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OZET

BACILLUS SP. SUSUNDAN BAKTERIYOSIN IZOLASYONU VE
KARAKTERIZASYONU

KAYA SEN, Sultan
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Hatice KATI
Kasim 2016, 72 Sayfa

Giintimiizde kimyasal koruyucularin besinin dogalligini, kalitesini ve degerini
diistirdiigii bilinmektedir. Bu nedenle antimikrobiyal maddelerin gida korunmasinda
kullanimi artmustir. Dolayisiyla da yeni antimikrobiyal maddelerin arastirilmasi ve

kesfi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bu calismada Bacillus sp. T69 izolatindan bakteriyosin izolasyonu ve
karakterizasyonu yapilmistir. Bakteriyosin aktivitesi iizerine sicakligin, pH’in,
enzimlerin, bazi1 organik ¢oziiciilerin, deterjanlarin ve kimyasallarin etkisi

aragtirtlmistir. Molekiil agirhigi ise SDS-PAGE ile belirlenmistir.

Bacillus sp. T69 izolatinin luria bertani besiyerinde, 30 °C’de 24. saatte
maksimum diizeyde bakteriyosin {irettigi belirlenmistir. Bakteriyosin diisiik
sicakliklarda (10-40 °C) aktivitesi yiiksek iken yiiksek sicakliklarda (>60°C) aktivite
kaybetmektedir. Bacillus sp. T69’un sentezledigi bakteriyosinin pH 5-10 arasinda
aktivite goOsterdigi bulunmustur. Bakteriyosinin proteinaz K, tripsin, iki-
merkaptoetanol, SDS ve Triton X-100’e kars1 duyarli ancak, bazi organik ¢oziiciilere
(kloroform, metanol, etanol, hekzan, aseton, izopropanol, asetonitril, butan-1-ol) ve
EDTA’ya kars1 ise dayanikli oldugu belirlenmistir. SDS-PAGE calismasi sonucunda

bakteriyosinin molekiil agirliginin yaklasik 15 kDa oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Bacillus, bakteriyosin, antibakteriyal



ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF BACTERIOCIN FROM
BACILLUS SP. STRAIN

KAYA SEN, Sultan
Giresun University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Deparment of Biology, Master Thesis

Supervisor: Assoc. Prof. Hatice KATI
November 2016, 72 Pages

Nowadays, it is known that chemical preservatives reduce the naturalness,
nutritional quality and value of the food. Therefore, it increased to use in food
protecting of antimicrobial substances. Thus, investigation and discovery of new

antmicrobial substances is of great importance.

In this study, isolation and characterization of bacteriocin from Bacillus sp.
T69 isolate was done. The effects of temperature, pH, enzymes, some organic
solvents, detergents and chemicals on bacteriocin activity were investigated. Its

molecular weight was determined by tricine-SDS-PAGE.

It was determined to produce bacteriocin in maximum level at 30 °C 24 th
hour in luria bertani medium of Bacillus sp. T69 isolate. While bacteriocin activity is
high at low temperatures (10-40 °C), activity is lost at high temperatures (> 60). It
was found to show activity between at pH 5 and 10 of bacteriocin from Bacillus sp.
T69. It was determined that bacteriocin was sensitive to protease K, trypsin, two-
mercaptoethanol, SDS andTriton X-100, but resistant to against some organic
solvents (chloroform, methanol, ethanol, hexane, acetone, isopropanol, acetonitrile,
butan-1-ol) and EDTA. As a result of SDS-PAGE analysis, it was found that
molecular weight of bacteriocin was about 15 kDa.

Key Words: Bacillus, bacteriocin, antibacterial
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1. GIRIS

Bacillus bakterilerinin besinlerde ve ozellikle unlu gidalarda, inhibisyonunu
engellemek nedeniyle; kalsiyum propiyonat, asetik asit, propiyonik asit gibi
kimyasallar kullanilmaktadir (Rosenquist ve Hansen, 1998; Olimpia ve ark., 2002;
Demir, 2006). Kimyasal koruyucu  kullanimmna  alternatif  olarak;
mikroorganizmalarin ortak yasam tarzlarindan biri olan antagonizmadan; gidalarin
muhafazasinda yararlanilmasi iizerine ¢alismalar mevcuttur (Temiz, 1998; Unliitiirk,
1998). Besin kaynakli hastaliklarin artmasi; halkin gida endiistrisinde, mevcut gida
muhafaza tekniklerinin etkinliginden siiphe etmesine yol agmistir. Gida kalitesi ve
giivenligi i¢in; yiiksek 1s1l islem, asidifikasyon, tuzlama, kimyasal koruyucu,
kurutma, dondurma, sogutma, fermentasyon gibi saklama teknikleri yerine; yiiksek
hidrostatik basing, vurgulu elektrik alanlari, dogal antimikrobiyal bilesikler, modifiye
atmosferde paketleme ve biyokorumalar gibi yeni muhafaza tekniklerinin
uygulanmasinda artis gozlenmektedir (Soomro ve ark., 2002; Steffen, 2005; De
Vuyst ve Leroy, 2007). Ayrica tiiketicilerin; kimyasal koruyucularla, gidalarin
muhafazasi konusunda endiselerinin artmasi ve tiiketiciler ile yetkili kisilerin " %100
dogal" ve "az islem gormis" gidalara olan ilgilerinin artmasi, dogal antimikrobiyal

ajanlara egilimi giderek arttirmistir (Cleveland ve ark., 2001; De Vuyst, 2000).

Klaenhammer’e gore biitiin bakterilerin %99’u en azindan bir bakteriyosin
sentezlemektedir ve bunlarin ¢ogu heniiz tanimlanmamistir (Klaenhammer, 1988).
Bakteriyosinlerin; veteriner tipta, biyomiicadelede bitki patojenlerine karsi, saglik
alaninda antitimor ajanlar olarak ve gidalarda biyokoruyucu olarak kullanim
olanaklarina dair bir¢ok arastirma yapilmaktadir. Bu polipeptidler gida kokenli
hastalik etmeni bakterilerin gelisimini ve gida bozulmasini engellemekte ve bu
Ozelliklerinden dolay1 gida endiistrisinde biiyiik 6nem tasimaktadir (Basbiilbiil ve
Biyik, 2009).

Bakteriyosinler gida kokenli hastalik etmeni bakterilerin gelisimini ve gida
bozulmasimi engellemektedir. Bakteriyosinlerin daha ¢ok Gram (+) bakteriler
tarafindan iretildigi bilinmektedir. Laktik asit bakterileri, Staphylococcus’lar ve

Bacilluslar gibi Gram (+) bakterilerin yani sira E. coli ve Pseudomanas gibi Gram



(-) bakteriler tarafindanda sentezlenirler. Ayrica son aragtirmalar baz1 Arkea’lerinde

bakteriyosin iirettigini gdstermistir (Riley, 2002).

1.1. Bacillus Cinsi Bakteriler ve Ozellikleri

“Bacillaceae” familyasinda yer alan Bacillus’lar, aerop veya fakiiltatif
anaerop, gram (+) cubuk seklinde bakterilerdir. Yasli Bacillus kiiltiirlerinde
bakterinin gram ile boyanma 6zelligi degisken olabilir ve bazen de gram (-) olabilir.
Bakterilerin ¢evresinde peritris flagellalar bulunmasi nedeni ile bir¢ok tiir
hareketlidir (Topgal, 2010).

Bacillus tiirleri neredeyse tiim dogal habitatlardan ve diger pek ¢ok kaynaktan
izole edilebilirler. Yaygin olarak toprakta ve bitki dokiintiilerinin oldugu yerlerde
bulunurlar. Tath ve tuzlu sular, sicak su kaynaklari, kaplicalar, kutup bolgeleri, ¢ol
topraklari, derin deniz suyu sedimentleri, peynir, siit gibi yiyecekler Bacillus’larin
yasayabildigi alanlardir. Patojen olanlar icin ise insan viicudu yasam alanlar1 olarak
verilebilir. Toprak ve bitkiler iizerinde yaygin olarak bulunan Bacillus’lar besin
maddeleriyle intoksikasyona neden olabilmektedirler (Anonymus, 1998). Karbon ve
azot dongiilerinde de 6nemli rol oynarlar (Earl ve ark., 2008). Bacillus’lar bir veya
daha fazla sayida hiicreden olusan zincirler meydana getirebilirler. Bacillus cinsi
bakteriler ekstrem kosullarda spor olusturma yetenegine sahiptirler. Olusturduklar
endosporlar oval, yuvarlak, silindirik, ya da bobrek seklinde olabilir. Sporlar hiicre
igerisinde subterminal veya sentral olarak yerlesebilir (Bonwart, 1989). Ana hiicrede
bulunan sporogoniumun yeri ve sporun sekli Bacillus sp. tiirlerinde karakteristik bir
ozelliktir. Bacillus kolonileri gogunlukla parlak ya da seffaf renkli; bazen de krem
renkli olabilirler (Lennete ve ark., 1985). Bacillus cinsi iginde ¢ogunlukla mezofilik
(30-40°C) olmakla birlikte psikrofilik (<15°C) ve termofilik (>65°C) tiirler de vardir
(Ayhan, 2000).

1.2. Antimikrobiyal Bilesikler

Mikroorganizmalar tarafindan {retilen antimikrobiyal maddeler cok az
derisimde bile mikroorganizma gelisimini engelleyen veya mikroorganizmalarin
olimiine neden olan biyolojik kdkenli, ikincil metobolitlerdir (Schlegel, 1992;

Demain, 1999). Bakteriler antibiyotik, bakteriyosin gibi antimikrobiyal maddelerin



yani sira antimikrobiyal aktivite gdsteren hidrojen peroksit (H20,), karbonhidrat ve
lipid gibi organik maddeleride tiretebilirler (Zhennai, 2000).

1.3. Baz1 Bacillus Suslarimin Urettigi Antimikrobiyal Maddeler

Baz1 Bacillus suslar1 sekonder metabolit olarak gesitli maddeler iiretirler ve
bu maddelerinde farkli mikroorganizmalar iizerinde inhibitor aktivitesi vardir.
Bacillus suslarmin bacitrasin, brebistin, tyrotrisin, polimiksin gibi antibakteriyal
antibiyotikleri tirettikleri bildirilmistir (Miyamoto ve ark., 1986). B. megaterium'dan
elde edilen megacinler bu mikroorganizma ile iliskide olan diger mikroorganizmalari
inhibe eder. B. subtilis'ten izole edilen alirin B-1 ve botrycidin AJ 1316 antifungal
aktiviteye sahiptir. Yine B. subtilis'ten elde edilen subtilosin A ve subtilin, birgok
gram (+) bakteri tizerinde etkilidir. B. licheniformis M-4’den elde edilen M-4
amoebicidal maddesinin bakteri ve fungiye kars1 aktif oldugu tespit edilmistir (Zheng
ve Slavik, 1999). B. polymyxa'dan polymyxin antibiyotigi ve B. brevis’den
gramisidin antibiyotigi elde edilir (Logan, 1988). B. thuringiensis HD-2 susu
tarafindan iiretilen bakteriyosin thuricin olarak isimlendirilmis ve bu maddenin gram
(+) bakterilere kars1 inhibitor aktivitesi oldugu bildirilmistir (Montgomery ve ark.,
1989). B. subtilis ve B. licheniformis suslar1 tarafindan {iretilen antibiyotige
bacitrosin adi verilmistir (Azevedo ve ark., 1993). Yapilan bir ¢alisgmada B.
aurantinus'un gram (+) bakteri ve anaeroplara kars1 antimikrobial aktivite gosteren
aurentinin A ve B’yi kapsayan bir yeni poliketit antibiyotik kompleksi meydana
getirdigi aciklanmigtir (Nakagawa ve ark., 1988). B. subtilis ATCC 39374 ve ATCC
39320 suslart ile yapilan bir ¢alismada, suslarin polyenlakton fostat esterleri olan
diffisidin ve oksidiffisidin olarak adlandirilan antibiyotikler iirettigi bildirilmis ve bu

iki sugdan bacillin antibiyotigi de izole edilmistir (Zimmerman ve ark., 1987).

Bacillus polymyxa KT-8 susu ile yapilan diger bir ¢aligmada da, bu susun
tirettigi fusarisidin B, C ve D elde edilmistir (Kajimura ve Kaneda, 1997). B. subtilis
ATCC 6633 susu antifungal peptit antibiyotik potansiyeli igeren mycosubtilin
tireticisi olarak teshis edilmistir (Duitman ve ark., 1999). B. subtilis siklik peptit
antibiyotik mycobacillin, iturin A, bacillomysin, mycosubtilin, fungustatin,
subsporin, bacillisin ve fengimisin iirettigi bulunmustur (Schreiber ve ark., 1988). B.

brevis’in durgun faz kiiltiir hiicreleri siklik dekapeptitler gramisidin S ve tirosidin



trettigi tespit edilmistir (Marahiel ve ark., 1993). B. cereus UW85’in iki yeni
antibiyotik Zwittermisin A ve antibiyotik B {rettigi bulunmustur. Bakteri
filtratlarinin hastaliga neden olan Phytophthora medicaginis bakterisini baskiladigi
belirtilmistir  (Silo-Suh ve ark.,, 1994). Zwittermisin A’nin Phytophthora
medicaginis'in sebep oldugu bitkisel hastaligi engelledigi bildirilmistir. Bu maddeyi
tireten bagka Bacillus suslari lizerinde de calismalar yapilmistir. Bu g¢aligmalarin
sonucunda B. thuringiensis'inde bu maddeyi trettigi bulunmustur (Stabb ve ark.,
1994).

1.4. Antibiyotikler

Antibiyotikler baz1 bakterilerden ve genellikle mantarlardan elde edilen, ¢cok
diisiik dozlarda dahi diger mikroorganizmalar iizerinde tiremelerini engelleyici veya
oldiiriicii etki gosteren, ancak insan hiicrelerine olumsuz etkileri olmayan ya da segici
toksik etki gosteren antimikrobiyal maddelerdir (Kayser ve ark., 1997). Antibiyotik
direng genleri tasiyan bakteriler, plazmitlerini ¢evresindeki bakterilere aktararak
antibiyotige direngli bakterilerin olusmasini saglarlar. Antibiyotiklerin diinyada
yaygin kullanimi, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde biiylik bir sorun olan,
antiyotiklere direngli mikroorganizma enfeksiyonlarini ortaya ¢ikarmaktadir. Son on
yilda daha 6nceki antibakteriyel ve antifungal ilaglara karsi, birgok ikili antibiyotik
direngli mikroorganizma Klinik olarak izole edilmis ve bunlarla tek yonli etkili
antibiyotiklerin miicadelesinin zor olacagi sonucuna varilmigtir. Bundan dolay1 etki
alan1 genis ve giiclii antibiyotikler lireten yeni mikroorganizmalarin arastirilmasi

onem kazanmistir (Demain, 1999).

Gilinimiizdeki kayitlarda, bilinen 8000 antibiyotigin varoldugu agiklanmis ve
bunlara her yil yiizlercesinin eklendigi gosterilmistir. Buna karsin yeni
antibiyotiklerin kesfinin beklenildigi belirtilmistir. Bunun sonucunda Bacillus cinsi

bakteriler antibiyotik tiretici kaynak olarak gosterilmistir (Eltem ve Ugar, 1988).

1.5. Bakteriyosinler

Bakteriler besin maddelerinde bozulma etkeni mikroorganizmalarin veya
patojenlerin biiylimesini, gelismesini onleyebilen veya onlar1 6ldiiren bir¢ok inhibe

edici bilesik tiretmektedir (Bennik ve ark., 1997; Hill ve ark., 1995). Bunlardan biri



olan bakteriyosin ilk olarak 1925 yilinda Andre Gratia tarafindan saptanmustir.

Gratia, E. coli tarafindan tiretilen bu inhibitor maddeyi kolisin olarak isimlendirmistir

(Gratia, 1925).

Jakob ve arkadaslar1 1953 wyilinda ilk kez bakteriyosinin tanimini
yapmiglardir. Jacob ve arkadaglarinin yaptigi tanim daha ¢ok farkli tiirler arasi
antagonistik iliskileri ve kolisin proteinini kapsamaktaydi. Fakat daha sonra bunlara
benzer ¢ok fazla madde tespit edilince tanimin kapsami genisletilmistir (Eckner,
1992).

Tagg ve arkadaglar1 ise 1976 yilinda bakteriyosini; protein yapida
antagonistik maddeler olup, belli sayida bakteriye, 6zellikle de bakteriyosin iireten
bakteriye benzer tiirlere karsi bakteriyostatik (bakterilerin ¢ogalmasini, iiremesini ve
biiyiimesini onleyen) ya da bakterisidal (bakterileri 6ldiiren) etki gosteren genellikle
dar spektrumlu antimikrobiyal bilesikler olarak tanimlamislardir (Jack ve ark., 1995;
Tagg ve ark., 1976; Klaenhammer, 1998).

Pasteur ve asistan1 Joubert iirinden 1877°de izole ettikleri bir bakteriyle
(muhtemelen E. coli), sarbon basilini (B. antrachis) ayni ortama ektikten sonra in
vitro ve in vivo olarak sarbon bakterisine karsi inhibitoér etkiye sahip oldugunu
belirlemislerdir. Boylece Pasteur ve Joubert bakteriler arasindaki ilk antagonistik

etkiyi gézlemlemislerdir (Riley ve Chavan, 2007).

Giliniimiizde tiiketicilerin, besin degeri yliksek, dogal, kaliteli, minimum
miktarda islenmis gidalara yonelik tercihlerinin artmasi, kimyasal koruyucularin
besin maddelerindeki kullanimlarim1  kisitlamaya baglamistir.  Bundan dolayi
gidalarda antimikrobiyal maddelerin sayist ve kullanimi her gegen gilin artmaktadir
(Kelly ve ark., 1996). Dogal koruyuculardan bilhassa bakteriyosinler, insan ve
hayvan barsak sisteminde kolay parcalanmalar1 ve korunacak besinlerin
fizikokimyasal yapilarinda bir farklilik olmadan, bozulma ve hastalik sebebi
bakterileri inhibe etmeleri sebebiyle ¢ok c¢alisilan bir konu haline gelmislerdir
(Y1ldirim ve Yildirim, 2000). Antimikrobiyal maddelerin kullanilmas1 gidalarin raf
Omriiniin uzatilmasinda ve gida giivenilirliginin artmasinda 6nemli rol oynamaktadir

(Steffen, 2005; De Vuyst ve Leroy, 2007).



Yapilan ¢aligmalar Bacillus sp.’nin bazi tiirlerinin besin maddelerinde ¢ok
ciddi bozulmalara sebep oldugunu gostermistir. Toprakta ¢ok goriilen bir saprofit
olan B. cereus patojen 6zelligi sebebiyle artan bir dneme sahiptir. Gidayla taginan bir
patojen olan B. cereus ile kontamine olmus gidalarin tiiketilmesi sonucu gida
zehirlenmeleri olabilmektedir. Zehirlenme tehlikesini ortadan kaldirmak amaciyla
kontamine olan besinlere sicaklik uygulamasi genellikle etkili bir ¢oziim
olamamaktadir. Bunun nedeni sicaklik uygulamasi sonrasinda canliligin1 koruyan
sporlarin; somatik hiicreler ve toksinler olusturmak iizere ¢imlenebilmesidir. Et ve
stit Uriinleri, nisastali besin maddeleri, islenmemis tahillar, kuru gida ve baharatlar
gibi besin gruplar1 B. cereus kontaminasyonu agisindan biiytik risk tasimaktadir. Siit
ve siit tiriinlerinin sogukta saklanmas1 esnasinda, B. cereus’un psikotrof serotiplerinin
tireyerek toksin olusturduklari, siit ve iiriinlerinin psikotrof serotipler ile kontamine

olmasimin insan saghg bakimindan risk tasidig belirtilmistir (Ozdemir, 2003).

Literatiirde yapilan ¢alismalar bakteriyosin iiretiminin, daha ¢ok plazmid
kokenli oldugunu ortaya koymustur. Bazi bakteriyosinler bakteri plazmidinin yok
edilmesine ragmen sentezlenmeye devam etmistir. Bu durum; bakterinin bakteriyosin
sentez mekanizmasinin bakterinin kromozomlarinda var oldugu diisiincesini
dogurmustur (Kuleasan ve Cakmake¢1 2003). Besiyerinin bilesimi, pH, inkiibasyon
normu, gelisme faz1 gibi faktorler bakteriyosin tiretimi ve aktivitesini etkilemektedir
(Krier ve ark., 1998; Aasen ve ark., 2000; Yildirim ve Yildirim, 2000).

Gram (+) bakterilerin sentezledigi bakteriyosinler daha fazla ilgi gérmektedir.
Bunun nedenleri; insan kullanimi i¢in giivenli kabul edilmesi, 6karyotik hiicrelere
kars1 toksik etki gostermemeleri, antimikrobiyal spektrumlarinin gram (-) bakteriler
tarafindan sentezlenen bakteriyosinlere gore daha genis olmasi ve bazi
bakteriyosinlerin tek bir hedef patojene karsi aktivite gostermeleridir (FAO/WHO.
2002; Parvez ve ark., 2006; Diez-Gonzalez, 2007).

Bakteriyosinler  dogal  antibiyotik  olarak  nitelendirilsede,  Kklasik
antibiyotiklerden farkli olarak mide ve ince barsaktan gegerken proteazlar tarafindan
aminoasitlere kadar pargalanmaktadirlar. Bu yiizden viicutta emilemezler ve kalin
barsak florasina ulasamazlar (Bonwart, 1981; Geinsen ve ark., 1992; Howard ve ark.,
1993).



Antibiyotik ve bakteriyosinler cogunlukla birbirlerine karistirilmaktadir.
Ancak giiniimiiz simniflandirmasinda ikisi tamamen farkli molekiiller olarak kabul
edilir. Bakteriyosinler gelisim fazinda ribozomal olarak {iretilen birincil metabolitler
iken antibiyotiklerin ¢ogu durgun fazda enzim kompleksleriyle tretilen ikincil
metabolitlerdir (De Vuyst ve Vandamme 1991, 1992; Nes ve ark., 2002, 2007).
Bakteriyosin iireten hiicrenin immiinitesi bakteriyosini antibiyotikten ayiran en
onemli ozelliktir. Immiinite bakterilerin kendi iirettikleri bakteriyosinlerden

kendilerini korumas olarak tanimlanmaktadir (Koponen, 2004).

Uretici bakteriler kendi bakteriyosinine kars1 genetik bagisikliga sahiptir. Bu
bagisiklik proteinini kodlayan genler, bakteriyosinin yapisal genleriyle baglantili
iken, antibiyotik bagisikligin1 yoneten genetik belirleyiciler yapisal antibiyotik
genleriyle baglantili degildir. Antibiyotiklerin gidalarda kullanimi saglik agisindan
miimkiin olmamaktadir. Bu sebeple bakteriyosin taniminin yalnizca bakteriler
tarafindan sentezlenen antimikrobiyal maddeler olmasi kanismna varilmistir

(Rammelsberg ve Radler, 1990; Riley, 1998).

1.5.1. Baz1 Bakteriyosinler ve Uretici Mikroorganizmalar

Bakteriyosinlerin ve {retici mikroorganizmalarin 6nemi her gegen giin
artmakta ve daha fazla arastirma konusu olmaktadir. Bircok bakteri antimikrobiyal
bir bilesik olan bakteriyosin sentezler. Bazi bakteriyosinler ve Tretici

mikroorganizmalar tablo 1.1°de gosterilmistir.



Tablo 1.1 Bazi bakteriyosinler ve iiretici mikroorganizmalar (Chen ve Hoover, 2003)

Bakteriyosin

Uretici
Mikroorganizma

Siif 1

Nisin Lactococcus lactis
Lactosin S Lactobacillus sake
Epidermin Staphylococcus epidermidis
Gallidermin Staphylococcus gallinarum
Laktisin 481 Lactococcus lactis
Mersasidin Bacillus subtilis
Sinnamisin Streptomyces cinnamoneus
Ankovenin Streptomyces spp.
Duramisin Streptomyces cinnamoneus
Aktagardin Actinoplanes spp.

Siif 11

Pediosin PA-1/AcH Pediococcus acidilactici
Sakasin A Lactobacillus sake

Leukosin A-UAL 187
MesenterisinY 105
Enterosin A

Diversin V41
Laktokoksin MMFII

Laktokoksin G
Laktokoksin M

Leuconostoc gelidum
Leuconostoc mesenteroides
Enterococcus faecium

Carnobacterium divergens
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis

Laktasin F Lactobacillus johnsonii
Plantarisin A Lactobacillus plantarum
Plantarisin S Lactobacillus plantarum
Asidosin B Lactobacillus acidophilus
Karnobakteriosin Carnobacterium piscicola
Divergisin A Carnobacterium divergens
Enterosin P Enterococcus faecium
Enterosin B Enterococcus faecium
Simif 111

Helvetisin VV-1829 Lactobacillus helveticus
Helvetisin J Lactobacillus helveticus




1.5.2. Baz1 Bacilluslar ve Urettikleri Bakteriyosinler

Bacillus cinsi bakterilerin bircogu iyi birer bakteriyosin iireticisidir. Bacillus
licheniformis’in trettigi Lichenin (Pattnaik ve ark., 2001), Bacillus cereus tarfindan
tiretilen Cerein GN105 (Naclerio ve ark., 1993), Cerein 7A (Oscariz ve Pisabarro,
2000), Cerein 7B (Oscariz ve ark., 2006), Cerein 8A (Bizani ve Brandelli, 2002),
Bacillus thuringiensis tarafindan iretilen Thuricin 439 (Ahern ve ark., 2003),
Thuricin HD-2 (Favret ve Yousten, 1989), Thuricin 7 (Cherif ve ark., 2001),
Thuricin 17 (Gray ve ark., 2006), Thurincin H (Lee ve ark., 2009), Thuricin S
(Chehimi ve ark., 2007), Bacthuricin F4 (Kamoun ve ark., 2005), Entomocin 110
(Cherif ve ark., 2008), Entomocin 9 (Cherif ve ark., 2003) ve Tochicin (Paik ve ark.,
1997) bunlara 6rnek olarak verilebilir. Yine Bacillus subtilis tarafindan {iretilen
Subtilosin A (Zheng ve ark., 1999), Subtilin (Banerjee ve Hansen, 1988), Bacillus
anthracis tarafindan iretilen Heterocycloanthracins (Haft, 2009) ve Bacillus
polyfermenticus tarafindan tretilen Polyfermenticin SCD (Lee ve ark., 2001)

Bacillus 'lar tarafindan tiretilen bakteriyosinlerdendir.

1.5.3. Bakteriyosinlerin Biyosentezi

Bakteriyosin tiretimini ve bagisikligi kodlayan genler; kromozom, plazmid,
her ikisi veya transpozon iizerinde olabilmektedir. Her operon tiim genleri icermedigi
gibi her operonda genlerin organizasyonuda farklidir (Montville ve Winkowski,

1997).

Bakteriyosin sentezi i¢in; pre-peptidi kodlayan yapisal gen, immiinite geni,
ABC-tastyicisin1 kodlayan gen ve bakteriyosinin disar1 tasinmasinda gerekli olan
aksesuar proteini kodlayan genler olmak iizere 4 farkli gene ihtiya¢ vardir (Garneau
ve ark., 2002; Deegan ve ark., 2006).

Bakteriyosin sentezinde histidin protein kinaz enzimi, respons regiilatorii ve
indiiksiyon faktdrii rol oynamaktadir. Indiiksiyon faktérii membranda bulunan
histidin protein kinaz enzimini uyarir daha sonra bu enzim sitoplazmada bulunan
respons regiilatoriinii fosforilize ederek bu uyariy: hiicreye iletir. Boylece biyosentez
baslamig olur. Smif [ bakteriyosinlerin biyosentezi simf II ve smf III

bakteriyosinlerin biyosentezine benzemektedir. Sentezleri arasindaki tek fark; sinif II



ve smuf III bakteriyosinleri kimyasal modifikasyona ugramamakta ve bunun
sonucunda anormal aminoasitler icermemektedirler. Sekil 1.1°de sinif II ve siif III
bakteriyosinlerin biyosentezi gosterilmektedir (Montville ve Winskolvski, 1997;
Ennahar ve ark., 1999,2000; isleroglu ve ark., 2005).

Uretilen bakteriyosinin hiicre disina tasinmasi membranda bulunan ABC-
transporter ve aksesuar proteini tarafindan gerceklestirilir. ABC-transporterlar pre-
bakteriyosinin taginmasinda gorev alir. Ayn1 zamanda proteolitik aktiviteye sahip
oldugundan pre-peptidin lider dizisini parcalama islemini gergeklestirir. Sonug¢ olarak
lider peptid uzaklastirilmis ve olgun bakteriyosin sitoplazmik membrandan disar

taginmis olur.

ABC-tastyicisinin C-terminal kismi ATP baglanma bolgesini ve N-terminal
kism1 hidrofobik olup proteaz aktivitesine sahip bir peptid bolgesi icermektedir.
ABC-transporter proteininin tasmmmasi i¢in ATP hidrolizini kullanir. Aksesuar
proteinleride yine hidrofilik C-terminal ve hidrofobik N-terminal kisimdan olusur.
Aksesuar proteinlerin membran translokasyonunu tesvik ettigi ve lider peptidin
prosesinde rol oynadigi belirtilmektedir (Havarstein ve ark., 1995; Ennahar ve ark.,
1999, 2000; Rodriquez ve ark., 2003; Klaenhammer, 1993; isleroglu ve ark., 2005).

Baz1 bakteriyosinler ise genel salgilanma yoluyla salgilanirlar. Bu
bakteriyosinler sinyal peptid denilen N-terminal lider dizini icermektedir. Bu lider
dizi; pozitif yiiklii N-terminal ucu, hidrofobik bir merkez ve bir pargalanma
bolgesinden olusmaktadir. Pargalanma bolgesi bakteriyosinin membrandan taginmasi
sirasinda sinyal peptid tarafindan parcalanir ve sitoplazmik membrandan ¢ikmasini

saglar (Pugsley, 1993; Tomita ve ark., 1996; Cintas ve ark., 1997).
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Imduction faciors pre peptide

Sekil 1.1 Bakteriyosinlerin biyosentezleri (Asutay, 2007)

1.5.4. Bakteriyosinlerin Etki Mekanizmalari

Bakteriyosinler sentez sonrasinda katlanarak son seklini alirlar. Katlanma ile
olusan molekiilin ii¢ boyutlu yapisi, aminoasit dizisi igerisinde bulunan
aminoasitlerin cinsi, sayisi1 ve ortam pH’sindan etkilenmektedir. Bu yapt hiicre
membraninda spesifik bolgelere tutunarak etki gosteren bakteriyosinler i¢in oldukca
onemlidir. Ortam pH’s1, katlanmada oldugu gibi bakteriyosinlerin etki
mekanizmasinda da onemli rol oynar ve farkli asitlik dereceleri bakteriyosinlerin
inhibitdr etkilerinin azalmasi ya da artmasini saglar (Jack ve ark., 1995).

Bakteriyosinlerin ¢ogu hiicre membrani iizerine etki ederek inhibisyona
neden olur. Ozellikle genis etki spektrumuna sahip bakteriyosinler bu yolla etki
gostermektedirler. Elektrolitik yiik durumuna bagli olarak hiicre membraninda
bulunan, fosfolipitlerin negatif yiiklii fosfat gruplari ile bakteriyosinlerin pozitif
yiikli hidrofobik kisimlar1 arasinda elektrostatik bir etkilesim olmakta ve
bakteriyosin hiicre zarina tutunmaktadir. Boylece hidrofobik kisim zar yapisi i¢ine
girerek por olusumuna yol agmaktadir. Olusan bu porlar K* ve Mg*? gibi iyonlarin
hiicre disina sizmasina ve hiicre 6liimiine neden olurlar. Bu durum spesifik bir

baglanma noktas1 gerektirmemektedir (Nes ve Holo, 2000; Twomey ve ark., 2002).
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Antilisterial 0zellik gosteren bakteriyosinlerde ise spesifik baglanma
bolgesine bagl inhibisyon gerceklesmektedir. Bu tip bakteriyosinlerin sahip oldugu
(YGNGV) aminoasit dizisi sadece bu diziyi taniyan spesifik bir membran
reseptoriine baglanmakta ve bakteri membram1 iizerinde iyon kanallar
olusturmaktadir. Bu iyon kanallar1 potasyum ve magnezyum gibi énemli iyonlarin
hiicre disina sizmasma ve membran biitiinligiiniin bozulmasina neden olmaktadir

(Jack ve ark., 1995; Montville ve Chen, 1988).

Bakteriyosinlerin diger bir etki mekanizmasida; dogrudan proton itici kuvvet
(PMF) {izerine etkili olan inhibisyon seklidir. Yapilan ¢alismalar bu inhibisyonun,
elektrolitik dengenin bozulmasiyla olusan inhibisyon seklinden farkli olmadigini
gostermesine ragmen bazi bilim adamlart bu inhibisyon mekanizmasinin yalnizca
PMF bolgelerinde etkili oldugunu ve degisik bir mekanizma gerektirdigini
desteklemektedir (Jack ve ark., 1995; Cuesta ve ark.,, 2000). Sitoplazmik
membrandaki; ATP sentezi ve hiicre i¢inde iyonlarin birikmesi gibi enerjiye bagh
hayati iglemleri yiiriiten PMF’nin aniden yok olmasi ya da bozulmasi sonucu hiicrede
ATP seviyesi diiser, K* ve Mg*? gibi iyonlar hiicre disina sizar ve besin maddeleri
aktif transportla taginamazlar. Bu durum DNA ve RNA gibi makro molekiillerin
yikimma neden olmakta ve bununla birlikte protein ve peptidoglikan sentezini
inhibisyona ugratarak hiicre 6liimiine sebeb olmaktadir (Bruno ve Montville 1993;
Ennahar ve ark., 2000; Oscariz ve ark., 2001).

Birgok arastirmaci Gram (+) bakterilerin olusturdugu bakteriyosinlerin nigin
yalnizca Gram (+) bakterilere etki edip Gram (-) bakterilere etki etmedigi konusuna
yogunlagsmislardir. Bhunia ve Arkadaslar1 1988'de Gram (-) bakterilerin pediocin
AcH’1 absorbe etmedigini gostermislerdir (Bhunia ve ark., 1988). Gram (+)
bakterilerde bulunan lipoteikoik asidin; pediocin AcH igin reseptor oldugu
gosterilmistir (Bhunia ve ark., 1991). Gram (-) bakterilerde bu asidin olmayisi
pediocin AcH’1 absorbe edememelerinin sebebi olarak gosterilmistir. Gram (-)
bakterilerinde bulunan lipopolisakkarit tabakanin, ¢ogu molekiiliin girisine bariyer
oldugu ispatlanmistir. Gram (-) bakterinin hiicre duvar1 o6ldiirlicii olmadan
zedelendiginde pediocin AcH molekiiliiniin bozulmus hiicre duvarini gectigi ve hiicre

6liimiine neden oldugu goriilmektedir (Jack ve ark., 1995; Cuesta ve ark., 2000).
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Bakteriyosinlerin yapisal ve proses genleri, immiinite proteinlerini kodlayan
genler ile genetik yakimlik gosterir (Siegers ve Entian, 1995). immiinite geni ile
yapisal bakteriyosin geni ayni operonda birbirlerini takip edecek sekilde lolakize
olurlar (Klein ve Entian, 1994). Immiinite proteinleri bakteriyosinlerin por
olusturmasini 6nleyerek ya da bakteriyosinleri hiicre igine tasiyip proteaz enzimleri

ile pargalanmasini saglayarak islev gostermektedirler (Duan ve ark.,1996).

1.5.5. Bakteriyosinlerin Siniflandirilmasi

Bakteriyosin  siniflandirmasinda  etkin  caligmalar1  olan Todd R.
Klaenhammer'in yaptig1 siniflandirma gliniimiizde de esas olarak kabul edilmekte ve
Klaenhammer siniflandirmasi olarakta isimlendirilmektedir (Jack ve ark., 1995;

Oscariz ve Pisabarro, 2001).

Bu simiflandirmada bakteriyosinler molekiil agirliklari, etki mekanizmalari,
modifiye aminoasit icerikleri, enzim hassasiyetleri ve 1s1 stabiliteleri esas alinarak 4

gruba ayrilmiglardir (Klaenhammer, 1993).

Grup I: Bu bakteriyosinler lantibiyotikler olarak da adlandirilmaktadirlar. Lantionin
ve F-metillantionin gibi modifiye olmus tioether (kii¢iik) aminoasitleri ile karakterize
edilirler. Molekiil agirliklar1 1.9-4.9 kDa arasinda degismektedir. Kimyasal yap1 ve
antimikrobiyal aktivitelerine gore IA ve IB olmak {izere iki gruba ayrilirlar (Oscariz
ve Pisobarro 2001; O’ Sullivan ve ark., 2002).

Grup IA: Pozitif yiikke sahip, hidrofobik polipeptit yapidadirlar. Gozenek
olusturarak aktivite gosterirler (Chen ve Hoover 2003).

Grup IB: Yiiksiiz ya da negatif yiike sahip globiiler peptid yapidadirlar. Spesifik
enzimleri inhibe ederek antimikrobiyal aktivite gostermektedirler (Twomey ve
ark., 2002).

Grup II: Lantiorin igermeyen, 10 kDa'dan kiiciik, 1stya dayanikli ve translasyon
sonrasinda modifiye olmayan bakteriyosinleri igermektedir (Ennahar ve ark., 2000).

Grup II ii¢ gruba ayrilmaktadir;

Grup IlA: En biyik gruptur ve ozellikle Listeria’ ya karst aktiftirler.
Yapilarindaki peptid'in N-terminal sonunda (Try - Gly - Asn - Gly - Val - Xaa -

13



Cys) sabit aminoasit dizisi ile digerlerinden ayrilirlar ve hiicre zarinda por

olusturarak aktivite gosterirler (Chen ve Hoover, 2003).

Grup IIB: Primer yapilar1 ayr iki polipeptid igerirler. Bir arada etkin aktivite
gosteren peptidler tek basina daha diisiik aktivite gosterebilmektedirler. iki peptid
aktif iken hiicre membraninda gbézenek olusturarak aktivite gosterirler (Hechard

ve Sahl, 2002).

Grup IIC: Grup Il bakteriyosinlerin 6zelliklerini gosteren Grup IIA ve Grup IIB
disindaki bakteriyosinlerdir. Tiyol ile aktif bakteriyosinler olup yapilarindaki
sistein kalintilarmin indirgenmis olmasi gerekmektedir (De Martinis ve ark.,

2002).

Grup |Ill: Biyik molekiill agirhgna sahip (>30kDa) ve 1stya dayaniksiz

proteinlerden olusmaktadirlar.

Grup IV: Polipeptit yapisinda glikoprotein ve lipoprotein gibi ilave yapilar
icermeleri ile karakterize edilirler (Klaenhammer 1993; Nes ve ark., 1996; Ennahar
ve ark., 2000; Nes ve Holo 2002).

Gram (-) bakterilerin irettigi bakteriyosinler Kleanhammer’in yaptigi bu
siiflandirmada yer almamaktadir. Bunlar ayr1 bir sinif olarak kabul edilmektedirler
(Kleanhammer 1993; Nes ve ark., 1996; Ennahar ve ark., 2000). Gram (-) bakteriler
tarafindan tretilen bakteriyosinler genel olarak mikosin adin1 almaktadir. Mikosinler;
mikrobiyal hedefleri, etki mekanizmalari, protein biiyiikliikleri ve direng sistemleri

bakimindan degisiklik gostermektedirler (Gouaux ve ark., 2005).

1.5.6. Bakteriyosinleri Etkileyen Faktorler

Bakteriyosin sentezi, stabilitesi ve aktivitesi; besiyerinin bilesimi, iretici
bakterinin gelisim fazi, besiyesinin ilk pH degeri, fermantasyon sekli, inkiibasyon
sicakligr ve siiresi, 1si1l islem, proteolitik enzimler ve depolama kosullarindan
etkilenmektedir. Siradan bir besiyerindeki bakteriyosin sentezi bakteri i¢in spesifik
besin Ogelerinin ilavesi ve optimun pH ile arttirilabilir. Besiyerindeki bazi
bilesenlerin (6rnegin; triptofan, maya ekstrakti vb.) bakteriyosin stabilitesini azalttig

bazilarinin ise bakteriyosini korudugu belirtilmektedir. Bakterilerin optimum gelisim
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sicakligi, bakteriyosin sentezi i¢in en uygun sicakliktir. Cogunlukla yiiksek hiicre
yogunlugunu saglayan kosullar yiiksek bakteriyosin iiretimini de saglamaktadir
(Aasen ve ark., 2000; Kaiser ve ark., 1998; Yang ve Ray, 1994; Yildirim ve
Yildirim, 2000).

1.5.7. Bakteriyosinlerin Kullanim Alanlari

Yapilan c¢alismalar gidalarin  korunmasinda bakteriyosin kullaniminin
yararlarii gostermektedir (Cleveland, 2001). Bakteriyosinler besinlerde bozulmaya
ve hastaliklara sebep olan organizmalar 6ldiirmek i¢in direkt gidalara eklenebilir ya
da dretici suglar kullanilarak da bu etki saglanabilir. Bakteriyosinler ambalaj
materyallerine de ilave edilebilmektedir. Bakteriyosinler ve bakteriyosin iireten
suslar fermente edilmis diisiik pH’li gidalarin kalitesini arttirmak icin de
kullanilmaktadir. Fermente et ve sebzelerde, bakteriyosin iireten starter kiiltiirler
mikroorganizmalarin inhibe edilmesinde kullanilmaktadir (Daeschel 1990; Muriana
ve Luchansky, 1993; O’sullivan ve ark., 2002; Montville ve Winskowski, 1997).

Bakteriyosinlerin gidalardaki antimikrobiyal aktivitesinin yaninda, dogal
olmalari, renksiz, tatsiz ve kokusuz olmalar1 da iriin sagligi agisindan oldukga
onemlidir. Peptit ve protein yapida olmalar1 mide salgilar1 ve pankreastan salgilanan
proteolitik  enzimlerden etkilenebildiklerini  dolayisiyla insan  viicudunda
sindirilebileceklerini gdstermektedir. Bazi bakteriyosinlerin 1s1 stabilitelerinin olmasi
yiiksek 1sida islem goren gida maddelerinde kullanabilirligini saglamaktadir (De
Martinis ve ark., 2002; Delves- Broughton ve ark., 1996).

Bakteriyosinler gida giivenligi disinda, tip ve klinik uygulamalarinda
geleneksel antibiyotiklere karsi alternatif antimikrobiyaller olarak, veterinerlikte ise
hastalik etmeni patojenlere kars1 kullanilmaktadir. Ayrica anti tiimor arastirmalarinda
ve tarimda bitki hastaliklar1 kontroliinde kullanilmaktadirlar (Dinger ve ark., 2009).
Bazi bakteriyosinlerin; toksik etki gostermeme ve Gram (+), insan ve hayvan
patojenlerini inhibe etme gibi Ozellikleri vardir. Bundan dolay1 bakteriyosinlerin
klinik etkilerinin de arastirilmasinda oncii olmustur. Bakteriyosinlerin yillardir gida
koruyucusu olarak kullanilmasi, oral ve gastrointestinal antibiyotikler olarak
kullanilmalarini olas1 kilmaktadir (De Vuyst ve Leroy 2007; Sit ve Venderas, 2008).

Yine kimi bakteriyosinlerin etki mekanizmalarinin net olarak bilinmesi ve yeni
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tanimlanan bir mekanizma ile coklu ilag direncliligine sahip patojenlere karsi

aktivitelerinin olmasi tedavide kullanilmalarina imkan saglamaktadir.

1.5.7.1. Gidalara Bakteriyosin ilave Edilmesinin Yararlar

Gidalara bakteriyosin ilave edilmesi ile besin maddelerinin raf Omri
uzatilabilmekte, muhafaza kosullar1 altindaki isilarda ekstra koruma saglanmakta ve
gida kokenli patojen bakterilerin besin zinciri ile tasinim riski azaltilabilmektedir.
Gidalarda bozulmay1 engellediginden, yasanan ekonomik kayiplar en aza
indirilmektedir. Kimyasal kullanimi azaltilabilmekte ayrica koruma igin daha az
islem uygulanmasi sebebiyle Triiniin dogalligt ve besin kalitesi daha iyi

korunabilmektedir (Thomas ve Wimpenny, 1996).

Nadirde olsa mikroorganizmalarin bakteriyosinlere karsi direng kazanmasi
miimkiindiir. Bu nedenle, yeni bakteriyosinlerin ve etki mekanizmalarinin

arastirilmasi biiyiikk onem tagimaktadir (Galvin ve ark., 1999).

Gidalarda kullanilacak bakteriyosin iiretici sus seciminde uyulmasi gereken

bazi kriterler vardir. Bunlar;

- Tiiketici endiselerinin giderilmesi i¢in iiretici sus tercihen GRAS ( insan ve hayvan

tiketiminde giivenilir kabul edilen 6zelliklere sahip) olmalidir.

-Bakteriyosin Clostridium botulinum ve Listeria monocytogenes gibi patojenlerin de

icinde bulundugu genis bir etki spektrumuna sahip olmalidir.

-Bakteriyosinin tiiketici sagligi tizerinde olumsuz etkileri olmamalidir.

-Bakteriyosin 1s1 stabil (dayanikli) olmalidir.

-Aroma ve kaliteyi arttirict 6zellikte olmalidir (Holzapfel ve ark., 1995; Horn ve ark.,

2004).

1.5.7.2. Bakteriyosinlerin Diger Koruyucu Maddeler ve Proseslerle Birlikte

Kullanilmasi

Bakteriyosinler Gram (+) bakteriler tizerinde etkili iken, Gram (-) bakteriler

tizerinde fazla aktivite gosteremezler. Bu durumda Gram (-) patojenlerinde

16



bulundugu diislintildiigiinde yalnizca bakteriyosin kullanimiyla gida gilivenliginin
saglanamayacagi ortadadir. Bundan dolayr bakteriyosinlerle birlikte koruyucu
katkilarin ve proseslerin kullanilmasi1 gerekmektedir. Gram (-) bakterilerin dis
zarlarinin  stabilitesi bozuldugunda bakteriyosinlere karsi hassaslagsmaktadirlar.
Bakteriyosinle birlikte hiicre zarinin yapisini bozacak trisodyum fosfat ve EDTA gibi
selatlayict ajanlarin kullanilmasiin inhibisyon etkisi gosterebilecegi belirtilmistir.
EDTA Gram (-) bakterilerin lipopolisakkarit bolgesinde magnezyum iyonlarina
baglanarak dis zarin yapisin1 bozmakta ve bakteriyosinin sitoplazmik zara ulagsmasini
saglamaktadir. Boylece bakteriyosin inhibisyon etkisi gosterebilmektedir (Vignolo

ve ark., 2000).

1.5.7.3. Bakteriyosin Kullanimini Siirlayan Faktorler

Bakteriyosinlerin kullanimi; dar etki spektrumlari, proteolitik enzimlerle
inaktive olmalari, gida alanlarina kiiltiiriin diisiik adaptasyonu, kendiliginden
bakteriyojenikligin kaybi, diisiik tiretim potansiyeli nedeniyle bakteriyosin kullanimi
siirlanmaktadir. Yine bakteriyosine direngli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasi,
gida bozulmalarina ve zehirlenmelerine yol acan maya, kiif ve Gram (-) patojenlere
kars1 etkisiz ya da ¢ok az etkili olmalarida kullanimlarint sinirlamaktadir. Ayrica bazi
bakteriyosinlerin genetik determinantlar1 yoniinden stabil olmasi, gidada kararsizlik
gostermeleri, gidanin her tarafinda homojen dagilimlarinin saglanmasindaki giicliik
ve tiiketici endiselerinin giderilmesi amaciyla, bakteriyosin kullaniminin giivenli
oldugunun ispatlanmasi gibi zorluklar nedeniyle kullanimlar1 kisitlanmaktadir. Bu
faktorlere ragmen zamanla yapilan arastirmalar bu engellerin ortadan

kaldirilabilecegini gostermistir (Gorris, 1996; Seckin ve Baladura, 2010).

Bakteriyosinler; ribozomal olarak sentezlenen protein yapida ve genellikle
gelisme fazinda {retilen birincil metabolitlerdir. Biitliin bakteriyosinlerin kendi
direnclilik proteini vardir. Bakteriyosinler molekiil agirliklari, etki mekanizmalari,
etki spektrumlari, biyokimyasal ozellikleri ve genetik dayanikliliklar1 yoniinden
heterojen biiyiik bir sinif olustururlar (Chen ve Hoover, 2003; Gillor ve ark., 2008;
Asutay, 2007). Bu durum bakteriyosin saflastirilmasi ve karekterizasyonunu
giiclestirmekte ve dolayisiyla kullannminida sinirlamaktadir. Son birkag yil iginde

Bacillus cinsi bakteriler metabolik son firiinleri, antibiyotik benzeri bilesikleri ve
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bakteriyosinleri kapsayan ¢esitli antogonistik faktorler nedeniyle gida katki maddesi
olarak kullanim potansiyellerinden dolayr biiyiik ilgi goérmektedir. Fakat
bakteriyosinlerin gida koruyucusu olarak kullanilabilmesi ig¢in; kimyasal agidan
tanimlanip karakterize edilmis olmasi, kantitatif analizi ve standardizasyonuna iliskin
testler yapilmasi, etki sekillerinin ve iretim siirecinin agiklanmasi, toksikolojik

verilerinin ve viicuda alindiktan sonraki akibetinin bilinmesi gerekmektedir.

1.6. Tezin Amaci

Bu calismada Bacillus sp. T69 bakterisinden izole edilen bakteriyosinin
karakterizasyonu yapilmistir. Bu bakteriyosinin Bacillus thuringiensis subsp. indiana
HD521 (4S2) bakterisi iizerindeki antibakteriyal aktivitesi arastirilip, bakteriyosin
aktivitesini etkileyen sicaklik, pH, organik ¢oziiciiler, proteolitik enzimler ve bazi

kimyasallar ile deterjanlar gibi faktorlerin aktivite tizerine etkisi incelenmistir.

18



2. MATERYAL VE METOT

Bu calismada Giresun Universitesi Biyoloji Boliimii Temel ve Endiistriyel
Mikrobiyoloji Laboratuvarindaki stoktan temin edilen Bacillus thuringiensis subsp.
indiana HD521 (4S2, Bacillus stok center) bakterisine karsi yiiksek antibakteriyal
aktivite gosteren Bacillus cereus grubuna ait Bacillus sp. T69 kullanilmistir (Kat1 ve
ark., 2016).

2.1. Farkl inkiibasyon Siiresi ve Besiyerlerinin Bakteriyosin Uretimine Etkisi

Bacillus sp. T69 bakterisinden hazirlanan gece kiiltiiriinden 30 mL’lik LB
(Luria Bertani), TSB (Triptic Soy Broth) ve NB (Nutrient Broth) sivi besiyerine
yogunlugu 0,1 olacak sekilde inokiile edilerek 30 °C’de yaklagik 1 saat sallayiciya
birakildi. Bakteri yogunlugu 0,3-0,5 arasit oluncaya kadar (erken logaritmik faz)
sallayicida inkiibasyona devam edildi. Istenilen yogunluga ulasilinca farkli
besiyerlerinin bakteriyosin tiretimine etkisini belirlemek amaciyla Bacillus sp. T69
bakterisi 100 mL’lik LB, TSB ve NB besiyerlerine 1 ml inokiile edilerek 30 C’de 5
giin inkiibe edildi. 24 saatte bir kiiltiirlerden 6rnek alinarak spektrofotometrede 600
nm’de Olgtimleri yapildi. Ayrica alinan 6rnekler 10.000 rpm’de 30 dk santrifiij
edilerek siipernatantlari alindi ve 30 ml NA besiyerine 40 pL indikator bakteri
eklenerek hazirlanan besiyeri, petrilere dokiilerek katilasmasi beklendi. Katilasan
besiyeri iizerinde steril agar delici ile kuyucuklar agilarak stipernatanttan 100 pL
inokiile edildi ve calismada en iyi sonu¢ veren besiyeri ile inkiibasyon siiresi

belirlendi.

2.2. Bakteriyosinin Aktivitesinin Belirlenmesi

Bakteriyosin aktivitesini belirlemek i¢in, stipernatant, ultrafiltrasyon ve
amonyum siilfat ¢oktiirmeleri iki kat seyreltilip (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64)
diliisyonlar1 hazirland1 ve her diliisyondan 100 pl alinarak, indikator bakteri iceren
NA besiyerinde acilan kuyucuklara inokiile edildi. Difiize olmasi i¢in +4 ‘C’de 1
gece bekletildikten sonra 30 °C’de yaklasik 16-18 saat inkiibasyona birakildi. Bu

slirenin sonunda olugan 2 mm veya daha biiylik inhibisyon zonlar1 pozitif olarak
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degerlendirildi. Bakteriyosin aktivitesi (AU/ml) asagida verilen formiil ile hesaplandi
(Kdseoglu, 2007).
Bakteriyosin aktivitesi (AU/ml) = 1000 * V! * D

D: inkiibasyon siiresi sonunda indikator bakterinin gelisiminin engellendigi en

yiiksek diliisyon orant.

V: petrilerdeki kuyucuklara koyulan siipernatant miktari.

2.3. Bakteriyosinin Karakterizasyonu

Sicaklik, pH, organik ¢dziiciiler, proteolitik enzimler ve baz1 kimyasallar ile
deterjanlar gibi bakteriyosin aktivitesini etkileyen unsurlarin Bacillus sp. T69
bakterisi tarafindan sentezlenen bakteriyosinin aktivitesi lizerine etkisi incelenmistir.

Biitiin ¢aligsmalar iki tekrarli yapildi ve sonuglar % olarak hesaplanmustir.

% = A * 100/K

Kontrol zon ¢ap1 = K

Islem gormiis zon ¢ap1 = A

2.3.1. Bakteriyosin Aktivitesine Sicakhgin Etkisi

Bacillus sp. T69 bakterisi tarafindan sentezlenen bakteriyosinin en iyi aktivite
gosterdigi sicakligin belirlenmesi igin 200 pL silipernatant alinarak mikrosantrifiij
tiiplerine koyuldu. Her bir sicaklik derecesi i¢in iki tekrarli ¢alisildi. 10-90 °C’de 30
dk, 90, 100 °C’de 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 dk termoblokda inkiibe edildi. 120 °C igin
ise 15 dk otoklavlama islemi uygulandi. indikatér bakteri (40 uL), 30 mL NA ile
karigtirtlarak petrilere dokiiliip katilagmasi beklenildi. Daha sonra steril agar delici ile
kuyucuklar agilarak 100 pL inokiile edidi. Difiize olmasi i¢cin +4 °C’de bir gece

bekletilen 6rneklerin 30 °C’de inkiibasyonu sonrasi aktivitelerine bakildu.

2.3.2. Bakteriyosin Aktivitesine pH Etkisinin Saptanmasi

Bacillus sp. T69 bakterisi tarafindan sentezlenen bakteriyosinin en iyi aktivite

gosterdigi pH araliklarinin belirlenmesi i¢in, 10 mM’lik pH tamponlari hazirlanip
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otoklavlanarak steril edildi. pH 3-4-5 i¢in sodyum asetat, pH 6-7 i¢in potasyum
fosfat, pH 8 igin Tris, pH 9-10 icin glisin-NaOH tamponu kullanildi. 100 pL
siipernatant + 100 uL pH tamponu mikrosantrifiij tiiplerine koyularak + 4 *C’de 24
saat ve 10 ile 30 °C’de 1 saat bekletildi. Negatif kontrol igin ilgili pH tamponu +
dH,0 kullanildi. 30 ml NA i¢ine 40 pL indikator bakteri eklenerek petrilere dokildii
ve katilasmasi beklenildi. Daha sonra iizerine kuyucuklar agilarak 100 pL inokiile

edildi ve uygun sicaklikta 16-18 saat inkiibasyona birakilip aktivitelerine bakildu.

2.3.3. Baz1 Organik Céziiciilerin Bakteriyosin Aktivitesine Etkisinin Saptanmasi

Organik ¢oziiciilerin Bacillus sp. T69 bakterisi tarafindan sentezlenen
bakteriyosine etkisini belirlemek igin kloroform (% 10), asetonitril (%10), aseton
(%10),izopropanol (% 10), metanol (% 10), biitan-1-ol (% 10), etil alkol (% 25) ve
hekzan (% 25) ¢ozeltileri kullanildi.  Siipernatant icermeyen organik c¢oziiciiler
negatif, organik ¢oziicii igermeyen siipernatant 6rnekleri ise pozitif kontrol olarak
kullanildi (Bhunia ve ark., 1988). Siipernatant iizerine organik ¢oziiciiler eklenerek
10 ile 30 °C’de bir saat bekletildi. Indikatér eklenmis besiyeri {izerine kuyucuklar
acilarak 100 pL inokiile edildi ve aktivitenin nasil etkilendigi belirlendi.

2.3.4. Baz1 Deterjanlarin ve Kimyasallarin Bakteriyosin Aktivitesine Etkisinin

Saptanmasi

Siipernatantlara sodyum dodesil siilfat (SDS), tween 80, tween 20 ve triton X-
100 deterjanlart son konsantrasyon %1 olacak sekilde ilave edilip 1 ve 5 saat 10 ile
30 °C’de inkiibe edildi.

Etilen diamin tetra-asetik asit (EDTA) son konsatrasyon 0,1, 0,2 ve 0,5 mM
olacak sekilde siipernatanta ilave edildikten sonra 10 ve 30°C’de 1 ve 5 saat inkiibe
edildi. Bu siirenin sonunda orneklerden, indikator bakterili besiyeri lizerinde agilan
kuyucuklara 100 uL inokiile edilip, inkiibasyon sonrasinda aktiviteye etkilerine
bakildi. Negatif kontrol olarak siipernatant icermeyen kimyasal ve deterjan
cozeltileri, pozitif kontrol olarak da kimyasal ve deterjan igermeyen siipernatant
kullanildi.

Iki-merkaptoetanoliin aktiviteye etkisini belirlemek icin siipernatanta son

konsantrasyon % 10 olacak sekilde iki-merkaptoetanol ilave edilerek iki tekrarli
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ornek hazirlandi. Biri 1s1l isleme tabi tutulmazken, digeri 90°C’de 5 dk 1s1l isleme
tabi tutuldu ve oda sicakliginda sogutulduktan sonra aktiviteye etkisini belirlemek
amaciyla indikator eklenmis NA besiyeri lizerine agilan kuyucuklara 100 pL inokiile
edildi. Negatif kontrol i¢in 1s1l islem uygulanmis ve uygulanmamis dH,O + iki-
merkaptoetanol, pozitif kontrol igin ise 1sil islem uygulanmis ve uygulanmamis

stipernatant+ dH,O kullanildi.

2.3.5. Enzimlerin Bakteriyosin Aktivitesine Etkisinin Saptanmasi

Stipernatant tizerine 1 mg/ml ve 10 mg/ml olacak sekilde proteinaz K ve
tripsin enzimleri eklendi. Pozitif kontrol i¢in siipernatant+dH,0, negatif kontrol i¢in
dH,O+enzim kullanildi. Bir ve iki saat 37 “C’de bekletildikten sonra kuyucuklara
100 pL inokiile edilerek 30 ‘C’de 16-18 saat inkiibasyon sonrasinda enzimlerin

aktivite tizerindeki etkileri belirlendi.

2.4. Ultrafiltrasyon

Bacillus sp. T69 susundan elde edilen siipernatant ultrafiltrasyon ile konsantre
edildi. Bu amagla 10 kDa biiyiikliiglindeki molekiilleri tutabilme kapasitesine sahip
membran igerikli falkon tiipleri kullanildi. Tiiplere siipernatant yiliklendi ve 8000
rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Elde edilen iist ve alt fazin aktiviteye etkisini tespit
etmek i¢in indikator bakteri eklenmis NA besiyeri lizerine agilan kuyucuklar

icerisine 100 pL inokiile edildi ve inkiibasyona birakildi.

2.5. Bakteriyosinin Kismi Saflastiriimasi

2.5.1. Etanol Coktiirmesi

Test bakterisinden (Bacillus sp. T69) 3 mL LB besiyerine gece kiiltiirii
hazirlandi. Daha sonra gece kiiltiirii 600 nm spektrofotometre’de 6lgiildi. Bakteri
yogunlugu 0,1 olacak sekilde 30 mL LB igerisine inokiile edildi ve 30 °C’de
sallayiciya birakildi. Yogunluk 0,3-0,5 olunca 1000 mL’lik erlenlerde 200 mL LB’ye
%1 olacak sekilde inokiile edildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Ornek 24 saat
sonunda 10.000 rpm’de 30 dk santrifiij edildi. Orneklerin siipernatantlari alind1 ve -
20 °C’de 1 giin bekletilen 1800 mL soguk alkol ile karigtirilarak tekrar -20 °C’de 1
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giin daha bekletildi. 2 L etanol siipertnatant karisimi ayni falcon tiipiinde 10.000
rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Her seferinde slipernatant atilarak pellet tiipiin dibinde
biriktirildi ve pellet 1 gece kurumaya birakildi. Kuruyan pelletler 10 mL steril saf
suda ¢oziinduriildii. Daha sonra aktivitelerine bakilmak tizere, 15 mL’lik falcon

tiiptinde -20 °C’de muhafaza edildi.

2.5.2. Aseton Coktiirmesi

Yukaridaki sekilde hazirlanan 200 mL siipernatant 1 giin 6nceden -20 °C’ye
birakilan 800 mL soguk aseton ile karistirilarak yine -20 “C’de 1 gece bekletildi.
Aseton siipernatant karisimi ayni falcon tiipiinde 10.000 rpm’de 20 dk santrifiij
edildi. Her seferinde siipernatant atilarak pellet tiipiin alt kisminda biriktirildi ve 1
gece kurumaya birakildi. Kuruyan pelletler 10 mL steril saf suda ¢oziindiiriildii. Daha

sonra aktivitesine bakilmak tizere, 15 mL’lik falcon tiipiinde -20 °C’ye birakildi.

2.5.3. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Yukaridaki sekilde hazirlanan ornekten elde edilen 100 ml siipernatant
sirastyla son konsantrasyonu %40, 60, 80 olacak sekilde amonyum siilfat tartilarak +
4 °C’de azar azar eklendi. Her konsantrasyon sonrasinda 6rnekler 8000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. Yine her konsatrasyon sonrasi elde edilen siipernatantlardan yaklasik
1 ml alinarak -20 "C’ye birakildi. Elde edilen pelletler ise 3 ml dH,0’da ¢6ziildii ve
yine aktivitesine bakilmak tizere -20 °C’ye birakildu.

Etanol, aseton ve amonyum siilfat ¢Oktiirmeleri sonucunda elde edilen
orneklerin aktivitelerine bakildi. Bunun i¢in 30 mL NA besiyeriye 40 pL indikator
bakteri ilave edilerek iyice karistirildi, petrilere dokiilerek katilasmasi beklendi. Daha
sonra tizerlerine kuyucuklar agilarak, kuyucuklarin igerisine siipernatant, aseton,
etanol, amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen 6rneklerden 100 pL inokiile
edildi ve bir gece + 4 °C’de difiize olmasi beklendi. Bir gece sonunda yaklasik 16-18
saat 30 °C’de inkiibasyona birakild1 ve aktivitelerine bakildi.
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2.6. SDS-PAGE ve Zymogram Analizi

Bacillus sp. T69 bakterisinin siipernatantindan amonyum siilfat ¢oktiirmeleri
sonucu elde edilen Ornekler, bakteriyosinin molekiil agirligini belirlemek ve
aktivitelerine bakilmasi amaciyla Laemmli (1970) gore %15’lik SDS-PAGE’i
yapildi. Orneklerden 60 pl yiiklendi. Marker ve iki tekrarli olmak iizere hazirlanan
ornekler kullanildi. Aktivite bakilacak 6rnekler i¢in hazirlanan yiiriitme boyasinda
SDS ve iki-merkaptoetanol koyulmad: ve ayrica kaynatma basamagi da iptal edildi.
Yiirlitme islemi 100 V yapildi. Yiiriitme tamamlandiktan sonra marker ve O6rnekler
Comassie Brillant Blue R-250 (CBB-R250) ile hazirlanmis boyama ¢ozeltisine alindi
yaklagik 2,5 saat boyandiktan sonra renk giderme soliisyonuna alindi. Aktivite
bakilacak jelin diger kismi bir gece boyunca belli araliklarla degistirilen steril
dH,0’da +4 C’de bekletildi. Inkiibasyon sonucu jel indikator bakteri ilave edilmis
NA besiyeri ile kaplandi ve 30 °C’de bir gece inkiibasyona birakildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Bu ¢alismada Bacillus sp. T69 (Kat1 ve ark., 2016) bakterisinden elde edilen

bakteriyosinin karakterizasyonu yapilmistir.

3.1. Farkh Inkiibasyon Siiresi ve Besiyerlerin Aktiviteye EtkKisi

Bu calismada farkli inhibisyon siirelerinde (24, 48, 72, 96, 120s) ve
besiyerilerde (LB, NB, TSB) Bacillus sp. T69’un bakteriyosin aktivitesi arastirildi.
En iyi aktivite LB besiyerinde ve 24. saatte gozlemlendi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Bacillus sp. T69’un A: 24, B: 48, C: 72, D: 96 ve E: 120. saatlerde ve LB,
TSB ve NB besiyerilerinde indikator bakteriye karsi antibakteriyal aktivitesinin

petrideki goriintiisii

3.2. Bakteriyosinin Aktivitesinin Belirlenmesi

Bakteriyosin aktivitesini belirlemek i¢in, siipernatant, ultrafiltrasyon ve
amonyum siilfat c¢oktiirmeleri iki Kkat seyreltilip diliisyonlar1 hazirlandi ve her
diliisyondan 100 pl alinarak, indikator bakteri iceren NA besiyerinde agilan
kuyucuklara ekimleri yapildi (Sekil 3.2). % 40 doygunluktaki siipernatantta 1/16
seyreltmeye kadar, % 60 ve % 80 doygunluktaki siipernatantta 1/8 seyreltmeye kadar
aktivite gozlendi. Bakteriyosin aktivitesi arbitrary unit (AU/ml) cinsinden hesaplandi
(Tablo 3.1).
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Sekil 3.2 Bakteriyosin aktivitesinin petrideki goriintiisii

Tablo 3.1 Bacillus sp. T69 izole edilen bakteriyosin aktivitesinin hesaplanmasi

Ornekler Aktivite (AU/ml)
Stipernatant 10
Ultrafiltrasyon 10
%40 Amonyum siilfat coktiirmesi 160
%60 Amonyum siilfat ¢oktiirmesi 80
%80 Amonyum siilfat ¢oktiirmesi 80
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3.3. Sicakligin Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Etkisi

Bacillus sp. T69 tarafindan iiretilen bakteriyosin 10-90 ‘C’de 30 dk, 121
°C’de 15 dk, 90 ve 100 “C’de ise 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 dk inkiibe edildikten sonra
kuyucuklara 100 pL inokiile edilip, sicakligin bakteriyosin aktivitesi tizerindeki
etkisine bakilmistir. Sonuglar incelendiginde siipernatantin 10-40 °C’de iyi aktivite
gosterdigi, 50-60 °C arasinda aktivite kaybmna ugradigt ve 60 °C iizerindeki
sicakliklarda %100 aktivite kaybettigi gozlemlenmistir. En iyi bakteriyosin
aktivitesinin ise 10 °C’de oldugu belirlenmistir (Sekil 3.3). 20 °C’de % 96, 30 ve 40
°C’de % 91, 50 °C’de % 84 ve 60 "C’de % 51,8 aktivite gézlenmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.3 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosinin aktivitesi tizerine farkli

sicakliklarin petrideki goriintiisii
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Sekil 3.4 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin aktivitesi tizerine sicakligin
etkisi

3.4. Bakteriyosin Aktivitesine pH’1n Etkisi

Aktivite lizerine pH’in etkisini aragtirmak tizere; 24 saat biiyiitiilen kiiltiir
sipernatantlarr, 3-10 arasinda ayarlanan pH tamponlart (10 mM) 1:1 oraninda
karistirtlarak 10 ve 30 °C’de 1 s, 4 "C’de 24 s inkiibe edildi. Daha sonra kuyucuklara
inokiile edilerek aktitelerine bakildi. Aktivitelerin 1s 10 °C (Sekil 3.5), 1s 30 °C
(Sekil 3.6) ve 24s +4 “C’deki (Sekil 3.7) petri goriintiileri asagida gosterilmistir.
Sonug olarak 10 °C’de en iyi pH 6°da (Sekil 3.8) aktivite gosterirken, 30 °C’de en iyi
pH 10’da (Sekil 3.9), +4 °C’de ise en iyi pH 6, pH 9 ve pH 10’da aktivite
gostermistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.5 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosine pH’1n etkisi (1s 10 °C)
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Sekil 3.7 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosine pH’in etkisi (24 s +4 °C)
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Sekil 3.9 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosine pH’1n etkisi (1s 30 °C)
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Sekil 3.10 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosine pH’1n etkisi (24 s +4 °C)

3.5. Baz1 Organik Céziiciilerin Aktimikrobiyal Aktivite Uzerine Etkisi

Bu ¢aligmada siipernatant, % 10 oraninda asetonitril, izopropanol, kloroform,
aseton, butan-1-ol, metanol, % 25 oraninda etil alkol ve % 25 oraninda hekzan ile 10
°C (Sekil 3.11) ile 30 °C’de (Sekil 3.12) 1 s muamele edilmis ve bu organik
¢oziiciilerin bakteriyosin aktivitesini genel olarak olumlu etkiledigi gozlenmistir. 1s
10 °C’de, asetonitril aktiviteyi % 20, etil alkol % 12,5, Hekzan % 25 arttirirken,
metanol aktiviteyi % 8,3, butan-1-ol % 60, kloroform % 10 azaltmstir. izopropanol
ve aseton ise aktiviteyi etkilememistir (Sekil 3.13). 1s 30 °C’de asetonitril ve metanol
aktiviteyi % 13, butan-1-ol % 21, izopropanol % 31, kloroform % 33 ve etil alkol %

16 arttirmigtir. Hekzan ve aseton ise aktiviteyi etkilememistir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.11 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin aktivitesi {izerine organik

¢oziiclilerin petrideki goriintiisii (1s 10°C)

Sekil 3.12 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin aktivitesi iizerine organik

¢oziiclilerin petrideki goriintiisii (1s 30 °C)
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Sekil 3.13 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin {izerine organik ¢oziiciilerin
etkisi (1s 10 °C)
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Sekil 3.14 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin {izerine organik ¢oziiciilerin
etkisi (1s 30 °C)
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3.6. Baz1 Kimyasal ve Deterjanlarin Bakteriyosin Uzerinde Etkisi

Calismada kullanilan Triton X-100, Tween 20, Tween 80, SDS gibi
deterjanlarla 1 ve 5s 10 °C’de (Sekil 3.15) ve 1 ve 55 30 °C’de (Sekil 3.16) yapilan
uygulama sonucunda SDS ve Triton X-100’tin aktiviteyi daha fazla etkiledigi
belirlenmistir. 1s 10 “C’de Triton X-100 aktiviteyi % 91,7, SDS % 90,4 ve Tween 80
% 16,7 azaltmistir. Tween 20 ise aktiviteyi % 4,7 artmustir (Sekil 3.17). 5s 10 "C’de
Triton X-100 aktiviteyi % 83,3 ve Tween 80 % 16,6 azaltmistir. SDS ise % 100 yok
etmistir. Tween 20 ise aktiviteyi etkilememistir (Sekil 3.18). 1s 30 “C’de Triton X-
100 aktiviteyi % 75 azaltirken, SDS % 100 yok etmistir. Tween 20 ve Tween 80’de
ise aktivite % 16 artmistir (Sekil 3.19). 5s 30 "C’de Triton X-100 aktiviteyi % 80
azaltirken, SDS % 100 yok etmistir. Tween 20’de aktivite % 40, Tween 80°de ise %
25 artmistir (Sekil 3.20).

Sekil 3.15 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin iizerine bazi deterjanlarin

etkisinin petrideki goriintiisii (1s ve 55 10 °C)
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Sekil 3.16 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin iizerine bazi deterjanlarin

etkisinin petrideki goriintiisii (1s ve 5s 30 °C)
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Sekil 3.17 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin iizerine bazi deterjanlarin
etkisi (1s 10 °C)
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Sekil 3.18 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin iizerine bazi deterjanlarin

etkisi (1s 30 °C)
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Sekil 3.19 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin iizerine deterjanlarin etkisi
(5s 10 °C)
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Sekil 3.20 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin iizerine deterjanlarin etkisi
(55 30 °C)

EDTA son konsantrasyon 0,1 mM, 0,2 mM, 0,5 mM, olacak sekilde
stipernatanta eklenerek 1s ile 5s, 10°C ve 30°C’de (Sekil 3.21) inkiibe edilerek
aktiviteye bakildi. EDTA’nin siipernatant aktivitesini c¢ok fazla -etkilemedigi
belirlenmistir. 1s 10 °C’de son konsatrasyonu 0,1 mM olan kiiltiirde aktiviteyi % 4,
0,2 mM kiiltiirde % 8, 0,5 mM Kkiiltiirde % 16 arttirmustir. 5s 10 °C’de 0,1 mM olan
kiiltiirde aktiviteyi % 8 azaltmis, 0,2 mM Kkiiltiirde % 12 arttirmis, 0,5 mM Kkiiltiirde
ise etkilememistir. 1s 30 °C’de 0,1 mM olan kiiltirde aktiviteyi % 10, 0,2 mM
kiiltiirde % 22, 0,5 mM kiiltiirde % 27 arttirmustir. 5s 30 °C’de 0,1 ve 0,5 mM olan
kiiltirde aktiviteyi etkilemezken, 0,2 mM Xkiiltiirde % 9 arttirmustir.
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Sekil 3.21 EDTA’nin Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin iizerine etkisi
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Iki-merkaptoetanol %10 olacak sekilde siipernatant ile karistirildiktan sonra
90 °C’de 5 dk inkiibe edildi. Kuyucuklara 100 pL inokiile edilerek antibakteriyal
aktiviteye bakildi ve iki-merkaptoetanolun aktiviteyi %100 yok ettigi gozlemlendi
(Sekil 3.22).

Sekil 3.22 Iki-merkaptoetanolun bakteriyosin aktivitesine etkisinin petrideki

goruntisu

3.7. Proteolitik Enzimlerin Bakteriyosin Uzerine Etkisi

Calismada proteinaz K ve tripsin enzimleri son konsantrasyon 1 mg/ml ile 10
mg/ml olacak sekilde siipernatant iizerine eklenerek 1s ve 2s, 37 °C’de inkiibe edildi.
Kuyucuklara 100 pL inokiile edilerek aktiviteye bakildi. Proteinaz K muamelesi
sonucunda aktivitenin % 100 kayboldugu gozlemlenmistir (Sekil 3.23). 1s 37 °C’de,
1 mg/ml tripsin muamelesi sonucunda aktivite % 23, 10 mg/ml’de ise % 25
azalmigtir. 2s 37 ‘C’de 1 mg/ml tripsin muamelesi sonrasinda aktivite % 53,5, 10
mg/ml’de ise % 76,4 azalmistir (Sekil 3.24).
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Sekil 3.23 Proteinaz K enziminin bakteriyosin aktivitesine etkisinin goriintiisii

Sekil 3.24 Tripsin enziminin bakteriyosin aktivitesine etkisinin goriintiisii
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3.8. Ultrafiltrasyon

Bacillus sp. T69’dan elde edilen siipernatantin ultrafiltasyon sonucu elde
edilen iist ve alt faz kuyucuklara 100 uL inokiile edilerek aktivitesine bakildi. Ust
fazda aktivite % 12 artarken alt fazda % 75 kayba ugramistir (Sekil 3.25).

Sekil 3.25 Bakteriyosinin ultrafiltrasyon sonucu petrideki goriintiisii

3.9. Bakteriyosinin Saflastirilmasi

Bacillus sp. T69’dan elde edilen siipernatantin etanol, aseton ve amonyum
stilfat ¢coktlirmeleri yapildi. Etanol ve aseton ¢oktliirmesinde aktivite gdzlenmezken

amonyum siilfat ¢coktiirmesinde aktivite gozlemlenmistir (Sekil 3.26).

Sekil 3.26 Etanol, aseton ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu aktivitenin petri
goruntisi
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3.10. SDS-PAGE ve Aktivite

Amonyum siilfat ¢oktiirmelerinin SDS-PAGE analizi yapilmistir (Sekil 3.27).
Aktivite ¢caligmasinda en 1yi aktivite gosteren %40’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi
kullanilmistir. Sekil 3.28’de goriildiigli gibi aktivite bandi1 yaklasik 15 kDa olarak

bulunmustur.

Sekil 3.27 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosinin SDS-PAGE goriintiisti. M:
Marker, 1: %40 amonyum siilfat ¢oktiirmesi, 2: %60 amonyum siilfat ¢oktiirmesi, 3:

%80 amonyum siilfat ¢oktlirmesi
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Sekil 3.28 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosinin zymogram goriintiisii. M:

Marker, 1: %40 amonyum siilfat ¢oktiirmesi
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4. TARTISMA VE SONUC

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan iiretilen protein yapili molekiillerdir.
Birgok probleme neden olan patojenler iizerindeki inhibisyon etkisi ve giin gectikge
artan ¢oklu antibiyotik direngli patojenlerle yapilacak miicadelede bakteriyosin

caligsmalar1 biiyiik 6nem kazanmistir.

Bu calismada da Bacillus sp. T69 bakterisinden izole edilen bakteriyosinin,
sentezi tizerine baz1 kosullarin etkisi ve Bacillus thurigiensis subsp. indiana HD521

tizerindeki inhibisyon etkisi arastirildi.

Bacillus sp. T69 bakterisinden izole edilen bakteriyosin iiretiminin 24’{inci
saatte maksimum diizeye ulastigi ve 120. saate kadar devam ettigi belirlenmistir.
Baliktan izole edilen LAB (laktik asit bakterileri) izolatlariyla yapilan bir ¢alismada
bakteriyosin tiretimi artiginin 72. saate kadar devam ettigi bildirilmistir (Campos ve
ark., 2008). Inkiibasyon siiresinin uzamasiyla bakteriyosin aktivitesinin diistiigii
belirlenmis ve bunun bakterilerin ortama salgiladigi ekstraselliiler proteolitik
enzimlerden kaynaklandigi tahmin edilmistir (Bhunia ve ark., 1988). Cherif ve
arkadaglart1 (2008)’nin yaptigi bir ¢alismada Bacillus thuringiensis subsp.
entomocidus tarafindan sentezlenen bakteriyosinin bakterinin logaritmik gelisme
fazinin baginda sentezlenmeye basladigi, duragan fazin baglarinda maksimum
seviyeye ulastigi ve 50 saat boyunca sabit kaldigi gosterilmistir (Kamoun ve ark.,
2005). Yine Tochicin (Paik ve ark., 1997), Thuricin (Favret ve Yousten, 1989), ve
Cerein (Naclerio ve ark., 1993) gibi bakteriyosinlerinde logoritmik fazin baginda
tiretilmeye bagladiklart duragan faz esnasinda ise azaldiklar1 belirlenmistir. Cherif ve
arkadaglar1 (2001) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada da Bacillus thuringiensis
BMG1.7 tarafindan sentezlenen bakteriyosinin, logaritmik gelisim fazinin baslarinda
sentezlenmedigi fakat bu fazin ortalarinda sentezin basladigi ve duragan fazin
ortalarinda maksimum seviyeye ulastigi belirlenmistir. Elde ettikleri bu sonug ile
Bacillus cereus (Bc7) tarafindan firetilen Cerein 7 (Oscariz ve ark., 1999)
bakteriyosininin {iretilme kinetigi birebir uyusmaktadir. Bakteriyosin iiretimi i¢in

inkiibasyon siiresi bakterilerde farklilik gostermektedir.
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Bacillus sp. T69 tarafindan sentezlenen bakteriyosin aktivitesinin tespiti i¢in
Bacillus thuringiensis subsp. indiana HD521 indikator olarak kullanildiginda, 100
uL siipernatant eklenen besiortaminda 16 mm c¢apinda aktivasyon zonu goriilmiistiir.
Yapilan bir ¢alismada, Bacillus thuringiensis NEB17 bakterisi tarafindan sentezlenen
bakteriyosinin etki tarzinin belirlenmesi amactyla indikator bakteri olarak B. cereus
kullanildiginda, 100 pL bakteriyosin eklenmis kiiltiirde degisiklik gdézlenmezken,
300 ve 600 uL bakteriyosin eklenen kiiltiirde 24 saat sonunda aktivite gézlenmistir
(Gray ve ark., 2006). Bacillus sp. T69 bakterisinin sentezledigi bakteriyosinin

tiretildigi inokiiliim miktarinin bu ¢alismanin aksine daha diisiik oldugu bulunmustur.

Bacillus sp. T69 bakterisinin sentezledigi bakteriyosinin, Bacillus
thuringiensis subsp. indiana HD521 bakterisi tizerindeki antimikrobiyal aktivite en
Iyi LB siv1 besiyerinde gbzlemlenmistir. Baska bir ¢alismada Bacillus thuringiensis
subsp. entomocidus tarafindan sentezlenen bakteriyosin aktivitesinin Triptic Soy
Broth (TSB), Luria Bertani Broth (LBB), Brain Heart Infusion Broth (BHIB),
Nutrient Broth (NB), T3 besiortamlari kiyaslandiginda TSB ve LBB ortamlarinda
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Cherif ve ark., 2008). Literatiirdaki bu ¢alisma
ile Bacillus sp. T69 bakterisinin en iyi aktivite gosterdigi besiyeri benzerlik

gostermektedir.

Gram (+) bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin ¢ogu bir veya daha
fazla proteolitik enzime kars1 duyarly, 1s1l isleme, genis pH araliina, 6zellikle asidik
pH degerlerine, organik ¢oziiciilere ve deterjanlara kars1 dayanikhidirlar (Ray, 1992).
Caligmada siipernatantin  sicaklik uygulamasi sonrasinda 10 °C’de 30 dk
inkiibasyonda maksimum aktivite gosterdigi, 10-40 °C arasinda 30 dk inkiibasyonda
aktivitenin devam ettigi belirlenmistir. 50-60 °C arasinda yine 30 dk inkiibasyondan
sonra aktivitede diisiis oldugu ve 60°C {izerindeki sicakliklarda aktivitenin tamamen
kayboldugu tespit edilmistir. Bacillus cinslerinin ¢ogu termofiliktir. Bacillus
coagulans ve Bacillus stearothermophilus vb. bakteriler sicaga dayanikli
sporlarindan dolay1 konserve endiistrisinde énemli bir yere sahiptirler (Ozsahin,
2006). Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (BUPM4) tarafindan iiretilen
Bacthuricin F4’iin 40, 50, 60 ve 70 °C’de 30 dk inkiibasyonda aktivitesini korudugu
90 °C’de 30 dk inkiibasyondan sonra ise aktivitesinin % 80’ini kaybettigi
bulunmustur (Kamoun ve ark., 2005). Bacillus thuringiensis (NEB17)’nin
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sentezledigi Thuricin 17°nin 45, 50 ve 80 °C’de 30 dk ve 100 ‘C’de 15 dk
inkiibasyon sonunda aktivitesini korudugu, 121 °C’de ise aktivitesini tamamen
kaybettigi belirlenmistir (Gray ve ark., 2006). Bacillus thuringiensis subsp.
entomocidus (HD198) tarafindan sentezlenen Thuricin S’nin, 10 dk kaynatildiginda
aktivitesini korudugu 121 °C’de ise aktivitesinin tamamen kayboldugu
gozlemlenmistir (Chehimi ve ark., 2007). Bacillus thuringiensis subsp. entomocidus
HD110 bakterisinin sentezledigi Entomocin 110, 20 dk otoklavlandiginda dahi
aktivitesinin %53’linii korumustur (Cherif ve ark., 2008). Bacillus sp. T69
bakterisinin  sentezledigi  bakteriyosinin, diger literatiir = c¢aligmalarindaki

bakteriyosinlerin aksine sicaga duyarli oldugu tespit edilmistir.

Bacillus sp. T69 bakterisinin sentezledigi bakteriyosinin 10 °C’de en iyi
aktiviteyi pH 6’da, 30 ‘C’de pH 10°da , +4 °C’de ise pH 6, pH 9 ve pH 10’da
gosterdigi belirlenmistir. Bakteriyosin aktivitesinin ¢ogunlukla, asidik ortamlar ile
pH degeri 9 ve lizerine ¢iktiginda biiyiik oranda diistiigii veya tamamen kayboldugu
goriilmiistiir (Lisboa ve ark., 2006; Naclerio ve ark., 1993; Bizani ve Bradelli, 2005).
Nisin’le yapilan bir ¢alismada pH 3’de aktivite gozlenmezken pH 6,5’da en yiiksek
seviyede aktivite goriilmiistiir. Ayn1 sekilde sakasin A’yla yapilan ¢alismada pH
5,5’ta en yiiksek seviyede aktivite gozlenirken pH 2’de %75’ kadar diismiistiir
(Yang ve ark., 1994). Bakteriyosinlerin optimal pH kosullar1 diginda aktiviteleri
diismekle birlikte etkileri siirmektedir (Yang ve ark., 1992). Yapilan bir ¢alismada
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (BUPM4) tarafindan sentezlenen Bacthuricin
F4’tin, pH 3-7 araliginda kararhiligint korudugu, pH 8 ve 9’da ise aktivitesinin
azaldigi gozlemlenmistir (Kamoun ve ark., 2005). Bacillus thuringiensis
(NEB17)’nin sentezledigi Thuricin 17, pH 1,5-8 araliginda kararliligin1 korumus, pH
1ve 9,25’de aktivite kaybina ugramistir (Gray ve ark., 2006). Bacillus thuringiensis
subsp. entomocidus (HD198) tarafindan sentezlenen Thuricin S’nin, pH 3-10,5
arasinda stabilitesini korudugu belirtilmistir (Chehimi ve ark., 2007). Bacillus sp.
T69 bakterisinin sentezledigi bakteriyosinin en iyi aktivite gosterdigi pH araliklarinin

literatiirdeki diger ¢aligmalar ile benzer sonuglar gosterdigi tespit edilmistir.

Bacillus sp. T69’un sentezledigi bakteriyosinin siipernatanti asetonitril,
kloroform, etil alkol, aseton, hekzan, metanol, butan-1-ol, izopropanol gibi organik

¢oziiclilerle muamele edildiginde aktiviteyi genellikle ¢cok az etkiledikleri ya da hig
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etkilemedikleri goriilmiistir. 1s 10°C’de organik ¢dziicii uygulamasinda asetonitril
aktiviteyi % 20, etil alkol % 12,5, hekzan % 25 arttirmigtir. Kloroform aktiviteyi %
9,1 azaltirken, metanol % 8,3 ve butan-1-ol % 60 azaltmistir. Aseton ve izopropanol
ise aktiviteyi etkilememistir. 1s 30 °C’de organik ¢6ziicli uygulamasinda asetonitril
ve metanol aktiviteyi % 13, butan-1-ol % 21, izopropanol % 31, kloroform % 33 ve
etil alkol % 16 arttirmistir. Aseton ve hekzan ise aktiviteyi etkilememistir. Organik
¢Oziicii uygulamasinda, aktivitenin yiiksek oranda korunmasi inhibitor aktivitesinden
sorumlu bolgede lipit veya karbonhidrat tiirevli bilesiklerin olmadigi anlamina
gelmektedir (Diindar, 2006). Dolayisiyla bu calismada da aktiviteden sorumlu
bolgede lipit veya karbonhidrat tiirevli bilesiklerin olmadig1 diisiiniilmektedir. Birgok
arastirmact LAB’leri tarafindan iiretilen ¢ogu bakteriyosinin organik ¢oziiciilere karsi
dayanikli oldugu bulunmustur (Ray, 1992; Yildirim ve Johnson, 1998; Lee ve Paik,
2001; Pirzada ve ark., 2000, Asutay, 2007). Pirzada ve arkadaslar1 (2004) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada bakteriyosinin, %1 konsantrasyona sahip organik ¢oziiciilerden
propanola kars1 aktivitesini korudugu, aseton, metanol, heptan ve kloroformdan
etkilenerek aktivitesini kaybettigi bulunmustur. Organik ¢oziiciilerin Bacillus sp.
T69’un sentezledigi bakteriyosin ilizerindeki etkisi literatiir ¢aligmalar1 ile benzer

sonuglar vermistir.

Calismada kullanilan Triton X-100, Tween 20, Tween 80, SDS gibi
deterjanlar ile Bacillus sp. T69’un sentezledigi bakteriyosin siipernatanti iizerine
yapilan uygulama sonucunda SDS ve Triton X-100’iin aktiviteyi Tween 20 ve Tween
80’den daha fazla etkiledigi belirlenmistir. Triton X-100 aktiviteyi % 75-91,7
arasinda azaltmistir. Ozellikle SDS uygulamasinda %100 aktivite kaybinin gériilmesi
bakteriyosinin protein yapisinin bozuldugu diisiincesini akla getirmektedir. Bu
caligmada iki-merkaptoetanoliinde aktiviteyi % 100 yok ettidigi goriilmistiir.
EDTA’nin ise aktiviteyi diisiik oranlarda etkiledigi tespit edilmistir. EDTA aktiviteyi
en fazla 1s 30°C’de etkileyip son konsantrasyonu 0,1 mM olan kiiltiirde % 10, 0,2
mM kiiltiirde % 22 ve 0,5 mM kiiltiirde % 27 arttirmustir. Bir literatiir calismasinda
tiretilen bakteriyosinin bazi deterjanlar ile muamelesi sonucu aktivitelerindeki
degisiklikler belirlenmistir. SDS, tween 80, triton X-100 uygulamasindan sonra
aktivitede kayip olsa da etki devam etmistir. Ancak EDTA ve {ire ile inkiibe edilen

bakteriyosin aktivitesini tamamen kaybetmistir (Rajaram ve ark., 2010). Buna yakin
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sonuclar Ivanova ve arkadaslari (2000) tarafindan da goézlenmistir. Deterjanlarin
bakteriyosin aktivitesine etkisi, aktif molekiil yapist hakkinda bilgi vermektedir.
Deterjanlar, proteinlerin dogal yapisindaki hidrofobik merkezle kompleks
olusturarak proteinin agilmasina ve ¢ boyutlu yapinin bozulmasina sebep
olmaktadir. Deterjan uygulamasindan sonra aktivitede diisiis olmasi, bakteriyosinin
kismi denatiirasyonu ya da aktiviteye stabilizasyon etkisi olan diger molekiillerle
birlikteliginin  bozulmasindan kaynaklanmaktadir (Ivanova, 1998). EDTA,
bakteriyosin aktivitesinde rol alan divalent katyonlarla kompleks olusturarak
aktiviteyi olumsuz etkileyebilecegi gibi, hiicre membranina zarar vererek
bakteriyosinin antimikrobiyal etki gostermesini kolaylastirabilmektedir (Ganzle ve
ark., 1999). iki-merkaptoetanol bakteriyosinin yapisinda bulunan ve aktivitede rol
alan olasi disiilfit baglarini kirarak, aktivitenin azalmasina ya da yok olmasina sebep
olmaktadir (Hammes ve ark., 1999). Bacillus sp. T69’un sentezledigi bakteriyosin
tizerine deterjan, EDTA ve iki-merkaptoetanol uygulamasi yapilmis literatiir

calismalari ile benzer sonuglar alinmistir.

Bacillus sp. T69 bakterisinin iirettigi bakteriyosin iizerine tripsin ve proteinaz
K uygulamas: sonucunda aktivitedeki degisikliklere bakildiginda proteinaz K
antimikrobiyal aktiviteyi tamamen yok etmistir. Tripsin uygulamasi sonrasinda ise
aktivitede % 23’lerden % 76’lara varan azalmalar oldugu gozlemlenmistir. Sonugta
bu calismada elde edilen antimikrobiyal maddenin protein yapida oldugu
kesinlesmistir. Protein yapisindaki bakteriyosinlerin, proteolitik enzim muamelesi
sonrasinda, antimikrobiyal aktivitelerini stabil tutamadiklar1 ve kaybettikleri tespit
edilmistir (Ogunbanwo ve ark., 2003). Enterosinlerin proteolitik enzimlerden bir
veya birden fazlasina duyarli oldugu ¢ogu arastirmaci tarafindan belirlenmistir
(Herranz ve ark., 2001). Tuncer ve arkadaslar1 (2008)’nin yaptig1 ¢alismada L. lactis
susu tarafindan sentezlenen bakteriyosinin proteinaz K uygulamasi ile tamamen,
kimotripsin ve amilaz uygulamasi ile kismen aktivite kaybina ugradig belirlenmistir.
Laktik asit bakterilerinde tanimlanan biitiin bakteriyosinlerin, proteolitik enzim
uygulamasindan sonra aktivitelerini tamamen ya da biiylik Ol¢iide kaybettikleri
belirlenmistir. Karbonhidrat veya lipit yan grublart icermelerine ragmen,
bakteriyosinlerin ~ hepsinde antimikrobiyal aktivite  protein  yapidan

kaynaklanmaktadir (Dobrzanski ve ark., 1982; Van Belkum ve ark., 1989; Jimenez-
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Diaz ve ark., 1990; Piard ve ark., 1990; Dieye ve ark., 2001). Bacillus thuringiensis
subsp. kurstaki (BUPM4) tarafindan iiretilen Bacthuricin F4, proteinaz K muamelesi
sonrasinda aktivitesini kaybetmistir (Kamoun ve ark., 2005). Bacillus thuringiensis
(NEB17)’nin sentezledigi Thuricin 17, proteinaz K uygulamasi sonucu aktivitesini
tamamen kaybetmistir (Gray ve ark.,, 2006). Bacillus thuringiensis subsp.
entomocidus (HD198) tarafindan sentezlenen Thuricin S’nin, proteinaz K
uygulamasi sonucu tiim aktivitesini kaybettigi gézlenmistir (Chehimi ve ark., 2007).
Aktivasyon zonu goriilen bakterilerde olusan inhibisyon, sentezlenen organik
asitlerden, alkollerden ve hidrojen peroksitten de kaynaklanabilmektedir (Yildirim,
2001). Bunlar arasinda oOzellikle hidrojen peroksit mikroorganizmalar iizerinde
inhibitoér etkiye sahip olabilmekte; fakat agarli besiyeri iizerinde, sivi besiyeri
siipernatant1  kullanildiginda etkisi snirli  kalmaktadir. Bakteriyosin  benzeri
inhibisyon etkisi gosterebilen bu tip organik bilesikler, pH degisimi ve proteaz
uygulamasindan etkilenmemektedir (Klaenhammer, 1988). Literatiir ¢aligmalar1 ile
karsilastirildiginda Bacillus sp. T69’un sentezledigi bakteriyosinin proteolitik

enzimlerden benzer sekilde etkilendigi belirlenmistir.

Bacillus sp. T69 bakterisinin 24s inkiibasyonu sonrasinda elde edilen
stipernatantin % 40, % 60 ve % 80 doygunlukta amonyum siilfat ile ¢oktlirmesinde
en iyi aktivite % 40 doygunlukta elde edilmis ve 1/16 seyreltige kadar aktivite
gorilmistlir. Literatiirdeki ¢alismalarda saflagtirma asamalarinda farkliliklar
goriilmektedir. Thuricin 439 eldesi i¢in yapilan amonyum siilfat ¢oktiirmesinde,
Thuricin 439, en iyi % 80 doygunlukta elde edilirken (Ahern ve ark., 2003), Thuricin
H en iyi % 65 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilmistir (Lee ve
ark., 2009).

Yapilan galismada Bacillus sp. T69 tarafindan sentezlenen bakteriyosinin
molekiiler agirligin1 belirlemek igin SDS-PAGE analiz sonucunda bakteriyosinin
molekiil agirliginin yaklagik 15 kDa oldugu tespit edilmistir. Kismi saflagtirilmis
molekiillerin SDS-PAGE caligsmas1 ve hemen sonrasinda aktivite ¢alismasi yapilarak
aktif bandin yeri ve tahmini biiyiikliigii marker kullanilarak belirlenmistir. Sodyum
dodesil siilfatin (SDS) bulundugu poliakrilamid jeldeki elektroforez protein alt
birimlerini ayirmada yararli olan bir aractir. Bakteriyosin {iiretiminden sorumlu

bantlarin  molekiiler agirliklarinin  tespit  edilmesi SDS-PAGE  sonucunda
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saglanmaktadir. Entomocin 9 (Cherif ve ark., 2003 ), Thuricin 7 (Cherif ve ark.,
2001) ve Tochicin (Paik ve ark., 1997) gibi bakteriyosinlerin molekiil biiyiikliikleri
yalmizca SDS-PAGE ile belirlenmistir. Gram (-), Gram (+) ve baz1 funguslara karsi
etkili olan B. thuringiensis’in sentezledigi entomocidus HD9’un molekiiler agirlig:
12,4 kDa olarak bulunmustur (Cherif ve ark., 2003). Bacillus subtilis 14B susundan
izole edilen proteinin biiyiikliigii ise 21 kDa olarak tespit edilmistir (Hammami ve
ark., 2009). Ticari bir probiyotik sus olan Bacillus polyfermenticus’dan elde edilen
Polyfermenticin SCD’nin SDS-PAGE c¢alismas1 sonucu molekiiler agirligi yaklasik
14,3 kDa oldugu rapor edilmistir (Lee ve ark., 2001). Gida ve topraktan izole
edilebilen Bacillus suslarinin iyi birer bakteriyosin iireticisi olduklart bilinmektedir.
Bacillus cereus tarafindan iiretilen Cerein 8A (26 kDa) (Bizani ve ark., 2002), Cerein
GN105 (9 kDa) (Naclerio ve ark., 1993), Bacillus anthracis tarafindan firetilen
Heterocycloanthracins (9.62 kDa) (Haft, 2009), Bacillus subtilis tarafindan tiretilen
Subtilin (3.34 kDa) (Banerjee ve Hansen, 1988), Bacillus licheniformis tarafindan
tiretilen Licheni (1.4 kDa) (Pattnaik ve ark., 2001), Bacillus atrophaeus tarafindan
iretilen Subtilosin A (3.39 kDa) (Stein ve ark., 2004) gibi bakteriyosin orneklerini

arttirmak mumkiindir.

Bu bakteriyosinin yapisi konusunda ancak tam saflastirma ve aminoasit dizi
analizleri sonucunda kesin bir bilgi verilebilir. Fakat daha 6nce yapilan calismalar
1s1g8inda bu antimikrobiyal maddenin protein yapili bir bakteriyosin oldugu
diistiniilmektedir. Kesin bir sonuca varilmasi i¢in ileri kimyasal tekniklere ihtiyag
duyulmaktadir. NMR (Niikleer manyetik rezonans) spektroskopisi, X-ray

kristalografisi ve elementel analiz gibi ¢6ziimlemelerin yapilmasi gerekmektedir.

Bacillus cinsi bakterilerin peptit, lipopeptit, antibiyotik ve bakteriyosinler gibi
antimikrobiyal maddelerin {iretiminde ¢ok iyi olduklar1 bilinmektedir (Stein, 2005).
Ozellikle laktik asik bakterilerinden sonra en iyi bakteriyosin ve BLIS iireticileri
oldugu bilinen, Bacillus cinslerinin hemen her tiirii tarafindan {iretilen bakteriyosin
ya da benzeri molekiillerin eldesi, karakterizasyonu fazlasiyla ¢aligilmis ve neticede
birgok aktif molekiil tanimlanmigtir (Abriouel, 2011). Bacillus tiirlerinin bu
potansiyelleri 50 yildan daha uzun bir siiredir bilinmekte ve 0Ozellikle peptit
antibiyotik liretiminin en 6nde gelen siifim1 temsil etmektedir (Ghanbari ve ark.,

2009). Bacillus cinsi endiistri ve gida alaninda giivenli kullanim olanagi bulmus bir
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cok tiir igermektedir (Paik ve ark., 1997). Bacillus cinsi igerisinde LAB gibi endiistri,
tarrm ve gida alaninda GRAS olarak tescilli énemli tiirler yer almaktadir. Ornegin
Dogu Asya’da fermente besin maddelerinde B. subtilis suslar1 kullanilmaktadir
(Hosoi ve Kiuchi, 2003). Yine non-toksinojenik B. cereus sp. toyoi probiyotik
ozelligi nedeniyle hayvan gidalarina ek olarak kullanilmaktadir (Lodemann, 2008).
Bunlarin yani sira, giiniimiizde Bacillus tiirlerinden elde edilen antibiyotikler,
enzimler, aminoasitler ve insektisitler gibi bir¢ok ticari triin bulunmaktadir
(Pedersen ve ark., 2002).

Giin gegtikge antibiyotik direnci artan patojenlerle yasanan miicadele zorlugu
nedeniyle geleneksel kaynaklar disinda yeni antimikrobiyallere ihtiyag
duyulmaktadir. Bu tez kapsaminda elde edilen bilgiler dogrultusunda, daha ayrintili
bir galigma ile literatiire yeni bir antimikrobiyal madde kazandirilabilir ve daha
sonraki zamanlarda biyolojik miicadele, biyokoruma, saglik vb. alanlarda

kullanilmas1 saglanabilir.

Sonug olarak yapilan galismalarla karsilastirma yapildiginda bu g¢alismada
inhibisyon etkisi arastirtlan maddenin; protein yapili bir molekiil oldugu, LB
besiortaminda ve 24 saat inkiibasyon sonunda elde edilen bakteriyosinin en yiiksek
aktiviteyi 10°C’de gosterdigi, bu aktivitenin 60°C’ye kadar devam ettigi
belirlenmistir. Aktivitenin 1s 10 °C’de en iyi pH 6°da, 1s 30 °C’de en iyi pH 10°da,
24s +4 °C’de ise pH 6, pH 9 ve pH 10°da aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
Aktivitenin proteinaz K, tripsin, SDS ve triton X-100’e duyarl oldugu, EDTA, iki-

merkaptoetanol ve organik ¢oziiciilerden genel olarak etkilenmedigi tespit edilmistir.
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