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           Sideroforlar, hücre dışına salgılanan düşük moleküler ağırlıklı ribozomal 

olmayan peptidlerdir. Günümüzde bu peptidler sağlık, kozmetik, tarım ilaçları gibi 

birçok endüstriyel ürünlerde değerlendirilebilecek bir metabolit olarak oldukça 

dikkat çekicidir. Bu nedenle son yıllarda sideroforların analizi, biyosentez yolları, 

transportu ve ürün içinde kullanılabilirliğine yönelik birçok araştırma mevcuttur. 

Demir elementi insan, bitki, hayvan ve mikroorganizmalarda büyüme, gelişme  gibi 

pek çok fizyolojik olaylarda gereklidir. Noksanlığı ve fazlalığı canlılarda hastalıklara 

sebep olmaktadır.  

Sideroforlar, bilinen en büyük Fe+3 bağlayıcılarıdır, mikroorganizmaların 

yaşamlarının sürdürülmesinde, ekosistemin iyileştirilmesinde, tıpta bazı klinik 

uygulamalarda önemli rol almaktadır. Bu araştırmanın amacı, mikrobiyal kökenli 

sideroforun yüksek verimlilikte eldesine yönelik olarak tarımsal uygulamaların 

yapıldığı topraklardan izole edilen ve tanımlanan, siderofor ürettiği tespit edilen 

Bacillus subtilis DY3 , Bacillus subtilis DY5 , Bacillus pumilus 44/ 1  bakterilerinde 

siderofor üretim optimizasyonunu gerçekleştirmektir. Kontrol amaçlı olarak 

Escherichia coli KKÜ ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 bakterileri 

kullanılmıştır. Optimizasyona yönelik olarak incelenen farklı sıcaklık,  pH, biyomas 

miktarı, karbon kaynağı ve zaman parametreleri değerlendirilmiştir. Bu sonuçlara 
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göre en yüksek siderofor miktarı Bacillus pumilus 44/1’de % 47,8 olarak tespit 

edilmiştir. Bacillus pumilus 44/1 için optimum siderofor üretimi 30°C’de, pH 5.2’de 

1 M melas varlığında, 1.5/100 oranında inoküle edildiğinde 48 saat olarak 

belirlenmiştir.   

  Anahtar Kelimeler: Siderofor, Demir alımı, Siderofor optimizasyonu      
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ABSTRACT 
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Supervisor: Prof. Dr. Sema ÇETİN 
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Siderophores are low molecular weight non-ribosomal peptides secreted out of the 

cell. Today, these peptides are remarkable as a metabolite that can be evaluated in 

many industrial products such as health, cosmetics and pesticides. For this reason, in 

recent years there has been a lot of research into the analysis, biosynthesis pathways, 

transport and availability of siderophores within the product. Iron is a necessary trace 

element in many physiological events such as a growth and development in human, 

plant, animal and microorganisms. Deficiency and excess of iron cause diseases in 

living things. 

Siderophores, known the largest Fe + 3 binders, play an important role in the survival 

of microorganisms, improvement of the ecosystem, and some clinical applications in 

medicine. The aim of this research is to perform siderophore production optimization 

in Bacillus subtilis DY3, Bacillus subtilis DY5, Bacillus pumilus 44/1 bacteria, 

which are isolated and identified from the soil where agricultural applications are 

made, for the high efficiency of microbial origin siderophore. Escherichia coli KKÜ 

and Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 bacteria were used for control purposes. 

Different temperature, pH, biomass amount, carbon source and time parameters 

examined for optimization were evaluated. According to these results, the highest 

siderophore amount was determined as 47.8% in Bacillus pumilus 44/1. Optimum 
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siderophore production for Bacillus pumilus 44/1 was determined as 48 hours at     

30 °C, pH 5.2 in the presence of 1 M molasses, when inoculated at a rate of 1.5/100. 

Key Words: Siderophore, Iron intake, Siderophore optimization 
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1. GİRİŞ 

 

Bakteri yaşamında birçok metal, çeşitli enzimlerin kofaktörü olarak 

metabolizmaya katılmakta ve organizma yaşamına katkı sağlamaktadır [1]. Bu 

nedenle metallerin hücre içine alınımları, bakterilerin yaşamlarını sürdürebilmesi için 

oldukça önemlidir.  

Düşük miktarlarda metal barındıran habitatlardan metal temini önemli 

olduğundan dolayı bakteriler, özel sistemler geliştirmiştir ve bu sistemlerden biri de 

siderofor üretim mekanizmasıdır [2, 3, 4]. 

Yapılan çalışmalara göre sideroforların, çevresel sorunlara yol açan metalleri   

( Fe3+, Ag+, Al3+, Cd2+, Co2+, Cr2+, Cu2+, Eu3+, Ga3+, Hg2+, Mn2+, Ni2+, Pb2+, Sn2+, 

Tb3+, Tl+ ve Zn2+)  belirli bir oranlarda bağladığı (en yüksek oranda demiri bağladığı) 

tespit edilmiştir [1, 5, 6]. 

Sideroforlar (yunanca demir taşıyıcı), düşük moleküller ağırlıklı (400-

1500 Da), sıklıkla D aminoasitlerden oluşan organik bileşikler olup biyosentezleri, 

yetersiz demir seviyesiyle (<5-10 mol/l)  tetiklenerek ökaryotik ve prokaryotik 

organizmalarda hücre bünyesinden salgılanan sekonder metabolitlerdir [2, 7, 3]. 

Sekonder metabolitler, mikroorganizmalar tarafından gelişme fazının sonunda veya 

durgun fazda üretilen, bakteri gelişimi ve üremesi için gerekli olmayan ve elverişsiz 

koşullara karşı bakterilerin kendilerini savunmak için ürettikleri biyomoleküllerdir 

[8, 9]. Sekonder metabolitlerin sentezi, kromozomal DNA ve nadiren de plazmid 

DNA’daki genler tarafından kodlanmaktadır. Sekonder metabolitlerin endüstriyel 

alanda tercih edilmelerinin sebebi; daha kararlı yapıda olmaları, üretim 

kapasitelerinin yüksekliği  ve daha az enerjiye ihtiyaç duymalarıdır [10]. Sideroforlar 

demir iyonlarına bağlanmadan önce kararlı bir formdadır. Demir iyonları (Fe+3) ile 

siderofor, demir kompleksi oluşturur. Demir anoksik şartlarda (Fe+2) suda çözünür,    

oksik şartlarda ise (Fe+3) suda çözünmez. Fe+3 formunun  düşük  çözünürlüğü 

dolayısıyla organizmalar tarafından  demir, kullanılamaz [11, 12, 13]. 

Mikroorganizmalar, sideroforlar aracılığı ile Fe+3’ü Fe+2’ye indirgeyerek demir 

alınımını sağlar [7].  
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Hücre dışında bulunan sideroforların tekrar hücre içine alınması için hücre 

zarında özel reseptörler bulunur. Demir ile kompleks oluşturan sideroforlar, bu 

reseptörlere bağlanarak aktif taşıma ile hücre içine alınırlar [9,  14]. 

 

Bu araştırmada amaç; mikrobiyal kökenli sideroforun yüksek verimlilikte 

eldesine yönelik olarak tarım topraklarından izole edilen, moleküler tanımlaması 

yapılmış ve siderofor ürettiği bilinen Bacillus subtilis DY3, Bacillus subtilis DY5, 

Bacillus pumilus 44/1 baktererilerinde siderofor üretimini etkileyen faktörlerin 

optimizasyonudur. Optimizasyonda maksimum siderofor üretimi için zaman,  

sıcaklık, pH, farklı karbon kaynakları ve biyomasa yönelik parametreler 

araştırılmıştır.  
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1.1. Siderofor ve Önemi 

 

         Biyokatalist olarak demir yerine kobalt ve manganez kullanan Lactobacillus sp. 

cinsi bakteriler hariç, diğer tüm mikroorganizmaların büyüme ve gelişimi için demir 

zorunlu bir elementtir [15, 16]. Demirin; fotosentez, oksijen salınımı, solunum, nitrat 

sentezi, azot fiksasyonu, ATP sentezi ve DNA sentezi gibi metabolik reaksiyonlarda 

ve diğer biyolojik olaylarda birçok mikroorganizma için önemli bir element olduğu 

bildirilmektedir [13,17,18-19]. Bu nedenle birçok bakteri çevredeki demiri alabilmek 

için yüksek afiniteli demir kazanım mekanizması olan sideroforu sentezlemektedir 

[20, 21].   

Birçok bakterinin çevredeki demiri alabilmek için farklı yapılardaki 

sideroforları sentezleyerek birbirleriyle rekabet ettiği bilinmektedir [17, 3]. 

Mikroorganizmaların ürettiği farklı kimyasal özellikteki sideroforlar çoğunlukla 

kimyasal kompozisyon ve mikrobiyal orijinlerine göre hidroksamat, katekolat 

(fenolat), karboksilat (örneğin, sitrik asit türevleri) ve karışık ligantlar olmak üzere 

dört önemli gruba ayrılmıştır [22, 13]. Birçok enterik bakteri fenolat ve hidroksamat 

tip sideroforların ikisini birlikte sentezlemektedir (Çizelge 1.1.) [7, 12, 23- 25]. 
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Çizelge 1.1. Çeşitli bakteri ve mantarlar tarafından üretilen siderofor tipleri [22, 26]. 

 

 

Bu siderofor tiplerinin sentezi ise iki yolak aracılığıyla gerçekleştirilir: 

Birincisi NPRS (nonribozomal peptit sentetaz)- bağımlı yolaktır. Burada RNA 

kalıbına ihtiyaç duyulmadan aminoasitlerden peptitler oluşturulur. NRPS- bağımlı 

yolaklar, enterobactin, yersiniabactin, pyochelin, pyoverdin, vibriobactin ve 

mycobactin tipteki sideroforların üretiminde kullanılmaktadır [27, 28, 29]. İkinci 

yolak ise NRPS- bağımsız yolaktır. Bu tip yolakta da sentez esnasında RNA kalıbı 

kullanılmaz. Amid ya da ester bağlarıyla bağlanmış, amino-alkol veya diamin 

yapıtaşları ve dikarboksilik asitler bulunmaktadır [30]. NRPS- bağımsız yolaklar 

aerobaktin, alcaligin, stephlobaktin ve petrobaktin gibi hidroksamat ve karboksilat 

tipteki sideroforların sentezinde kullanılmaktadır [5, 7]. Demir stresi altında 

bakterilerde sentezlenen bu sideroforlar hücre dışına salgılanır [31, 26]. Hücre 

dışında demir iyonları (Fe+3) ile karşılaşan sideroforlar buna kuvvetli bir şekilde 

bağlanır ve ferrisiderofor (siderofor- Fe+3) kompleksi oluşturur. Hücre içinde Fe+2’ 

ye indirgenen demirin hücre içine salınımı bu şekilde kolaylaştırılmış olur [26]. 
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Periplazmaya alınan ferrisiderofor kompleksi  burada siderofordan  ayrılmakta, 

oluşan serbest demir, hücre içine alınmakta ve pompa sistemi periplazmik bölgedeki 

sideroforu tekrar kullanılmak üzere dışsal membrandan pompalamaktadır (Şekil 1.2). 

 

 

  

Şekil 1.2. Siderofor aracılığıyla demirin hücre içine taşınması[26]. 

 

Sideroforlardan kazanılan demir,  elektron taşınması, oksijen taşınması ve 

yaşamsal fonksiyonlarda görevli olan enzimatik faaliyetlerde kullanılmaktadır. 

Sideroforlar ise patojen mikroorganizmaların yaşamsal faaliyetlerini ve virülans 

özelliğini arttırıcı etki göstermektedir [32, 33, 34].   
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1.2.  Mikrobiyal Sideroforların Uygulama Alanları 

 

            Endüstriyel alanlardaki uygulamalarda mikrobiyal kaynaklı sidroforların ürün 

bazında kullanımı son yıllarda oldukça popülerlik kazanmıştır [11, 35, 36, 37]. 

Günümüzde sideroforların  malaria, romatoit arthritis, alzheimer, talasemi, 

yaralanma, metal zehirlemesi, tümör, böbrek yetmezliği gibi hastalıkların tedavisinde 

taşıyıcı olarak ve patojenlerle mücadelede antibiyotik  formda ilaçların 

geliştirilmesinde kullanıldığı belirtilmektedir [7, 38, 39- 42]. Son yıllarda 

siderofoların sağlık alanında uygulamalarının artışının en önemli nedenlerinden birisi 

de antibiyotiklere karşı sürekli artan bakteri direncinin halk sağlığı için büyük tehdit 

oluşturmasıdır [ 43, 44]. Bu durum aynı zamanda sürekli yeni antibiyotik arayışı, 

mevcut antibiyotiklerin artan kullanımları ve kontrolsüz bir şekilde kötüye 

kullanılması gibi olumsuz etkilere de neden olmaktadır [45, 46]. Bu amaçla 

antibiyotiklerin bakteri hücresine taşınmasını kolaylaştırmak için çalışmalar 

yapılmıştır [ 47-51].  

Klinik uygulamaların yanı sıra zirai mücadelede sideroforun bitki köklerinde  

yer alan  bitki patojenlerine  ve bitkilerin fitoremediasyonuna yardımcı olduğu 

araştırmalarla tespit edilmiştir [52 -57].   

Sideroforlar çeşitli çevresel sorunların (ağır metal birikimi, pas, boya giderimi 

ve kanalizsayon sularının temizlenmesi vb.) çözümünde de önemli rol oynamaktadır. 

Örneğin siderofor üreten bakteriler ağır metallerle kontamine olan çevreden ağır 

metallerin fitoremediasyonuna yardım etmede kullanılmaktadırlar [58, 26]. Örnek 

olarak Mannheim Üniversitesi’nde yapılan bir çalışmada bakterilerden  elde edilen 

sideroforların demir içeren sanayi materyalleri üzerine uygulanması sonucunda 

saflaştırılan sideroforların pas giderimini gerçekleştirdiği ve bu sideroforların diğer 

pas giderici ajanlara nazaran çevreye karşı daha zararsız olduğu tespit edilmiştir [26] 

(Şekil 1.3.3.1.).  
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Şekil 1.3.3.1: Sideroforlar aracılığı ile pas giderimi a) Paslı demir içeren materyal  b) 

Sideroforla muamele sonrası materyaldeki pas giderimi[26]. 

 

 

1.3.  Siderofor Üreten Mikroorganizmalar 

 

            Son yıllarda sideroforun sentezi, yapıları, özellikleri ve kullanım alanlarına 

yönelik araştırmalar artmıştır. Bakteri, aktinomiset, mantar ve alglerin farklı tipte 

siderofor sentezledikleri bildirilmiştir [26, 59]. Aktinomisetlerden Actinomadura 

madurae, Nocardia asteroides, Streptomyces griseus, mantarlardan Aspergillus 

nidulans, Penicillium chrysogenum, Trametes versicolor, Ustilago sphaerogina, 

Saccharomyces cerivisiae, Rhodotorula minuta, bakterilerden Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae, Vibrio cholerae, Vibrio anguillarum, Aerobacter aerogenes , 

Mycobacterium tuberculosis ve siyanobakterilerden Anabaena flos-aquae ile 

Anabaena cylindrica türleri çeşitli tipte sideroforlar üretmektedirler [28, 60-63].   
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2. MATERYAL VE METOD 

2.1. Materyal 

2.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler  

Bu çalışmada nutrient broth, nutrient agar, glucose monohydrate D(+) , lactose, 

sodium hydroxide, magnesium chlorid hexanhydrate, potassium dihydrogen 

phosphate, calcium chloride dihydrate (CaCl2.2H2O), 5-Sulfosalicylic acid dihydrate,  

HCl, chloroform, ethanol (% 96), Merck firmasından, HDTMA 

(hexandecyltrimethylammonium), Chrome azurol sulfonate  , PIPES (Piperazine 

diethane sulphonic acid), piperazine, casein sodium salt from bovine milk, 

ammonium chloride, 8-hdroxyquinolin Sigma firmasından, iron(III) chloride 

hexanhydrate (FeCl3.6H2O ) Horasan Kimya firmasından temin edilmiş ve Türkiye 

şeker fabrikası atığı melas kullanılmıştır. 

Ayrıca bu çalışmada siderofor üretiminin tespitinde aşağıda belirtilen çözeltiler 

kullanılmıştır. 

  

Minimal Medium 9 (MM9) Tuzu (1 L) 

- KH2PO4 : 3 g 

- NaCl : 5 g 

- NH4Cl : 10 g 

- dH2O ile  1 L’ ye tamamlanmıştır. 

 

CAS- HDTMA  Solüsyonu (1 L) 

- Chrome azurol S : 0,605 g 

- d H2O : 500 ml 

 

İlk olarak CAS distile suyun içinde çözülmüştür. 

 

- FeCl3.6H2O : 2,703 g 

- HCl : 40 ml 

- d H2O : 100  ml 

Distile suyun içinde çözünmüş olan CAS’ ın üzerine yukarıdaki karışım eklenmiştir. 
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- HDTMA : 0,729 g 

-  dH2O : 400 ml 

Son olarak HDTMA solüsyonu da karışıma eklenmiştir. 

     Demirsiz Casaminoasit Solüsyonu 

- Casaminoasit : 100 g 

- dH2O : 1000 ml 

- 8-hydroxquinolin : 30 g 

- Chloroform: 1000 ml 

Öncelikle Casaminoasit distile suyun içinde çözülmüştür. Ayrı bir kapta 8-

hydroxquinolin de kloroform içinde çözülmüştür. İki karışım da ayrı ayrı 

hazırlandıktan sonra casaminoasit karışımına 8-hydroxquinolin karışımı eklenmiştir. 

Daha sonra karışımda iki fazdan üstteki faz alınarak aynı oranda kloroformla yeniden 

muamele yapılmıştır. Bu işlem birkaç defa tekrarlanmıştır. 

MgCl2.6H2O Çözeltisi (1 M, 100 ml): 20,32 g MgCl2,  dH2O  ile 100 ml’ ye 

tamamlanır.  

 CaCl2.2H2O Çözeltisi (100 mM , 100 ml): 1,47 g CaCl2 , d H2O ile 100 ml’ 

ye tamamlanır. 

 Glikoz Çözeltisi (100 ml, 1M ): 20 g Glikoz , dH2O ile 100 ml’ye 

tamamlanır. 

 Laktoz Çözeltisi (100 ml, 1M ): 34,23 g Laktoz, dH2O ile 100 ml’ ye 

tamamlanır. 

 Melas Çözeltisi (100 ml, 1M)  

 Üzüm Pekmezi Çözeltisi ( 100 ml 1M) 

 Aşağıdaki çözeltiler ve solüsyonlar otoklavlanmadan kullanıma hazır hale 

getirilmiştir. 

 CAS Stok Çözeltisi (1 L, 2mM): 1,21 g CAS dH2O ile 1 L’ye 

tamamlanmıştır. 

 FeCl3.6H2O Çözeltisi (1L, 1mM ): 2,703 g FeCl3.6H2O , dH2O ile 1 L’ye 

tamamlanmıştır. 

 HCl Çözeltisi (1 L,10mM ): 40 ml HCl’i dH2O ile 1 L’ye tamamlanmıştır. 
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 Fe Solüsyonu (1mM) 

-  1 mM FeCl3.6H2O : 1000 ml 

- 10 mM HCl : 40 ml 

 HDTMA Çözeltisi (1L): 0.438 g HDTMA dH2O ile 1 L’ye tamamlanmıştır. 

 Piperazine Tamponu ( 100 ml, pH 5.6 ) 

- Piperazine : 5 g  

- dH2O : 100 ml  

pH 5.6 olana kadar HCl eklenmiştir. 

 Shuttle Çözeltisi ( 100 ml, 0,2M ): 2,762 g Sülfosalisilik asit, dH2O ile 100 

ml’ ye tamamlanmıştır. 

 CAS Testi Solüsyonu (1 L) 

- Fe Solüsyonu : 15 ml 

- CAS  Çözeltisi : 75 ml 

- HDTMA Çözeltisi : 500 ml 

- Piperazin Tamponu : 365.5 ml 

- Distile Su : 44,5 ml 

 

2.1.2. Kullanılan Besiyerleri 

 

Kullanılan tüm besiyerleri 121°C’ de 20 dakika otoklavlanarak steril edilmiştir. 

 

 Nutrient agar  

-Peptone from meat 5,0 g/L 

- Meat extract 3,0 g/L 

- Agar-agar 12,0 g/L 

 

 Nutrient broth  

- Peptone from meat 15,0 g/L 

- Yeast extract 3,0 g/L 

- (D+) glucose 1 g/ L 

- NaCl : 6 g//L 

 

 MM9 Broth ( 1L  pH=7.3) 
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- dH2O : 855 ml 

- NaOH : 6 g 

 

MM9 broth besiyeri hazırlanırken  NaOH distile suyun içinde çözdürülmüş 

ve daha sonra PIPES eklenmiştir.  

- PIPES : 30,24 g 

- 10X MM9 tuzu : 100 ml 

- 121 °C’ de 20 dakika otoklavlanmış ve 50°C’ ye kadar soğuması beklenmiş 

ve aşağıdaki malzemeler membran filtreden geçirilerek karışıma eklenmiştir. 

- Demirsiz casaminoasit : 30 ml 

- 1M Glikoz : 10 ml 

- 1M MgCl2 :  1 ml 

- 100 Mm CaCl2 : 1 ml 

 

 MM9 Agar (1 L pH 7.3) 

 

855 ml dH2O’ nun üzerine sırasıyla 6 g NaOH, 30.24 g PIPES, 100 ml  10X 

MM9 tuzu ve 15 g Bacto-agar eklenmiş ve 121°C’ de 20 dakika otoklavlanmıştır. 

MM9 agar besiyeri hazırlanırken NaOH distile suyun içinde iyice çözülmüş ve daha 

sonra PIPES eklenmiştir. Böylece NaOH, PİPES’in çözünmesine yardımcı olmuştur. 

Otoklavdan çıkarılan besi yerinin 50°C’ ye kadar soğuması beklenmiş ve sterilitenin 

bozulmaması için bundan sonraki malzemeler membran filtereden geçirilerek ilave 

eilmiştir. 50°C’ye kadar soğuyan besi yerine sırasıyla 30 ml demirsiz casaminoasit, 

10 ml 1M Glikoz, 1 ml 1M MgCl2 1 ml 100 mM CaCl2 eklenmiş ve pH 7.3 olarak 

ölçülmüştür. 
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Siderofor tespiti için iki farklı Chrome Azurol Sulfonate (CAS) agar metodu 

kullanılmıştır;  

 

a. Chrome Azurol Sulfonate Agar (1L pH= 6.5) 

 

750 ml dH2O’ nun üzerine sırasıyla 6 g NaOH, 30.24 g PIPES, 100 ml 10X 

MM9 tuzu ve 15 g Bacto-agar eklenmiş ve 121°C’ de 20 dakika otoklavlanmıştır. 

Chorome Azurol S Agar   besiyeri hazırlanırken NaOH distile suyun içinde iyice 

çözülmüş ve daha sonra PIPES eklenmiştir. Böylece NaOH PİPES’in çözünmesine 

yardımcı olmuştur. Otoklavdan çıkarılan besi yerinin 50°C’ ye kadar soğuması 

beklenmiş ve sterilliğinin bozulmaması için bundan sonraki malzemeler membran 

filtereden geçirilerek ilave edilmiştir. 50°C’ye kadar suğuyan besi yerine 30 ml 

Casaminoasit, 100 ml HDTMA, 10 ml %20 Glikoz, 1 ml 1M MgCl2, 1 ml 100 mM 

CaCl2 eklenmiş ve pH 6.5 olarak ölçülmüştür. 

 

b. Schwyn ve Neilands’ın Chrome Azurol Sulfonate Agar  Yöntemi 

 

Blue dye : Solüsyon I: 0,06 g CAS’ı 50 ml dH2O’da çözülmüştür. Solüsyon 

II: 0,0027 g FeCl3.6H2O, 10 ml 10Mm HCl’de çözülmüştür. Solüsyon III:  0,073 g 

HDTMA’ı 40 ml ddH2O ‘ da çözülmüştür. Karışım Solüsyonu: Solüsyon I’i, 9 ml 

solüsyon II ile karıştırılmış, daha sonra solüsyon III eklenmiş ve çözelti mavi renk 

olmuştur. Bu karışım otoklavlanmış ve cam şişede saklanmıştır. 

Karşım solüsyonu:  

- Minimal Media 9 (MM9) tuz stok solüsyonu ; 15 g KH2PO4, 25 g 

NaCl, ve 50 g NH4Cl’ü 500 ml ddH2O’da çözülmüştür. 

- % 20 Glikoz Stok ; 20 g glikozu 100 ml ddH2O’da çözülmüştür. 

- NaOH  Stok ; 25 g NaOH 150 ml ddH2O’ de çözülmüştür.  (pH=11-

12). 

- Casamino Asit Solüsyonu; 3 g Casamino asit 27 ml ddH2O’da 

çözülmüştür. Eser demiri çıkarmak için kloroform içinde %3 8- 

hydroxyquinolin ile ekstrakte edilmiştir. Son olarak karışım filtre edilmiştir. 
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CAS Agar (1L ); 100 ml MM9 stok solüsyonuna, 750 ml ddH2O eklenmiştir. 

Daha sonra karışıma 32.24 g piperazine- N,N’-bis (2-ethanesulfonic acid) PIPES 

eklenmiştir. 15 g bacto agar eklenmiş ve otoklavlanmıştır. 50°C’ye kadar soğuması 

beklenmiş ve 30 ml steril Casamino asit solüsyonu  ve 10 ml % 20’ lik glikoz 

solüsyonu,  MM9 ve PIPES  karışımına eklenmiştir. Ardından blue dye 

solüsyonundan 100 ml yavaşça eklenmiştir. Daha sonra karışım  steril petrilere 

dökülmüştür. 

Bu çalışmada, Otoklav (Mednıf),  Manyetik  Karıştırıcı (Velp Scientifica), 

İnkübatör (Labart), Işık mikroskobu (Olympus Cx21), Spektrofotometre (Shimadzu 

Marka  Uv -1201  ), Hassas Terazi (Sartorius ), pH Metre (T-Az 8685 Dijital), 

Pasteur Fırını (Elektro-Mag ), Santrifüj ( Hettirh  Zentrifugen)(Şekil2.1.3.1), 200µl  

Mikropipet (Eppendorf  Research), 100-1000 µl Mikropipet (Isotherm) ve 0.5 

Mcfarland Densitometre (Biosan) cihazları kullanılmıştır. 

 

   

Şekil 2.1: Çalışmada kullanılan  santrifüj ve spektrofotometre cihazları. 
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2.1.3. Kullanılan Test Bakterileri 

 

Siderofor  üretim tespiti için kullanılan test bakterileri, Gazi Eğitim Fakültesi 

Biyoloji Eğitim A.B.D. Mikrobiyoloji Laboratuvarı koleksiyonunda bulunan 16S 

rRNA dizilimi ile moleküler tanımlaması yapılmış ve patojen suşlardır. Bu suşlar     

Micrococcus yunnanensis DT1,  Bacillus tequilensis DT2, Bacillus invictae DY1,  

Bacillus cereus DY2, Bacillus subtilis DY3, Cellulosimicrobium sp. DY4, Bacillus 

subtilis DY5, Bacillus cereus DY6, Bacillus pumilus 44/1 ve Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 9027‘dir. Bu suşlara ilave olarak  Escherichia coli KKÜ, 

Kırıkkale Üniversitesi Bilimsel ve Teknolojik Araştırmalar Merkezi’nden temin 

edilmiştir. 

 

    Tür tayini yapılan suşlar daha sonraki çalışmalarda kullanılmak üzere  % 

30’luk gliserollü ependorf tüplerinde – 80°C’de ve yatık agarda +4 °C’de Gazi 

Eğitim Fakültesi, Biyoloji Eğitim A.B.D. Mikrobiyoloji Laboratuvarı 

koleksiyonunda saklanmıştır. 

 

2.2. METOD 

 

2.2.1. Test Bakterilerinin Aktifleştirilmesi 

Bu çalışmada kullanılan test bakterileri 5 ml’lik nutrient brothlarda 24 saat 

inkübasyona bırakılarak 2 kez aktifleştirilmiştir.  

2.2.2. Siderofor Üretiminin Tespiti 

 Bu çalışmaya göre bakterilerin siderofor üretiminin  tespiti için 2 farklı 

Chrome Azurol Sulfonate agar deneyi ve sentezlenen sideroforun miktar tayini için 

ise Chrome Azurol Sulfonate sıvı deneyleri uygulanmıştır. Bakteri kültürleri tüm 

deneylerde demir içermeyen MM9 besiyerlerinde üretilmişlerdir. Kullanılan tüm cam 

malzemeler 180 ºC’de 1 saat süreyle pasteur fırınında steril edilmek suretiyle 

kullanıma hazır hale getirilmiştir. 
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a. Chrome Azurol Sulfonate  Agar Deneyi 

Chorome Azurol S agar deneyi, sideroforun ferrik demire yüksek affinitesini 

temel alan ve siderofor tespitinde kullanılan bir metoddur. CAS agar plateleri ile  

Fe+3 boyasının kompleks oluşturmasından dolayı mavi renktedir. Siderofor 

varlığında aşağıda belirtilen reaksiyon gerçekleşir, serbest boya açığa çıkar ve mavi 

olan renk, turuncuya dönüşür. 

 

Fe+3- CAS (mavi) + Siderofor →→ Fe+3 – Siderofor + CAS (turuncu)  

Siderofor üretimi için Bacillus subtilis DY3, Bacillus subtilis DY5, Bacillus 

pumilus 44/1, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 ve Escherichia coli KKÜ 

kültürleri Chorome Azurol S agar besiyerine öze ile tek koloni ekim tekniği ile 

transfer edilmiştir. Tüm suşlar 37ºC’de 336 saat inkübe edilmiştir. Koloni oluşturan 

bakterilerin oluşturdukları üreme halkalarının hemen dışında oluşan turuncu renkli 

zonlar siderofor oluşumunu için pozitif olarak değerlendirilmiştir[64,65]. 

 

b. Chrome Azurol S Sıvı Deneyi 

CAS sıvı deneyi ile siderofor üretiminin miktar tayini amacıyla Bacillus 

subtilis DY3, Bacillus subtilis DY5, Bacillus pumilus 44/1, Pseudomonas aeruginosa 

ATTC 9027 ve Escherichia coli KKÜ bakterileri demir içermeyen MM9 sıvı 

besiyerine ön kültüre alınmıştır. Taze MM9 sıvı besiyerine 1/100 oranında aktarılan 

her bir ön kültür, 37 ºC’de 48 saat inkübe edilmiştir. Sideroforlar hücre dışına 

salgılanan moleküller olduğundan dolayı santrifüj işlemi sonucunda hücreler 

uzaklaştırılıp süpernatant elde edilmiştir. Bakteri kültürleri inkübasyon sonunda 

20ºC’de 10.000 rpm’de 5 dk santrifüj edilerek hücre pelletinin çökmesi sağlanmış ve 

her bir bakteri kültürü için 0,5 ml süpernatant alınarak 0,5 ml CAS solüsyonu ile 

karıştırılmış, bunu takiben CAS solüsyonu ile siderofor arasındaki bağı 

kuvvetlendirmesi ve renk değişimini belirginleştirmesi için 10 μM shuttle solüsyonu 

ilave edilmiştir. Siderofor üretimi olan bakteri türlerinde mavi renkte olan CAS 

solüsyonu siderofor ile etkileşimi sonucunda turuncu-mor renge dönerek CAS sıvı 

deneyi için pozitif sonuç vermektedir [64]. Renk değişiminin gerçekleşmesi için en 
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az 5 dk bekletilip elde edilen sonuçlar fotoğraflanmış ve siderofor üretimi bakteri 

türleri arasında derecelendirilmiştir. 

 

2.2.3. Üretim Yüzdesinin Belirlenmesi 

1/100 oranında demir içermeyen MM9 sıvı besiyerine inoküle edilen bakteri 

kültürleri 37ºC’de 48 saat inkübe edildikten sonra 20 ºC’de 10.000 rpm’de 5 dk 

santrifüj edilerek süpernatant elde edilmiştir. Bu bakteriler tarafından salgılanan 

sideroforun üretim yüzdesini belirlemek için Payne’ in 1994 yılındaki çalışması esas 

alınarak 0,5 ml süpernatant, 0,5 ml CAS solüsyonu ile karıştırılmış ve daha sonra 10 

μMl shuttle solüsyonu (0.2 M sülfosalisilik asit) ilave edilmiştir. Spektrofotometrik 

ölçüm için kültür içermeyen bir MM9 ortamı, kör olarak kullanılmış,  referans 

(inokule edilmemiş 0,5 ml MM9 besiyeri + 0,5 ml CAS solüsyonu + 10 μM shuttle 

solüsyonu) değerlerindeki ve örneklerdeki renk kaybı 630 nm dalga boyunda 

ölçülerek belirlenmiş ve aşağıdaki formülle hesaplanmıştır.  

Sideroforların genel yüzde hesabı; 

                                        Ar-As 

 % Siderofor =                                      x100 

                                      Ar 

Ar: Referans Değeri (A630) 

As: Örnek Değeri (A630) 

 

2.2.4. Maksimum Üretim Zamanının Belirlenmesi 

Siderofor üretim zamanını belirlemek amacıyla hazırlanan kültür, 1/100 

oranında demir içermeyen MM9 besiyerine inoküle edilerek 37ºC’de 96 saat inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon esnasında 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde  

alınan örnekler 20 ºC’de 10.000 rpm’de 5dk santrifüj edilip hücre pelletinin çökmesi 

sağlanmıştır. Elde edilen bakteri süpernatantlarından her biri ile CAS sıvı deneyi 
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yapılmış ve kantitatif veriler elde etmek için 630 nm’de spektrofotometrik ölçümler 

yapılarak siderefor yüzdeleri belirlenmiştir. Siderofor üretiminin hücre büyümesi ile 

ilişkisini belirlemek amacı ile belirtilen zaman aralıklarında bakteri kültürleri, 

Mcfarland densitometre de ölçülmüştür. Deneyler en az 3 kez tekrar edilmiştir. 

 

 

2.2.5. Siderofor Üretiminin Optimizasyonu 

 

Bu tez çalışmasında Bacillus subtilis DY3, Bacillus subtilis DY5, Bacillus 

pumilus 44/1, Pseudomonas aeruginosa ATTC 9027 ve Escherichia coli KKÜ 

bakterileri tarafından maksimum siderofor üretimine yönelik optimizasyon şartları 

araştırılmıştır. Bu amaçla sıcaklık, pH, farklı karbon kaynakları, biyomas ve glikoz 

konsantrasyonunun siderofor üretimine etkisi belirlenmiştir. Tüm deneylerde demir 

içermeyen MM9 sıvı besiyeri kullanılmıştır.  

 

a. Sıcaklığın Etkisi 

 

Sıcaklık, siderofor üretiminde etkili olan önemli faktörlerden biridir. Sıcaklığın 

siderofor üretimine etkisini belirleyebilmek amacı ile 1/100 oranında demir 

içermeyen MM9 sıvı besiyerine inoküle edilen Bacillus subtilis DY3, Bacillus 

subtilis DY5, Bacillus pumilus 44/1, Pseudomonas aeruginosa ATTC 9027 ve 

Escherichia coli KKÜ bakterileri kültürleri 25, 30, 37 ve 40 ºC’de  48 s inkübe 

edilmiştir. Daha sonra bakteri kültürleri alınıp 10.000 rpm’de 5 dk santrifüj 

edilmiştir. Bakteri kültürlerinden elde edilen süpernatantlardan her biri için CAS sıvı 

deneyi yapılmış ve siderofor miktarı 630 nm absorbans değerinde ölçülerek 

bakterilerin siderofor üretim yüzdesi belirlenmiştir. Farklı sıcaklık değerlerinde 

siderofor üretiminin hücre büyümesi ile ilişkisini belirlemek amacı ile belirtilen 

zaman aralıklarında bakteri kültürlerinden 1’er ml örnek alınarak 600 nm’de hücre 

yoğunluk ölçümleri yapılmıştır. Deneyler en az 3 kez tekrar edilmiştir. 
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b. pH ’ın Etkisi 

 

pH’ın siderofor üretimine etkisini belirlemek amacı ile pH 5.2, 6.0 ,7.3 ,8.0 ve 

10.0 olmak üzere 5 farklı pH değerine sahip MM9 sıvı besiyeri hazırlanmıştır. 

Bacillus subtilis DY3, Bacillus subtilis DY5, Bacillus pumilus 44/1, Pseudomonas 

aeruginosa ATTC 9027 ve Escherichia coli KKÜ bakterileri 1/100 oranında farklı 

pH' lardaki demir içermeyen taze MM9 broth besi yerlerine inoküle edilmiştir. 

37°C’de 48 saat inkübasyonun ardından hücreler 10.000 rpm’de 5 dk santrifüj 

edimiştir. MM9 besiyerine salgılanan siderofor miktarını belirlemek amacıyla elde 

edilen süpernatantlardan her birine CAS sıvı deneyi yapılmış ve siderofor birim 

yüzdesi spektrofotometrede 630 nm’de ölçülerek belirlenmiştir. Farklı pH’larda 

siderofor üretiminin hücre büyümesi ile ilişkisini belirlemek amacı ile belirtilen 

zaman aralıklarında bakteri kültürlerinden 1’er ml örnek alınarak 600 nm’de hücre 

yoğunluk ölçümleri yapılmıştır. Deneyler en az 3 kez tekrar edilmiştir. 

 

c. Farklı Karbon Kaynaklarının Etkisi 

 

Farklı karbon kaynaklarının siderofor üretimine etkisini inceleyebilmek amacı 

ile 1 M’lık glikoz, laktoz, melas, üzüm pekmezi içeren 4 farklı MM9 broth besiyeri 

ortamı hazırlanmıştır. Bunun yanında 2 farklı glikoz konsantrasyonu kullanılmış ve 

bakteriler demir içermeyen MM9 sıvı besiyerlerine 1/100 oranında inoküle 

edilmiştir. Bakteri kültürleri 37º C’de 48 saat inkübe edildikten sonra 10.000 rpm’de 

5 dk santrifüj edilip süpernatant elde edilmiştir. CAS sıvı deneyi sonucu örneklerde 

oluşan renk değişimi spektrofotometrede 630 nm’de ölçülerek belirlenmiş ve elde 

edilen veriler kullanılarak bakterilerin siderofor üretim yüzdesi hesaplanmıştır. Farklı 

karbon kaynaklarının hücre büyümesi ile ilişkisini belirlemek amacı ile belirtilen 

zaman aralıklarında bakteri kültürlerinden 1’er ml örnek alınarak 600 nm’de hücre 

yoğunluk ölçümleri yapılmıştır. Deneyler en az 3 kez tekrar edilmiştir. 
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d. Biyomasın Etkisi 

Biyomas miktarının siderofor üretimi üzerindeki etkisini incelemek amacı ile 

Bacillus subtilis DY3, Bacillus subtilis DY5, Bacillus pumilus 44/1 bakterisi  0.5, 

1.0, 1.5, 3.0, 5.0/100 oranlarında demir içermeyen MM9 besiyerlerine inoküle 

edilmişlerdir. Bunu takiben bakteri kültürleri 37ºC’de  48 saat inkübe edildikten 

sonra 10.000 rpm’de 5 dk santrifüj edilip hücre pelletinin çökmesi sağlanmıştır. 

Bakteri kültürlerinden elde edilen süpernatantlardan her biri ile CAS sıvı deneyi 

yapılmış ve siderofor miktarı 630 nm’de ölçülerek bakterilerin siderofor üretim 

yüzdeleri belirlenmiştir. Farklı inokülasyon miktarlarının hücre büyümesi ile 

ilişkisini belirlemek amacı ile belirtilen zaman aralıklarında bakteri kültürlerinden 

1’er ml örnek alınarak 600 nm’de hücre yoğunluk ölçümleri yapılmıştır. Deneyler en 

az 3 kez tekrar edilmiştir. 
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3. ARAŞTIRMA BULGULARI  

 

3.1. Kullanılan Test Bakterileri:   

Aktifleştirme yapılan bakterileri kontrol etmek amacıyla yapılan gram boyama 

sonuçlarına göre morfolojik görüntüler Şekil 3.1’de gösterilmiştir. 

                     

  

Micrococcus yunnanensis DT1                             Bacillus tequilensis DT2 

 

  

Bacillus cereus DY2 Bacillus cereus DY6   

   

Şekil 3.1 : İzolatlardan seçilen 8 şuştan bazılarının gram boyama sonucu morfolojik 

görüntüsü. 
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3.2.  Siderofor Tespiti 

 

336 saat inkübasyona bırakılan izolatların siderofor üretimine bağlı olarak 

bakteri kolonilerinin etrafında oluşan turuncu renkli zonlar Şekil 3.2’de 

gösterilmiştir. 

 

   

Şekil 3.2. Chorome Azurol S agar deneyi sonuçları a) Kontrol  b) Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 9027 , Escherichia coli KKÜ,  Bacillus subtilis DY3 

bakterilerinin ekimi ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027’ de 

siderofor üretiminin görüldüğü pozitif sonuç 

 

 

Elde ettiğimiz sonuçlara göre deneyde kullanılan tüm suşlarda  siderofor 

üretimi gözlenmiştir. Siderofor üretimini kendi aralarında  derecelendirdiğimizde en 

yüksek siderofor üretimi, pozitif kontrol olan Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 

bakterisinde, en az siderofor üretimi ise Bacillus invictae DY1 bakterisinde  

gözlenmiştir. CAS agar plaklarda yapılan ekimler 2-7 gün içerisinde sonuç vermiştir. 

Ekim yapıldıktan sonra yapılan ölçümlere göre siderofor üretimi Çizelge 3.1’de 

gösterilmiştir. 
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Çizelge 3.1. Siderofor üretiminin CAS agarda derecelendirilmesi 

Bakteri Türleri  CAS Agar 

Bacillus subtilis DY3 ++ 

Bacillus subtilis DY5 ++ 

Bacillus cereus DY6 + 

Escherichia coli KKÜ ++ 

Pseudomonas aeruginosa ATTC 9027 +++ 

Bacillus pumilus 44/1 ++ 

Micrococcus yunnanensis DT1 + 

Bacillus tequilensis DT2 + 

Bacillus invictae DY1 + 

Bacillus cereus DY2 + 

Cellulosimicrobium sp. DY4 + 

(-): siderofor üretimi yok, (+) az siderofor üretimi, (++) orta derecede siderofor 

üretimi, (+++) yüksek siderofor üretimi. 

 

Schwyn ve Neilands’ın metodu ile yapılan CAS agar deneyi sonuçları Şekil 

3.3’de gösterilmiştir. Buna göre PIPES, pH 5.0’in altında çözünmezdir. Solüsyona 

PIPES eklenerek pH’ı 6.8’ye getirilir. pH 6.8’i aştığında solüsyonun rengi yeşile 

dönmektedir. Burada yaptığımız deney sonucunda pH 6.8’den fazla olmuştur ve 

CAS agarın rengi yeşile dönmektedir. Bu plaklarda turuncu ve açık sarı zonlar, 

siderofor varlığını göstermektedir (Şekil 3.3). 
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Şekil 3.3. CAS  agar sunuçları.  a) Kontrol b) Bacillus subtilis DY3, Bacillus subtilis  

DY5, Escherichia coli KKÜ, Pseudomonas aeruginosa ATTC 9027  ekimi 

yapılmış  CAS agar plakları. Escherichia coli  KKÜ'de siderofor üretimi 

pozitif sonuç vermiştir. 

 

3.3. Chrome Azurol S Sıvı Deneyi 

 

Bakteri kültürlerinin sıvı besiyerine salgıladıkları sideroforun kantitatif tespiti 

için Chrome Azurol S sıvı deneyi yapılmıştır. CAS solüsyonun yapılışı Şekil 3.4’de, 

elde ettiğimiz sonuçlar ise  Şekil 3.5’ de gösterilmiştir.  

 

      

Şekil 3.4.  Chrome Azurol S sıvı deneyi solüsyonunun hazırlanışı  

 

a

c

c 

b 
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Şekil 3.5. a) CAS testi solüsyonu ile shuttle çözeltisinin karıştırıldığı andaki renk 

değişimi. b)  1) Kontrol. 2) Bacillus pumilus 44/ 1’ in CAS sıvı deneyi 

sonucu siderofor üretimi. 

 

Bu sonuçlara göre, Bacillus subtilis DY3, Bacillus subtilis DY5, Bacillus 

pumilus 44/1 bakterilerinde CAS solüsyonunun mavi olan rengi, mora dönüşmüştür. 

 

 

 

3.4.   Siderofor Üretim Yüzdeleri 

Siderofor üretim miktarını belirlemek amacıyla CAS sıvı deneyi yapılmıştır. Buna 

bağlı olarak CAS rengindeki değişim oranı 630 nm dalga boyunda ölçülmüş ve 

siderofor birim yüzdesi hesaplanmıştır. Elde ettiğimiz verilere göre siderofor üretimi 

yüzdesi, Bacillus subtilis DY3’de  % 41 Bacillus subtilis DY5’de % 53,  Bacillus 

pumilus 44/1’de  % 43 olarak belirlenmiştir (optimizasyon öncesi).  
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3.5.  Maksimum Siderofor Üretim Zamanı 

 

İnkübasyon süresinin siderofor üretimine etkisini belirlemek amacıyla 

yaptığımız deney sonucunda en yüksek siderefor üretimi Bacillus subtilis DY3 suşu 

için, 24. saatte % 41 olarak tespit edilmiştir (Şekil 3.6) 

 

 

Şekil 3.6. Bacillus subtilis DY3’ün zamana bağlı siderofor üretimi.  
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En yüksek siderefor üretimi Bacillus subtilis DY5 suşu için 96. saatte % 53  

olarak tespit edilmiştir (Şekil 3.7). 

 

 

Şekil 3.7.  Bacillus subtilis DY5’in zamana bağlı siderofor üretimi 

 

En yüksek siderefor üretimi Bacillus pumilus 44/1 suşu için 16. saatte % 43   

olarak tespit edilmiştir (Şekil 3.8). 
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Şekil 3.8.  Bacillus pumilus 44/1’in zamana bağlı siderofor üretimi 

En yüksek siderefor üretimi Pseudomonas aeruginosa suşu için 16. saatte %36 

olarak tespit edilmiştir (Şekil 3.9). 

 

Şekil 3.9.    Pseudomonas aeruginosa’ nın zamana bağlı siderofor üretimi 

 

3.6.  Siderofor Üretimininin Optimizasyonu 

 

3.6.1. Sıcaklığın Etkisi 

 

Sıcaklığın siderofor üretimine etkisini belirlemek amacıyla yaptığımız 

deneyde, Bacillus türleri için büyüme sıcaklığının 30-37°C’de olduğu bilinmektedir 

ve sıcaklık değerleri buna göre seçilmiştir. 

 

Bacillus subtilis DY3 suşu için en yüksek siderofor üretiminin gözlendiği 

sıcaklık değeri 37°C olarak tespit edilmiş ve siderofor üretimi 24. saatte  % 42 olarak 

ölçülmüştür (Şekil 3.10).   
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Şekil 3.10. Bacillus subtilis DY3  için sıcaklığın siderofor üretimine etkisi  

 

Bacillus subtilis DY5 suşu için en yüksek siderofor üretiminin gözlendiği 

sıcaklık değeri 25°C olarak tespit edilmiş ve siderofor üretimi 48. saatte  %31,6 

olarak ölçülmüştür ( Şekil 3.11). 

 

Şekil 3.11. Bacillus subtilis DY5 için sıcaklığın siderofor üretimine etkisi   
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Bacillus pumilus 44/1 suşu için en yüksek siderofor üretiminin gözlendiği 

sıcaklık değeri 30°C olarak tespit edilmiş ve siderofor üretimi 48. saatte  % 47,8 

olarak ölçülmüştür ( Şekil 3.12).  

 

 

Şekil 3.12. Bacillus pumilus 44/1 için sıcaklığın siderofor üretimine etkisi 

 

3.6.2. pH’ ın Etkisi 

 

Bakterilerin besi ortamındaki demirin çözünürlüğü, pH tarafından 

etkilenmektedir. Farklı pH’larda MM9 broth besi ortamı hazırlanırken pH 5.2’den 

daha düşük bir pH değerine inilememiştir. Bunun nedeni MM9 ortamı hazırlarken, 

NaOH içinde çözünen PİPES’ın pH  5.2’den daha düşük pH değerlerinde 

çözünememesidir, bunun sonucunda en düşük pH değeri 5.2 olarak belirlenmiştir.   

 

Bu çalışmada, Bacillus subtilis DY3 için en yüksek hücre büyümesi siderefor 

üretiminin az olduğu (%25) pH 5.2’de  gözlenirken maksimum siderofor üretimi ise 

%38 olarak büyümenin azaldığı pH 7.3’de gözlenmiştir (Şekil 3.13).  
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Şekil 3.13. Bacillus subtilis DY3 için pH’ın siderofor üretimine etkisi  

 

 

Bacillus subtilis DY5 için en yüksek hücre büyümesi siderefor üretiminin az 

olduğu (% 25) pH 6.0’da  gözlenirken maksimum  siderofor üretimi ise % 33 olarak 

büyümeni azaldığı pH 5.2’de gözlenmiştir (Şekil 3.14). 

 

 

Şekil 3.14.  Bacillus subtilis DY5 için pH’ın siderofor üretimine etkisi   
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Bacillus pumilus 44/1 için en yüksek hücre büyümesi siderefor üretiminin az 

olduğu (%11)  pH 8.0’da  gözlenirken maksimum siderofor üretimi ise %20 olarak 

büyümenin azaldığı pH 5.2’de gözlenmiştir (Şekil 3.15). 

 

 

Şekil 3.15.  Bacillus pumilus 44/1  için pH’ın siderofor üretimine etkisi  

 

 

3.6.3. Biyomasın Etkisi 

 

Biyomas büyüklüğünün siderofor üretimine etkisini belirlemek için  Mcfarland 

densitometre değeri 4.0, hücre yoğunluğu 1x106 olan stok çözeltiden demir 

içermeyen 5’er ml  MM9 besi ortamlarına farklı inokülasyon miktarlarında ( % 0.5, 

1.0, 1.5, 3.0, 5.0) inoküle edilmiş suşlar 37 °C’de 48 saat inkübe edilmiştir.  

 

Büyüme oranları ve siderofor ölçümü, daha önce açıklandığı şekilde 

yapılmıştır. 

Biyomas miktarı % 0.5–1.5 arasında hücre büyümeleri arasındaki farkın çok  

olmamasına rağmen biyomas miktarı %5’den alınan örneklere göre hücre 

büyümesinde azalma gözlenmiştir. 
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Buna göre Bacillus subtilis DY3 için biyomas miktarı % 0.5-1.5 arasında, 

hücre büyümesinde artış gözlenirken % 1,5’den sonraki inokülayon değerlerinde 

hücre büyümesinde azalma gözlenmiş ve en yüksek siderofor üretimi (%38) 1/100 

oranında inokülasyon miktarında tespit edilmiştir (Şekil 3.16). 

 

 

Şekil 3.16.  Bacillus subtilis DY3  için biyomas miktarının siderofor üretimine etkisi   

*Stok çözelti 1x106cfu/ml 

 

 

Bacillus subtilis DY5 bakterisi inokülasyon miktarı % 0.5-3.0 arasında hücre 

büyümesinde artış gösterirken %3’den sonraki biyomas değerlerinde hücre 

büyümesinde azalma göstermiş ve en yüksek siderofor üretimi  (% 29) 0.5/100  

oranında inokülasyon miktarında gözlenmiştir (Şekil 3. 17). 
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Şekil 3.17.  Bacillus subtilis DY5  için biyomas miktarının siderofor üretimine etkisi   

*Stok çözelti 1x106cfu/ml 

 

Bacillus pumilus 44/1 bakterisi inokülasyon miktarı % 0.5-1.5 arasında hücre 

büyümesinde artış gösterirken % 1.5’dan sonraki inokülayon değerlerinde hücre 

büyümesinde azalma göstermiş ve en yüksek siderofor üretimi (% 35 ) 1.5/100  

oranında inokülasyon miktarında gözlenmiştir (Şekil 3.18). 

 

Şekil 3.18.  Bacillus pumilus 44/1  için biyomas miktarının siderofor üretimine etkisi 

*Stok çözelti 1x106cfu/ml 
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3.6.4. Karbon Kaynaklarının Etkisi 

 

Basit şekerler bakterilerin büyümesini hızlandırmakta ve dolayısıyla siderofor 

gibi sekonder metabolitlerin üretimini arttırmaktadır. Bu amaçla, son konsantrasyonu 

1 M olacak şekilde ayrı ayrı ilave edilmiş (glikoz, laktoz, melas, üzüm pekmezi) 

içeren, demir içermeyen 4 farklı MM9 besiyeri hazırlanmıştır. Her bir besiyeri (pH 

7.3) 37°C’de 48 saat inkübe edilmiş ve siderofor ölçümü daha önce belirtildiği 

şekilde yapılmıştır.  

Bacillus subtilis DY3 izolatının melaslı ölçümlerine göre; Bacillus subtilis 

DY3’te 24. saate kadar hızlı bir hücre büyümesi gerçekleşirken 24. saatten 48. saate 

doğru hücre büyümesinde azalma olmuştur. Buna karşın siderofor üretimi ise 24. 

saatten sonra sabit devam etmiştir. En yüksek siderofor üretimi %38 glikoz 

varlığında tespit edilmiştir (Şekil 3.19). 

 

 

Şekil 3.19.  Bacillus subtilis DY3  için farklı karbon kaynaklarının siderofor 

üretimine etkisi   

 

 

Melas varlığında Bacillus subtilis DY5 izolatının ilk 24 saatte  hücre büyümesi 

hızlı bir şekilde sürerken 24. saatten sonra hücre büyümesi daha yavaş bir şekilde 

devam etmektedir, buna karşın 24. saatten sonra siderofor üretiminde azalma 
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gözlenmiştir. En yüksek siderofor üretimi %33 glikoz varlığında tespit edilmiştir 

(Şekil 3.20). 

 

 

Şekil 3.20.  Bacillus subtilis DY5  için farklı karbon kaynaklarının siderofor 

üretimine etkisi   

 

Melas varlığında Bacillus pumilus 44/1 izolatının hücre büyümesi 48. saate 

doğru yüksek oranda artarken siderofor üretimi de 2 katına çıkmıştır.   En yüksek 

siderofor üretimi 24. saatte %24 glikoz varlığında gözlenmiş, 48. saatte  ise melas 

varlığında % 29 olarak bulunmuştur (Şekil 3.21). 
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Şekil 3.21.  Bacillus pumilus 44/1  için farklı karbon kaynaklarının siderofor 

üretimine etkisi   

 

4 farklı karbon kaynağıyla hazırlanan broth besi yerlerindeki hücre 

büyümelerinin 600 nm’de ölçümlerine göre en fazla üreme Bacillus subtilis DY3 

bakterisi için, glikoz içeren broth besi yerinde görülürken, Bacillus subtilis DY5 ve 

Bacillus pumilus 44/1 bakterileri için, en yüksek hücre büyümesi üzüm pekmezi 

içeren broth besi yerinde gözlenmiştir (Şekil 3.22). 

 

Şekil 3.22. Farklı karbon kaynaklarıyla hazırlanan besiyerindeki hücre büyümesi 
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4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA  

 

Sideroforlar biyoteknolojik potansiyeli büyük, kendisi küçük moleküllerdir. 

Sideroforların biyoteknolojik uygulamaları üzerine yoğun çalışmalar yapılarak, 

klinik, ziraat, çevre, sağlık ürünleri ve endüstri de dahil olmak üzere günümüzde 

biyoteknojinin birçok alanında uygulanabilirliği açıkça görülmektedir. Tüm 

canlıların yaşamının ve ekosistemin iyileştirilmesinde önemli rol oynayan mikrobiyal 

sideroforların biyoteknolojik alanda kullanımının, günümüzde olduğu gibi gelecekte 

de artan bir hızla sürdürülebileceği şüphesizdir [13].  

 

Son yıllarda sekonder bir metabolit olan sideroforların analizi, biyosentez 

yolları, taşınımı ve demir çözünme mekanizmalarıyla ilgili pek çok çalışma 

yapılmıştır. Yapılan çalışmalar sideroforların geniş bir uygulama alanına sahip 

olduğunu göstermektedir. 

 

Bitki büyümesini geliştiren bakteri olarak bilinen floresan pseudomonasların 

bazı suşları,  tohum veya bitkinin yeraltı parçalarına inoküle edildiği zaman bitki 

patojenlerinin baskılanmasında yer alan pyoverdin ve pyochelin tip sideroforlar 

üretirler[56]. Pyoverdinler, aslında floresan pseudomonasların sideroforları olan, 

karakteristik floresan pigmentlerdir [70, 71, 72]. 

 

Klebsiella sp.’lerin  siderofor ürettiği birçok  araştırma tarafından tespit edilmiş 

ve klinik araştırmalarda antimalarial ajan olarak kullanılabileceği yapılan çalışmalar 

sonucu  gösterilmiştir[24, 40, 41, 68-69]. 

 

Siderofor üretim tespitine yönelik son yıllarda pek çok çalışma yapılmıştır. Bu 

çalışmalar sonucunda tarımsal ilaçların hem bitkide, hem de toprakta toksisiteyi 

arttırmasından dolayı zirai mücadelede tarımsal üretim için daha güvenli ve 

sürdürülebilir araçların geliştirilmesi ve bitki büyümesini teşvik edici olan 

sideroforların, tercih edilmesi gereken en önemli biyokontrol mekanizmalarından biri 

olduğu tespit edilmiştir[42, 43, 44].  
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Aslan ve Özaktan’ın kök bakterileriyle yaptığı çalışmada siderofor  üreten 

bakterilerin, bitki köklerinde ISR(uyarılmış sistemik dayanıklılık)’ı arttırdığı 

gözlenmektedir. Bunun sonucunda ISR sadece patojen bakterilerin oluşmasını 

önlemekle kalmayıp aynı zamanda bitkide var olan dayanıklılığı aktive ettiği için 

bitkiyi hastalıklardan da korumaktadır. Bu sebeple siderofor üretimi ISR’ da önemli 

bir biyokontrol mekanizması oluşturmaktadır [73, 74, 75].  

 

Kök bakterilerinden olan floresan pseudomonasların  bitki büyümesini teşvik 

edici bir ajan olduğu ve bitkilerde hastalıkların baskılanmasında rol oynayan 

hidroksamat tip siderofor  ürettiği çeşitli araştırmalarla tespit edilmiştir[76].  

Araştırmamızda M. yunnanensis DT1,  B. tequilensis DT2, B. invictae DY1, B. 

cereus DY2, B. subtilis DY3, Cellulosimicrobium sp. DY4, B. subtilis DY5, B. 

cereus DY6 , B. pumilus 44/1, P. aeruginosa ATTC 9027 ve E. coli KKÜ bakterileri 

tarafından üretilen sideroforun tespiti ve B. subtilis DY3, B. subtilis DY5, B. pumilus 

44/1  bakterilerinde yüksek verim elde etmek için, siderofor üretimini etkileyen 

çevresel şartların optimizasyonunu kapsamaktadır. Araştırmamızda kullanılan bütün 

suşlar tarafından üretilen sideroforların tespiti için CAS deneyi yapılmıştır. 

Deneylerimizde yüksek oranda siderofor ürettiğini bildiğimiz P. aeruginosa ATTC 

9027 ve E. coli KKÜ bakterileri pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. Siderofor tayini 

öncelikle CAS agarda gerçekleştirilmiş ve kullanılan tüm bakteri türlerinde siderofor 

varlığını gösteren turuncu renkteki zonlar gözlenmiş ve bu turuncu zonlar pozitif 

olarak değerlendirilmiştir.  

 

Chrome Azurol S sıvı deneyi, Chrome Azurol S agar deneyine göre daha kısa 

sürede sonuç vermesi ve sonuçlarının kantitatif yönden yeterli olması nedeniyle daha 

avantajlı bir metot olarak bulunmuştur. CAS agar ve CAS likit deneyleri sonucunda 

en fazla siderofor üreten üç suş seçilmiş ve bundan sonraki optimizasyon çalışmaları 

bu üç izolat üzerinden devam etmiştir. 

 

En yüksek siderefor üretimi B. subtilis DY3 suşu için % 42 , B. subtilis DY5 

için % 33 ve B. pumilus 44/1 suşu için % 48 olarak siderofor üretimi tespit edilmiştir.
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B.pumilus 44/1, B. subtilis DY3 ve B. subtilis DY5 bakterilerinin maksimum 

siderofor üretim zamanı, hücre büyümesinin duraklama dönemine rastlamaktadır ki 

bu da sideroforların sekonder bir metabolit olduğunu göstermektedir. Maksimum 

siderofor üretim zamanı araştırma sonuçlarına göre en yüksek siderofor üretimi 

sırasıyla  B. subtilis DY3,  B.pumilus 44/1 ve  B. subtilis DY5 şeklinde tespit 

edilmiştir. 

Sekonder metabolit olarak durağan fazda üretilmekte olan sideroforlar için 

optimum  gelişim parametrelerinden olan sıcaklık önemlidir. Buradan hareketle 

optimum sıcaklık deney sonuçları B. subtilis DY5 için 25°C, B.pumilus 44/1 için 

30°C ve B. Subtilis DY3 için  37°C olarak tespit edilmiştir. 

 

Siderofor üretimini etkileyen diğer önemli faktör pH’dır.  pH demir 

çözünürlüğünde önemli bir katalizördür, ortamdaki pH’ın durumu bakteri gelişimini  

ve dolayısıyla da siderofor üretimini etkilemektedir. 

Maksimum siderofor üretimi B.subtilis DY5 ve B. pumilus 44/1 bakterileri için 

üremenin en az olduğu  pH 5.2’ de sırayla  % 33 ve % 30 olarak tespit edilirken B. 

subtilis DY3 için ise hücre büyümesinin en az olduğu pH 7.3’de   % 38 olarak tespit 

edilmiştir. Hu, ve Xu’ nun B. subtilis ile yaptığı çalışma sonuçlarına göre  siderofor 

üretim optimizasyon sonucuna göre pH 7.0’de siderofor üretiminin arttığı tespit 

edilmiştir [79]. 

 

Artan ve azalan pH değerleri ortamdaki demir çözünürlüğünü arttırmaktadır. 

Ortamdaki artan bu demir seviyesi mikroorganizmaların gelişimini etkilemektedir. 

Nörtal pH’da demir çözünürlüğünün azalmasıyla, besi otamındaki kısıtlı demir 

miktarı siderofor üretimini attırmaktadır. Çalışmamıza göre B. subtilis DY3,  B. 

subtilis DY5 ve B. pumilus 44/1 suşlarından alınan örneklere göre bu suşlarda asidik 

pH’dan hafif alkali pH’ya doğru geçtikçe siderofor üretiminde artış gözlenirken. pH 

10.0’da hiçbir suşta siderofor üretimi tespit edilememiştir. 

 

Çalışmamıza göre P. aeruginosa bakterisi için pH 5.2’de en yüksek siderofor 

üretimi %31 verimle tespit edilmiştir. Diğer kontrol suşu olan E. coli’nin maksimum 

siderofor üretimi ise pH 7.3’de %39 verimle tespit edilmiştir. Nagar ve arkdaşlarının 
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P. aeruginosa ile yaptığı çalışmada maksimum siderofor üretiminin pH 7.0’de 

olduğu tespit edilmiştir [66]. Benzer olarak Tailor ve arkadaşlarının P. fluorescens ile 

yaptığı çalışmada en yüksek siderofor üretiminin pH 7.0’de, en az siderofor 

üretiminin ise pH 5.0’te olduğu belirlenmiştir [67].  

 

Perinbam ve Kanimozhi’ nin  P. fluorescens ile yaptığı çalışma sonucuna göre 

siderofor üretiminin, nötr pH'da 24 ile 30 saatlik inkübasyon süresince optimum 

olduğu bulunmuştur [77].  

Sayyed ve arkadaşlarının A. faecalis BCCM 2374 ile yaptığı çalışmaya göre 

pH 5.5 değerinde siderofor üretiminde ve bitki gelişiminde artış olduğu tespit 

edilmiştir [78].  

           Siderofor üretimini etkileyen diğer faktör karbon kaynaklarıdır[67]. Karbon 

kaynaklarının, büyüme ve siderofor üretimine etkisini belirlemek için yapılan deney 

sonuçlarına göre  en yüksek siderofor üretimi glikoz varlığında tespit edilmiştir. 

Glikoz içeren besi ortamında siderofor üretimi sırasıyla B. pumilus 44/1 için % 26, B. 

subtilis DY3  için % 38  ve B. subtilis DY5 için % 33 olarak bulunmuştur. Bütün 

suşlar glikoz besi ortamında yüksek oranda siderofor üretmişlerdir.  

          Melaslı besi ortamında ise B. subtilis DY3  ve B. subtilis DY5 suşları düşük 

miktarda siderofor üretirken B. pumilus 44/1 suşunda %29 oranında siderofor üretimi 

tespit edilmiştir. 

          Bir diğer  karbon kaynağı olan laktoz varlığında; B. subtilis DY3 ve B. subtilis 

DY5 suşlarında en yüksek hücre büyümesi gözlenmiştir, fakat siderofor üretimi diğer 

karbon kaynaklarına göre daha düşüktür. Buna göre karbon kaynağı olarak glikoz 

kullanımına oranla laktoz kullanımında, B. subtilis DY3’te % 84 ve B. subtilis 

DY5’te % 61 oranında siderofor üretiminde azalma gözlenmiştir. 

 

Diğer karbon kaynağı olan üzüm pekmezi en yüksek ikinci siderofor üretimine 

sahip karbon kaynağı olarak tespit edilmiştir.  

 

          Biyomas miktarlarının siderofor üretimine etkisini belirlemek için yaptığımız 

çalışmaya göre 5 faklı biyomas miktarı denenmiş ve buna göre en yüksek siderofor 
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üretimi B.subtilis DY5 için 0.5/100 biyomas oranında %29, B. subtilis DY3 için 

1/100 biyomas oranında %38, B. pumilus 44/1 için 1,5/100 biyomas oranında %35 

olarak tespit edilmiştir. 

 

        

 

 

 

 

 

 

   Sonuç olarak yaptığımız çalışmada; B. subtilis DY3 bakterisinin siderofor üretimi 

için optimum koşullar; 37°C’de, pH 7.3’de, 1M glikoz varlığında 1/100 oranında 

inoküle edildiğinde 24 saat olarak tespit edilmiştir. 

 

B. subtilis DY5 bakterisinin siderofor üretimi için optimum koşullar; 25°C’de, 

pH 5.2’de, 1M glikoz varlığında, 0.5/100 oranında inoküle edildiğinde 48 saat olarak 

tespit edilmiştir.  

 

B. pumilus 44/1 bakterisinin siderofor üretimi için optimum koşullar; 30°C’de, 

pH 5.2’de, 1M  melas varlığında, 1.5/100 oranında inoküle edildiğinde 48 saat olarak 

tespit  edilmiştir. 

 

          Buna göre çalışmamızda siderofor ürettiği tespit edilen  B. subtilis DY3’ün, en 

yüksek siderofor üreten B. pumilus 44/1 suşuna göre kısa sürede daha fazla siderofor 

üretmesi dolayısıyla endüstriyel proseslerde starter suş olarak kullanılması 

önerilmektedir. Optimizasyonu yapılan bu stareter suşun kullanılması için optimum 

parametreler 37°C’de, pH 7.3’de, 1M glikoz varlığında 1/100 oranında inoküle 

edildiğinde 24 saat olarak tespit edilmiştir. 
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