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OZET

SODYUM BENZOATIN LISTERIA MONOCYTOGENES iLE KONTAMINE
EDILEN MISIR SiLAJI KALITESINE ETKIiLERI

Bu c¢alisma Listeria monocytogenes ile kontamine edilen musir bitki
materyaline ilave edilen sodyum benzoatin Listeria monocytogenes ve silaj kalitesi
tizerine etkisinin aragtirtlmasi amaciyla yapilmistir. Silaj materyalini olusturan misir
bitkisi siit olum doneminde hasat edilerek 1,5-2,0 cm uzunlugunda kesildikten sonra
1,5 litrelik plastik bidonlara el ile sikistirildiktan sonra oda sicakliginda 60 giin siire
ile bekletilmistir. Calisma kontrol (A grubu), L. monocytogenes pozitif grup (B
grubu), L. monocytogenes+sodyum benzoat grubu (C grubu) ve sodyum benzoat
grubu (D grubu) olmak iizere 4 gruptan olusmustur. L. monocytogenes B ve C
gruplarina 10° kob/g diizeyinde, sodyum benzoat ise C ve D gruplarina % 0,1
oraninda uygulanmistir. Kontrol grubundaki silajlara L. monocytogenes ve sodyum
benzoat uygulanmamistir. Silolamanin 60. giiniinde agilarak alinan silaj 6rneklerinde
kimyasal ve mikrobiyolojik analizler gergeklestirilmistir. Ayrica; Silajlar agildiktan
sonra 5 giin siireyle aerobik stabilite testine tabi tutulmustur. Sodyum benzoatin L.
monocytogenes ile kontamine silajlarda katki maddesi olarak kullanimi sonucu (C
grubu), silajlarin ham kiil ve ham yag oranlar artarken, organik madde orani ise
azalmigtir. Sodyum benzoat, silajlarin suda c¢oziinebilir karbonhidrat igerigini
arttirirken, biitirik asit, etanol ve amonyak azotu konsantrasyonunu azaltmistir
(p<0,001). Aerobik stabilite testi sonrasi silajlardan elde edilen bulgularda kontrol
grubuna kiyasla D grubunda pH ve CO; diizeyi ile maya ve kiif sayis1 6nemli sekilde
diisiik bulunmustur. Yapilan mikrobiyolojik analizlerde silajlarda L. monocytogenes
koloni gelisimi gézlenmemistir. Sonug olarak; sodyum benzoatin L. monocytogenes
gelisimini inhibe ettigi ve silajlarin kalitesini olumlu yonde etkileyebilecegi
gozlenmistir.

AnahtarKelimeler: Aerobik stabilite,L.. monocytogenes, silaj, sodyum benzoat.



ABSTRACT

EFFECTS OF SODIUM BENZOATE ON THE QUALITY OF CORN SILAGE
CONTAMINATED WITH LISTERIA MONOCYTOGENES

This study was conducted to investigate the effect of sodium benzoate added
to corn plant material contaminated with Listeria monocytogenes on L.
monocytogenes and silage quality. The maize plant material was harvested at milking
period, cut into 1.5-2.0 cm lengths, hand pressed into 1.5 liter plastic drums and kept
at room temperature for 60 days. The study included 4 groups as control (Group A),
L. monocytogenes positive group (Group B), L. monocytogenes+sodium benzoate
group (Group C) and sodium benzoate group (Group D). L. monocytogenes was
applied to groups B and C at a level of 10° cfu/g and sodium benzoate was applied to
groups C and D at a rate of 0.1%. No additive was applied to the silages in the
control group. The silages were opened on the 60" day of ensiling and chemical and
microbiological analyzes were performed on the samples taken. In addition, the
silages were subjected to aerobic stability test for 5 days after opening. As a result of
the use of sodium benzoate as an additive in L. monocytogenes contaminated silages,
the crude ash and crude fat ratios of the silages increased while the organic matter
ratio decreased. Sodium benzoate increased the water soluble carbohydrate content
of silages, while butyric acid, ethanol and ammonia nitrogen concentrations
decreased (p<0,001). In the findings obtained from the silages after aerobic stability
test, pH and CO, levels and yeast and mold counts were significantly lower in group
D compared to the control group. There was not any L. monocytogenes colony
growth observed in the silages in microbiological analysis. In conclusion; sodium
benzoate supplementation significantly improved the fermentation quality and
aerobic stability of silages.

Keywords:Aerobic stability, L. monocytogenes, silage, sodium benzoate.
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1. GIRIS

Silaj, genellikle %30-40 kuru madde igerigine sahip bir mahsuliin, yemin
veya tarimsal yan {riiniin fermentasyonu ile iiretilen yem maddesidir. Silajin tarihi
cok eski yillara (M.O. 2000 yil1) dayanmasina ragmen modern ¢agda silaj yapimi,
Fransa'daki bir ¢iftgi olan A. Goffart'n 1877'de kendi silaj deneyimlerine dayanan
bir kitap yayinlamasiyla birlikte baglamistir. Diinya genelinde 1950'lerden bu yana,
yapilan silaj miktar1 istikrarl bir sekilde artis gostermistir (Bolsen ve ark., 1996).

Silaj tiretmekteki temel amag, taze kaba yemlerin bulunmadigi mevsimlerde
kullanilmak {iizere, yemleri muhafaza etmektir. Bu yontemde laktik asit bakterileri
(LAB) bitki materyalinde bulunansuda ¢6ziinebilir karbonhidratlar1 (SCK),
anaerobik ortamda basta laktik asit (LA) olmak tlizere organik asitlere fermente
ederek silaj pH’smin istenilen deger araligina diismesini saglar. Boylece silo
ortaminda istenmeyen mikroorganizmalarin gelisiminin Online gecilerek silaj

kalitesinin arttirilmasi amaglanir (Tegiin ve Aydin, 2023).

Silaj ozellikle ruminant beslenmesinde 6nemli bir yere sahip olan yem
maddesidir. Bundan dolay1 kaliteli bir silaj yapimi isletme ekonomisi agisindan da
onemlidir. Kaliteli bir silaj eldesinde birbiriyle iliskili {i¢ etken 6nem tasir. Bunlar
silajlik yem materyali, silaj yapim asamalar1 ve fermentasyon islemidir (Basmacioglu

ve Ergiil, 2002).

Silaji yapilacak bitkinin kuru madde (KM) igerigi, biinyesinde bulunun
epifitik mikroorganizmalar, bu mikroorganizmalarin tir ve sayilari, bitki
materyalindeki SCK oran1 ve tampon kapasitesi gibi faktorler basta olmak iizere
birgok faktor silajin kalitesinin belirlenmesinde rol oynar (Kung, 2001; Filya, 2001).
Silo igerisinde LAB’nin baskin halde olmasi istenirken Listeria, Clostridium,
Enterobactericiae gibi bakteri gruplar1 ile Saccharomyces, Hansenula, Candida,
Pichia tiirii mayalar ve Penicillium, Fusarium, Aspergillus tiirii kiif mantarlarinin
bulunmamasi arzu edilmektedir (Basmacioglu ve Ergiil, 2002; Cayiroglu ve ark.,
2016). Silo ortaminda kontrolsiiz fermentasyon olugmasi durumunda ise bu

istenmeyen mikroorganizmalarin sayisinda artis gozlenmekte ve silaj kalitesi



olumsuz etkilenmektedir. Ozellikle patojen ozellige sahip Listeria tiirleri silaj
kalitesini olumsuz yonde etkilerken hayvan ve insan saglhigmi da tehdit etmektedir.
Silaj igerisinde birgok Listeria tiirii tanimlanmasina ragmen bunlar arasinda en
yaygin tiir Listeria monocytogenes’dir. Bu bakteri hayvanlarin beyin dokusunda
iltihaplanma ve felglere neden olurken, kontamine olan siit ve siit iiriinlerini tiikketen
insanlar1 da enfekte edebilme potansiyeline sahiptir (Driehuis ve Oude Elferink,
2000).

Sodyum benzoat, antimikrobiyal o6zellikleri sayesinde gida sektoriinde
koruyucu olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Kiigtikkaraca Yildirim, 2014). Silaj
yapiminda ise pH diizeyini azaltarak silaj kalitesi Tlzerine olumlu etkiler

gosterebilecegi ifade edilmektedir (Biiylikkilic Beyzi ve ark., 2016).

Bu tez ¢alismasinin amaci; Listeria monocytogenes ile kontamine edilen misir
bitki materyaline antimikrobiyal 6zellige sahip sodyum benzoatin ilave edilmesiyle
Listeria monocytogenes bakterisinin inhibe edilip edilemeyecegi ve silaj kalitesi ile

aerobik stabilitesi tizerine etkilerinin arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Silolamanmin Tarihi

Silaj yapiminin 3000 yildan daha eskiye dayandigi tahmin edilmektedir. Eski
Misirlilar ve Yunanlilar’in tahillar1 veya biitiin yem bitkilerini silolarda depolayarak
muhafaza ettikleri ifade edilmektedir (Avila ve Carvalho, 2020). Kartaca
harabelerinde silolarin bulundugu ve M.O 1200 civarinda yemlerin orada silolandig
ifade edilmistir. Yaklasik olarak M.S 100 ile 18. yiizyill arasinda silaj yapimi
hakkinda kisith bilgi bulunmakla birlikte Italya'da 13. yiizyilda ot silolandigi, Kuzey
Alpler'de, Isvec'te ve Baltik bolgesinde 18. yiizyilin baslarinda silolama isleminin
uygulandigt ve zamanla birgok Avrupa iilkesine yayildigi bildirilmektedir
(Wilkinson ve ark., 2003).

Tirkiye'de ise silaj ilk kez 1931 yilinda Atatirk Orman Ciftligi'nde
yapitlmistir. Ancak; o yillarda silaj hakkinda tireticilere yeterli bilgi aktariminin
olmamasi, isletmelerde bulunan hayvan sayisinin az olmasi, freticilerin yeni
teknolojiye mesafeli olmasi1 gibi nedenlerden dolay:r silajin hayvan beslemedeki
kullanimi baglangicta yaygin olmayip zamanla hayvanciligin da hizla gelismesine

bagli olarak iilke geneline yayilmistir (Sahin ve Zaman, 2010).

2.2. Silolama Islemi ve Evreleri

Silolama asamasi, yem materyalinin steril olmamasindan dolay1
kontaminasyona agik bir siiregtir. Bu nedenle; tiim siirecin kontrol altina alinmasi
gerekmektedir. Silaj yapiminda silo ortammin bir an Once anaerobik hale
getirilmesiyle fermentasyonun olabildigince c¢abuk gergekleserek istenilen pH

diizeyinin olusturulmasi 6nem arz etmektedir (Avila ve Carvalho, 2020).

Silolama islemiyle birlikte bitki materyalinde bazi degisiklikler olusmaya
baslamaktadir. Bu degisikliklerin olustugu asamalar sirasiyla; aerobik, anaerobik,



stabil ve silajin agilma doneminden olusur (Bolsen ve ark., 1996).

2.2.1. Aerobik Faz

Aerobik faz, bitkinin siloya yerlestirildigi andan itibaren baslar. Bu asamada
sikistirma islemi vasitasiyla, oksijen (O,) konsantrasyonunun miimkiin oldugu kadar
azaltilmas1 amaglanir. Ancak sikistirma islemi ne kadar iyi olsa da silo igerisinde
belirli miktarda O, kalmaktadir (Muck, 2010). Aerobik faz ortamdaki O, miktarina
bagl olarak birkag saat ile 1 giin kadar siirebilir. Bu siiregte ortamdaki O, miktar1
azalirken CO, miktar1 artmaya baslar ve silo igerisinde anaerobik ortam olusur. Silo
icerisindeki O, hizla tiikenirken aerobik mikroorganizmalarin aktiviteleri sonucu
bitki materyalinde bulunan SCK’lar pargalanarak CO, su ve 1s1 agiga ¢ikar (Driehuis

ve Oude Elferink, 2000).

Bu asamada sikistirma islemi iyi yapilmigsa silo ortaminda O, miktar1 az
olacagindan dolay1 asir1 1s1 artisinin Oniine geg¢ilmis olur. Ayn1 zamanda aerobik
fazin basarili bir sikistirma islemi yapilan ve iyi kapatilan silolarda, iyi
kapatilamayan ve sikistirma isleminin basarisiz oldugu silolara kiyasla daha kisa
stirecegi ifade edilmektedir. Aerobik fazin minimuma indirilmesiyle, silo igerisindeki
bitki materyalinin SCK igerigi olabildigince korunarak anaerobik donemdeki
fermentasyon igin laktik asit bakterilerine daha fazla besin maddesi saglanir (Oude
Elferink ve ark., 2001). Aerobik fazin uzamasi bitki biinyesinde bulunan SCK
miktarini azaltacagindan dolay1 anaerobik fazda iiretilecek laktik asit miktarinin da
azalmasina neden olur. Bu donemin uzamasi ayni zamanda silo igerisinde 1s1y1
arttiracagl icin bitki materyalinde Maillard reaksiyonunun olusmasina ve kiif
gelisimine yol acar. Maillard reaksiyonu seliiloz ve proteinlerin sindirim oranlarinda
azalmaya sebep olur. Bu olumsuzluklar1 6nlemek aerobik fazin olabildigince kisa

slirede tamamlanmasiyla miimkiin olur (Muck, 2010).

2.2.2. AnaerobikFaz

Fermentasyon fazi1 olarak da adlandirilan bu faz silo ortaminda O3
kalmadiktan sonra baslar. Laktik asit bakterileri silo ortaminda bulunmasi istenen
bakterilerdir. Bu fazda, mayalar, Enterobactericea ve Clostridia tiiri bakteriler gibi

silo igerisinde istenmeyen mikroorganizmalar siloda baskin hale gecebilmek igin



LAB ile rekabet icerisindedir (Pahlow ve ark., 2003). LAB, SCK’lar1 kullanarak
baslica laktik asit olmak iizere yiiksek miktarda organik asit tireterek ortam pH’sin1
distirtir ve silo igerisindeki zararli mikroorganizmalarin gelisimini 6nler (Driehuis &
Oude Elferink, 2000). Ortam pH’s1 istenilen aralia inmezse istenmeyen
mikroorganizmalar silo icerisinde gelismeye baslar. Ozellikle silodaki en zararl
anaerob bakteri tiirii olan Clostridia’larin gelismesi durumunda silo ortaminda pH
yiikselir, bitki biinyesinde bulunan aminoasitler pargalanarak yemin kalitesi ve
enerjisi diiser (Basmacioglu & Ergiil, 2002). Bu mikroorganizmalar tarafindan
olusturulan fermentasyona “ikincil” veya “clostridial” fermentasyon denir (Filya,
2001). Silo ortaminda istenmeyen bir diger grup Enterobactericea olarak
adlandirilan bakteri grubudur. Bu bakterilerin SCK’lar1 fermente etmesiyle asetik
asit, CO, ve etanol agiga ¢ikar. Bu bakterilerce olusturulan fermentasyon sonucu
silajin KM’si azalir ve enerji kaybi olusur. Her iki bakteri grubu da asidik kosullara
duyarli oldugundan dolayr pH seviyesinin 5’in altinda tutulmasiyla gelisimleri

onlenebilmektedir (Keles ve Yazgan, 2005).

Silo ortaminda olusan amonyak (NHs), etanol ve biitirik asitgibi {irlinler silaj
kalitesini olumsuz yonde etkiler. Dolayisiyla silajlarin bu iiriinleri yiiksek miktarda

icermesi arzu edilmez (Kung ve ark., 2018).

2.2.3. Silajda Stabil Dénem

LAB’nin aktif olarak gelisimini takiben silodaki bitkisel materyal stabil
doneme girer. Bu donem silaj agilana kadar siirer. Silo ortamindaki pH istenilen
diizeye indiginde ve silo igerisine su veya O, girisi olmadigi durumda silaj materyali
stabil halde kalmaya devam eder. Eger silo igerisine hava girerse silaj materyalinde
maya ve kiif sayist artar. Silajda KM kayiplar1 olusur ve silaj 1sinmaya baglar. KM
degeri diisik olan ve silo ortamima fazla miktarda O, giren silajlarda Listeria
monocytogenes gibi patojen bakteriler gelisebilmektedir. Bu patojenlerin hayvan

sagligina oldukga zararl oldugu ifade edilmektedir (Bolsen ve ark., 1996).

Kaliteli bir silajda olmasi istenen organik asitler ve oranlart Tablo 1°de

gosterilmistir (Mahanna, 1993).



Tablol. Kaliteli bir silajda istenilen organik asit oranlar1 (Mahanna, 1993).

Organikasitler Kurumadde(%o)
Laktikasit 3-6
Biitirik asit <0.1
Asetik asit <2

Propiyonik asit 0-1

2.2.4. SilonunAg¢ilmasi (Yedirme Asamasi)

Silajin hayvanlari beslemek i¢in agildig1 ve O; ile temasin olustugu dénemdir.
Silodaki anaerob ortam bozulur. Bu asamada, aktif formda veya gelismesi yalnizca
O, varligina bagl olan, spor formunda hayatta kalan mikroorganizmalar yeniden
gelisir. Bu mikroorganizmalar arasinda genellikle ilk gelisimi mayalar baslatir ¢iinkii
bu mikroorganizmalar fakiiltatif anaeroblardir ve bir¢ogu asitlige toleranslidir (Avila
ve Carvalho, 2020). Bu faz boyunca, sekerler ile fermentasyon iiriinleri olan laktik
asit ve asetik asidin aerobik mikroorganizmalar tarafindan tiiketilmesi sonucu silajda
KM ve besin madde kayiplari olusabilmektedir. Silo igerisinde su ve CO; agiga
cikarken sicaklik yiikselebilir. Maya ve kiifler silajlardaki aerobik bozulmadan
sorumlu baglica mikroorganizmalardir (Kung, 2010). Bu asamada 6nemli bir nokta

aerobik stabilitenin uzunlugudur.

Aerobik stabilite silajin havayla temasi sonrasi silo i¢i sicakligin diisiik
kaldig1 ve silajin bozulmadan kaldigi siirenin uzunlugunu ifade eder. Bu siirenin
uzun olmasi istenir. Cilinkii bu silajin minimum miktarda maya ve kiif icerdigini
gostermektedir (Wilkinson ve Davies, 2013). Silajin aerobik olarak bozulmasindan
sorumlu ana etkenlerin Saccharomyces, Candida ve Pichia gibi maya tiirleri oldugu
ifade edilmektedir (Pahlow ve ark., 2003). Kiifler genellikle mayalara gore asitlere
daha az toleranslidir, bu nedenle biiyiimeleri maya biiylimesinden sonra gézlemlenir.
Bu mikroorganizmalar sporlar halinde hayatta kalirlar ve ¢ogalmalar1 i¢in gereken
siire daha fazladir. Kiif ve maya gibi aerobik solunum yapanlar basta olmak {izere
mikroorganizmalarin ¢ogalmasi silajfa kitlesel 1sinmaya neden olur. Sicaklik artis

aerobik bozulmanin bir gostergesidir (Avila ve Carvalho, 2020).



Birgok faktor, aerobik bozulmanin hizimi etkiler. Bunlar arasinda, maya
popiilasyonu veya diger aerobik mikroorganizmalar, O, konsantrasyonu, silaj
olusumu sirasinda iiretilen metabolitler, pH, kalan karbonhidratlar, sicaklik, nem

kosullar1 ve tamponlama kapasitesi en 6nemli olanidir (Pitt ve ark., 1991).

2.3. Silaj Mikrobiyolojisi

Silaj yapiminda bitki materyali sterilize edilemez, dolayisiyla fermentasyonu
baslatan mikrobiyota, yem bitkisinin dogal mikrobiyotasindan ve disaridan
eklenebilecek inokulantlardan olusur. Mikrobiyata fermentasyon esnasinda, yem
bitkisinin 6zelliklerine ve kullanilan silolama tekniklerine gore, ¢cevre kosullarinin da
etkisiyle degisime ugrar (Avila ve Carvalho, 2020). Silolama o&ncesi bitki
materyalinde bulunan epifitik (dogal) mikroorganizmalar Tablo 2’de listelenmistir.
Bunlar arasindan silolama esnasinda tercih edilen bakteri gruplari laktik asit ve
propiyonik asit bakterileri iken istenmeyen tiirler ise Enterobacteriaceae familyasina
ait bakteriler, asetik asit bakterileri, Clostridium ve Bacillus tiirleri gibi spor
olusturan bakteriler ve Listeria yer almaktadir (Pahlow ve ark., 2003). Bunlar disinda
cesitli kiif ve maya tiirleri de silo ortaminda istenmeyen mikroorganizmalardir

(McDonald ve ark., 1991).



Tablo 2. Silolama Oncesi bitkilerde bulunan bakteri ve mantar popiilasyonlar

(Pahlow ve ark., 2003).

Mikroorganizmalar Popiilasyon (kob/gr)

Total aerob bakteriler >10,000,000

Laktik asit bakterileri 10-1,000,000
Asetik asit bakterileri 100-1,000
Propiyonik asit bakterileri 100-1,000

Enterobacteria 1000-1,000,000

Bacilli (endosporlar) 100-1,000
Clostridia (endosporlart) 100-1,000

Kiifler 1000-10,000

Maya vb.mantalar 1000-100,000

LAB, yem bitkilerinin epifitik mikrobiyotasinin bir parcasidir ve silolama
stireci boyunca baskin olmasi istenir. Bu gruptaki bakterilerin tiimii, SCK’lar
fermente etmeleri sonucu laktik asit iretir. Silajda en sik bulunan LAB cinsleri
Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc
ve Weissella tirlerine ait olup, silolama islemi sirasinda farkli tiirleri
bulunabilmektedir (Avila ve Carvalho, 2020). LAB’nin en 6nemli ozelligi, asit
ortamlara kars1 direng gostermesidir. Bu sayede silajin pH seviyesini 4 veya daha

asag1 degerlere indirebilirler.

LAB bitki sekerlerinin fermentasyonundan tek veya ana iiriin olarak LA iiretir
(Holzapfel ve Wood 2014). Tek firiin olarak LA iireten LAB homofermentatifler
olarak adlandirilirken, laktik asidin yaninda CO,, etanol veya asetik asit {iretenler
heterofermentatif LAB olarak adlandirilir. Homofermentatif LAB, sekerleri glikoliz
yoluyla piruvata katabolize eder ve oradan homofermentatif metabolizmada laktik
asite indirgenir. Heterofermentatif yolda ise seker doniisiimii fosfoketolaz yoluyla
gerceklesir ve laktik asit, etanol veya asetik asit iiretilir (Driehuis ve Oude Elferink,
2000; Muck ve ark., 2020). LAB’nin glukozu fermente etme yollar1 Sekil 1°de

gosterilmistir.



Glukoz

(“LAB) <+—— —» (™LAB)
Glukoz-6-P Glukoz-6-P
Fruktoz-6-P 6-Fosfoglukonat

l CO,
Fruktoz 1,6-DP Ribul;z-S-P
Gliseraldehit-3-P «= Dihidroksiaseton-P Ksiloz-5-P
2 Piruvat Gliseraldehit-3-P Asetil-P
2 Laktat Piruvat Asetaldehit
Laktat Etanol

Sekil 1. Laktik asit bakterilerinin glukoz fermentasyonu (Caplice ve Fitzgerald, 1999).

2.4. Listeria monocytogenes

L. monocytogenes, Gram pozitif, sporsuz, comak seklinde bir bakteri olup
bagisiklik sistemi baskilanmis hayvanlarda ve insanlarda menenjit, ensefalit,
septisemi, gastroenterit, mastitis ve ge¢ donem abortlar dahil olmak {izere yiiksek

6liim oranina ve gesitli hastaliklara neden olmaktadir (Wesley, 2007).

L. monocytogenes’in optimal gelisim sicakligi genel olarak 35-37° C
araligindadir. Ancak 1-45° C gibi genis sicaklik degerlerinde de gelisim
gosterebilirler. Ayrica, 4.1-9.6 gibi genis bir pH araliginda ¢ogalabilen bu bakterinin
optimal gelisim gosterdigi pH araligi ise 6.0-8.0 degerleri arasindadir (Yavuz ve
Korukluoglu, 2010). L. monocytogenes, ortamda iireyemese dahi uzun siire
canliligint koruyabilir. Sigir, koyun ve kecilerde salginlar ve sporadik listeriosis
vakalari, L. monocytogenes ile kontamine olmus silajla beslenme ile

iliskilendirilmistir. L. monocytogenes'in diskiyla sagilimindan sadece klinik semptom



gosteren hayvanlar sorumlu degildir. Ayn1 zamanda klinik semptom goézlenmeyen

hayvanlar dagevreyi kontamine edebilir (Driehuis, 2013).

Cig siitiin L. monocytogenes tarafindan kontaminasyonu, silajda yiiksek
seviyelerde L. monocytogenes olusumu ile iliskilendirilmistir. Farkli ¢alismalar,
silajlarda ve silajla beslenen ineklerin digkilarinda L. monocytogenes suslarinin
yiiksek ¢esitlilikte oldugunu gostermistir. L. monocytogenes'in ¢ig siite gegisi,
genellikle diski ve diski ile kontamine olan altliklar yoluyla gergeklesir (Tasci ve
ark., 2010). Siit ve peynirin tiiketilmesi sonucu insanlart da enfekte eden bu
bakterinin 6zellikle pastorizasyon islemi gerceklestirilmemis iiriinlerde tespit edildigi

ifade edilmektedir (Driehuis ve Oude Elferink, 2000).
2.5. Sodyum Benzoat

Molekiil yapisi Sekil 2’de gosterilen sodyum benzoat (C;HsNaO;) organik
asit tuzu olup etkili bir antimikrobiyal 6zellik gosterir. Enterobakteri ve mayalarin
biiylimesinin engellenmesinde etkili olabilecegi ve silajlarin yemleme donemini

uzatabilecegi bildirilmistir (Kog ve ark., 2020).

0 YON&*

Sekil 2. Sodyum benzoatin molekiil yapisi (Piper ve Piper, 2017).

Sodyum benzoat, gida endiistrisinde bakteri, mantar ve mayaya karsi énemli
bir koruyucu olarak kullanilan, dogal pH's1 4.5 olan bir benzoik asit tuzudur.Ayrica,
bu madde ilag ve kozmetik sanayisinde de giivenli bir sekilde kullanilmaktadir.
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan gida iiriinlerinde kullanilmasma izin verilen ilk
koruyucu oldugu ifade edilen sodyum benzoatin, antimikrobiyal aktivitesinin pH ile
iligkili oldugu ve diisiik pH’da antimikrobiyal etkisinin daha giiclii olabilecegi
bildirilmistir (Shahmohammadi ve ark., 2016).
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Tiirkiye’de gidalarin muhafaza edilmesinde Tiirk gida kodeksine gore

maksimum % 0,1 diizeyinde sodyum benzoat kullanimina izin verilmektedir.

Sodyum benzoatin pH derecesini 6nemli derecede azaltmak suretiyle silaj
kalitesini olumlu yonde etkileyebilecegi bildirilmektedir (Biiylikkilic Beyzi ve ark.,
2016). Sodyum nitrit, sodyum benzoat ve potasyum sorbatin 5 ml/kg oraninda
kullanildig1 bir ¢alismada istenmeyen mikroorganizmalar1 azalttig1 ve silaj kalitesini
tyilestirdigi ifade edilmistir. Ayn1 ¢alismada kullanilan bu karigimin maya ve kiif
gelisimini  engelledigi ve aerobik stabilitenin de artisgina sebebiyet verdigi
gosterilmistir (Knicky ve Sporndly, 2015). Bir baska ¢alismada sodyum benzoatin %
0,2 oraninda kullanildig1 sorgum silajlarinda maya ve kiif orani ile etanol diizeyinin
O6nemli derecede azaldigy, siit¢ii ineklerin performansini etkilemeksizin silo ve rumen
fermentasyon profilini énemli bir sekilde degistirdigi bildirilmistir (Santos ve ark.,
2019).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Bitki Materyali

Silaj bitkisi olarak Balikesir sehrinde yetistirilen misir (Zea mays L.)
kullanilmistir. Kullanilan misir bitkisi, siit olum doneminde hasat edilerek (Sekil 3),
1.5-2 cm uzunlugunda pargalanmistir. Bitki materyaline antimikrobiyal 6zellige
sahip sodyum benzoat ilavesiyle hazirlanan silajlar, BAUN Hayvan Besleme ve

Beslenme Hastaliklar1 A.B.D.’nda oda sicakliginda 60 giin siireyle bekletilmistir.

3.1.2. Bakteriyel inokulant ve Silaj Katki Materyali

Balikesir Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni laboratuvarinda
eppendorf tiip igerisinde -20°C’de muhafaza edilen Listeria monocytogenes, B ve C
grubu silajlara 10° kob/gr diizeyinde inokule edilmistir. Silaj katki maddesi olarak ise
sodyum benzoat steril distile suda ¢oziindiiriilerek 1 g/kg oraninda piiskiirtme

seklinde uygulanmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Silajlarin Hazirlanmasi ve Deneme Plam

Calisma; kontrol (A grubu), L. monocytogenes pozitif grup (B grubu),
L.monocytogenes+sodyum benzoat grubu (C grubu) ve sodyum benzoat grubu (D
grubu) olmak tizere her deneysel grupta 4 tekerriir olacak sekilde yapilmistir. Bigilen

musir bitki materyalinin baslangigta %27 olan KM’si bitki soldurularak %30’a
cikarilip 1,5 L hacimli deneysel silolara basilmistir (Sekil 4).
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Sekil 3. Silaj materyalinin hasat edilmesi

Bu ¢aligmada kullanilan misir bitkisi siit olum doneminde hasat edilerek 1,5-
2,0 cm uzunlugunda kesildikten sonra B grubu L.monocytogenes ile piiskiirtme
yontemi kullanilarak kontamine edilmistir. C grubuna L.monocytogenes+sodyum
benzoat, D grubuna ise sadece sodyum benzoat ilave edilmistir. Hazirlanan silaj
materyalleri 1-1,5 kg kapasiteli bidonlara doldurularak 60 giin siireyle laboratuvar

ortaminda oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Sekil 4. Silajlarin hazirlanmasi
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3.2.2. Kimyasal Analizler

Denemede kullanilan misir bitkisi 60 giinliikk silolama sonrasi acilmistir.
Silajlara ait kimyasal analizler (pH 6l¢timii, SCK, laktik asit, organik asitler, etanol

ve amonyak azotu) ve aerobik stabilite testi Uludag Universitesi’nde yapilmustir.

Acilan silajlardan alinan 6rnekler (her gruptan 2 adet ve her kavanozdan 3
tekrar olacak sekilde toplam 6 analiz yapilmistir), 60 © C sicaklikta 2 giin siireyle
kurutululduktan sonra 1 mm elek ¢apinda 6giitiilmiistiir. Orneklerdeki kuru madde
(KM), ham protein (HP) ve ham kiil (HK), icerikleri analiz edilmistir (AOAC, 1990).
Silajlara ait ADF ile NDF miktarlar1 Fiber Analyzer cihaziyla (ANKOM 200, USA)
belirlenmistir (Van Soest ve ark.,1991).

3.2.2.1. Silajlarda pH’mn Belirlenmesi

Silajlardan alinan 6rnekler (40 gram) stomacher torbasina konulduktan sonra
distile su (360 mililitre) eklenmistir. Hazirlanan 6rnek 3 dakika boyunca stomacher
cihazinda c¢alkalandiktan sonra pH metre cihazinda (Sartorious, Basic PB-20,

Goettingen, Germany) dl¢liim gerceklestirilmistir.

3.2.2.2. SCK i¢eriginin Belirlenmesi

Silajlarda SCK igerikleri, Dubois ve ark. (1956) tarafindan belirtilen fenol-
stlfirik asit yontemiyle belirlenmistir. Numuneler distile suyla (1:9 oraninda)
seyreltilerek hazirlanan seyrelitden otomatik pipet ile 1’er ml alinarak tiiplere
aktarilmistir. Her 6rnegin tizerine 0.15 ml %80’lik fenol (CgHsOH), 1 ml su ve 5 ml
H,SO,4 (%98) ilave edildikten sonra vorteks kullanilarak (30 sn) homojen hale
getirilmistir. Tiipler, 15 dakika sogumaya birakildiktan sonra spektrofotometre cihazi
(Shimadzu, UV Mini 1240) ile (490 nm) okunmustur.

Standart egri, Excel programi ile olusturulmus ve bu egri kullanilarak silaj
orneklerinin SCK degerleri belirlenmistir. Elde edilen degerlerin seyreltim katsayisi
(10) ile carpilmasiyla Orneklerin SCK igerigi bulunmustur. SCK degerlerinin,

orneklerin KM miktarina boliintip 100 ile ¢arpilmasiyla, silaj numunelerine ait KM
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bazinda SCK igerikleri (%) hesaplanmustir.

3.2.2.3. Silajlardaki Laktik Asitin Belirlenmesi

Numunelerin laktik asit igerikleri spektrofotometrik analiz yontemine gore
hesaplanmstir (Barker ve Summerson, 1941). Ornekler 1:100 oraninda distile suyla
seyreltilmistir. Daha sonra otomatik pipet yardimi ile hazirlanmis seyreltiden 1 ml
ornek tiiplere aktarildiktan sonra 0,1 ml bakarsiilfat (5 gram CuSO4/100 ml distile su)
ile 6 ml HySO,4 (%98) asit eklenmistir. VVorteks ile homojen (30 sn) hale getirilen
tiipler, 5 dakika silireyle sogumaya birakilmistir. Tiipler soguduktan sonra her tiip
icerisine 0,1 ml parahidroksibifenil (% 0,5 NaOH/100ml saf su + 2.5g %97°lik
CeHsCsH4OH) ilave edilerek 30 saniye boyunca yeniden vorteksle homojen hale
getirilmis ve 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Bu siirenin sonunda tiipler 90
saniye kaynar su igerisine daldirilip ¢ikarilmustir. Tiipler soguduktan sonra 6rnekler

spektrofotometre cihazi ile 565 nm dalga boyunda okunmustur.

Standart egrinin olusturulmasi: 213 mg lityum laktat 500 ml saf su icerisinde
¢oziildiikten sonra tizerine 0.5ml %98°lik siilfiirikasit (400 ug/ml) eklenmistir. Elde
edilen ¢ozelti, oncelikle 1:9 (40 ug/ml) daha sonra 1:1 (20 ug/ml, stok ¢ozelti)
oraninda distile su ile seyreltilerek, stok ¢ozeltiden 2.5, 5.0, 10, 15 pg/ml lityum
laktat icerecek sekilde yeni karisimlar elde edilmistir. Tiiplerin igerisine hazirlanan
¢ozeltiden 1 ml aktarilarak tizerine 0,1 ml bakir siilfat ve 6 ml %98’lik siilfiirik asit
ilave edilmis, 30 sn vorteks ile homojen hale getirilerek 5 dakika soguk suda
bekletilmistir. Bu islemler bittikten sonra tiiplere 0,1 ml parahidroksibifenil eklenip,
vorteksle homojen hale getirildikten sonra 10 dk oda sicakliginda bekletilmistir.
Sonrasinda kaynamis su igerisine daldirilan tiipler (90 saniye) soguduktan sonra
degerler spektrofotometre cihazinda (565 nm) okunarak standart egrileri bilgisayarda

olusturulmustur.
Spektrofotometre cihazindan alinan veriler, seyreltme katsayisi olan 10 ile

carpildiktan sonra silaj numunesinin kuru madde miktarina oranlanip (% KM) laktik

asit icerigi, % olarak belirlenmistir.
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3.2.2.4. Silajlarin Organik Asitler ve Etanol I¢eriginin Belirlenmesi

Hazirlanan numunelerin etanol ve OA igerikleri, GC cihaziyla analiz
edilmistir. Analizi yapilacak Ornekler gaz kromatografi cihazinda Olgiimleri
yapilmadan o6nce, 1ml’lik viole konulan UYA standardi (Spelco™WSFA—
2MixSigma-AldrichCo) ve etanol ¢ozeltisi (%96’°1ik) otomatik 6rnekleyici boliimiine
yerlestirildikten sonra okunmus ve bilgisayarda cesitli pikler elde edilmistir.
Hazirlanan sivi orneklerin organik asit bilesimleri (asetik, propiyonik,biitrik) ve

etanol konsantrasyonlar1 standart kromatogramdan alinan piklere gore belirlenmistir.

3.2.2.5. Amonyak Azotu Analizi

Silaj orneklerine ait amonyak azot (NHsz-N) igerigi Kjeldahl distilasyon
cihaziyla (Gerhadth, Bonn, Germany) yapilmistir. Analiz amaciyla numuneler (40
gram) distile suyla (360 ml) stomacher cihazinda 3dk bekletildikten sonra
stiziilmistiir. Sonrasinda siiziintiiden 6rnek (100 mililitre) alinip distilasyon
boliimiine yerlestirilmistir. Daha sonra 12 dk boyunca distile edilek HCI ¢ozeltisiyle
(0.1 N %37) titrasyonu yapilmistir. Silaj 6rneklerine ait NH3-N icerikleri daha evvel
bildirilen formiile gore belirlenmistir (Aydin, 2019).

3.2.2.6. Silaj Orneklerinin MikrobiyolojikAnalizi
Numunelerin - mikrobiyolojik analizleri Balikesir Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Besin Hijyeni laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Silaj orneklerinin

icerdigi laktik asit bakterileri ve L. monocytogenes asagidaki mikrobiyolojik analiz

metodlarina gore tespit edilmistir.
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Sekil 5. Silaj 6rneklerinin mikrobiyolojik ekim i¢in hazirlanmasi

L. monocytogenes analizi i¢in her bir silajdan 25 g ornek tartilip stomacher
posetine alinarak tizerine 225 ml Half Fraser broth eklenmistir. Hazirlanan karisim
stomacher cihazinda homojen hale getirildikten sonra (Sekil 5) 10"’lik diliisyondan
0.5 ml alinarak Palcam Listeria Selective Agar iceren petrilere yayma plak yontemi
kullanilarak ekimler yapilmistir (Sekil 6). Petriler, inkiibe edilerek (37°C, 24-48 saat)

L. monocytogenes koloni varligi aranmastir.
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Sekil 6. Silaj 6rneklerinden L. monocytogenes ekimi

Lactobacillus spp. analizi i¢in uygun dilusyondan 1 ml alinarak MRS agar
igeren plaklara dokme yontemi uygulanarak ekim yapilmistir. Ornekler 30°C’de 72

saat inkubasyona birakildiktan sonra gelisen kolonilerin sayimi gerceklestirilmistir.

Lactococcus spp. analizi i¢in uygun dilusyondan 1 ml alinarak M17 agar
igeren plaklara dékme ydntemi uygulanarak ekim yapilmustir. Ornekler 30°C’de 48

saat inkubasyona birakildiktan sonra gelisen kolonilerin sayimi1 gergeklestirilmistir.
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Enterococcus spp. analizi igin uygun dilusyondan 0.1 ml alinarak Kanamycin
Esculin Azide (KEA) agar iceren plaklara yayma yontemi uygulanarak ekim
yapilmistir. Ornekler 37°C’de 48 saat inkubasyona birakildiktan sonra gelisen

kolonilerin sayimi1 yapilmistir.

3.2.2.7. Silajlarin Aerobik Stabilitesinin Belirlenmesi

Silajlar iki ayin sonunda agilarak aerobik stabilite testine tabi tutulmustur. Bu
test, daha 6nce belirtilen yonteme gore yapilmistir (Ashbell ve ark., 1991). Testin 5.
giiniinde numunelere ait pH ve CO, degerleri belirlenmistir. Ek olarak silajlarin
gorsel kiiflenmeleri gozlenerek maya ve kiif sayilart belirlenmistir (Filya ve ark.,
2000).

Aerobik stabilite testi yapilmasi i¢in, gaz sizdirmayan ve asinmaya karsi
direngli olan 1,5L°1ik polietilen siseler ilk olarak 0,5 ve 1 litre olacak sekilde iki
parcaya ayrilmistir. Siselerin kapaklarina hava sirkiilasyonu saglamak amaciyla
kiictik delikler agilarak tizeri telle kapatilmistir. Sonrasinda 0,5 litrelik tist kisima
yaklasik olarak 250-300 g silaj 6rnegi eklenmis, 1 litrelik alt kisma ise 100 ml
KOH (%25) eklenmistir. Ornekler hazirlandiktan sonra 120 saat boyunca
25°C’de odadaki havada bulunan oksijene maruz kalmasi saglanmistir. Bes
giinliik siire boyunca silajda meydana gelen CO2 gazinin ¢ékmesiyle alt zeminde
kalmas1 saglanmistir. Test sonucunda alt kissmdaki KOH ¢ozeltisinden 10 ml
alinarak 1 N % 37’lik HCI ile titrasyon islemi yapilmistir. Titrasyon sirasinda
¢Ozeltinin pH’s1, pH metre ile devamli 6l¢giilerek, pH’nin 8,1’den 3,6’ya diismesi
igin harcanan HCI asit miktar1 hesaplanmistir. Bes giin boyunca havadaki
oksijene maruz birakilan silajlarda tiretilen CO2 miktar1 asagidaki denkleme gore
hesaplanmistir.

CO: (2/kgKM)=0.044xTxV/(AxTM*KM)

T: Titrasyondaharcanan 1NHClmiktari(ml)

V: %25 KOH ¢ozeltisinin toplam hacmi (ml)
A:Sisenin alt kismina ilave edilen KOH miktari (ml)
TM: Kullanilan taze silaj 6rneginin agirligi (kg)

KM: Taze silajmateryalininkurumaddemiktari(g/kg)

18



3.2.3. istatistikselAnalizler

Bu calismadaki verilerin degerlendirilmesinde SPSS 25 istatistik programi
kullanilmigtir. Elde edilen verilerde tek yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulanip
Tukey c¢oklu karsilagtirma testine (p<0,05) tabi tutulmustur. Sonuglar ortalama deger

+ standart sapma olarak sunulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Misir Silajlarinin Besin Madde Icerikleri

Masir silajinin KM, HK, HP, HY ve OM igerikleri (%) Tablo 3’te verilmistir.
Tablo 3 incelendiginde KM (%) igeriklerinin gruplar arasinda benzer oldugu
gbzlemlenmistir (p>0,05). Bu ¢alismada B ve D gruplarinin HK igerigi (%) kontrol
grubuna (A grubu) kiyasla 6nemli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,001). Ancak
kontrol grubu ile C grubu silajlarinin HK igerikleri benzer bulunmustur. Silajlarin HP
(%) degerleri incelendiginde; kontrol grubuna kiyasla B ve C grubu silajlarin benzer
oldugu goriilmiistiir. D grubundaki silajlarin HP igerikleri kontrol grubu ile benzer
olmasina ragmen B ve C gruplarindaki silajlara gore Onemli diizeyde azalma
goriilmustir (p<0,001). Silajlarin HY (%) igerigi ise kontrol grubuna kiyasla diger
tiim gruplarda daha yiiksek bulunmustur (p<0,001). OM (%) igerikleri incelendiginde
B grubunun kontrol grubuna benzer oldugu goriilmiistiir. Ancak C ve D grubu

silajlariin OM igerigi kontrol grubuna kiyasla daha diisiikk bulunmustur (p<0,001).

Tablo 3. Silajlara ait kuru madde, ham kiil, ham protein, ham yag ve organik madde
igerikleri (%).

Gruplar KM HK HP HY oM
A 28,63+0,44 3,25+0,03° 8,17+0,04% 3,73+0,02° 96,75+0,03°
B 29,06+0,24 3,35+0,01° 8,25+0,14° 3,84+0,05° 96,74+0,01°
C 28,73+0,53 3,26+0,04° 8,27+0,03% 3,81+0,0° 96,65+0,04°
D 28,89+0,14 3,370,012 8,05+0,05° 3,80+0,02° 96,62+0,01°
P degeri 0,24 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

*A:Kontrol: (L. monocytogenesvesodyum benzoat yok); B grubu: L. monocytogenes; C grubu: L.
monocytogenes+Sodyum benzoat; D Grubu: Sodyum benzoat; KM: Kuru madde; HK: Ham kiil; HP:
Ham protein; HY: Ham yag; OM: Organik madde
a‘b‘CAynl stitundaki farkli harflere sahip olan degerler birbirlerinden farklidir.

Misir silajlarina ait SCK, NDF, ADF, ADL, seliiloz ve hemiseliiloz igerikleri
Tablo 4’de verilmistir. Tablo 4 incelendiginde NDF (%) igeriklerinin B ve C
gruplarinda kontrol grubuna benzer, D grubunda ise kontrol grubundan yiiksek

oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Silajlarin ADF (%) igerikleri incelendiginde
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kontrol grubuna kiyasla B ve D gruplarinda ADF’nin 6nemli diizeyde yiiksek oldugu
(p<0,001), B grubunun C ve D grubuyla benzer oldugu saptanmustir. Silajlarin ADL
(%) igerikleri incelendiginde B grubunun ADL igerigikontrol grubuna gore yiiksek
oldugu, C ve D gruplarinin hem kontrol grubuna hem de B grubuna benzer oldugu
belirlenmistir (p>0,05). Silajlarin seliiloz(%) igerikleri incelendiginde kontrol
grubuna kiyasla B ve D gruplarinin daha yiiksek oldugu, C grubunun B grubu ve
kontrol grubuna benzer oldugu goriilmektedir (p<0,001).Silajlarin hemiseliiloz(%)
igerikleri incelendiginde kontrol grubuna gére B grubunun daha diisiik, D grubunun
ise daha yiiksek hemiseliiloz igerigine sahip oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubu
ve C grubunun hemiseliiloz igerikleri arasinda 6nemli bir farklilik olmadigi
belirlenmistir (p>0,05). Silajlarin SCK(%) igerikleri incelendiginde diger gruplara
kiyasla en yiiksek SCK igeriginin D grubunda oldugu (p<0,001), B grubunun kontrol
ve C grubuna kiyasla onemli diizeyde daha yiiksek SCK igerdigi, kontrol ve C

grubunun SCK igeriginin ise benzer oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.Silajlara ait ADF, NDF, ADL, seliiloz, hemiseliiloz ve SCK degerleri

Gruplar NDF (%) ADF(%) ADL(%) | Seliiloz(%) | Hemiseliiloz(%) | SCK (%)
A 51,2240,32° | 34,6£0,71° | 5.25+0,03° | 29,35+0,72° 16,62+0,81% | 3,49+0,08°
B 51,39+0,11° | 36,1140,27%® | 5,31+0,03% | 30,8+0,25%® 15,28+0,32° 3,7940,05°
C 51,29+0,21° | 35,19+0,59* | 5,28+0,06® | 29,91+0,65 16,1+0,51% 3,39+0,22°
D 53,88+0,38 | 36,48+0,72% | 5,31£0,03® | 31,17+0,73° 17,4+0,5° 4,27+0,15

P degeri <0,001 <0,001 0,032 <0,001 <0,001 <0,001

*A:Kontrol: (L. monocytogenes ve sodyum benzoat yok); B grubu: L. monocytogenes; C grubu: L.
monocytogenes+Sodyum benzoat; D Grubu: Sodyum benzoat
a‘b‘CAynl siitundaki farkli harflere sahip olan degerler birbirlerinden farklidir.

4.2. Silajlarin Fermentasyon Ozellikleri

Misir silajinin pH,etanol ve amonyak azotu degerleri Tablo 5’te verilmistir.
Tablo 5’te de gorildigi tizere silajlarin pH degerleri 3,88 ile 3,93 arasinda
degismekte olupen yiiksek pH degeri L. monocytogenes ile kontamine edilen B
grubunda belirlenmistir. Kontrol grubuyla C ve D gruplariarasinda pH bakimidan

farklilik olmadigi, B ve D gruplariin pH degerlerinin ise birbirine benzer oldugu
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goriilmiistiir. Silajlarin etanol (g/kg KM) degerleri incelendiginde kontrol grubuna
kiyasla B ve D gruplarimin daha diisiik etanol igerigine sahip oldugu (p<0,001), C
grubuyla kontrol grubu arasinda ise 6nemli bir farkliik olmadigi saptanmistir
(p>0,001). Silajlardaki amonyak azotu (%) kontrol grubunda en yiiksek, sodyum

benzoatla muamele edilen D grubunda ise en diisiik oranda belirlenmistir (p<0,001).

Tablo 5.Silajlara ait pH, etanol ve amonyak azotu degerleri

Gruplar pH Etanol (g/kg KM) NH;-N(%0)
A 3,89+0,02° 0,91+0,22° 4,99+0,06
B 3,93+0,01° 0,61+0,05" 3,63+0,43°
C 3,88+0,02° 0,9440,08° 4,4340,07°
D 3,91+0,02% 0,66+0,04" 2,99+0,15¢

P degeri <0,001 <0,001 <0,001

*A:Kontrol: (L. monocytogenes ve sodyum benzoat igermeyen grup); B grubu: L. monocytogenes; C
grubu: L. monocytogenes+Sodyum benzoat; D Grubu: Sodyum benzoat
DAy siitundaki farkl harflere sahip olan degerler birbirlerinden farklidir(p<0,001).

Silajlara ait organik asit miktarlar1 Tablo 6’da verilmistir. Silajlarin laktik asit
degerleri incelendiginde en fazla laktik asit miktarimin C grubunda oldugu
belirlenmistir. Calismada sodyum benzoat igeren D grubundaki silajlarin laktik asit
miktar1 kontrol gurubuna gore Onemli diizeyde diisiik bulunmustur (p<0,001).
Silajlarin asetik asit degerleri incelendiginde kontrol gurubu ile C gurubu arasinda
istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik bulunmazken (p>0,001), B ve D gruplarindaki
asetik asit oranlart kontrol grubu ve C grubuna oranla 6nemli diizeyde daha yiiksek
bulunmustur (p<0,001). Silajlarin propiyonik asit degerleri incelendiginde diger tiim
gruplara kiyasla en yliksek propiyonik asit icerigi D grubunda bulunurken, kontrol
grubunda ise en diisiik miktarda bulunmustur. B ve C gruplarinin propiyonik asit
miktarlar arasinda ise onemli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0,001). Silajlarin
biitirik asit degerleri incelendiginde kontrol gurubu ile B ve C gruplarn arasinda
onemli bir farklilik bulunmadigi (p>0,001), D grubunun ise kontrol grubuna kiyasla
daha diisiik biitirik asit i¢erigine sahip oldugu saptanmistir (p<0,001).
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Tablo 6. Silajlarin laktik asit, asetik asit, propiyonik asit ve biitirik asit degerleri

(9/kg KM)
Gruplar LA AA PA BA
A 45,76+0,97° 16,75+0,39° 0,95+0,09° 0,72+0,05%
B 43,16+0,69° 18,70+0,83" 1,33+0,04 0,72+0,04°
C 47,82+0,76° 17,310,98° 1,29+0,03" 0,67+0,05%
D 40,89+0,52° 21,74+0,5° 1,87+0,07° 0,65+0,02"
P degeri <0,001 <0,001 <0,001 P=0,018

*A:Kontrol: (L. monocytogenes ve sodyum benzoat yok); B grubu: L. monocytogenes; C grubu: L.
monocytogenes+Sodyum benzoat; D Grubu: Sodyum benzoat; LA: Laktik asit; AA: Asetik asit; PA:
Propiyonik asit; BA: Biitirik asit

409 Ayny siitundaki farkli harflere sahip olan degerler birbirlerinden farklidur.

4.3. Silajlarin Aerobik Stabilite Ozellikleri

Aerobik stabilite testi sonrast belirlenen pH, CO,, maya ve kiif degerleri
Tablo 7°de verilmistir. Silajlarin hava ile temasi sonrasi olusan aerobik kosullarda en
yiiksek pH degeri kontrol grubunda tespit edilirken, sodyum benzoat ilavesi i¢ceren D
grubuna ait silajlarin pH degerleri diger gruplara kiyasla daha diisiik bulunmustur
(p<0,001). Silajlara ait CO, degerleri incelendiginde en diisitk CO, oran1 D grubunda
tespit edilmistir. B ve C gruplarinin CO3 igerigi kontrol grubuna gdére 6nemli diizeyde
diigik bulunmustur (p<0,001). Silajlarin maya ve kiif sayilar1 karsilagtirildiginda
sodyum benzoat katkisinin stabiliteyi arttirdir goriilmistiir. Maya ve kiif sayilar
kontrol grubuyla kiyaslandiginda C ve D gruplarinda 6nemli diizeyde diisiik
bulunmustur (p<0,001). Tiim gruplar arasinda en diisiik maya ve kiif sayisi sodyum

benzoat igeren D grubunda tespit edilmistir (p<0,001).
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Tablo 7. Silajlarin pH, CO,, maya ve kiif degerleri

Gruplar pH CO, (g/kg) Maya (cfu/g KM) | Kiif (cfu/g KM)
A 4,66+0,03" 20+4,72° 14,33+0,36" 5,07+0,11°
B 4,54+0,03° 15,29+0,29" 12,25+0,37" 4,23+0,46"
C 4,45+0,03° 15,79+1,03° 8,77+0,46° 2,47+0,15°
D 4,25+0,05" 11,24+0,68° 6,61+0,31° 0,66+0,08°
P degeri <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

*A:Kontrol: (L. monocytogenes ve sodyum benzoat yok); B grubu: L. monocytogenes; C grubu: L.
monocytogenes+Sodyum benzoat; D Grubu: Sodyum benzoat
409 Ayny siitundaki farkli harflere sahip olan degerler birbirlerinden farklidir (p<0,001).

4.4. Silajlarin Mikrobiyolojik Ozellikleri
Mikrobiyolojik ekimlerden alinan sonuglara gore silaj gruplarinda bulunan

LAB sayilar1 Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8. Silajlarda bulunan LAB ve L.monocytogenes populasyonlari
(logyokob/gr KM).

Lactobacillus Enterococcus LaclOagheus L.
Gruplar Spp.+Streptococcus
spp. spp. spp. monocytogenes
A 7.92 6.81 7.78 0
B 7.70 6.79 7.00 0
C 7.51 6.69 6.69 0
D 7.43 6.57 6.30 0

*A:Kontrol: (L. monocytogenes ve sodyum benzoat yok); B grubu: L. monocytogenes; C grubu: L.
monocytogenes+Sodyum benzoat; D Grubu: Sodyum benzoat

Yapilan mikrobiyolojik analizlerde silaj Orneklerinde L. monocytogenes
kolonisine ait gelisim gozlenmemistir (Sekil 7). Ancak;silaj Ornekleri elektron
mikroskobu altinda incelendiginde inaktif halde L. monocytgones varligi tespit
edilmistir (Sekil 8; Sekil 9).
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Sekil 7.

L“monocytogenes
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Sekil 9. Elektron mikroksobu altinda C grubu silajda L. monocytogenes ve sodyum
benzoat kristallerinin goriiniimii
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5. TARTISMA

Silajda fermentasyon c¢esitli faktorlerden etkilenen bir siiregtir. Son yillarda
silaj ve silaj katki maddeleri iizerine besin degerinin arttirilmasi ve silolama islemi
sirasinda olasi risklerin azaltilmasi amaciyla pek ¢ok arastirma yapilmistir.Silolama
sirasinda bitki materyaline eklenen silaj katki maddeleri, fermentasyon siirecini
iyilestirerek besin madde kayiplarii azaltabilmektedir. Silaj katki maddesi olarak
kullanilan organik asitlerin keskin ve rahatsiz edici kokularindan dolay1 kullanimlari
siirlanmaktadir. Bu nedenle, alternatif silaj katki maddeleri olarak daha giivenli olan
organik asit tuzlar1 dnerilmektedir (Yuan ve ark., 2017). Enterobakteri ve mayalarin
gelisiminin inhibe edilmesinde etkili oldugu belirlenmis olan organik asit tuzlart Na
benzoat ve Na diasetatin etkili birer antimikrobiyal, antifungal ve antiviral ajan
olduklar1 bilinmektedir. Dolayisiyla silajlarin yemleme doénemini uzatmak igin
tuzlarin bu 6zeliklerinden yararlanilmaktadir (Yuan ve ark., 2017). Ayrica; bu tuzlar
Clostridia tiirlerinden kaynaklanan ikincil fermentasyonu sinirlandirmakta ve aerobik
stabiliteyi gelistirerek kaliteli bir silaj elde edilmesini saglamaktadir.Yapilan 6nceki
arastirmalarda sodyum benzoatin silaj iiretim siirecinde mikrobiyal faaliyet {izerine
etkinligi oldugu tespit edilmistir (Yuan ve ark. 2017; Zhang ve ark., 2020). Sodyum
benzoat ve potasyum sorbatin silaj katki maddesi olarak kullanildig: bir ¢aligmada,
sodyum benzoat igeren silajlarda Lactobacillus reuteri, Lactobacillus coryniformis
tirlerinde Onemli bir artis gozlenirken (p<0,05), silo ortaminda istenmeyen

Klebsiella tiirlerinde ise azalma oldugu bildirilmistir (Zhang ve ark., 2020).

Yiiksek kaliteli silaj tiretimindeki 6nemli sorunlardan biri, soldurma ve
silolama sirasinda olusan protein denatiirasyona bagli protein kayiplaridir.
(Krawutschke ve ark., 2013). Yapilan bu tez c¢aligmasinda, kontrol grubuna gore
sodyum benzoat igeren silajlarda (Grup D) ham protein oraninda azalma meydana
gelmistir. Bu azalmanin sebebinin sodyum benzoatin antimikrobiyal 6zelliginden
kaynaklanabilecegi diisiintilmektedir. Zira silaj ortamindaki mikorganizma varliginin
artis1  mikrobiyal protein oranini da 6nemli bir sekilde arttirabilmektedir. Baklagil
yemlerinde yogun proteolizin meydana gelebilecegi ve yiiksek oranda protein
niteliginde olmayan nitrojen (NPN) olusturabilecegi bunun da silajin besin
kalitesinin diismesine neden olabilecegi bildirilmistir (McDonald ve ark., 1991,

Zhang ve ark, 2021). Yapilan Onceki c¢aligmalarda NHs-N istenmeyen
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fermentasyonun ana iiriinii olarak degerlendirmis ve silajda proteolizin varligini ifade
etmigstir (Pahlow ve ark., 2003; He ve ark., 2021 Zhang ve ark., 2021). Silo igerisinde
yiiksek NH3-N birikimi, amino asitlerin mikrobiyal aktivite yoluyla deaminasyonuna
baglanmaktadir (Lv ve ark., 2020; Zhou ve ark., 2021). Literatiirdeki belirtilen
arastirmalara benzer olarak yapilan tez calismasinda silajlara eklenen sodyum
benzoat katkisinin NH3-N ve biitirik asit oranin1 6nemli sekilde azalttigi tespit
edilmistir. Bu sonuca gore sodyum benzoatin silo ortaminda istenmeyen
fermentasyonu engelledigi diisiiniilebilir. Elde edilen bulgulara benzer olarak yapilan
bir ¢alismada musir silajina %0.1 ve %0.2 oraninda sodyum benzoat katkisiyla
silajlardaki NH3-N ve biitirik asit oranimin 6nemli Olglide azaldigi ifade edilmistir
(Bernardes ve ark., 2015). Baska bir c¢alismada musir silajinda %0.1 oraninda
kullanilan sodyum benzoatin kontrol grubuna goére NH3;-N ve etanol
konsantrasyonunu 6nemli Ol¢lide azalttigi (p<0,05) bildirilmistir (Queiroz ve ark.,
2013). Arastirmaci, sodyum benzoat katkili silajlarda fermentasyonun daha kaliteli
ve protein bozulmasinin daha az oldugunu ifade etmistir (Queiroz ve ark., 2013). Ot
silajinda katki maddesi olarak sodyum benzoat, sodyum nitrit ve potasyum sorbat
kombinasyonunun kullanildigi bir ¢alismada silajlarda NH3-N  ve biitirik asit
miktarmin kontrol grubuna gére dnemli diizeyde azaldigr ifade edilmistir (Knicky ve
Sporndly, 2009).

Silajin pH degeri, kalitenin degerlendirilmesinde en 6nemli parametrelerden
biridir. Iyi fermente olmus musir silajinda pH degerlerinin 3,7-4,2 arasinda olmasi
istenmektedir (Tegiin ve Aydin, 2023). Bu c¢alismada silajlarin pH degerleri 3,89-
3,93 arasinda olup arastirmada bulunan tiim gruplarin pH degerleri arasinda istatiksel
olarak bir fark goriilmemistir. Misir bitkisinin silaj materyali olarak kullanildig:
baska bir ¢alismada sodyum benzoat katkisi ilave edilen grup ile kontrol grubu
silajlarin pH degerleri benzer bulunmustur (Bernardes ve ark., 2015). Yapilan farkl
bir caligmada ise %0,1 oraninda sodyum benzoat katkili misir silajinda pH degerinin
(3,67), kontrol grubuna (3,71) gore daha diisiik oldugu (p<0,05), ancak; degerlerin
her iki gruptaki misir silajlart igin istenilen aralikta oldugu ifade edilmistir (Queiroz
ve ark., 2013). Ot silaji kullanilarak yapilan bir ¢alismada ise katki maddesi olarak
sodyum benzoat, sodyum nitrit ve potasyum sorbat kombinasyonunun silajlardaki pH
diizeyini (4,4) kontrol grubuna (5,3) gore onemli derecede azalttigi bildirilmistir
(Knicky ve Sporndly, 2009).

28



Laktik asit silo ortaminda pH’nin diismesinden sorumlu baslica organik
asittir. Bu ¢alismada D grubu silajlarda LA miktar1 diger gruplara gore daha diisiik
bulunmustur (p<0,001). Bu durumun antibakteriyel etkili sodyum benzoatin
LAB’nin iiremesini engellemisinden kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. Seker
kamist silaji kullanilarak yapilan farkli bir caligmada da bu sonuglara benzer olarak
sodyum benzoat kullanilan silajlardaki LA miktar1 kontrol grubuna gore diisiik
(p<0,05) oldugu bulunmustur (Souza ve ark., 2022). Queiroz ve ark. (2013)
tarafindan yapilan bir calismada ise sodyum benzoat grubu ile kontrol grubu

arasindaki laktik asit oraninin benzer oldugu saptanmistir (p<0,05).

Aerobik stabilitenin kisa olmasi, iyi fermente edilmis silajlarda dahi yaygin
bir problemdir. Silajlarda aerobik stabilitenin kisa olmasi istenmeyen maya ve
kiiflerin aktivasyonu ile iliskilendirilmektedir. Antifungal etkiye sahip olan sodyum
benzoatin silajlarda maya ve kiif gelisimini engelledigi ifade edilmistir (Knicky ve
Sporndly, 2015). Yapilan tez calismasindan elde edilen bulgularda aerobik stabilite
testi sonrast kontrol grubuna gore sodyum benzoat eklenen silajlarin (D grubu)
silajlarin CO; ve pH degerleriyle kiif ve maya sayilarinin 6nemli derecede azalttigi
g6zlenmistir (P<0,001). Bu bulgular sodyum benzoatin antifungal etkisinin oldugunu
destekler niteliktedir. Ayn1 sekilde yapilan baska bir ¢alismada musir silajinda %0,2
oraninda kullanilan sodyum benzoatin maya ve kiif igerigini kontrol grubu silajlara
gore 6nemli diizeyde azalttig1 ve aerobik stabiliteyi arttirdigi bildirilmistir (Bernardes
ve ark., 2015). Farkli bir ¢aligmada ise musir silajinda %0,1 oraninda sodyum benzoat
katkilt grup ile kontrol grubu arasinda maya sayis1 bakimindan istatistiksel olarak bir
farklillk bulunmadigi bildirilmistir (Queiroz ve ark., 2013). Ancak aragtirmaci
sodyum benzoat grubunda mayalarin sayisal olarak daha diisiik oldugunu ve etanol
oranindaki diisiisiin bu farkliliktan kaynakli olabilecegini ifade etmistir (Queiroz ve
ark., 2013).

L. monocytogenes bakterisinin optimal gelisim gosterdigi pH degerlerinin
6.0-8.0 arasinda oldugu bilinmektedir (Yavuz ve Korukluoglu, 2010). Yapilan
literatiir incelemesinde silajlarda sodyum benzoatin L. monocytogenes iizerine
etkilerine dair arastirmaya rastlanmamistir. Bu tez ¢alismasinda ise mikrobiyolojik

ekimler sonrasi silajlara inokule edilen L. monocytogenes bakterisine ait koloni
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gelisimi gozlenmemistir. Bunun sebebinin silajlarin pH degerlerinin 3.8-3.9 arasinda
olmas1 ve L. monocytogenes’in bu pH araliginda gelisimininengellediginden kaynakli

olabilecegi diisiiniilmektedir.
Gelecek caligmalarda yonca bitkisinin silajinin - yapilmasinda sodyum

benzoatin uygun SCK igerigine sahip olan katki maddeleriyle kullanilmasinin yonca

silaj1 kalitesi lizerine etkisinin arastirilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada L. monocytogenes ile kontamine edilen misir silajinda katki
maddesi olarak sodyum benzoat kullanilmistir. Sodyum benzoatin L.
monocytogenes’i inhibe edip edemeyecegi, silajlarin kimyasal ve mikrobiyolojik
ozelliklerine ve aerobik stabiliteye etkisi degerlendirilmistir. Yapilan mikrobiyolojik
ekimler sonucunda deneme gruplarmin hicbirinde L. monocytogenes kolonisi
tiremedigi gozlemlenmistir. L. monocytogenes bakterisi silo igerisinde daha ¢ok
alkali kosullarda (pH 6-8) gelisim gostermektedir. Bu ¢alismada silajlarda L.
monocytogenes gelisememesinin nedeninin pH degerinin istenilen araliklarda (pH
3.8-3.9) olmasindan kaynakli olabilecegi disiiniilmektedir. Yapilan kimyasal
analizler sonucu sodyum benzoat kullanilan silajlarda NHs-N, etanol ve biitirik asit
iceriklerinde 6nemli oranda azalma meydana geldigi saptanmistir. Bu degerlerdeki
azalma kaliteli bir silajda aranan Ozelliklerdendir. Ayrica aerobik stabilite testi
sonrast sodyum benzoat iceren silajlarda maya ve kiif sayisinda da onemli sekilde
azalma meydana geldigi ve aerobik stabitenin arttigi gézlenmistir. Bu
degerlendirmelere gore sodyum benzoatin silaj kalitesini ve aerobik stabiliteyi
olumlu yonde etkiledigi sonucuna varilmistir. Gelecek c¢alismalarda farkli silaj
materyallerinde sodyum benzoatin koruyucu etkisinin arastirilmasma yonelik

caligmalarin arttirilmasi onerilebilir.
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