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Yapilan bu calismada, 13 farkli ekmeklik undan, 20 Bacillus spp. izole
edilmis ve bu izolatlarin sinme etkeni olup, olmadiklar: arastirilmistir. Daha
sonra, probiyotik Ozellikte olan Lactobacillus rhamnosus un, s6z konusu Bacillus
izolatlar1 Gzerine inhibisyon etkisi, invitro olarak agar diflizyon ve sivi ortamda
incelenmistir. Inhibisyon etki, L. rhamnosus'a ait 24 ve 48 saatlik hiicre ve
sipernatantinda arastirilmigtir. Ayrica L. rhamnosusun Bacillus subtilis Uzerine
antibakteriyel etkisi, ekmeklik undan elde edilen hamurda incelenmistir.

Sonug olarak, arastirmada kullamlan unlardan yapilan rope sayiminda, en
fazla kontaminasyon, firinlarindan aian unlarda gozlenirken, en az
kontaminasyon organik unlarda gozlenmistir. L. rhamnosus un Bacillus spp.
Uzerine inhibisyon etkisi ise sivi ortamda, 20 izolattan 6 tanesinde gozlenmistir.
Agar difizyon metodu ile belirlenen yontemde, 24 saatlik inklibasyon sonunda
sipernatantin inhibisyon etkisi, 5 Bacillus izolatinda, L. rhamnosus hicrelerine
ise, 4 Bacillusizolat1 direng gostermistir. Stipernatantin 48 saatlik inkiibasyonunda
direng gosteren izolata sayisi 6'ya cikmis, hiicrede ise, izolatlarin hepsi duyarl
olmustur. B. subtilis ilave edilen hamurda 24 saat sonucunda, B. subtilis saysi,
1,3x10* kob/g'dan >1x10° kob/g'a yiikselirken, B. subtilis ve L. rhamnosus ile
beraber yapilan ekimde 24 saat sonucunda 2,9x10 kob/g olarak bulunmustur.

Anahtar kelimeler: L. rhamnosus, Bacillus spp., rop sporu, ekmeklik un,
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In this study, 20 Bacillus spp. have been isolated from13 different bread
flour and whether they were rope factor has been investigated and then inhibitory
effect of Lactobacillus rhamnosus, which have probiotic properties, on Bacillus
isolates has been examined as invitro both in agar diffusion and in liquid medium.
Inhibition influence has been researched in cell and supernatant of L. rhamnosus
for 24 and 48 hours. In addition, antibacterial influence of L. rhamnosus on
Bacillus subtilis. has been studied in bread flour dough.

In conclusion, during the counting of rope in flour has been used in study,
maximum contamination was seen in oven flour, minimum contamination also
was seen in organical flour L. rhamnosus's inhibition impression on Bacillus ssp.
has been seen on 6 of the 20 isolates in liquid medium. 5 isolates have resisted to
supernatant and 4 isolates have also resisted to L. rhamnosus at the end of 24-
hour- incubation in system was determined basis agar diffusion method. Standing
isolates have rised to 6 and all isolates in cell have been sensetived at the end of
48-hour supernatant incubation. It isthought In dough added only B. subtilis at the
end of 24 hours, the amount of B. subtilis was rised from 1,3x10* CFU/g to 1x10°
CFU/g on the other hand, 24 hours later starting the addition of L. rhamnosus and
Bacillus spp. to dough, count of B. subtilis was 2,9x10" CFU/g

Key Words:. L. rhamnosus, Bacillus spp., rope spor, bread flour,
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1. GIRIS Selcuk ARSLAN

1. GIRIS

Un kaynakl1 birgok fiziksel, kimyasal ve biyolojik sorunlar, 6nemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Gerek, ekmek ve gerekse, diger firin drdinleri, 0,96-0,98
gibi ylksek su aktivitess ve 5,2-58 pH degerine sahip olmalari nedeniyle,
mikroorganizma gelismesi igin uygun ortamlar olusturmaktadirlar. Bu Urinlerde,
siklikla karsilasilan sorunlarin basinda, kif kontaminasyonu ve sinme (rope)
olusumu gelmektedir (Jenson, 1998).

Ekmeklerde meydana gelen ve 6zellikle yaz aylarinda ortaya ¢ikan siinme
hastaligi, bazi sporlu bakteriler tarafindan gergeklestirilen ve ¢zellikle sicak ve nem
orant yuksek olan yaz aylarinda 6nemli bir problemdir. Bu bakterilerin olusturdugu
gporlar, ekmeklerin firinda pisirilmesi sirasinda, ekmek i¢i sicakligi 100°Clyi
gegcmemesinden dolay;, ©6lmemekte ve ekmek icginin yaklasik 40 dereceye
sogumasindan sonra, tekrar vejetatif hale donerek, hizla gogalmaktadirlar (Vangal,
2006).

Sinme, Urtinde genellikle sporlarinin 1siya daha direngli olmasindan dolay:
basta, Bacillus mesentericus olmak Uzere, birgok Bacillus tdrlerinin Urtinde
gelismesiyle ortaya cikmaktadir (ICMSF, 1998; Jenson, 1998; Adams ve Moss,
1995, Rosenquist ve Hansen, 1995). Bu turler, Bacillus subtilis, B. licheniformis, B.
megaterium, B. pumilus ve B. cereusdur. (Thompson ve ark. 1998, Holy, 1994;
Rosenquist ve Hansen, 1995).  Bacillus subtilis sporlarina, unda ve nadiren de
ekmek yapiminda kullamlan mayada rastlanmaktadir (Jenson, 1998).

Bacillus cinsi bakteriler, genelde toprak kokenlidirler. Hasat 6ncesi ve sonrast
bugday tanesinin dis kisminda bulunmaktadirlar. Bu bakterilerin sporlari, 6zellikle
bliyik somun  ekmeklerinin, orta noktaarindaki pisirme  sicakligina
dayanabilmektedir. Ekmekler sogutulduktan sonra, cimlenerek 0.95 su aktivites
diizeyinde kolayca gelisebilmektedir. Pisirme sonucu, ortamda kalan spor sayis,
baslangigtaki spor sayisina ve pisirme kosullarina bagli olup, iliman iklimlerde,
dogal ve katk: ilave edilmeyen ekmeklerde, daha yiksek sayilarda olmaktadir
(Anonymous, 2008b).
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Iyi temizlenmemis bugdaylardan elde edilen unlarin, degirmenlerde unun elde
edilmesi ve depolanmasi sirasinda, bu bakterilerle kontamine olma riski yiksek
olmaktadir. Ayrica, ekmek yapiminda kullanilan un, maya gibi katki maddeleri, su ve
yetersiz hijyen kosullarindan dolay: da, ekmege siinme sporlarinin bulasmasi stz
konusu olabilmektedir (Aran ve Boyacioglu 2006). Stinme sporunun, ¢cok zayif alkali
ortamda optimum gelisme 0Ozelligine sahip olmasi nedeniyle, bu bakterinin
inhibisyonu icin, una veya ekmek hamuruna, bazi asidik katki maddeleri (Ornegin
kalsiyum asetat, asedik asit, propiyonik asit, sorbik asit vb.) ilave edilmektedir.

Patojenlerin inhibisyonunda kullanilan 1sil islem uygulamasi, katki maddelerinin
kullamm gibi klask yontemlerin yam sira, modern isleme ve koruma yontemleri
gelistirilmis olmasina ragmen, ¢zellikle son yillarda tuketicilerin dogal ve katkisiz
Urtinlere gosterdikleri talebi artmistir. Bu amagla kullamlan biyokoruyucular arasinda,
probiyotik Ozellikteki laktik asit bakterilerinin yani sira, Urettikleri metabolitleri
kullanim alam bulmaktadir.

Gidalarda starter kdltir olarak kullanilan laktik asit bakterileri (LAB),
fermentatif metabolizmalar1 sonucunda laktik asit Ureten, gram (+), baz1 durumlarda
pseudo-katalaz olmasina karsin, genelde katalaz(-), hareketsiz ve sporsuz
bakterilerdir. Tum laktik asit bakterileri, anaerobik olarak gelisirler, ancak birgogu
fakultatif anaerob veya mikroaerofiliktirler (Axelsson, 1998).

Laktik asit bakterileri grubunda, biyokimyasal ve ekolojik Ozellikleriyle
birlikte, filogenetik olarak birbirine yakin olan “Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella” cingleri yer almaktadir (Axelsson, 2004).
Bifidobacterium cinsi bakteriler, filogenetik olarak diger laktik asit bakterilerine
benzememesine ragmen, biyokimyasal, fizyolojik ve ekolojik 6zelliklerinden dolayi,
genellikle laktik asit bakterileri grubu icerisine dahil edilmektedirler (Adams, 1999).

LAB, heksozlardan laktik asitin yam sira, cins ve tur Ozelliklerine bagli
olarak, asetik asit, CO,, akol ve bazi aroma maddeleri de Uretmektedirler. Bu
maddelerin Uretimi sirasinda, az da olsa gidanin kalori degerinde bir degisme
olmaktadir. Ayrica, LAB, gidanin bozulmasina neden olan mikroorganizmalar ve
patojen mikroorganizmalar Uzerine de, Urettikleri organik asitler, hidrojen peroksit,
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laktoperoksidaz, diasetil ve bakteriyosinler gibi maddeler nedeniyle antagonistik
etkiye sahiptirler. Bu nedenle, sdz konusu bakteriler kullamilarak Uretilen gidalar,
insan saglig1 agisindan guvenilir gidalar olarak kabul edilmektedirler (Spelhaug ve
Harlander, 1989; Farias ve ark, 1994; Vescovo ve ark. 1997; Yang ve ark, 1997;
Hayaloglu ve Erginkaya, 2001).

Laktik asit bakterilerinin Urettigi bakteriyosinlerin etki spektrumlari, bazi
turlerle sinirlt olup, daha gok gram (+) mikroorganizmalar tzerine antibakteriyal etki
gogerirler. Biyokimyasal Ozellikleri ve etki spektrumlar1 ise, bakteriyosin
sentezleyen  mikroorganizmalara  (Lactococcus, Pediococcus,  Leuconostoc,
Enterococcus, Staphylococcus gibi) bagl olarak farklilik gostermektedir. LAB’ nin,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum ve
Salmonella spp. gibi bircok patojen mikroorganizma Uzerinde etkili olmalari
nedeniyle, gidalarda kullammm potansiyelleri sbz konusudur. Bununla birlikte,
gidalarin  korunmasinda diger koruyucu maddeler veya diger gida muhafaza
yontemleri ile birlikte kullanilmalariyla, daha etkili oldugu, cesitli calismalarla
belirlenmistir (Kurt ve Zorba, 2005).

Son yillarda yapilan arastirmalar, Bacillus spp’nin bazi tirlerinin gidalarda
cok ciddi bozulmalara neden oldugunu gostermistir. Bacillus cereusun psikrotrof
serotipleri ile kontamine olan st ve Urinlerinin, halk sagligi agisindan risk tasidigi,
kontamine st ve Urunlerinin sogukta muhafazasi sirasinda, psikrotrof serotiplerin
Ureyerek toksin olusturduklar: bildirilmistir (Ozdemir, 2003). Bacillus cinsi
bakterilerin gidalarda, dzellikle unlu mamullerde inhibisyonu amaciyla, kalsiyum
propiyonat, asetik asit, propiyonik asit gibi kimyasallar kullaniimaktadir (Rosenquist
ve Hansen, 1998, Olimpia ve ark, 2002, Demir. 2006)

Yapilan bircok calisma, LAB’nin Bacillus spp. sporlar1 Uzerine inhibitor
etkisinin, kimyasallar kadar etkili oldugunu gostermistir (Spelhaug ve Harlander,
1989; Rosenquist ve Ansen, 1998; Sameshima ve ark, 1998; Messens ve De vuyst
2002; Olimpia ve ark, 2002). Lactobacillus rhamnosus ‘un farkli suslari birgok
probiyotik drinde uzun zamandir kullanilmaktadir. En iyi bilinen susu ise L.
rhamnosus GG'dir (Gorbach ve Goldin, 1992; Alander ve ark, 1999). L.
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rhamnosusun bu 6zel susunun bircok vyararli etkisi oldugu bilimsel olarak
kanitlanmistir (Majama ve ark, 1995; Huang ve ark, 2002).

Bu calismada, L. rhamnosus un Bacillus spp. sporlari Uzerine inhibitor
etkisinin; agar diflizyon, sivi ortam ve ekmek hamuru igerisinde belirlemek ve halen
ekmeklik unlarda siinme (rope) etkeni sporlara karsi ticari olarak kullanilan
antimikrobiyal maddelere alternatif olarak LAB’in kullanma olanaklarinin

arastirilmas: amaglanmustir.

1.1. Laktik Asit Bakterileri

Lactobacillus cinsi  bakteriler, Lactobacillaceae familyasina aittir.
Lactobacillus spp.‘in cogu basil, ancak bazi tirleri koko-basil seklindedir. Bu
bakteriler, gelisebilmeleri icin amino asit, peptit, nikleik asit tlrevi vitamin, tuz, yag
asidi veya yag asidi esterleri ile fermente edebilecekleri besin maddelerine ihtiyag
duyarlar (Y etismeyen, 1995).

Laktik asit bakterileri (LAB), sitokroma sahip olmayan, aerotolerant anaerob,
asidi tolere edebilen, kuvvetli fermentatif olup seker fermantasyonu sirasinda baslica
son Urdn olarak laktik asit Ureten kok veya cubuk seklinde bakterilerdir. Laktik asit
bakterileri genellikle besin igerigi bakimindan zengin olan ortamlarda, 6rnegin siit, et
ve sebzelerde yogun olarak bulunmaktadirlar.

Lactobacillus spp. 2-53°C’de (Optimum 30-40°C) gelisirler. Ayn1 zamanda
bu bakteriler, % 1-3 oramnda laktik asit olusturarak, pHy1 3,2-3,5e kadar
dusurdrler. Bu nedenle, aside dayaniklidirlar (Arda, 1985).

Laktik asit bakterileri igerisinde, biyokimyasal ve ekolojik o©zellikleriyle
birlikte, filogenetik olarak birbirine yakin olan, “Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella” cingleri yer almaktadir (Axelsson, 2004).
Bifidobacterium cinsi bakteriler, filogenetik olarak diger laktik asit bakterilerine

benzememesine ragmen, biyokimyasal, fizyolojik ve ekolojik 6zelliklerinden dolayi,

genellikle laktik asit bakterileri terimi icerisinde yer amaktadir (Adams, 1999).
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Fermantasyon sonucu ana uriin olarak, laktik asit Uretirler ve enerjilerini,
substrat diizeyinde fosforilasyon ile saglarlar. Karbonhidrat metabolizmalari goz
Onune alindiginda, homofermentatif ve heterofermentatif olarak iki alt gruba
ayrilmaktadir. Homofermentatif tirler, glikozdan tamamen laktik asit olustururken,
heterofermentatif turler, laktik aside ek olarak, karbondioksit ve bazi diger organik
asitleri Uretirler. Fenotipik ©zellikleri baz alinarak yapilan degerlendirmede ise,
Thermobacterium, Streptobacterium, Betabacterium seklinde g alt gruba ayrilirlar.
(Beasley, 2004; Gursoy ve Kinik, 2005; Madigan ve Martinko, 2006).

Laktik asit bakterileri, gidalarin ve hafif alkolll igeceklerin Uretiminde uzun
yillardir kullamImakla birlikte, 6zellikle son yillarda ¢ok ¢esitli fermente Grdnlerin
Uretiminde rol oynayan en O©nemli endustriyel mikroorganizmalar olarak
bilinmektedirler (Batish ve ark, 1997; Ress, 1997).

1.1.1. Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyal Ozellikleri

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etkisinin; laktik asit, hidrojen
peroksit, asetik asit, hidrojen silftr, bakteriyosin ya da bakteriyosin benzeri
maddelerden kaynaklandig: bilinmektedir. Bu olumlu 6zelliklerinden dolayi, birgok
laktik asit bakterisi, gida guvenliginin saglanmasi ve raf dmrintn uzatilmasinin yan
sira, intestinal enfeksiyonlarin ve bazi kanser tiplerinin kontrolt gibi medikal alanda
da kullanmaktadir (Gilliand, 1990; Lewus ve ark, 1991).

LAB “glvenli bakteriler” olarak kabul edilirler ve koruyucu kiltor 6zelligi
tasirlar. Laktik asit bakterilerinin antagonizmasi, diger mikroorganizmalarla besin
Ogeleri icin yarisarak ya da organik asitler (asetik, propiyonik ve laktik asit gibi),
hidrojen peroksit, antimikrobiyal enzimler, diasetil ve bakteriyosinler gibi bir veya
daha fazla antimikrobiyal aktiviteye sahip bilesikler  Uretmelerinden
kaynaklanmaktadir (Devlieghere ve ark, 2004).

Laktik asit bakterilerinin Urettigi bakteriyosinlerin etki spektrumlari, bazi

turlerle sinirli olup, daha gok, Gr (+) bakteriler Gzerine etkilidirler. Biyokimyasal

Ozellikleri ve etki spektrumlari, sentezleyen mikroorganizmalara bagli olarak
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farklilik gostermektedir. Lactococcus, Pediococcus, Leoconostoc ve Staphyl ococcus
gibi birgok mikroorganizma tarafindan sentezlenmeleriyle birlikte, gidalarda daha
cok laktik asit bakterileri tarafindan sentezlenen bakteriyosinler kullanmlmaktadir.
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum ve
Salmonella spp. gibi birgcok patojen bakteri Uzerinde etkili olmalar1 nedeniyle,
gidalarda kullanim potansiyelleri oldukca artmistir (Kurt ve Zorba, 2005).

Homofermentatif laktik asit bakterileri, heksozlardan laktik asit, cins ve tir
Ozelliklerine bagli olarak, asetik asit, CO,, akol ve bazi aroma maddeleri
Uretmektedirler. Bu maddelerin Uretimi sirasinda az da olsa, gidanin kalori degerinde
bir degisme olmaktadir. Ayrica, gida kalitesini bozan ve patojen mikroorganizmalar
Uzerine, Urettikleri organik asitler, hidrojen peroksit, diasetil, bakteriyosin gibi
maddeler ve laktoperoksdaz sistemi ile antagonistik etki gosterirler. Bu
mikroorganizmalarla Uretilen gidalar, daha once de belirtildigi Uzere, insan sagligi
acisindan guvenilir olarak kabul edilmektedirler (Spelhaug ve Harlander, 1989;
Farias ve ark, 1994; Vescovo ve ark, 1997; Yang ve ark, 1997; Hayaloglu ve
Erginkaya, 2001).

1.1.2. Lactobacillus rhamnosusun Taksonomik Ozellikleri ve Gida

Mikrobiyolojis Agisindan Onemi

Lactobacillus rhamnosus GG, 1983 yilinda insan diskisindan izole edilmis ve
1985 yilinda ise patenti alinmustir. L. rhamnosus, LAB igerisinde antibakteriyal etki
gogeren fakultatif heterofermentatif (Grup 11) o©zellikte olup, pentozlari ve
glukogonlar1 fermente edebilme yetenegine sahiptir (Hessle ve ark, 1999). L.
rhamnosus’'un sistematigi asagida verilmistir (Morita ve ark, 2009).

Alem Bacteria

Bolim Firmucutes

Sinif Bacilli

Takim Lactobacillales

Cins Lactobacillus

Tar L. rhamnosus

Binominal ismi Lactobacillus rhamnosus
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L. rhamnosus, sit drlnlerinde cabuk Greyebilmekte ve ekstraseluler
polisakkarit Uretebilme yetenegindedir (Anonymous, 2008a).

LAB’nin basinda, L. rhamnosus GG (veya Lactobacillus GG) gelmektedir.
Tufts Universitesi'nde Sherwood Gorbach ve Barry Goldin tarafindan bulundugu icin
“GG” eki kullamlimaktadir (Dorron ve ark, 2005).

L. rhamnosus, 271 ticari Uriinde genellikle 5x10” kob/mL konsantrasyonunda
kullamlmaktadir. Yapilan calismalarda bu susun, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Shigella flexneri, Yersinia enterocolitica, Citrobacter freundi,
Enterobacter cloacae ve Enterococcus faceium gibi patojenlere karsi antimikrobiyal
etki gosterdigi bulunmustur (Jacobsen ve ark, 1999).

1.2. Sinme (Rope) Hastahg

Sinme (rope), ekmegi etkileyen en 6nemli hastaliklardan biridir. Sinme
ingilizce bir kelime olan rope'un Tirkge karsiligr ip, nemli veya yapiskan lif veya
iplik olup, bu tarum, hastaliga maruz kalmig ekmegin igyapisimi ifade etmektedir
(Aran ve Boyacioglu, 2006).

Sinme hagtaligi, Urtinde baslangicta tatli, olgun ananas veya kavunu andiran
meyvemsi bir koku ile ortaya cikmakta, genellikle 3648 saat icinde koku
yogunlasarak i¢ kissmda stinme seklinde gozlenen bir yapi olusmaktadir (Holy, 1994;
ICMSF, 1998; Jenson, 1998). Bacillus subtilis, Urinde siinme olusumu yaninda,
urtinle birlikte yiiksek miktarlarda (10 g) tiiketilmesi durumunda da insanda, bulanti,
kusma, ishal, bas agrisi vb. belirtilerle ortaya ¢ikan gida zehirlenme vakalarina da
neden olabilmektedir (Adams ve Moss, 1995).
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A .

Sekil 1.1. A:Sinme Hastalikli Ekmek, B: Normal Ekmek

Uygun hijyenik kosullarda tretilmeyen hamurlarda, yapim sirasinda, sinme
sporlarinda artislar gozlenmekte ve bu hamurlarla yapilan ekmeklerde de siinme
hastaligi gozlenmektedir (Sekil 2.1). Bu bozulmada, un hicreleri pargalanarak,
yapiskan viskoz bir yapi ortaya gikmaktadir. Bu yapinin nedeni ise, undaki nisastave
proteinin hidrolizinin bir sonucudur (Forsythe ve Hayes, 1998). Unlu gidalarda
nisastamin hidrolizine neden olan bakteriler ve Urettikleri enzimler, Cizelge 2.2'de
verilmistir.

Stnme olusumu Uzerinde etkili faktorler, baslica 4 grup atinda
toplanmaktadhr.

a. Ekmegin soguma siiresinin uzun olusu veya 25°C'nin tzerindeki
sicakliklarda muhafazas,

b. pH degerinin 5'in Uizerinde olmasi,

c. Baslangi¢ spor sayisinin yuksekligi ve

d. Uriiniin nem iceriginin yiiksek olmast.

Stnme olusumu, Urtin icinde nemin yiksek oldugu kisimlarda daha ¢cok
gozlenmektedir.
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Cizelge 1.1. Unlu gidalarda nisastanin hidrolizine neden olan bakteriler ve Urettikleri
enzimler (Eichler 2001, Haki ve Rakshit 2003)

Enzim Ozellikleri
Enzim Organizma Opt. Sicaklik Opt. pH
(°C)
Bacillus amyloliquefaciens 70 7,0
Bacillus licheniformis 100 6,0-6,5
a-amilaz Bacillus stearothermophilus 70-80 5,0-6,0
Bacillus stearothermophilus 70 -
Bacillus subtilis 70 7,0
Bacillus circulans 60 -
B-amilaz Bacillus var. mycoides 50 -
Bacillus sp. 50 7,5
Pullulanaz Bacillus sp. 60 -

Un ve ekmek cesitlerinde, sinme dnleyici olarak kullanilan ve Turk Gida
Kodeks tarafindan kullanimina izin verilen katki maddeleri Cizelge 2.3'de

verilmistir.

Cizelge 1.2. Renklendiriciler ve tatlandiricilar disindaki gida katki maddeleri
tebligi. Teblig No: 2008/22. (Anonymous, 2008c)

E 260 Asetik asit

E 261 Potasyum asetat
Ekmek (sadece
5 E 262 Sodyum asetatlar
bugday unu, su, maya i
E 263 Kalsiyum asetat
veya kabartici ve ) ) Qs
E 270 Laktik asit

E 325 Sodyum laktat
E 326 Potasyum laktat
E 327 Kalsiyum laktat

tuzdan olusan)

QS: Belirlenmemis miktar/Quantum satigQS: Herhangi bir en yuksek dizeyin
belirtilmedigi anlamindadhr.

Y apilan bir arastirmada, B. subtilis sporlariny, 10° g diizeyinde iceren hamura,
%0,1 v/iw (un agirhg: Uzerinden) oraminda propiyonik veya asetik asit ilaves ile
siinme olusumunun engellenebildigi saptanmistir (Rosenquist ve Hansen, 1998;
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Thompson ve ark. 1998) vyaptiklart calismada, sirkenin, sinme olusumunun
Onlenmesinde kalsiyum propiyonattan daha etkili oldugu belirlemislerdir.

Kalsiyum asetat (E 263), asetik asitin kalsiyum tuzu, dogal bir asit, birgok
meyvenin igerisinde bulunmaktadir. S8z konusu asit, fermantasyonla tretilmesinden
dolay1 hemen hemen tum fermente Urlinlerde rastlanmaktadir. Ticari olarak seker,
melas veya alkolden bakteriyel fermantasyon ile veya asetaldehitten kimyasal sentez
ile elde edilmektedir. Asetatlar, ayrica koruyucu ve tampon olarak kullanilirlar.
Kalsiyum asetat, ©zellikle ekmek ve firinda pisirilen Urinlerde, bazi spor olusturan
organizmalara karsi kullanilmaktadir. Yan etkileri yoktur, asetatlar tim vicut
hicreleri icin normal bilesenlerdir. Yalmzca (cok nadiren) sirkeyi tolere edemeyen
insanlar tarafindan tuketilememektedir. Kabul edilebilir ginlik alim miktar: ise,
limitsizdir (Anonymous, 2009a).

Ekmek ve firin Urdnlerinde en yaygin kullamilan koruyucu maddeler arasinda,
propiyonatlar yer almaktadir. Ancak, yuksek miktarlarda kullanilmadikca etkinlikleri
sinirlt olmakta, belli dizeylerin Gzerinde Urline ilave edilmeleri durumunda da,
duyusal niteliklerde olumsuzluklara neden olabilmekte ve maya aktivitesini
etkileyebilmektedirler. Uygulamada, genellikle sodyum propiyonat, diger firin
Urdnlerine, kalsiyum propiyonat ise, ekmege ilave edilmektedir. Propiyonatlar, rtine
hamur hazirlama asamasinda katilmakta, kullamlan konsantrasyon Urdntn
Ozelliklerine ve hedeflenen depolama siresine bagli olarak degismektedir. Genel
olarak kullamlan dozlar %0,1 ile 0,3 (un agirlig1 Uzerinden) arasinda degismektedir.
Duyusal nedenlerle, ekmeklerde propiyonik asit kullanimi da tercih edilebilmektedir.
Propiyonik asit, disosiasyon katsayisimn disik olmasi nedeniyle genis bir pH
araliginda etkin olmakta, kuf gelisimin yansira, rop etkeni baslica bakterilerden olan
Bacillus mesentericusun gelisimini kontrol altina alabilmektedir (Luck ve Jager,
1997).

Ekmeklerin, Uretim ve depolama sirasinda sinme olusumunu énlemek icin
genelde asagida belirtilen islemler uygulanmakta veya uygulanmasi onerilmektedir.
1. Kullanilan tim alet ve ekipmanlar, dezenfektanli kaynar su ile yikanmasi ve hatta
gerekirse tekne, kazan, tava gibi hamurun direkt temas ettigi ylzeyler alkol
dokulerek dezenfekte edilmesi,

10
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2. Hamur yapilirken hamur suyuna sirke ve sirke asiti (asetik asit) ilave edilmesi
(100 kg. una 0,5 litre sirke),

3. Hamurun, mimkin olduk¢a soguk yogrulmast ve kuvvetli bir hamur
fermantasyonun uygulanmasi ve

4. Ekmekler firindan ciktiktan sonra hemen tavalardan alinarak, serin yerde hizla

sogutulmasi.

1.2.1. Bacillussubtilisin Genel Ozellikleri

Bacillus subtilis, 1872 yilinda Ferdinand Cohn ve 6grencisi Robert Koch
tarafindan tammlanmustir. Hareketli, sporlari oval ve subterminal olup, kapstlstizdir
ve 0On zenginlestirme yapilmayan besiyerinde rahatlikla Ureyebilme 06zelligine
sahiptir. Toprak kokenli bir bakteri olup, mezofiliktir ve optimum gelisme sicakligi
25-35°C'dir. Bacillus subtilisin sistematigi asagida verilmistir (Fritze ve Pukall
2001).

Alem Bacteria

Bolim Firmucutes

Sinif Bacilli

Takim Bacillales

Familya Bacillaceae

Cins Bacillus

Tar B. subtilis

Binominal ismi Bacillus subtilis grubu

Sinonimleri Vibrio subtilis,
Bacillus globigi

Bacillus subtilis, insanlarda distk derecede patojeniteye sahip olup,
“subtilisin” adi verilen proteolitik enzim Uretmektedir. Subtilisin, dusik toksijenik
Ozellige sahip olmakla beraber sirekli maruz kalindiginda, alerjik resksiyonlara
neden olabilmektedir. B. subtilis'in kullamim limitleri OSHA (-Occupational Safety
and Health Administration) tarafindan diizenlenmistir.

11
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Bacillus subtilis sporlari, pismis gidalarda, yiksek sicakliklarda canli
kalabilmekte ve ekmek hamurunda “sinme’ hastaligini olusturmaktadir. Bacillus
subtilis, asimetrik olarak boltinmekte, sicaklik, asit, tuz gibi gevresel faktorlere

direncg gosteren endospor olusturmaktadir.

12
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. SunmeHastahg ileilgili Yapilan Calismalar

Daniel (1963), yaptigi1 calismada, hastaligin gelisimi sirasinda ekmegin i¢
kismindaki proteinler ve nisastalarin birbirinden ayrildigim ve ekmek parcalandigi
zaman, yapiskan yumusak madde, hastaligin ismini simgeleyen berrak ip benzeri
lifler halinde disar1 ¢iktigim belirlemistir.

Volavsek ve ark, (1992), siinme tespit edilen 22 un ve hamur 6rneginde, toplam
aerobik mezofilik spor ve sinme spor sayillarim saptamuslar, un ve hamur
orneklerindeki rop spor sayilar1 ve mezofilik spor sayilari arasinda kabul edilebilir
korelasyonlar belirlemislerdir.

Palop ve ark, (1999), Bacillus spp. sporlarinin yiksek 1sil direnglerinin, hiicre
protoplazmasinin  igerdigi  su  miktartyla dogrudan  baglantili  oldugunu
ispatlamusglardir.

Cazemier ve ark, (2001) , yaptiklar: calismada, hiicre ici mineral icerigi (Ca®"
Mn*" Mg*" Fe** and K*) yiksek Bacillus tirlerinin 1sil direnclerinin, normal
kosullardaki Bacillus suslarina oranla daha yuksek oldugunu tespit etmislerdir.

Chauhan ve ark, (2001), kicuk yuvarlak ekmeklerde bugday unu yerine degisik
alternatif unlar (soya, sorgum ve patates unu) kullamlmislar ve yapilan ekmeklerin
mikrobiyolojik 6zellikleri belirlenmislerdir. Ekmekler, 180 °C sicaklikta, 25 dakika
pisirilmis ve 30 °C sicaklhikta depolanmustir. Ekmegin raf 6mri sliresince, 1. ve 3.
gunler arasinda, siinme goérdlmemis ve minimum dizeyde kaf belirlenmistir.
Hammaddelerden ve ekmekten izole edilen en 6nemli bakteri Bacillus spp. olmus ve
sirast ile hammaddelerde % 83 ve ekmekte % 99 oramnda bulunmustur.

Giffel ve ark, (2002), Bacillus, Aneurinibacillus ve Paenibacillus cinsine ait
bazi bakterilerin, 120°C’'nin Uzerindeki sicakliklarda canliliklarini koruduklarin

tespit etmislerdir.

13
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Simmonds ve ark, (2003), Bacillus cinsi bakteri sporlarinin yiksek hidrofobik
Ozellikleri sayesinde Uretim sirasinda, alet ve ekipmanlara bulastigini ve uygulanan
181l islem basamaklarindan sonra bile canli kalabildiklerini rapor eimislerdir.

Sorokulova ve ark, (2003), un ve roplu ekmekten izole ettikleri Bacillus
cesitlerinin - ekmegin bozulmasi ile olan iligkileri ve genetik farkliliklarim
arastirmislardir. izole edilen en énemli tirler, Bacillus subtilis ve B. lichoniformis
olmustur. B. subtilis tirindn, 15 denemeden 10 tanesinin, B. lichoniformisin ise, 6
denemeden 4 tanesinin laboratuar sartlarinda Uretilen ekmeklerde stinme hastaligina
neden oldugu belirlenmistir.

Demir (2006), Trakya Bolgesinde faaliyet gosteren degisik un fabrikalarindan
mayis ve ekim donemleri olmak Uzere, iki farkli zamanda topladigi 100 adet un
Orneginde, siinme etkeni bakteri sporlarinin yam sira, bazi kalite kriterleri agisindan
incelemistir. Yapilan analizler sonucunda, mayis donemine ait toplam 50 adet un
orneginin 4 tanesinde, en az 2x10% kob/g, en cok 1,6x10" kob/g Bacillus spp.
bulurken, ekim dénemine ait toplam 50 adet drneklerin sadece birinde 10° kob/g
Bacillus spp. tespit etmistir.

2.2. Laktik Asit Bakterilerinin Antagonistik Etkileri ile ilgili Yapilan Baz
Calhismalar

Spelhaug ve Harlander (1989), yaptiklar: ¢alismada, Lactococcus lactis spp.
lactis 11454, Pediococcus pentosaceous FBB61 ve Pediococcus pentosaceous
FBB63-D62'nin gida patojenlerine kars: inhibisyon etkilerini arastirmiglardir.
Bakteriyosin Ureten 3 sus, gida patojeni olarak bilinen bazi Gr (+) ve Gr (-)
bakterilere kars1 inhibisyon etki gostermislerdir. Gr (+) patojenler arasinda; C.
perfringens, S. aureus, L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. seeligeri ve L.
welshimeri yer aldigim belirlemiglerdir.

Sameshima ve ark, (1998), Staphylococcus aureus un enterotoksin tretimi ve
gelisme hizini, Lactobacillus cinsine ait suslarin (L. acidofilus FERM P-15119, L.
rhamnosus FERM P-15120, L. paracasel subsp. paracasei FERM P-15121),
antagonistik etkilerini, 20°C ve 35°C fermantasyon sicakliklarinda arastirmislar ve

14
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Her iki sicaklikta da, LAB suslarinin, S. aureus gelisimini ve enterotoksin Gretimini
inhibe ettigini bulmuslardir.

Messens ve De Vuyst (2002), laktik asit bakterilerinden elde edilen
bakteriyosinlerden; bavaricin A ve plantaricin ST31, bakteriyosin benzeri inhibitor
madde olan, BLISC57 ve reutericyclinin  antimikrobiyel  spektrumlarin
arastirmiglardir. Sonug olarak, Gr(-) bakteriler Uzerine inhibisyon etki tespit
edilmezken, Gr(+) bakterilerin duyarli oldugu bulunmustur.

Gratz ve ark, (2007), L. rhamnosus GG’ nin aflatoksn B1l'in tasinmasi,
metabolizmas: ve toksisite etkisinin azaltilmasina yonelik bir arastirma yapmislar.
Caco-2 hicrelerinde, L. rhamnosus GG'in, aflatoksin B1'i hiicre igine absorblayarak
etkisini azathgi, aflatoksin tarafindan hiicre zari ve DNA’min zarar gormesinin
engelledigi tespit edilmistir.

2.3.  Sunme Hastahgini Onlemeye Y 6nelik Yapilan Cahismalar

Rosenquist ve Hansen (1998), bugday ekmeginden izole ettikleri B. subtilis
ve B. licheniforms’in, organik asit, eksi hamur ve nisine karsi duyarliligin
arastrmiglardir. Bu amagla, B. subtilis sporlar1 asilanan bugday ekmegi, 10 gin
bekletilerek sporlar gelistirilmistir. Daha sonra, B. subtilis sporlar: baska bir hamurun
icerisine asilanmustir. Hazirlanan bu hamur igerisine, ayr1 ayr1 olacak sekilde; %0.10
v/w oraninda propionik ve asetik asitin yan: sira, Lactobacillus plantarum, L. brevis,
L. multaromicus, ticari eksi hamur starter kilttrd ile L. sanfrancisco ilave edilmistir.
Bu karisimlardan hazirlanan eksi hamurdaki toplam asitlik, 10'un Uzerindeyken,
ekmekte pH degeri 4,8'in altinda olcilmustir. Bugday hamuruna, starter kdltir
olarak ilave edilen laktik asit bakterileri ve nisin, (100 ppm/g ) unda B. subtilis ve B.
licheniformis cesitlerine karst her hangi bir etki gostermezken, laktik asit
bakterilerinin 186 ¢esidi arasinda bulunan Lactococcus lactis ssp. lactisin nisin
Uretilen ¢esidinin bir agar icerisinde bulunan B. subtilis ve B. licheniformis karsisinda
inhibitor aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Olimpia ve ark, (2002), yaptiklar1 ¢alismada, bugday ekmeginde Bacillus
spp. suslarinin neden oldugu siinme hastaliginin, laktik asit baterileriyle kontrolunt
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arastirmiglardir. Calismada, 30 adet siinme hastaligini tasiyan ekmekten, 61 Bacillus
kiltdrG izole edilmis, bu izole edilen kulttrlerin tamami, B. subtillus olarak
belirlenmistir. izole edilen bu kultlrlerden bir kismina, 96 °C’de 10 dakika sl islem
uygulanmus, ikincisine, 100 °C'de 10 dakika ve Ucglincusine ise, 1sil islem
uygulanmamustir. ilk grupta, steril ekmek dilimlerinden 12 tanesinde, siinme etkeni
gporlarin gelisimi belirlenmis, ikincisinde, hi¢ sinme hastaligina rastlanmazken,
UcUnciisinde, 37 tane kdltir sinme hastaligina neden olmustur. Agar diflizyon
yontemi ile LAB’ nin antagonistik etkisini de ayrica belirlemislerdir.

Rassland ve ark, (2003), 18 farkli laktik asit bakterisinin, fermente edilen
yagsiz sitte Bacillus cereus un gelisi Uzerine antibakteriyel etkisini arastirmislardir.
Bacillus cereus, siitte tek basina kullanildiginda, sayist 10°-10° kob/mL ulasirken,
30°C veya 37°C'de farkli Lactobacillus ve Lactococcus killtirleri ile inkiibe
edildiginde, 72 saatlik fermantasyon sonunda sayilari, 10 kob/mL ile 10° kob/mL
olarak bulunmustur.

Mentes ve ark, (2007), Lactobacillus plantarum LMO25 ve Lactobacillus
alimentarus LMOY ile Uretilen farkli iki ekmek hamurunda, beyaz ekmekteki siinme
etkeni olan Bacillus izolatlar Uizerine sdz konusu laktik asit bakterilerinin, inhibisyon
etkilerini arastirmiglardir. Beyaz hamura, L. plantarum LMO25 ve L. alimentarus
turleri ayr1 ayr1 ilave edilerek, Uretilen ekmeklerde (%15 ve %20 ekmek mayast
ilaveli ve pH 3,54,0), Bacillus subtilis ve Bacillus licheniformis' un neden oldugu
siinme hastaliginin engellendigini belirlemislerdir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan Un Ornekleri ve Mikroorganizmalar

Calismada kullamlan 3 adet organik, 2 adet durum ve 8 adet bugday unu
ornekleri, Gaziantep’'te bulunan bazi un ve ekmek fabrikalar1 ile marketlerden
temmuz ayinda temin edilmistir. Ayrica, higbir katki maddesi kullamilmadan organik
Uretim yapan tesislerden de organik un temin edilmistir. Un cesitleri ve arastirmada
kullanilan kodlar1, Cizelge 3.1'de verilmistir. Her bir deneme iki tekerrtrll olarak
gerceklestirilmistir.

Arastrmada ayrica, Ankara Universitess Gida Muhendisligi Mikrobiyoloji
Laboratuari mikroorganizma koleksiyonundan temin edilen Bacillus subtilis ile
Denisco USA ticari kulttrii Lactobacillus rhamnosus kalttrd kullamlmastar.

3.1.2. Besyeri ve Cozeltiler

Plate Count Agar (Merck), Nutrient Agar (Merck), Nutrient Broth (Merck),
Man Ragosa and Sharp Agar (Merck), Maximum Recovery Diluent (Merck),
Anaerocult (Merck), Tripton, D-Glikoz, Bromcresol purple (% 1'lik ¢Ozeltisi),
Magnezyum silfat (MgSO,), Monoamonyum fosfat (NH4H2PO4), Dipotasyum
fosfat (KoHPO,), Sodyum Sitrat (CsHsNaOy), Bromtimol mavisi, Sodyum klorir
(NaCl), Agar, Pepton, Glikoz, Metil kirmizisi, Etil alkol, Distile Su.

3.1.3. Alet ve Ekipmanlar
Inkiibator, Otoklav, Stomacher (karistirici), Ph Metre, Hassas terazi, Steril

Hava Kabini, Erlen Mayer, Beher, 5 ve 10 mL‘lik Tupler, Mezir, Cam Pipet,
Otomatik Pipet, Petri, Cam Baget, Lam, Lamel, Huni, 10 L’lik cam kavanoz.
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Cizelge 3.1. Un ornekleri ve kodlart

ORNEK ALINDIGI YER ORNEK KODU

Organik Un 1 Fabrika o1
Organik Un 2 Fabrika 02
Organik Un 3 Fabrika 03
Bugday Unu 1 Market SA-M
Bugday Unu 2 Firin GU-P
Bugday Unu 3 Market Bi-M
Bugday Unu 4 Fabrika SU-F
Bugday Unu 5 Market SO-M
Bugday Unu 6 Firin Oz-p
Bugday Unu7 Fabrika GE-F
Bugday Unu 8 Fabrika BE-F
Durum Bugday Unu 1 Fabrika SUD-F
Durum Bugday Unu 2 Fabrika TI-F
3.2. Metot

3.2.1. Un Orneklerinden Bacillus Cins Bakterilerin izolasyonu

Gaziantep ilinde faaliyet gosteren isletmelerden temin edinilen ekmeklik un
orneklerinden, 10 g tartilarak, 90 mL steril serum fizyolojik igerisine, aseptik
kosullarda aktarilmstir. Karistirma isleminden sonra drnekler, su banyosunda 65
°C’de 60 dakika tutularak, vejetatif formlarinin 6lmesi ve ortamda bu bakterilerin
sporlu  formlarmin kalmas:  saglanmustir.  Orneklerin, 10™den 10 "ye kadar
seyreltmeleri yapilarak, yayma ekim yontemiyle Nutrient agar (NA) besiyerine
ekimleri gerceklestirilmistir. 30 °C’de, 5 gun, inkibasyona birakilan petrilerde,
gelisen koloniler degerlendirilerek, Bacillus stpheli kolonilerden gram boyama, spor
boyama ve katalaz testleri yapilmistir. Gram (+), sporlu, katalaz pozitif izolatlar,
saflagtirilarak, spor morfolojileri, 15 ve 45°C’lerde hareket Ozellikleri ve kisaca
IMVIC (indol, Metil kirmizisi, Voges Proskauer, Sitrat kullammi) olarak bilinen
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tammlama testleri uygulanarak, Bergey's Manual of Systematic Bacteriology'de
belirtilen sonuclara gore Bacillus cinsi bakteri olup olmadiklar1 belirlenmistir (Kim
ve ark. 1998).

3.2.2. Un Orneklerinde Siinme (Rope) Var hgimn Belirlenmesi

50 g ekmelik un, 450 mL % 0,1’ lik peptonlu su icinde homojenize edilerek,
10™ lik diltisyon hazirlanmistir. Rope sporu sayim icin, 107 lik diliisyon kaynar su
banyosunda, 30 dk bekletilmis ve bekleme siiresince, her 5 dakikada bir karistirma
islemi  uygulanmistir. Daha sonra, bu karisimdan, 102 ve 10lik dilisyonlar
hazirlanmigtir. Her Gg dilusyondan, igerisinde 10 mL steril glikoz tripton broth
bulunan g tlipe, 1'er mL ekim yapilmustir. 30 °C’ de, 48 saat inkiibe edilen tliplerden,
ylzeyde zar olusturanlar pozitif kabul edilerek orneklerin gramindaki siinme sayisi
EMS (En Muhtemel Sayi) tablosuna gore hesaplanmustir (Unliitirk ve Turantas,
2002).

3.2.3. L. rhamnosusun Bacillus izolatlar1 Uzerine Antibakteriyel Etkisinin

Bdirlenmes

MRS Broth besiyerinde cogaltilan L. rhamnosus, mL’de 10°
konsantrasyonda hiicre olacak sekilde seyreltme islemi yapildiktan sonra, hiicre
stispansiyonu, 5000 devir/dk 10 dakika santrif(j edilerek, hiicre ve siipernatanti
ayrrma islemi gerceklestirilmistir. Unlardan izole edilen ve nutrient agar besiyerinde
gelistirilen Bacillus izolatlarindan, bir koloni alinmus, igerisinde, nutrient broth
besiyeri bulunan tuplere inokile edilerek, 30 °C de, 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra, mL’de 10° konsantrasyon hiicre olacak sekilde, seyreltme
islemi gerceklestirilmistir. Elde edilen Bacillus slispansiyonu, L. rhamnosus un, agar
kuyu difiizyon yontemi ve sivi ortamda, antibakteriyel etkisinin belirlenmesinde 6n
kultdr olarak kullanmlmustir.
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3.2.3.1. Agar Difiizyon Yoéntemi ile L. rhamnosus un Bacillus izolatlar1 Uzerine
Antibakteriyel Etkisinin Belirlenmesi

Agar kuyu difizyon yontemi ile L. rhamnosus un Bacillus izolatlar1 Uzerine
antibakteriyel etkilerinin belirlenmesinde; 10° konsantrasyondaki Bacillus izolati,
Plate Count Agar (PCA) besiyerine, dokme ekim yontemi ile ekilmistir. Besiyeri
Uzerinde acilan 10 mm’lik kuyucuklara, L.rhamnosus a ait slipernatant ve hiicre
sispansiyonu, ayr1 plaklarda olmak Uzere, 100'er pL eklenmistir. Ayrica, bir
kuyucuga da, sadece steril besiyeri ilave edilerek, kontrol olarak degerlendirilmistir.
37 °C'de 24 ve 48 saatlik inkibasyondan sonra, kuyucuk etrafinda olusan zonlarin
caplar1 olcllerek, Cizelge 3.2'ye gore, antibakteriyel etki olarak degerlendirilmistir
(Submuth ve ark, 1987).

Cizelge 3.2. Inhibisyon Yeteneginin Degerlendirilmesinde kullanilan Kirby-Bauer
Disk Diflizyon Y 6nteminde Zon Caplar1 (Rodriguez ve ark, 2000).

ZON CAPI (MM) INHIBISYON AKTIVITESI
Gortlmedi
<10 (+)
10-14 (+4)
15-19 (+++)
>20 (+++4)

(-) direncli, (+): az direngli ,(++): Ortahassas, (+++): hassas, (++++): gok hassas

3.2.3.2.5iv1 Ortamda L. rhamnosus un Bacillusizolatlar1 Uzerine Antibakteriyel

Etkisinin Bdirlenmes

10% ik konsantrasyonda, Bacillus izolatlar1 igeren 10 mL’lik Nutrient broth
besiyerine, 10° konsantrasyonda L. rhamnosus hiicre siispansiyonundan 1 mL ilave
edilmistir.  Aym deneme, L. rhamnosus dan elde edilen stipernatant igin de (1 mL)
uygulanmistrr.  Kontrol ornegi  olarak, L.rhamnosus icermeyen, sadece 10°
konsantrasyonda Bacillus izolat1 iceren, 10 mL nutrient broth kullamlmustir. Her
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karisimdaki Bacillus canli sayisint belirlemek icin, PCA’ya dokme ekim yontemi ile
ekim yapilmistir. Daha sonra tim 6rnekler, 37 °C'de 24 saat inkibe edilmis ve 24
saatlik inkibasyon sonrasinda Bacillus sayimlart gerceklestirilmistir (Modified
Nieto-Lozano ve ark, 2002; Tas, 2008).

3.2.3.3.Ekmek Hamurunda L. rhamnosusun, Bacillus subtilis Uzerine
Antibakteriyel Etkisinin Belirlenmesi

25 g steril ekmeklik una, 10" konsantrasyonda Bacillus subtilis ve 10°
konsantrasyonda L. rhamnosus igeren 5'er mL sivi suspansiyonlar karistirilarak (1/5
oraninda), yumusak kivamli hamur yapilmistir. Kontrol olarak, steril bir kapta,
sadece 10° konsantrasyonda, Bacillus subtilis iceren siispansiyon, una ilave edilerek,
hamur elde edilmistir. Her iki karisimdan 10°, 10* ve 10™lik diliisyonlar
hazirlanarak, dokme ekim yontemi ile PCA’ya ekim yapilmistir. Daha sonra
hamurlar, 37 °C'de 24 saat inkibasyona birakilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan
sonra, Bacillus sayimlar1 gerceklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Calismamizin birinci asamasinda, degisik firmalardan temin edilen unlardan
20 Bacillus cinsine ait bakteri izole edilmis ve bu bakterilerin sinme etkeni olup
olmadhiklar: belirlenmistir. ikinci asamada ise, Lactobacillus rhamnosus un, izole
edilen Bacillus izolatlar1 Uzerine inhibisyon etkisi, agar kuyu diflizyon ve sivi
ortamda ikiser tekerrlr olarak incelenmistir. Ayrica, L. rhamnosus un, B. subtilis
Uzerine inhibisyon etkisi ekmek hamurunda daikiser tekerrlr olarak arastirilmustir.
4.1.  Un Orneklerinde Bacillus larin Var g ve izolasyonu
Denemede kullanilan 13 un 6rneginden 20 Bacillus izolat1 elde edilmistir. Bu
suslarin 4’0 organik undan, 1'i durum bugday unundan, 15'i ise bugday unundan

izole edilmistir. Izolatlarin 6rneklere gore dagilimi Cizelge 4.1’ de verilmistir,

Cizelge 4.1. Bacillusizolatlarinin elde edildigi un 6rnekleri

ORNEK | IZOLAT SAYISI IZOLAT NO
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-pP 2 0z-P-1 | OzZ-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
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Benzer calisma, Trakya Bolgesinde faaliyet gosteren un fabrikalarindan
alinan orneklerde yapilmis ve mayis doneminde alinan 50 adet tesad(ifti numuneden,
4 tanesinde Bacillus spp. tespit edilmistir (Demir, 2006). Bu calismada alinan
orneklerin tamaminda Bacillus spp. izole edilmistir.

4.2.  Un Orneklerinde Siinme Etkeni Sporlarin Varhg
Un Orneklerinde siinme etkeni olan rop sporu varligi arastirilarak, sayim
sonuglari, EMS tablosundan yararlanilarak degerlendirilmistir. Cizelge 4.2'de un

orneklerinde belirlenen rope sporu sayilar: verilmistir.

Cizelge 4.2. Un drneklerinde Belirlenen Rope Sporu Sayim Sonuglari

ORNEKLER 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
o1 90 EMS/g
03 95 EMS/g
Ti-F 95 EMS/g
SU-F 250 EMS/g
SUD-F 90 EMS/g
Oz-P 450 EMS/g
SA-M 450 EMS/g
GU-P 450 EMS/g

Rope sayimi sonunda en fazla kontaminasyon firinlardan alinan numunelerde
tespit edilirken, en az kontaminasyon, organik unlarda tespit edilmistir. Forsythe ve
Hayes, 1998'de yaptiklari calismada, uygun hijyenik kosullarda Uretilmeyen
hamurlarda, yapim sirasinda, siinme sporlarinda artiglar oldugunu ve bu hamurlarla
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yapillan ekmeklerde de sinme hastaligi  gozlendigini  belirtmiglerdir.
Kontaminasyonun en fazla firinlarda olmasinin nedeni olarak, unlarin firinlara gelene
kadar bircok asamasindan (Uretim, paketleme, depolama, sevkiyat) gecmesi ve bu
asamalardan sonra firinlarda Uretim esnasinda, unun kontaminasyona daha agik
olmasi disunilmektedir.

4.3.  L.rhamnosus un Bacillusizolatlar1 Uzerine Antibakteriyel Etkileri

Calismamizda, L.rhamnosus'un, 13 farkli undan izole edilen 20 Bacillus
izolat1 Uzerine antibakteriyel etkisi, agar kuyu difiizyon yonteminin yam sira, Sivi
ortamda ve ekmek hamurunda arastirilmistir.

4.3.1. Agar Kuyu Difiizyon Yoéntemiyle L. rhamnosus un Bacillus izolatlar:
Uzerine Antibakteriyel Etkisi

L. rhamnosus' un, Bacillus izolatlar1 Uzerine inhibisyon etkisi, hem direk
hlicre slispansiyonu, hem de stipernatant kullamlarak, agar kuyu difizyon yontemi ile
inktibasyonun, 24. ve 48. saatlerinde belirlenmis ve olusan inhibisyon zonlart mm
cinsinden olgulerek degerlendirilmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6,
4.7 ve 4.8).
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Sekil 4.3. 03-1 Sekil 4.4. 01-2

Sekil 4.5. OZ-P-1

Sekil 4.7. Ti-F-2 Sekil 4.8. BE-F-2
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Cizelge 4.3. L.rhamnosus un Bacillus izolatlar1 Gzerine inhibisyon etkisi (Agar kuyu

diflizyon yontemi).
INKUBASYON
ORNEKLER 24 SAAT 48 SAAT
SUPERNATANT HUCRE SUPERNATANT HUCRE

O1-1 - - - ++4++
01-2 ++++ ++++ ++++ ++++
02-1 ++++ ++++ ++++ ++++
03-1 ++++ ++++ ++++ ++++
SU-F-1 - - - o+t
GE-F-1 - ++++ ++++ ++++
BE-F-1 ++++ ++++ ++++ ++++
Bi-M-2 o+t o+t o+t o+
BE-F-2 ++++ ++++ ++++ ++++
SA-M-1 ++++ ++++ ++++ ++++
Bi-M-1 - - - o+t
SO-M-2 o+ o+ o+ o+
SO-M-1 o+ o+ o+ o+
GU-P-1 o+t o+t o+t SR
Oz-P-1 o+t o+t o+t SR
Oz-P-2 - - - +H++
SUD-F-1 o+ o+ o+ o+
Ti-F-1 ++ ++ - SR
Ti-F-2 - - - o+t
Ti-F-3 ++ ++ +H++ +H++

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

hassas

Marketlerden alinan unlardan izole edilen bes Bacillus izolatyla (BI-M-2,
SA-M-1, Bi-M-1, SO-M-2, SO-M-1) yapilan arastirmada, ilk 24 saatte bir izolat,
(Bi-M-1) hem sipernatantta hem de hiicrede direncli bulunurken, ayn: izolat, 48
saatlik inkibasyonun da sadece slipernatanta direng gostermistir.

Firinlarindan alinan unlardan izole edilen (¢ izolatin, (GU-P-1, OZ-P-1, OZ-
P—2) sadece bir tanesi, (OZ-P-2) ilk 24 saatte hem sipernatantta hem de hiicrede
direncli bulunurken, aym izolat, 48 saatlik inkibasyonun sonunda sadece

sipernatanta diren¢ gostermistir.  Organik unlardan alinan 6rneklerden elde edilen
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dort izolattan, (O1-1, O1-2, O2-1, O3-1) bir tanesinin, (O1-1) ilk 24 saatlik
inktibasyon sonucunda, hem slipernatanta, hem de hiicre stispansiyonuna direncli
oldugu belirlenirken, aym izolatin 48 saatlik inkibasyonu sonucu, sadece
slpernatanta karsi direnglilik gostermistir.

Fabrikalardan alinan orneklerden elde edilen sekiz izolattan ¢ tanesinde
direng gozlenmistir. Bunlardan ikisinin (SU-F-1, Ti-F-2) 24 saatlik inkilbasyonda
hem slipernatant hem de hiicre stispansiyonuna karsi direncli bulunurken, ayni
izolatlarin, 48 saatlik inkiibasyonu sonucu, sadece slipernatanta direng gosterdikleri
bulunmustur. Uclincli izolat (GE-F-1) ise, 24 saatlik inkiibasyonda sadece
Sipernatanta direng gostermistir. Bacillus spp.’lerin, genel olarak, stpernatant
kismina daha fazla direng goderdikleri ve inklbasyon siresi uzadikga, L.

rhamnosus’ un, inhibisyon etkisinin arttigi gordlmuistar.

4.3.2. Siv1 Ortamda L.rhamnosus un Bacillus izolatlar1 Uzerine Antibakteriyel
Etkis

L. rhamnos un, Bacillus izolatlar1 Gzerine inhibisyon etkisi sivi ortamda
belirlenip sonuclar kob/ml olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Sivi ortamda, L.rhamnosus un Bacillus spp. Uzerine inhibisyon etkisi.

ORNEK BASLANGIC 24. SAAT
03-1 >1x10° >1x10°
SA-M-1 1,9x10’ 1x10°
GU-P-1 7,7x10° 2,5x10°
Bi-M—1 1x10° Bulunamadi
SU-F-1 1x10° >1x10°
SO-M-1 1,2x10° 4,1x10°
Oz-P-1 1,6x10’ 4,5x10°
Oz-P-2 >1x10° >1x10°
02-1 5,8x10° >1x10°
SUD-F-1 2,5x10° 7x10°
SO-M-2 1,8x10’ >1,0x10°
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Cizelge 4.4. in devam

GE-F-1 1,9x10’ >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 1,9x10’ >1,0x10°
BE-F-2 2,0x10’ >1,0x10°
Ti-F-3 >1,0x10° >1,0x10°
01-1 >1,0x10° >1,0x10°
01-2 2,6x10’ >1,0x10°
B.subtilis 1,0x10’ 8,3x10°
Kontrol 1,2x10’ >1,0x10°

Bacillus izolatlarindan 3 tanesinde (Bi-M-1, Oz-P-1, SUD-F-1) L.
rhamnosus'un, inhibisyon etkisi gozlenmistir. L. rhamnosus'un, Bacillus subtilis
Uizerine inhibisyon etkisinin sivi ortamda arastirlmasinda ise baslangicta 1,0x10’
kob/g olan spor sayisi, 24 saatlik inkilbasyondan sonra 8,3x10° kob/g'a inmistir.

4.3.3. Ekmek Hamurunda L. rhamnosus un B. subtilis Uzerine Antibakteriyel
Etkis

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
inkUbasyona birakilmustir. inkiibasyon sonunda, B. subtilis sayisinda bir azalma sz
konusu olmayip, yok denecek kadar az bir ¢cogalma saptanmistir. Ancak, kontrol
orneginde hizli bir artis olmasi, hamur igerisinde L. rhamnosus un B. subtilis'in
gelisimini onledigini gostermektedir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.9).
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Cizelge 4.5. Hamurda L.rhamnosus' un Bacillus subtilis Gizerine inhibisyon etkisi.

) Basglangic 24 Saatlik
Bakteriler .
(kob/g) Inktibasyon (kob/g)
Bacillus subtilis 1,3x10* >1x10°
Bacillus subtilis+L.rhamnosus 1x10* 2,9x10"
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1000000
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1

Kob/g

/

=#=Bacillus subtillis+L.rhanmosus

/

== Bacillus subitlis

4

Baslangc

24 Satlik nkiibasyon

ink iloasyon Siireleri

Sekil 4.9. Hamurda L.rhamnosus’ un B. subtilis Uzerine inhibisyon etkisi.

Swv1 ortamda izlenen inhibisyon etkide (Bi-M—1, OZ-P-1, SUD-F-1) 10" lik
bir azalma gozlenirken, hamurda yapilan ¢calismada biyositatik bir etki gbstermistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu calismada probiyotik 6zellige sahip Lactobacillus rhamnosus’un,
unlarda siinme (rope) hastaligi etkeni olan Bacillus spp. Uzerine, inhibisyon etkisi
arastirllmigtir.  Arastirma sonucunda, L. rhmanosus'un Bacillus spp. Uzerine
antibakteriyel etkisi, agar kuyu diflizyon yonteminin yam sira, sivi ortamda ve
hamurda belirlenmistir.

Alinan tim 0&rneklerin  hepsinde rope tespit edilmis olup, en fazla
kontaminasyon firinlarda tespit edilmistir. Bunun nedeni olarak, unlarin firinlara
gelene kadar bircok asamadan (Uretim, paketleme, depolama, sevkiyat) gecmesi ve
Uretim esnasinda unun kontaminasyona agik olmasi disuntlmektedir. En az
kontaminasyon ise organik unlarda tespit edilmistir. Un Uretiminde, tarladan satis
sahasina kadarki asamalarda (hasat, Uretim, paketleme, depolama, sevkiyat)
kontaminasyonun daha da arttigi belirlenmistir. Un Gretiminde hijyen kurallarina
uyulmast ve ekmek yapim asamasinda, biyokoruyucularin kullamimasi, rope
gelismesini engelleyecektir.

Agar kuyu difizyon yontemiyle yapilan inhibisyon arastirmalarinda, L.
rhamnosus hticre slispansiyonun antibakteriyel etkisi, siipernatanta gére dahafazla
oldugu belirlenmistir. L. rhamnosus un Urettigi laktik asit, hidrojen peroksit, asetik
asit, hidrojen sllfur ve bakteriyosin  gibi  metabolitler  sipernatanta
etkili olmaktadir. L. rhamnosus hiicresinin direk kullanilmas: ile antibakteriyel
etkideki artisin nedeni ise, ortamdaki besinlere karsi rekabet veya endojen 6zellikteki
bir baska antibakteriyel etkili faktoér olabilecegi diisiinilmektedir.

Hamurda yapilan inhibisyon arastirmasinda ise pH, besin maddesi, nem vb.
etmenlerin olumsuz etkilerinden dolay: L. rhamnosus, B. subtilis Gizerine biyositatik
bir etki gostermistir. Agar kuyu difiizyon, sivi besiyerinde ve hamurda da
antibakteriyel etkinin  gordlmesi, L. rhamnosusun biyokoruyucu olarak
uygulanabilirligini gostermistir.

Bu arastirmada bulunan, laktik asit bakterilerinin, sinme etkeni Bacillus lar
Uzerine antagonist etkisi, arastirmamin genisletilerek, farkli unlardan elde edilen
hamurlarda ve diger laktik asit bakterileri ile de denenmesi ve LAB’in etkili oldugu
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inhibisyon konsantrasyonlarinin  belirlenmesi  gerekmektedir. Boylece, unlarda
koruyucu kaltdr olarak LAB kullamm olanaklarina yonelik daha kesin bulgular elde
edilmis olacaktir.
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