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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

FERMENTE SUCUKLARDA NITRIT YERINE NiSIN KULLANIMININ BAZI
GIDA PATOJENLERI UZERINE ETKILERI

Dilek DEMIRKOL
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dal1
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Gokhan AKARCA

Bu arastirmada, farkli oranlarda nitrit ve nisin ilaveleriyle {iretilen sucuk hamurlarina et
ve et driinlerinde gelismesi muhtemel dort oncelikli gida patojeni (Escherichia coli,
Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes) inokiile edilmis ve
fermente edilerek olgunlasmasi tamamlandiktan sonra kontrol numuneleriyle

kiyaslanarak gida patojenlerindeki sayilarin logaritmik olarak degisimleri incelenmistir.

7. giin sonunda incelenen patojen sayilarina gore inokiile edilen gida patojenleri
icerisinde nisin’in inhibe edici etkisinin en fazla oldugu patojenin Staphylococcus
aureus, en az etkili oldugu patojenin ise Salmonella spp. oldugu gézlenmekle birlikte
nitrit yerine nisin kullaniminin genel olarak bu dort patojen iizerinde inhibe edici

ozellige sahip oldugu gozlenmistir.

2019, xii + 82 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

THE EFFECTS OF THE USE OF NITRITE IN FERMENTED SUCKS ON SOME
FOOD PATHOGENES

Dilek DEMIRKOL
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering
Supervisor: Asst. Prof. Gokhan AKARCA

In this study, four primary food pathogens (Escherichia coli, Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes), which are likely to develop in meat
and meat products with different ratios of nitrite and nisin additions, were inoculated
and fermented and compared with the control samples. logarithmic changes were

investigated.

At the end of the 7 th day, the pathogen in which the inhibitory effect of nisin was the
most abundant in the inoculated food pathogens according to the number of pathogens
examined was Staphylococcus aureus, and the least effective pathogen was Salmonella
spp. It has been observed that the use of nisine instead of nitrite has an inhibitory

property on these four pathogens.

2019, xii + 82 pages
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1. GIRIS

Diinya niifusunun gittikce ¢ogalmasiyla, gidaya olan ihtiya¢ giin gectikge giderek
artmaktadir. Et, insan sagligi ve dengeli beslenmede zamanla en 6nemli gida maddesi
haline gelmis, bu durum et ve et {iriinlerine olan talebin de gittikge artmasina sebep
olmustur.  Nifusun hizla arttigi Tirkiye’de de saglikli ve dengeli beslenmenin
gerceklesebilmesi i¢in kirmizi et ve et mamiilleri tiikketimi ve iiretimi son derece

onemlidir. (Lorcu ve Bolat 2012, Tosun ve Demirbas 2012).

Hayvansal protein tiiketiminin gelismislik gostergesi olarak goriildiigii glinimiizde,
onemli bir gida kaynagi olan kirmiz1 et, taze haliyle tiiketildigi gibi tat ve aromalari
gelistirilerek ve farkli teknolojik islemlerle elde edilen mamiiller olarak da tiiketime
sunulmaktadir. Bilim ve teknoloji alanindaki gelismelerle birlikte et sanayisinde de
ilerlemeler kaydedilmistir. Tiim bunlarla birlikte et tiikketimi fazlalasmis ve iiretilen etin
cogunlugu et mamiilleri yapim igin degerlendirilmeye baslanmustir. Ulkemizde ilk
sirada fermente sucuk olmakla birlikte sosis ve salam tiiketilen et tiriinlerinin basinda

gelmektedir (Erdogrul ve Ergiin 2005).

Besleyicilik o6zelligi yiiksek olan et ve et driinlerinin iiretim asamalarinda ve
muhafazasinda hijyen kosullarina yeterince dikkat edilmemesi dogrudan insan sagligini
olumuz etkileyebilecek patojen mikroorganizmalarin kontaminasyonlarmma ve
iremelerine, dolayisiyla gida kaynakli enfeksiyon ya da intoksikasyonlara sebebiyet
verebilmektedir. Bu nedenle enfeksiyon ve intoksikasyonlarda et ve et iirlinleri biiyiik

olgtide 6nemlidir (Sezgin 2013).

Mikrobiyal kontaminasyon et endiistrisinde ciddi giivenlik ve kalite sorunlarma neden
olmaktadir. Et ve et liriinleri, mikrobiyal bliyiimeyi desteklemek i¢in yeterli miktarda su
aktivitesine (aw), protein igerigine ve uygun pH degerine sahip besinlerdir. Et
tirtinlerinde bulunan mikroorganizmalar iriinlerin tiirline bagli olarak bakterilerden
mayalara, kiiflere ve virlislere kadar genis bir yelpazededir. Bugiline kadar et
endiistrisindeki mikrobiyal problemler cogunlukla bakterilerden kaynaklanmaktadir

(Hui 2012, Woraprayote et al. 2016).



Et ve et tiriinlerinde mikrobiyal riskleri en aza indirmek ya da yok ederek raf dmiirlerini
uzatmak, organoleptik Ozelliklerinin ve kalite oOzelliklerinin iyilestirilmesi ve
gelistirilmesi igin iiretimin farkli asamalarinda tuz, sorbat, nitrat ve nitrit gibi kimyasal
maddeler, CO, ve N, gibi gazlar, starter kiiltiirler, bakteriyosin ve antibiyotik gibi
degisik katki maddeleri giiniimiizde sik¢a kullanim alanina sahiptir (Hampikyan 2006,
Boga ve Binokay 2010).

Yapilan ¢alismalarda et ve et liriinlerinde kullanilan nitrat ve nitritin alim siklig1, dozu
ve sekline bagli olarak akut ve kronik zehirlenmelere sebep olmasi ve insan saglig
acisindan risk olusturdugu bunun yaninda pisirme ve sindirim sirasinda diger
bilesenlerle  girdikleri  reaksiyonlar sonucu kanserojenik  form  olusturma
potansiyellerinin oldugu ortaya ¢ikmistir. Tiim diinyada kullanimlart ile ilgili yasal
sinirlamalar bulunan bu katki maddelerinin insan saglig1 tizerine etkileri tiiketicilerde
olumsuz algiya sebep olmakta, dogal katkili et {irlinlerine olan taleplerin arttig1 ortaya

cikmistir (Y1ldiz Turp ve Sucu 2016)

Laktik asit bakterileri (LAB) bakteriyosinleri, bakteriyosin iireten LAB’1n ¢ogunun gida
kokenlerinden izole edilmesi ve GRAS (generally recognised as safe/ genel olarak
giivenilir) olarak kabul edilmeleri sebebiyle dogal ve giivenilir antimikrobiyal katki
maddesi olarak tizerinde en ¢ok durulanidir (Deegan et al. 2006, Woraprayote et al.
2016).

Bu calismada, fermente sucuklarda kullanilan ve olumsuz etkilere sahip oldugu bilinen
nitrit yerine insan saglhigi agisindan giivenilir oldugu kabul edilmis bir bakteriyosin olan
nisin  kullanommin gida patojenlerinden Escherichia coli, Salmonella spp.,

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes iizerine etkileri incelenmistir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Etin Insan Beslenmesindeki Onemi

Et, B grubu vitaminlerin, yiiksek biyolojik degerli protein ve minerallerin 6nemli bir
kaynag1 olmasi ve besleyicilik 6zelligi ile saglikli bir beslenmenin 6nemli bir pargasidir.
Bu sebeple et iirlinlerinin tiiketimi saglik agisindan son derece 6nemlidir (Toldra and

Milagro 2011, Ozbay Dogu ve Sarigoban 2015).

%751 su olan kirmiz1 etin %20’si protein, %3’lik kismi1 yag, %1°i karbonhidrat, %1’
ise vitamin ve mineral madde ihtiva etmektedir. 100 gram kirmizi etin tiiketilmesi
halinde yaklasik 119 kcal’lik (500 Kj) bir enerji vermektedir. Insan beslenmesinde
tiketilen 100 gr kirmizi et, giinliik alinmasi tavsiye edilen kobalaminin (Bi2) %37’sini,
demirin (Fe) %12’sini, niasinin (Bz) %25’ini, pridoksinin (Bg) %18’ini, selenyumun
%24’ inli ve c¢inkonun (Zn) %32’sini karsilayabilmektedir. Bunlarin disinda insan
beslenmesinde 6nemi yiiksek olan omega-3, A ve E vitaminlerini, bunlarin yaninda
bagisiklik sisteminini diizenleyici ve antioksidan etkisi olan ve obezite takibinde 6nemli
bir rolii olan bir yag asidi olan konjuge linoleik yag asidi (CLA) de yapisinda
bulundurmaktadir (Sireli ve Artik 2014).

2.2 Fermente Et Uriinleri

Bilim ve teknoloji alanlarindaki ilerlemelerle birlikte et sektoriinde de ilerlemeler
gerceklesmistir. Bununla birlikte et tiretimi ve tiikketimi artmus, et iiretiminin gogunlugu
et mamiilleri olarak degerlendirilmeye baslanmistir. Et {irlinli; sogutma ve dondurma
gibi fiziksel islemlerle raf omrii arttirilan taze etler disinda farkli teknolojik islemlerden
gegirilerek dayanikliligi arttirilmis yeni tat, renk, koku ve dis goriiniis kazandirilmis
iiriin olarak tarif edilmektedir. Tiirk Gida Kodeksi Et Uriinleri Tebligine gore de et
iriindi; “etin islenmesinden veya islenmis iirlinlerin daha ileri diizeyde islenmesiyle elde
edilen ve kesit ylizeyi ¢ig etin karakteristik 6zelliklerini gdstermeyen triinler” olarak

tanimlanmaktadir (Erdogrul ve Ergiin 2005, Bilge 2010, Anonim 2019).



Onemli bir gida kayna@: olan et, taze haliyle tiiketilebildigi gibi cesitli yontem ve
teknolojik islemlerle farkli aroma ve lezzet kazandirilmak amaciyla dayaniklilig
arttirilmak suretiyle iiretilen iiriinler olarak da tiiketilebilmektedir. Ulkemizde fermente
sucuk olmak basta olmak iizere pastirma, salam ve sosis de tiiketimi yiiksek olan et

tirtinleri arasindadir (Erdogrul ve Ergiin 2005, Bilge 2010).

Fermente et mamiilleri; kiyilmis et ile hayvansal yagin, nitrit ya da nitrat, tuz, seker,
degisik baharatlar ve/veya starter kiiltiirlerle karistirllmak suretiyle olusturulan hamurun
tabii ya da suni kiliflara doldurulmasi, ardindan kurumasi ve fermantasyon islemi

uygulanmasiyla yapilmaktadir (Hugas ve Monfort 1997, Soyer 2002, Bilge 2010).

Gidalara uygulanan fermantasyon ve kurutma islemleri en eski koruma yontemleri
arasinda yer almaktadir. Fermantasyonun M.O. 2500 ve daha eski yillarda kullanildig
bilinmektedir. Kiyilmis etin ve ¢esitli ¢esni maddelerinin karistirilarak hayvan bagirsagi
icine doldurulmasi ve kurutulmasimnin ilk olarak Orta Asya’da yasayan Tiirk
kavimlerinde goriildiigii ileri siiriilmektedir. Dogu toplumlarindaki zengin kaynaklarin
ve kiiltiirtin bat1 toplumlaria gog, savas gibi sosyolojik ve diger faktorler yoluyla gecisi
sonucunda Avrupa toplumlarinin fermente gidalar ile karsilagtigi tahmin edilmektedir
(Cebirbay 2014).

Uzun senelerdir kullanilan gida koruma ve iiretim yollarindan biri olan fermantasyon,
vitamin ve elzem amino asitlerin senteziyle gida maddelerinin besin degerini yiikselten
ve bozulmadan korunmasini saglayan dogal bir metottur. Fermantasyon islemiyle
gidalarmn sindirilebilme 6zelligi arttirilirken, pismemis gidalarda var olan tanen, fitat ve
polifenol gibi arzu edilmeyen maddelerin yikimi ve detoksifikasyonu da
gerceklestirilmektedir (Kabak ve Dobson 2011, Karagil ve Acar Tek 2013).

Besleyicilik orani yiiksek ve proteince zengin olan kirmizi et, hijyen eksikliginde
ve/veya dogru muhafaza kosullarinda saklanmadiginda kolaylikla bozulabilir yapidadir
dolayisiyla raf omrii kisa olan bir gida maddesidir. Etin dayanikliligini arttirabilmek
amaciyla uygulanan fermantasyon iglemi, su aktivitesini diisiirmek i¢in yapilan iglemler
ve tuz eklenmesi gibi yontemlerle birlikte gerceklestirildiginde etkili bir koruma
saglamaktadir (Campbell-Platt and Cook 1995, Bilge 2010).



2.3 Sucugun Tanim ve Sucuk Cesitleri

Tirk Gida Kodeksi Et, Hazirlanmisg Et Karisimlar1 ve Et Uiriinleri Tebligine gore; sucuk
tanim1 “Bliyiikbas ve/veya kiiciikbas hayvan karkas etlerinin ve yaglarimin kiyilarak
lezzet vericiler ile karigtirildiktan sonra dogal veya yapay kiliflara doldurularak belirli
kosullarda fermantasyon ve kurutma islemleri uygulanarak kesit ylizeyi mozaik
goriiniimiinde olan 1s11 islem uygulanmamis fermente et {riinlidir.” seklinde

tanimlanmaktadir (Anonim 2019)

Tiirk Gida Kodeksi Et, Hazirlanmis Et Karigimlar1 ve Et iirtinleri Tebligine gore 1sil
islem gérmiis sucuk ise; “Biiyiikbas ve/veya kiiclikbas hayvan karkas etlerinin ve
yaglarinin veya kanath hayvan karkas etleri ve yaglarinin kiyilarak lezzet vericiler ile
karistirildiktan sonra dogal veya yapay kiliflara doldurularak belirli kosullarda
fermantasyon ve kurutma iglemleri uygulanarak kesit yiizeyi mozaik gériiniimiinde olan

1s1l islem uygulanmus et {irtinii” seklinde tanimlanmigtir (Anonim 2019).

Tiirk Standartlar Enstitiisii, TS-1070°e gore; “Tiirk sucugu biiyiikbas ve kiiciikbag
hayvan etlerinin, yag, kemik, tendo, fasia, kikirdak, lenf yumrular ile biiyiik sinir ve
damarlarindan ayrildiktan sonra kiyma makinasi veya kuterden gekilerek icine tuz,
kirmizibiber, karabiber, kimyon hékim olmak iizere gesitli baharat, ¢esni maddeleri,
starter kiiltlirlerden bir veya birkaci, govde yagi, i¢ yagi, kuyruk yagi, bobrek yagi,
bobrek etrafi yagi ile mevzuatinda katilmasina izin verilen katki maddelerinden bir veya
bir kacinin karistirilip, kiliflara doldurularak fermantasyona tabi tutulan 1sil islem

gérmemis geleneksel et iirliniidiir.” seklinde tanimlanmustir.

2.3.1 Fermente Sucugun Nitelikleri

Tiirk Standartlar Enstitiisii, TS-1070’e gore fermente sucugun duyusal ve fiziksel

ozellikleri Cizelge 2.1° e uygun olmalidir.



Cizelge 2.1 Sucugun duyusal ve fiziksel 6zellikleri.

Ozellik Deger

Renk Kiremit renginden, koyu kahverengine
kadar degisik ton ve renkte olabilir.

Tat ve Koku Kendine 0zgii koku ve tatta olmall,

cksime, kiiflenme, kokusma ve bozulma
olmamali, yabanc1i tat ve koku
bulunmamalidir.

Goriiniis ve Kesit Yiizeyi Kilif ile sucuk hamuru arasinda hava
boslugu bulunmamalidir. Kesit yiizeyi;
smif 1’de mozaik goriiniiste olmali, hava
boslugu ve catlak olmamalidir. Sinif
2’de Kesit ylizeyi mozaik goriiniiste
olmali, hava boslugu ve c¢atlak

mevcudiyeti verilen toleranslar
dahilinde olabilir.

Yapiskanlasma (likalanma) Bulunmamalidir.

Yabanci madde Bulunmamalidir.

Tiirk Standartlar Enstitiisii, TS-1070°e gore fermente sucugun kimyasal ozellikleri

Cizelge 2.2’ de gosterilen verilere uygun olmalidir.

Cizelge 2.2 Sucugun kimyasal 6zellikleri.
Ozellik Deger
Rutubet, % (m/m), en ¢ok 40
Tuz, (NaCl cinsinden) % (m/m), en ¢ok 5
Nitrit (NaNO; cinsinden) mg/kg, en ¢cok 50

pH 4,7-54
Hidroksiprolin, mg/100 g, en ¢cok 225
Boyar madde Bulunmamalidir

Tiirk Standartlar Enstitiisti, TS-1070’e gore fermente sucugun mikrobiyolojik 6zellikleri

Cizelge 2.3’ te gosterilen verilere uygun olmalidir.



Cizelge 2.3 Sucugun mikrobiyolojik 6zellikleri.

Ozellik Deger

N c m M
Salmonella spp. 5 0 0/25 g-mL
Listeria monocytogenes 5 0 0/25 g-mL
Escherichia coli O157:H7 5 0 0/25 g-mL

n= Deney numunesi sayisi,

¢ = (m) ile (M) arasindaki sayida mikroorganizma ihtiva eden kabul edilebilir en fazla deney numunesi
sayist,

m = (n-c) sayidaki deney numunesinin 1 g’inda bulunabilecek kabul edilebilir en fazla deney numunesi
sayist,

M = (c) sayidaki deney numunesinin 1 g’inda bulunabilecek kabul edilebilir en fazla mikroorganizma
sayisl.

1) Koloni olusturan birim

Tiirk Standartlar Enstitiisii, TS-1070’e gore fermente sucugun sinif 6zellikleri Cizelge

2.4’te gosterilen degerlere uygun olmalidir.

Cizelge 2.4 Sucugun smif ozellikleri.

Ozellik Smif 1 Smif 2
5 dilimdeki kesit yiizeyinde

Hava Boslugu Yok toplam, 5 ve 5 mm’den daha
kiigiik en ¢ok 4 bosluk veya
catlak bulunabilir.

Protein (N x 6,25), % (m/m), 20 18

en az

Yag, % (m/m), en ¢cok 30 40

2.3.2 Fermente Sucuk Teknolojisi

Fermente sucuk iiretiminde kullanilacak olan baslica ham maddeler; et, hayvansal yag,
baharatlar ve katki maddeleridir. Uretimde kullanilacak olan hammaddenin temini
sirasinda dikkatli ve bilingli olmak iiriin kalitesini etkileyen en énemli faktorlerden bir

tanesidir.

Sucuk iiretim agamalar1 sirasiyla genel olarak hammadde se¢imi, hammaddenin

hazirlanmasi, sucuk hamurunun hazirlanmasi, dolum, olgunlastirma ve ambalajlamadir

(Anonim 2016).



Oztan (2008)’a gore fermente sucuk iiretim asamasi resim 2.1°deki gibi olmalidir.

Hammadde Boyut Hammadde
+4; +4°C Kigultme — 10-12°C
pH~ 5,6 -6,0 14’k kugbagi aynasi Hamur agirhigina gére %2,5 -3
veya 3’|tk ayna tuz, %10-15 koyun kuyruk yagi
Katki ince cekim
Maddeleri Karistirma Dinlendirme
3’ltik ayna vakum
karistirici
On Hazirhik
Dolum
Porsiyonlama, — Aski ve
Dolum Baglama dinlendirme

Hava kurusu sigir ince
bagirsagi veya 36-44 @

350-400 g porsiyon,
kangal yapma ve ipe

10-15 °C'de ~10-12 saat

yapay kilif dizme
Fermantasyon — Kurutma — Olgunlagtirma
Fermantasyon Kurutma
—_— Olgunlastirma
1.glin 22°C (24-26°C), %95 BN 1m/s HS 1.glin 18°C, %85 BN 0,05 m/s HS
2.giin 20°C %95-90 BN \L 2.giin 16°C %85-80 BN
3.glin 18°C %90 BN 3.glin 16°C %80-75 BN
~3-4.ginpH=4,8-4,9 0,05 m/s ~3-4.gln nem > %40

Make up

Kurumusg bagirsak
kisimlari kesilir, ylizey
silinip temizlenir

Depolama ve Satig

Etiketleme
Ambalajlama

Yapay kilifta tretilen
sucuklar vakum
ambalajlanir

Depolama
Satig

15-16°C’'de %70-75 BN

Resim 2.1 Fermente Sucuk Uretim Akim Semasi (Oztan 2008).

2.3.3 Fermente Sucuklarda Olgunlasma Siirecinde Meydana Gelen Degisimler

Sucuk tiretiminde fermantasyon ve olgunlagma siirecinde karbonhidrat, protein ve lipit
metabolizmasina bagli olarak farkli birtakim metabolitler olusmaktadir. Tiim metabolik

reaksiyonlarin birbirleriyle olan tepkime diizeylerinin kontrol altinda tutulmasi oldukca



giictlir. Bu baglamda metabolik faaliyetlerin etkilesimleri olduk¢a 6nem arz etmektedir

(Ercoskun 2006).

Fermente et iirlinlerinin karakteristik tat, aroma, renk ve tekstiir gelisimleri lizerine etkili
olan 6nemli biyokimyasal degisimler proteolizis, lipolizis ve glikolizis reaksiyonlaridir.
Bu reaksiyonlar, fermentasyon ve olgunlagma periyodunda gelisen mikroorganizmalarin
veya endojen enzimlerinin aktiviteleri sonucu meydana gelmektedir. Glikolizis sonucu
olusan triinler; birinci derecede iirliniin pH disilisiinden sorumlu olmakla birlikte,
olusan volatil bilesenler dolayisi ile aroma iizerine de dénemli etkide bulunmaktadir.
Lipolizis sonucu olusan bilesenler ise, iirlinlin tipik aroma olusumunda temel gorevi
istlenmektedir. Fermente iirlinlerde olusan volatil bilesenlerin % 60’1 lipolizis
reaksiyonlar1 sonucu meydana gelmektedir. Proteolizis ise, bu iiriinlerde, diisiik pH,
diistik su aktivitesi ve yiiksek tuz konsantrasyonu dolayisi ile sinirl diizeyde cereyan
etmekte ve volatil bilesenlerin ancak kiigiik bir kismini1 olusturmaktadir. Bu nedenle,

liriiniin aromasindan ziyade, olusan genel lezzet iizerinde sorumlu olabilmektedir

(Gokalp et al. 1998).

Fermente sucuklarda kalite Ozelliklerinin  gelistirilip ~ arttirlmasinda  bazi
mikroorganizmalarin teknolojik ve enzimatik etkilerinin Onemi biyiiktir. Bu
mikroorganizmalarin basinda laktobasiller, stafilokoklar ve mikrokoklar yer almaktadir.
Laktobasiller meydana getirdikleri laktik asit ile pH’in diismesi, aroma ve lezzet
olusturmada ve dolayli olarak renk olusturmada; stafiloklar/ mikrokoklar da nitrati
indirgeyerek aroma ve renk olusturmada gorev almaktadirlar (Dinger et al. 1995, Yalgin
ve Can 2013).

Fermente et triinlerinin son {irlin karakteristik 6zelligi, belirli sicaklik ve bagil nemde
olgunlasma esnasinda et formiilasyonunda olusan kompleks mikrobiyel, fiziksel,
duyusal ve biyokimyasal degisiklikler neticesinde meydana gelmektedir. Bu
degisiklikler pH diistisii, fermantasyon, iriinde mikroflora degismesi, sarkoplazmik
proteinler ve miyofibrillerin jellesmesi ve ¢oziiniirliigiiniin artmasi, nitratin nitrite
yikimt ile nitrozomiyoglobin olusmasi, lipolitik, proteolitik ve oksidatif degisimler ile
dehidre olmasi neticesinde asidifikasyon seklinde tanimlanabilir (Ordonez, et al. 1999,
Casaburi et al. 2007, Dalmis ve Soyer 2008, Bilge 2010).



2.4 Fermente Sucuklarda Gelisen Patojenler

Et Girtinleri, iiretimlerinin farkli asamalarinda gesitli nedenlerle farkli kontaminasyonlar
olusabilmektedir. Bu kontaminasyonlardan mikrobiyal kokenli olanlar saglik agisindan
biiyiik risk tasirlar. Uretimin eksik hijyen programlari ile yapilmasi, iiretimde kullanilan
malzemelerin kalite agisindan yetersizligi, liretimde bulunan personellerin hijyen
kurallarina yeterince dikkat etmemesi ve liretimde kullanilan alet ve ekipmanin koti
sartlarda ve bakimsiz olmasi gibi sebeplerle tiretilen et {irtinlerinde insan sagligini tehdit

eden gida patojenlerine rastlamak miimkiindiir (Hampikyan 2006).

Gida kaynakl hastaliklar diinya ¢apinda biiyiik endise vericidir. Bugiine kadar yaklasik
250 degisik besin kaynakli hastalik tanimlanmistir ve bakteriler besin kaynakli hastalik

salginlarinin {igte ikisinin etken maddeleridir (Le Loir et al. 2003).

2.4.1 Escherichia coli

Escherichia coli, Bacteria alemi Enterobacteriales takimi, Enterobactericaea
familyasindan Escherichiaceae cinsi bakteri grubunda yer alan bir bakteri tirtidiir. Bu
bakteriyi 1885 yilinda ilk kez Theodor Escherich bebeklerin diskisindan izole ederek
bulmustur. Escherichia coli, dogal ortamda sularda, toprakta, insan ve hayvanlarin

gastrointestinal kanalinda bulunmaktadir (Manning 2010).

Gram negatif, sporsuz ¢ubuk seklinde olan Escherichia coli nadiren kapsiil olusturan
oksidaz negatif, katalaz pozitif, fermantatif ve mezofilik bir bakteridir (Dykes, 2004).
Fakiiltatif anaerob olarak ireyebilmekte olup optimum {ireme sicakligi 37°C’dir.
Oldukga direngli bir bakteri olan Escherichia coli; 60°C sicaklikta 30 dakikada, 70°C
sicaklikta 2 dakikada inaktive olmakta, oda sicakliginda uygun ortam kosullarinda
uzunca bir siire canli kalabilmekte, sicakligi 8°C’ye kadar ortam kosullarinda da hayati
faaliyetlerini devam ettirebilmektedir. pH 5-8 araliginda daha yavas iiremekle birlikte
optimal tireme notral pH varliginda gergeklesmektedir. Escherichia coli’nin ¢evresel
faktorlere duyarlilik diizeyi diger gram negatif bakterilerin 6zelliklerine benzerlik

gostermektedir (Tasdemir 2009, Cebirbay 2014).
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Glikozdan asit ve gaz olusturabilen Escherichia coli; loktoz, D-mannitol, D-sorbitol, D-
ksiloz, , D-mannoz, L-arabinoz, L-ramnoz, maltoz ve trehalozu fermente etmesine
karsin adonitol, eritrol, sellobioz, inositol, ve D-arabitolii fermente edememekte, nitrati

nitrite indirgeyebilmektedir (Cebirbay 2014).

Escherichia cinsine ait yedi tiir bulunmaktadir. Bu tiirler; Escherichia coli, Escherichia
fergusonii, Escherichia blattae, Escherichia adecarbxylata, Escherichia hermanii,
Escherichia alberti ve Escherichia vulnaris’tir. Escherichia coli’nin alt siniflandirmasi
bakterilerin yiizeyinde bulunan gesitli antijenik yapilarm varhgina dayanir. ik kez
Kaufmann’in yaptig serotiplendirmeye gére Escherichia coli’nin flagellar (H) , somatik
(0), ve kapsiil (K) antijenlerine gore ¢esitlendirilmistir. Hiicre zarinin disin1 olusturan
lipopolisakarit yapida isiya karsi direnci olan O antijeni, bes ya da daha fazla farkli
polisakarit grubu tarafindan olusturulmaktadir. 1945’de Kaufmann ve Vahlne tarafindan
kapsiil antijenini gostermek amaciyla sembol olarak K antijeni sdylemini ortaya
atilmistir. K antijeni depolisakarit yapida olup toplamda 60 degisik K antijeninin varligi
kabul edilmektedir. H antijenleri flagellanin bir parcasi oldugundan dolay1 hareketli
olan Escherichia coli suslarinda bulunmaktadir. Bu giine kadar 56 adet H antijeni
bulunmustur (Omerovic et al. 2017).

Patojenik ozellige sahip Escherichia coli’ler sahip oldugu viriilens 6zelliklerine gore ve
olusturdugu hastaligin tiiriine gore gruplandirilmaktadir. Escherichia coli suslari enterik
kokenli enfeksiyonlara (intestinal) ve enterik kokenli olmayan enfeksiyonlara
(ekstraintestinal) sebep olanlar seklinde ikiye ayrilmaktadir (Gyles and Fairbrother
2010).

Bagirsak enfeksiyonlarina sebep olan Escherichia coli suslari, ishale sebep olan yani
diyarejenik Escherichia coli (DEC) olarak isimlendirilmektedir. Intestinal patotipler;
enteropatojenik Escherichia coli (EPEC), Enterotoksijenik Escherichia coli (ETEC),
Vero- ya da Shiga-toksin tireten Escherichia coli (VTEC ya da STEC), enteroagregatif
Escherichia coli (EAEC), enterohemorajik Escherichia coli (EHEC), diffuz aderent
Escherichia coli (DAEC) ve enteroinvaziv Escherichia coli (EIEC)’dir (Gyles and

Fairbrother 2010). Bu tipler igerisinde en onemlisi enterohemorajik Escherichia coli
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(EHEC) olup bu bakteri sonucu 6liim olabilen ¢ogu besin kaynakli enfeksiyonlarda
sebep olan O157:H7 serotipini kapsamaktadir. Escherichia coli O157:H7 formu tiiriin
en tehlikelisi olup hemolitik tiremik sendrom (HUS) denilen hayati ciddi boyutta hayati
risk tasimaktadir (Levinson 2008). Bu bakteri bu hastaliklarin yaninda; gastroenteritis,
enteritis, yara enfeksiyonlari, meningitis, iirogenital enfeksiyonlar, mastitis ve septisemi

gibi hastaliklarin da patojenik etkenleri arasinda yer almaktadir (Wasteson 2001).

Escherichia coli, insan ve diger sicak kanli hayvanlarin bagirsak florasinin dogal bir
parcas1 olmasina ragmen bu bakteriye ait bazi serotipleri gida kaynakli hastaliklarin
baslica sebepleri arasinda yer almaktadir (Peacock et al. 2001). Yararli olmayan
bakterilere karsi normal bagirsak flora dengesini korumakla birlikte bazi vitaminleri
sentemezlemekle gorevli olan Escherichia coli pek ¢ok bakteriyel enfeksiyona da sebep
olabilmektedir. Bagirsak enfeksiyonu, iiriner yol enfeksiyonlari ile enterik kokenli
olmayan enfeksiyonlar (menenjit, bakteriyemi, pnomoni) olusturmaktadir (Turgut
2015).

2.4.2 Salmonella spp.

Salmonella; Enterobacteriaceae familyasina mensup, spor olusturmayan, kisa, kii¢iik
c¢ubuk formunda flagellali, katalaz pozitif, aerob ya da fakiiltatif anaerob, oksidaz
negatif bir bakteridir. Gelisme gosterebildikleri optimum sicaklik araligi 6-37 °C’dir.
10-50 °C disindaki sicakliklarda gelismemekte, inhibe olmaktadir (Acun 2018).

Gram negatif ozellige sahip olan Salmonella, glikoz basta olmakla birlikte
monosakkaritleri fermente edebilmekte fakat sakaroz, laktoz ve salisini fermente
edememektedir. Bu bakteriler azot kaynagi olarak amino asitleri kullanirken S.
typhimurim; nitrit, nitrat ve NHj nitrojeni azot kaynagi olarak kullanir. Gelisebilmeleri
icin optimum pH degeri yaklasik notral olmakla birlikte pH 9,0’un iistiinde ve 4,0’ 1n
altinda bakterisidal etkiye sahiptir. Stafilokoklarin aksine Salmonellalar yiiksek tuz
konsantrasyonlarina daha duyarlidir, %9’un {izerindeki tuz konsantrasyonlarinda

inaktive olmaktadir (Al-Shadefat 2011)
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Ik kez 1886’ da Salmon tarafindan izole edilen Salmonella cinsi igerisinde insanlarda

ve hayvanlarda enfeksiyon olusturan bir ¢ok tiir bulunmaktadir (Al-Shadefat 2011).

Salmonella spp.’nin tiim serotipleri insanlarda ve omurgali hayvanlarda olusturduklar
bir zoonoz olan salmonellozis cogunlukla hayvansal gidalardan insanlara bulagsmaktadir.
Insanlardan insanlara, hayvanlardan insanlara ya da insanlardan hayvanlara da
bulasabilen salmonellozis, Salmonella bakterisinin bagirsaklarda gelismesi ile meydana

gelen atesli bir gastroenteritistir (Al-Shadefat 2011).

Hayvan Yan Tem
Urinleri —
p v
Vahsi Hayvan Hayvan Insan
— —_—
Gevre Besin o
— «— irsan

Resim 2.2 Salmonella spp.’nin bulasma déngiisii (Al-Shadefat 2011)

Salmonellozis, yaslilar, ¢ocuklar ve bagisiklik sistemi gii¢siiz olan kisilerde daha fazla
risk teskil etmekle birlikte genellikle antimikrobiyal bir miidahale gerektirmeyen bir
enfeksiyon c¢esididir. Gerekli Onlemler alinmadigi takdirde bakteri kan yoluyla

organlara yayilabilmekte ve etkisini arttirabilmektedir (Grant et al. 2016).

Bu bakterinin yaygin olarak bulunabildigi besin kaynaklari kanatli etleri basta olmak
tizere, ¢ig et, balik, siit ve siit {irlinleri ve bunlara ek bulagma kaynag: fekal yollarla
kirlenmis sulardir. Salmonella spp.’nin insanlarda gastroenterit, tifo ve paratifo olmak
tizere li¢ ¢esit hastaliga sebep olmaktadir (Townsend 2006).

Salmonella insan saghgmi onemli diizeyde etkileyen enteropatojenik bir basildir ve
lokalize enfeksiyondan sistematik enfeksiyona kadar farkli enfeksiyonlara neden

olabilmektedir. Bu enfeksiyonlar gastroenterit (ishal, ates, kramp tarzinda karin agrisi)
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ve ciddi antibiyotik tedavisi elzem olan hayati tehdit edici enfeksiyonlar olabilir (Duksal
et al. 2013).

Diinya genelinde 6zellikle gelismekte olan toplumlarda halk sagligi i¢in tehdit olmakla
birlikte her sene Salmonella’nin sebep oldugu 1,3 milyon gastroenterit, 19 milyon tifoid
ates ve 3 milyon 6lim olmak iizere yilda 1,3 milyar insanmi etkiledigi belirtilmektedir

(Duksal et al. 2013).

2.4.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, Staphylococcacea famiyasina mensup, gram pozitif, oksidaz
negatif, katalaz pozitif, fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan hareketsiz bakteri tiirtidiir.
Ik kez, Sir Alexander Ogston tarafindan 1882 yilinda izole edilmistir. 1884 yilinda ise
Rosenbach, saf kiiltiir izole etmis ve diizensiz kiimeler halinde {iziim salkimina
benzeyen iireme sekilleri nedeniyle Yunanca’da iiziim salkimi anlaminda olan

“staphyle” den esinlenerek Staphylococcus aureus adini vermistir (Turgay 2013).

Enfeksiyonlara sebep olmasindaki patojenitesi ve gida zehirlenmelerine neden
olmasindan dolayr bu bakteri iizerine bir¢ok arastirma yapilmaya devam etmektedir

(Gtilbandilar 2009).

Gida kaynakli hastaliklarda rol oynayan baskin bakteriler arasinda Staphylococcus
aureus, kontamine gida tiiketiminden kaynaklanan gastroenteritlerin 6nde gelen bir
nedenidir. Stafilokokal gida zehirlenmesi, gidada onceden olusturulmus stafilokok

enterotoksinlerin emiliminden kaynaklanir (Le Loir et al. 2003).

Intoksikasyon tipinde gida zehirlenmelerine sebep olan Staphylococcus aureus
enterotoksinlerinden en toksik olani enteroktoksin A, 1siya dayanikliligt en fazla olan
enterotoksin B’ dir. A toksininin 1 pg hatta 0,1-0,2 pg alinmasi, B toksini i¢in 20-25 ug
alinmasi istoksikasyona sebep olmak i¢in yeterlidir. Ayrica Staphylococcus aureus’un
sebep oldugu intoksikasyonlarin meydana gelmesi i¢in mikroorganizmanin gida iistiinde
cogalarak hiicre sayisinin 6 log kob/g seviyesinde veya daha fazla olmasi gerekir
(Konag 2006).
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Stafilokoklar, yash kiiltiirlerde gram negatif 6zellik gdstermeleriyle birlikte ¢ogunlukla
gram pozitiftirler. Antibiyotiklere, civa kloriir ve sodyum azid telliirit gibi kimyasal
maddelere kars1 cok cabuk direng gosterebilmekte; kiiltiirlerde 4°C sicaklikta 2-3 ay
stire, -20°C sicaklikta ise 3 ila 6 ay dayanabilme yetenegine sahip olan stafilokoklar
60°C’lik 1s1l islem uygulanmasinda 30 dakika canli kalabilme yetenegine sahiptirler

(Kahraman 2016).

Stafilokok suslarinin ¢ogu mannitol ve karbonhidratlar1 fermente edebilmekte ve
koagiilaz, termoniikleaz ve hemolizin tretebilmektedir. Ayrica hiicre dis1 proteolitik
enzimler tarafindan proteolize neden olabilirler. Fakiiltatif anaerob olan Staphylococcus
aureus, aerobik kosullar altinda hizla biiyliyebilmektedir. 20-37°C arasinda hizlhi
biiyiiyebilmekte olup 7-48°C’lik bir biiyiime sicakligina sahip mezofil bir bakteri olan
Staphylococcus aureus, 66°C’de 12 dakikada ve 72°C’de 15 saniye iginde canliligini
yitirir. Optimum su aktivitesi >0,99 ve optimum pH degeri 7-7,5 olmakla birlikte
nispeten diisiik ay (0,86) ve pH 4,8’de hayati fonksiyonlarini devam ettirebilen bu
bakteri yiiksek tuz, %15 seker ve NO;, varliginda da biiyliyebilmektedir (Ray 2004).

Normal sartlar altinda gidalarda bulunan diger bircok mikroorganizma igin zayif
rakipler olmasma ragmen olumsuz ortam kosullarinda gelisebilme yeteneklerinden

dolay1 Staphylococcus aureus bir ¢ok gidada ¢ogalabilmektedir (Ray 2004).

Enterotoksin {ireten Staphylococcus aureus suslar1 genellikle stafilokokal gida
zehirlenmeleri  ile iliskilendirilmistir. ~ Staphylococcus aureus, diger birgok
stafilokoklarla birlikte saglikli insan ve hayvanlarin bogaz, burun, cilt ve saglarinda
(tiiylerinde) dogal olarak bulunmaktadir. Staphylococcus aureus, derideki kesiklerde,
insanlarda ve hayvanlarda apse ve akne gibi enfeksiyonlarda bulunabilir ve gidalarda

meydana gelen mikrobiyal kirliligin bu kaynaklardan geldigi bilinmektedir (Ray 2004).
Stafilokoklar arasinda enterotoksin olusturdugu bilinen suslar; Staphylococcus

equorum,  Staphylococcus capitis, Staphylococcus  xylosus,  Staphylococcus

haemolyticus, Staphylococcus intermedius ve Staphylococcus lentus’dur. Enterotoksin
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tireticisi olan bu suglarin gida zehirlenmelerinde etkileri olup olmadig1 heniiz tam olarak
bilinememektedir. Staphylococcus aureus’u diger tiirlerden ayiran nitelikleri ise, K-
toksin olusturmasi ve anaerobik ortam kosullarinda glikozu fermente edebilmesidir.

(Ray 2004, Kahraman 2016).

Gidalarin tiiketilmesiyle olusan enfeksiyon ve intoksikasyonlar giiniimiizde en 6nemli
saglik problemlerinden biridir. Stafilokok enterotoksinleri diinyada en sik meydana
gelen besin kaynakli mikrobiyal intoksikasyonlarin sebebidir. Enteroktoksin olusturan
stafilokok tiirleri arasinda halk sagligini tehdit eden en 6nemli tiir Staphylococcus
aureus oldugu i¢in familya icerisinde en fazla aragtirmasi yapilan bakteri de bu tiirdiir.
Yapilan bazi ¢alismalarda Staphylococcus aureus suslarinin %99 unun termoniikleaz
tirettigi gortilmistiir. Termoniikleaz aktivitesi ve enterotoksin olusturma o6zelliklerine
ilaveten yumurta saris1 (lesitinaz) ve koagiilaz reaksiyonlar1 da bu bakterinin patojenite

Ozellikleri arasinda yer almaktadir (Alisarli ve Solmaz 2003).

Besin zehirlenmelerine toplum sagligi acisindan bakildiginda stafilokoklar, toksin tipi
gida zehirlenmesine sebep olmakta ve bu tip zehirlenmelerde zehirlenmeye sebep olan
toksin gidada hissedilebilir bir degisiklik meydana getirmemekte, dolayisiyla tiiketici
gidada toksin varligini tespit edememektedir (Konag 2006).

Staphylococcus aureus enterotoksijenik suslari A, B, C1, C2, C3, D ve E olmak tizere 7
farkl tiirde enterotoksin tiretmektedir. Gida intoksikasyonlarina en fazla A tipi toksini

sebep olmakta ve bu toksini sirasiyla B ve D toksinleri izlemektedir (Kahraman 2016).

Staphylococcus aureus® a bagli gida intoksikasyonlarinda, intoksikasyonun siddeti
aliman toksin miktarina bagh olmakla birlikte intoksikasyonun gergeklesebilmesi i¢in
gida lizerinde bakteri sayisinin en az 6 log kob/g seviyesinde olmasi gerekmektedir.
Staphylococcus aureus toksin iiretimi orami suslarin  bliyiime hizlari, hiicre
konsantrasyonlari ile dogrudan baglantili olmakla birlikte ay, atmosfer sartlari, pH ve
ortamdaki diger mikroorganizmalarin varlifindan da etkilenmektedir. Saglikli bir
insanin gram veya mililitresinde bulundurdugu 10°" hiicre tarafindan iiretilen 100-200

ng toksin iceren bir besinden 30 gram veya mililitre tiiketilmesi besin zehirlenmesi
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yasanmasti i¢in yeterlidir ve bu miktar yaslilarda, ¢ocuklarda ve hasta bireylerde daha
azdir (Ray, 2004). Ayrica bir gidada Staphylococcus aureus’ un bulunmamasi ya da
diisiik seviyede bulunmasi besin zehirlenmelerine kesin olarak sebep olmayacagina
anlamina gelmemektedir. Cinkii Staphylococcus aureus, gidalarin {retimi  ve
muhafazasi sirasinda uygulanan 1si1l islemle yok edilebilir fakat bu bakterinin
olusturdugu insanlarda zehirlenmeye sebep olan enterotoksinler 1sil islemle yok

edilememektedir (Kiigiik¢etin ve Milci 2008).

Stafilokokal besin zehirlenmeleri, enterotoksijenik olan stafilokok tiirlerinin besinlerde
cogalmalart esnasinda sentezledikleri ve sindirim sistemi T{zerinde etkili olan
enteroktoksinlerin olusturdugu gida kaynakli intoksikasyonlardir. Degisik tilkelerdeki
rastlanma siklig1 beslenme aliskanliklar1 ve cografi kosullarin da etkisiyle degismekte
olup en sik goriilen intoksikasyonlardan biridir ve biiyiik ekonomik kayiplara neden

olmaktadir (Giingen et al. 2003).

Ozellikle nisasta ve protein igerigi fazla olan gidalarda gelisen Staphylococcus aureus,
genellikle et ve siit iiriinlerinde yaygin olarak goriilmekte, iiretimi ve muhafazasi
yeterince hijyenik kosullarda yapilmayan, agikta muhafaza edilen besinler stafilokokal
zehirlenme bakimindan tehlike olusturmaktadir (Kiigiikgetin ve Milci 2008). Tiirkiye’de
besin zehirlenmeleriyle ilgili resmi kayitlarin yetersiz olmasina ragmen, farkl: tilkelerde
yapilan aragtirmalar besin zehirlenme vakalarinin yaklagik iigte birinin enteroksijenik
Staphylococcus aureus’lar ile kontamine olmus besinlerden kaynaklandigini

gostermektedir (Mutluer et al. 1993)

Enterik toksinler vasitasiyla gerceklesen gida zehirlenmeleri; protein yapisinda,
bagirsak bolgesi ve sinir sistemi itizerinde etkilidir (Yiicel ve Amil 2011). Stafilokok
toksinler enterik toksinler olup gastroenterit sebebidir ve kaslarda irritasyon sonucu
kasilmalar, bolgesel 6dem, mukozalarda hiperemi ve erozyona sebep olur. Gida
zehirlenmesinin yani sira deride iltihapli yaralara, menenjit ve septisemiye neden olur.
Semptomlar, besin ile birlikte alinan toksin miktar1 ve etki giicline, bireyin direnci, yas
ve kilosuna bagh olarak 30 dakika ile 8 saat arasinda meydana gelmektedir. Goriilen

birinci semptomlar toksinler tarafindan otonom sinir sisteminin uyarilmasi, karin
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kramplari, mide bulantisi, ishal ve kusmadir. Baz1 ikincil semptomlar terleme, titreme,
bas agrist ve dehidratasyon olmakla birlikte 1-4 giin siiren ve nadiren Oliimle
sonuglanan hastalikta semptomlar ve siddeti kisiler arasinda farklilik gostermektedir

(Kahraman 2016).

2.4.4 Listeria monocytogenes

Listeria cinsi 6 tiire sahiptir. Bu tiirler; Listeria monocytogenes, Listeria welshimeri ,
Listeria innocua, Listeria seeligeri, Listeria grayi ve Listeria ivanovii’dir. Bu tiirler
icerisinde sadece Listeria monocytogenes insanlarda hastalik yapicidir (Yavuz ve
Korukoglu 2010).

Listeria monocytogenes, gram-pozitif, fakiiltatif anaerobik, kapsiilsiiz ve sporsuz bir
mikroorganizmadir. Hiicreler yuvarlak uclu kisa ¢ubuk ya da kokobasil formundadir.
Optimum  gelisim  sicakliklar1  35-37°C’dir ve suslar1  1-45°C  aralifinda
cogalabilmektedirler. Halotolerant olmalari sebebiyle %10-12 gibi yiiksek NaCl
konsantrasyonlarinda bile gelisebilmektedirler. Gelismesi i¢in optimum pH degerleri
6.0 ila 8.0 araliginda olup, 4.1-9.6 gibi genis bir pH araliginda da gogalabilmektedirler.
Karbonhidratlardan asit olustururlar fakat gaz olusturmazlar (Yavuz ve Korukoglu

2010).

Listeria monocytogenes’ in olusumu fermente sucuklar dahil olmak iizere et ve et

tirlinlerinde yaygin olarak gelisebilen bir patojendir (Hugas et al. 2002).

Listeria monocytogenes, insanlarda ve birgok hayvan tiiriinde yiiksek 6lim olasiligi
tasiyan listeriyoz (listeriozis) olarak bilinen hastaliga neden olmaktadir (Hugas et al.
2002, Magalhaes et al. 2014). Listeriyoz, en sik gebelikte uterusu, merkezi sinir
sistemini veya kan dolasimini etkilemektedir (Wagner and McLauchlin 2008).
Listeriyoz yaklasik %20’ lik bir 6liim oranina sebep olabilmektedir. Bu yiiksek 6liim
orani gida kaynakli bir hastalik olan listeriyoz ve Listeria monocytogenes konusundaki

farkindaligi arttirmigtir (Slutsker and Schuchat 1999).
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Listeriozis etkeni olarak bilinen Listeria monocytogenes, diinyada yilda yaklagik 2500
kisinin hastalanmasina ve bu kisilerden de 500 kisinin Oliimiine sebep oldugu
bilinmektedir. Bu bakteri diisiik ve yiiksek pH, su aktivitesi oran1 diisiik ortamlarda ve
diisiik sicakliklarda canliligini devam ettirebilen ve ¢ogalabilen psikrotrofik bir
bakteridir. Gida kaynakli olan bu patojen gida {iretiminde kullanilan hayvanlarin mide
ve bagirsak sistemlerinde bulunabilmekte ve bu bakteriyi tasiyan saglikli hayvanlar
kesim ve isleme sirasinda Listeria monocytogenes kaynagi olabilmektedir. Tiim bu
Ozelliklerinden dolay1 Listeria monocytogenes’in gidalarda kontrol edilmesi oldukca

giic ve bu sebeple bulagmalarda yiiksek risk faktoriidiir (Muratoglu et al. 2015).

Listeria monocytogenes genellikle dogal ¢evre ortamlarinda yaygin olarak
bulunmaktadir. Topraktan, ¢iiriimiis bitki Ortiisiinden, akarsulardan, kanalizasyondan,
kentsel ortamlardan, insan ve hayvan diskisindan siklikla izole edilebilmektedir. Dogal
cevre ortaminda yaygin olarak bulunmasi, zor kosullara adapte olmasi ve hayatta kalma
kabiliyeti Listeria monocytogenesi gida isleme ortamindaki kontrolii ve yok edilmesi
acisindan gida endiistrisi i¢in biiylik bir endise kaynagi haline getirmektedir.
(Magalhaes et al. 2014). Fermente sucuklarda Listeria cinsi bakterilerin gelismesi; pH,
NaCl, NaNO, ve starter kiiltirler gibi farkli i¢ ve dis faktorlerle kontrol altinda
tutulabilmektedir (Hugas et al. 2002).

Listeria monocytogenes, kesim, isleme ve iiretim esnasinda et ve et {riinlerine
bulasabilmektedir. Bu mikroorganizma diisiik ve yiiksek pH degerlerinde, diisiik su
aktivitesinde ve diisiik depolama sicakliklarinda bile biiyiimeye devam edebilmektedir

(Lahti et al. 2001).

Fermente sucuklarin Listeria monocytogenes ile kontaminasyonu, ham madde (mezbaha
ortami dahil), calisma yiizeyleri, kesme tahtalari, bigaklari, personel, liretim siirecindeki
ekipmanlar ve personeller sebebiyle gerceklesebilmektedir. Bu bulagma kaynaklarini

Onleyebilmek i¢in temizlik ve dezenfeksiyon prosediirleri eksiksiz uygulanmalidir

(Colak et al. 2007).
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2.5 Sucukta Kullanilan Katki Maddeleri

Tirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yo6netmeligine gore katki maddesi; “besleyici
degeri olsun veya olmasin, tek basina gida olarak tiiketilmeyen ve gidanin karakteristik
bileseni olarak kullanilmayan, teknolojik bir ama¢ dogrultusunda iiretim, muamele,
isleme, hazirlama, ambalajlama, tasima veya depolama asamalarinda gidaya ilave
edilmesi sonucu kendisinin ya da yan iirlinlerinin, dogrudan ya da dolayli olarak o

gidanin bileseni olmasi beklenen maddeleri” olarak tanimlanmaktadir (Anonim 2013).

Et drlinlerine ilave edilen tuz, nitrit ya da nitrat gibi katki maddeleri ve cesitli
baharatlarin eklenmesiyle iiriinlin tat, renk, aroma, lezzet ve doku gibi 6zelliklerinin
tyilestirilmesi ve etin su aktivitesi oranina bagli olarak bozulmaya elverisli bir gida
maddesi olmasindan dolayr bu gibi katki maddelerinin kullanimiyla dayanikliliginin

arttirtlmas1 amaglanmaktadir (Toldra and Milagro 2011, Yildiz Turp ve Sucu 2016).

2.5.1 Nitrat ve Nitrit Tuzlar

Dogal olarak fermente olup olgunlasan Tiirk tipi sucuk ve pastirma tlilkemizde tiiketimi
yaygin olan geleneksellesmis et {irlinlerindendir. Kiirleme iglemi {irtiniin raf dmriinii
uzatmak amaciyla fermente edilerek kurutulmus et iiriinlerinde bir hazirlama metotudur.
Nitrit ve nitrat gibi katki maddeleri iirlinde istenen aroma ve rengin olusmasini
saglarken bunun yaninda antimikrobiyal ozelliklerinden dolay1 bazi bakterilerin yok
edilmesi maksadiyla da kullanilir. Bu tuzlarin sagladig: faydalara ragmen fermentasyon
islemi uygulanmig et iriinlerinde limit degerlerinden fazla kullanimlar1 ve kontrol
edilmemeleri sagligi tehlikeye sokabilecek risklere sebep olabilir (Biyiikiinal et al.
2016).

Et triinleri iiretiminde nitritin birgok islevi vardir. Bunlar arasinda nitrik okside
indirgenmesi ve iyilestirilmis lezzet gelismesiyle renk gelisimi tiiketici tarafindan kabul

edilebilirlik agisindan en 6nemli unsurlardir (Sindelar and Milkowski 2011).
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Nitritin kurutulmus et ftriinlerinde Clostridium botulinum sporlarmin gelisimini
bastirdigi ve botulizmi engelledigi, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus ve Clostridium perfingens gibi bazi patojenlerin biiyliimesini kontrol
etmeye katkida buldugu bilinmektedir (Pradhan et al. 2009, Parthasarathy and Bryan
2012).

Gidalarda patojen mikroorganizmalarin kontaminasyonunu Onlemek amaciyla cesitli
antimikrobiyal katki maddelerinden yararlanilsa da, et ve et iiriinlerinde nitrit ve nitrat
gibi antimikrobiyal katki maddelerinin miisaade edilen Olgiilerin iistiinde kullanilmasi
insan saghig tizerindeki negatif etkileri bunun gibi katki maddelerinin serbestge

kullanimini engellemektedir (Hampikyan ve Colak 2007).

Nitrit olduk¢a reaktif bir bilesik oldugundan dolayi et sistemleri igerisinde bir¢ok
bilesenle reaksiyona girebilir veya bu bilesenlere baglanabilir. Isil islem uygulanmis et
tiriinlerinde 1s1 ile reaktivitesi artar. Ozellikle pH<7 deki nitrit iyonu oldukga reaktiftir;
aminler, amino asitler, siilfiirhidril, fenolik bilesikler ve miyoglobin gibi etin ¢esitli
bilesenleri ve askorbik asit ile indirgeyiciler ile etkilesime girebilir. Bunlarin yaninda
nitrit, lipit oksidasyonunu 6nleyerek oksidatif stabiliteyi kontrol edebilir (Alahakoon et
al. 2015, Berardo et al. 2016).

Nitrit ve Onciisii nitrat, kurutulmus etlerin goriiniisiinii, karakteristik pembe rengin
olugmasini, lezzetini, kalitesini ve Clostridium botulinum gibi mikroorganizmalarin
gelismesini engelleyerek et {irlinlerinin giivenligini olumlu yonde etkiler (Bedale et al.

2016).

Nitrit tiiketiciler tarafindan en ¢ok korkulan gida katki maddeleri i¢inde yer almaktadir
(Int. Kyn. 1). Ancak nitritle en yaygin sekilde iliskili olan pastirmaya yonelik satilar
yillik %10 biiyiimeye devam etmektedir (Bedale et al. 2016).

2.5.1.1 Nitritin Etki Mekanizmasi ve Antimikrobiyal Etkisi

Taze et kesimlerine tuz, nitrit ve nitrat eklenmesiyle yapilan et kiirlenmesi islemi nemi
giderip etin su aktivitesini azaltarak muhafaza edilmesinde faydali olan ¢ok fonksiyonlu
gida katki maddeleri olarak bilinmektedir (Archer 2002, Parthasarathy and Bryan 2012).
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Nitrit, kiirlenmis et driinlerinin karakteristik olan lezzet ve renk Ozelliklerinin
olugsmasini saglamakta, lipid oksidasyonunu kontrol altina almakta ve basta Clostridium

botulinum olmak tizere patojen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkiye sahiptir

(Horsch et al. 2014, Sucu 2018).

Pasif bir kiirleme maddesi olan nitratin et {iriinlerinde kiirleme reaksiyonlari
gerceklestirebilmesi  i¢in  nitrite  indirgenmesi  gerekmektedir. Nitratin  nitrite
indirgenmesi ette dogal olarak bulunan bakteriler ya da et tiriinlerine sonradan eklenen
nitrat rediiktaz aktivitesine sahip bakteriler tarafindan gergeklestirilir (Terns et al. 2011,
Horsch et al. 2014, Sucu 2018)

Gergek kiirleme bileseni olan nitrit, kiirlenme islemi sirasinda nitrik oksit olusturan ¢ok
islevli bir gida katki maddesi olarak kabul edilir. Ara bilesiklerden olan nitrik oksidin
olusumu askorbat gibi indirgeyiciler ile kolaylastirihir. Nitréz asidin (HNOy),
postmortem kaslarda oldugu gibi asidik kosullar altinda nitritten olustugu kabul
edilmistir. Dinitrojen trioksit (N,O3z) nitréz asitten olusur ve daha sonra nitrik oksit
olusturur veya etteki diger substratlarla reaksiyona girer. Nitrik oksit, kiirlenmis renk
elde etmek igin hem miyoglobin (Fe*?) hem de metmyoglobin (Fe*®) demiri ile
reaksiyona girer. Kiyilmis et, metmyoglobin olusumundan dolay: nitrit ilavesiyle hizli
bir sekilde kahverengi renge doniisiir, ¢iinkii nitit giiclii bir hem pigment oksidan goérevi

gorlir ve sirastyla nitrik okside indirgenir (Alahakoon et al. 2015)

Nitrit, yalniz basina ya da diger tuzlarla kombinasyon halinde aerobik ve anaerobik

bakterilerin biiylimesini inhibe edebilir ve kiirlenmis et iriinlerinde bakteriostatik ve

bakterisidal etki gostermektedir (Sebranek and Bacus 2007, Alahakoon et al. 2015).

Nitritin et triinlerinde kullanilmasinin en &nemli sebebi Clostridium botulinum
sporlarinin gelisimini 6nlemesi ve botulizmi kontrol altina almasidir. Bunun yaninda
Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Clostridium
perfingens gibi  patojenlerin ve Achromobacter, Aerobacter, Escherichia,
Flavobacterium, Micrococcus ve Pseudomonas gibi balik kokenli bakterilerin
gelisimlerini de kontrol altina almaktadir (Archer 2002, Pradhan et al. 2009, Sindelar
and Milkowski 2011, Parthasarathy and Bryan 2012, Sucu 2018).

22



Nitrit metabolik enzimleri inhibe ederek, oksijen alimini sinirlandirarak ve proton
degisimlerini bozarak bakterileri hedef alir. Ek olarak, nitritin kiirlenmis etlerdeki
antimikrobiyal etkisininin 6nemli bir parcasi NO igeren reaksiyon dizilerinden
kaynaklanmaktadir. NO’in demire baglanmasi ile enzim islevselligi ve bakteri
metabolizmasi ve biiyiimesi i¢in gerekli olan demir kullanilabilirligini sinirlar (Tompkin
2005, Sebranek and Bacus 2007). Nitrit, canli kalan sporlardan vejatatif hiicrenin ortaya
cikmasmi engeller ve vejatatif hiicrelerdeki hiicre boliinmesine engel olarak

antibotulinal etki géstermektedir (Pierson and Smoot 1982, Archer 2002, Sucu 2018).

2.5.1.2 Nitrit’in Zararlar ve Nitrit’e Alternatif Katki Maddesi Arayisi

Gida endiistrisinde gida katki maddelerinin kullanim1 bir¢ok sorunu ortadan kaldirmakla
birlikte bazi saglik endigelerini de beraberinde getirmistir. Bu sebeple kullanilan gida
katki maddelerinin insan sagligi Ulzerindeki calismalar artmis ve kullanimlarina
sinirlamalar getirilmistir. Kullanilan katki maddelerin belirlenen sinirlar Olgiisiinde
kullanimlarina dikkat edilmesi, iiretici ve tiiketicilerin biling diizeyinin arttirilmasi ve
buna paralel olarak, tamamen dogal ve temiz etiketli yeni konseptlerle giivenli ve

kaliteli gida tiriinlerine olan istegi de arttirmistir (Jayasena and Jo 2013, Sen et al. 2017)

Son donemlerdeki bilimsel arastirmalar neticesinde nitrat ve nitritin olumsuz etkileri
ortaya ¢tkmaya baglamistir. Et ve et driinleri teknolojisinde iiretilen son mamiilde
meydana gelen kalinti nitrit miktarlari, aminlerle ve amidlerle reaksiyona girerek
karsinojenik bir tehlike olusturmaktadir. Bu sebeple tiim diinyada nitrat ve nitrit
kullanimi yasalar ¢ergevesinde sinirlandirilmistir (Ruiz-Capillas et al. 2007, Candan ve
Bagdatli 2018).

Et {riinlerinde nitritlerden elde edilen nitrozat ajanlar1 ile protein ve lipit
bozunmasindan tiiretilen sekonder aminler arasindaki reaksiyonlar yoluyla
nitrozaminlerin tiretilmesi kanserojen potensiyelleri nedeniyle giivenlik agisindan endise

duyulmaktadir (De Mey et al. 2017).
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Bu endise, arastirmacilarin nitrozamin olusumu riskini azaltmanin yollarin1 aramaya ve
potansiyel insan sagligi sorunlarini hafifletmeye yoneltmistir. Bu yollardan biri, nitritin
herhangi bir saglik tehlikesine neden olmadan, benzer oOzelliklere sahip alternatif
bilesenlerle ikame edilmesidir. Gegtigimiz yillarda bu amagla ¢alismalar yapilmis ancak
bu girisimler nitritin tiim &zelliklerine sahip olan etkili bir malzemenin tanimlanmasinda

basarisiz olmustur (Sindelar and Milkowski 2011).

Nitrit ve aminler tarafindan olusturulan nitrozaminlerin meydana gelmesi i¢in yiiksek
sicaklik ve diisiik pH degerli bir ortama ihtiya¢ vardir. Nitrozaminler, insan viicudunda
karaciger, akciger, pankreas, mesane, bobrek, yemek borusu ve dil gibi g¢esitli
organlarda tiimoér olusumuna neden olabilmektedir. (Ahn et al. 2006). Resim 2.3’°de

nitrozamin olusumu sirasindaki kimyasal reaksiyonlar verilmistir.

NaNO, + H* —> HNO2 + Na"

HNO, + H* —> NO" +H,0

2HNO; —> N;O3+H,0

N,O3 —> NO+ NO,

NO + M* —> NO'+M
Primer amin RNH, + NO —> RNH-N=O+H® —> ROH+N,
Sekonder amin R:NH + NO* —> RyN-N=0O+H"
Tersiyer amin RsN + NO* —> Nitrozamin olusmaz (M/M"; gegis iyonlaridir)

Resim 2.3 Nitrozamin olusumundaki kimyasal reaksiyonlar (Honnikel 2008).

Nitrozamin olusumunda eklenen nitrit miktarimin yani sira et kalitesi, yag icerigi,
uygulanan 1s1l islem, katki maddeleri, ambalaj sekilleri, depolama ve olgunlastirma
kosullar1 da etkili faktorlerdir (Herrmann et al. 2015). Bunlarin yaninda nitrozamin
olusumu ortamda var olan bilesik ve iyonlardan da etkilenebilmektedir. Ornegin;
askorbik asit, alfa tokoferol ve eritorbik asitin nitrozamin olusumunu engelledigi,
tiyosiyanat iyonunun ise olusumu hizlandirdig: belirtilmistir (Parthasarathy and Bryan

2012, Sucu 2018)
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Nitrit, farkli et driinlerinde temel olarak mikrobiyal kalite, lezzet ve mevcut rengi
korumak ve lipit oksidasyonunu Onlemek i¢in kullanilmistir. Organik veya dogal et
iirtinlerine yonelik tiiketici talebi, sentetik katki maddelerinin saglik riski nedeniyle
olusan kaygilardan dolay1 et endiistrisi su anda nitrit alternatiflerinin gelistirilmesine

odaklanmaktadir (Alahakoon et al. 2015).

Nitrite alternatif arayisi ile baharat ve meyvelerin kullanimina odaklanilmistir. Ancak
bunlarin hig biri renk, lezzet, mikrobiyolojik gilivenlik ve antioksidan aktivite agisindan
ihtiyaclar karsilamamaktadir. Bu sebeple asil egilim et iirlinlerindeki nitrit ve nitrat

miktarini azaltmaya yoneliktir (Perea-Sanz et al. 2018).

Nitrat ve nitritin saglik {izerine olumsuz etkilerinin bilinmesi kimyasal koruyucularla
formiile edilmis gida tiikketimi tiiketici endisesini arttirmistir. Bu talep dogrultusunda
nitrite alternatif olarak daha saglikli kabul edilen daha dogal ve asgari diizeyde islenmis
gidalara yonelik ¢alismalar artmis, dogal olarak {iretilen antimikrobiyal ajanlara ilgi

artmistir (Olasupo et al. 2003, Sebranek and Bacus 2007).

Nitritin et {iriinlerinde gostermis oldugu genis ¢apli aktiviteyi gergeklestirebilecek bir
katk1i maddesi heniiz kesfedilememistir. Bu sebeple et iirlinlerinde nitrit yerine
kullanilabilecek daha dogal katki maddelerinin, organik asitlerin ve mikrobiyal
katkilarin kullanilmasi ve gilincel teknolojik ¢aligmalarin uygulanmasi arastirilan

potensiyel yontemlerdir (Y1ldiz Turp ve Sucu 2016, Sucu 2018).

2.6 Bakteriyosinlerin Tanimi ve Siniflandirmasi

Bakteriyosinler, diger bakterilerin canliligin1 sona erdiren veya biiylimesini engelleyen
bakteriler tarafindan iretilen antibakteriyel proteinlerdir. Bir bagka tanimla
bakteriyosinler, bakteri ribozomlar tarafindan iiretilen ve yakin iligkili oldugu baska bir
bakterinin 6lmesine sebep olan ya da gelisimini inhibe eden antimikrobiyal protein veya
peptitlerdir. Pek ¢ok laktik asit bakterisi (LAB) farkli ¢esitlerde bakteriyosin
tretmektedir. Bu bakteriyosinlerden biri olan nisin, glinlimiizde gida koruyusucu olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Szabo and Cahill 1998, Cleveland et al. 2001,
Rodriguez et al. 2003, Hampikyan 2006).
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Bakteriyosinler, normalde laktik asit bakterileri igeren et ve siit iirlinleri gibi gidalardan
izole edildiklerinden ylizyillardir bilinmeden tiiketilmektedir. Calismalarda 40 farkl tip
Lactococcus lactis susunun 35’inin nisin trettigi belirlenmistir. Nisin kullanimi 40°tan
fazla tlilkede onaylanmis olup 50 yildan fazla bir siiredir gida koruyucu katki maddesi
olarak kullanilmaktadir (Olasupo et al. 2003).

Bakteriyosin {izerinde yapilan c¢alismalar nisin i¢in yapilan arastirmalarla birlikte
1930’larda baglamistir. Giintimiizde aralarinda biiyiik farkliliklar oldugu saptanan ¢ok
sayida bakteriyosin tanimlanmistir. Bu farkliliklara ragmen sahip olduklart bazi ortak
Ozelliklerinden dolay1 birkag siniflandirmaya tabi tutulmuslardir (Cleveland et al. 2001,
Hampikyan 2006). Bakteriyosinlerin genel olarak siniflandirilmasi Cizelge 2.4’de

verilmistir.

Cizelge 2.5 Bakteriyosinlerin Siniflandirilmasi.

L.SINIF BAKTERIYOSINLER
(Lantibiotikler)

Tip A —> Nisin A, Nisin Z, Lacticin 481, Lacticin 3147

TipB —> Mercacidin, Actagardin, Cinnamicin

Diger —> Gallidermin, PEP5 Lantibiocin, Mutacin BNY266, Epidermin, Epilancin K7,
Cytolicin L1, Cytolicin L2, Subtilin, Salivarcin A

ILSINIF BAKTERiYOSINLER

Alt Grup Il a —> Iki Peptidli Bakteriyosinler:
Lactococcin G, Plantaricin S, Plantaricin JK, Plantaricin EF, Lactacin F
Alt Grup Il b = Kuvvetli Anti-listerial Aktiviteli Pediocin Benzeri Bakteriyosinler:
Pediocin PA-1, Pediocin AcH, Sakacin A, Sakacin P, Eterocin A
Alt Grup Il ¢ —> Bagimli Bakteriyosinler:
Divergicin A, Diver4gicin 750, Acidicin B, Enterocin P
Alt Grup Il d => Bagimsiz Bakteriyosinler:
Enterocin L50
Alt Grup Il € = Yukaridaki Hichir Alt Gruba Girmeyen Bakteriyosinler:
Lactococcin A, Lactococcin B, Enterocin B
Diger —> Pisilocin 126, Mesenterecin Y105, Catnocin B2, Beviricin MN

IIL.SINIF BAKTERiIYOSINLER
HeveticinJ  —> Bu simifta bulunan tek bakteriyosindir.
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2.6.1 Bakteriyosin Ureten Starter Kiiltiirler

Biyokoruma, mikroorganizmalarin ya da bu mikroorganizmalarin antimikrobiyal
tirtinlerinin kullanilmasiyla besinlerin raf omriinii uzatan bir metottur. Bakteriyosin
tireten starter kiiltiirlerden laktik asit bakterilerinin biyokorumaya yonelik dogal bir
yetenekleri mevcuttur. Gidalarin fermentasyonunda biiyiikk rol oynayan laktik asit
bakterileri bu fermente gidalarin raf Omiirlerini ¢ig ve fermente olmamis gidalara
kiyasla uzatmaktadirlar. Zararli bakterilere karsi etkileri; karbonhidrati fermente etmek
suretiyle organik asit tretmeleri, besin maddeleri igin diger bakterilere rakip
konumunda olmalari, hidrojen peroksit iiretmeleri ve bazi tiirleri igin bakteriyosin
tiretebilmelerine dayandirilabilir (Hugas 1998, Messens et al. 2003, Gill and Holley
2003, Hampikyan 2006). Bakteriyosin iireten bazi starter kiiltiirler Cizelge 2.6’da

verilmigtir.

Cizelge 2.6 Bakteriyosin Ureten Starter Kiiltiirler (Hampikyan 2006).

Lactococcus lactis Nisin A, Nisin Z, Lacticin 481
Lactobacillus sakei Lactocin S, Sakacin P, Sakacin A, Baviricin
MN
Staphylococcus epidermidis Epidermin, Epilancin K7, PEP5, Gallidermin

Staphylococcus gallinorum Gallidermin

Streptococcus salivarus Salivaricin A
Streptococcus mutans Mutacin

Pediococcus acidilactis Pediocin PA-1, Pediocin AcH
Bacillus subtilis Subtilin

Enterococcus faecalis Ctolycin L1, Ctolycin L2
Enterococcus faecium Enterocin A
Carnobacterium piscicola Pisciolin 126, Carnocin B2
Leuconostoc mesenteroides Mesenteriocin Y105
Leuconostoc gelidum Leucocin A

Lactobacillus helveticus Helveticin J

2.6.2 Nisin’in Tamimi ve Kimyasal Yapisi

1928’de Rogers tarafindan kesfedilen nisinin gidalarda ilk kullanimi 1951°de
gerceklesmis olup, WHO (World Health Organization / Diinya Saglik Orgiitii) ve FAO (
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Food and Agriulture Organization / Gida ve Tarim Orgiitii) tarafindan 1969°da gida
koruyucu maddeleri arasina alinmistir. Birlesmis Milletler Gida ve Ilag Idaresi
tarafindan “Generally Recognized as Safe (GRAS)” statiisiinde oldugu kabul edilen
nisin (Millette et al. 2007) yapilan arastirmalar neticesinde insan sagligi ag¢isindan
tamamen glivenilir bulunmasi sebebiyle antimikrobiyal etkisinden dolay1 c¢esitli

gidalarda kullanim alan1 bulmaktadir (Turgay 2013, Int. Kyn. 2)

Nisin, dogal, toksikolojik olarak giivenli antibakteriyel bir gida koruyucudur. Dogal
olarak kabul edilir ¢iinkii gida sinifi laktik asit bakterisi Lactococcus lactis’ in bazi
suslar tarafindan tretilen bir polipeptittir. Nisin genis bir gram pozitif bakteri araligina
kars1 antimikrobiyal aktivite sergiler ve 6zellikle sporlara kars1 etkilidir. Gram negatif
bakteri, maya ve kiiflere karsi1 ¢ok az aktivite gosterir veya hi¢ gostermez (Broughton
2005). Ancak nisinin, EDTA tuzlan (etilen diamin tetra asetik asit) ile kombinasyonu
seklinde kullanildiginda gram negatif bakterileri de inhibe edebildigi bilinmektedir
(Economou et al. 2009).

34 amino asitten olusan nisinin (Cy43H230N403,S;) molekil agirligi 3353 daltondur.
Ozellikle asitligi yiiksek olan gidalarda Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Clostridium ve Bacillus sporlari dahil bir ¢ok gram pozitif bakterinin gelismesini
engelledigi bilinen nisin bir antibiyotik olarak kullanilmak iizere kabul edilmis olup
tedavi yelpazesi ¢ok genis olmadig: i¢in tedavi amagh kullanimi pek uygun degildir.
Nisin sindirim sisteminde parcalandigr i¢in glivenli bir sekilde gida katki maddesi
olarak kullanilabilmektedir. Nisin {irlin glivenilirligini arttirmak amaciyla diger
koruyucu yontemler ile birlikte kullanilmakta; asetik asit, laktik asit ve sitrik asit ile
birlikte kullanildiginda haslama ve pastorizasyon uygulamalarinin etkinligini

arttirmaktadir (Akarca et al. 2014).
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Resim 2.4 Nisinin kimyasal formiilii (Int. Kyn. 2).

Kimyasal bilesim ve gidanin fiziksel kosullari, bakteriyosinin etkinligi {izerinde 6nemli
bir etkiye sahip olabilir. Kuru formda yillarca 6zelligini yitirmeden kalabilen nisin, pH
2’de pH’in 8 oldugu ortama gore 228 kat daha ¢ok ¢oziiniir (nisinin pH 2’de
¢oztinirligi 57 mg/ml, pH 8-12 araliginda 0,25 mg/ml’ dir) (Liu and Hansen 1990,
Kurt ve Zorba 2005).

Gidalarin glincel muhafaza yontemlerinden biri olan bakteriyosinler, bakteriyel
patojenleri kontrol altinda tutmak amaciyla gidalarda tek basina ya da diger fiziksel ve
kimyasal engellerle kombinasyon halinde kullanim1 yapilan arastirmalara konu
olmaktadir. Nisin, Lactococcus lactis’in bazi suslari tarafindan iiretilen diisiik molekiil
agirlikli bir bakteriyosin olup kullanimi en yaygin olan bakteriyosindir. Birgok
calismada et iriinleri yapiminda kullanilan nitrit miktarin1 azaltmak amaciyla nisin
kullanilmig olup nitrit ve nisin kombinasyonlarinin Clostridium perfingens ve

Clostridium sporogenes sporlarini inaktive ettigi goriilmiistiir.

Antimikrobiyal olma 6zelligi nedeniyle nisin son yillarda siit ve siit Urtinleri, et, kanath
ve deniz lirlinleri gibi ¢esitli gida maddelerinde ve bira ve sarap sanayinde kullanilmaya
baslanmis ve bircok iilke tarafindan onaylanmis giivenilir bir gida katki maddesi olarak

gida endiistrisinde yerini almaya baglamstir.
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2.6.3 Nisin’in Etki Mekanizmasi ve Antimikrobiyal Etkisi

Genis bir yelpazede gram pozitif bakterilere etkili olan nisin ayrica Clostridium ve
Bacillus tiirlerinin sporlarina kars1 bakterisidal etkiye sahipken gram negatif bakterilere,
maya ve kiiflere karsi etkisiz oldugu ya da az etkili oldugu bilinmektedir (Chen and
Hoover 2006)

Gram negatif Dbakterilerin nisin direnci, bazi1 hidrofobik ¢dziinenlere ve
makromolekiillere kars1 etkili bir bariyer gorevi goren hiicre zarinin en disg tabakasini

olusturan koruyucu dis zardan kaynaklanmaktadir (Olasupo et al. 2003).

Nisin, duyarli hiicrelerin membranlarin1 etkilemek suretiyle bakterisidal etkisini
gosterir. Nisin molekiiliinlin pozitif yiikli N- ve C-terminal uglar1 ile hiicre
membraninda bulunan negatif yiiklii fosfolipitler reaksiyona girer ve membran
fonksiyonlarmi 2-2,5 nm ¢aplarinda porlar olusturmak suretiyle bozar. Olusan bu
porlardan hiicre i¢inde bulunan c¢esitli aminoasitler, ATP ve monovalent katyonlar hizli
bir sekilde disar1 ¢ikar, dolayisiyla hiicre membran potansiyelinin hizli bir sekilde
azalmasina ve hiicre lipozomlarinda pH degerinin diismesine sebep olur (Breukink et al.

1998, Borch and Arinder 2002, Wiedemann et al. 2004, Hampikyan 2006).

Nisinin farkli bir por olusturma mekanizmasi ise lipozomal membranlarin fosfolipid
kompozisyonuyla ilgilidir. Nisin, fosfolipid komponentlerinden hiicre duvari sentezinde
bir prekursor olan Lipid II molekiiline baglanarak etkisini gostermektedir. Nisin,
fosfatidilgliserol lipozomlarinin anyonik yiizeyleriyle birlesir ve fosfolipit gruplarindaki

lipitleri olumsuz yonde etkiler (Wiedemann et al. 2001, Hampikyan 2006)

Sonug olarak nisinin iki 6nemli etki mekanizmasi vardir. Birincisi membranlarda porlar
olusturmak suretiyle hiicre i¢indeki organellerin ve diger maddelerin disar1 ¢ikmasini
saglamasi, ikincisi ise membranlarda Lipid II molekiiliiniin, peptidoglikan zincirine
birlesmesini 6nlemek suretiyle hiicre duvarinin sentezini engellemesidir (Breukink et al.

1998, Wiedemann et al. 2001, Borch and Arinder 2002, Hampikyan 2006).
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Nisin, duyarli hiicrelerin spor olusturmasini engellerken, olusmus olan sporlara da
yapisinda bulunmakta olan bir ya da daha ¢ok dehidro residiillerinin spor membraninda
bulunan siilfidril gruplariyla kovalent sekilde baglanarak etki eder (Koponen 2004,
Hampikyan 2006).

Bazi bakteriyosin tireten laktobasillerin, ette fermantasyon islemi sirasinda Listeria cinsi

bakterilerin biiyiimesi tizerindeki inhibitor etkisi bilinmektedir (Hugas et al. 2002).

2.6.4 Nisin’in Gidalarda Kullanim ve Yasal Diizenlemeler

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan da gida katki maddesi olarak onaylanmis bir
bakteriyosin olan ve Birlesmis Milletler Gida ve Ila¢ Idaresi tarafindan “GRAS” olarak
kabul edilen nisin, son yillarda et, siit, kanatli ve deniz triinleri endiistrisinde genis
capta giivenle kullanilmaya baslanmistir (Bouttefroy et al. 2000, Nattress et al. 2001,
Hampikyan 2006).

Nisin, pastorize peynirde Clostridium’un gelismesini kontrol altinda tutmak igin ve
ayrica salata soslari, konserve ve et {rlinlerinde koruyucu olarak kullanilmaktadir
(Millette et al. 2007).

Diger caligmalar, nisinin belirli kosullar altinda ette kullanilabilecegini géstermektedir.
Yaygin olarak incelenen alan nisinin sucukta kullanilmasidir ¢ilinkii sucukta meydana
gelen bozulmalar genellikle bakteriyosinler tarafindan inhibe edilen laktik asit

bakterilerinden kaynaklanmaktadir (Cleveland et al. 2001).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

Calismamizda kullanilan fermente sucuklarin iiretiminde kullanilacak olan kiyma ve

baharatlar Afyonkarahisar piyasasindan temin edilmistir.

Fermente sucuk iiretimi ve nisin soliisyonunun hazirlanmasi Afyon Kocatepe
Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii Gida Mikrobiyolojisi

laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Analizlerde kullanilan bakteriler; Escherichia coli, Salmonella spp., Staphylococcus

aureus ve Listeria monocytogenes ’dir.

3.2 Metod

3.2.1 Nisin Soliisyonunun Hazirlanmasi

2,5 gr nisin (Sigma — N5764) 200 ml 0,02 N HCI igerisinde ¢oziildii ve ardindan 0,22

um membran filtreden gegirilip sterilize edilmistir (Schillinger et al. 2001).

3.2.2 Fermente Sucuklari Uretimi

Calismada kullanilan sucuklarin {iretimi i¢in ¢ekilmis yagsiz sigir eti (%90) ve ¢ekilmis
sigir et yagindan (%10) olusan karisim 24 saat 4°C’de muhafaza edildi. Siire sonunda
Oztan (2008)’1n formiilasyonuna gére sucuk hamuru hazirlanmistir (Cizelge 3.1).
Hazirlanan sucuk hamurlaria farkli oranlarda nitrit ve nisin ilaveleri yapilarak (Cizelge
3.2) 300’er gramlik pargalara ayrilip ayr1 ayri Escherichia coli, Salmonella spp,
Staphylococcus aureus ve Listeria monocytegenes bakterileri inokiile edilip suni
bagirsak kullanilarak dolum islemi gergeklestirilmistir. Dolum isleminden sonra ilk dort
giin 20°C’de, ii¢ gin 17°C’de olmak iizere 7 giin olgunlastirma siirecinden sonra

mikrobiyolojik analizleri gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.1 Fermente sucuk formiilasyonu (100 kg sucuk hamuru icin) (Oztan 2008).

Bilesenler Miktar1 (gr)
NKT (%0,05 NaNO; katkil1) 2000-3000 g
Karabiber 300-500 g
Kirmiz1 Biber 300-500 g
Kimyon 200-400 g
Yenibahar 200-400 g
Soyulmus Sarimsak 400-1000 g
Seker 500-1000 g

Numuneler; Kontrol, S1, S2, S3, S4 ve S5 olarak numaralandirilmis olup S1
numunesine %100 Nitrit (%0,05 NaNO; katkilt NKT), S2 numunesine %70 Nitrit ve
%30 Nisin, S3 numunesine %50 nitrit ve %50 nisin, S4 numunesine %30 Nitrit ve %70

Nisin, S5 numunesine %100 Nisin (100 pg) eklenmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Sucuk numunelerine ilave edilen katki maddeleri ve oranlart.

Numune Nitrit Orani Nisin Orani

K (Kontrol Numunesi) 0 0

S1 %2100 0

S2 %70 %30 (30 ng)
S3 %50 %50 (50 ng)
S4 %30 %70 (70 ng)
S5 0 %100 (100 pg)
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Dana Kiyma

J

Baharatlar ve starter kiiltiir
ilavesi

l

l l

4

l

s1 s2 s3 S4 55
Kontrol %100 Nitrit %70 Nitrit %30 Nitrit %30 Nitrit 9,100 Nisin
ilavesi %30 Nisin %350 Nisin %70 Nisin ilavesi
Ilavesi ilavesi Ilavesi

% 2 A4 Vv \l' \l/

Yogurma

\

Bakteri Inokiilasyonu

Karistirma

Dolum

Resim 3.1 Fermente sucuk {iretimi akis semasi.

Escherichia coli bakterisi i¢in uygulanan bu proses asamalarinin tamami ¢alismada

kullanilan tiim patojen bakterileri i¢in de ayr1 ayr1 uygulanmastir.

Numunelerde karisikligin 6niine gegmek amaciyla Kontrol, S1, S2, S3, S4 ve S5
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kodlamalarina ek olarak Escherichia coli inokiile edilen numuneler SEC, Salmonella
spp. inokiile edilen numuneler SSL, Staphylococcus aureus inokiile edilmis numuneler
SSA ve Listeria monocytegenes inokiile edilmis numuneler ise SLM harfleriyle

tanimlanmustir.

Sucuk numunelerinin hazirlanmas1 ve bakteri inokiilasyonlardan sonra 0. giin ve
olgunlasma sonras1 7. giinlerde ornekler alinarak fizikokimyasal ve mikrobiyolojik

analizler gergeklestirilmistir.

3.2.3 Fizikokimyasal Analizler

3.2.3.1 pH Degeri

Hazirlanan sucuk numunelerinin pH degerlerine Ohaus (ST 5000) cihazi kullanilarak

Olciilmiistiir.

3.2.3.2 ay Degeri

Orneklerimizin a, degerleri; Novasina LabTou- a, (Novasina AG, Lachen Isvigre)

cihazi kullanilarak belirlenmistir.

3.2.4 Mikrobiyolojik Analizler

3.2.4.1 On Hazirhk ve Diliisyon Hazirlama

Sucuk numunelerinin her birinden steril ortam kosullarinda 10’ar gr numune alinarak
steril stomacher torbalarina konulmustur. Steril ringer ¢ozeltisinden 90 ml ilave edilip
stomacher (BagMixer® 400 P-080921247) de 1 dakika karigtirilarak homojenize
edilmistir. Ardindan her numuneden ayr1 ayr1 1’er ml’lik 6rnekler alinip icerisinde 9 ml
steril ringer c¢ozeltisi bulunan tiipler igerisine ilave edilip 10%1ik diliisyonlar

hazirlanmastir.
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3.2.4.2 Escherichia coli Tiirii Bakterilerin Sayim

Analizde kullanilacak (VRB) Agar (Merck 1.01406.0500), 39,5 gr besiyeri 1000 ml
damitilmis suda ¢oziindiiriilerek ve sterilize edilerek hazirlanmis sonrasinda 45°C’ye
sogutulmustur. Soguyan besiyeri, steril petri kaplarina en az 2 mm kalinlikta olacak
sekilde yaklasik 12-15 ml c¢ift paralelli olarak dokiilmiistiir. Besiyerinin soguyup
katilasmasindan sonra hazirlanan diliisyonlardan steril pipet yardimiyla 1’er ml petri
kaplarina eklenmis ardindan %80’lik etil alkolde bekletilerek sterilizasyonu saglanmis
drigalski spatiilii yardimiyla homojen bir sekilde yayma islemi yapilmistir. Numunenin
besiyeri tarafindan emilmesinden sonra VRB besiyerinden yaklasik 5 ml olacak sekilde
ikinci kez donmus besiyerinin ilizerine ilave edilerek karistirilmistir. Besi yerinin
katilagsmasinin ardindan petri kaplar1 ters g¢evrilerek 24-48 saat stire 37°C sicaklikta
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda petri kaplarinda olusan pembe renkli
koloniler isaretlenerek sayimi yapilmistir (Halkman 2005, Akarca 2013, Anonim 2015,
Ceran 2018).

3.2.4.3 Salmonella spp. Tiirii Bakterilerin Sayimi ve Diliisyon Hazirlama

Oncelikle analizde kullanilacak olan Nutrient Broth (1.05443.0500), Rappaport
Vassiliadis Salmonella (RVS) Broth (Merck 1.07700) ve Brilliant Green Phenol Red
Lactose Sucrose(BPLS) Agar (1.10747.0500) hazirlanmustir.

Nutrient Broth, 8,0 gr tartilarak 1 litre damitik suda ¢oziilmiis ve 121°C sicaklikta 15
dakika; Rappaport Vassiliadis Salmonella (RVS) Broth 41,8 g/L olacak sekilde
damitilmis su igerisinde ¢ozindirilip 115°C°de 15 dakika sterilize edilerek
hazirlanmistir. Brilliant Green Phenol Red Lactose Sucrose (BPLS) Agar 51,5 g
tartilarak 1 litre damitilmis su igerisinde tamamen c¢oziiliinceye kadar kaynar su
banyosunda karistirilmak suretiyle eritilerek sterilize edilmis ardindan 45°C’ye kadar

sogutulup steril petri kaplarina dokiilmiis ve analize hazir hale getirilmistir (Halkman

2005, Anonim 2014, Anonim 2017).
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Analizi yapilacak sucuk orneklerinden 10’ar gram numune alinarak steril stomacher
torbalarina koyulmus ve tizerine 90 ml Nutrient Broth ilave edilip stomacherde
karistirilarak homojen hale getirilmistir. Elde edilen bu 6n zenginlestirme kiiltiirleri 24
saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda numune ve nutrient broth
karisimlarindan 1’er ml alinarak igerisinde steril 9 ml Rappaport Vassiliadis Salmonella
(RVS) Broth bulunan tiipler igerisine aktarilarak 10®’¢ kadar dilisyonlar hazirlanmistir.
Hazirlanan diliisyonlar 24 saat 37°C sicaklikta inkiibe edilip ekimleri yapilmis
sonrasinda petri kaplar1 ters gevrilerek 37°C sicaklikta 24 saat siire inkiibasyona
birakilmistir. Ekimler Brilliant Green Phenol Red Lactose Sucrose (BPLS) Agar
yiizeylerine ¢ift paralel ¢ift tekerriir olacak sekilde yapilmistir. Inkiibasyon sonunda
petri kutularinda olusan kirmizi zonlu pembe koloniler sayilmistir (Halkman 2005,
Kahraman 2016, Ceran 2018).

3.2.4.4 Staphylococcus aureus Tiirii Bakterilerin Sayim

Oncelikle Baird-Parker Agar hazirlamak igin 58,0 gr besiyeri tartilarak 950 ml
damitilmis su igerisinde ¢Oziindiiriilmiistiir. Hazirlanan besiyeri 15 dakika 121°C
sicaklikta otoklavda sterilizasyonu yapilmis ve sonrasinda 45°C sicakliga kadar
sogutulmustur. Sogutululmus besiyeri lizerine oda sicakligindaki yumurta sarisi-telliirit
(Merck 1.03785) emiilsiyonundan 50 ml manyetik karistiricida  karigtirtlirken
eklenmistir. Karisimm homojen hale gelmesinden sonra besiyeri steril petri kaplarina
yaklasik 12-15 ml en az 2 mm olacak sekilde ¢ift paralelli olarak dokiilmiistiir (Anonim
2001, Halkman 2005, Akarca 2013, Ceran 2018).

Besiyeri, petri kaplarma diizglin bir sekilde yayildiktan sonra katilagmasi beklenmis
ardindan hazirlanan diliisyonlardan steril pipet yardimiyla 1’er ml alinip petri kaplarina
eklenmistir. %80°lik etil alkolde bekletilmis drigalski spatiilii bunzen beki alevinde
yakilarak sterilizasyonu saglanmis ardindan petrilere ilave edilen diliisyon besiyerine
homojen bir sekilde yayilmistir. Besiyeri tarafindan numunenin emilimi saglandiktan
sonra petriler ters cevrilerek 37°C sicaklikta 24-48 saat siire ile inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonucunda olusan 1-1,5 mm capindaki parlak siyah renkli

koloniler isaretlenerek sayimi yapilmistir. Koloniler isaretlendikten sonra petri kaplari
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18 saat siire ile ikinci bir inkiibasyona tabi tutulmustur. 48 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda temiz zonlu koloniler ile temiz zon olusturmayan parlak siyah koloniler ayri
ayr1 sayilmis, her iki tip koloniden 5’er tanesine kolagiilaz testi uygulanmistir. Her iki
tip popiilasyondaki kolagiilaz pozitif Staphylococcus sayist bulunup numunedeki
kolagiilaz pozitif Staphylococcus sayist hesaplanmistir (Ceran 2018, Halkman 2005).

3.2.4.5 Listeria monocytogenes Tiirii Bakterilerin Sayim

Oncelikle analizde kullanilmak iizere Fraser Listeria selective enrichment Broth (Merck
1.10398) ve Oxford Listeria selective Agar (Merck 1.07004) hazirlanmistir. Fraser
Listeria selective enrichment Broth hazirlamak igin sterilize edilmis 1 litre Fraser Broth
besiyerine 1’er ml steril damitilmis suda ¢oziilmiis 1 sise amonyum sitrat katkis1 (Fraser
Listeria Ammonium Iron(IlI) Supplement) ve 2 sise selektif katki (Fraser Listeria
Selective Supplement) eklenerek iyice karistilmistir (Halkman 2005).

Oxford Listeria selective Agar hazirlamak i¢in 29,25 gr besiyeri 500 ml damitik su
igerisinde 1sitilarak ¢oziilmiis ve karistirict yardimiyla 15 dakika 121°C’de sterilize
edilmistir. Otoklav sonrasi 45°C’ye sogutulduktan iistiine 5 ml 1:1 oraninda sterilize
damitik su ve alkol karisimi igerisinde ¢6ziilmiis 1 sise selektif katki (Oxford Listeria
Selective Supplement) ilave edilip, ilave edilen selektif katki manyetik karistirict
yardimiyla homojen birsekilde dagitilmis ardindan petri kaplarina yaklagik 12-15 ml
olacak sekilde dokiilerek analize hazir hale getirilmistir (Halkman 2005, Anonim
2017a).

Her bir numuneden alinan 10’ar gramlik drnekler steril stomacher torbalarina konulup
tizerine 90 ml steril Fraser Listeria selective enrichment Broth ilave edilmis ve
stomacherde karistirilarak homojen hale getirilmistir. Elde edilen 6n zenginlestirme
kiiltiirleri 24 saat siireyle 37°C sicaklikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan
fraser broth ve numune karisimlarindan 1’er ml alinip igerisinde 9 ml steril fraser broth
konulmus tiiplere alinmis ve 10°¢ kadar diliisyonlar hazirlanmistir. Ekimler ekim
kabininde Oxford Listeria selective Agar yiizeylerine 1 ml ¢ift paralel ve ¢ift tekerriir

olacak sekilde gerceklestirilmistir. Ekimleri yapilan petri kaplar1 37°C’de 48 saat
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siireyle inkiibe edilmis, inkiibasyon sonucunda Oxford Agarda olusan yuvarlak siyah

zonlu koloniler sayilmistir (Ceran 2018).

3.2.5 Istatistiksel Analizler

Calismamizda kontrol ve farkli oranlarda nitrit ve nisin ilaveleriyle hazirlanan ve 4
farkli patojen bakteri inokiile edilen fermente sucuklarin, mikrobiyolojik degerlerinin

istatistiksel degerlendirmesi Duncan ¢oklu yaklasim testi, IBM SPSS ver.23.0 (2015)

paket programi kullanilarak gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Farkh Katki Maddesi Uygulanmus Escherichia coli Inokiile Edilmis Sucuklarin

Ozellikleri ve Escherichia coli Saymm

Cizelge 4.1 Sucuk 6rneklerinin Escherichia coli sayimlarinin varyans analiz gizelgesi.

Kaynak Serbestlik Derecesi  Kareler Ortalamasi F Degeri
Depolama Zamani 1 17,289 1965,594***
Katki Cesidi 5 1,375 156,287***
Depolama Zamani .
x Katki Cesidi 5 1,353 153,803
Hata 12 ,009

*k*k

p<0,001: Cok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli

Cizelge 4.2 Sucuk 6rneklerinin depolama boyunca Escherichia coli sayilari tizerine uygulanan
katki maddelerin etkisi.

Depolama Zamani (Giin)

Uygulama 0 7
Kontrol 6,13Aa 6,63Aa
S1 6,18Aa 4,31Cb
S2 6,27Aa 4,76Bb
S3 6,23Aa 4,17Cb
S4 6,13Aa 3,60Db
S5 6,11Aa 3,39Db

a-b (—) Ayni harfleri tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir(p>0,05).
A-D (]) Ayn1 harfleri tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).
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6,00 - Y — -6
20500 -
)
o)
=
& 4,00 -
3,00 - =0—0. Gln
=fll=7. Gln
2,00
Kontrol S1 S2 S3 S4 S5
Katki maddesi cesidi

Sekil 4.1 Sucuk drneklerinin depolama boyunca Escherichia coli sayilari iizerine uygulanan
katk1 maddelerin etkisi.
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Sekil 4.2 Sucuk 6rneklerinin Escherichia coli sayilari tizerine uygulanan katki maddelerin etkisi
A-D Ayni harfleri tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak dnemli degildir (p>0,05).

log kob/g
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Sekil 4.3 Sucuk oOrneklerinin Escherichia coli sayilari {izerine depolama zamaninin etkisi
maddelerin etkisi.

A-B Ayni harfleri tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak énemli degildir (p>0,05).
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Cizelge 4.3 Farkli katki maddesi uygulanmis Escherichia coli inokiile edilmis sucuklarin pH
analizi ozellikleri varyans analiz ¢izelgesi.

Kaynak Serbestlik Derecesi ~ Kareler Ortalamasi F Degeri
Depolama Zamani 1 725 721,531***
Katki Cesidi 5 ,009 8,798**
Depolama Zamani .
x Katki Cesidi 5 009 9,329
Hata 12 ,001

**% p<0,001: Cok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli
** p<0,01: Yiksek diizeyde istatistiksel olarak anlaml1

Cizelge 4.4 Farkli katki maddesi uygulanmig Escherichia coli inokiile edilmis sucuklarin a,
analizi ozellikleri varyans analiz ¢izelgesi.

Kaynak Serbestlik Derecesi ~ Kareler Ortalamasi F Degeri
Depolama Zamani 1 0,003 368,989***
Katki Cesidi 5 ,0001 1,923ns

Depolama Zamani
x Katk1 Cesidi 5 0,0001 2,406ns
Hata 12 ,00007

**% n<0,001: Cok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli, ns: Istatistiksel olarak onemli degil

Cizelge 4.5 Farkli katki maddesi uygulanmis Escherichia coli inokiile edilmis sucuklarin
depolama boyunca pH degerleri.

Depolama Zamani (Giin)

Uygulama 0 7
Kontrol 6,05Aa 5,84Ab
S1 6,07Aa 5,62Cb
S2 6,11Aa 5,83Ab
S3 6,10Aa 5,77ABb
S4 6,07Aa 5,71Bb
S5 6,10Aa 5,65Ch

a-b (—) Ayn harfleri tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).
A-c(]) Ayn1 harfleri tagtyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).

42



6 | ——————————¢———¢
—0— 00—
E5 -
=@=0. Gln
4 —B—7. Giin
3

Kontrol S1 S2 S3 S4 S5
Katki maddesi cegsidi

Sekil 4.4 Farkli katki maddesi uygulanmig Escherichia coli inokiile edilmis sucuklarin
depolama boyunca pH degerleri.

Cizelge 4.6 Farkli katki maddesi uygulanmig Escherichia coli inokiile edilmis sucuklarin
depolama boyunca a,, degerleri.

Depolama Zamani (Gtin)

Uygulama 0. 7
Kontrol 0,9560Aa 0,9425Aa
S1 0,9580Aa 0,9375Ab
S2 0,9635Aa 0,9395Ab
S3 0,9590Aa 0,9375Ab
S4 0,9585Aa 0,9345Ab
S5 0,9590Aa 0,9340Ab

a-b (—) Aymi harfleri tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak onemli degildir (p>0,05).
A-c (]) Ayni harfleri tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).
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Sekil 4.5 Farkli katki maddesi uygulanmis Escherichia coli inokiile edilmis sucuklarin
depolama boyunca a,, degerleri

A-D Ayni harfleri tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).
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4.2 Salmonella spp. Sayim

Cizelge 4.7 Sucuk 6rneklerinin Salmonella spp. sayimlarinin varyans analiz ¢izelgesi.

Kaynak Serbestlik Derecesi  Kareler Ortalamas1  F Degeri
Depolama Zamani (1df) 28,123 5208,028***
Katki Cesidi 5 1,506 278,937***
Depolama Zaman1 5 1,259 233,198***
x Katki Cesidi
Depolama Zaman1 12 ,005 ,005

p<0,001: Cok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli

Cizelge 4.8 Sucuk 6rneklerinin depolama boyunca Salmonella spp. sayilari {izerine uygulanan
katk1 maddelerin etkisi.

Depolama Zamani (Giin)

Uygulama 0. =
Kontrol 6,28Aa 6,14Aa
S1 6,18Aa 3,69Ch
S2 6,21Aa 3,15Eb
S3 6,21Aa 3,23Eb
S4 6,08Aa 3,36Db
S5 6,31Aa 4,70Bb

a-b (—) Ay harfleri tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).
A-c (]) Ayni harfleri tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05

6,00 i ﬂ &‘/

=¢=0. Gln

log kob/g
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Sekil 4.6 Sucuk orneklerinin depolama boyunca Salmonella spp. sayilart iizerine uygulanan
katki maddelerin etkisi.
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Sekil 4.7 Sucuk 6rneklerinin Salmonella spp. sayilari {izerine uygulanan katki maddelerin etkisi.

A-D Ayni harfleri tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak dnemli degildir (p>0,05).
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Sekil 4.8 Sucuk orneklerinin Salmonella spp. sayilari iizerine depolama zamanmin etkisi
maddelerin etkisi.

A-B Ayni harfleri tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).

Cizelge 4.9 Farkli katki maddesi uygulanmig Salmonella spp. inokiile edilmis sucuklarin pH
analizi ozellikleri varyans analiz ¢izelgesi.

Kaynak pH Serbestlik Derecesi ~ Kareler Ortalamasi F Degeri
Depolama Zamani 1 1,490 1216,340***
Katki Cesidi 5 0,042 34,147%**
Depolama Zamani x
1 047 38,552%**
Katki Cesidi >
Hata 12 ,001

*** p<0,001: Cok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli

45



Cizelge 4.10 Farkli katki maddesi uygulanmis Salmonella spp. inokiile edilmis sucuklarin ay
analizi ozellikleri varyans analiz ¢izelgesi.

Kaynak Serbestlik Derecesi ~ Kareler Ortalamasi F Degeri
Depolama Zamani 1 0,002 544,00%**
Katki Cesidi 5 0,00002 5,061*
Depolama Zamani x o
Katki Cesidi 5 0,0004 9,404
Hata 12 ,000004

*** p<0,001: Cok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli,
*** p<0,01: Cok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli,
*% n<(0,05: Istatistiksel olarak anlamli

Cizelge 4.11 Farkli katki maddesi uygulanmig Salmonella spp. inokiile edilmis sucuklarin
depolama boyunca pH degerleri.

Depolama Zamani (Giin)

Uygulama

0. 7.
Kontrol 6,07Aa 5,93Ab
S1 6,07Aa 5,68Bb
S2 6,11Aa 5,59Cb
S3 6,06Aa 5,52Cb
S4 6,14Aa 5,42Db
S5 6,05Aa 5,35Eb

a-b (—) Ayni harfleri tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak énemli degildir (p>0,05).
A-c(]) Ayn harfleri tagtyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).

7,00 -
6,00 - *~— ¢ — ——
E 5,00 -
=¢=—0. Gln
== 7.Gln
4,00 -
3,00
Kontrol S1 S2 S3 sS4 S5
Katki maddesi cesidi

Sekil 4.9 Farkli katki maddesi uygulanmis Salmonella spp. inokiile edilmis sucuklarin depolama
boyunca pH degerleri.
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Cizelge 4.12 Farkli katki maddesi uygulanmig Salmonella spp. inokiile edilmis sucuklarin
depolama boyunca a,, degerleri.

Depolama Zamani (Giin)

Uygulama 0 5
Kontrol ,9570Ca ,9445ADb
S1 ,9585CBa ,9355Ch
S2 ,9630Aba ,9420ABb
S3 ,9550Ca ,9380BChb
S4 ,9650Aa ,9345Chb
S5 ,9555Ca ,9400ABCb

a-b (—) Ayni harfleri tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).
A-c (]) Ayn1 harfleri tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak énemli degildir (p>0,05).

1,00 +

0,96 - *~— e ——0\‘/‘\‘
.\./.— — ‘.’.

0,92 -

© 0,88 - =0—0. Gun

=fli=7. Giln
0,84 -

0,80

Kontrol S1 S2 S3 S4 S5

Katki maddesi cesidi

Sekil 4.10 Farkli katki maddesi uygulanmug Salmonella spp. inokiile edilmis sucuklarin
depolama boyunca ay degerleri.

4.3 Staphylococcus aureus Sayimi

Cizelge 4.13 Sucuk orneklerinin Staphylococcus aureus sayimlarinin varyans analiz ¢izelgesi.

Kaynak Serbestlik Derecesi  Kareler Ortalamas1  F Degeri
(df)
Depolama Zaman1 1 22,601 2803,225***
Katki Cesidi 5 1,898 235,435***
Depolama Zaman1 5 1,675 207,783***
x Katki Cesidi
Hata 12 0,08

p<0,001: Cok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli
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Cizelge 4.14 Sucuk orneklerinin depolama boyunca Staphylococcus aureus sayilart iizerine
uygulanan katki maddelerin etkisi (log kob/g).

Depolama Zamani (Giin)

Uygulama 0. =
Kontrol 6,27Ab 6,73Aa
S1 6,12Aa 4,49Bb
S2 6,20Aa 4,06Ch
S3 6,09Aa 3,69Db
S4 6,22Aa 3,56Db
S5 6,15Aa 2,88Eb

a-b (—) Aymi harfleri tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).
A-c (]) Ayn1 harfleri tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).

log kob/g

Kontrol S1 S2
Katki maddesi cesidi

S3 sS4

S5

=¢=0. Giln
=fli=7. Gln

Sekil 4.11 Sucuk o6rneklerinin depolama boyunca Staphylococcus aureus sayilari iizerine
uygulanan katki maddelerin etkisi.

7,00 - A

6,00 - 8
00 ¢ D D
> 5,00 - E
]
-
& 4,00 -

3,00 -

2,00

Kontrol S1 S2 S3 S4 S5
Katki maddesi ¢esidi

Sekil 4.12 Sucuk orneklerinin Staphylococcus aureus sayilari iizerine uygulanan katki

maddelerin etkisi.

A-D Ayni harfleri tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05)
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log kob/g

Depolama Zamani

Sekil 4.13 Sucuk orneklerinin Staphylococcus aureus sayilari iizerine depolama zamaninin
etkisi maddelerin etkisi.

A-B Ayni harfleri tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).

Cizelge 4.15 Farkli katki maddesi uygulanmis Staphylococcus aureus inokiile edilmis
sucuklarin pH analizi 6zellikleri varyans analiz ¢izelgesi.

Kaynak Serbestlik Derecesi  Kareler Ortalamasi F Degeri
Depolama Zamani 1 1,316 1169,793***
Katki Cesidi 5 ,018 16,201***
Depolama Zamani ok
x Katki Cesidi > 032 28,768
Hata 12 ,001

*k*k

p<0,001: Cok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlaml1

Cizelge 4.16 Farkli katki maddesi uygulanmis Staphylococcus aureus inokiile edilmis
sucuklarin a,, analizi 6zellikleri varyans analiz gizelgesi.

Kaynak Serbestlik Derecesi ~ Kareler Ortalamasi F Degeri
Depolama Zamani 1 0,002 667,08%**
Katki Cesidi 5 0,00002 6,78%**
Depolama Zamani
x Katki Cesidi > 0,00008 24,68***
Hata 12 0,000004

*** p<0,001: Cok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlaml
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Cizelge 4.17 Farkli katki maddesi uygulanmig Staphylococcus aureus inokiile edilmis
sucuklarin depolama boyunca pH degerleri.

Depolama Zamani (Giin)

Uygulama 0 5
Kontrol 6,06Aa 5,85Ab
S1 6,08Aa 5,77Ab
S2 6,12Aa 5,66Bb
S3 6,11Aa 5,57Cbh
S4 6,08Aa 5,50CDb
S5 6,15Aa 5,45Db

a-b (—) Ayni harfleri tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).
A-c (]) Ayni harfleri tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).

7,00 -
6,00 - " —= = == —
E 5,00 -
=¢—0. Gilin
=fli=7. Gln
4,00 -
3,00
Kontrol S1 S2 S3 S4 S5
Katki Cesidi

Sekil 4.14 Farkli katki maddesi uygulanmig Staphylococcus aureus edilmis sucuklarin
depolama boyunca pH degerleri.

Cizelge 4.18 Farkli katki maddesi uygulanmis Staphylococcus aureus inokiile edilmis
sucuklarin depolama boyunca a,, degerleri.

Depolama Zamani (Glin)

Uygulama 0 7
Kontrol ,9550Aa ,9520Aa
S1 ,9570Aa ,9400Bb
S2 ,9600Aa ,9350Ch
S3 ,9565Aa ,9380BCh
S4 ,9620Aa ,9335Ch
S5 ,9600Aa ,9350Ch

a-b (—) Aymi harfleri tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak onemli degildir (p>0,05).
A-c(]) Ayn harfleri tastyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).

50



1,00

0,96 - .\4.*; —— ¢
—_—
0,92 -
% =9—0. Gin
0,88 -
=li=7. Gln
0,84 -
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Kontrol s1 S2 S3 sS4 S5
Katki Cesidi

Sekil 4.15 Farkli katki maddesi uygulanmis Staphylococcus aureus inokiile edilmis sucuklarin
depolama boyunca a, degerleri.

4.4 Listeria monocytogenes Sayimi

Cizelge 4.19 Sucuk 6rneklerinin Listeria monocytogenes sayimlarinin varyans analiz ¢izelgesi

Kaynak Serbestlik Derecesi  Kareler Ortalamas1  F Degeri
(df)
Depolama Zamanm1 1 13,771 758,752***
Katk1 Cesidi 5 1,166 64,230***
Depolama Zaman1 5 1,087 59,878***
x Katki Cesidi
Hata 12 0,18

p<0,001: Cok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlaml

Cizelge 4.20 Sucuk orneklerinin depolama boyunca Listeria monocytogenes sayilari iizerine
uygulanan katki maddelerin etkisi.

Depolama Zamani (Giin)

Uygulama

0. 7.
Kontrol 6,21Ab 6,72Aa
S1 6,09Aa 4,21Cb
S2 6,26Aa 4,65Bb
S3 6,08Aa 4,42BCb
S4 6,12Aa 4,21Cb
S5 6,24Aa 3,71Db

a-b (—) Ayni harfleri tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6énemli degildir (p>0,05).
A-c (]) Ayn1 harfleri tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).
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Katki Cesidi

Sekil 4.16 Sucuk orneklerinin depolama boyunca Listeria monocytogenes sayilari ilizerine
uygulanan katki maddelerin etkisi.

7,00 -
A
6,00 -
B BC
CcD
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205,00 -
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Kontrol S1 S2 S3 S4 S5
Katki Cesidi

Sekil 4.17 Sucuk orneklerinin depolama boyunca Listeria monocytogenes sayilari iizerine
uygulanan katki maddelerin etkisi.

A-D Ayni harfleri tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05)
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Sekil 4.18 Sucuk orneklerinin Listeria monocytogenes sayilari iizerine depolama zamaninin
etkisi maddelerin etkisi.

A-B Ayni harfleri tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).

Cizelge 4.21 Farkli katki maddesi uygulanmis Listeria monocytogenes inokiile edilmis
sucuklarin pH analizi 6zellikleri varyans analiz ¢izelgesi.

Kaynak Serbestlik Derecesi  Kareler Ortalamasi F Degeri
Depolama Zamani 1 1,118 1277,733***
Katki Cesidi 5 ,016 18,114%***
Depolama Zamani 5 ,024 27,573***
x Katki Cesidi
Hata 12 ,001

*** p<0,001: Cok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlaml

Cizelge 4.22 Farkli katki maddesi uygulanmig Listeria monocytogenes inokiile edilmis
sucuklarin a,, analizi 6zellikleri varyans analiz ¢izelgesi.

Kaynak Serbestlik Derecesi ~ Kareler Ortalamasi F Degeri
Depolama Zamani 1 ,002 512,000***
Katki Cesidi 5 0,00002 4,424*
Depolama Zamani 5 0,00003 7,020**

x Katki Cesidi
Hata 12 0,000006

*** p<0,001: Cok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli,
*** p<0,01: Cok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli,
p<0,05: Istatistiksel olarak anlamli

*k*k
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Cizelge 4.23 Farkli katki maddesi uygulanmis Listeria monocytogenes inokiile edilmis
sucuklarin depolama boyunca pH degerleri.

Depolama Zamani (Gtin)

Uygulama 0 7
Kontrol 6,07Ca 5,82Ab
S1 6,06Ca 5,78ABb
S2 6,14Aba 5,74Bb
S3 6,07Ca 5,60Cb
S4 6,08BCa 5,55CDb
S5 6,15Aa 5,49Db

a-b (—) Ayni harfleri tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).
A-c(]) Ayn1 harfleri tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).

7,00 -
6,00 - <= L= ¢ —— == ¢
= —i N
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4,00 -
3,00
Kontrol S1 S2 S3 S4 S5
Katki Cesidi

Sekil 4.19 Farkli katki maddesi uygulanmig Listeria monocytogenes edilmis sucuklarin
depolama boyunca pH degerleri.

Cizelge 4.24 Farkli katki maddesi uygulanmig Listeria monocytogenes inokiile edilmis
sucuklarin depolama boyunca a,, degerleri.

Depolama Zamani (Giin)

Uygulama

0. 7.
Kontrol ,9525Aa ,9435Ab
S1 ,9530Aa ,9365Bb
S2 ,9585Aa ,9370Bb
S3 ,9570Aa ,9330BCb
S4 ,9535Aa ,9320Db
S5 ,9535Aa ,9340BCb

a-b (—) Ayni harfleri tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).
A-c (]) Ayn1 harfleri tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).
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Sekil 4.20 Farkli katki maddesi uygulanmis Listeria monocytogenes inokiile edilmis sucuklarin
depolama boyunca a,, degerleri.
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Kontrol S1 S2 S3 sS4 S5
Katki Cesidi

Sekil 4.21 Farkli katki maddelerinin depolama sonunda sucuklara inokiile edilen bakterilere
etkisi.
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Sekil 4.22 Alternatif.
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1 Escherichia coli Inokiile Edilmis Orneklere Ait Tartisma

5.1.1 Escherichia coli Sayim

Sucuk orneklerinin Escherichia coli sayimlari tizerine depolama zamaninin (P<0,001),
kullanilan katki maddesi ¢esidinin (P<0,001) ve depolama zamani x katki maddesi
¢esidi (P<0,001) interaksiyonunun 6nemli etkisi oldugu (Cizelge 4.1) tespit edilmistir.
Kullanilan katki maddelerin, sucuklara inokiile edilen ¢esitli patojenlere karsi etkisinin
incelendigi bu ¢alismada G6rneklerin baslangic Escherichia coli sayilar1 6,11-6,27 log
kob/g arasinda sayilmistir (Cizelge 4.2). 1 haftalik depolama boyunca orneklerin
Escherichia coli sayilar1 kontrol 6rnegi hari¢ diisiis gostermistir (P<0,001). Depolama
sonunda Orneklerin Escherichia coli sayilar1 3,39 — 6,63 log kob/g arasinda

saptanmistir.

Kullanilan katki maddeleri orneklerin bakteri sayilarint 6nemli derecede diisiirmiis
(P<0,001) ve depolama sonunda en diisiikk Escherichia coli sayilar1 sirasiyla 3,39 log
kob/g ve 3,60 log kob/g ile %100 Nisin igeren S6 dérneginde ve %30 Nitrit ve %70 Nisin
iceren S5 oOrneginde (P<0,05) tespit edilmistir (Sekil 4.1). Kullanilan tiim katki
maddeleri 6rneklerin Escherichia coli sayilarini 6nemli diizeyde disiirmiis (P<0,05)
(Sekil 4.1) ve en biiyiik diisiis S4 ve S5 orneklerinde, en az diislis ise S1 6rneginde
belirlenmistir (P<0,05). Ozellikle drneklere nisin ilavesi Escherihia coli sayisini1 6nemli
oranda distirmiistiir (P<0,05). %100 nisin katkili 6rneklerde Escherihia coli sayis1 2.72

log olarak en yiiksek oranda diigiis gostermistir (P<0,05).

Turgay (2013), yaptig1 bir ¢alismada nisin ve EDTA tuzlarinin Tirk tipi koftelerde
Escherichia coli O157:H7 ve Staphylococcus aureus varligi iizerine etkilerini
aragtirmistir. Bu amagla, ayr1 ayri ve kombinasyonlar halinde nisin ve EDTA tuzlar
ilave edilerek iiretilen koftelerin farkli glinlerdeki mikrobiyolojik analizleri yapilmistir.
Elde edilen sonuglara gore nisinin gram negatif bir bakteri olan Escherichia coli

O157:H7 sayisinda 6nemli bir diisiis saglamadigi fakat iiremeyi yavaslattii tespit
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edilmistir. EDTA ve nisinin birlikte kullanildig1 6rneklerde ise sadece EDTA kullanilan
orneklere gore Escherichia coli O157:H7 sayilarinin azalmasinda daha fazla etkili

oldugu saptanmistir.

Fang ve Tsai (2003), kiymada gesitli antimikrobiyal maddeler kullanarak Escherichia
coli O157:H7 fizerine etkilerini test etmek amaciyla farkli oranlarda nisin ve EDTA
kullanmislardir. Arastirmalar1 sonucunda, nisin ve EDTA’nin birlikte kullanilmasinin
Escherichia coli O157:H7 sayisi lizerine etkisinin sadece EDTA ya da sadece nisin

kullanilmasindan daha fazla oldugu ortaya ¢ikmustir.

5.1.2 pH Degeri

Cesitli katkr maddesi ilave edilmis ve Escherichia coli inokiile edilmis 6rneklerin 7
giinlik depolama boyunca Olciilen pH degerleri Cizelge 4.4’te gosterilmistir. Sucuk
orneklerinde en diisiik pH degerleri (5,62-5,65) depolamanin 7. giiniinde %100 nitrit
iceren S1 ve %100 nisin igeren S6 Orneklerinde (P<0,05), en yiiksek pH degeri ise
(6,11) depolama baslangicinda %70 Nitrit ve %30 Nisin katkili S2 6rneginde tespit
edilmekle beraber (Sekil 4.4) depolama baslangicinda 6rneklerin pH degerleri arasinda
istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamistir (P<0,05). Varyans analiz sonuglarina
gore, sucuk Orneklerinin pH degerleri lizerine depolama zamanin etkisi P<0,001
diizeyinde ¢ok 6nemli, katki maddesi ¢esidinin etkisi ise P<0,01 diizeyinde 6nemli ve
depolama zamani x katki maddesi ¢esidi etkilesiminin ise P<0,01 diizeyinde etkisinin
oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3). 7 giinlik depolama siiresince Orneklerin pH
degerlerinde diisiis oldugu goriilmiistiir (P<0,05) (Sekil 4.4). En biiyiik disis 0,45
birimle S1 ve S5 6rneklerinde saptanmistir (P<0,05).

5.1.3 ay Degeri
Escherichia coli inokiile edilen ve farkli oranlarda nitrit ve nisin igeren sucuk
orneklerine ait a,, degerleri Cizelge 4.6’ta gosterilmistir. Orneklerin a,, degerleri iizerine

depolama zamaninin ¢ok 6nemli etkisi olmustur (P<0,001). Bununla beraber 6rneklerin

ayw degerlerine kullanilan katki maddelerinin istatistiksel olarak Onemli bir etkisi
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olmamistir (P>0,05). Benzer sekilde depolama zamani x kathh maddesi ¢esidi
etkilesiminin de 6rneklerin ay, degerlerine 6nemli bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir
(P>0,05). Sucuk orneklerin baslangic a, degerleri 0,956-0,959 arasinda (P>0,05)
(Cizelge 4.6) olmakla beraber aralarinda énemli bir fark yoktur. 7. giinlik depolama
sonunda Orneklerin su aktivitesi degerleri diisiirerek 0,943-0,934 olarak belirlenmistir
(Sekil 4.5). S6z konusu diislis kontrol o6rnegi hari¢ (P>0,05) diger Orneklerde
istatistiksel olarak 6nemli olmustur (P<0,05). Orneklerdeki a, degerlerindeki diisiis ¢cok

diisiik degerlerde oldugu igin pratik bir 6neminin olmadig1 diisiintilmektedir.

5.2 Salmonella spp. Inokiile Edilmis Orneklere Ait Tartisma

5.2.1 Salmonella spp. Sayimi

Cesitli oranda nitrit ve nisin ilave edilmis sucuk 6rneklerine ait Salmonella spp. sayisi
Cizelge 4.8’de verilmistir. Sucuk 6rneklerine ait en yiiksek Salmonella spp. sayis1 (6,08
log kob/g) depolama baslangicinda %30 Nitrit ve %70 Nisin iceren S4 6rneginde tespit
edilmisken (P<0,05), en diisiikk Salmonella spp. sayisi ise (3,15 log kob/g) depolamanin
7. gliniinde %70 Nitrit ve %30 Nisin igeren S2 6rneginde tespit edilmistir (P<0,05).

Sucuk Orneklerinin Salmonella spp. sayilari tizerine depolama zamaninin (P<0,001),
kullanilan katki maddesi ¢esidinin (P<0,001) ve depolama zamani1 x katli maddesi ¢esidi
(P<0,001) interaksiyonunun 6nemli etkisi oldugu (Cizelge 4.7) tespit edilmistir. Katk1
maddesi katilimi 6rneklerin Salmonella spp. sayilarini etkilemis ve en yiiksek kontrol
orneginde (P<0,05) en diisiik ise %70 Nitrit ve %30 Nisin katkili S2 6rnegi ve %50
Nitrit ve %50 Nisin katkili S3 06rneginde tespit edilmistir (Sekil 4.6) (P<0,05).
Depolama siiresi boyunca 6rneklerin Salmonella spp. sayilar1 diisiis gostermis ve bu

diisiis kontrol 6rnegi harig istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05).

Sucuk Orneklerine inokiile edilen Salmonella spp. patojenleri ilave edilen katki
maddelerinde onemli derecede diistirmistiir (Sekil 4.7) (P<0,05). %70 Nitrit ve %30
Nisin katkili1 S2 6rneginde Salmonella spp. sayis1 3,06 log’luk diisiis gostermisken, %50
Nitrit ve %50 Nisin katkilt S3 6rneginde 2,98 log’luk gostermistir (Sekil 4,6). Nitrit ve
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nisin Salmonella spp. iizerinde antipatojenik etki gostermekler beraber her ikisinin

karisimlar1 daha ytliksek antipatojenik etki gostermistir.

Ceylan (2014), yaptig1 ¢alismada nisin ve 1simnlama uygulamalarini birlikte kullanarak
sogukta depolanan levrek balig: filetolarinin raf omiirlerine olan etkisini incelemistir.
Arastirmalar1 sonucunda 1g1nlama teknolojisinin nisin ile kombine edildiginde mezofilik
aerobik ve psikrofilik acrobik bakteriyel gelisimi inhibe ettigini ve duyusal olarak da

daha kaliteli bir {irtin elde edildigini tespit etmistir.

Stevens vd. (1991), yaptiklar caligmada igerisinde Salmonella tiirlerinin de bulundugu
gram negatif bakterileri 1 saat 37°C’de 50 pg/ml nisin ve 20 mM disodyum EDTA
kombinasyonuna maruz birakmislar ve neticesinde test edilen bakterlerin sayisinda 3.2
ila 6,9 log arasinda diisiisler gozlemlemislerdir. Ayni aragtirmacilar nisin ve disodyum
EDTA’nim tek basina uygulandigi durumlarda gram negatif bakteriler iizerinde dnemli
etkiye sahip olmadikalrini fakat bu maddelerin kombine edilip ve nisin miktarinin da 50
ug/ml’nin tizerine ¢ikilip kullanilmasi durumunda Salmonella tiirleri de dahil olmak
tizere diger gram negatif bakterilerin iiremeleri iizerine etkisinin 6nemli diizeyde

oldugunu belirtmislerdir.

Ay (2013), yaptig1 bir caligmasinda 4 ve 37°C’de, farkli konsantrasyonlarda nisin,
karvakrol ve EDTA’nin tekli ve ¢oklu kombinasyonlarinin Salmonella enterica serotip
Typhimirum {izerine antimikrobiyal etkisini arastirmistir. Tekli antimikrobiyal
uygulamalarda en etkili kimyasalin karvakrol oldugu belirlenirken, ikili ve tgli
kombinasyonlardan en etkili uygulamalarin nisin, karvakrol ve EDTA igeren iiclii
kombinasyonlar oldugu tespit edilmis ve bu iicli wuygulamalarda nisin
konsantrasyonunun arttirilmasina bagli olarak Salmonella enterica serotip Typhimirum

inhibisyonunun da artti§1 gézlemlenmistir.

Duru (2000), yaptig1 bir ¢aligmasinda, sivi tiim yumurtada EDTA birlesimiyle birlikte
nisinin ve hidrojen peroksidin Salmonella enteritidis iizerine etkilerini arastirmistir.
Calismalar1 neticesinde EDTA birlesimiyle nisinin dnemli 6lglide bakterisidal etkisinin

olmadig1 fakat nisinin bakteriostatik etki gosterdigi ortaya ¢ikmustir. Ortaya cikan
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sonuclara gore nisin ve EDTA’nin pastorize edilmis sivi tiim yumurtada raf dmriinii

uzatmak i¢in koruyucu olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

5.2.2 pH Degeri

Farkli oranda nitrit ve nisin ilave edildikten sonra Salmonella spp. izole edilmis
sucuklarin pH degerleri Cizelge 4.11°de verilmistir. Orneklerin pH degerleri depolama
baslangicinda 6,06-6,14 arasinda iken, 7. gilinlilk depolama periyodu boyunca artmis ve
bu artisin istatistiksel olarak 6nemli (p<0,0001) oldugu saptanmistir (Cizelge 4.10).
Orneklerin pH degetleri iizerine katilan katki maddesi ¢esidinin (P<0,001) ve depolama
zamant x katlh maddesi c¢esidi (P<0,001) etkilesiminin Onemli etkisi oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.10).

Depolama baslangicinda orneklerin pH degerleri 6,06-6,14 arasinda Olgiilmiis ve
ornekler arasi farkin 6nemli olmadig1 (p>0,05) saptanmistir (Sekil 4.9). Depolamanin 7.
Giintinde 6rneklerdeki pH artiginin 0,14-0,72 birim oldugu ve en biiyiik artisin S4 ve S5

orneginde en diisiik artigin ise kontrol 6rneginde oldugu belirlenmistir (P<0,05).

5.2.3 ay Degeri

Salmonella spp. inokiile edilen sucuk orneklerine ait su aktivesi degerleri Cizelge
4.12’te gosterilmistir. Sucuklarin a, degerleri lizerine depolama zamaninin (P<0,001),
kullanilan katki maddesi ¢esidinin (P<0,05) ve depolama zamani x katli maddesi ¢esidi
(P<0,01) interaksiyonunun onemli etkisi oldugu (Cizelge 4.1) tespit edilmistir.
Depolama baglangicinda orneklerin a, degerleri 0,963-0,955 arasinda OSl¢iilmiistiir
(P<0,05). 7 giinliik depolama sonunda tiim Orneklerin a, degerleri azalarak (P<0,05)
(Sekil 4.10) 0,934-0,945’e diismiistlir. En diisiik a, degeri S1 ve S4 6rneklerinde, en

yiiksek ay degeri ise kontrol drneginde saptanmustir.
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5.3 Staphylococcus aureus Inokiile Edilmis Orneklere Ait Tartisma

5.3.1 Staphylococcus aureus Sayim

Farkli oranda nitrit ve nisin igeren sucuklara ait Staphylococcus aureus sayim sonuglari

Cizelge 4.14°de verilmistir.

Orneklerin Staphylococcus aureus sayilarmin depolama asamasindaki zamana kars
degisiminin istatistiksel olarak 6nemli oldugu (p<0,001) goériilmiistiir (Cizelge 4.13).
Ayrica sucuklara ilave edilen katki maddelerinin sucuklarin Staphylococcus aureus
sayilarina etkisinin de 6nemli oldugu (p<0,001) benzer sekilde depolama zamani x kath
maddesi ¢esidi (P<0,001) interaksiyonunun Onemli etkisi oldugu belirlenmistir.
Depolama baslangicinda 6rneklerin Staphylococcus aureus sayilart 6,12-6,27 log kob/g
olmakla beraber Ornekler arasinda herhangi bir fark goriilmemistir (p>0,05).
Depolamayla birlikte sucuklarin Staphylococcus aureus sayilarinda kontrol 6rnegi harig
diisiis saptanmistir (Sekil 4.11). Belirlenen bu diisiisiin istatistiksel olarak 6nemli oldugu
bulunmustur (p<0,05). Depolama sonunda 6rneklerin Staphylococcus aureus sayilari
2,88-6,73 log kob/g arasinda degistigi goriilmiistiir. Ornekler arasinda Staphylococcus
aureus sayilar1 farkinin 6nemli oldugu (p<0,01) tespit edilmistir. En yiiksek bakteri
sayist kontrol drneginde, en diisiik say1 ise %100 Nisin katkili S5 G6rneginde tespit

edilmistir (p<0,05).

Sucuk orneklerine ilave edilen katki maddeleri Staphylococcus aureus sayilarini 0,46-
3,27 log diisiirmiistiir. En biiyiik diisiis %100 nisin katkilt S5 6rneginde bulunmustur
(p<0,05)(Sekil 4.12). Elde edilen sonuglar 1s1ginda nisinin Staphylococcus aureus

tizerinde 6nemli diizeyde bakterisit 6zellik gdsterdigi sdylene bilinir.

Goniil (2017), yaptigr c¢alismasinda nisin ve lisozimin kremalarin mikrobiyolojik
kalitesi lizerine etkilerini arastirmistir. Bu amagla kremaya ayr1 ayr1 ve kombinasyonlar
halinde 12,5 mg/L oraninda nisin ve 500 mg/L oraninda lisozim ilave etmis, nisin ve
nisin iceren kombinasyonlarin ilave edildigi 6rneklerde farkli sicakliklarda muhafazasi

sirasinda basta Staphylococcus aureus ve aerob sporlu bakteriler olmak iizere aerob
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mezofil toplam bakteri, laktik asit bakterileri, Staphylococcus-Micrococcus ve
Lactococcus lactis subsp. lactis gelisimini 6nemli diizeyde yavaslattigini, bununla
birlikte koliformlar ile kiif-maya gelisimi iizerine inhibe edici bir etkisinin olmadigini

ortaya koymustur.

Tirk tipi koftelerde nisin ve EDTA tuzlarni kullammimin Escherichia coli ve
Staphylococcus aureus iizerine etkilerini arastiran Turgay (2013), yaptigi ¢alismada
EDTA’nin tek basina Staphylococcus aureus sayisinda Onemli bir diisiise sebep
olmadigi, nisin ve nisin iceren kombinasyonlarla iiretilen koftelerde Staphylococcus

aureus sayisinda dnemli diislisler meydana geldigini ortaya koymustur.

Hampikyan (2009), yaptig1 arastirmada deneysel olarak kirlenmis fermente sucuklarda
nisinin Staphylococcus aureus iizerine etkisini arastirmis ve c¢alismasi sonucunda 150
ng/g ya da daha fazla miktarda nisinin sucuk hamuruna katilmasi suretiyle
fermantasyon ve depolama siiresince bu bakterinin gelisimini engellemek amaciyla

kullanilabilecegi ortaya ¢ikmustir.

5.3.2 pH Degeri

Staphylococcus aureus inokiile edilen ucuk orneklerinin pH degerleri Cizelge 4.17°de
goriilmektedir. En diisiik pH degeri depolama baslangicinda 6.15 ile S5 6rneginde, en
diisiik pH degeri ise kontrol 6rneginde belirlenmistir. Depolamayla birlikte 6rneklerin
pH degerinde diisiis saptanmis ve diislisiin istatistiksel olarak 6nemli oldugu
belirlenmistir (P<0,05). Sucuk oOrneklerinin pH degerleri iizerine depolamanin
zamaniin (P<0,001), katki maddesi ¢esidinin ve depolama zamani x katki maddesi
cesidi (P<0,001) interaksiyonunun etkisinin 6nemli etkileri oldugu saptanmistir (Cizelge
4.15). Depolama sonunda en diisiik pH degeri S5 (5,45) en yiiksek deger ise kontrol
orneginde saptanmistir (P<0,05) (Sekil 4.14).

5.3.3 ay Degeri

Sucuk Orneklerine ait su aktivitesi degerleri Cizelge 4.18’de goriilmektedir. Sucuk
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orneklerinde en diisiik ay degeri (0,9335) depolamanin 7. giiniinde %30 Nitrit ve %70
Nisin katkili S4 6rneklerinde, en yiiksek a, degeri ise (0,9620) ile benzer sekilde S4
orneklerinde saptanmistir. Yapilan varyans analiz sonuglarina gore, sucuk drneklerinin
aw degerleri lizerine depolama zamaninin (P<0,0001), katki maddesi ¢esidinin ve
depolama zaman1 x katki maddesi ¢esidi (P<0,001) interaksiyonunun etkisinin énemli
etkileri oldugu saptanmistir (Cizelge 4.16). Depolama baslangicinda orneklerin ay
degerleri arasinda 6nemli bir fark olmamakla beraber (P>0,05), depolama sonunda
orneklerin a, degerleri diislis gostermistir (Sekil 4.15). Bu diisiislerin kontrol 6rnegi

hari¢ (P>0,05) istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptanmistir (P<0,05).

5.4 Listeria monocytogenes inokiile Edilmis Orneklere Ait Tartisma

5.4.1 Listeria monocytogenes Sayimi

Sucuk oOrneklerine katilan nitrit, nisin ve farkli oranlarda karigimlarinin Listeria
monocytogenes sayisi iizerine etkisi Cizelge 4.20°de verilmistir. Sucuk Orneklerinin
depolama baslangicinda Listeria monocytogenes sayilar1 6,08-6,24 log kob/g olarak
degismekle beraber sayilar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsizdir (P>0,05).
Sucuk orneklerinin Listeria monocytogenes sayilarina depolama zamaninin (P<0,001),
katki maddesi ¢esidinin (P<0,001) ve depolama zamaninin x katki maddesi c¢esidi
etkilesiminin (P<0,001) istatistiksel olarak 6nemli etkisi oldugu saptanmistir (Cizelge
4.19). 7 giinliikk depolama boyunca sucuk orneklerinin Listeria monocytogenes sayilari
kontrol 6rnegi hari¢ azalmistir (P<0,05) (Cizelge 4.20) (Sekil 4.16)..

Sucuk 6rneklerine nitrit, nisin ve nitrit + nisin karisimlarinin ilavesi 6rneklerin Listeria
monocytogenes sayilarini 6nemli diizeyde azaltmistir (P<0,05)(Sekil 4.17). Kontrol
orneginde Listeria monocytogenes sayilart 0, 51 log oraninda artis saptanmisken
(P>0,05), katki madde igeren 6rneklerde ise Listeria monocytogenes sayilar1 1,61-2,53
log arasinda azalmistir (P<0,05). Listeria monocytogenes sayilarinda en az diisiis %50
Nitrit ve %50 Nisin katkil1 S3 6rneginde saptanmigken en yliksek azalis ise %100 Nisin

iceren S5 Orneginde saptanmistir.
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5.4.2 pH Degeri

Listeria monocytogenes inokiile edilmis orneklerin pH degerleri tizerine depolamanin
zamaninin (P<0,001), katki maddesi ¢esidinin ve depolama zamani x katki maddesi
¢esidi (P<0,001) interaksiyonunun etkisinin 6nemli etkileri oldugu saptanmistir (Cizelge
4.21). Depolama baglangicinda orneklerin pH degerleri 6,06-6,15 arasinda degismekle
beraber orneklerin pH degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0,05).
Depolamayla beraber 6rneklerin pH degerleri diisiis gostermistir (P>0,05). Depolama
sonunda en diisiik pH degeri S5 Orneginde, en yiiksek deger ise kontrol drneginde

saptanmistir (P<0,05) (Sekil 4.19)
5.4.3 ay Degeri

Listeria monocytogenes inokiile edilen ve farkli oranlarda nitrit ve nisin igeren sucuk
orneklerine ait a, degerleri Cizelge 4.23’te gosterilmistir. Orneklerin a, degerleri
lizerine depolama zamaninin ¢ok Onemli etkisi olmustur (P<0,001). Benzer sekilde
sucuk orneklerine ilave edilen katki maddeleri de 6rneklerin ay degerlerini etkilemistir
(P<0,05). Depolama baslangicinda 0,9525-0,9585 arasinda degisen (P>0,05) degerler
depolama sonunda 0,9320-0, 9435°e diismiislerdir (P<0,05)(Sekil 4.20).

Nilsson vd (1997), nisin ve CO; uygulamalari sonucu dumanlanmig somon baliklarinda

2 log oraninda Listeria monocytogenes miktarinin azaldigini tespit etmislerdir.

Aktiirkoglu ve Erol (1998), nisin kullanilarak iretilen beyaz peynirlerde Listeria
monocytogenes‘in inhibisyonu {izerine bir arastirma yapmislar ve c¢aligmalari
neticesinde beyaz peynirlerde 30pg/ml oraninda nisin kullaniminin muhafaza siiresinin

60. giiniinde etkenin tamamen inhibe oldugunu belirtmislerdir.

Bhatti vd. (2004), yaptiklari bir ¢alismada 10 kob/ml oraninda Listeria monocytogenes
ile kontamine edilmis ¢ig, homojenize ve pastorize siitlere farkli dozlarda nisin ilave
etmis ve yaptiklari analizler sonucunda Listeria monocytogenes sayisinda énemli oranda

azalmalar oldugunu kaydetmislerdir.
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Bir diger c¢alismada, Rajkovi¢ vd.(2005), Bacillus cereus ve Bacillus circulans ile
kontamine edilmis patates piirelerine farkli konsantrasyonlarda nisin ve corvacrol ilave
edip vakum paketleme yapmuslardir. Yaptiklar1 gézlemler neticesinde mikroorganizma

sayilarinda belirgin azalmalar oldugu ortaya ¢ikmustir.

Hampikyan (2006), yaptigi calismada farkli konsantrasyonlarda nisin ilave ederek
tiretilen fermente sucuklarda nisinin Listeria monocytogenes {izerine etkilerini
incelemistir. Arastirma sonucunda 100 pg/g nisin igeren sucuk orneginde 20. gilinde

Listeria monocytogenes’ in tamamen inhibe oldugu goriilmiistiir.

5.5 Sonug¢

Kirmiz1 et gilinlimiizde insan sagligi acisindan beslenmenin 6nemli bir pargasidir.
Fermente sucuk ise iilkemizde tiikketim miktar1 bakimindan oldukga fazla tercih edildigi
goriilen ve tliketilen bir et Urliniidir. Giiniimiizde islenmis et ve et iriinlerinin
tiretiminde kullanilan katki maddeleri sebebiyle sagliga zararlarina iliskin yapilan
calismalar, tiikketicilerin kimyasal katki maddesi igermeyen daha dogal yollarla {iretilmis
tirinlere olan taleplerini arttirmis buna paralel olarak et tirlinlerinde nitrit ve nitrat
kullanimina alternatif madde ve yontemlerin arastirilmasina yonelik ¢aligmalar
artmistir. Tiketilen gidalarda kullanilmis katki maddelerinin olumsuz etkileri sonucu
sagligin olumsuz etkilenmesine sebebiyet verebilecek kosullarin ortadan kaldirilmasina

yonelik yapilan galigmalar insan sagligi agisindan son derece 6nem arz etmektedir.

Yapilan caligmalarda agirlikli olarak et iiriinlerinde nitrit ya da nitrat yerine genellikle
kereviz, pancar, 1spanak ve maydanoz gibi kendisi de bir nitrat kaynagi olan bitkiler
tizerinde durulmustur. Bu tiir bitkisel katkilarmn kullanimi sonucunda son iiriindeki
kalinti nitrit miktarinda azalma gerceklesebilmekte fakat iirlinlin baz1 kalite
ozelliklerinde istenmeyen yonde degisimler meydana gelebilmektedir. Et triinlerinde
nitrite alternatif kullanilabilecek katki maddelerine yonelik yapilan ¢aligmalardaki diger
bir yaklasim ise nitritin et lirlinlerindeki gostermis oldugu fonksiyonlari; antimikrobiyal
ozellikteki  organik  asitler, antibakteriyel  ozellikteki  bakteriyosinler  ve

nitrozomyoglobin olusumunu saglayan mikrobiyal kaynaklar yardimiyla {iriinde
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istenilen Ozelliklere ulasabilmektir.

Yapilan bu calismada fermente sucuk {iiretiminde sagliga olan zararlar1 bilinen ve
tiikketiciler tarafindan endiseye sebep olan nitrit kullanimi yerine giivenilirligi konusunda
onay almig bir bakteriyosin olan nisin kullanilarak nisinin fermente sucukta gelismesi
muhtemel dort gida patojeni lizerindeki etkileri arastirilmistir. Nitrit ve nisin tekli ve
farkli oranlardaki kombinasyonlari seklinde sucuk hamurlarina eklenerek sucuk iiretimi
gerceklestirilmistir.  Deneysel olarak sucuk hamurlarina iki adet gram pozitif
(Staphylococcus aureus ve Listeria monocytegenes), iki adet gram negatif (Salmonella
spp. ve Escherichia coli) patojen bakteri inokiile edilmis nisinin farkli oranlardaki

antimikrobiyal etkisi incelenmistir.

Yapilan mikrobiyolojik analizler neticesine gore; inokiile edilen Staphylococcus aureus
ve Listeria monocytogenes flizerine %100 nisin katilimi en biiylik bakterisit etki
gosterirken, Escherichia coli ve Salmonella spp. tizerine ise %70 Nitrit ve %30 Nisin

katilimi en biiyiik bakterisit etki gostermistir (Sekil 4.21).

Sonug olarak bu ¢alisma ile elde edilen bulgulara gore; diinyada ve Tiirkiye’de siklikla
tiiketilen fermente sucuklarda mikrobiyolojik kalitenin korunabilmesi i¢in nisinin, gram
pozitif bakteriler i¢in kullanilabilecegi, gram negatif bakteriler i¢in ise nitrit ile kombine
edilmis haliyle kullanilabilecegi goriilmiistiir. Bu durum nitritin mevcut kullanilmakta
olan dozundan daha az miktarlarda kullanilabilirliginin miimkiin olmas1 agisindan

onemlidir.
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