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Araştırma

ÖZET

Amaç: On üç farklı ekmeklik undan izole edilen, 20 
Bacillus spp. izolatının sünme etkeni olup, olmadıkları ve 
bu izolatlar üzerine probiyotik özellikte olan Lactobacillus 
rhamnosus’un, inhibisyon etkisinin araştırılması amaç-
lanmıştır.

Gereç ve Yöntem:  İnhibisyon etki invitro olarak 
L. rhamnosus’a ait 24 ve 48 saatlik hücre ve kültür üst 
sıvısında, agar difüzyon ve sıvı ortamda incelenmiştir. 
Ayrıca L. rhamnosus’un Bacillus subtilis üzerine antibak-
teriyel etkisi ekmeklik undan elde edilen hamurda incelen-
miştir.

Bulgular: L. rhamnosus’un Bacillus spp. üzerine inhibis-
yon etkisi sıvı ortamda, 20 izolattan 6 tanesinde gözlenmiş-
tir. Agar difüzyon metodu ile belirlenen yöntemde, 24 
saatlik inkübasyon sonunda L. rhamnosus kültür üst sıvısı-
na 6 Bacillus sp. izolatı, L. rhamnosus hücrelerin ise 5 
Bacillus sp. izolatı direnç göstermiştir. Kültür üst sıvısının 
48 saatlik inkübasyonunda direnç gösteren izolat sayısı 
aynı kalırken, hücrede ise izolatların hepsi duyarlı olmuş-
tur. B. subtilis ilave edilen hamurda 24 saat sonunda 
B. subtilis sayısı, 1.3x104 kob/g’dan >1x109 kob/g’a yükse-
lirken, B. subtilis ve L. rhamnosus ile beraber yapılan 
ekimde 24 saat sonucunda 2.9x104 kob/g olarak bulunmuş-
tur. Araştırmada kullanılan unlardan yapılan rope sayımın-
da, en fazla kontaminasyon, fırınlarından alınan unlarda 
gözlenirken, en az kontaminasyon organik unlarda gözlen-
miştir.

Sonuç: L. rhamnosus’un rope etkeni olan Bacillus spp. 
üzerine inhibisyon etkisi agar difüzyon, sıvı ortamda ve 
hamurda gözlenmiştir. Böylece insan sağlığına zararlı 
kimyasal koruyucuların yerine, insan sağlığına yararlı 
probiyotik biyokoruyucuların kullanabileceğini göster-
miştir. 

Anahtar kelimeler: Lactobacillus rhamnosus, Bacillus spp., 
rop sporu

SUMMARY

The Inhibitory Effect of Lactobacillus rhamnosus on 
Bacillus Genus as Rope Disease Agent, in Flour Medium

Objective: In this study, 20 Bacillus spp. isolates, which 
have been isolated from 13 different bread flour, whether 
they were rope factor has been aimed to investigate and 
then inhibitory effect of Lactobacillus rhamnosus, which 
have probiotic properties, has been aimed to examine on 
the Bacillus isolates.

Materials and Methods: The inhibitory effect of L. rhamno-
sus on Bacillus spp. was investigated in vitro both in agar 
diffusion and in liquid medium using the cell and superna-
tant of 24-hour and 48-hour L. rhamnosus culture. In 
addition, antibacterial influence of L. rhamnosus on Bacillus 
subtilis was tested in bread dough.

Results: The inhibitory effect of L. rhamnosus on Bacillus 
spp. was detected in 6 of the 20 Bacillus isolates in liquid 
medium. The results obtained by the agar diffusion method 
revealed that 6 Bacillus sp. isolates showed resistance to 
the supernatant of L. rhamnosus and 5 Bacillus sp. isolates 
showed resistance to L. rhamnosus cell at the end of 
24-hour-incubation. Standing isolates remained the same 
and all isolates in cell were susceptible at the end of 
48-hour-incubation with the supernatant. The amount of 
B. subtilis was raised from 1.3x104 CFU/g to 1x109 CFU/g 
in the B. subtilis added dough. However, the number of 
B. subtilis was 2.9x104 CFU/g at the end of 24 hours in 
L. rhamnosus simultaneously added dough. During the 
counting of rope in flour, which has been used in study, 
maximum contamination was seen in oven flour, minimum 
contamination also was seen in organic flour. 

Conclusion: The inhibitory effect of L. rhamnosus to the 
rope agent Bacillus spp. was observed in agar diffusion, 
liquid medium and the dough. The results of this study 
emphasized the use of probiotic bio-protects beneficial for 
human health as additives in bread instead of the use of 
harmful chemicals as additives.

Key words: Lactobacillus rhamnosus, Bacillus spp., rope 
spor
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GİRİŞ

Un kaynaklı birçok fiziksel, kimyasal ve biyolo-
jik sorunlar, önemli ekonomik kayıplara neden 
olmaktadır. Gerek, ekmek ve gerekse diğer fırın 
ürünleri, 0.96–0.98 gibi yüksek su aktivitesi ve 
5.2–5.8 pH değerine sahip olmaları nedeniyle, 
mikroorganizma gelişmesi için uygun ortamlar 
oluşturmaktadırlar. Bu ürünlerde, sıklıkla karşı-
laşılan sorunların başında, küf kontaminasyonu 
ve sünme (rope) oluşumu gelmektedir(1).

Ekmeklerde meydana gelen ve özellikle yaz 
aylarında ortaya çıkan sünme hastalığı, bazı 
sporlu bakteriler tarafından gerçekleştirilen ve 
özellikle sıcak ve nem oranı yüksek olan yaz 
aylarında önemli bir sorundur. Bu bakterilerin 
oluşturduğu sporlar, ekmeklerin fırında pişiril-
mesi sırasında, ekmek içi sıcaklığının 100°C’yi 
geçmemesinden dolayı, canlı kalmakta ve ekmek 
içinin yaklaşık 40°C’ye soğumasından sonra, 
tekrar vejetatif hâle dönerek, hızla çoğalmakta-
dırlar(2).

Sünme, üründe genellikle sporlarının ısıya daha 
dirençli olmasından dolayı başta, Bacillus 
mesentericus olmak üzere, birçok Bacillus türle-
rinin üründe gelişmesiyle ortaya çıkmaktadır(1,3). 
Bu türler B. subtilis, B. licheniformis, B. megaterium, 
B. pumilus ve B. cereus’dur(4-7). B. subtilis spor-
larına, unda ve ender olarak da ekmek yapımın-
da kullanılan mayada rastlanmaktadır(1).

Bacillus cinsi bakteriler, genelde toprak kökenli-
dirler. Hasat öncesi ve sonrası buğday tanesinin 
dış kısmında bulunmaktadırlar. Bu bakterilerin 
sporları, özellikle büyük somun ekmeklerinin 
orta noktalarındaki pişirme sıcaklığına dayana-
bilmektedir. Ekmekler soğutulduktan sonra, 
çimlenerek 0.95 su aktivitesi düzeyinde kolayca 
gelişebilmektedir. Pişirme sonucu, ortamda 
kalan spor sayısı, başlangıçtaki spor sayısına ve 
pişirme koşullarına bağlı olup, ılıman iklimler-
de, doğal ve katkı ilave edilmeyen ekmeklerde, 

daha yüksek sayılarda olmaktadır(8).

İyi temizlenmemiş buğdaylardan elde edilen 
unların, değirmenlerde unun elde edilmesi ve 
depolanması sırasında, bu bakterilerle kontami-
ne olma riski yüksek olmaktadır. Ayrıca, ekmek 
yapımında kullanılan un, maya gibi katkı mad-
deleri, su ve yetersiz hijyen koşullarından dolayı 
da, ekmeğe sünme sporlarının bulaşması söz 
konusu olabilmektedir(9).

Patojenlerin inhibisyonunda kullanılan ısıl işlem 
uygulaması, katkı maddelerinin kullanımı gibi 
klasik yöntemlerin yanı sıra modern işleme ve 
koruma yöntemleri geliştirilmiş olmasına rağ-
men, özellikle son yıllarda tüketicilerin doğal ve 
katkısız ürünlere gösterdikleri talebi artmıştır. 
Bu amaçla kullanılan biyokoruyucular arasında, 
probiyotik özellikteki laktik asit bakterilerinin 
yanı sıra ürettikleri metabolitleri kullanım alanı 
bulmaktadır.

Son yıllarda yapılan araştırmalar, Bacillus 
spp’nin bazı türlerinin gıdalarda çok ciddi bozul-
malara neden olduğunu göstermiştir. B. cereus’un 
psikrotrof serotipleri ile kontamine olan süt ve 
ürünlerinin, halk sağlığı açısından risk taşıdığı, 
kontamine süt ve ürünlerinin soğukta korunması 
sırasında, psikrotrof serotiplerin üreyerek toksin 
oluşturdukları bildirilmiştir(10). Bacillus cinsi 
bakterilerin gıdalarda, özellikle unlu mamuller-
de inhibisyonu amacıyla, kalsiyum propiyonat, 
asetik asit, propiyonik asit gibi kimyasallar 
kullanılmaktadır(5-12). 

Gıdalarda starter kültür olarak kullanılan laktik 
asit bakterileri (LAB), fermentatif metabolizma-
ları sonucunda laktik asit üreten, gram (+), bazı 
durumlarda pseudo-katalaz olmasına karşın, 
genelde katalaz(-), hareketsiz ve sporsuz bakte-
rilerdir. Tüm laktik asit bakterileri, anaerobik 
olarak gelişirler, ancak birçoğu fakültatif anae-
rob veya mikroaerofiliktirler(13). 
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Yapılan birçok çalışma, LAB’nin Bacillus spp. 
sporları üzerine inhibitör etkisinin, kimyasallar 
kadar etkili olduğunu göstermiştir(15,11,14-16). 
Lactobacillus rhamnosus’un farklı suşları bir-
çok probiyotik üründe uzun zamandır kullanıl-
maktadır. En iyi bilinen suşu ise L. rhamnosus 
GG’dir(17,18). L. rhamnosus’un bu özel suşunun 
birçok yararlı etkisi olduğu bilimsel olarak 
kanıtlanmıştır(19,20). 

Bu çalışmada, L. rhamnosus’un Bacillus spp. 
sporları üzerine inhibitör etkisinin; agar difüz-
yon, sıvı ortam ve ekmek hamuru içerisinde 
belirlemek ve hâlen ekmeklik unlarda sünme 
(rope) etkeni sporlara karşı ticari olarak kullanı-
lan antimikrobiyal maddelere alternatif olarak 
LAB’ın kullanma olanaklarının araştırılması 
amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmada kullanılan 3 adet organik, 2 adet 
durum ve 8 adet buğday unu örnekleri, 
Gaziantep’te bulunan bazı un ve ekmek fabrika-
ları ile marketlerden Temmuz ayında temin edil-
miştir. Ayrıca, hiçbir katkı maddesi kullanılma-
dan organik üretim yapan tesislerden de organik 
un temin edilmiştir. 

Araştırmada ayrıca, Ankara Üniversitesi Gıda 
Mühendisliği Mikrobiyoloji Laboratuvarı 
mikroorganizma koleksiyonundan temin edi-
len B. subtilis ile Danisco® (ABD)’dan temin 
edilen L. rhamnosus kültürü kullanılmıştır. 

L. rhamnosus, LAB içerisinde antibakteriyal etki 
gösteren fakültatif heterofermentatif (Grup II) özel-
likte olup, pentozları ve glukogonları fermente ede-
bilme yeteneğine sahiptir(21). Yapılan çalışmalara bu 
suşun, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, 
Shigella flexneri, Yersinia enterocolitica, 
Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae ve 
Enterococcus faecium gibi patojenlere karşı anti-
mikrobiyal etki gösterdiği bulunmuştur(22).

Un örneklerinden Bacillus cinsi bakterilerin 
izolasyonu. Ekmeklik un örneklerinden, 10 g 
tartılarak, 90 mL steril serum fizyolojik içerisi-
ne, aseptik koşullarda aktarılmıştır. Karıştırma 
işleminden sonra örnekler, su banyosunda 
65°C’de 60 dakika tutularak, vejetatif formları-
nın ölmesi ve ortamda bu bakterilerin sporlu 
formlarının kalması sağlanmıştır. Örneklerin, 
10-1’den 10-7’ye kadar seyreltmeleri yapılarak, 
yayma ekim yöntemiyle Nutrient agar (NA) 
besiyerine ekimleri gerçekleştirilmiştir. 30°C’de, 
5 gün, inkübasyona bırakılan petrilerde, gelişen 
koloniler değerlendirilerek, Bacillus şüpheli 
kolonilerden gram boyama, spor boyama ve 
katalaz testleri yapılmıştır. Gram (+), sporlu, 
katalaz pozitif izolatlar, saflaştırılarak, spor mor-
folojileri, 15 ve 45ºC’lerde hareket özellikleri ve 
kısaca IMVC (İndol, Metil kırmızısı, Voges 
Proskauer, Sitrat kullanımı) olarak bilinen tanım-
lama testleri uygulanarak, Bergey’s Manual of 
Systematic Bacteriology’de belirtilen sonuçlara 
göre Bacillus cinsi bakteri olup olmadıkları 
belirlenmiştir(24). 

Un örneklerinde sünme (rope) varlığının belir-
lenmesi. 50 g ekmelik un, 450 mL %0.1’lik 
peptonlu su içinde homojenize edilerek, 
10-1’lik dilüsyon hazırlanmıştır. Rope sporu 
sayımı için, 10-1’lik dilüsyon kaynar su banyo-
sunda, 30 dakika bekletilmiş ve bekleme süre-
since, her 5 dakika bir karıştırma işlemi uygu-
lanmıştır. Daha sonra, bu karışımdan, 10-2 ve 
10-3’lük dilüsyonlar hazırlanmıştır. Her üç 
dilüsyondan, içerisinde 10 mL steril glikoz 
tripton broth bulunan üç tüpe, 1’er mL ekim 
yapılmıştır. 30°C’de, 48 saat inkübe edilen 
tüplerden, yüzeyde zar oluşturanlar pozitif 
kabul edilerek örneklerin gramındaki sünme 
sayısı en olası sayı (EMS) tablosuna göre 
hesaplanmıştır(24).

L. rhamnosus’un Bacillus izolatları üzerine 
antibakteriyel etkisinin belirlenmesi. MRS 
Broth besiyerinde çoğaltılan L. rhamnosus, 
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mL’de 105 konsantrasyonda hücre olacak şekilde 
seyreltme işlemi yapıldıktan sonra, hücre süs-
pansiyonu, 5000 devir/dakika 10 dakika santri-
füj edilerek, hücre ve kültür üst sıvısını ayırma 
işlemi gerçekleştirilmiştir. Unlardan izole edilen 
ve nutrient agar besiyerinde geliştirilen Bacillus 
izolatlarından, bir koloni alınmış, içerisinde, 
nutrient broth besiyeri bulunan tüplere inoküle 
edilerek, 30°C de, 24 saat inkübasyona bırakıl-
mıştır. Daha sonra, seri seyreltmeler ile mL’de 
106 konsantrasyon hücre olacak şekilde, seyrelt-
me işlemi gerçekleştirilmiştir. Elde edilen 
Bacillus süspansiyonu, L. rhamnosus’un, agar 
kuyu difüzyon yöntemi ve sıvı ortamda, antibak-
teriyel etkisinin belirlenmesinde ön kültür olarak 
kullanılmıştır. 

Agar difüzyon yöntemi ile L. rhamnosus’un 
Bacillus izolatları üzerine antibakteriyel etki-
sinin belirlenmesi. Agar kuyu difüzyon yönte-
mi ile L. rhamnosus’un Bacillus izolatları üzeri-
ne antibakteriyel etkilerinin belirlenmesinde; 
106 konsantrasyondaki Bacillus izolatı, Plate 
Count Agar (PCA) besiyerine, dökme ekim yön-
temi ile ekilmiştir. Besiyeri üzerinde açılan 10 
mm’lik kuyucuklara, L. rhamnosus’a ait kültür 
üst sıvısı ve hücre süspansiyonu, ayrı plaklarda 
olmak üzere, 100’er µL eklenmiştir. Ayrıca, bir 
kuyucuğa da, yalnızca steril besiyeri ilave edile-
rek, kontrol olarak değerlendirilmiştir. 37°C’de 
24 ve 48 saatlik inkübasyondan sonra, kuyucuk 
etrafında oluşan zonların çapları ölçülerek, Tablo 
1’e göre, antibakteriyel etki olarak değerlendiril-
miştir(25).

Sıvı ortamda L. rhamnosus’un Bacillus izolat-
ları üzerine antibakteriyel etkisinin belirlen-
mesi. 106’lık konsantrasyonda, Bacillus izolatla-
rı içeren 10 mL’lik Nutrient broth besiyerine, 105 
konsantrasyonda L. rhamnosus hücre süspansi-
yonundan 1 mL ilave edilmiştir. Aynı deneme, 
L. rhamnosus’dan elde edilen kültür üst sıvısı 
için de (1 mL) uygulanmıştır. Kontrol örneği 
olarak, L. rhamnosus içermeyen, yalnızca 106 

konsantrasyonda Bacillus izolatı içeren, 10 mL 
nutrient broth kullanılmıştır. Her karışımdaki 
Bacillus canlı sayısını belirlemek için, PCA’ya 
dökme ekim yöntemi ile ekim yapılmıştır. Daha 
sonra tüm örnekler, 37°C’de 24 saat inkübe edil-
miş ve 24 saatlik inkübasyon sonrasında Bacillus 
sayımları gerçekleştirilmiştir(26,27).

Ekmek hamurunda L. rhamnosus’un, B. subtilis 
üzerine antibakteriyel etkisinin belirlenmesi, 
25 g steril ekmeklik una, 104 konsantrasyonda 
B. subtilis ve 104 konsantrasyonda L. rhamnosus 
içeren 5’er mL sıvı suspansiyonlar karıştırılarak 
(1/5 oranında), yumuşak kıvamlı hamur yapıl-
mıştır. Kontrol olarak, steril bir kapta, yalnızca 
106 konsantrasyonda, B. subtilis içeren süspan-
siyon, una ilave edilerek, hamur elde edilmiştir. 
Her iki karışımdan 10-3, 10-4 ve 10-5’lik dilüs-
yonlar hazırlanarak, dökme ekim yöntemi ile 
PCA’ya ekim yapılmıştır. Daha sonra hamurlar, 
37°C’de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. 
Yirmi dört saatlik inkübasyondan sonra, 
Bacillus sayımları gerçekleştirilmiştir. 

BULGULAR

Denemede kullanılan 13 un örneğinden 20 
Bacillus izolatı elde edilmiştir. Bu suşların 4’ü 
organik undan, 1’i durum buğday unundan, 15’i 
ise buğday unundan izole edilmiştir. İzolatların 
örneklere göre dağılımı Tablo 2’de verilmiştir. 

Un örneklerinde sünme etkeni olan rop sporu 
varlığı araştırılarak, sayım sonuçları, EMS tab-
losundan yararlanılarak değerlendirilmiştir. 

Tablo 1. İnhibisyon yeteneğinin değerlendirilmesinde kullanı-
lan Kirby-Bauer Disk difüzyon yönteminde zon çapları(28).

Zon çapı (mm)

Görülmedi
<10
10–14
15–19
>20

İnhibisyon aktivitesi

-
(+)

(++)
(+++)

(++++)

(-) Dirençli, (+): Az dirençli, (++): Orta hassas, (+++): Hassas, 
(++++): Çok hassas
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Tablo 3’te un örneklerinde belirlenen rope sporu 
sayıları verilmiştir.

Rope sayımı sonunda en fazla kontaminasyon 
fırınlardan alınan örneklerde tespit edilirken, en 
az kontaminasyon, organik unlarda tespit edil-
miştir. Forsythe ve Hayes, 1998’de yaptıkları 
çalışmada, uygun hijyenik koşullarda üretilme-
yen hamurlarda, yapım sırasında, sünme sporla-
rında artışlar olduğunu ve bu hamurlarla yapılan 
ekmeklerde de sünme hastalığı gözlendiğini 
belirtmişlerdir. Kontaminasyonun en fazla fırın-
larda olmasının nedeni olarak, unların fırınlara 
gelene kadar birçok aşamasından (üretim, paket-
leme, depolama, sevkiyat) geçmesi ve bu aşama-
lardan sonra fırınlarda üretim sırasında, unun 
kontaminasyona daha açık olması düşünülmek-
tedir.

Tablo 2. Bacillus izolatlarının elde edildiği un örnekleri.

Örnek

O1
O2
O3
ŞA-M
GÜ-P
Bİ-M
SÜ-F
SÖ-M
ÖZ-P
SÜD-F
GE-F
Tİ-F
BE-F

İzolat Sayısı

2
1
1
1
1
2
1
2
2
1
1
3
2

O1-1
O2-1
O3-1

ŞA-M-1
GÜ-P-1
Bİ-M-1
SÜ-F-1
SÖ-M-1
ÖZ-P-1

SÜD-F-1
GE-F-1
Tİ-F-1
BE-F-1

O1-2
-
-
-
-

Bİ-M-2
-

SÖ-M-2
ÖZ-P-2

-
-

Tİ-F-2
BE-F-2

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

Tİ-F-3
-

İzolat No

Tablo 3. Un örneklerinde belirlenen rope sporu sayım sonuçları

Örnek

Bİ-M
GE-F
BE-F
SÖ-M
O2
O1
O3
Tİ-F
SÜ-F
SÜD-F
ÖZ-P
ŞA-M
GÜ-P

ROPE 

40 EMS/g
150 EMS/g
90 EMS/g
90 EMS/g
90 EMS/g
90 EMS/g
95 EMS/g
95 EMS/g
250 EMS/g
90 EMS/g
450 EMS/g
450 EMS/g
450 EMS/g

L. rhamnosus’un, Bacillus izolatları üzerine 
inhibisyon etkisi, hem direkt hücre süspansiyo-
nu hem de kültür üst sıvısı kullanılarak, agar 
kuyu difüzyon yöntemi ile inkübasyonun, 24. ve 
48. saatlerinde belirlenmiş ve oluşan inhibisyon 
zonları mm cinsinden ölçülerek değerlendiril-
miştir (Tablo 4; Resim 1-4; Grafik 1, 2). 

Marketlerden alınan unlardan izole edilen beş 
Bacillus izolatıyla (Bİ-M–2, ŞA-M–1, Bİ-M–1, 
SÖ-M–2, SÖ-M–1) yapılan araştırmada, ilk 24 
saatte yalnızca bir izolat, (Bİ-M–1) hem kültür 
üst sıvısında hem de hücrede dirençli bulunur-
ken, aynı izolat, 48 saatlik inkübasyonun da 
yalnızca kültür üst sıvısına direnç göstermiştir.

Fırınlarından alınan unlardan izole edilen üç 
izolatın, (GÜ-P–1, ÖZ-P–1, ÖZ-P–2) yalnızca 
biri, (ÖZ-P–2) ilk 24 saatte hem kültür üst sıvı-
sına hem de hücrede dirençli bulunurken, aynı 
izolat, 48 saatlik inkübasyonun sonunda yalnız-
ca kültür üst sıvısına direnç göstermiştir. Organik 
unlardan alınan örneklerden elde edilen dört 

Tablo 4. L.rhamnosus’un Bacillus izolatları üzerine inhibisyon 
etkisi (Agar kuyu difüzyon yöntemi). 

Örnek

O1–1
O1–2
O2–1
O3–1
SÜ-F–1
GE-F–1
BE-F–1
Bİ-M–2
BE-F–2
ŞA-M–1
Bİ-M–1
SÖ-M–2
SÖ-M–1
GÜ-P–1
ÖZ-P–1
ÖZ-P–2
SÜD-F–1
Tİ-F–1
Tİ-F–2
Tİ-F–3

Kültür Üst Sıvısı

-
++++
++++
++++

-
-

++++
++++
++++
++++

-
++++
++++
++++
++++

-
++++

++
-

++

Hücre

-
++++
++++
++++

-
++++
++++
++++
++++
++++

-
++++
++++
++++
++++

-
++++

++
-

++

Kültür Üst Sıvısı

-
++++
++++
++++

-
++++
++++
++++
++++
++++

-
++++
++++
++++
++++

-
++++

-
-

++++

Hücre

++++
++++
++++
++++
++++
++++
++++
++++
++++
++++
++++
++++
++++
++++
++++
++++
++++
++++
++++
++++

24 Saat 48 Saat

İnkübasyon

(-) Dirençli, (+): Az dirençli, (++): Orta hassas, (+++): Hassas, 
(++++): Çok hassas
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izolattan, (O1–1, O1–2, O2–1, O3–1) yalnızca 
bir tanesinin, (O1–1) ilk 24 saatlik inkübasyon 
sonucunda, hem kültür üst sıvısına hem de hücre 
süspansiyonuna dirençli olduğu belirlenirken, 
aynı izolatın 48 saatlik inkübasyonu sonucu, 
yalnızca kültür üst sıvısına karşı dirençlilik gös-
termiştir.

Fabrikalardan alınan örneklerden elde edilen 8 
izolattan 3’ünde direnç gözlenmiştir. Bunlardan 
2’sinin (SÜ-F–1, Tİ-F–2) 24 saatlik inkübasyon-
da hem kültür üst sıvısı hem de hücre süspansi-

yonuna karşı dirençli bulunurken, aynı izolatla-
rın, 48 saatlik inkübasyonu sonucu, yalnızca 
kültür üst sıvısına direnç gösterdikleri bulun-
muştur. Üçüncü izolat (GE-F–1) ise, 24 saatlik 
inkübasyonda yalnızca kültür üst sıvısına direnç 
göstermiştir. 

L. rhamnosus hücre süspansiyonu Bacillus 
spp.’ler üzerine daha inhibitif etki göstermiştir. 
Ayrıca inkübasyon süresi uzadıkça, L. rhamnosus’un, 
inhibitif etkisinin arttığı görülmüştür.

Grafik 1. L. rhamnosus’un Bacillus izolatları üzerine inhibitör etkisi (24 saatlik inhibisyon).

Grafik 2. L. rhamnosus’un Bacillus izolatları üzerine antibakteriyel etkisi (48 saatlik inhibisyon).
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Resim 1. O3–1 

Resim 2. O1–2

Resim 3. Tİ-F-2

Resim 4. BE-F-2

Tablo 5. Sıvı ortamda, L. rhamnosus’un Bacillus spp. üzerine 
inhibisyon etkisi.

Örnek

O3–1
ŞA-M–1
GÜ-P–1
Bİ-M–1
SÜ-F–1
SÖ-M–1
ÖZ-P–1
ÖZ-P–2
O2–1
SÜD-F–1
SÖ-M–2
GE-F–1
Tİ-F–1
Tİ-F–2
BE-F–1
Bİ-M–2
BE-F–2
Tİ-F–3
O1–1
O1–2
B. subtilis
Kontrol

Başlangıç
(kob/g)

>1x109

1.9x107

7.7x106

1x107

1x107

1.2x102

1.6x107

>1x109

5.8x106

2.5x107

1.8x107

1.9x107

>1.0x109

>1.0x109

>1.0x109

1.9x107

2.0x107

>1.0x109

>1.0x109

2.6x107

1.0x107

1.2x107

24. saatlik inkübasyon sonrası
(kob/g)

>1x109

1x106

2.5x106

Bulunamadı
>1x109

4.1x105

4.5x106

>1x109

>1x109

7x106

>1.0x109

>1.0x109

>1.0x109

>1.0x109

>1.0x109

>1.0x109

>1.0x109

>1.0x109

>1.0x109

>1.0x109

8.3x106

>1.0x109

L. rhamnosus’un, Bacillus izolatları üzerine 
inhibisyon etkisi sıvı ortamda belirlenip sonuç-
lar kob/ml olarak değerlendirilmiştir (Tablo 5).

Bacillus izolatlarından 3’ünde (Bİ-M–1, ÖZ-P–1, 
SÜD-F–1) L. rhamnosus’un, inhibisyon etkisi 
gözlenmiştir. L. rhamnosus’un, Bacillus subtilis 
üzerine inhibisyon etkisinin sıvı ortamda araştı-
rılmasında ise başlangıçta 1.0x107 kob/g olan 
spor sayısı, 24 saatlik inkübasyondan sonra 
8.3x106 kob/g’a inmiştir. 

Steril edilmiş ekmeklik undan elde edilen 
hamura 104 kob/mL B. subtilis ve aynı sayıda 
L. rhamnosus (104 kob/mL) ilave edildikten 
sonra, 37°C’de 24 saatlik inkübasyona bırakıl-
mıştır. İnkübasyon sonunda, B. subtilis sayısında 
bir azalma söz konusu olmayıp, hemen hemen 
aynı sayıda kalmıştır. Ancak, kontrol örne-
ğinde hızlı bir artış olması, hamur içerisinde 
L. rhamnosus’un B. subtilis’in gelişimini önledi-
ğini göstermektedir (Tablo 6, Grafik 3). Sıvı 
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ortamda izlenen inhibisyon etkide (Bİ-M–1, 
ÖZ-P–1, SÜD-F–1) 101’lik bir azalma gözlenir-
ken, hamurda yapılan çalışmada biyositatik bir 
etki göstermiştir. 

TARTIŞMA

Yapılan bu çalışmada probiyotik özelliğe sahip 
Lactobacillus rhamnosus’un, unlarda sünme 
(rope) hastalığı etkeni olan Bacillus spp. üzeri-
ne, inhibisyon etkisi araştırılmıştır. Araştırma 
sonucunda, L. rhmanosus’un Bacillus spp. üze-
rine antibakteriyel etkisi, agar kuyu difüzyon 
yönteminin yanı sıra, sıvı ortamda ve hamurda 
belirlenmiştir. 

Alınan tüm örneklerin hepsinde rope tespit 
edilmiş olup, en fazla kontaminasyon fırınlarda 

tespit edilmiştir. Bunun nedeni olarak, unların 
fırınlara gelene kadar birçok aşamadan (üretim, 
paketleme, depolama, sevkiyat) geçmesi ve 
üretim sırasında unun kontaminasyona açık 
olması düşünülmektedir. En az kontaminasyon 
ise organik unlarda tespit edilmiştir. Un üreti-
minde, tarladan satış sahasına kadarki aşama-
larda (hasat, üretim, paketleme, depolama, sev-
kiyat) kontaminasyonun daha da arttığı belir-
lenmiştir. Un üretiminde hijyen kurallarına 
uyulması ve ekmek yapım aşamasında, biyoko-
ruyucuların kullanılması, rope gelişmesini 
engelleyecektir. 

Agar kuyu difüzyon yöntemiyle yapılan inhibis-
yon araştırmalarında, L. rhamnosus hücre süs-
pansiyonun antibakteriyel etkisi, kültür üst 
sıvısına göre daha fazla olduğu belirlenmiştir. 
L. rhamnosus’un ürettiği laktik asit, hidrojen 
peroksit, asetik asit, hidrojen sülfür ve bakteri-
yosin gibi metabolitler kültür üst sıvısında etkili 
olmaktadır. L. rhamnosus hücresinin direk kulla-
nılması ile antibakteriyel etkideki artışın nedeni 
ise, ortamdaki besinlere karşı rekabet veya 
endojen özellikteki bir başka antibakteriyel etki-
li faktör olabileceği düşünülmektedir.

Grafik 3. Hamurda L. rhamnosus’un B. subtilis üzerine inhibisyon etkisi.

K
ob

/g

Tablo 6. L. rhamnosus’un Bacillus subtilis üzerine inhibisyon 
etkisinin hamurda araştırılması.

Bakteriler

B. subtilis
B. subtilis+L. rhamnosus

Başlangıç
B. subtilis

(kob/g)

1.3x104

1x104

24 saatlik inkübasyon 
B. subtilis

(kob/g)

>1x109

2.9x104

Bacillus subtilis + L. rhamnosus

Bacillus subtilis

İnkübasyon Süreleri
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Sıvı ortamda yapılan inhibisyon araştırmasında, 
L. rhamnosus’un Bacillus izolatlarından 3 tane-
sinde (vejetatif hücre) inhibisyon etkisi gösterir-
ken, Bacillus subtilis üzerine inhibisyon etkisin-
de ise başlangıçta 1.0x107 kob/g olan spor sayısı, 
24 saatlik inkübasyondan sonra 8.3x106 kob/g’a 
inmiştir.

Hamurda yapılan inhibisyon araştırmasında ise 
pH, besin maddesi, nem vb. etmenlerin olumsuz 
etkilerinden dolayı L. rhamnosus, B. subtilis 
üzerine biyositatik bir etki göstermiştir. Agar 
kuyu difüzyon, sıvı besiyerinde ve hamurda da 
a n t i b a k t e r i y e l  e t k i n i n  g ö r ü l m e s i , 
L. rhamnosus’un biyokoruyucu olarak uygula-
nabilirliğini göstermiştir.

Bu araştırmada bulunan laktik asit bakterilerinin 
sünme etkeni Bacillus’lar üzerine antagonist 
etkisi, araştırmanın genişletilerek farklı unlardan 
elde edilen hamurlarda ve diğer laktik asit bak-
terileri ile de denenmesi ve LAB’in etkili olduğu 
inhibisyon konsantrasyonlarının belirlenmesi 
gerekmektedir. Böylece, koruyucu olarak kulla-
nılan ve insan sağlığına zararlı olan kimyasal 
maddelere alternatif olarak doğal ve probiyotik 
olan biyokoruyucuların kullanılmasına yönelik 
kesin bulgular elde edilmiş olacaktır. 
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