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Calismanin amaci, L.sakei biyokoruyucu kiltlr uygulamasmin vakum ambalajli sigir
etinin mikrobiyolojik (toplam aerob mezofilik bakteri (TAMB), laktik asit bakteri (LAB),
Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. ve Brochothrix thermosphacta), fizikokimyasal
(pH ve L*(agiklik), a*(kirmizilik), b*(sarilik) ve duyusal (koku ve renk) dzelliklerine
etkisini 4£1°C’de 35 giin depolama sirasinda belirlemektir. Depolama boyunca ortama
laktik asit bakterileri hakim olmustur. L.sakei inokule edilen etler inokulasyon
yapilmayan kontrol etlerden daha diisiik bozulma yapan mikroorganizma sayilarina sahip
olmuslardir. L.sakei inokilasyonunun inhibitor etkisi Enterobacteriaceae ve B.
thermosphacta Uzerine 7. gunden, Pseudomonas spp. Uzerine 14. glinden itibaren
goriilmiistiir (P<0.01). Depolama sonunda kontrol ve L.sakei inokiile edilen érneklerde
Enterobactericeae sayis1 sirasiyla 7.55 ve 5.89 log kob/g, Pseudomonas spp. sayis1 7.54
ve 5.59 log kob/g, B. thermosphacta sayis1 6.55 ve 3.36 log kob/g bulunmustur. En fazla
inhibisyon etkisi yaklasik 3 logaritmik birim dlzeyinde azalma ile B. thermosphacta
tizerine olmustur. L. sakei inokilasyonunun depolama siiresince renk degerleri tizerine
olumlu etkisi olmus, L* degeri artarken a* degeri korunmustur. Biyokoruyucu kiltur
inokiilasyonu bozulma yapan mikroorganizmalar1 inhibe etmede ve bu sekilde raf dmriinii
iyilestirmede etkilidir.
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Anahtar Kelimeler: Biyokoruma, Lactobacillus sakei, sigir eti, vakum ambalaj,
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ABSTRACT

Master Thesis

EFFECT OF Lactobacillus sakei AS A BIOPROTECTIVE CULTURE ON THE
MICROBIAL QUALITY OF VACUUM-PACKED BEEF MEAT

Ibrahim YILMAZ

Ankara University
Graduate school of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Ayla SOYER

The aim of the study is to investigate the effect of Lactobacillus sakei as a protective
culture on microbiological (total viable (TV), lactic acid bacteria (LAB),
Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. and  Brochothrix  thermosphacta),
physicochemical (pH and L*(lightness), a*(redness), b*(yellowness)) and sensory (odour
and colour) parameters during a 35-days refrigerated storage of vacuum-packed beef
meat. Lactic acid bacteria were dominant flora during refrigerated storage. L.sakei
inoculated samples had significantly (P<0.01) lower spoilage microbial counts than non-
inoculated samples. The inhibitory effect of L.sakei inoculation was seen from 7 days for
Enterobacteriaceae and B.thermosphacta and from 14 days for Pseudomonas spp. At the
end of storage, Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. and B. thermosphacta counts for
non-inoculated and inoculated samples were 7.55 and 5.89 log cfu/g, 7.54 and 5.59 log
cfu/g and 6.55 and 3.36 log cfu/g, respectively. The most inhibitory effect was on B.
thermosphacta counts with 3 logaritmic unit level. Colour values of inoculated samples
were improved which L* values increased and a* values did not change during storage.
Inoculation with bio-protective culture has a potential to inhibit growth of spoilage
bacteria and improve shelf life of vacuum-packed raw meat.
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1. GIRIS

Et, insanin saglikli beslenmesi ve kaliteli bir hayat siirebilmesi i¢in vazgecilmez bir besin
kaynagidir. Et sahip oldugu elzem amino asitler (metiyonin, arjinin, triptofan vb.) ve yag
asitleri (linoleik asit vb.) gibi temel besin dgeleri yoniinden benzersiz bir gidadir. Bu
Ozelliklerinin yaninda sahip oldugu mineral ve vitamin yoniinden de bitkisel besin
maddelerinde olmayan hem kaynakli demir (Fe*2) ve B12 vitamini biinyesinde bulunduran
et saglik agisindan son derece 6nemli bir gidadir (Oztan 2015). Ancak etin zengin besin
matrisine sahip olmasi onu gida kaynakli patojenler ve ette bozulmaya sebep olan
mikroorganizmalari ¢ogalmasi ve yayilmasi i¢in ideal bir ortam yapmaktadir. Et zararh
mikroorganizmalar i¢in 1ideal bir ortam olmasi1 nedeniyle kalite ve giivenligin
stirdiirtilebilirligini saglamak icin ete yeterli koruma teknolojileri uygulamak elzemdir
(Aymerich vd. 2008). Kalite ve giivenligin saglanmasi igin bircok yontem kullanilmakla
birlikte bunlar ¢ grupta katagorize edilir. Sicaklik kontroliinii temel alan yontemler
(dondurma, sogutma, pastorizasyon ve sterilizasyon), etin su igerigini kontrol eden
yontemler (kurutma, kiirleme, dondurarak kurutma) ve mikrobiyal bozulmay1 engelleyen
yontemler (antibiyotik, kimyasal koruyucular, ambalajlama). Ayrica bu yontemlerin bir
arada kullanilmasi hem mikrobiyal hem de duyusal Kkaliteyi glclendirir (Lawrie ve
Ledward 2006).

Butin bu yontemler ile birlikte giiniimiizde arastirmalar daha ¢ok yeni ambalajlama
sistemleri (vakum ambalajlama, modifiye atmosferde ambalajlama, aktif ambalajlama
gibi), dogal antimikrobiyal bilesikler ve biyokoruyucular gibi 1s1l olmayan yeni sistemlere
odaklanmistir. Bu yOntemlerin avantajlar1 ise daha az enerji gereksinimleri olmasi,
cevreye duyarli olmalar1 ve etin dogal goriiniimiinden taviz vermeden patojen

mikroorganizmalardan koruyor olmasidir (Zhou vd. 2010).

Ambalajlama sistemleri iriinleri yabanci koku etkilesimine, besin kaybina, tekstiir
degisikligine ve patojenler gibi zararli mikroorganizmalara kars1 korur (McMillin 2008).
Vakum ambalajlama, et ortamindan oksijenin uzaklastirilmasi ile yapilan ve taze etin raf
omriinii 0onemli diizeyde artran bir koruma yontemidir. Oksijen varligi, et ve et

tirtinlerinin bozulmasina neden olan Pseudomonas spp., Moraxella, Psychrobacter ve



Acinetobacter gibi acrobik bakterilerin gogalmasi i¢in ortam olusturmakta ve et renginin
ve goriliniigiiniin degigsmesine, oksidatif acilagmaya ve etin aromasinin degismesine neden
olmaktadir (Macedo vd. 2011). Modifiye atmosferde ambalajlama (MAP) ise et Grintnin
bulundugu ortamdaki havanin degistirilmesi ve farkli yeni bir gaz atmosferinin
olusturulmasidir. Bu yontemde genelde CO2, N2, Oz ve CO gibi gazlar biri, ikisi ya da t¢
bir arada farkli konsantrasyonlarda kullanilarak, arzu edilen iiriin niteligini koruyacak

atmosfer olusturulur (McMillin vd. 2008).

Diger koruma yontemlerinden birisi olan biyokoruma, dogal ve kontrol edilebilir
mikroorganizmalar ve bunlarin antimikrobiyal metabolitleri kullanilarak gidalarin
korunmasi seklinde tanimlanir (Stiles 1996). Biyokorumanin amaci gida giivenligi ile
beraber depolama siiresinin yani raf dmriiniin artirilmasidir. Laktik asit bakterileri (LAB)
biyokoruyucu mikroorganizmalar olarak biyik potansiyele sahiptir. Cunki tiketimi
giivenli ve depolama boyunca bir¢cok gida i¢in dogal olarak baskin mikroorganizma
grubunu olustururlar. LAB fermantatif roli nedeniyle genel olarak guvenli (Generally
Recognised As Safe: GRAS) olarak tanimlanir. Ayrica LAB tarafindan iretilen
antimikrobiyal peptitler, sindirimi kolaylastiran proteazlar tarafindan kolaylikla
yikildigindan bagirsak mikrobiotasinda zararl etki olusturmazlar. Laktik asit bakterileri
bakteriyosin, enzim, hidrojen peroksit ve organik asit gibi bilesikleri iirettigi ve ortamdaki
besinleri tiikettigi i¢cin diger mikroorganizmalara karsi inhibe edici etkiye sahiptir

(Castellano vd. 2008).

LAB c¢ok ¢esitli antimikrobiyal metabolitler tretir ki bunlardan biri de bakteriyosinlerdir
(zZhang vd. 2018). Bakteriyosinler Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler tarafindan
ribozomal olarak sentezlenen kicuk peptitler veya biyoaktif proteinlerdir. Bu molekuller
zararli ve patojenik bakterilere karsi antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (Beshkova ve
Frengova 2012). Raf 6mriinii uzatmanin yanisira bakteriyosinler ayn1 zamanda patojenik
mikroorganizmalarin bulagsma riskini ve sentetik koruyucularin kullanimini azaltir
(Castellano vd. 2008, Géalvez vd. 2007). Ancak bakteriyosinler nispeten dar bir
spektrumuna sahiptirler ve sadece iiretici susla yakindan iligkili bakteriler igin
toksiktirler. (Riley ve Wertz 2002). Onceki calismalar, L. sakei, L. plantarum, L.

animalis, ve L. curvatus dahil olmak iizere bircok LAB susunun et ve et iiriinlerinde etkili



biyokoruma ajanlari olarak basarili bir sekilde uygulandigini gostermistir (Zhang vd.
2018).

Lactobacillus sakei, diisiik sicaklikta uzun siire taze et depolamada tercih edilen bir laktik
asit bakteri susudur (Chaillou vd. 2014). Bu bakteri bitkisel ve hayvansal kokenli ¢esitli
fermente gida iriinlerinden izole edilir. Ayrica fermente edilmemis et Urunleri igin
mikrobiyal giivenligi arttirmak igin de onerilmektedir. L. sakei taze etin baslica florasini
olusturur ve et vakum altinda depolandiginda baskin flora haline gelir. L. sakei' nin taze
etin korunmasindaki kritik rolli, bozulmaya sebep olan ve patojenik etki gosteren
bakterilere kars1 inhibitOr bilesikler sentezlemesi ve laktik asit tiretebilmesidir (Verges
vd. 2001).

Yapilan bu agiklamalar dogrultusunda bilesimi nedeniyle kolay bozulabilen bir gida olan
etin raf dmriiniin artirilmasi 6nemli bir husustur. Bu amagla etin raf 6mruniin kimyasallar
yerine, tiketiminde herhangi bir sakinca olmayan ve FDA tarafindan GRAS kabul edilen
laktik asit bakterilerinden biri olan Lactobacillus sakei tarafindan artirilmasinin iyi bir
¢oziim olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu ¢aligmada, L. sakei biyokoruyucu kulttrinin
vakum ambalajli sigir etinin mikrobiyal kalitesine, rengine ve duyusal 6zelliklerine

etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Et, protein kaynaklarmin en onemlilerinden biridir. Ayrica viicut i¢in gerekli amino
asitleri iceren degerli proteinleri zengin bir oranda bulunduran, demir, ¢inko gibi
minerallerin ve farkli tip vitaminlerin en iyi oranda diizenlenmis oldugu miikemmel bir
gidadir. Bu degerli beslenme ortami ayni1 zamanda bakterilerin ¢ogalmasi i¢in de elverisli
bir ortam olusturur. Bu uygun ortam ve diger bozulma faktdrleri etin dayanikliliginin
azalmasmin sebeplerindendir (Amani vd. 2015). Et ayrica kimyasal ve enzimatik
faaliyetler nedeniyle bozulmaya karst cok hassastir. Etin yag, protein ve
karbonhidratlarmin parcalanmasi, kotii kokularin olusmasina, etin lezzetinin ve renginin

bozulmasina neden olur (Dave ve Ghaly 2011).

Etin rengi, satin alinmas1 sirasinda en 6nemli kalite-faktoridir. Kasta bulunan baslica
miyoglobin ve sitokromlar, katalaz, flavinler gibi pigmentler etin rengini olusur (Amani
vd. 2015). Bahsedilen pigmentler arasinda miyoglobin en 6nemli renk maddesi olup et
rengini bu pigment belirler. Kasta bulunan miyoglobin dizeyi hayvanin hareketlilik
durumu, yas ve tiir gibi degisik faktorlere baglidir. Etin depolanmasi nedeniyle olusan
renk degisimi ambalajlama sekline, depolama kosullarina ve ¢ig ette bulunan
miyoglobine baghdir (Kerry vd. 2002). Taze ette miyoglobin, ¢ kimyasal formda
bulunabilir. Bunlardan biri deoksimiyoglobindir. Mor olan deoksimiyoglobin, oksijene
maruz kaldiginda hizla kiraz kirmizisi olan oksimyoglobine oksijenlenir (Kerry vd.
2006). Zaman gectikce atmosferik ortamda oksimyoglobin metmyoglobine doniisiir. Bu
da etin renginin kahverengiye dénmesine sebep olur. Metmyoglobin olusum orani etin
mikrobiyolojik durumu, pH ve depolama sicaklig1 gibi farkli faktorlere baghdir. (Kerry
vd. 2002).

2.1 Etin Bozulma Nedenleri

Ette bozulma, tiiketici i¢in kabul edilemez hale gelen duyusal degisiklikler olarak
tanimlanir. Bu degisiklikler; renk ve yapidaki bozulma, kotii tat ve kokunun olusmasi ya
da etin {lizerinde siimiiksii bir yapinin olugsmasi seklinde gergeklesir (Erkmen ve Bozoglu

2016). Pseudomonas, Lactobacillus ve Enterococcus siimiiksii yapiyr olusturan



bakterilere 6rnek olarak verilebilir. Bu 6rneklere ek olarak Enterococcus’ un hidrojen
peroksit ve Clostridium spp.’ in hidrojen siilfit {iretimi sonucu et yesilimtirak bir renge
doniisiir (Anonymous 2016). Hayvanlarin kesilmesinden sonra rigor mortisin tamamen
sonlanmasi ve etin gevrek/yumusak bir yapiya sahip olabilmesi i¢in belirli bir zamanin
gecmesi gerekmektedir. Bu siiregte karkasta birtakim olaylar gerceklesir. ilk olarak ATP
sentez kabiliyeti kaybolur. Enerji yetersizligi sebebiyle kasta bulunan aktin ve miyosin
proteinleri hareket edemez ve kaslar sertlesir. Kasa giren oksijen miktar1 diistiigiinden
indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlar1 azalir. Vitamin ve antioksidan kaybi yavas
yavag oksidasyonun artmasina neden olur. Sinirsel ve hormonal denge kaybolur ve bunun
sonucunda karkasin sicaklig1 diiser ve yaglar1 katilagir. Kesim ile birlikte solunumun sona
ermesi ile kasta glikoliz baslar. Glikoliz asamasinda glikojen laktik aside doniistiiriiliir ve
bunun sonucu kas pH’s1 7.2’den 5.7’ ye kadar diiser. Proteinler bu pH’ da denature olurlar
ve rigor mortis sonlanir (Lawrie 2006, Erkmen ve Bozoglu 2016). Kesim 6ncesi ve kesim
sonrasi igslemler etin kalitesinin bozulmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Kesim dncesi
hayvanin maruz kaldig1 stres kaslardaki glikojen miktarmni azaltmakta, bu durum da kesim
sonrast kaslarda laktik asit retimini etkilemektedir. Laktik asit Uretimi anaerobik
glikolitik yol iizerinden hayvan kasinin glikojen igerigi yikilarak gerceklesmektedir. Stres
ile ilgili olarak kesim Oncesi uzun siire strese maruz kalan hayvanlarin kesimi sonucu
olusan etlerin pH’s1 yiiksek olmakta bu da koyu, sert ve kuru anlamina gelen DFD (Dark,
Firm and Dry) et olarak tanimlanan raf dmrii kisa etin olusmasina neden olur. Buna benzer
olarak kisa siireli strese maruz kalan hayvanlarin etleri ise soluk, yumusak ve terli
anlamina gelen PSE (Pale, Soft and Exudative) olarak tanimlanan ete neden olmaktadir.
PSE etler diisiik pH degerine sahiptirler, bu diisiikk pH degeri mikroorganizma gogalmasi
engeller, ayrica bu diisiik pH ortanmu bazi proteinlerin denatiirasyouna neden olmaktadir
(Dave ve Ghaly 2011). Sekil 2.1 de DFD, PSE ve normal etin yapist ve rengi

gosterilmektedir.

Et ve et iirlinlerinin raf omriine etki eden faktorler ¢izelge 2.1 de dzetlenmistir. Bu
faktorler igsel ve digsal faktorler olarak ayrilabilir. Igsel faktdrler hayvanin tiirii, cinsi ve
beslenme sekli, yasi, kesim sonrasi ilk mikroflora ve etin kimyasal Ozellikleri
olustururken, dissal faktorleri sicaklik, ambalajlama ve depolama sekli gibi faktorler

olusturmaktadir. Kesimden sonra, isleme agamasinda ya da depolama siirecinde et ve et



iriinlerinin bozulmasma neden olan iic mekanizma vardir. Bunlar mikrobiyolojik

bozulma, yag oksidasyonu ve otolitik enzimatik bozulma olarak ifade edilir.

(©)

Sekil 2.1 Etin yapis1 ve rengi (Dave ve Ghaly 2011) (a) Normal et (b) Pale, Soft and
Exudative (PSE) et (c) Dark, Firm and Dry (DFD) et



Cizelge 2.1 Etin raf dmrinu etkileyen faktorler (Rahman 1999)

Etken Faktorler

Icsel etkenler Hayvann tiirii (Sigir, koyun)

Icsel etkenler Hayvanin cinsi ve beslenme rejimi

Igsel etkenler Hayvanim yas1

Icsel etkenler Etin ilk mikroflorasi

Icsel etkenler Etin kimyasal 6zellikleri (peroksit degeri, pH, asitlik, redoks
potansiyeli)

Igsel etkenler Oksijen varligi

Igsel etkenler Personel ve ekipman hijyeni

Dissal Etkenler Kalite yonetim sistemleri

Digsal Etkenler Sicaklik kontrolii

Dissal Etkenler Ambalajlama sistemi (materyal, ekipman ve kullanilan gazlar)

Dissal Etkenler Depolama tipi

2.1.1 Ette Mikrobiyolojik Bozulma

Et ve et {irlinleri, bazilar1 patojen olmak tizere farkli mikroflora (bakteri, maya ve kiif)
icin mitkkemmel ¢ogalma ortami saglar (Jay vd. 2005). Hayvanlarin derisi ve bagirsaklari
bu mikroorganizmalarin ana kaynagidir. Etteki mikrofloranin gesitliligi bircok faktdre
baglidir. Bunlar; kesim dncesi hayvanin yetistigi ortam (ahir ya da mera), hayvanin yas,
kesim asamasi i¢ organlarm ayrilmasi ve etin islenmesi agsamasindaki temaslar, kesim
asamas1 etin iglenmesi asamasi ve dagitim asamalarinda sicaklik kontrolii, koruma
yontemleri, ambalajlama sekli, tiiketiciler tarafindan depolama ve isleme olarak

siralanabilir (Cerveny vd. 2009).

Et, karbonhidrat icerigi diisiik yari-kat1 bir ortamdir. Rigor mortis tamamlandiktan sonra
ette protein olmayan azotlu bilesikler, amino asitler, kreatin, peptit ve protein igerigi artar.
Karbonhidrat konsantrasyonu hala disiiktiir, pH 5.5’e yakindir ve su aktivitesi>0.97"dir

(Ray ve Bhunia 2008). Post mortem kasin ete doniisiimii olarak ifade edilmektedir. Bunu



takip eden depolama ve ete uygulanan iglemler etin bozulmasina neden olan degismelere
yol acar. Bu degismelere mikroorganizmalar, ekzojen enzimler, kastaki endojen enzimler,
oksidatif acilagma gibi enzimatik olmayan reaksiyonlar, damlama kaybi1 ve renk
bozuklugu gibi fiziksel etkiler neden olur. Ette yukaridaki degismelerin meydana gelmesi
etin kabul edilebilirligini azaltsa da, etin bozulmasma neden olan ve {iriin giivenligini

tehlikeye diistiren en 6nemli faktor mikrobiyolojik faaliyettir (Nychas vd. 2008).

Aerobik ortamda Pseudomonas spp. ette hizla g¢ogalmakta ve bozulma nedeni
olabilmektedir. P. fragi, P. fluorescens ve P. putrefaciens sogukta depolanan etlerden en
cok izole edilen mikroorganizmalardir (Lebert vd. 1998). Bunlar disinda Brochothrix
thermosphacta, Moraxella, Psychrobacter ve Acinetobacter sogutulmus etlerin

bozulmasina neden olan diger mikroorganizmalardir (Ellis ve Goodacre 2001).

Kesimden sonra et Uzerindeki bozulma yapan mikroorganizma yiki raf dmrinin
belirlenmesinde kritik bir faktdrdiir. Karkas yiizeyinin herhangi bir kism1 10% den 107
kob/cm? degisen sayida gogu psikrotrofik bakteri icerebilir. Etlerin dogranmasi veya
kiyma haline getirilmesi daha fazla yiizey alani ortaya ¢ikardigi, daha fazla su ve besini
kullanilabilir hale getirdigi i¢cin mikrobiyal yiikii arttrmaktadir. Taze ette yaygin olarak
farkli tiir ve sayida bakteri bulunur. Ancak g¢evre sartlarina etin pH degerine, sicakliga,
etin yapisina gore bunlardan bazilar1 baskin mikrobiotay1 olustururlar. (Ercolini vd. 2006,
Li vd. 2006, Samelis 2006). Pseudomonas spp. acrobik olarak depolanan ¢ig et ve kiimes
hayvanlarinda baskin olan bakteri grubunu olusturur (Balamatsia vd. 2006).
Baslangictaki diisiik glukoz seviyesi g¢esitli bakteriler tarafindan tiiketildiginde,
Pseudomonas avantajli bir durumdadir. Ciinkii glikonatlar1 ve amino asitleri diger
mikroorganizmalardan daha kolay katabolize edebilirler. Bu bilesiklerin parcalanmasi,
biyojenik aminler, putresin ve kadaverin dahil olmak Uzere kotu kokulu sulfitler,
amonyak ve aminlerin liretimiyle sonuglanir. pH' s1 nispeten 6.0 dan yiiksek olan DFD
etler ok cabuk bozulurlar ¢linkil bu etlerin yapisindaki amino asitlerin deaminasyonu ¢ok
erken baglar. Shewanella putrefaciens pH’ nin 6.0'dan diisiik oldugu ette gelisemez, ancak
ette glukoz hala bulunmakta ise silflir ve amonyak Uretebilir. Bu stlfitler sadece kot
kokmakla kalmaz, ayn1 zamanda ette renk degisikliklerine neden olur ve bu nedenle

Shewanella taze eti bozma potansiyeli yiiksek olan bir mikroorganizma olarak tanimlanir.



Ancak Shewanella, diisiik pH ve aerobik ortamda baskin mikroorganizma olamaz (Doyle
2007). Brochothrix thermosphacta, soguk ve aerobik ortamda muhafaza edilen taze ette
bozulmaya neden olan O&nemli bir mikroorganizmadir (Russo vd. 2006).
Enterobacteriaceae, 0zellikle Serratia, Enterobacter ve Hafnia turleri, vakum
ambalajlanmis, yiksek pH degerli taze etlerin bozulmasinin baslica nedenleridir. Bu
organizmalar organik asitler, hidrojen silfit ve etlerin yesillenmesini saglayan fakiiltatif
anaeroblardir. Laktik asit bakterileri (LAB), vakum ve modifiye atmosferde
ambalajlanmig et ve kiimes hayvanlarinda ¢ogalir ve fermantasyon yoluyla glukozdan
organik asitler liretirler. Bu gaz, siimiiksii yap1 ve etin yesillenmesiyle beraber asidik kotii
kokunun olugsmasina neden olur. Ancak LAB zayif proteolitik 6zelliktedirler. Bu nedenle
fazla miktarlarda amin ve sulfit lretemezler. Bunun sonucu olarak LAB tarafindan
bozulmus etler asir1 kotii kokulu degildir. Psikrofilik, anaerobik Clostridium spp. vakum
ambalajlanmis etlerin bozulmasina neden olur. Vakum ambalajli etlerin asir1 derecede
kotii kokulu gaz olusumu sonucu bozulmasi sisik ambalaj anlamimna gelen "Blown pack™
olarak tanimlanir. Bu gazlar biitirik asit, biitanol ve siilfiir bilesiklerinden olusur. Mayalar
ve kiifler, taze ette nispeten yavas ¢ogalir ve bu nedenle bakterilerle rekabet edemezler.
Bundan dolayi, mikrobiyolojik bozulma florasinin 6nemsiz organizmalaridir (Doyle
2007). Bozulmaya neden olan mikroflorada psikrotrofik Gram-negatif ¢ubuk seklinde
aerobik, fakdltatif ve zorunlu anaerobik bakterilerin hékim oldugu goériilmektedir. Bu

mikroorganizmalardan bazilar1 ¢izelge 2.2 de verilmistir.

2.2 Etin Muhafazasi

Stipermarketlerin gelismesi ve hizli biiyiimesinden sonra, doku, renk ve besin degeri
bozulmadan uzun mesafeler boyunca et tasmmasi i¢in et muhafazasi ¢ok daha 6nemli
hale gelmistir (Nychas vd. 2008). Etin muhafazasindaki amag; ilk olarak
mikroorganizmaya dayali bozulmay1 inhibe etmek, ikinci olarak da oksidasyonu ve
enzimatik bozulmayr minimum seviyeye ¢ekmektir. Geleneksel muhafaza
yontemlerinden olan kurutma, tiitsiileme, fermantasyon, sicaklik kontroli vb. yerini yeni
muhafaza yontemlerinden olan kimyasal, biyokoruyucu ve termal enerji tUretmeyen

yontemlere birakmaktadir. Mevcut et muhafaza yontemleri gliniimiizde genel olarak 3



baslik altinda incelenir bunlar; sicaklik kontrolii, su aktivitesi kontrolii, kimyasal ve

biyokoruyuculardir (Zhou vd. 2010).

Cizelge 2.2 Etin bozulmasina neden olan mikroorganizmalar (Comi 2017)

Aeromonas Streptococcus
Alcaligenes Pseudomonas
Acinetobacter Proteus
Bacillus Psycrobacter
Brochothrix Salmonella
Clostridium Shewanella
Citrobacter Streptococcus
Corynebacterium Aspergillus
Enterobacter/Pantoea Penicillium

E. coli Cladosporium
Flavobacterium Candida

Lactobacillus
Micrococcus/Staphylococcus

Rhodotorula
Trichosporon

Moraxella Geotrichum
Pseudomonas Thamnidium
Proteus Mucor
Psycrobacter Sporotrichum
Salmonella Rhizopus
Shewanella

Bunlarla birlikte, bu koruyucu yéntemleri glclendiren, bdylece daha uzun depolama
stireleri boyunca etkilerini en ist diizeye c¢ikaran, taze et gibi gida {iriinlerinin,
giiniimiizdeki perakendeciliginin bir geregi olan, uygun ambalajlama malzemelerinin ve
sistemlerinin  kullanilmas: elzemdir. Ozellikle, cesitli vakumlu ambalajlama (VP)
yaklagimlar1 ve modifiye atmosfer ambalajlama (MAP) kullanim1 mikrobiyal bozulmanin
daha gii¢lii ve daha basarili bir sekilde kontrol edilmesine neden olmakta ve oksidatif

bozulmaya ekstra bir engel olusturmaktadir (Kerry ve Tyuftin 2017).

Modifiye atmosfer ambalajlama (MAP), kaptan havanin ¢ikarilmasini ve tek bir gaz veya
gaz karisimi ile degistirilmesini iceren bir ambalajlama sistemidir. Ambalaj icerisinde
iriiniin bulundugu atmosferden gaz aligverisi yapmasi, biyokimyasal degisiklikler ve
ambalajlama materyalinden gaz gecisi olusmasi nedeniyle depolama sirasinda ambalaj

icerisindeki atmosfer siirekli degisir (Parry 1993). Vakum ambalajlama da (\VVP) bir tlr
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MAP sistemidir, ¢clinku etin bulundugu poset icerisindeki hava ¢ikarilir ve degistirilmez.
Et, diisiik oksijen gecirgenligine sahip bir pakete yerlestirilir, hava bosaltilir ve ambalaj
kapatilir (Church 1998).

2.2.1 Gidalarda Ambalajlama ve Vakum Ambalajlama

Gidalarim ambalajlanmasinin amaci hem kaliteyi korumak hem de iiretimden tiikketime
kadar gidalarin raf mriinii arttirmaktir. Ambalajlama sistemleri Griind fiziksel, kimyasal
ve biyolojik zararlara kars1 koruyucu bir faktor olarak kullanilmaktadir (Cutter 2006).
Taze etin ambalajlanmasinda ise iiretici ve tiiketiciler a¢isindan en onemli avantajlar;
mikrobiyal kontaminasyonu 6nlemesi, bozulmanin ve etin asir1 yumusamasma neden
olan bazi enzimlerin aktivitesinin geciktirilmesi, kiitle kaybmin 6nlenmesi ve ayni
zamanda kirmizi ette istenilen kirmizi rengi ortaya ¢ikaran oksimiyoglobin pigmentinin
olusmasidir. Etin ambalajlanmasinda eger et ambalaj icerisinde oksijen ile temas ederse
etteki yaglarin okside olma riski artar ve bu durum taze et i¢cin énemli bir kriter olan renk
ve kokunun degismesine neden olabilir (Kerry vd. 2006). Glnimizde, vakum
ambalajlama taze etin korunmasinda yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Kerry vd.
2002). Vakum ambalajlama sisteminin en 6nemli 6zelligi ambalajlama isleminde oksijen
miktarmin smirlandirilmasi, bunun sonucunda ette bakteri Gremesinin ve bozulma
faktorlerinin azaltilmasidir. Vakum ambalajlama, paketten havanin uzaklastirildigi ve
yerine farkli atmosferin kullanilmadigi modifiye atmosfer ambalajlama tirtdir (Ibrahim
vd. 2008).

Oksijen et {irlinlerinin kokusunu, rengini ve goriinimiinii degistirebilen, yaglarin
oksidatif acilasmasina neden olan, et pigmentlerini degistirebilen, vitamin ve tatlar1 yok
edebilen aerobik mikroorganizmalarin ¢ogalmasini kolaylastiran bir etkendir
(Herndndez-Macedo vd. 2011).

Vakum ambalajlanmis etler genellikle diisiik sicakliklarda uzun bir raf émrine sahiptir
(Labadie 1999). Oksijen gegirgenligi yiiksek filmlerle ambalajlanan etin raf omri
yaklagik bir hafta iken, vakum ambalajli etin raf 6mrii 0°C' de saklandiginda yaklagik 3

ila 12 haftadrr. Diisiik sicakliklar etin saklama siiresini uzatir; ancak tiriiniin donmadan
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muhafaza edilebilecegi en diisiik sicaklik -1.5 °C dir. Artan raf dmriine ragmen, vakum

ambalajli etler de bir siire sonra bozulmaktadir (Hernandez-Macedo vd. 2011).

Vakum ambalajli ve sogutulmus ette bulunan bazi mikroorganizmalar; Lactobacillus
spp., Leuconostoc spp., Carnobacterium spp. ve B. thermosphacta Enterobacter,
Serratia, Hafnia, Rahnella, Clostridium, C. estertheticum, C. laramiense C. frigidicarnis,
C. gasigenes ve C. algidixylanolyticum olarak sayilabilir (Brightwell vd. 2007, Spring vd.
2003).

B. thermosphacta, sogutulmus etlerin bozulmasinda 6nemli rol oynar. Substrat olarak
glikozu tercih eder (Gill ve Newton 1977). Anaerobik kosullarda, glikoz bu
mikroorganizma tarafindan esas olarak laktik aside metabolize edilir. Oksijen varliginda
ana Urlinler, bazi peynirlerde de bulunan ve ter kokusuna benzer kokuya neden olan
asetoin ve diasetildir. Bu nedenle, bu bakterinin aerobik metabolizmasi genelde laktik

asit ve etanol ile sonuglanan anaerobik metabolizmadan daha 6nemlidir (Pin vd. 2002).

Vakum ambalajlamadan hemen sonra, laktik asit bakteri populasyonu genellikle tespit
smirmin (10 kob/g) altindadir, ancak depolama sirasinda artar (Jones 2004). Laktik asit
bakterileri, ette bulunan glikoz ve diger substratlar1 fermente eder. Bu substratlar
tiikendiginde, biiyiime genellikle durur ve popiilasyon 8 log kob/cm? ye ulasir. Laktik
asit bakterilerinin ¢ogunun metabolik {iriinleri ette kalir ve Uriine hafif asidik tat verir
(Herndndez-Macedo vd. 2011). Ancak genelde L. curvatus ve L. sakei gibi tirlerin
olusturdugu metabolitlerin tiriinii bozdugu diisiiniilmez, ¢inkid bu mikroorganizmalar

tarafindan tiretilen ugucu yag asitlerinin kokusu, ambalaj1 agtiktan sonra kaybolur (Ray

2002).

2.2.2 Vakum ambalajh etlerde bozulma

Vakum ambalajli etlerde, psikrotrofik fakiiltatif anaerobik ve anaerobik bakteriler
cogalabilir ve farkli tiirde bozulmalara neden olabilir (Ray 2002). Vakum ambalajli

etlerin baslangi¢c mikrobiotasini genellikle mezofilik bakteriler olusturur (Brightwell vd.
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2009). Saklama kosullar1 genellikle vakum ambalajli tiriinlerde laktik asit bakterilerinin
cogalmasi i¢in elveriglidir. Bununla birlikte, B. thermosphacta, Enterobacteriaceae, ve
Shewanella putrefaciens gibi psikrotrofik bakteriler de dnemli 6lglide gogalir ve etin

bozulmasina neden olur (Dainty ve Mackey 1992).

B. thermosphacta, gida kaynakli 6nemli bir patojen olan Listeria monocytogenes ile
akrabadir ve Brochothrix, Listeria familyasinin ikinci 6nemli cinsidir (Stanborough vd.
2017). Bu bakteri, diisiik Oz ve vakum ambalajli sogutulmus et ve balikta gogalabilen
Gram-pozitif, fermantatif ve fakultatif anaerobdur (Borch vd. 1996, Ercoliniet vd. 2006).
Ayrica, yuksek tuz konsantrasyonuna ve diisilk pH degerine tolerans gosterir ve Urettigi
metabolitler Grlinin organoleptik 6zelliklerini olumsuz etkileyen kotii koku olusumuna
neden olur. Bu nedenle B. thermosphacta gida endiistrisinde ciddi ekonomik kayiplara
yol agar. Bu bakteri substrat olarak glukozu tercih eder. Anaerobik sartlarda glukoz bu
organizma tarafindan baslica laktik aside ve etanole metabolize olur. Oksijen varliginda
ise baslica olusturdugu iiriin asetoin ve diasetildir. Bu bilesikler ette ter kokusu olusturur
(Holley vd. 2004, Pin vd. 2002). Ornegin s1g1r etinde, 3-hidroksi-2-butanon (asetoin), 2,3-
butanedion (diasetil) ve 3-metil 1-butano iiretimi ile iliskili peynirimsi kotii kokular1
urettigi gosterilmistir. (Casaburi vd. 2014, Dainty ve Mackey 1992). B. thermosphacta
vakum ambalajda gaz olusumuna bagli sismeye neden olmaz (Hernandez-Macedo vd.
2011).

Enterobacteriaceae familyas1 vakum ambalajli etlerde bozulma nedeni bakterileri
icermektedir. Bu bakteriler, Gram-negatif fakultatif anaerobdurlar (Doyle 2007). Bu
familyada yer alan 6zellikle Serratia, Enterobacter ve Hafnia yliksek pH’ya sahip, vakum
ambalajli taze etlerde baslica bozulma nedenidirler. Bu organizmalar organik asitler,
hidrojen siilfiir {tretirler; ette kotii koku gelismesinden ve etin yesillenmesinden
sorumludurlar, ancak gaz lretmezler (Brightwell vd. 2007). Vakum ambalajlanmis ette
bu bakterinin ¢ogalmas1 genellikle pH degeri 5.8'den yliksek olan iiriinlerle sinirhidir ve
6°C'nin Uzerindeki sicakliklarda daha fazla ¢ogalirlar (Gill 2004, Hernandez-Macedo vd.
2011). Vakum ambalajl ette ¢ogalan Enterobacteriaceae tirleri (Serratia liquefaciens,
Hafnia spp.) 0 ile 10°C arasindaki sicakliklarda c¢ogalabilir. (Labadie 1999).

Enterobacteriaceae, 6°C’ nin lizerindeki sicakliklarda, amino asitleri dekarboksile ederek
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organik aminler olusturular. Bu bilesikler kokusmus tat ve kokunun nedenidirler.
Hidrojen silfit ve organik stlfitler Gretmek igin tercihen sistein kullanan S. putrefaciens,
bu kosullarda ¢ogalabilir ve bozulmaya katkida bulunur. Siilfiirlerin hos olmayan bir
kokusu vardir ve miyoglobin ile reaksiyona girerek etin yesillenmesine neden olurlar

(Herndndez-Macedo vd. 2011).

Vakum ambalajli, sogukta depolanan ette Enterobacteriaceae'nin varligi hem yiiksek
bozulma potansiyeli hem de bazi tiirleri patojen oldugu i¢in gida giivenligi tehdidi
olusturmas1 nedeniyle ©Onemlidir. Enterobacter, Serratia, Proteus ve Hafnia gibi
fakultatif anaerobik bakteriler amino asitleri metabolize ederek aminler, amonyak,
dimetilsilfid dretir ve etin ¢lriimesine neden olur. Amin ve amonyak tretimi nedeniyle

et pH' s1 alkali hale gelir ve pembeden kirmizimsi bir renge neden olur (Ray 2000).

Vakum ambalajli etler LAB igin de elverisli bir ortamdir. LAB, hem cubuk, hem kok
seklinde, Gram-pozitif, fakiltatif anaerobdurlar. Tipik LAB cinsleri Carnobacterium,
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus ve Streptococcus’dur. Diisiik pH’lara diger
bozulma yapan bakterilerden daha dayaniklidirlar. Aerob bozulma yapan
mikroorganizmalarin ¢ogalmasi engellendiginde (vakum ya da MAP ile) ette LAB
dominat hale gelir (Walker 2003). Vakum ambalajli ve sogukta depolanan taze etlerde
psikrotrofik LAB’nin varligi genellikle raf omriinii iyilestirir. Bu organizmalarin eti
bozmasi tatta eksime ile olur, ancak diger bazi spesifik bozulma sekilleri de vardir. Bazi
LAB tirleri yilizeyde siimiiksii yap1 olusturur ve kiirlenmis etlerde yesil renk

olusumundan sorumludurlar. Bazi tiirler ise hidrojen peroksit olusturur (Egan 1983).

Laktik asit bakterileri, sisteinden hidrojen sulfir (H2S) irettiklerinde hos olmayan bir
koku ve renk Uretirler. Hidrojen silfur (H2S), miyoglobini metmiyoglobine oksitleyerek
ete yesil bir renk verir. Bununla birlikte LAB’nin zayif proteolitik 6zellik gdstermesi
nedeniyle fazla miktarda aminleri ve sulfitleri Uretmezler, bu nedenle vakum ambalajli
ette cok kot bir etki yapmazlar. Laktik asit bakterilerinin heterofermentatif tirleri laktik
asit ve COz Uretirler, bu da posette gaz ve sivi1 birikmesine yol agar (Ray ve Bhunia 2008).
Vakum ambalajli ette 1 ile 5 °C arasinda CO2 birikmesine neden olan laktik asit

bakterilerine bir 6rnek Leuconostoc carnosum'dur (Balow 1992). Bazi laktik asit
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bakterileri et kalitesine digerlerine gore daha fazla zarar verirler. Modifiye edilmis
atmosferde uzun siireli depolama sirasinda, bazi heterofermentatif suslar, iirliniin raf
omruni azaltan butirik asit ve etanol gibi fermantasyon Urlnleri Uretir (Hernandez-
Macedo vd. 2011).

Bununla birlikte, Clostridium ve Enterobacteriaceae gibi bakteriler, vakum ambalajli ette
cogalabildigi ve sogutma sicakliklarinda bozulmaya ve ambalajin gerilmesine (gaz
olusumu) neden oldugu bilinmektedir (Brightwell vd. 2007). Bu mikroorganizmalar
birgok ¢alismaya konu olmustur. Sogutma sicakliklarinda ¢ogalabilen Clostridium tiirleri,
ambalaj igerisinde gaz olusturarak vakum ambalajlarin sismesine neden olan etkenler
olarak tamimlanmustir. Son zamanlarda, bazi Enterobacteriaceae tirlerinin de ayni soruna
neden oldugu gosterilmistir (Brightwell vd. 2007, Broda vd. 1996). Psikrofilik
Clostridium’ un neden oldugu bozulma, proteoliz, doku kaybi, ambalajlarda siv1 birikmesi
ve basta hidrojen stlfur (H2S) gazi olmak tizere hos olmayan koku olusumu ile sonuglanir

(Ray ve Bhunia 2008).

2.3 Biyokoruyucu Kulturler

Diinyanin hizla artan niifusu, gida {iretimini artirmak i¢in gida endiistrisi (izerinde biuyuk
bir baski olusturmaktadir. Bu, maalesef halk sagligi, ticaret ve ekonomik biiyliime
iizerinde olumsuz etkileri olacak gida giivenligi sorunlarina yol agmaktadir. Bu nedenle,
gida giivenligini saglamanm 6nemi her gegen giin artmaktadir. Bu dogrultuda, gida
endiistrilerinde patojen mikroorganizmalarin ¢ogalmasimi engellemek, gida raf dmriinii
uzatmak ve ekonomik kayiplar1 6nlemek igin gidalarda kimyasal koruyucularin yaygin
kullanimi gibi gesitli 6nlemler alinmistir. Bununla birlikte, birka¢ ¢aligma, bu kimyasal
gida koruyucularmin toksikolojik problemler ve hastaliklarla (alerjik reaksiyonlar, kalp
hastalig1, nérolojik problemler ve kanserler) baglantili oldugunu gostermistir (Ben Braiek
vd. 2020). Bu nedenle, kimyasal koruyucularn tiiketiciler ve ¢evre i¢in daha giivenli olan
dogal alternatiflerle degistirilmesine olan ilgi son on yilda artmistir (Sharma 2015).
Nitekim, giiniimiizde diinya ¢apinda tuketici saghk konusunda daha bilingli ve yapay
koruyucu icermeyen, biyokoruyucularin kullanildigi gidalarm tiiketimi tercih
edilmektedir (Ben Braiek vd., 2020).
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Biyokoruma, biyolojik ajanlarin  kullanimiyla gidanin  korunmast ya da
mikroorganizmalar ve metabolitleri kullanilarak gidalarin raf dmriiniin uzatilmasi ve gida
glivenliginin iyilestirilmesi olarak ifade edilir (Ross vd. 2002). Gida iretiminde,
minimum seviyede iglem uygulanmasi buna ek olarak da dogal katki maddelerinin tercih
edilmesi gida giivenliginin saglanmasi i¢in Onemlidir. Bu amagla antagonistik
mikroorganizmalarin ve bunlarin antimikrobiyal metabolitlerinin kullanilmas: ile
gidalarda bozulmaya sebep olan bakterilerin inhibisyonuna neden olan biyolojik kontrol
sistemlerinin kullanilmasi onerilmektedir. Antimikrobiyal bilesikler, gida {irlinlerinde
istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimini geciktirme kabiliyetleri nedeniyle gidalarda
kullanilmaktadir (Barman vd. 2018, Elayaraja vd. 2014). Bu bilesikleri tireten Gram-
pozitif ve Gram -negatif bakterilerin sayis1 olduk¢a yiiksek olmasina ragmen gidalarin
biyokontrolii igin LAB' nin ayr1 bir 6nemi vardir (Kurt ve Zorba 2005).

Gidalarim duyusal o6zelliklerini miimkiin oldugunca az degistirirken patojenlerin
cogalmasimi engellemek ve / veya raf dmriinii uzatmak icin gidalara eklenen antagonistik
kilturlere koruyucu kiltirler denir (Licke 2000). Biyokoruyucu kiiltiir ise gidalarin
bozulmasma neden olan, gidalarm raf Omriinii azaltan patojenlerin gogalmasini
engelleyen ve bu islemi gidalarin organoleptik Ozelliklerinde degisiklik olmadan

gerceklestiren mikroorganizmalar olarak ifade edilir (Kuleasan 2002).

Bu mikroorganizmalarin en bilinenleri ise LAB'lar olup Gram -pozitif bakterilerdir.
Beslenme sonucu son drlnde laktik asit GOrettikleri icin bu ad ile anilirlar. Bu
mikroorganizmalar kok ya da ¢ubuk sekline sahip olup, spor olusumu olmayan hareketsiz
canlilardir. Canliligin1 devam ettirmek i¢in amonyum, glikoz ve bunlara ek olarak
vitamin, amino asit tiilketen bu mikroorganizmalar nitrati indirgeyemezler. Asidik
ortamlara dayanikli olan bu canlilar katalaz negatif ya da mikroaerofilik anaerobdurlar
(Lahtinen vd. 2011, Oksiiztepe vd. 2005).

Biyokoruyucu etkisi olan bir¢ok tiirde mikroorganizma olmasina ragmen bunlarin
neredeyse tamami LAB’dir (Ross vd. 2002). Biyokoruyucu kultlr olarak bilinen ve en
cok kullanilan laktik asit bakterileri; Aerococcus, Carnobacterium, Lactobacillus,

Bifidobacterium, Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
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Melisococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Streptococcus ve Weisella' dir (Oksiiztepe
vd. 2005).

LAB' leri etkili bir biyokoruma potansiyeline ve inhibe edici etkiye sahiptir. Bunun sebebi
ise depolama sirasinda dogal olarak birgok gidanin mikrobiyotasina hdkim olmasidir.
Ayrica besin tiiketiminde patojen mikroorganizmalara karsi rakabet¢i bir 6zellige sahip
olmas1 ve bakteriyosin, organik asit, hidrojen peroksit, enzimler gibi bilesikleri
iretebilme kabiliyetinin olmasidir. Bunlara ek olarak LAB tarafindan iiretilen
antimikrobiyal peptitler, sindirim proteazlar1 tarafindan kolayca parcalanabilir ve bu

nedenle bagirsak mikrobiyota rahatsizligi olusturmazlar (Castellano vd. 2008).

Gida isletmecileri, uzun raf dmriine sahip giivenli yiyecekler talep eden, ancak ayni
zamanda 1s1 ve donma nedeniyle daha az zarar gérmiis ve kimyasal koruyucu icermeyen
minimum diizeyde islenmis iirlinleri tercih eden tiiketicilerle karsi karstyadir. Bu nedenle,
biyokoruyucu olan ve LAB' leri tarafindan tiretilen bakteriyosinler, ¢oziimiin en azindan
bir kismimi saglamak igin alternatif bir secenek olarak gortinmektedir (Castellano vd.
2008).

2.3.1 Bakteriyosinler

Bakteriyosinler, bazi LAB'nin ribozomlarinda sentezlenen amino asitlerden olusan,
geleneksel antimikrobiyallere direncli patojenik mikroorganizmalarin biiyiimesini
engellemek i¢in hiicre disi olarak salinan antibakteriyal peptitler ya da proteinlerdir
(Radaic vd. 2020, Wang vd. 2019). Ayrica bakteriyosinler, biyokoruyucu olarak
kullanilmasi, sindirim sistemine ve saghga faydali olan ¢ok yonli antimikrobiyallerdir
(O’Connor vd. 2020). Bakteriyosinler resmi olarak ilk defa 1951 yilinda gidalarda
koruyucu madde olarak kullanilmis olsalar da insanlar tarafindan 8000 yildir (fermente
gidalarm {iretilmesi ve peynirin kullanilmasindan beri) bilinmeden bakteriyosinlerden
yararlanilmistir. Bazi laktokok tiirlerinin diger laktik asit bakterileri inhibe ettikleri 1928
yilinda tespit edilmistir. Yeni Zelanda'da protein yapisinda bir madde 1933 yilinda
tanimlanmis ve bu madde nisin olarak 1947 yilinda isimlendirilmistir. Nisin ticari olarak

ilk defa Ingiltere’de 1953 yilinda satis1 sunulmus ve giiniimiizde yaklasik olarak 50
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iilkede kullanilmaktadir. Nisin, E234 olarak Avrupa gida katkilar1 listesine 1983 yilinda
eklenmistir (Cotter vd. 2005).

Nisin ve Natamisin (Pimarisin), GRAS (genel olarak guvenli kabul edilen)
bakteriyosinlerdendir (Zou vd. 2018). Nisin biyokimyasal ve genetik yonden gida
endiistrisinde c¢alisilan bakteriyosinler igerisinde en ¢ok arastirma yapilanidir. Nisin,
antimikrobial bir madde olup, polipeptit yapida, modifiye edilmis siitiin fermantasyonu
ile olusan ve asidik 0zellik gosteren bir bakteriyosindir. Sicakliga pH 3- 7 arasinda daha
fazla dayaniklilik gosterir. Gram -pozitif bakterilerin ve bazi spor iireten bakterilerin bir
kismina kars1 etkili olmasma ragmen kif, maya ve Gram -negatif bakterilere kars1 etkili
degildir. Nisinin etkili oldugu bakterilere 6rnek olarak, Micrococcus, Streptococcus,
Staphylococcus, Lactobacillus ve sporlu bakterilerden Bacillus ve Clostridium cinsleri

ornek verilebilir (Unliitiirk ve Turantas 1998).

Bakteriyosinler diinya ¢apinda koruma amagh gida katki maddeleri olarak
kullanilmaktadir. Bu bakteriyosinlerden bir kismu Cizelge 2.3 de goérilmektedir (Zou vd.
2018).

Cizelge 2.3 GRAS bakteriyosinler ve Uretici mikroorganizmalar1 (Strack vd. 2020)

Bakteriyosin Mikroorganizma Referans

Nisin A Lactococcus lactis 6F3 Kaletta ve Entian, (1989)
Nisin F Lactococcus lactis F10 Kwaadsteniet vd. (2008)
Nisin H Streptococcushyointestinalis DPC6484 O’ Connor vd. (2015a)
NisinQ Lactococcus lactis 61-14 Zendo vd. (2003)

Nisin U Streptococcus uberis 42 Wirawan vd. (2006)
Nisin U2 Streptococcus agalactiae D536 Piper vd. (2011)

Nisin Z Lactococcus lactis NIZO 22186 Mulders vd. (1991)
Natamycin/Pimaricin  Streptomyces natalensis Struyk vd. (1958)
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Antibiyotiklerin direngli suslara olan etkinliginin azalmasiyla ve antimikrobiyal peptitler
nispeten basit sentez ve modifikasyon yoOntemlerinden dolayr benzersiz etki
mekanizmalarina sahip oldugundan, bu peptitler {izerine yapilan arastirmalar alternatif
uygulamalar olarak 6nem kazanmistir. Ayrica geleneksel antibiyotikler gibi yaygin
kullanilmadiklar1 i¢in bu mikroorganizmalara diren¢ heniiz olugsmamistir (Hancock ve

Sahl 2006).

Geleneksel antibiyotiklere direngli suslara kars1 yapilan ¢alismalara gore; Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter gibi suslara karsi antimikrobiyal peptitler
etkili olarak karakterize edilmistir (Menousek vd. 2012, Vila-Farres vd. 2012, Wu vd.
2011). LAB tarafindan iiretilen bakteriyosinler gida koruyucu 6zelligi yiiksek olmasi
sebebiyle en iyi incelenmis bakteriyosin grubudur. Lactobacillus ise LAB arasinda
bakteriyosin konusunda en ¢ok calisilan cinstir ve bazi suslar1 birden fazla bakteriyosin

iretebilir (Mills vd. 2017, Uroié vd. 2016).

LAB tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin gida muhafazasi i¢in uygun hale getiren bazi
Ozellikleri vardir. Bunlar; genellikle giivenli olarak kabul edilmeleri, 6karyotik hicreler
iizerinde aktif ve toksik olmamasi, bagirsak mikrobiyotasi iizerinde ¢ok az etkiye sahip
olan sindirim proteazlar1 tarafindan inaktive edilmeleri, genellikle pH ve 1s1ya toleransli
olmalar1, gida kaynakli bir¢ok patojenik ve bozulmaya neden olan bakteriye karsi
nispeten genis bir antimikrobiyal spektruma sahip olmalari, bakteriyel sitoplazmik
membrana etki eden bakterisidal bir etki modu géstermeleri, antibiyotiklerle capraz
direnglerinin olmamasi olarak siralanabilir (Galvez vd. 2007). Cizelge 2.4 de, LAB
tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin farkli gida tiirlerinde uygulanmasini igeren bazi

calismalarda elde edilen sonuglar 6zetlemektedir (Strack vd. 2020).

Bakteriyosinler farkli etki mekanizmalarina sahiptirler. Bazilar1 gdzenek olusumu
yoluyla hedef mikroorganizmanin hiicre zarmin gegirgenligini artrma yetenegine
sahiptir, ayn1 zamanda hiicre duvar1 sentezini de Onleyebilirler. Bazilar1 bakterinin

sitoplazmasma niifuz etmeyi ve DNA veya RNA'y1 ayirmayr basarirlar. Bazi
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bakteriyosinler ise hiicre zarma niifuz edebilir ve hiicre Oliimiine neden olan

peptidoglikan dncullerini sindirebilirler (Radaic vd. 2020, Sun vd. 2018).

Cizelge 2.4 Bakteriyosinlerin gida iiriinlerindeki uygulamalar1 (Strack vd. 2020).

Bakteriyosin Kaynagi Gida Sonug Kaynak
. e as : . — Trabelsi vd.
Lactobacillus plantarum Cig Sigir Eti | Etin raf 6mriinde artis (2019)
Lactococeus lactis Kurutulmus | Bozulmanin Biscola vd.
sig1r eti azaltilmasi (2014)
Pedlococc_:us pentosaceus Domuz Kimyasal Wang vd.
Lactobacillus sakeli . koruyuculardan daha
Sosisi S (2016)
Staphylococcus xylosus iyi koruma
Pismi Listeria
Lactobacillus curvatus smiy monocytogenes’  in | Rivas (2014)
domuz eti L
inhibisyonu
Lisena Barbosa vd
Lactobacillus sakei Salam monocytogenes’  in '
Jig (2018)
inhibisyonu
. r ’ Bazi Bakterilerin | Woraprayote
Weissella hellenica Balik fileto inhibisyonu vd. 2018
Gram -pozitif
Enterococcus mundtii Balik bakterilerin Schelegueda vd.
o (2015)
inhibisyonu
Listeria, koliform ve | ~ . o . \q
Lactobacillus curvatus Balik mezofilik bakterilerin '
N (2016)
inhibisyonu
Pediococcus acidilactici
Pediococcus pentosaceus
Streptococcus thermophilus
Lactococcus lactis < e :
Lactobacillus plantarum Balik aBr?};im raf - Smriini (Szu(;jfllglyandl
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus helveticus
. . . Bazi bakterilerin | Angiolillo  vd.
Lactobacillus reuteri Balik fileto inhibasyonu (2018)

Bakteriyosinlerin inhibe edici aktivite araligi dardir ve yalnizca Uretici organizma ile

yakindan iligkili suslar1 inhibe edebilir ya da genis bir Gram-pozitif mikroorganizma

yelpazesini inhibe edebilir (Field vd. 2018). Amfibilik dzelliklerinin ve hidrofobik amino

asitleri fazla miktarda icermelerinin bir sonucu olarak, bakteriyosinlerin biyosentezi ve

antimikrobiyal islevselligi, gida matrisinin bilesenlerinden etkilenebilir (Barbosa vd.
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2015). Genel kabul ise, bir patojenin kontroliine en iyi uyum saglayan bakteriyosinin

genellikle ayni ortamda bulunacagi yoniindedir (O’Connor vd. 2015b).

Biyokoruma i¢in kullanilan bakteriyosinler gidaya ii¢ sekilde dahil edilebilir. Birincisi
bakterilerin gidaya inokile edilmesi, ikincisi gidaya saflagtirilmigs veya kismen
saflagtirilmis bakteriyosinlerin eklenmesi, ii¢linclisii ise bakteriyosin tiretici suslar
tarafindan fermente edilmis bir bilesenin eklenmesidir (Ahmad vd. 2017, Barbosa vd.
2018, Chikindas vd. 2018).

Gidaya eklenme sekline bakilmaksizin, bakteriyosinlerin biyokoruyucu olarak etkinligi,
optimal biyosenteze, antimikrobiyal aktivitenin duzeyine, 06zglinligine ve gida
matrisindeki Dbilesenlerle etkilesime baghdir (Barbosa vd. 2018). Antimikrobiyal
bilesiklerin gida sistemlerine dogrudan uygulanmasi, suda coziiniirlik, fiziksel ve
kimyasal bozulma ve gidanin organoleptik 6zellikleri olumsuz etkileme gibi istenmeyen
etkilere neden olur (Fu vd. 2016). Gidalara eklenen bakteriyosinlerin, ayn1 zamanda test
edilen, islevselligini ve tiiketilmeden 6nce muhafaza edildikleri sicaklik kosullarini

degerlendirmek gerekir (Strack vd. 2020).

Kiiltiir ortaminda elde edilen verilerin gida sistemlerinde elde edilenlerle karsilastiriimasi,
bakteriyosinlerin etkinliginin genellikle daha sonra ¢ok daha diisiik oldugunu ortaya
koymaktadir (Schillinger vd. 1996). Esdeger bir engelleyici etki elde etmek icin bazen
gidalara kiiltlir ortamindaki konsantrasyonun en az on kati daha yiiksek bakteriyosin
konsantrasyonlar1 eklenmelidir. Bakteriyosinlerin gidalardaki etkinligi biiyiik 6l¢iide gida
bilesenleri ile etkilesimi veya gida matrisindeki bakteriyosin molekiillerinin esit olmayan
dagilimini i¢eren bir dizi gida ile ilgili faktore baghdir (Aasen vd. 2003, Henning vd.
1986, Jung vd. 1992). Bu faktorler Cizelge 2.5 de siralanmustir.
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Cizelge 2.5 Gidalarda bakteriyosinlerin etkinligini sinirlayici faktorler (Galvez vd. 2007)

1-Gida ile ilgili faktorler

-Gida isleme kosullar

-Gida depolama sicakligi

-Gidanm pH" ve bakteriyosinin pH degisikliklerine kars1 stabilitesi
-Bakteriyosinlerin gida enzimleri tarafindan inaktive edilmesi
-Gida katki maddeleri / bilesenleri ile etkilesim

-Bakteriyosin gida bilesenlerine adsorpsiyonu

-Gida matrisinde diisiik ¢oziiniirlik ve esit olmayan dagilim

-Gida depolama siiresi boyunca smirli bakteriyosin stabilitesi

2-Gida mikrobiyotasi

-Mikrobiyal yuk

-Mikrobiyal ¢esitlilik

-Bakteriyosin duyarliligi

-Gida sistemindeki mikrobiyal etkilesimler

3-Hedef bakteri

- Mikrobiyal yik

-Bakteriyosin duyarliligi (Gram tip1, cins, tiirler, suslar)

-Fizyolojik evre

-Fizikokimyasal bariyerler ile koruma (mikrokoloniler, biyofilmler, simuksu madde)

Engel teknolojisi kavrami, mikroorganizmalarin birden ¢ok antimikrobiyal faktorle
karsilagtiklarinda hayatta kalmalarinin biiytik 6l¢iide azaldig1 gozleminden sonra rasyonel
bir sekilde gida endiistrisinde uygulanmaya baslanmustir (Leistner 2000, Leistner ve
Gorris 1995). Bir bakteri populasyonunun tek bir antimikrobiyal faktére maruz
kalmasindan sonra, antimikrobiyal faktér yogunluguna ve diger birgcok faktore bagh
olarak genellikle heterojen bir etkilenme olusur. Popiilasyonun bir kismi, 6liimciil bir
antimikrobiyal faktor dozu alabilir ve bu da hiicre 6limine yol acar. Ancak kalan kisim
birka¢ nedenden dolay1 hayatta kalabilir. Bu nedenler; 6limcil olmayan bir doz almak,
fizyolojik durum nedeniyle diren¢ gésterme (6rnegin, Stasyoner faz hiicreleri veya diger
olumsuz cevresel kosullara yanit olarak zaten stresli hiicreler), antimikrobiyal maddeye
dogal olarak direngli hiicreler olarak siralanabilir. Oliimciil olmayan etkide hasar gérmiis
hiicreler ve ayn1 zamanda direnci artan hiicreler, antimikrobiyal ajanin neden oldugu
hasar1 onarabilir ve hayatta kalabilir. Bu da onlar1 belirli antimikrobiyal faktorlere karsi
bagisiklik kazandiracak direng veya adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmek i¢in iyi bir

firsattir.
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Bunun tersine, hucreler antimikrobiyal faktorlerin bir kombinasyonuna maruz
birakildiginda, bazi antimikrobiyal faktorler ayni hiicresel hedefe etki edebileceginden
hasar yogunlugu daha yiiksek olur. Birden fazla hasarin onarimi ¢ok daha yiiksek enerji
gerektirir ve bu da enerji tikenmesine ve hicre 6limune yol agar. Bu nedenle, birden
fazla engelle karsilasan hiicrelerin hayatta kalma ve ¢ogalma olasiliklar1 ¢cok diisiiktiir.
Ayrica, farkli antimikrobiyal faktorler arasindaki sinerji, bireysel uygulamalarina kiyasla

daha diisiik dozlarin kullanilmasma neden olur (Gélvez vd. 2007).

Sakasin grubu bakteriyosinler (smif I bakteriyosinler) belirli L.sakei suslari tarafindan
iiretilen bakteriyosinler grubudur. ilk tanimlanan sakasin, ¢ig etten izole edilen L.sakei L
706 tarafindan iiretilen sakasin A’dwr. O zamandan beri bircogu ¢ig etten izole edilen
cesitli L.sakei suslarindan Ozellikleri ortaya konulan birgok sakasin tanimlanmustir.
Bunlara 6rnek sakasin M, sakasin P, sakasin 674, sakasin B ve sakasin K verilebilir. Fakat
hentiz ticari olarak kullanilan bir {iriin yoktur (Strack vd. 2020).

Sakasin nisin ve pediosin gibi, Gram-pozitif bakterilerin ve belirli kosullar altinda Gram-
negatif bakterilerin sitoplazmik membranlarina dogrudan etki eder. Nisin ve pediosin ile
karsilastirildiginda sakasin, nisbeten dar bir antibakteriyal spektruma sahiptir. Ozellikle
Lactobacillus spp. suslarina ve onemli diizeyde Listeria spp. organizmalarina karsi
etkilidir. Yasal olarak sakasinin saflastirilmig preparatlarinin kullanimi onaylanmamustir.
Bu nedenle sakasin dretme kabiliyetine sahip koruyucu kilturlerin kullanimi ilgi
cekmektedir (Baines ve Seal 2012).

2.4 Biyokoruyucu Kiiltiirlerin Cig Ette Kullamlmalar

Sogutulmus ortamda aerobik olarak depolanan ¢ig et, Gram-negatif bakteriler tarafindan
agirhikli olarak da psddomonaslar tarafindan bozulurlar. Bu kosullar altinda laktik asit
bakterileri de zayif bir sekilde rekabet eder. Bu nedenle, bu tiir etlerin raf 6mrii {izerinde
bir etki gozlemlemek icin ylksek diizeyde LAB inokilasyonu gereklidir. (Licke ve
Earnshaw 1991)
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Bakteriyosinojenik L. sakei susu ¢ig ete inokiile edildiginde L. monocytogenes miktarinda
1-2 log azalma oldugu tespit edilmistir (Hugas vd. 1998). Psikrotrofik laktik asit
bakterileri, pH 5.6 — 5.8 olan ette L. monocytogenes'in kontroliine katkida bulunabilir.
(Gouet vd. 1978, Lucke 2000).

Vakum ambalajlanmis ve sogutulmus et iizerindeki mikroflorada Gram -pozitif
psikrotrofik bakteriler hakimdir. Bu bakteriler, psikrotrofik laktik asit bakteri suslarmin
inokulasyonundan etkilenebilir (Licke, 2000). Bu yontemle, amino asitleri sulfitler veya
biyojenik aminler gibi istenmeyen bilesiklere indirgeyen diger laktik asit bakterilerini
baskilamak miimkiindiir (Leisner vd. 1996). Leuconostoc gelidum' un bakteriyosin
olusturan bir susu, etin duyusal 6zellikleri lizerinde ¢ok az etkisi oldugu i¢in aerobik
kosullar altinda bile bu amag i¢in 6zellikle uygun oldugu kanitlanmistir (Leisner vd. 1996,
Leisner vd. 1995). Vakum ambalajlanmig kiymanin depolanmasi sirasinda L. sakei
“FloraCarn L-2” tarafindan L. monocytogenes sayisinda yaklasitk 2 log azalma

gbzlemlenmistir (Juven vd. 1998).

Biyokoruyucu kiltir olarak L. curvatus ve beraberinde lactocin 705, lactocin AL705’ in
2 °C' de inklbe edilen taze et dilimlerinde Listeria innocua, B. thermosphacta ve ette
dogal olarak bulunan LAB'nin gelisiminin kontrol edildigi ¢alismada, diistik sicaklik ve
vakum ambalajlama ile temsil edilen engele ek olarak, biyokoruyucu kulttr L. curvatus
CRL705'in yami sira bakteriyosin 705 ve AL705'in taze ette kullanilmasmin
mikrobiyolojik giivenirligi saglayacagi sonucuna varilmustir. Dahasi, L. curvatus
CRL705'in canli hiicrelerinin kullanimi, saflagtirilmis bakteriyosinlerin eklenmesine
kiyasla ekonomik ac¢idan ve yasal kisitlamalar olmaksizin daha uygun olacagi

bildirilmistir (Castellano ve Vignolo 2006).

Yapilan bagka bir ¢alismada, sigir eti bifteklerine, bakteriyosinojenik L. sakei CTC 372
ve karakterize edilmemis Lactobacillus CTC 711 inokiile edilmis ve modifiye atmosfer
ambalajlama (MAP) yapilarak depolanmustir. Etin LAB ile inokilasyonu sonucu
bozulmaya sebep olan bakterilerinin ¢ogalmasini inhibe ettigi tespit edilmistir. CO:
atmosferi altindaki sigir bifteginin L. Sakei CTC 372 ile inokulasyonu Pseudomonas spp.

ve B.thermosphacta sayilarinda azalmaya sebep olmustur. 28 giin boyunca CO:
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atmosferde depolama sonucu, inokiilasyon yapilmamis biftek ile kiyaslandiginda
mikrobiyal gelismeyi yaklasik 10 giin geciktirdigi tespit edilmistir. Bu g¢alismada
Pseudomonas spp. LAB' nin her iki koruyucu susuna karsi en savunmasiz grup olarak
goriinmiistiir. Ayrica MAP, koruyucu suslarla inokiilasyonu veya her ikisinin
kombinasyonu seklinde inokiilasyonu metmiyoglobin ve kotii koku olusumuna etki

edemedigi tespit edilmistir (Djenane vd. 2005).

L. sakei ve L. curvatus 'un ayr1 ayr1 biyokoruyucu kiiltiirler olarak vakum ambalajlanmis
sigir etine inokile edilmesi ve bu inokile edilen ve inokile edilmeyen (kontrol)
orneklerin mikrobiyal ¢esitliligindeki dinamik degisiklikleri incelemek i¢in yapilan bir
aragtirmada, Urlnler 4 °C de 38 giin boyunca gozlemlenmistir. Arastirma sonuglar
kontrol oOrnekler ile karsilastirildiginda, L. sakei veya L. curvatus'un inokulasyonu
sonucu, mikrobiyal ¢esitliligin karmasikligmin 6nemli 6lgtide azaldig1 ve bozulmaya
sebep olan bakterilerin ¢ogalmasini engelledigi tespit edilmistir. Dahasi L. curvatus'un
baskin pozisyonunun L. curvatus ile asilanmis 6rnekler igin 13 giin sonra yerli L. sakei
ile degistirildigini tespit edilmistir. Sigir etinin L. sakei veya L. curvatus ile inokilasyonu;
Enterbacteraceae, Pseudomonas spp. ve B. thermosphacta, gibi bozlumaya sebep olan
bakterilerin canli sayilarinda belirgin azalmaya sebep oldugu ve depolamanin devam
etmesiyle L. sakei'nin daha biiyiik bir onleyici etki olusturdugu ifade edilmistir. Dahas1
L. sakei inokilasyonu, sigir eti kalite niteliginde olumlu etki géstermistir. Bitln bunlara
ek olarak ise her iki biyokoruyucu kiltir ile inokilasyonun, depolanan etlerin toplam

ucucu bazik nitrojen degerlerini de 6nemli 6lglide azalttigi saptanmustir (Zhang vd. 2018).

L. sakei suglarmm (27, 44 ve 63) depolanmis etin mikroflorasina hakim oldugu, L.
monocytogenes, C. jejuni ve Clostridium estertheticum'un gelisimini inhibe ettigi
bilinmektedir. Bu tiir suslarin biyolojik koruma yonteminde kullanilabilmesi i¢in, tiriniin
genel yeme kalitesinden Odiin vermeden depolanan et {lizerinde de gelisebilmesi
gerekmektedir (Stiles 1996). Yapilan bir ¢alismada, {i¢ L. sakei susunun bir kokteyli ile
muameleden sonra vakum ambalajlanmis ve sogukta depolanmig Kkuzu etlerinin
mikrobiyolojik profili ve duyusal degerlendirmesi incelenmistir. Calisma sonucu, 1.2 log
kob/g kadar diisiik seviyelerde kuzu iizerine inokiile edildiginde, inhibe edici L. sakei

suslarinin, pisirilmis iirliniin duyusal kabuliinli azaltmadan, standart ticari sogutulmus
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saklama kosullar1 altinda depolanmis etin dominant bakteri florasini olusturabildigi

gosterilmistir (Jones vd. 2010).

Bakteriyosin reten L. curvatus CRL705 ve L. lactis CRL1109' un Na,EDTA ile kombine
edilerek Escherichia coli O157: H7 ile kontamine olmus dondurulmus kofte tizerindeki
etkinligi, sicakligin uygun olmadigi kosullar altinda (5 °C, 9 giin boyunca) arastirilmistir.
Bu calismada biyokoruyucu kiiltiirlerin (yaklasik 107 kob /g) ve selatdriin varhigi, 0.
giinde kontrole kiyasla E. coli susu i¢in (1 log kob/g) azalmasi ile sonuglanmistir
(Castellano vd. 2011).

Biyokoruyucu olarak LAB nin kullanildig1 baska bir ¢aligmada (Castellano vd. 2010); L.
curvatus CRL705 ile inokiile edilerek, vakum ambalajlanan ve 2 °C" de 60 guin depolanan
taze s1gir etinin mikrobiyal yiikiindeki degisim incelenmistir. Bu amagcla et yuzeyine
lactocin 705 and lactocin AL705 iireticisi olan L. curvatus CRL705 106 kob/g diizeyinde
inokiile edilmistir. Bu mikroorganizma depolama siireci boyunca dogal olarak ette
bulunan ve etin bozulmasma sebep olan LAB ve B. thermosphacta'nin ¢ogalmasini
ortamdaki dominant mikroorganizma olarak engellemistir. Etin mikroyapisal durumu
optik mikroskop altinda incelenmis, biyokoruyucu kiltur ile inokiile edilen sigir eti
orneklerinde, doku degradasyonu 10 giinlik bir gecikme ile ortaya ¢ikmustir. Ayrica
arastirmada yapilan duyusal analiz sonucunda 60 giin 2°C'de depolandiktan sonra
istenmeyen tat olustugu ancak kotii koku olugsmadigi tespit edilmistir. Biitiin bu
sonuclardan, bakteriyosinojenik susla inokiilasyon, duyusal ve yapisal Ozelliklerini
etkilemeden sogutulmus vakum ambalajlanmis sigir etinin depolama dmriinii iyilestirmek

icin ek bir engel sagladig1 tespit edilmistir (Castellano vd. 2010).

Nisin ve L. acidophilus'un tek tek ve kombinasyon halinde taze kiyilmis sigir etinin
duyusal, kimyasal ve bakteriyolojik kalite dzellikleri tzerindeki etkisi 4 °C'de soguk
depolama sirasinda incelenmistir. Duyusal analiz sonuglari, nisin ve kombinasyon
denemesinin kullaniminda o6nemli farkliliklar gostermistir. Deney sonuglari, ayri
kullanildiklarinda, Enterobacteriaceae sayisini ve koliform sayisini, kontrol numuneleri
ile karsilastirildiginda 6nemli Olgiide azalttigini, ancak koruyucu aktivitenin birlikte

kullanildiklarinda oldukga arttigint  gostermistir. Nisin  ve L. acidophilus'un
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kombinasyonunun gidalarda bozulmaya sebep olan yaygm bakterilerin ¢ogalmasini
inhibe etme potansiyelinin, et iirlinlerinin biyoprezervasyonu i¢in yeni perspektifler agtig1

sonucuna varilmistir (Amin 2012).

Sparo vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, sigir kiymasina kontamine edilen E. coli
0157: H7, Staphylococcus aureus, C. perfringens ve L. monocytogenes gibi farkli
patojenlere karsi probiyotik Enterococcus faecalis CECT7121'in bakterisit etkisi
incelenmistir. Bu amagla, sigir kiymasina eklenen patojenlerin inhibisyonuna E. faecalis
CECT7121" in etkisinin belirlenmesi i¢in 3 ¢alisma yapilmistir. Calisma 1 de; 100 gr ete
10® kob/g patojen ve 10* kob/g E. faecalis CECT7121 eszamanli olarak ilave edilmistir.
Calisma 2 de; et Orneklerine patojenlerden 24 saat 6nce E. faecalis CECT7121 ile inokile
edilmistir. Calisma 3 te ise; E. faecalis CECT7121, patojenlerden 24 saat sonra inokiile
edilmistir. Canli sayimlar, inokiilasyon sonrasi 0, 24, 48 ve 72. saatlerde
gerceklestirilmistir. 1. ¢alisma, E. faecalis CECT7121 ve E. coli O157: H7' nin es zamanl
inokiilasyon isleminden 72 saat sonra canli bakteri sayisii tamamen inhibe etmistir.
Bununla birlikte, E. faecalis CECT7121 patojen E. coli O157: H7'den 24 saat 6nce ve 24
saat sonra eklendiginde, canli hiicreler sirasiyla uygulamadan 24 saat ve 48 saat sonra
tespit edilmemistir. Tutarh bir sekilde, E. faecalis CECT7121 ile inokiile edildiginde, tim
testlerde 48 saatte ne S. aureus ne de C. perfringens canli bakteri sayis1 tespit
edilmemistir. L. monocytogenes i¢in denenen 3 model uygulandiktan sonra daha dnce
tarif edilenle aynmi egilim elde edilmistir. Elde edilen sonuclar, E. faecalis CECT7121
susunun, sigir kiymasindaki bakteriyel patojenler iizerindeki bakterisit aktivitesini

gOstermistir (Sparo vd. 2013).

Literatiir 15181inda, Ozellikle sakasin tiretme kabiliyetine sahip L.sakei biyokoruyucu
kiiltiirler, vakum ambalajli etlerde bozulma yapan ve patojen mikroorganizmalar1 inhibe

ederek raf Omrlni uzatmak amaciyla giderek onem kazanmaktadirlar (Baines ve Seal
2012).

Ureticiler agisindan etin raf dmriiniin artirilmasi ve bunun dogal yollardan saglanmasi,
hem giivenilir gidaya ulasimi kolaylastirr hem de ekonomik kazancin artmasini saglar.

Vakum ambalajlama etin kontaminasyonunu onleyerek, olusturdugu smnirli oksijenli
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ortam nedeniyle raf dmriinii artiran etkin bir koruma yontemidir. Ancak burada vakum
ambalaj i¢cin kullanilan film se¢imi dnemlidir. Oksijen gecirgenligi diisiik, darbelere
dayanikli, esnek filmler tercih edildiginde ve uygun sicakliklarda depolandiginda vakum
ambalajli etlerde raf omrii artmaktadir. Bu etkinin daha da artirilmasi amaciyla son
yillarda etin biyokoruyucu kiiltiir ile inokiile edilerek vakum ambalajlanmasina yonelik
calismalar 6nem kazanmistir. Ulkemizde taze ette biyokoruyucu kiltiir inokiile edilerek,
vakum ambalajli halde sogukta depolama Omriiniin iyilestirilmesine yonelik yapilan
calismalarin smirli olmasit nedeniyle mevcut ¢alisma planlanmistir. Bu calismada,
biyokoruyucu kulttir L.sakei' nin, vakum ambalajli sigir etinin mikrobiyolojik kalitesine
etkileri, etin renk, pH ve duyusal 6zellikleri de g6z 6niinde bulundurularak 4+1 °C’de 35

gun depolama sirasinda incelenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Et materyali ve hazirlanmasi

Arastirmada 2 yasinda 3 farkli Holstein siyah alaca ki erkek sigirlardan elde edilen sag
ve sol sirt kaslari (Longissimus dorsi) kullanilmistir. Et ve Sut Kurumu Sincan
Isletmesi’nde hijyenik sartlarda kesimi yapilan karkaslar soguk depoda 48 saat
bekletildikten sonra sirt kaslar1 hijyenik sartlarda elde edilmis, aseptik kosullarda gorintr
fazla yaglarindan ve bag dokulardan temizlenmistir. Etler, sicak su ile dezenfekte edilmis
bigak kullanilarak 1 cm kalinliginda ve 50+2 g agirliginda dilimlenmistir. Bir karkasa ait

sag ve sol L. dorsi kasindan 72 parga et dilimi elde edilmistir.

3.1.2 Biyokoruyucu kultir (Lactobacillus sakei)

Biyokoruyucu kultir olarak bakteriyosin tretme kabiliyetine sahip, Lactobacillus sakei

(B2 SafePro®, Chr. Hansen, Pohlheim, Almanya) kullanilmustir.

3.2 Yontem

3.2.1 Etlere biyokoruyucu kultir inoktlasyonu

Dilimlenmis etler iki gruba ayrilmistir. Gruplardan biri inokiilasyon yapilmayan kontrol
grubu olarak ayrilmis, diger grup ise L.sakei inokiilasyonu yapilmak {izere ayrilmustir.
Kontrol grubundaki dilimler (36 adet dilim), posetlere yerlestirilmis ve vakum
ambalajlanmistir. Diger 36 adet dilim, koruyucu kulttr inokiile edilmek tizere ayrilmistir.
Biyokoruyucu kiiltir etlere 10°-107 kob/g icerecek sekilde inokiile edilmistir. Kiiltiir,
steril destile suya gerekli miktarda tartilmig ve iretici firmanin talimatina uygun olarak
kullanimdan Once oda sicakliginda yarim saat bekletilmistir. Et dilimleri aseptik

kosullarda, steril 5 litrelik posete aktarilan kiiltiir ¢cozeltisine 30 saniye siire ile daldirilmis
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ve 1 dakika suyun drene olmasi i¢in beklendikten sonra vakum ambalajlanmstir. Vakum
posetler, 20x26¢cm boyutlarinda, oksijen gecirgenligi 23°C de 20 cm®/m?/atm 24 h, %75
bagil nemde, kalinlig1 80 um olan filmden olusmustur (Flexo-Pack, Yunanistan) Her bir
vakum posetine 3 dilim et yerlestirilmis ve 101.28 kPa vakum (Multivac P600, A.B.D.)

uygulanmigtir.

3.3 Kimyasal Analizler

3.3.1 Nem miktan tayini

Kuru madde kaplari, 105 °C’ deki etiivde en az iki saat bekletilerek sabit tartim agirligina
getirilmistir. Daha sonra desikatdrde oda sicakligina sogutulmus ve hassas terazide
(0.0001g) daras1 alimmistir. Daras1 alinan kuru madde kaplarma, homojen yaklasik 5 g
ornek 0.0001g hassasiyetle tartilmistir. Ornekler 105 °C’ deki etiivde yaklasik 18 saat
sabit agirliga gelinceye kadar kurutulmustur. Bu islemden sonra kuru madde kaplari
tekrar desikatorde oda sicakligina sogutulmus ve hassas terazide (0.0001g) tartilmistir.
Meydana gelen agirlik kaybindan nem miktari,, % olarak hesaplanmistir (Anonymous

2010).

3.3.2 Kiil miktan tayini

Darast alinan kil kapsiiline 2-3 g ornek tartilmis ve 105 °C’deki etiivde suyu
uzaklastirilan 6rnekler kiil firininda sicaklik kademeli olarak arttirilarak yakilmis ve 550
°C de kiil haline getirilmistir. Sabit agirliga gelen kaplar tartilarak agirlik farkindan % kiil
degeri bulunmustur. (Anonymous 2010).

3.3.3 Yag miktan tayini
Et 6rneklerinin yag miktar: Soxhelet yontemi kullanilarak bulunmustur. Kurutulmus daha

sonra kartuslara alinmis 6rnekler, 200 ml petrol eteri ile Soxhlet diizeneginde yaklasik 4-
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6 saat geri destilasyon yaptirilarak ornegin icerdigi yag ekstrakte edilmistir. Ekstrakte

edilen yag miktar1 % olarak hesaplanmistir (Anonymous 2010).

3.3.4 Protein miktar tayini

Protein miktar1 Makro Kjeldahl yontemine gore belirlenmistir. Ornek icerisinde bulunan
toplam azot (N) miktar1 belirlenmis daha sonra sonug 6.25 katsayis1 ile ¢arpilarak liriiniin

% protein miktar1 hesaplanmistir (Anonymous 2010).

3.3.5 pH analizi

Kiyilmis 6rnekten 10 g et numunesi ve 100 ml destile su manyetik balik esliginde yaklasik
10 dakika manyetik karistiricida karistirilarak, homojen bir karigim elde edilmistir. Elde
edilen ¢6zeltinin pH’s1 uygun tampon c¢ozeltilerle (pH 4, 7 ve 9) kalibre edilmis pH
metrede (Seven compact S220 pH metre, Mettler Toledo AG, Isvigre) 6lciilmiistiir
(Gokalp vd. 1993).

3.3.6 Renk dlcuimu (L*, a* ve b* degerleri)

Orneklerin ylizey renk degerleri (L* agiklik/koyuluk, a* kirmizilik ve b* sarilik), renk
Olciim cihazi (Minolta CR300 Reflectance Colorimeter, Osaka, Japonya) kullanilarak
belirlenmistir. ki farkli et dilimi vakum ambalajdan ¢ikarilarak pigment oksidasyonu i¢in
30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra renk 6l¢iimii yapilmistir. Et yiizeyinde 6

farkli noktada yapilan 6l¢iimiin aritmetik ortalamasi alinmaistir.

3.4 Mikrobiyolojik Analizler

Vakum ambalajli etlerde Toplam aerob mezofil bakteri (TAMB), laktik asit bakteri
(LAB) (Tagi 2010), Enterobacteriaceae (Anonymous 2004b), Brochothrix
thermosphacta (Anonymous 1996) ve Pseudomonas spp. (Anonymous 1995) sayimlar1

yapilmistir. Bu amagla, vakum ambalaj aseptik kosullarda acilmis ve 25 g 6rnek steril
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posete tartilmistir. Uzerine 225 mL steril peptonlu tuzlu su (maksimum recovery diluent
(MRD), M112535, Merck, Darmstadth, Almanya) eklenerek Stomacher’de (Stomacher
400 Circulator, Seward, Ingiltere) 2.5 dakika homojen hale getirilmis. Bu homojenattan,
MRD ile mikrobiyolojik ekimlerde kullanilmak tizere ardigik diliisyonlar hazirlanmistir.
Mikrobiyolojik analiz sonuglar1 Tag1 (2010)’da anlatildig1 {izere hesaplanmis ve sonuglar

log kob/g olarak verilmistir.

3.4.1 Toplam aerob mezofil bakteri sayimi

Toplam aerob mezofil bakteri (TAMB) sayimui i¢in, Plate Count Agar (PCA) (M105463,
Merck, Darmstadth, Almanya) besiyeri kullanilmigtir. Besiyerinden 17.5 g/L tartilmis ve
destile su ile karigtirilarak, 121 °C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Uygun dillisyonlardan
1 mL ekim yapilmis plaklara 45-50 °C sicaklikta yaklagik 12-14 mL besiyeri
dokiilmistiir. Plaklar 30 °C’de 48 saat inkiibe edilmis ve gelisen tiim koloniler sayilmistir.

3.4.2 Laktik asit bakteri sayimi

Laktik asit bakteri (LAB) saymmi i¢in, uygun diliisyonlardan plaklara 1 mL ekim yapilmis
ve besiyeri ¢ift kat dokme yontemiyle eklenmistir. Besiyeri olarak, de Man Rogosa and
Sharpe (MRS) (M110660, Merck, Darmstadth, Almanya) agar kullanilmistir.
Besiyerinden 68.2 g/L olacak sekilde tartilip, destile su ile 1sitilarak ¢6ziilmesi saglanmis
ve 121°C’de otoklavda 15 dakika sterilize edilmistir. Otoklav sonrasi 45-50°C’ye
sogutulmus ve plaklara ¢ift kat olmak {izere (14-16 mL) dokiilmiistiir. Plaklar 30°C’de 48

saat inkiibe edilmis ve yuvarlak ve mekik seklindeki biitiin koloniler sayilmistir.

3.4.3 Enterobacteriaceae sayim

Enterobacteriaceae sayiminda, plaklara uygun dilusyonlardan 1 mL ekim yapilmis ve
besiyeri dokme yontemiyle eklenmistir. Besiyeri olarak Violet Red Bile Dextrose Agar
(VRBDA) (M110275, Merck, Darmstadth, Almanya) kullanilmistir. Besiyeri 39.5 g/L

olacak sekilde tartilmais, steril destile su eklenerek, kaynar su banyosunda ¢oziindiiriilerek

32



hazirlanmistir. Sogutulan besiyeri, plaklara yaklasik 45-50 °C sicaklikta 12-14 mL
dokiilmiis, katilasgtiktan sonra 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Plaklarda gelisen tipik 1

mm’nin lizerinde olan mor koloniler sayilmistir.

3.4.4 Pseudomonas spp. sayimi

Pseudomonas spp. sayimmi i¢in, plaklara yayma teknigi ile uygun dilusyonlardan 0.1 ml
ekim yapilmistir. Besiyeri olarak Pseudomonas Cetrimid Fusidin Cephaloridin
(CFC)/ICN Agar (M107620, Merck, Darmstadth, Almanya) ve Pseudomonas CFC
selektif supplement (M107627, Merck, Darmstadth, Almanya) kullanilmistir. 500 mL
destile su igerisine 24.2 g dehidre besiyeri ve 5 ml gliserol katilmis ve kaynatilarak
¢oziindiiriilmiistiir. Otoklavda 121.1 °C’de 15 dakika sterilize edildikten sonra besiyeri
50°C’ye sogutulmustur. Selektif katki, bir sisesine 2 mL esit hacimde alkol/su eklenerek
cOzilindiiriildiikten sonra kullamilmistir. Besiyeri tizerine alkol/su karisiminda
¢oziindurilmiis 1 sise Pseudomonas CFC selektif katki eklenmis ve karistirildiktan sonra
plaklara yaklasik 14 mL olacak sekilde dagitilmis, katilastiktan sonra kullanilmustir.
Uygun diliisyonlar stirme teknigi ile eklendikten sonra plaklar, 25 °C’de 48 saat siireyle
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda bir kez oksidaz testi uygulanmis ve oksidaz

pozitif koloniler sayilmustir.

3.4.5 Brochothrix thermosphacta sayimi

Brochothrix thermosphacta sayimi i¢in, plaklara siirme teknigi ile uygun dilusyonlardan
0.1 mL ekim yapilmigtir. Besiyeri olarak, streptomisin stlfat/talyum asetat/aktidion
(STAA) (CMO0881, Oxoid, Hampshire, Ingiltere) ve STAA selektif katki (SRO151E,
Oxoid, Hampshire, Ingiltere) kullanilmistir. 500 ml destile suya 18.5 g STAA besiyeri
eklenmis ve karistirilmistir. Uzerine 7.5 g gliserol eklenerek yine iyice karistirilmis ve
121.1°C de 15 dakika otoklavlanmistir. Besiyeri 50 °C ye sogutulmustur. Selektif katki,
bir viale 2 mL steril destile su eklenerek ve karistirilarak ¢oziindiiriilerek hazirlanmustir.
50 °C’ye sogutulan besiyerine, 1 vial STAA selektif katki eklenerek, iyice karigtirilmigtir.
Steril plaklara 15-20 mL arasinda dagitilmis ve katilastiktan sonra kullanilmistir. Uygun
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diliisyonlar siirme teknigi ile eklendikten sonra plaklar, 25 °C’de 48 saat inkiibe

edilmistir.

3.4.6 Duyusal degerlendirme

Duyusal analizin amaci, biyokoruyucu kiiltiir olarak kullanilan Lactobacillus sakei’ nin
¢ig etin duyusal ozelligini koku ve renk yonlerinden etkileyip etkilemedigini
belirlemektir. Bu amagla, inokiilasyondan hemen sonra, 0., 7., 14., 21., 28. ve 35.
giinlerde Ek 1’de yer alan duyusal degerlendirme formuna gore et 6rnekleri koku ve renk
bakimindan degerlendirilmistir. Bu amacla vakum ambalaj acildiktan sonra et 6rnekleri
kesme tahtasina alinarak yaklasik 10 dakika hem ideal rengine ulagsmasi hem de poset
icindeki kokunun gitmesi i¢in bekletilmistir. Yaklasik 1 cm kalinhiginda (4 cm?) esit
parcalar kesilmis ve kapakli 6rnek kabina yerlestirilmistir. Duyusal degerlendirme
onceden egitilen 9 panelist tarafindan yapilmistir. Koku 6zellligi 7 puan {izerinden
degerlendirilmistir (7: ¢cok taze et kokusu, 1:cok yogun kokusma kokusu). Renk 6zelligi
8 puan tizerinden degerlendirilmistir (1: olduk¢a parlak kiraz kirmizisi, 8: oldukca koyu
kahve). Panelistlere koklama yaparken, 6rnekler arasi kokunun etkisini néturlenmesi igin
kahve ve su koklamalar1 istenmistir. Panel, havalandirilmis bir ortamda ve sar11s1k altinda

yapilmistir (Anonim 2012).

3.4.7 istatistik analiz

Biyokoruyucu kiltir L.sakei’nin 4+1°C de 35 giin depolanan sigir etinin mikrobiyal
yukine (TAMB, LAB, Enterobacteriacea, Pseudomonas spp. ve Brochothrix
thermosphacta), pH, renk (L*, a* ve b*) degerlerine ve duyusal 6zelligine (koku ve renk)
etkisi SPSS 22 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) ve MSTAT-C istatistik paket programlari
kullanilarak belirlenmistir. Bu 6zelliklerde meydana gelen degisim kontrol ve L. sakei
gruplarinda farkli depolama giinlerinde (0., 7., 14., 21., 28 ve 35. glnler) tesadif
bloklarinda faktoriyel deneme tasarimu ile tekrarlanan dlgiim diizeninde Varyans Analiz
Teknigi (ANOVA) uygulanarak degerlenlendirilmistir. Sonuglara ait farkliliklar Duncan
¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. Calisma 3 tekerriir ve her tekerriirde analizler

iki paralel olmak iizere yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Et Bilesimi

Calismada kullanilan ayni1 irk ve yasta Gi¢ sigir karkasmnim sag ve sol L.dorsi etlerinin %
nem, protein, yag ve kiil miktarlari ¢izelge 4.1’de verilmistir. Ayn1 besi ortaminda yetisen
ve ayni yastaki farkli hayvanlarin bilesimleri birbirlerine benzer bulunmustur. Etlerin
nem miktarlart %74.58-75.32, protein miktarlar1 %18.53-20.58, yag miktarlar1 %2.33-
3.14 ve kiil miktarlar1 %1.60-1.79 araliginda belirlenmistir.

Cizelge 4.1 Calismada kullanilan sigir etlerinin bilesimi

Hayvan
no. Nem Protein Yag Kdl
1 75.32+0.13 18.53+0.55 2.83+0.18 1.70+0.08
2 75.23+0.25 19.47+0.52 2.33+0.43 1.60+0.28
3 74.58+0.11 20.58+0.68 3.14+0.13 1.79+0.17

Sonuglar her bir hayvanda 4 paralel ortalamasi + standart sapma olarak verilmistir.

4.2 pH Degeri Sonuc¢lan

Et ve et tirtinlerinde pH degeri raf 6mriinii etkileyen 6nemli faktorlerden birisidir. L. sakei
inokiile edilen (LS) ve inokiilasyonsuz (K) vakum ambalajli sigir etlerinin 4°C’de 35 giin
depolanmasi sirasinda pH degerlerindeki degisim cizelge 4.2° gorulmektedir. Ette pH
degeri her iki grupta da depolama sirasinda diisiis gostermis ve 35. giinde en diisiik
degerlerine ulasmistir. Depolama baslangicinda K ve LS oOrneklerinin pH degerleri
strastyla 5.67 ve 5.64, depolama sonunda ise 5.22 ve 5.09 olarak belirlenmistir. Yapilan
varyans analizi sonucu, gerek uygulamanin gerek depolama siiresinin birlikte etkisinin
onemli (P<0.01) oldugunu gostermistir. Surenin etkisi K drneklerde 0., 7. ve 14. ginler
ile 21., 28. ve 35. giinler arasinda dnemsiz diizeyde (P>0.01) diisiis gdstermistir. Diger
yandan LS o6rneklerde pH degerindeki diisiis 0. ve 7. giinler ile 14., 21., 28. ve 35. giinler
arasimndaki degisimin 6nemsiz oldugu (P>0.01) bulunmustur (Cizelge 4.2). Etlerin pH
degerine siirenin etkisi K drneklerde ilk 15 giin ile son 21 giin arasinda, LS 6rneklerde ise

ilk 7 giin ile son 28 giin arasinda énemli (P<0.01) bulunmustur. Uygulamanm etkisi, 14.
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giinden itibaren gozlenmis ve 21, 28 ve 35. giinlerde K 6rnekler LS 6rneklerinden 6nemli
diizeyde (P<0.01) daha yiliksek pH degerlerine sahip olmustur. LS 6rneklerde en diisiik
pH 28. giinde 5.08 olarak kaydedilmis, ancak 14, 21, 28 ve 35. giin pH degerleri
arasindaki fark istatistik olarak 6nemli olmamistir (P>0.01). LS 6rneklerde pH degerinde
en hizli diisiis 14. giinde (5.18) gozlenmistir (Sekil 4.2a). K drneklerde ise daha yavas bir
diistis gozlenmistir. LAB inokiilasyonunun K 6rneklerden daha diisiik pH degerine neden
oldugu diger calismalarda da ortaya konulmustur (Zhang vd. 2018, Jones vd. 2010,
Castellano vd. 2010).

Cizelge 4.2 Biyokoruyucu kiltur ilavesi ve depolama slresinin vakum ambalajli sigir
etinin pH degisimine etkisi

Depolama stiresi (glin)
Grup

0 i 14 21 28 35

K 5.67+0.09" 5.59+0.03** 5.47+0.07°% 5.32+0.05°“* 5.33+0.105“* 5.22+0.04

LS  5.64+0.06" 5.55+0.10"* 5.18+0.06® 5.15+0.08%° 5.08+0.01%" 5.09+0.07%
Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmasi seklinde tabloya kaydedilmistir.

A-C: Her satirda farkli harfler bulunan sayilar arasinda énemli bir fark oldugunu ifade eder (P<0.01).
a-b: Her siitunda farkli harfler bulunan sayilar arasinda énemli bir fark oldugunu ifade eder (P<0.01).

Katikou vd. (2005), bakteriyosin Uretme kabiliyetine sahip L. sakei CECT 4808 ve
L.curvatus CECT904 ile inokiile ederek vakum ambalajladiklar1 ve 4+1°C’de 28 giin
depoladiklar1 sigir eti dilimlerinin pH degerlerinin depolama sirasinda 21 giin boyunca
diisiis, 28. giinde ise hafif bir artis gosterdigini belirlemislerdir. Bakteriyosin {iretme
kabiliyetine sahip kiiltiir inokiile edilen 6rnekler ¢aliysmamizda bulunan sonuca benzer

sekilde daha diisiik pH degerlerine sahip olmuslardir.

Zhang vd. (2018) tarafindan yapilan arastirmada, longissimus lumborum kasindan elde
edilen sigir etine L. sakei inokiile edilmis ve 4°C’de 38 giin depolanmustir. Yapilan bu
¢alismanin sonucunda L. sakei inokiile edilmis etin pH” sinin 5.55den 5.27” ye diistigi
ifade edilmistir. Bu c¢alismalarla, c¢alismamizdaki bulgular benzer bir degisim
gostermektedir. Castellano vd. (2010), L. curvatus inokule ederek vakum

ambalajladiklar1 ve 2°C de depoladiklari etlerde pH degerinin K 6rneklerde depolama
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baslangicinda 5.55’ten 60 giin depolama sonunda 5.60’a yiikseldigini, L. curvatus inokle
edilen etlerde ise 5.55’ten 5.45’e diistiiglinii ve uygulamalar arasindaki farkin 6nemli

oldugunu belirlemislerdir.

Etin uzun raf dmrii boyunca yaygimn mikrobiyal popiilasyon haline gelen ve laktik asit
Ureten mikrofloranin olugsmasi nedeniyle depolama sirasinda kademeli asitlesme meydana
gelmektedir (Stella vd. 2013). Laktik asit bakterileri basta laktik asit olmak {izere organik
asitler, diasetil, asetoin, hidrojen peroksit ve bakteriyosinler lretme kabiliyetindedir
(Katikou vd. 2005). L.sakei inokiile edilen 6rneklerin daha diisiik pH degerlerine sahip
olmalarinin, bu Orneklerde asit olusumunun daha fazla olmasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

4.3 Renk Degeri Sonuclar

Vakum ambalajlama et renginde koyulagsmaya neden olmaktadir. Bunun nedeni vakum
uygulanarak oksijenin ortamdan uzaklastirilmasi ve olusan anaerobik ortamda
oksimiyoglobinden miyoglobine, miyoglobinden metmiyoglobine ve deoksimiyoglobine
dontistim olmasidir (Mancini 2009). Ancak poset agilarak vakum ortadan kalktiginda et
atmosfer ortaminda bekletildiginde tekrar miyoglobin olusumu gergeklesmektedir
(Avilés vd. 2014). Agiklik/koyuluk dizeyini gosteren L* degerlerine ait toplu sonuglar
cizelge 4.3’te verilmistir. K ve LS 0Orneklerinde depolama baslangicinda L* degeri
ortalamalar1 sirasiyla 39.59 ve 40.86, depolama sonunda ise sirasiyla 38.42 ve 44.80
olarak belirlenmistir. Vakum ambalajli etlerin L* degerine uygulama ve siirenin birlikte
etkisi dnemli bulunmugtur (P<0.01). Uygulamanin etkisi depolama bagslangicinda 6nemli
olmazken (P>0.01), diger giinlerde 6nemli bulunmus (P<0.01) ve L.sakei inokile edilen
ornekler K drneklerden daha yiiksek L* degerlerine sahip olmuslardir. K 6rneklerinde L*
degerinin LS 6rneklerinin daha diisiik olmas1 K 6rneklerinin daha mat goriinmesine neden
olmustur. Surenin etkisi K drneklerinde énemli bulunmazken (P>0.01) (38.42-39.59
araliginda degigim) LS 6rneklerinde 0.glin L* degerleri ile 14, 21, 28 ve 35. giin L*
degerleri arasindaki farklar 6nemli diizeyde (P<0.01) olmus ve L* degerleri depolama

sirasinda artis egilimi gostermistir.
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Vakum ambalajli etlerde depolama sirasinda L* degerinde benzer degisimler Insausti vd.
(1999) ve Zhang vd. (2018) tarafindan da bildirilmistir. Zhang vd. (2018), L. sakei ile
inokiile edilen vakum ambalajli sigir etlerinde L* degerinin depolama basinda 43.8’den
38 giin depolama sonunda 46.2’ye degistigini kontrol 6rneklerde ise 43.7°den 43.1°e ¢ok
az degistigini bildirmislerdir.

Cizelge 4.3 Biyokoruyucu kiiltiir ilavesi ve depolama siiresinin vakum ambalajli sigir
etinin L* (agiklik/koyuluk) degerine etkisi

Grup Depolama stiresi (glin)

0 7 14 21 28 35

K 39.59+0.79"%  38.74+0.50° 38.98+0.73%° 38.90+1.32”°  38.88+0.82"°  38.42+0.374°
LS 40.86+0.10" 41.74+0.2582 42.85+0.6"*  43.50+0.45%82 44.08+1.02"%  44.80+0.48"

Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmasi seklinde tabloya kaydedilmistir.
A-B: Her satirda farkli harfler bulunan sayilar arasinda 6énemli bir fark oldugunu ifade eder (P<0.01).
a-b: Her siitunda farkli harfler bulunan sayilar arasinda énemli bir fark oldugunu ifade eder (P<0.01).

Biyokoruyucu kultur inokile edilerek vakum ambalajlanan ve 4 °C’de depolanan sigir
etlerinin kirmizilik (a*) degeri sonuglarina ait ortalamalar ¢izelge 4.4’te yer almaktadir.
Depolama baslangicinda a* degeri K 6rneklerde 20.52, 7. ve 14. giinlerde artarak sirasiyla
21.62 ve 22.57’ye ylikselmis, ancak 21, 28 ve 35. giinlerde sirasiyla 21.17, 19.82 ve
17.53’¢ azalig gostermistir. Buna karsm, LS 6rneklerde baslangigta 20.48 olan a* degeri
ortalamas1 depolama sonunda 20.13 olarak ¢ok az degisim gostermistir. Yapilan varyans
analizi sonucu, a* degerine uygulama ile siirenin birlikte etkisinin onemli oldugunu
gostermistir (P<0.01). LS inokulasyon etkisi, 14. ve 35. giinlerde 6nemli (P<0.01), diger
giinlerde 6nemsiz (P>0.01) bulunmustur. L. sakei inokiilasyonu a* degerini 6nemli
diizeyde (P<0.01) korumustur. Siirenin etkisi incelendiginde, K Orneklerinde a*
degerindeki degisim 21.giline kadar 6nemli bulunmazken (P>0.01), 28. ve 35. ginlerde
a* degerinde meydana gelen azalma onemli (P<0.01) bulunmustur. Buna karsin, LS
orneklerinin a* degerlerine siirenin etkisi dnemli bulunmamis (P>0.01), yani L. sakei

inokilasyonunun a* degerinde bir degisime neden olmadigi goriilmiistiir.

Benzer sekilde Zhang vd. (2018), L. sakei ve L. curvatus inokiile edilen vakum ambalajli
et dilimlerinde a* degerinin 38 giin depolama boyunca korundugu, kontrol 6rneklerde ise

a* degerinde diisiis gdzlendigi bildirilmistir.
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Cizelge 4.4 L. sakei koruyucu kultur inokiilasyonu ve depolama stresinin vakum
ambalajli sigir etinin a* (kirmizilik) degerindeki degisime etkisi

Grup Depolama stiresi (gin)

0 7 14 21 28 35

K 20.52+1.297%  21.62+0.77"% 21.57+0.4"° 21.17+0.69"* 19.82+0.685* 17.53+0.74“
LS  20.48+1.71"* 19.77+0.92”% 19.94+0.42"% 19.49+0.61"* 20.70+1.11** 20.13%0.57*

Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmasi seklinde tabloya kaydedilmistir.
A-C: Her satirda farkli harfler bulunan sayilar arasinda énemli bir fark oldugunu ifade eder (P<0.01).
a-b: Her siitunda farkli harfler bulunan sayilar arasinda énemli bir fark oldugunu ifade eder (P<0.01).

Biyokoruyucu kiiltiir inokiilasyonu yapilarak depolanan vakum ambalajli sigir etlerinin
b* degerlerine ait ortalamalar cizelge 4.5’te gosterilmektedir. Depolama baslangicinda,
b* degeri K orneklerde 11.11, LS drneklerde 11.23 olarak belirlenmistir. Depolama
sirasinda kontrol orneklerinin b* degerlerinde 7. giinden 35. giine (11.04’ten 7.67’ye)
azalma gozlenirken, LS 6rneklerinde 21 giin boyunca 6nemli bir degisim gozlenmemis,
35. giinde azalma saptanmistir. Yapilan varyans analizi uygulama ve sirenin birlikte
etkisinin dnemli (P<0.01) oldugunu gostermistir. Uygulamanin etkisi incelendiginde, 0.,
7. ve 14. gunlerde K ile LS 6érneklerinin b* degerleri arasindaki fark 6nemli olmazken
(P>0.01), 21, 28 ve 35. gunlerde K ve LS 6rneklerinin b* degerleri arasindaki fark dnemli
(P<0.01) bulunmustur. Bu durum, LS 6rneklerinde b* degerinin daha iyi korundugunu
gOstermistir. Siirenin etkisi incelendiginde, K 6rneklerde b* degerindeki degisim 0 ve 7.
gunler arasinda onemsiz (P>0.01), 14. giinden itibaren 6nemli (P<0.01) diizeylerde
azalma seklinde belirlenmistir. LS Orneklerde ise b* degeri, 7. ve 35. glnler
kiyaslandiginda 6nemli (P<0.01), diger giinler arasinda 6nemsiz (P>0.01) diizeyde

degismistir.
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Cizelge 4.5 L. sakei koruyucu kudltir inokilasyonu ve depolama siresinin vakum
ambalajli sigir etinin b* (sarilik) degerindeki degisime etkisi

Grup Depolama siiresi (glin)

0 7 14 21 28 35

K 11.11+0.68"* 11.04+0.88"* 9.88+0.885%%  9.49+1.015%* 9.06+0.8 7.67+0.54""
LS  11.23+0.778% 11.98+0.36"* 11.61+0.78"%* 11.60+0.4”5% 11.08+0.54""* 10.73%0.72%

Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmasi seklinde tabloya kaydedilmistir.
A-D: Her satirda farkli harfler bulunan sayilar arasinda 6énemli bir fark oldugunu ifade eder (P<0.01).
a-b: Her siitunda farkli harfler bulunan sayilar arasinda énemli bir fark oldugunu ifade eder (P<0.01).

Stella vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada sigir etine L. sakei ve L. curvatus ayri ayri
ve birlikte inokiile edilerek vakum ambalajlanmis ve 4 °C de 60 giin depolama siiresince
a* degerleri ilk 40 giin cok fazla degigsmezken, sonraki 20 giin azalma egilimi
gostermistir. Et Orneklerinin b* degerleri, ¢alismamizla uyumlu olarak baslangig

degerlerine gore azalma gostermistir.

L.sakei inokiile edilen ve edilmeyen vakum ambalajli sigir etinde L*, a* ve b* renk
degerleri birarada degerlendirildiginde, K 6rneklerinin L.sakei inokile edilen 6rneklerden
daha diisiik L* ve b* degerlerine sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4.1). K drneklerinde
kirmizilik degerleri ilk 21 giin iyi bir sekilde korunurken, 28. giinden sonra 6nemli
diizeyde diisiis gostermistir. Buna karsin L.sakei inokile edilen etlerde a* degerleri
depolama boyunca korunmus, LS 6rnekler K 6rneklerden daha yuksek a* degerlerine
sahip olmuslardir. Taze ette renk bozuklugu, tiiketici tercihini etkileyen 6nemli bir kalite
kriteridir ve et rengini miyoglobinin kimyasal durumu belirler (Danijela vd. 2013).
Vakum ambalajlama ile O2 biyik o6l¢iide uzaklastirilmakta ve ambalaj icerisinde
anaerobik bir ortam olusmaktadir. Bu ortamda belirli mikroorganizmalarin ¢ogalmasi ve
faaliyeti ile CO; orani artmakta ve pH diismektedir. Bu kosullarda olusan pigment formu
kahverengi metmiyoglobindir ve et rengi tilketici agisindan kabul gérmez. Ancak vakum
bozuldugunda tekrar Oz ile temas sonucu yeniden miyoglobin olusur ve arzu edilir et

rengi gozlenir.

Stella vd. (2016) tarafindan yapilan ¢aligmada, vakum ambalajli sigir etine L. sakei ve L.
curvatus’ un ayr1 ayr1 ve birlikte inokiilasyonunun 4 °C de 60 gun depolama suresince

yapilan analiz sonuglarinda L.sakei inokulasyonlu drneklerde a* degerleri ilk 40 giin ¢ok
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fazla degismezken sonraki 20 giin azalma egilimi gostermslerdir. b* degerleri ise
depolamanin sonuna kadar ¢ok az degisme gostermistir. Ancak bulgularimizin aksine
kontrol orneklerinde de depolama baslangici ve sonunda c¢ok fazla degisiklik

gozlenmemistir.

L.sakei inokiilasyonu vakum ambalajli etlerde daha parlak ve daha kirmizi ve daha stabil

renge neden olmus ve et renginde negatif herhangi olumsuz bir goriiniis gozlenmemistir.

0 27 m14 m2] m28 m35

N N W
[$2 =)

Renk degeri
o

TN

Kontrol L.sakei Kontrol L.sakei Kontrol L.sakei

L* a* b*

Sekil 4.1 Vakum ambalajli ette depolama sirasinda L*, a* ve b* degerlerindeki degisimler

4.4 Toplam Aerob Mezofil Bakteri (TAMB) Sayim Sonuclari

L. sakei inokulasyonu yapilan vakum ambalajli sigir etinde sogukta depolama sirasinda
toplam aerob mezofil bakteri (TAMB) sayisindaki degisim ¢izelge 4.6 da ve sekil 4.2b’de

gorilmektedir.
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Cizelge 4.6 L. sakei koruyucu kultur inokulasyonu ve depolama stresinin vakum
ambalajli sigir etinin TAMB sayisina (log kob/g) etkisi

Grup Depolama siresi (gln)

0 7 14 21 28 35

K 4.54+0.06%° 6.67+0.158° 7.88+0.05"2 8.50+0.19”% 8.63+0.35"% 8.61+0.19”2
LS  7.22+0.22B2 855+0.57”2 8.35+0.32”% 8.87+0.18"% 8.46+0.30"% 8.75+0.27°2

Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmasi seklinde tabloya kaydedilmistir.
A-C: Her satirda farkli harfler bulunan sayilar arasinda énemli bir fark oldugunu ifade eder (P<0.01).
a-b: Her siitunda farkli harfler bulunan sayilar arasinda énemli bir fark oldugunu ifade eder (P<0.01).

Kontrol érnekler beklendigi tizere depolama baslangicinda LS drneklerden daha diistik
TAMB sayisia sahip olmustur (4.54 log kob/g’e karsilik 7.22 log kob/g). Bunun sebebi
LS grubuna inokiile edilen 108 kob/g civarindaki L.sakei kiiltiiriidiir. Depolama sirasida
K drneklerinde 7. giinde yaklasik 2 log diizeyinde bir artis, daha sonraki giinlerde ise daha
yavas olmakla birlikte 28. giine kadar diizenli bir artig, 35. glinde ise 28. giin sayisina
yakin bir sayi (sirasiyla 8.63 ve 8.61 logkob/g) belirlenmistir. LS 6rneklerinde ise 7.22
ile 8.87 logkob/g arasinda degisen daha yavas degisimler gdzlenmistir. Yapilan varyans
analizi sonucu, TAMB sayim sonucuna uygulama ve depolama stresinin birlikte etkisinin
onemli oldugunu (P<0.01) gd6stermistir. Varyans analizine ait Duncan sonuglari
incelendiginde, uygulamanin etkisi 0. ve 7. giinlerde 6nemli (P<0.01) ve LS 6rnekler daha
yiksek TAMB sayisinda, diger giinlerde 6nemsiz (P>0.01) bulunmustur. Strenin etkisi
K drneklerde 0, 7 ve 14. giin sayilar1 arasinda 6nemli diizeyde artisla etkili (P<0.01), 14,
21, 28 ve 35. giin TAMB sayilar1 arasinda ise 6nemsiz diizeyde (P>0.01) degismistir. LS

orneklerinde surenin etkisi 0. giin ile diger giinler arasinda 6nemli (P<0.01) bulunmustur.

Vakum ambalajlama ile ortamdaki O2 6nemli diizeyde uzaklastirilmakta, kalan O ise
hem etteki metabolik aktivite ile hem de et ylizeyindeki bakteriler tarafindan
tliketilmektedir. Bunun sonucunda O konsantrasyonu %]1’e kadar diismekte ve CO2
konsantrasyonu %20-25’e artmaktadir. Mikroorganizmalarin olusturdugu CO2 aerob
mikroorganizmalar1  inhibe etmektedir. Bu nedenle vakum ambalajlama
anaerobik/mikroaerobik mikrosistem olusturmaktadir. Bu ortam Pseudomonas gibi
aerobik bakterilerin gelisimini geciktirmekte, LAB’nin gelisimini ise tesvik etmektedir

(Hernandez-Macedo vd. 2011). Bununla birlikte ¢ok uygun sartlarda bile (yetersiz Oz ve
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diistik depolama sicakligi gibi) vakum ambalajli etlerde patojenik, anaerobik ve fakiltatif
anaerobik, hatta aerobik mikroorganizmalar da gelisebilmektedir. Sicaklik derecesindeki
inig ve ¢ikislar, vakum ambalaj materyalinin O2 gecirgenligi gibi faktorlerin etkisiyle,
normal kosullarda 5°C’den disiik sicakliklarda gelisemeyen psikrotrof, mezofilik ve

fakiiltatif anaerob bakterilerin hizli gelismesi s6zkonusu olabilir (Ray 2000).

Cigek vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada vakum ambalajli dana etinin 7 giin
depolama sonucu TMAB degeri 5.56 log kob/g dan 8.26 log kob/g yiikseldigi
gozlenmistir. Gokoglu vd. (2011) nin yaptig1 ¢alismada ise vakum ambalajli dana
etlerinin 14 gilinliik depolama sonucu TAMB degerlerinde yaklasik 3 log kob/g artis

gbzlenmistir.
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Stella vd. (2016) ve Zhang vd. (2018), L. sakei ve L.curvatus inokiile ederek, vakum
ambalajli 4°C de depoladiklar1 sigir et dilimlerinde, bizim sonuglarimiza benzer sekilde
inokile 6rneklerin K orneklerden daha yiiksek TAMB sayilarina sahip olduklarini
bildirmislerdir. Zhang vd. (2018), TAMB sayilarmi1 K 6rneklerde 0 ve 38. glnlerde
sirastyla 4.1 log kob/g ve 7.2 log kob/g, L.sakei inokiile edilen 6rneklerde ise sirasiyla 7.5
log kob/g ve 8.6 log kob/g olarak belirlemisler ve ¢alismamizla benzer bir ¢ogalma

egilimi bulmuslardir.

4.5 Laktik Asit Bakteri (LAB) Sayim Sonuclari

L. sakei inokiilasyonu yapilan vakum ambalajli sig1r etinde depolama stiresince laktik asit
bakteri (LAB) sayisindaki degisim cizelge 4.7°de ve sekil 4.2c’de gosterilmistir.
Depolama baslangicinda biyokoruyucu kaltir inokllasyonu nedeniyle LS grubu K
grubundan daha yiiksek LAB sayisina sahip olmustur (sirasiyla 7.19 log kob/g ve 3.55
log kob/g). K orneklerin LAB sayisinda 14. giinde 6.37 log kob/g ile en fazla artis
gbzlenmis, 35. giinde say1 8.24 log kob/g diizeyine artmistir. LS 6rneklerinde ise daha
yavas bir artisla baslangicta 7.19 log kob/g olan LAB sayis1 35. giinde 8.37 log kob/g’ye
artmustir. Varyans analizi sonucu LS inokiilasyon islemi ve surenin birlikte etkisini
gostermistir (P<0.01). Duncan sonuglar1 (Cizelge 4.7) uygulamanin etkisinin 0, 7, 14 ve
21. gunlerde 6nemli (P<0.01), 28 ve 35. gunlerde 6nemsiz (P>0.01) oldugunu
gostermistir. Bunun nedeni, K 6rneklerde LAB c¢ogalmasinin depolamanin ilerleyen
giinlerinde artmasi, buna karsin L.sakei inokiile edilen Orneklerde aynmi diizeyde
artmamasidir. Cig etlerin vakum ambalajlanmas1 kontamine LAB’nin ¢ogalmasi i¢in
elverisli bir ortam olusturmaktadir. K 6rneklerinde goriildiigii iizere, kontaminasyon
floras1 olarak bulunan LAB hizla artarak tiretimin sonunda LS 6rneklerle benzer sayilara
ulagmustir. Vakum ambalajli etlerde LAB dominasyonu, diger bakterilerin gelismesini
engellemektedir. Ortama L.sakei gibi LAB inokile edilmesi, bu koruyucu etkiyi daha da
artirmaktadir (Zhang vd. 2018).

Vakumlu ambalajlama, oksidatif reaksiyonlarin gii¢lii bir sekilde azaltmas1 ve sonugcta et

ylzeyinde bir anaerobik mikroflora se¢imi ile depolama sirasinda mikrobiyota, Gram -
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pozitif psikrotroflarin, 6zellikle laktik asit bakterilerinin hakimiyetindedir (Fu vd. 1992,
Licke 2000, Sakala vd. 2002).

Cizelge 4.7 L. sakei koruyucu kultr inokulasyonu ve depolama stresinin vakum
ambalajli sigir etinin LAB sayisina (log kob/g) etkisi

Grup Depolama stiresi (glin)

0 7 14 21 28 35

K  3.58+0.24P" 3.92+0.28°° 6.37+0.16%° 7.56+0.31B° 8.01+0.28"B2 8.24+0.12"2
LS 7.19+0.05B2 7.54+0.06%2 7.63+0.03B% 8.65+0.22% 8.49+0.157% 8.37+0.23"2

Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmasi seklinde tabloya kaydedilmistir.
A-D: Her satirda farkli harfler bulunan sayilar arasinda énemli bir fark oldugunu ifade eder (P<0.01).
a-b: Her siitunda farkli harfler bulunan sayilar arasinda 6nemli bir fark oldugunu ifade eder (P<0.01).

Diisiik oksijen gegirgenligine sahip plastik malzemelerde vakum ambalajlama ile raf
omrii uzatilabilir. Bu 6zellik, aerobik bakteri ve doku solunumu ile tiiketilen oksijenin
yenilenmesini etkili bir sekilde dnler ve CO; olusumuna neden olur. Bu kosullar altinda
depolanan ette, Pseudomonas spp., B. thermosphacta ve Enterobacteriaceae'nin
cogalmasi kisitlanacaktir ve LAB baskin mikroorganizma olacaktir (Castellano vd.
2008). Bu calismada gozlendigi gibi K grubunda depolamanin ilk giiniinden 35. giine
kadar LAB sayis1 yaklasik 5 log artarak 8.24 logkob/g yiikselmis olup yukaridaki verilen

bilgileri dogrulamaktadir.

Stella vd. (2016), vakum ambalajli sigir etine L. sakei ve L. curvatus’ u ayri ayri ve
birlikte inokile etmisler, 4 °C de 60 giin depolama siiresince farkli patojen
mikroorganizmalara etkisini incelemislerdir. L. sakei inokiile edilmis 6rneklerde LAB
sayis1, deneyin baslangicinda 4 logkob/g’ dan 30 giin sonra 8 ile 8.5 logkob/g diizeyine
yiikseldigi gozlenmistir. Daha sonraki 30 giinde ise degismeyerek yine 8.0-8.5 logkob/g
degerinde degistigi ifade edilmistir. Bu ¢aligmada ise LS grubu 7.19 logkob/g dan
baslayip depolama sonunda 8.37 logkob/g seviyelerine gelerek Stella vd. (2016) ile
benzer sonuclar elde edilmistir. Baslangic LAB yiiklerinde iki ¢aligma arasindaki fark,

buyuk 6lglde ilave edilen biyokoruyucu kiltir sayisi ile iligkilidir.
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4.6 Enterobacteriaceae Sayim Sonuclari

Vakum ambalajli etlerde depolama siiresince Enterobacteriaceae bakteri sayim
sonuglarindaki degisim ¢izelge 4.8” de ve sekil 4.2d’de gorilmektedir. Vakum ambalajli
etlerde soguk depolama sirasinda Enterobacteriaceae sayisi artis egilimi gostermektedir.
Bu familyada yer alan mikroorganizma tirleri, gidayr bozma potansiyelleri ve bazi
turlerinin patojen olmasi nedenleriyle vakum ambalajli etlerde 6nemlidirler. Depolama
baslangicinda, kontrol 6rneklerde Enterobacteriaceae sayis1 3.30 log kob/g, LS grubunda
2.91 log kob/g belirlenmistir. K Orneklerde Enterobacteriacea sayisinda 0. giinden
baslayarak depolama boyunca artig goriilmiistiir. Benzer egilim LS grubunda da
gbzlenmis, ancak bakteriyel say1 K 6rneklerden daha diisiik diizeyde olmustur. Yapilan
varyans analizi, Enterobacteriaceae sayisina uygulama ve siirenin birlikte etkisinin
onemli (P<0.01) oldugunu gostermistir. Uygulamann etkisi incelendiginde, K drnekler
0.gun haric¢ her bir depolama periyodunda LS 6rneklerden énemli diizeyde daha yuksek
Enterobacteriaceae sayilarina sahip olmuslardir. K ve LS sayilar1 arasindaki fark
depolama siiresi uzadikg¢a artmig ve 0. glinde aralarindaki fark 0.39 iken, 35. giinde 1.66
olmustur. Bunun anlami L.sakei inokiilasyonu Enterobacteriaceae gelisimini inhibe
etmistir. Stirenin etkisi incelendiginde, K grubunda 0, 7, 14 ve 21. gin
Enterobacteriaceae sayilar1 6nemli diizeyde artmis (P<0.01), 21, 28 ve 35. ginlerde ise
onemsiz artiglar (P>0.01) izlenmistir. LS grubunda ise, 0 ve 7. giin sayilar1 arasinda
onemsiz (P>0.01) bir yiikselis, 14.glin 6nemli (P<0.01) izlenmistir. Ancak depolamanin
14, 21, 28, 35. gun Enterobacteriaceae sayilar1 6nemsiz (P>0.01) diizeylerde artmustir.
L.sakei inokiilasyonu K o6rnekler ile kiyaslandiginda Enterobacteriaceae bakterilerini
onemli diizeyde inhibe etmistir. LS drneklerde Enterobacteriaceae sayisi her iki grupta

da 14.gilinde en fazla artig gostermistir.
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Cizelge 4.8 L. sakei koruyucu kultur inokilasyonu ve depolama siresinin vakum
ambalajli sigir etinin Enterobacteriaceae sayisina (log kob/g) etkisi

Grup Depolama stiresi (glin)

0 7 14 21 28 35

K 3.30£0.1°* 4.63+0.19“* 6.44+0.18% 7.15+0.57"% 7.48+0.5"  7.55+0.34"
LS 2.91+0.05% 3.54+0.11% 554+0.24"° 568+0.23"° 5.87+0.16"" 5.89+0.10"°

Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmasi seklinde tabloya kaydedilmistir.
A-D: Her satirda farkli harfler bulunan sayilar arasinda 6nemli bir fark oldugunu ifade eder (P<0.01).
a-b: Her siitunda farkli harfler bulunan sayilar arasinda énemli bir fark oldugunu ifade eder (P<0.01).

Enterobacteriaceae sayisi sigir etlerinin bozulmasima etki eden 6nemli bir parametredir
(Borch vd. 1996) ve istenmeyen koku ve/veya yesillenme olusumu ile karakterize edilir
(Brightwell vd. 2009). Calismada kullanilan 4°C depolama sicakligi, vakum ambalajli
etlerde Enterobacteriaceae tiirlerinin gelismesi igin uygun sicakliktir. Bu familyada yer
alan bakterilerin gidayr bozma potansiyellerinin yiiksek olmasi ve bazilarinin patojen
olmas1 ayn1 zamanda gida giivenligini tehdit etmesi nedeniyle vakum ambalajli etlerde
Enterobacteriaceae inhibisyonu oldukca 6nemlidir ve L.sakei inokllasyonu énemli bir

inhibisyon saglamstir.

Katikou vd. (2005), dilimlenmis, Lactobacillus sakei inokiilasyonu yapilmis, vakum
ambalajlanmis sigir etini 4°C de 28 gin depolamislardir. L. sakei inokilasyonlu
orneklerde 28 giin boyunca en diisiik Enterobacteriaceae sayisi bulunmustur. L.sakei
inokiile edilen 6rneklerde baslangigta 1 logkob/g diizeyinde olan sayi, 28 giin sonra
yaklasik 4 log birim artigla 4.98 log kob/g olarak bulunmus, kontrol 6rnekler ise yaklagik
7 log kob/g dizeylerine ¢iktig1 gézlenmistir. Benzer sekilde Zhang vd. (2018), L.sakei
inokile ederek 4 oC’de 38 giin depoladiklar1 sigir etlerinde Enterobacteriaceae sayisinin

onemli ol¢lide baskilandigimi bildirmislerdir.

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan Enterobacter, Serratia, Proteus ve Hafnia gibi
fakultatif anaerob bakteriler amino asitleri metabolize ederek aminler, amonyak,
dimetilsilfit ve merkaptanlar1 olusturur ve etin kokusmasina neden olurlar. Ette aminler
ve amonyak olugmasi pH’nin yiikselmesine ve et renginin koyulagmasina neden olur (Ray
2000). Calismamizda kontrol 6rneklerde pH’nin daha yiiksek, renk degerinin daha koyu

olmas1 bunun agiklamasi olabilir.
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4.7 Pseudomonas spp. Sayim Sonuglari

Biyokoruyucu kiiltiir inokiile edilmis LS grubu ve inokiilasyon yapilmayan K grubunun
depolama stiresince Pseudomonas spp. sayim sonuglarindaki degisim ¢izelge 4.9’ da ve
sekil 4.2e’de gosterilmistir. Her iki grubun Pseudomonas spp. sayilar1 depolama
stresince 28. giine kadar artmis ve bu artis K 6rneklerde LS orneklerden daha fazla
olmustur. K ve LS orneklerinin Pseudomonas spp. sayilari depolama baslangicinda
sirasiyla 3.52 ve 3.27 log kob/g, depolama sonunda ise 7.54 ve 5.59 log kob/g olmustur.
Varyans analizi sonucu, LS inokilasyon islemi ve siirenin birlikte etkisinin 6nemli oldugu
bulunmustur (P<0.01). Duncan sonuglar1 incelendiginde (Cizelge 4.9), L.sakei
inokiilasyonu 14. giinden itibaren etkili olmus ve 14, 21, 28 ve 35. giinlerde LS 6rnekler
K orneklerden istatistiksel olarak anlamli diizeyde (P<0.01) daha diisiik Pseudomonas
spp. sayilarina sahip oldugu bulunmustur. Siirenin etkisi incelendiginde, K drneklerde 0,
7, 14 ve 21. glin Pseudomonas spp. sayilar1 birbirleri arasinda kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli oranda artis (P<0.01), 21, 28 ve 35. giinler arasinda 6nemsiz diizeyde
(P>0.01) artis ve azalis gozlenmistir. LS 6rneklerin Pseudomonas spp. sayilarinda ise
depolama siiresinin etkisi 0, 7 ve 28. glnler birbirleri ile kiyaslandiginda 6nemli diizeyde

artis (P<0.01) gozlenmistir.

Cizelge 4.9 L. sakei koruyucu kdltir inokulasyonu ve depolama suresinin vakum
ambalajli sigir etinin Pseudomonas spp. sayisina (log kob/g ) etkisi

Depolama stiresi (glin)

0 7 14 21 28 35
K 3.52+0.07%* 5.39+0.41°® 6.37+0.10%* 7.48+0.42"%  7.76+0.62"¢ 7.54+0.10"

LS 3.27+0.08“* 5.17+0.12%* 5.25+0.24"8" 5.83+0.13"% 6.03+0.14"° 5.59+0.11"%°

Sonuglar 3 tekerrir ortalamasitstandart sapmasi seklinde tabloya kaydedilmistir.
A-D: Her satirda farkli harfler bulunan sayilar arasinda 6nemli bir fark oldugunu ifade eder (P<0.01).
a-b: Her siitunda farkli harfler bulunan sayilar arasinda énemli bir fark oldugunu ifade eder (P<0.01).

Grup

Vakum ambalajli etlerde aerobik Pseudomonas spp. sayisinin, oksijenin uzaklastiriimasi
ve karbondioksit miktarmin artmasma bagl olarak azaldigi bildirilmesine kargin

(Seideman ve Durland 1982), kullanilan ambalaj materyalinin oksijen gecirgenligine
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bagl olarak artis gosterebilmektedir (Katikou vd. 2005, Hernandez-Macedo vd. 2011).
Calismamizda da pseudomonaslarin sayisindaki artis, ambalaj materyalinin O
gecirgenligi ile agiklanabilir. Nitekim, Borch vd. (1996), ambalaj materyalinin O:
gecirgenligi arttikga Pseudomonas spp. sayisinin da arttigini bildirmistir. Ancak
biyokoruyucu kltir inokilasyonunun 14. giinden itibaren Pseudomonas spp. sayisini
baskilamasi, L.sakei’nin sayisal tistiinliigiine, olusturdugu bakteriosinin pseudomonaslar
Uzerine inhibe edici etkisi ve L.sakei’ nin etin pH degerini diisiirmesinden

kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir.

Katikou vd. (2005), L.sakei ve L. curvatus inokile ederek 4°C’de 28 giin depoladiklar1
sigir etlerinde Pseudomonas spp. sayilarimin baslangigta 3.7 log kob/g diizeylerinden 28
glin sonra sirastyla 6.2 ve 7.0 log kob/g diizeylerine arttigini, en yiiksek sayinin ise kontrol
orneklerinde yaklasik 7.82 log kob/g diizeyinde oldugunu belirlemislerdir. Zhang vd.
(2018) ise, L. sakei ve L. curvatus inokiile ederek vakum ambalajladiklar1 dilimlenmis
sigir etinin 4°C’de 38 giin depolanmasi sirasinda Pseudomonas spp. sayisinda ilk 3 hafta
depolamada inokiilasyon yapilan ve kontrol Ornekleri arasinda 6nemli bir farkin
olmadigini, 28 giin depolamadan sonra her iki biyokorumali 6rneklerde Pseudomonas
spp. sayisindaki artisin durdugunu, K Orneklerde ise 38. giine kadar arttigini
belirlemislerdir. Her iki ¢alismada elde edilen Pseudomonas spp. sayilarina iliskin

bulgular ile ¢alismamizda elde edilen bulgular benzerlik gostermektedir.

4.8 Brochothrix thermosphacta Sayim Sonugclari

Vakum ambalajli etlerde depolama siiresince Brochothrix thermosphacta sayisindaki
degisim ¢izelge 4.10°da ve sekil 4.2f’de gorllmektedir. Yapilan varyans analizi B.
thermosphacta sayisindaki degisime uygulama x siire etkilesiminin dnemli (P<0.01)
oldugunu gostermistir. Depolama baslangicinda K ve LS 6rneklerde B. thermosphacta
sayisi birbirlerine yakin olup, sirasiyla 3.26 ve 3.07 log kob/g iken, slrenin uzamasi
ile birlikte K 6rneklerde 35. giine kadar artmis (6.55 log kob/g), LS drneklerde ise 7.
giine kadar artmis (4.69 log kob/g), bundan sonra azalmis ve 35. giinde 3.36 log kob/g
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olmustur. Uygulamanin etkisi 0. giin harig, diger analiz periyotlarmin hepsinde dnemli
olmus ve LS Ornekler K Orneklerden onemli (P<0.01) diizeyde daha disiik B.
thermosphacta sayilarina sahip olmuslardir. Siirenin etkisi incelendiginde, K
orneklerde baslangig, 7,14,21,ve 28. giinler ile 35. giin arasinda 6nemli (P<0.01)
diizeyde artis olmus, ancak bu artis 7, 14, 21 ve 28. giinler arasinda 6nemli olmazken

(P>0.01), 35. giinde yine 6nemli diizeyde (P<0.01) artmistir.

Et iriinleri, etin rengini, dokusunu veya kokusunu degistirebilen bakteriyel bozulma
nedeniyle olduk¢a ¢abuk bozulan gidalardir. Bozulmaya sebep olan organizmalar
arasinda, Brochothrix thermosphacta, etin korunmasi i¢in kullanilan diisikk depolama
sicakliginda bile cogalarak sigir eti dahil farkli tiirde bir¢ok etin yapisini
bozmaktadirlar (Gribble ve Brightwell 2013).

Cizelge 4.10 L. sakei koruyucu kultir inokilasyonu ve depolama siiresinin vakum
ambalajli sigir etinin Brochothrix thermosphacta sayisina (log kob/g)
etkisi

Grup Depolama stiresi (glin)

0 7 14 21 28 35

K 3.26+0.13%* 5.42+0.07%* 5.42+0.365%% 5.54+0.06% 5.75+0.08%% 6.55+0.34"

LS  3.07£0.02°* 4.69+0.19"° 4.44+0.24"% 4.38+0.12"%" 4.01+0.02%® 3.36+0.5

Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmasi seklinde tabloya kaydedilmistir.
A-C: Her satirda farkli harfler bulunan sayilar arasinda énemli bir fark oldugunu ifade eder (P<0.01).
a-b: Her siitunda farkli harfler bulunan sayilar arasinda énemli bir fark oldugunu ifade eder (P<0.01).

Zhang vd. (2018), L. sakei ve L. curvatus inokillasyonu sonrasi vakum ambalajlanmis
dilimlenmis sigir etinin depolanmasi sirasinda L. curvatus inokulasyonunun B.
thermosphacta sayisinda 6nemli bir (P>0.05) azalmaya neden olmadigini, L. sakei
inokilasyonunun B. thermosphacta ¢ogalmasini tiim depolama siiresi boyunca onemli
Olcude (P<0.05) inhibe ettigini bildirmislerdir. Bizim ¢alisma sonuglarimizda da L. sakei
inokilasyonunun B. thermosphacta uzerinde inhibe edici etkisi oldugu bulunmustur.
Katikou vd. (2005), Lactobacillus inokiilasyonu sonrast vakum ambalajlanmis sigir etini
(M. semitendinosus) 4 °C de 28 giin depolamiglar, depolama boyunca en diisiik
Brochothrix thermosphacta sayisinin, koruyucu kiiltiir inokiile edilen o6rneklerde

belirlendigini ifade etmislerdir. Depolama sonunda L.sakei inoktile edilen 6rnekler
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kontrol 6rneklerden yaklagik 2 log diizeyinde daha diisiik sayilara sahip olmugslardir.
Calismamizda, L.sakei inokile edilen drnekler 28. giinde 3.36 logkob/g ile Katikou vd.
(2018)’ nin sonuglarindan daha diistik, K 6rnekleri ise benzer B.thermosphacta sayilarina
sahip olmuslardir. Bu fark, kullanilan L.sakei koruyucu kilturuniin bakteriyosin lretme

kabiliyeti ile iligkili olabilir.

B. thermosphacta, acrobik ortamda sogukta depolanan etlerin diisiik pH (5.5-5.6)’ larinda
gelisebilmekte ve baslica tiirli olusturabilmektedir. Vakum ambalaj gibi anaerobik
ortamda sogukta depolanan etlerde ortamda az miktarda oksijen oldugunda 5.8’in
tizerindeki pH’larda ¢ogalabilmektedirler (Grau 1980). Ancak, diisik pH’ya (5.5-5.8)
sahip etlerde de B. thermosphacta ‘nin gogalabildigi ve -1.5 °C de depolamada bile
bozulma nedeni olabilecegi bildirilmistir (Gribble ve Brightwell 2013). Calismamizda,
depolama boyunca K 6rneklerin 5.22-5.67 gibi diisiik pH degerlerine sahip olmalarina
karsin B. thermosphacta sayilarinin 3.26 logkob/g ’den depolama sonunda 6.55
logkob/g’ye yiikselmesi, L.sakei inokile edilen 6rneklerin 5.09-5.64 araliklarinda diisiik
pH degerlerine sahip olmalarina karsmn B.thermosphacta sayilarmin depolama sonunda
3.36 logkob/g diizeyinde kalmas1 biyokoruyucu kiiltiiriin bakteriyosin gibi antimikrobiyal
etkiye sahip bilesikler liretme kabiliyetine baglanabilir.

L.sakei inokiile edilen ve inokiilasyonsuz vakum ambalajlanarak sogukta depolanan
etlerde pH degerindeki degisim ve mikrobiyal yiikteki degisim bir arada
degerlendirildiginde (Sekil 4.2), pH disisiiniin bozulma yapan mikroorganizmalar
Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. ve B.thermosphacta tzerine etkisi gortlmektedir.
L.sakei inokiilasyonu ile LAB ortama daha hizli adapte olmakta ve olusturduklar1 baglica

metabolit olan laktik asit pH’nin diismesine neden olmaktadir.

4.9 Duyusal Degerlendirme Sonuglari

Biyokoruyucu kultir inokiile edilerek vakum ambalajlanan ve buzdolabi sicakliginda
depolanan sigir etinin duyusal niteliklerinden koku ve renk puanlarina ait ortalama

sonuglar gizelge 4.11 de verilmistir. Yapilan varyans analizi, uygulama ve siirenin birlikte
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etkisinin istatistiksel olarak anlamli oldugunu (P<0.01) gostermistir. Koku puanlari
incelendiginde (7 ¢ok 1iyi, 1 ¢ok kotii) depolama siiresi uzadik¢a puanlarin azaldigi
goriilmekte ve depolama sonunda 2.38 puan ortalamasi ile LS Ornekler, 3.43 puan
ortalamast ile K oOrneklerden daha diisik koku puanlarina sahip olmuslardir. LS
inokulasyon etkisi 0, 7 ve 28. giinlerde 6nemsiz (P>0.01), diger giinlerde K 6rnekler LS
orneklerden 6nemli diizeyde yiiksek koku puani almislardir. Mikrobiyolojik sonuglarla
karsilastirildiginda LS grubu bozulma yapan mikroorganizmalari dnemli diizeyde inhibe
etmesine ve K drnekler 6nemli diizeyde ylksek mikroorganizma yiikiine sahip olmasina
karsin, duyusal koku puanlarinda tersi bir durum olusmasi, LS 0Orneklerde hissedilen

yabanci (eksimis SuUt

Cizelge 4.11 L. sakei koruyucu kultur inokllasyonu ve depolama siresinin vakum
ambalajli sigir etinin koku ve rengine etkisi

Depolama stiresi (gln)
0 7 14 21 28 35
Koku*

K 6.04+0.17%% 5.86+0.15" 559+0.45" 4.58+0.76%% 3.95+0.93“® 3.43+0.38"*
LS  6.15+0.13" 6.29+0.29%* 4.85+0.25%" 3.88+0.33%° 3.90+0.79%  2.38+0.30°"
Renk*

K 1.3740.13% 2.19+0.09%% 2.41+0.13%* 2.71+0.07%% 3.76+0.33"*  3.95+0.54"
LS  1.52+0.17% 2.14#0.15%* 2.15+0.06%%* 2.08+0.14%“* 2.48+0.16"%" 3.05+0.08""

Sonuglar 3 tekerriir ortalamasitstandart sapmasi seklinde tabloya kaydedilmistir.

A-C: Her satirda farkli harfler bulunan sayilar arasinda 6énemli bir fark oldugunu ifade eder.

a-b: Her siitunda farkli harfler bulunan sayilar arasinda énemli bir fark oldugunu ifade eder.
*Koku: 7 Cok iyi, 1 ¢cok koti,*Renk: 1 Oldukga parlak kirmizi, 8: Olduke¢a koyu kahverenk

Grup

iirlinleri kokusu) kokudan kaynaklanmistir. Kapak ac¢ilip havalandirildiginda bu koku
kaybolmustur, ancak panelistler kapak acilir ag¢ilmaz kokladiklar1 kokuyu
puanladiklarindan LS Ornekler K orneklerden daha diisiik koku puanlari almigtir.
Panelistler 35. glinde K Orneklerde yogun (1 puan karsiligl) kokusma kokusu
hissetmediklerini belirtmisler ve 35. giin koku puan ortalamast K Orneklerde 3.43
olmustur. Ancak LS Orneklerde hissettikleri kokunun daha farklt oldugunu
belirtmislerdir. Nitekim Ray (2000), L. sakei’nin glikoz ya da diger substratlarin

fermantasyonu sonrasi kotii kokuya neden olan ugucu yag asitleri olusturdugunu, ancak
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bu kokunun vakum ambalaj agildiktan sonra kayboldugu bildirilmektedir. Strenin koku
puanlarina etkisi K 6rneklerde 21. giinden itibaren, LS 6rneklerde ise 14. giinden itibaren

onemli (P<0.01) bulunmustur.

Vakum ambalajli etlerde duyusal renk degerlendirmesi 1-8 puan arasinda (1 oldukca
parlak kirmizi, 8 olduk¢a koyu kahverenk) yapilmistir. Renk puan ortalamalarinin koku
ortalamalari ile karsilastirildiginda daha dar bir aralikla (1.37-3.95) degisim gosterdigi
sekil 4.3’da goriilmektedir. Bu durum, taze etlerin 35 giin depolanmasinin renk {izerinde
cok fazla olumsuz bir etkiye neden olmadigini gostermektedir. Et rengi degerlendirilirken
vakum ambalaj agildiktan sonra etler atmosferik ortamda bekletilmistir. Baslangi¢ renk
puan ortalamalar1 K ve LS 6rneklerde sirastyla 1.37 ve 1.52, depolama sonunda ise 3.95
ve 3.05 olarak belirlenmistir. Varyans analizi, uygulama ve slrenin birlikte etkisinin
onemli oldugunu (P<0.05) gostermistir. Duncan sonuglari, LS inokiilasyon etkisinin 28.
ve 35. gunlerde 6nemli (P<0.05) oldugunu gostermistir (Cizelge 4.11). Bu sonug, 28. ve
35. gunlerde LS drneklerin K 6rneklerden daha iyi renge sahip oldugunu gostermektedir.

Siirenin etkisi incelendiginde arzu edilir parlak kirmizi rengin K 6rneklerde 28. giinden

sonra diger depolama periyotlarindaki renkten dnemli dizeyde (P<0.05) azaldigi

Sekil 4.3 L.sakei inokule edilen ve edilmeyen vakum ambalajli sigir etinde depolama
sirasinda duyusal koku ve renk 6zelligindeki degisim
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anlasilmaktadir. LS Orneklerde ise 0, 7, 14 ve 21. giin renk degerleri arasindaki fark
o6nemsiz (P>0.05), 28 ve 35. gun renk degerleri ile baslangig¢ renk degerleri arasindaki
fark 6nemli (P<0.05) bulunmustur. Bu sonug, L.sakei inokilasyonunun etin rengini daha
iyi korudugunu géstermistir. Nitekim etin L* ve a* degerlerine gore de LS &rneklerde
depolama sonunda L* parlaklik ve a* kirmizilik degerlerinin artmasi, K 6rneklerde ise

azalmasi1 duyusal renk sonuglarini dogrulamaktadir.

Katikou vd. (2005), Lactobacillus biyokoruyucu kdltirlerle inokile ettikleri ve 4°C” de
28 giin depoladiklari etlerde vakum agildiginda eksimsi siit {irtinleri kokusuna benzer bir
koku algilandigmi, ancak 5 dakika havalandirildiginda kokunun kayboldugunu
bildirmislerdir. Arastirmacilar depolama siiresi uzadik¢a K ve inokiilasyonlu 6rneklerin
koku puanlarinin azaldigini belirlemislerdir. Calismamizdan farkli olarak K 6rneklerin
koku puanlari, inokiilasyonlu Orneklerden daha diisiik (P<0.05) bulunmustur.
Aragtirmacilar duyusal renk degerlerinde ise K ve inokiilasyonlu 6rnekler arasinda 6nemli
bir fark olmadigini belirtmislerdir. Castellano vd. (2010), L.curvatus inokdle ettikleri ve
vakum ambalajli olarak 2°C’de 60 giin depoladiklar1 sigir etinde, inokiile 6rneklerde 60
giin sonra asit kokusu gelistigini, ancak kokusma kokusu olusmadigini bildirmislerdir.
Calismada, K ve inokiile 6rneklerde depolama boyunca tipik aroma skorlarinda azalma
gozlendigi bildirilmistir. Arastrmacilar, duyusal koku degerlendirmesini pismis

orneklerde yapmiglardir.
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5. SONUC

Bu ¢alismada biyokoruyucu kiltur, L. sakei inoktlasyonunun vakum ambalajlanan sigir
etinin mikrobiyal kalitesine, fizikokimyasal ve duyusal 6zelliklerine etkisi sogukta

depolama siiresince inokiilasyonsuz kontrol 6rneklerle kiyaslanarak ortaya konulmustur.

Biyokoruyucu kiltir L. sakei ilave edilen ve vakum ambalajlanarak 4+1°C’de 35 giin

depolanan taze sigir etlerinde hakim floray1 L.sakei olusturmustur.

L. sakei inokulasyonu, sigir etinin bozulmasma sebep olan floranin Gram-pozitif veya
Gram negatif olmasma bakilmaksizin, test edilen tiim mikrobiyal sonuglarda kontrol
grubuna kiyasla depolama stresince 6nemli 6l¢tide daha diisiik mikrobiyal sayilara neden

olmustur. Bu etki koruyucu kiiltiiriin bakteriostatik aktivitesinden kaynaklanmistir.

Vakum ambalajli sig1r etinde mikrobiyolojik kalite gostergesi olan Enterobacteriaceae,
Pseudomonas spp. Brochothrix thermosphacta sayilarinda 6nemli oranda azalma olmasi1
L. sakei’nin biyokoruyucu olarak kullanilabilecegini ve etin mikrobiyolojik kalitesini

tyilestirdigini géstermistir.

L.sakei, 10" diizeyinde inokiile edildiginde vakum ambalajli sigr etinde
Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. ve B. thermosphacta c¢ogalmasini inhibe
etmektedir. Bu inhibisyonun, LAB’nin metabolitleri olan laktik asit ya da hidrojen
peroksitten ¢cok muhtemelen biyokoruyucu kultlr L. sakei’nin irettigi antimikrobiyal

maddelerden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Etlerin vakum ambalajlanmasi ile LAB’nin ortama hakim olmasi, bu bakterilerin iirettigi
baslica metabolit olan laktik asit nedeniyle pH’ nin depolama boyunca diismesine neden
olmustur. L. sakei inokiilasyonu etin pH degerinin daha da diismesine neden olmustur.
Diisiik pH ortaminin bozulma yapan mikroorganizma gelisimini engelleyici etkisi dikkate

alindigimda pH degerinin etin raf dmriine olumlu etkisi oldugu sdylenebilir.
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L. sakei inokiilasyonu parlaklik olarak bilinen L* degerini depolama siiresinde artirmis,
a* degeri ise kontrol grubunda azalirken LS grubunda korunmustur. Ayrica duyusal renk
sonuclari, inokule etlerin inokiilasyonsuz etlerden daha ylksek puanlar aldigini,

uygulamanin renk iizerinde olumlu etkisi oldugunu gostermistir.

L. sakei inokiilasyonu ile bozulma yapan mikroroganizma inhibisyon orani daha yiiksek
olmasma karsm, duyusal koku puanlar1 kontrol grubunda daha diisiiktiir. Bu durum, 10°
kob/g duzeyinde inokiile edilen L. sakei’nin neden oldugu, alisik olunmayan yabanci
kokudan kaynaklanmistir ve bu koku et bir siire havalandirildiginda kaybolmaktadir. Bu
olumsuzlugun, inokile edilen L. sakei konsantrasyonunun daha az diizeyde (10° kob/g
gibi) inokule edilmesi ile olusmayacagi, olusmasi halinde ise, tiiketilmeden 6nce etin bir

sure havalandirilmasi ile giderilebilecegi onerilmektedir.
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EKLER

EK 1 Duyusal Degerlendirme Formu

EK 2 Arastirma Verilerinin Varyans Analizi Sonuclarina iliskin p Degerleri
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EK1

BiYOKORUYUCU KULTUR INOKULE EDILEN TAZE ET
DUYUSAL DEGERLENDIRME FORMU

Uriin: Vakum ambalajh sigir eti

Panelist ad-soyad: Tarih: Saat:
KOKU
Puanlama 7 6 5 4 3 2 1
Olgegi Coktaze | Ciget Az ¢ig Notr Biraz Kot Cok yogun
cig et kokusu | Et koku kot Koku kokusma
kokusu kokusu Koku kokusu

111

115

119

121

125

131

Not: Ornekler arasi kahve ve su koklayarak bir 6nceki 6rnek kokusunun etkisini nétiirleyiniz.

Koku deskriptorleri

Cig et Taze ¢ig et kokusu
Putrit Kokusmus et kokusu
Asit Fermente et kokusu
Ransit Ac1 yag kokusu
Metalik Metalik koku

Belirtmek istediginiz varsa buraya yazimz.
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BiYOKORUYUCU KULTUR iNOKULE EDILEN TAZE ET

DUYUSAL DEGERLENDIRME FORMU

Uriin: Vakum ambalajh sigir eti

Panelist ad-soyad: Tarih: Saat:
RENK
Puanlama |8 7 6 5 4 3 2 1
Olgegi Oldukca | Kahve | Orta Biraz Biraz Orta Parlak Oldukca
Koyu rengi dizeyde | kahve parlak dizeyde | kiraz parlak
kahve kahve Kiraz- Kiraz- parlak kirmizi | Kiraz
rengi kirmiz1 | kirmiz1 | Kiraz- kirmizi
kirmizi
111
115
119
121
125
131

Belirtmek istediginiz varsa buraya yaziniz.
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EK 2 Arastirma Verilerinin Varyans Analizi Sonuclarina iliskin p Degerleri

Cizelge Ek 2.1 Biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve depolama siiresinin vakum ambalajli etin
fizokimyasal ve mikrobiyolojik 6zelliklerinde meydana gelen degisimlere
Uygulamanin ve siirenin etkisini gdsteren varyans analizi sonuglarina iligskin p

degerleri
Mikrobiyolojik ve "
fizikokir¥1yasjal Grup x Gun Grup Giin
szellikler Interaksiyonu
pH 0.003 0.007 0.000
L* degeri 0.000 0.000 0.004
a* degeri 0.000 0.270 0.008
b* degeri 0.000 0.037 0.000
TAMB 0.000 0.002 0.000
LAB 0.000 0.000 0.000
Enterobactericia 0.002 0.001 0.000
Pseudomonas spp. 0.000 0.001 0.000
B. thermosphacta 0.000 0.000 0.000

Cizelge Ek 2.2 Biyokoruyucu kiiltiir ilavesinin ve depolama siiresinin vakum ambalajl1 etin
duyusal 6zelliklerinde meydana gelen degisimlere uygulamanin ve siirenin
etkisini gosteren varyans analizi sonuglarina iliskin p degerleri

- Grup x Gun .
Duyusal Ozellikler interaksiyonu Grup Gin
Koku 0. 000 0. 003 0.000
Renk 0. 012 0. 166 0.000
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