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Arastirmada sucuktan izole edilen ve fenotipik olarak tanimlanan bes Lactobacillus
plantarum susu genetik identifikasyona tabi tutulmus ve teknolojik 6zellikler yoniinden
incelenmistir. Ayrica L. plantarum suslarmnin fermente sucuk ftretiminde Listeria
monocytogenes’in gelisimine etkileri arastirilmistir. L. plantarum suslar1 16s rRNA dizi
analizi sonucunda L. plantarum (S50, S51, S72, S74 ve S85)olarak dogrulanmistir. Bes
L. plantarum susu da kuyu difiizyon testinde Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes ve Bacillus cereus’a karst farkli diizeylerde antagonistik aktivite
gostermistir. Suslar 25°C’de 15°C’ye gore daha iyi bir cogalma gdstermistir. Suslarin
%6,5 NaCl varliginda, 4,5-6,5 pH araliginda da gelisim gosterdigi tespit edilmistir.
Suslarin lipolitik ve proteolitik Ozellige sahip olmadigi, lisin, ornitin ve arginin
dekarboksilaz aktiviteleri gostermedigi de belirlenmistir. Diger taraftan sadece iki L.
plantarum susunun zayif nitrat rediiktaz aktivitesi gosterdigi, dort L. plantarum susunun
ise glukozdan asetoin olusturdugu ve tiim suslarin DL- laktik asit {irettigi saptanmistir.
Suslarn tirettii antimikrobiyal maddelerin ise farkli sicaklik ve enzim uygulamalarinda
farkli sonuglar verdigi goézlemlenmistir. Ayrica L. plantarum suslarinin genomik
DNA ’larinda bakteriyosin tiretiminden sorumlu pInB, pInC, pInD, pinl, pInJ, pInK, pInN
genlerinin varlig1 da tespit edilmistir. Suslarda bakteriyosin benzeri metabolit iiretiminin
log fazinda basladigi, durma fazinda ise maksimuma ulastig1 belirlenmistir. Fermente
sucuk iretimi ile ilgili denemelerde ise fermentasyonun birinci giiniinde L. plantarum
susu inokiile edilmeyen kontrol grubunda Listeria monocytogenes’in gelistigi, L.
plantarum suslarmin varliginda ise sayida rediiksiyon oldugu tespit edilmistir.
Olgunlastirma sonunda ise L. monocytogenes sayisinda en fazla rediiksiyonun L.
plantarum S50°nin varliginda gergeklestigi gdzlenmistir.

2016, 88 sayfa
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DETERMINATION OF ANTAGONISTIC ACTIVITIES AND
TECHNOLOGICAL PROPERTIES OF AUTOCHTHONOUS LACTOBACILLUS
PLANTARUM STRAINS AND INVESTIGATION OF THEIR EFFECTS ON
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In this research, five Lactobacillus plantarum strains, isolated from sucuk and
phenotypically identified, were subjected to genetic identification and examined in
terms of technological properties and antagonistic activities. Furthermore, effects of L.
plantarum strains on growth of L. monocytogenes in fermented sucuk production were
investigated. According to results of 16s rRNA sequence analyses all L. plantarum
strains were confirmed as L. plantarum (S50, S51, S72, S74 and S85). Five L.
plantarum strains showed antagonistic activity against each of Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes and Bacillus cereus at different levels in well diffusion test.
Strains showed beter growth at 25°C than at 15°C. It was found that strains can grow at
the existence of 6,5% NaCl as well as between a pH range of 4,5 to 6,5. It was
determined that strains do not have lipolytic and proteolytic properties and do not have
lysine, ornithine, arginine decarboxylase activities. On the other hand, it was detected
that two L. plantarum strains show weak nitrate reductase activity, four L. plantarum
strains produce acetoin from glucose and all strains produce DL-lactic acid.
Antimicrobial substances produced from strains were observed to have different results
at different temperatures and enzyme treatments. Moreover, presence of pInB, pInC,
pInD, pinl, pInJ, pInK, pInN genes responsible for bacteriocin production in genomic
DNAs of L. plantarum strains was also detected. It was determined that bacteriocin-
like metabolite production in the strains starts at the log phase and reaches to a
maximum at the stationary phase. In trials of fermented sucuk production, it was
determined that L. monocytogenes grows in the control group uninoculated with L.
plantarum strains at the first day of fermentation, whereas there is a reduction in cell
counts in the presence of L. plantarum strains. The highest reduction in L.
monocytogenes number was found to be in the presence of L. plantarum S50 at the end
of the ripening period.

2016, 88 sayfa

Anahtar Kelimeler: Antagonistic acitivity, Lactobacillus plantarum, bacteriocin like
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1. GIRIS

Kuru fermente bir sosis ¢esidi olan sucuk, geleneksel ve endiistriyel olmak iizere iki
farkli sekilde iiretilmektedir. Geleneksel iiretim genellikle kiiciik 6lgekli isletmelerde
starter kiltiir kullanilmadan gerceklestirilmekte ve sucuklar dogal kosullarda
olgunlastirilmaktadir. Endiistriyel iiretimde ise kontrollii bir fermentasyon i¢in starter
kiiltiirler kullanilmakta, fermentasyon ve kurutma iglemleri icin sicaklik, hava akimi ve
nisbi rutubeti otomatik olarak kontrol edilebilen klima iinitelerinden yararlanilmaktadir
(Gokalp vd 2004). Fermentasyon ve kurutma ana islem basamaklari kullanilarak
iiretilen bu {iriin 2012 yilinda yiiriirlige giren Tiirk Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri
Tebligine gore fermente sucuk olarak adlandirilmakta ve ‘Biiylikbas ve kiigiik bas
hayvan etlerinin ve yaglarinin kiyilarak lezzet vericiler ile karistirildiktan sonra dogal ve
yapay kiliflara doldurularak belirli kosullarda kurutma ve fermentasyon islemleri
uygulanarak nem orani1 %40 ve altina diistiriilmiis, kesit ylizeyi mozaik goriinlimiinde
olan 1s1l iglem uygulanmamis fermente et {irlinii’ olarak tanimlanmaktadir. Ayni
tebligde fermentasyon, 1sil islem ve kurutma ana islem basamaklar1 uygulanarak
tretilen yar1 kuru fermente sosis ¢esidi ise 1sil islem gormiis sucuk olarak
adlandirilmaktadir. Isil islem gérmiis sucukta kisa siireli bir fermentasyon basamaginin
ardindan, merkez sicaklik en az 68°C (kanatl eti kullanilmasi durumunda en az 72°C)
olacak sekilde bir 1sil islem prosesi uygulanmaktadir (Anonim 2012). Isil islem
uygulamasi piyasaya giivenilir iirlin arzin1 kolaylastirdigindan endiistride 1s1l islem
gormiis Uriin tiretimi daha cok tercih edilmektedir. Bununla birlikte 1s1l islem gormiis
sucuk tdretiminde kontrollii bir fermentasyon igin starter kiiltiirlere de ihtiyag
duyulmaktadir. Starter kiiltiir olarak kullanilan laktik asit bakteri suglarinin asit olusum
hiz1 ve derecesinin yani sira bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri metabolit iiretme
yetenekleri de dnemli rol oynamaktadir. Fermente sucuk tiretiminde herhangi bir 1s1l
islem s6z konusu olmadigindan kullanilacak laktik asit bakteri suslarinin se¢imi 1sil
islem gormiis sucuga gore daha fazla 6nem arz etmektedir. Diger bir ifade ile bu {iriinde
iiriin giivenliginin saglanmasinda laktik asit bakterilerinin asit olusum hiz1 ve derecesi
olduk¢a 6nemlidir. Bununla birlikte kullanilacak suslarin gida kaynakli patojenlere karsi

antagonistik aktivite gdstermesi, iirlin giivenliginin saglanmasinda ilave bir etkendir.



Uriin giivenliginin yan1 sira kullanilacak suslarin tat ve aroma basta olmak iizere iiriiniin
duyusal 6zelliklerinin gelismesinde de 6nemli rolii vardir. Starter kiiltiir kullanimi
standart iirlin iiretimi agisindan da biiyiik 6nem arz etmektedir. Pek ¢ok iilkede starter
kiltiir tiretiminde geleneksel tiriinlerden izole ve identifiye edilen suslar kullanilmis ve

halen de bu yondeki arastirmalara devam edilmektedir.

Et endiistrisinde starter kiiltiir olarak laktik asit bakterileri (Lactobacillus plantarum, L.
curvatus, L. pentosus, L. sakei, Pediococcus pentosaceus, P. acidilactici), katalaz pozitif
koklar i (Staphylococcus carnosus, S. xylosus, Kocuria varians) yami sira kiif
(Penicillum nalgiovense) ve maya da (Debaryomyces hansenii) yaygin kullanilan
mikroorganizmalardir (Jessen 1995). Fermente sucuk gibi kuru fermente sosislerde
(salami, Rohwurst, Chorizo vb.) Avrupa’da Lactobacillus ve Pedicoccus cinsi laktik asit
bakterileri ve katalaz pozitif koklar starter kiiltiir olarak tercih edilirken, ABD’de sadece
laktobasiller ve pediokoklar tercih edilmektedir (Kaya ve Kaban 2010). Fermente
sosisler oncelikle laktik asit bakterilerinin fermentasyonuyla diisen pH degeri ve elde
edilen kendine 6zgii aroma ile karakterize edilmektedir (Freitas de Macedo et al. 2013).
Laktik asit bakterileri fermente gidalarda duyusal ozellikleri gelistirici etkilerinin
yanisira gida kaynakli patojen bakterileri inhibe ederek {iriin giivenligine katkida
bulunan dénemli bir gruptur (Smaoui et al. 2010). Fermente et iiriinlerinde spontan veya
starter kiiltiir olarak bulunan laktik asit bakterileri asit olusturarak hem iirliniin
kurumasina hem de patojen ve bozulma etmeni mikroorganizmalarin inhibisyonuna
katkida bulunmaktadir. Giiniimiizde farkli fermente {iriin tiplerine uygun olarak secilmis
0zel suslar preparat halinde pazarlanmakta ve endiistriyel iiretimde yaygin olarak

kullanilmaktadir. S6z konusu suslarin ana kaynagi geleneksel iirtinlerdir.

Geleneksel fermente bir et iiriinii olan sucuktan pek ¢ok laktik asit bakteri susu izole ve
identifiye edilmistir (Giirakan et al. 1995; Ozdemir vd 1996, 1999; Con ve Gokalp
2000; Kaban ve Kaya 2008; Adigiizel and Atasever 2009; Kesmen et al. 2012). Laktik
asit bakterileri igerisinde yer alan, elliden fazla tiirle en biiyilk grubu olusturan
laktobasiller geleneksel fermente {irlinlerde ve endiistriyel starter preparatlarinda

oldukca yaygin olarak bulunmaktadir (De Vries et al. 2006; Giraffa et al. 2010). Laktik



asit bakterilerinden Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus sakei sucuktan izole
edilen iki 6nemli tiirdiir. L. curvatus, L. pentosus, L. brevis, L. fermentum ise sucuktan
izole edilen diger tiirlerdir (Giirakan 1991; Dinger vd 1995; Ozdemir vd 1996; Kaban
and Kaya 2008; Kesmen et al. 2012).

Fermente et {riinlerinde, laktobasiller igerisinde giivenilirligi, farkli sekerleri
kullanabilme yetenekleri sayesinde cesitli ortamlara kolay adapte olabilmesi ve sahip
oldugu probiyotik 6zellikten dolay: L. plantarum tiirii 6n plana ¢ikmaktadir (de Vries et
al. 2006). L. plantarum, fermente sosislerden fermentasyon kosullarma bagli olarak
farkli oranlarda izole edilmektedir. Fermente sosislerde 25°C’den yiiksek olgunlastirma
sicakliklarda L. plantarum 'un (Liicke and Hechelman 1987; Ozdemir vd 1996), daha
diisiik sicakliklarda ise L. sakei ve L. curvatus’un baskin tirler oldugu bilinmektedir
(Liicke 1985). Ornegin, Papamanoli et al. (2003) Yunan tipi fermente sosislerden %9,4
oraninda L. plantarum izole etmislerdir. Drosinos et al. (2005; 2007) ise Yunan tipi
fermente sosislerde %37,2 ve %45,6 oraninda L. plantarum tespit edildigini bildirmistir.
Bu oranlar Tiirkiye’de Ozdemir (1999) tarafindan %2,8, Kaban and Kaya (2008)

tarafindan ise %45,7 olarak tespit edilmistir.

L. plantarum susunun fermentasyonda etkili olabilmesi igin teknolojik &zelliklerinin
belirlenmesi, liretim kosullarina uyum saglamasi agisindan olduk¢a Onemlidir. Et
kaynakli L. plantarum izolatlar1 suslar arasinda degiskenlik gostermekle beraber
genellikle 15°C ve 45°C’de c¢ogalma gostermekte, 4°C’de ise ¢ogalamamaktadir. L.
plantarum tiirleri %6,5-10 NaCl igeren ortamlarda da canliligini siirdiirebildigi
belirtilmektedir (Schillinger and Liicke 1987; Hugas et al. 1993; Papamanoli et al.
2003). Lipolitik aktivite agisindan zayif olan L. plantarum suslar1 (Montel et al. 1998;
Kaban and Kaya 2009a) zayif proteolitik aktivite gdstermelerine ragmen genellikle
kazeini hidrolize etme yetenegindedir (Ztaliou et al. 1996; Papamanoli et al. 2003;
Essid et al. 2009). Ayrica kullanilan laktik asit bakteri suslarmin biyojen amin
olusturma oOzelligi de starter kiiltiir se¢iminde ©nemli bir faktordiir. Fermente
sosislerden izole edilen L. plantarum suslar1 iizerine yapilan arastirmalarda incelenen

suglarin dekarboksilaz aktivitesine sahip olmadiklar1 bildirilmistir (Santos et al. 1998;



Bover-Cid et al. 2001). Et iiriinlerinde kullanilmalar1 agisindan aranan bir diger 6zellik
ise iretmis olduklari laktik asitin konfiigiirasyonudur ki D(-)-laktik asit insanda laktat
dehidrogenaz tarafindan hidrolize edilemedigi i¢in L(+)- laktik asit iireten suslar starter
kiltlir olarak tercih edilmektedir (Holzapfel 2002; Kaya ve Kaban 2010). Bunun yani1
sira glukozdan asetoin olusturma yeteneginde olan suslarin, iiriinde arzu edilmeyen

aromanin gelisimine sebep oldugu da bildirilmektedir (Kaya ve Kaban 2010).

L. plantarum suslari, uygun teknolojik oOzelliklerinin yani sira gostermis oldugu
antagonistik aktiviteleri sayesinde ortama daha iyi adapte olmalar1 ve muhtemel
mikrobiyal kontaminasyonlar1 engelleme olasiliklarinin yliksek olmasi sebebi ile starter
kiiltiir olarak kullanimiyla iiriin giivenilirligini arttirabilmektedir (Freitas de Macedo et
al. 2013). Laktik asit bakterilerinin antagonistik etkileri {iretmis olduklar1 bazi son
metabolitler, antibiyotik benzeri {irlinler, bakteriyosinler ve bakteriyosin benzeri
metabolitler araciligi ile olmaktadir (Klaenhammer 1988; Dalie et al. 2010).
Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan iretilen protein yapida bakterisidal veya
bakteriostatik etki gdsteren biyoaktif bilesiklerdir. Yakin akraba suslar iizerinde etkili
olan bakteriyosinlerin, gida kaynakli Gram negatif patojenler iizerinde de etkili oldugu
ileri siiriilmektedir (Tagg et al. 1976; Nes et al. 2007; Line et al. 2008). Kullanimina
1988 yilinda yasal olarak izin verilen ilk bakteriyosin Lactococcus lactis spp. lactis
tarafindan tretilen nisindir (Delves-Broughton et al. 1996; Chen and Hoover 2003).
Giinlimiizde bir Pediococcus susu tarafindan {dretilen pediosin PA-1/AcH ve
Enterococcus faecalis tarafindan {iretilen enterosin AS-48’de ticari olarak
kullanilmaktadir (Montet and Ray 2016). Laktik asit bakterilerinin tiretmis oldugu
nisinin 1920°1i yillarda kesfinden sonra ¢ok sayida farkli bakteriyosinin tanimlanmasi
gerceklestirilmistir. 2015 yilinda rapor edilen ve tanimlanan 185 laktik asit bakteri
bakteriyosinin 18’inin L. plantarum suslar1 tarafindan iretildigi bildirilmistir
(Woraprayote et al. 2016). Bakteriyosin iiretimi genomik DNA’da ya da plazmitte yer
alan bakteriyosin iiretimini baglatan genin varlig1 ile gerceklesmektedir. Bir bakteri
birden fazla bakteriyosin iiretiminden sorumlu olabilmektedir (Nes et al. 2006; Nes et
al. 2007). Bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri metabolitlerin genellikle yiiksek sicaklik

stabilitesine sahip olmalari, asidik ve noétral pH degerlerinde aktivitelerini



koruyabilmeleri ve sindirim sisteminde yer alan proteolitik enzimlere karsi hassas
olmalarindan dolay1 potansiyel gida koruyuculart olarak o6nem kazanmigtir
(Klaenhammer 1993). Bu antimikrobiyal peptitler gidaya dogrudan ilave edilebilecegi
gibi gidalarda kullanilan starter kiiltiirlerin, bozulma etmeni mikroorganizmalarin
gelisimini engelleyecek diizeyde bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri metabolit
tiretimesiyle de bu etki saglanabilmektedir (Hillier and Davidson 1991; Nes et al. 2015).
Et kaynakli L. plantarum izolatlarinin bakteriyosin ireticisi olarak incelendigi
calismalar oldukga fazladir (Hugas et al. 1995; Enan et al. 1996; Messi et al. 2001,
Miiller et al. 2009; Rattanachaikunsopon and Phumhachorn 2006; Todorov et al. 2010).
Literatiirde L. plantarum gibi bakteriyosin /bakteriyosin benzeri metabolit iireticisi
laktik asit bakterilerinin starter kiiltiir/ koruyucu kiiltiir olarak kullanimiyla {iriin

giivenilirligine katkida bulunacagini bildirmistir (Balciunas et al. 2013).

Geleneksel iiriin kaynakli L. plantarum suslarinin starter kiiltiir ya da koruyucu kiiltiir
olarak tercih edilmesi ile {iriiniin kalitesi ve standardizasyonu, aroma ve tadin olusumu,
olgunlagmanin  daha etkin  gerceklesebilmesi agisindan Onemli avantajlar
saglanabilmektedir. Fermentasyon ortammma daha iyi adapte olmalar1 da bunu
desteklemektedir. Bunun yani sira bakteriyosinojenik etkiye sahip olan koruyucu/ starter
kiiltiirlerin kullanim1 gida patojenlerine karsi alinabilecek tedbirlerin azaltilmasinda
etkili olabilmektedir (Hugas and Monfort 1997; Balciunas et al. 2013). Fermente
sosislerin sahip oldugu diisiik pH ve ay, baharat, yiiksek tuz miktari, nitrit ve rekabetci
floranin varlig1 patojen mikroorganizmalara kars1 bir engel olustururken bu sartlarda da
varligim siirdiirebilen hastalik yapici mikroorganizmalara da rastlanmaktadir. Bu
mikroorganizmalardan biri de et ve et {riinleri i¢in onemli kontaminantlardan olan
Listeria monocytogenes’tir (Freitas de Macedo et al. 2013). Ornegin fermente bir et
tirtinii olan sucukta L. monocytogenes’in tespit edildigi ¢alismalar mevcuttur (Con et al.
1996; Kaya and Gokalp 1997; Berktas et al. 2006; Colak et al. 2007). L. monocyogenes
ozellikle bagisiklik sistemi zayif hastalar, cocuklar, yaslilar ve hamileler tizerinde ciddi
problemlere neden olabilen listeriozise yol agmaktadir. 1987 yilina kadar et ve et
tiriinleri kaynakli listeriozis vakasi oldukca nadir goriilmekteyken (Farber and Peterkin

1991) 1987 yilindan sonra siit ve siit iirlinii kaynakli vakalardan sonra en 6nemli



kontaminasyon kaynagi olarak tiiketime hazir et iriinleri gosterilmistir (Goulet et al.
2013). Listerozise neden olan minimum doz tam olarak bilinmemesine ragmen
vakalardan yola ¢ikarak ongiiriicii modellemeyle saglikli insanlarda 7-9 log kob/g iken,

risk diizeyi yiiksek kisilerde 5-7 log kob/g olarak saptanmustir (Farber et al. 1996).

Genis bir sicaklik (-0,4-45°C), pH (4,4-9,4) ve a, (0,90-0,97) araliginda varligim
stirdiirebilen L. monocytogenes (Beverly 2004) modifiye ve vakum ambalajlama
kosullarinda da ¢ogalabilmektedir (Baka et al. 2015). L. monocytogenes fermente
sosislerde fermentasyon sicakligi, pH, ay gibi i¢ ve dis faktorlere bagli olarak
gelisebilmekte, canliligini siirdiirebilmekte veya rediiksiyona ugramaktadir (Erol and
Hildebrandt 1992; Kaya ve Gokalp 2004a, 2004b; The'venot et al. 2005; Matagaras et
al. 2015). Listeria monocytogenes’in fermente et iiriinlerinde kontaminasyonuna kars1
bakteriyosin/ bakteriyosin benzeri metabolit iireticisi yerel laktik asit bakteri suslarin
starter/ koruyucu kiiltiir olarak kullanildigi ¢alismalar oldukg¢a fazladir (Ananou et al.
2005; Benkerroum et al. 2005; Albano et al. 2009; Nieto et al. 2010; Kingcha et al.
2012; Pragalaki et al. 2013; Casaburi et al. 2016).

Kuru fermente bir sosis ¢esidi olan sucuktan izole edilen laktik asit bakterilerinin
karakterizasyonuna ve/veya starter kiiltiir olarak kullanilabilme imkanlarina yonelik
bazi arastirmalar yiiriitillmiistir (Yaman et al. 1998; Toksoy et al. 1999; Con and
Gokalp 2000; Con et al. 2001; Kaban and Kaya 2008; Kaban and Kaya 2009a; 2009b).
Ancak sb6z konusu arastirmalarda sucuk kaynakli L. plantarum suslar ile ilgili
caligmalarin kapsami oldukcga smirli tutulmustur. Mevcut bu arastirmada bes farkli yerel
L. plantarum izolatinin molekiiler diizeyde tanimlanan ve bakteriyosin liretimi agisindan
genotiplendirmesi yapilan 5 farkli L. plantarum susunun irettigi metabolitlerin 6n
karakterizasyonunun gerceklestirilmesi, teknolojik ozelliklerin belirlenmesi ve bu
suslarin fermente sucukta L. monocytogenes ‘in davranigina etkilerinin tespit edilmesi

amaclanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

Kuru fermente sosislerden laktik asit bakterilerinin izolasyon, identifikasyon ve
teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar oldukga fazladir (Hugas et
al. 1993; Coppola et al. 1998; Papamanoli et al. 2003; Aymerich et al. 2003; Ammor et
al. 2005; Comi et al. 2005; Drosinos et al. 2005; Phalakornkule and Tanasupawat 2006;
Kaban and Kaya 2008; Federici et al. 2014). Laktik asit bakterileri igerisinde dnemli
laktobasillerden olan L. plantarum suslarinin yer aldigi ¢alismalara da rastlanmaktadir.
Ornegin; Giiney Brezilya’ya ait dogal fermente sosislerden izole edilen7 farkli L.
plantarum susunun starter kiiltiir olarak kullanilma imkanlar1 Sawitzki et al. (2009)
tarafindan arastirllmistir. Bu amagla teknolojik 6zellikleri incelenmis ve 7 susun DL-
laktik asit iirettigi ve L. monocytogenes NTC 098630°e kars1 antagonistik aktivite
gosterdigi bildirilmistir. Diger taraftan sucuk iizerine yapilan bazi caligmalarda L.
plantarum GM 77 susu starter kiiltiir olarak denenmistir (Kaban and Kaya 2009a;
2009b). Ancak bu calismalarda kullanilan susun gida kaynakli patojenlere karsi

antagonistik aktivitesine yonelik herhangi bir degerlendirme yapilmamustir.

Benito et al. (2007) tarafindan iki farkli kuru fermente sosis ¢esidinden izole edilen 192
yerel laktik asit bakteri izolati {izerinde yapilan bir calismada, izolatlar teknolojik
Ozellikler yoniinden incelenmis ve genotipik olarak identifiye edilmistir. Analizler
neticesinde 2 L. plantarum susunun arjinin dekarboksilaz aktivitesi gosterdigi, tribiitirini
parcalayabildigi, 4 ve 15°C gibi iki farkli sicaklikta, %7 NaCl varliginda veya pH 5,5’te
iireyebildigi rapor edilmistir. Ayrica her iki susun da yiiksek sicaklik (45°C), yliksek tuz
konsantrasyonu (%10 NaCl) ve disiikk pH degerlerinde (pH 4, 4,5, 5) ¢ogalamadiklari

vurgulanmustir.

Fermente bir sosis ¢esidinden izole edilen farkli L. sakei suslar1 ve bir L. plantarum
susunun diisiik asitli fermente sosis iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanim
imkanlarinin incelendigi bir arastirmada, L. plantarum susunun renk olusumunda L.

sakei suslarina gore daha etkili oldugu, L. plantarum susunun kadeverin olusumunu



%26 oraninda azaltirken, tiramin, triptofan ve putresin miktarlarini arttirdig tespit

edilmistir (Baka et al. 2011).

Landeta et al. (2013) Ispanyol tipi kiir edilmis sosislerden izole ve identifiye ettikleri L.
plantarum suslarin1 da igeren laktik asit bakterilerinin teknolojik 6zelliklerini
inceledikleri bir galismada, L. plantarum suslarinin nitrat rediiktaz aktivitesi ve lipolitik

aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Mangina et al. (2013) et kaynakli Lactobacillus suslarinin starter kiiltiir olarak kullanim
imkanlarini inceledikleri aragtirmalarinda L. plantarum suslarinin lisin, arginin ve
ornitin dekarboksilaz aktivitesi gostermezken, tirozin dekarboksilaz aktivitesi
gosterdigini bildirmislerdir. Lactobacillus suslarinin starter kiiltiir olarak kullanildig
denemeler neticesinde ise L. plantarum susunu igeren Orneklerin daha yumusak bir
tekstiir gosterdigi, bu susun serbest yag asidini arttig1 ve hatta arzu edilmeyen aroma

olusumuna sebebiyet verdigi saptanmustir.

Et drinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin teknolojik ac¢idan Oneminin
yaninda antagonistik aktivitelerinin belirlenmesi {izerine de yogunlagilmistir. Konu
tizerinde yapilan bir ¢aligmada, kuru sosisten izole edilen Lactobacillus plantarum UG1
susunun antimikrobiyal aktivitesi kuyu diflizyon yontemi ile belirlenmis ve bu susun L.
monocytogenes 10470 ve Bacillus cereus 14579 gibi bazi gida kaynakli patojenlere
kars1 antagonistik aktivite gosterdigi saptanmistir (Enan et al. 1996).

Messi et al. (2001) tarafindan yapilan bir caligmada Italyan tipi fermente sosisten izole
edilen ve %33’ L. plantarum olarak tanimlanan 134 laktik asit bakteri susunun
%6’sinin bazi gida kaynakli patojenler iizerinde bakteriyosin ve/veya bakteriyosin
benzeri metabolit iireterek antimikrobiyal etki gosterdigi bildirilmistir. Ayrica kuyu
diflizyon metodu uygulanarak gerceklestirilen antagonistik aktivite testinde en yliksek
inhibisyon zonunu L. plantarum 35d susunun verdigi ve bu susun gida kaynakli
patojenlerden S. aureus ve L. monocytogenes’'in de bulundugu pek ¢ok bakteriye karsi

antagonistik aktivite gostererek genis bir etki spektrumu sergiledigi bildirilmistir.



De Martinis and Freitas (2003) tarafindan vakum ambalajlanmis et {irlinlerinden
bakteriyosinojenik  ozellik gosteren laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve
identifikasyonu iizerine yapilan bir ¢alismada Enterococcus sp. 18 (bacon), Leuconostoc
sp. 20 (ham) ve Lactobacillus sakei 29 (ev yapimi sosis ‘‘linguicia’’) suslar1 izole ve
identifiye edilmistir. Arastirmada Leuconostoc sp. 20 ve Lactobacillus sakei 29
suslarmin 9 farkli L. monocytogenes susuna karsi antilisterial etki gosterdigi de

vurgulanmistir.

Papamanoli et al. (2003) Yunan tipi kuru fermente bir sosis ¢esidi tizerinde yapilan bir
calismada, olgunlasmanin 4 farkli asamasinda laktik asit bakterileri izole/ identifiye
edilmis ve teknolojik ozellikleri ile antagonistik aktiviteleri belirlenmistir. Analizler
neticesinde 147 laktik asit bakteri susunun 7’sinin L. plantarum oldugu, L. plantarum
suslariin %71°inin L. monocytogenes’e, %29 unun ise S. aureus’e karsi antagonistik

aktivite gosterdigi saptanmistir.

Bromberg et al. (2004) tarafindan yapilan bir ¢calismada farkli et ve et {irlinlinden kuyu
difiizyon yontemi kullanarak Staphylococcus aureus CTC 33 ve L. innocua Lin 11°e
kars1 inhibisyon etkisi gosteren 128 adet laktik asit bakterisi, L. monocytogenes CTC21

susuna karsi inhibisyon zonu olusturan ise 49 laktik asit bakteri susu izole edilmistir.

Italyan tipi fermente bir sosis cesidinden (Salami) izole edilen laktik asit bakteri
izolatlarmin L. monocytogenes susuna karsi antimikrobiyal etkisinin incelendigi bir
calismada, en yiiksek aktivite gosteren PD 6.9 kodlu susunun iiretmis oldugu
antimikrobiyal maddenin 1siya dayaniklilik gosterdigi, genis bir pH ve sicaklik
araliginda aktivite sergiledigi ve protein tabiatinda oldugu bildirilmistir (Carvalho et al.
2006).

Jones et al. (2008) et kaynakli 6 laktik asit bakteri susunun L. monocytogenes,
Brochothrix thermosphacta, Campylobacter jejuni veya Clostridium estertheticum’a
kars1 bakteriyosin benzeri metabolit kaynakli antimikrobiyal aktivite gosterdigini

bildirmislerdir.
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Yari-kuru fermente bir sosis g¢esidinden izole/ identifiye edilen L. plantarum Ip 31
susunun antagonistik aktivitesini belirlemeye yonelik yapilan bir ¢aligmada, s6z konusu
susun S. aureus, L. monocytogenes, Pseudomonas sp., Bacillus cereus, B. megaterium
ve B. subtilis bakterilerine karsi bakteriyosin kaynakli antimikrobiyal etkisinin oldugu

saptanmuistir (Miiller et al. 2009).

Beloura ve Chourico olarak adlandirilan Portekize 6zgii geleneksel et tiriinlerinden izole
edilen 2 L. plantarum susunun iiretmis oldugu bakteriyosinlerin karakterizasyonun
yonelik yiiriitiilen bir arastirmada, her iki susa ait bakteriyosinin farkli L.
monocytogenes suslarina karsi antagonistik aktivite gosterdigi bildirilmistir (Todorov et
al. 2010).

Castro et al. (2011) geleneksel kuru sosislerden izole ettikleri 141 adet laktik asit bakteri
susunun 27’sinin Staphylococcus aureus ve Listeria innocua'ya karsi antibakteriyel etki
gosterdigini ve bu etkinin bakteriyosin benzeri maddelerden kaynaklandigini

belirtmislerdir.

Yapilan baz1 c¢aligmalarla antagonistik aktivite gosterdigi belirlenen suslarin
bakteriyosin kaynakli antimikrobiyal aktivite gosterip gostermedigini desteklemek i¢in
daha ileri bir asama olan bakteriyosin iiretiminden sorumlu gen boélgesinin genomik
DNA’da aranmasi yoluna gidilmistir. Konu ile ilgili olarak Rodriguez et al. (1995)
tarafindan yapilan arastirmada starter kiiltiir kullamlmadan iiretilen 24 adet Ispanyol
kuru fermente sosisinden Pediococcus acidilactici 347, Lactobacillus plantarum
CECT285 ve L. monocytogenes ScottA suslarina kars1 antagonistik aktivite gosteren 21
laktik asit bakteri izolat1 elde edilmistir. Arastirmada 21 izolattan 7 Lactobacillus
izolatinin kromozal ve plazmit DNA’sinda laktosin S iiretiminden sorumlu IasA geninin
aranmasi amaci ile PCR’da 5’-ATG GAA TT(GA) TT(GA) CC(AG) AC(GT) GC(TC)
GC(TC) GT(TC) (TC)T(GA) TA-3’, 5-ATG (AG)TG TTT (AG)GC (ACGT)
(GC)(TA) (AG)TA (CT) TT-3’ oligoniikleotidleri primer olarak kullanilmig ve 3
Lactobacillus izolatinin plazmit DNA’sinda primerler kullanilarak lasA geninin 75-bp

fragmentinin ¢ogaltildig1 saptanmistir.
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Remiger et al. (1996) tarafindan 7’si kuru fermente sosis kaynakli olmak iizere toplam
13 laktobasil izolatininin bakteriyosin iiretim yeteneklerinin incelendigi bir ¢alismada,
plantarisin A, curvasin A, sakasin P ve plantarisin S bakteriyosinlerinin iiretiminden
sorumlu plasS, curA, sakP ve pInA, genleri igin sirasi ile a-F:AAY AAR YTI GCI TAY
AAY ATG, B-R:GCY ITY AAR RAI CCY TCI CC, F: GTA AAA GAA ITA AGT
ATG ACA, R: ITA CAT TCC AGC TAA ACC ACT, F: ATG GAA AAG TIT AIT
GAA TTA, R: ITATIT ATT CCA GCC AGC GTT ve pInA 5p:GTA CAG TAC TAA
TGG GAG S7: CIT ACG CCA TCT ATA CG primerleri kullanilarak gerceklestirilen
PCR sonucunda L. pentosus DK7, L. plantarum DKO9, L. sake CTC460, L. sake CTC372
ve L. plantarum TMW1.25 suslarinin belirtilen genleri DNA’larinda bulundurmadigi
rapor edilmistir. Ayrica, plantarisin S iretiminden sorumlu plaS geninin laktobasil
DNA’larinda bulunmadigi, pInA geninin ise kuru fermente sosis kaynakli L. plantarum
CTC305, curA geninin L. sake CTC494 ve L. curvatus LTH1174, sakP geninin L. sake
LTH673, L. bavaricus MI401 ve L. curvatus MI403 suslarininin DNA’larinda

bulundugu tespit edilmistir.

Noonpakde et al. (2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada, “nham” olarak adlandirilan
Tayland’a 6zgii gelencksel bir fermente sosisten izole edilen 14.020 adet laktik asit
bakteri izolatinin bakteriyosin iiretim yetenekleri incelenmis ve ayrica L.
monocytogenes, Clostridium perfringens, Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus gibi
gida kaynakli patojenlere karst inhibisyon etkisi gosteren Lactococcus lactis WNC 20
izolatinin {iretmis oldugu bakteriyosinin karakteristik 6zellikleri belirlenmistir. Analizler
neticesinde proteinaz K ve o-kimotripsin uygulamalarmin antimikrobiyal etki
spektrumunu degistirdigi ve tripsin, papain, pepsin, a-amilaz, lipaz enzimlerine karsi
dayaniklilik gosteren bu metabolitin bu o6zelliklerinden dolayr nisin benzeri bir
bakteriyosin oldugu rapor edilmistir. Ayrica daha ileri bir karakterizasyon ig¢in bu
bakteriyosinin iiretiminden sorumlu gen bolgesinin varligmi arastirilmis (F: 5°CCG
GAA TTC ATA AGG AGG CAC TCA AAA TG 3’ R: 3’ primer 5V CGG GGT ACC
TAC TAT CCT TTG ATT TGG TT 3’) ve bu susun iiretigi bakteriyosinin nisin oldugu
kanitlanmistir. PCR ile ¢ogaltilan gen bdlgesinin dizi analizi sonucu metabolitin Nisin Z

ile benzerlik gosterdigi vurgulanmistir.
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Todorov et al. (2013) tarafindan kuzeybati Portekiz’e 6zgii geleneksel et iiriinlerinden
bakteriyosin liretim yetenegine sahip laktik asit bakterilerini izole etmek amaciyla
yiiriitiilen bir calismada, genotipik olarak tanimlanan L. sakei suslarimin trettikleri
bakteriyosinlerin, pH 2-10 arasinda aktivitelerini siirdiirdiigii, 30, 37, 45, 60, 80 ve
100°C sicakliklarda 2 saat siireli uygulanan 1s1l islem sonucunda aktivitede azalma
olmadigi, proteinaz K, pepsin ve tripsin enzimlerine ve 121°C’de 20 dklik 1s1l isleme
dayaniksiz olduklarini bildirilmistir. Arastirmada, enterocin A, B, P ve L50B, curvasin
A, sakasin P, sakasin G1, sakasin G2 bakteriyosinlerinin iiretiminden sorumlu genlerin
varligi da incelenmis ve L. sakei suslarinin tiimiiniin enterosin A, enterosin P, sakasin P,
sakasin G1 ve sakasin G2 iiretiminden sorumlu genleri DNA’larinda bulundurduklari
saptanmigtir. PCR iirlinlerinin dizi analizi neticesinde curvasin A iiretiminden sorumlu

genin L. sakei ST154Ch susunun DNA’sinda da bulundugu ileri siiriilmiistiir.

Taze et ve bazi fermente et iiriinlerinden izole edilen 115 laktik asit bakteri izolatinin
antilisterial etkilerini  belirlemek {izere yiiriitilen bir ¢alismada, izolatlarin L.
monocytogenes ve L. innocua suslarina karsi antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir.
Antagonistik aktivite testleri sonucunda L. sakei, L. curvatus ve E. faecium suslarinin
Listeria suslarina karsi iyi bir antagonistik aktivite gosterdigi, Pediococcus acidilactici
ve L. plantarum izolatlarinin sinirli bir antilisterial aktiviteye sahip oldugu, L. curvatus
ve L. sakei suslarinin sakasin P, sakasin Q ve curvasin A bakteriyosinlerini kodlayan
SppA, sppQ and sapA genlerini tagidigi, L. plantarum izolatlarinin 6nemli bir kisminin

pIn EF genini pIn A geninden daha fazla igerdigi saptanmistir (Fontana et al. 2015).

Barbosa et al. (2016) italyan tipi fermente sosislerden izole edilen laktik asit bakteri
suslarindan L. monocytogenes Scott A’ya karsi antimikrobiyal etki gosteren L.
plantarum MBSa4 susunun tiretmis oldugu antimikrobiyal maddenin plantarisin
oldugunu ve ayrica bakteriyosin {iretiminden sorumlu gen varliginin tespiti ig¢in
gerceklestirilen PCR sonucunda plantaricin W geni ile uyumlu fragment tespit edildigi

vurgulanmistir.
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Casaburi et al. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada Campania yoresine ait (italya)
geleneksel fermente bir sosisten izole edilen 118 laktobasil izolati, bakteriyosin {iretim
yetenekleri agisindan incelenmis ve L. monocytogenes ATCC 7644 susuna karsi
inhibisyon etkisi gosteren sus 16s rRNA ve hsp60 dizi analizleri ile L. curvatus 54M16
olarak tanimlanmistir. Ayrica CUrAF, CUrAR, sakX, sakXR, sakTo, sakToR, sakTp ,
SakTPR, sak PFve sakPR oligoniikleotid primerlerini kullanarak gergeklestirilen PCR
ile L. curvatus 54M16 susunun birden fazla bakteriyosin tiretebildigi de saptanmustir.
Aragtirmada sakasin X, P ve R iiretiminden sorumlu gen bdélgelerinin L. curvatus

54M16 DNA’sinda oldugu da rapor edilmistir.

Bakteriyosin/ bakteriyosin benzeri metabolit iireten laktik asit bakteri suslarinin et ve et
iiriinlerinde koruyucu ya da starter kiiltiir olarak kullanildig1 caligmalar oldukca
yaygindir. Bu konu ile ilgili yapilan bir ¢alismada, kuru fermente sosis iiretiminde,
bakteriyosin tireticisi sus igeren (Staphylococcus xylosus DD-34 + bakteriyosin tireticisi
Pediococcus acidilactici PA-2 + Lactobacillus bavaricus MI-401) ve igermeyen (8.
carnosus MIII + L. curvatus Lb3) iki farkli starter kiiltiir kullanilmis ve bu kiiltiirlerin
olgunlagma sirasinda L. monocytogenes ve Esherichia coli O157:H7’e kars1 etkileri
incelenmistir. Analizler neticesinde bakteriyosin tireticisi Pediococcus acidilactici PA-2
varliginda L. monocytogenes sayisinda hizli bir diisiis oldugu rapor edilmistir (Lahti et
al. 2001).

Bakteriyosin tireticisi L. plantarum ve L. curvatus suslarinin deve kusundan {iretilen bir
fermente sosis ¢esidinde L. monocytogenes’in gelisimi iizerine etkisini belirlemek amaci
ile yiiriitiilen bir arastirmada, sosis hamuru 10" kob/g diizeyinde L. monocytogenes ile
kontamine edilmis ve olgunlasma siiresince L. monocytogenes sayisinda meydana gelen
degisimler tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore kontrol grubunda L.
monocytogenes sayisinda olgunlagsmanin ilk 4 giiniinde 1 logaritmik birimden daha fazla
bir artis olmustur, L. plantarum ve L. curvatus igeren Orneklerde ise s6z konusu
periyotta L. monocytogenes sayist azalmis ve 9. giinde yaklasik 3 logaritmik birimlik bir

rediiksiyon gozlenmistir (Dicks et al. 2004)
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Benkerroum et al. (2005) tarafindan yapilan bir c¢alismada bakteriyosinojenik L.
curvatus LBPE ve L. lactis LMG21206 liyofilize preparatlarinin kuru fermente sosis
iiretiminde L. monocytogenes iizerine etkileri incelenmistir. Arastirmada sosis hamurlari
10%-10°® kob/g diizeyinde L. monocytogenes kontamine edilmistir. Analizler neticesinde
fermentasyonun ilk 4 saatinin ardindan L. curvatus‘un L. monocytogenes gelisimini
onemli oranda inhibe ettigi, ancak fermentasyon asamasinda bakteriyosin lireticisi
starter kullaniminin L. monocytogenes iizerinde bakteriyosin {ireticisi olmayan starter
kiiltiirden farkl1 bir etki gdstermedigi, 14—16°C ve %7580 nisbi rutubette 15 giinliik
kurutma islemininden sonra ise tiim sosis Orneklerinde L. monocytogenes sayisinin

saptanabilir sinirmn altina diistiigii tespit edilmistir.

Bakteriyosin pozitif Pediococcus acidilactici HA-6111 susunun ‘Alherias’ olarak
adlandirilan Portekize 6zgii fermente bir sosis ¢esidinde biyokoruyucu kiiltiir olarak
kullanim imkanlarmin arastirildigi bir ¢aligmada, Pediococcus acidilactici HA-6111
sugsunun Listeria sayisinda énemli bir rediiksiyona neden oldugu ancak spontan laktik

asit bakteri florasi ile pH tizerine etkisinin olmadig1 bildirilmistir (Albano et al. 2009).

Kingcha et al. (2012) tarafindan fermente bir sosis ¢esidi (Nham) iizerine yapilan
arastirmada, bakteriosin lreticisi P. pentosaceus BCC 3772 susunun iiriiniin duyusal
Ozelliklerinde degisime neden olmaksizin 18-24 saatlik fermentasyonun sonunda L.
monocytogenes sayisinda 3.2 log kob/g diizeyinde bir rediiksiyona sebep oldugu

belirlenmistir.

Sakacin C2 iireticisi L. sakei C2’nin fermente sosiste starter olarak kullanildigi bir
arastirmada s6z konusu bakteriyosin iireticisi sus sosis hamuruna 7 log kob/g diizeyinde
inokule edilmis ve 21 giinliik fermentasyon sirasinda L. monocytogenes sayisinda
meydana gelen degisimler incelenmistir. Arastirmada ayrica kontrol grubu ile daha
diisiik bir inokiilasyon (5 log kob/g) diizeyi kullanilarak iiretilen sosislerdeki L.
monocytogenes sayisi da tespit edilmistir. Sonug olarak yiiksek inokiilasyon diizeyinde
(7 log kob/g) 21 giinliik, diisiik inokiilasyon diizeyinde ise 38 giinliik fermentasyonun

sonunda L. monocytogenes sayisinin saptanabilir diizeyin altina diistigii rapor
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edilmistir. Kontrol grubu ise diisiik izokglasyon diizeyine benzer bir durum sergilemistir

(Gao et al. 2014).

Nisin Z fdreticisi Lactococcus lactis sp. lactis PD 6.9 susunun fermente bir et
tirlinlindeki antilisterial etkisini belirlemek i¢in gergeklestirilen model bir sistemde L.
monocytogenes 'in kontrolli amaci ile bakteriyosin ireticisi L. lactis PD 6.9’un fermente
sosislerde starter kiiltlir olarak kullanilabilecegini sonucuna vartlmistir (Paula et al.
2015). Konu ile ilgili benzer bir arastirmada ise sosis iiretiminde bakteriyosin iireticisi
L. plantarum susunun starter kiiltiir olarak kullanilmasi durumunda bakteriyosin negatif
susa kiyasla L. monocytogenes sayisinda 1.7 log kob/g diizeyinde daha fazla bir
inhibisyon ger¢eklestigi bildirilmistir (Zanette et al. 2015).

Benkerroum et al. (2003) tarafindan taze fermente sosis (merguez) iretiminde
bakteriyosin treticisi L. lactis sp. lactis M susunun starter kiiltiir olarak kullanildig1 bir
calismada, 10° kob/g diizeyinde L. monocytogenes ATCC 7644 susu ile kontamine
edilen, nitrit kullanilmayan oOrneklerde bakteriyosin iireticisi starter kullanimi,
bakteriyosin {ireticisi olmayan startere kiyasla Listeria sayisinda 1,5 logaritmik birimlik

daha fazla bir rediiksiyona neden oldugu rapor edilmistir.

Sabia et al. (2003) tarafindan ltalyan tipi fermente sosisten izole edilen
bakteriyosinojenik Enterococcus casseliflavus IM 416K1 susu ve {iiretmis oldugu
Enterocin 416K1°nin L. monocytogenes iizerine etkilerini belirlemek amaci ile
yiriitillen aragtirmada, Italyan tipi fermente bir sosis ¢esidi olan ‘cacciatore’nun
hamuruna L. monocytogenes NCTC 10888 kontamine edilmis ve hem susun hem de
bakteriyosinin etkileri ortaya konulmustur. Arastirma sonucunda ‘cacciatore’ olarak
adlandirilan tirtinden L. monocytogenes’in eliminasyonu igin E. casseliflavus IM 416K1
susunun starter kiiltiir olarak kullanilabilcegi vurgulanmustir. Italyan tipi 4 farkl
fermente sosis iizerinde yapilan diger bir calismada ise yine Italyan tipi bir fermente
sosisten izole edilen bakteriyosin kaynakli antimikrobiyal aktivite gosteren 3 laktik asit

bakteri susunun L. monocytogenes iizerinde benzer bir etki gosterdigi belirtilmis ve bu
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suslardan birinin koruyucu kiiltiir olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmigtir

(Caklovica et al. 2005).

Albano et al. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada “Alherias”olarak adlandirilan
geleneksel bir fermente sosisten izole edilen 226 laktik asit bakteri izolatinin L. innocua,
L. monocytogenes, S. aureus, E. coli, E. coli 0:157 (VT-ve), E. faecalis, Salmonella
Typhimurium ve S. Enteriditis patojen bakterilerine karsi antagonistik aktiviteleri
incelenmis ve 14 izolatin L. innocua ve L. monocytogenes karsi antagonistik aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica iki izolatin muhtemelen bakteriyosin iireticisi oldugu

da bildirilmistir.

Et kaynakli laktik asit bakterileri suslarinin fermente sosis iiretiminde starter kiiltiir
olarak kullanildig1 bir ¢alismada, suslarin E. coli ve L. monocytogenes inhibisyonuna
neden oldugu ortaya konulmustur. Ayrica yerel sus kullaniminin iirin giivenligini

olumlu yonde etkiledigi de rapor edilmistir (Pragalaki et al. 2013).

Fermente sucuk iiretiminde de L. monocytogenes’in gelisimi lizerine starter kiiltiirlerin
etkilerini belirlemek iizere aragtirmalar yapilmis ve halen bu arastirmalara devam
edilmektedir. Arastirmalarda ya ticari kiiltiirler ya da yerel olmayan suslar
kullanilmistir. Erol and Hildebrandt (1992) tarafindan yapilan c¢alismada L.
monocytogenes’in 25°C’lik olgunlastirma sicakliginda 20°C’ye gore daha hizli gelistigi,
ancak starter kiltiir (L. plantarum ve S. carnosus) kullanilmiyla bakteriyel ¢ogalmanin
engellendigi rapor edilmistir. Erol et al. (1999) tarafindan yine fermente sucuk
iretiminde yapilan bir g¢alismada ise starter kiiltiir olarak bakteriyosin {ireticisi
Pediococcus acidilactici PAC 1.0 ve L. sake Lb 706 suslar1 kullanilmis ve baslangigta 5
log kob/g diizeyinde olan L. monocytogenes sayisinin iki farkli olgunlastirma
sicakliginda (20°C ve 25°C), 14 giinliik olgunlagtirma periyodunun sonunda 0.036-0.3
MPN/g diizeylerine diistiigli bildirmistir.

Kaya ve Gokalp (2004a) tarafindan fermente sucuk iiretiminde starter kiiltiir

kullaniminin L. monocytogenes’in gelisimine etkisini belirlemek amaci ile yiiriitiilen bir
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¢alismada L. plantarum igeren ticari kiiltiir preparati kullanilmis ve sucuk hamuru 10*
log kob/g diizeyinde L. monocytogenes ile kontamine edilmistir. Analizler neticesinde 3
giinliik fermentasyon sonunda pH’nin 5’in altina distiigi ve bundan dolayr L.
monocytogenes’in gelisemedigi sonucuna varilmistir. Ayni arastirmada kontrol grubu
orneklerde ilk 3 giinliik fermentasyon sonunda pH 5,3-5,4’¢ kadar diisiis gostermis ve L.
monocytogenes sayisi1 da artmistir. Ayrica fermente sucukta L. monocytogenes’in
kontrolii acisindan fermentasyonun ilk giinlerinde belirlenen asit olusum hizi ve
derecesinin Oonemli bir faktér oldugu da vurgulanmistir. Kaya ve Gokalp (2004b)
tarafindan yapilan diger bir arastirmada ise bakteriyosin treticisi suslarin (L. sakei Lb
706 veya P. acidilactici Lb 628) varliginda L. monocytogenes sayisinda hizli bir diisiis

oldugu saptanmustir.

Cosansu et al. (2010) bakteriyosin iireticisi Pediococcus acidilactici 13 susunu starter
kiiltiir olarak kullandiklar1 fermente sucuk iiretiminde, sucuk hamurunu 7 log kob/g
diizeyinde L. monocytogenes ile kontamine etmis ve 8 giinliikk olgunlastirma siiresininin
sonunda L. monocytogenes sayisinda 3,32 logaritmik birimlik bir azalma tespit
etmislerdir. Arastiricilar kontrol grubu orneklerde ise 1,37 logaritmik birimlik bir

azalma oldugunu da belirtmislerdir.

Sucuktan laktik asit bakteri izolatlarinin karakterizasyonuna ve starter kiiltiir olarak
kullanilabilme imknlarina yonelik literatiirde bazi arastirmalar da mevcuttur. Yaman et
al. (1998) piyasadan temin edilen farkli sucuk 6rneklerinden izole ve identifiye ettikleri
3 L. plantarum ve 3 P. pentosaceus susunun L. monocytogenes bakterisine karsi
antagonistik aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica laktik asit bakteri suslarini (1 L.
plantarum ve 3 P. pentosaceus) model sistemde kullanarak gergeklestirdikleri testlerde
sucuk ve sucuk benzeri et drlinlerinde starter ve koruyucu kiiltiir olarak

kullanilabileceklerini de vurgulamiglardir.

Toksoy et al. (1999) tarafindan yapilan bir arastirmada farkli firmalara ait sucuk ve
sosis Orneklerinden izole edilen 39 Lactobacillus plantarum susunun 18’inin

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli veya Pseudomonas
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aeruginosa karsi bakteriyosin ve/veya bakteriyosin benzeri madde kaynakli

antimikrobiyal etki gosterdigi kuyu diftizyon testi kullanilarak saptanmistir.

Con ve Gokalp (2000) 51 sucuk Orneginden izole ettikleri 424 izolattan bakteriyosin
benzeri metabolit iireticisi 19 Lactobacillus plantarum, 4 Lactobacillus curvatus, 4
Pediococcus pentosaceus, 3 P. acidilactici, 2 Lactobacillus pentosus, 2 L. sakei, 1 L.
delbrueckii, 1 L. rhamnosus ve 21 Lactobacillus spp. susunu izole ve identifiye
etmislerdir. Arastiricilar, P. pentosaceus 416, P. acidilactici 413, 419 ve 446, L.
curvatus 348, L. plantarum 452 ve 495 ile Lactobacillus spp. 411 suslarinin starter

kiiltiir olarak kullanilabilecegini de belirtmislerdir.

Con et al. (2001) sucuktan izole edilen laktik asit bakteri suslarinin agar spot ve kuyu
diftizyon yontemlerini kullanarak Listeria suslar1 {izerine antagonistik etkilerinin olup
olmadigini incelemislerdir. Arastirma sonucunda L. plantarum izolatlarinin L.
monocytogenes ve L. innocua’ya agar spot testinde antimikrobiyal etki gosterirken kuyu

difiizyon testinde herhangi bir inhibisyon etkisi gostermedigi rapor edilmistir.

Kaban and Kaya (2008) tarafindan geleneksel yontemle iiretilen sucuklardan L.
plantarum dominant olmak {izere pek c¢ok laktik asit bakteri tiirii izole edilmistir. Bu
arastirmada elde edilen suslardan L. plantarum GM77 diger bir arastirmada (Kaban and
Kaya 2009a) yine sucuktan izole edilen S. xylosus GM92 susu ile birlikte starter kiiltiir
olarak kullanilmistir. S6z konusu arastirmada starter kiiltiir kullanimin tiriiniin sadece
ucucu bilesikleri ve diger kalitatif Ozelliklerine etkileri belirlenmistir. Diger bir
arastirmada ise L. plantarum GM77 susu tekli kiiltiir, S. carnosus MK93 susu ile ¢oklu
kiltiir olarak sucuk {iiretiminde denenmis ve yine lriinlin ucucu bilesikleri ile bazi

kalitatif 6zellikleri belirlenmistir (Kaban and Kaya 2009b).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Mikroorganizmalar

Aragtirmada Kaban (2007) tarafindan geleneksel sucuklardan izole edilen ve fenotipik
olarak tanimlanan laktik asit bakteri suslarindan 5 farkli Lactobacillus plantarum (S50,
S51, S72, S74 ve S85) secilmis ve denemelerde kullanilmistir.

Arastirmada bakteriyosin pozitif sus olarak Schillinger and Liicke (1987) tarafindan
izole edilen L. sake Lb 706 kullanilmistir. Arastirmada kullanilan diger suslar ve temin

edildigi kurumlar ise Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan indikator suslar ve temin edildigi kurumlar

Bakteri Susu Temin Edildigi Kurum

Listeria monocytogenes C3970 Atatiirk Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii

Listeria monocytogenes ATCC 7644 Pamukkale Universitesi Gida  Miihendisligi
Bolimi

Staphylococcus aureus ATCC 29213 Pamukkale ~ Universitesi Gida  Miihendisligi
Bolimi

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Pamukkale ~ Universitesi Gida  Miihendisligi
Bolimii

Staphylococcus aureus ATCC 25922 Pamukkale ~ Universitesi Gida  Miihendisligi
Bolimii

Micrococcus luteus NCIMB Pamukkale  Universitesi Gida  Miihendisligi
Bolimi

Bacillus cereus 11778 Pamukkale  Universitesi Gida Miihendisligi
Boliimii

3.1.2. Sucuk yapiminda kullanilan et ve yag

Aragtirmada kullanilan sigir eti ve si@ir et yagt Et ve Siit Kurumu Erzurum

kombinasindan temin edilmistir. Kesimden sonra bir giin dinlendirilmis sigir
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karkaslarindan elde edilen biiyiik parga etlerden laboratuarda kaba yag ve bag dokulari
uzaklagtirllmig ve -18°C’de muhafaza edilmistir. Sigir et yagi ise sogutulduktan sonra

kii¢iik parcalara ayrilip -18°C sicaklikta dondurularak muhafaza edilmistir.

3.1.3. DNA izolasyonu ve PCR i¢in kullanilan ¢ozeltiler

TE (10mM Tris, ImM EDTA, pH: 8) tamponu: 0,3 g Tris-HCI ve 0,093 g EDTA saf su
icerisinde ¢oziiliip, pH’1 8’¢ ayarlanarak 100 ml’ye tamamlanan ¢ozelti otoklavda steril

edilmistir.

%10’luk SDS (Sodium dodecile sulphate) ¢ozeltisi: 10 g SDS 100 ml steril saf su

igerisinde ¢oziindiriilerek hazirlanmistir.

Proteinaz K: 20 mg proteinaz K 1 ml steril saf su igerisinde ¢dziindiiriiliip, -20°C’de

muhafaza edilmistir.

%10 CTAB (Hexadecyl trimetil-ammonium bromide)-0,7 M NaCl ¢ozeltisi: 0,7 M
NaCl ¢ozeltisi igerisinde 10 g CTAB ilave edilerek hazirlanmistir. Oda sicakliginda

muhafa edilmistir.

Primer c¢alisma konsantrasyonu: Liyofilize primerler, kullanim talimati dogrultusunda
coziilerek C1xV1=C2xV2 formiilii kullanilarak son konsantrasyonu 50 uM olacak

sekilde hazirlanmistir.

IXTAE Tamponu: 10XTAE (Sigma)’den 100 ml alinarak steril su ile hacmi steril

distile su 1 L’ye tamamlanmaigtir.

Ethidium bromiir ¢ozeltisi: 1 g ethidium bromiir 100 ml steril saf su igerisinde

karistirilarak ¢oziindiirilmiistiir.
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6X yikleme tamponu: 40 ml %100’lik gliserol ve, 0,1 g bromfenol blue ile
karigtirllarak 1x TAE ¢ozeltisi ile 100 ml’ye tamamlanmis ve +4°C’de muhafaza

edilmistir (Baris 2009).

3.2. Yontem

3.2.1. Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesi

3.2.1.a. Antagonistik aktivite testleri

Arastirmada izolatlarin Cizelge 3.1’de yer alan indikatdr suslara karsi antagonistik
aktiviteleri kuyu diflizyon testi kullanilarak belirlenmistir. Bunun i¢in once Kkiiltiir
stipernatantt hazirlanmistir.  Suslar de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) (Oxoid
CMO0359) s1v1 besiyerine inokiile edildikten sonra, 30°C’de 24 saat inkiibasyona tabi
tutulmustur. Daha sonra 7000 rpm’de 10 dklik santrifiij islemi yapilmig ve siipernatant
ayrilmistir. Siipernatant 0.45um delik capina sahip seliiloz asetat filtreden gecirilmis ve

kuyu difiizyon testinde kullanilmistir

Test i¢in once 7 mL hacminde yari-kati agar iceren TSB (Tryptone Soya Broth) (Oxoid
CMO0129) besiyerine 0.1 mL hacimde 24 saatlik indikatér mikroorganizma kiiltiiriinden
ekim yapilarak, 24 saatlik (Tryptone Soya Agar) (Oxoid CM0131) kat1 besiyeri plaklari
tizerine dokiilmistiir. Yari- kat1 agarin katilagmasinin ardindan plaklar {izerinde ¢ap1 5
mm olacak sekilde agilan kuyulara test edilecek izolatlarin kiiltiir slipernatantindan 50
pL hacimde aktarilmis ve 37°C 24 saat inkiibe edilmistir. En diisiik siipernatant pH’sina
ayarlanmig laktik asit ve hidroklorik asit ¢ozeltileri ise kontrol olarak kullanilmistir.
Ayrica proteinaz K enzimi ile de muamele edilmistir. Siirenin sonunda kuyu ¢evresinde
olusan zonlarin boyutlar1 degerlendirilmistir. Bu test igin L. sakei Lb 706 susu pozitif
kontrol olarak kullanilmistir (Schillinger and Liicke 1989).
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3.2.2. Antagonistik aktiviteye sahip Lactobacillus plantarum suslarmin

tanimlanmasi

3.2.2.a. Genomik DNA izolasyonu

Izolatlarn genomik DNA izolasyonu igin Wilson (1997)’den uyarlanan protokol

uygulanmistir (Baris 2009).

1- MRS Agar (Oxoid CMO0361) plaklarinda gelistirilen geng kiiltiirler 6ze yardimu ile 1
6ze dolusu toplanarak 2 mI’lik steril mikrosantrifiij tiiplerine alinmastir.

2-1000 pl STE tamponu eklenip ve 10000 rpm’de santrifiijlenmis ve siipernatant kismi
uzaklagtirllmistir. (Bu islem birkag kez tekrarlanmistir)

3-Peletin tizerine 500 ul STE buffer eklenerek 75°C su banyosunda 30 dk bekletilmistir.
4-Siire sonunda 50 pl %10’luk SDS ¢ozeltisi ve 8 ul proteinaz K ilave edilmistir.
5-40°C’de 1 saat bekletilmistir.

6-Total hacmin 1/5’i kadar 5SM NaCl ve total hacmin 0.1 katt CTAB/NaCl ¢o6zeltisi
eklenerek karistirilip ve su banyosunda 65°C’de 10 dk bekletilmistir.

7-780 ul Fenol:Kloroform:izoamil alkol (25:24:1) eklenerek alt-iist edilerek karistirilip
3°C’de 16000 rpm 10 dk santrifiijlenmistir.

8- 0.1 kat1 hacimde CTAB eklenerek 65°C’de 10 dk bekletilmistir.

9-Esit hacimde Kloroform: izoamilalkol (24:1) ¢ozeltisinde ilave edilmistir.

10- 15 dk alt-iist edilerek karistirildiktan sonra 16000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmis ve
Ust faz alt faza dokunulmadan alinarak steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir.
11-Uzerine 0,6 hacim soguk -20°C izopropanol eklenerek alt-iist edilerek karistirilip, -
20°C’de bir gece bekletilmistir.

12- 3°C’de 15000 rpm 10 dk santrifiijlenmistir.

13-Uzerine 500 pl%70’lik etanol ilave edilmis ve 3°C’de 15000 rpm’de 10 dk
santrifiijlenmistir.

12- Siipernatant dikkatlice uzaklastirilmis ve kurutulmustur.

13-70 pl TE tamponu ilave edilip kisa siireli santrijiijlenmistir.
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14-RNAaz’dan 2 pl ilave edilip 30 dk oda sicakliginda inkiibasyonun ardindan kisa

stireli santrifiij isleminin ardindan, -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.b. Agaroz jel elektroforezi

Genomik DNA orneklerinin elektroforezi, %0,7 oraninda agaroz ile hazirlanan jellerde
yapilmistir. Agaroz 35 mL %TE elektroforez tamponu igerisinde mikrodalga firinda
coziildiikten sonra dokme sicakligina sogutulmus ve yatay elektroforez tablasina
dokiilmiistiir. Daha sonra jel taraklart yerlestirilip 30 dk jelin polimerizasyonu igin

beklenmis, ardindan jelin iizerini kapatacak kadar TE tampon ¢o6zeltisi ilave edilmistir.

8 ul genomik DNA 6rnegi ve marker boya ¢ozeltisi karistirilip, taraklarin ¢ikmasiyla

olusan kuyucuklara dikkatlice aktarilmistir.

Elektroforez, 65 voltta 1.5-2 saat siireyle yapilmistir. Siire sonunda elektrik akimi
kesilmis ve ortamdan alinan jel, kullanilan elektroforez tamponunun yeni hazirlanmis
0.2ug/mL etidyum bromit igeren ¢6zeltisinde 1 saat boyanmistir. Boyama islemin
sonunda jeller, 366 nm dalga boyunda ultraviyole 1sik altinda incelenmistir. Jel
fotografinin ¢ekiminde UviTec DBT-08 (Cambridge, Ingiltere) jel goriintiileme sistemi

kullanilmistir.

3.2.2.c. PCR reaksiyonu

Bakteri izolatlarinin genetik diizeyde tanis1 i¢cin hedef bolge olarak bakteri sistematigi
acisindan onemli olan 16S rRNA’nin sentezlendigi bolge segilerek ve evrensel primerler

kullanilarak in vitro olarak ¢ogaltilmistir.

Reaksiyonun hazirlanmasi: PCR’1 yapilacak her bir 6rnek i¢in 7 pul 10 x PCR tamponu
(Sigma), 1,4 ul NTP (deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 10 mM),
0,7 pl 50 uM primer 27F (forward 5°- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG -3°), 0,7 ul
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50 uM primer 1492R (reverse 5’- GGT TAC CTT GTT ACG ACT T -37), 2,8 ul
DMSO, 4,2 ul MgCly, 0,7 ul 5 unit/ul Tag DNA polimeraz ve 51 pl steril saf su ile 68,5
ul’lik reaksiyon karistmi hazirlanmistir. Karisima son olarak 1,5 pl kalip DNA

eklenerek son hacim 70 ul’ye tamamlanmistir.

PCR programi: Hazirlanan 6rnekler, 95°C’de 2 dk denetiirasyon, bunu takiben 36 dongii
olacak sekilde 94°C’de 1 dk denatiirasyon, 53°C’de 1 dk baglanma ve 72°C’de 2 dk
uzama basamaklar1 ve son olarak 72°C’de 5 dk uzama basamagindan olusacak sekilde

gerceklestirilmistir (Baris 2009).

3.2.2.d. 16S rRNA PCR iiriinlerinin elektroforezi

1,2 g agaroz iizerine 120 ml 1XTAE tamponu ilave edilerek hazirlanan karigim
mikrodalga firinda ¢6ziindiiriilmiis ve 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra 0,6 pl etidium
bromiir eklenerek, igerisine tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel kiivetine
dokiilmiustiir. Katilasan jelden taraklar ¢ikarilip 1XTAE tamponu bulunan elektroforez
tankinin icine yerlestirilmistir. Ilk kuyucuga DNA markirindan [50-100-200-300-400-
500-750-1000-1400-1500-2000-3000-4000-6000-8000-10000] (Sigma D7058) 8 pl
yiiklenirken diger kuyucuklara her bir 6rnek i¢in 2 pl 6X yiikleme tamponu, 8 pl PCR
triinii  karigtirilarak yiiklenmistir. Elektroforez islemi 90 voltta 75 dk siire ile
yirltiilmusttr. Yiritme isleminden sonra jel, jel dokiimantasyon sistemi ile

goriintlilenip ve DNR Biolmaging Systems Software ile analiz edilmistir (Barig 2009).

3.2.2.e. Dizi analizi

Elde edilecek olan PCR iriuinlerinin sekans analizleri “MacroGen Inc.” firmasinda
hizmet alimi ile gergeklestirilmistir. Dizi analizi sonucu elde edilen veriler NCBI veri

tabani kullanilarak degerlendirilmistir.
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3.2.3. Bakteriyosin kodlayan genin PCR yardim ile ¢cogaltilmasi

Primer

dizayni:

Tanimlanan laktik asit

bakterilerinin {liretmis olabilecekleri

bakteriyosinler dikkate alinarak bakteriyosin iiretiminden sorumlu genin tespiti amaci

ile 11 farkli primer tercih edilmistir. Primerlerin sekanslari1 Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Bakteriyosin kodlayan genin varligimi belirlemek amaci ile kullanilan
oligoniikleotidler

Sorumlu gen

Primer

Baglanma
sicakligt

Ref.

F: GTACAG TAC TAATGG GAG

Doulgeraki et al.

pInA R: CTT ACG CCA ATC TAT ACG 5 (2013)

g F: TTC AGA GCA AGC CTA AAT GAC 515  Doulgeraki et al
P R: GCC ACT GTA ACA CCATGA C 2 (2013)

InC F: AGC AGA TGA AAT TCG GCA G 495 Doulgeraki et al.
P R: ATA ATC CAA CGG TGC AAT CC 2 (2013)

InD F: TGA GGA CAA ACA GAC TGG AC 53 Doulgeraki et al.
P R: GCA TCG GAA AAA TTG CGG ATA C (2013)

nEE F: GGC ATA GTT AAA ATT CCC CCC 53,  Doulgeraki et al.
P R: CAG GTT GCC GCA AAA AAA G ' (2013)

it F: CTC GAC GGT GAA ATT AGG TGT AAG 5,5  Doulgeraki et al.
P R: CGT TTA TCC TAT CCT CTA AGC ATT GG 2 (2013)

i F: TAA CGA CGG ATT GCT CTG 51 475 s,  Doulgeraki et al.
piny R: AAT CAA GGA ATT ATC ACA TTA GTC (2013)

Ik F: CTG TAA GCA TTG CTA ACC AAT C 5,9  Doulgeraki et al
P R: ACT GCT GAC GCT GAA AAG 7 (2013)

G F: TGC GGT TAT CAG TAT GTC AAA G spg  Doulgeraki et al.
P R: CCT CGA AAC AAT TTC CCC C ©(2013)

N F: ATT GCC GGG TTA GGT ATC G 519  Doulgeraki et al
P R: CCT AAA CCA TGC CAT GCA C 7 (2013)

N8 F:GGTCTGCGTATAAGCATCGC so  Doulgerakietal
P R:AAATTGAACATATGGGTGCTTTAAATTCC (2013)

Ins F.GCCTTACCAGCGTAATGCCC 60 Doulgeraki et al.
P R:CTGGTGATGCAATCGTTAGTTT (2013)
ol F:TCACACGAAATATTCCA 555 Doulgerakietal

R:GGCAAGCGTAAGAAATAAATGAG

(2013)
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Reaksiyonun hazirlanmasi: Her bir 6rnek icin 30 ul’lik reaksiyon hazirlanmistir. Bir
ornek i¢in hazirlanan reaksiyon; 3 pl 10 x PCR tamponu (100 mM Tris—HCI, 500 mM
KCI, 15 mM MgCl;, %0,01 jelatin pH: 8,3), 0,6 ul ANTP (deoksiniikleotidtrifosfatlar:
dATP, dGTP, dCTP, dTTP-10 mM), 4 ul 50 nM (forward) primer, 4 pl 50 nM (reverse)
primer, 1,2 ul DMSO, 1,8 ul MgCl,, 0,3 pl 5 unit/pul Taq DNA polimeraz ve 12,1 pl
steril saf su ile 27 pl’lik reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Karisima son olarak 3 pl

kalip DNA eklenerek son hacim 30 ul’ye tamamlanmustir.

PCR programi: Hazirlanan 6rnekler, 95°C’de 2 dk denatiirasyon isleminin ardindan 36
dongii olarak 94°C’de 1 dk denatiirasyon, Cizelge 3.2’de belirtilen uygun baglanma
sicakliklarinda 1 dk ve 72°C’de 1 dk uzama basamagini takiben 72°C’de 5 dk uzama
basamag1 ile programlanan PCR termal dongii cihazina yerlestirilmis ve hedef

bolgelerin ¢cogaltilmasi gergeklestirilmistir (Baris 2009).

PCR fiirtinlerinin elektroforezi: Bir gram agaroz iizerine 100 ml 1XTAE tamponu ilave
edilerek hazirlanan karisim mikrodalga firinda ¢oziindiiriilmiis ve 50°C’ye kadar
sogutulduktan sonra 0,6 pl etidium bromiir eklenerek, icerisine tarak yerlestirilmis olan
elektroforez jel kiivetine dokiilmiistiir. Katilasan jelden taraklar cikarilip 1XTAE
tamponu bulunan elektroforez tankmin igine yerlestirilmistir. Ik kuyucuga O’range
ruler 50bp DNA ladder (MBI Fermentas, St-Leon-Rot, Germany) 4ul yiiklenirken diger
kuyucuklara her bir 6rnek i¢in 2 pul 6X yilikleme tamponu, 4 pl PCR iiriinii karistirilarak
yiklenmistir. Elektroforez islemi 100 voltta 45 dk siire ile yiiriitiilmiistir. Yiriitme
isleminden sonra jel, jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenip, DNR Biolmaging

Systems Software ile analiz edilmistir (Baris 2009).

3.2.4. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Steril kiiltlir siipernatantinin antimikrobiyal aktivitesi Biswas et al. (1991)’e gore
belirlenmistir. Oncelikle siipernatant, ikinin katlar1 oranmnda (1/2, 1/4, 1/8)
seyreltilmistir. TSA besiyeri plaklar1 {izerine 0.1ml hacminde 24 saatlik indikator

bakteri iceren 7 ml’lik TSA yari- kat1 besiyeri dokiilmiistiir. Kuyu difuzyon testinde
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oldugu gibi her diliisyondan 50ul hacminde 0.5 cm ¢apinda agilan kuyulara
aktartlmistir. 30°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan berrak zon goriilen en yiiksek
diliisyon dikkate almirak bakteriyosin aktivitesi belirlenmistir. Bakteriyosin aktivitesi
AU/mL  (Arbitrary  unit/mL) olarak  hesaplanmistir =~ (AU/mL=Diliisyon
Faktori* ImL/50uL).

3.25. Cogalma egrisinin olusturulmasi ve bakteriyosin iiretiminin c¢ogalma

siiresine gore degisiminin belirlenmesi

MRS s1v1 besiyerine laktik asit bakteri izolatimin 1 gecelik kiiltiirlinden %1 oraninda
inokiilasyon yapilmis ve daha sonra 30°C’de 24 saatlik inkiibasyon siiresince 2’ser saat
araliklarla alinan 6rneklerin 600 nm’de absorbans degerleri Slgiilmiistiir. Elde edilen
degerler kullanilarak cogalma egrisi olusturulmustur. Ayrica alinan 6rneklerde laktik
asit bakteri suslarinin bakteriyosin tiretimlerini belirlemek amaci ile M. luteus NCIMB
ve L. monocytogenes ATCC 7644 indikator suslarna karsi aktiviteleri ve zon ¢aplari

belirlenmistir.

3.2.6. Antimikrobiyal maddenin karakterizasyonu

3.2.6.a. Sicaklik uygulamasinin antimikrobiyal aktivite tizerine etkisi

Steril hiicre siipernatant1 90°C’de 10 dk, 90 dk, 15 dk, 60°C’de 10 dk, 60°C’de 15 dk ve
121°C°’de 15 dk olmak {izere farkli sicakliklarda bekletilerek sicakligin etkisi
belirlenmistir. Sicaklik uygulamalarinin ardindan aktivite testleri yapilmis ve sicakligin

etkisi ortaya ¢ikarilmistir.

3.2.6.b. Enzim uygulamalarinin antimikrobiyal aktivite iizerine etkisi

1 ml siipernatant 10ul enzimle mikrosantrifiij tiiplerinde karistirilip uygun kosullarda

inkiibe edilmistir. Bu amagcla tripsin, pepsin ve proteinaz-K enzimleri kullanilmistir.



28

Tripsin uygulanan drnekler 25°C’de, proteinaz K ve pepsin uygulanan 6rnekler 37°C’de
1 saat siire ile inkiibe edilmistir (Van Reenen et al. 1998). Inkiibasyon periyodunun

sonunda 6rnekler kuyu diflizyon testine tabi tutulmustur (Schillinger and Liicke 1989).

3.2.7. Lactobacillus plantarum suslarimin teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

3.2.7.a. Proteolitik aktivitenin belirlenmesi

Jelatinaz Aktivitesi: Jelatinaz aktivitesinin belirlenmesi amaci ile Gelatine agar besiyeri
iceren petri plaklar1 kullanilmistir. Besiyeri iizerine 24 saatlik kiiltiirden yilizeye ¢izim
yapilmis ve 30°C’de 48 saat inkiibasyonun ardinda koloniler etrafinda berrak zonun

varlig1 pozitif olarak degerlendirilmistir.

Kazeini Par¢alama Yetenegi: Bu amagla hazirlanan Calcium Caseinate agar (Merck
1.05409) igeren petri plaklarina kuyucuklar agilmis ve agik kuyulara 24 saatlik hiicre
kiiltiiriinden ilave edilmistir. 30°C’de 48 saat inkiibasyonun ardindan kuyu etrafinda

olusan berrak zonlar pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.2.7.b. Lipolitik aktivitenin belirlenmesi

Bu amagla hazirlanan Trybutyrin agar (Merck 1.01957) iceren petri plaklarma
kuyucuklar agilmistir. Agilan kuyucuklara 24 saatlik hiicre kiiltiiriinden aktarilarak
30°C’de 6 giin siire ile inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyonun ardindan olusan berrak

zonlar pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

3.2.7.c. Asetoin olusumu

Izolatlarin glukozdan asetoin olusturup olusturmadigini belirlemek amaci ile 5 ml MR-
VP besiyeri (Peptone from meat 7,0 g/L; D(+) Glucose 5,0 g/L; Phosphate buffer 5,0
g/L) igeren tiiplere 1/10 oraninda 24 saatlik hiicre kiiltiirtinden aktarilip 30°C’de 48 saat
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inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda tiiplerden 1 ml alinarak steril bir tiipe
aktarilmis ve tizerine 0,2 ml %40’lik KOH ¢o6zeltisi ve 0,6 ml alfa naftol eklenmistir. 15
dk beklemenin ardindan sivi yiizeyinde pembeden parlak kirmiziya degisen renkli

halkanin varlig1 pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Harrigan 1998).

3.2.7.d. Laktik asit iiretiminin enzimatik olarak belirlenmesi

Enzimatik yolla, L (+) ve D(-) laktik asit iiretimlerinin belirlenmesi i¢in enzimatik
reaksiyon esasli Boehringer Mannheim test kiti(Roche yellow line, 11112821035)

kullanilmis ve miktarlar hesaplanmistir.

3.2.7.e. Nitrat rediiktaz aktivitesinin belirlenmesi

5 ml Nitrate broth (Sigma-Aldrich 72548) besiyeri igeren tiiplere 24 saatlik laktik asit
bakteri kiiltirden 1-2 damla ilave edilmis, daha sonra 30°C sicaklikta 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan tiiplere sirast ile 0.2 ml A soliisyonundan ve 0.2 ml B
sollisyonundan ilave edilmistir. Bu islemden sonra tiip icerisindeki besiyerinin renginin
kirmiziya donmesi pozitif, degisiminin olmamas1 negatif olarak degerlendirilmistir.
Ancak negatif sonu¢ elde edildiginde besiyerine ¢inko tozu ilave edilerek 15 dk
bekletilmis ve renk doniisiimiiniin olmas1 kesinlikle negatif, doniisiim olmamasi ise

kesinlikle pozitif olarak degerlendirilmistir (Kloos and Schleifer 1975).

A Soliisyonu: 1 It 5 N asetik asit ¢ozeltisi icerisinde 8 g sulfanilik asit ¢coziindiirtilerek

hazirlanmustir.

B Soliisyonu: 1 It 5 N asetik asit ¢ozeltisi igerisinde 6 g a- naphthylamine(N,N-

dimethyl-1 naphtyl-amene) ¢6ziindiiriilerek hazirlanmistir.
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3.2.7.f. Aminoasit dekarboksilaz aktivitesinin belirlenmesi

Izolatlarin biyojen amin olusturma yeteneklerini belirlemek amaci ile Moeller yontemi
kullanilmistir. Miller (MERCK 1.10285.5007) s1v1 besiyerine ayri ayri arginin, ornitin
ve lisin aminoasitleri %1 oraninda ilave edilmistir. Hazirlanan besiyerleri 3’er ml olacak
sekilde tiiplere doldurulup, tiiplerin igerisine hava ile temasini kesmek amaciyla sivi

parafin ilave edilmistir. Hazirlanan tiipler 115°C sicaklikta 10 dk steril edilmistir.

3.2.7.9. Farkh pH degerlerinde cogalma

MRS s1v1 besiyeri hazirlandiktan sonra 5 N NaOH ve 5 N HCI c¢ozeltileri kullanilarak
besiyeri pH’s1 4,5, 5, 5,5, 6 veya 6,5 olacak sekilde hazirlanmig ve 5’er ml olacak
sekilde tiiplere aktarilarak otoklavlanmistir. Otoklav sonrasi tekrar pH kontrolii
yapilmistir. pH’s1 ayarli besiyerlerine 1/10 oraninda 24 saatlik kiiltiirden ekim yapilmis
ve 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda UV
spektrofotometrede 600 nm’de absorbans Ol¢iimii ile pH’in gelisim {izerine etkisi

belirlenmistir.

3.2.7.h. Farkh sicakliklarda ¢cogalma

MRS s1vi1 besiyeri hazirlandiktan sonra 5’er ml olacak sekilde tiiplere aktarildiktan steril
edilmistir. Besiyerlerine 1/10 oraninda 24 saatlik kiiltiirden ekim yapilmis ve 4°C’de 7
giin, 15°C’de 3 giin, 25°C’de 2 giin ve 45°C’de 3 giin siire ile inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonucunda UV spektrofotometrede 600 nm’de absorbans olgiimii ile

sicakligin gelisim tizerine etkisi belirlenmistir.

3.2.7.i. Farkh tuz konsantrasyonlarinda ¢cogalma

MRS siv1 besiyerine NaCl ilave edilerek tuz konsantrasyonu %6,5 veya 10 olacak

sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerinden 5’er ml olacak sekilde tiiplere
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aktarilarak steril edilmistir. Steril besiyerlerine 1/10 oraninda 24 saatlik kiiltiirden ekim
yapilmis ve 25°C sicaklikta 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonucunda
UV spektrofotometrede (Aquamate Thermo electron corporation, England) 600 nm’de

absorbans Ol¢limii ile sicakligin gelisim {izerine etkisi belirlenmistir.

3.2.8. Fermente sucuk iiretimi

Fermente sucukta bakteriyosin benzeri metabolit iireticisi suslarin kullanimimin L.
monocytogenes e kars1 etkisini belirlemek amaci ile sucuk hamurlar1 L. monocytogenes
ATCC 7644 susu ile 10° kob/g diizeyinde kontamine edilmistir. 5 farkli bakteriyosin
benzeri metabolit tireticisi L. plantarum suslar1 (S51, S72, S74 ve S85) ile birlikte S.
xylosus GM92 (Kaban and Kaya 2008) susu starter olarak kullanilarak 6 farkli sucuk
grubu 2 tekerriirlii olarak iiretilmistir. Uretim siiresince farkli giinlerde (0, 1, 3, 5, 7 ve

11. giinler) alinan 6rnekler farkli analizlere tabi tutulmustur.

Sucuk hamurunun hazirlanmasinda %80 yagsiz sigir eti ve %20 sigir et yagi
kullanilmistir. Her bir kg et-yag karisimi i¢in 20 g tuz, 10 g sarimsak, 4g sakaroz, 7 g
kirmiz1 biber, 5 g karabiber, 9 g kimyon ve 2,5 g yenibahar, 150 ppm sodyum nitrit
kullanilmistir (Kaban 2007). Sucuk hamurlarinin tiimii laboratuvar tipi kuterde (MADO
Typ MTK 662, Dornhan, Schwarzwald) hazirlanmistir. Hazirlanan hamurlar 38 cm
capl kallogen kiliflara laboratuvar tipi pistonlu bir doldurucu (MADO Typ MTK 591,
Dornhan, Schwarzwald) ile doldurulmus ve baglanmistir. Dolum sonrasinda sucuklar
dengeleme isleminin ardindan sicakligi, nemi ve hava akimi otomatik olarak
ayarlanabilen bir klima tnitesine alinmis (Reich, Klima-Rauchtechnic, Germany) ve

24+1°C’lik bir baslangic fermentasyon sicakligi ve %92 nem uygulanmuistir.

0. Giin (%9242 RH, 24+1°C,)
1. Giin (%90+2 RH,20+1°C)
3.Giin(%88 +2RH,18+1°C)

5. giin (%88 +2RH,18+1°C)
7. giin (%88 £2RH,16+1°C)
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9-11.giinler (%80+2 RH, 16+1°C)

3.2.9. Orneklerin alinmasi ve analize hazirlanmasi

Analizler sucuk hamurundan (0. giin) ve olgunlastirmanin belirli giinlerinde (0, 1, 3,5, 7
ve 11. glinler) sansa bagli olarak secilen sucuk oOrneklerinde gergeklestirilmistir.
Mikrobiyolojik analizler ve fiziksel analizler icin stomacher posetlerine Ornekler

alinmistir.

3.2.9.a. Fiziksel analizler

Nem (%0)

10 g 6rnek kurutulmus kaplara tartilmis ve 100°C’de kurutma firininda sabit tartim elde
edilinceye kadar kurutulduktan sonra %nem miktar1 belirlenmistir (Gokalp vd 2001).

pH

Homojen hale getirilmis sucuk drneklerinden 10 g tartilip lizerine 100 ml saf su ilave
edilerek Ultra—Turrax (IKA Werk T 25, Germany) ile 1 dk homojenize edildikten sonra
kullanilmadan 6nce uygun tampon cozeltiler (pH 4.0 ve pH 7.0) ile kalibre edilen pH—
metre (ATI ORION 420, MA 02129, USA) ile pH degerleri belirlenmistir (Gokalp vd
2001).

3.2.9.b. Mikrobiyolojik analizler

Analizler tiretim siirecince alinan Orneklerde (0, 1, 3, 5, 7 ve 11. giinler)
gerceklestirilmistir. Mikrobiyolojik analizler i¢in sucuk 6rneginden 25 g steril plastik
torbaya tartilmig, tlizerine 225 ml steril fizyolojik su (%0.85 NaCl, Merck) ilave
edildikten sonra Stomacher’de (Lab Stomacher Blander 400-BA 7021, Sewardmedical,
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England) 1 dk homojenize edilmistir. Daha sonra bu homojenattan steril serum
fizyolojik (%0.85 NaCl, Merck) kullanilarak uygun dillisyonlar hazirlanmis ve
mikrobiyolojik sayimlar yapilmistir.

Laktik asit bakteri sayimi

MRS agar igceren petri plaklarina uygun diliisyonlardan 0,1 ml hacimde aktarilarak
yiizeye yayma yontemi ile ekim yapilmis ve 30°C’de 48 saatlik anaerobik (Aneorocult

A, Merck) inkiibasyondan sonra koloni sayimi yapilmustir.

Listeria monocytogenes sayimi

Uygun dilisyonlardan PALCAM Listeria Selective Supplement (MERCK
1.12122.0001) iceren PALCAM Listeria Selective Agar (Base) (MERCK
1.11755.0500) plaklarina ylizeye yayma yontemi ile ekim yapilmis ve ekimi yapilan
petri plaklar1 37°C’de 2 giin siire ile inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucunda
siyah zonlu yesil-siyah renkli koloniler dikkate alinarak sayim yapilmistir. Sayim
isleminden sonra agar plaklarindan 5-10 koloni secilmis ve Nutrient Agar(Merck)
besiyerine ¢izim yontemi ile ekim yapilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan
Gram boyama (+), 22°C’de hareketlilik (+) ve katalaz (+) testleri uygulanmis ve elde

edilen sonuglara gore L. monocytogenes sayist hesplanmistir.

Enterobacteriaceae sayimi

Uygun diliisyonlardan VRBD (Violet Red Bile Dextrose) Agar (Merck 1.10275.0500)
plaklarina 0.1’er ml aktarilarak yayma ydntemi ile ekim yapilmis ve petri plaklar
30°C’de 2 giin anaerobik sartlarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda 1 mm’den

bliyiik koloniler sayilarak Enterobacteriaceae sayisi tespit edilmistir.
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3.2.10. istatistiksel analizler

Arastirmada deneme iiretimi tam sansa bagli deneme planina gore 2 tekerriirlii olarak
kurulmus ve yirttiilmiistiir. Deneme sucuklarinda starter kiiltiir (kontrol veya laktik asit
bakteri suslar1 (S51, S72, S74 veya S85) + S. xylosus GM92) ve olgunlastirma stiresi (0,
1, 3, 5, 7 ve 11. giinler) faktor olarak secilmistir. Elde edilen veriler SPSS 16.0 paket
programi kullanilarak varyans analizine tabi tutulmus, 6nemli bulunan ana varyasyon

kaynaklarina ait ortalamalar ise Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile karsilastirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Lactobacillus plantarum Suslarimin Molekiiler Diizeyde Tamimlanmasi ve

Antagonistik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Sucuk kaynakli bes L. plantarum izolat1 genotipik tanimlanmasi igin DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. DNA izolasyonunun ardindan 27F ve 1492R evrensel primerleri
kullanilarak hedef DNA bolgelerini ¢ogaltmak amaciyla gergeklestirilen PCR islemi
sonucunda elde edilen PCR {iriinleri agaroz jel elektroforezde yiiriitiilerek islemin
uygunlugu teyit edilmis ve c¢ogaltilan bolgelerin dizi analizleri MacroGen firmasi
tarafindan gergeklestirilmistir. Elde edilen dizi analiz sonucglari Blast veri tabani
kullanilarak ¢ogaltilan 16S rRNA bolgelerinin  diger mikroorganizmalar ile
karsilastirilmasi sonucu S50 1290 nt ile %100 oraninda, S51 1312 nt ile %100 oraninda,
S72 1306 nt ile %99 oraninda, S74 1279 nt ile %99 oraninda ve S85 1278 nt ile %99
oraninda L. plantarum’a benzedigi belirlenmistir. Molekiiler diizeyde tanimlanmasi

yapilan laktik asit bakteri suslarinin aksesyon numaralar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Lactobacillus plantarum suslarina ait aksesyon numaralari

Ornek Aksesyon , ) i
Izolat Ismi %Benzerlik

Numarasi Numarasi

S50 KR011000 Lactobacillusplantarum S50 100

S51 KR011001 Lactobacillus plantarum S51 100

S72 KR011010 Lactobacillus plantarum S72 99

S74 KR011011 Lactobacillus plantarum S74 99

S85 KR011017 Lactobacillus plantarum S85 99

Suslarin antagonistik aktivite testlerine ait sonuclar Cizelge 4.2°de verilmistir. Cizelge
4.2°de goriildigii tizere suslarin timii  kullanilan yedi indikator bakteriye karsi kuyu
difiizyon testinde antagonistik aktivite gostermistir. Toksoy vd (1999) tarafindan

yapilan arastirmada da sucuk ve sosislerden izole edilen bazi L. plantarum suslarinin
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Staphylococcus aureus (+), S. aureus (-) ve Bacillus subtilis’in yan1 sira Pseudomonas
aeruginosa ve Escherichia coli gibi Gram (-) bakterilere kars1 da antagonistik aktivite
gosterdigi bildirilmistir. Konu ile ilgili diger bir aragtirmada ise dogal fermente bir sosis
¢esidinden izole edilen bazi L. plantarum suslarinin L. monocytogenes ve S. aureus
suglarina karst antagonistik aktivite gosterdigi bildirilmistir (Papamanoli et al. 2003).
Sucuk, salami, Rohwurst gibi fermente sosislerinde, laktik asit bakterileri S. aureus ve
L. monocytogenes gibi oOnemli gida patojenleri inhibisyonu agisindan Onemli
mikroorganizmalardir (Schillinger and Liicke 1989; Lewus et al. 1991). Sawitzki et al.
(2009) ise dogal fermente sosislerden izole edilen ve genotipik olarak L. plantarum
olarak tanimlanan 7 laktobasil susunun, 7’sinin L. monocytogenes’e, 4’liniin ise S.

aureus e karst antagonistik aktivite gosterdigini bildirmislerdir.



Cizelge 4.2. Lactobacillus plantarum suslarinin antagonistik aktiviteleri

Lactobacillus S. aureus S. aureus S. aureus Listeria Listeria Bacillus | Micrococcus luteus
plantarum ATCC29213 | ATCC25923 | ATCC25922 | monocytogenes | monocytogenes | cereus NCIMB
C3970 ATCC7644 11778
Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

S50 9 9 11 7 15 9 9

5ol 7 9 11 7 13 9 9

Sr2 9 13 11 11 13 11 15

S74 9 9 11 9 17 9 9

S85 11 15 13 11 13 9 9

LE
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Barbosa et al. (2015) ise italyan tipi fermente bir sosisten izole edilen ve 16s rRNA dizi
analizi ile identifiye edilen L. plantarum susunun L. monocytogenes ve S.aureus

suslarina kars1 antagonistik aktivite gosterdigini rapor etmislerdir.

4.2. Bakteriyosin Kodlayan Genin PCR Yardimi ile Cogaltilmasi

izolatlara ait genomik DNA kullanilarak 11 farkli primer ile gerceklestirilen PCR
isleminin ardindan PCR iirlinlerini goriintiillemek amactyla yiiriitilen jel elektroforezi
goriintiileri  Sekil 4.1°de verilmistir. Elektroforez sonucunda yedi primer ile
gerceklestirilen PCR {iriinlerinde bant goriintiisii elde edilmistir. Elde edilen bantlarin
biiyiiklerinin, ¢ogaltilmak istenilen kisimla uyumlu oldugu tespit edilmistir. Bant varligi
kullanilan primerlerin genomik DNA’da uygun bolgeleri ¢ogaltmis olmasi, bakteriyosin
tiretiminden sorumlu genlerin varligina isaret etmektedir (Remiger et al. 1996).
Plantarisin tiretiminden sorumlu pInB, pInC, pInC, pInD, pinl, pInJ, pInK ve pInN

genleri i¢in kullanilan primerler ile PCR islemi basarili bir sekilde gergeklestirilmistir.

Wen et al. (2016) L. monocytogenes de dahil farkli indikatér mikroorganizmalara kars1
antagonistik aktivite gosteren L. plantarum K25 susunun genomik DNA’sinda
plantarisin {iretiminden sorumlu pInR, pinL, pInK, pInJ, pInP, pInD, pinl, pInEF, pInG,
pInH, pInS, pInT, pInU, pInV, pInW ve plnC8fa genlerinin bulundugunu bildirmislerdir.
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Sekil 4.1. Bakteriyosin kodlayan genin PCR ile ¢ogaltilmasi sonucu elde edilen jel
goriintiileri

A- (PInB-F/ PInB-R), B-(PInC-F/ PInC-R), C-(PInD-F/ PInD-R), D-(PInI-F/ PInI-R), E-(PInJ-F/ PInJ-R),
F-(PInK-F/ PInK-R), G-(PInN-F/ PInN-R) 1-Lactobacillus plantarum S50, 2-L. plantarum S51, 3- L.
plantarum S72, 4- L. plantarum S74 5- L. plantarum S85
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Fontana et al. (2015) et kaynakli 111 laktik asit bakteri izolatinda antilisterial etkiye
sahip bakteriyosin iiretiminden sorumlu gen aradiklari bir ¢calismada domuz sosisinden
izole edilmis olan L. plantarum izolatlariin plantarisin kodlayan pInA geninin varligini
6 izolatta belirlerken, pInEF genini ise sadece 2 izolatta tespit etmislerdir. Arastiricilar 1
izolatin antimikrobiyal aktivite gostermezken pINEF genini DNA’sinda bulundurdugu, 6
izolatin ise antimikrobiyal etki gdstermeyip yapisinda da aranan sorumlu genlerden
higbirine rastlanmadigin1 ve sonug olarak bakteriyosin iiretiminden sorumlu genlerin her

zaman antimikrobiyal aktiviteden sorumlu olamayacagini ifade etmislerdir.

Yapilan bu c¢aligmalar bakteriyosin iiretiminden sorumlu genlerin genomik DNA’da
varligmin 6nemli Ol¢lide mikroorganizmanin antimikrobiyal peptit lirettigine isaret
ederken, DNA da aranan sorumlu genlerin saptanamamasi farkli bir antimikrobiyal
peptit drettigi diislincesini ortaya c¢ikarmaktadir. Bu arastirmada aranan 11 farkli
bakteriyosin kodlayan genden 7°si ile PCR ile amplifikasyon gergeklestirilmesi
sonucunda s6z konusu suslarin bakteriyosin iireticisi potansiyeline sahip oldugu yorumu

yapilabilir.

4.3. Lactobacillus plantarum Suslarimin Cogalma Egrisinin Olusturulmas: ve

Bakteriyosin Aktivitesinin Belirlenmesi

L. plantarum S50 susunun 24 saat siiresince O.Y.D. belirlenerek olusturulan gogalma
egrisi Sekil 4.2°de verilmistir. Sekilden de gorildiigli ilizere sus 4. saate kadar lag
fazinda, 4. saatten sonra ise log faza ge¢mistir. Sus, antimikrobiyal aktivitesini 8. saatte
gostermeye baslamistir. Log fazin sonuna dogru antimikrobiyal aktivitede artis
gozlemlenirken durma fazinin sonunda maksimum seviyeye ulagsmistir. Cogalma egrisi
stiresince yapilan pH Olglimleri ile ¢ogalmaya paralel olarak pH’in azaldigi tespit

edilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun sonunda ortamda pH 4’iin altina diismiistiir.
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Sekil 4.2. Lactobacillus plantarum S50 susuna ait ¢ogalma egrisi ve ¢gogalma siiresince
pH degisimini ve bakteriyosin aktivitesini gdsteren egri grafigi

L. plantarum S51 susunun 24 saat siiresince O.Y.D. belirlenerek olusturulan ¢ogalma
egrisinden de (Sekil 4.3) goriildiigii lizere sus 4. saatten sonra log faza ge¢mistir. L.
plantarum S50 susunda oldugu gibi antimikrobiyal aktivite ilk olarak 8. saatte
belirlenmistir. Log fazinin sonuna dogru artis gosteren antimikrobiyal aktivite durma
fazinin sonunda maksimum seviyeye ulasmistir. Cogalma siiresince O.Y.D. ile dogru
orantili olarak pH’nin azaldigi, 24 saat inkiibasyonun ardindan ortam 4’lin altina

diistiigii goriilmiistir.



42

2.5 — — 80 — 6
4 L
— 5.6
2 —
— 80 =
1 - 5.2
1.5 — i |
o S T
> - — 40 — — 4.8
o < =
1 - I -
— 4.4
0.5 -
— 4
‘ i =
O T + | T T T T T T T O _— 36
0 5 10 15 20 25
Sdre (saat)

Sekil 4.3. Lactobacillus plantarum S51 numarali izolata ait ¢ogalma egrisi ve ¢ogalma
stiresince pH degisimini ve bakteriyosin aktivitesini gosteren egri grafigi

L. plantarum S72 susuna ait gogalma egrisi ile bakteriyosin aktivite ve pH degerine ait
sonuclar Sekil 4.4’te gosterilmistir. Bu susta antimikrobiyal aktivitesini ilk olarak 8.
saatte gostermis ve aktivite 14. saatte maksimum maksimum seviyeye ulagmistir. Daha
sonra ise aktivite de onemli bir degisim gozlenmemistir. 24 saatlik inkiibasyonun

sonunda bu susta da pH 4’iin altina diismiistiir.
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Sekil 4.4. Lactobacillus plantarum S72 numarali izolata ait ¢ogalma egrisi ve ¢ogalma
stiresince pH degisimini ve bakteriyosin aktivitesini gésteren egri grafigi

L. plantarum S74 susuna ait Sekil 4.5’ten de goriildiigi tizere sus, diger suslarda oldugu
gibi antimikrobiyal aktiviteyr yine ilk olarak 8. saatte gostermistir. Maksimum
antimikrobiyal aktiviteye ise 14. saatte ulagilmistir. Bu susta da 24 saatlik inkiibasyonun

sonucunda pH degeri 4’{in altina diismiistiir.
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Sekil 4.5. Lactobacillus plantarum S74 susuna ait ¢ogalma egrisi ve ¢ogalma siiresince
pH degisimini ve bakteriyosin aktivitesini gosteren egri grafigi

L. plantarum S85 susunun 24 saatlik inkiibasyon siiresince 2’ser saat araliklarla
belirlenen O.Y.D. ile olusturulan ¢ogalma egrisi Sekil 4.6’da verilmistir. Bu sus da 4
saatlik bir lag faz1 gdstermistir. Ancak antimikrobiyal aktiviteyi 10. saatte vermistir.
Maksimum aktivite ise 14. saatte gozlemlenmistir. Cogalma siiresince ortam pH
degerinde azalma goriilmiis ve 24 saatlik inbiibasyonun ardindan pH 4’iin altina

diismiistir
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Sekil 4.6. Lactobacillus plantarum S85 susuna ait gogalma egrisi ve ¢ogalma siiresince
pH degisimini ve bakteriyosin aktivitesini gdsteren egri grafigi

L. plantarum S50, S51, S72, S74 ve S85 numarali izolatlarina ait ¢cogalma egrilerinden
goriilecegi lizere tiim suglar i¢in ilk 4 saat lag fazimi olusturmaktadir. Bakteriyosin
iretimi tiim suslar i¢in log fazda baglamis ve durma fazinda maksimum seviyeye
erismistir. Hiicre sayisinin artmasinin ve ortamdaki besin miktarinin kritik diizeye
inmesinin bakteriyosin tiretimini arttirdigi diisiniilmektedir. Benzer sonuglar Nes et al.
(2006) tarafindan da bildirilmistir. Bakteriyosin aktivitesi agisindan suslar arasinda
onemli farkliliklar gozlenmistir. L. plantarum S50 ve S51’°in antimikrobiyal aktiviteleri

S72, S74 ve S85 suslarina gore daha ytiksek diizeyde bulunmustur.

L. plantarum suslar1 ¢ogalma egrisi ve bakteriyosin aktivitesi agisindan genellikle
benzer sonuglar vermektedir. Kormin et al. (2001) tarafindan yapilan arastirmada
plantarisin tireticisi L. plantarum BS2 susunun bakteriyosin iiretimine ¢gogalma egrisinin
8. saatinde basladig1 ve log fazin sonunda bakteriyosin aktivitesinin maksimum diizeye
ulastigi rapor edilmistir. Diger bir ¢alismada ise bakteriyosin treticisi L. plantarum
NO14 susunun bakteriyosin iiretimine log fazinda basladigi, hiicre sayisinin en yiiksek

oldugu durma fazina gegerken maksimum seviyeye ulastigi  bildirmistir
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(Rattanachaikunsopon and Phumkhachorn, 2006). Benzer sonuglar Todorov and Dicks
(2006) tarafindan da tespit edilmistir. Diger taraftan Frangois et al. (2013) bakteriyosin
tireticisi L. plantarum 29V susunun, bakteriyosin iiretimine log fazda basladigini,
cogalmanin durdugu fazda maksimum inhibisyonu verdigini ve daha sonra ise
antimikrobiyal etkinin azaldigin1 bildirmiglerdir. Buna karsin mevcut arastirmada
suslarin 24 saatlik inkiibasyonun sonunda antimikrobiyal aktivitede bir azalma
olmamustir. Bu sonucun muhtemelen ekstraseliilar proteazlarin heniiz iiretilmemesinden

ileri geldigi sdylenebilir.

L. plantarum suslar1 24 saatlik inkiibasyon sonunda pH degeri agisindan benzer diisiisler
gostermistir. Tim suslar i¢in antimikrobiyal etki pH 4,5-5,0 arasinda baslamis ve
maksimum antimikrobiyal aktiviteye pH 3,95- 4,50 araliginda ulasildig1 belirlenmistir.
Benzer sonuglar bakteriyosin {ireticisi L. plantarum suslari i¢in de bildirilmistir
(Todorov et al. 2000; Todorov 2008).

4.4. Lactobacillus plantarum Suslarimin Antimikrobiyal Aktivitesine Farkh Sicakhik

ve Enzim Uygulamalarimin Etkileri

Arastirmada kullanilan L. plantarum S50, S51, S72, S74 ve S85 suslarmnin trettigi
antimikrobiyal —maddelerin karakterizasyonu amaci ile sicaklik ve enzim

uygulamalarinin etkileri incelenmistir.

Her bir susa ait siipernatantin farkli sicaklik ve siirelerde inkiibasyonun ardindan kuyu
difiizyon testine tabi tutulmustur. Indikatér mikroorganizma olarak L. monocytogenes
ATCC 7644 ve M. luteus NCBI kullanilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.3‘te
verilmistir. Test edilen suslar icerisinde L. plantarum S74 susunda uygulanan tim
sicaklik slire kombinasyonlarinda aktivitede herhangi bir kayip goriilmemistir.
Bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri maddelerin karakterizasyonunda 1sil isleme
dayaniklilik 6nemli bir parametredir. L. plantarum tarafindan iiretilen bekteriyosin veya
bakteriyosin benzeri metabolitlerin 1s11 isleme dayanikli oldugu diger bazi

aragtirmalarda da ortaya konulmustur (Miiller et al. 2009; Marie et al. 2012; Yang et al.
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2012). Ornegin Miiller et al. (2009) L. plantarum Ip31 susunun iiretmis oldugu
bakteriyosinin 100°C’de 10 ve 30 dklik uygulamalardan etkilenmedigini bildirmislerdir.
L. plantarum S85 ve S50 suslarinin iiretmis oldugu antimikrobiyal madde sicaklik siire
uygulamalarinin tiimiinden ¢ok az etkilenirken, S72 ve S51 izolatlarinin ise 121°C 15
dk inkiibasyon sonucunda M. luteus iizerine antimikrobiyal etkisini tamamen
kaybettikleri saptanmistir. Marie et al. (2012) 121°C’de 30 dKk’lik 1s1] islem uygulamasi
neticesinde L. plantarum Lp6SH susunun aktivitesinde %80 oraninda kayip oldugunu
bildirmislerdir. Benzer sekilde Yang et al. (2012) tarafindan laktik asit bakteri suslarinin
antilisterial etkilerini belirlemek amaci ile yiiriitiilen bir ¢alismada da bakterilerin
tiretmis oldugu antimikrobiyal maddelerin 80 ve 100°C’de 60 ve 90 dk’lik 1s1l islem
uygulamalarindan etkilenmedigi, 121°C’de 15 dk’lik uygulama neticesinde ise

inhibisyon zonlarinda kismen ya da tamamen kayiplar oldugu tespit edilmistir.

Arastirmada elde edilen sonuglara gore kullanilan L. plantarum suslarinin 6zellikle de
L. plantarum S74 susunun fermente sucugun yani sira 1sil islem goérmiis sucuk
iretiminde L. monocytogenes’e karst koruyucu Kkiiltiir olarak kullanilabilcegi

diistiniilmektedir.

Cizelge 4.3. Farkli sicaklik uygulamalarinin antimikrobiyal aktivite iizerine etkisi

Lactobacillus ~ 121°C 15dk 90°C 10 dk 90°C 15dk 60°C 10dk 60°C 15dk  Kontrol

plantarum L M L M L M L M L M L M
S50 9 7 9 11 7 1 9 11 9 11 11 13
S51 7 0 7 9 7 9 7 9 7 9 9 9
S72 9 0 9 8 9 9 9 8 9 9 11 13
S74 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
S85 7 7 9 7 9 7 9 7 9 7 9 9

L:Listeria monocytogenes ATCC7644 susuna karsi olusturual inhibisyon M: M. luteus NCIMB susuna
karst olusturulan inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

Proteolitik enzimlerin antimikrobiyal aktivite lizerine etkisini belirmek amaciyla enzim
uygulamasinin ardindan her bir susa ait siipernatantin L. monocytogenes ATCC 7644 ve
M. luteus’a kars1 antagonistik aktivitesi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge

4.4’de verilmistir. Cizelge 4.4’ten de goriildiigli iizere tripsin, pepsin ve proteinaz K



48

enzimleri antimikrobiyal aktiviteyi olumsuz yonde etkilemistir. Uygulanan enzimlerin
proteolitik enzim olmasi L. plantarum S50, S51, S72, S74 ve S85’nin iirettigi
metabolitlerin protein yapisinda oldugunu gostermektedir. Bundan dolay1 s6z konusu
metabolitlerin bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri bir metabolit olabileceg§i sonucuna
varitlmigtir. Konu ile ilgili arastirmalarda laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen
bakteriyosinlerin proteolitik enzim uygulamasi ile tamamen ya da kismen aktivitesini
kaybettigi bildirilmistir (Van Reenen et al. 1998; Hernandez et al. 2005; Miiller et al.
2009; Marie et al. 2012; Yang et al. 2012). Ancak indikator bakteriye gore farkli
sonuglar da ortaya c¢ikabilmektedir. Cizelge 4.4’den goriildiigii lizere tripsin enzimi
mevcudiyetinde hem L. plantarum S50 susu hem de L. plantarum S74 susu L.
monocytogenes’e Karsi aktivite gosterirken, M. luteus’a kars1 aktivite gosterememistir.

Benzer sonuglar Yang et al. (2012) tarafindan da tespit edilmistir.

Cizelge 4.4. Farkli enzim uygulamalarinin antimikrobiyal aktivite iizerine etkisi

Lactobacillus ~ Tripsin Pepsin Proteinaz K Kontrol
plantarum M 3 M 3 M 3 v
S50 7 0 7 0 <6 0 11 13
S51 <6 <6 <6 6 6 <6 9 9
S72 7 7 <7 <7 7 <7 11 13
S74 <7 0 <7 0 <7 0 9 9
S85 <7 <7 <7 <7 <6 <6 9 9

L:Listeria monocytogenes ATCC7644 susuna karsi olusturual inhibisyon M: M. luteus NCIMB susuna
kars1 olusturulan inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

4.5. Lactobacillus plantarum Suslarinin Teknolojik Ozellikleri

Fermente et iirlinlerinde kullanilacak veya kullanilan laktik asit bakteri suslarinin asit
olusum hiz1 ve derecesi hem tekstiirel ve duyusal 6zelliklerinin ¢ogalmasi hem de iiriin
giivenligi agisindan biiylik 6nem arz etmektedir. Diger taraftan fermentasyon sicakligi,
ortamin pH’s1, tuz miktar1 gibi i¢ ve dig faktdrler bu mikroorganizmalarin gelisimini

onemli 6l¢iide etkilemektedir. Ayrica kullanilan laktik asit bakteri suglarinin biyojen
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amin olusturma 6zellikleri de 6nemli bir faktordiir. Bu nedenle suslarda aranan 6nemli
bir o6zellik bunlarin dekarboksilaz aktivitesine sahip olmamalaridir. Genellikle
proteolitik aktivite bakimindan oldukga zayif olan bu suslar nitrat rediiktaz aktivitesi de
gostermezler (Liicke, 1985). Arastirmada kullanilan suslar belirtilen bu o6zellikler
yoniinden test edilmistir. Laktik asit bakteri suslarinin farkli sicakliklarda ¢ogalma
durumu optik yogunluk degerleri (600nm) 6lgiilerek belirlenmistir L. plantarum S50,
S51, S72, S74 ve S85 suslarmin 25°C’de optimum bir ¢ogalma gosterdigi tespit
edilmistir. 15°C’lik bir sicaklikta da ¢ogalma gosteren suslar, 45°C’de zay1f bir ¢cogalma
gostermistir (Cizelge 4.5). Fermente sucukta da genellikle L. plantarum dominant
olarak bulunmaktadir (Kaban and Kaya 2008; Adigiizel and Atasever 2009).

Cizelge 4.5. Lactobacillus plantarum suslarmin farkli sicaklik degerlerinde gelisim
durumlari

Lactobacillus plantarum

izolatlar1 re S L 45°C
L. plantarum S50 - ++ o+ +
L. plantarum S51 - ++ +++ +
L. plantarum S72 - ++ +++ +
L. plantarum S74 * + +++ *
L. plantarum S85 - ++ +++ +

*zayif, +orta,++ iyi, +++ ¢ok iyi

L. plantarum suslarinin farkli pH degerlerinde gelisim durumlart Cizelge 4.6’da
verilmistir. Diisiik pH degerlerinde (pH 4,5 ve 5,0) orta diizeyde bir ¢gogalma gosteren
suslar pH 5,5’de iyi, pH 6,0 ve 6,5 da ise ¢ok iyi bir ¢ogalma gostermislerdir. Bu
sonuglar fermemtasyon sirasinda pH’nin 5,0 civarlarina diismesinin laktik asit

bakterilerinin gelismini olumsuz yonde etkiledigini gostermektedir.
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Cizelge 4.6. Lactobacillus plantarum suslarinin farkli pH degerlerinde ¢ogalma
durumlari

Laktik asit bakterisi  pH 4,5 pH 5,0 pH5,5 pH 6,0 pH 6,5

L. plantarum S50 + + ++ +++ 4+
L. plantarum S51 + + ++ +++ 4+
L. plantarum S72 + + ++ +++ +++
L. plantarum S74 + + ++ +++ +++
L. plantarum S85 + + ++ +++ 4+

+orta,++ iyi, +++ ¢ok iyi

L. plantarum suslarinin %6,5 ve %10 NaCl mevcudiyetinde ¢ogalma durumlarini
gosteren sonuglar Cizelge 4.7°de verilmistir. Buna gore suslarin timii %6,5 tuz

konsantrasyonunda gelisirken %10 tuz mevcudiyetinde ¢ogalma gdsterememektedir.

Fermente et tiriinlerinde 6nemli bir katki maddesi olan tuz, fermente sosis hamurlarina
%2-3 oraninda ilave edilmektedir (Toldra 2001; Kaya ve Kaban 2010). Tuz kismi
bakteriyostatik aktiviteye sahip olup formiilasyondaki yag oranina bagli olarak
baslangic a, degerinin 0,960-0,955’¢ kadar diisiirmektedir (Liicke 1998). Su
aktivitesinin diismesi ise laktik asit bakterileri ile Micrococceae familyasi iiyelerinin
gelisimini tesvik ederken, arzu edilmeyen floranin gelisimini sinirlandirmaktadir (Kaya

ve Kaban 2010).

Cizelge 4.7. Lactobacillus plantarum suslarinin farkli tuz konsantrasyonlarinda geligim
durumlari

Lactobacillus plantarum %6,5 NaCl %10 NaCl
S50 ++ -
S51 ++ -
S72 ++ -
S74 ++ -
S85 ++ -

-yok, +orta,++ iyi, +++ ¢ok iyi
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Fermente et iirlinlerinde 6zellikle nitrat kullanilan formiilasyonlarda kullanilacak starter
kiiltiirlerin nitrat rediiktaz aktivitesine sahip olmasi gerekmektedir. Bu aktivite bu tip
rtinlerde Staphylococcus xylosus, S. carnosus ve Kocuria varians suslar tarafindan
saglanmaktadir. Katalaz pozitif bu suslar genellikle laktik asit bakterileri ile birlikte
karigik kiiltiir olarak piyasada yer almaktadir (Kaban et al. 2012). Nitrat kullanilan
formiilasyonlarda nitrattan beklenen etkilerin goriilebilmesi i¢in nitratin mutlaka nitrite
indirgenmesi  gerekmektedir. Bdylelikle renk olusumunda etkili olan bu
mikroorganizmalar katalaz aktiviteleri ile oksidasyonu dnlemekte ve ayrica lipolitik ve
proteolitik aktiviteleri ile aroma olusumuna katkida bulunmaktadirlar (Kamiloglu et al.
2014; 2016). Diger taraftan nitrat rediiktaz aktivitesi gosteren laktik asit bakterileri de
mevcuttur. Paik and Lee (2014) L. brevis, L. plantarum, L .sakei ve L. curvatus
suslarinda az da olsa nitrat rediiktaz aktivitesi tespit etmislerdir. Mevcut bu aragtirmada
da iki L. plantarum susunda (S72, S85) zayif bir nitrat rediiktaz aktivitesi gézlenmistir
(Cizelge 4.8).

Laktobasiller susa bagli olmakla beraber dekarboksilaz aktivitesi gostererek degisik
biyojen aminler olusturabilmektedir (Kaya ve Kaban 2010). Nitekim yapilan
calismalarda L. curvatus’un bazi suslarinin amin irettigi tespit edilmistir (Vidal-Carou
et al. 2007; Kaya ve Kaban 2010). Bundan dolay: starter kiiltiir olarak kullanilacak
laktik asit bakteri suslarmin dekarboksilaz aktiviteleri yoniinden de test edilmeleri
gerekmektedir. Cizelge 4.8’den de goriildiigli lizere suslarin tiimii lisin, ornitin ve

arginin dekarboksilaz aktivitesi yoniinden negatif sonug¢ vermislerdir.

Santos (1998) Ispanyol tipi fermente et iiriinlerinden izole etmis oldugu L. plantarum
suslarmin histidin, ornitin, lisin ve tirozin dekarboksilaz aktivitesi gdstermedigini
bildirmistir. Ayn1 sekilde Bover-Cid et al. (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada
fermente sosislerden izole edilen L. plantarum suslarinin tiramin, histamin, triptamin,

feniletilamin, putresin ve kadeverin olusmadigi rapor edilmistir.

Biyojen aminlerin yiiksek miktarda tiiketimi ile istenmeyen fizyolojik sorunlar ortaya

cikabilmektedir (Latorre-Moratalla et al. 2012a). Fermente et iriinlerinde,
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fermentasyon, olgunlagsma ve depolama sirasinda aminoasit dekarboksilaz aktivitesi
tiramin, putresin, kadeverin, histamin, feniletilamin ve triptamin gibi biyojen aminlerin
birikimine sebep olmaktadir (Vidal-Carou et al. 2007). Bu olumsuz durumu engellemek

amaci ile fermente sosis liretiminde uygun starter kiiltiir se¢imi 6nem tasimaktadir.

Latorre-Moratalla et al. (2012b) aminoasit dekarboksilaz aktivitesi gosteren L. curvatus
CTC273 susunun sosis fermentasyonunda starter kiiltiir olarak kullanilmasi durumunda
biyojen amin birikiminin spontan fermentasyona gore yiiksek miktarda oldugunu
bildirmislerdir. Diger taraftan starter kiiltlir olarak L. plantarum suslarinin kullanilmasi
durumunda ortam pH’sinin hizli diisiirmesinden dolayi, aminojenik aktiviteye sahip
mikroorganizmalarin gelisiminin engellenerek biyojen amin olusumunun inhibe
edildigini bildiren aragtirmalar da mevcuttur (Capozzi et al. 2012; Zhang et al. 2013;
Nie et al. 2014).

Laktik asit bakterileri zayif proteolitik aktiviteye sahip oldugundan fermente et
tirlinlerinde lezzet gelisiminde kismi bir etkiye sahiptir. Bu bakterilerin lipolitik
aktiviteleri de oldukg¢a zayiftir (Kaya ve Kaban 2010). Incelenen suslarin tiimiiniin
kazeni ve jelatini parcalama yetenegine sahip olmadiklart belirlenmistir. Ayni sekilde
tribiitirini  parcalama Ozelligine sahip olmadiklart da saptanmistir. Bu sonuglar
kullanilan suslarin proteolitik ve lipolitik aktiviteye sahip olmadigini gostermektedir
(Cizelge 4.8). Regnena et al. (1993) tarafindan yapilan arastirma da L. plantarum IFPL
935 susunun o-kazein ve B-kazeini parcalayamadigi bildirilmistir. Buna karsin bazi
aragtirmalarda L. plantarum suslarinin kazeini hidroliz edebildigi rapor edilmistir
(Ztaliou et al. 1996; Papamanoli et al. 2003; Essid et al. 2009). L. plantarum suslarinin
lipolitik aktiviteye sahip olmadig1 da rapor edilmistir (Papamonoli et al. 2003; Essid et
al. 2009; Zeng et al. 2014).

Starter kiiltiir olarak kullanilan laktik asit bakterilerinden L. plantarum, Pediococcus
pentosaceus ve P. acidilactici asetoin olusturabilmektedir. L. sakei c¢ogunlukla L.
curvatus ise c¢ok seyrek olarak bu bilesigi olusturmaktadir (Liicke and Hechelman,

1987). Mevcut bu ¢alismada incelenen suslarda L. plantarum S51 hari¢ digerleri Voges-
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proskeur testinde pozitif sonug vermistir(Cizelge 4.8). Glukozdan asetoin olusumunun
gostergesi olan bu test Wheater (1985) tarafindan incelenen 22 L. plantarum susunda da
Voges-Proskaeur negatif olarak tanimlamislardir. Fermente et {iriinlerinde ¢ok yliksek
miktarda asetik asit veya asetoin olusumu arzu edilen bir durum degildir (Kaya and

Kaban 2010).



Cizelge 4.8. Lactobacillus plantarum suslarina ait farkli biyokimyasal test sonuglari

Lactobacillus Nitrat Lisin Ornitin Arginin Kazein _ o Voges-
Rediiktaz ) ) ) _ Jelatin  Tribiitirin

plantarum _ dekarboksilaz dekarboksilaz dekarboksilaz dekarboksilaz Proskaeur
Aktivitesi

S50 () Q) Q) () Q) () Q) (+)

S51 () Q) Q) () Q) () Q) Q)

S72 (+) ) Q) () Q) () Q) (+)

S74 () ) Q) () Q) () Q) (+)

S85 (+) ) Q) () () () () (+)

125
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Laktik asit bakterilerinde aranan 6nemli bir 6zellik ise laktik asitin konfiigiirasyonudur.
Fermentasyon sirasinda iiretilen laktik asit izomeri, kullanilan tiire gore degisiklik
gostermektedir. Ornegin L. delbruecki, D(-) laktik asit izomeri iiretirken, L. sakei ve
diger heterofermentatif laktobasiller DL rasemik karisimini iiretmektedir (Holzapfel,
2002). Laktik asit bakterilerinin laktat dehidragenaz (LdhL, LdhD) aktivitelerine bagh
olarak tretmis olduklar1 rasemik karisimda D-laktik asit ve L- laktik asit orani
degiskenlik gostermektedir. Rasemik karisim her zaman esit oranla olusmamaktadir
(Goffin et al. 2005). D(-)-laktik asit insanlarda laktat dehidrogenaz tarafindan hidrolize
edilemedigi i¢in L(+)- laktik asit tireten suslar starter kiiltiir olarak tercih edilmektedir
(Holzapfel 2002; Kaya and Kaban 2010).

Arastirmada incelenen 5 L. plantarum susunun timiiniin DL-laktik asit Urettigi
belirlenmistir. Cizelge 4.9’dan da anlasilacagi {izere belirtilen sonuglar incelendiginde
en yiksek L(+)-laktik asit tretimi %50’nin {izerinde olan 2 sus s6z konusudur (L.
plantarum S51, S72). Sawitzki et al. (2009) tarafindan yapilan calismada ise L.
plantarum suslarindan bir susun %65,28 oraninda L(+)-laktik asit trettigi tespit

edilmistir.

Cizelge 4.9. Lactobacillus plantarum suslarinin enzimatik yolla belirlenen laktik asit
tretim degerleri

Lactobacillus D-Laktik Asit  D-Laktik Asit  L-Laktik Asit L-Laktik Asit

plantarum (g/L) (%) (/L) (%)
S50 10,54 63,8 5,98 36,2
S51 6,47 43,89 8,27 56,11
S72 5,7 48,68 6,01 51,32
S74 6,73 66,05 3,46 33,95

S85 8,97 66,47 4,52 33,53




56

4.6. Deneme Sucuklarina Ait Sonuclar

4.6.1. Nem degerleri (%)

Farkli L. plantarum suslar1 kullanilarak tiretilen sucuklar ile kontrol grubu sucuklarda
olgunlastirma siiresince belirlenen %nem degerleri Cizelge 4.10°da verilmistir. 11
giinlik olgunlagtirmanin sonunda Cizelge 4.10’dan da goriildiigli iizere tim sucuk
gruplarinda %nem degerleri %40’1n altina diismiis ve boylelikle Tiirk Gida Kodeksi Et
ve Et Uriinleri Tebliginde belirtilen kritere (en fazla %40) uygunluk saglanmigtir
(Anonim 2012).

Cizelge 4.10. Farkli Lactobacillus plantarum suslar1 kullanilarak iiretilen sucuklar ile
kontrol grubu sucuklarin olgunlagtima siiresince belirlenen%nem degerleri

Olgunlastirma Siiresi
Tekerriir 0 3 5 7 11

Kontrol 1 61,77 51,91 46,97 43,83 37,25
2 63,15 55,57 49,95 45,48 36,39
L. plantarum S50 1 62,77 55,49 49,74 44,19 35,69
2 63,04 53,93 49,33 44,16 36,58
L. plantarum S51 1 62,92 57,24 51,69 38,73 36,10
2 65,16 56,40 50,42 45,58 36,58
L. plantarum S72 1 63,61 55,47 55,16 52,44 39,03
2 63,26 54,84 52,06 46,10 38,83
L. plantarum S74 1 65,43 51,96 49,58 43,10 37,16
2 63,60 54,12 50,05 44,5 36,55
L. plantarum S85 1 62,53 54,75 49,12 43,66 35,53
2 62,96 54,26 49,95 45,12 38,25

Deneme grubu sucuklarin varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.11°de verilmistir. Starter
kiiltiir kullanim1 ve olgunlastirma siiresinin nem miktar1 {izerinde ¢ok Onemli etkisi
olurken (p<0,01), starter kiiltiir ve olgunlastirma siiresi interaksiyonunun 6nemli bir

etkisinin olmadig1 gorilmiistiir (p>0,01).
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Cizelge 4.11. Farkli Lactobacillus plantarum suslar1 kullanilarak iiretilen sucuklar ile kontrol
grubu sucuklarin olgunlastima siiresince belirlenen%nem degerlerine ait varyans analiz
sonuclari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F
Starter Kiiltiir (S) 5 10,986 4,194**
Olgunlastirma siiresi(O) 4 1190,56 454,483**
SxO 20 3,396 1,296
Hata 30 2,62

Genel 60

** P < (.01 seviyesinde 6nemli

Deneme sucuklarinin % nem degerlerine ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilagtirma
test sonuclar1 Cizelge 4.12°de verilmistir. Sucuk hamurunda 63,35+1,03 olarak
belirlenen ortalama %nem degeri, olgunlastirma stiresi ilerledikge diisiis gdstermis ve en
diisiik degeri 37,00+1,16 ile 11. giinde vermistir. Olgunlastirma siiresince ortalamalar
birbirinden farklilik goéstermistir (p<0,05). Olgunlastirma siiresi ilerledik¢e tiim
gruplarda kuruma nedeni ile nem miktar1 diisis gostermistir. Olgunlastirmanin son
giiniinde (11. Giin) tiim gruplarda nem degeri %40’1n altina diismiis olmakla birlikte
gruplar arasinda bazi farkliliklar gézlemlenmistir. Starter kiiltiir kullanilmadan tiretilen
kontrol grubuna ait ortalama nem degeri L. plantarum S72 harig¢ diger starter kiiltiirlii
gruplara ait ortalama degerlerden istatistiki olarak bir farklilik gostermemistir (p>0,05).
Bu sonug kontrol grubunda bulunan spontan floranin iyi bir ¢cogalma gdstererek tiriiniin
kurumasina ve friin Ozelliklerinin  ¢ogalmasina 6nemli katkida bulundugunu
gostermektedir. Kaya ve Gokalp (2004b) tarafindan yapilan arastirmada da 12 giinliik
olgunlastirma siiresinin sonunda starter kiiltiirlii ve starter kiiltiirsiiz sucuklarda nem

miktarinin %40’ 1n altina diistiigii rapor edilmistir.
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Cizelge 4.12. Deneme sucuklarinda starter kiiltiir ve olgunlastirma siiresi degiskenlerinin %nem
degerlerine ait ortalamalarinin Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari

Faktor
0 3 5 7 11
© 63,35+1,03a  54,66+1,59b 54,34+1,98¢ 44,74+3,08d 37,00£1,16e
Kontrol S50 S51 S72 S74 S85
49,2349,16  49,49+9,6 50,08+10,61 52,08+8,6 49,61+£9,81 49,614+9,29
b Ob b 2a b b

Ayni satirda farkli harflerle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir. (P<0.05), +
standart sapma, O: Olgunlastirma stiresi(giin), S: starter kiiltiir, S50: L. plantarum S50, S51: L. plantarum
S51, S72: L. plantarum S72, S74: L. plantarum S74, S85: L. plantarum S85

4.6.2. pH degerleri

Sucuk orneklerinde olgunlastirmanin farkli giinlerinde belirlen pH degerleri Cizelge
4.13‘te verilmistir. Sucuk hamurlarinda 5,60-5,70 arasinda degisen pH degeri 24 saatlik
fermentasyon sonunda L. plantarum kullanilarak {iretilen gruplarda 5,00’in altina
diismiistiir. Kontrol grubunda ise pH spontan floranin iyi bir ¢ogalma gdstermesinden
dolayr 5,50’in altina diigsmiistiir. Olgunlastirmanin 3. giiniinde kontrol grubunda pH
degeri 5,02-5,05 araligina kadar diigsmiistiir. Olgunlastirmanin son giinlerinde ise
ortamda biriken bazik karakterdeki bilesenler nedeni ile pH degerinde artiglar
kaydedilmistir.

Cizelge 4.13. Farkli Lactobacillus plantarum suslar1 kullanilarak iiretilen sucuklar ile kontrol
grubu sucuklarin olgunlagtima siiresince belirlenenpH degerlerine ait analiz sonuglari

Olgunlastirma Siiresi (Giin)

Tekerriir 0 1 3 5 7 11

1 5,74 5,39 5,02 472 4,70 4,86
Kontrol

2 5,69 5,48 5,05 473 473 4,92
L. plantarum 1 572 4,76 4,71 4,42 451 4.63
S50 2 5,70 4,78 473 443 4,50 4,62
L. plantarum 1 5,70 4,80 4,75 4,41 4,49 4,60
S51 2 5,69 4,86 473 4,38 4,49 4,60




59

Cizelge 4.13. (devam)

L. plantarum 1 5,69 4,87 4,81 451 4,63 4,70
S72 2 5,69 4,86 4,84 4,48 4,59 4,70
L. plantarum 1 5,70 4,85 4,87 4,53 4,58 4,68
S74 2 5,73 4,86 4,92 4,57 4,65 4,70
L. plantarum 1 5,72 4,87 4.84 4,53 4.64 470
585 2 5,73 4,89 4,86 4,55 4,64 4,70

Kontrol grubu ve L. plantarum igeren sucuklarin pH degerlerine ait varyans analiz
sonuclar1 Cizelge 4.14’te verilmistir. Buna gore starter kullanimi, olgunlastirma siiresi
ve starter kiiltiir x olgunlastirma siiresi interaksiyonun pH degeri {izerinde ¢ok 6nemli

etkileri s6z konusudur. Gengcelep et al. (2007) tarafindan da bildirilmistir.

Cizelge 4.14. Farkli Lactobacillus plantarum suslar1 kullanilarak iiretilen sucuklar ile kontrol
grubu sucuklarin olgunlagtima siiresince belirlenenpH degerlerine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F
Starter Kiiltiir (S) 5 0,139 4,261**
Olgunlastirma Siiresi(O) 5 2,237 265,397**
SxO 25 0,014 27,012**
Hata 36 0,001

Genel 72

** P < (.01 seviyesinde 6nemli

Deneme sucuklarininin pH degerlerine ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilagtirma test
sonuglart Cizelge 4.15’te verilmistir. Olgunlastirma siiresince belirlenen ortalama
degerler birbirinden istatistiki olarak farkli bulunmustur (p<0,05). Sucuk hamurunda
5,71£0,02 olarak belirlenen ortalama pH degeri, olgunlagtirmanin 5. giine kadar diisiis
gostermis ve daha sonra artis gostermistir. Starter kiiltiir iceren gruplara ait ortalama
degerler, kontrol grubuna ait ortalama degerden daha diisiik bulunmustur. En diisiik
ortalama deger L. plantarum S50 ve S51 suslarinin varliginda gézlemlenmistir (p<0,05)
(Cizelge 4.15).
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Cizelge 4.15. Deneme sucuklarinda starter kiiltir ve olgunlastirma siiresi degiskenlerinin pH
degerlerine ait ortalamalarinin Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari

Faktor
@) 0 1 3 5 7 11
5,71£0,02 4,94+0,24 4,84+0,11 4,52+0,11 4,60+0,08 4,70+0,10
a b c f e d
S Kontrol S50 S51 S72 S74 S85
5,09£0,39a  4,79+0,45 4,79+0,45 4,86+0,41 4,89+0,4 4,89+4,4
c c b 1b 1b

Ayni satirda farkli harflerle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir. (P<0.05), +
standart sapma, O: Olgunlastirma stiresi(giin), S: starter kiiltiir, S50: L. plantarum S50, S51: L. plantarum
S51, S72: L. plantarum S72, S74: L. plantarum S74, S85: L. plantarum S85

Deneme sucuklarinin olgunlastirma stiresince degisen pH degerlerinin Duncan ¢oklu
kargilastirma test sonuglar1 Cizelge 4.16’da verilmistir. Cizelge 4.16’dan gorildigi
lizere pH 24 saatlik fermentasyonun sonunda kontrol grubunda 5,5’in, diger gruplarda
ise 5’in altina diismiistiir. Bu siire zarfinda en az diisiis kontrol grubunda gézlenmis ve
bu gruba ait degerler starter kiiltiirli gruplara ait degerlerden istatistiki olarak farkli
bulunmustur (p<0,05). L. plantarum igeren gruplar arasinda ise ilk 24 saatte L.
plantarum S50 pH degerinde daha fazla bir diislise sebep olmustur. Ancak L. plantarum
S50’ye ait pH degeri, L. plantarum S51°¢ ait ortalama degerden istatistiki olarak
farklilik géstermemistir (p>0,05). Olgunlastirmanin sonunda ise en diisiik degerler yine
L. plantarum S50 ve L. plantarum S51 suslart kullanilarak iretilen gruplarda
belirlenmistir. Bu iki sus hem fermentasyonun 1. giiniinde hem de 3. giinlinde daha
diisiik degerler vermistir. Buna gore bu iki sus asit olusum hiz1 ve derecesi bakimindan
diger suslara gore daha 1yi sonuglar vermektedir. Tiim gruplar i¢in 7. giin en diisiik pH
degerleri elde edilmigken, 11. giin degerlerinde artis goriilmiistiir. Olgunlagtirmanin
ilerleyen gilinlerinde gerceklesen bu pH artisi, laktat ve amonyak olusumundan

kaynaklanabilmektedir (Demeyer et al. 1979).

Fermente sosislerde asit olusumu fiiriin giivenliginin yanmi sira kuruma acisindan da
onemlidir. Fermentasyon sirasinda pH’in diismesi ile birlikte proteinlerin izoeletrik
noktasina yaklagilmasi neticesinde su tutma kapasitesi diigmektedir. pH’in diismesi

kurumanin da daha etkin olmasini saglamaktadir (Soyer et al. 2005). Ancak izoelektrik
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noktanin altindaki pH degerlerinde su tutma kapasitesi tekrar artig gdsterdiginden asiri
pH diisiisii kuruma agisindan arzu edilen bir durum degildir (Gokalp vd 2004). Sucuk
gruplarinin tiimiinde pH degeri, Et ve Et Uriinleri Tebligi’'nde (Anon 2012) verilen sinir

degerin (5,4) ¢ok altindadir.

Cizelge 4.16. Farkli Lactobacillus plantarum suslar1 kullanilarak iiretilen sucuklar ile kontrol
grubu sucuklarin olgunlastima siiresince belirlenen pH degerlerine ait ortalamalarin Duncan
¢oklu karsilagtirma test sonuglari

Olgunlastirma siiresi

0.glin 1.glin 3.glin 5.glin 7.glin 11.glin
Kontrol 5,72+ 5,44+ 5,04+ 4,73+ 4,72+ 4,89+0,04

0,04a,A  0,06b, A 0,02c,A 0,0le, A 0,02e,A dA
Liantarum 5,71+ 4,77+ 4,72+ 4,43+ 4,51+ 4,63+
250 0,0le, A 0,01b,C 0,0lc,D 0,01d,D 0,01e,C 0,01f, C
Liantarum 5,70+ 4,83+ 4,74+ 4,40+ 4,49+ 4,60+
251 0,01a, A 0,04b,BC 0,01c,D 0,02f,D 0,00e,C 0,00d,C
Liantarum 5,69+ 4,87+ 4,83+ 4,50+ 4,61+ 4,70+
272 0,00a, A 0,01b,B 0,02b,C 0,02e,C 0,03d,B 0,00c, B
Liantarum 5,72+ 4,86+ 4,90+ 4,55+ 4,62+ 4,69+
274 0,02a, A 0,01b,B 0,04b,B 0,03d,B 0,05d,B 0,0lc,B
Liantarum 5,73+ 4,88+ 4,85+ 4,54+ 4,64+ 4,70+
285 0,01a, A 0,01b,B 0,01c,BC 0,01d,B 0,00e,B  0,00f, B

Ayni satirda farkli kiiciik harflerle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir.
(P<0.05), £ standart sapma
Ayni siitundaki farkli biiyiik harflerle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir.
(P<0.05), + standart sapma

Deneme sucuklarinin pH degeri iizerinde ¢ok Onemli etkisi saptanan starter kiiltiir x
olgunlagtirma siiresi interaksiyonuna ait grafik Sekil 4.7‘de verilmistir. Sekilden de
gorildiigli tlizere fermentasyonun ilk giinlinde kontrol grubunda pH 5,5’in altina
diiserken, starter kiiltiirlii gruplarda 5’in altinda pH degerleri gézlemlenmistir. Daha
sonraki iki giinde de kontrol grubunda pH diisiisii devam etmistir. Olgunlastirma

stiresince kontrol grubu diger gruplara gore daha yiiksek pH degeri vermistir.
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Sekil 4.7. Sucuk gruplarimin pH degeri lizerine starter kiiltiir x olgunlastima siiresi
interaksiyonunun etkisi

4.6.3. Laktik asit bakterileri

Farkli L. plantarum suslar1 (S50, S51, S72, S74 ve S85) kullanilarak iiretilen sucuklar
ile kontrol grubu sucuklarin laktik asit bakteri sayilarina ait sonuglar Cizelge 4.17°de ve
bu sonuglara ait grafik ise Sekil 4.8’de verilmistir. Kontrol grubu sucuk hamurlarinda
10* kob/g diizeyinde spontan laktik asit bakteri sayisi tespit edilmistir. Buna karsimn L.
plantarum suslarmm kullamldigi gruplarda 10” kob/g diizeyinde laktik asit bakteri
say1st tespit edilmistir. 24 saatlik fermantasyon sonunda gerek kontrol grubunda gerekse
starter kiiltiirlii gruplarda 1yi bir ¢ogalma gozlenmis ve 1x10° kob/g’dan daha yiiksek
laktik asit bakteri sayilarina ulasilmistir. Burada dikkat ¢ceken en 6nemli sonug¢ spontan

laktik asit bakterilerinin fermentasyonun ilk giiniinde iyi bir ¢ogalma gostermesidir.
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Cizelge 4.17. Farkli Lactobacillus plantarum suslar1 kullanilarak iiretilen sucuklar ile kontrol
grubu sucuklarin olgunlastima siiresince belirlenen laktik asit bakteri sayilari (log kob/g)

Olgunlastirma Siiresi (Giin)

Tekerrir 0O 1 3 5 7 11
conre L 460 829 883 893 88 850

2 440 817 872 817 914 818
L. 1 730 867 81 898 855 863
gg‘gtar“m 2 736 824 875 851 836 809
L. 1 735 855 862 843 808 780
g':lmar“m 2 772 837 864 863 829 769
L. 1 738 858 889 893 871 830
g?‘zntar“m 2 734 838 867 871 876 807
L. 1 748 848 869 857 851 839
g';ﬂ'tar“m 2 744 854 841 867 854 7,90
L. 1 744 866 894 867 84l 832
gg‘tar“m 2 759 846 88 853 980 839

Farkli L. plantarum suslart kullanilarak iiretilen sucuklarin olgunlastima siiresince
belirlenenlaktik asit bakteri sayilarina ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.18’de
verilmistir. Starter kiiltiir ve olgunlastirma stiresi faktorlerinin, laktik asit bakteri sayisi
tizerinde c¢ok oOnemli (p<0,01) etkileri oldugu belirlenmistir. Starter kiiltiir x
olgunlagtirma siiresi interaksiyonunun da laktik asit bakteri sayis1 izerinde ¢ok dnemli
(p<0,01) etkisi oldugu tespit edilmistir. Starter kiiltiir ve olgunlastirma faktorlerinin
sucugun laktik asit bakteri sayisi izerinde dnemli etkilerinin oldugu Kaban and Kaya

(2006), Kaya ve Gokalp (2004a;b) tarafindan da rapor edilmistir.
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Cizelge 4.18. Farkli Lactobacillus plantarum suslar1 kullanilarak iiretilen sucuklar ile kontrol
grubu sucuklarin olgunlastima siiresince belirlenen laktik asit bakteri sayilarina (log kob/g) ait
varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F
Starter Kiiltiir (S) 5 0,520 7,768**
Olgunlastirma Siiresi(O) S) 5,378 80,368**
SxO 25 0,567 8,477**
Hata 36 0,067

Genel 72

** P <0.01 seviyesinde 6nemli

Deneme sucuklarminin laktik asit bakteri sayilarina ait ortalama degerlerinin Duncan
coklu karsilastirma test sonuglart Cizelge 4.19°da verilmistir. Sucuk hamurunda
6,95+1,15 olarak belirlenen ortalama laktik asit bakteri sayis1 24 saatlik fermentasyon
sonunda yaklasik 2 log birimlik artis gostermis ve bu seviyede kalmistir. L. plantarum
S50, S72, S74 ve S85 igeren gruplara ait ortalama degerler, kontrol grubuna ait ortalama
degerden daha yiiksek bulunmustur (p<0,05). Starter kiiltiirlii gruplar arasinda da bazi
farkliliklar gozlemlenmistir (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19. Deneme sucuklarinda starter kiiltiir ve olgunlastirma siiresi degiskenlerinin laktik
asit bakteri sayilaria ait (log kob/g) sayilarina ait ortalamalarinin Duncan ¢oklu karsilagtirma
test sonuglari

Faktor
O 0 1 3 5 7 11
6,95+1,15 8,45+1,16 8§,67£0,23 8,64+0,23 8,67+0,45 §,19+0,29
c ab a a a b
S Kontrol S50 S51 S72 S74 S85
7,90+£1,62¢ 8,30+0, 8,18+0,4 8,39+0,5 8,30+0,4 8,50+0,6
52ab 4bc 4ab 4ab la

Ayn satirda farkli harflerle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir. (P<0.05), +
standart sapma, O: Olgunlastirma siiresi(giin), S: starter kiiltiir, S50: L. plantarum S50, S51: L. plantarum
S51, S72: L. plantarum S72, S74: L. plantarum S74, S85: L. plantarum S85

Farkli L. plantarum suslar1 kullanilarak iretilen sucuklar ile kontrol grubu sucuklarin

olgunlastirma siiresince belirlenen laktik asit bakteri sayilarina ait ortalamalarin Duncan
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coklu karsilastirma test sonuglart Cizelge 4.20°de verilmistir. Sucuk hamurunda en
diisiik degeri kontrol grubu verirken (p<0,05), diger gruplar arasinda istatistiki a¢idan
onemli bir farklilik s6z konusu olmamistir (p>0,05). Olgunlastirmanin 1. giiniinde ise
kontrol grubu da dahil tiim gruplara ait degerler istatistiki agidan onemli bir farklilik
gostermemigstir. L. plantarum igeren gruplarda bu siire zarfinda laktik asit bakteri
sayisinda 1 logaritmik birim civarinda artis gdzlenirken, kontrol grubunda spontan
laktik asit bakterileri yaklasik 4 logaritmik birimlik bir artis gdstermistir. Spontan laktik
asit bakterileri say1 acisindan 3. giinde de starter kiiltiirlii gruplardan farkli sonug
vermemistir. Bu sonu¢ spontan laktik asit bakterilerinin iyi bir ¢ogalma sergiledigini
gostermektedir. Burada baslangic¢ laktik asit bakteri sayisinin yiiksek olmasinin énemli
etkisinin oldugu diisiiniilmektedir. Olgunlastirmanin 5, 7 ve 11. giinlerinde gruplar
arasinda laktik asit bakteri sayisi agisindan 6nemli bir farklilik goriilmemistir (p>0,05)

(Cizelge 4.20).

Cizelge 4.20. Farkli Lactobacillus plantarum suslari kullanilarak iiretilen sucuklar ile kontrol
grubu sucuklarin olgunlastima siiresince belirlenen laktik asit bakteri sayilarina (log kob/g) ait
ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari

Olgunlastirma siiresi (giin)

0 1 3 5 7 11

4,50 8,23+ 8,78+ 0,08a, 8,55+ 9,00+ 8,34+
Kontrol +0,14¢c,B 0,08b,A AB 0,54ab, A 0,21a, A 0,23ab, A
L. plantarum 7,33+ 8,46+ 8,43+ 0,46a,8,75+ 8,47+ 8,36+
S50 0,04b, A 0,303, A A 0,33, A 0,11a,A 0,383, A
L. plantarum 7,54+0,26¢ 8,46+ 8,63+ 0,01a,8,53+ 8,19+ 7,75+
S51 A 0,13ab, A A 0,14ab, A 0,15b, A 0,08¢c, A
L. plantarum 7,36+ 8,48+ 8,78+ 0,16a, 8,82+ 8,74+ 8,19+
S72 0,03d, A 0,14bc,A AB 0,16ab, A 0,16ab, A 0,16c, A
L. plantarum 7,46+ 8,51+ 8,55+ 0,20a, 8,62+ 8,53+ 8,15+
S74 0,03d, A 0,04ab,A AB 0,07a, A 0,03ab, A 0,35c, A
L. plantarum 7,52+ 8,56+ 8,88+ 0,08a, 8,60+ 9,10+ 8,36+
S85 0,11b,A 0,14a,A A 0,10a, A 0,993, A  0,05ab, A

Ayni satirda farkli kiiciik harflerle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir.
(P<0.05), £ standart sapma
Aymn siitundaki farkli biiylik harflerle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir.
(P<0.05), £ standart sapma
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Farkli sucuk gruplarmin laktik asit bakteri sayisi lizerinde ¢ok dnemli(p<0,01) etkisi
saptanan starter kiiltiir x olgunlastirma siiresi interaksiyonuna ait grafik Sekil 4.8’de
verilmistir. Sekilden de goriildiigii lizere kontrol grubunda yer alan spontan laktik asit
bakterileri fermentasyonun ilk giiniinde ¢ok hizli bir cogalma gostererek 1x10° kob/
g’dan daha yiiksek sayilara erismistir. Buna bagl olarak yukarida da agiklandigi gibi pH
degerinde de arzu edilen 6lciide bir diisiis saglanmistir. Ancak siirekli ve giivenilir bir

asitlesme i¢in starter kiiltlir kullanimi kaginilmazdir.

N
o

=}=—=f=——=}= Kontrol
9 @®—@ @ Lpantarum S50
B L p/antarum S51
8 A—4A—A [ .plantarum S72
Y—k—k L.plantarum S74

4¢—4—4¢ L.plantarum S85

Laktik Asit Bakteri Sayi si (Log kob/g)
~

4 i i i l

0 3 6 9 12
Olgunlastirma suresi (Gun)

Sekil 4.8. Deneme sucuklarinin laktik asit bakteri sayisi lizerine starter kiiltlir x
olgunlagtirma siiresi interaksiyonunun etkisi

4.6.4. Listeria monocytogenes

Farkli L. plantarum suslar1 (S50, S51, S72, S74 ve S85) kullanilarak iiretilen sucuklar
ile kontrol grubu sucuklarda olgunlastirma siiresince saptanan Listeria monocytogenes
sayilar1 Cizelge 4.21°de verilmistir. Sucuk hamurlarma 10* kob/g diizeyinde inokiile
edilen L. monocytogenes, kontrol grubunda 24 saatlik fermentasyon sonunda yaklasik
0,5 logaritmik birimlik artis gostermistir. L. plantarum igeren gruplarda ise sayida ayni
siire zarfinda kullanilan susa bagli olarak rediiksiyonlar gézlenmistir. Olgunlastirmanin
sonunda L. monocytogenes sayisi L. plantarum S50 kullanilan grupta saptanabilir sinirin

altina diismiistiir. L. plantarum S51 varliginda ise 3 log kob/g’in altinda bir deger tespit
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edilmistir. Kontrol grubu ile diger gruplarda ise 10* kob/ g’dan daha diisiik degerler
tespit edilmistir.

Cizelge 4.21. Farkli Lactobacillus plantarum suslar1 kullanilarak iiretilen sucuklar ile kontrol
grubu sucuklarin olgunlastima siiresince belirlenen Listeria monocytogenes sayilari (log kob/g)

Olgunlastirma Siiresi (Giin)

Tekerrur 0 1 3 5 7 11
1 4,18 5,06 451 456 406 432

Kontrol
2 4,68 4,99 431 448 349 346
L plantarum 1 4,69 4,24 4,26 43 3,41 <2
S50 2 4,79 4,19 452 406 3,95 <2
L plantarum 1 4,77 4,31 4,52 4,5 376 248
S51 2 4,81 4,04 4,42 4,7 4,09 2.3
L plantarum 1 3.97 4,37 441 429 429 337
S72 2 4,64 4,32 4,75 43 3,96 3,18
L plantarum 1 4,61 4,36 418 425 322 336
S74 2 4,72 4,48 433 445 3,73 3,48
L plantarum 1 4,66 4,15 429 452 365 322
S85 2 4,92 4,32 442 449 462 353

Sucuk gruplarinin Listeria monocytogenes sayilarina ait varyans analiz sonuglari
Cizelge 4.22°de verilmistir. Buna gore starter kiiltiir ve olgunlastirma siiresi Listeria
monocytogenes sayisi lizerinde ¢ok dnemli (p<0,01) etki gostermistir. Starter kiiltiir x
olgunlastirma siiresi interaksiyonunun da Listeria monocytogenes sayisi iizerinde ¢ok

onemli (p<0,01) derecede etkili oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.22. Farkli Lactobacillus plantarum suslart kullanilarak iiretilen sucuklar ile kontrol
grubu sucuklarin olgunlastima siiresince belirlenenListeria monocytogenes sayilarina (log
kob/g) ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklar SD KO F
Starter Kiiltiir (S) 5 0,314 5,274**
Olgunlastirma Siiresi(O) 5) 4,6069 68,332**
SxO 25 0,239 4,018**
Hata 36 0,060

Genel 71

** P < (.01 seviyesinde 6nemli

Deneme sucuklarmin L. monocytogenes sayilarina ait ortalamalarin Duncan c¢oklu
kargilastirma test sonuclari Cizelge 4.23’te verilmistir. Sucuk hamurunda 4,62+0,27
olarak belirlenen L. monocytogenes sayisi olgunlastirma siiresi ilerledik¢e diisiis
gostermis ve en disiik degeri 3,06+£0,71 log kob/g ile 11. giinde vermistir.
Olgunlagtirmanmn 1., 3. ve 5. giinlerine ait ortalamalar birbirinden farklilik
gostermemistir (p>0,05) . Bu sonu¢ fermentasyonun ilk 24 saati igerisinde gerceklesen
asitlesmenin onemli bir faktor oldugunun gostergesidir. Starter kiiltiirler iceren gruplara
ait ortalama degerler de birbirinden farklilik gostermistir. En diisiik ortalama degeri L.
plantarum S50 vermis, ancak bu ortalama deger istatistiki olarak L. plantarum S51°den
farksiz bulunmustur (p>0,05).
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Cizelge 4.23. Deneme sucuklarinda starter kiiltiir ve olgunlastirma siiresi degiskenlerinin
Listeria monocytogenes sayilarina (log kob/g) ait ortalamalarimin Duncan ¢oklu karsilagtirma
test sonuglari

Faktor

@] 0 1 3 5 7 11
4,62+0,27 4,40+0,31 4,41+0,15 4,41+0,17 3,85+0,39 3,06+0,71
a a a a b c

S Kontrol S50 S51 S72 S74 S85
4,34+0,50 3,87+0,94 4,06+0,84 4,15+0,84 4,10+0,51 4,234+0,51
a a ab ab ab a

Ayni satirda farkli harflerle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir. (P<0.05), +
standart sapma, O: Olgunlastirma siiresi(giin), S: starter kiiltiir, S50: L. plantarum S50, S51: L. plantarum
S51, S72: L. plantarum S72, S74: L. plantarum S74, S85: L. plantarum S85

Sucuk gruplarmin L. monocytogenes sayisi iizerinde ¢ok dnemli etkisi saptanan starter
kiiltiir x olgunlastirma siiresi interaksiyonuna ait grafik Sekil 4.9’da verilmistir. Buna
gore olgunlastirmanin ilk giiniinde kontrol grubunda L. monocytogenes sayisi artig
gosterirken, diger gruplarda azalmistir. Kaya ve Gokalp (2004a;b) tarafindan yapilan
arastirmalarda starter kiiltiir kullanilmayan gruplarda olgunlastirmanin ilk 3 giiniinde,
asitlesmenin yavas olmasindan dolayr L. monocytogenes sayisinda onemli artislar
kaydedilmistir. Mevcut bu arastirmada yukarida verilen pH degerlerine ait sonuglardan
da goriilecegi lizere, kontrol grubunda olgunlastirmanin ilk giinlinde pH degeri 5,5’in
altina 3. giinlinde ise 5,1’in altina diismistiir. Kaya ve Gokalp (2004a) tarafindan
yapilan arastirmada kontrol grubunda pH degeri ancak 3. giinde 5,4 civarina diigmiistiir.
Sucuk tizerinde yapilan mevcut bu arastirma ile Kaya ve Gokalp (2004a) tarafindan
yapilan arastirmalara ait sonuglara gore sucuk tiretiminde L. monocytogenes’in kontrolii
agisindan pH’nin 6nemli bir faktordiir. Erol et al. (1999) tarafindan yapilan aragtirmada
ise kontrol grubu orneklerde pH olgunlastirmanin 4. giinlinde 4.85-4.99 arasinda

degistigi L. monocytogenes sayisinda ise onemli bir degisimin olmadig1 rapor edilmistir.

Deneme sucuklarinin olgunlastirma siiresi ve starter kiiltiir arasindaki interaksiyonlarina
ait Duncan c¢oklu test sonuclarina gore (Cizelge 4.24) 1. giinde kontrol grubu diger
gruplara gore istatistiki a¢idan onemli farklilhik gostermistir (p<0,05). 3., 5. ve 7.

giinlerde ise gruplar arasinda istatistiki acidan Onemli bir farklilik gézlenmemistir
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(p>0,05). Kontrol grubunun 0. giin ile 11. giinline ait degerler birbirinden istatistiki
olarak farklilik gostermezken, starter kiiltiir iceren gruplarda en diisik deger
olgunlastirmanin son giiniinde saptanmistir. En fazla dists ise L. plantarum S50
varliginda goriilmiistiir. Bu sonuglara gore kontrol grubu sucuklarda L. monocytogenes
sayisinda spontan floranin iyi bir ¢ogalma gdstermesine ragmen L. monocytogenes
sayisinda onemli bir azalmaya sebep olmamistir. L. plantarum suslar1 6zellikle de L.
plantarum S50 sayida 6nemli rediiksiyonlara sebep olmustur. Bu sonucun se¢ilmis bu
suslarin fermentasyon asamasinda pH’da hizli bir diisiise neden olmalarindan ve
muhtemelen bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri metabolitler {iretmelerinden ileri
geldigi dusiiniilmiistiir. Nitekim bu suslarin L. monocytogenes’e karsi antagonistik

aktivite gosterdigi in vitro testlerle de ortaya konulmustur.

Erol et al. (1999) tarafindan sucuk iizerinde yapilan bir caligmada, starter kiltiir
mevcudiyetinde ozellikle de bakteriyosin pozitif suslarin varliginda L. monocytogenes
sayisinda onemli rediiksiyonlarin gerceklestirildigi bildirilmistir. Kaya and Gokalp
(2004b) tarafindan yapilan arastirmada da bakteriyosin olusturan suslarin (L. sakei
Lb706, Pediococcus acidilactici Lb 628) starter kiiltiir olarak kullanilmasi durumunda
L. monocytogenes sayisinda Onemli rediiksiyonlarin oldugu bildirilmistir. Sucuk
tizerinde yapilan diger bir ¢alismada da bakteriyosin iireticisi P. acidilactici susunun
kontrol grubuna gore 2 log kob/g diizeyinde daha fazla bir azalma sagladigi rapor

edilmistir (Cosansu et al. 2010).
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Sekil 4.9. Deneme sucuklarinin Listeria monocytogenes sayisi iizerine starter kiiltiir x
olgunlastirma siiresi interaksiyonunun etkisi

Cizelge 4.24. Farkli Lactobacillus plantarum suslar1 kullanilarak iiretilen sucuklar ile kontrol
grubu sucuklarin olgunlastima siiresince belirlenen Listeria monocytogenes sayilarina (log
kob/g) ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglari

Olgunlastirma siiresi (giin)

0 1 3 5 7 11
Kool AA3E035 5038005 441:0,14  452:0,06 3,75£040 3,89:0,61

ab, A a, A ab, A ab, A b, A b, A
Ll'amarum 474£0,07 4224004 439+0.18  4,18+0,17 3,68+038 <2,00:£0,00
250 aA b, B b, A b, A ¢, A d C
"I'amarum 479+003 4,18£0,19  447+0,07 4,60£0,14 3,93£023 2.39+0,13
251 a, A cd B bc, A b A d A e, BC
"I'amarum 4314047  435£0,04  458+024  430£0,01 4.13£023 3.28+0,13
272 a, A a, B a, A a, A a, A b, B
Ll'amarum 479018  442+008 42+0.11 435014 3.48+036 3.42+0,08
274 a, A b, B b, A b, A b, A c, AB
'-I'amarum 4,620,127 4244012  436£0,09 4514002 4,07+0,69 3,38+0,22
285 a, A b B ab A ab. A b, A c, AB

Ayni satirda farkli kiiciik harflerle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir.
(P<0.05), = standart sapma
Aymn siitundaki farkli biiylik harflerle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir.
(P<0.05), £ standart sapma
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Olgunlastirma siiresi sonunda L. plantarum S50, S51, S72, S74 ve S85 sirasiyla 2,74,
2,40, 1,03, 1,37 ve 1,24 log kob/g inhibisyon ger¢eklestirdigi kontrol grubunda ise
Listeria monocytogenes inhibisyonunun 0,94 log kob/g oldugu saptanmistir. Berry et al.
(1990) bakteriyosin iireticisi starter kiiltiir kullanimiyla yar1 kuru fermente bir sosis
cesidinde Listeria sayisinda 2 log kob/g’lik bir rediiksiyonun saglandigini, bakteriyosin
tireticisi olmayan starter kullanilmasi durumunda ise 1 log kob/g’dan daha az bir
rediiksiyonun gergeklestirildigini bildirilmistir. Foegeding et al. (1992) da bakteriyosin
tireticisi sus kullanilmasiyla Listeria sayisinda 1 veya 1,2 log kob/g daha fazla bir
rediiksiyonun gercgeklestigini yaptiklart denemelerle ortaya koymuslardir. Benzer
sekilde Diaz-ruiz et al. (2012) model sosis fermentasyon ortaminda bakteriyosin tireten
L. plantarum susunun bakteriyosin ireticisi olmayan L. plantarum susuna gore L.

monocytogenes sayisinda daha fazla bir rediiksiyon sagladigini bildirmislerdir.

4.6.5. Enterobactericeae

Farkli L. plantarum suslar1 kullanilarak iiretilen sucuklar ile kontrol grubu sucuklarin
olgunlastirma siiresince belirlenen Enterobactericeae sayilar1 Cizelge 4.25’te verilmistir.
Sucuk hamurlarinda <2 ile 2,6 log kob/g arasinda degisen enterobactericeae sayisi
kontrol grubunda 1. Giinden itibaren saptanabilir sinirin altina diismiistiir. Diger
gruplarda da 3. Giinden itibaren sayr saptanabilir degerin altinda bulunmustur.
Enterobactericeae familyas1 lyelerine, diisik pH ve su aktivitesine kars1 hassas
olmalarindan dolay1 fermente et {iriinlerinde az rastlanilmaktadir (Gonzalez and Diez
2002). Mevcut bu aragtirmada pH degerlerindeki diisiislerden dolay1 Enterobactericeae
tiyelerinin gelisemedigi diisiiniilmektedir. Benzer sonuglar farkli arastiricilar tarafindan

da bildirilmistir (Kaya and Gokalp 2004a, b; Gengcelep et al. 2007; Kaban 2007).
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Cizelge 4.25. Farkli Lactobacillus plantarum suslari kullanilarak iiretilen sucuklar ile kontrol
grubu sucuklarin olgunlastima siiresince belirlenen Enterobactericeae sayilari (log kob/g)

Olgunlagtirma siiresi (giin)

Tekerriir O 1 3 5 7 11
Kontrol 1 2,48 <2 <2 <2 <2 <2
2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
L. plantarum S50 1 2,60 2,70 <2 <2 <2 <2
2 2,60 2,00 <2 <2 <2 <2
1 2,30 2,30 <2 <2 <2 <2
L. plantarum S51 2 < < < < < <
1 2,00 <2 <2 <2 <2 <2
L. plantarum S72 5 2.00 2.95 < < < <
1 2,00 <2 <2 <2 <2 <2
L. plantarum S74 2 < 2,60 < < < <
1 <2 2,70 <2 <2 <2 <2
L. plantarum S85 2 248 2.00 < < < <
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5. SONUC ve ONERILER

Arastirma kapsaminda sucuktan izole edilen 5 Lactobacillus plantarum izolati
molekiiler olarak dogrulanmis ve 7 gida kaynakli patojene karsi antagonistik aktiviteleri
incelenmistir. Bu laktik asit bakteri izolatlar1 Lactobacillus plantarum S50, S51, S72,
S74 ve S85 olarak tanimlanmig ve proteolitik, lipolitik 6zellikleri, dekarboksilaz ve
nitrat rediiktaz aktiviteleri, glukozdan asetoin olusturabilme yetenekleri ile L (+), D(-)
laktik asit tiretimleri yoniinden incelenmistir. Ayrica arastirmada bu suslarin fermente
sucukta L. monocytogenes’e karsi koruyucu kiiltiir olarak kullanilip kullanilamayacigini
belirlemek amaci ile deneme sucuklari iiretilerek analiz edilmistir. Arastirmada elde

edilen sonuglardan agagida verilen genel sonug ve Onerilere varilmistir.

1. Segilen 5 L. plantarum izolat1 16s rRNA dizi analizi ile L. plantarum olarak
dogrulanmistir. L. plantarum S50, S51, S72, S74 ve S85 olarak adlandirilan L.
plantarum suslarinin kuyu difiizyon testi sonucunda kullanilan 7 indikator susa karsi
antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Suslar, Listeria monocytogenes’e karsi
iyi bir antagonistik aktivite gostermistir. Bu sonug, suslarin potansiyel koruyucu kiiltiir
olabilecegine dair iyi bir isaret olarak diisiiniilmiistir.

2. L. plantarum suslarinin genomik DNA’sinda 11 farkli bakteriyosin iiretiminden
sorumlu gen bolgesinin ¢ogaltilmast amaciyla kullanilan primerler ile gergeklestirilen
PCR, basarili bir sekilde gerceklestirilmis ve plantarisin tiretiminden sorumlu 7 farkli
(pInB, pInC, pInD, pInl, pInJ, pInK ve pInN) geni ¢ogaltan primerler ile PCR sonucunda
amplifikasyon gercekleslestirilmistir.

3. L. plantarum S50, S51, S72, S74 ve S85 numarali izolatlarin 24 saat boyunca
alinan optik yogunluk degerlerine bakilarak olusturulan ¢ogalma egrisinde 0-4 saat arasi
lag(adaptasyon) fazi, 4-12 saat arasi ise log (¢ogalma) fazi olusturdugu belirlenmistir.

4. L. plantarum S50, S51, S72 ve S74 ’iin 8. saatte bakteriyosin benzeri metabolit
tretimine bagsladigi, log fazinin sonuna yaklasildiginda bakteriyosin aktivitesinin arttigi
ve durma fazinda ise maksimuma ulastigi gorilmistiir. L. plantarum S85’in ise 10.
saatte bakteriyosin {iretimine bagsladigi ve durma fazinda maksimum bakteriyosin

aktivitesine eristigi belirlenmistir.
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5. L. plantarum S85 ve S50 suslarinin iiretmis oldugu antimikrobiyal madde sicaklik
stire uygulamalarindan ¢ok az etkilenirken, L. plantarum S74 susunda uygulanan
sicaklik siire kombinasyonlarinda aktivitede herhangi bir kayip goriillmemistir. S72 ve
S51 izolatlarinin ise 121°C 15" inkiibasyon sonucunda M. luteus NCIMB f{izerine
antimikrobiyal etkisinde tamamen kaybettikleri saptanmistir. Bu sonuclar dikkate
alindiginda L. plantarum suslarinin 6zellikle L. plantarum S74 susunun fermente
sucugun yani sira 1sil islem gormiis sucuk {iiretiminde L. monocytogenes’e karsi
koruyucu kiiltiir olarak kullanilabilcegi diisiiniilmektedir.

6. Tripsin, pepsin ve proteinaz K enzim uygulamalar1 antmikrobiyal aktiviteyi
olumsuz yonde etkilemistir. Uygulanan enzimlerin proteolitik karakterde olmasi L.
plantarum S50, S51, S72, S74 ve S85’in gostermis oldugu antimikrobiyal aktivitenin
protein kaynakli olduguna isaret etmektedir. Proteolitik enzim uygulamasi indikator
suglara gore degiskenlik gostermistir. Enzim uygulamasi sonucunda, L. plantarum S50
ve S74’ln {iretmis olduklari antimikrobiyal maddenin L. monocytogenes’e karsi
aktivitesi devam ederken M. [uteus 'a kars1 aktivitesi tamamen kaybolmustur.

7. L. plantarum suslarinin teknolojik o6zellikleri incelendiginde suslarin tiimiiniin
25°C’de optimum bir ¢ogalma gosterdigi tespit edilmistir. 15°C’lik bir sicaklikta da
cogalma gosteren suslar, 45°C’de zayif bir ¢ogalma gostermistir. %6,5 tuz
konsantrasyonunda gelisen suslar %10 tuz mevcudiyetinde ¢ogalma sergileyememistir.
Sucuk ve benzeri fermente et diriinlerinde daha diisik tuz oranlart (%2-3)
kullanildigindan, kullanilan L. plantarum suslarinin fermentasyon asamasinda iyi bir
cogalma gosterecegi ve daha sonraki asamalarda da canliligimi stirdiirebilecegi
digiintilebilir. Farkli pH degerlerinde ¢ogalmalari incelendiginde ise diisiik pH
degerlerinde (pH 4,5 ve 5) orta diizeyde bir ¢ogalma gdsteren suslar pH 5,5°de iyi, pH 6
ve 6,5 da ise ¢ok iyl bir cogalma goOstermistir. Fermentasyon sirasinda pH’nin 5
civarlarina  diismesinin  laktik asit bakterilerinin  gelismini  olumsuz  yonde
etkileyebilecegi sdylenebilir.

8. L. plantarum suslarmin biyokimyasal 6zellikleri dikkate alindiginda L. plantarum
S51 hari¢ digerleri glukozdan asetoin olusumunun gostergesi olan Voges-proskeur
testinde pozitif sonug vermistir. Fermente et iirlinlerinde ¢ok yiiksek miktarda asetik asit
veya asetoin olusumu arzu edilen bir durum degildir (Kaya and Kaban 2010). incelenen

suslarin  tiimiiniin kazeni ve jelatini parcalama yetenegine sahip olmadiklar
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belirlenmistir. Ayni1 sekilde tribiitirini pargalama Ozelligine sahip olmadiklar1 da
saptanmistir. Bu sonuglar kullanilan suslarin proteolitik ve lipolitik aktiviteye sahip
olmadigmi gostermektedir. Suslarin tiimii lisin, ornitin ve arginin dekarboksilaz
aktivitesi yoniinden negatif sonu¢ vermislerdir. Biyojen aminlerin yiiksek miktarda
tilketimi ile istenmeyen fizyolojik sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir (Latorre-Moratalla et
al. 2012a). Arastirmada incelenen 5 L. plantarum susunun timiiniin DL-laktik asit
iirettigi belirlenmistir. iki L. plantarum susunda (S72, S85) zayif bir nitrat rediiktaz
aktivitesi gozlenirken, diger suslarda nitraz rediiktaz aktivitesi tespit edilmemistir. Tiim
bu sonuglara gore L. plantarum suslari sucuk ve benzeri tirlinlerde bir starter kiiltiir igin
gerekli biyokimyasal ozellikleri sergilemektedir. Ancak L. plantarum S51 susunun
Voges-proskauer testinde negatif sonug vermis olmasi, bu susu 6n plana ¢ikarmaktadir.
Asetoin seviyesi Uriin aromast agisindan onemli oldugundan diger suslarin model
sistemlerde aroma olusuma etkileri detayli bir sekilde incelenmesinin 6nemli oldugu
distiniilmektedir.

9. L. plantarum suslar1 kullanilarak iiretilen fermente sucuklarla ilgili denemelerde
tim gruplarda kuruma nedeni ile nem miktar1 olgunlagtirma siiresi ilerledikce diisiis
gostermistir. Olgunlastirmanin son giiniinde (11. giin) tiim gruplarda nem degeri %40’ 1n
altina diismiistiir. Starter kiiltiir kullanilmadan {iretilen kontrol grubuna ait ortalama
%nem degeri dahi L. plantarum iceren gruplarin ortalama degerinden istatistiki olarak
bir farklilik gostermemistir (p>0,05). Bu sonug¢ spontan laktik asit bakterilerinin
ortamda 1yi gelistigini gdstermekle birlikte, standart bir iirlin liretimini garanti altina
almamaktadir. Hammadde kalitesi 6zellikle hijyenik kalite farklilik gosterebileceginden
standart ve kaliteli bir {irlin i¢in starter kiiltiirlere ihtiya¢ vardir.

10. Fermente sucuk, 1sil islem gormiis sucuk, salami, chorizo, summer sausage,
lebanon Bologna, Rohwurst gibi kuru veya yarit kuru fermente sosislerde pH hem
trlinlin duyusal O6zellikleri hem de mikrobiyolojik ag¢idan 6nemli bir i¢ faktordiir.
Fermentasyon asamasinda pH’nin izoelektirik noktaya kadar diismesi su tutma
kapasitesini diisiirerek kurumaya katkida bulunmaktadir. Diger taraftan bu asamadaki
asit olusum hiz1 ve derecesi gida kaynakli patojenlerin ve hatta arzu edilmeyen Gram(-)
floranin inhibisyonunda olduk¢a 6nemlidir. Mevcut bu arastirmada 24°C’de 24 saatlik
fermentasyon sonunda L. plantarum iceren gruplarda pH 5’in altina diiserken, kontrol

grubunda 5,5’in altina diigmistiir. Olgunlastirmanin 3. giiniinde kontrol grubunda pH
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5,04’e kadar digmiistiir. Tim gruplarda olgunlastirmanin son giiniinde proteolizis
nedeniyle pH’da artis gézlenmistir.

11. Sucuk hamuruna 10" kob/ g diizeyinde inokiile edilen L. plantarum suslari
fermentasyonun ilk giiniinde 108 kob/g diizeyine kadar ¢cogalmis ve hemen hemen bu
diizeyde kalmustir. Kontrol grubunda ise 10* kob/g diizeyinde laktik asit bakterisi tespit
edilirken olgunlastirma siiresince daha yiiksek sayilara erigilmistir. Kontrol grubunda da
bu diizeye erisilmesi spontan laktik asit bakterilerinin ¢ok iyi gelistigini gostermektedir.
12. Sucuk hamurlarma 10* kob/g diizeyinde inokiile edilen Listeria monocytogenes,
kontrol grubunda 24 saatlik fermentasyon sonunda 0,5 logaritmik birimlik artis
gosterirken, L. plantarum igeren gruplarda ise inhibisyon saptanmistir. Bu sonucun
olgunlagtirmanin ilk giinlinde asitlesmenin kontrol grubunda daha yavas olmasindan
ileri geldigi diisiintilmektedir. Listeria monocytogenes sayisinda en 6nemli inhibisyon L.
plantarum S50 igeren grupta oldugu diger L. plantarum suslarinda da inhibisyon
saptanmustir. Olgunlagtirma siiresi sonunda L. plantarum S50, S51, S72, S74 ve S85
sirastyla 2,74, 2,40, 1,03, 1,37 ve 1,24 log kob/g inhibisyon gerceklestirdigi kontrol
grubunda ise Listeria monocytogenes inhibisyonunun 0,94 log kob/g oldugu
saptanmigtir. Bu sonucun L. plantarum suslarinin yukarida da belirtildigi gibi pH’da
saglamis oldugu hizli diisis ve in vitro testlerle de tespit edilen, Listeria
monocytogenes’e karst sahip oldugu antagonistik aktiviteden kaynaklandig:

distinilmiistiir.

Sonug olarak mevcut bu arastirmada kullanilan geleneksel sucuk kaynakli L. plantarum
suslarinin  pek c¢ok Ozellik agisindan starter ve/veya koruyucu kiiltiir olarak

kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu kanaatine varilmistir.



78

KAYNAKLAR

Adiguzel, G. and Atasever, M. 2009. Phenotypic and genotypic characterization of
lactic acid bacteria isolated from Turkish dry fermented sausage. Romanian
Biotechnological Letters, 14(1), 4130-4138.

Albano, H., Oliveira, M., Aroso, R., Cubero, N., Hogg, T. and Teixeira, P., 2007.
Antilisterial activity of lactic acid bacteria 1solated from ‘alheiras’’ (traditional
Portuguese fermented sausages): 1n situ assays. Meat Science, 76, 796-800.

Albano, H., Pinho, C., Leite, D., Barbosa,J., Silva, J., Magalhaes, R., Hogg, T. and
Teixeira, P., 2009. Evaluation of bacteriocin-producing strain of Pediococcus
acidilactici as a biopreservative for “alheira”, a fermented meat sausage. Food
Control, 20,764-770.

Ammor, S., Rachman, C., Chaillou, S., Prevost, H., Dousset, X., Zagorec, M., Dufour,
E. and Chevallier, 1., 2005. Phenotypic and genotypic identification of lactic acid
bacteria 1solated from a small-scale facility producing traditional dry sausages.
Food Microbiology, 22, 373-382.

Ananou, S., Garriga, M., Hugas, M., Maqueda, M., Martinez-Bueno, M., Galvez, A. and
Valdivia, E., 2005. Control of Listeria monocytogenes in model sausages by
enterocin AS-48. International Journal of Food Microbiology, 103,179-190.

Anonim, 2012. Tiirk Gida Kodeksi Et Uriinleri Tebligi (Teblig No: 2012/74),5/12/2012/
28488. Resmi Gazete.

Aymerich,T., Martin,B.,Garriga, M. and Hugas, M., 2003. Microbial quality and direct
pcr identification of lactic acid bacteria and nonpathogenic staphylococci from
artisanal low-acid sausages. Applied and Enviromental Microbiology,
69(8),4583-4594.

Baka, A.M., Papavergou, E.J., Pragalaki, T. , Bloukas, J.G. and Kotzekidou, P., 2011.
Effect of selected autochthonous starter cultures on processing and quality
characteristics of Greek fermented sausages. LWT - Food Science and
Technology, 44, 54-61.

Baka, M., Noriega, E., Tsakali, E. and Van Impe, J.F.M., 2015. Influence of
composition and processing of frankfurter sausages on the growth dynamics of
Listeria monocytogenes under vacuum. Food Research International, 70, 94—
100.

Balciunas, E.M., Martinez, F.A.C., Todorov, S.D., Berna Franco, B.D.G.M., Converti,
A. and Oliveira, R.P.S., 2013. Novel biotechnological applications of
bacteriocins: A review. Food Control, 32,134-142.

Barbosa, M.S., Todorov, S.D., Ivanova, I., Chobert, J.M., Haertle, T. and Melo Franco,
B.D.G.,2015. Improving safety of salami by application of bacteriocins
produced by an autochthonous Lactobacillus curvatus isolate. Food
Microbiology, 46, 254-262.

Barbosa, M.S., Todorov, S.D., Ivanova, 1.V., Belguesmia, Y., Choiset, Y.,Rabesona, H.,
Chobert , J.-M., Haertle, T. and Franco, B.D.G.M., 2016. Characterization of a
two-peptide plantaricin produced by Lactobacillus plantarum MBSa4 isolated
from Brazilian salami. Food Control, 60, 103-112.



79

Baris, O., 2009. Erzurum ilindeki magaralarda damlatas1 olusumunda etkili bakterilerin
izolasyonu, karakterizasyonu ve tanis1. Doktora Tezi, Atatiirk Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii, Erzurum.

Benito, M.J., Mart'In, A.. Aranda, E 'Erez-Nevado, F. P Ruiz-Moyano S., and
C’Ordoba. M.G., 2007. Characterization and selection of autochthonous lactic
acid bacteria 1solated from traditional Iberian dry-fermented salchich’on and
chorizo sausages. Journal of Food Science , 72(6), 194-201.

Benkerroum, N., Daoud, A. and Kamal, M., 2003. Behaviour of Listeria monocytogenes
in raw sausages (merguez) in presence of a bacteriocin-producing lactococcal
strain as a protective culture. Meat Science, 63, 479-484.

Benkerroum, N.,Daoudi, A., Hamraoui, T., Ghalfi, H., Thiry, C., Duroy, M., Evrart, P.,
Roblain, D. and Thonart, P., 2005. Lyophilized preparations of
bacteriocinogenic Lactobacillus curvatus and Lactococcus lactis subsp. lactis as
potential protective adjuncts to control Listeria monocytogenes in dry-fermented
sausages. Journal of Applied Microbiology, 98, 56-63.

Berktas, M., Bozkurt, E.N., Hamza Bozkurt, H., Alisarli, M. and Giidiiciioglu, H., 2006.
Et ve et Urlinlerinden Listeria monocytogenes 'in izolasyonu Van Tip Dergisi: 13
(2),36-41.

Berry, E. D., M. B. Liewen, R. W. Mandigo, and R. W. Hutkins. 1990. Inhibition of
Listeria monocytogenes by bacteriocin producing Pediococcus during the
manufacture of fermented semidry sausage. Journal of Food Protection, 53,194-
197.

Beverly. R.L., 2004. The control, survival, and growth of Listeria monocytogenes on
food products. Graduate Faculty of the Louisiana State University and
Agricultural and Mechanical College in partial fulfillment of the Requirements
for the degree of Doctor of Philosophy The Department of Food Science.

Biswas, S. R., Ray, P., Johnson, M. C., and Ray, B., 1991. Influence of growth
conditions on the production of a bacteriocin, pediocin AcH, by Pediococcus
acidilactici H. Applied and Environmental Microbiology, 57(4), 1265-1267.

Bover-Cid, S., Hugas, M., lzquierdo-Pulido, M. and Vidal-Carou, M.C., 2001. Amino
acid-decarboxylase activity of bacteria isolated from fermented pork sausages.
International Journal of Food Microbiology, 66, 185-189.

Bromberg, R., Moreno, 1., Zaganini, C.L., Delboni, R.R., Oliveira, J., 2004. Isolation of
bacteriocin-producing lactic acid bacteria from meat and meat products and its
spectrum of inhibitory activity. Brazilian Journal of Microbiology, 35,137-144.

Caklovica, F., Koza¢mski, L., Cvrtila, Z., Veskovié-Mora¢anin, S., Gasparik Reichardt,
J., Zdolec, N., Smajlovi¢, M. and Alagi¢, D., 2005. Influence of selected lab on
L. monocytogenes during production of traditionally fermented sausages.
Tehnologija Mesa, 46, 185-193.

Capozzi, V., Russo, P., Ladero, V., Fernandez V., Fiocco, D., Alvarez M.A., Grieco, F.
and Spanol, G., 2012. Biogenic amines degradation by Lactobacillus plantarum:
toward a potential application in wine, Frontiers in Microbiology doi:
10.3389/fmich.2012.00122

Carvalho, A.A.T., Paula, R.A., Mantovani, H.C., and Moraes, C.A.,2006. Inhibition of
Listeria monocytogenes by a lactic acid bacterium 1solated from Italian salami.
Food Microbiology, 23, 213-219.



80

Casaburi, A., Di Martino, V., Ferranti, P., Picariello, L. and Villani, F., 2016. T
echnological properties and bacteriocins production by Lactobacillus curvatus
54M16 and its use as starter culture for fermented sausage manufacture. Food
Control, 59, 31-45.

Castro, M.P., Palavecino, N.Z., Herman, C., Garro, O.A. and Campos, C.A., 2011.
Lactic acid bacteria isolated from artisanal dry sausages: Characterization of
antibacterial compounds and study of the factors affecting bacteriocin
production. Meat Science, 87, 321-329.

Chen, H., and Hoover, D. G., 2003. Bacteriocins and their food applications.
Comprehensive reviews in food science and food safety, 2(3), 82-100.

Colak, H., Hampikyan, H., Ulusoy, B. and Bingol, E.B. 2007. Presence of Listeria
monocytogenes in Turkish style fermented sausage. Food Control,18, 30-32.

Comi, G., Urso, R., lacumin, L., Rantsiou, K., Cattaneo, P., Cantoni, C. and Cocolin,
L.,2005. Characterisation of naturally fermented sausages produced in the north
east of Italy. Meat Science, 69, 381-392.

Coppola, R., Giagnacovo, B., lorizzo, M. and Grazia, L., 1998. Characterization of
lactobacilli involved in the ripening of soppressata molisana, A typical Southern
Italy fermented sausage. Food Microbiology, 15, 347-353.

Cosansu, S., Geornaras, I, Ayhan, K. and Sofos, J.N., 2010. Control of Listeria
monocytogenes by bacteriocin-producing Pediococcus acidilactici 13 and its
antimicrobial substance in a dry fermented sausage sucuk and in turkey breast.
Journal of Food and Nutrition Research, 49(4), 206-214.

Con, A.H. and Gokalp, H.Y., 2000. Production of bacteriocin-like metabolites by lactic
acid cultures isolated from sucuk samples. Meat Sci, 55:89-96.

Con, A.H., Gokalp, H.Y. and Kaya, M., 2001. Antagonistic effect on Listeria
monocytogenes and L. innocua of a bacteriocin-like metabolite produced by
lactic acid bacteria isolated from sucuk. Meat Science, 59, 437-441.

Con, A.H., Kaya, M. and Gokalp H.Y., 1996. Isoilerung und identifizierung von
Listeria monocytogenes und weiteren Listerienarten aus der Tirkischen
Rohwurst “Sucuk”. Archiv fiir Lebensmittelhygiene, 47, 65-66.

Dalié, D.K.D., Deschamps, A.M. and Richard-Forget, F., 2010. Lactic acid bacteria —
potential for control of mould growth and mycotoxins: A Review, Food Control,
21, 370-380.

De Martinis, E.C.P. and Freitas, F.Z., 2003. Screening of lactic acid bacteria from
Brazilian meats for bacteriocin formation. Food Control, 14, 197-200.

De Vries, M., Vaughan, E.E., Kleerebezem, M., and de Vosa, W.M., 2006. Review
Lactobacillus plantarum survival, functional and potential probiotic properties in
the human intestinal tract. International Dairy Journal, 16,1018-1028.

Delves-Broughton, J., Blackburn, P., Evans, R.J. and Hugenholtz, J., 1996. Applications
of the bacteriocin, nisin. Antonie van Leeuwenhoek, 69(2), 193-202.

Demeyer, D.l. and Vandekerckhove, P., 1979. Compounds determining pH in dry
sausage R. Moermans. Meat Science, 3(3), 161-167.

Diaz-Ruiz, G., Omar, N.B., Abriouel, H., Canamero, M.M. and Galvez, A., 2012.
Inhibition of Listeria monocytogenes and Escherichia coli by bacteriocin-
producing Lactobacillus plantarum EC52 in a meat sausage model system,
African Journal of Microbiology Research, 6(6), 1103-1108.



81

Dicks, L.M.T., Mellett, F.D. and Hoffman, L.C., 2004. Use of bacteriocin-producing
starter cultures of Lactobacillus plantarum and Lactobacillus curvatus in
production of ostrich meat salami. Meat Science, 66, 703-708.

Dinger, B., Mutluer, B., Erol, 1., Ozdemir, H., Yagl, O. ve Akgiin, S., 1995. Tiirk
fermente sucuguna 6zgii starter kiiltiir bakterilerinin izolasyon, identifikasyon ve
iiretimleri. Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 42 (3), 285-293.

Doulgeraki, A., Paraskevopoulos, N., Nychas, G.J.E. and Panagou, E.Z., 2013. An in
vitro study of Lactobacillus plantarum strains for the presence of plantaricin
genes and their potential control of the table olive microbiota. Antonie Van
Leeuwenhoek, 103-821.

Drosinos, E.H., Mataragas, M., Xiraphi, N., Moschonas,G., Gaitis, F. and
Metaxopoulos, J., 2005. Characterization of the microbial flora from a
traditional Greek fermented Sausage. Meat Science, 69 (2), 307-317.

Drosinos, E.H., Paramithiotis, S., Kolovos, G., Tsikouras, I. and Metaxopoulos, I.,
2007. phenotypic and technological diversity of lactic acid bacteria and
staphylococci 1solated from traditionally fermented sausages in Southern Greece.
Food Microbiology, 24, 260-270.

Enan, G., El-Essawy, A.A., Uyttendaele, M. and Debeverea, J., 1996. Antibacterial
activity of Lactobacillus plantarum UGI isolated from dry sausage:
characterization, production and bactericidal action of plantaricin UG 1.
International Journal of Food Microbiology, 30, 189-215.

Erol, I. and Hildebrandt, G., 1992. Einfluss von Starterkulturen auf das Wachstum
pathogener Keime in Tirkischer Rohwurst. Fleischwirtschaft, 72, 90-97.

Erol, 1., Celik, T.H., Sireli, U.T. ve Ozdemir, H., 1999. Bakteriyosin olusturan starter
kiiltiirlerin fermente tiirk sucuklarinda L. monocytogenes iizerine etkisi .Tr. J. of
Veterinary and Animal Sciences, 23(4), 793-802.

Essid, I., Medini, M.and Hassouna, M., 2009. Technological and safety properties of
Lactobacillus plantarum strains 1solated from a Tunisian traditional salted meat.
Meat Science, 81, 203-208.

Farber J.M., Rossb, W.H. and Harwig, J., 1996. Health risk assessment of Listeria
monocytogenes in Canada. International Journal of Food Microbiology 30, 145-
156.

Farber, J. M., and Peterkin, P. I., 1991. Listeria monocytogenes, a food-borne pathogen.
Microbiological reviews, 55(3), 476-511.

Foegeding,P.M., Thomas A.B., Pilkington, D.H. and Klaenhammer, T.R.., 1992.
Enhanced control of Listeria monocytogenes by in situ-produced pediocin during
dry fermented sausage productiont, Applied And Environmental Microbiology,
58(3), 884-890.

Fontana, C.,Cocconcelli, P. S., Vignolo, G. and Saavedra, L., 2015. Occurrence of
antilisterial structural bacteriocins genes in meat borne lactic acid bacteria, Food
Control, 47, 53-509.

Frangois, Z.N., Marie, K.P., Noélle, T.A.H. and Emeric, G.W.R., 2013. Antimicrobial
activity of a bacteriocin produced by Lactobacillus plantarum 29V and strain’s
viability in Palm kernel oil. International Journal of Nutrition and Food
Sciences, 2(3), 102-108.

Freitas de Macedo, R.E., Miyague, L., Costa, B. and Luciano, F.B., 2013. Control of
Listeria monocytogenes growth by bacteriocin-producing starter cultures in the



82

manufacturing of dry fermented sausage. African Journal of Microbiology
Research, 7(9), 710-718.

Gao, Y., Li, D. and Liu, X., 2014. Bacteriocin-producing Lactobacillus sakei C2 as
starter culture in fermented sausages. Food Control, 35, 1-6.

Gengcelep, H., Kaban, G. and Kaya, M., 2007. Effects of starter cultures and nitrite
levels on formation of biogenic amines in sucuk. Meat Science, 77(3), 424-430.

Giraffa, G., Chanishvili, N. and Widyastuti, Y., 2010. Importance of lactobacilli in food
and feed biotechnology. Research in Microbiology, 161(6), 480-487.

Goffin, P., Deghorain, M., Mainardi, J., Tytgat, I., Champomier-Verge's, M.,
Kleerebezem, M., and Hols, P., 2005. Lactate racemization as a rescue pathway
for supplying D-lactate to the cell wall biosynthesis machinery in Lactobacillus
plantarum. Journal of bacteriology, 187(19), 6750-6761.

Gonzalez, B. and Diez, V., 2002. The effect of nitrite and starter culture on
microbiological quality of ‘‘chorizo’’a Spanish dry cured sausage. Meat Science,
60, 295-298.

Goulet, V., King, L.A., Vaillant, V. and Valk, H., 2013. What is the incubation period
for listeriosis? BMC Infectious Diseases BMC series open, inclusive and trusted,
13(1), 1.

Gokalp, H.Y., Kaya M., Tiilek Y. ve Zorba O., 2001. Et ve iiriinlerinde kalite kontrolii
ve laboratuar uygulama kilavuzu. Atatiirk Univ. Yaym No:751, Ziraat Fak.
Yaymn No:318, Ders Kitaplar1 Serisi, No: 69, Atatiirk Univ. Ziraat Fak. Ofset
Tesisi, Erzurum.

Gokalp, H.Y., Kaya, M. ve Zorba, O., 2004. Et iiriinleri isleme miihendisligi. Atatiirk
Univ. Yaym No:786, Ziraat Fak. Yayin No: 320, Ders Kitaplar1 serisi No:70,
Atatiirk Univ. Ziraat Fak. Ofset Tesisi, Erzurum.

Giirakan, G.C., Bozoglu, T.F. and Weiss, N., 1995. Identification of lactobacillus strains
from turkish-style dry fermented sausages. LWT-Food Science and Technology,
28(1),139-144.

Harrigan, W.F., 1998. Laboratory methods in food microbiology. Academic Press.
California 92101-4495, USA, pp100.

Hernandez, D., Cardell, E. and Zarate, V., 2005. Antimicrobial activity of lactic acid
bacteria isolated from Tenerife cheese: initial characterization of plantaricin
TF711, a bacteriocin-like substance produced by Lactobacillus plantarum
TF711. Journal of Applied Microbiology, 99, 77-84.

Hillier, A.J. and Davidson, B.E., 1991. Bacteriocins as food preservatives. Food Res
Q.51:60-64.

Holzapfel, W.H., 2002. Appropriate starter culture technologies for small-scale
fermentation in developing countries. International Journal of Food
Microbiology, 75, 197-212.

Hugas, M. and Monfort, J.M., 1997. Bacterial starter cultures for meat fermentation.
Food Chemistry, 59, 547-554.

Hugas, M., Garriga, M., Aymerich, M.T. and Monfort J.M., 1995. Inhibition of Listeria
in dry fermented sausages by the bacteriocinogenic Lactobacillus sake CTC 494.
Journal of Applied Bacteriology, 79, 322—330.

Hugas, M., Garriga, M., Aymerich, T. and Monfort, J.M., 1993. Biochemical
characterization of lactobacilli from dry fermented sausages. International
Journal of Food Microbiology, 18(2), 107-113.



83

Jessen, B., 1995. Starter cultures for meat fermentations. in: fermented meats.(Edited by
G. Campbell-Platt and P.E. Cook), 134-140. Blackie Academic & Professional.
Glasgow G64 2NZ, UK.

Jones, R.J., Hussein, H.M., Zagorec, M., Brightwell, G. and Tagg, J.R., 2008. Isolation
of lactic acid bacteria with inhibitory activity against pathogens and spoilage
organisms associated with fresh meat. Food Microbiology, 25, 228-234.

Kaban, G., 2007. Geleneksel olarak tretilen sucuklardan laktik asit bakterileri ile
katalaz pozitif koklarin izolasyonu- identifikasyonu, iiretimde kullanilabilme
imkanlar1 ve ugucu bilesikler iizerine etkileri, Doktora Tezi, Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Erzurum.

Kaban, G. and Kaya, M., 2006. Effect of starter culture on growth of Staphylococcus
aureus in Sucuk. Food Control, 17 (10), 797-801.

Kaban, G. and Kaya, M., 2008. Identification of lactic acid bacteria and gram-positive
catalase-positive cocci 1solated from naturally fermented sausage (Sucuk) .
Journal of Food Science, 73(8), 385-388.

Kaban, G. and Kaya, M., 2009a. Effects of Lactobacillus plantarum and Staphylococcus
xylosus on the quality characteristics of dry fermented sausage “Sucuk”. Journal
of Food Science, 74(1), 58-63.

Kaban, G., and Kaya, M. 2009b. Effects of Staphylococcus carnosus on quality
characteristics of sucuk (Turkish dry-fermented sausage) during ripening. Food
Science and Biotechnology, 18(1), 150-156.

Kaban, G., Kaya, M. and Liicke, F.K., 2012. Meat starter cultures. Encyclopedia of
Biotechnology in Agriculture and Food, Taylor and Francis, Newyork, 1-4.

Kamiloglu, A., Kaban, G. and Kaya, M., 2016. Contribution of catalase positive cocci
on flavour formation in fermented sausages. British Journal of Applied Science
& Technology, DOI: 10.9734/BJAST/2016/27740.

Kamiloglu, A., Saym, B., Kaban, G. and Kaya, M., 2014. Catalase positive cocci and
volatile compounds in fermented sausages. Journal of Biotechnology, 185S,
S18-S36.

Kaya, M., and Gokalp, H.Y., 1997. The incidence of Listeria spp. in Turkish style dry
sausage. Fleischwirtschaft, 77(3), 275-276.

Kaya, M. and Gokalp, H.Y., 2004a. Sucuk iiretiminde starter kiiltlir kullaniminin ve
farkl nitrit dozlarinin Listeria monocytogenes’in gelisimi tizerine etkisi, Turkish
Journal of Veterinary and Animal Science, 28, 1121-1127.

Kaya, M. ve Gokalp H.Y., 2004b. Farkli laktik starter kiiltiirler kullanilarak {iretilen
sucuklarda Listeria monocytogenes’in davranisi. Turkish Journal of Veterinary
and Animal Science, 28(6), 1113-1120.

Kaya, M. ve Kaban, G., 2010. Fermente et tirtinleri. Gida biyoteknolojisi, (2nd Ed.), N.
Aran. Nobel Yayin, Istanbul, Tiirkiye, 157—190.

Kesmen, Z., Yetiman, A.E., Gulluce, A., Kacmaz, N., Sagdic, O., Cetin, B., Adiguzel,
A, Sahin, F. and Yetim, H., 2012. Combination of culture-dependent and
culture-independent molecular methods for the determination of lactic
microbiota in sucuk. International Journal of Food Microbiology, 153, 428-435.

Kingcha, Y., Tosukhowong, A., Zendo, T., Roytrakul, S., Luxananil, P.,
Chareonpornsook, K. and Visessanguan, W., 2012. Anti-listerial activity of
Pediococcus pentosaceus BCC 3772 and application as starter culture for nham,
a traditional fermented pork sausage. Food Control, 25, 190-196.



84

Klaenhammer, T.R,. 1993. Genetics of bacteriocins produced by lactic acid bacteria.
FEMS Microbiology, 12, 39-86.

Klaenhammer, T.R., 1988. Bacteriocins of lactic acid bacteria. Biochimie, 70(3), 337-
349.

Kloos, W.E. and Schleifer, K.H., 1975. Simplified scheme for routine identification of
human Staphylococcus species. Journal of Clinical Microbiology, 1(1), 82-88.

Kormin, S., Rusul, G., Radu, S. and Ling, F.H., 2001. Bacteriocin-producing lactic acid
bacteria 1solated from traditional fermented food. Malaysian Journal of Medical
Sciences, 8(1), 63-68.

Lahti, E., Johansson, T., Honkanen-Buzalski, T., Hill , P. and Nurmi, E., 2001. Survival
and detection of Escherichia coli O157:H7 and Listeria monocytogenes during
the manufacture of dry sausage using two different starter cultures. Food
Microbiology, 18, 75-85.

Landeta, G., Curiel, J. A., Carrascosa, A. V., Mufloz, R., and De Las Rivas, B., 2013.
Technological and safety properties of lactic acid bacteria isolated from Spanish
dry-cured sausages. Meat science, 95(2), 272-280.

Latorre-Moratalla, M.L., Bover-Cid, S., Bosch-Fusté, J. and Vidal-Carou, M.C. 2012b.
Influence of technological conditions of sausage fermentation on the aminogenic
activity of L.curvatus CTC273. Food Microbiology. 29, 43-48.

Latorre-Moratalla, M.L., Bover-Cid, S., Veciana-Nogués, M.T. and Vidal-Caroul,
M.C., 2012a. Control of biogenic amines in fermented sausages: role of starter
cultures. Frontier in Microbiology, 3(169), 1-9.

Lewus, C.B., Kaiser, A. and Montville, T.J., 1991. Inhibition of food-borne bacterial
pathogens by bacteriocins from lactic acid bacteria 1solated from meat. Applied
and Enviromental Microbiology, 57(6), 1683-1688.

Line, J.E., Svetoch, E.A., Eruslanov, B.V., Perelygin, V.V., Mitsevich, E.V., Mitsevich,
I.P. and Stern, N.J., 2008. Isolation and purification of enterocin E-760 with
broad antimicrobial activity against gram-positive and Gram-negative bacteria.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 52(3), 1094-1100.

Liicke, F.K., 1985. Mikrobiologische Vorgédnge bei der Herstellung von Rohwurst und
Rohschinken in: Mikrobiologie und Qualitat von Rohwurst und Rohschinken.
Bundensanstalt fiir Fleischforschung, Kulmbach, 85-102.

Liicke, F.K. and Hechelmann, H., 1987. Starter cultures for dry sausages and raw ham
composition and effect. Fleischwirtschaft, 67(3), 307-314.

Liicke, F.K.,1998. Fermented sausages. In: Microbiology of fermented foods. Springer
US, 1998. p. 441-483.

Mangia, N.P., Trani, A., Di Luccia, A., Faccia, M., Gambacorta, G., Fancello, F. and
Deiana, P., 2013. Effect of the use of autochthonous Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus plantarum and Staphylococcus xylosus strains on microbiological
and biochemical properties of the Sardinian fermented sausage. European Food
Research and Technology, 236(3), 557-566.

Marie, K.P., Francois, Z.N., Abbasi, A., Anwar, F. and Ali, S.A., 2012. Characterization
of a bacteriocin produced by Lactobacillus plantarum Lp6SH isolated from
"Sha'a”, a maize-based traditionally fermented beverage from cameroon.
International Journal of Biology 4(2) ,149-158.

Mataragas, M., Bellio, A., Rovetto, F., Astegiano, S., Greci, C., Hertel, C., Decastelli,
L. and Cocolin, L., 2015. Quantification of persistence of the food-borne



85

pathogens Listeria monocytogenes and Salmonella enterica during manufacture
of Italian fermented sausages, Food Control, 47, 552-559

Messi, P., Bondi, M., Sabia, C., Battini, R., Manicardi, G., 2001. Detection and
preliminary characterization of a bacteriocin (plantaricin 35d) produced by a
Lactobacillus plantarum strain. International Journal of Food Microbiology, 64,
193-198.

Montel, M.C., Mason, F. and Talon, R., 1998. Bacterial Role in flavour development.
Meat Science, 49 (1), 111-123.

Montet, D. and Ray R.C., 2016. Fermented Foods, Part I: Biochemistry and
biotechnology. CRC Press, Taylor and Francis, 413.

Miiller, D.M., Carrasco, M.S., Tonarelli, G.G. and Simonetta, A.C., 2009.
Characterization and purification of a new bacteriocin with a broad inhibitory
spectrum produced by Lactobacillus plantarum Ip31 strain 1solated from dry-
fermented sausage. Journal of Applied Microbiology, 106(6), 1364-5072.

Nes, I. F., Brede, D.A. and Holo, H., 2006. The nonlantibiotic heat-stable bacteriocins
in Gram positive bacteria. Handbook of Biologically Active Peptides, Kastin, A.
Academic Press, 85-93.

Nes, I.F., Gabrielsen, C., Brede, D.A., and Diep, D.B., 2015. Novel developments in
bacteriocins from lactic acid bacteria. Biotechnology of lactic acid bacteria:
novel applications, Mozzi, M., Raya, R.R., Vignolo, G.M. John Wiley & Sons,
80-97.

Nes, I.LF., Yoon S.S. and Diep, D.B., 2007. Ribosomally synthesiszed antimicrobial
peptides (bacteriocins) in lactic acid bacteria: a review. Food Science and
Biotechnology, 16(5), 675 — 690.

Nie, X., Zhang, Q. and Lin, S., 2014. Biogenic amine accumulation in silver carp
sausage 1noculated with Lactobacillus plantarum plus Saccharomyces
cerevisiae. Food Chemistry 153, 432-436

Nieto-Lozano, J.C., Reguera-Useros, J.I., Palaez-Martinez, M.C., Sacristan-Perez-
Menayo, G., Gutiérrez-Fernandez A.J. and Torre A.H., 2010. The effect of the
pediocin PA-1 produced by Pediococcus acidilactici against Listeria
monocytogenes and Clostridium perfringens in Spanish dry-fermented sausages
and frankfurters. Food Control, 21, 679-685.

Noonpakdee, W., Santivarangkna, C., Jumriangrit, P., Sonomoto, K. and Panyim, S.,
2003. Isolation of nisin-producing Lactococcus lactis WNC 20 strain from
nham, a traditional Thai fermented sausage. International Journal of Food
Microbiology, 81, 137 — 145.

Ozdemir, H., 1999. Tiirk fermente sucugunun florasindaki dominant laktobasil
tiirlerinin sucugun organoleptik nitelikleri ile iliskisi. Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 46: 189-198.

Ozdemir, H., Celik, T.H., Erol, 1., Sireli, U.,T. ve Siriken, B., 1996.Yiiksek sicaklik
derecelerinde olgunlastirilan Tiirk fermente sucuklarinda laktobasillerin seyir,
izolasyon ve identifikasyonu. Gida, 21(6), 465-478.

Paik, H. and Lee, J., 2014. Investigation of reduction and tolerance capability of lactic
acid bacteria 1solated from kimchi against nitrate and nitrite in fermented
sausage condition. Meat Science, 97, 609-614.

Papamanoli, E., Tzanetakis, N., Litopoulou-Tzanetaki, E. and Kotzekidou, P., 2003.
Characterization of lactic acid bacteria 1solated from a Greek dry-fermented



86

sausage in respect of their technological and probiotic properties. Meat Science,
65, 859-867.

Paula, R.A., Barbosa, A.A.T., Machado, S.R.S., Saraiva, M.A.V., Moraes, C.A. and
Mantovani, H.C., 2015. Growth and anti-listerial activity of a nisin Z producer in
a pork lean meat broth fermentation system. African Journal of Microbiology,
9(39), 2095-2102.

Phalakornkule, C. and Tanasupawat, S., 2006. Characterization of lactic acid bacteria
from traditional thai fermented sausages. Journal of culture Collections, 5, 46-
57.

Pragalaki, T., Bloukas, J.G. and Kotzekidou, P., 2013. Inhibition of Listeria
monocytogenes and Escherichia coli O157:H7 in liquid broth medium and
during processing of fermented sausage using autochthonous starter cultures.
Meat Science, 95(3), 458-464.

Rattanachaikunsopon, P. and Phumkhachorn, P., 2006. Isolation and preliminary
characterization of bacteriocin produced by Lactobacillus plantarum NO014
isolated from nham, a traditional thai fermented pork. Journal of Food
Protection, 69(8),1937-1943.

Remiger, A., Ehrmann, M. A. and Vogel, R.F., 1996. Identification of bacteriocin-
encoding genes in lactobacilli by polymerase chain reaction (PCR). Systematic
and Applied Microbiology, 19, 28-34.

Regnena, T., Pelaez, C. and Fox, P.F., 1993. Peptidase and proteinase activity of
Lactococcus lactis, Lactobacillus casei and Lactobacillus plantarum. Zeitschrift
fiir Lebensmittel-Untersuchung und Forschung, 196 (4), 351-355.

Rodriguez, J.M., Cmntas, L.M., Casaus, P., Suarez, A. and Hernandez, P.E., 1995. PCR
detection of the lactocin s structural gene in bacteriocin-producing lactobacilli
from meat. Applied and Environmental Microbiology, 61(7), 2802—2805.

Sabia, C., Niederhausern, S., Messi, P., Manicardi, G. and Bondi, M., 2003.
Bacteriocin-producing Enterococcus casseliflavus IM 416K1, a natural
antagonist for control of Listeria monocytogenes in Italian sausages (cacciatore).
International Journal of Food Microbiology, 87, 173— 179.

Santos, M.H.S., 1998. Amino acid decarboxylase capability of microorganisms isolated
in Spanish fermented meat products international. Journal of Food Microbiology
39, 227-230.

Sawitzki, M.C., Fiorentini, A.M., Bertol, T.M. and Sant’Anna, E.S., 2009.
Lactobacillus plantarum strains isolated from naturaly fermented sausages and
their technological properties for application as starter cultures. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, 29(2), 340-345.

Schillinger, U. and Liicke, F. K., 1987. Identification of lactobacilli from meat and meat
products. Food Microbiology, 4, 199-208.

Schillinger, U. and Liicke, F.K., 1989. Antibacterial activity of Lactobacillus sake
isolated from meat. Applied and Environmental Microbiology, 55 (8), 1901
1906.

Smaoui, S.L., Elleuch, W., Bejar, I., Karray-Rebai, I., Ayadi and B. Jaouadi 2010.
Inhibition of fungi and gram-negative bacteria by bacteriocin BacTN635
produced by Lactobacillus plantarum sp. TN635. Applied Biochemistry and
Biotechnology, 162, 1132-1146.



87

Soyer, A., Erta, A.H. and Uziimciioglu, U., 2005. Effect of processing conditions on the
quality of naturally fermented Turkish sausages (sucuks). Meat Science, 69,
135-141.

Tagg, J. R., Dajani, A. S., and Wannamaker, L. W. 1976. Bacteriocins of gram-positive
bacteria. Bacteriological reviews, 40(3), 722.

Thévenot, D., Delignette-Muller, M.L., Christieans, C. and Vernozy-Rozand, C., 2005.
Prevalence of Listeria monocytogenes in 13 dried sausage processing plants and
their products. International Journal of Food Microbiology, 102, 85 — 94.

Todorov S.D., Ho, P., Vaz-Velho, M. and Dicks, L.M.T., 2010. Characterization of
bacteriocins produced by two strains of Lactobacillus plantarum isolated from
beloura and chourigo, traditional pork products from Portugal. Meat Science, 84,
334-343.

Todorov, S., Gotcheva, B., Dousset, X., Onno, B. and Ivanova, 1., 2000. Influence of
growth medium on bacteriocin production in Lactobacillus plantarum ST31.
Biotechnology & Biotechnological Equipment, 14, 50-55.

Todorov, S.D. and Dicks, L.M.T. 2006. Screening for bacteriocin-producing lactic acid
bacteria from boza, a traditional cereal beverage from Bulgaria. Comparison of
the bacteriocins. Process Biochemistry, 41, 11-19.

Todorov, S.D., 2008. Bacteriocin production by Lactobacillus plantarum AMA-K
isolated from Amasi, a Zimbabwean fermented milk product and study of the
adsorption of bacteriocin AMA-K to Listeria sp.. Brazilian Journal of
Microbiology, 39(1), 178-187.

Todorov, S.D., Vaz-Velho, M., de Melo Franco, B.D.G. and Holzapfel, W.H., 2013.
Partial characterization of bacteriocins produced by three strains of Lactobacillus
sakei, isolated from salpicao, a fermented meat product from North-West of
Portugal. Food Control, 30, 111-121.

Toksoy, A., Beyath, Y. ve Ashm, B., 1999. sucuk ve sosislerden izole edilen
Lactobacillus plantarum suslarinin  bazi  metabolik ve antimikrobiyal
aktivitelerinin incelenmesi. Tiirk Veterinerlik ve Hayvancilik Dergisi, 23, 533-
540.

Van Reenen, C.A., Dicks, L.M.T. and Chikindas, M.L., 1998. Isolation, purification and
partial characterization of plantaricin 423, a bacteriocin produced by
Lactobacillus plantarum. Journal of Applied Microbiology, 84(6), 1131-1137.

Vidal-Carou, M.C., Toldra, F., Hui, Y.H., Astiasaran, 1., Nip, W.K., Sebranek, J.G.,
Latorre-Moratalla, M.L., Veciana-Nogués, M.T., Bover-Cid, S., Silveira, E.T.,
Stahnke, L.H. and Talon, R., 2007. Biogenic amines: risks and control.
handbook of fermented meat and poultry, Toldra, F. Blackwell Publishing,
Oxford, 455-468.

Wen, L.S.,Philip, K. and Ajam, N. 2016. Purification, characterization and mode of
action of plantaricin K25 produced by Lactobacillus plantarum. Food Control,
60, 430-439.

Wheater, D.M., 1955. The characteristics of Lactobacillus plantarum, L. helveticus and
L. casei. Journal of General Microbiology, 12, 133-1309.

Wilson, K., 1997. Preparation of genomic DNA from bacteria. Current Protocols in
Molecular Biology, 2.4.1-2.4.5.



88

Woraprayote, W., Malila,Y., Sorapukdee, S., Swetwiwathana, A., Benjakul, S. and
Visessanguan, W., 2016. Bacteriocins from lactic acid bacteria and their
applications in meat and meat products. Meat Science. (article in press)

Yaman, A., Gokalp, H.Y. and Con, A.H., 1998. Some characteristics of lactic acid
bacteria present in commercial sucuk samples. Meat Science, 49, 387-397.

Yang, E., Fan, L., Jiang, Y., Doucette, C. and Fillmore, S., 2012. Antimicrobial activity
of bacteriocin-producing lactic acid bacteria 1solated from cheeses and yogurts.
AMB Express, 2, 48.

Zanette, C.M., Dalla Santa, O.R. and Bersot, L.S., 2015. Effect of Lactobacillus
plantarum starter cultures on the behavior of Listeria monocytogenes during
sausage maturation. International Food Research Journal, 22(2), 844-848.

Zeng, X., Xia, W., Wang, J., Jiang, Q., Xu, Y., Qiu, Y., & Wang, H., 2014,
Technological properties of Lactobacillus plantarum strains isolated from
Chinese traditional low salt fermented whole fish. Food Control, 40, 351-358.

Zhang, Q., Lin, S. and Nie, X., 2013. Reduction of biogenic amine accumulation in
silver carp sausage by an amine-negative Lactobacillus plantarum. Food
Control, 32, 496-500.

Ztaliou, |., Tsakalidou, E., Tzanetakis, N. and Kalantzopouloss, G., 1996. Lactobacillus
plantarum strains 1solated from traditional Greek cheese. Taxonomic
characterization and screening for enzyme activities. Lait, 76, 209-216.



89

OZGECMIS

1985 yilinda Trabzon’un Merkez ilecesinde dogdu. Ilkdgrenimini Cudibey ilkokulun
da, orta ve lise 6grenimini Trabzon Kanuni Anadolu Lisesinde tamamladi. 2007 yilinda
Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Boliimiinden mezun oldu. Yiiksek lisans
egitimini 2007-2010 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Gida Miihendisligi béliimiinde
tamamladi. Yiiksek lisans egitimi sirasinda Bayburt Tarim 11 Miidiirliigii’nde basladig
Gida Miihendisligi gorevinden 2011 yilinda ayrilarak Bayburt Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimiinde arastirma gorevlisi olarak géreve basladi. Ayni yil Atatiirk

Universitesi Gida Miihendisligi Anabilim Dalinda Doktora egitimine basladi.

Halen Bayburt Universitesi Gida Miihendisligi Boliimiinde arastirma gorevlisi olarak

calismaktadir.



