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FERMENTE SUCUKLARDAN IZOLE EDILEN Pediococcus pentosaceus
SUSLARININ BAZI METABOLIK VE ANTIMIKROBIYAL
AKTIVITELERI UZERINE CALISMALAR

Ozlem Turgay ERDOGRUL*  Omer CETIN**
Ozer ERGUN**

Studies on metabolic and antimicrobial activities of some

Pediococcus pentosaceus isolated from fermented sausage

Summary: Total of 34 Pediococci were isolated from 7 different sausage samples from different re-
tailers in Kahramanmarag and the identification results showed that 4 (11.7%) isolates were Pediococcus pen-
tosaceus. The amounts of lactic acid and H,0, produced by the strains were in ranges 0.11-0.32% and 0.41-

0.81 pg/ml.

The inhibitory effects of the bacteriocins and for bactericin-like substances in the Pediococcus pento-
saceus strains were determined on Bacillus brevis FMC 3, Bacillus megaterium DSM 32, Bacillus subtilis IMG
22, Micrococcus luteus LA 2971, Mycobacterium smegmatus RUT, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Yer-
sinia enterocolitica Q:3 P 41797, using the agar diffusion method.

The results showed that strains produced different amounts of metabolic compounds and showed in-
hibition effect against Staphylococcus aureus ATCC 25923,

Ozet: Kahramanmarag piyasasinda satilan 7 adet degisik marka sucuk 6meginden Pediococcus cinsi-
ne ait toplam 34 tiir bakteri izole edilmigtir ve identifikasyon sonuglan bunlardan 4 tanesinin (%11.7) Pedi-
ococceus pentosacens olduunu gostermistir. Identifiye edilen suslarin olugturduklari laktik asit miktarlan
% 0.11-0.32 diizeyinde belirlenirken, HyO, miktarlari 0.41-0.81 mg/ ml arasinda tespit edilmistir.

Suglanin genel inhibisyon etkileri ile bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri maddelerden kaynakla-
nan inhibisyon etkileri bazi gida kaynakli bakterilerin iizerinde Bacillus brevis FMC 3, Bacillus megaterium
DSM 32, Bacillus subtilis IMG 22, Micrococcus luteus LA 2971, Mycobacterium smegmatus RUT, Staphy-
lococcus aureus ATCC 25923, Yersinia enterocolitica 0:3 P 41797 suslan iizerinde agar diflizyon yontemi ile
belirlenmisgtir.
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Aragtirma sonuglan Pediococcus pentosacens suglanmn degisik miktarlarda asit ve H,0, iirettigi ve
kullandigimiz test bakterilerinden Staphvlococcus aureus ATCC 25923’e inhibisyon etkilerinin oldugu tespit
edilmigtir

Giris

Ulkemizde fermente et iiriinleri iiretiminin énemli boliimiinii fermente sucuklar
olusturmakta ve et iiriinleri icindeki pay1 %42’ye kadar ¢ikmaktadir (1). Geligmis iilke-
lerde fermente et tiriinleri iiretimi entegre tesislerde yapildig: gibi, iiretimde starter kiil-
tiir kullanilmaktadir. Starter kiilttirlerin kullamimlar ile, standart ve kaliteli iiriinler elde
edilmektedir, Et iiriinlerinde son 25 yildir 6zellikle de son 10 yildir starter kiiltiirler yo-
gun bir sekilde kullanilmaktadir (6). Bu triinlerin iiretiminde kullanilan starter kiiltiirler;
Lactobacillus plantarum, L. sake, L. curvatus, Pediococcus acidilactici ve P. pentosace-
us'un uygun kombinasyonlarini icerir (2, 9). Laktik kiiltiirlerin diginda starter kiiltiir ola-
rak Micrococcus ve Staphylococcus cinsi bakteriler de kullamilmaktadir (2, 19).

Starter kiiltiirlerin seciminde bazi nemli kriterler bulunmaktadir. Bu kiiltiirlerin
kullanildiklar iiriinlerde gok hizli ve uyum igerisinde, iiriinlin dogal mikroflorasini ve
kalitesini bozmayacak, insan saghgini tehdit etmeyecek sekilde islev gostermeleri gerek-
mektedir. Ayrica starter kiiltiirler patojen ve toksik olmamali, antibiyotik iiretmemeli,
histamin ve hidrojen siilfiir gibi aminleri indirgemelidir (2). Laktik asit bakterilerinin an-
tagonistik etkileri onlarin birbirinden farkli birkag biyokimyasal 6zelligine baglanmak-
tadir. Laktik asit bakterilerinin cogu karbonhidratlardan laktik asit ve asetik asit gibi or-
ganik asitleri iiretebilmektedir. Gida kaynakli patojen olan veya olmayan kontaminant-
larin bilyiik bir kism1 bu asitlere ve dolayisiyla diisiik pH degerlerine kars: hassastir (14,
16). Ayrica laktik asit bakterileri tarafindan mikroaerofilik sartlarda tiretilen H,O, de bir-
cok mikroorganizma lizerine inhibitor etki gosterebilmektedir (12, 14). Ayrica, laktik asit
bakterilerinin antagonistik etkisinde diasetil’in (10, 14) ve CO,’in etkili olabilecegi be-
lirtilmigtir (15). Laktik asit bakterilerinin antagonistik aktivitelerinin mekanizmalar
hakkinda son yillarda iizerinde en fazla durulan bir diger nokta da, bazi laktik asit bak-
terileri tarafindan iiretilen bakteriyosin ve/veya bakteriyosin benzeri bilesiklerdir (10,
12, 14). Baz:1 Pediococcus bakterilerin pediosin olarak adlandirilan bakteriyosin iirettigi,
bu maddenin protein yapisinda oldugu ve gida kaynakli patojen ve spor olusturan bak-
teriler ile kendi tiirlerine yakin bakterilerin de {iremelerini inhibe ettigi bircok ¢aligmada
gosterilmigtir (4, 5, 17).

Bu aragtirmanin amaci, piyasada satiga sunulan birgcok farkli markadaki sucuklar-
dan P. pentosaceus suslarim izole etmek ve olusturduklart bazi metabolik iiriinleri ve
bunlarin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemektedir.

Materyal ve Metot

Bu galigmada Kahramanmarag piyasasinda firetilen ve satisa sunulan 7 degisik
markadaki fermente sucuk drnekleri kullanilmigtir.
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Orneklerden Pediococcus sp. bakterilerini izole etmek amaciyla 10 gram alinip
90 ml steril fizyolojik suda mikserle iyice karigtirilmistir. Her bir rnekten uygun diliis-
yonlar hazirlanip Elliker Agar (Difco) besiyerine yayma plak yontemiyle ekimler yapil-
mig ve plaklar 37 °C’de 72 saat inkiibe edilmigtir. Besiyerinde iireyen beyaz-seffaf-gri
renkli koloniler Elliker siv1 besiyerine agilanarak aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiirler mik-
roskobik olarak incelenmis, ¢ift ve tetrat seklindeki bakteriler % 10’luk litmuslu siite eki-
lerek 1.5 ml’lik Eppendrof tiipleri icerisinde —20°C’de muhafazaya alinmistir (2, 20).

Bakterilerin Idendifikasyonlar:

Izole edilen bakterilerin idenfikasyonlarinda, bakterilerin morfolojik 6zellikleri
belirlenmis ve biyokimyasal testlerden yararlamlmistir. Pediococcus bakterilerini diger
bakteri gruplarindan ayirmak i¢in anahtar testler olarak; izolatlarin tetrat seklindeki mor-
folojik gekillerine, hareketsizlik ve spor olusturma durumlarina, gram ve katalaz reaksi-
yonlarina bakildig1 gibi kat1 besiyerindeki kolonilerin beyaz-seffaf-gri sekli ve yapilan
da incelenmistir. Ayrica, izolatlarin homofermantatif olmalar1 ve arjininden amonyak
olusturmalar1 test edilmistir. Bu testler sonucu Pediococcus bakterileri diger bakteri
gruplanindan aynlmistir. Pediococcus pentosaceus suglarim dier Pediococcus’lardan
ayirmak icin, P. pentosaceus’un gostermis oldugu fizyolojik ve biyokimyasal dzellikle-
rinden yararlamlnugtir. Bakterilerin biitiin tammlama testleri ve degerlendirmeleri genel
identifikasyon yontemleri kullanilarak gerceklestirilmistir (3).

Suslarin Asit Uretiminin Belirlenmesi

Suslarin olugturdugu asit miktarlarn %10’luk yagsiz siit tozunda (Skim Milk) be-
lirlenmistir. Aktif kiltiirlerden %2 oraninda besiyerine asilanip, 37°C’de 24 saat inkii-
basyona birakilmig ve siire bitiminde suglarin asit iiretim oranlan 0.1 N NaOH ile titras-
yon yapilarak saptanmustir (21).

Suglarin Hidrojen Peroksit Uretiminin Belirlenmesi

Aktif kiiltiirler %2 oraninda Elliker Broth besiyerine inokiile edilip, 37°C’de 24
saat inokiile edilmistir. Suglarin olugturdugu hidrojen peroksit (H,0O,) miktarlari Speki-
rofotometrik yontemle 400 nm’de pg/ml olarak tespit edilmigtir (22).

Suglarin Test Bakterileri Uzerinde Inhibisyon Etkilerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan, Bacillus brevis FMC 3, Bacillus megaterium DSM 32, Ba-
cillus subtilis IMG 22, Micrococcus luteus LA 2971, Mycobacterium smegmatus RUT,
Staphylococeus aureus ATCC 25923, Yersinia enterocolitica, O:3 P 41797, Pediococcus
pentosaceus suglarimin indikator bakteriler lizerine olan genel inhibisyon etkileri agar di-
fiizyon yontemi ile belirlenmistir. Aktif Pediococcus suslan 10 mI'lik yagsiz siit tozun-
dan (%10) hazirlanan besiyerine %2 oraninda inokiile edilip, 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon bitiminde besiyeri 5000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilip, berrak
kisim 0.45 ym’lik membran filtreden siiziilmiigtiir.

Test bakterileri Nutrient Broth ve P. pentosaceus suglan Elliker Broth’da aktifles-
tirilmistir. Pediococcus suglarimin inhibisyon etkisini test etmek icin indikator bakteri

igeren agarl besiyerine agitmig kuyucuklara 100 pl kiiltiiriimiizden doldurulmus ve
37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir (18).
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Bakteriyosin ve Benzeri Maddelerin Etkisinin Belirlenmesi

izole edilen Pediococcus suglarimin bakteriyosin iiretimleri oksijensiz ortamda
tespit edilip, %0.02 seker iceren Elliker Broth besiyerine %2 oraninda Pediococcus pen-
tosaceus kiiltiirii inokiile edilip 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon bitiminde
kiiltiiriin pH’s1 6,5"e ayarlanmugtir. Daha sonra 16.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilip,
1/5 oranini da 5 nM sodyum fosfatla, pH 6 da yikanmistir. Daha sonra pH 2'de 0.1 M
steril NaCl ile igleme tabi tutularak 4°C’de 2 saat karigtirilmig ve 29.000 rpm de 20 da-
kika santrifiij edilmistir. Hiicreler pH 5’de, 5 mM sodyum fosfat iglemine tabi tutulmus
(11) ve elde edilen siipernatantin test bakterileri iizerine olan inhibisyon etkisi daha 6n-
ce agtklanan genel inhibisyon ydntemine gore tespit edilmisgtir (18),

Bulgular

Calismada fermente sucuklardan toplam 34 adet Pediococcus cinsi izole edilmis-
tir. identifikasyon analizleri neticesinde 4’iiniin (%11.7) Pediococcus pentosaceus oldu-
gu tespit edilmistir. P. pentosaceus suslarinin asit, hidrojen peroksit ve hidrojen siilfiir
liretimleri gozlenmistir. Suglarin asit miktarlar: 0.11-0.32 arasinda bulunmustur. Bu sus-
larin hidrojen peroksit miktarlar 0.41-0.81 (pg/ml) arasinda tespit edilmis olup bulgu-
lar Cizelge 1°de gosterilmigtir.

Cizelge 1. Pediococcus pentosaceus suglanmn olusturdugu laktik asit, H,0, miktarlar:

Sus No % Asitlik H,05 (ng/ml)
Pediococcus pentosaceus | 0.11 0.53
Pediococcus pentosaceus 2 0.14 041
Pediococcus pentosaceus 3 0.32 0.81
Pediococcus pentosaceus 4 0.29 0.80

P. pentosaceus suslarinin test bakterileri iizerine olan genel inhibisyon etkisi sa-
dece Staphylococcus aureus ATCC 25923’a kars1 (1 cm) gdzlenmis olup bulgular Cizel-
ge 2°de gosterilmigtir.

Tartisma ve Sonug

Etlerin fermente olmas: sirasinda starter kiiltiirlerin en 6nemli islevlerinden biri,
etin mikroflorasinda bulunan baz1 gida kaynakh patojen ve kontaminant bakterilere kar-
s1 antimikrobiyal etki gostermesidir. Starter bakterilerin antimikrobiyal aktiviteleri, me-
tabolitlerden kaynaklanmaktadir. Starter kiiltiirlerin olusturduklari antimikrobiyal etki
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Cizelge 2. Pediococcus pentosaceus suglannin olugturdugu inhibisyon etkileri (¢ap/mm)

Sug No B.brevis B. megaterium B. subtilis Mic. luteus Myco.smegmatus . aureus  Y.enterocolitica

1 = = - s & x e

2 " = & o = = =

3 = = = - - 10 -

4 = — = = = = =

gosteren metabolitler; laktik asit, H,O,, H,S, vb maddeler ve bakteriyosin ve benzeri
maddelerdir (14).

Fermente et iirlinlerinde baz: starter kiiltiir bakterileri tarafindan iiretilen hidrojen
peroksit, etlerde hosa gitmeyen renk, tat ve koku olugturmasi nedeniyle arzu edilmeyen
bir iiriindiir. Ancak hidrojen peroksidin birgok patojen ve patojen olmayan mikroorga-
nizma lizerine antimikrobiyal etkisinin varlid1 ¢esitli arastiricilar tarafindan gosterilmis-
tir (7, 8). Bu galismada da P. pentosaceus suglarinin H,O, tiretimleri 0.41-0.81 pg/ml bu-

lunmustur.

Bu caligmada P. pentosaceus suglarinin bakteriyosin ve benzeri madde tiretimle-
ri incelenmistir. Elde edilen sonuglardan, bir susun test bakterilerinden Staphylococcus
aureus lzerinde etkili oldugu gozlenmigtir. Bir ¢aligmada 16 adet farkli Pediococcus
bakterisinden yalniz iki adetinin (Bac+), digerlerinin (Bac-) oldugu bildirilirken bakteri-
yosin iireten laktik asit bakterilerinin sucuk gibi fermente et tiriinlerinin tiretiminde kul-
lanilmas: ile mikrobiyolojik agidan daha giivenilir iiriinler elde etmenin miimkiin olabi-
lecegi bildirilmistir (13).

Aragtirmalarin sonuglart degerlendirildiginde, P. pentosaceus suglarinin genelde
orta derecede laktik asit iirettikleri hidrojen peroksit iiretimlerinin diisiik oldugu bulun-
mustur. Suglarin, patojen ve patojen olmayan kontaminantlar bakteriler tizerine olan an-
tagonistik etkilerinin ise farkl: derecelerde oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligma ile, iilke-
mizdeki sucuklarin P. pentosaceus suglan yoniinden durumlan incelenmistir. Bulgular,
fermente et iirtinleri iiretiminde denenmekte olan P. pentosaceus suglarinin starter kiiltiir
olarak kullanimu iizerinde ileride yapilacak gesitli calismalara bir katk: saglayabilecek-
tir.
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