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OZET

Antibiyotikler, bakterileri 6ldiiren veya gelismesini durduran, biyolojik kaynakli ya
da sentetik olarak elde edilen, insan ve hayvan hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan biyoaktif maddelerdir. Streptomisin antibiyotigi pekcok hastaligin
tedavisinde kullanilan bir antibiyotik olmasi yoniiyle aminoglikozidler arasinda 6nemli
bir yere sahiptir. Bu ¢alismada serbest ve immobilize edilmis S.griseus hiicreleri
kullanilarak farkli sicaklik, farkli ¢alkalama hizi ve farkli karbon kayneklar1 iceren
ortamlarin streptomisin antibiyotiginin {iretimi tizerine etkileri arastirilmistir.

Calismamizda, streptomisin tiretimi i¢in, karbon kaynagi olarak nisasta ve farkli
konsantrasyonlarda seker pancari melasi iceren iki farkli ortam kullanildi. Hem serbest
bakteri hiicrelerinin hem de PVA/aljinat ile immobilize edilen bakteri hiicrelerinin
streptomisin iiretimi iizerine etkileri incelendi.

Calismamiz sonucunda, karbon kaynag1 olarak kullanilan 30 g/l seker pancari, 33°C
sicaklik ve 200 rpm fermantasyon ortaminda 3. giin sonunda 0,986 pg/ml*saat ile en
yiiksek verimlilik degerine ulagildi. PVA/aljinat ile yapilan immobilizasyon deneyleri
sonucunda ise ilk giin 2,019 pg/ml*saat ile en yiiksek verimlilik degeri elde edildi.
Sonug olarak seker pancar1 melasi karbon kaynagiyla yapilan deneylerde nisasta karbon
kaynagina gore daha diisiik maliyette bir streptomisin {iretimi saglanmis, daha yiiksek

verim ve verimlilik degerleri elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Streptomisin, Immobilizasyon, Streptomyces griseus, Antibiyotik
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SUMMARY

Production of Streptomycin with Immobilized Streptomyces griseus Cells

Antibiotics are bioactive substances commonly used in the treatment of human and
animal diseases, either biologically or synthetically derived, which kill bacteria or stop
their growth. Streptomycin antibiotic has an important place among aminoglycosides as
it is an antibiotic used in the treatment of many diseases. In this study, free and
immobilized S. griseus cells were used to investigate the effects of different
temperature, different agitation rate and different carbon sources on streptomycin
antibiotic production.

In our study, two different media containing starch and sugar beet molasses of
different standards were used as the carbon source for streptomycin production. Effects
of both free bacteria cells and bacterial cells immobilized with PVA/alginate on
streptomycin production were investigated.

In this study, the highest value was reached with 0.986 pg / ml * hour at the end of
the 3rd day in 30 g / | sugar beet used as carbon source, 33°C temperature and 200 rpm
fermentation. Immobilization experiments with PVA / alginate yielded the highest
efficiency at 2.019 pg / ml * h on the first day.

As a result, in the experiments carried out with sugar beet molasses carbon source,
streptomycin production was provided at a lower cost than starch carbon source and

higher yield and efficiency values were obtained.

Keywords: Streptomycin, Immobilization, Streptomyces griseus, Antibiotic
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1.GIRIS

Biyoaktif dogal {iriinler; antibiyotikler, antitimor ajanlar, toksinler ve sideroforlar
iceren, islevsel olarak birbirinden oldukg¢a farkli biyokimyasal smniflara dahil olan
bilesiklerdir. Biyoaktif dogal iirlinlerin en Onemli grubunu teskil eden sekonder
metabolitler kimyasal yapilart ve Dbiyolojik aktivitelerinden dolayr diger
makromolekiillerden ayrilirlar (Cannell, 1998).

Bitkiler ve mikroorganizmalar 6nemli biyoaktif sekonder metabolit iireticisidirler.
Her iki organizma grubunun sentezlemis oldugu bilesikler karsilastirildiginda
mikroorganizmalarca sentezlenen sekonder metabolitler, kimyasal yapilar1 bakimdan
daha kompleks olup, daha fazla cesitlilik gosterir. Sekonder metabolitler sahip olduklari
0zel kimyasal yapilar1 ve biyolojik aktivitelerinden dolay: ila¢ arastirmalarinda 6nciil
madde olma niteligine sahiptirler. Mikrobiyal sekonder metabolitler; antibiyotiklerin
tiretiminde en biliyiik paya sahiptir. 1983—1994 yillar1 arasinda kesfedilen 520 yeni
ilacin, yaklasik %39’u mikrobiyal kaynaklidir. Su ana kadar kesfedilen mikrobiyal
kaynakli antibiyotiklerin ¢ogunlugu Streptomyces cinsinin {yeleri tarafindan
tiretilmektedir ve heniiz bu antibiyotiklerin sadece % 3’{linilin belirlendigi sanilmaktadir
(Oskay ve Tamer, 2009).

Antibiyotikler giiniimiizde, biitiin diinyada en fazla kullanilan ilaglar arasinda yer
almaktadir. Bu yaygin kullanimlar1 hem ekonomik yiikii hem de yan etkilerinin sikca
ortaya ¢itkmasima yol agmig, bu ise ayni zamanda, toplum saghigini da tehdit eder bir
hale gelmelerine neden olmustur. Ozellikle az gelismis toplumlarda bilingsizce
kullanilmast ve patojen mikroorganizmalarin bunlara kars1 hizla diren¢ kazanmalari
sorun olmaktadir. Bundan dolay: antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanilmasi, yeni ve daha
etkili ilaclarin dogal ya da yapay yolla acilen iiretilmeleri gerektigi konusunda bilim
adamlarini bir araya getirmistir. Tam zamanl klasik antibiyotik arastirma programlarina
ek olarak, mikrobiyal genetige dayanan yeni biitiinlesik metodlar devreye sokulmustur.
Bunlar arasinda daha ¢ok, antibiyotik tiretiminden sorumlu gen dizilerinin belirlenmesi

ile biyosentez teknolojisi n plana ¢ikmaktadir (Levy, 1992).



1.1.  Antibiyotikler
1.1.1. Antibiyotik Tanim ve Tarihgesi

Mantar veya benzeri mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, mikroorganizmalarin
ve bagka canlilarin gelismesini durdurma ve hatta bunlar1 6ldiirme giicii bulunan dogal
ya da kimyevi maddelere "antibiyotik" denir (Oner, 1992). Antibiyotik terimi, Yunanca
“anti (kars1)” ve “bios (yasam)” sozcliklerinden tiliretilmistir. Yine sozliiklerdeki
tanimlamasiyla ‘bitkilerde, 6zellikle kiif mantarlarinda bulunan ya da yapay olarak
iiretilen, bakteri ve diger mikroorganizmalarin gelisimini durduran ya da onlar1 yok
eden maddelerin ortak adidir’ (Tungtan ve Buharalioglu, 2005).

flk antibiyotik 1929 yilinda Penicillium kiifii ile kontamine agar plaginda
stafilokoklarin liremesinin inhibe oldugunu goézleyen Sir Alexander Fleming tarafindan
kesfedilmistir. Ikinci Diinya Savasi sirasinda savasla iliskili yaralarin sekonder
bakteriyel infeksiyonlarin ve pndmoni, sepsis gibi sistemik infeksiyonlarin tedavisinde
basariyla kullanilarak, bu nedenle olabilecek oliimler azaltilmistir. Bundan sonraki
yillarda her yeni antibiyotik veya antibiyotik sinifinin kullanima girmesinden kisa bir
siire sonra direncli mikroorganizmalar ortaya ¢ikmaya baslamistir. Penisilinin kullanima
girmesinden sonraki 40 yilda 20 antibiyotik sinifi kesfedilmesine ragmen, 1980 yilindan
sonra ¢ok az sayida Onemli antibiyotik kesfedilmistir. Diren¢ sorununu asacak
antibiyotiklerin gelistirilmesinin diren¢ gelisimine gore daha yavas olmasi ve 6nemli
miktarda ekonomik kaynak gerektirmesi konunun 6nemini ortaya koymaktadir. Son
zamanlarda siniizit, akut otitismedia, pndmoni gibi ¢ocukluk ¢ag: infeksiyonlarinin ve
menenjitin en sik etkenlerinden biri olan Streptococcus pneumoniae’nin direng
gelistirmesi  sorunun boyutlari1  artirmistir.  Ayrica bugiin  i¢in enterokoklar,
stafilokoklar gibi baz1 bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarin varolan antibiyotiklerin

hicbiri ile tedavi edilememesi potansiyel bir tehlikedir (Kiimmerer, 2009) .
1.1.2. Antibiyotiklerin Siniflandirilmasi
1.1.2.1. Antibiyotiklerin Etki Giiclerine Gore Siniflandirilmasi

Antibiyotikler bircok kritere gore gruplandirilabilir. Glinlimiizde en yaygin bilimsel
simiflandirma asagida belirtildigi gibi etki giiglerine, etki mekanizmalarina ve kimyasal

yapilarina gore siniflandirmadir. Antibiyotikler, mikroorganizmalar tizerindeki etki



derecelerine gore iki farkli gruba ayrilir. Bunlar bakteriyostatikler ve bakterisidlerdir.
Bakteriyostatikler, bakteri hiicrelerinin gelismesini veya tiremesini onlerler. Geligsmesi
ve lUremesi duran bakteriler, viicudun savunma mekanizmalari tarafindan kolaylikla yok
edilirler. Bakteriyostatikler, tetrasiklinler, makrolid, siilfonamidler, amfenikoller,
linkozamidler, metronidazol ve mikonazol olarak farkli gruplara ayrilirlar. Bakterisidler
ise agir tahribatlar yaratarak bakteri hiicresini yok ederler ve hiicrenin d6lmesine neden
olurlar. Bu sekilde etki eden bakterisidler beta laktamlar (penisilinler, sefalosparinler,
monobaktamlar, karbapenemler, beta laktamaz inhibitorleri), polipeptidler,
florokinolonlar, vankomisin, rifamisin ve teikoplanindir (Akkan, 1997).

Tetrasiklinler, genis spektrumlu bir antibiyotik grubu olup bakteriostatik etki
gosterirler. Tetrasiklinler pasif diflizyonla gram negatif bakterilerin porinlerinden
bakteriye girer (Nguyen vd., 2014). Tetrasiklinler memeli hiicrelerinde, &zellikle
mitokondriyal ribozomlarda da protein sentezini durdurur, ama ciddi toksisite
olusturacak diizeyde birikim olmaz (Begendik vd., 1999).

Makrolidler, 1952’de eritromisinin bulunmasinin ardindan ¢esitli kullanima
sunulmustur (Ozaras vd., 2002).

Siilfonamidler, insanlarda 1930’Iu yillarda kullanilmaya baslanan sistemik etkili ilk
antibakteriyal ilaglardir (Mondal, 2017). Folik asit sentezini bozarak sonugta DNA
sentezini azaltip mikroorganizmanin biliylimesini engellemek suretiyle bakteriostatik
etki gosterirler. Bu etkiyi gosterirken bakteriyal direnci azaltmalar1 ve sinerjistik etki
gostermeleri bu antibiyotiklerin iki 6nemli avantajidir (Altun vd., 1998).

Linkozamitler grubunda linkomisin ve klindamisin antibiyotikleri bulunmaktadir.
Linkomisin 1962 yilinda elde edilmistir. Linkozamidler, etki sekli ve spektrumlari
bakimindan makrolidlere benzerler (Maslinska, 2013). Sigirlarda ciddi yan etkilere
neden olduklarindan dolayr kullanilmalar1 pek tavsiye edilmez (Kaya, 2007). Bakteri
ribozomlarmin 50S alt kismina baglanip protein sentezini engellerler. Bakteriostatik etki
gosterirler. Klindamisin, diisiik dozlarda bile opsonizasyon, fagositoz ve hiicre igi
bakteri 6ldiiriilmesini kolaylastirir (Drusano, 2001).

Metronidazol, 1957 yilinda bulunmus, protozoonlara ve anaerobik bakterilere karsi
etkin sentetik bir ilactir. Nitroimidazol bilesigidir (Naveed vd., 2014). Hiicre i¢ine pasif
diffiizyonla girdikten sonra bir dizi reaksiyondan sonra kisa yari dmiirlii metabolitleri

ortaya cikar. Bu metabolitler bakterinin DNA’sia zarar vererek oliimiine yol agar. Bu



suirecin isleyebilmesi icin disik bir oksidasyon-rediiksiyon potansiyeli gerektirdiginden
sicy Y S y yon p yeli g g

aerobik bakterilere kars1 etkin degildir (Falagas ve Gorbach, 1995).
1.1.2.2. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalarina Gore Siniflandirilmasi

Antibiyotikler etki mekanizmalarina gére 5 gruba ayrilir. Bunlar; bakteri hiicre
duvari sentezini bozan ve litik enzimleri aktive eden antibiyotikler, sitoplazma membran
permeabilitesini  bozan antibiyotikler, ribozomlarda protein sentezini bozan
antibiyotikler, bakteri genetik materyali {izerine etki yapan antibiyotikler ve bakteriyel
antimetabolitlerdir. Bakteri hiicre duvar sentezini bozan ve litik enzimleri aktive eden
antibiyotikler; beta laktamlar  (penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar,
karbapenemler), siklosein, ristosetin, basitrasin, teikoplanin ve vankomisindir.
Sitoplazma membran permeabilitesini bozan antibiyotikler deterjan etkisi yapanlar
olarakta bilinmektedir. Bunlar; polimiksinler, gramisidin, nistatin, amfoterisin B,
kandisein, ketokonazal ve diger antifungal imidazoller, flukonazol ve diger antifungal
trizoller, hekzaklorofen ve katyonik deterjanlardir. Ribozomlarda protein sentezini
bozan antibiyotikler, tetrasiklinler, aminoglikozidler, makrolidler, amfenikoller,
linkozamidler ve fusidik asit olarak siniflanrilabilir. Bakteri genetik materyali tizerine
etki yapan antibiyotikler, DNA ve RNA sentezini bozanlar olarakta tanimlanabilir
(Shlaes vd., 1993 ; Akkan, 1997).

Penisilinler, tip alaninda kullanilan en eski antibiyotiklerdir (Marques vd., 2018).
Bakterisid aktiviteye sahip olmalari, tiim viicuda dagilim gésteren iyi bir farmakokinetik
ozellikleri, toksisitelerinin az olmasi, ucuz olmasi ve duyarli olan bakteriyel
enfeksiyonlarda etkin sonuglar olusturmast gibi Ozelliklerinden otirii pek ¢ok
enfeksiyonun tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Kurt, 2000).

Sefalosporinler, alti iiyeli dihidrotiyazin halkasi ve buna bagli dort iiyeli beta laktam
halkasindan olusan kimyasal yapiya sahiptirler (Marques vd., 2018). Ik olarak 1940l
yillarda Cephalosporicum acremonium isimli bir mantardan elde edilen sefalosporin
C’nin  bulunmasindan itibaren, gilinlimiize kadar molekiiler o6zellikleri siirekli
gelistirilerek antibakteriyel tedavide yaygin kullanilan antibiyotik tiirlerinden biri
durumuna gelmistir (Barriere ve Flaherty, 1984).

Karbapenemler, beta laktam halkasi bulunduran, karbon atomu siilfiir ile yer
degistirmis olan bir kimyasal yapiya sahip ve bugiine kadar gelistirilen en genis

spektrumlu beta laktam grubu antibiyotiklerdir (Marques vd., 2018). Hem gram pozitif
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hem de gram negatif aerob ve anaerob bakterilere etkilidir. Klinik kullanimda bulunan
iki liyesi imipenem ve meropenemdir (Kahan ve Kahan, 1979).

Monobaktamlar, igeriginde bulunan monosiklik yapidaki ¢ekirdek nedeniyle diger
beta-laktamlardan farklilik gosteren beta-laktam antibiyotiklerdir. Bu monosiklik beta-
laktamlar Chromobacterium, Agrobacterium, Gluconobacterium, Flexibacterium ve
Pseudomonas gibi toprakta yasayan degisik bakteriler tarafindan tiretilir (Marques vd.,
2018). Cogu zayif antibakteriyel etkinlik gdsteren bu bilesikler i¢inde giliniimiizde tek
kullanilan monobaktam, Chromobacter violaceum’dan elde edilen aztroenamdir (Kahan
ve Kahan, 1979).

Vankomisin, molekiil agirhig 1450 Dalton olan trisiklik bir polipeptiddir.
Teikoplanin ise yaklasik 2000 Dalton agirliginda komplike bir peptiddir. (Fekety,
2000).

1.1.2.3. Antibiyotiklerin Kimyasal Yapilarina Gore Siniflandirilmasi

Kimyasal yapilarina gore antibiyotikler; beta laktamlar, fenikoller, siilfonamidler,
tetrasiklinler, aminoglikozidler, makrolidler, linkozamidler, polipeptidler, kinolonlar,
nitrofuranlar, imidazoller ve rifamisinler olarak siniflandirilirlar (Akkan, 1997).

Fenikoller, florfenikoller, sentetik, yagda eriyen, genis spektrumlu ve uzun siire etkili
bir antibakteriyel ilagtir (Karaman ve Jum, 2015). Gram (+) ve Gram (-) bakterilere
kars1 etkilidir. Sadece veteriner sahada kullanilir (Sattur vd., 2012). Bakteriostatik
etkilidir (Shin vd., 2005).

Kinolonlar, genis spektrumlu ilaglardir. Ozellikle Gram (-) aerobik bakterilere,
mikoplazma tiirleri ve baz1 Gram (+) bakterilere (Stafilokokus tiirleri) kars: etkilidirler
(Yazar, 2009). Oksijensiz ortamda ve anaerobik bakterilere kars1 etkisizdirler. Onemli
doku ve organlardaki yogunluklar1 plazmadakinden daha yiiksektir (Lucia vd., 2018).
Yar1 dmiirleri uzundur. Plazma proteinlerine diisiik oranda baglanirlar (Kaya, 2007).

Aminoglikozidler, ilk kez 1944 yilinda Streptomyces griseus’tan streptomisin izole
edilmis ve kullanilmaya baslanmistir (Sekil 1.1). Sonra sirasiyla diger Streptomyces
tirlerinden neomisin, kanamisin, paromamisin, tobramisin {retilmis, bu arada
Micromonospora purpurae’den gentamisin elde edilmistir. Sonrasinda 1972 yilinda
amikasin kanamisinden, daha sonra sisomisin, netilmisin ve son olarak da isepamisin
gentamisinden sentetik olarak elde edilmistir (Kim vd., 2001 Horinouchi, 2007;).

Spektinomisin yapisal olarak aminoglikozidlere benzese de bir glikozidik baglari

5



olmadigindan aminosiklitol olarak ayrica ele almmmaktadir (Cokga, 2000).
Aminoglikozidler, aerobik Gram negatif bakterilerin neden oldugu ciddi hastane
enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in kullanilan en 6nemli bilesikler arasindadir (Magnet
ve Blanchard, 2005).

Neomisin, yapisinda azot iceren bir aminoglikozid grubu antibiyotiktir. Hidrofilik
bir 6zellige sahiptir (Wan vd., 2018). Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi
etkilidir (Wan vd., 2018). Neomisin yalnizca lokal olarak kullanilmaktadir. Yara
enfeksiyonlar1 tedavisinde, lokal mukozalara uygulanabilir. Kolorektal cerrahi ve
karaciger yetmezliginde oral preparatlari ile dekontaminasyon tedavisi yapilabilir
(Aktuglu, 2002).

Kanamisinler kanamisin A, kanamisin B, tobramisin ve dibekasin igeren 4,6-ikame
edilmis 2-deoksistreptamin aminoglikozit antibiyotiklerin énemli bir alt grubunu
olusturur. Bu bilesikler, hedeflenerek protein sentezine miidahale eder ( Sykes ve
Papich, 2014).

Paromomisin, protozoaya kars1 etkinligi olan tek aminoglikoz antibiyotiktir.
Gastrointestinal sistemden zayif bir sekilde emilir ve enterik protozoal enfeksiyonlari,
ozellikle de kriptosporidiozis tedavisinde kullanilir (Sykes ve Papich, 2014).

Tobramisin, aminoglikozid grubunda bulunan antibiyotiktir. Gram negatif
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in kullanilir ( Sykes
ve Papich, 2014).

Streptomisin, kimyasal olarak merkezi aminosiklitol halkasina glikozidik baglarla
baglh iki ya da daha fazla aminosekerden olusmuslardir (Sekil 1.1). Streptomisin,
tiberkiilozun ve atipik mikobakterilerle gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde hala
kullanilmaktadir (Gilbert vd., 2002). Ayrica tetrasiklin ile kombine olarak bruselloz
tedavisinde, penisilinle gentamisine direngli enterokok endokarditinde ve tek basina

tularemi ve veba tedavisinde kullanilmaktadir (Fekety, 2000).



Sekil 1.1. S. griseus’un morfolojik goriintiisii (Aouar vd., 2012).

Sekil 1.2. Streptomisinin kimyasal yapis1 (Magnet ve Blanchard, 2005).

1.1.3. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalari
1.1.3.1. Hiicre Duvarim1 Hedef Alan Antibiyotikler

Bakteriyel hiicreler, uzun seker polimerlerinden olusan peptidoglikandan yapilmais bir
hiicre duvart ile cevrilidir. Peptidoglikan, transglikosidazlarin etkisiyle glikan
ipliklerinin ¢apraz baglanmasindan gecer ve peptid zincirleri, polimerlerdeki
sekerlerden uzanir ve bir peptit digerine ¢apraz baglantilar olusturur. Peptid zincirinin
D-alanil-alanin kismi, penisilin baglayic1 proteinlerin (PBP'ler) varliginda glisin
kalintilar1 ile capraz baglanir. Bu ¢apraz baglama hiicre duvarini gii¢lendirir. Alaktamlar

ve glikopeptitler hiicre duvari sentezini inhibe eder (Kahne vd., 2005).
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1.1.3.1.1. Beta-laktam Antibiyotikler

Beta-laktam ajanlarinin birincil hedefi PBP'lerdir. P-laktam halkasinin, normal olarak
PBP ile baglanan peptid zincirinin D-alanil D-alanin kismin1 taklit ettigi varsayilmistir.
PBP, B-laktam halkasi ile etkilesime girer ve yeni peptidoglikanin sentezi engellenir.
Peptidoglikan tabakasinin bozulmasi bakterinin par¢alanmasina yol acgar (Kos vd.,
2008).

Glikopeptitler, oncii peptidoglikan alt tinitesinin peptid yan zincirinin D-alanil D-
alanin boliimiine baglanir. Biiyiik ila¢ molekiilii vankomisin bu D-alanil alt tinitesinin

PBP'ye baglanmasini 6nler ve boylece hiicre duvari sentezini inhibe eder.
1.1.3.2. Protein Biyosentezi Inhibitorleri

Oncelikle, bakteriyel DNA'daki bilgi, mesajct RNA olarak adlandirilan m-RNA’ya
iletilir ve transkripsiyon adi verilen protein sentezi gerg¢eklesir. Daha sonra ribozom adi
verilen makromolekiiler yapi, ¢eviri adi verilen bir islem olan m-RNA'da bulunan
proteinleri sentezler. Protein biyosentezi, ribozomlar ve sitoplazmik faktorlerle katalize
edilir. Riboniikleoprotein, 30S ve 50S alt birimlere sahiptir. Antimikrobiyaller,
bakteriyel ribozomun 30S veya 50S alt birimini hedef alarak protein biyosentezini

inhibe eder (Yoneyama ve Katsumata, 2006).
1.1.3.2.1. 30S Alt Birimine Baglananlar

Aminoglikozitler (AG), biiylik gézeneklerin olusmasina yol acan negatif ytiklii olan
ve dolayisiyla bakteri iginde antibiyotik penetrasyonuna izin veren pozitif yikli
molekiillerdir (Vannuffel ve Cocito, 1996). Asil etki hedefi bakteri ribozomudur; oraya
girmek icin oksijen ve aktif bir proton hareket kuvveti gerektiren enerjiye bagh aktif
bakteri tasima mekanizmast gerektiren sitoplazmik zardan geg¢mesi gerekir. Bu
nedenlerden dolayr AG, aerobik kosullarda calisir ve anaerobik bakterilere kars1 zayif
aktiviteye sahiptir (Johnston vd., 2002). Bu AG, hiicre duvar sentezini (B-laktam ve
glikopeptitler gibi) inhibe eden antibiyotiklerle sinerjiye sahiptir. Bu etki ile diisiik
dozlarda AG’nin hiicre i¢ine daha fazla niifuz etmesi saglanir. AG'ler, A bdlgesi
yakinindaki hidrojen baglariyla 30S alt iinitesinin 16S r-RNA's1 ile etkilesime girer.

mRNA'nin yanlis okunmasina ve erken ¢evirinin feshine neden olurlar (Wise, 1999).



Tetrasiklinler, tipki aminoglikozidlerde oldugu gibi 30S alt tinitenin, 16S r-RNA’s1
ile etkilesime girerek mRNA’nin yanlis okunmasina neden olurlar (Lambert, 2005).
Bakteri 30S ribozom alt {initesine geri doniisiimlii olarak baglanir, "aminoacyl
tRNA’nin" mRNA-ribozom kompleksi iizerindeki akseptor noktasina baglanmasini
bloke eder. Uzayan peptit zincirine yeni aminoasit eklenemez ve protein sentezi durur
(Reynolds, 1989).

1.1.3.2. 50S Alt Birimine Baglananlar

Makrolidler, 50S ribozomal alt {initesinin 23S r-RNA'siin peptidil transferaz
merkezinin korunmus dizilerini hedefleyerek protein sentezinin erken agamasini, yani
translokasyonu etkiler. Bu, tamamlanmamis peptid zincirlerinin erken ayrilmasiyla
sonuclanir (Reynolds, 1989).

Oksazolidinonlar, linezolid grubun tamamen sentetik olan yeni bir antibiyotik
siifinin onayl iiyesidir. Oksazolidinonlar, birkag asamada protein sentezine miidahale
eder. Ik asama 508 alt {initesinin 23Sr RNA'sia baglanarak protein sentezini inhibe
etmektir. Ikinci asama ise 70S inhibisyonunu bastirarak peptidil-t-RNA ile etkilesime
girmektir (Bozdogan ve Appelbaum, 2004).

1.1.3.3. DNA Replikasyon Inhibitérleri

Florokinolonlar (FQ), DNA’nin en alt katmaninina negatif yiiklii siiper bobinleri ile
etki ederek ve DNA’nin iki ucunu miihiirleyerek DNA jilatini inhibe eder. Gram pozitif
bakterilerde ana etki hedefi, topoizomeraz enzimini etkileyerek DNA’nin

replikasyonunu inhibe etmektir (Higgins vd., 2003).
1.1.3.4. Folik Asit Mekanizmasi Inhibitorleri

Stilfonamidler ve trimetoprim ilaglarimin  her biri inhibitorleri folik asit
metabolizmasinda belirgin basamaklar1 inhibe eder. Kiikiirt ilaglarinin ve biyosentetik
yolda farkli adimlarda etki gosteren trimetoprimin sinerji ve diren¢ icin diisiik
mutasyona sahiptir. Siilfonamitler, dihidropteroat sentazi, dogal substrat p-amino
benzoik asitten daha yiiksek afinite ile rekabet¢i bir sekilde inhibe eder. Trimetoprim
gibi ajanlar folik asit sentezinin sonraki bir safhasinda etki eder ve dihidrofolat rediiktaz

enzimini inhibe eder (Sekil 1.3) (Yoneyama ve Katsumata, 2006).
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Sekil 1.3. Antibiyotiklerin etki mekanizmalar1 (Miilazimoglu, 2014).

1.1.4. Antibiyotiklere Mikrobiyal Direncin Temeli
1.1.4.1 Kalitsal ( Dogal ) Diren¢

Bakteriler bir antibiyoti§e kalitsal olarak direngli olabilir. Ornegin Streptomyces
kendi antibiyotigine kars1 direngten sorumlu genlere sahiptir; Gram-negatif bakterilerin
bazi antibiyotiklere karsi permeabilite bariyeri olusturan bir dis membranlar1 vardir;
bazi mikroorganizmalarin bazi antibiyotikler ic¢in transport sistemleri yoktur veya

mikroorganizmalarin antibiyotik i¢in uygun hedefi olmayabilir (Toreci, 1989).
1.1.4.2. Kazanilmis Direnc¢

Bakteriler daha 6nce duyarli olduklari antibiyotiklere diren¢ kazanabilirler. Bu tip
direng bakteriyel genomdaki degisikliklerin  sonucudur. Kazanilmig direng
bakterilerdeki iki genetik siire¢ tarafindan yonlendirilir. Bunlar ;

- Mutasyon ve seleksiyon (vertikal evrim);

- Genlerin suslar ve tiirler arasinda degisimi (horizontal evrim)’dir .
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Vertikal evrim Darwin'in dogal seleksiyon kuramina dayanir; bakteriyel
kromozomdaki spontan veya antibiyotiklerin indiiklediyici bir mutasyon bakteriyel
popiilasyon ic¢inde direngli iiyelerin ortaya ¢ikmasina yol acar. Antibiyotigin yarattigi
selektif baskiyla vahsi tip (nonmutantlar) duyarl suslar 6liir; direngli mutantlar ¢ogalir
ve gelisir.

Horizontal evrim direng genlerinin baska bir mikroorganizmadan kazanilmasidir.
Bakterilerde mutasyon ve seleksiyon yoluyla direng gelistikten sonra, direngten sorumlu
genler genetik degisimin bir veya birkac¢ yoluyla diger bakterilere aktarilir. Bakteriler
gen degisimini {i¢ siliregcle yapabilir: konjiigasyon, transdiiksiyon, transformasyon.
Konjiigasyon DNA’nin seks pilusu aracilifiyla vericiden aliciya, hiicreden hiicreye
temasla aktarilmasidir. Transdiiksiyon, bir bakteriyel hiicreden geni ekstrakte eden
viruslarin (bakteriyofaj) diger bakterilere aktarmasidir. Transformasyon, diger bir
hiicreden salinan DNA’nin direkt olarak ¢evreden kazanilmasidir. Transdiiksiyon ve
transformasyon siire¢lerinde, gen ancak plazmid denilen ekstrakromozomal genetik
elemanlar veya bakteriyel kromozoma integre olursa stabil kalabilir. Bu integrasyon
siklikla Ozellesmis transpozonlar olan integronlar araciligiyla gerceklestirilir.
Integronlar hareketli, kiicik DNA segmentleridir ve hem plazmidlere hem de
kromozoma integre olma yetenegindedirler. Bir bakteriyel hiicreden digerine DNA
transferi gerceklestikten sonra genetik rekombinasyon siireci bafllar ve yeni bir direncli
bakteri genotipi (rekombinan) ortaya cikar. Hizli {ireme oranlari, bakteriyel hiicrelerin
coklugu, ayrica mutasyon, seleksiyon siiregleri ve genlerin degisim yetenegi ile
kazanilan genetik c¢esitlilik bakterilerdeki ileri derecede gelismis adaptasyon ve
evrimden sorumludur. Bu nedenlerle antibiyotikli ortama bakteriyel adaptasyon
(antibiyotik direnci) ¢ok hizli bir evrimle sonuclanmaktadir; yani bakteriler en hizli
evrimlesen canlilardir. Bakteriler diinyasi, genleri birbirleri arasinda kolaylikla

degistirebilen dev bir ¢ok hiicreli organizma olarak diisiiniilebilir (Doganci, 2001) .
1.1.5.Antibiyotiklerin Diren¢ Mekanizmalari

Mikroorganizmalar i¢in kullanilan ilaglar etki spektrumuna goére kabaca
antibakteriyel, antifungal ve antiviral diye biiyliik gruplara ayrilabilir. Bu gruplar iginde
de etki spektrumu bazi mikroorganizmalar1 kapsar, bazilarin1 kapsamaz. Ornegin;
antibakteriyel antibiyotikler yalniz gram-pozitif veya gram-negatif bakterilerden bir

kisim cins ve tiirlere etkili olabilir ve buna gore dar veya genis spektrumlu olarak
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adlandirilir. Bir antibiyotigin kategorik olarak etkili olmadigi bir bakteri cinsi veya
tiirliinlin o antibiyotige “direngli” oldugunu séylemek dogru degildir; burada “duyarsiz”
deyimi daha dogrudur. Literatiirde bu durum i¢in “intrensek diren¢” terimi de ¢ok
kullanilir (Baquero, 2001).

Antibiyotik direnci dendiginde, bir bakteri tiirliniin bazi suslarinin antibiyotikten
etkilenmemesi ya da antibiyotige duyarli bir susun ¢esitli diren¢ mekanizmalarindan biri
ile direncli hale doniismesi kastedilir. Bu diren¢ de ¢ok degisik, hatta ¢cevre kosullarina
(6rnegin; asit veya notr ortama) gore degisen dilizeylerde olabilir. Dolayisiyla
antibiyotigin minimal inhibitr konsantrasyonu (MIK) cesitli suslar icin ¢ok farkli
bulunabilir. Bu konsantrasyonlarin pratik bir anlam ifade edebilmesi i¢in (bir
infeksiyonun tedavisinde o antibiyotigin kullanilip kullanilmayacagina karar vermek
icin) kullanilan dozla kanda, ¢esitli viicut sivilari veya dokularda erisilen
konsantrasyonlara ve bir¢ok klinik ¢aligmalarin sonuglarina gore duyarli-orta duyarli-
direncli ya da duyarhi-direngli sinirlar1 belirleyen konsantrasyonlar (breakpoint)
saptanir. Bazen bir saf kiiltirde dahi biraz farkli MIK degeri alian bakteri
poplilasyonlar1 bulunabilir ve bu direng olugsmasinda 6nemli olabilir (Cebula vd., 2001).

Bakterilerde antibiyotik direnci ¢ok degisik mekanizmalarla saglanirsa da bu
mekanizmalar temelde iki gruba ayrilabilir:

1. Bakteri kromozomunda olusan mutasyonlar Ornegin; bakteri hiicre duvari
sentezinde rol oynayan enzimler olan penisilin baglayan proteinler (PBP)'de degisiklige
neden olarak bunlarin beta laktam antibiyotiklere afinitesini degistiren mutasyonlar,
gram-negatif comaklarda porinlerde degisiklige neden olarak antibiyotigin bakteriye
girigini engelleyen ya da zorlastiran mutasyonlar.

2. Duyarl1 bakterinin diren¢ genini bir baska mikroorganizmadan kazanmasi

Bakteri kromozomunda mutasyonla kazanilan direng, o bakteri ve ondan iireyen
bakteriler i¢in gegerlidir. Antibiyotik baskisi ile bu direngli klonun seleksiyonu ve
hastadan hastaya yayilmasi, bir hastanede ya da iligkili bir¢ok hastanede bir salgina yol
acabilmesi de olasidir. Bu sekilde kazanilan direng, bir antibiyotik veya bir antibiyotik
grubu i¢in gegerlidir. Ancak bu direngli klonun ¢ogalmas ile olusan popiilasyonda bir
baska mutasyonla direng diizeyinin artmasi1 veya bir baska antibiyotige ya da antibiyotik
grubuna da direng olugmasi olasidir. Ayrica, dirence yol agan kromozomal genin bir
transpozona ve oradan bir plazmide gecerek baska bakterilere aktarilmasi da

gerceklesebilir (Shlaes vd., 1997).
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Antibiyotik direncinin yayilmasinda, diren¢ genlerinin bakteriler arasinda aktarilmasi
daha biiyiik rol oynar. Bu aktarim transformasyon, transdiiksiyon ve daha onemlisi
konjugasyonla olabilir. Bakterilerde kromozomdan ayri, ona ek bir gen repertuart gibi
ve genellikle ¢cok sayida bulunan, sirkiiler sekilde DNA molekiilleri olan plazmidlerin
birgogu konjugatiftir, ayn1 veya yakin tiir ve cinsten olan bakteri suslar1 arasinda
konjugasyon saglayarak kendilerinin, bazen de bakteri kromozomunun bir kisminin
bakteriden bakteriye aktarimini saglarlar. Konjugatif olmayan plazmidler de baska bir
genetik elemanin sagladigi konjugasyonla diger bakterilere aktarilabilir. R faktorleri de
denen direng plazmidleri 1-2'den 10-12'ye kadar direng geni tasiyabilir ve duyarli bir
bakteriye aktarildiginda onu bir anda tasidig1 direng geni kadar antibiyotige direngli
kilabilir. Bu nedenle dogada direngli bakterilerin artmasinda ¢ok daha énemli bir rol
oynar. Bakterilerde transpozon ve integron gibi kromozomdan plazmide, plazmidden
kromozoma veya bagka bir plazmide atlayabilen genetik elementlerin bulunmasi ve
bunlarin birgok diren¢ geninden olusan gen kasetleri igermeleri, bu yolla antibiyotik
direncinin yayilmasinin 6nemini daha iyi gostermistir. Bu genetik elementlerde ¢ok
sayida diren¢ geninin birikmesinde antibiyotik kullaniminin dogurdugu selektif baskinin
rolii biiyiiktiir. Bu kadar cesitli direng mekanizmasinin kisa sayilabilecek bir siirede
ortaya ¢ikmasi, milyonlarca yil siirebilecek bir bakteri evoliisyonunun, antibiyotiklerin
cok yaygin kullanilmasiin yarattig1 seleksiyon etkisi sonucu yarim yiizyildan kisa bir
stireye sigmastyla agiklanmaktadir (Shlaes vd., 1997).

Antibiyotiklerin etki mekanizmalar1 ve antibiyotiklere diren¢ mekanizmalari
konusunda, tlilkemizde de yaynlanmis ¢ok sayidaki makalede genis bilgi bulunabilir
(Toreci, 1996). Antibiyotik kullaniminin direngle iligkisi konusunda da cesitli
derlemeler yapilmistir (Doganci, 2001).

1.1.6. immobilizasyon Tanimi ve Gelisimi

Immobilizasyon terimi bir reaktdr veya analitik sistem iginde biyolojik olarak aktif
katalizoriin tutuklanmasini ifade eden bir terimdir. Biyokatalizor ister tek bir enzim
olsun isterse enzim karigimi veya bir canli hiicre olsun, tagiyici materyal iizerinde veya
iginde tutuklanmigtir. Immobilize kompleks kati destegin fiziksel karakteristiklerini
gosterirken serbest katalizoriin  temel biyokimyasal aktivitesine de sahiptir.

Immobilizasyon 6zel bir modiil {izerinde ¢dziiniir olmayan bir kompleks olusturarak
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akiskanin kolayca gegmesini saglar. Bir bagka deyisle immobilizasyon, heterojen kataliz
prensiplerinin biyolojik sistemlere uygulanmasidir (Messing vd., 1979).

Son otuz yildan beri enzimlerin immobilizasyonu teorik ve pratik 6nem kazanmustir.
Immobilizasyon teknolojisi kimya, biyokimya ve hiicre biyolojisi disiplinleri ile
biyokimyasal ve proses miihendisliklerini birlestirir (Aktas, 2004). Immobilize enzim
“enzimin kinetik aktivitesini kaybetmeden belli bir bolgeye fiziksel olarak
yerlestirilmesi  veya hapsedilmesi’® olarak adlandirilir (Chibata vd., 1972).
Immobilizasyon terimi sadece enzimlere degil hiicresel organeller, mikrobiyal hiicreler,
bitki ve havyan hiicreleri gibi tim biyokatalizor tiplerine de uygundur (Tanaka ve
Kawamoto, 1999).

Nelson ve Griffin bir rastlant1 sonucu, aktif karbon {izerine adsorbe edilmis maya
invertazinin siikrozun hidrolizini katalizleme yetenegine sahip oldugunu buldular. Bu,
immobilize enzim kavraminin ilk gdsterimiydi. Bu gelismenin ardindan, cesitli
desteklere kovalent olarak baglanmig aktif proteinlerin immobilizasyonu hakkinda
bir¢ok rapor yaymlanmistir. Bu konudaki pratik uygulamalarin artisindan sonra, iyonik
baglama, fiziksel adsorpsiyon ve tutuklama gibi c¢esitli immobilizasyon teknikleri
gelistirilmistir (Tanaka ve Kawamoto, 1999).

Sadece enzimleri degil hiicresel organelleri, mikrobiyal, bitkisel ve hayvansal
hiicreleri de iceren biyokatalizorler kullanilarak dizayn edilen, enerji ve kaynak
tasarrufu saglayan ve diisiik kirlilik iireten islemler, ¢ok az yan iriin ¢ikis1 diisiik
sicaklik ve c¢evrel basing kosullar1 ile avantaj saglamaktadir. Buna karsilik,
biyoktalizorler genel olarak katalitik reaksiyonlar i¢in kosullar uygun olsa bile yiiksek
sicaklik, diisiik veya yiiksek pH ve organik ¢oziiciilerin varliginda kolaylikla inaktive

olabilirler.
1.1.6.1. immobilizasyon Teknikleri

Temel olarak 3 ¢esit enzim immobilizasyon yontemi bulunmaktadir. Bunlar;
1. Tasiyiciya (destek materyaline) baglama
2. Tutuklama (enkapsiilasyon)
3. Capraz baglamadir (Vaghari vd., 2016).
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1.1.6.1.1. Tasiyiciya Baglama Metodu

Tastyiciya baglama, biyokatalizoriin suda ¢oziinmeyen tasiyiciya kovalent baglar,
iyonik baglar, fiziksel adsorpsiyon veya biyospesifik etkilesimler ile baglanmasina
dayanan bir metottur. Suda ¢éziinmeyen polisakkaritler (6rn. seliiloz, dekstran ve agaroz
tiirevleri), proteinler (6rn. jelatin ve albumin), sentetik polimerler (6rn. polistiren
tiirevleri, iyon degisimi regineleri ve poliliretan) ve inorganik materyaller (6rn. tugla,
kum, cam, seramik ve magnetit) gibi ¢esitli ¢oziinmeyen materyaller dogrudan veya

0zel modifikasyon veya aktivasyon sonrasi kullanilabilir (Messing vd., 1979).
1.1.6.1.2. Kovalent Baglama Metodu

Kovalent baglama metodu enzim immobilizasyonu i¢in en sik kullanilan
tekniklerdendir, fakat kovalent baglayici ajanlarin toksisitesi ve dogru immobilizasyon
kosullarinin bulunmasinin zorlugundan dolay1 hiicreler i¢in kullanimi azdir (Navarro ve
Durand, 1977). Serratia marcescens, Saccharomyces cereviciae ve Saccharomyces
amurcea borosilikat camlara veya izosiyanat baglama ajani kullanilarak, zirkonyum

dioksit (ZrO;) seramik iizerine kovalent olarak baglanmistir (Messing vd., 1979).
1.1.6.1.3. iyonik Baglama Metodu

Katalazin iyon degistirici seliiloza baglanma yeteneginin bulunmasindan itibaren
iyonik baglama metodu bir¢ok biyokatalizoriin immobilizasyonunda kullanilmaktadir.
Prosediir ¢cok basit olup, tasiyicinin yenilenmesi ve biyokatalizoriin tagiyicidan geri

kazanimi ve immobilizasyon kosullar1 olduk¢a kolaydir (Mitz, 1956).
1.1.6.1.4. Fiziksel Adsorpsiyon Metodu

Fiziksel adsorpsiyon metodu enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski ve en
basit yontemdir (Flor ve Hayashida, 1983). Proteinler ve 6zellikle enzimlerin kati
yiizeylere adsorpsiyonu detaylica arastirilmigtir. Adsorpsiyonun asil amaci enzim
immobilizasyonu olmayip enzim saflastirmaktir. Fakat suda ¢dziinmeyen tasiyicilarla
adsorpsiyon yonteminin enzim immobilizasyonda olduk¢a sik  kullanildigi

goriilmektedir (Nelson ve Griffin, 1916).
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1.1.6.1.5. Biyospesifik Baglama Metodu

Biyospesifik baglama metodu, ¢ogunlukla afinite ayrilmasi islemlerinde kullanilan
koenzimler, inhibitorler, efektorler, lektinler ve antikorlar gibi bilesikler ile enzimler
arasindaki biyospesifik etkilesime dayanir. Eger etkilesim kuvvetli ise enzim bu
bilesiklerden biri ile konjugat olusturarak tasiyiciya baglanir. Bunun yaninda enzimler
ile baglandiklarinda onlar1 inaktive ettiklerinden dolay1 antikorlar ve inhibitorler iyi bir
se¢cim olmazlar. Lektin ile spesifik karbonhidrat birimleri igeren enzimler arasindaki

etkilesim, bu uygulamalar i¢in faydalidir (Sulkowski ve Laskowski, 1974).
1.1.6.1.6. Carpraz Baglama Metodu

Bu metot, kiiclik molekiillii bi- ve multifonksiyonel reaktifler enzim molekiilleri
arasinda baglar yaparak suda ¢oziinmeyen komplekslerin olusmasini saglar. Carpraz
baglama derecesi ve immobilizasyon, protein ve reaktif derisimine, pH ve immobilize
edilecek enzime dogrudan bagimlidir. En ¢ok kullanilan garpraz baglama reaktifleri;

gluteraldehit, kloformat, epiklorhidrinlerdir (Telefoncu, 1997).
1.1.6.1.7. Tutuklama Metodu

Prensip olarak tutuklama, biyokatalizorii belirli bir mekanda durmaya zorlamaktir.
Biyokatalizér bulundugu ¢evreden disariya ¢ikamaz. Bu islem polimer matriks i¢cindeki
kafeslerde  gerceklestirilebilecegi  gibi  yar1  gecirgen membranlar  i¢inde
mikrokapstilleme ve miseller ile de gerceklestirilebilir. Bu yontemi kovalent ve carpraz
baglamadan ayiran en 6nemli 6zellik, biyokatalizoriin fiziksel veya kimyasal olarak
herhangi bir tasiyiciya baglanmamis olmasidir. Tutuklama metodu, polimer matrikste
tutuklama, mikrokapsiil, lipozom, membran ve ters misel olmak iizere bes grupta

siniflandirilmaktadir (Tanaka ve Kawamoto, 1999).
1.1.6. Hiicre Immobilizasyonu Destekleri

Immobilizasyon bazi hiicreler igin, hiicreler bir yiizey iizerinde veya dogal bir yap1
icinde biiyiidiiklerinde, dogal olarak olusur. Bir¢ok mikroorganizmanin dogal olarak

kendini farkl tipteki yiizeylere baglama 6zelligi vardir (Kourkoutas vd., 2004).
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Destek materyali olarak aljinatin, biiyiik ilgi gormesinin yaninda, ¢esitli polielektrolit
jeller ve komplekslerin hiicre tutuklamada kullanilmasi arastirilmaktadir (Bhatia vd.,
2005).

Bakteriyel immobilizasyon, bakterilerin (canli hiicrelerin), substratlarin bakterilere
ve lrlinlerin bakterilerden uzaga difiizyonuna izin verecek kadar gozenekli bir
polimerik matriks igerisine yerlestirildigi bakteriyel tuzaktir. Hiicre sikismasi igin
basartyla kullanilan malzemeler arasinda agar, agaroz, kappa-karragenan, kollajen,
aljinat, kitosan, poliakrilamid, poliliretan ve seliiloz bulunur (Vojtisek ve Jirku, 1983).
Bununla birlikte, bu polimerlerin her birinin mekanik dayanim ve dayanikliliginin zayif
olmasi ve yiiksek maliyete sahip olmasi agisindan dezavantajlara sahiptir (Kuu ve
Polack, 1983).

Bir immobilizasyon matriksi olarak poli vinil alkoliin (PVA) kullanimi, yaklagik 30
yildan Once Freeman ve Aharonowitz  tarafindan baglatilmistir (Freeman ve
Aharonowitz, 1981). Birkag yil sonra, 6zellikle atik su aritiminda PVA jelleri basariyla
kullanilmistir (Hashimoto ve Furukawa, 1987).

PVA, diinyada firetilen en biiyiik sentetik suda ¢oziiniir polimerdir (Ramaraj, 2007).
PVA, diisiik maliyetli olmasi, daha yiiksek dayaniklilik, kimyasal stabilite ve canli
hiicrelerde toksik etki olusturmama dahil olmak iizere geleneksel aljinat hidrojellerine
gore ¢esitli avantajlar sunmaktadir (Khoo ve Ting, 2001). PVA jeli suda veya biyolojik
stvilarda yiiksek derecede sislik gosterir ve aym1 zamanda elastik bir yapiya sahiptir.
Yiiksek derecede hidrofilik PVA’y1 ¢6ziinmez hale getirmek igin kimyasal veya fiziksel
olarak ¢apraz baglanmanin gergeklesmesi gerekir (Gholap vd., 2004).

1.1.7. Caliysmanin Amaci

Bu c¢alismanin amaci, serbest ve polivinil alkol(PVA)/sodyum aljinat ile immobilize
edilmis Streptomyces griseus hiicrelerini kullanarak farkli sicaklik ve farkli karbon

kaynaklari iceren ortamlarda streptomisin antibiyotiginin iiretimini gerceklestirmektir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1 Materyal
2.1.1 Bakteri Suslan

Antibiyotik tiretiminde kullanilacak olan S. griseus susu (NRRL B-2839) NRLL
kiiltiir koleksiyonundan ve antimikrobiyal aktivite testinde kullanilan Escherichia coli
(ATCC-25922) susu Firat Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarindan temin

edilmistir.
2.1.2. Kimyasallar ve Sarflar

Amonyak soliisyonu (Isolab), Asetonitril (Isolab), BaCl,.2H,O (Merck), Borik Asit
(ZAG Kimya), CaCO3z (Chemsolute), CaCl, (Isolab), Streptomisin (Chem-Impex),
K,HPO, (Chemsolute), MgS04.7H,0 (isolab), Kazein (Lab M), Kloroform (isolab),
Maya Ekstrakti (Multicell), Monosodyum fosfat (Fluka), Miiller Hinton Agar
(Himedia), Metanol (isolab), Nisasta (isolab), NaCl(Merck), NaNOj (Roth), NaOH
(Chemsolute), Na,SO, (Carlo Erba), Pikrik asit (isolab), Polivinil Alkol (Aldrich),
Sodyum Aljinat (AppliChem), kimyasallar ve diger sarf malzemeler Biyomiihendislik

béliimiinden veya FUBAP MF.18.59 projesi ile ticari firmalardan temin edilmistir.
2.1.3. Cihazlar

Calkalamali Inkiibatér (Mipro-MCI 120), Vortex (Velp ZX3), Manyetik Karistirici
(Weightlab WF-MIA), Hassas Terazi (Weightlab WL303), Buzdolab1 (Argelik A+),
Otoklav (Jelo Tech ST-85G ), Santrifiij (Niive- NF80OR,NF800), Spektrofotometre
(Shmadzu UV-1800), Su Banyosu (Mipro-MSB 15), Steril kabin (Heal Force-
HFsafe1200), saf su cihazi (Fine Tech ve pH metre (Martini Instruments- Mi 151)
cihazlar1 Biyomiihendislik béliimiinden veya FUBAP MF.18.59 projesi ile ticari

firmalardan temin edilmistir.



2.1.4. Besiyerleri
2.1.4.1. Nutrient Agar (Lab M)

Nutrient Agar Kati besi yeri 5 g/l peptone, 3 g/l sigir eti ekstrakti, 8 g/l NaClO; ve 12
g/l agar no.2 igermektedir. Nutrient Agar besi yeri S. griseus ve E.coli bakterilerinin
tiretilmesinde kullanild1. 1 litre besi yeri hazirlamak i¢in toz Nutrient Agar besi yerinden
28 g tartilip saf su icinde ¢dziindiiriilerek otoklav cihazinda 121 °C, 1 atmosfer basing

altinda 15 dk steril edildikten sonra steril petrilere aktarildi.
2.1.4.2.Nutrient Broth (Lab M)

Nutrient Broth sivi besi yeri 5 g/l peptone, 1 g/l sigir eti ekstrakti, 2 g/l maya
ekstaraktt ve 5 g/l NaClO, igermektedir. Nutrient Broth besi yeri S. griseus
bakterilerinin iiretilmesinde kullanildi. 1 litre besi yeri hazirlamak i¢in toz Nutrient
Broth besi yerinden 13 g tartilip saf su i¢inde ¢oziindiiriilerek deney tiiplerine aktarildi.
Sonrasinda otoklav cihazinda 121 °C, 1 atmosfer basing altinda 15 dk steril edildi.

2.1.4.3. Nisasta Kazein Agar

Nisasta Kazein Agar, S. griseus’un iretilmesinde kullanildi. Agar hazir olarak
alinmadi. Proje kapsaminda temin edilen malzemelerle hazirlandi. 1 litre besiyeri
hazirlamak i¢in 10 g/l Nisasta, 0,3 g/l Kazein 1g/l KH,PO,4, 1g/l MgSO,4.7H,0, 1g/l
NaCl, 2 g/l CaCO3, 0,1 g/l FeSO47H,0 ve 15 g/l Agar saf su igerisinde ¢ozdiiriildi ve
otoklav cihazinda 121 °C sicaklikta, 1 atmosfer basing altinda steril edildikten sonra

petrilere aktarildi.
2.1.4.4. Nisasta Kazein Broth

Nisasta Kazein Broth, S.griseus’un iiretilmesinde kullanildi. Nisasta Kazein Broth
hazir olarak alinmadi. Proje kapsaminda temin edilen malzemelerle hazirlandi. 1 litre
besiyeri hazirlamak i¢in 10 g/l Nisasta, 0,3 g/l Kazein, 1g/l KH,PO,, 29/l KNO3, 19/l
MgSQO,.7H,0, 1g/l NaCl, 2 g/l CaCOs3 0,1 g/l FeSO,47H,0 kullanildi. Saf su igerisinde
¢ozdiiriildii ve deney tiiplerine aktarildi. Otoklav cihazinda 121 °C sicaklikta, 1 atmosfer

basing altinda steril edildi.
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2.1.4.5. Miiller Hinton Agar (Himedia)

Miiller Hinton Agar besi yeri 17.50 g/l kazein asit hidrolizati, 2 g/l et infilizyon
katilar1, 1.50 g/l ¢oziiniir nisasta ve 17 g/l agar igermektedir. Miiller Hinton Agar kati
besiyeri streptomisin antibiyotiginin E. Coli bakterisine karsi antimikrobiyal aktivite
testinde kullanildi. 1 litre besi yeri hazirlamak igin toz Miiller Hinton Agar besi
yerinden 38.0 g tartilip saf su iginde ¢oziindiiriilerek otoklav cihazinda 121 °C, 1

atmosfer basing altinda 15 dk steril edildikten sonra steril petrilere aktarildi.
2.2. Metot

2.2.1. Streptomisin Kalibrasyon Egrisinin Spektrofotometrik Yontem ile

Bulunmasi

30 mg streptomisin antibiyotigi hassas terazi ile tartildi. 10 ml distile su igerisinde
cozdiiriildii. Cozelti alkalin hale gelinceye kadar %33’liikk amonyak ¢ozeltisinden 1pl/ml
karisima eklendi. Bu karisim 100 ml’lik behere alindi. 5 pg/ml tobramisin hassas terazi
ile tartilarak karisima eklendi. Daha sonra toplamda 15 ml kloroform ¢dzeltinin
icerisine ii¢c porsiyon halinde 5 ml eklenerek ekstraksiyon gerceklestirildi.
Ekstraksiyondan sonra olusan tortu 2 ml metanol igerisinde ¢ozdiiriildii. Streptomisin
konsantrasyonlar1 200, 400, 600, 800 ve 1000 ul/ml olacak sekilde stok cozeltiler
hazirlandi. 3 paralel olacak sekilde ¢calisma yapildi. Bunlarin icerisine 1 ml pikrik asit
eklendi. Hacimlerin 10 ml’ye tamamlanmasi i¢in 9 ml asetonitril karisimin igerisine
ilave edildi. Boylece son hacimler 20, 40, 60, 80 ve 100 ul/ml oldu. Kor tiipline 1pul
amonyak ¢ozeltisi, 1 ml pikrik asit, 9 ml asetonitril, Sul/ml tobramisin ve 2 ml metanol
eklendi. Hazirlanan ¢ozeltilerin kor ornegine karst 418 nm’de spektrofotometre
cihazinda absorbans olgiimleri yapildi. Uretilen streptomisin miktarinm belirlenmesi

icin kalibrasyon egrisi ve denklemi olusturuldu (Omar vd., 2013).
2.2.2. Liyofilize S.griseus Susunun Uretilmesi

Liyofilize S. griseus susu steril sivi besiyeri (Nutrient Broth) ile sulandirildiktan
sonra Nutrient Agar, Nutrient Broth, Nisasta Kazein Agar steril besiyerlerine ekimi
yapildi ve bu besiyeri 30 °C’de 5 giin etiivde inkiibasyona birakildi. Kati besiyerindeki
saf olan bakteri kolonilerden almarak 5 giin boyunca 30 °C’de Nutrient Broth ve Nisasta
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Kazein Agar besiyeri igerisinde yogun bakteri liremesi i¢in inkiibasyona birakildi. Tim

calismalar steril kosullar altinda yapildi (Ram, 2014).
2.2.3. Streptomisin Uretimi I¢in Serbest S. griseus Susunun Kullamlmasi

Streptomisin antibiyotiginin iiretimi i¢in nisasta kazein broth ve seker pancar1 melasi
olmak tiizere iki farkli karbon kaynagi iceren besiyeri ortami kullanildi. Nisasta Kazein
Broth i¢in 10 g/I nisasta, 0,3 g/l kazein 1g/1 K,HPO,4, 1g/l MgSO,4.7H,0, 1 g/l NaCl, 2
o/l KNO3 0,1 g/l FeSO47H,0, 2 g/l CaCOs igeren besiyeri hazirlandi. Seker pancari
melas1 ortami i¢in ise nigasta yerine 20,30,40 g/l seker pancar1 melasi i¢eren ve yine
ayni icerige sahip besiyerleri hazirlandi. 3 paralel olacak sekilde 50 ml fermantasyon
hacminde, 250 ml erlenlerde hazirlandi. Hazirlanan besiyerlerinin pH’s1 7.0 olarak
ayarlandi. Otoklavda sterilizasyon gergeklestirildi. 30 °C, 100 rpm’de 5 giin boyunca
inkiibasyona birakildi. Bu bes giinlin sonunda tekrar besiyerleri hazirlandi ve bu sefer
30 °C 200 rpm’de yine ayni siirede inkiibasyona birakildi. Bu islemler 33 °C ve 37 °C
sicaklikta, 100 ve 200 rpm calkalama hizinda inkiibasyon gergeklestirildi. Streptomisin
miktarimi belirlemek icin inkiibasyon ortamindan her 24 saatte bir 2 ml 6rnek alinarak

+4 C buzdolabinda saklandi. Tiim ¢alismalar steril kosullar altinda yapildi.
2.2.4. S. griseus Susunun immobilize Edilme Yéntemi

S. griseus kiiltiiriinden 2 ml bakteri siispansiyonu alinarak steril 50 ml nutrient broth
besiyerinde 1 giin boyunca, 30 °C , 100 rpm’de inkiibasyona birakildi. Sonrasinda bu
besiyeri 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek bakteri hiicreleri sivi ortamdan alindi.
Immobilizasyon igin iki farkli yontem denendi. ilk denemede hazirlanan bakteri
hiicreleri 0,5 M NaH,POy, 0,5 M Na,SO4, 3.52 g/l H3BO3 1 g/l sodyum aljinat ve 10 g/l
polivinil alkol olacak sekilde hazirlanan ¢6zeltinin igerisine eklendi. %2’°lik g/l CaCl2
cozeltisine enjektor ile damlatilarak ve 2 saat boyunca manyetik karistiricida karistirildi.
Bu ilk denemede boncuklarin olusmadigi gézlemlendi. ikinci denemede ise 10 g
polivinil alkol, 70 ml suyun icerisinde manyetik karistiricida karistirilarak ve 1sitilarak
¢Ozdiirtildii. Daha sonra 1 gram sodyum aljinatin 20 ml suyun igerisinde ¢ozdiiriilmesi
saglandi. Yine %2’lik g/l CaCl; ¢ozeltisine enjektor ile damlatildi ve 2 saat boyunca
manyetik karistiricida karistirildi. Bu asamada boncuklarin olustugu gozlemlendi.

Sonrasinda olusan boncuklar 2 kere fizyolojik tuzlu su (FTS) ile yikand1 ve 1 giin
boyunca aktivasyon igin 10 g/l nisasta, 0,3 g/l kazein 1g/l KH,PO,4, 29/l KNO3 1g/l
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MgSQO,.7H,0, 1g/l NaCl, 2 g/l CaCO3 0,1 g/l FeSO,7H,0 ve pH’s1 7 olan streril
fermantasyon ortaminda 30 °C, 100 rpm’de 1 giin inkiibasyona birakildi. Aktivasyon
isleminden sonra streptomisin liretimi igin, 1g/l KH,POy, 0,3 g/l kazein, 29/l KNOg3 19/l
MgS0,.7H,0, 1g/l NaCl, 2 g/l CaCOs3 0,1 g/l FeSO,7H,O ve 20/30/40 g/l seker
pancar1 melast iceren steril ve pH’s1 7’e ayarlanmig besiyeri ortamina alinarak 30, 33,
37 °C sicaklikta 100 ve 200 rpm’de her bir islem icin 5 giin inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon ortamindaki streptomisin miktarii belirlemek icin her 24 saatte bir 2 ml

ornek alinarak +4 C buzdolabinda saklandi. Tiim calismalar steril kosullar altinda

yapildi (Dinh ve Bach, 2014).

2.2.5. Fermantasyon Ortamlarinda Uretilen Streptomisin Antibiyotiginin

Antimikrobiyal Aktivitesinin Tespiti

McFarland 0.5 bulaniklik standardini hazirlanmak i¢in 50 ml hazirlanmis % 1.175
g/l BaCl,-2H,0 g¢ozeltisinden 0.5 mL alinarak, 99.5 ml 0.36 N H,S04 (%1 1/1) ¢ozeltisi
ile karistirildi. Olusan ¢ozeltinin dansitesi 625 nm’de 0.08-0.13 degeri arasinda olup
olmadigi kontrol edildi. Streptomisin antibiyotigine duyarli olan olan E.coli (ATCC-
25922) susu 10 ml steril nutrient broth s1vi besiyerine ekim yapilarak 24 saat 37 °C’de
inkiibasyona birakildi. Bakteri dansitesini, hazirlanan McFarland 0.5 ¢ozeltisi ile ayni
bulaniklikta ayarlamak i¢in ayr bir tiip igerisinde seyreltici olarak steril tuzlu su (% 0.9
NaCl g/) kullamlarak ayarlandi. Onceden hazirlanmis 3-4 mm kalinliktaki Miiller
Hinton Agarli petrilere McFarland 0.5’e gore hazirlanmig E.coli bakteri kiiltiiriinden
ekiivyon ile ornek alinarak petrilere esit dagitilacak sekilde ekim yapildi. Petri
yiizeylerinin kurumasi i¢in 5 dk bekledikten sonra steril bir sekilde petri yiizeylerinde 6
mm c¢apta kuyucuklar agildi. Sonrasinda daha oOnceden fermantasyon ortamindan
toplanan Orneklerde ependorflara 1 ml Ornek alindi. 15 sn boyunca vorteks ile
karistirilan ependorflar 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ependorflardan 100 pl
ornek alinarak Miiller Hinton Agarli petrilerdeki kuyucuklara eklendi. 5 dk
beklendikten sonra petriler 16-18 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Sonrasinda zon
capt olup olmadig1 kontrol edildi. Tiim ¢alismalar steril kosullar altinda yapildi (Giir,
2016; Hamedi vd., 2005).
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2.2.6. SPSS Programu ile Istatiksel Analiz

Farkli sicaklik ve farkli karbon kaynaklarina gore streptomisin antibiyotigi iiretim
degerleri arasindaki iligki SPSS (IBM Statistics 22) programinda Ki Kare testi ile
hesaplanda.
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3.BULGULAR
3.1. Streptomisin Kalibrasyon Egrisinin Spektrofotometrik Yontem ile Bulunmasi

Streptomisin kalibrasyon egrisinin bulunmasi deneyinden (Sekil 3.1) sonra

absorbans degerleri Tablo 3.1 ile Sekil 3.2°de gosterildi ve kalibrasyon denklemi
y=0,0131x bulundu.

Sekil 3.1. UV kalibrasyon i¢in farkli konsantrasyonlardaki streptomisin numuneleri.

Tablo.3.1. Streptomisin kalibrasyon egrisinin spektrofotometrik yontem ile bulunmasi

deneyinin absorbans sonuglari tablosu.

ng/ml 1. Ornek 2. Ornek 3. Ornek Ortalama
20 0,447 0,54 0,892 0,493
40 0,664 0,68 0,923 0,672
60 0,883 0,903 0,95 0,893
80 0,965 0,989 0,98 0,977
100 1,111 1,276 1.0 1,1935
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Sekil 3.2. Streptomisin kalibrasyon grafigi.
3.2. Streptomisin Uretimi icin Serbest S. griseus Susunun Kullanilmasi

Nisasta kazein agar ve nisasta kazein broth’a yapilan ekimler sonucu S. griseus’un
tiremesi Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’te gosterilmistir. Seker pancar1 melasi1 ve nisasta kazein
broth fermantasyon ortamlarindaki iireme Sekil 3.5’te gosterilmistir. Elde edilen {iretim
degerleri Tablo 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10, 3.11, 3.12, 3.13, 3.14, 3.15,
3.16,3.17, 3.18, 3.19, 3.20, 3.21, 3.22, 3.23, 3.24, 3.25’de, verim ve verimlilik degerleri
ise Sekil 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10, 3.11, 3.12 ve 3.13’de gosterilmistir. Streptomisin
tiretimi igin serbest S. griseus susunun farkli konsantrasyonlarda farkli karbon kaynagi
iceren besiyerlerinde, farkli sicaklik ve ¢alkalama hizlarinda gerceklestirilen deneylerde
en yiiksek verim 3.giinde 30 g/l seker pancari melasi, 33 °C sicaklik ve 200 rpm’de
70,977 ng/ml olarak elde edilirken, en yiliksek verimlilik yine aymi kosullarda 0,986
png/ml olarak elde edilmistir.
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Sekil 3.4. Nutrient kazein broth’da tireme.

Sekil 3.5. Nisasta kazein broth ve farkli seker pancari melasi fermantasyon ortamlari ile

streptomisin tiretimi.
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Tablo 3.2. Serbest S. griseus susunun nisasta kazein broth ile streptomisin tiretim degerleri

tablosu (30 °C sicaklik ve 100 rpm galkalama hiz1).

Giin sayis 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim (ug/ml) Verim Verim Verim (ug/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 0,382 0,611 0,916 0,636 0,027
2 1,297 1,527 1,755 1,526 0,032
3 24,27 24,43 27,02 25,24 0,351
4 41,07 45,11 52,29 46,16 0,481
5 40 42,06 47,33 43,13 0,359

Tablo 3.3. Serbest S. griseus susunun nisasta kazein broth ile streptomisin tiretim degerleri

tablosu (30 °C sicaklik ve 200 rpm g¢alkalama hizi).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik

Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1 0,458 0,687 1,145 0,763 0,032

2 1,450 1,755 1,908 1,704 0,036

3 24,43 24,73 25,57 24,91 0,346

4 41,22 44,50 49,24 44,99 0,469

5 40,46 41,37 46,95 42,93 0,358

Tablo 3.4. Serbest S. griseus susunun nisasta kazein broth ile streptomisin tiretim degerleri

tablosu (33 °C sicaklik ve 100 rpm ¢alkalama hizi).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik

Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1 0,687 0,916 1,145 0,916 0,038

2 1,527 1,832 2,29 1,883 0,039

3 27,48 28,39 29,77 28,55 0,396

4 41,60 46,95 47,86 45,47 0,474

5 40,46 42,90 45,65 43 0,358
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Tablo 3.5. Serbest S. griseus susunun nisasta kazein broth ile
tablosu (33 °C sicaklik ve 200 rpm ¢alkalama hiz1).

streptomisin iiretim degerleri

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 0,840 1,145 1,29 1,092 0,046
2 1,527 1,679 1,832 1,679 0,035
3 28,01 24,12 23,51 25,21 0,35
4 41,60 43,82 47,09 44,17 0,46
5 40,31 41,15 47,56 43 0,358

Tablo 3.6. Serbest S. griseus susunun nisasta kazein broth ile streptomisin tiretim degerleri

tablosu (37 °C sicaklik ve 100 rpm g¢alkalama hizi).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik

Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1 0,153 0,181 0,234 0,189 0,008

2 0,382 0,534 0,550 0,489 0,01

3 0,415 0,437 0,450 0,434 0,006

4 0,504 0,513 0,519 0,512 0,005

5 0,510 0,515 0,526 0,517 0,004

Tablo 3.7. Serbest S. griseus susunun nisasta kazein broth ile streptomisin tiretim degerleri

tablosu (37 °C sicaklik ve 200 rpm ¢alkalama hizi).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik

Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1 0,155 0,182 0,236 0,191 0,008

2 0,385 0,538 0,552 0,492 0,01

3 0,417 0,440 0,450 0,436 0,006

4 0,500 0,505 0,508 0,504 0,005

5 0,510 0,512 0,525 0,516 0,004
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Sekil 3.6. Serbest hiicre nisasta karbon kaynag1 verim degerleri.
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Sekil 3.7. Serbest hiicre nisasta karbon kaynagi en yiiksek verimlilik degeri (30 santigrat).

Tablo 3.8. Serbest S. griseus susunun seker pancari melasi (20g/l) karbon kaynag: ile

streptomisin iiretim degerleri tablosu (30 °C sicaklik ve 100 rpm ¢alkalama hiz1).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik

Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1 1,526 1,374 1,145 1,348 0,056

2 2,290 3,053 4,504 3,282 0,068

3 46,87 49,85 51,53 49,417 0,412

4 46,41 49,85 51,37 49,21 0,513

5 35,80 33,36 35,87 35,01 0,486
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Tablo 3.9. Serbest S. griseus susunun seker pancari melast (20g/l) karbon kaynagi ile

streptomisin iiretim degerleri tablosu (30 °C sicaklik ve 200 rpm ¢alkalama hiz).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik

Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1 1,530 1,376 1,148 1,351 0,056

2 2,295 3,057 4,508 3,287 0,068

3 47,45 48,67 50,15 48,757 0,508

4 47,80 49,83 50,55 49,393 0,412

5 35,68 34 35,97 35,217 0,489

Tablo 3.10. Serbest S. griseus susunun seker pancari melast (20g/l) karbon kaynagi ile

streptomisin iiretim degerleri tablosu (33 °C sicaklik ve 100 rpm ¢alkalama hizi).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 2,137 2,214 2,672 2,341 0,098
2 3,206 3,569 4,262 3,679 0,077
3 36,26 37,40 37,56 37,073 0,515
4 46,55 49,24 51,90 49,23 0,513
5 47,87 50 52,10 49,99 0,417
Tablo 3.11. Serbest S. griseus susunun seker pancart melasi (20g/l) karbon kaynag: ile
streptomisin iiretim degerleri tablosu (33 °C sicaklik ve 200 rpm ¢alkalama hizi).
Giin sayis1 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 2,134 2,220 2,612 2,322 0,097
2 3,207 3,560 4,145 3,637 0,076
3 37 37,87 38,12 37,663 0,523
4 47,56 49,84 52 49,8 0,519
5 48,15 49,98 51,90 50,01 0,417
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Tablo 3.12. Serbest S. griseus susunun seker pancari melast (20g/l) karbon kaynagi ile

streptomisin iiretim degerleri tablosu (37 °C sicaklik ve 100 rpm ¢alkalama hiz).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 0,458 0,916 1,145 0,84 0,035
2 0,611 0,763 0,770 0,715 0,015
3 1,145 1,374 1,603 1,374 0,019
4 1,603 1,832 2,213 1,883 0,02
5 1,755 1,908 2,06 1,908 0,016

Tablo 3.13. Serbest S. griseus susunun seker pancari melast (20g/l) karbon kaynagi ile

streptomisin iiretim degerleri tablosu (37 °C sicaklik ve 200 rpm ¢alkalama hizi).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1 0,460 0,920 1,150 0,843 0,035
2 0,612 0,765 0,776 0,718 0,015
3 1,148 1,375 1,600 1,374 0,019
4 1,604 1,840 2,138 1,861 0,019
5 1,760 1,910 2,08 1,917 0,016
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Sekil 3.8. Serbest hiicre seker pancar1 melasi (20g/1) karbon kaynagi verim degerleri.
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Sekil 3.9. Serbest hiicre seker pancart melasi (20g/1) karbon kaynagi i¢in en yiiksek verimlilik
degeri (33 santigrat).

Tablo 3.14. Serbest S. griseus susunun seker pancari melast (30g/l) karbon kaynagi ile

streptomisin iiretim degerleri tablosu (30 °C sicaklik ve 100 rpm ¢alkalama hiz).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik

Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1 2,061 2,214 2,443 2,239 0,093

2 2,671 2,900 3,130 2,9 0,06

3 65,65 70,07 73,05 69,59 0,967

4 39,39 46,03 47,18 44,2 0,614

5 19,54 19,69 20,99 20,073 0,209

Tablo 3.15. Serbest S. griseus susunun seker pancari melast (30g/l) karbon kaynagi ile

streptomisin iiretim degerleri tablosu (30 °C sicaklik ve 200 rpm ¢alkalama hizi).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik

Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1 2,063 2,216 2,450 2,243 0,093

2 2,675 2,905 3,135 2,905 0,061

3 65,54 70,17 73,38 69,697 0,968

4 41,42 47,13 52,15 469 0489

5 20 21,22 23,63 21,617 0,18
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Tablo 3.16. Serbest S. griseus susunun seker pancari melast (30g/l) karbon kaynagi ile

streptomisin iiretim degerleri tablosu (33 °C sicaklik ve 100 rpm ¢alkalama hiz1).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 2,443 2,900 3,358 2.9 0,121
2 3,206 3,435 3,664 3,435 0,072
3 66,42 70,15 73,28 69,95 0,972
4 40,92 46,79 51,37 46,36 0,483
5 19,85 20,23 21,60 20,56 0,171
Tablo 3.17. Serbest S. griseus susunun seker pancari melasi (30g/l) karbon kaynag ile
streptomisin iiretim degerleri tablosu (33 °C sicaklik ve 200 rpm ¢alkalama hizi).
Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 2,445 2,910 3,367 2,907 0,121
2 3,215 3,440 3,670 3,442 0,072
3 67,43 71,23 74,27 70,977 0,986
4 41,13 48,39 52,76 47,427 0,494
5 20 21,24 22,18 21.14 0176

Tablo 3.18. Serbest S. griseus susunun seker pancari melast (30g/l) karbon kaynagi ile

streptomisin iiretim degerleri tablosu (37 °C sicaklik ve 100 rpm ¢alkalama hizi).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik

Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1 0,611 1,145 1,297 1,018 0,042

2 1,374 2,061 2,748 2,061 0,043

3 1,755 2,137 2,366 2,086 0,029

4 2,290 2,671 3,053 2,671 0,028

5 2,900 3,206 3,435 3,18 0,027
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Tablo 3.19. Serbest S. griseus susunun seker pancart melasi (30g/l) karbon kaynagi ile

streptomisin iiretim degerleri tablosu (37 °C sicaklik ve 200 rpm ¢alkalama hiz).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 0,615 1,150 1,300 1,022 0,043
2 1,380 2,068 2,755 2,068 0,043
3 1,780 2,140 2,374 2,098 0,029
4 2,296 2,691 3,100 2,696 0,028
5 2,918 3,215 3,340 3,158 0,026
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Sekil 3.10. Serbest hiicre seker pancar1 melasi (30g/1) karbon kaynag1 verim degerleri.
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Sekil 3.11. Serbest hiicre seker pancart melas1 (30g/1) karbon kaynagi en yiiksek verimlilik
degeri (33 santigrat).



Tablo 3.20. Serbest S. griseus susunun seker pancari melast (40g/l) karbon kaynagi ile

streptomisin iiretim degerleri tablosu (30 °C sicaklik ve 100 rpm ¢alkalama hiz).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik

Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1 2,443 1,908 1,527 1,959 0,082

2 3,050 3,206 3,511 3,256 0,068

3 24,66 24,27 23,36 24,097 0,335

4 19,54 19,69 20,23 19,82 0,206

5 18,35 17,66 15,25 17,087 0,142

Tablo 3.21. Serbest S. griseus susunun seker pancari melast (40g/l) karbon kaynagi ile

streptomisin iiretim degerleri tablosu (30 °C sicaklik ve 200 rpm ¢alkalama hiz).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik

Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1 2,454 1,910 1,532 1,965 0,082

2 3,055 3,203 3,412 3,223 0,067

3 23,56 23,12 22,98 23,22 0,323

4 18,27 18,56 19,98 18,937 0,197

5 18,25 18,45 16,26 17,653 0,147

Tablo 3.22. Serbest S. griseus susunun seker pancari melast (40g/l) karbon kaynagi ile

streptomisin iiretim degerleri tablosu (33 °C sicaklik ve 100 rpm ¢alkalama hizi).

Giin sayis1 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik

Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1 2,672 3,206 3,511 3,13 0,13

2 3,587 3,893 4,580 4,02 0,084

3 42,75 47,18 51,53 47,153 0,655

4 21,22 21,37 21,60 21,397 0,223

5 20,55 21,08 23,05 21,56 0,18
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Tablo 3.23. Serbest S. griseus susunun seker pancari melast (40g/l) karbon kaynagi ile

streptomisin iiretim degerleri tablosu (33 °C sicaklik ve 200 rpm ¢alkalama hiz1).

1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama
. ) Verimlilik
Giin sayisi Verim Verim Verim Verim
(ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 2,675 3,210 3,515 3,133 0,131
2 3,590 3,900 4,415 3,968 0,083
3 41,75 46,56 52,17 46,827 0,65
4 22,39 22,45 22,60 22,48 0,234
5 19,32 20,72 21,60 20,547 0,171

Tablo 3.24. Serbest S. griseus susunun seker pancari melasi (40g/l) karbon kaynagi ile

streptomisin iiretim degerleri tablosu (37 °C sicaklik ve 100 rpm ¢alkalama hizi).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 0,960 1,297 1,450 1,236 0,052
2 1,374 1,603 1,908 1,628 0,034
3 1,985 2,214 2,671 2,29 0,032
4 2,137 2,443 2,748 2,443 0,025
5 2,519 2,748 2,977 2,748 0,023

Tablo 3.25. Serbest S. griseus susunun seker pancari melast (40g/l) karbon kaynagi ile

streptomisin iiretim degerleri tablosu (37 °C sicaklik ve 200 rpm ¢alkalama hizi).

Giin sayis1 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 0,953 1,285 1,376 1,205 0,05
2 1,340 1,598 1,902 1,613 0,034
3 1,976 2,219 2,678 2,291 0,032
4 2,140 2,457 2,785 2,461 0,026
5 2,538 2,687 2,969 2,731 0,023
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Sekil 3.12. Serbest hiicre seker pancari melasi (40g/1) karbon kaynagi verim degerleri.
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Verimlilik Degeri pg/ml*saat

Sekil 3.13. Serbest hiicre seker pancar1 melas1 (40g/1) karbon kaynagi en yiiksek verimlilik
degeri (33 santigrat).

3.3. Streptomisin Uretimi I¢in immobilize S. griseus Susunun Kullanilmasi

PVA/aljinat ile immobilize edilmis hiicreler hem nisasta kazein broth besiyerinde

hem de 20 g/1, 30 g/l, 40 g/l seker pancar1 melas1 besiyerinde 30, 33 ve 37 °C sicaklik
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ve 100 rpm’de her bir iglem i¢in 5 giin inkiibasyona birakildi. Her giin alinan drnekler
ile spektrofotometrede absorbans degerleri 6l¢iildii. Kalibrasyon denkleminde yerine
yazilarak tiretim degerleri hesaplandi. Elde edilen iiretim degerleri Tablo 3.26, 3.27 ,
3.28, 3.29, 3.30, 3.31, 3.32, 3.33, 3.34, 3.35, 3.36 ve 3.37 ‘de, verim ve verimlilik
degerleri ise Sekil 3.14, 3.15, 3.16, 3.17, 3.18, 3.19, 3.20 ve 3.21° de gosterilmistir.
Gergeklestirilen deneylerde en yiiksek verim 3.giinde, 30 g/l seker pancar1 melasi, 33 °C
ve 100 rpm’de 60,38 pg/ml olarak elde edilirken en yiiksek verimlilik degeri ilk giin
2,019 pg/ml x saat olarak elde edilmistir.

Tablo 3.26. immobilize S. griseus susunun nisasta kazein broth ile streptomisin iiretim

degerleri tablosu (30 °C sicaklik ve 100 rpm ¢alkalama hizi).

Giin saysi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 11,75 11,91 12,67 1211 0,505
2 13,59 13,74 14,20 13,843 0,288
3 15,98 16,12 18,20 16,767 0,233
4 19,12 20,22 23,43 20,923 0,218
5 13,50 11,25 10,56 11,77 0,098
Tablo 3.27. Immobilize S. griseus susunun seker pancari melasi karbon kaynag ile (20 g/1)
streptomisin iiretim degerleri tablosu (30 °C sicaklik ve 100 rpm ¢alkalama hizi).
Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 13,39 14.56 16,78 15,342 0,506
2 14,98 17,76 18,91 17,217 0,359
3 18,65 19,62 23,62 20,63 0,287
4 24,56 25,52 26,67 25,583 0,266
5 20,87 20,33 20,13 20,443 0,17
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Tablo 3.28. Immobilize S. griseus susunun seker pancari melasi karbon kaynag ile (30 g/1)
streptomisin iiretim degerleri tablosu (30 °C sicaklik ve 100 rpm galkalama hiz1).
Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 15,55 16,78 18,53 16,953 0,706
2 16,69 18,85 19,27 18.27 0,381
3 19,65 20,61 22,67 20,977 0,291
4 26,65 27,79 28,89 27,777 0,289
5 29,65 30 31,13 30,26 0,252
Tablo 3.29. Immobilize S. griseus susunun seker pancari melasi karbon kaynag ile (40 g/1)
streptomisin iiretim degerleri tablosu (30 °C sicaklik ve 100 rpm ¢alkalama hizi).
Giin sayis 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 17,53 19,34 21,15 19,34 0,806
2 22,76 23,37 25,57 23.9 0,498
3 25,68 28,89 29,87 28147 0,391
4 26,87 27,12 28,18 27,39 0,285
5 28,43 29,12 30,15 29,233 0,244

Tablo 3.30. Immobilize S. griseus susunun nisasta kazein broth ile streptomisin iiretim

degerleri tablosu (33 °C sicaklik ve 100 rpm calkalama hiz1).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 30,34 31,13 33,56 31,677 1,32
2 32,26 34,67 35 33,977 0,708
3 33,49 38,86 39,26 37,203 0,517
4 36,67 39,91 40,13 38,903 0,405
5 38,32 42,15 45 41,823 0,349
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Tablo 3.31.

Immobilize S. griseus susunun seker pancar1 melasi karbon kaynag ile (20 g/l)

streptomisin iiretim degerleri tablosu (33 °C sicaklik ve 100 rpm ¢alkalama hiz).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 38,82 39,13 39,21 39,053 1,627
2 39,23 40,41 42,23 40,623 0,846
3 42,21 45,54 46,43 44,727 0,621
4 45,54 49,65 49,13 48,107 0,501
5 46,65 48,87 45,33 46,95 0,391
Tablo 3.32. Immobilize S. griseus susunun seker pancari melasi karbon kaynag ile (30 g/1)
streptomisin iiretim degerleri tablosu (33 °C sicaklik ve 100 rpm ¢alkalama hizi).
Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 46,65 48,83 49,91 48,463 2,019
2 47,76 48,87 49,82 48,817 1,017
3 60,76 60,25 60,13 60.38 0,839
4 55,54 53,32 46,65 51,837 0,54
5 50,13 49,16 48,17 49,153 0,41
Tablo 3.33. Immobilize S. griseus susunun seker pancari melasi karbon kaynag ile (40 g/1)
streptomisin iiretim degerleri tablosu (33 °C sicaklik ve 100 rpm ¢alkalama hizi).
Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 46,67 46,13 45,10 45,967 1,915
2 47,13 48,90 49 48,343 1,007
3 50,45 51 51,12 50,857 0,706
4 51,65 52,25 53,32 52,407 0,546
5 45,76 45,13 45,17 45,353 0,378

40




Tablo 3.34. Immobilize S. griseus susunun nisasta kazein broth ile streptomisin iiretim

degerleri tablosu (37 °C sicaklik ve 100 rpm galkalama hiz1).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 4,53 2,13 2,10 2,92 0,122
2 5,90 5,95 5,98 5,943 0,124
3 6,65 6,12 6,15 6,307 0,088
4 3,32 3,26 3,13 3,237 0,034
5 1,12 1,10 1,16 1,127 0,009
Tablo 3.35. Immobilize S. griseus susunun seker pancari melasi karbon kaynag ile (20 g/1)
streptomisin iiretim degerleri tablosu (37 °C sicaklik ve 100 rpm ¢alkalama hizi).
Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 7,13 7,75 7,49 7,457 0,311
2 8,18 8,17 8,09 8,147 0,17
3 10,12 10,15 10,18 10.15 0,141
4 5,98 5,09 5,17 5,413 0,056
5 2,13 1,34 0,34 1,27 0,011

Tablo 3.36. Immobilize S. griseus susunun seker pancar1 melasi karbon kaynagi ile (30 g/1)

streptomisin iiretim degerleri tablosu (37 °C sicaklik ve 100 rpm ¢alkalama hizi).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik

Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1 9,20 9,13 9,98 0,437 0,393

2 10,12 11,12 13 11,413 0,238

3 14,45 15,43 16 15,293 0,212

4 7,15 7,05 6,96 7,053 0,073

5 3,14 3,15 3,15 3,147 0,026
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Tablo 3.37. Immobilize S. griseus susunun seker pancar1 melasi karbon kaynagi ile (40 g/1)

streptomisin iiretim degerleri tablosu (37 °C sicaklik ve 100 rpm ¢alkalama hiz).

Giin sayisi 1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Verim Verim Verim Verim (ng/ml*saat)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 5,14 5,20 5,25 5,197 0,217
2 5,35 5,65 5,67 5,557 0,116
3 4,78 4,75 4,87 48 0,067
4 3,15 3,17 3,16 3,16 0,033
5 1,85 1,13 0,13 1,037 0,009
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Sekil 3.14. Immobilize S. griseus susunun nisasta kazein broth ile streptomisin verim degerleri.
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Sekil 3.15. Immobilize S. griseus susunun nisasta karbon kaynag: en yiiksek verimlilik degeri
(33 santigrat).
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Sekil 3.16. Immobilize S. griseus susunun seker pancari melasi(20g/1) ile streptomisin verim

degerleri.

2
5. 15—
O = .
=] \ == Immobilize hiicre
:é % 1 seker pancar1 melasi
T = (20 g/I) karbon
Ch 05 kaynagi en yiiksek
> verimlilik (33

0 . . . santigrat)

0 2 4 6
Giin Sayisi

Sekil 3.17. Immobilize S. griseus susunun seker pancar1 melasi(20g/l1) karbon kaynagi en

yiiksek verimlilik degeri (33 santigrat).
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Sekil 3.18. Immobilize S. griseus susunun seker pancari melas1 (30g/1) ile streptomisin verim

degerleri.
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Sekil 3.19. immobilize S. griseus susunun seker pancari melasi (30g/l) karbon kaynag: en

yiiksek verimlilik degeri (33 santigrat).
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Sekil 3.20. immobilize S. griseus susunun seker pancari melas1 (40g/1) ile streptomisin verim
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Sekil 3.21. Immobilize S. griseus susunun seker pancari melas1 (40g/l) karbon kaynagi en

yiiksek verimlilik degeri (33 santigrat).
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Sonuglarin SPSS ile analizine gore farkli karbon kaynaklari ve farkli sicaklikta olan
verimlilik degerleri arasindaki farklilik hem serbest hem de immobilize S.griseus

hiicreleri i¢in istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05).

3.4. Fermantasyon Ortamlarinda Uretilen Streptomisin  Antibiyotiginin
Antimikrobiyal Aktivitesinin Tespiti

Fermantasyon ortaminda {iretilen streptomisin antibiyotiinin antimikrobiyal
aktivite testinde E.coli bakterisine karsi etkili oldugu ve zon caplart olustugu tespit
edilmistir (Sekil 3.22)

Sekil 3.22. Fermantasyon ortaminda {iretilen streptomisin antibiyotiginin antimikrobiyal

aktivite test goriintiisi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Antibiyotikler bakterilerin biiyiimesini durduran ya da o6ldiiren biyolojik veya
sentetik olarak elde edilen oldukca etkili biyoaktif maddelerdir (Saygi vd., 2012).
Antibiyotikler, insan ve hayvan hastaliklarinin tedavisinde ve hayvanlarda biiylimeyi
destekleyici olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Yalap ve Balcioglu, 2008).
Krainsky, 1914°te Streptomyces griseus'u izole eden ilk kisidir (Waksman vd., 1948).

Gram pozitif, aerobik ve filamentli bakteri 06zelligi gosteren S.griseus’un
yasayabilecegi en uygun sicakligm 25 ve 35 °C arasinda oldugu kanitlanmistir
(Waksman vd., 1948).

Ram (2014), S.griseus’un iiretimi i¢in farkli pH ve farkli karbon kaynaklari (nisasta,
siikroz, maltoz, bugday kepegi ve piring kepegi) kullanarak streptomisin liretimi i¢in
optimizasyon ortami saglamis, S. griseus’un Nisasta Kazein Broth’da 24-48 saat
boyunca iireme gosterdigini, nisasta ve pH’nin 9 oldugu ortamda maksimum
strepromisin liretiminin gergeklestigini belirtmistir.

Bayer vd. (1990), S. griseus bakterilerinin biiyiimesi i¢in en uygun ortami bulmaya
calismiglardir. Bunun i¢in Bangolore topraklarindan izole ettikleri S. griseus
bakterilerini farklt azot ve karbon kaynaklarinin oldugu ortamlarda iremeye
birakmiglar, 72 saat sonunda {remelerin maksimum seviyeye ¢iktigini
gbzlemlemislerdir.

Shiroto ve Motoyama (1966), hangi fermantasyon ortaminda en yiiksek streptomisin
veriminin elde edildigini belirlemek i¢in yaptiklari caligmada, tuzlarin S. griseus
tarafindan streptomisin tiretimi tizerindeki etkisini incelemisler ve bir glikoz-kazein
iceren ortama amonyum tuzlarini eklenmisler ve bu ortamda en yiiksek streptomisin
veriminin elde edildigini belirtmislerdir.

Tanaka ve Omura (1990), antimikrobiyal aktivite testinde streptomisinin E.coli ve
Pseudomonas bakteri tiirlerine karsi etkili oldugunu yaptiklar1 ¢alismada
gostermislerdir.

Karbon kaynaklarmin (Glikoz, gliserol, mannoz, siikroz, nisasta, melas vb.) bircok
antibiyotik (eritromisin, streptomisin, tetrasiklin, neomsin, klaromfenikol vb.)

iretiminde  etkilerinin  arastirilmas1  iizerine  ¢esitli  caligmalar  yapilmistir



(Bandyopadhyay vd., 1993; Hamedi vd., 2002; Adinarayana vd., 2003; Cruz vd., 2003;
Hamedi vd., 2005, Rostamza vd., 2008; Sanchez vd., 2010).

S. griseus hiicreleri igin farkli immobilizasyon teknikleri uygulanmistir. Bunlardan
bir tanesi PVA/aljinat ile immobilizasyondur. S. griseus hiicreleri pek ¢ok farkl
kimyasal kullanarak basarili bir sekilde immobilize edilmistir. Fakat toksik etkisi en az
ve ucuz olan PVA’nin hiicre immobilizasyonu i¢in kullanimmnin diger yontemlere gore
daha avantajli oldugu belirtilmistir. PVA’nin ucuz ve toksik olmayan bir malzeme
oldugu ve hiicre immobilizasyonu ic¢in oldukc¢a avantajli sonuclar elde edilecegi
bildirilmistir (Dinh and Bach, 2014).

Omar vd. (2013), aminoglikozidlerin (neomisin, gentamisin, amikasin, tobramisin,
streptomisin ve kanamisin) farkli farmasotik formiilasyonlart (hap, surup, damla,
merhem) i¢in spektrofotometrik yontemi kullanarak elde edilen iiretim miktarlarini
belirlemisler ve spektrofotometrik yontemde ilk olarak dinitrofenol (DNP), daha sonra
ise pikrik asit (PA) kullanmislardir. Hem DNP hem de PA i¢in basarili sonuglar elde
etmislerdir. Spektrofotometrik prosediirlerin basit oldugunu ve zaman kazandirdigini
belirtmislerdir. Kalite kontrol analizlerinde de bu prosediirlerin avantajli oldugunu
vurgulamiglardir.

Yaptigimiz  ¢aligmada, S.griseus bakterisinin  kullanilmasiyla streptomisin
antibiyotiginin iiretimi i¢in farkli melas konsantrasyonlari, farkli sicaklik, farkli
calkalama hiz1 ile optimizasyon saglanarak gerceklestirilmistir. Bunlarla birlikte
PVA/aljinat ile immobilizasyon teknigi kullanilmistir. Serbest hiicre ile iiretimde en
yiiksek verim 3.giinde 30 g/l melas konsantrasyonunda, 33 °C sicaklik ve 200 rpm’de
70,977 pg/ml olarak elde edilmistir. En yiiksek verimlilik yine ayni kosullar altinda
0,986 pg/ml*saat olarak elde edilmistir. En yiiksek verim ve verimliligin 33 °C’de
olmas1 Waksman vd. (1948) tarafindan yapilan ¢aligmay1 desteklemektedir. Immobilize
olan hiicrelerle gerceklestirilen calismada ise en yiliksek verim 1.giinde, 30 g/l
konsantrasyonda, 33°C sicaklikta ve 100 rpm’de 60,38 ug/ml olarak elde edilirken, en
yiiksek verimlilik ise yine ayni sartlarda fakat 1. glinde 2,019 pg/ml*saat olarak elde
edilmistir. Serbest S. griseus hiicreleri ile yapilan deneylerde tiretim degerleri daha geg
slirede artig gosterirken, immobilize S.griseus hiicreleri ile yapilan deneylerde iiretim
degerleri daha erken siirede artig gdstermistir.

Serbest hiicre icin farkli sicaklik, farkli calkalama hiz1 ve farkli karbon kaynaklari

ile yapilan 6l¢iimler sonucunda maksimum iireme diizeyine genel olarak 72 saat sonra
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ulagilmistir. Bu da Bayer vd. (1990) tarafindan yapilan ¢alismalar elde edilen sonuglarla
paralellik gostermektedir.

Serbest hiicre i¢in kalibrasyon egrisinin olusturulmasinda, Omar vd. (2013)
tarafindan yapilan c¢alisma baz alimmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
streptomisin Orneklerinin spektrofotometre cihazinda absorbans Ol¢timleri yapilmustir.
Calisma pikrik asit kullanilarak gergeklestirilmistir. Pikrik asit ile yapilan calisma
sonuglarinda farkli konsantrasyonlarda hazirlanan streptomisin Ornekleri arasinda
yapilan ol¢iimler paralellik gostermistir. Bu sonuglar birbirleriyle paralellik gosterdigi
icin calismada DNP kullanilmamistir. Streptomisin miktarinin artmasiyla birlikte
Ol¢giilen absorbans degerlerinin artmis olmasi da Omar vd. (2013) tarafindan yapilan
calismalar ve elde edilen sonuclarla benzerlik gostermektedir.

Sonu¢ olarak, farkli sicakliklar, farkli c¢alkalama hizlar1 ve farkli melas
konsantrasyonlarinda yapilan denemeler, elde edilen verim, verimlilik degerleri
sonucunda en yiiksek verim ve verimlilik degerlerinin 30 ve 33 °C’de oldugu
gbzlemlenmistir. Calkalama hizinin serbest hiicre liretimine etkisinin ¢ok az oldugu
gbzlemlenmistir. Bu sebeple immobilize hiicre iiretiminde ¢alkalama hiz1 sabit alinarak
tiretime devam edilmistir. En yiiksek verim genel olarak 3.giin elde edilmekle birlikte
bazi degerlerde 4 ve 5.giin artis oldugu gézlemlenmistir. Serbest S. griseus hiicreleri ile
yapilan liretim sonucunda elde edilen verim ve verimlilik degerleri immobilize edilmis
S.griseus hiicrelerinden diisiik ¢ikmustir. Sicakligm 30 °C ve 33 °C oldugu verim ve
verimlilik degerleri birbirine yaklasik degerler olurken 37 °C sicaklikta bu degerlerin
oldukca diistiigli gozlemlenmistir.

Sonuglarin SPSS ile analizine gore farkli karbon kaynaklar1 ve farkli sicaklikta olan
verimlilik degerleri arasindaki farklilik hem serbest hem de immobilize S.griseus

hiicreleri i¢in istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05).
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