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OZET: BU caligmada, piyasadan saflanan tarki sucuk ve sosislerden izole ve identifiye editen Lactobacillus plantarum, Lactobacitius sake,
Pediococcus cergviciae ve Pediococcus penfosaceus suglan kullaniimigtir. Suglann olugturduliu % asitlik miktarlan titrasyon yéntemi ile be-
Krlenirken, hidrojen peroksit (H,0,) Uretimleri spektrafotomatrik olarak slghimistdr, |

Suglann Pseudomonas fluorescens ve Enterobacler aerogenes test bakterllerl (zerine olan antibakieriyel etkileri, agar diffiizyon
ybnteml lle saptanmigtir. Ayrica, suglarin birbirleri 0zerine olan inhibisyon etkileri de aragtinimigtir,

Genellikle, Lactobaciius suglarinin Pediococcus suglarina kiyasla yiksek miktarda asit ve H,0, Orettikler ve baz test bakterilerl
iizarine de antibaktariyel etkilerinin daha ylksek olduu gézlenmigtir.

ABSTRACT: In this study, L. plantarum, L. sake, P. cereviciae and P. pentosaceus strains were isolated and [dentified from the differant
sausage and sossis samples obtalned from markets. Amount of hydrogen peroxide {H,05) and % acldity produced by the cultures were esti-
mated. Titration methed were used for estimating % acidity and spectrophtometric method were used for estimating Hy0, produced by the
cultures.

Antimicrobial effects of isolated strains on the test bacteria P. fluorescens and E. asrogenes were estimated by agar diffusion met-
hod. Also, antimicrobiyal activities among the isolated strains were studied.

.In generally, Lactobacitlus strains were more produced acid and HyQ, and showed mors anitimicroblal activities comparing with the
Pediococcus strains.

GiIRis _

Onemii bir besin kaynag olan etten uygun bir sekilde yararlar_allarak cesith Orinler eide edilmektedir.
Bu Grinler arasinda en dnemli yeri fermente sucuk ve sosisler olugturmaktadir (YILDIRIM, 1975; DINCER,
1980; TEKINSEN ve ark., 1982). Fermente et frunlerinin iyi bir tekstr, renk, lezzet ve aromaya sahip olmasi,
her zaman yiiksek standart kalitede ve uzun siire muhafaza edilebilen riin elde edilmesi ve Griinde istenme-
yen mikroorganizmalarin engellenmesi amaciyla starter bakterilerinin kuilanimi uygun gérillmisgtir (FREY,
1985). Bugiin et endistrisinde en yaygin kuilanitan starter kiiltiirler, laktik asit bakterileri (L. plantarum, L.sake,
P.cereviciae, P.pentosaceus), Micrococcaceae familyasindan, M. varians, mayalar ve kiifler olarak bildiril-
migtir (CORETTI, 1977; SMITH ve PALUMBO, 1983; LUCKE ve HECHELMANN, 1987).

Olgunlagmada rol oynayan laktik asit bakterileri, olgunlagma sirasinda olugturduklar laktik asit ile riin-
de yapisal nitelikler, kivam, renk ve lezzetin gelismesinde etkili rol oynarlar (LUCKE, 1986; HAMMES ve ark.,
1990). Laktik asit bakterileri tarafindan olusturulan degisik metabolik Griinlerin ve dzeliikle de laktik asidin etki-
siyle, fermente et triinerinde isteniimeyen gida kaynakl kontaminant ve patojen mikroorganizmalarnn geligimi
engellenmeidedir (GOKALP, 1982; SCHILLINGER ve LUCKE, 1989; LEWUS ve ark., 1991; LOPEZ VE FER-
NANDEZ, 1992; WEBER, 1993).

Mikroorganizmalann gogu, laktik asidin etkisine bagh ofarak diigen pH'ya kargi hassastir (JUVEN ve
ark:, 1991; BAREFOOT ve NETTLES, 1993). Laktik asit bakterilerinin aerobik gelisme sirasinda Grettikleri hid-
rojen peroksitin de inhibitdr etkisi gdsterilmigtir (RODRIGUES ve ark., 1989; MURIANA ve KLAENHAMMER,
1891). Son yillarda laktik asit bakterilerinin antagonistik aktivite mekanizmalar igerisinde en fazla durulan anti-
mikrobiyal karakterli bakteriosin ve bakteriosin benzeri bilegikler olarak bildirimigtir (KOJIK ve ark., 1991;
MORTVEDT ve ark., 1991; JAY, 1992).
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Cahgmamizin amac, Ulkemizde Gretilen sucuk ve sosislerde starter bakterilerin durumunu incelemek
ve bu bakterilerin olugturdugu bazi metabolik riinleri tespit etmektir. Ayrica, starter bakterilerin baz) gida kay-
nakl kontaminant bakteriler ile birbirleri izerine antagonistik etkilerini aragtirmaktrr.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Galigmada, 4'er adet L. plantarum (B23L, C2L, C10L, C23L), L sake (S7L, S12L, S17L, S20L), P. ce-
reviciae (C6P, C11P, C15P, C20P) ve P.pentoéaceus (ASP, B4P, B5P, B18P) suglan kultamimigtir, Suglar,
Gazi Univ. Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji B&lm Biyoteknoloji Lab.'dan temin edilmistir. Lactobacillus ve
Pedioccoccus bakterilerinin aktiflegtirmesinde siras: ile MRS ve M17 sivi besiortamlanindan yararlantimigtir
(TERZAGHI ve SANDINE, 1975; ASLIM, 1994). Bakteriler, %10'luk litmus siitte 1,5 mf'lik ependorf tiiplerds -
20 C'de muhafaza edilmigtir (KARAHAN, 1992).

Pseudomonas fluorescens 240 ve Enterobacter aerogenes 585 test bakierileri Refik Saydam Merkez
Hifzissihha Enstitisi Kiltir Kolleksiyonundan temin edilmigtir.

Yontem

Suglann Yiizde Asitlik Oretimleri

Suglann olusturdugu % asitlik miktarlan, %10'luk yadsiz st tozu besi ortaminda gergeklestiriimigtir.
AKtif kiiltdrlerden %2 oraninda besiyerine agilanip 35+1°C'ds 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Siire bitimin-
de suglann % asitlik miktarlan 0.1 N NaOH ile titrasyon yapilarak saptanmigtir (TURKER, 1992).

Suglarin Hidrojen Peroksit Uretimleri

Aktif Lactobacilius suglan MRS, Pediococcus suslan M17 besi ortamlarina %2 oramnda inokile edilip,
35+1°C'de 24 saat inkibe edilmigtir. Suslarin olugturdugu hidrojen peroksit miktariari, spektrofotometnk olarak
400 nm dalga boyunda ug/ml olarak saptanmigtir (WALTER ve HERMAN, 1949).

Killtirlerin Test Bakterileri ve Birbirleri Uzerinde Olugturdukiari Inhibisyon Etkileri

Lactobacillus ve Pedioccoccus suglaninin E. aerogenes, P.ﬂuorescens ve birbirleri (izerinde olugturduk-
lar inhibisyon etkileri, agar diffizyon metodu kultantarak tespit edilmigtir (REINHEIMER ve ark., 1990).

Lactobacillus ve Pediococcus suglaninin E. aerogenes ve P.fluorescens izetinde inhibisyon etkilerini
tespit etmek amaciyla, bakteriler 35+1°C'de aktiflegtiriimigtir. Aktif killtiirler, 5000 dev/dak.da 15 dakika santri-
flij edilmigtir. Santriffj sonrast spernat, steril 0.2 pm'luk filtre kagidindan sizlimigtir. Test bakterileri Nutri-
ent Broth besiortaminda aktiflegtirimistir. Bu kiltiirlerden 0,2 m! Nutrient 'agar besiyerine ekim yapilarak dri-
galski spatii ile homojen gekilde yayiimigtir. Plaklar, 2 saat siire ile +4 C'de birakiidiktan sonra, besiyerinde
1 cm gapinda kuyular agilmigtir. Kuyularin dibi ¢6z{ilmiis agarla kapatilarak, kuyulara sipernatlardan 100 pl
ilave edilmigtir. Plaklar 3511°C'de 48 saat inkiibe edilerek, inkiibasyon bitiminde kuyularin cevresinde olugan
zonlann yan gaplan, kumpas ile milimetrik olarak 8lgiimgtir.

Ayni yontemle laktik asit bakterilerin birbirleri Gizerine inhibisyon etkileri tespit edilmigtir.

BULGULAR VE TARTISMA

Denemede kullanilan laktik asit bakterilerin irettigi laktik asit ve hidrofen peroksit miktarlan Cizelge
1'de veriimigtir. L, plantarum suglannin laktik asit Gretimleri, % 0.63-0.74 arasinda, ortalama % 0.68 olarak
bulunmustur. L. sake suglanmn Grettii laktik asit miktarlan % 0.60-0.71 arasinda, ortalama % (.66 olarak tes-
pit edilmigtir,
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Cizelge 1. Baz Laktik Asit Bakterilerinin Qlugturdugu P. cersviciae suglarinda asit Oretimi % 0.53-0.70 ara-
Asidik ve H,0, Uretimleri sinda, ortalama % 0.61 laktik asit Gretirken, P. pentosaceus
Suglar oo Asitlik H,0, (ug/ml) suglanmin laktik asit Gretimleri % 0.55-0.72 arasinda, ortalama
% 0.62 olarak tespit edilmigtir (Cizelge 1).
L. plantarum B23L 0.74 221 I .
L. plantaram C2L 064 ) L. plantarum sugflarlr.u'n H,O, Gretimleri 1.90-2.26, or-
L. plantaram CIOL 063 226 t“alar.naf 2.09 pug/ml tespit edilirken, L. sake suglarinda H,O,
L. plantaram C23L 072 200 Gretimin .1..80-2.00, ortalama 1.94 ug/ml olarak _'saptanmlgtlr.
T aie SIL. 060 T80 P. cereviciae ve P.pentosaceus suglar sirasi ile 0.90-1.12,
T vake BI2L 062 o6 ?rtaIaTna 1.00 pg/ml ve 0.80-1.10, ortatama 0.92 pg/ml H,0,
T sake SITL 070 00 Qretmiglerdir (Gizelge 1). . .
L sake S20L 071 200 o Bakterilerin gida kaynakl kontar.mn.an.t bakteriler
7 coreviciae CP 070 100 lizerine inhibisyon etkileri Cizelge 2'de verilmigtir. L. planta-
7 cereviciae C11P 053 ) rum suglan, P. fluorescens lzerinde 5.20-7.60 mm arasin-
7 cereviciae CI5P 060 090 da, ortalama 6.40 mm ve E. asrogenes (zerinde 5.20-8.20
P cereviciae C21P 054 098 mm aralsn'.lda, ortalama 5.35 mm yan ¢apinda inhibisyon
P pentosaceus AP | 072 098 gostermistir. _
P. pentosaceus BAP 0‘66‘ 080 L. sake suglan P. fluorescens Uzerinde 6.20-6.90
P. pentosaceus BSP | 055 082 mm arasinda ortatama.6.60 mm ve E. aerogenes izerinde
P. pentosaceus BISP 0.56 110 6.50-7.30 mm arastnda, ortalama 6.90 mm yarn gapinda in-

hibisyon gostermigtir (Gizelge 2}.-
P. cereviciae suglarn P. fluorescens lzetinde 4.20-
Cizelge 2. Bazi Eaktik Asit Bakterilerinin Gida Kaynak- 5.10 mm arasinda, ortalama 4.80 mm ¢apinda inhibisyon
I Kontaminant Bakteriter Uzerinde Olugtur-  ggstarmigtir. (Gizelge 2) Bu sugtanin E. aerogenes (izetinde
dugu Inihibisyon Etkileri 5.00-7.00 mm arasinda, ortalama 6.20 mm yar ¢apinda in-
Infibisiyon Zon Yan Cap.(mm) | NibiSyon zonu olugturdugu bulunmugtur.

Suglar P. fluorescens| E.aerogenes P. pentosaceus suglarinin, P. fluorescens (zerinde
L. plantarum B23L 760 2.00 4.80-5.10 mm arasinda, ortalama 5.00 mm yarn ¢apinda in-
T plantaram C2L 200 720 hibisyon gostermistir. Suglar, E. aerogenes lizerinde 5.90-
L. plantarum C10L 570 6.00 7.10 mm arasinda, ortalama 6.40 mm yan g¢apinda inhibis-
L. plantarum C231. 5.20 520 yon etkisi saptanmigtir (Cizelge 2). '
7. sake STL 620 6.50 Caligmada kullantlan laktik asit bakterilerinin birbideri
L. sake SI2L 6.40 660 ile simbiotik ve antagonistik etkileri Cizelge 3,4,5 ve 6'da veril-
I sake SITL 6.50 720 migtir. Tim L. plantarum suglann L. sake S12L, P. pentosace-
T sake S20L 580 730 us ASP ve B18P (zerinde inhibisyon etkilerinin olmadigi gbz-
P oerevicias CEP 210 700 lenmigtir, L. pfantarum suglanindan yalmz bir adet sugun P. ce-
P cerevicie C11P 220 500 revisiae C6P lizerinde inhibisyon etkisinin olmadif.goriiimig-
P cerevicine C15P ™ 590 tr (Qi;elge 3). L. pfantarum suglarinin diger test edilen laktik
oo CaIP 0 500 asit bakterileri Uizerinde inhibisyon etkileri farklh bulunmugtur.
P pentosavens A9 A =10 L. sake suglanimin lakiik asit bakterileri Gizerinde inhibis-
P pentosacens BAP 430 00 yon etkileri Cizelge 4'de verilmigtir. Tim L. sake suglannin L.
plantarum C2L ve F. pentosaceus ASP ve B18P suglan Gzerin-
‘;‘i ::;mcm 2?:;? 2'?2 2'2 de inhibisyon etkilerinin bulunmadigi tespit edilmigtir. Tam susg-
. OSaceus . .

lar, P. cerevisiae suglanni farkh derecelerde inhibe etmistir,

P. pentosaceus suglanmn laktik asit bakterileri {izerinde inhibisyon etkileri Gizelge 5'de gésterilmigtir. TGm sug-
lar, L. pfantarum C2L, L. sake $12L {izerinde inhibisyon etkilerinin bulunmadif: tespit edilmigtir. P. cerevisiae suglan-
nin laktik asit bakterileri (zerinde inhibisiyon etkileri Gizelge 6'da verilmigtir. Tiim suglar, L. plantarum B23L ve C2L, L.
sake S12L, S17L ve S20L, P. pentosaceus B18P lizerinde inhibisyon etkilerinin bulunmadigy belidenmigtir,
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" Cizelge 3. L. plantarum Suglarmn Starter Bakterileri Uzerine Genel Inhibisyon Etkileri (Zon Yar1 Cap1, mm).

Suglar ' Starter Bakterileri

L. sake. P. pentosaceus P. cerevisiae

S7L | S12L | S17L; S20L | A9P | B4P | BSP | BISP|C6P | CIIP | Ci15P| C2IP
L.plantarum | 4.10 | 0.00 | 350 | 3.80 | 000 | 420 | 450 | 0.00 |000 | 460 | 460 | 570
B23L
L.plantarum | 430 | 0.00 | 400 {370 | 0.00 | 400 | 430 000 [3.20 | 440 | 4.00 | 440
C2L
L. pilantarum | 000 | 0.00 | 000 {000 [ 060 [ 370 { 390§ 060 | 000 | 400 | 360 | 400
Cl0L
L. piantarum | 320 | 000 } 000 | 0.00 | 0.00 | 410 [ 400 000 {000 ; 430 | 3.00 | 430
C23L

Cizelge 4. L. sake Suglarinin Starter Bakterileri Uzerine Genel Inhibisyon Etkileri (Zon Yar: Capi, mm).

Suglar Starter Bakterileri
L. plantarum P. pemosaceus P. cerevisiae

B23L| C2L | CIOL|C23L| A9P { B4P | B3P | BISP|C6P | CLIP | CI15P| C2iP
L. sake 440 |000 | 500 |560 | 000 | 480 | 490 | 0.00 |510 | 5.60 500 | 570
STL .
L. sake 460 [000 | 520 [590 | 0.00 | 510 | 500 | 000 |520 | 590 | 5.10 | 5%0
S12L
L. sake 470 | 000 | 530 |470 | 000 { 470 | 450 | 0.00 [5.00 | 4.70 520 | 550
17L
L. sake 480 {000 | 530 [490 | 000 | 430 | 450 | 000 |500 | 490 | 530 | 570
S20L

Cizelge 5. P, pentosaceus Suglarinm Starter Bakterileri Uzerine Genel Inhibisyon Etkileri (Zon Yar: Capt, mm).

Suglar Starter Bakterileri

L. plantarum P. sake P. cerevisiae
B23L | C2L | C10L | C23L| S7L | Si12L| S17L} S20L | C6P | ClIP | Ci5P| C21P
P. peniosaceus | 2.10 | 000 | 220 |2.00 | 1.50 | 000 | 1.20] 110 | 130 | 3.00 280 | 320

AP .

P. pentosaceus | 0.00 1000 | 2.10 [ 000 | 000 | 000 | 0.00| 060 {000 | 000 | 0.00 | 000
B4P

P. pentosaceus { 000 {0.00 | 180 |0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00| 000 [0.00 | 270 | 000 | 260
BSP -

P.pentosaceus | 200 (000 | 190 [220 | 000 | 000 | 100| 130 |000 | 200 | 000 | 2.00
B18P
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Cizelge 6. P. cerevicize Suglarinin Starter Bakterileri Uzerine Genel Inhibisyon Etkileri (Zon Yari Capi, mm).

Suglar Starter Bakterileri
L. plantarum P.sake P. pentosaceus

B23L| C2L | CIOL|C23L| S7L | Si2L | SI7L | S20L| A9P | B4P | BSP | BIBP
P.cereviciae | 0.00 {000 | 1.70 | 130 | 1.20 | 0.00 {000 | 000 | 120 | 250 | 230 | 0.00
CoP
P.cereviciae | 0.00 [0.00 | 000 |000 | 0.00 | 000 {000 | 000 | 000 | 150 | 2.00 | 0.00
cnp
P.cerevicize | 0.00 | 000 {140 }140 | 100 | 0.00 [0.00 | 000 | 000 | 240 | 240 [ 0.00
Ci5p
P.cerevicize | 0.00 | 0.00 [ 0.00 ;000 [ 000 [ 000 (000 | 0.00 | 0.00 | 1.00 190 | 0.00
cp

TARTISMA

GCalismada kullanilan L. plantarum ve L. sake suglannin ortalama laktik asit Gretimleri benzerlik goster-
migtir. L. plantarum suglanmin ortalama laktik {retimleri %0.68 tespit edilitken, L. sake suglarinda bu deger
%0.66 bulunmusgtur (Gizelge 1). VIGNOLA ve ark., (1988), sucuklardan izcle ettikleri L. plantarum suglarinin
laktik asit {iretimleri % 1.40n Gstdnde, % 0.70-1.40 arasinda ve % 0.7'nin altinda olmak zere G¢ grup altinda
toplamiglardir. Caligmamizda, L. plantarum suglannin lakdik asit dretimleri onta derecede bulunmugtur.

P. cerevisiae ve P. pentosaceus suglarnni ortatamna laktik asit Gretimleri sirasi ile, % 0.16 ve % 0.62
olarak bulunmusgtur. Bu bakterilerin de ortalama laktik asit Gretimleri benzerlik gbstermistir (Cizelge 1). Genel-
likle, Lactobacilius kiltUrlerinin olusturdugu laktik asit miktartarinin, Pediococcus’iardan daha fazla oldugu goz-
lenmigtir.

L. plantarum suglannin ortalama H,0, dretimleri 2.09 ug/m! bulunurken, L. sake suglarinda bu deger
1.94 pug/mi olarak saptanmigtir. L. plantarum suglannin hidrojen peroksit Gretimleri, L. sake suglarindan daha
fazla oldugu gdzlenmigtir. RACCACH ve BAKER (1978), ¢aligmalarinda L. plantarumiun 0.85 pg/mi hidrojen
peroksit drettigini bildirmiglerdir. Gahsmamizda, L. plantarum suglanmn H,Q, Gretimleri aragtincinin bulgu-
sundan daha fazla oldugunu gérdimistar.

P. ceravisiae ve P. pentosaceus suglarimin H,O,, Gretimleri benzerlik gbstermis ve ortalama H,0,, ire-
timleri Lastobacifluslardan daha az bulunmugstur. REINHEIMER ve ark., (1990}, laktik asit bakterilerinin farkl
miktarda hidrojen peroksid Grettiklerini, Gretimin oksijen oksidoredilktaz aktivitesine bagil oldugu bildimmiglerdir.

Fermente et {irinlerinde bazi starter kiltir niteligindeki bakteriler tarafindan Gretilen hidrojen peroksit,
etlerde hosa gitmeyen renk, tat ve koku olugturmas) nedeni ite arzu edilmeyen bir Grindlr. Ancak, hidrojen
peroksitin birgok patojen ve patojen olmayan mikroorganizma lzerinde antimikrobiyal aktivitesinin varligi da
aragtiricilar tarafindan gosterilmigtir (GILLILAND, 1986; REINHEIMER ve ark., 1990).

Starter kiiltdrlerin en &nemli iglevieri etlerin fermantasyon olaytan sirasinda etin mikroflorasinda bulu-
nan baz gida kaynakll patojen ve patojen olmayan kontaminant bakterilere kargi antimikrobiyal etki gster-
meleridir. Starter bakterilerin antimikrobiyal aktiviteleri, metabolik aktiviteleri sonucunda trettikleri laktik asit,
H,0,, H,S vb. gibl metabolitler veya dogrudan bakterilerin tiir veya suglara 6zgl olarak Grettikleri bakteriosin
gibi maddelerdir (KNAUF ve HAMMES, 1694; LEWUS ve ark., 1991).

Gida kaynakh kontaminant bakterilerin sucuk gibi Grinlerde istenmeyen koku, gaz olugumuna ve prote-
olize sebep verdidi bildirilmigtir (GILLILAND, 1986).

Cizeige 2'den gorildiigi gibi suglarin gida kaynakl kontaminant P. fluorescens ve E. aerogenes bakte-
riteri {izerinde antimikrobiyal etkinliklerinin cldugu ve bu etkinin taktik asit ve dier metabolitlerden ileri geldigi
anlagilmigtir. Genellikle, Lactobacillus'larin bu iki test bakterisi (zerinde antimikrobiyal etkileri Pediocac-
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cug'lardan daha fazla bulunmugtur. L. pfantarum B23L susu, diger denenen tim suglar arasinda test bakterile-
ri Gzerinde en yiksek inhibisyon etkisini gdstermigtir (Gizelge, 2). Bu susun Grettigi laktik asit ve hidrojen pe-
roksit miktarlar) en yliksek dizeyde bulunmugtur,

Galigmada, starter klltir nitelijinde olan laktik asit bakterilerin birbirleri izerine olan etkileri aragtiril-
migtir. GEISEN ve ark., (1892), fermente et {iriinlerin Gretiminde kullanilacak olan kombine starter kitiirle-
rin segiminde, kiltirlerin birbirleri ile simbiyotik iliski gostermesinin gerektigini bildirmiglerdir. Galigmamizda,
starter kaltir niteligindeki laktik asit bakterilerinin birbirleri Gzerindeki etkileri farkl butunmustur (Cizelge
3,4,5,6). Galigmada, 92 adet (% 60) kiltdr filtratinin test edilen faktik asit bakterileri Gzerinde inhibisyonun
etkilerinin olmadigi gdzlenirken, diger 60 adet (% 40) kitir filtratinin laktik asit bakterileri (izerinde inhibisi-
yon etkisi tespit edilmigtir. Inhibisyon &zelligi géstermeyen kombinasyonlarin sucuk tretiminde kullanilabile-
cegdi duglinGimiigtdr,

Araghirma sonuglan degerlendirildiginde, Lactobaciffus killtirlerinin Pediococcus'lardan daha fazla lak-
fik asit ve hidrojen peroksit Urettikleri ve denenen gida kaynakl) test bakteriteri Gzerinde inhibisiyon etkilerinin
daha fazla oldugju tespit edilmigtir. Ayrica, caligmada yiiksek metabolik Uriin sentezleyen, gida kaynakh kon-
taminant bakteriler Gizerinde antimikrobiyal akfivitesi yiiksek olup ve birbirleri ile simbiyotik galigma dzelligi gds-
teren suglarin seleksiyonlan gergeklegtiriimistir. Daha sonraki galigmalarda segilen suglar arasinda uygun
kombinasyonlar gergeklestirilerek starter olma durumlan incelenecektir.
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