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I 
 

ÖZET 
 
 

 

FINDIKTAN İZOLE EDİLEN Bacillus sp. SUŞLARINDA ENZİM ÜRETME 

YETENEKLERİNİN ARAŞTIRILMASI VE TANIMLANMASI 

AKAYD İN, Burak  

Giresun Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı, Yüksek Lisans Tezi 

Danışman: Doç. Dr. Hatice KATI 

Ekim 2014, 59 Sayfa   

 

Bacillus cinsi bakteriler endüstriyel alanda kullanılan birçok enzimin 

kaynağıdır. Bacillus’lar tarafından sentezlenen enzimler ekmek üretimi, gıda, tekstil, 

çeşitli içecekler, deterjan, deri işletmeleri, yenilenebilir enerji kaynaklarından alkol 

üretimi, kozmetik, bileşiklerin sentezi gibi kimya alanının da dahil olduğu çok geniş 

kullanım alanı bulmuşlardır. Bu sebeple Bacillus’lar endüstriyel enzim üretiminde 

yoğun şekilde kullanılmaktadır. 

Bu çalışmada Trabzon ve Giresun illerinden toplanan fındık örneklerinden 

izole edilen, enzim üretme yeteneğine sahip beş Bacillus suşu morfolojik, fizyolojik, 

biyokimyasal ve moleküler testler kullanılarak tanımlanmıştır. Bu izolatlardan F2, 

F16, F30 ve F36’da yüksek selülaz, F16 ve F28’de yüksek amilaz aktivitesi tespit 

edilmiştir. Bu altı izolat Bacillus altitudinis F2, Bacillus safensis F16, Bacillus 

safensis F28, Bacillus firmus F30 ve Bacillus aerophilus F36 olarak tanımlanmıştır. 

 

 

 

Anahtar Kelimeler:  Fındık, Bacillus, Enzim 



II 
 

ABSTRACT 
 

 

IDENTIFICATION AND INVESITIGATION OF ENZYME PRODUCTION 

CAPABILITIES IN Bacıllus sp. STRAINS ISOLATED FROM HAZELNUT 

AKAYD İN, Burak 

Giresun University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Deparment of Biology,  Master Thesis 
 

Supervisor: Assoc. Prof. Hatice KATI  

October 2014, 59 Pages 

 

 Members of the genus Bacillus are source of many enzymes used in the 

industrial field. Enzymes synthesized by Bacillus were widely used many industrial 

applications, for example bread making, food, textiles, beverages, detergents, leather 

prosessing, alcohol production from renewable energy sources, cosmetics, synthesis 

of compounds in the chemical field. Therefore, it is extensively used in the 

production of industrial enzymes. 

In this study, five Bacillus strains producing several enzymes and isolated 

from hazelnut samples collected from Trabzon and Giresun were idendified based on 

morphological, physiological, biochemical and molecular tests. According to test 

results; F2, F16, F30, and F36 isolates exhibited high cellulose activities. Also, F28 

and F16 isolates detected high amylase activity. These isolates were identified as 

Bacillus altitudinis F2, Bacillus safensis F16, Bacillus safensis F28, Bacillus firmus 

F30 and Bacillus aerophilus F36. 

 

 

Key Words: Hazelnut, Bacillus, Enzyme 
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1. GİRİŞ  
 

Hücrelerdeki metabolik faaliyetleri yöneten özel katalizörlere enzim adı 

verilmiştir. Kimyasal metotlar ile gerçekleştirilmesi çok zor olan birçok reaksiyonun 

uygun ve spesifik enzimlerle kolaylıkla gerçekleşmesi, enzimlerin canlı hücrelerden 

izole edilerek çeşitli amaçlar için kullanılması fikrini doğurmuştur. Enzimatik 

işlemlerin, geleneksel işlemlere oranla daha az miktarda atık oluşturarak daha az 

çevre kirliliğine yol açması, uygun ve ekonomik şartlarda gerçekleştirilebilmesi 

enzim kullanımını daha cazip hale getirmektedir. Mikroorganizma kökenli 

enzimlerin biyoteknolojik işlemlerle daha ekonomik biçimde üretimi ve suda 

çözünmeyen matrikslerle immobilize edilerek daha uzun süre kullanılabilmesi, 

mikrobiyal enzimlerin endüstriyel alanlarda kullanılmasındaki artış nedenleridir 

(Gümüşel, 2002). 

 

Günümüzde endüstriyel alanda kullanılan enzimlerin birçoğu Bacillus cinsi 

bakterilerden elde edilmektedir. Bununla birlikte çok az bir kısmı da bitkisel ve 

hayvansal kaynaklı olarak sağlanmaktadır. Enzim kaynağı olarak Bacillus’ların 

tercih edilmesinin nedenleri; yan ürün oluşturmalarının az olması, aktivitelerinin 

yüksek olması, daha ekonomik olması, stabiliteye sahip olması, yüksek oranlarda ve 

saflıkta üretilebilmeleridir (Wiseman, 1987; Horikoshi, 1999). 

 

Mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin tüm dünya genelinde yıllık 

kullanım oranlarına bakıldığında %25 alkalin proteaz, %21 diğer proteazlar, %18 

amilaz, %10 renin, %3 tripsin, %3 lipaz ve %10 diğer karbonhidrat parçalayan 

enzimler (selülaz ve ksilanaz gibi), %10 kadar ise analitik ve farmasötik enzimlerin 

olduğu şeklinde bir dağılım belirlenmiştir (Rao ve ark., 1998; Kıran ve Çömlekçioğlu 

2006). 
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1.1. Bacillus’lar Hakkında Genel Bilgi   
 

Bacillaceae familyasının bir üyesidir. Hücreler çomak şekilli, düz veya hemen 

hemen düze yakın, çoğu olumsuz ortam koşulları için çok dirençli, endospora sahip, 

açık havada spor oluşturması engellenmeyen, Gram pozitif, peritrik kamçılı, aerobik 

veya fakültatif anaerob bir bakteridir. Birçok türünde hücre duvarı çapraz bağlarla 

bağlı mezo-diamino pimelik asitten oluşur (Özçelik, 1995). Çoğunlukla mezofilik 

olmakla birlikte psikrofilik ve termofilik türleri de vardır (Ayhan, 2000).  

 

 Bacillus cinsi ekstrem şartlarda spor oluşturma yeteneğindedir. Oluşturduğu 

endospor ise; silindirik, oval, yuvarlak veya böbrek şeklinde olabilir. Buna ilaveten 

sporlar hücre içerisinde sentral ya da subterminal olarak yerleşebilir (Bonwart, 

1989). 

 

1.1.1. Bacillus’ların Habitatı  
 

Bacillus’lar, sporları nedeniyle  birçok farklı çevreden izole edilebilirler (Zinn 

ve ark., 2001). Çok çeşitli topraklar asıl habitatını oluşturur (Nicholson ve ark., 

1999). Toprak mikroflorasında yer alan Bacillus’lar besin maddeleri açısından 

zengin topraklarda bulunabildikleri gibi, besince fakir topraklardan da izole 

edilebilirler. Örneğin, B. subtilis, B. licheniformis ve B. cereus kompleks besin 

maddelerine ihtiyaç duymazken, B. polymyxa ve B. azotofixans gibi geliştirmek için 

bitki rizosferine ihtiyaç duyan türlerde bulunur (Rosovitz ve ark., 1998). Birçok 

mikroorganizma çeşidi gibi Bacillus'lar içinde önemli bir habitat olan topraktaki 

farklı ortam şartları, mikroorganizma çeşidinin de artmasına yol açar. Genel olarak 

iyi havalanmış, nemli ve yüksek organik materyal içeren toprakları seçen 

mikroorganizmalar, toprağın ilk 10 cm'lik üst kısmında yüksek sayıda bulunurlar. 

Topraktaki populasyon yoğunluğunun büyük bir kısmını bakteriler oluşturur 

(Yılmaz, 2003). 

 

Bacillus türleri topraktan başka bitki rizosferi, gıda ve bazı canlıların bağırsak 

sistemlerinde bulunabilir. Ayrıca Mosquito, Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera 
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böceklerinin larvalarından da izole edilmiştir. Bacillus türleri toprakta geniş bir 

yayılıma sahip oldukları gibi deniz ve tatlı sularda, buraların sedimentlerinde de 

bulunabilirler. Bazı Bacillus'lar ise ekstrem şartlarda büyüyebilme 

kapasitesindedirler ve üre içeren, uç pH değeri olan, asitli veya yüksek sıcaklıktaki 

ortamlardan izole edilebilirler (Rosovitz ve ark., 1998). 

 

1.1.2. Koloni Morfolojisi  
 

Bacillus türlerinin koloni özellikleri çevresel şartlara bağlı olarak 

değişmektedir.  Besiyeri çeşidi, koloninin yaşı gibi özeliklere göre, yarı şeffaf, opak, 

düzgün ya da pürüzlü koloniler görülebilir. Koloni renkleri, kreme yakın beyazdan 

sarıya doğru olabilir. Çoğu Bacillus türü pigment oluşturmaz, ancak bazı türler farklı 

besi yerlerinde sarı, yeşil, mavi-siyah, kırmızımsı pigmentler üretebilirler  (Rosovitz 

ve ark., 1998). 

 

1.1.3. Bacillus Türlerinde Spor Oluşumu   
 

Bacillus türlerinin en önemli özelliklerinden biri büyüme evresinin durgun 

fazında besin maddelerinin azalmasına bağlı olarak endospor oluşturmalarıdır. 

Endospor oluşumu, spor oluşturan hücrelerin şekli ve sporangiyumlar Bacillus türleri 

için karakteristiktir (Ustaçelebi, 1999). 

 

Spor oluşması sırasında bakteri hücresi içinde birçok değişiklikler meydana 

gelir. Vejetatif hücrede aktif olan bazı genler aktivitelerini kaybederken sporların 

oluşmasında etkili olan genler aktivite kazanırlar. İlk olarak çekirdek sporun 

oluşacağı bölgeye yerleşir. Bunun etrafını çepeçevre çöküntü oluşturmak suretiyle 

katlanan sitoplazmik zar çevreler ve onu bakteri içerisinde ayrı bir bölümde ayırır.  

Oluşan bu çift zarın sentezlenmesi ile spora ait diğer bölümler oluşur. Bu şekilde 

oluşan sporlarda şu bölümler vardır: Birincisi çekirdek kısmı olup sporun 

protoplastını oluşturur. İçinde tam bir nukleus, protein sentezi için gerekli bütün 

bileşikler ve bir enerji yapıcı sistem bulunur. Sitokrom bulunmaz, fakat çeşitli 

enzimler bulunur. Sporların sıcaklığa dirençli olmaları yapılarında bol kalsiyum 
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dipikolinat bulunmasındandır. Sporlarda bulunan ikinci kısım spor duvarıdır. Spor 

protoplastını çevreler, yapısında peptidoglikan bulunur ve oluşacak bakterinin hücre 

çeperi buradan gelişir. Sporlarda bulunan üçüncü kısım kabuk, yani korteks kısmıdır.  

 

Sporun en kalın tabakasıdır. Değişik yapıda peptidoglikan tabakası vardır. 

Kabuk kısmının dışında keratine benzer, proteinden yapılmış bir kılıf bulunur. En 

dışta da karbonhidratlı bir protein zar (ekzosporiyum) bulunur (Bilgehan, 1992; 

Errington, 2003). 

 

Bacillus sporları sıcaklığa vejetatif hücrelerden 5-10 kez, UV ışımaya 7-50 

kez daha dayanıklıdırlar. Sporu çevreleyen membranlar, korteks ve spor paltosu gibi 

yapılarla çeşitli kimyasal ajanlara karşı direnç de geliştirilmi ştir (Rosovitz ve ark., 

1998). 

 

1.1.4. Bacillus’ların Metabolizması  
 

Genelde prototrof oldukları halde, oksotrof türlere de rastlanır. Bacillus’lar 

çok çeşitli metabolik özelliklerinin yanı sıra, geniş fizyolojik yetenekleri ile de 

psikrofilikten termofiliğe; asidofilikten alkalifiliğe; halotoleranttan halofiliğe geniş 

bir yelpazeye sahiptir ve bu nedenle endüstriyel uygulamalarda kullanılma 

potansiyelleri yüksektir. Bacillus sp. doğada geniş çapta yayılmaktadır. Çünkü 

bunların sporları olumsuz koşullara dayanıklıdır. Bacillus sp. laboratuvar kültüründe 

de yaygın kontaminantlardır (Ediz ve Beyatlı, 2005). 

 

Aerobik ya da fakültatif anaerobik olan Bacillus'lar genelde Embden-

Meyerhof izyolunu kullanırlar. Bunun yanısıra heterolaktik (fosfoketolaz) iz yolunu 

kullananları (Bacillus subtilis) da vardır (Mignone ve Avignone-Rossa, 1996).   

  

Terminal elektron alıcıları genelde oksijendir, ancak bazı türlerin elektron 

alıcısı NO3 de olabilir, denitrifikasyon yapan türleri de (Bacillus azotoformans, 

Bacillus licheniformis) vardır. Bazı türler (Bacillus polmyxa, Bacillus macerans) ise 

azotu fiske ederler. O2-CO2-H2 veya O2-CO ortamlarında ototrofik yaşayan türlere 

(Bacillus schlegelii) de rastlanabilir (Rosovitz ve ark., 1998; Sneath, 1986). Aerobik 
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ortamlarda karbon kaynağı olarak organik asitleri (asetik asit, süksinik asit, laktik asit 

veya pirüvik asit) kullanarak heterotrofik olarak yaşayabilirler. 

Kemoorganotrofiktirler. Sadece bir tür fakültatif kemolitotroftur. Bazı türler 

aromatik veya hidroksi aromatik bileşenleri metabolize edebilirler ve bu nedenle 

benzin gibi meddelerin bioremediasyonunda kullanılabilirler.  

  

Bazı Bacillus türlerinin (deoksi) nükleozidleri veya (deoksi) ribozları karbon 

ve enerji kaynağı olarak kullandığı da bildirilmektedir (Sgarrella ve ark., 1997). 

 

1.1.5. Bacillus'ların Genetik Yapısı   

 

Bacillus cinsi içindeki DNA baz kompozisyonunun dağılımı, cinsin genetik 

dağılımı açısından ilginç sonuçlar vermektedir. Doğal bir cinste en fazla % 10-15 

aralığında olması gereken % mol G+C oranı Bacillus cinsi içinde % 32-69 arasında 

değişmektedir. Bu oranın aynı türdeki değişik suşlarda % 40-50 arasında olabildiği 

bildirilmektedir. Bu bilgiler belki de cinsin yeni cinslere bölünebileceğini 

göstermektedir (Rosovitz ve ark., 1998). 

 

Plazmitler bazı prokaryotik organizmalarda hücrenin kendi büyük halkasal 

kromozomlarından ayrı olarak bulunan, konukçu hücrede kendiliğinden replike 

olabilen, çift zincirli, halkasal DNA molekülleridir. Plazmitler bakterilerin 

sitoplazmaları içinde bulunabilecekleri gibi, kromozomla da birleşebilirler. 

Plazmitler bir bakterinin yaşamı için gerekli değildir, ama bakterilere bazı özel 

yetenekler kazandırabilirler. Bazı durumlarda plazmitler ve kromozom arasında 

biyokimyasal yönden bir iş birliği gelişebildiği gibi bu işbirliği ters veya  olumsuz 

yönde de gelişebilmektedir. Bacillus türlerine ait plazmitler B. subtilis, B. pumilis, B. 

cereus, B. thuringiensis, B. sphaericus, B. licheniformis, B. megaterium, B. brevis, B. 

larvae, B.  stearothermophilus, B. amyloliquefaciens ve B. anthracis gibi birçok 

türde  araştırılmıştır (Chang, 2003). 
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1.2. Bacillus Türlerinin Tanımlanmaları   

 

1.2.1. Morfolojik Tanımlama 

 

Bacillus türlerinin tanımlanmaları ve sınıflandırılmaları spor morfolojilerine 

göre de yapılabilmektedir. Sporun hücre içindeki yerleşimi ve şekli türler arasında 

farklılık göstermektedir. Spor morfolojilerine bağlı olarak Bacillus türleri üç gruba 

ayrılır. B. cereus, B. megaterium, B. anthracis, B. thuringiensis ve B. cereus var. 

mycoides büyük hücreli birinci grupta yer alır. Bu grubun sporogoniumları 

şişmemiştir. Gram pozitif çubuk şekilli hücrelerin genişliği 21 µm’dir ve merkezde 

ya da uç kısımda elipsoit ya da silindirik sporlar oluştururlar. Poli-β-hidroksibütirat 

ve parasporal kristaller gibi protoplazmik inklüzyonlar büyük hücreli türlerde 

bulunur. Klinik olarak önemli Bacillus izolatlarının çoğu birinci grupta yer alır. 

İkinci grup türleri Gram değişkendir ve merkezde ya da uç kısımda elipsoit sporlar 

ile şişkin bir sporangiyuma sahiptirler. Bu grupta başlıca B. circulans, B. macerans,  

B. polymyxa, B. popillae, B. larvae, B. lentimorbus, B. alvei, B. stearothermophilus 

ve B. brevis yer alır. Üçüncü grupta yer alan Bacillus türlerinde de sporogonium 

şişmiştir. Sporlar küresel, subterminal ve terminal konumludur. B. sphaericus bu 

gruba örnektir (Kolaylı ve Beyatlı, 2003).  

 

1.2.2. Yağ Asit Profillerine Göre Bacillus’ların Tanımlanması  
   

  Mikroorganizmaların hücre yapılarında (sitoplazma ve hücresel 

membranlarda) fosfolipid, glikolipid veya lipopolisakkarit olarak bulunan yağ 

asitlerini, sayısına, çeşidine ve yüzde olarak miktarlarına göre tanımlayan sistem 

1985 yılında geliştirilmi ştir (Miller ve Berger, 1985). Mikrobiyal İdentifikasyon 

Sistemi (MIS) olarak isimlendirilen bu yöntem, bilgisayar kontrolünde çalışmakta 

olup, gaz kromotografiyi besleyen gaz tankları (hidrojen, azot ve hava), bilgisayar 

ünitesi, bilgisayar ünitesiyle uyumlu çalışan kütüphaneler ve yazıcı olmak üzere 5 

kısımdan meydana gelmektedir (Lelliott ve Stead, 1987). Anaerobik ve aerobik 

bakteriler, actinomycetes, maya ve gelişmiş funguslar bu sistem sayesinde kolaylıkla 

ve çok kısa sürede tanımlanabilmektedir (Miller ve Berger, 1985; Sasser, 1990; 

Dunfield ve ark., 1999; Buyer, 2002). 
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  Yağ asitleri; içerdikleri karbon atomlarının sayısına, karbon atomları 

arasındaki çift bağ sayısına, hangi karbon atomları arasında çift bağ olduğuna ve 

karbonların hidrojen atomları tarafından doyurulmuş olup olmamalarına göre farklı 

isimler alırlar (Şahin, 2003). 

 

  Genetik olarak aynı olan mikroorganizmaların hücrelerindeki yağ asitlerinin 

sayısı, çeşitlili ği ve yüzde olarak miktarları (yağ asitleri profili) aynıdır ve çevre 

şartları aynı olduğu sürece değişmez. Yağ asidi profillerindeki farklılıklar ise dolaylı 

olarak mikroorganizmalar arasındaki genetiksel farklılığı ifade etmektedir. Bu 

nedenle kültür ortamında çoğalabilen mikroorganizmaların gerek tanısı gerekse 

taksonomik sınıflarının saptanması için yağ asitleri profillerinin kullanılabileceği 

birçok bilimsel çalışma ile ispatlanmıştır (Şahin, 2003). 

 

1.2.3. Metabolik Enzim Profilleri ve Biyokimyasal Özelliklerine Göre 

Bakterilerin Tanımlanması 

 

  Karbonhidratlar yapı ve depo molekülü olup, enerji kaynağıdırlar. 

Bakterilerin, çeşitli karbon kaynaklarını enerji kaynağı olarak kullanma ihtiyacında 

gösterdiği farklılıklar, tanı ve karakterizasyonda kullanılabilmektedir. Bakteriler 

biyokimyasal, fizyolojik ve hayatsal faaliyetlerini sürdürmek için biyoenerjiye 

ihtiyaç duymakta ve dışarıdan aldıkları karbon kaynaklarını metabolik enzimlerle 

parçalayarak biyolojik enerjiye dönüştürmektedirler.  

 

  Bakterilerin farklı karbon kaynaklarını (basit şekerler, alkoller, aminoasitler, 

deterjanlar, aminoasit benzeri moleküller) kullanımından gösterdikleri farklılıklar 

metabolik profil olarak adlandırılmaktadır ve profildeki bu farklılık sahip oldukları 

metabolik enzim çeşitlili ğine bağlı olarak değişkenlik göstermektedir (Black ve 

Sweermore, 1994). Mikroorganizmaların taşıdığı bu enzim farklılığı ise onların 

familya düzeyinden başlayıp alt tür seviyesine kadar devam etmektedir. Ürünlerin 

metabolik aktivitesi pH indikatörleri aracılığı ile oluşan renk değişimi ile belirlenir 

(Konopka ve ark., 1998; Yılmaz, 2004). 
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  Bakteriler arasındaki metabolik farklılıkları saptamak için farklı teknikler 

kullanılmaktadır. Son 20 yıldır otomatik bakteri tanımlama ve duyarlılık test 

sistemleri geliştirildi ve ticari olarak piyasada yer almaktadır. Ancak bu sistemlerden 

yalnızca birkaç tanesinden yararlanılmaktadır. Günümüzde, API ve VITEK 

teknikleri kullanılarak tanımlama yapılabilmektedir. Bu sistemlerin temeli, sistemde 

kayıtlı referans organizmalar ile doğal organizmanın biyokimyasal özellikleri 

bakımından karşılaştırılması esasına dayanmaktadır. Üreme temelli testlerde son 

ürünün ölçülebilmesi için 18-24 saatlik inkübasyon süresi gerekir. Son ürünlerin 

metabolik aktivitesi pH indikatörleri aracılığı ile oluşan renk değişimi ile belirlenir. 

 

1.2.4. Bacillus Türlerinde Toplam Hücre Protein Profili  

 

Bacillus’ların tanımlanmasında morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 

testlerden yararlanılmaktadır. Ancak yapılan testler sonucunda yanlış tanımlamalar 

yapılarak, orijinal Bacillus’lardan bir veya birkaç yönden ayrı özellikte farklı tür 

altında değerlendirilmektedir. Bu durumda tür ayrımının güçleşmesine neden 

olmaktadır (Priest, 1993). 

 

Protein jel elektorforezi mikrobiyal sistematikte özellikle tür ve alt tür 

düzeylerinin belirlenmesinde en güvenilir teknik olarak yıllardır kullanılmaktadır. Bu 

teknik ile tür ve alt türlere ait suşların hücresel proteinleri karşılaştırılarak 

taksonomik akrabalık sınırları belirlenmektedir (Nick ve ark., 1999). 

 

Tek bir toprak örneğinden izole edilen 10 Bacillus thuringiensis izolatı 3 

antijenik sero gruba ayrılmış ve sivrisineklere karşı ılımlı larvasidal aktiviteler 

göstermiştir. SDS-PAGE analizi sonucunda ise izolatlar arasında protein profilleri 

bakımından çok yüksek benzerliğin olduğu ve güçlü bir immünolojik akrabalığın 

bulunduğu görülmüştür (Ishii ve Ohba, 1993). 

 

Hastalık etmeni olan Bacillus cereus bakteri türünün toplam hücre protein 

profili ve alt tiplendirilmesinin yapıldığı çalışmada, 58 Bacillus cereus izolatının bir 

biyotip varlığında 3 antibiyogram ve 22 toplam hücre protein profiline ulaştıkları 

görülmüştür. SDS-PAGE analizi ile B. cereus izolatları arasında % 38 oranında bir 
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benzerlik bulunduğu için heterojen bir yapı belirlenmiştir. Predominant özellik 

gösteren 13 B. cereus izolatı ile birlikte B. cereus ATCC 14579 suşunun polimeraz 

zincir reaksiyonuyla (PCR) yapılan alt tiplendirilmesinde yaklaşık % 89 benzerlik 

görülmüştür. Toplam hücre protein profiline göre Bacillus cinsi bakterilerin 

tiplendirilmesi yapılabilmekte ve pilot epidemiyolojik çalışmalar için PCR’ın yanı 

sıra toplam hücre protein profillerinin yardımıyla da tiplendirmenin yapılacağı 

belirtilmiştir (Matar ve ark., 1996). 

 

Diğer bir çalışmada B. sphaericus suşlarının gruplandırılmasında bakteriyosin 

aktivitelerinden de yararlanıldığı ve DNA homoloji gruplarındaki suşlar arasında 

bakteriyosin profillerinin benzerlik gösterdiği belirtilmiştir. Buna göre B. sphaericus 

H5a5b suşunun benzer bakteriyosin aktivitesi gösterdiği ve poliakrilamid jeldeki 

bakteriyosin bandının benzer olduğu görülmüştür (Çökmüş ve Yousten, 1993). 

 

Çökmüş ve arkadaşları 1993 yılında yaptıkları bir çalışmada ise UV ile 

muamele edilmiş toksik B. sphaericus suşlarının larvasidal aktivitesini 

belirlemişlerdir. SDS-PAGE analizi ile moleküler ağırlıkları bilinen toksik protein 

bantların varlıkları araştırılmış ve bazı maddelerin gösterdiği koruyucu etkiler tespit 

edilmiştir. 

 

B. cereus TZ415 suşunun toplam hücre protein profillerine göre farklı 

pH’larda ve farklı büyüme evrelerinde oluşturduğu aside dayanıklılık cevapları tespit 

edilmiştir. Bu suşun geç durgun fazda aside karşı tolerans düzeyinin en yüksek 

seviyeye ulaştığı ve bu toplam hücre protein profillerindeki değişiklikler ile 

belirlenmiştir (Jobin, 2002). 

 

1.2.5. Moleküler Yöntemlerle Tanımlanmaları 

 

  Moleküler yöntemler, bakterilerin meydana getiren makromoleküllerin 

içeriklerine, çeşitlerine ve oranlarına bağlı olarak elde edilen farklılıklardan hareket 

edilerek oluşturulmuştur. Bu yöntemler, karbonhidratları, lipitleri, proteinleri ve 

genetik materyali (DNA ve RNA) çalışma materyali olarak kabul etmekte ve 

bunlardan birinin veya kombinasyonlarının kullanımı ile bakterilerin tanı ve 
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karakterizasyonlarının yapılmasını sağlamaktadır (Manceau ve Horvais, 1997). Bu 

yöntemlerden birçoğu tek başına, alternatifsiz olarak kullanılabilmekte ve kısa 

zamanda çok sayıda örnek tür ve alttür seviyesinde tanımlama yapılabilmektedir. 

Elde edilen sonuçlar oldukça hassas ve güvenilirdir. Sistemlerin pahalı oluşu ve 

yetişmiş elemanlarca yapılmasının gerekliliği moleküler yöntemlerin dezavantajını 

oluşturmaktadır.  

 

  16S rRNA Dizin Analizi, mikrobiyal tanımlama yöntemlerinin en 

önemlilerinden biri haline gelmiştir. Bu yöntemde her türün ribozomlarının 16S’lik 

küçük alt birimini kodlayan DNA sırasının oldukça özelleşmiş olmasından 

faydalanılılır. Bakteri genomundaki 16S rRNA geninde devamlı aynı olan yani 

değişmeyen ve değişken olan bölgeler bulunmaktadır. Bakterilerin teşhisinde bu 

değişken bölgeler kullanılmaktadır. Gray ve arkadaşları (1984), 16S rRNA geninde 8 

adet değişmeyen ve 9 adet değişken bölgenin olduğunu ortaya çıkarmış ve bazı 

araştırıcılar bu özellikleri kullanarak kültür edilmemiş bakterilerin bile 16S 

rRNA’larını polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yardımıyla özel primerler kullanarak 

arttırmışlardır (Relman ve ark., 1992). PCR veya diğer bazı izolasyon yöntemleri ile 

elde edilen 16S rRNA’nın baz dizin analizi, restriksiyon fragmenti uzunluk 

polimorfizmi (RFLP) ve hibridizasyon özellikleri kullanılarak türler arasında 

karşılaştırma yapılmaktadır. 

 

Moleküler biyolojik yöntemlerle yapılan tür tayini çalışmalarında DNA-DNA 

homolojisi,  Tm (DNA’nın çift sarmalının çözüldüğü sıcaklık değeri) ve 16S 

rRNA’yı kodlayan DNA fragmentinin sekans dizisinin belirlenmesi oldukça 

önemlidir. 

 

Özellikle mikroorganizmalarda moleküler yapıların ve DNA dizilerinin, 

klasik fenotipik özelliklere göre evrimsel ilişkileri daha iyi ortaya çıkardığı 

görülmüştür. Bundan dolayı taksonların tanımlanmasında temel alınan hücresel 

seviyedeki çalışmalar moleküler düzeye (16S ve 18S rRNA dizi karşılaştırmaları) 

indirilmiştir (Temizkan, 1999). 
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  DNA-DNA hibridizasyonu nükleik asit dizileri arasındaki benzerliğin ortaya 

çıkarılması prokaryotların sistematiğinin yapılmasında önemli bir yer tutmaktadır. 

Böylece genomlar arasındaki benzerlikler gerçekci bir şekilde ortaya çıkarılmaktadır. 

Nükleik asit sıralarının ortaya çıkarılması esasına dayanan karşılaştırma 

çalışmalarında daha çok in vitro nükleik asit hibridizasyonunu esas alan çalışmalar 

yapılmaktadır. 

 

  Yeni bakteri türlerinin ortaya çıkarılmasında en çok kabul edilen parametre 

genomlar arasındaki DNA benzerliğidir. DNA’nın iki zincirinin birbirinden ayrılma 

sıcaklığı değerindeki benzerliğin oranı olarak ifade edilen bu değer 

mikroorganizmalar arasındaki uzaklığı göstermektedir. Bu değerler primer yapı 

seviyesinde genomik dizi benzerliğinin dolaylı bir yansımasıdır (Goodfellow ve 

O’Donnell, 1993).  Bu yüzden de DNA’nın ayrılıp yeniden birleşmesini konu edinen 

yaklaşımlar birbirleriyle çok yakın olan prokaryotların akrabalığının gösterilmesinde 

çok kullanışlı yöntemlerdir (Wayne ve ark., 1987). Yapılan birçok çalışmada, DNA 

benzerliği ile kemotaksonomik, genomik, serolojik ve fenotipik benzerlikler arasında 

ili şki olduğu bulunmuştur ve bundan dolayı, DNA’nın iki zincirinin yeniden 

birleşmesi, türlerin ayrılmasında standart bir yöntem olarak kullanılmaktadır 

(Stackebrandt ve Goebel, 1994). Yapılan birçok çalışma sonucunda tam olarak 

tanımlanmış birçok türün suşları arasında optimum hibridizasyon şartları 

uygulandığında %70’den fazla benzerliğin olduğu görülmektedir. Yapılan bütün bu 

çalışmalar bakteriyel sistematik komitesinin tür tanımında DNA-DNA bağlanma 

derecesine verdiği öneme ışık tutmaktadır. Bu komitenin bir kararı, bir bakteri 

türünün suşları arasındaki ∆Tm derecesinin 5oC altındaki bir değerdeki DNA-DNA 

benzerliğinin % 70 veya daha fazla olması gereğini ortaya koymaktadır (Wayne ve 

ark., 1987). 

 

1.3. Bacillus'ların Önemi  
 

Bacillus cinsi bakteriler, antibiyotik, enzim ve toksin üretimi gibi metabolik 

özellikleri ile endüstriyel öneme sahip olmaları ve kolay üretilebilmeleri sebebiyle, 

bakteriler arasında dikkat çekmektedir. Ayrıca, sporlanma kabiliyetleri ve 

metabolizma faaliyetlerinin çeşitlili ğinin, geniş bir çevreye yayılmalarında önemli 
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avantajlar sağladığı da belirtilmektedir (Kim ve ark., 2005; Annamalai ve ark., 

2011). 

 

Günümüzde bilinen 8000 antibiyotiğin kayıtlarda var olduğu belirtilmiş ve 

buna her yıl yüzlercesinin eklendiği ilave edilmektedir. Buna rağmen yeni 

antibiyotiklerin arayış ve keşfinin beklenildiği belirtilmiştir. Bu açıdan bakıldığında 

Bacillus genusu antibiyotik üretici kaynak olarak gösterilmiştir (Eltem ve Uçar, 

1998). Yapılan bir çalışmada Bacillus suşu sarımsağın rizosferinden elde edilmiştir. 

Suşun sarımsakta çürümeye yol açan Fusarium oxysporum üzerine etkisi 

araştırılmıştır. İzole edilen Bacillus polymyxa KT-8 suşu tarafından üretilen maddeye 

fusarisidin A adı verilmiştir. Madde funguslara karşı önemli ölçüde aktif, 

Micrococcus luteus ve Staphylococcus aureus gibi Gram pozitif bakterilere karşı 

aktif olduğu, bununla birlikte Gram negatif bakterilere karşı antimikrobial 

aktivitesinin olmadığı belirtilmiştir (Kajimura ve Kaneda, 1996). Birçok Bacillus 

türünün sahip olduğu biyokontrol aktivitesi de ilaç endüstrisi için önem taşımaktadır. 

Bazı Bacillus türleri bacitracin (B. licheniformis), polymyxin (B. polymyxa), 

gramicidin (B. brevis), tyrocidine (B. brevis), subtilin (B. subtilis) ve bacilycin (B. 

subtilis) gibi peptit antibiyotikler üretmektedirler. Bunların yanı sıra siklik 

lipoproteinlerden olan iturin (B. subtilis) birçok mantar ve mayanın neden olduğu 

hastalıklarla mücadelede kullanılmaktadır (Rosovitz ve ark., 1998). 

 

Günümüzde özellikle gelişmiş ülkelerde kimyasal ilaçların yerini 

biyoinsektisitler almıştır. Biyoinsektisitler üretim teknolojilerinin kolay ve sürekli 

olması, sadece hedef canlıya etki etmesi, zararlının kontrolünde güvenilir olması, 

çevre kirliliği ile ilgili problemler yaratmaması ve endosporlarının doğada uzun süre 

kalması nedeniyle tercih edilmektedir (WHO, 1999). Biyoinsektisit olarak bakteriler, 

virüsler, mantarlar, nematodlar ve protozoa gruplarına ait organizmalar 

kullanılmaktadır. Bunlar arasında, toprak grubu bakteriler en çok gelecek vaat eden 

biyolojik kontrol ajanlarıdır. Özellikle Bacillus grubu bakteriler önemli bir yer teşkil 

etmekte olup Lepidoptera (kelebekler), Diptera  (sinekler, sivisinekler) ve Coleoptera 

(kın kanatlılar)’ları hedef almaktadır. Biyolojik mücadele de kullanılan 

mikroorganizmaların %90’nını Bacillus thuringiensis oluşturmaktadır. B. 

thuringiensis delta endotoksin olarak isimlendirilen protein yapıda ve biyolojik 
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olarak kolayca parçalanabilen ve böylece böceğin orta bağırsağında kısa bir 

yarılanma ömrü olan insektisidal toksinler üretirler (Chattopadhyay ve ark., 2004).  

 

Gelişen dünya şartları beraberinde aşırı plastik kullanımını da getirmiştir. 

Kullanılan bu plastiğin miktarı günümüzde korkunç boyutlara ulaşmıştır. Plastiklerin 

büyük bir çoğunluğu kullanımdan sonra ortama atık plastik olarak terk edilmektedir. 

Bu da beraberinde aşırı bir çevre kirliliğini getirmektedir. Günümüzde halen 

kullanılmakta olan plastik petrolden elde edilen polietilen maddesinden 

yapılmaktadır ki bunun tabiatta parçalanması yüzlerce yıl almaktadır. İşte bu 

sebeplerden dolayı bilim adamlarının dikkatini doğada Bacillus’lar tarafından 

parçalanabilen biyoplastik maddesi çekmiştir (Kalaylı ve Beyatlı, 2003). Dave ve 

arkadaşları 1996 yılında yapmış oldukları bir çalışmada petrokimyasal atıklarda 

Bacillus cinsinin üretilmesi ve ürettikleri polihidroksibütirikasit (PHB) miktarını 

araştırmışlardır. 12 suş üzerinde yapılan çalışmada 10 Bacillus suşu PHB üretmiştir. 

Ortama glukoz ilavesi ile üretim 13 kat artmıştır. Karbon kaynağı olarak ortama 

asetat ve laktoz ilave edildiğinde PHB üretiminde azalma bulunmuştur.  

 

1.4. Enzimler ve Endüstriyel Kullanım Alanları 

 

Enzimler canlı organizmalarda substratların kimyasal değişimini katalizleyen 

kompleks moleküllerdir. Enzimler in vitro koşullarda da katalitik aktivite 

gösterdiklerinden, mikroorganizmaların bu enzimleri bol miktarda üretmeleri sonucu 

izole edilerek çeşitli endüstriyel alanlarda kullanılabilirler. Birçok biyoteknolojik 

çalışmada kullanılan Bacillus’lar, ürettikleri enzimler nedeniyle ticari öneme de 

sahiptirler. Bacillus’ların ürettiği endüstriyel enzimlere örnek verecek olursak selülaz 

ve amilazlar deterjan endüstrisinde; proteazlar süt endüstrisinde; farklı amilaz ve 

pullulanazlar besin ve meyve suyu endüstrisinde kullanılmaktadır (Kim ve ark., 

2005; Annamalai ve ark., 2011). 

 

Amilazlar, biracılık ve damıtma, kağıt, fermantasyon, gıda, tekstil ve 

nişastanın şekerleştirme uygulamalarında (Rezaei ve ark., 2010; Kumar ve ark., 

2010; Annamalai ve ark., 2011b; Asgher ve ark., 2007) yaygın bir kullanım 

göstermekle birlikte, klinik, medikal ve analitik kimya gibi diğer bazı alanlarda da 
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kullanılmaktadırlar (Reddy, 2003). Deterjanlardaki enzimler, daha verimli bir 

yıkamanın oluşabilmesi için kirlilikleri küçük parçalara ayırır ve onların 

uzaklaştırılmasını arttırır. Bu amaçla amilazlar nişasta ve türevlerinin 

uzaklaştırılması için kullanılır (Tanaka ve Hoshino, 1999; Paulo ve Gübitz, 2003; 

Souza ve Magalhaes, 2010). α-amilazlar 1970’lerin başlangıcından beri deterjanlarda 

kullanılmaktadırlar. Amilazlar biracılıkta arpadan malt eldesi sırasında arpanın 

nişasta içeren endosperminin parçalanmasında kullanılmış olup, oluşan pürelerin 

filtrasyonları hem daha hızlı hem de daha kolay gerçekleştirilmektedir (Aehle, 2007). 

Tekstil ürünlerinin dokuma işlemlerinde daha sağlam olması için uygulanan 

haşıllama işleminden sonra nişastanın uzaklaştırılması için kullanılmıştır (Paulo ve 

Gübitz, 2003; Aiyer, 2005; Aehle, 2007; Souza ve Magalhaes, 2010). Bazı 

araştırmacılar tarafından amilaz aktivitesi gösteren Bacillus subtilis (Matsuzaki ve 

ark., 1974), Bacillus amyloliquefaciens (Borgia ve Campell, 1978), Bacillus 

caldolytcus (Grootegoed ve ark., 1973), Bacillus coagulans (Bliesmer ve Hartman., 

1973), Bacillus licheniformis (Meer, 1972; Saito, 1973), Bacillus Macerans (Lane ve 

Pirt, 1973), Bacillus stearothermophilus (Ogasahara ve ark., 1970) ve Bacillus 

subtilis var. amylosacchariticus (Matsuzaki ve ark., 1974) türleri üzerinde çalışmalar 

yapılmıştır. 

 

Selülazlar biracılık, gıda, kağıt ve kağıt hamuru ile tekstil endüstrilerinde 

geniş uygulama alanı bulmuştur (Das ve ark., 2010). Günümüzde selülazların 

kullanıldığı çok farklı alanlar vardır. Selülazlar gıda endüstrisinde, zeytinyağlarının 

ayrılmasında, meyve nektar ve pürelerinin üretiminde, meyve ve sebze içeceklerinin 

berraklaştırılması gibi alanlarda yoğun şekilde kullanılmaktadırlar (Sukumaran ve 

ark., 2005). Kullanılmış kağıtlar, gazete kağıtları ve ambalaj kağıtları geri dönüşüm 

için önemli bir kaynaktır. Kağıtlardaki mürekkeplerin enzimatik yolla 

uzaklaştırılması, günümüzde kimyasal uygulamanın yerini almış durumdadır 

(Schafer ve ark., 2007). Yemlerin besin değerlerini artırmak amacıyla tek mideli ve 

geviş getiren hayvan yemlerinin üretimi için kullanılmışlardır (Kıran ve ark, 2006). 

Selülazlara ek olarak pektinaz ve hemiselülazlar gibi enzim karışımları yemlerin 

besin değerlerini artırmak için günlük yemlerine ilave edilmişlerdir (Sukumaran ve 

ark., 2005).  Selülaz aktivitesi gösteren Bacillus subtilis (Soutschek-Bauer ve 

Staudenbauer, 1987), Bacillus stearothermophilus (Soutschek-Bauer ve 
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Staudenbauer, 1987) ve Bacillus sphaericus (Singh ve ark., 2004) türleri üzerinde 

çalışmalar yapılmıştır. 

 

Lipazlarin başlıca ticari kullanım alanı deterjanlardır. Toplam lipaz satışının 

%32’si deterjan endüstrisinde kullanılmaktadır. Yaklaşık olarak 13 milyar ton 

deterjana 1000 ton kadar lipaz eklemesi yapılmaktadır. Az miktarda lipaz gıda, kağıt, 

süt, kozmetik, pestisit, insektisit, ilaç ve çeşitli kimya endüstrilerinde 

kullanılmaktadır. Son zamanlarda, farklı kullanım amaçlı (endüstriyel kullanım, ev 

içi kullanımlar, çamaşır, bulaşık, toz temizleyiciler vb.) deterjanlarda temizleme gücü 

artırımı hedeflenerek enzim katkıları kullanılmaya başlanmıştır (Sharma ve ark., 

2009). Bazı araştırmacılar tarafından lipaz aktivitesi gösteren Bacillus pumilus (Kim 

ve ark., 2002), Bacillus alcalophilus (Ghanem ve ark., 2000) ve Bacillus 

thermoleovorans (Castro-Ochoa ve ark., 2005) türleri üzerinde çalışmalar 

yapılmıştır.  

 

Proteazlar; protein moleküllerini parçalayarak çamaşırlardaki lekeleri 

çıkarabilecek veya deterjan içeriğindeki diğer maddelerle çözünebilecek hale 

getirmektedir. İdeal deterjan proteazları, yiyecek, kan ve diğer vücut salgılarından 

dolayı lekelerin büyük bir kısmının uzaklaşmasını kolaylaştırmak için, geniş substrat 

özgüllüğüne sahip olmalıdır. Deterjan içinde bir proteazın en iyi performansı için 

anahtar parametre onun izoelektrik noktasıdır. Deterjan çözeltisinin pH’ı ile pI’sı 

birbirine uyumlu ise proteazın bu uygulama için çok uygun olduğu kabul edilir. 

Ayrıca bir proteazın izo elektirik nokta değeri ne kadar yüksekse, o proteaz o kadar 

yüksek pH’larda etki gösterebilmektedir (Çelik, 2006). Proteazlar, hayvan postlarını 

deriye dönüştürmede ıslatma, kireçleme, kıldan arındırma, yünden arındırma ve 

ayırma aşamalarında sıklıkla kullanılmakta ve yapılan araştırmalara göre kimyasal 

maddelere göre daha yüksek aktivite göstermektedirler. Geleneksel dericilikteki 

banyo işlemi, deri üretim proseslerinden kireç giderme işlemi sonrasında alkali 

proteazların kullanımı ile gerçekleştirilmektedir. Ham deri yapısında bulunan 

globüler proteinler parçalanmakta ve bu yapıların açılımı sağlanmaktadır (Mukhtar 

ve Haq 2008). Buğday unu fırıncılıkta en önemli bileşendir. Fırın hamurlarının 

özelliklerini belirleyen gluten maddesi, suda çözünmeyen bir proteindir. Aspergillus 

oryzae’den elde edilen endo ve eksoproteinazlar sınırlı bir proteoliz ile buğday 
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glutenini modifiye etmek için kullanılmaktadır. Fungal proteazlar, beyaz ekmek ve 

poğaçaların yapımında da başarılı bir şekilde kullanılmaktadır. Fungal proteazların 

aşırı miktarları, ekmeği hamurumsu bir hale getirmektedir. Enzim ilavesi özellikle 

sert ve elastiki hamurlar için uygundur. Hamura yapılan enzimatik muamele, 

hamurun elle veya makine ile üretimini kolaylaştırır, böylece ürünlerin daha geniş bir 

aralıkta üretilmesini sağlar. Proteazların ilavesi ile artan somun hacimlerinde karışma 

zamanını yaklasık %25 oranında azaltmaktadır. Özellikle Bacillus subtilis proteazları 

kek, biskuvi ve kraker yapımında kullanılmaktadır. Bu proteazlar hamurların 

yumuşamasını geciktirmek için kullanılır ve özellikle kraker üretiminde çok 

önemlidir (Fadıloğlu ve Erkmen, 2004; Celik, 2006). Bu alanda asidik mantar 

proteazlar amilazlarla birlikte kullanılarak ürünün tadına ve aromasına da etki 

etmektedir (Krajewska, 2003). Proteazlar, kozmetikte kullanılmaktadır. Cilt ve saç 

bakım ürünlerinde kullanılan kolajenoz hidrolizat ve elastin maddeleri sığır 

tendonlarının proteolitik hidroliziyle elde edilmektedir (Langmaier ve ark., 2002). 

 

Kitinazlar organizmalar arasında oldukça yoğun bir dağılım gösterir. Bu 

dağılım bakteriler, mantarlar, yüksek bitkiler, böcekler, kabuklular ve bazı 

omurgalıları içermektedir (Flach ve ark., 1992). Kitinazların bu organizmalardaki 

rolleri çok çeşitlilik gösterir (Shubakov ve Kucheryavykh, 2004). Bitkiler, mantarlara 

karşı savunma mekanizması olarak kitinaz üretirler. Kitinaz, fungal patojenlerin 

misellerini parçalar. Kitinaz geninin bitkilere transferi ile elde edilen transgenik 

bitkiler fungisid ve insektisid özellikler kazanmakta ve böyle transgenik bitkiler 

kendileri için patojen funguslarla ve böceklerle savaşabilmektedir. Doğal olarak 

genotipinde kitinaz geni bulunduran bazı bitkiler bilinmektedir. Örn; akçaağaç, 

siyah, kırmızı ve beyaz meşe ağaçlarının sağlıklı gövde ve kök dokularında β-1,3-

glukanaz ve kitinaz varlığı tespit edilmiş ve bu enzimlerin bu ağaçlarda patojen olan 

Armillaria mellea’nin hif çeperlerinin erimesine sebep olduğu bildirilmiştir. 

Bakteriler tarafından üretilen kitinaz ise, kitini karbon (C) ve enerji kaynağı olarak 

kullanma amacına yöneliktir (Leah ve ark., 1995). Endokitinazlar, ekzokitinazlar, 

beta-N-Asetilglükoaminidazlar ve kitobiazlar olarak sınıflandırılan kitinazların, kitin 

ve onun türevlerini parçaladıkları bilinmektedir. Endokitinazlar kitin polimerini içten 

parçalayarak ekzokitinazlar da kitobiozu bir uçtan salıvererek işlev görürler. Beta-

Nasetil glikozaminidaz N-asetil glikoz amin monomerlerini kitinden çıkarır bu 
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durumda kitobiaz da kitobiozu N-asetil glikozamine hidroliz eder. Kitinazlar birçok 

mikrobiyal türlerin bünyesinde barınmaktadır. Serratia, Bacillus, Vibrio türlerinin 

birçok kitinolitik enzim salgıladıkları ve kitin bağlayan protein ihtiva ederek bunların 

kitini sinerjitik olarak parçaladığı ve ekstraselüler çevreye salgıladıkları 

bilinmektedir (Suzuki ve ark., 1998). Bacillus türleri arasında kitinaz ve kitobiaz 

dağılımı incelenmiş ve Bacillus licheniformis 2X-70 suşunda termostabil kitinaz 

aktivitesi olduğunu saptamıştır. Bacillus circulans yaban tipi (wild type) 12 suşu 

kültür besiyeri içine kitinazı salgılama yeteneğindedir. Bakteri içerisinde teşvik edici 

subsrat olarak kitin ihtiva eden besiyerinde üretildiği zaman, 6 ayrı kitinaz enzimini 

salgılamakta ve enzim kültürün süpernatantından elde edilebilmektedir. Kitinaz A-

1’in kitine karşı yüksek düzeyde affinitesi olduğu ve kitinaz sistemi içerisinde 

kitinazı parçalaması açısından önemli olduğu düşünülmektedir. Bacillus circulans 

4.1 suşunun kitini yüksek pH’da (6-12) parçaladığı ve bu organizmadan kitinazın 

kısım kısım saflaştırılarak elde edildiği ve elde edilen kitinazın da güve larvaları 

üzerine toksik etkili olduğu saptanmıştır. Bacillus thuringiensis’in böcekler 

üzerindeki toksisitesi kitinaz kodlayan gen tarafından artırılabilir (Rojas-Avelizapa 

ve ark., 1999). 

 

Pektinazlar 60 yıldan daha fazla süredir gıda ve meyve suyu üretiminde 

kullanılmaktadır. Ticari pektinaz üretiminde kullanılan asıl mikroorganizma 

Aspergillus niger’dir. Pektinazlar elma, armut, üzüm, turunçgiller, kuru erik gibi 

meyve sularının domates suyu gibi sebze sularının hazırlanmasında kullanılmaktadır. 

Yüksek poligalakturonaz aktivitesine sahip pektik enzimlerin kullanımı ile meyve 

sularındaki bulanıklığın kararlı hale gelmesi başarılmıştır.  Pektin parçalayan 

enzimler gıda endüstrisinde özellikle meyve sularının berraklaştırılmasında, meyve 

suyu üretiminde filtrasyonu kolaylaştırıp verimin artırılmasında, C vitamini sentezi 

için çıkış maddesi olan galakturonik asit eldesinde, şarap endüstrisinde, yağların 

ekstraksiyonunda, pigmentlerin ve selüloz fiberlerin hazırlanmasında, kahve ve çay 

fermantasyonunda fonksiyonel gıda maddeleri olarak oligosakkaritlerin üretiminde 

yeni uygulamalar için kullanılmaktadırlar (Telefoncu, 1997; Phutela ve ark., 2005; 

Patil ve ark., 2006; Botella ve ark., 2007). 
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1.5. Tezin Amacı 
 

Bu çalışmada Trabzon ve Giresun’dan toplanan fındıklardan Bacillus  

izolasyonu yapılarak, bu izolatlarda bazı enzimleri (lipaz, amilaz, selülaz, proteaz, 

kitinaz, pektinaz) üretme yeteneklerinin araştırılması amaçlanmıştır. Yüksek enzim 

aktivitesi gösteren Bacillus izolatları fizyolojik, biyokimyasal ve moleküler analizleri 

yapılarak tanımlanmıştır. 
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2. MATERYAL VE METOT 
 

2.1. Örneklerinin Toplanması 
 

Çalışma için kullanılacak olan fındık örnekleri Trabzon ve Giresun illerinden 

toplandı. Farklı lokasyonlardan toplanan fındık örneklerinin her birine bir numara 

verildi. 

 

2.2. Bacillus İzolasyonu 

 

Her bir lokasyondan toplanan fındıklardan 10’ar adet alınarak 250 ml’lik 

beherlere konuldu. Üzerlerine 5 ml nutrient broth eklendi ve karıştırıldı. Her bir 

beherden deney tüplerine 3 ml Nutrient Broth (NB) alınarak 30°C de 2 saat 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyondan sonra 65°C de yarım saat bekletildi. Her bir 

tüpten 200 µl alınarak Nutrient Agar (NA) besiyerine yayma ekimleri yapıldı. 

30°C’lik etüvde 1 gece inkübasyona bırakıldı. 

 

2.3. Saf Kültürlerin Olu şturulması 

 

Yayma ekim sonuçları incelendi. Her bir petriden rastgele 5 koloni seçilerek  

nutrient agar besiyerine çizgi ekimleri yapıldı. 30°C’lik etüvde 1 gece inkübasyona 

bırakıldı.   

 

2.4. Stokların hazırlanması 

 

Stoklama işlemi ise Luria Bertani (LB) sıvı besiyerine ekilmiş taze kültürler 

sonraki çalışmalarda kullanılmak üzere %20’lik steril gliserol içerisinde -20°C’lerde 

muhafaza edilmiştir. 
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2.5. İzolatların Çeşitli Boyama Yöntemleri İle Morfolojik Özelliklerinin 

Belirlenmesi 

 

2.5.1. Gram Boyama 

 

Gram boyama, bakterilerin hücre duvarının içeriği hakkında bilgi veren bir 

boyamadır. Gram negatif olarak boyanan bakterilerin hücre duvarındaki 

peptidoglukan tabakaları incedir. Gram pozitif olarak boyananlar ise kalın bir 

peptidoglukan tabakasına sahiptir. Bu yüzden farklı renkte boyanırlar. Boyamada 

çeşitlili ği bu unsur sağlar. 

 

Gram boyama için genç kültürlerden (24 saatten az) smear hazırlandı. 60 

saniye kadar kristal viyole ile muamele edildikten sonra saf su ile boya yıkandı. 60 

saniye kadar lugol ile muamele edildi ve saf suyla yıkama işlemi yapıldı. Aseton 

alkol ile 20 saniye kadar yıkama işlemi yapıldı. Son olarak safranin 30-60 saniye 

kadar uygulandı. Son kez saf su ile yıkanarak mikroskop altında incelendi ve mor 

renkli bakteriler Gram pozitif olarak değerlendirildi. 

 

2.5.2. Spor Boyama 

 

Endospor, bazı bakterilerin uygun olmayan hayat şartlarında oluşturdukları, 

çoğu dış etkiye dayanıklı olan yapılardır. İzolatların endospor oluşturup 

oluşturmadığı ve endospor hücre içindeki pozisyonunun belirlenmesi amacıyla yaşlı 

kültürler (2-5 günlük) kullanıldı. Kültürlerden smear yapıldıktan sonra sporları 

gözlemek için Coomassie Brilliant Blue kullanıldı. Coomassie Brilliant Blue boyası 

smear üzerine damlatılarak 3-4 dakika bekletildi ve saf suyla yıkanarak mikroskopta 

spor şekilleri incelendi. 
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2.6. İzolatların Bazı Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi 
 

2.6.1. Lipaz Aktivitesi 

 

 Tween 20, Tween 80 ve Tribütirin agar besiyerlerine her bir izolattan nokta 

ekimler yapıldı ve 30°C de 3 gün inkübe edildi. Tween 20 ve Tween 80 besiyeride 

kolonilerin etrafında kristal yapılar gözlenmesi ve tribütirin besiyerinde ise şeffaf 

zonların oluşması pozitif sonuç olarak değerlendirildi.  

 

Tween 20, Tween 80 ve Tribütirin Besiyerleri;  %1 Tripton, %0,5 Maya 

ekstraktı, %0,5 NaCl, %0,01 CaCl2.2H2O (pH 7.2), 100 ml dH2O, %1 oranında da 

istenilen besiyeriye göre Tween 20, Tween 80 ve Tributirin içermektedir. 

 

Aktivite gösteren bakteriler daha sonraki aşamada Rhodamin B besiyerine 

ekildi ve 1 gece 30°C de inkübe edildi. Transilluminatorde Ultra viole (UV) ışık 

altında (365 nm) bakıldığında besiyeride koloniler çevresinde turuncu renkli yapılar 

gözlenmesi lipaz aktivitesini belirtir  (Kugiyama,  1980).  

 

Rhodamin B besiyeri; 10 ml Rhodamin B boyası (1mg/ml), 8g Nutrient broth, 

4g NaCl, 16g Agar, 25ml zeytinyağı ve 1L dH2O içermektedir. 

 

2.6.2. Amilaz Aktivitesi 

 

Amilaz aktivitesi için nişasta agar besiyerine nokta ekimler yapıldı. 30°C de 1 

gece inkübe edildi. Büyüme gözlendikten sonra koloniler üzerine iyot solüsyonu (I2= 

1g, KI=2g /300ml) damlatıldı ve seffaf zonlara bakılarak amilaz aktivitesi belirlendi 

(Sambrook ve Russell, 2001; Çoşkun, 2010).  

 

Amilaz besiyeri; 10g Tripton, 5g Maya Ekstraktı, 10g NaCl, 15g Agar, 5g 

Nişasta ve 1L dH2O içermektedir. 
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2.6.3. Kitinaz Aktivitesi 

 

Kitinaz aktivitesi için kitin besiyerine nokta ekimler yapıldı ve 10 gün 30°C 

de inkübasyona bırakıldı. Kitinaz aktivitesi besiyeride seffaf zon oluşumu ile 

gözlemlendi (Roberts ve Selitrennikoff, 1988; Okay, 2005).  

 

Kitinaz besiyeri için 100 mg kolloidal kitin 20 ml dH2O çözündükten sonra 

1.6 g NB, 2 g agar ve 80 ml dH2O içeren karışıma ilave edildi. 

 

2.6.4. Selülaz Aktivitesi 

 

Selülaz aktivitesi için karboksimetilselülaz (CMC) içeren besiyeri kullanıldı. 

Selülaz besiyerine nokta ekimler yapıldı ve 1 gece 30° de inkübe edildi. Büyüme 

gözlendikten sonra besiyerini kaplayacak şekilde kongo kırmızısı eklendi. 15 dakika 

bekledikten sonra boya döküldü. Tekrar besiyeri üzerine 1 M NaCl eklendi ve 15 

dakika bekletildi ve selülaz aktivitesi kırmızı ortamda sarı zon oluşumuyla 

gözlemlendi (Sambrook ve Russell, 2001; Çoşkun, 2010).  

 

Selülaz besiyeri; 10g Tripton, 5g Maya Ekstraktı, 10g NaCl, 15g Agar, 1g 

CMC ve 1L dH2O içermektedir. 

 

2.6.5. Pektinaz Aktivitesi 

 

Pektinaz varlığını araştırmak için aşağıdaki besiyerleri kullanıldı. 30 ºC’de   

3-4 günlük inkübasyon sonucunda hazırlanan 1% (w/v) 

cetyltrimethylammoniumbromide (CTAB) solüsyonu oluşan koloniler üzerine 

döküldü. Oda sıcaklığında 10 dak. bekletikten sonra kolonilerin etrafında açık zon 

oluşumu bakterilerin pektinaz ürettiğini gösterir (Kobayashit ve ark.,1999; Altan, 

2004). Pektinaz besiyeri için iki metot kullanıldı.  

 

Birinci metot; 1g Maya ekstraktı, 2g Amonyumsülfat, 6g Na2HPO4, 3g 

KH2PO4, 5g Pektin (Casein) ve 20g Agar içermektedir.  
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İkinci metot;  1g Amonyum sülfat, 6g Na2HPO4,  3g KH2PO4, 5g 

Polygalacturonicacid ve 20g Agar içermektedir.    

 

2.6.6. Proteaz Aktivitesi 

 

Bacillus suşlarında proteaz aktivitesini araştırmak için jelatin içeren besiyeri 

kullanıldı. Besiyerilerine ekilen Bacillus’lar 30°C’de iki gün inkübe edildikten sonra 

bakterilerin etrafında tespit edilen zonlar proteaz aktivitesi için pozitif sonuçtur 

(Josephine ve ark., 2012).  

 

Proteaz besiyeri; 2g K2HPO4, 1g glukoz, 5g pepton, 15g agar, 15g jelatin ve 

1L H2O içermektedir. 

          

2.7.  Yüksek Enzim Aktivitesi Gösteren Bakterilerin Tanımlanmaları 

 

2.7.1. VİTEK 2 Sistemiyle Biyokimyasal Özelliklerinin Belirlenmesi 

 

İzolatlar nutrient agara ekim yapılarak bir günlük inkübasyon sonrası 

biyokimyasal özelliklerinin belirlenmesi amacıyla Giresun İl Kontrol Laboratuarı 

Mikrobiyoloji Analiz Birimi’nde bulunan VİTEK 2 cihazı kullanıldı. 

 

VİTEK 2 sisteminde (bioMe´rieux) flurosan temelli bir teknolojiyi 

kullanmaktadır. Sistemde sıvı dilüsyon bazlı Gram pozitif, Gram negatif, maya ve 

küf gibi organizmaların tanımlanmalarını sağlayan 64 tane kuyucuklu kartlar 

kullanılmaktadır (Verweij ve ark., 1999; Pincus, 2002). 

 

 Kültür sistemi bu plastik kartlardır. Test edilecek bakteri süspansiyonu, 

kapiller yoluyla kuyucuklara geçer ve kuyucuklardaki kimyasal ajanlar ile rehidrate 

olur. Kısa sürede üreyen bakterilerin bulanıklık oluşturması, besiyerinde 

türbidimetrik olarak ölçülür. Üremenin lineer regresyon analizi ve algoritmalar ile 

minimal inhibisyon konsantrasyonu belirlenir. 
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2.7.2. İzolatların Fizyolojik Özelliklerinin Belirlenmesi 

 

2.7.2.1. Optimum Büyüme Sıcaklıklarının Saptanması 

 

İzolatların büyüme sıcaklıklarının belirlenmesi amacıyla Triptic Soy Broth 

(TSB) besiyerine ekim yapıldı. Her bir örnek 25°C, 30°C, 40°C ve 50°C’ye ayarlı su 

banyolarında 16-24 saat inkübe edildikten sonra spektrofotometrede (OD 600 nm’de) 

ölçümleri yapıldı. Bu sayede izolatların maksimum ve minimum büyüme sıcaklıkları 

belirlendi. 

 

2.7.2.2. Optimum Büyüme pH Aralıklarının Saptanması 

 

İzolatların büyüyebildiği pH aralıklarının belirlenmesi için değişik pH 

değerlerine ( 5, 6, 7, 8, 9) sahip TSB besiyerine inoküle edildi. Her bir izolat 

maksimum büyüme sıcaklığında 24 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrası 

spektrofotometrede (OD 600 nm’de) ölçümler yapılarak izolatların maksimum ve 

minimum büyüyebileceği pH değerleri tespit edildi. 

 

2.7.2.3. NaCl İhtiyacının Belirlenmesi 

 

İzolatların NaCl ihtiyaçlarının belirlenmesi amacıyla %2, %5, %7 ve %9 

oranlarında NaCl eklenmiş TSB besiyerleri hazırlandı. Bu besiyerlerinden 4’er ml 

deney tüplerine alınarak her bir izolattan ekim yapıldı. 1 gün boyunca uygun 

sıcaklığa ayarlı etüvde inkübe edildi. İnkübasyon sonrası spektrofotometrede (OD 

600 nm’de) ölçümler yapılarak izolatların hangi oranda tuzu tolere edebildiklerine 

belirlendi. 

 

2.7.3. İzolatların Moleküler Özelliklerinin Belirlenmesi 

 

2.7.3.1. Genomik DNA İzolasyonu 

 

Genomik DNA’nın izolasyonu, Sambrook ve arkadaşları (1989) tarafından 

açıklanan yönteme göre yapılmıştır. Çalışmada kullanılan izolatlar NB besiyerinde 
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30°C'de bir gece inkübe edilerek üretilmiştir. Elde edilen sıvı kültür iki kez oda 

sıcaklığında 13000 rpm’de 3 dakika santrifüj edilerek çöktürülmüştür. Süpernatant 

kısmı dökülerek pelletin üzerine, 500 µl TE tamponu (10 mM Tris-HCl; 1 mM 

EDTA, pH 8) ilave edilmiş ve pellet çözülmüştür. Daha sonra her bir tüpe 10 µg 

lizozim ilave edilerek vortekslenmiş ve 37°C’de 1 saat bekletilmiştir. Hücrelerdeki 

proteinlerin parçalanması için, 50 µl %10’luk SDS eklenerek 37°C'de 30 dakika 

bekletilmiştir. Bu süre sonunda, tüpe 3 M’lık 0,1 hacim 55 µl sodyum asetat (pH 5,2) 

eklenerek 65°C'de 30 dakika bekletilmiştir. Üzerine 500 µl fenol:kloroform:izoamil 

alkol (25:24:1) ilave edilmiş ve 4 dakika 13000 rpm’ de santrifüj edilmiştir. Tüpün 

üst kısmındaki sıvı alınıp temiz tüpe bırakılmıştır. Bu tüpe tekrar 500 µl kloroform 

eklenmiş ve alt-üst edilerek 13000 rpm’de tekrar 4 dakika santrifüj edilmiştir. Bu 

işlem iki kez tekrarlandıktan sonra üst sıvı kısım yeni tüpe alınmıştır. Bu sıvı kısma 

0,1 hacim (55 µl) 3 M sodyum asetat ve 2 hacim (1000 µl) %96’lık etanol ilave 

edilmiş ve -20 °C'de 45 dakika bekletilmiştir. Daha sonra 13000 rpm’de 15 dakika 

santrifüj edilmiş ve üst kısımdaki sıvı boşaltılmıştır. Kalan peltenin üzerine 500 µl 

%70’lik etanol ilave edilerek tekrar 13000 rpm’de 2 dakika santrifüj edilmiştir. Üst 

kısımdaki sıvı dökülerek pellet açık havada kurutulmuştur. Elde edilen DNA pelleti, 

50-100 µl TE tamponun’da çözülmüş, agaroz jelde yürütülerek kontrol edilmiş ve 

4°C’de muhafaza edilmiştir.  

 

2.7.3.2. PCR Yöntemiyle 16S rRNA Çoğaltılması 

 

İzole edilen DNA’ların 16S rRNA gen analizi yapılabilmesi için aşağıdaki 

primerler kullanılmıştır.   

 

Forward, 5’–ATT CTA GAG TTT GAT CAT GGC TCA–3’;  

Reverse, 5’–ATG GTA CCG TGT GAC GGG CGG TGT GTA–3’. 

 

Elimizdeki izolatların 16S rRNA gen analizlerinin yapılabilmesi için 

yukarıdaki primerler kullanılarak PCR reaksiyonu yapıldı. Reaksiyon 50 µl’lik 

hacimde gerçekleştirildi. PCR tüpüne, 2,5 ünite Go Taq DNA polimeraz, 10 µl 5x 
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PCR tamponu (10mM Tris-HCl, pH 8,3), 3 µl 2,5 mM MgCl2, 1,5 µl 1 mM ileri 

primeri, 1,5 µl 1 mM geri primeri, 1 µl 10 mM dNTP’den ve 2 µl genomik DNA 

bırakılarak steril dH2O ile 50 µl’ye tamamlandı.  

 

PCR şartları 95°C’de 2 dakikalık denatürasyondan sonra 35 döngü 95°C’de 1 

dakika, 55°C’de 1 dakika ve 72°C’de 2 dakika şeklinde gerçekleştirilmi ştir (Riffard 

ve ark., 1998). PCR reaksiyonu, 10 mg/ml EtBr ihtiva eden %1’lik agaroz jelde 

80V’da 45 dakika yürütülerek, jel görüntüleme sistemi ile görüntülenmiştir. 

 

Elde edilen PCR ürünleri ilgili firmaya (Macrogen, Hollanda) gönderilerek 

sekansları gerçekleştirildi. Sekans sonucunda elde edilen 16S rRNA genleri NCBI 

gen bankasında bulunan diğer 16S rRNA genleri ile Blast (basic local alignment 

search tool) programı kullanılarak karşılaştırması yapıldı.  
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3. ARAŞTIRMA BULGULARI 
 

 Bu çalışmada Trabzon ve Giresun illerinin 9 farklı lokasyondan toplanan 

fındık örneklerinden 115 bakteri örneği izole edildi. Bu örnekler Gram boyama 

sonucu 29 izolatın Bacillus olduğu belirlendi (Şekil 3.1). Koloni morfolojisi stereo 

mikroskop altında incelendi (Tablo 3.1). 

 

 

Şekil 3.1. Gram pozitif Bacillus’un görünümü 
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Tablo 3.1. İzolatların morfolojik özellikleri  

 

 

 

 

 

 
İzolatlar 

 

 
Bölge 

 
Koloni 
Rengi 

 
Koloni  Şekli 

 
Bakteri  
Şekli  

 
Gram 

Boyama 

 
Spor  

 
F1 

 
Giresun 
 

 
Beyaz 

 
Pürüzlü dış hat şekilsiz 
yuvarlak 

 
Streptobasil 

 
+ 

 
Merkezi 

F2 Giresun Beyaz Dış hat şekilsiz 
yuvarlak 

Basil + Terminal 

F4 Giresun Beyaz Merkez koyu yuvarlak 
 

Streptobasil + Terminal 

F8 Giresun Beyaz Dış hat koyu yuvarlak 
 

Streptobasil + Terminal 

F9 Beşikdüzü Saydam Şekilsiz mukus benzeri 
 

Streptobasil + Terminal 

F10 Düzköy Beyaz Merkezi koyu dış hat 
dumansı yuvarlak 

Streptobasil + Terminal 

F11 Düzköy Beyaz Merkez koyu yuvarlak 
 

Basil 
 

+ Merkezi 

F12 Düzköy Beyaz Pürüzlü dış hat koyu 
 

Streptobasil + Merkezi  

F13 Düzköy Beyaz Merkezde koyu halka 
yuvarlak 

Basil + Merkezi 

F14 Düzköy Beyaz Merkezde koyu halka 
yuvarlak 

Streptobasil + Merkezi 

F15 Düzköy Beyaz Dışhat koyu yuvarlak 
 

Basil + Terminal 

F16 Akçaabat Beyaz Dış hat şekilsiz 
 

Streptobasil + Merkezi 

F17 Akçaabat Beyaz 
 

Yuvarlak 
 

Streptobasil + Merkezi 

F18 Akçaabat Saydam 
 

Yuvarlak 
 

Basil + Terminal 

F20 Akçaabat Beyaz 
 

Yuvarlak 
 

Streptobasil + Subterminal 

F22 Trabzon Beyaz 
 

Dış hattı koyu yuvarlak Basil + Terminal 

F23 Trabzon Saydam 
 

Yuvarlak 
 

Basil + Merkezi 

F24 Trabzon Beyaz 
 

Merkez koyu yuvarlak Basil + Terminal 

F25 Yomra Beyaz 
 

Merkez koyu yuvarlak Basil + Terminal 

F27 Pelitli Sarı 
 

Merkez koyu yuvarlak Basil + Terminal 

F28 Pelitli Beyaz 
 

Dış hat şekilsiz 
 

Basil + Merkezi 

F29 Pelitli Beyaz 
 

Yuvarlak Basil + Merkezi 

F30 Pelitli Kırmızı 
 

Yuvarlak Basil + Subterminal 
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Tablo 3.1. (devam) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
İzolatlar 

 

 
Bölge 

 
Koloni 
Rengi 

 
Koloni  Şekli 

 
Bakteri  
Şekli  

 
Gram 

Boyama 

 
Spor  

       
F32 Pelitli Sarı 

 
Yuvarlak Basil + Merkezi 

F34 Köprübaşı Beyaz 
 

Yuvarlak Basil + Merkezi 

F35 Köprübaşı Beyaz 
 

Pürüzlü yuvarlak Streptobasil + Merkezi 

F36 Köprübaşı Beyaz 
 

Pürüzlü şekilsiz Basil + Terminal 

F38 Görele Beyaz 
 

Parlak yuvarlak Streptobasil + Merkezi 

F39 Görele  Beyaz 
 

Dış hat açık renk 
yuvarlak 

Basil + Terminal 
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3.1. Enzim Aktiviteleri 
 

 İzole edilen 29 Bacillus sp. suşlarının lipaz, amilaz, selülaz, kitinaz, pektinaz 

ve proteaz aktivitelerine bakıldı. İzolatların 6 tanesinde amilaz, 9 tanesinde selülaz, 3 

tanesinde kitinaz ve 5 tanesinde de proteaz aktivitesi görülürken lipaz ve pektinaz 

aktivitesi hiç birinde görülmedi (Şekil 3.2; Tablo 3.2, 3.3).  

 

 

 

Şekil 3.2. İzolatların enzim aktivitelerinin kantitatif olarak görünümleri. 

                (a) Tween 20 besiyerinde kristal yapıların görünümü;  

                (b) Amilaz aktivitesi; (c) Selülaz aktivitesi;  

                (d) Proteaz aktivitesi; (e) Kitinaz aktivitesi;  

                (f) Tribütirin aktivitesi 
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Tablo 3.2. İzolatların lipaz aktivitesi sonuçları 

 

 

 

 
 
 

İZOLATLAR 
 

                                   
LİPAZ 

 
TWEEN 20 

 
TWEEN 80 

 
TRİBÜTİRİN 

 
RHODAM İN B 

 
F1 
 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

F2 
 

++ + - - 

F4 
 

 - - - 

F8 
 

+ - - - 

F9 
 

- - - - 

F10 
 

- - - - 

F11 
 

+ - - - 

F12 
 

- - - - 

F13 
 

- - - - 

F14 
 

- - - - 

F15 
 

- - - - 

F16 
 

++ - - - 

F17 
 

+ - - - 

F18 
 

+ ++ - + 

F20 
 

- - - - 

F22 
 

- - - - 

F23 
 

+++ + - - 

F24 
 

- - - - 

F25 
 

- - - - 

F27 
 

- - - - 

F28 
 

+ - - - 

F29 
 

++ - - - 

F30 
 

++ - - - 
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Tablo 3.2. (devam) 

(+):Düşük aktivite; (++): İyi aktivite; (+++): Yüksek aktivite, (-): Aktivite yok 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

İZOLATLAR 
 

                                   
LİPAZ 

 
TWEEN 20 

 
TWEEN 80 

 
TRİBÜTİRİN 

 
RHODAM İN B 

 
F32 

 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

F34 
 

- - - - 

F35 
 

+ - - - 

F36 
 

++ + - - 

F38 
 

- - - - 

F39 
 

- - - - 
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Tablo 3.3. İzolatların enzim aktivitesi sonuçları 

 

 

 

 

 

 

 
İZOLATLAR 

 
AM İLAZ 

 
SELÜLAZ 

 
KİTİNAZ 

 
PROTEAZ 

 
PEKTİNAZ 

 
F1 
 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

F2 
 

- +++ + + - 

F4 
 

- - - - - 

F8 
 

- - - - - 

F9 
 

- - - + - 

F10 
 

+ - - - - 

F11 
 

- - - - - 

F12 
 

- - - - - 

F13 
 

- ++ - - - 

F14 
 

- - - - - 

F15 
 

- ++ - - - 

F16 
 

+++ +++ + + - 

F17 
 

 - - - - 

F18 
 

+ - - - - 

F20 
 

- - - - - 

F22 
 

- - - - - 

F23 
 

- + + - - 

F24 
 

- - - - - 

F25 
 

- - - - - 

F27 
 

- - - - - 

F28 
 

+++ + - + - 

F29 
 

- ++ - - - 

F30 
 

+ +++ - - - 
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Tablo 3.3. (devam) 

(+):Düşük aktivite; (++): İyi aktivite; (+++): Yüksek aktivite, (-): Aktivite yok 

 

 

3.2. VITEK 2 Sistemiyle Biyokimyasal Özelliklerinin Belirlenmesi 
 

İzolatların biyokimyasal özelliklerini tespit etmek ve tanımlama yapabilmek 

için VITEK 2 sistemi kullanılmıştır. Yüksek enzim aktivitesi gösteren izolatların 

biyokimyasal özellikleri Tablo 3.4’te verilmiştir. 

 

Tablo 3.4. İzolatların biyokimyasal test sonuçları 
 

  İZOLATLAR 

TESTLER  2 16 28 30 36 

BETA-XYLOSIDASE            + + + + - 

L-lysin-ARYLAMIDASE      - - - - - 

L-aspartat-ARYLAMIDASE      - - - - - 

Leucin-ARYLAMIDASE      - - - - + 

Fenylalanin-ARYLAMIDASE      - - - - (+) 

L-prolin-ARYLAMIDASE      - - - - - 

BETA-GALACTOSIDASE   (+) + + - + 

L-pyrrolidonyl-ARYLAMIDASE      - - - + + 

ALFA-GALACTOSIDASE      - - + + + 

 

 

 
İZOLATLAR 

 
AM İLAZ 

 
SELÜLAZ 

 
KİTİNAZ 

 
PROTEAZ 

 
PEKTİNAZ 

 
F32 

 

 
- 

 
- 

 
- 

 
+ 

 
- 

F34 
 

+ - - - - 

F35 
 

- - - - - 

F36 
 

- +++ - - - 

F38 
 

- - - - - 

F39 
 

- - - - - 
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Tablo 3.4. (devam) 
 

 İZOLATLAR 

TESTLER  2 16 28 30 36 

Alanin-ARYLAMIDASE      - - + - (-) 

Tyrosin-ARYLAMIDASE      - - (+) + + 

BETA-N-ACETYLGLUCOSAMINIDASE      - - (+) - + 

Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE      + + + (+) + 

CYCLODEXTRIN     - - - - + 

D-GALACTOSE     - - - - - 

GLYCOGEN       - - - - (+) 

myo-INOSITOL        + + + + - 

METHYL-A-D-GLUCOPYRANOSID-
acidifikation   + + - - + 

ELLMAN  - - - - + 

METHYL-D-XYLOSID  - - - - - 

ALFA-MANNOSIDASE   + + + - - 

MALTOTRIOSE   + - - (+) + 

Glycin-ARYLAMIDASE   - - - - - 

D-MANNITOL     + + + + + 

D-MANNOSE     + + + + + 

D-MELEZITOSE                                          - - - + - 

N-ACETYL-D-GLUCOSAMIN       + - - + - 

PALATINOSE        - - - - + 

L-RHAMNOSE       - - - + - 

BETA-GLUCOSIDASE       + + + + + 

BETA-MANNOSIDASE        - - - - - 

FOSFORYLCHOLIN      - - - - - 

PYRUVAT  PVATE   (+) (+) + - + 

ALFA-GLUCOSIDASE      - - - - - 

D-TAGATOSE        + + + - + 

D-TREHALOSE        (+) (+) + - + 

INULIN         + + + + + 

D-GLUKOSE        - - - + + 

D-RIBOSE       (-) - - + + 

PUTRESCIN-assimilation      - - - - - 

VÆKST I 6,5% NaCl   + + + - + 

KANAMYCIN-RESISTENS                  - - - - - 

OLEANDOMYCIN-RESISTENS   + + + + + 

AESKULIN-hydrolyse   + + + + + 

TETRAZOLIUM-RØD     + + + - (+) 

POLYMYXIN  - - - - - 

+: pozitif; -: negatif; (+): pozitife yakın; (-): negatife yakın 
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3.3. Optimum Büyüme Sıcaklıklarının Saptanması 

 

 Elde edilen enzim aktivitesi sonuçlarına göre yüksek aktivite gösteren 5 

Bacillus sp. suşu üzerinde 25°C, 30 °C, 40°C ve 50°C deki sıcaklıklarda büyüme 

sonuçları Tablo 3.5’te verilmiştir. 

 

Tablo 3.5. İzolatların büyümeleri üzerine sıcaklığın etkisi 
 

 

 

 

 

 

 

(+):Büyüme var; (++): Optimum büyüme; (ZB): Zayıf büyüme, (-):Büyüme yok 

 

3.4. Optimum Büyüme pH Aralıklarının Saptanması 

 

 İzolatların optimum büyüme sıcaklıklarına göre pH değerleri 5, 6, 7, 8 ve 9 

olarak ayarlanan TSB besiyerindeki büyüme sonuçları Tablo 3.6’da verilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 
İZOLAT NO 

 
20°C 

 
30°C 

 
40°C 

 
50°C 

 
F2 
 

 
- 

 
+ 

 
++ 

 
ZB 

F16 
 

+ ++ ZB ZB 

F28 
 

+ ++ + ZB 

F30 
 

- + ++ ++ 

F36 
 

+ ++ ZB - 
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Tablo 3.6. İzolatların büyümeleri üzerine pH etkisi 
 

 

 

 

 

 

 

(+):Büyüme var; (++): Optimum büyüme; (ZB): Zayıf büyüme, (-):Büyüme yok 

 

3.5. NaCl İhtiyacı 

 

 İzolatların optimum büyüme sıcaklıklarına göre tuzluluk oranları %2, %5, %7 

ve %9 olarak ayarlanan TSB besiyerindeki büyüme sonuçları Tablo 3.7’de 

verilmiştir. 

 

Tablo 3.7. İzolatların büyümeleri üzerine NaCl etkisi 
 

 

 

 

 

 

 

(+): Büyüme var; (++): Optimum büyüme; (ZB): Zayıf büyüme, (-):Büyüme yok 

 
İZOLAT NO 

 
pH 5 

 
pH 6 

 
pH 7 

 
pH 8 

 
pH 9 

 
F2 
 

 
- 

 
ZB 

 
ZB 

 
ZB 

 
- 

F16 
 

- + + ++ + 

F28 
 

- + + + + 

F30 
 

- - + + + 

F36 
 

ZB + + ++ ++ 

 
İZOLAT NO 

 
%2 NaCl 

 
%5 NaCl 

 
%7 NaCl 

 
%9 NaCl 

 
F2 
 

 
ZB 

 
- 

 
- 

 
- 

F16 
 

++ + + + 

F28 
 

++ + ZB ZB 

F30 
 

++ + - - 

F36 
 

++ ++ + + 
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3.6. İzolatların Moleküler Tanımlanması 

 

3.6.1. İzolatların 16S rRNA Analizleri 

 

İzolatların 16S rRNA primerleri kullanılarak yapılan PCR sonucunda 

yaklaşık 1400 bp’lik bantlar elde edilmiştir (Şekil 3.3).  

 

 

 

Şekil 3.3. İzolatların 16S rRNA ürünlerinin  %1’lik agaroz jelde görünümü  
 

İzolatların çoğaltılan 16S rRNA’larının sekansları NCBI gen bankasında 

karşılaştırıldıktan sonra  benzediği bakteriler tablo 3.8’de verilmiştir. 

 

 

 

 



39  
 

Tablo 3.8. İzolatların 16S rRNA Dizilerine Göre Türlerinin Tayinleri 
 

İzolat No Kayıt No 16S rRNA Dizisine Göre En Fazla Benzediği Bakteri % 
F2 JX293284 Bacillus pumilus strain D51 99 

F2 KC414717                Bacillus altitudinis strain KUDC1738 99 

F2 KC414715                Bacillus aerophilus strain KUDC1736 99 

F2 HQ625386 Bacillus safensis strain RRLKE1 98 

F2 JX680136 Bacillus stratosphericus strain MCCC 1A00009 98 

F16 JN210909 Bacillus pumilus strain WS31 99 

F16 KC414720 Bacillus aerophilus strain KUDC1741 99 

F16 KC414710                Bacillus altitudinis strain KUDC1731 99 

F16 JX094180 Bacillus safensis strain E3-2 99 

F16 JX680075 Bacillus stratosphericus strain MCCC 1A00440 99 

F28 JF411308                Bacillus safensis strain KM8 99 

F28 JF746161 Bacillus pumilus strain SY28 99 

F28 KC414715    Bacillus aerophilus strain KUDC1736 99 

F28 KJ009497 Bacillus stratosphericus strain 2-Sj-3-3-3-M 99 

F28 KF535147 Bacillus altitudinis strain BAB-1830 98 

F28 HQ704705   Bacillus subtilis strain C301 98 

F30 KF944305 Bacillus infantis strain BW-02 98 

F30 HQ397586   Bacillus firmus strain BSCS3 98 

F30 NR_118438               Bacillus drentensis strain LMG 21831 98 

F36 KF933672 Bacillus pumilus strain HNS75 99 

F36 KJ716453     Bacillus altitudinis strain VIT-JPAN 99 

F36 KJ575038 Bacillus aerophilus strain NIOT-Ch-27 99 

F36 KF668462                Bacillus stratosphericus strain IHB B 6832 99 

F36 JQ283971   Paenibacillus polymyxa strain SF-19 99 
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4. TARTI ŞMA VE SONUÇ 
 

Endüstriyel alanda kullanılan enzimlerin yaklaşık %90’ı 

mikroorganizmalardan üretilmektedir (Rao ve ark., 1998; Wolfgang, 2004). 

Mikroorganizma kaynaklı enzimler; katalitik aktivitelerinin yüksek olması, 

istenmeyen yan ürün oluşturmamaları, daha stabil ve daha ucuz olmaları, ekstrem 

koşullarda çalışabilmeleri, büyük boyutlarda ve yüksek saflıkta elde edilmesi gibi 

avantajlara sahip olmasından dolayı tercih edilmektedirler. Bu enzimler ekstrem 

sıcaklık, tuz ve pH değerlerinde çok yüksek düzeyde aktivite gösterebilmektedirler 

(Horikoshi, 1999). Sentezlenen enzimler gıda, tekstil, ekmek üretimi, deterjan, çeşitli 

içecekler, deri işletmeleri, biyoremediasyon, yenilenebilir enerji kaynaklarından 

alkol üretimi, kozmetik, kiral bileşiklerin sentezi gibi kimya ve farmasötik alanınında 

dahil olduğu çok yaygın bir kullanım alanı bulmuşlardır (Niehaus ve ark., 1999). 

 

Endüstride yaygın şekilde kullanılan enzimler arasında Bacillus cinsine ait tür 

ve alttürleri tarafından sentezlenen ondan fazla enzim vardır. Bacillus sp. suşları, 

proteolitik enzimler ve karbohidratazların önemli bir kaynağını oluşturmaktadırlar.  

(Aygan, 2008). Bacillus türleri çeşitli kompleks substratlara karşı aktivite gösteren 

çok sayıda ve çeşitli hidrolitik enzimler üretmekte ve salgılamaktadırlar. Bu nedenle 

Bacillus cinsindeki organizmalar, endüstriyel amilaz, selülaz, proteaz gibi enzimlerin 

üretiminde yaygın şekilde kullanılmaktadırlar (Uhlig, 1998). 

 

 Bu çalışmada fındıktan 29 Bacillus sp. suşu izole edilmiştir. Bu izolatların 

lipaz, amilaz, selülaz, proteaz, kitinaz ve pektinaz aktivitelerine bakıldı. Beş Bacillus 

sp. suşunda yüksek enzim aktivitesi belirlendi.  

 

 F2 izolatı Gram pozitif, beyaz renkli ve yuvarlak kolonilere sahip olduğu 

gözlemlendi. Bu bakteri Tween 20, Tween 80 agar besiyerlerinde aktivite göstermiş 

fakat Rhodamin B agar besiyeride aktivite göstermemiştir. Bu sonuca göre lipaz 

aktivitesi sahip olmadığı tespit edildi. Ancak bu bakteride kitinaz, proteaz ve yüksek 

selülaz aktivitesi olduğu belirlendi. Sıcaklık deneyinde 30-50°C aralığında 

büyüdüğü, optimum büyüme sıcaklığının 40°C olduğu tespit edildi. Tuzluluk 

toleransının %2, pH büyüme aralığının 6-8 olduğu saptandı. Sekans sonuçlarına göre 
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F2 numaralı izolat %99 oranlarında Bacillus pumilus, B. altitudinis, B. aerophilus ve 

%98 oranında B. safensis, B. stratosphericus olarak belirlenmiştir. Shivaji ve 

arkadaşlarının 2006 yılında yüksek rakımlarda hava örnekleri toplamak için 

kullanılan kriyojenik tüplerden B. aerius, B. aerophilus, B. stratosphericus ve B. 

altitudinis izolasyonu adlı makalesinde B. altitudinis’in Gram pozitif, beyaz renkte 

yuvarlak kolonili, lipaz aktivitesinin negatif, büyüme sıcaklığının 8-45°C, tuzluluk 

toleransının %2, büyüyebileceği pH aralığının 5-8 olduğunu belirtmişlerdir. Ayrıca 

biyokimyasal özelliklerinden myo-inositol, N-acetyl-D-glucosamin, inulin 

aktivitelerinin de benzer olduğu görülmüştür. Morfolojik özellikler ve VITEK 2 

sistemiyle belirlenen biyokimyasal testler ile 16S rRNA sonuçlarına göre F2 

numaralı izolatın B. altitudinis bir suşu olabileceğine karar verildi. 

 

F16 suşu Gram pozitif, beyaz renkli ve şekilsiz kolonilere sahip olduğu 

gözlemlendi. Bu bakteri Tween 20 agar besiyerinde aktivite göstermiş fakat 

Rhodamin B agar besiyeride aktivite göstermemiştir. Bu sonuca göre lipaz aktivitesi 

olmadığı tespit edildi. Ancak bu bakteride kitinaz, proteaz, yüksek selülaz ve amilaz 

aktivitesi olduğu belirlendi. Sıcaklık deneyinde 20-50°C aralığında büyüdüğü, 

optimum büyüme sıcaklığının 30°C olduğu tespit edildi. Optimum tuzluluk 

toleransının %2-9, pH büyüme aralığının 6-9, optimum pH 8 olduğu saptandı. 

Sekans sonuçlarına göre F16 numaralı izolatın %99 oranlarında B. pumilus, B. 

aerophilus, B. altitudinis, B. safensis ve B. stratosphericus olarak belirlenmiştir. 

Masataka ve arkadaşlarının 2006 yılında uzay aracı ve montaj tesis yüzeylerinden B. 

safensis izolasyonu adlı yaptıkları çalışmada, B. safensis’in Gram pozitif, beyaz 

renkte şekilsiz kolonili, büyüme sıcaklığının 10-50°C, optimum büyüme sıcaklığı 30-

37°C, tuzluluk toleransının %10, büyüyebileceği pH aralığının 5-6 olduğunu 

belirtmişlerdir. Ayrıca biyokimyasal özelliklerinden Beta-Galactosidase, Beta-N-

Acetylglucosaminidase, D-Mannitol, D-Mannose, D-Melezitose, Beta-Glucosidase, 

Alfa-Glucosidase, D-Glukose aktivitelerinin de benzer olduğu görülmüştür. Bu 

sonuçlara dayanarak F16 numaralı izolatın B. safensis bakterisinin bir suşu olduğuna 

karar verildi. 

 

F28 suşu Gram pozitif, beyaz renkli ve şekilsiz kolonilere sahip olduğu 

gözlemlendi. Bu bakteri Tween 20 agar besiyerinde aktivite göstermiş fakat 
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Rhodamin B agar besiyeride aktivite göstermemiştir. Bu sonuca göre lipaz aktivitesi 

olmadığı tespit edildi. Ancak bu bakteride proteaz, selülaz ve yüksek amilaz 

aktivitesi olduğu belirlendi. Sıcaklık deneyinde 20-50°C aralığında büyüdüğü, 

optimum büyüme sıcaklığının 30°C olduğu tespit edildi. Optimum tuzluluk 

toleransının %2-9, pH büyüme aralığının 6-9 olduğu saptandı. Sekans sonuçlarına 

göre F28 numaralı izolatın %99 oranlarında B. pumilus, B. aerophilus, B. safensis, B. 

stratosphericus ve %98 oranlarında B. altitudinis, B. subtilis olarak belirlenmiştir. 

Masataka ve arkadaşlarının 2006 yılında uzay aracı ve montaj tesis yüzeylerinden B. 

safensis izolasyonu adlı yaptıkları çalışmada, B. safensis’in Gram pozitif, beyaz 

renkte şekilsiz kolonili, büyüme sıcaklığının 10-50°C, optimum büyüme sıcaklığı 30-

37°C, tuzluluk toleransının %10, büyüyebileceği pH aralığının 5-6 olduğunu 

belirtmişlerdir. Ayrıca biyokimyasal özelliklerinden Beta-Galactosidase, Beta-N-

Acetylglucosaminidase, D-Mannitol, D-Mannose, D-Melezitose, Beta-Glucosidase, 

Alfa-Glucosidase, D-Glukose aktivitelerinin de benzer olduğu görülmüştür. Aynı 

zamanda bu bakteri F16 numaralı izolat ile de benzerlik göstermektedir. Bu 

sonuçlara dayanarak F28 numaralı izolatın B. safensis bakterisinin bir suşu 

olabileceği düşünülmektedir. 

 

F30 suşu Gram pozitif, beyaz renkli kırmızımsı pigment üreten ve yuvarlak 

kolonilere sahip olduğu gözlemlendi. Bu bakteri Tween 20 agar besiyerinde aktivite 

göstermiş fakat Rhodamin B agar besiyeride aktivite göstermemiştir. Bu sonuca göre 

lipaz aktivitesi olmadığı tespit edildi. Ancak bu bakteride amilaz ve yüksek selülaz 

aktivitesi olduğu belirlendi. Sıcaklık deneyinde 30-50°C aralığında büyüdüğü, 

optimum büyüme sıcaklığının 30-40°C olduğu tespit edildi. Optimum tuzluluk 

toleransının %2, pH büyüme aralığının 7-9 olarak saptandı. Sekans sonuçlarına göre 

F30 numaralı izolatın %98 oranlarında B. infantis, B. firmus, B. drentensis; VITEK 2 

sonuçlarına göre %87 oranında B. coagulans olarak belirlenmiştir. Gordon ve 

arkadaşları 1977 yılında B. firmus ve B. lentus türlerini karşılaştırdıkları çalışmada, 

B. firmus’un Gram pozitif, pembe pigment üreten yuvarlak kolonili, optimum 

büyüme sıcaklığının 35°C ve tuzluluk toleransının %7 olduğunu belirtmişlerdir. 

Ayrıca biyokimyasal özelliklerinden glikoz ve mannitol aktivitelerinin aynı olduğu 

görülmüştür. Bu sonuçlara dayanarak F30 numaralı bakterinin B. firmus bakterisine 

benzer suş olduğu belirlendi.   



43  
 

 

F36 suşu Gram pozitif, beyaz renkli ve şekilsiz kolonilere sahip olduğu 

gözlemlendi. Bu bakteri Tween 20, Tween 80 agar besiyerinde aktivite göstermiş 

fakat Rhodamin B agar besiyeride aktivite göstermemiştir. Bu sonuca göre lipaz 

aktivitesi olmadığı tespit edildi. Ancak bu bakteride yüksek selülaz aktivitesi olduğu 

belirlendi. Sıcaklık deneyinde 20-40°C aralığında büyüdüğü, optimum büyüme 

sıcaklığının 30°C olduğu tespit edildi. Tuzluluk toleransının %2-9, pH büyüme 

aralığının 5-9, optimum pH aralığı 8-9 olarak saptandı. Sekans sonuçlarına göre F36 

numaralı izolatın %99 oranlarında B. pumilus,  B. altitudinis,  B. aerophilus,  B. 

stratosphericus ve %98 oranında P. Polymyxa; VITEK 2 sonuçlarına göre %85 

oranında B. licheniformis olarak belirlenmiştir. Shivaji ve arkadaşlarının 2006 yılında 

yüksek rakımlarda hava örnekleri toplamak için kullanılan kriyojenik tüplerden B. 

aerius, B. aerophilus, B. stratosphericus ve B. altitudinis izolasyonu adlı 

çalışmalarında, B. aerophilus’un Gram pozitif, beyaz renkte şekilsiz kolonili, 

büyüme sıcaklığının 8-37°C, tuzluluk toleransının %11.6, büyüyebileceği pH 

aralığının 6-10 olduğunu belirtmişlerdir. Ayrıca biyokimyasal özelliklerinden myo-

inositol, N-acetyl-D-glucosamin, inulin aktivitelerinin de benzer olduğu görülmüştür. 

Bu sonuçlara dayanarak F36 numaralı izolatın B. aerophilus olduğu belirlendi. 
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EKLER 

 

“F2” izolarına ait 16S rRNA’nın kısmi sekans dizisi 

 

GCGGTCACCTGGCGGCGTGCTATAATGCAAGTCGAGCGGAAGAAGGGAG

CTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCT

GCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAG

TTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTT

ACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACC

AAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGA

CTGAGACACGGCCCCAGATTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC

CGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGT

TTTCGGATCGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAAC

TGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGG

GCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGG

CTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAG

GAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGA

ACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGC

GAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT

AAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGC

TAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACT

CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT

CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCT

AGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTT

GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA

ACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGC

CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCC

TTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGC

GAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCG

CAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATC

AGCATGCCGTCTTGAATACGTGCTCCGGTTCATGGTCC 
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“F16” izolarına ait 16S rRNA’nın kısmi sekans dizisi 

 

GCCGTGCAGCTGGCGGCGTGCTATAATGCAAGTCGAGCGGACAGAAGGG

AGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAA

CCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGA

TAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCA

CTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCA

CCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG

GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT

CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGG

TTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAA

CTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG

CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG

GGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCG

GCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGA

GGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGG

AACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAG

CGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG

TAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAG

CTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAAC

TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA

TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACC

CTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGG

TTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG

CAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACT

GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC

CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCT

GCGAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGAT

CGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGG

ATCAGCATGCCTTTTTGAATCGTCTCCAGGTCCGGGAA 
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“F28” izolarına ait 16S rRNA’nın kısmi sekans dizisi 

 

CCGCATCACCTGTCGGCCTGCTACTAATGCAAGTCGAGCGGAAGAAGGG

AGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAA

CCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGA

TAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCA

TTTACAGATGGACCCGGGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCA

CCAAGGGGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG

GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT

CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGG

TTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAA

CTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG

CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG

GGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCG

GCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGA

GGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGG

AACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAG

CGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG

TAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAG

CTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAAC

TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA

TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACC

CTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGG

TTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG

CAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACT

GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC

CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCT

GCAAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGAT

CGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGG

ATCACCATGCTCTTATCTAGAGTGTTGCAGGTCCAGAATC 
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“F30” izolarına ait 16S rRNA’nın kısmi sekans dizisi 

 

CCCGACGACCTGTCACCGGCTATAATGCAAGTCGAGCGGACGGATGGGA

GCTTGCTCCCTGAAGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAAC

CTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGAT

AATGCACAGCCTCTCATGAGGCTATGCTGAAAGATGGTTTCGGCTATCAC

TTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC

CAAGGCAACGATGCGTACCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGG

ACTGAAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC

CGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGT

TTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTGCCGGAGTAA

CTGCCGGCACCTTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGT

GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCTGAATTATTG

GGAGTAAAGCGCCCGCAGGCGGTTTCTTTTAGTCTGATGTGAAAGCGCAC

CGCTCAATCGTGGACGGTCATTGGAAACCTGGGGGACTTGAGCGCAGAA

GAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGA

GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTGTGGTCTGTAACTGTCTCTGAGGC

GCGAAAGCGTCGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACTCC

GTAAACGATGAGTACTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCA

GCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAA

CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA

ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTCCTGACAAC

CCTAGAGATAGGGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGGATGACAGGTGGTGCA

TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA

GCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTG

ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT

GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGG

GCTGCAAGACCGCGAGGTTAAGCGAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCG

GATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCAATAAGCTGGAATCGTTAGTAATCGC

GCATCACGCTACCATATCTAGAGTGATGCTGCTCATGTCTTGG 
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“F36” izolarına ait 16S rRNA’nın kısmi sekans dizisi 

 

CCCGCTCAACAGGTCGGCGTGCCTATAATGCAAGTCGAGCGGACAGAAG

GGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGT

AACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCG

GATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGTTGT

CATTTCCAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCT

CACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT

GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC

TTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAA

GGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAGAGT

AACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACG

TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATT

GGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCC

GGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAG

AGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAG

GAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGA

GCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC

GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCA

GCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAA

CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA

ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAAC

CCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATG

GTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC

GCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGAC

TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC

CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGC

TGCGAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGA

TCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGG

ATCAGCATGCACTTTTGTATACTGTGTCCGGCTCCGGGAA 
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