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OZET

PASTIRMA URETIM SURECINDEKI BAKTERI
CESITLILIGININ MOLEKULER YONTEMLERLE TAYINi

Alya TOY
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi
Tez danmismani: Dr. Ogr. Uyesi Banu METIN
Agustos-2020, 113 Sayfa

Pastirma, Tirkiye'nin tiim si8ir eti veya manda sigir kaslarindan tretilen geleneksel
kuru kiirlenmis bir et tiriiniidiir. Bu ¢alismada, tiretim siireci sirasinda 2. tuzlanmadan
sonra (asama 1), soguk presleme (asama 2), cemen kaplama (asama 3) ve son {iriin
(asama 4) olmak tizere dort farkli zamanda bakteriyel profilinin belirlenmesi
amaglanmistir. Mikrobiyal analizlere ek olarak, her numune igin su aktivitesi ve pH
dleiilmiistiir. Uretim sirasinda, pH 5,6'dan 5,8'e hafif bir artig gdstermistir; su aktivitesi
asama 3'e kadar 0,92'den 0,86'ya diismiistiir ve ¢emen ilavesinden sonra 0,89'e
yiikselmistir. PCA'da sayilan toplam mezofilik aerobik bakteri 4,9-7,2 log kob/g
bulunmustur. MRS agar sonuglar1 4,2-6,8 log kob/g laktik asit bakteri sayimini
gosterirken, M17 agarda sonuglar 4,6 ila 7,3 log kob/g arasinda bulunmustur.
Enterobacteriaceae iiyeleri VRBD agar tarafindan sadece asama 1'de tespit edilmistir.
MRS agar'dan 86 ve M17 agar'dan 80 ve VRBD agar’dan 30 bakteri tanimlanmak
tizere saflastirlmis ve DNA izolasyonuna tabi tutulmustur. Rep-PCR (GTG5) ile
gruplandirildiktan sonra 62 MRS, 47 M17 ve 23 VRBD izolatinin 16S rDNA dizilimi
belirlenmistir. MRS izolatlar1 arasinda tiim asamalar i¢in en baskin tiiriin %38-76 nispi
bollugu olan Lactobacillus sakei oldugu ve en ¢ok gozlenen ikinci tiiriin ilk li¢c asama
icin nispi bollugu %22-29 olan Weissella viridescens oldugu bulunmustur.
Tanimlanan diger tiirler arasinda Weissella confusa, Weissella halotolerans, Weissella
cibaria, Weissella helenica, Lactobacillus curvatus ve Leuconostoc citreum yer
almaktadir. M17 agarda MRS agar ile de tespit edilen L. sakei ve L. citreum’a ilaveten

Weissella jogaejeotgali ve Carnobacterium divergens gibi laktik asit bakterileri tespit



edilmistir. Bunun yaninda katalaz pozitif tiirlerden Brochothrix thermosphacta asama
1'deki en baskin tiir olarak ve Staphylococcus saprophyticus ise takip eden asamalarda
en baskin tiir olarak tanimlamistir. VRBD agarda bakteri varligi sadece 1. asamada
gozlemlenmistir. Pseudomonas fragi grubu %76,66 oranla en baskin mikroorganizma
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ikinci baskin tiir olarak ise Serratia liquefaciens (%13)
bulunmustur. Bu tiirleri Pseudomonas poae (%3,33), Pseudomonas taetrolens (%3,33)
ve Pseudomonas gessardi (%3,33) takip etmektedir Sonuglar, iiretim siirecinde

pastirmanin bakteriyel cesitliligi hakkinda bilgi vermektedir.

Anahtar Kelimeler: Pastirma, bakteriyel ¢esitlilik, laktik asit bakterileri.



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE BACTERIAL DIVERSITY DURING
PRODUCTION PROCESS OF PASTIRMA

Alya TOY
Master of Science, Food Engineering
Thesis Advisor: Asist. Prof. Dr. Banu METIN
August-2020, 113 Pages

Pastirma is a traditional dry-cured meat product of Turkey, produced from whole beef
or muscles of water buffalo. In this study, it was aimed to determine the microbial
profile during the manufacturing process at four different time points, after the second
salting (stage 1), after cold-pressing (stage 2), before ¢emen coating (Stage 3) and the
final product (stage 4). In addition to the microbial analyses, water activity and pH
were measured for each sample. During the production, pH showed a slight increase
from 5,6 to 5,8; while the water activity decreased from 0,92 to 0,86 until stage 3, and
then increased to 0,89 after gemen addition. Total mesophilic aerobic bacteria counted
on PCA was 4,9-7,2 log kob/g. MRS agar results indicated lactic acid bacteria counts
of 4,2-6,8 log kob/g, while M17 agar counts were between 4,6 and 7,3 log kob/g.
Enterobacteriaceae members were only detected in stage 1 by VRBD agar. Among
the bacteria enumerated, 86 from MRS agar and 80 from M17 agar and 30 from VRBD
agar were purified and subjected to DNA isolation for identification. After grouping
by rep-PCR (GTG5), 16S rDNA sequences of 62 MRS, 47 M17 and 23 VRBD isolates
were determined. Among the MRS isolates, the most dominant species for all stages
was Lactobacillus sakei with a relative abundance of 38%-76% and the second mostly
observed species was Weissella viridescens with a relative abundance of 22%-29% for
the first three stages. Other species identified include Weissella confusa, Weissella
halotolerans, Weissella cibaria, Weissella helenica, Lactobacillus curvatus and
Leuconostoc citreum. Using M17 agar, lactic acit bacteria, such as Weissella

jogaejeotgali and Carnobacterium divergens were detected in addition to L. sakei and
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L. citreum, that were also detected using MRS agar. Moreover, catalase positive
species, such as Brochothrix thermosphacta as the most dominant species in stage 1
and Staphylococcus saprophyticus as the most predominant one in the following stages
were identified. The presence of bacteria in VRBD agar was observed only in stage 1.
Pseudomonas fragi group was the dominant species with a relative abundance rate of
76.66%. Serratia liquefaciens (13%) was found as the second dominant species. These
species were followed by Pseudomonas poae (3.33%), Pseudomonas taetrolens
(3.33%) and Pseudomonas gessardi (3.33%). The results give information on the

bacterial diversity of pastirma during the manufacturing process.

Keywords: Pastirma, bacterial diversity, lactic acid bacteria.
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GIRIS

Insan beslenmesi ve bilyiimesi a¢isindan basta protein olmak iizere icerdikleri yag, su,
vitamin, mineral ve diger tat veren organik 6geler nedeniyle et ve et iirlinleri en dnemli
besinler arasinda ilk baslarda yer almaktadir. Bu nedenle ¢ok eski ¢aglardan beri
insanoglu bu giday1 uzun siire muhafaza etmenin ¢esitli yontemlerini kullanmis ve
bunlar1 gelistirmistir. Bu teknikler igerisinde bilinen en eski ve en ¢ok kullanilan
yontem tuzladiktan sonra gilineste kurutmaktir. Bu sekilde tuzlanarak ve kurutularak
elde edilen et iriinlerine Diinya’nin farkli bolgelerinden Biltong, Charque, Odka,
Qwanta ve Kilishi adi verilen et iiriinleri 6rnek verilirken, iilkemizde ise pastirma ve
sucuk bu teknikle iiretilen et triinlerine 6rnek gosterilebilir. Pastirma Orta Asya
Tiirkleri tarafindan ¢ok eski ¢aglarda bulunan ve giintimiizde hala sevilerek tiiketilen
milli bir Uriinimiizdir. Tirkiye’de pastirma mikrobiyolojisi {izerine yapilmis
molekiiler calismalar var olmakla birlikte kapsamli degildir. Identifikasyon ¢aligmalart
genelde son iiriine dayali olmakla birlikte, tiim iiretim siirecini kapsayan ¢alismalarda
ise tek tir mikroorganizma veya besiyerine bagli kalimmistir. Bu ¢alismada,
pastirmanin liretim siirecinin farkli agamalarindan alinan 4 adet 6rnekteki laktik asit
bakterileri, katalaz (-) ve katalaz (+) mezofilik bakteriler ve Enterobacteriaceae grubu
bakteriler sirastyla MRS (De Man Rogosa Sharp), M17 (M 17 Agar) ve VRBD (Violet
Red Bile Dextrose Agar) besiyerleri lizerinde gelistirilmis, saflastirilarak DNA
izolasyonuna tabi tutulmus ve tiir bazinda tanimlanmistir. Bunun yani sira, segilen
asamalarda pH ve su aktivitesi degerleri belirlenmis ve bu o6zelliklerle gelisen

mikroorganizmalar arasindaki iliski degerlendirilmistir.



BIRINCI BOLUM

LITERATUR TARAMASI

1.1 Et

Et eski zamanlardan beri gocebe yasayan insanlarin belli basli besinlerindendir ve
Kuzey Amerika, Kuzey Avrupa, Okyanusya gibi iilkelerde tiiketimi oldukg¢a fazladir
(Baysal, 2013). Et, yiyecek olarak kullanima uygun olan hayvansal dokular olarak
tanimlanmis ve bu dokulardan iiretilen tiim tirinler bu tanimlamaya dahil edilmistir
(Aberle vd., 2012). Et, sigir, koyun, kegi, domuz, kiimes hayvanlari, su triinleri ve
cesitli av hayvanlarinin iskelet kasi ve i¢ organlarindan, belirli kesim, pargalama ve
isleme sonucu elde edilen bir tirtindiir (Demirci, 2014). Bilimsel anlamda ise et, basta
kas dokusu olmak iizere kan, epitel, kemik, sinir, yag ve bag dokular1 yapisinda
bulunduran hayvansal bir besin olarak tanimlanmaktadir (Tayar ve Korkmaz, 2007,

Tayar vd., 2013).

Et, birkac¢ genel kategoriye ayrilabilir. Tiiketim hacmi bakimindan en biiyiik kategori
kirmizt ettir (Aberle vd., 2012). Biiyiikbas hayvan etleri kirmizi et olarak bilinir
(Baysal, 2014). At, kegi, antilop, lama, deve, su aygiri ve tavsan etleri de birgok tilkede
insan tiikketimi i¢in kullanilmaktadir. Kanatl eti, yerli kuslarin etidir ve tavuk, hindi,
ordek, kaz ve gine kiimes hayvanlarinin etini i¢erir. Deniz triinleri, bliyiik kismi balik
olan suda yasayan organizmalarin etidir. Istiridye, 1stakoz, yenge¢ ve diger birgok
tirtin eti de bu kategoriye dahil edilir. Dordiincii kategori, istisnasiz herhangi bir

hayvanin etinden olusan av etidir (Aberle vd., 2012).

Toplam kirmizi et tiretiminin 2019 yilinin IV. ¢eyreginde (ekim-aralik) 291 bin 565
ton oldugu bildirilmistir. Toplam kirmiz et {iretimi bir 6nceki y1lin ayni ¢ceyregine gore
%12,3 artarak 291 bin 565 tona ulagmistir. Bir onceki yillik toplam ise %7,4 artarak 1
milyon 201 bin 469 ton olmustur. IV. ¢eyrekte toplam kirmiz et tiretimi iginde sadece

kesimhanelerde iiretilen kirmiz1 et miktar1 ise 158 bin 911 tondur (TUIK,
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2020). Kastamonu'da yilda ortalama 200 ton pastirma iiretildigi bildirilmistir. Bu oran

Tiirkiye'deki yillik pastirma iiretiminin %10'una karsiliktir (Ttirker, 2019).

1.1.1. Etin Yapis1 ve Besin Degeri

Et, kas hiicrelerinin bir araya gelerek iplik seklinde olusturduklari liflerin bag dokular1
ile baglanmasiyla meydana gelmis kaslardir. Et, protein, yag, su ve minerallerden
olusmaktadir. Bunlarin yani sira az miktarda glikojen, B vitaminleri ve lezzet veren
diger organik 6geler vardir. Protein ve yagin etteki oranlari etin yagli veya yagsiz
olusuna gore degismektedir. Etin kirmizi rengi, igerisinde bulunan miyoglobin
proteininden ileri gelir (Baysal, 2014). Etlerde besin degeri, elde edildigi hayvanin
yas1, cinsi, viicut kisimlari, yetistirildigi yére ve yemlenmesine gore degisiklik
gosterir. Et biyolojik degeri yiiksek ve iyi kalitede protein barindirir (Tablo 1.1) (Tayar
vd., 2013). Kasaplik hayvanlarin et ve yag dokulari yapi taslari nedeniyle insan
viicudunun et ve yag dokulari ile neredeyse aynidir. Bu sebeple, hayvansal proteinler
ve yaglar, sindirim organlarimizda kolaylikla yapi taslarina ayrilmakta, emilmekte ve
en yiiksek diizeyde degerlendirilebilmektedir. Bazi besinler etten daha fazla protein ve
yag igerirler. Ancak bir besinin ham besin maddelerince zengin olmasi onun
beslenmedeki Oneminin bir Ol¢lisii olamaz. Asil 6nemli olan, o besinin insan
viicudunda ne kadariin sindirilebildigi ve sindirilen kisminin ne olgiide yararli hale
geldigidir. Bu nedenle diger gidalarin proteini, yagi, vitamini, mineral maddesi,
enzimi, karbonhidrati, hormonu etin igerdigi bu tiir ham maddelerin yerini tutamaz

(Tablo 1.1) (Gogiis, 1986).

Tablo 1.1: Bazi1 Gidalarin Biyolojik Degerleri ve Sindirilme Oranlari

(Arslan, 2013; Denktas, 2017)

Protein Kaynag Biyolojik Deger Sindirilme Oram (%)
Serum proteini 104 -

Yumurta 100 100

Sigir Eti 91 97

Soya 80 -

Siit 85 97

Balik 75 97

Baklagil 74 -




Et ve et {riinlerinin insan gidast olmasindaki en basta gelen 6nemli 6zelligi protein
icerigidir. Et, i¢inde bulunan protein miktari ve kalitesi bakimindan, insan beslenmesi
acisindan en 6nemli gida maddesi grubudur. Hayvansal kaynakli proteinler ve bunlarin
icerisinde etin proteinleri insanlar i¢in digsaridan alinmasi zorunlu olan esansiyel
aminoasitleri yeterli bir sekilde icermektedir. Ayrica bu proteinlerin insanlar
tarafindan sindirimi daha kolaydir ve viicutta kullanilabilirlikleri de bitkisel proteinlere
gore daha yiiksektir (Demirci, 2014).

Etin insan beslenmesinde dnemli bir yeri olmasinin diger nedenleri arasinda yag ve
mineral igerigi yer almaktadir. Et yagi, ete belirli bir lezzet, aroma ve sululuk
vermesinin yani sira sindirim sistemi salgilarmin salgilanmasint arttirdigi gibi,
esansiyel yag asitleri ve yagda eriyen vitaminlerin de kaynagidir (Gogiis, 1986). Et
kalsiyum disinda viicut i¢in gerekli olan biitiin mineral maddeleri en uygun formlarda
icermektedir (Gogiis, 1986). Insan beslenmesinde son derece dnemli olan et, taze
tilketilmesinin yani sira, degisik niteliklere sahip iriinlere (6rn., pastirma, Sucuk,
salam, sosis, kavurma) doniistliriilerek de tiiketilmektedir (Tekinsen ve Dogruer,
2000). Bunlar gibi bircok sebepten dolay1 et ve et iriinleri insan beslenmesi agisindan

en Oonemli besinler arasinda yer almaktadir.

Yasa, cinse, cinsiyete ve beslenmeye bakilmaksizin genel bir kimyasal yap1 belirtmek
gerekirse; ette ortalama %70 su, %18 protein, %3,5 protein yapisinda olmayan
eriyebilir nitrojenli bilesikler ve %3 kiil oldugu sdylenebilir (Tablo 1.2). Su miktar
yag miktariyla ters orantilt olup, yag arttikca azalma, yag azaldik¢a artma gdosterir.
Protein: su oranlar1 ise daha sabitlik gostererek 1 kisim proteine 4 kisim su igerecek
sekildedir. Etlerde karbonhidrat olarak glikojen bulunur (> %1) (Gogiis, 1986).

Tablo 1.2: Memeli Kasinin Bilesimi (Toldra, 2010)

Bilesenler % Kas Agirhgi
Su %75 (%65-80)
Protein %18,5 (%16-22)
Yag %3 (%1-13)
Karbonhidrat %1 (%0,5-1,5)
Protein Olmayan Azotlu Maddeler %1,7 (%1-2)

Diger Protein Olmayan Azotlu Maddeler

0, 0, -
(vitaminler, mineraller vd.) %0,85 (%0,5-1)




1.1.2. Etin Histolojik Yapisi

Organizmay1 hiicreler meydana getirmektedir. Hiicreler yasayan organizmalarin
yapisal ve islevsel birimleridir. Benzer yapi ve islevi olan bir grup hiicreye doku denir

(Peker ve Erbas, 2014).
Dokular

Sekil ve gorev bakimindan benzerlikleri olan hiicrelerin bir araya gelmesiyle dokular
olusur. Hiicrelerin bir arada olabilmesi yapistiric1 6zelligi olan bir madde ile
miimkiindiir. Bu madde hiicre tarafindan, hiicreler aras1 bosluklara salgilanir. Et bilimi

acisindan 6nemli olan dokular asagidaki sekilde siralanabilir (Yildirim, 1996):

» Kas doku
» Kan doku
» Bag doku
» Epitel doku
» Sinir doku

Kasaplik hayvanlarin kesilip bas, ayaklar (6n bacaklar Articulus carpi, arka bacaklar
da Articulus tarsi’den kesilirler), deri, kuyruk (4. kuyruk omurundan kesilir), biitiin i¢
organlar (gogiis, karm ve pelvis boslugunda bulunan i¢ organlar) ayrildiktan sonra
geriye kalan biitiin govdeye karkas denir. Bobrek, bobrek yaglar ile kuyruk, bazi
tilkelerde karkasa dahil edilirken iilkemizde ise dahil edilmez (Anar, 2002).

Et hayvanlarinin Karkas agirliklarinin ¢ogunlugunu, iskeleti hareket ettirmek, durus
kontrolii ve solunum, yutma ve peristalsis gibi daha 6zel fonksiyonlar i¢in alisilmadik
sekilde tasarlanmig bir¢ok kas igerir. Bu kas yapisi ¢izgili ve ¢izgisiz olarak iki ana
tire ayrilir. Daha az hacimli olan ¢izgisiz veya diiz kaslarin, ¢izgili kaslarla benzer
islevleri vardir; ancak farkli histolojik yapilara sahiptir. Diiz kaslar Oncelikle
gastrointestinal kanalin ve dolagim sisteminin astarlarinda ve ayrica kuslarin taglhigi
gibi 6zel organlarda bulunur. Genellikle karin duvarinda bulunan diiz kaslar, karin
boslugunu ve icerigini destekler (Hui vd., 2001). iskelet kaslarina ¢izgili kaslar da
denilmektedir (Yildirim, 1996).

Iskelet kaslar1, hareket ve durus kontroliinde ve hayati organlarin korunmasinda ana
rol oynar. Iskelet kaslar1 karmasik bir yapiya sahiptir; ciinkii kas liflerine ek olarak,
biiyiik miktarlarda destekleyici bag dokusu, damar ve milyarlarca kas lifinin her birini

kontrol eden bir sinir kaynagi icerirler (Sekil 1.1). Ayrica, iskelet kaslari lipidler igin
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depo olarak gorev yapar ve esas olarak sudan olusan 6nemli miktarda hiicre dis1 sivi
igerir. Ayn1 zamanda iskelet kaslar1 kalp kasi i¢indeki kadar olmasa da mitokondri
icerir. Ribozomlar ve golgi aygiti gibi diger organeller ise daha ¢ok kas liflerinde
bulunur (Hui vd., 2001).

Karkaslarin biiyiik bir boliimiinii iskelet kaslari olusturur. Iskelet kaslari, iskelet
tizerinde, kiigiikk ve biiyiik kas demetlerinden olusan ve viicut agirliginin %35-65
miktarini olusturan yapilardir (Anar, 2002). Bu kaslar genellikle kemiklere baghdir.
Kaslar sekil, boy, baglanti sekli, gorevleri ve icerdikleri bag doku ve sinir doku
miktarlari ile birbirinden ayrilirlar. Kas dokularinda ara dokuyu bag dokusu olusturur.
Bu dokularda fazlasiyla bulunan kan damarlari ve sinir telleri bag dokusu igerisinde
yataklanmis haldedir (Anar, 2002). Kas ¢ok sayida kas lifinin veya telinin bir araya
gelmesiyle olusan kas demetlerinden ibarettir. ip seklindeki kas telleri bir araya
gelerek kas demetlerini olusturur. Kas telleri (kas hiicreleri) bir araya gelerek primer
demetleri meydana getirir. Primer demetler toplanarak sekonder demetleri, sekonder

demetler ise tersiyer demetleri olusturabilirler (Anar, 2002).

Her bir kas hiicresi kendilerini saran, protein ve lipidlerden olusan ve sarkolemma adi
verilen bir zar ile ¢evrilidir. Sarkolemma igerisinde bulunan kas hiicrelerinin
protoplazmasina ise sarkoplazma adi verilir (Anar, 2002). Sarkoplazma igerisinde
bulunan cisimciklerin en 6nemlilerinden biri olan miyofibriller (kas fibrili, kas ipgigi),
ince, uzun ve silindirik cubuklar bigimindedirler (Gogiis, 1986). Iskelet kas1 tellerinin
enine ¢izgili goriinmelerine yol agan organeller miyofibrillerdir (Anar, 2002). Bir
miyofibril kendisinden ¢ok daha ince olan ve ancak elektron mikroskobunda goriilen
miyofilamentlerden olusur. Bunlar kimyasal yap1 ve ¢aplarina gore ikiye ayrilir.
Bunlardan aktin filamenti 50-70 A° kalinlikta ve 1 mikron uzunluktayken, miyozin
filamenti ise 160 A° kalinlikta ve 1,5 mikron uzunluktadir. Miyozin filamentleri sadece
A bantlarinda bulunup I bantlarina tasmazlar. Aktin filamentleri ise Z bandindan
baslayip A bantlarina dogru uzarlar ve A bantlarinda bir siire devam ederler. A
bantlarinin uglart aktin ve miyozinin ikisini de barindirirken ortasinda sadece miyozin
filamentleri bulunmaktadir. Bu orta kissm H bolgesi olarak isimlendirilir (Sekil 1.1)
(Yildirim, 1996).



| BANDI A BANDI I BANDI

A AN A
( Ve YA \
H BOLGESI R
N Z CIZGILERI

( \ '\
|

MIYOZIN M CizGisi AKTIN

N _/
V

SARKOMER
Sekil 1.1: Kas Ipliklerinin Yapisi

(Yildirim, 1996)

1.2. Kurutulmus Et Teknolojisi

Bugiin diinyada, cok ¢esitli et {iriinii isleme teknolojilerinin bazi asamalarinda temel
kurutma teknolojisi kullanilmakta, et bu sekilde muhafaza edilmekte ve
tiketilmektedir (Gokalp vd., 2004). Eti korumak amaciyla tuzlamak ve kurutmak
ylzyillar 6ncesinde buzdolaplar1 yokken, 6zellikle sicakligin yiiksek oldugu
bolgelerde tercih edilmistir. Yiizyillar boyunca birgok geleneksel kurutmaile et isleme
teknigi gelistirilmistir, ancak iirlinlin kalite ve giivenlik acisindan her zaman kabul
edilebilir olmasini saglayacak tam anlamiyla giivenilir bir teknik yoktur (Leistner
1987; Leistner 1989; Yetim vd., 2006) Giiniimiizde etin raf émriinii uzatmak i¢in
modern metotlar bulunmasina ragmen, hava sicakliginin yiiksek oldugu tropikal
bolgelerde ve gelismekte olan iilkelerde bu ekipmanlari kullanmak maliyeti
artirmaktadir. Boylece kurutma teknolojisi ve kurutulmus et iiriinleri hala 6nemini

siirdiirmektedir (Ozbay Dogu ve Sarigoban, 2015). Kurutularak et muhafazas1 ve



islenmesi biiyiik ve kii¢iikbas hayvan etlerinde oldugu gibi domuz, kiimes hayvanlari
ve su driinleri etlerinde de yaygin bir bi¢imde kullanilmaktadir (Gokalp vd., 2004).
Etin muhafaza yontemleri, cografyaya bagli olarak degismektedir. Ornegin Akdeniz
Bolgesi’nde iklimden dolay1 et, genelde kurutulmakla birlikte, bazi durumlarda
tiitsiileme islemi de yapilmaktadir. Akdeniz bolgesindeki giinesli havalar uzun
kurutma siireci i¢in uygun olup etin su aktivitesini (aw) diistirmeyi kolaylastirmaktadir.
Avrupa’da ise tiitsiileme ve fermantasyon gibi yontemler daha sik kullanilmaktadir
(Ozbay Dogu ve Sarigoban, 2015). Ulkemizde ve diinyada tuzlu ve kiirlenmis etin a1k
havada kurutulmasi metoduyla iiretilen pek ¢ok kurutulmus et iiriinii bulunmaktadir

(Oztan, 1999).

Tiirk Gida Kodeksi (TGK) Et ve Et Uriinleri Tebligi’ne gore kurutma, iiretim sirasinda
triiniin teknolojisi geregi suyunun bir kisminin uzaklastirilmasi islemi olarak
tanimlanmaktadir (Anonim, 2012). Etin kurutma islemi, hayvan Kesimi ile baslayan,
trimming (tiragslama), hammadde se¢imi, 6nislemlerle devam eden ve uygun kurutma
yonteminin uygulanmasi ile sona eren karmasik bir siire¢ olarak kabul edilmektedir
(Sekil 1.2). Ayrica kurutma islemi i¢in siirecin ilk asamasi olan hayvan se¢iminde, orta
yash, yagsiz ve saglikli et, uygun bir segim olarak goriilmektedir (Ozbay Dogu ve
Sarigoban, 2015).

Et Se¢imi

4

Karkas Par¢alanmasi, Kaslarin Sokiimii ve Et Parcalarinin Tiraslanmasi
(Trimming)

4

Kurutma Isleminden Once Yapilan Baz1 Uygulamalar

4

FEtlerin Askilanmasi

Sekil 1.2: Et Uriinlerinin Kurutulmasi

(Ozbay Dogu ve Sarigoban, 2015)



Kurutmada fiziksel olarak etin nem igerigi dereceli olarak diismektedir (FAO, 1990).
Etteki en dip bolgelerdeki su, asamali olarak migrasyona ugrayarak etin iist kistmlaria
gecerek ve oradan da buharlasarak eti terk eder (Ozbay Dogu ve Sarigoban, 2015).
Etin kurutulmasi sirasinda suyun buharlasarak kaybolmasi, kurutmanin birinci giini
¢ok hizli olurken sonra kademeli olarak yavaslamaktadir (Gokalp vd., 2004). Kurutma
islemi boyunca olusan agirlik kaybi, aroma gelisimi ve {iriinlin yumusakligi, kurutma
ile ilgili 6nemli kalite kriterlerini olusturmaktadir. Kurutma esnasinda et pargalarinin
birbiri ile temas etmesi istenmemektedir. Bdyle bir durumda, temas eden bolgelerin
uzun siire kurumamasina bagl olarak mikroorganizmalar ve bocekler igin elverisli

ortam olusmasi s6z konusu olmaktadir (Ozbay Dogu ve Sarigoban, 2015).

Eti dogal sicakliklar altinda kurutmak, giines 1sinlarinin dogrudan etkisi ve havanin
nem ve dolasimi dahil olmak tizere, eti muhafaza etmenin en eski yontemidir (FAO,
1990). Yiizde 30 civarinda diisiik nem oranina sahip 1lik, kuru hava ve giindiiz ile gece
arasindaki nispeten kiigiik sicaklik farklari et kurutma icin en uygun kosullardir.
Bununla birlikte, et kurutma temel hijyenik ve teknolojik kurallara uyuldugunda daha
az elverigli kosullar altinda da iyi sonuclarla gerceklestirilebilir. Kurutma isleminin
yogunlugu ve siiresi hava sicakligina, neme ve hava sirkiilasyonuna baglhdir. Yiiksek
sicakliklar, diisiik nem ve yogun hava sirkiilasyonu altinda kurutma daha hizli olacaktir
(FAO, 1990).

1.2.1. Kurutulmus Et Uriinlerinin Ozellikleri

Kurutma teknolojisi, farkli bolgelerde ¢ok farkli sekillerde uygulanmaktadir. Bu
farkliliklarla birlikte, et rengi, aromasi, mikrobiyolojisi ve kalitesi agisindan her
kurutulmus etin tasimas1 gereken ortak ozellikler bulunmaktadir (Ozbay Dogu ve
Sarigoban, 2015). Kurutulmus etteki su orant %10 dolaylarinda oldugundan, bakteri
kontaminasyonuna karsi olduk¢a dayaniklidir. Ciinkii mikroorganizmalarin geligsmesi
icin uygun bir ortam bulunmamaktadir. Kurutma 6ncesinde ette bol miktarda olan
mikroorganizma, kurutma sonunda hizli bir diisiis gosterir. Ornek verilecek olursa,
kurutulmus etlerde Salmonella, Staphylococcus, Clostridium botulinum ve diger
patojen mikroorganizmalar, su diizeyi %30’un altinda kaldigi siirece iireme
gostermezler (GoOglis, 1986). Ayni1 zamanda su oraniyla dogru orantili olan su

aktivitesine bakacak olursak taze etin aw’si 0,98-0,99 arasindayken, islenmis bazi



tirtinlerde aw, pismis domuz butlarinda 0,96-0,98, salam tipi kuru sosislerde 0,96-0,70,
parga halindeki kuru et tirtinlerinde ise 0,50-,0,75tir (Gokalp vd., 2004). Su aktivitesi
degeri azaldik¢a mikroorganizmalarin iiremesi azalir, dolayisiyla iiriiniin bozulmasi

yavaglar (Gokalp vd., 2004).

Kurutulmus etin goriinimii miimkiin oldugunca homojen olmalidir. Biiyiik
kinisikliklarin - ve ¢entiklerin  olmamasi, etin istenen devamli ve diizgiin
dehidrasyonunu gosterir (Gokalp vd., 2004). Yiizeyin rengi ve ¢apraz kesimin rengi
esit ve koyu kirmizi olmalidir. Daha koyu bir ¢evresel katman ve merkezdeki parlak
kirmizi renk, iirlinlin daha derin katmanlarindan buharlasmay1 engelleyen sert kabuk
olusumu ile yanlis, ¢ok hizli kurumaya isaret eder (FAO, 1990). Bu durumda, merkezi
parcalar daha parlak bir renge ve daha yumusak bir kivama sahiptir ve daha ytiksek su
icerigi nedeniyle, paketlendiginde veya baska sekilde saklandiginda mikrobiyolojik
bozulmaya kars1 daha hassastir. Diizgiin kurutulmus etin kivami, donmus ete benzer
sekilde sert olmalidir. Lezzet ve aroma, kurutulmus etin tiiketici tarafindan kabulii i¢in
¢ok onemli Kriterlerdir. Baharatsiz dogal kurutulmus et nispeten tuzlu, oksidemsi bir
tada sahip olmalidir. Cok yaglh iirlinler i¢in asir1 oksidasyon tadi ve acilasma

olusmamalidir (FAO, 1990; Gokalp vd., 2004).

Kurutulmus etlerde protein konusunda énemli bir degisim s6z konusu olmamaktadir.
Kurutulmus sigir etlerinde ortaya ¢ikan vitamin kaybi, taze etlerin evlerde
pisirilmesinde meydana gelen vitamin kayiplarindan fazla degildir. Arastirmacilarin
sonuglarina gore kurutulmus etlerdeki mevcut tiyaminin sadece %30-40 kismi,
riboflavinin en ¢ok %10 kismi, niasinin en ¢ok %10 kismi1 ve pantotenik asidin %20-
30 kismu1 kaybolmaktadir (Gogiis, 1986).

1.2.2. Diinyada Yaygin Olarak Uretilen Tipik Kurutmus Et Uriinleri

Etin kurutulmasina yonelmenin temel sebebini, ¢ig etin raf dmriiniin kisa olmasi ve
soguk zincirde depolanmasi zorunlulugu olusturmaktadir (Ozbay Dogu ve Sarigoban,
2015). Gidalarin kurutulmasinin temel prensibi, gidanin yapisinda bulunan suyun
uzaklastirilmasina bagli olarak su aktivitesi degerinin diisiiriilmesi, dolayist ile
mikroorganizmalarin ¢ogalmalarinin engellenmesi ve bazi enzimlerin faaliyetlerinin
durdurulmasi veya en aza indirilmesidir (Temelli, 2011). Bu sekilde iiretilen et

tirtinlerine Giiney Afrika iilkelerinde iiretilen Biltong, Giiney Amerika’daki Charque,
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Isvicre’deki Biindnerfleisch, Dogu Afrika ve Somali’de Odka, Etiyopya’da Qwanta,
Nijerya’da Kilishi ve Kizilderililer tarafindan 6zellikle térenlerde yenilen Pemmican
ad1 verilen et lrilinleri 6rnek gosterilebilir. Giiniimiizde et iiriinlerine giineste kurutma
ve tuzlamanin yani sira kiirleme islemi de dahil edilmektedir. Bu isleme teknolojisiyle
iretilen et liriinlerine ise ham, bacon, cornbeef ve lilkemizden 6zellikle pastirma 6rnek

gosterilebilir (Arslan, 2013).
Kurutularak muhafaza edilen et tirtinleri temel olarak 3 gruba ayrilmaktadir:

» Yalniz tuzlama ve kurutma iglemi uygulananlar (6rnegin charque),

» Tuz ve gesitli katk1 maddeleri ile muamele edildikten sonra kurutma islemine
tabi tutulanlar (6rnegin biltong, jerky, pastirma),

» Tuzlama ve kurutma yaninda, 1s1l islem uygulananlar (6rnegin odka, gwanta,
kilishi) (Temelli, 2011).

Asagida Diinya genelinde iiretilen kurutulmus et triinlerinden bazilar1 hakkinda
bilgiler verilmistir. Ayrica, bu iriinlerin biyokimyasal degerleri Tablo 1.3’te

gosterilmistir.

a) Odka

Dogu Afrika ve Somali’de yaygin olarak iiretilen bir et {iriiniidiir. Yagsiz Sigir etinin,
kuru tuz ile muamele edilip, et parcalarinin 4-6 saat glineste kurutulduktan sonra ufak
parcalar halinde bitkisel yag icerisinde kizartilmasi ve bu islemleri takiben tekrar
kurutulmasi ve baharatlanmasi islemleri sonunda elde edilmektedir. Sonrasinda yiizeyi
yine bitkisel yag ile kaplanarak muhafaza edilir. Bu {irlinlin raf 6mrii 12 aydan fazla

olabilmektedir (Gokalp vd., 2004; Leistner, 1991).

b) Qwanta

Etiyopya ve diger Dogu Afrika iilkelerinde tiiketilen, geleneksel kurutulmus bir et
triinidir. Yagsiz sigir eti, 20-40 cm’lik uzun seritler halinde kesilerek 24-36 saat
arasinda kurumaya birakilmaktadir. Kurutma oncesi bu pargalar, %25 tuz, %25
aromatik baharatlardan olusmus 6zel bir sosla ve %50 oraninda ac1 biberli bir sosla
kaplanmaktadir. Kurutmanin sonunda et pargalar1 hafif bir tiitsiilemeye tabii tutulur.
Bu asamadan sonra tereyaginda kizartilarak bir siire daha kurutulur. Et bu haliyle
herhangi bir 6n islem gerektirmeksizin tiiketilebilmekte ve depolanabilmektedir
(Gokalp vd., 2004; Leistner, 1991).
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¢) Kilishi

Nijerya basta olmak iizere diger kurak ve yar1 kurak Bati Afrika iilkelerinde
tiiketilmektedir (Gokalp vd., 2004). Kilishi, kaliteli sigir etinin ince parcalara ayrilarak
giines yardimiyla kurutulmasi ve ardindan marine edilmesi, son olarak tekrar
kurutulmasiyla elde edilen geleneksel bir et {iriintidiir. Kizartilarak tliketilmektedir
(Ozbay Dogu ve Saricoban, 2015). Genelde yapiminda yagsiz sigir etinden
yararlanilsa da, ke¢i veya koyun eti de kullanilmaktadir. Sicak ve kuru hava
kosullarinda genellikle Subat ve Mayis aylarinda tiretilmektedir (Gokalp vd., 2004).
Kilishi, ambalajsiz olarak oda sicakliginda birkag ay saklanabilir. Diisiik yogunluklu
plastik paketlerin {irinii stabil sekilde oda sicakliginda 1 yil boyunca muhafaza
edebildigi bilinmektedir (Ozbay Dogu ve Sarigoban, 2015; Temelli, 2011).

d) Biltong

“’Biltong’’ kelimesindeki, bil (hayvan butu) ve tong (serit) anlamlarin1 tagimaktadir.
Bu et iiriiniiniin Afrika’da yiizyillar 6ncesinde ve 6zellikle gogebe insanlar tarafindan
tiikketildigi bilinmektedir (Ozbay Dogu ve Saricoban, 2015). Biltong sigir ve av
hayvanlari etlerinin tuzlanmasiyla iretilmektedir (Gokalp vd., 2004; Temelli, 2011).
Uretimimde karkastaki tiim kaslar kullanilabilmekle birlikte genis olan kaslar, biltong
{iretimine en uygun olanlar olarak goriilmektedir (Ozbay Dogu ve Sarigoban, 2015).
Etler 1-2 cm kalinliginda uzun seritler halinde kesildikten sonra salamura ve kuru
tuzlamayla muamele edilmektedir. Gerekli aromayi saglayacak farkli maddelerin
ilavesinden sonra etler bu kiirleme sartlarinda 12 saati gegmeyecek sekilde birkag saat
bekletilir. Bu asamadan sonra kiirlenmis et parcalar1 sicak su ve sirke (10:1) iceren
karisima daldirilarak giineste kurutulmaktadir (1-2 hafta). Kuruyan tiriiniin dis yiizeyi
koyu kahverengi, kesit ylizeyi ise kirmizi ve yumusak bir hal aldiginda iiriin tiiketime
hazir hale gelmis demektir (Ozbay Dogu ve Sarigoban, 2015; Gokalp vd., 2004;
Temelli, 2011).

e) Charqui

“’Charqui’” veya ’Charque’’, Brezilya’da tiiketilen, tuzlanip kurutularak elde edilen
geleneksel bir et iiriiniidiir (Ozbay Dogu ve Sarigoban, 2015). Sigir karkaslarmin arka
ve 0n ceyreklerinden kalinliklar1 5 cm ge¢meyecek sekilde, 5 kg’lik parcalar kesilip
ayrilir. Bu pargalar beton havuzlar icerisindeki doymus tuz ¢ozeltilerinin igerisine 1

saat daldirilip ¢ikarilir. Cikarilan et pargalart havuzlar tizerindeki tahtalara konularak
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stizdurtlir (Gokalp vd., 2004). Kuru tuzlama isleminde et pargalari arasina tuz
serpilerek ve etlerin yiiksekligi yaklasik 1 m olacak sekilde iist iiste istiflenir. Uretimin
diger asamasinda ise istiflenen etlerin iizerine agirlik konularak baski yapmasi
saglanir. Baskilama islemi 8 saat kadar siirmektedir (Temelli, 2011). Bu siire sonunda
etler dondiiriiliir ve bu sirada da etlerin arasina yine tuz serpilir. Bu dondiirme iglemi
5 giin devam ettirilir. Fazla tuzu uzaklastirmak amaciyla etler yikanir ve sikilarak hem
fazla su uzaklastirilir hem de etler diizlestirilir. Etler giineste 4-6 saat kurutulur.
Kurutma islemi tamamlaninca etler tiikketime hazir hale gelir. Normal oda sicakliginda

bu {irlin birkag ay muhafaza edilebilmektedir (Gokalp vd., 2004).

f) Kaddid

Sigir ve koyun etlerinin tuz ve baharat ile muamele edilmesinin ardindan giineste
kurutulmasi ile elde edilen, Kuzey Afrika’ya 6zgii, fermente bir et tirtiniidiir (Temelli,
2011). Ozellikle Tunus’un yerel halki tarafindan oldukga sevilmektedir (Ozbay Dogu
ve Sarigoban, 2015). Hayvanin kesiminden sonra etler yaklagik 2 giin siire ile
olgunlastirmaya birakilir. Daha sonra kemiklerinden ayrilarak tuz ve baharat ile
muamele edilir. Bu karisimla birlikte etler 8-10 saat bekletildikten sonra giineste
kurutulur. Kurutma islemi 7-10 giin stirmektedir. Tiiketime hazir hale gelen {iriin ortam

sicakliginda 1 y1l kadar muhafaza edilebilir (Temelli, 2011).

g) Jerky

“Jerky’’ ya da “’jerked beef”’, Kuzey Amerika merkezli, tiitsiilenmis, giineste veya
ates lizerinde kurutulmus, tiitsii aromasina sahip geleneksel bir et iirlinii olarak kabul
edilebilir. Jerky yapiminda genellikle sigir eti kullanilmakla birlikte, bizon, geyik,
antilop ve hindi eti de kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak kiimes hayvanlari veya av
etinden, ayrica timsah etinden de jerky iiretimi yapilmaktadir. Uretiminde et, 6ncelikle
0,5 cm kalinliktan fazla olmayan 1-2 cm genisliginde 15-20 cm boyunda parcalar
halinde kesilmektedir. Bu asamada et, tamamen yagindan ayrilir. Daha sonra et, tuz,
soya sosu, karabiber, taze sarimsak veya sogan ve kirmizibiber karigimi ile ovularak
12 saat boyunca marine edilmektedir. Kiirleme asamasi ise tuz, seker ve bazen renk
icin sodyum nitrit ilave edilmesi ile yapilmaktadir. Sonrasinda et, kaynayan suda
yiizeyi beyazlagincaya kadar (1-2 dakika) bekletilmektedir. Daha sonra et terbiye
edilerek kurutulma islemi gergeklestirilir. Terbiyesi i¢in kirmizibiber, kekik, glivey

otu, reyhan kullanilmaktadir. Kurutma, giineste, firinlarda veya kurutma odalarinda
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olabilmektedir. Jerky herhangi bir 6n islem gerektirmeksizin yemeye hazir bir et tiriinii

olarak atistirmalik bir gida gibi tiiketilmektedir (Ozbay Dogu ve Saricoban, 2015).

h) Khundi

Khundi, Nijerya'da sigir eti, deve veya at etinden iiretilir. Taze et parcalar halinde
kesilir, tuz serpilir ve yaklasik 3 gilin boyunca sert agactan bir 1zgarada tiitsiilenir.

Birkag ay boyunca depolanabilir (Leistner, 1991).

1) Sharmoot
Sudan ve diger Kuzey ve Dogu Afrika bolgelerinin toz kurutulmus et tiriiniidiir. En az
4 ay saklanabilir. Uretiminde sigir eti kullanilir. Sigir eti ince seritler halinde

kesildikten sonra ufalanarak ince bir toz halinde &giitiiliir. Tiketimden dnce kurutulur

ve gesitli yemekler igin bitkisel malzemelerle karistirilir (Leistner, 1991).

Tablo 1.3: Bazi Kurutulmus Et Uriinlerinin Ozellikleri

Nem Protein Yag Kiil Tuz

Uriinler (%) (%) (%) (%) (%)

aw pH Kaynak

FAO,
1990;Leistner1991;
Oztan, 1999.
Igene vd., 1990;
Jones vd., 2001.
Burfoot vd., 2010;
Ozbay Dogu ve
Sarigoban, 2015;
Temelli, 2011.
Burfoot vd., 2010;
Ozbay Dogu ve

5,75-

Pastirma  30-35 52,41 236 6,7 456 0,88 6.1

Kilishi 7,5 50,2 178 96 98 059 581

Biltong 11,5 65,0 19 125 38 0,77 55

16,7- 64,6- 20- 78- 10- 06- 59-

Charqui 99 698 35 95 20 07 61 Sancoban 2015
Mamani-Linares
ve Cayo 2011.
Kaddid 10,38 - - - 10,21 0,54 5,32 Bennanivd., 1995.
24,45- 0.83- 5,64- Yangvd., 2009;
Jerky 2760 SO77 1999 438 - 199 602 Kimvd., 2010,
Khundi - - - - 0,5 0,80 - Leistner, 1991.
0.40- Gailani ve Fung,
Sharmoot 68,2 20,1 9,7 - - ’ 5,69 1989; Leistner,
0,55 1991.
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1.3. Pastirmanin Tanim

Pastirma kelimesi, baskilama anlamina gelen “bastirma” fiilinden tiiremistir (Kilig,
2009). Pastirma, c¢emen adi verilen bir karisim ile kaplanmis (pastirmayi
muadillerinden farkli kilan bir o6zelligi) ve birkag¢ ay boyunca sogutulmadan
saklanabilen, tuzlanmis, kismen fermente edilmis, Kurutulmus, bir ara nem tiriini
olarak kabul edilen et iiriinlerinden biridir ve daha ¢ok Orta Dogu iilkelerinde oldukca
popiilerdir (Aksu ve Kaya, 2001; Batman vd., 2016; Gok vd., 2008; Yetim vd., 2006).
Son iiriin olan pastirma oldukca lezzetli ve besleyicidir. Ayrica normal sartlar altinda
ortalama %45 nem, %30 protein, %15 yag, %5 karbonhidrat (¢emen) ve %S5 kiil igerir
ve ¢ig veya pismis olarak tiiketilebilir (Yetim vd., 2006).

Tirk Standartlar Enstitiisii’niin pastirma standardinda pastirma, saglikli kasaplik
bliyiikbas hayvan govde etlerinden usuliine goére ayrilan pargalarin teknolojik
islemlerden gegirilerek kurutulmasi ve g¢emenlenmesi ile elde edilen bir et iirlinii
seklinde tanimlanmaktadir. Pastirma, {iretiminde kullanilan tuzun etkisiyle ve
uygulanan kurutma islemleri sonucunda, diger et tiriinlerine kiyasla daha diisiik su
aktivitesi (aw) degerlerine sahip oldugundan, orta dereceli rutubetli et triinleri
icerisinde yer almaktadir (inat, 2008; Ozdemir vd., 1999).

1.4. Pastirmanin Tarihgesi

Geleneksel gidalar, 6zellikle fermente tirlinler, bir¢ok nesiller icin mutfak mirast ve
insanlarin ortak degerlerini koruyan gida matrisinin ayrilmaz pargalaridir. Besleyici ve
duyusal nitelikleri nedeniyle, bitki ve hayvansal kaynakli ¢ok cesitli geleneksel gida
tiriinleri giiniimiizde hala tiiketilmekte ve cesitli ticari markalar altinda satisa
sunulmaktadir. Hayvansal kokenli bu tiir irlinlerden biri, Tiirkiye’de yaygin olarak
tiretilen ve tiikketilen pastirmadir (Ahhmed vd., 2014; Giiner vd., 2008; Kaban, 2013).
Anadolu, uzun bir siire ayakta kalmis bir tarihe ve gorkemli bir yemek kiiltiirii ve
besleyici besicilik kiiltiiriine sahiptir (Ahhmed vd., 2013; Ahhmed, vd., 2014). Uretimi
ilk kez Orta Asya Tiirkleri tarafindan yapilmis olan pastirma, Anadolu’ya Selcuklular
tarafindan getirilmistir. Asirlardir Tiirkiye'de iiretilen et iirlinleri arasinda kendine
0zgl nitelikleri ile olduk¢a 6nemli bir yere sahip olan pastirma, lilkemizde {iretilmesi
ve sevilerek tiiketilmesiyle de geleneksel ve milli bir et {iriinii haline gelmistir (Aksu

ve Kaya, 2001). Ilk olarak Tiirkler tarafindan iiretildigi bildirilmis pastirma ve benzeri
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et iriinlerinin iiretimi, Cin, Rusya, Kafkasya, Kirim ve iran’da da yayilmustir (Gokalp
vd., 2004; Yetim ve Cankaya, 2001). Gogebe hayatin ihtiyaci olarak tiretilmis Tiirk
besinleri arasinda pastirma ve sucuk bulunmaktadir. Eti uzun siire muhafaza etmenin
yolunu kesfeden Tiirk toplumu, pastirma ve sucuk gibi bugiiniin neredeyse aynisi olan
besinleri gog ve sefer sirasinda genellikle at sirtinda tiikketmekteydiler (Kizildemir vd.,
2014). Divan-1 Lugat-it Tiirk’te “yazin ye” anlamina gelen “yazok et” seklinde gegen
pastirma, bir siire ‘’bastirma’’ olarak anilmis, daha sonralarda ise simdiki adini
almistir. Orta Asya’da yasayan Hunlar ve Oguzlar’in, aylar siiren savas yolculuklaria
cikarken yanlarina tuzlanmis et aldiklar1 ve bu eti yol boyunca yedikleri
belirtilmektedir. Geri kalan etlerin atlarin eyerinde torba iginde saklanarak yol
boyunca eyer ve diger diizenekler tarafindan sikisip ezilerek pastirma haline geldigi
ifade edilmektedir (Gokalp vd., 2004; Kok, 2003).

Tiirkiye’de pastirma Osmanli padisahlarindan II. Ahmet’e (1691- 1694) ait bir
fermanda yer almis ve pastirma ile ilgili baz1 hususlar siralanmistir. Ticari pastirma
iiretimine ise 17. ylizyilda baslanmistir. Ayn1 zamanda hala yurdumuzda parca etler
halinde islenen en 6nemli et iirlinii pastirmadir. Pastirma tiretimi ikliminden dolay1

ozellikle Kayseri ilinde gelismistir (Gokalp vd., 2004).

1.5. Pastirma Uretim Teknolojisi

Ulkemizde pastirma iiretimi Kayseri’de kapu ismi verilen isleklerde yapilir. Pastirma
tiretimi genellikle Eyliil aymin ikinci yarisinda baslar, sonbaharin sonuna kadar
kesintili bir sekilde devam eder ve bu donem halk arasinda pastirma yazi sicagi adiyla
anilir (Tekinsen ve Dogruer, 2000). Ulkemizde modern teknoloji ile iiretim yapan et
isletmelerinin yanisira geleneksel yontemlerle, Tirk 6rf ve adetleri dogrultusunda,
usta-kalfa-giraklik esaslarina bagli olarak iiretim yapan kiigiik isletmeler de
bulunmaktadir. Dolayisiyla, iiretimin bagindan itibaren agsamalar igletmeden isletmeye,
ustadan ustaya veyahut yoreden yoreye onemli farkliliklar géstermektedir. Geleneksel

pastirma tiretim asamalar1 Sekil 1.3’te verilmistir.
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Pastirmalik Hayvan Secimi
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Kesim ve Karkas Hazirlama
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@ » 4. Numune
5
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Sekil 1.3: Pastirma Uretim Akis Semasi

(Kaynak: Anar, 2012; Gokalp vd., 2004)
17



1.5.1. Pastirma Uretiminde Kullamlacak Hayvanin Secimi

Kaliteli pastirma tiretiminde 6nemli olan ilk asama hayvan ve karkaslarin se¢imidir.
Pastirma diger et iirlinlerine kiyasla daha ¢ig oldugu icin kesim Oncesi ve sonrasi
saglikli hayvan ve karkas se¢imi son derece 6nemlidir (Gokalp vd., 2004). Hayvan
mutlaka saglikli olmalidir. Pastirma iiretiminde eti yenen her tiirlii hayvan kullanilsa
da, genellikle besi durumu iyi, 3-6 yaslarinda inek, tosun (1,5-4 yas arasindaki
kisirlastirilmamis erkek sigir) ve toksa (kisirlastirilmamis erkek manda) etleri tercih

edilmektedir (Anar, 2012; Tekinsen ve Dogruer, 2000).

Etin bag doku oraninin diisiik olmasi ve ¢ok geng¢ hayvan eti olmamas tercih edilir
(Anar, 2012). Ciinkii geng hayvan etlerinin su oranlar1 ¢ok daha yiiksek oldugu igin
kuruma sirasinda zorluklara ve yiiksek oranda fireye neden olur (Anar, 2012; Gokalp
vd., 2004). Ayrica, yash ve zayif okiiz (4 yasindan biiyiik kisirlastirilmis erkek sigir)
ve disi manda etlerinin pastirmanin sert yapilt olmasina neden olduklarindan dolay1
tiretimde kullanilmalar1 tercih edilmez (Tekinsen ve Dogruer, 2000). Pastirma
tiretiminde kullanilacak hayvanlarin %55 randimani1 mutlaka asmalar1 ve %62’lere
kadar ulagsmas1 beklenir (Gokalp vd., 2004). Asir1 derece besili ve yagli hayvanlarin
etleri ise pastirmanin yagli olmasina neden olacaklari i¢in tercih edilmez (Anar, 2012;
Tekingen ve Dogruer, 2000). Hayvanin besisiz olmas1 durumunda ise etler kurutulma

ve baskilama safhalarinda asir1 derecede biiziilmekte, kivrilmakta ve incelmektedir.

1.5.2. Hayvan Kesimi ve Yiiziim Islemi

Pastirma tiretiminde kullanilacak etin hazirlanmasinin ilk asamasinda hayvanin
kesilmesi ve yiizlilmesi igslemleri vardir (Anar, 2012; Tekingen ve Dogruer, 2000).
Hayvan kesilmeden once mutlaka dinlendirilmelidir. Ciinkii yorgun veya stresli
kesilen hayvanlarin kanlar1 tam anlamiyla akmaz veya etlerinde postmortem (8lim
sonrast) degisiklikler (6rn., pH’nin 7,4’ten 5,4’e kadar diismesi) tercih edilen diizeyde
olusmaz. Bu nedenle boyle etlerden yapilan pastirmalarda kalite bakimindan gesitli
kusurlar ¢ikar ve tiriiniin raf 6mrii kisalir. Kesimden 6nce hayvanlara yem verilmesi et
kalitesini olumsuz olarak etkileyeceginden, kesilecek hayvanlar yaz aylarinda 8, kis
aylarinda ise 12 saat dinlendirilmelidir. Bu nedenle hayvanlarin kesimden 6nce 8 saat
iginde yem almalar1 6nlenmeli, sadece su tiiketmelerine izin verilmelidir (Tekinsen ve

Dogruer, 2000).
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Pastirmalik etler klasik yontemlerle kesilmesine ragmen, geleneksel iiretimde bazi
0zel uygulamalar kullanilmaktadir. Hayvan kesimine genelde sabahin erken
saatlerinde baglanir ve 20-30 baslik partiler halinde kesim yapilir. Kaliteli pastirma
tiretimi i¢in kaninin iyice akitilmasi gerektiginden hayvanin omuriligi (M. oblangata)
hemen kesilmeyip hayvanin daha ge¢ 6lmesi saglanir. Bu suretle omuriligi hemen
kesilmeyen hayvan daha ¢ok ¢irpinir bu da kanin daha kolay akmasini ve ATP’nin
harcanmasini1 hizlandirir. Sonug olarak kas rigor motrise daha ¢abuk girerek kaslar
sertlesir. Kaslarin sertlesmesiyle birlikte karkasin pargalanmasi, kemiklerin siyrilmasi
ve kaslarin ayrilmasi kolayca yapilabilir. Bu durum kaslarin zedelenmeden biitiin
halde ¢ikarilmasina yardimci olur (Anar, 2012; Gokalp vd., 2004). Eger rigor mortis
sekillenmeden kesim islemine gegilirse etler yumusak olacagindan kemiklerle olan
baglant1 yerlerinden kolay ayrilamaz ve dolayisiyla diizgiin bir sekilde kesilemez

(Tekinsen ve Dogruer, 2000).

1.5.3. Karkas Parcalama

Olgunlasan ette pargalama islemine gegilir. Par¢alama islemi kol, dos, sirt ve butun
c¢ikarilmasi seklinde yapilir. Pargalama islemi ile birlikte bir karkastan iki kol, iki sirt,
iki dos, ve iki but olarak toplamda 8 parca elde edilmis olur. Ardindan gengellere asilan
parga etler dinlendirilir (5-8 saat) ve sokiime hazir hale getirilmis olur (Anar, 2012;
Gokalp vd., 2004; Tekingen ve Dogruer, 2000). Kesim i¢in keskin bigaklar, kemikli
bolgelerin kesim ve ayrimi igin ise uygun elektrikli testereler tercih edilmelidir

(Gokalp vd., 2004).

1.5.4. Sokiim

Pastirma yapilacak etlerin blok seklinde kemiklerden c¢ikarilmasina sokiim denir.
Sokiim parcalamadan sonra elde edilip dinlendirilen kol, dos, sirt ve but parcalarina
yapilir. Bu isleme genelde par¢alamadan 2-4 saat sonra baslanir. Bunun sebebi etlerin
sogumasini ve rigor mortis sathasini gegirmesini beklemektir. Boylelikle sokiim iglemi
cok daha kolay gergeklestirilir. Sokiim asamasi sicak havalarda 4-5 saat siirerken
soguk havalarda 2-3 saat slirmektedir. Sokiim islemi bilgilik ve ustalik gerektirir,
anatomik bilgi uygulanarak kaslarin tam ¢ikarilmasi hedeflenir (Anar, 2012; Gdokalp
vd., 2004; Tekinsen ve Dogruer, 2000).
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1.5.5. Ayrim (A¢im)

Sokiim isleminden sonra elde edilen et pargalar1 8-9 saat serin ve hava akimi olan bir
yerde dinlendirildikten sonra bu pargalara pastirma seklini vermek i¢in fasia (kasin
ylizeyi), tendon (kasin u¢ bolgesi), ligament (kasin kemige baglandigi bolge), lenf
yumrular (beze, ¢6z) ve fazla yaglarin ayiklamasi islemine agim, ayrim veya bigim
ad1 verilir. Sokiim islemi sirasinda mehle, kusgémii ve kelle pastirmalarinin yapiminda
kullanacaklar etler son bigimlerini aldiklar1 igin ayrim islemine dahil edilmezler. Diger
et parcalar1 ise agcim islemiyle son sekillerine kavusurlar (Anar, 2012; Tekinsen ve

Dogruer, 2000).

Ayrim islemiyle birlikte karkastan 20 farkli pastirma elde edilebilmektedir. Ancak son
yillarda tiiketicilerin 6zellikle kaliteli pastirmalara ilgi gostermeleri ve ekonomik
sebeplerden dolayi artik sadece kelle, etek, kanli bez, bacak ve kavram kisimlarindan
pastirma iiretimi yapilmamaktadir. Bu islem sonunda bir karkastan yapilan pastirma
cesitlerinin elde edildigi yerler ve isimleri Tablo 1.4’te ve bunlarin sematize edilmis

hali Sekil 1.16’da verilmistir.

Tablo 1.4: Bir Karkastan Elde Edilen Pastirma Cesitlerinin Elde Edildigi

Kisimlar ve Adlari

(Dogruer, 1992)

Bolge Pastirma Cesidi

Kol Omuz, bez (orta bez, kanli bez), bacak, kiirek

But Kusgdmii', bohga, kapak, kenar, dilme, sekerpare

Sirt Mehle, tiitiinliik, sirt, akrabas, etek (orta etek, kenar etek)
Dos Dos, meme, kavram

“Kusgomii (bonfile) pastirma iiretiminde karkas parcalanirken butla birlikte ¢ikarilmaktadir.

Tim parcalar iki yarim karkastan simetrik olarak ikili sekilde elde edilmektedir

(Gokalp vd., 2004).

20



1.5.6. Pastirmalik Parcalarin Tuzlanmasi

Pastirmalik etlerin hazirlanmasi isleminden sonra bu et pargalarina ¢emenleme
islemine kadar bir dizi islem uygulanir. Ayrim isleminden sonra etlerin
askilanabilmesi i¢in kalin uglarindan delinerek uygun ipler gegcirilir ve tuzlama
sathasia gegirilir (Anar, 2012; Gokalp vd., 2004). Tuzlama safhasiyla ete lezzet
verilmesinin yani sira birgok mikroorganizmanin gelisme orani 6nemli diizeyde
engellenir. Tuzun buradaki gorevi serbest (kullanilabilir) suyu baglayarak
mikroorganizmalarin faaliyetlerini sinirlandirmaktir (Tekinsen ve Dogruer, 2000).
Ayrica tuz, et proteinlerinde ¢oziiniirligii arttirarak lezzetin olusmasinda etkili
olmaktadir. Tuzun bilinen bakteriostatik etkisi yiiksek tuz konsantrasyonlarinda artis
gostermektedir (Uguz, 2007). Pastirma ftretiminde kullanilacak tuz, gol tuzu
olmamalidir onun yerine sodyum kloriir miktar1 fazla oldugu i¢in kaya tuzu olmalidir.
Bu 06zelligi nedeniyle kaya tuzu pastirmalik etlerin istenilen diizeyde sertlesmesini

saglar (Tekinsen ve Dogruer, 2000).

Tuzlama igsleminden Once tuzun iyice islemesi ve etin su kaybimi kolaylastirmak
maksadiyla etlerin tizerine belirli araliklarla ince bigak yaralar1 (saklar) acilir. Bu islem
“saklama” olarak adlandirilir. Bu islem etin tek bir yiizeyine olacak sekilde, et
kalinliginin yarisina kadar ve kas liflerine paralel olarak gerceklestirilir. Saklama
isleminde bigak et yiizeyine 45’lik bir a¢iyla tutulur, parganin biiyiikliigiine gore 5-8
kesik olacak sekilde kesik atilir. Bu hususlar etin fazla pargalanmasini ve istenilenden
fazla tuz emmesini engelledigi i¢in oldukca onemlidir (Anar, 2012; Tekinsen ve
Dogruer, 2000). Tercihen farkli g¢esit pastirmalik etler kendi igerisinde tuzlanir
(Gokalp vd., 2004). Bigak yaralarinin igerisine parmaklar yardimiyla tuz doldurularak
tuzun ete iyi islemesi saglanir. Tuzlanan etler hafifce silkelenerek fazla tuzdan
arindirilir. Daha sonra bu et pargalar1 bigak kesitleri iiste gelecek sekilde, zeminden
yiiksek bir yerde (20-25cm), dikdortgen seklinde, bir sira enlemesine bir sira da
boylamasina olacak sekilde iist iiste istiflenirler. Istif yiiksekliginin 1m’den yiiksek
olmasi durumunda alttaki etlerde ezilmeler meydana gelebilir. Bu asamadan sonra
pastirma iiretiminde bu et pargalarina tuzlu adi verilmektedir. Tuzlular bu sekilde
normal ve sicak havalarda 24-36 saat bekletilirken soguk havalarda ise 24-48 saat
bekletilirler (Anar, 2012; Gokalp vd., 2004; Tekinsen ve Dogruer, 2000).
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Birinci tuzlama sonunda tuzlular en iistteki parcalar en alta, en alttaki pargalar da en
iiste gelecek sekilde ters-yiiz edilerek istiflenir ve bu islem “dondiirme” olarak tabir
edilir. Bu islem yapilirken bir miktar daha tuzun etin yarali yiizeyine serpilmesi
onerilir. ikinci tuzlama olarak adlandirilan bu islemin amaci etlerin tuz almayan
yerlerinin tuzlanmas1 ve etin kanli suyunun bir miktar uzaklastirilmasidir. ikinci
tuzlama siiresinin (12 saat) birinci tuzlama siiresinden daha az olmasinin nedeni ise
pastirmanin istenilenden fazla tuzlu olmasini1 engellemektir (Anar, 2012; Gokalp vd.,

2004; Tekingsen ve Dogruer, 2000).

1.5.7. Yikama

Iki kez tuzlama islemi uygulanan etler ici kaliteli su ile dolu olan ve siirekli akan su
bulunan, su sirkiilasyonu saglanan birinci teknede iplerinden tutularak sert hareketlerle
saga sola sallanir. Aymi islem, ayni kosullar1 barindiran ikinci bir su teknesinde
tekrarlanir. Yikama islemi ile birlikte etlerdeki fazla tuz ve eger kontamine olduysalar
kat1 kirler uzaklastirilmis olur (Anar, 2012; Gokalp vd., 2004; Tekinsen ve Dogruer,
2000).

1.5.8. Birinci Kurutma ve Soguk Denkleme

Yikama isleminden sonra tuzlular, yerden 175-180 cm yiikseklikte ve birbirlerinden 1
metre uzaklikta, ¢ereklere (pastirmalik pargalarin kurumalart i¢in asildiklari ahsap
veya paslanmaz madeni askilar) pastirma sicaklarinda 2-3 giin, soguk mevsimlerde ise
10-15 giin kadar asilirlar (Anar, 2012; Tekinsen ve Dogruer, 2000). Kurutma siiresinin
bagli oldugu kriterler sunlardir (Tekingen ve Dogruer, 2000).

» Havanin sicakligi,

Rutubet,

Riizgar durumu,

Pastirmalik etlerin biliytikligu,

Sik veya seyrek asilmalari,

YV V V VYV V

Etlerin iizerindeki sak sayist.

Eger kurutma asamasi klimali odalarda olacak ise, odalarin sicakligi 24-27°C’ye,

rutubeti %55-60 arasina, hava sirkiilasyonu ise 15-30 m/dk olarak ayarlanmalidir
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(Anar, 2012). Bu islemin yeterligi icin somut bir kriter olmamakla birlikte, pastirmalik
et bag ve isaret parmagi arasinda sikistirilir. Eger kurutma islemi tam anlamiyla
gerceklestirildiyse bu agsamada ette yumusak bir kabuk ve kendine has bir koku olusur.
Ayrica etin rengi degiserek koyu kirmizi bir renk alir (Tekingen ve Dogruer, 2000). Bu

asama °’birinci kurutma’’ olarak adlandirilir (Anar, 2012).

Kuruma islemini bitiren tuzlular, tam olarak soguduktan sonra, asili olduklari
gereklerden alinarak birinci denklemeye alinir, bu islem ayni zamanda “soguk
denkleme” olarak bilinmektedir. Geleneksel olarak denkleme islemi yerden 75-100 cm
yiikseklikte, dikdortgen bicimde beton, mozaikten yapilmis 6zel yer, fayans ya da
paslanmaz celik olan bir zemin iizerine etlerin bir sira enine bir sira boyuna olacak
sekilde yerlestirilmesiyle yapilir. Uzerine tiim etleri kaplayacak biiyiikliikte bir tahta
konulur ve tahta iizerinden boyunduruk diregi gegcirilir. Diregin bir ucu duvara
gomiiliir ya da duvara tutturulmus demir bir merdivenin basamak araliklarina
yerlestirilerek sabitlenir. Diregin diger ucuna ise 50 kg agirlik baglanir. Denkleme
siiresi parca etlerin boyut ve agirligina gore degisir; parca etlerden kiiciik ve hafif
olanlar bu sekilde yapilan bir baski altinda 6 saat, biiyiik ve agir pargalar ise 8-12 saat
denkleme islemine tabi tutulur (Ekmekei, 2012).

Denkleme islemi i¢in giiniimiizde modern isletmelerde hidrolik presler
kullanilmaktadir. Soguk denkleme iglemiyle birlikte tuzlu etler bir miktar daha su
kaybeder, yassilasir ve lizerindeki saklar kapanir. Burada amag pastirmalik etlerdeki

serbest suyun uzaklastirilmasidir (Anar, 2012; Tekingen ve Dogruer, 2000).

1.5.9. ikinci Kurutma ve Sicak Denkleme

Soguk denklemeden ¢ikan etlerin yiizeyi 1slaktir bu nedenle ikinci kurutma i¢in agik
havada giines alan, hava akimi olmayan yerlerde askilara asilir (Anar, 2012; Tekinsen
ve Dogruer, 2000). Eger hava akimina izin verilirse yas yiizeyler asir1 kuruyabilir bu
nedenle bu yerin etrafi yelken beziyle ortiiliir (Tekinsen ve Dogruer, 2000). Bu
kurutma islemi agik ve gilinesli havalarda 1-3 giin siirerken kapali ve soguk havalarda
ise 10 giine kadar siirebilir. Ikinci kurutma islemiyle pastirmalik etlerin yiizeyinde
bulunan yag parcalar1 giinesin etkisiyle eriyerek yilizeyde yag damlaciklar1 olusturur.

Bu olaya pastirma iiretiminde “terleme” denir. Ayni zamanda eriyen yaglarin
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donmasiyla pastirma ylizeyi matlasarak beyaz-sar1 bir hal alir. Bu olay pastirma

agarmasi olarak bilinir (Anar, 2012; Tekinsen ve Dogruer, 2000).

Terlemesi tamamlanan pastirmalar ikinci kez denkleme islemine tabi tutulur. Bu
asamadaki pastirmalar sicak ve terli olduklarindan bu asama pastirma iiretiminden
sicak denkleme ya da terli denkleme olarak bilinir. Terli denkleme islemi geleneksel
pastirma Uretiminde giinesin batisina yakin ve yag sizintilarinin yogun oldugu
zamanda yapilir. Modern pastirma iiretiminde ise hidrolitik sistemlerden faydalanilir.
Terli denkleme islemi pastirmalara 1-1,5 saat aras1 uygulanir ve terli etlerin sicak ve
yumusak olmalarindan dolay1 etler kisa siirede yassilasarak pastirma seklini alirlar. Bu
sirenin asilmast durumunda sicak nedeniyle pastirmada Ozellikle anaerobik
istenmeyen bozucu mikroorganizmalar {ireyebilir. Bu asamada bir miktar daha su
kaybedilmesinin yanisira yag sizintilari etin i¢ine niifus ederek pastirmaya has lezzet

ve tekstiir kazanmasini saglar (Tekingen ve Dogruer, 2000).

1.5.10. Uciincii Kurutma

Sicak denklemeden ¢ikarilan pastirmalar boyunduruklara (kuzey kismi disinda diger
lic yan1 ve iistii kapali, glinessiz ve hava akimsiz ortam) asilir. Burada son kurutma
islemi uygulanan pastirmalar sekillerini kaybetmeksizin hava kosullarina bagh olarak
3-7 giin bekletilirler. Pastirma {iretiminde bu agamaya kadar olan safha halk arasinda
pastirma yetirmesi olarak bilinir ve pastirmaya has ozellikler 6nemli Slgiide bu
asamada kazandirilir. Pastirmalar olgunlasir ve gemenleme islemine hazir hale gelirler

(Anar, 2012; Tekingen ve Dogruer, 2000).

1.5.11. Cemenleme

Kurutma isleminden sonra pastirmaya, dis etkilere, ozellikle kurtlanmaya ve
mikrobiyal bozulmaya kars1 korumak amaciyla bir soslama islemi yapilir. Bu soslama
islemi ayn1 zamanda pastirmaya kendine has lezzetini, aromasini ve rengini kazandirir.
Cemen hamurunun su orani yiiksek ve tuzsuz oldugu i¢in tuzlu kuru et ve gemen
hamuru arasinda difiizyon olayr meydana gelerek pastirmada tuz-rutubet dengesi
meydana gelir (Sekil 1.5) (Dogruer, 1998; Gokalp vd., 2004; Tekinsen ve Dogruer,

2000). Yetim ve arkadaslarinin 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismanin sonucuna gore,
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¢emen pastasi ve sarimsagin, test edilen {i¢ patojenin biiyiimesini nemli 6l¢iide inhibe
ettigi ortaya konmustur. Ayrica genel olarak, gemen hamurunun inhibe edici etkisinin,
sarimsak etkisinden daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu etki ¢cemen bilesenlerinin
sinerjik etkisine baglanmistir (Yetim vd., 2006). Boylece ¢emenin, pastirmanin raf

omrii tizerinde oldukga olumlu etkisi oldugunu sdylenebilir.

Su

Tuzlu Kuru Et T Cemen Hamuru
uz o

A

Sekil 1.4: Pastirma ve Cemen Hamuru Arasindaki Difiizyon

(Gokalp vd., 2004; Tekinsen ve Dogruer, 2000)

Cemen hamurunun pastirmaya sayilan bu yararlar1 disinda;

» Pastirmayi1 dis etkenlere, bakterilere (igerisindeki sarimsagin bakterisit etkisi
bulunmaktadir) ve haserelere kars1 ambalaj materyali gibi korumak,

» Pastirmanin gereginden fazla kurumasini engellemek,

» Pastirmanin hava ile olan temasini 6nleyerek, bozulmasini, kokugmasini veya
kiiflenmesini geciktirmek ve pastirma yaglarinin oksitlenerek acilasmasina

engel olmak gibi yararlar1 vardir (Anar, 2012; Yildirim, 1996).

a) Cemeni Olusturan Unsurlar

Cemenin bilesimine yaygin olarak sadece buy otu tohumu unu, sarimsak, kirmizi biber
ve su girerken, bazi 6zel olarak hazirlanan pastirma ¢emenlerine daha iyi g¢esni
verebilmek amaciyla kimyon, karabiber, karanfil, ve tar¢in gibi baharatlardan diisiik

oranlarda kullanilabilmektedir (Tekinsen ve Dogruer, 2000).

» Buy Otu: Buy otu (Trigonella foenum-graecum L.), Leguminosae
familyasindan olan bir bitkidir. Kokeni Akdeniz’in dogusunda bulunan
bolgelerdir. Uzun yillardir hem insan hem de veterinerlikte tibbi olarak,
mutfakta ise baharat olarak (gida) kullanilmistir (Billaud ve Adrian, 2001).

Icerdigi baslica bilesikler sunlardir; kumarin, kolin, galaktomannan, nikotin
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amid, fitosterol, flavonit, foenugraesin ve alkoloid olan trigonellin (Tekinsen
ve Dogruer, 2000).

» Sarmmsak: Sarimsak (Allium sativum L.) Liliaceae familyasinda yer alan bir
bitkidir. Asil kdkeni Orta ve Bat1 Asya’dir. Tiirkiye’de basta Kastamonu olmak
izere yaygin olarak yetistirilen bir bitkidir. Sarimsakta bulunan en 6nemli
maddeler; alliin (%0,2-1,0) ve allisin’dir (Tekinsen ve Dogruer, 2000).

» Kirmizi Biber: Aci kirmiz1 biber Solanaceae familyasindan olan Capsicum
fretescens L., C. minimum Mill., C. baccatum L. ve C. annuum L. var. longum
Sendf tiirlerinin meyve kisimlarindan elde edilir. Act tadi icerisindeki
kapsaisin, dihidrokapseisin, norhidrokapseisin, homodihidrokapseisin ve
homokapsaisin’den ibaret kapsaisinoit bilesiklerinden dolayidir (Tekinsen ve
Dogruer, 2000). Tatli kirmizibiber ise Solanaceae familyasindaki Capaicum
annuum L. bitkisinin meyve kisimlarindan elde edilir. Genellikle renk vermek
amaciyla kullanilir. Renk 6zelligi ¢ok sayida karotenoid pigmentine sahip

olmasindandir (Tekinsen ve Dogruer, 2000).

b) Cemen Hamurunun Hazirlanmasi

Hazirlanacak ¢emen hamurunun miktar1 kesilen hayvanin sayisina gore
diizenlenmektedir. Tiirk Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri Tebligi’nin 4. maddesinin ¢
bendine gore ¢emenleme, pastirma iiretiminde, buy otu tohumu unu, toz kirmizibiber
ve sarimsak karigiminin tuz ve su ile karigtirtlip hamur haline getirildikten sonra
tirtiniin dig yiizeyinin kaplanmasi islemini ifade eder. Cemenin bilesiminde bulunan
buy otu tohumu unu, act kirmizibiber ve sarimsak karistirilarak su ile birlikte
yogurulur (Anar, 2012; Tekinsen ve Dogruer, 2000; Yildirim, 1996). Buy otu ununun
yapistirict 6zelligi oldugundan bir kilif gorevi Ustlenir (Yildirim, 1996). Cemen
hamuru igerisindeki unsurlar {ireticiye gore degismekle birlikte bazi aragtirmacilar

tarafindan bildirilen ¢esitli cemen hamuru bilesimleri Tablo 1.5’de verilmistir.
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Tablo 1.5: Pastirma Uretiminde Cesitli Arastirmacilar Tarafindan Bildirilen

Cemen Hamuru Bilesimler

Buy Otu Kirmizi Diger
Su TOS;I[TU Sarimsak Biber  Maddeler Kaynak
%37.9 %21.3 %343 %65 Berkmen (1940)
%656 %16 4 %131 %4.9 Karasoy (1952)
%39,2 %39,2 %17.6 %39 _ %0,006°  Ozeren (1980)
- %40 %30 %20 %10, 1° Kok (1985)
%37,0 %20,0 %35 %6 %2,0° Leistner (1987)
%48.0 %37.0 %10 %4 1.003° Anil (1988)
%50 %15 %20 %15 Do(glrggg;’ d.
%654,54 9622.7 %1591  %6,81 Aks(uzggg)(aya
%418 9%29,1 9204 %8,7 Y‘zg&g’)d"
%54 54 %182 %164 %109 Kaban (2009)
9655 9612 %620 %13 Ahr(‘ggel%)" d.
Deniz vd.
- 0, 0, 0 !
%650 %35 %15 2016)

* Kuru madde iizerinden
a: Boya maddesi
b: Burgak unu (%7,5) + bugday unu (%2,5) + boya (%0,1)
c: Kimyon (%1,0) + hardal (%1,0)

d: Tar¢in + karanfil + kimyon + boya.

Pastirmalar ¢emenleme islemine tabi tutulmadan Oncesinde varsa iizerlerindeki
cikintilar ve fazlaliklar bigakla tiraglanarak diizeltilir (Tekinsen ve Dogruer, 2000).
Daha sonra bir tekne igerisinde bulunan ¢emen hamuru bu pastirmalarin iizerine
siriiliir ve pastirmalar istiflenerek ¢emende 16-36 saat kadar bekletilir. Bu iglem
pastirma iiretiminde “cemende yatirma” olarak adlandirilir (Anar, 2012). Bu siirenin
uzun olmasi pastirmanin daha iyi lezzet, yap1 ve kalitede olmasini saglar. Cemene
yatirma isleminin yapildig1 yerin sicakligi diisiik olmazsa (10°C) ¢emen hamuru
bozulabilir. Bu nedenle bu detaya dikkat edilmelidir (Tekinsen ve Dogruer, 2000).
Cemenin fazlasinin el ile silinerek alinmasi ise pastirmacilikta “silme” olarak bilinir
(Anar, 2012). Pastirmanin tizerindeki ¢emen hamurunun kalinligr 1-6 mm arasinda
olmalidir (Tekinsen ve Dogruer, 2000). Bu islemden sonra pastirmalar tekrar cereklere

astlirlar ve giinesli giinlerde 1-2 giin, kapali giinlerde ise 6-7 giin siireyle kurumaya
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birakilirlar. Eger kurutma islemi klimali odalarda gergeklestirilecekse kurutma ortami
18-20°C, %60-65 nispi rutubet ve 1.5 m/s hava sirkiilasyonuna sahip olmalidir.
Pastirmalar boyle bir ortamda 24-36 saat kurutulmalidir (Gokalp vd., 2004). Bu
asamadan sonra pastirmalar pazarlanmak amaciyla son asama olan paketleme

asamasina alinir (Tekinsen ve Dogruer, 2000).

1.6. Pastirma Cesitleri ve Ozellikleri

Gegmiste bir karkastan 26 cesit pastirma {iretilirken giinlimiizde bu say1 tiiketicinin
kaliteli pastirma cesitlerine yonelmesi ve tercih edilmeyen, ekonomik degeri diisiik
pastirmalik kaslarin diger et dirlinlerine islenmesi nedeniyle azalmistir (Cakici ve
Aksu, 2012). Tirk Standartlar1 Enstitiisii “Pastirma Yapim Kurallar1” (TS 9268)
standardinda bir sigir karkasindan 16-20 ¢esit pastirma lretilebilecegi belirtilmistir
(Cakict ve Aksu, 2012). Bu pastirmalarin isimleri ve ¢ikarildigi bolgeler Sekil 1.6’da
verilmistir. Pastirmalar iretildikleri et pargalarinin elde edildikleri hayvanin
viicudunda bulunduklar1 yerlere gore ¢esitlere, ozelliklerine gore de farkli kalite

smiflarina ayrilirlar (Tablo 1.6) (Tekinsen ve Dogruer, 2000).

St Pastirmasinimmehleye  Kesit ylizeyi iyi bir ~ Cidagonun &n tarafinda kol Bonfile ve buna  Budun ig yiizeyinden

dogr olan ug kuismindan  mermer goriiniimiine {izerinden dos hizasina kadar bitisik bucin ic elde edilen iiggen
elde edilmektedir. Cok sahiptir Aynca uzanan kaslardan elde edilir.  yiizeyindeki biciminde olan
yumusak yapida ve orta lezzetli, gevrek ve Dértgen  kaslardan firetilir. pastirmadir.
yaglidir. kolay sindirilebilirdir. seklinde. dosile A _ . L
A A ) surt arasmndaki » Bogir kismundan tiretilir.
kaslardan eldp .
o N\ citis Kavram bdlgesi
Boynun iist — A kaﬂagﬁ:{?gﬁ;::men
balgesindeki NES e
kaslardan viretilir. § = . Qienle A Q':—"‘) A= bigiminde bir
.,/Ke‘:a—-_ Uz AE Kusgisma %" s P pastirmadir.
: ey Ko ro¥ ) g, FRE
Mehle ve bez i /'4_ o, _‘f‘flj/ Orta etek o =\ 2
arasindaki I —) =l &8 |e48 Budun dig
kaslardan elde — O\ enor otek RN yiizeyinde kapak
edilir kitrek o S NWAR N ve sekerpare
seklindedir. Yam!klal daki b =\ 2 pastirmalarinin
kaslar ctli?n elde Dos: l Mome ) % 3 _arasmda kalan
el J verden iiretilir.
S ; Dikdortgendir.
Dacmc.pz}?uma.smm elde Budun aclik cukurluguna
edildigi parcanin " . .
- " i n yakin bélgesindeki
gerisinde cidagodan dos o
. kaslardan firetilir. -
hizasina kadar uzanan Bir ucunda meme veya
kaslardan yapilmaktadir. Budun dig testis alt1 dokular
i . ) yilziinde kenar ve bulundugundan kalin bir
Boyun ymlanndald kasmdan e cemisind dilme pargalar: yapadadir ve bityiik
el ‘e e 1l u; kay\l anll.n au]i liline og-us emiginin arasinda sagridan oranda yag igeren
gore orta ve kanhi olarak ikiye  yanlannda bulunan 40 aqar dikine dikddrtgen bigiminde
ayrilir. Kanh bezin alt ucu kaslardan tiretilir. uzanan bolgedeki ]E.sudun en arka. . pastirmadir.
yuvarlak ve darken orta bezde bazi kaslardan bolgesinden elde edilir ve
bunun tersine bir genisleme et dikdértgendir.
vardar eT iiretilir. =

Sekil 1.5: Karkasin Cesitli Kisimlarindan Cesitli Pastirma Parcalarin
Isimlendirilmesi ve Elde Edildikleri Bolgeler
(Cakic1 ve Aksu, 2012; Ekmekei, 2012)
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Tablo 1.6: Pastirmamin Kategorilere Ayrilmasinda Dikkate Alinan Kalite

Ozellikleri

(Tekinsen ve Dogruer, 2000)

Ozellik L. Simf IL. Simif II. Simf
Yaglilik Az Orta Cok

Kas I¢i Yag Dagilimi ~ Oldukga Belirgin Az Belirgin Belirgin Degil
Renk Pembe-kirmizi Kirmizi-koyu kirmizi Koyu Kirmizi
Kabuk Olusumu Yok Gorilebilir Var

Kesit Yiizii Parlak Kirmizi Kirmizi Koyu Kirmizi
Gevreklik Gevrek Orta Derecede Sert

Kalnlik (cemen) Iyi (1-2 mm) Orta (2-4 mm) Kaba (>4 mm)

Dagilim Homojen Homgjen degil Homojen degil

Tirk Standartlar1 Enstitiisii’nilin pastirma standardi TS 1071°e gore pastirmalar, Tablo

1.7°de goriildiigii gibi tice ayrilir. Pastirma ¢esitlerinin elde edildikleri kaslar ve bu

kaslarin yerleri hayvan iizerinde ayrintili bir sekilde Sekil 1.16’da gosterilmistir.

Tablo 1.7: Pastirmamn Simiflandirilmasi ve Cesitleri

(Turk Standartlar Enstitiisii TS 1071)

Simif Cesit

| Kusgdmii, sirt

1. Bohca, kenar, sekerpare, but dilmesi, mehle, omuz, kiirek, kapak

118 Daos, orta ve kanli bez, bacak, etek, kavram, meme

1.7. Pastirmanin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Tiirk Gida Kodeksi Et Uriinleri Tebligi’nde ve TSE Pastirma Standardi’nda pastirma

mikrobiyal 6zellikleri hakkinda getirilen sinirlandirmalar ve sahip olmasi gereken

mikrobiyolojik kalite kriterleri Tablo 1.8’de verilmistir (Tekingsen ve Dogruer, 2000).
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Tablo 1.8: Ulkemizde Pastirmanin Mikrobiyolojik Kalite Ol¢iitleri

(Tekinsen ve Dogruer, 2000)

Ozellik Gida Kodeksi Pastirma Standardi
(kob/qg) (kob/qg)

Genel aerobik mezofilik bakteri™ 10%-10°

Staphylococcus aureus” 5x102-5x10° 50-102

Salmonella 25 g’da bulunmamali 25 g’da bulunmamali

Escherichia coli Bulunmamali Bulunmamali

Clostridium perfringens™ 10-102 10-102

Maya-kiif™ 10-102 10-102

“ Bes numuneden en fazla birinde kabul edilebilir.

“ Bes numuneden en fazla ikisinde kabul edilebilir.

1.8. Pastirmanin Biyokimyasal Ozellikleri

Kimyasal kalite bakimindan Tiirk Gida Kodeksi Et, Hazirlanmis Et Karisimlar1 ve Et

Urtinleri Tebligi’nin (Teblig No: 2018/52) 9. maddesinin ¢ bendine gore pastirmada;
» Cemen hari¢ olmak iizere, nem miktari kiitlece en ¢ok %50,
» pH degeri en yiiksek 6.0,
» Cemen hari¢ olmak {izere, tuz miktar1 kuru maddede kiitlece en ¢ok%10,

» Cemen miktari kiitlece en ¢ok %10 olmalidir.

1.9. Mikroorganizmalarin Tanimlama Yontemleri

Molekiiler tanimlama yontemleri, ilerlemekte olan teknolojinin mikrobiyoloji alaninda
sundugu en 6nemli yeniliklerdendir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012). Mikrobiyoloji
uygulamalarinda 6nemli bir yere sahip olan bu hizli yontemler klinik, gida ve ¢evresel
orneklerde bulunan patojen mikroorganizmalar ve onlarin metabolitlerinin erken
tespiti, izolasyonu, identifikasyonu ve sayimi1 amaciyla kullanilmaktadir (Aras, 2011).
Molekiiler tanimlama ydntemlerine yenilerinin eklenmesi, farkli amaglarla yiiriitiilen
bilimsel g¢alismalara biiyiik fayda saglamaktadir. Yapilan caligmalarda en ¢ok
kullanilan molekiiler tanimlama yontemleri; PFGE (Darbeli Alan Jel Elektroforezi),

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve 16S rDNA dizilim analizi olarak sayilabilir ve
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bunlara giin gegtikce yeni molekiiler teknikler igeren c¢aligmalar eklenmektedir

(Cetinkaya ve Ayhan, 2012). Ideal bir tanimlama sisteminde olmasi gereken 6zellikler;

» Ayrim giiciiniin yiiksek olmasi,

» Belli bir zaman sonra ve farkli merkezlerde elde edilen sonuglarin
‘tekrarlanabilirlik’ bakimindan basarili sonu¢ vermesi,

» Laboratuvar koleksiyonlarina ilaveten dogal izolatlara kolay bir sekilde
uygulanabilir olmasi,

» Hizli olmasi,

Y

Bilgisayara bagli analiz ve elektronik veri tabani ile uyumlu olmasi,
» Cok karmasik veya pahali olmamasi seklinde siralanabilir (Kiran ve

Osmanoglu, 2011).

Mikrobiyota ¢alismalarinda kullanilan mikrobiyolojik tanimlama yontemlerinin
tarihsel gelisimine bakildiginda bunlarin temel olarak kiiltiir-temelli yontemler ve
kiltlir-bagimsiz yontemler olarak iki gruba ayrildig1 goriilmektedir (Sekil 1.7) (Giirsoy
ve Otlu, 2017).

Kiiltiir temelli yontemlerde, organizmanin segilerek iiretilmesini saglayan bir takim
Ozel kiiltiir ortamlarina ekilmesini takiben fenotipik ya da molekiiler yontemlerle
tanimlama yapilir. Fenotipik yontemler, Gram boyama gibi fizyolojik 6zelliklerinin
hedef alindig1 boyama ydntemlerini, morfolojik koloni 6zelliklerinin belirlenmesini,
farkli kiiltir ortamlarinda tireme ozelliklerinin incelenmesini veya organizmanin
olusturdugu veya tiikettigi metabolit 6zelliklerine bakilmasini gerektirir. Molekiiler
yontemlerde ise DNA izolasyonunu takiben molekiiler bir tanimlama metodu
uygulanir (Giirsoy ve Otlu, 2017).

Tek tek kiiltiire edilen mikroorganizmalardan ziyade direk ornekten izole edilen
DNA’nin analiz edildigi kiiltiir-bagimsiz teknikler ise bize mikrobiyal topluluklarin
daha derin bir sekilde arastirilmasina imkan saglamaktadir (Giirsoy ve Otlu, 2017).
Fakat bu yontem kiiltiire dayali yontemlere oranla daha maliyetli olabilir ve detayh

biyoinformatik analiz gerektirebilir.
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Sekil 1.6: Fermente Gida Ekolojisinin Arastirllmasinda Kullanilan Geleneksel ve

Molekiiler Yaklasimlarin Sematik Gosterimi (Toldra ve Hui, 2015)

Molekiiler yontemler bakteri izolatlarini cins, tiir, alttlir ve sus diizeyinde kategorize
etmeyi, tanimlamay1 ve karakterize etmeyi amaglamaktadir. Her yontemin uygulanis
bicimleri, tekrar edilebilirlik, materyal gereksinimi ve sonuca ulasmadaki dogruluk
seviyeleri bakimindan avantajlar1 ve dezavantajlari bulunmaktadir. Fakat genellikle,
son yillarda tercih edilmeye baslanan DNA’ya dayali molekiiler yontemler son derece
giivenilir, basit ve pahali olmayan tanimlama ve smiflandirma metodlar1 olarak

yorumlanmaktadir (Y1lmaz ve Temiz, 2003).

1.9.1. Barkodlama

Ilk kez Hebert vd., (2003) tarafindan kullanilan bir kavram olan “DNA barkot”
kavrami daha sonralar1 bilim diinyasinin ilgisini ¢gekmeyi basarmistir. DNA barkotlar1
(DNA taksonomi), biyolojik c¢esitliligin ve tiirlerin saptanmasinda standart DNA
bolgelerinin kullanilmasina yonelik yeni ve yararli bir yontem olarak agiga ¢ikmistir

(Filiz ve Kog, 2012). Bakteriyolojide, taksonlarin sekans verileri kullanilarak
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tanimlanabilecegi kabul edilmektedir ve sekans farkina dayali takson (tiir) tanimlamak
icin temel kurallar gelistirilmektedir. Bu sekilde tanimlanan taksonlara "filotipler"
veya "molekiiler operasyonel taksonomik birimler" adi verilmistir (Blaxter, 2003).
Hebert ve arkadaslar1 tim hayvan taksonlarinin tanimlanmasi i¢in bir DNA barkod
veritabant olusturulmasini 6nermislerdir (Hebert vd., 2003). Bakteri tiirlerini
molekiiler tabanli tekniklerle tespit etmek ¢ok 6nemlidir, ¢iinkii bu teknikler niikleotid
asitlerin analizine dayanir ve tekrarlanabilirdir. Ayrica, alan son yillarda 6nemli 6lgiide
ilerlemis ve bakterilerin DNA barkodu olarak belirli bir genom dizisine dayanan yeni
kriterler kullanarak siniflandirilmasint miimkiin kilmistir (Abdollahniya vd., 2018).
Bakteri, arkea ve tek hiicreli gibi en kiigiik organizmalar i¢in gergek c¢esitliliginin %
99'undan fazlas1 hakkinda bilgisiz olabiliriz. Fakat ¢esitliligin geleneksel yontemlerle
kataloglanmas1 miimkiin degildir. Bunun yerine, gelismekte olan teknolojiler bu is i¢in
kullanilmalidir. Hebert ve arkadaslarmmin onerdigi barkod sistemi ile belirlenen
spesifik bir DNA dizisi, siipermarketteki {iriinlerin bir barkod ile tanimlanmasi gibi,
bir organizmanin tanimlanmasi ve siiflandirilmasi i¢in kullanilabilmektedir (Hebert
vd., 2003). DNA barkot uygulamalarinda, gesitli canlilardan barkot dizileri elde
edilerek bu DNA dizileri filogenetik agaclarin olusturulmasinda kullanilir (Filiz ve
Kog, 2012). Bu yaklasimin avantajlarindan biri, ham verilerin -DNA dizisinin-
veritabanlarinda saklanabilmesi ve daha once dizilenmis gruplarla karsilastirma ve
yeniden analiz i¢in internet iizerinden erisilebilmesidir. Ayrica DNA barkodlama,
genomun kisa, standart bir fragmaninda sekans varyasyonunun karsilastirmali analizi
yoluyla tiir diizeyinde dogru tanimlama i¢in hizli ve uygun maliyetli bir yontem saglar
(Shokralla vd., 2015). Hebert ve meslektaglarinin ilk ¢alismalarinda oldugu gibi, boyle
bir programin ilk agamalarinda bilinen ¢esitliligi temsil etmek ve barkodlar1 biyolojiye
baglamak i¢in tamimlanmig Orneklere ihtiya¢c duyulacaktir. Halka agik
veritabanlarinda: yaklasik 12.000 COI (sitokrom c¢ oksidaz) sekansi, 20.000'den fazla
ribozomal RNA SSU (small subunit, kiigiik iinite) gen sekansi (tiim organizmalardan,
ornegin, bakteriler icin 16S) ve ITS (Internal Transcribed Spacer) sekansi gibi
50.000'den fazla potansiyel barkod sekansi zaten mevcuttur. Teknolojik ilerleme ve
genom Olgeginde sekanslama goz Oniine alindiginda, ¢ok sayida 6rnek icin birkag
barkod geninin sekanslanmasi hizli ve ucuz bir sekilde gerceklestirilebilir (Blaxter,
2003).
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Mikroorganizmalarin PCR analizleri ile tespit edilmesi i¢in, hedef bolgenin segimi
olduk¢a 6nemlidir (Aydin ve Sudagidan, 2016). 16S rRNA geni, bakteri ve arkea
olmak ftizere tiim prokaryotik hiicrelerde bulunan 30S ribozomal alt biriminin rRNA
molekiiliinii kodlar (Fukuda vd., 2016). Ribozom yapisinin semast ve 16S rRNA
geninin semast Sekil 1.18'de gosterilmektedir. 23S rRNA ve 5S rRNA, 50S ribozomal
alt biriminde bulunan rRNA alt birimleridir (Fukuda vd., 2016). 16S gen bolgesinin
hedef bolge olarak kabul edilmesi belirli 6zellikleri sebebiyledir (Aydin ve Sudagidan,
2016). Ilk olarak, gen nispeten kisadir (yaklagik 1.500 bp). Ikincisi, 16S rRNA gen
dizisinde ¢ogu bakteri arasinda yaygin olan (korunmus bdlge) on dokuz bdlge vardir
ve dokuz farkli bdlgeye (hiper degisken bolgeler) ayrilmistir (Sekil 1.8). Ugiinciisii,

ulusal veri tabanlarina kaydedilen gen dizileri 6nemli 6l¢iide artmaktadir, ¢linkii gen
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dizisi bakteriyel taksonomik ¢alismalarda tanimlama ve siniflandirma i¢in 6nemli bir

bilgidir (Fukuda vd., 2016).
Sekil 1.7: Ribozom Kompleksi ve 16S rRNA Geninin Semasi

(Fukuda vd., 2016)
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1.9.2. PCR (Polymerase Chain Reaction/ Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR yani polimeraz zincir reaksiyonunu, DNA replikasyonunun taklit edilmesi
seklinde tanimlayabiliriz (Okutucu ve Pehlivan, 2003). 1980’lerin basinda ortaya
ctkan PCR teknigi, mikrobik etkenlerin tespit edilmesinde vazgeg¢ilmez bir yontem
haline gelmis ve klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin olarak bu teknikten
faydalanilmistir (Giirsoy ve Otlu, 2017). PCR isleminin tiip igerisinde hizli ve art arda
bir sekilde tekrarlanmasiyla ilk asamadaki DNA miktarinin milyonlarca artirilmasi

mevzu bahistir (Okutucu ve Pehlivan, 2003).

PCR tekniginin temel bilesenleri su sekilde siralanabilir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012;
Okutucu ve Pehlivan, 2003; Yilmaz ve Temiz, 2003);

Kalip DNA: Amplifiye (¢cogaltilacak) hedef DNA dizisini iceren genetik materyal.

Primer: 4-10 isaretlenmis niikleotitten meydana gelen, kalip DNA’y1 ¢ogaltmak igin
kullanilan kisa ve tek sarmall1 yaklasik 20 bazlik sentetik DNA molekiilleridir. Bunlar
hedef DNA’ya 0zgii olduklarindan tantyip ona baglanirlar ve ortamdaki baska

DNA lar ile ¢apraz reaksiyon vermezler.

Polimeraz Enzimleri: Termostabil karakterli Taqg DNA polimeraz enziminin gorevi

primerlere baglanip bunlara 3’ ucundan niikleotidleri ekleyerek sentez yapmaktir.

Deoksiniikleotit-Trifosfat (ANTP) Karisimi: ANTP’ler (ATP, GTP, TTP, CTP) Taq

DNA polimerazin substratlaridir ve DNA sarmalinin tamamlanmasinda kullanilirlar.
Mg*2 iyonu: Islemde kofaktor olarak olduk¢a dnemlidir.

Tampon Maddeler ve Tuzlar: Bunlar polimeraz enzimlerinin g¢aligmast igin

Onemlidir.

PCR, basit, spesifik ve hassas bir yontem olmasiin yani sira temelde {i¢ asamadan
olusmaktadir (Cakir ve Cakmakgi, 2005; Cetinkaya ve Ayhan, 2012; Yilmaz ve
Devran, 2003; Yilmaz ve Temiz, 2003);

DNA Zincirinin Acilmasi (Denaturation): Kalip DNA molekiilii, 1-2 dakika 92-
95°C’ye maruz birakilarak ¢ift sarmal yapidaki DNA iplikgikleri birbirlerinden

ayrilarak denatiire edilir (Yi1lmaz ve Devran, 2003).

Primerlerin Ac¢illan DNA Zincirlerine Yapismasi (Annealing): Sicakligin, 37-

65°C’ye disiiriilerek oligoniikleotid primerlerinin a¢ilan DNA zincirlerinin kendi baz
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dizilerine karsilik gelen bolgeye yapismasi islemidir ve iiretilecek baz uzunluguna

bagli olarak 30-60 saniye siirebilmektedir (Y1lmaz ve Devran, 2003).

Primer Uzamasi (Primer Extension): Bu asama 72°C’de 1 dakika siirer ¢iinkii Taq
DNA polimeraz bu sicaklikta daha iyi ¢aligmaktadir. Bu dongii 30-35 defa tekrar
ettirildikten sonra son asamada polimerizasyonun tam olarak ger¢eklesmesi igin 5
dakika bekletme siiresiyle reaksiyon sonlandirilir (Cakir ve Cakmakgi, 2005; Yilmaz
ve Devran, 2003).

PCR isleminin kag dongii sonunda bitirilecegini, olusan DNA molekiilii sayisi belirler.
Yani 6rnegin “n” sayida dongii varsa, ortamda maksimum “2" sayida gogaltilmig

DNA olmasi beklenir (Yilmaz ve Temiz, 2003).

PCR isleminin avantajlar1 arasinda, hizli, 6zgiil, az miktarda DNA igeren 6rneklere
bile uygulanabilir olusu, genis kullanim alanlarina sahip olmasi ve diger metotlara
kiyasla hata pay1 oraninin diisiik olmasi sayilabilir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012; Y1lmaz
ve Devran, 2003). Cihaz ve malzeme gerektirmesi, deneyimli personel ihtiyaci ve
ortamda bulunan istenmeyen DNA’nin primer ile ayni dizilime sahip olmasi riskiyle

hatali sonuglar alinabilmesi, yontemin en 6nemi dezavantajlari arasindadir.

PCR islemi sonunda elde edilen PCR fiirtinlerinin tanimlanmasinda siklikla kullanilan
yontemler agaroz jel elektroforezi ve poliakrilamit jel elektroforezidir (Yilmaz ve
Devran, 2003). Elde edilen bu iirtinler agaroz jel kullanilarak elektroforezle ayristirilir
ve DNA zincirleri etidyum bromiir ile boyanarak ultraviyole 151k kaynaginda floresans
ile gozlemlenir (Yilmaz ve Temiz, 2003). Boylece olusan bantlar sayesinde hedef
DNA’nin varlig1 veya yoklugu tespit edilebilmektedir (Giirsoy ve Otlu, 2017). Agaroz
jel elektroforezi, 100 baz ¢iftinden daha kiigiik DNA molekiillerinin ayristirilmasinda
yetersiz kaldigi icin, bunlarin ayrimida genellikle poliakrilamit jel elektroforezi

yontemi kullanilmaktadir (Y1lmaz ve Temiz, 2003).

1.9.3. GTGS5 rep-PCR (Tekrarlayan element sekansi temelli polimeraz zincir

reaksiyonu)

Versalovic vd., (1994) yaptiklar1 bir ¢calismada bakteriyel parmak izi igin bakteriyel
genomlarin ig¢inde bulunan ve “’rep’” olarak isimlendirilen tekrarlanan DNA

elementlerinin  PCR ile amplifikasyonundan elde edilen spesifik bantlarin
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incelenmesine yonelik bir tiplendirme yontemi tanimlamistir (Versalovic vd., 1994;
Kiran ve Osmanoglu, 2011). GTG5-PCR ¢ogu bakterinin genomunda bir¢ok
kopyasinin dogal olarak bulundugu, farkli sekilde amplifikasyona izin veren,
serpistirilmis tekrarlayan sekanslarini temel alan ve oligoniikleotit PCR primerleri
kullanan bir genomik parmak izi teknigidir. GTG5-PCR parmak izinin, ¢ok g¢esitli
Gram-negatif ve birkag Gram-pozitif cinsin smiflandirilmasi i¢in degerli bir arag
oldugu diisiiniilmektedir (Masco, 2003). Bu teknigin 6zellikle mikrobiyal cesitlilik
calismalarinda yararli oldugu kanitlanmistir (Kayasli, 2019).

Tekrarlayan element sekansi temelli polimeraz zincir reaksiyonu (rep-PCR)
amplifikasyonu, basit bir PCR bazli teknik olarak bilinmektedir ve asagidaki

Ozelliklere sahiptir,

» Diisiik maliyetli,

» Yiiksek ayirt edici giligte

» Yiksek verim i¢in uygun ve

» Cok ¢esitli Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin siniflandirilmasi igin

giivenilir bir ara¢ (Adigiizel ve Atasever, 2009).

Teknigin avantajlar1 arasinda uygulanmasinin kolay olmasi, ayrica hem cok sayida
hem de az sayida Ornege uygulanabilir olmasi sayilabilir. Yontemin en onemli
dezavantaji ise elde edilen desenlerdeki yiiksek degisimdir (Kiran ve Osmanoglu,
2011).
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iKiNci BOLUM

MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

Calismada kullanilan pastirma 6rnekleri Danet Et ve Et Uriinleri Paz. Tic. Ltd. Sti.
firmasindan 2018 yilinin Ekim ayinda temin edilmistir. Calismada sadece son {iriin
degil, tiim tiretim siirecini takip etmek amaciyla siirecin 6nemli zamanlarindan 4 6rnek
secilmistir. Bu dogrultuda segilen 4 6rnek, 2. tuzlamadan sonraki et, soguk presleme
sonrasindaki et, terlemeden ¢ikmis ¢emenleme Oncesindeki et ve son iirlin olarak
secilmistir. Boylelikle tiretim silirecinde meydana gelen mikrobiyal degisimlerin
belirlenmesi amaglanmistir. Fabrikadan soguk zincir ile laboratuvara gelen drnekler
analizler i¢in bekletilirken laboratuvar ortaminda 151k almayacak sekilde 4°C’de 1 giin
muhafaza edilmistir. Secilen bu 4 &rnegin analizleri Istanbul Sabahattin Zaim
Universitesi, Miihendislik ve Doga Bilimleri Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii

Mikrobiyoloji Laboratuvarinda yiiriitilmiistiir.

2.2. Metod

Yontem genel olarak 4 degisik iiretim asamasindan alinan pastirma numunelerinin
temel kimyasal Ozelliklerinin (pH ve aw) ve temel mikrobiyolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi ve izole edilen mikroorganizmalarin molekiiler yontemlerle

tanimlanmasini icermektedir.
2.2.1. Numune Hazirlama

Numunelerin hazirlanmasi amaciyla pastirma Grneklerinden aseptik ortamda, steril
bicak ile 25’er g alinarak steril Stomacher posetlerine tartilmis ve iizerine 225 mL

fizyolojik tuzlu su (%0,85 NaCl) ilave edilmistir (Hazar vd., 2017). Seaward
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marka stomacher cihazinin el kitabinda yazan talimatlara gére homojenize edilmistir

(Anonim, Interscience, 400 P & Bag Mixer, Quick user guide).

2.2.1. Kimyasal Analizler
Hammadde temininden sonra ilk olarak kimyasal analizler uygulanmistir. Bu analizler,
mikrobiyal gelismeleri son derece 6nemli derecede etkileyen pH ve su aktivitesi olarak

secilmistir.

a) pH Degerinin Belirlenmesi

Orneklerde pH 6l¢iimii yapilmadan 6nce pH metre, pH 4 ve pH 7 tampon ¢ozeltileri
ile kalibre edilmistir (Oztiirk, 2015). Pastirmanin iiretim siirecinde alian her rnekten
2’ser paralelli olmak iizere pH analizleri, pH metre cihazi (Hanna, HI 2211, ABD) ile

belirlenmistir.

b) Su Aktivitesinin Belirlenmesi

Numunelerin aw degerleri 6lgiiliirken her agsamadaki etten 2’ser paralelli olmak iizere,
aw cihaz1 (LabSwift aw, Novasina) ile belirlenmistir (Kaban, 2009). Numuneler 10
kurus biiytikliigiinde steril bicak ile kesilerek cihaza yerlestirilmis ve kullanma

klavuzuna uygun olarak 6l¢tim yapilmustir.
2.2.2.Temel Mikrobiyolojik Analizler

Mikrobiyolojik analizler i¢in PCA (Plate Count Agar) (Biolife), MRS (De Man
Rogosa Sharp) (Merck), VRBD (Violet Red Bile Dextrose Agar) (Merck) ve M17
(Biolife) besiyerleri kullanilmistir (Tablo 2.1). Mikrobiyolojik analizlerde kullanilacak
olan besiyerleri, VRBD hari¢ olmak iizere hazirlanma yonergelerine uygun olarak
hazirlanmis ve 121°C’de 15 dak. otoklavlanarak (Selecta, Presoclave II, ingiltere)
sterilizasyona tabi tutulmustur (Yalanca, 2009). VRBD besiyeri ise manyetik 1siticili
karistiricida  kaynatilarak steril edilmistir (Wisetir hotplate stirrer MSH-20A).
Sterilizasyon sonunda bir siire sogumaya birakilmistir. Daha sonrasinda aseptik
ortamda steril petrilere aktarilmis ve oda sicakliginda (20-25°C) katilagsana kadar en
az 4 saat beklenmistir. Hazirlanan pastirma homojenizatlarindan 1 mL alinarak
icerisinde 9’ar mL fizyolojik peptonlu su bulunan tiiplere aktarilmig, 10 sn. siireyle
vortekslenmis ve bdylelikle 101-10® olarak seri diliisyonlar hazirlanmistir. Desimal

seyreltmenin ardindan 0,1 mL alinarak Drigalski ile yayma yontemi ile ilgili petriye
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ekim yapilmistir. Her diliisyondan 2’ser paralelli olacak sekilde galisilmistir. EKim
yapilan besiyerleri uygun sicaklik ve stirelerde inkiibasyona birakilmistir (Tablo 2.1).

Siire sonunda kolonilerin sayim1 yapilmistir.

Tablo 2.1: Mikrobiyolojik Analizler i¢in Kullanilan Besiyerleri, Inkiibasyon

Siire ve Sicakliklari

Inkiibasyon Inkiibasyon inkiibasyon

Analiz Bestyerl Sicakhigi Siiresi Sartlan Kaynak
Toplam Mezofilik (Bennani
Aerobik Bakteri PCA 30°C 2 giin Aerobik vd., 1995)
(TMAB) B
Laktik Asit o : . (Oz,
Bakterileri (LAB) MRS 30°C % Anaerobik 517y
Enterobacteriace o . . (Kaban,
b VRBD 30°C 2 giin Aerobik 2009)
(Dinger ve
M17 izolatlar M17 30°C 3 giin Anaerobik Kivang,
2012)

2.2.3. Mikroorganizmalarin izolasyonu

Inkiibasyon siiresi sonunda MRS, M17 ve VRBD besiyerlerinde farkli morfolojik
Ozellik gosteren kolonilerin yeni besiyerlerine 3 ¢izgi ekim yontemiyle ekilmistir.
Daha sonra tek koloniye diisiiriilerek mikroorganizma saflagtirilmistir. Kati
besiyerinde liremis olan mikroorganizmalar buzdolabinda (+4°C’de) haftada 1 kez
yeni besiyerlerine aktarilarak muhafaza edilmistir. Uzun siireli muhafaza veya sonraki
calismalarda kullanilmasi igin gliserol stok hazirlanmistir. Bunun igin, 10g/L Bacto
yeast extract (Sigma-Aldrich), 20 g/L Bacto pepton (Merck), 20 g/L dekstroz (Sigma-
Aldrich) homojen sekilde karistirilarak karisimin %20°si kadar gliserol eklenmistir.
Bu karisim ve 1,5 mL’lik bos kriyo tiipler 121°C’de 15 dak. otoklavlanmustir.
Sterilizasyon siiresi sonunda karisim kriyo tiiplere aktarilmis ve sogumaya
birakilmistir. Kat1 besiyerindeki izolatlardan steril 6ze ile bu tiliplere ekim yapildiktan
sonra tiipler uygun inkiibasyon sicakliklarinda 1 giin bekletilmislerdir. Ureme olan

tiipler vorteksle 10 saniye karistirildiktan sonra -80°C dondurucuya konulmustur.
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2.2.4. Mikroorganizmalarin Tanimlanmasi

[zolatlarm tanimlanmasi i¢in dSnce DNA izolasyonu gergeklestirilmis, daha sonra rep-
PCR uygulanmistir. Agaroz jelde rep-PCR profilleri birbirine benzeyen izolatlar
gruplandirilmis, her gruptan segilen bir izolata 16S tanimlama PCR’1 yapilmistir. PCR
saflagtirma isleminden sonra Ornekler, dizilimlerinin belirlenmesi i¢in Medsantek
laboratuvarina gonderilmistir. Gelen dizi analizi sonuglarina gore pastirma siirecindeki

mikroorganizmalar belirlenmistir.

a) DNA Izolasyonu
1.a) Laktik Asit Bakterileri ve M17 izolatlart icin DNA Izolasyonu

Laktik asit bakterilerine (MRS izolatlarina) ve M17 izolatlarina DNA izolasyonu
Martin-Platero ve arkadaslarinin 2009 yilinda calistigi metot ile gerceklestirilmistir
(Martin-Platero vd., 2009). Laktik asit bakterileri i¢in hazirlama talimatlarina uygun
sekilde hazirlanan MRS Broth, M17 izolatlar i¢in ise Nutrient Broth 10 mL olacak
sekilde cam tiiplere doldurulmustur. Bu s1v1 besiyeri dolu cam tiipler 121°C’de 15 dak.
otoklavlanarak (Selecta, Presoclave II, Ingiltere) sterilizasyona tabi tutulmustur.
Otoklavlanma siiresi sonunda bir siire oda sicakligina gelmesi beklenen sivi
besiyerlerine daha Onceden tek koloniye distiriilmiis bakterilerden steril 0Oze
yardimiyla alinarak 10 mL sivi besiyerine ekimi yapilmistir. Ekimler aseptik
kosullarda, ates yaninda gerceklestirilmistir. Tiipler 30°C’de 1 giin inkiibe edilmis ve
siire sonunda s1v1 besiyeri vortekslenip 15 mL’lik santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Bu
tiipler 13.000 rpm’de 5 dak. siireyle santrifiij (Hitachi, CR22N, Japonya) islemine tabi
tutulduktan sonra siipernatant atilmistir. Ttiplerde bulunan pelletler 1 mL 30 mM NacCl
(Isolab)- 2 mM EDTA (Sigma) ile yikanmistir. Bu islemden sonra tekrardan 13.000
rpm’de 5 dak. santrifiij edilip slipernatant tamamen dokiilmiis ve geri kalan stipernatant
pipet vasitasiyla ¢ekilip atilmistir. Pellet 100 uL TES (25 mM Tris-HCI (pH:8)- 10
mM EDTA- %10 Siikroz) Buffer, 100 pL taze lizozim (10 pg/uL) (Thermo Scientific)
ve 1 uL RNase (40 mg/mL) (Thermo Scientific) igerisinde ¢ozlilmiistiir. Bu karisim
vortekslendikten sonra pipet ile 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir. Bu
tiipler Termomikserde (Hangzhou Miulab, MTH-100) 37°C’de 30 dak. inkiibe edilip
inkiibasyon sonunda 600 pL lizis (100 mM EDTA- 100 mM Tris-HCI (pH:8)- 10 mM
NaCl- %1’lik SDS ¢ozeltisi) buffer eklenmistir ve tiipler ters yiliz edilerek
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karistirtlmistir. Bu islemden sonra tiipler oda sicakliginda (20-25°C) 15 dak.
bekletilmistir. Ardindan 10 pL proteinaz K (600 u /mL, 20 mg/mL) (Thermo
Scientific) eklenmis ve tekrar oda sicakliginda 15 dak. bekletilmistir. Daha verimli bir
lizis i¢in termomikserde 80°C’de 5 dak. inkiibe edilen Ornekler sonrasinda oda
sicakliginda 10 dak. daha bekletilmistir. Tiiplere siire sonunda 200 pL. 3M sodyum
asetat (pH: 5,2) (Sigma) eklenmis ve tiipler ters yiiz edilerek giizelce karistirilmistir.
Daha sonrasinda 15 dak. boyunca buzda bekletilmislerdir. 13.000 rpm’de 5 dak.
santrifiij (Beckman Coulter, Microfuge 20R) edildikten sonra siipernatant (~600 pL)
steril 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir. Uzerine siipernatant ile ayni
miktarda soguk isopropanol (Sigma) eklenmis ve tiipler ters yiiz edilerek
kanistinnlmistir.  13.000 rpm’de 10 dak. santrifiij edildikten sonra siipernatant
dokiilmiistiir. Pelletin lizerine 1 mL %70 etanol (Merck) c¢ozeltisi eklenip, tlip yere
paralel sekilde tutularak hafifce sallanmis ve boylelikle pelletin etanol ¢ozeltisi ile
yikanmasi saglanmistir. Tipler tekrardan 13.000 rpm’de 10 dak. santrifiij edildikten
sonra silipernatant dokiilmiistiir. 13.000 rpm’de 5 dak. santrifiij edilmis ve kalan
stipernatant pipet ile ¢ekilip atilmistir. Tiipler hafif yatay konumlandirilarak kapaklar
acik bir sekilde icerisinde kalan alkoliin u¢masi amaciyla oda sicakliginda 10 dak.
bekletilmistir. Son olarak pellet 50 pL TE Buffer (Sigma) igerisinde hafifce

karistirilarak ¢oziilmiistiir.

2.a) Enterobacteriaceae Grubu Bakterilerinde DNA Izolasyonu

Enterobacteriaceae grubu bakterilerinin DNA izolasyonu i¢in ise Purelink Genomic
DNA Kkitinin (Invitrogen) Gram (-) bakteriler igin olan protokolii uygulanmistir
(Anonim, Invitrogen PureLink Genomic DNA Kits, User guide). Uygun olarak
hazirlanan ve steril edilen Nutrient Broth’a ekim yapilan bakteriler 30°C’de 3 giin
boyunca inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon siiresi sonunda DNA izolasyonu i¢in
Purelink Genomic DNA kitinin (Invitrogen) Gram (-) bakteriler i¢in olan protokolii
uygulanmistir. Bu protokole gore oOncelikle iireme gergeklesen sivi besiyerleri
vortekslenip 15 mL’lik santrifiij tiipline aktarilmistir. Bu tiipler 13.000 rpm’de 5 dak.
stireyle santrifiij (Hitachi, CR22N, Japonya) islemine tabi tutulduktan sonra
siipernatant atilmigtir. Pelletin tizerine 180 pL Digestion buffer (Purelink) ve 20 pL
proteinaz K (Thermo Scientific) eklenerek tiipler vortekslenmistir. Bu tiipler
Termomikserde (Miulab) 55°C’de 30 dak. inkiibe edilip inkiibasyon sonunda 1 pL
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RNase (Thermo Scientific) eklenmis ve vortekslenmistir. Oda sicakliginda (20-
25°C) 2 dak. bekletildikten sonra igerisine 200 pL lysis/binding buffer eklenerek ve
vortekslenmistir. Ardindan 200 uL %96-100 etanol (Merck) ilave edilip 5 sn.
vortekslenmistir. Bu karisim kit igcerisinde bulunan kolonlara aktarilmistir. Bu kolonlar
10.000 g’de 2 dak. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda kolonun siipernatant atilarak
filtre kisimlar1 yeni altliklarla degistirilmistir. Kolona 500 pL igerisine etanol ilave
edilmis wash buffer 1 eklendikten sonra 10.000 g’de 1 dak. santrifiij edilerek
stipernatant bulunan alt kisim tekrar temiz altliklarla degistirilmistir. 500 pL etanol
ilave edilmis wash buffer 2 eklenip kolonlar maximum hizda 3 dak. santrifiij edilmistir.
Stire  sonunda  filtreler  steril 1,5 mL’lik  mikrosantrifiij  tiiplerine
yerlestirilmistir. Igerisine 70 pL elution buffer eklenip 1 dak. oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda tiipler maximum hizda 1 dak.

santrifiij edilmistir.

Her iki DNA izolasyon yonteminden sonra elde edilen DNA numunelerinin safliginin
ve niikleik asit konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in spektrofotometre (Shimadzu
Biotech, Biospec Nano, ABD) cihazina izolattan 2 pL koyularak analize tabi
tutulmustur (Anonim, Shimadzu Spectrophotometer, Instruction manual). Her iki
metodun son ¢dziiciisii, cihazin kontrol analizi i¢in kullamlmistir. Orneklerin 260

nm/280 nm degerleri dlgiilerek DNA konsantrasyonlar1 ng/uL olarak belirlenmistir.
b) PCR

1.b) GTGS5 rep-PCR Analizi

Izole edilen DNA’da parmak izi analizi Rademaker ve arkadaslarmin yaptig:
calismada (2007) belirtilen rep-PCR teknigi ile gerceklestirilmistir. 200 uL’lik PCR
tiiplerine toplam hacim 25 pL (Versalovic vd., 1994; Masco, 2003) tarafindan yapilan
calismalarda belirtilen yontem ile 25 pL hacminde gergeklestirilmistir) olacak sekilde
Tablo 2.2’de verilen reaksiyon bilesimi hazirlanmigtir. Primer olarak GTGS
(Macrogen) (5’-GTGGTGGTGGTGGTG-3") 10 uM olacak sekilde seyreltilerek
kullanilmistir. Negatif kontrol olarak 1 adet PCR tiipline DNA yerine ultra saf su
konulmugtur. DNA amplifikasyonu Thermal Cycler (Bio-Rad, T100) cihazinda 25 pL
PCR karisimi iginde gerceklestirilmigtir. PCR protokolii; 95°C’de 7 dakika 6n

denatiirasyon basamagi ardindan her biri kendi igerisinde 90°C’de 30 saniye
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denatiirasyon, 40°C’de 1 dakika primer baglanmasi ve 65°C’de 8 dakika uzama
basamaklarindan olusan toplam 30 dongiide gergeklestirilmistir. Son olarak 65°C’de
16 dakika ilave bir uzama basamagi yer almistir. Ardindan 4°C'ye sogutma adimi

uygulanmistir.

Tablo 2.2: GTGS5 Reaksiyon Bilesimi ve Miktarlari

Reaksiyon Bilesimi Miktar (nL)
2,5 Mm dNTP Mix 2 ul
GTG-5 (Primer) (10 pumol) 2 uL

Taq DNA Polimeraz (5 u/uL, Thermo Scientific) 0,25 uL

10xDream Buffer (20 mM, Thermo Scientific) 2,5 uL

DNA (=100 ng/pL) 1 uL
Distile Su 17,25 uL
Toplam Hacim 25 uL

2.b) Tanimlama PCR’lar

GTG5 rep-PCR ile gruplandirilan laktik asit bakterileri, M17 izolatlar1 ve
Enterobacteriaceae grubu bakterilerin tanimlanmasi igin, her gruptan bir izolata
uygulanan 16S PCR’larinda kullanilan primerlerin 6zellikleri Tablo 2.3’te, kullanilan
bilesenler ve miktarlar1 Tablo 2.4’te ve PCR dongiileri Tablo 2.5’te verilmistir.
Bakterilerin tanimlanmasi i¢in kullanilan 16S PCR’da primer olarak kullanilan 27F
(Medsantek) ve 1492R (Medsantek) primerleri Frank vd., (2008) ¢alismasindan 6rnek

alinarak kullanilmustir.

Tablo 2.3: Kullanilan ileri ve Geri Primerler

ILERI PRIMER GERI PRIMER
16S 27F (Macrogen) 1492R (Macrogen)
PCR (5>-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-30) (50-GGTTACCTTGTTACGACTT-30)
rDOA rpoA21F (Medsantek) rpoA23R (Medsantek)
P (5’ATGATYGARTTTGAAAAACC3') (5’ACHGTRTTRATDCCDGCRCG3')

44



Tablo 2.4: Tamimlama PCR’inda Kullanilan Bilesenler ve Miktarlari

Bilesen 25 pL kanisim miktar1 50 pL karisim miktar

10 x Dream Buffer

(20 mM, Thermo Scientific) 2,5 uL s
dNTP (2,5 mM) 2 uL 4uL
Dream Taq (5 U/uL, Thermo
Scientific) 0,25 pl 0,5 ul
Distile Su 17,25 uL 34,5 uL
DNA (=100 ng/uL) 1 uL 2 uL
Ileri Primer (10 pM) 1 uL 2 uL
Geri Primer (10 M) 1 uL 2 uL
Tablo 2.5: 16S PCR Déngiileri
16S PCR DONGULERI
PCR ASAMALARIL | 5ktik Asit Bakterilerive  Enterobacteriaceae
M17 izolatlar: Grubu Bakteriler
[k Denatiirayon 94°C — 1 dak. 94°C -1 dak.
Denatiirasyon 94°C — 30 sn. 94°C - 30 sn.
Primer Baglanmasi 48°C — 30 sn. 50°C — 30 sn.
Uzama 72°C-1,5 dak. 72°C-1,5 dak.
Son Uzama 72°C — 10 dak. 72°C — 10 dak.
Dongii 34 34

c¢) Agaroz Jel Elektroforezi

Rep-PCR islemi sayesinde ¢ogaltilan DNA bdlgelerinin boyutlarina gore ayrilmasi ve
tanimlama PCR’larinin goériintiilenmesi agaroz jel elektroforezinde (Bio-Rad, Ready
Sub-Cell GT, ABD) gergeklestirilmistir (Lee vd. 2012; Helling, Goodman ve Boyer,
1974).. Rep-PCR sonuglarini goriintiilenmek i¢in %1,5’luk, tanimlama PCR’lar1 igin
ise %0,8’lik agaroz (Sigma) konsantrasyonu i¢eren jeller kullanilmistir (Cerit, 2003).
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Bu amagla hassas terazi ile 1,5 g veya 0,8 g olarak tartilan agaroz iizerine SOXTAE
(Tris-EDTA-Asetik asit) (Bio-Rad)’den seyreltilerek hazirlanan 100 mL 1XTAE
tampon c¢ozeltisi ilave edilmistir. Agaroz ¢oziinlinceye kadar yaklasik 2 dakika
boyunca mikrodalga firinda 1sitilmistir. Isitma isleminden sonra jel el yakmayacak
sicakliga kadar sogutmaya birakilmistir. Yaklasik 50°C’ye kadar sogutulan jele 5 pL
niikleik asit boyasi Red-Safe (Intron) eklenmis ve homojen karisim saglaninca
elektroforez kalibina aktarilarak orneklerin yiiklenecegi kuyucuklarin olusmasini
saglayan tarak yerlestirilmistir. Daha sonrasinda en az 30 dakika jelin donmasi
beklenmistir. Siire sonunda donan jelin hasar gérmemesine dikkat edilerek tarak
ortamdan uzaklastirilmistir. Jel, icerisinde jelin ylizeyini kaplayacak sekilde tampon
¢ozelti (1XTAE) bulunan yatay elektroforez tankina (Major Science Mini-300)
yerlestirilmistir. PCR firtinlerinden 10 pL alinarak temiz bir parafilm tizerinde 2 pL
yiikleme boyasi ile karigtirilarak mikropipet yardimiyla jel tizerindeki kuyucuklara
yiiklenmistir. Jeldeki ilk ve son kuyucuklara, olusacak bantlarin yorumlanabilmesi
amaciyla 6 uL marker (2 uL A DNA/Hindlll (0,5 ng/uL, Gene Direx) + 4 uL saf su)
ve 6 uL Ladder (100 bp, Gene Direx) yiiklenmistir (Sekil 2.1). Elektroforez tanki gii¢
kaynagina baglanarak Rep-PCR 6rnekleri ig¢in 35 Volt’ta yaklasik 5 saat, tanimlama
PCR ornekleri igin ise 85 Volt’ta 40 dakika yiiriitilmustiir (Sambrook vd., 1989).

Yiiriitme islemi sonunda nazikce tanktan cikarilan jel, saf su ile temizlenen Etidyum
Bromid tablaya yerlestirilmis ve jel goriintiileme cihazinda (Bio-Rad Gel Doc EZ
Imager) goriintiillenme islemine tabi tutulmustur. Alinan goriintiilerde olusan bantlar,

markerler yardimiyla incelenmistir.
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bp
23130
9416

6557

4361 40 — 3,000
2322 70 — 1,500
2027
3 =4
— 800
30 — 700
30 — 600
90 — 500
40 — 400
564 30 — 300
40 — 200
40 — 100

(a) (b)
Sekil 2.1: Sirasiyla %0.7 Agaroz Jelde Yiiriitiilmiis A DNA/HindIll (A) ve %1.5
Agaroz Jelde Yiiriitiilmiis 100bp DNA Ladder (B) Marker Biiyiikliikleri (Bp)

d) PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

DNA orneklerindeki PCR reaksiyonu kalintilarinin giderilmesi amaciyla PCR
saflastirma kiti GeneJet (Thermo Scientific), kullanim kilavuzundaki yonergelere gore
kullanilmigtir (Anonim, Thermo Scientific, User guide, 2016). 25 pL hacimde
gerceklestirilen tanimlama PCR’1 sonrasinda bant gdzlemlenen oOrneklere aymni
kosullarda 50 pL PCR’1 uygulanmistir. Daha sonrasinda saflastirma islemine tabi
tutulmustur. Tanimlama PCR islemlerinden kalan toplamda 60 uL PCR iiriinii
mikropipet yardimiyla steril 1,5 mL’lik santrifiij tiipiine aktarilmistir. Uzerine kit
igerisinde bulunan Binding Buffer, PCR iiriinii miktarinda eklenmistir. Burada tiip
igerisinde sar1 renk gozlemlenmesine dikkat edilmistir. Yine PCR {iriinti miktar1 (60
nL) kadar %100 isopropanol (Sigma) eklenmistir. Santrifiij tiiplerinin her biri bu
asamada 5 saniye kadar vortekslenmistir. Elde edilen bu karisim kit i¢erisinde bulunan
kolonlara mikropipet araciliiyla aktarilmistir. 13.000 rpm’de 1 dak. santrifiij edilen
tiiplerin altindaki kalan sivi kisimlar atilmistir. Kolon igerisine 700 pL. Wash Buffer
ilave edilmis ve tekrar 13.000 rpm’de 1 dak. santrifiij islemine tabi tutulmustur. Siire

sonunda altta biriken s1v1 kisim dokiilerek, yine 13.000 rpm’de 1 dak. bos bir santrifiij
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daha gerceklestirilmistir. Ardindan alt kisim tamamen ¢ope atilarak, kolon kisimlari
yeni steril santrifiij tliplerine yerlestirilmistir. Kolon iizerine kit igerisinde bulunan
Elution Buffer’dan 50 pL ilave edilmistir ve tiipler 13.000 rpm’de 1 dak. santrifiij
edilmistir. Bu asamada kolon atilarak santrifiij tiipinde biriken siv1 kisim -20°C’de

saklanmustir.

Saflastirma isleminin dogrulugunu test etmek amaciyla dizilim analizi 6ncesi son bir
jel ylikleme yapilmistir. Agaroz jel elektroforez kisminda anlatildig: sekilde %0,8°1ik
jel kullanilmistir. Anlatilandan farkl olarak santrifiij tiiplinde biriken karisimdan 5 pLL
alinarak temiz bir parafilm {izerinde 1 pL yilikleme boyasi ile karistirtlmis ve jel
tizerindeki kuyucuklara yiiklenmistir. Burada sadece ilk kuyucuga marker olarak 6 pLL
Ladder (100bp, Gene Direx) yiiklenmistir. Gii¢ kaynagi1 85 Volt’a ayarlanarak jeller
40 dakika yiritilmistir. Tanktan ¢ikarilan jel Etidyum Bromid tablaya
yerlestirilmistir ve goriintiileme cihazinda (BIO-RAD) goriintiilenme islemine tabi

tutulmustur.
e) Dizi Analizi

Saflastirilan PCR o6rneklerinden 20 pL, bu 6rneklerin jel goriintiileri ve her 6rnek
bagina 2 pL primer Sanger Sekans yapilmak iizere Medsantek firmasina
gonderilmistir. Dizilim analizi sonuglar1 Chromas 2.6.6. programinda incelenmis ve

BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) (Altschul vd., 1997) ile benzerlik

analizine tabi tutulmustur. Programin tek bir izolat i¢in birka¢ mikroorganizmaya
%100 benzerlik vermesi durumunda, bu mikroorganizmalarin tip sus dizilimleri NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) veri bankasindan bulunmustur. Elde edilen

dizilim ile benzerlik gosteren mikroorganizmalarin dizilimlerinin karsilagtirmasi

amaciyla Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) dizilim

karsilagtirma programi kullanilmistir. Boylelikle benzerlik daha detayli incelenmistir.

) Istatistiksel Analizler

Veriler, Windows tabanli JMP 14.1 programi vasitasiyla tek yonlii varyans analizi ile
test edilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Tukey HSD testi ile %95 giiven araliginda
(p<0,05) belirlenmistir.
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UCUNCU BOLUM

BULGULAR VE TARTISMA

Pastirmanin tiretim siirecinin detayli incelenmesi amaciyla segilen 4 adet drnege (2.
tuzlamadan sonraki et, soguk presleme sonrasindaki et, terlemeden ¢ikmis gemenleme
oncesindeki et ve son liriin) mikrobiyolojik analizler ve kimyasal analizler yapilmistir.
Mikrobiyolojik analizler olarak; toplam mezofilik aerobik bakteri, laktik asit bakterisi,
Enterobacteriaceae ve M17 besiyerinde olasi laktik koklarmn sayimi yapilmistir.
Ayrica laktik asit bakterisi, Enterobacteriaceae ve M17 izolatlart igin DNA
izolasyonu, gruplandirma (rep-PCR), 16S tanimlama PCR’lari, dizilim analizi ve
BLAST benzerlik analizi ile mikroorganizma tanimlama yapilmistir. Kimyasal
analizlerden ise Ozellikle mikrobiyolojik gelismeyi etkileyen pH ve aw analizleri

yapilmistir.

3.1. Kimyasal Analizler

Calismada mikrobiyolojik floranin gelisimi i¢in 6nem arz eden pH ve aw analizleri

gerceklestirilmistir.

3.1.1. pH Degeri

Pastirmanin farkli iiretim asamalarinda gozlemlenen pH degerleri Tablo 3.1°de
verilmistir. Yapilan analizlere gore en diisiik pH degeri ilk 6rnek olan 2. tuzlamadan
sonraki ette olglilmistiir. Bulunan veriler istatistiksel olarak incelendiginde 1.
asamadan alman ornekler ile diger 6rnekler arasinda anlamli bir fark gézlemlenirken
(p<0,05), 2. 3. ve 4. numarali 6rnekler arasinda anlamli bir fark gézlemlenmemistir
(p>0,05) (Tablo 3.1). Buna gore ilk asamadan sonra pH’ta bir artis goriilmektedir.
Pastirma {iretimi igin kullanilacak ¢ig etin optimum pH araligi 5,4-5,8 olarak

belirlenmistir (Oztan,1999). TS 1071 Standardina gore son iiriin, pastirmada pH’nin
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4,5-5,8 araliginda olmasi gerektigi goz oniinde bulunduruldugunda, ¢calismamizdaki

pastirmanin son pH degerinin standartlara uygun oldugu goriilmektedir.

Tablo 3.1: Farkli Asamalardaki Pastirma Orneklerinin pH Degerleri

NUMUNE NO ASAMALAR pH
1 2. Tuzlamadan sonrasi 5,63+0,028
2 Soguk presleme sonrast 5,730,014
3 Cemenleme islemi dncesi  5,81+0,0054
4 Son iiriin 5,8+0,015%

Oztiirk’iin (2015) yaptig1 calismada 5 farkli Longissimus dorsi kasindan iiretilen
pastirmalarin liretim prosesinden secilen 4 farkli 6rnekte pH degerleri olgiilmiistiir.
Oztiirk (2015), bu ¢alismadan farkli olarak hammaddeyi de incelemis olup son iiriin
olan pastirmay: ise ¢aligmasina dahil etmemistir. Uretim siiresince pH degerlerinde
dogrusal bir yiikselis gozlemlemistir. Segilen pastirma Orneklerinin en diisiik, en

yiiksek ve ortalama pH degerleri sirasi ile 5,5, 5,82 ve 5,66 olarak belirlenmistir.

Ozdemir vd.,’nin (1999) Ankara da tiiketime sunulan pastirmalar iizerine yaptiklar:
calismada pastirma orneklerinde, pH degerlerini en az 5,35, en ¢ok 5,85 ve ortalama

olarak 5,54 diizeyinde saptamislardir.

Pastirma iiretiminde ugucu bilesiklerin bilesiminin degismesiyle birlikte meydana
gelen mikrobiyolojik ve fizikokimyasal parametrelerdeki degisimleri inceleyen bir
caligmada tliretim agamalari ilerledikge ilk iki asamalarda diisiis sonraki agamalarin pH
degerlerinde ise dogrusal bir yiikselis gbézlemlenmistir. Bu c¢alismada oldugu gibi
Kaban’in ¢aligmasinda da tuzlama sonrasinda artis gozlemlenmistir. Kaban, bu artisin

proteoliz neticesinde olabilecegini belirtmistir (Kaban, 2009).

Dogruer ve digerleri (2003), sodyum ve potasyum nitratin iiretim periyodu siiresince
pastirmanin kalitesine etkisini inceledikleri ¢aligsmalarinda, pastirmalik etlerin tuzlama
oncesi 5,56 olarak olgtiikleri pH degerinin tuzlama sonrasinda yiikselis gostererek
5,73’e ulastigini, gemenleme dncesinde ise 6,09 degerine kadar artis gosteren pastirma

pH degerinin ise son iiriinde 5,56 olarak belirlediklerini bildirmislerdir.
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Pastirma, biitiin parcalar halinde islenen geleneksel bir kuru-kurutulmus et iirtintidiir,
pH degeri pastirmada genellikle 5,5 ya da daha yiiksektir (Akkose, 2017; Fettahoglu,
2019; Kaban, 2009; Kaban, 2013). Bizim ¢alismamizda da tiim pastirma 6rneklerinde

pH degeri, 5,5’un iizerinde oldugu tespit edilmistir.

Pastirmadaki proteolitik degismelere tuz miktarinin etkisinin incelendigi bir
arastirmada, ¢ig ette ortalama 5,42 olarak 6l¢iilen pH degerinin iiretim siiresince artis
gostererek farkli tuz konsantrasyonlarinda olan orneklerde 5,85, 5,75 ve 5,65

degerlerine kadar ulastigi bildirilmistir (Uguz, 2007).

Bu ¢aligmada elde edilen pH sonuglarinin, simdiye kadar yapilmis olan pastirmayla

ilgili cogu arastirmayla uyumlu oldugu gézlemlenmistir.

3.1.2. Su Aktivitesi Degeri

Pastirma ve jambon gibi kuru islenmis et iirlinlerinde su aktivitesi, mikrobiyolojik
stabilite i¢in 6nemli derecede etkilidir (Kaban, 2009). Bu tip iiriinlerde, su aktivitesi
genellikle olgunlagma siirecinden etkilenir (Hazar, 2017). Bu sebeplerden dolay1
mikrobiyolojik floranin tespiti i¢in yapilan bu ¢alismada iizerinde ¢alisilan diger bir
kimyasal analiz su aktivitesidir. Uretim siirecinden segilen her numunede 2’ser paralel
seklinde Olgiilen en diisiik su aktivitesi degeri 0,857, en yiiksek su aktivitesi degeri ise
0,926 olarak ol¢iilmiistiir. Pastirma iiretim siirecindeki ortalama su aktivitesi degeri
0,883 olarak bulunmustur. Pastirma oOrneklerinde iiretim sirasinda belirlenen su
aktivitesi (aw) degerleri Tablo 3.2°de toplu olarak verilmistir. Verilerin varyans analizi
incelendiginde 2. ve 3. numarali 6rnekler arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
gozlemlenmezken (p>0,05), 1. 2. ve 4. ornekler arasinda veya 1. 2. ve 3. 6rnekler

arasinda anlamli bir fark gézlemlenmistir (p<0,05) (Tablo 3.2).

Tablo 3.2: Farkli Asamalardaki Pastirma Orneklerinin a, Degerleri

NUMUNE NO ASAMALAR aw
1 2. Tuzlamadan sonrasi 0,923+0,0034
2 Soguk presleme sonrast 0,859+0,002¢
3 Cemenleme islemi 6ncesi 0,862+0,001¢
4 Son iiriin 0,889+0,0028
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Simdiye kadar yapilan ¢ogu ¢alismada oldugu gibi bu ¢alismada da su aktivitesindeki
en bliyiik distisiin soguk presleme isleminden sonra oldugu belirlenmistir. Presleme
yani baskilama islemiyle birlikte et su kaybetmistir. ikinci kurutma islemi sonrasinda
yani ¢gemenleme oncesinde istatiksel olarak bir degisiklik gdzlemlenmemistir. Cemen
hamuruyla kaplanan etten alinan Ornekte ise su aktivitesi degeri yiikselerek 0,889
degerine ulagsmistir. Bu yiikselisin sebebi ¢emen hamurunun igerisindeki sudan

kaynaklaniyor olabilir.

Leistner (1988) pastirmanin aw degerinin 0,85 ile 0,90 arasinda olmasi gerektigini
belirtmistir, bu c¢alismada da son iiriin su aktivitesi degeri bu degerlerle uyumlu
bulunmustur (Leistner, 1988). Ayrica son iiriin olan pastirmada dlgiilen aw degeri ¢ogu
arastirmanin (Anil, 1988; Dogruer, 1992; Dogruer vd., 2003; Inat, 2008; Kaban, 2013;
Yildirim, 1981) belirledigi degerlerle uyumludur.

Kaban’in (2009) yaptig1 calismada, pastirma iiretimindeki ugucu bilesiklerin
bilesiminin mikrobiyolojik ve fizikokimyasal parametrelerle iligkisini incelemistir.
Uretim siirecinden 5 adet &rnek alinarak yapilan arastirmada 6lgiilen su aktiviteleri
dogrusal olarak azalma goOstermistir. Se¢ilen 2 Ornek bizim calismamizla aym
asamalardan se¢ilmistir (tuzlamadan sonra ve son tiriin) ve bu 2 adet 6rnekte Kaban’in
aragtirmasiyla paralel sonuglar elde edilmistir. Kaban, tuzlama sonrasinda aldigi
ornekte aw degerini 0,94-0,96 araliginda bulurken son iiriin olan pastirmada 0,86-0,88

arasinda bulmustur.

Pastirma {iretiminde kontaminasyon kaynaklarinin belirlenmesi ve iyilestirme
kosullarmin arastirilmasi iizerine yapilan ¢alismada (Inat, 2008) isletmede iiretim
periyodu boyunca oOlgiilen aw degerleri ile bu ¢alisma kiyaslandiginda sonuglarin
uyumlu oldugu goriilmiistiir. Inat, tuzlamadan sonraki numunesinde aw degerini 0,96,
baskilama isleminden sonraki numunesinde ortalama 0,94, kurutma islemi sonrasinda
0,84 ve ¢emenleme islemi sonrasinda ise 0,87 bulmustur. Bu ¢alismada su aktivitesi
tuzlama ve presleme islemleriyle diislis gosterirken ¢emenleme isleminden sonra

Onemsiz bir yiikselis gostermistir.

Ozdemir ve arkadaslarmin (1999) yaptiklar1 bir ¢alismada pastirma numunelerinde, aw
degerlerinin en az 0,81, en ¢ok 0,93 ve ortalama olarak ise 0,89 diizeyinde bulduklarini

bildirmislerdir.

52



Giirbiiz vd.’nin (2003) yaptig1 ¢alismada pastirma iiretiminin gelistirilmesinde sicak
dumanlama uygulamasi ve bu uygulamanin kaliteye etkisi arastirilmistir. Bu
arastirmada tuzlama sonrasinda ve c¢emenleme sonrasinda Olcililen aw degerleri

sirastyla 0,908 ve 0,909 bulunmustur.

Bromelin uygulamasimin pastirmanin kimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal kalitesine
etkisini inceleyen Dogruer vd., (1997) vyaptiklar1 arastirmada kontrol olarak
pastirmanin iretim siirecinin belirli asamalarinda su aktivitesi degerlerine
bakmuglardir. Bu arastirma sonucunda tuzlamadan sonra 0,954 olarak olgiilen aw
degeri, cemenleme Oncesi 0,893 degerine diismils ve ¢emenleme islemiyle birlikte

0,910 degerine yiikselmistir.

Calismamiz diger ¢alismalarla kiyaslandiginda bulunan aw degerlerinin birbirleriyle

uyumlu veya yakin oldugu gézlemlenmektedir.

3.2. Mikrobiyolojik Analizler
3.2.1. Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri

Toplam mezofilik aerobik bakteri yiikiiniin (TMAB) belirlenmesi igin PCA besiyerine
ekim yapilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda en yiiksek bakteri yiikleri 7,130,016 ve
7,154+0,053 log kob/g olarak ¢emenleme Oncesi ve son iiriin olan ¢emenlenmis
pastirmada goriiliirken, en diisiikk bakteri yiikii olan 4,88+0,011 ise 2. tuzlamadan
sonraki ette gozlemlenmistir (Tablo 3.3). TMAB sonuglar1 3. ve 4. 6rnekler kendi
aralarinda istatiksel olarak anlamli bir fark gostermemektedir (p>0,05). Bunlar
disindaki diger biitiin Ornekler arasinda ise istatiksel olarak anlamli bir fark

gozlemlenmistir (p<0,05).
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Tablo 3.3: Pastirma Uretim Siirecinin Farkh Bélgelerinden Alinan Orneklerin

Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri Yiikleri (log kob/g)

M17
NUMUNE ASAMALAR TMAB LAB Aga.rda Enterobacteriaceae
NO Gelisen
Bakteriler
2.
1 Tuzlamadan  4,88+0,011¢ 4,23+0,051¢ 4,92+0,0208 4,60+0,054"
Sonrasi
Soguk
2 Presleme 5,29+0,0558  5,67+0,018% 4,63+0,0258 0
Sonrasi
3 Cemenleme 2 15,0 0164 6,830,054 7,25:0,16° 0
Islemi Oncesi
4 Son Uriin 7,15+0,053~ 6,64+0,014A 6,65+0,127 0

Giiner, Goniilalan ve Dogruer (2008) yaptiklar1 ¢alismadaki kontrolleriyle bu ¢alisma
karsilagtirildiginda benzer sonuglar oldugu gézlemlenmistir. Giiner ve arkadaslarinin
calismasinda en diisitk TMAB yiikii 4,75+0,116 log kob/g olarak kiirlemeden sonraki
ornekte gézlemlenirken, en yiiksek bakteri yiikii ise 8,34+0,769 log kob/g olarak son
iirtin olan pastirmada sayilmistir. Bu ¢alisma ile benzer olarak TMAB yiikii iiretim

stirecinde artig gostermistir.

Bromelin uygulamasinin pastirmanin kimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal kalitesine
etkisini inceleyen Dogruer vd. (1997) yaptiklar1 ¢alisma kontrol grubu baz alinarak
incelendiginde, bakteri yiikii tuzlamadan sonraki ette 4,20+0,86 log kob/g, gemenleme
islemi 6ncesindeki ette 5,95+0,3 11og kob/g ve ¢emenleme sonrasindaki ette 6,95+0,3 1

log kob/g olarak sayilmaistir.

Diger bir ¢alismada ise Giirbliz vd., (2003) pastirma yapim teknolojisinin
gelistirilmesinde sicak dumanlama uygulanmasi ve bu uygulamanin Kaliteye etkisini
incelemislerdir. Bu c¢alismadaki kontrol grubu olan geleneksel pastirma iiretim
yontemiyle diretilen Ornekler ile bu c¢alisma karsilastirildiginda benzerlikler
goriilmektedir. En diisiik genel canli yiikii tuzlama 6ncesindeki 6rnekte 5,09 log kob/g
olarak Olciiliirken, en yiiksek genel canli yiikii cemenleme sonrasinda alinan drnekte
7,59 log kob/g olarak olglilmiistiir. Asamalar arasinda fark edilen bir yiikselis vardir.
Gerekli karsilastirmalar yapildiginda bu ¢alismanin diger calismalarla elde edilen

verilerle yakinlik gosterdigi goriilmektedir.
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3.2.2. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterilerinin mikrobiyal yiikiiniin belirlenmesi ve DNA izolasyonu
amactyla MRS besiyerine ekim yapilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda sayilan bakteri
yiiklerinin log kob/g cinsinden paralellerin ortalamalari, standart sapmalari ve
istatiksel verileriyle birlikte Tablo 3.3’te verilmistir. Uretim siirecindeki en yiiksek
tireme ¢emenleme islemi oncesinde 6,83+0,054 log kob/g ve son iiriinde 6,64+00,14
olarak olgiilmistiir. En diisiik tireme ise tuzlamadan iki giin sonraki ette 4,23+0,051
log kob/g olarak hesaplanmistir (Tablo 3.3). Sonuglarin varyans analizleri
incelendiginde 3. ve 4. asamadaki 6rnekler arasinda anlamli bir fark bulunmamus, 1.
ve 2. no’lu ornekler ise hem birbirlerinden hem de 3. ve 4. 6rneklerden farkl
bulunmustur (p<0,05) (Tablo 3.3). Uretim siireci boyunca son iiriine kadar dogrusal
olarak artis gosteren LAB yiikii, son iirline gecerken anlamsiz bir diisiis

gbzlemlenmistir.

Gliner, Goniilalan ve Dogruer (2008) yaptiklart ¢alismada en yiiksek laktik asit
bakterisi yiikii 5,52+0,708 log kob/g olarak verilmisken, diisiik laktik asit bakterisi
yiikii 2,95+0,033 log kob/g olarak verilmistir. Bu degerlerin bu ¢alismaya kiyasla daha
diisiik oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi pastirma iiretiminde kullanilan hayvan
etinin ozelliklerinden, tiretim kosullarinin farkli olmasindan veya tiretimde kullanilan

tuz miktarindan kaynaklanmis olabilir.

Dogruer vd.’nin (1997) yiiriittiikleri ¢alismada laktik asit bakterisi yiikii tuzlamadan
sonra 3,70+1,21 log kob/g, gemenleme 6ncesinde 7,25+0,08 log kob/g ve son iiriinde
7,25+0,08 log kob/g olarak hesaplanmistir. Sonuglar bu ¢alisma ile yakin olmakla

birlikte liretim siirecinde goriilen artis da benzerlik gostermektedir.

3.2.3. M17 izolatlar

M17 izolatlarn sayimi ve izolasyonu igin ekimleri M17 agara yapilmistir. Uretim
slireci boyunca en diisiik bakteri yiikii 2. tuzlamadan sonrasi ve soguk presleme
sonrasindaki asamalarda 4,92+0,020 log kob/g ve 4,63+0,025 log kob/g olarak
Olciiliirken, en yiiksek bakteri yiikii ise g¢gemenleme igslemi Oncesi ve son iirlinde
sirastyla 7,25+0,16 log kob/g ve 6,65+0,12 log kob/g olarak bulunmustur. Sonuglar

istatistiksel olarak incelendiginde 1. ve 2. 6rnekler ile 3. ve 4. 6rnekler kendi aralarinda
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anlamli degildir (p>0,05) (Tablo 3.3). M17 besiyeri pastirma iiretim siirecinin

mikrobiyolojisi incelemede bu ¢alismada ilk defa kullanilmistir.

Gurbtiz  vd. (2003) yaptiklart  ¢alismada  Staphylococcus-Micrococcus
mikroorganizmalarinin sayimi i¢in MSA (Mannitol Salt Agar) besiyerini
kullanmiglardir. Bu ¢alismada 1. Grup yani geleneksel yontemlerle {iretilen pastirma
sonuglarina bakildiginda, tuzlama sonrasinda aliman numunede 3,39 log kob/g
bulunurken ¢emenleme islemi sonrasinda alinan numunede 5,96 log kob/g olarak

say1lmistir.

Dogruer, 2001 yilinda yaptig1 ¢alismada sigir pastirmasinda tuzlamadan sonra alinan
numunede Staphylococcus-Micrococcus miktart MSA besiyeri ile 4,24+0,31 olarak
tespit edilmistir. Cemenleme islemi Oncesindeki numunede bu deger 3,86+0,19
bulunurken, gemenleme isleminden sonra alinan numunede ise 6,44+0,09 olarak tespit

edilmistir.

3.2.4. Enterobacteriaceae Grubu Bakteriler

Enterobacteriaceae grubu bakterilerin koloni sayimi i¢in VRBD besiyerine ekim
yapilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda sadece ilk asama olan 2. tuzlamadan
sonrasinda almman Ornekte varligi gozlemlenmis, diger asamalarda ise
gbzlemlenmemistir. 11k asamadaki Enterobacteriaceae yiikii 4,60+0,054 log kob/g

olarak sayilmistir (Tablo 3.3).

Dogruer vd. (1997) yaptiklar1 ¢alismada VRBA besiyeri kullanarak koliform grubu
bakterilerin sayimimi yapmuslardir. Bu ¢alismaya benzer olarak, ilk asamada diisiik
seviyelerde saptanan Kkoliform grubu mikroorganizmalarin iretimin diger

asamalarinda iiremedigi gozlemlenmistir.

Ispanyol bir geleneksel et iiriinii olan kuru islenmis lacén iiretimi sirasinda
mikrobiyolojik degisiklikler lizerine Vilar vd. (2000) yaptig1 bir arastirmada {iretimin
5 farkli asamasindan 6rnekler alinmistir. Sadece ilk asama disinda Enterobacteriaceae
grubu bakteri tirememistir. Bakteri yiikii 3,32+1,63 log kob/g olarak bildirilmistir.
Enterobacteriaceae grubu mikroorganizmalarinin tuza en hassas olanlar arasinda
oldugu g6z oniine alindiginda uygun sonuglar oldugu goriilmektedir; genelde sadece

0,93'ten yiiksek aw degerlerinde ¢ogalirlar (Vilar vd., 2000).
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Giiner, Goniilalan ve Dogruer (2008) yaptiklari ¢alismadan koliform grubu bakteriler
VRBA besiyerine ekim yapilarak sadece ilk asamalar olan kiirleme dncesi ve sonrasi
bir miktar belirlenmistir. Daha sonra Enterobacteriaceae varligi bu ¢caligmada oldugu
gibi gozlemlenmemistir. Kiirleme isleminden 6nce 2,48+0,035 log kob/g kiirleme
isleminden sonra ise 1,71+0,137 log kob/g olarak belirtilmistir.

Baska bir ¢alismada ise Giirbiliz ve digerleri (2003) geleneksel yontemle iiretilmis
pastirmada koliform grubu bakterileri tuzlama oncesinde ve sonrasinda VRBA
besiyeri kullanarak gozlemlemislerdir. Bu c¢aligma ile paralel olarak ¢emenleme

isleminden sonra Gram (-) bakterilere rastlanmamuistir.

Fettahoglu vd.,’nin (2019) yaptiklar1 ¢alismada farkli kiirleme islemleri altinda
iretilen pastirmalardaki Gram (+), katalaz (+) koklarin biyogesitlilik ve
karakterizasyonunu incelemislerdir. Bu calismada VRBD besiyerini kullanarak
Enterobacteriaceae sayisinin iiretim siirecinde su aktivitesinin azalmasi nedeniyle

tespit edilebilir seviyenin altinda (<2 log kob/g) oldugu bildirilmistir.

Kaban’m (2009) yaptig1 ¢alismada Enterobacteriaceae yiikii, hammadde harig (102
kob/g) diger iiretim agamalar1 sirasinda tespit edilebilir seviyenin altinda oldugu
bildirilmistir.

Pastirma ile ilgili yapilan diger pek ¢ok ¢alismada da, Enterobacteriaceae familyasi
liyelerinin pastirma tiretiminde hayatta kalamayacagi genel olarak belirtilmistir (Aksu
& Kaya, 2001; Kaban, 2009; Oz vd., 2017). Bunun en &nemli nedeni laktik asit
bakterilerinin, dzellikle Enterobacteriaceae familyasina ait bakterilerin gelismesini
olumsuz yonde etkilemesidir (Tekingen ve Dogruer, 2000). Bu ¢alisma sonucunda da
diger calismalarda oldugu gibi Gram (-) flora ilizerinde tuzun ve su aktivitesinin

azalmasinin oldukga etkili oldugu ortaya ¢ikmaistir.

3.3. Tammmlanan Mikroorganizmalar

Aragtirmada laktik asit bakterileri, M17 izolatlari ve koliform grubu bakterilerin
identifikasyonu amaci ile izole edilen bakteriler arasindan sirasiyla 87 adet laktik asit
bakterisi, 80 adet M17 izolat1 ve 30 adet VRBD izolati segilerek DNA izolasyonuna
tabi tutulmuslardir. DNA izolasyonu isleminden sonra elde edilen izolatlarin GTG5-

PCR sonucunda, jel elektroforez ile parmak izi goriintiileri elde edilmistir. Laktik asit
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bakterileri i¢in elde edilmis 6rnek bir jel goriintii sonucu Sekil 3.1°de verilmistir. Elde
edilen tiim izolatlar i¢in jel goriintiileri EK 1 (laktik asit bakterileri) ve EK 2 (M17
izolatlar1) ve Ek 3 (VRBD izolatlar1)’de yer almaktadir. Birbirleriyle benzer bant ve
goriintiiler veren izolatlar kendi iglerinde gruplandirilarak 16S dizilimlerinin
belirlenmesi amaciyla 62 adet laktik asit bakterisi, 47 adet M17 izolat1 ve 23 adet

VRBD izolat1 se¢ilmistir.

< 2
+
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Sekil 3.1: M17 izolatlarina Ait GTG5 Elektroforez Goriintiisii

3.3.1. Laktik Asit Bakterileri

Gruplandirma isleminden sonra segilen 62 adet laktik asit bakterisinin 16S rRNA
bolgesi PCR ile gogaltilmis ve dizilimi belirlenmistir. Sadece 2 adet izolat igin (AC2
VE AC9) ilgili kiitiiphanelerle karsilastirildiginda net bir sonug alinamadigindan rpoA
geni c¢ogaltilmis ve dizilim analizine tabi tutulmustur. Bunun neticesinde
tanimlamalar1 netlik kazanmigtir. Laktik asit bakterileri i¢in elde edilen bir 6rnek jel
gorilintiisii Sekil 3.2°de verilmistir. Geri kalan tiim laktik asit bakterilerinin 16S
PCR’1na ait jel goriintiileri Ek 4’te verilmistir. 16S PCR iiriiniin 1500 bp civarinda

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.2: Laktik Asit Bakterilerine Ait 16S PCR Elektroforez Goriintiisii

ASAMALAR

Elde edilen kromotogramlar ilgili kiitiiphanelerle karsilastirildiginda 86 adet susun 45
tanesini Lactobacillus sakei, 16 tanesini Weissella viridescens, 10 tanesini
Lactobacillus graminis, 6 tanesini Weissella halotolerans, 3 tanesini Lactobacillus
curvatus, 2 tanesini Leuconostoc citreum, 2 tanesini Weissella helenica geriye kalan 1
tanesini Weissella cibaria ve 1 tane Weissella confusa olusturmaktadir. izolatlarm
hangi asamadan izole edildikleri, BLAST benzerlik oranlar1 ve mikroorganizma cins

ve tlir isimleri ayrintili olarak Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.4: Sekans Sonucuyla Elde Edilen Bulgular

izolat Tespit Edilen Bakterinin Ahndigi BLAST Temsil Ettigi
Kodu Tiir ve Cins Ad1 Asama Benzerlik Orani izolatlar
AB2 Lactobacillus sakei 1. ASAMA %100 -

AB4 Weissella viridescens 1. ASAMA %100 -

ABS8 Lactobacillus sakei 1. ASAMA %100 -

AB10 Lactobacillus sakei 1. ASAMA %100 -

AB11 Lactobacillus sakei 1. ASAMA %99,88 -

AB12 Lactobacillus sakei 1. ASAMA %100 -

AB13 Lactobacillus sakei 1. ASAMA %100 AB1
AB14 Lactobacillus graminis 1. ASAMA %100 AB3 AB7 AB17
AB15 Weissella viridescens 2. ASAMA %100 AB33
AB16 Lactobacillus graminis 2. ASAMA %84,66 AB6 AB23 AB26
AB18 Lactobacillus sakei 2. ASAMA %100 -

AB19 Weissella viridescens 2. ASAMA %100 -
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AB21 Lactobacillus sakei 2. ASAMA %99,67 AB5 AB20 AB22
AB24 Weissella cibaria 2. ASAMA %100 -
AB25 Weissella viridescens 2. ASAMA %100 -
AB27 Weissella viridescens 2. ASAMA %100 -
AB28 Lactobacillus graminis 2. ASAMA %100 -
AB29 Weissella halotolerans 2. ASAMA %100 -
AB31 Lactobacillus sakei 2. ASAMA %100 -
AB32 Lactobacillus sakei 2. ASAMA %99,88 -
AB34 Lactobacillus sakei 3. ASAMA %100 -
AB35 Weissella viridescens 3. ASAMA %100 -
AB36 Weissella viridescens 3. ASAMA %100 -
AB37 Weissella halotolerans 3. ASAMA %99,88 -
AB39 Weissella viridescens 3. ASAMA %100 -
ABA40 Weissella viridescens 1. ASAMA %100 AB38 AB42
AB41 Weissella confusa 1. ASAMA %99,83 -
ABA43 Weissella viridescens 1. ASAMA %97,18 -
AB44 Lactobacillus sakei 1. ASAMA %96,21 -
AB45 Weissella halotolerans 1. ASAMA %100 AB47
AB46 Weissella viridescens 1. ASAMA %100 -
AB48 Weissella halotolerans 2. ASAMA %100 -
AB49 Lactobacillus sakei 2. ASAMA %97,50 AB30 AB9
AB50 Weissella viridescens 3. ASAMA %100 -
AB52 Lactobacillus sakei 3. ASAMA %100 -
AB53 Lactobacillus sakei 3. ASAMA %100 -
AB54 Lactobacillus sakei 3. ASAMA %100 -
AB55 Lactobacillus graminis 3. ASAMA %100 -
AB57 Lactobacillus sakei 3. ASAMA %100 -
AB58 Lactobacillus sakei 3. ASAMA %100 -
AB59 Weissella viridescens 3. ASAMA %100 -
AB60 Lactobacillus sakei 3. ASAMA %100 -
ABG63 Lactobacillus curvatus 3. ASAMA %100 AB51 AB56
AB64 Lactobacillus sakei 3. ASAMA %100 AB62
ABG65 Lactobacillus sakei 3. ASAMA %100 -
ABG66 Lactobacillus sakei 3. ASAMA %100 -
ABG68 Lactobacillus sakei 4. ASAMA %100 -
ABG69 Lactobacillus sakei 4. ASAMA %100 -
AB70 Lactobacillus sakei 4. ASAMA %100 ABT72
AB71 Lactobacillus sakei 4. ASAMA %100 -
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AB73 Lactobacillus sakei 4. ASAMA %100 -
AB74 Lactobacillus sakei 4. ASAMA %100 -
AB76 Lactobacillus sakei 4. ASAMA %100 AB75 AB80
ABT7 Lactobacillus sakei 4. ASAMA %100 -
ABT78 Lactobacillus sakei 4. ASAMA %100 -
AB82 Weissella halotolerans 4. ASAMA %100 -
AB85 Lactobacillus sakei 4. ASAMA %100 -
AB86 Leuconostoc citreum 4. ASAMA %100 -
AB87 Weissella helenica 4. ASAMA %100 AB83
AB89 Lactobacillus sakei 4. ASAMA %100 -
AB90 Lactobacillus sakei 4. ASAMA %100 AB88
AB93 Leuconostoc citreum 4. ASAMA %100 -

L. sakei pastirmanin her asamasinda dominant bakteri olarak karsimiza ¢ikmustir (Sekil

3.3). Son iiriin olan ¢emenlenmis pastirma Orneginde diger asamalara gore daha

yiiksek oranda oldugu goriilmektedir (%76,2). Daha onceden Lb. viridescens olarak

adlandirilan bakteri tiirii, Collins vd., (1993) tarafindan Weissella viridescens olarak

tekrar isimlendirilmistir (Fusco vd., 2015). Bu tiir, diger bir¢ok ¢alismada oldugu gibi

bu calismada da ikinci baskin tiir olarak gozlemlenmistir. Weissella viridescens etin

bozulmasinda etkili olabilecegi icin et isleme endiistrisinde en 6nemli tiirlerden biridir

(Dugkova vd., 2013).
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Sekil 3.3: Pastirma Asamalarina Gore LAB’nin Yiizde Dagilimlar:
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W. halotolerans eski adi1 ile Lb. halotolerans (Yoriik ve Giiner, 2011) bu ¢alismada her
asamada gorilmiistiir. Tiir isminden de anlasilacag iizere tuza kars1 dayanikli bir
bakteridir (Kandler vd., 1983). L. graminis ilk 3 asamada varligin1 6nemli olglide
stirdiiriirken son asamadaki numunede gézlemlenmemistir. W. confusa ve W. cibaria
strastyla 1. ve 2. asamada varligini az miktarlarda gostermis, daha sonraki agamalarda
ise tespit edilmemislerdir. W. helenica ise diger ¢alismalarda oldugu gibi son iiriin olan

pastirmadan 6nemli miktarda izole edilmistir (Sekil 3.3).

Pastirma oOrneklerinden izole edilen W. viridescens, W. hellenica, W. confusa,
Leuconostoc spp., L. plantarum ve L. sakei olarak nitelendirilen tiirler daha 6nce et
tirtinlerinde bildirilmistir. W. helenica ve W. viridescens, et veya et iiriinleri ile yaygin
olarak iliskilendirilmistir (Adigiizel ve Atasever, 2009; Collins vd., 1993; Dinger ve
Kivang, 2012)

Yalanca’nin (2009) yaptig1 yiiksek lisans calismasinda biyokimyasal yontemlerle
sadece cins bazinda tanimlama yapilmistir. 15 pastirma 6rneginden izole edilen 12
laktik asit bakterisinin 8’i Lactobacillus spp., 3’ii Pediococccus spp., 1’1 Enterococcus
spp. olarak bulunmustur. S6z konusu calismada izole edilen Lactobacillus spp.

yogunlugu bu ¢alisma ile paralellik gostermektedir.

Lewus, Kaiser ve Montville (1991) yaptiklari galismada et 6rneklerinden bakteriyosin
tireten laktik asit bakterilerini izole etmeyi ve onlarin psikrotrofik gida kaynakli
patojenlere karsi aktivite spektrumlarini saptamayi amacglamiglardir. Bu c¢alisma
sayesinde etlerden laktik asit bakterilerinin genellikle izole edildiklerini ve bu
mikrorganizmalarin, bozulma bakterileri ve varsa Listeria monocytogenes ve

Staphylococcus aureus gibi patojenleri engelleyebildigini bildirmislerdir.

Dinger ve Kivang’in, Tiirk pastirmasindan laktik asit bakterilerinin karakterizasyonu
tizerine yaptiklar1 ¢alismada (2012), Lactobacillus plantarum tespit edilen ana tiir
olarak bildirmistir. Ayrica, otomatik ribotipleme ile Lactobacillus sakei, Enterococcus

faecium ve Pediococcus acidilactici tiirleri de tespit edilmistir.

Baska bir ¢alismada Oz vd., (2017) pastirma drneklerinden izole ettikleri toplam 106
laktik asit bakterisindeki dominant tiirti Lactobacillus sakei olarak tanimlamiglardir.
Weisella cibaria (%24,5) ve W. confusa (%19,8) da yiiksek oranda tespit edilmistir.
En fazla gozlenen dort farkli bakteri cinsi Weisella (%49), Lactobacillus (%34,9),
Pediococcus (%10,4) ve Leuconostoc (%5,6) olarak tespit edilmistir. Ayrica, P.
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pentosaceus (%5,7), P. acidilactici (%4,7), Leu. carnosum (%3,8), W. helenica
(%2,8), L. plantarum (%1,9), L. paraplantarum (%1,9), L. curvatus (%1,9), W.
halotolerans (%1,9), L. graminis (%0,9), L. sakei subsp. carnosus (%0,9), Leu.
citreum (%0,9), Leu. mesenteroides (%0,9) suslar1 da pastirma 6rneklerinden farkli

oranlarda izole edilmistir.

Ozdemir ve Siriken (1996) yaptiklari arastirmada pastirmadan izole ettikleri 94
laktobasil susunun 40 tanesinin Lactobacillus sakei, 9’unun L. carnis
(Carnobacterium piscicola), 8'nin L. curvatus, 8nin L. divergens, 7'sinin L.
alimentarius, 6'sinin L. casei spp. rhamnosus (L. rhamnosus), 6 'sinin L. confusus (W.
confusa), 5'inin L. plantarum ve 5'nin de L. viridescens (W. viridescens) oldugunu
bildirmislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda homofermantatif laktobasillerin dominant
mikrofloray1 olusturdugu ve bunlar igerisinde de L. sakei’nin en yiiksek diizeyde yer

aldigin1 bulmuslardir.

3.3.2. M17 izolatlan

M17 agardan izole edilen 80 adet bakteri GTG5 parmak izi goriintiileri ile 47 gruba
indirgenmistir. Bu 47 adet bakterinin, 16S rRNA bdlgeleri PCR ile ¢ogaltilmis ve
dizilimi belirlenmistir. Ornek bir 16S jel goriintiisii Sekil 3.4’te verilmistir. Diger
izolatlarin jel goriintiileri Ek 5°te verilmistir. Elde edilen bantlar 1500 bp civarindadir.
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Sekil 3.4: M17 izolatlar I¢in 16S PCR Elektroforez Goriintiisii
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Dizilim analizinden elde edilen veriler incelendiginde izole edilen 80 susun

Brochothrix thermosphacta, Psychrobacter faecalis, Staphylococcus saprophyticus,

Leuconostoc citreum, Bacillus subtilis, Carnobacterium divergens, Staphylococcus

equorum, Kocuria salsicia, Lactobacillus sakei ve Weissella jogaejeotgali tiirlerinden

olustugu gozlemlenmistir. Sekans sonucu elde edilen verilerin ayrintili agiklamasi

Tablo 3.5 ve Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.5: Gram (+), Katalaz (-) M17 izolatlar (Laktik Asit Bakterileri)

fzolat  Tespit Edilen Bakterinin Alndig BLAST Temsil Ettigi

Kodu Tiirk ve Cins Ad1 Asama Benzerlik Oram izolatlar
AC13 Carnobacterium divergens 1. ASAMA %100 -
AC59 Lactobacillus sakei 3. ASAMA %100 -
AC68 Leuconostoc citreum 4. ASAMA %100 -
ACT0 Lactobacillus sakei 4. ASAMA %100 -
ACT3 Lactobacillus sakei 4. ASAMA %100 -
ACT9 Lactobacillus sakei 4. ASAMA %100 -
ACB80 Weissella jogaejeotgali 4. ASAMA %100 ACT71

Tablo 3.6: Katalaz (+), M17 Izolatlar
izolat Tespit Edilen Bakterinin Alindig BLAST Temsil Ettigi

Kodu Tiirk ve Cins Ad1 Asama Benzerlik Oram izolatlar
AC2 Brochothrix thermosphacta 1. ASAMA %100 AC14

AC4 Psychrobacter faecalis 1. ASAMA %100 -

AC5 Brochothrix thermosphacta 1. ASAMA %100 AC10

AC6  Staphylococcus saprophyticus 1. ASAMA %100 AC41 ACT72

AC7 Brochothrix thermosphacta 1. ASAMA %100 AC11

ACS8 Brochothrix thermosphacta 1. ASAMA %100 -

AC9 Bacillus subtilis 1. ASAMA 999,86 -
AC15 Staphylococcus saprophyticus 1. ASAMA %100 -
AC16 Brochothrix thermosphacta 1. ASAMA %100 -
AC17 Staphylococcus equorum 1. ASAMA 999,86 AC12
AC18 Brochothrix thermosphacta 1. ASAMA %100 AC1
AC20 Brochothrix thermosphacta 1. ASAMA %100 AC19 AC22 AC24
AC21 Staphylococcus saprophyticus 1. ASAMA %100 AC31 AC35
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AC23 Staphylococcus equorum 1. ASAMA 999,86 -

AC25 Staphylococcus saprophyticus 2. ASAMA %100 -

AC26 Staphylococcus saprophyticus 2. ASAMA %100 AC48

AC28  Staphylococcus saprophyticus 2. ASAMA %100 AC36 AC50

AC30 Staphylococcus saprophyticus 2. ASAMA %99,87 AC29 AC62 AC66

AC32 Staphylococcus saprophyticus 2. ASAMA %100 AC57

AC33 Staphylococcus saprophyticus 2. ASAMA %100 -

AC34 Staphylococcus saprophyticus 2. ASAMA 999,86 AC3ACIT ACH

AC52

AC40 Kocuria salsicia 2. ASAMA %100 -

AC42  Staphylococcus saprophyticus 2. ASAMA %100 AC54

AC43  Staphylococcus saprophyticus 2. ASAMA %100 AC2T ACIB ACSS
AC47 AC51 AC53

AC45  Staphylococcus saprophyticus 2. ASAMA %100 AC46

AC49 Staphylococcus saprophyticus 3. ASAMA %100 -

AC55  Staphylococcus saprophyticus 3. ASAMA %100 -

AC56  Staphylococcus saprophyticus 3. ASAMA %100 -

AC58 Staphylococcus equorum 3. ASAMA %100 -

AC60 Staphylococcus saprophyticus 3. ASAMA %100 -

AC61 Staphylococcus saprophyticus 3. ASAMA %100 -

AC63  Staphylococcus saprophyticus 3. ASAMA %100 -

AC64  Staphylococcus saprophyticus 3. ASAMA %100 AC65

AC67  Staphylococcus saprophyticus 4. ASAMA %100 -

ACB9 Kocuria rhizophila 4. ASAMA %100 -

AC74  Staphylococcus saprophyticus 4. ASAMA %100 -

AC75 Staphylococcus saprophyticus 4. ASAMA %100 -

AC76 Staphylococcus saprophyticus 4. ASAMA %100 -

ACT77 Staphylococcus saprophyticus 4. ASAMA %100 -

AC78 Staphylococcus saprophyticus 4. ASAMA %100 -

Bu calismada M 17 agar laktik streptokoklar1 belirlemek amaciyla kullanilmigtir. M17

besiyeri bize MRS agar ile tespit edemedigimiz ¢esitli bakterileri (Carnobacterium

divergens, Weissella jogaejeotgali) tespit etmemize olanak saglamistir. Ancak ulasilan

sonuglara bakildiginda pastirmada katalaz (-) laktik asit bakterilerinin, katalaz (+)

bakterilere gore ¢ok daha az bulundugunu sdyleyebiliriz.
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Pastirma tretim siirecine bakildiginda M17 besiyerinden izole edilen bakteriler
arasinda %62,5 oranla Staphylococcus saprophyticus baskin tiir olarak karsimiza
cikmistir. Her asamada gozlenen bu tiir, asamalar arasinda %96,70 ile en yiiksek
oranda 2. asamadan alman &rnekten izole edilmistir. Ikinci dominant tiir olarak
Brochothrix thermosphacta %17,5 oranla karsimiza ¢ikmustir. Bu tiir ise sadece 1.
asamadaki Ornekte gozlemlenmis, diger asamalarda gdzlemlenmemistir. Bu
mikroorganizmalar1 %5 ile Lactobacillus sakei ve Staphylococcus equorum takip
etmistir. L. sakei sadece 3. ve 4. asamada tespit edilirken, S. equorum sadece 1. ve 3.
asamada gozlenmistir. Sayilan tiirler disinda geriye kalan tiirlerin ise Sekil 3.5’te

gosterilen ayrintili grafikte hangi agamalarda belirlendikleri verilmistir.
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Sekil 3.5: Pastirma Asamalarina Gore M17 izolatlarimin Yiizde Dagilimlar:

Et driinleri ile 1ilgili olarak bilinen mikrobiyal popiilasyon, genellikle
Enterobacteriaceae, LAB, Brochothrix thermosphacta, Pseudomonas ve bazi
Clostridium tiyeleridir (Borch vd., 1996; Doulgeraki vd., 2012; Karabiyikli vd., 2015).

Brochothrix thermosphacta’nin neden etten izole edilebildigi tam anlamiyla
aciklanamamigtir. Bu bakterinin izole edilmesi i¢in sicakligin diisiik olmasi bir sebep
olarak goriilse de ¢ogu gida islemeden dnce sogutulmasina ragmen B. thermosphacta,
siit veya sebze lirlinlerinden izole edilmez. Etin, bu bakterinin biiylimesini destekleyen

farkli kimyasal ve biyokimyasal parametreleri birlestirmesi muhtemel bir sebeptir
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(Labadie, 1999). Bu bakteri galisilan orneklerden sadece 1. asamadaki etten %52

oraninda izole edilmistir (Sekil 3.5).

Psikrotrofik B. thermosphacta, 6nemli bir et bozulma bakterisidir ve genellikle taze
etlerin bozulmasina neden olur (Doulgeraki vd., 2012). B. thermosphacta'nin hem
aerobik hem de vakumlu depolama sirasinda et tizerinde gelismesi, onu 6nemli bir et
kolonizatorii ve bozulmamis mikrobiyotanin 6nemli bir pargasi yapar (Labadie, 1999).

Ayrica zaman zaman baskin organizma olabilir (Borch vd., 1996).

Doulgeraki vd., (2012) baz1 bozulma bakterilerinin anaerobik kosullar altinda sogukta
saklanan etlerde LAB ile rekabet edemediklerini, ancak B. thermosphacta nin her

zaman MAP'ta depolanan si1g1ir etinde bulundugunu gézlemlemislerdir.

Fettahoglu vd. (2019) yaptiklar: farkli kiirleme islemleri altinda iiretilen pastirmadan
izole edilen gram pozitif, katalaz pozitif kokun biyolojik cesitliligi ve karakterizasyonu
adli c¢alisgmada MSA besiyerinde gelistirilen 87 izolat, fenotipik olarak,
Staphylococcus vitulinus (45 izolat), S. xylosus (16 izolat), S. saprophyticus (15 izolat),
S. equorum (8 izolat) ve S. gallinarum (3 izolat) olarak tanimlanmuistir. Et iiriinlerinde
potansiyel bir baslangig kiiltiirii olarak da kabul edilen bir tiir olan S. equorum, kiirleme

kosullarina bagli olarak %9,52 ile %22,73 oraninda tespit edilmistir.

Erol, Ozdemir ve Kisa (1998) yaptiklari calismada, P agara ekim yaparak pastirmalarin
mikroflorasinda stafilokoklarin dominant oldugunu ve S. saprophyticus ile S. xylosus
ve Micrococcus varians'in her iki cins igerisinde en siklikla identifiye edilen tiirler
oldugunu saptamiglardir. Ayrica klasik yontemle tanimlanan suslarin %58,6’s1 S.

saprophyticus olarak saptanmustir.

Choi vd. (2014) yaptiklar1 calisgmada Staphylococcus tiirlerinin ortak bir 6zelligi olarak
yiiksek NaCl konsantrasyonlarina tolerans gosterdiklerini bildirmislerdir. Bu da bu

tiiriin neden pastirmadan dominant olarak izole edildigini aciklayabilir.

3.3.3. VRBD izolatlar

Gruplandirma islemiyle birlikte 30 adet VRBD agar izolat1 23 adete diisiiriilmiistiir.
Bu 23 adet bakteri, dizilimlerinin belirlenmesi amaciyla 16S PCR islemine tabi
tutulmustur (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6: VRBD izolatlarimin 16S PCR Elektroforez Goriintiisii

Sekans analiziyle birlikte elde edilen kromotogramlar ilgili kiitiiphaneler ile
karsilastirildiginda 23 adet izolatin Enterobacteriaceae tiyeleri olmayip, Pseudomonas
fragi, Serratia liquefaciens, Pseudomonas poae, Pseudomonas taetrolens,
Pseudomonas gessardi tiirlerinden olustugu gozlemlenmistir (Tablo 3.7). Sekans

analiziyle ulasilan sonuglarin ayrintili agiklamasi Tablo 3.7°de verilmistir.

Tablo 3.7: Sekans Sonucuyla Elde Edilen Bulgular

izolat  Tespit Edilen Bakterinin Alndig BLAST Temsil Ettigi

Kodu Tiirk ve Cins Ad1 Asama Benzerlik Orani izolatlar

AEQ Pseudomonas fragi 1. ASAMA %100 -

AE1 Serratia liquefaciens 1. ASAMA %100 AE2 AE3 AE4

AE5 Pseudomonas fragi 1. ASAMA %100 AE22

AE6 Pseudomonas fragi 1. ASAMA %100 -

AE7 Pseudomonas fragi 1. ASAMA %100 -

AES8 Pseudomonas fragi 1. ASAMA %100 -

AE9 Pseudomonas fragi 1. ASAMA 999,87 -
AE10 Pseudomonas fragi 1. ASAMA %100 -
AE11l Pseudomonas fragi 1. ASAMA %100 -
AE12 Pseudomonas poae 1. ASAMA %100 -
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AE13 Pseudomonas fragi 1. ASAMA %100 -
AE14 Pseudomonas fragi 1. ASAMA %100 -
AE15 Pseudomonas fragi 1. ASAMA %100 -
AE16 Pseudomonas fragi 1. ASAMA %100 -
AE17 Pseudomonas fragi 1. ASAMA %100 -
Al8 Pseudomonas taetrolens 1. ASAMA %100 -
AE19 Pseudomonas fragi 1. ASAMA %100 -
AE23 Pseudomonas fragi 1. ASAMA %100 AEOQ0 AE20 AE21
AE24 Pseudomonas fragi 1. ASAMA %99,88 -
AE25 Pseudomonas fragi 1. ASAMA 999,88 -
AE26 Pseudomonas fragi 1. ASAMA %100 -
A27 Pseudomonas gessardi 1. ASAMA %100 -
AE30 Pseudomonas fragi 1. ASAMA %100 -

VRBD agarda bakteri varligi sadece 1. asama olarak adlandirilan 2. tuzlama
sonrasinda alinan et 6rneginde gozlemlenmistir. Pastirmadaki en baskin tiir %76,66
oranla Pseudomonas fragi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Serratia liquefaciens ise %13
oraniyla ikinci baskin tiir olarak bulunmustur. Bu tiirleri Pseudomonas poae (%3,33),

Pseudomonas taetrolens (%3,33) ve Pseudomonas gessardi (%3,33) tiirleri takip

etmektedir (Sekil 3.6).
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Inat (2008) yaptig1 arastirmada, farkli arastirmacilarin yaptiklar1 calismalarda iiretimin
baslangicinda enterobakterilerin numunelerde bulunmasina karsin, son iirlinde
saptama sinirlarinin altinda kaldigini, bunun da genelde aw degerinin diismesinden,
sarimsagin antimikrobiyal etkisinden veya nitritin Gram (-) bakteriler iizerine olan
baskilayici etkisinden kaynaklandigini bildirmistir. Ayrica Marin vd., 1995 yilinda
yaptiklar1 caligmada iiretimin baslangicinda ette bulunan enterokoklarin, salamura
islemi sonunda dahi sayilarin1 muhafaza ettiklerini, ancak baskilama isleminin
sonunda sayilarinda azalma oldugunu saptamuslardir (inat, 2008). Calismalarin
bircogu Enterobacteriaceae'nin pastirma islemlerinde hayatta kalamayacagini
gostermistir (Kaban, 2009; Oz vd., 2017).

Hazar, Kaban ve Kaya (2017) yaptiklar1 ¢alismada VRBD agar kullanmstir.
Enterobacteriaceae sayisi, tiim numunelerde saptanabilir seviyenin altinda tespit
edilmis ve pastirma pargalarinin iglerinde tespit edilmemistir. Pargalarin yiizeyinde,
tuzlama sonras1 asamanin sonunda ortalama sayilar ¢ok daha diisiik ve enterokoklarin

kuruma, olgunlasma safhasinin sonunda ortadan kaybolduklar1 bildirilmistir.

Pseudomonas cinsinin c¢esitli tiirleri siklikla aerobik olarak depolanan taze gidalarin
bozulmasinin ana nedensel ajanlar olarak kabul edilir. Bu mikroorganizma genellikle
birka¢ gidanin bozulmasina sebep olsa da, etin demir ihtiyac1 ve proteolitik enzim
salinimi i¢in kendine 6zgii sistemi de dahil olmak {izere ¢esitli nedenlerle ekolojik nisi
olabilecegi kabul edilmistir. Daha ileri aragtirmalarda bu tiir sonug¢larin yorumlanmast,
taze gidalarin depolanmasiyla iligkili mikrobiyal ekoloji hakkinda 6nemli bilgiler

saglayabilir (Ercolini vd., 2007).
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DORDUNCU BOLUM

SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismanin amaci, tilkemizde geleneksel olarak sikga tiiketilen bir besin maddesi
olan pastirmanin iiretim siirecindeki mikrobiyal profilinin belirlenmesidir. Pastirma
tiretim stirecinin belirli asamalarindan alinan dort farkli 6rnege bazi kimyasal ve
mikrobiyolojik analizler yapilmistir. Yapilan deneyler sonucu elde edilen veriler

asagida ozetlendigi gibidir.

Pastirma Grneklerine uygulanan kimyasal analizlerden pH analizi sonuglarina gore,
tiretim siiresinde ilk asamadan sonra bir artis gozlemlenmistir. Analizlere gore, en
yuksek pH degeri 2. 3. ve 4. ornekte sirasiyla 5,73+0,01, 5,810,005 ve 5,80+0,015
gozlemlenirken en diisiik pH degeri ise 2. tuzlamadan sonraki et olan 1. drnekte
gozlemlenmistir (5,63+0,02). Calismamizda tespit edilen pH degerleri standartlarla ve

simdiye kadar yapilan ¢ogu arastirma ile uyumludur.

Uygulanan su aktivitesi analizi sonuglarina bakildiginda tiretim siirecindeki en diisiik
deger, soguk presleme sonrasi ve ¢cemenleme islemi Oncesi asamalarinda sirasiyla
0,859+0,002 ve 0,862+0,001 olarak olgiiliirken, en yiiksek deger ise 2. tuzlamadan
sonraki ette (1. 6rnek) 0,923+0,003 olarak tespit edilmistir. Cogu ¢alismada belirtildigi
gibi fermantasyon siirecinde su aktivitesindeki en biiytik diisiis bu ¢alismada da soguk
presleme isleminden sonra gerceklesmistir. Baskilama islemiyle birlikte et su
kaybetmistir. Su aktivitesi en yiiksek degerine ise ¢emen hamuruyla kapli olan son
ornekte ulasmigtir. Bu yiikselisin kullanilan ¢emen hamurunun igerisinde yer alan
suyun ete tifiise olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Su aktivitesi degerleri

genel anlamda diger birgok ¢alisma ile uyumlu ve standartlara uygun bulunmustur.
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Toplam mezofilik acrobik bakterilerin belirlenmesi i¢in PCA ekimi sonucu en yiiksek
bakteri yiikli cemenleme islemi oncesinde ve son iiriin olan ¢emenlenmis pastirmada
sirastyla 7,13+0,016 log kob/g ve 7,154+0,053 log kob/g olarak tespit edilirken, en
diisiik bakteri yiikii ise 4,88+0,011 log kob/g olarak 2. tuzlamadan sonraki ette
gbzlemlenmistir. Bakteri yiikii secilen asamalar arasinda artig gostermistir. Yapilan

diger calismalardaki veriler ile paralel sonuglar bulunmustur.

Laktik asit bakterilerinin mikrobiyal yiikiiniin belirlenmesi amaciyla MRS besiyerine
yapilan ekim sonucunda iiretim siirecindeki en yiliksek iireme ¢emenleme islemi
oncesinde ve son liriin olan ¢emenlenmis pastirmada sirasiyla 6,83+0,054 log kob/g ve
6,64+0,014 log kob/g olarak sayilirken, en diisiik iireme ise 4,234+0,051 log kob/g
olarak 2. tuzlamadan sonraki ette sayilmistir. Asamalar arasinda ¢gemenleme islemi
oncesi ve son triine kadar bir yiikselis gézlemlenmistir. Genel olarak ¢alismada tespit
edilen laktik asit bakteri yiikii baz1 ¢aligmalara benzerlik gosterirken diger bazi
calismalardan ise yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu farklilik pastirma iiretiminde
kullanilan hayvan etinin 6zelliklerinden, hammaddenin islendigi ortamin mikrobiyal
yukiiniin farkli olmasindan, iiretimde kullanilan tuzun o6zelligi ve miktarindan

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

M17 besiyerinde gelisen bakteri yiikiiniin belirlenmesi igin yapilan sayimda en yiiksek
bakteri yiikii 3. ve 4. asamadaki numunelerde sirasiyla 7,25+0,16 log kob/g ve
6,65+0,12 log kob/g olarak tespit edilmistir. En diisiik bakteri yiikii ise 1. ve 2.
asamadaki numunelerde sirasiyla 4,92+0,020 log kob/g ve 4,63+0,025 log kob/g olarak
bulunmustur. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda M17 besiyeri kullanilarak iiretim

stirecinde mezofilik koklarin sayimini yapan bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Enterobacteriaceae grubu bakterilerin sayimi1 amaciyla VRBD besiyerine ekim
yapilarak sadece ilk asama olan 2. tuzlama sonrasinda alinan Ornekte iireme
gozlemlenmistir. Bu asamadaki bakteri yiikii 4,60+0,054 log kob/g olarak tespit
edilmistir. Diger asamalarda ise bakteri yiikii sifir olarak bulunmustur. Genel anlamda
bu durumun diisen su aktivitesinden kaynaklandigi ve laktik asit bakterilerinin
Enterobacteriaceae vb. Gram (-) bakterilerin gelismesini olumsuz yonde etkiledigi de
bilinmektedir. Calismamizda tespit ettigimiz bu durum simdiye kadar yapilmis ¢ogu
calismayla desteklenmektedir. Genel anlamda ilk asamalarda {ireme goriilmekle

birlikte diger asamalarda tespit edilebilir seviyelerin altinda oldugu bildirilmistir.
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Caligmada laktik asit bakterileri, M17 besiyerinde gelisen bakteriler ve
Enterobacteriaceae grubu bakterilerin identifikasyonu amaci ile izole edilen bakteriler
arasindan sirasiyla 86 adet laktik asit bakterisi, 80 adet M17 izolat1 ve 30 adet
Enterobacteriaceae grubu bakterisi secilerek DNA izolasyonuna tabi tutulmuslardir.
Ardindan elde edilen izolatlar1 gruplandirmak i¢in Rep-PCR sonrasi elektroforez ile
parmak izi gorintiileri elde edilmistir. Gruplandirma sonucunda 62 laktik asit
bakterisi, 47 adet M17 izolat1 ve 23 adet VRBD izolatinin 16S rRNA dizilimleri
belirlenmistir. Calismamiz, diger calismalardan farkli olarak laktik asit bakterilerini

son lriine bagli kalmayarak biitiin iiretim siirecinde tanimlayan ilk ¢aligmadir.

Dizilim analizi sonuglarina gore, izole edilen 86 laktik asit bakterilerinin 45 tanesini
Lactobacillus sakei, 16 tanesini Weissella viridescens, 10 tanesi Lactobacillus
graminis, 6 tanesini Weissella halotolerans, 3 tanesini Lactobacillus curvatus, 2
tanesini Leuconostoc citreum, 2 tanesini Weissella helenica geriye kalan 2 tanesini
Weissella cibaria ve Weissella confusa olusturmaktadir. Pastirma tiretiminin her
asamasinda dominant bakteri olarak L. sakei karsimiza ¢ikmistir. LAB sayisi her
asamada artig gostermistir. 1. 2. ve 3. asamalarda varligin1 gosteren ve ikinci baskin
bakteri olan Weissella viridescens’e son asamada rastlanmamustir. Yine ilk ii¢ asamada
varligini siirdiiren Lactobacillus graminis’e son asamada rastlanmamistir. Etin
¢emenlenmesiyle birlikte ilk ti¢ asamada olmayan Weissella helenica ve Leuconostoc
citreum bakterileri tespit edilmistir. Bu bakterilerin gemen hamurundan kaynaklandigi
diistiniilmiistiir. Weissella halotolerans tuza karsi dayanikli bir bakteri oldugundan

istisnasiz her agamada tespit edilmistir.

M17 agardan izole edilen 80 susun Brochothrix thermosphacta, Psychrobacter
faecalis, Staphylococcus saprophyticus, Leuconostoc citreum, Bacillus subtilis,
Carnobacterium divergens, Staphylococcus equorum, Kocuria salsicia, Lactobacillus
sakei ve Weissella jogaejeotgali tiirlerinden olustugu belirlenmistir. Staphylococcus
saprophyticus birinci baskin tiir olarak her agsamada tespit edilirken, B. thermosphacta
ikinci baskin tiir olarak sadece 1. asamada gozlenmistir. M 17 agar laktik streptokoklari
belirlemek amaciyla kullanilmasina ragmen sonuclara bakildiginda pastirmada katalaz
(-) laktik asit bakterilerinin, katalaz (+) bakterilere gore ¢ok daha az bulundugu tespit
edilmistir. Buna ragmen, MRS agar ile tespit edilememis Carnobacterium divergens,
Leuconostoc citreum ve Weissella jogaejeotgali tirleri M17 besiyeri sayesinde

saptanmistir.
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VRBD agarda incelenen Enterobacteriaceae grubu bakteriler sadece 2. tuzlama
sonrasinda alman et Orneginde gdzlemlenmistir. Izole edilen bakterilerin
tanimlanmasi, gelisen bakterilerin Enterobacteriaceae iiyesi olmayip Pseudomonas
tiirleri oldugunu gostermistir. Pastirmadaki en baskin tiirii %76,6 oranla Pseudomonas
fragi olarak saptanmustir. Bu tiirleri Serratia liquefaciens (%13), Pseudomonas poae,

Pseudomonas taetrolens, Pseudomonas gessardi tiirleri takip etmektedir.

Aragtirmada molekiiler tanimlama yontemlerinden PCR metodu etkili bir sekilde
kullanilarak basarili sonuglar alinmistir. Bu sonuglar ilerideki bir¢ok ¢alismaya 1s1k
tutacak ve yeni ¢aligmalar i¢in temel olusturacaktir. Dizilim analizi sonucunda ayni tiir
olarak belirlenen bazi izolatlarin rep-PCR ile birbirlerinden ¢ok farkli bantlar
vermeleri {izerine yeni bir ¢alisma yapilabilir. Bunun nedeni, olarak kullanilan GTGS5
primerinin bazi tiir alt1 (alt tiir veya sus) farkliliklar1 tespit etmesinden kaynaklanmasi
gosterilebilir. Ileride yapilacak ¢aligmalarla bu alt tiirler tanimlanabilir. Ayrica daha
sonra yapilacak caligmalarda iki farkli pastirma {iretiminden Ornekler segilerek bu
sonuglar karsilastirilabilir. Elde edilen veriler pastirma iretim siirecini, tretilen
pastirmanin  kalitesini, insan sagligina olan faydast ve besin degerinin

tyilestirilmesinde kullanilabilir.
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EKLER

EK 1: izole Edilen Biitiin Laktik Asit Bakterilerinin Rep-PCR (GTG5) Jel

Goruntileri
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EK 3: Izole Edilen Biitiin Enterobacteriaceae Grubu Bakterilerinin Rep-PCR

(GTG)) Jel Goriintiileri
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EK 5: M17 Izolatlar1 I¢in 16S PCR Elektroforez Goriintiisii
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