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OZET

Amag: On ii¢ farklt ekmeklik undan izole edilen, 20
Bacillus spp. izolatinin siinme etkeni olup, olmadiklari ve
bu izolatlar iizerine probiyotik dzellikte olan Lactobacillus
rhamnosus’un, inhibisyon etkisinin arastirilmasi amag-
lannmugtir.

Gerec ve Yontem: Inhibisyon etki invitro olarak
L. rhamnosus’a ait 24 ve 48 saatlik hiicre ve kiiltiir iist
swisinda, agar difiizyon ve siwvi ortamda incelenmigtir.
Ayrica L. rhamnosus’un Bacillus subtilis iizerine antibak-
teriyel etkisi ekmeklik undan elde edilen hamurda incelen-
mistir.

Bulgular: L. rhamnosus’un Bacillus spp. iizerine inhibis-
yon etkisi sivi ortamda, 20 izolattan 6 tanesinde gozlenmig-
tir. Agar difiizyon metodu ile belirlenen yontemde, 24
saatlik inkiibasyon sonunda L. rhamnosus kiiltiir iist sivisi-
na 6 Bacillus sp. izolati, L. rhamnosus hiicrelerin ise 5
Bacillus sp. izolati direng gostermigtir. Kiiltiir iist sivisinin
48 saatlik inkiibasyonunda direng gosteren izolat sayist
ayni kalirken, hiicrede ise izolatlarin hepsi duyarl olmusg-
tur. B. subtilis ilave edilen hamurda 24 saat sonunda
B. subtilis sayist, 1.3x10% kob/g’dan >1x10° kob/g’a yiikse-
lirken, B. subtilis ve L. rhamnosus ile beraber yapilan
ekimde 24 saat sonucunda 2.9x10" kob/g olarak bulunmus-
tur. Arastirmada kullanilan unlardan yapilan rope saymin-
da, en fazla kontaminasyon, firinlarindan alinan unlarda
gozlenirken, en az kontaminasyon organik unlarda gozlen-
migtir.

Sonug: L. rhamnosus’un rope etkeni olan Bacillus spp.
iizerine inhibisyon etkisi agar difiizyon, st ortamda ve
hamurda gozlenmistir. Boylece insan saglhgina zararl
kimyasal koruyucularin yerine, insan sagligina yararl
probiyotik biyokoruyucularin kullanabilecegini goster-
mistir.

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 1.3x10* CFU/g to 1x10° CFU/g
in the B. subtilis added dough. However, the number of
B. subtilis was 2.9x10* 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.
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GIRIS

Un kaynakli bir¢ok fiziksel, kimyasal ve biyolo-
jik sorunlar, 6nemli ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Gerek, ekmek ve gerekse diger firin
tirtinleri, 0.96-0.98 gibi yiiksek su aktivitesi ve
5.2-5.8 pH degerine sahip olmalar1 nedeniyle,
mikroorganizma gelismesi icin uygun ortamlar
olusturmaktadirlar. Bu iiriinlerde, siklikla kargi-
lagilan sorunlarin basinda, kiif kontaminasyonu
ve siinme (rope) olusumu gelmektedir®.

Ekmeklerde meydana gelen ve ozellikle yaz
aylarinda ortaya c¢ikan siinme hastaligi, bazi
sporlu bakteriler tarafindan gerceklestirilen ve
ozellikle sicak ve nem oram yliksek olan yaz
aylarinda 6nemli bir sorundur. Bu bakterilerin
olusturdugu sporlar, ekmeklerin firinda pisiril-
mesi sirasinda, ekmek ici sicakliginin 100°C’yi
gecmemesinden dolay1, canli kalmakta ve ekmek
icinin yaklasik 40°C’ye sogumasindan sonra,
tekrar vejetatif hale donerek, hizla ¢ogalmakta-
dirlar®.

Stinme, iirtinde genellikle sporlarinin 1stya daha
direncli olmasindan dolay1 basta, Bacillus
mesentericus olmak iizere, bircok Bacillus tiirle-
rinin {irtinde gelismesiyle ortaya ¢ikmaktadir'.
Bu tiirler B. subtilis, B. licheniformis, B. megaterium,
B. pumilus ve B. cereus’dur”. B. subtilis spor-
larina, unda ve ender olarak da ekmek yapimin-
da kullanilan mayada rastlanmaktadir®®.

Bacillus cinsi bakteriler, genelde toprak kokenli-
dirler. Hasat oncesi ve sonrast bugday tanesinin
dis kisminda bulunmaktadirlar. Bu bakterilerin
sporlari, Ozellikle biiyiikk somun ekmeklerinin
orta noktalarindaki pisirme sicaklifina dayana-
bilmektedir. Ekmekler sogutulduktan sonra,
cimlenerek 0.95 su aktivitesi diizeyinde kolayca
gelisebilmektedir. Pisirme sonucu, ortamda
kalan spor sayisi, baglangictaki spor sayisina ve
pisirme kosullarina bagli olup, iliman iklimler-
de, dogal ve katki ilave edilmeyen ekmeklerde,
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daha yiiksek sayilarda olmaktadir®.

Iyi temizlenmemis bugdaylardan elde edilen
unlarin, degirmenlerde unun elde edilmesi ve
depolanmasi sirasinda, bu bakterilerle kontami-
ne olma riski yliksek olmaktadir. Ayrica, ekmek
yapiminda kullanilan un, maya gibi katki mad-
deleri, su ve yetersiz hijyen kosullarindan dolay1
da, ekmege siinme sporlarmin bulagmasi sz
konusu olabilmektedir®.

Patojenlerin inhibisyonunda kullanilan 1s1l iglem
uygulamasi, katki maddelerinin kullanimi gibi
klasik yontemlerin yani sira modern isleme ve
koruma yontemleri gelistirilmis olmasina rag-
men, 6zellikle son yillarda tiiketicilerin dogal ve
katkisiz iiriinlere gosterdikleri talebi artmigtir.
Bu amacla kullanilan biyokoruyucular arasinda,
probiyotik oOzellikteki laktik asit bakterilerinin
yant sira Urettikleri metabolitleri kullanim alani
bulmaktadir.

Son yillarda yapilan arastirmalar, Bacillus
spp’nin baz1 tiirlerinin gidalarda ¢cok ciddi bozul-
malara neden oldugunu gostermistir. B. cereus’un
psikrotrof serotipleri ile kontamine olan siit ve
tiriinlerinin, halk saglhig1 acisindan risk tasidigi,
kontamine siit ve liriinlerinin sogukta korunmasi
sirasinda, psikrotrof serotiplerin iireyerek toksin
olusturduklar1 bildirilmistir"®. Bacillus cinsi
bakterilerin gidalarda, 6zellikle unlu mamuller-
de inhibisyonu amaciyla, kalsiyum propiyonat,
asetik asit, propiyonik asit gibi kimyasallar
kullanilmaktadir®'?.

Gidalarda starter kiiltiir olarak kullanilan laktik
asit bakterileri (LAB), fermentatif metabolizma-
lart sonucunda laktik asit lireten, gram (+), bazi
durumlarda pseudo-katalaz olmasina kargin,
genelde katalaz(-), hareketsiz ve sporsuz bakte-
rilerdir. Tiim laktik asit bakterileri, anaerobik
olarak gelisirler, ancak bircogu fakiiltatif anae-
rob veya mikroaerofiliktirler?.



S. Arslan ve ark., Unlarda Bacillus spp. Uzerine Lactobacillus rhamnosus Inhibisyonu

Yapilan bir¢ok calisma, LAB’nin Bacillus spp.
sporlari iizerine inhibitor etkisinin, kimyasallar
kadar etkili oldugunu gostermigtir(>-11:14-16),
Lactobacillus rhamnosus’un farkli suglart bir-
¢cok probiyotik iirlinde uzun zamandir kullanil-
maktadir. En iyi bilinen susu ise L. rhamnosus
GG’dir"!® . L. rhamnosus’un bu 6zel sugunun
bircok yararli etkisi oldugu bilimsel olarak
kanitlanmigtir?2),

Bu calismada, L. rhamnosus’un Bacillus spp.
sporlar {izerine inhibit6r etkisinin; agar difiiz-
yon, sivi ortam ve ekmek hamuru icerisinde
belirlemek ve hélen ekmeklik unlarda siinme
(rope) etkeni sporlara karsi ticari olarak kullani-
lan antimikrobiyal maddelere alternatif olarak
LAB’mn kullanma olanaklarinin arastirilmast
amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM

Calismada kullanilan 3 adet organik, 2 adet
durum ve 8 adet bugday unu Ornekleri,
Gaziantep’te bulunan bazi un ve ekmek fabrika-
lar1 ile marketlerden Temmuz ayinda temin edil-
migtir. Ayrica, hicbir katki maddesi kullanilma-
dan organik iiretim yapan tesislerden de organik
un temin edilmistir.

Arastirmada ayrica, Ankara Universitesi Gida
Miihendisligi Mikrobiyoloji Laboratuvari
mikroorganizma koleksiyonundan temin edi-
len B. subtilis ile Danisco® (ABD)’dan temin
edilen L. rhamnosus kiiltliri kullanilmistir.

L. rhamnosus, LAB icerisinde antibakteriyal etki
gosteren fakdiltatif heterofermentatif (Grup II) 6zel-
likte olup, pentozlar1 ve glukogonlari fermente ede-
bilme yetenegine sahiptir®". Yapilan ¢alismalara bu
susun, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Shigella  flexneri, Yersinia enterocolitica,
Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae ve
Enterococcus faecium gibi patojenlere karsi anti-

mikrobiyal etki gosterdigi bulunmustur®?.

Un orneklerinden Bacillus cinsi bakterilerin
izolasyonu. Ekmeklik un Orneklerinden, 10 g
tartilarak, 90 mL steril serum fizyolojik icerisi-
ne, aseptik kosullarda aktarilmigstir. Karistirma
isleminden sonra Ornekler, su banyosunda
65°C’de 60 dakika tutularak, vejetatif formlari-
nin O0lmesi ve ortamda bu bakterilerin sporlu
formlarmin kalmasi saglanmigstir. Orneklerin,
10""den 10"’ye kadar seyreltmeleri yapilarak,
yayma ekim yontemiyle Nutrient agar (NA)
besiyerine ekimleri gerceklestirilmistir. 30°C’de,
5 giin, inkiibasyona birakilan petrilerde, geligsen
koloniler degerlendirilerek, Bacillus siipheli
kolonilerden gram boyama, spor boyama ve
katalaz testleri yapilmistir. Gram (+), sporlu,
katalaz pozitif izolatlar, saflastirilarak, spor mor-
folojileri, 15 ve 45°C’lerde hareket 6zellikleri ve
kisaca IMVC (Indol, Metil kirmizisi, Voges
Proskauer, Sitrat kullanimi) olarak bilinen tanim-
lama testleri uygulanarak, Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology’de belirtilen sonuclara
gore Bacillus cinsi bakteri olup olmadiklari
belirlenmigtir®®.

Un orneklerinde siinme (rope) varhiginin belir-
lenmesi. 50 g ekmelik un, 450 mL %0.1’lik
peptonlu su i¢cinde homojenize edilerek,
10-"lik diliisyon hazirlanmigtir. Rope sporu
sayimi i¢in, 10""’lik diliisyon kaynar su banyo-
sunda, 30 dakika bekletilmis ve bekleme siire-
since, her 5 dakika bir karigtirma islemi uygu-
lanmistir. Daha sonra, bu karisimdan, 102 ve
101tk dilisyonlar hazirlanmigtir. Her ii¢
diliisyondan, igerisinde 10 mL steril glikoz
tripton broth bulunan ii¢ tiipe, 1’er mL ekim
yapilmistir. 30°C’de, 48 saat inkiibe edilen
tiiplerden, yiizeyde zar olusturanlar pozitif
kabul edilerek orneklerin gramindaki siinme
sayist en olast sayr (EMS) tablosuna gore
hesaplanmistir®®.

L. rhamnosus’an Bacillus izolatlar: iizerine
antibakteriyel etkisinin belirlenmesi. MRS
Broth besiyerinde c¢ogaltilan L. rhamnosus,
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mL’de 10° konsantrasyonda hiicre olacak sekilde
seyreltme islemi yapildiktan sonra, hiicre siis-
pansiyonu, 5000 devir/dakika 10 dakika santri-
fiij edilerek, hiicre ve kiiltiir iist stvisin1 ayirma
islemi gerceklestirilmistir. Unlardan izole edilen
ve nutrient agar besiyerinde gelistirilen Bacillus
izolatlarindan, bir koloni alinmis, igerisinde,
nutrient broth besiyeri bulunan tiiplere inokiile
edilerek, 30°C de, 24 saat inkiibasyona birakil-
migstir. Daha sonra, seri seyreltmeler ile mL’de
10° konsantrasyon hiicre olacak sekilde, seyrelt-
me islemi gerceklestirilmistir. Elde edilen
Bacillus stispansiyonu, L. rhamnosus’un, agar
kuyu difiizyon yontemi ve sivi ortamda, antibak-
teriyel etkisinin belirlenmesinde 6n kiiltiir olarak
kullanilmugtir.

Agar difiizyon yontemi ile L. rhamnosus’un
Bacillus izolatlari iizerine antibakteriyel etki-
sinin belirlenmesi. Agar kuyu difiizyon yonte-
mi ile L. rhamnosus’un Bacillus izolatlari iizeri-
ne antibakteriyel etkilerinin belirlenmesinde;
10° konsantrasyondaki Bacillus izolati, Plate
Count Agar (PCA) besiyerine, dokme ekim yon-
temi ile ekilmistir. Besiyeri tizerinde agilan 10
mm’lik kuyucuklara, L. rhamnosus’a ait kiiltiir
tist s1vis1 ve hiicre slispansiyonu, ayri plaklarda
olmak iizere, 100’er L eklenmisgtir. Ayrica, bir
kuyucuga da, yalnizca steril besiyeri ilave edile-
rek, kontrol olarak degerlendirilmistir. 37°C’de
24 ve 48 saatlik inkiibasyondan sonra, kuyucuk
etrafinda olusan zonlarin ¢aplari 6lciilerek, Tablo
1’e gore, antibakteriyel etki olarak degerlendiril-
mistir®,

Sivi ortamda L. rhamnosus’un Bacillus izolat-
lar1 iizerine antibakteriyel etkisinin belirlen-
mesi. 10°’lik konsantrasyonda, Bacillus izolatla-
r1iceren 10 mL’lik Nutrient broth besiyerine, 10°
konsantrasyonda L. rhamnosus hiicre siispansi-
yonundan 1 mL ilave edilmistir. Ayn1 deneme,
L. rhamnosus’dan elde edilen kiiltiir iist sivist
icin de (1 mL) uygulanmistir. Kontrol &rnegi
olarak, L. rhamnosus icermeyen, yalnizca 10°
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konsantrasyonda Bacillus izolat1 igeren, 10 mL
nutrient broth kullanilmistir. Her karigimdaki
Bacillus canli sayisin1 belirlemek i¢in, PCA’ya
dokme ekim yontemi ile ekim yapilmistir. Daha
sonra tiim Ornekler, 37°C’de 24 saat inkiibe edil-
mis ve 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda Bacillus
sayimlart gergeklestirilmistir®®27.

Ekmek hamurunda L. rhamnosus’un, B. subtilis
tizerine antibakteriyel etkisinin belirlenmesi,
25 g steril ekmeklik una, 10* konsantrasyonda
B. subtilis ve 10* konsantrasyonda L. rhamnosus
iceren 5’er mL sivi suspansiyonlar karistirilarak
(1/5 oraninda), yumusak kivamli hamur yapil-
migtir. Kontrol olarak, steril bir kapta, yalnizca
10° konsantrasyonda, B. subtilis igeren siispan-
siyon, una ilave edilerek, hamur elde edilmistir.
Her iki karigimdan 1073, 10* ve 10’lik diliis-
yonlar hazirlanarak, dokme ekim yontemi ile
PCA’ya ekim yapilmistir. Daha sonra hamurlar,
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir.
Yirmi dort saatlik inkiibasyondan sonra,
Bacillus sayimlar1 gerceklestirilmistir.

BULGULAR

Denemede kullanilan 13 un orneginden 20
Bacillus izolati elde edilmigtir. Bu suglarin 4’i
organik undan, 1’i durum bugday unundan, 15’1
ise bugday unundan izole edilmistir. Izolatlarin
orneklere gore dagilimi Tablo 2’de verilmistir.

Un orneklerinde siinme etkeni olan rop sporu
varlig1 arastirilarak, sayim sonuclari, EMS tab-
losundan yararlanilarak degerlendirilmisgtir.

Tablo 1. inhibisyon yeteneginin degerlendirilmesinde kullani-
lan Kirby-Bauer Disk difiizyon yonteminde zon ¢aplari®.

Zon cap1 (mm) Inhibisyon aktivitesi

Goriilmedi -
<10 (+)
10-14 (++)
15-19 (+++)
>20 (+4+++)

(-) Direngli, (+): Az direngli, (++): Orta hassas, (+++): Hassas,
(++++): Cok hassas



S. Arslan ve ark., Unlarda Bacillus spp. Uzerine Lactobacillus rhamnosus Inhibisyonu

Tablo 2. Bacillus izolatlarmin elde edildigi un érnekleri.

izolat No

Ornek  izolat Sayisi

01 2 01-1 01-2 -
02 1 02-1 - -
03 1 03-1 - -
SA-M 1 SA-M-1 - -
GU-P 1 GU-P-1 - -
Bi-M 2 Bi-M-1 Bi-M-2 -
SU-F 1 SU-F-1 - -
SO-M 2 SO-M-1 SO-M-2 -
Oz-p 2 Oz-P-1 Oz-p-2 -
SUD-F 1 SUD-F-1 - -
GE-F 1 GE-F-1 - -
Ti-F 3 Ti-F-1 Ti-F-2 Ti-F-3
BE-F 2 BE-F-1 BE-F-2 -

Tablo 3. Un orneklerinde belirlenen rope sporu sayim sonuclari

Ornek ROPE

Bi-M 40 EMS/g
GE-F 150 EMS/g
BE-F 90 EMS/g
SO-M 90 EMS/g
02 90 EMS/g
ol 90 EMS/g
03 95 EMS/g
TI-F 95 EMS/g
SU-F 250 EMS/g
SUD-F 90 EMS/g
0z-pP 450 EMS/g
SA-M 450 EMS/g
GU-P 450 EMS/g

Tablo 3’te un 6rneklerinde belirlenen rope sporu
sayilart verilmisgtir.

Rope sayimmi sonunda en fazla kontaminasyon
firinlardan alinan orneklerde tespit edilirken, en
az kontaminasyon, organik unlarda tespit edil-
migtir. Forsythe ve Hayes, 1998’de yaptiklari
calismada, uygun hijyenik kosullarda iiretilme-
yen hamurlarda, yapim sirasinda, stinme sporla-
rinda artiglar oldugunu ve bu hamurlarla yapilan
ekmeklerde de slinme hastalig1 gozlendigini
belirtmislerdir. Kontaminasyonun en fazla firin-
larda olmasinin nedeni olarak, unlarin firinlara
gelene kadar bir¢cok asamasindan (iiretim, paket-
leme, depolama, sevkiyat) gecmesi ve bu agama-
lardan sonra firinlarda iiretim sirasinda, unun
kontaminasyona daha agik olmasi diiglintilmek-
tedir.

Tablo 4. L.rhamnosus’un Bacillus izolatlar1 iizerine inhibisyon
etkisi (Agar kuyu difiizyon yontemi).

Inkiibasyon

24 Saat

48 Saat

Ornek  Kiiltiir Ust Sivis1  Hiicre

Kiiltiir Ust Sivist  Hiicre

Ol1-1 - - - ++++
O1-=2 ++++ ++++ ++++ ++++
02-1 ++++ ++++ ++++ ++++
03-1 ++++ ++++ ++++ ++++
SU-F-1 - - - a—
GE-F-1 - ++++ ++++ ++++
BE-F-1 ++++ ++++ ++++ ++++
Bi-M-2 o ++++ 4+ o+
BE-F-2 ++++ ++++ ++++ ++++
SA-M-1 ++++ ++++ ++++ ++++
Bi-M-1 - - - 4+
SO-M-2 o ++++ 4+ o+
SO-M-1 o+ ot o+ o+
GU-P-1 o ++++ 4+ o+
0z-P-1 4 o+ o+ -+
0z-P-2 - - - o+
SUD-F-1 4 o+ o+ -+
Ti-F-1 ++ ++ - o+
TI-F-2 - - - 4+
Ti-F-3 ++ ++ 4+ o+

(-) Direncli, (+): Az direngli, (++): Orta hassas, (+++): Hassas,
(++++): Cok hassas

L. rhamnosus’un, Bacillus izolatlar1 {iizerine
inhibisyon etkisi, hem direkt hiicre siispansiyo-
nu hem de kiiltiir tist sivist kullanilarak, agar
kuyu difiizyon yontemi ile inkiibasyonun, 24. ve
48. saatlerinde belirlenmis ve olusan inhibisyon
zonlart mm cinsinden Olciilerek degerlendiril-
mistir (Tablo 4; Resim 1-4; Grafik 1, 2).

Marketlerden alinan unlardan izole edilen bes
Bacillus izolatiyla (BI-M-2, SA-M-1, BI-M-1,
SO-M-2, SO-M-1) yapilan arastirmada, ilk 24
saatte yalnizca bir izolat, (BI-M—1) hem Kkiiltiir
tist sivisinda hem de hiicrede direncli bulunur-
ken, aymi izolat, 48 saatlik inkiibasyonun da
yalnizca kiiltiir iist sivisina direng gostermistir.

Firmlarindan alinan unlardan izole edilen ii¢
izolatin, (GU-P-1, OZ-P-1, OZ-P-2) yalmzca
biri, (0Z-P-2) ilk 24 saatte hem kiiltiir iist s1vi-
sina hem de hiicrede direngli bulunurken, ayni
izolat, 48 saatlik inkiibasyonun sonunda yalniz-
ca kiiltiir iist stvisina direng gostermistir. Organik
unlardan alman orneklerden elde edilen dort
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Grafik 1. L. rhamnosus’un Bacillus izolatlari iizerine inhibitor etkisi (24 saatlik inhibisyon).
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Un ornekleri

Grafik 2. L. rhamnosus’un Bacillus izolatlar iizerine antibakteriyel etkisi (48 saatlik inhibisyon).

izolattan, (O1-1, O1-2, 0O2-1, O3-1) yalnizca
bir tanesinin, (O1-1) ilk 24 saatlik inkiibasyon
sonucunda, hem kiiltiir tist sivisina hem de hiicre
stispansiyonuna direncli oldugu belirlenirken,
ayni izolatin 48 saatlik inkiibasyonu sonucu,
yalnizca kiiltiir ist sivisina karsi direnglilik gos-
termistir.

Fabrikalardan alinan orneklerden elde edilen 8
izolattan 3’ilinde diren¢ g6zlenmistir. Bunlardan
2’sinin (SU-F-1, TI-F-2) 24 saatlik inkiibasyon-
da hem Kkiiltiir tist stvist hem de hiicre siispansi-
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yonuna kars1 direngli bulunurken, ayni izolatla-
ri, 48 saatlik inkiibasyonu sonucu, yalmizca
kiltlir tist sivisina direnc gosterdikleri bulun-
mustur. Ugiincii izolat (GE-F-1) ise, 24 saatlik
inkiibasyonda yalnizca Kkiiltiir {ist sivisina direng
gostermistir.

L. rhamnosus hiicre silispansiyonu Bacillus
spp.’ler iizerine daha inhibitif etki gOstermistir.
Ayrica inkiibasyon siiresi uzadik¢a, L. rhamnosus’un,
inhibitif etkisinin arttig1 goriilmiistiir.
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Resim 1. 03-1

Resim 2. 01-2

Resim 3. Ti-F-2

Resim 4. BE-F-2

Tablo 5. Siv1 ortamda, L. rhamnosus’un Bacillus spp. iizerine
inhibisyon etkisi.

Ornek Baslangic 24. saatlik inkiibasyon sonrasi
(kob/g) (kob/g)
03-1 >1x10° >1x10°
SA-M-1 1.9x107 1x10°
GU-P-1 7.7x10° 2.5x10°
Bi-M-1 1x107 Bulunamadi
SU-F-1 1x107 >1x10°
SO-M-1 1.2x102 4.1x10°
Oz-P-1 1.6x107 4.5x10°
Oz-P-2 >1x10° >1x10°
02-1 5.8x10° >1x10°
SUD-F-1 2.5x107 7x10°
SO-M-2 1.8x107 >1.0x10°
GE-F-1 1.9x107 >1.0x10°
Ti-F-1 >1.0x10° >1.0x10°
Ti-F-2 >1.0x10° >1.0x10°
BE-F-1 >1.0x10° >1.0x10°
Bi-M-2 1.9x107 >1.0x10°
BE-F-2 2.0x107 >1.0x10°
Ti-F-3 >1.0x10° >1.0x10°
01-1 >1.0x10° >1.0x10°
01-2 2.6x107 >1.0x10°
B. subtilis 1.0x107 8.3x10°
Kontrol 1.2x107 >1.0x10°

L. rhamnosus’un, Bacillus izolatlar1 iizerine
inhibisyon etkisi s1vi ortamda belirlenip sonug-
lar kob/ml olarak degerlendirilmistir (Tablo 5).

Bacillus izolatlarindan 3’iinde (BI-M-1, OZ-P-1,
SUD-F-1) L. rhamnosus’un, inhibisyon etkisi
gozlenmistir. L. rhamnosus’un, Bacillus subtilis
lizerine inhibisyon etkisinin s1vi ortamda aragti-
rilmasinda ise baglangigcta 1.0x107 kob/g olan
spor sayist, 24 saatlik inkiibasyondan sonra
8.3x10° kob/g’a inmistir.

Steril edilmis ekmeklik undan elde edilen
hamura 10* kob/mL B. subtilis ve ayni sayida
L. rhamnosus (10* kob/mL) ilave edildikten
sonra, 37°C’de 24 saatlik inkiibasyona birakil-
mustir. Inkiibasyon sonunda, B. subtilis sayisinda
bir azalma séz konusu olmayip, hemen hemen
aynit sayida kalmistir. Ancak, kontrol Orne-
ginde hizli bir artis olmasi, hamur igerisinde
L. rhamnosus’un B. subtilis’in gelisimini 6nledi-
gini gostermektedir (Tablo 6, Grafik 3). Sivi
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Grafik 3. Hamurda L. rhamnosus’un B. subtilis iizerine inhibisyon etKkisi.

Tablo 6. L. rhamnosus’un Bacillus subtilis iizerine inhibisyon
etkisinin hamurda arastirilmasi.

Bakteriler Baslangic 24 saatlik inkiibasyon
B. subtilis B. subtilis
(kob/g) (kob/g)
B. subtilis 1.3x10* >1x10°
B. subtilis+L. rhamnosus 1x10* 2.9x10*

ortamda izlenen inhibisyon etkide (BI-M-1,
OZ-P-1, SUD-F-1) 10"lik bir azalma gozlenir-
ken, hamurda yapilan ¢alismada biyositatik bir
etki gOstermistir.

TARTISMA

Yapilan bu calismada probiyotik 6zellige sahip
Lactobacillus rhamnosus’un, unlarda siinme
(rope) hastalig1 etkeni olan Bacillus spp. lizeri-
ne, inhibisyon etkisi arastirilmistir. Arastirma
sonucunda, L. rhmanosus’un Bacillus spp. iize-
rine antibakteriyel etkisi, agar kuyu difiizyon
yonteminin yani sira, sivi ortamda ve hamurda
belirlenmistir.

Alinan tiim Orneklerin hepsinde rope tespit
edilmis olup, en fazla kontaminasyon firinlarda
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tespit edilmigtir. Bunun nedeni olarak, unlarin
firinlara gelene kadar bir¢ok asamadan (iiretim,
paketleme, depolama, sevkiyat) gecmesi ve
tiretim sirasinda unun kontaminasyona acik
olmasi diistiniilmektedir. En az kontaminasyon
ise organik unlarda tespit edilmistir. Un ireti-
minde, tarladan satig sahasina kadarki asama-
larda (hasat, iiretim, paketleme, depolama, sev-
kiyat) kontaminasyonun daha da arttig1 belir-
lenmistir. Un iretiminde hijyen kurallarina
uyulmast ve ekmek yapim asamasinda, biyoko-
ruyucularin kullanilmasi, rope gelismesini
engelleyecektir.

Agar kuyu difiizyon yontemiyle yapilan inhibis-
yon arastirmalarinda, L. rhamnosus hiicre siis-
pansiyonun antibakteriyel etkisi, kiiltiir tist
stvisina gore daha fazla oldugu belirlenmistir.
L. rhamnosus’un {rettigi laktik asit, hidrojen
peroksit, asetik asit, hidrojen siilfiir ve bakteri-
yosin gibi metabolitler kiiltiir iist sivisinda etkili
olmaktadir. L. rhamnosus hiicresinin direk kulla-
nilmasi ile antibakteriyel etkideki artisin nedeni
ise, ortamdaki besinlere karsi rekabet veya
endojen ozellikteki bir bagka antibakteriyel etki-
li faktor olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Stvi ortamda yapilan inhibisyon aragtirmasinda,
L. rhamnosus’un Bacillus izolatlarindan 3 tane-
sinde (vejetatif hiicre) inhibisyon etkisi gosterir-
ken, Bacillus subtilis lizerine inhibisyon etkisin-
de ise baslangigta 1.0x107 kob/g olan spor sayist,
24 saatlik inkiibasyondan sonra 8.3x10° kob/g’a
inmisgtir.

Hamurda yapilan inhibisyon aragtirmasinda ise
pH, besin maddesi, nem vb. etmenlerin olumsuz
etkilerinden dolay1 L. rhamnosus, B. subtilis
lizerine biyositatik bir etki gOstermigstir. Agar
kuyu difiizyon, sivi besiyerinde ve hamurda da
antibakteriyel etkinin goérilmesi,
L. rhamnosus’un biyokoruyucu olarak uygula-
nabilirligini gdstermistir.

Bu arastirmada bulunan laktik asit bakterilerinin
siinme etkeni Bacillus’lar iizerine antagonist
etkisi, aragtirmanin genisletilerek farkli unlardan
elde edilen hamurlarda ve diger laktik asit bak-
terileri ile de denenmesi ve LAB’in etkili oldugu
inhibisyon konsantrasyonlarinin belirlenmesi
gerekmektedir. Boylece, koruyucu olarak kulla-
nilan ve insan saghgina zararli olan kimyasal
maddelere alternatif olarak dogal ve probiyotik
olan biyokoruyucularin kullanilmasina yonelik
kesin bulgular elde edilmis olacaktir.
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