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ÖZET 

 

SUCUKTAN İZOLE EDİLEN LAKTİK ASİT BAKTERİLERİNİN  

PCR’ A DAYALI MOLEKÜLER TEKNİKLER İLE TANIMLANMASI 
 

Bugün dünyada geleneksel fermente et ürünlerine özgü nitelikleri kazandıran 

mikroorganizmaların tanımlanması amacıyla yoğun araĢtırmalar yapılmaktadır. Bu amaçla son 

yıllarda moleküler biyoloji alanındaki geliĢmeler yakından takip edilerek fermantasyonda aktif 

rol alan bakterilerin tanımlanmasında kullanılmaktadır. Bu çalıĢmada, geleneksel et ürünümüz 

olan sucukta spontan olarak geliĢen fermentatif bakteriler, PCR‟a dayalı kültür bağımsız 

(PCR-DGGE) ve kültür bağımlı (rep-PCR ve 16 S rDNA sekans analizi) moleküler teknikler 

kullanılarak tanımlanmıĢ ve bu fermantatif bakterilerin izole edildikleri sucuklarda bulunma 

oranı ve sıklığı belirlenmiĢtir.  

 

Bu amaçla Kayseri ve Afyon piyasından temin edilen ve starter kültür kullanılmadan 

geleneksel yöntemlerle üretilen toplam 25 adet sucuk örneği incelenmiĢtir. Sucuk 

örneklerinden direkt DNA izolasyonu yapılarak gerçekleĢtirilen PCR-DGGE analizi 

sonucunda; sırasıyla L. sakei (%30), W. viridescens (%23), L. curvatus (%15) ve L. brevis ( 

%5) türleri tespit edilmiĢtir.  Sucuklardan izole edilen bakterilerin 16 S rDNA ve rep-PCR 

(GTG5) 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 oranında bulunduğu tespit edilmiĢtir. Sonuç olarak fermente gıdalarda bulunan 

fermentatif bakterilerin hızlı ve doğru bir Ģekilde tespit edilebilmesi için birden fazla 

moleküler tekniğin kullanıldığı polifazik bir yaklaĢımın uygun olduğu düĢünülmektedir.  

 

 

 

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

dizi analizi 
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ABSTRACT 

 

İdentification 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 
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1. GİRİŞ / AMAÇ VE KAPSAM 

 

Fermente et ürünlerinin üretiminde starter kültürler tat, aroma ve renk gibi duyusal özellikleri 

geliĢtirmek ve ürün dayanıklılığını artırmak ve olgunlaĢma süresini kısaltmak amacıyla 

Avrupa ve ABD‟de yaygın olarak kullanılmaktadır. Ülkemizde ise geleneksel fermente et 

ürünümüz olan sucuk üretiminde ürün kalitesinin artırılması ve korunması amacıyla starter 

kültür kullanımı tavsiye edilmekte ve giderek yaygınlaĢmaktadır. Ancak ülkemizde starter 

kültür üretilmediğinden sucuk üretiminde batı ülkelerinde değiĢik fermente et ürünlerinin 

üretiminde kullanılan starter kültürler kullanmaktadırlar. Dolayısıyla bu kültürlerden 

hangilerinin Türk sucuğuna uygun olduğu belli değildir ve kullanımı daha çok yabancı 

ülkelerdeki starter kültür üreten firmaların önerileri doğrultusunda olmaktadır. Bu da, ürünler 

ne kadar hijyenik, kaliteli ve standart olursa olsun, tat-aroma özellikleri açısından Türk 

sucuğu özelliklerine uymayan ürün üretimine neden olmaktadır. Oysa son yıllarda kendine 

özgü duyusal özellikler taĢıyan geleneksel fermente sosislere olan tüketici talebi giderek 

artmakta ve dünyada bu konuda ciddi çalıĢmalar yapılmaktadır. Örneğin Avrupa Birliği 

desteği ile hazırlanan projelerle (Tradisausage, QLK1 CT-2002) geleneksel sosislerin zengin 

aromatik özelliklerinin korunması ve daha güvenli sosis üretiminin sağlanması 

amaçlanmaktadır. Gelenekesel ürünler ile endüstriyel ürünler arasında belirgin farklılıklar 

olup bu durum özellikle ürüne ilave edilen ticari starter kültürler ile doğal olarak ürüne 

kontamine olan florada bulunan fermentatif bakterilerin farklı olmasından kaynaklanmaktadır. 

Geleneksel ürünlerdeki yerel flora ürüne daha iyi adapte olduğundan daha yüksek metabolik 

aktivite göstermekte dolayısıyla daha kaliteli sosis üretimi mümkün olmaktadır. Bu nedenle 

son yıllarda geleneksel fermente et ürünlerine özgü nitelikler kazandıran mikroorganizmaların 

tanımlanması amacıyla moleküler biyoloji alanındaki geliĢmeler yakından takip edilmektedir. 

Bu amaçla yapılan çalıĢmalarda PCR‟a dayalı teknikler özellikle denatüre gradient jel 

elektroforez (denaturing gradient gel electrophoresis DGGE) sistemi, 16 S rDNA sekans 

analizi ve rep PCR teknikleri öne çıkmaktadır. Dolayısıyla dünyada bu konuda ortaya çıkan 

geliĢmelere paralel olarak geleneksel et ürünümüz olan sucukta spontan olarak geliĢen 

fermentatif bakterilerin hassas ve güvenilir yöntemlerle belirlenmesi ve bunların strater kültür 

olarak kullanılabilme potansiyelinin ortaya konulması ihtiyaç duyulmaktadır. 

 

Bu nedenle tamamlanan projede; Türk sucuğuna özgü geleneksel değerlerin korunduğu, 

duyusal ve mikrobiyolojik kalitesi yüksek, teknolojik yönden daha güçlü starter kültür 

kombinasyonlarının belirlenmesi için; 

 

1. Sucukta spontan olarak geliĢen ve Türk sucuğuna özgü tat ve aromayı oluĢturan 

fermentatif bakterilerin belirlenmesi, 

 

2. Sucuk üretim prosesine ve formülasyonuna iyi adapte olamamıĢ, ithal starterlerin 

aksine daha kolay adapte olabilen metabolik aktivitesi daha yüksek ve patojen 

bakterilerle daha iyi rekabet eden dominant türlerin tespit edilmesi, 

 

3.  Türk sucuğunun fermentatif bakteri çeĢitliliğinin ortaya konulması amaçlanmıĢtır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

Sucuk geleneksel bir et ürünümüz olup, kıyma makinesı veya cutterde kıyılmıĢ et ve yağın, 

tuz, Ģeker, çeĢitli baharat ve çok az miktardaki diğer katkı maddeleri ile karıĢtırılıp, doğal veya 

yapay kılıflara doldurulması ve belirli bir sıcaklık derecesinde nisbi rutubet, hava cereyanı ve 

sürede olgunlaĢtırılması ile elde edilen fermente kuru et ürünleridir (Gökalp ve ark., 2004). 

Ülkemizde sucuk, diğer iĢlenmiĢ et ürünlerine kıyasla daha fazla üretilmekte ve 

tüketilmektedir.  

 

Sucuk üretimi et ürünleri üretim teknikleri içerisinde en kritik ve zor olanlardan birisidir. 

Üretimi oldukça fazla teknolojik bilgi birikimi, uygun iĢletme Ģartları ve tecrübe 

gerektirmektedir (Gökalp ve ark., 2004). 

 

Sucuk üretiminde en kritik aĢama, fermentasyon ve kurutmayı içeren olgunlaĢtırma safhasıdır. 

Fermentasyon süresince azalan pH değeri ile su kaybı hızlanır, kuruma çabuklaĢır, arzu edilen 

tekstür, tat ve aroma oluĢur, renk oluĢumu hızlanır ve mikrobiyel bozulma önlenir (Bacus 

1984, Ramirez ve ark., 1995, Fisher and Palmer 1995, Blom ve ark.,  1996). Fermente et 

ürünleri kendine özgü karakteristik bir lezzete sahiptir. Diğer gıdalarda olduğu gibi, fermente 

et ürünlerinde de özellikle tüketici açısından büyük önem taĢıyan ve uygulanan proses ile ürün 

formülasyonuna bağlı olarak değiĢiklik gösteren lezzet, fermentasyon ve olgunlaĢtırma 

aĢamalarında gerçekleĢen mikroorganizma faaliyetleri ve enzim aktiviteleri sonucu oluĢur 

(Dainty and Blom 1995).  

 

Fermente sucuk üretiminde, pH‟nın arzulanan Ģekilde düĢüĢ seyri hamura katılan starter 

kültürlerle sağlanabilir. Starter kültürler fermente et ürünlerine duyusal özellikleri geliĢtirmek, 

dayanıklılığı artırmak, olgunlaĢtırma süresini kısaltmak ve kontrol etmek amacıyla katılan, 

spesifik özellikleri nedeniyle seçilmiĢ saf veya karıĢık kültür halindeki mikroorganizmalardır. 

Fermente sucukların hazırlanmasında mikroorganizmaların kullanılması hususunda 1919 

yılından beri öneriler ve patent çalıĢmalrı olmasına karĢın, ilk defa strater kültürler 1960‟lı 

yılların baĢlangıcında piyasaya sürülmüĢtür. Bugün, teknolojide geliĢmiĢ ülkelerin çoğunda; 

fermente, kuru, yarı-kuru sosis ve salamların üretiminde starter kültürlerden 

faydalanılmaktadır. Starter kültür katımı ile olgunlaĢmadaki prosesler daha iyi kontrol 

edilebilmekte, böylelikle standart ve üstün kalitede ürünler üretmek mümkün olabilmektedir. 

Ayrıca, kültürlerin kullanımı ile patojen ve toksik mikroorganizmalrın inhibisyonu 

sağlanmakta ve böylelikle de mikrobiyolojik açıdan daha güvenilir ürünler halkın tüketimine 

sunulmaktadır (Gökalp ve ark., 2004). 

 

Ülkemizde büyük et iĢletmeleri, sucuk üretiminde batı ülkelerinden ithal ettikleri değiĢik 

fermente et ürünleri üretiminde kullanılan starter kültürleri kullanmaktadırlar. Fakat bu 

kültürlerden hangilerinin Türk sucuğuna uygun olduğu belli değildir ve kullanımı daha çok 

yabancı ülkelerdeki starter kültür üreten firmaların önerileri doğrultusunda olmaktadır. Bu da, 

ürünler ne kadar hijyenik, kaliteli ve standart olursa olsun, tat-koku özellikleri açısından Türk 

sucuğu özelliklerine uymayan ürün üretimine neden olmaktadır (Vural, 1992). ĠĢte bu nedenle 

sucuk üretiminde uygun starter kültürün belirlenmesi oldukça önemlidir.  

 

Diğer taraftan Türkiye‟de sucuk üretiminde bazı entegre iĢletmeler dıĢında çoğu iĢletmelerde 

teknolojik geliĢmelerden uzak geleneksel yöntemlerle ve starter kültür kullanılmadan üretim 

yapılmaktadır. Bu tür teknolojik yetersizlikler sucuğun olgunlaĢmasını olumsuz yönde 

etkilemekte ve ayrıca sucuğun olgunlaĢma süresini uzatarak ekonomik açıdan sorunlar 

oluĢturmaktadır. OlgunlaĢma sırasında çoğu durumlarda istenilen aroma elde edilememekte, 
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sucuk piyasaya sürülemeyecek kalitede üretilmekte ve çoğu kez bu haliyle piyasaya 

sürülmektedir (Vural, 1992).  

 

Fermentasyon ve kurutma iĢlemleri eti uzun süre muhafaza etmek ve yeni ürün üretmek 

amacıyla kullanılan en eski yöntemlerdir. Fermentasyon iĢlemi mikroorganizma, et ve 

teknolojinin buluĢtuğu bir prosestir (Molly ve ark., 1997, Incze 1998, Caplice ve Fitzgerald 

1999, Nassu ve ark., 2003, Sakhare ve Rao 2003). Fermente et ürünü üretim tekniği etin 

muhafazası için daha az enerji gerektirir ve yüksek kaliteli ürün üretimini sağlar. Fermente et 

ürünleri arasında en çok üretilen ürün olan fermente sucuklar, üretim esnasında fermentasyon 

iĢlemi uygulanması ve buna bağlı olarak da son ürünün farklı bir tekstür ve lezzet kazanması 

gibi nedenlerden dolayı, diğer sosis tiplerinden farklılık gösterirler (Korel, 1996).  

 

Ülkemizde yaygın olarak üretilen ve tüketilen bir et ürünü olan sucuk da bir fermente sosis 

çeĢididir. Geleneksel üretimde, uzun süreli kurutma iĢleminden sonra ürüne ısıl iĢlem 

uygulanmazken, endüstriyel üretimde olgunlaĢtırma olarak bilinen kısa süreli kurutma 

iĢleminden sonra ürün ısıl iĢleme tabi tutulur (CoĢkuner, 2002).  

 

Fermente sucuk hamurunun ana bileĢeni olan et kesim aĢamasından itibaren çeĢitli 

mikroorganizmalarla kontamine olur. Kontamine olan mikroflora fermente edici ve fermente 

edici olmayan mikroorganizmaları bir arada içermektedir. Et yüksek besleyici özelliği, su 

aktivitesi değeri ve yaklaĢık olarak 7,0 olan pH değeri nedeniyle mikrobiyel geliĢmeye uygun 

bir ham materyaldir (Kröckel, 1995). Fermente sucuk üretiminde spontan fermentasyon 

sonucu ete kontamine olan mikroorganizmalar zengin bir ortamda geliĢme göstererek arzu 

edilmeyen tat, yapı ve renk geliĢimine de neden olurlar.  

 

1950‟lerden itibaren starter kültürlerin fermente sucuk üretiminde önemli bir katkı olarak 

kullanımı artıĢ göstermiĢtir (Jessen 1995). ġöyle ki; fermente sucuk üretiminde starter 

kültürler; gıda güvenliğini ve ürün stabilitesini artırmak, bozulmaya neden olan 

mikroorganizmaların geliĢmesini ve diğer değiĢimleri engellemek, arzu edilen yapı ve renge 

sahip, çeĢitli özellikte ve sağlıklı ürün üretimini sağlamak amacıyla kullanılır (Vignolo ve 

ark., 1989, Ramirez ve ark., 1995, Garriga ve ark., 1996, Larrouture ve ark., 2000, Lücke 

2000, Deumier and Collignan 2003, Sakhare and Rao 2003). Fermente et ürünleri üretiminde 

arzu edilir ve güvenilir mikrofloranın geliĢimi için uygun olan koĢulların belirlenmesi ve 

uygulanması önem taĢır (Campbell-Plat 1995).  

 

Starter kültür olarak kullanılan mikroorganizmalar gıdaların duyusal özelliklerini artırdıkları 

gibi Staphylococcus aureus ve Escherichia coli gibi arzu edilmeyen mikroorganizmaların 

geliĢmesini engelleyerek koruyucu özellik de gösterirler (Girard ve Bucharles 1992, Hammes 

and Knauf 1994, Caplice and Fitzgerald, 1999, Candoğan, 2000). Daly ve ark., (1973) farklı 

starter kültürlerin etkisini araĢtırdıkları denemelerinde starter kültür olarak Lactobacillus-

Micrococcus suĢlarını kullanmıĢlardır. Ürettikleri fermente sucuklarda enterotoksin 

oluĢumunun önlenmesinde Micrococcus suĢlarının etkili olduğunu tespit etmiĢlerdir. Masters 

ve ark., (1981) ürettikleri fermente yaz sosislerinde starter kültür olarak Lactobacillus 

plantarum‟u kullanarak Salmonella newport ve Salmonella typhimurium‟u tamamen elemine 

etmiĢlerdir. Sakhare and Rao (2003) yaptıkları çalıĢmada; model sistemde kullandıkları laktik 

asit bakterileri ile yüksek sıcaklıklarda fermentasyon iĢlemi sonucunda hızla düĢen pH 

değerinin bozulma yapan ve patojen olan mikroorganizmaların geliĢimlerini önlediğini 

belirtmiĢlerdir. Yine Gonzalez ve Diez (2002) Lactobacillus sake kullanarak ürettikleri 

chorizoda (Ġspanyol kuru fermente sosisi) elde ettikleri benzeri sonuçları düĢük pH değeri 

yanında L. sake‟nin antimikrobiyel etkisine de bağlamıĢlardır.  
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Fermente et ürünlerinde laktik asit bakterilerinin kullanımı bakteriyosinler açısından da 

önemlidir. Bakteriyosinler antimikrobiyel peptit veya proteinlerdir. Nisin gıda katkı maddesi 

olarak direkt kullanılabilen bir bakteriyosin olup, Lactobacillus lactis subsp. lactis tarafından 

üretilebilmektedir. Nisin birçok patojen mikroorganizma içeren gram pozitif bakteri grubunun 

geliĢimini önler ve ayrıca Clostridium sporlarının geliĢmesini de engeller. Fermente 

sucuklarda nisin kullanımı patojen bakteri geliĢimine karĢı korunma açısından çok baĢarılı 

olmasa da kürleme ajanı olarak kullanılan nitrit oranını düĢürmektedir (Lindgren ve 

Dobrogosz 1990, Caplice and Fitzgerald, 1999, Lücke, 2000). ġöyle ki et ürünlerinde 

Clostridium botulinum sporlarının geliĢmesi üzerine 75 IU g-
1

 

nisin ve 40 ppm nitrit 

kullanımının 150 ppm düzeyindeki nitrit kullanımından daha etkili olduğu gözlenmiĢtir 

(Vanderbergh 1993).  

 

Fermente et ürünlerinde kullanılan bakteriyel starter kültürler; Pediococcus ve Lactobacillus 

gibi laktik asit bakterileri ile Aktinobakterler ve Micrococcaceae familyasına ait bakterilerdir. 

Starter kültürler liyofilize edilmiĢ veya dondurulmuĢ konsantratlar olarak ikili veya üçlü 

karıĢımlar halinde kullanılır (Montel ve ark., 1993, Korel, 1996, Candoğan, 2000). Starter 

kültür kullanımı ile ürünün hijyenik kalitesi artırıldığı gibi aynı zamanda iyi bir tekstür ve 

lezzet geliĢimi ile daha uzun raf ömrüne sahip yüksek kaliteli bir ürün üretimi de 

gerçekleĢtirilir(Vignolo ve ark., 1989, Hammes ve Knauf 1994, Candoğan 2000, Lücke 2000).  

 

Fermentasyonda laktik asit bakterilerinin kullanımı üretimin baĢarılı bir Ģekilde 

tamamlanmasını etkilemektedir (Candoğan 2000). Laktik asit bakterileri, Ģekerleri metabolize 

etmelerine göre homofermentatif ve heterofermentatif olarak iki gruba ayrılırlar (Caplice ve 

Fitzgerald 1999) (Ģekil 2.1.). Üretimde genellikle homofermantatif laktik asit bakterileri tercih 

edilmekte ise de ticari olarak kullanılan laktobasiller fakültatif heterofermantatif grup 

dahilindedir. Fermente sucuk üretiminde starter kültür olarak kullanılan ve üzerinde birçok 

araĢtırmalar yürütülen laktobasiller; L. acidophilus, L. alimentarus, L. casei, L. curvatus, L. 

plantarum, L. sake ve L. lactis‟tir. Fermente sucuk üretiminde starter kültür olarak en çok 

kullanılanları ise mezofil olan L. plantarum ve psikrofilik olan L. sake ve L. curvatus 

suĢlarıdır (Girard and Bucharles 1992, Hammes and Knauf 1994). Bu suĢların fermente 

ettikleri karbonhidrat sayıları L. plantarum> L. sake> L. curvatus sırasını izlemektedir. 

Bununla beraber, fermente sucuk üretiminde kürleme ajanı olarak kullanılan nitrat, bu suĢlar 

arasında sadece L. plantarum tarafından nitrite indirgenir (Kröckel 1995). Diğer bir laktik asit 

bakterisi olan Pediokokların, fermente sucuk üretiminde kullanımının asıl nedeni 

homofermantatif olarak laktat üretmesidir fakat laktobasillere kıyasla üründe keskin tat 

oluĢumu üzerine daha az etki eder (Jessen, 1995, Candoğan, 2000).  

 

Pediokoklardan P. acidilactici ve P. pentosaceus olmak üzere iki suĢ starter kültür olarak 

kullanılır (Candoğan 2000). P. acidilactici kolay liyofilize edilmesi, tekrar aktive olması ve 

depolanabilmesi gibi özelliklerinden dolayı fermente et ürünü üretiminde kullanılan ilk ticari 

starter kültürdür (Kröckel 1995). P. acidilactici hızlı fermentasyon iĢleminde genellikle starter 

kültür olarak kullanılır ve düĢük sıcaklık derecelerinde asit üretimi de azalır (Hammes ve 

Knauf 1994, Kröckel 1995). Johansson ve ark., (1994), yaptıkları çalıĢmada starter kültür 

olarak P. pentosaceus ve S. xylosus‟u birlikte kullanmıĢlar ve olgunlaĢma döneminde 

meydana gelen asit tadın D-laktik asit ve asetik asitten kaynaklandığını belirtmiĢlerdir.  

 

Laktik asit bakterilerinin asıl rolü, sosis hamuruna katılmıĢ olan Ģekerlerden hızla ve güvenli 

bir Ģekilde laktik asit üretmektir. Laktik asit üründe pH değerini düĢürürken, ekĢi tat 

oluĢumuna da neden olur. Ayrıca mikroorganizmalar tarafından üretilen laktik asitin neden 
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olduğu bu pH düĢüĢünün etkisiyle, et proteinlerinin denatürasyonu sonucu meydana gelen 

yapısal değiĢiklikler son ürün tekstürünün oluĢumuna katkıda bulunmaktadır (Smith and 

Palumbo 1983, Vignolo ve ark., 1989, Johansson ve ark., 1994, Dainty and Blom 1995, 

Hagen ve ark., 1996).  

 

Micrococcaceae familyası içinde fermente et ürünlerinde en çok kullanılan suĢlar S. carnosus 

ve S. xylosus‟tur. Fermente sucuklarda bunların kullanımı, son üründe dallanmıĢ aldehitler, 

metil ketonlar ve etil esterlerin yüksek oranlarda oluĢumuna ve kürlenmiĢ ürün kokusunun 

artmasına neden olur. Ürün lezzeti üzerine önemli etkiye sahip olan uçucu bileĢikler bu 

mikroorganizmaların amino asitleri katabolize etmeleri sonucu oluĢur (Girard ve Bucharles 

1992, Stahnke 1999a). Bu starter kültürler ürünün lezzet ve renk özelliklerini geliĢtirmek 

amacıyla kullanılır (Smith ve Palumbo 1983, Vignolo ve ark., 1989, Sanz ve ark., 1997a,b, 

Sondergaard and Stahnke 2002). Stahnke, (1994), yaptığı araĢtırmada starter kültür olarak S. 

xylosus‟u kullanmıĢtır. AraĢtırmacı, ürettiği fermente sucuklarda starter kültür kullanılmayan 

kontrol grubuna kıyasla fermente sucuk aromasının daha iyi geliĢtiğini ve kontrol grubunun 

hoĢ olmayan ransit bir kokuya sahip olduğunu rapor etmiĢtir. Stahnke (1999), starter kültür 

olarak S. xylosus ve S. carnosus‟u kullanmıĢ ve üründe oluĢan aromatik bileĢiklerin, bu 

bakterilerin amino asitleri katabolize etme özelliklerinden kaynaklandığını belirtmiĢtir. S. 

xylosus‟un oluĢturduğu aromatik bileĢikler içinde ketonlar, aseton, 3- ve 4-metil-2-peptanon, 

sülfidler, dimetilsülfid ve dimetiltrisülfid gibi bileĢiklerin çoğunlukta olduğunu ve S. 

carnosus’un oluĢturduğu bileĢikler arasında ise metil dallanmıĢ kısa zincirli aldehitlerin ve 

asitlerin çoğunlukta olduğunu tespit etmiĢtir. Sondergaard and Stahnke (2002), model 

sistemde yaptıkları çalıĢmada Staphylococcus suĢlarının geliĢim ve aroma oluĢturma 

özelliklerini etkileyen faktörleri incelemiĢler ve S. carnosus suĢunun fermente sucuk aroma 

geliĢimi için önemli olan aromatik bileĢikleri daha çok ürettiğini ve bu bileĢiklerin özellikle 

lösin, izolösin ve valinden kaynaklanan esterler, asitler ve metil dallanmıĢ aldehitler olduğunu 

rapor etmiĢlerdir.  

 

Ülkemizde ve dünyada bazı küçük üreticiler fermente sucukların kendine özgü tat ve 

aromasını korumak amacıyla starter kültür kullanmadan doğal fermentasyon metodunu halen 

sürdürmektedirler. Bu durumda gerekli olan mikroorganizmalar hammadde ve ortamda 

bulunan ve yerli flora (house flora)  olarak isimlendirilen floradan ileri gelmektedir.  

 

Diğer taraftan geri ekleme (back-slopping) kullanılarak baĢarılı olmuĢ bir önceki partiden 

alınan bir porsiyon eklenerek yeni fermantasyon prosesinin baĢlaması kolaylaĢtırılabilir 

(Campbell-Platt and Cook, 1995). Bu tip fermente sucuklar çoğu zaman daha endüstriyel 

starter kültürlerin inokule edildiği kontrollü fermente sucuklarla karĢılaĢtırıldığında daha 

üstün kaliteye sahiptirler ve kalite farklılığı hammadedenin özellikleri ve kullanılan teknoloji 

yanında yerli floranın spesifik kompozisyonu nedeniyledir. Bu durum hammadde ve katkı 

maddeleri ve üretimde kullanılan teknolojiye iyi adapte olamamıĢ endüstriyel starterlerin 

aksine ortama doğal olarak adapte olmuĢ bakterilerin metabolik aktivitesi ve diğer arzu 

edilmeyen mikroflora ile rekabet etme gücü daha yüksek olması ile açıklanmıĢtır. 

 

Diğer taraftan ticari et starter kültürlerinin uygunluğu farklı tip ürünler için farklıdır. Yani bir 

fermente sosis tipi için iyi sonuç veren bir kültür diğer tip için mutlaka etkili olmayabilir. 

Örneğin ticari kültürlerin esas olarak Kuzey Avrupa ülkelerinde üretildiği için Güney Avrupa 

ülkelerindeki et iĢletmelerinde kolonize olmuĢ yerel florayı tamamen bulundurmadığı için 

arzu edilen duyusal özelliklerin kaybına yol açtığı ileri sürülmüĢtür (Samelis ve ark., 1998). 

Dolayısıyla çevresel faktörler ve üretim prosesi bakterilerin rekabet gücünü etkileyeceğinden 
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sosis hamurunun spesisifik formulasyonu ve fermentasyon teknolojisine uygun  kültürler 

seçilmek zorundadır (Rebecci ve ark., 1998).  

 

Bugün dünyada geleneksel fermente et ürünlerine özgü nitelikleri kazandıran 

mikroorganizmaların tanımlanması amacıyla yoğun araĢtırmalar yapılmaktadır. Bu amaçla son 

yıllarda moleküler biyoloji alanındaki geliĢmeler yakından takip edilerek fermantasyonda aktif 

rol alan bakterilerin tanımlanmasında kullanılmaktadır.  

 

Özellikle gıdalarda bulunan fermantatif bakterilerinin tanımlanmasında rutin olarak kullanılan 

fenotipik tiplendirme metotlarının temel dezavantajı mikroorganizmaların fenotipik 

özelliklerini değiĢtirme eğilimleridir. Fenotipik özelliklerde meydana gelen bu değiĢiklikler 

değiĢen çevre koĢullarına bir yanıt olabilir ve önceden fark edilmemektedir. Ayrıca tek bir 

nükleotitte meydana gelen değiĢiklik fenotipten sorumlu olan herhangi bir genin fonksiyonunu 

bozabilmektedir. Böylece genotipik olarak farklı fakat fenotipik olarak ayırt edilmez izolatlar 

meydana gelebilmektedir (Aygün, 2008). Ayrıca fenotipik yöntemlerin iĢ yükünün fazla 

olması, uzun zaman alması ve tekrarlanabilirliğinin düĢük olması nedeniyle genotipik 

yöntemlere olan ilgi giderek artmaktadır (Temmerman, 2004). 

 

Özellikle 1990‟lardan sonra DNA‟ya dayalı pekçok tabanlı tanımlama metodu geliĢtirilmiĢtir 

(Ercolini, 2004; Temmerman ve ark., 2004). Özellikle polimer zincir reaksiyonuna 

(polymerase chain reaction, PCR) dayanan yöntemler mikroorganizmaları karakterize etmek 

ve tiplendirmek için hızlı, güvenilir ve basit yöntemler olarak öne çıkmıĢtır. PCR temelli 

tiplendirme metotları mikrobiyal genom yapısının tamamını veya bir kısmını tarama 

yeteneğine sahiptir (Tekeli ve Ustaçelebi, 2006). Bu yöntemle çoğaltılan herhangi bir DNA 

molekülünün hedef fragmentleri, daha sonraki analiz basamaklarında kullanılmaktadır. 

Yüksek oranda korunmuĢ bölgelerin çoğaltılması ile akrabalık iliĢkileri tanımlanabilir. 

DeğiĢken DNA segmentlerinin çoğaltılması ise, yakın iliĢkili türler arasındaki farklılıkları 

belirlemede kullanılmaktadır (Cocolin ve ark., 2001). 

 

PCR‟a bağlı 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)‟yı içerir (Temmerman ve 

ark., 2004; Singh ve ark., 2009) 

  

Mikroorganizmaların tespit edilmesi ve tanımlaması için, 16S rRNA,  ya da onu kodlayan gen 

gibi bazı moleküler markırların (iĢaretleyicilerin) kullanıldığı moleküler biyolojik teknikler, 

mikrobiyel çeĢitliliği araĢtırmak ve mikrobiyal toplulukların yapılarını analiz etmek için artık 

daha sıklıkla kullanılmaktadır. Bu amaçla bir gıda matriksindeki bakteriyel izolatların cins 

seviyesinin ötesinde, tür seviyesinde tanımlanması için, 16S rRNA üzerinde türe özgü 

primerler dizayn edilebilmektedir (Mannu ve ark., 2002). 

 

Mikroorganizmaların tür seviyesinde tanımlanması ve filogenetik analizlerinin yapılmasında 

16S rRNA‟nın değiĢken V1-V3 bölgelerinin dizi analizi giderek yaygın olarak kullanılmaya 

baĢlanmıĢtır [Aman ve ark., 1995]. Ancak Lb. plantarum, Lb. paraplatarum, Lb pentosus gibi 

yakın iliĢkili türlerin ayrlması için 16S rRNA tam sekans analizi yeterli değildir. Alternatif 

olarak arasında tRNA genlerininde bulunduğu 16S-23S rRNA bölgesi dizi analizi daha uygun 

bir seçenek olabilmektedir [Gurtler ve Stanisich, 1996; Cocolin ve ark., 2001).  
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Rep-PCR tekniği prokaryotik genomdaki karakteristik bölgelerde bulunan tekrarlanan DNA 

elemanlarına yönelik primerler kullanılmaktadır. Tekrarlanan bakteriyel DNA elementlerinin 

PCR amplifikasyonu, yüksek ayırma gücü ve hızı, düĢük maliyeti nedeni ile PCR tabanlı 

güçlü bir tanımlama tekniği olarak ortaya çıkmıĢtır. Berthier ve Beuvier (2001) yaptıkları bir 

çalıĢmada, Rep-PCR ile sosisde bulunan ve 16 rRNA dizi analizi ile ayrılamayan Lb. 

pentosus, Lb. plantarum, Lb. paraplantarum ve Lb. alimentarius ve Lb. paralimentarius 

türlerinin ayrımını yapabilmiĢlerdir. 

 

ġüphesiz, bu metotların en önemli avantajlarından birisi mikroorganizmaların büyüme 

koĢullarından bağımsız olmalarıdır. Genotip metotlar tür seviyesinden suĢ ve biyovaryete 

seviyesine kadar çeĢitli seviyelerde ayrım yapabilme gücüne sahiptirler (Singh ve ark., 2009). 

 

Hızla geliĢen bir bilim dalı olan moleküler biyoloji alanında mikroorganizmaların doğal 

ekosistemde gözlemlenmesi ve tanımlanmasına dayalı metotların geliĢtirilmesi için yoğun 

çalıĢmalar yapılmaktadır. Bu amaçla genellikle kültürel olmayan metotlara kullanılmaktadır. 

Kültürel olmayan tekniklerin tercih edilmesindeki temel neden, birçok bakterinin geliĢtiği 

doğal ortamla ilgili bilginin yetersiz olması ve bu ortamlara benzer Ģartların sağlanma 

zorluğudur. Birçok bakterinin çoğaldıkları doğal ortamlarıyla ilgili ayrıntılı bilgiler mevcut 

değildir. Bu yüzden bazı mikroorganizmaların doğal ortamlarına benzer Ģartların sağlanması 

zordur. Son yıllarda bu tür negatif etkilerin ortadan kaldırılması amacıyla kültürel olmayan 

teknikler geliĢtirilmiĢtir. Bu tekniklerden en yaygın kullanılanı Denaturant gradient jel 

elektroforez tekniği  (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, DGGE)‟dir. PCR tekniğinin 

DGGE ile kombinasyonu aynı boyuttaki fakat farklı dizilimdeki DNA parçaları arasındaki 

farklılıkların bulunmasına imkan sağlamaktadır. Bu parmak izi tanımlama tekniği, temelde 

çok yönlüdür ve tıp, çevre, ziraat ve gıda gibi pek çok alanda mikrobiyal populasyonların 

dinamikleri ve ekolojilerinin tanımlanması ve gruplandırılmasında baĢarılı bir Ģekilde 

kullanılmaktadır (Ercolini, 2004). 

 

DGGE tekniğinde çift sarmallı DNA  (dsDNA) molekülünün doğrusal denaturantlar (üre ve 

formamit karıĢımı)  gradiyenti içeren poliakrilamit jellerdeki azalan elektroforetik mobilitesi 

bu ayrımın nedenidir (Muyzer ve Smalla, 1998). PCR tabanlı bu teknik amplifiye edilmiĢ 

DNA parçalarından oluĢmuĢ karıĢımın, denatüre edici bileĢenler içeren poliakrilamit jel içinde 

ayrılmasını sağlar. Normalde agaroz ya da akrilamid jel elektroforezinde her bir DNA 

parçasının elektronik mobilitesi onun boyutu ile orantılıdır. DGGE‟de aynı boyuttaki DNA 

parçaları denaturasyon profillerine göre jel üzerinde ayrılır. Çift zincirli DNA (dsDNA) artan 

denatürasyon Ģartlarına maruz kalınca tek zincirli DNA (ssDNA) haline dönüĢür (Wilson, 

1997). dsDNA‟nın denatürasyonunda fragmentler erime bölgeleri denen yerlerde kademe 

kademe denatüre olurlar ve sonuçta dsDNA, ssDNA‟ya dönüĢür. Erime bölgeleri, aynı 

sıcaklıkta eriyen baz dizilerinin oluĢturduğu alanlardır. Denature edici gradiyent jelin belli bir 

noktasındaki erime sıcaklığı çift zincirli DNA‟nın erime sıcaklığına ulaĢtığı zaman sarmallar 

kısmi olarak açılır ve molekülün ilerleyiĢi pratik olarak durur. Sekans varyasyonu erime 

sıcaklıklarının farklı olmasına neden olur ve farklı dizilime sahip moleküllerin ilerleyiĢi jelin 

değiĢik noktalarında sonlanır ve böylelikle farklı jel görüntüleri oluĢturur. dsDNA parçalarının 

eriyip tek zincirli haline geldiği nokta nükleotid dizilimine ve G-C yüzdesine bağlıdır (Muyzer 

ve Smalla, 1998; Temmerman ve ark., 2004; Ercolini, 2004). 

 

Pek çok ülkede geleneksel olarak üretilen fermente sosislerin mikrobiyal populasyonunu 

tanımlamak amacıyla PCR-DGGE dayalı birçok çalıĢma yapılmıĢtır.  Örneğin; Fontanaa ve 

ark., (2005), PCR-DGGE tekniği kullanılarak fermente Arjantin sosislerinin mikrobiyal 

yükünün tanımlamıĢlardır. Yine birçok araĢtırmacı tarafından Ġtalyan sosislerinin 
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fermantasyon sırasındaki mikrobiyal kompozisyonu PCR-DGGE tekniği ile izlenmiĢtir 

(Cocolin ve ark., 2001; Aquilanti ve ark., 2007). 

 

Sonuç olarak son yıllarda moleküler biyoloji alanındaki geliĢmeler yakından takip edilerek 

fermantasyonda aktif rol alan bakterilerin tanımlanması mikroorganizmaların tanımlanması 

amacıyla yoğun araĢtırmalar yapılmaktadır. Ülkemizde sevilerek tüketilen geleneksel fermente 

et ürünümüz olan sucukta doğal olarak kontamine olan fermentatif bakterilerin moleküler 

biyolojik teknikleri ile tanımlanmasına yönelik herhangi bir çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. Diğer 

taraftan ülkemizde starter kültür üretilmediğinden sucuk üretiminde batı ülkelerinden ithal 

edilen ve değiĢik fermente et ürünlerinin üretiminde kullanılan starter kültürler 

kullanmaktadırlar. Dolayısıyla bu kültürlerden hangilerinin Türk sucuğuna uygun olduğu belli 

değildir ve kullanımı daha çok yabancı ülkelerdeki starter kültür üreten firmaların önerileri 

doğrultusunda olmaktadır. Bu da, ürünler ne kadar hijyenik, kaliteli ve standart olursa olsun, 

tat-koku özellikleri açısından Türk sucuğu özelliklerine uymayan ürün üretimine neden 

olmaktadır. ĠĢte bu nedenle geleneksel et ürünümüz olan sucukta spontan olarak geliĢen ve 

sucuğa karaktesitik nitelikler kazandıran fermentatif bakterilerin hassas ve güvenilir 

yöntemlerle tanımlanması ve bunların starter kültür olarak kullanılabilme potansiyelinin 

belirlenmesi gerekmektedir.   
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Örnekleme 
 

ÇalıĢmada, starter kültür katılmadan geleneksel yöntemle üretilen sucuklarda spontan olarak 

geliĢerek fermantasyonda aktif rol alan ve sucuğa karakteristik özellikler kazandıran 

bakterilerin tanımlanması amaçlanmıĢtır. Bu amaçla Kayseri ve Afyon piyasasında satıĢa 

sunulan geleneksel yöntemle üretilmiĢ toplam 25 farklı marka ve üretim yerinden sucuk 

örnekleri satın alınmıĢtır. Üretici ve satıcılar tarafından kısa süreli bir ısıl iĢlem 

(pastörizasyon) uygulandığı beyan edilen örnekler ısıl iĢlem uygulanmadığı bildirilen 

örneklerden ayrılarak iki farklı grup oluĢturulmuĢtur. Örneklerin üzerindeki etiket bilgileri 

(içerik, üretim tarihi, parti no vs) dikkatlice not edilmiĢtir.  

 

Sucuk örneklerinin etiket bilgilerine göre tamamında; sığır eti, sığır eti yağı, kırmızı toz biber, 

sarımsak, tuz, kimyon, karabiber, yenibahar, antioksidan (E 300) ve antimikrobiyal (E 250) 

mevcut olup bunun dıĢında kullanılan ingredientler Tablo 3.1‟de verilmiĢtir. Isıl iĢlem 

uygulanmıĢ sucuklarda ise üretici firma ile görüĢülerek uygulanan ısıl iĢlemin derece ve süresi 

hakkında bilgi alınmıĢtır (Tablo 3.2).  

 
Tablo 3.1. Piyasadan toplanan sucuk örneklerinin temel bileĢenleri dıĢında bileĢiminde yer alan diğer 
ingredientler. 
 

Örnek No İngredientler 

1 Sodyum Kazeinat, Emülsifiye edici E452, Malto Dextrin, Aroma Arttırıcı E 621, Dekstroz, Asit düzenleyici E 575, Laktoz  

2 Soya Proteini, Dekstroz, Asitlik Düzenleyici (E 575), Emülgatör (E 450) Tarçın, Maltodekstrin, Aroma Artırıcı (E 621)  

3 Dekstroz, Stabilizatör (E 452)  

4 Dekstroz, Malto Dekstrin, Monosodyum Glutamat (E 621), Aroma artırıcı, Askorbik asit, Sodyum Nitrit (E 250)  

5 Texture soya proteini, Sodyum kazeinat, Karabiber, Tarçın, Carmin E120, Emülgatör E452, Aroma artırıcı E621, Dextroz, 
Asit Düzenleyici E575  

6 Soya Proteini(%70‟lik), Emülgatör E 452, Lezzet Düzenleyici E621 

7 Malto Dextrin, Asitlik Düzenleyici (E 575), Sodyum Kazeinat, Dekstroz, 

8 Sodyum Nitrit (E 250), Emülgatör E 452,  Lezzet Düzenleyici E621 

9 Stabilizatör (E 452), Monosodyum Glutamat (E 621), Aroma Arttırıcı E 621, 

10 Malto Dextrin, Stabilizatör (E 452), Monosodyum Glutamat (E 621), Soya Proteini, Sodyum Nitrit (E 250) 

11 Soya Proteini, Aroma Arttırıcı E 621, Sodyum Nitrit (E 250), Sodyum Kazeinat, 

12 Asitlik Düzenleyici (E 575), Emülgatör (E 450), Monosodyum Glutamat (E 621) 

13 Emülgatör (E 450), Askorbik asit, Laktoz, Malto Dextrin, 

14 Malto Dextrin, Aroma Arttırıcı E 621, Sodyum Nitrit (E 250), Dekstroz 

15 Emülgatör (E 450), Monosodyum Glutamat (E 621), Sodyum Nitrit (E 250) 

16 Asitlik Düzenleyici (E 575), Emülgatör (E 450), Lezzet Düzenleyici E621 

17 Soya Proteini, Aroma Arttırıcı E 621, Sodyum Nitrit (E 250), Sodyum Kazeinat 

18 Malto Dextrin, Asitlik Düzenleyici (E 575), Sodyum Nitrit (E 250) 

19 Stabilizatör (E 452), Lezzet Düzenleyici E621, Askorbik asit, 

20 Malto Dextrin, Stabilizatör (E 452), Sodyum Nitrit (E 250), Laktoz 

21 Sodyum Kazeinat, Emülsifiye edici E452, Dekstroz, 

22 Asitlik Düzenleyici (E 575), Emülgatör (E 450), Sodyum Nitrit (E 250) 

23 Asitlik Düzenleyici (E 575), Emülgatör (E 450), Dekstroz, 

24 Askorbik asit, Sodyum Nitrit (E 250), Laktoz, Stabilizatör (E 452) 

25 Asitlik Düzenleyici (E 575), Emülgatör (E 450), Lezzet Düzenleyici E621 

 

Tablo 3.2. Piyasadan toplanan sucuk örneklerine uygulanan ısıl iĢlem parametreleri 
Örnek No Fırın Sıcaklığı (oC) Hedef Alınan  

Merkez Sıcaklık (oC) 

Süre 

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 örneklerinde yapılan fizikokimyasal analizler  

 

Kayseri ve Afyon piyasasında temin edilen sucuk örneklerinde bazı fizikokimyasal ve duyusal 

testler yapılmıĢtır.  

 

3.2.1. Fizikokimyasal analizler 

 

a. % Nem içeriği: Örneklerin kuru madde ve nem miktarları nikel kaplarda tartılan10g analiz 

numunesinin 100°C‟de kurutma dolabında sabit tartım elde edilinceye kadar kurutulması ile 

belirlenmiĢtir. 

 

b. Tuz İçeriği: Sucuk örneklerinden 10‟ar g alınmıs ve üzerlerine 10 ml doymus borax 

çözeltisi ve 50 ml sıcak saf su eklenerek Ultra-Turrax„da 60 sn homojenize edilmistir. Daha 

sonra 50 ml su ile yıkanarak, toplam hacime ilave edilmistir. 15 dak kaynayan su banyosunda 

tutulduktan sonra soğutulmustur. Üzerine 2 ml Carrez I ve 2 ml Carrez II çözeltileri ilave 

edilmis ve 200 ml‟ye saf su ile tamamlanmıstır. Filtre kağıdından süzüldükten sonra bu 

süzüntüden 20 ml alınarak  %10 (g/g)‟luk potasyum kromat indikatörü eĢliğinde 0,1 N 

AgNO3 ile zayıf kalıcı kırmızı renk elde edilinceye kadar titre edilmiĢ ve % tuz miktarı, 

aĢağıdaki formülle hesaplanmıĢtır; 

  

% Tuz  =  
(g) miktarıÖrnek 

5.8448 x )(AgNO F x )AgNO (0.1N ml     33  

 

Burada; 

ml: titrasyonda harcanan 0,1 N AgNO3 „ın ml cinsinden miktarı, 

F: Titrasyonda harcanan 0,1 N AgNO3 „ın faktörü‟dür. 

 

c. aw değeri: Örneklerin aw değeri, aw cihazı kullanılarak belirlenmiĢtir. Cihaz kullanılmadan 

önce altı farklı tuz çözeltisi ile kalibre edilmiĢtir. Örneklerin bulunduğu özel plastik kapların 

kapakları açılarak cihazın ölçme kabinine yerleĢtirilmiĢ ve aw değeri belirlenmiĢtir. 

 

d. pH değeri:  Homojen hale getirilmiĢ örneklerden 10‟ar gram paralelli olarak tartılıp 

üzerine 100 ml saf su ilave edilerek Ultra – Turrax ile 1 dak. homojenize edildikten sonra pH 

değerleri pH–metre ile okunarak belirlenmiĢtir.  pH metre kullanılmadan önce uygun tampon 

çözeltiler ( pH 4.0 ve pH 7.0 ) ile kalibre edilmiĢtir. 

 

3.2.2. Duyusal Analizler 
 

Piyasadan temin edilen sucukların duyusal olarak değerlendirilmesi on panelist tarafından 

yapılmıĢ ve hedonik tip skala (1-9) kullanılmıĢtır. Sucuklar panelistlere dilimlenerek çiğ ve 

piĢirilmiĢ olarak sunulmuĢtur. 8-10 kiĢiden oluĢan panele, her gruba ait dilimlenmiĢ sucuk 

örnekleri kodlanarak verilmiĢ, çiğ ve piĢirilmiĢ örneklerin ayrı ayrı belirlenmiĢ parametreler 

üzerinden puan ortalamaları alınmıĢtır. 
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3.2.3. Sucuk Örneklerinde Laktik Asit Bakterilerinin Sayımı ve İzolasyonu 

 

Kayseri ve Afyon piyasasından temin edilen sucuk örneklerinde PCR-DGGE analizi ile tespit 

edilen laktik asit bakterilerinin saf kültürlerini elde etmek amacı ile ekim iĢlemleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġzolasyon için; 25 g sucuk örneği 225 ml distile su ile steril blender 

içerisinde homojenize edilmiĢtir. Elde edilen 10
–1

‟lik dilüsyondan içerisinde 9 ml‟lik steril 

distile su içeren tüplerde 10
–8

‟e kadar dilüsyonlar hazırlanmıĢtır. Hazırlanan tüm 

dilüsyonlardan MRS ve M17 agarlara yayma plak yöntemi ile ekim yapılmıĢtır. Ekim 

iĢlemleri tamamlanan M17 agarlı petriler, 30 °C‟ de aerobik ortamda, MRS agarlı petriler ise 

30 °C‟ de anaerobik ortamda 48– 72 saat süre ile inkübasyona tabi tutulmuĢtur. Ġnkübasyon 

süreci tamamlandıktan sonra bu petrilerden; tek düĢen, morfolojik olarak birbirinden farklı 

olan ve laktik asit bakterisi olduğu düĢünülen koloniler (mat, krem rengi, beyaz, küçük 

koloniler) öze yardımı ile alınarak yeni MRS ve M17 agar petrilere çizgi ekim yöntemi ile 

aktarılmıĢtır. Ekim yapılan petriler elde edildikleri ortam koĢullarında 48 saat süreyle 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Elde edilen izolatların tam olarak saflığı sağlanana kadar izolatlar 

çizgi ekim yöntemi ile MRS ve M17 agar petrilerinde pasajlanmıĢtır. Saf kültür haline 

getirilen izolatların ilk etapta gram boyama ve katalaz aktivitelerine bakılmıĢ; gram pozitif, 

katalaz negatif olan kültürlerden DNA izolasyonu yapılarak 16 S rRNA dizi analizinde 

kullanılmıĢtır. Kültüler ayrıca antimikrobiyal aktivite ve diğer testlerde kullanılmak üzere 

%20‟ lik gliserol içerisinde stoklanmıĢtır. Ayrıca laktik asit bakteri sayısını tespit etmek için 

sucuk örneklerinden hazırlanan dilüsyonlardan MRS agara dökme plak yöntemine göre ekim 

yapılmıĢ ve 30 ile 300 arasında koloni içeren petriler sayılmıĢtır. 

 

3.3. Piyasadan Toplanan Sucuk Örneklerinde Bulunan Laktikasit Bakterilerinin Kültür 

Bağımsız Yöntemle (PCR-DGGE) Tanımlanması 

 

3.3.1.  Sucuk örneklerinden DNA İzolasyonu 

 

Kayseri ve Afyon piyasasından temin edilen fizikokimyasal ve duyusal analizleri yapılan 

sucuklardan DNA izolasyonu yapılmıĢtır. DGGE ön denemelerde görülen zayıf bantların 

Ģiddetlendirilmesi amacıyla ticari DNA izolasyon kit (Qiagen) yöntemi modifiye edilerek 

kullanılmıĢtır. Buna göre; 10 g örnek stomacher torbası içerisinde 10 ml ringer çözeltisi ile 

birlikte homojenize edildikten sonra 2 ml homojenat 2 ml‟lik tüplere aktarılmıĢtır. Tüpler 

5000xg‟de 10 dak santrifüj edildikten sonra süpernatan dökülerek tekrar 2 ml daha homojenat 

çökelti üzerine ilave edilmiĢ ve 5000xg de 10 dak santrifüj yapılmıĢtır. OluĢan pellet 180 µl 

lizozimli izolasyon solüsyonu (20 mM Tris-HCl,  10 mM EDTA pH 8, 0.3mM lizozim) ile 

süspanse edilmiĢtir. Süspansiyon 37°C de 45 dak inkübe edildikten sonra 20 µl Proteinaz K 

ve 200 µl AL Buffer (Qiagen) eklenerek kısa süreli bir karıĢtırma iĢlemi uygulanmıĢtır. Tüpler 

önce 56°C de 30 dk sonra 95°C de 15 dk inkübe edilmiĢ ve daha sonra oda sıcaklığına 

soğutulmuĢtur. Tüplere 200 µl etanol eklenip kısa bir karıĢtırıldıktan sonra tüp içerikleri spin 

kolonlara alınmıĢtır. Spin klonlar 6000xg de 1 dak santrifüj edilerek DNA‟nın silika 

membranda tutulması sağlanmıĢtır. Spin klonlar önce 500 µl AW1 Buffer  (Qiagen) daha 

sonra ise yine 500 µl AW2 Buffer (Qiagen) ile yıkanmıĢtır. 2000xg de 3 dak .santrifüj edilen 

tüpler oda sıcaklığında yaklaĢık 30 dak kurumaya bırakılmıĢtır. Kurutma iĢleminin sonunda 

spin kolonlara 50 µl elüsyon buffer eklenip 6000xg de 3 dak santrifüj iĢlemi uygulanmıĢtır. 

Elüe edilen DNA‟ların konsantrasyonları spektrofotometrede (Shimadzu 1700) ölçülerek 

belirlenmiĢtir. Örneklere ait DNA‟ların konsantrasyonları ve DNA/protein oranları Tablo 

3.3‟de verilmiĢtir. 
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Tablo 3.3. Sucuk örneklerinden izole edilen DNA‟ların konsantrasyonları ve DNA/protein oranları 
 

Örnek No DNA ng/µl DNA/Protein Örnek No DNA ng/µl 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 florasına giren fermantatif bakterilerin belirlenmesi amacıyla PCR-DGGE analizi 

yapılmıĢtır. Son yıllarda 16S rRNA dizileri mikroorganizmaların tespiti ve filogenetik 

analizinde yaygın olarak kullanılmaya baĢlanmıĢtır. V3 bölgesinin değiĢkenliği, pek çok 

fermentatif bakterinin birbirinden ayrılmasını sağlayacak PCR primerlerinin dizaynı için 

yeterli seviyededir. Bu amaçla 16s rRNA geni üzerinde yaklaĢık 193 bç‟lik bir fragmenti 

amplifiye (V3 bölgesi) etmek üzere Tablo 3.4‟deki primerler kullanılmıĢtır. Denaturant 

gradient jel üzerinde yürütülen PCR ürününün çift zincirli yapısını korumak için ileri 

primerlerin 5‟ ucuna bir yüksek G-C içerikli bir GC clamp eklenmiĢtir. 

  
 

 

 
 
 
 

Şekil 3.1. 16S rRNA geninin ikincil yapısının 5‟ 
bölgesinin Ģematik gösterimi. KorunmuĢ 
bölgeler koyu, değiĢken bölgeler ise ince 
çizgilerle gösterilmiĢtir (kesikli çizgi yapısı 
yalnızca birkaç mikroorganizmada mevcuttur). 
16S rRNA‟nın bu bölgesi V1, V2 ve V3 
değiĢken bölgelerini içerir. Bu çalıĢmada V1 
bölgesini amplifiye etmek için kullanılan 
kullanılan P1/P2 primerleri gösterilmiĢtir (Klıjn 
et al., 1991). 
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Tablo 3.4. PCR Primerleri 
Hedef 
Bölge 
 

Primerler Sequence (5′→3′) Amplikon 
uzunlugu 

Literatür 

16S 
V3 

V3f 5‟ACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG-3‟  
 
  193 bç 

Muyzer 
ve ark., 
1993 

V3r 5‟ATTACCGCGGCTGCTGG-3‟   
GC klamp 5‟CGCCCGCCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGG C-3‟ 

 

 

3.3.2.2. PCR Karışımı ve Termal Döngü Şartları 

 

Bakteriyel DNA‟yı amplifiye etmek amacıyla 20 µl Taq PCR mix (Qiagen), 500 ng template 

DNA ve 0.8 µM ileri ve geri primerden oluĢan toplam 50 µl‟lik reaksiyon karıĢımı 

hazırlanmıĢtır. Termal döngü Ģartları thouchdown prosedürüne göre; 95 °C‟de 4 dak. ilk 

denatürasyon ve 95 °C‟de 1 dak,  denaturasyondan sonra annealing sıcaklığı 61 °C‟den 51 

°C‟ye 0.5°C/döngü hızla düĢürülmüĢ, 51 °C‟de 10 döngü daha gerçekleĢtirilmiĢtir, her 

döngüde 72 °C‟de 2.5 dak. ekstensiyon uygulanmıĢtır.   PCR ürünlerinin oluĢup oluĢmadığı 

1.5% (w/v) jelde ve 0.5×TBE buffer içerisinde agaroz elektroforezinde yürütülerek kontrol 

edilmiĢtir.  

 

3.3.2.3. DGGE Analizi 

 

PCR ürünlerinin DGGE analizinde Dcode sistem (BioRad) kullanılmıĢtır.  

 

3.3.2.3.1. Çözeltilerin Hazırlanması 

 

% 40 lık akrilamid/bis (37.5:1) hazırlanması: 38.93 g akrilamid (Sigma/ A9099) ve 1.07 g 

bis-akrilamid (Sigma/ M7279) tartılmıĢtır ve dH2O ile 100 ml‟ye tamamlanmıĢtır. 0.45µl‟lik 

filtreden geçirilerek 4
 o
C‟de muhafaza edilmiĢtir 

 

50 x TAE tamponunun hazırlanması: 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),  dH2O ile 1000 ml‟ye 

tamamlanmıĢtır. KarıĢım 120 
o
C‟de 15 dakika otoklav edildikten sonra oda sıcaklığında 

muhafaza edilmiĢtir. 

 

1 x TAE yürütme tamponunun hazırlanması: 140 ml 50 x TAE tamponuna 6860 ml dH2O 

ilave edilerek toplam hacim 7.000 ml tamamlanmıĢtır. 

  

% 10 luk amonyum persulfat hazırlanması: 1 g amonyum persulfat (Sigma/ A9164) tartılıp 

dH2O ile 10 ml‟ ye tamamlanmıĢtır, -20 
o
C‟de muhafaza edilmiĢ ve bir hafta boyunca 

kullanılmıĢtır. 

   

Dcode Boyama Solüsyonunun hazırlanması: 0.1 g bromfenol blue-xylene cyanol (Sigma/ 

B3269), 1 x TAE tamponu ile 10 ml‟ye tamamlanmıĢ ve oda sıcaklığında muhafaza 

edilmiĢtir. 

 

Dcode 2x Jel Yükleme Boyası Solüsyonu hazırlanması: 0.50 ml %2lik bromfenol blue-

xylene cyanol (Sigma/ B3269), 7 ml gliserol (Sigma /G5516), 2.5 ml dH2O ile 10 ml‟ ye 

tamamlanmıĢtır. 
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% 8 lik % 55 denaturant içeren jelin (high jel) hazırlanması: 20 ml % 40 akrilamid / bis 

(37.5:1), 22 ml deiyonize formamid (Sigma/ F9036), 23.1 g üre (Sigma/ U5378) ve 2 ml 50 x 

TAE tamponu dH2O ile 100 ml‟ye tamamlanmıĢtır. Hazırlanan solüsyon ultrasonik su 

banyosunda 20 dakika degaz edilmiĢ ve koyu renkli cam ĢiĢelerde muhafaza edilmiĢtir. 

 

% 8 lik % 15 denatürant içeren jelin (low jel) hazırlanması: 20 ml % 40 akrilamid / bis 

(37.5:1), 6 ml deiyonize formamid, 6.3 g üre ve 2 ml 50 x TAE tamponu, dH2O ile 100 ml‟ye 

tamamlanmıĢtır. Hazırlanan solüsyon ultrasonik su banyosunda 20 dakika degaz edilmiĢ ve 

koyu renkli cam ĢiĢelerde muhafaza edilmiĢtir. 

 

 

    Şekil 3.2. D-code mutasyon tespit sistemi 

 

 

3.2.3.2.2. Poliakrilamid jelin hazırlanması 

 

Yüksek konsantrasyonlu (% 55) ve düĢük konsantrasyonlu (%15) solüsyonların her birinden 

20 ml kullanılmıĢtır. Yüksek konsantrasyonlu solüsyona jeli renklendirerek görünürlüğünü 

sağlamak amacı ile 400 μl Dcode Boyama Solüsyonu ilave edilmiĢtir. Her iki solüsyonada 

jelleĢmeyi sağlamak amacı ile 14 μl TEMET (Tetrametilendiamin/ Sigma) ve 140 μl % 10‟luk 

APS (Amonyum Persülfat/ Sigma) eklenmiĢtir.  

 

Gradient jel oluturmak için DGGE (Dcode Universal Mutation Detection System /BioRad) 

sisteminin özel jel dökme aparatından faydalanılmıĢtır. 30 ml‟lik enjektörlerden birine %15, 

diğerine %55 denaturant içeren jel enjektörle çekilerek gradiyenti jel oluĢturacak olan aparata 

yerleĢtirilmiĢtir. Denaturant konsantrasyonu jelin altından üstüne doğru azalacak (%55 → 

%15) Ģekilde cam plakalar arasına yaklaĢık 10 ml/dak hızla jel dökülmüĢ ve ardından 

kuyucukları oluĢturacak olan tarak yerleĢtirilmiĢtir. Jelin polimerleĢmesi için minimum 2 saat 

beklenmiĢtir. Diğer taraftan DGGE tankına 7 litre 1 x TAE tampon konulmuĢ ve 60
 o

C sabit 

sıcaklığa ulaĢıncaya kadar ısıtılmıĢtır. Jel polimerleĢtikten sonra üzerindeki tarak çıkarılarak 

tanka yerleĢtirilmiĢ ve oluĢan kuyucuklar önce 1 x TAE tamponla yıkanmıĢtır. Daha sonra 40 

μl PCR ürünleri ve 7 μl jel yükleme boyası karıĢımı kuyucuklara sırası ile yüklenmiĢtir. 

Tampon sıcaklığı 60 ºC‟ye ayarlanmıĢ ve sistemin pompa çalıĢtırılmıĢtır. Sistem güç 

kaynağına bağlanarak örneklere önce 50 V‟da 10 dakika ardından 200 V‟da 3.5 saat elektrik 

akımı uygulanmıĢtır. Elektroforez sonunda tanktan çıkarılan jel 50 μg/ml etidyum bromide 

(Sigma / E1510) içeren 1xTAE buffer içerisinde 20 dakika  bekletildikten sonra 5 dakika saf 
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içerisinde bekletilerek yıkanmıĢtır. OluĢan bantlar jel görüntüleme sisteminde (GelDoc 

XR/BioRad) görüntülenmiĢtir. 

 

 

3.3.2.3.3. DGGE Bantlarının Dizi Analizi 

 

Her bir sucuk örneğine ait DGGE bantları, tek tek steril bir pipet ucu ile kesilerek içerisinde 

50 µl steril su bulunan tüplere aktarılmıĢtır.  Bantlar su içerisinde 4
o
C‟de 1 gece bekletilerek 

DNA‟nın suya geçmesi sağlanmıĢtır.  Su içerisine elüe olan DNA solusyonundan 2 µl 

kullanılarak tekrar PCR yapılmıĢ ve tekrar DGGE sisteminde yürütülmüĢtür. OluĢan tek 

bantlar alınarak 50 µl steril su içerisinde 4
o
C‟de 1 gece bekletilmiĢ ve DNA‟nın elüe olması 

sağlanmıĢtır. Bu iĢlem bir kez daha tekrar edilerek tek bantların saflaĢması sağlanmıĢtır. Son 

aĢamada GC clamp bulunmayan V3f ve V3r primerleri kullanılarak tekrar PCR yapılmıĢ ve 

PCR ürünleri ticari purifikasyon kiti (Qiagen) ile saflaĢtırılarak dizi analizi için RefGen 

(Teknokent, ODTÜ, Ankara)‟e gönderilmiĢtir. Refgen‟den gönderilen dizi analiz sonuçları 

Gen Bankası‟nın verileri ile karĢılaĢtırılarak her bir bandı oluĢturan bakteri tanımlanmıĢtır. 

 

3.4. Kültüre Alınan Laktikasit Bakterilerinin Moleküler Tekniklerle Tanımlanması 

 

Kayseri ve Afyon piyasasından temin edilen sucuk örneklerinden MRS ve M17 agara ekim 

yapıldıktan sonra morfolojik özelliklerine göre laktik asit bakterisi olduğu düĢünülen 

koloniler, çizgi ekim yöntemi saflaĢtırılmıĢtır. SaflaĢtırılan kültürlerden gram pozitif ve 

katalaz negatif özellik gösteren toplam 125 izolattan aĢağıda verilen yöntem takip edilerek 

DNA izolasyonu gerçekleĢtirildikten sonra repPCR (GTG5) ve 16 SrRNA sekans analizi ile 

tanımlanmıĢtır. 

 

3.4.1. Saf Kültürlerden DNA İzolasyonu 
 

Saf kolonilerden öze ile 2-3 loop alınarak 2 ml‟lik eppendorf tüplere aktarılmıĢtır. Tüplere 

180 µl lizozimli izolasyon solüsyonu (20 mM Tris-HCl,  10 mM EDTA pH 8, 0.3mM 

lizozim) ilave edilerek süspanse edilmiĢtir. Süspansiyon 37°C de 45 dak inkübe edildikten 

sonra 20 µl Proteinaz K ve 200 µl AL Buffer (Qiagen) eklenerek kısa süreli bir karıĢtırma 

iĢlemi uygulanmıĢtır. Tüpler önce 56°C de 30 dk sonra 95°C de 15 dk inkübe edilmiĢ ve daha 

sonra oda sıcaklığına soğutulmuĢtur. Tüplere 200 µl etanol eklenip kısa bir karıĢtırıldıktan 

sonra tüp içerikleri spin kolonlara alınmıĢtır. Spin klonlar 6000xg de 1 dak santrifüj edilerek 

DNA‟nın silika membranda tutulması sağlanmıĢtır. Spin klonlar önce 500 µl AW1 Buffer  

(Qiagen) daha sonra ise yine 500 µl AW2 Buffer ile yıkanmıĢtır. 2000xg de 3 dak .santrifüj 

edilen tüpler oda sıcaklığında yaklaĢık 30 dak kurumaya bırakılmıĢtır. Kurutma iĢleminin 

sonunda spin kolonlara 50 µl elüsyon buffer eklenip 6000xg de 3 dak santrifüj iĢlemi 

uygulanmıĢtır. Elüe edilen DNA‟ların konsantrasyonları spektrofotometrede (Shimadzu 1700) 

ölçülerek belirlenmiĢtir.  

 

3.4.2. Saf Kültürlerin Rep-PCR (GTG5) Analizi 

 

Genom üzerinde tekrarlayan dizilerin PCR ile amplifikasyonuna dayanan (rep-PCR) 

fingerprint yöntemi, yakın iliĢkili türlerin veya tür içerisindeki farklı suĢların baĢarılı bir 

Ģekilde tanımlanmasını  sağlamaktadır.  Proje kapsamında tüm örneklerden toplam 125 izolat 

elde edilmiĢtir. Bu izolatların  tanımlanmasında 16 S rRNA geninin tüm baz dizisinin dizi 

analizi ile ortaya çıkarılmasına ilave olarak rep PCR (GTG5) yöntemi ile fingerprint  analizi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Diğer taraftan, aynı türe ait izolatların bir çok defa dizi analizinin 



20 

 

yapılması maliyeti artıracağı için rep-PCR analizi ile aynı türler arasında bir ön eleme 

yapılması da mümkün olmuĢtur.  Bu amaçla 15 µl Taq PCR mix (Qiagen), 100 ng her bir saf 

kültürden izole edilen template DNA ve 0.8 µM GTG5 (5'-GTG GTG GTG GTG GTG-3') 

primerden oluĢan toplam 30 µl‟lik reaksiyon karıĢımı hazırlanmıĢtır. Termal döngü Ģartları; 

95 °C‟de 10 dak. ilk denatürasyon ve 94 °C‟de 1 dak,  denaturasyondan sonra 40°C‟de 1 dak. 

annealing ve her döngüde 65 °C‟de 8 dak ekstensiyon uygulanmıĢtır.  Toplam 32 döngü 

uygulanmıĢ olup en son ekstensiyon aĢaması   65 °C‟de 16 dak. olarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

PCR ürünleri daha sonra %2‟lik agaroz jelde 20 X 20 cm‟lik bir yatay elektroforez tankında  

50 V‟luk sabit voltajda 4 °C‟de 16 saat yürütüldükten sonra görüntülenmiĢtir. Jel 

görüntülerinin daha sonra Bionumerics software kullanılarak cluster analizi yapılmıĢtır.  

 

3.4.3. 16 S rRNA Geninin Baz Dizisinin Ortaya Çıkarılması ve Gen Bankasındaki 

Dizilerle  Karşılaştırılması 

 

Rep-PCR analizi ile izolatların akrabalık iliĢkileri ortaya çıkarılmıĢtır. Farklı türden oldukları 

belirlenen izolatların her birinden en az iki adet seçilmiĢ ve yaklaĢık 1500 bazlık 16 S rRNA 

geninin tüm dizisi ortaya çıkarılarak tanımlanmıĢtır. Bu amaçla 25 µl Taq PCR mix (Qiagen), 

500 ng her bir saf kültürden izole edilen template DNA ve 0.8 µM ileri primer  LPW57 (5‟-

AGTTTGATCCTGGCTCAG-3‟) ve 0.8 µM geri primerden LPW205 (5‟-

CTTGTTACGACTT CACCC-3‟) oluĢan toplam 50 µl‟lik reaksiyon karıĢımı hazırlanmıĢtır. 

Termal döngü Ģartları; 95 °C‟de 10 dak. ilk denatürasyon ve 94 °C‟de 1 dak,  denaturasyondan 

sonra 58°C‟de 1 dak annealing ve her döngüde 72 °C‟de 2 dak ekstensiyon uygulanmıĢtır.  

PCR ürünlerinin oluĢup oluĢmadığı 1‟lik % (w/v) jelde ve 1 ×TBE buffer içerisinde agaroz 

elektroforezinde yürütülerek kontrol edilmiĢtir. OluĢan PCR ürünleri ticari purifikasyon kiti 

(Qiagen) ile saflaĢtırılarak dizi analizi için RefGen (Teknokent, ODTÜ, Ankara)‟e 

gönderilmiĢtir. Refgen‟den gönderilen dizi analiz sonuçları Gen Bankası‟nın verileri ile 

karĢılaĢtırılarak her bir izolat tanımlanmıĢtır. 
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4. BULGULAR  

 

Projede, starter kültür kullanılmadan geleneksel yöntemlerle üretilen sucuklarda spontan 

olarak geliĢen fermantatif bakterilerin moleküler teknikler kullanılarak tanımlanması, 

oranlarının belirlenmesi, bu fermantatif bakteriler sucuklardan izole edildikten sonra 

sucuklarda bulunma oranı, sıklığı ve kompozisyonu dikkate alınarak model starter kültür 

kombinasyonlarının oluĢturulması ve model starter kültürler kullanılarak üretilecek sucuk 

örneklerinin duyusal, mikobiyolojik ve kimyasal kalite özelliklerinin incelenerek ticari starter 

kültürlerin kullanıldığı örneklerle kıyaslanması hedeflenmiĢtir. 

 

4.1. Piyasadan temin edilen sucuk örneklerinde yapılan analizlerin sonuçları 

 

4.1.1. Fizikokimyasal Analizler 

 

Projede Kayseri ve Afyon piyasasında satıĢa sunulan geleneksel yöntemle üretilmiĢ toplam 25 

sucuk örneğinin incelenmesi öngörülmüĢtür. Bu amaçla 1. rapor döneminde her iki ilimizdeki 

farklı marka ve üretim yerlerinden toplam 25 sucuk örneği satın alınmıĢ ve çalıĢma için uygun 

olduğu belirlenen örneklerin ortalama % kurumadde içeriği, %tuz içeriği, aw ve pH değerleri 

belirlenmiĢtir. iyasadan toplanan sucuk örneklerinde yapılan fizikokimyasal analizlerin 

sonuçları Tablo1‟de verilmiĢtir. 
 

Tablo 4.1. Piyasadan toplanan  sucuk örneklerinin fizikokimyasal analizlerin sonuçları 

 

Örnek No 
Nem 

(%) 
pH aw 

Tuz 

(%) 
Örnek No 

Nem 

(%) 
pH aw 

Tuz 

(%) 

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 Sonuçları 

 

10 kiĢiden oluĢan panele, her gruba ait dilimlenmiĢ sucuk örnekleri kodlanarak verilmiĢ, ayrı 

ayrı çiğ ve piĢirilmiĢ örnekler belirlenmiĢ parametreler üzerine puan ortalamaları alınmıĢtır.  

Sonuçlar Tablo 4.2‟de verilmiĢtir. 
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Tablo 4.2.  Piyasadan toplanan  sucuk örneklerinin duyusal analiz sonuçları 

 
Örnek No Kesit 

Yüzey Rengi 

Dış 

Yüzey Rengi 

Tekstür Tat ve Koku Genel 

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 Örneklerinden Laktik Asit Bakterilerinin Sayımı ve İzolasyonu 

 

Kayseri ve Afyon piyasasından temin edilen sucuk örneklerinde PCR-DGGE analizi ile tespit 

edilen laktik asit bakterilerinin saf kültürlerini elde etmek amacı ile ekim iĢlemleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Laktik asit bakteri sayısını tespit etmek için sucuk örneklerinden 

hazırlanan dilüsyonlardan MRS agara dökme plak yöntemine göre ekim yapılmıĢ ve 30 ile 

300 arasında koloni içeren petriler sayılmıĢtır (Tablo 4.3). 
 

Tablo 4.3. Kayseri ve Afyon piyasasından temin edilen sucuk örneklerinin Laktik asit bakteri sayısı 
 

Örnek No Laktik Asit Bakteri (log kob/g) Örnek 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 Örneklerinde Bulunan Laktikasit Bakterilerinin Kültür 

Bağımsız Yöntemle (PCR-DGGE) Tanımlanması 

 

4.2.1. PCR-DGGE Analiz Sonuçları 

 

Sucuk florasına giren fermantatif bakterilerin belirlenmesi amacıyla PCR-DGGE analizi 

yapılmıĢtır. Bu amaçla 16s rRNA geninin V3 bölgesi üzerinde yaklaĢık 193 bç‟lik bir 

fragment amplifiye edilmiĢtir.  

 

Sucuk florasını oluĢturan farklı türlerdeki bakterilerin PCR ürünleri farklı baz dizilimleri 

dolayısıyla farklı Tm değerine sahip olduğu için DCode sistem (BioRad) kullanılarak, jelde 

farklı noktalarda denature olarak birbirlerinden ayrılmıĢtır.  

 

OluĢan tek bantlar alınarak tekrar PCR yapılmıĢ ve PCR ürünleri ticari purifikasyon kiti 

(Qiagen) ile saflaĢtırıldıktan sonra dizi analizi için RefGen (Teknokent, ODTÜ. Ankara)‟e 

gönderilmiĢtir. Dizi analiz sonuçları Gen Bankası‟nın verileri ile karĢılaĢtırılarak her bir bandı 

oluĢturan bakteri tanımlanmıĢtır (Tablo 4.4). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                      

         Şekil 4.1a. Sucuk örneklerinin 16sRNA V3 bölgesine göre DGGE  
                      profili (1- 12. örnekler) 
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     Şekil 4.1b. Sucuk örneklerinin 16sRNA V3 bölgesine göre DGGE profili  
                (13- 25. örnekler)  
 
 

Tablo 4.4. 16 S rRNA‟nın V3 Bölgesinin DGGE analizi ile tanımlanan bakteriler  

Örnek 

No 

Bant 

No 

Bakteri BLAST 

Benzerliği 

(%) 

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 
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Tablo 4.5.  V3 Bölgesine Göre Tespit edilen bakterilerin genel  
olarak bulunma sıklığı 
 

Bakteri Bulunma sıklığı 

(%) 

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. Kültüre Alınan Laktikasit Bakterilerinin Moleküler Tekniklerle Tanımlanması 

 

Kayseri ve Afyon piyasasından temin edilen sucuk örneklerinden MRS ve M17 agara ekim 

yapıldıktan sonra saflaĢtırılan kültürlerden DNA izolasyonu gerçekleĢtirildikten sonra repPCR 

(GTG5) ve 16 SrRNA sekans analizi ile tanımlanmıĢtır. 

 

4.3.1. Saf Kültürlerin Rep-PCR (GTG5) Analizi 

 

Tüm örneklerden toplam 110 izolat elde edilmiĢtir. Aynı türe ait izolatların bir çok defa dizi 

analizinin yapılması maliyeti artıracağı için rep-PCR analizi yapılarak aynı türler arasında bir 

ön eleme yapılmıĢtır. GTG5 (5'-GTG GTG GTG GTG GTG-3') primeri kullanılarak elde 

edilen amplifikasyon ürünleri yatay elektroforez tankında  50 V‟luk sabit voltajda 4 °C‟de 16 

saat yürütüldükten sonra görüntülenmiĢtir. Jel görüntülerinin daha sonra Bionumerics 

software kullanılarak cluster analizi yapılmıĢtır. Bu analize ait sonuçlar Ek 1‟de verilmiĢtir.  

 

4.3.2. 16 S rRNA Geninin Baz Dizisinin Ortaya Çıkarılması ve Gen Bankasındaki 

Dizilerle  Karşılaştırılması 

 

Rep-PCR analizi ile izolatların akrabalık iliĢkileri ortaya çıkarılmıĢtır. Farklı türden oldukları 

belirlenen izolatların her birinden en az iki adet seçilmiĢ ve yaklaĢık 1500 bazlık 16 S rRNA 

geninin tüm dizisi ortaya çıkarılarak tanımlanmıĢtır. OluĢan PCR ürünleri ticari purifikasyon 

kiti (Qiagen) ile saflaĢtırılarak dizi analizi için RefGen (Teknokent, ODTÜ, Ankara)‟e 

gönderilmiĢtir. Refgen‟den gönderilen dizi analiz sonuçları Gen Bankası‟nın verileri ile 

karĢılaĢtırılarak her bir izolat tanımlanmıĢtır (Tablo 4.5). 
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5. TARTIŞMA ve  SONUÇ 

 

Projede geleneksel fermente Türk sucuğunun tat ve aroma gibi karakteristik özelliklerinin 

korunması, teknolojik özelliklerinin geliĢtirilmesi ve hijyenik kalitesinin artırılması amacıyla 

spontan olarak geliĢen fermantatif bakterilerin starter kültür olarak kullanım potansiyelinin 

araĢtırılması hedeflenmiĢtir. Bu amaçla; starter kültürler kullanılmadan geleneksel 

yöntemlerle üretilen sucuklarda spontan olarak geliĢen fermantatif bakteriler moleküler 

teknikler kullanılarak tanımlanmıĢ ve sucukta bulunma oranlarının belirlenmiĢtir.  

 

Kayseri ve Afyon piyasasından toplam 25 adet sucuk temin edilmiĢ ve fermantatif bakteriler 

moleküler yöntemlerle tanımlanmıĢtır. Sucukların PCR-DGGE analizine göre sucuklarda L. 

sakei %30, W. Viridescens %23, L. curvatus %15 ve L. brevis‟in %5 oranında bulunduğu 

tespit edilmiĢtir.  Sucuklardan izole edilen bakterilerin 16 S rDNA ve rep-PCR (GTG5) 

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 oranında  

bulunduğu tespit edilmiĢtir. 

 

Cocolin ve ark. (2004) yaptıkları çalıĢmada geleneksel yöntemlerle laboratuar koĢullarında 

ürettikleri taze sucuk örneklerinin üretimin birinci, üçüncü, altıncı ve onuncu günlerdeki 

mikrobiyel içeriklerini hem klasik hem de moleküller yöntemlerle analiz etmiĢlerdir. YapmıĢ 

olduklar bu çalıĢma sonucunda son zamanlarda laktik asit bakterilerinin karakterizasyonunda 

sıkça kullanılmaya baĢlanan rep-PCR yönteminin RAPD-PCR yöntemine göre izolatlar 

arasındaki ayrımı ortaya koymada daha baĢarılı bir yöntem olduğu sonucuna varmıĢlardır. 

 

Gevers ve ark.117, laktik asit bakterilerinin tanımlanmasında hızlı ve tekrarlanabilir bir 

genomik parmak izi analiz metodu olan rep-PCR (REP-PCR, BOX-PCR) yöntemlerinin 

uygulanabilirliğini tespit amacıyla yapmıĢ oldukları çalıĢma sonucunda  farklı fermente sucuk 

örneklerinden izole edilen laktik asit bakterilerini tür, alt tür hatta suĢ seviyesinde ayırmada bu 

yöntemin çok uygun bir yöntem olduğunu tespit etmiĢlerdir. Bu çalıĢmada da literatür 

sonucuna benzer olarak test izolatlar arasındaki ayrımı ortaya koymada bu yöntemin 

uygulanabilirliğinin yüksek olduğu görülmüĢtür. 

 

Olive ve Bean 147, yaptıklar bir araĢtırma sonucunda rep-PCR yönteminin, 16S-23S spacer 

bölgelerinin analiz yöntemine göre bakteriler arasındaki ayrımı ortaya koymada daha etkin 

olduğunu belirtmiĢlerdir. ÇalıĢmada, rep-PCR analiz yöntemi olan BOX-PCR metodunun 

türler arasındaki ayrımı ortaya koymada 16S-23S rRNA PCR‟na göre daha etkili olduğu 

sonucuna varılmıĢtır. 

 

Yapılan çalıĢmada L.sakei‟nin baskın tür olarak belirlenmesi bazı çalıĢmalarla benzerlik 

(Özdemir ve ark., 1999; - Parente ve ark., 2001;  Conter ve ark., 2005; Greco ve ark., 2005;  

Comi ve ark., 2005; Garcia-Fontan ve ark., 2007) gösterirken dominant türün L. plantarum 

olarak belirlendiği bazı çalıĢmalarla (Toksoy ve ark., 1999; Kaban 2007; Drosinos ve ark., 

2007), paralellik arz etmemektedir. Yapılan araĢtırmada L. sakei baskın tür olarak bulunurken 

diğer çalıĢmalarda baskın tür olarak tespit edilen L.plantarum’un örneklerde bulunamaması, 

sucuğun üretim teknolojisi, olgunlaĢtırma ve muhafaza Ģartlar ile fermantasyon 

sıcaklıklarındaki farklılıklardan kaynaklandığı düĢünülmektedir. 

 

Sonuç olarak küreselleĢmenin giderek yaygınlaĢtığı günümüzde uluslararası pazarda 

tutunabilmenin en önemli yolu farklılaĢmak olmuĢtur. Bu nedenle de 21. yüzyılda dünya 
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küreselleĢse de, bu olguya karĢılık yükselen trend, “gelenekselleĢmek” olmuĢtur. Özellikle 

geliĢmiĢ ülkeler hem küreselleĢme ve geliĢen dünyada tutunabilmek, hem de değerlerini 

korumak adına geleneksele doğru bir yola girmiĢlerdir. Bu yöneliĢ gıda üretiminde de kendini 

göstermekte ve AB  ülkelerinde geleneksel gıdaların üretim ve pazarlamasının ekonomik 

boyutları giderek büyümektedir. AB geleneksel ürünlere olan talebi değerlendirmek ve bu 

ürünlerin üretiminin çeĢitlenerek sürdürülebilirliğini sağlamak adına önemli mevzuat 

düzenlemelerine gitmiĢtir. Öyleki yürütülen Tradisausage, (QLK1 CT-2002) isimli bir proje 

ile fermente sosislerin geleneksel özelliklerinin korunarak kalitesinin yükseltilmesi ve 

üretimiminin standardize edilmesi hedeflenmiĢtir. Ülkemize ise fermente Türk sucuğunun 

korunmasına yönelik çalıĢmaların yapılması ve sucuk, pastırma gibi ülkemize özgü ürünlerin 

ihraç edilerek yurtdıĢında da bir damak tadı oluĢturulmasına yönelik çalıĢmalar 

desteklenmelidir. Bu amaçla sucuğa özgü geleneksel nitelikleri kazandıran en önemli 

faktörlerden birisi olan yerel mikrofloranın güvenilir ve hassas yöntemlerle tanımlanması 

ülkemize özgü değerlerin korunması ve yaĢatılması açısından önem taĢımaktadır. 

 

Ülkemizde bazı iĢletmeler ticari starter kültürlerin Türk sucuğuna özgü tat ve aromayı 

vermediği gerekçesi ile bu kültürlerin kullanımından kaçınmaktadır. Ancak bu Ģekilde üretilen 

sucuklarda bazı görülen bazı teknolojik problemler ve mikrobiyolojik bozulmalar ekonomik 

kayıplara neden olmaktadır. Dolayısıyla sucuk hammadesi ve üretim teknolojisine iyi adapte 

olmuĢ fermantatif bakterilerin starter kültür olarak kullanımının bu tür ekonomik kayıpları 

önleyeceği ve üretim potansiyelini artıracağı düĢünülmektedir.  

 

Günümüzde hayvansal protein tüketimi geliĢmiĢlik ölçüsü olarak kabul edilmektedir. 

Beslenmemizde önemli bir yeri olan hayvansal proteinlerin büyük bir bölümü et ve et ürünleri 

tüketilerek sağlanmaktadır. Tüketicilerin arzu ettiği tat ve lezzette ve teknolojik olarak daha 

yüksek kalitede üretilecek sucuğun tüketiminin daha da artacağı tahmin edilmektedir. Bu 

durum tüketicilerin beslenmesi üzerinde olumlu etkide bulunacağı gibi sucuk üretiminin 

artırılmasına ve buna bağlı olarak bu alanda faaliyet gösteren sektöre dolayısıyla ülke 

ekonomisine ve istihdama katkı sağlayacağı düĢünülmektedir.  

 

Diğer taraftan geleneksel gıda ürünleri bir ülkenin tanıtımında rol oynayan önemli kültür 

miraslarıdır. Dolaysıyla bu ürünlerin korunması ve tanıtılması tarihi değerlerimize sahip 

çıkılması ve turizm potansiyeliminiz artırılması açısından da önemli bulunmaktadır. 
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Ek 1. REP-PCR Analiz Sonuçları 
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