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ÖZET 

 

BACİLLUS SP. SUġUNDAN BAKTERĠYOSĠN ĠZOLASYONU VE 

KARAKTERĠZASYONU 

 

KAYA ġEN, Sultan 

Giresun Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı, Yüksek Lisans Tezi 

DanıĢman: Doç. Dr. Hatice KATI 

Kasım 2016, 72 Sayfa 

            

Günümüzde kimyasal koruyucuların besinin doğallığını, kalitesini ve değerini 

düĢürdüğü bilinmektedir. Bu nedenle antimikrobiyal maddelerin gıda korunmasında 

kullanımı artmıĢtır. Dolayısıyla da yeni antimikrobiyal maddelerin araĢtırılması ve 

keĢfi büyük önem taĢımaktadır. 

Bu çalıĢmada Bacillus sp. T69 izolatından bakteriyosin izolasyonu ve 

karakterizasyonu yapılmıĢtır. Bakteriyosin aktivitesi üzerine sıcaklığın, pH’ın, 

enzimlerin, bazı organik çözücülerin, deterjanların ve kimyasalların etkisi 

araĢtırılmıĢtır. Molekül ağırlığı ise SDS-PAGE ile belirlenmiĢtir. 

Bacillus sp. T69 izolatının luria bertani besiyerinde, 30 °C’de 24. saatte 

maksimum düzeyde bakteriyosin ürettiği belirlenmiĢtir. Bakteriyosin düĢük 

sıcaklıklarda (10-40 C) aktivitesi yüksek iken yüksek sıcaklıklarda (>60°C) aktivite 

kaybetmektedir. Bacillus sp. T69’un sentezlediği bakteriyosinin pH 5-10 arasında 

aktivite gösterdiği bulunmuĢtur. Bakteriyosinin proteinaz K, tripsin, iki-

merkaptoetanol, SDS ve Triton X-100’e karĢı duyarlı ancak, bazı organik çözücülere 

(kloroform, metanol, etanol, hekzan, aseton, izopropanol, asetonitril, butan-1-ol) ve 

EDTA’ya karĢı ise dayanıklı olduğu belirlenmiĢtir. SDS-PAGE çalıĢması sonucunda 

bakteriyosinin molekül ağırlığının yaklaĢık 15 kDa olduğu bulunmuĢtur. 

Anahtar Kelimeler: Bacillus, bakteriyosin, antibakteriyal 
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ABSTRACT 

 

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF BACTERIOCIN FROM 

BACILLUS SP. STRAIN 

 

KAYA ġEN, 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 



III 
 

TEŞEKKÜR 

 

 

Yüksek lisans öğrenimim süresince benden ilgi ve desteğini hiç esirgemeyen, 

bilgi ve tecrübeleriyle bana yol gösteren değerli hocam Sayın Doç. Dr. Hatice KATI' 

ya minnet ve saygılarımı sunar, sonsuz teĢekkür ederim.  

 

Tüm hayatım boyunca sabır, güven ve sevgiyle desteklerini hiç esirgemeyen 

annem Sevli KAYA, babam Hasan KAYA, kardeĢim Kardelen KAYA ve kuzenim 

Arzu ATEġOĞLU’na en içten sevgi ve teĢekkürlerimi sunarım. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV 
 

İÇİNDEKİLER 

ÖZET............................................................................................................................. I 

ABSTRACT ................................................................................................................ II 

TEġEKKÜR ......................................................................................................................... III 

TABLOLAR DĠZĠNĠ .......................................................................................................... VI 

ġEKĠLLER DĠZĠNĠ............................................................................................................ VII 

1. GĠRĠġ .................................................................................................................................. 1 

1.1. Bacillus Cinsi Bakteriler ve Özellikleri ...................................................................... 2 

1.2. Antimikrobiyal BileĢikler ............................................................................................. 2 

1.3. Bazı Bacillus SuĢlarının Ürettiği Antimikrobiyal Maddeler .................................... 3 

1.4. Antibiyotikler ................................................................................................................. 4 

1.5. Bakteriyosinler ............................................................................................................... 4 

1.5.1. Bazı Bakteriyosinler ve Üretici Mikroorganizmalar ............................................. 7 

1.5.2. Bazı Bacilluslar ve Ürettikleri Bakteriyosinler ...................................................... 9 

1.5.3. Bakteriyosinlerin Biyosentezi ................................................................................... 9 

1.5.4. Bakteriyosinlerin Etki Mekanizmaları ................................................................... 11 

1.5.5. Bakteriyosinlerin Sınıflandırılması ........................................................................ 13 

1.5.6. Bakteriyosinleri Etkileyen Faktörler ...................................................................... 14 

1.5.7. Bakteriyosinlerin Kullanım Alanları ...................................................................... 15 

1.5.7.1. Gıdalara Bakteriyosin Ġlave Edilmesinin Yararları .......................................... 16 

1.5.7.2. Bakteriyosinlerin Diğer Koruyucu Maddeler ve Proseslerle Birlikte 

Kullanılması ......................................................................................................................... 16 

1.5.7.3. Bakteriyosin Kullanımını Sınırlayan Faktörler ................................................. 17 

1.6. Tezin Amacı ................................................................................................................. 18 

2. MATERYAL VE METOT ............................................................................................ 19 

2.1.  Farklı Ġnkübasyon Süresi ve Besiyerlerinin Bakteriyosin Üretimine Etkisi ....... 19 

2.2. Bakteriyosinin Aktivitesinin Belirlenmesi ............................................................... 19 

2.3. Bakteriyosinin Karakterizasyonu .............................................................................. 20 



V 
 

2.3.1. Bakteriyosin Aktivitesine Sıcaklığın Etkisi .......................................................... 20 

2.3.2. Bakteriyosin Aktivitesine pH Etkisinin Saptanması ............................................ 20 

2.3.3. Bazı Organik Çözücülerin Bakteriyosin Aktivitesine Etkisinin Saptanması ... 21 

2.3.4. Bazı Deterjanların ve Kimyasalların Bakteriyosin Aktivitesine ........................ 21 

Etkisinin saptanması ........................................................................................................... 21 

2.3.5. Enzimlerin Bakteriyosin Aktivitesine Etkisinin Saptanması .............................. 22 

2.4. Ultrafiltrasyon .............................................................................................................. 22 

2.5. Bakteriyosinin Kısmi SaflaĢtırılması ........................................................................ 22 

2.5.1. Etanol Çöktürmesi .................................................................................................... 22 

2.5.2. Aseton çöktürmesi .................................................................................................... 23 

2.5.3. Amonyum Sülfat Çöktürmesi ................................................................................. 23 

2.6. SDS-PAGE ve Zymogram Analizi ............................................................................ 24 

3. ARAġTIRMA BULGULARI ....................................................................................... 25 

3.1. Farklı Ġnkübasyon Süresi ve Besiyerlerin Aktiviteye Etkisi .................................. 25 

3.2. Bakteriyosinin Aktivitesinin Belirlenmesi ............................................................... 25 

3.3. Sıcaklığın Bakteriyosin Aktivitesi Üzerine Etkisi ................................................... 27 

3.4. Bakteriyosin Aktivitesine pH’ın Etkisi ..................................................................... 28 

3.5. Bazı Organik Çözücülerin Aktimikrobiyal Aktivite Üzerine Etkisi ..................... 32 

3.6. Bazı Kimyasal ve Deterjanların Bakteriyosin Üzerinde Etkisi ............................. 35 

3.7. Proteolitik Enzimlerin Bakteriyosin Üzerine Etkisi ................................................ 40 

3.8. Ultrafiltrasyon .............................................................................................................. 42 

3.9. Bakteriyosinin SaflaĢtırılması .................................................................................... 42 

3.10. SDS-PAGE ve Aktivite ............................................................................................ 43 

4. TARTIġMA VE SONUÇ .............................................................................................. 45 

KAYNAKLAR .................................................................................................................... 53 

ÖZGEÇMĠġ ......................................................................................................................... 72 

 



VI 
 

TABLOLAR DİZİNİ 
 

TABLO                                                                                                             

 

Tablo 1.2 Bazı bakteriyosinler ve üretici mikroorganizmalar                                      7 

Tablo 3.1 Bacillus sp. T69 izole edilen bakteriyosin aktivitesinin hesaplanması      26 

 

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



VII 
 

ŞEKİLLER DİZİNİ 

 

 

ġEKĠL                                                                                                               

 

ġekil 1.1 Bakteriyosinlerin biyosentezleri                                                                  11 

ġekil 3.1 Bacillus sp. T69’un A: 24, B: 48, C: 72, D: 96 ve E: 120. saatlerde  

ve LB, TSB ve NB besiyerilerinde indikatör bakteriye karĢı antibakteriyal  

aktivitesinin petrideki görüntüsü                                                                                 25 

ġekil 3.2 Bakteriyosin aktivitesinin petrideki görüntüsü                                            26 

ġekil 3.3 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosinin aktivitesi üzerine 

farklı sıcaklıkların petrideki görüntüsü                                                                       27 

ġekil 3.4 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin aktivitesi üzerine 

 sıcaklığın etkisi                                                                                                          28 

ġekil 3.5 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosine pH’ın etkisi                       29 

ġekil 3.6 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosine pH’ın etkisi                       30 

ġekil 3.7 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosine pH’ın etkisi                       30 

ġekil 3.8 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosine pH’ın etkisi                       31 

ġekil 3.9 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosine pH’ın etkisi                       31 

ġekil 3.10 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosine pH’ın etkisi                     32 

ġekil 3.11 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin aktivitesi üzerine  

organik çözücülerin petrideki görüntüsü                                                                    33 

ġekil 3.12 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin aktivitesi üzerine  

organik çözücülerin petrideki görüntüsü                                                                    33 



VIII 
 

ġekil 3.13 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin üzerine organik  

çözücülerin etkisi                                                                                                        34 

ġekil 3.14 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin üzerine organik  

çözücülerin etkisi                                                                                                        34 

ġekil 3.15 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin üzerine  

deterjanların etkisinin petrideki görüntüsü                                                                 35 

ġekil 3.16 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin üzerine  

deterjanların etkisinin petrideki görüntüsü                                                                 36 

ġekil 3.17 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin üzerine bazı  

deterjanların etkisi                                                                                                       36 

ġekil 3.18 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin üzerine bazı  

deterjanların etkisi                                                                                                       37 

ġekil 3.19 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin üzerine bazı  

deterjanların etkisi                                                                                                       37 

ġekil 3.20 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin üzerine bazı  

deterjanların etkisi                                                                                                       38 

ġekil 3.21 EDTA’nın Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosine etkisi             39 

ġekil 3.22 Ġki-merkaptoetanolun bakteriyosin aktivitesine etkisinin  

petrideki görüntüsü                                                                                                     40 

ġekil 3.23 Proteinaz K enziminin bakteriyosin aktivitesine etkisinin görüntüsü       41 

ġekil 3.24 Tripsin enziminin bakteriyosin aktivitesine etkisinin görüntüsü               41 

ġekil 3.25 Bakteriyosinin ultrafiltrasyon sonucu petrideki görüntüsü                        42 

 



IX 
 

ġekil 3.26 Etanol, aseton ve amonyum sülfat çöktürmesi sonucu  

aktivitenin petri görüntüsü                                                                                          42 

ġekil 3.27 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosinin SDS-PAGE  

görüntüsü. M: Marker, 1: %40 amonyum sülfat çöktürmesi,  2: %60  

amonyum sülfat çöktürmesi, 3: %80 amonyum sülfat çöktürmesi                             43 

ġekil 3.28 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosinin zymogram  

görüntüsü. M: Marker,  1: %40 amonyum sülfat çöktürmesi                                     44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 
 

1. GİRİŞ 

 

 

Bacillus bakterilerinin besinlerde ve özellikle unlu gıdalarda, inhibisyonunu 

engellemek nedeniyle; kalsiyum propiyonat, asetik asit, propiyonik asit gibi 

kimyasallar kullanılmaktadır (Rosenquist ve Hansen, 1998; Olimpia ve ark., 2002; 

Demir, 2006). Kimyasal koruyucu kullanımına alternatif olarak; 

mikroorganizmaların ortak yaĢam tarzlarından biri olan antagonizmadan; gıdaların 

muhafazasında yararlanılması üzerine çalıĢmalar mevcuttur (Temiz, 1998; Ünlütürk, 

1998). Besin kaynaklı hastalıkların artması; halkın gıda endüstrisinde, mevcut gıda 

muhafaza tekniklerinin etkinliğinden Ģüphe etmesine yol açmıĢtır. Gıda kalitesi ve 

güvenliği için; yüksek ısıl iĢlem, asidifikasyon, tuzlama, kimyasal koruyucu, 

kurutma, dondurma, soğutma, fermentasyon gibi saklama teknikleri yerine; yüksek 

hidrostatik basınç, vurgulu elektrik alanları, doğal antimikrobiyal bileĢikler, modifiye 

atmosferde paketleme ve biyokorumalar gibi yeni muhafaza tekniklerinin 

uygulanmasında artıĢ gözlenmektedir (Soomro ve ark., 2002; Steffen, 2005; De 

Vuyst ve Leroy,  2007). Ayrıca tüketicilerin; kimyasal koruyucularla, gıdaların 

muhafazası konusunda endiĢelerinin artması ve tüketiciler ile yetkili kiĢilerin '' %100 

doğal'' ve ''az iĢlem görmüĢ'' gıdalara olan ilgilerinin artması, doğal antimikrobiyal 

ajanlara eğilimi giderek arttırmıĢtır (Cleveland ve ark., 2001; De Vuyst, 2000).  

Klaenhammer’e göre bütün bakterilerin %99’u en azından bir bakteriyosin 

sentezlemektedir ve bunların çoğu henüz tanımlanmamıĢtır (Klaenhammer, 1988). 

Bakteriyosinlerin; veteriner tıpta, biyomücadelede bitki patojenlerine karĢı, sağlık 

alanında antitimör ajanlar olarak ve gıdalarda biyokoruyucu olarak kullanım 

olanaklarına dair birçok araĢtırma yapılmaktadır. Bu polipeptidler gıda kökenli 

hastalık etmeni bakterilerin geliĢimini ve gıda bozulmasını engellemekte ve bu 

özelliklerinden dolayı gıda endüstrisinde büyük önem taĢımaktadır (BaĢbülbül ve 

Bıyık, 2009). 

Bakteriyosinler gıda kökenli hastalık etmeni bakterilerin geliĢimini ve gıda 

bozulmasını engellemektedir. Bakteriyosinlerin daha çok Gram (+) bakteriler 

tarafından üretildiği bilinmektedir. Laktik asit bakterileri, Staphylococcus’lar ve 

Bacillus’lar gibi Gram (+) bakterilerin yanı sıra E. coli ve Pseudomanas gibi Gram  
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(-) bakteriler tarafındanda sentezlenirler. Ayrıca son araĢtırmalar bazı Arkea’lerinde 

bakteriyosin ürettiğini göstermiĢtir (Riley, 2002).  

 

1.1. Bacillus Cinsi Bakteriler ve Özellikleri 

“Bacillaceae” familyasında yer alan Bacillus’lar, aerop veya fakültatif 

anaerop, gram (+) çubuk Ģeklinde bakterilerdir. YaĢlı Bacillus kültürlerinde 

bakterinin gram ile boyanma özelliği değiĢken olabilir ve bazen de gram (-) olabilir. 

Bakterilerin çevresinde peritriĢ flagellalar bulunması nedeni ile birçok tür 

hareketlidir (Topçal, 2010).  

Bacillus türleri neredeyse tüm doğal habitatlardan ve diğer pek çok kaynaktan 

izole edilebilirler. Yaygın olarak toprakta ve bitki döküntülerinin olduğu yerlerde 

bulunurlar. Tatlı ve tuzlu sular,  sıcak su kaynakları, kaplıcalar, kutup bölgeleri, çöl 

toprakları, derin deniz suyu sedimentleri, peynir, süt gibi yiyecekler Bacillus’ların 

yaĢayabildiği alanlardır. Patojen olanlar için ise insan vücudu yaĢam alanları olarak 

verilebilir. Toprak ve bitkiler üzerinde yaygın olarak bulunan Bacillus’lar besin 

maddeleriyle intoksikasyona neden olabilmektedirler (Anonymus, 1998). Karbon ve 

azot döngülerinde de önemli rol oynarlar (Earl ve ark., 2008). Bacillus’lar bir veya 

daha fazla sayıda hücreden oluĢan zincirler meydana getirebilirler. Bacillus cinsi 

bakteriler ekstrem koĢullarda spor oluĢturma yeteneğine sahiptirler. OluĢturdukları 

endosporlar oval, yuvarlak, silindirik, ya da böbrek Ģeklinde olabilir. Sporlar hücre 

içerisinde subterminal veya sentral olarak yerleĢebilir (Bonwart, 1989). Ana hücrede 

bulunan sporogoniumun yeri ve sporun Ģekli Bacillus sp. türlerinde karakteristik bir 

özelliktir. Bacillus kolonileri çoğunlukla parlak ya da Ģeffaf renkli; bazen de krem 

renkli olabilirler (Lennete ve ark., 1985). Bacillus cinsi içinde çoğunlukla mezofilik 

(30–40°C) olmakla birlikte psikrofilik (<15°C) ve termofilik (>65°C) türler de vardır 

(Ayhan, 2000).  

 

1.2. Antimikrobiyal Bileşikler 

Mikroorganizmalar tarafından üretilen antimikrobiyal maddeler çok az 

deriĢimde bile mikroorganizma geliĢimini engelleyen veya mikroorganizmaların 

ölümüne neden olan biyolojik kökenli, ikincil metobolitlerdir (Schlegel, 1992; 

Demain, 1999). Bakteriler antibiyotik, bakteriyosin gibi antimikrobiyal maddelerin 
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yanı sıra antimikrobiyal aktivite gösteren hidrojen peroksit (H2O2), karbonhidrat ve 

lipid gibi organik maddeleride üretebilirler (Zhennai, 2000).  

 

1.3. Bazı Bacillus Suşlarının Ürettiği Antimikrobiyal Maddeler 

Bazı Bacillus suĢları sekonder metabolit olarak çeĢitli maddeler üretirler ve 

bu maddelerinde farklı mikroorganizmalar üzerinde inhibitör aktivitesi vardır. 

Bacillus suĢlarının bacitrasin, brebistin, tyrotrisin, polimiksin gibi antibakteriyal 

antibiyotikleri ürettikleri bildirilmiĢtir (Miyamoto ve ark., 1986). B. megaterium'dan 

elde edilen megacinler bu mikroorganizma ile iliĢkide olan diğer mikroorganizmaları 

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, birçok 

gram (+) bakteri üzerinde etkilidir. B. licheniformis M-4’den elde edilen M-4 

amoebicidal maddesinin bakteri ve fungiye karĢı aktif olduğu tespit edilmiĢtir (Zheng 

ve Slavik, 1999). B. polymyxa'dan polymyxin antibiyotiği ve B. brevis’den 

gramisidin antibiyotiği elde edilir (Logan, 1988). B. thuringiensis HD-2 suĢu 

tarafından üretilen bakteriyosin thuricin olarak isimlendirilmiĢ ve bu maddenin gram 

(+) bakterilere karĢı inhibitör aktivitesi olduğu bildirilmiĢtir (Montgomery ve ark., 

1989). B. subtilis ve B. licheniformis suĢları tarafından üretilen antibiyotiğe 

bacitrosin adı verilmiĢtir (Azevedo ve ark., 1993). Yapılan bir çalıĢmada B. 

aurantinus'un gram (+) bakteri ve anaeroplara karĢı antimikrobial aktivite gösteren 

aurentinin A ve B’yi kapsayan bir yeni poliketit antibiyotik kompleksi meydana 

getirdiği açıklanmıĢtır (Nakagawa ve ark., 1988).  B. subtilis ATCC 39374 ve ATCC 

39320 suĢları ile yapılan bir çalıĢmada, suĢların polyenlakton fostat esterleri olan 

diffisidin ve oksidiffisidin olarak adlandırılan antibiyotikler ürettiği bildirilmiĢ ve bu 

iki suĢdan bacillin antibiyotiği de izole edilmiĢtir (Zimmerman ve ark., 1987). 

Bacillus polymyxa KT-8 suĢu ile yapılan diğer bir çalıĢmada da, bu suĢun 

ürettiği fusarisidin B, C ve D elde edilmiĢtir (Kajimura ve Kaneda, 1997). B. subtilis 

ATCC 6633 suĢu antifungal peptit antibiyotik potansiyeli içeren mycosubtilin 

üreticisi olarak teĢhis edilmiĢtir (Duitman ve ark., 1999). B. subtilis siklik peptit 

antibiyotik mycobacillin, iturin A, bacillomysin, mycosubtilin, fungustatin, 

subsporin, bacillisin ve fengimisin ürettiği bulunmuĢtur (Schreiber ve ark., 1988). B. 

brevis’in durgun faz kültür hücreleri siklik dekapeptitler gramisidin S ve tirosidin 
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ürettiği tespit edilmiĢtir (Marahiel ve ark., 1993).  B. cereus UW85’in iki yeni 

antibiyotik Zwittermisin A ve antibiyotik B ürettiği bulunmuĢtur. Bakteri 

filtratlarının hastalığa neden olan Phytophthora medicaginis bakterisini baskıladığı 

belirtilmiĢtir (Silo-Suh ve ark., 1994). Zwittermisin A’nın Phytophthora 

medicaginis'in sebep olduğu bitkisel hastalığı engellediği bildirilmiĢtir. Bu maddeyi 

üreten baĢka Bacillus suĢları üzerinde de çalıĢmalar yapılmıĢtır. Bu çalıĢmaların 

sonucunda B. thuringiensis'inde bu maddeyi ürettiği bulunmuĢtur (Stabb ve ark., 

1994).  

 

1.4. Antibiyotikler 

Antibiyotikler bazı bakterilerden ve genellikle mantarlardan elde edilen, çok 

düĢük dozlarda dahi diğer mikroorganizmalar üzerinde üremelerini engelleyici veya 

öldürücü etki gösteren, ancak insan hücrelerine olumsuz etkileri olmayan ya da seçici 

toksik etki gösteren antimikrobiyal maddelerdir (Kayser ve ark., 1997). Antibiyotik 

direnç genleri taĢıyan bakteriler, plazmitlerini çevresindeki bakterilere aktararak 

antibiyotiğe dirençli bakterilerin oluĢmasını sağlarlar. Antibiyotiklerin dünyada 

yaygın kullanımı, enfeksiyon hastalıklarının tedavisinde büyük bir sorun olan, 

antiyotiklere dirençli mikroorganizma enfeksiyonlarını ortaya çıkarmaktadır. Son on 

yılda daha önceki antibakteriyel ve antifungal ilaçlara karĢı, birçok ikili antibiyotik 

dirençli mikroorganizma klinik olarak izole edilmiĢ ve bunlarla tek yönlü etkili 

antibiyotiklerin mücadelesinin zor olacağı sonucuna varılmıĢtır. Bundan dolayı etki 

alanı geniĢ ve güçlü antibiyotikler üreten yeni mikroorganizmaların araĢtırılması 

önem kazanmıĢtır (Demain, 1999). 

Günümüzdeki kayıtlarda, bilinen 8000 antibiyotiğin varolduğu açıklanmıĢ ve 

bunlara her yıl yüzlercesinin eklendiği gösterilmiĢtir. Buna karĢın yeni 

antibiyotiklerin keĢfinin beklenildiği belirtilmiĢtir. Bunun sonucunda Bacillus cinsi 

bakteriler antibiyotik üretici kaynak olarak gösterilmiĢtir (Eltem ve Uçar, 1988). 

 

1.5. Bakteriyosinler 

Bakteriler besin maddelerinde bozulma etkeni mikroorganizmaların veya 

patojenlerin büyümesini, geliĢmesini önleyebilen veya onları öldüren birçok inhibe 

edici bileĢik üretmektedir (Bennik ve ark., 1997; Hill ve ark., 1995). Bunlardan biri 
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olan bakteriyosin ilk olarak 1925 yılında Andre Gratia tarafından saptanmıĢtır. 

Gratia, E. coli tarafından üretilen bu inhibitör maddeyi kolisin olarak isimlendirmiĢtir 

(Gratia, 1925). 

Jakob ve arkadaĢları 1953 yılında ilk kez bakteriyosinin tanımını 

yapmıĢlardır. Jacob ve arkadaĢlarının yaptığı tanım daha çok farklı türler arası 

antagonistik iliĢkileri ve kolisin proteinini kapsamaktaydı. Fakat daha sonra bunlara 

benzer çok fazla madde tespit edilince tanımın kapsamı geniĢletilmiĢtir (Eckner, 

1992). 

Tagg ve arkadaĢları ise 1976 yılında bakteriyosini; protein yapıda 

antagonistik maddeler olup, belli sayıda bakteriye, özellikle de bakteriyosin üreten 

bakteriye benzer türlere karĢı bakteriyostatik (bakterilerin çoğalmasını, üremesini ve 

büyümesini önleyen) ya da bakterisidal (bakterileri öldüren) etki gösteren genellikle 

dar spektrumlu antimikrobiyal bileĢikler olarak tanımlamıĢlardır (Jack ve ark., 1995; 

Tagg ve ark., 1976; Klaenhammer, 1998). 

Pasteur ve asistanı Joubert ürinden 1877’de izole ettikleri bir bakteriyle 

(muhtemelen E. coli), Ģarbon basilini (B. antrachis) aynı ortama ektikten sonra in 

vitro ve in vivo olarak Ģarbon bakterisine karĢı inhibitör etkiye sahip olduğunu 

belirlemiĢlerdir. Böylece Pasteur ve Joubert bakteriler arasındaki ilk antagonistik 

etkiyi gözlemlemiĢlerdir (Riley ve Chavan, 2007). 

Günümüzde tüketicilerin, besin değeri yüksek, doğal, kaliteli, minimum 

miktarda iĢlenmiĢ gıdalara yönelik tercihlerinin artması, kimyasal koruyucuların 

besin maddelerindeki kullanımlarını kısıtlamaya baĢlamıĢtır. Bundan dolayı 

gıdalarda antimikrobiyal maddelerin sayısı ve kullanımı her geçen gün artmaktadır 

(Kelly ve ark., 1996). Doğal koruyuculardan bilhassa bakteriyosinler, insan ve 

hayvan barsak sisteminde kolay parçalanmaları ve korunacak besinlerin 

fizikokimyasal yapılarında bir farklılık olmadan, bozulma ve hastalık sebebi 

bakterileri inhibe etmeleri sebebiyle çok çalıĢılan bir konu haline gelmiĢlerdir 

(Yıldırım ve Yıldırım, 2000). Antimikrobiyal maddelerin kullanılması gıdaların raf 

ömrünün uzatılmasında ve gıda güvenilirliğinin artmasında önemli rol oynamaktadır 

(Steffen, 2005; De Vuyst ve Leroy, 2007). 
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Yapılan çalıĢmalar Bacillus sp.’nin bazı türlerinin besin maddelerinde çok 

ciddi bozulmalara sebep olduğunu göstermiĢtir. Toprakta çok görülen bir saprofit 

olan B. cereus patojen özelliği sebebiyle artan bir öneme sahiptir. Gıdayla taĢınan bir 

patojen olan B. cereus ile kontamine olmuĢ gıdaların tüketilmesi sonucu gıda 

zehirlenmeleri olabilmektedir. Zehirlenme tehlikesini ortadan kaldırmak amacıyla 

kontamine olan besinlere sıcaklık uygulaması genellikle etkili bir çözüm 

olamamaktadır. Bunun nedeni sıcaklık uygulaması sonrasında canlılığını koruyan 

sporların; somatik hücreler ve toksinler oluĢturmak üzere çimlenebilmesidir. Et ve 

süt ürünleri, niĢastalı besin maddeleri, iĢlenmemiĢ tahıllar, kuru gıda ve baharatlar 

gibi besin grupları B. cereus kontaminasyonu açısından büyük risk taĢımaktadır. Süt 

ve süt ürünlerinin soğukta saklanması esnasında, B. cereus’un psikotrof serotiplerinin 

üreyerek toksin oluĢturdukları, süt ve ürünlerinin psikotrof serotipler ile kontamine 

olmasının insan sağlığı bakımından risk taĢıdığı belirtilmiĢtir (Özdemir, 2003). 

Literatürde yapılan çalıĢmalar bakteriyosin üretiminin, daha çok plazmid 

kökenli olduğunu ortaya koymuĢtur. Bazı bakteriyosinler bakteri plazmidinin yok 

edilmesine rağmen sentezlenmeye devam etmiĢtir. Bu durum; bakterinin bakteriyosin 

sentez mekanizmasının bakterinin kromozomlarında var olduğu düĢüncesini 

doğurmuĢtur (KuleaĢan ve Çakmakçı 2003). Besiyerinin bileĢimi, pH, inkübasyon 

normu, geliĢme fazı gibi faktörler bakteriyosin üretimi ve aktivitesini etkilemektedir 

(Krier ve ark., 1998; Aasen ve ark., 2000; Yıldırım ve Yıldırım, 2000). 

Gram (+) bakterilerin sentezlediği bakteriyosinler daha fazla ilgi görmektedir. 

Bunun nedenleri; insan kullanımı için güvenli kabul edilmesi, ökaryotik hücrelere 

karĢı toksik etki göstermemeleri, antimikrobiyal spektrumlarının gram (-) bakteriler 

tarafından sentezlenen bakteriyosinlere göre daha geniĢ olması ve bazı 

bakteriyosinlerin tek bir hedef patojene karĢı aktivite göstermeleridir (FAO/WHO. 

2002; Parvez ve ark., 2006; Diez-Gonzalez, 2007). 

Bakteriyosinler doğal antibiyotik olarak nitelendirilsede, klasik 

antibiyotiklerden farklı olarak mide ve ince barsaktan geçerken proteazlar tarafından 

aminoasitlere kadar parçalanmaktadırlar. Bu yüzden vücutta emilemezler ve kalın 

barsak florasına ulaĢamazlar (Bonwart, 1981; Geinsen ve ark., 1992; Howard ve ark., 

1993).  
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Antibiyotik ve bakteriyosinler çoğunlukla birbirlerine karıĢtırılmaktadır. 

Ancak günümüz sınıflandırmasında ikisi tamamen farklı moleküller olarak kabul 

edilir. Bakteriyosinler geliĢim fazında ribozomal olarak üretilen birincil metabolitler 

iken antibiyotiklerin çoğu durgun fazda enzim kompleksleriyle üretilen ikincil 

metabolitlerdir (De Vuyst ve Vandamme 1991, 1992; Nes ve ark., 2002, 2007). 

Bakteriyosin üreten hücrenin immünitesi bakteriyosini antibiyotikten ayıran en 

önemli özelliktir. Ġmmünite bakterilerin kendi ürettikleri bakteriyosinlerden 

kendilerini koruması olarak tanımlanmaktadır (Koponen, 2004). 

Üretici bakteriler kendi bakteriyosinine karĢı genetik bağıĢıklığa sahiptir. Bu 

bağıĢıklık proteinini kodlayan genler, bakteriyosinin yapısal genleriyle bağlantılı 

iken, antibiyotik bağıĢıklığını yöneten genetik belirleyiciler yapısal antibiyotik 

genleriyle bağlantılı değildir. Antibiyotiklerin gıdalarda kullanımı sağlık açısından 

mümkün olmamaktadır. Bu sebeple bakteriyosin tanımının yalnızca bakteriler 

tarafından sentezlenen antimikrobiyal maddeler olması kanısına varılmıĢtır 

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

 

1.5.1. Bazı Bakteriyosinler ve Üretici Mikroorganizmalar  

Bakteriyosinlerin ve üretici mikroorganizmaların önemi her geçen gün 

artmakta ve daha fazla araĢtırma konusu olmaktadır. Birçok bakteri antimikrobiyal 

bir bileĢik olan bakteriyosin sentezler. Bazı bakteriyosinler ve üretici 

mikroorganizmalar tablo 1.1’de gösterilmiĢtir. 
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Tablo 1.1 Bazı bakteriyosinler ve üretici mikroorganizmalar (Chen ve Hoover, 2003) 

 

Bakteriyosin Üretici 

Mikroorganizma 

Sınıf I  

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. 

Sınıf II  

Pediosin PA-1/AcH Pediococcus acidilactici 

Sakasin A Lactobacillus sake 

Leukosin A-UAL 187 Leuconostoc gelidum 

MesenterisinY105 Leuconostoc mesenteroides 

Enterosin A Enterococcus faecium 

Diversin V41 Carnobacterium divergens 

Laktokoksin MMFII Lactococcus lactis 

Laktokoksin G Lactococcus lactis 

Laktokoksin M 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 

Sınıf III  

Helvetisin V-1829 Lactobacillus helveticus 

Helvetisin J Lactobacillus helveticus 
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1.5.2. Bazı Bacilluslar ve Ürettikleri Bakteriyosinler 

Bacillus cinsi bakterilerin birçoğu iyi birer bakteriyosin üreticisidir. Bacillus 

licheniformis’in ürettiği Lichenin (Pattnaik ve ark., 2001), Bacillus cereus tarfından 

üretilen 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 tarafından üretilen 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 örnek olarak verilebilir. Yine Bacillus subtilis tarafından üretilen 

Subtilosin A (Zheng ve ark., 1999), Subtilin (Banerjee ve Hansen, 1988), Bacillus 

anthracis tarafından üretilen Heterocycloanthracins (Haft, 2009) ve Bacillus 

polyfermenticus tarafından üretilen Polyfermenticin SCD (Lee ve ark., 2001) 

Bacillus’lar tarafından üretilen bakteriyosinlerdendir. 

 

1.5.3. Bakteriyosinlerin Biyosentezi 

Bakteriyosin üretimini ve bağıĢıklığı kodlayan genler; kromozom, plazmid, 

her ikisi veya transpozon üzerinde olabilmektedir. Her operon tüm genleri içermediği 

gibi her operonda genlerin organizasyonuda farklıdır (Montville ve Winkowski, 

1997). 

Bakteriyosin sentezi için; pre-peptidi kodlayan yapısal gen, immünite geni, 

ABC-taĢıyıcısını kodlayan gen ve bakteriyosinin dıĢarı taĢınmasında gerekli olan 

aksesuar proteini kodlayan genler olmak üzere 4 farklı gene ihtiyaç vardır (Garneau 

ve ark., 2002; Deegan ve ark., 2006). 

Bakteriyosin sentezinde histidin protein kinaz enzimi, respons regülatörü ve 

indüksiyon faktörü rol oynamaktadır. Ġndüksiyon faktörü membranda bulunan 

histidin protein kinaz enzimini uyarır daha sonra bu enzim sitoplazmada bulunan 

respons regülatörünü fosforilize ederek bu uyarıyı hücreye iletir. Böylece biyosentez 

baĢlamıĢ olur. Sınıf I bakteriyosinlerin biyosentezi sınıf II ve sınıf III 

bakteriyosinlerin biyosentezine benzemektedir. Sentezleri arasındaki tek fark; sınıf II 
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ve sınıf III bakteriyosinleri kimyasal modifikasyona uğramamakta ve bunun 

sonucunda anormal aminoasitler içermemektedirler. ġekil 1.1’de sınıf II ve sınıf III 

bakteriyosinlerin biyosentezi gösterilmektedir  (Montville ve Winskolvski, 1997; 

Ennahar ve ark., 1999,2000; ĠĢleroğlu ve ark., 2005).  

Üretilen bakteriyosinin hücre dıĢına taĢınması membranda bulunan ABC-

transporter ve aksesuar proteini tarafından gerçekleĢtirilir. ABC-transporterlar pre-

bakteriyosinin taĢınmasında görev alır. Aynı zamanda proteolitik aktiviteye sahip 

olduğundan pre-peptidin lider dizisini parçalama iĢlemini gerçekleĢtirir. Sonuç olarak 

lider peptid uzaklaĢtırılmıĢ ve olgun bakteriyosin sitoplazmik membrandan dıĢarı 

taĢınmıĢ olur.  

ABC-taĢıyıcısının C-terminal kısmı ATP bağlanma bölgesini ve N-terminal 

kısmı hidrofobik olup proteaz aktivitesine sahip bir peptid bölgesi içermektedir. 

ABC-transporter proteininin taĢınması için ATP hidrolizini kullanır. Aksesuar 

proteinleride yine hidrofilik C-terminal ve hidrofobik N-terminal kısımdan oluĢur. 

Aksesuar proteinlerin membran translokasyonunu teĢvik ettiği ve lider peptidin 

prosesinde rol oynadığı belirtilmektedir (Havarstein ve ark., 1995; Ennahar ve ark., 

1999, 2000; Rodriquez ve ark., 2003; Klaenhammer, 1993; ĠĢleroğlu ve ark., 2005). 

Bazı bakteriyosinler ise genel salgılanma yoluyla salgılanırlar. Bu 

bakteriyosinler sinyal peptid denilen N-terminal lider dizini içermektedir. Bu lider 

dizi; pozitif yüklü N-terminal ucu, hidrofobik bir merkez ve bir parçalanma 

bölgesinden oluĢmaktadır. Parçalanma bölgesi bakteriyosinin membrandan taĢınması 

sırasında sinyal peptid tarafından parçalanır ve sitoplazmik membrandan çıkmasını 

sağlar (Pugsley, 1993; Tomita ve ark., 1996; Cintas ve ark., 1997). 
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Şekil 1.1 Bakteriyosinlerin biyosentezleri (Asutay, 2007) 

 

1.5.4. Bakteriyosinlerin Etki Mekanizmaları 

Bakteriyosinler sentez sonrasında katlanarak son Ģeklini alırlar. Katlanma ile 

oluĢan molekülün üç boyutlu yapısı, aminoasit dizisi içerisinde bulunan 

aminoasitlerin cinsi, sayısı ve ortam pH’sından etkilenmektedir. Bu yapı hücre 

membranında spesifik bölgelere tutunarak etki gösteren bakteriyosinler için oldukça 

önemlidir. Ortam pH’sı, katlanmada olduğu gibi bakteriyosinlerin etki 

mekanizmasında da önemli rol oynar ve farklı asitlik dereceleri bakteriyosinlerin 

inhibitör etkilerinin azalması ya da artmasını sağlar (Jack ve ark., 1995). 

Bakteriyosinlerin çoğu hücre membranı üzerine etki ederek inhibisyona 

neden olur. Özellikle geniĢ etki spektrumuna sahip bakteriyosinler bu yolla etki 

göstermektedirler. Elektrolitik yük durumuna bağlı olarak hücre membranında 

bulunan, fosfolipitlerin negatif yüklü fosfat grupları ile bakteriyosinlerin pozitif 

yüklü hidrofobik kısımları arasında elektrostatik bir etkileĢim olmakta ve 

bakteriyosin hücre zarına tutunmaktadır. Böylece hidrofobik kısım zar yapısı içine 

girerek por oluĢumuna yol açmaktadır. OluĢan bu porlar K
+
 ve Mg

+2
 gibi iyonların 

hücre dıĢına sızmasına ve hücre ölümüne neden olurlar. Bu durum spesifik bir 

bağlanma noktası gerektirmemektedir (Nes ve Holo, 2000; Twomey ve ark., 2002).  
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Antilisterial özellik gösteren bakteriyosinlerde ise spesifik bağlanma 

bölgesine bağlı inhibisyon gerçekleĢmektedir. Bu tip bakteriyosinlerin sahip olduğu 

(YGNGV) aminoasit dizisi sadece bu diziyi tanıyan spesifik bir membran 

reseptörüne bağlanmakta ve bakteri membranı üzerinde iyon kanalları 

oluĢturmaktadır. Bu iyon kanalları potasyum ve magnezyum gibi önemli iyonların 

hücre dıĢına sızmasına ve membran bütünlüğünün bozulmasına neden olmaktadır 

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

Bakteriyosinlerin diğer bir etki mekanizmasıda; doğrudan proton itici kuvvet 

(PMF) üzerine etkili olan inhibisyon Ģeklidir. Yapılan çalıĢmalar bu inhibisyonun, 

elektrolitik dengenin bozulmasıyla oluĢan inhibisyon Ģeklinden farklı olmadığını 

göstermesine rağmen bazı bilim adamları bu inhibisyon mekanizmasının yalnızca 

PMF bölgelerinde etkili olduğunu ve değiĢik bir mekanizma gerektirdiğini 

desteklemektedir (Jack ve ark., 1995; Cuesta ve ark., 2000). Sitoplazmik 

membrandaki; ATP sentezi ve hücre içinde iyonların birikmesi gibi enerjiye bağlı 

hayati iĢlemleri yürüten PMF’nin aniden yok olması ya da bozulması sonucu hücrede 

ATP seviyesi düĢer, K
+
 ve Mg

+2
 gibi iyonlar hücre dıĢına sızar ve besin maddeleri 

aktif transportla taĢınamazlar. Bu durum DNA ve RNA gibi makro moleküllerin 

yıkımına neden olmakta ve bununla birlikte protein ve peptidoglikan sentezini 

inhibisyona uğratarak hücre ölümüne sebeb olmaktadır (Bruno ve Montville 1993; 

Ennahar ve ark., 2000; Oscariz ve ark., 2001). 

Birçok araĢtırmacı Gram (+) bakterilerin oluĢturduğu bakteriyosinlerin niçin 

yalnızca Gram (+) bakterilere etki edip Gram (-) bakterilere etki etmediği konusuna 

yoğunlaĢmıĢlardır. Bhunia ve ArkadaĢları 1988'de Gram (-) bakterilerin pediocin 

AcH’ı absorbe etmediğini göstermiĢlerdir (Bhunia ve ark., 1988). Gram (+) 

bakterilerde bulunan lipoteikoik asidin; pediocin AcH için reseptör olduğu 

gösterilmiĢtir (Bhunia ve ark., 1991). Gram (-) bakterilerde bu asidin olmayıĢı 

pediocin AcH’ı absorbe edememelerinin sebebi olarak gösterilmiĢtir. Gram (-) 

bakterilerinde bulunan lipopolisakkarit tabakanın, çoğu molekülün giriĢine bariyer 

olduğu ispatlanmıĢtır. Gram (-) bakterinin hücre duvarı öldürücü olmadan 

zedelendiğinde pediocin AcH molekülünün bozulmuĢ hücre duvarını geçtiği ve hücre 

ölümüne neden olduğu görülmektedir (Jack ve ark., 1995; Cuesta ve ark., 2000). 
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Bakteriyosinlerin yapısal ve proses genleri, immünite proteinlerini kodlayan 

genler ile genetik yakınlık gösterir (Siegers ve Entian, 1995). Ġmmünite geni ile 

yapısal bakteriyosin geni aynı operonda birbirlerini takip edecek Ģekilde lolakize 

olurlar (Klein ve Entian, 1994). Ġmmünite proteinleri bakteriyosinlerin por 

oluĢturmasını önleyerek ya da bakteriyosinleri hücre içine taĢıyıp proteaz enzimleri 

ile parçalanmasını sağlayarak iĢlev göstermektedirler (Duan ve ark.,1996). 

 

1.5.5. Bakteriyosinlerin Sınıflandırılması 

Bakteriyosin sınıflandırmasında etkin çalıĢmaları olan Todd R. 

Klaenhammer'in yaptığı sınıflandırma günümüzde de esas olarak kabul edilmekte ve 

Klaenhammer sınıflandırması olarakta isimlendirilmektedir (Jack ve ark., 1995; 

Oscariz ve Pisabarro, 2001). 

Bu sınıflandırmada bakteriyosinler molekül ağırlıkları, etki mekanizmaları, 

modifiye aminoasit içerikleri, enzim hassasiyetleri ve ısı stabiliteleri esas alınarak 4 

gruba ayrılmıĢlardır (Klaenhammer, 1993). 

Grup I: Bu bakteriyosinler lantibiyotikler olarak da adlandırılmaktadırlar. Lantionin 

ve F-metillantionin gibi modifiye olmuĢ tioether (küçük) aminoasitleri ile karakterize 

edilirler. Molekül ağırlıkları 1.9-4.9 kDa arasında değiĢmektedir. Kimyasal yapı ve 

antimikrobiyal aktivitelerine göre IA ve IB olmak üzere iki gruba ayrılırlar  (Oscariz 

ve Pisobarro 2001; O’ Sullivan ve ark., 2002). 

Grup IA: Pozitif yüke sahip, hidrofobik polipeptit yapıdadırlar. Gözenek 

oluĢturarak aktivite gösterirler (Chen ve Hoover 2003). 

Grup IB: Yüksüz ya da negatif yüke sahip globüler peptid yapıdadırlar. Spesifik 

enzimleri inhibe ederek antimikrobiyal aktivite göstermektedirler (Twomey ve 

ark., 2002). 

Grup II: Lantiorin içermeyen, 10 kDa'dan küçük, ısıya dayanıklı ve translasyon 

sonrasında modifiye olmayan bakteriyosinleri içermektedir (Ennahar ve ark., 2000). 

Grup II üç gruba ayrılmaktadır; 

Grup IIA: En büyük gruptur ve özellikle Listeria' ya karĢı aktiftirler. 

Yapılarındaki peptid'in N-terminal sonunda (Try - Gly - Asn - Gly - Val - Xaa - 
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Cys) sabit aminoasit dizisi ile diğerlerinden ayrılırlar ve hücre zarında por 

oluĢturarak aktivite gösterirler (Chen ve Hoover, 2003). 

Grup IIB: Primer yapıları ayrı iki polipeptid içerirler. Bir arada etkin aktivite 

gösteren peptidler tek baĢına daha düĢük aktivite gösterebilmektedirler. Ġki peptid 

aktif iken hücre membranında gözenek oluĢturarak aktivite gösterirler (Hechard 

ve Sahl, 2002). 

Grup IIC: Grup II bakteriyosinlerin özelliklerini gösteren Grup IIA ve Grup IIB 

dıĢındaki bakteriyosinlerdir. Tiyol ile aktif bakteriyosinler olup yapılarındaki 

sistein kalıntılarının indirgenmiĢ olması gerekmektedir (De Martinis ve ark., 

2002). 

Grup III: Büyük molekül ağırlığına sahip (>30kDa) ve ısıya dayanıksız 

proteinlerden oluĢmaktadırlar. 

Grup IV: Polipeptit yapısında glikoprotein ve lipoprotein gibi ilave yapılar 

içermeleri ile karakterize edilirler (Klaenhammer 1993; Nes ve ark., 1996; Ennahar 

ve ark., 2000; Nes ve Holo 2002). 

Gram (-) bakterilerin ürettiği bakteriyosinler Kleanhammer’in yaptığı bu 

sınıflandırmada yer almamaktadır. Bunlar ayrı bir sınıf olarak kabul edilmektedirler 

(Kleanhammer 1993; Nes ve ark., 1996;  Ennahar ve ark., 2000). Gram (-) bakteriler 

tarafından üretilen bakteriyosinler genel olarak mikosin adını almaktadır. Mikosinler; 

mikrobiyal hedefleri, etki mekanizmaları, protein büyüklükleri ve direnç sistemleri 

bakımından değiĢiklik göstermektedirler (Gouaux ve ark., 2005). 

 

1.5.6. Bakteriyosinleri Etkileyen Faktörler 

Bakteriyosin sentezi, stabilitesi ve aktivitesi; besiyerinin bileĢimi, üretici 

bakterinin geliĢim fazı, besiyesinin ilk pH değeri, fermantasyon Ģekli, inkübasyon 

sıcaklığı ve süresi, ısıl iĢlem, proteolitik enzimler ve depolama koĢullarından 

etkilenmektedir. Sıradan bir besiyerindeki bakteriyosin sentezi bakteri için spesifik 

besin öğelerinin ilavesi ve optimun pH ile arttırılabilir. Besiyerindeki bazı 

bileĢenlerin (örneğin; triptofan, maya ekstraktı vb.) bakteriyosin stabilitesini azalttığı 

bazılarının ise bakteriyosini koruduğu belirtilmektedir. Bakterilerin optimum geliĢim 
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sıcaklığı, bakteriyosin sentezi için en uygun sıcaklıktır. Çoğunlukla yüksek hücre 

yoğunluğunu sağlayan koĢullar yüksek bakteriyosin üretimini de sağlamaktadır 

(Aasen ve ark., 2000; Kaiser ve ark., 1998; Yang ve  Ray, 1994; Yıldırım ve 

Yıldırım, 2000). 

 

1.5.7. Bakteriyosinlerin Kullanım Alanları 

Yapılan çalıĢmalar gıdaların korunmasında bakteriyosin kullanımının 

yararlarını göstermektedir (Cleveland, 2001). Bakteriyosinler besinlerde bozulmaya 

ve hastalıklara sebep olan organizmaları öldürmek için direkt gıdalara eklenebilir ya 

da üretici suĢlar kullanılarak da bu etki sağlanabilir. Bakteriyosinler ambalaj 

materyallerine de ilave edilebilmektedir. Bakteriyosinler ve bakteriyosin üreten 

suĢlar fermente edilmiĢ düĢük pH’lı gıdaların kalitesini arttırmak için de 

kullanılmaktadır. Fermente et ve sebzelerde, bakteriyosin üreten starter kültürler 

mikroorganizmaların inhibe edilmesinde kullanılmaktadır (Daeschel 1990; Muriana 

ve Luchansky, 1993; O’sullivan ve ark., 2002; Montville ve Winskowski, 1997). 

Bakteriyosinlerin gıdalardaki antimikrobiyal aktivitesinin yanında, doğal 

olmaları, renksiz, tatsız ve kokusuz olmaları da ürün sağlığı açısından oldukça 

önemlidir. Peptit ve protein yapıda olmaları mide salgıları ve pankreastan salgılanan 

proteolitik enzimlerden etkilenebildiklerini dolayısıyla insan vücudunda 

sindirilebileceklerini göstermektedir. Bazı bakteriyosinlerin ısı stabilitelerinin olması 

yüksek ısıda iĢlem gören gıda maddelerinde kullanabilirliğini sağlamaktadır (De 

Martinis ve ark., 2002; Delves- Broughton ve ark., 1996).             

Bakteriyosinler gıda güvenliği dıĢında, tıp ve klinik uygulamalarında 

geleneksel antibiyotiklere karĢı alternatif antimikrobiyaller olarak, veterinerlikte ise 

hastalık etmeni patojenlere karĢı kullanılmaktadır. Ayrıca anti tümör araĢtırmalarında  

ve tarımda bitki hastalıkları kontrolünde kullanılmaktadırlar (Dinçer ve ark., 2009). 

Bazı bakteriyosinlerin; toksik etki göstermeme ve Gram (+), insan ve hayvan 

patojenlerini inhibe etme gibi özellikleri vardır. Bundan dolayı bakteriyosinlerin 

klinik etkilerinin de araĢtırılmasında öncü olmuĢtur. Bakteriyosinlerin yıllardır gıda 

koruyucusu olarak kullanılması, oral ve gastrointestinal antibiyotikler olarak 

kullanılmalarını olası kılmaktadır (De Vuyst ve Leroy 2007; Sit ve Venderas, 2008). 

Yine kimi bakteriyosinlerin etki mekanizmalarının net olarak bilinmesi ve yeni 
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tanımlanan bir mekanizma ile çoklu ilaç dirençliliğine sahip patojenlere karĢı 

aktivitelerinin olması tedavide kullanılmalarına imkan sağlamaktadır. 

 

1.5.7.1. Gıdalara Bakteriyosin İlave Edilmesinin Yararları 

Gıdalara bakteriyosin ilave edilmesi ile besin maddelerinin raf ömrü 

uzatılabilmekte, muhafaza koĢulları altındaki ısılarda ekstra koruma sağlanmakta ve 

gıda kökenli patojen bakterilerin besin zinciri ile taĢınım riski azaltılabilmektedir. 

Gıdalarda bozulmayı engellediğinden, yaĢanan ekonomik kayıplar en aza 

indirilmektedir. Kimyasal kullanımı azaltılabilmekte ayrıca koruma için daha az 

iĢlem uygulanması sebebiyle ürünün doğallığı ve besin kalitesi daha iyi 

korunabilmektedir  (Thomas ve Wimpenny, 1996). 

Nadirde olsa mikroorganizmaların bakteriyosinlere karĢı direnç kazanması 

mümkündür. Bu nedenle, yeni bakteriyosinlerin ve etki mekanizmalarının 

araĢtırılması büyük önem taĢımaktadır (Galvin ve ark., 1999). 

Gıdalarda kullanılacak bakteriyosin üretici suĢ seçiminde uyulması gereken 

bazı kriterler vardır. Bunlar;  

- Tüketici endiĢelerinin giderilmesi için üretici suĢ tercihen GRAS ( insan ve hayvan 

tüketiminde güvenilir kabul edilen özelliklere sahip) olmalıdır. 

-Bakteriyosin Clostridium botulinum ve Listeria monocytogenes gibi patojenlerin de 

içinde bulunduğu geniĢ bir etki spektrumuna sahip olmalıdır. 

-Bakteriyosinin tüketici sağlığı üzerinde olumsuz etkileri olmamalıdır. 

-Bakteriyosin ısı stabil (dayanıklı) olmalıdır. 

-Aroma ve kaliteyi arttırıcı özellikte olmalıdır (Holzapfel ve ark., 1995; Horn ve ark., 

2004). 

 

1.5.7.2. Bakteriyosinlerin Diğer Koruyucu Maddeler ve Proseslerle Birlikte 

Kullanılması 

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

üzerinde fazla aktivite gösteremezler. Bu durumda Gram (-) patojenlerinde 
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bulunduğu düĢünüldüğünde yalnızca bakteriyosin kullanımıyla gıda güvenliğinin 

sağlanamayacağı ortadadır. Bundan dolayı bakteriyosinlerle birlikte koruyucu 

katkıların ve proseslerin kullanılması gerekmektedir. Gram (-) bakterilerin dıĢ 

zarlarının stabilitesi bozulduğunda bakteriyosinlere karĢı hassaslaĢmaktadırlar. 

Bakteriyosinle birlikte hücre zarının yapısını bozacak trisodyum fosfat ve EDTA gibi 

Ģelatlayıcı ajanların kullanılmasının inhibisyon etkisi gösterebileceği belirtilmiĢtir. 

EDTA Gram (-) bakterilerin lipopolisakkarit bölgesinde magnezyum iyonlarına 

bağlanarak dıĢ zarın yapısını bozmakta ve bakteriyosinin sitoplazmik zara ulaĢmasını 

sağlamaktadır. Böylece bakteriyosin inhibisyon etkisi gösterebilmektedir (Vignolo 

ve ark., 2000). 

 

1.5.7.3. Bakteriyosin Kullanımını Sınırlayan Faktörler 

Bakteriyosinlerin kullanımı; dar etki spektrumları, proteolitik enzimlerle 

inaktive olmaları, gıda alanlarına kültürün düĢük adaptasyonu, kendiliğinden 

bakteriyojenikliğin kaybı, düĢük üretim potansiyeli nedeniyle bakteriyosin kullanımı 

sınırlanmaktadır. Yine bakteriyosine dirençli mikroorganizmaların ortaya çıkması, 

gıda bozulmalarına ve zehirlenmelerine yol açan maya, küf ve Gram (-) patojenlere 

karĢı etkisiz ya da çok az etkili olmalarıda kullanımlarını sınırlamaktadır. Ayrıca bazı 

bakteriyosinlerin genetik determinantları yönünden stabil olması, gıdada kararsızlık 

göstermeleri, gıdanın her tarafında homojen dağılımlarının sağlanmasındaki güçlük 

ve tüketici endiĢelerinin giderilmesi amacıyla, bakteriyosin kullanımının güvenli 

olduğunun ispatlanması gibi zorluklar nedeniyle kullanımları kısıtlanmaktadır. Bu 

faktörlere rağmen zamanla yapılan araĢtırmalar bu engellerin ortadan 

kaldırılabileceğini göstermiĢtir (Gorris, 1996; Seçkin ve Baladura, 2010).  

Bakteriyosinler;  ribozomal olarak sentezlenen protein yapıda ve genellikle 

geliĢme fazında üretilen birincil metabolitlerdir. Bütün bakteriyosinlerin kendi 

dirençlilik proteini vardır. Bakteriyosinler molekül ağırlıkları, etki mekanizmaları, 

etki spektrumları, biyokimyasal özellikleri ve genetik dayanıklılıkları yönünden 

heterojen büyük bir sınıf oluĢtururlar (Chen ve Hoover,  2003; Gillor ve ark., 2008; 

Asutay, 2007). Bu durum bakteriyosin saflaĢtırılması ve karekterizasyonunu 

güçleĢtirmekte ve dolayısıyla kullanımınıda sınırlamaktadır. Son birkaç yıl içinde 

Bacillus cinsi bakteriler metabolik son ürünleri, antibiyotik benzeri bileĢikleri ve 
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bakteriyosinleri kapsayan çeĢitli antogonistik faktörler nedeniyle gıda katkı maddesi 

olarak kullanım potansiyellerinden dolayı büyük ilgi görmektedir. Fakat 

bakteriyosinlerin gıda koruyucusu olarak kullanılabilmesi için; kimyasal açıdan 

tanımlanıp karakterize edilmiĢ olması, kantitatif analizi ve standardizasyonuna iliĢkin 

testler yapılması, etki Ģekillerinin ve üretim sürecinin açıklanması, toksikolojik 

verilerinin ve vücuda alındıktan sonraki akıbetinin bilinmesi gerekmektedir. 

 

1.6. Tezin Amacı 

Bu çalıĢmada Bacillus sp. T69 bakterisinden izole edilen bakteriyosinin 

karakterizasyonu yapılmıĢtır. Bu bakteriyosinin Bacillus thuringiensis subsp. indiana 

HD521 (4S2) bakterisi üzerindeki antibakteriyal aktivitesi araĢtırılıp, bakteriyosin 

aktivitesini etkileyen sıcaklık, pH, organik çözücüler, proteolitik enzimler ve bazı 

kimyasallar ile deterjanlar gibi faktörlerin aktivite üzerine etkisi incelenmiĢtir.   
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2. MATERYAL VE METOT 

 

 

Bu çalıĢmada Giresun Üniversitesi Biyoloji Bölümü Temel ve Endüstriyel 

Mikrobiyoloji Laboratuvarındaki stoktan temin edilen Bacillus thuringiensis subsp. 

indiana HD521 (4S2, Bacillus stok center) bakterisine karĢı yüksek antibakteriyal 

aktivite gösteren Bacillus cereus grubuna ait Bacillus sp. T69 kullanılmıĢtır (Katı ve 

ark., 2016).  

 

2.1.  Farklı İnkübasyon Süresi ve Besiyerlerinin Bakteriyosin Üretimine Etkisi 

Bacillus sp. T69 bakterisinden hazırlanan gece kültüründen 30 mL’lik LB 

(Luria Bertani), TSB (Triptic Soy Broth) ve NB (Nutrient Broth) sıvı besiyerine 

yoğunluğu 0,1 olacak Ģekilde inoküle edilerek 30 ˚C’de yaklaĢık 1 saat sallayıcıya 

bırakıldı. Bakteri yoğunluğu 0,3-0,5 arası oluncaya kadar (erken logaritmik faz) 

sallayıcıda inkübasyona devam edildi. Ġstenilen yoğunluğa ulaĢılınca farklı 

besiyerlerinin bakteriyosin üretimine etkisini belirlemek amacıyla Bacillus sp. T69 

bakterisi 100 mL’lik LB, TSB ve NB besiyerlerine 1 ml inoküle edilerek 30 C’de 5 

gün inkübe edildi. 24 saatte bir kültürlerden örnek alınarak spektrofotometrede 600 

nm’de ölçümleri yapıldı. Ayrıca alınan örnekler 10.000 rpm’de 30 dk santrifüj 

edilerek süpernatantları alındı ve 30 ml NA besiyerine 40  μL indikatör bakteri 

eklenerek hazırlanan besiyeri, petrilere dökülerek katılaĢması beklendi. KatılaĢan 

besiyeri üzerinde steril agar delici ile kuyucuklar açılarak süpernatanttan 100 μL 

inoküle edildi ve çalıĢmada en iyi sonuç veren besiyeri ile inkübasyon süresi 

belirlendi.  

 

2.2. Bakteriyosinin Aktivitesinin Belirlenmesi 

Bakteriyosin aktivitesini belirlemek için, süpernatant, ultrafiltrasyon ve 

amonyum sülfat çöktürmeleri iki kat seyreltilip (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64) 

dilüsyonları hazırlandı ve her dilüsyondan 100 μl alınarak, indikatör bakteri içeren 

NA besiyerinde açılan kuyucuklara inoküle edildi. Difüze olması için +4 ˚C’de 1 

gece bekletildikten sonra 30 ºC’de yaklaĢık 16-18 saat inkübasyona bırakıldı. Bu 

sürenin sonunda oluĢan 2 mm veya daha büyük inhibisyon zonları pozitif olarak 
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değerlendirildi. Bakteriyosin aktivitesi (AU/ml) aĢağıda verilen formül ile hesaplandı 

(Köseoğlu, 2007). 

Bakteriyosin aktivitesi (AU/ml) = 1000 * V
-1

 * D
-1

 

 

D: inkübasyon süresi sonunda indikatör bakterinin geliĢiminin engellendiği en 

yüksek dilüsyon oranı.  

V: petrilerdeki kuyucuklara koyulan süpernatant miktarı. 

 

2.3. Bakteriyosinin Karakterizasyonu 

Sıcaklık, pH, organik çözücüler, proteolitik enzimler ve bazı kimyasallar ile 

deterjanlar gibi bakteriyosin aktivitesini etkileyen unsurların Bacillus sp. T69 

bakterisi tarafından sentezlenen bakteriyosinin aktivitesi üzerine etkisi incelenmiĢtir. 

Bütün çalıĢmalar iki tekrarlı yapıldı ve sonuçlar % olarak hesaplanmıĢtır. 

 

% = A * 100/K 

Kontrol zon çapı = K 

                                             ĠĢlem görmüĢ zon çapı = A 

 

2.3.1. Bakteriyosin Aktivitesine Sıcaklığın Etkisi 

Bacillus sp. T69 bakterisi tarafından sentezlenen bakteriyosinin en iyi aktivite 

gösterdiği sıcaklığın belirlenmesi için 200 μL süpernatant alınarak mikrosantrifüj 

tüplerine koyuldu. Her bir sıcaklık derecesi için iki tekrarlı çalıĢıldı. 10-90 ˚C’de 30 

dk, 90, 100 ˚C’de 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 dk termoblokda inkübe edildi. 120 ˚C için 

ise 15 dk otoklavlama iĢlemi uygulandı. Ġndikatör bakteri (40 μL),  30 mL NA ile 

karıĢtırılarak petrilere dökülüp katılaĢması beklenildi. Daha sonra steril agar delici ile 

kuyucuklar açılarak 100 μL inoküle edidi. Difüze olması için +4 ˚C’de bir gece 

bekletilen örneklerin 30 ˚C’de inkübasyonu sonrası aktivitelerine bakıldı. 

 

2.3.2. Bakteriyosin Aktivitesine pH Etkisinin Saptanması 

Bacillus sp. T69 bakterisi tarafından sentezlenen bakteriyosinin en iyi aktivite 

gösterdiği pH aralıklarının belirlenmesi için, 10 mM’lık pH tamponları hazırlanıp 
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otoklavlanarak steril edildi. pH 3-4-5 için sodyum asetat, pH 6-7 için potasyum 

fosfat, pH 8 için Tris, pH 9-10 için glisin-NaOH tamponu kullanıldı. 100 μL 

süpernatant + 100 μL pH tamponu mikrosantrifüj tüplerine koyularak + 4 ˚C’de 24 

saat ve 10 ile 30 ˚C’de 1 saat bekletildi. Negatif kontrol için ilgili pH tamponu + 

dH2O kullanıldı. 30 ml NA içine 40 μL indikatör bakteri eklenerek petrilere döküldü 

ve katılaĢması beklenildi. Daha sonra üzerine kuyucuklar açılarak 100 μL inoküle 

edildi ve uygun sıcaklıkta 16-18 saat inkübasyona bırakılıp aktivitelerine bakıldı.  

 

2.3.3. Bazı Organik Çözücülerin Bakteriyosin Aktivitesine Etkisinin Saptanması 

Organik çözücülerin Bacillus sp. T69 bakterisi tarafından sentezlenen 

bakteriyosine etkisini belirlemek için kloroform (% 10), asetonitril (%10),  aseton 

(%10),izopropanol (% 10), metanol (% 10), bütan-1-ol (% 10),   etil alkol (% 25) ve 

hekzan (% 25) çözeltileri kullanıldı.  Süpernatant içermeyen organik çözücüler 

negatif, organik çözücü içermeyen süpernatant örnekleri ise pozitif kontrol olarak 

kullanıldı (Bhunia ve ark., 1988). Süpernatant üzerine organik çözücüler eklenerek 

10 ile 30 ˚C’de bir saat bekletildi. Ġndikatör eklenmiĢ besiyeri üzerine kuyucuklar 

açılarak 100 μL inoküle edildi ve aktivitenin nasıl etkilendiği belirlendi. 

 

2.3.4. Bazı Deterjanların ve Kimyasalların Bakteriyosin Aktivitesine Etkisinin 

Saptanması 

Süpernatantlara sodyum dodesil sülfat (SDS), tween 80, tween 20 ve triton X- 

100 deterjanları son konsantrasyon %1 olacak Ģekilde ilave edilip 1 ve 5 saat 10 ile 

30 ˚C’de inkübe edildi.  

Etilen diamin tetra-asetik asit (EDTA) son konsatrasyon 0,1, 0,2 ve 0,5 mM 

olacak Ģekilde süpernatanta ilave edildikten sonra 10 ve 30°C’de 1 ve 5 saat inkübe 

edildi. Bu sürenin sonunda örneklerden, indikatör bakterili besiyeri üzerinde açılan 

kuyucuklara 100 μL inoküle edilip, inkübasyon sonrasında aktiviteye etkilerine 

bakıldı. Negatif kontrol olarak süpernatant içermeyen kimyasal ve deterjan 

çözeltileri, pozitif kontrol olarak da kimyasal ve deterjan içermeyen süpernatant 

kullanıldı. 

 Ġki-merkaptoetanolün aktiviteye etkisini belirlemek için süpernatanta son 

konsantrasyon % 10 olacak Ģekilde iki-merkaptoetanol ilave edilerek iki tekrarlı 
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örnek hazırlandı. Biri ısıl iĢleme tabi tutulmazken, diğeri 90°C’de 5 dk ısıl iĢleme 

tabi tutuldu ve oda sıcaklığında soğutulduktan sonra aktiviteye etkisini belirlemek 

amacıyla indikatör eklenmiĢ NA besiyeri üzerine açılan kuyucuklara 100 μL inoküle 

edildi. Negatif kontrol için ısıl iĢlem uygulanmıĢ ve uygulanmamıĢ dH2O + iki-

merkaptoetanol, pozitif kontrol için ise ısıl iĢlem uygulanmıĢ ve uygulanmamıĢ 

süpernatant+ dH2O kullanıldı. 

 

2.3.5. Enzimlerin Bakteriyosin Aktivitesine Etkisinin Saptanması 

Süpernatant üzerine 1 mg/ml ve 10 mg/ml olacak Ģekilde proteinaz K ve 

tripsin enzimleri eklendi. Pozitif kontrol için süpernatant+dH2O, negatif kontrol için 

dH2O+enzim kullanıldı. Bir ve iki saat 37 ˚C’de bekletildikten sonra kuyucuklara 

100 μL inoküle edilerek 30 ˚C’de 16-18 saat inkübasyon sonrasında enzimlerin 

aktivite üzerindeki etkileri belirlendi.  

 

2.4. Ultrafiltrasyon  

Bacillus sp. T69 suĢundan elde edilen süpernatant ultrafiltrasyon ile konsantre 

edildi. Bu amaçla 10 kDa büyüklüğündeki molekülleri tutabilme kapasitesine sahip 

membran içerikli falkon tüpleri kullanıldı. Tüplere süpernatant yüklendi ve 8000 

rpm’de 10 dk santrifüj edildi. Elde edilen üst ve alt fazın aktiviteye etkisini tespit 

etmek için indikatör bakteri eklenmiĢ NA besiyeri üzerine açılan kuyucuklar 

içerisine 100 μL inoküle edildi ve inkübasyona bırakıldı. 

  

2.5. Bakteriyosinin Kısmi Saflaştırılması 

 

2.5.1. Etanol Çöktürmesi  

Test bakterisinden (Bacillus sp. T69) 3 mL LB besiyerine gece kültürü 

hazırlandı. Daha sonra gece kültürü 600 nm spektrofotometre’de ölçüldü. Bakteri 

yoğunluğu 0,1 olacak Ģekilde 30 mL LB içerisine inoküle edildi ve 30 ˚C’de 

sallayıcıya bırakıldı. Yoğunluk 0,3-0,5 olunca 1000 mL’lik erlenlerde 200 mL LB’ye 

%1 olacak Ģekilde inoküle edildi ve 24 saat inkübasyona bırakıldı. Örnek 24 saat 

sonunda 10.000 rpm’de 30 dk santrifüj edildi. Örneklerin süpernatantları alındı ve -

20 ˚C’de 1 gün bekletilen 1800 mL soğuk alkol ile karıĢtırılarak tekrar -20 ˚C’de 1 
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gün daha bekletildi. 2 L etanol süpertnatant karıĢımı aynı falcon tüpünde 10.000 

rpm’de 20 dk santrifüj edildi. Her seferinde süpernatant atılarak pellet tüpün dibinde 

biriktirildi ve pellet 1 gece kurumaya bırakıldı. Kuruyan pelletler 10 mL steril saf 

suda çözündürüldü. Daha sonra aktivitelerine bakılmak üzere, 15 mL’lik falcon 

tüpünde -20 ˚C’de muhafaza edildi. 

 

2.5.2. Aseton Çöktürmesi 

Yukarıdaki Ģekilde hazırlanan 200 mL süpernatant 1 gün önceden -20 ˚C’ye 

bırakılan 800 mL soğuk aseton ile karıĢtırılarak yine -20 ˚C’de 1 gece bekletildi. 

Aseton süpernatant karıĢımı aynı falcon tüpünde 10.000 rpm’de 20 dk santrifüj 

edildi. Her seferinde süpernatant atılarak pellet tüpün alt kısmında biriktirildi ve 1 

gece kurumaya bırakıldı. Kuruyan pelletler 10 mL steril saf suda çözündürüldü. Daha 

sonra aktivitesine bakılmak üzere, 15 mL’lik falcon tüpünde -20 ˚C’ye bırakıldı. 

 

2.5.3. Amonyum Sülfat Çöktürmesi 

Yukarıdaki Ģekilde hazırlanan örnekten elde edilen 100 ml süpernatant 

sırasıyla son konsantrasyonu %40, 60, 80 olacak Ģekilde amonyum sülfat tartılarak + 

4 ˚C’de azar azar eklendi. Her konsantrasyon sonrasında örnekler 8000 rpm’de 10 dk 

santrifüj edildi. Yine her konsatrasyon sonrası elde edilen süpernatantlardan yaklaĢık 

1 ml alınarak -20 ˚C’ye bırakıldı. Elde edilen pelletler ise 3 ml dH2O’da çözüldü ve 

yine aktivitesine bakılmak üzere -20 ˚C’ye bırakıldı. 

Etanol, aseton ve amonyum sülfat çöktürmeleri sonucunda elde edilen 

örneklerin aktivitelerine bakıldı. Bunun için 30 mL NA besiyeriye 40 μL indikatör 

bakteri ilave edilerek iyice karıĢtırıldı, petrilere dökülerek katılaĢması beklendi. Daha 

sonra üzerlerine kuyucuklar açılarak, kuyucukların içerisine süpernatant, aseton, 

etanol, amonyum sülfat çöktürmesi sonucu elde edilen örneklerden 100 μL inoküle 

edildi ve bir gece + 4 ˚C’de difüze olması beklendi. Bir gece sonunda yaklaĢık 16-18 

saat 30 ˚C’de inkübasyona bırakıldı ve aktivitelerine bakıldı. 
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2.6. SDS-PAGE ve Zymogram Analizi 

Bacillus sp. T69 bakterisinin süpernatantından amonyum sülfat çöktürmeleri 

sonucu elde edilen örnekler, bakteriyosinin molekül ağırlığını belirlemek ve 

aktivitelerine bakılması amacıyla Laemmli (1970) göre %15’lik SDS-PAGE’i 

yapıldı. Örneklerden 60 μl yüklendi. Marker ve iki tekrarlı olmak üzere hazırlanan 

örnekler kullanıldı. Aktivite bakılacak örnekler için hazırlanan yürütme boyasında 

SDS ve iki-merkaptoetanol koyulmadı ve ayrıca kaynatma basamağı da iptal edildi. 

Yürütme iĢlemi 100 V yapıldı. Yürütme tamamlandıktan sonra marker ve örnekler 

Comassie Brillant Blue R-250 (CBB-R250) ile hazırlanmıĢ boyama çözeltisine alındı 

yaklaĢık 2,5 saat boyandıktan sonra renk giderme solüsyonuna alındı. Aktivite 

bakılacak jelin diğer kısmı bir gece boyunca belli aralıklarla değiĢtirilen steril 

dH2O’da +4 C’de bekletildi. Ġnkübasyon sonucu jel indikatör bakteri ilave edilmiĢ 

NA besiyeri ile kaplandı ve 30 C’de bir gece inkübasyona bırakıldı. 
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3. ARAŞTIRMA BULGULARI 

 

 

Bu çalıĢmada Bacillus sp. T69 (Katı ve ark., 2016) bakterisinden elde edilen 

bakteriyosinin karakterizasyonu yapılmıĢtır.  

 

3.1. Farklı İnkübasyon Süresi ve Besiyerlerin Aktiviteye Etkisi 

Bu çalıĢmada farklı inhibisyon sürelerinde (24, 48, 72, 96, 120s) ve 

besiyerilerde (LB, NB, TSB) Bacillus sp. T69’un bakteriyosin aktivitesi araĢtırıldı. 

En iyi aktivite LB besiyerinde ve 24. saatte gözlemlendi (ġekil 3.1).  

 

 

 

Şekil 3.1 Bacillus sp. T69’un A: 24, B: 48, C: 72, D: 96 ve E: 120. saatlerde ve LB, 

TSB ve NB besiyerilerinde indikatör bakteriye karĢı antibakteriyal aktivitesinin 

petrideki görüntüsü 

 

3.2. Bakteriyosinin Aktivitesinin Belirlenmesi 

Bakteriyosin aktivitesini belirlemek için, süpernatant, ultrafiltrasyon ve 

amonyum sülfat çöktürmeleri iki kat seyreltilip dilüsyonları hazırlandı ve her 

dilüsyondan 100 μl alınarak, indikatör bakteri içeren NA besiyerinde açılan 

kuyucuklara ekimleri yapıldı (ġekil 3.2). % 40 doygunluktaki süpernatantta 1/16 

seyreltmeye kadar, % 60 ve % 80 doygunluktaki süpernatantta 1/8 seyreltmeye kadar 

aktivite gözlendi. Bakteriyosin aktivitesi arbitrary unit (AU/ml) cinsinden hesaplandı 

(Tablo 3.1). 

LB NB TSB 
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Şekil 3.2 Bakteriyosin aktivitesinin petrideki görüntüsü 

 

Tablo 3.1 Bacillus sp. T69 izole edilen bakteriyosin aktivitesinin hesaplanması 

 

Örnekler Aktivite (AU/ml) 

Süpernatant 10 

Ultrafiltrasyon 10 

%40 Amonyum sülfat çöktürmesi 160 

%60 Amonyum sülfat çöktürmesi 80 

%80 Amonyum sülfat çöktürmesi 80 
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3.3. Sıcaklığın Bakteriyosin Aktivitesi Üzerine Etkisi 

Bacillus sp. T69 tarafından üretilen 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 inkübe edildikten sonra 

kuyucuklara 100 μL inoküle edilip, sıcaklığın bakteriyosin aktivitesi üzerindeki 

etkisine bakılmıĢtır. Sonuçlar incelendiğinde süpernatantın 10-40 ˚C’de iyi aktivite 

gösterdiği, 50-60 ˚C arasında aktivite kaybına uğradığı ve 60 ˚C üzerindeki 

sıcaklıklarda %100 aktivite kaybettiği gözlemlenmiĢtir. En iyi bakteriyosin 

aktivitesinin ise 10 ˚C’de olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 3.3).  20 ˚C’de % 96, 30 ve 40 

˚C’de % 91, 50 ˚C’de % 84 ve 60 ˚C’de % 51,8 aktivite gözlenmiĢtir (ġekil 3.4). 

 

 

 

Şekil 3.3 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosinin aktivitesi üzerine farklı 

sıcaklıkların petrideki görüntüsü 
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Şekil 3.4 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin aktivitesi üzerine sıcaklığın 

etkisi 

 

3.4. Bakteriyosin Aktivitesine pH’ın Etkisi 

Aktivite üzerine pH’ın etkisini araĢtırmak üzere; 24 saat büyütülen kültür 

süpernatantları, 3-10 arasında ayarlanan pH tamponları (10 mM) 1:1 oranında 

karıĢtırılarak 10 ve 30 ˚C’de 1 s, 4 ˚C’de 24 s inkübe edildi. Daha sonra kuyucuklara 

inoküle edilerek aktitelerine bakıldı. Aktivitelerin 1s 10 ˚C (ġekil 3.5), 1s 30 ˚C 

(ġekil 3.6) ve 24s +4 ˚C’deki (ġekil 3.7) petri görüntüleri aĢağıda gösterilmiĢtir. 

Sonuç olarak 10 ˚C’de en iyi pH 6’da (ġekil 3.8) aktivite gösterirken, 30 ˚C’de en iyi 

pH 10’da (ġekil 3.9), +4 ˚C’de ise en iyi pH 6, pH 9 ve pH 10’da aktivite 

göstermiĢtir (ġekil 3.10). 
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Şekil 3.5 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosine pH’ın etkisi (1s 10 ˚C) 
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Şekil 3.6 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosine pH’ın etkisi (1s 30 ˚C) 

 

 

 

Şekil 3.7 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosine pH’ın etkisi (24 s +4 ˚C) 
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Şekil 3.8 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosine pH’ın etkisi (1s 10 ˚C) 

 

 

 

Şekil 3.9 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosine pH’ın etkisi (1s 30 ˚C) 
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Şekil 3.10 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosine pH’ın etkisi (24 s +4 ˚C) 

 

3.5. Bazı Organik Çözücülerin Aktimikrobiyal Aktivite Üzerine Etkisi 

Bu çalıĢmada süpernatant, % 10 oranında asetonitril, izopropanol, kloroform, 

aseton, butan-1-ol, metanol, % 25 oranında etil alkol ve % 25 oranında hekzan ile 10 

˚C (ġekil 3.11) ile 30 ˚C’de (ġekil 3.12) 1 s muamele edilmiĢ ve bu organik 

çözücülerin bakteriyosin aktivitesini genel olarak olumlu etkilediği gözlenmiĢtir. 1s 

10 ˚C’de, asetonitril aktiviteyi % 20, etil alkol % 12,5, Hekzan % 25 arttırırken, 

metanol aktiviteyi % 8,3, butan-1-ol % 60, kloroform % 10 azaltmıĢtır. Ġzopropanol 

ve aseton ise aktiviteyi etkilememiĢtir (ġekil 3.13). 1s 30 ˚C’de asetonitril ve metanol 

aktiviteyi % 13, butan-1-ol % 21, izopropanol % 31, kloroform % 33 ve etil alkol % 

16 arttırmıĢtır. Hekzan ve aseton ise aktiviteyi etkilememiĢtir (ġekil 3.14). 
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Şekil 3.11 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin aktivitesi üzerine organik 

çözücülerin petrideki görüntüsü (1s 10˚C) 

 
 

 

 

 

Şekil 3.12 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin aktivitesi üzerine organik 

çözücülerin petrideki görüntüsü (1s 30 ˚C) 
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Şekil 3.13 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin üzerine organik çözücülerin 

etkisi (1s 10 C) 

 

 

 

Şekil 3.14 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin üzerine organik çözücülerin 

etkisi (1s 30 C) 
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3.6. Bazı Kimyasal ve Deterjanların Bakteriyosin Üzerinde Etkisi 

ÇalıĢmada kullanılan Triton X-100, Tween 20, Tween 80, SDS gibi 

deterjanlarla 1 ve 5s 10 ˚C’de (ġekil 3.15)  ve 1 ve 5s 30 ˚C’de  (ġekil 3.16) yapılan 

uygulama sonucunda SDS ve Triton X-100’ün aktiviteyi daha fazla etkilediği 

belirlenmiĢtir. 1s 10 ˚C’de Triton X-100 aktiviteyi % 91,7, SDS % 90,4 ve Tween 80 

% 16,7 azaltmıĢtır. Tween 20 ise aktiviteyi % 4,7 artmıĢtır (ġekil 3.17). 5s 10 ˚C’de 

Triton X-100 aktiviteyi % 83,3 ve Tween 80 % 16,6 azaltmıĢtır. SDS ise % 100 yok 

etmiĢtir. Tween 20 ise aktiviteyi etkilememiĢtir (ġekil 3.18). 1s 30 ˚C’de Triton X-

100 aktiviteyi % 75 azaltırken, SDS % 100 yok etmiĢtir. Tween 20 ve Tween 80’de 

ise aktivite % 16 artmıĢtır (ġekil 3.19). 5s 30 ˚C’de Triton X-100 aktiviteyi % 80 

azaltırken, SDS % 100 yok etmiĢtir. Tween 20’de aktivite % 40, Tween 80’de ise  % 

25 artmıĢtır (ġekil 3.20).    

 

 

 

Şekil 3.15 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin üzerine bazı deterjanların 

etkisinin petrideki görüntüsü (1s ve 5s 10 C) 
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Şekil 3.16 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin üzerine bazı deterjanların 

etkisinin petrideki görüntüsü (1s ve 5s 30 C) 

 

 

 

Şekil 3.17 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin üzerine bazı deterjanların 

etkisi (1s 10 C) 
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Şekil 3.18 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin üzerine bazı deterjanların 

etkisi (1s 30 C) 

 

 

 

Şekil 3.19 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin üzerine deterjanların etkisi 

(5s 10 C) 
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Şekil 3.20 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin üzerine deterjanların etkisi 

(5s 30 C) 

 

EDTA son konsantrasyon 0,1 mM, 0,2 mM, 0,5 mM, olacak Ģekilde 

süpernatanta eklenerek 1s ile 5s, 10˚C ve 30˚C’de (ġekil 3.21) inkübe edilerek 

aktiviteye bakıldı. EDTA’nın süpernatant aktivitesini çok fazla etkilemediği 

belirlenmiĢtir. 1s 10 ˚C’de son konsatrasyonu 0,1 mM olan kültürde aktiviteyi % 4, 

0,2 mM kültürde % 8, 0,5 mM kültürde % 16 arttırmıĢtır. 5s 10 ˚C’de 0,1 mM olan 

kültürde aktiviteyi % 8 azaltmıĢ, 0,2 mM kültürde % 12 arttırmıĢ, 0,5 mM kültürde 

ise etkilememiĢtir. 1s 30 ˚C’de 0,1 mM olan kültürde aktiviteyi % 10, 0,2 mM 

kültürde % 22, 0,5 mM kültürde % 27 arttırmıĢtır. 5s 30 ˚C’de 0,1 ve 0,5 mM olan 

kültürde aktiviteyi etkilemezken, 0,2 mM kültürde % 9 arttırmıĢtır.  
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Şekil 3.21 EDTA’nın Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosin üzerine etkisi  
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Ġki-merkaptoetanol %10 olacak Ģekilde süpernatant ile karıĢtırıldıktan sonra 

90 ˚C’de 5 dk inkübe edildi. Kuyucuklara 100 μL inoküle edilerek antibakteriyal 

aktiviteye bakıldı ve iki-merkaptoetanolun aktiviteyi %100 yok ettiği gözlemlendi 

(ġekil 3.22). 

 

 

 

Şekil 3.22 Ġki-merkaptoetanolun bakteriyosin aktivitesine etkisinin petrideki 

görüntüsü 

 

3.7. Proteolitik Enzimlerin Bakteriyosin Üzerine Etkisi 

ÇalıĢmada proteinaz K ve tripsin enzimleri son konsantrasyon 1 mg/ml ile 10 

mg/ml olacak Ģekilde süpernatant üzerine eklenerek 1s ve 2s, 37 ˚C’de inkübe edildi. 

Kuyucuklara 100 μL inoküle edilerek aktiviteye bakıldı. Proteinaz K muamelesi 

sonucunda aktivitenin % 100 kaybolduğu gözlemlenmiĢtir (ġekil 3.23). 1s 37 ˚C’de, 

1 mg/ml tripsin muamelesi sonucunda aktivite % 23, 10 mg/ml’de ise % 25 

azalmıĢtır. 2s 37 ˚C’de 1 mg/ml tripsin muamelesi sonrasında aktivite % 53,5, 10 

mg/ml’de ise % 76,4 azalmıĢtır (ġekil 3.24).  
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Şekil 3.23 Proteinaz K enziminin bakteriyosin aktivitesine etkisinin görüntüsü 

 

 

 

Şekil 3.24 Tripsin enziminin bakteriyosin aktivitesine etkisinin görüntüsü 
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3.8. Ultrafiltrasyon 

Bacillus sp. T69’dan elde edilen süpernatantın ultrafiltasyon sonucu elde 

edilen üst ve alt faz kuyucuklara 100 μL inoküle edilerek aktivitesine bakıldı. Üst 

fazda aktivite % 12 artarken alt fazda % 75 kayba uğramıĢtır (ġekil 3.25).  

 

 

 

Şekil 3.25 Bakteriyosinin ultrafiltrasyon sonucu petrideki görüntüsü 

 

3.9. Bakteriyosinin Saflaştırılması 

Bacillus sp. T69’dan elde edilen süpernatantın etanol, aseton ve amonyum 

sülfat çöktürmeleri yapıldı. Etanol ve aseton çöktürmesinde aktivite gözlenmezken 

amonyum sülfat çöktürmesinde aktivite gözlemlenmiĢtir (ġekil 3.26). 

 

 

 

Şekil 3.26 Etanol, aseton ve amonyum sülfat çöktürmesi sonucu aktivitenin petri 

görüntüsü 
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3.10. SDS-PAGE ve Aktivite 

Amonyum sülfat çöktürmelerinin SDS-PAGE analizi yapılmıĢtır (ġekil 3.27).  

Aktivite çalıĢmasında en iyi aktivite gösteren %40’lık amonyum sülfat çöktürmesi 

kullanılmıĢtır. ġekil 3.28’de görüldüğü gibi aktivite bandı yaklaĢık 15 kDa olarak 

bulunmuĢtur. 

 

 

 

Şekil 3.27 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosinin SDS-PAGE görüntüsü. M: 

Marker,  1: %40 amonyum sülfat çöktürmesi, 2: %60 amonyum sülfat çöktürmesi, 3: 

%80 amonyum sülfat çöktürmesi 
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Şekil 3.28 Bacillus sp. T69’dan elde edilen bakteriyosinin zymogram görüntüsü. M: 

Marker,  1: %40 amonyum sülfat çöktürmesi 
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

 

Bakteriyosinler, bakteriler tarafından üretilen protein yapılı moleküllerdir. 

Birçok probleme neden olan patojenler üzerindeki inhibisyon etkisi ve gün geçtikçe 

artan çoklu antibiyotik dirençli patojenlerle yapılacak mücadelede bakteriyosin 

çalıĢmaları büyük önem kazanmıĢtır.  

Bu çalıĢmada da Bacillus sp. T69 bakterisinden izole edilen bakteriyosinin, 

sentezi üzerine bazı koĢulların etkisi ve Bacillus thurigiensis subsp. indiana HD521 

üzerindeki inhibisyon etkisi araĢtırıldı. 

Bacillus sp. T69 bakterisinden izole edilen bakteriyosin üretiminin 24’üncü 

saatte maksimum düzeye ulaĢtığı ve 120. saate kadar devam ettiği belirlenmiĢtir. 

Balıktan izole edilen LAB (laktik asit bakterileri) izolatlarıyla yapılan bir çalıĢmada 

bakteriyosin üretimi artıĢının 72. saate kadar devam ettiği bildirilmiĢtir (Campos ve 

ark., 2008). Ġnkübasyon süresinin uzamasıyla bakteriyosin aktivitesinin düĢtüğü 

belirlenmiĢ ve bunun bakterilerin ortama salgıladığı ekstrasellüler proteolitik 

enzimlerden kaynaklandığı tahmin edilmiĢtir (Bhunia ve ark., 1988). Cherif ve 

arkadaĢları (2008)’nın yaptığı bir çalıĢmada Bacillus thuringiensis subsp. 

entomocidus tarafından sentezlenen bakteriyosinin bakterinin logaritmik geliĢme 

fazının baĢında sentezlenmeye baĢladığı, durağan fazın baĢlarında maksimum 

seviyeye ulaĢtığı ve 50 saat boyunca sabit kaldığı gösterilmiĢtir (Kamoun ve ark., 

2005). Yine Tochicin (Paik ve ark., 1997), Thuricin (Favret ve Yousten, 1989), ve 

Cerein (Naclerio ve ark., 1993) gibi bakteriyosinlerinde logoritmik fazın baĢında 

üretilmeye baĢladıkları durağan faz esnasında ise azaldıkları belirlenmiĢtir. Cherif ve 

arkadaĢları (2001) tarafından yapılan bir diğer çalıĢmada da Bacillus thuringiensis 

BMG1.7 tarafından sentezlenen bakteriyosinin, logaritmik geliĢim fazının baĢlarında 

sentezlenmediği fakat bu fazın ortalarında sentezin baĢladığı ve durağan fazın 

ortalarında maksimum seviyeye ulaĢtığı belirlenmiĢtir. Elde ettikleri bu sonuç ile 

Bacillus cereus (Bc7) tarafından üretilen Cerein 7 (Oscariz ve ark., 1999) 

bakteriyosininin üretilme kinetiği birebir uyuĢmaktadır.  Bakteriyosin üretimi için 

inkübasyon süresi bakterilerde farklılık göstermektedir. 
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Bacillus sp. T69 tarafından sentezlenen bakteriyosin aktivitesinin tespiti için 

Bacillus thuringiensis subsp. indiana HD521 indikatör olarak kullanıldığında, 100 

μL süpernatant eklenen besiortamında 16 mm çapında aktivasyon zonu görülmüĢtür. 

Yapılan bir çalıĢmada, Bacillus thuringiensis NEB17 bakterisi tarafından sentezlenen 

bakteriyosinin etki tarzının belirlenmesi amacıyla indikatör bakteri olarak B. cereus 

kullanıldığında, 100 μL bakteriyosin eklenmiĢ kültürde değiĢiklik gözlenmezken, 

300 ve 600 μL bakteriyosin eklenen kültürde 24 saat sonunda aktivite gözlenmiĢtir 

(Gray ve ark., 2006). Bacillus sp. T69 bakterisinin sentezlediği bakteriyosinin 

üretildiği inokülüm miktarının bu çalıĢmanın aksine daha düĢük olduğu bulunmuĢtur. 

Bacillus sp. T69 bakterisinin sentezlediği bakteriyosinin, Bacillus 

thuringiensis subsp. indiana HD521 bakterisi üzerindeki antimikrobiyal aktivite en 

iyi LB sıvı besiyerinde gözlemlenmiĢtir. BaĢka bir çalıĢmada Bacillus thuringiensis 

subsp. entomocidus tarafından sentezlenen bakteriyosin aktivitesinin Triptic Soy 

Broth (TSB), Luria Bertani Broth (LBB), Brain Heart Infusion Broth (BHIB), 

Nutrient Broth (NB), T3 besiortamları kıyaslandığında TSB ve LBB ortamlarında 

daha yüksek olduğu tespit edilmiĢtir (Cherif ve ark., 2008).  Literatürdaki bu çalıĢma 

ile Bacillus sp. T69 bakterisinin en iyi aktivite gösterdiği besiyeri benzerlik 

göstermektedir.  

Gram (+) bakteriler tarafından üretilen bakteriyosinlerin çoğu bir veya daha 

fazla proteolitik enzime karĢı duyarlı, ısıl iĢleme, geniĢ pH aralığına, özellikle asidik 

pH değerlerine, organik çözücülere ve deterjanlara karĢı dayanıklıdırlar (Ray, 1992). 

ÇalıĢmada süpernatantın sıcaklık uygulaması sonrasında 10 ˚C’de 30 dk 

inkübasyonda maksimum aktivite gösterdiği, 10-40 ˚C arasında 30 dk inkübasyonda 

aktivitenin devam ettiği belirlenmiĢtir. 50-60 ˚C arasında yine 30 dk inkübasyondan 

sonra aktivitede düĢüĢ olduğu ve 60˚C üzerindeki sıcaklıklarda aktivitenin tamamen 

kaybolduğu tespit edilmiĢtir. Bacillus cinslerinin çoğu termofiliktir. Bacillus 

coagulans ve Bacillus stearothermophilus vb. bakteriler sıcağa dayanıklı 

sporlarından dolayı konserve endüstrisinde önemli bir yere sahiptirler (ÖzĢahin, 

2006). Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (BUPM4) tarafından üretilen 

Bacthuricin F4’ün 40, 50, 60 ve 70 ˚C’de 30 dk inkübasyonda aktivitesini koruduğu 

90 ˚C’de 30 dk inkübasyondan sonra ise aktivitesinin % 80’ini kaybettiği 

bulunmuĢtur (Kamoun ve ark., 2005). Bacillus thuringiensis (NEB17)’nin 
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sentezlediği Thuricin 17’nin 45, 50 ve 80 ˚C’de 30 dk ve 100 ˚C’de 15 dk 

inkübasyon sonunda aktivitesini koruduğu, 121 ˚C’de ise aktivitesini tamamen 

kaybettiği belirlenmiĢtir (Gray ve ark., 2006). Bacillus thuringiensis subsp. 

entomocidus (HD198) tarafından sentezlenen Thuricin S’nin, 10 dk kaynatıldığında 

aktivitesini koruduğu 121 ˚C’de ise aktivitesinin tamamen kaybolduğu 

gözlemlenmiĢtir (Chehimi ve ark., 2007). Bacillus thuringiensis subsp. entomocidus 

HD110 bakterisinin sentezlediği Entomocin 110, 20 dk otoklavlandığında dahi 

aktivitesinin %53’ünü korumuĢtur (Cherif ve ark., 2008).  Bacillus sp. T69 

bakterisinin sentezlediği bakteriyosinin, diğer literatür çalıĢmalarındaki 

bakteriyosinlerin aksine sıcağa duyarlı olduğu tespit edilmiĢtir. 

Bacillus sp. T69 bakterisinin sentezlediği 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 

gösterdiği belirlenmiĢtir. Bakteriyosin aktivitesinin çoğunlukla, asidik ortamlar ile 

pH değeri 9 ve üzerine çıktığında büyük oranda düĢtüğü veya tamamen kaybolduğu 

görülmüĢtür (Lisboa ve ark., 2006; Naclerio ve ark., 1993; Bizani ve Bradelli, 2005). 

Nisin’le yapılan bir çalıĢmada pH 3’de aktivite gözlenmezken pH 6,5’da en yüksek 

seviyede aktivite görülmüĢtür. Aynı Ģekilde sakasin A’yla yapılan çalıĢmada pH 

5,5’ta en yüksek seviyede aktivite gözlenirken pH 2’de %75’e kadar düĢmüĢtür 

(Yang ve ark., 1994). Bakteriyosinlerin optimal pH koĢulları dıĢında aktiviteleri 

düĢmekle birlikte etkileri sürmektedir (Yang ve ark., 1992). Yapılan bir çalıĢmada 

Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (BUPM4) tarafından sentezlenen Bacthuricin 

F4’ün, pH 3-7 aralığında kararlılığını koruduğu, pH 8 ve 9’da ise aktivitesinin 

azaldığı gözlemlenmiĢtir (Kamoun ve ark., 2005). Bacillus thuringiensis 

(NEB17)’nin sentezlediği Thuricin 17, pH 1,5-8 aralığında kararlılığını korumuĢ, pH 

1 ve 9,25’de  aktivite kaybına uğramıĢtır (Gray ve ark., 2006). Bacillus thuringiensis 

subsp. entomocidus (HD198) tarafından sentezlenen Thuricin S’nin, pH 3-10,5 

arasında stabilitesini koruduğu belirtilmiĢtir (Chehimi ve ark., 2007). Bacillus sp. 

T69 bakterisinin sentezlediği bakteriyosinin en iyi aktivite gösterdiği pH aralıklarının 

literatürdeki diğer çalıĢmalar ile benzer sonuçlar gösterdiği tespit edilmiĢtir. 

Bacillus sp. T69’un sentezlediği bakteriyosinin süpernatantı asetonitril, 

kloroform, etil alkol, aseton, hekzan, metanol, butan-1-ol, izopropanol gibi organik 

çözücülerle muamele edildiğinde aktiviteyi genellikle çok az etkiledikleri ya da hiç 
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etkilemedikleri görülmüĢtür. 1s 10˚C’de organik çözücü uygulamasında asetonitril 

aktiviteyi % 20, etil alkol % 12,5, hekzan % 25 arttırmıĢtır. Kloroform aktiviteyi % 

9,1 azaltırken, metanol % 8,3 ve butan-1-ol % 60 azaltmıĢtır. Aseton ve izopropanol 

ise aktiviteyi etkilememiĢtir. 1s 30 ˚C’de organik çözücü uygulamasında asetonitril 

ve metanol aktiviteyi % 13, butan-1-ol % 21, izopropanol % 31, kloroform % 33 ve 

etil alkol % 16 arttırmıĢtır. Aseton ve hekzan ise aktiviteyi etkilememiĢtir. Organik 

çözücü uygulamasında, aktivitenin yüksek oranda korunması inhibitör aktivitesinden 

sorumlu bölgede lipit veya karbonhidrat türevli bileĢiklerin olmadığı anlamına 

gelmektedir (Dündar, 2006). Dolayısıyla bu çalıĢmada da aktiviteden sorumlu 

bölgede lipit veya karbonhidrat türevli bileĢiklerin olmadığı düĢünülmektedir. Birçok 

araĢtırmacı LAB’leri tarafından üretilen çoğu bakteriyosinin organik çözücülere karĢı 

dayanıklı olduğu bulunmuĢtur (Ray, 1992; Yıldırım ve Johnson, 1998; Lee ve Paik, 

2001; Pirzada ve ark., 2000, Asutay, 2007). Pirzada ve arkadaĢları (2004) tarafından 

yapılan bir çalıĢmada bakteriyosinin, %1 konsantrasyona sahip organik çözücülerden 

propanola karĢı aktivitesini koruduğu, aseton, metanol, heptan ve kloroformdan 

etkilenerek aktivitesini kaybettiği bulunmuĢtur. Organik çözücülerin Bacillus sp. 

T69’un sentezlediği bakteriyosin üzerindeki etkisi literatür çalıĢmaları ile benzer 

sonuçlar vermiĢtir. 

ÇalıĢmada kullanılan Triton X-100, Tween 20, Tween 80, SDS gibi 

deterjanlar ile Bacillus sp. T69’un sentezlediği bakteriyosin süpernatantı üzerine 

yapılan uygulama sonucunda SDS ve Triton X-100’ün aktiviteyi Tween 20 ve Tween 

80’den daha fazla etkilediği belirlenmiĢtir. Triton X-100 aktiviteyi % 75-91,7 

arasında azaltmıĢtır. Özellikle SDS uygulamasında %100 aktivite kaybının görülmesi 

bakteriyosinin protein yapısının bozulduğu düĢüncesini akla getirmektedir. Bu 

çalıĢmada iki-merkaptoetanolünde aktiviteyi % 100 yok ettidiği görülmüĢtür. 

EDTA’nın ise aktiviteyi düĢük oranlarda etkilediği tespit edilmiĢtir. EDTA aktiviteyi 

en fazla 1s 30˚C’de etkileyip son konsantrasyonu 0,1 mM olan kültürde % 10, 0,2 

mM kültürde % 22 ve 0,5 mM kültürde % 27 arttırmıĢtır. Bir literatür çalıĢmasında 

üretilen bakteriyosinin bazı deterjanlar ile muamelesi sonucu aktivitelerindeki 

değiĢiklikler belirlenmiĢtir. SDS, tween 80, triton X-100 uygulamasından sonra 

aktivitede kayıp olsa da etki devam etmiĢtir. Ancak EDTA ve üre ile inkübe edilen 

bakteriyosin aktivitesini tamamen kaybetmiĢtir (Rajaram ve ark., 2010). Buna yakın 
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sonuçlar Ivanova ve arkadaĢları (2000) tarafından da gözlenmiĢtir. Deterjanların 

bakteriyosin aktivitesine etkisi, aktif molekül yapısı hakkında bilgi vermektedir. 

Deterjanlar, proteinlerin doğal yapısındaki hidrofobik merkezle kompleks 

oluĢturarak proteinin açılmasına ve üç boyutlu yapının bozulmasına sebep 

olmaktadır. Deterjan uygulamasından sonra aktivitede düĢüĢ olması, bakteriyosinin 

kısmi denatürasyonu ya da aktiviteye stabilizasyon etkisi olan diğer moleküllerle 

birlikteliğinin bozulmasından kaynaklanmaktadır (Ivanova, 1998). EDTA, 

bakteriyosin aktivitesinde rol alan divalent katyonlarla kompleks oluĢturarak 

aktiviteyi olumsuz etkileyebileceği gibi, hücre membranına zarar vererek 

bakteriyosinin antimikrobiyal etki göstermesini kolaylaĢtırabilmektedir (Ganzle ve 

ark., 1999). Ġki-merkaptoetanol bakteriyosinin yapısında bulunan ve aktivitede rol 

alan olası disülfit bağlarını kırarak, aktivitenin azalmasına ya da yok olmasına sebep 

olmaktadır (Hammes ve ark., 1999). Bacillus sp. T69’un sentezlediği bakteriyosin 

üzerine deterjan, EDTA ve iki-merkaptoetanol uygulaması yapılmıĢ literatür 

çalıĢmaları ile benzer sonuçlar alınmıĢtır. 

Bacillus sp. T69 bakterisinin ürettiği bakteriyosin üzerine tripsin ve proteinaz 

K uygulaması sonucunda aktivitedeki değiĢikliklere bakıldığında proteinaz K 

antimikrobiyal aktiviteyi tamamen yok etmiĢtir. Tripsin uygulaması sonrasında ise 

aktivitede % 23’lerden % 76’lara varan azalmalar olduğu gözlemlenmiĢtir. Sonuçta 

bu çalıĢmada elde edilen antimikrobiyal maddenin protein yapıda olduğu 

kesinleĢmiĢtir. Protein yapısındaki bakteriyosinlerin, proteolitik enzim muamelesi 

sonrasında, antimikrobiyal aktivitelerini stabil tutamadıkları ve kaybettikleri tespit 

edilmiĢtir (Ogunbanwo ve ark., 2003). Enterosinlerin proteolitik enzimlerden bir 

veya birden fazlasına duyarlı olduğu çoğu araĢtırmacı tarafından belirlenmiĢtir 

(Herranz ve ark., 2001). Tuncer ve arkadaĢları (2008)’nın yaptığı çalıĢmada L. lactis 

suĢu tarafından sentezlenen bakteriyosinin proteinaz K uygulaması ile tamamen, 

kimotripsin ve amilaz uygulaması ile kısmen aktivite kaybına uğradığı belirlenmiĢtir. 

Laktik asit bakterilerinde tanımlanan bütün bakteriyosinlerin, proteolitik enzim 

uygulamasından sonra aktivitelerini tamamen ya da büyük ölçüde kaybettikleri 

belirlenmiĢtir. Karbonhidrat veya lipit yan grubları içermelerine rağmen, 

bakteriyosinlerin hepsinde antimikrobiyal aktivite protein yapıdan 

kaynaklanmaktadır (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) tarafından üretilen Bacthuricin F4, proteinaz K muamelesi 

sonrasında aktivitesini kaybetmiĢtir (Kamoun ve ark., 2005). Bacillus thuringiensis 

(NEB17)’nin sentezlediği Thuricin 17, proteinaz K uygulaması sonucu aktivitesini 

tamamen kaybetmiĢtir (Gray ve ark., 2006). Bacillus thuringiensis subsp. 

entomocidus (HD198) tarafından sentezlenen Thuricin S’nin, proteinaz K 

uygulaması sonucu tüm aktivitesini kaybettiği gözlenmiĢtir (Chehimi ve ark., 2007). 

Aktivasyon zonu görülen bakterilerde oluĢan inhibisyon, sentezlenen organik 

asitlerden, alkollerden ve hidrojen peroksitten de kaynaklanabilmektedir (Yıldırım, 

2001). Bunlar arasında özellikle hidrojen peroksit mikroorganizmalar üzerinde 

inhibitör etkiye sahip olabilmekte; fakat agarlı besiyeri üzerinde, sıvı besiyeri 

süpernatantı kullanıldığında etkisi sınırlı kalmaktadır. Bakteriyosin benzeri 

inhibisyon etkisi gösterebilen bu tip organik bileĢikler, pH değiĢimi ve proteaz 

uygulamasından etkilenmemektedir (Klaenhammer, 1988). Literatür çalıĢmaları ile 

karĢılaĢtırıldığında Bacillus sp. T69’un sentezlediği bakteriyosinin proteolitik 

enzimlerden benzer Ģekilde etkilendiği belirlenmiĢtir. 

Bacillus sp. T69 bakterisinin 24s inkübasyonu sonrasında elde edilen 

süpernatantın % 40, % 60 ve  % 80 doygunlukta amonyum sülfat ile çöktürmesinde 

en iyi aktivite  % 40 doygunlukta elde edilmiĢ ve 1/16 seyreltiğe kadar aktivite 

görülmüĢtür. Literatürdeki çalıĢmalarda saflaĢtırma aĢamalarında farklılıklar 

görülmektedir. Thuricin 439 eldesi için yapılan amonyum sülfat çöktürmesinde, 

Thuricin 439, en iyi % 80 doygunlukta elde edilirken (Ahern ve ark., 2003), Thuricin 

H en iyi % 65 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi ile elde edilmiĢtir (Lee ve 

ark., 2009).  

Yapılan çalıĢmada Bacillus sp. T69 tarafından sentezlenen bakteriyosinin 

moleküler ağırlığını belirlemek için SDS-PAGE analiz sonucunda bakteriyosinin 

molekül ağırlığının yaklaĢık 15 kDa olduğu tespit edilmiĢtir. Kısmi saflaĢtırılmıĢ 

moleküllerin SDS-PAGE çalıĢması ve hemen sonrasında aktivite çalıĢması yapılarak 

aktif bandın yeri ve tahmini büyüklüğü marker kullanılarak belirlenmiĢtir. Sodyum 

dodesil sülfatın (SDS) bulunduğu poliakrilamid jeldeki elektroforez protein alt 

birimlerini ayırmada yararlı olan bir araçtır. Bakteriyosin üretiminden sorumlu 

bantların moleküler ağırlıklarının tespit edilmesi SDS-PAGE sonucunda 
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sağlanmaktadır. Entomocin 9 (Cherif ve ark., 2003 ), Thuricin 7  (Cherif ve ark., 

2001) ve Tochicin (Paik ve ark., 1997) gibi bakteriyosinlerin molekül büyüklükleri 

yalnızca SDS-PAGE ile belirlenmiĢtir. Gram (-), Gram (+) ve bazı funguslara karĢı 

etkili olan B. thuringiensis’in sentezlediği entomocidus HD9’un moleküler ağırlığı 

12,4 kDa olarak bulunmuĢtur (Cherif ve ark., 2003). Bacillus subtilis 14B suĢundan 

izole edilen proteinin büyüklüğü ise 21 kDa olarak tespit edilmiĢtir (Hammami ve 

ark., 2009). Ticari bir probiyotik suĢ olan Bacillus polyfermenticus’dan elde edilen 

Polyfermenticin SCD’nin SDS-PAGE çalıĢması sonucu moleküler ağırlığı yaklaĢık 

14,3 kDa olduğu rapor edilmiĢtir (Lee ve ark., 2001). Gıda ve topraktan izole 

edilebilen Bacillus suĢlarının iyi birer bakteriyosin üreticisi oldukları bilinmektedir. 

Bacillus cereus tarafından üretilen Cerein 8A (26 kDa) (Bizani ve ark., 2002), Cerein 

GN105 (9 kDa) (Naclerio ve ark., 1993), Bacillus anthracis tarafından üretilen 

Heterocycloanthracins (9.62 kDa) (Haft, 2009), Bacillus subtilis tarafından üretilen 

Subtilin (3.34 kDa) (Banerjee ve Hansen, 1988), Bacillus licheniformis tarafından 

üretilen Licheni (1.4 kDa) (Pattnaik ve ark., 2001),  Bacillus atrophaeus tarafından 

üretilen Subtilosin A (3.39 kDa) (Stein ve ark., 2004) gibi bakteriyosin örneklerini 

arttırmak mümkündür.  

Bu bakteriyosinin yapısı konusunda ancak tam saflaĢtırma ve aminoasit dizi 

analizleri sonucunda kesin bir bilgi verilebilir. Fakat daha önce yapılan çalıĢmalar 

ıĢığında bu antimikrobiyal maddenin protein yapılı bir bakteriyosin olduğu 

düĢünülmektedir. Kesin bir sonuca varılması için ileri kimyasal tekniklere ihtiyaç 

duyulmaktadır. NMR (Nükleer manyetik rezonans) spektroskopisi, X-ray 

kristalografisi ve elementel analiz gibi çözümlemelerin yapılması gerekmektedir. 

Bacillus cinsi bakterilerin peptit, lipopeptit, antibiyotik ve bakteriyosinler gibi 

antimikrobiyal maddelerin üretiminde çok iyi oldukları bilinmektedir (Stein, 2005). 

Özellikle laktik asik bakterilerinden sonra en iyi bakteriyosin ve BLIS üreticileri 

olduğu bilinen, Bacillus cinslerinin hemen her türü tarafından üretilen bakteriyosin 

ya da benzeri moleküllerin eldesi, karakterizasyonu fazlasıyla çalıĢılmıĢ ve neticede 

birçok aktif molekül tanımlanmıĢtır (Abriouel, 2011). Bacillus türlerinin bu 

potansiyelleri 50 yıldan daha uzun bir süredir bilinmekte ve özellikle peptit 

antibiyotik üretiminin en önde gelen sınıfını temsil etmektedir (Ghanbari ve ark., 

2009). Bacillus cinsi endüstri ve gıda alanında güvenli kullanım olanağı bulmuĢ bir 
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çok tür içermektedir (Paik ve ark., 1997). Bacillus cinsi içerisinde LAB gibi endüstri, 

tarım ve gıda alanında GRAS olarak tescilli önemli türler yer almaktadır. Örneğin 

Doğu Asya’da fermente besin maddelerinde B. subtilis suĢları kullanılmaktadır 

(Hosoi ve Kiuchi, 2003). Yine non-toksinojenik B. cereus sp. toyoi probiyotik 

özelliği nedeniyle hayvan gıdalarına ek olarak kullanılmaktadır (Lodemann, 2008). 

Bunların yanı sıra, günümüzde Bacillus türlerinden elde edilen antibiyotikler, 

enzimler, aminoasitler ve insektisitler gibi birçok ticari ürün bulunmaktadır 

(Pedersen ve ark., 2002).  

Gün geçtikçe antibiyotik direnci artan patojenlerle yaĢanan mücadele zorluğu 

nedeniyle geleneksel kaynaklar dıĢında yeni antimikrobiyallere ihtiyaç 

duyulmaktadır. Bu tez kapsamında elde edilen bilgiler doğrultusunda, daha ayrıntılı 

bir çalıĢma ile literatüre yeni bir antimikrobiyal madde kazandırılabilir ve daha 

sonraki zamanlarda biyolojik mücadele, biyokoruma, sağlık vb. alanlarda 

kullanılması sağlanabilir.  

Sonuç olarak yapılan çalıĢmalarla karĢılaĢtırma yapıldığında bu çalıĢmada 

inhibisyon etkisi araĢtırılan maddenin; protein yapılı bir molekül olduğu, LB 

besiortamında ve 24 saat inkübasyon sonunda elde edilen bakteriyosinin en yüksek 

aktiviteyi 10˚C’de gösterdiği, bu aktivitenin 60˚C’ye kadar devam ettiği 

belirlenmiĢtir. 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 gösterdiği tespit edilmiĢtir. 

Aktivitenin proteinaz K, tripsin, SDS ve triton X-100’e duyarlı olduğu, EDTA, iki- 

merkaptoetanol ve organik çözücülerden genel olarak etkilenmediği tespit edilmiĢtir. 
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