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SPONTANE FERMENTE ET URUNLERI: LAKTIK ASIT
BAKTERILERININ MUHTEMEL STARTER KULTUR OLARAK
iZOLASYONU VE KARAKTERIZASYONU

OZET

Guniimiizde fermente et ve et {iriin treticileri i¢in etin muhafazasindan daha ¢ok
tiiketicilerin damak zevkine hitap eden iiriin tiretmek daha 6nemli bir hal almistir. Etin
fermantasyonu, dayanikli ve giivenilir son {irlin olusumuyla sonuglanan eski bir gida
koruma yontemidir. Ayrica fermantasyon siiresince birgok kimyasal, biyokimyasal ve
mikrobiyolojik degisiklik meydana gelmekte ve sonug olarak iiriiniin karakteristik tat,
koku ve renk gelisimi ger¢eklesmektedir. Proses standardizasyonuna ve kalite giivence
stratejilerine duyulan ihtiyag, starter kiiltiirlerin kullanimini arttirdi ve bdylelikle
fermantasyon siireci i¢in dogal floraya veya daha dnceden fermente edilmis iiriinden
izole edilerek yapilan inokiilasyona giivenme ihtiyacini ortadan kaldirdu.

Fermente sucuk mikroflorasi tlizerine yapilan arastirmalar sucuk fermantasyonu ve
olgunlagmasinda teknolojik ag¢idan dnemli iki ana laktik asit bakteri cinsi oldugunu
ortaya koymustur bunlar Lactobacillus ve Micrococcaceae tarafindan temsil edilen
koagiilaz negatif koklardir. Tanimlanan en yaygin starter kiiltiir olan laktik asit bakteri
tirleri Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus ve Lactobacillus sakei'nin egemen
oldugu Lactobacillus plantarum karigimidir.

Geleneksel kokenlerine ragmen, Italyan fermente sucuk iiretim siiregleri, gelismis
teknolojik standartlara adapte olmus ve islenmis et algisina uygun hale getirilmistir.
Glinlimiizde, kullanilan starter kiiltiir ve olgunlagsma sirasindaki sicaklik, nem kosullari
genellikle c¢ogu italyan endiistriyel fermente et {irlinlinde aymidir. Olgunlasma
mikrobiyotas1 6nemli bir etki gosterse de kosullarin ve starter kiiltiirlerin sinirli olmasi
farkli triinlerde ayniliga yol agmistir. Bu bilgiler dogrultusunda bu caligmanin
amaglar1 soyle siralanabilir: farkli bolgelerde starter kiiltlir kullanilmadan iiretilen iki
geleneksel Italyan sucugunun mikrobiyal, fizyolojik ve karakteristik dzelliklerinin
belirlenmesi, izole edilen suslarin starter kiiltiir olarak kullanilabilmesi i¢in saglamasi
gereken kosullarin (biyojenik amin olusturmama, farkli kosullara karsi direng,
patojenlere karsi antimikrobiyal aktivite vb.) test edilerek geleneksel duyusal
ozellikleri koruyarak giivenilir son {iriin olusumunda kullanilabilecek en uygun susun
starter kiiltiir olarak sec¢ilmesi.

Bu c¢alismada iki farkli bolgede iiretilmis endiistriyel olmayan ve starter kiiltiir
kullanilmadan spontane fermente edilmis sucuklar (Bresciano ve Romagnolo) ve bu
sucuklardan izole edilmis biiyiik ¢ogunlugu L.sakei olan 23 sus kullanilmis ve iki
kisimda yiiriitiilmiistiir. i1k kistmda sucuklarin mikrobiyal florasi, su aktivitesi, pH’1,
biyojenik amin miktar1 ve aroma profili incelenmistir. Ikinci kisimda ise suslarin
izolasyonu ve tanimlanmasi, farkli tuz konsantrasyonlarindaki gelisim ve
asidifikasyon egilimleri, organik asit, biyojenik amin tiretimleri, aroma profilleri ve
antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir.
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Romagnolo'da (0.853) su aktivitesi 6zellikle diisiik, Bresciano'da ise (0.908) daha
yiiksek oldugu gériilmiistiir. Iki sucugun laktik asit konsantrasyonu benzerdir, asetik
asit konsantrasyonuna bakildiginda ise Romagnolo daha yiiksek bir asetik asit
konsantrasyonu (0.37 g/kg) gdstermistir; Bresciano da ise bu asitin daha diisiik bir
konsantrasyonda oldugu gorilmiistiir (0.08 g/kg). Mikrobiyolojik parametrelere
bakildiginda ise Bresciano'da yiiksek konsantrasyonda laktik asit bakterileri (9.09 log
CFU/g); Romagnola da ise ayn1 bakterilerin daha diisiik bir konsantrasyonda oldugu
goriilmiustiir (7.79 log CFU/g). Genel olarak, Bresciano'daki tiim aminlerin degerleri
Romagnolo'dan biraz daha yiiksek oldugu tespit edilmistir, ancak yine de tehlikeli
diizeyde degildir. Iki sucukta da histamine rastlanmamustir. Bresciano'da en dnemli
aroma bilesigi, aromatik aminoasitlerin metabolizmasindan gelen benzeasetaldehittir.
Romagnolo'da ise en temsili bilesikler benzenasetaldehit ve etanoldiir. Bresciano'dan
farkli olarak, bu sucukta yiiksek miktarda ester bulunmustur. Romagnolo sucugundan
izole edilmis 100 izolattan kiimeleme analizinden sonra 16 Lactobacillus sakei ve 4
Lactobacillus curvatus olan 20 sus segilmistir. Bresciano sucugundan izole edilen 50
izolattan kiimeleme analizinden sonra, 9 Lactobacillus sakei ve 2 Lactobacillus
curvatus olan 11 sus secilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda tiim suslarin %0, %2,
% 4, %6 NaCl igeren MRS broth ile karsilagtirildiginda ortami asitlendirdigi
goriilmektedir. E3B, E7B, E8G ve E18G disindaki tiim suslarin artan tuz
konsantrasyonuyla ters orantili olarak asidifikasyon aktivitesi gosterdigi gozlenmistir.
Romagnolo sucugundan izole edilen, Lactobacillus curvatus olarak tanimlanan C26G
susunun ornitini  dekarboksilatlamasiyla putresin birikimine neden oldugu
goriilmiistiir. Kullanilan suglarin ugucu bilesik profiline bakildiginda suslar arasinda
degiskenlik gortilmustiir. PCA analizi sonucunda, Romagnolo izolatlarinin biiyiik
boliimi, ti¢ sustan (E1G, E26G, E28G) ayri olarak, Bresciano izolatlarindan ayri
gruplandirilmistir. Bresciano sucugundan izole edilen tim suslar spot agar test
sonucunda L.monocytogenes, L.innocua, Salmonella enterica ssp. Typhimurium ve
E.coli indikatér mikroorganizmalaria inhibe etki géstermistir, plakalardaki berrak
bolge 0.75-1.4 cm arasindadir. Cell free siipernatant (CFS) test sonucunda ise mMMRS
broth kullaniminin uygun olmadigi, MRS broth iginse 25°C 18 saatlik inkiibasyon
kosullarinin segilebilecegi goriilmiistiir. Bu 6n g¢alisma, Bresciano ve Romagnolo
sucuk arasindaki mikrobiyolojik, fizyolojik parametreler ve aromatik profilleri ile
izolatlarinin biiylime davranisi, asitlesme profili, aromatik profilleri, patojenlere karsi
antimikrobiyal aktivite acisindan farkliliklarina iligkin bazi yonleri agikliga
kavusturmustur. Ve ayrica bu calisma sayesinde, starter kiiltiir olarak istenilen
teknolojik 6zelliklere sahip olmayan pek ¢ok sus elimine edilmistir. Suslarin aromatik
profili ve antimikrobiyal aktivitesini daha iyi anlayabilmek i¢in gergek sistemlerde
ileri aragtirmalara ihtiya¢ vardir.
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SPONTANEOUSLY FERMENTED MEATS: ISOLATION AND
CHARACTERIZATION OF LACTIC ACID BACTERIA AS POSSIBLE
STARTER CULTURES

SUMMARY

Nowadays, fermented meat producers are interested much more consumer perception
than meat preservation. Fermentation of meats is an ancient and excellent preservation
technique which results in stable and safe end products. In addition, as a result of many
chemical, biochemical reactions involving proteins, carbohydrates, and lipids and
microbiological changes occur during fermentation characteristic taste, odor, aroma,
texture and color developments of the product occur. These phenomena are due to both
endogenous and microbial enzymes, the contribution of which depend mainly on the
type of process. The need for process standardization and quality assurance strategies
has increased the use of starter cultures and thus overcoming the need to rely on the
in - house” flora or “ back-sloping” for the fermentation process.

Studies on the ecology of fermented sausages showed that lactic acid bacteria, mainly
Lactobacillus and coagulase-negative cocci represented by Micrococcaceae, are the
two main bacterial groups technologically important in the fermentation and ripening
of sausage. The most common lactic acid bacteria species identified are Lactobacillus
sakel, Lactobacillus curvatus, and Lactobacillus plantarum, with L. Sakei prevailing.
Among coagulase-negative cocci, Staphylococcus xylosus and Staphylococcus
carnosum are the most common species identifi ed from traditional products.
Pediococci and enterococci have also been often identified from fermented sausages.
Fast acidification and lower pH values can be ensured by Pediococcus in semidry
sausages in which they grow and metabolize carbohydrates at higher temperatures,
while Lactobacillus are mostly used in dry sausage production.

Despite their traditional origins, Italian fermented sausage production processes have
been adapted to advanced technological standards and adapted to processed meat
sensation. Today, using of starter culture and temperature and humidity conditions
during ripening are generally the same in most fermented italian meat products. This
could determine a standardisation of the traditional features of the different products,
even if the wild ripening microbiota continues to play a crucial role in flavor formation
in many products.
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In this respect, the aims of this study are as follows: the characterization of the
microbiological, physiological and characteristic properties of two different traditional
Italian sausage (salami) produced in different regions without the use of starter cultures
and identification and characterization of isolated strains in order to select the most
suitable strain that preserves typical sensory quality and provide safe and standardized
products as a starter culture. Strains used as starter cultures must be “generally
regarded as safe” (GRAS) because they are considered to be food additives. Laws
regulating the market of starter cultures may vary depending on the country but,
overall, there are some requirements for the starter cultures; they must be neither
pathogenic, toxic, nor allergenic.

They must to have phenotypical and genotypical stability. They have to be competitive
in the typical conditions of the process (tolerance to salt, nitrite, low pH and water
activity, considerable growth at manufacturing temperatures, etc.). Provide some
technological benefits; for instance, on acidification, preservation, flavor formation,
quality assurance, etc. They have to resist phage infection. They have to be identifiable
by specific methods.

For this study, two different types of italian sausage (Bresciano and Romagnolo)
which are non-industrial and produce without starter culture and 23 isolated strains
which are mostly L.sakei are used. This study has been carried out in two parts. In the
first part the microbial flora, water activity, pH, biogenic amine content and aromatic
profile of sausages were examined. In the second part, antimicrobial activitiy, growth
and acidification tendencies at different salt concentrations, production of organic acid
and biogenic amine and aromatic profile of isolated strains were investigated.

The water activity is particularly low in salame Romagnolo (0.853), while in salame
Bresciano is higher (0.908). the concentration of lactic acid of the two sausage is
similar, while in the sample R there is a higher concentration of acetic acid (0.37 g/kg)
differently from sample B, in which there is a lower concentration of this acid (0.08
g/kg). The microbiological parameters showed a high concentration of lactic acid
bacteria (9.09 log CFU/qg) in salame Bresciano, while a lower concentration of the
same bacteria characterized the salame Romagnolo. In general, the values of all amines
in salame Bresciano were slightly higher than salame Romagnolo, but still not
dangerous. In particular, in salami Brasciano (sample B), the most important aroma
compound is benzeacetaldehyde, which derives from the metabolism of aromatic
aminoacids. Also in salame romagnolo, the most representative compound was
benzeneacetaldehyde, followed by ethanol. Differently from salame bresciano, in this
sausage a remarkable amount of esters was found.

After clustering analysis from 50 isolated from Bresciano sausage, subsequently 11
strains were sequenced that are 9 Lactobacillus sakei and 2 Lactobacillus curvatus.
After clustering analysis from 100 isolated from Romagnolo sausage, subsequently 20
strains were sequenced that are 16 Lactobacillus sakei and 4 Lactobacillus curvatus.
After 24 hours of incubation, all strains acidify the medium compared to MRS broth
containing 0%, 2%, 4%, 6% NaCl. It was observed that all strains except E3B, E7B,
E8G and E18G showed acidification activity in inverse proportion with increasing salt
concentration. No of the isolates presented ability to accumulate biogenic amine with
the exception of the strain C26G, identified as Lactobacillus curvatus, isolated from
Romagnolo sausage. It confirmed its capacity to accumulate great amount of
putrescine that is came from decarboxylation of ornitidin.
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Variability was observed among the volatile compound profile of all strains. Given the
complexity of this medium in which any aroma compounds are already present, this
screening took into consideration the differences between the concentration of each
compounds and the (eventual) concentration of the same compound in the not-
inoculated medium. As it is possible to observe seven of the main compounds detected
are common with the isolates from Bresciano and Romagnolo. They are the namely
2,3-butanedione, 3-hydroxy-2-butanone (acetonile), 2-methyl-butanal, 3-methly-
butanal,acetic acid, benzaldehyde, benzenacetaldehyde and 3-methyl-1-butanol. The
PCA was able to group separately the isolates of salami bresciano, by contrast the
major part of the isolates from the salami romagnolo were grouped, well separated
from three strains (E26G, E1G, E28G). All strains isolated from the Bresciano strain
were examined spot agar test against L. monocytogenes, L.innocua, Salmonella
enterica ssp. Typhimurium and E. coli and all strains has antimicrobial resistance
against indicator microorganisms with the clear zone between 0.75 and 1.4 cm. Cell-
free supernatant test results showed that the use of MMRS broth was not suitable and
that for MRS broth, incubation conditions of 25 © C for 18 hours could be selected.
This preliminary study has clarified some aspects regarding the differences between
Bresciano and Romagnolo sausage with respect to their microbiolagical, physiological
parameters and aromatic profile and also their isolates with respect to their growth
behaviour, acidification profile, aromatic profile, antimicrobial activity against
pathogens. And also owing to this study, we could eliminate a lot of strains which have
not good technological properties as a starter culture. Further investigations are also
needed to better elucidate aromatic profile and antimicrobial activity of strains in real
systems. Antibiotic resistance of these strains should be tested.
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1. GIRIS

Et besleyici fakat kolay bozulabilen bir gida iiriiniidiir. Uretim ve saklama sirasinda,
kagiilmaz mikrobiyal kontaminasyonlara maruz kalmakta ve bu kontaminasyonlar
gidada bozulmaya neden olan organizmalar1 ve patojenleri igermektedir. Bu nedenle
gida {reticileri kontaminasyonlar1 onlemek adina ge¢misten giiniimiize vakum
paketleme, kimyasal koruyucular, sogutma ve daha gelencksel olarak fermantasyon,
tuzlama ve tiitsiileme gibi yontemleri kullanmiglardir (Chaillou, 2005). Bununla
birlikte, son yillarda tiiketicinin islenmis gida kullanima olan yonelimindeki azalma
nedeniyle daha dogal liretim yontemleri arastirilmaya baslanmistir. Et iirlinlerinin
gelistirilmesi i¢in farkli stratejiler 6nerilmistir. Bunlar sodyum, nitrit, nitrat tuzlari, yag
ve kolesterol igeriginin azaltilmasi ve starter kiiltiir kulllanimidir (Fernandez-Gines ve
dig, 2005).

Etin fermantasyonu, dayanikli ve giivenli son iiriin olusumuyla sonuglanan eski bir
koruma yontemidir. Avrupa fermente et liretimi ve tliketimi acisindan 6nemli bir
bolgedir. Ozellikle fermente sucuk, Romalilar zamaninda Akdeniz bdlgesinde
yapilmaya baslanmis, hammadde (yagsiz et ve yag), bilesen (tuz konsantrasyonu,
nitrat/nitrit, baharatlar ve otlar ve katki maddeleri), boyut (¢cap ve agirlik), sicaklik ve
bagil nem (RH) gibi olgunlagsma kosullari, kullanilan kiif ve/veya duman kullanimu,
olgunlagsma siiresi gibi biiylik farkliliklara sahip homojen olmayan bir {irlindiir
(Montanari ve dig, 2016). Ozellikle italya’da uygulanan eski ve geleneksel yontemler
bir bolgeden diger bolgeye degisebildigi icin fermente et iirlinlerinin ¢esitliligi ve
farklilig1 ok fazladir. Geleneksel kdkenlerine ragmen, Italyan fermente sucuk iiretim
stirecleri, gelismis teknolojik standartlarina adapte olmus ve islenmis et algisina uygun
hale getirilmistir. Giiniimiizde, kullanilan starter kiiltiir ve olgunlasma sirasindaki
sicaklik ve nem kosullar1 genellikle ¢ogu endiistriyel fermente italyan et {irtiniinde
aynidir. Olgunlagma mikrobiyotas1 6nemli bir etki gosterse de kosullarin ve starter
kiiltirlerin sinirh olmasi farkl iiriinlerde ayniliga yol agmistir (Tabanelli ve dig, 2016).
Bu sebeple geleneksel duyusal 6zellikleri koruyarak gilivenilir son {iriin olusumunda

kullanilabilecek yeni starter kiiltiir arayisina baglanmistir (Leroy ve De Vuyst, 2004).



Bu dogrultu da bu calismanin amaclar1 soyle siralanabilir: farkli bolgelerde starter
kiiltiir kullanilmadan fiiretilen iki farkli geleneksel Italyan sucugunun mikrobiyal,
fizyolojik ve karakteristik Ozelliklerinin belirlenmesi, izole edilen suslarin starter
kiltir olarak kullanilabilmesi i¢in saglamasi gereken kosullarin (biyojenik amin
olusturmama, farkli kosullara karsi direng, patojenlere karsi antimikrobiyal aktivite
vb.) test edilerek geleneksel duyusal Ozellikleri koruyarak giivenilir son iiriin

olusumunda kullanilabilecek en uygun susun starter kiiltiir olarak secilmesi.

Bu c¢alisma iki farkli bolgede tiretilmis endiistriyel olmayan ve starter kiiltiir
kullanilmadan fermente olmus sucuklar (Bresciano ve Romagnolo) ve onlardan izole
edilmis suslar kullanilmistir. Sucuklarin mikrobiyal florasi, su aktivitesi, pH’1,
biyojenik amin miktar1 ve aroma profili incelenmistir. Suslarin ise antimikrobiyal
aktiviteleri, farkli tuz konsantrasyonlarindaki gelisim ve asidifikasyon egilimleri,

organik asit, biyojenik amin iiretimleri ve aroma profilleri incelenmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1 Fermente Sucuk

Fermantasyon ve kurutma ham madde korumanin en eski yontemleridir. Fermente et
trlinlerinin tarihsel kokeni bilinmemekle birlikte, kismi bibliyografik arastirmalar
Cin'de 2500 yil oncesine dayandigini gostermektedir. Koruyucu etki ve lezzetlilik
ogitilmis et, nitrat bulasmis tuz, baharatlar veya bitkilerle karistirillip hayvan
bagirsagina doldurulup kurutulduktan sonra meydana gelmistir. Sucuk iiretiminin
kanit1 ilk olarak iklim kosullarinin da uygun oldugu Eski Yunan'da belgelenmistir
(Adams, 2010). Romalilar bu gelenegi miras almis ve bundan sonra fermente sucuklar
Orta, Dogu ve Kuzey Avrupa iilkelerinin yani1 sira Amerika ve Avustralya'ya
yayilmistir (Fadda ve Vignolo, 2007). Fermente sucuklar tiim diinyada yaygin olarak
tiretilmesine ragmen, Avrupa bu et {iriinlerinin baslica tireticisi ve tiikketicisidir; tiretim
ve kisi basi tiiketim rakamlar1 sirastyla Almanya, Italya, Ispanya ve Fransa'da en

yiiksek seviyededir (Di Cagno ve dig, 2008).

Fermente sucuklarin resmi siniflandirmasi tilkeden tilkeye degisir: nem igerigi, protein
igerigi, nem/protein orani, agirlik kaybr vb. temel alinabilir. Raf dmriinii uzatmak
amactyla sucuklar genellikle starter kiiltiirler tarafindan fermantasyona tabi tutulur.
Dolayisiyla sucuk {iiretimi esas olarak Lactobacillus spp. (L.sake, L.plantarum,
L.curvatus) ve Pediococcus spp. (P. pentosaceus, P. acidilacti) gibi laktik asit
bakterilerinin fermantasyonuna dayanir (Olaoye, 2010). Mikrobiyolojik olarak
baktigimizda fermente sucuklar su aktivitesine ve uygulanan yiizey islemine gore
siniflandirilabilir. Smiflandirma i¢in ilave kriterler arasinda, kilif capi, katki
maddelerinin par¢alanma derecesi, ham materyali elde etmek i¢in kullanilan hayvan,
kullanilan yag ve dokusunun ¢esidi, baharat, ¢cesni ve kullanilan etten baska bilesenler
de bulunur. Ve Sekil 2.1°de gorebileceginiz gibi bu farkliliklar farkli ¢esit sucuklarin
tiretilmesini saglar (Tabanelli ve dig, 2016). 'Sucuk olgunlastirma' terimi, kiliflara
doldurma islemi ile {irliniin satisa hazir olma zamani arasinda olusan degisiklikleri

tanimlamak i¢in kullanilir ve 'fermantasyon' (laktik asit olusumu ve eslik eden



stirecler) ve 'yaslandirma' (kurutma, aroma olusumu vb.) olmak tizere ikiye ayrilir
(Licke, 1998).

Sekil 2.1 : Italyan sucuk 6rnekleri sol bastan Ungherese, Milano, Toscano,
Genovese, Cacciatore, Napoli.

2.1.1 icindekiler

Fermente sucuk agirlikli olarak dana ve domuz eti ile cografyaya gore kanatli, koyun,
kuzu, kegi, at, devekusu gibi hayvanlarin etleri, dana veya domuz yagi, tuz, kiirleme
ajanlari, seker, baharatlar ve birgok durumda starter kiiltlirlerin eklenip

karistirilmastyla yapilan bir et iiriiniidiir (Vural ve Ozvural, 2007).

2.1.1.1 Et ve yag

Sucuk iiretiminde et secerken daha yiiksek myoglobin icerigi sayesinde kararli renk
olusumuna neden olan iyi beslenen yetiskin hayvanlar tercih edilir. Ayrica et se¢imi
tilketicilerin yeme aligkanliklarina, geleneklere ve hayvan tiirlerinin bulunabilirligine
bagli olmakla beraber Akdeniz iilkelerinde genellikle domuz eti kullanilmaktadir; sigir
bulunabilirligi ve dini sebeplerle sigir ve kuzu eti de yaygin olarak kullanilmaktadir
(Vural ve Ozvural, 2007). Etin baglanmasi, pH ve kompozisyonu islevsel dzellikler
acisindan ¢ok onemlidir. Et ve yag komposizyonu hayvan tiiriine ve etin alindig
anatomik bolgesine baghdir. Yag yiizdesi genelde %10-40 arasinda degismekte olup,
randisiteyl ve yag salimini dnlemek amaciyla ¢oklu doymamis yag asiti icerigi az,
yiiksek erime noktasina sahip siki, beyaz ve taze yag kullanilmalidir. Kuru sucuklarin
uzun raf omriine sahip olabilmesi i¢in ¢oklu doymamis yag asitlerinin toplam yag

asitleri i¢inde oran1 %12’den fazla olmamalidir (Vignolo ve dig, 2010). Uzun siireli



donma sicakliklarinda saklamadan kaginma ve kesimden sonra hizli dondurma gibi
Onlemlerle yag dokusundaki peroksit i¢erigi minimum tutulmalidir. Kural olarak, pH
degeri 5.9’dan yiiksek et, diisiik laktat ve seker igerir; su tutma kapasiteleri yiiksek
oldugundan olgunlasma ve kurutma asamalarinda sorun yaratir ve muhtemel
kontaminasyonlar ortaya ¢ikar (Liicke, 2000). Minimum mikrobiyal yiike sahip et
secilmesi, gida gilivenligi, istenmeyen lezzet ve doku olusumunun 6nlenmesinde
onemli bir faktordiir. Sigir eti i¢in en uygun pH araligr 5.4-5.5, domuz eti hizh
asitlendigi i¢in pH 5.7-5.8’dir. pH’1 6.2’den yiiksek PSE (soluk, yumusak ve sulu)
domuz eti ve DFD (kuru,siki ve koyu) sigir eti kullanimdan sakinilmalidir. Endiistride
et/yag oran1 genelde 2:1 olmakla beraber geleneksel sucuklarda bu oran degisebilir

(Demeyer, 2004).

2.1.1.2 Katki maddeleri

Sucuga tuz eklemek (agirlikca %2.5 ila 3.0) su aktivitesini diisiirdiigli, lezzet ve
mikrobiyal flora se¢imine katki sagladigi icin 6nemli bir islemdir. Mikrofloraya etkisi
disinda NaCl miyofibriler yapiyla etkilesime gecereck et pargalarin etrafinda
yapiskan film olusturan proteinleri ¢ozer (Liicke, 2000).

Potasyum nitrat ve nitrit sucuk hamuruna eklenen yaygin kiirleme ajanlarindandir.
Nitrat orijinal kiirleme ajan1 olarak kullaniliyordu ve baslangicta ete bilinmeden tuzla
karisik bir sekilde eklenmistir ancak nitrat ¢ok kararli bir yapiya sahiptir (Marco ve
dig, 2006). Nitrat nitrat-indirgeyen bakteriler (Micrococci ve Staplycocci) tarafindan
nitrite donistiiriilir. Sekil 2.2°de gosterildigi iizere, etin igine katillan veya nitratin
indirgenmesiyle agiga ¢ikan nitrit pH 5.4-5.5 araliginda kimyasal indirgenmeyle azot
oksite doniiglir, et miyoglobinlerine baglanarak fermente sucuga tipik kiirlenmis
kirmizi et rengini veren 1siya dayaniklt NO-miyoglobin formunu olusturur (Honikel,
2008). Nitrat, nitritin kaynagi olarak sadece direkt olmayan etkilere sahiptir. Nitrat
kullanim1 nitrite doniisiimii sirasindaki belirsizlik nedeniyle diistiriilmiistiir. Nitrit
kiirleme renginin olusumu, istenilen gram-pozitif bakterilerine destek, lipit
ransiditesini 6nleme, Salmonella ve Clostridium spp. 6zellikle Clostridium botulinum
gelisimini inhibe etme gibi bir ¢ok etkiye sahiptir (Davidson, 1997). Giiniimiizde
nitritin teknolojik ve giivenlik islevleri disinda nitrosaminlerin olusumundaki rolii
konusunda biiyiik bir endise vardir. Nitrat ve nitrit kullanimmin faydalarini ve
risklerini dengelemek adina Avrupa komisyonu ydnetmeligi maksimum limitleri

belirtmistir (EU Regulation no.1129/2011). Bu limitler kuru sucuklar i¢cin 150 mg/kg



nitrat/nitrit veya uzun olgunlasma siiresi olan sucuklar i¢inse eger nitrit eklenmediyse
250mg/kg’dir. Bununla birlikte, daha az katki maddesi ile daha saglikli iiriinlere
yonelik tiiketici talepleri ve bazi AB iiyesi iilkelerin kisitlayic1 diizenlemelerini
siirdiirmeleri talebi ile birlikte, mevcut nitrat ve nitrit diizeylerinin gelecekte revize

edilmesine neden olabilir (Hospital ve dig, 2016).

pH degeri >5.5
Sicaklik >8° C

Nitrat redlktaz enzimi

Nitrat (NO,) tarafindan indirgenme Nitrite(NO,)
Denature Gegici asitle T
. . . . Nitréz asit
nitrosomyoglobin Kimyasal reaksiyon (HNO,)
Kalict kirmizi Optimum pH 5.2 2
Denaturasyon NO + myoglobin NO + (HNO, + H,0)

nitrosomyoglobin

Sekil 2.2 : Kiirleme renginin gelisim mekanizmasi (Feiner G., 2009 uyarlanmistir).

Sucukta sodyum askorbatin kullanim1 ¢ok yaygin olmakla beraber, amag ete kirmizi
rengini veren pigmentin stabilitesinin gelistirilmesi ve lipid oksidasyonun dnlemesidir
(Balev ve dig, 2005). Sodyum askorbat ilave madde olarak kullaniladiginda nitroz
asitin nitrik oksite indirgenmesini ve diisiik seviyede kalinti kalmasin1 saglayarak

nitrosaminleri dnlemeye katki saglar (Berardo ve dig, 2016).

Fermente edilebilir karbonhidratlar, sucuk karigimma ilave edilen diger gida
bilesenidir. Eklenen karbonhidratin ¢esitliligi ve miktar1 laktik asit olusum oranini,
derecesini ve sucuk mikroflorasini belirledigi i¢in 6nemlidir. Hizla metabolize
olabilen karbonhidratlarin (6rnegin glukoz) biiyiik miktarlarda eklenmesi durumunda,
pH diisiisii ¢ok hizli olabileceginden, laktik olmayan mikrofloranin istenen metabolik
faaliyetleri bastirilir. Ote yandan, az miktarda karbonhidratin eklenmesi ve/veya
yavasca bozunan bir karbonhidratin (6rnegin oligosakaritler) sec¢ilmesi, fermantasyon
sirasinda Ozellikle yiiksek olgunlasma sicakliklarinda istenmeyen organizmalarin
gelisimine neden olabilir (Liicke, 2016). Dekstroz, glikoz, siikroz ve laktozun yanisira
musir surubu ve farkli nisastalar da fermente sucuklara seker olarak eklenmektedir

(Rust, 2007). Fermente et tiriinlerinde sekerlerin baslica rolii laktik asit bakterilerinin



laktik asit iiretmeleri i¢in substrat olmalardir ve seker tiiri pH diislis hizim
etkilemektedir. Dekstroz, glikoz, laktoz ve siikroz gibi disakkaritlerle
karsilastirdiginda daha hizh asidifikasyonu tesvik etmektedir (Demeyer, 2004). Cogu
Avrupa tarzi sucukta, yar1 kuru fiime sucuklerde, tatmin edici mikrobiyal stabilite ve
sertlikte hizli bir artig sagladigi i¢in fermantasyon sonrasi hedeflenen pH 4.8-5.0°dir.
Bunu gergeklestirmek i¢in genelde %0.4-0.8 oraninda hizli fermente olabilen (glikoz
gibi) karbonhidratlar eklenir. Italyan sucuk iiretiminde eger fermantasyon sonrasi
hedef pH 5.3 ise ve eger kiirleme icin nitrit yerine nitrat kullanildiysa diisiik oranda

(%0.2-0.3) karbonhidrat kullanimi1 6nerilir (Hammer ve dig, 2008).

Baharatlar cogunlukla fermente sucuklari birbirinden farkli kilan temel maddelerden
biridir. Toz biber (%0.2-%0.3) genellikle her tiirlii sucukta, 6zellikle Akdeniz fermente
sucugunda bulunur; ayni zamanda yiiksek oranda (%1-%3) kirmizi biber ve/veya
sarimsak icerebilirler. Baharatlar ayrica, manganaz temin ederek laktik asit
bakterilerinin aktivitesini uyaran ve istenmeyen organizmalari Onleyen etkin
antioksidanlardir (Chi ve Wu, 2007).

Endiistriyel olarak iiretilen fermente sucuklarda, kiirlenmis kirmizi pigment
stabilitesini iyilestirmek icin dogal (kokineal ve kirmizi biber 6zleri) ve yapay
renklendiriciler gibi ¢esitli diger katki maddeleri eklenebilir (Roncales, 2007).
Fosfatlar koyulastirici, nemlendirici ve jellestirici ajanlar olarak islev gérmek iizere
degisken miktarlarda (% 0,5 -% 3) siklikla kullanilir. Son derece lezzetli iriin talepleri
olan tiiketiciler igin lezzet artiricilar (glutamik ve guanil asitler) ve aroma maddeleri
(protein hidrolizatlari, otlar ve duman 6zleri) de kullanilir. Hizli pH disiisi igin, laktik
veya sitrik asit veya glukono-deltalakton gibi kimyasal asitlestiriciler kullanilabilir,

ancak bu son iiriinde farkli lezzet elde edilmesine neden olur (Rust, 2007).

2.1.1.3 Starter kiiltur

Proses standardizasyonuna ve kalite giivence stratejilerine duyulan ihtiyag, baslangi¢
kiiltiirlerinin kullanilimt arttird1 ve bdylelikle fermantasyon siireci ig¢in dogal floraya
veya daha dnceden fermente edilmis {iriinden alinarak yapilan inokiilasyona giivenme
ihtiyacini ortadan kaldirdi. Fermente sucuk mikroflorasi iizerine yapilan arastirmalar
sucuk fermantasyonu ve olgunlagsmasinda teknolojik acidan 6nemli iki ana laktik asit
bakteri cinsi oldugunu ortaya koymustur bunlar Lactobacillus ve Micrococcaceae

tarafindan temsil edilen koagiilaz negatif koklardir (CNC). Tanimlanan en yaygin



starter kiiltiir olan Lactobacillus tiirleri Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus ve
L. sakei'nin egemen oldugu Lactobacillus plantarum'dur (Urso ve dig, 2006). CNC
arasinda Staphylococcus xylosus ve Staphylococcus carnosum geleneksel iiriinlerden
tanmimlanan en yaygin tiirlerdir. Pediococcus ve Enterococcus da fermente sucuklarda
siklikla tespit edilen bakterilerdir. Pediococcus spp. yari kuru sucuklarda ki bunlar
yiiksek sicakliklarda karbonhidratin metabolize edilebildigi sucuklardir, hizh
asidifikasyon ve diisiik ph saglarken, Lactobacillus spp. genelde kuru sucuk tiretimde
kullanilir (Vignolo ve dig, 2010; Incze, 2007). Fermantasyon igin starter kiiltiir se¢imi

ve Ozellikleri ikinci kisimda detayli bir sekilde anlatilacaktir.

2.1.2 Sucuk iiretimi

21. yiizyilda olmamiza ragmen sucuk iiretimi antik zamanlardakinden ¢ok farkli
degildir. Temel olarak ¢ekilmis etin, tuz ve baharatla karistirildiktan sonra kiliflara
doldurulup fermentasyon ve olgulagsmaya birakilmasi olarak sucuk tiretim agamalarini
Ozetleyebiliriz. Son {iirlinden beklentiye goére sucuklar yiizey islemlerine de tabi
tutulabilir. 19. yiizyilin ikinci yarisindaki endiistriyel gelisme nedeniyle, sucuk
tiretimini kontrol edebilmek adina starter kiiltiir kullanimina baglanmistir. Ancak yine
de bazi ireticiler, starter kiiltiir kullanmadan geleneksel fermente sucuk iiretmeye

devam etmektedirler (Talon ve Leroy, 2014).

2.1.2.1 Hammadde secimi, 6giitme veya dograma

Fermente sucuk diretiminde, ¢ogunlukla domuz eti ve sigir eti olan saglikli
hayvanlardan elde edilen etler kullanilir. Kemikler ¢ikarilmali, bag dokusu zarlar
kesilmeli ve yumusak kas-yag dokusu ayrilmalidir. Sekil 2.3°te goriildiigii gibi et ve
yag sogutulur veya dondurulur ve istenilen pargacik boyutuna kadar pargalanir. Et
hamurunun isinmasi, sogutulmus et ve dondurulmus yag kullanilarak engellenir ve
dogranma genellikle kuruma ve renk gelisimi ile oksijen girisimini dnlemek icin
vakum altinda gergeklestirilir (Lachowicz ve dig, 2012). Bigaklarin nispi doniis hizlart
et ve yagin istenilen partikiil boyutuna gore, yag dokusundaki hasar1 ve meyilli sicaklik
artisini en aza indirgemek i¢in optimize edilmistir. Hem yagsiz kismin hem de yagin
rengi 6nemlidir; yag i¢in beyaz, yagsiz kisim i¢in kirmizi renk pargacik ayrimina izin
verir. Genel olarak, 6giitme ve dograma ne kadar iyi olursa daha fazla protein

ekstraksiyonu tamamlanir (Vignolo, 2010)



Sekil 2.3 : Ogiitme/dograma asamasi.

2.1.2.3 Karistirma ve doldurma

Et ve yag parcalandiktan sonra, kiir tuzlar1 (NaCl, nitrat/nitritler), katki maddeleri
(askorbik asit, renklendiriciler), diger bilesenler (sekerler, baharatlar) ve starter
kiiltiirler et hamuruna ilave edilir ve ¢anak kiyicida iyice karistirilir. Karigtirma islemi
eklenen maddelerin diizgiin sekilde dagilmasi i¢in yeterli siirede olmalidir; asiri
karistirmadan kaginilmalidir. Iyice karistirildiktan sonra, et karisimi derhal doldurmal
veya sogukta tutulmalidir, en iyi renk gelisimini saglamak ve mikrobiyota
stabilizasyonu saglamak i¢in uzun siireli hava ile temastan kaginilmalidir. istenmeyen
renk veya lezzet olusumunu Onlemek amaciyla et karisimimin dogal veya sentetik
kiliflara doldurulmasi vakum altinda yapilir. Kilif ¢aplari degiskendir; kiigiik caplar
(35-40 mm) genellikle stirtilebilir sucuklar igin kullanilirken, dilimlenebilir sucuklar
genellikle genis ¢apli olarak kiliflanir. Dogal kiliflar ve modifiye edilmis kolajen
velveya selillozdan yapilmis kiliflar en sik  kullanilir.  Segilen kilif, suyun
buharlasmasina ve dumanin niifuz etmesine izin vermeli, kurutma sirasinda sucukla
beraber biiziilmelidir. Kurutulmamis {iriinler i¢in sentetik kaplamalar daha ¢ok tercih

edilir (Cocolin ve Rantsiou, 2012).

2.1.2.4 Fermantasyon

Doldurulmus sucuklar, iiretilecek olan sucuk tiiriine bagli olarak kontrollii sicaklik,
bagil nem (RH) ve hava hiz1 kosullar altinda olgunlagtirma odalarina yerlestirilir.
Geleneksel fermantasyon sucuklari i¢in dogal ve daha az kontrollii kosullar uygulanir
(Lebert ve dig, 2007). Fermantasyon kosullar1 sicaklik ve siire agisindan degisir. Genel
olarak, fermantasyon sicakligi ne kadar yiiksek olursa, laktik asit {iretimi o kadar hizli
olur. Alman ve Italyan kuru fermante edilmis sucuklar1 i¢in Avrupa'da fermantasyon

1-2 giin siireyle nispeten yiiksek sicakliklarda (18-24°C) gergeklestirilebilirken,



Yunan, Arjantin ve bazi Italyan kuru sucuklar igin 7 giin siireyle fermantasyon
gerceklestirilir. Yaklasik bir hafta boyunca daha diisiik sicakliklarda (10-17°C)
fermantasyon genellikle geleneksel Fransiz, Ispanyol, Portekiz kuru fermente
sucuklarinda kullanilir(Incze, 2007). Yari kuru sucuklar igin, Ozellikle Amerika
Birlesik Devletleri'nde fermantasyon siiresini kisaltmak i¢in sicaklik genellikle yavas
yavag 35°C'nin {izerine ¢ikarilir. Bu iirlinler kuru fermente sucuklardan daha kisa bir
olgunlagma stiresine sahip olsa bile, eger higbir 1s1l islem uygulanmadiysa ¢ig
dilimlenebilen yar1 kuru sucuklarin fermantasyonu daha uzun siirer (Puolanne, 2010).
Fermantasyon sirasinda, olgunlasma odasindaki bagil nem sucugun bagil neminden %
5-10 daha diisiik olmalidir (% 85-90 ve hava hiz1 yaklasik 0.4 m/s) (Vignolo ve dig,
2010).

2.1.2.4 Hava ile kurutma veya dumanlama

Fermantasyon asamasindan sonra, sucuklar Sekil 2.4’teki gibi havayla kurutulur veya
dumanlanir. Kurutma, 6zellikle fermente edilmis kuru sucuk iiretimi i¢in anahtar bir
islemdir. Proteinlerin belirgin yiizey koagulasyonunu 6nlemek ve boylece merkezden
disa dogru su diflizyonunun engellenmek i¢in kurutma orani miimkiin oldugunda
diisiik olmalidir (Andrés ve dig, 2007). Kuruma kinetigi ve siiresi, sicaklik ve hava
hizina bagl olarak degisir. Bu parametreler fermantasyon asamasinda énemli oldugu
kadar onemli olmasa da Fransiz, Italyan, ispanyol, Arjantin ve Yunan kurutulmus
fermente sucuklar igin 4-12 hafta 10°-15°C arasinda degisir. Yunanistan ve Dogu
Avrupa'da tretilen kuru sucuklar igin daha yiiksek kuruma sicakliklar1 (16-18°C)
bildirilmig ve olgunlagma daha kisa olmustur. Fermantasyon sirasinda bagil nem, kuru
fermente sucuklarde en az % 63-%75 ve maksimum % 86 -% 95’e kadar degisebilir
ve kurutma sonunda geleneksel sucuklar degisken su aktivitesine sahip olurlar (Lebert
ve dig, 2007). Kurutma baslangicinda, bagil nem %98 kadar yiiksek olabilir, bu da kiif
ve mayalarin yiizeyde belirgin bir kolonizasyonuna neden olur. Ilk iki hafta boyunca
mayalarin yiizeydeki baskin organizmalar (%95) olduklari ve sonrasinda kiif ve
mayalarin esit miktarlarda bulunuklar1 yapilan arastirmada goriilmistiir (Samelis ve
Sofos, 2003). Kuru fermente sucuklarin yiizeyinde, asir1 kurumayi énledigi, oksidatif
reaksiyonlar1 korudugu ve lezzet gelisimine katkida bulundugu i¢in kiif biiylimesi arzu
edilir. Sucuklarin ylizeyinde dogal olarak olusan kiifler arasindan fungal starter
kiltlirlerinin secilmesi, ilk asamalardaki kiiflerin kontroliinii miimkiin kilarak starter

varhigini baskin hale getirir (Spotti ve Berni, 2007). Orta ve Kuzey Avrupa iilkelerinde
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dumanlama yaygm bir teknolojidir. Duman, spesifik tat ve renk bilesenleri
olusturmanin yani sira antimikrobiyal ve antioksidan etkiye katkida bulunur. Polisiklik
hidrokarbonlarin iiretimini en aza indirgemek i¢in odunun kontrollii bir sekilde
yanmasi (300- 600°C) saglanan dumanlama odalar1 sayesinde dumanlama teknolojisi

onemli bir gelisme yasamustir (Rust, 2007).

Sekil 2.4 : Kurutma asamasi.

2.1.3 Sucuk olgunlagsmasi esnasinda sucuk mikroflorasindaki degisimler

Cig sucuk karisiminin mikroflorasi g¢esitlidir ve bilesimi ete uygulanan islemlere,
¢evrede bulunan mikroorganizmalara ve iiretim i¢in kullanilan katkilara bagli olarak
degisir. Bununla birlikte, arzu edilen floranin (Micrococcaceae ve laktik asit
bakterileri) gelistirilmesi, patojen ve bozulmaya neden olan mikroorganizmalarinin
(6zellikle gram-negatif aerobik bakterilerin) gelisiminin Onlenmesi i¢in segiciligi
etkileyen birkag faktor vardir. Bu secici faktorler, diisiik pH, su aktivitesinde azalma,
sicaklik, oksijen tlikenmesi, metabolik iiriinlerin birikimi ve katki maddelerinin

varhgidir (tuz ve nitrit) (Toldra ve dig, 2001).

Aerobik mezofilik bakterilerin toplam sayis1 baslangigta 10*den 10° CFU/g ulasr.
Laktik asit bakterileri ve Micrococcaceae seviyeleri genellikle 10° ila 10° CFU/g
civarindadir. Gram negatif bakterilerin (Enterobacteriaceae, Pseudomonas,
Achromobacter, vb.) baslangig sayilar1 103-10* CFU/g civarindadir (Drosinos ve dig,
2005). Kiif ve mayalarin baslangi¢ diizeyleri ise biraz daha diisiiktiir (10% ile 10°
CFU/g) (Roncales ve dig, 1991).

Fermantasyon asamasi, karbonhidrat fermantasyonu sonucunda pH diisiisiine paralel
olarak her mikrobiyal grubun genel eksponensiyel biiyiimesi ile nitelebilir. Laktik asit
bakterileri hakim mikrofloradir ve kurutma siiresince 10 ile 10° CFU/g diizeylerinde

sabit kalir. Lactobacillus cinsi tiyeler, laktik asit bakterileri arasinda en rekabetgi
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olanlardir; bunu Leuconostoc, Pediococcus ve Streptococcus takip eder. L. sakei ve L.
curvatus tiirleri, 20° ila 25°C civarinda sicakliklarda fermente edilen geleneksel
Avrupa tiriinlerinin florasina hakimken, L. plantarum ise daha yiiksek sicakliklarda
fermente edilen sucuklarda bulunur. (Toldra ve dig, 2001). Bununla birlikte,
Micrococcaceae ailesi iiyeleri mikroorganizmalar (simdi farkli cinslere ayrilmis olan
Staphylococcus ve Micrococcus) asite duyarli ve kuruma siiresince diisiis egilimi
gosterirler. Bu grubun gelisimi ve hayatta kalmasi triinde bulunan asitlenme
derecesine baglidir. Staphylocci’ni micrococci tizerine kolonizasyonu, anaerobik
kosullarda biiyiime ve metabolize etme kabiliyetinin bir sonucudur. Dogal fermente
tiriinlerde bulunan suslar esas olarak S. xylosus ve S. carnosus tiirlerine aittir; S.
saprophyticus, S. simulans veya S. sciuri suslar1 izolatlarin kii¢iik bir boliimiinii
olusturmaktadir (Drosinos ve dig, 2007). Kiif ve mayalarin seviyeleri fermantasyon
asamasinda 108 ila 10" CFU/g yiikselmektedir. Mayalar anaerobik fakiiltatiftir ve bu
nedenle sucuklarin i¢ yiizeyinde ve yiizeysel kisimlarinda gelisebilirler, oysa kiiflerin
gelisimi ylizeyle sinirlidir. Debaryomyces hansenii, dogal fermente etlerden en sik
izole edilen mayadir. Kiifle fermente edilmis sucuklarda ¢ogunlukla Penicillium spp.
cinslerinin  Eurotium ve Aspergillus tiirleri izole edilir. Enterobacteriaceae
fermantasyon asamasinda hafif bir artis yasayarak 10° CFU/g'n iizerine ¢ikabilir
ancak kuruma siiresince dramatik olarak diiser (Liicke, 2016). Genellikle, gram negatif
bakterilerin seviyeleri (enterobakteriler ve psikotroplar), olgunlasmanin sonunda)
hemen hemen ihmal edilebilir hale gelir (10° CFU / g'den az). Salmonella spp. gibi
patojen bakterilerin gelisimi baslangigta nitrit varlig1 ve sonrasinda su aktivitesinin ve
pH'in daha da diistiriilmesi ile engellenir. Listeria monocytogenes, diisiik pH, rekabetci
flora ve antimikrobik bilesiklerin birikimi ile engellenir. Yeterli bir fermantasyon
islemi, Staphylococcus aureus'un gelisimini ve toksin tiretimini engeller. Clostridium
botulinicum ve C. perfringens'in varligi, nitritin, sodyum klorit ve diisiik pH gibi diger

secici faktorlerin etkisi ile hari¢ tutulur (Chevallier ve dig, 2006).

2.1.4 Olgunlasma sirasinda sucuktaki biyokimyasal degisimler

Fermente sucugun islenmesi sirasinda proteinler, karbonhidratlar ve lipitleri igeren bir
cok biyokimyasal reaksiyon olusur ve bunlar iirlinlin son 6zelliklerini belirler. Bu
reaksiyonlarin nedeni hem i¢ kaynakli hem de mikrobiyal enzimler olup, katkis1 esas
olarak islem tiiriine baghdir. Sucuk fermantasyonundaki biyokimyasal degisiklikler
Sekil 2.5’te 6zetlenmistir (Lachowicz ve dig, 2012).
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Sekil 2.5 : Olgunlasma esnasindaki biyokimyasal reaksiyonlar ve enzimler.

2.1.4.1 Fermantasyon

En eski fermente sucuklarin tiretimi, hammaddede dogal olarak bulunan mikrobiotanin
gelisimine bagli olarak gerceklesen spontan fermantasyona dayaniyordu.
Hammaddenin dogasindan gelen laktik asit bakterileri ¢ig ette genellikle az sayida
(10%-10° CFU/g) bulunmasina ragmen hizlica fermantasyona yon verir, NaCl,
nitrat/nitrit ve anaerobik ortam laktik asit bakterilerinin gelisimine ve et fermantasyon
ekosisteminin kurulmasina katki saglar (Ammor ve dig, 2005). Bu islem sirasinda, iki
temel mikrobiyolojik reaksiyon ayni anda ve birbirine baglh olarak gerceklesir: laktik
asit bakterileri glikoliz yoluyla et karisimimin pH’1n1 diistiriir, koagulaz negatif kokiler
nitrate/nitrit indirgenmesi yoluyla nitrik oksit iiretime yardimei olur (Dainity ve dig,
1995). Karbonhidratlar tarafindan asit iiretimi nedeniyle, laktik asit bakterileri
sucuklarda "eksi/keskin" lezzetten sorumludur. Asidifikasyon, et proteinlerinin
denatiirasyonunu ve pihtilasmasin1 da beraberinde getirir bu da kurutma islemi ile

birlikte sucuk dokusunun gelistirilmesine yardimci olur (Barbut, 2007).

Sucuk tiretiminde iki farkli fermantasyon kullanilabilir. 'Yavas' yontemde, az miktarda
seker eklenir, starter kiiltiir eklenmez, kiirleme ajani olarak nitrit yerine nitrat kullanilir
ve diisiik sicakliklarda sucuklar olgunlastirilir. Asit tiretimi yavastir ve aside duyarli
mikroorganizmalarin (katalaz pozitif koklar, Gram-negatif bakteriler) aktivitesi daha
yiiksektir. Buna kargin hizli fermantasyonda, starter kiiltiir ve yiiksek miktarda seker
eklenmesi, kiirleme ajani olarak nitrit kullanilmasi ve 22-25°C araligindaki
fermantasyon sicakliklar1 aside duyarli bakterilerin daha diisiik aktivite gdstermesine

neden olur (Liicke, 2015).

13



Karbonhidratlar sucuga eklenen starter kiiltiirlerin gelisebilmesi ic¢in kullanilan
substratlardir. Bu fermantasyon sonucunda son iiriin olarak laktik asit tiretir ve laktik
asit birikimi pH distisiine neden olur. D (-) veya L (+) konfigiirasyonu veya her
ikisinin bir karigimi, starter kiiltiir olarak kullanilan laktik asit bakterisinin tiiriine
baghidir (Demeyer ve Toldra, 2004). pH disiisii de yine starter kiiltiiriin tiiriine,
eklenen karbonhidrat ¢esidine ve miktarina, fermantasyon sicakligina (ABD'de daha
yiiksek ve Avrupa'da daha diisiik), tuz miktari, zaman, olgunlasma kosullar1 ve benzeri
diger ilgili islem parametrelerine baghdir (Demeyer ve dig, 2000). Eger starter
kiiltiirler heterofermentatif ise, asetat, format, etanol ve asetoin gibi bazi ilave son
{iriinler iiretilebilir ve bu sucugun duyusal Kalitesini etkiler. Ornegin, diasetil, asetoin
veya butandiol gibi bilesiklerin iiretilmesi fermente sucuklara tereyagi ve yogurt
aromasini verir (Demeyer ve Stahnke, 2002). pH’1n asit degerlerine dogru diismesi ile
birlikte protein pihtilagsmasi ve su salinimini gergeklesirken katepsin D ve lisozomal
asit lipazinin uyarilmasiyla proteoliz ve lipoliz gerceklesmeye baslar. Ayrica, asidite
istenmeyen patojenlerin veya bozulma bakterilerinin engellenmesine katkida bulunur.
Fermantasyon sirasinda spesifik ugucu bilesiklerin iiretilmesi de fermente sucuklarin

islenmesinde kullanilan starter kiiltiire baglidir (Toldra, 2008).

2.1.4.2 Proteoliz

Miyofibriler ve sarkoplazmik proteinlerin hidrolizi sucuk fermantasyonu ve
olgunlagma sirasinda gergeklesir. Bu hidroliz kas proteinazlarinin (katepsinlerin ve
kalpainlerin) ve ekzopeptidazlarin (dipeptidilpeptidazlar ve alanil-, arginil-, 16sil- ve
piroglutamil-aminopeptidazlar) ve starter proteazlarin kombine etkisi ile saglanir
(Toldra ve dig, 2001). Et proteinlerinin, ilk olarak, kathepsinler ve kalpainler gibi
endojen kas enzimleri tarafindan polipeptitlere ve daha sonra peptidazlarla daha kiigiik
peptidlere hidrolize oldugu bilinmektedir. Aminopeptidazlar tarafindan peptidlerden
serbest amino asit iiretimi proteoliz olayindaki son adimdir ve mikroorganizmalarin
irettigi proteaz enzimlerinin yan sira etin kendisinde bulunan enzimler bu adimda
etkilidir (Sekil 2.6) (Casaburi ve dig, 2007). Bu proteolitik siireg, miyofibril yapisinin
bozunmasiyla tiriin kivamliligina ve tat ile dogrudan iliskili olan serbest amino asitler
ve kiigiik peptitlerin birikimiyle lezzete veya dolayl olarak daha sonra agiklanacak
olan amino asit bozunma reaksiyonlari vasitasiyla Oncii lezzet bilesenlerinin
olusumuna katkida bulunur. Asir1 proteoliz, ac1 peptidlerin varligi nedeniyle act ve

metalik gibi istenmeyen tada neden olabilir (Lachowicz, 2012).
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Sarkoplazmik ve miyofibril proteinler

Kas katepsinleri ve kalpainleri
Hiicredist mikrobiyal proteinazlar

Polipeptitler

Kas ve mikrobiyal peptidazlar

Peptitler

Kas ve mikrobiyal ekzopeptidazlar

Serbest amino asitler

Sekil 2.6 : Onemli proteoliz adimlari

Laktobasillerin proteolitik sistemi esasen proteinleri oligopeptidlere dontistiiren hiicre
duvarina bagl proteinazlardan olusur. Oligopeptit tasinmasi bakteriyel hiicrelere azot
girisinin ana yoludur ve neredeyse tiim peptidazlar hiicrelerarasidir. Starter kiiltiirlerin
proteolitik aktivitesi, doku enzimlerine kiyasla zayiftir. Buna bagli olarak, sucuga
inokule edilmig starter suslar kontrol grubuyla karsilagtirildiginda, starter suslu
sucuklarin amino asit seviyesinde ¢ok az bir yiikselme goriilmiistir (Hammes ve dig,
2008). Proteolitik aktivite bir¢cok faktére baglidir. Katepsin B ve L'nin potansiyel
aktivitelerinin, tuzun 6nleyiciligini sonucu olarak islem sirasinda orijinal potansiyel
etkinliklerinin yalnizca % 9.3'i ve % 13.7'sine diistiigii kanitlanmistir (Zhao ve dig,
2005). Morales ve digerleri (2007) 'e gore sicaklik, bu enzimler {izerinde gii¢lii bir
etkiye sahiptir. 30°C'de yaslanmakta olan biseps femoris kasinin, 5°C’dekiyle
karsilagtirildiginda  proteoliz  yogunlugunun onemli derecede fazla oldugu
goriilmiistiir. Proteolizin iriiniin son dokusunu (sertlik, yapiskanlik) etkiledigi ve
duyusal 6zelliklerin gelismesinde 6nemli bir parametre oldugu diisiiniiliir (Zhao ve

dig, 2008).

2.1.4.3 Amino asitlerin doniisiimii

Laktik asit bakteri hiicrelerine amino asidi tagiyicilari tarafindan eklenen veya peptidaz
aktivitesi ile hiicre i¢i salinan serbest amino asitler, dekarboksilasyon, deaminasyon ve
transaminasyon gibi metabolik yollarla ¢esitli ugucu bilesiklere doniistiiriilebilir (Smit
ve dig, 2009). Amino asit doniisiimiinde, dalli aldehitleri iireten bir oksidatif

deaminasyon-dekarboksilasyon reaksiyonu olan amino asitlerin Strecker bozunmasi
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gibi nonenzimatik yollar da vardir (Toldra ve dig., 2001). Dall1 zincirli amino asitlerin
(BCAAs) (valin, 16sin ve izolosin), aromatik amino asitler (tirozin, triptofan ve
fenilalanin) ve kiikiirt igeren amino asitler (metionin ve sistein)'in transaminasyon ve
dekarboksilasyon ile doniistliriilmesi, fermente gidalarda duyusal algilamaya katkida

bulunan ugucu bilesiklerin olusumunu saglar (Sekil 2.7).

Macar salaminda lezzete katkida bulunan temel bilesikler olarak sirasiyla, 16sin,
metiyonin ve fenilalaninin bozunmasindan kaynaklanabilen 3- metilbutanal, 3-
metilbutanoik asit, 3- (metiltio) -propanal (metional) ve fenilasetaldehit tanimlanmistir
(Sollner ve Schieberle, 2009). Kuru fermente edilmis sucukta valin pargalanmasi ile
olusturulan 2-metilpropanal, 2-metilpropanol ve 2-metilpropanoik asit metabolitleri
ile birlikte 16sin katabolizmasi sonucu iiretilen 3-metilbiitanol de tespit edilmistir
(Marco ve dig, 2008). Yapilan baska bir arastirmada ise Milano sucugundaki ugucu
bilesiklerin %11.8'inin muhtemelen amino asit katabolizmasindan kaynaklandigi

bulunmustur (Sinz ve Schwab, 2012).

Biyojenik aminler, amino asitlerin mikrobiyal dekarboksilasyonu ile iiretilir. Amino
asitlerden tirozin, triptofan ve fenilalaninin enzimatik dekarboksilasyonu sirasiyla
tiramin, triptamin ve feniletilamin iiretir. Benzer sekilde, lizin, histidin ve ornitin,
sirasiyla kadeverin, histamin ve putresin verir. Bu maddelerin varlig1 sadece tadi
etkilemekle kalmaz ayn1 zamanda tiiketicilerin saglig i¢in bir risk teskil eder. Uygun
hammadde, isleme sicakligi ve amin iiretme potansiyeli olmayan starter kiiltiirlerin
sec¢imi, biyojenik amin seviyesinin kontrol edilmesinde 6nemli faktorlerdir (Toldra ve

dig, 2001).
Losin
Losin aminotransferaz

Alfaketoizokaproik asit

Oksidatit dekarboksilasyon Ketoasit dekarboksilaz

3-metil-butanoik Aldehit

asit dehidrojenaz 3-metil butanal

3-metil butanol

Sekil 2.7 : Losin’in aroma bilesiklerine dontistiiriilmesi.
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2.1.4.4 Lipoliz

Lipoliz, sucuk tadinin gelismesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Enzimler lipitleri
hidrolize eder ve oksidatif degisiklikler igin substrat olabilecek serbest yag asitleri
ortaya ¢ikar. Bu olay aroma bilesiklerinin olusumundan da sorumludur. Lipit
parg¢alanmasinin ilk basamagi, trigliseridlerin hem mikrobiyal hem de endojen (kas ve
yag dokusu) lipazlar tarafindan hidrolizidir (Paramithiotis ve dig, 2010). Yagdaki
serbest yag asitlerinin konsantrasyonu, lipazlarin hidrolitik aktivitesine; mikrobik
metabolik siireglere ve son tiriinde ve lipoliz ile salinan serbest yag asitleri lizerinde
calisan oksidatif reaksiyonlara baghdir. Ileri lipoliz, enzimatik ve enzimatik olmayan
oksidatif siireclerden gecen yag asitlerinin serbest birakilmasini igerir. Nihai {iriinler
olarak karbonilleri (aldehit ve metil ketonlar) ve son liriiniin ana tat bilesenleri olan
diger diistik molekiil agirlikli bilesikleri (alkol, karboksilik asitler, vb.) agiga ¢ikarir
(Toldra, 2008).

Fermente sucuklarin yag icerigi tipik olarak kuru maddenin % 40 ila % 60'1 arasinda
degisir. Fermantasyon sirasinda, trigliseridlerden ve fosfolipidlerden uzun zincirli yag
asitleri salinir. Yagin yag asidi kompozisyonu, hayvanin besleme rejimine bagli olarak
onemli derecede degisir. Coklu doymamis yag asitlerinin spesifik salinimi, tekli
doymamis ya da doymus yag asitlerine gore daha fazladir (Hammes ve dig, 2003).
Starter kiiltiir inokiile edilen aseptik fermantasyonlu sucuklarin karsilastirmasi sonucu,
fermantasyon sirasinda lipolizin ete ait endojen enzimler tarafindan gergeklestirildigi
gorilmistiir.  Laktobasillerin zayif lipolitik oldugu diisiiniilmektedir. Kiifle
olgunlagtirilmug tirtinlerde, yiizeydeki kiif florasinin lipolitik aktiviteleri sonucu uzun

zincirli yag asitlerinin agiga ¢iktigi bulunmustur (Gandemer, 2002).

2.1.4.5 Lipid oksidasyonu

Lipid oksidasyonu, depolama ve isleme sirasinda et kalitesinin bozulmasinin temel
nedenlerinden biridir. Bununla birlikte, kotii lezzet olusumuna neden olmasinin yani
sira pek c¢ok et {riiniiniin tipik aromast i¢in de gereklidir. Kaslarda lipid
oksidasyonunun ana siireci, otooksidasyon adi verilen kimyasal bir siirectir
(Gandemer, 2002). Bu, baslatma, ¢ogaltma ve sonlandirma adimlarini i¢eren serbest
radikal bir siirectir. Baslatma basamagi, bir alkil radikali olusturmak iizere yag asiti
icindeki bir metilen karbonundan bir hidrojen ¢ikarilarak gergeklesir (Zanardi ve dig,
2004). Bu islem, ¢oklu doymamis yag asitlerini (PUFA) etkilemektedir ¢linkii yag

asidi i¢indeki ciftli baglarin sayisi arttikga bir metilen karbonundan bir hidrojenin
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cikarilmasi daha kolaydir. Cogaltma basamagi, bir peroksil radikali (LOO)
olusturmak i¢in radikal ve oksijen arasinda bir reaksiyon ile baglar ve daha sonra bir
baska yag asidinden bir hidrojen ¢ikarir ve otomatik oksidasyonun birincil {iriinleri
olan hidroperoksitler (LOOH) olusturur (Pelser ve dig, 2007). Sonlandirma basamagi
hidroperoksit ayrismasiyla baslar ve karmasik reaksiyonlar vasitasiyla ¢ok sayida
ucucu ve ucucu olmayan bilesiklerin olusumuna neden olur. Bu reaksiyonlar kapsamli
olarak incelenmis ve aroma tizerindeki etkileri nedeniyle ugucu bilesikler dikkate

alinmistir (Estevez ve digerleri, 2008).

Gidalardan elde edilen ugucu bilesiklerin yapis1 ve orantilari, ¢esitli faktorlere baglhdir.
Bunlarin arasinda, hidroperoksit izomerlerinin sayisini ve oranini etkilediginden, yag
asiti yapisi en 6nemlisidir. Bir diger 6nemli faktdr ki bunlar peroksitlerin olustugu ve
ayristirildig kosullardir, oksidasyon mekanizmalar1 (otoksidezlenme,
termooksidasyon, foto-oksidasyon, vb.) ve ortam kosullaridir (sicaklik, pH, demir
varlig1, vb.). Bu sliregten alkanlar, aldehitler, alkoller, esterler ve karboksilik asitler
gibi ¢ok ¢esitli ugucular ortaya ¢ikmaktadir (Zanardi ve dig, 2004). Olusan ¢ok sayida
ucucu madde arasinda en Onemlileri gidalarin aromasi iizerindeki etkileri nedeniyle
diisiitk aroma esigine sahip olan aldehitler, birkag doymamis keton ve furan tiirevidir.
Bunlar arasinda C3-C10 aldehitler, C5 ve C8 doymamis ketonlar ve pentil veya
pentenil furanlar bulunur. Bu bilesiklerin aroma notalar1 ¢esitlidir ve bunlarin
aromalar1 yagli, don yagli, kizarmig, yesil, metalik, salatalik, mantar ve meyvemsi

olarak tanimlanmistir (Lachowicz, 2012).

2.2 Bakterilerin Karakterizasyonu ve Tanimlanmasi

2.2.1 Fermente sucuktaki temel mikroorganizmalar

En basindan beri, et karisimi ¢esitli mikroorganizmalarla dogal olarak kontamine
olmus haldedir. Bu kontaminasyon diisiik seviyede kalmalidir (maksimum 10°
CFU/g). Mikroorganizmalar, hayvan kesimden etin kesilmesine kadar gesitli
stireglerden kaynaklanir; flora bu nedenle ¢ok karmasiktir. Sucugun iiretimi ve
olgunlagmasi siiresince, bu mikroorganizmalar ¢evre kosullarina (sicaklik, tuz igerigi,
pH ve redoks potansiyeli) toleransa bagl olarak gelisirler (Liicke, 2015). Sucugun

mikrofloras1 dort genel kategoriye ayrilabilir:

Yararli flora, iriiniin asidifikasyonuna katkida bulunur ve zararli bakterilerin

gelisimini engeller. Nitrat’mm indirgenmeside gorev alirlar. Ayrica, aromatik
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bilesiklerin serbest birakilmasi i¢in gerekli lipoliz ve proteoliz aktivitelerinde de
etkilidirler. Bunlar, laktik asit bakterileri (Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc),

patojenik olmayan stafilokoklar ve mikrokok ve mayalardir.

Sagliga zararli flora, fekal koliformlar, siilfit indirgeyen anaerobik Staphylococci

aureus, Salmonella gibi gida zehirlenmesine neden olan patojenlere karsilik gelir.

Bozulmaya neden olan flora, siklikla Leuconostoc, Pseudomonas, Enterobacter,
Clostridium gibi bozulmaya neden olarak istenmeyen aroma ve gaz olusturan bakteri

cinsleridir.

Dogal flora, anlamli miktarlarda mevcut olmasina ragmen sucuk tiretiminde bilinen

bir rolii olmayan fekal streptokoklar, Bacillus, Corynebacterium, Microbacterium

Kiliflara doldurma isleminden sonra, bazi sucuklarda olgunlasma asamasinda yiizey
"yiizey ¢igegi" adi verilen bir flora kaplanir. Buna Penicillum genus ve farkli renkte

dogal gelisimi gosteren mayalar dahildir (Guérin, 2016).

2.2.2 Fermente sucuk icin starter Kiiltiirler

Starter kiiltiir kullanmadan da geleneksel sucuklar iiretmek miimkiindiir. Uygun
olgunlasma kosullar1 saglandiginda hammadde i¢inde dogal olarak bulunan ve
olgunlasma sirasinda arzu edilen bakteriler se¢ici bir avantaja sahiptirler ve fermente
edilmis sucuklara gerekli duyusal Ozellikleri (goériinim, aroma, tat, doku) ve
muhafazay: saglarlar (Leroy ve dig, 2006). Buna ragmen, iiriinlerde standardizasyon
saglamasi, iiretimin glivenligi agisindan avantajli olusu ve tiriinde stabilite saglamasi
sucukta starter kiiltiirlerin kullanimi arttirmaktadir. Starter kiiltiirler, hizli olgunlagmis
fermente sucuklar i¢in 6zellikle kullanislhidir ve starter kiiltiirlerin koruyucu kiiltiirler
olarak kullanimi, genellikle ¢ig sucukta degil sadece et iriinlerinde artmaktadir
(Casaburi ve dig, 2016). Starter kiiltiirlerin islevi ile koruyucu kiiltiirlerin islevleri
arasindaki fark gida icin faydalir ¢linkii starter kiiltiirler gida maddelerinin duyusal
ozelliklerini  gelistirirken, koruyucu kiiltiirler gida icindeki istenmeyen
mikroorganizmalari bastirir. Ideal olarak, starter kiiltiir ayn1 zamanda koruyucu kiiltiir

olmalidir (Leistner, 2013).

Fermente sucuk i¢in kullanilan temel starter kiiltiirler, laktik asit bakterileri, koagiilaz
olmayan cocci (NPC), 6zellikle de Staphylococcus spp., maya ve kiiflerdir. Bakteriler
genelde laktik asit bakterileri ve Micrococcaceae karisimi olarak sucuk karisimina

inokiile edilir mayalarda bu karigima starter kiiltiir olarak eklenebilir. Kiifler fermente
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edilmis sucuklarin yiizeyine inokiile etmek i¢in kullanilir; bazen mayalar da bunun igin

kullanilir (Cocconcelli, 2010).

Starter kiiltiir olarak kullanilan suslar, gida katki maddeleri olarak kabul edildiginden
"genel olarak gilivenli" (GRAS) kabul edilmelidir. Starter kiiltiirlerin pazarim
diizenleyen kanunlar iilkeye bagl olarak farklilik gosterebilir ancak genel olarak
starter kiiltiirler icin bazi1 gereklilikler vardir; patojenik, toksik veya alerjik
olmamalidir. Istenmeyen mikroorganizmalara kars1 antagonistik aktivitesi olmalidir.
Karbondioksit ve biyojenik amin tiretmemelidir (Liicke, 2015). Antibiyotige karsi
direncli olmamalidir. Fenotipik ve genotipik stabiliteye sahip olmalidir. Kolayca
saklanabilir ve dagitilabilir olmalidir Prosesin tipik kosullarinda (tuza, nitrite, diisiik
pH ve su aktivitesine tolerans, imalat sicakliklarinda kayde deger gelisme vb.)
rekabetci olmalidir. Bazi teknolojik faydalar saglamalidir; asidifikasyon, koruma,

lezzet olusumu, kalite giivencesi vs.. Belirli yontemlerle tanimlanabilmelidir (Toldra
ve dig, 2001).

Starter kiiltiirler olarak kullanilan laktik asit bakterileri, Lactobacillus ve Pediococcus
cinslerine aittir. Ticari olarak temin edilebilen tiirler Cizelge 2.1°de goriilebilecegi gibi
L. sakei, L. curvatus, L. plantarum, L. pentosu, P. pentosaceus, P. acidilactici, K.
varians, S. xylosus, S. carnosus'dur (Cocconcelli ve dig, 2010). L. sakei ve L. curvatus
bu ortamdaki en rekabet¢i mikroorganizmalardandir. Bu tiirler psikrotrofiktir ve,
geleneksel Avrupa fermantasyon sicakligina (20°-24°C) daha yakin sicaklarda optimal
gelisme (25°-30°C) gosterir. L. plantarum ve Pediococcus spp. mezofiliktir ve optimal
gelisme sicakliklar1 30°C -35°C (P. acidilactici igin 40°C'ye kadar) (Papamanoli ve
dig, 2003). Laktik asit bakterilerinin ana rolii, karbonhidrat mekanizmasinin sonucu
olarak et karigiminin asidifikasyonudur. Bu iglem bir¢ok etkiye sahiptir: pH'in
diigiisiiyle hijyenik stabilite saglanir ve organik asitler meydana ¢ikar, karakteristik
asit tad1 lirtine verilir, et tutma kapasitesindeki azalis ile et proteinlerinin pihtilasmasini
saglanir (pH 5.4 ila 5.5'te) ve kuruma siireci kolaylasir, azot monoksitin miyoglobin

ile reaksiyonu (pH 5.4 ila 5.5) sonucu istenen kirmizi rengin gelisir (Adams, 2010).
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Cizelge 2.1: Et fermantasyonunda kullanilan bazi ticari bakteri tiirlerinin 6zellikleri
(Cocconcelli ve Fontana, 2010 uyarlanmastir.).

Tiirler Et fermantasyonu i¢in fonksiyonel ve Kaliteye etkisi
teknolojik 6zellikleri
Lactobacillus curvatus, Hizl asidifikasyon, {irlinde sabit renk ve ~ Muhafaza
Staphylococcus carnosus pozitif aroma gelisimi. Fermente Sertlik (kivam)
edilebilir sekerler et karisimina eklenerek ~ Aroma
son pH ayarlanabilir.
Pediococcus acidilactici, Normal asidifikasyon, pozitif aroma Muhafaza
Pediococcus pentosaceus gelisimi, iyi ve kalict kirmizi renk Sertlik (kivam)
olusumu arasinda iyi bir kombinasyon Aroma
olusturur. Fermente edilebilir sekerler et
karigimina eklenerek son pH
ayarlanabilir.
Staphylococcus xylosus, Hizl bir sekilde asidifikasyon baglatir ve Muhafaza
Pediococcus pentosaceus sonucunda orta siddette bir pH diisiisii Sertlik (kivam)

saglar. S. xylosus gii¢lii, stabil renk ve

aromatik bir lezzet verir.

Pediococcus acidilactici,

Lactobacillus curvatus,

Hizli fermantasyon, berlirgin ve iyi bir

lezzet, 1yi renk olusumu ve stabilite.

Muhafaza(pH ve

bakteriosin)

Staphylococcus xylosus Bakteriosin olusumu sayesinde Sertlik (kivam)
L.curvatus ve P.acidilactici, Listeri Aroma
monocytogenes biiyiimesini baskilar.

Lactobacillus sakei, Orta dereceli asidifikasyon, pozitif aroma Muhafaza

Staphyloccous carnosus gelisimi ve sabit renk. Sertlik (kivam)

Aroma

Pediococcus pentosaceus, Orta dereceli asidifikasyon, pozitif aroma Muhafaza

Staphyloccous carnosus gelisimi ve sabit renk. Sertlik (kivam)

Lactobacillus sakei, Proteoliz Renk

Staphylococcus xylosus and ~ Amino asit yikimi Aroma

Staphyloccoccus carnosus Lipoliz Muhafaza
Antioksiodan 6zellikleri; katalaz ve
superoksidaz dismutaz
Nitrat indirgenmesi

Kocaria varians Nitrat indirgenmesi Renk

Muhafaza
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Ette starter olarak kullanilan Laktobacillus spp., glikoliz yardimiyla glikoz ve hekzoz-
fosfat kullanan fakiiltatif heterofermentatif organizmalardir ve ana fermantasyon
irliinli olarak laktik asit Tretirler. Karbonhidratlar genellikle glikoliz yoluyla
metabolize olur, ancak heterofermentatif yol belirli kosullarda istenmeyen
fermantasyon tiriinlerinin (asetik asit, hidrojen peroksit, karbondioksit, asetoin, formik
asit, vb.) lretimine neden olabilir (Leroy ve dig, 2006). Renk ve lezzet kusurlarini
Oonlemek i¢in secilen starter kiiltiirlerde katalaz ve nitrat/nitrit rediiktaz aktivitelerinin
varhig1 arzu edilir. Laktik asit bakterilerinin proteolitik aktivitesi sayesinde kiiciik
peptidleri ve serbest amino asitleri salarak kismen aroma gelisimine katkida
bulundugu disiiniilmektedir. Laktik asit bakterilerinin lipolitik aktivitesi zayiftir fakat
proteolitik aktivite farkli Lactobacillus tiirlerinde (L. curvatus, L. sakei ve L.
plantarum) 6nemli derecede etkilidir. Bu aktivite, olgunlastirilmis iiriinlerin duyusal

ozelliklerinin gelistirilmesinde etkilidir (Centeno ve dig, 2014).

Lactobasiller ayrica amino asitlerin dekarboksilasyonu sonucu insanlarda olumsuz etki
yaratan biyolojik aminler liretmektedir. Biyojenik aminleri olusturma kabiliyeti
genellikle tiir 6zelligi yerine bir susa 6zgii karakteristik olarak kabul edilir. Bu nedenle
biyojenik amin iiretimi ile mikroorganizma sayis1 arasindaki kesin korelasyonlari
bulmak zordur (Suzzi ve Gardini 2003). Lactobacillus, Enterococcus,
Carnobacterium, Pediococcus, Lactococcus ve Leuconostoc cinslerine ait birgok
laktik asit bakterisi bir veya daha fazla amino asiti dekarboksile edebilmektedir.
Fermente et iirlinlerinde, starter kiiltiirlerden ziyade kontamine eden mikrofloralarin
artan biyojen amin seviyesinin olusumundan sorumlu olduguna dair 1yi kanitlar vardir

(Stadnik ve Dolatowski, 2010).

Bakteriyosinlerin istenmeyen organizmalara karsi sentezi, starter kiiltiir se¢iminde son
derece Onemli bir 6zellige sahiptir. Laktik asit bakterileri tarafindan mikrobiyal
koruma bakteriosinlerin (bakteriler tarafindan ribozom yoluyla sentezlenen peptitler),
bircok gida kaynakli bozulma ve patojen bakterilerin gelisimine miidahale etme
ozelligi sayesinde gerceklesir (De Vuyst ve Leroy 2007). Fermente sucuk iiretimi
sirasinda saf canli bakteriosin lireten laktik asit bakteri susunun eklenmesi biyolojik
muhafazanin bir 6rnegini temsil eder. Bakteriyosini et {iriinlerine dahil etmenin dolayl
yolu, eklenen susun fermantasyon siireci boyunca gelisimi ve bakteriosin iiretme
kabiliyetine baghidir. Ancak, bir bakteriyosinin laboratuvar kosullarinda sentezi,

gercek Uretim kosullarinda etkinligini garanti etmez. Sucuk fermantasyonu veya
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biyolojik koruma i¢in bakteriyosin iireten bir kiiltiirii degerlendirirken et ve et
tirtinlerinin karmasik sistemler oldugunu diisiinmek 6nemlidir; dolayistyla formil ve
fermantasyon teknolojisinin bakteriyosin iireten suslarin performansi tizerindeki etkisi
test edilmelidir (Cocolin ve Rantsiou, 2012). Bakteriosin {ireten L.sakei ile yapilan bir
calismada sakacin P'nin iiretilmesinden sorumlu olan sakP geninin sekanslanmasindan
sonra, sus sucuk fermantasyonuna inokiile edildi ve susun antimikrobiyal bilesigi
tiretme kabiliyetini degerlendirmek i¢in genin ekspresyonu, bakteriyosin tayini ile
birlikte gergeklestirildi. Bakteriyosin geni ekspresyonu ve iretimi, fermantasyon
boyunca saptanmig ve susun baslangic kiiltlirii olarak kullanilma potansiyeli
vurgulanmigtir (Urso ve dig, 2006a). Sonraki bir ¢alismada L. sakei kullanilmis ve
sucuk imalat1 i¢in kullanilan baska bir ticari baslangic kiiltiiriiyle karsilagtirilmistir.
[151 susuyla yapilan sucuklar, ticari baslangic maddesi ile iiretilen sucuklarla
karsilastirildiginda diisiik enterokok seviyeleri ve toplam bakteri sayimi ile genel
olarak daha iyi bir mikrobiyolojik kaliteye ve panelist ekibi tarafindan tercih edilen bir
duyu profiline sahipti. Bakteriyosin iireten laktik asit bakterisi kullanimi, gida kaynakl
patojenlerin  azaltilmasinda  farklililk  gdstermesinee  ragmen,  sucuklarin

fermantasyonunda iyi bir uygulanabilirlik gostermistir (Urso dig, 2006Db).

Kocuria (exMicrococcus) ve Staphylococcus suslari starter kiiltiir olarak ticarilestirilir.
Bununla birlikte, esasen anaerobik kosullardaki metabolik aktiviteleri nedeniyle
Staphylococcus daha rekabetgidir. Bu mikrobiyal grup tarafindan gelistirilen baslica
islevler, katalaz, nitrat ve nitrit rediiktaz aktiviteleri, lipid metabolizmasi yoluyla renk
olusumu ve stabilizasyon ve aroma olusumunu icermektedir. Nitrat rediiktazlar, cok
diisiik oksijen konsantrasyonlarinda veya anaerobiyozda nitratin pargalanmasini
sitoplazmik membran ile baglantili enzimlerdir. Enzimatik aktivite S. carnosus'da
karakterize edilmistir ve et fermantasyonunda tipik kosullarda aktif oldugu
gosterilmistir (Coccocelli, 2010). Bu aktivite ayrica, K. varians suslarindan optimum
sus tUzerinde arastinlmistir. Ve nitrattan tretilen nitrit, nitrit rediiktazlarla
indirgenebildigi veya kimyasal olarak donistiriilebildigi gorilmiistiir (Toldra ve dig,
2001).

Kiirlenmis kirmizi renkten sorumlu bilesikler, renk kusurlarina neden olan
oksidasyona duyarhidir. Micrococcaceae katalaz aktivitesi hidrojen peroksitin
bozunmasinda gorev aldig1 i¢in renk stabilizasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir.

Bu sayede lipit oksidasyonu ve rancidite de engellenir. Proteolitik aktivite
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Micrococcaceae'de 6nemli degildir, ancak bazi endo- ve exoproteolitik aktivite K.
varians, S. sciuri, S. xylosus ve S. carnosus tiirlerinde tespit edilmistir. Ancak genel
olarak Micrococcaceae’lerin lipit metabolizmasi ve ugucu aroma bilesiklerinin

tiretilmesinde daha etkili oldugu gériilmiistiir (Mainar ve dig, 2017).

Debramomyces hansenii fermente ette baskin bir maya tiiriidiir ve Candida famata ile
birlikte simdiye kadar starter kiiltiir kullanilabilen mevcut tek maya tiiridir.
Anaerobik ve zayif fermentatif metabolizmalara sahiptirler ve bu metabolizmalarini et
tirtinlerinin hem yiizey hem de i¢ kisimlarindaki biiyiimelerine izin verir. Se¢ilen maya
suslarinin uygulanmasi agirlikli olarak sirasiyla katalaz ve lipolitik etkinlikler yoluyla
renk stabilizasyonuna ve lezzet iiretimine katkida bulunur. Mayalar ayni zamanda
organik asitleri metabolize eder ve pH artisina neden olabilecek deaminaz aktivitesi
tiretir (Olesen ve Stahnke, 2000).

Penicillium nalgiovense ve Penicillum chrysogenum, starter kiiltiirleri olarak
kullanilan mevcut kiifleri olusturmaktadir. Genellikle fermente {irlinlerin goriiniimiine,
tadina ve giivenligine katkida bulunurlar. Kiiflerin aerobik bir metabolizmasi vardir,
bu da sucugun yiizeyindeki gelisimlerini sinirlar. Dig goriiniisiin yan1 sira, kiiflerin
yiizeye uygulanmasi, oksijen ve 1s18in; renk degisikligi ve ransidite gibi olumsuz
etkilerine karst koruyucu bir etki yaratirken kurumanin daha esit bir sekilde
gerceklesmesini de saglar (Cocolin ve Rantsiou, 2012). Lezzete katkisi, lipolitik ve
proteolitik enzimlerin faaliyetiyle saglanir. Ayrica, laktik fermantasyondan
kaynaklanan organik asitleri metabolize etme 6zelligi, asitlesme seviyesinin ve keskin
(tangy) tadin azalmasina neden olur. Bu ayni zamanda amino asitlerden amonyum
ireten deaminaz aktivitesinin sonucudur. Toksik olmayan suglarin uygulanmasi, tirtinii

mikotoksijenik kiiflerin gelisiminden uzak tutar (Sunesen ve Stahnke, 2004).

2.2.3 Laktik asit bakterilerinin starter kiiltiir olarak teknolojik 6zellikleri ve

gida giivenligine etkisi

Starter kiiltiir secilirken, 0nce istenilen et {iriiniinden elde edilen laktik asik bakteri
suglarinin izole edilmesi ve tanimlanmasi gerekir sonrasinda ise se¢ilen uygun suslarla
devam edilir. Laktik asit bakterilerinin karbonhidrat kaynaklarindan yeterli
konsantrasyonlarda hizli bir sekilde laktik asit {iretmesi beklenir. Bu, et {iretiminde
laktik asit bakterilerinin ana roliidiir ve gesitli kimyasal, fiziksel ve mikrobiyolojik

reaksiyonlara baglidir. Et iiriinlerinin asitlenmesi sirasinda, laktik asit bakterileri kas
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proteinlerinin pihtilasmasini saglar ve bu son iiriinde artan stabilite, saglamlik ve
birlesebilirlik saglar (Cocolin ve Ranstiou, 2010). Ayn1 zamanda, nitritin nitrik oksite
spontan indirgenmesini gelistirirler ve nitrik oksit miyoglobin ile reaksiyona girerek,
et tirlinlerinin tipik kirmizi renginden sorumlu bilesik olan nitrosomyoglobini olusturur
(Leroy ve dig, 2006). Ayrica, laktik asit bakterileri fark edilebilir asidik ve sirke tadi
olusturarak son iirlinlin lezzetine katkida bulunur Organik asit iiretimi, raf dmrii ve son
irlinlin giivenligi i¢in belirleyici faktordiir. Patojenik ve bozulma florasinin
engellenmesi, bu organik asitlerin hizli ve yeterli bir sekilde olusturulmasina baghdir.
Ayrica, amin-negatif starter kiiltiirlerin neden oldugu hizli pH diisiistiniin sucukta
biyojenik amin birikimini biiyiik oranda onleyebilecegi de gozlenmistir (Olaoye ve
Idowu, 2010).

Starter kiiltiir olarak secilen suslarin kullanilmasi farkli aroma iireterek sucuga lezzet
katmasinin yami sira olgunlasma siiresini de azaltir. Laktik asit bakterileri,
karbonhidratlarin fermantasyonu yoluyla ucgucular iiretmesine ragmen, biiyiik
miktarlarda laktik asit ve bazi asetik asit tiretmektir. Bazi et suslarinda peptidaz ve
lipaz aktivitesi gozlemlenmesine ragmen, genellikle giiclii proteolitik veya lipolitik
Ozelliklere sahip degildirler (Leroy ve dig, 2006). Laktobacilluslarin sucuk
fermantasyonu sirasinda lipolitik aktivitesi hakkinda ¢ok az bilgi mevcut olsa da
L.sakei, L. curvatus ve L. plantarum’un lipolitik aktivitesi belgelenmistir. (Papamanoli
ve dig, 2003). Bununla birlikte, laktobasilluslardaki lipazlar genellikle fermente sucuk
kosullarinda az veya hi¢ aktivite gostermemektedir (Demeyer ve dig, 2000).
Laktobasillere ilaveten, aromayi etkilemek i¢in sucuga diger laktik asit bakterileri de
ilave edilebilir. Enterococcus proteolitik, lipolitik ve esterolitik gibi ¢esitli metabolik
aktiviteleri sergilemektedir (Sarantinopoulos ve dig., 2001). Ayrica, Akdeniz’de
iretilen bircok geleneksel peynirde (Giraffa, 2003) ve fermente sucukta olgunlasma

slirecinde ve aroma gelisiminde 6nemli rol alir (Hugas ve dig, 2003).

Laktik asit bakterileri starter kiiltiir olarak kullandiklarinda istenmeyen floranin
gelisimini Onleyen, {irlin giivenligi saglayan ve raf omriinii uzatan organik asitlerin
hizl1 iiretiminde birincil bir role sahiptir. Organik asitlerin antimikrobiyal etkisi pH'!n
diistiriilmesinde ve ayrismamis asit molekdillerinin etkisinde yatar. Ayrismamis asitin
lipofilik dogas1 hiicre zar1 boyunca dagilmasina izin vererek elektrokimyasal proton

gradyaninda bir ¢okiise neden olurken diisiik dis pH sitoplazmay asitlestirir. Alternatif
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olarak, hiicre zarmnin gecirgenligi substrat tasima sistemlerinin bozulmasindan

etkilenebilir (Oloaye ve Idowu, 2010).

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinlere ilgi son zamanlarda garpici
bi¢imde artti. Cogu bakteriyosin, et fermantasyon siireglerinde yer alan bazi laktik asit
bakteri tiirleri tarafindan Uretilir. Etten izole edilen laktik asit bakterileri, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens ve Bacillus cereus
gibi gida patojenlerine ve genel olarak diger laktik asit bakteri suslarina kars1 etkili
olan bir dizi bakteriosin iiretir (Messi ve dig, 2001; Noonpakdee ve dig, 2003). Bu
bakteriyosinler, diger gram pozitif bakterilerini inhibe eden antibakteriyel peptitler
veya proteinlerdir. L. sakei, L.curvatus, L.plantarum, L. brevis ve L. casei gibi bir ¢ok
Laktobasil sucuk izolat1 siklikla bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri bilesikler
tiretir (Leroy ve dig, 2006). Bakteriyosin iireten L. sakei'nin kullaniminin fermante
edilmis sucukta Listeria spp. seviyelerini diisiirmeye izin verdigi bulunmustur. Ayrica
L.curvatus ve L.plantarum tiirlerinin de antilisteriyal etki gosterdigi kanitlanmistir
(Dicks ve dig, 2004).

Tiramin, histamin, triptamin, kadaverin, putresin ve spermidin gibi biyojen aminler,
cesitli gidalarda bulunan alifatik, aromatik veya heterosiklik yapilara sahip organik
bazlardir ve ¢cogunlukla amino asitlerin mikrobiyal dekarboksilasyonuyla tretilirler.
Gidalardaki biyojenik aminlerin birikimi, Onciillerin (amino asitler) ve amino asit
dekarboksilaz aktivitesine sahip mikroorganizmalarin bulunmasi, gelisme ve
dekarboksilasyon i¢in uygun kosullarin mevcut olmasiyla meydana gelir. Mevcut
protein miktar1 ve et olgunlasmasi sirasinda goriilen proteolitik aktivite, hem baglangi¢
kiiltirleri hem de diger mikrobiyota tarafindan gerceklestirilen dekarboksilaz
reaksiyonlariin onciilleridir (Suzzi ve Gardini, 2003). Genel olarak starter kiiltiirler
siirh tirozin-dekarboksilasyon aktivitesine sahiptir, ancak kontaminant olmayan
laktik asit bakterilerin 6zellikle enterokoklarin tiramin iiretiminden sorumlu olduklari
diistiniilmektedir (Ansorena ve dig, 2002). Starter kiiltlir olarak laktik asit bakterisi
secerken amino dekarboksilaz aktivitesi gostermemesi 6nemli bir kosuldur. Amin
negatif laktik asit bakterileri hizli gelisim ve asit iiretimi, amin tireten mikrofloranin
gelisimini 6nleyecektir. Segilmis L. sakei'nin fermente edilmis sucuklardaki biyojenik
amin birikimini bliylik oranda azaltma kabiliyeti oldugu yapilan ¢alismalarda

goriilmistiir (Bover-Cid ve dig, 2001; Gonzalez-Fernandez ve dig, 2003).
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2.2.4 L.sakei

L. sakei, 6nce Laktabacillus sake olarak tarif edilmis, sake isimli fermente edilmis
icecekte bozulmaya neden olan mikroorganizma olarak 1934'te bulunmustur (Sekil
2.8) (Tripper, 1997). L. sakei, psikotrofik, yiiksek tuz konsantrasyonuna toleransi
olan, 4°C ve %6.5 NaCl’de gelisme kapasitesine sahip suslari olan taze et ve baligin
dogal florasinda bulunan gram pozitif laktik asit bakterisidir (Ammor ve dig, 2005).
Fermente etlerin tiretiminde starter olarak kullanilmaktadir ve biyokoruma ve gida

giivenligi alaninda biyoteknolojik potansiyele sahiptir (Hufner ve dig, 2007).

1.38 ym |

Sekil 2.8 : 30°C'de gelisen L. sakei 23K susunun tarama elektron mikroskopisinde

gortiniimi (Champomier-Verges ve dig, 2002).
Suslar ve diger tiirler arasindaki fenotipik farklilasma, genellikle, iiretilen laktik asit
izomer tiiriine, seker fermantasyonuna ve arginin kaynakli amonyak {iretimine dayanur.
L.sakei’nin biyokimyasal ve fizyolojik 6zelliklerine 6zellikle seker fermantasyonuna
dayanan bir¢ok ¢alismada etten izole edilen L. sakei suslar1 arasinda genis fenotipik
heterojenlik oldugu bildirilmistir. Bu suslarin dogru bir sekilde tanimlanmasinda
zorluk et driinlerinde bulunan L. curvatus’la arasindaki yakin iligkiden
kaynaklanmaktadir. ki L. sakei susu fenotipik dzelliklere gore ayirt edilemezken, iKi
L. curvatus susu melibiyozu fermente etme kabiliyeti ile ayirt edilir (Berthier ve
Ehrlich, 1999).

Et, protein acisindan zengin bir alt tabaka olup, yaslanmasi sirasinda proteolitik
enzimler lizozomlardan salinir ve amino asitler bakteri aktivitesi olmaksizin et

proteinlerinden ayrilir. Boyle bir ortamda yasamla tutarli olan L. sakei, aspartik ve

27


http://www.pagepressjournals.org/index.php/ijfs/article/view/ijfs.2015.5449/5173#ref2

glutamik asitler haricinde tiim amino asitler i¢in oksotrofiktir. Genom analizleri, bu iki
amino asidin, sirasiyla asparagin ve glutaminin deaminasyonu ile potansiyel olarak
tiretilebildigini gostermektedir (Challiou ve dig, 2005). Glikoz ve riboz, ette bulunan
ana sekerlerdir. Disaridan glikoz ve bazen laktoz genellikle fermente et iirlinlerinin
olgunlagsma siirecini hizlandirmak ve gelistirmek i¢in eklenir. L. sakei’nin heksoz
fermantasyonu homolaktiktir ve anaerobik glikoliz yoluyla ilerlemektedir. Ortaya
cikan laktik asit olusumu ve daha sonra pH diisiisii fermente iirliniin hijyenik emniyeti
ve kalitesi i¢in biiyilk 6nem tasimaktadir. Laktoz ve galaktoz da L. sakei tarafindan
fermente edilir. Riboz, arabinoz ve glukonat, fosfoketolaz yolu olarak da adlandirilan
heterolaktik yolla fermente edilir. L. sakei'de sadece L-laktat dehidrojenaz enzimi
mevcut olsa da, seker fermantasyonu sirasinda D- ve L-laktat iiretilir (Sekil 2.9)
(McLeod ve dig, 2010).

Lactobasilli ayrica amino asitlerin dekarboksilasyonu sonucu insanlarda olumsuz etki
yaratan biyolojik aminler liretmektedir. Biyojenik aminleri olusturma kabiliyeti
genellikle tiir 6zelligi yerine bir susa 6zgii karakteristik olarak kabul edilir. Bu nedenle
biyojenik amin iiretimi ile mikroorganizma sayisi arasindaki kesin korelasyonlari
bulmak zordur (Suzzi ve Gardini 2003). Lactobacillus, Enterococcus,
Carnobacterium, Pediococcus, Lactococcus ve Leuconostoc cinslerine ait bir¢ok
laktik asit bakterisi bir veya daha fazla amino asiti dekarboksile edebilmektedir.
Fermente et tiriinlerinde, starter kiiltlirlerden ziyade kontamine eden mikrofloralarin

artan biyojen amin seviyesinin olusumundan sorumlu olduguna dair 1yi kanitlar vardir

(Stadnik ve Dolatowski, 2010).

L. sakei 'nin et iriinlerinde etkin sekilde hayatta kalmasi ette bol olan arjinine
kullanabilmesinden kaynaklanir. Bu 6zellik, L. curvatus'tan farklilasmayr miimkiin
kilar ve arjinin, enerji liretimi igin substrat seviyesinde fosforile olan laktik asit
bakterilerindeki tek amino asittir. L sakei'deki arjinin ayrisimi, NHs ve ATP iiretimine
yol agan arjinin deaminaz yolu ile diizenlenir. Arjinin katabolizmasi yalnizca diisiik
glukoz konsantrasyonunda goézlemlenir. Bu bozulma, sabit faz boyunca bakterinin

hayatta kalma sansin1 arttirmast ile iligkilidir (Champomier-Verges ve dig, 1999).

Fermente et iirlinlerinin teknolojik stireci ile iligkili ¢esitli faktorler, starter suslar i¢in
'stres' kosullarini temsil eder. L. sakei, etin sogutulmasi sirasinda ve kiir tuzlari (% 3-
9 NaCl) varliginda gelisebilme yetenegine sahiptir. Bu iki siireg, arzu edilen bir

depolama omrii elde etmek i¢in, bazen kombinasyon halinde, yaygin olarak kullanilir.
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L. sakei'nin soguga ve tuza direnci betain ve karnitin gibi ozmo- ve kriyoprotektif
maddeleri etkin olan biriktirme kabiliyetiyle alakali olabilir (Amadoro ve dig, 2015).
Aym Ozellik tuza ve soguga direnci ile bilinen bir organizma olan Listeria
monocytogenes'de bulunana benzerdir. Benzer sekilde, L. sakei'nin, diger
laktobasillerden daha fazla soguk stres proteini vardir, fakat L. monocytogenes kadar
coktur. Birkag¢ calisma L. sakei’nin soguk direncinin karbonhidrat metabolizmasini
degistirmesi ve oksidatif stresin uyarilmasi da dahil olmak tizere bir dizi
mekanizmanin kombinasyonu sayesinde oldugunu o6ne siirmiistiir (Chaillou ve dig,

2005).
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Sekil 2.9 : L.sakei 'deki glikoz ve riboz fermantasyonu igin metabolik yollarin genel
goriiniisii (McLeod ve dig, 2010).

Fermente et iiriinlerinin teknolojik siireci ile iligkili ¢esitli faktorler, starter suslar i¢in

'stres' kosullarini temsil eder. L. sakei, etin sogutulmasi sirasinda ve kiir tuzlari (% 3-

9 NaCl) varliginda gelisebilme yetenegine sahiptir. Bu iki siire¢, arzu edilen bir

depolama omrii elde etmek i¢in, bazen kombinasyon halinde, yaygin olarak kullanilir.

L. sakei'nin soguga ve tuza direnci betain ve karnitin gibi ozmo- ve kriyoprotektif

maddeleri etkin olan biriktirme kabiliyetiyle alakali olabilir (Amadoro ve dig, 2015).
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Aynm1 Ozellik tuza ve soguga direnci ile bilinen bir organizma olan Listeria
monocytogenes'de bulunana benzerdir. Benzer sekilde, L. sakei'nin, diger
laktobasillerden daha fazla soguk stres proteini vardir, fakat L. monocytogenes kadar
coktur. Birkag calisma L. sakei’nin soguk direncinin karbonhidrat metabolizmasini
degistirmesi ve oksidatif stresin uyarilmasi da dahil olmak {izere bir dizi
mekanizmanin kombinasyonu sayesinde oldugunu 6ne siirmiistiir (Chaillou ve dig,
2005).

L. sakei ve L. curvatus suslar laktik asit bakterileri, Clostridium, L. monocytogenes ve
Enterococcus'a karsi aktif olan sakasin A, K, P, lactosin S ve kurvasin, kurvatisin ve
lactosin iiretirler. Bakteriosinlerin sucuktaki etkisi sinirlidir ¢iinkii matrise baglanirlar
ve doku proteazlari tarafindan bozunabilirler. Bununla birlikte, model sucuklarda P.
acidilactici ve L. Sakei gibi bakteriyosin fireten suslarin varhginda L.
monocytogenes’te 1.5 ila 2.5 log arasinda azalma goriilmiistiir (Talon and Leroy,
2014).

Laktik asit bakterilerinin biyojen amin tiretimi ile ilgili birgok bilgi mevcut olmakla
beraber aminojenik potansiyel tiirler ve suslara baglidir. Fermente sucuklardan izole
edilen L. curvatus suslarinin gogunun (% 76) tiramin ve feniletilamin tirettigi halde, L.
sakel suslarinin yalnizca % 2'si tiramin iretebilirken, L. plantarum i¢in bu oran %
16'dir. Bu suslarda tirozin dekarboksilaz geni belirlenmistir. Starter kiiltiir olarak
dekarboksilaz genine sahip olmayan L. sakei suslarinin kullanilmasi, biyojenik amin
olusumu Onledigi ve hatta son iirlinde neredeyse hi¢ biyojenik amin olmadigin

gosterdi (Bover-cid ve dig, 2001).

Laktik asit bakterilerinin proteolitik faaliyetleri genellikle siit driinleri igin iyi
belgelenmistir, ¢linkii bu faaliyetler biiylimede ve fermente iriinlerin lezzet ve
dokusunun gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Fermente edilmis sucuklarin
olgunlagma siirecinde peptidlerin ve serbest amino asitlerin agiga ¢iktig1 bilindiginden
L. sakei’nin proteolitik aktivitesini incelenmistir. Yine de, bu protein yikim iiriinlerinin
birikiminin mikrobiyal roliinii ve enzimatik roliinii ortaya koymak zor gériinmektedir.
Domuz etinin sarkoplazmik ve miyofibriller proteinlerinde bazi L. sakei tiirleri i¢in
proteinaz ve aminopeptidaz aktiviteleri gosterilmistir (Fadda ve digerleri, 1999). Et
ekstraktinin L.sakei inokiile edilmesiyle glutamik asit ve alanin olmak iizere serbest
aminoasit birikimi oldugu goriilmiistiir. Kas myofibriller proteinlerin proteolizi ve

ayni zamanda lipoliz ve lipid oksidasyonunun fermente et iriinlerinde lezzet
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olusumunda anahtar faaliyetler oldugu bilinmektedir. Bu tiir faaliyetler L. sakei'de
kismen tanimlanmis olsa da, veriler olduk¢a daginiktir ve L. sakei metabolizmasi ile
aroma olusumu arasindaki iliski konusunda kesin bir sonug¢ alinamaz. Diger tiirlerin
(cogunlukla Staphylococci ve mayanin) endojen et enzimleriyle birlikte aroma
gelisiminde Onemli bilesenler oldugu agiktir. Bununla birlikte, L. sakei

metabolizmasinin bu yonii halen iyi anlagilamamigtir (Champomier - Verges, 2002).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Spontane fermente sucuklarin 6zelliklerinin belirlenmesi

3.1.1 Ornekler

Bu tez ¢aligmasinin ilk kismu, starter kiiltiir kullanilmadan iiretilen iki farkli endiistriyel
olmayan geleneksel italyan sucugunun zelliklerinin belirlenmesini kapsar. Italya’nin
kuzeyindeki Brescia ilinde iiretilmis Bresciano tipi sucuk ve Italya’nin merkezinde yer

alan Emilia-Romagna bdolgesinde tiretilmis Romagnolo tipi ile ¢alisiimigtir.

3.1.1.1 Bresciano tipi sucuk

Bresciano tip sucuk (salami Bresciano) sogutulmamis domuz eti kullanilarak tretilir
(Sekil 3.1). Etin kaburga, bel, fileto, domuz yagi, i¢ yag1 ve yastia ait parcalari
karkastan ayrilir. Etin geri kalan1 yagla beraber dogranir: etin yagsiz bolimiiniin et
icerigi %75-80 arasinda degisirken, yag yiizdesi % 20-25 civarindadir. Et karigimina
NaCl (%2.4 w/w), KNO3z (%0.02 w/w) ve iireticinin tercihine ve tecriibesine gore

farkli baharatlar (tar¢in, biber, hindistan cevizi), biraz sarimsak ve beyaz sarap eklenir.

Etin dogranmasindan sonra (yaklagik 4 mm), 16-18°C'de hazirlanan karisim el ile
dogal kiliflara (iist taraftan ¢apa kadar 75 mm'ye kadar domuz kolunu) doldurulur.
Ardindan, {riin (yaklasik 1 kg'lik baslangi¢ agirligi) sicim ile baglanir ve yaklasik ti¢
buguk aylik bir siire boyunca mahzende asilir, bu siire zarfinda agirlik kaybi yaklasik
% 30-35'dir. Sicakliklar, sucuk tiiketime hazirken kis aylarinda 6°C ile ilkbaharda 14-

15°C arasinda dalgalanmistir. Sekil 3.2°de sucugun tiretim agamalari verilmistir.

Sekil 3.1 : Bresciano tip sucuk.
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Sekil 3.2 : Bresciano tipi sucuk tliretim asamalari.

3.1.1.2 Romagnolo tipi sucuk

Segilen domuz eti orta boyutta dogranir ve domuz yag: kiipler halinde kesilerek ilave
edilir. Son {iiriin kesildiginde dilimde agikga goriinen bu kiip yaglar, Romagnolo tipi
sucugun (salami Romagnolo) tipik gorsel 6zelligidir (Sekil 3.3). Bu karigimda %2.8
oraninda tuz, biber (toz ve tahillar halinde) ve soyulmus ve ezilmis sarimsak iceren az
miktarda kirmiz1 sarap elekten gecirilir. Once sarapin icine sarimsak koyulur ve
ardindan filtre edilir béylece sarimsagin tadi sucuga ge¢mis olur. Karisima nitrat/nitrit
tuzu eklenmez. Yagsiz kisim yaklasik %75-80 ve yag %?20-25 oranindadir. Manuel
olarak domuz bagirsagina (50-60 mm ¢ap) doldurulur ve sicim ile baglanir. Ardindan,
suyun ¢ikmasina izin vermek igin gatal ile kilif {izerine kiigiik delikler agilir. Sucuklar
yaklagik 24 saat boyunca 18-20°C'de dinlenmeye birakildigi zaman agirhigi 1.1-1.5 kg
arasinda degisir. Daha sonra yaklagik 3 ay boyunca olgunlagma i¢in bir mahzende
bekletilir ve sicaklik 8°C-15°C araliginda degiskendir. Bu siire zarfinda tirlinler
agirh@inin yaklasik %35-38'ini kaybeder. Sekil 3.4’de de sucugun iiretim asamalari

verilmistir.
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Sekil 3.3 : Romagnolo tipi sucuk.
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Sekil 3.4 : Romagnolo tipi sucuk iiretim agamalari.
3.1.2 Orneklerin su aktivitesi ve pH 6l¢iimii

10 gram ornek 10 ml saf suya eklenmistir ve homojenizasyon i¢in 2 dakika boyunca
stomaker (Seward Lab Blender, Londra, Ingiltere) kullanilmistir. pH 6lgiimii igin
Basic 20 pH metre (Crison Instruments, Barselona, ispanya), su aktivitesi icinse
AqualLab CX3-TE (Labo-Scientifica, Parma, Italya) kullamlmistir. Olgiimler her iki

sucuk i¢inde ii¢ tekrarli gerceklestirilmistir.
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3.1.3 Mikrobiyal sayim ve Kkiiltiir ortanm

Sucuklarin dogal mikroflorasinin tespiti igin olgunlasmanin bitiminden hemen sonra
mikrobiyal sayim gerceklestirilmistir. Aseptik olarak kilifin sucugun {izerinden
kaldirilmasindan sonra 10 gram 6rnek 90 ml %0.9 (w/v) NaCl igeren fizyolojik suya
konulmus ve homojenizasyon i¢in 2 dakika boyunca stomakerda tutulmustur. Tuzlu
fizyolojik su ile seri onlu diliisyonlar hazirlanmis ve secilen kiiltlir ortamina ekilmistir.

Sayimlar 3 tekrarli gerceklestirilmistir.

MRS Agar (De Man, Rogosa and Sharpe): MRS agar laktik asit bakterilerinin sayimi1
icin kullanir. MRS brotha (Oxoid, Basingstoke, UK) bakteriolojik agarin (Oxoid,
Basingstoke, UK) (%1.5 agar) eklenmesi ile elde edilir. 30°C 48 saat inkiibasyon
sonrasinda plakalar tanimlanmis Laktobacillus izolatlarinin kolonilerini i¢erir. MRS

broth igerigi Cizelge 3.1’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 : MRS Broth igerigi.

Bilesenler g/l
Pepton 10.00
‘Lab-Lemco’ tozu 8.00
Maya ekstrakti 4.00
Glukoz 20.00
Sorbitan mono-oleato 1.00 ml
Dipotasyum hidrojen fosfat 2.00
Sodium asetat 3H20 5.00
Triammonyum sitrat 2.00
Magnezyum siilfat 7H20 0.20
Magnezyuum siilfat 4H20 0.05
pH 6.2 +£0.2a25°C

Baird Parker Agar Base: Once kolonilerin renklenmesi i¢in gerekli olan Eggy Tellurite
Yolk Emulsiyonu (Oxoid, Basingstoke, UK), Baird Parker agara (Oxoid, Basingstoke,
UK) eklenerek birlikte sterilize edilir. Sonrasinda gram pozitif koklarin
(Micrococcaceae and Staphylococcaceae) sayimi igin yiizey yayma yontemi
kullanilarak inokiilasyon gergeklestirilir. Inkiibasyon kosullar1 30°C, 48 saattir. Baird
Parker Agar Base igerigi Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Slanetz ve Bartley Agar: Enterokoklarin saptanmasi igin yiizey yayma yOntemiyle
Slanetz ve Bartley Agara (Oxoid, Basingstoke, UK), inokiilasyon yapilir. Igerigi
Cizelge 3.3°de gosterilmistir. Inkiibasyon kosullar1 44 °C ve 24 saattir.
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Cizelge 3.2 : Baird Parker Agar Base icerigi.

Bilesenler g/l
Pankreatik 6giitiilmiis kazein 10.0
Et ekstarakti 5.0
Sodyum piriivat 10.0
Maya ekstrakti 1.0
Glisin 12.0
Lityum Klorit 5.0
Agar 20.0
pH 7.2+ 0.2 a25°C

Cizelge 3.3 : Slanetz and Bartley Medium igerigi.

Bilesenler g/l
Tiriptoz 20.0
Maya ekstrakti 5.0
Glukoz 2.0
Di-potasyum hidrojen fosfat 4.0
Sodium azit 0.4
Tetrazolyum Kklorit 0.

Agar 10.0

pH 7.2+0.2a25°C

3.1.4 Sucuklardaki biyojenik amin tayini

Uriindeki biyojenik aminlerin kantitatif tayini, yiiksek basingli sivi kromatografi
teknigi (Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi, HPLC) kullanilarak gerceklestirilmistir
(Lanciotti ve dig, 2007). Iki sucuk iginde farkli noktalardan alinan 3 &rnekle
tekrarlanmistir. Sucuklardaki biyojenik amin tayini ekstraksiyon, tlirevlendirme ve

HPLC enjekte etme olarak ii¢ adimda anlatilabilir.

Ekstraksiyon: Aminlerin ekstraksiyonu, Tabanelli ve dig. (2013) tarafindan bildirilen
protokol uyarinca gerceklestirilmistir. Bir cam kapta 10 g 6giitiilmiis numune tartilir
ve 20 ml trikloroasetik asit (% 5 TCA) (Sigma -Aldrich, St Louis, MO, ABD) eklenir.
Su banyosunda 75°C'de 30 dakika boyunca ekstraksiyona birakilir. Ekstrakt daha
sonra 2700rpm’de 10 dakika 4°C’de santrifuj edilir (rotor JA 25:50,Beckman Coulter,
Milano, italya) ve 50 ml'lik balon sise icinde Whatman no.1 filtre kagidiyla (Sigma
Aldrich, St Louis, MO, ABD) filtre edilir. Kalan numuneye daha sonra, bir dnceki
esitleme derecesine esit ikinci bir ekstraksiyon ddngiisiine tabi tutulur. Elde edilen
stiziintii % 5 TCA ¢ozeltisi ile 50ml’lik hacme tamamlanir. Eklenen miktar diliisyon
faktorii olarak kullanilir. Bu sekilde elde edilen ekstraktlar, tlirevlendirmeye tabi

tutulmadan 6nce en fazla 7 giin boyunca 4° C'de saklanabilir.

37



Tiirevlendirme: Tiirevlendirme reaksiyonu, Martuscelli ve dig (2001) tarafindan
bildirilen protokole uygun gergeklestirilmistir. 10 ml'lik bir cam balona 1 mllik
ektrakte edilmis numune, 300 uL doymus NaHCOs3 ¢ozeltisi, 100 pL'lik 500 ppm'lik
standart ¢ozeltisi (1,7-diaminoeptano, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, ABD) ve
numuneyi 11.50 + 0.01 pH degerine getirmek i¢in degisen bir miktarda 1M KOH
¢ozeltisi eklenir. Tirevlendirilecek her numuneye HPLC igin 4 mg aseton i¢inde 20
mg dansilklorur ¢6zeltisi (Sigma-Aldrich, St Louis, MO., ABD) ¢6ziilerek elde edilen
karisimdan 4 ml eklenir. Numuneler, karanlikta 45 dakika boyunca (195 vurus) 40°
C'de su banyosunda karistirmaya yerlestirilir. Bu 45 dakikanin sonunda reaksiyon, 400
uL'lik bir amonyak ¢o6zeltisi (%30 NHs3) eklenerek durdurulur. Numuneler oda
sicakliginda 30 dakika boyunca karanlikta bekletilir ve daha sonra HPLC i¢in 10ml’e
gelene kadar asetonitril eklenir. Numuneler daha sonra naylon filtreler (& 0.22 uM)
(Incofar, Modena, Italya) ile siiziiliir ve kiiciik siselere konur, 1siktan korunarak -20 °

C'de maksimum 7 giin saklanabilir.

HPLC’ye enjeksiyon: Numuneler, 20 pl'lik dongii ile Rheodyne manuel enjektor
sistemi olan HPLC Jasco PU-2089 Plus modeline enjekte edilir. On-kolon(Waters
Spherisorb S5 ODS2, 4,6x10mm) ve C18 ters fazli bir kromatografik kolon (Waters
Spherisorb ODS-2, 150x4,6 mm, 3 pm) kullanilir. Maksimum 25MPa basing, 0.1
ml/min’den 0.8 ml/min’e ulasan akis hiz1 ve izokratik teknik kullanir. Belirlemeler,
254 nm'de bir UV-VIS dedektorii olan Jasco UV-2070 Plus kullanilarak yapilir. HPLC
analizi sirasinda kullanilan eluentlerin konsantrasyon gradyenleri Cizelge 3.4'de
gosterilmektedir. 3 farkli eluent kullanilmistir bunlar buffer Ko2HPO4, HPLC icin
kullanilan su ve asetonitrildir (VWR Chemicals, France). Tiim numuneler i¢in, analiz
stiresi, her yeni enjeksiyondan 6nce 10 dakika dengeleme siiresi ile 25 dakika
stirmektedir. Aminlerin kuantifikasyonu, farkli konsantrasyonlarda (10, 20, 30, 50, 75
ve 100 ppm) standart ¢ozeltiler olan aminler (histamin, 2-feniletilamin, tiramin,
putresin, kadavrain, spermin ve spermidin) ile elde edilen external kalibrasyon egrileri
kullanilarak yapilir. Ayrica tiirevlendirmenin dogru bir sekilde yapildigindan emin

olmak i¢in internal standartla oranlama yapilir. Amin miktar1 mg/kg olarak ifade edilir.
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Cizelge 3.4 : HPLC analizi sirasinda kullanilan eluentlerin konsantrasyon

gradyenleri.
Zaman (dakika) CHsCN (%) K2HPOa4 (%) H20 (%)

0.0 65 35 0
1.0 65 35

5.0 80 20

5.1 80 0 20
6.0 90 0 10
15.0 90 0 10
20.0 65 35 0
25.0 65 35 0

3.1.5 Sucuklarda organik asit i¢eriginin belirlenmesi
Organik asitlerin tayini, bir ekstraksiyon isleminin sonucu olarak HPLC'de

gerceklestirilmistir (Tabanelli ve dig, 2016).

Ekstraksiyon: 10 g 6rnege 20 ml 0.01 N H2S04 eklenir, Omni Mikser Homojenizator
(Omni International, Warrengton, VA, ABD) ile 30 dakika 30C’de dakikada 195
vurusla homojenize edilir bu islemden sonra ekstraktlar Whatman no.1 filtre kagidiyla
(Sigma Aldrich, St Louis, MO, ABD) filtre edilir. Kalan numuneye daha sonra, bir
onceki esitleme derecesine esit ikinci bir ekstraksiyon dongiisiine tabi tutulur. Elde
edilen ekstrat 0.01 N H2S04 ile 50mllik cam balonun limit ¢izgisine kadar doldurulur.

Fazladan eklenen miktar diliisyon faktorii olarak kullanilir.

- HPLC analizi: Ekstraktlar oldugu gibi veya opsiyonel olarak seyreltilerek enjekte
edilir ve 20 pl'lik bir dongi ile Rheodyne model manuel enjektor sistemi ve bir
kromatografik siitun olan Bio-Rad Aminex HPX-87H (300x7.8mm) (Bio-Rad
Laboratories, Hertfordshire, Ingiltere) ile HPLC Jasco PU-2089 Plus'da analizlenir.

Analiz, izokratik kosullar altinda mobil faz 0.005M H2S04, 0.6 mL/dak akis hiz1 ve
65°C sicaklikta gerceklestirilir. Kullanilan dedektér bir UV tiiriidiir ve analiz 210
nm'de gerceklestirilir. Kromatografik pikler, farkli organik asitlerin (laktik asit,
piruvik asit, sitrik asit, malik asit, asetik asit, osalik, formik, siiksinik, proponik, butrik,
alfa-chetoglutarico, fumarik) standart ¢ozeltilerin (Sigma Aldrich, St Louis, MO,
ABD) alikonma siiresi ile karsilastirilarak tanimlanmustir. Olgme, external standartla

gergeklestirildi.
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3.1.6 Sucuklarin aroma profillerinin belirlenmesi

Fermente sucukta olgunlasma esnasinda olusan ucucu bilesikler, bir kat1 faz mikro
ekstraksiyonu ile birlestirilmis GC-MS kullanilarak izlenmistir (GC-MS-SPME)
(Montanari ve dig, 2016). 3 gram numune 10 mL'lik sterilize edilmis cam balonlara
yerlestirilir, PTFE/silikon septayla sizdirmaz hale getirildi ve su-buhar dengesine daha
hizli ulagmasi igin lif yerlestirmeden once 10 dakika siireyle 45°C'de 1sitilir. 75 mm
karboksilen polidimetil siloksan tarafindan kaplanmis silica fiber (CAR/PDMS
StableFlex) (Supelco, Steinheim, Almanya) bas alana yerlestirilir ve 40 dakika 45°C
1sitilmaya devam edilir. Boylece aromatik molekiillerin uygun yiizey emilimine imkan
taninir. Son konsantrasyonu 33 mg/kg olacak sekilde her numuneye ilave edilen 4-
metil-2-pentanol internal standart olarak kullanmilmistir. Fiber gas kromatograf
injektortine (Agilent Technology 6890N, Network GC System), enjekte edilir.
Adsorplanmis molekiiller, gaz kromatografisinde 10 dakika boyunca ger¢i ¢ikarilir.
Pik tespiti icin bir MS detektér 5970 MSD (Hewlett-Packard, Cenevre, Isvicre) ve bir
Varian (50mx320pumx1.2pm) erimis silika kilcal siitun ile donatilmis Agilent Hewlett
Packard 6890 GC gaz kromatografisi kullanilmstir.

Kosullar: 250 ° C enjeksiyon sicakligi; 250 © C dedektor sicakligi ; Tastyict gaz (He)
akis hiz1, 1 mL/dakika.

Firin sicakligi asagidaki sekilde programlandi: 1 dakika boyunca 50°C; 4.5°C/dak'da
artis hiziyla 50°C ila 65°C arasi; 10 °C / dak'da artig hiziyla 65°C'den 230 °C'ye,
daha sonra 25 dakika boyunca 230°C’de tutulur. Ugucu piklerin tespiti, kiitle
spektrum verilerinin Agilent Hewlett-Packard NIST 98 ve Wiley versiyon veri
tabaninda bulunan bilesiklerin bilgisayarla eslestirilmesi ile gergeklestirildi. Her sucuk
i¢in U¢ tekrar yapilmis ve GC-SPME sonuglari internal standartla oranlanarak ifade
edilir.

3.2 Lactobacillus Suslarimin Karakterizasyonu
3.2.1 Lactobacillus suslarinin izolasyonu ve tammlanmasi

Baslangigcta Bresciano sucugundan 50 koloni, Romagnolo sucugundan 100 koloni
Lactobacillus izole edilmistir. Her bir sus, MRS brotha (Oxoid, Ingiltere) inokiile
edildi ve 30°C'de 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra, hiicre siispansiyonu 10 ml'lik bir
plastik tiip i¢ine aktarildi ve Rotofix 32'de (Hettich, Tuttlingen, Almanya) 10 dakika
icin 3000 rpm'de santrifiij edildi. Siipernatant elendi, pelet 1ml Skim milk (Oxoid,
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Basingstoke, Ingiltere) ile yeniden siispanse edildi ve bdylece hiicre siispansiyonu -
80°C'de tutulabilen kriyovyalarda aktarild1. izolatlar, asagida tarif edildigi gibi genetik

tarama ve sonra teknolojik ve fizyolojik testler i¢in kullanilmistir.

3.2.1.1 DNA ekstraksiyonu

Dereceli olarak numaralandirilan saf izolatlardan DNA ekstrakte edilmistir. Bu
ekstraksiyon, 10 ml ortamda (MRS broth) 24 saat inkiibe edilen saf koloniden
baslayarak gerceklestirilmistir. Daha sonra, 1 ml bakteri siispansiyonundan
baslayarak, QIAamp DNA Stool Mini Kiti (Qiagen, West Sussex, Ingiltere)
kullanilarak genomik DNA ¢ikarilmistir. Cikarilan DNA, son kullanim zamanina
kadar -20° C'de saklanmuastir.

3.2.1.2 RAPD parmak izi analizi

RAPD-PCR analizi, Bologna Universitesi Tarim, Gida Bilimleri ve Teknolojileri
Departman1 Laboratuvari'nda gerceklestirilmistir. Daha Once farkli ¢aligmalarda
bildirildigi gibi izole edilmis laktik asit suslarindan ekstrakte edilmis DNA, primer
M13 (5-GAG GGT GGC GGT TCT-3") kullanilarak RAPD-PCR analizine tabi
tutulmustur (Cocolin ve di,.2009; Urso ve dig, 2006; Rosetti ve dig, 2005).
Reaksiyonlar son hacim 20 pul olacak sekilde; 1,2 pl MgClz (1.5 mM) (Sigma, Madrid,
Ispanya), 10 ul HotStarTaq Master Mix (QIAGEN GmbH, Hilden, Almanya), 2 pl
primer M13 (2uM), 5,8 pl RNase icermeyen su water (QIAGEN GmbH, Hilden,
Almanya) and 1 pl template DNA gerceklestirilir. Amplifikasyon dongiisii soyledir:
45 tekrarla 94°C’de 1 dakika, 34°C’de 1 dakika, 72°C’de 2 dakika. 94°C'de 3 dakikada
ilk denatiirasyon ve 72 ° C'de son 7 dakika boyunca son uzatma gergeklestirilir ve daha
sonra Ornekler, Mastercycler gradyaninda (Eppendorf, Madrid, Ispanya) 4°C'de
tutulur. RAPD-PCR iiriinleri, EtBr ile saglanan %2 (w/v) agaroz jelleri iizerinde,
120V'de 1X Tris/Borate/EDTA'de 4 saat boyunca elektroforez ile analiz edilmistir.

3.2.1.3 Gel Compar Il kullanarak Kiimelesme

Jel gorintiileri, Biolmaging System GeneGenius Sistemi (SynGene, Cambridge,
Ingiltere) kullamlarak dijital olarak yakalanmigtir. Bant model analizi, Gel
Karsilagtirma siirim 4.1 ile yapildi (Applied Maths, Kortrijk, Belgika). Bant
profillerinde benzerliklerin hesaplanmasi Dice korelasyonu ile gerceklestirildi.

Dendrogram, kiimeleme aritmetik ortalamasinin algoritmasi kullanilarak Unweighted
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Pair Group Method (UPGMA) kullanilarak elde edildi. % 80'lik benzerlik korelasyon

katsayis1 kiimeleri ayirt etmek i¢in keyfi olarak secilmistir.

3.2.1.4 izolatlarin molekiiler tanimlanmasi

16S geni 2 Universal Primer kullanilarak amplifiye edildi:
27F- 5’ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
1492R- 5'GGTTACCTTGTTACGACTT (Eurofins MWG Operon).

Elde edilen sekanslar su ¢evrimi¢i devre dis1 birakilabilir yazilim tarafindan
islenmistir: BioEdit Sequence Aligment Editdr forward ve reverse sekanslarin
hizalamak i¢in Niikleotid BLAST adi verilen ilgili DNA dizisini, bilinen dizilerin
oldugu bir veritabaniyla karsilastirir, boylece benzerlikler vasitasiyla ilgili susun

soyunun tanimlanmasini miimkiin kilar.

3.2.2 Suslarin farkh tuz konsantrasyonlarindaki gelisme ve asidifikasyon

karakteristigi

Bu deneyin amaci dort farkli (%0, %2.0, %4.0 and %6.0) tuz konsantrasyonuda
Lactobacillus suslarinin  gelisme ve asidifikasyon karakteristigini anlamaktir

(Vermeiren ve dig, 2004, Amadoro ve dig, 2015).

Izolatlar 30°C’de 24 saat MRS brotta inkiibe edilmis ve 24 saatin sonunda
vortexlendikten sonra steril pipetle 100ul inokulum alinip yeni MRS brota inokiile
edilir ve 30°C’de gece boyu inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon periyodu sonunda canli
hiicre sayim1 her sus i¢in plate count metotla belirlenmistir. Gece boyu inkiibe edilen
suslarin 8 log CFU/ mL oldugu sayilmistir. Bu deneyde kullanilmak amaciyla suslar 6
log CFU/mL’e kadar seyreltilmistir.

Farkl1 tuz konsantrasyonlarindaki gelisme kabiliyetini anlamak amaciyla %0, %2.0, %
4.0 ve %6.0 NaCl ile ayarlanmis MRS brotlar 96 well microarray plakalara (Sarstedt,
Niimbrecht, Almanya) aktarilir. Bu mikroplakalar 12 dikey, 8 yatay olmak tizere 96
kiiciik bolgeden olusmaktadir. Her bir yatay sira bir susa tanimlanmis ve 3 kontrol
oldugundan 3 dikey sira bir konsantrasyon icin kullanilmistir. 200 pl farkh
konsantrasyondaki MRS broth her bolgeye aktarilmis ve her sus i¢in 20ul inokula
ekilmistir. To (0.saat) icin mikroplate ekilmis her sustan 100 ul eppendorflara aktarilip
PBS solusyonu (Oxoid, Basingstoke, Ingiltere) ile seyreltildikten sonra dérte ayrilmis

MRS agara farkli seyreltme seviyelerinde 10ul ekilerek 30°C inkiibasyona
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birakilmistir. T24 (24 saatlik inkiibasyon sonrasi) i¢inse yine To i¢in gerceklestirilen
seyreltme islemleri yapilmistir. Ayrica Basic 20 pH metre (Crison Instruments,
Barselona, ispanya) ile 24 saat sonundaki pH degisimleri takip edilmistir. Baz1 suslar

icin 48 saatteki gelisme ve pH degisimleri de takip edilmistir.

3.2.3 Suslarin biyojen amin iiretme kabiliyeti

Tanimlanan suslar, Bover-Cid broth vasitasiyla biyojenik aminlerin tiretimi igin
taramaya tabi tutulmustur (Bover-Cid & Holzapfel, 1999). MRS broth temel alinarak
gelistirilen yeni brothta, biyojenik amin olusumundan kaynaklanan pH artisinin
etkisini yok edebilecek asir1 asit iiretimini 6nlemek i¢in glikoz konsantrasyonun
%0.05'e disiirilmiistiir. Ayrica, tuz konsantrasyonu biraz daha diistikttir. Laktik asit
bakterilerinin gelisimini arttirmak icin Mg (% 0.02), Mn (% 0.005) ve Fe (% 0.004),
Tween 80 (% 0.1) ve amonyum sitrat (% 0.2) gibi metal siilfatlar dahil edilmistir. Bazi
Lactobacillus suslar1 (6zellikle heterofermentatif LAB), gelismek i¢in tiamine ihtiyag
duydugundan % 0.001 oraninda tiamin eklenmistir. Tampon etkisini arttirmak ve
tiretilen asit notralize etmek i¢in % 0.2 di-potasyum fosfat ve % 0.01 kalsiyum
karbonat ilave edilmistir. Ayrica, dekarboksilasyon reaksiyonu i¢in bir kofaktor olarak
varligi aminoasit dekarboksilaz etkinligi iizerinde giiglii bir arttirici etkiye sahip
oldugu i¢in, piridoksal-5-fosfat dekarboksilaz ortamina dahil edilmistir. Yeni
tasarlanan bovercid brota 4 farkli beherde %1 konsantrasyonda histidin,ornitidin, lizin
ve tirosin,fenilanin karisimi eklenmistir. 4M HCI ile pH 5.3'e ayarlandiktan sonra
121° C'de 10 dakika sterilize edilmistir. Sterilizasyondan sonra, 4 farkli amino asit
iceren beherlerden 5Sml falcon tiiplerine aktarilmistir. Daha 6nceden 30°Cde 24 saat
inkiibe edilmis Lactobacillus suslarindan 200ul falcon tiiplerine(histidin, ornitidin,
lizin ve tirosin,fenilanin iceren dort ayri falcon tiipii) inokiile edilmis ve 48saat
30°C’de inkiibe edilmistir. Bu islemin dort kez tekrarlanmasindan sonra ¢ farkli adim
izlenmistir. {lk olarak son tekrardan alman 200 pl sus yeni aminoasit eklenmis 7
mlbover-cid brotha inkiibe edilir. ikinci adimda son tekrardaki her falcon tiipiinden
50ul alinarak toplam 200 pl bes amino asidin karigimi olan inoculum, MRS igeren
falcon tiipline konur. Bu islem her sus i¢in gerceklestirilir ve aslinda ilk asamanin
kontrolii olarak yapilir. Son agsamada ise son tekrardan alinan 100 pl suslar farkli aa
iceren Bover-sid (%2 agar) plakalarina yayilir biyolojik amin {iretimi arasindaki farki
anlamak i¢in hem aerobik hem de anaerobik kosullar altinda inkiibe edilir. Bu

asamalarin sonucunda eger mor renk goriiliirse bu bize aminoasitlerden biyojenik amin
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olusturdugunu gosterir. Mor renkteki tiip 6000rpm 10 min santrifiijlenir. Bu mor
renkteki biyojenik amin {iretici oldugu tahmin edilen pozitif suglarin supernatantlar
tirevlendirilir ve pozitiflik teyidi i¢in sucukta biyojenik amin analizi prosediiriindeki

ayni kosullarla HPLC'de analizlenir.

3.2.4 Suslarin aromatik profili

Izole edilen Lactobacillus suslari MRS brothta 48 saat 30°C’de inkiibe edilikten sonra
5ml yeni MRS brotha her sus i¢in 50ul transfer edilir. Dikkat edilmesi gereken nokta,
son konsantrasyonun 3x10° CFUmL olmasidir. Bu asamadan sonra sucuktaki aromatik
profil i¢in kullanilan analiz prosediirii kullanilir. SPME-GC-MS kullanilarak aromatik

profil belirlenir. Her sus i¢in ti¢ tekrar yapilmustir.

3.2.5 Bresciano sucugundan izole edilen Lactobacillus suslarinin antimikrobiyal

aktivitelerinin belirlenmesi

Indikator suglar (Listeria monocytogenes DPC 1768, Listeria innocua DPC 3572,
Clostridium perfringens DSM 756, Clostridium difficile DPC 6534, Salmonella
enterica spp. Typhimurium DPC 6046, E.coli DPC 6054) Bologna Universitesi Tarim,

Gida Bilimleri ve Teknolojileri Departmanina ait kiitiiphaneden alinmistir.

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi spot test ve cell free supernatant test olarak iki
farkli yontem gergeklestirilmistir. Indikatér suslarin gelisimi icin BHI broth,
Lactobacillus suslar1 igin MRS ve modifiye MRS broth kullanilmistir (Oxoid,
Basingstoke, UK).

3.2.5.1 Spot test

Antagonistik aktivitenin tespiti i¢in spot agar test kullanilmistir (Mezaini ve dig,
2009). Dondurulmus kiiltiirlerden az miktarda steril bir inokiilasyon halkasi kullanarak
MRS agara yayilir ve gece boyunca (18-20s) 30°C'de inkiibe edilir. Gece boyunca
inkiibe edilen MRS agardan bir koloni MRS brotha transfer edilir ve 30°C 24 saat
inkiibe edilir. Ayni islem L. innocua, L.monocytogenes, Salmonella ve E.coli indicator
suslar1 icin BHI broth (BHI, Fisher Scientific, ON, Kanada) kullanilarak uygulanir ve
gece boyunca 37°'de inkiibasyona birakilir. Belirlenen inkiibasyon periyodundan sonra

canli hiicre sayilar1 plaka sayimi yontemi ile tespit edilir.

Antimikrobiyal bilesigin tiretimi i¢in test edilecek MRS brothdaki Lactobacillus
izolatlart 10 dakika siireyle 30000 rpm'de santrifiij edilir. Supernatant atilir. Plaka
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kurudugunda 10 pl izolat peleti MRS agar plakalarinin yiizeyine steril pipetle halka
halinde ve 24 saat boyunca 30°C'de inkiibe edilir.

Her indikator susun (yaklasik 9 log CFU/mL) 100 ul'si 10 ml yumusak %0.7 BHI

agara agilanmis ve homojenlestirmeden sonra MRS plakalari tizerine dokiilmiistiir.

Kontrol olarak spot test uygulanmamis MRS plakalarinin iizerine, indikator igeren
BHI yumusak agar dokiiliir. Boylece MRS agarin, BHI yumusak agara inokiile edilmis
patojenler tizerinde antimikrobiyal etkinligi olup olmadig: tespit edilir. Tiim plakalar
37 ° C'de 24 saat inkiibe edildi ve daha sonra inhibit6ér zonlarinin mevcudiyeti kontrol
edildi. Inhibisyon, iiretici susun kolonileri etrafindaki berrak bdlgenin genisligi 0,5

mm veya daha biiyiikse, pozitif olarak puanlandi.

3.2.5.2 Cell free supernatant test

Uretilen bakteriyosinlerin tespiti, cell free supernatant test kullanilarak incelendi
(Yang ve dig, 2012, Schillinger ve dig, 1989). Bakteriyosin iiretimi i¢in en iyi kosullari
optimize etmek i¢in farkli kosullar ve kiiltiir ortamlar1 denenmistir. Deney, 25°C ve
30°C'lik iki farkli sicaklikta ve iki farkli ortamda MRS ve mMRS broth
gerceklestirildi. Suslarin stres altinda bakteriyosin tiretiminin arttig1 bilindigi i¢in
diisiik glikoz igeren mMRS broth kullanilmis ve 30°C'de 48 saat inkiibe edilmistir.
MRS i¢inse farkli inkiibasyon sicakliklar1 ve dereceleri denenmistir bunlar 18 saat
icin 25 ve 30°C'de, 24 saat i¢in 30°C'dir.

Supernatant elde i¢in MRS/mMRS’e inkiibe edilmis suslar inkiibasyondan sonra 10
dakika 15000 rpm'de santrifiijlenir. Supernatant, 1 N NaOH ile pH 7'ye nétralize edilir
ve 0.22mm filtre kullanilarak (membran GV Millipore - 0.22 mm) sterilize edildi.

Bu test optimizasyon asamasida oldugu icin sadece iki indikator susla calisilmistir.
Dokme plakalar, 10p CFUmML L. innocua, L.monocytogenes BHI agara (%1 agar)
ekilmistir. Steril halkalarla plakalara delikler agilir. Bu delikler kiiltiir 50ul izolatlarin
supernantanlariyla doldurulur. Plakalar gece boyunca 30°C'de inkiibe edilir.
Inhibisyon, supernatantla ile doldurulmus halka seklindeki deliklerin etrafindaki

zonlarin varligiyla tespit edildi.

3.3. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz, asagidaki paketleri kullanarak R yazilim ile gergeklestirildi:
lattice, graphics, lawstat, car, agricolae, foreign, dunn.test, ggplot2 (R Cekirdek EKip,
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2016). Normal ve homojen veriler tek yonlii ANOVA ve Bonferroni diizeltmeli Tukey
post-hoc testi ile analiz edildi. Normal olmayan homojen veriler nonparametrik
Kruskall-Wallis testi ve Dunn's post-hoc testi ile Bonferroni diizeltmesi ile analiz
edildi. MRS ortamindaki her bir sus i¢in tespit edilen aroma profili ile ilgili olarak,
principal component analyses (PCA) Statistica 8.0 (StatSoft Italy srl, Vigonza, italya)
kullanilarak gergeklestirildi. Tiim analizler 3 tekrarl gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Spontane Fermente Sucuklarm Ozellikleri

Bu tez ¢aligmasi, starter kiiltiir kullanilmadan iiretilen iki farkli endiistriyel olmayan
sucugun karakterizasyonunu kapsar. Italya’nin kuzeyindeki Brescia ilinde hazirlanmis
Bresciano tipi sucuk (Ornek B) ve Italya’nin merkezinde yer alan Emilia-Romagna
bolgesinde hazirlanmis Romagnolo tipi sucuk (Ornek R) ile calisilmustir. Cizelge 4.1
bu sucuklarin ozelliklerini gostermektedir. Romagnolo tipi sucuk, nitrat/nitrit
icermezken, Bresciano tipi sucuga %0.02 KNOgz eklenmistir. Ayrica, 6rnek R'nin daha
kiigiik boyutundan (80 mm ¢apli numune B yerine, 55 mm ¢apinda) dolay1, olgunlasma
stiresi 75 giin yerine 60 giindiir. Sucugun boyutu dogal kilif tiiriine baglidir: Bresciano
icin domuz kolonu ve Romagnolo i¢in domuz rektumu kullanilmistir. Bresciano'da
yag ve yagsiz kistm homojen bicimde dagilirken diger sucukta domuz yag: kiip
formunda bulunur. iki sucugu da baharat ve sarap eklenmistir ancak seker

eklenmemistir.

Cizelge 4.1 : Uretimden hemen sonra Bresciano tipi sucugun (6rnek B) ve Romagnolo
tipi sucugun (6rnek R) ozellikleri. Yiizdeler et karisimindaki oran olarak gosterilir.

Ozellikler Ornek B Ornek R

Cap (mm) 80 95

% NaCl (w/w) 2.4 2.8

nitrate/nitrite KNO; (0.02%) -*

Yag orani (%) 25 20 (kiip kat1 yag)

Kiyma boyutu (mm) 4 3

Olgunlagma siiresi (giin) 75 60

Olgunlasma sonunda agirlik 30% 35%

Kaybi

Kilif tipi Dogal kilif (domuz kolonu) Dogal kilif (domuz
rektumu)

Kullanilan baharatlar

% Baharat (w/w)
Sarap (w/w)

Tar¢in, karabiber, hindistan
cevizi, sarimsak
0.7%

Beyaz sarap (0.8%)

Karabiber, hindistan

cevizi,sarimsak
0.8%

Kirmizi sarap (1.2%)
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Cizelge 4.2’de bazi mikrobiyolojik parametreler, pH ve aw, laktik ve asetik asit
konsantrasyonu ile iki sucuktaki biyojenik amin konsantrasyonunu gosterilmektedir.
Romagnolo'da (0.853) su aktivitesi Ozellikle diisiik, Bresciano'da ise (0.908) daha
yiiksektir. Romagnolo’da su aktivitesinin diisiik olmasinin sebebi yaricapinin daha
kii¢iik olmasindan kaynaklantyor olabilir (Parente ve dig, 2001). iki sucuk yapiminda
da seker kullanilmadig1 ve yavas fermantasyon gergeklestigi icin baslangigtaki pH
diististi kisitli olmustur bu nedenle de Bresciano (6.19), Romagnolo (6.01) gibi yiiksek
pH degerlerine sahiptir. Akdeniz bolgesinde iiretilen tipik fermente sucuklarin son pH
degerleri genellikle 5.3-6.2 arasindadir (Aymerich ve dig, 2003). Comi ve digerlerinin
(2003), domuz eti, yagi, sodyum kloriir karisimi, kara biber, nitrit/nitrat ve seker
kullanip starter kiiltiir kullanmadan kuzeydogu Italya’da olarak geleneksel tekniklerle
irettigi sucuklarin son pH’1 ve su aktivitesi sirasiyla 5.6-5.7 ve 0.91-0.92 araligindadir.
Romagnolo’nun Bresciano’ya gore daha diisiik pH’a sahip olmasinin nedeni eklenen
sarap miktar ile iliskilendirileblir. Coloretti ve dig.(2013) ¢alismasinda %7.5 beyaz
sarap iceren sucugun pH degeri (5.7) ve olgunlagsma sonundaki agirlik kaybi (%41)
%15 beyaz sarap igeren sucugun pH degeri (yaklasik 6.0) ve agirlik kaybindan (%47)
daha diisiiktiir. Bu fark daha fazla sarap iceren sucugun yiiksek su igeriginden
kaynaklanir. Organik asitlerin varligi pH degerlerini teyit eder: iki sucugun laktik asit
konsantrasyonu benzerdir, asetik asit konsantrasyonuna bakildiginda ise Romagnolo
daha yiiksek bir asetik asit konsantrasyonu (0.37 g/kg) gosterir; Bresciano da ise bu
asitin daha diisiik bir konsantrasyonda oldugu goriiliir (0.08 g/kg). Mikrobiyolojik
parametrelere bakildiginda ise Bresciano'da yiiksek konsantrasyonda laktik asit
bakterileri (9.09 log CFU/g); Romagnola da ise ayni bakterilerin daha diisiik bir
konsantrasyonda oldugu goriiliir (7.79 log CFU/g). Bu fark muhtemelen bu tirtinlerin
arasinda su aktivitesi farkindan kaynaklanir. Stafilokok iginse analiz edilen iki sucuk
degerleri istatiksel olarak farkli olmasina ragmen yaklasik degerler (yaklasik 7 log
CFU/g) bulundu, oysa Enterokoklar sadece B ¢rneginde (4.23 log CFU/g) bulunur.
Akdeniz bolgesindeki geleneksel fermente et iiriinlerinin dogal mikrobiyotas: laktik
asit bakterilerinden Laktobasil, Enterokok ve koagulaz negatif Stafilikoklardan olusur.
Et fermantasyonunda Enterokok popiilasyonu kullanilan etin zayif hijyenik kaliteye
sahip olduguna isaret eder. Martin ve dig. (2001) ¢alismasinda kuzey Ispanya’da farkli
marketlerden alinmis 31 dogal fermente edilmis sucuktaki Enterekok popiilasyonu 1.3
ile 4.48 log cfu/g ve toplam laktik asit popiilasyonu 7.12 ile 9.07 log cfu/g arasinda

bulunmustur.
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Cizelge 4.2 : Mikrobiyolojik sayimlar, kimyasal-fiziksel 6zellikler ve organik asit ve
biyojenik amin igerigi. Parantez i¢inde standart sapma rapor edilmistir. ANOVA’da
fark anlamli (p <0.05) oldugu zaman yildiz(*) ile gosterilmistir.

Genel ozellikler Ornek B Ornek R
Laktik asit bakterisi (log CFU/g)* 9.09 (+0.06) 7.79 (£0.22)
Staphylococci (log CFU/g)* 6.75 (£0.11) 7.09 (£0.04)
Enterococci (log CFU/g)* 4.23 (+0.37) <1

pH 6.19 (+0.04) 6.01 (+0.03)
Aw 0.908 (+0.003) 0.853 (+0.002)

Tiramin (mg/Kg)*
Putresin (mg/Kg)*
Kadaverin (mg/Kg)*
Feniletilamin (mg/Kg)

170.77 (£2.69)
129.37 (+£3.97)
93.47 (£0.56)
9.32 (& 0.67)

141.59 (+4.59)

110.03 (+3.23)
53.73 (£3.34)
9.08 (0.40)

Laktik asit (mg/Kg)
Asetik asit (mg/Kg)*

4440.3 (+£98.09)
106.7 (8.66)

4283,03 (£43.19)
391.35 (+23.32)

Genel olarak, Bresciano'daki tiim aminlerin degerleri Romagnolo'dan biraz daha
yiikksektir. Bu iki sucuk i¢in eklenen tuz miktarlarinin farkli olmasindan
kaynaklanabilir. Tuz dekarboksilaz aktivitesine sahip istenmeyen
mikroorganizmalarin gelisimini onlemek ve beraberinde biyojenik amin olusumu
minimize etmek i¢in et endiistrisinde yaygin olarak kullanilir (Suzzi ve Gardini, 2003).
Laranjo ve dig. (2017) ¢alismasinda goriilmiistiir ki sadece isleme siirecinde degil son
tirlinde de tuz miktarinin azaltilmasi biyojenik amin olusumunun artmasina neden olur.
Ayrica Bresciano’nun capimin daha genis olmasi da yiiksek amin miktarina sahip
olmasina neden olabilir. Parente ve dig (2001) yaptig1 ¢alismada sucuk ¢aginin biiyiik
olmasi fermentasyon prosesini etkiledigi daha fazla anaerobik ortam sagladigi bu
sebeple de daha fazla biyojenik amin olusumuna neden oldugu goriilmiistiir. Tiramin,
putresin, kadaverin degerleri istatiksek olarak farkli ¢tkmustir. iki sucukta da histamine
rastlanmamistir. EFSA(2011) bilimsel calismasinda arastirilan Avrupa’da tiretilen
sucuklardaki ortalama tiramin ve putresin degeri sirasiyla 136 mg/kg ve 84.2-84
mg/kg’dir. Bu degerler Romagnolo ve Bresciano drneklerindeki tiramin ve putresin
degerlerinden daha fazla olmakla beraber zararli seviyede degildir. Tiramin genel
olarak fermente sucuklarda en sik goriilen ve bol miktarda bulunan biyojenik amindir

(De mey ve dig., 2014). Fermente sucuklarda tiramin ¢ogunlukla laktik asit bakterileri
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ve nadiren koagiilaz stafilokoklardan olusan fermentatif mikrobiyal popiilasyon
tarafindan iretilir (Talon ve Leroy, 2011). Ansorena ve dig. (2002) galismasina gore
Kuzey Avrupadaki et {riinlerindeki tiramin seviyesi Akdeniz iilkelerine gore daha
diisiiktiir. Calismada italyan sucuklarindaki tiramin konsantrasyonu ortalama 187
mg/kg bulunmustur. Bu italyan sucuklarinda tiramin iiretiminden sorumlu starter
olmayan laktik asit bakterileri ve pediokoklardan kaynakli olabilir. Suzzi ve Fausto
(2003) ¢alismasinda kuru fermente Ispanyol sucuklarinda tiramin konsantrasyonu 200
mg/kg, putresin konsantrasyonu ise 450 mg/kg ‘a kadar ¢ikabilmistir. Putresin ve
kadaverinin olusumu da olduk¢a yaygindir ancak tiramine gore daha degiskendir.
Kadaverin ve putresin sirastyla lisin ve ornitinin genellikle enterobakterler tarafindan
ve dekarboksilaz aktiviteye sahip laktik asit bakterileri tarafindan dekarboksilasyonu
ile iliskilendirilir (Martin ve dig., 2006). Bakterilerin amino asitleri dekarboksile etme
kabiliyeti tiirden daha ¢ok susa bagli olarak degisir (Duru-Ozkaya ve dig., 2001).
Orneklerdeki feniletilamin miktar1 diisiik seviyededir. Feniletilamin ve triptamin
fermente sucuklarda olusan mindr aminlerdir. Birikimleri, bazi laktik asit veya
koagulaz negatif stafilokoklardan kaynaklanan yiiksek tiramin i¢eriginin goriilmesine
baglh olarak olusmaktadir (Vidal-Carou ve dig., 2007). lyi hijyen kosullarmin ve
iretim proseslerinn eksikliginden kaynakli istenmeyen mikrobiyal aktiviteyle alakali
olarak degisen hijyenik index biyojenik aminlerin olusumunu etkilemektedir (Latorre-
Moratalla ve dig., 2010). Fermente et ve et lriinlerinde biyenik amin olusumunu
etkileyen bir ¢ok faktor vardir bunlar hammadde (etin komposizyonu, boyutu, sucugun
formiilasyonu), katki maddeleri (tuz, seker, nitritler), tiretim prosesi (pH, redox
potansiyeli, sicaklik), starter kiiltlir kullanim1 fermantasyon siiresi, saklama
kosullaridir. Bu faktorler mikrobiyal gelisimi ve mikroorganizmalara arasindaki
etkilesimi etkiledigi gibi asidifikasyon, proteolizi ve dekarboksilaz enzim aktivitesini
de etkiler (Ruiz-Capillas ve dig, 2012, Latorre-Moratalla ve dig., 2012). Parente ve dig
(2001) yaptig1 calisma gostermistir ki starter kiiltiir kullanarak tiretilmis endiistriyel
sucuklardaki biyojenik amin birikimi starter kiltlir kullanilarak geleneksel
yontemlerle iiretilen sucuklardan daha diisiik degildir ve ticari starter kiiltiirler her

zaman biyojenik amin olusumunu engellemez.
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4.1.1 Sucuklarin aroma profili

Cizelge 4.3’te sucuklarin aroma profili verileri verilmistir. Veriler, pik alan ile 33
mg/kg konsantrasyonda eklenen internal standart (4-metil-pentanol) arasindaki oran
olarak ifade edilmistir. Bu profiller birbirinden olduk¢a farkli olmasina ragmen iki
sucukta da lipit oksidasyonu sirasinda iiretilen yiiksek miktarda aldehit goriilmektedir
(Bianchi ve dig., 2007). Ozellikle, Bresciano'da (6rnek B) en énemli aroma bilesigi,
aromatik aminoasitlerin metabolizmasindan gelen benzenasetaldehittir (Bolumar ve
dig., 2006). Bresciano'da yiiksek konsantrasyona sahip diger bilesikler fenetilalkol ve
benzaldehittir. Aromatik bir aldehit olan benzaldehit sucuga badem ve keskin kokuyu
veren bilesiktir (Montel ve dig.,1998).Fenilalanin 6nce aminotransferaz ile
fenilpiruvik asite sonrada bu ketoasit benzaldehite doniisiir (Nierop ve dig.,1998).
Masson ve dig.(1999) calismasinda goriilmiistiir ki bu doniisiim mikroorganizmalar
tarafindan saglanmaktadir. Romagnolo'da ise en temsili bilesikler benzenasetaldehit
ve etanoldiir. Bresciano'dan farkli olarak, bu sucukta yiiksek miktarda ester
bulunmustur. Bu, kismen et karisimina sarap eklenmesiyle agiklanabilir (daha diisiik
miktarda olsa bile Bresciano tiirtine de eklenir) (Feng ve dig., 2016); esterin varliginin
bir baska nedeni, yiiksek asit konsantrasyonu ve ozellikle asetik asit ve 3-metil-
biitanoik asit ile iliskilendirilebilir. 3-metil-biitanoik asit dallanmis zincirli amino
asidin metabolizmasindan tiiretilir (Montanari ve dig., 2016). Etil asetat ve etil biitanat,
alkol oksidasyonundan ya da alkollerin ve asitlerin esterifikasyonundan a¢iga c¢ikabilir
(Edwards ve dig., 1999) ve lezzete olgun ve meyveli not vererek katkida bulunur
(Demeyer ve dig, 2000). Romagnolo'dan farkli olarak, Bresciano’da 4-metil-2-
hekzanon, 4-metil-3-penten-2-on, benzaldehit, 2-biitanol, 1-okten-3-ol, 2-etil-1-
hekzanol bilesikleri goriilmiistiir. 1-okten-3-ol, mantar benzeri kokudan sorumludur
(Olivares ve dig., 2009) ve genellikle lipit hidroperoksitlerin bozunumundan
kaynaklanmaktadir (Meynier ve dig., 1999). Buna ek olarak, aseton ve etanol yiiksek
konsantrasyonlarda tespit edildi ve bunlarin varligi, amino asitler, laktik asit veya
lipitlerin karistig1 birka¢ metabolik yoldan gelebilmektedir (von Wright ve Axelsson,
2011). Izoldsin ve 18sin, Stecker degradasyonuyla olusan dallanmis kisa zincirli
aldehitler olan 6nemli aroma bilesikleri 2- ve 3-metilbutanalin 6nciil maddeleri olarak
kabul edilir (Demeyer ve dig., 2000). 3-metil-butanal kuru fermente sucuklarin malt
ama meyveli lezzetinin 6nemli bir olarak kabul edilir (Montel ve dig., 1998).

Oksidasyon belirteci olarak goriilebilen hekzanal en doymus doymus lineer aldehittir
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(Bianchi ve dig., 2007). Doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sirasinda sentezlenir

ve yesil yaprak kokusu verir (Flores ve Olivares, 2007).

Cizelge 4.3 : Spontan fermente edilmis sucuklardaki aroma bilesikleri, SPME-GC-
MS teknigi ile tespit edilmistir. Parantez i¢inde standart sapma rapor edilmistir.

ANOVA anlamli oldugunda (p <0.05) yildiz bildirilmistir.

Ucucu bilesikler Ornek B Ornek R
Aseton 3.50 (+£0.60) 2.78 (£0.26)
2-butanon 0.58 (+0.12) 0.32 (+0.05)
2-pentanon 0.14 (+0.07) 0.19 (£0.05)
Metil isobutil keton 0.63 (£0.24) 0.29 (+0.03)
4-metil-2-hekzanon* 0.13 (£0.03) -
4-metil-3-penten-2-on* 0.27 (+0.10) -
Ketonlar 5.26 (£1.12) 3.58 (£0.31)
3-metil butanal 0.33 (+0.07) 0.28 (+0.10)
Hekzanal* 0.26 (+0.04) 1.58 (+0.58)
Benzaldehit* 2.98 (+0.02) -
Benzeneasetaldehit™ 22.26 (£2.78) 12.24 (£2.33)
Aldehitler 25.82 (+2.78) 14.10 (+2.82)
Isopropil alkol 0.33 (£0.07) 0.35 (£0.17)
Etil alkol 4.70 (+0.20) 6.12 (£1.06)
2-butanol* 0.56 (+0.07) -
1-okten-3-ol* 0.57 (+0.09) -
2-etil-1-hekzanol* 1.91 (+0.50) -
Feniletil alkol* 3.10 (£0.26) 0.77 (£0.25)
Alkoller 11.18 (+1.00) 7.24 (£1.47)
Etil asetat* - 0.17 (£0.05)
Etil butanoat* - 0.12 (+£0.04)
3-metil butanoat* - 0.44 (£0.13)
Esterler - 0.73 (£0.22)
Asetik asit* - 1.23 (£0.02)
3-metil butanoik asit* - 3.18 (£0.81)
Asitler - 441 (x0.81)
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4.2 Lactobacillus Suslarinin Karakterizasyonu

4.2.1 Lactobacillus suslarimin izolasyonu ve tanimlanmasi

Kiimeleme analizi DICE katsayis1 ile gerceklestirildi ve UPGMA kiimeleme
algoritmasi i¢in % 80 benzerlik orani segildi. Bresciano sucukinden izole edilen 50
izolattan kiimeleme analizinden sonra, 6 kiime ve 5 tek sus elde edildi ve daha sonra
11 sus secildi (Sekil A.1). 9 Lactobacillus sakei ve 2 Lactobacillus curvatus
tanimlandi1. Romagnolo sucugundan izole edilmis 100 izolattan kiimeleme analizinden
sonra, 20 kiime elde edildi ve daha sonra 20 sus segildi (Sekil A.2). 16 Lactobacillus

sakei ve 4 Lactobacillus curvatus tanimlanmistir (Sekil 4.1).

Comi ve dig.(2005) yaptig1 ¢alismada italya’nin Fruili Venezia Giulia bolgesinde
starter kiiltiir eklenmeden iiretilmis geleneksel ferente sucuklardan 150 laktik asit
bakterisi izole edilmis ve molekiiler metotlarla bu suslar L. sakei ve L.curvatus olarak
tanimlanmistir. Calismamizdaki sonuglar daha dnceki arastirmalarla uyumlu olarak
L.sakei ve L.curvatus’un fermente sucuk ortamina en iyi adapte olan tiirler oldugunu

gostermistir (Aymerich ve dig, 2003, Parente ve dig, 2001, Papamanoli ve dig, 2003).

4.2.2 Suslarin farkh tuz konsantrasyonlarindaki gelisme ve asidifikasyon

karakteristigi

24 saatlik inkiibasyon sonunda Bresciano susundan izole edilen suslarin %0, %2, % 4,
%6 NaCl iceren MRS brotundaki pH degisimleri Cizelge 4.4 ve Sekil 4.2°te
gosterilmistir. Her sus icin ii¢ tekrar yapilmistir ve tabloda tekrarlarin ortalamalar ve
standart sapmalar1 gosterilmistir. Farkli tuz konsantrasyonlariyla ayarlanmig MRS
brothun pH ile karsilastirildiginda tiim suslarin brothun pH’in1 diisiirdiig yani ortami
asitlendirdigi gorilmektedir. E3B ve E7B disindaki tiim suslarin artan tuz
konsantrasyonuyla ters orantili olarak asidifikasyon aktivitesi gosterdigi gozlenmistir.
E3B ve E7B %4 tuz konsantrasyonuna kadar asitligi arttirirken %6’da asitligi
azaltmistir. Bu olay E3B ve E7B’nin farkli tuz konsantrasyonlarindaki gelisimine
bakildiginda da goriilmektedir (Cizelge 4.5). Ancak MRS broth ile karsilastirildiginda
%06 tuz konsantrasyonunda ortami en iyi asitlendiren de yine bu suslardir. Tiim suslar

icin gelisme arttikca asitlenme artmis ve pH diismiistiir.
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Bresciano’dan izole Romagnolo’dan izole
Kod  edilen Lactobacillus |Kod edilen Lactobacillus
tiirleri tiirleri

C3B Lactobacillus sakei |C10G  Lactobacillus sakei
C12G  Lactobacillus sakei
C10B Lactobacillus sakei | C16G  Lactobacillus sakei
C21G  Lactobacillus sakei
C22G  Lactobacillus sakei
C26G  Lactobacillus curvatus

C14B Lactobacillus sakei

C16B Lactobacillus sakei
C27G Lactobacillus sakei

C17B Lactobacillus sakei | C43G  Lactobacillus sakei
C48G  Lactobacillus sakei
C21B Lactobacillus sakei |E1G Lactobacillus sakei
E3G Lactobacillus sakei

C22B Lactobacillus sakei | E8G Lactobacillus curvatus
E13G Lactobacillus sakei

E15G Lactobacillus sakei
E17G  Lactobacillus curvatus

E3B Lactobacillus sakei

ETB MCtobadilills cur s E18G Lactobacillus curvatus

E19G  Lactobacillus sakei
E22G  Lactobacillus sakei
E26G  Lactobacillus sakei
E28G  Lactobacillus sakei

E15B Lactobacillus sakei

E23B Lactobacillus curvatus

Sekil 4.1 : Bresciano ve Romagnolo sucuklarindan izole edilen suslar arasindan
secilen sekanslanmis suslar.
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Cizelge 4.4 : 24 saatlik inkiibasyon sonunda Bresciano susundan izole edilen suslarin

MRS brotundaki pH degisimlerinin ortalamasi ve standart sapmalart.

%0 %2 %4 %6
C3B 4.34(+0.05) 4.90(x0.07) 5.45(£0.01) 5.47(x0.01)
C10B 4.26(+0.01) 4.48(+0.01) 4.93(+0.02) 5.47(x0.01)
C14B 4.24(+0.01) 4.34(+0.02) 4.48(+0.00) 5.10(x0.01)
C16B 4.26(+0.00) 4.49(+0.04) 5.04(+0.05) 5.41(+0.00)
C17B 4.29(+0.00) 4.66(+0.03) 5.21(+0.06) 5.51(x0.01)
C21B 4.22(+0.01) 4.58(+0.04) 4.80(x0.01) 5.08(x0.00)
C22B 4.22(+0.01) 4.43(x0.01) 4.84(+0.01) 5.33(20.01)
E3B 4.63(x0.01) 4.49(x0.01) 4.35(x0.01) 4.94(+0.02)
E7B 4.61(x0.01) 4.51(x0.01) 4.33(+0.01) 4.93(x0.07)
E15B 4.22(+0.01) 4.34(x0.01) 4.63(+0.01) 5.09(+0.06)
E23B 4.24(+0.01) 4.61(x0.01) 4.85(x0.01) 5.16(x0.01)
MRS 5.75 5.59 5.58 5.52
pH
5,80 - —C3B
5,60 | —(C10B
o -
g’(z)g ) —C17B
d 7 ——C21B
4,80 - —C22B
4,60 - ——E3B
440 - E7B
4,20 - ——E15B
4,00 | | | —E23B
0% 2% 4% 6%0
Tuz konsantrasyonu

Sekil 4.2 : Farkli tuz konsantrasyonlarinda Brescianodan izole edilen suglarin MRS
brothdaki pH degisimleri.
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Cizelge 4.5 : 24 saatlik inkiibasyon sonunda Bresciano susundan izole edilen

suslarin MRS agarda sayim1. Degerler log CFU/g olarak verilmistir.

Suslar %0 %2 %4 %6

C3B 8.71(x0.13)  7.82(x0.15)  6.45(x0.07)  5.77(%0.07)
C10B 8.63(x0.17)  7.92(x0.07)  7.23(x0.19)  6.13(%0.21)
C14B 8.47(x0.26)  8.38(¢x0.23)  8.10(x0.20)  7.15(%0.25)
C16B 8.31(x0.06)  8.02(x0.06)  6.42(x0.35)  5.67(%0.19)
C17B 8.42(x0.13)  8.09(+0.41)  7.05(x0.12)  5.96(%0.12)
C21B 8.79(x0.10)  8.81(+£0.10)  8.55(x0.20)  7.76(%0.24)
C22B 8.44(+0.19)  7.94(+0.10)  7.35(x0.23)  6.81(%0.17)
E3B 8.30(x0.27)  8.30(+0.25)  8.38(x0.30)  7.98(%+0.03)
E7B 8.43(x0.15)  8.46(+0.14)  8.75(x0.18)  7.38(%0.27)
E15B 8.84(x0.09)  8.81(+0.15)  8.56(x0.17)  8.09(%0.10)
E23B 8.70(x0.24)  8.74(+0.16)  8.39(x0.35)  8.04(%0.18)

Cizelge 4.5 ve Sekil 4.3’te goriilecegi gibi E3B ve E7B disindaki suslarda tuz oram
arttikca gelismelerde 1 veya 2 log CFU/g diisiis yasanmistir. Ancak genel olarak tiim
suslar i¢in %0 ve %2’deki gelismeleri arasindaki fark onemli bir fark degildir. Ve %6
tuz konsantrasyonundaki gelisme diger tuz oranlarindanki gelismelere gore onemli
derecede farklhidir. E15B ve E23B %6 tuz konsantrasyonunda en yiiksek gelisme
diizeyine sahip olan suslardir ve %0 tuz konsantrasyonuyla karsilastirildiginda
gelismelerinde bliyiik bir diisiis gozlenmemistir. Segilen bazi suslar icin 48 saat
sonundaki pH degisimine bakilmis ve koloni sayimi1 yapilmistir. 48 saat sonunda tim

suslarda 24 saate gore pH’da diisiis goriilmiistiir ve gelismenin de arttig1 goriilmiistiir.

24 saatlik inkiibasyon sonunda Romagnolo susundan izole edilen suslarin %0, %2, %
4, %6 NaCl igeren MRS brotundaki pH degisimleri Cizelge 4.6 ve Sekil 4.4’te
gosterilmistir. Her sus i¢in 3 tekrar yapilmistir. Genel olarak tiim suglar MRS Broth ile
karsilastirildiginda ortami asidite etmislerdir. Veriler Cizelge 4.9daki koloni
sayimmlartyla karsilastirildiginda tuz konsantrasyonu arttikca gelisimin azaldigi ve

pH’1n diistiigii goriilmektedir.
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Sekil 4.3 : Brescianodan izole edilen Lactobacillus suslarinin farkli 24 saat sonunda % NaCl gelisimleri. Gelisimler log CFU/g olarak ifade
edilmistir. Normal ve homojen veriler tek yonlii ANOVA ve Tukey post-hoc testi ile normal olmayan homojen veriler nonparametrik Kruskall-
Wallis testi ve Dunn's post-hoc testi ile analiz edildi.
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E8G ve E18G suslar1 diger suslardan farkli olarak %0 ile %2 tuz konsantrasyonu
karsilastirildiginda asitligi arttirdigir goriilmistiir. Bu iki susta L.curvatus olarak
tanimlanmistir. %6 tuz konsantrasyonunda ortami en iyi asitlendiren sus C10G’dir. Bu
susun gelisimine bakildiginda da %6 tuz konsantrasyonunda diger suslara gore iyi

gelisim gostermistir.

Cizelge 4.6 : 24 saatlik inkiibasyon sonunda Romagnolo susundan izole edilen
suslarin MRS brotundaki pH degisimlerinin ortalamasi ve standart sapmalari.

Suslar %0 %2 %4 %6
C10G 4.12(+0.01) 4.17(+0.01) 4.38(+0.02) 4.62(+0.06)
Cl12G 4.12(0.00) 4.27(+0.02) 4.78(+0.01) 4.93(+0.02)
C16G 4.16(+0.00) 4.71(£0.00) 5.43(+0.01) 5.42(x0.01)
C21G 4.46(+0.01) 4.86(+0.01) 5.00(x0.01) 5.13(=0.03)
C22G 4.05(=0.01) 4.32(+0.01) 4.53(£0.03) 5.30(x0.07)
C26G 4.11(x0.00) 4.25(+.0.00) 4.38(£0.01) 5.08(x0.01)
C27G 4.01(+0.02) 4.22(+.0.01) 4.47(+0.04) 4.79(+0.11)
C45G 4.08(+0.01) 4.29(+0.00) 4.73(+0.02) 4.98(+0.00)
C48G 4.20(+0.01) 4.37(+0.04) 4.64(+0.01) 4.84(+0.01)
E1G 4.44(+0.01) 4.95(+0.03) 5.23(+0.01) 5.28+0.02)
E3G 4.12(x0.02) 4.38(+0.02) 4.55(%£0.03) 5.05(x0.14)
E8G 4.27(+0.01) 4.13(+0.01) 4.30(+0.01) 4.81(+0.01)
E13G 4.14(+0.00) 4.44(+0.04) 4.65(+0.03) 4.83(+0.03)
E15G 4.04(=0.01) 4.05(%0.01) 4.58(£0.04) 5.16(=0.02)
EL7G 3.96(x0.01) 4.13(+0.02) 4.62(£0.01) 5.02(=0.11)
E18G 4.20(+0.01) 3.90(£0.02) 4.15(+0.02) 4.97(+0.03)
E19G 4.25(+0.01) 4.23(+0.00) 4.45(+0.01) 4.57(+0.01)
E22G 4.05(+0.03) 4.32(+0.42) 4.53(+0.03) 5.30(=0.11)
E26G 4.10(%0.03) 4.78(+0.07) 5.41(+0.02) 5.42(+0.00)
E28G 4.27(+0.00) 4.55(%0.11) 5.01(x0.04) 5.04(=0.01)
MRS 5.75 5.59 5.58 5.52
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Sekil 4.4 : Farkli tuz konsantrasyonlarinda Romagnolodan izole edilen suslarin MRS brothdaki pH degisimleri.
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Romagnolo sucugundan izole edilen suslarin farkli konsantrasyonlarda
gelisimlerine Cizelge 4.7 ve Sekil 4.5’de bakildiginda tuz konsantrasyonuyla
gelisimlerin  ters orantili oldugu goriliir.  Neredeyse tiim suslarin
gelisimlerinde %6 tuz konsantrasyonu diger tuz konsantrasyonlara gore

onemli bir fark géstermistir.

Cizelge 4.7 : 24 saatlik inkiibasyon sonunda Romagnolo susundan izole
edilen suglarin MRS agarda sayimi. Degerler log CFU/g olarak verilmistir.

Suslar 0% 2% 4% 6%

C10G  8.87(x0.03) 8.74(£0.04) 8.67(=0.05) 8.00(£0.04)
C12G  7.84(x0.08) 7.71(x0.07) 7.43(£0.23) 7.05(%0.12)
C16G  8.47(x0.10) 7.86(x0.05) 6.36(=0.21) 6.10(=£0.16)
C21G  8.28(+0.25) 8.00(x0.00) 8.21(x0.24) 7.47(%0.10)
C22G  8.76(+0.24) 8.34(x0.27) 8.08(x0.19) 6.84(=0.13)
C26G  8.75(x0.06) 8.52(x0.06) 8.20(£0.16) 7.10(=0.16)
C27G  8.0(x0.05) 8.56(x0.09) 8.49(%0.11) 8.13(%0.06)
C45G  8.38(+0.13) 8.10(x0.16) 7.78(x0.12) 7.23(%0.19)
C48G  8.21(+0.24) 8.26(x0.22) 8.10(£0.16) 7.81(%0.07)
E1G 7.65(£0.05) 7.39(x0.10) 6.52(x0.06) 6.42(£0.09)
E3G 8.72(x0.2)  8.47(x0.29) 8.46(+0.14) 7.83(+0.18)
E8G 8.45(x0.17) 8.88(+0.07) 8.69(+0.22) 7.41(+0.23)
E13G  8.72(x0.07) 8.75(x0.04) 8.61(x0.08) 8.06(x0.06)
E15G  8.36(+0.09) 8.53(+0.09) 7.70(+x0.06) 6.52(+0.06)
E17G  8.64(+0.11) 8.44(x0.12) 7.63(x0.05) 7.05(+0.12)
E18G  8.54(+0.07) 8.92(+0.04) 8.71(x0.03) 7.15(+0.16)
E19G  8.18(+0.21) 8.16(+0.25) 8.00(x0.00) 7.73(+0.08)
E22G  8.60(+0.07) 8.65(0.05) 8.57(x0.11) 7.84(£0.04)
E26G  8.47(x0.10) 8.33(x0.07) 6.73(£0.19) 6.25(+0.12)
E28G  8.63(x0.09) 7.92(£0.09) 6.40(x0.25) 6.60(x0.17)
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Sekil 4.5 : Romagnolo’dan izole edilen Lactobacillus suslarinin farkli % NaCl gelisimleri. Gelisimler log CFU/g olarak ifade edilmistir. Normal
ve homojen veriler tek yonlii ANOVA ve Tukey post-hoc testi ile normal olmayan homojen veriler nonparametrik Kruskall- Wallis testi ve

Dunn's post-hoc testi ile analiz edildi.
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Fermente sucukta baslangigtaki et hamurundaki tuz konsantrasyonu % 2.2-2.5 (aw %
0.96-0.98) iken son iiriinde % 4-6'ya (% 0.85-0.90) ulasabilir (Liicke, 2016). Bu
calismada sucuklardan izole edilen L.sakei ve L.curvatus suslarinin % 0, 2, 4 ve 6 tuz
konsantrasyonlarindaki gelisimlerini incelenmistir ¢iinkii Italyan sucugunda en yiiksek

NaCl konsantrasyonu yaklasik % 5 olarak belirtilmistir (Coppola ve dig., 1988).

Urso ve dig. (2006b) ¢alismasinda bakteriosin iireten L. sakei susu tuz konsantrasyonu
%2’den %3.5’¢ yiikseldiginde gelisimine devam etmis ancak trettigi bakteriyosin
miktarinin ¢ok diisiik oldugu gézlemlenmistir. Tuz konsantrasyonu %5'e ¢iktiginda ise

sus sadece biraz biiylime gostermis ve bakteriosin liretimi olmamuistir.

Coppola ve dig (1998) calismasinda sucuktan ¢ogunlukla L.sakei ve azinlig1 L. brevis
olan 183 sus izole etmistir. %8 ve %10 NaCl ile desteklenmis MRS brotunda tuz
tolerans testi gergeklestirilmis ve ayrica MRS brotta pH diisiisiine bagli olarak
asidifikasyon kapasitesi gozlemlenmistir. Tiim suslar % 8 NaCl konsantrasyonunda
biiyiimeyi bagarmis ve biiyiik bir gogunluk % 10 NaCl konsantrasyonunda da varligini
stirdirmiustiir. L. sakei'nin, NaCl ve nitritlere kars1 direncinin taranmasi pH dusiisi
olarak MRS broth ile karsilastirildiginda incelenen suslarin asitlestirme kapasitesi
tizerinde higbir etki gdstermezken, nitrit/NaCl kombinasyonu hem asitlestirme

kapasitesini hem de asitlenme oranini yiiksek oranda etkilemistir.

Fontana ve dig.(2016) 15°C'de NaCl toleranst ile ilgili olarak yaptigi ¢alismaya gore
ise, ¢ogu geleneksel yontemlerle liretilmis fermente et iiriinlerinden izole edilmis
L.sakei suslarinin %42.5’i %5 NaCl konsantrasyonunda gelisebilidigi ancak yiiksek
tuz konsantrasyonunda L.sakei suslarinda gelisimin azaldigi goriilmstiir. Fransiz ve
Yunan geleneksel kuru fermante sucuklardan izole edilen suslar i¢in benzer sonuglar

bildirilmistir (Ammor ve dig., 2005; Papamanoli ve dig., 2003).

Papamanoli ve dig. (2003), calismasinda kuru fermente Yunan sucuklarindan izole
edilen 49 L.sakei, 24 L.curvatus ve 7 L.plantarum susunun, % 6.5, 8 ve% 10'luk NaCl
konsantrasyonlarini iceren MRS brotunda gelisimleri incelenmistir. Sonuglar, L.sakei
suslarinin  %80'inin, tiim L.curvatus ve L. plantarum suslarinin %6.5 NaCl'de
biiyiiyebilecegini  gdstermistir.  Biitin L. plantarum  suslart  tim tuz
konsantrasyonlarinda gelisebilirken, L. sakei ve L. curvatus suslarmin gelisimi

degiskenlik gostermektedir.
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Biitlin bu sonuglar, farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisimin susa bagli olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu c¢aligmada edindigimiz sonuglar géz oniinde bulundurulursa,
Bresciano sucugundan izole edilen C21B, E3B, E7B, E15B ve E23B ve
Romagnolo'dan izole edilen C12G, C27G, C48G, E3G, E13G, E19G ve E22G suslar1
tuz toleransi ve asitlesme 6zelliklerine bakildiginda sucuk iiretiminde kullanilabilecek
potansiyel sahibi starter kiiltiirlerdir. Bu g¢alisma sadece izole edilen iyi teknolojik

Ozellikler gosteren suslari tespit edebilmek i¢in bir 6n ¢aligma niteligindedir.

Sucuk karmasik bir ortam oldugu ve suslarin laboratuvar performanslarina gére farkli
sekillerde davrandiklart i¢in izole edilen suslar MRS broth yerine gercek sistemde
yani sucuk karigimda da test edilecektir. Fermente et iiriinlerinden izole edilen L.sakei
tiiriiniin ekolojik yasam alanina kolay adapte olmasi ve bu alan i¢in 6zellesmis olmasi
ispat edilmistir. L.sakei i¢in laboratuvar kosullarinda hiicre 6liimii stationary faza
ulastiktan hemen sonra hizlica gergeklesmesine ragmen gercek sistemlerde(sucuk) bu
tiirler cok direngli ve biitlin olgunlagma prosesi boyunca, bu haftalar hatta aylar aliyor
olsa bile, mikrobiyotay1r domine etmeye devam eden bir davranis sergiler (Chaillou

ve dig., 2005)

4.2.3 Sucuklardan izole edilen suslarin biyojenik amin iiretme kabiliyeti

Tiim izolatlar, Bover-Cid ortami kullanilarak dekarboksillenme potansiyeli test edildi.
Ozellikle, tirosin, histidin, ornitin, lisin ve fenilalanin dekarboksilatlama yetenegi
incelenmistir. Romagnolo sucugundan izole edilen, Lactobacillus curvatus olarak
tanimlanan C26G susu haricinde, bu yetenegi izolatlarin higbiri géstermemistir. Bu
susun siipernatant1 daha 6nce agiklanan metot ile HPLC’de biyojenik amin igerigi test
edilmistir. Bu analiz biiyilk miktarda putresin biriktirme kapasitesi oldugunu teyit
etmistir. Peynir, siit iirlinleri, et ve sucuk ile yapilan farkli ¢calismalarda L.curvatus’un
10-10000mg/L araliginda putresin irettigi tespit edilmistir (Wunderlichova ve dig,
2014). Bu iiretimin ornitin dekarboksilatma yoluyla degil laktik asit bakterilerinin

agmatin deaminasyonu yoluyla {iretebilecegi ¢caligmalarda goriilmiistiir (Kose,2017).
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Sekil 4.6 : Bover-Cid agar ve Bover-Cid brothta C26 susunun putresin lrettigini
gosteren mor renkli kiiltlir ortamlari.

4.2.4. Sucuklardan izole edilen suslarin aroma profili

Suslarin ¢esitli metabolizmalar sonucu trettigi, tiikkettigi veya birbirine doniistiirdiigii
cesitli ugucu organik bilesikleri gozlemleyerek aroma profilleri ¢ikarildi. Ozellikle,
MRS ortaminda 72 saat inkiibasyondan sonra 20 susun (Bresciano'dan 10 sus ve
Romagnolo'dan 10 sug) aroma profili analiz edildi. Bresciano susu i¢in yaklasik 100,
Romagnolo suslar icinse yaklasik 60 farkli ucucu organik bilesik tanimlanmstir.
Herhangi bir aroma bilesiginin mevcut olabilecegi bu ortamin karmasiklig1 g6z oniine
alindiginda, bu tarama, her bir bilesigin konsantrasyonu ile inokiile edilmemis
ortamdaki (MRS broth) ayni bilesigin (son) konsantrasyonu arasindaki fark goze
alinarak yapilmistir. Bunun nedeni, sucugun organoleptik profilinde 6nemli olabilecek
ucucu organik bilesiklerin {iretimi 1ile ilgili izolatlarin farkli davranislarini

kanitlamaktir. Analizler 3 tekrarli gerceklestirilmistir.

Sekil 4.7°de , bu bilesiklerin bazilar1 i¢in Bresciano izolatlarinda gézlenen davraniglar
rapor edilmistir. Bresciano sucugundan izole edilen suslar i¢in 2,3-butanedione, 1-
hdyroxy-2-propanone, 3-hydroxy-2-butanone, acetic acid, 2-methyl-butanal, 3-
methyl-butanal, benzalaldehyde, benzeneacetaldehyde, 3-methyl-1-butanol, 3-methyl-

2-buten-1-ol ugucu organik bilesikleri i¢in veriler verilmistir.

Bununla birlikte, bu bilesiklerin 5 tanesi (2,3-butanedione, acetic acid, 2-methyl-
butanal, 3-methyl-butanal, benzalaldehyde) sus inokiile edilmemis MRS broth da
zaten mevcuttu, grafiklerdeki rapor edilen degerler ayn1 molekiiliin inokiile edilmis ve
edilmemis ortamdaki farkini temsil eder. Pozitif/negatif sonuglardan bagimsiz olarak,
izolatlarin bazi bilesiklere yanitlarinda biiyiik bir degiskenlik olmadig1 goriilmiistiir.

Omek olarak, C22B susu 3-hydroxy-2-butanone (asetoin) ve 2,3-butanedione
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(diasetil) varligin1 6nemli 6lgiide artirabilmektedir; diger izolatlar ise 2,3-butanedione
(diasetil) konsantrasyonunu diistirmektedir. 1-hydroxy-2-propanon MRS'de mevcut
degildir, ancak 72 saatlik inkiibasyondan sonra izolatlar tarafindan son derece
degisken miktarlarda tretilmistir. 2-methyl-butanal ve 3-methyl-butanal, dallanmis
zincir aminoasit metabolizmasindan tiiretilir ve izolatlara gore degisken bir davranis
gosterir. Benzaldehit, mikrobiyal biiylimeyi takiben genel olarak artarken
benzenasetaldehid, inkiibe edilmemis MRS'de yoktur ve bir¢cok sus tarafindan
biriktirilmistir bu da aromatik amino asitlerin gili¢lii bir metabolizmasini gosterir.
Inkiibe edilmemis ortamda bulunmayan ve tiim suslar tarafindan &nemli miktarlarda
tiretilen 3-metil-1-biitanol ve yine bazi suslar tarafindan 6nemli miktarda {iretilen 3-
metil-2-buten-1-ol’u gozlemlemek miimkiindiir. Asetik asit miktari, asilanmamis
ortamdaki varligina gore belirgin sekilde artmistir ve izolatlar arasinda biiyiik bir
degiskenlik goriiliir. L.curvatus tiiriine ait sadece iki izolat (E7B ve E23B) olmasi
nedeniyle rolleri konusunda yorum yapmak imkansizdir. Bununla birlikte, bu iki susun

benimsenen kosullar altinda benzenasetaldehit {iretemedigini gdzlemlemek

miimkiindiir.
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Sekil 4.7 : Bresciano sucugundan izole edilen suslarin aroma profili.

Sekil 4.8’de ugucu organik bilesiklerin bazilar1 icin Romagnolo’dan izole edilmis on
susun davraniglart rapor edilmistir. Saptanan baslica bilesiklerin yedisi Bresciano
izolatlarmin ortaktir bunlar 2,3-butanedione, 3-hydroxy-2-butanone (asetonil), 2-
methyl-butanal, 3-methyl-butanal, acetic acid, benzaldehyde, benzeneacetaldehyde ve
3-methyl-1-butanoldiir. Buna ilaveten, Bresciano izolatlarinda saptanamayan i
bilesigin (1-octanol, 1-heptanol, phenlyethyl alcohol) davraniglar: da dahil edilmistir.
Bu izolatlarda ayrica suslar arasinda yiiksek degiskenlik oldugu gosterilmistir. Tekli
bilesiklerin pozitif/negatif varyasyonlarindan bagimsiz olarak, daha fazla miktarda
ucucu bilesik tireten iki sus (E26G ve E28G) vardir. Ayrica E1G susu da benzer bir
egilim sergilemektedir. 3-hydroxy-2-butanol, 2-methyl-butanol, 1-octanol, 1-heptanol
ve asetik asit i¢in bu husus belirgindir. Ustelik bu izolatlar, proponic acid, pentanoic

acids, butanoic acid, hexanoic acid, asetik asitin esteri (1butanol-3-methlyacetate) gibi
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Bresciano izolatlarinda ve MRS brothda bulunmayan ¢esitli asitleri iiretmislerdir
(grafiklerde belirtilmemistir.). izole edilen suslarin hepsi asetik asit ve 3-metil-1-
butanal iiretti veya biriktirdi. Romagnolo suslarinin tamami 1-oktanal, 1-heptanal, 1-
feniletil alkol iiretti veya biriktirdi. Izoldsin ve 1dsinin enzimatik olmayan Strecker
reaksiyonu (Meynier ve dig., 1999) veya mikroorganizmalar (Di Cagno ve dig., 2008)
tarafindan degradasyonuyla sirasiyla 2-metil-butanal ve 3-metil-biitanal agiga ¢ikar.
Tereyagi, karamel ve act koku 2-metilbutanal’a atfedilmistir (Meynier ve dig, 1999;
Stahnke, 1995). Daha Onceki ¢alismalarda, yiiksek oranda 3-metil-butanal
bulunmustur ve kuru sucuk veya jambondaki baskin eksi, peynirimsi aromadan
sorumlu olarak tanimlanmistir (Flores ve Olivares, 2007). 2,3-butandion (diasetil) ve
3-hidroksi-2-biitanon (asetoin) ketonlari, laktik asit bakterileri tarafindan seker ve
sitrik asit metabolizmasina bagl olan piriivat metabolizmasi yoluyla iretililebilir
(Bartowsky ve Henschke, 2004). Ardo (2006) ¢calismasinda, Lactobacillus spp.’nin bir
aminoasit olan aspartik asiti Once oksalasetata sonrasinda asetoin ve diasetile
katabolize edebilidigini, artan piruvat olusumunda (6rnegin sitrat varlifinda) diasetil

asetoin ve 16sin i¢in bir 6n-madde olan asetolaktat olusturabildigini géstermistir.
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Sekil 4.8 : Romagnolo sucugundan izole edilen suslarin ugucu organik bilesiklere
yanitlari.
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Sekil 4.8 (devamm) : Romagnolo sucugundan izole edilen suslarin ugucu organik
bilesiklere yanitlari.

Asetik asit kuru fermente sucugun tipik bir aroma bilesigidir (Freiding ve dig., 2011).
Demeyer ve dig.(2000) ¢alismasinda diasetil, asetik asit ve heksanal, sirasiyla

tereyagl, sirke ve yesil koku notlariyla iligkilendirdi. 3-metil-1-butanol, 2-



metilpropanoik asit ve 3-metilbiitanoik asit sirastyla dallanmis zincirli amino asitler
izolosin, 16sin ve valinden tiireyebilir (Montel ve dig., 1998). 2-metilpropanoik asit ve
3-metilbutanoik asit, Romagnolo sucugundan izole edilen tiim suglar tarafindan
iretildi veya biriktirildi (Sekil 4.8'de gosterilmemistir). Her ii¢ bilesik de kuru
fermente sucuklarin ana ugucu bilesiklerindendir (Meynier ve dig., 1999) Irigoyen ve
dig. (2007) calismasi 3-metil-1-butanol ve 2-metilpropanoik asit miktarinin
fermantasyon laktobasiller ile gerceklestirildiginde daha yiliksek oldugunu
gostermistir. 3-metil-1-biitanol meyvemsi, viski ve balzamik lezzet verir (Olivares ve
dig., 2009). Heksanal, heptanal ve nonanal sirasiyla linoleik asit, n-6 ve n-9 gibi ¢coklu
doymamis yagl asitlerin oksidasyonundan gelir. 1-heptanol, 1-oktanol Lactobacillus
spp. tarafindan gerceklestirilen lipid otooksidasyonuyla agiga ¢ikar. (Moretti ve dig.,
2004)

4.2.5 Bresciano sucugundan izole edilen Lactobacillus suslarinin antimikrobiyal

aktivitelerinin belirlenmesi

4.2.5.1 Spot agar test

Bresciano sucugundan izole edilen suslarin indikatér mikroorganizmalara karsi
gdsterdigi antimikrobiyal aktiviteyi anlamak igin spot agar test yapildi. inhibisyon,
iiretici susun kolonileri etrafindaki berrak bdlgenin genisligi 0,5 mm veya daha
biiyiikse, pozitif olarak kabul edildi. Cizelge 4.8°’da ve Sekil 4.10°da goriilebilecegi
gibi tiim suslarin spot agar test ile kullanilan indikator mikroorganizmlara kars: direnci
vardir ve genel olarak berrak bolgelerin ¢api 1 cm kadardir. Bu antimikrobiyal aktivite,
hidrojen peroksit, bakteriyosin, organik asitler gibi ¢esitli antimikrobiyal bilesiklerden
kaynaklaniyor olabilir (Luo ve dig.,, 2011). Literatiire bakildiginda yapilan
calismalarda katalaz eklenerek organik asit ve hidrojen peroksitten kaynaklanan
antimikrobiyal aktivite elimine edilmistir (Mezaini ve dig., 2009). Ancak bu ¢alisma
icin katalaz eklenmediginden spot agar testte goriilen berrak bélgenin organik asit veya
hidrojen peroksitten kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Gaamouche ve dig .(2014)
caligmasina gore geleneksel yesil sofra zeytininden izole edilmis 65 laktik asit
bakterisi bazi indikator mikroorganizmalara karsi inhibasyon bolgesi yani berrak bolge
yaratmistir. 40 izolatin L.monocytogene’e karsi antibakteriyel aktivite gosterdigi
bunlardan 8’inin E.coli O157:H7’ye direng gosterebildigi goriilmiistiir Gram pozitif

bakteriler her zaman bakterisidal aktiviteye daha hassas olmusturbunun nedeni gram
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negatif bakterilerinin lipopolisakkarit ve lipitlerden olusan ve hiicreyi koruyan dis

zarinin olmasidir (Matagaras ve dig., 2003)

4.2.5.2 Cell free supernatant test

Bresciano sucugundan izole edilen suslarin L.monocytogenes ve L.innocua indikator
mikroorganizmalarina karsi gosterdigi antimikrobiyal aktiviteyi anlamak i¢in cell-free
supernatant test yapilmistir. Sadece iki indikatér mikroorganizmanin seg¢ilmesinin
nedeni bu testin optimizasyon asamasinda olmasindan kaynaklaniyor. Cell-free
supernatant testinin amact suslarin bakteriosin iiretme kabiliyetlerini anlamak oldugu
icin bakteriosin {iretiminin maksimum olabilecegi en iyi ortam kosullar1 anlagilmaya
calisiimistir. Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10°de de goriilebilecegi gibi MRS ve mMRS
broth kullanilmigtir. Ancak mMRS broth’un L.monocytogenes ve L.innocua igin
kendisinden gelen bir antimikrobiyal etkisi oldugu kontrol plakalarinda goriilmiistiir.
(Sekil 4.12). Suslar igcinse mMRS broth kullanildiginda herhangi bir antimikrobiyal
aktivite gbzlenmemistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.8 : Farkli kosullarda suslarin spot agar test ile indikator
mikroorganizmalara kars1 gosterdigi antimikrobiyal aktivite.

Suslar 16S Listeria Listeria Salmonella E.coli

monocytogenes innocua enterica ssp. DPC

DPC 1768 DPC 3572 Typhimurium 6054

DPC 6046

C3B L. sakei l.1lcm 1.55cm lcm 1.05cm
ci0B L. sakei 1.25cm 1.3cm 1l1lcm 1.4cm
C14B L. sakei 11lcm 1.55cm 1l1lcm 1.2cm
C16B L. sakei lcm 1.15cm 0.85cm 1.1lcm
C17B L. sakei 1.05cm l4cm lcm 1.2cm
C21B L. sakei l.1lcm 1.2cm 0.75cm 1.05cm

C22B L. sakei l.lcm 1.5cm 1.05cm lcm
E3B L. sakei 0.9cm 0.95cm 1.2cm 0.75cm

E7B L.curvatus 1.2cm 1.25cm 1.2cm lcm

E15B L. sakei 0.9cm lcm 1l1lcm lcm
E23B L.curvatus lcm 1.2cm 1.05cm 1,1cm
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Sekil 4.9 : Indikatér mikroorganizmalarin baslangictaki inokulum seviyeleri ve E7B
susunun spot agar test sonucu gosterdigi antimikrobiyal aktivite.

MRS broth i¢in ise L.innocua’ya karsi herhangi bir direng goriilmemekle beraber
L.monocytogenes i¢in bazi suslarda 6zellikle 25°C 18 saat inkiibe edilmis suslarda
antimikrobiyal aktivite goriilmustiir. 30°C 18 saat inkiibe edilmis C3B susunun
L.monocytogenes’e kars1 gosterdigi direng kismen fark edilebilir berrak bolgeyle Sekil
4.11°de gorilebilir. Goomuche ve dig.(2014) calismasinda geleneksel yesil sofra
zeytininden izole ettigi 65 susun katalaz eklenerek noétraliza edilmis cell free
ekstaktlarindan sadece 8i L.monocytogenes ve E.coli O157:H7 kars1 6nemli inhibe
edici etki gostermistir.  Ammor ve dig.(2005) ¢alismasinda 36 izolattan sadece bir
L.sakei izolat1 L.innocua ATCC 33090°a kars1 antibakteriyal aktivite gdstermis hi¢bir
izolat S.auerus E1S-5’e kars1 direng gostermemistir. Jones ve dig. (2008) ¢alismasinda
ise etten izole edilen 75 laktik asit bakterisinden sadece alt1 tanesi agar-stab sonucunda
bir veya birden fazla indikator susa yiiksek sayilabilecek seviyede antmikrobiyal
aktivite gostermistir. 18saat 24°Clik inkiibasyonun sonunda 3 L.sakei susundan iki
tanesi L.monocytogenes’e karst 100mm’den daha biiyiik inhibasyon alani yaratmigsa
da kalan diger sus higbir antimikrobiyal aktivite gdstermemistir. Laktik asit
bakterilerinin patojenlere karsi inhibasyon mekanizmasi bir veya birden fazla etmenin
sinergistik etkisiyle olabilir bunlar; besleyici maddeler i¢in rekabet, pH diisiist, laktik
asit iiretimi, asetik asit, hidrojen peroksit, atmosferin gaz bilesimi veya bakteriyosinler

gibi antimikrobiyal maddelerdir (Matagaras ve dig., 2003).
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Sekil 4.10 : 30°C 18 saat inkiibe edilmis C3B susunun Listeria monocytogenes’e
kars1 gosterdigi antimikrobiyal aktivite.

Sekil 4.11 : Agilan deliklere konulmus mMRS brothun Listeria innocua’ya karsi
gosterdigi antimikrobiyal aktivite.
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Cizelge 4.9 : mMRS broth kullanilarak farkli kosullarda inkiibe edilmis suslarin
L.monocytogenes ve L.innocua mikroorganizmalarina karsi gosterdigi antimikrobiyal

aktivite.
Strains  16S Listeria monocytogenes Listeria innocua
DPC 1768 DPC 3572
Medium  30°C /48h  Medium 30°C /48h
(CFS) (CFS)
C3B L. sakei MMRS - MMRS -
C10B L. sakei MMRS - MMRS -
C14B L. sakei MMRS - MMRS -
Cl6B L. sakei MMRS - MMRS -
Cl7B L. sakei MMRS - MMRS -
C21B L. sakei MMRS - MMRS -
C22B L. sakei mMMRS - MMRS -
E3B L. sakei MMRS - mMMRS -
E7B L.curvatus mMRS - MMRS -
E15B L. sakei MMRS - MMRS -
E23B L.curvatus mMRS - MMRS -
mMMRS + mMRS broth +

+: kismen fark edilebilir berrak bolge

Cizelge 4.10 : MRS broth kullanilarak farkli kosullarda inkiibe edilmis suslarin
L.monocytogenes ve L.innocua mikroorganizmalarina kars1 gosterdigi antimikrobiyal

aktivite.

Suslar 16S Listeria monocytogenes Listeria innocua DPC 3572
DPC 1768
Medium 25°C 25°C  30°C/18h Medium 25°C 25°C/ 30°C
(CFS) /18h  /24h (CFS) /18h 18h /18h

C3B L. sakei MRS - - + MRS - - -
broth broth

C10B L. sakei MRS - - - MRS - - -
broth broth

Cl4B L. sakei MRS + + - MRS - - -
broth broth

C16B L. sakei MRS ++ - - MRS - - -
broth broth
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Cl7B L. sakei MRS - - - MRS

broth broth
C21B L. sakei MRS + - - MRS
broth broth
C22B L. sakei MRS - - - MRS
broth broth
E3B L. sakei MRS - - - MRS
broth broth
E7B L.curvatus MRS - - - MRS
broth broth
E15B L. sakei MRS ++ - - MRS
broth broth
E23B  L.curvatus MRS ++ - ++ MRS
broth broth
MRS - - - MRS
broth broth
(pH 6) (pH 6)

+: kismen fark edilebilir berrak bolge ++: fark edilebilir berrak bolge
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu 6n calisma iki farkli bliimden olusmaktadir. Tlk kisim starter kiiltiir kullanilmadan
iiretilen iki farkl1 geleneksel italyan sucugunun karakterizasyonu, ikinci kisim ise izole
edilmis Lactobacillus suslarinin karakterizasyonudur. Iki farkli fermente sucuk ile
calisilmis olup bunlardan Bresciano tipi sucuk, digeri ise Romagnolo tipi sucuktur.
Her iki 6rnekte yavas fermantasyon ve seker yerine sarabin kullanilmasi nedeniyle
baslangictaki pH disiisii sinirl olup yiiksek pH degerleri goriilmiis. Mikrobiyolojik
sayim sonucunda Bresciano'da yiiksek konsantrasyonda laktik asit bakterisi (9.09 log
CFU/g) Romagnolo’da ise daha diisiik konsantrasyonda laktik asit bakterisi (7.79 log
CFU/g) sayilmistir. Bu farkliligin nedeninin sucuklarin farkli su aktivitelerinden
kaynaklabilecegi saptanmistir. Orneklerin biyojenik amin miktarlar1 birbirinden
farklidir ve Bresciano, Romagnolo’ya kiyasla biraz daha yiiksek amin igerigine
sahiptir. Iki sucukta da histamine rastlanmamistir. Farkli tuz yiizdesinde gelisme ve
ortam1 asitlestirme davranislarina bakildiginda, suslarin ¢ogu MRS suyunun pH'sini
diistirme egilimindedir. Biitiin sonuglar incelendiginde farkli tuz konsantrasyonlarinda
biiylimenin susa bagli olabilecegini diisiindiirmektedir. Biiyliik miktarlarda putresin
tireten C26G haricinde, diger suslar biyojenik amin iretmezler. Aroma profili
incelenen tiim suslar asetik asit ve 3-metil-1-biitanal iiretmistir. Bresciano suslarinin
hepsi, spot agar testinde L.monocytogenes, L.innocua, Salmonella spp., E. coli
O157'ye kars1 direng gostermis ve bunun organik asit ve hidrojen peroksit gibi

antimikrobiyal bilesiklerin liretiminden kaynaklandig: diistintilmektedir.

Bu 6n ¢alisma, Bresciano ve Romagnolo sucuk arasindaki mikrobiyolojik, fizyolojik
parametreler ve aromatik profilleri ile izolatlarinin biiyliime davranisi, asitlesme profili,
aromatik profilleri, patojenlere kars1 antimikrobiyal aktivite agisindan farkliliklarina
iliskin bazi yonleri agikliga kavusturmustur. Ve ayrica bu ¢aligma sayesinde, starter
kiiltir olarak istenilen teknolojik &zelliklere sahip olmayan pek cok sus elimine
edilmistir. Ancak Suslarin aromatik profili ve antimikrobiyal aktivitesini daha iyi

anlayabilmek i¢in gergek sistemlerde ileri arastirmalara ihtiyag¢ vardir.
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Sekil A. 1 Bresciano sucugundan izole edilen Lactobacillus suslarinin RAPD
karsilastirmasi ve kiimelenmesi (UPGMA yontemi: Aritmetik Ortalamayla
Agirlanmamis Es Grup Yéntemi) ile elde edilen dendogram. Olgek benzerlik
katsayisini (%) gostermektedir.
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Sekil A. 2 Romagnolo sucugundan izole edilen Lactobacillus suslarinin RAPD
karsilastirmasi ve kiimelenmesi (UPGMA yontemi: Aritmetik Ortalamayla
Agirlanmamis Es Grup Yéntemi) ile elde edilen dendogram. Olgek benzerlik
katsayisini (%) gostermektedir.
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