OZET

SILAJ ASILARININ STABILITESI VE SILAJIN AEROBIK STABILITESINI
ARTTIRMAK ICIN USULLER

Bu agiklama silaja iliskindir. Daha spesifik olarak silaj asilarma (inokiilant) ve silaj agilarini,

5 silajin aerobik stabilitesini arttirmak igin kullanma usullerine iliskindir.
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ISTEMLER

1. Lactobacillus hilgardii’nin silaj korumak i¢in etkili bir miktarmi igeren bir silaj asisi.

2. Istem 1’e uygun silaj asis1 olup, burada Lactobacillus hilgardii, 26 Haziran 2013 te kayda
gegirilen CNCM [-4784 erigim numarali Lactobacillus hilgardii susu SIL51 ve 26 Haziran
2013’te kayda gecirilen CNCM 1-4785 erisim numarali Lactobacillus hilgardii susu SIL52

veya bunlarin genetik esdegerlerinin en az biridir.

3. Silaji islemden ge¢irmek igin bir usul olup, silaja Lactobacillus hilgardii’nin silaji korumak
i¢in etkili bir miktarmi igeren bir silaj asisinin ilave edilmesini igerir, silaj asist aerobik

bozulmay: dnlemek veya azaltmak icin etkilidir.

4. [stem 3’¢ uygun usul olup, burada Lactobacillus hilgardii, 26 Haziran 2013’te kayda
gecirilen CNCM [-4784 erisim numarali Lactobacillus hilgardii susu SIL51 ve 26 Haziran
2013’te kayda gegirilen CNCM 1-4785 erisim numarali Lactobacillus hilgardii susu STIL52

veya bunlarin genetik esdegerlerinin en az biridir.

5. Istem 3 veya 4’e uygun usul olup, burada silaj geleneksel ot, misir, yonca, solmus ot, tahil

iriinii veya seker kamusi silajidir.

6. Istem 3 ila 5’in herhangi birine uygun usul olup, burada silaj, bir balya, bir torba, bir

sandik, bir cubuk silo veya bir silo halindedir.
7. Lactobacillus hilgardii’nin silaj korumak i¢in etkili bir miktarini igeren bir silaj.

8. Istem 7’nin silaj1 olup, burada Lactobacillus hilgardii, 26 Haziran 2013 te kayda gecirilen
CNCM 1-4784 erisim numarali Lactobacillus hilgardii susu SIL51 ve 26 Haziran 2013’te
kayda gecirilen CNCM 1-4785 erisim numarali Lactobacillus hilgardii susu SIL52 veya

bunlarin genetik esdegerlerinin en az biridir.

9. 26 Haziran 2013'te CNCM [-4784 erisim numarastyla kayda gecirilen, izole edilmis bir
Lactobacillus hilgardii susu olan sus SIL 51 veya bunun genetik esdegerleri.

10. 26 Haziran 2013’te CNCM 1-4785 erisim numarasiyla kayda gecirilen, izole edilmis bir

Lactobacillus hilgardii susu olan sus SIL 52 veya bunun genetik esdegerleri.
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TARIFNAME

SILAJ ASILARININ STABILITESI VE SILAJIN AEROBIK STABILITESINI
ARTTIRMAK ICIN USULLER

Bu agiklama silaja iliskindir. Daha spesifik olarak silaj asilarma (inokiilant) ve silaj agilarini,

silajin aerobik stabilitesini arttirmak igin kullanma usullerine iliskindir.

Silaj, gevis getirenlere, Srnegin s1gir ve koyun gibi, besinleri ¢igneyen hayvanlara verilen
mayalanmis, yiiksek nem igerikli yemdir. Sila] mayalanir ve silolama denilen bir islemle bir
depolama silosunda depolanir. Silaj ¢ogu kez karagayir, adi yonca, ¢ayir otu, misir veya
siiptirge daris1 da dahil olmak tizere ot veya tahil Girlinlerinden yapilir. Silaj bitkinin
tamamindan veya bir kismindan yapilir. Silaj seker kanusi da dahil olmak iizere birgok baska
tarla {iriinlinden de yapilabilir ve bu durumda bazen yulaf icin “oatlage”, adi yonca i¢in haylaj
gibi bagka adlar kullanilir. Bazen yulaf ve bezelye karisumi gibi bir karisim kullanilir.,

Silaj tiretimi ve iligkili Griin yetistiriciligi son yillarda birgok farkli islemin tanimlanabilecegi
bir derecede gelisti. Bunlar (i) kuru madde orani 6zellikle diisiik, ornegin %25’in altinda olan
geng otun silolanmast; (i1) yiiksek kuru madde igerikli, daha olgun otlarin silolanmasi veya
soldurma yoluyla elde edilen, yiiksek kuru madde icerikli, ama genc otun silolanmas; ve (iii)
yaklasik %35 kuru madde konsantrasyonunda, sap ve kog¢an da dahil olmak iizere tam misirin

ve % 45-50 kuru madde igerigine sahip tam tahil Griinlerinin, 6rnegin bugdayn silolanmasidir.

Bu islemler genellikle iyi bir verime yol agmakla birlikte, problemleri de vardir. Ozellikle (ii)
ve (iii}’te, dnemli bir problem diizenli olarak ortaya ¢ikar. Bu aerobik bozulma olarak bilinen
olgudur. Aerobik bozulma siireci silo agildiginda, malzeme havaya maruz kaldig1 zaman
olusur. Spesifik evrelere ayrilabilir. [k olarak, mayalarin ve bazen asetik asit bakterilerinin
koruyucu organik asitleri solumaya baslayip, silaj pH’sini yiikselttigi ve sicaklifin artmaya
basladig1 bir baslangic evresi vardir, pH’deki bir ilk yiikselisin ardindan, basil aktivitesinin
gorunir oldugu ve artan sicaklikla iligkili oldugu ikinci bir evre gelir. Bagka bir evre

mantarlar da ddhil olmak tizere ¢esitli mikroorganizmalarin aktivitesini igerir.

Kuru madde icerigi fazla, yani %30’un {izerinde olan silajlarda, bozulma problemi 6zellikle
vahimdir. Bir silaj kelepgesi agilir ve silaj havaya maruz kalir kalmaz bozulma az ya da ¢ok

goralur.

Bakteriyel asilar gibi biyolojik katki maddeleri silaj iglemini gelistirmek, 6ncelikle laktik asit

Uretim seviyesini ve hizini arttirmak ve aerobik bozulmaya karsi koruma saglamak igin
1
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vaygin bir sekilde kullanilmigtir. Mann ve digerlerine verilen ABD Patenti No. 6,326,037 de
bu durumu iyilestirmek i¢in usuller ve bilesimler sunulmaktadir, Ozellikle, aerobik bozulma
sirecinin teshisinin en azindan kismen, hava girisine maruziyet iizerine kelepcedeki ismmayla
¢ok iliskili oldugu agiklanmaktadir, Bu silajlarin daha sonra incelenmesi basiller, mayalar ve
kifler de dahil olmak iizere termofilik Gram-pozitif bakterilerin yiiksek konsantrasyonunu
gosterdi. Bu génintise gore, glibrelesmeye benzer ikincil bir mayalanmanin (birincil
mayalanma silolanma siireci olmak iizere) basladigini ortaya koyar. Bu mavalanma evresinde,
maya ve kiifler baskindir. Bozulmay1 énlemek igin, ldiiriilmesi veya baskilanmasi gereken
organizmalarin ii¢ ana kategorisinin spor olusturucu bakteriler, mayalar ve mantarlar oldugu
anlagilmaktadir. Tek bir kategorinin elimine edilmesi geri kalan kategorilerin ¢ogalmasina yol

acabilir, dolayisiyla bozulma énlenmez.

Dolayisiyla Mann, en azindan ilk basta aerobik bozulmay: baslatan mikroorganizmalari,
ozellikle silajin yiizeyinde mayalar: ve mantarlar1 inhibe eden organizmalar: kullanarak
bozulmanm dnlenmesini ag¢iklamaktadir. Bunu yapabilen bir organizma bozulmaya yol agan
bagka mikroorganizmalarin gelisimini de inhibe edebilir ve taramayla teshis edilebilir. Bu
kosulu karsilayan tiirde bir organizma olan Laktobacillus buchneri 13 Subat 1996°da Sanayi

ve Deniz Bakterileri Ulusal Koleksiyonuna tevdi edilmistir, Erisim numarasi 40788 dir,

Lactobacillus buchneri’nin kullanildig: islemler silajda bozulmayi azaltmakla birlikte bunu
sadece smirl bir diizeyde yapmaktadir. Dolayisiyla, gelistirilmis bir silaj islemine, 6zellikle
geri kazanilan kuru madde miktarini arttirirken silajin aerobik stabilitesini gelistirmek i¢in bir

isleme hala ihtiyag vardir.
ACIKLAMANIN OZETIi

Bir yonde silaji islemden gegirmek igin bir usul sunulmaktadir. Usul silaja Lactobacillus
hilgardii’nin koruma igin etkili bir miktarmi igeren bir silaj asis1 ilave edilmesini igerir. Silaj

as1s1 aerobik bozulmay1 dnlemek veya azaltmak igin etkilidir.

Baska bir yonde, silaji korumak igin etkili bir miktarda Lactobacillus hilgardii iceren bir sila]

asis1 sunulmaktadir.
Silaj agisinin bir yoniinde, silaj agis1 ayrica bir tagiyict igerir.

Baska bir yonde, silaji korumak icin etkili bir miktarda Lactobacillus hilgardii iceren bir silaj

sunulmaktadir.
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Usuliin bir yoniinde, silaj asis1 ve silajda, Lactobacillus hilgardii 26 Haziran 2013 te kayda
gecirilen CNCM [-4784 erigim numarah Lactobacillus hilgardii, sus SIL51 ve 26 Haziran
2013’te kayda gecirilen 1-4785 erisim numarah Lactobacillus hilgardii susu SIL52 veya
bunlarin genetik egdegerlerinin en az biridir. S6zii edilen suslar Lallemand SAS 19 rue des
Briguettiers, 31702 Blagnac Cedex, Fransa’ya tevdi edilmistir.

Usullin bir yoniinde, silaj asis1 ayrica bir tasiyict igerir.

Yine bagka bir yonde, 26 Haziran 2013’te kayda gecirilen 1-4784 erisim numarali
Lactobacillus hilgardii susu SIL 51’in veya bunun genetik esdegerlerinin izole edilmis bir

susu sunulmaktadir.

Baska bir ydnde, 26 Haziran 2013’te kayda gecirilen 1-4785 erisim numarali Lactobacillus
hilgardii susu SIL 52’nin veya bunun genetik esdegerlerinin izole edilmis bir susu

sunulmaktadir.
AYRINTILI ACIKLAMA

Bu agiklamaya gore, silolanmis yemin aerobik stabilitesini arttiran laktik asit bakterileri izole
edildi ve saflagtirildi. Daha spesifik olarak Lactobacillus hilgardii’nin silajin aerobik
stabilitesini arttirdig1 gosterildi. Ayrica, silaja asilandiginda, Lactobacillus hilgardii suglar,
iy1 korunmus ve acrobik bozulma ve 1smmayla iligkili ikincil mayalanmanin baglamasinim

azaltildig1 veya onlendigi bir silaj tretmektedir.

Bu agiklamanin suslar1 seker kamisi (Saccharum tir(i) silajindan izole edildi. Suslarin
saflastirilmasinin ve izolasyonunun ardindan, suslari teshis etmek icin taksonomik ¢alismalar
yapildi. Bunlarin ikisi Lactobacillus hilgardii olarak tanimlandi ve prototip numarasi SIL51
ve SIL52 verildi.

Dolayisiyla bu aciklama silajin aerobik stabilitesini arttrmak i¢in silaj asilar ve silaj agilarni

kullanma usuliinii sunmaktadir,

Burada “silaji korumak igin etkili miktar” teriminin, en azindan silaji korumak igin yeterli
olan bir miktar: belirtmek i¢in kullanildig: takdir edilecektir. Dolayisiyla miktar en azindan
silajin stabilitesini arttirmak icin yeterlidir, ama tercihen geri kazanilan kuru madde miktarmi

arttirirken silajin stabilitesini arttirmak igin yeterli bir miktardir.

Burada “aerobik stabilite” terimi kullamldiginda, silajin sicakhigmm ¢evre sicakhiginin

2°C’den fazla lizerine ¢ikmadan dnce sabit kaldig1 saat sayismi belirttigi takdir edilecektir.
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Simdi burada a¢iklanan diizenlemelere referansta bulunulacaktir. Bununla, agiklamanin
cercevesine herhangi bir simirlama getirilmesinin amaglanmadigi anlagilmahidir. Ayrica bu
agiklamann, sunulan diizenlemelerdeki degisiklikleri ve modifikasyonlar igerdigi ve
acgiklamanin ilgili oldugu alanda uzman olanlarin normal olarak takdir edecegi gibi

aciklamanin ilkelerinin bagka uygulamalarmi igerdigi anlagilmahidir.

Bir diizenlemede, silaj1 islemden ge¢irmek i¢in bir usul sunulmaktadur. Usul silaja,
Lactobacillus hilgardii’nin silaji korumak i¢in etkili bir miktarini igeren bir silaj agisinin ilave

edilmesi asamasini igerir. Silaj asis1 aerobik bozulmayi 6nlemek veya azaltmak i¢in etkilidir.

Ayrica en az bir Lactobacillus hilgardii susu igeren bir silaj agisi sunulmaktadir. Daha
spesifik olarak, silaj agist Lactobacillus hilgardii tiriiniin silaji korumak igin etkili bir

miktarin igerir.

Yukarida agiklanan usuliin ve silaj asilarinin bir diizenlemesinde, Lactobacillus hilgardii susu
26 Haziran 2013’te kayda gecirilen izole edilmis Lactobacillus hilgardii susu CNCM 1-4784
(SIL51), 26 Haziran 2013’te kayda gegirilen izole edilmis Lactobacillus hilgardii susu
CNCM 1-4785 (SIL52) veya bunlarin genetik esdegerleri olabilir. 26 Haziran 2013’te kayda
gecirilen CNCM [-4784 susu (SIL51) ve 26 Ocak 2013 te kayda gecirilen CNCM 1-4785
susunun (SIL52), burada agiklandigi gibi yemin acrobik stabilitesini arttirmaya yonelik
1islevsel aktivitesini koruyan mutantlarinin veya genetik esdegerlerinin de diisiintildiigli takdir

edilecektir.

Mutasyonlarin veya genetik esdegerlerin olusturulma bigiminden bagimsiz olarak, kritik
mesele ana tlir ve/veya sus i¢in agiklandigi gibi silajin aerobik stabilitesini arttirma iglevini
yerine getirmeleridir. Baska bir deyisle, bu agiklama kiiglik taksonomik degisiklikler gibi

kiiciik degisikliklerle sonu¢lanan mutasyonlar: kapsamaktadir.

Bu agiklamaya uygun silaj asilar1 sivi1 veya kati formda olabilir ve baska bakteri suglari
icerebilir. Bu agiklamaya uygun silaj agilari uygun bir tasiyict igerebilir veya oldugu gibi
kullanilabilir. Kat1 formda silaj asis1 kati tasiyici igerebilir. Uygun tasiyici sulu veya susuz sivi
formunda veya kat1 formda olabilir. Sulu veya susuz sivi formda tastyici 6rnekleri arasinda su,
yaglar ve parafinler yer alir. Kat1 formdaki tasiyict 6rnekleri arasinda 6rnegin maltodekstrin,
nigastalar, kalsiyum karbonat, seliiloz, peynir alti suyu, 6giitiilmiis misir koganlari ve silikon
dioksit gibi organik veya inorganik tagiyicilar yer alir. Kati bilegim yeme dogrudan ince toz

halinde serpilerek uygulanabilir veya bir sivi tasiyict iginde dagitilirsa yem iizerine basariyla
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puskiirtiilebilir. Bu agiklamanin amaglar: i¢in uygun herhangi bir baska tagiyicinin

kullanilabilecegi takdir edilecektir,

Inhibitér maddenin ikincil bir metabolit olabilecegi anlagilmaktadir. Dolayisiyla silajda
kullanildiginda, silaj ¢ok erken agilirsa tam etkisi gériilmeyebilir. Silaj tercihen en az 30 gilin
ve daha tercihen en az 45 giin kapal tutulur. Optimum siireler diger seylerin yani sira silaj

kiitlesinin biiyiikliigiine ve silolanan malzemenin yapisina bagli olabilir.

Bu agiklamaya gore silolama i¢in uygun olan malzemeler aerobik bozulmaya yatkin
olanlardir. Malzemeler genellikle agirlik¢a en az %20 kuru madde icerir. Bu malzemeler
arasinda 6rnegin ¢avdar veya geleneksel ot, misir, 6rnegin yiiksek nem icerikli misir, tam
mistr bitkisi, yonca, solmus ot, bugday, baklagiller, siipiirge darisi, aygigegi, arpa, baska tam
tahul tiriinleri ve seker kamugi gibi bagka tarla Griinleri yer alir. Silaj balyalar (aerobik
bozulmaya Ozellikle agik bir form), oksijen sinirlayici torbalar, sandiklar, dik ¢ubuk silolar,
oksijen sinmirlayici silolar, torbalar, 6bekler halinde veya aerobik bozulmaya agik olabilen
herhangi bir bagka uygun depolama formunda olabilir. Bir diizenlemede, bu agiklamann silaj
agis1, domuzlar, kitmes hayvanlari veya gevis getirenler gibi hayvanlari besleme amaciyla,

kat1 veya sivi, herhangi bir uygun hayvan yeminde kullamilabilir.

Asagidaki 6rnekler bulusu daha ayrintih olarak agiklamaya ve tanimlamaya yonelik olup

bulusu herhangi bir sekilde smirlandirmayi amaglamamaktadir.
ORNEKLER

Ornek 1:

Silaj vaklasik olarak 12 aylik bitkilerden taze kesilen seker kamisiyla yapildi. Seker kamisi
elle toplandi ve laboratuvar tipi bir kiyici (Pinheiro, model: PP-47) kullamilarak yaklasik
olarak 30 mm uzunlugunda kiyildi. 3 kg kiyilmig malzeme asilarla kanistirldi ve gazi serbest
birakmak igin Bunsen valfleri igeren siki kapaklarla kapatilmis PV A plastik kaplarda (mini
silolar, 10 cm cap ve 60 ¢cm uzunluk) kosullandirildi. Silodaki malzeme yaklasik 630 + 19.9
kg m-3 yogunlugunda sikistirildi. Mini silolar oda sicaklifinda saklandi ve 61 giin

depolamadan sonra analiz edildi ve her silo igin ii¢ kopya hazirland1.

Silaj, asilar olarak Lactobacillus plantarum SIL 34 (L. plantarum silaj agisi olarak yaygin bir
sekilde kullanilir) ve Lactobacillus hilgardii suslari SIL 51 (26 Haziran 2013’te kayda
gecirilen CNCM [-4784] ve SIL 52 (26 Haziran 2013’te kayda gecirilen CNCM 1-4785]
kullanilarak {iretildi. Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus hilgardii suslar1 seker kamisi
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silajindan izole edildi ve %98 dizi 6zdesligi belirlendi. Herhangi bir as1 icermeyen silaj bir
kontrol olarak kullamildi. Asilar Avila ve digerlerine (Effects of an indigenous and a
commercial Lactobacillus buchneri strain on quality of sugar cane silage, Grass Forage Sci
6:384-394, 2009) gore kiiltiirlendi. Nihai kiiltiiriin ardindan, hiicre sayis1 De Man Rogosa
Sharpe agar (Oxoid CM361, Basingstoke, Hampshire, Ingiltere| izerinde sayild1 ve kiiltiiriin
konsantrasyonu 2 log cfu ml-1’e ayarlandi. Kiiltiir 80 mL steril damitilmus suyla karistirilds ve
kiyilmis seker kamisi iizerine 6 log cfu g-1 ot nihai konsantrasyonunda puskirtildi. Kontrole
herhangi bir bakteri icermeyen ayni miktarda su verildi. Capraz kontaminasyonu énlemek icin

her islem igin ayri bir plskiirtiicii kullanildi.

Bos ve dolu silolarin agirhiklar: kaydedildi. Kapatildiktan sonra, silolar oda sicakhifinda
(ortalama 25°C) tutuldu ve giines 15181 ve yagmurdan korundu. 61 giin silolandiktan sonra,
dolu silolar agilmadan once tartildi. Kuru madde (DM) kaybi taze yem ve silajin agirhig1 ve

DM igerigi kullanmilarak hesaplanda.

Lactobacillus plantarum’la (SIL 34) asilama, diger suslarla ve kontrolle kargilastirildiginda
daha distik bir DM igerigi, daha yiiksek bir DM kaybi ve daha yiiksek bir NDF ile
sonuglandi. Lactobacillus hilgardii suglari SIL51 ve STL52yle agilanan silajda, ST1.34°1e ve
kontrolle kargilastirildiginda daha diisiik DM kayiplar tespit edildi (Table 1), Buaym suslarla
agilama ayrica daha ylksek bir DM igerigine ve daha diisiik NDFye sahip bir silajla

sonuclandi. Asilar silajin pH degerini ve ¢dziiniir karbonhidrat icerigini etkilemedi.

Tablo 1. Asilar olmadan ve farkli asilarla 61 giin silolamanin ardindan seker kamust

silajlarmin kimyasal bilegimi

Silaj islemleri DM° Kayiplar | NDFd WSCe pH | LABf Mayalar
-1 C

(gkgFM% | DM (%] (gkg-1 DM] Log cfu. g-1
kontrol 246,2h 22,61a 617.9b 25.3 3,60 |816a 5,38b
SIL 34 241.3b 26.49a 676.92 24.6 3.64 [6.93b 5.08a
SIL 51 264.8a 14.90b 598.0b 23.4 3.61 |8.36a 4.61b
26 Haziran
2013’te kayda
gecirilen
CNCM 1-4784
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SIL 52 259.6a 15.39b 616.7b 3.66 | 8.40a

26 Haziran 21.1 4.83b
2013’te kayda
gecirilen
CNCM 1-4785

b: Kuru madde igerigi; c: Taze madde; d: nétr deterjan lifi; e; suda ¢oziinlr karbonhidratlar; f:
laktik asit bakterileri.

Bir siitunda farkli harflerle belirtilen ortalama degerler anlaml olarak farklidir (p<<0.05)
Analitik prosediirler:

Agilis glinii, her mini silodan iki numune alind1 ve mini silonun biitiin icerigi homo jenize
edildi. Numunelerden biri tartild1 ve 96 saat fan destekli bir firinda 55°C’de kurutuldu; baska
bir numune pH degerini belirlemek, mikrobiyal popiilasyonu degerlendirmek ve mayalanma

nihai tirtinlerini saptamak igin bir su ekstrakti hazirlamak icin kullanildi.

Kurutulmug mamuneler 30 numarali elek kullanilarak Willey tipi bir dgiitiiciide 6giitiildii ve
etiketlenmis plastik kaplarda saklandi. Numuneler DM igerigi (AQAC (1990) Official
methods of analyses. 15. basim, Washington, DC, ABD: Resmi Analitik Kimyagerler Birligi),
fenol usuliiyle (Dubois M, Gilles KA, Hamilton JK, Rebers PA, Smith F (1956 Colorimetric
method for determination of sugars and related substances. Anal Chem 28:350-356.) suda
cOziindr karbonhidratlar (WSC) ve bir Ankom Fiber Analizér (ANKOM Technology
Corporation, Fairport, NY, ABD) kullanilarak Holden (Comparison of methods of in vitro dry
matter digestibility for ten 565 feeds. ) Dairy Sci 82:1791-1794; 1999) tarafindan agiklandig
gibi nétr deterjan lifi (NDF) ac¢isindan analiz edildi ve bir DM temelinde ifade edildi.

Etanol, 1,2-propandiol ve laktik, asetik, propionik ve bitirik asit seviyeleri Carvalho ve
digerlerine (Effects of propionic acid and Lactobacillus buchneri (SIL72) addition on
fermentative and microbiological characteristics of sugar cane silage treated with or without
calcium oxide. Grass Forage Sci doi: 10.1111/j. 1365-2494.2012.00863.x) gére HPLC ile
Glciildii. Asitler, etanol ve 1,2-propandiol alikonma siireleri, bilinen standartlarin alikonma
stireleriyle karsilastirilarak belirlendi. Tamimlanan bilesiklerin konsantrasyonlar digsal
kalibrasyon usuliiyle belirlendi. HPLC tertibat1 (Shimadzu model LC-10Ai; Shimadzu Corp.,
Tokyo, Japonya) bir ultraviyole detektor (UV-VisSPD-10Ai) ve bir kirilma indeksi
detektoriinden (RID 10A) olusan ikili bir saptama sistemiyle teghiz edildi. Kromatografik

7
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ayirma i¢in 50°C’de ¢alisan Shimadzu’dan bir iyon dislama kolonu {Shim-pack SCR-101H;
7.9 mm X 30 c¢m) kullamldi. Hareketli faz 0.6 mL dakika-1 akis hiziyla 100 mM perklorik asit
¢Ozeltisinden olusuyordu. Asitler UV absorbansiyla (210 nm) saptandi. Etanol ve 1,2-
propandiol kirilma indeksi detektdrii kullanilarak belirlendi. pH degerleri bir
potansiyometreyle (Expandomatic Beckman SS-2) él¢iildu.

Tablo 2°de gosterildigi gibi, en diisiik DM kaybi olan, SIL 51 ve SIL 52 suslariyla asilanan
silaj, SIL 34 ve kontrolden diisiik bir etanol konsantrasyonuna sahipti. En fazla DM kaybi
olan silajla sonuglanan SIL 34 susu en yiksek miktarda laktik asidi tiretti. SIL 51 ve SIL 52
suslariyla asilanan silajlarda, SIL 34 ve kontrolle kargilastirildiginda ayrica daha yiitksek
asetik asit ve 1,2-propandiol konsantrasyonlari tespit edildi. Propionik asit seviyeleri, SIL 34

ve kontrol silajiyla uyumlu olarak benzer bir sekilde diisiiktd.

Tablo 2. Asilar olmadan ve Lactobacillus hilgardii asilariyla birlikte silolamanm 61. giiniinde
seker kaimmsi silajlarinin laktik, asetik, propionik ve biitirik asitleri ve etanol ve 1,2-

propanodiolil

Silaj islemleri Laktik Asetik | Propionik | Biitirik Etanol 1,2-
Asit Asit Asit Asit (g kg-1 propandi
(gkg-l1 | (gkg-l |(gkg-l (g kg-1 DM ol (g kg-1
DM) DM) DM) DM DM)
kontrol 46.6a 9.7b 3.1b 0.0b 137.0a 1.7b
SIL34 43.7a 3.3¢c 6.4a 3.5a 185.8a 0.6¢
SIL51 34.6b 19.7a 4.0b 1.2b 39.9¢ 3.27°
26 Haziran

2013’te kayda
gegirilen CNCM
1-4784

SIL 52 31.4b 22.5a 4.1b 1.3b 44.4¢ 3.98°
26 Haziran
2013’te kayda
gecirilen CNCM
1-4785
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Mikrobiyolojik analiz

Taze yem ve 61 giin ink{ibasyondan sonra seker kamisi silaji numuneleri (70 g) 630 mL %0.1
steril peptonlu suyla karistirild ve bir orbital karistiriciyla 20 dakika 120 devir/dakikada
karistirildi. Daha sonra farkh mikrobiyal gruplarin niceligini belirlemek igin 10 kat seyreltiler
hazirland1. Anaerobik inkiibasyonun ardindan (AnaeroGen; Oxoid, Basingstoke, BK) laktik
asit bakterileri (LAB) % 0.1 sistein HCI (Merck, Darmstadt, Almanya) ve % 0.4 sikloheksimit
(%0.4) (Sigma) iceren MRS agar (De Man Rogosa Sharpe, Difco, Detroit, MI, ABD)
kullanilarak sayildi. Plakalar 48 saat 30°C’de inkiibe edildi. Plakalar 72 saat 28°C’de inkiibe
edildikten sonra maya ve ipliksi mantarlar Dikloran Bengal Giilii Kloramfenikol Ortaminda
(DRBC, Difco; Becton Dickinson, Sparks, MD, ABD| sayildi. Mikroorganizmalarin hepsi

i¢in, sadece 30 ve 300 arasinda cfu igeren plakalar sayild1.
Silajlarim aerobik stabilitesinin degerlendirilmesi

90 giin silolandiktan sonra mini silolar a¢ildi ve her mini silodan yaklasik 3 kg’lik ¢ kopya
halindeki numuneler alindi ve aerobik stabilitevi degerlendirmek igin 5 kg’lik plastik kaplara
konuldu. Silajkiitlesi icine 7 giin durmak lzere 10 cm derinlige bir termometre sokuldu.
Kaplar 26°C (£1.5°C) kontrollii sicaklikta bir odada tutuldu. Silaj sicaklig1 her 8§ saatte bir
kaydedildi. Cevre sicakhigi kaplara yakin yerlestirilen bir termometre kullanilarak 6lgiildi.
Aerobik stabilite, silajin gevre sicakliginin 2°C {izerini asan sicakliga gelmeden 6nce stabil

kaldig1 saat sayist olarak tanimlandi.

Tablo 3. Asilar iceren seker kamusi silajlarinin aerobik stabilitesi

Silaj islemleri Aerobik stabilite Maksimum Maksimum sicaklia
(saatler] sicaklik (°C) kadar siire (saatler)

kontrol 21.314.6 43.710.6 453112.2

SIL 34 24.020.0 43.7:1.4 37.329.2

SIL 51 26.7+4.6 44.0x1.0 50.729.2

26 Haziran 2013’te kayda
gecirilen CNCM 1-4784

SIL 52 21.3£4.6 44,3+1.5 48.0+16
26 Haziran 2013’te kayda
gecirilen CNCM [-4785
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Tablo 3’te gosterildigi gibi, kontrol silajinin sicaklig: yaklagik olarak 21.3 saat stabildi, SIL
51 ve SIL 52 suglariyla agilanan silaj ise sicaklik stabilitesini silonun agilmasindan sirasiyla
26.7 ve 21.3 saat sonra kaybetti. Maksimum sicakliZa ulagmak i¢in gereken siire hem SIL 51
hem SIL 52 suslar1 i¢in daha uzundu. Dolayisiyla, SIL 51 ve SIL 52 suslar1 SIL 34’{in ve

kontrol silajinin sicaklik stabilitesine gdre {istiin sicaklik stabilitesine sahip bir silaj verdi.

Laktik asit Ureten Lactobacillus plantarum susu SIL 34’le asilanan silaj 24 saat sonra sicaklik
stabilitesini kaybetti. Ancak SIL 34 susu daha yiiksek etanol igerigi, daha yiiksek maya sayisi

ve daha fazla DM kayiplari olan silajla sonuglandi. SIL 51 ve SIL 52 suslar1 daha kii¢iik maya
popilasyonu, daha diisiik etanol i¢erigi ve daha az DM kayiplari gibi daha iyi silaj dzellikleri

sagladi.

Ornek 2: Misir silajlannm aerobik stabilitesi

Misir silaji Ornek 1’de agiklandigi gibi mikro silolarda, asilar olarak Lactobacillus buchneri,
NCIMB 40788 (Mann ve digerlerine verilen ABD Patenti No. 6,326,037), Lactobacillus
plantarum SIL 34 ve Lactobacillus hilgardii suslar1 SIL 51 (26 Haziran 2013’te kayda
gecirilen CNCM 1-47841 ve SIL 52 (26 Haziran 2013’te kayda gecirilen CNCM 1-4785]
kullanilarak tiretildi. Herhangi bir ag1 icermeyen silaj bir kontrol olarak kullamldi. Asilar

Ornek 1°de agiklandigi gibi kiiltiirlendi.

90 giin silolandiktan sonra mini silolar acild1 ve her mini silodan yaklasik 3 kg’lik numuneler
alindi ve aerobik stabiliteyi test etmek i¢in 5 kg’lik plastik kaplara konuldu. Silaj ktlesi icine
7 glin kalmak {izere 10 cm derinligine bir veri kaydedici sokuldu. Cevre sicakligi kaplara
vakin yerlestirilen bir veri kaydedici kullanilarak 8l¢iildii. Silajlarin aerobik stabilitesine

iliskin veriler Tablo 4'te gosterilmektedir.

Tablo 4. Asiigeren musir silajlarmin aerobik stabilitesi

[slem Doz Maksimum Maksimum Aerobik
cfufg | sicaklik (°C) sicakliga ulagsmak | stabilite (saat}
icin siire (saat]

ortalama ortalama ortalama

Kontrol 34.2 34.2 72.3 72.3 42.7 42.7

SIL 34 1 38.0 38 37.2 37.4 21.8 17.4
2 38.8 37.7 13.0

10
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SIL 51 1 31.0 30.9 133.1 138.3 73.8 |73.0
26 Haziran 2013’te 2 30.8 143.5 72.3 5
kayda gecirilen

CNCM 1-4784

SIL 52 1 30.8 32.05 132.2 112.3 [ 49.0 |53.3
26 Haziran 2013'te 2 33.3 92.5 57.7 |5
kayda gegirilen

CNCM 1-4785

NCIMB 40788 1 33.7 33.1 85.5 101.1 42.8 | 60.5

2 32.5 116.7 77.7

Doz 1 = 10° cfujg; 2 = 10° cfujg

Tablo 4’te gosterildigi gibi, kontrol silajinin sicakligi yaklasik 42.7 saat stabildi, SIL 51 ve 52
suslariyla asilanan silaj ise sicaklik stabilitesini silonun agilmasindan sirasiyla 73.05 ve 53.35
saat sonra kaybetti. SIL 34°le agilanan silaj 17.4 saat stabildi. Lactobacillus buchneri NCIMB
40788’ le asilanan silaj 60.5 saat stabildi, SIL 51 ve SIL 52 suglan SIL 34’le inokiile edilen
silaja ve kontrol silajina gdre iistiin sicaklik stabilitesine sahip bir silajla sonuglandi. SIL 51 ve
SIL 52 suslart NCIMB 40788 silajina gore de iistiin sicaklik stabilitesine sahip bir silajla

sonuglanir.

Bulus spesifik diizenlemeleriyle iliskili olarak ag¢iklanmakla birlikte, baska modifikasyonlarin
da mimkiin oldugu ve bu agiklamanm bulusun genel ilkelerine uygun ve bulusun
aciklamasindan bulusun ilgili oldugu alandaki bilinen veya alisilageldik uygulamalar igine
giren ve daha 6nce aciklanan ve iligikteki istemlerin gergevesi igine giren temel 6zelliklere
uygulanabilen ayrilmalar1 kapsayan g¢esitlemeleri, kullanimlar1 veya adaptasyonlar1 iermeye
yonelik oldugu takdir edilecektir.
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