tarafindan distik diizeyde degerlendirilmesi ve bunun da rumendeki gaz
tiretimini olumsuz yonde etkilemesidir. Nitekim Weinberg ve Muck (1996) silaj
fermantasyonu sirasinda olusan laktik asidin rumende fermente oldugunu,
etanolin ¢ok az, asetik asidin ise hi¢ fermente olmadigimi bildirmislerdir.
Ayrica musir silajinda belirlenen %KM kaybr (60. gtinde) ile ayni silajlarin 3-12.
saatler arasinda belirlenen in vitro gaz tiretim degerleri arasinda negatif yonde
bir korelasyon belirlenmistir (P<0.05). Misir silajinda KM kaybini artiran
inokulantlarin ("*LAB, L. pentosaceus ve P. pentosaceus; "tLAB, P11A44™ ve L.
buchneri) 3-12. saatler arasindaki in vitro gaz liretim degerlerini diistirdugu
gorulmistiir. Silaj fermantasyonu sirasinda yiiksek diizeyde olusan asetik asit,
KM kaybinda artisa neden olmaktadir (McDonald ve ark. 1991). Dolaysiyla KM

kaybin artiran asetik asit in vitro gaz tiretimini olumsuz yonde etkilemistir.

Baslangic rumen pH’ smin 6.12 olarak saptandigi arastirmada, muisir
silajlarinin in vitro rumen pH’ lar1 artmis (kontrol grubu harig) ve rumen pH’
lar1 6.08-6.27 arasinda degismistir. Homofermantatif LAB P. pentosaceus
inokulantinin  kullanildigr  silajin  (6.08) rumen pH" smi etkilemedigi
belirlenirken, diger inokulantlarin kullanildig: silajlarin bu parametreyi onemli
diizeyde artirdigr goriilmistiir (P<0.05). En yiiksek rumen pH’ s, hLAB
P1132™ kullanilan silajda (6.27) belirlenmis olup, bunu sirasiyla L. plantarum
MTD1 (6.24), L. pentosaceus (6.23), L. pentosus (6.22), hothet, AB Lalsil® (6.21),
hetLAB L. buchneri (6.17), P11A44™ (6.15) ve "LAB Biomax®5” in (6.13) izledigi
gorulmistiir. Ayrica arastirmada musir silajlarmin 48. saatteki in vitro gaz

tretim degerleri ile rumen pH’ s1 arasinda pozitif yonli bir korelasyon
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belirlenmistir (r=+0.582, P<0.05). Rumen pH’ sin1 artiran "™LAB P1132™ ve L.
pentosus ile hothetL AB Lalsil® in kullanildig: silajlarin, gaz tiretim degerini de
artirdig1 gortilmustir (Cizelge 4.6). Russell ve Dombrowski (1980) rumen pH’ s1
(6.2) ile sicakligin; selltilotik bakterilerin gelismesi i¢in uygun diizeyin altina
dismesi durumunda, gaz {iiretim degerinin diisebilecegini bildirmislerdir.
Rumen pH’ smi1 6.2" nin altina diistiren LAB P. pentosaceus” un kullanildigt
silajin (pH=6.08) zamana bagli in vitro gaz tiretim degerinin distik bulunmas,
diger inokulantlarin ise rumen pH’ sim1 ve gaz iiretim degerini artirmalar:
Russell ve Dombrowski (1980) nin bildirimleri ile paralellik gostermistir
(Cizelge 4.6). Ayrica rumen pH’ sma iliskin bu arastirmadan elde edilen
sonuglar Weinberg ve ark. (2004)" nin ¢alismasi ile uyumlu bulunmustur. Ayni
arastiricilar musir silaji kullandiklar: ¢alismada, LAB inokulantlarinin rumen
pH’ s artirdigini belirlemislerdir. Ancak yapilan bu arastirmada rumen pH’
sma iliskin elde edilen sonuglar, Weinberg ve ark. (2004) tarafindan belirlenen
(5.19-5.30) degerlerden yiiksek bulunmustur. Bunun rumen sivisi alinan
hayvanlarin beslenmesindeki farkliliklardan (yemler, yemleme sekli ve aglik

stiresi vb) ileri gelebilecegi diistiniilmektedir.
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4.4.1.1. Silajlarin in vitro gaz iiretim parametreleri
Silajlarin in vitro gaz uretim parametrelerine (a, b, atb ve c) iliskin

bulgular Cizelge 4.7" de verilmistir.

Arastirmada kullanilan "LAB (Biomax®5, P1132™, L. plantarum MTD1,
L. pentosaceus, P. pentosaceus, L. pentosus), "tLAB (P11A44™ ve L. buchneri) ve
hothetl AB (Lalsil®) inokulantlarimin muisir silajmnin in  vitro gaz iiretim

parametreleri tizerindeki etkilerinin farkli oldugu gorulmiisttir.

Misir silajia ait s6z konusu parametrelerden; a, b, atb ve c sirasiyla
-6.43-6.25 mL, 46.67-69.60 mL, 51.46-63.17 mL ve 0.08-0.10 mL/saat olarak
belirlenen arastirmada, LAB inokulantlarinin gaz tiretim hiz sabiti olan ¢
degerini etkilemedigi belirlenmistir (P>0.05). Diger yandan ilk anda olusan gaz
hacmi olan a, stireye baglh olarak olusan gaz hacmi olan b ve toplam gaz
tretimini ifade eden a+b degerleri bakimindan inokulantlar arasinda onemli
farkliliklar tespit edilmistir (P<0.05). Ik anda olusan (a) gaz hacmini kontrol
grubuna gore onemli diizeyde artiran LAB Biomax®5 ve hetLAB L. buchneri’
nin kullanildig1 silajlarin  (P<0.05), stireye bagli gaz (b) ve toplam gaz
hacimlerini (a+b) kontrol grubuna gore rakamsal olarak dustirdigi

gozlenmistir (P>0.05).

Cizelge 4.7. Silajlarin in vitro gaz tiretim parametreleri (;)

Uygulama a b atb c
Kontrol 3.92ab 48.83¢ 52.76bc 0.08
Biomax® 5 6.252 47.67¢ 53.92bc 0.08
P1132™ -6.43¢ 69.602 63.172 0.10
L.plantarum MTD1 4.58b 49.47¢ 54.05bc 0.09
L.pentosaceus 2.062p 53.40bc 55.46b¢ 0.08
P.pentosaceus 2.192p 49.27¢ 51.46¢ 0.09
L.pentosus -0.73b 57.17v 56.44bc 0.09
P 11A44™ 4.90eb 47.57¢ 52.46bc 0.07
L.buchneri 5.842 46.67¢ 52.50bc 0.08
Lalsil® 0.97v 56.47° 57.43b 0.09
SH 2.279 3.657 2.642 0.011

a, ilk anda olusan gaz hacmi (mL); b, siireye bagli olarak olusan gaz hacmi (mL); a+b, toplam gaz tiretimi (mL); ¢, gaz tiretim hiz sabiti
(mL/saat); SH, standart hata.
ad Ay stitunda farkli inokulantlar igin farkli harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar snemlidir (P<0.05).
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Diger yandan ilk anda olusan gaz hacmini (a) diistiren ""LAB P1132™ ve
hothet] AB Lalsil® in ise musir silajinin stireye bagli (b, 69.60 ve 56.47 mL) ve
toplam gaz hacmini (a+b, 63.17 ve 57.43 mL) kontrol grubuna gore (b, 48.83;
a+tb, 52.76) onemli diizeyde artirdig1 belirlenmistir (P<0.05). Elde edilen bu
sonuglar zamana bagli in vitro gaz tiretim degerlerinden alinan bulgular ile
uyumlu bulunmustur (Cizelge 4.6). Nitekim inkiibasyonun 3. ve 6. saatlerinde
en yiiksek gaz tiretim degerleri LAB Biomax® 5 ve "tLAB L. buchneri’ nin
kullanildig1 silajlarda gerceklesirken, en disiik gaz {tiretim degeri "LAB
P1132™ nin kullanildig1 silajda belirlenmistir. Inkiibasyonun 12. saatinden
sonra P1132™ ve Lalsil® kullamilan silajlarin gaz tiretim degerleri de artis

gOstermistir.

Ruminantlarda kaba yemlerin degerlendirilmesindeki temel sorunlardan
birisi yem tiiketiminin belirlenmesindeki zorluklardir (Minson 1990). Ozellikle
selluloz igerigi yiiksek olan kaba yemlerin tiiketimlerinin belirlenmesi,
ruminantlarin beslenmelerinde 6nemli bir konuyu olusturmaktadir (Jrskov ve
Ryle 1990). In vitro gaz {iretimi, hayvanlarin tahmini KM tiiketimlerini
belirlemek amaciyla da kullanilabilmektedir (Bliimmel ve ark. 1997). Bu
kapsamda gesitli arastiricilar, KM tiiketimi ile gaz tiretimi arasinda ytiksek bir
korelasyonun var oldugunu belirlemislerdir (Fernandez-Rivera 1997, Romney
ve ark. 1997). Blimmel ve Jrskov (1993) ise eksponensiyel modele dayali
P= a+b (1-e<t) denklemini, sigirlarda yem ttiketimini belirlemek igin gaz tiretim
teknigine adapte etmistir. Yurttiikleri calismalar sonucunda, ¢oklu regresyon
modelindeki denklemde tanimlanan toplam gaz tretim degeri (a+b) ile yem
tuketimi (0.88), sindirilebilir KM tiiketimi (0.93) ve buiytime (0.95) arasinda
yiiksek dtizeyde bir korelasyonun oldugunu belirlemislerdir. Ancak, gaz
tiretim teknigindeki “c” degeri ile herhangi bir korelasyon gelistirememislerdir.
Dolayisiyla arastirmadan elde edilen toplam gaz tretim degeri (atb) ilgili
sonuglar; LAB P1132™ (63.17 mL) basta olmak tizere, L. pentosus (56.44 mL),
hothet] AB Lalsil® (57.43 mL), L. pentosaceus (55.46 mL), L. plantarum MTD1 (54.05

mL) ve Biomax®5 in (53.92 mL) silaj tiiketimi ile silajlarin sindirilebilir KM
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tuketimini olumlu yonde etkileyecegini ve bunun da tahmini olarak
hayvanlarin performanslarinda gelisme saglayabilecegini gosterebilir. Nitekim
Muck (1993) hLAB inokulantlar1 kullanilarak yapilan silajlar1 tiiketen sigir ve
koyunlarm %25 inde yem tiiketimi ile gtinliik ortalama canli agirlik artisinin,
%40" 1nda stit veriminin ve %50" sinde de yemden yararlanma diizeyinin
arttiginmi bildirmistir. Ayrica Kung ve Muck (1997) 1990-1995 yillar1 arasinda
yapilan arastirmalarin sonuglarim1  derledikleri c¢alismalarinda, "LAB
inokulantlariin kullanildigy arastirmalarmn %28” inde (n= 67) yem ttiketiminin,

%53 tinde (n=15) canli agirlik kazancinin artirdigini bildirmislerdir.

Laktik asit bakteri inokulantlarmmin silajlarin in vitro gaz tretim
parametreleri tizerindeki etkilerinin incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Ancak, Filya ve ark. (2002b) musir silajlarmm in vitro gaz {iretim
parametrelerinden a, b, a+b ve ¢ degerlerlerini sirasiyla 4.9-17.2 mL, 44.0-55.7
mL, 60.6-68.0 mL, 0.084-0.097 saat olarak saptamislardir. Bu arastirmada bazi
gruplarda (LAB; P1132™ ve L. pentosus, hothetLAB; Lalsil®) elde ettigimiz a
degerine ait sonuclar Filya ve ark. (2002b) tarafindan elde edilen sonugclarla
uyumsuz bulunurken; b, a+b ve c degerlerleriyle elde edilen sonuglar sz

konusu arastiricilarin belirledikleri sinirlar icerisinde kalmustir.
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4.4.2. Silajlarin rumen ugucu yag asitleri konsantrasyonu

In vitro gaz tretiminin 48. saatinde belirlenen rumen UYA
konsantrasyonuna iliskin bulgular Cizelge 4.8 ve Sekil 4.9° da verilmistir.
Silajlarm rumendeki bireysel UYA’ nin % konsantrasyonlari, bu asitlerin
litredeki mmol konsantrasyonlarmin toplam UYA konsantrasyonuna
oranlanmasiyla bulunmustur.

Cizelge 4.8. Silajlarin rumen UYA konsantrasyonu (x)

Uygulama Asetik Propiyonik Biitrik Izobiitrik Valerik izovalerik Toplam UYA
asit, % asit, % asit, % asit, % asit, %  asit, % mmol/L

Kontrol 58.80a 22.70<d 12.24a 0.75 3.58¢ 1.66 67.52¢
Biomax®3 58.09ab 23.4604 12.367< 0.81 4.43b 1.08 68.85b¢
P1132™ 57.36b¢ 23.47v4 12.31a< 0.85 4.95> 1.38 70.40a<
L. plantarum MTD1 = 56.47¢ 25.09 13.17a 0.67 4.100 1.19 72.542

L. pentosaceus 57.26b¢ 24.47ab 12.654b 0.80 491> 1.47 69.82a<
P.pentosaceus 57.17b¢ 23.82a-d 11.77v4 0.80 4.83b 1.52 70.04a
L. pentosus 57.30be 23.91a< 11.34< 0.85 5.1% 1.54 68.50bc
P11A44™ 57.68a< 22504 11.53« 0.84 3.59¢ 1.64 67.59¢

L. buchneri 58.252b 22,91« 11.134 0.71 4.95> 1.99 71.644b
Lalsil® 57.86a<  22.88cd 11.78b4 0.79 4.76> 1.91 69.32b¢
SH 0.725 0.701 0.575 0.044 0.311 0.222 1.637

UYA, ucucu yag asitleri; SH, standart hata.
a-dAym stitunda farkli inokulantlar icin farkli harfler ile gosterilen ortalamalar arasmdaki farkliliklar nemlidir (P<0.05).

Arastirmada kullanilan "LAB (Biomax®5, P1132™, L. plantarum MTD1,
L. pentosaceus, P. pentosaceus, L. pentosus), "tLAB (P11A44™ ve L. buchneri) ve
hothetl AB (Lalsil®) inokulantlariin musir silajinin rumendeki UYA bilesimi
tizerindeki etkileri incelendiginde, ™LAB’ nin musir silajmin rumendeki asetik
asit konsantrasyonunu kontrol grubuna gore (%58.80) ¢nemli diizeyde
dustirdiigti  (Biomax®5 harig) gorulmistiir (P<0.05). Rumen asetik asit
konsantrasyonunu en fazla diistiren inokulant L. plantarum MTD1 (%56.47)
olurken; bu inokulant: sirasiyla P. pentosaceus (%57.17), L. pentosaceus (%57.26),
L. pentosus (%57.30) ve PI1132™" nin (%57.36) izledigi Dbelirlenmistir.
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Sekil 4.9. Silajlarin rumen ugucu yag asitleri konsantrasyonu

AA, asetik asit; PA, propiyonik asit; BA, biitrik asit; IBA, izobiitrik asit; VA, valerik asit; IVA, izovalerik asit; TUYA, toplam ugucu yag asitleri
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Sharp ve ark. (1994) cayir silaji kullandiklar1 ¢alismalarinda, LAB L.
plantarum+E. faecalis” in rumendeki asetik asit konsantrasyonunu dustirdtigtini
bildirmislerdir. Dolayisiyla arastirmada kullanilan ML AB inokulantlarimimn musir
silajmin  rumendeki asetik asit konsantrasyonunu kontrol silajina gore
dustirmesi, Sharp ve ark. (1994) nin bulgular: ile uyumlu bulunmustur.
(P>0.05). Ancak bu arastirmada "LAB P. pentosaceus inokulantindan alman
sonucun Weinberg ve ark. (2004)" nin bulgusu ile celistigi gorulmustir. Soz
konusu calismada P. pentosaceus” un (41.8 mmol/L) musir silajinin rumendeki
asetik asit konsantrasyonunu kontrol silajima gore (44.2 mmol/L) artirdigi
belirlenirken, bu arastirmada P. pentosaceus” un (%57.17) aym parametreyi
kontrol silajina gore (%58.80) ¢nemsiz diizeyde distirdiigi saptanmistir
(P>0.05). Diger yandan arastirmada kullanilan "L AB [P11A44™ (57.68) ve L.
buchneri (%58.25)] ve hothetlL, AB [Lalsil® (%57.86)] inokulantlarmin rumendeki
asetik asit konsantrasyonunu kontrol silajina gore (%58.80) etkilemedigi tespit
edilmistir. Benzer sonuca Weinberg ve ark. (2003)" nin calismasinda da
ulasilmistir. Arastiricilar rumen sivisina asiladiklar: L. buchneri’ nin asetik asit
konsantrasyonunu (%59.0) kontrol silajma gore (%58.7) etkilemedigini
bildirmislerdir. Ayrica bu arastirmada silajlarin rumen fermantasyon tirtintintin
agirlikl olarak asetik asit oldugu da tespit edilmistir. Ensminger ve ark. (1990)
kaba yemlerin agirlikli olarak rumende asetik aside fermente oldugunu ve
asetik asidin toplam UYA’ leri igerisindeki konsantrasyonunun 9%50-60
arasinda degistigini bildirmektedir. Dolayisiyla musir silajlarinin rumen asetik
asit konsantrasyonlariyla ilgili olarak bu arastirmadan elde edilen bulgular,

Ensminger ve ark. (1990) tarafindan bildirilen sinirlar icerisinde yer almaktadar.

Arastirmadaki silajlarin, rumendeki propiyonik asit konsantrasyonlar1
%22.50-25.09 arasinda degismis ve genel olarak MLAB ve hothet] AB
inokulantlarmin misir silajinin rumen propiyonik asit konsantrasyonunu diger
gruplara (kontrol ve htLAB) gore artirdig1 gozlenmistir. Ancak kontrol silajina
gore onemli sayilabilecek artist (%22.70) bu inokulantlardan sadece L. plantarum

MTD1 (*LAB, %25.09) ve L. pentosaceus’ un ("LAB, %24.41) sagladig:
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belirlenmistir (P<0.05). Diger yandan hLAB inokulantlarinin [P11A44™
(%22.50) ve L. buchneri (%22.91)] musir silajimin rumen propiyonik asit
konsantrasyonunu kontrol silajina gore (%22.70) dtistirdiikleri belirlenirken, bu
dustistin  istatistiki olarak ©Onemsiz oldugu gorulmistiir (P>0.05). Silaj
fermantasyon son uriinti olan laktik asit, rumende in vitro fermantasyonu
sonucu agirlikli olarak propiyonik aside dontismektedir (Sharp ve ark. 1994,
Weinberg ve ark. 2003). Diger yandan LAB inokulant1 kullanimina bagli olarak
propiyonik asit konsantrasyonundaki artis ise gaz uretim degerini
dustirmektedir (Wolin 1960). Nitekim arastirmada laktik asit konsantrasyonu
ytiksek olan L. plantarum MTD1’ in kullanildi8: silaj, rumendeki propiyonik asit
konsantrasyonunu artirmis ve bunun sonucunda da bu grubun gaz {iretim
degeri diismusttir (Cizelge 4.2 ve 4.6). Elde edilen bu sonu¢ Wolin (1960) Sharp
ve ark. (1994), Weinberg ve ark. (2003)" nin bildirimleri ile uyumlu
bulunmustur. Weinberg ve ark. (2004)" nin musir silaji kullandiklar1 ¢alismada
da, L. plantarum MTD1" in rumendeki propiyonik asit konsantrasyonunu
kontrol grubuna gore artirdig1 belirlenmistir. Ayrica silajlarin rumen
propiyonik asit konsantrasyonu ile ilgili olarak bu arastirmadan elde edilen
sonucglar Ensminger ve ark. (1990) tarafindan bildirilen smirlar igerisinde kalmis
ve propiyonik asidin toplam UYA igerisindeki konsantrasyonu %20-25

arasinda degismistir.

Silajlarmn  rumendeki bititrik asit konsantrasyonlarmin %11.13-13.17
arasinda degistigi arastirmada, "™LAB L. plantarum MTD1 (%13.17) nusir
silajimin rumendeki biitrik asit konsantrasyonunu kontrol grubuna (%12.24)
gore onemli diizeyde artirdig1 belirlenirken, "tLAB L. buchneri (%11.13) biitrik
asit konsantrasyonunu ¢nemli diizeyde diisurdtigti tespit edilmistir (P<0.05).
Arastirmada kullanilan bazi inokulantlarin ise [L. pentosus ("LAB, %11.34),
P11A44™ (hetL AB, %11.53), P. pentosaceus ("“LAB, %11.77) ve Lalsil® (hothetLAB,
%11.78)] musir silajinin rumendeki biitrik asit konsantrasyonunu dustirdiigi,
bazilarmin [Biomax®5 (%12.36), L. pentosaceus (%12.65) ve P1132™ (%12.31)]

kontrol silajma (%12.24) gore artirdig1 gortilmistiir. Ancak bu inokulantlarda
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belirlenen diistis ve artislar istatistiki olarak ¢nemsiz bulunmustur (P>0.05).
Laktik asidin rumendeki fermantasyon tirtinlerinden birisi de butrik asittir
(Weinberg ve ark. 2003). Dolayisiyla L. plantarum MTD1 kullanilan silajda
olusan ytiksek diuizeydeki laktik asit, rumen fermantasyon {iirtinti olan biitrik
asit konsantrasyonunu artirmistir (Cizelge 4.2). Benzer bulgu Weinberg ve ark.
(2004) tarafindan da elde edilmistir. Arastiricilar da "LAB L. plantarum MTD1’
in (36.2 mmol/L) misir silajinin rumen biitrik asit konsantrasyonunu kontrol
silajina gore (34.7 mmol/L) 6nemsiz diizeyde artirdigimni, htLAB P11A44™’ {in

ise ayn1i parametreyi onemsiz diizeyde diisurdtigtinti bildirmislerdir.

Silajlarmn  rumendeki valerik asit konsantrasyonlarimin %3.58-4.95
arasinda degistigi arastirmada, PtLAB P11A44™ {in (%3.59) musir silajimin
rumen valerik asit konsantrasyonunu kontrol silajina gore (%3.58) etkilemedigi
belirlenirken (P>0.05), diger inokulantlarin ayni parametreyi onemli diizeyde
artirdig1  gortilmustiir (P<0.05). Arastirmada en yiksek valerik asit
konsantrasyonu "LAB L. pentosus (%5.19) kullanildig1 silajda belirlenirken,
bunu sirasiyla P1132™ (%4.95), htLAB L. buchneri (%4.95), L. pentosaceus
(%4.91), P. pentosaceus (%4.83), Lalsil® (%4.76), Biomax®5 (%4.43), L. plantarum
MTD1" in (%4.10) kullanildig: silajlar izlemistir.

Silajlarin  rumendeki izobiitrik ve izovalerik asit konsantrasyonlar:
sirastyla %0.71-0.85, %1.08-1.99 arasinda degismis olup, arastirmada kullanilan
LAB inokulantlar1 misir silajlarinin rumen izobiitrik ve izovalerik asit

konsantrasyonlarini etkilememislerdir (P>0.05).

Misir silajlarmnin rumendeki toplam UYA konsantrasyonunun 67.52-
72.54 mmol/L arasinda degistigi arastirmada, L. plantarum MTD1 (h°LAB, 72.54
mmol/L) ve L. buchneri’ nin ("LAB, 71.64 mmol/L) toplam UYA
konsantrasyonunu kontrol silajima gore (67.52 mmol/L) onemli diizeyde
artirdig1 belirlenirken (P<0.05), diger inokulantlarin s6z konusu parametreyi
etkilemedigi gortlmiustiir (P<0.05). Weinberg ve ark. (2004)" da L. plantarum

MTD1" in misir silajinin rumen toplam UYA konsantrasyonunu artirdigini,
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het, AB P11A44™’ iin ise toplam UYA’ ni etkilemedigini belirlemislerdir. Ayrica
Canbolat (2006) rumende toplam UYA konsantrasyonunun 60-120 mmol/L
arasinda degistigini bildirmektedir. Dolayisiyla, arastirmada toplam UYA ile
ilgili olarak elde edilen sonuglar s6z konusu arastiricinin bildirdigi simnirlar

icerisinde kalmustir.

Rumen UYA konsantrasyonu, hayvanlarin performansinin tahmin
edilmesinde kullanilabilecek 6nemli parametrelerden birisi olup, siit ineklerinin
verim parametreleri (stit verimi, canli agirlik artisy, KM tiiketimi, stitiin
bilesimi) ile rumende olusan UYA’ nin molar konsantrasyonlar: arasinda bir
baglanti mevcuttur (Rymer ve Givens 2002). Nitekim Seymour ve ark. (2005) stit
veriminin; rumen biitrik (r=0.47) ve propiyonik asit (r=0.23) konsantrasyonlari
ile direkt iligkili oldugunu, KM tiiketiminin de stit verimini etkiledigini (r=0.69)
belirlemislerdir. Dolayisiyla, arastirmada kullanilan bazi inokulantlarin ("*"LAB
L. plantarum MTD1 ve L. pentosaceus) misir silajinin rumen UYA igerisinde
propiyonik ve bitrik asidin molar konsantrasyonlarimi artirmalari, tahmini

olarak hayvanlarin performansini olumlu yonde etkileyebilir.

Misir silajina ait bazi fermantasyon o6zellikleri (60.giin) ile ayn silajlarin
rumen UYA konsantrasyonlar: arasinda cesitli Pearson korelasyon katsayilar:
belirlenmistir. S6z konusu Kkatsayilar incelendiginde, silaj laktik asit
konsantrasyonu ile rumen propiyonik asit (r=0.474), btitrik asit (r=0.392) ve
toplam UYA (r=0.372) konsantrasyonlar1 arasinda pozitif yonde ytiksek bir
korelasyonun var oldugu gortilmustir (P<0.05). Sonucta, yiiksek laktik asit
tiretebilen inokulantlarin rumendeki propiyonik asit, biitrik asit ve toplam UYA
konsantrasyonlar1 da daha ytiksek bulunmustur. Bu etkinin en belirgin
goriuldiugu inokulant LAB L. plantarum MTD1 olmustur. Martin ve ark. (1994)
rumendeki propiyonik asidin molar konsantrasyonu ile silaj fermantasyonu
sirasinda olusan laktik asidin direkt baglantili oldugunu belirterek, yogun
laktik asit fermantasyonun gerceklesmesi ile ruminal fermantasyonun

gelisebilecegini, bununda rumen propiyonik asit konsantrasyonunu artiracagini
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bildirmislerdir. Dolayisiyla arastirmada silajlarin laktik asit konsantrasyonlar1
ile rumen propiyonik asit konsantrasyonlar1 arasinda belirlenen pozitif yonde
bir korelasyonun tespit edilmis olmas1 Martin ve ark. (1994)" nin bildirimi ile
uyumlu bulunmustur. Diger yandan silajlarm asetik asit konsantrasyonlari ile
rumen propiyonik (r=-0.468) ve biitrik asit (r=-0.456) konsantrasyonlari
arasinda negatif yonlti bir korelasyon belirlenmistir. Silaj fermantasyonu
sirasinda asetik asidin yiiksek diizeyde olustugu "tLAB P11A44™ ve L.
buchneri kullanilan silajlarin, rumen propiyonik ve biitrik asit konsantrasyonlar:
dustik bulunmustur (P<0.05). Ayrica arastirmada silajlarin SCK igerikleriyle
rumen asetik konsantrasyonu arasinda pozitif yonde yiiksek bir korelasyon da
(r=0.469) belirlenmistir (P<0.05). Fermantasyonun 60. gtintinde kontrol silajinda
belirlenen ytiksek SCK, rumendeki asetik asit konsantrasyonunu artirmustir.
Dolayisiyla kontrol silajinda diger silajlara gore daha yiiksek belirlenen bu
¢oziuinebilir komponent (SCK), rumen mikroorganizmalar: tarafindan tamamen
degerlendirilerek rumende yiiksek asetik asit konsantrasyonunun olusmasina
neden olmustur. Nitekim rumende bulunan protozoan ve bakteriler
karbonhidratlar: glukoza kadar yikimlarlar ve glukozu da CHs, CO», su ve
UYA’ ne fermente ederler. Enerji kaynag olarak kullanilan basit sekerler
(glukoz, siikroz ve fruktoz) rumende tamamen fermente olarak UYA’ ne

dontstr (Yavuz 2001).
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4.4.3. Silajlarin in vitro besin maddeleri sindirilebilirlikleri

Silajlarin 48. saat in vitro besin maddeleri sindirilebilirlikleri, metabolik
enerji (ME) ve paylasim faktoriine ait bulgular Cizelge 4.9 ve Sekil 4.10" da

verilmistir.

Arastirmada kullanilan "LAB (Biomax®5, P1132™, L. plantarum MTD1,
L. pentosaceus, P. pentosaceus, L. pentosus), "tLAB (P11A44™ ve L. buchneri) ve
hothet] AB (Lalsil®) inokulantlarmin, musir silajimin in vitro besin maddeleri
sindirilebilirlikleri, ME icerikleri ve paylasim faktorti tizerindeki etkilerinin

farkli oldugu gortilmiustiir.

Cizelge 4.9. Silajlarin in vitro besin maddeleri sindirilebilirlikleri, ME degerleri ve paylasim
faktorii (x )

Uygulama GKMS, % NDFS, % OMS, % ME, MJ/kg KM  PF, mg/mL
Kontrol 71.272b 44.10bc 64.682< 9.67b 3.53
Biomax®5 74.832b 44 42bc 66.071a< 9.69b 3.29
P1132™ 74.032b 44 50bc 69.522 10.422 3.39
L. plantarum MTD1 76.542 46.65 65.207< 9.76b 3.72
L. pentosaceus 72.9220 45.232b 66.302< 9.93b 3.64
P. pentosaceus 72.1620 44.33bc 61.23¢ 9.15b 3.64
L. pentosus 72.53ab 46.042 67.652b 10.132 3.35
P11A44™ 70.25b 43.51¢ 63.70bc 9.51b 3.64
L. buchneri 70.78b 43.81¢ 63.73bc 9.53b 3.38
Lalsil® 72.022b 45.602b 67.672b 10.132 3.34
SH 3.291 0.667 2.726 0.416 0.408

GKMS, gercek kuru madde sindirilebilirligi; NDFS, notr deterjanda ¢oztinmeyen lif sindirilebilirligi; OMS, organik
maddeler sindirilebilirligi; ME, metabolik enerji; PF, paylasim faktorii; SH, standart hata.
a< Ayn siitunda farkli inokulantlar icin farkli harfler ile gosterilen ortalamalar arasmdaki farkliliklar 6nemlidir (P<0.05).
Laktik asit bakteri inokulantlarmm misir silajinin  gercek KM
sindirilebilirlikleri  {izerindeki etkileri incelendiginde, kullanilan tum
inokulantlarin musir silajnin KM sindirilebilirligi {tizerindeki etkilerinin
onemsiz oldugu gorulmiustiir (P>0.05). Diger yandan "LAB inokulantlarindan
bazilarmnin [L. plantarum MTD1 (%76.54), Biomax®5 (%74.83) ve P1132™
(%74.03)] musir silajinin gercek KM sindirilebilirligini kontrol grubuna gore
(%71.27) rakamsal olarak artirdigi, PtLAB inokulantinin her ikisinin ise

[P11A44™ (%70.25) ve L. buchneri (%70.78)] rakamsal olarak distrdigi
gozlenmistir (P>0.05).
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Sekil 4.10. Silajlarin in vitro GKM, NDF ve OM sindirilebilirlikleri
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112

Muck (1993) KM sindirilebilirligi ile hayvan performanslari arasinda
ytiksek bir korelasyonunun oldugunu bildirmektedir. Dolayisiyla arastirmada
kullanilan bazi "LAB inokulantlarmin (L. plantarum MTD1, Biomax®5 ve
P1132™)  misir silajjmn KM sindirilebilirligini artirmasi, hayvanlarin
performansinda gelisme saglayabilir. Rodrigues ve ark. (2002) ile Polat ve ark.
(2005) L. plantarum+E. faecium’ un ("°LAB), Weinberg ve ark. (2007)" da *"LAB
L. plantarum MTD1 ve P. pentosaceus E’ nin musir silajinin in situ ve in vivo KM
sindirilebilirligini rakamsal olarak artirdigmni bildirmislerdir. Diger yandan
Luther (1986) "LAB L. plantarum’ un, Weinberg ve ark. (2007) E. faecium Q
(h°LAB) ve L. buchneri’ nin ("tLAB) musir silajinin in vitro KM sindirilebilirligini

kontrol silajina gore onemli diizeyde artirdigini belirlemislerdir.

Laktik asit bakteri inokulantlarinin misir silajinin NDF sindirilebilirligi
tizerindeki etkileri incelendiginde, ™LAB L. plantarum MTD1 (%46.65) ve
L. pentosus” un (%46.04) musir silajimn NDF sindirilebilirligini kontrol silajina
gore (%44.10) onemli diizeyde artirdigr (P<0.05), diger inokulantlarin ise soz
konusu parametreyi etkilemedigi belirlenmistir (P>0.05). Diger yandan htLAB
inokulantinin her ikisinin de [P11A44™ (%43.51) ve L. buchneri (%43.81)] musir
silajmin  NDF sindirilebilirligini kontrol grubuna gore ©nemsiz diizeyde
dusurdugi, LAB L. pentosaceus (%45.23) ve ho*hetL AB Lalsil® in (%45.60) ise
onemsiz diizeyde artirdigr gorulmistiir (P>0.05). Ayrica arastirmada genel
olarak MLAB ve hothetl, AB inokulantlar1 misir silajinin NDF sindirilebilirligini
kontrol silaji ve "tLAB’ ne gore artirmislardir. Bunun nedeni "LAB
inokulantlarinda saglanan diisik pH ve silajlarin NDF iceriginde sagladig:
oransal azalmadir (Cizelge 4.1, 4.4). Nitekim Bolsen ve ark. (1996) inokulant
kullanimi ile saglanan dtisiik pH’ nin, hiicre duvar: fraksiyonlarmi rumen
mikroorganizmalarinca daha kolay sindirilebilir hale getirdigini bildirmislerdir.
Keady ve ark. (1994) L. plantarum MTD1 in caywr otu silajjmn NDF
sindirilebilirligini artirdigini belirlemistir. Benzer sonuglar bazi arastiricilar

tarafindan da elde edilmistir (Salawu ve ark. 2001).
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Yemin hiicre duvar1 bilesenleri ve bu bilesenlerin rumende sindirim
orani, yem tiiketimini etkilemektedir (Van Soest 1994). Nitekim Oba ve Allen
(1999) NDF sindirilebilirligindeki artislarin KM tiiketimini olumlu yonde
etkiledigini ve in vitro ya da in situ NDF sindirilebilirliginde saglanacak bir
birim artisin, rasyon KM tiiketimini 0.17 kg, siit verimini 0.25 kg diizeyinde
artiracagmi bildirmektedir. Bu acgiklamalar dogrultusunda arastirmada
kullanmilan bazi inokulantlar (L. plantarum MTD1, L. pentosus ve L. pentosaceus)
musir silajjun NDF  sindirilebilirligini artirmak suretiyle, musir silajimnin
tiuketimini olumlu yonde etkileyebilir ve bu da tahmini olarak hayvanlarin
performansinda gelisme saglayabilir. Nitekim Keady ve Steen (1994, 1995),
Keady ve ark. (1994) L. plantarum MTDI1 igeren cayir otu silajlarini tiiketen
sigirlarin daha iyi besi performans: gosterdigini belirlemislerdir. Diger yandan
hoLAB inokulantlarmin NDF sindirilebilirligini etkilemedigini gosteren
calismaya da rastlanmistir (Filya 2002a). Heterofermantatif LAB inokulantlar:
ile bu arastirmadan elde edilen sonuclar Filya ve ark. (2006) tarafindan
yuritiilen calismanin sonuglariyla benzerlik gostermistir. Arastiricilar da L.
buchneri’ nin musir silajinin in situ NDF parcalanabilirligini etkilemedigini
belirlemislerdir. Diger yandan Weinberg ve ark. (2007) L. buchneri (%49.8) ve
P11A44" tin (%49.6) musir silajijnin NDF sindirilebilirligini kontrol silajina gore
(%42.2) artirdigi saptamiuslardir (P<0.05). Benzer sonucu Nsereko ve ark.
(2008)’ da elde etmis ve L. buchneri PTA-6138 susunun Ingiliz ¢imi silajinin NDF
sindirilebilirligini (%61.8) kontrol silajina gore (%57.1) onemli diizeyde
artirdigini belirlemislerdir. Arastiricilar L. buchneri PTA-6138 susunun ferulate
esteraz urettigini, bu enzimin de silajin hiicre duvari kapsaminda azalma

saglayarak, sindirilebilirligini olumlu yonde etkiledigini bildirmislerdir.

Laktik asit bakteri inokulantlarmimn muisir silajjmun OM sindirilebilirligi
tizerindeki etkileri incelendiginde de, arastirmada kullanilan P1132™’ nin
(PLAB, %69.52) musir silajjun OM sindirilebilirligini kontrol grubuna gore
(%64.68) onemli duzeyde artirdigr (P<0.05), P. pentosaceus” un ("°LAB, %61.23)

dustirdiigti  (P<0.05), diger inokulantlarin ise s6z konusu parametreyi
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etkilemedigi belirlenmistir (P>0.05). Diger yandan arastirmada kullanilan bazi
inokulantlarin [FtLAB P11A44™ (%63.70) ve L. buchneri (%63.73)] musir silajinin
OM sindirilebilirligini rakamsal olarak dustirduigii, bazilarinin ise ["°LAB L.
pentosus (%67.65) ve hothetL AB Lalsil® (%67.67)] rakamsal olarak artirdig:
gorulmistiir (P>0.05). Benzer bulgular Keady ve ark. (1994), Filya (2002a) ve
Filya ve ark. (2006) tarafindan da elde edilmistir. Nitekim Filya (2002a) °LAB
inokulantlariin musir silajimm OM sindirilebilirligini (%59.3-61.8) kontrol
silajina gore (%52.1) onemli diizeyde artirdigini (P<0.05), Filya ve ark. (2006) ise
L. buchneri” nin muisir silajnin OM parcalanabilirligini  etkilemedigini

saptamuslardir.

Misir silajlarinin ME igerikleri zamana bagli in vitro gaz iiretimleriyle
paralellik gostermis olup, ™LAB P1132™ (10.42 MJ/kg KM) ve L. pentosus
(10.13 MJ/kg KM) ile hothetL, AB Lalsil® in (10.13 MJ/kg KM) kullanildig:
silajlarin ME icerikleri diger silajlardan daha yiiksek bulunmustur (P<0.05).
Laktik asit bakteri inokulantlarinin silajlarin ME igerikleri tizerindeki etkilerinin
incelendigi herhangi bir calismaya rastlanmamustir. Ancak, Getachew ve ark.
(2002) musir silajlarmin ME igeriklerinin 8.00-9.35 M]J/kg KM arasinda
degistigini belirlemislerdir. Arastirmada silajlarin ME igerikleri ile ilgili olarak
bu arastirmadan elde edilen sonuglar s6z konusu calismadan yiiksek

bulunmustur.

Bltimmel ve ark. (1999) gercek sindirilen substratin (mg), 24. saat in vitro
gaz hacmine (mL) oranim1 “Paylasim Faktorii (PF, partitioning factor)” olarak
tanimlamisladir. Arastiricilar, paylasim faktoriinin rumende mikrobiyal
etkinligi gosteren onemli bir parametre oldugunu, kaba yemlerde belirledikleri
bu faktoriin yiiksek olmasi durumunda, yem tiiketim degerinin artacagini
bildirmislerdir. Arastirmada misir silajlarmnin paylasim faktort 3.29-3.72
mg/mL arasinda degistigi saptanmistir. Laktik asit bakteri inokulantlarmin
paylasim faktoru tizerindeki etkileri 6nemsiz bulunurken, LAB L. plantarum
MTDI1 en yiiksek paylasim faktori degerine sahip inokulant olmustur (P>0.05).

Bltimmel ve ark. (1999)" nin agiklamalar1 dogrultusunda, L. plantarum MTD1" in
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kullantminin  musir silajmin  rumendeki mikrobiyal etkinligini bir miktar
artirabilecegi, bunun da muisir silajinin tiiketimine olumlu yonde yansiyabilecegi
sOylenebilir. Laktik asit bakteri inokulantlarinin paylasim faktorii tizerindeki
etkilerini inceleyen bir calismaya rastlanmamistir. Ancak Bliimmel ve ark.
(1997) bu faktortin kaba yemler icin 2.74-4.41 mg/mL arasinda degistigini
bildirmistir. Dolayisiyla paylasim faktori ile ilgili olarak bu arastirmadan elde

edilen bulgular s6z konusu arastiricilarin bildirdigi sinirlar igerisinde kalmustur.

Misir silajina ait bazi fermantasyon 6zellikleri (60. giin) ile aym silajlarin
in vitro gergek sindirilebilirlikleri arasinda gesitli Pearson korelasyon katsayilari
belirlenmistir. S6z konusu katsayilar incelendiginde, silajlarin laktik asit
konsantrasyonu ile in wvitro gercek KM (r=0.409), NDF (r=0.373) ve OM
sindirilebilirlikleri (r=0.374) arasinda pozitif yonde siddetli bir korelasyonun
varlig1 tespit edilmistir (P<0.05). Buradan da, fermantasyon sirasinda yiiksek
diizeyde laktik asit igeren silajlarin in vitro kosullar altinda daha iyi sindirildigi
sonucuna varilabilir. Dolayisiyla silaj fermantasyonu sirasinda olusan laktik asit
rumen kosullarini iyilestirerek silajlarin sindirimini olumlu yonde etkileyebilir.
Nitekim laktik asidin rumen fermantasyonunu gelistirdigi ve rumende iyi bir
sekilde degerlendirildigi bildirilmektedir (Giesecke ve Stangassinger 1980).
Diger yandan silajlarin asetik asit konsantrasyonlari ile in vitro gercek KM (r=-
0.373, P<0.05 ), NDF (r=-0.106 P>0.05) ve OM sindirilebilirlikleri (r=0.277,
P>0.05) arasinda ise negatif yonde bir korelasyon belirlenmistir (P<0.05). En
gliclii korelasyon silajlarin asetik asit konsantrasyonlariyla in vitro gercek KM
sindirilebilirlikleri arasinda gortilmustiir. Dolayisiyla fermantasyon sirasinda
yiiksek asetik asit iceren silajlarin (htLAB) in vitro kosullar altinda daha az
sindirildikleri dtstintilebilir. Nitekim Weinberg ve Muck (1996) silaj
fermantasyonu sirasinda olusan asetik asidin rumende hig¢ fermente olmadigini

bildirmislerdir.
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SONUC ve ONERILER

Bu arastirmada 9 adet LAB (6 "LAB, 2 htLAB ve 1 hothet AB)
inokulantinin, musir silajinin fermantasyon, mikrobiyal yapi, hiicre duvari
bilesenleri ve aerobik stabilite tizerindeki etkileri incelenmis; ayrica s6z konusu
inokulantlarin in vitro kosullar altinda rumen ekolojisini nasil etkiledikleri
arastirllmis ve bu kapsamda silajlarin gaz tiretim degerleri, rumen UYA ile
gercek KM, OM ve NDF sindirilebilirlikleri belirlenmis, silajlarin fermantasyon
ozellikleri ile rumen ekolojisi parametreleri arasinda iliskiler ortaya konmaya

calisilmuastir.

Arastirma sonucunda, "™LAB (Biomax®5, P1132™, L. plantarum MTD1,
L. pentosaceus, P. pentosaceus, L. pentosus) ve hothetL AB (Lalsil®) inokulantlar
musirdaki SCK” larmn etkin kullanimini saglamis ve laktik asit tiretimini tesvik
etmislerdir. S6z konusu inokulantlar misir silajinin pH’ s1 ile asetik asit, biitrik
asit ve NH3-N konsantrasyonlarmi onemli diizeyde dusiirerek, silaj kalitesini
artirmislardir. Ayrica muisir silajimin mikrobiyal yapisim1 olumlu yonde
etkileyip, Lactobacilli popiilasyonunu artirarak, kiif gelisimini tamamen
engellemislerdir. Diger yandan bu inokulantlarin musir silajinin hiicre duvari
bilesenlerini etkilemedikleri belirlenirken, ortam asitligini hizla dtistirmelerinin
bir sonucu olarak hemiselliiloz ve NDF de oransal bir azalma yarattiklar:
gorilmustiir. Uygulanan aerobik stabilite testi sonunda ise 6 adet "LAB’ nin
tamami aerobik stabiliteyi dustirtirken, 1 adet hothetLAB Lalsil® aerobik

stabiliteyi etkilememistir.

Arastirmada kullanilan 2 adet htLAB (P11A44™ ve L. buchneri)
inokulanti ise fermantasyonun ilk giinlerinde (2-8. giin) yavas laktik asit
treterek, ortam pH’ s diger inokulantlardan daha gec¢ dustirmiislerdir.
Dolayisiyla bu inokulantlarin fermantasyonun ilk giinlerinde laktik asit tiretim
hizlar1 "™LAB inokulantlarmma gore dustik bulunmus, fermantasyonun ileri
donemlerinde aktivitelerinin arttig1 gozlenmistir. Bunun yam sira s6z konusu

inokulantlar musir silajinin asetik asit konsantrasyonu ile KM kaybini artirip;
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etanol ve NH3-N konsantrasyonlarmi duistirmiisler, hiicre duvar: bilesenlerini
ise etkilememislerdir. Diger yandan bu bakteri grubunun, antimikrobiyal
ozellikleri sayesinde olusturduklar1 metabolitleri (asetik asit vb) musir silajinda
istenmeyen epifitik mikroorganizma (maya ve kiif) gelisimini engellemis,
silajlarin hijyenik kalitesini gelistirmistir. Ayrica uygulanan aerobik stabilite

testi sonunda her iki "L AB” de musir silajinin aerobik stabilitesini artirmistir.

Bu arastirmayla, laktik asit tiretimini tesvik eden inokulantlarin (°"LAB
ve hothetl, AB) rumen ekolojisine ait parametrelerden; in vitro gaz tretim
degerleri (P1132™, L. pentosus ve Lalsil®), rumen UYA konsantrasyonlar: (L.
plantarum MTD1 ve L. pentosaceus) ile gercek KM (L. plantarum MTD1), OM
(P1132™) ve NDF (L. plantarum MTD1 ve L. pentosus) sindirilebilirliklerini
artirmak suretiyle rumen kosullarini iyilestirebilecekleri, ozellikle bazi
inokulantlarin (L. plantarum MTD1) bu etkiyi daha da artiracaklar1 ortaya
konmustur. Diger yandan asetik asit fermantasyonu tesvik eden inokulantlarin
(hetLAB) ise rumende diger bakteri gruplarmna gore daha diisik diizeyde
degerlendirildigi gozlenmistir. S6z konusu inokulantlarin rumen ekolojisine ait

parametreleri onemli diizeyde etkilemedikleri saptanmaistir.

Rumen, btinyesinde bir¢ok mikroorganizmay: barindiran kapali ve
karmasik bir ekosisteme sahiptir. Ekosistemin bu yapisindan dolayi, LAB
inokulantlarinin rumen kosullarim1 nasil etkiledigi ve rumen kosullarinda
olusturulacak farkliliklarin hayvan performanslarina nasil yansiyacagi
konusunda ¢ok daha fazla calismaya gereksinim vardir. Gelecek calismalarda
LAB inokulantlarinin rumendeki mikrobiyal gaz {iretimi ve mikrobiyal
biyokitle tizerinde yaratacagi etkilerin belirlenmesinin 6nemli bir asamay1

olusturacag diistintlmektedir.
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