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Baliklardan izole Ed_i_len Bacillus Cinsi Bakterilerin
Bazi Metabolik Ozelliklerinin Belil_’lenmesi,
Plazmid DNA ve Protein Profillerinin incelenmesi’

Pinar Kaynar?, Yavuz Beyatli®

Giris

Ulkemiz Ug tarafinin denizlerle cevrili olmasi ve farkl cografik yapisindan dolay: farkli
iklimlerin yasanmasi nedeniyle su UrUnleri Ozellikle c¢esitli balk turleri agisindan
zenginlesmigtir.

insan gidasi olarak tiiketilen baliklarda dominant bakterileri tanimlamak suretiyle bu
besinlerin bakteriyolojik kalitesini belirlemek, ayni zamanda da bozulma nedenlerini
ogrenmek mumkundur. Bu amacla deniz ve tatli su baliklarinin deri, solunga¢ ve
bagirsak mikroflorasi incelenmektedir (1).

Gunumuzde balik ve su Urunlerinden Bacillus cinsi bakterilerin izolasyon ve
tanimlanma c¢aligmalari yaninda bu bakterilerin birgok o6zellikleri de arastiriimaya
baslanmigtir (2, 3).

Bacillus cinsi bakteriler kolay uretilebilmeleri ve endustriyel dneme sahip olmalari
(antibiyotik, enzim, toksin, biyoplastik gibi) sebebiyle bakteriler dinyasinda dikkat
ceken ve Uzerinde genisg ¢aligmalarin yapildigi mikroorganizmalardandir (4).

Baliklar Hakkinda Genel Bilgi

Balik ve su drunleri giniumuzde tuketilen proteinli yiyeceklerin énemli bir kismini
olusturmaktadir. Protein igerigi % 17-20 olan balik eti artan dinya nufusuna paralel
olarak hayvansal protein agiginin gideriimesinde énemli bir yere sahiptir. Bu protein
gereksiniminin kargilanmasi amaciyla uretimin artiriimasi ile birlikte Grinun kalitesinin
korunarak tuketiciye ulastiriimasi da buyluk énem tagimaktadir (5).
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Gelisen teknoloji ile birlikte baliklarin bugline kadar alisagelmis hazirlanma sekilleri
disinda da gesitli preparatlar halinde Uretilmesini mimkun kilmaktadir. Bu gelisme,
balik tUketiminin artisinda ¢ok onemli bir etken olusturmaktadir.

Bunun yaninda insan gidasi halinde tuketiimesi s6z konusu olmayan baliklarin ve
balik yan drunlerinin de un haline donusturulerek, hayvan beslenmesinde
degerlendiriimesi yaygin bir uygulama yontemidir. Bu suretle tiketilemeyen balik ve
yan urUnlerinin daha degerli protein kaynaklarina donusturtlmesinin hayvansal
protein aciginin gideriimesinde énemli bir asama kaydedilmesini saglamaktadir (6).

Baliklar ¢ok cesitli yapida olup, genel olarak gdvdeleri yandan basik ve bastan
kuyruga dogru gittikge daralmaktadir. Baliklarin vicutlari pullarla kaph ve ¢ok cesitli
hareketler yapan omurgali hayvanlardir (6, 7).

Baliklarda proteinin yani sira dnemli miktarda vitamin ve mineral madde bulunmakta
ve bu Urdnlerin beslenme degerinin de yuksek oldugu gorulmektedir. Yag miktari
balik etlerine goére degisiklik gdsterip, karbonhidrat ise hemen hemen hig
bulunmamaktadir (8).

Cok yuksek bir besin degerine sahip olan ve diger protein kaynaklarina gore ucuz
bulunan balik ve su urtnleri mikrobiyal bozulmaya karsi ¢ok duyarlidirlar. Bu nedenle
uygun sekilde islenmesine ve saklanmasina 6zel dikkat edilmesi gerekmektedir (8).

Baliklarin bozulmasi dlimden sonra yavas yavas olusan ve sonunda onlari insan
gidasi olarak kullanilmayacak hale getiren bir islemler zinciridir. Bu degisikler
sirasiyla renk, kivam, koku ve lezzet yonunden kendini gostererek, baligin kalitesini
disurmekte ve hatta tuketiime olanagini tamamen ortadan kaldirmaktadir. Balik
bozulmalari otoliz, oksidasyon, bakteriyel bozulma ve bu faktorlerin birlikte faaliyeti ile
gerceklesmektedir (6, 9).

Baligin bozulmaya en duyarh kismi solunga¢ bdlgesi olup, ilk olarak burada koétu
kokunun ortaya ¢ikmasi ile duyusal bozulma gorulmektedir. Bunun yaninda bahgin
bagirsaklari da 6nemli bir mikroorganizma kaynagidir. Balik yakalandiktan hemen
sonra bagirsaklari ¢ikariimazsa mikroorganizmalar buradan ete kolayca gegmektedir.
Baligin bozulmasi ile trimetilamin, amonyak, histamin, hidrojen sulfur, indol ve diger
bazi bilesikler de olusmaktadir (8).

Baliklarin bozulmasinda proteolitik enzimlerinde buyuk bir roli vardir. Bu enzimler
ballk bagirsaginda normal bulunurlar ve yine bagirsakta bulunan bazi
mikroorganizmalar tarafindan olusturulup, bozulmalara neden olurlar (8).

Bu sebeplerden dolayi balik ve su Urunlerinin Uretiminden son driine kadar gegen
asamalarda deniz suyu, hammaddenin 6zellikleri, isleme, ambalajlama, depolama ve
nakliye kosullari belirli hijyen ve sanitasyon kurallarina baglanmali ve her agsamada
islemler standartlastiriimalidir. Ulkemizde son (riine kadar hazirlanan standartlarin
islem basamaklarina gore duzenlenmesi igin galigmalar yapiimaktadir (10, 11).

Balikk bozulmasina neden olan bakteriler trimetilaminoksiti (TMAOQO) trimetilene
indirgerler ve bu madde baliksi kokuya sahip olup, nitrojen metabolizmasinin son



urand olmaktadir. TMA miktarinin artisi ile bakterilerin gogalma hizi ve aktiviteleri ile
iligkili olup, bozulma kriteri olarak verilmektedir (12).

Cattaneo ve Cantoni, taze ve igslem gérmus c¢esitli baliklarda bozulmayi gosteren
histaminin varligini belirlemek icin calismislardir. Muhafaza amach islem gérmus balik
orneklerinde histaminin varligi belirlenmemistir. Ancak islem gérmemis iki balik
orneginde Bacillus sp. badli histaminin olugsum belirtileri tespit edilmistir (13).

insan gidasi olarak tiiketilen baliklarin bakteriyolojik kalitesini inceleyerek, dominant
bakterileri belirlemek ve baliklarin bozulma nedenlerini ortaya koymak igin deri,
solungag ve bagirsak mikroflorasi Gzerine ¢alismalar yapilmaktadir (1, 14, 15).

Avlanmis baliklarin buz igerisinde muhafaza edilerek tiketiciye kadar bozulmadan kisa
bir siirede ulasmasi gerekmektedir. Enzimatik ve mikrobiyal bozulmalar 0°C’ de en aza
inmektedir. Baliklarin buz igerisinde bulunmadigi durumda ise enzimatik ve mikrobiyal
aktivete artarak, bozulmaya yol agmaktadir (12, 14).

Amerika Birlegik Devletlerin® de baliklarin mikroorganizmalara kargi korunmasi
amaciyla antibiyotiklerden de sikga yararlaniimaktadir. Antibiyotiklerden penisilin ve
streptomisin ile yapilan denemelerden tatminkar bir sonug alinmazken, kloromisetin
ve aureomisin antibiyotikleri ile iyi bir sonug¢ alinmistir (6).

Baligin dondurularak saklandiginda ise fiziksel yapisinda onemli bir degisiklik
olmamasina ragmen tat ve kokusunda degisiklige neden olmaktadir (16).

Baliklarin bozulmalarinda psikorofil ve mezofil mikroorganizmalar etkili olup, primer
olarak Achromobacter, Aerobacter, Cytophaga, Flavobacter gibi bakteriler ile bazi
mantar ve mayalar bulunmaktadir. Sekonder olarak Enterobacteriaceae, Bacillus,
Micrococus gibi bakteriler bulunmakta olup, yanlis uygulamalar veya fabrikasyon
hatalarindan dolayi baliklarin bozulmalarina neden olmaktadirlar (17).

Yenilebilir tim balik c¢esitlerinin avlandiklari alanlardaki sularin mikrobiyal yukine
bagdl olarak intestinal (bagirsak) mikroflora bulundururlar. Baliklarin organ ve
bagirsaklarinin mikroflorasi beslenme sekli ve gida tipine de baglidir. Baliklarda hem
aerobik hem de anaerobik mikroorganizmalar bulunur (18).

Ringo ve Strom, ticari yemlerle beslenen baliklarda Aeromonas ve Pseudomonas
bakterilerin dominant olduklarini bulurken; balik yumurtalari ile beslenen baliklarda
ise Enterobacteriaceae familyasina ait bakterilerin dominant olduklarini tespit
etmiglerdir (19).

Baliklarin avlandiktan sonra tuketime kadar gecen surede uygulanan islemler ve
muhafaza edildikleri ortam kosullarina bagl olarak deri, solunga¢ ve bagirsaklardaki
mikroorganizmalar kasa ge¢mektedirler. Bundan dolayr kas yuksek oranda
kontamine olmus enfeksiyon (tifo, kolera, hepatit, polimelitis) veya toksikasyonlara
(Bacillus, Staphylococcus, Salmonella, Clostridium, E. coli, Sreptococcus) sebep
olabilmektedir (14, 18).

Baliklardaki mikroorganizma farklihdinin nedenleri balik tarine, bahgin aviandigi
mevsime ve avlandigi yerin kirlilik derecesine gore degismektedir. Baliklardaki



mikroorganizma sayisinin kigin daha yuksek olmasinin sebebi ise diger mevsimlere
gore bu mevsimde fekal kirlenmenin daha yogun oldugu bir bdlgede avlanmalari
olarak dustnulmektedir (20).

Yapilan arastirmalar sonucunda taze baliklarda genellikle Alcaligenes,
Achromobacter, Bacillus, Corynebacterium, Clostridium, Escherichia, Gaffkya,
Flavobacterium, Micrococus, Proteus, Photobacterium, Kurthia ve Serratia cinsine ait
bakteriler ile bazi mayalarin bulundugu tespit edilmigtir (8).

Norveg kaynakli bazi baliklarin yuzey, mide ve bagirsak sistemlerinde Aeromonas,
Enterobacteriaceae, Micrococcus, Lactobacillus cinslerinin dominant, Pseudomonas,
Vibrio, Coryneform ve Streptococcus cinslerin de dominant olmayan bakteriler olarak
bulunduklari gézlenmistir (19).

Yapilan bir galismada, kalkan baliginin i¢ organlarinda Vibrio ve Pseudomonas’n
dominant oldugu belirlenmigtir (21). Bagka bir ¢aligmada ise hamsi baliklarinda
Micrococcus sp. ve Lactobacillus sp. bulundugu tespit edilmigstir (22).

Atlantik salmon, sardalya ve uskumru baliklari Uzerine ¢alisma yapilmis ve bu
baliklarin deri ve bagirsak florasinda Achromobacter, Acinetobacter, Coryneform,
Cytophaga, Flavobacterium, Micrococcus, Moraxella, Pseudomonas ve Vibrio gibi
mikroorganizmalar saptanmigtir. Bagka bir calismada da Avustralya, Afrika ve
Hindistan’daki c¢esitli baliklarin derilerinde bulunan bakteriyel florada Gram pozitif
bakterilerin dominant oldugunu Ozellikle de Bacillus, Micrococcus ve Coryneform
bakterilerin daha ¢ok bulundugu belirlenmistir (23).

Keban Baraj GoI' inde bulunan kipeli sazan baliklarinin deri florasinda Bacillus,
Coryneform, Klebsiella, Pseudomonas, Sarcina, Stapylococcus ve Shigella
bakterilerinin olusturdugu Gram pozitif bakteriler géraimustir (24).

Alur ve arkadaslari, uskumru baligindan Pseudomonas marinolutinosa, Aeromonas
hdyrophila, Bacillus megaterium ve Micrococcus colpogenes bakterilerini izole
etmislerdir (25).

Johnson ve Bishop, yaptiklari g¢alismada kurutulmus baliklari istila eden bdcek
larvalarina kargi aktiviteye sahip Bacillus thuringiensis‘in yeni bir susunu izole edip,
tanimlamiglardir. Balik igleme yerlerinde yapilacak insektisidal muamelelerde bu
susun kullanim potansiyelinin oldugunu dugunmusglerdir (2).

Kim ve arkadasglari, balik isleme ve satig yerlerinden topladiklari baliketi unlarinin
mikrobiyal kalitesini ve 6zelliklerini arastirmiglardir. Arastirma sonucunda isiya en
direncli bakteri olarak Bacillus licheniformis bakterisinin oldugunu tanimlamiglardir.
Bunun yaninda bu bakterinin glglu bir proteolitik aktiviteye sahip oldugunu da tespit
etmiglerdir (26).

Sung, tuzlu fermente edilmis balik 6rneklerinin protein konsantrasyonunda Bacillus
sp. tarlerinin bulundugunu gérmustir. Bu tlrlerin son Urlinde bulunmasinin sebebini
de isleme sirasindaki kontaminasyondan kaynaklandigini tespit etmigtir (27).



Balik enfeksiyonu olarak ilk kez gokkusagi alabaligindan izole edilen Nocardia spp.
belirlenmis ve 6zellikle insanlar Uzerinde etkili olup, immun sistemi uyararak, ates
yaptigi gértlmustur (28).

Japonya’ da c¢ig deniz baliklarinin yenilmesiyle meydana gelen akut gastroenteritis
vakalarina Vibrio parahaemolyticus’'un neden oldugu 1951 yilindan beri bilinmektedir
(6). Ayrica Erysipelothrix insidosa’nin deniz baliklarinin islendigi yerlerde calisan
kisilerin ellerine balik kilgiklarinin batmasiyla bu kigilerin ellerinde yaralara sebep
olmaktadir (6, 8).

Gida kaynakli zehirlenmeleri meydana getiren Bacillus cereus ve Clostridium
botulinum bakterileri balik kokenli zehirlenmelerde de gorulmektedirler (6, 8, 29).

Bacillus Cinsi Hakkinda Genel Bilgi

Bacillaceae familyasi icinde yer alan Bacillus cinsi bakteriler Gram pozitif, gubuk
sekilli, endospor olusturan, aerob veya fakultatif anaerob olan mikroorganizmalardir.
Bacillus’larin vejetatif hlcreleri tek basina veya zincir seklinde bulunabilir. 0,5x1,2 pm
- 2,5x10 ym buyuklukte olan hucrelerin yuvarlak veya koseli sekilde gorunumleri
vardir (4, 30, 31).

Genellikle aerobik kosullar altinda ortamda gida maddelerinin tam olarak sarf
olmadigi veya gida maddelerinin (mineral maddeler, Greme faktorleri, nitrojen, karbon
ve enerji kaynaklari) azaldigi ve cevresel kosullarin degistigi durumlarda olgun
basiller icersinde spor olusmaktadir. Sporilizasyon iglemi bakteri Uremesinin
duraksama fazinda gerceklesmektedir. Sporlar genellikle oval veya yuvarlak sekilde
olup, hulcrenin gesitli yerlerinde bulunabilirler. Normal fiziksel faktorlere (isi, sk,
donma, kuruma, radyasyon, vs), kimyasal maddelere (dezenfektanlar, vs) ve

mekanik tesirlere karsi vejetatif formlarindan ¢ok daha fazla dayaniklidirlar (4, 32).

Bacillus bakterilerinin htcrelerinde genelde sitoplazmik membran Uzerinde bir veya
birkag aniyonik polimer ve birka¢ peptidoglikan tabaka ile sariimig hucre duvari
bulunmaktadir. Bazi Bacillus tlrleri hiicre duvarindan ayri olarak ve htcre duvarinin
diginda jelatindz, viskoz, elastik veya mukoid karakterde olan kapsul igermektedirler.
Bacillus anthracis’de bulunan kapsul virllens etkiye sebep olmaktadir (4, 31, 32).

Ayrica, bazi Bacillus tirinde ince, uzun, dalgal, fleksibilitesi fazla, sarmal yapida ve
hareketi saglayan “flagellum” organeli bulunmaktadir. Bacillus anthracis’de hig
flagellum bulunmazken Bacillus cereus ve Bacillus subtilis bakterilerinde fazlaca
flagellum bulunmaktadir (4, 31, 32).

Bacillus’larin termofilik, mezofilik ve psikrofilik turleri bulunmaktadir. Cok yuksek 1si
derecelerinde bile canli kalabilirler. Genellikle 30- 40 °C’ de ve pH 7 civarinda Urerler
(33).

Bacillus bakterileri karbon kaynagi olarak organik asit, seker, alkol ve nitrojen
kaynagi olarak amonyum igeren besiyerlerinde iyi geligirler. Geligimleri sivi ve kati
besiyerlerinin Ust kisimlarinda olmaktadir. Kati besiyerlerinde kenarlari ve Uzeri
puruzll, grandller yapida olan koloniler meydana getirirler (30, 32, 33).



Bacilluslar ozellikle spor olusturduklari i¢cin hemen her yerde o6rnegin toprak, toz,
saman, gida, su, deniz ve tatl su sedimentleri, balik ve su Urunleri, inek gubresi, bitki
rizosferi, bazi boceklerin larvalari ve bazi canlilarin bagirsak sistemlerinden izole
edilebilirler (4, 30, 34).

Bacillus’larin spor formasyonu 70°C’ de 10 dakika pastdrizasyon islemi ile taninmasi
kolaylagsmaktadir. Bacillus sporlari toprak, su ve gida gibi birgok yerden izole edilirler.
Izolasyon igleminde spor formlarinin sicaga direncli olma 6zelliginden yaralanihr (31).

Bacillus tarlerinin gesitli besinlerde bulunduklarinda besin maddesinin donusimu ve
bozulmasina sebep olmaktadirlar. Bacillus cereus pastorize sut ve sut Urunlerinde
kontaminant olan dnemli bir tardar (35).

Bacillus bakterileri genelde Embden-Meyerhof metabolizma yolunu ve terminal
elektron alicisi olarak oksijeni kullanirlar (4, 31).

Bacillus cinsi bakteriler kolay uretilebilmeleri, endustriyel éneme sahip olmalari
(antibiyotik, enzim, toksin, biyoplastik gibi) ve patojenitileri sebebiyle bakteriler
dinyasinda dikkat ¢geken ve Uzerinde genis ¢alismalarin yapildigi mikroorganizmalar
grubuna girer (4).

Bacillus bakterileri tarafindan Uuretilen subtilisin, protez, amilaz gibi endustriyel
enzimler deterjan, besin, eczacilik gibi birgcok endustri alaninda kullaniimaktadir (4,
36).

Bulasici hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerin Gretiminde
de Bacillus bakterilerinden yararlaniimaktadir. Ornegin Bacillus polymyxa polimiksini,
Bacillus subtilis subtilini ve Bacillus licheniformis basitrasini uretmektedir (4).

Ayrica Bacillus bakterilerinin gesitli boceklere karsi insektisit etkileri bulunmaktadir
(4). Yapilan bir ¢calismada kurutulmus baliklari istila eden bodcek larvalarina karsi
aktiviteye sahip Bacillus thuringiensis'in yeni bir susu izole edilmig ve tanimlanmigtir.
Ballk igleme vyerlerinde yapilacak insektisidal muamelelerde bu susun
kullanilabilecegi dugtunulmektedir (2).

Ayni zamanda Bacillus cinsleri arasinda baslica iki tanesi insan ve hayvanlarda
hastalik olusturmaktadir. Bu bakterilerden biri baglica ot yiyen hayvanlarda goérilen
ve sarbon denilen hastaligi sebep olan B. anthracis‘dir. B. anthracis bulundugu
hayvanlardan veya Urunlerinden insanlara bulagsmaktadir. Diger Bacillus tarl ise
pismig piring, makarna, et ve kimes hayvanlari, sebze yemekleri, gesitli ¢corbalar,
pudingler, baharat ve soslarda goérilen ve gida zehirlenmesine neden olan B.
cereus’tur. B. cereus ile kontamine olmus gidalar pisirildikten sonra yeterince ve hizl
sogutulmadiklarindan veya gidalarin hazirlanmasi ile tlketimi arasindaki sure
uzadigindan canh ve isiya direngli sporlari bulunan bakteri hicresi ¢ogalarak, gida
zehirlenmesine neden olabilecek dizeyde toksin olusturmaktadir (37, 38).



Bacillus Cinsinde Toplam Hucre Protein Profili

Mikroorganizmalarin  tanimlanmasinda morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
testlerden yaralaniimaktadir. Ancak yapilan testler sonucunda yanlis tanimlamalar
yapilarak, orijinal mikroorganizmalardan bir veya birka¢ yonden ayri 6zellikte farkli tar
altinda degerlendiriimektedir. Bu durumda tar ayriminin guglesmesine neden
olmaktadir (39, 40).

Mikroorganizmalarin sahip oldugu genis fenotipik g¢esitlilik yaninda genis bir
filogenetik dagilimlarindan dolayi gelismis molekuler tekniklerle elde edilen molekuler
kriterler organizmalarin gruplandiriimasinda énemli bir yere sahip olmaktadir (4).

Protein jel elektorforezi mikrobiyal sistematikte 6zellikle tir ve alt tar dizeylerinin
belirlenmesinde en guvenilir teknik olarak yillardir kullaniimaktadir. Bu teknik ile tar
ve alt turlere ait suslarin hlcresel proteinleri karsilastirilarak taksonomik akrabalik
sinirlari belirlenmektedir (41, 42, 43, 44).

Sodyum dodesil silfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile 47 adet Bacillus
circulans susunun toplam hucre protein profilleri gikarilarak, API testlerinden elde
edilen biyokimyasal ozellikleri karsilastiriimig ve iki ana gruba ayrilan suslarin protein
profillerinin % 78 oraninda birbirine benzedigi gérilmustir. ikinci grupta yer alan
bakterilerin daha yakin biyokimyasal 6zellikler gosterme gibi ortak 6zelliklerinin de
oldugu gorualmustar (45).

Parasporal inklUzyon kristalleri Greten U¢ farkli Bacillus thuringiensis subsp. susunun
delta endotoksin kristal proteinleri SDS-PAGE Uzerinde her biri fakli bir dizi vermistir
(46).

Tek bir toprak 6rneginden izole edilen 10 Bacillus thuringiensis izolati 3 antijenik sero
gruba ayrilmig ve sivrisineklere karsi ihmli larvasidal aktiviteler géstermistir. SDS-
PAGE analizi sonucunda ise izolatlar arasinda protein profilleri bakimindan c¢ok
yuksek benzerligin oldugu ve gugli bir immunolojik akrabaligin  bulundugu
gorulmastur (47).

Bacillus thuringiensis subsp. fukuokaesensis in SDS-PAGE analizi kullanilarak,
kristal protein profilini 90, 86, 82, 72, 50, 48, 37 ve 27 kD’ luk polipeptitler olarak
aciga cikarilmigtir. Bozulmamig tam olan kristal proteinlerin sivrisineklere kargi olan
etkisinin Bacillus thuringiensis subsp. israelensis’ e goére c¢ok dusik oldugu
belirlenmistir. Bacillus thuringiensis subsp. fukuokaesensis’ in bu proteinleri ile
Bacillus thuringiensis subsp. israelensis arasinda ¢ok az immunolojik akrabahgin
bulundugu tespit edilmigtir (48).

Hastalik etmeni olan Bacillus cereus bakteri tiranun toplam hicre protein profili ve alt
tiplendirilmesinin yapildigi c¢alismada, 58 Bacillus cereus izolatinin bir biyotip
varliginda 3 antibiyogram ve 22 toplam hucre protein profiline ulagtiklari goraimustar.
SDS-PAGE analizi ile B. cereus izolatlari arasinda % 38 oraninda bir benzerlik
bulundugu icin heterojen bir yapi belirlenmistir. Predominant 6zellik gosteren 13 B.
cereus izolati ile birlikte B. cereus ATCC 14579 susunun polimeraz zincir
reaksiyonuyla (PCR) yapilan alt tiplendiriimesinde vyaklasik % 89 benzerlik
gérulmustir. Toplam hicre protein profiline goére Bacillus cinsi bakterilerin



tiplendiriimesi yapilabilmekte ve pilot epidemiyolojik ¢calismalar icin PCR’in yani sira
toplam hucre protein profillerinin yardimiyla da tiplendirmenin yapilacagi belirtilmigtir
(49).

Sivrisinek patojeni olan ve olmayan Bacillus sphaericus suslarinin toplam hicre
protein profillerine bakildiginda patojenik suslarin farkli bir yapiya sahip olduklari
tespit edilmistir. Mikrobiyal turlerin farklilagsmasi ve karekterizasyonunda poliakrilamid
jel elektroforez (SDS-PAGE) ile elde edilen toplam hicre protein profillerin
kullanilabilecedi bildirilmistir (43).

Baska bir calismada ise B. sphaericus suslarinin gruplandiriimasinda bakteriyosin
aktivitelerinden de yaralanildigi ve DNA homoloji gruplarindaki suglar arasinda
bakteriyosin profillerinin benzerlik gosterdigi belirtiimistir. Buna gére B. sphaericus
H5a5b susunun benzer bakteriyosin aktivitesi gosterdigi ve poliakrilamid jeldeki
bakteriyosin bandinin benzer oldugu gériimustar (50).

Cokmus ve arkadaslari, yaptiklari bir galismada ise UV ile muamele edilmis toksik
Bacillus sphaericus susglarinin larvasidal aktivitesini belirlemislerdir. SDS-PAGE
analizi ile molekuler agirliklar bilinen toksik protein bantlarin varliklari arastiriimis ve
bazi maddelerin gosterdigi koruyucu etkiler tespit edilmistir(51).

Bacillus cereus TZ415 sugsunun toplam hacre protein profillerine gore farkli pH’ larda
ve farkl buylime evrelerinde olusturdugu aside dayaniklilik cevaplari tespit edilmigtir.
Bu susun ge¢ durgun fazda aside kargi tolerans duzeyinin en yuksek seviyeye
ulastigi ve bu toplam hucre protein profillerindeki degisiklikler ile belirlenmigtir (52).

Bacillus Cinsinin Proteolitik Aktivitesi

Proteaz enzimi genellikle ekstraselliler enzim olup, hlcre disindaki blyuk molekile
sahip proteinleri hidrolize ederek kuguk Unitelere yani aminoasitlere ayrigtirmaktadir
(32).

Endlstrinin - hemen her alaninda kullanilan  proteaz enzimi  genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Mikroorganizma tarafindan uretilen
enzimlerin katalitik aktivitelerinin hayvansal ve bitkisel kaynaklara gore daha yuksek
olmasi, daha fazla miktarda elde edilmesi, daha stabil, daha ucuz olmalari nedeniyle
mikrobiyal enzim Uretimi ve uygulanmalari konusunda dikkat gekmektedir (53, 54).

Bununla birlikte gidalar Gzerinde gelisen bazi mikroorganizmalar proteinleri hidrolize
ederek, tat ve koku bilesenleri Uzerinde olumsuz etkiye neden olabilmektedirler.
Psikrotrofik mikroorganizmalardan bazilari kuvvetli proteolitik 6zellikleri nedeniyle sut,
et ve deniz Urlnlerinde istenmeyen degisikliklere neden olabilmektedirler. Ozellikle
depolama suresi boyunca bu mikroorganizmalar c¢ogalmakta ve bazen gidayi
tuketilemeyecek hale getirmektedirler. Proteolitik mikroorganizma turleri arasinda
Bacillus cinsi bakteriler basta yer almaktadirlar (565, 56).

Baliketi ununun mikrobiyal niteligini ve izole edilen termodurik bakterilerin 6zellikleri
arastirilirken 1siya en duyarl bakteri olarak Bacillus licheniformis bakterisinin oldugu,



20 °C’ den daha yiiksek sicakliklarda gelistigi ve ¢ok gliclii proteolitk aktivite sahip
oldugu gorualmustar (26).

Guclu proteolitik enzimler kullanilarak hizlandirilmis metotlar ile dusik tuz
konsantrasyonunda fermente edilmis hamsi baliklarin Gretimi i¢in bu baliklardan
gugli  proteolitik bakteriler izole edilmis ve bu bakterilerin bakteriyolojik
karakteristikleri ve proteaz enzim Ozellikleri belirlenmistir. En gugli proteolitik
aktiviteye sahip olan Bacillus subtilis bakterisinin endustriyel kullanim icin yarah
olabilecegdi dusunulmastur (57,58).

Fermente baliklardan izole edilmis farkli sekiz Bacillus susu oda sicakliginda (35°C)
ve 18 saat gelisimleri sonrasinda proteolitik enzim aktiviteleri belirlenmigtir. Sekiz
sustan sadece doértinde (3 izolat Bacillus subtilis ve 1 izolat Bacillus licheniformis)
yuksek proteaz aktivite gostermistir. Proteaz enzimlerinin 55°C’de 20 dakika sonra
orijinal aktivitelerinin sadece % 40'Ini tutabildikleri ve 65°C’de tiim aktivitelerini
kaybettikleri tespit edilmigtir (59).

Diger mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen enzimlerle pargcalanmayan
“keratin”’in  Bacillus hicheniformis tarafindan sentezlenen proteaz enzimi olan
keratinaz tarafindan parcgalanabilmektedir. Keratinolitik Bacillus suslari sadece 6zgun
keratinazlari degil ayni zamanda tripsin, kimotripsin ve subtilisin benzeri proteazlar
uretmektedirler. Keratinaz enziminin Uretimi Ozellikle kus ve tavuk tuylerinin
parcalanmasinda énem tasimaktadir (60).

Deri islenmesi, deterjan endustrisi, X- 1sin filmlerinden gumuastn geri kazanimi ve
protein hidrozatlarin Uretimi gibi uygulamalarda kullanilabilecek ekstraselltler olarak
salinan alkalin proteazlari B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. licheniformis ve B.
stearothermophilus tarafindan Uretilmektedir (61).

Bozulmug deniz drunlerinden izole edilen suslarin (Pseudomonas fluorescens,
Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermis ve Alcaligenes sp.) % 1 skim milk iceren
Nutrient Agar besiyerindeki proteolitik aktiviteleri ¢esitli durumlar altinda belirlenmistir
(62). Bacillus subtilis’ in bakteriyel ekzoproteaz salgi yodunlugunun proteinli
besiyerlerindeki protein konsantrasyonu ile dogrusal bagli oldugu gorulmustur.
Aminoasitlerin de bakteriyel proteolitik aktivitenin dogru dizenleyicileri oldugu ileri
surulmektedir (63).

Bazi yesil ve mavi-yesil alg kudltarlerinin gevreleri icerisinde proteolitik enzimleri
salgilayamadiklari gorulmektedir. Bakteri ile alg kultarinun birlikte bulunduklari ortam
sartlarinda ise bakteri (Bacillus subtilis) tarafindan uretilen proteaz enziminin 1,5-2,5
kat arttigr tespit edilmistir. Bu durumda bakterinin dogal uyarici etkisiyle alg
polisakkaritli maddeleri salgilamaya baglamaktadir (64).

Bacillus stearothermophilus tarafindan duretilen proteaz enziminin aktif camur
parcalanmasinda kimyasal ve ekonomik yararlar saglamaktadir. Atik aktif ¢amur
parcalanmasinda oOnemli enzimatik reaksiyonlarindan birinin proteolizis oldugu
belirtiimektedir. Termofilik bakteriler tarafindan Uretilen 1siya dayanikl proteaz
enzimlerinin  termofilik aerobik pargalanma olayinda ve aktif ¢amurun
ayristirilmasinda bulunma gerekliligi agiklanmaktadir (65).



Bacillus Cinsinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Mikroorganizmalar tarafindan dretilen dastuk molekudl agirlikli ve organik dogal Grtnler
olan antimikrobiyal maddeler, segici toksisiteye sahip olduklarindan ¢ok dusuk
konsantrasyonlarda bile mikroorganizmaya zarar verip, makroorganizmaya zarar
vermezler. Antimikrobiyal maddeler biyolojik kokenli ikincil metabolitler olup,
mikroorganizmanin ¢ogalmasini engelleyici “bakteriostatik” veya “fungustatik”
olabildikleri gibi mikroorganizmanin élumuine neden olan “bakterisit” veya “fungusit”
ler de olabilirler (66, 67).

Antimikrobiyal maddeler gunimuizde tedavi amacgl olarak tip alaninda antibiyotik
olarak kullaniimaktadirlar. Ancak son zamanlarda antibakteriyel ve antifungal ilaclara
karg! direncli mikroorganizmalarin varligi tespit edilmektedir. Bu mikroorganizmalara
karsi tek yonli etkili olan antibiyotiklerin etkisi zayif kalmaktadir. Arastirmalar degisik
ve gugli antibiyotik dreten, genis antimikrobiyal aktiviteye sahip yeni
mikroorganizmalar Uzerindeki calismalara 6nem vermektedirler (66, 68).

Bu amacgla Bacillus cinsi bakterilerin antimikrobiyal aktiviteleri Uzerine g¢alismalar
yogunlagsmistir. Bacillus cinsi bakterilerin genellikle farklhh mekanizmalarla sentez
edilen birka¢ hucre disi peptit antibiyotikleri Urettikleri ve bu antibiyotiklerinde daha
¢ok Gram pozitif bakterilere karsi etkili olduklari belirlenmistir. Gram negatiflere etkili
olan genis spektrumlu ve antifungal antibiyotik Gretiminin az oldugu tespit edilmistir
(68, 69, 70, 71).

Drablos, Bacillus subtilis ve Bacillus licheniformis tarafindan Uretilen basitrasin
antibiyotiginin bircok Gram pozitif ve bazi Gram negatif bakterilere karsi
antimikrobiyal aktivitesinin oldugunu tespit etmistir (72).

Bacillus bakterileri peptit, biyosurfaktant, aminoglikozit ve fosfolipit yapida
antimikrobiyal maddeler Uretmektedirler (73, 74, 75, 76, 77).

Bacillus subtilis NB22 susu tarafindan Uretilen lipopeptid antibiyotik iturin olarak
adlandirimigtir (78).

Bacillus turlerinin antibakteriyel ajan olarak kullaniimalarinin yani sira antifungal (79,
80), antiviral (81) antiamdbdsitik (82, 83) ve antimikoplazma (84) ajani olarak da
kullanilan genig bir antimikrobiyal aktiviteye sahiptirler.

Balik Uretim merkezlerindeki ciddi ticari kayiplara kargi Bacillus bakterilerinin Urettigi
antibiyotiklerden  yararlanilabilecegi  dustntlmektedir (85). Ayrica Bacillus
bakterilerinin birgok bitki hastaliklarini da inhibe ettikleri goralmustar (80, 86).

Bacillus subtilis'in 3 susundan izole edilen aminokoumasin A ve noaminokoumasin
adli antibiyotiklerin kronik gastrit, Ulser ve mide kanserine yol agan Helicobacter
pylori Gzerinde etkili olmasi 6nemli bir gelisme olarak degerlendiriimektedir (87).

Sekerkamigi fermantasyonundan izole edilen yeni Bacillus subtilis C 126 susunun

urettigi antibiyotik ile Micrococcus flavus ‘un gelisiminin inhibe edildigi tespit edilmistir
(88).
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Bacillus aurantinus tarafindan Uretilen aurantin A ve B’ nin yeni bir poliketit antibiyotik
kompleksi olduklari ve 6zellikle anaerob, Gram pozitif bakterilere karsi etkili olduklari
belirlenmistir (89).

Bacillus circulans J2154’den izole edilen lipopeptit yapidaki sirkulosinlerin Gram
pozitif bakterilere ve piperasiline direngli streptokoklar ile vankomisine direncli
enterokoklara karsi etkili oldugu tespit edilmistir (90).

Topraktan izole edilen Bacillus suslarinin antibiyotik madde Uuretim kabiliyetleri
incelendigi zaman sadece % 25’inin Micrococcus luteus’u inhibe ettigi goraimustur.
Bacillus circulans ve Bacillus polymyxa olarak tanimlanan suslarda ise ekstraselltler
antibiyotik aktivite gozlenmistir. B. polymyxa'’nin Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli ve Aspergillus niger'e karsi aktivitesi bulunurken, B. circulans’in bu
organizmalara karsi aktivitesi bulunmamistir. B. polymyxa ATCC 10401 tarafindan
uretilen polimiksinler A. niger’i inhibe edememektedir. Bacillus polymyxa ise A.
niger'e karsi aktivitesinin bulunmasi, diger antibiyotiklere gore P. aeroginosa’ya karsi
¢ok daha direngli olmasi ve Urettigi antibiyotigin genis spektrumlu antibiyotik olarak
siniflandiriilmasindan dolay1 gok dnemli bir bakteri oldugu dugtunulmektedir (69).

Yine topraktan izole edilen Bacillus polymyxa SCEZ2 susunun maya, kuf, farkli
cinsteki Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere kargi antimikrobiyal madde urettigi
belirlenmistir. Genellikle polimiksinler tarafindan oldurilen P. aeroginosa karsi
aktivitesinin dusik olmasi ve c¢ogunlukla gram pozitif bakterilere kargi etkili
olmasindan dolay! polimiksinden farkli bir antibiyotik Grettigi dusunulmustir. Ayrica
bu bakterinin Urettigi antimikrobiyal maddenin plazmid DNA ile iligkisi hakkinda
baglanti kurulamamistir (91).

Sarimsagin rizosferinden izole edilen Bacillus susunun sarimsagin curumesine
neden olan Fusarium oxysporum Uzerinde etkili oldugu belirlenmistir. izole edilen bu
susun Bacillus polymyxa KT-8 oldugu ve olusturdugu fusarisidin A adli maddenin
funguslara karsi 6nemli olgtde etkisinin bulundugu gorulmustir. Micrococcus luteus
ile Staphylococcus aureus gibi Gram pozitif bakterilere karsi aktif oldugu, Gram
negatif bakterilere karsi ise antimikrobiyal aktivitesinin bulunmadigi gézlenmistir (92).
Bagka bir galismada ise Bacillus brevis' in bezelye gibi bitkilerin solmasina sebep
olan Fusarium oxysporum f. sp. udum uzerinde etkili oldugu ve fusariyal hastaligi
engellemede biyokontrol olarak gorev yaptigi belirlenmigtir (93).

Yine Bacillus polymyxa KT-8 susu ile yapilan bir ¢alismada, susun Urettigi fusarisidin
B, C ve D’nin antimikrobiyal aktiviteleri fusarisidin A ile kargilastiriimis ve fusarisidin A
gibi fusarisidin B ve C’ nin funguslara kargi gucglu bir aktiviteye sahip olduklari
belirlenmistir. Fusaridin B, C ve D’nin M. luteus ile S. aureus gibi Gram pozitif
bakterilere kargi guglu bir aktivite gosterirken, fusarisidin B’ nin Candida albicans IFO
1594 ile Saccharomyces cerevisiae HUT 7099 gibi mayalara da etkisi goralmustar.
Ayni zamanda fusaridin C ve D’nin mayalara karsi etkili olduklari da gozlenmigtir
(94).

Bacillus bakterilerinin olusturdugu antimikrobiyal maddelerin yapilari farkl oldugu gibi
etki mekanizmalari da birbirinden farkli olabilmektedir. Hicre duvari sentezini bozan
veya hlcre membranina zarar veren etkileri yaninda protein sentezini de engelleyen
antimikrobiyal maddeler bulunmaktadir (76).
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Bacillus subtilis ATCC 39320 susunun aerobik ve anaerobik organizmalara karsi
antibakteriyel etkisinin diffisidin ve oksidiffisidin antibiyotiklerinden dolayi ileri
gelmektedir. Bu antibiyotikler E. coli’ nin protein sentezini inhibe ettikleri gortlmustur

(95).

Bacillus licheniformis A-12 ve M-4 suslarindan izole edilen amoebisinlerin (A-12A,
A12-B, m4-A, m4-B ve m4-C) Bacillus megaterium, Corynebacterium glutamicum ve
Sarcina gibi bakterilere kargi aktif oldugu bilinmektedir (96). Ayrica bu suslardan izole
edilen amoebisinler insan patojeni olan Naegleria fowleri amibinin hiicre membran
yapisini bozarak etki etmektedirler (82, 83, 97).

Bacillus suglarindan izole edilen peptit yapidaki antimikrobiyal madde olan
mersasidinin metisilin’e direncgli sitafilokoklar basta olmak Uzere bazi Gram pozitif
bakterilere karsi etkili oldugu belirlenmigtir (98).

Bacillus bakterilerinin dogada yaygin bulunmalari, kolay gelisebilmeleri ve cesitli
metabolit Urlnleri sentezleyebilmeleri nedeniyle biyolojik kontrol amagl olarak
kullaniimaktadirlar.

Yapilan bir calisma sonucunda Bacillus cereus UW85’in zwittermisin A ve B adli iki
antibiyotik Urettigi belirlenmistir. Bu bakteri Phytophthora medicaginis’in gelisimini
inhibe ederek sebep oldugu hastalik engellenmistir (99).

Bacillus subtilis ATCC 21332'in urettigi ve en guglu biyosurfaktanlardan biri olan
surfaktinin ylzey tansiyonunu dusurdugu bildiriimektedir (75).

Bacillus subtilis tarafindan meydana getirilen antimikrobiyal maddenin farkli virtsler
uzerinde genig antiviral etkisinin oldugu gozlenmigtir. Bu maddeden biyoteknoloji ve
farmakoloji alanlarinda yararlanilabilecegi dustnutlmektedir (100).

Cesitli bakteriler tarafindan Uretilen ve ayni tlrlerin farkli suslarina 6ldirlicl veya
diger bakteriler Uzerine inhibe edici etkisi olan bakteriyosini Bacillus suslari da
meydana getirmektedirler.

Bacillus subtilis bakterisinden elde edilen basillosin 22’nin hem Bacillus cereus hem
de Listeria monocytogenes uzerinde etkili oldugu belirlenmigtir. Bu madde midedeki
peptidaz enzimlerine duyarli oldugundan gida kaynakli patojenlere kargi gida
antimikrobiyal ajani olarak kullanilabilecegi bildirilmistir. Bu nedenle basillosin 22'nin
glda endustrisi alaninda kullanim potansiyelinin yiksek olugu dastnulmusttr (101).

Hayvan besinlerinde antibiyotiklerin yerine bagirsak florasini dengeleyen, yararli etki
yapan ve yasayan mikrobiyal besinlerin kullanilmasinin daha faydali olacagi
disuncesinden dolayl probiotik canlilarin destekleyici hayvan besini olarak
kullaniimasi da tavsiye edilmektedir (23).
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Bacillus Cinsinin PHB Uretimi

Petrolden elde edilen sentetik polimerler (plastik) toprakta wuzun slre
parcalanmadiklarindan ¢evre kirlenmesine neden olmaktadirlar. Bu sebeple
mikrobiyal plastik olan poli-B-hidroksibutiratin  dogada kolay parcalanabilme
Ozelliginden dolayi 6nem kazanmaktadir (23).

Poli-B-hidroksibultirat (PHB), prokaryot ve 6karyot organizmalar tarafindan hicre igi
depo granllu olarak sentezlenerek biriktirilen ve mikroorganizma icin karbon-ener;ji
kaynagi olarak kullanilan mikrobiyal depo poliesteridir (102, 103, 104, 105).

Mikrobiyoloji alaninda mikroskobun kullaniimasi ile birlikte bakteri hucrelerindeki
kiguk yag damlaciklari tanimlanmigtir. Bakterilerde bulunan lipofilik grandllerin
yapisini ilk kez 1923 yilinda Lemoigne tarafindan ortaya konulmustur. Calismasinda,
Bacillus subtilis kulturlerinin otolizi sonucunda bilinmeyen bir asit olustugu ve pH’in
azaldigi tespit edilmistir. Daha sonraki ¢alismalarda ise bu asittin seker hastalarinda
gorulen B-hidroksibutirik aside benzer bir asit oldugu belirlenmistir. Ayrica Bacillus
megaterium bakterisinin otolizinde B-hidroksibutirik asit monomerleri goérilmus ve bu
monomerlerin kaynaginin poli-B-hidroksibutirik asit oldugu anlasiimistir (102, 106).

Faz-kontrast ve elektron mikroskobu kullanilarak bakteri hudcrelerindeki PHB
granulleri incelenmektedir. PHB granulleri 100-800 nm c¢apinda, genellikle kuresel
sekildedir. 2-4 nm kalinliginda, Unit olmayan bir membran ile cevrilidir. izole edilen
PHB granulleri yaklasik % 98 PHB ve % 2 protein igcermektedir. Yapilan bir
calismada Bacillus cereus’ tan izole edilen PHB granullerin % 50’ sinin merkezi bir
cekirdekte oldugu gorulmastur. Bu cekirdek en digta bir membran ile tekrar
cevrilmigtir. Her bir granulin fibriler yapida oldugu ve 10-15 nm uzunlugunda
polimerik PHB grantllerinden olustugu belirlenmistir. Bu fibrillerin es zamanl sentez
veya suda ¢Ozunmeyen bir polimer yapisindaki kristalizasyonun sonucu oldugu
disundlmustar (102, 107).

PHB sag el kuralina goére ikiye kath kivriimis bir heliks yapidadir. PHB optik olarak
aktif ve D (-) konfigurasyondadir (108). Kati ama kirilgan bir materyal olan PHB’ nin
erime sicakli§l ise 157-188 °C arasindadir. PHB termoplastik oldugundan preslenip
sekil verilebilmektedir (104,107). Ayrica UV isinlarina direngli olan PHB'nin asit ve
baz uygulamalarina karsi zayif direngli olmasi, polimerin su ve hava gegirmez
olusunun sebebiyle de hidrolitik pargalanmaya direnclilik gdstermesinden dolayi
kullanim olanaklarinin genigledigi bildiriimektedir (109).

izolasyon yéntemi, kullanilan bakteriyel sus, substrattin tipi, inkiibasyon siresi ve
oksijenin kismi basinci D(-)-3-hidroksibutirik asitin makromolekuler bir polimeri olan
PHB'nin kimyasal yapisinda degisiklere neden olmaktadir (102,104). Polimerin
molekuler agirhginin 60 000-

2 000 000 D arasinda oldugu ve polimerin molekul agirhiginin 6zellikle bakterinin
turine bagh olmakla birlikte buyume kosullari ile hucrenin yagsam dongusundeki
yerine gore de degisebilmektedir (106, 110, 111).

Mikroorganizmalar tarafindan uygun olmayan dreme kosullarinda PHB'i
olusturduklari ve genellikle karbon kaynaginin fazla azot, oksijen ve esansiyel
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elementler gibi besleyici maddelerin az oldugu ortamlarda PHB biriktirdikleri
belirlenmistir (107, 112).

PHB nin biyosentezi [(-ketothiolaz, asetoasetil-CoA rediuktaz ve PHB sentaz
enzimleri tarafindan katalize edilen ¢ reaksiyon basamagindan olusmaktadir.
PHB’nin intrasellller sentezi igin ilk bilesik olan Asetil-CoA, B-ketothiolaz enzimi ile
asetoasetil-CoA doénusmektedir. Reaksiyon asetoasetil-CoA reduktaz tarafindan
katalize edilmesiyle B-hidroksibutiri-CoA’'ya doénusmektedir. Bu molekulde PHB
sentaz enzimi ile PHB’ e donusmektedir (113, 114, 115).

PHB biyosentez genlerinin kromozomda veya plazmid DNA’ da kodlu olduklari
bildirilmigtir (116).

PHB’'nin en onemli oOzelliklerinden birisi toprak mikroorganizmalari tarafindan
parcalanmasidir. PHB’nin aerobik ortamdaki pargalanma Urlnleri karbondioksit ve
su, anaerobik ortamda parcalanma urinu ise metandir. Pargcalanmada azot oksidi
olusmadigindan ¢evre korunmasi agisindan o6nemli sayilmaktadir. PHB’nin
parcalanma suresi ise birka¢ aydan birkag yila kadar degismektedir (106, 115).

PHB'nin pargalanmasinda biyolojik faktorler (bakteri, mantar, yuksek organizmalar),
kimyasal faktorler (hidroliz, oksidasyon) ve fiziksel faktorler (gunes isigi, 1slanma,
mekanik asinma vs) etkili olmaktadirlar (104).

PHB enzimler yardimiyla pargalanarak olusan monomerik 3-hidroksibutirik asit ve
dimer yap1 birgok organizma tarafindan kullaniimaktadir (107).

PHB’nin pargalanmasinda goérev alan topraktaki birgok mikroorganizma arasinda
Gram (-) bakteriler, Gram (+) basiller, Streptomycetes’ ler ve kuf mantarlar yer
almaktadir (117).

Savenkova ve arkadaslari, tarafindan yapilan bir c¢alismada toprak
mikroorganizmalarindan PHB’i pargalayan baglica mikroorganizmalar tespit
edilmistir. Bu mikroorganizmalar arasinda en dnemli bakteri cinsleri Pseudomonas,
Azotobacter, Bacillus ve Streptomycetes ile funguslar arasinda ise Penicillium,
Cephalosporium, Paegilomyces ve Trichoderma oldugunu bildirmislerdir (118).

Yapilan bir calismada, Comomonas sp., Pseudomonas lemoignei ve P. fluorescens
bakterileri tarafindan polihidroksialkonatlarin pargalandigi belirlenmistir (119).

Khan ve Hiraishi, aktif camurdan izole ettikleri yeni bir denitrifikant kemoorganotrof
bakterinin PHB’i aerobik ve anaerobik kosullarda pargalayabildigini tespit etmislerdir
(120).

Sei ve arkadaglar’nin yaptigi ¢galismada ise PHB’i pargalayan mikroorganizmalarin
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) sonucunda 57 adet PHB’i pargalayan
mikroorganizmadan 47’ sinin olumlu sonu¢ verdigini bildirmislerdir (121).

PHB'nin fermentatif Uretimi, karbonhidrat ve yag asitleri gibi tarimsal Grunler de
karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilmesine baglidir (104).
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PHB ve kopolimerler gesitli Urtnlerin yapisinda énemli bir potansiyele sahip olduklari
icin ziraat, endustri, veterinerlik, ilag, gida, kozmetik ve tekstil gibi bircok alanda
kullaniimaktadirlar (108, 115). Kolay sekil alma ve parcalanabilme ozellikleri
nedeniyle daha ¢ok paketleme malzemesi olarak PHB kullaniimaktadir (104).

Polimerin depolimerizasyonu sonucu olugan D(-)-3-hidroksibutirik asit monomerinin
kullanimi da yaygindir. D(-)-3-hidroksibltirik asit ylksek organizmalarda ara
metabolit olup, lipit metabolizmasinin Grinu ve insan kaninin normal 6gesidir. Ayrica,
belirli dokularda 6zellikle de beyin ve kalp dokusu igin bir enerji kaynagidir. Yapilan
bir calismada, D(-)-3-hidroksibutirik asittin damar igi veya agizdan karbon saglanmasi
icin kullanilabilecegi ve daha yaygin olarak kullanilan glukoz yerine bazi klinik
avantajlara sahip olabilecegi tespit edilmigtir (108).

Termobiyoplastik maddenin potansiyel kullanim alanlari asagida verilmigtir (104, 108,
115, 122).

e Paket filmleri, posetler, torbalar, gida korunmasinda kullaniimak Gzere tepsiler
ve cesitli kaplar,

e Sampuan ve mesrubat siseleri, karton sut kutularinin i¢ ylzey kaplamalari,

e llag, tablet, insektisit, herbisit ve glibrenin uzun sirede, belli hizda saliveriimesi
icin biyolojik pargalanabilen tasiyicilar,

¢ Bir defa kullanilan tiras bigadi, catal, bigak, tabak gibi mutfak kaplari, bebek
bezleri ve hijyenik pedler,

e Ameliyat ipligi, yara ortusu, ortopedik gubuk ve vida,

e Cerrahi pens, igne, eldiven, onluk ve maske,

o Kemik degistiriimesi ve cerrahi plakalar,

e Kemik buyUtlilmesi ve tedavisi,

e Pansuman sargisi,

e Kan damarinin degistiriimesi,

e Tohum kapsullendiriimesi fide tasimaciiginda muhafaza ve gubre yada
pestisitlerin kontrolli salinimi igin plastik kiliflar,

e Bitki sulama borulari, bitki yapraklarinin kaplanmasi,

e Kiral bilesenlerin Gretimi igin baslatici materyaller,

e Taze balik, peynir, et ve et Urlnleri, kurutulmus Uranler, orta nemli gidalar, yagh
tohumlar, kurutulmus pastacilik UrUnleri, cipsler, sekerlemeler gibi gidalarda
nem ve oksijene karsi koruma veya parlakhk saglama, aroma kaybini énleme
amaciyla kullanim,

e Basinca duyarli yapiskanlar, kagit ortuler ve krem onculleri gibi ajanlarin yapimi,

¢ Bazi kimyasal maddelerin elde edilmesi.

PHB ve cesitli PHA'larin dretimi i¢in kullanilan substratlardan karbon kaynagi olarak
glukoz, sukroz, propiyonik asit, butirik asit, pentatonik asit, 4-hidroksi hegzanoik asit,
L-laktat, yag asitleri ile alkanlar ve kloroalkanoik asitler gibi kimyasal bilesenler
kullanilmaktadir (112, 123, 124).

Yuksekdag ve arkadaslarinin yaptiklari calismada ise bazi mezofilik ve termofilik
laktik asit bakterilerinin PHB dretimlerinin % 0,52-25,55 arasinda oldugunu tespit
etmislerdir (125).
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Aslim ve arkadaglar, topraktan izole ettikleri Bacillus suslarinin hicre kuru
agirhiklarina gére PHB verimini % 6,53-48,13 olarak belirlemislerdir (126).

Yeni bir Bacillus megaterium B-124 susunun hucre kuru agirhigina gére % 20 PHB
depoladigi ve kultur besiyerinde 3-hidroksibutirik asit ve trimer salgiladigi
belirlenmistir (127).

Fotoototrofik ortamda, termofilik siyanobakter susu yliksek oranda PHB biriktirmis ve
bu susun Synechococcus sp. oldugu belirlenmistir. Bu susun hicre kuru agirliginin %
20’ si kadar PHB depoladigi tespit edilmistir (128).

Dave ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada, aktif camurdan izole ettikleri Bacillus
suslarinin PHB uretimlerini incelemisler ve Bacillus sp. IPCB-403 susunun optimum
sartlar altinda en yuksek PHB (% 70) verimine sahip oldugunu gérmusglerdir (129).

Palmada ve Sanchez, sudan izole ettikleri Bacillus megaterium’un PHB Uretimi
Uzerine yaptiklart ¢alismada, dogal Bacillus thuringiensis susu yerine akuatik
ortamlarda rekombinant kristal biyoinsektisit olarak Bacillus megaterium’un
kullanilmasi bazi avantajlar saglayabilecek potansiyelinin oldugunu gézlemlemislerdir
(130).

Bacillus thuringiensis HD-1 susunun sporulasyonu sirasinda PHB'i tuketmeye
basladigi ve PHB'i spor sekillenmesi sirasinda enerji kaynagi olarak kullandigi tespit
edilmistir (131). Bagka bir galismada ise Bacillus cereus’un spor olusumundan
hemen 6nce PHB birikiminin maksimum oranda oldugu ve bakterinin sporulasyon
doneminde bu PHB’i kullandigi belirlenmigtir (132).

Topraktan izole edilen Bacillus bakterilerinin PHB Uretimleri ¢alisiimis ve PHB
miktarlarinin tir ve suslara gore farkli oldugu belirlenmigtir (126).

Ekonomik biyoplastik Gretimi igin ucuz substratlar olarak melas, arpa, soya gibi atik
sular ve peynir alti sulari kullanilmaktadir (133, 134, 135). Yapilan bir arastirmada,
Bacillus cinsi bakterilerin melas da hizli geliserek PHB urettikleri anlasiimistir (133).

Azotobacter beijerinckii bakterisinin kasein pepton, maya 6zutu, kasamino asit ve Ure
gibi azot kaynaklari ile birlikte glukoz veya sukroz gibi karbon kaynaklarinin kombine
edildigi besiyerlerindeki PHB Uretiminin % 50 oldugu bulunmustur (136). Diger bir
calismada ise Pseudomonas extorquens DMS 1337 Un % 22,98 oraninda ve
Azotobacter chrococcum (TEM) in % 12,10 oraninda pancar iceren besiyerindeki
PHB uretimleri belirlenmistir (137) .

Pseudomonas marina adli bakterinin mannitol igeren besiyerindeki PHB uretimi
hicre kuru agirhdina goére % 30 oraninda oldugu belirlenmistir (138).

Alcaligenes eutrophus’un polietilen glikol veya polisakkaritlerden kopolimerler Grettigi
ve bu kopolimerlerin kompozisyonu ve molekuler agirliklarinin yapilan arastirmalarla
kontrol edilebilecegi bildiriimistir (139). Baska bir calismada ise A. eutrophus DSM
545 susunun % 3 glukoz ve farkli amonyum kaynaklari ile seker kamigi melasindaki
PHB Uretimine bakilmis ve en iyi PHB Uretimini amonyum sulfat iceren besiyerinde
oldugu gorulmustar (140).
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Gomez ve arkadaslari, toprak Gram negatif bakterilerin sikroz, fruktoz, glukoz ile
propiyonik asitli ortamdaki PHB uretimlerinin % 50-80 arasinda degistigini
goérmdaglerdir (141).

Chen ve arkadaslari, B. amyloliquefaciens DSM7, B. cereus DSM31, B. circulans
DSM1529, B. laterosporus DSM335, B. licheniformis DSM394, B. macerans
DSM7068, B. megaterium DSM90, B. mycoides DSM2048, B. sphaericus DSM28, B.
subtilis DSM10 ve B. thuringiensis DSM2046 suslarinin propiyonik asit, valerik asit,
heptanoik asit iceren ortamlarda PHB uretimlerini incelemisler ve PHB Uretiminin
heptanoik asit iceren ortamda dusuk, valerik asit iceren ortamda ise yuksek oldugunu
bulmuslardir (142).

Gouda ve arkadaslari, seker kamigi melasi ve misir suyunu karbon ve azot kaynagi
olarak kullanarak B. megaterium‘'un PHB Uretimini incelemigler ve en yuksek PHB
miktarini melas ve glukoz igeren besiyerinde bulmuslardir (135).

Bacillus sp. NKF 200 susunun karbon kaynagi olarak sikroz, azot kaynagi olarak
amonyum sulfat ve fosfor kaynagi olarak sodyum fosfat iceren ortamda hicre
agirhginin 23 g/l ve PHB miktarinin ise % 58 oldugu gérulmustar (143).

Page ve Knosp calismalarinda asetat ve glukozu azot kaynaklari ile beraber
kullanmiglar ve Azotobacter vinelandii UWD susunun glukoz ve amonyum sulfat
bulunan ortamda, asetat ve amonyum silfat bulunan ortama goére daha fazla
miktarda PHB sentezledigini gérmusglerdir (144).

Mercan ve Beyatli, Bacillus sphaaericus suglarinin PHB Uretimlerini tespit etmisler ve
bu suslarin PHB dretimlerini % 5-25,88 arasinda bulmuslardir . Bazi suslarin % 0,2
beef ekstrakt iceren besiyerindeki PHB verimlerinin % 32,50’ye kadar yukseldigini
gbérmduglerdir. Yine yapilan baska bir g¢alismada ise bazi Bacillus turlerinin PHB
uretimleri incelenmis ve en yuksek PHB dretimine % 49,91 orani ile B. sphaericus
susunda oldugu gorulmustar (146).

Aktif camurdan izole edilen Bacillus suglarini arpa ve soya atik suyunda gelisgtirerek
PHB dretimleri arastinimistir. Bacillus sp. HF-1 ve HF-2 suslarinin PHB verimleri
sirasiyla % 19,22 ve % 10,18 oraninda oldugu goérilmustir. Bacillus suglarinin
amilaz ve proteaz enzimlerinin olmasi nedeniyle gida atik sularinda
yararlanabilecekleri disunulmustar (147).

Labuzek ve Radecka yaptiklari c¢alismada, B. cereus UWS85 susunun azot
sinirlandiriimis besiyerindeki PHB verimini % 9 olarak tespit etmislerdir (148).
Yapilan bagka bir arastirmada ise melasli topraktan izole edilen Bacillus sp. Jmab
susunun melas igeren besiyerindeki PHB uretiminin % 35 oldugu belirlenmistir (133).

B. subtilis K1 susunun proteaz pepton igceren ortamdaki PHB verimi % 78,69
oraninda iken B. megaterium Y6 susunda ise % 77 oraninda PHB verimi
saptanmigtir. Bu suglarin karbon kaynagi olarak glukoz iceren besiyerindeki PHB
verimi sirasiyla % 19,51 ve % 19,49 olarak tespit edilmistir (149).

Dave ve arkadaglari, karbon kaynagi olarak glukoz igeren ve igermeyen besiyerinde
geligtirilen Bacillus bakterilerindeki PHB uretimini belirlemisler ve glukoz icermeyen
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besiyerine gére % 1 glukoz igceren besiyerinde PHB Uretiminin 20 misli arttigini tespit
etmiglerdir (129).

B. thuringiensis’in gelisimi sirasindaki glukoz kullanimi aragtiriimis ve glukozun 6nce
asetata daha sonra asetoine donustugu bildirilmigtir. Asetat olusmaya basladiktan
sonra kulturde PHB’nin sentezlendigi ve PHB oraninin asetat tuketimi boyunca arttigi
gorulmustur. Ayni zamanda asetatin asetoin olugsumu ig¢in de kullanildigl tespit
edilmistir. Ayrica ortamda asetoinin indirgenmesi ile 2,3-butandiol olugsumu da
belirlenmigtir. Asetatin yalniz PHB Uretiminde kullaniimadigi ayni zamanda asetoin
olusumu veya PHB sentezinde gerekli NADH2lerin kullanildigi indirgenme
reaksiyonlarinda da tuketildikleri anlasilmigtir (131).

Bazi bakteriler PHB'’i sentezleyebilmeleri i¢cin ortamda mutlaka N, Mg ve P gibi
elementlerin bulunmasi gerekmektedir. Bunun yani sira bazi bakteriler (Alcaligenes
latus, Azotobacter vinelandiinin mutant susu, Pseudomonas resinovorans ve
rekombinant E. coli gibi bakteriler) polimer sentezi i¢cin bu elementlere gereksinim
duymazlar (136, 150).

Son yillarda daha fazla ve daha ucuz PHB Ureten bakteriyel suslarin gelistiriimesi
amaciyla molekuler biyolojik ¢caligmalar yogunlasmaktadir. Ahn ve arkadaglari (134),
rekombinanat E. col’ yi kullanarak peynir alti suyundan ylksek PHB verimi elde
etmislerdir. Yapilan baska bir ¢alismada ise yine rekombinant E. col’yi peynir alti
suyunda geligtiriimis ve % 20 oraninda PHB verimi saglanmistir (151).

Aktif PHB sentaz genine sahip oldugu bilinen Caulobacter crescentus bakterisi
glukoz iceren ortamda % 18 PHB verimine sahiptir. Bu bakterinin PHB sentaz enzim
genini kodlayan bdlgesini mutant A. eutrophus PHB (-)4 ve rekombinant E. coli
JM109 bakterilerine aktariimig ve bu bakterilerde PHB verimi sirasiyla % 62 ve % 6
olarak belirlenmistir (152).

A. eutrophus’dan izole edilen genlerin pamuk bitkisine (Gossypium hirsutum L. Cv
DP50) aktarilmasi sonucu transgenik pamugun lif l[Umenleri iginde PHB Uretimi
saglanmistir. PHB grandlleri sayesinde yuksek 1si kapasitesi ve dusuk termal
gecirgenlige sahip olan transgenik liflerin tekstil sanayi uygulamalarinda avantaj
saglayacagi dusunulmustar (153).

Lee ve arkadaslari, A. eutrophus'un PHB sentez genlerini tasiyan plazmidleri
kullanarak E. col’de PHB Uretimini incelemisler ve PHB veriminin % 80,1 oldugunu
tespit etmiglerdir (154).

Bacillus Cinsinde Plazmid DNA

Mikroorganizmalarin ekstrakromozomal materyali olup, hicre sitoplazmasinda
serbest olarak bulunabilecekleri gibi mikroorganizmanin  kromozomu ile
birlesmektedirler (episom). Molekuler agirliklart 1-200 kb arasinda olup, hicredeki
sayisi 1-700 kopya arasinda degismektedir. Plazmid DNA’lar antibiyotiklere,
metallere ve ilaglara direnglilik, toksin formasyonlari, pilus olusumu, virllens
faktorleri, fermantasyon ozellikleri, nitrojen fiksasyonu vs gibi bazi 6zel karakterleri
tasidiklari icin bakterilere avantajlar saglamaktadirlar (155, 156, 157).
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Kriptik plazmid denilen plazmidler de fenotipte gézlenmeyen 6zellikleri iceren genler
bulunmaktadir. Kendi kendine transfer olabilen veya konjugatif plazmidlerin icerdikleri
“tra” genleri sayesinde c¢ikardiklari kopyalarini  diger bakterilere transfer
edebilmektedirler. Bazi plazmidler ise kendi transferleri i¢in yetenekleri olmadigindan
bazi bakteriyel hulcrelerdeki konjugatif plazmidlerin “tra” fonksiyonlarindan
yararlanmaktadirlar (158).

Bacillus subtilis 168 susunun dusuk ve yuksek kopya sayida plazmid DNA
bulundurdugu tespit edilmistir (159). Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HD-1
kultarunun iki plazmid icerdigi ve molekuler agirliginin 0,8-4,2 kb oldugu bulunmustur
(160).

Deniz c¢okuntlsunden izole edilen 110 Bacillus susunun plazmid DNA’lari, 11 farkli
antibiyotik, HgCl, ve fenilciva asetatta direnglilikleri incelenmistir. Antibiyotik ve civaya
direngli suslarin % 43’ Gnun bir veya birden fazla plazmide sahip olduklari ve bunlarin
molekuler agirliklarinin 1,9-210 Md arasinda degistigi tespit edilmistir. Bu suslarin %
54’ inde 20 Md agirhgindan buyuk plazmid DNA bulunmaktadir. Plazmid igerigi ile
ne antibiyotiklere nede civa bilesimlerine direngliik arasinda korelasyon
bulunmamistir (161).

Bacillus thuringiensis subsp. israelensis sugunun ekstrakromozomal genetik elementi
incelenmistir. Bu susun kompleks plazmid siralanisi igerdigi bulunmustur. Toplam 6
plazmid belirlenip, molekuler agiliklari 4,3-20 Md arasinda tespit edilmistir. Suslarin
biosit sentezindeki rolune bakildiginda ise en az bir plazmidin (3,6 Md) delta-
endotoksin Uretimi ile iligkili oldugu goérulmustar (162).

Bacillus amyloliquefaciens B155 susunun alfa-amilaz Uretmeyen ve Ureten
kolonilerinin plazmid DNA’larina bakilarak incelendiginde alfa-amilaz Uretimi yapan
hicrelerde plazmid DNA bulundugu ve alfa-amilaz Gretimi yapmayan hucrelerde ise
plazmid DNA bulunmadigr goérulmastir. Surekli fermantasyon sirasinda Bacillus
amyloliquefaciens'in alfa-amilaz Uretiminin azalmasinin plazmidin yapisal olarak
stabil olmamasiyla iligkilendirilmistir (163).

Biyoteknolojik uygulamalar ve temel arastirmalarda buyuk Oneme sahip olan
Bacillus'larda o6zellikle B. subtilis’in plazmid DNA’sinin karasizligi buyuk bir sorun
olmaktadir. Hicredeki plazmid populasyonunun tamaminin kaybolmasina neden olan
bélinmeye baglh kararsizlik ile yapisal yeni dizenlenmeyi tasiyan plazmid
populasyonundaki kayiplarla olusan yapisal kararsizlik olmak Uzere iki grup
belirlenmektedir (164).

Entomopatojen Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki antibiyotige direngli genlerini
tespit etmek igin antibiyotige duyarhlik testi yapilmistir. Kullanilan antibiyotiklerin
Bacillus thuringiensis’in gelisimini énemli sekilde geciktirdigi ve susun antibiyotiklere
duyarh oldugu gorulmustir. Bacillus thuringiensis'in 3,5 ile 21 kb olan iki plazmid
DNA tasidigi tespit edilmistir (165).

Lepidoptera’ya kargi toksik etki gosteren B. thuringiensis var. kurstaki HD-3a3b

susunda 15 kb’lik plazmid DNA tespit edilmistir. Bu plazmidin Lepidoptera’ya karsi
toksisitesi oldugu gorulmustir (166).
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Fermantasyon teknolojisinde Bacillus stearothermophilus o6nemli bir termofilik
bakteridir. Bu bakterinin Bacillus subtilis ile tanimlanamayan bir iligkisi vardir. Bu iki
bakteride kanamisin yada tetrasikline direncli olan genlerden birini kodlayan plazmid
DNA mevcuttur. Antibiyotige direncli termofilik Bacillus’larin plazmid DNA incelenmesi
yapildiginda ise ylzlerce izolat arasinda sadece 35 susta kliguk plazmid DNA (<10
kb) bulundugu gorulmuastur (167).

Tanaka ve Koshikawa (168), Bacillus subtilis bakterisinin 34 ve 46 Md agirliginda
bayuk plazmidler ile 3,6 ve 4 Md agirhginda kuguk plazmidlere sahip oldugunu
bulmuslardir. Yapilan bagka bir ¢calismada ise Bacillus thuringiensis var israelensis
bakterisinde delta endotoksin proteini ile iligkili 72 Md agirhginda bir plazmid ile 4-4,4
Md agirhiginda kuguk plazmidlerin bulundugu belirlenmistir (169).

Bacillus susuna ait 111 izolat plazmid DNA yoénunden incelenmis ve sadece 13
izolatta plazmid DNA bulunmustur. Plazmid DNA’larin molekuler agirliklari 2,8-45,2
Md arasinda degismektedir. 41 izolat antibiyotige direngli olup, sadece bu izolatlarin
5’'inde plazmid DNA tespit edilmigtir (170).
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