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YUKSEK SICAKLIK DERECESINDE OLGUNLASTIRILAN TURK
FERMENTE SUCUKLARINDA LAKTOBASILLERIN SEYiR, IZOLASYON VE
IDENTIFIKASYONU

THE GROWTH, ISOLATION AND IDENTIFICATION OF LACTOBACILLI
IN TURKISH FERMENTED SAUSAGES (SUCUK) RIPENED WITH
RELATIVELY HIGH TEMPERATURES

Haydar OZDEMIR T. Haluk CELIK {rfan EROL U.Tansel SIRELI Belgin SIRIKEN
AU Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali, Ankara

OZET: Bu qalgma yiiksek sicakhk derecesinde (25°C+1) 3 haftahk periyot boyunca olgunlagtinlan Tiirk fermente
sucuklarinda, laktobasil tiirlerinin seyir, izolasyon ve identifikasyonu amaciyla yapildi, Izole edilen toplam 80 laktobasil
susundan 64'i (% 80) L. sake, 12’si (% 15) L. plantarum ve 4% (% 5) L. curvatus olarak identifiye edildi.

SUMMARY: This study was undertaken to study of growth, isolation and identificatior of lactobacilli species in Turkish
fermented sausages (Sucuk), ripened through with 3 weeks in relatively high temperature (25°C+1). As isolated total of
80 species, L. sake as 64 (80 %5), L. plantarum as 12 (15 %), and L. curvatus as 4 (5 %) was determined.

GIRis

Fermente sucuklarda, {iriine dzgii kivam, lezzet, aroma ve renk olgunlagma sirasmdaki bakteriyel,
enzimatik ve biyokimyasal reaksiyonlara bagh olarak sekillenmektedir. Fermente sucuklarin olgunlagmast
ve buma bagl olarak kalite niteliklerinin geligmesinde en Onemli faktor bakteriyel aktivitelerdir.
Olgunlagmada ozellikle laktobasiller, pediyokoklar, mikrokoklar ve stafilokoklar etkili olurlar. Bu bakteri
gruplarindan ozellikle laktobasiller, olgunlagma sirasinda olugturduklar: laktik asit ile sucukta yapisal
nitelikler, kivam, renk ve lezzetin gelismesinde, ayrica patojen mikroorganizmalarin baskilanmasinda etkin
rol oynarlar (REUTER, 1972; CORETTI, 1973; LUCKE, 198; HAMMES ve ark. 1990; ERQL ve
HILDEBRANT, 1992).

Fermente sucuklarm olgunlagmasinda bilyilk 6nemi sahip olan laktobasiller, olgunlagmanm
baglangicindan 24-48 saat sonra florada 10%-10° kob/g diizeyine ulagarak, dominant florayr olugtururlar
(KAGERMEIER, 1981; LUCKE, 1986; ERQOL, 1991; COMI, 1993},

Sucuklarda asit olusumu ve hizi, etin baglangigtaki pH degeri ile sucuk hamuruna ilave edilen
karbonhidratlarin ¢esit ve miktarina bagh olmakla birlikte, dzelilkle olgunlagma sicaklis ile yakindan ilgilidir
(WIRTH, 1984; RODEL, 1986; KLETTNER, 1989; LIEPE ve ark. 1989).

LUCKE (1986), olgunlagma sicakligina bagh olarak, sucuklarda mikrobiyel floranm degisiklik
gosterdigini, P. acidilactici ve L. plantarumun 30-35°C de daha iyi iireme yetenegine sahip oldugunu
bildirmigtir.

KAGERMEIER (1981), starter kiiltiir ihtiva etmeyen ve olgunlagma sicaklyg baglangigta 20-22°C
olan fermente sucuklarda, L. sake ve L. curvatus’un dominant floray olugturduklarini, bura karsin L.
plantarum’un 25°C'nin iizerinde olgunlagtinlan sucuklarda fazla sayida bulundugunu bildirmistir.

Bu ¢ahgma farkh yapim teknolojisine sahip Tiirk fermente sucuklarinda, endiistriyel geligmelere
paralel olarak giderek tercih edilen, relatif yitksek olgunlagtirma sicakliginda (25°C+1) laktobasil tirlerinin
gelisim, izolasyon ve identifikasyonu amaciyla yapilmgtir. :

MATERYAL VE YONTEM
Sucuk Numunelerinin Hazirlanmasi: Bu ¢altymada materyal olarak, A.U. Veteriner Fakliitesi Besin

Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali Et Unitesinde deneyscl olarak tretilen sucuklar kullaniddi. Deneysel
sucuk yapumi 3 parti olarak tekrar edilerek her iiretim grup A, grup B vev grup C olarak adlandinidi. Bu
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amagla Tiirk fermente sucugu yapim teknigine gore (ANONYMOUS, 1973; EROL, 1991) hazirlanan 7 kg
sigir eti ve 2 kg sigir bobrek yag karigimina 55 g kermuze biber, 50 g kara biber, 85 g kimyon, 45 g glikoz-
sakkaroz (1:1), 120 g sanimsak ve 225 g nitrit igeren tuz (% 0,5) ilave edilerek sucuk hamuru hazirland:.
. Hazirlanan sucuk hamuru dogal kihiflara doldurularak 25=1°C de, % 98-75 nisbi rutubette ve 0,4-0,8 m/sn
hava akiminda 7 gin siireyle otomatik klima cihazinda (FESSMAN-T. 1900) fermentasyona birakildi.
Fermentasyonu takiben sucuk numuneleri oda sicakbginda, % 65-70 nisbi rutubette 21. giine kadar
kurutularak olgunlagtirildi.

Numuunelerin Mikrebiyolojik Analizlere Hazirlanmasy: Olgunlagma periyodunun 6., 2, 5., 7., 14,
ve 21, giinlerinde aseptik k0§ullarda alinarak laboratuvara getirilen sucuk numunelerinden, 10’ar gram steril
plastik torbalara konularak iizerine 90’ar ml steril peptonlu su (% 0,1) ilave edildi ve kan§1m stomacherde
yaklagik 3 dakika siireyle homojenize edildi (YURTYERI ve ark. 1993).

Mikrobiyolojik Analizler: Sucuk numunelerinin 10"*e kadar desimal dilusyonar1 hazirlanarak, Aerob
mezofil genel canl says1 i¢in TSA (Triptice Soy Agar, Difco), Enterobakteriler igin VRBD Agar (Violet
Red Bile Dextroz Agar, Merck Art. Nr. 10275), koliformlar i¢in VRB Agar (Violet Red Bile Agar, Merck
Art. No. 1406), Mikrokok-Stafilokoklar igin Baird-Parker Agar (Merck Art. Nr. 5406), laktobasiller igin
MRS-Agar (Merck Art. Nr, 10660), Laktkobazillen-Agar (LA-Agar)(REUTER, 1972) ile aside direncgli
laktobasiller icin igerisinde % 0.4 oraninda sorbikasit bulunan ve pH s1 5,0°e ayarlanmig Laktobazillen-Agar
(LS-Agar) (REUTER, 1972), Enterokoklar igin SB Agar (Slanetz Bartley Medium. Oxoid CM 377),
Pseudomonaslar i¢in Pseudomonas Selektive Agar Base (Merck Art. Nr, 5284), Maya ve Kiifler i¢in Rose-
Bengal Chloramphenicol Agar Base (Oxoid CM 549) ekimler yapild: (DE MAN ve ark. 1960; EROL, 1991;
YURTYERI ve ark. 1993).

Laktobasillerin Izolasyor ve Identifikasyonu: MRS agarda iireyen tek kolonilerden énce MRS
buyyona (Merck-Art. No. 10661) gecildi ve 30°C de 24 saat siireyle anaerob ortamda inkiibe edildi. Sonra
Gram reaksiyonu icin boyama yapildi ve faz kontrast mikrkoskopta bakilarak kolonilerin safliklan ve hiicre
morfolojileri incelendi. Saf olarak belirlencn koloniler, tekrar MRS buyyona gegilerek katalaz testi
uygulandi. Daha sonra Gram ( +), katalaz (-), kokoid ve gomak geklindeki koloniler laktobasil olarak ayridi.
Bu koloniler bazi aragtirmacilarin (REUTER, 1970; KANDLER ve WEISS, 1986; BANTLEON, 1987,
SCHILLINGER ve LUCKE, 1987) bildirdigi karbonhidrat fermentasyon testleri, gaz olusumu, arjinin
hidrolizi, desktran olugumu, pH 3,9’da ireme, 4°, 15° ve 45°C'lerde ve % 7.3-10 tuz konsantrasyonunda
iireme yetenekleri yoniinden test edilerek identifikasyonlart yapildi.

ARASTIRMA BULGULARI

Bu g¢aligmada izole edilen toplam 80 adet laktobasil sugundan % 801 L. sake, % 15'i L. plantarum
ve % 51 L. curvatus olarak identifiye edildi. Her ti¢ grupta da laktobasillerin (MRS-Agar) seyri
olgunlagmamn baglangieinda 2,4x10%1,0x10° kob/g diizeyinde bulunmasma kargin, olgunlagmanm 2.
giiniinden itibaren sayilan artarak 1,6x10°-6,4x10° kob/g diizeyine, 14. giinde ise 1,0x10%-2,0x10° kob/g
diizeyine ulagmiglardir, Fermente sucuklarda laktobasillerin seyri ile florada bulunma diizeyleri Cizelge 1'de
gosterilmigtir.

Cizelgede de goriildiigii gibi, L. sake her ii¢ grupta da dominant olarak seyrederek florada % 75-
100, L. plantarum % 10-25 ve A grubunda ise L. curvatus % 15-20 diizeyinde bulunmustur. fzole edilen tiim
suglar Gram (+), katalaz (-) olup, 4°C ve 15°C de iiremelerine kargn, 45°C de iirememigler ve glikozdan
gaz olugturmamuglardir. L. sake ve L. curvatus suglar1t MRS agarda 3 giinlitk inkubasyon sonunda beyaz,
parlak, konveks koloniler olugturmuglardir. Faz kontrast mikroskopta L. sake suglari, genelde kisa, ikili ve
dortli, ic bukey, kokoid ve ¢omak formunda gorilmigtiir. L. curvafus suglan ise L. sake ile benzer
morfolojik yapida gorilmesine kargm, daha i¢ bukey formda gorilmigtiir, L. plantarum suglar1 MRS agarda
3 giinliikk inkubasyon sonunda L. sake ve L. curvatus’a oranla daha biiyilk ve tereyag saris1 renginde olup,
faz kontrast mikroskopta genelde 2'li ve dilz gomaklar formunda goriilmiigtiir.

Aynica L. plantarum suslan, L. sake ve L. curvatus suslanmn aksine mannitol ve sorbitolu fermente
ederek daha genig bir karbonhidrat spektrumu gostermislerdir.
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Yine bu sucuklarda laktobasillerin seyri disinda, diger mikroorganizmalarin seyri yoniinden yapilan
analiz sonuglarmna ait bulgular Cizelge 2’de gosterilmistir,

_ Gizelge 1. Yitksek Sicakhk Derecesinde Olgunlastiritan Tiirk Fermente Sucuklarinda Olgunlasma Periyodunun Degiisik Giinlerinde
Laktobasillerin Seyri ve Tlir Diizeyinde Daglimu

Grup no Olguniagma Laktobasil sayist L. sake L. curvatus L. plantarum
siiresi (giin) (MRS Agarda)
kob/g %o T %
0 1,0x107 * * 10
2 6,4x10° 75 15 20
A 5 1,0x10° 80 - 20
7 1,2410° 80 - 25
14 1,2x10° 75 - -
21 1,0x108 80 20 *
0 2,4x10° . * 15
2 1,6x10° 85 - 20
B 5 2,4x10° 80 - 20
7 1,6x108 80 - 20
14 1,0x108 80 - -
21 9,0x107 100 - *
0 6,0x10% * * 15
2 4,0x108 85 - 20
5 1,0¢10° 80 - 20
¢ 7 6,0x10% 80 - 15
14 2,0x10® 85 - -
21 1,2x108 100 -
" Tdentifikasyon yapilmadi.

Cizelge 2. Yitksek Sicaklik Derecesinde Olgunlagtialan Tork Fermente Sucuklarinda Olgunlagma Periyodunun Degigik Giinlerinde

Ortalama Mikroorganizma Saylan (kob/g)
Mikroorganizma 0. glin 2. giin 5. giin 7. giin 14. giin 21. giin
Aerob Mezofil Genel Canh 34x107 5,0x10% 8,0x10° 9,010 1,6x108 1,4x10%
Laktobasil (LA) 1,0x107 3,2¢10% 5,0x108 5,0x108 1,2x10% 8,0x107
Aside Direncli Laktobasil (LS) 8,0x10° 3,0x10% 4,0x10° 5,0x10° 1,010 8,0x107
Mikrokok/Stafilokok 1,8x10° 6,0x10° 4,0x10° 3,0x10° 3,0x10° 3,2x10°
Enterobakteriler 5,0x10° 6,0x10* <2,0x10% <2,0x10? <2,0x10 <2,0x10%
Kotiform 2,6x10° 3,0x10° <2,0x10? <2,0x10% <2,0x10% <2,0x16%
Enterokok 3,6x16° 6,0110°% ' 1,4x10° 4,0x10* 1,0x10° 9,0x10°
Pseudomonas 2,0x10* <2010 | <2,0x10° <2,0x10% <2,0x10% <2,0x10°
Maya/Kiif 5,6x10° 3,2x10% 3,0x10° <2,0x10% <2,0x10% <2,0x10%
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Cizelgede de goriildiigii gibi bu sucuklarda aerob mezofil genel canlt sayis1 olgunlagmanin
baglangicinda ortalama 3,4x107 kob/g diizeyinde iken, olgunlagmanm 2. giiniinden itibaren artarak
olgunlagmanin 2. ve 21. giinleri arasinda 5,0x10°1,4x10° kob/g diizeyinde seyrctmistir.

Laktobasiller ise LA agarda olgunlasmamn baglangicinda 1,0x107 kob/g diizeyinde bulunurken,
olgunlagmamn 2. giiniinden itibaren sayilan artarak 14. giinde 1,2x10° kob/kg seviyesine, 21. giindne ise
sayllar1 azalarak 5,0x10° kob/g diizeyinde seyretmiglerdir. Yine aside direngli laktobasiller LS agarda
olgunlagmamn baglangicinda 8,0x10° kob/g diizeyinde bulunurken, olgunlagmamn 2. giiniinden itibaren
sayilar1 artarak 14. giinde 1,0x10° kob/g seviyesine, 21. giinde ise saylar1 azalarak 8,0x10” kob/g diizeyinde
seyretmiglerdir.

Fermente sucuklarda laktobasillerden sonra, olgunlagmada dnemli derecede rol oynayan mikrokok-
stafilokoklar olgunlagmanin baglangicinda 1,8x10° kob/g diizeyinde bulunurken, olgunlagmanin 14, giiniine
kadar sayisal olarak sabit bir seyir gbstermis, olgunlasmamn 21. gliniinde ise diigiik diizeyde azalarak 3,2x10*
kob/g diizeyinde saptanmiglardir.

Enterobakteriler ise olgunlagmamn baglangicinda  5,0x10° kob/g diizeyinde bulunurken,
olgunlasmanin 2. giiniinde sayisal olarak azalarak 6,0x10* kob/g diizeyine diigmils, 5. giinden itibaren ise
izole edilebilme dizeyinin altinda (<2,0x10%) kalmistir. Koliform grubu mikroorganizmalar ise
olgunlagmanin baglangicinda 2,6x10° kob/g diizeyinde bulunurken, olgunlagmanin 2. gimiinde sayisal olarak
azalarak 3,0x10" kob/g diizeyine diismiig, olgunlagmanin 5, giiniinden itibaren ise izole edilebilme diizeyinin
altinda { <2,0x10%) bulunmustur.

Enterokoklar ise olgunlasmanin baglangicinda 3,6x10° kob/g diizeyinde bulunmasina kargm,
olgunlagmamn 5. giiniine kadar sayisal olarak artarak, 5. giinde 1,4x10° kob/g diizeyine ulagmig ve
olgunlagmamn bundan sonraki doneminde azalma trendi gostererek 21. giinde 9,0x10° kob/g diizeyinde
bulunmuslardir,

Pseudomonaslar ise olgunlagmanmn baglangicinda 2,0x10° kob/g diizeyinde bulunrmhasina kargm,
olgunlasmanin 2. giiniinden itibaren izole edilebilme diizeyinin altindta (<2,0x10%) diigmiigtiir, Maya ve
kiifler olgunlagmanin baglangicr ile 5. giinleri arasinda 5,6x10°-3,0x10° kob/g diizeyinde bulunmasina kargm,
olgunlagmamn 7, giiniinden itibaren izole edilebilme diizeyinin altinda (<2,0x10°) kalmiglardir.

Fermente sucuk numunelerinde pH seyri olgunlasmanin baglangicinda 5,54-5,64 diizeyinde
seyrederken, olgunlagmanin 2, giiniintden itibaren digiis gbstererek 3. giinde 4,65-5,08 degerlerine, 7. giinde
4,65-4,84 degerlerine kadar dilgmiys, 7. giinden itibaren ise diigiik diizeylerde artarak, olgunlasmanin 21.
ginitnde 5,04-5,32 degerlerine ulagmustir.

TARTISMA VE SONUC

Bu ¢ahiymada izole ve identifiye edilen laktobasillerin florada bulunma diizeylerine ait bulgular, bu
konuda galigan aragtirmacilarin (KAGERMEIER, 198%; COMI ve ark. 1993; HUGAS ve ark. 1993)
bulgulanyla benzerlik gostermektedir,

KAGERMEIER (1981), olgunlagma sicakliginin baglangigta 22°C oldugu ve sicaklignn daha sonraki
giinlerde 15°C ye kadar dilgiiriildigii fermente sucuklarda dominant grubu florada % 95 diizeyine kadar
ulagan L. sake’nin olugturdugunu, bunu L. curvatus’un izledigini ancak bu sucuklarda L. plantarum’un izole
edilemedigini, buna kargin olgunlagma sicakhginin 0, ve 6. giinlerde 27°C,daha sonraki giinlerde 20°C ye
diigiiriildiigt fermente sucuklarda yine L. sake ile L. curvafus’un dominant grubu olusturmasina kargin, tiim
gruplarda L. plantarum’un % 20 diizeyinde bulundugunu ve olgunlagma sicakh@nm artmasina bagh olarak
L. plantarum’un florada bulunma diizeyinin arttigim bildirmigtir. KAGERMEIER (1981)'in bulgular ile bu
¢abgmadan elde edilen bulgular benzerlik gostermektedir.

Benzer gekilde LUCKE (1986)'de olgunlagma sicakliginin artmasina bagh olarak L. plantarum’un
florada bulunma diizeyinin arttifim bildirmistir,

HUGAS ve ark. (1993) olgunlagtirma sicakhginin baglangigta 18-25°C oldugu fermente sucuklarda,
L. sake'nin % 55, L. curvatus'un % 26, L. bavaricus'un % 11 ve L. plantarum™uin % 8 diizeyinde
bulundugunu bildirmiglerdir. HUGAS ve ark.’min (1993) bulgular: ile bu ¢aliyma bulgular: arasinda, L.
bavaricus diginda benzerlik bulunmaktadir. Ancak L. bavaricus’un bu galigmada identifiye edilememesinin
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muhtemelen Tiirk fermente sucugunun iiretim teknolojisinin ve isletme florasin farkli olusundan
kaynaklandign diigtiniilmiigtiir,

COMI ve ark. (1993) olgunlasma sicakhgimin belirtilmedigi gahgsmalarinda, ticari tip fermente
- sucuklarda L. plantanum’un % 2 diizeyinde bulunmasma kargm, evlerde iiretilen fermente sucuklarda L.
plantarum’un % 16.2 diizeyinde bulundugunu belirterek, sucukiarda floranin gelismesinde olgunlagma
sicakbpimin yam sira, pH deperi, a, degeri, baglangigtaki genel canh sayst ile rekabetgi floramn etkili
oldugunu bildirmiglerdir,

OZDEMIR (1995) yapun calismada, deneysel olarak iiretilerek 20°C de olgunlastirilan Tirk
fermente sucuklarinda L. sake’nin dominant florayr olugturarak, olgunlasmann degisik giinlerinde florada
% 73-100 diizeyinde bulundugunu, ancak L. plantarum’un florada bulunmadigim bildirmigtir. OZDEMIR’in
(1995) bulgulariyla bu ¢alismanm bulgulan L. planterum diginda birbirini teyit eder nitelikte olup, bu
calismada L. plantarum’un florada bulunmasi muhtemelen olgunlagma sicaklipinin yisksek olmasidan
kaynaklanmgtir. Yine DINCER ve ark. (1995), deneysel olarak yapilan ve 202 2°C de olgunlagtirilan Tiirk
fermente sucuklarinin florasinda, olgunlasmamn degigik giinlerinde L. sake’nin % 91-100, L. curvatis’un ise
% 3-9 diizeyinde bulundugunu bildirmiglerdir.

GURKAN (1991), Tiirk fermente sucuklarindan izole ettigi toplam 31 adet laktobasil tiiriinden
12’sini L. sake, 10’'nunu L. alimentarius, #init L. curvatus, 3ini L. plantarum ve 2'sini L. brevis olarak
identifiye etmigti. GURAKAN'nmn (1991) bulgular: ile bu galigmanm bulgular: arasindaki farklilign,
muhtemelen fermente sucuk iiretiminde uygulanan teknolojinin ve igletme florasimn farkh olugundan
kaynakland:ign diigiiniilmektedir.

Yine bu sucuklarda saptanan diger mikrobiyolojik analiz sonuglars ile degisik aragtrmacilarin
(YILDIRIM, 1977; GOKALP ve ark. 1988; YURTYERI ve ark. 1993) bulgulani birbirini teyit eder
niteliktedir. Ancak EROL (1991), olgunlagtirma sicakbginmn 20°C den 25°C ye yiikseltilmesi sonucu
enterobakterlerle, enterokoklarm sayisinda énemli derecede artig oldugunu bildirmistir. Nitekim bu
cahsmada da enterokoklar olgunlasmimn 5. giintine kadar sayisal olarak artan bir seyir gostermigler, ancak
diigiik pH degerlerine ragmen olgunlagmanin 5. giiniinden itibaren saysal olarak azalarak, olgunlagmanin
21. giiniinde florada 9,0x10° kob /g diizeyinde bulunmuglardir. Sucuklarin florasinda olgunlagmamn baslangict
ve 2. giiniinde 10*-10° kob/g diizeyinde bulunan entercobakterilerle, koliform grubu mikroorganizmalar
olgunlagmamin 5. giiniinden itibaren izole edilebilme diizeyinin altinda (<2,0x10%) kalmistir. Bunun
muhtemelen pH nin kisa zamanda 5.0 degerinin altina diigmesinden kaynaklandifz dilgiiniilmektedir.

Yine bu gruptaki sucuklarda saptanan pH degerleri ile dier arastrmacilarmm (WIRTH 1984;
LUCKE 1986) bulgular birbirini teyit eder niteliktedir. Nitekim bu aragtirmacilarinda bildirdigi gibi,
baglangigdaki olgunlagma sicakhgn 20°C nin fizerinde olan sucuklarda, pH degerleri ilave edilen
karbonhitdratlarin ¢esit ve miktarna da bagli olarak kisa zamanda ve daha izl olarak 5.0 degerinin altima
diigmektedir.

Sonug olarak yitksek sicaklik derecesinde olgunlagtirilan Tiirk fermente sucuklarinda L. sake’nin
dominant grubu olugturdugu, ancak sicaklik derecesinin artmasina bagh olarak florada L. plantarum’un da
bulundugu ve L. plantarum’un florada bulunmasinin muhtemelen olguntagma sicaklign ile yakindan iligkisi
oldugu, buna ilaveten yiiksek sicaklik derecesinde olgunlagtirilan sucuklarda, pH degerlerinin kisa zamanda
daha diigiik degerlere ulastifn saptanmugtur.
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