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OZET

SUCUKTAN iZOLE EDi._LEN LAKTIK ASIT BAKTERILERININ
PCR’ A DAYALI MOLEKULER TEKNIiKLER iLE TANIMLANMASI

Bugiin diinyada geleneksel fermente et (drlinlerine 0zgii nitelikleri kazandiran
mikroorganizmalarin tanimlanmasi amaciyla yogun arastirmalar yapilmaktadir. Bu amagla son
yillarda molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler yakindan takip edilerek fermantasyonda aktif
rol alan bakterilerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, geleneksel et iiriinlimiiz
olan sucukta spontan olarak gelisen fermentatif bakteriler, PCR’a dayali kiiltiir bagimsiz
(PCR-DGGE) ve Kkiiltiir bagimli (rep-PCR ve 16 S rDNA sekans analizi) molekiiler teknikler
kullanilarak tanimlanmis ve bu fermantatif bakterilerin izole edildikleri sucuklarda bulunma
orani ve siklig1 belirlenmistir.

Bu amagla Kayseri ve Afyon piyasindan temin edilen ve starter kiiltiir kullanilmadan
geleneksel yontemlerle {tretilen toplam 25 adet sucuk Ornegi incelenmistir. Sucuk
orneklerinden direkt DNA izolasyonu yapilarak gerceklestirilen PCR-DGGE analizi
sonucunda; sirasiyla L. sakei (%30), W. viridescens (%23), L. curvatus (%15) ve L. brevis (
%?5) tiirleri tespit edilmistir. Sucuklardan izole edilen bakterilerin 16 S rDNA ve rep-PCR
(GTGS) analizi sonucunda ise; L. sakei %41,8, W. viridescens %6,4, L. curvatus %14.5, L.
plantarum %38.25, Leuconostoc mesenteroides %8.2, L. brevis’in %6,4 ve L. farciminis’in
%35.5 oraninda bulundugu tespit edilmistir. Sonug¢ olarak fermente gidalarda bulunan
fermentatif bakterilerin hizli ve dogru bir sekilde tespit edilebilmesi i¢in birden fazla
molekiiler teknigin kullanildig: polifazik bir yaklagimin uygun oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Sucuk, fermentatif bakteriler, PCR-DGGE, rep-PCR, 16 S rDNA
dizi analizi



ABSTRACT

Identification of Lactic Acid Bacteria in Fermented Turkish Sausages
using PCR-Based Molecular Techniques

Artisanal sausages are increasingly appreciated by consumers because of their sensory
properties and their authenticity. Such artisan fermented sausages are often of superior quality
compared to controlled fermentations inoculated with industrial starters and possess
distinctive qualities, partly due to the properties of the raw material and the characteristics of
the technology used, but also to the specific composition of the house flora. These strains are
well adapted to the meat environment and to the specific manufacturing process and thus are
capable of dominating the microbiota of products. Above all, a better understanding of the
microbiota and population dynamics of artisan fermented sausages could improve the
fermentation process and the safety and standardization of such products and hence reduce
economic losses, in this way reinforcing their position in a market characterized by ever
increasing globalization and industrialization. The identification of microbial diversity using
physiological and biochemical methods are notoriously difficult, time consuming and the
results are often ambiguous. Alternatives to phenotypic methods to provide rapid and reliable
identification, and simplify characterization procedures, molecular methods, have attracted
the attention of many researchers in the last decade.

In this study the microbial ecology of 25 sucuk samples obtained from local producers in
Kayseri and Afyon were investigated using a polyphasic approach, based on culture-
dependent and -independent techniques. DGGE was used for the analysis of PCR products
obtained from DNA extracted directly from the sucuk samples. As a consequence the most
frequently found bacterial species were Lactobacillus sakei (30%), Wisella viridescens (23%),
Lb. curvatus (15%). After molecular identification of 119 LAB strains by using rep-PCR and
16 S rDNA sequencing the species more frequently isolated were Lactobacillus sakei
(41.8%), Lactobacillus curvatus (14.5%). Consequently it is susggested that a polyphasic
strategy essentially based on one or more molecular techniques is necessary for accurate
species identification in fermented foods.

Keywords: Sucuk, fermentative bacteria, PCR-DGGE, rep-PCR, 16 S rDNA sequencing



1. GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Fermente et iirlinlerinin tiretiminde starter kiiltiirler tat, aroma ve renk gibi duyusal 6zellikleri
gelistirmek ve {iriin dayanikliligimi artirmak ve olgunlagma siiresini kisaltmak amaciyla
Avrupa ve ABD’de yaygin olarak kullanilmaktadir. Ulkemizde ise geleneksel fermente et
lirlinlimiiz olan sucuk {iretiminde iirlin kalitesinin artirilmasi ve korunmasi amaciyla starter
kiltir kullanim1 tavsiye edilmekte ve giderek yayginlasmaktadir. Ancak iilkemizde starter
kiltiir tiretilmediginden sucuk iiretiminde bat1 iilkelerinde degisik fermente et iirlinlerinin
iretiminde kullanilan starter Kkiiltiirler kullanmaktadirlar. Dolayisiyla bu Kkiiltiirlerden
hangilerinin Tirk sucuguna uygun oldugu belli degildir ve kullanimi daha ¢ok yabanci
iilkelerdeki starter kiiltlir {ireten firmalarin 6nerileri dogrultusunda olmaktadir. Bu da, iirtinler
ne kadar hijyenik, kaliteli ve standart olursa olsun, tat-aroma ozellikleri acisindan Tiirk
sucugu Ozelliklerine uymayan liriin iiretimine neden olmaktadir. Oysa son yillarda kendine
0zgli duyusal oOzellikler tastyan geleneksel fermente sosislere olan tiiketici talebi giderek
artmakta ve diinyada bu konuda ciddi ¢aligmalar yapilmaktadir. Ornegin Avrupa Birligi
destegi ile hazirlanan projelerle (Tradisausage, QLK1 CT-2002) geleneksel sosislerin zengin
aromatik o6zelliklerinin korunmasi ve daha giivenli sosis {iretiminin saglanmasi
amaglanmaktadir. Gelenekesel iirlinler ile endiistriyel {riinler arasinda belirgin farkliliklar
olup bu durum ozellikle tiriine ilave edilen ticari starter kiiltiirler ile dogal olarak iiriine
kontamine olan florada bulunan fermentatif bakterilerin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.
Geleneksel triinlerdeki yerel flora iiriine daha 1yi adapte oldugundan daha yiiksek metabolik
aktivite gostermekte dolayisiyla daha kaliteli sosis tiretimi miimkiin olmaktadir. Bu nedenle
son yillarda geleneksel fermente et iiriinlerine 6zgii nitelikler kazandiran mikroorganizmalarin
tanimlanmas1 amaciyla molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler yakindan takip edilmektedir.
Bu amagla yapilan calismalarda PCR’a dayali teknikler ozellikle denatiire gradient jel
elektroforez (denaturing gradient gel electrophoresis DGGE) sistemi, 16 S rDNA sekans
analizi ve rep PCR teknikleri 6ne ¢ikmaktadir. Dolayisiyla diinyada bu konuda ortaya ¢ikan
gelismelere paralel olarak geleneksel et {irliniimiiz olan sucukta spontan olarak gelisen
fermentatif bakterilerin hassas ve giivenilir yontemlerle belirlenmesi ve bunlarin strater kiiltiir
olarak kullanilabilme potansiyelinin ortaya konulmasi ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu nedenle tamamlanan projede; Tiirk sucuguna 6zgli geleneksel degerlerin korundugu,
duyusal ve mikrobiyolojik kalitesi yiiksek, teknolojik yonden daha giiclii starter kiiltiir
kombinasyonlarinin belirlenmesi i¢in;

1. Sucukta spontan olarak gelisen ve Tiirk sucuguna 6zgili tat ve aromayi olusturan
fermentatif bakterilerin belirlenmesi,

2. Sucuk tretim prosesine ve formiilasyonuna iyi adapte olamamus, ithal starterlerin
aksine daha kolay adapte olabilen metabolik aktivitesi daha yiiksek ve patojen

bakterilerle daha iyi rekabet eden dominant tiirlerin tespit edilmesi,

3. Tirk sucugunun fermentatif bakteri ¢esitliliginin ortaya konulmasi amac¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER

Sucuk geleneksel bir et iirliniimiiz olup, kryma makines1 veya cutterde kiyilmis et ve yagin,
tuz, seker, ¢esitli baharat ve ¢ok az miktardaki diger katki maddeleri ile karistirilip, dogal veya
yapay kiliflara doldurulmasi ve belirli bir sicaklik derecesinde nisbi rutubet, hava cereyani ve
siirede olgunlastirilmasi ile elde edilen fermente kuru et iirlinleridir (Gokalp ve ark., 2004).
Ulkemizde sucuk, diger islenmis et iiriinlerine kiyasla daha fazla iiretilmekte ve
tilketilmektedir.

Sucuk tretimi et Urtnleri tretim teknikleri igerisinde en kritik ve zor olanlardan birisidir.
Uretimi oldukca fazla teknolojik bilgi birikimi, uygun isletme sartlar1 ve tecriibe
gerektirmektedir (Gokalp ve ark., 2004).

Sucuk tiretiminde en kritik asama, fermentasyon ve kurutmayi igeren olgunlastirma sathasidir.
Fermentasyon siiresince azalan pH degeri ile su kayb1 hizlanir, kuruma ¢abuklasir, arzu edilen
tekstiir, tat ve aroma olusur, renk olusumu hizlanir ve mikrobiyel bozulma 6nlenir (Bacus
1984, Ramirez ve ark., 1995, Fisher and Palmer 1995, Blom ve ark., 1996). Fermente et
iriinleri kendine 0zgii karakteristik bir lezzete sahiptir. Diger gidalarda oldugu gibi, fermente
et lirlinlerinde de 6zellikle tiiketici agisindan biiyiik 6nem tasiyan ve uygulanan proses ile iiriin
formiilasyonuna bagli olarak degisiklik gosteren lezzet, fermentasyon ve olgunlastirma
asamalarinda gerceklesen mikroorganizma faaliyetleri ve enzim aktiviteleri sonucu olusur
(Dainty and Blom 1995).

Fermente sucuk iiretiminde, pH’nin arzulanan sekilde diisiis seyri hamura katilan starter
kiiltiirlerle saglanabilir. Starter kiiltilirler fermente et iiriinlerine duyusal 6zellikleri gelistirmek,
dayaniklilig1 artirmak, olgunlastirma siiresini kisaltmak ve kontrol etmek amaciyla katilan,
spesifik 6zellikleri nedeniyle secilmis saf veya karigik kiiltiir halindeki mikroorganizmalardir.
Fermente sucuklarin hazirlanmasinda mikroorganizmalarin kullanilmas1 hususunda 1919
yilindan beri Oneriler ve patent calismalr1 olmasina karsin, ilk defa strater kiiltiirler 1960’11
yillarin baglangicinda piyasaya siiriilmiistiir. Bugiin, teknolojide gelismis iilkelerin ¢ogunda;
fermente, kuru, yari-kuru sosis ve salamlarin iretiminde starter kiiltlirlerden
faydalanilmaktadir. Starter kiiltiir katimi ile olgunlasmadaki prosesler daha iyi kontrol
edilebilmekte, boylelikle standart ve iistiin kalitede {irlinler iiretmek miimkiin olabilmektedir.
Ayrica, kiiltiirlerin - kullanim1 ile patojen ve toksik mikroorganizmalrin inhibisyonu
saglanmakta ve boylelikle de mikrobiyolojik a¢idan daha giivenilir iiriinler halkin tiiketimine
sunulmaktadir (Gokalp ve ark., 2004).

Ulkemizde biiyiik et isletmeleri, sucuk iiretiminde bati iilkelerinden ithal ettikleri degisik
fermente et iirlinleri lretiminde kullanilan starter kiiltiirleri kullanmaktadirlar. Fakat bu
kiiltiirlerden hangilerinin Tiirk sucuguna uygun oldugu belli degildir ve kullanim1 daha ¢ok
yabanci lilkelerdeki starter kiiltiir iireten firmalarin 6nerileri dogrultusunda olmaktadir. Bu da,
iiriinler ne kadar hijyenik, kaliteli ve standart olursa olsun, tat-koku 6zellikleri agisindan Tiirk
sucugu dzelliklerine uymayan iiriin {iretimine neden olmaktadir (Vural, 1992). Iste bu nedenle
sucuk iiretiminde uygun starter kiiltiiriin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir.

Diger taraftan Tiirkiye’de sucuk iiretiminde bazi entegre isletmeler disinda ¢ogu isletmelerde
teknolojik gelismelerden uzak geleneksel yontemlerle ve starter kiiltiir kullanilmadan {iretim
yapilmaktadir. Bu tiir teknolojik yetersizlikler sucugun olgunlagmasini olumsuz yoénde
etkilemekte ve ayrica sucugun olgunlagma siiresini uzatarak ekonomik ac¢idan sorunlar
olusturmaktadir. Olgunlagsma sirasinda ¢ogu durumlarda istenilen aroma elde edilememekte,
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sucuk piyasaya siiriilemeyecek kalitede iiretilmekte ve cogu kez bu haliyle piyasaya
stiriilmektedir (Vural, 1992).

Fermentasyon ve kurutma islemleri eti uzun slire muhafaza etmek ve yeni iirlin iiretmek
amaciyla kullanilan en eski yontemlerdir. Fermentasyon islemi mikroorganizma, et ve
teknolojinin bulustugu bir prosestir (Molly ve ark., 1997, Incze 1998, Caplice ve Fitzgerald
1999, Nassu ve ark., 2003, Sakhare ve Rao 2003). Fermente et {iriinii liretim teknigi etin
muhafazasi i¢in daha az enerji gerektirir ve yiiksek kaliteli liriin {iretimini saglar. Fermente et
irlinleri arasinda en ¢ok firetilen {iriin olan fermente sucuklar, liretim esnasinda fermentasyon
islemi uygulanmasi ve buna bagli olarak da son iirliniin farkli bir tekstiir ve lezzet kazanmasi
gibi nedenlerden dolay1, diger sosis tiplerinden farklilik gdsterirler (Korel, 1996).

Ulkemizde yaygin olarak iiretilen ve tiiketilen bir et iiriinii olan sucuk da bir fermente sosis
cesididir. Geleneksel tretimde, uzun siireli kurutma isleminden sonra {lriine 1sil islem
uygulanmazken, endiistriyel {iretimde olgunlastirma olarak bilinen kisa siireli kurutma
isleminden sonra {iriin 1s1l isleme tabi tutulur (Coskuner, 2002).

Fermente sucuk hamurunun ana bileseni olan et kesim asamasindan itibaren cesitli
mikroorganizmalarla kontamine olur. Kontamine olan mikroflora fermente edici ve fermente
edici olmayan mikroorganizmalar1 bir arada igermektedir. Et yiiksek besleyici 6zelligi, su
aktivitesi degeri ve yaklasik olarak 7,0 olan pH degeri nedeniyle mikrobiyel gelismeye uygun
bir ham materyaldir (Krockel, 1995). Fermente sucuk iiretiminde spontan fermentasyon
sonucu ete kontamine olan mikroorganizmalar zengin bir ortamda gelisme gostererek arzu
edilmeyen tat, yap1 ve renk gelisimine de neden olurlar.

1950’lerden itibaren starter kiiltiirlerin fermente sucuk iiretiminde onemli bir katki olarak
kullanim1 artig gostermistir (Jessen 1995). Soyle ki; fermente sucuk iiretiminde starter
kiiltiirler; gida gilivenligini ve {irlin stabilitesini artirmak, bozulmaya neden olan
mikroorganizmalarin gelismesini ve diger degisimleri engellemek, arzu edilen yap1 ve renge
sahip, cesitli ozellikte ve saglikli {irlin iiretimini saglamak amaciyla kullanilir (Vignolo ve
ark., 1989, Ramirez ve ark., 1995, Garriga ve ark., 1996, Larrouture ve ark., 2000, Liicke
2000, Deumier and Collignan 2003, Sakhare and Rao 2003). Fermente et iiriinleri iiretiminde
arzu edilir ve giivenilir mikrofloranin gelisimi i¢in uygun olan kosullarin belirlenmesi ve
uygulanmasi 6nem tasir (Campbell-Plat 1995).

Starter kiiltiir olarak kullanilan mikroorganizmalar gidalarin duyusal 6zelliklerini artirdiklar
gibi Staphylococcus aureus ve Escherichia coli gibi arzu edilmeyen mikroorganizmalarin
gelismesini engelleyerek koruyucu 6zellik de gosterirler (Girard ve Bucharles 1992, Hammes
and Knauf 1994, Caplice and Fitzgerald, 1999, Candogan, 2000). Daly ve ark., (1973) farkh
starter kiiltiirlerin etkisini arastirdiklar1 denemelerinde starter kiiltiir olarak Lactobacillus-
Micrococcus  suslarmi  kullanmuslardir.  Urettikleri fermente sucuklarda enterotoksin
olusumunun 6nlenmesinde Micrococcus suslarinin etkili oldugunu tespit etmislerdir. Masters
ve ark., (1981) iirettikleri fermente yaz sosislerinde starter kiiltiir olarak Lactobacillus
plantarum’u kullanarak Salmonella newport ve Salmonella typhimurium’u tamamen elemine
etmislerdir. Sakhare and Rao (2003) yaptiklar1 calismada; model sistemde kullandiklar1 laktik
asit bakterileri ile yliksek sicakliklarda fermentasyon islemi sonucunda hizla diisen pH
degerinin bozulma yapan ve patojen olan mikroorganizmalarin gelisimlerini Onledigini
belirtmislerdir. Yine Gonzalez ve Diez (2002) Lactobacillus sake kullanarak iirettikleri
chorizoda (ispanyol kuru fermente sosisi) elde ettikleri benzeri sonuclar1 diisiik pH degeri
yaninda L. sake’nin antimikrobiyel etkisine de baglamislardir.
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Fermente et {iriinlerinde laktik asit bakterilerinin kullanimi bakteriyosinler acisindan da
onemlidir. Bakteriyosinler antimikrobiyel peptit veya proteinlerdir. Nisin gida katki maddesi
olarak direkt kullanilabilen bir bakteriyosin olup, Lactobacillus lactis subsp. lactis tarafindan
iiretilebilmektedir. Nisin bir¢ok patojen mikroorganizma igeren gram pozitif bakteri grubunun
gelisimini Onler ve ayrica Clostridium sporlarinin gelismesini de engeller. Fermente
sucuklarda nisin kullanim1 patojen bakteri gelisimine karsi korunma agisindan ¢ok basarili
olmasa da kiirleme ajan1 olarak kullanilan nitrit oranimi diisiirmektedir (Lindgren ve
Dobrogosz 1990, Caplice and Fitzgerald, 1999, Liicke, 2000). Soyle ki et iirlinlerinde
Clostridium botulinum sporlarimin gelismesi tizerine 75 IU g-' nisin ve 40 ppm nitrit
kullaniminin 150 ppm diizeyindeki nitrit kullanimindan daha etkili oldugu goézlenmistir
(Vanderbergh 1993).

Fermente et iirlinlerinde kullanilan bakteriyel starter kiiltiirler; Pediococcus ve Lactobacillus
gibi laktik asit bakterileri ile Aktinobakterler ve Micrococcaceae tamilyasina ait bakterilerdir.
Starter kiiltiirler liyofilize edilmis veya dondurulmus konsantratlar olarak ikili veya {iglii
karisimlar halinde kullanilir (Montel ve ark., 1993, Korel, 1996, Candogan, 2000). Starter
kiiltiir kullanimi ile {iriiniin hijyenik kalitesi artirildig1 gibi ayni zamanda iyi bir tekstiir ve
lezzet gelisimi ile daha uzun raf Omriine sahip yiiksek kaliteli bir iirlin iiretimi de
gerceklestirilir(Vignolo ve ark., 1989, Hammes ve Knauf 1994, Candogan 2000, Liicke 2000).

Fermentasyonda laktik asit bakterilerinin kullanimi iiretimin basarili  bir sekilde
tamamlanmasin etkilemektedir (Candogan 2000). Laktik asit bakterileri, sekerleri metabolize
etmelerine gore homofermentatif ve heterofermentatif olarak iki gruba ayrilirlar (Caplice ve
Fitzgerald 1999) (sekil 2.1.). Uretimde genellikle homofermantatif laktik asit bakterileri tercih
edilmekte ise de ticari olarak kullanilan laktobasiller fakiiltatif heterofermantatif grup
dahilindedir. Fermente sucuk {iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilan ve iizerinde bir¢ok
arastirmalar yiiriitiilen laktobasiller; L. acidophilus, L. alimentarus, L. casei, L. curvatus, L.
plantarum, L. sake ve L. lactis’tir. Fermente sucuk iiretiminde starter kiiltiir olarak en ¢ok
kullanilanlar1 ise mezofil olan L. plantarum ve psikrofilik olan L. sake ve L. curvatus
suslaridir (Girard and Bucharles 1992, Hammes and Knauf 1994). Bu suslarin fermente
ettikleri karbonhidrat sayilar L. plantarum> L. sake> L. curvatus sirasini izlemektedir.
Bununla beraber, fermente sucuk iiretiminde kiirleme ajan1 olarak kullanilan nitrat, bu suslar
arasinda sadece L. plantarum tarafindan nitrite indirgenir (Krockel 1995). Diger bir laktik asit
bakterisi olan Pediokoklarin, fermente sucuk iiretiminde kullaniminin asil nedeni
homofermantatif olarak laktat {liretmesidir fakat laktobasillere kiyasla triinde keskin tat
olusumu {izerine daha az etki eder (Jessen, 1995, Candogan, 2000).

Pediokoklardan P. acidilactici ve P. pentosaceus olmak lizere iki sus starter kiiltiir olarak
kullanilir (Candogan 2000). P. acidilactici kolay liyofilize edilmesi, tekrar aktive olmasi ve
depolanabilmesi gibi 6zelliklerinden dolay1 fermente et {irlinii iiretiminde kullanilan ilk ticari
starter kiiltiirdiir (Krockel 1995). P. acidilactici hizli fermentasyon isleminde genellikle starter
kiltiir olarak kullanilir ve disiik sicaklik derecelerinde asit iiretimi de azalir (Hammes ve
Knauf 1994, Krockel 1995). Johansson ve ark., (1994), yaptiklar1 calismada starter kiiltiir
olarak P. pentosaceus ve S. xylosus’u birlikte kullanmiglar ve olgunlasma doneminde
meydana gelen asit tadin D-laktik asit ve asetik asitten kaynaklandigin1 belirtmislerdir.

Laktik asit bakterilerinin asil rolii, sosis hamuruna katilmis olan sekerlerden hizla ve giivenli
bir sekilde laktik asit iiretmektir. Laktik asit iiriinde pH degerini diisiiriirken, eksi tat
olusumuna da neden olur. Ayrica mikroorganizmalar tarafindan iiretilen laktik asitin neden

8



oldugu bu pH diisiisiiniin etkisiyle, et proteinlerinin denatlirasyonu sonucu meydana gelen
yapisal degisiklikler son {iiriin tekstiiriinlin olusumuna katkida bulunmaktadir (Smith and
Palumbo 1983, Vignolo ve ark., 1989, Johansson ve ark., 1994, Dainty and Blom 1995,
Hagen ve ark., 1996).

Micrococcaceae tfamilyasi i¢inde fermente et {iriinlerinde en ¢ok kullanilan suslar S. carnosus
ve S. xylosus’tur. Fermente sucuklarda bunlarin kullanimi, son iiriinde dallanmis aldehitler,
metil ketonlar ve etil esterlerin yliksek oranlarda olusumuna ve kiirlenmis tiriin kokusunun
artmasina neden olur. Uriin lezzeti iizerine dnemli etkiye sahip olan ugucu bilesikler bu
mikroorganizmalarin amino asitleri katabolize etmeleri sonucu olusur (Girard ve Bucharles
1992, Stahnke 1999a). Bu starter kiiltiirler iiriiniin lezzet ve renk Ozelliklerini gelistirmek
amactyla kullanilir (Smith ve Palumbo 1983, Vignolo ve ark., 1989, Sanz ve ark., 1997a,b,
Sondergaard and Stahnke 2002). Stahnke, (1994), yaptig1 arastirmada starter kiiltiir olarak S.
xylosus’u kullanmigtir. Arastirmaci, iirettigi fermente sucuklarda starter kiiltiir kullanilmayan
kontrol grubuna kiyasla fermente sucuk aromasmin daha iyi gelistigini ve kontrol grubunun
hos olmayan ransit bir kokuya sahip oldugunu rapor etmistir. Stahnke (1999), starter kiiltiir
olarak S. xylosus ve S. carnosus’u kullanmis ve lriinde olusan aromatik bilesiklerin, bu
bakterilerin amino asitleri katabolize etme oOzelliklerinden kaynaklandigii belirtmistir. S.
xylosus’un olusturdugu aromatik bilesikler icinde ketonlar, aseton, 3- ve 4-metil-2-peptanon,
stlfidler, dimetilsiilfid ve dimetiltrisiilfid gibi bilesiklerin ¢ogunlukta oldugunu ve S.
carnosus ‘un olusturdugu bilesikler arasinda ise metil dallanmis kisa zincirli aldehitlerin ve
asitlerin ¢ogunlukta oldugunu tespit etmistir. Sondergaard and Stahnke (2002), model
sistemde yaptiklar1 calismada Staphylococcus suslarimin  gelisim ve aroma olusturma
ozelliklerini etkileyen faktorleri incelemisler ve S. carnosus susunun fermente sucuk aroma
gelisimi i¢in 6nemli olan aromatik bilesikleri daha ¢ok iirettigini ve bu bilesiklerin 6zellikle
16sin, izolosin ve valinden kaynaklanan esterler, asitler ve metil dallanmig aldehitler oldugunu
rapor etmiglerdir.

Ulkemizde ve diinyada bazi kiigiik iireticiler fermente sucuklarin kendine 6zgii tat ve
aromasini korumak amaciyla starter kiiltiir kullanmadan dogal fermentasyon metodunu halen
stirdirmektedirler. Bu durumda gerekli olan mikroorganizmalar hammadde ve ortamda
bulunan ve yerli flora (house flora) olarak isimlendirilen floradan ileri gelmektedir.

Diger taraftan geri ekleme (back-slopping) kullanilarak basarili olmus bir onceki partiden
alman bir porsiyon eklenerek yeni fermantasyon prosesinin baglamasi kolaylastirilabilir
(Campbell-Platt and Cook, 1995). Bu tip fermente sucuklar ¢ogu zaman daha endiistriyel
starter kiiltlirlerin inokule edildigi kontrollii fermente sucuklarla karsilastirildiginda daha
iistlin kaliteye sahiptirler ve kalite farkliligi hammadedenin 6zellikleri ve kullanilan teknoloji
yaninda yerli floranin spesifik kompozisyonu nedeniyledir. Bu durum hammadde ve katki
maddeleri ve iiretimde kullanilan teknolojiye iyi adapte olamamis endiistriyel starterlerin
aksine ortama dogal olarak adapte olmus bakterilerin metabolik aktivitesi ve diger arzu
edilmeyen mikroflora ile rekabet etme giicli daha yiiksek olmasi ile agiklanmistir.

Diger taraftan ticari et starter kiiltlirlerinin uygunlugu farkl tip iiriinler i¢in farklidir. Yani bir
fermente sosis tipi i¢in iyi sonug¢ veren bir kiiltiir diger tip i¢in mutlaka etkili olmayabilir.
Ornegin ticari kiiltiirlerin esas olarak Kuzey Avrupa iilkelerinde iiretildigi i¢in Giiney Avrupa
tilkelerindeki et isletmelerinde kolonize olmus yerel florayr tamamen bulundurmadigi icin
arzu edilen duyusal 6zelliklerin kaybina yol agtigi ileri siiriilmiistlir (Samelis ve ark., 1998).
Dolayisiyla ¢evresel faktorler ve iiretim prosesi bakterilerin rekabet giiciinii etkileyeceginden



sosis hamurunun spesisifik formulasyonu ve fermentasyon teknolojisine uygun kiiltiirler
secilmek zorundadir (Rebecci ve ark., 1998).

Bugiin diinyada geleneksel fermente et (drlinlerine 06zgli nitelikleri kazandiran
mikroorganizmalarin tanimlanmasi amaciyla yogun arastirmalar yapilmaktadir. Bu amagla son
yillarda molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler yakindan takip edilerek fermantasyonda aktif
rol alan bakterilerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir.

Ozellikle gidalarda bulunan fermantatif bakterilerinin tanimlanmasinda rutin olarak kullanilan
fenotipik tiplendirme metotlarinin temel dezavantaji mikroorganizmalarin fenotipik
Ozelliklerini degistirme egilimleridir. Fenotipik 6zelliklerde meydana gelen bu degisiklikler
degisen c¢evre kosullarina bir yanit olabilir ve dnceden fark edilmemektedir. Ayrica tek bir
niikleotitte meydana gelen degisiklik fenotipten sorumlu olan herhangi bir genin fonksiyonunu
bozabilmektedir. Boylece genotipik olarak farkli fakat fenotipik olarak ayirt edilmez izolatlar
meydana gelebilmektedir (Aygiin, 2008). Ayrica fenotipik yontemlerin is ylkiiniin fazla
olmasi, uzun zaman almasi ve tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi nedeniyle genotipik
yontemlere olan ilgi giderek artmaktadir (Temmerman, 2004).

Ozellikle 1990’lardan sonra DNA’ya dayali pekgok tabanli tanimlama metodu gelistirilmistir
(Ercolini, 2004; Temmerman ve ark., 2004). Ozellikle polimer zincir reaksiyonuna
(polymerase chain reaction, PCR) dayanan yontemler mikroorganizmalar1 karakterize etmek
ve tiplendirmek i¢in hizli, giivenilir ve basit yontemler olarak 6ne c¢ikmistir. PCR temelli
tiplendirme metotlar1 mikrobiyal genom yapisinin tamamini veya bir kismini tarama
yetenegine sahiptir (Tekeli ve Ustacelebi, 2006). Bu yontemle ¢ogaltilan herhangi bir DNA
molekiiliiniin hedef fragmentleri, daha sonraki analiz basamaklarinda kullanilmaktadir.
Yiiksek oranda korunmus bolgelerin ¢ogaltilmasi ile akrabalik iligkileri tanimlanabilir.
Degisken DNA segmentlerinin ¢ogaltilmasi ise, yakin iligkili tiirler arasindaki farkliliklart
belirlemede kullanilmaktadir (Cocolin ve ark., 2001).

PCR’a bagli DNA fingerprinting teknikleri; Randomly Amplified Polimorfik DNA (RAPD),
repetitive  exstragenic palindrom (rep)-PCR, PCR- Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Amplified rDNA
Restriction Fragment Length Polymorphism Analysis (ARDRA)’y1 igerir (Temmerman ve
ark., 2004; Singh ve ark., 2009)

Mikroorganizmalarin tespit edilmesi ve tanimlamasi igin, 16S rRNA, ya da onu kodlayan gen
gibi bazi molekiiler markirlarin (isaretleyicilerin) kullanildigi molekiiler biyolojik teknikler,
mikrobiyel ¢esitliligi aragtirmak ve mikrobiyal topluluklarin yapilarini analiz etmek i¢in artik
daha siklikla kullanilmaktadir. Bu amagla bir gida matriksindeki bakteriyel izolatlarin cins
seviyesinin Otesinde, tilir seviyesinde tanimlanmasi i¢in, 16S rRNA iizerinde tiire Ozgii
primerler dizayn edilebilmektedir (Mannu ve ark., 2002).

Mikroorganizmalarin tiir seviyesinde tanimlanmasi ve filogenetik analizlerinin yapilmasinda
16S rRNA’nin degisken V1-V3 boélgelerinin dizi analizi giderek yaygin olarak kullanilmaya
baslanmistir [Aman ve ark., 1995]. Ancak Lb. plantarum, Lb. paraplatarum, Lb pentosus gibi
yakin iligkili tiirlerin ayrlmasi i¢in 16S rRNA tam sekans analizi yeterli degildir. Alternatif
olarak arasinda tRNA genlerininde bulundugu 16S-23S rRNA bolgesi dizi analizi daha uygun
bir segenek olabilmektedir [Gurtler ve Stanisich, 1996; Cocolin ve ark., 2001).
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Rep-PCR teknigi prokaryotik genomdaki karakteristik bolgelerde bulunan tekrarlanan DNA
elemanlarina yonelik primerler kullanilmaktadir. Tekrarlanan bakteriyel DNA elementlerinin
PCR amplifikasyonu, yliksek ayirma giici ve hizi, diisiik maliyeti nedeni ile PCR tabanh
giiclii bir tanimlama teknigi olarak ortaya ¢ikmistir. Berthier ve Beuvier (2001) yaptiklari bir
calismada, Rep-PCR ile sosisde bulunan ve 16 rRNA dizi analizi ile ayrilamayan Lb.
pentosus, Lb. plantarum, Lb. paraplantarum ve Lb. alimentarius ve Lb. paralimentarius
tiirlerinin ayrimini yapabilmislerdir.

Stiphesiz, bu metotlarin en Onemli avantajlarindan birisi mikroorganizmalarin biiylime
kosullarindan bagimsiz olmalaridir. Genotip metotlar tiir seviyesinden sus ve biyovaryete
seviyesine kadar gesitli seviyelerde ayrim yapabilme giiciine sahiptirler (Singh ve ark., 2009).

Hizla gelisen bir bilim dali olan molekiiler biyoloji alaninda mikroorganizmalarin dogal
ekosistemde gozlemlenmesi ve tanimlanmasina dayali metotlarin gelistirilmesi i¢in yogun
calismalar yapilmaktadir. Bu amacla genellikle kiiltiirel olmayan metotlara kullanilmaktadir.
Kiiltiirel olmayan tekniklerin tercih edilmesindeki temel neden, bir¢ok bakterinin gelistigi
dogal ortamla ilgili bilginin yetersiz olmasit ve bu ortamlara benzer sartlarin saglanma
zorlugudur. Birgok bakterinin ¢ogaldiklar1 dogal ortamlariyla ilgili ayrintili bilgiler mevcut
degildir. Bu ylizden bazi mikroorganizmalarin dogal ortamlarina benzer sartlarin saglanmasi
zordur. Son yillarda bu tiir negatif etkilerin ortadan kaldirilmas: amaciyla kiiltiirel olmayan
teknikler gelistirilmistir. Bu tekniklerden en yaygin kullanilani Denaturant gradient jel
elektroforez teknigi (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, DGGE)’dir. PCR tekniginin
DGGE ile kombinasyonu aym1 boyuttaki fakat farkli dizilimdeki DNA parcalar1 arasindaki
farkliliklarin bulunmasima imkan saglamaktadir. Bu parmak izi tanimlama teknigi, temelde
cok yonliidiir ve tip, ¢evre, ziraat ve gida gibi pek cok alanda mikrobiyal populasyonlarin
dinamikleri ve ekolojilerinin tanimlanmasi1 ve gruplandirilmasinda basarili bir sekilde
kullanilmaktadir (Ercolini, 2004).

DGGE tekniginde ¢ift sarmalli DNA (dsDNA) molekiiliiniin dogrusal denaturantlar (iire ve
formamit karigimi) gradiyenti iceren poliakrilamit jellerdeki azalan elektroforetik mobilitesi
bu ayrimin nedenidir (Muyzer ve Smalla, 1998). PCR tabanli bu teknik amplifiye edilmis
DNA pargalarindan olugsmus karisimin, denatiire edici bilesenler iceren poliakrilamit jel icinde
ayrilmasii saglar. Normalde agaroz ya da akrilamid jel elektroforezinde her bir DNA
parcasinin elektronik mobilitesi onun boyutu ile orantilidir. DGGE’de ayni boyuttaki DNA
parcalar1 denaturasyon profillerine gore jel lizerinde ayrilir. Cift zincirli DNA (dsDNA) artan
denatiirasyon sartlarina maruz kalinca tek zincirli DNA (ssDNA) haline doniisiir (Wilson,
1997). dsDNA’nin denatiirasyonunda fragmentler erime bolgeleri denen yerlerde kademe
kademe denatiire olurlar ve sonugta dsDNA, ssDNA’ya doniigiir. Erime bolgeleri, aym
sicaklikta eriyen baz dizilerinin olusturdugu alanlardir. Denature edici gradiyent jelin belli bir
noktasindaki erime sicaklifi ¢ift zincirli DNA’nin erime sicakligina ulasti§i zaman sarmallar
kismi olarak agilir ve molekiiliin ilerleyisi pratik olarak durur. Sekans varyasyonu erime
sicakliklarmin farkli olmasina neden olur ve farkli dizilime sahip molekiillerin ilerleyisi jelin
degisik noktalarinda sonlanir ve boylelikle farkl: jel goriintiileri olusturur. dsDNA pargalarinin
eriyip tek zincirli haline geldigi nokta niikleotid dizilimine ve G-C yiizdesine baglidir (Muyzer
ve Smalla, 1998; Temmerman ve ark., 2004; Ercolini, 2004).

Pek ¢ok iilkede geleneksel olarak iiretilen fermente sosislerin mikrobiyal populasyonunu
tanimlamak amaciyla PCR-DGGE dayal1 birgok calisma yapilmistir. Ornegin; Fontanaa ve
ark., (2005), PCR-DGGE teknigi kullanilarak fermente Arjantin sosislerinin mikrobiyal
yiikiiniin tanimlamislardir.  Yine bircok arastirmaci tarafindan Italyan sosislerinin
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fermantasyon sirasindaki mikrobiyal kompozisyonu PCR-DGGE teknigi ile izlenmistir
(Cocolin ve ark., 2001; Aquilanti ve ark., 2007).

Sonug olarak son yillarda molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler yakindan takip edilerek
fermantasyonda aktif rol alan bakterilerin tanimlanmasi mikroorganizmalarin tanimlanmasi
amaciyla yogun arastirmalar yapilmaktadir. Ulkemizde sevilerek tiiketilen geleneksel fermente
et irlinlimiiz olan sucukta dogal olarak kontamine olan fermentatif bakterilerin molekiiler
biyolojik teknikleri ile tanimlanmasina yonelik herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Diger
taraftan tlilkemizde starter kiiltiir liretilmediginden sucuk iiretiminde bati iilkelerinden ithal
edilen ve degisik fermente et {riinlerinin {retiminde kullanilan starter Kkiiltiirler
kullanmaktadirlar. Dolayisiyla bu kiiltiirlerden hangilerinin Tiirk sucuguna uygun oldugu belli
degildir ve kullanim1 daha ¢ok yabanci iilkelerdeki starter kiiltiir iireten firmalarin 6nerileri
dogrultusunda olmaktadir. Bu da, {iriinler ne kadar hijyenik, kaliteli ve standart olursa olsun,
tat-koku oOzellikleri acgisindan Tiirk sucugu Ozelliklerine uymayan {irlin iiretimine neden
olmaktadir. Iste bu nedenle geleneksel et iiriiniimiiz olan sucukta spontan olarak gelisen ve
sucuga karaktesitik nitelikler kazandiran fermentatif bakterilerin hassas ve glivenilir
yontemlerle tanimlanmasi ve bunlarin starter kiiltiir olarak kullanilabilme potansiyelinin
belirlenmesi gerekmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Ornekleme

Caligmada, starter kiiltiir katilmadan geleneksel yontemle iiretilen sucuklarda spontan olarak
geliserek fermantasyonda aktif rol alan ve sucuga karakteristik Ozellikler kazandiran
bakterilerin tanimlanmasi amaglanmistir. Bu amacgla Kayseri ve Afyon piyasasinda satisa
sunulan geleneksel yontemle iiretilmis toplam 25 farkli marka ve iiretim yerinden sucuk
ornekleri satin almmustir. Uretici ve saticilar tarafindan kisa siireli bir 1s11 islem
(pastorizasyon) uygulandigi beyan edilen Ornekler 1si1l islem uygulanmadigi bildirilen
orneklerden ayrilarak iki farkli grup olusturulmustur. Orneklerin iizerindeki etiket bilgileri
(igerik, iiretim tarihi, parti no vs) dikkatlice not edilmistir.

Sucuk orneklerinin etiket bilgilerine gore tamaminda; sig1r eti, sigir eti yagi, kirmizi toz biber,
sartmsak, tuz, kimyon, karabiber, yenibahar, antioksidan (E 300) ve antimikrobiyal (E 250)
mevcut olup bunun disinda kullanilan ingredientler Tablo 3.1°de verilmistir. Isil islem
uygulanmig sucuklarda ise tiretici firma ile goriisiilerek uygulanan 1sil islemin derece ve siiresi
hakkinda bilgi alinmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.1. Piyasadan toplanan sucuk Orneklerinin temel bilesenleri disinda bilesiminde yer alan diger
ingredientler.

Ornek No Ingredientler
1 Sodyum Kazeinat, Emiilsifiye edici E452, Malto Dextrin, Aroma Arttirici E 621, Dekstroz, Asit diizenleyici E 575, Laktoz
2 Soya Proteini, Dekstroz, Asitlik Diizenleyici (E 575), Emiilgator (E 450) Tar¢in, Maltodekstrin, Aroma Artirici (E 621)
3 Dekstroz, Stabilizator (E 452)
4 Dekstroz, Malto Dekstrin, Monosodyum Glutamat (E 621), Aroma artirici, Askorbik asit, Sodyum Nitrit (E 250)
5 Texture soya proteini, Sodyum kazeinat, Karabiber, Tar¢in, Carmin E120, Emiilgator E452, Aroma artirict E621, Dextroz,
Asit Diizenleyici E575
6 Soya Proteini(%70°lik), Emiilgator E 452, Lezzet Diizenleyici E621
7 Malto Dextrin, Asitlik Diizenleyici (E 575), Sodyum Kazeinat, Dekstroz,
8 Sodyum Nitrit (E 250), Emiilgatér E 452, Lezzet Diizenleyici E621
9 Stabilizator (E 452), Monosodyum Glutamat (E 621), Aroma Arttirict E 621,
10 Malto Dextrin, Stabilizator (E 452), Monosodyum Glutamat (E 621), Soya Proteini, Sodyum Nitrit (E 250)
11 Soya Proteini, Aroma Arttirict E 621, Sodyum Nitrit (E 250), Sodyum Kazeinat,
12 Asitlik Diizenleyici (E 575), Emiilgator (E 450), Monosodyum Glutamat (E 621)
13 Emiilgator (E 450), Askorbik asit, Laktoz, Malto Dextrin,
14 Malto Dextrin, Aroma Arttirici E 621, Sodyum Nitrit (E 250), Dekstroz
15 Emiilgatér (E 450), Monosodyum Glutamat (E 621), Sodyum Nitrit (E 250)
16 Asitlik Diizenleyici (E 575), Emiilgator (E 450), Lezzet Diizenleyici E621
17 Soya Proteini, Aroma Arttirict E 621, Sodyum Nitrit (E 250), Sodyum Kazeinat
18 Malto Dextrin, Asitlik Diizenleyici (E 575), Sodyum Nitrit (E 250)
19 Stabilizator (E 452), Lezzet Diizenleyici E621, Askorbik asit,
20 Malto Dextrin, Stabilizatér (E 452), Sodyum Nitrit (E 250), Laktoz
21 Sodyum Kazeinat, Emiilsifiye edici E452, Dekstroz,
22 Asitlik Diizenleyici (E 575), Emiilgator (E 450), Sodyum Nitrit (E 250)
23 Asitlik Diizenleyici (E 575), Emiilgatér (E 450), Dekstroz,
24 Askorbik asit, Sodyum Nitrit (E 250), Laktoz, Stabilizator (E 452)
25 Asitlik Diizenleyici (E 575), Emiilgator (E 450), Lezzet Diizenleyici E621

Tablo 3.2. Piyasadan toplanan sucuk 6rneklerine uygulanan 1s1l iglem parametreleri

Ornek No Firmn Sicakhig (°C) Hedef Alinan Siire
Merkez Sicaklik (°C)
1 70-75 62-65 1-2 saat
2 80 63-68 1-2 saat
3 75 62-65 1-1,5 saat
4 72-75 65 1 saat
5 70 62-65 1-2 saat
6 70-75 65 1 saat
7 70 65 45 dk- 1 saat
8 70-75 62-65 2 saat
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3.2. Piyasadan temin edilen sucuk orneklerinde yapilan fizikokimyasal analizler

Kayseri ve Afyon piyasasinda temin edilen sucuk 6rneklerinde bazi fizikokimyasal ve duyusal
testler yapilmistir.

3.2.1. Fizikokimyasal analizler

a. % Nem icerigi: Orneklerin kuru madde ve nem miktarlari nikel kaplarda tartilan10g analiz
numunesinin 100°C’de kurutma dolabinda sabit tartim elde edilinceye kadar kurutulmasi ile
belirlenmistir.

b. Tuz Igerigi: Sucuk &rneklerinden 10’ar g alinmis ve iizerlerine 10 ml doymus borax
cozeltisi ve 50 ml sicak saf su eklenerek Ultra-Turrax‘da 60 sn homojenize edilmistir. Daha
sonra 50 ml su ile yikanarak, toplam hacime ilave edilmistir. 15 dak kaynayan su banyosunda
tutulduktan sonra sogutulmustur. Uzerine 2 ml Carrez I ve 2 ml Carrez II ¢dzeltileri ilave
edilmis ve 200 ml’ye saf su ile tamamlanmistir. Filtre kagidindan siiziildiikten sonra bu
stiziintiiden 20 ml alinarak %10 (g/g)’luk potasyum kromat indikatorii esliginde 0,1 N
AgNO; ile zayif kalict kirmizi renk elde edilinceye kadar titre edilmis ve % tuz miktari,
asagidaki formiille hesaplanmistir;

% Tuz = _ m(0.INAgNO,)x F(AgNO,) x 5.8448
Ornek miktari (g)

Burada;
ml: titrasyonda harcanan 0,1 N AgNOs ‘in ml cinsinden miktari,
F: Titrasyonda harcanan 0,1 N AgNOs ‘in faktorii’diir.

c. a,, degeri: Orneklerin aw degeri, aw cihazi kullanilarak belirlenmistir. Cihaz kullanilmadan
once alti farkli tuz ¢ozeltisi ile kalibre edilmistir. Orneklerin bulundugu 6zel plastik kaplarin
kapaklart agilarak cihazin 6lgme kabinine yerlestirilmis ve aw degeri belirlenmistir.

d. pH degeri: Homojen hale getirilmis orneklerden 10’ar gram paralelli olarak tartilip
tizerine 100 ml saf su ilave edilerek Ultra — Turrax ile 1 dak. homojenize edildikten sonra pH
degerleri pH—metre ile okunarak belirlenmistir. pH metre kullanilmadan 6nce uygun tampon
cozeltiler ( pH 4.0 ve pH 7.0 ) ile kalibre edilmistir.

3.2.2. Duyusal Analizler

Piyasadan temin edilen sucuklarin duyusal olarak degerlendirilmesi on panelist tarafindan
yapilmig ve hedonik tip skala (1-9) kullanilmistir. Sucuklar panelistlere dilimlenerek ¢ig ve
pisirilmis olarak sunulmustur. 8-10 kisiden olusan panele, her gruba ait dilimlenmis sucuk
ornekleri kodlanarak verilmis, ¢ig ve pisirilmis 6rneklerin ayr1 ayr1 belirlenmis parametreler
tizerinden puan ortalamalar1 alinmistir.
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3.2.3. Sucuk Orneklerinde Laktik Asit Bakterilerinin Sayim ve izolasyonu

Kayseri ve Afyon piyasasindan temin edilen sucuk orneklerinde PCR-DGGE analizi ile tespit
edilen laktik asit bakterilerinin saf kiiltiirlerini elde etmek amaci ile ekim islemleri
gerceklestirilmistir. Izolasyon igin; 25 g sucuk Ornegi 225 ml distile su ile steril blender
igerisinde homojenize edilmistir. Elde edilen 10 "lik diliisyondan igerisinde 9 ml’lik steril
distile su iceren tiplerde 10e kadar diliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan tim
diliisyonlardan MRS ve M17 agarlara yayma plak yontemi ile ekim yapilmistir. Ekim
islemleri tamamlanan M17 agarl petriler, 30 °C’ de aerobik ortamda, MRS agarli petriler ise
30 °C’ de anaerobik ortamda 48— 72 saat siire ile inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon
siireci tamamlandiktan sonra bu petrilerden; tek diisen, morfolojik olarak birbirinden farkli
olan ve laktik asit bakterisi oldugu diisiiniilen koloniler (mat, krem rengi, beyaz, kiiciik
koloniler) 6ze yardimi ile alinarak yeni MRS ve M17 agar petrilere ¢izgi ekim yontemi ile
aktarilmistir. Ekim yapilan petriler elde edildikleri ortam kosullarinda 48 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen izolatlarin tam olarak saflig1 saglanana kadar izolatlar
cizgi ekim yontemi ile MRS ve MI17 agar petrilerinde pasajlanmistir. Saf kiiltir haline
getirilen izolatlarin ilk etapta gram boyama ve katalaz aktivitelerine bakilmis; gram pozitif,
katalaz negatif olan kiiltiirlerden DNA izolasyonu yapilarak 16 S rRNA dizi analizinde
kullanilmistir. Kiiltiiler ayrica antimikrobiyal aktivite ve diger testlerde kullanilmak {izere
%20’ lik gliserol igerisinde stoklanmustir. Ayrica laktik asit bakteri sayisin tespit etmek i¢in
sucuk orneklerinden hazirlanan diliisyonlardan MRS agara dokme plak yontemine gore ekim
yapilmis ve 30 ile 300 arasinda koloni igeren petriler sayilmistir.

3.3. Piyasadan Toplanan Sucuk Orneklerinde Bulunan Laktikasit Bakterilerinin Kiiltiir
Bagimsiz Yontemle (PCR-DGGE) Tanimlanmasi

3.3.1. Sucuk érneklerinden DNA izolasyonu

Kayseri ve Afyon piyasasindan temin edilen fizikokimyasal ve duyusal analizleri yapilan
sucuklardan DNA izolasyonu yapilmistir. DGGE 6n denemelerde goriilen zayif bantlarin
siddetlendirilmesi amaciyla ticari DNA izolasyon kit (Qiagen) yontemi modifiye edilerek
kullanilmistir. Buna gore; 10 g 6rnek stomacher torbasi igerisinde 10 ml ringer ¢ozeltisi ile
birlikte homojenize edildikten sonra 2 ml homojenat 2 ml’lik tiiplere aktarilmistir. Tiipler
5000xg’de 10 dak santrifiij edildikten sonra siipernatan dokiilerek tekrar 2 ml daha homojenat
cokelti tizerine ilave edilmis ve 5000xg de 10 dak santrifiij yapilmistir. Olusan pellet 180 pl
lizozimli izolasyon soliisyonu (20 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA pH 8§, 0.3mM lizozim) ile
siispanse edilmistir. Siispansiyon 37°C de 45 dak inkiibe edildikten sonra 20 pl Proteinaz K
ve 200 pl AL Buffer (Qiagen) eklenerek kisa siireli bir karistirma islemi uygulanmistir. Tiipler
once 56°C de 30 dk sonra 95°C de 15 dk inkiibe edilmis ve daha sonra oda sicakligina
sogutulmustur. Tiiplere 200 pl etanol eklenip kisa bir karistirildiktan sonra tiip igerikleri spin
kolonlara almmistir. Spin klonlar 6000xg de 1 dak santrifiij edilerek DNA’nin silika
membranda tutulmast saglanmigtir. Spin klonlar 6nce 500 ul AW, Buffer (Qiagen) daha
sonra ise yine 500 ul AW, Buffer (Qiagen) ile yikanmigtir. 2000xg de 3 dak .santrifiij edilen
tiipler oda sicakliginda yaklagik 30 dak kurumaya birakilmistir. Kurutma isleminin sonunda
spin kolonlara 50 pl eliisyon buffer eklenip 6000xg de 3 dak santriflij islemi uygulanmstir.
Eliie edilen DNA’larin konsantrasyonlar1 spektrofotometrede (Shimadzu 1700) olgiilerek
belirlenmistir. Orneklere ait DNA’larin konsantrasyonlar: ve DNA/protein oranlari Tablo
3.3’de verilmistir.
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Tablo 3.3. Sucuk 6rneklerinden izole edilen DNA’larin konsantrasyonlari ve DNA/protein oranlari

Ornek No DNA ng/ul DNA/Protein Ornek No DNA ng/ul DNA/Protein
1 390 1.85 14 480 1.75
2 960 1.78 15 1680 2.00
3 360 1.71 16 2370 2.00
4 480 1.60 17 1560 1.92
5 360 1.50 18 930 2.00
6 300 1.67 19 960 1.99
7 540 1.80 20 840 2.00
8 750 1.92 21 780 2.04
9 300 1.50 22 1080 1.97
10 480 1.78 23 750 1.90
11 210 1.50 24 540 1.85
12 1440 1.92 25 960 1.71
13 330 1.57

3.3.2. PCR-DGGE Analizi

3.3.2.1. PCR primerleri

Sucuk florasina giren fermantatif bakterilerin belirlenmesi amaciyla PCR-DGGE analizi
yapilmistir. Son yillarda 16S rRNA dizileri mikroorganizmalarin tespiti ve filogenetik
analizinde yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir. V3 bdlgesinin degiskenligi, pek ¢ok
fermentatif bakterinin birbirinden ayrilmasini saglayacak PCR primerlerinin dizaynmi i¢in
yeterli seviyededir. Bu amacla 16s rRNA geni iizerinde yaklasik 193 bg’lik bir fragmenti
amplifiye (V3 bolgesi) etmek iizere Tablo 3.4’deki primerler kullanilmistir. Denaturant
gradient jel iizerinde yiiriitiilen PCR {irlinlinliin ¢ift zincirli yapisin1 korumak igin ileri
primerlerin 5” ucuna bir yiiksek G-C igerikli bir GC clamp eklenmistir.

v2

r1
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Sekil 3.1. 16S rRNA geninin ikincil yapisinin 5’
bolgesinin  gematik  gosterimi.  Korunmus
bolgeler koyu, degisken bolgeler ise ince
cizgilerle gosterilmistir (kesikli ¢izgi yapisi
yalnizca birkag mikroorganizmada mevcuttur).
16S rRNA’nin bu bdlgesi V1, V2 ve V3
degisken bolgelerini igerir. Bu c¢aligmada V1
bolgesini amplifiye etmek i¢in kullanilan
kullanilan P1/P2 primerleri gosterilmistir (Klijn
etal., 1991).



Tablo 3.4. PCR Primerleri

Hedef  Primerler Sequence (5'—3’) Amplikon Literatiir

Bolge uzunlugu

16S V3f 5’ACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG-3’ Muyzer

V3 V3r 5’ATTACCGCGGCTGCTGG-3’ ve ark.,
GC klamp 5’CGCCCGCCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGAEE C-3° 193 bg 1993

3.3.2.2. PCR Karisimu ve Termal Dongii Sartlar

Bakteriyel DNA’y1 amplifiye etmek amaciyla 20 pul Taq PCR mix (Qiagen), 500 ng template
DNA ve 0.8 uM ileri ve geri primerden olusan toplam 50 pl’lik reaksiyon karigimi
hazirlanmigtir. Termal dongii sartlar1 thouchdown prosediiriine gore; 95 °C’de 4 dak. ilk
denatiirasyon ve 95 °C’de 1 dak, denaturasyondan sonra annealing sicakligi 61 °C’den 51
°C’ye 0.5°C/dongli hizla disiirilmiis, 51 °C’de 10 dongii daha gerceklestirilmistir, her
dongiide 72 °C’de 2.5 dak. ekstensiyon uygulanmigtir. PCR f{irtinlerinin olusup olusmadigi
1.5% (w/v) jelde ve 0.5xTBE buffer icerisinde agaroz elektroforezinde yiiriitiilerek kontrol
edilmistir.

3.3.2.3. DGGE Analizi
PCR iirtinlerinin DGGE analizinde Dcode sistem (BioRad) kullanilmistir.
3.3.2.3.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

% 40 hk akrilamid/bis (37.5:1) hazirlanmasi: 38.93 g akrilamid (Sigma/ A9099) ve 1.07 g
bis-akrilamid (Sigma/ M7279) tartilmistir ve dH,O ile 100 ml’ye tamamlanmistir. 0.45ul’lik
filtreden gegirilerek 4 °C’de muhafaza edilmistir

50 x TAE tamponunun hazirlanmasi: 242 g tris base (Sigma/ T6066), 57.1 ml glacial asetik
asit (SigmaA 9977), 100 ml 0.5 M EDTA (Sigma/ E5134) (pH 8.0), dH,O ile 1000 ml’ye
tamamlanmigtir. Karistm 120 °C’de 15 dakika otoklav edildikten sonra oda sicakliginda
muhafaza edilmistir.

1 x TAE yiiriitme tamponunun hazirlanmasi: 140 ml 50 x TAE tamponuna 6860 ml dH,O
ilave edilerek toplam hacim 7.000 ml tamamlanmustir.

% 10 luk amonyum persulfat hazirlanmasi: 1 g amonyum persulfat (Sigma/ A9164) tartilip
dH,O ile 10 ml’ ye tamamlanmistir, -20 °C’de muhafaza edilmis ve bir hafta boyunca
kullanilmistir.

Dcode Boyama Soliisyonunun hazirlanmasi: 0.1 g bromfenol blue-xylene cyanol (Sigma/
B3269), 1 x TAE tamponu ile 10 ml’ye tamamlanmis ve oda sicakliginda muhafaza
edilmistir.

Dcode 2x Jel Yiikleme Boyasi Soliisyonu hazirlanmasi: 0.50 ml %2lik bromfenol blue-

xylene cyanol (Sigma/ B3269), 7 ml gliserol (Sigma /G5516), 2.5 ml dH,0 ile 10 ml’ ye
tamamlanmustir.

17



% 8 lik % 55 denaturant iceren jelin (high jel) hazirlanmasi: 20 ml % 40 akrilamid / bis
(37.5:1), 22 ml deiyonize formamid (Sigma/ F9036), 23.1 g iire (Sigma/ U5378) ve 2 ml 50 x
TAE tamponu dH,O ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan soliisyon ultrasonik su
banyosunda 20 dakika degaz edilmis ve koyu renkli cam siselerde muhafaza edilmistir.

% 8 lik % 15 denatiirant iceren jelin (low jel) hazirlanmasi: 20 ml % 40 akrilamid / bis
(37.5:1), 6 ml deiyonize formamid, 6.3 g iire ve 2 ml 50 x TAE tamponu, dH,O ile 100 ml’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan soliisyon ultrasonik su banyosunda 20 dakika degaz edilmis ve
koyu renkli cam siselerde muhafaza edilmistir.

Sekil 3.2. D-code mutasyon tespit sistemi

3.2.3.2.2. Poliakrilamid jelin hazirlanmasi

Yiiksek konsantrasyonlu (% 55) ve diisiik konsantrasyonlu (%15) soliisyonlarin her birinden
20 ml kullanmilmistir. Yiiksek konsantrasyonlu soliisyona jeli renklendirerek goriintirliigiinii
saglamak amaci ile 400 pl Dcode Boyama Soliisyonu ilave edilmistir. Her iki soliisyonada
jellesmeyi saglamak amaci ile 14 pl TEMET (Tetrametilendiamin/ Sigma) ve 140 pl % 10’luk
APS (Amonyum Persiilfat/ Sigma) eklenmistir.

Gradient jel oluturmak i¢cin DGGE (Dcode Universal Mutation Detection System /BioRad)
sisteminin 6zel jel dokme aparatindan faydalanilmistir. 30 ml’lik enjektorlerden birine %15,
digerine %55 denaturant igeren jel enjektorle ¢ekilerek gradiyenti jel olusturacak olan aparata
yerlestirilmistir. Denaturant konsantrasyonu jelin altindan istiine dogru azalacak (%55 —
%15) sekilde cam plakalar arasina yaklasik 10 ml/dak hizla jel dokiilmiis ve ardindan
kuyucuklari olusturacak olan tarak yerlestirilmistir. Jelin polimerlesmesi i¢in minimum 2 saat
beklenmistir. Diger taraftan DGGE tankina 7 litre 1 x TAE tampon konulmus ve 60 °C sabit
sicakliga ulasincaya kadar isitilmistir. Jel polimerlestikten sonra iizerindeki tarak cikarilarak
tanka yerlestirilmis ve olusan kuyucuklar 6nce 1 x TAE tamponla yikanmigtir. Daha sonra 40
pul PCR iiriinleri ve 7 pl jel yiikleme boyasi karisimi kuyucuklara sirasi ile yliklenmistir.
Tampon sicakligt 60 °C’ye ayarlanmis ve sistemin pompa calistirilmistir. Sistem gii¢
kaynagina baglanarak o6rneklere dnce 50 V’da 10 dakika ardindan 200 V’da 3.5 saat elektrik
akimi uygulanmistir. Elektroforez sonunda tanktan ¢ikarilan jel 50 pg/ml etidyum bromide
(Sigma / E1510) iceren 1xTAE buffer igerisinde 20 dakika bekletildikten sonra 5 dakika saf
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icerisinde bekletilerek yikanmistir. Olusan bantlar jel goriintiilleme sisteminde (GelDoc
XR/BioRad) goriintiilenmistir.

3.3.2.3.3. DGGE Bantlarinin Dizi Analizi

Her bir sucuk 6rnegine ait DGGE bantlari, tek tek steril bir pipet ucu ile kesilerek icerisinde
50 pl steril su bulunan tiiplere aktarilmistir. Bantlar su igerisinde 4°C’de 1 gece bekletilerek
DNA’nin suya geg¢mesi saglanmistir. Su igerisine eliie olan DNA solusyonundan 2 pl
kullanilarak tekrar PCR yapilmis ve tekrar DGGE sisteminde yiiriitiilmiistiir. Olusan tek
bantlar alinarak 50 ul steril su icerisinde 4°C’de 1 gece bekletilmis ve DNA’nin eliie olmasi
saglanmistir. Bu islem bir kez daha tekrar edilerek tek bantlarin saflagmasi saglanmistir. Son
asamada GC clamp bulunmayan V3f ve V3r primerleri kullanilarak tekrar PCR yapilmis ve
PCR iiriinleri ticari purifikasyon kiti (Qiagen) ile saflastirilarak dizi analizi icin RefGen
(Teknokent, ODTU, Ankara)’e gonderilmistir. Refgen’den gonderilen dizi analiz sonuglar
Gen Bankasi’nin verileri ile karsilastirilarak her bir bandi1 olusturan bakteri tanimlanmistir.

3.4. Kiiltiire Alinan Laktikasit Bakterilerinin Molekiiler Tekniklerle Tanimlanmasi

Kayseri ve Afyon piyasasindan temin edilen sucuk orneklerinden MRS ve M17 agara ekim
yapildiktan sonra morfolojik O6zelliklerine gore laktik asit bakterisi oldugu disiiniilen
koloniler, ¢izgi ekim yontemi saflagtirllmistir. Saflastirilan kiiltiirlerden gram pozitif ve
katalaz negatif 6zellik gosteren toplam 125 izolattan asagida verilen yontem takip edilerek
DNA izolasyonu gerceklestirildikten sonra repPCR (GTGS5) ve 16 STRNA sekans analizi ile
tanimlanmustir.

3.4.1. Saf Kiiltiirlerden DNA izolasyonu

Saf kolonilerden 6ze ile 2-3 loop alinarak 2 ml’lik eppendorf tiiplere aktarilmistir. Tiiplere
180 pl lizozimli izolasyon soliisyonu (20 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA pH 8, 0.3mM
lizozim) ilave edilerek siispanse edilmistir. Siispansiyon 37°C de 45 dak inkiibe edildikten
sonra 20 pl Proteinaz K ve 200 pl AL Buffer (Qiagen) eklenerek kisa siireli bir karistirma
islemi uygulanmstir. Tiipler 6nce 56°C de 30 dk sonra 95°C de 15 dk inkiibe edilmis ve daha
sonra oda sicakligina sogutulmustur. Tiiplere 200 pl etanol eklenip kisa bir karistirildiktan
sonra tiip igerikleri spin kolonlara alinmigtir. Spin klonlar 6000xg de 1 dak santrifiij edilerek
DNA’nin silika membranda tutulmasi saglanmistir. Spin klonlar 6nce 500 pl AW, Buffer
(Qiagen) daha sonra ise yine 500 pl AW, Buffer ile yitkanmistir. 2000xg de 3 dak .santrifij
edilen tiipler oda sicaklifinda yaklasik 30 dak kurumaya birakilmistir. Kurutma igleminin
sonunda spin kolonlara 50 pl eliisyon buffer eklenip 6000xg de 3 dak santrifiij islemi
uygulanmistir. Eliie edilen DNA’larin konsantrasyonlari spektrofotometrede (Shimadzu 1700)
Olctilerek belirlenmistir.

3.4.2. Saf Kiiltiirlerin Rep-PCR (GTGs) Analizi

Genom iizerinde tekrarlayan dizilerin PCR ile amplifikasyonuna dayanan (rep-PCR)
fingerprint yontemi, yakin iligkili tlirlerin veya tiir igerisindeki farkli suslarin basarili bir
sekilde tanimlanmasini saglamaktadir. Proje kapsaminda tiim drneklerden toplam 125 izolat
elde edilmistir. Bu izolatlarin tanimlanmasinda 16 S rRNA geninin tiim baz dizisinin dizi
analizi ile ortaya ¢ikarilmasina ilave olarak rep PCR (GTGs) yontemi ile fingerprint analizi
gerceklestirilmistir. Diger taraftan, aymi tiire ait izolatlarin bir ¢ok defa dizi analizinin
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yapilmas1 maliyeti artiracagi i¢in rep-PCR analizi ile aym tiirler arasinda bir 6n eleme
yapilmasi da miimkiin olmustur. Bu amagcla 15 ul Taq PCR mix (Qiagen), 100 ng her bir saf
kiiltiirden izole edilen template DNA ve 0.8 uM GTGs (5'-GTG GTG GTG GTG GTG-3")
primerden olusan toplam 30 ul’lik reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Termal dongii sartlari;
95 °C’de 10 dak. ilk denatiirasyon ve 94 °C’de 1 dak, denaturasyondan sonra 40°C’de 1 dak.
annealing ve her dongiide 65 °C’de 8 dak ekstensiyon uygulanmistir. Toplam 32 dongi
uygulanmis olup en son ekstensiyon asamasi 65 °C’de 16 dak. olarak gerceklestirilmistir.
PCR iirlinleri daha sonra %?2’lik agaroz jelde 20 X 20 cm’lik bir yatay elektroforez tankinda
50 V’luk sabit voltajda 4 °C’de 16 saat yiiritiildikten sonra goriintiilenmistir. Jel
gorlntiilerinin daha sonra Bionumerics software kullanilarak cluster analizi yapilmistir.

3.43. 16 S rRNA Geninin Baz Dizisinin Ortaya Cikarilmasi ve Gen Bankasindaki
Dizilerle Karsilastirilmasi

Rep-PCR analizi ile izolatlarin akrabalik iliskileri ortaya ¢ikarilmistir. Farkli tiirden olduklari
belirlenen izolatlarin her birinden en az iki adet secilmis ve yaklagik 1500 bazlik 16 S rRNA
geninin tiim dizisi ortaya ¢ikarilarak tanimlanmistir. Bu amagla 25 pl Taq PCR mix (Qiagen),
500 ng her bir saf kiiltiirden izole edilen template DNA ve 0.8 uM ileri primer LPWS57 (5°-
AGTTTGATCCTGGCTCAG-3) ve 0.8 uM geri primerden LPW205 (5°-
CTTGTTACGACTT CACCC-3’) olusan toplam 50 pl’lik reaksiyon karisimi hazirlanmaistir.
Termal dongii sartlari; 95 °C’de 10 dak. ilk denatiirasyon ve 94 °C’de 1 dak, denaturasyondan
sonra 58°C’de 1 dak annealing ve her dongiide 72 °C’de 2 dak ekstensiyon uygulanmustir.
PCR iirtinlerinin olusup olusmadig: 1’lik % (w/v) jelde ve 1 xTBE buffer icerisinde agaroz
elektroforezinde yiiriitiilerek kontrol edilmistir. Olugan PCR iiriinleri ticari purifikasyon kiti
(Qiagen) ile saflastirilarak dizi analizi i¢in RefGen (Teknokent, ODTU, Ankara)’e
gonderilmistir. Refgen’den gonderilen dizi analiz sonuglar1 Gen Bankasi’nin verileri ile
karsilastirilarak her bir izolat tanimlanmustir.
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4. BULGULAR

Projede, starter kiltiir kullanilmadan geleneksel yontemlerle iiretilen sucuklarda spontan
olarak gelisen fermantatif bakterilerin molekiiler teknikler kullanilarak tanimlanmasi,
oranlarinin  belirlenmesi, bu fermantatif bakteriler sucuklardan izole edildikten sonra
sucuklarda bulunma orani, sikligt ve kompozisyonu dikkate alinarak model starter kiiltiir
kombinasyonlarinin olusturulmasi ve model starter kiiltiirler kullanilarak iiretilecek sucuk
orneklerinin duyusal, mikobiyolojik ve kimyasal kalite 6zelliklerinin incelenerek ticari starter
kiltiirlerin kullanildig1 6rneklerle kiyaslanmasi hedeflenmistir.

4.1. Piyasadan temin edilen sucuk orneklerinde yapilan analizlerin sonuclari
4.1.1. Fizikokimyasal Analizler

Projede Kayseri ve Afyon piyasasinda satisa sunulan geleneksel yontemle iiretilmis toplam 25
sucuk Orneginin incelenmesi dngoriilmiistiir. Bu amagla 1. rapor doneminde her iki ilimizdeki
farkli marka ve iiretim yerlerinden toplam 25 sucuk 6rnegi satin alinmis ve ¢alisma i¢in uygun
oldugu belirlenen 6rneklerin ortalama % kurumadde igerigi, %tuz icerigi, aw ve pH degerleri
belirlenmigtir. iyasadan toplanan sucuk Orneklerinde yapilan fizikokimyasal analizlerin
sonuclar1 Tablo1’de verilmistir.

Tablo 4.1. Piyasadan toplanan sucuk 6rneklerinin fizikokimyasal analizlerin sonuglari

Ornek No T‘;:;l pH aw 2;2; Ornek No T,;:;l pH aw 2;23
1 20,6 4,57 0,912 3 14 36,24 5,08 0,85 3
2 35,3 4,57 0,914 2,82 15 39,6 5 0,83 2,98
3 40,2 4,67 0,901 3,15 16 32,8 4,95 0,863 3,03
4 38,1 4,7 0,885 2,4 17 24,52 5,12 0,862 4,22
5 36 5,02 0,872 2,33 18 34,1 4,76 0,901 4,08
6 20,6 4,91 0,862 2,5 19 29,41 4,78 0,885 4,13
7 23,5 5,15 0,876 3,6 20 26,46 4,88 0,855 2,49
8 38 5,17 0,858 3,25 21 26,89 5,17 0,857 3,18
9 29,3 4,57 0,8 2,78 22 24,26 4,96 0,842 3,02
10 35,4 4,7 0,801 3 23 29,67 4,98 0,821 3,35
11 41,3 5,1 0,875 2,32 24 26,34 5,1 0,841 3,16
12 28 5,03 0,858 3,5 25 20,67 5,15 0,82 3,32
13 29,47 4,85 0,88 3,01 Ortalama | 31.29217 | 4.899565 | 0.863478 3.09

4.1.2. Duyusal Analiz Sonuclar:
10 kisiden olusan panele, her gruba ait dilimlenmis sucuk 6rnekleri kodlanarak verilmis, ayri

ayr1 ¢ig ve pisirilmis 6rnekler belirlenmis parametreler {izerine puan ortalamalar1 alinmistir.
Sonuglar Tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.2. Piyasadan toplanan sucuk 6rneklerinin duyusal analiz sonuglari

Ornek No Kesit Dis Tekstiir Tat ve Koku Genel
Yiizey Rengi Yiizey Rengi Kabuledilebilirlik

1 6,9 6,8 6,8 7 6,2
2 5,9 6,1 7,9 5,98 6,8
3 6,8 6,7 8,2 6,08 7,3
4 7,3 7,6 8 8,2 7,6
5 5,8 5,9 7,65 7,35 7

6 6,1 6,1 7,6 9 8

7 8,6 8,6 7,5 7,2 7,4
8 7,6 7,8 7,65 6,9 7,2
9 7,1 7,1 8,8 8,2 8,5
10 7,6 7,5 6,4 7,5 7,3
11 7,6 7 9,2 8 7,6
12 6,9 6,5 7,08 6,55 6,88
13 8,6 8,1 7 6,02 7,09
14 6,9 6,5 6 6,08 6,5
15 7.4 7,8 7,2 7,5 7,9
16 7,2 7,9 8,95 6,08 7,66
17 8,4 8,6 7,2 6,03 6,98
18 6,8 6,9 7,8 7,9 7,8
19 7,6 7 6,8 5,9 6,02
20 8,6 8,6 8,3 7,4 7,9
21 8,3 8,1 8,05 6,65 7,7
22 7,6 7,6 6,9 8,5 802
23 6,8 6,9 7,5 7,54 7,9
24 7,2 7,9 8,95 6,08 7,66
25 5,6 5,9 7,3 7,05 8,2

Ortalama 7.248 7.26 7.6292 7.0676 39.1636

4.1.3. Sucuk Orneklerinden Laktik Asit Bakterilerinin Sayim ve izolasyonu

Kayseri ve Afyon piyasasindan temin edilen sucuk 6rneklerinde PCR-DGGE analizi ile tespit
edilen laktik asit bakterilerinin saf kiiltiirlerini elde etmek amaci ile ekim islemleri
gerceklestirilmistir. Laktik asit bakteri sayisin1 tespit etmek i¢in sucuk Orneklerinden
hazirlanan diliisyonlardan MRS agara dokme plak yontemine gore ekim yapilmis ve 30 ile
300 arasinda koloni igeren petriler sayilmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Kayseri ve Afyon piyasasindan temin edilen sucuk 6rneklerinin Laktik asit bakteri sayist

Ornek No Laktik Asit Bakteri (log kob/g) Ornek No Laktik Asit Bakteri (log kob/g)
1 8.49 14 8.46
2 8.67 15 7.98
3 8.32 16 8.52
4 8.45 17 7.95
5 8.12 18 8.72
6 8.56 19 7.56
7 7.65 20 8.32
8 8.43 21 8.65
9 7.52 22 8.72
10 8.43 23 8.56
11 7.67 24 7.89
12 8.73 25 8.67
13 8.52 Ortalama 8.3024
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4.2. Piyasadan Toplanan Sucuk Orneklerinde Bulunan Laktikasit Bakterilerinin Kiiltiir
Bagimsiz Yontemle (PCR-DGGE) Tanimlanmasi

4.2.1. PCR-DGGE Analiz Sonuclari

Sucuk florasimna giren fermantatif bakterilerin belirlenmesi amaciyla PCR-DGGE analizi
yapilmistir. Bu amagla 16s rfRNA geninin V3 bolgesi lizerinde yaklagik 193 bg’lik bir
fragment amplifiye edilmistir.

Sucuk florasini1 olusturan farkli tiirlerdeki bakterilerin PCR iirlinleri farkli baz dizilimleri
dolayistyla farkli Tm degerine sahip oldugu i¢in DCode sistem (BioRad) kullanilarak, jelde
farkli noktalarda denature olarak birbirlerinden ayrilmistir.

Olusan tek bantlar alinarak tekrar PCR yapilmis ve PCR iiriinleri ticari purifikasyon Kkiti
(Qiagen) ile saflastirildiktan sonra dizi analizi icin RefGen (Teknokent, ODTU. Ankara)’e
gonderilmistir. Dizi analiz sonuglar1 Gen Bankasi’nin verileri ile karsilastirilarak her bir bandi
olusturan bakteri tanimlanmistir (Tablo 4.4).

23 4 5 6B T 89 W 41 49

Sekil 4.1a. Sucuk 6rneklerinin 16sRNA V3 bolgesine gore DGGE
profili (1- 12. 6rnekler)

23



13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Sekil 4.1b. Sucuk 6rneklerinin 16sRNA V3 bolgesine gore DGGE profili
(13- 25. ornekler)

Tablo 4.4. 16 S rIRNA’nin V3 Bolgesinin DGGE analizi ile tanimlanan bakteriler

Ornek | Bant Bakteri BLAST
No No Benzerligi

(%)

1 1 Lactobacillus sakei 98
2 Weissella viridescens 99

2 1 Brochothrix thermophacta 100
2 Psychiobacter spp. 98

3 L. curvatus 98

4 Staphylococus lentus 99

3 1 L. curvatus 100
2 Weissella viridescens 100

3 L. sakei 98

4 1 L. sakei 100
2 Weissella viridescens 100

5 1 L. sakei 98
2 Weissella viridescens 100

3 Weissella spp. 99

6 1 L. sakei 98
7 1 L. sakei 98
2 Weissella viridescens 98

8 1 L. namurensis/acidifarinae/zymae 100
2 S. succinus 98

3 L. sakei 99

9 1 S. succinus 98
2 L. sakei 100

3 W. viridescens 98

10 1 Uncultured bacterium isolate 100
2 S. piscifermentas 98

3 L. curvatus 99

4 W. viridescens 99

5 W. halotolerans 98
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11 1 L. curvatus 98
2 W. viridescens 99

12 1 Brochothrix thermophacta 100
2 L. curvatus 98

3 L. sakei 100

13 1 L. brevis 100
2 L. sakei 98

L. alimentarius 99

14 1 L. sakei 99
15 1 W. viridescens 98
2 L. sakei 99

3 L. alimentarius 98

16 1 W. viridescens 100
2 L. curvatus 98

17 1 W. viridescens 98
2 L. curvatus 99

18 1 W. viridescens 99
2 L. sakei 100

3 L. curvatus 99

19 1 W. viridescens 98
2 L. curvatus 99

20 1 W. viridescens 98
2 L. sakei 100

3 Streptoccus spp. 97

21 1 Leuconostoc mesenteroides 98
2 L. brevis 99

3 L. sakei 100

4 L. curvatus 99

22 1 L. sakei 100
23 1 L. sakei 97
24 1 L. sakei 100
2 W. viridescens 98

3 L. alimentarius 97

25 1 L. brevis 98
2 L. sakei 100

3 L. alimentarius 98

25




Tablo 4.5. V3 Bolgesine Gore Tespit edilen bakterilerin genel
olarak bulunma siklig1

Bakteri Bulunma sikhgi
(%)
L. sakei 30
W. viridescens 23
L. curvatus 15
L. brevis 5
L. alimentarius 6
Leuconostoc mesenteroides 4
S. piscifermentas 2
S. succinus 4
S. lentus 2
W. halotolerans 2
L. namurensis/acidifarinae/zymae 2
Brochothrix thermophacta 4
Psychiobacter spp. 2

4.3. Kiiltiire Alinan Laktikasit Bakterilerinin Molekiiler Tekniklerle Tanimlanmasi

Kayseri ve Afyon piyasasindan temin edilen sucuk orneklerinden MRS ve M17 agara ekim
yapildiktan sonra saflastirilan kiiltiirlerden DNA izolasyonu gergeklestirildikten sonra repPCR
(GTGS) ve 16 STRNA sekans analizi ile tanimlanmustir.

4.3.1. Saf Kiiltiirlerin Rep-PCR (GTGS) Analizi

Tiim 6rneklerden toplam 110 izolat elde edilmistir. Ayn1 tiire ait izolatlarin bir ¢ok defa dizi
analizinin yapilmas1 maliyeti artiracag i¢in rep-PCR analizi yapilarak ayn tiirler arasinda bir
on eleme yapilmistir. GTGS (5'-GTG GTG GTG GTG GTG-3") primeri kullanilarak elde
edilen amplifikasyon triinleri yatay elektroforez tankinda 50 V’luk sabit voltajda 4 °C’de 16
saat yiiriitiildiikten sonra goriintiilenmistir. Jel goriintiilerinin daha sonra Bionumerics
software kullanilarak cluster analizi yapilmistir. Bu analize ait sonuglar Ek 1’de verilmistir.

4.3.2. 16 S rRNA Geninin Baz Dizisinin Ortaya Cikarilmas1 ve Gen Bankasindaki
Dizilerle Karsilastirilmasi

Rep-PCR analizi ile izolatlarin akrabalik iligkileri ortaya ¢ikarilmistir. Farkli tiirden olduklari
belirlenen izolatlarin her birinden en az iki adet secilmis ve yaklasik 1500 bazlik 16 S rRNA
geninin tiim dizisi ortaya ¢ikarilarak tanimlanmigtir. Olusan PCR iiriinleri ticari purifikasyon
kiti (Qiagen) ile saflastirlarak dizi analizi icin RefGen (Teknokent, ODTU, Ankara)’e
gonderilmistir. Refgen’den gonderilen dizi analiz sonuglar1 Gen Bankasi’nin verileri ile
karsilastirilarak her bir izolat tanimlanmstir (Tablo 4.5).
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5. TARTISMA ve SONUC

Projede geleneksel fermente Tiirk sucugunun tat ve aroma gibi karakteristik 6zelliklerinin
korunmasi, teknolojik 6zelliklerinin gelistirilmesi ve hijyenik kalitesinin artirilmasi amaciyla
spontan olarak gelisen fermantatif bakterilerin starter kiiltiir olarak kullanim potansiyelinin
arastirtlmas1  hedeflenmistir. Bu amagla; starter kiiltiirler kullanilmadan geleneksel
yontemlerle tretilen sucuklarda spontan olarak gelisen fermantatif bakteriler molekiiler
teknikler kullanilarak tanimlanmis ve sucukta bulunma oranlarinin belirlenmistir.

Kayseri ve Afyon piyasasindan toplam 25 adet sucuk temin edilmis ve fermantatif bakteriler
molekiiler yontemlerle tanimlanmistir. Sucuklarin PCR-DGGE analizine gore sucuklarda L.
sakei %30, W. Viridescens %23, L. curvatus %15 ve L. brevis’in %5 oraninda bulundugu
tespit edilmistir. Sucuklardan izole edilen bakterilerin 16 S rDNA ve rep-PCR (GTGS)
analizi sonucunda ise, L. sakei %41,8, W. Viridescens %6,4, L. curvatus %14.5, L. plantarum
%8.25, Leuconostoc mesenteroides %8.2, L. brevis’in %6,4 ve L. farciminis’in %5.5 oraninda
bulundugu tespit edilmistir.

Cocolin ve ark. (2004) yaptiklar1 calismada geleneksel yontemlerle laboratuar kosullarinda
irettikleri taze sucuk Orneklerinin iiretimin birinci, {igiincii, altinct ve onuncu giinlerdeki
mikrobiyel igeriklerini hem klasik hem de molekiiller yontemlerle analiz etmislerdir. Yapmis
olduklar bu calisma sonucunda son zamanlarda laktik asit bakterilerinin karakterizasyonunda
stk¢a kullanilmaya baslanan rep-PCR yonteminin RAPD-PCR yontemine gore izolatlar
arasindaki ayrimi ortaya koymada daha bagarili bir yontem oldugu sonucuna varmislardir.

Gevers ve ark.ii7, laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda hizli ve tekrarlanabilir bir
genomik parmak izi analiz metodu olan rep-PCR (REP-PCR, BOX-PCR) yontemlerinin
uygulanabilirligini tespit amaciyla yapmis olduklari ¢aligma sonucunda farkli fermente sucuk
orneklerinden izole edilen laktik asit bakterilerini tiir, alt tiir hatta sus seviyesinde ayirmada bu
yontemin ¢ok uygun bir yontem oldugunu tespit etmislerdir. Bu c¢alismada da literatiir
sonucuna benzer olarak test izolatlar arasindaki ayrimi ortaya koymada bu yOntemin
uygulanabilirliginin yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Olive ve Bean 147, yaptiklar bir aragtirma sonucunda rep-PCR yonteminin, 16S-23S spacer
bolgelerinin analiz yontemine gore bakteriler arasindaki ayrimi ortaya koymada daha etkin
oldugunu belirtmislerdir. Calismada, rep-PCR analiz yontemi olan BOX-PCR metodunun
tirler arasindaki ayrimi ortaya koymada 16S-23S rRNA PCR’na gore daha etkili oldugu
sonucuna varilmistir.

Yapilan c¢alismada L.sakei’nin baskin tiir olarak belirlenmesi bazi1 ¢aligmalarla benzerlik
(Ozdemir ve ark., 1999; - Parente ve ark., 2001; Conter ve ark., 2005; Greco ve ark., 2005;
Comi ve ark., 2005; Garcia-Fontan ve ark., 2007) gosterirken dominant tiiriin L. plantarum
olarak belirlendigi bazi c¢alismalarla (Toksoy ve ark., 1999; Kaban 2007; Drosinos ve ark.,
2007), paralellik arz etmemektedir. Yapilan arastirmada L. sakei baskin tiir olarak bulunurken
diger caligmalarda baskin tiir olarak tespit edilen L.plantarum un 6rneklerde bulunamamasi,
sucugun Uretim teknolojisi, olgunlastirma ve muhafaza sartlar ile fermantasyon
sicakliklarindaki farkliliklardan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Sonu¢ olarak kiiresellesmenin giderek yayginlastifi glinlimiizde uluslararas1 pazarda
tutunabilmenin en 6nemli yolu farklilagmak olmustur. Bu nedenle de 21. yilizyilda diinya
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kiiresellesse de, bu olguya karsilik yiikselen trend, “geleneksellesmek” olmustur. Ozellikle
gelismis tiilkeler hem kiiresellesme ve gelisen diinyada tutunabilmek, hem de degerlerini
korumak adina geleneksele dogru bir yola girmislerdir. Bu yonelis gida liretiminde de kendini
gostermekte ve AB iilkelerinde geleneksel gidalarin {iretim ve pazarlamasinin ekonomik
boyutlar1 giderek biiyiimektedir. AB geleneksel iiriinlere olan talebi degerlendirmek ve bu
triinlerin iiretiminin ¢esitlenerek siirdiiriilebilirligini saglamak adina Onemli mevzuat
diizenlemelerine gitmistir. Oyleki yiiriitiilen Tradisausage, (QLK1 CT-2002) isimli bir proje
ile fermente sosislerin geleneksel oOzelliklerinin korunarak kalitesinin yiikseltilmesi ve
{iretimiminin standardize edilmesi hedeflenmistir. Ulkemize ise fermente Tiirk sucugunun
korunmasina yonelik ¢alismalarin yapilmasi ve sucuk, pastirma gibi iilkemize 6zgii {irtinlerin
thra¢ edilerek yurtdisinda da bir damak tadi olusturulmasina yonelik c¢alismalar
desteklenmelidir. Bu amacgla sucuga 06zgii geleneksel nitelikleri kazandiran en O6nemli
faktorlerden birisi olan yerel mikrofloranin giivenilir ve hassas yontemlerle tanimlanmasi
tilkemize 6zgii degerlerin korunmasi ve yasatilmasi agisindan 6nem tagimaktadir.

Ulkemizde bazi isletmeler ticari starter kiiltiirlerin Tiirk sucuguna 6zgii tat ve aromayi
vermedigi gerekgesi ile bu kiiltlirlerin kullanimindan kaginmaktadir. Ancak bu sekilde iiretilen
sucuklarda bazi goriilen baz1 teknolojik problemler ve mikrobiyolojik bozulmalar ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Dolayisiyla sucuk hammadesi ve iiretim teknolojisine iyi adapte
olmus fermantatif bakterilerin starter kiiltiir olarak kullaniminin bu tiir ekonomik kayiplari
Onleyecegi ve liretim potansiyelini artiracagi diistiniilmektedir.

Gilinlimiizde hayvansal protein tiiketimi gelismislik Olciisii olarak kabul edilmektedir.
Beslenmemizde 6dnemli bir yeri olan hayvansal proteinlerin biiyiik bir boliimii et ve et tirtinleri
tiiketilerek saglanmaktadir. Tiiketicilerin arzu ettigi tat ve lezzette ve teknolojik olarak daha
yiiksek kalitede iiretilecek sucugun tiiketiminin daha da artacagi tahmin edilmektedir. Bu
durum tiiketicilerin beslenmesi {izerinde olumlu etkide bulunacagi gibi sucuk iiretiminin
artirtlmasina ve buna bagl olarak bu alanda faaliyet gosteren sektdre dolayisiyla iilke
ekonomisine ve istihdama katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Diger taraftan geleneksel gida iirlinleri bir iilkenin tanitiminda rol oynayan onemli kiiltiir

miraslaridir. Dolaysiyla bu {irlinlerin korunmasi ve tanitilmasi tarihi degerlerimize sahip
¢ikilmasi ve turizm potansiyeliminiz artirilmasi agisindan da 6nemli bulunmaktadir.
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