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Fermente sucuklarin mikrobiyolojik giivenirligine ve kalitesine Lactobacillus sakei (S2) ve Pediococcus
pentosaceus (S3) koruyucu kiiltiirlerinin etkisi liretim boyunca belirlenmis ve elde edilen sonuglar ticari
starter kiiltiir ilave edilen (Pediococcus pentosaceus + Staphylococcus carnosus) (S1) ve kiiltiir ilavesiz
kontrol (K) orneklerle karsilastirilmistir. L.sakei ve P.acidilactici inokiilasyonu, laktik asit bakterilerinin
kisa siirede ortama hakim olmasina ve S.aureus, E.coli ve Enterobacteriaceae gibi gida kaynakli
patojenlerin 6nemli diizeyde inhibisyonuna neden olmustur. En hizli pH diisiisii fermantasyon agamasinda
L.sakei (5.79’dan 4.66’ya) ve P. acidilactici (5.76’dan 4.76’ya) inokiile edilen sucuklarda meydana
gelmistir. Buna karsin, spontane fermantasyonun oldugu kontrol 6rneklerde fermantasyon sirasinda pH
5.95’den 5.36’ya diismiis ve diger sucuklardan yiiksek kalmistir. L.sakei inokiile edilen sucuklarda
enterokok sayisi fermantasyon ve kuruma sirasinda 6nemli diizeyde azalirken, P.acidilactici inokiile
edilen sucuklarda artig belirlenmistir. S.aureus ve E.coli sayisi, L.sakei ve P.acidilactici ilavesi ile nemli
diizeylerde engellenirken, ticari starter kiiltiir (P.pentosaceus+S.carnosus) iceren orneklerde yeterli
inhibisyon gériilmemistir. Olgunlasma sonunda proteolitik aktivite P.pentosaceus+S.carnosus, L.sakei ve
P.acidilactici inokiile edilen sucuklarda kontrolden yiliksek olmustur. Starter ve koruyucu kiiltiir ilavesi,
lipit oksidasyonunu 3. gilinden itibaren 6nemli diizeyde azaltmis ve hem ¢ig hem pismis sucuklarda

duyusal 6zellikleri olumlu yonde etkilemistir.
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ABSTRACT
Master Thesis

EFFECT OF Lactobacillus sakei AND Pediococcus acidilactici PROTECTIVE
CULTURES ON MICROBIOLOGICAL, PHYSICOCHEMICAL AND CHEMICAL
CHANGES OF FERMENTED SUCUK

Mahide Miige YILMAZ

Ankara University
Graduate school of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering
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Turkish fermented sausages were manufactured by addition of Lactobacillus sakei (S2) and Pediococcus
acidilactici (S3) as bioprotective cultures to improve their microbial quality and evaluated their effects on
some physicochemical, chemical and sensory properties of sucuk during processing. The results were
compared with commercial starter culture (P.pensosaceus+S.carnosus) (S1) inoculated and without
inoculated control (K) sausages. Lactic acid bacteria rapidly dominated the total microbiota by L. sakei
and P.acidilactici inoculation and the growth of food-borne pathogens, such as E. coli, S.aureus and
Enterobacteriaceae was significantly inhibited during processing. The fastest pH reduction was seen in
the sausages inculated with L.sakei and P.acidilactici during fermentation, from 5.79 to 4.66 and 5.76 to
4.76, respectively. However, the pH of spontaneously fermented sucuk was dropped from 5.95 to 5.36.
Enterococci count was significantly reduced by L.sakei inoculation while P.acidilactici inoculation was
not. The growth of S.aureus and E.coli was significantly inhibited by L.sakei and P.acidilactici while
commercial starter culture (P.pentosaceus+S.carnosus) showed lack of inhibition compared to
bioprotective cultures. Proteolytic acitivity was high in P.pentosaceus+S.carnosus, L.sakei and
P.acidilactici inoculated sausages at the end of ripening. Starter and bioprotective culture inoculation
significantly reduced lipid oxidation and positively affected sensory attributes in both raw and cooked

sausages.
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1. GIRIS

Et; koyun, keci, s1i8ir ve manda gibi kiiciikbas ve biiyiikbas hayvanlar; tavuk, hindi, kaz,
ordek gibi kanath hayvanlar ile tavsan ve domuzdan elde edilen, insan tiiketimin igin
herhangi bir engel olmayan tiim pargalar olarak tanimlanmaktadir (Anonim 2000). Et,
insanlarda biiylime ve gelisme icin hayati 6nem tasimaktadir (Pereira ve Vicente 2013).
Yag miktar1 nedeniyle insan saglhigi iizerinde olumsuz sonuglar dogurdugu, o6zellikle
kirmiz et tiikketiminin kanseri tetikledigi belirtilmektedir (Biesalski 2005). Bazi veriler,
kanser, kalp hastaliklar1 ve metabolik hastaliklara yol ac¢tigin1 gdsterse de et tiiketimi

ozellikle insan beyin gelisimi i¢in 6nemlidir (Biesalski 2005, Pereira ve Vicente 2013).

Et, besin degeri agisindan olduk¢a zengin bir gidadir. Kirmizi et dzellikle protein
bakimindan zengindir. Et ortalama %22 oraninda protein igerirken bu deger tavuk
gogsiinde %34.5’a kadar ¢ikabilmekte ve ordek etinde % 12.3°e kadar inebilmektedir
(Pereira ve Vicente 2013). Ayrica gidanin igerdigi proteinin sindirilebilirligi (Protein
Digestibility-Corrected Amino Acid Scores -PDCAAS), tiiketici diyeti agisindan 6nem
tasgimaktadir. En yiiksek PDCAAS degeri yumurta beyazinda 1.00 olarak kabul edilmis
olup, ette bu deger 0.92°dir (Anonim 1991). Proteince zengin olan et, ayn1 zamanda
demir, ¢inko, selenyum gibi bir¢ok mineral ve B12 gibi Onemli vitaminleri
icermektedir. Karaciger gibi sakatat etleri ise A vitamini ve folik asit bakimindan

oldukga zengindir (Pereira ve Vicente 2013).

Ette karbonhidrat miktar1 diisliktiir. Bu durum obezite, diyabet ve kanser iizerine etkisi
olan diisiik glisemik indekse katki saglamaktadir. Giinliik dengeli bir diyette et, 6nemli
vitamin ve minerallerin yeterli miktarda alinmasma yardimci olarak enerji

metabolizmasini diizenler ve gelisime katkida bulunur (Biesalski 2005).

Biiyiikbas hayvan eti tiiketimi Tirkiye’deki en yaygin tiiketim aligkanliklarindan
birisidir. Bu durum etin islenmesini de dogrudan etkilemektedir. Tiirkiye’de %90
oraninda et islenmeden tiiketilmektedir. Islenmis et iiriinlerinde sucuk yaklasik %50
oraninda tiiketim ile basi ¢ekerken salam-sosis %25, pastirma %20 ve kavurma %5

oraninda tiiketilmektedir (Uzman 2000). Sucuk, sadece Tiirkiye’de degil ayn1 zamanda

1



Orta Asya, Orta Dogu, Balkanlar, Kafkaslar ve giiney-dogu ve kuzey Avrupa'da da
yaygin olarak tiiketilen, Tiirk usulii fermente bir et {iriiniidiir. Bu iirin genel olarak
kiiglik olgekli tesislerde geleneksel yontemler kullanilarak ve havada kurutma yolu ile
iiretilmektedir. Sucuk, koyun eti, si8ir eti ve / veya manda eti, kuyruk yagi, tuz, seker,
sarimsak, karabiber, kirmiz1 biber, kimyon ve tar¢in gibi baharatlar ve nitrit, nitrat gibi

koruyucularin karisimindan elde edilmektedir (Ozvural ve Vural 2015).

Sucuk iiretiminde fermantasyon, kuruma, proteolitik, lipolitik ve oksidatif degismelerin
yer aldig1 bir et irilintidiir. Cig etin keskin bir aromaya sahip et {irliniine doniistimii
mikrobiyal, fiziksel ve biyokimyasal degisimin meydana geldigi bir sistemde
gerceklesmektedir (Soyer 2002). Kullanilan bilim ve teknoloji, et iiriiniiniin raf dmriini
uzatmak, kalitesini ve giivenilirligini arttirmak i¢in dnemlidir. Fermente et iirlinlerinin
olusumu, iiretildigi cografi bolgenin iklim kosullarma goére sekillenmistir. Ornek
verecek olunursa, Akdeniz tarafinda fermente et Urtnleri, kurak ve sicak iklimden
dolay1 kuru ve diisiikk su aktivitesine sahipken Kuzey Avrupa tarafinda ise yiiksek su
aktivitesine sahip, fakat fermantasyona ek olarak tiitsiileme gibi baska koruma
yontemlerine de basvurulmaktadir (Toldra ve Hui 2015). Et fermantasyonu, olusan
iriiniin kendine has koku, renk, aroma, agiz hissi gibi farkli 6zelliklere sahip yeni
tirlinlerin olugmasini saglayan, biyolojik asit korumasi saglayan bir prosestir (Ockerman

ve Basu 2015).

Fermente et {irlinlerinde fermantasyon prosesi ya dogal mikrobiotada yer alan
mikroorganizmalar ile ya da starter kiiltiirler kulanilarak yapilmaktadir (Leroy vd.
2006). Fermente et iiriinlerinde starter kiiltiirler {irlin kalitesinin iyilestirilmesi, patojen
gelisiminin engellenmesi, arzu edilir duyusal 6zelliklerin gelistirilmesi ve daha kisa

iretim siiresi gibi amaglar i¢in kullanilmaktadirlar (Kumar vd. 2017).

Laktik asit bakterileri (LAB) etin dogal mikrobiotasinda yer almaktadirlar ve fermente
et lrlnlerinde oksijen diizeyi diisiik ortamda karbonhidrat kaynagini kullanarak
fermantasyon yapmaktadirlar. Glivenilir ve hizli liretim igin starter kiiltiir kullaniminda
da sucukta bulunan mikroorganizmalar1 saf halde iceren kiiltiirler tercih edilmektedir.

Starter kiiltlirler, ortama kisa siirede hakim olarak daha kisa siirede ve giivenilir {iriin
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tiretimi saglamaktadirlar. Bununla birlikte son yillarda starter kiltiirlerin yani sira
biyokoruyucu kiiltiirler 6nem kazanmaya baslamistir. Biyokoruyucu kiiltiir, gidanin
duyusal 6zelliklerini degistirmeden saglik riskini azaltan (6zellikle patojen inhibisyonu

saglayarak) ve/veya raf Omriinii uzatan organizmalardir (Katikou vd. 2005).

Son yillarda tiiketici beklentisi az iglem gormiis, kimyasal koruyucu ve katki maddesi
icermeyen gida tiiketimi konusunda artmaktadir. Bu alandaki arastirmalar da dogal
koruyucular ve katki maddeleri kullanimina dogru degismektedir. Biyokoruma, dogal
koruma yontemleri kullanilarak gidalarin giivenligini ve raf omriinii kontrol etme
islemidir. Etlerin dogal mikroflorasini olusturan LAB, patojen ve bozulma yapan
mikroorganizmalar i¢in antagonist (diisman) etki yapmaktadirlar. Ozellikle laktobasil
suslari, probiyotik 6zellikleri, starter kiiltiir olarak kullanim olanagi bulabilmeleri ve
biyokoruyucu 6zellik gostermeleri sayesinde gida endiistrisinde 6nem kazanmaktadirlar
(Rauta vd. 2013, Giilgér ve Ozcelik 2014). Yararl1 bakteriler olarak kabul edilen LAB,
genel olarak giivenilir (GRASS-generally recognized as safe) statiisiinde olmalar1 yani
tilkketilebilir olmalar1 ve depolama sirasinda bir¢ok gidada dominant mikroorganizma
olmalar1 nedeniyle en 6nemli biyokoruyucular olarak degerlendirilmektedirler (Galvez
vd. 2010, Garcia vd. 2010, Gaggia vd. 2011). Bu bakterilerin baslica o6zellikleri;
olusturduklar1 metabolitlerle gidanin dayanikliligimi ve flavorunu artirmalari, zararl
bakteriler i¢in antibakteriyel olmalari ve besin saglamalaridir. LAB’nin insan sagligi
lizerine etkileri de ¢ok calisilmistir. Bu etkilerin bazilari; bagisiklik sistemini aktive
etmesi, antikanserojenik etkisi, kolesterol diizeyini azaltmasi, karacigeri korumasi
olarak sayilabilir (Kim vd. 2007, Kim vd. 2008, Ren vd. 2014). Laktik asit bakterileri
tarafindan {retilen bakteriyosinler, geleneksel antibiyotiklerden farkli olarak

gastrointestinal sistemde bulunan proteazlar tarafindan pargalanabilmektedirler.

Bazi LAB suslarinin, bakteriosin {irettigi, proteolitik ve/veya antioksidatif etkileri
oldugu, triiniin raf omriinii ve et ve et Uriinlerinin kalitesini olumlu yonde etkiledikleri
ortaya konulmustur (Fadda vd. 1999, Amanatidou vd. 2001, Candogan ve Acton 2004).
L. lactis nisin, L.sakei sakasin, Pediococcus acidilactici pediosin adi verilen
bakteriosinler olusturmakta ve bu bilesikler patojen ve bozulma yapan

mikroorganizmalari inhibe etmektedirler (Schillinger vd. 1996, De Martinis ve Franco



1998, Liserre vd. 2002, Krockel 2013). L. sakei ette ¢ok iyi geliserek ortama hakim olur
ve bir¢ok fermente sosiste dogal LAB popiilasyonunda yer alir (Hammes 1990).
Sucukta L. plantarum, L. curvatus, L. fermentum, Pediococcus pentosaceus,
Lactococcus lactis spp. lactis (Kaban ve Kaya 2008) ve L. sakei (Ozdemir 1999) tiirleri

dominant mikrofloray1 olusturmaktadir.

Bakteriyosin iireten biyokoruyucu kiiltiirlerin daha iyi kalitede iiriin iiretimi, daha uzun
raf omrii konularinda onemli bir ara¢ olacagi diisiiniilmektedir. Calismanin amaci,
bakteriosin iiretme kabiliyetinde olan ve biyokoruyucu kiiltiirler olarak ticari iiretimi
yapilan L. Sakei ve P. acidilactici kullanilarak sucuk iiretmek ve {iretim sirasinda bu
koruyucu kiiltiirlerin sucugun mikrobiyolojik kalitesine, bazi fizikokimyasal ve

kimyasal 6zelliklerine etkilerini ortaya koymaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Fermantasyon, kolay bozulabilen gidalarin muhafazasinda uzun yillardan beri kullanilan
bir yontemdir. Geleneksel olarak meyve ve sebzeler, siit, bal, tahillar, et ve balik
fermente edilen baslica hammaddelerdir. Fermantasyon islemi ile farkli hammaddeler,
farkli mikroorganizmalar ve uygulanan farkli kosullar ile tursu, sarap, peynir, sosis,

yogurt gibi cesitli gida iiriinlerinin elde edilmesi miimkiindiir (Hansen 2002).

Et fermantasyonu sirasinda bazi fiziksel, kimyasal ve mikrobiyal degisikliler meydana
gelmektedir. Laktik asit bakterileri ortama hakim olarak, baslica laktik asit birikimine
ve pH degerinin diismesine neden olmakta, kuruma evresinde agirlik kaybi meydana
gelmekte ve su aktivitesi de diismektedir. Kuruma ile tuz konsantrasyonu artmakta ve
tipik tekstlir olugsmaktadir. Proteolitik enzimler aktif hale gelerek kas proteinlerini
parcalamakta ve azotlu bilesik konsantrasyonunu arttirmaktadirlar. Lipolitik enzimlerin
aktivasyonu ise lipitlerin parcalanmasina, yag bilesiklerinin ve karbonil bilesiklerinin
olusumuna neden olmaktadir. Fermantasyon boyunca nitrit yikimi gergeklesmekte ve bu
renk stabilizayonunu saglamakta, baslica Clostridium botulinum olmak iizere bir ¢ok

patojenin gelisimi engellenmektedir (Soyer 2002).

Fermente et {irlinleri, et tiiketen toplumlarda oldukga popiilerdir. Bilim ve teknoloji,
ozellikle Avrupa ve Amerika’da, fermente edilmis sosislerin kalitesinin ve depolanma
stiresinin 1iyilestirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte, Cin gibi
iilkelerde tretim siiregleri bilimden c¢ok beceri ve ustalik olarak distiniilmektedir.
Fermente sosisler, bir¢ok tiiketici tarafindan sevilmekte ve tiiketici diyetinde dnemli bir

yer edinmektedir (Toldra ve Hui 2015).

Fermente et {riinleri asitlik durumlarma gore diisiik ve yiikksek olmak iizere;
ingredientlerinin biiyiikliigline gdre biitliin halde ve kiyilmis olmak {izere; fermantasyon
tiriine gore karbonhidratli veya karbonhidratsiz ve mikrobiyel inokiilasyonlu ya da

inokiilasyonsuz olmak iizere siniflandirilmaktadir (Soyer 2002).



Sosisler, fermantasyonun yani sira kiirleme, tiitsiilleme veya 1s1l islem uygulamasi ile de
elde edilebilmektedirler. Et formiilasyonu, muhafaza ¢esitleri, islem sicaklig1 ve partikiil
blytikligli gibi farkli degiskenlerin manipiilasyonu ile ¢ok ¢esitli sosislerin iiretimi
miimkiindiir. Elde edilen {iriinlerin yapisinda, lezzetinde, bilesiminde (nem, protein, yag

miktar1) ve veriminde degisiklikler meydana gelmektedir.

Sosisler farkli et ve baharatlarin benzer kombinasyonlarini icermektedir. Bu nedenle de
icerisinde kullanilan et ve baharata gore siniflandirilmasi miimkiin degildir. Fermente
sosisler genel olarak ¢ig sosisler ve 1s1l islem gérmiis sosisler olmak iizere kabaca iki
grupta incelenmektedir. Uygulanan yontemlere gore ise taze ve fermente olarak
gruplandirilmaktadirlar. Benzer sekilde, 1s1l islem gormiis sosisler ise tiitsiilenmis

pismis sosisler, emiilsiyon tipi sosisler ve pismis sosisler olarak siniflandirilmaktadirlar.

1) Taze sosisler, kiirlenmemis, tiitsiillenmemis, fermente edilmemis ve kiirlenmemis
taze etlerden yapilmaktadirlar. Tiiketilmeden dnce buzdolabinda muhafaza edilip

tiiketilmeden once tiiketici tarafindan 1s1l islem uygulanmalidir.

2) Fermente sosisler, kiirlenmis ya da kiirlenmemis, fermente ve genellikle
tiitstilenmis etten yapilmaktadirlar. Ancak fermente sosisler, 1si1l islem
uygulanmadan iiretilmektedir. Kurutulmus ya da yar1 kurutulmus olmak {izere

iki grupta incelenmektedirler.

3) Pigirilmis ve tiitsiilenmis sosisler, genellikle kiirlenmis, fermente edilmemis
triinleridir. Isil islem ile nem igeriginin kismi azaltilmasi ile raf Omriiniin

uzatilmasi saglanmaktadir. Tiikketimden Once pisirilirler.

4) Emiilsiyon tipi sosisler yag, su ve baharatlarla kiirlenmis ve genelikle
tiitsiilenmis ya da az pisirilmis “ready-to-eat” yani “yenmeye hazir” {irtinleridir.
Avrupa'da bu sosisler sadece haslanmis (pastorize edilmis) ve tamamen

pisirilmemis olduklar1 i¢in “haslanmis” olarak bilinirler. Onemli bir alt grubu



olan biiyiikk ¢apli emiilsiye tipi sosisler kiip seklinde dogranmis veya kendine

0zgl kiigiik pargalar halinde kesilmis {iriinler igerir.

5) Pismis sosisler kiirlenmis, tiitsiillenmis veya tiitsilenmeden dolum yapilan ve
tamamen pisirilerek iiretilen, dogrudan tiiketime hazir {riinlerdir. Pismis
sosislerin alt grubu pastacilik {irlinleri ile kase sekline kaplanmis, pismis liriinleri
kapsasa da bu iiriinler her zaman sosis olarak degerlendirilmemektedirler (Savic,

1985).

Sucuklar bu siniflandirmaya gore kuru ve yari-kuru sosisler grubunda yer almaktadir.
Sucuk iretiminin digerlerinde farki, tiitsiileme isleminin olmamasidir (Gokalp vd.

1994).

“Sucuk” kelimesi ilk olarak 1072 yilinda Kaggarli Mahmut tarafindan yazilan Divan-1
Liigat-1 Tirk’te kullanilmistir. Esere gore sucuk, kuzu bagirsaginin kiyma haline
getirilmis et ve baharatlarla doldurulmasi seklinde tanimlanmistir. Ydresel bir fermente
iriin olan sucuk Tiirkiye’nin yani1 sira Orta Asya, Ortadogu, Balkanlar ve Kuzey Avrupa
Ulkelerinde de yaygin olarak tiiketilir ve farkli sekillerde adlandirilir. Ornegin,
Bulgaristan’da “sujuk”, Arnavutluk’ta “suxhuk”, Bosna, Makedonya ve Sirbistan’da
“sudzuka” ya da “sujuka”, Arabistan’da ‘“sujuq”, Yunanistan’da ‘“‘soutzouki”,
Romanya’da “suqiuc”, Rusya’da “sudjuk”, Tiirkmenistan’da “soujouk”, Kazakistan’da

“shujiq” ve Kirgizistan’da “chuchuk” olarak adlandirilir (Ercoskun ve Ozkal 2010).

Tiirk Gida Kodeksi Et, Hazirlanmis Et Karisimlar1 ve Et Uriinleri Tebligi’ne gore
sucugun tanimi soyledir; Biiyiikkbas ve/veya kiigiikbas hayvan karkas etlerinin ve
yaglariin kiyilarak lezzet vericiler ile karistirildiktan sonra dogal veya yapay kiliflara
doldurularak belirli kosullarda fermantasyon ve kurutma islemleri uygulanarak kesit
yiizeyi mozaik goriiniimiinde olan 1s1l islem uygulanmamis fermente et iiriinii (Anonim
2019). TSE’ye gore sucuk; sigir, kuzu ve manda etinden olusan et karisimina tuz, seker,
sarimsak ve baharat gibi diger aroma vericilerin eklenmesiyle olusan hamurun kuru ya
da yar1 kuru {iriin elde edilinceye kadar fermente edilmesi ve kurutulmasi ile elde edilen

tirtindiir (Anonim 2002).



Sucuk iiretim prosesi, hammaddelerin hazirlanmasi, sucuk hamurunun hazirlanmasi,
dolum, olgunlagma, ambalajlama ve satisa sevk etme islemlerini igermektedir (Gokalp
vd. 1994). Sucuk, Kuzey Avrupa ve Giliney Avrupa tarzi fermente sosislerin tipik
Ozelliklerine sahiptir., ancak kisa fermantasyon siiresi ile Kuzey Avrupa tipi sosislerden
farklilik gostermektedir. Bununla beraber, sosislerde hizli pH distisii ile gida
giivenligini saglayan tiitsiileme yoOntemi sucuk iiretiminde uygulanmamaktadir

(Ercoskun ve Ozkal 2010).

Biyolojik bir sistem olan fermantasyon, bir¢ok ¢evresel faktorden etkilenmektedir ve bu
nedenle standart iiriin iiretimi i¢in kontrol edilmesi gerekmektedir. Uretiminde taze ve
capraz kontaminasyona maruz kalmamis hammadde, uygun kiiltiir ilavesi, sanitasyon
kurallarinin tam uygulanmasi, siire, sicaklik, nem gibi 6nemli faktorlerin kontrol
edilmesi, katki maddelerinin ve aroma vericilerin uygun sekilde eklenmesi 6nem
tasimaktadir (Ockerman ve Basu 2015). Hammaddenin taze olmasi ve mikrobiyal
yiikiiniin diisiik olmas1 dolumu, fermantasyonu ve son {iirlinii etkilemektedir. Bunun
yaninda kullamlan etin tipi de kaliteyi etkilemektedir. Ornegin DFD-et (dark-firm-dry)
kullanim1 su tutma kapasitenin yiiksek olmasi nedeniyle 6nerilmemektedir (Gokalp vd.

1994).

Kaliteli olarak degerlendirilebilecek bir sucukta %30 oraninda yag, %30 oraninda
protein, %38 su ve %2 NaCl bulunurken, pH degeri 5.2 civarindadir (Con ve Gokalp
2000). Teblig kapsaminda Madde 9’a gore sucukta toplam et protein miktar kiitlece en
az %16 ve et proteinindeki kolajen bag doku proteini miktari ise en fazla %20 olmalidir.
Bununla beraber nem miktarmin ve yag miktarinin toplam et proteinine oranlar1 2.5’ in
altinda olmalidir. Sucuk pH degeri en yiiksek 5.4 olmalidir. Isil islem gormiis sucukta
ise toplam et proteini kiitlece %14 i gegmemelidir. Toplam et proteinindeki kolajen bag
doku proteini orani en fazla %25 olabilmektedir. Fermente sucuktan farkli olarak 1sil
islem gormiis sucukta nem miktarinin toplam et proteinine oran1 3.6 nin altinda ve yag
miktarinin toplam et proteinine orani 2.5’in altinda olmas istenilmektedir. Isil islem

gormiis sucuklarda pH degeri teblige gore en yiiksek 5.6 olabilmektedir (Anonim 2019).



Olgunlastirma sucuk tiretiminin en kritik asamasidir. Bu siireci etkileyen i¢ (tuz ve seker
miktari, yag miktari, etin boyutu, kilif tipi ve kalibrasyonu) ve dis (sicaklik, bagil nem
(BN) ve hava akis1) etmenler vardir (Gokalp vd. 1994).

Sucuk dolumundan sonraki ilk evre olan dengeleme fazinda sucuklar 2 ile 6 saat
boyunca, 20-25 ° C’de ve diisiik BN’li (<%60) ortamda bekletilirler. Bu evrede
yiizeydeki miyoglobin ve kiirleme maddelerinin suda ¢oziilerek uzaklasmasi ve dolayl
olarak yetersiz kiir rengi (gri yiizey) olusumu engellenmektedir. Olgunlasma evresinde
ilk 3 giin 22-25 °C’de %90 BN oOnerilmektedir. Daha yiiksek BN kurumayi
giiclestirmektedir. Kuruma boyunca sucugun iginden kenar kismima dogru a, degeri
azalmaktadir. Olgunlasmanin ilerlemesiyle su kaybi da zamanla azalmaktadir. Sucuk ile
ortamdaki su buhar1 kismi basing farkinin, kuru halka olusumunu engellemek amaciyla

%35’1 agsmamas1 Onerilmektedir. 3. giinden sonra BN oran1 %85’lere kadar diistiriilmeli

ve son giin bu deger %80°¢ ulasmalidir (Gokalp vd. 1994).

Sucuk i¢in fermantasyon sicakligr kaliteyi etkileyen 6nemli bir parametredir. Genellikle
12 °C ile 30 ° C arasinda degisiklik gostermektedir (Soyer 2005). Daha yiiksek
sicakliklar olgunlagsma sirasinda istenmeyen mikroorganizma gelisimine Yol
acabilmektedir. Bunun yanmi sira {Uretimdeki sicaklik, uygulanan olgunlastirma
yontemine gore degisiklik gostermektedir. Bu durum fermantasyonun hizini, siiresini ve

aromay etkilemektedir (Gokalp vd. 1994).

Sucuklara tuz ve seker ilavesi ile ay degeri diisiiriilerek istenmeyen mikroorganizma
faaliyetleri engellenmektedir. Bununla beraber sekerler, fermantasyon isleminde
metabolik enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir. Et proteinlerinin izoelektrik pH’s1
5.2-5.3’tiir. Sucuk pH’sinin bu degerlere ulagmasi proteinlerin su tutma kapasitesini
azaltmaktadir. Bu durum ise kurumayi hizlandirmakta, a, degerini diisiirmekte, tekstiir
ve yapiya katki saglamakta ve olgunlasma siiresini kisaltarak ekonomik agidan kazang
saglamaktadir. pH diisiisii kullanilan karbonhidrat c¢esidine baghidir. Fermente ¢ig
sosislerde genel olarak laktoz, sakkaroz, maltoz, kuru nisasta surubu ve glikoz
kullanilmaktadir. Ayrica nitrat ilavesi ile hizli pH diistisii saglanabilmektedir (Gokalp
vd. 1994).



Nitrit, tipik iirlin rengini elde etmek i¢in ve diger duyusal 6zellikleri desteklemek igin et
tirlinlerine iiretim sirasinda ilave edilmektedir. Bunun yani sira Clostridia cinsine karsi
antimikrobiyal etki de gostermektedir. Nitratin nitrite indirgenmesi, etkili olabilmesi
acisindan Onemlidir. Staphylococcus ve Kocuria nitratin nitrite  indirgenerek
nitrosomiyoglobin olusumuna neden olan mikroorganizmalardir. Bu reaksiyon et

tirtiniindeki kirmizi rengi olusturmaktadir (Cocconcelli ve Fontana 2015).

2.1 Fermente Et Uriinlerinde Starter Kiiltiirler

Starter kiiltiir kullanimi ilk kez 1940°lh yillarda Amerika Birlesik Devletleri'nde,
fermantasyon islemini yonetmek ve hizlandirmak amaciyla kullanilmistir. 1950°1i
yillarda Finish Niinivaara, Micrococcus spp. ve Pediococcus cereviciae igeren kiiltiir
karisimini Avrupa’ya tanmitmustir. Et tirtinlerinde ilk olarak fermente sebzelerden izole
edilen Pediococcus spp. ve L. plantarum gibi mikroorganizmalar kullanilmistir. Daha
sonraki yillarda L. sakei ve koagulaz negatif kok (KNK) gibi ikinci nesil starter
kiiltirler gelistirilmistir (Vignolo vd. 2015).

Starter kiiltiir se¢iminde kullanilan hammadde ve substrat uygunlugu Onem
tagimaktadir. Et, siit, sebze-meyve ve hububat iirlinleri, farkli starter kiiltlirler
kulanilarak {iiretilmekte ve degisik oranlarda bu organizmalar1 igermektedirler. Gida
iiretiminde patojen olmayan ve starter kiiltiir olarak kullanilan baglica 6 farkli laktik asit
bakterisi cinsi bulunmaktadir; Lactococcus (siit tiriinleri), Lactobacillus (siit, et, sebze,
hububat), Pediococcus (sebze, et), Streptococcus (6zellikle S. thermophilus) (siit),
Leuconostoc (sebze, siit) ve Oenococcus (Sengiin 2011). Starter kiiltiir olarak secilen
mikroorganizmalarin giivenilir olmasi ve son iriinlerinin gidada kabul edilebilir
bilesenler olmasi gerekmektedir. Antibiyotige direngli metabolitlerin, patojenik
bakterilerden kaynakli plazmitlerin ve virlilens genlerin bulunmasi bu durum igin
verilebilecek Orneklerdendir (Hansen 2002). Fermente et iirlinlerinde starter kiiltiir

olarak kullanilan mikroorganizmalar ve islevleri ¢izelge 2.1°de verilmistir.

Ticari triinlerde starter kiltir ilave edilerek istenilen bakteri tiirii ortamda baskin tir

olmakta, daha iyi aroma elde edilmekte, raf Omrii uzatilmakta, renk olusumu
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hizlandirilmakta, patojen bakteriler inhibe edilmekte ve tek tip {riin elde
edilebilmektedir (Rebecchi vd. 1998). Ticari starter kiiltiirlerin dogrudan inokiilasyonu
ile en yiiksek diizeyde giivenilir ve kaliteli, ¢esitli tirlinler elde etmek miimkiindiir. Bu
ticari kiiltiirler dondurma ya da liyofilizasyon islemi ile {iretilmekte ve iireticilere
ulastirilmaktadirlar. Starter kiiltlirlerin her bir iiretim basamagi, elde edilecek son
tiriiniin karakteristik 6zellikleri, safligt ve kalitesi i¢in Onem tasimaktadir. Tehlike
analizi kritik kontrol noktasi (HACCP) ilkesi, yiiksek kaliteli iiriin eldesi i¢in kiiltiir
uireticileri tarafindan uygulanmaktadir (Hansen 2002). Ayrica sucukta starter kiiltiir
kullanim1 kalint1 nitrit kalintis1 miktarin1 azaltmaktadir (Gengcelep vd. 2007). Starter

kultiir kullanmaksizin elde edil-

Cizelge 2.1 Fermente et iiriinlerinde starter kiiltlir olarak kullanilan mikroorganizmalar
ve islevleri (Liicke 1994)

Mikrobiyel Tiirler Aktivite Fermente sosislere katkilart
Grup
LAB o L. o Laktik asit e Patojenlerin ve bozulma
plantarum formasyonu yapan
e L. pentosus mikroorganizmalarin
o L.sake inhibisyonu
e L.curvatus e Renk olusumu
e P. e Kuruma
pentosaceus
o P
acidilactici
KNK e S. carnosus e Nitriti ve e Renk olusumu ve
e S. xylosus nitrat1 azaltma stabilizasyonu
e M. varians e Peroksit yikimu Ransitlesmeyi 6nleme
e Lipoliz Aroma olusumu
e Proteoliz Fazla nitratin
indirgenmesi
Mayalar Debaryomyces e Oksijen Ransitlesmenin
hansenii tiiketimi Onlenmesi
e Lipoliz Aroma olusumu
Kiifler Penicillium e Oksijen Renk stabilizasyonu
nalgiovense biotypes tiiketimi Ransitlesmeyi dnleme
2,3,6 e Peroksitin Aroma olusumu
yikimi
o Laktat
oksidasyonu
e Proteoliz
e Lipoliz
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en sucuklarda kimyasal ve mikrobiyolojik kompozisyon bakiminda cesitlilik

gozlemlenmektedir (Con vd. 2001).

Starter kiltiirler ¢ig kurutulmus jambolar; pastorize-soguk dilimli et triinleri ve
fermente edilmis sosisler olmak {izere genel olarak {i¢c temel alanda kullanilmaktadirlar.
Fermente et tiriinleri kullanilan kiiltiire gore siniflandirilabilmektedir. Bu durumda eger
Lactobacillus sakei ve Lactobacillus curvatus kullaniliyorsa Avrupa tipi; Pediococcus
acidilactici ve Pediococcus pentosaceus kullaniliyorsa ABD tipi fermente sosis olarak

smiflandirilmaktadir (Pilevar ve Hosseini 2017).

Starter kiiltiirlerin et tirinlerine eklenmesinin 4 temel sebebi vardir; (i) patogen ve
bozulma yapan mikroorganizmalarin aktivesini sonlandirarak gida giivenligini
saglamak, (ii) istenmeyen reaksiyonlari engelleyerek raf Omriinii uzatmak, (iii)
hammaddeye degisik duyusal 6zellikler kazandirarak iiriin ¢esitliligini arttirmak, (iv)

bagirsak florasina katki saglayarak tiiketici sagligini1 desteklemek (Liicke 2000).

LAB ve Micrococcaceae et endiistrisinde, starter kiiltiir olarak yaygin
kullanilmaktadirlar. Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sake, Lactobacillus
curvatus, Lactobacillus pentosus, Pediococcus pentosaceus, Pediococcus acidilactici,
Debaryomyces hansenii ve Micrococcus (Korucia varians) sucuk iiretiminde kullanilan
starter kiiltiirlerdir (Rebecchi vd. 1998, Dalmis ve Soyer 2008, Liicke 2000). Buna ek
olarak Ispanyol fermente et {iriinii “chorizo”da L. sakei, L. curvatus ve Pediococcus,
“alheira” olarak adlandirilan Portekiz salaminda L. plantarum, E. faecalis L.
paraplantarum, L. brevis, L. sakei, L. zeae, L. rhamnosus, L. paracasei, Leuconostoc
mesenteroides, Pediococcus pentosaceus, Pediococcus acidilactici, Weissella cibaria,
Weissella viridescens ve Ec. Faecium, Yunan salaminda ise L. sakei/curvatus, Weissella
genus, L. plantarum, L. farciminis ve Enterococcus faecium fermantasyonda rol alan
baslica starter kiiltiirlerdir (Krockel 2013).

Bir¢ok fermente tirtinde LAB’den yaralanilmaktadir. Taze etlerde LAB, kesimden sonra
“kontaminasyon floras1” olarak bulunmaktadirlar. Belirli kosullarda, et iiriinlerinde

rekabetgi florayr baskilayarak ortamda dominant hale gelebilmektedirler. Metabolitler
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tiretebilmekte ve bdylelikle istenmeyen mikroorganizmalarin  inhibasyonunu
saglayabilmektedirler. Bu olumlu 0&zelliklerinin yam1 sira bazi LAB gidalarda
bozulmaya sebep olabilmektedirler. Carnobacterium, Leuconostoc ve Weisella gibi
bozulmaya sebep olan “heterofermantatif LAB” zararli; Lactobacillus ve Pediococcus
gibi “homofermantatif LAB” ise yararli olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle
endistride starter kiiltlir olarak homofermantatif tlirler tercih edilmektedir.
Homofermantatif LAB gidalarda, disaridan eklenen karbonhidrati fermente ederek
laktik asit tiretmekte, pH degerini diisiirmekte ve koruma saglamaktadirlar. (Ancak bazi
kosullarda Lactobacillus spp. de asetik asit ve buna bagli olarak yesil renk ile mukoz
yap1 olusumuna neden oldugu bilinmektedir.) Heterofermantitif LAB ise CO,, asetik
asit, etil alkol, asetoin ve biitanoik asit gibi son iirlinler meydana getirmekte ve gida

kalitesini, tat ve kokusunu olumsuz etkilemektedir (Krockel 2013, Laranjo vd. 2017).

KNK bakterilerinin starter kiiltiir olarak kullanilmasi ise nitrat rediiktaz aktivitelerine
bagl olarak renk gelisimine katkida bulunmaktadir. Ote yandan, KNK Kkatalaz
aktivitesi, oksidatif hasarlar1 azaltmakta ve irettikleri metabolitler tada katkida
bulunmaktadir. Tada katkinin yan1 sira Staphylococcus ve Kocuria aynit zamanda nitrat-
rediiktaz ve antioksidan aktiviteye sahiptir. Kisacast KNK bakterileri, renk
stabilizasyonu saglamakta, proteolitik ve lipolitik etkileri ile olusturduklart metabolitler
aromay1 desteklemekte ve son iiriin kalitesine olumlu etki yapmaktadirlar (Kaban ve

Kaya 2008, Laranjo vd. 2017).

LAB’nin rekabetgi florayr baskilamasi laktik asit, asetik asit ve muhtemelen
bakteriyosin olusumu ile saglanmaktadir. LAB’nin diger bazi metabolitleri, Gram-
negatif bakterileri in-vitro ortamda inhibe edebilmektedir. Ancak her zaman
kullanimlar1 giivenilirligi ve stabiliteyi saglayamayabilir. Ornegin, bazilari uygun
miktarlarda olusmaz (reuterin), bazilar1 mevzuat ve diizenlemelerle ilgili kaygilara yol
acar (benzoik asit) ya da bazilar1 duyusal kaliteyi etkiler (diasetil, hidrojen peroksit).
Besin maddeleri i¢in mikroorganizmalar arasinda olusan rekabet, et liriinleri gibi besin
yoniinden zengin gidalarda olas1 degildir. Antibiyotik olusturan mikroorganizmalar

fermantasyonu baslatic1 veya koruyucu kiiltiirler olarak kabul edilemez (Liicke 2000).
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Tiiketiciler, biitiin gida iriinlerinde oldugu gibi et lirinlerinin de giivenilir olmasini
talep etmektedir. Almanya’da yapilan tiiketici arastirmalarinin sonuglarina gore
tiikketiciler et iirlinlerinin giivenilirligi hakkinda diger tiriinlere kiyasla daha fazla siiphe
duymaktadirlar. Et Uriinlerinde kullanilan hammaddenin kalitesi, hayvanin beslenmesi,
taginmasi ve hayvana karsi olan davranislardan etkilenmektedir. Bu nedenle tiiketiciler,
kesimden 6nce hayvan refahinin ve kesimden sonra ise isleme kosullarini, giivenilir
gidaya ulasmak i¢in 6nemli oldugunu diisiinmektedirler. Bunlara ek olarak et {iriinleri
kontaminasyona son derece yatkin iirlinlerdir. Bu nedenle patojenlerin ve bozulma
yapan bakterilerin elimine edilmesi hem tiiketici memnuniyeti hem de endiistri i¢in

Oonem tagimaktadir (Liicke 2000).

Raf 0mrii uzun ve stabil iiriin elde etmek, gidaya kolay ve siirekli olarak erisemeyen
tiiketiciler i¢in 6nem tasimaktadir. Uriinler “taze” olarak tiiketilmek istenmekte ve “son
kullanma tarihi” ya da “best-before date” (bozulmaya yatkin iiriinlerde kullanilan SKT
etiketleme kriteri) {lirlin seciminde Onem tagimaktadir. Bunula beraber {ireticiler de
depolama ve tasima siirecleri i¢in iirlinlin dayanikli ve uzun raf 6miirlii olmasin tercih
etmektedirler. Bu nedenle koruyucu kiiltiirlerle raf omriiniin uzatilmasi istenen bir

durumdur (Liicke 2000).

Et endistrisi, giivenli ve istikrarli {irlinler saglamada sorunlarla karsi karsiya
kalmaktadir. Tiiketiciler, gecmise kiyasla daha fazla hazir gida tiiketmeye
yonelmektedirler ve koruyucu madde eklenmeden " taze ve dogal " yiyecek tiiketmek
istemektedirler. “Rekabet¢i flora”nin kullanimi dahil olmak tizere ‘“hurdle” olarak
adlandirilan “engellerin” ustaca bir kombinasyonu bu tiir yiyeceklerin liretimine olanak
saglamaktadir. Bu yaklasim "‘Minimal processing" (Minimal islem) ve “'Hurdle

technology" (Engel teknolojisi) ifadeleri ile agiklanmaktadir (Leistner 2000).

2.2 Biyokoruyucu Kiiltiirler

Az islenmis ve dogal katki maddeleri ile muamele edilmis gida maddeleri giin gectikce
daha fazla tercih edilmektedir. Bu nedenle giinlimiizde biyokontrol ydntemleri

gelistirilmektedir. Bu yontemde antagonistik mikroorganizmalarin ve metabolitlerinin
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kullanim1 ile istenmeyen mikroorganizmalar ve bozulmaya sebep olan etmenlerin
ortadan kaldirilmasi amaglanmaktadir (De Martinis vd. 2002). Ayrica koruyucu kiiltiir
olarak nitelendirilen mikroorganizmalar duyusal Ozelliklerde miimkiin oldugunca az
degismeye yol agmaktadir (Liicke 2000). Biyokoruyucu olarak GRAS olarak
nitelendirilen bakteriler kullanilmaktadir (Akkog vd. 2009).

Gida giivenligi, son yillarda Avrupa'da onemli bir yer edinmistir. Bu nedenle de
arastirmacilar  yeni sistemler gelistirmeye ve gida giivenligini arttirmaya
odaklanmiglardir. Ayrica bu biiyilk ilgi gida ve yem irilinleri {izerine yasal
diizenlemelerin yapilmasi i¢in talep olusturmustur. Giivenilir starter kiiltiirlerin elde
edilmesi i¢in bakterilerin tanimlanmasi ve taksonomisinin yapilmasi gerektirmektedir
ve bunlar i¢in de molekiiler yontemler gelistirilmektedir (Hansen 2002). Uygun sekilde
secilen psikrotrofik laktik asit bakterilerinin kullanilmasi, et riinlerinin fermantasyonu
boyunca Salmonella, Listeria monocytogenes'in gibi patojen bakterilerin ve bozulmaya
yol acan mikroorganizmalarin gelisme riskini azaltabilir. Biyokoruyucu kiiltiir
se¢iminde {iiriinde duyusal Ozellikleri olumsuz etkilemeyecek Kkiiltiirlerin segilmesi
onemlidir. Koruyucu Kkiiltiirlerin en etkin yok etme mekanizmalar1 laktik asit ve

bakteriyosin liretmeleridir (Liicke 2000).

Biyokiiltiirlerin veya Trettikleri metabolitlerin iiretimde kullanilmas1 “biyokoruma”
olarak adlandiriimaktadir. Biyokoruyucu kiiltiirler gida giivenligini arttirmak, ¢ig
materyalden yeni duyusal 6zelliklere sahip farkli {riinler iireterek cesitliligi saglamak,
istenmeyen mikroorganizmalari inhibe edip raf dmriinii arttirmak, stabiliteyi saglamak,
bagirsak florasina katki saglamak ve tiiketici sagligin1 olumlu yonde etkilemek {izere
kullanilmaktadir  (Liicke 2000). Biyokoruyucu kiiltiirler, {riin  doniistiirme
kabiliyetlerinin az olmalar1 nedeniyle normal starter kiiltiirlerden farklilik gosterirler

(Krockel 2013).

Gidalarda koruyucu kiiltiirler ve metabolitlerinin kullanimi ile raf 6mrii uzatilabilmekte,
patojen mikroorganizmalarin gida zincirindeki dolasim ve dagilma riski azaltilmakta,

bozulmalarin 6niine gegilerek ekonomik kayiplar en aza indirilmekte, gida daha az
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islenmekte ve kimyasal korucularin kullanimi azaltilmakta, gidalarin besin degerleri

korunmaktadir (Dinger vd. 2009).

LAB, “biyokoruyucu” ajanlar olarak rol oynamaktadirlar.  Biyokoruyucu LAB,
fermantasyon isleminde spontan gelisen LAB’nin gelismesini engeller, fermantasyon ve
olgunlagsma evrelerini kontrol ederler. LAB’nin iriinlerde hizli pH diisiisii ile asitligi
arttirmasi rekabet¢i floranin inhibe edilmesi i¢in 6nem tasimaktadir (Krockel 2013).
LAB tarafindan tretilen bakteriyosinlerin, fermantasyon prosesinin erken safhalarinda
et driinlerinde Listeria monocytogenes {izerine bakteriyosidal etkisi oldugu
bilinmektedir. Ozellikle Grup IIA’da (bakimz Cizelge 2.3) yer alan bakteriyosinler
(pediosin PA1 ve AcH) et iiriinlerinde L.monocytogenes kontaminasyonunu engellemek

amactyla kullanilmaktadir (Dinger vd. 2009).

2.2.1 Bakteriyosinler

Biyokoruyucu kiiltiirler, “bakteriyosin” olarak adlandirilan protein yapidaki maddeler
sentezlemektedirler. Ribosomal olarak sentezlenen bu maddeler, 6zellikle iireten tiire
yakin akraba olan bakteri tiirlerine karsi bakteriyostatik (gelismeyi durdurucu) ve
bakteriyosidal (dldiiriicti) etki gostermektedirler (Bruno ve Montville 1993, Akkog vd.
2009). 1925 yilinda E. coli’'nin sentezledigi “colicin” maddesinin kesfedilmesi ile
bakteriyosinlere yonelik ilk calismalar baslatilmistir. Ilerleyen yillarda Lactobacillus,
Lactococcus, Staphylococcus, Pediococcus, Enterococcus ve Leuconostoc gibi birgok
bakteri tiiriiniin de bakteriyosin sentezleyebildigi ortaya konulmustur (Chen ve Hoover
2003). Bununla beraber bazi arke tiirlerinin de bakteriyosin iirettigi bilinmektedir.
Listeria, Staphylococcus, Micrococcus ve Propionibacterium da bakteriyosin
sentezleyebilen mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir (Akkog vd. 2009). Fakat bu
bakterilerin, gida endiistrisinde kullanimlari uygun bulunmamaktadir (Simsek vd.
2002). Bazi mikroorganizmalar tarafindan iiretilen bakteriyosinler ve etki ettikleri

mikroorganizmalar Cizelge 2.2°de gosterilmektedir.

“Mikrosinler” olarak adlandirilan ve gram negative bakterilerin tirettigi bakteriyosinler,

farkli protein biiyiikliigiine sahiptirler. Bu bakteriyosinler farkli etki mekanizmasina,
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mikrobiyal hedef ve diren¢ mekanizmasina sahiptirler. Colisin, gram negatif bir bakteri
olan E.coli tarafindan iiretilen ve {izerinde en ¢ok c¢alisilmig olan bir bakteriyosindir
(Akkog vd. 2009).
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Cizelge 2.2 Mikroorganizmalarin iirettigi bakteriyosinler ve etki ettikleri mikroorganizma gruplari (Giirsel 1999)

Ureten mikroorganizmalar

Bakteriyosinler

Etki Spektrumlari

L.lactis,spp.lactis

Nisin

Lactococcus sp., Lactobacillus sp. Streptococcus sp., Micrococcus sp., Mycobacterium,
Staphylococcus ayreus, Corynobacterium sp., Clostridiun sp., Bacillus sp., Listeria sp.

L.lactis spp.lactis

Laktostrepsinler

Lactococcus sp., Lactobacillus helveticus, Leuconostoc sp., Clostridiun sp.

L.lactis ssp  lactis  bc., Diasetin B Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus., Clostridium sp.

Diacetylactis UL720

L.lactis ssp.lactis Isimsiz Lactococcus sp., Lactobacillus sp., Leuconostoc sp., Pediococcus sp., Enterococcus faecalis,
Clostridium sp.

L.lactis ssp.lactis Isimsiz Lactobacillus helvetius, Listeria monocytogenes

L.lactis CNRZ 481 Laktisin 481 Lactocuccus sp., Lactobacillus helveticus, Lactobacillus bulgaricus

Streptococcus cremoris 346 Diplokokin Lactocuoccus sp.

L.lactisssp cremoris Laktokokin A Lactocuoccus sp.

Lactobacillus bulgarikuz Bulgarikan Bacillus subtilis., E.coli., Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa

DDS14

Lactobacillus helveticus LP27 Lactosin 27 Lactobacillus helveticus, Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus helveticus 481 Helvitisin J Lactobacillus helveticus 1846, Lactobacillus helveticus 1244, Lactobacillus bulgaricus 1373,
Lactobacillus bulgaricus 1489, Lactobacillus casei

Lactobacillus fermentii Isimsiz Lactobacillus sp.

Lactobacillus reuteri Reuterin Salmonella sp., Shigella sp., Clostridium sp., Staphylococcus sp., Candida, Trypanosoma
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Cizelge 2.2 Mikroorganizmalarin iirettigi bakteriyosinler ve etki ettikleri mikroorganizma gruplari (Giirsel 1999) (devam)

Lactobacillus Laktasin B Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus leichmanni, Lactobacillus helveticus, Lactobcillus casei

acidophilus N2

Lactobacillus Laktasin F Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus leichmanni, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus lactis,

acidophilus 11088 Lactobacillus fermentum 1750

Lactobacillus Laktosidin Gram (+) ve Gram (-) bakteriler

acidophilus

Lactobacillus casei Kazeisin 80  Lactobacillus casei

Lactobacillus casei Isimsiz Clostridium sp., Pseudomonas sp., Streptococcus sp., Bacillus sp., Salmonella sp., E.coli, Bifidobakterium

Lactobacillus olantarum Plantarisin Lactobacillus plantarum, Lactococcus paramesenteroides, Enterococcus faecalis, Pediococcus pentosaceus

C-11 A

Lactobacillus plantarum Plantarisin Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus damnosus

NCDO1193 B

Lactobacillus plantarum  Plantarisin S Lactobacillus sp., Leuconostocsp., Lactococcus sp., Pediococcus sp.

Lactobacillus sake 706 Sakasin A Lactobacillus sp., Listeria monocytogenes

Lactobacillus sake L 45  Lactosin S Lactobacillus sp., Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus

Lactobacillus brevis Brevisin 37 Lactobacillus sp., Leuconostoc sp., Pediococcus sp.

Pediococcus pentosaceus Pediyosin A Lactobacillus plantarum, L.lactis ssp.lactis ATCC 11454, Leuconostoc mesenteroides, Micrococcus luteus,

L-7230 Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Clostridium
sporogenes

Pediococcus acidilactici  Pediyosin Leuconostoc mesenteroides ssp. Dextrranicum, Lactobacillus sp., Pediococcus sp., Listeria monocytogenes

PAC PA-1

Pediococcus acidilactici  Pediyosin Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria innocua

H AcH

Carnobakterium Karnosin Listeria monocytogenes

piscicola CP5 CP5



https://en.wikipedia.org/wiki/Pediococcus_acidilactici
https://en.wikipedia.org/wiki/Pediococcus_acidilactici

Bakteriyosinler, farkli mikroorganizmalar iizerinde farkli etki mekanizmalarina sahiptir.
Pozitif yiiklii olan LAB’nin drettikleri bakteriyosinlerin hidrofobik kisimlari
sitoplazmik zar iizerinde rol oynamaktadir. Hiicre zarinda meydana gelen negatif yiiklii
fosfat gruplar1 ile pozitif yiik arasinda elektrostatik etki olusmaktadir. Bdylece
bakteriyosin hiicre zarmma tutunmakta ve hiicre i¢ine girip zarda gdzenek
olusturmaktadir. Diisiik molekiil agirligindaki bilesenler, olusan gozeneklerden hiicre
disina ¢ikmakta ve ATP tiiketimine yol agmaktadir. Sonug olarak bu degisimler DNA
ve RNA degradasyonuna, protein sentezi gibi biyolojik reaksiyonlarin aksamasina
neden olmaktadir (Kurt ve Zorba 2005). Lantibiyotikler (Grup | bakteriyosinleri) hiicre
membraninda por olusturup, sitoplazmanin iyon dengesini bozarak mikroorganizma
inhibisyonunu gerceklestirmektedir. Nisin ve bazi bakteriyosinler ise hiicre duvarina
etki ederken, baglanmak i¢in herhangi bir reseptore ihtiya¢c duymamaktadir. Bu nedenle
de birgok mikroorganizma tizerinde etkili olabilmektedirler. Kii¢lik peptit zincirlerinden
meydana gelen bakteriyosinler hiicre duvarindan absorbe edilmekte ve hiicreyi etkisiz
hale getirmektir. Colisin bakteriyosini iki farkli mekanizmaya sahiptir. Birinci etki
mekanizmasinda bakteriyosin, hiicre duvarinda iyon kanallar1 olusturmak vasitasiyla
sitoplazma kaybina neden olmaktadir. ikinci mekanizmada ise bakteriyosin, duyarli
organizmanin hiicre zarindaki 6zel bolgeden hiicre i¢ine girmekte ve niikleaz aktivitesi
gostermektedir. Her iki mekanizmada da mikroorganizma tahrip olmaktadir (Kuleasan

ve Cakmake1 2003). Sekil 2.2°de bakteriyosinlerin etki mekanizmasi gosterilmektedir.

Gidalarin  kimyasal kompozisyonu ve fiziksel kosullar bakteriyosin aktivitesini
etkilemektedir. Ornegin, nisinin pH 2’de, pH 8’e kiyasla 228 kat daha iyi ¢oziindiigii
bilinmektedir (Akko¢ 2009). Bakteriyosinlerin, et hiicre membranlar ile
interaksiyonlari, et irlinlerindeki yetersiz stabilitelerinin temel nedenidir (Liicke 2000).
P. pentosaceus, P. acidilactici ve L. sakei’nin bazi suslar1 sucukta L. monocytogenes
gelismesini Onleyebilirken L. plantarum un bazi suslarinin L. monocytogenes gelisimi
tizerine etkisi yoktur. Suslar arasindaki bu farkliligin bakteriyosin iiretebilme
kabiliyetinden ileri geldigi ve ayrica ortamin pH degeri ve su aktivitesi ile alakali

olabilecegi diislinlilmektedir (Kaya ve Gokalp 2005).
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Ette bakteriyosinlerin et hiicre memrani ile interaksiyonu sonucu, gram-negatif
patojenlerin  bakteriyosinlere karsi direng kazanmasi, bakeriyosinlerin etkisinin
azalmasina neden olabilmektedir. Bakteriyosin {iireten laktik asit bakterilerinin
kullamiminin Gram-negatif bakterilerin neden oldugu et kaynakli enterik hastaliklarin
(EHEC enfeksiyonlar1 dahil) 6nelen-

- g’f Bakteriyosin Hidrofilik
SRR ia e dcn gt SR TGt e eNin e caa e

A . .
LRI I R R N I e P G g b P 5 g ) R PRI g Pk B P ) Hidrofobik
PLPSBLBIEIPIIB PSRRI DAL PP SRR PE PR R D

yag katmani
& = o .
PP R TR e
Goézenek olusumu, iyon akisi, ATP, Enzim aktivitesinin
kiigik molekuller ve amino asitler modilasyonu
1 Bakteriyosinin yer
degistirmesi

Hiicre 8limd

Sekil 2.2 Bakteriyosinin reseptorlere baglanmasi (A, B), sitoplazmik membran gozenek
Olusumu, bakteriyosinin yer degistirmesi ve enzim aktivitesinin
modiilasyonunu (C) igeren genel bakteriyosin 6ldiirme mekanizmalar
(Bharti vd. 2015).

mesi ve aerobik kosullarda depolanmis etin raf dmriiniin uzamasina énemli oranda katk1
saglamas1 beklenmez. Koruyucu Kkiiltiirler yalmizca gida gilivenligini saglar ve
tyilestirirler. Sinirh etkileri nedeniyle, kotli tiretim kosullarindan kaynakli eksiklikleri

telafi etmek i¢in kullanilamazlar (Liicke 2000).

Bakteriyosinler gidada 3 farkli tiirde bulunabilirler. Bu durumlar; (i) dogal floranin
fermantasyon siiresince sentezlemesi, (ii) gidalara yar1 ya da tam saflagtirilmis olarak ve
(ii1) bakteriyosin {ireticisi olan mikroorganizmanin gidaya ilavesi olarak siralanmaktadir

(Akko¢ vd. 2009). Bakteriosinler, diger gida koruma uygulamalar1 ile birlikte
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uygulanarak “hurdle technology” yani “engeller teknolojisi” olarak bilinen gida koruma

yonteminin bir pargast olmaktadirlar (Leistner 2000).

Baz1 bakteriyosinler 6zellikle grup II’de yer alanlar, otoklavlama islemi gibi yiiksek
sicakliklarin kullanildigi islemlerde bile 6zellikleri bozulmadan kalabilmektedirler. Bu
Ozellikleri nedeniyle et ve siit iiriinleri basta olmak {izere gida endiistrisinde kullanimlari
problem teskil etmemektedir (Kurt ve Zorba 2005). Bakterilerin sentezledigi tirliniin
“bakteriyosin” olarak nitelendirilmesi ig¢in biyolojik olarak aktif bir proteine sahip
olmasi, dar bir etki spektrumuna sahip olmasi, refakatci floraya karsi bakteriyosidal ya
da bakteriyostatik etki gdstermesi, iiretiminin letal biyosentez yoluyla gerceklestirilmesi

ve spesifik hiicre reseptorlerine tutunabilmesi 6nemli kriterlerdir (Giirsel 1999).

Bakteriyosinler, etki spektrumlari, molekiil agirliklari, biyokimyasal ozellikleri ve
genetik kokenine gore dort grupta incelenmektedir (Akkog vd. 2009). Bakteriyosinlerin

simiflandirilmasi ¢gizelge 2.3’te gosterilmektedir.

Lactococcus lactis tarafindan iretilen nisin, en iyi karakterize edilmis LAB
bakteriyosinidir (Bruno ve Montville 1993). Acidocin 8912, acidophilucin A, lactacin B
(Lactobacillus acidophilus), brevican 37 (Lactococcus lactis), nisin A ve Z, lacticin
481, lactococcin (Lactococcus lactis), plantaricin A, C, S ve T (Lactobacillus
plantarum) LAB tarafindan iiretilen baz1 bakteriyosinlerdir (Kisla ve Unliitiick 2003).
Gida endiistrisinde sadece bakteriyosin olarak nisin ve pediosin PA1/AcH kullanimina

izin verilmektedir (Akkog vd. 2009).
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Cizelge 2.3 Bakteriyosileri siniflandirilmasi, baglica 6zellikleri ve bazi drnekleri

Gruplar Temel Ozellikler Bakteriyosinler Kaynaklar
Grup I Grup IA Net pozitif yiike sahiptirler. e Nisin (Chen ve Hoover,
(Lantibiyotikler) Bakteri zarinda gozenek olusturarak aktivite 2003)
gosterirler.
(Dinger vd. 2009)
Grup IB Yiiksiiz ya da negatif yiikliidiirler. (Twomey vd. 2002)
Spesifik enzimleri inhibe ederek ativite
gosterirler.
Grup 11 Grup 1l Listeria monocytogenes ‘e karst aktivite e Pediocin PA-1 (Chen ve Hoover,
A gosterirler. e Sakacin P 2003)
Hiicre zarin1 etkileyerek aktivite gosterirler. e Leucocin A
e Curvacin A (De Martinis vd.
2002)
Grup I Farkli farkli aktivite gosteren iki polipeptid e Lactococcin G (De Martinis  vd.
B icermektedirler. e Lactococcin M 2002)

Lactacin F




ve

Cizelge 2.3 Bakteriyosileri siniflandirilmasi, baslica 6zellikleri ve bazi 6rnekleri (Devam)

Grup 1l
€

Aktivite gosterebilmeleri icin indirgenmis ‘“cystine”
rezidiisiine ihtiya¢ duyarlar.

Agirlikli olarak et endiistrisi ile ilgilidir.

Listeria monocytogenes ‘e kars1 aktivite gosterirler.

Lactoccocin B
Curvacin A8
Sakacin A, P ve K9

(De Martinis vd.
2002)

(Erkkild 2001)

Grup e Biiyiik molekiil agirligma sahiptirler. e Helveticin J ve V-1829 (De Martinis vd.
I e Isiya kars1 duyarhidirlar. e Acidophilucin A 2002)
e Lactacins Ave B
Grup e Biiyiik ve kompleks molekiillerdir. e Plantaricin S (Chen ve Hoover,
v e Aktiviteleri i¢in karbonhidrat ya da lipit molekiillerine e Leuconocin S 2003)
ihtiyag¢ duyarlar. e Lactocin 27
e Pediocin SJ-1 (De Martinis vd.

2002)




Nisin, kiirlenmis et iiriinlerinde koruyucu olarak eklenen nitritin kullanimini azaltmak
amaciyla siklikla kullanilmaktadir. 75 ppm nisin ilavesinin, 150 ppm nitrit
kullanimindan daha fazla etkiye sahip oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya konulmustur.
Isil islem kullanilarak tiretilen et {iriinlerinde 75 ile 100 ppm araliginda nisin ile diisiik
oranda nitrit kombinasyonunun kullanimi énerilmektedir (Ustiindag ve Yalgm 2017).
Bircok homofermentatif LAB, 200 ppm’ye kadar nitrit’e diren¢ gosterebilmektedirler
(Krockel 2013). Nisin, raf dmriinli uzatmak ve isleme siiresini kisaltmak amaciyla su
tirtinlerinde de kullanilmaktadir. Etkin koruma saglamak amaciyla CO; gazi altinda
paketleme yoOntemi ile nisinin beraber kullanilmasi Onerilmektedir (Serdaroglu ve

Ozsiimer 2000).

Tuzlanmis, kurutulmus bir fermente et iirlinii olan "charqui"den izole edilmis olan ve
nisin ireten Lactococcus lactis, %20 oraninda NaCl konsantrasyonunda bile

bakteriyosin iiretebilmektedir (Biscola vd. 2013).

2.3 Biyokoruyucu Kiiltiirlerin Et ve Et Uriinlerinde Kullanilmalar

Taze etlerde ve et Urlinlerinde Listeria monocytogenes siklikla goriinen bir patojendir.
Fermente et iirlinlerinde iremeye devam edebilmektedir. Ancak fermente et iiriinlerinin
tiketilmesi ile meydana gelen herhangi kayitli bir listeriosis vakasi yoktur.
Mikrobiyolojik spesifikasyonlar1 belirleyen uluslararasi komisyon (International
Commission on Microbiological Specifications- ICMSF), et iiriinlerinde en fazla 100
kob/g’a kadar Listeria monocytogenes’in tolere edilebilecegini bildirmistir. L.
monocytogenes, ancak fermantasyon prosesi siiresince yavasca etkisiz hale
getirilmektedir ve “ready-to-eat” et irlinlerinde yok edilmesi arzu edilmektedir.
Bakteriyosin iireten mikroorganizmalarin, L. monocytogenes’i bakteriyosin iireticisi

olmayan LAB’ne kiyasla 1-2 log daha fazla azalttig1 tespit edilmistir (Liicke 2000).

LAB, ortam asitligini arttrmanin yani sira irettikleri bakteriyosin ya da benzeri
metabolitler sayesinde L. monocytogenes ‘e kars1 antogonistik etki gosterebilmektedirler.
Ancak, proteazlar bakteriyosinleri etkisiz hale getirip etkilerini kaybetmelerine yol

acabilmektedirler. Bunu yaninda, patojenlerin bakteriyosinlere kars1 diren¢ kazanmasi,
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iriin icerisinde bakteriyosinlerin homojen bir sekilde dagilmamasi ve et partikiilleri
tarafindan absorbe edilmeleri de bakteriyosinlerin etkilerini kaybetmelerine yol agabilir.
Biitiin bu ihtimallere karsin, yiiriitiilen calismalar bakteriyosinlerin ve iireticisi olan
LAB’nin, sucukta L. monocytogenes’e kars1 etkili bir sekilde kullanilabileceklerini
gostermektedir (Kaya ve Gokalp 2005). Cizelge 2.4’te bazi ¢alismalarda et tiriinlerinde

kullanilan LAB’ nin L. monocytogenes iizerine etkisi gosterilmistir.

Bazi1 durumlarda starter kiiltiirler ortamda tam bir koruma saglayamayabilirler. Ornegin,
L. monocytogenes et iiriinlerinin fermantasyonu sirasinda ¢ok yavas inhibe olmaktadir.
E.coli (EHEC), yiiksek asitli ve su aktivitesi diisiik ortamlarda varligint siirdiirerek
enfeksiyonlara yol acabilmektedir (Liicke 2000).

Cizelge 2.4 Bazi ticari kiilttirlerin Listeria monocytogenes’in et triinleri tizerine etkileri

(Liicke 2000)
Uriin Depolama Kosullar1  Hedef Etki
Organizmalar
Dana kiyma Vakum paket, 4 °C  Listeria 2 log azalma
monocytogenes
Bologna-usulii sosis  Vakum paket, 9 °C  Listeria 1+2 log azalma
monocytogenes
Bacon 10% CO,, 90% N,  Listeria 0.542 log azalma
2yadal5°C monocytogenes
British sosis Cig vakum Brochothrix 1+1.5 log azalma
paketleme, thermosphacta
5°C
Pigmis ham Vakum paket, 4 °C ~ Bozulma yapan Raf dmriinde uzama
mikroorganizma (7 giin)
Frankfurter Vakum paket, 6+8 Bozulma yapan Raf émriinde uzama
°C mikroorganizma (18 giin)

L. sakei 23K, L. curvatus CRL705 ve L. plantarum CRL681 inokiile edilen et
iiriinlerinde 15 giin 7°C'de depolama sonucunda, iirettikleri bakteriyosinlerin
Brochothrix thermospacta, Clostridium ve L. monocytogenes iizerine etkili olduklar
gozlemlenmistir (Fadda vd. 2010). Vakum ambalajli etlerde Listeria inocua ve
Brochothrix thermospacta inhibisyonu igin L. curvatus CRL705, et yiizeyine

spreylenerek inokiile edilmis ve 36 giin depolandiginda 14. giinden sonra Brochothrix
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thermospact sayisinda azalma oldugu ve Listeria inocua 'nin da bakteriyosinlere karsi

hassas oldugu belirtilmistir (Castellano ve Vignolo 2006).

Sucuklardan izole edilen iki 6nemli bakteri tirti L. plantarum ve L. sakei’dir. L.
curvatus, L. brevis, L. pentosus, ve L. fermentum sucuktan izole edilen diger 6nemli
tirlerdir. Yerli kiiltir olarak nitelendirilen bu kiiltiirlerle ilgili birgok c¢alisma
bulunmasina ragmen “Lactobacillus plantarum ve sucuk” ile ilgili ¢alismalar sinirhdir.
Kamiloglu ve arkadaslarinin yaptig1 calismada L. plantarum un sucuga inokule edilen

L. monocytoges i etkisiz hale getirdigi ortaya konulmustur (Kamiloglu vd. 2019).

Patojen bakteriler, baz1 genler tarafindan kontrol edilen proteinleri sentezleyerek asidik
ortamlara direng kazanmaktadirlar. Bu durum, belli bir siire boyunca orta derecede
asidik (pH 5.0-6.0) ortama maruz kalma-sonucunda ger¢eklesmektedir. Aside karsi
diren¢ mekanizmas1 E. coli O157:H7’ye asidik ortamlarda buna bagli olarak da
fermente tiriinlerde canliligini siirdiirme imkani saglamaktadir. Fermente gidalardaki
starter kiiltlirlerin trettikleri antimikrobiyal metabolitlerin, disiik pH ve a, degerine
sahip ortamin genellikle patojen ve bozulma yapan mikroorganizmalarin gelisimlerini
engelleyecegi diisiiniilmektedir. Ancak son yillarda asit direnci nedeniyle E. coli’nin
giivenilir olabilecegi diisiiniilen gidalarda canliligini stirdiirebildigi gézlemlenmistir

(Oztiirk ve Halkman 2015).

Asit mekanizmasinin yani sira E. coli O157:H7, sigirlarda temel bulasi kaynag: olarak
bilinmektedir. Bu nedenle de hammaddesi sigir eti olan gidalarda enfeksiyon kaynagi
olarak goriilmektedir. Sucukta E. coli sayis1 olgunlagsma evresinde azalmakta ancak
tamamen elimine edilememektedir. Yapilan bazi ¢alismalarda, starter kiiltiiriin E. coli
sayisi iizerine etkili olmadig1 ileri siiriilmiistiir (Oz vd. 2002). Asitlere duyarlilik farkl
bakteriler arasinda degisiklik gostermektedir ve ayrica su aktivitesi ve nitrit gibi diger
faktorlerin es zamanl etkisine de baglidir. Bu nedenle, bir¢ok et {iriiniinde hiikiim siiren
kosullar altinda, asit konsantrasyonlarindaki kiigiik farkliliklarin bile aside duyarl

mikroorganizmalar {izerinde 6nemli bir etkisi vardir (Liicke 2000).
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Gidalarda enterohemorajik E.coli (EHEC) varligi, siddetli enfeksiyonlara neden oldu
icin biiyiik endise uyandirmaktadir. Bu nedenle bu iirliniin fermantasyon siiresince yok
edilmesi amaglanmaktadir. LAB’lerin pH’y1 diisiirmesi ve kuruma evresi E. coli’nin
Olmesini saglayabilir. Ancak bazi ¢aligmalar uzun olgunlasma siiresi, diisilk pH ve su
aktivitesi sartlarinda bile E. coli’nin 5 log diizeyinde azalmasimin zor oldugunu

gostermistir (Liicke 2000).

Yiizeylerdeki istenmeyen mikroorganizma gelisimini engellemek amaciyla piiskiirtme
yontemi ile kiiltlir ya da bakteriyosin uygulamasi yapilabilmektedir. Et yiizeyine yalniz
nisin uygulamast L. casei’ nin ¢ogalmasimi Onlemektedir. Yine nisin ve laktik asit
kombinasyonunun et yiizeyinde L. casei, E. coli ve Pseudomonas florescens gelisimini
onledigi bildirimistir (Ustiindag ve Yalgmn 2017). Bakteriyosin iireticisi olan
Leuconostoc pseudomesenteroides, L. sakei ve L. curvatus’un pH 5.8’de domuz
etlerindeki L. monocytogenes’i inhibe ettigi yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur
(Héquet vd. 2007).

Fermente salam ve sosis gibi tiriinlerde L. curvatus ve L. sakei yaygin olarak kullanilan
tirlerdir. L. versmoldensis, L. brevis, L. plantarum, L. alimentarius, L. farciminis,
Wisella, Leuconostoc ve Pediococci suslari ise nadir olarak kullanilan bakteri tiirleridir.
Cb. divergens, Cb. maltaromaticum, Leuconostoc mesenteroides, L. delbruckii, L. sakei,
L. curvatus ve Lc. raffinolactis taze bifteklerde kullanildigi zaman E. coli O157:H7

gelisimini engellemektedir (Krockel 2013).

L. curvatus CRL 705 ve L. lactis CRL 1109 koruyucu kiiltiirlerinin, EDTA ile beraber
kullanilmast durumunda E. coli gelisimi onemli oOlgiide azalttiklart bildirilmistir

(Castellano vd. 2012).

Spor olusturan Clostridium botolinum ve S. aureus, bir¢cok gida zehirlenmesine neden
olan toksinler tiretebilmektedirler. S. aureus, fermantasyon isleminin baslarinda ¢ig ette
enterotoksin tiretmekte ve gida zehirlenmelerine yol agmaktadir (Pilevar ve Hosseini
2017). S.aureus’un gidalarda 10’ kob/g’dan sonra 6nemli hastaliklara yol actigi

bilinmektedir ve bu uygun yontemlerin kullanilmasiyla 6nlenebilmektedir. Bu nedenle
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S. aureusun inhibe edilmesi i¢in ek bir koruma uygulanmasi gerekli goriilmemekte ve

bakteriosinojenik kiiltiirlerin de ilavesine ihtiya¢ duyulmamaktadir (Liicke 2000).

Et ve et iriinleri Avrupa’daki gida kaynakli hastaliklarin ana kaynaklar1 arasinda yer
almaktadir. Salmonella basta olmak tizere, Enterobacteria, S. aureus, E. coli 0157,
Clostridium perfringens ve L. monocytogenes gibi patojenler starter kiiltiir kullanimi ile

baskilanabilmektedir (Pilevar ve Hosseini 2017).

Sucuk ve diger fermente et iriinlerinde ¢ig hammaddeden kaynakli patojenlerin ve
bozulma yapan mikroorganizmalarin inhibisyonu ortam asitligi, su aktivitesi,
fermantasyon sicakligi ve bagil nem, ortamdaki LAB sayisi, asitligin artis hizi ve
ortama eklenen nitrit, tuz ve seker gibi katki madeleri tarafindan etkilenmektedir (Kaya

ve Gokalp 2005).

Az islem goérmis su drinleri (Lightly Preserved Fish Product- LPFP) olarak
nitelendirilen gidalarda, psikotolerant patojenler ve bozulma yapan bakteriler
gelisebilmektedir. LPFP’de tuzlama, kiirleme ya da vakum veya MAP gibi ambalajlama
yontemlerinin kullanilmasiyla LAB baskin tiir haline getirilebilir. Yapilan ¢aligmalarda,
Leuconostoc gelidum ve Lactococcus piscium kombinasyonunun vakum paketli
tiitsiilenmis somon baliklarinda Bifidobacterium bifidum, Pseudomanas spp. ve P.
phosphoreum’u inhibe ettigi gézlemlenmistir. Ayrica L. casei, L. plantarum,
Pediococcus ve S.xylosus starter kiiltiirlerinin histamin, putresin, triptamin ve kadeverin
biyojen aminlerinin olusumunu azalttigi bilinmektedir (Pilet ve Leroi 2011).
Biyokoruyucu olan Lactococcus piscium CNCM-4031 ' in, MAP altinda depolanan
pisirilmis karideslerde Brochothrix thermospacta’y1 inhibe ettigi ve raf dmriinii uzattigi

belirlenmistir (Leroi vd. 2012).

L casei, L. gasseri, L. acidophilus, L. delbrueckii ve L. Plantarum tiirlerine ait bakteri
gruplariin et irilinlerinde starter kiiltiir olarak denendigi bir c¢aligmada, bu starter
kiltirlerin  %2.5 'dan %7.5’a kadar olan tuz Kkonsantrasyonlarinda gelisme

gosterebildikleri ve 10°C ile 25°C sicakliklarda optimum gelisme gosterdikleri tespit
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edilmistir. Lactobacillus spp. 'nin raf omriinii uzattig1 ve rekabetci floray: baskiladig
belirtilmistir (Vinnikova vd. 2016).

Lactobacillus fermentum ACADC179 ve Enterococcus faecium PCD71 ¢ig tavukta L.
monocytogenes ve Salmonella iizerine bakteriyosidal etki gostermektedir. L. sakei
bakteriyosinleri, vakum paketli etlerde; L. curvatus'un ise vakum paketli etlerin
yiizeyinde etkili sonuglar verdigi gozlemlenmistir. L. sakei, hindi etlerinde B.
thermospacta ve Leuconostoc mesenteroides e karsi etkili oldugu belirlenmistir (Gaggia
vd. 2011).

18 °C'nin tizerindeki sicakliklarda fermente edilen tirtinlerde, pH degerinin 5.3’iin altina
hizla distiriilmesi Salmonella nin inhibe edilmesi i¢in Onemlidir. Bu, se¢ilen
fermantasyon sicakliginda yeterince aktif bir sekilde caligsabilen starter kiiltiiriin
eklenmesi ile saglanabilir. Italyan tiitsiilenmemis kuru sosisler gibi iiriinlerde LAB’nin
tadi etkilemeleri istenmez. Ancak patojen ve bozulma yapan bakterilerin de inhibe
edilmesi gereklidir. Bu iki amaca da ulasabilmek i¢in laktik asit olusumu belirli bir
diizeyde smirlandirilmalidir. Bu sinirlama ise seker ilavesi ile ya da su aktivitesinin

0.91’in altina indirilmesi ile gerceklestirilmektedir (Liicke 2000).

MAP yontemi kullanilarak paketlenmis tavuk etleri Leuconostoc pseudomesenteroides
PCK18 koruyucu kiiltiirii ile muamele edildiginde L. monocytogenes inhibe olmakta ve

C. jejuni sayisinda azalma gozlemlenmektedir (Melero vd. 2013).

Buzdolab1 kosullarinda (4°C) saklanan taze etlerde ve islenmis et iirlinlerinde, raf
Omriinii arttirmak i¢in koruyucu kiiltiir ilavesi uygulanmaktadir (Dinger vd. 2009).
Sogukta depolanan et {iriinlerinde patojen bakteri inhibisyonunu saglamak amaciyla
mezofil laktik asit bakterileri tercih edilmektedir (Ustiindag ve Yalgin 2017). Et
triinlerinde  siklikla rastlanan  Clostridium  botulinum’un  LAB’nin  {rettigi
bakteriyosinler tarafindan inhibe edildigi bilinmektedir. L. lactis, L. acidophilus, L.
plantarum ve P. pentosaceu, Cl. botulinum'a karsi antimikrobiyal aktiviteye sahiptir
(Dinger vd. 2009).
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Sucuk orneklerinden izole edilen bakteriyosin iireticisi L. plantarum, L. curvatus, L.
pentosus, L. rhamnosus, L. delbrueckii, L. sakei, P. pentosaceus ve P. acidilactici
suslarmin B. cereus, C. perfringens, C. botulinum, E. coli, S. aureus, L. monocytogenes,
Micrococcus luteus ve Yersinia entrocolitica tizerine antimikrobiyal etki gosterdigi
kanitlanmistir (Con ve Gokalp 2000).

Kuru fermente et {riinlerinde biyojenik amin olusumunu etkileyen en Onemli
faktorlerden biri kullanilan starter kiiltiirdiir. Sucukta olgunlagmasi sirasinda onem
tasiyan mikroorganizmalar Korucia, Staphylococcus, Pediococcus ve Lactobacillus
tirlerine ait katalaz pozitif koklardir. Laktik asit bakteri kiiltlirlerinin eklenmesi ve
dogal fermantasyonun kontrolii ile biyojenik aminlerin birikmesi Onlenebilmektedir.
Sucuk genellikle geleneksel yontem ile dogal floranin kullanilmasi ile {iretilmektedir.
Bu mikroorganizmalar biyojenik amin tretebilmektedirler. Ancak starter kiiltiirlerin
kullanim1 biyojenik amin olusumunu azaltmaktadir. Starter kiiltiir kullanimi ile beraber
nitrit kullanimi ve olgunlagsma siireci de biyojenik amin olusumu {izerine etki

gostermektedir (Gengceelep vd. 2007).

“Probiyotik™ kiiltiirler ise yeterli miktarda alindiklarinda, tiiketici sagligina yarar
saglayan kiltiirlerdir. Bu bakteriler tiiketildiklerinde laktoz sindiriminin iyilestirilmesi,
kan kolesteroliiniin diisiiriilmesi, seyahat ishalinin ve antibiyotiklerle iligkili ishal ve
ishallerin Onlenmesi, bagisiklik sisteminin uyarilmasi ve patojenlerin neden oldugu
enfeksiyonun 6nlenmesi gibi birgok saglik yarari saglamaktadir (Yuksekdag ve Aslim
2010). Giiniimiizde probiyotik kiiltiirlerin siit endiistrisi diginda kullanim1 yaygin
degildir, ancak gelecekte bu durumun degisecegi diisiiniilmektedir (Liicke 2000). Siit
tirtinlerini disinda bebek mamalari, tahil tirtinleri, meyve sular1 ve dondurmalarda da
probiyotikler kullanilmaktadir. Probiyotik mikroorganizmalar olarak Lactobacillus ve
Bifidobacterium gibi LAB yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu mikroorganizmalar genel
olarak 1siya dayanikli degildirler. Gidalardaki kullanimlarindan maksimum fayda
saglayabilmek amaciyla sindirim sistemindeki asidik kosullara ve 1s1l isleme dayanikli
mikroorganizmalarin secilmesi dnemlidir. Bu nedenle Bacillus cinsine ait baz tiirler et

tirtinlerinde kullanilmaktadir (Konuray vd. 2017).

31



Et tirtinlerinde probiyotik kiiltiir kullanimi1 baz1 problemlerden dolay1 kolay degildir. Bu
sorunlardan bazilart soyledir; kiir tuzlarinin fazla oranlarda olmasi, asitligin yiiksek
olmas1 ve su aktivitesinin diisiik olmasi1 mikroorganizmay1 inhibe edebilir ve rekabetci
flora gelisimi engelleyebilir (Konuray vd. 2017). Bu nedenle de starter kiiltiirlerin
aksine probiyotiklerin, {irlin igerisinde sayilarmin artmasi beklenmez. P. acidilactici ve
L. sakei bu stresli ortam kosullarina ayak uydurabilse de Bifidobacterium direng
gosterememektedir. Lactobacillus ve Pediococcus un probiyotik tiirleri, olusturduklar
aroma profili ve teknolojiye uyumlulugu nedeniyle kuru sosislerde kullanilmaktadir.
Probiyotik olan Bifidobacterium animalis ve L. acidophilus sagladiklar1 daha iyi tekstiir
ve aroma sayesinde fermente et iiriinlerinde tercih edilmektedirler (Pilevar ve Hosseini
2017).

Probiyotik et (drilinleri, laktoz sindirimini saglayabilir, mukoza bariyerlerini
gliclendirebilir ve gastrointestinal enfeksiyonlar1 onleyebilirler (Pilevar ve Hosseini
2017). Et iriinlerinde kullanilan Bacillus cinsine ait probiyotik bakterilerin 1sil igleme
dayanikli olduklar1 ve {rettikleri bakteriyosinler ile L. monocytogenes gelisimini
onledikleri yapilan ¢aligmalarda ortaya konulmustur (Konuray vd. 2017). Yiiksekdag ve
Aslim (2010), sucuktan izole edilen ve probiyotik o6zellikte farkli Pediococcus
suslarinin  laktik asit, hidrojen peroksit gibi iirettigi metabolitler sayesinde L.
monocytogenes, Y. enterocolitica, E. coli O-157: H7 ve M. Flavus’a kars1 inhibe edici
etkileri oldugunu belirlemislerdir. Ayrica Pediococcus suslarmin diisiik pH ve safra
tuzuna kars1 direngli olduklar1 ve patojenlere karsi antagonistik etki gdsterdikleri igin

potansiyel probiyotikler oldugunu belirtmislerdir.

Ulkemizde sucuk iiretiminde starter kiiltiir kullanimi1 baz1 biiyiik isletmeler haricinde
¢cok yaygin degildir. Sucuklar kisa bir fermantasyon siirecinden sonra (2-3 giin)
piyasaya verilmektedir. Bu durum, mikroorganizma iiremesine agik olan sucuk gibi
irtinler i¢in risk olusturmaktadir. Cig olarak da tiiketilebilen bir iiriin olan sucugun L.
monocytogenes gibi patojenleri icerme ihtimali goz 6niinde bulundurulmalidir. Ayrica
bu patojenler 1siya da dayamiklilik gosterebilmektedirler. Isil islemler boyunca bu
patojenler canliliklarin1 koruyabilmektedirler. Diger taraftan depolama boyunca tireme

ihtimali de degerlendirilmelidir (Kaya ve Gokalp 2005).
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L.sakei ve P. acidilactici gibi bakteriler tarafindan ribozomal olarak sentezlenen
bakteriyosinler, diger bazi bakteriler iizerine bakterisidal ya da bakteriostatik etki
yapmaktadirlar (McAuliffe vd. 2001, Ross vd. 2002). P.acidilactici’nin antilisterial,
antibiyotik direnci olmayan iyi bir biyokoruyucu potansiyeli oldugu bildirilmistir
(Albano vd. 2009). L.sakei ise, et ortamlarina iyi adaptasyonu, bakteriyosin (sakasin)
tiretme kabiliyeti, patojenler (S.aureus ve Enterobacteriacea gibi) iizerine inhibe edici
etkisi ve proteolitik niteligi ile (Zdolec vd. 2008, Gaggia vd. 2011) biyokoruyucu olarak

starter kiiltiirler ile ya da tek basina kullanilmas1 6nerilmektedir.

P. acidilactici yaygin kullanilan o&zellikle de P. pentosaceus ile karigim halinde
kullanilan kiiltiirlerdir. Homofermantatif olan L. sakei nin fermente sosislerde diisiikk pH
ve ay degerlerine dayanabildigi ve antimikrobiyal etkisi olan bakteriyosin sakasin S

salgiladig1 bilinmektedir (Pilevar ve Hosseini 2017).

Kaban ve Kaya’nin yaptig1 ¢alismaya gore (2008), L. plantarum sucukta dominant flora
olusturmaktadir ve bunu L. curvatus takip etmektedir. Sucuk 6rneklerinden izole edilen
KNK’larin hemen hepsi Staphylococcus cinsine aittir ve en 6nemlisi S. xylosus'tur. S.

carnosus ise yaygin olarak kullanilan ticari starter kiiltiirdiir.

Et iirlinlerinde starter kiiltiirler daha giivenilir, tat acisindan daha standart iiriin tiretmek
ve 1Urin kusurlarin1 azaltmak icin kullanilmaktadir. Zira geleneksel iiretimlerde
fermantasyonun arzu edilen sekilde gelismesini saglamak zordur ve iiriiniin bozulmasi
s0z konusudur. Fakat starter kiiltiirler uygun hammadde, istenilen hijyenik parametreler
ve uygun isleme kosullar1 saglanmadig: taktirde iyi iiretim uygulamalarinin yerini
alamaz. Ornegin enterohemorajik E. coli ile iliskili bir saglk riski karsisinda starter
kiltlirler bir igse yaramaz. Zira bu bakteri asidik ortama tolerans gosterir ve ¢ok diislik
dozda bile insanlarda enfeksiyona neden olur (Krockel 2013). Bu nedenle giivenli ¢ig
fermente et Uriinleri iiretmek icin starter kiiltiirlerin yani sira biyokdiltiir kullanimi
onemli olmaktadir. Starter Kkiiltiirlerin yetersiz kaldigt veya {riin olusturma
kapasitelerinin azaldig1 durumlarda koruyucu kiiltiirler etkili olmaktadir. Koruyucu
kiiltiirler patojen kontrolii, 6zellikle L. monocytogenes, protein hidrolizi, oksidasyonu

siirlama, renk gelisimi gibi etkileri nedeniyle et iirlinlerinde 6nem kazanmiglardir.

33



Sucuklarda koruyucu kiiltiirlerin {iriniin mikrobiyolojik ve diger kalite ozelliklerine
etkilerini belirlemek {izere yapilmis bir calismaya rastlanmamistir. Bu c¢alismanin
amaci, bakteriosin tireten L. sakei ve P. acidilactici biyokiiltiirlerinin fermente sucugun
mikrobiyal kalitesine, proteolitik ve oksidatif degisimlere etkilerinin belirlenmesidir.
Elde edilecek bulgularin gerek bilimsel ¢aligmalar gerekse et endiistrisi igin 6nemli bir

¢ikt1 olusturacag diistiniilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Et materyali

Sucuk tiretimi i¢in ayni giin kesimi yapilan ve 24 saat dinlendirilen 3 adet Simmental
irkina ait 2 yasinda erkek sigirdan elde edilen boyun eti kullanilmistir. Yag materyali
olarak sigirin kavram yagi kullanilmistir. Et ve yag ayr1 ayr1 3 mm aynadan kiyma
cekilmis (AlveoRed 32, izmir) ve dondurulmustur. Et ve yag, kullanilacagi zaman
4°C’de 12 saat bekletilerek ¢oziindiiriilmiis ve bekletilmeden sucuk iiretiminde

kullanilmastir.

3.1.2 Baharat, diger katki maddeleri, starter/biyokoruyucu Kkiiltiir ve kilif
materyali

Uretimde Ankara piyasasindan temin edilen ayn1 markanm ayni {iretim tarihli baharat
gesitleri (ac1 kirmizi biber, tath kirmizi biber, karabiber, kimyon, yenibahar) ile
sarimsak kullanilmistir. Tuz (106404 Merck), dekstroz (108337 Millipore- Merck) ve
sodyum nitrit (106549 Merck) analitik saflikta kullanilmistir.

Calismada koruyucu kiiltiirler olarak Lactobacillus sakei (B2 SafePro®, CHR-Hansen)
ve Pediococcus acidilactici (B-LC-20 SafePro®, CHR-Hansen) ve normal iiretim igin
Pediococcus pentosaceus ve Staphylococcus carnosus (BFL-T03, CHR-Hansen) starter

kiiltiirleri kullanilmastir.

Kilif materyali olarak ise 38 mm capinda (kalibre) diiz formda kolajen kilif

kullanilmistir.

35



3.2 Yontem

3.2.1 SucuKk tiretimi

Sucuk iiretimi, Cizelge 3.1’°de verilen formiilasyona gore ve sekil 3.1 ‘de belirtilen islem
basamaklarina uygun olarak Ankara Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii Et Isleme
Teknolojisi Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Donuk kiyma et ve yag bir gece
buzdolabinda bekletilerek ¢oziindiiriilmiistiir. Et ve yag karistirillmig (%18 yagli), 100
kg karisima sirastyla %2 tuz, %1.8 sarimsak (bir miktar su ile piire haline getirilmistir),
%1 tath kirmizi biber, %0.7 ac1 kirmiz1 biber, %0.8 kimyon, %0.6 karabiber, %0.2
yenibahar, %0.5 dekstroz ve %0.015 sodyum nitrit ilave edilerek mutfak tipi mikserde
karistirilmistir. Sucuk hamuru dort gruba ayrilmis ve gruplardan biri startersiz kontrol
grubunu (K) olarak ayrilnustir. Ikinci gruba normal starter kiiltiir ilaveli grubu
olusturmak tiizere P.pentosaceus ve S.carnosus starter kiiltiir karisimi (S1), tgilincii
gruba L.sakei koruyucu kiiltiirii (S2) ve dordiincii gruba P.acidilactici koruyucu kiiltiirti
(S3) ilave edilmistir. Starter kiiltiirler %0.025 oraninda (yaklasik 10° adet/g) ilave
edilmistir. Her bir grup mutfak tipi kiyma makinasinin (Bosch, Almanya) dolum aparati
kullanilarak 38 mm capinda kolajen kilifa (100+2’er g lik kangallar) doldurulmustur.
Baglama isleminden sonra kangallar askilara asilarak sicaklik, BN ve hava hiz1 ayarl
kabine (BIOGEN, Ankara) yerlestirilmistir. Sucuklar 21-22°C’de, %90-92 bagil nemde
ve 0.8-1 m/s hava hizinda 3 giin fermantasyona, 18-20°C’de, %80-90 bagil nemde ve
0.5 m/s hava hizinda 9 giin kurumaya birakilarak 12 giinde tretilmistir. Sucuk tiretimi
15’er giin ara ile 3 kez (tekerriir) yapilmis ve toplam 20 kg sucuk iiretilmistir.
Mikrobiyolojik, fizikokimyasal ve kimyasal analizler i¢in drnekler iiretimin baginda (0.

giin) ve 3., 6., 9. ve 12. glinlerde alinmustir.
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Cizelge 3.1 Sucuk formiilasyonu (100 kg et+yag karisimi igin)

Ingrediyen/katk1 maddesi %
Tuz 2
Sarimsak 1.8
Tatli Kirmizibiber 1

Act kirmizi biber 0.7
Kimyon 0.8
Karabiber 0.6
Yenibahar 0.2
Dekstroz 0.5
Sodyum Nitrit E 250 (Koruyucu) 0.015
Starter/koruyucu kiiltiir 0.025
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Et Yag

. .

Kiyma ¢ekme (3 mm ayna)

Baharat, tuz, seker, sarimsak, nitrit ilavesi

Karigtirma

v

Gruplara ayirma ve starter kiiltiir ilavesi

Yogurma ve dolum/baglama

Fermantasyon (22°C’de ve %90-95 BN’de 3 giin, 20°C’de ve

%85-90 BN’de 2 giin)

Kurutma (20°C’de ve %80-85 BN de 4 giin,

18°C°de ve %80 BN de 3 giin)|

U

Sekil 3.1 Sucuk iiretimi akis semasi
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3.2.2 Analiz Yontemleri

3.2.2.1 Mikrobiyolojik analizler

Mikrobiyolojik analizler, AOAC (1998)’a gbre yapilmistir. Bu analizler igin, kilif
materyali steril bicak ve pens kullanilarak uzaklastirllmig, 10 g sucuk, aseptik
kosullarda steril torbaya aktarilarak 90 ml steril peptonlu tuzlu su (Maximum recovery
diluent, MRD, Merck, Almanya) ¢ozeltisi ile karistirilmig ve Stomacher’de (Seward
400, London, UK), 230 rpm’de 2 dakika homojenize edilmistir. Homojenattan MRD
kullanilarak ardisik seyreltiler hazirlanmistir. Uygun seyreltilerden alinan hacimler,
plaklara asagida belirtilen besiyerlerine dokme (1 ml) ya da siirme/yayma (0.1 ml)
yoluyla ilave edilerek uygun sicaklik kosullarinda inkiibe edilmistir. Paralel plaklarda

yapilan adet/ g 6rnek sayim sonuglari logjokob/g 6rnek olarak hesaplanmustir.

Toplam aerob mezofil bakteri (TAMB) sayimi: Uygun seyreltilerden ekim yapilan
plaklara Plate Count Agar (PCA, Merck 1.05463) besiyeri yaklasik 14 ml dokiilmis ve
plaklar 28°C’de 3 giin inkiibasyona birakildiktan sonra olusan tiim koloniler sayilmistir.

Laktik asit bakteri (LAB) sayimi: Uygun seyreltilerden ekim yapilan plaklara De Man,
Rogosa and Sharpe (MRS, Merck 1.10660) agar besiyeri ¢ift kat dokiilmiis (yaklasik 20
ml) ve plaklar 28°C’de 3 giin inkiibasyona birakildiktan sonra olusan krem rengi

yuvarlak/mekik seklindeki tiim koloniler sayilmaistir.

Koagulaz negatif kok (KNK) bakteri sayimi: Uygun seyreltilerden ekim yapilan
plaklara Mannitol Salt Phenol Red (MSPR, Merck 1.05404) agar besiyeri yaklasik 14
ml dokiilmiis ve plaklar ile 37°C’de 48 saat inkiibasyondan sonra olusan zon

olusturmamis siyah koloniler sayilmistir.

S. aureus saymm: Plaklara Egg-yolk tellurit ilaveli Baird Parker Agar (BPA, Merck
1.05406) besiyeri yaklagik 14 ml dokiilmiis ve katilasmis ylizeye siirme yontemi ile
ekim yapilmustir. Plaklar 37°C°de 48 saat inkiibasyondan sonra plak ortaminda gelisen
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yuvarlak, piirlizsiiz, konveks, ¢evresinde berrak bir zon bulunan, 1.5-2.5 mm c¢apinda
siyah-gri parlak koloniler koagulaz pozitif stafilokok kolonileri olarak sayilmistir.
Kolonilerden 5 tanesi secilerek katalaz testi uygulanmus, test pozitif olan kolonilerin
sayisi, siipheli kolonilerin sayisiyla ¢arpilip, 100’e boliinerek katalaz pozitif S.aureus
sayis1 belirlenmistir ICMSF 1982).

Enterobacteria-E.coli sayimi: Uygun seyreltilerden ekim yapilan plaklara Chromocult
TBX Agar (Merck 1.16122) yaklasik 14 ml besiyeri dokiilmiis ve plaklar 42°C°de 48
saat inkiibasyona birakildiktan sonra olusan tipik koloniler sayilmistir. Besiyeri
bilesimindeki kromojen substrat 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-f-D-glucuronide (X-B-D-
glucuronide) E. coli 'deki B-D-glucuronidase enzimi ile bu substrat1 5-bromo-4-chloro-
3-indolyl ve B-D-glucuronide'e pargalamasi sonucu olusan mavi-yesil renkli koloniler E.

coli olarak sayilmistir.

Enterococcus sayimi: Uygun seyreltilerden ekim yapilan plaklara Kanamisin Aesculin
agar (Merck, Millipore 105222) besiyeri yaklasik 14 ml dokiilmiis ve 42°C’de 48 saat

inkiibasyondan sonra olusan tipik koloniler sayilmistir.

Maya ve kiif sayimi: Plaklara Rose Bengal Chloramphenicol (RBC, Merck 1.00467)
agar besiyeri dokiilmiis ve katilasmis ylizeye slirme yontemi ile ekim yapilmustir.

Plaklar 25°C’de 5 giin inkiibasyondan sonra tipik maya-kiif kolonileri sayilmistir.

3.2.2.2 Nem miktar1 tayini

Kuru madde kaplari, sicaklign 105 ° C’ye ayarlanan etiivde en az iki saat tutularak sabit
tartima getirilmistir. Desikatore alinarak oda sicakligina sogutulmus ve hassas terazide
0,0001g hassasiyetle darasi alinan kuru madde kaplarina, homojen hale getirilmis
yaklasik 5 g 6rnek 0,0001g hassasiyetle tartilmistir. Ornekler aym sicakliktaki etiivde
yaklasik 18 saat siireyle, sabit agirlik elde edilinceye kadar kurutulmustur. Kuru madde
kaplar1 desikatore alinarak oda sicakligina sogutulmus ve hassas olarak tartilmistir. Nem

miktar1, agirlik kaybindan yararlanilarak % olarak hesaplanmistir (950.46 AOAC 2010).
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3.2.2.3 Kiil miktar: tayini

Kiil miktar1 i¢in, darasi alman kiil kapsiiliine 2-3 g 6rnek tartilmig ve suyu ugurulan
ornekler kiil firminda kademeli olarak yakilarak tamamen kiil haline getirilmis ve sabit
agirliga gelen kap tartilmistir. Meydana gelen agirlik farklindan % kiil miktar
hesaplanmistir (920.153, AOAC 2010).

3.2.2.4 Yag miktan tayini

Sucuk Orneklerinin yag miktar1 Soxhelet yontemine gore (991.36, AOAC 2010) ve
¢cozgen olarak petrol eteri kullanilarak yapilmistir. Suyu ugurulan ornekler kartuslara
alarak, 200 ml petrol eteri ilave edilmis ve Soxhlet diizenegine yerlestirilmistir.
Yaklasik 6-8 saat geri destilasyon yaptirilarak, ekstrakte edilen yag miktar1 hesaplama

yolu ile % olarak belirlenmistir.

3.2.2.5 Azot/Protein tayini

Orneklerin ham protein miktarlari, Makro Kjeldahl Yontemine gore (955.04, AOAC
2010) % azot (N) miktar1 belirlenerek ve % protein miktari, %N miktar1 6.25 faktorii ile

carpilarak hesaplanmistir.

3.2.2.6 pH analizi

Olgiim yapilmadan énce pH metre, pH 4, pH 7 ve pH 9 tampon (buffer) ¢ozeltileri
kullanilarak kalibre edilmistir. Orneklerden 10’ar gram tartilarak 100 ml destile su
eklenmis ve homojenizatdrde homojen hale getirilmistir. Hazirlanan 6rnekler manyetik
cubuk esliginde, manyetik karistiricida karigtiritlirken pH metre probu daldirilmistir. pH
metre gostergesinde okunan deger kaydedilmistir (Gokalp vd. 1993).
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3.2.2.7 Renk ol¢iimii (L*, a* ve b* degerleri)

Renk o6l¢iim cihazi (Minolta CR300 Reflectance Colorimeter, Osaka, Japonya)
kullanilarak 6rneklerin yilizey renk degerleri (L* aydmnlik, a* kirmizilik ve b* sarilik)
belirlenmistir. Renk okumalari, sucuk dilimi kesit yiizeylerinden dort farkli noktadan

yapilmis ve aritmetik ortalamalar1 alinarak hesaplanmistir.

3.2.2.8 Tiyobarbiturik asit reaktif maddesi

Tiyobarbiturik asit reaktif maddesi (TBARM) analizi i¢in, sucuk Orneginden 5 g, 50
ml’lik falkon tiip igerisine tartilmis ve 15 ml destile su ile ultra-turrax kullanilarak
yiiksek hizda 15 saniye homojenize edilmistir. Ornek 2000xg’de 10 dakika
santrifiijlendikten (Hermle Z326K, Almanya) sonra 1 ml siipernatant cam test tiipiine
aktarilmis ve tlizerine 2 ml TCA-TBA-HCI (%15 w/v TCA, %0.375 w/v TCA, 0.25 M
HCl) reaktifinden katilarak renk gelisimi i¢in kaynar su banyosunda (WNB 7-45,
Memmert, Almanya) 15 dakika bekletilmistir. Siire sonunda tiipler hizla sogutulmus ve
2000xg’de 15 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatantin absorbans1 531 nm dalga
boyunda sahit ¢ozeltiye (1 ml destile su ve 2 ml TCA-TBA-HCI reaktifi) karsi
spektrofotometrede (Evolution 201, Thermo Scientific, Waltham, MA, ABD)
okunmustur. TBARM sayis1 1,1,3,3-tetra-etoksipropan (TEP) standard: kullanilarak
c¢izilen kurve denkleminden mg MA (malondialdehit)/kg olarak hesaplanmistir (Ahn vd.
1998).

3.2.2.9 Proteoliz indeksi

Proteoliz indeksi, Careri vd. (1993)’nin Onerdigi yontem modifiye edilerek
belirlenmistir. Bu amagla 6nce sucuk 6rneklerinin % azot miktarlar1 Kjeldahl yontemine
gore (3.2.2.5) belirlenmistir. Protein olmayan azot igerigini belirlemek igin, 10 g sucuk
ornegi, 90 ml destile su ile kangstirnlmg, 1000 rpm’de ve 5°C’de 15 dakika
santrifiijlenmistir (Sigma 3K15 model, Almanya). Siipernatant, Whatman no.4 filtre

kagidindan filtre edilmis, 25 ml filtrat 25 ml %10 TCA c¢ozeltisi ile karistirilmis ve 30
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dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra tekrar 1000 rpm’de ve 5°C’de 15 dakika
santrifiijlenmistir. Stipernatant Whatman no.4 kagidindan filte edilmistir. Filtrattan 20
ml alinmig ve azot igerigi, Kjeldahl yontemi ile (AOAC 2010) belirlenmistir.
Hesaplanan azot igerigi, 100 g ette protein olmayan azot miktaridir. Proteoliz indeksi
protein olmayan azotun, toplam azot miktarina boliinmesi ve 100 ile carpilmasi ile

hesaplanmustir.

Proteoliz indeksi = Protein olmayan azot % x 100
Protein azotu %

3.2.2.10 Duyusal analiz

Duyusal analizin amaci, farkli biyokoruyucu kiiltiirlerin ve starter kiiltlir karigiminin,
sucuklarin duyusal 6zelliklerini etkileyip etkilemedigini belirlemektir. Bu amagla, 12
giin lretim sonunda ¢ig ve pismis sucuk Ornekleri renk, tat, koku, tekstiir ve genel
begeni yonlerinden, EK 1’de yer alan duyusal degerlendirme formuna gore
degerlendirilmistir. Ornekler aras1 etkilesimi engellemek amaciyla panelistlerden
kokuyu nétiirlemek i¢in su koklamalari, bir onceki 6rnegin tadimi gidermek icin ise
tuzsuz galeta ve su tiiketmeleri istenmistir. Duyusal analizde 10 puanlik hedonik 6l¢ek
kullanilmistir. Skalada en begenilen 6zellik 10 puan, hi¢ begenilmeyen 6zellik ise 1
puan olarak kabul edilmistir. Panelistler bir oturumda; kontrol, S1, S2 ve S3
gruplarindan 4 ¢ig ve 4 pismis olmak tizere toplam 8 6rnek degerlendirmislerdir. Sucuk
gruplari, rastgele segilen lic basamakli sayilarla kodlanmistir ve bu kodalar panelistlere
sunulacak olan kapakl kii¢tlik plastik kaplara etiketler yardimi ile yapistirilmistir. Sucuk
ornekleri 4 mm kalinliginda kesilmistir. Cig sucuk Ornekleri dogrudan plastik kaplara
konulurken pigmis 6rnekler i¢in 1zgarada (SM606 Model, Kenwood, Cin) pisirme islemi
uygulanmistir. Sucuk dilimlerinin bir tarafi 1 dakika 30 saniye pisirildikten sonra diger
tarafi ¢evrilerek 1 dakika daha pisirilmis ve panelistlere 1lik olarak sunulmustur.
Duyusal degerlendirme, havalandirilmis duyusal analiz laboratuvarinda ve beyaz

floresan 151k altinda yapilmistir.
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3.2.2.11 istatistik analiz

Uretim siiresince 0., 3., 6., 9. ve 12. giinlerde (zamanin 5 faktorii) ve K, S1, S2 ve S3
sucuk gruplarinda (uygulamanin 4 faktorii) mikrobiyolojik, pH, renk, protein, proteoliz
indeksi analizleri sonuglar1 degerlendirilmistir. Duyusal degerlendirme iiretimin
sonunda, gruplar arasi farkliligi belirlemek tizere yapilmigtir. Sonuglara ait farklilik
Duncan c¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. Analizlerde SPSS 20 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA), Minitab 17 ve MSTAT-C istatistik paket programlar1 kullanilmistir.
Calisma, 3 tekerriir ve her tekerriirde analizler 2 paralel yapilmistir. Sonuglar 3 tekerriir

“ortalama + standart sapma” olarak verilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bakteriyosin iiretme kabiliyetinde olan ve bu nedenle biyokoruyucu olarak kabul edilen
Lactobacillus sakei ve Pediococcus acidilactici kiiltiirlerinin sucugun mikrobiyolojik
kalitesine, bazi fizikokimyasal ve kimyasal Ozelliklerine etkileri {liretim siiresince,
sucugun duyusal 6zelliklerine etkisi ise iiretimin sonunda belirlenmis ve elde edilen
sonuglar, normal starter kiiltiirlii (Pediococcus pentosaceus ve Staphylococcus
carnosus) sucuk ve startersiz kontrol sucuk ornekleri ile karsilastirilarak, asagidaki

sekilde degerlendirilmistir.

4.1 Mikrobiyolojik sonuclar

4.1.1 Toplam aerob mezofil bakteri sayisi

Farkli biyoaktif starter kiiltiirler kullanilarak hazirlanan sucuklarin iiretim siiresince
toplam aerob mezofil bakteri (TAMB) sayilarindaki degisim sekil 4.1°de ve g¢izelge
4.1°de goriilmektedir. Sucuklarda iiretimin basinda TAMB sayis1 en diisiik starter kiiltiir
icermeyen K Orneklerde (5.48 logiokob/g) olmustur. S1, S2 ve S3 6rnekleri sirasiyla
7.05, 6.95 ve 6.77 logiokob/g bulunmustur. Yapilan varyans analizi sonuglarina gore
TAMB sayist iizerine grup ve siirenin birlikte etkisi 6nemlidir (P<0.05) (Cizelge 4.1).
Sucuklarin TAMB sayilarinda en fazla artis 3. giinde yani fermantasyon siirecinde
gozlenmis (Sekil 4.1) ve 0. ve 3. giin TAMB sayilar1 arasindaki fark 6nemli olmustur
(P<0.05). Uretimin 6. giiniinde de TAMB sayis! tiim gruplarda az da olsa artarken, 9. ve
12. giinlerde azalis gozlenmistir. Bu azalma ortama hakim olan LAB’nin diger
mikroorganizmalar {izerine inhibe edici etkisinden kaynaklanmaktadir. Ortamin asitlige
dogru degismesi ve kurumaya bagl olarak a, degerinin diismesi bu azalmanin
nedenidir. Her bir analiz déneminde en diisiik TAMB yiikiine kiiltiir igermeyen K
ornekleri sahip olurken, diger gruplarla aralarindaki fark 6nemlidir (P<0.05). Bununla
birlikte iiretim sonunda en yliksek TAMB vyiikii 9.16 ile S1 grubunda belirlenmistir.
Koruyucu kiiltiir igeren 6rneklerin TAMB sayilar1 arasinda 6nemli bir fark (P>0.05)
gozlenmemistir. Uretim sonunda TAMB sayilari ilk giine kiyasla 6nemli dlgiide artarak

ortalama 8.78 logigkob/g’a ulastigi belirlenmistir. En az TAMB sayis1 K gurubunda
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(8.22 logiokob/g) sayilmistir ve S3 grubu onu takip etmistir (8.68 logiokob/g). Sirasiyla
9.16 logiokob/g ve 9.05 logiokob/g olarak sayilan S1 ve S2 gruplari arasindaki fark
onemli degildir (P>0.05).

Cizelge 4.1 Starter/biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve iiretim siiresinin sucugun TAMB
sayisina (log;okob/g) etkisi

Uretim siiresi (giin)

Uygulama 0 3 6 9 12

K 5.48+0.20™ 8.78+0.24"° 8.83+0.06"° 8.63+0.12"°° 8.22+0.07""
S1 7.05+£0.10%% 9.28+0.16“° 9.40+0.13°° 9.29+0.03“° 9.16+0.20°
S2 6.95+0.32%% 9.38+0.17°° 9.75+0.35°" 9.08+0.11%° 9.05+0.16“"
S3 6.77+0.33%%  9.09+0.39%¢ 9.32+0.20%" 8.7440.24"° 8.68+0.17%"

*Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmasi olarak verilmistir
A-C: Her bir siitunda ayni harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05)
a-c: Her bir satirda ayni1 harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05)

Uretimin 9. ve 12. giinlerinde gozlenen az miktardaki diisiis, ortama hakim olan
LAB’nin diger mikroorganizmalar {izerine inhibe edici etkisinden kaynaklanmaktadir.
Ortamin asitlige dogru degismesi ve kurumaya bagli olarak a, degerinin diismesi bu

azalmanin nedenidir (Arslan ve Soyer 2018).
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Hammadde ve diger eklenen ingredientlerin baslangic mikrobiyal yiikii,
starter/koruyucu kiiltiir ilavesi ve fermantasyon sicakligi sucuktaki TAMB sayisini
etkileyen baslica faktorlerdir (Soyer 2002).

4.1.2 Laktik asit bakteri sayisi

Farkli starter/koruyucu kiltiir kullanilarak hazirlanan sucuklarda tiretim sirasinda LAB
sayisindaki degisim ¢izelge 4.2°de ve sekil Sekil 4.2°de verilmistir. Sucuk
mikrobiotasinda dominant organizmalar olan LAB, olusturulan ortam ve starter kiiltiir
ilavesi ile ortama hakim olmaktadir. Sucuklarin LAB sayisina starter/koruyucu kiiltiir
ilavesi ve iiretim stiresinin birlikte etkisi dnemli (P<0.05) bulunmustur. Starter/koruyucu
kiiltiir ilavesinin etkisi 0. glinden itibaren gézlenmistir. Nitekim kiiltiir ilave edilmeden
tiretilen kontrol 6rnekler en diisilk LAB sayisina (5.22 logiokob/g), starter kiiltiir ilave
edilen S1, S2 ve S3 Ornekler en yiiksek LAB sayilarina sahip olmuglar (sirasiyla 6.64,
6.68 ve 6.80 logiokob/g) ve K ornekler ile starter/koruyucu kiiltiir 6rnekleri arasindaki
fark 6nemli (P<0.05) olmustur. Uygulamanin etkisi tiretimin 3., 6., 9 ve 12. gilinlerinde
de etkili olmus ve starter/koruyucu kiiltlir icermeyen Orneklerin LAB sayilari, diger
orneklerden 6nemli diizeyde (P<0.05) daha diisiik bulunmustur. LAB sayisi en fazla 3.
ve 6. giinlerde (sirasiyla 10.03 ve 10.14 logiokob/g) L. sakei koruyucu kiiltiir ilave
edilen orneklerde belirlenmistir. S1, S2 ve S3 gruplarinin LAB sayilar arasindaki fark
3., 6. ve 9. giinlerde 6nemli olurken (P<0.05), 12. giinde S1 ve S2 6rnekleri en yiiksek
LAB sayisina sahip olmuslar ve aralarindaki fark énemsiz (P>0.05) olurken, S3 ve K ile
aralarindaki fark 6nemli (P<0.05) bulunmustur. Sucuklarin LAB sayisindaki artisa
tretim stiresinin etkisi de onemlidir. En fazla artis beklendigi lizere 3. giinde yani
fermantasyoun en yogun meydana geldigi donemde meydana gelmis, 6. giinde de az da
olsa bir artis, 9. ve 12. giinlerde ise K, S1 ve S3 oOrneklerinde diislisler gozlenmistir.
Fermantasyonun 3. giiniinde K 0&rneklerinde 2.3 log diizeyi ile en az artig, S2

orneklerinde 3.35 log diizeyi ile en fazla artis gdzlenmistir.

Bunun yanmi sira, 0. giin S1 (6.64 logiokob/g), S2 (6.68 logigkob/g) ve S3 (6.80
logiokob/g) 6rneklerinin birbirine yakin LAB sayilarina sahip olmalarina karsin, 3., 6.,

9. ve 12. giinlerde S2’nin en yliksek LAB sayilarina sahip oldugu goézlenmistir. Bu
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durum L. sakei’nin sucuk ortamina adaptasyonunun P. acidilactici’den daha iyi
oldugunu gostermektedir. Bunun nedeni, 18-22 °C olan sucuk iiretim sicakligmin,
optimum gelisme sicakligi 40 °C olan P.acidilactici (Ockerman ve Basu 2007) i¢in

diisiik olmasi olabilir.

Cizelge 4.2 Starter/biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve iiretim siiresinin sucugun LAB
sayisina (logiokob/g) etkisi

Uretim siiresi (giin)

Uygulama 0 3 6 9 12

K 5.2240.13" 7.48+0.16"° 8.53+0.11°7  8.47+0.03"% 8.34+0.04"°
S1 6.64+0.08%% 9.31+0.15%¢  9.48+0.04%"  9.30+0.14°° 9.11+0.27°"
S2 6.68+0.07%% 10.03+0.22°" 10.14+0.16™ 9.62+0.27°¢ 9.25+0.19°"
S3 6.80+0.23%%  9.46+0.18%"  9.53+0.10%°  9.02+0.03%° 8.86+0.08""

*Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmast olarak verilmistir
A-C: Her bir siitunda ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05)
a-c: Her bir satirda ayn1 harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05)

Sucuklarda iiretim boyunca TAMB ve LAB sayilarindaki degisim diger ¢alismalarla
uyumludur (Soyer vd. 2005, Dalmis ve Soyer 2008, Arslan ve Soyer 2018). Rantsiou
vd. (2005), bakteriosin tireten L. sakei inokiile ettikleri fermente sosislerde LAB
sayisinin hizla 10%-10° kob/g diizeylerine arttigim1 ve fermantasyon sirasinda stabil
kaldigini ifade etmislerdir. Oz vd. (2018), sucuga 10" kob/g diizeyinde P.acidilactici
S147 susu ilave ettikleri ¢aligmalarinda, LAB sayisinin 7.66 logiokob/g’dan 24 saat
fermantasyondan sonra 8.85 log;okob/g diizeyine arttigini bildirmislerdir. Starter kiiltiir
kullanilarak iiretilen sucuklarda LAB gelisme hizi olgunlasma evresinde ilk 3 giin en

hizlidir (Kaya ve Gokalp 2005).

Pediococcus acidilactici, Lactobacillus curvatus, Staphylococcus xylosus karigimi ve
Lactobacillus sakei, Staphylococcus carnosus bakteri karisimindan olusan kiiltiirlerle
hazirlanan sucuklarda, starter kiiltiir ve olgunlagsma siiresinin LAB sayisini etkiledigi

bulunmustur (Kaban ve Kaya 2006).
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Farkli starter kiiltiirlerin karigimlar ile {iretilen fermente sosislerde ilk giin LAB sayisi
3.07 ile 7.11 logjokob/g arasindan degisiklik gosterirken, bu say1 tiretimin 21. giiniinde
6.41 ile 9.18 logiokob/g arasinda degisim gostermistir. LAB sayisindaki bu degisimin,
sosis pH degerlerindeki degisim ile uyumlu oldugu bildirilmistir. Fermente sosislerde

asit diizeyinin
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Sekil 4.2 Sucuk iiretimi sirasinda LAB sayisindaki degisim

hizlica artmasi, L. sakei, S. xylosus, S. carnosus, L. sakei + S. carnosus, ve P.
pentosaceus + S. xylosus starter kiiltiirlerini igeren iriinlerdeki LAB gelisiminin bir
sonucudur (Aro Aro vd. 2010).

4.1.3 Kuagulaz negatif kok sayisi

Sucuklarda KNK sayilaria starter/koruyucu Kkiiltiir ilavesinin ve iiretim siiresinin
etkisini gosteren Duncan sonuglar c¢izelge 4.3’de ve degisim sekil 4.3’de
gosterilmektedir. Sucuk hamurunda (0. giin) K, S1, S2 ve S3 6rneklerinde KNK sayilari
sirasiyla 4.17, 6.86, 4.30 ve 4.21 logiokob/g olarak belirlenmistir. S1 6rneklerinde KNK
sayisinin diger gruplardan 6nemli diizeyde (P<0.05) yiiksek olma nedeni, starter
kiiltiirlerden birinin S. carnosus yani koagulaz negatif koklardan olusmasidir. KNK

sayilar 3. giine kadar tiim gruplarda artarken, 6. glinden itibaren starter/koruyucu kiiltiir
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ilaveli 6rneklerde azalma gostermistir. En yiiksek KNK sayisina sahip S1 6rneklerinde
analiz periyotlar1 arasinda 9. giine kadar 6nemli bir farklilik (P>0.05) saptanmazken, 12.
giin KNK sayisi ile diger giinler arasindaki fark énemli (P<0.05) olmustur. Uretimin
sonunda, S2 ve S3 gruplarindaki KNK sayilar1 arasindaki fark onemli degilken
(P>0.05), K, S1, S2 ve S3 sayilar1 arasindaki fark 6nemli (P<0.05) bulunmustur.
Uretimin sonunda 6nceki analiz dénemlerine gdre azalmasina karsin en yiiksek KNK
sayisina P. pentosaceus/S. carnosus karisimi ilave edilen sucuk ornekleri (6.37
logiokob/g), en diisiik sayilara ise sirasiyla P. acidilactici (4.22 logiokob/g) ve L.sakeli
(3.97 logiokob/g) koruyucu kiiltiir ilave edilen 6rnekler sahip olmuslardir.

Cizelge 4.3 Starter/biyokoruyucu kiiltlir ilavesinin ve iiretim siiresinin sucugun KNK
sayisina (logiokob/g) etkisi

Uretim siiresi (giin)

Uygulama 0 3 6 9 12

K 4.17+0.02"%  5.35+0.99"" 5.71+0.97°% 5.77+1.14%% 5.57+1.03°"
S1 6.86+0.13%°  7.00£0.12%° 6.90£0.06"° 6.85+0.14°° 6.37+0.38“*
S2 4.3040.15"" 4.88+0.17° 4.68+0.15"° 4.31+0.14" 3.97+1.12"
S3 4.2140.09%  5.1440.16™" 4.93+0.26%° 4.43+0.16™ 4.22+0.07"

*Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmast olarak verilmistir
A-C: Her bir siitunda ayni harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05)
a-c: Her bir satirda ayni1 harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05)

Fermantasyon boyunca KNK sayilarinda artig olmasi, bu mikroorganizmalarin LAB ile
rekabet edebilmesiyle iligkilidir. Fakat fermantasyonun ilerleyen giinlerinde pH’in
diismesi ve kuruma KNK’larin inhibe olmasina ve sayilarinin azalmasina neden
olmaktadir. Mikrokok/Stafilokok bakteriler, asidik ve anaerobik sartlardan etkilenirler
ve olgunlagma siirecinde sayilarinda azalma meydana gelir (Aksu ve Kaya 2004, Kaban
ve Kaya 2006). Fermente et irlinlerinde LAB’den sonra ikinci dominant
mikroorganizmalar olan KNK organizmalari hem mikrokoklari hem de koagulaz negatif
stafilokoklart icerirler (Aquilanti vd. 2016). Fermente et {iriinlerinde KNK baslica renk
gelisiminden ve stabilizasyonundan, lipolitik ve proteolitik degisimlerden sorumludur

(Talon vd. 2004, lacumin vd. 2006, Talon ve Leroy 2006, Kamiloglu vd. 2016).
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Bir calismada, antimikrobiyel S. sciuri ve L. sakei iCTC 494 ile fermente edilen
sosislerde KNK sayilart maksimum 10’ ve 10° kob/g’ ulasip devam eden siirecte ise 10°
kob/g’in altina diismeyecek sekilde azalmistir. Bu durum kullanilan fermentatif starter
kiltir L. Sakei’nin, KNK’lar1 fermantasyon boyunca baskiladigini gostermektedir
(Mainar vd. 2016).
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Sekil 4.3 Sucuk tiretimi sirasinda KNK sayisindaki degisim

Talon vd (2007), Fransiz usulii fermente sosislerin hammadde, ¢evre ve isleme
materyali ve daha sonrasinda ise fermantasyon ve depolama boyunca degisen
mikroflorasini incelemiglerdir. Bu ¢alismada, geleneksel fermantasyon yontemi ile elde
edilen sosislerde KNK’larin ortama hakim ikinci grup oldugu belirtilmistir. Baslangicta
3.1 ile 4.4 logiokob/g olan sayinin olgunlasma sonunda 6-8 logiokob/g’a ulastigi
gozlemlenmistir. KNK’lar bazen fermantasyon boyunca gelisme gostererek 10%-10°

kob/g’ a ulasabilir ya da olgunlagma siiresince de gelismelerini siirdiirebilirler (Talon
vd. 2007).

4.1.4 Enterokok Sayisi

Enterokoklar, et ve siit Uriinlerinin fermantasyonu sirasinda canli kalabilir ve

cogalabilirler. Ozellikle ortamda rekabet edecekleri starter kiiltiirler olmadiginda daha
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kolay ¢ogalirlar (Hugas vd. 2003, Zdolec vd. 2008). Yapilan varyans analizi sonucunda
stirenin ve kiiltiirlerin Enterococcus sayisi iizerine etkisi oldugu (P<0.05) belirlenmistir
(Cizelge 4.4). Sucuk hamurunda enterokok sayisi 2.40-4.18 logiokob/g arasinda
degismis, ozellikle P. acidilactici starter kiiltiirii igeren 6rnekler (S3) en yiiksek sayiya,
L. sakei iceren drnekler (S2) ise en diisiik sayrya sahip olmustur. Uretimin 3. ve 6.
giinlerinde K, S2 ve S3 oOrneklerinin enterokok sayilarinda artis gozlenirken, S1
orneklerinde 3. giinden sonra azalis gézlenmistir (Sekil 4.4). Uretim sonunda en yiiksek
enterokok sayilar1 K (6.37 logiokob/g) ve S3 (4.28 logiokob/g) drneklerinde belirlenmis
ve birbirleri ve diger gruplar ile aralarindaki fark 6nemli (P<0.05) bulunmustur. P.
acidilactici inokiile edilen orneklerde yiiksek enterokok sayisi, bu organizmalarin
enterokoklarin  gelisimini tesvik ettigini gostermistir. L.sakei inokiilasyonu ise
enterokoklarin sayisinda 6nemli diizeyde azalmaya neden olmus (P<0.05) ve {iretimin

sonunda 2.28 logigkob/g ile en diisiik say1 bu d6rneklerde belirlenmistir.

Cizelge 4.4 Starter/biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve f{retim siiresinin sucugun
enterokok sayisina (logigkob/g) etkisi

Uretim siiresi (giin)

Uygulama 0 3 6 9 1

K 4.48+0.21"° 4.68+0.26™° 4.79+0.22%° 5.90+0.11"*° 6.37+0.36™
S1 3.49+0.40"  4.35+0.44%%  4.04+0.55°® 3.79+0.45°° 3.51+0.38“"
S2 2.40+0.16%° 3.19+0.17%* 3.30+0.25°* 2.68+0.21"° 2.28+0.20""
S3 4.18+0.47°*" 4.63+0.32"*" 501+0.30" 4.87+0.41%* 4.28+0.54""

*Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmast olarak verilmistir
A-C: Her bir siitunda ayni harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05)
a-c: Her bir satirda ayn1 harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6énemli degildir (P>0.05)

Literatiirde bildirildigi gibi, et fermantasyonunda enterokoklarin varligi sabittir. GRAS
olarak degerlendirilmeleri hala tartismalidir (Talon vd. 2007). Ancak, son calismalar,
gida ve et enterokoklarimin, 6zellikle Enterococcus faecium'un klinik suslardan ¢ok
daha diistik bir patojenite potansiyeline sahip olduguna isaret etmektedir. Enterokoklar,
fermente et Uriinlerinde diger mikroorganizmalara gore rekabet istiinliigline sahiptir.
Sosislerden izole edilen bir¢ok enterokok, et patojenlerine ve bozulmaya neden olan
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivite gosteren enteroksin (E. faecium

tarafindan tretilen bakteriyosin) iiretme kabiliyetine sahiptir (Hugas vd. 2003).
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Enterokoklar fermente et liriinlerinde kontaminasyon durumuna gore dnemli sayilarda
bulunabilmektedirler. Avrupa’da iiretilen fermente sosislerde enterokok sayilar1 1.9 ile
6.9 logiokob/g arasinda degismektedir (Gounadaki vd. 2008, Ferreira vd. 2006).
Enterokoklar, ozellikle starter kiiltiir icermeyen fermente et iirlinlerinde canl
kalabilmekte ve ¢ogalabilmektedirler (Giraffa 2002). Enterokoklar, et ve siit iirlinlerinin
fermantasyonu sirasinda canli kalabilir ve ¢ogalabilirler. Ozellikle ortamda rekabet
edecekleri starter kiiltiirler olmadiginda daha kolay ¢ogalirlar (Hugas vd. 2003, Zdolec
vd. 2008). Enterokoklar genellikle
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Sekil 4.4 Sucuk tiretimi sirasinda Enterokok sayisindaki degisim

fermantasyonun baslarinda gelisme gostermekte ve sonrasinda sayilari sabitlenmektedir.
Fermantasyon prosesinin sonlarinda Sayilart 4-6 logiokob/g’a kadar ulasabilmektedir.
Enterokoklar ortam asitlige dogru degistikge reakabet giigleri zayiflar. Bu nedenle
genellikle yiksek pH'li geleneksel sosislerde hayatta kalma ve ¢ogalma igin elverisli
kosullar bulurlar (Lopez vd. 2004, Talon vd. 2007). Montel (2000), Akdeniz kuru
sosislerinde iiretim sonunda enterokok sayilariin 4 logjokob/g diizeylerine ulastigini
bildirmistir. Lopez vd. (2004) ise, farkli starter kiiltiirlerle iiretilen Akdeniz fermente
kuru sosislerinde, iiretimin basinda enterokok sayilarinin 3.12- 4.20 logigkob/g
araliginda degistigini, 15 giin iiretim sonunda ise 3.49-4.50 arasinda degistigini

bildirmiglerdir. Asitligi diisiik sosislerde enterokoklarin rekabet edemedigi ve
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sayilarinin azaldigr gozlenmistir. Caligmamizda elde edilen sonuglar ile literatiir

sonuglar1 birbirini desteklemektedir.

4.1.5 Enterobacteriaceae sayisi

Sucuklarda iiretim boyunca belirlenen Enterobacteriaceae sayisindaki degisim ¢izelge
4.5’de verilmistir. Fermantasyon ve kuruma siiresince sucuklarda Enterobacteriaceae
sayilar1 giderek azalmis ve starter/koruyucu kiiltiir inokiile edilen sucuklarda daha fazla
azalma gozlenmistir. Enterobacteriaceae sayisina uygulama ve siirenin birlikte etkisi
onemli bulunmustur (P<0.05). Uretimin baginda farkli sucuk 6rneklerinde
Enterobacteriaceae sayis1 4.03-3.53 log;okob/g araliginda degismis ve gruplar arasinda
onemli bir farklilik belirlenmemistir (P>0.05). Sucuk o6rneklerinde siirenin etkisi 3.
giinden sonra gozlenmis ve asitlik artisina bagl olarak egilim, 6zellikle starter/koruyucu
kiiltir ilave edilen sucuklarda daha fazla olmak tizere Enterobacteriaceae sayisinda
azalma yoniinde degismistir (Sekil 4.5). Starter/koruyucu kiiltiir ilavesinin etkisi de 3.
giinde ortaya ¢ikmis ve en fazla azalma S1 ve S2 6rneklerde olmus ve K ve S3 gruplari
ile aralarindaki fark 6nemli (P<0.05) diizeyde diisiik bulunmustur. Uretimin 6. ve 9.
giinlerinde en yiiksek Enterobacteriaceae yiikii K 6rneklerinde, en diisiik S1, S2 ve S3
orneklerinde belirlenmistir. Enterobacteriaceae sayisi iiretimin sonunda en yiiksek
starter/koruyucu  kiiltiir icermeyen K Orneklerde (2.82 logiokob/g), en diisiik
starter/koruyucu kiiltlir igceren S1, S2 ve S3 oOrneklerinde (sirasiyla 1.33, 1.45 ve 1.89
logiokob/g) belirlenmistir. Uretim sonunda, S1 ve S2 &rneklerinin Enterobacteriaceae
sayilar1 arasindaki fark onemli olmazken (P>0.05), bu gruplarla K ve S3 gruplar

arasindaki fark onemli (P<0.05) bulunmustur.
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Cizelge 4.5 Starter/biyokoruyucu Kkiiltiir ilavesinin ve iiretim siiresinin sucukta
Enterobacteriaceae sayisina (logigkob/g) etkisi

Uretim siiresi (giin)

Uygulama 0 3 6 9 12

K 3.82+0.73"° 4.66+0.36" 4.16+0.18"" 3.71+0.48"° 2.82+0.50"°
S1 4.03+0.62°*  3.09+0.31%° 2.11+0.53°° 1.85+0.64%° 1.33+0.46“°
S2 3.6140.14"  2.89+0.09°° 2.51+0.35%° 1.96+0.25%% 1.45+0.63®
S3 3.53+0.28™ 3.88+0.04°% 3.16+0.31%° 2.12+0.43% 1.89+0.41°

*Sonuglar 3 tekerriir ortalamasi+standart sapmasi olarak verilmistir.
A-C: Her bir siitunda ayni harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05).
a-c: Her bir satirda ayn1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05).

Enterobacteriaceae, asidik ortama ve diisiik su aktivitesine karsi direnci olamayan ve
fermente et lrlinlerinde olgunlasma siirecinde elimine edilen mikroorganizma grubudur
(Lorenzo vd. 2014, Wang vd. 2019). L. sakei, L.sakei + S.xylosus, L.sakei + S.xylosus +
S.carnosus inokiile edilerek ve starter inokiile edilmeden iiretilen koyun fermente
sosislerinde Enterobacteriaceae sayisinin 12 giin iretim sirasinda kademeli olarak
azaldigr ve bu azalmanin en fazla starter inokiile edilen orneklerde oldugu diger
arastirmacilar tarafindan da ifade edilmistir (Arslan ve Soyer 2018, Wang vd. 2019).
Benzer sekilde Kaban ve Kaya (2009) da, L. plantarum ve S. xylosus kiiltiirlerinin
faaliyetleri sonucu ilk giin 10% kob/g olan Enterobacteriaceae sayisin 3. giinden ve
kontrol grubunda ise 7. glinden sonra sayilabilir seviyenin alina distiigiini
belirlemislerdir. Sucuk gibi kuru fermente et iriinlerinde diisiik Enterobacteriaceae
sayist Urlinlin mikrobiyal kalitesinin ve giivenirliginin bir gdstergesidir (Lu vd. 2010,
Ma vd. 2015). Farkli starter kiiltiir (L. plantarum) kullanilarak hazirlanan sucuklarda
Enterobacteriaceae sayisinda 6nemli dlglide diislis gézlenmekte olup 3. giinden sonra
sayilarinin 2 logigkob/g’dan daha az oldugu (Kamiloglu vd. 2019) ve benzer olarak L.
plantarum, L. sakei ve P. acidilactici kiiltiirlerinin kullanildig1 sucuklarda 3. giinden
sonra Enterobacteriaceae sayisinin saptanabilir diizeyin altinda oldugu belirtilmistir
(Kaya ve Gokalp 2005).
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Sekil 4.5 Sucuk iiretimi sirasinda Enterobacteriaceae sayisindaki degisim

Enterobacteriaceae familyasinin {yeleri olan bakteriler, fermente et {irlinlerinde
istenmeyen histamin, kadaverin ve putresin gibi biyojenik aminlerin olusumunda rol
oynamaktadirlar ve bu nedenle bu tip iriinlerinde sayilarimin azalmasi Onemli

olmaktadir (Gengcelep vd. 2007, Ma vd. 2015).

4.1.6 Escherichia coli Sayis1

Fermente sucuklarda farkli starter/koruyucu kiiltiir ve tiretim siiresinin E. coli sayisi
tizerine etkisini gosteren Duncan sonuclari ¢izelge 4.6’da verilmistir. Yapilan varyans
analizi sonucu uygulama x siire etkilesiminin 6nemli (P<0.05) oldugunu gdstermistir.
Sucuk hamurunda, E.coli sayist1 2.24-2.75 logigkob/g araliginda degismis ve
starter/koruyucu kiiltiir inokiilasyonunun etkisi ilk giinden etkisini gostermistir. Kiiltiir
inokiile edilmeyen K Ornekler 0. giin ve diger giinlerde inokiile edilen 6rneklerden
onemli diizeyde (P<0.05) yiiksek E. coli yiikiine sahip olmuslardir. L. sakei ve P.
acidilactici koruyucu kiiltiir inokiile edilen Ornekler 6. giinden itibaren benzer
diizeylerde diisiikk E.coli sayilar1 icermisler ve diger gruplarla aralarindaki fark nemli
diizeylerde (P<0.05) bulunmustur. Ticari starter kiiltiir ile karsilastirildiginda (S1),

E.coli inhibisyonunu koruyucu kiiltiir ilavesi daha fazla azaltmistir (Sekil 4.6).
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Cizelge 4.6 Starter/biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve {iretim siiresinin sucukta E.coli
sayisina (logiokob/g) etkisi

Uretim siiresi (giin)

Uygulama 0 3 6 9 12

K 2.7540.15"°  3.69+0.27" 3.73+0.21"* 2.80+0.10"° 2.21+0.11°°
Ss1 2.5740.03%%  2.45+0.07°* 2.07+0.17%° 1.5340.35%° 1.18+0.14%
S2 2.46+0.16°° 2.50+0.14%* 1.42+0.12°° 0.96+0.16°° 0.79+0.22°°
S3 2.2440.04%*  2.18+0.13* 1.58+0.07°° 1.07+0.12°° 0.70+0.01%

*Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmasi olarak verilmistir
A-C: Her bir siitunda ayni harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05)
a-c: Her bir satirda ayn1 harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05)

E. coli, aside kars1 direng¢ mekanizmasi sayesinde diisitk pH degerine sahip ortamlara
uyum saglayarak canliligini koruyabilmektedir. S. carnosus, S. xylosus, ve L. curvatus
kiiltiirleri kullanilarak hazirlanan sucuklarda aside kars1 direngli oldugu bilinen E. coli

tiirleri varliklarin siirdiirebilmislerdir (Oztiirk ve Halkman 2015).

Gi-Seong vd. (2002), Pediococcus acidilactici K10un in vitro sartlarda E.coli 0157:H7
inhibisyonu i¢in tek basina yeterli olmadigini ancak; laktik, siiksinik ve asetik asit gibi
organik asitlerin varliinda Onemli diizeyde inhibisyon etkisinin oldugunu
bildirmislerdir. Benzer sekilde in vivo ortamlarda yapilan aragtirmalarda ise kiyma ete
inokiile edilen E.coli O157:H7’nin P.acidilactici ve laktik asit ile beraber uygulamasi

sonucu 2.8 log birim azalma
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Sekil 4.6 Sucuk iiretimi sirasinda E. coli sayisindaki degisim

gozlemlenmistir. Benzer sekilde ¢alismamizda kullandigimiz P. acidilactici koruyucu

kiiltiirin olusturdugu laktik asit ortaminda E.coli inhibisyonu gézlenmistir.

Lopez vd. (2004), 6 farkli fermente sosiste iiretimin basinda Enterobacteriaceae
sayisimt ortalama 3.31 logiokob/g oldugunu, 7 giin olgunlastirma sonrasi sayinin
yaklasik 1 log diizeyine distiigiinii, 15 gilin sonra ise 1 logjokob/g’un altina distiigiini
bildirmislerdir. Koliform ve E.coli sayilari iiretimin baginda sirasiyla 3.09 ve 1.80
logiokob/g bulunmustur. Uretimin 7. giiniinde bircok iiriinde sayilar1 siiratle azalmis ve
1 logiokob/g nin altina diismiistiir. Uretimin sonunda sadece iki sosiste koliform sayist 1

logiokob/g diizeyinde saptanirken, higbir iiriinde E.coli saptanmamustir.

Arastiricilar, koliform ve E.coli’yi de kapsayan Enterobacteriaceae popiilasyonunda en
fazla diisiisiin olgunlasma siirecinde gozlendigini bildirmislerdir. Bu diisiisiin en 6nemli
nedeni, Ozellikle fermantasyon siirecinde meydana gelen pH diisiisiidiir (Bello ve
Sanchez-Fuertes 1995). Papamanoli vd. (2003), fermente et iriinlerinde diisiik
Enterobacteriaceae sayisinin disiik pH ile iliskili oldugunu belirtmislerdir. Laktik asit

konsantrasyonundaki artig, pH diisiisliniin nedenidir.

58



Enterobacteriaceae ve E.coli hijyenik kalite ile iliskilendirilen organizmalardir. Sucukta
pH diisiisii ve kuruma ile birlikte rekabet edememekte ve sayilari azalmaktadir (Castano
vd. 2002). Ancak spontane fermantasyonla yapilan iiretimlerde (K 0&rnegi gibi),
sayilarindaki azalma daha yavas olmaktadir. Kaban ve Kaya (2009), geleneksel
sucuklarda ortama laktik asit bakterilerinin hakim olmasiyla ¢ 8 logiokob/g LAB)
Enterobacteriacea sayisinin 6nemli diizeylerde azaldigimi bildirmiglerdir. Wang vd.
(2013, 2015) calismamizdaki bulgulara benzer sekilde fermente sosislerde starter kiiltiir
ve L.sakei biyokoruyucu Kkiiltiir ilavesinin Enterobacteriaceae ve E.coli sayisinda
onemli azalmalara neden olduklarini belirtmislerdir. Arslan ve Soyer (2018) de benzer
sekilde, fermente sucuklarda baslangigta yiiksek olan Enterobacteriaceae sayisinin

iiretim sonunda 6nemli diizeyde azaldigini bildirmistir.

4.1.7 Staphylococcus aureus

Sucuklara farkli starter/koruyucu kiiltiir ilavesinin ve {iretim siiresinin S. aureus sayisi
lizerine etkisi ¢izelge 4.7°de goriilmektedir. Uretimin basinda S.aureus sayis1 en diisiik
P.acidilactici inokiile edilen 6rnekte, en yiiksek starter icermeyen kontrol drnekte olmak
tizere 2.86-3.60 logiokob/g arasinda degismis ve S3 grubu ile K grubu arasindaki fark
onemli bulunmustur (P<0.05). Starter iceren S1 Orneginde ve biyokoruyucu kiiltiir
iceren S2 ve S3 drneklerinde fermantasyon sirasinda S.aureus sayisinda énemli diistisler
gozlenmis, buna karsin kiiltir icermeyen K Orneklerde say1r (3.60’dan 4.10
logiokob/g’ye) artmustir. Uretimin her asamasinda K drneklerin S. aureus sayisi diger
orneklerden 6nemli diizeyde (P<0.05) daha yiiksek bulunmustur. L.sakei koruyucu
kiiltiirii inokiile edilen drneklerde S.aureus inhibisyonu daha fazla olmustur. Uretimin
sonunda en diisiik sayilar sirasiyla S2 (1.02 logiokob/g), S3 (1.21 logiokob/g) ve S1
(1.92 logiokob/g) orneklerinde belirlenmistir. Diger yandan starter kiiltiir icermeyen
kontrol 6rneklerde S.aureus sayisi iiretim boyunca diger 6rneklerden 6nemli diizeyde
yiiksek (P<0.05) bulunmustur. Son giin sayimlarinda, K grubundaki S. aureus sayisi,
biyoaktif starter kiiltiir kullanilan sucuk gruplarinin 2 kati1 kadar fazla bulunmustur.
Bunun anlami LAB sayisinin yeterli diizeyde olmamasi ve yiiksek pH ortaminin
S.aureus gelisimini tegvik etmesidir. Nitekim Kaban ve Kaya (2006), starter kiiltiir

icermeyen Orneklerde pH degerinin yavas diismesinin, S.aureus ¢ogalmasi i¢in uygun
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ortam olusturdugunu bildirmislerdir. Elde edilen sonuglar, S.aureus inhibisyonunun
L.sakei ve P.acidilactici inokiilasyonu ile daha iyi saglandigini, ticari starter kiltiirlerin
(S1) tek basina yeterli bir inhibisyon saglamadigini géstermistir. Fermente sucukta
siireye bagli olarak tiim gruplarin S.aureus sayisinda oOnemli diizeyde azalmalar
(P<0.05) gozlenmistir. Ozellikle S1 ve S2 gruplarinda meydana gelen azalma her bir
analiz doneminde 6nemli (P<0.05) bulunmustur (Sekil 4.7).

Cizelge 4.7 Starter/biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve iiretim siiresinin sucukta S.aureus
sayisina (logjokob/g) etkisi

Uretim siiresi (giin)

Uygulama 0 3 6 9 12

K 3.60+0.31°°  4.10+0.40" 4.33+0.44™ 3.85+£0.25"° 3.74+0.15"°
s1 3.33+0.40"% 2.85+0.45%" 2.35+0.18%° 2.11+0.11%¢ 1.92+0.13%¢
S2 3.12+0.30"% 2.35+0.09°®  1.72+0.45°° 1.47+0.18°" 1.02+0.18°
S3 2.86+0.09%%  2.25+0.09°° 1.97+0.42°"° 1.74+0.23°° 1.21+0.10“°

*Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmasi olarak verilmistir
A-D: Her bir siitunda ayni harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05)
a-e: Her bir satirda ayn1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05)

S. aureus fermente et iiriinlerinde de varligin1 gosterebilen, gida kaynakli bir patojendir.
Perakende tiriin arastirmalari, sucuklarda S. aureus ile siklikla karsilasildigini
gostermektedir. Fermentasyon sicakligir 30-40°C olan kuru ya da yar1 kuru fermente et
tiriinleri, S. aureus gelisimi i¢in oldukga elverislidir. Fermantasyon siirecinin ilk giinleri
pH, su aktivitesi ve degisen mikrobiyal flora nedeniyle 6nemlidir (Kaban ve Kaya
2006).
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Sekil 4.7 Sucuk tiretimi sirasinda S. aureus sayisindaki degisim

Koagulaz pozitif stafilokok bakteri S.aureus, yiiksek tuz konsantrasyonlarini tolere
edebilir ve 0.86 a, degerlerine kadar gelisebilir. Cogalma igin gerek duydugu sicaklik
aralifi 7-48 °C olup, optimum gelisme sicakligi 37 °C’dir. pH istegi 4-10 aralii,
optimum 6-7 pH araligidir. S. aureus fermente sosislerde siklikla bulunur. Fakat sayisi,
hastalik etmeni enterotoksin tiretemeyecek kadar disiiktiir. S. aureus, tuz ve nitriti
tolere edebilirken, diisiik pH, diisiik sicaklik ve anaerobik kosullarda rekabet¢i degildir
(Holck vd. 2017). Laktik asit bakterileri koagulaz pozitif stafilokoklar i¢in rekabetci
floray1r olustururlar. Bu nedenle ortamda yiiksek sayida laktik asit bakterilerinin

bulunmasi bu mikroorganizmalarin inhibisyonu i¢in 6nemlidir (Pullen ve Genigeorgis

1977).

Stafilokokkal entorotoksinlerin olusmasi i¢in gerekli ortamlar;(i) baslangic hamurda
yiiksek Staphylococcus aureus sayisi, (ii) diisiik LAB sayisi, (iii) yiiksek pH, (iv)
yiikksek su aktivitesi ve (v) diisilk tuz konsantrasyonudur. Et {irlinlerine S.aureus
kontaminasyonu; ¢evre, ekipman, ¢ig materyal ve personelden kaynaklanmaktadir
(Pullen ve Genigeorgis 1977, Smith ve Palumbo 1978). Calismamizda starter icermeyen
kontrol 6rneklerde yiiksek sayida bulunmasi iiriin i¢in risktir. L.sakei ve P.acidilactici

koruyucu kiiltiirlerin olusturdugu diisiik pH ortami, hizli kuruma ve bakteriosin
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olusturma Ozellikleri diisik S.aureus sayisina ve daha giivenilir {iriine neden

olmaktadirlar.

Kaban ve Kaya (2006), P. acidilactici, L. curvatus, S. xylosus karisimi ve L. sakeli, S.
carnosus karistmi igeren iki farkli grubun sucukta S. aureus f{izerine etkisini
aragtirmiglardir. Starter kiiltiir gruplarinin kontrol grubundan istatistik agidan onemli
derece farklilik gosterdigi ve S. aureus gelisimini azalttiklari, buna karsin kontrol
orneklerde S. aureus sayisinin arttigi bildirilmistir. Bulgular incelendiginde ilk 6 giin
hem pH degeri hem de S. aureus sayis1 artmis ve 6. giinden sonra her ikisinde de diisiis
gozlemlenmistir. Calismamizdaki bulgular, Kaban ve Kaya’nin (2006) bulgulariyla
desteklemektedir.

4.1.8 Maya-Kiif Sayisi

Farkli starter/koruyucu kiiltlir ilavesinin ve iiretim siiresinin sucuklarin maya-kiif
sayilarindaki degisime etkileri ¢izelge 4.8’de verilmistir. Maya-kiif sayim sonuglari i¢in
yapilan varyans analizine gore siire ve kiiltiir inokiilasyonunun birlikte etkisi 6nemlidir
(P<0.05). Ilk giin sucuk gruplarindan yapilan sayimlarda maya-kiif sayilar1 4.68
logiokob/ g (K grubu) ile 4.01 logiokob/g (S2 grubu) arasinda degisim gostermektedir.
K grubu incelendiginde ilk 9 giinde artis ve 12. giin sayimlarinda azalma
gozlemlenmistir. K grubundaki maya-kiif sayisindaki farklilik istatistik olarak onemli
degildir (P>0.05). Kiltiir inokiile edilmeyen K Ornekleri starterli ve koruyucu kiiltiir
inokiile edilen Orneklerden daha fazla maya-kiif sayisina sahip olmuslardir. Diger
taraftan biyoaktif kiiltiir (L.sakei ve P.acidilactici) kullanilarak {iretilen sucuklarda
maya-kiif sayilarinda asamali olarak azalma meydana gelmistir. S1, S2 ve S3
gruplarinda meydana gelen farkliliklar istatistik olarak 6nem tasimaktadir (P<0.05). 12.
giin sonunda en az sayida maya-kif sayis1 S3 grubunda 2.29 logigkob/g olarak
hesaplanmistir. Bu degeri 2.42 logigkob/g ile S2; 3.27 logiokob/g ile S3 ve 4.67
logiokob/g ile K grubu takip etmektedir.
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Cizelge 4.8 Starter/biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve {iretim siiresinin sucukta maya-kiif
sayisina (logiokob/g) etkisi

Uretim siiresi (giin)

Uygulama

0 3 6 9 12
K 4.68+0.40™  4.94+0.26™  5.01+0.09™ 5.18+0.13" 4.67+0.04™
s1 4.57+0.04"5%  4.41+0.08"%* 3.93+0.39%° 3.63+0.28%"° 3.21+0.17°°
S2 4.01+0.52%%  3.78+0.53°%  3.78+0.37°% 3.27+0.58%° 2.4240.24“°
S3 4.50+0.60"%%  3.90+0.38%° 3.41+0.44%° 3.07+0.40%° 2.29+0.22%

*Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmasi olarak verilmistir.
A-C: Her bir siitunda ayni harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark énemli degildir (P>0.05).
a-c: Her bir satirda ayn1 harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05).

Fermente et iirlinlerinde ortama LAB hakim olsa bile belirli diizeyde maya-kiif gelisimi
goriilmektedir (Toldra ve Hui 2015). Maya-kiif genellikle 2.0 ile 4.5 logigkob/g arasinda
hamur halindeki iiriinde bulunabilmektedir. Baz1 ¢alismalarda fermantasyon boyunca

gelisme gozlense de sayilari genel olarak 5 logigkob/g’1 asmaz (Talon vd. 2007).

L.sakei ilavesi Cin fermente sosislerinde daha diisitk maya-kiif sayisina neden olmus,
fakat 30 giin iiretim sirasinda arttigi belirlenmistir (Wang vd. 2013). Zdolec vd. (2008)
ise, L.sakei ve bakteriyosin mesenterosin Y ilavesinin fermente sosislerin 28 giin
tretimi sirasinda maya sayisint 1.2-1.4 log diizeyinde azalttigini1 belirlemislerdir.
Arastirmacilar, baslangic maya sayisinin, 5.0-5.5 logigkob/g arasinda oldugunu, iiretim

sonunda 4.0-4.5 logiokob/g diizeylerine azaldigini belirlemislerdir.
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Sekil 4.8 Sucuk tiretimi sirasinda maya-kiif sayisindaki degisim

Erkmen ve Bozkurt (2004), starter kiiltiir kullanilarak fabrikalarda ve kasaplarda
tiretilmis olan sucuklar1 kiyaslamiglardir. Bu ¢alismada maya-kiif sayisi starter kiiltiir
kullanilan (fabrikasyon) sucuklarda 3.48 ile 5.80 logiokob/g arasinda ve kasaplardan
alinan sucuklarda ise 3.15 ile 5.53 logigkob/g arasinda degisiklik gostermektedir. Maya-
kif sayilarindaki bu benzerligin sanitasyon ve hijyen kosullarindaki eksiklikten,
hammaddenin kalitesiz olusundan ya da iretim teknikliklerindeki farkiliklardan

kaynaklanabilecegi ileri stirtilmiistiir (Erkmen ve Bozkurt 2004).

4.2 Sucuk Bilesimi, Fizikokimyasal ve Kimyasal Analiz Sonug¢lari

Cizelge 4.9’da farkli biyokoruyucu/starter kiiltiir kullanilarak ve kullanilmadan iiretilen
sucuklara ait nem, yag, protein ve kiil miktarlar1 verilmistir. Sucuklarda kurumaya baglh
su kaybindan dolayr genel olarak nem miktarinda azalma; yag, kiil ve protein
miktarlarinda ise artig gozlemlenmistir. Sucuklarda ilk giin nem miktar1 en az %60.95
iken en fazla %62.28 olmustur. Uretimin sonunda (12. giin), kurumaya bagli olarak nem
miktarlar1 azalmis ve %30.07-33.06 aralifinda degismistir. En az nem kaybi kontrol
grubunda kaydedilmistir. Sucuk Orneklerinin nem miktarlarindaki degisime

uygulamanin ve iiretim siiresinin etkisi énemli bulunmustur (P<0.05) (Cizelge 4.10).
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Uretimin basinda sucuk gruplarmin nem miktarlari arasindaki fark énemsiz (P>0.05),
tiretim sonunda ise starter/koruyucu kiiltiir gruplart arasindaki fark 6énemsiz (P>0.05),
fakat bu gruplarla K grubu arasindaki fark énemli (P<0.05) bulunmustur. Bunun nedeni,
kurumanin hizli pH diisiisiine neden olan starter/koruyucu kiiltiir iceren 6rneklerde daha
hizli meydana gelmesidir. Uretim siiresinin etkisi ise tiim gruplarda énemli (P<0.05)
bulunmus, yani siireye bagli olarak nem miktar1 énemli diizeylerde azalmistir. Farkli
biyoaktif kiiltiirler kullanilarak hazirlanan sucuklarda analiz sonucu bulunan nem
miktar1 diger ¢alismalar ile uyum gostermektedir (Lorenzo vd. 2014). Benzer sekilde,
Dalmis ve Soyer (2008), farkli starter kiiltiirler kullanilarak hazirladiklar1 sucuklarin
starter icermeyen kontrol grubundan daha diisiik nem oranina sahip oldugunu
saptamiglardir. Sucuklarda baslangic yag, protein ve kiil miktarlar1 sirastyla %17.83-
18.80, %16.70-17.88 ve %2.55-2.64 araliginda degismis, kurumaya bagh olarak artmig
ve iiretim sonunda %30.72-33.79, %29.23-30.54 ve %4.24-5.00 araliginda saptanmuistir.
P. acidilactici kullanilarak iretilen 1s1l islem gormiis sucuklarda da, starter kiiltiiriin

nem orani iizerine dnemli bir etkisinin bulunmadig bildirilmistir (Oz vd. 2018).

Cizelge 4.9 Starter/biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve iiretim siiresinin sucukta nem,
yag, protein ve kiil miktarlarina etkisi

Bilesim (%)
Nem Yag Protein Kiil

0. Giin
K 60.95+0.71 17.83+0.39 17.46+0.36 2.61+0.08
S1 62.28+0.15 18.80+0.21 16.70+0.44 2.55+0.05
S2 61.85+1.13 18.03+1.16 17.85+0.41 2.64+0.05
S3 61.84+0.81 17.90+0.98 17.88+0.53 2.58+0.03

12. glin

K 33.06+0.12 30.72+0.66 29.97+1.15 4.24+0.51
S1 30.07+1.27 33.79+1.28 29.23+0.22 4.64+0.16
S2 30.53+2.08 33.03+1.64 30.54+0.74 5.00+0.19
S3 31.09+1.42 33.21+0.72 30.43+0.58 4.70+0.30
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Cizelge 4.10 Starter/biyokoruyucu kiltlir ilavesinin ve iiretim siiresinin sucukta nem

miktarina etkisi

Uygulama Uretim siiresi (giin)

0 12
K 60.95+0.71" 33.06 +0.12"°
S1 62.28 +£0.15 30.07 +1.27 ®°
S2 61.85+1.13" 30.53 + 2.08 &P
S3 61.84 +0.81 7 31.09 + 1.42 B°

*Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmasi olarak verilmistir
A-C: Her bir siitunda ayni harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05)
a-c: Her bir satirda ayn1 harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark dnemli degildir (P>0.05)

Sucuklarda yag miktarlarindaki degisim ile ilgili Duncan sonuglar1 Cizelge 4.11°de
verilmistir. Yag bilesimlerinde 0. giinde degerler %17.83 ile %18.80 arasinda degisim
gosterirken 12. giin yag miktarlar1 kurumanin etkisiyle %30.72 ile %33.79 arasindadir.
Her iki giinde de en diisiik yag oran1 K grubunda; en yiiksek yag orani ise S1 grubunda
goriilmektedir. Yapilan varyans analizi sonucu, uygulama ve siirenin birlikte etkisi
onemli bulunmustur (P<0.05). Uretimin baginda gruplarin yag miktarlari arasmdaki fark
onemsiz (P>0.05), tiretim sonunda ise K grubu ile diger gruplar arasindaki fark énemli

(P<0.05) bulunmustur.

Cizelge 4.11 Starter/biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve iliretim siiresinin sucukta yag
miktarma etkisi

Uygulama Uretim siiresi (giin)
0 12
K 17.83+0.39 "¢ 30.72 + 0.66 F°
S1 18.80 + 0.21 33.79+1.26 °
S2 18.03+1.16 " 33.03+1.64"°
S3 17.90 + 0.98 A 33.21+0.727°

*Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmasi olarak verilmistir

A-C: Her bir siitunda ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05)
a-c: Her bir satirda ayn1 harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark énemli degildir (P>0.05)

Sucuklarin protein miktarlarina uygulamanin ve siirenin ayr1 ayr etkisi 6nemli (P<0.05)

bulunmustur (Cizelge 4.12). 0. giinde protein miktarlar1 %16.70 ile %17.88 arasinda
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degisim gostermektedir. Uretimin sonunda protein miktarlar1 ise %29.23 ile %30.54
arasinda degisim gostermektedir. S1 grup ortalamalarinin fark istatistik agidan diger
gruplara kiyasla onemlidir (P<0.05). Bunula beraber gruplarin protein miktari
ortalamalar1 0. giinde %17.47 ve 12. giinde %30.04 olarak hesaplanmis ve aralarindaki

fark istatistiki olarak dnemli bulunmustur (p<0.05).

Cizelge 4.12 Starter/biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve iiretim siiresinin sucukta protein
miktarma etkisi

Uygulama Uretim siiresi (giin)

0 12 Ortalama
K 17.46 + 0.36 29.97 +1.15 23.72+281°
S1 16.70 + 0.44 20.23+0.22 22.96+2.80 B
S2 17.85 + 0.41 30.54 + 0.74 2419+6.97°
S3 17.88 + 0.53 30.43 £ 0.58 24.15+281"°
Ortalama 17.47 +£0.18 % 30.04 +0.24°

*Sonuglar 3 tekerriir ortalamasi+standart sapmast olarak verilmistir.
A-C: Her bir siitunda ayni harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05).
a-c: Her bir satirda ayni1 harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05).

Uretimin ilk ve son giinlerinde yapilan kiil analizlerinde ortalama kiil miktarlari
sirastyla %2.60 ve %4.65 olarak saptanmis ve siirenin etkisi onemli (P<0.05)

bulunmustur. Uygulamanin etkisi ise 6nemli bulunmamistir (P>0.05) (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13 Starter/biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve liretim siiresinin sucukta kiil
miktarina etkisi

Uretim siiresi (giin)

Uygulama 0 12 Ortalama
K 2.61+0.07 4.24 +£0.51 3.42+0.95
S1 2.55+0.06 4.64 +0.16 3.60+1.15
S2 2.64 +£0.05 5.00+0.19 3.82+1.30
S3 2.58 + 0.03 470 +0.30 3.64+1.18
Ortalama 2.60 + 0.06 4.65+0.39°

*Sonuglar 3 tekerriir ortalamasi+standart sapmast olarak verilmistir
a-b: Tlgili satirda aymi harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark énemli degildir (P>0.05)
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Sucuk bilesimi baslica yag miktari, etin pargalanma boyutu, sicaklik, hava hizi ve bagil
nem gibi lretim kosullarindan etkilemektedir (Soyer 2002). Kullanilan farkli starter

kiiltiirler, sucuk hamurunun bilesimini 6nemli diizeyde etkilememistir (p>0.05).

4.3 pH Degeri

Sucuk iiretiminde olusturulan ortam, LAB’nin ortama hakim olmasina ve fermantasyon
sonucu laktik asit iiretimine neden olmaktadir ve buna bagl olarak iiriiniin pH degeri
diismektedir. Genellikle en fazla pH diisiisii, fermantasyonun en hizli oldugu ilk {i¢
ginde gozlenmektedir. Sucuklarda pH degerinde meydana gelen degisim,
starter/koruyucu kiiltlir inokiilasyonunun ve iiretim siiresinin etkisini gdsteren Duncan
sonuglar Cizelge 4.14°de goriilmektedir. pH degerindeki degisime uygulama ve siirenin
birlikte etkisi 6nemli bulunmustur (P<0.05). Uygulamanin etkisi 0. giinde kendini
gostermis ve koruyucu kiiltiir inokiile edilen 6rnekler (S2 ve S3 (pH degerleri sirasiyla
5.79 ve 5.76), K (pH 5.95) ve S1 (pH 5.86) orneklerinden daha diisiik pH’ya sahip
olmusglardir (P<0.05). Starter ilavesi liretimin basinda pH degerinde 0.09-0.19 birim
azalmaya neden olmustur. Bu durum starter kiiltiirlerin ortama kisa siirede
adaptasyonunun bir gostergesidir. En fazla pH diislisii beklendigi gibi fermantasyon
asamasinda yani 3. giinde ve en fazla starter ve koruyucu Kkiiltiir iceren 6rneklerde
saptanmigtir (1.00-1.13 birim azalma) ve pH degerinde azalma tiim orneklerde 6. giine
kadar devam etmis, 9. ve 12. gilinlerde tiim gruplarda pH degerlerinde az da olsa bir artis
gbzlenmistir (Sekil 4.9). Uretimin sonunda, sucuk pH degerleri K, S1, S2 veS3
gruplarinda sirasiyla 5.20, 4.85, 4.82 ve 4.88 olarak belirlenmistir. Gruplar arasinda en
diisiik pH degeri L. sakei igeren S2 grubunda goézlemlenmistir. 12. giin sonunda pH
degeri 5.20 olan K grubu diger gruplardan istatistik olarak farkli bulunmustur (P<0.05).
S1, S2 ve S3 gruplar arasindaki fark ise istatistik olarak dnemli degildir (P>0.05).
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Cizelge 4.14 Starter/biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve iretim siiresinin sucukta pH
degisimine etkisi

Uretim siiresi (giin)

Uygulama 0 3 6 9 12

K 595+0.03° 536+0.07°° 5.11+0.22°° 5.16+0.08% 5.20+0.09%
s1 5.86+0.06%  4.86+0.09% 4.65+0.09% 474+024" 485+0.17%
S2 579+0.06%  4.66+0.05" 4.56+0.04" 473+0.12"° 4.82+0.14"
S3 576 +0.07°°  476+0.02°* 4.70+0.10%  4.84+0.35" 4.88+0.30"

*Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmasi olarak verilmistir
A-C: Her bir siitunda ayni harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05)
a-c: Her bir satirda ayni1 harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05)

6,5
6
55
&
5
4,5
4

0.GUN 3.GUN 6.GUN 9.GUN 12.GUN

Giinler
—— K S1 S2 S3

Sekil 4.9 Sucuk iiretimi sirasinda pH degerindeki degisim

Fermente et iriinlerinde asit olusumunun sadece iriin giivenirligi i¢in degil, ayni
zamanda kuruma i¢in de 6nemli oldugu bilinmektedir. Fermantasyon sirasinda pH
degeri diistiikge, miyofibrilar proteinler izoelektrik noktaya yaklasir ve su tutma
kapasitesi diiser. Bu sekilde fermente et tiriinlerinde pH diisiisii ile daha kolay kuruma

meydana gelir (Soyer vd. 2005).

Fermente et iriinlerinde ticari kiiltiirlerin kullanimi, iiretimin ilk haftast boyunca
kuvvetli asidik ortam olusturmaktadir. Asitligin artisi, fermantasyonda karbonhidratin
kullanilmasiyla olusan organik asitlerin (baslica laktik asidin) birikmesi ile

saglanmaktadir. Olusan asidik ortam istenmeyen mikroorganizma inhibisyonu ile gida
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giivenligini saglamaya yardimci olmaktadir. Ayrica fermente et iiriinlerinde
fermantasyon boyunca diisen pH degeri istenilen kirmizi renge katki saglamakta, tadi
etkilemekte ve proteinlerin su tutma kapasitesini azaltarak kuruma siirecine katki
saglamaktadir (Liicke 2000, Lorenzo vd. 2014).

K grubundaki pH diisiisii, starter ve biyoaktif kiiltiir eklenmis gruplara kiyasla daha
azdir. Bulgular, Lorenzo vd. (2014)’nin ¢alismalari ile uyum gostermektedir. Bagka bir
caligmada, biyokoruyucu kiiltiir olan L. plantarum un sucuk pH’sin1 11 giin sonunda

onemli 6l¢iide digiirdiigii (4.79) belirlenmistir (Kamiloglu vd. 2019).

Oz vd. (2018), P.acidilactici kullanilan ve 1s1] islem uygulanarak iiretilen sucuklarda,
pH degerinin kontrol grubundan daha diisiik oldugunu ancak sucuk iiretim prosesinin de
pH degeri iizerine etkisi oldugunu bildirmislerdir. Fermantasyon boyunca pH degeri
azalirken, fermantasyon sonrasi uygulanan 1sil islem protein denatlirasyonu nedeni ile
pH degerini arttirmaktadir (Oz vd. 2018). Ayrica olgunlasma evresi de pH diizeyini

etkileyen 6nemli bir faktordiir.

4.4 Renk Degeri

Starter/koruyucu kiiltiirler kullanilarak tiretilen sucuklarda tretim siiresince belirli
giinlerde yapilan CIE L* (aydinlik), a* (kirmizilik) ve b* (sarilik) renk degerleri ¢izelge
4.15°de ve sekil 4.10°da gosterilmektedir. Ik giin olgiimlerinde L* degerleri 40.78-
41.49 arasinda degismistir. Uretimin 3. giiniinden itibaren tiim sucuk gruplarmm L*
degerlerinde azalma gozlenmis, 12. giin L* degerleri K, S1, S2 ve S3 o6rneklerinde
sirastyla 34.78, 39.49, 39.18 ve 39.41 olarak belirlenmistir. Sucuklarin L* degerindeki
degisime, kiiltlir inokiilasyonu ve siirenin birlikte etkisi dnemli (P<0.05) bulunmustur.
Uygulamanin etkisi 0. giin 6nemli bulunmazken (P>0.05), diger giinlerde starter ve
koruyucu kiiltiir iceren 6rneklerin L* degerleri ile K grubunun L* degerleri arasindaki
fark 6nemli olmustur (P<0.05). Kiiltiir igeren sucuklarda L* degerleri K sucuklardan
daha yiiksek saptanmistir. Nitekim iiretimin sonunda K 6rneklerin L* degeri ortalamasi
34.78 iken, kiiltiir inokiile edilen 6rneklerde 39.18-39.49 arasinda degismistir. Wang vd.

(2013), L.sakei inokiile edilerek ve inokiilasyonsuz iiretilen Cin fermente sosislerinde
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L* degerini sirastyla 33.24 ve 31.23 olarak saptamislar ve bulgularimizla uyumlu

sonugclar elde etmiglerdir.

Cizelge 4.15 Starter/biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve iretim siiresinin sucukta L*
(aydinlik) degerindeki degisime etkisi

Uretim siiresi (giin)

Uygulama 3 6 9 12

K 40.78+1.29"°  38.81+0.35"°  37.10+£1.92"°  35.57+1.31%% 34.78+1.02™
S1 41.35+0.81"  42.31+1.41%  41.71+£0.54%%  40.77+0.56%%  39.49+0.91°2
S2 41.49+0.92°%  43.23+2.28%  41.93£0.06%°  40.29+1.28%°  39.18+1.04%
S3 41.35+0.58"  42.07+1.25%%  41.4242.66%%  40.15+0.54% 39.41+0.56

*Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmast olarak verilmistir.
A-C: Her bir siitunda ayni harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05).
a-c: Her bir satirda ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05).

Sucuklarda a* (kirmizilik) degerleri cizelge 4.16°da ve sekil 4.10°da verilmistir. a*
degerleri lizerine siire ve starter kiiltiir interaksiyonu onemli olarak bulunmustur
(P<0.05). Uretimin basinda a* degerleri 16.21-16.80 arasinda degisirken,
fermantasyondan sonra tiim gruplarin a* degerlerinde artis gozlenmistir. Sucuklarin a*
degerleri fermantasyon siirecinde S1 6rneklerinde 16.66’dan 23.38’e, S2 Grneklerinde
16.42°den 22.74’e ve S3 orneklerinde 16.80°den 22.17’ye artmustir. Uretimin sonunda
tim gruplarin a* degerleri baslangi¢ degerinden daha yiiksek belirlenmistir. Yapilan
varyans analizi sonucu, sucuklarin a* degerine kiiltiir inokiilasyonu ve siirenin birlikte
etkisinin dnemli oldugunu gdstermistir (P<0.05). Buna gore, a* degerine inokiilasyonun
etkisi 0. giinde gozlenmezken, 3., 6., 9. ve 12. giinlerde gozlenmis ve K ile
inokiilasyonlu gruplar arasindaki fark énemli (P<0.05), starter ve biyokoruyucu kiiltiir
inokiile edilen gruplar arasindaki fark ise 6nemsiz (P>0.05) bulunmustur. Bu sonug,
starter ya da koruyucu Kkiiltiirlerin kiir rengi olusumunu hizlandirdiginin bir
gostergesidir. Yiiksek kirmizilik degerinde kiiltiirlerin nitrat rediiktaz aktivitelerinin rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Sonuclarimizla benzer sekilde fermente et iirlinlerinde a*
degerinde fermantasyon siirecinde artis, daha sonra azalig oldugu diger ¢alismalarda da
belirlenmistir (Bozkurt ve Bayram 2006). Kirmizilik degerinde ilk glinde gozlenen artis
ve daha sonra gbzlenen azalig, nitrozopigmentin oksidasyonu ile iliskilendirilmektedir

(Papadima ve Bloukas 1999).
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Sekil 4.10 Sucuk tiretimi sirasinda L*, a* ve b* degerlerindeki degisim

72



Cizelge 4.16 Starter/biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve iiretim siliresinin sucukta a*
(kirmizilik) degerindeki degisime etkisi

Uretim siiresi (giin)

Uygulama 0 3 6 9 12

K 16.21+0.53" 19.85+1.23" 19.51+0.63"° 17.61+1.02"% 17.03+0.95™
Ss1 16.66+0.02"* 23.38+1.10%¢ 21.65+0.86%° 20.51+0.62°" 19.77+0.37%°
S2 16.42+0.46"  22.74+0.33%¢  22.29+0.73% 21.35+0.84%° 19.80+0.90%°
S3 16.80+1.61°% 22.17+1.345¢ 20.45+0.99%° 20.45+0.41%° 20.32+1.095°

*Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmasi olarak verilmistir
A-B: Her bir siitunda ayni harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05)
a-c: Her bir satirda ayni1 harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05)

Sucuklarin sarilik degerleri (b*) tiretim boyunca tiim Orneklerde azalma gostermistir
(Sekil 4.10). Uretimin basinda sucuklarmn b* degerleri 25.62-27.07 araliginda, iiretim
sonunda ise 18.18-19.84 araliginda degismistir (Cizelge 4.17). Yapilan varyans analizi
sonucu, sucuklarin b* degerine {iretim siiresinin etkisinin énemli (P<0.05), uygulamanin

etkisinin ise onemsiz (P>0.05) oldugunu gostermistir.

Cizelge 4.17 Starter/biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve iiretim siiresinin sucukta b*

(sarilik) degerindeki degisime etkisi

Uretim siiresi (giin)

Uygulama

0 3 6 9 12
K 25.62+1.39 23.91+0.97 21.68+0.66  20.63+2.99 18.18+1.12
S1 25.89+1.68 23.97+0.24 23.14£1.38  21.22+1.32 19.84+2.95
S2 26.37+1.90 23.24+1.57 22.19+0.97  20.73+0.32 19.39+1.38
S3 27.07+0.81 23.48+1.02 21.81£1.14  20.95+3.53 19.58+1.36
Ortalama 26.24+0.41a §3.65ﬂ: 0.28 22.2140.31c 50.881 0.60 19.25+0.50e

*Sonuglar 3 tekerriir ortalamasi+standart sapmasi olarak verilmistir.
a-e: Her bir siitunda ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05).
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Bozkurt ve Bayram (2006), L* parlaklik degerinin sucukta olgunlagsma boyunca giderek
distigiini  bildirmislerdir. Bu azalmanin sebebi, sucukta gerceklesen enzimatik
reaksiyonlar sonucu kahverengi rengin olusumudur. a* kirmizilik degeri ilk 5 giin ette
bulunan azotlu bilesikler ile miyoglobinin birlesmesi sonucu istenen renk pigmentini
tiretilmesi ile artmaktadir. Bu pigmentlerin denatiirasyonu, sonraki gilinlerde a*
degerinin diismesine sebep olmaktadir. a* degerindeki azalmanin nedeni laktik asit
iiretimi nedeniyle nitrosomiyoglobinin kismi veya toplam denatiirasyonu olabilir.
Bununla beraber b* sarilik degeri olgunlasma evresi boyunca azalmaktadir. b*
degerindeki azalma, sucugun sari1 yerine maviye (negatif b-degerine yaklasirken)
dondiigiinii gostermistir. Bunun nedeni esmerlesme reaksiyonlari ile olusan melaninler
olabilir. Ayrica b* degerindeki azalma, mikroorganizmalar tarafindan oksijen tiiketimi
oldugunu ve dolayisiyla sar1 renge katkida bulunan oksimiyoglobinin azaldiginm

gostermektedir (Bozkurt ve Bayram 2006).

Perez-Alvarez vd. (1999), L* degerinde ilk 3 giindeki azalmanin sebebinin su kaybina
bagli olabilecegini; 3 gilinden sonraki artisin ise laktik asit ve pH derecesindeki
degisimlere bagli olarak proteinlerin izoelektrik noktalarina ulagsmasinin olabilecegini
bildirmiglerdir. Fermantasyon ve olgunlasma evreleri a* degerini etkilemektedir.
Fermantasyon boyunca artan a* degeri, olgunlasma siiresince azalma gostermektedir.
Fermantasyon boyunca artan kirmizi rengin sebebi kiir rengi nitrozomiyoglobin
olusumudur ve ete karakteristik rengini vermektedir. Tuz konsantrasyonu kuru fermente
et lrlinlerindeki bu degisimde rol oynamaktadir. Su kaybi tuz konsantrasyonunun
artmasimna neden olmaktadir. Olgunlasma siirecindeki azalma ise laktik asitten
kaynaklanmaktadir. b* degeri, mikroorganizmalarin oksijen tiikketimine bagli olarak
fermantasyon siiresince azalmaktadir. Tuz konsantrasyonu da etteki oksijen
cozlinirligiine etki ettigi icin b* degerinin azalmasina neden olmaktadir (Wang vd.

2013, Fadda vd. 2001, Papamanoli vd. 2003).

4.4 Proteoliz Indeksi

Biyokoruyucu/starter kiiltiirler kullanilarak hazirlanan sucuklar ve kontrol grubu igin

proteoliz indeksi degerleri Cizelge 4.18’de verilmistir. Yapilan istatistik analizi sonucu
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stire ve farkli starter/biyoaktif kiltiir kullanimimin proteoliz indeksi degeri iizerine
etkisinin &nemli oldugunu (P<0.05) géstermistir. Uretimin basinda K, S1, S2 ve S3
gruplarinda proteoliz indeksi degerleri sirasiyla %10.14, %13.51, %12.84 ve %13.44
olarak bulunmus olup ortalama deger %12.48 olarak hesaplanmistir. Uretimin 0.
giinliinden sonraki her bir analiz doneminde, K grubu diger gruplardan istatistik olarak
onemli farklilik (P<0.05) gostermistir. Bununla birlikte siirenin etkisi K drneklerde ilk
dokuz giin 6nemli olmazken (P>0.05), 12. glinde 6énemli bir artig (P<0.05) gézlenmistir.
Starter ve koruyucu kiiltiir iceren S1, S2 ve S3 gruplarinda ise proteoliz indeksi
degerleri 3. giinden itibaren 6nemli olgiide (P<0.05) artmigtir. 12. giinde en yiiksek
deger P.pentosaceus + S.carnosus karisimi inokiille edilen S1 grubunda
gozlemlenmistir. Koruyucu kiiltiir L. sakei, 6. giinden itibaren P. acidilactici’den daha
fazla proteolitik aktivite gOstermistir. L.sakei kiiltiiriiniin sucuk ortamina daha kisa
siirede adapte olmasinin proteolitik aktiviteye etkisi olabilir. Uretim sonunda en fazla
proteolitik aktivite sirasiyla S1, S2, S3 ve K 6rneklerinde %19.31, %17.35, %16.24 ve
%12.30 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.18 Starter ve biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve iiretim siiresinin sucukta
proteolitik degisime (proteoliz indeksi, %) etkisi

Uretim siiresi (giin)

Uygulama 0 3 5 9 R

K 10.14+0.35" 9.83+0.63™  10.37+0.77"* 10.86+0.67"% 12.30+0.30""
s1 13.51+2.08%% 13.26+0.94% 14.81+1.57%° 17.14+1.29°° 19.31+1.15%
S2 12.8440.93%%  13.05+0.90%% 14.93+0.46%° 16.12+0.73%° 17.35+1.24%¢
S3 13.4442.06% 13.49+0.715% 13.11+0.71%% 14.63+0.26%* 16.24+1.32°°

*Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmasi olarak verilmistir
A-C: Her bir siitunda ayn1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark dnemli degildir (P>0.05)
a-Cc: Her bir satirda ayn1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0.05)

Proteoliz indeksi (PI), triklorasetik asitte ¢oktiirmeden sonra kalan protein olmayan
peptitleri ve amino asitleri igeren azot fraksiyonunun gostergesidir. Toplam protein
azotunda, protein olmayan azot orani dikkate alinarak % olarak belirlenmistir (Careri
vd. 1993, Verplaetse 1994). Fermente sosislerde proteoliz reaksiyonlari ile peptit

olusumu ve serbest amino asit miktarinin artmasi, endojen et enzimlerinin (katapsinler
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gibi) ve mikrobiyal kaynakli proteazlarin proteinleri par¢alamasi ile olmaktadir (Rico
vd. 1991, Toldra vd. 1993, Diaz vd. 1997).

Proteoliz, et iirlinlerinde tekstiir ve lezzet {izerine etkilidir. Yar1 olgunlasmis jambon
orneklerinde ideal tekstiir ve lezzet (P1=22 g/100g protein) olusumda rol oynamaktadir.
PI’'nin 30°dan yiiksek oldugu jambon Orneklerinde, kabul edilemeyecek derecede
yumusak bir tekstlir gézlemlenmistir. Et iriinlerinde olgunlagsma ile birlikte nemde
azalma ve protein, yag ve tuz konsantrasyonunda artma gibi komposizyon degisiklikleri
meydana gelmektedir. Bu degisim tada da etki etmektedir. Serbest amino asitlerin ¢ok
fazla artmasi ve proteoliz indeksinin yiikselmesi istenmeyen aromanin (bitter ya da

umami) olusumuna neden olmaktadir (Careri vd. 1993).

Latorre-Moratalla vd. (2007), Ispanyol usulii fermente et iiriinleri olan fuet ve chorizo
tiretiminde starter kiiltiir ve HHP (High Hydrostatik Pressure)’nin etkisini arastirmistir.
Lactobacillus sakei ve Staphylococcus xylosus starter kiiltiir olarak tercih edilmistir.
PI’nin, iiretim sirasinda 6nemli derecede artmadigi ve kullanilan kiiltiirlerin etkisinin
cok az oldugu gozlemlenmistir. Bununla beraber HHP uygulanmig chorizolarda Pl

degerinin daha yliksek oldugu belirtilmistir.

Starter kiiltiirlerin sahip olduklar1 proteolitik aktiviteleri ile proteinlerde daha hizli ve
daha fazla parcalanmaya neden oldugu diger ¢alismalarla da kanitlanmistir (Candogan
ve Acton 2004, Dalmis ve Soyer 2008, Castellano vd. 2012). Aro Aro vd. (2010), farkl
starter kiiltiirler ilave ederek Tirettikleri fermente sosislerde proteolitik degismelerin
etkisini incelemislerdir. L.sakei + S.carnosus, P.pentosaceus + S.xylosus ile iiretilen
sosislerin daha yiiksek proteolitik aktiviteye sahip olduklarini bildirmislerdir. Bu etkinin
kullanilan starter kiiltiirlerin proteolitik aktivitelerinden kaynaklandig ifade edilmistir.
Dalmis ve Soyer (2008), P.pentosaceus + S.xylosus starter kiiltiir karigimu ile tirettikleri
sucuklarda, bu Kkiiltlirlerin proteolitik degismeleri kontrol Orneklerden daha fazla

artirdigini belirlemislerdir.

Calismamizda en yiiksek proteolitik aktivite olgunlasma sonunda ticari starter kiiltiir

karisimi inokiile edilen sucuklarda (P<0.05), daha sonra L.sakei ve P.acidilactici
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inokiile edilen sucuklarda belirlenmistir. P.pentosaceus+S.carnosus kiiltiir karigiminin
daha iyi proteolitik aktivite gostermesi, her iki kiiltiiriin de proteolitik aktiviteye sahip
olmasi ile agiklanabilir (Aro Aro vd. 2010). P.acidilactici, iiretimin 6. ve 9. giinlerinde
diger kiiltiirlerden daha az proteolitik aktivite gosterirken, 12. giinde L.sakei ile ayni

diizeyde proteolitik aktiviteye sahip olmustur (P>0.05).

4.6 Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddesi

Sucuklarda {iiretim boyunca belirlenen tiyobarbiturik asit reaktif maddesi (TBARM)
degerleri ¢izelge 4.19°da yer almaktadir. Yapilan varyans analizi sonucu, sucuklarin
TBARM degerine kiiltiir x siirenin birlikte etkisini gdstermistir. Duncan sonuglarina
gore (cizelge 4.19), iiretimin basinda gruplarin TBARM degerleri arasindaki fark
onemsiz (P>0.05), diger analiz donemlerinde ise K ile diger gruplarin TBARM
degerleri arasindaki fark onemli (P<0.05), fakat kiiltiir/starter gruplar1 arasindaki fark
onemsiz (P>0.05) bulunmustur. Bu sonuglar, sucuklara starter ya da koruyucu kiiltiir
inokiilasyonunun lipit oksidasyonunu 6nemli diizeyde geciktirdigini gostermektedir.
Starter ve koruyucu Kkiiltiirlerin TBARM degerleri ise iiretimin sonunda birbirlerine

yakin olmus ve aralarinda dnemli bir istatistik fark saptanmamistir (P>0.01).

Cizelge 4.19 Starter ve biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve iiretim siiresinin sucukta
TBARM degisimine etkisi

Uygulama Uretim siiresi (giin)

0 3 6 9 12
K 0.51+0.04™® 0.66+0.02°® 0.75+0.02%¢ 0.84+0.04%% 0.98+0.10°¢
S1 0.50+0.04"*  0.54+0.04™* 0.59+0.04"° 0.67+0.03"° 0.62+0.04"°
S2 0.51+0.04"%  0.56+0.02° 0.61+0.03**° 0.59+0.04"° 0.56+0.02"°
S3 0.52+0.02"%  0.56+0.02° 0.58+0.03*° 0.64+0.02"° 0.58+0.03"°

*Sonuglar 3 tekerriir ortalamasi+standart sapmasi olarak verilmistir.
A-B: Her bir siitunda ayn1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark dnemli degildir (P>0.05).

a-e: Her bir satirda ayn1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6énemli degildir (P>0.05).

Kaban ve Kaya (2009), L. plantarum ve S. xylosus’un sucukta lipit oksidasyonuna

etkisini inceledikleri ¢alismalarinda 9 giin boyunca TBARM degerinin hem kontrol hem
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starterli grupta arttifini, starter igermeyen kontrol drneklerin 9. giinde daha yiiksek
TBARM degerine sahip olduklarini belirlemiglerdir. Fakat kontrol 6rneklerde 14. glinde
TBARM degeri diiserken, starterli Orneklerde arttigini ifade etmislerdir. Starterli
orneklerde 14. giinde goézlenen artig, S. xylosus GM92 susunun lipolitik aktivitesine
baglanmistir. Elde ettigimiz sonuglar, starter kiiltiir ve koruyucu kiiltiir ilavesinin lipit
oksidasyonunu azalttigin1 géstermistir. Starter kiiltlir ilavesinin fermente et {iriinlerinde
lipit oksidasyonunu yavaslattigi diger c¢alismalarda da ifade edilmistir (Ansorena ve
Astiasaran 2004, Soji¢ vd. 2016). Bu etkinin koagulaz negatif stafilokoklarin (CNS)
antioksidan etkisinden kaynaklandigi belirtilmistir. CNS bakterilerin katalaz ve
stiperoksit dismutaz aktiviteleri peroksitlerin par¢alanmasina neden olarak, bu sekilde

lipit oksidasyonu 6nlenmektedir (Barriere vd. 2001, Leroy vd. 2010).

TBARM degerleri, piyasadaki fabrikada iiretilmis olan sucuk 6rneklerinde 0.51 ile 2.11
mg/kg arasinda degisiklik gostermektedir. Uriin tipi TBARM degeri acisindan 6nem
tagimaktadir. Nitrit, askorbik asit gibi eklenen antioksidanlar, tiretim kosullar1 ve
teknikleri, iiriiniin pH degeri, kullanilan starter kiiltiir ve hammadde TBARM degeri
tizerine etki etmektedir (Bozkurt ve Erkmen 2004). Bozkurt ve Erkmen’in (2002) bir
diger calismasinda ise starter kiiltiir icermeyen sucuk grubunun TBARM degeri starter
kiiltiir iceren sucuk gruplarindan daha fazla olarak bulunmustur. Bulgularimiz, bu

calismanin sonuclarini destekler niteliktedir.

TBARM, et ve et Uiriinlerinde meydana gelen ikincil oksidasyon {iriinlerinin, dolayisiyla
lipit oksidasyonunun degerlendirilmesi i¢in kullanilir. 1.0 mg/kg dan fazla TBA
degerine sahip olan fermente et iiriinlerinde kotii koku olusumu goriildiigii ve sebebinin

ise lipit oksidasyonu olabilecegi vurgulanmaktadir (Bozkurt ve Erkmen 2004).

4.7 Duyusal Degerlendirme

Farkl1 biyokoruyucu/starter kiiltiirler kullanilarak iiretilen sucuklarin duyusal nitelikleri
(koku, renk, tat ve genel begeni) ¢ig ve pismis sucuk Orneklerinde belirlenmis ve
sonuglar ¢ig Ornekler igin ¢izelge 4.20’de, pismis Ornekler i¢in g¢izelge 4.21°de

verilmisgtir.
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Cig sucuklarda koku degerlendirmesi puan ortalamast 7.38°dir. Dort grup igerisinde K
grubu 6.89 ile en diisiik puani alan grup olarak bulunmustur. S3 grubu ise 7.63 puan ile
en yiiksek puani alan grup olmustur. Cig orneklerde K grubu ile diger gruplarin koku
puanlar1 arasindaki fark istatistik agidan énemli (P<0.05) bulunmusken, biyokoruyucu
kiiltiir ve ticari kiiltiir kullanilan gruplar arasindaki fark onemli olarak bulunmamaistir

(P>0.05).

Cig trinlerin renk degerlendirmesinde ise kullanilan biyokoruyucu kiiltiiriin etkisi
onemli bulunmustur (P<0.05). Ortalama renk puani 10 izerinden 7.77 olarak
hesaplanmistir. 8.44 puan alan S1 renk bakimindan en begenilen grupken K grubu en
diisiik puana sahip olan gruptur. S2 ve S3 gruplarinin aldig1 puanlar arasindaki fark

istatistik acidan 6nemli degildir (P>0.05).

Cig sucuk orneklerinin tat puanlamas: 6.98 ile 7.93 arasinda degisim gostermektedir.
Istatistik analizi sonucunda gruplarin tada etkisinin 6nemli oldugu (P<0.05)
belirlenmistir. Tat puanlar1 incelendiginde S1 (7.76), S2 (7.52) ve S3 (7.93) gruplarinin
arasindaki farkin 6nemli olmadigi (P>0.05) belirlenmistir. Son olarak alinan puanlar
siraya konuldugunda en az begenilen grubun K ve en begenilen grubun S3 oldugu

gozlemlenmektedir.

Duyusal analizlerin sonunda panelistler genel begeni puanlamasi da yapmaktadirlar.
Genel begeni puanlar1 en diisiik K grubuna (6.83) verilmistir. Genel begeni puanlari
incelendiginde S3 grubunun en ¢ok begenildigi, fakat S1 ve S2 gruplarinin puanlar ile
aralarinda 6nemli bir fark olmadig1 (P>0.05) gozlenmistir. Starter ve koruyucu kiiltiir
iceren sucuklar kontrolden daha fazla begenilmistir. Bu durum, koruyucu kiiltiirlerin ve
starter kiiltiirlerin daha hizli ortama hakim olarak asidik tat ve proteolitik olaylar sonucu

tad1 etkileyen bilesikleri daha ¢ok olusturmasiyla iligkilidir.
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Cizelge 4.20 Starter ve biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ¢ig sucugun duyusal 6zelliklerine

etkisi
Uygulama Koku Renk Tat Genel begeni
K 6.89+0.78° 6.98+0.47° 6.91+0.42° 6.83+0.63°
s1 7.52+0.90° 8.44+0.85° 7.76+0.45 7.76+0.50°
S2 7.48+0.74 7.85+0.,68" 7.52+0.06" 7.44+0.40°
S3 7.63£0.51° 7.82+0.34° 7.93+0.36" 7.89+0.28"

*Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmasi olarak verilmistir
a-b: Her bir siitunda ayn1 harfi tagiyan degerler arasindaki fark dnemli degildir (P>0.05)

Farkl1 biyokiiltiir iceren sucuk dilimleri 1zgarada pisirilip duyusal analizleri yapildiginda
elde edilen veriler gizelge 25°te belirtilmistir. Pismis sucuklara verilen puanlar ¢ig
sucuklara verilenlerden biraz daha yiiksek olmustur. Bu durum tamamen tiiketicinin

sucugu pismis olarak tiikketme tercihi ile iligkilidir.

Biitiin sucuk gruplarmim koku degerlendirmesi igin ortalama puan 7.90 olarak
hesaplanmistir. P.pentosaceus + S.carnosus karigimini igeren S1 grubu 8.47 ile en
yiiksek puani alirken S3, K ve S2 sirasiyla takip etmektedir. S1 grubu ile diger ii¢ grup
arasindaki fark istatistik agidan 6nemli olarak bulunmustur (P<0.05). K, S2 ve S3

gruplart arasindaki fark 6nemli olarak bulunmamaistir (P>0.05).

Pisirilmis sucuk dilimlerinde renk puanlarnt 8.44 ile 7.64 arasinda degisim
gostermektedir ve ortalama renk puani 8.12 olarak bulunmustur. En disiik puan1 kontrol
grubu alirken en yiliksek puani Starter kiiltiir igeren S1 grubu almistir. Yapilan Tukey
istatistik analizi sonucuna gore K grubunun diger gruplardan farkli oldugu (P>0.05) ve
birbirine yakin puan alan S1, S2 ve S3 gruplarmin arasindaki farkin énemsiz (P>0.05)

oldugu bulunumustur.

Pisirilmis sucuk dilimlerinin tadim puanlamasindan elde edilen verilere K grubu 6.96 ile
en diisilk puani alirken, S2 grubu 7.67 ve S3 grubu 8.00 ile K grubunu takip etmistir.

8.30 puan ile en yiiksek puani S1 grubunun aldig1 gozlemlenmistir. K grubu ile starter
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ve biyokoruyucu Kkiiltiir iceren gruplar arasindaki fark istatistik olarak Onemli
bulunmustur (P<0.05). Bununla beraber diger {i¢ grup arasindaki fark 6nemli degildir

(P>0.05).

Pisirilmis sucuklarin ortalama genel begeni puani 7.69 olarak hesaplanmistir. Genel
begeni puani en yiiksek olan grup 8.11 puan ile S3 gurubu olarak gézlemlenmistir. S1
grubu (7.84 puan) ve S2 grubu (7.87 puan), S3 grubunu ikinci olarak takip etmektedir.
S1, S2 ve S3 gruplar arasindaki fark 6nemsiz olarak bulunmustur (P>0.05). Son olarak
K grubu ise 6.95 ile en diisiik genel begeni puanini almistir ve diger gruplardan énemli

derecede farkli bulunmustur (P<0.05).

Cizelge 4.21 Starter ve biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin pismis sucugun duyusal
ozelliklerine etkisi

Gruplar Koku Renk Tat Genel Begeni
K 7.74+0.39° 7.64+0.16° 6.96+0.61° 6.95+0.51°
S1 8.47+0,36° 8.44+0.59° 8.30+0.34° 7.84+0.51°
S2 7.56+0.33° 8.37+0.34° 7.67+0.11° 7.87+0.14°
S3 7.85+0.13° 8.04+0.39° 8.00+0.40° 8.11+0.39"

*Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmasi olarak verilmistir
a-b: Her bir siitunda ayn1 harfi tagiyan degerler arasindaki fark dnemli degildir (P>0.05)

Pigmis orneklerde starter ve biyokoruyucu kiiltiir iceren orneklere, en diisiikk puanlar
kontrol drneklerine verilmistir. Panelistler gerek ¢ig gerek pismis 6rneklerde proteolitik
degisimlerin daha fazla oldugu kimyasal analizle ortaya konulan S1 grubunu tat, renk ve

genel begeni yonlerinden diger gruplardan ayirt edememislerdir.

Sucuk iiretiminde starter kiiltiir ve biyokoruyucu kiiltiir inokiile edilerek iiretilen
sucuklarda tirtin kalitesi ile iligkili unsurlarin daha kisa siirede olusmasi iiriine 6zgii
duyusal ozelliklerin de daha iyi gelismesine neden olmustur. Hizli pH distst, kiir
renginin olusmasi1 ve stabilitesini korumasi, asidik tadin olusmasi ve disik pH
ortaminda proteolitik enzimlerin aktif hale gelmesi ile proteinlerin kiigiik molekiillii
bilesiklere parcalanmasi sucuk tadinda ve aromasindaki degisim ¢i§ ve pismis

sucuklarin duyusal 6zelliklerini etkilemistir. Benzer sekilde Dalmis ve Soyer (2008),
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farkli starter kiiltiirlerin kullanildigi sucuk Orneklerinde, kontrol grubunun diger

gruplara kiyasla daha diisiik puanlar aldigin1 bildirmislerdir.

Laktik asit bakterileri tarafindan karbonhidrat fermantasyon tiriinleri (baslica laktik asit
ve az miktarda asetik asit), et iirlinlerine, yaklasik iki haftadan az olgunlasmadan sonra "
asit " tad1 verir. Et iriinlerinde asidik tadin yogunluu pH degerine baghdir. Yiksek
oranda asetik asit daha az “saf” ancak daha fazla “eksi” tat vermektedir (Liicke 2000).

Kullanilan farkl starter kiiltiirlerin (L. sakei, S. carnosus, S. xylosus, P. pentosaceus ve
Debaryomyces hansenii) goriiniis ve tekstiir lizerine énemli etkileri olmadigi Lorenzo
ve arkadaslar tarafindan ortaya konulmustur (Lorenzo vd. 2014). Eklenme amaci
patojen ve bozulma yapan mikroorganizmalari inhibe etmek olan “koruyucu kiiltiirler”,

iriiniin duyusal 6zelliklerini olabildigince az dl¢iide degistirmektedirler (Liicke 2000).

Etteki laktobasillerin ekzopeptidazlari, kas aminopeptidazlar1 ile aroma olusumunu
saglayan serbest amino asitlerin birlesmelerine yardimci olarak {irtin tadim
etkilemektedirler; ama laktobasiller ve pediokoklar, diisiik katabolik aktivite
gostermeleri nedeniyle fermente et triinlerinde 3-metil butanol gibi tipik aroma

bilesenlerinin olusumunda 6nemli role sahip degildirler (Basyigit vd. 2007).

L. sakei (Fadda vd. 2001, Ammor vd. 2005) ve P. acidilactici (Gandhi vd. 2016)
koruyucu kiiltiirlerinin peptidazlar {izerine aktivitelerinin oldugu bildirilmistir. Ornegin
16sin ve valin aminopeptidazlar sarkoplazmik proteinleri hidrolize ederek serbest amino
asitler olustururlar. Bu amino asitlerin kiirlenmis et iirlinlerinde flavor olusumundan
sorumlu bilesiklerin dnciileri oldugu bildirilmistir (Ammor vd. 2005, Fadda vd. 2001,
Wang vd. 2013). Calismamizda da, L.sakei ve P. acidilactici inokiile edilen sucuklar

kontrolden daha  yiiksek tat ve genel begeni puanlari  almiglardir.
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5. SONUC

Sucuk gibi fermente et Uriinleri mikrobiyolojik olarak giivenilir mikroorganizmalar
icermelerine karsin, patojen mikroorganizmalarin gelisebildigi ortamlardir. Starter
kiiltiir kullanilmadan iiretilen triinler daha fazla risk tasimakla birlikte, starter kiiltiir
ilave edilerek firetilen sucuklarda da patojen gelisme riski bulunmaktadir. Bu riski
ortadan kaldirmanin en iyi yolu olarak biyokoruyucu kiiltiirlerin kullanilmasi
onerilmektedir. Bu c¢alismada bakteriyosin iiretme kabiliyeti olan iki biyokoruyucu
kiltiir L.sakei ve P.acidilactici sucuk tiretiminde kullanilmis ve {iriin kalitesine etkileri,
ticari starter kiiltiir (P. pentosaceus ve S. carnosus) ilave edilerek iiretilen ve
biyokoruyucu/starter kiiltiir ilavesiz iiretilen sucuklarla karsilastirilarak degerlendirilmis

ve elde edilen sonuclar asagida 6zetlenmistir.

. Starter ve koruyucu kiiltiir inokiilasyonu tartigmasiz, kiiltiir ilave edilmemis

sucuklardan daha iyi mikrobiyolojik, kimyasal ve duyusal kaliteye neden olmustur.

. L.sakei inokiilasyonu, LAB’nin ortama kisa siirede hakim olmasina ve hizli pH
diisiisiine neden olarak, gida kaynakli patojenler E.coli, S.aureus ve Enterobacteriaceae
sayisinda 6nemli disiislere neden olmustur. Diger yandan enterokoklar ve maya-kiif

sayisinda da liretim boyunca azalmaya neden olmustur.

. P. acidilactici, L.sakei’den farkli olarak turetim sirasinda enterokoklarin
sayisinda artisa neden olmustur. Bununla birlikte S.aureus, E.coli, Enterobacteriacea ve

maya-kiif sayilarini 6nemli diizeylerde azaltmistir.

. Ticari starter kiiltiir karisimi, c¢abuk pH disiisii ile istenmeyen
mikroorganizmalarin sayisinda fermantasyon ve kuruma sirasinda azalmalara neden
olmustur. Fakat L.sakei ve P.acidilactici inokiile edilen sucuklarla karsilastirildiginda
ozellikle S.aureus ve E.coli inhibisyonunda daha yetersiz kalmis ve maya-kiif sayist da
startersiz sucuklardan daha diisiik, ancak biyokoruyucu iceren sucuklardan daha yiiksek

olmustur.
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. L.sakei, entrokoklar, S.aureus, E.coli ve Enterobacteriacea, gibi gida giivenligi
icin tehlikeli kabul edilen mikroorganizmalar1 inhibe etmesi, daha iyi iiriin kalitesine

neden olmas1 yonleriyle sucuk liretimi i¢in 6nerilmektedir.

. P.acidilactici inokiilasyonu, mikrobiyal kalite igin Onerilebilir, ancak enterokok
sayisinda neden oldugu artis nedeniyle, starter kiiltiirler ile birlikte kullanilmasi

Onerilmektedir.

. Sucuklarda koruyucu kiiltiir kullanimi, hizli renk gelisimine ve bu rengin daha
uzun siire stabil kalmasmna neden olmustur. P. acidilactici ve L. sakei koruyucu
kiiltiirleri, karigik  kiiltiirlerle benzer etki gostermektedir. Ancak patojen
mikroorganizmalar1 inhibe etme etkilerinin daha iyi olmasi nedeniyle tercih edilmeleri

onerilmektedir.

. Sucuklara starter kiiltir ve biyokoruyucu kiiltlir inokiilasyonu, lipit
oksidasyonunu geciktirmis ve proteolitik faaliyeti artirmistir. Bu etkiler hem ¢ig hem

pismis sucuklarin daha 1yi duyusal 6zelliklere sahip olmasina neden olmustur.

. Sucuk iireticilerinin kisa {iretim siirelerini tercih ettikleri diisiiniildiigiinde, tiriin
giivenirligini saglamada ticari starter kiiltiirler yerine, fonksiyonel ve bakteriyosin
uretme kabiliyetinde olan kiiltiirleri tercih etmeleri ya da starter kiiltiirlerin
biyokoruyucu kiiltiir ile birlikte kullanilmasi ile iiriin glivenirligi ve yeterli duyusal
Ozelliklerin gelismesi hedeflerine ulagmalart miimkiin olacaktir. Biyokoruyucu
kiiltiirlerin sucuk bilesiminde, duyusal 6zelliklerinde istenmeyen degisikliklere neden
olmamasi, hatta duyusal Ozellikleri iyilestirmesi, diger yandan istenmeyen
mikroorganizma gelisimini engellemesi sucuk iiretiminde starter kiiltiirlerle birlikte

kullanilabilecegini gostermektedir.
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EK 1 SUCUK DUYUSAL DEGERLENDIRME FORMU

CiG SUCUK DUYUSAL DEGERLENDIRME FORMU
Panelistin Ad1 Soyadi : Tarih:
Duyusal degerlendirme kriterleri;

flgili kutucuklara begenme durumunuza gére, 1-10 arasinda puan veriniz (10 puan: en
begenilen, 1 puan: hi¢ begenilmeyen)

Koku: Dilimler halinde plastik kaplarda bulunan sucuklar, panelistlerce kapaklar1 agilir
acilmaz koklanarak asidik koku, baharat kokusu ve yabanci koku yonlerinden
degerlendirilir.

*QOrnekler arasinda, bir 6nceki 6rnegin etkisini gidermek i¢in su ya da kahve koklayiniz.

Renk: Kapaklari agarak renk yoniinden degerlendiriniz. Tipik dogal fermente sucuk
rengi (koyu kirmizi-mor) dikkate alinarak degerlendirme yapilir.

Tat: Arka dislerle iyice ¢ignenen kiiciik bir parca sucuk dilimi yutulduktan (veya
yutulmadan agizdan ¢ikarildiktan) sonra algilanan asidik tat veya yabanci tat
degerlendirilecektir.

* Ornekler arasinda, agizdaki bir 6nceki tadin etkisini gidermek icin tuzsuz galeta ve su
tiiketiniz.
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Genel begeni: Yukarida degerlendirilen 6zellikler yoniinden en begenilenden en az
begenilene dogru puanlama yapilir.

Ornek Kodu Koku Renk Tat Genel begeni
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PiSMiS SUCUK DUYUSAL DEGERLENDIiRME FORMU
Panelistin Ad1 Soyadi : Tarih:
Duyusal degerlendirme kriterleri;

Igili kutucuklara begenme durumunuza gore, 1-10 arasinda puan veriniz (10 puan: en
begenilen, 1 puan: hi¢ begenilmeyen)

Koku: Dilimler halinde plastik kaplarda bulunan sucuklar, panelistlerce kapaklari agilir
acilmaz koklanarak asidik koku, baharat kokusu ve yabanci koku yonlerinden
degerlendirilir.

*QOrnekler arasinda, bir dnceki 6rnegin etkisini gidermek i¢in su ya da kahve koklayiniz.

Renk: Kapaklar agilarak renk, tipik pismis sucuk renginde olup olmadigina gore
puanlanir.

Tat: Arka dislerle iyice ¢ignenen kii¢lik bir parga pismis sucuk dilimi yutulduktan (veya
yutulmadan agizdan ¢ikarildiktan) sonra algilanan asidik tat veya yabanci tat
degerlendirilir.

* Ornekler arasinda, agizdaki bir 6nceki tadin etkisini gidermek igin tuzsuz galeta ve su
tiikketiniz.
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Genel begeni: Yukarida degerlendirilen 6zellikler yoniinden en begenilenden en az
begenilene dogru puanlama yapilir.

Ornek Kodu Koku Renk Tat Genel begeni
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EK 2 Arastirma Verilerinin Varyans Analizi Sonuclarina iliskin p Degerleri

Cizelge EK 2.1 Starter ve biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve tiretim siiresinin sucuktaki
fizokimyasal 6zelliklerinde meydana gelen degisimlere uygulamanin
ve siirenin etkisini gdsteren varyans analizi sonuclarina iliskin p

degerleri

Fizikokimyasal Uretim

ozellikler Grup x Giin Grup Gilin
interaksiyonu

Nem 0.003 0.739 0.000
Yag 0.024 0.121 0.000
Protein 0.070 0.141 0.000
Kiil 0.138 0.078 0.000
pH 0.077 0.004 0.000
L* degeri 0.111 0.000 0.000
a* degeri 0.045 0.000 0.000
b* degeri 0.978 0.779 0.000
Proteoliz indeksi 0.115 0.000 0.000
TBARM 0.000 0.000 0.000

Cizelge EK 2.2 Starter ve biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve iiretim siiresinin sucuktaki
mikrobiyolojik 06zelliklerinde meydana gelen degisimlere uygulamanin ve
siirenin etkisini gosteren varyans analizi sonuglarina iligskin p degerleri

Mikrobiyolojik Uretim
ozellikler Grup x Glin Grup Gilin
interaksiyonu

TAMB 0.001 0.000 0.000
LAB 0.000 0.000 0.000
Kuagulaz Negatif Kok 0.000 0.000 0.000
Enterococcus 0.000 0.000 0.010
Enterobacteriaceae 0.040 0.020 0.000
E. coli 0.000 0.000 0.000
Maya-kiif 0.000 0.000 0.000
Staphylococcus aureus  0.000 0.000 0.000
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Cizelge EK 2.3 Starter ve biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve iiretim siiresinin sucuktaki

duyusal ozelliklerinde meydana gelen degisimlere uygulamanin ve
siirenin etkisini gosteren varyans analizi sonuglarina iliskin p
degerleri

Uygulama Koku Renk Tat Genel Begeni
Cig 0.633 0.038 0.065 0.094
Pismis 0.040 0.129 0.020 0.039
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EK 3 Sucuklarda Uretim ve Mikrobiyolojik Analizlerle Tlgili Fotograflar

$1 S2

J

K
D

s3
(65

Dilimlenmig ve biitlin ¢ig sucuk 6rnekleri

Pismis ve ¢ig duyusal analiz 6rnekleri
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Duyusal analiz panel goriintiisii

Baird Parker Agar’da S. aureus sayimi
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Kanamisin Aesculin Agar’da Enterococcus sayimi
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Mannitol Salt Phenol Red Agar’da Koagukaz negatif kok sayimi
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Chromocult TBX Agar’da Enterobacteria-E.coli sayimi sayimi

Plate Count Agar’da TMAB sayimi1
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