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KISALTMALAR

KM

HK

HP

SCK

TRIS (Ts)
DMSO (Ds)
LA

PA

AA

BA

ADF

NDF
NHs-N
MRD

HCI
NH3-N/TN
kob/gr
kob/ml
2G%5STsL

2G%10SDsL
5G%10SDsL
5G%5STsDD
2G%5SDsL
5G%5STsL
5G%10STsL

5G%10STsDD

: Kuru Madde, %.

: Ham Kil, %.

: Ham Protein, %.

: Suda Cozunebilir Karbonhidrat, gr/kg KM.

: Trisodyum Sitrat, gr/kg KM.

: Dimetil Sulfoksit, gr/kg KM.

. Laktik Asit, grikg KM.

: Propiyonik Asit, gr/kg KM.

. Asetik Asit, grikg KM.

. Butirik Asit, gr/kg KM.

. Asit Deterjan Lif, %.

: Notr Deterjan Lif, %.

: Amonyak Azotu.

: Maximum Recovery Diluent (Seyreltici Soliisyon).

: Hidroklorik Asit.

: Toplam Azot (TN) Igerigindeki Amonyak Azotu, %.

: Gramda Koloni Olusturan Birim.

: Mililitrede Koloni Olusturan Birim.

: %5 siikroz ilavesi ile 2 giin inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts) katkili
liyofilize LAB stvist.

: %10 siikroz 1lavesi ile 2 giin inkiibasyon sonrasinda DMSO (Ds)
katkili liyofilize LAB s1visi.

: %10 siikroz ilavesi ile 5 glin inkiibasyon sonrasinda DMSO (Ds)
katkalt liyofilize LAB s1vist.

: %5 siikroz ilavesi ile 5 giin inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts) katkil1
derin dondurucuda dondurulan LAB s1visi.

: %5 stikroz ilavesi ile 2 giin inkiibasyon sonrasinda DMSO (Ds)
katkili liyofilize LAB s1visi.

: %5 siikroz ilavesi ile 5 giin inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts) katkil
liyofilize LAB stvist.

: %10 siikroz ilavesi ile 5 giin inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts)
katkilt liyofilize LAB s1vist.

: %10 siikroz ilavesi ile 5 giin inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts)
katkili derin dondurucuda dondurulan LAB sivist.
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OZET

Liyofilize Edilmis ve Dondurulmus Dogal Laktik Asit Bakteri Sivilarinin, Laktik
Asit Bakteri Sayis1 ve Yonca Silaji Kalitesi Uzerine Etkisi

Sadik Serkan AYDIN
Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklar1 Anabilim Dal,
Doktora Tezi

Bu tez ¢alismasinda, farkli sekillerde hazirlanarak bir ve ii¢ ay siire ile depolanan
fermente edilmis laktik asit bakteri (LAB) sivilarindaki LAB sayilarinin belirlenmesi ve
en yliksek canlilik oranina sahip gruplarin yonca bitkisinden hazirlanan silajlarda silaj
kalitesi iizerine etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Calismanin birinci denemesinde,
farkli seviyelerde siikroz (%3, %5 ve %10) ilavesi ve farkli siirelerde (2, 5 ve 10 giin)
inkiibasyona birakilarak hazirlanan fermente edilmis LAB sivilart kryoprotektan
(trisodyum sitrat ve dimetil siilfoksit) ilavesi ile dondurularak ve liyofilizasyon islemi
ile kurutularak bir ve {i¢ ay siireyle depolanmistir. Bu ¢alismanin birinci denemesinde
elde edilen sonucglar genel olarak degerlendirildiginde; siikroz seviyesi ile inkiibasyon
ve depolama siiresinin uzamasina bagl olarak LAB’nin canlilik oranlarinda azalmalarin
goriildiigli, kryoprotektan katkisinin LAB’nin korunmasinda olumlu etki yaptigi,
liyofilizasyon isleminin ise derin dondurucuda dondurulma islemine gore avantajli
oldugu soylenebilir.

Caligmanin ikinci denemesinde, bir aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek
canlillk oranma sahip gruplarm (2G%5STsL, 2G%I10SDsL, 5G%I10SDsL ve
5G%S5STsDD) ilave edildikleri yonca silajlarinda CO2 degerleri kontrol grubundan elde
edilen degerden diisiik bulunmustur (P<0.01). En yiiksek laktik asit icerigi 2G%5STsL,
asetik asit igerigi ise 5G%S5STsDD grubunda belirlenmis, en diisitk pH, NH3-N/TN ve
biitirik asit degerleri ise 2G%S5STsL ve 2G%10SDsL gruplarinda belirlenmistir
(P<0.01). Ug aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek canlilik oranina sahip gruplarin
(2G%5SDsL, 5G%5STsL, 5G%10STsL ve 5G%10STsDD) ilave edildikleri yonca
silajlarinda kontrol grubu ile kiyaslandiginda en yuksek laktik asit, en diisiik pH, NHz-
N/TN ve biitirik asit degerleri 2G%5SDsL, 5G%S5STsL ve 5G%10STsL gruplarinda
belirlenmistir.
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Sonug olarak, bu ¢aligmada kryoprotektan ilavesiyle liyofilize edilerek kurutulan
LAB sivilarinda belirlenen yiiksek canlilik oranlari dikkate alindiginda bu drtinlerin
silaj katkis1 olarak kullanilabilme ve ticarilestirme potansiyelinin oldugu gériilmektedir.
Ancak uygulamanin pratige aktarilabilmesi i¢in liyofilize edilerek hazirlanan LAB
stvilarinin ticari LAB inokulantlari ile karsilastirmali olarak biiyiik silolarda ve degisik
silaj materyalleri ile hazirlanacak silajlarda etkilerinin arastirilmasinin gerektigi kanisina

varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Laktik asit bakterisi, dondurulma, liyofilizasyon, silaj, yonca.



ABSTRACT

The Effect of Lyophilized and Frozen Natural Lactic Acid Bacteria Juice on the
Count of Lactic Acid Bacteria and Quality of Alfalfa Silage

Sadik Serkan AYDIN
Animal Nutrition and Nutritional Diseases Department
Ph. D. Thesis

In this study, it is aimed to determine the number of lactic acid bacteria (LAB) in
fermented LAB juice, which were prepared by different methods and stored for one and
three months, and to research the effect of groups with the highest vitality ratio on the
quality of silages that were prepared from alfalfa (Medicago sativa). In the first
experiment of this study, fermented LAB juices were prepared by adding of different
levels sucrose (3%, 5%, and 10%) and incubated for different periods (2, 5, and 10
days), were frozen and dried through lyophilization by adding cryoprotectant (trisodium
citrate and dimethyl sulphoxide) then stored for one and three months. When the results
achieved from the first experiment of this study are evaluated, it can be claimed that the
ratio of vitality of LAB is decreased, based on extension of incubation and storage
period and sucrose level, the addition of cryoprotectant has a positive effect on
preservation of LAB and lyophilization is more advantageous, compared to freezing in a
deep-freeze. In the second experiment of this study, CO, values of alfalfa silages in
which the groups with the highest vitality rate added at the end of one month storage
period (2G%5STsL, 2G%10SDsL, 5G%10SDsL and 5G%5STsDD) were found lower
than control group (P<0.01). The highest lactic acid content was found in group
2G%5STsL and the highest acetic acid content was found in group 5G%5STsDD
whereas the lowest pH, NHs-N/TN and butyric acid values were found in groups
2G%5STsL and 2G%10SDsL (P<0.01). The groups with the highest vitality rate of at
the end of three months storage period (2G%5SDsL, 5G%5STsL, 5G%10STsL and
5G%10STsDD) were added to alfalfa silages. Compared with the control group, the
highest lactic acid, the lowest pH, NH3-N/TN and butyric acid values were found in
2G%5SDsL., 5G%5STsL and 5G%10STsL groups.

As a result, the viability of LAB liquids lyophilized by the addition of
cryoprotectants was found to be high and it is seen that these products can be used as

X



silage additive and have commercialization potential. However it was also concluded
that the effects of LAB juice, which are prepared with lyophilization, which will be
prepared in big silos and by using different silage materials, must be researched by

comparing them with commercial LAB inoculants in order to use of practice.

Keywords: Lactic acid bacteria, freezing, lyophilization, silage, alfalfa.
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1. GIRiS

Ruminantlarin beslenmesinde yogun olarak kullanilan kaba yemlerin ekonomik
olarak elde edilmesi hayvansal iiretimin devamlilig1 agisindan 6nemli olup kaliteli kaba
yem ac¢181 birim hayvan basina alinan verimin diisiik olmasinin en 6nemli sebeplerinden
birisi olarak kabul edilebilir. Tiirkiye’de biiyiik ve kiiglikbas hayvanlarin temel kaba
yem kaynaklarini; dogal meralar, tarla bitkileri, {iretim artiklar1 ve tarlada yetistiriciligi
yapilan fig, yonca ve korunga gibi kiiltiir kaba yem bitkileri olusturmaktadir. Bunun
yaninda silajik bitki yetistirilmesi ve silaj yapimi, Tarim ve Orman Bakanligi
tarafindan yapilan destegin etkisiyle yayginlasmaktadir. Biiylik ve kiigiikbas hayvancilik
isletmelerinin bol, ucuz ve kaliteli kaba yem ihtiyacinin kisa siirede ve yeterli miktarda
karsilanmasinda, silo yemleri 6nemli bir se¢enek olarak ortaya ¢ikmaktadir (1). Bilingli
hayvancilik uygulamalar1 yapan isletmelerde silaj yapilmasi ve kullanimi, hayvanlarin
rasyonel beslenmesinde ve verimin arttirilmasinda 6nemli bir yere sahiptir. Silaj
yapiminda; silajlik bitki se¢cimi ve eger kullanilacak ise, katki maddelerinin
ozelliklerinin ve islevlerinin iyi bilinmesi gerekmektedir.

Silaj kalitesini arttirmak amaciyla son zamanlarda mikrobiyel inokulant adi
verilen canli bakteri kiiltlirlerinden yararlanilmaktadir. Bu amagla ticari olarak iiretilen
mikrobiyel inokulant preperatlari, biiyiilk ¢ogunlukta laktik asit bakterileri (LAB)
igermektedirler. Laktik asit bakterileri; siloda anaerobik kosullarin olusmasi sonucunda,
ortamdaki substrat icin rekabet edecek olan aerobik bakterilerin, mayalarin ve
mantarlarin  gelisimini minimum diizeye indirerek fermentasyonu olumlu yonde
gelistirirler. Laktik asit bakterileri silo igerisinde pH’y1r diisiirerek bitki proteaz
enzimlerini inaktive eder ve silajlik bitki proteinlerinin yikimlanmasim azaltir, bunun
yanisira aerobik silaj fermentasyonunda istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimini de
engeller (2). Siloda istenen anaerobik kosullarin olusmasi, silolanan materyalin uygun
kuru madde (KM) igerigine sahip olmasi, uygun boyutta pargalanmasi, silonun hizla
doldurulmasi, yeterince sikistirilmasi, hizli ve hava almayacak sekilde kapatilmasiyla
saglanabilir. Silo icerisinde anaerobik kosullarin olugmasiyla, silolanan iiriiniin dogal
mikroflorasinda mevcut olan LAB, suda ¢6ziinebilir karbonhidratlar1 (SCK) ¢ogunlukla

laktik asit olmak {izere cesitli organik asitlere fermente ederler. Laktik asit bakterilerinin
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fermentasyon Grunu olan bu asitler silo icerisinde hidrojen iyonu dlzeyini, silo
icerisinde faaliyetleri istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimini inhibe edecek bir
seviyeye ¢ikarir. Sonug olarak silo igerisinde laktik asit iiretiminin artmasi ve buna baglh
olarak da pH degerinin diismesi, silo ig¢erisinde geriye kalan biitiin mikroorganizmalarin
gelisimini engeller (3).

Bu caligma kapsaminda birinci denemesinde, farkli seviyelerde siikroz (%3,
%5 ve %10) ilavesi ve farkli siirelerde (2, 5 ve 10 giin) inkiibasyonla hazirlanmig
fermente edilmis LAB sivilarina %50’lik ¢ozeltiden %20 (v/v) oraninda trisodyum sitrat
(TRIS (Ts)) ve %0.1 (v/v) oraninda dimetil siilfoksit (DMSO (Ds)) ilave edilerek derin
dondurucuda (-21 °C) dondurularak ve liyofilizasyon islemi ile kurutularak bir ve {i¢ ay
siire ile depolanmasi1 sonucunda elde edilen LAB sivilarinin LAB sayilar1 belirlenmistir.
Calismanin ikinci denemesinde ise, birinci denemeden elde edilen veriler 15181nda bir ve
li¢ ay siire ile dondurulmus ve liyofilize edilmis LAB sivilarindan her bir depolama (bir
ve li¢ ay) siiresi i¢in en yiiksek LAB sayilarina sahip olan dort grup, yonca (Medicago
sativa) bitkisinden hazirlanan silajlara ilave edilerek yonca silaji kalitesi tizerine etkileri
belirlenmistir. Bu tez calismasinda, farkli sekillerde hazirlanarak bir ve {i¢ ay siire ile
depolanmis fermente edilmis LAB sivilarinin LAB sayilarinin belirlenmesi ve yonca
bitkisinden hazirlanan silajlarda silaj kalitesi {izerine etkisinin arastirilmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2. 1. Silolama Sirasinda Sekillenen Fermentasyon Siireci

Silaj yapimu, su igerigi yiiksek yesil yemlerin korunmasi amaciyla tiim diinyada
yaygin olarak kullanilan bir konservasyon yontemidir. Silaj yapiminin esasi, suda
¢oziinebilir karbonhidratlarin (SCK) anaerobik kosullar altinda LAB araciligiyla basta
laktik asit olmak tiizere organik asitlere fermente oldugu dogal fermentasyon temeline
dayanmaktadir. Silaj yapimi siirecinde silo igerisinde pH degeri diiser, zararli
mikroorganizmalarin etkileri engellenir. Boylece su igerigi yiiksek yesil yemler
konserve edilmis olurlar.

Ideal bir silolama y&netimi, temel olarak silo icerisindeki aerobik aktiviteyi en
aza indirerek silaj materyalindeki KM kayiplar1 azaltilarak saglanabilir. Silaj kalitesi;
silajlik bitkinin tiirti, par¢alama boyutu, silonun tipi, silonun doldurulma suresi, kapama
teknigi, hasat sirasindaki hava sartlari, personelin egitimi, katki kullanimi ile silonun
kapatilma siiresi gibi birtakim biyolojik ve teknik oOzelliklere bagli olarak
degisebilmektedir (4,5). Silaj yapim siirecinde ortaya cikabilecek kotii fermentasyonun
nedeni, silaj yapimi sirasinda yapilan hatalardan kaynaklanmaktadir. Silaj hazirlanmasi
stirecinde yapilan hatalarin basinda silajlik bitki se¢imi, bitkinin KM igeriginin diislik
olmasi, bigim zamani, silonun kapatilmasi ve hayvanlara yedirilme siirecindeki yonetim
hatalar1 gelmektedir. Herhangi bir bitkisel materyalden kaliteli bir silaj elde edebilmek
i¢in, silajlik materyalin silolanmasindan itibaren silo igerisinde meydana gelen olaylarin
cok iyi bilinmesi gerekmektedir. Silaj fermentasyon akisini; aerobik faz, anaerobik faz

ve sabit faz olarak siralamak mimkindiir.

2. 1. 1. Aerobik Faz

Silaj yapilacak olan bitkisel materyalin parcalanip siloya doldurulmasindan
sonra uygulanan sikistirma iglemi ne kadar iyi yapilsa da silo icerisinde bir miktar hava
ya da oksijen kalacaktir. Silo igerisinde aerobik siirecin uzun siirmesi anaerobiozisin
olusumuna engel olacagindan, silo icerisinde istenmeyen tipte fermentasyon

sekillenebilir. Bu olay silolanan materyalde hi¢ arzulanmayan solunum ve proteolizis
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aktivitesinin gorilmesine sebep olur. Bu dénemde silo igerisinde kalan oksijen ve
silolanan bitkinin yiiksek pH degeri; silonan yemin yapisinda bulunan enzimlerin aktive
olmalarina, proteolitik aktiviteye, ayrica aerobik mikroorganizmalarin, maya, kiif ve
Enterobacterler gibi fakiltatif aerobik mikroorganizmalarin ¢ogalmalarina neden olur
(6,7). Solunum olay1 sirasinda silo igerisinde ve bitki biinyesinde bulunan oksijen
kullanilarak, bitkinin yapisinda bulunan SCK’lar par¢alanmaya baslar, bunun sonucu
olarak silo icerisinde karbondioksit ve su agiga ¢ikarak sicaklik artmaya baslar (8). Bitki
blinyesinde bulunan SCK’larin kaybi ve silo igerisinde sicakligin asir1 diizeyde
yukselmesinin (42-44 °C) sonucu olarak; silajin protein, seliilloz ve diger besin madde
sindirilebilirlikleri 6nemli diizeyde azalir (6). Bu donemde silo igerisinde meydana
gelen proteolizis olayr sirasinda bitki biinyesinde bulunan proteaz enzimleri bitkinin
yapisinda bulunan proteinleri, basta aminoasitler ve amonyak olmak {izere, peptid ve
amidlere parcalar (9). Aerobik donemde goriilen kayiplar; silajlik materyalin siloya kisa
stirede doldurularak silonun iyice sikistirilip, hava almayacak sekilde kapatilmasiyla

azaltilabilir.

2. 1. 2. Anaerobik Faz

Aerobik donemde silo icerisinde oksijenin tuketilmesi ile anaerobik
heterofermantatif donem baslar. Erken anaerobik donemdeki mikrobiyel aktivitenin
basinda fakiiltatif anaerobik bakteri grubundan olan Enterobacterler faaliyet gosterirler.
Enterobacterler aerobik doénemde silodaki sicaklik artisina karsi toleranshidirlar.
Enterobacterlerin dncelikli fermentasyon Urunleri; asetik asit, etanol ve karbondioksit
olup LAB fermentasyonuna kiyasla silo icerisinde daha fazla KM ve enerji kaybina
neden olurlar (10,11). Enterobacterler diisiik pH degerlerine karsi hassas olup, silodaki
gelisimleri pH seviyesinin 5.0 altina diismesi ile engellenir. Silo igerisindeki pH
degerinin 5.0’in altina diismesi silolama isleminin 24-72 saatlerinde gergeklesir ve bu
durum siloda erken anaerobik fazin sona erdigini gosterir (12). Enterobacterler silaj pH
degerini 5.0’in altina indirerek homofermantatif LAB igin ortam hazirlarlar. Laktik asit
bakterileri Enterobacterlere karsi baskin yapida olup, anaerobik fazin ilk 24 saatinin
sonunda fermentasyonu tam olarak baglatabilirler. Bu siirecte her gram silajdaki LAB
sayis1 108-10° degerine ulasabilir. Hizli iireyebilme yeteneklerinden dolayr LAB’nin

fermentasyon baslangicindaki besin madde ihtiyaglar1 son derece yiiksektir.
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Fermentasyon baslangicinda laktik asitin olusum hizi, LAB’nin iireme ve g¢ogalma
hizindan daha azdir. Ancak anaerobik fazin baslamasindan birkag gun sonra silo
icerisindeki laktik asit tiretimi en yliksek diizeye ulagsmaktadir. Laktik asit bakteri
tirlerinin, degisik karbonhidratlar1 farkli diizeylerde yikimladiklart bilinmektedir.
Karbonhidrat tiiriiniin molekiil agirligi ne kadar ytiksek olursa, fermentasyona ugratilma
yani yikimlanma diizeyi de aym 6lciide diigiik olmaktadir. Laktik asit bakterileri nisasta,
selilloz, dekstrin ve pentozanlar gibi karbonhidratlar1 tam olarak yikimlayamazlar.
Laktik asit, LAB tarafindan salgilanan laktosidaz enzimi yardimiyla silajlik bitki
binyesinde bulunan SCK'’larin, 6zellikle monosakaritlerin pargalanmasi ile olusur.
Sakkaroz ve polisakkaritler gibi daha kompleks yapili karbonhidratlarin pargalanmasi
monosakkartilere gére daha zor olur ve bu parcalanma strecinde mikrobiyel ve bitkisel
enzimler 6nemli rol oynar (13). Silo igerisinde LAB’nin hizla ¢ogalmasi ile laktik asit
degerinde artis saglanirken, pH degerinde ve asetik asit olusumunda ise azalma
sekillenir (1). Boylece silo icerisinde SCK ve proteinlerin yikimlanmalar1 azaltilarak,
besin madde kayiplar1 azaltilmis olur (12). Silo icerisinde fermentasyonun sona
ermesinde iki 6nemli faktor etkilidir. Bunlardan ilki ortamda fermente olabilecek besin
maddelerinin  kalmayis1, digeri ise ortam pH’smin mikroorganizmalarin aktif
olamayacag1 degerlere ulasmis olmasidir (8). Silo igerisindeki laktik asit olusumu iki
haftadan fazla devam eder ve bu siiregte silo igerisinde 1s1 giderek azalir. Silo
icerisindeki bakteriyel faaliyet, pH degerinin 4’{in altina diistiigii donemde ise tamamen
durur (1). Enterobacterler gibi Clostridial bakteriler de diisiik pH degerlerine karsi
hassas olup, bu tiir bakterilerin gelisimleri KM igerigi diisiik silajlarda daha belirgindir.
Clostridia grubu bakteriler nem orani %65’ten daha az olan {irtinlerle yapilan silajlarda,
SCK igerigine bagl olarak pH degerinin hizla 4.6-4.8’e diismesinden dolay1 nadiren
bulunabilirler (8). Fermentasyon doneminin baglarinda goriilen silo suyu ¢ikisi silolama
stirecinde istenmeyen bir unsur olup, silajda besin madde kaybina yol acar. Silolanacak
materyalin KM degeri %30'un altina diismez ise silo suyu ¢ikist genellikle herhangi bir
sorun yaratmaz. Ancak silajlik materyalin KM degeri azaldikca, silo suyu ¢ikisi

artmakta ve elde edilen silajin besinsel degeri azalmaktadir (6).



2. 1. 3. Sabit Faz

Anaerobik fermentasyondan sonra sekillenen bu donem silo acilmadigi
miiddetce devam eder. Bu donemde ideal bir silaj fermentasyonu sekillenmis ise silajin
pH degeri sabit kalir. Sabit faz doneminde silo igerisindeki ortam 1sis1 ortalama 28
°C’dir. Silo uygun bigimde kapatilmis ve pH 4.0-4.2 degerine ulasmis ise bu donemde
silo igerisinde c¢ok az aktivite olusur. Ancak hemiselilloz, seliloz ve lignin
kompenentlerinin olduk¢a yavas gelisen kimyasal yikimlanmalart sonucu bazi
karbonhidratlar serbest kalabilir. Silajlik materyalde SCK’larin yeterli diizeyde olmadigi
veya yoklugu durumlarinda, fermentasyon hizi yavaslar veya durabilir (8). Suda
¢oOziinebilir karbonhidrat yetersizliginden dolayr aktif fermentasyon durdugunda,
LAB’leri hemiseliilozun parcalanmasi sonucu serbest kalan sekerleri fermente ederek
pH degerini kismi olarak diisiirebilir. Sabit faz doneminde silaj kalitesini etkileyen diger
bir faktor de silo icerisine hava girisidir. Siloya hava girmesi ile silajda maya ve kiif
populasyonunun artmasina bagli mikotoksin iiremesi sekillenmekte, bu durum silaj
kalitesini olumsuz etkileyebilmekte ve bu tip silajlar1 tiiketen hayvanlarda saglik
problemlerine sebep olabilmektedir. Ayrica silo igerisine giren oksijenin aerobik
mikroorganizmalar tarafindan kullanilmasi ile olusan fermentasyon iiriinlerinden basta
laktik asit ve asetik asitin, karbon kaynagi olarak kullanilmasiyla siloda karbondioksit,
su ve 1s1 artigt sekillenerek silajin KM ve besin madde kayiplari ortaya ¢ikmaktadir (8).
Her gram silaj materyalinde aerobik bakteri sayis1 107-108, kiif popiilasyonu ise 105-107
degerlerine ulastiginda SCK’lar ve fermentasyon iiriinleri hizla azalmaya baglar ve buna
baglt olarak silajin 1sis1 yiikselir (8). Listeria monocytogenes tiirii patojenler diisiik
diizeyde oksijen girisine maruz kalan silolarda sorun yaratmazken, KM igerigi oldukca
diisiik olan silajlarda ve yiiksek miktarlarda hava girisine maruz kalan silolarda buyuk

risk olustururlar.

2. 2. Silolamada Bitki Enzimlerinin Roli

Silaj1 yapilacak bitkisel materyal siloya doldurulduktan sonra bitki hiicreleri
ortamdaki oksijen tuketilene kadar solunumlarina devam ederler. Solunum igin
kullanilan baslica substrat SCK olup, sonugta karbondioksit, su ve 1s1 meydana gelir (3).

Bitki solunumu siloda kalan oksijenin tiiketilmesi ve siloda anaerobik kosullarin
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olusturulmasi bakimindan gerekli bir durumdur. Ancak yogun bir solunumun meydana
gelmesi, silolanan materyalin SCK igeriginin azalmasina neden olarak silaj
fermentasyonunun olumsuz etkilenmesine yol acabileceginden, silo igerisinde istenen
bir durum degildir. Bitki hiicrelerinin solunumu, siloda anaerobik kosullar olusunca
birkag saat i¢inde sonlanir (2). Bitki hiicreleri tarafindan proteaz ve hemiseliilaz gibi
birgok enzim salgilanir. Bitki proteolizinin iirlinleri aminoasitler ve degisik zincir
uzunlugundaki peptitler olup, bitki proteolizi pH’ nin uygun seviyeye diismesine kadar
devam eder (3). Proteolitik aktivitenin biiyiik kismi silolamanin ilk 48 saatinde meydana
gelir. Bu nedenle asit ya da kimyasal silaj katki maddeleri kullanilmadan bu dénemde
sekillenen proteolizin kontrolii olduk¢a zordur. Bitki yapisinda bulunan enzimler,
nisasta ve hemiselillozun monosakkaritlere yikimlanmasina yardimeci olurlar. Bu
hidroliz olay silo igerisinde daha sonra sekillenecek laktik asit fermentasyonu i¢in ilave
seker kaynagi saglamis olur (12). Proteolize benzer sekilde, hemiseliilozik aktivite de
silolamanin ilk haftasinda hizla azalir, ancak hemiseliilozik aktivite ortam pH’sina

proteolizden daha az duyarlidir (2).

2. 3. Silolamada Mikroorganizmalarin Rolii

Silaj fermentasyonunda silo igerisinde aktivite gdsteren mikroorganizmalarin
gelisimleri; duraklama safhasi (latent donem), hizlanma ve logaritmik artis dénemi,
yavaglama ve sabit donem ile 6liim veya azalma donemleri olarak baslica dort donemde
sekillenir (14). Duraklama sathasi (Latent Donem) donemde; mikroorganizmalar farklh
ve yeni bir ortamla karsilastiklarindan, ilk olarak girmis olduklar1 ortama adapte olurlar.
Bu slrecte mikroorganizmalar yeni ortamlarinda bulunan besinlerden yararlanmak igin
ihtiya¢c duyduklar1 enzimleri iretirler. Mikroorganizmalar yeni ortamlarindaki besin
maddelerini etkili bir sekilde kullanmaya basladiktan sonra c¢ogalirlar. Bu dénemin
siiresi, bakteri susunun gelismesi icin gerekli olan besin maddelerinin bulunmasina,
mikroorganizmalarin fizyolojik durumuna ve kiiltiir kosullarina baghdir. Hizlanma ve
logaritmik artis doneminde; mikroorganizma hiicrelerinin diizenli bir sekilde
boliindiigli, bakteri sayisinin logaritmik cogalmasinin sekillendigi dénemdir. Bu
donemde hiicrelerin aktiviteleri maksimum diizeydedir. Logaritmik ¢ogalma doneminin
sonunda bakteriler baslangigtaki kadar hizli béliinemez ve ¢ogalamazlar. Ancak silo

icerisindeki toplam bakteri sayis1 ¢ok fazla oldugundan, bdliinme sonucu artan hiicre
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sayist da fazla olmaktadir. Yavaglama ve sabit donemde; mikroorganizmalarin ihtiyaci
olan besin maddeleri azalmis veya mikroorganizmalar i¢in toksik olan maddelerin
miktar1 (laktik asit, asetaldehit, peroksit vb.) artmaya baslamis ve ortamin pH degeri
diismeye baslamistir. Sabit donemde laktik asit gibi metabolik iiriinler siloda hakim
oldugundan mikroorganizma sayisinda stabillik goriiliir. Yani ortamda hiicre 6liimii ile
hiicre ¢cogalmasi arasinda bir denge olusur. Oliim veya azalma déneminde ise; canli
mikroorganizmalarin sayisi azalmaya baslar, 6len mikroorganizmalarin sayisi, yeni

meydana gelen mikroorganizma sayisindan daha fazla olur.

2. 4. Silaj Mikrobiyolojisi

Butln  bitkiler gibi yem Dbitkilerinin de dogal florasinda ¢esitli
mikroorganizmalar bulunmaktadir. Bitkilerin sahip oldugu dogal mikroorganizmalarin
say1 ve gesitleri; ¢evre sartlarina, bolgeye, mevsime, kirlenme derecesine, bitki turtine,
bitkinin varyetesine, bitkinin KM igerigine gore degiskenlik gosterdigi bildirilmektedir
(13). Siloya doldurulan silajlik bitkiler ile birlikte, silo icerisine bitkiye dogal olarak
yapigmis halde bulunan mikroorganizmalar da alinmis olur.

Silajlik bitkilerin tizerinde LAB’nin yani sira silo ortaminda istenmeyen
mikroorganizmalar da mevcuttur. Silolamanin ilk zamanlarinda; silo ortaminda
istenmeyen fermentasyon iriinlerini meydana getiren zararli mikroorganizmalarin
sayisi, LAB’ne gore daha yiiksek olmakta, ancak silolamanin ilerleyen zamanlarinda
istenmeyen mikroorganizma sayilar1 gittikge azalarak ortama LAB hakim olurlar (15).
Degisik silaj materyalleri ile yapilan calismalarda silo igerisinde LAB sayisinin, silaj
materyalinin siloya doldurulmasindan hemen sonra hizla arttigi ve 48 saat sonunda
siloya doldurulma anindaki sayilarinin bir milyon katina ulastiklar1 kaydedilmistir (16).

Silajlik bitkinin yapisinda bulunan mikroorganizmalar farkli gruplara ayrilirlar.
Her bir mikroorganizma grubunun iiremesi i¢in en uygun pH degeri ve fermente
edebildigi besin madde grubu farkhidir. Silaj fermentasyonunda etki gdsteren

mikroorganizmalar temelde yararli ve zararli mikroorganizmalar olarak ikiye ayrilir.



2. 4. 1. Silaj Fermentasyonunda Yararh Mikrooganizmalar

Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri; gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, cubuk veya kok
seklinde, asit ortama dayanikli, karbonhidratlar1 ve alkolleri fermente ederek laktik asit
olusturan dogal bir grup olarak tanimlanmakta ve firmicutes filumuna ait ¢esitli bakteri
cinslerinden meydana gelmektedirler (17). Spor olusturmayan ve katalaz negatif olan bu
grubun Onemli cinsleri arasinda Carnobacterium, Lactobacillus, Lactococcus,
Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Aerrococcus, Vagococcus ve Weisella yer almaktadir. Bunlarin
yanisira Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus cinsi Gyeleri sut
tiriinlerinin fermentasyonunda starter kiiltlir olarak kullanilabilmektedir. Butin LAB
anaerobik kosullar altinda gelisim gosterebilmekle birlikte, pek c¢ok anaerobik
bakterinin tersine oksijene kars1 duyarli degildirler, yani oksijen varlifinda da gelisim
gosterebilmektedirler. Laktik asit bakterilerinin oksijen ihtiyaglar1 fazla olmayip, ¢ok az
oksijen bulunan (mikroaerofil) veya hi¢ oksijen bulunmayan (anaerob) ortamlarda
faaliyet gosterirler. Bu yapilarindan dolayi1 aerotolerant anaerob mikroorganizmalar
olarak da isimlendirilirler (10).

Laktik asit bakterileri organik asit, diasetil, aseton, hidrojen peroksit, reuterin,
antifungal peptitler ve bakteriyosinler gibi ¢ok g¢esitli antimikrobiyel bilesikleri
tiretebilme kapasitesine sahip olmalarindan dolay1, o6zellikle son 15 yildir gida
koruyucusu olarak kullanimlar ilgi odagi olmustur. Laktik asit bakterilerinin pek ¢ok
uyesinin bakteriyosin Urettigi bilinmekte olup, Lactobacillus acidophilus tarafindan
uretilen acidophilin ve lactocidin, Lactobacillus plantarum tarafindan iiretilen lactolin
ya da Lactococcus lactis tarafindan tiretilen nisin gibi antibiyotik ve antibiyotik benzeri
maddeler antibakteriyel etki gostermektedir. Laktik asit bakterileri Grettikleri
bakteriyosinler araciligiyla, bakteriyosinin tiiriine bagl olarak 6zellikle Staphylococcus
aureus, Listeria spp., Bacillus cereus, Clostridium perfringens gibi gida kokenli patojen
bakterileri inhibe edebilmektedirler. Bununla birlikte bakteriyosinlerin bazi gram

negatif bakteriler Gizerinde de etkili oldugu bildirilmistir (18).

Laktik asit bakterileri optimum +30 °C 1sida ve 4.0-4.5 pH degerlerinde

geliserek aktivite gosterirler. Laktik asit bakteri tiirlerinin yasayabilmeleri ve
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cogalabilmeleri i¢in ihtiya¢ duyduklar1 pH ve asidite diizeyleri arasinda biiyiik farklar
bulunmaktadir. Yasayabildikleri en diisiik pH degeri 3.0-3.6 aralig1 olup, ancak bu pH
degerlerinin ¢ok altinda bile kuvvetli asit olusturma Ozelligi gosteren tiirlerinin
varliginin yani sira, pH 4.5 tizerinde faaliyet gosteremeyen Lactobacilllus brevis gibi
tiirlerininde mevcut oldugu bilinmektedir. Laktik asit bakterilerinin ortam sicakligina
bagli olarak aktiviteleri degismekle birlikte, genel olarak 20-40 °C sicaklik araliginda en
yuksek aktivite gostermektedirler (13). Silaj fermentasyon sirecinde laktik asit Uretimi
uzerine silo ici pH degerinin 6énemi blyuktur. Silajda pH degerinin istenen seviyeye
inmesi halinde ugucu yag asitleri ile laktik asit miktarmin arttigr bildirilmektedir.
Omegin pH 7.0 degerinde karbonhidratlarin %73’ii laktik asite déniistiigii halde, pH 5.0
degerinde ise bu oranin %87’ye ¢iktig1 bildirilmektedir (13). Laktik asit bakterileri silo
icerisinde hemen hemen higbir besin madde kaybina yol agmadiklarindan, silajda arzu
edilen fermentasyonu saglayan mikroorganizmalardir. Bu sebeple LAB’nin iiremelerini
kolaylagtiracak anaerobik sartlarin saglandigi, SCK’larca zengin ve uygun isiya sahip
ortam varlig1 gerekli olup, bu sartlarin olusmast durumunda LAB optimum iireme ve
gelisme gosterirler (9). Cogu LAB, yalnizca karbonhidrat ve fermente edilebilir
bilesiklerin metabolizmasindan enerji sagladiklar1 i¢in SCK’larin bol bulundugu
ortamlarda ¢ok 1y1 gelisebilmektedirler. Laktik asit bakterilerinin biyosentez yetenekleri
sinirl1  oldugundan, aminoasitler, vitaminler (6rnegin B vitamini), purinler ve
pirimidinlerin bulundugu kompleks besinlere ihtiya¢ duyarlar (19).

Genel olarak LAB olusturduklar1 fermentasyon iiriinlerine gore homofermantatif
ve heterofermantatif LAB olmak iizere iki gruba ayrilirken, fenotipik ozelliklerine gore
ise; Thermobacterium, Streptobacterium ve Betabacterium seklinde ii¢ alt gruba
ayrilmaktadirlar.

Thermobacterium grubunda homofermentatif bakteriler bulunur ve bu grubun
optimum gelisme 1sis1 40 °C civarinda olup 15 °Cnin altinda gelisemezler.
Thermobacterium grubunda bulunan LAB, uzun ¢ubuklar halinde tek tek, nadiren zincir
seklinde  bulunurlar.  Thermobacterium grubunda Lactobacillus  bulgaricus,
Lactobacillus lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus jugurti, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus delbrueckii yer alir. Bunlardan Lactobacilli delbrueckii
disinda kalan LAB’larin saf kiiltiir hazirlanmasinda kullanilirlar. Streptobacterium

grubuna giren LAB’leri fakiiltatif heterofermantatif yapida olup, kisa veya uzun
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zincirler olusturan ¢ubuk seklinde bakterilerdir. Optimum gelisme 1silar1 30 °C
civarinda olup 15 °C'nin altinda da faaliyet gOsterirler. Bu gruba giren Lactobacillus
casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus buchneri siit iiriinleri i¢in hazirlanan saf
kilturlerde bulunurlar. Betabacterium grubuna giren LAB ise kesin heterofermantatif
yapida olup, laktozu pargalayip laktik asit iiretebilmelerinin yani sira asetik asit, etil
alkol ve karbondioksit olustururlar. Lactobacillus brevis ve Lactobacillus fermenti,
Betabacterium grubu i¢inde yer alirlar.

Homofermentatif grupta yer alanlar gercek LAB olarak, heterofermentatifler ise
gercek olmayan LAB olarak gruplandirilmaktadirlar. Diger bir deyisle SCK’lar1 tam
olarak laktik asite doniistiirenlere homofermentetif, doniistirmeyenlere ise
heterofermentatif LAB denir (8). Gercek LAB (homofermentatif) katalaz negatif
vermeleri ile gercek olmayan LAB’den (heterofermentatif) ayirt edilirler.
Homofermantatif LAB heksozlardan, laktik asit tiretiminde heterofermantatif LAB’den
daha fazla etkilidirler (3). Homofermentatif LAB’leri glukozu, fruktoz difosfat yolu ile
parcalayarak, fermentasyon sonunda %99 oraninda laktik asit, %1 oraninda ise diger
bilesikleri meydana getirirken, heterofermentatif LAB’leri, glikozu heksoz mono fosfat
yolu ile parcalayarak fermentasyon sonucu %70 laktik asit, %30 oraninda da diger
molekdllerden 6zellikle asetik asit, etil alkol ve karbondioksit olustururlar. Ayrica bazi
LAB asetaldehit, diasetil, hidrojen peroksit, ekzopolisakkarit, bakteriyosin, bakteriyosin
benzeri LAB metabolitleri ve seker alkolleri gibi diger yan iirlinleri de sentezleyebilirler
(20).

Heterofermantatif LAB’nin olusturdugu fermentasyonda laktik asitin yaninda
onemli diizeyde diger yan iiriinler meydana geldiginden bu {iriinlerin silajlarda asiri
derecede olusmalar1 istenmez. Heterofermentatif fermentasyonda karbondioksit
olusumu ile bir miktar besin maddesi ve enerji kayb1 meydana gelir. Heterofermentatif
anaerob bakteriler SCK’lar1 enerji kaynagi olarak kullanirlar ve fermentasyon son
triinlerine doniistiiriirler. Bunun sonucunda elde edilen silajlarda 6nemli miktarlarda
KM kayiplart sekillenir. Homofermantatif LAB SCK’lar1 laktik aside doniistiirme
sirecinde, heterofermantatif LAB’lerine kiyasla daha disiik diizeyde enerji kullanirlar
ve bunun sonucu olarak silajda KM kayiplar1 daha az olur (12). Genel olarak silolama
stirecinde sadece karbonhidratlar1 fermente edebilen ve fermentasyonunun son Urln(

laktik asit olan homofermantatif LAB’nin aktivite gostermesi tercih edilir. Cilinkii laktik
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asit, asetik asitten daha gii¢lii bir silo asidi oldugu gibi, asetik asit ve etanol {iretiminde

meydana gelen birgok biyokimyasal reaksiyonda; KM ve enerji kayiplari, laktik asit

iiretimine gore daha fazladir (2).

Tablo 2.1. Homofermentatif ve Heterofermentatif Laktik Asit Bakterileri (6).

Homofermentatif Laktik Asit

Heterofermentatif Laktik Asit

Lb. homohiochii, Lb. maltaromicus, Lb.
delbrueckli ssp. lactis, Lb. delbrueckli

Bakterileri Bakterileri
Lactobacilluslar: Lb. plantarum, Lb. | Lactobacilluslar: Lb. brevis, Lb.
acidophilus, Lb. casei, Lb. comyiformis, | buchneri, Lb. fermentum, Lb.
Lb. curvatu, Lb. gasseri, Lb. helveticus, | viridescens, Lb. confuses, Lb.

collinoides, Lb. hilgardii

Leuconostoclar: Lue. mesenteroides,

ssp. bulgaricus Leu. lactis
Pediococcuslar: P. acidilactis,
P.pentosaceus, P. inopinatus

Streptococcuslar: St.  faecalis.  St.

durans. St. faecium. St. lactis. St. bovis
Enterococcuslar: E. faecalis. E. faecium
Lactococcus lactis

Silaj fermentasyonu agisindan en 6nemli LAB tlrleri Lactobacilli, Streptococci,
Pediococci ve Leuconostoc seklinde siralanabilir. Bu bakterilerin genel karakteristik
Ozellikleri anaerobik kosullarda iyi gelisebilmeleri ve SCK’lar1 ¢ogunlukla laktik asite
fermente etmeleridir. Silolama isleminde LAB’nin fermentasyonu, silaj pH’smin
diismesi ve sonradan bozulmaya neden olabilecek anaerobik bakterilerin inhibe edilmesi

noktasinda 6nem tagimaktadir (2).

2. 4. 2. Silaj Fermentasyonda Istenmeyen Mikrooganizmalar

Silo igerisinde bulunan baz1 mikroorganizmalar, patojen olmalar1 ve
metabolizmalarinda yiiksek substrat tiiketimine ihtiyag duymalarindan dolay1 silo
igerisinde gelisimleri arzu edilmez. Silonun hizli bir sekilde doldurulmasi, sikistirilmasi
ve hava girmeyecek sekilde kapatilmasi ile silajdaki aerobik mikroorganizma sayilarinin
minimuma indigi ve bu mikroorganizmalarin gelismesini engelleyen fermentasyon

tirtinlerinin maksimum diizeyde olustugu bildirilmektedir (8). Buna karsin, uygun bir
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silolama islemi yapilamadiginda silo igerisinde silaj kalitesini bozabilecek aerob
mikroorganizmalar iireyebilmektedir. Bu mikroorganizmalar arasinda Enterobackterler,
Clostridialar, maya ve mantarlar yer almaktadir (21). Enterobacterler, Clostridialar,
maya ve mantarlar gibi istenmeyen aerob mikroorganizmalarin silaj kalitesi {izerinde
olusturduklar1 olumsuz etkilerin hepsine birden aerob yikimlanma denir. Bu olayda
kolay okside olabilen besin maddelerinin yikimlanmasi sonucu karbondioksit ve su
olusumunun yani sira, fermentasyon asitleri (asetik ve laktik asit), aminoasitler ve
proteinlerde de kayiplar olusarak amonyak sekillenir. Bu durumda sekillenen organik
asit kayb1 ve amonyak olusumuna bagli olarak silaj pH degerinde yikselme meydana
gelir. Bu sekilde ortaya c¢ikan aerob yikimlanma olaylar silajin i¢ kisimlarina kiyasla,
yiizeysel kisimlarinda daha yiiksek oranda meydana gelmektedir. Aerob yikimlanmanin
derecesini etkileyen onemli faktorler; siloya hava girisi, silajlik bitkinin tiirii, gevre
sicakligt ve silo fermentasyon sicakligidir (4). Silajlik bitkinin asirt diizeyde
soldurulmast ya da c¢ok ge¢c donemde bigilmesi, silolama siirecinde aerobik
mikroorganizmalarin  olusumunu veya gelismesini hizlandirir  (22).  Aerobik
yikimlanmanin hizi ve derecesi fermentasyon siirecinde siloda olusan 1s1 ve cevre
sicakligr ile de iliskilidir. Bu sebeple yaz mevsiminde kis mevsimine gore aerobik
yikimlanma olaylarimin daha yiiksek diizeyde olustugu bildirilmektedir. Silo icerisinde
asgir1 sicaklik artigina (42-44 °C ve tizeri) bagh olarak silajin besin madde igeriklerinden
ozellikle protein ve seliillozun sindirilme derecesinin azaldigi bildirilmektedir (8).
Silajlik materyalin KM igerigi ile silo igerisinde sekillenen 1s1 artis1 ve buna bagli olarak
silajin KM kayb1 Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2. Silajda Isinmaya Bagli Olarak Olusan KM Kayiplari (23).

KM I¢erigi, %. KM Kaybi, %.
10 4.50
20 3.25
30 2.30
40 1.90
50 1.45
60 1.00

KM Igerigi: Silaj materyalinin KM degeri %; KM Kaybi, %: Silo icerisindeki
her sicaklik °C yiikselmesi ile silajda olusan KM kaybi, %.
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Clostridialar (Butirik Asit Bakterileri)

Clostridia grubu maikroorganizmalar, gram pozitif, spor olusturan, genellikle
hareketli, cubuk seklinde ve zorunlu anaerobik olan mikroorganizmalar olup, ortamda
bulunan karbonhidratlari, organik asitleri veya proteinleri pargalarlar. Siloda Clostridial
fermentasyon sonucu meydana gelen asil {iriin biitirik asit olup, bunun yani1 sira asetik
asit, karbondioksit, hidrojen, bir miktar aseton ve bditil alkol olusumuda s6z konusudur.
Clostridia tiirii mikroorganizmalar silaj fermentasyonu sirasinda LAB’nin kullandiklar
SCK’lar1 kullandiklarindan LAB’nin en o6nemli rakibi durumundadirlar. Bununla
birlikte Clostridialar aminoasitlerin katabolizmasi sonucunda silo igerisinde NH3z-N
olusturarak silajin besinsel degerini diisiirmeleri, enerji kaybina neden olmalar1 ve
olusturduklart NH3-N sebebiyle silaj pH degerini arttirmalarindan dolay1 silaj
fermentasyonu agisindan istenmeyen mikroorganizmalar grubunda yer alirlar. Bu
mikroorganizmalar silo igerisinde gelisim gosterebildikleri gibi, silolama Oncesinde
toprak ve digki ile silaj1 yapilacak yem bitkisine bulagabilirler. Genel olarak SCK’lar1 ve
organik asitleri parcalayanlar sakkarolitik Clostridialar, proteinleri parcalayanlar da
proteolitik Clostridialar olarak tanimlanir. Clostridia grubu mikroorganizmalar laktik
asiti ve SCK’lar1 bdtirik asite, proteinleri ise aminoasitlere ve metabolizma sonucunda
amidlere ve amonyaga kadar pargalayarak silajda kotii koku olusumuna neden olan
urinler olustururlar (24). Clostridial mikroorganizmalarin etkinligi iizerinde yem
bitkisinin KM ve SCK igerigi, su aktivitesi, tamponlama kapasitesi, pH ve silo ici
sicaklik 6nemli rol oynar. Eger ortamda LAB baskin mikroflora oldugu durumlarda silo
ici pH degeri ¢ok hizli bir sekilde diiserek Clostridialarin gelisimi engeller. Clostridia
grubu mikroorganizmalarin gelisim gosterdikleri optimum pH degeri 7.0-7.4 olup asidik
ortamlara duyarhdirlar (24). Clostridial mikroorganizmalar 6zellikle KM igerigi disiik
silajlik bitkilerinden silaj yapilmasi sirasinda ¢ok hizli gelisim gosterirler. Nitekim bu
yem bitkilerinden yapilan silajlarda silo iginde pH diisiisii yeterli diizeyde olmadigindan
s0z konusu mikroorganizmalarin etkinligi ile laktik asit biitirik asite, aminoasitler ise
amonyaga parcalanir. Silolanacak yem materyalinin KM igerigi yiiksek oldugunda ise
bitkinin su aktivitesi azalir ve bunun sonucunda laktik asit bakterilerinin gelisimi
engellenerek pH disiisii yavaslar. Silajlik bitkinin KM igeriginin %35-40 dlzeyinde
tutulmas1 durumunda laktik asit bakterilerin gelisimi i¢in gerekli minumum diizeyde su

aktivitesi (0.93-0.94) saglanarak Clostridia grubu mikroorganizmalarin gelisiminin
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engellenebilecegi bildirilmektedir (25). Silolanacak materyalin nem iceriginin %70 ve
tizerinde oldugu durumlarda soldurma isleminin uygulanmasi veya KM degerini
arttiracak uygun katki maddelerinin ilave edilmesi gerekir (24).

Silolanan bitkinin tamponlama kapasitesi ve SCK igerigi Clostridia grubu
mikroorganizmalarin gelisimi agisindan 6nemli etkenlerdir (24). Yuksek tamponlama
kapasitesine ve diisikk diizeyde SCK igerigine sahip yonca ve diger baklagil kaba
yemleri bu agidan silolanmas1 zor olan bitkilerdir. Silajlik bitkinin asidifikasyona kars1
gosterdigi diren¢ yani tamponlama kapasitesi ne kadar yiiksek olur ise silodaki pH
diisiisii o kadar yavas olur. Silaj1 yapilacak bitkinin SCK igerigi ne kadar diisiik diizeyde
olursa silo icerisinde laktik asit iiretimi de o denli sinirli diizeyde olmakta ve silaj
fermentasyonu Clostridial fermentasyona dogru kaymaktadir. Silo i¢i sicaklik da
Clostridia tiirii mikroorganizmalarin gelisimi agisindan 6nemlidir. Diisiik KM igerigine
sahip silajlik bitkiler, 42 °C gibi yiiksek c¢evresel sicaklikta silolandiginda Clostridial
fermentasyonun; 20 °C’lik ¢evresel sicaklikta silolamada ise, LAB’nin etkinligine bagl
olarak laktik asit fermentasyonunun s6z konusu oldugu belirlenmistir (15,24).

Enterobacter Grubu Mikroorganizmalar

Bu familyadan bir ka¢ turun (Klebsiella spp., Escherichia coli, Bacterium
herbicola) silaj fermentasyonunda rol oynadigi ve genellikle bu grup
mikroorganizmalarin patojen olmadigi bildirilmektedir (15). Silajda bulunan bu
mikroorganizmalar gram negatif, spor olusturmayan, fakiiltatif anaerobik, genel olarak
hareketli, patojen olmayan ve c¢ubuk seklinde mikrobiyal yapiya sahiptirler.
Enterobacter grubu mikroorganizmalar silo igerisinde SCK’lar1 fermente ederek basta
asetik asit olmak tizere formik asit gibi iirlinleri olustururlar. Olusan formik asit ortamda
ya birikim gosterir ya da molekuler hidrojen ve karbondioksite indirgenir. Enterobacter
grubu icerisindeki Escherichia coli tiriinde ise, 4 mol piruvat olusur, piruvatin iki molu
laktik asite, diger iki mol ise asetil fosfat ve formik asite doniisiir. Silaj fermentasyonun
baslangicinda etkin olan Enterobacter grubu mikroorganimalarin optimum gelisim
gosterdikleri pH degeri yaklasik 7.0 civart olup, diisiik pH ve 1s1ya karsi hassastirlar.
Enterobacter’lerin silo i¢indeki gelisimleri, ortamin pH degerinin 5.0’1n altina diismesi
ve 1sinin 27-35 °C araliginda olmasiyla engellenmektedir (11). Silo igerisinde LAB ne
kadar hizli etkin duruma gegerse, Enterobacter grubu mikroorganizmalarin gelisimi de

o kadar yavas olmaktadir (24).
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Funguslar (Maya ve Kiif Mantarlar)

Okaryotik hiicre yapisina sahip funguslarm tek hiicreli olarak gelisim
gosterenlerine maya, ¢ok hiicreli ipliksi koloniler halinde gelisim gosterenlerine ise Kif
mantarlari denir. Bu grup mikroorganizmalarin biiyiik bir boliimii gelisimleri igin
oksijene gereksinim duyarken, gerek maya ve gerekse kiif mantarlarinin bazi tiirleri
anaerobik kosullar altinda da faaliyetlerini devam ettirebilirler (24). Silaj
mikrobiyolojisinde istenmeyen ve silaj kalitesini bozan mikroorganizmalar grubu olan
kiifler; yapisal karbonhidratlar1 ve lignini yikimlarken, mantarlar; seker, laktik asit,
hidrolize ve metabolize seliilazt ve diger hiicre duvari kompanentlerini yikimlar.
Kiflerin lipolitik aktivitesi sonucu ransit bozulma, proteolitik aktiviteleri sonucunda ise
peynirimsi aci lezzet olusabilmektedir. Mayalar ise, silajlik materyalde sadece SCK’lar
ve fermentasyon Urtnlerini tiketirler (26).

Mayalar

Aerobik mikroorganizmalar grubundan olan mayalar, silajlik bitki biinyesindeki
SCK’lar1 basta alkol olmak tizere karbondioksit ve organik asitlere parcalarlar. Siloda
meydana gelen maya fermentasyonu alkol fermentasyonu olarak da tanimlanabilir.
Aerobik bozulmada 6nemli paya sahip olan mayalar1 iki gruba ayirmak miimkiindiir. ilk
grupta yer alan mikroorganizmalar (Candida, Endomycopsis, Hansenula ve Pichia)
asitleri kullanirken, diger gruptakiler ise (Torulopsis) karbonhidratlar1 kullanirlar (27).
Mayalardan Candida ve Hansenula tirleri laktik asiti yikimlayarak silaj pH degerini
yiikseltirler. Boylece silo agildiktan sonraki siirecte de kiif mantarlarinin gelisimi i¢in
uygun kosullar saglanmis olur. Silajlarda aerobik bozulma agisindan kritik maya
degerinin 10° kob/gr KM oldugu bildirilmektedir (28). Silaji yapilan yem bitkileri
icerisinde misir bitkisinin maya igerigi, baklagil ve cayir yem bitkilerine gore daha
yiiksektir. Dolayisiyla musir silajinda alkol fermentasyonu daha yogun olarak
gerceklesmektedir. Buna karsilik baklagil yem bitkilerinin, misira gore yliksek olan
protein igeriginin alkol fermentasyonunu engelledigi kabul edilmektedir (15).

Mayalar genel olarak 0-37 °C arasinda gelisimlerine devam edebildikleri gibi 45
°C’nin ftizerinde aktif olan tiirleri de bulunmaktadir. Mayalar 3-8 arasindaki pH
degerlerinde etkin olabildiklerinden, silo icerisinde diisiik pH degerleri mayalarin
gelisimini engelleyemez. Ancak ¢ogu maya tiirliniin gelisimi i¢in optimum pH degerinin

3.5-6.5 arasinda oldugu kabul edilmektedir (29). Aerobik kosullar altinda mayalar diger
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birgok mikroorganizma tiirline gore organik asitlere kars1 toleranshdirlar. Silajdan izole
edilen mayalarin aerobik kosullar altinda laktik, asetik, sitrik, malik, suksinik ve
propiyonik asit gibi organik asitleri ve etanolu tukettikleri bildirilmektedir (15). Silaj
icerisinde maya varligi iki temel sebepten dolayi istenmez. Bunlardan ilki, silajin
niteligi acgisindan olduk¢a Onem tasiyan aerobik stabilite lizerinde olumsuz bir etkiye
sahip olmalari, digeri ise LAB ile miicadeleye girerek ortamda bulunan SCK’lari
kullanmalar1 ve bunlari etanole doniistiirmeleridir.

Mayalarin etkinligine bagli olarak silo i¢erisinde olusan alkol her ne kadar silajin
tat ve kokusu tizerinde olumlu etki yapsa da, silajla birlikte alinan alkoliin bir kisminin
solunum yoluyla disariya atilmasi enerji kaybina yol acar. Mayalar ayrica KM kaybina
ve silo igerisinde sicaklik artisina da neden olurlar. Silolanacak yem materyalinin maya
sayisi, LAB’ne gore daha fazla olup, soldurma islemi sirasinda da bu
mikroorganizmalarin sayisinda artig goriiliir. Nitekim yapilan bir ¢calismada fermentatif
Ozellikli mayalarin hasat sirasindaki sayilari yaklasik 200 kob/gr KM iken, soldurma
islemi sonrasinda bu rakamin 10.000 kob/gr KM’in iizerine ¢iktigi saptanmistir. Silo
icerisinde aerobik donemin uzamasi da maya populasyonunda artisa sebep
olabilmektedir (27,30).

Kiif Mantarlan

Silo igerisinde olmas1 istenmeyen diger bir mikroorganizma grubu da kiif
mantarlaridir. Siloda kiif mantarlarinin gelisimi i¢in; nem igeriginin %13’{in, sicaklik
degerinin ise 12.8 °C’nin lizerinde olmasi, ortamda kullanilabilir besin maddelerinin
bulunmasi, pH degerinin 5’in iizerinde olmasi, oksijen varligi gibi faktorler 6nem
tasimaktadir. Silajdaki kiif mantar1 varlig1 10-107 kob/gr degerine ulastiginda, silajdaki
fermentasyon Trlinleri kiif mantarlar1 tarafindan tiiketilerek silajda 1s1 artis1 meydana
gelir. Silo igi 1sinin 65 °C’yi gectigi durumlarda silaj materyalinde kizisma, maya kiif
sayisinda artig ve protein yikimlanmasi ortaya ¢ikmaktadir (8,31). Silo igerisinde etkin
duruma gegen kiif mantarlari, bitki biinyesindeki karbonhidrat ve proteinler ile olusan
laktik asiti tiikketerek silajin fiziksel ve kimyasal yapisinda bozulmalara sebep olarak
silajlarin kalite ve sindirim degerlerini azaltmaktadir (32). Nitekim yemin tat ve
kokusunda olumsuz etkileri olusturan kiikiirtdioksit ve hidrojen gibi protein pargalanma
tiriinleri, kiif mantar1 etkinliginin bir sonucudur. Bu mikroorganizmalar karbonhidrat,

laktik asit ve proteinin yaninda seliilloz ile diger hiicre duvari komponentlerini de
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hidrolize ve metabolize ederler. Kiif mantarlarinin kendileri zararl etki olusturabilecegi
gibi, metabolik iirlinleri olan mikotoksinler de insan ve hayvan saglig1 agisindan da
sorun olustururlar. Silo i¢erisinde kiif mantarlarinin bulunmasi silo ortaminda havanin
bulundugunu, yani sikistirma ve kapatma isleminin eksik yapildiginin gostergesi olarak
kabul edilir. Ozellikle silonun hava ile temas eden Ust ve kenar ylzeylerinde Kuf
mantarlarinin daha yogun olarak tiredigi gozlemlenir.

Listeria Grubu Mikroorganizmalar

Listeria grubu mikroorganizmalar, silajin besleyici degeri ve hijyen Kalitesi
tizerinde olumsuz etki olugturmalarinin yaninda, hayvan ve insan saglig1 acisindan da
biiyiik tehlike olusturmalar1 s6z konusudur. Dolayisiyla bu bakterilerin Clostridia grubu
bakteriler gibi silajda hi¢ bir zaman bulunmalar1 istenmez. Listeria monocytogenes
bakterisi geng sigirlarda septisemi olustururken, ergin sigirlarda meningoensefalitislere
sebep olur. Ayrica sporadik olarak da mastitislere neden oldugu ve siitle atildigi
bildirilmektedir (33). Listeria monocytogenes spor olusturmayan ve g¢ubuk sekilli bir
bakteri olup silaj disinda ciiriik meyve ve sebzelerde, diskida ve toprakta yaygin olarak
bulunur (15). Bu mikroorganizmalar silaj icerisinde gelisim gdsterebilmeleri igin
oksijene ve 5.5’un {lizerinde bir pH degerine gereksinim duyarlar. Listeria grubu
mikroorganizmalar ¢ok genis sicaklik degerleri arasinda gelisebilirler ve KM igerigi

diisiik silajlarda daha etkindirler (24).

2. 5. Silaj Katki Maddeleri

Silaj yapimindaki amag; taze kaba yem materyalinin miimkiin olan en az besin
maddesi kaybi ile konserve edilmesidir. Kaba yemlerin veya gida sanayi yan iiriinlerinin
silolanarak konservasyonunda silaj katki maddesi kullaniminin 6ncelikli amaci; besin
madde kaybini azaltmak, elde edilen silajin yem degerini ve kalitesini iyilestirmek,
fermentasyon akigini diizenlemek, probiyotik etki gostererek silajlarin hayvanlar
tarafindan degerlendirme diizeylerini artirmak ve silo agildiktan sonra silaj kalitesinin
uzun slre korunabilmesini saglamaktir. Silaj yapimi sirasinda farkli amaglara yonelik
olarak bircok silaj katki maddesi kullanilabilir. Bunlardan silaji besin maddeleri
yoniinden zenginlestirenler (dane yem kaynaklari, melas, posalar, iire, minerallar vb.),

enzimler (selliilaz, hemiselliilaz, amilaz, pektinaz vb.), asit ortami gii¢clendirlenler
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(sulfirik asit, formik asit, hidroklorik asit, fosforik asit, asetik asit, propiyonik asit,
biitirik asit vb.), prezarvatif olarak katilanlar (sodyum diasetat, sodyum metabisiilfit,
sodyum benzoat, sodyum nitrat, kalsiyum format, tuz vb.) ve silaj fermentasyonunu
tyilestirmek amaciyla kullanilan bakteri inokulant (ticari LAB inokulantlar)
kaynaklaridir. Bu ¢alismanin temel konusu; LAB’nin yonca silaji lizerine etkinligini
arastirmak oldugundan silaj katki maddeleri boliimiinde LAB inokulantlar1 iizerinde

durulacaktir.

2. 5. 1. Laktik Asit Bakteri (LAB) Inokulantlari

Ticari LAB inokulantlari, genel olarak Lactobacillus plantarum, diger
Lactobacillus turleri, Streptococcus faecium ve ¢esitli Pediococcus tilrlerinin tek
baslarina ya da ¢esitli karigimlarini bir arada bulunduran tirtinlerdir. Silaj fermentasyonu
sirasinda silajin laktik asit miktarini arttirarak, silaj pH degerini diisiirmek maksadiyla
silaj materyaline ticari LAB inokulantlarinin kullanimi son yillarda yayginlasmistir.
Silaj fermentasyonu siirecinde etkinlikleri farkli olan mikroorganizmalarin, LAB
inokulantlarinda bir arada kullanilmasinin ustiinliikleri vardir. Ticari LAB inokulantlari,
silajlik materyalin siloya doldurulmas1 agamasinda ya tanecikli formda ya da liyofilize
formlar1 suda siispanse edildikten sonra silajlik materyale katilirlar (34). Ticari LAB
inokulantlarinin  silaj materyaline homojen karismasi agisindan su igerisinde
¢ozdiiriilerek uygulanmasi tavsiye edilmektedir (35). Toz olarak ilave edildiklerinde,
stv1 uygulamaya gore silajlik bitki ylizeyinde homojen dagilimlar1 olmayacagindan ve
silo igerisindeki aktiviteleri azalacagindan sivi uygulamalar tercih edilmelidir (34).

Laktik asit bakterileri, silajin fermentasyon siirecinde hemen hemen higbir besin
madde kaybina yol agmadiklarindan, arzu edilen fermentasyonu saglayan
mikroorganizma grubudur. Laktik asit bakterileri tarafindan salgilanan laktasidaz
enzimi, silo igerisinde yemlerin yapisinda bulunan SCK’lar1 pargalayarak laktik asit
iiretir. Silaj pH degerindeki azalma laktik asit iiretimi ile yakindan iliskili olup, silajda
laktik asit iiretim hizinin ytliksek olmasi proteolizisin sekillenmesini azaltmaktadir (36).

Laktik asit bakterileri, silo igerisinde anaerobik sartlar olusur olugsmaz etkin
duruma gecerler. Genel olarak LAB’nin fermentasyon baslangicindaki {ireme

yetenekleri ¢ok hizlidir. Silolama igleminin ilk 24 saatinin sonunda fermentasyonu tam
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olarak baslatabilir ve her gram silajdaki LAB sayis1 108-10° miktarina ulasabilir. Bu
sekilde hizli {reyebilme yeteneklerinden dolayr bu bakterilerin fermentasyon
baslangicindaki besin madde ihtiyaglar1 son derece yiiksektir. Silolama siirecinde
LAB’nin rolii sadece SCK’lar1 pargalayarak pH seviyesini diistirmek degil, ayni
zamanda bakteriyosin, hidrojen peroksit, laktat peroksidaz yada 1.2-propanediol gibi
antifungal ve antimikrobiyal Urlinler meydana getirerek, bitkideki besin maddeleriyle
rekabete giren ancak silo ortaminda bulunmasi istenilmeyen mikroorganizmalarin da
¢ogalmalarini ve aktivitelerini engellemektir (20).

Silaj katki maddesi olarak mikrobiyal inokulant kullaniminda genel olarak
homofermentatif inokulantlar oncelikli olarak tercih edilirler. Bu inokulantlar silajdaki
pH degerinin hizla azalmasina, silaj olusumu sonras1 pH’nin diisiik seviyede kalmasina,
yiiksek laktat:asetat oranina ve diisiik etanol iiretimine sebep olmaktadirlar (9). Ancak
Lactobacillus buncheri gibi heterofermentatif LAB inokulantlarinin, silaj asetik asit
konsantrasyonunu arttirmak suretiyle kiif olusumunu engelledigi ve elde edilen silajin
aerobik stabilite degerini arttirmak amaciyla da kullanildig: bildirilmistir (7). Yapilan
calismalarda ticari LAB inokulantlarinin taze silaj materyaline genel olarak Asya ve
Giiney Amerika ulkelerinde 10* kob/gr, Avrupa’da 10° kob/gr, ABD’de ise 10° kob/gr
oraninda uygulandigi goriilmistir (37). Uygulamalarda genel olarak taze silaj
materyaline 10°° kob/gr oraninda bakteriyel inokulantin homojen olarak katilmasinin,
silaj icerisindeki hakim bakteri tiiriiniin LAB olmasi i¢in yeterli oldugu bildirilmistir
(38).

Laktik asit bakteri inokulanlarinin kullanilmasiyla silaj fermentasyon siiresinin
kisaldig1, herhangi bir bakteriyel katki yapmadan sadece bitkinin yapisinda bulunan
epifitik mikroorganizmalarla hazirlanan silajlarda fermentasyon 10-21 giin arasinda
gerceklesirken, yiiksek kaliteli bir inokulant kullanilmasi fermentasyon siiresini 3-10
gun (silo doldurulduktan sonra) azaltilabilecegi bildirilmistir (12). Fermentasyon stresi
silajin yapildig1 donemdeki cevre sicakligi, silajlik bitkinin parcalanma uzunlugu,
silajlik bitkinin SCK miktari, tamponlama kapasitesi vb. faktorlere gore degisiklik
gosterebilir.

Cevre sicakhigr: Laktik asit bakterileri i¢in en uygun sicaklik araligi 5-50 °C
arasinda olmasina ragmen, ¢ogu LAB igin ideal sicaklik degeri 30 °C dir (24). Yiksek

sicakliga kars1 Pediococcuslar, Lactobaccillere gore daha direngli oldugundan sicak
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mevsimlerde yapilan silajlara katilan inokulantlarin se¢iminde bu durumun géz 6niinde
bulundurulmasi gerekmektedir (39).

Silajhk Bitkinin Parcalanma Boyutu ve Sikistirma Diizeyi: Diisik KM
icerigine sahip silajlik bitkiler biraz uzun boyutta, yliiksek KM igerigine sahip olanlar ise
daha kisa partikiil biiyilikliigiinde par¢alanmalidir. Kuru madde igerigi yiiksek silajlik
bitkiler uzun parcalar halinde dograndiginda sikistirma islemi kolay olmayacagindan
silo igerisindeki havanin bosaltilmas1 giiclesmektedir. Diisiik KM’ye sahip silajlik
materyalde kisa parcalama boyutunda bitki hiicrelerinin pargalanmasina ve SCK’larin
mikroorganizmalar tarafindan hizla serbest birakilmasina bagli olarak asir1 su kaybi ile
birlikte istenmeyen fermentasyon sekillenebilir (40). Silaj yapiminda sikistirmanin
yetersiz olmas1 KM kayiplarimi arttirmakla birlikte, silaja katilan katki maddelerinin
etkiligini de azaltmaktadir (41).

Suda Coziinebilir Karbonhidrat Miktari: Silajlik bitkilerde bulunan
karbonhidratlar yapisal ve yapisal olmayan karbonhidratlar olmak iizere iki gruba
ayrilirlar. Yapisal karbonhidratlar baglica hiicre duvari (selliiloz, hemiselliiloz), nisasta,
pektin ve B-glukanlardan olusur. Buna karsilik yapisal olmayan yani hiicre igi
bilesenleri ise glukoz, fruktoz, siikroz ve fruktanlar ile eseri miktarlarda di, tri ve tetra
sakkaritler gibi sekerlerden olusurlar. Yapisal olmayan karbonhidratlarin hepsi suda
cozinebildikleri icin bunlara SCK’lar da denir. Silajdaki fermentasyon sirasinda bitki
bunyesinde bulunan SCK’lar, LAB tarafindan hizla fermente edilirler. Silajlik
materyalin iyi bir sekilde silolanabilmesi igin taze materyalde en az %3-5 dlzeyinde
SCK igermesi gerekir. Nem igerigi yuksek, KM degeri diisiik olan bitkilerle yapilacak
silajlarda silo igerisinde pH'nin disiiriiliip asit ortamin saglanabilmesi i¢in daha fazla
SCK ihtiya¢ duyulmaktadir. Dolayisiyla bitkilerin SCK igerikleri silaj fermentasyonu
acisindan biiylik 6neme sahiptir (42). Bitki blinyesinde SCK igeriginin diisiik olmasi
durumunda LAB silo igerisinde dominant mikroflora durumuna gegemezler. Seker
pancar1 yapraklari, misir ve diger bugdaygil yem bitkilerinin SCK igerigi yonca ve
ucgll gibi baklagil yem bitkilerine gére daha yuksektir. Silonacak taze materyalde
ortalama SCK igeriginin yonca bitkisinde %4-5, misirda %8-30, musir diginda diger
bugdaygil yem bitkilerinde ise %10-20 diizeyinde oldugu ve silolanacak yem
materyalinin en diisik SCK degerinin bitkinin KM igerigine gore degistigi
bildirilmektedir (43).
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Bitkinin Olgunlasma Evresi: Silajlik yem bitkilerinin daneleri olgunlastikca
bitkinin yapisinda bulunan SCK igerigi azalirken, nisasta iceriginde ise artis meydana
gelir. Laktik asit bakterileri gelisimlerinde nisastay1 substrat olarak kullanamazlar. Silo
icerisindeki fermentasyon sirasinda bitki enzimlerinin olusturdugu asit hidrolizleri
sayesinde, bitki biinyesinde bulunan nigsasta SCK’lara indirgenerek LAB tarafindan
kullanilabilir hale doniistiiriiliirler.

Tamponlanma Kapasitesi: Silajlik  bitkilerin tamponlama kapasiteleri
fermentasyon acisindan olduk¢a ©nemli bir parametredir. Bitkilerin tamponlama
Ozelliklerinin biiylik bir kismi yapilarindaki anyonlardan (organik asit tuzlar,
ortofosfatlar, siilfatlar, nitratlar ve kloriirler) kaynaklanirken, yaklasik %10-20’lik bir
kismi ise bitki proteinlerinin aktivitelerinden kaynaklanmaktadir. Baklagil kaba
yemlerinin tamponlama kapasiteleri, bugdaygillerden daha yiiksek oldugundan, baklagil
kaba yemleri bugdaygillere gore daha zor silolanirlar. Yiiksek tamponlama kapasitesine
sahip bitkiler, fermente olabilmek icin daha fazla SCK ve daha uzun fermentasyon
stresine gereksinim duyarlar. Tamponlama kapasitesi yiiksek olan bitkilerden elde
edilen silajlarin pH degerleri de yiiksek oldugundan, bu tiir bitkilerden yapilan silajlarda
besin madde kayb1 daha fazla olur. Yonca bitkisi gibi tamponlama kapasitesi yiiksek,
SCK igerigi diisiik olan kaba yem kaynaklarinin silolanmasi esnasinda, ortam pH’siin
diismesi i¢in daha fazla asit olusumuna gereksinim duyulmaktadir. Soldurma islemi,
bitki hiicre sivisindaki seker oranini artirip, tamponlama kapasitesini diisiirdigiinden, su
icerigi ve protein degeri bakimindan zengin korpe yem bitkilerinin silolanmalari
oncesinde uygulanacak soldurma isleminin yararli olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayni
amaca yonelik olarak silolanacak yem materyaline seker yada melas ilavesi de silaj
fermentasyonunu olumlu etkileyebilir (24).

Kuru Madde Degeri: Silolanacak bitkisel materyalin KM igerigi fermentasyon
kalitesinin yani sira, fermentasyon i¢in gerekli olan LAB’nin gelisimlerini de
etkilemektedir. Silaj fermentasyonu agisindan en uygun KM igerigi kesin olarak belli
olmamakla birlikte, silolanacak Urlinlerin %30-42 arasinda KM igermesi arzu
edilmektedir. Silaj yapilacak bitkilerin vejetasyonun erken donemlerinde, hasat
edilmesiyle hazirlanan silajlarda biitirik asidin yogun oldugu bir fermentasyon
gortlmektedir. Bu tip materyallerin silolanmalar1 6ncesinde daha uzun siire soldurma

islemine maruz birakilmalar1 gerekmektedir. Soldurma siiresinin uzamasi bitkilerdeki
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enzim aktivitesini artirarak, silajlik materyalde bozulmaya ve besin madde kayiplarina
neden olabilmektedir (42).

Silajhk Bitkinin Sahip Oldugu Dogal Mikroorganizma Sayis1 ve Tiirii:
Silajlik bitkilerin dogal mikrofloralarinda maya ve kiif mantarlarinin yanisira, LAB,
Coliform, Bacillus ve Clostridium grubu mikroorganizmalarda bulunmaktadir. Silajlik
bitkilerin sahip olduklar1 dogal mikroorganizmalarin say1 ve ¢esitleri; ¢evre sartlarina,
silonun yapildig1 yere, zamana (mevsim), kirlenme derecesine, bitki tiiriine, bitkinin
varyetesine ve KM igerigine gore degisiklik gostermektedir (13).

Silolamanin ilk zamanlarinda, silo ortaminda istenmeyen fermentasyon
tirtinlerini meydana getiren zararli mikroorganizmalarin sayisi, LAB’ne kiyasla ytiksek
olmakta, ancak silolamanin ilerleyen zamanlarinda zararli mikroorganizma sayilar
gittikce azalmaktadir. Silaji yapilacak bitkisel materyaldeki LAB sayis1 baglangicta
diisiik diizeyde olsa da, fermentasyonun ilerleyen donemlerinde bu deger yaklasik 8-9
kata ulasabilmekte, LAB silo igerisinde dominant mikroflora durumuna geg¢ebilmekte
ve ortama LAB hakim olmaktadir (15). Bitki lizerindeki dogal LAB sayis1 silajlik bitki
cesidine gore farklilik gosterir. Yesil kaba yemlerin dogal LAB sayist yonca bitkisinde
genel olarak diisiik (taze materyalde 10° kob/gr) bulunmakta, bu deger ¢ok yillik otlarda
10° kob/gr, misir ve sorgumda ise 107 kob/gr olarak bulunmaktadir. Yonca bitkisinin
yapisindaki epifitik LAB sayisi ikinci veya iiglincii bi¢imde artarken, misir bitkisindeki
epifitik LAB sayist erkenci cesitlerde daha fazladir. Cevre sartlarn silajlik bitkinin
yapisindaki dogal LAB sayisim1 etkilemekte, sicak ¢evresel kosullarda bitki
blinyesindeki LAB sayis1 soguk havalara kiyasla daha fazladir. Soldurma isleminin
silajlik bitkilerin sahip oldugu dogal LAB sayisimi etkiledigi ve soldurma isleminin
LAB sayisini arttirict yonde etki gosterdigi bildirilmektedir (31,44,45).

Laktik asit bakteri sayisinin taze ¢ayir otunda 7.102-7.10° kob/gr, silajlik nmisirda
3.10%-7.10° kob/gr ve yesil otlarda 10°-10° kob/gr arasinda degistigi, bu bakterilerin
ancak yarisinin prensip olarak silaja elverisli tiirlerden olustugu bildirilmektedir (46).
Silaja ilave edilen LAB inokulantlarinin etkili olabilmesi i¢in kullanilan doz degerinin,
silaj1 yapilacak bitkinin yapisinda bulunan dogal LAB sayisindan daha fazla miktarda
olmas1 gerektigi bildirilmektedir (46). Silajlik bitki materyallerinin kiiciik boyutta
parcalanmasinin bitki mikroflorasinda artisa, 6zellikle LAB popiilasyonunun artmasina

neden oldugu bildirilmektedir (31,47).
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Tablo 2.3. Farkli KM Diizeylerine Gore Bazi Yem Bitkilerindeki Dogal
Mikroorganizma Sayilari, Log, (23).

Laktik Asit Bakterileri
o Koklar Rodlar Maya ve Kuf
Yem Bitkisi KM, % (Log kob/gr) | (Log koblgr) (Loé kob/gr)
Misir 34-47 5.7-6.7 3.9-6.0 6.6- 7.3
Yonca 22-44 4.0-5.8 <3.0-4.8 55-7.0
Cayir Otu 30-34 4.0-5.3 <3.0-35 4.6-5.9
Sorgum 34 4.0 5.3 6.9

Laktik asit bakteri inokulantlari, silaj fermentasyonunda etkinlik kabiliyetlerine
gore secilmis LAB’den bir ya da daha fazlasim igerirler. Laktik asit bakteri
inokulantlarinda birden fazla sayida bakteri tiiriiniin kullanilmasinin gerekgesi,
bakterilerin potansiyel sinerjik aksiyonlarinin bulunmasi olarak agiklanmaktadir (7).
Laktik asit bakterilerinin gelisme hizlar1 siralandiginda Enterococcus > Pediococcus >
Lactobacillus seklinde bir siralama yapilmaktadir. Ayrica, baz1 pediococcus tlrlerinin
Lactobacilluslar’a gore diisiik nem ortamina daha toleransli olduklari ve optimum
diizeyde gelisim gosterebilmeleri icin ihtiya¢ duyduklar sicaklik ve pH degerlerinin
daha genis aralikta oldugu bildirilmektedir (48). Laktik asit bakteri inokulanlarinda
farkli pH degerlerinde faaliyetlerini devam ettirebilecek birden fazla bakteri tiiriiniin
birlikte kullanilmasi ile silolama esnasinda degisen pH seviyelerinde (4.0-6.0) hizli bir
fermentasyonun saglanmasi garantiye alinmis olur. Ornegin aerobik kosullarda gelisimi
iyi olan Streptecoccus faecalis’in silolamanin baglangicinda pH 5.0-6.5 degerleri
arasinda etkin oldugu ve bu amagla Lactabacillus plantarum’la beraber
kullanilabilecegi bildirilmistir (15). Ayrica, silolanacak bitki materyalinin ¢esidi, KM
degeri ya da silolama esnasindaki ¢evre 1sis1 gibi ¢esitli faktorlere bagli olarak birkag
tiirtin birlikte kullanilmasi bakteri inokulantinin etkinligini artirabilmektedir. Bu nedenle
birgok LAB inokulanti, birden fazla LAB tiirlinli ya da aynu tiiriin birka¢ hattin1 birlikte
igerir (2). Bakteriyel inokulantlarda kullanilan bakterilerin fermentasyon siirecinde silo
icerisinde egemen olabilmeleri i¢cin yeterli sayida olmalari gerekir. Lactabacillus
plantarum’a dayali inokulantlarda yaygin olarak gram taze silaj materyaline tavsiye
edilen inokulasyon dozu tercihen 10° kob/gr olmak iizere minimum 10° kob/gr olmasi
gerektigi bildirilirken, diisik KM igerigine sahip cayir otundan hazirlanacak silajlara
daha yiiksek inokulasyon dozlari1 kullanilmaktadir (3,48,49,50).
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Tablo 2.4. Mikrobiyal Silaj Inokulantlarinda Yaygm Olarak Kullanilan Bakteriler ve
Kullanim Amaglar (7,48).

Bakteri Tart| Bakteri Tipi Kullanim Amaci Ol“%nﬂ?:shca
Lactobacillus LAB, Homolaktik Hizli LA tiretimi, yiiksek asit LA
plantarum toleransi
Hizli LA iretimi, Lactobacilluslara
PeC_iIQCOC(_:u_S LAB, Homolaktik gore hizli gelisim, baz1 heilﬂaqmn LA
acidilactici serin kosullarda hizli gelisimi ve
osmotoleranslarinin iyi olusu
Enterogoccus LAB, Homolaktik Hizli LA u{etlml, Lact.opacnluslara LA
faecium gore hizli gelisim
Propionibacter
ium shemanii. | LAB, Heterolaktik Antifungal bilesiklerin tiretimi PA, AA, CO;
jensenii
Lactobacillus |\ g peterolaktik | Antifungal bilesiklerin iretimi | |22 A% COz
buchneri propanediol
Streptococeus | | Ap Homolaktik Hizli LA {iretimi LA
faecium
Hizli LA iiretimi, Lactobacilluslara
Pediococcus . gore hizli gelisim, bazi hatlarinin
cerevisiae 4> Homaliik serin kosullarda hizli gelisimi ve LA
osmotoleranslarinin iyi olusu
Pediococcs | ) AB Homolaktik Hizli LA iiretimi LA
pentosaceus
Lactobacillus | \p iomolaktik Hizli LA iiretimi LA
bulgaricus
Lactobacillus | \p iomotaktik Hizli LA iiretimi LA
acidophlus
Streptococeus | | g Homolaktik Hizli LA iiretimi LA
diacetylactis
Streotococeus | | Ap . pomolaktik Hizli LA iiretimi LA
cremoris
Streptococeus | | Ap Homolaktik Hizli LA iiretimi LA
durans
Laag:feci' s || AB, Homolaktik Hizl1 LA iiretimi LA
LA: laktik Asit; PA: Propiyonik Asit; AA: Asetik Asit; CO2: Karbondioksit
Laktik  asit  bakteri inokulantlarda  yaygin  olarak  kullanilan

mikroorganizmalardan Lactobacillus plantarum’un silo igerisinde iyi bir yayilma

ozelligine sahip olmasindan dolay: silaj yapiminda kullanilabilecek en uygun bakteri

tiiri oldugu ve ticari inokulantlarda mutlaka bulunmasi gerektigi bildirilmektedir (46).

Her ne kadar Lactobacillus plantarum istenen ¢ogu &zelligi bir arada tasisa da silaj

ortaminda pH degerini 5’in altina diisiinceye kadar cok yavas bir laktik asit iiretimi

sekillendirmektedir. Bu ylizden bazi ticari inokulantlar yiiksek pH degerlerinde (5.0-6.5)
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aktivite gosterebilen Pediococcus ve/veya Streptococcus gibi silo fermentasyon fazinin
ilk asamalarinda etkinlik gosterebilen mikroorganizmalari icermektedir. Bunun yaninda
Lactobacillus plantarum raf omrii olarak depolama siirecinde canliligini diger bazi
tiirlere gére daha kolay kaybedebildiginden kullanim dozunun bu kayiplar1 karsilayacak
diizeyde yiiksek degerlerde olmasi gerektigi bildirilmektedir. Lactobacillus
plantarumun ile ilgili bu olumsuzlugu giderebilmek icin Pediococcus cinsine bagl
tiirlerin inokulantlara ilavesi ile inokulantlarin etkinliginin artabilecegi belirtilmektedir
(51).

Laktik Asit Bakteri Inokulantlarinin Silaj Kalitesi Uzerine Etkisi

Silaj katki maddesi olarak kullanilan bakteriyel inokulantlarin silaj
fermentasyonu (zerine etkileri inokulantin igeriginde bulunan LAB’nin 6zelligine gére
degismektedir. Fermentasyonda homolaktik LAB’nin baskin tiir olmas1 halinde, silo
icerisindeki laktik asit konsantrasyonu, asetik asit ve etanola gére daha hizli yiikselir ve
silaj pH degeri hizla diiser. Sonug olarak silaj materyalinin etanol, biitirik asit ve asetik
asit miktarlar1 normal fermentasyona goére daha diisiik olur. Silaj fermentasyonu
esnasinda iretilen asitlerin en kuvvetlisi laktik asit olup, etkili bir LAB inokulanti
ilavesi ile silajda yiiksek miktarda laktik asit olusumu ve buna bagli olarak diisiik pH
degeri elde edilir. Boylece laktik asit fermentasyonu pH degerinin LAB’nin aktivite
gosteremeyecegi seviyeye diisiinceye kadar devam eder (2). Bakteriyel inokulantlarla
yapilan ¢aligmalarda inokulantlarin tek basina ya da enzimlerle kombinasyon halinde
silaj materyaline ilave edilmesinin silaj fermentasyonu iyilestirmede etkili olduklarini
gostermistir (52). Bununla beraber misir silajina inokulant ilavesiyle tutarsiz sonuglar
alindig1 ve inokulant kullanilarak yapilan arastirmalarin sadece %40°lik kisminda
fermentasyonda gelismeler tespit edildigi; bununla beraber baklagil ve ¢ayir otlarina
bakteriyel inokulant ilavesiyle yapilmis ¢alismalarin %66°lik kisminda fermentasyonda
gelismeler saglandigr bildirilmistir (50). Bakteriyel inokulantlarin silajdaki en 6nemli
etkilerinden biri de KM kaybinin azaltilmasi iizerine olmustur. Laktik asit bakteri
inokulantlar1 ile yapilan birgok ¢alismada inokulant kullanimiyla KM kayiplarinin
ortalama olarak musir silajlarinda %1-2, baklagil ve c¢ayir otu silajlarinda ise %?2-3
diizeyinde azaldigi bildirilmistir (2,50). Silolama esnasinda arzu edilmeyen
fermentasyon sirecinde KM madde kaybmin sekillenmesinin baslica nedeni,

karbondioksit olusumundan kaynaklanmaktadir. Karbondioksit olusumuna bagli olarak
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karbon atomu kaybi sekillenmekte dolayisiyla KM kaybina sebep olmaktadir (48).
Bakteriyel inokulant ilavesiyle hazirlanan silajlarda enerji degerleri inokulant
katkisindan etkilenmez. Silaj fermentasyonu sirasinda etanol gibi yiiksek enerji degerine
sahip bilesiklerin meydana gelmesinden dolay1 elde edilen silaj, silaj materyalinden
daha yiiksek briit enerji degerine sahip olabilir (3). Homofermantatif LAB daha az
enerji kaybi ile 1 mol glukozdan 2 mol laktik asit olustururken, heterofermentatif
LAB’nde laktik asit iiretimi 1 mole diiser ve bu olaydaki enerji kayb1 daha yiiksek
olmaktadir (53). Bakteri inokulantlarinda bulunan LAB silajdaki protein ve
aminoasitleri fermente etmezler. Inokulant kullanimiyla silaj pH’sinda saglanan hizl
diisiis aminoasitleri fermente eden mikroorganizma ve bitki proteazlarinin aktivitelerini
baskilayarak gergek proteinlerin bir kisminin korunmasimi ve silajda NHsz-N
konsantrasyonunun azalmasini saglar (2,54). Laktik asit bakterileri bitki hiicre duvari
polisakkaritlerini hidrolize edemediklerinden silajin lif igerigi inokulant kullanimindan
etkilenmez. Inokulant kullanimiyla silajin 1if igerigindeki azalma diisiik pH’da
hemiselllozun asitle hidrolizinden kaynaklanmaktadir. Hemiseliilozik aktivite sadece
cayir silajlarinda 6nemli olup, ¢ayir silajlarinin NDF igerigini %1-2 azaltabilir (2,3,48).
LAB inokulantlarinin enzimlerle (sellillaz, hemisellillaz, pentozanaz, amilaz)
kombinasyon halinde kullanildigi ¢alismada silajin NDF ve ADF degerlerini diistirdiigi
goriilmistiir (55). Ticari LAB inokulanti ilave edilen silajlarda KM ve organik madde
sindirilebilirligi artarken (55), bazilarinda ise inokulant ilavesinden etkilenmemistir
(56). Ticari LAB inokulant:1 katilarak hazirlanan silajlarda olusan baslica fermentasyon
urinu  laktik asit olup, laktik asitin rumende fermente olup ruminatlarca
degerlendirilmesi sonucu, silajlarin KM ve organik madde sindirilebilirliklerinin arttig
bildirilmektedir (55). Silaj a¢ildiginda silo igerisindeki anaerobik kosullar aerobik
kosullara doniismektedir. Aerobik kosullar altinda, silajin agilmadan Oncesi sartlarda
aktif durumda olmayan mikroorganizmalar ¢ogalmaya baslar. Bu siiregte sekillenen
bozulmaya ‘“aerobik bozulma” adi verilir. Silaj hazirlanmasinda LAB inokulanti
kullaniminin, aerobik bozulmaya karsi etkilerini inceleyen c¢alismalardan elde edilen
bulgular arasinda uyum goriilmemistir. Ticari LAB inokulant1 kullaniminin aerobik
bozulmaya kars1 herhangi bir etki gostermedigi yoniindeki bildirimlerin (57) yani sira,
inokulant kullaniminin aerobik bozulmay1 kolaylastirdigi dogrultusunda caligmalara da

rastlanmistir (58). Yapilan ¢alismalarda farkli bitkilerden yapilmis silajlarin aerobik
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bozulmaya olan direncleri bakimindan farkli 6zellikler tasidigini ortaya koymaktadir
(9). Yiiksek diizeyde SCK igerigine sahip bitkilerden elde edilen silajlarin aerobik
bozulmaya karst daha duyarli olduklar1 bildirilmektedir (59). Aerobik bozulmadan
sorumlu baslica mikroorganizma grubu maya ve Kkifler olup séz konusu
mikroorganizmalar ortamdaki SCK’lar ile laktik ve asetik asit gibi fermentasyon
tirtinlerini kullanarak KM ve besin madde kayiplarina neden olurlar. Bunun sonucunda
silo icerisinde karbondioksit ve su ac¢iga c¢ikar, sicaklik artar (55,60). Silajlarin
yedirilmek iizere agildig1 ve tamamen sinirsiz bir sekilde hava girisine maruz kaldiklar1
donemde, silajlardaki yogun karbondioksit tiretimi ve pH seviyesindeki artis ile maya
ve kiif populasyonlarindaki artisin aerobik bozulmanin bir gostergesi oldugunu ve
ayrica fermentasyon sirasinda olusan yiiksek diizeydeki laktik asit ve fermentasyon
sonrasinda kullanilmadan kalan SCK varliginin silajlarin  aerobik stabilitelerini
diisiirdiigii bildirilmistir (61). inokulant kullaniminin silaji aerobik stabilitesi izerine
etkisinin incelendigi ¢aligmalarin ¢ogunda aerobik stabilite homolaktik LAB
ilavesinden olumsuz etkilenmistir (55). Silajda mayalarin gelisimi asetik, propiyonik ve
biitirik asitler gibi ugucu yag asitlerince baskilanir ve baskilanmanin derecesi diisiik pH
degerlerinde artar. Silajda ugucu yag asidi degerinin azalmasina bagli olarak silajin
aerobik stabilitesi diismektedir. Silaj hazirlanmasinda LAB inokulant1 kullanimina bagli
olarak fermentasyon sonrasinda silo igerisinde daha fazla SCK kalmaktadir. Silajin
aerobik bozulmasina neden olan mikroorganizmalarin c¢ogu aktiviteleri igin
fermentasyon iriinlerinden ziyade SCK'’lar1 substrat olarak kullandiklarindan LAB
inokulantt  kullanilan silajlarin  aerobik stabilite degerlerinin diisilk olacag:
diisiiniilmektedir. Sonu¢ olarak bakteriyel inokulant kullanimiyla, fermentasyon
sonucunda olusan pH, laktik asit, asetik asit, propiyonik asit, biitirik asit ve karbonhidrat
degerlerindeki degisime gore silajin aerobik stabilite degerleri artabilir ya da azalabilir
(2,48,54). Silajin aerobik stabilitesini artirmak amaciyla homofermantatif LAB
grubunda olmayan bazi mikroorganizmalar da silaj inokulantlarinda kullanilmaktadir.
Bu amacla heterofermantatif 6zellikte olan Propionibacteria grubu mikroorganizmalar
glikoz ve laktik asiti, laktik asitten daha fazla antifungal etki goOsteren asetik ve
propiyonik asitlere doniistirmek amaciyla kullanilmaktadir. Ancak, Propionibacteria
tiriinlin silaj inokulantlarinda katki olarak kullanilmasiyla karbondioksit {iretimi

dolayisiyla KM kayiplarina neden olmalar1 ve proteolitik aktiviteye sahip olduklarindan
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baz1 dezavantajlar1 bulunmaktadir. Silajin aerobik stabilitesini artirmada potansiyel
deger tasiyan bir diger mikroorganizma heterolaktik LAB olan Lactobacillus
buchneri’dir. Lactobacillus buchneri’nin silajda asetik asit ve propiyonik asit miktarini
arttirarak aerobik stabilite degerlerini yiikselttigi bildirilmektedir (7). Heterolaktik
LAB’nin kullanimiyla silajin aerobik stabilitesindeki artigla beraber, KM kayiplar1 ve
asetik asit miktarinin yiikselmesine bagli olarak silaj tiketiminin olumsuz etkilendigi
bildirilmektedir. Bununla beraber, Lb. buchneri ile son yillarda yapilan c¢alismalarda
KM kayiplarinin az oldugu ve hayvan performansinin olumsuz etkilenmedigi de
bildirilmektedir (48,62,63). Homolaktik LAB olan Enterecoccus faecium’un pH’nin
5.0’in tstlinde oldugu durumlarda hizla iireyerek fermentasyonun baslangicinda laktik
asit tretebildigi, bu etkiye bagl olarak proteolitik aktivitenin ve kiif olusumunun
azaldig1 bildirilmistir (37).

Laktik Asit Bakteri Inokulantlarinin Silaj Fermentasyonunda Etkisiz Olma
Nedenleri

Yapilan bazi calismalarda silaj katkis1 olarak LAB inokulantlarinin kullaniminin
silaj fermentasyonu tizerine olumlu bir etki gostermedigi bildirilmistir (2,48). Inokulant
kullanimuiyla silaj fermentasyonunda gelisme goriilmemesinin muhtemel sebeplerinden
biri, hasat esnasinda silaj yapilacak materyaldeki dogal LAB populasyonunun ¢esitliligi
ve sayisidir. Bigcim Oncesi silajlik bitki tizerindeki aktif bakteri sayisinin silaj1 yapilacak
taze bitkinin graminda 10! ile 10° kob araliginda degistigi bildirilmektedir (49).
Inokulant katkisinin silaj fermentasyonunda etkili olabilmesi i¢in uygulanan inokulant
dozunun silaj1 yapilacak bitki tizerinde bulunan dogal LAB sayisinin en az %10’u
dizeyinde olmasi gerekmektedir (64). Genel itibariyle inokulantlarin baklagil ve ¢ayir
silajlarina kiyasla musir silajinda daha az etkili olmasinin muhtemel sebebinin, misir
bitkisindeki dogal LAB populasyonun, yonca bitkisinden 10 kat daha yiiksek olmasi
dolayisiyla silaja ilave edilen LAB inokulantinin bitki {izerinde bulunan dogal
bakterilerini  baskilayip bu bakterilerin etki gostermesini engellemelerinden
kaynaklandigr  disiiniilmektedir.  Laktik asit bakteri inokulantlarinin  silaj
fermentasyonunda etkisiz olmasinin diger bir sebebi ise dogal LAB’nin inokulant
kaynakli LAB'ne benzer sekilde fermentasyonu etkilemesi olarak agiklanmaktadir.
Misir bitkisinden yapilan silajlardaki dogal fermentasyonda, normal bir siire¢ olarak

yiiksek laktik asit ve diisiik asetik asit olusumuna bagl olarak silaj pH degerinin diigiik
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olmasi (3.8-3.9), musir silaji i¢in zaten iyi gelisen dogal fermentasyon siirecinde
inokulantlarin &nemli gelismeler gdstermesini giiglestirmektedir (50). Inokulantlarin
silaj fermentasyonunda etkisiz olmalariin bir bagka sebebi ise, inokulant katilan silaj
materyalinin SCK igeriginin diisiik olmasidir. Suda ¢06zilinebilir karbonhidratlar,
LAB’nin baslica substrati olup, SCK degerinin diisiik olmasi silolamanin erken
donemlerinde pH degerini diisiirmeye yeterli olsa bile silolamanin sonraki asamalarinda
LAB’nin faaliyetleri i¢in yeterli olmayacagindan, SCK igeriginin diisiik olmasi LAB
inokulantlarinin silaj kalitesi tizerine olumlu etkisini engelleyebilir (2,54). Yonca gibi
SCK igerigi diisiik olan silaj materyallerinde istenen yonde fermentasyon olusturmak ve
pH degerinin azalmasimi saglamak i¢in LAB diger mikroorganizmalarla miicadeleye
gireceklerinden, yonca gibi bitkilerden hazirlanan silajlarda LAB inokulantlarinin etkisi
stnirlt  olmaktadir (65). Silaj hazirlanmasinda, LAB inokulanti kullaniimadig:
durumlarda istenen yonde fermentasyonun gelisimi i¢in gerekli olan SCK igeriginin
taze materyalin %3’li, LAB inokulant1 kullanildig1 durumlarda ise inokulant kaynakli
LAB’nin ortamda bulunan SCK’lar1 daha etkin bir sekilde kullanmalarindan dolay1
SCK igeriginin taze materyalde %2 diizeyinde olmasinin yeterli oldugu bildirilmistir
(54).
2. 5. 2. Fermente Edilmis Laktik Asit Bakteri Sivisi

Ticari LAB inokulantlarina alternatif olarak son zamanlarda gelistirilmis ve
fermente edilmis LAB sivisi olarak adlandirilan, yeni bir silaj katki maddesi onem
kazanmaya baslamistir. Fermente edilmis LAB sivisi; silaj katki maddesi olarak
biyolojik kokenli olmasi, hazirlanmasinin ve kullaniminin olduk¢a kolay ve ekonomik
olmasi, giivenli olmasi, toksik etkisinin olmamasi, silaj yapiminda kullanilan
makinelerde korozyona sebep olmamasi, c¢evre kirliligi yaratmamas: ve dogal iiriin
olmalar1 gibi 6nemli avantajlara sahiptir (66). Yonca bitkisinden hazirlanan fermente
edilmis LAB sivilarinda yapilan tiir tespitinde, Lactobacillus plantarumun baskin tiir
oldugu ve izole edilen LAB’nin %90’dan daha fazlasinin homofermentatif yapida
oldugu bildirilmistir (67). Denek ve ark. (68) tarafindan yapilmis bir ¢alismada; arpa,
bugday ve c¢ayir otundan elde edilen taze yada dondurulmus fermente edilmis LAB
stvilariin pH degerlerinin; 3.75-3.86; LAB iceriklerinin ise 1.4x107- 6.0x108 kob/ml

arasinda oldugu bildirilmistir. Yonca bitkisine fermente edilmis LAB sivis1 ilavesi ile
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elde edilen silajlarin besin madde igerigi, fermentasyon kalitesi, in vitro sindirilebilirlik
ve metabolik enerji degerlerinin arttig1 bildirilmistir (69).

Silaj yapimui sirasinda silajlik materyale fermente edilmis LAB sivisi ilavesinin,
ozellikle diisiik KM icerigine (%30 ve altindaki) sahip bitkilerden yapilan silajlarda
daha etkili oldugu, ayrica kolay eriyebilir karbonhidrat kaynaklar1 gibi katk:
maddeleriyle beraber kullanmanin, fermente edilmis LAB sivilarinin etkinligini daha da
arttirdig1r bildirilmistir (70). Baz1 calismalarda ticari LAB inokulantlarinin etkisiz
oldugu durumlarda bile fermente edilmis LAB sivisinin silaj pH degerini diisiirmek
suretiyle, silaj laktik asit ve in vitro organik sindirilebilirlik degerlerini arttirip, NHs-N
ve biitirik asit degerlerini diisiirdiigii yoniinde bildirimler bulunmaktadir (71). Fermente
edilmis LAB sivisinin ticari LAB inokulantlarina gore silaji daha iyi korumasinin
muhtemel sebebinin, fermente edilmis LAB sivisinin igeriginde farkli tiirlerde LAB
bulunmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmektedir (72). Silaj katki maddesi olarak
fermente edilmis LAB sivist kullanimi, silajin yapisinda bulunan proteinleri asiri
yikimlanmadan korudugu ve LAB yogunlugunun bir sonucu olarak silaj pH degerini
azaltarak Clostridiyal aktiviteyi engelledigi bildirilmistir (73). Farkli bitkilerin
tizerlerinde tasidiklar1 LAB sayisi ve tiiriiniin farkli olabilecegi varsayimindan hareketle,
silaj materyali ile ayni bitkiden hazirlanan fermente edilmis LAB sivilarinin silaj

kalitesini arttirmada daha etkili olabilecegi bildirilmistir (72,74,75).

2. 6. Laktik Asit Bakterileri Koruma Yontemleri

Silaj katkis1 olarak kullanilan LAB inokulantlarinin muhafazasinda; kisa siireli
muhafaza yontemleri (basit yontemler) ve uzun sireli muhafaza yontemleri (modern
yontemler) kullanilmaktadir. Kisa siireli muhafaza yontermleri arasinda transfer, sivi
parafin altinda muhafaza, damitik su i¢inde muhafaza ve kurutma yontemleri
bulunurken; uzun siireli koruma yontemleri arasinda liyofilizasyon ve derin
dondurucuda muhafaza yontemleri 6n plana ¢ikmaktadir. Giinlimiizde gerek silaj katkisi
olarak kullanilan ticari LAB inokulantlarinin, gerekse mikrobiyoloji alaninda kullanilan
mikroorganizmalarin korunmasinda uzun stireli kurutma tekniklerinden liyofilizasyon

ve derin dondurucuda muhafaza islemleri tercih edilmektedir (76).
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2. 6. 1. Liyofilizasyon Islemi ile Laktik Asit Bakterilerinin Korunmasi

Liyofilizasyon, biyolojik kaynakli, yiiksek nem igerigine sahip materyallerin ya
da sulu cozeltilerin ¢ok diisiik basing altinda liyofilize edilecek materyaldeki donmus
serbest su taneciklerinin siiblimasyonla uygun kosullar olusturularak uzaklastiriimasi
(desorpsiyon) ile yapilan kurutma islemidir (77). Mikroorganizmalardan bir¢ok bakteri,
maya, kiif, viriis, baz1 algler ve bazi protozoalarin yan1 sira pek ¢ok asi, enzim, protein,
eritrosit, spermatozoa, organ naklinde kullanilmak tizere kornea, serum plazma, diger
biyolojik materyal ve gidalar liyofilizasyon teknigi ile kurutularak korunabilmektedir
(78,79).

Liyofilizasyon isleminin temeli siiblimlesme olup, sublimasyon bir maddedeki
donmus suyun erime olmaksizin maddenin sivi hali atlanarak dogrudan buhar fazina
geemesi islemidir (80). Liyofilize edilerek kurutma isleminde liyofilize edilecek
materyal dondurulur ve daha sonra diisiik nisbi neme sahip bir atmosfere maruz
birakilarak olusan buz kristallerinin siiblimasyonu saglanir. Liyofilizasyon sonrasi
olusan gozenekli kek goriniimli liyofilize {irtin, vakum altinda kurutulur ve raf
Omriiniin uzun olmasi amaciyla oksijensiz ve nemsiz ortamda ambalajlanarak depolanir.
Liyofilizasyon iglemi sonrasi elde edilen liyofilize {irin; liyofilizasyon oncesi sekle ve
boyutlara sahiptir. Liyofilize edilmis iirlin kullanilincaya kadar oda sicakliginda aylarca
hatta yillarca depolanabilir. Liyofilize edilerek kurutulmus materyale tekrar su ilave
edildiginde, biiziilmiis ve gozenekli yapisi sayesinde su alarak (rehidrasyon), kurutma
oncesi yapisina ¢ok yakin bir yapiya ulasir (81,82).

Liyofilizasyon islemi yavas ve pahali bir yontem olmasina ragmen (83) diger
yontemlerle kiyaslandiginda kaliteli triin elde edilmektedir (84). Liyofilizasyon iglemi
ile elde edilen iiriiniin raf dmriiniin uzamasi, agirligmin azalmasi, depolama alanindan
tasarruf edilmesi ve soguk ortamda saklamaya gerek kalmadan oda sicaklifinda
muhafaza edilebilmesi gibi avantajlar1 bulunmaktadir (85). Buna karsin liyofilizasyon
isleminin pahali olmasi, enerji giderlerinin yliksek olmasi ve islemin uzun siirmesi gibi
baz1 dezavantajlar1 da bulunmaktadir.

Liyofilizasyon isleminde mikrobiyal canlilik ve aktiviteyi etkileyen pek cok
faktor bulunmaktadir. Bu faktorler; bakterinin cinsi, tiirii, susu, yasi, bulundugu besi

yeri ortami, liyofilize islem oncesi hiicre yogunlugu, kullanilan koruyucu ortamin
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bilesimi, liyofilizasyon sonrasi kiiltiiriin korundugu atmosfer (vakum, inert gazlar vb.),
kiiltirde kalan nem miktari, depolama kosullart (sicaklik, siire, 1s1k), sulandirmada
kullanilan ¢o6zeltinin bilesimi ve sicaklifi olarak siralanabilir. Bunlarin disinda
liyofilizasyonda kullanilan sistem, 6n dondurma sicakligi vb. faktorlerin de mikrobiyal
canlilik ve aktivite lizerinde etkili oldugu bilinmektedir.

Genel hatlariyla liyofilizasyon islemi; 6n dondurma safhasi, birincil kurutma
safhas1 (siiblimasyon) ve ikincil kurutma safhasi (dezorpsiyon) asamalardan olusan ii¢
temel evreden olusmaktadir.

On dondurma sathasinda liyofilize edilecek hiicredeki metabolizma hizi ve
bunun sonucu olarak da biyokimyasal reaksiyonlar ¢ok yavagslar. Liyofilizasyon
isleminin 6n dondurma asamasinda hiicrelerin diisiik sicakliklarda dondurulmasi islemi
imkanlar Olciisiinde cabuk yapilmalidir. Ani dondurma ile hiicre i¢inde biiyikk buz
kristalleri olusmaz, dolayisiyla hiicre daha az zarar goriir. Dondurma islemi yavas
oldugunda, buz kristalleri biiylik olur ve bu kristaller hiicre arasi bosluklarda bulunur.
Bu durum hiicre i¢i sivisinin disar1 ¢ikmasia ve hiicre duvarinin hasar géremesine
neden olur. Liyofilizasyon islemi oncesi yapilacak 6n dondurma isleminin mikrobiyal
canliligim artiginda 6nemli oldugu belirtilmistir (86,87). On dondurma isleminin
sonunda, baslangicta liyofize edilen iiriinde bulunan suyun %65-90’1 donmus, geri kalan
%10-35’lik kismi1 ise bagli su (donmamis su) olarak kalir. Liyofilize edilecek materyal
yeteri kadar donmadan yiiksek vakum uygulandiginda liyofilizasyon islemi sirasinda
koplirme olusur ve liyofilize edilecek materyal bulundugu liyofilizasyon siselerinden
tagarak disar1 ¢ikar. Bu sorun kullanilan liyofilizatoriin 6zelligine bagli olarak
materyalin 6nce -40 °C’de dondurulmasi ve sonrasinda vakum sistemine baglanmasiyla
cozllebilir (88).

Liyofilizasyon isleminin birincil kurutma asamasinda liyofilizasyon kabininde
liyofilize edilecek materyale hafif bir vakum uygulanir ve ortamdaki sicakligin
azalmasina bagli olarak yiiksek enerji halindeki molekiiller liyofilize edilecek
materyalden kendiliklerinden disar1 c¢ikarlar. Birincil kurutma asamasinda donmus
materyalin tiimiindeki buz kendiliginden buharlasamaz, ancak donmus arayiiz siirekli
olarak distaki kuru kisima dogru hareket eder. Birincil kurutma asamasi olduk¢a uzun

sirmektedir. Pmarkara (89)’'nin yaptigi bir c¢alismada bazi LAB’nin liyofilizasyon
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isleminde birincil kurutma safhasinin 15 saatte tamamlandigini bildirmektedir. Ancak
bu siire liyofilize dilecek sivinin hacmine bagl olarak uzayabilmektedir.

Liyofilizasyon isleminin birincil kurutma asamasinda, su buharinin liyofilize
edilen materyalden siirekli olarak uzaklastirilmasini saglayacak sartlari olusturmak i¢in
su buhari, liyofilizasyon cihazinin kurutma hiicresinden yogunlastirictya dogru vakum
vasitasi ile siirekli sekilde tasinir. Boylece cihazdaki kurutma iinitesinin buhar basinci,
¢Oziiciiniin sliblimasyonunu saglayacak sekilde diisiik tutulur. Su molekiilleri siiblime
olurken ¢ok yiiksek siiblimasyon 1sis1 (2840 kJ/kg) kurutulacak materyalden alinirken,
donmus tabakanin sicakligt da dismektedir (81). Liyofilize edilen Urtndeki
siiblimasyon orani kisa bir siire igerisinde hizli bir sekilde artar. Siiblimasyon sonucu
kuruyan ve hala donmus halde olan tabaka arasinda bir ara yiizey meydana gelir.
Kuruyan alandaki gozenekler buhar akisina karsi direng olusturur. Bu direng
siiblimasyon oranini azaltir ve zamanla °‘0’’a yaklasir. Serbest suyun tamamen
siiblimasyonu ile birincil kurutma periyodu liyofilize edilecek iiriindeki nem igeriginin
%7-8 oldugu asamada tamamlanmig olur (85).

Liyofilizasyonla kurutma sistemlerinde, kurutulacak madde icerisindeki bitiin
donmusg ¢dziiciiniin siiblimasyonla uzaklastirildig an (birincil kurutma sathasinin sonu)
ikincil kurutma safhasinin baslangici olarak kabul edilir. Boylece ikincil kurutma
sathas1 boyunca kurutulacak maddeden yalnizca bagl haldeki su uzaklastirilir. Ikincil
kurutma safhasi; fiziksel adsorpsiyon, kimyasal adsorpsiyon ve kristalizasyon suyu
olarak bulunan bagli suyun desorpsiyonla uzaklastirilmasi islemidir (90). Liyofilizasyon
ile kurutma isleminin en son asamasi olan ikincil kurutma sathasinda liyofilize edilecek
materyaldeki nem iceriginin kabul edilebilir degere ulasincaya kadar cihazdaki vakum
maksimum seviyeye ¢ikarilir. Iyi bir liyofilizasyon dongiisii bitiminde kurutma sonrasi
nihai {irinliin nem degeri %1-2 diizeylerinde olmalidir. Fakat liyofilize edilen iirline gore
bu deger daha yiiksek de tutulabilir.

Liyofilizasyon yontemi ile mikroorganizmalarin kurutma islemlerinde bazi
bakteri tiirlerinde canliligin uzun siire yiiksek oranda kalmasini saglarken, bazi tiirlerde
liyofilizasyon isleminin bakterinin canli kalmasinda etkili olamadig1 saptanmistir (91).
St. faecalis ve St. bovis gibi Thermoduric streptococci turi mikroorganizmalar
liyofilizasyon islemi ile kurutmaya kars1 nispeten direngli iken, Lb. bulgaricus ise en
duyarli LAB tiirleri arasindadir (92).
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Liyofilizasyonun ilk agsamasi olan dondurulma siirecinde hiicrenin yapisinda
bulunan su, buz kristallerine doniisilip hiicre zarini parcalayarak hiicreye zarar verebilir.
Hiicrenin kurutulma asamasinda ise hiicre zarlar1 biiziiliip birbirlerine yapisirlar.
Liyofilize edilen iriinlerin liyofilizasyonun asamalarindan olan 6n dondurma
isleminden ge¢mesi siirecinde hiicre {izerindeki meydana gelecek zararlarin minimuma
indirilmesi icin kriyojenik etkili maddelerden faydalanilmalidir. Mikroorganizmalarin
liyofilize edilerek kurutulmasi ile elde edilecek Urlinlerde canlilik ve aktivite {izerine en
onemli etkiyi kriyojenik Kkatkilarin yaptigi, bu konudaki hemen hemen tim
arastirmalarda  O6nemle  vurgulanmakta ve arastiricilar  farkli  Ozelliklerde
kryoprotektanlar énermektedirler (89). Liyofilize edilen bakteriler oksijene karsi duyarli
olup, genel olarak vakum altinda depolanmalar1 tavsiye edilmektedir. Sodyum glutamat,
liyofilizasyon isleminde oksijenin toksik etkisine karsi hiicreleri koruyabilmektedir.
Liyofilize edilen iiriiniin ambalajinin su ve nem gecirmez olmasi énemli olup, ambalajin
icinde oksijen bulunmamasi liyofilize iiriiniin daha uzun siire raf dmriine sahip olmasin
saglamaktadir. Liyofilize edilmis kiiltiirlerde 6 aydan fazla depolama siiresinin

kiiltiirlerde 6nemli 6l¢iide aktivite azalmasina sebep oldugu belirlenmistir (93).

2. 6. 2. Dondurma Islemi ile Laktik Asit Bakterilerinin Korunmasi

Bakteriyel Kkiiltiirler liyofilize edilebildikleri gibi dondurulmus olarak da
muhafaza edilebilirler. Dondurulmus kiiltlirler uygun sartlarda muhafaza edildiklerinde
depolama siiresince canliliklarin1 devam ettirirler. Optimum sartlar altinda muhafaza
edildiklerinde yillarca canli kalabilir.

Mikroorganizmalarin dondurulma islemi uygulanan sicaklik derecelerine gore;
basit dondurma, derin dondurucuda dondurma ve ultra dondurma olarak
siiflandirilabilir. Dondurma yontemleri basit laboratuvarlardan en gelismis kdltur
kolleksiyonlarina kadar tlimiinde uygulanabilen bir mikrobiyal kiiltiir muhafaza yontemi
olup, sicaklik derecesi ne denli diisiik olursa, kiiltiiriin korunmasinda o kadar etkinlik
saglanmakta, buna karsin yatirim ve sistemin uygulanma maliyetlerine ek olarak 6zel
deneyim ve tecriibe ihtiyact da artmaktadir. Basit dondurma islemi, dondurulacak
kiiltirin bir buzdolabinin buzlugunda (-10 ile -20 °C) dondurulma islemidir. Derin

dondurucuda dondurma islemi, kiltirlerin derin dondurucularda (-40 ile -80 °C)
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korunmasidir. Ultra dondurma isleminde ise sivi azotun buhar fazinda -140 °C’de veya
s1vi azot igerisinde -196 °C’de kiiltiiriin korunmasidir.

Yapilan c¢alismalarda -30 °C’de derin dondurucuda dondurulmus ve c¢esitli
kriyojenik bilesikler (trisodyum sitrat, sodyum-B-gliserofosfat, gliserol, yagsiz siit,
maya ekstrakti, siikroz, krema, pepton, laktoz gibi) ilave edilen, mezofilik LAB’nin
(1011-10'? kob/gr) ¢ok iyi korundugu belirlenmistir (94,95). Probiyotik etkili LAB
kiltlirlerinin dondurulmasina yonelik yapilan bir ¢alismada; dondurma islemi sonucu,
sicakliga ve siispansiyon ortamina bagli olarak, Lb. acidophilus’un %24 ile %89
arasinda canliligimi korudugu bildirilmistir (86). Aymi ¢alismada, Lb. acidophilus’un
dogrudan -80 °C’de dondurulmasi sonucu canlilik orant %42.65 olarak bulunmasina
karsin, sicaklifin yavas yavas azaltilmasi sonucu (sirasiyla 37, 20, -4, -20, -80 °C)
yapilan dondurma isleminde canliligin %74’e ciktig1 belirlenmis, en yliksek hiicre
Olumundn ise -4 °C ile -20 °C arasinda gergeklestigi gozlenmistir. Bir baska ¢aligmada
Lb. rhamnosus’un 6 susunun 3 farkli koruyucu ilavesi ile (yagsiz siit, yagsiz siit+glukoz,
MRS besiyeri+gliserol) -20 ve -80 °C’de dondurulmasi ve 90 giinlik depolanmasi
sonucunda, sicaklik, sus ve siispansiyona bagli olarak, %84 ile %97 arasinda canliligin
korundugu tespit edilmistir. Bakteri kiiltiirlerinin -80 “C’de dondurularak saklanmasinda
yagsiz siitiin en iyi koruyucu ajan oldugu bildirilmistir (87,96). Bakteri kiltdrlerinin
dondurularak muhafazasinin dezavantaji ise nakil ve tasimmalarinin kuru buz ile
yapilmasi ve bu nedenle nispeten pahali olmasidir (97).

Mikroorganizmalarin liyofilize edilerek ve dondurularak muhafazasinda
koruyucu olarak kullanilan maddeler hiicre icine girebilmelerine gére 2 ayri grupta
toplanabilir. Gliserol, dimetil stilfoksit (DMSO (Ds)) gibi maddeler hicre igine girerek
donma asamasindaki zararlara karsi mikroorganizmayr hem hiicre i¢cinden hem de
disindan korurlar. Sakkaroz, laktoz, trehaloz, glikoz sorbitol, pepton mannitol, dekstran,
nisasta gibi maddeler ise koruyucu etkilerini sadece hiicre disinda gosterirler. Ayrica
yag1 almmig siit, jelatin, malt ekstrakti gibi kompleks besi yerleri de koruyucu
ozelliktedirler. Trisodyum sitrat (TRIS), pH’nin dengelenmesi ve tamponlama ozelligi
konusunda etkili bir kimyasal olup toksik etkiye sahip degildir. Liyofilize edilecek
irtiniin  stabilligini saglamada tamponlayict olarak sodyum sitrat, sodyum fosfat,
potasyum fosfat, sodyum hidroksit, trisodyum baz, trisodyum asetat kullanilmaktadir
(98).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu tez ¢alismasi 2 deneme halinde yiiriitilmiistiir.

Calismanin birinci denemesinde, degisik seviyelerde (%3, %5 ve %10) sikroz
katilan ve farkl: siirelerde (2, 5 ve 10 giin) inkiibasyona birakilan fermente edilmis LAB
sivilar1 hazirlanmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda fermente edilmis LAB sivilarina
trisodyum sitrat (TRIS (Ts)) ve dimetil siilfoksit (DMSO (Ds)) ilave edilip dondurulan
ve liyofilizasyon islemi ile kurutulan LAB sivilar1 bir ve Ug¢ ay sure ile depolanmis LAB
sayilar1 belirlenmistir.

Calismanin ikinci denemesinde ise, dondurulmus ve liyofilize edilmis LAB
stvilarinin bir ve li¢ ay siire ile depolanmalar1 sonucunda, her bir depolama slresi igin
en yiksek LAB degerlerine sahip olan dort grup LAB sivisi, yonca (Medicago sativa)
bitkisinden hazirlanan silajlara ilave edilerek, yonca silaji kalitesi {lizerine etkileri
belirlenmistir. Bu tez c¢alismasi Harran Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun  (HRU-HADYEK) 2017/04/10 sayih kurul karart  dogrultusunda
gerceklestirilmistir.

3. 1. Birinci Deneme

3. 1. 1. Fermente Edilmis Laktik Asit Bakteri Sivisinin Hazirlanmasi

Bu calismada fermente edilmis LAB sivisinin hazirlanmasinda kullanilan yonca
bitkisi (Medicago sativa) 20.03.2018 tarihinde Harran Universitesi Arastirma ve
Uygulama Ciftliginde bulunan yonca iiretim tarlasindan temin edilmistir. Fermente
edilmis LAB sivisi temelde Masuko ve ark. (99)’nin bildirdigi yontemle hazirlanmus,
ancak mikrobiyal yogunlugu arttirmak amaciyla kullanilan saf su miktar1 azaltilmistir.
Bu amagla, 3000 gr taze yonca bitkisine 1000 ml saf su eklenerek elde edilen karigim
karistiric1 yardimiyla 2 dakika siire ile parcalanmustir. Islem sonrasi elde edilen bitki sivi
karisgimi iki kat tiilbent bezinden siiziilmiistiir. Siiziintii, vida kapaklt 50 ml’lik steril
plastik falkon tiiplerine aktarilarak; katkisiz, %3, %5 ve %10 siikroz ilave edilen gruplar
olusturulmustur. Katkisiz, %3, %5 ve %10 siikroz ilave edilen guplar 2, 5 ve 10 glinlik
slire ile anaerobik kosullarda 30 °C’de inkiibasyona birakilmig, her bir inkiibasyon
stiresi sonrasinda fermente olmus LAB yogunlugunu arttirmak amaciyla falkon tiipleri
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2000 rpm’de 4 dakika siire ile santriifiij edilmis, santriifiij sonrasi {istte kalan s1v1 kisim
%20 oraninda uzaklastirilmistir. Her bir inkiibasyon siiresi sonunda liyofilizasyon ve
dondurulma islemi i¢in 6zel iiretilmis 10 ml hacimli steril siselere 1’er ml fermente
edilmis LAB sivis1 konmustur. Katkisiz gruplara herhangi bir kryoprotektan madde
ilave edilmemis, TRIS (Ts) gruplarina %50’lik TRIS (Ts) ¢ozeltisinden %20 oraninda
(v/v), DMSO (Ds) gruplarina ise %0.1 oraninda (v/v) DMSO (Ds) ilave edilerek
liyofilizasyonla kurutma ve derin dondurucuda dondurulma islemi gerceklestirilmistir.
Boylece her bir inkiibasyon siiresi (2, 5 ve 10 giin) i¢in katkisiz, %3, %5 ve %10 siikroz
ilaveli gruplara TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) ilave edilerek liyofilizasyon ve derin

dondurucu gruplari olusturulmustur.

(L‘J'l
(2

-

-

TS

g

Sekil 3.1. Fermente Edilmis Laktik Asit Bakteri Sivilarinin Fermentasyona
Hazirlanmasi.
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Sekil 3.2. Fermente Edilmis Laktik Asit Bakteri Sivilarinin Fermentasyon Oncesi ve
Sonrasi.

3. 1. 2. Liyofilizasyon islemi

Birinci deneme kapsaminda katkisiz ve farkli seviyelerde siikroz (%3, %5 ve
%10) ilavesi ve farkl siirelerde (2, 5 ve 10 giin) inkiibasyona birakilarak elde edilen
LAB sivilarina aseptik sartlarda %50°lik TRIS (Ts) ¢ozeltisinden %20 (v/v) ve %0.1
oraninda (v/v) DMSO (Ds) kroyoprotektanlari ilave edilmistir. Bu amagla TRIS (TS) ve
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(DMSO (Ds)) ilave edilmis LAB sivilar1 10 ml oSlgekli steril 6zel liyofilizasyon
sigelerine 15 tekerriir olacak sekide 1’er ml konarak liyofilizasyon siselerinin yarikli

tipalar liyofilizasyon islemine olanak saglayacak sekilde yarim kapatilmistir.

Sekil 3.3. Fermente Edilmis Laktik Asit Bakteri Sivilarinin Fermentasyon Sonrasi
Liyofilizasyon Siselerine Doldurulmasi.

Liyofilizasyon isleminin ilk asamasinda (6n dondurma safhasi) liyofilizasyon
siseleri -80 °C’de 24 saat dondurulmus ve liyofilizasyon islemi baslamadan bir saat
once calistirilan liyofilizasyon cihazina (Scanvac Coolsafe 55-4) sivi azot buhari altinda
nakledilerek liyofilizasyon cihazinin raflarina yerlestirilmistir. Liyofilizasyon cihazinin
vakum pompasi1 c¢alistirilarak liyofilizasyon islemi baslatilmig ve birincil kurutma
sathas1 30 saat siirdiirtilmiistiir. Liyofilizasyon isleminin bitiminde liyofilizasyon
cihazina 6nceden adapte edilen mekanizma sayesinde liyofilizasyon siselerinin yarikli
kapaklar1  sistem hava almadan  kapatilmistir.  Liyofilizasyon  isleminin
tamamlanmasindan sonra her bir siikroz seviyesi, inkiibasyon siiresi ile katkisiz, DMSO

(Ds) ve TRIS (Ts) katkili gruplar igin liyofilize edilmis LAB sivilarmin nem igerikleri
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her bir grup i¢in 3 tekerrlir olacak sekilde belirlenmistir. Liyofilize edilen iirlinler

depolama asamasinda buzdolabinda +4 °C’de bir ve ii¢ ay muhafaza edilmislerdir.

Sekil 3.4. Fermente Edilmis Laktik Asit Bakteri Stvilarmin Liyofilize Edilmeleri.
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3. 1. 3. Dondurma islemi

Birinci deneme kapsaminda katkisiz ve farkli seviyelerde siikroz (%3, %5 ve
%10) ilavesi ve farkli siirelerde (2, 5 ve 10 giin) inkiibasyona birakilarak elde edilen
LAB sivilarina aseptik sartlarda %50°lik TRIS (Ts) ¢ozeltisinden %20 (v/v) ve %0.1
oraninda (v/v) DMSO (Ds) kroyoprotektanlar1 ilave edilmistir. Laktik asit bakteri
sivilar1 10 ml’lik steril 6zel as1 siselerine 15 tekerriir olacak sekilde 1’er ml konmus ve
sigselerin tipalar1 kapatilmistir. Dondurulma asamasi Oncesinde kapaklar1 kapali olan
sigselerinin igerisinde kalan hava, vakum motoru yardimiyla alinmistir. Vakumlanmig
LAB sivilarini igeren siseler depolama asamasinda -21 °C’de derin dondurucuda bir ve

Uc ay siireyle muhafaza edilmislerdir.

3. 1. 4. Laktik Asit Bakterisi Sayimi

Inkiibasyon 6ncesi, inkiibasyon sonrasi, bir ve ii¢ ay siire ile depolama sonrasi
elde edilen fermente edilmis LAB sivilarinin LAB sayimi, Tempo otomatik bakteri
sayim cihazi test yontemine gore her bir grup i¢in 3 tekerriir olacak sekilde yapilmistir.
Bu amagla Tempo LAB cihaz1 (bioMerieux, Marcy I’Etoile France) kullanilarak LAB
sayimmi i¢in Onerilen metot (REF-80 071) kapsaminda gerceklestirilmistir. Fermente
edilmis LAB sivilarina 1’e 9 oraninda MRD (Maximum Recovery Diluent)
zenginlestirme sollisyonu ilave edilerek aseptik kosullar altinda stomacher yardimiyla
homojenizasyon saglanmistir. Analizden 20 dakika 6nce 3.9 ml steril saf su eklenerek
vortekslenen hazir Tempo LAB besiyeri siselerine, MRD zenginlestirme soliisyonu
igcerisinde homojenize edilen fermente edilmis LAB sivilarindan 0.1 ml ilave edilmis ve
Tempo LAB besiyeri siseleri tekrar vortekslenmistir. Besiyeri siseleri ve besiyerine ait
inkiibasyon kartlar1 dolum i¢in Tempo Filler cihazina yerlestirilmis, dolum sonrasi
Tempo Filler cihazindan alinan kartlar 30 °C’de 40-48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkubasyon siiresi sonrasinda, mikrobiyal yogunlugu tespit etmek amaciyla
inkiibatorden ¢ikarilan kartlar, Tempo Reader cihazina verilmis ve sonuglar kob/ml

olarak cihaz tarafindan sayilmistir.
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3. 2. ikinci Deneme

Calismanin  ikinci denemesi, birinci deneme kapsaminda hazirlanarak
dondurularak ve liyofilize edilerek bir ve ti¢ ay boyunca depolanan LAB sivilarinin her
bir depolama stresi sonunda Oncelikle mikroorganizma iceriklerinin belirlenmesi ve en
yiikksek LAB igerigine sahip olan gruplarin yonca bitkisinden hazirlanan silajlara ilave
edilmelerini kapsamaktadir.

Bu kapsamda bir aylik depolama siiresi sonunda, kontrol grubuna ilaveten en
yiiksek LAB igerigine sahip %5 siikroz ilavesi ile 2 giin inkiibasyon sonrasinda TRIS
(Ts) katkil1 liyofilize (2G%S5STsL); %10 siikroz ilavesi ile 2 giin inkiibasyon sonrasinda
DMSO (Ds) katkili liyofilize (2G%10SDsL); %10 siikroz ilavesi ile 5 giin inkiibasyon
sonrasinda DMSO (Ds) katkili liyofilize (5G%10SDsL) ve %S5 siikroz ilavesi ile 5 giin
inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts) katkili derin dondurucu (5G%S5STsDD) gruplar
muamele grubu silajlar olarak hazirlanmistir. Ug aylik depolama siiresi sonunda ise
kontrol grubuna ilaveten en yiiksek LAB igerigine sahip %5 siikroz ilavesi ile 2 giin
inkiibasyon sonrasinda DMSO (Ds) katkili liyofilize (2G%5SDsL); %5 siikroz ilavesi
ile 5 giin inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts) katkil1 liyofilize (5G%5STsL); %10 siikroz
ilavesi ile 5 giin inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts) katkili liyofilize (5G%10STsL) ve
%10 siikroz ilavesi ile 5 giin inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts) katkil1 derin dondurucu

(5G%10STsDD) gruplart muamele grubu silajlar olarak hazirlanmastir.

3. 2. 1. Liyofilize Edilen ve Derin Dondurucuda Dondurulan Fermente Edilmis

LAB Sivilarinin Aktiflestirilmesi

Ikinci deneme kapsaminda bir ve ii¢ ay siire ile depolanarak muhafaza edilmis
katkisiz, liyofilize edilerek kurutulan ve derin dondurucuda dondurulmus LAB
stvilarindan, liyofilize edilen gruplar 1 ml saf su ilave edilerek oda 1sisinda 3 saat, derin
dondurucuda dondurulan gruplar ise saf su ilave edilmeden oda 1sisinda 3 saat
coziinmeye birakildiktan sonra mikrobiyolojik analizleri yapilmistir. Her bir depolama
stiresi (bir ve ii¢ ay) sonunda LAB analizleri yapilan tiim gruplardan en yiiksek LAB
icerigine sahip dort grup LAB sivist yonca bitkisinden hazirlanan silajlara ilave

edilmistir. Bu kapsamda bir aylik depolama sonunda yapilan mikrobiyolojik analizler
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neticesinde, en yiiksek LAB igerigine sahip; 2G%5STsL, 2G%10SDsL, 5G%10SDsL
ve 5G%S5STsDD gruplart muamele gruplarini, katkisiz yonca silaji ise kontrol grubunu
olusturacak sekilde silaj gruplar1 olusturulmustur. Ug aylik depolama sonucunda yapilan
mikrobiyolojik analiz sonunda ise en yiiksek LAB igerigine sahip 2G%S5SDsL,
5G%5STsL, 5G%10STsL ve 5G%10STsDD gruplart muamele gruplarini, katkisiz

yonca silaj1 ise kontrol grubunu olusturacak sekilde silaj gruplarini olusturmustur.

3. 2. 2. Yonca Silajlarinin Hazirlanmas1 ve Muameleler

Bir aylik depolama siiresi sonunda hazirlanan silajlarda, silaj materyali olarak
kullanilan yonca bitkisi (Medicago sativa) ikinci bigim (yabanci otlardan ari olmasi
icin) ve ¢iceklenmenin %20 oldugu dénemde, li¢ aylik depolama siresi sonunda
hazirlanan silajlarda, silaj materyali olarak kullanilan yonca bitkisi ise besinci bi¢im ve
cigeklenmenin %20 oldugu dénemde Harran Universitesi Arastirma ve Uygulama
Ciftliginde yer alan yonca tarlasindan bigilerek kullanilmistir. Calismada silaj materyali
olarak degerlendirilen yonca bitkisi mini silotrak (Can marka elektrikli mini silaj
makinasi) yardimi ile 5-7 cm boyutlarinda par¢alanmistir. Her bir depolama siiresi
sonunda hazirlanan silajlar kontrol (katkisiz) ve birinci denemenin sonuglarina bir aylik
depolama suresi sonunda (2G%5STsL, 2G%10SDsL, 5G%10SDsL ve 5G%5STsDD);
tic aylik depolama siiresinde ise (2G%5SDsL, 5G%5STsL, 5G%10STsL ve
5G%10STsDD) en yiksek LAB igerigine sahip 4’er adet dondurulmus ve/veya
liyofilize edilmis LAB sivilarindan, taze silaj materyaline 10° kob/gr dozunda
puskiirtiilerek hazirlanmistir. Bu asamada silaj materyaline ilave edilen LAB sivilarinin
homojen sekilde uygulanabilmesi amaciyla LAB sivilart kilogram taze silaj materyali
icin 10 ml saf su icerisine ilave edilerek birbirinden bagimsiz el spreyleri ile
puskiirtiilmiigtiir. Kontrol (katkisiz) grupta ise muamele gruplarindaki KM etkisini
homojenize etmek maksadiyla muamele grubuna ilave edilmis miktarda saf su
puskiirtiilmiistiir. Laktik asit bakteri sivilarinin silaj materyaline ilave edilme isleminde
capraz kontaminasyonu onlemek icin her bir grup i¢in farkli olarak plastik eldiven ve el
spreyleri kullanilmistir. Silajlar kontrol (katkisiz) ve her bir muamele grubu i¢in 4
tekerriir olacak sekilde 1,5 litrelik cam kavanozlarda sikistirilarak agizlari hava

almayacak sekilde silolanmistir. Boylece her depolama siiresi (bir ay ve {i¢ ay) icin
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20’ser adet kavanoz silaj hazirlanmistir. Hazirlanan silajlar 60 giin siire ile oda 1sisinda

kavanozlarin iizeri Ortiilerek karanlik bir ortamda muhafaza edilmislerdir.

3. 2. 3. Silaj Kompozisyonunun Belirlenmesi

Kontrol (katkisiz) ve LAB sivilar1 katkili hazirlanmis yonca silajlari, altmis
giinliik silolama siiresi sonunda acgilarak fermente edilmis LAB sivis1 katkisinin yonca
silaji kalitesi iizerine etkileri belirlenmistir. ikinci deneme kapsaminda (bir ve ii¢ ay
depolama siiresi sonunda) hazirlanan silajlar fermentasyon siiresi sonunda agilarak
kavanozlarin {ist kisminda bulunan 3-5 cm’lik kismi atildiktan sonra, homojen olarak
alan 25 g silaj 6rnegi lizerine 100 ml saf su ilave edilerek karistirict yardimi ile 2
dakika siire ile pargalanmis ve elde edilen silaj stvisininin pH degeri hizl bir sekilde pH
metre Ol¢tim cihazi (Hanna-HI-9813) ile Olgllmistiir (100). Karistiric1 igerisinde
bulunan silaj sivisi tiilbent bezinden siiziilerek 10 ml’lik tiiplere alinmig, NH3z-N analizi
yapilacak Orneklerin tizerine %1 (v/v) oraninda ml 1N HCI; laktik asit ve ugucu yag
asidi analizi yapilacak orneklerin {izerine ise %?25’°lik metafosforik asit ¢ozeltisinden
%?2.5 (v/v) oraninda ilave edilerek analizlerin yapilacagi zamana kadar derin
dondurucuda (-18 °C) saklanmistir. Elde edilen silajlarin toplam azot (TN) igerigindeki
amonyak azotu oranit (NH3-N/TN, %) degerleri AOAC (101)’nin bildirdigi yonteme
gore; laktik asit ve wugucu yag asitleri (bltirik, asetik ve propionik asit)
konsantrasyonlari ise yliksek basingli sivi kromotografisi (HPLC) kullanilarak Suzuki
ve Lund (102)’un bildirdikleri yonteme gore yapilmistir. Calisma kapsaminda elde
edilen silajlarin aerobik stabilite degerleri Ashbell ve ark. (103)’nin bildirdigi yonteme
gore yapilmistir. Calisma kapsaminda bir ve {i¢ ay depolama siiresi sonunda silajlarin
hazirlanmasinda silaj materyali olarak kullanilan yonca bitkisinin; SCK icerigi Dubois
ve ark. (104)’nin, tamponlama kapasitesi ise Playne ve McDonald (105)’in bildirdikleri
yonteme gore belirlenmistir.

Ikinci deneme kapsaminda degerlendirilen silajlarmin ham besin madde
analizlerinde kullanilan kismi oda 1sisinda kurutularak laboratuvar degirmeninde
(Simsek Laborteknik) 1 mm elekten gececek sekilde 6giitiilmiis ve analizlere hazir hale
getirilmislerdir. Elde edilen silajlarin ve silaj materyali olarak kullanilan yonca

bitkisinin KM, ham kil (HK) ve ham protein (HP) igerikleri AOAC (106)’in bildirdigi
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metotla belirlenmistir. Asit deterjan lif (ADF) ve notr deterjan lif (NDF) igerikleri ise
Van Soest ve ark. (107)’nin bildirdikleri yonteme gore yapilmistir.

3. 3. istatistiksel Analizler

Farkli siikroz seviyeleri (%3, %5 ve %10) ilavesi ve farkli inkiibasyon siireleri
(2, 5 ve 10 giin) sonucunda elde edilen LAB sivilarma TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) ilavesi
ile dondurularak ve liyofilize edilerek bir ve ¢ ay sire ile depolanmalar1 sonucunda
elde edilen verilerin degerlendirilmesinde 3x3x2x2x2 faktoriyel deneme desenine gore
istatistisel analiz uygulanmistir. Bu kapsamda siikroz seviyesi, inkiibasyon siireleri,
kryoprotektan ¢esidi ile liyofilizasyon ve derin dondurucuda dondurulma iglemleri ile
bir ve Uic ay depolama siirelerinin etkileri analiz edilmistir. ikinci denemede silajlara
katilan (bir ve li¢ ay sonrasi) LAB sivisi gruplarmin belirlenmesi amaciyla birinci
denemeden elde edilen LAB degerleri Logio tabanina gore hesaplanarak varyans
analizine tabi tutulmustur. ikinci denemede LAB s1vis1 katkisinin yonca silajinin kalitesi
tizerine etkileri varyans analizi ile degerlendirilmistir. Denemede elde edilen ortalamalar
arasindaki farklilik Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmis (P<0.01), bu amacla
SAS (1989) paket programi kullanilmstir.
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4. BULGULAR

4. 1. Birinci Denemenin Bulgular

Bu c¢alismanin birinci denemesinde fermente edilmis LAB sivilarinin
hazirlanmasinda kullanilan taze yonca bitkisinin (Medicago sativa) KM esasina gore
KM, HK, HP, ADF ve NDF degerleri sirasiyla; %19.21, %13.19, %31.11, %18.70 ve
%29.59; tamponlama kapasitesi 670 meq/kg KM; SCK icerigi 64.6 g’lkg KM ve LAB
sayist 1x10° kob/ml olarak belirlenmistir.

Calismanin birinci denemesinde farkli seviyelerde siikroz ilavesi (%3, %5 ve
%10) ve degisik siirelerde (2, 5 ve 10 giin) inkiibe edilerek TRIS (Ts) ve DMSO (Ds)
katkili olarak derin dondurucuda dondurulmus ve liyofilizasyon islemi ile kurutulmus
LAB sivilarmin bir ve ii¢ aylik depolanmalarina iliskin interkasiyon analizleri ve
interaksiyon kaynaklar1 Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de sunulmustur. Tablo 4.1 ve Tablo 4.2
incelendiginde siikroz seviyesi, inkiibasyon siiresi, kryoprotektan ¢esidi, depolama sekli
ve depolama siiresine iliskin interaksiyonlar goriilmiistiir (P<0.01).

Farkli seviyelerde siikroz ilavesi (%3, %5 ve %10) ve degisik siirelerde (2, 5 ve
10 giin) inkiibe edilerek elde edilen taze, katkisiz, TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) katkili
olarak derin dondurucuda dondurulan ve liyofilize edilerek kurutulan fermente edilmis
LAB sivilarinin bir ve ii¢ ay siire ile depolanmalar1 6ncesi toplam LAB sayilar1 Tablo
4.3 (Log10) ve Tablo 4.4’te (kob/ml) verilmistir. Taze olarak hazirlanmis (kryoprotektan
ilave edilmemis, dondurma ve liyofilizasyon islemi uygulanmamis) fermente edilmis
LAB sivilarinda inkiibasyon siireleri dikkate alindiginda, en yiiksek LAB sayis1 5
ginlik inkiibasyonda %10 siikroz (4.20x10! kob/ml) ve 10 gunliik inkiibasyonda %3
siikroz (2.83x10'! kob/ml) ilave edilen gruplardan elde edilmistir (P<0.01). Genel
olarak taze hazirlanmis fermente edilmis LAB sivilarinda 2 ve 5 giinliik inkiibasyon
stirelerinde siikroz seviyesinin artigina bagl olarak LAB sayilar1 artarken, 10 giinliik
inkiibasyon siiresinde ise azalma goriilmiistiir (P<0.01). Benzer sekilde bir ve ii¢ ay siire
ile depolanma suresi oncesinde kryoprotektan katkisi yapilmadan katkisiz olarak derin
dondurucuda dondurulmus LAB sivilarinda en yiiksek LAB sayilar1 derin dondurucuda

dondurulan grupta 2 ve 5 ginlik inkiibasyonda (2.00x10%° ve 9.23x10°), liyofilize

47



edilerek kurutulan grupta ise 5 giinliik inkiibasyonda %10 siikroz ilavesiyle (6.33x10%%)
elde edilmistir (P<0.01). Kryoprotektan katkisi yapilmadan derin dondurucuda
dondurulan ve liyofilizasyon islemi ile kurutulan fermente edilmis LAB sivilarinda 2 ve
5 gunlik inklbasyon surelerinde siikroz seviyesinin artisina bagli olarak LAB
sayilarinin artttigl, 10 giinliik inkiibasyon siiresinde ise azalmanin oldugu gorilmiistiir

(P<0.01).

Tablo 4.1. Farkl: Seviyelerde Siikroz ilavesi (%3, %5 ve %10) ve Degisik Siirelerde (2,
5 ve 10 Giin) Inkilbe Edilerek Trisodyum Sitrat ve Dimetil Sulfoksit Katkili Olarak
Derin Dondurucuda Dondurulmus ve Liyofilize Edilerek Kurutulmus LAB Sivilarinin
Bir ve Ug Aylik Depolanmalarina iligkin Interaksiyon Analizleri (L0g10).

1 Ay Depolama Suresi 3 Ay Depolama Suresi
Depolama Sekli Depolama Sekli
" Sukroz . .
Inkubasyon .. | Koruyucu Derin f T Derin S
suresi, gn. SGV(%ESI Turd Dondurucu Syofilizasiey Dondurucu Liyofilizasyon
TRIS (Ts) 9.42 10.45 8.60 10.44
3 DMSO 8.63 10.00 5.00 9.97
(Ds)
TRIS (Ts) 9.59 10.71 8.00 10.00
2 5 DMSO 8.90 10.64 5.48 10.62
(Ds)
TRIS (Ts) 9.80 10.00 8.88 10.10
10 (DMSO 9.15 10.98 6.56 10.86
(Ds)
TRIS (Ts) 7.48 10.48 6.78 10.48
3 DMSO 8.20 10.55 3.00 9.90
(Ds)
TRIS (Ts) 10.73 10.71 9.52 10.60
S 5 DMSO 3.00 10.10 3.00 8.95
(Ds)
TRIS (Ts) 10.00 10.95 9.92 10.66
10 DMSO 3.00 11.00 3.00 8.59
(Ds)
TRIS (Ts) 6.52 6.42 6.48 6.09
3 DMSO 4.48 7.48 2.00 6.84
(Ds)
TRIS (Ts) 10.10 6.82 9.52 6.18
10 5 DMSO 3.00 7.75 2.00 7.75
(Ds)
TRIS (Ts) 10.18 6.63 7.10 6.09
10 DMSO 3.00 8.07 2.00 8.00
(Ds)

Inkubasyon siiresi: 2, 5 ve 10 giin; Siikroz seviyesi: %3, %5 ve %10; TRIiS (Ts): Trisodyum sitrat;
DMSO (Ds): Dimetil sulfoksit.
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Tablo 4.2. Farkli Seviyelerde Siikroz Ilavesi (%3, %5 ve %10) ve Degisik Siirelerde (2,
5 ve 10 Giin) Inkiibe Edilerek Trisodyum Sitrat ile Dimetil Sulfoksit Katkili Olarak
Derin Dondurucuda Dondurulmus ve Liyofilize Edilerek Kurutulmus LAB Bakteri
Stvilarmin Bir ve Ug Aylik Depolanmalarina iliskin interaksiyon Kaynaklari.

Interaksiyon Kaynagi F Degeri  |Onem |P

Ay 12750.53]0. 000 |[**
Suikroz 699.23/0. 000 |**
Inkubasyon Siiresi 40514.93|0. 000 |**
Koruyucu 49654.93(0. 000 |**
Depolama 79540.26(0. 000 [**
Ay*Sikroz 145.95|0. 000 [**
Ay*Inkubasyon Siiresi 83.27/0. 000 |**
Ay*Koruyucu 1619.90(0. 000 [**
Ay*Depolama 4236.08|0. 000 |**
Siikroz*Inkubasyon Siiresi 358.85|0. 000 |**
Sukroz*Koruyucu 2440.17/0. 000 |**
Sukroz*Depolama 158.72/0. 000 |**
Inkubasyon Siiresi*Koruyucu 5402.52/0. 000 |**
Inkubasyon Siiresi*Depolama 5846.40/0. 000 |**
Koruyucu*Depolama 62162.50/0. 000 [**
Ay*Siikroz*Inkubasyon Siiresi 278.06/0. 000 [**
Ay*Sukroz*Koruyucu 923.60/0. 000 |**
Ay*Siikroz*Depolama 414.73|0. 000 |**
Ay*Inkubasyon Siiresi*Koruyucu 424.80(0. 000 |**
Ay*Inkubasyon Siiresi*Depolama 701.76]0. 000 |**
Ay*Koruyucu*Depolama 592.70/0. 000 |**
Siikroz*Inkubasyon Siresi*Koruyucu 1947.08/0. 000 |**
Siikroz*Inkubasyon Siiresi*Depolama 172.32|0. 000 [**
Sukroz*Koruyucu*Depolama 3272.60/0. 000 |**
Inkubasyon Siiresi*Koruyucu*Depolama 6270.91/0. 000 |**
Ay*Siikroz*Inkubasyon Siiresi*Koruyucu 197.33]0. 000 |**
Ay*Siikroz*Inkubasyon Siiresi*Depolama 595.45|0. 000 |**
Ay*Siikroz*Koruyucu*Depolama 949.65/0. 000 [**
Ay*Inkubasyon Siiresi*Koruyucu*Depolama 420.67/0. 000 |**
Siikroz*Inkubasyon Siiresi*Koruyucu*Depolama 666.44|0. 000 |**
Ay*Siikroz *Inkubasyon Siresi*Koruyucu*Depolama 256.95/0. 000 |**

Ay: Depolama suresi 1 ve 3 ay; Stkroz: Sukroz seviyesi %3, %5 ve %10; Inkubasyon Siiresi: 2, 5 ve
10 giin; Koruyucu: Trisodyum sitrat (TRIS (Ts)) ve Dimetil siilfoksit (DMSO (Ds)), Depolama: Derin
dondurucu ve liyofilizasyon.

Derin dondurucuda TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) katkis1 ile dondurulan fermente
edilmis LAB sivilarinda en yiiksek LAB sayilar1 2 giinliik inkiibasyonda %10 siikroz
ilave edilen gruplardan (9.33x10%° ve 4.67x10°%); liyofilize edilerek kurutulan gruplarda
ise (Tablo 4.4) en yiiksek LAB degerleri 5 giinliik inkiibasyon stiresinde %5 ve %10
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silkroz ilave edilen gruplardan (8.67x10%° ve 2.67x10™) elde edilmistir (Tablo 4.4,
P<0.01). TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) ilave edilerek derin dondurucuda dondurulan
fermente edilmis LAB sivilarinda 2 giinliik inkiibasyon siirelerinde siikroz seviyesinin
artisina bagli olarak LAB sayilariin artttigi, 5 ve 10 giinliik inkiibasyon siirelerinde ise
stikroz seviyesinin artisina bagli olarak LAB sayisinin azaldig1 goriilmistiir (P<0.01).
TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) ilavesiyle liyofilizasyon islemi uygulanarak kurutulan
fermente edilmis LAB sivilarinda 2 giinliik inkiibasyon siiresinde siikroz seviyesinin
artisina bagh olarak LAB sayilarmin azaldig1, 5 giinliik inkiibasyon siiresinde TRIS (Ts)
katkisinda %5, DMSO (Ds) katkisinda %10 siikroz seviyesinde artma, 10 giinlik
inkiibasyon siiresinde ise TRIS (Ts) katkili gruplarda siikroz seviyesinin artisina baglh
olarak LAB sayis1 azalirken, DMSO (Ds) katkili grupta ise %S5 siikroz ilaveli grupta
azalmanin oldugu gorilmiistiir (P<0.01). Farkli seviyelerde siikroz ilavesi (%3, %5 ve
%10) ile farkl sirelerde (2, 5 ve 10 giin) inkiibasyon ile elde edilen LAB sivilarinda,
TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) katkisiz ve katkili gruplarin derin dondurucuda dondurulma
ve liyofilize edilmeleri ile elde edilen LAB sayilar1 genel olarak degerlendirildiginde
(Tablo 4.3 ve Tablo 4.4) 5 gunluk inkibasyon suresinde %5 ve %10 sukroz ilave
edilerek liyofilizasyon islemi ile kurutulan gruplarda (8.67x10%° ve 2.67x10* kob/ml)
en yiiksek bulunmustur (P<0.01).

Farkli seviyelerde siikroz ilavesi ile degisik siirelerde inkiibe edilerek elde edilen
katkisiz, TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) katkil1 olarak derin dondurucuda dondurulan ve
liyofilize edilerek kurutulan LAB sivilarinin bir ve {i¢ ay depolama 6ncesi, taze olarak
hazirlanmis grupla kiyaslanan LAB canlilik oranlar1 Tablo 4.5’te verilmistir. Derin
dondurucuda katkisiz, TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) katkisi ile dondurulan fermente
edilmis LAB sivilar1 taze olarak hazirlanmis grupla kiyaslandiginda en yiiksek LAB
canlilik oranlart TRIS (Ts) katkili gruplardan elde edilirken, liyofilize edilerek
kurutulan sivilarda en yiiksek LAB canlilik oranlar1 ise TRIS (Ts) ve DMSO (Ds)
katkili gruplardan elde edilmistir. Tablo 4.5 incelendiginde katkisiz, TRIS (Ts) ve
DMSO (Ds) katkili tiim gruplarda liyofilize edilerek kurutma islemi, derin dondurucuda

dondurmaya gére LAB’nin canliliklarini daha yiiksek oranda korudugu goriilmiistiir.
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Tablo 4.3. Farkli Seviyelerde Siikroz ilavesi ile Degisik Siirelerde inkiibe Edilerek Elde Edilen Taze, Katkisiz ile TRIS (Ts) ve DMSO

(Ds) Katkili Olarak Hazirlanarak Derin Dondurucuda Dondurulan ve Liyofilize Edilerek Kurutulan LAB Sivilarinin Bir ve Ug Ay

Depolama Oncesi LAB Sayilar1 (L0ogo).

Derin Dondurucu Liyofilizasyon SEM
GRUP Taze Katkisiz TRIS (Ts) | DMSO (Ds) | Katkisiz TRIS DMSO (Ds)
2G%3S 10.487A 9.00¢P 10.165¢ A8 8.524E 9.367C 10.10°8 10.29¢d AB 0.164
2G%5S 10.73%A 9.36"D 10.46°8 9.36°P 9.97¢dC 10.59PAB 9.86¢C 0.123
2G%10S 11.08%¢A 10.262B 10.972A 9.672P 9.80% CP 10.00°¢ B¢ 9.59¢P 0.131
5G%3S 10.88%A 8.00°E 9.679¢ 8.85¢P 9.73¢¢ 10.69°B 10.59¢8 0.221
5G%5S 10.77%A 9.00¢P 9.36%¢C 8.639E 10.46°8 10.942A 10.2698 0.194
5G%10S 11.613A 9.973C 9.06¢P 7.369E 10.802B 10.00¢¢ 11.423A 0.313
10G%3S 11.452A 9.26"E 10.36¢¢P 8.48dF 10.10¢P 10.52°¢ 10.90°B 0.214
10G%5S 11.15°A 9.10°¢P 9.489¢ 8.30°F 8.829E 10.00¢B 10.2098 0.203
10G%10S 10.63¢FA 8.334E 10.13¢B 8.00fF 8.679P 9.004¢ 10.46%4A 0.234
SEM 0.071 0.134 0.123 0.132 0.134 0.114 0.103

@0 Ayni siitunda farkli harf tastyan degerler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (P<0.01); AE: Aym satirda farkli harf tastyan degerler istatistiksel olarak farkli
bulunmustur (P<0.01); 2G: 2 gin; 5G: 5 gun; 10G: 10 glin;%3S: %3 sukroz; %65S: %5 sikroz; %10S: %10 sukroz; Taze: Farkli siikroz ve inkiibasyon siireleri
sonunda elde edilen fermente edilmis LAB sivisi; Katkisiz: Kryoprotektan ilave edilmemis; TRIS (Ts): Trisodyum sitrat; DMSO (Ds): Dimetil siilfoksit.
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Tablo 4.4. Farkl1 Seviyelerde Siikroz ilavesi ile Degisik Siirelerde inkiibe Edilerek Elde Edilen Taze, Katkisiz ile TRIS (Ts) ve DMSO
(Ds) Katkili Olarak Hazirlanarak Derin Dondurucuda Dondurulan ve Liyofilize Edilerek Kurutulan LAB Sivilarinin Bir ve Uc Ay
Depolama Oncesi LAB Sayilar1 (kob/ml).

Derin Dondurucu Liyofilizasyon SEM
GRUP Taze Katkisiz TRIS (Ts) | DMSO (Ds) | Katkisiz TRIS DMSO (Ds)
2G%3S 3.01x10%FA | 1.00x10%P | 1.67x101¢AB | 1 10x10%E | 2.33x10%C | 1.33x10'%¢B | 1.97x10%0cdAB 0.164
2G%5S 5.43x10'%%A | 2.33x10%P | 3.00x10'%B | 2.33x10%P | 9.33x10%4C | 4.00x10°AB |  7.33x10%C 0.123
2G%10S 1.20x10%PcA | 2.00x10%%28 | 9.33x10'%A | 4.67x10%P | 6.33x10%€CP | 1.00x10'BC |  4.00x10%PD 0.131
5G%3S 7.67x10'4A | 1.00x10%E | 4.67x10%C | 7.00x10%¢P | 5.33x10%C | 5.00x10'°B | 4.00x10cB 0.221
5G%5S 6.00x10'%A | 1.00x10%P | 2.33x10%€C | 4.33x10%E | 3.00x10%%°B | 8.67x10'%A | 2.00x10'dB 0.194
5G%10S 4.20x10M2A | 9.23x10%C | 1.17x10%P | 2.33x1079F | 6.33x10%%2B | 1.00x10%¢C | 2.67x10M2A 0.313
10G%3S 2.83x1012A | 2.00x10%°E | 2.33x101%¢CP | 3.00x10%¢F | 1.33x10'%P | 3.33x10'%C | 8.00x10%B 0.214
10G%5S 1.47x10MPA | 1.33x10%°P | 3.00x10%°¢ 2.00x10%F | 6.67x10%FE | 1.00x10%0¢B | 1.67x10%dB 0.203
10G%10S | 4.33x10%0efA | 2.17x10%9E | 1.37x10¢B | 1.00x10%F | 4.67x10%° | 1.00x10%C | 3.00x10%cdA 0.234
SEM 0.071 0.134 0.123 0.132 0.134 0.114 0.103

&0 Aym siitunda farkli harf tasiyan degerler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (P<0.01); A#E: Aym satirda farkli harf tasiyan degerler istatistiksel olarak farkli
bulunmustur (P<0.01); 2G: 2 gin; 5G: 5 giin; 10G: 10 gin;%3S: %3 sikroz; %5S: %5 sikroz; %10S: %10 sikroz; Taze: Farkli siikroz ve inkiibasyon siireleri
sonunda elde edilen fermente edilmis LAB s1vis1; Katkisiz: Kryoprotektan ilave edilmemis; TRIS (Ts): Trisodyum sitrat; DMSO (Ds): Dimetil siilfoksit.
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Tablo 4.5. Farkli Seviyelerde Siikroz Ilavesi ile Degisik Siirelerde Inkiibe Edilerek Elde
Edilen Taze, Katkisiz ile TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) Katkil1 Olarak Hazirlanarak Derin
Dondurucuda Dondurulan ve Liyofilize Edilerek Kurutulan LAB Srvilarinin Bir ve Ug
Ay Depolama Oncesi LAB Canlilik Oranlari, %.

Derin Dondurucu Liyofilizasyon
GRUP Taze | Katkisiz '1;_1?; )S D(I\[/I);O Katkisiz ’I(‘_II}SI)S D(I\[/I)?)O
2G%3S 100 86 97 81 89 96 98
2G%5S 100 87 97 87 93 99 92
2G%10S 100 93 99 87 88 90 87
5G%3S 100 74 89 81 89 98 97
5G%5S 100 84 87 80 97 99 95
5G%10S 100 86 78 63 93 86 98
10G%3S 100 81 90 74 88 92 95
10G%5S 100 82 85 74 79 90 91
10G%10S | 100 78 95 75 82 85 98

2G: 2 gun; 5G: 5 gun; 10G: 10 giin;%63S: %3 siikroz; %5S: %5 sikroz; %10S: %10 sikroz; Taze:
Farkli siikroz ve inkiibasyon siireleri sonunda clde edilen fermente edilmis LAB sivisi; Katkisiz:
Kryoprotektan ilave edilmemis; TRIS (Ts): Trisodyum sitrat; DMSO (Ds): Dimetil stilfoksit.

Farkli seviyelerde siikroz (%3, %5 ve %10) ilavesi ve degisik siirelerde (2, 5 ve
10 giin) inkiibe edilerek elde edilmis fermente edilmis LAB sivilarmimn liyofilize
edilerek kurutulmalari sonucu elde edilen LAB sivilarinin nem (rutubet) igerikleri Tablo
4.6’te sunulmustur. Liyofilize edilerek kurutulan LAB sivilarinda en diisiik nem igerigi
2 gunluk inkubasyon ve %3 siikroz ilaveli gruplardan (%8.22, %8.39 ve %8.95) elde
edilirken, en yiliksek nem igerigi ise tiim gruplarda 10 giinliik inkiibasyon ve %10
stikroz ilavesi ile (%15.09, %11.59 ve %16.64) elde edilmistir (P<0.01). Genel olarak
inkiibasyon siiresindeki artiga bagl olarak liyofilize edilerek kurutulan LAB sivilarinda
nem oraninda artiglar meydana gelmistir (P<0.01). Her bir inklibasyon stresinde stikroz
seviyesinin artigina bagli olarak kryoprotektan katkisiz ve katkili (TRIS (Ts) ve (DMSO
(Ds)) gruplarin nem igerikleri yiikselmistir (P<0.01).

Farkli seviyelerde siikroz ilavesi ve farkl siirelerde inkiibe edilerek hazirlanan
fermente edilmis LAB sivilarmin derin dondurucuda dondurularak ve liyofilize edilerek
bir ay siire ile depolanmasi sonucunda LAB degerleri Tablo 4.7 (Logio) ve Tablo 4.8’de
(kob/ml) sunulmustur. Derin dondurucuda bir ay siire ile depolanan 6rneklerde en
yiiksek LAB degerleri, TRIS (Ts) ilave edilen grupta 5 giinlik inkiibasyon siiresinde %5
silkroz (5.33x10'° kob/ml); DMSO (Ds) ilave edilen grupta ise 2 giinliik inkilbasyon
siiresinde %10 siikroz (1.47x10° kob/ml) ilavesi ile elde edilmistir (P<0.01).
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Liyofilizasyon iglemi ile kurutulan ve bir ay sure ile depolanan drneklerde en yiksek
LAB degerleri, TRIS (Ts) ilave edilen grupta 5 giinliik inkiibasyon siiresinde %10
silkroz (9.00x10%° kob/ml); DMSO (Ds) ilave edilen grupta ise 2 giinliik inkiibasyon
siresinde %10 siikroz (9.47x10'° kob/ml) ve 5 giinlik inkiibasyon siiresinde %10
silkroz (1.00x10* kob/ml) ilavesi ile elde edilmistir (P<0.01). Bir aylik depolama siiresi
sonunda genel olarak TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) ilavesiyle liyofilize edilerek kurutulan
LAB sivilarinda 10 giinliik inkiibasyon siiresinin LAB sayis1 tizerine olumsuz etki

yaptig1 goriilmiistiir.

Tablo 4.6. Liyofilizasyon Islemi ile Kurutularak Elde Edilmis LAB Sivilarmm Nem
Icerikleri, %.

GRUP Katkisiz TRIS (Ts) DMSO (Ds) SEM
2G%3S 8.22¢ 8.39° 8.95f 0.225
2G%5S 10.97PcdA 9.20°B 11.279A 0.350
2G%10S 10.0248 11.460A 0.88¢B 0.272
5G%3S 10.56%4AB 9.37¢B 11.169A 0.297
5G%)5S 11.44bcd 12.05% 12.42¢ 0.304
5G%10S 12.42° 12.652 13.06° 0.131
10G%3S 10.63%4B 12.23%A 12.365¢A 0.289
10G%5S 12.20b¢ 11.922 12.11¢ 0.122
10G%10S 15.0928 11.59%¢ 16.642A 0.752
SEM 0.368 0.296 0.407

af: Aym siitunda farkli harf tasiyan degerler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (P<0.01); #€: Aym
satirda farkli harf tagiyan degerler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (P<0.01); 2G: 2 gin; 5G: 5
gun; 10G: 10 giin;%3S: %3 sikroz; %5S: %5 sukroz; %10S: %10 sikroz; Katkisiz: Kryoprotektan
ilave edilmemis; TRIS (Ts): Trisodyum sitrat; DMSO (Ds): Dimetil siilfoksit.

Liyofize edilerek kurutulan LAB bakteri sivilarinin bir aylik depolama sonrasi
en diisiik LAB sayis1 TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) katkili gruplarda 10 giinliik inkiibasyon
ve %3 siikroz (2.67x10° ve 3.00x107 kob/ml) ilavesi ile elde edilmistir (P<0.01). Benzer
sekilde derin dondurucuda TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) ilavesiyle dondurulmus LAB
stvilarinda 10 giinliik inkiibasyon siiresinin bir aylik depolama sonrasi canli LAB sayisi
tizerine olumsuz etki yaptigi goriilmistiir. Bir aylik depolama sonunda derin
dondurucuda dondurulan LAB sivilarinda en diisiik LAB sayis1t TRIS (Ts) katkili 10
ginlik inkibasyon stiresinde %3 siikroz (3.33x10° kob/ml), DMSO (Ds) katkil1 grupta
ise 5 ve 10 glnluk inkibasyon sirelerinde %5 ve %10 slkroz ilaveleri sonucunda elde
edilmistir (P<0.01). TRIS (Ts) katkis1 ile derin dondurucuda dondurulan 5 giinliik
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inkibasyon ve %5 silikroz; liyofilize edilerek kurutulan 6rneklerde ise 5 gunluk

inkiibasyon ve %10 siikroz ilavesinden elde edilen degerler en yiiksek bulunmustur.

DMSO (Ds) katkisi ile derin dondurucuda dondurulan 6rneklerden elde edilen degerler

genel olarak diisiik bulunurken; liyofilize edilerek kurutulan 6rneklerde ise 2 ve 5

giinliik giinliik inkiibasyon ve %10 siikroz ilavesinden elde edilen degerler en ylksek

bulunmustur (P<0.01).

Tablo 4.7. Farkli Seviyelerde Siikroz ilave Edilerek Farkli Siirelerde Inkiibe Edilmis
LAB Sivilarinin Dondurularak ve Liyofilize Edilerek Bir Ay Sure ile Depolanmasi
Sonucunda LAB Degerleri (L0g10).

Derin Dondurucu Liyofilizasyon

GRUP TRIS (Ts) DMSO (Ds) | TRIiS (Ts) DMSO (Ds) | SEM
2G%3S 9.424¢ 8.63¢P 10.45°A 10.00¢8 0.206
2G%5S 9.5948 8.90°¢ 10.71°A 10.64°A 0.228
2G%10S 9.80°8 9.153C 10.0098 10.982A 0.198
5G%3S 7.48¢C 8.2048 10.48°A 10.550A 0.411
5G%5S 10.733A 3.007¢ 10.71°A 10.10°8 0.984
5G%10S 10.00°B 3.00f¢ 10.952A 11.002A 1.001
10G%3S 6.5218 4.48¢C 6.4298 7.48TA 0.329
10G%5S 10.10°A 3.00fP 6.82¢C 7.75°8 0.772
10G%10S 10.18°A 3.00fP 6.637C 8.079B 0.782
SEM 0.256 0.538 0.366 0.266

@0: Aym siitunda farkl: harf tasiyan degerler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (P<0.01); AP: Aym
satirda farkli harf tagiyan degerler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (P<0.01). 2G: 2 giin; 5G: 5 gun;
10G: 10 gin; %3S: %3 siikroz; %5S: %5 sikroz; %610S: %10 siukroz; Katkisiz: Kryoprotektan ilave
edilmemis; TRIS (Ts): Trisodyum sitrat; DMSO (Ds): Dimetil silfoksit.
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Tablo 4.8. Farkli Seviyelerde Siikroz Ilave Edilerek Farkli Siirelerde inkiibe Edilmis
LAB Sivilarinin Dondurularak ve Liyofilize Edilerek Bir Ay Sire ile Depolanmasi
Sonucunda LAB Degerleri (kob/ml).

Derin Dondurucu Liyofilizasyon

GRUP TRIS (Ts) DMSO (Ds) TRIS (Ts) DMSO (Ds) | SEM
2G%3S 2.67x10%¢ 4.33x10%P | 2.83x10¢A | 1.00x10¢B | 0.206
2G%5S 4.00x10% 8 8.00x10%C | 5.10x10'%A | 4.43x10'%A | 0.228
2G%10S 6.33x10%B 1.47x10%C | 1.00x10'%B | 9.47x10'%A | 0.198
5G%3S 3.03x107¢°¢ 1.67x10%B | 3.00x10'%A | 3.53x10%PA | 0.411
5G%>5S 5.33x10'%A | 1.00x10%°C¢ | 5.13x10'%A | 1.33x10%B | 0.984
5G%10S 1.00x101%°B | 1.00x10%C | 9.00x10'%A | 1.00x10'2A | 1.001
10G%3S 3.33x10%"B 3.00x10%¢ 2.67x10%98 3.00x10"A | 0.329
10G%5S 1.33x101%A | 1.00x10% P 6.67x10%¢ 5.67x107¢8 | 0.772
10G%10S | 1.50x10'°A | 1.00x103P 4.33x10°f¢ 1.20x10%8 | 0.782
SEM 0.256 0.538 0.366 0.266

&0: Aym siitunda farkli harf tasiyan degerler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (P<0.01); AP: Aym
satirda farkli harf tagiyan degerler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (P<0.01). 2G: 2 gilin; 5G: 5 gin;
10G: 9%3S: %3 sikroz; %5S: %5 sukroz; %10S: %10 slkroz; Katkisiz: Kryoprotektan ilave

edilmemis; TRIS (Ts): Trisodyum sitrat; DMSO (Ds): Dimetil siilfoksit.

Farkl1 seviyelerde siikroz ilavesi ile degisik siirelerde inkiibe edilerek elde edilen

TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) katkil: olarak derin dondurucuda dondurulan ve liyofilize

edilerek kurutulan LAB sivilarinin bir ay siire ile depolanmasi sonucunda LAB canlilik

oranlar1 Tablo 4.9’da verilmistir.

Tablo 4.9. Farkli Seviyelerde Siikroz ilave Edilerek Farkli Siirelerde Inkiibe Edilmis
LAB Sivilarinin Dondurularak ve Liyofilize Edilerek Bir Ay Sire ile Depolanmasi
Sonucunda LAB Canlilik Oranlari, %.

Derin Dondurucu Liyofilizasyon
GRUP Taze TRIS (Ts) | DMSO (Ds) | TRIS (Ts) | DMSO (Ds)
2G%3S 100 90 82 99 95
2G%5S 100 89 83 99 99
2G%10S 100 88 83 90 99
5G%3S 100 67 75 96 97
5G%5S 100 99 28 99 94
5G%10S 100 86 26 94 95
10G%3S 100 57 39 56 68
10G%5S 100 91 27 61 70
10G%10S 100 96 28 62 76

2G: 2 gin; 5G: 5 gin; 10G: %3S: %3 siikroz; %5S: %5 sukroz; %10S: %10 sikroz; Taze: Farklhi
silkroz ve inkiibasyon siireleri sonunda elde edilen fermente edilmis LAB sivisi; Katkisiz:
Kryoprotektan ilave edilmemis; TRIS (Ts): Trisodyum sitrat; DMSO (Ds): Dimetil siilfoksit.
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Derin dondurucuda TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) katkis: ile dondurulan fermente
edilmis LAB sivilan1 taze olarak hazirlanan grupla kiyaslandiginda en yiiksek LAB
canlilik oranlar1 TRIS katkili gruplardan elde edilirken, DMSO (Ds) katkili gruplarda
ise, inkiibasyon siiresinin uzamasina bagli olarak mikrobiyal canlilik oran1 %82’den
%28’e azalmistir. Liyofilize edilerek kurutulan sivilarda en yiiksek LAB canlilik
oranlar1 2 ve 5 giinliik inkiibasyonlarda TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) katkili gruplardan
(%94-%99) elde edilirken, 10 glnlik inklbasyon silresinde ise canlilik oranlari
azalmistir. Taze olarak hazirlanan fermente edilmis LAB s1visi ile kiyaslandiginda TRIS
(Ts) ve DMSO (Ds) katkilari ilave edilerek liyofilizasyon islemi ile kurutulan LAB
stvilarinda 2 ve 5 giinliik inkiibasyon surelerinde sukroz (%3, %5 ve %10) katkisinin
mikrobiyal canlilik oranlarinin korunmasinda etkili oldugu goriilmiistiir.

Farkli siikroz seviyeleri (%3, %5 ve %10) ilave edilerek hazirlanan fermente
edilmis taze LAB sivilarinin Tablo 4.4’te gosterilen toplam LAB igerikleri, 2 giinliik
inkiibasyon siiresi igin 3.01x10%° ile 1.20x10* kob/ml, 5 giinlik inkiibasyon siresi igin
7.67x10% ijle 4.2x10'! kob/ml, 10 gunliik inkiibasyon siiresi icin ise 4.33x10%° ile
2.83x10'! kob/ml araliginda belirlenmistir. Bir aylik depolama siireci sonunda Tablo
4.8’de elde edilen degerler incelendiginde, genel olarak TRIS (Ts) katkili gruplarda 2 ve
5 giinliik inkiibasyon siirelerinde taze LAB sivisindan elde edilen degerlere (Tablo 4.4)
yakin degerler elde edildigi ve LAB kaybinin az oldugu goriilmektedir. Bunun aksine
farkli siikroz seviyeleri (%3, %5 ve %10) ilave edilerek 10 giinliik inkiibasyan stiresi
sonunda bir aylik depolamaya birakilan TRIS (Ts) katkili gruplardan elde edilen
degerler, taze LAB sivisindan elde edilen degerlerden (Tablo 4.4) diisilk bulunmus ve
LAB kaybinin bu gruplarda fazla oldugu goriilmiistiir. Tablo 4.8’te sunulan degerler
incelendiginde DMSO (Ds) ilave edilerek derin dondurucuda bir ay sure ile depolanmis
gruplarda inkiibasyon sliresinin uzamasina bagli olarak LAB sayisinda azalmalar
gorilmistiir (P<0.01). Bu ¢alismada farkli seviyelerde siikroz (%3, %5 ve %10) ilavesi
ve degisik siirelerde (2, 5 ve 10 giin) inkiibe edilerek hazirlanan LAB sivilarinin derin
dondurucuda dondurularak ve liyofilizasyon islemi ile kurutularak bir aylik depolama
stresi sonunda elde edilen LAB degerleri (Tablo 4.8) incelendiginde; liyofilizasyon
isleminin derin dondurucuda dondurulma islemine gore, TRIS (Ts) katkisinin DMSO
(Ds) katkisina gore, 2 ve 5 giinlik inkiibasyon siresinin ise 10 gunlik inkibasyon

stiresine gore LAB sayis1 agisindan daha avantajli oldugu goriilmektedir.
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Farkli seviyelerde siikroz ilave edilerek farkli siirelerde inkiibe edilerek
hazirlanan fermente edilmis LAB sivilarimin derin dondurucuda dondurularak ve
liyofilize edilerek (¢ ay siire ile depolanmasi sonucunda LAB degerleri Tablo 4.10
(Logio) ve 4.11°da (kob/ml) verilmistir. Derin dondurucuda {i¢ ay sure ile depolanan
orneklerde en yiiksek LAB degerleri, TRIS (Ts) ilave edilen grupta 5 giinliik
inkiibasyon siiresinde %10 siikroz (8.33x10° kob/ml); DMSO (Ds) ilave edilen grupta
ise 2 giinlik inkiibasyon siiresinde %10 siikroz (3.67x10° kob/ml) ilavesi ile elde
edilmistir (P<0.01). Liyofilizasyon islemi ile kurutulan ve (¢ ay sure ile depolanan LAB
stivilarinda en yiksek LAB degerleri; TRIS (Ts) ilave edilen grupta 5 giinliik
inkiibasyon siiresinde %10 siikroz (4.60 x10%° kob/ml); DMSO (Ds) ilave edilen grupta
ise 2 giunliik inkiibasyon siiresinde %5 siikroz (7.33x10'° kob/ml) ilavesi ile elde
edilmistir (P<0.01). Genel olarak liyofilize edilerek kurutulan LAB sivilarinda TRIS
(Ts) katkisinda 10 giinliik inkiibasyon siiresinin, DMSO (Ds) katkisinda ise 5 ve 10
giinliik inkiibasyon siiresinin ii¢ aylik depolama siiresi sonrasinda canli LAB sayis1
lizerine olumsuz etki yaptigi goriilmiistir. Liyofize edilerek Kkurutulan LAB
stvilarminda (¢ aylik depolama siiresi sonrasi en diisiik canlit LAB sayilari, TRIS (Ts)
katkil1 gruplarda 10 giinliik inkiibasyon ve %3, %5 ve %10 siikroz (1.23x10°, 1.50x10°
ve 1.27x10° kob/ml) ilavesi ile elde edilirken, DMSO (Ds) katkili gruplarda ise 10
gunliik inkiibasyon siiresi ve %3 siikroz seviyesinde (7.00x10° kob/ml) elde edilmistir
(P<0.01). Benzer sekilde DMSO (Ds) ilavesiyle derin dondurucuda dondurulmus LAB
stvilarinda tim inklbasyon surelerinde (2, 5 ve 10 giin) U¢ aylik depolama siiresinin

LAB sayist lizerine olumsuz etki yaptig1 goriilmiistiir.
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Tablo 4.10. Farkli Seviyelerde Siikroz ilave Edilerek Farkli Siirelerde Inkiibe Edilmis
LAB Sivilarinin Dondurularak ve Liyofilize Edilerek U¢ Ay Siire ile Depolanmasi
Sonucunda LAB Degerleri (L0g10).

.Derin Dondurucu ' Liyofilizasyon

GRUP TRIiS (Ts) | DMSO (Ds) | TRIiS (Ts) | DMSO (Ds) | SEM
2G%3S 8.609¢ 5.00¢ P 10.44¢ A 9.97¢8 0.621
2G%5S 8.00¢¢ 5.48° P 10.009 B 10.8624 0.550
2G%10S 8.88¢C 6.562 P 10.109B 10.62°A 0.469
5G%3S 6.789C 3.00¢P 10.48b¢ A 9.90°B 0.756
5G%5S 9.5208 3.00¢P 10.60% A 8.954¢ 0.770
5G%10S 9.9228 3.00¢P 10.66% A 8.59¢¢C 0.850
10G%3S 6.48"B 2.008P 6.09¢ ¢ 6.84"A 0.447
10G%5S 9.520A 2.00°P 6.18° € 7.759B 0.632
10G%10S 7.1078 2.00°P 6.09¢ © 8.007A 0.556
SEM 0.238 0.314 0.396 0.255

ah: Ayni siitunda farkli harf tasiyan degerler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (P<0.01); #P: Aym
satirda farkli harf tagiyan degerler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (P<0.01). 2G: 2 giln; 5G: 5
gun; 10G: 10 gin; %3S: %3 siikroz; %5S: %5 sikroz; %10S: %10 slkroz; Katkisiz: Kryoprotektan
ilave edilmemis; TRIS (Ts): Trisodyum sitrat; DMSO (Ds): Dimetil silfoksit.

Derin dondurucuda dondurulan LAB sivilarinda ¢ aylik depolama siiresi
sonrast en diisiik LAB sayist TRIS (Ts) katkili grupta 5 giinliik inkiibasyon ve %3
silkroz (6.00x10° kob/ml), DMSO (Ds) katkili grupta ise 10 giinliik inkiibasyon
siiresinde %3, %5 ve %10 siikroz ilavesi sonucunda elde edilmistir (P<0.01). TRIS (Ts)
katkisi ile hazirlanarak derin dondurucuda dondurulan ve liyofilize edilerek g ay stre
ile depolanan gruplarda 5 giinlik inktbasyon ve %10 sukroz ilavesinden elde edilen
degerler (8.33x10° ve 4.60x10'° kob/ml) en yiiksek bulunmustur (P<0.01). DMSO (Ds)
katkisi ile hazirlanarak derin dondurucuda dondurulan 6rneklerden elde edilen degerler
genel olarak disiik bulunurken; liyofilize edilerek kurutulan 6rneklerde ise 2 giinliikk
inkiibasyon ve %5 siikroz ilavesinden elde edilen deger (7.33 kob/ml) en yiksek

bulunmustur (P<0.01).
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Tablo 4.11. Farkli Seviyelerde Siikroz ilave Edilerek Farkli Siirelerde Inkiibe Edilmis
LAB Sivilarinin Dondurularak ve Liyofilize Edilerek U¢ Ay Siire ile Depolanmasi

Sonucunda LAB Degerleri (kob/ml).

Derin Dondurucu Liyofilizasyon

GRUP TRiS (Ts) | DMSO (Ds) | TRIiS(Ts) | DMSO (Ds) |SEM
2G%3S 4.00x10%89C | 1.00x10%P | 2.80x10'%A | 9.33x10%B |0.621
2G%5S 1.00x10% € | 3.00x10°°P | 1.00x10'%B | 7.33x10'%2A |0.550
2G%10S 7.67x10%C | 3.67x10%2P | 1.27x10%B | 4.13x10'%A [0.469
5G%3S 6.00x10%9°¢ | 1.00x10%P | 3.00x10'%cA | 8.00x10%B |0.756
5G%5S 3.33x10%B | 1.00x10%P | 4.00x10%®A | 9.00x10%¢ (0.770
5G%10S 8.33x10%B | 1.00x10%P | 4.60x10'%A | 4.00x10%C |0.850
10G%3S 3.00x108nB 1.00x10%¢P 1.23x10%¢ ¢ 7.00x108"A 10.447
10G%5S 3.47x10%A | 1.00x10%P 1.50x10%C | 5.67x10798 |0.632
10G%10S | 1.00x107fB 1.00x10%¢P 1.27x10% ¢ 1.00x10%7A 10.556
SEM 0.238 0.314 0.396 0.255

ah: Ayni siitunda farkli harf tasiyan degerler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (P<0.01); #P: Aym
satirda farkli harf tagiyan degerler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (P<0.01). 2G: 2 gln; 5G: 5
gun; 10G: 10 gin; %3S: %3 siikroz; %5S: %5 sikroz; %10S: %10 slkroz; Katkisiz: Kryoprotektan
ilave edilmemis; TRIS (Ts): Trisodyum sitrat; DMSO (Ds): Dimetil siilfoksit.

Uc aylik depolama siiresi sonunda elde edilen degerler (Tablo 4.11)
incelendiginde genel olarak TRIS (Ts) katkili olarak liyofilizasyon islemi ile kurutulan
gruplarda 2 ve 5 giinliik inkiibasyon siirelerinde elde edilen LAB sayilarinin taze olarak
hazirlanmis LAB sivisindan elde edilen degerlere (Tablo 4.4) yakin bulunmus ve TRIS
(Ts) katkisina bagli olarak LAB kaybinin az oldugu goriilmiistiir. Bunun aksine farkl
stikroz seviyeleri (%3, %5 ve %10) ilave edilerek 10 gunluk inkibasyan suresi sonunda
liyofilize edilerek kurutularak Ug¢ ay sire ile depolamaya birakilan TRIS (Ts) katkil
gruplardan elde edilen degerler, taze olarak hazirlanmis LAB sivisindan elde edilen
degerlerden (Tablo 4.4) diisiik bulunmus ve LAB kaybinin bu gruplarda fazla oldugu
goriilmiistiir. U¢ aylik depolama siiresi sonunda Tablo 4.11°da sunulan degerler
incelendiginde DMSO (Ds) ilave edilerek derin dondurucuda depolanmis gruplarda
inkiibasyon siiresinin uzamasina bagl olarak LAB sayisinda azalmalar goriilmiistiir
(P<0.01).

Farkli seviyelerde siikroz ilavesi ile degisik siirelerde inkiibe edilerek elde edilen
TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) katkili olarak derin dondurucuda dondurulan ve liyofilize
edilerek kurutulan LAB sivilarinin {i¢ ay siire ile depolanmasi sonucunda LAB canlilik
oranlar1 Tablo 4.12°de verilmistir. Derin dondurucuda TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) katkis1

ile dondurulan fermente edilmis LAB sivilari, taze olarak hazirlanmis grupla
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kiyaslandiginda en yiiksek LAB canlilik oranlar1 TRIS (Ts) katkili gruplardan elde
edilirken, DMSO (Ds) katkili gruplarda ise inklbasyon suresinin uzamasina bagli olarak
canlilik oran1 %59°dan %17’ye azalmistir. Liyofilize edilerek kurutulan LAB sivilarinda
en yilksek canlilik oranlar1 2 ve 5 giinliik inkiibasyon siirelerinde TRIS (Ts) ve DMSO
(Ds) katkili gruplardan (%74-%99) elde edilirken, 10 gunluk inkiibasyon suresinde ise

canlilik oranlarin azaldig: gortilmistiir.

Tablo 4.12. Farkli Seviyelerde Siikroz Ilave Edilerek Farkli Siirelerde Inkiibe Edilmis
LAB Sivilarinin Dondurularak ve Liyofilize Edilerek Ug Ay Siire ile Depolanmasi
Sonucunda LAB Canlilik Oranlari, %.

Derin Dondurucu Liyofilizasyon
GRUP Taze TRIS (Ts) | DMSO (Ds) | TRIiS (Ts) | DMSO (Ds)
2G%3S 100 82 48 99 95
2G%5S 100 75 Sill 93 99
2G%10S 100 80 59 91 96
5G%3S 100 62 28 96 91
5G%5S 100 88 28 98 83
5G%10S 100 85 26 92 74
10G%3S 100 39 17 53 60
10G%5S 100 85 18 55 70
10G%10S 100 67 19 57 75

2G: 2 gln; 5G: 5 giin; 10G: %3S: %3 siikroz; %5S: %5 sukroz; %10S: %10 sukroz; Taze: Farkli
siikroz ve inkiibasyon siireleri sonunda elde edilen fermente edilmis LAB sivisi; Katkisiz:
Kryoprotektan ilave edilmemis; TRIiS (Ts): Trisodyum sitrat; DMSO (Ds): Dimetil siilfoksit.

Bu calismada farkli seviyelerde siikroz (%3, %5 ve %10) ilavesi ve degisik
sirelerde (2, 5 ve 10 gin) inkube edilerek hazirlanan LAB sivilarinin, derin
dondurucuda dondurularak ve liyofilizasyon islemi ile kurutularak ii¢ aylik depolama
stiresi sonunda elde edilen LAB degerleri (Tablo 4.11) incelendiginde; liyofilizasyon
isleminin derin dondurucuda dondurulma islemine gore, TRIS (Ts) katkisinin DMSO
(Ds) katkisina gore, 2 ve 5 giinliik inkiibasyon siiresinin ise 10 giinliik inkiibasyon
stiresine gore LAB sayisi1 agisindan daha avantajli oldugu goriilmiistiir.

Bu caligmanin birinci denemesinde hazirlanarak bir ve ii¢ ay siire ile depolanan
LAB sivilarindan elde edilen sonuglar genel olarak degerlendirildiginde; inkiibasyon ve
depolama siiresinin uzamasma bagli olarak elde edilen LAB sivilarindaki LAB
sayilarinda azalmalar goriildiigii, ayrica TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) katkisinin canlilik
oranlar1 lizerine olumlu etki yaptigi, liyofilizasyon isleminin derin dondurucuda

dondurulma iglemine gore avantajli oldugu belirlenmistir.
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4. 2. Ikinci Denemenin Bulgulari

4, 2. 1. Bir Ay Sire ile Depolanmus Laktik Asit Bakteri Sivilar1 Katilms

Yonca Silajlar

Farkli seviyelerde siikroz ilave edilerek farkli siirelerde inkiibe edilmis LAB
stvilariin dondurularak ve liyofilize edilerek bir ay siire ile depolanmasi sonucunda
elde edilen veriler 1s1g1nda (Tablo 4.7, 4.8 ve 4.9) kontrol (katkisiz) grubunun yanisira,
en yiiksek LAB igerigine sahip %S5 siikroz ilavesi ile 2 giin inkiibasyon sonrasinda TRIS
(Ts) katkili liyofilize (2G%5STsL); %10 siikroz ilavesi ile 2 giin inkiibasyon sonrasinda
DMSO (Ds) katkili liyofilize (2G%210SDsL); %10 stkroz ilavesi ile 5 gun inkibasyon
sonrasinda DMSO (Ds) katkili liyofilize (5G%10SDsL) ve %S5 siikroz ilavesi ile 5 giin
inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts) katkili derin dondurucu (5G%5STsDD) gruplar
muamele grubu silajlar olarak hazirlanmistir. Bu c¢alismanin ikinci denemesinde bir
aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB sivilarinin
katilmasiyla elde edilen yonca silajlarinin hazirlanmasinda kullanilan yonca bitkisinin
KM esasma gore KM, HK, HP, ADF ve NDF degerleri sirasiyla; %20.30, %9.95,
%23.70, %37.96 ve %39.14; tamponlama kapasitesi 620 meg/kg KM; SCK igerigi ise
71.10 g/kg KM olarak belirlenmistir.

Bir aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB
stvilarmin yonca silajinin ham besin madde degerleri iizerine etkisi Tablo 4.13’te
sunulmustur. Bir aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB
stvilarinin yonca silajinin ham besin madde degerleri iizerine istatistiksel farklilik
olusturmamistir. Elde edilen silajlarin KM degerleri kontrol, 2G%S5STsL, 2G%10SDsL,
5G%10SDsL ve 5G%5STsDD gruplari igin sirastyla %17.72, %18.33, %18.24, %17.67
ve %18.19 olarak belirlenmis ve gruplar arasinda fark goriilmemistir. Kontrol silajindan
elde edilen HP degeri (%23.34) ile fermente edilmis LAB sivisi ilave edilen gruplarin
HP degerleri (%24.02, %24.31, %23.36 ve %23.82) benzer bulunmustur. Bir aylik
depolama siiresi sonunda elde edilen silajlarin ADF ve NDF degerleri incelendiginde

kontrol grubu ile katkili gruplar arasinda istatistiksel fark bulunmamaistir.
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Tablo 4.13. Bir Aylik Depolama Siiresi Sonunda En Yiiksek LAB Degerlerine Sahip
LAB Sivilarinin Yonca Silajinin Ham Besin Madde Degerleri Uzerine Etkisi.

GRUP KM HK HP ADF NDF
Kontrol 17.72 11.57 23.34 30.06 31.57
2G%5STsL 18.33 10.90 24.02 29.99 32.56
2G%10SDsL 18.24 11.05 2431 29.45 31.65
5G%10SDsL 17.67 11.44 23.36 30.99 32.04
5G%5STsDD 18.19 11.25 23.82 32.86 30.83
SEM 0.091 0.085 0.145 0.412 0.310

KM: Kuru madde, %; HK: Ham kil, %KM; HP: Ham protein, % KM; ADF: Asit deterjanda
¢oziinmeyen lif, % KM; NDF: Nétral deterjanda ¢ozinmeyen lif, % KM; 2G%5STsL: %5 sukroz
ilavesi ile 2 giin inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts) katkil liyofilize LAB sivis;; 2G%10SDsL: %10
stikroz ilavesi ile 2 giin inkiibasyon sonrasinda DMSO (Ds) katkili liyofilize LAB sivisi;; 5G%10SDsL:
%10 siikroz ilavesi ile 5 giin inkiibasyon sonrasinda DMSO (Ds) katkili liyofilize LAB sivisi;
5G%5STsDD: %5 siikroz ilavesi ile 5 giin inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts) katkili derin dondurucuda
dondurulan LAB s1visi.

Bir aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB
stvilarinin - yonca silajinin  fermentasyon kalitesi {izerine etkisi Tablo 4.14°de
sunulmustur. Elde edilen silajlarin pH degerleri incelendiginde; kontrol grubundan elde
edilen pH degeri (5.01), katkili gruplardan elde edilen pH degerleri ile benzer
bulunurken, en yiiksek pH degeri (5.33) 5G%10SDsL katkili gruptan elde edilmistir.
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel fark bulunmamasina karsin 2G%5STsL
ve 2G%10SDsL gruplarindan elde edilen pH degerleri (4.75 ve 4.76) rakamsal olarak
azalmistir. Bir aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB
stvilarinin  yonca bitkisine katilmasiyla hazirlanan silajlarin NH3-N/TN  degerleri
incelendiginde; 2G%5STsL ve 2G%10SDsL gruplarindan elde edilen NH3-N/TN
degerleri (%40.57 ve %42.93) kontrol silajindan elde edilen degerden (50.71) diisiik
bulunurken; 5G%10SDsL grubundan elde edilen NH3-N/TN degeri (%55.07) kontrol
silajindan yiliksek bulunmustur (P<0.01). Elde edilen silajlarin aerobik stabilitelerinin
degerlendirilmesinde 6nemli bir parametre olan COz2 iiretiminde ise bir aylik depolama
stiresi sonunda en ylksek LAB degerlerine sahip LAB sivilar1 CO2 degerlerinde
azalmalara neden olmustur (P<0.01). En yiiksek CO2 Uretimi (9.07 g/kg KM) kontrol
grubundan elde edilirken, en diisik CO2 Uretimi 2G%10SDsL (5.42 g/kg KM) ve
2G%5STsL (6.03 g/kg KM) gruplarindan elde edilmistir (P<0.01).
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Tablo 4.14. Bir Aylik Depolama Siiresi Sonunda En Yiiksek LAB Degerlerine Sahip
LAB Sivilarinin Yonca Silajinin Fermentasyon Kalitesi Uzerine Etkisi.

GRUP pH NHs-N/TN CO2 LA AA PA BA

Kontrol 5.012 50.71P 9.07% |28.41° | 13.29° | 0.00 | 5.31°

2G%5STsL 4,75 40.57° 6.03° | 45.89* | 18.49 | 0.00 | 3.10°

2G%10SDsL 4.76° 42.93¢ 5.42° | 35.44° | 19.50% | 0.00 | 3.65°

5G%10SDsL 5.332 55.072 7.17° | 26.96° | 24.25% | 0.00 | 7.422

5G9%5STsDD | 5.06% 53.76% 6.92° | 25.64° | 25.31% | 0.00 | 7.512

SEM 0.066 1.385 0.296 | 1.946 | 1.133 - 0.465

&0: Ayni siitunda farkli harf tagiyan degerler istatistiksel olarak farkli bulunmugtur (P<0.01), NH3-N/TN:
Toplam azot (TN) igerigindeki amonyak azotu orani, NH3z-N/TN, %; LA: Laktik Asit, g/kg KM; AA:
Asetik Asit, g/kg KM; PA: Propiyonik Asit, g/kg KM; BA: Biitirik Asit, g/kg KM; 2G%5STsL: %5
siikroz ilavesi ile 2 giin inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts) katkili liyofilize LAB sivisi; 2G%10SDsL.:
%10 siikroz ilavesi ile 2 giin inkiibasyon sonrasinda DMSO (Ds) katkili liyofilize LAB sivisi;
5G%10SDsL: %10 siikroz ilavesi ile 5 giin inkiibasyon sonrasinda DMSO (Ds) katkili liyofilize LAB
stvist; 5G%5STsDD: %5 siikroz ilavesi ile 5 giin inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts) katkili derin
dondurucuda dondurulan LAB sivisi.

Bir aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB
stvilarinin  yonca bitkisine katilmasiyla hazirlanan silajlarin 6nemli fermentasyon
kriterlerinden biri olan laktik asit igeriklerine etkisi degerlendirildiginde (Tablo 4.14),
en yiksek laktik asit igerigi 2G%5STsL grubundan (45.89 g/kg KM) elde edilmistir
(P<0.01). Bir aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB
stvilarinin yonca bitkisine katilmasiyla hazirlanan 2G%10SDsL, 5G%10SDsL ve
5G%5STsDD grubu silajlarda kontrol silajina kiyasla asetik asit degerlerinde artis
goriilmistiir (P<0.01). En yiiksek asetik asit igerigi (25.31 g/lkg KM) ile 5G%5STsDD
belirlenirken (Tablo 4.14), en diisiik asetik asit degeri ise kontrol grubu yonca silajindan
elde edilmistir (P<0.01). Bir aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine
sahip LAB sivilarinin yonca bitkisine katilmasiyla hazirlanan yonca silajlarinin
higbirinde propiyonik asit belirlenemezken (Tablo 4.14), bitirik asit ise en yiiksek
5G%10SDsL ve 5G%S5STsDD gruplarinda sirasiyla 7.42 ve 7.51 g/kg KM olarak; en
diistik biitirik asit degeri ise 2G%5STsL grubunda 3.10 g/kg KM olarak belirlenmistir
(P<0.01).
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4.2.2. Uc¢ Ay Siire ile Depolanmis Laktik Asit Bakteri Sivilar1 Katilns

Yonca Silajlar

Farkli seviyelerde siikroz ilave edilerek farkli siirelerde inkiibe edilmis LAB
stvilarinin dondurularak ve liyofilize edilerek ii¢ ay siire ile depolanmasi sonucunda
elde edilen veriler 1s181inda (Tablo 4.10 ve 4.11) kontrol (katkisiz) grubun yanisira, en
yiiksek LAB icerigine sahip %S5 siikroz ilavesi ile 2 giin inkiibasyon sonrasinda DMSO
(Ds) katkil1 liyofilize (2G%5SDsL); %S5 siikroz ilavesi ile 5 giin inkiibasyon sonrasinda
TRIS (Ts) katkili liyofilize (5G%5STsL); %10 siikroz ilavesi ile 5 giin inkiibasyon
sonrasinda TRIS (Ts) katkili liyofilize (5G%10STsL) ve %10 siikroz ilavesi ile 5 giin
inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts) katkili derin dondurucu (5G%10STsDD) gruplar
muamele grubu silajlar olarak hazirlanmigtir. Bu g¢alismanin ikinci denemesinde {i¢
aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB sivilarinin
katilmasiyla elde edilen yonca silajlarinin hazirlanmasinda kullanilan yonca bitkisinin
KM esasina gore KM, HK, HP, ADF ve NDF degerleri sirasiyla; %23.80, %10.81,
%19.73, %37.44 ve %43.11; tamponlama kapasitesi 500 meg/kg KM; SCK igerigi ise
76.20 g/kg KM olarak belirlenmistir.

Uc aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB
stvilarinin yonca silajinin ham besin madde degerleri iizerine etkisi Tablo 4.15°de

sunulmustur.

Tablo 4.15. U¢ Aylik Depolama Siiresi Sonunda En Yiksek LAB Degerlerine Sahip
LAB Sivilarinin Yonca Silajinin Ham Besin Madde Degerleri Uzerine Etkisi.

GRUP KM HK HP ADF NDF
Kontrol 23.78 11.56 20.07% 28.92 35.07
2G%5SDsL 23.49 11.50 19.45" 29.79 34.83
5G%5STsL 23.95 11.17 19.22° 31.55 35.57
5G%10STsL 23.75 11.38 19.53" 30.59 34.81
5G%10STsDD 23.98 1141 19.23 30.61 35.87
SEM 0.158 0.052 0.087 0.337 0.321

ab: Ayni siitunda farkli harf tagiyan degerler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (P<0.01), KM: Kuru
madde, %; HK: Ham kil, %KM; HP: Ham protein, % KM; ADF: Asit deterjanda ¢6ziinmeyen lif, %
KM; NDF: Nétral deterjanda ¢6zinmeyen lif, % KM; 2G%5SDsL: %5 siikroz ilavesi ile 2 giin
inkiibasyon sonrasinda DMSO (Ds) katkili liyofilize LAB sivisi; 5G%5STsL: %5 sukroz ilavesi ile 5
giin inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts) katkili liyofilize LAB sivis1; 5G%10STsL: %10 siikroz ilavesi
ile 5 giin inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts) katkili liyofilize LAB sivis1; 5G%10STsDD: %10 siikroz
ilavesi ile 5 giin inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts) katkili derin dondurucuda dondurulan LAB stvisi.
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Elde edilen silajlarn KM degerleri kontrol, 2G%5SDsL, 5G%S5STsL,
5G%10STsL ve 5G%10STsDD gruplart icin sirastyla %23.78, %23.49, %23.95,
%23.75 ve %?23.98 olarak belirlenmis ve gruplar arasinda istatistiksel fark
goriilmemistir. Kontrol silajindan elde edilen HP degeri (%20.07), fermente edilmis
LAB sivisi ilave edilen gruplarin HP degerlerinden (%19.45, %19.22, %19.53, %19.23)
yiiksek bulunurken (P<0.01); ADF ve NDF degerleri bakimindan kontrol ile katkili
silajlar arasinda fark bulunmamustir.

Ug aylik depolama siiresi sonunda en yilksek LAB degerlerine sahip laktik asit
bakteri sivilarinin yonca silajiin fermentasyon kalitesi {izerine etkisi Tablo 4.16’de
sunulmustur. Elde edilen silajlarin pH degerleri incelendiginde; kontrol grubundan elde
edilen deger (5.15), katkil1 gruplardan elde edilen pH degerlerinden yiiksek bulunurken,
en diistik (4.91) pH degeri 2G%5SDsL grubundan elde edilmistir (Tablo 4.16, P<0.01).
Uc aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB sivilarmin
yonca bitkisine katilmasiyla hazirlanan silajlarin NH3-N/TN degerleri incelendiginde
(Tablo 4.16), 2G%5SDsL grubundan elde edilen NH3-N/TN degeri (%25.40) kontrol
grubundan elde edilen degerden diisiik bulunmustur (P<0.01). Elde edilen silajlarin
aerobik stabilitelerinin degerlendirilmesinde 6nemli bir parametre olan CO: Uretiminde
ise ii¢ aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB sivilarinin

katilmasiyla hazirlanan silajlarda kontrol silajina kiyasla istatistiksel fark goriilmemistir.

Tablo 4.16. Ug Aylik Depolama Siiresi Sonunda En Yiiksek LAB Degerlerine Sahip
LAB Sivilarinin Yonca Silajinin Fermentasyon Kalitesi Uzerine Etkisi.

GRUP pH NH3-N/TN | CO2 LA AA PA BA
Kontrol 5.15° 29.66% 512 | 14.19° | 14.25 | 0.00 | 4.31°
2G%5SDsL 4.91° 25.4Q° 455 | 26.09° | 18.50 | 0.00 | 2.92°
5G%5STsL 4.92° 27.08% 484 | 25.41° | 16.99 | 0.00 | 2.98°
5G%10STsL 4.90° 26.822 454 | 23.68° | 15.02 | 0.00 | 2.95°
5G%10STsDD 5.03° 29.12° 456 | 12.67° | 17.57 | 0.00 | 4.12°
SEM 0.024 0.440 0.121 | 1.375 | 0.665 - 0.415

&t Aym siitunda farkli harf tagiyan degerler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (P<0.01), NHs-
N/TN: Toplam azot (TN) i¢erigindeki amonyak azotu orani, NH3-N/TN, %; LA: Laktik Asit, g/kg KM;
AA: Asetik Asit, g/kg KM; PA: Propiyonik Asit, g/kg KM; BA: Butirik Asit, g/kg KM; 2G%5SDsL :
%35 siikroz ilavesi ile 2 giin inkiibasyon sonrasinda DMSO (Ds) katkili liyofilize LAB sivisi;
5G%5STsL: %S5 siikroz ilavesi ile 5 giin inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts) katkili liyofilize LAB sivist;
5G%10STsL: %10 siikroz ilavesi ile 5 giin inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts) katkili liyofilize LAB
stvist; 5G%10STsDD: %10 siikroz ilavesi ile 5 giin inkiibasyon sonrasinda TRIS (Ts) katkili derin
dondurucuda dondurulan LAB sivist.
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Ug aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB
stvilarimin yonca bitkisine katilmasiyla hazirlanan silajlarin CO2 {iiretim degerleri
rakamsal olarak azalmistir (Tablo 4.16). Ug aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek
LAB degerlerine sahip LAB sivilarinin yonca bitkisine katilmasiyla hazirlanan silajlarin
O6nemli  fermentasyon kriterlerinden biri olan laktik asit igerikleri etkisi
degerlendirildiginde (Tablo 4.16), en yuksek laktik asit icerikleri 2G%5SDsL,
5G%5STsL ve 5G%10STsL gruplarindan sirastyla 26.09, 25.41 ve 23.68 g/kg KM; en
diisiik laktik asit degerleri ise kontrol ve 5G%10STsDD gruplarindan sirasiyla 14.19 ve
12.67 g/kg KM olarak belirlenmistir (P<0.01). Ug aylik depolama siiresi sonunda en
yuksek LAB degerlerine sahip LAB sivilarinin yonca bitkisine katilmasiyla hazirlanan
silajlarin asetik asit degerleri kontrol grubu ile benzer bulunmustur. Rakamsal olarak en
yiksek asetik asit degeri (18.50 g/kg KM) 2G%5SDsL grubunda belirlenirken, en
diistik asetik asit degeri ise kontrol grubu yonca silajindan (14.25 g/kg KM) elde
edilmistir (Tablo 4.16). Ug aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine
sahip LAB sivilarinin yonca bitkisine katilmasiyla hazirlanan yonca silajlariin
hicbirinde propiyonik asit belirlenemezken, butirik asit ise en yuksek kontrol ve
5G%10STsDD grubu silajlarda 4.31 ve 4.12 g/kg KM olarak; en diisiik biitirik asit
degerleri ise 2G%5SDsL, 5G%5STsL ve 5G%10STsL gruplarinda sirasiyla 2.92, 2.98
ve 2.95 g/kg KM olarak belirlenmistir ((Tablo 4.16), P<0.01).
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5. TARTISMA

Bu c¢alismanin birinci denemesinde fermente edilmis LAB sivisinin
hazirlanmasinda kullanilan yonca bitkisi ile birinci denemenin sonuglarina gore bir ve
Uc ay depolama siiresi sonunda silaj materyali olarak kullanilan yonca bitkilerinin
tamponlama kapasiteleri ise sirastyla 670, 620 ve 500 meq/kg KM olarak belirlenmistir.
Bu degerler; Turan ve Oneng (108), Cotuk (109) ile Ohshima ve ark. (75)’nin yonca
bitkisinin tamponlama kapasitesi igin bildirdikleri degerlerden (720, 728 ve 683 meqg/kg
KM) diisiik; Zheng ve ark. (110)’nin bildirdigi degerler (522-589 meqg/kg KM) ile
benzer; Qinhua ve ark. (111), Ohshima ve ark. (75); Wang ve ark. (71) ile Nishino ve
ark. (73)’nin bildirdikleri degerlerden (226, 470, 460 ve 426 meg/kg KM) yuksek
bulunmustur. Bu c¢alismada fermente edilmis LAB sivisinin hazirlanmasinda ve
depolanan (bir ve {ig ay siire ile) LAB sivilarinin ilave edilmesi ile hazirlanan silajlarda
silaj materyali olarak kullanilan yonca bitkisinin HP degerlerinin azalmasma (%31.1,
%23.70 ve %19.73 KM) bagh olarak kullanilan yonca bitkilerinin tamponlama
kapasitesi degerlerinde de azalmalar (670, 620 ve 500 meg/kg KM) meydana gelmistir.
Bitkilerin tamponlama 6zelliklerinin biiyiik bir kismi yapilarindaki anyonlardan
(organik asit tuzlari, ortofosfatlar, siilfatlar, nitratlar ve kloriirler) kaynaklanirken,
yaklagik %10-20’lik bir kismi ise bitkinin protein igeriginden kaynaklanmaktadir (112).
Bitkilerin tamponlama kapasiteleri bitkinin tiirii, vejetasyon donemi, topragin
glibrelenmesi ve soldurma islemi gibi faktorlerden de etkilenmektedir (113,114). Suda
¢oziinebilir karbonhidrat (SCK) ve nisasta icerigi yiiksek bitkiler diisiik tamponlama
kapasitesine sahipken, baklagil otlar1 ise yiiksek tamponlama kapasitesine sahiptir.
Bitkinin vejetasyon doneminin ilerlemesine bagli olarak tamponlama kapasitesi
azalirken, topragin azotlu giibreler ile gilibrelenmesi ise tamponlama kapasitesini
artirmaktadir. Soldurma islemi bitkinin yapisinda bulunan organik asitlerinin
azalmasina bagli olarak tamponlama kapasitesini diisiirmektedir. Silolanan bitkinin
yiiksek tamponlama kapasitesine sahip oldugu durumlarda Clostridia tiir(i bakteriler silo
ortaminda baskin hale gegerler, bunun sonucunda silaj fermentasyonu Clostridial
fermentasyona dogru kayar ve elde edilen silajlarin pH ve biitirik asit degerleri

yiikselirken, laktik asit degerleri azalir (15,24,113,114).
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Bu c¢alismanin birinci denemesinde fermente edilmis LAB sivisinin
hazirlanmasinda kullanilan yonca bitkisi ile bir ve {i¢ ay siire ile depolanmis LAB
sivilart ilave edilerek hazirlanan silajlarda silaj materyali olarak kullanilan yonca
bitkisinin SCK degerleri sirasiyla (51.30, 71.10 ve 76.20 g/kg KM) olarak
belirlenmistir. Bu degerler yonca bitkisi i¢in Cotuk (109) ile Turan ve Oneng (108)
yaptiklar1 ¢aligmalardan elde ettikleri degerlerden (78.0 ve 84.0 g/kg KM) diisiik; Bai ve
ark. (115), Ohshima ve ark. (75); Nishino ve ark. (73)’nin bildirdikleri degerler (56.0,
57.9 ve 61.7 g/kg KM) ile benzer; Qinhua ve ark. (111), Zheng ve ark. (110), Okuyucu
ve ark. (116) ile Wang ve ark. (71)’nin bildirdikleri degerlerden (50.8, 45.0, 15.0 ve
49.4 g/kg KM) yiiksek bulunmustur. Yonca gibi yiksek tamponlama kapasitesine sahip
baklagil kaba yemlerinde partikiil boyutunun azaltilmasi ve soldurma isleminin siiresine
bagli olarak bitkinin KM degerinin yiikselmesi (%30-50 KM) bitkinin SCK igerigini
arttirmaktadir (24,43). Kendall (11) baklagil otlarinin dogal olarak yetersiz miktarda
SCK ihtiva ettigini, genel olarak bitkilerin SCK igerigi iizerine vejetasyon doneminin,
hasat metodunun, hava durumunun ve iiretim asamasinda giibre kullaniminin etkili
oldugunu bildirmektedir. Benzer sekilde Haigh (117) silajlik bitkilerde SCK igeriginin
iklim kosullarindan etkilendigini, glines 1518inin az ve fazla yagish bolgelerde yetisen
bitkilerin SCK igeriginin diisiik oldugunu bildirmektedir. Silajlik materyallerde SCK
iceriginin yiiksek olmasi silaj fermentasyonu sirecinde meydana gelebilecek KM
kaybini azaltmaktadir (24,118). Bu ¢aligmada da kaynak bilgilerine uyumlu olarak bir
ve U¢ ay siire ile depolanan LAB sivilarin ilavesiyle hazirlanan silajlarda kullanilan
yonca bitkisinin SCK degerleri sirasiyla 71.10 ve 76.20 g/kg KM; KM degerleri ise
sirastyla %20.30 ve %23.80 olarak tespit edilmis, KM degerinin artisina bagl olarak
silaj materyali olarak kullanilan yonca bitkisinin SCK degerlerinde kismi artislar

gOriilmiistiir.

5. 1. Birinci Deneme

Bu c¢alismanin birinci denemesinde fermente edilmis LAB sivilarinin
hazirlanmasinda kullanilan taze yonca bitkisinin LAB sayis1 1x10° kob/ml olarak tespit
edilmistir. Bu deger Bureenok ve ark. (119), Ohshima ve ark. (75) ve Wang ve ark.
(71)’nin yonca bitkisinin LAB sayilarma iliskin bildirisleri (1x10%, 3x10° ve 4.32x10*
kob/ml) ile uyumlu bulunmustur. Bigim 6ncesi bitkiye bulasik olan LAB sayis1 1x10*

69



kob/gr’dan 1.0x10" kob/gr’a kadar degisebilmekte ve silaji yapilacak bitkilere bulasik
olan LAB sayisinda ve tiirlerinde farkliliklar bulunmaktadir. Bu farkliliklarin sebepleri
arasinda; ¢evre sicakligi, ultraviyole 1sinlar, ¢evresel nem ile bitkinin kendisi ile alakali
bircok faktdr sayilabilir. Yapilan bazi ¢alismalarda silajlik bitkilerin par¢alanmasinin
bitkinin yapisinda bulunan bakteri sayisini arttirdigi yoniinde bildirimler bulunmaktadir

(49,54).

Bu c¢alismada taze olarak hazirlanan fermente edilmis LAB sivilarinda; slikroz
seviyesinin artigina bagli olarak on giinliik inkiibasyon suresi sonunda toplam LAB
sayist azalirken; iki ve bes giinlik inkUbasyon sirelerinde ise bu durumun aksine
toplam LAB sayisinda genel olarak bir artis egilimi goriilmiistiir (Tablo 4.3, 4.4 ve 4.5).
Slkroz seviyesi ve inkiibasyon siiresine bagli olarak, %3 ve %S5 siikroz katkili gruplarda
iki, bes ve on giinliik, %10 siikroz katkili gruplarda ise 5 giinliik inkiibasyon sirelerinde
LAB’nin logaritmik artis doneminin devam ettigi; %10 siikroz katkili grupta on giinliik
inklibasyon siiresinde LAB sayisinda azalmanin oldugu gorilmistir (P<0.01). On
gunluk inkubasyon siiresi ve %10 siikroz katkili gruptaki LAB sayisindaki azalmanin
nedeni; ortamda sayica artan LAB’nin ihtiyaci olan besin maddelerinin zamana bagl
olarak azalmasi, toksik madde miktarindaki artis (laktik asit, asetaldehit, peroksit vb.)
ve ortam pH degerinin diigmeye baslamasindan kaynaklanabilmektedir. Bu durumun
sonucu olarak ortamda kalabilen canli mikroorganizma sayisinda azalma, aktivitesini
yitiren mikroorganizma sayisinda ise artig sekillenmektedir (14).

Mikroorganizmalarin ~ dondurularak  saklanmasinda uygulanan dondurma
isleminin sekli ve hizli sogutma maksimum hiicre canliliginin saglanmasinda 6nem
tasimaktadir (120,121). Bakteri hiicre zarinda dondurulma islemi ile olusan hasar,
hiicrenin bulundugu ortamin yiiksek ¢ozelti konsantrasyonuna ve hiicre i¢i buz
kristallerine bagli olabilecegi bildirilmektedir (122,123). Mikroorganizmalarin
dondurularak muhafaza edilmesinde kryoprotektan kullanilmasi dondurulma islemi
sirasinda hiicre icinde ve hiicre disinda biiyiikk buz kristali olusumunu engelleyerek
dondurulmus mikroorganizmalarin  yiiksek mikrobiyal canliliga ulasmalarini
saglamaktadirlar (122).

Bu calismada taze olarak hazirlanmis LAB sivilan ile kiyaslandiginda, derin
dondurucuda kryoprotektan katkis1 yapilmadan dondurulan (katkisiz) gruplarda iki ve

bes giinliik inkiibasyon siirelerinde siikroz seviyesindeki (%3, %5 ve %10) artisa bagh
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olarak mikrobiyal canlilik oranlar iki giinliik inkiibasyon suresinde %86, %87 ve %93;
bes giinliik inkiibasyon siiresinde ise %74, %84 ve %86 olarak tespit edilmis, iki ve bes
giinliik inkiibasyon siirelerinde siikroz seviyesinin artisina bagli olarak canlilik oraninin
yikseldigi ve en yiiksek canlilik oranlarinin %10 siikroz katkisindan elde edildigi
goriilmistiir. On giinliik inkiibasyon siiresinde ise en yiiksek canlilik orant %5 siikroz
katkili gruptan (%82) elde edilmistir (Tablo 4.5).

Farkli seviyelerde siikroz ilavesi ve degisik siirelerde inkibe edilerek elde edilen
LAB sivilarina TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) kryoprotektanlar1 ilave edilerek derin
dondurucuda dondurulmus LAB sivilarinin (Tablo 4.3, 4.4 ve 4.5) bir ve U¢ ay
depolama Oncesi LAB canlilik oranlari, taze LAB sivist ile kiyaslandiginda en yiiksek
canlilik oranlarinin 2G%3S, 2G%5S ve 2G%10S gruplarinda TRIS (Ts) katkis1 ile %97,
%97 ve %99 olarak, DMSO katkisinda ise %81, %87 ve %87 olarak tespit edilmistir
(Tablo 4.5). Aymi gruplarda (2G%3S, 2G%5S ve 2G%10S) bir aylik depolama siiresi
sonunda TRIS (Ts) katkisi ile mikrobiyal canlilik oran1 %90, %89 ve %88 olarak
bulunurken, iic ay depolama siiresi sonunda ise ayni gruplar i¢in mikrobiyal canlilik
orani %82, %75 ve %80 olarak tespit edilmis ve depolama siiresinin uzamasina bagh
olarak mikrobiyal canlilik oraninda taze LAB sivilarina kiyasla azalmalar goriilmistiir
(Tablo 4.9 ve 4.12). Bu g¢alismada 2G%3S, 2G%5S ve 2G%10S gruplarinda DMSO
(Ds) katkisina bagli olarak canlilik oranlari bir aylik depolama siiresi sonunda %82,
%83 ve %83 olarak belirlenirken (Tablo 4.9), ii¢ aylik depolama siiresi sonunda ayni
gruplar icin %48, %51 ve %59 olarak belirlenmis ve depolama siiresinin uzamasina
bagli olarak mikrobiyal canlilik oraninda taze LAB sivilarina kiyasla azalmalar
goriilmiistiir (Tablo 4.12).

Bu calismada derin dondurucuda dondurularak bir ve {i¢ ay depolama siiresi
sonrasinda hazirlanan yonca silajlarinda katki olarak kullanilan 5G%S5TsDD grubunun
canlilik oran1 %99’dan %88’e, 5G%10TsDD grubunun ise canlilik oran1 ise %86’dan
%85’e diismiistiir. Greaves (124)’in yaptig1 ¢alismada dondurularak muhafaza edilen
mikroorganizmalarin korunmasinda en uygun seker kaynaginin siikroz oldugu bilgisi,
bu ¢aligsmada siikroz seviyesinin artigina bagli olarak belirlenen yliksek canlilik oranlar
ile uyumlu bulunmustur.

Saf mikroorganizma kdltirlerinin steril st icerisinde eksi 30-40 °C’de

dondurulmasi halinde bakterilerin birkag ay canliliklarin1  koruyabileceklerini
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belirtilmektedir (125). Baati ve ark. (86) Lb. acidophilus’un dondurularak saklanmasi
ile ilgili yapmis oldugu caligmada; Lb. acidophilus’a uygulanan dondurma isleminin
sicakligina ve siispansiyon ortamina bagli olarak %24 ile %89 arasinda mikrobiyal
canliligin korudugunu bildirmislerdir. Aynm1 ¢alismada Lb. acidophilus bakterisinin
dogrudan -80 °C’de dondurulmasi sonucu mikrobiyal canlilik orant %42.65 olarak
belirlenmesine karsin, dondurulma sicaklifinin yavas yavas azaltilmasi sonucu
(swrasiyla 37, 20, -4, -20, -80 °C) yapilan dondurma isleminde mikrobiyal canliligin
%74’e ¢iktig1 belirlenmistir. En fazla mikrobiyal kayip ise -4 °C ile -20 °C arasinda
gerceklestigi gozlenmistir. Mikroorganizmalara uygulanacak dondurma islemi Oncesi
yapilacak olan bir 6n dondurma isleminin mikrobiyal canliligin artisinda Onemli
oldugunu belirtmistir. Bu calisgmada depolama oOncesi (1 ve 3 ay sire ile) derin
dondurucuda dondurularak elde edilen mikrobiyal canlilik orami katkisiz gruplarda
%74-%93, TRIS (Ts) katkili gruplarda %85-%99, DMSO (Ds) katkili gruplarda ise
%63-%87 araliginda belirlenmistir. Bu ¢alismada dondurulan fermente edilmis LAB
gruplarinda, depolama siiresinin uzamasina (1 ve 3 ay) bagh olarak TRIS (Ts) katkili
gruplardan elde edilen mikrobiyal canlilik oranlar, katkisiz ve DMSO (Ds) katkil
gruplara gore daha yiiksek bulunmustur. Derin dondurucuda dondurulan gruplarda
genel olarak depolama siiresinin uzamasma bagl olarak TRIS (Ts) ve DMSO (Ds)
katkili gruplarda mikrobiyal canlilik azalmistir.

Liyofilizasyon iglemi ile kurutularak elde edilmis LAB sivilarinin nem icerikleri
Tablo 4.6’te sunulmustur. Genel olarak liyofilize edilmis kiiltiirlerdeki nem igeriginin
%2 veya daha diisiik diizeyde olmasi istenmekte ve nem igeriginin %2 veya altinda
bulunmasi liyofilizasyonun isleminin basarisinin  bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir (126). Bu c¢alisma kapsaminda liyofilize edilerek kurutulmus LAB
stvilarindaki nem igerikleri %8.22 ile %16.64 araliginda bulunmustur. Bu calismada
liyofilizasyon islemi sonucunda elde edilen LAB sivilarinin nem icerikleri dénceden
yapilmis ¢alismalarla kiyaslandiginda, bu g¢alismadan elde edilen nem degerlerinin
yiiksek oldugu goriilmistiir (127,128) Bu ¢alismada liyofilizasyon islemi ile elde edilen
LAB sivilarinda daha yiliksek nem degerlerinin tespit edilmesinin sebebi; liyofilizasyon
isleminin son basamagi olan ve iriin icerisindeki bagil su miktarin1 azaltan sekonder

kurutma zamaninin kisa tutulmasi ile agiklanabilir (128).
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Mikroorganizmalarin ve hiicre kiiltiirlerinin liyofilize edilerek kurutulma
isleminde mikrobiyal canlilik ve aktiviteyi etkileyen pek ¢ok faktdr bulunmaktadir. Bu
faktorler arasinda bakterinin cinsi, tiirii, susu ve yasi, liretme ortami, islem Oncesi hiicre
yogunlugu, ortam sartlari, kryoprotektan ¢esidi, islem sonrasi kiiltiiriin korundugu ortam
sartlari, kiiltirde kalan nem miktari, depolama kosullar1 (sicaklik, siire, 151k),
sulandirmada kullanilan ¢o6zeltinin bilesimi ve sicakligi sayilabilir. Bu faktorlerin
disinda liyofilizasyon islemi sirasinda kullanilan sistem, sublimasyonun fazla olmasi,
baslangic dondurulma 1sis1, bakteriyofaj riski vb. faktorlerin de liyofilize edilmis
kiiltirlerin canlilik ve aktiviteleri tizerine etkili oldugu bilinmektedir (129).

Farkli seviyelerde siikroz ilavesi ile degisik siirelerde inkube edilerek elde edilen
taze, katkisiz ile TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) katkili olarak hazirlanarak derin
dondurucuda dondurulmus ve liyofilize edilerek kurutulmus LAB sivilarinin bir ve ii¢
ay depolama oOncesi LAB canlilik oranlar1 Tablo 4.5’te verilmistir. Taze olarak
hazirlanmis LAB sivilart ile kiyaslandiginda, liyofilizasyon islemi ile kurutulan katkisiz
gruplarda en yiiksek canlilik oranlarinin iki ve bes giinliik inkiibasyon sirelerinde %5
stikroz katkili gruplarda %93 ve %97 olarak tespit edilirken, on ginlik inkibasyon
stiresinde ise %3 siikroz katkili grupta %88 olarak belirlenmistir. Derin dondurucuda
dondurulan gruplarda ise en yiiksek mikrobiyal canlilik 2 giin inkiibasyon %10 siikroz
katkilt grupta %93 olarak tespit edilmistir. Taze olarak hazirlanmis LAB sivilan ile
derin dondurucuda dondurulan gruplar kiyaslandiginda; TRIS (Ts) katkili gruplarda en
yiiksek canlilik oranlarinin iki giinltik inklbasyon slresinde %3, %5 ve %10 siikroz
(%97, %97, %99) ve on gunluk inkibasyon siresinde ise %3 ve %10 siikroz katkili
gruplarda (%90, %95) tespit edilmistir. Genel olarak degerlendirildiginde; derin
dondurucuda TRIS (Ts) katkili gruplarda en yiiksek mikrobiyal canlilik orani tespit
edilirken, en diisiikk mikrobiyal canlilik orani ise DMSO (Ds) katkili gruplarda (%63-
%87) belirlenmistir. Taze olarak hazirlanmis LAB sivilar ile liyofilizasyon islem ile
kurutulan gruplar kiyaslandiginda; TRIS (Ts) katkili gruplarda en yiiksek canlilik
oraninin iki ve bes gilinliik inkiibasyon siiresinde %3 ve %5 siikroz katkili gruplarda
(%96-%99) tespit edilmistir. DMSO katkili gruplarda ise; en yiiksek canlilik oranlart 2,
5 ve 10 glin inkibasyon sirelerinde %3 siikroz (%97-98) ve 10 ginlik inkibasyon
stiresinde %10 slkroz (%98) katkili gruplarda belirlenmistir (Tablo 4.5). Genel olarak
degerlendirildiginde; liyofilizasyon islemi ile kurutulmada TRIS (Ts) katkili grup en
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yiiksek mikrobiyal canlilik oranini korurken, en yliksek mikrobiyal kayip orani katkisiz
gruplarda belirlenmistir.

Bu calismada taze olarak elde edilmis fermente edilmis LAB sivilarn ile
kiyaslandiginda; liyofilize edilerek kurutulan LAB sivilarinin bir aylik depolama siiresi
sonunda TRIS (Ts) katkili gruplarda en yiiksek canlilik oraninm iki giinliik inkiibasyon
stiresinde %3 ve %5 siikroz katkili gruplarda %99 ve %93; bes giinliik inkiibasyon
stiresinde %3 ve %S5 siikroz katkili gruplarda ise %96 ve %98 olarak tespit edilmistir.
Liyofilize edilerek kurutulan LAB sivilarinda bir aylik depolama siiresi sonunda DMSO
(Ds) katkil1 gruplarda en yiiksek canlilik oranlari iki ve bes giinliik inbasyon siirelerinde
%94-%99 araliginda belirlenmistir (Tablo 4.9).

Farkli seviyelerde siikroz ilavesi ve degisik siirelerde inkiibe edilerek hazirlanan
siikroz katkil1 (%3, %5 ve %10) LAB sivilaria TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) ilave edilerek
liyofilizasyon islemi ile kurutulmus LAB sivilarinin bir ay siire ile depolanmasi
sonucunda iki ve bes giinliik inkiibasyon siirelerinde tiim siikroz seviyesinde mikrobiyal
canlilik oranlart %90’ iizerinde bulunurken, on giinliik inklibasyon slresinde ise
mikrobiyal canlilik oranlar1 %75’in altina diigmiistiir.

Bu calismada liyofilize edilerek bir aylik depolama siiresi sonrasinda hazirlanan
yonca silajlarinda katki olarak kullanilan 2G%S5STsL, 2G%10DsL ve 5G%10SDsL
gruplarindaki LAB’nin canlilik oranlar1 sirasiyla %99, %99 ve %95 olarak tespit
edilmistir (Tablo 4.9). Liyofilize edilerek {i¢ aylik depolama siiresi sonrasinda
hazirlanan yonca silajlarinda katki olarak kullanilan 2G%S5SDsL, 5G%S5STsL ve
5G%10STsL gruplarindaki LAB’nin canlilik oranlar1 ise %99, %98 ve %92 olarak
belirlenmistir (Tablo 4.12).

Bu caligmada liyofilizasyon islemi ile kurutulan gruplarda, depolama siiresinin
uzamasina (bir ve ii¢ ay) bagl olarak TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) katkil1 gruplardan elde
edilen canlilik oranlari, depolama siiresinin uzamasina bagli olarak azalmistir. Canlilik
oranindaki en yiiksek kayip on giinliik inkiibasyon siirelerinde goriilmistiir (Tablo 4.9
ve 4.12).

Ferry (130)’nin yaptigi bir caligmada liyofilizasyon iglemi ile kiiltiir
korunmasinda %5 ile %10 arasi seker katkisinin en ideal oldugunu belirtirken, Greaves

(124) ise siikroz oraninin %10'u agmamasi gerektigini, kullanilan siikroz oranin %10-20

74



arasinda oldugu durumda liyofilize edilen kiiltiiriin canlilik oraninda zamana bagh
olarak azalma oldugunu belirtmektedir.

Bu ¢alismada anaerob ve aerotolerant 6zellik gosteren laktik asit bakterilerinin,
liyofilize edilerek kurutulmasi ile elde edilen liyofilize LAB sivilarinda yiiksek
mikrobiyal canliliklarin1 devam ettirmeleri, gida mikrobiyolojisi alaninda anaerob ve
Ozellikle aerotolerant mikroorganizmalarin korunmasi ve muhafaza edilmesinin daha
kolay oldugu bildirimi ile uyumlu bulunmustur (129).

Laktik asit bakterilerinin korunmasinda derin dondurucuda dondurma ve
liyofilizasyon yontemleri kullanilmakla birlikte o6zellikle liyofilizasyon islemi
uygulanarak yapilan kurutma yonteminde mikrobiyal kiiltiir yogunlugunun yiiksek
miktarlarda korunmasi saglanmaktadir (131). De Giulio ve ark. (131)’nin bildirimi ile
uyumlu olarak bu ¢alismada da liyofilizasyon yonteminin, derin dondurucuda dondurma
islemine gore mikrobiyal canlilig1 daha fazla korudugu gorilmistiir.

Yogurt tiretiminde kullanilan bakterilerin liyofilize edilmeleri {izerine yapilan
cesitli arastirmalarda liyofilizasyon isleminden hemen sonra %100 diizeyinde canlilik
elde edilmesine karsilik, canlilik oraninin depolama siiresinin uzamasina bagli olarak
azalmasi (94), bu calismada liyofilize edilen LAB sivilarinin bir ve {i¢ ay siire ile
depolanmalar1 sonunda canlilik oranlarinin azalmasi sonucu ile uyumlu bulunmustur.

Pmarkara (89) liyofilizasyon islemi ile kurutularak bir ve ¢ ay sure ile
depolanan farkli tiirlerdeki LAB’nin canlilik oranlari iizerine siikroz, TRIS ve DMSO
katkilarmin etkilerini arastirmistir. Arastirmada liyofilizasyon islemi Oncesinde %5
seviyesinde siikroz katkisina bagli olarak Streptococcus salivarius ssp. thermophilus,
Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis, Lactococcus
lactis ssp. lactis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus helveticus
ve Lactobacillus bulgaricus’un bir aylik depolama siiresi sonunda canlilik oranlart
sirastyla %98, %99, %97, %95, %94, %98, %93 ve %98 olarak bulunurken; ayni
mikroorganizmalar i¢in {i¢ aylik depolama siiresi sonunda elde edilen canlilik oranlari
sirasiyla %85, %87, %86, %81, %85, %97, %89 ve %87 olarak belirlenmistir. Pinarkara
(89)’nin calismasinda liyofilizasyon islemi dncesinde %10 seviyesinde TRIS katkisina
bagli olarak Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, Lactococcus lactis ssp.
cremoris, Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. lactis,

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus helveticus ve Lactobacillus
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bulgaricus’un bir aylik depolama siiresi sonunda canlilik oranlari sirastyla %98, %97,
%98, %95, %97, %98, %97 ve %98 olarak bulunurken; ayn1 mikroorganizmalar i¢in U¢
aylik depolama siiresi sonunda elde edilen canlilik oranlar1 sirasiyla %88, %93, %91,
%88, %90, %94, %94 ve %90 olarak belirlenmistir. Ayni arastirmada (89)
liyofilizasyon iglemi Oncesinde %0.1 oraninda DMSO katkisina bagli olarak
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, Lactococcus lactis ssp. cremoris,
Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus helveticus ve Lactobacillus bulgaricus’un
bir aylik depolama siiresi sonunda canlilik oranlart sirasiyla %91, %99, %94, %94,
%98, %99, %95 ve %98 olarak bulunurken; ayni mikroorganizmalar i¢in ii¢ aylik
depolama siiresi sonunda elde edilen canlilik oranlar sirastyla %85, %90, %87, %89,
%79, %92, %85 ve %78 olarak belirlenmistir.

De Giulio ve ark. (131) %32 sakkaroz ilavesiyle Lactobacillus bulgaricus ve
Streptococcus salivarius ssp. Thermophilus suslarinin liyofilizasyon islemi sonrasinda
canlilik oranlarmin %95; Morichi (92) ise bu sonucun aksine sakkaroz ilavesi ile
Lactobacillus ~ bulgaricus’un canlilik oranmin %38 diizeyinde korundugunu
bildirmektedir. Bu ¢alismada taze olarak hazirlanmig fermente edilmis LAB sivilari ile
kiyaslandiginda, %3 ve %5 siikroz ilavesi ile kryoprotektan olarak TRIS (Ts) katkistyla
liyofilize edilmis LAB sivilarinin canlilik oranlar1 degerleri De Giulio ve ark. (131) ve

Pinarkara (89)’nin elde ettikleri sonuglarla uyumlu bulunmustur.

5. 2. ikinci Deneme

Bir aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB
stvilarinin katilmasiyla elde edilen 2G%S5STsL, 2G%10SDsL ve 5G%S5STsDD katkili
gruplarin KM degerleri (%18.33, %18.24 ve %18.19) kontrol grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel fark gorilmemesine karsin, muamele gruplarinda rakamsal artiglar tespit
edilmistir (Tablo 4.13). Ohshima ve ark. (72)’nin yonca bitkisine fermente edilmis LAB
stvist ilavesiyle hazirladiklari silajlarin KM degerlerinin kontrol grubuna kiyasla
azaldigint; Kog ve ark. (132) ile Nishino ve ark. (73)’nin yaptiklar1 ¢alismalarda ise KM
degerlerinin bu ¢aligmada oldugu gibi LAB sivist katkili gruplarda arttig1 belirlenmistir.
Silaj materyalinin silolanma siirecindeki KM kaybinin %10-12’den daha diisiik diizeyde
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oldugu silajlarda istenen yonde fermentasyon, %20’den daha fazla KM kaybinin
sekillendigi silajlarda ise istenmeyen fermentasyonun sekillendigi kabul edilmektedir
(133). Bu galismada kontrol grubu silaj ile kiyaslandiginda bir aylik depolama siiresi
sonunda en yiksek LAB degerlerine sahip LAB sivilarinin katilmasiyla elde edilen
yonca silajlarinda (2G%5STsL, 2G%10SDsL ve 5G%S5STsDD) silaj materyali olarak
kullanilan yonca bitkisinin (%20.30 KM) KM kaybinin %12’den daha az diizeyde
oldugu goriilmiistiir. U¢ aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine
sahip LAB sivilarinin katilmasiyla hazirlanan 2G%5SDsL, 5G%S5STsL, 5G%10STsL
ve 5G%10STsDD katkili gruplarinin KM degerleri (Tablo 4.15) sirasiyla %23.49,
%23.95, %23.75 ve %23.98 olarak belirlenmis ve kontrol grubundan elde edilen deger
(%23.78) ile istatistiksel fark olugsmamustir. Bu ¢alismanin ii¢ aylik depolama siiresi
sonunda hazirlanan kontrol ve tiim katkilr silajlarda, silaj materyali olarak kullanilan
yonca bitkisinin (%23.80 KM) KM kaybmin genel olarak olmadigi goriilmiistiir.
Basmacioglu ve Ergil (24), kaliteli bir silaj elde edilebilmesi icin silolanacak
materyalin KM degerlerinin %25-35, Mohd Setapar ve ark. (118) ise %25-40 arasinda
olmas1 gerektigini bildirmislerdir. Bu c¢alismada bir ve ii¢ aylik depolama siiresi
sonunda en ylksek LAB degerlerine sahip LAB sivilarinin katilmasiyla elde edilen
yonca silajlarinin hazirlanmasinda kullanilan yonca bitkisinin KM degerleri (%20.30 ve
%23.80) bu bildirimlerin altindadir. Henderson ve ark. (30)’1 silo igerisinde pH
degerindeki azalmaya bagl olarak, biitirik asit bakterileri ve bir¢ok mikroorganizmanin
inhibe edilmesi ile silaj KM degerinin arttigini bildirmektedirler. Benzer sekilde, silo
icerisinde homofermentatif LAB’nin glikoz ve fruktoz gibi karbonhidratlari laktik aside
cevirerek, ortamdaki laktik asit miktarindaki artisa bagli olarak KM kaybinin azaldig
bildirilmektedir (133). Bu ¢aligmada bir aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB
degerlerine sahip LAB sivilarinin katilmasiyla elde edilen yonca silajlarindan
2G%SSTsL ve 2G%10SDsL katkili gruplarda KM degerlerinin (%18.33 ve %18.24)
rakamsal olarak yiikselmesi ve bu gruplarda pH ve biitirik asit degerlerinin diisiik, laktik
asit degerlerinin ise yiiksek bulunmasi, bu gruplarda homofermentatif LAB’nin
etkinliginin daha fazla oldugunu diisiindiirmektedir.

Bir aylik depolama siiresi sonunda silaj hazirlanmasinda kullanilan yonca
bitkisinin HP degeri %23.70 KM olarak belirlenmistir. Kontrol silaj1 ile kiyaslandiginda

bir aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB sivilarinin
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katilmasiyla elde edilen yonca silajlarinin (2G%5STsL, 2G%10SDsL, 5G%S5STsDD ve
5G%10SDsL) HP degerlerinde (Tablo 4.13) istatistiksel fark goriilmemesine karsin
rakamsal artiglar tespit edilmistir. Ug¢ aylik depolama siiresi sonunda  silaj
hazirlanmasinda kullanilan yonca bitkisinin HP degeri %19.73 KM olarak, U¢ aylik
depolama siiresi sonunda hazirlanan 2G%5SDsL, 5G%5STsL, 5G%I10STsL ve
5G%10STsDD katkili gruplarin HP degerleri sirasiyla %19.45, 9%19.22, %19.53 ve
%19.23 KM olarak belirlenmis ve kontrol grubu (%20.07) ile istatistiksel fark
olusmamistir (Tablo 4.15). Bu calismada bir aylik depolama siiresi sonunda silaj
materyali olarak kullanilan yonca bitkisinin HP degerinin (%23.70 KM) yiiksek
bulunmasi bitkinin ikinci bi¢cim ve ciceklenme baslangicinda, heniliz korpe iken
bicilerek silolanmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Bir ve ii¢ aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB
stvilariin katilmasiyla elde edilen yonca silajlarinin ADF ve NDF degerleri (Tablo 4.13
ve Tablo 4.15) iizerine LAB sivilarinin etkisinin olmadigi goriilmiistiir. Bu ¢aligmada
ADF ve NDF parametreleri agisindan elde edilen sonuglar, LAB’nin hiicre duvari
elemanlarimi yikimlayici etkisinin olmamasi nedeniyle silajlarin seliiloz degeri (izerine
etkisinin az ya da hi¢ olmadig1 bildirimi ile uyumlu bulunmustur (2, 134).

Silajlarin pH degerleri inokulant kaynagi olarak kullanilan LAB tiiriine, bitkinin
tamponlama kapasitesine, SCK igerigine, bitkide olarak bulunan mirobiyal floranin
yapist ile silajin hazirlanmasinda uygulanan islem gibi birgok faktorden
etkilenmektedir. Bir aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip
LAB sivilarinin katilmasiyla hazirlanan yonca silajlarinin pH degerleri incelendiginde,
2G%5STsL ve 2G%10SDsL katkili silajlardan elde edilen degerler (4.75 ve 4.76)
kontrol grubu silajdan elde edilen degerden (5.01) rakamsal olarak diisiik; 5G%10SDsL
ve 5G%5STsDD katkili gruplardan elde edilen degerler (5.33 ve 5.06) ise kontrol grubu
ile benzer bulunmustur (Tablo 4.14). Ug aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB
degerlerine sahip LAB sivilarinin katilmasiyla hazirlanan yonca silajlarinin pH degerleri
incelendiginde, 2G%5SDsL, 5G%5STsL, 5G%10STsL ve 5G%10STsDD katkili
silajlardan elde edilen degerler (4.91, 4.92, 4.90 ve 5.03) kontrol grubu silajdan elde
edilen degerden (5.15) diisiik bulunmustur (P<0.01, Tablo 4.16).

Bir aylik depolama siiresi sonunda hazirlanan silajlarin 2G%S5STsL ve

2G%10SDsL katkili gruplarindan elde edilen pH degerleri (4.75 ve 4.76), Kung ve
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Shaver (135)’nin kaliteli baklagil silajlar i¢in pH degerinin 4.3-4.7 araliginda olmasi
bildirimine yakin bulunmustur. Bir ve ii¢ aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek
LAB degerlerine sahip LAB sivilarinin katilmasiyla hazirlanan yonca silajlarindan bir
aylik depolama siiresi sonunda 2G%5STsL ve 2G%10SDsL; ii¢ aylik depolama siiresi
sonunda ise 2G%5SDsL, 5G%S5STsL, 5G%I10STsL ve 5G%10STsDD katkili
gruplardaki pH degerlerinin kontrol ve diger katkili gruplara diisik bulunmasi bu
gruplarda laktik asit igeriginin diger gruplardan daha yiiksek bulunmus olmasina
baglanabilir. Silajlarda asetik asitin artisi, laktik asit degerlerinin ise azalmasi ile silaj
pH degerinin yiikselmesi, asetik asitin laktik asitten daha zayif bir asit olmasiyla
aciklanabilir (136). Homofermentatif LAB silajlik bitki yapisinda bulunan SCK’dan
temel Urun olarak laktik asit olustururken, heterofermentatif LAB ise laktik asitin yani
sira, etil alkol, asetik asit, diasetil ve karbondioksit gibi ikincil tiriinleri Uretirler (137).
Boylece silo icerisinde artan laktik ve asetik asit miktarlart silaj pH degerini
diistirmektedir (138). Heterofermentatif LAB olan L. buchneri’nin laktik asiti
yikilmayarak silaj pH degerinin yilikselmesine, laktik asit degerinin ise azalmasina
neden olmaktadir (139,140). Bu calisgmanin bir aylik depolama siiresi sonunda en
yiksek LAB degerlerine sahip LAB sivilarmnin katilmasiyla hazirlanan yonca
silajlarinda laktik asit, asetik asit, pH ve NH3-N/TN degerleri genel olarak
degerlendirildiginde; 2G%5STsL ve 2G%10SDsL katkili gruplarda homofermentatif,
5G%I10SDsL ve 5G%S5STsDD katkili gruplarda ise heterofermentatif LAB’nin silo
icerisinde daha etkin olduklarini diisiindiirmektedir (Tablo 4.14). Bu ¢alismanin ii¢ aylik
depolama suresi sonunda en yiksek LAB degerlerine sahip LAB sivilarinin katilmasiyla
hazirlanan yonca silajlarinda laktik asit, asetik asit, pH ve NH3-N/TN degerleri genel
olarak degerlendirildiginde; 2G%5SDsL, 5G%5STsL ve 5G%10STsL katkili gruplarda
homofermentatif, 5G%10STsDD katkili grupta ise heterofermentatif LAB’nin silo
icerisinde daha etkin olduklar1 diisiiniilmektedir (Tablo 4.16). Bu ¢alismada bir ve ii¢ ay
depolama siiresi sonunda hazirlanan kontrol silajlarinin pH degerlerinin (5.01 ve 5.15)
diger caligmalara (68,71,72,73,110,111,115,132) ve beklenen sonuca gore diisiik
bulunmasi; silajlarin  hazirlanmasinda kullanilan yonca bitkisinin tasidigi epifitik
mikroorganizma yiikiinden, tiirlinden, vejetasyon déoneminden, soldurma isleminden ve
parcalama boyutundan kaynaklanabilir (141). Bu ¢alismada silajlarin hazirlanmasinda

kullanilan yonca bitkisi 3-5 ¢cm uzunlugunda parcalanmis ve bu isleme bagli olarak
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serbest kalan bitki enzimlerinin, daha dnce bitki izerinde bulunan, ancak aktif olmayan
bakterileri aktive etmesi, 6zelliklede LAB populasyonunu arttirmasi (31) ve silajin iyi
sikistirilmasi ile agiklanabilir.

Bir aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB
stvilariin katilmasiyla hazirlanan yonca silajlarinin NH3-N/TN degerleri incelendiginde
(Tablo 4.14), 2G%S5STsL ve 2G%10SDsL katkili silajlardan elde edilen degerler
(%40.57 ve %42.93) kontrol grubu silajdan elde edilen degerden (%50.71) disiik
(P<0.01) bulunmustur. Bir aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine
sahip LAB sivilarmin katilmasiyla hazirlanan yonca silajlarindan 5G%10SDsL
grubundan elde edilen NH3-N/TN degeri (%55.07) kontrol grubu silajdan elde edilen
degerden (%50.71) yiiksek (P<0.01) bulunmustur. Ug aylik depolama siiresi sonunda en
yilksek LAB degerlerine sahip LAB sivilarinin katilmasiyla hazirlanan yonca
silajlarinin  NH3-N/TN degerleri incelendiginde (Tablo 4.16), 2G%5SDsL katkili
silajdan elde edilen deger (%?25.40) kontrol grubu silajdan elde edilen degerden
(%29.66) diisiik (P<0.01) bulunmustur. Bu sonuglar yonca bitkisine fermente edilmis
LAB sivist katilarak yapilan bir¢ok ¢alismada bu katkinin ilavesine bagl olarak elde
edilen silajlarin NH3-N degerlerini diisiirmesi sonucu ile uyumlu bulunmustur
(68,72,73,110,115,142). Homofermentatif LAB inokulant katkisinin genellikle silaj
NH3s-N degerini diigiirdiigii, heterofermantatif LAB olan L. buchneri inokulasyonunun
ise silajlarda maya ve kiif sayisint azalttigi, NHs-N Uretimini ise arttirdig: bildirilmistir
(63,134,139,143,144). Silo icerisinde meydana gelen proteolizis olay1 sirasinda bitki
blinyesinde bulunan proteaz enzimleri bitkinin yapisinda bulunan proteinleri, basta
aminoasitler ve amonyak olmak U(zere, peptid ve amidlere parcalar, bunun sonucu
olarak silaj NHs-N degerlerinde artiglar sekillenir (9). Silonun iyi sikigtirtlip
sikistirtlmamasi, silo icerisindeki laktik asit {iretim hiz1 ve silajlik bitkinin KM igerigi
silaj NH3-N degeri ile yakindan iliskilidir. Silo igerisinde laktik asit artisina bagl olarak
proteinlerin yikimlanmas1 ve proteolizis azalir (36). Bu calismada bir aylik depolama
stiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB sivilarinin katilmasiyla
hazirlanan yonca silajlarindan 2G%5STsL ve 2G%10SDsL katkili gruplarda tespit
edilen laktik asit degerlerinin (45.89 ve 35.44 g/kg KM) kontrol grubundan (28.41 g/kg
KM) yiiksek bulunmasi, 2G%SSTsL ve 2G%10SDsL katkili gruplarda NHz-N/TN

degerlerinin diisiik belirlenmesinin bir sebebi olarak diisiiniilebilir. Carpintero ve ark.
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(145) silaj NH3-N/TN degerinin %11 ve altinda bir degerde bulunmasi halinde o silajin
kaliteli silaj olarak degerlendirilebilecegini bildirmislerdir. Bu ¢alismada bir ve ii¢ aylik
depolama siiresi sonunda hazirlanan silajlarin NH3-N/TN degerleri (Tablo 4.14 ve 4.16)
genel olarak degerlendirildiginde, elde edilen degerler Carpintero ve ark. (145)’nin
bildirdikleri degerden ¢ok yiiksek bulunmus ve bu calismada hazirlanan yonca
silajlarinda proteolizisin yogun sekilde olustugu kanaatine varilmistir.

Bigim 6ncesi bitkiye bulasik olan LAB say1s1 1x10* kob/gr’dan 1.0x107 kob/gr’a
kadar degisebilmekte ve silaji yapilacak bitkilere bulasik olan LAB sayisinda ve
tirlerinde farkliliklar olabilir. Taze yonca materyalindeki epifitik LAB sayis1 iizerine,
bitkiye uygulanan soldurma islemi, sicak ¢evresel kosullar ve bi¢im donemi ve sayisi
bitkinin dogal yapisinda bulunan LAB degerlerini arttirict yonde etki gosterdigi
bildirilmektedir (31, 44). Bu g¢alismada bir aylik depolama siiresi sonunda hazirlanan
silajlarda kullanilan bitki materyali ikinci bigim olup, hava ve ¢evresel sicakligin heniiz
yiikselmedigi donemde (Mayis ay1) bigilen yoncadan, {i¢ aylik depolama siiresi sonunda
hazirlanan silajlarda kullanilan bitki materyali ise besinci bi¢im olup, hava ve gevresel
sicakligin en yiiksek oldugu donemde (Temmuz ay1) bicilen yoncadan olugsmus ve her
iki donemde de silaj hazirlanmasi 6ncesinde bitkiye soldurma islemi uygulanmistir.
Silaja ilave edilen LAB inokulantlarinin etkili olabilmesi i¢in kullanilan doz degerinin,
silaj1 yapilacak bitkinin yapisinda bulunan dogal LAB sayisindan daha fazla miktarda
olmasi gerektigi bildirilmektedir (46). Bu ¢alismada bir ve ¢ ay sure ile depolanan
LAB sivilarmin ilave edilmesi ile hazirlanan silajlarin pH ve NHs-N degerlerinin
beklenen ve arzu edilen sonucglara ulagmamasimin nedeni; silaj materyali olarak
kullanilan yonca bitkisi iizerindeki epifitik LAB sayisinin 10° kob/gr den daha fazla
oldugu ve bu calisgmada kullanilan LAB sivilarinin uygulama dozunun yetersiz
kalmasindan kaynaklanmis olabilecegi olarak diistiniilebilir.

Bir aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB
stvilarinin - katilmasiyla hazirlanan = silajlarin  laktik  asit  degerleri (Tablo 4.14)
incelendiginde, 2G%5STsL katkili gruptan elde edilen deger (45.89 g/kg KM); kontrol
grubu silajdan elde edilen degerden (28.41 g/kg KM) yiiksek bulunmustur (P<0.01). Ug
aylik depolama siiresi sonunda hazirlanan silajlarin laktik asit degerleri (Tablo 4.16)
incelendiginde ise, 2G%5SDsL, 5G%S5STsL ve 5G%10STsL katkili gruplardan elde
edilen degerler (26.09, 25.41 ve 23.68 g/kg KM); kontrol ve 5G%10STsDD katkili
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silajlardan elde edilen degerlerden (14.19 ve 12.67 g/kg KM) yiikksek bulunmustur
(P<0.01). Bu c¢alismada bir aylik depolama siiresi sonunda hazirlanan 2G%5STsL ve
2G%10SDsL grubu silajlarin laktik asit degerleri yapilmis bazi1 ¢aligmalardan elde
edilen degerler ile uyumlu bulunmustur (66,68,71,72,73,115,142). Fermente edilmis
LAB sivilan1 katilarak hazirlanan silajlarda laktik asit degerinin artisi, silo igerisinde
LAB’nin fermentasyonuna bagli olarak silaj pH degerinin azalmasindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (146). Kaliteli bir silajda laktik asit oraninin
toplam silaj asitlerinin %65-70’1 diizeyinde olmasi1 gerekmektedir (135). Bu ¢alismanin
bir aylik depolama siiresi sonunda kontrol, 5G%10SDsL ve 5G%S5STsDD katkili
gruplarin toplam silaj asitleri igerisindeki laktik asit oranlart (%60, %46 ve %44)
belirtilen oranin altinda kalirken, 2G%5STsL ve 2G%10SDsL katkili gruplarin toplam
silaj asitleri igerisindeki laktik asit oranlar1 (%62 ve %66) yakin bulunmustur. Bu
calismanin ¢ aylik depolama siiresi sonunda kontrol, 2G%5SDsL, 5G%5STsL,
5G%10STsL ve 5G%10STsDD katkili gruplarin toplam silaj asitleri igerisindeki laktik
asit oranlar1 (%50, %58, %60, %61 ve %42) Kung ve Shaver (135) bildirdigi oranin
altinda kalmastir.

Bir aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB
stvilarinin katilmasiyla hazirlanan yonca silajlariin asetik asit degerleri (Tablo 4.14)
incelendiginde; 2G%10SDsL, 5G%10SDsL ve 5G%5STsDD katkili gruplardan elde
edilen degerler (19.50, 24.25 ve 25.31 g/kg KM), kontrol grubu silajdan elde edilen
degerden (13.29 g/kg KM) yiikksek bulunmustur (P<0.01). Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda fermente edilmis LAB sivist katkisina bagli olarak silajlarin asetik asit
degerlerindeki artislar bu konuda yapilmis baz1 caligmalardan elde edilen sonuglar ile
uyumlu bulunmustur (68,72,73). Ug aylik depolama siiresi sonunda hazirlanan silajlarmn
asetik asit degerleri (Tablo 4.16) incelendiginde, katkili gruplardan elde edilen degerler
rakamsal olarak artis gostermelerine karsin kontrol grubundan elde edilen deger ile
benzer bulunmustur.

Bir aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB
stvilarimin katilmasiyla hazirlanan yonca silajlarinin aerobik stabilite parametresine
iliskin CO2 degerleri incelendiginde, tiim katkili gruplardan elde edilen CO2 degerleri
kontrol grubu silajdan elde edilen degerden (9.07 gr/kg KM) diisiik bulunmus (P<0.01),

lic aylikk depolama siiresi sonunda hazirlanan silajlarda ise istatistiksel fark
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goriilmemesine karsin rakamsal olarak azalma belirlenmistir (Tablo 4.14, Tablo 4.16).
Silaj asetik asit degeri ile silajin aerobik stabilite degerleri arasinda dogru bir iliski
bulunmaktadir. Asetik asit silaj agildiktan sonra silajin bozulmasina neden olan
mikroorganizmalara karsi inhibitor etki yapmakta, mayalarin iiremesini ve aktivite
gostermelerini engellemektedir (139, 140). Heterofermentatif LAB’nin {irettikleri asetik
asit miktarinin artigina bagl olarak silajin aerobik stabilite degerinin arttig1 ve silajin
yedirme siirecinde aerobik bozulma siiresinin uzadig1 goriilmiistir (143). Ug aylik
depolama suresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB sivilarinin katilmasiyla
hazirlanan yonca silajlarinin aerobik stabilite parametresine iliskin asetik asit ve CO2
degerlerinde incelendiginde; tiim katkili gruplardan elde edilen asetik asit degerleri,
kontrol grubu silajlardan elde edilen degerlerden istatistiksel fark goriilmemesine karsin
rakamsal olarak artis belirlenirken, CO2 degerleri ise; kontrol grubu silajdan elde edilen
degerden (5.12 gr/kg KM) istatistiksel fark goriilmemesine karsin rakamsal olarak
azalma belirlenmistir (Tablo 4.16). Asetik asitin CO> iiretimini azaltic1 yani aerobik
stabilite degerlerini yiikseltici etkisi lic aylik depolama siiresi sonunda hazirlanan
silajlarda belirgin olarak goriilmiistiir. Heterofermentatif LAB silo icerisinde bulunan
SCK artisina bagli olarak asetik asit liretimini artirmaktadirlar. Bu nedenle silajlarda
laktik:asetik asit oran1 fermente edilebilen SCK icerigine gore degismektedir. Silaj
fermentasyonu stirecinde silo icerisinde anaerobik mikroorganizmalardan olan L. brevis
veya L. buchneri gibi LAB’nin etkin olmas: istenirken, Clostridia, Enterobactericiae,
Bacilli ve Listeria gibi bakteriler, Candida, Hansenula, Pichia, Issatchenkia ve
Saccharomyces turi mayalar, Aspergillus, Fusarium ve Pencillium turd kof
mantarlarinin iremesi ve aktivite gostermeleri istenmemektedir. Bu tiir bakteri, maya ve
kiiflerin gelisimi silajin pH degerini yiikselterek silaj kalitesinin diigmesine ve
dolayisiyla silajin aerobik stabilite degerlerinin azalmasina neden olmaktadirlar
(24,140,147,148). S6z konusu mikroorganizmalar oOzellikle gelisme ve c¢ogalma
doénemlerinde silo igerisinde bulunan SCK, laktik ve asetik asit gibi fermentasyon
tirtinlerini tiikketerek yliksek miktarlarda besin madde kaybina neden olurlar. Bunun
sonucunda silo icerisinde CO2 ve su agiga ¢ikarak silo i¢i sicaklik degerleri artar (149).
Silolanan materyalin KM icerigi elde edilen silajin aerobik stabilite degerini etkileyen
onemli bir faktordiir. Nitekim KM icerigi diisiik olan materyallerle yapilan silajlarin

aerobik stabilite degerlerinin diistiigii bildirilmektedir (61). Bu ¢alismada bir aylik
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depolama siiresi sonunda hazirlanan silajlar i¢in kullanilan yonca bitkisinin KM degeri
(%20.30), ti¢ aylik depolama siiresi sonunda hazirlanan silajlar i¢in kullanilan yonca
bitkisinin KM degerinden (%23.80) diisiik tespit edilmistir. Bir aylik depolama sonunda
hazirlanan kontrol ve katkili silajlarin CO; liretim degerleri, ii¢ aylik depolama sonunda
hazirlanan silajlarin CO; tiretim degerlerinden yiiksek bulunmasinin sebebi, bir aylik
depolama siiresi sonunda hazirlanan silajlarda, silaj materyali olarak kullanilan yonca
bitkisinin KM degerinin diisiik olmasindan kaynaklanabilir.

Bir aylik depolama siiresi sonunda hazirlanan silajlarin biitirik asit degerleri
(Tablo 4.14) incelendiginde, 2G%S5STsL ve 2G%10SDsL katkili gruplardan elde edilen
degerler (3.10 ve 3.65 g/kg KM) kontrol grubundan elde edilen degerden (5.31 gr/kg
KM) diisiik, 5G%10SDsL ve 5G%5STsDD katkili gruplardan elde edilen degerler ise
(742 ve 7.51 g/kg KM) yiiksek bulunmustur (P<0.01). Ug¢ aylik depolama siiresi
sonunda hazirlanan silajlarin biitirik asit degerleri incelendiginde (Tablo 4.16), kontrol
ve 5G%10STsDD grubu silajlarda 4.31 ve 4.12 g/kg KM olarak; kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 2G%5SDsL, 5G%5STsL ve 5G%10STsL gruplarinda biitirik asit
degerleri sirasiyla 2.92, 2.98 ve 2.95 g/kg KM diisiik olarak belirlenmistir (P<0.01). Bir
aylik depolama siiresi sonunda 2G%5STsL ve 2G%10SDsL; {i¢ aylik depolama siiresi
sonunda ise 2G%5SDsL, 5G%5STsL ve 5G%10STsL katkili gruplardan elde edilen
biitirik asit degerlerinin kontrol grubundan diisiik bulunmasi, bu gruplarda pH
degerlerinin diisiik, laktik asit degerlerinin ise yiiksek bulunmasi ile agiklanabilir. Taze
silajlik materyallerde Clostridia tiirii mikroorganizmalar ya ¢ok az bulunur ya da hig
bulunmaz iken, hasat esnasinda topraktan silaj materyaline 6nemli 6l¢iide Clostridia
tird mikroorganizma kontaminasyonu sz konusu olabilmektedir (150). Clostridialar;
sakkarolitik ve proteolitik Clostridialar olmak {izere iki ana gruba ayrilirlar.
Sakkorolitik olanlar, SCK ve laktik asiti, biitirik aside fermente ederek silajmm pH
degerinin yiikselmesine neden olurken, proteolitik Clostridialar ise ¢ogunlukla
aminoasitler olmak iizere ¢esitli bilesikleri asetik asit, biitirik asit, amin ve amonyak
gibi ¢esitli iiriinlere fermente ederler (15). Biitirik asitin silaj pH degerini ylikseltmesi,
laktik asite kiyasla biitirik asitin daha zayif bir asit olmasindan kaynaklanmaktadir.
Kuru madde igerigi %30-35’den daha diisiik olan silajlik materyallerden hazirlanan
silajlarda Clostridial fermentasyonun olustugu bildirilmektedir (11). Bu ¢alismada bir

ve ii¢ aylik depolama siireleri sonunda silaj materyali olarak kullanilan yonca bitkisinin,
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HP degerlerinin (%23.70 ve %19.73 KM) yiiksek, KM (%20.30 ve %23.80) ve SCK
iceriginin (71.10 ve 76.20 g/kg KM) diisiik olmasi, Clostrodial bakterilerin gelisimini
inhibe etmek icin gerekli olan laktik asit {iretiminin yetersizliginden kaynaklandigi
diistiniilmektedir (143). Bu calismada bir ve {li¢ aylik depolama siiresi sonunda
hazirlanan silajlarda, silaj materyali olarak kullanilan yonca bitkisinin KM ve SCK
degerlerinin diisiikliigiine bagl olarak sakkarolitik Clostridialarn, bitki yapisindaki
SCK ve silajda olusan organik asitleri biitirik aside doniistiirmiis olabileceklerini
diistindiirmektedir (15).

Kaliteli bir baklagil silajinda KM degerinin %30-40, pH degerinin 4.3-4.7, laktik
asit degerinin 70-80 g/kg KM, asetik asit degerinin 20-30 g/kg KM, propiyonik ve
biitirik asit degerlerinin 5 g/lkg KM, NH3-N/TN degerinin ise yaklasik %10-15 civarinda
olmasi tercih edilmektedir (135). Bu calismada bir ve ii¢ aylik depolama siireleri
sonunda hazirlanan silajlara LAB sivilarinin katilmas: ile elde edilen silajlarin KM ve
laktik asit degerlerinin belirtilen degerlerden diigsiik, pH degerleri ise yiiksek tespit
edilmistir. Bu ¢alismada bir aylik depolama siiresi sonunda hazirlanan silajlara LAB
stvilarinin katilmasi ile elde edilen katkili gruplarin tamamindan elde edilen asetik asit
degerleri ile 2G%5STsL ve 2G%10SDsL gruplarindan elde edilen biitirik asit degerleri
Kung ve Shaver (135)’in bildirimi ile uyumlu bulunurken, {i¢ aylik depolama siiresi
sonunda hazirlanan silajlarin tamamindan elde edilen asetik ve biitirik asit degerleri

diisiik bulunmustur.

85



6. SONUC ve ONERILER

Bu calismanin birinci denemesinde farkli seviyelerde siikroz (%3, %5 ve %10)
ilavesi ve farkl stirelerde (2, 5 ve 10 giin) inkiibasyonla hazirlanmis fermente edilmis
LAB sivilarina kryoprotektan olarak TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) ilave edilerek derin
dondurucuda dondurularak ve liyofilizasyon islemi ile kurutularak bir ve ii¢ ay siire ile
depolanmasi sonucunda elde edilen LAB sivilarinin LAB degerlerinin belirlenmesi
amagclanmustir.

Calisma kapsaminda elde edilen bulgulara gore derin dondurucuda dondurulma
ve liyofilizasyon ile kurutulma islemi uygulanmadan taze olarak kullanilacak fermente
edilmis LAB sivilarinda %10 siikroz ilavesi ile iki veya bes giinliik inkiibasyon
stiresinin yliksek diizeyde LAB elde edilmesi i¢in yeterli olacagi diisiiniilmektedir.
Fermente edilmis LAB sivilarinin bir aylik depolama siiresinde liyofilazasyon isleminin
derin dondurucuda dondurulma islemine gore canlilik oranlarini daha iyi korudugu ve
en yiksek LAB degerlerinin %10 siikroz ilavesiyle iki ve bes giinliik inkiibasyon
siresinde kryoprotektan olarak DMSO (Ds) katilarak liyofilize edilmis gruplarda
(9.47x10% ve 1.00x10% kob/ml) oldugu belirlenmistir. Ug aylik depolama siiresinde de
liyofilazasyon isleminin derin dondurucuda dondurulma islemine gore canlilik
oranlarini daha iyi korudugu ve en yiiksek LAB degerlerinin %5 ve %10 siikroz ilavesi
ve bes giinliik inkiibasyon siiresinde kryoprotektan olarak TRIS (Ts) katilarak liyofilize
edilmis gruplarda (4.00x10'° ve 4.60x10%° kob/ml), DMSO (Ds) katilarak liyofilize
edilmis iki giinliik inkiibasyon siiresinde %5 siikroz katkili grupta (7.33x10'%) oldugu
belirlenmistir.

Bu ¢aligmanin birinci denemesinde hazirlanarak bir ve {i¢ ay siire ile depolanan
LAB sivilarindan elde edilen sonuglar genel olarak degerlendirildiginde; inkiibasyon ve
depolama siiresinin uzamasina bagli olarak elde edilen LAB sivilarindaki canlilik
oranlarinda azalmalarin goriildiigii, ayrica TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) katkisinin canlilik
oranlan {lizerine olumlu etki yaptigi, liyofilizasyon igleminin ise derin dondurucuda
dondurulma islemine gore avantajli oldugu soylenebilir. Dolaysiyla fermente edilmis
LAB sivilarmm uzun sireli depolanmalarinda TRIS (Ts) veya DMSO (Ds)

kryoprotektanlari ilave edilerek liyofilizasyon islemi ile kurutulmalar: tavsiye edilebilir.
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Calismanin ikinci denemesinde ise, birinci denemeden elde edilen veriler
1s18inda bir ve li¢ ay siire ile dondurulmus ve liyofilize edilmis LAB sivilarindan en
yiiksek LAB degerlerine sahip olan fermente edilmis LAB sivilarindan her bir depolama
siiresi icin dort grup olacak sekilde yonca bitkisinden hazirlanan silajlara ilave edilerek
yonca silaj1 kalitesi lizerine etkileri arastirilmistir.

Bir aylik depolama siiresi sonunda en yiiksek LAB degerlerine sahip LAB
stvilariin ilave edilmesi ile hazirlanan yonca silajlarinda CO2 degerlerinin azaldigi
dolayisiyla aerobik stabilite degerlerinin arttigi goériilmiistiir. En yiiksek laktik asit
icerigi %3 siikroz katkisi ile iki giinliik inkiibasyon siiresi sonunda TRIS (Ts) ilavesi ve
liyofilzasyon iglemi ile kurutulan grupta (2G%S5STsL); en yiiksek asetik asit igerigi %5
siikroz katkisi ile bes giinliik inkiibasyon siiresi sonunda TRIS (Ts) ilavesi ve derin
dondurucuda dondurulan grupta (5G%5STsDD) belirlenmistir. U¢ aylik depolama
stresi sonunda en yiksek LAB degerlerine sahip LAB sivilarinin ilave edilmesi ile
hazirlanan yonca silajlarinda pH degerlerinin azaldig, laktik asit degerlerinin ise arttigi
goriilmistiir. Farkli seviyelerde siikroz ilavesi ile degisik siirelerde inkiibasyona
birakilarak elde edilen LAB sivilarmin liyofilize edilerek ve derin dondurucuda
dondurularak depolanmalar1 (1 ve 3 ay) ile elde edilen katkilarin yonca bitkisinden
hazirlanan silajlara ilave edilmeleri ile silaj fermentasyon kalitesinin kismi olarak
yiikseldigi goriilmiistiir. Bu calismada fermente edilmis LAB sivilar1 genel olarak
silajlara LAB inokulant: katilmas1 yoniinde bildirilen dozda (taze silaj materyaline 10°
kob/gr) ilave edilmistir. Ancak bu ¢aligsmada silaj materyali olan yonca bitkilerinin SCK
degerlerinin diisiik, tamponlama kapasitelerinin ise yiiksek oldugu goézOninde
bulunduruldugunda, bu ¢alismada pH ve NH3-N/TN parametreleri agisindan beklenen
ve arzu edilen sonuglara ulasilamamasinin nedeni; ¢alismada kullanilan dozun yetersiz
kalmasindan kaynaklanmis olabilir. Baklagiller ile yapilacak c¢alismalarda katki
dozunun, taze silaj materyaline 10° kob/gr’dan daha vyiiksek olmasi gerektigi
distiniilmektedir.

Bu c¢alismada LAB sivilarinin TRIS (Ts) ve DMSO (Ds) kryoprotektanlar
katkilar ile liyofilize edilerek kurutulmalarindan elde edilen yiiksek canlilik oranlar
dikkate alindiginda elde edilen LAB sivilariin silaj katkist olarak kullanilabilme ve
ticarilestirme potansiyelinin yiliksek oldugu goriilmektedir. Ancak uygulamanin pratikte

kullanilabilmesi i¢in liyofilize edilerek elde edilen LAB sivisinin ticari LAB
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inokulantlar1 ile karsilastirmali olarak biiyiik silolarda ve degisik silaj materyalleri ile

hazirlanacak silajlarda arastirilmasinin gerektigi kanisina varilmistir.
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