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OZET

Yiksek Lisans Tezi

FARKLI SAMAN CESITLERININ MIKROBIYAL INOKULASYON YOLUYLA
YEM DEGERLERININ ARTIRILMASI

Elif Burcu TUZEMEN BAYYURT

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Omer Faruk ALGUR

Bu arastirmada kati hal fermentasyonu yoluyla arpa ve bugday samanlarinin yem
degerlerinin artirilmasi amaglanmistir. Bu maksatla 6nce lignoseliilolitik aktivitesi yiiksek
olan 3 adet mikrofungus (X, Mu ve Yk) ve 1 adet bakteri (E7) ¢iiriimiis odun, saman ve
talas Orneklerinden izole edilmistir. Bu izolatlar klasik (sitolojik ve biyokimyasal) ve
molekiiler (MIS ve 16S rRNA) yontemlerle Aspergillus sp (X), Penicillium sp. (Mu),
Trichoderma harzianum (YK) ve Pseudomonas putida (E7) olarak teshis edilmistir. Ayrica
standart sus olarak ARS Kiiltiir Koleksiyonundan temin edilen Streptomyces setonii B-2555
kullanilmistir. Azot bakimindan zenginlestirilmesi i¢in, samanlara misir maserasyon sivisi
(CSL) ilave edilmistir. Arpa, bugday ve arpa-bugday samanlari bu mikroorganizmalar ile
inokiile edilmis ve 30 giinliik inkiibasyon peryodundan sonra kontrol ve deney gruplarinda
kuru madde (KM), ham kiil (HK), ham protein (HP), asit deterjanda ¢6ziinmeyen lif (ADF),
noétral deterjanda ¢oziinmeyen lif (NDF) ve asit deterjan lignin ((ADL) analizleri yapilmis
ve selilloz (ADF-ADL), hemiselilloz (NDF-ADF), kuru madde sindirilebilirligi (KMS),
kuru madde tiiketilebilirligi (KMT), nisbi yem degeri (NYD) ve yem kalitesi (YK) degerleri
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gére, S. setonii B-2555 ve T. harzianum (Yk) ile
inokiilasyon, samanin yem kalitesini 5. dereceden 3. dereceye ylikseltmistir. Ayrica seliilloz
ve hemiseliiloz degerlerinde %50-53 oraninda azalmalar kaydedilmis ve bu azalmalarin
istatistiki olarak onemli (P<0.05) oldugu belirlenmistir. Maksimum ADF ve NDF diisiist
(%52 ), misir maserasyon sivist katilmig bugday samaninda S. setonii B-2555 inokiilasyonu
sonucu elde edilmistir. Ayrica saman Orneklerinin protein igeriginde %90’a varan artiglar
gozlenmistir.

Sonug olarak saman gibi lignoseliilozik zirai {irlinlerin mikrobiyal inokiilasyon yoluyla yem
degerlerinin artirilabilecegi belirlenmistir.

2014, 79 sayfa

Anahtar Kelimeler: Lignoseliiloz, kat1 hal fermentasyonu, arpa samani, bugday samani,
misir maserasyon sivisi



ABSTRACT

MS Thesis

ENHANCEMENT OF NUTRITIVE VALUE OF DIFFERENT KINDS OF STRAW
BY MICROBIAL INOCULATION

Elif Burcu TUZEMEN BAYYURT

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Omer Faruk ALGUR

In this research work the particular aim is to increase the nutritive values of wheat and
barley straws by solid state fermentation. For this purpose, three microfungi (X, Mu and
YK) and one bacterium (E7) those have high lignocellulolytic activity were isolated from
the samples of decay wood, fodder and sawdust. This isolates were identified as Aspergillus
sp (X), Penicillium sp. (Mu), Trichoderma harzianum (Yk) and Pseudomonas putida (E7)
by using the classical (cytological and biochemical) and molecular ( MIS and 16S rRNA)
methods. In addition, Streptomyces setonii B-2555 which was obtained from the ARS
Culture Collection (USA) was used as standard. To increase the nitrogen content of straws,
corn steep liquor (CSL) was added to them. Wheat, barley and wheat-barley straws were
inoculated by these microorganisms. After the incubation period of 30 days, contents of dry
material (DM), crude ash (CA), crude protein (CP), acid detergent fiber (ADF), neutral
detergent fiber (NDF) and acid detergent lignin (ADL) of samples taken from control and
experimental groups were analysed and the levels of cellulose (ADF-ADL), hemicellulose
(NDF-ADF), digestibility of dry matter (DDM), expendability of dry matter (EDM),
relative food value (RFV) and forage quality (FQ) were calculated. As a result, nutritive
value of straws were risen from the 5" quality to 3" quality. The levels of cellulose and
hemicellulose decreased (50-53%) as well and these reductions were statistically significant
(P<0.05). Moreover maximum ADF and NDF reductions (22%) occured at CSL containing
wheat straw inoculated by S. setonii B-2555. In addition, increasing protein levels of straw
samples were observed up to 90%.

Finally, it was detected that the nutritive value of lignocellulosic agricultural products such
as straw could be increased by microbial inoculation.

2014, 79 pages

Keywords: Lignocellulose, solid state fermentation, barley straw, wheat straw, corn steep
liquor
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1. GIRIS

1.1. Yemin Onemi, Diinya ve Ulkemizde Yem Thtiyaci

Hayvanlarin yasamlarini siirdiirebilmeleri ve c¢esitli {riinleri verebilmeleri icin su,
karbonhidrat, protein, yag, vitamin, mineral madde gibi besin maddelerine ihtiyaglar
vardir. Yemlerin besin maddeleri saglama disinda, dolgu maddesi olusturma, hayvansal
tirtinlere istenen renk, koku ve tat veren unsurlar1 saglama ve gerektiginde hastaliktan
koruyucu veya tedavi edici amach ilaclarin agiz yoluyla hayvanlara verilmesinde araci

olma gibi gorevleri de vardir (Kutlu 2008).

Yemin giiniimiizde en begenilen tanimi; pratikteki deneyimlerin gdsterdigi sinirlar
icinde kalan miktarlarda ve kosullarda hayvanlara yedirildiginde, hayvanin sagligina
zararli etkisi olmayan, hayvanlarin yasamlarini siirdiirmelerini ve verimli olmalarini
saglayan, hayvanlarin yararlanabilecegi formlarda organik ve inorganik besin maddeleri

igeren ve agiz yoluyla alinan tiim maddelere yem denir (Kutlu 2008).

Saman besleyici destegi olan ve tahil tarimindan elde edilen temel bir yan {iriindiir
(Mosier et al. 2005). Orskov and McDonald (1979), samani ruminantlar igin kullanilan

temel bir besin olarak tanimlamiglardir.

Her yil diinya genelinde tahillar ve diger lifli bitkisel materyallerden yaklasik ti¢ milyar
ton saman {iretildigi tahmin edilmektedir ve hasat edilen tahilin her bir tonu i¢in
yaklasik 1,5 ton saman diiretilmektedir. Yani yillik tahil dretiminin bir milyar ton
artmasi, her y1l hemen hemen 1,5 milyar ton saman olusmasi anlamina gelir (Howard et
al. 2003). Biyoteknolojik siiregler de bugiin diinya iizerinde ¢ok miktarda saman ve lifli

materyalleri kullanma imkanini artirir (Gomez et al. 2012).



Uygun klimatik sartlardan dolay1 ¢esitli hububatlarin tarimi Tiirkiye’de ¢ok dnemli bir
yer teskil etmektedir Ayn1 zamanda ekonomik ve g¢evresel faktorler sebebiyle saman

tiikketimi giinliik hayvan besini i¢erisinde gozardi edilemez 6l¢iidedir (Nguyen 2000).

Diinya iizerinde tarimsal iiriinlerin iiretimi ve bunlarin igslenmesi sirasinda kullanilabilir
irtin miktarindan daha fazla miktarda artik ortaya ¢ikmakta ve bu tarimsal artiklarin
tiretimi siireklilik gostermektedir. Hasat edilen tarimsal iirlinlerin ¢ok az bir kismi
degerlendirilebilmekte, c¢ogu ise c¢evreye atilarak Onemli bir kirlilik unsuru

olusturmaktadir (Erikson 1984).

Gerek iilkemizde, gerekse diger bircok iilkede kaliteli yem ac¢igi bulundugu ve bu
sebeple de saman fiyatlarinin degisen oranlarda arttig1 bilinmektedir. Bu a¢1g1 kapatmak
icin samanin yem degerinin artiritlmasi yoluna gidilmis ve bunun icin ¢esitli fiziksel,
kimyasal ve biyolojik yontemler kullanilmistir. Saman igeriginin hayvanlar i¢in en
uygun degerlerde olmasi amaciyla biyolojik yontemler bashigi altinda bir¢ok islem
gerceklestirilmistir. Samanin fazla miktarda yapisal karbonhidrat icerigi (lignin, seliiloz
ve hemiseliiloz) beslenme ve sindirilme acisindan dezavantaj olmakta ve bununla
beraber diisiik protein icerigi de olumsuz bir 6zellik olarak kabul edilmektedir (Salephor
etal. 2012).

Tarimsal iiretimin 6nemli ekonomik girdi sagladig: tilkemizde, tarimsal {iriin atiklar1 bol
miktarda olusmaktadir. Tiirkiye’de olusacak toplam tarimsal atik miktar1 yaklasik 55-70
milyon tondur (Demirbas 2006). Bu miktarin yaklasik 40 milyon tonu teorik, 25 milyon
tonu ise iiretilebilir niteliktedir (Ozgiir 2008). Mevcut veriler 15181nda, biyokiitle
enerjisinin ve tarimsal kokenli biyokiitleden enerji iiretiminin 6nemi tilkemiz ig¢in
giinden giline artmaktadir. Ancak biyokiitlenin potansiyel statiiden kaynak statiisiine
gecebilmesi ve kullanilir hale gelebilmesi i¢in modern teknoloji gelistirilmesi sarttir

(Giinerhan 2011).



1.2. Yem Olarak Kullanilan Maddeler ve Samanin Yem Degeri

Hayvanlarin yararlanacagi besin maddelerini igermeyen kum ve toprak gibi maddeler
yem degildir. Ayrica tirnak, boynuz, deri unlari, komiir tozu, hayvanlarin ihtiyaci olan
bazi organik maddeleri igerdikleri halde sindirilemedikleri i¢in hayvanlar tarafindan
kullanilamazlar ve bu nedenle yem sayilmazlar. Ayrica i1slatilmadan hayvana
verildiginde su ¢ekerek sisen ve yemek borusunu tikayabilen ya da rumeni zorlayabilen
kuru pancar posasi, fazla yedirildiklerinde hayvana zararli etkileri olan ac1 bakla, yesil
yonca Ve arpa gibi yemler de bu nitelikleri ile yem sayilmazlar. Bu yiyecekler belirli
baz1 iglemlerden gecirilerek ya da sinirli miktarlarda hayvanlara yedirilerek zararh
etkileri ortadan kaldirildiginda, yem niteligi kazanirlar. Bunun yani sira, hayvanlarin
rasyonlarina katilan renk maddeleri, stres azaltici ve oksidasyonu onleyici bilesikler de
besin degeri tasimadiklari igin yem olarak kabul edilmezler. Yemler; ot, saman, musir,
arpa, siit vb. cesitli bitkisel veya hayvansal kaynakli tamamen dogal iirlinler
olabilecekleri gibi, bunlarin islenme artiklari veya yan {iriinleri ve biitiiniiyle teknoloji
iiriinii maddeler de olabilirler. Misir gliiteni, bugday kepegi, kan unu, siit tozu, yagh
tohum kiispeleri gibi iiriinler islenme artiklarmi olusturmaktadir. ileri teknoloji iiriinii
olan ve tamamen yapay olarak elde edilen aminoasitler, ¢esitli vitaminler ve mineraller
gibi bazi sentetik maddeler de besin degerine sahip olduklar1 i¢cin yem olarak

tanimlanabilir (Kutlu 2008).

Yemler igeriklerinde bulundurduklari besin maddelerinin konsantrasyonu derecesinde
deger kazanirlar. Birim agirhikta yiiksek oranda sindirilebilir besin maddesi iceren
yemlere “yogun (kesif) yemler” adi verilir. Birim agirlikta diisiik oranda sindirilebilir
besin maddeleri iceren yemlere ise “kaba yemler” adi verilir. Besin maddesi agisindan
zengin olan yemler kuru madde igerigi bakimindan da zengindir. Ancak kuru madde
iceriginin zengin olmasi o yemin yogun yem oldugunu gostermez. Ornegin samanlar
kuru maddece zengindirler; ancak sindirilebilirlikleri diisiik oldugu i¢in kaba yem olarak
degerlendirilirler. Kuru madde igerigince zengin kaba yemlere “kuru kaba yemler”

denir. Yesil ve sulu yemler, kuru madde ve birim agirliklarindaki besin madde



icerigince fakir olduklarindan yesil kaba yemler veya sulu kaba yemler olarak

tanimlanirlar (Kutlu 2008).

Diinyada, ozellikle tropikal bolgelerde ruminantlar y1l boyunca devam eden bir sekilde
meralardaki kesilmis ¢im ve tarimsal iiriin artiklariyla beslenirler. Bu bolgelerin ¢ogu,
cayir ve otlaklarin azaldigi, aym1 zamanda triinlerdeki sindirilebilir enerji ve azot
iceriginin diistiigii mevsimsel kuru donemlerle karsi karsiya kalirlar. Bu iilkelerde
yetistirilen bugday, arpa vs.’den arta kalan samanin bol miktarda olmasindan dolayi
ciftciler bu samanlar1 hayvanlari i¢in temel kaba yem kaynagi olarak kullanmaktadirlar

(NARC newsletter 2004).

Sadece samanla beslenme, onemli derecede odunlasmis materyalin diisik gida
iceriginden dolayr ruminantlara yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in yeterli gidalari
saglamaz. Yavas ve sinirlanmis ruminal karbonhidrat degradasyonu, diisiik azot igerigi
gevis getiren hayvanlar i¢in arpa ve bugday samaninin besin degerini etkileyen temel
eksiklikleridir (Van Soest 2006). Ayrica giiniimiizde lignoseliilozik kaynak olarak
bugday ve arpa samani kullanilmasmin sebebi, {ilkemizde olduk¢a onemli miktarda
olugmalar1 ve lignoselilloz igeriklerinin tespit edilebilir olmasidir. Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi tarafindan hazirlanan yem maddeleri Cizelge 1.1°de

Ozetlenmistir.



Cizelge 1.1. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi tarafindan hazirlanan yem maddeleri

katalogu

Ismi Tanimi

Pancar yapraklari Beta spp. yapraklar

Tahil bitkileri Hububat tiirtine ait tim bitkiler ve bunlarin

parcalart (Kurutulmus, taze veya silajlanmisg
olabilir)

Tahil samani

Tahillardan elde edilen saman

Ucggiil unu

Trifolium spp.’nin kurutulup ogiitilmesi ile
elde edilen iiriin. Bu iiriin kurutulmus ve
ogitiilmiis koérpe yonca veya diger otlar
%20’ye kadar icerebilir.

Kaba yem bitkileri unu (Yesil ot unu)

Kaba yem bitkilerinin kurutulup 6giitiilmesi ve
bazi durumlarda sikistirilmasi ile elde edilen
uriin

Acikta kurutulmus ¢ayir otu (Kuru ot)

Agikta kurutulmus herhangi bir ot tiirii

Yiiksek sicaklikta kurutulmus ¢ayir otu

Her c¢esit cayir otunun yapay olarak

kurutulmasi ile elde edilen triin

Yesil ot, aromatik bitkiler, baklagil bitkileri
(yesil kaba yem)

Ot, baklagil bitkileri veya aromatik bitkilerden
olusan taze, silajlanmis veya kurutulmus
bitkiler

Hint keneviri unu

Kurutulmus Cannabis sativa yapraklarmin
ogiitiilmesinden elde edilen un

Hint keneviri lifi

Cannabis sativa’'nin islenmesi sirasinda elde
edilen yesil, kurutulmus lifli iiriin

Bakla samani

Bakla sap1

Keten tohumu samani

Linum usitatissimum samani

Yonca

Medicago sativa bitkisi veya pargalari

Acikta kurutulmus yonca

Acikta kurutulmus Alfalfa sp.

Yiiksek sicaklikta kurutulmug yonca Yapay olarak kurutulmus herhangi bir
yapidaki yonca

Yonca Ozel islemden gegirilmis yonca peletleri

Yonca unu Yoncanin kurutulup 6giitiilmesi ile elde edilen

irtin. Yonca ile birlikte kurutulmus ve
ogutilmis %20’ye kadar tiggiil veya kaba yem
bitkilerini i¢erebilir.

Yonca ezmesi

Yoncadan suyun preslenerek
uzaklastirilmasiyla elde edilen kurutulmus
uriin

Yonca proteini konsantresi

Yonca ezmesi suyunun santrifiij edilip 1sil
isleme tabi tutularak c¢oktiiriilen proteinlerin
yapay olarak kurutulmasiyla elde edilen iiriin

Yonca ¢oziiniirleri

Yonca suyundan proteinlerin  ekstrakte
edilmesinden sonra elde edilen iiriin,

Misir silaji

Silajlanmig Zea mays bitkisi veya parcalari

Bezelye samani

Pisum spp. samani




1.2.1. Lignoseliilozik materyaller

Lignoseliilozlu maddeler yeryiiziinde bol miktarda iretilen, her yil yenilenebilme
Ozelligi gosteren ve yeryiiziinde yetisen biyokiitlenin %95'ini olusturan bilesikler olup
yapisal birimleri seliiloz, hemiseliiloz ve lignindir (Bisaria et al. 1984; Crawfort and
Crawfort 1984).

Evsel kat1 atik, iirlin atiklari, hayvan atiklari, talas atiklari, orman atiklar1 ya da sadece
enerji eldesi i¢in yetistirilen iirlinlerin biiyiik boliimii lignoseliilozik madde icermektedir
(Sims 2003). Ntaikou et al. (2010a), lignoseliilozik kalintilari; seker kamisi tath
sorghum kiispesi, misir ve bugday sap1 vb. tarimsal kalintilar ve aga¢ kirpintilar1 gibi
orman kalintilart i¢eren biyokiitle olarak tanimlamislardir. Bol ve hemen hemen sifir
maliyetli olmasina karsin, tarimsal kalintilar kolaylikla fermente olabilen serbest seker
icermezler. Kuvvetli bir sekilde lignine bagl karmasik karbonhidrat polimerleri (seliiloz

ve hemiseliiloz) igerirler (Ntaikou et al. 2010).

Gilinitimiizde kullanim alan1 olduk¢a yaygin olan biyoteknolojik siiregler, organizma ve
bilesenlerinin tarim, besin ve diger endiistriyel alanlarda kullanimi esasina gore
caligmaktadir. Endiistriyel mikrobiyoloji ve biyoteknolojinin en O6nemli uygulama
alanlarindan biri olan yenilenebilen kaynak teknolojisi, 6zellikle tarim ve ormanciliktan
gelen atik lignoseliilozik maddelerin kimyasal ham madde ve enerji {iretimi igin

kullanimini amaglar (Sik ve Unyayar 1998).

Lignoseliilozik biyokiitlede seliiloz, hemiseliiloz ve lignin bilesenlerinin oran1 biyokiitle
tirlerine gore degisiklik gosterebilmektedir (Jorgensen et al. 2007). Sert yapili
agaclarda fazla miktarda seliiloz bulunurken, bugday, saman ve yapraklarda daha fazla
hemiseliiloza rastlanilmaktadir (Sun and Cheng 2002). Baz1 lignoseliilozik maddelerin
seliiloz, hemiseliiloz ve lignin igerikleri Cizelge 1.2°de verilmistir. Cizelge 1.2’den
goriilecegi lizere, lignin igerigi sert agacglarda %18-25, kozalakli agaclarda %25-35 ve
cimde %10-30 iken, atiklarin yapraklar1 lignin icermemektedir. Seliilloz ise sert

agaclarda %40-45 iken, atik yapraklarda %15-20 araliginda degismektedir.



Lignoseliilozik maddelerin hemiseliiloz igerikleri de lignin ve seliilloz gibi biyokiitle

kaynaklar1 arasinda farklilik géstermektedir (Giinerhan 2011).

Cizelge 1.2. Tarimsal atiklar ve kati atiklarin hemiseliiloz, seliiloz ve lignin muhtevasi

(Sun and Cheng 2002)
Lignoseliilozik madde Seliiloz (%) Hemiseliiloz (%) Lignin (%)
Sert agac 40-45 24-40 18-25
Kozalakli agac 45-50 25-35 25-35
Findik kabugu 25-30 25-30 30-40
Misir kogani 45 35 15
Cim-Cimen 25-40 35-50 10-30
Bugday samani 30 50 15
Kagit 85-99 0 0-15
Ayrigtirilmig atik 60 20 20
Yaprak 15-20 80-85 0
Pamuk tohumu sacgaklar1 80-95 5-20 0
Gazete 40-55 25-40 18-30
Kati1 sigir giibresi 1,6-4,7 1,4-3,3 2,7-5,7
Bermuda ¢imi 25 35,7 6,4
Cim 45 31,4 12
Kereste atig1 6 28 -

Fang et al. (2010), bitkisel materyallerin %30-50 oraninda seliiloz, %19-45 oraninda
hemiselilloz ve %15-35 oraninda lignin igerdigini belirtmistir. Ren et al. (2009),
lignoseliilozik kalintilarin %32-47 oraninda seliiloz, %19-27 oraninda hemiseliilloz ve

%5-24 oraninda ligninden olustugunu vurgulamistir.

Balat ve Kirtay (2010)’a gore lignoseliillozik maddelerin kimyasal yapist dort ana
bilesene ayrilabilir. Bunlar selilloz, hemiseliilloz, lignin ve Oziimsenebilir diger
maddelerdir. Genel olarak ilk ii¢ bilesen yiiksek molekiil agirligina sahiptir, en son

bilesen ise kii¢iik molekiiler boyuttadir.



1.2.1.a. Seliiloz

Selilloz, D-glukoz birimlerinin P(1—4) glukozit bagiyla birbirlerine baglanarak
olusturdugu dogrusal zincir yapiyr igeren polisakkarit bir bilesik olup (CgH100s)n
formiiliiyle ifade edilmektedir (Updegraff 1969; Crawford 1981). Seliiloz zincirleri
hidrojenle birlestiginde “mikrofibril” yapilarini olusturmaktadir (Ha et al. 1998). Bu
fibriller birbirlerine hemiseliilozlar ve farkli sekerlerin amorf polimerleriyle
baglanmakta ve ligninle ¢evrelenmektedirler. Mikrofibriller sik bir sekilde birleserek
yiginlar ya da makrofibril formlarinda bulunabilmektedirler (Delmer and Amor 1995).
Sekil 1.1°den goriilecegi iizere seliilozun kristalin ve kompakt yapisi onu hem biyolojik
hem de kimyasal 6n aritmaya kars1 direngli hale getirmektedir (Talebnia et al. 2008).

Seliilozun Molekiiler Yapisi

Glukoz Uniteleri

Beta Asetal Baglan

Sekil 1.1. Seliilozun molekiiler yapist

1.2.1.b. Hemiseliiloz

Hemiseliiloz, heterojen bir polimerdir ve genel olarak pentoz, heksoz ve/veya iironik
asitleri icermektedir (Girio et al. 2010). Seliillozun kristal ve dayanikli yapisina karsin,
hemiseliilozlar diizensiz, amorf ve dall1 yapilariyla hidrolize karsi daha az direnclidirler
ve asit 0n muamelesine maruz kaldiklarinda veya enzimatik hidroliz esnasinda
monomerlerine daha kolay ayrigsmaktadirlar (Taherzadeh and Karimi 2008). Balat ve

Kirtay (2010) ise hemiseliilozun glukoz, mannoz, galaktoz, ksiloz, arabinoz, glukuronik



asit ve bu asitin kalintilar1 gibi ¢esitli polimerize olmus monosakkaritlerin karigimi
oldugunu ve seliillozdan daha diisiik molekiil agirliga sahip oldugunu belirtmislerdir.

Hemiseliillozun molekiiler yapist Sekil 1.2°de sunulmustur.

H-C=0 H-C=0 H-C=0
H-C-OH CH,-OH H-C-OH COOH HO-C-H CH,-OH
HO-C-H % HO-C-H & HO-C-H 5
H-C-OH H-C-0H H-C-OH
H-C-OH H-C-0H H-C-0H
Hq-0OH COOH H,-0H
2 D-glukoz D-glukuronik asit ; D-mannoz
H-C=0 H-C=0
HO-C-H H-C-OH
H-C-OH HO-C-H
H-C-OH H-C-OH
H.-OH H,-OH
D-arabinoz D-ksiloz

Sekil 1.2. Hemiseliilozun molekiiler yapisi

1.2.1.c. Lignin

Lignin ii¢ boyutlu fenil propan birimlerinin bir araya gelmesiyle olusan ve zor
ayrisabilen ¢ok kompleks bir yapidir (Taherzadeh and Karimi 2008) (Sekil 1.3).
Lignoseliilozik hiicre duvarmin 6nemli bir bileseni olan lignin, su ve besin ara
transferine ve mikroorganizma saldirilarina karsi dayaniklilik saglamaktadir. Lignin,
selilloz ve hemiselillozdan sonra dogada en bol bulunan figiincii dogal polimerdir.
Yeryiiziinde lignin miktarmin 300 milyar metrik ton oldugu tahmin edilmektedir. Bu
nedenle ligninin biyo-iiriin ve biyo-yakit iiretiminde diinyanin biyo-temelli ekonomisi
igin 6nemli bir hammadde rolii oynamas1 beklenmektedir (Buranov and Mazza 2008).

Ligninin molekiiler yapis1 Sekil 1.3°de gdsterilmistir.
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HEZ=0 i
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Hy co»—c C'C’Hs I : | CH,
.—-—I—'—"‘ H,CO 0CH, HC——0
HC fole:t ok H,CO H.O0H
H.d CUH =
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Sekil 1.3. Ligninin molekiiler yapisi
1.3. Samanin Biyoteknolojik Siireclerde Substrat Olarak Kullanim

Samanin fiziksel ve kimyasal o6zellikleri ve kullanimi iizerine bir¢cok c¢aligma rapor
edilmistir (Shen et al. 1998; Abou-EI-Emin et al. 1999; Vadiveloo 2000, 2003). Buna
ek olarak samanin kullanimimi ve yem degerini artirmak icin diger gida maddelerinin
takviyesi ile birlikte ¢cok sayida fiziksel, kimyasal ve biyolojik muamele metotlar:
aragtirtlmistir (Reddy 1996; Karunanandaa and Varga 1996a, b; Shen et al. 1999; Vu et
al. 1999; Liu and Orskov 2000; Selim et al. 2004). Fakat bazi fiziksel muameleler
makine ihtiyact gerektirdiginden ve ¢iftciler agisindan ekonomik olmadigindan elverigli
degildir. Sodyum hidroksit, amonyak ve iire gibi kimyasal muameleler ¢iftlik kullanimi
icin daha kullaniglidir. Substrat olarak samanin kullanildigi ve lignoseliilolitik
mikroorganizmalarin goérev aldig1 biyoteknolojik siirecler iiriin bakimindan ¢ok
cesitlilik arzeder. Ornegin; Zhong et al. (2011), mikrobiyal ajanlarla gergeklestirilen
biyolojik 6n muamelenin biyogaz iiretimini; Talebnia et al. (2009) ise biyoetanol
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tiretiminde seker verimini artirdigini belirtmistir. Samanin biyoteknolojik siireglerde

kullanimini artirmak i¢in gelistirilen muhtemel stratejiler 1.3.1°de 6zetlenmistir.

1.3.1. On muamele yontemleri

Biyokiitle doniisiim proseslerinde hasat atiklarinin lignin bariyeri, seliiloz kristalin
yapist ve hemiseliiloz asetillemesi gibi lignoseliilozik yap1 karakteristiklerden dolay:
parcalanilabilirliklerinin artmasi igin 6n islem prosesi gereklidir (Chang et al. 1998). On
islem prosesinin amaci; lignin ve hemiseliilozu gidermek ve seliiloz kristalinitesini
azaltarak gozenekli yapinin arttirilmasini saglamaktir. Ayrica 6n islem prosesinin bazi

gereksinimleri de kargilamasi gerekmektedir. Bunlar;

e Seker doniisiimiinii veya On muamele sonrasinda ger¢eklesecek olan hidroliz
asamasinda seker geri kazanimini saglamak,

e Karbonhidrat bozunmasini veya kaybini 6nlemek,

e Hidroliz ve fermentasyon siire¢leri sonrasinda inhibitér olusumunu 6nlemek,

e Uygun maliyetli olmak.

1.3.1.a. Fiziksel 6n muamele

Fiziksel 6n muamele, lignoseliilozik biyokiitlenin kiiciik parcalar haline getirilmesi
islemidir. Fiziksel 6n muamelede amag, pargacik boyutunu azaltarak ulasilabilir ylizey
alan artigim1  saglamak ve kristalin yapiy1 azaltarak polimerizasyon derecesinin
azaltilmasina yardimci olmaktir (Hendriks and Zeeman 2009; Palmowski and Muller
1999).

1.3.1.b. Termal 6n muamele

Termal 6n muamele prosesi, biyokiitlenin 1sitilmasit esasina dayanmaktadir. Bu

yontemde kullanilan sicaklik degerleri 150°C ve 180°C araligina c¢ikartildiginda
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lignoseliilozik biyokiitlede Oncelikle hemiselilloz ve kisa bir siire sonrada lignin

¢oziinmeye baslamaktadir (Bobleter 1994; Garrote et al. 1999).

1.3.1.c. Asit 6n mumelesi

Asitle 6n muamele prosesinde en ¢ok kullanilan kimyasal siilfiirik asit (H,SOy)
olmasma karsmn, hidroklorik (HCI) ve nitrik asit (HNOs) de kullanilmaktadir
(Taherzadeh and Karimi 2007). Bu 6n muamele prosesinde; yliksek sicaklik diisiik asit
konsantrasyonu (seyreltik asit) veya diisiik sicaklik yiiksek asit konsantrasyonu (derisik
asit) kullanilmaktadir (Taherzadeh and Karimi 2008). Asit 6n islem hemiseliilozu
¢cozlinlir hale getirmekte ve enzimlerin seliiloza ulasilabilirligini arttirmaktir. Ayrica,
asit on muamele sirasinda ¢Oziinen lignin, hizli bir sekilde yogunlagsmakta ve asidik
ortamda ¢okelmektedir. Hemiseliillozun ¢oziinmesi ve ¢Oziinmiis ligninin ¢okelmesi,
seyreltik asit 6n aritima oranla derisik asit 6n aritiminda daha c¢ok godzlenmektedir

(Hendriks and Zeeman 2009).

1.3.1.d. Biyolojik 6n muamele

Bir¢cok 6n muamele teknolojisinde prosese bagli olarak yiiksek enerji gerektiren pahali
ekipmana ihtiyagc duyulmaktadir. Ozellikle fiziksel ve termokimyasal prosesler
biyokiitle doniisimii i¢in yiiksek enerji gerektirmektedir. Biyolojik 6n muamelenin,
lignoseliilozik maddeden lignini gidermek i¢in yiiksek enerji gerektirmedigi ve on
aritimda c¢esitli kiif ve mantarlarin kullanimindan dolay1 gilivenli ve cevre dostu bir
metot oldugu savunulmaktadir. Bu 6n aritim yonteminde kahverengi, beyaz ve yumusak
kiif mantarlar1 kullanilmaktadir Kahverengi kiif mantarlar1 agirlikli olarak seliilozu,
beyaz ve yumusak kiif mantarlari ise seliiloz ve lignini par¢alamaktadir (Kumar et al.

2009).
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1.4. Samamin Yem Degerini Artirmak I¢in Kullanilan Yontemler

Sarnklong et al. (2010), ruminantlar i¢in bir besin unsuru olan piring samaninin
kullanimini artirmak i¢in muhtemel stratejiler gelistirmis ve besin kalitesi tizerine bir
derleme yaparak bazi fiziksel muamelelerin ya yiiksek donanim gerektirmesi ya da
ciftgiler agisindan ekonomik olmamasi gerekgesiyle pratik bir uygulama olmadigin ileri
stirmiistiir. Sodyum hidroksit, amonyak ya da {ire gibi kimyasal muamelelerin tarimsal
kullanim ig¢in daha uygulanabilir oldugunu belirtmislerdir. Piring samaninin besin
degerini artirmak icin bir diger alternatif yolun ligninolitik funguslarla onlarin
ekstraselular ligninolitik enzim sistemlerinin ya da selilloz ve/veya hemiseliiloz
parcalayict spesifik enzimlerinin kullanimi oldugunu agiklamiglardir. Sonug¢ olarak
piring samaninin gida degerini artirmada fungus ya da enzim muamelesinin ¢ok daha
pratik ve ¢evre dostu bir uygulama oldugunu, aymi zamanda fungus ve enzim
kullanimmin klasik kimyasal ve fiziksel muamelelerle beraber uygulanabilecegini
vurgulamislardir. Bayram (1997), samanin ruminantlar i¢in hazmolunabilir nitelikte
yem oOzelligi kazanabilmesi igin asit hidrolizi, enzimatik hidrolizasyon ve mikrobiyal

fermentasyon olmak tizere 3 tip degerlendirme yapilabildigini belirtmistir.

Samanin yem degerinin artirilmasi ¢alismalarinda 6zellikle lignoseliilolitik bakteriler ve
mikrofunguslar kullanilmaktadir. Samanin yapisini kuran seliiloz, hemiseliiloz ve lignin

bilesenlerinin degradasyonu bu mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirilmektedir.

Samanda besinsel degerin artmasinda 6n kosul olan lignin giderimi ise ligninolitik
mikroorganizmalar ve spesifik enzim sistemleri ile gerceklestirilmektedir. Bu sebeple
aragtirmacilar karbon kaynagi olarak sadece lignin bulunan besiyerlerini tercih
etmiglerdir. Yem olarak kullanilacak olan samanda lignin giderimi i¢in farkh
parametreler kullanilmis ve optimizasyon g¢aligmalari yapilmistir. Ayrica bakteriler ve

funguslarin ligninolitik potansiyellerinin karsilastirilmasi da arastirma konusu olmustur.

Ayrica samanda mikroorganizma gelisimini tesvik etmek i¢in samana protein igerigi

yiiksek olan misir maserasyon sivist (CSL) ilavesi mikroorganizma gelisimi, samanin
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protein degeri ve misir fabrikast atifinin degerlendirilmesi bakimindan Onem
tagimaktadir. Nitekim CSL hizli ¢ogalan patojenler disinda tiim mikroorganizmalar i¢in
azot ve karbon kaynagi olan bir misir endiistrisi yan {iriiniidiir. Mikrobiyolojide misir
maserasyon sivisinin temel dezavantaji igeriginin gesitliligidir. CSL maya ekstrakt1 ve
pepton gibi ¢cok daha pahali materyallere gére ucuz bir alternatif azot kaynagidir

(Liggett and Koffler 1948).

CSL’nin pH’s1 3,7 ve 4,1 arasinda degiskenlik gosterebilir. Tiim CSL orneklerinin
%95’1 %3,85 ile %4,loraninda azot igerigine sahipken, %5°1 bu alt ve {ist sinirlarin
disindaki degerlere sahiptir. CSL c¢ok yliksek oranda aminoasit ve polipeptit i¢eriginin
yanisira indirgen seker, laktik asit ve ugucu asitlere de sahip oldugu Cizelge 1.3°de

belirtilmistir (Liggett and Koffler 1948).

Cardinal and Hedrick (1947)’e gore CSL’deki toplam nitrojenin %95’inden daha fazlasi
amonyagin ve aminositlerin hidrolizinden temin edilir. Ayrica mevcut nitrojenin
yarisina yakin miktar1 alanin aminoasitinde bulunur. CSL yiiksek oranda B vitamini

kompleksi icerir (Liggett and Koffler 1948).

Cizelge 1.3. Misir maserasyon sivisinin genel analizi

Madde %

Su 45-55
Toplam azot 3,7-6,3
Serbest indirgen seker 0,1-11
Laktik asit 5-15

Kiil 9-10
Ugucu asitler 0,1-0,3
SO, 0,009-0,015
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1.5. Samanin Yem Degerini Artirmada Mikroorganizmalarin Kullanilmasi

1.5.1. Lignoseliiloz yikiminda rol alan bakteriler

Genellikle lignoseliilozik materyallerin  degradasyonunun funguslar tarafindan
yiriitiildigi kabul edilmektedir. Bunun sebebi, bu organizmalara lignoseliiloz igerisine
niifuz edebilme yetenegi kazandiran fungal biiyiimenin hifli yapisidir. Normalde
bakterilerin, ligninlesmis odun hiicre duvarinin yikiminda sinirli bir kapasiteleri
bulunmaktadir. Bununla birlikte  bakteriler  genellikle karistk  mikrobiyal
populasyonlarda ortaya ¢ikarlar ve birbirleriyle sinerjik etki gosterebilen bir dizi enzim
tiretirler. Bu iliskiler en sonunda aerobik kosullar altinda CO3’e; anaerobik kosullar
altinda ise CO;, metan ve H;O’ya donistiiriilecek olan lignoselillozun tamamen

yikimina onciiliik etmektedir (Kuru 2003).

1.5.1.a. Aerobik yikim

Lignoseliilozik artiklarin biriktigi toprak yiizeyi, en 6nemli mikrobiyal habitatlardan
birini olusturmaktadir. Yiiksek lignin igerigine bagli olarak odun, lignoseliilozik
yapilarin en direnglisini temsil eder. Ligninin tamamen degradasyonu, sadece
Phanerochaete chrysosporium ve Streptomyces gibi birka¢ mikroorganizma tarafindan
yiiriitiilen oksidatif bir siirectir. Bununla birlikte, daha genis cesitlilige sahip bir grup
mikroorganizma, o6zellikle de aktinomisetler, seliillozik ve hemiseliilozik substratlara
ulagabilme dogrultusunda lignoseliillozun kismi delignifikasyonunu gerceklestirebilme
yetenegindedirler (McCarthy 1987). Alkali pH ve yiiksek sicakliklarda, yiiksek
diizeylerde lignoseliilolitik aktivite gésteren organizmalar icerisinde Bacillus iiyeleri de
Streptomyces iiyeleri ile birlikte dikkate deger mikroorganizmalari olusturmaktadir
(Subramaniyan and Prema 2002). Ote yandan bu mikroorganizmalarin bazi {iyelerinin
seliilaz aktivitesine sahip olmalari, bunlarin kagit ve kagit hamuru endiistrisinde
kullanilabilme potansiyellerini artirmaktadir. Aerobik lignoseliilotik toprak bakterileri
arasinda Cellulomonas, Pseudomonas (Cellvibrio), Thermomonospora (Tuncer et al.

1999; Rob et al. 1996; Bachmann and McCarthy 1991) ve Microbispora genuslarina ait
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bazi tiirler detayli bir bigimde c¢alisilmistir. Humprey et al. (1977) ise bakterilerde
selilozun pargalanmasinin hem aerobik hem de anaerobik bakteriler tarfindan
gerceklestirildigini ve bu seliilolitik aerobik bakterilerin Bacillus, Cytophaga,
Herpetosiphon, Pseudomonas, Cerratia, Streptomyces, Sporocytophaga,

Thermoactinomyces ve Thermomonospora genuslarina dahil oldugunu belirtmistir.

1.5.1.b. Anaerobik yikim

Lignoseliillozun anaerobik degradasyonu giibre, kompost, atik su isleme tesislerinin
camurlar1 ve deniz veya tatli su sedimentleri gibi ¢esitli anaerobik habitatlarda meydana
gelmektedir. Bunlara ek olarak, lignoseliillozun rumen ve gastro-intestinal boslukta
anaerobik mikroorganizmalar tarafindan hidrolizi, ot-obur hayvanlarin beslenmesinde
¢ok onemli rol oynamaktadir. Hayvan yeminin rumende degradasyonu,  gerekli
enzimleri lireten bakteriler, funguslar ve protozoonlarin kompleks bir kombinasyonu
tarafindan gerceklestirilmektedir. Rumende lignoseliiloz degradasyonunun kompleks bir
mikro-flora tarafindan gerceklestirilmesinin nedeni, bitki hiicre duvarindaki seliilozun
glukuronoarabinoksilanlarin dolayli ortakligi ile korunmasindan kaynaklanmaktadir
(Wilkie 1979). Buna ilaveten, ksilanlar yiiksek derecede asetillenmislerdir. Ksiloz
yapilarinin %70’i ksilopiranoz halkasindaki C, veya Cjz pozisyonundaki hidroksil
grubundan esterlenmistir (Puls and Schuseil 1993). Bunun da 6tesinde, dallanmis ksilan
polimerleri, esterlenmis ferulik asit ve p-kumarik asitlerle birbirlerine, bitki hiicre
duvarinin yapisal birlikteligini de saglayan ¢apraz baglarla baglanmislardir (Mueller-
Harvey et al. 1986). Bu kompleks substratla yiizlestikten sonra, rumen
mikroorganizmalarinin farkli 6zelliklere sahip cok c¢esitli lignoseliilolitik enzimleri

tiretiyor olmalari ise siirpriz olmamaktadir.

Detayl bir sekilde ¢alisilmis olan seliilolitik ve ksilanolitik bazi rumen bakterilerinden
gram-negatif tiirler Fibrobacter (eski isimlendirmeye gore Bacteriodes) succinogenes
ve Butyrivibrio fibrisolvens; gram-pozitif tiirler Ruminococcus albus ve Ruminococcus
flavefaciens’tir (Malburg et al. 1992). Seliilolitik rumen funguslari, anaerobik

Chytridiomyces iiyelerini, Ozellikle de Neocallimastix frontalis, N. patriciarum, N.
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joyoni, Sphareromonas communis, Piromyces communis, Orpinomyces bovis ve
Anaeromyces mucronatus’u i¢ine almaktadir (Malburg et al. 1992). Rumende seliilozik
bitki parcalarini kullanan siliatlarin, 6zellikle Diplodinium ve Eudiplodinium genusuna
ait olduklar1 belirlenmistir (Malburg et al. 1992; Orpin 1988). Protozoanin seliilozu
fagositozla igeri almasindan dolay1r hidrolitik enzimlerin protozoanlar tarafindan mi
tiretildigi yoksa seliilolitik bakteriler tarafindan iiretilip substratla birlikte mi igeri
alindig1 sorusu ortaya ¢ikmaktadir. En azindan Eudiplodinium maggii’de seliilolitik

enzimler siliat tarafindan tiretiliyormus gibi goériinmektedir (Coleman 1978).

1.5.2. Lignoseliiloz yikiminda rol alan funguslar

Sanchez (2009), diisiik maliyetli iyilestirme projelerinde lignoselillozu pargalayan
enzim sistemlerinden dolay1r funguslarin kullanimmin ¢ok etkili olabilecegini
savunmustur. Funguslar lignoseliillozik materyali degrade edebilme yetenekleri
bakimindan ii¢ kategoride siniflandirilmaktadirlar. Bunlar; beyaz-giiriik¢iil funguslar,
kahverengi-¢iiriikk¢iil funguslar ve yumusak-giiriik¢til funguslardir (Buswell and Odier
1987). Beyaz-giiriik¢iil funguslar, polisakkaritler ve ligninin her ikisine birden veya
tercihen lignine saldirip degrade ederek lignoseliilozun etkin bir bigimde yikimini
gerceklestirebilirler (Eriksson et al. 1990). Tipik olarak beyaz-giirimede, etkilenmis
odundan her ne kadar sadece lignin uzaklastirilsa da, saglam odunda bulunan lignin ve
polisakkaritlerin esit oranda uzaklastirildig1 siingerimsi, ipliksi ya da yaprakst yapi
olarak tanimlanan ciiriiklikkler ortaya ¢ikmaktadir (Maijala 2000). Lignoseliiloz degrade
eden beyaz-giiriikgiillerin ¢ogu bazidiyomisetlere (6rnegin; Agaricaceae, Corticaceae,
Hydnaceae, Polyporaceae ve Telesporaceae) veya askomisetlerin Sphaeriales ordosuna

(6rnegin; Ustilago vulgaris, Xylana polimorfin) aittir (Buswell and Odier 1987).

Kahverengi-ciiriik¢iil funguslar, 6zellikle konifer odunlarindan seliiloz ve hemiseliilozu
secici bir bicimde uzaklastiran, hem patojenik hem de saprofitik tiirleri icermektedir.
Enfekte odun c¢ok hizli bir sekilde dogal dayanikliligimi kaybeder. Ani ayrilmalar ve
¢lirliyen odun fibrilleri boyunca kirilmalar meydana gelir. ilerleyen asamalarda odun,

temelde ligninin modifiye yapilarindan olusan kiibik, koyu kahverengi, ¢abucak
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dagilabilen pargalar halini almaktadir. Kahverengi-giiriik¢iil funguslar bazidiyomisetler
icerisinde azinligi olusturan gruptur (%10-26) (Maijala 2000). Kahverengi-giiriikgiil
funguslar, lignin degradasyonu i¢in gerekli olan oksidatif fenol oksidaz veya peroksidaz
aktivitelerine sahip degildirler. Bununla birlikte seliiloz hidrolizi i¢in diisiik molekiiler
agirlikli selatorleri, oksalatlari ve hidroksil radikallerini i¢eren etkin bir mekanizma
gelistirmislerdir (Goodell et al. 1997).

Yumusak-¢iirimeye neden olan funguslar ise yiiksek nem igeren oduna saldirirlar. Bu
funguslar Ascomycetes (veya Deuteromycetes) iiyeleri olan Penicillium, Thielavia ve
Dactylomyces’i igerisine almaktadir (Maijala 2000). Bunlar odun hiicre duvarindan gok
onemli miktarda seliloz ve hemiselilloz uzaklastirabilirler. Bazi yumusak-giiriime
meydana getiren Aspergillus tiyeleri, 6nemli ksilanaz treticileridir ve lignini degrade

edebilirler.

Lignoseliillozu degrade etme yetene8i goOsteren organizmalar icerisinde en detayli
calisilmis olan1 beyaz-¢iiriik¢iil bir fungus olan Phanerochaete chrysosporium’dur
(Eriksson et al. 1990; Kirk and Farrel 1987). Aktinomisetler ile lignoseliiloz
degradasyonunun c¢alisilmasinda aragtirmaya bir baglangic noktasi olarak P.
chrysosporium igin halihazirda gelistirilmis olan metodoloji kullanilabilir. Bundan
dolayr aktinomisetler tarafindan lignoselilloz degradasyonunun tespit edilmesi
durumunda P. chrysosporium’un lignoselilloz  degradasyon sisteminin  ve

metodolojilerinin tiim ayrintilar1 ile gézden gegirilmesi 6nemlidir.

1.5.3. Lignoseliilozun yikiminda rol alan aktinomisetler

Aktinomisetlerin ¢evresel olarak en onemli yetenekleri arasinda lignoseliillozu degrade
edebilmeleri gelir. Her ne kadar son yillarda lignoseliilolitik aktinomisetler {izerine
yapilan ¢alismalarin ¢ogu agirlikli olarak Crawford’un (Department of Bacteriology and
Biochemistry, University of Idaho, U.S.A.) ve McCarthy’nin laboratuarlarinda

(Department of Genetics and Microbiology, University of Liverpool, U.K.) yiiriitilmiis
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olsa da uzun zamandir aktinomisetler gibi bakterilerin dogal habitatlarda lignoseliiloz

degradasyonuna karistigindan siiphelenilmistir (Waksman and Cordon 1939).

1954’lere kadar gidildiginde Hintli balik¢ilarin balik aglarindaki bozulmadan
Streptomyces ve Nocardia tiirlerinin sorumlu oldugu goriilmektedir (Freitas and Bhat
1954). 1968’de Sorensen, ligninin in vivo kosullarda toprak bakterileri tarafindan
degradasyonunu rapor etmistir. 1974’de Thermomonospora fusca’nin lignoseliiloza
saldirabildigi  gozlemlenmistir (Crawford 1974). Bununla birlikte, 1977’de
Trojanowski’nin bulgularindan 6ncesine kadar aktinomisetler tarafindan lignoseliiloz

degradasyonuna iligskin kesin bir kanit bulunamamustir.

1978°de Crawford, [**C]-lignin-isaretli-lignoseliilozu [**C]’a okside etme yetenegine
sahip bir grup Streptomyces susu elde etmistir. Crawford’un grubu tarafindan topraktan
izole edilen diger iki aktinomiset susu olan Streptomyces viridosporus T7A ve
Streptomyces setonii 75VI2 nin ise ot lignoseliilozunun lignin igerigini sirasi ile %44 ve
%39 oraninda uzaklastirabildigi gosterilmistir (Antai and Crawford 1981).
Micromonospora, Streptomyces ve Thermomonospora genuslarina ait tiirlerde lignin-
[**C]-lignoseliiloz icin gelistirilmis en yiiksek lignoseliiloz degradasyon aktivitesini
sirastyla %8 ve %7,5 [Y'C] ile Streptomyces sp. MT813 ve Thermomonospora
mesophila gostermistir (McCarthy and Broda 1984).

Tim anlatilanlara ek olarak endiistriyel mikrobiyoloji ve biyoteknolojinin en dnemli
uygulama alanlarindan biri olan yenilenebilen kaynak teknolojisi, 0zellikle tarim ve
ormanciliktan gelen atik lignoseliilozik maddelerin kimyasal ham madde ve enerji

tiretimi i¢in kullanimin1 amaglar (Sik ve Unyayar 1998).

Biz de bu calismada kaliteli yem acig1 konusunda belirtilen olumsuzluklar1 azaltmak
veya ortadan kaldirmak, yemleme ¢aligmalarina bagli degerlendirmelerle yem
sanayisine yonelik 6nemli katkilar saglamak, hayvanciligimizda verim artis1 ve kaynak
israfinin 6nlenmesi yoniinden yararli olacak nitelikte yem temin etmek ve biyolojik

degredasyon uygulamalarinin iglem gormemis tarimsal artiklarin yem olarak
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kullanilmasina oranla pek ¢ok 6zelligi bakimindan olumlu katkilart oldugunu géstermek
icin arpa ve bugday samanlarinin, teker teker ve ikili kombinasyonlarmin farkli
rezervuarlardan izole edilecek olan, ozellikle de lignini ve seliilozu sindirebilen
bakteriler ve mikrofunguslarla muamele edilerek yem degerlerinin artirtlmasini

amagclamaktay1z.
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2. KAYNAK OZETLERI

Lignoseliilozik materyallerin mikrobiyolojik yontemlerle degerlendirilmesi galismalari
arasinda yer alan samanin yem degerinin artirilmasi konulu arastirmalar son yillarda st
diizeyde bir popularite yakalamistir. Bu konu kapsaminda iilkemiz ve diinyada yapilan

calismalar agagida 6zetlenmistir.

Salehpor et al. (2012), bakteriyel, enzimatik ve kimyasal metotlarla piring samaninin
sindirilebilirligini ve besin degerini artirma iizerine bir ¢alisma yapmuslardir. 3 kg’lik
tanklarda anaerobik sartlarda 60 giin siireyle yiriitilen c¢alismada ornekler
kurutulduktan sonra ham protein, NDF, ADF, kiil ve organik madde analizleri
yapilmistir. Sonug olarak bakteriyel siire¢ler sonunda samandaki seliiloz ve hemiseliiloz
miktarmin distiigiinii ve artan inkiibasyon siiresine bagli olarak gaz iiretim oraninin

diger metotlara gore daha ¢ok oldugunu gézlemlemislerdir.

Gupta et al. (2012), seliloz degradasyonu igin substrat olarak filtre kagidi ile
zenginlestirilmis bazal kiiltiir ortamin1 kullanarak, dort farklt omurgasiz hayvandan
seliiloz degradasyonu yapan sekiz tane bakteri izole etmislerdir. Organizmalarin seliilaz
aktivitelerini belirlemek i¢in selilloz Kongo kirmizisi agarda koloni etrafindaki agik

zonun ¢apini dl¢miislerdir.

Gomez et al. (2012), Trametes sp. 44 kullanarak misir samanmin biyolojik
delignifikasyonu tizerine partikiil boyutunun ve havalandirmanin etkisini ¢alismislardir.
Fermentasyon partikiil boyutu 4 (4,76 mm) ve 8 (2,30 mm); hava akis hiz1 100 ve 200
ml/dk olacak sekilde yiirtitiilmiistiir. Calisma sonuglari, partikiil boyutunun hidrolitik
enzimlerin iretimini etkiledigini, partikiil boyutu 8 olanin ise selillazlarin ve
hemiseliilazlarin ~ sentezlenmesini  destekledigini gdstermistir. Buna ek olarak
havalandirmanin ve partikiil boyutunun ligninolitik enzimlerin sentezlenmesini

etkiledigini gézlemlemislerdir.
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Zhong et al. (2011), misir samanmin oda sicakliginda yeni kompleks mikrobiyal
ajanlarla gergeklestirilen biyolojik 6n muamele ile biyopargalanabilirliginin ve
anaerobik biyogaz liretiminin arttigin1 gézlemleyen arastirmacilar, %0,01°lik kompleks
mikrobiyal ajanlarin ve 15 giinliik 6n muamelenin uygun olacagini belirtmislerdir. Bu
muamele sartlarinin muamele edilmemis saman Ornegiyle karsilastirildiginda deney
grubu samaninda %33,07°den fazla toplam biyogaz verimi, %75,57°den fazla metan
verimi ve sindirim siliresinin daha kisa olmasi ile sonuglandigini gézlemlemislerdir.
Kimyasal kompozisyon analizlerinin lignin, seliiloz ve hemiseliiloz miktarinda %5,81-
25,10 oraninda azalma oldugunu gosterdigini vurgulamislar ve bu degisikliklerin

biyogaz liretimini artirmak i¢in etkili bir metot olabilecegi kanisina varmislardir.

Swe (2011), lignoseliilozik bilesiklerin par¢alanmasinda yiiksek potansiyelli filamentli
funguslar teshis etmeyi amaglamistir. Yedi fungus irki secilmis ve hus agacit odunu
iceren agarda gelistirilerek bu irklarin degradasyon yetenekleri taranmistir. Arastirmaci
lignin pargalayan enzimlerin iiretiminde indikator olarak kullanilan sentetik boyanin
dekolorizasyonunu goézlemlemistir. Fungi irklar1 arasindan Penicillium pinophilum ve
Trametes hirsuta’nin pepton ve hus odunu igeren sivi besiyerinde yetistirildiklerinde
seliilaz ve ksilenaz enzimlerini yiiksek miktarda iirettiklerini, ayrica bugday kepeginde
T. hirsuta’nin kati hal fermentasyonunun lignin degradasyonu enzimi olan lakkazin

sentezini indiikledigini tespit etmistir.

Geng (2011), enerji bitkileri, lignoseliilozik kalintilar ve atiklar sular gibi biyohidrojen
iiretiminde kaynak olabilecek potansiyel biyokiitle tiplerini arastirmistir. Arastirmaci,
nisasta ve seker esasli biyokiitle ve atiklarin hidrojen tiretimi i¢in mikroorganizmalar
tarafindan kolaylikla fermente olabildigi halde, lignoseliillozik biyokiitlenin ©6n
muameleye tabi tutulmasi gerektigini belirtmistir. On muamelenin biyokiitlenin fiziksel

ve kimyasal 6zelliklerinin degistirilmesi i¢in uygulandigini da ifade etmistir.

Bandounas et al. (2011), Kraft lignin ile zenginlestirilmis besiyeri kullanarak toprak
bakterilerini izole etmis ve bu bakterilerin atik ligninin degerlendirilmesi i¢in yeni

enzim kaynagi olarak ligninolitik potansiyellerini arastirmistir. 16S rRNA gen dizilimi



23

ve fenotipik karakterizasyonlarina gore organizmalarin Pandoraea norimbergensis,
Pseudomonas sp ve Bacillus sp. olduklarin1 ortaya koymustur. Bu izolatlardan her
birisinin ligninolitik kapasitesi, bakteriler yiiksek molekiil agirlikli ve diisiik molekiil
agirlikli lignin elemanlarn {izerinde gelistirilerek degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak,

Bacillus sp.’nin yeni tip ligninolitik enzim kaynagi olarak secildigini belirtmistir.

Sarnklong et al. (2010), ruminantlar i¢in bir besin unsuru olan piring samaninin
kullaniminm1 artirmak i¢in muhtemel stratejiler ve besin kalitesi iizerine bir derleme
yapmiglardir. Bazi fiziksel muamelelerin ya yiiksek donanim gerektirmesi ya da ¢iftciler
acisindan ekonomik olmamasi gerekcesiyle pratik bir uygulama olmadigini ileri
stirmiislerdir. Sodyum hidroksit, amonyak ya da iire gibi kimyasal muamelelerin
tarimsal kullanim i¢in daha uygulanabilir oldugunu belirtmislerdir. Pirin¢ samaninin
besin degerini artirmak i¢in bir diger alternatif yolun ligninolitik funguslarla, onlarin
ekstraselular ligninolitik enzim sistemlerinin ya da selilloz ve/veya hemiseliiloz
parcalayict spesifik enzimlerinin kullanimi oldugunu agiklamiglardir. Sonug¢ olarak
piring samaninin gida degerini artirmada fungus ya da enzim muamelesinin ¢ok daha
pratik ve ¢evre dostu bir uygulama oldugunu, aym1 zamanda fungus ve enzim
kullaniminin daha klasik kimyasal ve fiziksel muamelelerle beraber uygulanabilecegini

vurgulamiglardir.

Jahromi et al. (2010), hayvan besini olarak kullanilan piring samanmin kalitesini
artirmak icin katt hal fermentasyonunun kullanimini gelistirmeyi amaclayan bir ¢alisma
yapmislardir. Azot kaynagi igeren ve igermeyen piring samanlart Aspergillus niger (K8)
ile fermente edilmistir. Piring samanimin fermentasyondan onceki ve fermentasyondan
10 giin sonraki seliiloz, hemiseliiloz, organik madde, kuru madde, ADF, NDF ve ADL
iceriklerini belirlemislerdir. Fermentasyonun NDF igerigi iizerinde etkili fakat ADF ve
ADL igerikleri iizerinde etkisiz oldugunu gézlemlemislerdir. Azot kaynagi olarak iire
ilavesinin fermente piring samaninin NDF ve hemiseliiloz igerigini 6nemli olciide
diistirdiigiinii belirtmiglerdir. Fermentasyondan sonra piring samaninin seliiloz igeriginin

degismedigini, ham protein miktarinin ise 6nemli dl¢iide arttigini vurgulamislardir.
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Talebnia et al. (2010), bugday samanindan biyoetanol {iretiminde 6n muamele, hidroliz
ve fermentasyon iizerine bir caligma yapmislardir. Bugday samaninin enzimatik
hidrolizinden sonra uygulanan 6n muamele metodu ile seker veriminin %74-99,6

oldugunu gozlemlemistir.

Abd-Elsalam and El-Hanafy (2009), ligninolitik bakteriyal 1rklarin lignin
biyodegradasyonu ve misir topragindan izole edilen Bacillus subtilis ve Bacillus sp.’nin
bu konuda karsilastirilmasi tizerine bir calisma yapmistir. Lignin parcalayan bakterilerin
funguslardan daha genis aralikli sicaklik ve pH toleranst oldugunu belirtmislerdir.
Arastirmacilar, misir topragindan izole edilip molekiiler ve fizyolojik analizlerle teshis
edilen bir bakteriyal irkin sentetik lignini tek karbon kaynagi olarak kullanma ve etkili
bir sekilde pargalayabilme kapasitesinin bulundugunu agiklamiglardir. Bacillus sp.
(EU978470) olarak teshis edilen bu irkin degradasyon deneylerinde 6 giinliik
inkiibasyon siiresi sonunda lignin pargalanmasimin pH 6’da maksimum (%81,4), pH

13’de ise minimum (%34,2) diizeyde oldugunu gézlemlemislerdir.

Abdulla (2007), Micromonospora, Streptomyces ve Nocardiodes cinslerine ait iig
seliilolitik aktinomiset izolatt birlikte piring samaninin organik iyilestirilmesinde
kullanmistir. Kullanilan mikrop kombinasyonunun aerobik sartlar altinda saman
dekompozisyonu siirecini hizlandirdigin1 ve Micromonospora inokulasyonunun nitrat
igerigini artirdigin1 gézlemleyerek bu kombinasyonun piring samani kullaniminda cevre
dostu bir uygulama oldugu sonucuna varmistir. Olusan son iiriiniin biyogiibre degerinin

ise tartisilmakta oldugunu ifade etmektedir.

Ozsahin (2006), Kahramanmaras ili kagit fabrikalar1 cevresinden alinan toprak, su ve
atik 6rneklerinden izole edilen Bacillus sp. suslarinin seliilaz aktivitelerini aragtirmis ve
bu suslarin enzim aktivitelerini artirmaya yonelik teknikler uygulamistir. En yliksek
seliilaz aktivitesi gosteren Bacillus sp. susundan seliilaz yogunlastirilmas: yapilarak
enzim miktarlart saptanmistir. Arastirmaci, seliilaz enziminin kismi saflastirma

yapildiktan sonra optimum 10 pH ve 40°C’de faaliyet gosterdigini gozlemlemistir.



25

Ayrica enzim aktivitesi lizerine metal iyonlarmin ve karboksimetilseliloz (CMC)

konsantrasyonunun etkili oldugu sonucuna varilmaistir.

Kuru (2003), Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden izole edilmis ve izole edildikleri
habitatlar dogrultusunda lignoseliiloz degradasyonu gergeklestirebilecegi diisiiniilen alt1
adet Streptomyces susunun ekstraseliiler lignoseliilolitik enzimlerini, farkli karbon
kaynaklar1 iceren bazal maya ekstrakti besiyeri {izerinde gelismeleri sirasinda
calismistir. En yiiksek enzim aktivitesinin 72-96 saat inkiibasyon sonrasinda, 30-
35°C’de ve pH 8-9°da, Streptomyces sp. F6616’nin bugday samani iizerinde gelismesi

sirasinda meydana geldigini gézlemlemistir.

Tuncer and Ball (2002), Thermomonospora fusca BD25 tarafindan iiretilen ekstraseliiler
lignoseliilolitik enzimlerle, substrat olarak kullanilan yulaf ksilaninin %28,9’unun
hidroliz edildigini rapor etmislerdir. Ayn1 arastirmacilar, substrat olarak bugday samani
ve solubilize karaft/kraft hamurunu kullandiklarinda ise bu materyallerin hidroliz
oranlarinin yulaf ksilanina oranla 4 ve 6 defa daha az oldugunu fakat bu iki substratin
icerdikleri hemiseliiloz miktarlar1 dikkate alindiginda ise hemiseliilozun hidroliz

oranlarinin %22,2 ve %25,9 olarak gergeklestigini rapor etmislerdir.

Arora et al. (2002), Trametes versicolor, Daedalea flavida, Dichomitus squalens,
Phlebia fascicularia, Phlebia floridensis ve Phlebia radiata’nin lignoseliilolitik
enzimleri {izerine yaptiklar1 c¢alismada, bu organizmalardan higbirisinin P.
chrysosporium’un toplam organik madde miktarinda meydana getirdigi kayip oranina
(%52) erisemediklerini rapor etmistir. Adi gecen mikroorganizmalar igerisinde en
yiiksek aktivite gosteren Dichomitus squalens, ancak %36,8 oraninda organik madde

kayb1 meydana getirebilmistir

Wenzel et al. (2001), Zootermopsis angusticollis termitinin bagirsagindaki aerobik ve
fakiiltatif anaerobik seliilolitik bakterilerin varligin1 géstermeyi amaglamistir. Aerobik
kiiltir sartlarinda Z. angusticollis bagirsagindan 119 seliilolitik 1tk izole etmis ve bu

izolatlarin gram pozitiflerden Bacillus, Brevibacillus, Paenibacillus; gram negatiflerden
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ise  Rhizobium, Brucella, Pseudomonas ve Zymomonas cinsleri oldugunu
gdzlemlemistir. Bazi izolatlarin ml bagma 10 adet bulunmasi sebebiyle arastirmacilar,
termitin bagirsagindaki bu izolatlarin selilloz sindiriminde rol oynayabilecegini

savunmustur.

Sik ve Unyayar (1998), iki beyaz-ciiriik¢iil fungus Phanerochaete chrisosporium ME
446 ve Funalia trogii tarafindan pamuk sapmin yari-katt fermentasyonu ile
lignoseliilozik yikimi  ve lignolitik enzim aktivitelerini ¢alismislardir. Yapilan
calismalarda pamuk sapinin %23 lignin ve %40 seliiloz igerdigi tespit edilmistir. Yari-
kat1 fermentasyon ile 20 giinliik inkiibasyon sonucu, P. chrysosporium’un %22 lignin
ve %24 seliiloz yikimina, F.trogii’nin ise %23 lignin, %27 seliiloz yikimina yol yol
actigini  gézlemlemislerdir. Ayrica P. chrysosporium ve F. trogii’nin ligninolitik
sisteminin fungal gelisimin sekonder metabolizmas1 esnasinda aktive edildigi sonucuna

varmislardir.

Bayram (1997), mikrobiyal degradasyona birakilan 7 ayri tarimsal artigin hayvan yemi
olarak degerinin artirilmasi yoniinde ¢aligmistir. Bu amagla test organizmasi olarak
basidiomiset sinifina ait Pleurotus sajor caju ve Phanerochaete chrysosporium
ME446°y1 kullanmigtir. Fermentasyonun 60. giinii itibariyle, biitiin tarimsal artiklarin
kuru madde, ham selilloz, NDF ve lignin iceriklerinde azalmalar; ham protein ve
sindirilebilirlik degerlerinde artislar meydana geldigini saptamistir. Arastirmaci, bu
degerlerin kullanilan test organizmasi ve tarimsal atik tiirline gore farklilik gdsterdigini

belirtmistir.

Mccarthy and Broda (1984), lignin pargalayan aktinomisetlerin secilmesi ve bugday
lignoseliilozuna karst  aktivitelerinin  belirlenmesi  konusu iizerine arastirma
yapmuglardir. Dogal substratlar {izerinde farkli aktinomiset gruplarinin gelisimi
karsilastirilmis ve irklar samani pargalayabilme ve ligninle iligkili fenolik bilesiklerde
iireme yeteneklerine gore secilmistir. Sonug olarak, samani degrade eden izolatlarin
cogunun Thermomonospora ve Micromonospora genuslarma ait oldugu ve

Micromonospora cinsine ait tiirlerin lignini kullanabildigi gdzlemlenmistir. Ayrica
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aragtirmacilar, samani1 par¢alamayan bazi irklarin da ligninden kaynaklanan fenolik
substratlart kullanabilme yeteneginde oldugunu ve bu irklardan Thermomonospora
mesophila ve Streptomyces sp.’nin lignini karbondioksite ve suda ¢6ziilebilir karbon

bilesiklerine kadar pargalayabildiklerini de vurgulamislardir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
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3.1.1. Cahismada kullanilan alet ve cihazlar

Calismada Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii ve Ziraat Fakiiltesi

Zootekni Boliimii’nde bulunan Cizelge 3.1°deki alet ve cihazlar kullanilmistir.

Tiim yem Orneklerinde kuru madde (KM), ham kiil (HK), ham protein (HP), asit

deterjanda ¢oziinmeyen lif (ADF), nétral deterjanda ¢oziinmeyen lif (NDF) ve asit

deterjan lignin (ADL) analizleri Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii

Yem Analizleri Laboratuarinda yapilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan alet ve cihazlar

Distile su liretme cihazi (Niive NS 112)

Besiyeri ile ¢ozeltilerin hazirlanmasinda ve
¢oOziicli olarak kullanilacak distile suyun
temininde kullanilmigtir.

Hassas terazi, Denver Instrument

Gerekli  kimyasallarin  tartim iglemlerinde
kullanilmustir.

pH metre, Orion 3 Star pH Portable Thermo
Scientific

Besiyerlerinin =~ ve  ¢ozeltilerin  pH’Simin
ayarlanmasinda kullanilmustir.

Isiticili manyetik karistirict (Chiltern HS31,
UK)

Besiyeri ve cozelti hazirlanmasinda
homojenizasyonu saglamak amaciyla
kullanilmustir.

Otoklav (HMC Hirayama Hiclava HV-110,
Japonya)

Besiyeri ve malzemelerin sterilizasyonunda
kullanilmgtir.

Etiiv (Philip-Harris, Ingiltere)

Izolasyon, saflastirma ve tarama islemlerinde
petrilerdeki  kiiltiirlerin ~ inkiibasyonunda
kullanilmgtir.

Calkalamali inkiibatér (Zhicheng ZHWY -
200B, Cin)

Sivi besiyerinde  biyomas  {iretiminde
kullanilmigtir.

Vorteks Kkaristirici  (Fisons Whirlimixer,
Leicestershire)

Spektrofotometrik Ol¢lim esnasinda kullanilan
biyomas-steril fizyolojik su karigimlarinin ve
yapilan  c¢ozeltilerin -~ homojenizasyonunu
saglamak tlizere kullanilmistir.

Spektrofotometre: Schimadzu UV mini-
1240

Inokulasyon asamasinda kullanilacak biyomas-
steril fizyolojik su karigimlarindaki bakteri
yogunlugunu 6l¢gmek amaciyla kullanilmstir.
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Cizelge 3.1 (devam)

Besiyerlerinin, kimyasallarin, ¢ozeltilerin ve
Buzdolab1 Argelik, Tiirkiye, 8 190NF boyalarin depolanmasinda, saf kiiltiirlerin
saklanmasinda kullanilmustir.

Mikroorganizma inokiile edilmis besiyerinden
pelet eldesinde kullanilmstir.

Inokiilasyonda kullanilacak kiif sporlarmin
sayiminda kullanilmistir.

Mikrobiyolojik islemlerin aseptik kosullar

Santrifiij cihazi, Universal Hettich 320R

Isik Mikroskobu: Olympus BX51, Japonya

Steril kabin altinda gerceklestirilmesinde kullanilmistir.

Kjeldahl Cihazi Ham protein analizi igin kullanilmigtir.

Yakma Firini Yemlerin organik kisimlarini1 yakmak amaciyla
kullanilmustir.

ANKOM NDF/ADF Lif Analiz Cihaz,

ANKOM 200 FIBER ANALYZER ADF, NDF ve ADL analizi i¢in kullanilmustir.

3.1.2. Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan nutrient agar (NA), nutrient broth (NB), patates dekstroz agar
(PDA) ve patates dekstroz broth (PDB), tripton soy agar (TSA), czapek dox agar
(CDA), karboksimetilseliiloz agar (CMCA), minimal tuzlar ortami-lignin (MSML),
seliiloz Kongo kirmizis1 agar (CCRA) (Lu et al. 2004) besiyerleri; ¢ozelti ve boyalar
icin gerekli kimyasallar OXOID, DIFCO, FLUKA, MERCK, SIGMA ve ANKOM

firmalarindan temin edilmistir.

3.1.3. Calismada kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltilerin hazirlamsi

Nutrient Agar (NA): 20 g NA 1 litre saf su igerisinde homojenize edilmistir. 121°C’de
15 dak otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan NA, katilasmadan steril

petrilere dokiliip, katilagmaya birakilmigtir.

Nutrient Broth (NB): 8 g NB, 1 litre saf su igerisinde homojenize edilmistir. 121°C’de
15 dak otoklavda steril edilmistir.
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Patates Dekstroz Agar (PDA): 39 g PDA, 1 litre saf su igerisinde homojenize
edilmistir. 121°C’de 15 dak otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan PDA steril

petrilere dokiiliip, katilasmaya birakilmistir.

Patates Dekstroz Broth (PDB): 24 g PDB, 1 litre saf su igerisinde homojenize
edilmistir. 121°C’de 15 dak otoklavda steril edilmistir.

Tripton Soy Agar (TSA): 40 g TSA 1 litre saf su igerisinde homojenize edilmistir.
121°C’de 15 dak otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan TSA steril petrilere
dokiiliip, katilasmaya birakilmistir.

Czapek Dox Agar (CDA): 49 g CDA, 1 litre saf su igerisinde homojenize edilmistir.
121°C’de 15 dak otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan CDA steril petrilere
dokiiliip, katilasmaya birakilmistir.

Karboksimetilseliiloz Agar (CMCA): Mandels ve Weber (1969) tarafindan hazirlanan
Mandel ortami1 (MO) tarafimizdan modifiye edilerek kullanilmis ve CMCA olarak
isimlendirilmistir (Cizelge 3.2). Hazirlanan besiyeri 121°C’de 15 dak otoklavda steril
edilmigtir. Otoklavdan ¢ikarilan CMCA katilasmadan steril petrilere dokiiliip,

katilagmaya birakilmistir.

Cizelge 3.2. Karboksimetilseliiloz agarin igerigi (Mandels and Weber 1969)

Icerik 1000 ml i¢in
Amonyum siilfat 144
Potasyum dihidrojen fosfat 29
Mangan siilfat 0,0016 g
Cinko siilfat 0,0014 g
Magnezyum siilfat 0,39
Demir siilfat 0,005 g
Kalsiyum klortir 0,39
Kobalt kloriir 0,002 g
Karboksimetilseliiloz (CMC) 159
Agar agar 209
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Minimal Tuzlar Ortam-Lignin (MSML): 121°C’de 15 dak otoklavda steril
edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan MSML katilagmadan steril petrilere dokiilip,
katilagsmaya birakilmistir. MSML nin igerigi Cizelge 3.3 de verilmistir.

Cizelge 3.3. Minimal tuzlar ortami-lignin besiyerinin icerigi

Icerik 1000 ml i¢in
Potasyum dihidrojen fosfat 1lg
Dipotasyum hidrojen fosfat 1lg
Amonyum nitrat 19
Magnezyum siilfat heptahidrat 0,29
Kalsiyum kloriir 0,29

Demir sulfat 0,01g

Agar agar 159

Lignin 59

Seliiloz Kongo Kirmuzis1 Agar (CCRA): 121°C’de 15 dak otoklavda steril edilmistir.
Otoklavdan c¢ikarllan CCRA katilasmadan steril petrilere dokiiliip, katilasmaya
birakilmistir. CCRA’nin igerigi Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Seliiloz Kongo Kirmizis1 Agarin Igerigi

Igerik 1000 ml i¢in
Potasyum dihidrojen fosfat 0,59
Magnezyum siilfat 0,259
Karboksimetilseliiloz (CMC) 29

Agar agar 159

Kongo kirmizisi 0,29

Jelatin 290

Asit Deterjanda Coziinmeyen Lif Cozeltisi (ADF Cozeltisi) : 40 g ANKOM FAD20C
kodlu kimyasal saf su igerisinde 54,8 ml %97’lik siilfirik asit eklenerek manyetik

karistiricida homojenize edilmis ve toplam hacim 1900 ml’ye tamamlanmistir (Kutlu

2008; Vansoset et al. 1991).
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Notral Deterjanda Coziinmeyen Lif Cozeltisi (NDF Cozeltisi): 120 g ANKOM
FND20C kodlu kimyasal saf su igerisinde 20 ml etilen glikol ve 4 ml alfa amilaz
eklenerek manyetik karistiricida homojenize edilmis ve toplam hacim 1800 ml’ye

tamamlanmistir (Kutlu 2008; Vansoset et al. 1991).

0,1 N HCI Cozeltisi: 8,07 ml HCI saf su ile 1 I’ye tamamlanmistir (Kutlu 2008).

%4°liik Borik Asit Cozeltisi: 40 g borik asit saf su ile 1 I’ye tamamlanmis ve 1sitilarak
¢ozdiiriilmiistiir. Uzerine renk vermesi i¢in 3 ml bromekrosel green mavi + metil

kirmizisi ¢ozeltisi eklenmistir (Kutlu 2008).

Bromokresol Green Mavi + Metil Kirnizis1 Cozeltisi: 0,2 g metil kirmizist 100 ml
alkolde ¢ozdiiriilmistiir. 1 g bromokresol green 500 ml alkolde ¢6zdiiriilmiis ve bu iki
soliisyon karistirilmistir (Kutlu 2008).

%3’liik Potasyum Hidroksit (KOH) Cozeltisi: 3 g KOH 100 ml steril saf su iginde

coziilerek hazirlanmistir.

Kristal Violet Cozeltisi: 0,5 g kristal violet 100 ml steril saf su iginde ¢oziilerek

hazirlanmistir.

Safranin Cozeltisi: 0,25 g safranin 100 ml steril saf su iginde ¢6ziilerek hazirlanmistir.

3.1.4. Cahsmada kullanilan izolasyon kaynaklari ve saman ornekleri

Izolasyon kaynagi olarak Erzurum Ovasi Cayirca Koyii’ndeki eski ahir ve mereklerden

temin edilen ¢iiriik saman, ¢iirlimekte olan dam ortiisii odunlar1 ve talag kullanilmistir.

Inokiilasyon i¢in kullanilan arpa ve bugday samanlari ise ayn1 kyden hasat mevsiminde

alinmastir.
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3.1.5. Calismada inokulant olarak kullanilan mikroorganizmalar

Calismada 2 farkli bakteri tiirii ve 3 farkli mikrofungus tiirii kullanilmistir. Calismada
kullanilan Ss kodlu Streptomyces setonii B-2555 tiirii ARS adli kiiltiir koleksiyonundan
temin edilmistir. E7 kodlu bakteri ve YK, Mu, X kodlu mikrofunguslar kendi
izolatlarimiz olup 3.2.1°de belirtilen yoOntemle ¢iliriimiis saman, odun ve talas

orneklerinden izole edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Mikroorganizmalarin izolasyonu ve saflagtirilmasi

Erzurum Cayirca Kdyii’ndeki ahir ve mereklerden toplanan c¢iirlimiis odun, ¢lirlimiis
saman ve talas karisimindan bakteriler i¢cin NB’ye, mikrofunguslar icin PDB’ye ekim
yapilarak oda sicakligindaki ¢alkalamali inkiibatorde iki giin inkiibasyona birakilmistir.
Daha sonra seliilolitik mikroorganizmalarin izolasyonu igin karbon kaynagi olarak
sadece karboksimetil seliiloz igceren CMCA’ya yayma ekim yapilmistir. 30°C’de 4
giinliik inkiibasyon siiresi sonunda gelisen koloniler incelenerek belirgin morfolojik
karakterlerine gore secildikten sonra bakteriler NA’ya, kiifler ise PDA’ya ekim
yapilarak saflagtirilmistir. Seliilolitik izolatlarin ligninolitik 6zelliklerinin belirlenmesi
i¢in karbon kaynagi olarak sadece lignin bulunan MSML’ye ekim yapilmistir. 30°C’de
4 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda MSML’de tireyen seliilolitik izolatlar lignini de
metabolize edebilme yeteneklerinden dolayr aymi zamanda lignoseliilolitik
mikroorganizmalar olarak belirlenmislerdir. 3.1.5’de belirtildigi tizere her birine ayr1 bir
kod numaras1 verilmis, gliserinli ortamda ve yatik agarda stok kiiltiirler halinde

saklanmustir.
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3.2.2. izolatlarn seliilolitik aktivitelerinin belirlenmesi

Seliilolitik mikroorganizmalar arasindan en yiiksek performansa sahip olanlarin se¢imi
icin NA’da gelisen 24 saatlik kiiltiirlerden alinan bakteriler CCRA’ya dort fazli ¢izgi
ekim metoduyla, PDA’da gelisen 48 saatlik kiiltiirlerden alinan kiifler ise CCRA’nin
orta kismina tek bir nokta halinde degdirilmek suretiyle inokule edilmis ve 30°C’de 7
giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kolonilerin etrafinda
meydana gelen zonlar karsilagtirilarak seliilolitik aktivitesi en yiiksek olan tiirler

secilmistir.

3.2.3. izolatlarin ligninolitik aktivitelerinin belirlenmesi

Ligninolitik mikroorganizmalar arasinda en yiliksek performansa sahip olanlarin se¢imi
icin NA’da gelisen 24 saatlik kiiltiirlerden alinan bakteriler ile PDA’da gelisen 48
saatlik kiiltirlerden alman kiifler MSML’ye inokiile edilmis ve 30°C’de 7 giin
inkiibasyona birakilmistir. Bakteriler tek koloni diisecek sekilde ¢izgi ekim yapilarak,
kiifler ise tek nokta halinde degdirilmek suretiyle inokiile edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda kolonilerin gelistigi alanlarda meydana gelen renk agilimi karsilagtirilarak

ligninolitik aktivitesi en yliksek olan tiirler se¢ilmistir.

3.2.4. Etkili izolatlarin morfolojik, sitolojik ve fizyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

Yapilan ¢aligsmalar sonucunda lignoseliilotik olduklar1 belirlenen bakterilerin tanisi i¢in

bazi biyokimyasal testler yapilmstir.

3.2.4.a. Kiiltiirel testler

Koloni morfolojisi: Saflastirilan bakteri kiiltiirlerinin her birinden alinan 6rnekler, ¢izgi

ekimle tek koloni diisecek sekilde NA besiyerine transfer edilmis ve 25°C’de 24-48 saat
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siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisen kolonilerin sekilleri ve

renkleri incelenmistir (Saygili 1995).

Hiicre morfolojisi: Stoklardan alinan saf bakteri izolatlarinin 24 saatlik geng kiiltiirleri
gelistirilmis ve bu kiiltlirlerden preparatlar hazirlanmistir. Gram boyama yontemleri ile
boyanan preparatlar incelenerek bakterilerin gram 6zelligine ve hiicre sekillerine
bakilmistir (Saygili 1995).

Ayrica %3’lik KOH c¢ozeltisi kullanilarak yine bakterilerin gram 6zelligine bakilmistir.

Endospor testi: Stoklardan alinan saf bakteri strainleri, ¢izgi ekimle tek koloni diisecek
sekilde NA besiyerine aktarildiktan sonra 55-60°C’de 24-48 saat siireyle iiremeye
birakilmustir. Inkiibasyon sonucu gelisen kolonilerden preparat hazirlanmis, 20 kez
alevden gecirildikten sonra flizerleri tamamen boyayla kaplanacak sekilde malasit
yesiliyle boyanmis ve 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Saf su ile 10 sn muamele
edildikten sonra, safranin ile preparatin yiizeyi kaplanmis ve 15 sn beklenmistir.
Boyanin fazlast su ile muamele edilerek atildiktan sonra preparat kurutulmus ve

mikroskopta immersiyon mercegi ile incelenmistir (Temiz 1996).

Katalaz testi: 24-48 saatlik geng bakteri kiiltiirlerinin her birinden bir 6ze dolusu
alinarak lam tizerine konulmus ve tizerlerine bir damla H,O, damlatilmistir. Kabarcik
olusumu katalaz pozitif, olugsmamas1 ise katalaz negatif olarak degerlendirilmistir

(Klement et al. 1990).

3.2.4.b. Molekiiler metotlar

MIS (Microbial lIdentification System) analizi: Kiiltiir ortaminda (standart suni
besiyerlerinde) c¢ogalabilen mikroorganizmalarin gerek tanisi gerekse taksonomik
yerlerinin belirlenmesi i¢in, yag asitleri profillerinin kullanilabilecegi, bir¢cok bilimsel

calisma ile kanitlanmistir (Wayne Moss et al. 1973; Roy 1988; Vauterin et al. 1996).
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Lignoseliilolitik bakimdan etkili bakterilerin MIS analizi asagidaki protokole gore

yapilmistir:

Hiicre Kiiltiirlerinin hazirlanmasi: Istenilen o6zeliklere uygun olarak izole edilip
saflastirilan bakteriler, tanisi yapilmak iizere kodlanarak, nutrient agar (NA) besiyeri
iceren petrilerde muhafaza edilmistir. Daha sonra bu bakterilerin yag asiti profillerinin
belirlenmesi igin, tripton soy agar (TSA) besiyeri hazirlanmistir. Tanis1 yapilacak
bakteri tiirlerinin daha 6nce saflastirilmis olan kiiltiirlerinden (tek bir koloniden) steril
platin 6ze ile alinan 6rnekler; ayr1 ayr1 TSA besiyerlerine transfer edilerek 4 fazli ¢izgi
ekim yapilmistir. Petriler silinmeyecek sekilde etiketlendikten sonra 28°C’de 24 saat

stireyle inkiibasyona birakilmistir.

Yag asiti ekstraksiyonu icin gerekli ¢ozeltilerin hazirlamisi: Mikroorganizmalarin

yag asitlerini saf olarak izole etmek i¢in 4 farkli ¢ozelti kullanilmistir:

Cozelti 1: Hiicre parcalayici: Sirasiyla 150 ml metil alkol (HPCL safliginda) ve 150
ml dH20, 1 I’lik renkli ¢6zelti sisesine konulmus, daha sonra kati formdaki 45 g
sodyum hidroksit (ACS safliginda) bu ¢d6zeltiye eklenip iyice ¢oziiliinceye kadar

karistirilmastir.

Cozelti 2: Metillestirme: Sirasiyla 325 ml hidroklorik asit (6,00N) ve 255 ml metil
alkol (HPCL safliginda), 1 T’lik renkli ¢ozelti sisesinde iyice c¢oziiliinceye kadar

karistirilmastir.

Cozelti 3: Saflastirma: Sirasiyla 200 ml metil-tert-butil eter (MTBE-HPCL safliginda)
200 ml hekzan {izerine ilave edilerek 1 I’lik renkli ¢ozelti sisesinde iyice ¢oziiliinceye

kadar karistirilmistir.

Cozelti 4: Bazik yikama cozeltisi: Sirasiyla 10,8 g kati sodyum hidroksit (ACS
safliginda) 900 ml dH20 igerisinde, 1’lik renkli ¢ozelti sisesinde iyice ¢oziiliinceye kadar

karistirilmastir.
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Yontem:

1. TSA besiyerinde 25°C’de 24 saat inkiibasyon siirecini takiben gelisen bakterilerin, 3
ve 4 numarali fazlarindan, canli bakteri hiicreleri steril bir 6ze ile toplanarak (yaklasik
40 mg) agizlan teflon kapakli steril test tiiplerine (5 ml’lik) aktarilmis ve kapaklari

kapatilarak tizerleri etiketlenmistir.

2. Her bir test tlipine 1ml ¢ozelti 1 ilave edilerek, 5-10 saniye calkalandiktan sonra 5
dak siireyle 100°C’lik su banyosunda bekletilmistir. Su banyosundan ¢ikarilan tiipler
tekrar 5-10 saniye calkalanarak 25 dak siireyle 100°C’lik su banyosunda beklemeye
birakilmistir. Bu muamele ile canli hiicreler pargalanarak, yag asitlerinin serbest kalmasi

saglanmistir.

3. Test tiiplerine 2 ml ¢ozelti 2 eklenerek 5-10 saniyelik bir ¢alkalamadan sonra
80°C’de 10 dak su banyosunda bekletilmis ve bunu takiben 2 dak siireyle hizli sogutma
uygulanmistir (-80°C’de 5dk kadar).

4. Sogutulmus tiplere 1,25 ml ¢ozelti 3 eklenerek 10 dak siireyle hematoloji
calkalayisinda galkalanmigtir. Bu agsamada tiiplerin alt kisminda asidik, tist kisminda da
organik sivi fazlar1 olmak iizere iki ayr1 faz olusmustur. Tiiplerin {ist kismindaki asidik

faz pastor pipeti yardimiyla atilmis, organik faz muhafaza edilmistir.

5. En son asamada ise her bir tiipe 3 ml ¢ozelti 4 ilave edilmis ve 5 dak siireyle
hematoloji c¢alkalayisinda calkalandiktan sonra 10 dak siireyle oda sicakliginda
bekletilmistir. Cozelt 4, bazik bir soliisyon olup serbest yag asidi metil esterlerinin daha
saf olarak elde edilmesine yardimci olmaktadir. Tip icerisinde yine iki ayr1 faz
olusmustur. Ust fazda toplanan ve yag asidi metil esterleri igeren faz, pastdr pipeti ile
almarak 2 ml’lik gaz kromatografi tiiplerine transfer edilmis ve agizlar1 sikica

kapatilarak etiketlenmistir.
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6. Agizlann sikica kapatilarak etiketlenen gaz kromatografi tiipleri, MIS cihazi
tizerindeki 6rnek depolama tepsisine gore yerlestirildikten sonra, cihaz g¢aligtirilarak
sistem kilavuzunda belirtildigi gibi ornekler tek tek analiz edilmis ve her bakteri i¢in
ayr1 ayr1 olmak iizere tani sonuglari, bilgisayardan ¢ikt1 olarak alinmistir (Stead 1992;

Kiifrevioglu vd 1999).

3.2.5. Inokiilum materyalinin hazirlanmasi

3.2.6°da belirtildigi gibi kat1 hal fermentasyonuna hazir hale getirilen samanlara inokule
edilecek olan bakteriler oda sicakliginda NB’de 20 saatlik inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra hazirlanan sivi kiiltiir, steril santrifiij tiiplerine 50 ml olacak
sekilde aktarilip 4°C’de 5000 rpm’de 10 dak santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden
sonra siipernatant atilip tiiplere toplam hacim 50 ml olacak sekilde 6nceden hazirlanmis
steril  fizyolojik su eklenip vortekste homojenize edilmistir. Daha sonra
spektrofotometre kiivetlerine her bir 6rnekten 3 ml olacak sekilde eklenip 600 nm’de
absorbans degerlerine bakilmistir. 600 nm’de 0,6 civarinda absorbans degeri veren
ornekler inokiilum materyali olarak kullanilmigtir. Numunelerin 0,6 civarinda absorbans
degeri vermesi samanlara inokule edilecek as1 materyalinin esit olmasi bakimindan
onem arzetmektedir. Kiifler ise 30°C’de, 48 saat PDA’da gelistirilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda ml’sinde 10’ adet spor bulunan spor siispansiyonu hazirlanmustir. Spor
stispansiyonundan 45 ml steril fizyolojik su bulunan santrifiij tiiplerine 5 ml eklenmis ve

hazirlanan 50 mI’lik 6rnekler inokiilum materyali olarak kullanilmigtir.

3.2.5.a. Spor siispansiyonunun hazirlanmasi

50 ml saf su, igerisine binde bir oraninda Tween 80 ilave edilerek 121°C’de 15 dak
otoklavda steril edilmistir. Spor olusumu gozlenen 24-168 saatlik kiiltiirlerden 6ze
dolusu inokule edilerek homojenize edilmistir. Hazirlanan spor siispansiyonundan temiz

bir thoma lamina 6rnek alinarak mikroskopta spor sayimi yapilmistir. .
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3.2.6. Kat1 hal fermentasyonu

Oncelikle arpa, bugday ve arpa-bugday karistmi samanlardan 30 g tartilarak plastik
posetlere (ARGEM firin torbasi) konulmustur. Kontrol grubu olarak inokiilum ve CSL
icermeyen samanlar ile sadece CSL igeren samanlar kullanilmistir. Deney gruplari ise
CSL katilmis ve katilmamis saman Orneklerine mikroorganizma inokulasyonu ile
olusturulmustur. Posetlerin igerisine %60°lik nem orani olusturacak sekilde 60 ml’lik
distile su ilave edilmistir. Hem distile suyun hem de CSL’nin saman igerisine homojen
bir sekilde karigmasi saglanmistir. Daha sonra agizlari kapatilan saman Ornekleri
otoklavda 121°C’de 1,5 atm basingta 20 dak steril edilmistir. Sterilizasyondan sonra
soguyan saman posetlerine 3.2.5°de hazirlanisi anlatilan as1 materyalleri inokiile
edilerek agizlar1 sikica kapatilmis ve iizerlerine agirlik konulmustur. Bakterilerin
inokiile edildigi saman posetleri 30 giinliik, kiiflerin inokiile edildigi saman posetleri ise
20 giinliik inkiibasyona birakilmistir. Fermentasyona birakilan saman ornekleri Sekil

3.1’de; kisa adlart ve igerikleri ise Cizelge 3.5, 3.6, ve 3.7°de gosterilmistir.

A+ Ss A+CSL+ Ss
B+Cst+ ss
AB+CSL+Ss

Sekil 3.1. Fermentasyona birakilan saman ornekleri
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Cizelge 3.5. Kontrol ve deney grubu arpa samani 6rnekleri

Kodu Su (ml) CSL (ml) Saman ¢esidi | As1 materyali
A (kontrol) 60 - Arpa -
ACSL (kontrol) | 58,5 1,5 Arpa -
AYk 60 - Arpa Yk
ACSLYk 58,5 1,5 Arpa Yk
AMu 60 - Arpa Mu
ACSLMu 58,5 15 Arpa Mu
ASs 60 - Arpa Ss
ACSLSs 58,5 1,5 Arpa Ss
AE7 60 - Arpa E7
ACSLE7 58,5 1,5 Arpa E7
AX 60 - Arpa X
ACSLX 58,5 1,5 Arpa X

Cizelge 3.6. Kontrol ve deney grubu bugday samani 6rnekleri

Kodu Su (ml) CSL (ml) | Saman ¢esidi As1 materyali
B (kontrol) 60 - Bugday -
BCSL (kontrol) | 58,5 1,5 Bugday -
BYk 60 - Bugday Yk
BCSLYk 58,5 1,5 Bugday Yk
BMu 60 - Bugday Mu
BCSLMu 58,5 1,5 Bugday Mu
BSs 60 - Bugday Ss
BCSLSs 58,5 1,5 Bugday Ss
BE7 60 - Bugday E7
BCSLE7 58,5 1,5 Bugday E7
BX 60 - Bugday X
BCSLX 58,5 1,5 Bugday X
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Cizelge 3.7. Kontrol ve deney grubu arpa-bugday samani drnekleri

Kodu Su (ml) CSL (ml) Saman ¢esidi As1 materyali
AB (kontrol) 60 - Arpa-Bugday | -
ABCSL 58,5 1,5 Arpa-Bugday | -
(kontrol)

ABYk 60 - Arpa-Bugday | Yk
ABCSLYk 58,5 1,5 Arpa-Bugday | Yk
ABMu 60 - Arpa-Bugday Mu
ABCSLMu 58,5 1,5 Arpa-Bugday | Mu
ABSs 60 - Arpa-Bugday Ss
ABCSLSs 58,5 1,5 Arpa-Bugday | Ss
ABE7 60 - Arpa-Bugday E7
ABCSLE7 58,5 1,5 Arpa-Bugday | E7
ABX 60 - Arpa-Bugday | X
ABCSLX 58,5 1,5 Arpa-Bugday | X

3.2.7. Inkiibasyon sonunda elde edilen iiriinde yapilan analizler

3.2.7.a. Kuru Madde (KM) analizi

Kurutma kaplar1 temizlenmis ve etiivde 1 saat kurutulmustur. 1 saat sonunda kaplar
masa ile desikatére almmustir. 10-15 dak sonra desikatordeki kaplarin daralar
almmistir. Daras1 alinan kaplara analizi yapilacak saman 6rneginden 1,5-2 g konulup,
tartilmigtir. Samanla birlikte tartilan kurutma kaplari 105°C’ye ayarlanmis etiive
konmus ve bu sicaklikta bir gece tutulmustur. Kurutma siiresi sonunda kaplar masa ile

desikatore alinmis ve oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra tartilmistir (Kutlu
2008).

3.2.7.b. Ham Kiil (HK) analizi

Onceden yakilmis, desikatorde sogutulmus ve darast almmis krozelere saman
numunesinden 1,5-2 g konularak tartilmistir. Krozeler 550°C’ye ayarli yakma firinina
konulmustur. Krozeler bu sicaklikta komiirlesme olmayacak sekilde, kiil acik griden

beyaza kadar degisen bir renge ulasana kadar yakma firminda tutulmustur. Yakma
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sonunda firinin elektrigi kesilerek sogumaya birakilmistir. Yaklasik 100°C’ye kadar
sogutulduktan sonra krozeler masa yardimiyla dogrudan desikatdre alinmistir. Krozeler

desikatorde yeterince sogutulduktan sonra tartilmistir (Kutlu 2008).

3.2.7.c. Ham Protein (HP) Analizi

Ilk olarak ham protein tiiplerinin her birine yaklasik 1 gr saman 6rnegi konulup
tizerlerine 1 adet katalizor tableti [950 g potasyum siilfat (K;SO4)+50 g bakir siilfat
(CuS0,)] katilmistir. Daha sonra bu orneklerin tizerine 25 ml siilfirik asit (%95-97)
ilave edilmis ve tiipler ham protein cihazina yerlestirilmistir. 430°C’de ¢alistirilan cihaz
tiplerin igerisindeki Ornekler seffaf sarimsi renge donistiigiinde kapatilmistir ve
ornekler sogumaya birakilmistir. Soguyan 6rneklerin tizerine dikkatli bir sekilde 50 ml

saf su ilave edilmistir (Kutlu 2008).

Uzerlerine soguk saf su dokiilen drnekler iyice soguduktan sonra distilasyon asamasina
gecilmistir. Her bir 6rnek onceden hazirlanmig 25 ml’lik %4’lik borik asit ¢ozeltisiyle
beraber cihaza yerlestirilmis ve distilasyon islemi baslatilmistir. Ornek igerisindeki
amonyum siilfat sodyum hidroksitle (NaOH) muamele edilerek amonyak (NHs)
olusturulmus ve takibinde amonyak borik asit tarafindan tutularak amonyum borata

(NH;) BO3 doniistiirilmistiir (Kutlu 2008).

Distilasyon asamasindan sonra ise titrasyon asamasina geg¢ilmistir. Distilasyon sonucu
olusan mavi renk kirmizilagincaya kadar azar azar HCI damlatilmis ve harcanan HCI
miktar1 Ornekler igerisindeki ham protein ve toplam nitrojen degerlerinin

belirlenmesinde kullanilmistir (Kutlu 2008).

3.2.7.d. Asit Deterjanda Coziinmeyen Lif (ADF) Analizi

Vansoset et al. (1991) metodundan modifiye edilmis ADF analizinde toz haline

getirilen samanlar yaklasik 0,5 g tartilip daras1 alinmis ADF torbalarina (ANKOM F57
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filter bags) konulmus ve agizlar1 sikica yapistirilmistir. Hazirlanan 6rnekler cihaz
aparatina uygun bir sekilde yerlestirilmis ve ADF ¢ozeltisi eklenerek cihaz 60 dak
boyunca ¢alistirllmistir. Daha sonra kaynamis saf su eklenerek 10 dak karistirilmistir.

En son ise soguk su ilave edilerek 5 dk karistirtlmistir (Kutlu 2008).

Cihazdan c¢ikarilip siiziilen numuneler 1-2 dak boyunca aseton igerisinde bekletilip
stiziilmiistiir. Bos bir alana serilen 6rnekler 5 dak sonra 105°C’lik etiivde bir gece
bekletilmis ve sogutma islemi sonrasi hassas terazide tartimlari yapilmistir (Kutlu

2008).

3.2.7.e. Notral Deterjanda Coziinmeyen Lif (NDF) Analizi

Vansoset et al. (1991) metodundan modifiye edilmis NDF analizinde ADF analizindeki
gibi hazirlanan torbalar cihaz aparatina yerlestirilip cihaz 75 dak boyunca
caligtirtlmigtir. Daha sonra kaynamis saf su ile 4 ml alfa amilaz eklenip 15dk
karistirilmistir. Son olarak da soguk su ilave edilip 5 dak karigtirilmistir ve ADF
analizindeki islemler NDF analizi i¢in de uygulanmistir (Kutlu 2008).

3.2.7.f. Asit Deterjan Lignin (ADL) Analizi

Saman numunelerinin ADL igerigi, ADF analizinde kullanilan 6rnekler {izerinden
yapilan analizler aracilig: ile belirlenmistir. Bu amagla ADF sonrasi torbalar %72’lik
sulfiirik asit icerisinde 30 dak siire ile ¢calkalanmistir. Daha sonra bu numuneler %72’lik
stilfiirik asit i¢erisinde 3 saat boyunca bekletilmistir. Bekleme sonrasinda torbalar ¢esme
suyu ile pH notr oluncaya kadar yikanmistir. Torbalar, sulart siizdiiriildiikten sonra 250
ml aseton igerisinde 3 dak bekletildikten sonra 105°C’lik etiivde bir gece kurutulmustur.

Sogutma islemi sonrasi hassas terazide tartimlar1 yapilmistir.

Calismada ADF, NDF ve ADL igerikleri belirlendikten sonra yem Orneklerinin

hemiseliiloz, seliiloz ve lignin miktarlar1 asagidaki esitlikler kullanilarak hesaplanmistir.
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Hemiseliiloz, %=NDF-ADF
Seliiloz, %=ADF-ADL
Lignin, %=ADL

Ayrica tiim parametreler i¢in her oOrnekten ii¢c tekerriir yapilmig olup seliiloz,

hemiseliiloz, ADF, NDF ve ADL analiz degerleri belirlenirken sonuglarin ortalamasi

Duncan ¢oklu karsilastirma SPSS15 (2013) programiyla yapilmistir.

3.2.7.9. Kuru madde sindirilebilirligi (KMS), kuru madde tiiketilebilirligi (KMT)

ve nispi yem degerlerinin (NYD) belirlenmesi

Nispi yem degeri Van Dyke ve Anderson (2000) tarafindan gelistirilen asagidaki
esitlikler ile saptanmistir. Nispi yem degerini hesaplamak i¢in 6ncelikle kuru madde

sindirimi ADF degeri lizerinden hesaplanmistir (Kaya 2008).

%KMS=88,9-(0,779x%ADF)

Hayvanin canli agirligmma bagli olarak kuru madde tiiketimi NDF degeri iizerinden

hesaplanmuistir.

%KMT=120/NDF

Nispi yem degerini hesaplamak i¢in %KMS ve %KMT degerleri formiilde yerine

konularak hesaplanmaistir.

NYD=%KMSx%KMTx*0,775
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Potansiyel Etkili izolatlar

Calismamizda toplam 36 mikroorganizma lignoseliilolitik 6zellikleri bakimindan
incelenmistir. Bu mikroorganizmalardan 4’0 bakteri, 1’i mikrofungus olmak tizere 5
tanesi ARS Kkiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Geriye kalan 25’i bakteri, 6’s1
mikrofungus 31 mikroorganizma ise kendi izolatlarimizdir. Izolasyon islemi sonunda 29
bakteri, 7 mikrofungus tiiriiniin karbon kaynagi olarak sadece karboksimetil seliilozun
bulundugu CMCA’da gelistigi gozlemlenmis ve bu mikroorganizmalar seliilolitik
olarak kabul edilmistir. Bu 36 mikroorganizma daha sonra karbon kaynagi olarak
sadece ligninin bulundugu MSML’ye inokule edilmis ve bu ortamda gelisen tiirler
ligninolitik mikroorganizmalar olarak degerlendirilmistir. Sonug olarak 2’si ARS kiiltiir
koleksiyonundan temin edilmis 9 bakteri ve 5 mikrofungus tiirii hem CMCA’da hem de

MSML’de gelismis potansiyel etkili izolatlar olarak belirlenmistir.

4.2. izolatlarin Lignoseliilolitik Aktiviteleri

4.1°de potansiyel etkili izolatlar olarak belirlenmis 14 mikroorganizma, seliilolitik ve
ligninolitik aktiviteleri ayr1 ayr1 belirlenmek tizere 4.2.1 ve 4.2.2°de anlatildigi tizere iki
farkli besiyerine ekim yapilmis ve etkili tlirler inokillum materyali olarak

degerlendirilmistir.

4.2.1. izolatlarn seliilolitik aktiviteleri

4.1’de anlatildigr tizere secilen 14 mikroorganizma, seliilolitik aktivitelerinin
karsilastirilmasi i¢in CCRA’a inokule edilmistir. CCRA’a ekimi yapilan izolatlarin
besiyerinde meydana getirdikleri renk acilimi ve zon olusumu karsilastirilarak seliilozu
degrade etme potansiyeli en yiiksek olan tiirler secilmistir. En yiliksek performansa sahip

olan mikroorganizmalar ARS kiiltiir koleksiyonundan temin edilen Ss (Streptomyces
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setonii B-2555) kodlu bakteri ve kendi izolatimiz olan E7 kodlu bakteri ile Yk, X, Mu
kodlu kiifler olarak belirlenmis ve kontrol numune ile birlikte bazilar1 Sekil 4.1 ve

4.2’de gosterilmistir.

4.2.2. izolatlarin ligninolitik aktiviteleri

4.1’de anlatildign {lizere segilen 14 mikroorganizma, ligninolitik aktivitelerinin
karsilastirilmast  i¢in MSML’ye ekim yapilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda
besiyerinde meydana gelen renk ac¢ilimi karsilastirilarak ligninolitik potansiyeli en
yiiksek olanlar secilmistir. En yiliksek performansa sahip olan tiirler ARS kiiltiir
koleksiyonundan temin edilen Ss kodlu bakteri ile kendi izolatimiz olan X kodlu kiif
olarak belirlenmis ve kontrolle birlikte Sekil 4.3 ve 4.4’de gosterilmistir. E7 kodlu
bakteri ile Yk ve Mu kodlu kiifler ise Ss ve X tiirlerine oranla daha az renk acilimi
meydana getirmislerdir. Sonug olarak lignoseliilolitik potansiyelleri belirlenen 2 bakteri

ve 3 mikrofungus tiirii 3.2.4’de anlatildig: sekilde as1 materyali olarak kullanilmstir.
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Sekil 4.1. Ekim yapilmamis seliiloz kongo Sekil 4.2. Ss’nin seliloz kongo
kirmizis1 agar (kontrol) kirmizist agarda meydana getirdigi renk
acilimi

Sekil 4.3. Ekim yapilmamig mimimal Sekil 4.4. Ss’nin minimal tuzlar ortami-
tuzlar ortami-lignin (kontrol) ligninde meydana getirdigi renk agilimi
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4.3. Etkili Izolatlarin Baz1 Morfolojik, Sitolojik ve Fizyolojik Ozellikleri

Potansiyel etkili bakterilerin baz1 morfolojik, sitolojik ve fizyolojik 6zellikleri Cizelge
4.1 ve Sekil 4.5’de, mikrofunguslarin mikroskobik goriintiileri ise Sekil 4.6°da
gosterilmistir. MIS analizi sonuglarina gore, etkili izolatlardan E7 kodlu bakterinin yag

asiti profili Cizelge 4.2’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. Etkili bakterilerin bazi morfolojik, sitolojik ve fizyolojik 6zellikleri

Ozellikler Ss E7
Koloni morfolojisi Besiyerine gomiilii Mukoid
Hiicre morfolojisi Zincir seklinde Cubuk seklinde

Gram o6zelligi + -

Endospor - -

Katalaz + +

Sekil 4.5. Calismada kullanilan bakterilerin mikroskobik goriintiileri (Solda
Streptomyces setonii, sagda Pseudomonas putida)
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Sekil 4.6. Kati hal fermentasyonunda kullanilan mikrofunguslarin mikroskobik
gortintiileri (Trichoderma harzianum, Penicillium sp. ve Aspergillus sp.)

MIS analiz sonucuna gore E7 kodlu izolatin Pseudomonas putida oldugu belirlenmistir
ve bu tiriin yag asidi profili Cizelge 4.2°’de Ozetlenmistir. YK, Mu, X kodlu
mikrofunguslar ise sirasiyla Trichoderma harzianum, Penicillium sp. ve Aspergillus sp.

olarak tanilanmistir.
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Cizelge 4.2. Potansiyel etkili E7 kodlu bakterinin MIS sistemine gore igerdigi yag asiti
gesitleri ve bulunma oranlari

YAG ASITLERI E7
10:0 0.47
10:0 30H 6.27
12:0 2.22
12:0 20H 4.83
12:1 30H 0.68
12:0 30H 3.64
14:0 0.72
16:1 w7c/15 1ISO 20H 34.50
16:0 28.81
17:0 CYCLO 4.46
18:1 w7c 13.39
15:0 1ISO 20H/16:1w7c 34.50

Pseudomonas putida olarak tanimlanan E7 susu 10:0; 10:0 30H; 12:0; 12:0 20H; 12:1
30H; 12:0 30H; 14:0; 16:1 w7c/15 1SO 20H; 16:0; 17:0 CYCLO; 18:1 w7c; 15:0 ISO
20H/16:1w7c yag asitlerini icermektedir (Cizelge 4.2).

4.4. Mikroorganizmalarla Enfekte Edilmis Samanlarda Inkiibasyon Sonrasi
Olusan Morfolojik Degisiklikler

Saman orneklerinin lignoseliilolitik kiiflerle 20 giinliik, bakterilerle 30 giinliik kat1 hal
fermentasyonu siireci sonunda deney gruplarinda oOzellikle kiif 6rneklerinin gozle
goriilebilir sekilde degisiklik meydana getirdigi, bakteriler ile asilanmig saman
torbalarinda ise kopiik olusumu ve koku degisimi tespit edilmistir. Saman posetlerinde

meydana gelen degisimler Sekil 4.7 de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Kat1 hal fermentasyonu asamasinda kontrol ve deney gruplarina ait 6rnekler

4.5, Inkiibasyon Sonunda Elde Edilen Uriinde Yapilan Analiz Sonugclar

Inkiibasyon siiresi sonunda saman 6rneklerinin yem degerlerini belirlemek iizere kuru
madde (KM), ham kiil (HK), ham protein (HP), asit deterjanda ¢éziinmeyen lif (ADF),
notral deterjanda ¢oziinmeyen lif (NDF), lignin (ADL) analizleri yapilarak seliiloz,
hemiseliiloz, kuru madde sindirilebilirligi (KMS), kuru madde tiiketilebilirligi (KMT),
nispi yem degeri (NYD), yem kalitesi (YK) degerleri hesaplanmis ve sonuglar asagida

Ozetlenmistir.

4.5.1. Kuru madde, ham kiil ve ham protein analiz sonuglari

Arpa, bugday, arpa-bugday samanlarinda yapilan KM, HK ve HP analiz sonuglari
sirastyla Sekil 4.8, 4.9 ve 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.8. Arpa samaninin kontrol ve deney gruplarinda KM, HK ve HP analiz sonuglari
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Sekil 4.9. Bugday samaninin kontrol ve deney gruplarinda KM, HK ve HP analiz

sonugclari
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Sekil 4.10. Arpa-bugday samaninin kontrol ve deney gruplarinda KM, HK ve HP analiz
sonuglari

Inokiilasyon ve inkiibasyon islemleri sonucunda saman érneklerinin kuru madde ve ham
kil miktarlarinda onemli degisiklik goriilmemis ancak beklenildigi gibi protein
degerlerinde %90°a varan artislar elde edilmistir. Ornegin; arpa samaninda protein
miktar1 5,67 iken E7 (Pseudomonas putida) kodlu izolat ile asilanmis samanda ise bu
oran 10,63’¢ (%388 artis) yiikselmistir. Bugday samaninin ham protein orani 3,88 olarak
belirlenmistir. Inokiilasyon ve inkiibasyon islemleri sonucunda E7 kodlu izolat bu
saman drneginin protein oranini 7,11°e (%83 artig) ¢ikarmistir. Arpa-bugday samaninda
ise protein miktarinin 4,7 oldugu goézlenmistir. Bu samanda maksimum protein artigini

(%88 artig) ise Yk (Trichoderma harzianum) kodlu izolat meydana getirmistir.

Ayrica Sekil 4.8, 4.9 ve 4.10’da goriildiigi tizere Yk (Trichoderma harzianum) kodlu
izolat ile inokiile edilmis bugday samani disinda tiim saman Grneklerinin ham protein

degerleri kontrollerinin degerlerine gore yiiksektir.
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4.5.2. ADF ve NDF analiz sonug¢lari

Arpa, bugday, arpa-bugday samanlarinda yapilan ADF ve NDF analiz sonuglari
sirasiyla Sekil 4.11, 4.12 ve 4.13’de verilmistir.
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Sekil 4.14. Arpa samaninin kontrol ve deney gruplarinda ADF ve NDF analiz sonuglari

Sekil 4.11°de goriildiigi tizere mikroorgnizmalarla asilanmig bazi saman 6rneklerinin
ADF oranlarinda azalmalar meydana gelmistir. Ozellikle E7 kodlu Pseudomonas putida
izolat1 arpa samaninin 48,31 olan ADF degerini 43,82 yaparak %10’a yakin bir azalma
gerceklestirmistir. Ayrica X kodlu Aspergillus sp. izolatimiz da arpa samaninin ADF
yiizdesini diigiirmustiir (%8 oraninda). Bunun aksine fermentasyon sonucu Yk kodlu
Trichoderma harzianum, Mu kodlu Penicillium sp. mikrofunguslari ve Ss kodlu
Streptomyces setonii ile enfekte edilmis bazi saman Orneklerinin ADF degerlerinde

kismi artiglar goriilmiistiir.
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Mikroorganizmalarla inokiile edilmis tim arpa saman Orneklerinin NDF degerleri ise
kontrollerinin degerlerine gore diisiik olmakla beraber maksimum NDF azalmas1 %17

olup Streptomyces setonii ile muamele edilmis samanda gergeklesmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Bugday samanimin kontrol ve deney gruplarinda ADF ve NDF analiz
sonuglari

Sekil 4.12’den de anlasildig1 lizere misir maserasyon sivist (CSL) katilmamig ve
Pseudomonas putida ile enfekte edilmis bugday samani disinda tiim saman 6rneklerinin
ADF degerleri kontrollerinin degerlerine gore diistiktiir. Bununla birlikte inokiilasyon
ve inkiibasyon sonucu tiim bugday samanlarinin NDF oranlar1 da diigmiistiir. Bugday
samaninda maksimum ADF ve NDF azalmasi her ikisinde de %?22’lik bir diisiisle

Streptomyces setonii ile gergeklesmistir.
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Sekil 4.13. Arpa-bugday samaninin kontrol ve deney gruplarinda ADF ve NDF analiz
sonuglari

Ozellikle misir maserasyon sivist katilmis ve Yk kodlu Trichoderma harzianum izolat
ile inokiile edilmis arpa-bugday samaninin ADF ve NDF degerlerinde énemli oranlarda
azalmalar meydana gelmistir (Sekil 4.13). Bu mikrofungus ile muamele sonucu arpa-
bugday samaninin ADF degerinde %16; NDF degerinde ise %23’lik bir disis
gerceklesmistir.  ABCSLYk, ABMu, ABCSLMu, ABSs ve ABCSLX saman
orneklerinin ADF degerleri kontrollerinin degerlerine gore disiiktiir. Sekil 4.13°de
goriildiigii lizere tiim saman orneklerinin NDF degerleri kontrollerinin degerlerine gore

diisiik bulunmustur.

4.5.3. Seliiloz, hemiseliiloz degerleri ve ADL analiz sonuclari

Arpa, bugday, arpa-bugday samanlarinda yapilan seliiloz, hemiseliiloz degerleri ve ADL

analiz sonuglar sirasiyla Cizelge 4.3, 4.4, ve 4.5’de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Arpa samanmin kontrol ve deney gruplarinda seliiloz, hemiseliiloz
degerleri ve ADL analiz sonuglart*®

Saman Ornekleri | Seliiloz Hemiseliiloz ADL

A 34,442,28a 24,32+1,63ab 13,91+1,28de
ACSL 35,52+0,88a 24,78+3,10ab 12,14+0,17¢
AYk 33,38+0,93a 19,58+2,11bc 15,92+1,10bcd
ACSLYk 29,55+0,61abc 22,51+2,55abc 15,86+1,65bcd
AMu 30,08+1,96abc 22,07+2,37bc 19,11+1,49ab
ACSLMu 27,21+0,36¢d 21,87+1,50bc 17,96+0,71abc
ASs 24,59+0,81de 16,73+6,15¢cd 23,46+1,68a
ACSLSs 21,88+1,60e 12,26+2,59d 26,33+3,99a
AE7 32,45+1,71a 19,93+2,69bc 16,66+0,65bcd
ACSLE7 23,72+3,19¢ 19,11+3,74bc 20,09+0,63a
AX 27,62+2,18¢ 17,89+4,00c¢ 18,28+2,80abc
ACSLX 28,95+0,91bc 19,95+1,00bc 15,55+1,36¢d

*: Ayni harfle gosterilen degerler arasindaki fark istatistiki bakimdan 6nemsizdir (p<0,05).

Cizelge 4.3’de mikroorganizmalarla asilanmis saman Orneklerinde selilloz ve
hemiseliiloz oranlari verilmistir. Cizelgeden de anlasildigr lizere CSL katilmis ve
katilmamis arpa samaninda selilloz ve hemiseliiloz oranlari arasinda onemli bir
degisiklik olmamakla beraber selilloz oraninda maksimum diisiis Ss (Streptomyces
setonii) kodlu mikroorganizma ile asilanmig saman Orneginde meydana gelmistir.
Nitekim arpa samaninda seliilloz ve hemiseliilloz orani sirasiyla 34,4 ve 24,32°dir.
Inkiibasyon islemi sonucunda Ss kodlu mikroorganizma ile inokiile edilmis saman
orneginde ise bu degerler 21,88 (%36 diisiis) ve 12,26 (%50 diisiis) olarak belirlenmistir

ve bu diistisler istatistiki bakimdan (p<0,05) 6nemlidir.
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Cizelge 4.4. Bugday samaninin kontrol ve deney gruplarinda seliilloz, hemiseliiloz
degerleri ve ADL analiz sonuglart™®

Saman Ornekleri | Seliiloz Hemiseliiloz ADL

B 39,7+1,57a 25+3,43a 13,52+0,61d
BCSL 38.,25+1,05a 24,04+0,78a 13,97+0,63cd
BYk 30,81+1,83b 21,59+2.91a 17,78+2,52abcd
BCSLYK 32,04£1,37bc 23.0520.99 16.3720,73bcd
BMU 31,2122.31bc 19.27+4.81a 20,94:4,42ab
BCSLMu 29,37+2,80¢ 23,03+1,58a 19,11+0,77ab
BSs 30,68£0,67bc 18,9245.13a 19,6+1,48ab
BCSLSs 19,74%5,14d 19,68+5,98a 21,615,71a

BE7 35,31+0,87ab 22,3243.92a 18,43+0,95abc
BCSLE? 31,81:£0,95bC 20.4+5.16a 19,83%1,67ab
BX 31,47+0,21bc 25,66+4,54a 16,86+1,69abcd
BCSLX 32,27+1,45bC 21.28+0.72a 17.88+2.31abed

*: Ayn1 harfle gosterilen degerler arasindaki fark istatistiki bakimdan énemsizdir (p<0,05).

Cizelge 4.4’de mikroorganizmalarla inokiilasyonun saman Orneklerindeki seliilloz ve
hemiseliilloz miktarlar1 iizerindeki etkileri verilmistir. Cizelgeden de goriildiigii gibi,
kontrol grubunda seliloz ve hemiselilloz oranlart sirasiyla 39,7 ve 25 olarak
belirlenmistir. Inokiilasyon ve inkiibasyon islemleri sonucunda elde edilen iiriinde
maksimum seliiloz ve hemiseliiloz azalmas1 Ss (Streptomyces setonii) kodlu organizma
ile gergeklesmis olup degerler seliiloz i¢in 19,74 (%50 diisiis), hemiseliiloz igin de 18,92
(%24 diisiis) olarak belirlenmistir.

Istatistiki olarak olarak degerlendirildiginde kontrole oranla seliilloz azalmalar1 p<0,05
diizeyinde 6nemli bulunmustur. Ancak hemiseliilloz oranindaki diisiisler ise istatistiki
yonden 6nemli degildir. Inokiilasyon islemi sonunda ADL oranlarinda artis oldugu
goriilmektedir. Ustelik kontrolle karsilastirildiginda bu artislarin istatistiki bakimdan
onemli (p<0,05) oldugu belirlenmistir.



Cizelge 4.5. Arpa-bugday samaninin kontrol ve deney gruplarinda seliiloz, hemiseliiloz

degerleri ve ADL analiz sonuglar™
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Saman Ornekleri | Seliiloz Hemiseliiloz ADL

AB 35,66+1,12ab 28,95+1,44a 13,84+0,61¢
ABCSL 34,8+0,53ab 24,29+4,96ab 14,47+1,46de
ABYk 33,13+0,90ab 22,63+2,15ab 17,04+1,08cd
ABCSLYk 20,64+4,29f 19,2+4,38bc 20,83+2,36b
ABMu 28,24+1,43cd 21,52+3,84b 18,49+0,19bc
ABCSLMu 28,6+0,50¢cd 23.09+1,78ab 19.241,51bc
ABSs 30,13+1,20bc 20,71+5,49bc 19,34+1,55bc
ABCSLSs 34,51+1,36ab 19,61+3,46bc 16,72+0,96¢cd
ABE7 33,86+2,30ab 21,48+2,22b 19,46+0,32bc
ABCSLE7 30,19+1,77bc 19,67+3,12bc 20,21+2,14b
ABX 23,2412, 11ef 13,59+7,16¢ 28,35+1,86a
ABCSLX 26,14+3,01de 22,33+2,04ab 18,22+1,88bc

*: Ayni harfle gosterilen degerler arasindaki fark istatistiki bakimdan 6nemsizdir (p<0,05).

Cizelge 4.5°de mikroorganizmalarla inokiile edilmis arpa-bugday saman orneklerinde
seliiloz, hemiseliiloz ve ADL oranlar1 verilmistir. Cizelgeden de anlasildig: {izere arpa-
bugday samaninda seliiloz ve hemiseliiloz oranlari sirasiyla 35,66 ve 28,95°dir. Seliiloz
oraninin en fazla diistigi 6rnek Yk (Trichoderma harzianum) kodlu mikroorganizma
ile asilanmis samandir ve seliiloz oraninin 20,64 (%42 diisiis) oldugu gozlenmistir. Bu
diislis p<0,05 diizeyinde 6nemlidir. Maksimum hemiseliiloz azalmasi ise X (Aspergillus
sp.) kodlu organizma ile gerceklesmis olup bu deger 13,59 (%53 diisiis) olarak

belirlenmistir ve istatistiki yonden 6nemlidir.

4.5.4. Kuru madde sindirilebilirligi, kuru madde tiiketilebilirligi, nispi yem degeri

ve yem kalitesi degerleri

Arpa, bugday, arpa-bugday samanlarinda yapilan KMS, KMT, NYD ve YK degerleri
sirastyla Cizelge 4.5, 4.6, ve 4.7°de verilmistir.
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Cizelge 4.6. Arpa samaninin kontrol ve deney gruplarinda KMS, KMT, NYD ve YK
degerleri

Saman KMS KMT NYD Yem kalitesi
Ornekleri

A 50,37 1,65 64,41 5
ACSL 50,87 1,66 65,44 5
AYk 50,5 1,74 68,23 5
ACSLYk 53,53 1,77 73,35 5
AMu 50,58 1,68 66,02 5
ACSLMu 53,71 1,79 74,53 4
ASs 51,47 1,86 74,18 5
ACSLSs 51,34 1,98 79,03 4
AE7 50,64 1,74 68,49 5
ACSLE7 54,77 1,91 81,34 4
AX 53,14 1,88 77,57 4
ACSLX 54,23 1,86 78,28 4

Cizelge 4.6’ dan anlasildig: iizere biitiin saman 6rneklerinin kuru madde sindirilebilirligi,
kuru madde tiiketilebilirligi ve nispi yem degerleri kontrol gruplarindaki degerlere gore
yiiksektir. Arpa samaninda maksimum kuru madde sindirilebilirligi E7 kodlu
Pseudomonas putida izolati ile asilanmis ornekte gergeklesmis olup bu deger 54,77
(%9’luk artis) iken maksimum kuru madde tiiketilebilirligi Ss kodlu Streptomyces
setonii ile enfekte olmus arpa samaninda gozlenmistir ve 1,98°dir (%20’lik artis).
Normalde arpa samaninin nispi yem degeri 64,41 iken Pseudomonas putida ile inokiile
edilmis ornekte bu deger 81,34’e (%26’lik artis) yiikkselmistir (Cizelge 4.6). Ayrica arpa
samani 5. kalite yem olarak degerlendirilirken misir maserasyon sivisi ilave edilmis ve
Mu kodlu Penicillium sp., Ss kodlu Streptomyces setonii, E7 kodlu Pseudomonas
putida, X kodlu Aspergillus sp. ile inokiile edilmis saman ornekleri ise 4. kalite yemler
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.7. Bugday samaninin kontrol ve deney gruplarinda KMS, KMT, NYD ve YK
degerleri

Saman KMS KMT NYD Yem kalitesi
Ornekleri

B 46,54 1,53 55,33 5
BCSL 47,32 1,57 57,58 5
BYk 51,04 1,71 67,63 5
BCSLYk 51,19 1,68 66,63 5
BMu 48,28 1,68 62,97 5
BCSLMu 51,13 1,68 66,61 5
BSs 49,73 1,74 66,97 5
BCSLSs 56,7 1,97 86,6 3
BE7 47,04 1,58 57,6 5
BCSLE7 48,68 1,67 63,09 5
BX 51,25 1,62 64,46 5
BCSLX 49,83 1,68 64,94 5

Mikroorganizmalarla inokiilasyon ve inkiibasyon islemleri sonunda biitiin bugday
samani orneklerinin kuru madde sindirilebilirligi, kuru madde tiiketilebilirligi ve nispi
yem degerleri kontrollerinin degerlerine gore yiiksektir. Maksimum kuru madde
sindirilebilirligi, tiiketilebilirligi ve nispi yem degerine sahip olan 6rnek ise Cizelge
4.7°de de belirtildigi tizere Ss kodlu Streptomyces setonii ile enfekte olmus bugday
samanidir. Bugday samaninda kuru madde sindirilebilirligi degeri 46,54; kuru madde
tiketilebilirligi degeri 1,53 ve nispi yem degeri 55,33 iken Streptomyces setonii ile
muamele edilmis samanda bu degerler sirasiyla 56,7°ye (%22’lik artis); 1,97°ye
(%29’luk artig) ve 86,6°ya (%57°1ik artig) yiikselmistir. Bunlara ek olarak Streptomyces
setonii ile agilanmis bugday samani 3. kalite yem olarak degerlendirilmistir (Cizelge
4.7).
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Cizelge 4.8. Arpa-bugday samaninin kontrol ve deney gruplarinda KMS, KMT, NYD
ve YK degerleri

Saman KMS KMT NYD Yem kalitesi
Ornekleri

AB 49,44 1,53 58,6 5
ABCSL 49,62 1,63 60,77 5
ABYk 49,82 1,65 63,7 5
ABCSLYk 56,59 1,98 86,74 3
ABMu 52,5 1,76 71,57 5
ABCSLMu 51,66 1,69 67,88 5
ABSs 50,36 1,71 66,88 5
ABCSLSs 49 1,7 64,39 5
ABE7 47,37 1,6 58,9 5
ABCSLE7 49,64 1,71 65,95 5
ABX 48,71 1,85 69,52 5
ABCSLX 54,34 1,81 76,34 4

Cizelge 4.8’de goriildigi lizere birgok arpa-bugday saman Orneginin kuru madde
sindirilebilirligi degerleri kontrollerininkine gore yiiksektir. Esit oranda karigtirilmig
arpa-bugday samaninin kuru madde sindirilebilirligi degeri 49,44 iken Yk kodlu
Trichoderma harzianum mikrofungusu ile enfekte olmus ornekte bu deger 56,59’a
(%15’lik artis) yiikselmistir. Fermentasyon iglemi sonunda tiim 6rneklerin kuru madde
tilketilebilirligi ve nispi yem degerleri ise arpa-bugday samanina oranla yiiksektir.
Kontrolde bu degerler sirasiyla 1,53 ve 58,6’dir. Maksimum kuru madde tiiketilebilirligi
ve nispi yem degeri artis1 ise yine Trichoderma harzianum izolati ile ger¢eklesmis olup
sirastyla 1,98 (%29’luk artis) ve 86,74 (%48’lik artig)’e yiikselmistir. Bununla beraber
bu mikrobun inokiilasyonu ile arpa-bugday saman orneginin 3. kalite yem degerinde
oldugu belirlenmistir. Ayrica X kodlu Aspergillus sp. izolat ile asilanmig 6rnek de 4.

kalite yem olarak degerlendirilmistir. (Cizelge 4.8).
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1. Potansiyel Etkili izolatlar

Bu arastirmada hem standart suslar (Streptomyces setonii, Ss; Streptomyces badius, Sb;
Streptomyces psammoticus, Sp; Streptomyces viridosporus, Sv; Phanerochaete
chrysosporium, Pc) hem de ¢iirlimiis odun, saman ve talas 6rneklerinden izole edilen 31
izolat kullanilmistir. Kendi izolatlarimizdan 7 tanesi mikrofungus, 24 tanesi de

bakteriyel izolatlardir.

Standart sus olarak kullanilan Streptomyces ve Phanerochaete tiirleri literatiir taramalari
sonucu benzer ¢aligmalarda onerildikleri i¢in tercih edilmistir. Hem standart suglar hem
de kendi izolatlarimiz selillaz ve ligninaz aktiviteleri bakimindan 06zel tarama
(screening) yontemleri kullanilarak performansi en iyi olanlar (Streptomyces setonii, Ss;
Pseudomonas putida, E7; Aspergillus sp., X; Trichoderma harzianum, Yk; Penicillium

sp., Mu) se¢ilmis ve ¢alismanin daha ileriki asamalari bu izolatlarla yiirGitiilmiistiir.

5.2. Potansiyel Izolatlarin Morfolojik, Sitolojik ve Fizyolojik Ozellikleri

Cizelge 4.1’de de goriildiigii lizere Ss standart susu besiyerine gomiilii koloni
olusturmakta, zincir seklinde ve katalaz iireten gram (+) bir bakteri olmakla beraber
endospor olusturmamaktadir. E7 izolati1 ise mukoid koloni morfolojisine sahip, ¢gubuk
seklinde olup gram (-) bir bakteridir. Endospor olusturmayan bu tiir katalaz
tiretmektedir. Bu ozellikler literatiirde ayni tiirler icin verilen 6zelliklerle uyusmaktadir

(Breed et al. 1957).

Diger taraftan bakteriyel izolatlarin MIS ve 16S rRNA analizleri, fungal izolatlarin da
mikroskobik analizleri ile tanilart yapilmistir. Mikroorganizmalarin  kiiltiirel
Ozelliklerini takiben MIS ile taranmasi sonucu E7 kodlu izolatin 0,7 tani indeksi ile

Pseudomonas putida oldugu degerlendirilmistir (Cizelge 4.2). Buna ilaveten daha
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hassas molekiiler bir teknik de (16S rRNA) kullanilarak bu izolatin Pseudomonas

putida oldugu dogrulanmustir.

5.3. Kuru Madde, Ham Kiil ve Ham Protein Analiz Sonuclari

Ham kiil tayini, bir yem maddesinin 550°C’de yakilmasindan sonra geriye kalan
inorganik maddelerden olusmus kiil miktarinin % olarak ifade edilmesidir. Yemdeki
ham kiil miktar1 yemin mineral madde kapsami hakkinda bilgi verir (Kutlu 2008). Sekil
412, 4.13, ve 4.14’da gorildigi tizere deney grubu orneklerinin ham kiil ve kuru
madde degerlerinde kayda deger bir degisiklik meydana gelmemis, diisiikk oranda
artiglar gozlenmistir. Maksimum ham kiil artis1 gozlenen ornekler CSL katilmis ve
Pseudomonas putida ile inokiile edilmis samanlardir. Muamele gérmemis arpa, bugday
ve arpa-bugday samanlarinin kuru madde diizeyleri %95,62-97,19; CSL katilmis ve
mikroorganizmalarla asilanmig samanlarin kuru madde diizeyleri ise %96,31-99,47
arasinda degismektedir. Glingér vd (2008), kuru madde degeri %90’1n iizerinde olan

kaba yemlerin iyi bir kurutma dénemi gegirdiklerini belirtmistir.

Inokiilasyon ve inkiibasyon islemleri sonunda ham protein degerlerinde &nemli
degisiklikler gozlenmistir. Kutlu (2008) bir yemin protein igeriginin yiiksek olmasinin,
kolay ¢oOziinebilir karbonhidratlarin tersine sindirime olumlu etki yaptigini; protein
diizeyinin diisiik olmasi halinde, mikroorganizma faaliyetlerinin azalmakta ve

dolayisiyla yemin sindirilme derecesinin diismekte oldugunu ifade etmistir.

Fermentasyon islemleri sonunda mikroorganizmalarla muamele edilmis samanlarin ham
protein yilizdelerinde kontrollerine oranla 6nemli oranlarda artis meydana geldigi sekil

5.1°de gosterilmistir.
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M Arpa Bugday M Arpa-bugday
10,63
9,76 10,17
8,82
7,99 8,17
6,99 7,03 7,11
5,67 58
4,7 4,67
3,88I 3,8 I
A-B-AB ACSL-BCSL-ABCSL  CSLYk-CSLX-CSLX ~ CSLSs-CSLSs-Yk  CSLE7-CSLE7-CSLYk

Sekil 5.1. Arpa, bugday ve arpa-bugday samanlarinin kontrol ve baz1 deney gruplarina
iligkin protein degerleri (%)

Sekil 5.1°den anlasildig1 lizere mikroorganizmalarla enfekte edilmis arpa, bugday ve
arpa-bugday samanlarinin protein degerlerinde énemli oranda artiglar gézlenmistir. Uc
¢esit saman Orneginde de en fazla artis meydana getiren {i¢ izolat Sekil 5.1°de
gosterilmis ve bu tiirlerin Yk kodlu Trichoderma harzianum ve X kodlu Aspergillus sp.
fle Ss kodlu Streptomyces setonii ve E7 kodlu Pseudomonas putida oldugu

belirlenmistir.

Calismamizda maksimum protein artist %88’lik artisla CSL katilmig ve Pseudomonas
putida ile enfekte olmus arpa (ACSLE7) ile CSL katilmis ve Trichoderma harzianum
ile inokiile edilmis arpa-bugday (ABCSLYk) samanlarinda gergeklesmistir. CSL
katilmis ve Pseudomonas putida ile enfekte edilmis bugday samaninda (BCSLE7) ise
%83’liik ham protein artis1 gdzlenmistir. Bu konu ile ilgili literatiir taramas1 sonucu bu
artiglarin Kutlu vd (2000)’nin ¢alismasindaki iire ile muamele edilmis ve Pleurotus
florida ile asilanmig bugday samanindaki ham protein artisindan (%54’liik artis) daha
yiiksek oldugu, Bayram (1997)’in ¢alismasindaki arpa samaninin Pleurotus sajor caju
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ile 20 giinliik inkiibasyon siireci sonunda saptanan maksimum protein artisiyla benzerlik

gosterdigi belirlenmistir.

Ayrica en fazla protein artist misir maserasyon sivist (CSL) katilmis deney grubu
orneklerinde gergeklesmistir. Bu sonugtan yola ¢ikarak azot igerigi yiiksek olan
CSL’nin  mikroorganizma gelisimini tesvik ettigini, dolayisiyla samanlarin yem

kalitesinin artirilmasinda olumlu islevi oldugunu sdyleyebiliriz.

5.4. ADF ve NDF Analiz Sonuc¢lar

Kutlu (2008)’ya gore ADF yemin kalitesi, NDF yemin hacmi-kabaligi hakkinda fikir
verir ve yiiksek ADF igerikli yemlerin sindirilebilirligi ile enerji degeri diisiiktiir.
Yiiksek NDF igerikli yemlerin ise hacim kaplama o6zelligi yiiksektir (Kutlu 2008).
Ayrica c¢aligmamizda kuru madde sindirilebilirligi degeri ADF, kuru madde
tiketilebilirligi degeri ise NDF analiz sonucuna dayandirilarak belirlenmistir. Buna ek
olarak nispi yem degerinin hesaplanmasinda ADF ve NDF degerlerinden
yararlanilmaktadir (Rohweder et al. 1978; Moore and Undersander 2002; Canbolat ve
Karaman 2009). Bu sebeplerle muamele gérmiis saman orneklerinde ADF ve NDF
oranlarinin diisiik olmas1 yem kalitesinin yiiksek olmasi agisindan 6nem arzetmektedir.
Kati hal fermentasyonu siireci sonunda bu parametrelerin analiz sonuglarinin

degerlendirilmesi Cizelge 5.1’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 5.1. Mikroorganizmalarla enfekte edilen saman Orneklerinin ADF ve NDF
analiz sonuglarinin degerlendirilmesi

Mikroorganizmalar

Yk Yk Mu Mu Ss Ss E7 E7 X X

ADF | NDF | ADF | NDF | ADF | NDF | ADF | NDF | ADF | NDF

A + - + - - - + - - -
ACSL - - - - + -* _* _* _ _*
5 (B S T :
S [BCSL - - - - -* -* - - - -
(%EG AB + - - - - - + - + &
ABCSL| -* -* - - + - + - - -

(+): Hem kontrole gére hem de istatistiki yonden onemsiz. (-): Kontrole gore 6nemli, istatistiki yonden
onemsiz. (-*): Hem kontrole gore hem de istatistiki yonden 6nemli (p<0,05)

Bu sonuglar degerlendirildiginde mikroorganizmalarla inokiilasyonun hem ADF hem de
NDF degerlerinde p<0,05 diizeyinde 6nemli diistisler meydana getirdigi belirlenmistir.
Cizelge 5.1°den de goriildiigli lizere arpa samani i¢in maksimum ADF azalmasi
Pseudomonas putida ile, maksimum NDF azalmalar1 Streptomyces setonii,
Pseudomonas putida ve Aspergillus sp. izolatlar1 ile; bugday samaninda ise maksimum
ADF ve NDF azalmasi Streptomyces setonii ile gergeklesmistir. Arpa-bugday
samaninda ADF ve NDF azalmasi yoniinde en yiiksek performanst gosteren
mikroorganizma ise Trichoderma harzianum’dur ve tiim bu azalmalar istatistiki
bakimdan 6nemlidir (p<0,05).

Analiz sonuglarina gore saman Orneklerinde meydana gelen maksimum NDF
azalmalarinin Bayram (1997)’1n ¢alismasinda Phanerochaete chrysosporium’la 60 giin
muamele edilen tarimsal artiklarda saptanan maksimum degerlerle benzerlik gosterdigi,
Pleurotus sajor caju ile enfekte edilmis olanlarda 20. giin sonunda meydana gelen

maksimum NDF azalmalarina gore ise fazla oldugu belirlenmistir.

Ayrica ADF degerlerinin kontrollerine gore diisiik olmas1 kuru madde sindirimi (KMS),
NDF degerlerinin kontrollerine gore diisik olmast kuru madde tiiketimi (KMT)
bakimindan 6nemlidir (Cizelge 4.6, 4.7 ve 4.8).
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5.5. Seliiloz, Hemiseliiloz Degerleri ve ADL Analiz Sonug¢lar:

Lignoseliilozik kalintilarin yiiksek oranda seliiloz ve hemiseliiloz, diisiik miktarda
protein igerdigini belirten Singh et al. (1996), bu durumun ideal bir hayvan besini olarak
bu artiklarin kullanimini sinirlandirdigini bildirmistir. Ayrica seliiloz ve hemiseliilozun,
sindirilebilirligi ve lezzeti azalttifim1 savunan yazar, bunlarin kullanilabilirligini
artirmak icin besin kalitesinin yiikseltilmesinin gerektigini vurgulamistir. Bu yiizden séz
konusu karbonhidratlarin sindirilebilirlik iizerindeki negatif etkisinin samanlarin yem

kalitesini de diisiirdiigii kanisindayiz.

ADL ise ADF’nin igerdigi seliillozu ¢dzebilen oldukga giiglii bir asitle islendikten sonra
geriye kalan hiicre duvari bileseni olarak tanimlanmaktadir (Kurt, 2008). Karunanandaa
et al. (1995), ligninin rumen bakterilerini ve bu mikroorganizmalarin enzimlerini bloke
ederek seliiloz ve hemiseliiloz degradasyonunu onleyici rol iistlendigini belirtmistir.
Ayrica ruminal mikrobiyal popiilasyonlar ligninolitik aktiviteye sahip degildir (Zadrazil
et al. 1995). Bu nedenlerle ¢alismamizda yem kalitesini ve hayvansal {iretimi artirmak
i¢in samanlar 5.1.’de sdzii gegen mikroorganizmalarla enfekte edilmistir. Inokiilasyon
ve inkiibasyon sonucu elde edilen {iiriinde seliiloz, hemiseliilloz ve ADL oranlari
belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.3, 4.4, ve 4.5’de Ozetlenmistir. Cizelgelerde de
goriildigi lizere hem arpa hem bugday hem de arpa-bugday karisimi samanlarda
seliiloz, hemiseliilloz ve ADL miktarlarinda mikrobiyal inokiilasyon istatistiki anlamda

onemli (p<0,05) degisiklikler (azalis ve artislar) olusturmustur.

Arpa, bugday ve arpa-bugday samanlar1 i¢in, maksimum seliilloz azalmalari
Streptomyces setonii ve Trichoderma harzianum izolatlari ile; maksimum hemiseliiloz
azalmalar1 ise Streptomyces setonii ve Aspergillus sp. izolatlari ile gergeklesmistir.
llging bir gézlem olarak inokiilasyon ve inkiibasyon islemleri sonucunda 6rneklerin
ADL diizeylerinde 6nemli (p<0,05) artislar belirlenmistir. Bu artislarin iki sebebe bagl

olabilecegi diislincesindeyiz:
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1. ADL, selilloz ve hemiselilloz degerleri miktarsal olarak degil oransal olarak
verilmistir. Bu nedenle inokiilasyon islemi hemiseliiloz ve seliilozun miktarint ADL’nin
miktarin1 azalttigindan daha fazla azaltirsa dogal olarak ADL orani artmis
goriinmektedir. Muhtemelen ADL’yi miktar olarak veren bir metot kullanmis olsaydik

olumsuz gibi gériinen bu ADL artislarina rastlamayacaktik.

2. Yukaridaki varsayim dogru bile olsa inokiilasyon islemlerinin ADL’yi etkili bir
oranda distiremedigi aciktir. Bunun muhtemel sebebi ligninin mikroorganizmalar
tarafindan tercih edilen bir karbon kaynagi olmamasi ile acgiklanabilir. Bir bagka
ifadeyle mikroorganizma, ortamda selilloz ve hemiselilloz varliginda lignini tercih
etmemektedir. Nitekim Sanchez (2009), lignin yikimmin enerji maliyetinin yiiksek
olmasindan dolayr mikroorganizmanin seliiloz ve hemiseliilloz bilesenlerine hiicum
etmeyi tercih ettigini belirtmistir. inkiibasyon siiresini 3 ay gibi daha uzun bir siire
uygulamis olsaydik ortamda seliiloz ve hemiseliilozun kalmamasi nedeni ile tek karbon
kaynag1 olarak mikroorganizmanin lignini daha yliksek oranlarda kullanmasit ve ADL

oranlarinin istenilen diizeylere diisiiriilmesi miimkiin olabilirdi.

5.6. Kuru Madde Sindirilebilirligi, Kuru Madde Tiiketilebilirligi ve Nispi Yem

Degerleri

Nispi yem degeri (NYD) indeksi, kaba yem degerlendirme ve pazarlamada ABD’de
uzun yulardir kullanilan, kaba yemin icerdigi ADF ve NDF varligina ve kaba yemin
hayvan tarafindan tiiketimi ile saglayacagi enerji degerinin tahminine dayanan bir
indekstir (Kaya 2008).

ABD’de yonca bitkisinde kalite kontrolii i¢in gelistirilen nispi yem degeri (NYD,
Relative Food Value, RFV) metodu, biitiin yem bitkileri i¢in kullanilmaktadir. NYD,
hali hazirda kaba yemin pazarlanmasi ve kalitesinin belirlenmesinde énemli bir aragtir.
Kaba yem iireticileri ve alicilar kaba yemin fiyatlandirilmasinda NYD indeksini
kullanmaktadirlar. NYD indeksi tam ¢igekteki yonca kuru otunun icerdigi %41 ADF ve
%353 NDF igeriginden hesaplanan 100 indeksini baz alir. NYD 150’nin iizerinde ise en
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lyi kalite, 125-150 ise 1. kalite, 103-124 ise 2. kalite, 87-102 ise 3. kalite, 75-86 ise 4.
kalite ve 75’in altinda ise 5. kalite olarak kabul edilmektedir (Rohweder et al. 1978;
Moore and Undersander 2002; Kaya 2008; Canbolat ve Karaman 2009).

Analiz sonuglarma gore mikroorganizmalarla enfekte edilmis arpa, bugday ve arpa-
bugday saman Orneklerinin maksimum kuru madde sindirilebilirlik artiglar1 sirasiyla
%09, %22 ve %15’dir. Bu degerler Bayram (1997)’in ¢alismasinda iki farkli fungusla
(Pleurotus sajor caju ve Phanerochaete chrysosporium) 20 giin inkiibasyona birakilan
tarimsal artiklarda tespit edilen degerlerle benzerlik gostermekte, 40 ve 60 giinliik

inkiibasyon siireleri sonunda elde ettigi degerlerden ise diisiik oldugu goriilmektedir.

Bu arastirmada mikrobiyal inokiilasyon sonucu arpa samani yem kalitesi bakimindan
5’den 4’e; bugday samami 5’den 3’e; arpa-bugday samani da yine 5’den 3’e
yikseltilmistir. Yem Kkalitesi yiiksek saman oOrneklerinin nispi yem degerleri de
yiiksektir. Nispi yem degeri (NYD) hesaplamasi kuru madde sindirilebilirligi (KMS) ve
kuru madde tiiketilebilirligi (KMT) tizerinden yapildigi i¢in dolayli olarak ADF ve NDF
analiz sonuglar1 da yem Xkalitesi agisindan biiylik 6nem arzetmektedir. 3.2.7.g’de bu
hesaplamalarin nasil yapildigi anlatilmistir. S6z konusu aciklamalardan yola ¢ikarak
diisik ADF ve NDF igerikli yemlerin KMS ve KMT degerleri yiikselmekte ve bu da
nispi yem degeri ve yem kalitesi artisina yol agmaktadir. Sonug olarak yem sanayisi i¢in
olumlu katkilar saglanarak nitelikli hayvan yemi temininin gergeklesmesi iimit

edilmektedir.

Diger taraftan bazi arastirmacilar (Sun and Cheng 2002) lignoseliilolitik
mikroorganizmalarin hem lignin hem de seliiloz igeren substratlar tizerinde ¢ok basaril
olamadiklarimi, dolayisiyla lignin igerigi ¢ok az veya hig¢ lignin icermeyen substratlarin
bu cesit arastirmalarda tercih edilmesi gerektigini belirtmektedirler. Ozellikle bol
miktarda yaprak iceren toprak listii tarimsal yan iirlinler bakimindan zengin olan
ilkemizde bu tez kapsaminda uyguladiimiz yontemin bahse konu atiklara
uygulanmasi, yem degeri daha yiiksek iriinlerin elde edilmesine imkan

saglayabilecektir.
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Siiphesiz bu iyilestirmeler yeterli bulunmayabilir. Ancak calismanin farkli tiirlerle
modifiye edilmesi, inkiibasyon siiresinin uzatilmasi ve inkiibasyon sicakliginin optimize
edilmesi durumunda daha yiiksek iyilestirmeler yapilabilecegi ve bu yoOntemin
iilkemizdeki kaba yemlerin degerlendirilmesinde alternatif bir yontem olarak
kullanilabilmesi miimkiindiir. Ayrica mikrobiyal inokiilasyonun yem sanayisinde
kullanimi halinde ruminantlarda ve dolayisiyla insanlarda toksik etki yaratip
yaratmayacagi, eger boOyle bir etki varsa nasil giderilecegi de diger bir arastirma

konusudur.
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