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OZET

Bu c¢alismada, serbest ve immobilize edilmis Saccharopolyspora erythraea susu
kullanilarak farkli bilesenleri iceren ortamlarin eritromisin iretimi {izerine etkileri
aragtirtlmistir. Antibiyotikler, prokaryotik ve Okaryotik organizmalarin belli bolgelerine
olumlu ve/veya olumsuz yonde etki gosterebilen, diisiik molekiiler agirliga sahip, mikrobiyal
kokenli sekonder metabolitlerdir. Eritromisin antibiyotigi klinikte en c¢ok kullanilan
makrolid grubunda yer alan bir antibiyotiktir. Calismamizda, eritromisin iiretimi i¢in, karbon
kaynagi olarak farkli konsantrasyonlarda ticari glikoz ve seker pancari melasi igeren iki
farkli ortam kullanildi. Bakteri hiicreleri hem serbest olarak, hem de kalsiyum aljinat ve
poliakrilamid jel ile immobilize edilerek eritromisin iiretimi iizerine etkileri incelendi.

Calismamiz sonucunda, karbon kaynagi olarak kullanilan 60 g/l seker pancar1 melasi
fermantasyon ortaminda 5. giin sonunda 0,271 pg/ml*saat ile en yliksek verimlilik degerine
ulasildi. Yapilan immobilizasyon deneyleri sonucunda, kalsiyum aljinat immobilizasyonu
ile 6. giin sonunda 0,584 pg/ml*saat ile en yiiksek verimlilik degeri elde edildi.

Sonug olarak seker pancar1 melast karbon kaynaginin ticari glikoza gére hem ucuz
hem de 4,37 kat daha yiiksek verimlilik degerine ulasilmistir. Ayrica kalsiyum aljinat ile
immobilizasyon sonunda serbest hiicreye gore 2.16 kat daha yiiksek verimlilik degerine

ulasilmstir.

Anahtar Kelimeler: Eritromisin, Immobilizasyon, Saccharopolyspora erythraea,

Antibiyotik



SUMMARY

Erythromycin Production in Media Containing Different Components Using Free

and Immobilized Saccharopolyspora erythraea Strains

In this study, the effects of media containing different components on erythromycin
production were investigated by using free and immobilized Saccharopolyspora erythraea
strain. Antibiotics are microbial secondary metabolites of low molecular weight, which may
have positive and / or negative effects on certain regions of prokaryotic and eukaryotic
organisms. Erythromycin antibiotic is the most commonly used antibiotic in the clinic and
1s an antibiotic in the macrolide group. In our study, two different media containing different
concentrations of commercial glucose and sugar beet molasses were used as carbon sources
for erythromycin production. Bacterial cells were immobilized both freely and with calcium
alginate, polyacrylamide gel and their effects on erythromycin production were examined.

As a result of our study, the highest yield value was reached with 0.271 pg / ml *
hour at the end of the 5th day in the fermentation medium of 60 g / 1 sugar beet molasses
used as carbon source. As a result of immobilization experiments, calcium alginate
immobilization yielded the highest efficiency value at the end of 6th day with 0.584 ng/ ml
* hour.

In conclusion, the sugar beet molasses carbon source was found to be cheaper and
4.37 times higher than the commercial glucose. In addition, the results of immobilization

with calcium alginate reached 2.16 times higher efficiency than free cell.

Keywords: Erythromycin, Immobilization, Saccharopolyspora erythraea, Antibiotic
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1. GIRIS

Diinyadaki ekosistemin en onemli elamanlari olan mikroorganizmalar (viriisler,
bakteriler, protozoalar, bir¢ok alg ve funguslar) karbon, oksijen, azot, kiikiirt ve fosfor
dongiilerinin gerceklesmesinde 6nemli rol oynarlar. Mikroorganizmalar, insanlik yasami
icin dnemli olan ekmek, peynir, yogurt, sarap, tursu, sirke vb. fermente {iriinlerin yapiminda;
organik asit, antibiyotik, vitamin, enzim ve asilarin {iretiminde siklikla kullanilmaktadir

(Tunail, 2009).

Faydalarinin aksine enfeksiyoz hastaliklarin etkeni de mikroorganizmalardir.
Efeksiyoz hastaliklar, insanligin varolusundan beri tiim toplumlari tehdit eden en 6nemli
sorunlardan biri olmustur ve enfeksiyon etkenlerinden biri olan bakterilere karsi eski
caglarda cesitli yontemler denense de ilk antibiyotiin kesfedilmesi ile enfeksiyoz
hastaliklara karsi miicadele etkili olmaya baslamistir. Antibiyotik kavrami; Alexander
Fleming'in 1929'da, stafilokoklarin iiremesini engelledigini tespit ettigi Penicillium
chrysogenum ile kesfedilmis fakat 1944 yilinda ticari olarak iiretilen penisilin ile onemli hale
gelmistir. Antibiyotikler “mikroorganizmalar tarafindan ikincil metabolit olarak iiretilen ve
diger mikroorganizmalar1 oldiiren (Bakterisit) ya da inhibe eden (Bakteriyostatik) diisiik
molekiil agirlikli organik bilesikler” olup, endiistriyel mikroorganizmalarca sentezlenen en
onemli organik bilesiklerden biridir ve son 70 yil i¢inde insan sagligini iyilestirmedeki

etkileri tartisilmazdir (Arda, 2000).

Eritromisin antibiyotigi 1952 yilinda kesfedilmis olup, daha dnceleri Streptomyces
erythreus olarak bilinen fakat giiniimiizde Saccharopolyspora erythraea olarak adlandirilan
bakteriler tarafindan iiretilmektedir (Liu vd., 2013). Klinikte en ¢ok kullanilan makrolid
grubu genis spekturumlu bir antibiyotik olan eritromisin, insan ve hayvan hastaliklarinin
tedavisinde degisik formlarda (Kapsiil, Toz, Jel, Ampul ve Tablet) kullanilmaktadir (Oner,
1989). Eritromisin sadece Gram pozitif bakteriler degil, ayn1 zamanda Gram negatif

bakteriler ve mikoplazmalara da etkili bir antibiyotiktir.



1.1. Mikroorganizmalarin Tarihcesi

Diinya ekosisteminde yasam, besin maddelerine baglidir. Besin maddelerinin
olusumunda mikroorganizmalar 6nemli islevler istlendiklerinden yagam dongiistinde aktif
rol oynarlar (Tunail, 2009). 1 mm’nin altinda olan gozle gorillemeyen bu kiigiik
organizmalar (viriisler, bakteriler, protozoalar, birgok alg ve funguslar) fosfor, oksijen,
kiikiirt, azot, ve karbon dongiilerinde ¢ok onemli islevler tistlenmektedirler (Arda, 2000;
Tunail, 2009).

Insan saghig igin 6nemli olan etanol, organik asit, vitamin, enzim ve asilarin
iiretiminde; ekmek, sarap, yogurt, tursu, peynir, bira, sirke gibi fermente iirlinlerin yapiminda
mikroorganizmalar siklikla kullanilmaktadir (Tunail, 2009). Son yiizyilda ortaya c¢ikan
biyoteknoloji, bir¢ok hastalik teshisi ve tedavisi, gen transferi, klonlama vb. yontemler bu
kiigiik canlilarin kesfiyle ilerlemektedir (Arda,2000).

Diger yandan faydalarinin aksine hastalik etkeni olarak ge¢cmis ylizyillarda insan,
hayvan ve bitki popiilasyonunu tehlike altina almis olan mikroorganizmalar, Anton Van
Leeuwenhoek’un 1675 tarihinde kendi tasarladig bir mikroskobu yapmasiyla gozlemlenmis
(Sekil 1.1) ve Yunancada mikros “kii¢iik” ve organismos “organizma” kelimelerinden

meydana gelmistir (Tunail, 2009).

Sekil 1.1. Anton Van Leeuwenhoek ve tasarladigi mikroskop (URL-1, 2019).



Bu kesiften 6nce mikroorganizmalar hakkinda ilk fikirler M.O. 1. yiizyilda Romal
akademisyen Marcus Terentius Varro'nun Tarim Uzerine adli kitabinda sdyle yer
almaktadir: ” ...ve ¢linkii gozle goriilemeyen, havada ylizen; agiz ve burun yoluyla viicuda
giren; ciddi hastaliklara yol agan ¢ok hizli hareket eden tehlikeli yaratiklar vardir”. EI-Kanun
fi't-T1b (1020) kitabinda ibn-i Sina, viicut salgilarinin enfekte olmadan 6nce viicut disindan
kirli organizmalar tarafindan kirletildigini ifade etmis ve ayn1 zamanda tiiberkiiloz ve diger
hastaliklarin bulasic1 olabilecegini savunmus, bunlarin enfeksiyoz hastalik oldugunu
sOylemis ve yayilmalarini engellemek icin karantina uygulattirmistir (Arda, 2000). Biiyiik
Veba Salgini 14. Y.Y.’da Endiiliis'e yayilinca ibn Khatima, bulasic1 hastaliklarin insan
viicuduna giren kiiclik canlilar tarafindan yayildigim1 yazmistir. 1546 yilinda, Girolamo
Fracastoro salgin hastaliklarin, enfeksiyonu dogrudan veya dolayl temas veya bazen c¢ok
uzun mesafelerde temas olmaksizin ileten tasinabilir tohum benzeri yapilar ile meydana
getirildigini ileri siirmiistiir (Arda, 2000; Tunail, 2009). Maalesef bu ortaya atilan fikirler
basit gozlemlere ve tahminlere dayandigi i¢in mikroskobun ve mikroorganizmalarin kesfine
kadar fermente iirlinlerin, hastaliklarin ve baz1 yasamsal olusumlarin nedeninin
mikroorganizma oldugu tespit edilememistir. Mikrobiyoloji, Robert Koch’un ve Louis
Pasteur’in  1857-1881 wyillar1 arasinda yaptiklar1 caligmalar sayesinde mikroskobun
bulunmasindan sonra ge¢en 200 yillik duraklama déneminden ¢ikip yiikselme donemlerine
dogru ilerlemistir (Tunail, 2009). Louis Pasteur tavuk kolerasi, kuduz ve antraks hastaliklari
tizerinde korunma ve asilama ¢aligsmalarini yliriitmiis; sarap ve biranin maya hiicrelerinden
kaynaklandigini saptayarak fermantasyon teknolojisini bulmus ve bu ¢alismalar sonucunda
yayinladig1 pastdrizasyon esaslar1 giiniimiizde halen gegerliligini korumaktadir (Arda, 2000;
Tunail, 2009). Louis Pasteur’iin bu ¢aligmalarin1 cerrahiye uygulayan ilk kisi bir Ingiliz
cerrah1 olan Joseph Lister; 1852 yilinda operasyonlarda dezenfektan madde ile temas
ettirilmis sargi bezlerini kullanarak mikroorganizmalardan kaynakli hastaliklarin oniine
geemis boylece cerrahide antiseptiklerin 6nemini ortaya koymustur (Tunail, 2009). Robert
Koch’un gelistirdigi kat1 besiyerleri karigik mikroorganizma kiiltiirlerinden saf kiiltiir elde
edilmesini saglamistir ve ayni1 zamanda “Koch postulatlari” olarak bilinen hastaliklar {izerine

bazi kriterler 6ne stirmiis ve gecerliligi uzun yillar boyunca siirdiirmiistiir (Arda, 2000).

Robert Koch anilin boyalari ile mikroorganizmalari boyama yontemlerini gelistirmis
ve bakteriyoloji alaninda uygulanabilir hale getirmekle birlikte, 1876 yilinda Antraks ve
1882 tiiberkiiloz hastaliklarinin teshisi ve etkenini kesfetmistir. 1905 yilinda tiiberkiiloz


https://tr.wikipedia.org/wiki/El-Kanun_fi%27t-T%C4%B1b
https://tr.wikipedia.org/wiki/El-Kanun_fi%27t-T%C4%B1b
https://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0bn-i_Sina
https://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCberk%C3%BCloz
https://tr.wikipedia.org/wiki/Enfeksiy%C3%B6z_hastal%C4%B1k
https://tr.wikipedia.org/wiki/Karantina
https://tr.wikipedia.org/wiki/B%C3%BCy%C3%BCk_Veba_Salg%C4%B1n%C4%B1
https://tr.wikipedia.org/wiki/B%C3%BCy%C3%BCk_Veba_Salg%C4%B1n%C4%B1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Girolamo_Fracastoro
https://tr.wikipedia.org/wiki/Girolamo_Fracastoro
https://tr.wikipedia.org/wiki/Salg%C4%B1n
https://tr.wikipedia.org/wiki/Hastal%C4%B1k

hastalik etkeni olan Mycobacterium tuberculosis’i kesfinden dolay1 da Nobel 6diiliine layik

goriilmiistiir (Arda, 2000; Tunail, 2009). 1884 yilinda Christian Gram’in Gram boyama

yontemini bulmasi ve 1887 yilinda Julius Petri’nin de Petri kaplarini tasarlamasi

Mikrobiyoloji’nin gelismesini hizlandirmistir ve halen gegerliliklerini korumuslardir

(Tunail, 2009). Mikrobiyolojideki diger 6nemli buluslar Tablo 1.1°de gosterilmistir.

Tablo 1.1. Mikrobiyoloji alanindaki 6nemli buluslar (URL-2, 2019).

Antoni Van Leewenhock mikroskobu kullanarak mikroorganizmalar1 kesfi.

1675
Spallanzani Redi’nin bulgular1 paralelinde énemli bir adim att1 ve agz1 sikica kapatilmis bir
1729-1799 | balonda, kaynatildiktan sonra tutulan et suyunun bozulmadigini gordii.
1793-1867 Pierre Rayer sarbondan 6lenlerin kanlarinda birtakim ¢omakciklar gordii.
1796 Jenner inek ¢igegini insana bulastirarak, cicege karst korunmanin miimkiin oldugunu gosterdi.
1829 Ehrenberg ilk kez ‘bakteri’, ‘spiril’ ve ‘ spiroket’ deyimlerini kullandi.
Magendie ilk anafilaksi olayini bildirdi; Robert Remak favusun etkenleri olan mantarlar tarif
1837 ettiler.
1854 Pacini kolera etkenini Vibrio cholera olarak tanimlamistir; Schroder ve Von Dush pamuktan
stiziilen havanin steril oldugunu gosterdiler.
1880 Metchnikoff fagositoz olayini buldu; bel soguklugu ve frengi icin agilar gelistirdi.
1888 Geartner Salmonella enteridis’i buldu.
1902 Richet ve Portier’in anafilaksiyi diinyaya duyurmasi; Walter Reed sarthumma etkeninin bir
viriis oldugunu bildirdi.
1911 Rous ilk tiimor viriisiinii buldu.
1917 Felix d’Herelle bakteriyofajlart buldu.
1936 Max ve Theiler sarthumma asisin1 buldular.
1945 Florey, Fleming ve Chain penisilini bulduklari i¢in Nobel 6diilii aldilar.
1953 Watson ve Crick DNA'nin 3 boyutlu siiper sarmal yapisini ¢ozdiiler.




1.2. Saccharopolyspora erythraea Bakteri Tiirii

Ilk olarak Streptomyces erythraeus (Sekil 1.2) olarak adlandirilip, sonrasinda
Saccharopolyspora erythraea olarak adi degistirilen, Pseudonocaridaceae familyasi
aktinomiset grubunda yer alan ve toprakta yasayan bir mikroorganizmadir (Liu vd., 2013).
Ikincil metabolit olarak makrolid grubunda yer alan tipta hayati bir rol oynayan genis
spektrumlu eritromisin antibiyotiginin endiistriyel dl¢ekte iireticisidir (Licona-Cassani vd.,

2014; Oliynyk vd., 2007).

S. erythraea gram pozitif olup, DNA yapisinda 7,264 gen ve 8,212,805 baz cifti
icermekle birlikte kromozomunda G-C oran1 ¢ok yiiksektir (Oliynyk vd., 2007). Yeniden
siniflandirilmasina ragmen Streptomyces coelicolor A3 (2) ve Streptomyces avermitilis
tiirlerine genetik olarak yakin oldugu anlasilmistir (Oliynyk vd., 2007). S. erythraea susunun
tireme 1s1s1 30 °C ve fermantasyon ortaminin pH’s1 7°dir (Hamedi vd., 2005; Bandyopadhyay
vd.,1993)

Sekil 1.2. Saccharopolyspora erythraea bakterisinin mikroskop goriintiisii (URL-3, 2019)



1.3. Antibiyotikler
1.3.1. Antibiyotiklerin Onemi ve Kesfi

Antibiyotikler “Mikroorganizmalar tarafindan ikincil metabolit olarak iiretilen ve
diger mikroorganizmalar1 6ldiiren (Bakterisit) ya da inhibe eden (Bakteriyostatik) diisiik
molekiil agirlikli organik bilesikler” olarak tanimlanabilir (Waites vd., 2015; Yilmaz ve
Beyatli, 2003). Antibiyotik iiretimi, onu {iireten mikroorganizma i¢in selektif bir avantaj
saglar (Arda, 2000). Endiistriyel mikroorganizmalarca sentezlenen en Onemli organik
bilesiklerden biri olan antibiyotikler, son 70 yil i¢inde insan sagligini iyilestirmede 6nemli
katkilar saglasmistir (Waites vd., 2015). Antibiyotik kavrami; Alexander Fleming'in
1928'da, stafilokoklarin iiremesini engelledigini tespit ettigi Penicillium chrysogenum (Sekil
1.3) ile kesfedilmis fakat 1944 yilinda ticari olarak iiretilen penisilin ile 6nemli hale gelmistir

(Y1lmaz ve Beyatli, 2003).

Alexander Fleming

@, Wﬁ/

Staphylococcus auretis Penicillin G //‘-\OH
(benzylpenicillin) O

Sekil 1.3. Alexander Fleming’in penisilini kesfi (URL-4, 2019).



Penisilinin kesfinden ¢ok daha 6ncesinde; Cin’de M.0.600 yillarinda kiiflii soya
piiresiyle iltihapli yaralar tedavi edilmistir. Siimer ve Misirlilar, bayat ekmekle yapilan biray1

antibiyotik olarak kullanilmistir (Akbulut, 2019).

Mezopotamya ve Ukrayna’da yaralar toprakla tedavi edilmistir. 19. y.y.’da ise
Joseph Lister, kiif mantar1 bulasan idrarda bakteri ¢ogalmadigini tespit etmistir. William
Roberts, 1874’te kiif mantarinin bakterileri biiyiitmedigini kesfetmis ve Louis Pasteur,
1877°de kiifiin sarbon aktivitesini durdurdugunu saptamistir. Son olarak Ernest Duchesne,
1897°de kiif mantarinin koli basili ¢ogalmasini engelledigini tezinde belirtmistir (Akbulut,

2019). Bu gozlemleri yapanlar maalesef penisilinin kasifi olamamiglardir.

1943°de Selman Waksman ve arkadaslar1 tarafindan, Streptomyces griseus’dan elde
edilmis streptomisinin bulunmasiyla antibiyotik arastirmalar1 hiz kazanmis ve streptomisin,
tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan etkili ilk antibiyotik olmustur (Arda, 2000; Oskay ve
Tamer, 2009). Waksman ve arkadaslarinin bu bulusundan sonra 1950 ve 1960’11 yillarda
cok sayida antibakteriyal ve antifungal antibiyotikler bulunmus ve bu donem antibiyotik
kesiflerinin “Altin Cag1r” olarak nitelendirilmistir (Oskay ve Tamer, 2009). Farkh
organizmalardan 4000’in lizerinde antibiyotik izole edilmesine karsin sadece 50 kadari ticari
olarak kullanilmaktadir (Waites vd., 2015). Bunlarin i¢inde en fazla bilinen ve en fazla
onemli olan antibiyotikler beta laktamlar (penisilin, sefalosporinler vb.), aminoglikozitler
(streptomisin, neomisin, gentamisin vb.) ve genis spektrumlu tetrasiklinler‘dir (Arda, 2000;

Waites vd., 2015; Reynolds ve Tansey, 2000).

Simdiye degin bilinen 12.000 antimikrobiyalin %22'si flamentli funguslardan, %55"
flamentli bakteriler olan Actinomycetes'lerin Streptomyces cinsinden, %11'1 diger
Actinomycetes'lerden ve %12'si flamentli olmayan bakterilerden elde edilmektedir (Oskay
ve Tamer, 2009). Genis spektrumlu antibiyotikler Gram + ve Gram - bakteriler tiirlerinin
bliyiik bir kismina, dar spektrumlu antibiyotikler Gram + veya Gram - bakteri ¢esitlerinden
birine, sinirli spektrumlu antibiyotikler ise sadece tek bir mikroorganizmaya kars1 etkilidirler

(Arda, 2000; Waites vd., 2015).

1920-1960 yillar1 arasinda kesfedilmis Onemli antibiyotikler Tablo 1.2°de

gosterilmistir.



Tablo 1.2. 1920-1960 Yillar1 arasinda kesfedilmis 6nemli antibiyotikler (Reynolds ve Tansey, 2000).

Kesfedildigi

Antibiyotik il Uretici Organizma Kaynak
o Penicillium Lo

Penicillin 1928-1940 Hava, Londra, Ingiltere
chrysogenum

Tyrothricin 1939 Bacillus brevis Toprak, New York, ABD

Streptomycin 1943 Streptomyces griseus | Hava, New Jersey, ABD

Bacitracin 1945 Bacillus licheniformis | Enfeksiyonlu yara

Chloramphenicol 1947 Sy yces Malglanmig alan, Venezuela
venezuelae

Polymyxin 1947 Bacillus polymyxa Hava, Birlesik Krallik ve ABD

. Streptomyces

Chlortetracycline 1948 . Hava
aureofaciens

I(\jlexyl)ehﬁosporm—C, T 11948 Cephalosporium sp. Kanalizasyon ¢ikis1, Sardinya Adas, Italya

Neomycin 1949 Streptomyces fradiae | Hava, New Jersey, ABD

Oxytetracycline 1950 Streptomyces rimosus | Hava

Nystatin 1950 Streptomyces noursei igt]gk havasi, Fauquier Bolgesi, Virginia,

. Streptomyces .

Erythromycin 1952 erythreus Hava, Filipin Adalar1

Vancomycin 1956 Str.ep ton.zy ces Hava, Borneo ve Indiana, ABD
orientalis

Ristocetin 1957 Nocardia lurida Hava, Tanrilar Bahgesi, Colorado, ABD

Kanamycin 1957 Streptomyces Hava, Japonya

Y kanamyceticus - Japony
Paromomycin 1959 Streptomyces rimosus | Hava, Colombia




1.3.2. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalari
1.3.2.1. Hiicre Duvari Sentezi Inhibitorleri

Genellikle bakteriyel hiicre duvari (membran) sentezi inhibitorleri, peptidoglikan
olusum asamasini hedefler (Sekil 1.4) ve mikroorganizmanin aktif biiylime evresinde
etkilidir (Bilgehan, 2002). Penisilin, ampisilin, kabenilin, metisilin, oksasilin, sefalosporin,
vankomisin ve basitrasin antibiyotikleri hiicre duvari sentezinin engellenmesinde kullanilan

antibiyotiklerdir (Arda, 2000).

Penisilin antibiyotigi toksisitesi az oldugundan c¢ok genis kullanim alani vardir.
Penisilin, beta laktam halkas1 vasitasiyla transpeptidaz enzimine baglanir ve enzimin ileri
aktivite gostermesini engelleyerek gevsek bir peptidoglikan hiicre duvari olugmasinm
saglayarak bakteri hiicresinin par¢alanmasina sebep olur. Penisilin antibiyotigi Gram +

bakteriler iizerinde etki eder (Bilgehan, 2002).

Penisilin gibi bir beta laktam antibiyotigi olan ve aym etkiyi gosteren
Sefalosporinler, penisiline alerjisi olanlar i¢in kullaniglidir ve hem Gram + hem de Gram -

bakteriler iizerinde etkilidir (Waites vd., 2015).

Vankomisin antibiyotigi N-asetil glukozamin (NAG) N-asetil-muramik asit (NAM)
pentapeptit alt birimlerinin yan zincirleri iizerindeki D-alalil-D-alanin grubuna baglanarak
yeni peptidoglikan birlesmelerini engelleyerek, peptidoglikan sentezini sinirlar ve Gram +

bakteriler iizerinde etkilidir (Bilgehan, 2002).

Basitrasin antibiyotigi ise sitoplazmik membran boyunca bir lipit tagiyict molekiilden
peptidoglikan alt iinitelerinin ayrilmasini inhibe ederek peptidoglikan sentezini onlemekle
birlikte yliksek toksisiteye sahip bir antibiyotiktir ve Gram + bakteriler iizerinde etkilidir
(Y1lmaz ve Beyatli, 2003).

1.3.2.2. Hiicre Membram Inhibitorleri

Bakterilerde sitoplazmik membran biitiinliigli hem enerji iiretiminde hem de besin
tasimada hem de enerji liretiminde dnemli gorevlere aracilik eder. Gram - bakterilerin dis

membrant aynt zamanda koruyucu bir hiicre katmanidir (Bilgehan, 2000; Tunail, 2009).



Prokaryatik ve Okaryotik membranlarin yapilar1 benzer oldugundan dolayi, hiicre
membranina etki eden (Sekil 1.4) antibiyotiklerin kullanimi sinirli olmakla birlikte toksiktir.
Polimiksin (A,B,C,D,E), gramisidin ve tyrosidin hiicre membranina etki eden
antibiyotiklerdir. Tek klinik 6nemi olan polimiksin, membran fosfolipitlerine baglanip
membranin fonksiyonunu inhibe ederek bakterisidal etki olusturur (Arda, 2000; Waites vd.,
2015).

1.3.2.3. Protein Sentezi inhibitorleri

Protein sentezi, DNA’nin mRNA’ya transkripsyonu, sonrasinda mRNA’ninda
ribozomlar ve tRNA’larin etkilesimi ile polipeptitlere translasyonu seklindeki biyokimyasal
bir siire¢ olmakla birlikte bu gruptaki antibiyotikler bu siireci engelleyerek (Sekil 1.4)
mikroorganizmalarin 6lmesine neden olurlar (Waites vd., 2015). Prokaryotik ve 0karyotik
hiicrelerin ribozom yapilarinin farkli olmasindan dolayr bu antibiyotikler secici toksisite
acisindan dnemli bir avantaj saglamakla birlikte, 6karyotik hiicrelerin mitokondrileri bakteri
hiicrelerinin ribozomlarina benzerlik gosterdiginden bu tiir antibiyotikler konukgu hiicre

tizerinde olumsuz etki gosterebilirler (Bilgehan, 2002).

Aminoglikozidler (streptomisin, kanamisin, tobramisin, gentamisin vb.),
makrolidler (eritromisin, oleandomsin vb.), tetrasiklinler (tetrasiklin, klortetrasiklin,

oksitetresiklin, doksisiklin vb.) bu gruptaki antibiyotiklerdir (Arda, 2000).

Aminoglikozit antibiyotikler bakteriyel ribozomlarin 30S alt birimlerine baglanarak
protein sentezinin baslamasini inhibe ederler. Makrolid antibiyotikler (Eritromisin; Klinikte
ne c¢ok kullanilan antibiyotik.) bakteriyel ribozomlarin 50S alt birimlerine baglanarak

proteinin uzamasina engel olurlar (Waites vd., 2015).

Tetrasiklin antibiyotikleri ise bakterilerde 30S alt birimlerine baglanmakla birlikte,
hayvan hiicrelerinde hem 70s hem de 80S ribozomlarda gergeklesen protein sentezini inhibe
eden genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Cogu bakteri, tetrasiklin i¢in aktif tagma sistemine
sahip oldugundan, bu gruptaki antibiyotikler dkaryotik hiicreler {izerinde diisiik toksik etki
gosterirler (Arda, 2000; Bilgehan, 2002).
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1.3.2.4. Niikleik Asit Fonksiyonu ve Sentezi Inhibitorleri

Bu gruptaki antibiyotikler DNA veya RNA’nin sentezini veya fonksiyonunu
engelleyerek (Sekil 1.4) hiicre gelisimini etkiler, fakat hem mikrobiyal hiicreleri hem de
hayvan hiicrelerini etkilediginden klinik kullanimlar1 olduk¢a simirhidir. Aktinomisin,
mitomisin, rifamisin, streptoviridin, kinonlar ve siilfonamidler bu gruptaki antibiyotiklerdir

(Arda, 2000; Waites vd., 2015)

Siilfonamidler, para-amino benzoik asit (PABA) ile benzer oldugundan DNA
sentezinde kullanilan folik asit sentez yolagindaki PABA yerine gecerek dolayli olarak DNA
sentezinde inhibe edici islev goriir (Bilgehan, 2002).

Novabiosin antibiyotigi, DNA polimeraz {izerine etki ederek DNA replikasyonunu
inhibe ederler. Rifamisin, RNA polimerazi inhibe ederek mRNA sentezine mani olur.
Kinonlar genis spektrumlu antibakteriyel ilaglardir ve bakterilerde DNA girazin
fonksiyonunu bozarak bakterilerin 6lmesine neden olurlar (Arda, 2000; Bilgehan, 2002;
Waites vd., 2015).

ANITIBIYOTIK NUKLEIK ASiT
ETKi MEKANIZMASI SENTEZi

FOLAT SENTEZ

SULFONAMID
TRIMETROPIM

BETA LAKTAMAZ
PENISILIN
SEFALOSPORIN
KARBAPENEM
MONOBAKTAM

DNA GiRAZ

KiNOLON

M. RNA POLIMERAZ
™ RIFAMPIN

VANKOMIsIN
BASITRASIN

505 BAGLANTILI
MAKROLID
KLiNDAMISIN
LiNEZOLiD
KLOROMFENIKOL
STREPTOGRAMIN

HUCRE MEBRANI 305 BAGLANTILI

pPoLiMiksiN iy
HUCRE DUVAR aminociixozit PROTEIN
SENTEZI SENTEZI

Sekil 1.4. Antibiyotiklerin etki mekanizmalar1 (URL-5, 2019).

Klinikte en ¢ok kullanilan antibiyotiklerin kdkenleri ve mikroorganizmalar {lizerine

etki mekanizmalari ve iiretici mikroorganizmalar1 Tablo 1.3’te 6zetlenmistir.
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Tablo 1.3. Bazi 6nemli antibiyotiklerin kdkeni ve etki mekanizmalar1 (Waites vd., 2015).

Etkili Oldugu

Antibiyotik Uretici Organizma Etki Noktas1
Grup
Beta laktamlar
Dogal Penisilinler o Hiicre Duvart
Penicillium chrysogenum Gram + Sentezi
(Penisilin G ve V) entezt
Yar1 Sentetik Penisilinler
Aminopenisilinler ) Bazi Gram - )
(Ampisilin, Amoksisilin, Hetasilin) Cubuklar
Pelisilinaza Dayanikl1 Penisilinler
(Metisilin, Kloksasilin, Dikloksasilin, Stafilokoklar “
Nafisilin, Oksasilin)
Karboksipenisilinler
“ Psodomonaslar «“
(Karbenisilin, Tikarsilin)
Ureidopenisilinler
(Azlosilin, Mezlosilin, Piperasilin)
Cephal ]
Sefalosporinler phd Os.p ormum Gram + ve - “
acremonium
Monolaktamlar Chromobacterium violaceum | Gram - “
Hiicre Duvan
Polipeptid Antibiyotikler Bacillus subtilis, Gram +, .
Sentezi,
Basitrasin, Polimiksin B Peanibacill [ Gram -
( ) eanibacillus polymyxa Hiicre Zar1
Makrolidler Saccharopolyspora erythrea, Protein
Gram + Sentezi
(Eritromisin, Tilosin) Streptomyces fradiae entezt
Micromonospora purpurea, Gram + ve -, “
Aminoglikozidler
Streptomyces fradiae, Gram + ve -, «“
(Gentamisin, Neomisin, Streptomisin)
Streptomyces griseus Gram - «“
Tetrasiklinler Streptomyces tiirleri Gram + ve - “
Vankomisin Streptomyces orientalis Gram + Peptidoglikan
Rifamisin Amycolatopsis mediterranei | Tuberkiiloz RNA Sentezi
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1.3.3. Eritromisin Antibiyotigi

Eritromisin antibiyotigi 1952 yilinda kesfedilmis olup, daha onceleri S. erythreus
olarak bilinen fakat giiniimiizde S. erythraea olarak adlandirilan bakteriler tarafindan
tiretilmektedir (Liu vd., 2013). Makrolid grubu genis spekturumlu bir antibiyotik olan
eritromisin (sekil 1.5) , insan ve hayvan hastaliklarinin tedavisinde degisik formlarda

(Kapsiil, Toz, Jel, Ampul ve Tablet) kullanilmaktadir (Oner vd., 1989).

Sekil 1.4’de goriildiigii gibi makrolid grubu antibiyotikler, mikroorganizmalarin
50S ribozomal alt birimine baglanarak protein sentezini inhibe etmektedir (Arda, 2000).
Eritromisin sadece Gram pozitif bakteriler degil, ayn1 zamanda Gram negatif bakteriler ve
mikoplazmalara da etkili bir antibiyotiktir (Brittain, 1987). ilk kesfedilen antibiyotik olan ve
halen kullanilmakta olan ve Gram pozitif bakterilere etkili penisilin antibiyotigine karsi
alerjisi olan insanlarda buna alternatif olarak eritromisin antibiyotiginin kullanildig:

bildirilmistir (Moreno vd., 1995).

Eritromisin bogaz ve siniis, akciger, kulak, agiz ve dis, deri ve doku, mide ve
bargirsak, goz ve yaniklar, ameliyatlar, romatizmal ates, bakteriyel kalp i¢i zar1 iltihab1 veya
dental islemler gibi enfeksiyonlarin 6nlenmesinde kullanilmaktadir (Brittain, 1987; Moreno

vd., 1995).

H,C
NITins

H5C

Sekil 1.5. Eritromisin antibiyotiginin kimyasal yapis1 (URL-6, 2019).
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1.3.4. Mikroorganizmalarda Antibiyotik Diren¢ Olusumu
1.3.4.1. Genetige Bagh Olmayan (Dogal) Diren¢ Olusumu

Mikroorganizmalar latent ve stasyoner fazlarinda ortam kosullarinda daha az
etkilendiklerinden antimikrobiyal maddeler mikroorganizma metabolizmasinin en aktif
oldugu donemde etkilidirler. Metabolizmanin aktif olmadigi durumda kullanilan
antimikrobiyal ilaglar etkisiz kalmakta ve mikroorganizmay1 6ldiirmek imkansiz olmaktadir
(Cevikbag, 1990). Her antimikrobiyal ajan belli bir mikroorganizma grubuna cesitli
mekanizmalar ile etki etmekte olup, bu etki mekanizmasinin olmadig1 veya antimikrobiyal
ajanlarint hiicre i¢ine almayan mikroorganizmalar, bazi antimikrobiyal ajanlara karsi

duyarsiz (direngli) kalmaktadir.

Ornegin; Beta laktam antibiyotikleri mikroorganizmalarin hiicre geperine etki
etmekte olup, hiicre ¢eperi olmayan veya sonradan kaybeden mikroorganizmalar dogal
olarak bu antibiyotige karsi duyarsiz (direngli) olurlar. Aminoglikozit grubu
antibiyotiklerinin hiicre membranindan gecisinde oksijen gerekli olup oksidatif
fosforilasyonun olmadigi zorunlu anaerobik bakterilerde yeterli miktarda bu gruptaki ilaglar
hiicre i¢ine ulasamadigindan mikroorganizma iizerinde etki gdstermezler (Oztiirk, 2002).
Ayrica makrolid grubu antibiyotikler, hiicre duvarindan gecerek hedef molekiiliine ulagsmak
icin ¢ok biiyiik oldugundan Gram - bakterilere makrolid grubu antibiyotiklere kars1 dogal
olarak direnglidirler (Cift¢i ve Aksoy, 2015).

1.3.4.2. Genetige Bagh (Kazanmilmis) Diren¢ Olusumu

Kazanailmis direng, dogal olarak duyarli (direngsiz) olan mikroorganizmalarin gesitli
yollarla antibiyotiklerden etkilenmeyecek duruma gelmeleridir. Biitiin canli gruplarinda
oldugu gibi mikroorganizmalarinda tim ozellikleri ve islevleri genlerin yonetimi ve
denetimi altinda olmakla birlikte mikroorganizmalarda direnglilik genleri kromozom veya
ekstrakromozom’da  (plazmid, epizom, transpozon) bulunur (Cevikbas, 1990).
Antimikrobiyal maddenin mikroorganizma ile ilk temasa gectiginde etkili olup temas siiresi
ve tekrarlanan tedaviler esnasinda mikroorganizma antimikrobik maddeye kars1 direngli hale

gelebilir.
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Antimikrobik ajanlara kars1 olugan direnglilik esas olarak bu yolla olusmakla birlikte
yasanan mutasyonlar sonunda seleksiyonla direngli tiirler ortaya ¢ikmaktadir (Oztiirk, 2002).
Bir bakteri grubu antibiyotiklere karst direng olusturdugunda, bu direncliligi
transformasyon, transdiiksiyon yada konjugasyon yolu ile diger bakterilere aktarabilir ve
direnglilik tiirler arasma yayilim gosterebilir (Cevikbas, 1990; Oztiirk, 2002). Bu gruptaki

direng¢ olusumu ve mekanizmalarin1 asagidaki 4 ana baslik altinda 6zetleyebiliriz.

1.3.4.2.1. Kromozomal Direncg

Mikroorganizmanin kromozomunda spontan bir mutasyon sonucu meydana gelen
degisiklikler antibiyotiklere karsi duyarliklilarinda degisiklere yol agarak, hedef bdolge
modifikasyonu olmasi veya antibiyotigi yikan enzimlerin salgilanmasi durumunda
antibiyotige kars1 direnclilik kazanir. Basta streptomisin ve diger bazi aminoglikozidler,
eritromisin, rifamisin, sefalosporinler ve linkomisine kars1 diren¢ bu sekilde olur (Oztiirk,

2002).

Bir asamali mutasyon sonucu sefalosporinleri yikan beta laktamaz enzimi
salgilanmasi, ¢cok agamali mutasyon sonucu penilisin ve tetrasiklin antibiyotiklerine kars1
direncin olusumu, mutasyon ile porin iiretimi bozulmasi sonucu antibiyotige karsi
gecirgenligin azalmasiyla olusan direnglilik, kromozomal dirence 6rnek verilebilir (Ciftgi ve
Aksoy, 2015). Bu yolla kazanilan direnglilik bagka tiirden bakterilere yayilmadigindan
dolay1 daha seyrek olarak klinikte karsimiza ¢ikmaktadir.

1.3.4.2.2. Ekstrakromozomal Direnc¢

Bu gruptaki diren¢ kazanimi plazmid, epizom ve transpozonlarda meydana
gelmektedir. Plazmidler bakteri kromozomundan ayri, bakterinin yasami ig¢in ihtiyag
olmayan Ozellikleri tasiyan DNA molekiilleri olup, kendilerini bagimsiz bir sekilde replike
edebilirler. Epizomlar bir ya da birden fazla birlesik plazmidlerden meydana gelen
kromozomal DNA’ya baglanan DNA yapilaridir. Transpozonlar ise sigrayici gen dedigimiz
hem plazmidde hem de kromozomal DNA da bulunabilen kendilerini bir DNA
molekiiliinden bagka bir DNA molekiiliine aktarabilen fakat bagimsiz bir sekilde boliinme

yetenegi gosteren DNA parcalaridir (Cevikbag, 1990).
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Plazmidler, antimikrobiyal ve agir maddelere karsi diren¢ genleri yaninda gesitli
viriilans faktorlerinide barindirabilir. Klinikte goriilen direncin temel sorumlusu plazmide
bagli direnctir (Oztiirk, 2002). Kazanilan bu diren¢ transdiiksiyon (plazmidlerin
bakteriyofajlarlar birlesip tasinarak diger bakterilere aktarilmasi), transfomasyon (Olen
bakterilerin ortamdaki DNA veya plazmidlerinin diger bakterilere aktarilmasi) ve
konjugasyon (temasla olusan sitoplazma kopriisii araciligi ile plazmid aktarimi) ile diger
bakterilere aktirilarak direncin yayilmasina neden olur ve plazmide bagli direng bulasici
olmakla birlikte genellikle antibiyotigi inaktive eden ve gegirgenligi degistiren enzimler ile

olusmaktadir (Cevikbas, 1990; Oztiirk, 2002).

Aminoglikozit, sefalosporin, kloramfenikol, makrolit ve penisilin vb. grubu
antibiyotiklerine kars1 diren¢ kazanimi genellikle bu yolla olmaktadir. Genellikle Gram -
bakterilerde bulunan tranpozonlar kendilerini replike edemedikleri i¢in bakteriyofaj ya da
bir plazmid DNA’sinda bulunmak zorundadirlar ve DNA molekiilleri arasinda uygun
bolgelere sigrayarak gen aktarimi yapar. Boylelikle direnglilik genlerini aktararak
mikroorganizmalarin diren¢ olusturmasina sebep olurlar (Ciftgi ve Aksoy, 2015; Oztiirk,
2002). Ampisilin, kloramfenikol, kanamisin, tetrasiklin ve trimetoprime kars1 direng

gelisimi bu yolla olmaktadir.

1.3.4.2.3. Capraz Direnc¢

Bir antimikrobiyal ilaca kars1 direng kazanmis mikroorganizmalarin ayr1 veya benzer
mekanizma ile etki eden baska antimikrobiyal ilaca kars1 direng kazanmalarina ¢apraz direng
denir. Bu antimikrobiyal ilaclar kimyasal bakimindan yakin veya farkli olabilirler (Cevikbas,

1990).

1.4. Immobilizasyon

Immobilizasyon, aktif olan biyokatalizorlerin (hiicre veya enzim) hareketli sivi
ortamda ( reaktor veya analitik sistem) cesitli materyaller ile tutuklanmasidir (Goksungur ve

Giiveng, 2002; Uygun, 2005).
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Immobilizasyon 6zel bir materyal iizerinde ¢dziinmeyen bir yapi olusturarak
akigkanin kolayca gecmesini saglar. Son 40 yildir immobilizasyon yontemleri enzim ve

hiicre tutuklamada pratik ve teorik olarak ¢ok 6nem kazanmistir (Uygun, 2005).

Hiicre immobilizasyonunun cesitli avantajlar1 vardir. immobilize hiicreler istenilen
biyodoniisim neticesinde ortamdan kolaylikla uzaklastirilabilirler ve yeniden
kullanilabilirler. Hiicreler ortamdan ayrilabildiklerinde fermantasyon ortamini kirletmezler
ve alt akim islemleri kolaylasir, siirekli sistemde caligmaya cok elverislidirler, yiliksek
hacimsel verimlilik degerlerine ulasilabilir, substrat yeniden biyokiitle olusumu ig¢in
harcanmayacagindan daha fazla iirlin elde edilir ve kontaminasyona daha az duyarhdir

(Goksungur ve Giliveng, 2002).

1.4.1. immobilizasyon Yontemleri

Cok sayida biyoteknolojik siire¢ immobilize hiicre kullanimi ile avantajli hale
getirilmis olup, c¢esitli teknikler (Sekil 1.6) ve destek materyalleri gelistirilmistir.
Immobilizasyon yontemlerini tasiyiciya baglama, capraz baglama ve tutuklama olarak ii¢

temel gruba ayirabiliriz.
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Sekil 1.6. Temel hiicre immobilizasyon teknikleri (Kourkoutas, vd., 2004).

1.4.1.1. Tasiyic1 Baglama Yontemi

Biyokatalizorlerin tasiyicilara baglanmalar1 en eski immobilizasyon yontemidir.
Temel olarak, biyokatalizorlerin fiziksel adsorbsiyon, iyonik veya kovalent baglar
vasitasiyla suda erimeyen tasiyicilara dogrudan baglanmasidir. Uygulanmasmin kolay
olmasi, tastyicinin yenilenebilir olmasi ve enzimin modifiye olmamasi yontemin kullanimin
arttiran 6zelliklerdir. Immobilizasyonda kullanilan tasiyicilar dogal veya sentetik olabilir

(Ozgelik, 2019).

Dogal tastyicilar; cam boncuklar, karragenan, seliiloz, nisasta, silikajel, agar, alginat
vb. tastyicilardir. Yapay tastyicilar; polivinilalkol, poliakrilamit, naylon, iyon degistirici

regineler gibi polimerlerdir (Ozgelik, 2019, Kasavi, 2006).

i-Kovalent Baglama: Bu yontem biyokatalizoriin suda ¢oziinmeyen bir tasiyiciya kovalent
olarak baglanmasina esasina dayanir. Kovalent baglanmada biyokatalizor ve tastyici

arasindaki baglar diger immobilizasyon yontemlerinden daha kuvvetlidir (Kasavi, 2006).

ii-Adsorbsiyon: Bu yontem yiizey aktif, suda ¢oziinmeyen bir adsorbanin biyokatalizor ile
karistirilmasi ve biyokatalizor fazlasinin yikanarak uzaklastirilmasi esasina dayanir. Van der
Waals (yiizey gerilimi) kuvvetleri, iyonik ve hidrojen bag etkilesimleri gibi elektrostatik
kuvvetler tasiyiciya baglamada etkili olmaktadir. Adsorpsiyon, en basit ve uygun tastyici
kullamldig1 zaman ucuz bir immobilizasyon metodudur (Uygun, 2005; Ozgelik, 2019;
Kasavi, 2006).

iii-iyonik Baglama: Iyon degistirme yetenegine sahip, suda ¢oziinmeyen tasiyicilara
biyokatalizoriin iyonik baglanmas: esashdir. Iyonik baglama yaninda fiziksel adsorbsiyon
da etkili olmaktadir. Biyokatalizor ile tasiyici arasindaki baglanma kuvvetleri fiziksel
adsorpsiyonda oldugundan daha kuvvetli ancak kovalent baglanmada oldugundan daha
zayiftir. Uygulanmasinin kolay olmasi, tastyicinin yenilenebilir olmasi ve biyokatalizoriin

modifiye olmamas1 yontemi avantajli hale getirmektedir (Uygun, 2005; Kasavi, 2006).
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1.4.1.2. Capraz baglama Y ontemi

Bu yontemde, kiigiik molekiillii ¢ift veya ¢cok fonksiyonlu reaktifler, biyokatalizorler
ile baglar yaparak, sonugta suda ¢oziinmeyen yapilarin olugsmasini saglarlar. Capraz baglama
derecesi ve immobilizasyon, reaktif derisimine, pH ve biyokatalizére dogrudan bagimlidir.
Bu metotta divinilsiilfonlar, karbinildiimidazol, gluteraldehit, klorformat, heterosiklik
halojeniirler, bioksiranlar ve epiklorhidrinler gibi reaktifler ¢apraz baglama icin kullanilir.
Bu yontem ile immobilize edilmis biyokatalizoriin aktivitesinde genellikle azalma olur.
Cogunlukla capraz baglanmanin diger immobilizasyon metotlarindan biriyle kullanilmasi

daha 1yidir (Uygun, 2005; Kasavi, 2006; Telefoncu, 1997).

1.4.1.3. Tutuklama Yontemi

Tutuklama, biyokatalizorii belirli bir ortamda durmaya zorlamaktir. Bu islem polimer
matriksler icinde yapilabilecegi gibi, yar1 gegirgen membranda, mikrokapsiilleme ile de
yapilabilir. Biyokatalizér bulundugu g¢evreden c¢ikamaz. Biyokatalizorler kimyasal veya
fiziksel olarak herhangi bir tasiyiciya baglanmamis olmalari, kovalent ve c¢apraz
baglanmadan ayiran en 6nemli 6zelligidir. Kafes, mikrokapsiil, lipozom, membran ve ters
misel gibi tutuklama metotlar1 vardir (Ozgelik, 2019).

Polimerizasyon ve ¢apraz baglanmanin olustugu ortamda yiiksek derecede capraz
baglama sonucu biyokatalizor olusan kafeslerde tutuklanmaktadir. Sik kullanilan polimer
N,N’-metilenbisakrilamid ile ¢apraz baglanmis poliakrilamiddir. Bu metodun, gergek bir
fiziksel yontem olusu ve kolay uygulanabilir olmasi gibi avantajlar1 vardir (Uygun, 2005;
Telefoncu, 1997).

Mikrokapsiil tipi immobilizasyon, biyokatalizériin bir yar1 gegirgen sentetik
polimerin mikrokapsiillerinde hapsedilmesini igerir. Membranin godzenekleri substrat
molekiillerinin kapsiil i¢ine girigine ve iiriin molekiillerinin kapsiil disina ¢ikmasina engel

olmayacak biiyiikliikte olmahdir (Ozgcelik, 2019; Uygun, 2005).

Antibiyotik tiretiminde immobilizasyon yontemleri 6zellikle de siirekli sistemlerde ¢cok
sik kullanilmaktadir (Cruz vd., 2003; Awais vd., 2010; Egorov vd., 1978; Hasan vd., 2009).

Immobilize hiicreler tarafindan iiretilen antibiyotikler Tablo 1.4’de 6zetlenmistir.
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Tablo 1.4. immobilize mikrobiyal hiicreler tarafindan iiretilen bazi antibiyotikler (Ramakkrisna ve

Prakasham,1999).

Antibiyotik Mikroorganizma Destek Materyali

Aktinomisin D Streptomyces parvullus Ca-Aljinat

Basitrasin Bacillus sp. Poliakrilamid

Kandisidin Streptomyces griseus k-karragenan

Sefalosporin Streptomyces clavuligerus Poliakrilamid  hidrazit, pamuk
kumas

Klortetrasiklin Streptomyces aureofacino Ca-Aljinat

Siklosporin A Tolypociadium inflatum k-karragenan, selit

Daunorubisin Streptomyces euceitus Ca-Aljinat

Eritromisin Streptomyces erythreus Aljinat

Hibrit Antibiyotik Streptomyces lividans Kendiliginden olugan Agregatlar

6APA Escherichia coli Ca-Aljinat

Mitramisin Streptomyces iverini Agar

Neomisin Streptomyces fradiae Seliiloz kiireler

Nikkomisin Streptomyces tendae Ca-Aljinat

Patulin Penicillium urticae k-karragenan

Penisilin G

Penicillium chrysogenum

Poliakrilamid selid, k-karragenan

Rifamisin B Streptomyces rimosus Cam yiinii
Tinamisin Streptomyces cattleya Selit
Tilosin Streptomyces sp. Ca-Aljinat

1.5. Calismanin Amaci

Bu calismada, serbest ve immobilize edilmis Saccharopolyspora erythraea bakterisi

kullanilarak farkli icerikteki besiyeri ortamlarinda eritromisin antibiyotiginin {iretimi

amagclanmustir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1.Materyal
2.1.1. Bakteri Suslar

Antibiyotik iiretiminde kullanilan S. erythraea susu (NRRL B-24072 Red (2338))
Tarimsal Arastirma Servisi Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (NRRL) iicretsiz temin edilmistir.
Antimikrobiyal aktivite testinde kullanilacak olan Staphylococcus aureus (ATCC-25923)

susu Firat Universitesi Hastanesi Laboratuvarindan iicretsiz temin edilmistir.

2.1.2. Kimyasallar ve Sarflar

Akrilamid (Acrosorganic), Amonyumpersiilfat (Chemsolute), Asetonitril (Isolab),
BaCl,.2H,0 (Merck), CaCOs (Chemsolute), CaCl, (Isolab), Eritromisin (Chem-Impex),
Glikoz (Bioshop), Gluteraldehit %25 (Merck), H2SO4 (Isolab), HCI (Merck), K>HPO4
(Chemsolute), MgS04.7H,0 (isolab), Maya Ekstrakt1 (Multicell), Metilenbisakrilamid
(J&K), Miiller Hinton Agar (Himedia), NaCl (Merck), NaNOs; (Chemsolute), NaOH
(Chemsolute), TEMED (Roth), Sodyum Aljinat (AppliChem) , Etanol (Isolab) kimyasallart
ve diger sarf malzemeler Biyomiihendislik bdliimiinden veya FUBAP MF.18.14 projesi ile

ticari firmalardan temin edilmistir.

2.1.3. Cihazlar

Calkalamali inkiibatdr (Mipro-MCI 120), Vortex (Velp ZX3), Manyetik Karistirict
(Weightlab WF-MIA), Hasas Terazi (Weightlab WL303), Buzdolabi1 (Argelik A+), Otoklav
(Jelo Tech ST-85G ), Santrifiij (Niive- NF8OOR,NF800), Spektrofotometre (Shimadzu UV-
1800), Su Banyosu (Mipro-MSB 15), Steril kabin (Heal Force- HFsafe1200), Saf Su Cihazi
(Fine Tech), Taramal1 Elektron Mikrsokobu-SEM (ZEISS-EVO MA10), Isik Mikroskobu
(Olympus-CX21LEDFS1) ve pH metre (Martini Instruments- Mi 151) cihazlarn
Biyomiihendislik béliimiinden veya FUBAP MF.18.14 projesi ile ticari firmalardan temin

edilmistir.



2.1.4. Besiyerleri
2.1.4.1. Nutrient Agar (Lab M)

Nutrient Agar kat1 besi yeri S. erythraea ve S. aureus bakterilerinin {iretilmesinde
kullanildi. 1 litre besi yeri hazirlamak i¢in toz Nutrient Agar besi yerinden 28 g tartilip saf
su i¢inde ¢oziindiiriilerek otoklav cihazinda 121 °C, 1 atmosfer basing altinda, 15 dk steril

edildikten sonra steril petrilere aktarildi.

Besi yeri igerigi (g/1) ;

Peptone :5.0
Sigir Eti Ekstraktt ~ :3.0
NaClOz :8.0
Agar No.2 :12.0

2.1.4.2. Nutrient Broth (Lab M)

Nutrient Broth siv1 besi yeri S. erythraea ve S. aureus 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.

Besi yeri igerigi (g/1) ;

Peptone :5.0
Sigir Eti Eksrakti :1.0
Maya Eksrakti 2.0
NaClOz :5.0

2.1.4.3. Oatmeal Agar (Condalab)

Oatmeal Agar kat1 besi yeri S. erythraea bakterisinin iiretilmesinde kullanildi. 1 litre
besi yeri hazirlamak i¢in toz Oat Meal Agar besi yerinden 72.5 g tartilip saf su i¢inde
¢Oziindiirtilerek otoklav cihazinda 121 °C, 1 atmosfer basing altinda, 15 dk steril edildikten
sonra steril petrilere aktarildi.

Besi yeri igerigi (g/1) ;
Yulaf Ezmesi :60.0
Bakteriyolojik Agar :12.50
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2.1.4.4. Miiller Hinton Agar (Himedia)

Miiller Hinton Agar kati besi yeri eritromisin antibiyotiginin S. aureus bakterisine
kars1 antimikrobiyal aktivite testinde kullanildi. 1 litre besi yeri hazirlamak i¢in toz Miiller
Hinton Agar besi yerinden 38.0 g tartilip saf su i¢inde ¢oziindiiriilerek otoklav cihazinda 121

°C, 1 atmosfer basing altinda, 15 dk steril edildikten sonra steril petrilere aktarildu.

Besi yeri igerigi (g/1) ;
Kazein Asit Hidrolizat1 :17.50
Et Inflizyon Katilart :2.0
Coziiniir Nigasta :1.50
Agar :17.0
2.2. Metot

2.2.1. Eritromisin Kalibrasyon Egrisinin Spektrofotometrik Yontem ile Bulunmasi

0,05 g eritromisin antibiyotigi hasas terazi ile tartildi ve 10 ml asetonitril igerinse
cOziindiiriilerek 10 ml saf su eklendi. Bu ¢6zeltiden asetonitril-su (1:1) karisimi seyreltici
olarak kullanilarak eritromisin konsantrasyonlar1 50, 100, 150, 200, 250 ve 300 pg/ml olacak
sekilde stok c¢ozeltiler hazirlandi. Sonra bu ¢ozeltilerden 5 paralel ¢alisilacak sekilde deney
tiiplerine 1 ml 6rnekler alinarak tizerlerine 1 ml konsantre H>SO4 eklendi ve 50 C’de 30 dk
su banyosunda bekletildi. Su banyosundan sonra tiiplere 8 ml asetonitril-saf su (1:1)
karisimindan eklenerek, tiiplerin hacimleri 10 ml tamamlandi. Tiiplerin son karisim
hacimleri sirasiyla 5, 10, 15, 20, 25, 30 eritromisin pg / ml oldu. Kor tiipiine ise 9 ml
asetonitril-saf su (1:1) ve 1 ml konsantre H>SO4 eklendi ve spektrofotometre cihazinda kor
numunesine kars1 480 nm’de diger tiiplerin absorbans degerleri okunarak kaydedildi. Bu
degerler grafige doniistliriilerek eritromisin kalibrasyon grafiginin denklemi bulundu
(Wankhade vd., 2012). Bu denklem daha sonra miktarini bilmedigimiz fermantasyon

ortamindaki eritromisin miktarini belirlemek i¢in kullanildi.
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2.2.2. Sporulasyon Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Liyofilize S. erythraea susu steril siv1 besiyeri (Nutrient Broth) ile sulandirildiktan
sonra sporulasyon i¢in Oat Meal Agar, Nutrient Agar ve Nutrient Broth steril besiyerlerine
ekimi yapildi ve bu besiyeri 29 °C’de 7 giin etiivde inkiibasyona birakildi. Kat1 besiyerindeki
saf olan bakteri kolonilerden alinarak 10 giin boyunca 30 °C’de Nutrient Broth besiyeri
icerisinde yogun sporulasyon i¢in inkiibasyona birakildi. Tiim calismalar streil kosullar

altinda yapild1 (Hamedi vd., 2005).

2.2.3. Eritromisin Uretim i¢in Serbest S. erythraea Susunun Kullamlmasi

Eritromisin iiretimi i¢in 10 g/l maya eskrakti, 6 g/l NaNOs, 8 g/l NaCl 1 g/l
MgS04.7H20, 2g/1 CaCOs, 2g/1 KoHPO4 ve karbon kaynagi olarak 50-60-70 g/l glikoz ve
40-50-60-70 g/l seker pancar1t melasi igeren besiyeri ortamlari 3 paralel olacak sekilde 50 ml
fermantasyon hacminde, 250 ml erlenlerde hazirlandi. Hazirlanan besi yerleri pH’s1 7.1°¢
ayarlanarak otoklavda steril edildi. Sonrasinda sporulasyon ortamindan 2 ml bakteri
stispansiyonu eklenerek 30 °C, 200 rpm’de 7 gilin boyunca inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon ortamindan eritromisin miktarini belirlemek igin her 24 saatte bir 2 ml &rnek
alinarak +4 °C buzdolabinda saklandi. Tiim ¢aligmalar steril kosullar altinda yapildi (Hamedi

vd., 2005; Bandyopadhyay vd., 1993; El-Enshasy vd., 2007).

2.2.4. S. erythraea Susunun Immobilizasyon Yéntemleri
2.2.4.1. Kalsiyum Aljinat ile Immobilizasyon Yontemi

Sporulasyon ortamindan 2 ml bakteri siispansiyonu alinarak steril 50 ml nutrient
broth besiyerinde 2 giin boyunca 30 °C , 200 rpm’de inkiibasyona birakildi. Sonrasinda bu
besiyeri 5.000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek bakteri hiicreleri sivi ortamdan alindi. Bu
bakteri hiicreleri 10ml %2 (g/1) streil Sodyum Aljinat soliisyonu ile karistirildi ve steril 0.2
M CaCl; ¢ozeltisine enjektor ile damlatilarak ve 2 saat boyunca manyetik karistiricida (Sekil

2.1) karigtirilda.
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Sonrasinda olugan boncuklar 2 kere steril fizyolojik tuzlu su (FTS) ile yikand1 ve 2
giin boyunca aktivasyon i¢in 10 g/l maya eskrakti, 6 g/l NaNO;, 8 g/l NaCl 1 g/l
MgS04.7H,0, 2g/1 CaCOs3 ve 50 g/l glikoz igeren pH’s1 7 olan streril fermantasyon ortaminda
30 °C, 200 rpm’de inkiibasyona birakildi. Aktivasyon isleminden sonra eritromisin tiretimi
icin 6 g/l NaNOs, 1 g/l MgS04.7H>0, 0,2g/1 Kz2HPO4 ve 60 g/l seker pancar1 melasi igeren
steril ve pH’s1 7°e ayarlanmis besiyeri ortamina aliarak 30 °C, 200 rpm’de 2 giinde bir
besiyeri yenilenerek boncuklar parcalanana kadar inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
ortamindaki eritromisin miktarini belirlemek icin her 24 saatte bir 2 ml 6rnek alinarak +4 °C
buzdolabinda saklandi. Tiim c¢aligmalar steril kosullar altinda yapildi (Hamedi vd., 2005;
Bandyopadhyay vd., 1993; El-Enshasy vd., 2007).

%010 sodvum aljinat
+ balcteri kiiltiri

+—

0.2 M CaCl2 gozeltisi

. _, Manyetik
Karnstirict

Sekil.2.1. Kalsiyum aljinat ile immobilizasyon yontemi
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2.2.4.2. Poliakrilamid Jel ile Immobilizasyon Yontemi

Sporulasyon ortamindan 2 ml bakteri siispansiyonu almarak steril 50 ml nutrient
broth besiyerinde 2 giin boyunca 30 °C , 200 rpm’de inkiibasyona birakildi. Sonrasinda bu
besiyeri 5.000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek bakteri hiicreleri sivi ortamdan alindi. Bu
bakteri hiicreleri 50 ml’lik beherde 3 ml steril FTS ve 6 ml %20 poliakrilamid stok soliisyon
(18.2 g akrilamid ve 1.8 g bis akrilamid ) ile karistirtlarak, 100 pl taze hazirlanmis %10
amonyumpersiilfat ¢ozeltisi eklendi. Daha sonra 10 ul TEMED eklenip karistirilarak 20 dk
buz banyosunda bekletildi. Olusan jel steril bigak ile kiiciik pargalara (10-40 mm?) kesilerek
steril FTS ile yikandi (Awais vd.,2010; Morikawa vd., 1979).

Sonrasinda 2 giin boyunca aktivasyon icin 10 g/l maya eskrakti, 6 g/l NaNOs, 8 g/l
NaCl 1 g/l MgS04.7H20, 2g/1 CaCOs3 ve 50 g/ glikoz igeren pH’s1 7 olan streril fermantasyon
ortaminda 30 °C, 200 rpm’de inkiibasyona birakildi. Aktivasyon isleminden sonra
eritromisin liretimi i¢in 6 g/l NaNOs, 1 g/l MgS04.7H>0, 0,2g/1 KoHPO4 ve 60 g/l seker
pancar1 melasi iceren steril ve pH’s1 7°e ayarlanmis besiyeri ortamina alinarak 30 °C, 200
rpm’de 2 giinde bir besiyeri yenilenerek belirli bir siire boyunca inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon ortamindan eritromisin miktarimi belirlemek icin her 24 saatte bir 2 ml drnek
alinarak +4 °C buzdolabinda saklandi. Ttim ¢aligmalar steril kosullar altinda yapildi (Hamedi
vd., 2005; Bandyopadhyay vd., 1993; El-Enshasy vd., 2007).

2.2.5. Fermantasyon Ortamlarindaki Uretilen  Eritromisin  Miktarmin

Spektrofotometrik Yontem ile Tespiti

Serbest ve immobilize edilmis S. erythraea susu ile yapilan eritromisin iiretim
metotlar1 sonucunda toplanan numunelerden ve kor icin ekim yapilmamis fermantasyon
ortamindan ependorflara 1 ml alinarak {izerlerine 1 ml asetonitril-su (1:1) ¢ozeltisi eklendi.
Ependorflar 15 sn vortekslendikten sonra 10,000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij edildi.

Ependorflardaki siv1 ¢ozelti deney tiiplerine aktarilarak {izerlerine 1 ml konsantre
H>S04 eklendi ve 30 dk boyunca 50 °C ‘de su banyosunda bekletildi. Sonrasinsa tiiplere 7
ml asetonitril-su (1:1) ¢ozeltisi eklendi ve Spektrofotometre cihazinda kér numunesine karsi
480 nm’de diger tiliplerin absorbans degerleri okunarak kaydedilir (Wankhade vd., 2012).
Bu degerler kalibrasyon grafigindeki absorbans yerlerine yazilarak numunelerdeki

eritromisin degerleri bulundu.
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2.2.6. Fermantasyon Ortamlarindaki Uretilen Eritromisin Antibiyotiginin

Antimikrobiyal Aktivitesinin Tespiti

McFarland 0.5 bulaniklik standardini hazirlanmak i¢in 50 ml hazirlanmis % 1.175
g/l BaCl2-2H>O ¢ozeltisinden 0.5 mL alinarak, 99.5 ml 0.36 N H2S04 (%1 v/v) ¢ozeltisi ile
karistirildi. Olusan ¢ozeltinin dansitesi 625 nm’de 0.08-0.13 degeri arasinda olup olmadig:
kontrol edildi. Eritromisin antibiyotigine duyarli olan olan S. aureus (ATCC-25923) susu 10
ml steril nutrient broth s1v1 besiyerine ekim yapilarak 24 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi.
Bakteri dansitesini, hazirlanan McFarland 0.5 ¢ozeltisi ile ayn1 bulaniklikta ayarlamak igin
ayr1 bir tiip igerisinde seyreltici olarak steril tuzlu su (% 0.9 NaCl g/1) kullanilarak ayarlandi.
Onceden hazirlanmis 3-4 mm kalinliktaki Miiller Hinton Agarli petrilere McFarland 0.5’e
gore hazirlanmis S. aureus bakteri kiiltiiriinden ekiivyon ile 6rnek alinarak petrilere esit
dagitilacak sekilde ekim yapildi. Petri yilizeylerinin kurumasi i¢in 5 dk bekledikten sonra
steril bir sekilde petri yiizeylerinde 6 mm ¢apta kuyucuklar acildi. Sonrasinda daha 6nceden
fermantasyon ortamindan toplanan numunelerden ependorflara 1 ml Ornek alinarak,
tizerlerine 1 ml etanol eklendi. 15 sn boyunca vorteks ile karistirilan ependorflar 10.000 rpm
de santrifiij edildi. Ependorflardan 100 ul 6rnek alinarak Miiller Hinton Agarl petrilerdeki
kuyucuklara eklendi. 5 dk beklendikten sonra petriler 16-18 saat 37 °C’de inkiibasyona
birakildi. Sonrasinda zon ¢ap1 olup olmadigi kontrol edildi. Tiim ¢aligmalar steril kosullar

altinda yapild1 (Giir, 2016; Hamedi vd., 2005).

2.2.7. Immobilize Edilmis S. erythraea Susunun Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

ve Isik Mikroskobu ile Goriintiilenmesi

S. erythraea Susunun kalsiyum aljinat ve poliakrilamid jel ile immobilizasyon
sonucunda olusan kapsiil ve jeller SEM analizi i¢in oncelikle %25’lik gluteraldehit
coOzeltisinde 1 giin boyunca bakteri hiicrelerin dondurulmasi i¢in bekletildi. Sonrasinda
kapstil ve jeller siiziilerek oda sicakliginda 3 giin boyunca kurumasi i¢in bekletildi. Isik
mikroskobu ile goriintiilendikten sonra, SEM analizi i¢in birkag kapsiil ve jel taneleri Firat

Universites Merkezi Laboratuvarinda goriintiilendi.

2.2.8. SPSS Programu ile istatiksel analiz

Karbon kaynag1 ve immobilizasyon tekniklerine gore eritromisin antibiyotigi tiretim
degerleri arasindaki iliski SPSS (IBM Statistics 22) programinda Ki-Kare testi ile
hesaplandi.
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3. BULGULAR

3.1. Eritromisin Kalibrasyon Egrisinin Spektrofotometrik Yontem ile Bulunmasi

Eritromisin Kalibrasyon Egrisinin bulunmasi deneyinden ($ekil.3.1) sonra Tablo 3.1
deki absorbans degerleri kaydedilmis, sonrasinda Sekil 3.2 ile kalibrasyon denklemi
y=0,0108x bulunmustur.

Sekil 3.1. UV kalibrasyon igin farkli konsantrasyonlardaki eritromisin numuneleri



Tablo 3.1.Eritromisin kalibrasyon egrisinin spektrofotometrik yontem ile bulunmasi deneyinin absorbans

sonuglari
pug/ml 1.Numune 2.Numune 3.Numune 4.Numune 5.Numune Ortalama
5 0,048 0,047 0,051 0,054 0,060 0,052
10 0,120 0,098 0,099 0,09 0,108 0,103
15 0,170 0,138 0,159 0,175 0,160 0,1604
20 0,190 0,185 0,182 0,202 0,217 0,1952
25 0,290 0,271 0,263 0,300 0,298 0,2844
30 0,400 0,363 0,279 0,278 0,307 0,3254
0,35
y =0,0108x
R?=0,9878
0,3
. 025
=
L
5}
D02
A
wn
=
‘{3 0,15
o
wn
<
0,1
0,05
0
0 5 10 15 20 25 30 35

Eritromisin Miktar1 (png/ml)

Sekil 3.2. Eritromisin kalibrasyon grafigi
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3.2. Eritromisin Uretim i¢in Serbest S. erythraea Susunun Kullanilmasi

Eritromisin iiretimi igin serbest S. erythraea susunun farklt konsantrasyonlarda
karbon kaynagi iceren besiyerlerinin (Sekil 3.3) kullanilmasi deneyleri sonucu elde edilen
iiretim degerleri Tablo 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6, 3.7, 3.8’de, verim ve verimlilik degerleri ise
Sekil 3.4, 3.5, 3.6 ve 3.7 gosterilmistir. Bu sekillere gore glikoz karbon kaynaginda en ¢ok
verim 3. giinde 4,44 pg/ml ve verimlilik ise 3.giinde 0,062 pg/ml*saat degeri ile 50 g/l glikoz
iceren besiyeri ortaminda bulunmustur. Seker pancari melasi karbon kaynagi iceren besi
yerlerinin kullanilmasi sonucunda ise, en ¢ok verim 6.giinde 34,56 png/ml ve verimlilik
S.glinde 0,271 pg/ml*saat degeri ile 60 g/l seker pancar1 melasi iceren besiyerleri ortaminda

bulunmustur.

Sekil.3.3. Farkli seker pancari melasi fermantasyon ortamlari ile eritromisin tiretimi

30



Tablo 3.2. Serbest S. erythraea sugunun ticari glikoz (50g/1) karbon kaynag: ile eritromisin tiretim degerleri

. . . Verimlilik
1.0rnek Verim 2.0rnek 3.0rnek Verim | Ortalama Verim | (ug/ml*saat)
Giin Sayisi (ng/ml) Verim (pg/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 1,204 0,463 0,185 0,617 0,026
2 1,759 1,667 1,389 1,605 0,033
3 3,519 5 4,815 4,445 0,062
4 2,5 1,574 1,759 1,944 0,02
5 1,019 1,204 1,111 1,111 0,009
6 1,389 1,111 1,296 1,265 0,009
7 1,667 1,852 2,315 1,945 0,012

Tablo 3.3. Serbest S. erythraea susunun ticari glikoz (60g/1) karbon kaynagi ile eritromisin iiretim degerleri

} } } Verimlilik
1.0rnek Verim 2.0rnek 3.0rnek Verim Ortalama (ng/ml*saat)
Giin Sayis1 (ng/ml) Verim (pg/ml) (ng/ml) Verim (pg/ml)
1 0,833 0,463 0,926 0,741 0,031
2 1,574 1,759 2,13 1,821 0,038
3 3,241 3,056 3,333 3,21 0,045
4 3,704 4,167 3,611 3,827 0,04
5 0,926 0,926 1,574 1,142 0,01
6 1,944 0,833 1,389 1,389 0,01
7 1,389 1,204 1,389 1,327 0,008
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Tablo 3.4. Serbest S. erythraea sugunun ticari glikoz (70g/1) karbon kaynag: ile eritromisin tiretim degerleri

Verimlilik
1.0rnek Verim | 2.0rnek Verim 3.0rnek Ortalama (ug/ml*saat)
Giin Sayisi (ng/ml) (ng/ml) Verim (ug/ml) | Verim (ug/ml)

1 0,556 1,019 1,204 0,926 0,039

2 2,315 2,222 2,407 2,315 0,048

3 2,685 2,315 3,056 2,685 0,037

4 3,889 3,704 4,63 4,074 0,042

5 2,87 2,222 2,778 2,623 0,022

6 2,407 2,222 2,13 2,253 0,016

7 2,5 2,222 1,852 2,191 0,013

5

4,5
4
E
B0 3,5
2
'g 3 —@— Ticari Glikoz Karbon Kaynagi
E 25 50g/I
)cb.)D —@— Ticari Glikoz Karbon Kaynagi
A 2 60g/|
g 1,5 Ticari Glikoz Karbon Kaynagi
g . 70g/

0,5

0
0 6 8

4
Glin Sayis1

Sekil.3.4. Serbest hiicre ticari glikoz karbon kaynag: verim degerleri
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=2 —@— Ticari Glikoz Karbon Kaynagi
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=
’%D —@— Ticari Glikoz Karbon Kaynag;
R 0,03 60g/!I
A
= 0,02 Ticari Glikoz Karbon Kaynagi
g 70g/I
5}
> 0,01

0

0 2 4 6 8

Giin Sayisi

Sekil 3.5. Serbest hiicre glikoz karbon kaynagi verimlilik degerleri

Tablo 3.5. Serbest S. erythraea susunun seker pancart melasi (40g/1) karbon kaynagi ile eritromisin iiretim

degerleri
Giin 1.0rnek Verim | 2.0rnek Verim | 3.0rnek Verim Ortalama Verimlilik
Sayisi (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) Verim (pg/ml) (ug/ml*saat)
1 0 0,648 0,185 0,278 0,012
2 0,648 0,741 0,833 0,741 0,015
3 0,556 0,926 1,019 0,834 0,012
4 1,019 1,574 1,389 1,327 0,014
5 0 0,185 0,278 0,154 0,001
6 0 0 0,185 0,062 0
7 0 0 0 0 0
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Tablo 3.6. Serbest S. erythraea susunun seker pancar1 melast (50g/1) karbon kaynagi ile eritromisin iiretim

degerleri

Giin 1.0rnek Verim | 2.0rnek Verim | 3.0rnek Verim Ortalama Verimlilik
Sayisi (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) Verim (ug/ml) | (ug/ml*saat)
1 0,185 0,463 0,463 0,37 0,015

2 1,204 1,204 1,667 1,358 0,028

3 1,019 1,111 1,111 1,08 0,015

4 1,389 1,481 1,389 1,42 0,015

5 1,389 1,759 1,296 1,481 0,012

6 1,204 1,481 1,667 1,451 0,01

7 1,296 1,389 1,481 1,389 0,008

Tablo 3.7. Serbest S. erythraea susunun seker pancar1 melast (60g/l) karbon kaynagi ile eritromisin iiretim

degerleri

Giin 1.0rnek Verim | 2.0rnek Verim | 3.0rnek Verim | Ortalama Verimlilik
Sayisi (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) Verim (pg/ml) (ng/ml*saat)
1 0,093 0,185 0,093 0,124 0,005

2 0,37 0,37 10,926 3,889 0,081

3 1,111 26,019 23,148 16,759 0,233

4 2,037 30,926 30,833 21,265 0,222

5 28,796 33,704 35,185 32,562 0,271

6 34,259 36,111 33,333 34,568 0,24

7 29,722 27,87 27,593 28,395 0,169
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Tablo 3.8. Serbest S. erythraea susunun seker pancar1 melast (70g/1) karbon kaynagi ile eritromisin iiretim

degerleri
1.0rnek Verim 2.0rnek 3.0rnek Ortalama Verimlilik
Giin Sayis1 (ug/ml) Verim (ug/ml) | Verim (ug/ml) | Verim (ug/ml) (ng/ml*saat)
1 2,037 0,741 1,574 1,451 0,06
2 2,315 1,019 3,519 2,284 0,048
3 3,426 3,889 5 4,105 0,057
4 5,093 5,463 6,389 5,648 0,059
5 32,407 31,574 30,741 31,574 0,263
6 32,407 26,852 21,481 26,913 0,187
7 22,222 28,796 27,87 26,296 0,157
40
35
=30
£
an
= 25 Seker Pancari Melasi Karbon
= Kaynagi 40g/|
3
'E« 20 —@— Seker Pancari Melasi Karbon
)qt:)ﬁ Kaynagi 50g/I
A 15 —@— Seker Pancari Melasi Karbon
g Kaynagi 60g/I
§ 10 Seker Pancari Melasi Karbon
Kaynagi 70g/|
5
0 o=—F
0 2 6 8

Glin Sgylsl

Sekil 3.6. Serbest hiicre seker pancar1 melas1 karbon kaynagi verim degerleri
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Sekil 3.7. Serbest hiicre seker pancar1 melas1 karbon kaynagi verimlilik degerleri

3.3. Eritromisin Uretim Icin immobilize S. erythraea Susunun Kullanilmasi

Sekil 3.4, 3.5, 3.6 ve 3.7 yorumlanarak, immobilizasyon deneylerinin yapilmasinda
karbon kaynagi olarak sadece 60 g/l sekerpancart melasi eritromisin iiretimi i¢in kullanildi.
Kalsiyum aljinat (Sekil 3.8) ve poliakrilamide jel (Sekil 3.9) ile immobilize edilmis S.
erythraea susunun kullanilmasi sonucu Tablo 3.9 ve 3.10 degerleri bulunmustur. Verim ve
verimlilik degerleri Sekil 3.10 ve 3.11°de gosterilmistir. Bu grafige gore en ¢ok verim
kalsiyum aljinat immobilizasyon yontemi ile 6. giinde 28,02 pg/ml eritromisin degeri ile

bulunmustur.

Sekil 3.8. S. erythraea susunun kalsiyum aljinat ile immobilizasyonundan sonra olusan boncuklar
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Sekil 3.9. S. erythraea susunun poliakrilamid jel ile immobilizasyonundan sonra olusan jel parcalari

Tablo 3.9. Kalsiyum aljinat ile immobilize S. erythraea susunun seker pancar1 melasi (60g/1) karbon kaynag:

ile eritromisin iiretim degerleri

1.0rnek Verim | 2.0rnek Verim 3.0rnek Ortalama Verim Verimlilik

Giin Sayis1 (ng/ml) (ng/ml) Verim (pg/ml) (1g/ml) (ug/ml*saat)
1 3,704 4,074 5,185 4,321 0,18

2 4,815 6,852 5,093 5,587 0,116

3 4,352 4,444 5 4,599 0,192

4 5,37 5,556 6,019 5,648 0,118

5 9,352 6,759 7,5 7,87 0,328

6 32,037 18,241 33,796 28,025 0,584

7 5,093 7,685 8,333 7,037 0,293

8 28,056 15,648 17,685 20,463 0,426
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Tablo 3.10. Poliakrilamid jel ile immobilize S. erythraea sugunun seker pancart melasi (60g/1) karbon kaynagi
ile eritromisin tiretim degerleri

1.0rnek Verim | 2.0rnek Verim 3.0rnek Ortalama Verim Verimlilik

Giin Sayis1 (ng/ml) (ng/ml) Verim (pg/ml) (ng/ml) (ng/ml*saat)
1 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0

3 0 0,648 0 0,216 0,009

4 0,741 0,37 0 0,37 0,008

5 0 0,093 0 0,031 0,001

6 0,093 0,37 0 0,154 0,003

7 0,833 0,37 1,759 0,987 0,041

8 0,556 0 0,463 0,34 0,007

9 1,204 0,741 0 0,648 0,027

10 2,5 3,796 0 2,099 0,044

11 0,278 0,185 0 0,154 0,006

12 0,833 0,093 0 0,309 0,006
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Sekil.3.10. immobilize hiicre seker pancar1 melasi karbon kaynag: verim degerleri grafigi

Serbest Hiicre Seker Pancar1 Melas1 Karbon Kaynagi Verim
degerleri
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Glin Sayis1

Sekil 3.11. immobilize hiicre seker pancar1 melasi karbon kaynag: verimlilik degerleri grafigi

Sonuglarin  SPSS ile analizine gore karbon kaynaklar1 ve immobilizasyon
tekniklerinin, verimlilik degerleri arasindaki farkliliklar: istatiksel olarak énemli bulundu

(p<0.05).
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3.4. Fermantasyon Ortamlarindaki Uretilen Eritromisin Antibiyotiginin Antimikrobiyal
Aktivitesinin Tespiti

Fermantasyon ortaminda iiretilen eritromisin antibiyotiginin antimikrobiyal aktivite
testinde S. aureus bakterisine karsi etkili oldugu ve zon ¢aplarinin olustugu tespit edilmistir

(Sekil 3.12) .

Sekil 3.12. Fermantasyon ortaminda {iretilen eritromisin antibiyotiginin antimikrobiyal aktivite test
gorintisi

3.5. immobilize Edilmis S. erythraea Susunun Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

ve Isik Mikroskobu ile Goriintiilenmesi

S. erythraea Sugunun immobilizasyonundan sonra olusan boncuk ve jel pargalari 151k
mikroskobu ve taramali elektron mikroskobu ile goriintiileri ¢ekilmistir (Sekil 3.13, 3.14,
3.15 ve 3.16).
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Sekil 3.13. Poliakrilamid jel (sagda) ve kalsiyum aljinat ile immobilizasyon sonucu olusan jel ve boncuklarin
151k mikroskobu goriintiileri.

PLELET

Sekil 3.14. Taramali elektron mikroskobu
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200 pm EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Date :10 May 2019

20 pm EHT = 15.00kV Signal A = SE1 Date 10 May 2019
WD= 75mm Mag= 100X Time :10:02:43 — WD = 7.0 mm Mag= 1.00KX Time :10:06:44

200 pm EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Date :10 May 2019 200 pm EHT =20.00 kv Signal A= SE1 Date :20 Mar 2019
i WD = 65mm Mag= 66X Time :10:12:51 f WD=75mm Mag= 100X Time 9:49:36

Sekil 3.16. Poliakrilamid jel ile immobilizasyon sonucu olusan jel pargaciginin SEM goriintiileri
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Antibiyotikler bakteriyel hastaliklarin tedavisinde kullanilan 6nemli sekonder
metabolitlerdir. Son 60-70 yildir hayatimizda olan antibiyotikler, enfeksiyon kaynakli
Oliimleri azaltarak insan Omrinii 30-40 yil uzatmistir. Saccharopolyspora erythraea
(Streptomyces erythreus )bakterisi tarafindan iiretilen eritromisin antibiyotigi 1952 yilinda
kesfedilmis ve klinikte kullanim alan1 oldukca genis makrolid grubu bir antibiyotiktir (Liu
vd., 2013; Oner vd., 1989).

Hung vd. (1965) yaptiklari ¢calismada, eritromisin antibiyotiginin biyosentezi i¢in bir
sema Onermiglerdir. Weber vd. (1985) yaptiklar1 calismada, S. erythreus bakterisinin
eritromisin iretiminin genetik analizini yapmislardir. Minas (2008), S. erythraea
bakterisinin eritromisin antibiyotiginin biyoteknolojik iiretim prosesini agiklamistir. Chen
vd. (2008) tarafindan yapilan ¢aligmada, eritromisin antibiyotiginin daha yiiksek bir saflikta
tiretmek icin S. erythraea bakterisinin iizerinde genetik modifikasyonlar yapilmis ve
antibiyotik safligin1 6nemli oOlgiide iyilestirildigi belirtilmistir. Liao vd. (2015) yaptiklari
calismada, S. erythraea bakterisinin kitin ve n-asetilglukozaminin igeren segici bir besiyeri

olarak aktinomised grubu bakterilerin izolasyonu i¢in kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Liu vd. (2018) yaptiklar1 ¢aligmada, S. erythraea bakterisinin genlerini CRISPIR-
Cas9 gen diizenleme yontemi ile diizenleyerek yaptiklari deneme sonucunda eritromisin
liretiminin yabani tipe gore %80,3 arttig1 belirtmislerdir. Zhuang vd. (2018) S. erythraea
bakterisinin genom Ol¢ekli metabolik modelini literatiir ve veri tabanlarina gore yeniden
diizenlemis ve %75-90 arasinda dogrulanabilirlik deneyleri ile teyit edildigini
belirtmislerdir. Wu vd. (2019) tarafindan yapilan caligmada, TetR gibi regiilator olan
SACE 5754 ile S. erythraea lizerinde genom miihendisligi yapilarak eritromisin {iretiminin

kiigiik siselerde %65, fermentorde ise %41 arttig1 belirtilmistir.

Karbon kaynaklarinin (Glikoz, gliserol, mannoz, siikroz, nisasta, melas vb.) bir¢cok
antibiyotik (eritromisin, streptomisin, tetrasiklin, neomsin, klaromfenikol vb.) iiretiminde
etkilerinin arastirilmasi iizerine gesitli ¢alismalar yapilmistir (Sanchez vd., 2010; Hamedi

vd., 2002; Hamedi vd. 2005, Bandyopadhyay vd., 1993; Adinarayana vd., 2003; Cruz vd.,



2003; Veelken ve Pape, 1982; Rostamza vd., 2008). Hamedi vd. (2002) S. erythraea
bakterisinin ¢esitli bitki yaglarmin oldugu fermantasyon ortamlarinda eritromisin {iretimi
lizerine yaptiklar1 ¢alismada, siyah kiraz ¢ekirdegi yagi ortaminda eritromisin iiretiminin

kontrol grubuna gore 3.5 kat daha fazla oldugunu belirtmislerdir.

El-Enshasy vd. (2007) yaptiklar1 calismada, farkli karbon (glikoz, seker kamisi
melast, seker pancari melasi, nisasta vb.) ve organik-inorganik azot (misir meserasyon sivist,
kazein, pepton, iire, maya ekstrakti, amonyumklorid, amonyum nitrat,amonyum siilfat b.)
bilesenlerini igeren besi yerlerinde S. erythraea bakterisi ile eritromisin iiretmisler ve karbon
kaynagi olarak seker kamis1 melasi ile azot kaynagi olarak misir meserasyon sivisi igeren

ortamlarda maksimum verimlilikte eritromisin iiretimi gergeklestigini belirtmislerdir.

Bandyopadhyay vd. (1993) yaptiklar1 ¢alismada, eritromisin antibiyotigi {ireticisi
olan S. erythreus bakterisini kalsiyum alginat ile immobilize etmigler ve farkli karbon ve
azot kaynaklar1 igeren ortamlarda eritromisin iiretimini aragtirmiglardir. Calisma sonucunda
%]1 siikroz ve 9%0.2 L-Losin igeren besi yerinde ve kalsiyum aljinat ile immobilizasyon

sonucu daha yiiksek eritromisin iiretiminin oldugunu belirtmislerdir.

Hamedi vd. (2005) yaptiklar1 bir baska calismada, S. erythraea bakterisinin kalsiyum
aljinat ile immobilizasyonu sonucu serbest hiicreye gore 2.3 kat daha fazla eritromisin
tirettigini  belirtmiglerdir. Ayrica immobilize hiicrelerin tekrar tekrar kullanimlarinda
zamanla daha az eritromisin {iiretilmis ve immobilize hiicrelerin 4. kez kullaniminda
eritromisin antibiyotiginin iiretilmedigini belirtmislerdir. Neomisin, tylosin, nikkomisin gibi
farkli antibiyotiklerin {iretimi i¢in de kalsiyum aljinat ile immobilizasyon yontemleri
denenmis ve basarili sonuglar alindig1 bildirilmistir (Adinarayana vd., 2003; Cruz vd., 2003;
Veelken ve Pape, 1982).

Awais vd. (2010) yaptiklar1 bir c¢alismada; Bacillus subtilis bakterisinden
antimikrobiyal metabolitler elde etmek icin farkli glikoz konsantrasyonlarinda ve
poliakrilamid jel igerisinde bakteriyi immobilize etmisler ve serbest hiicreye gore
immobilize hiicrede daha fazla antimkrobiyal bilesiklerinin oldugunu antimikrobiyal testler
sonucunda saptamislardir. Hasan vd. (2009) yaptiklar1 bir ¢calismada ise, Bacillus pumilus
SAF1 bakterisinin poliakrilamid jel, sodyum aljinat ve agar-agar ile yapilan immobilizasyon
soununda serbest hiicreye gore antibiyotik iiretiminin biraz daha fazla oldugunu

belirtmiglerdir. Fakat Egerov vd. (1978) yaptiklart c¢alismada Streptococcus lactis
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bakterisinin poliakrilamid jel ile immobilizasyonu sonucunda serbest hiicreye gore 2-3 kat

daha az nisin antibiyotigi lirettigini belirtmislerdir.

Calismamizda S. erythraea bakterisi ile eritromisin antibiyotiginin tiretimi i¢in farkl
karbon kaynaklar1 ve immobilizasyon teknikleri kullanilmistir. Karbon kaynagi olarak
kullanilan 60 g/l seker pancari melas1 fermantasyon ortaminda 5. giin sonunda 0,271
png/ml*saat ile en yiiksek verimlilik degerine ulagilmistir. Yapilan immobilizasyon deneyleri
sonucunda, kalsiyum aljinat immobilizasyonu ile 6. giin sonunda 0,584 pg/ml*saat ile en
yiiksek verimlilik degeri elde edilmistir. Fakat poliakrilamid jel ile immobilizasyonda

serbest hiicreye gore 6,6 kat daha az antibiyotik iiretimi tespit edilmistir.

Bu ¢alismada kalsiyum aljinat ie immobilizasyon sonucunda serbest hiicreye gore
daha fazla verimlilik elde edilmesi diger arastirmacilarin bulgulariyla (Hamedi vd., 2005;
Adinarayana vd., 2003; Cruz vd., 2003; Veelken ve Pape, 1982) paralellik arz etmektedir.
Bizim c¢aligmamiza benzer bir sekilde poliakrilamid jel ile immobilize edilmis S. lactis
bakterisinin serbest hiicreye gore daha az nisin antibiyotigi iirettigi rapor edilmistir (Egerov
vd., 1978). Bununla birlikte bizim bulgularimizdan farkli olarak Awais vd. (2010)
poliakrilamid jel ile immobilize edilmis B. subtilis bakterisinin serbest hiicreye gore daha
fazla antibiyotik tiretigini bildirmislerdir. Karbon kaynaklar1 ve immobilizasyon teknikleri
antibiyotik iiretimini etkileyen 6nemli parametrelerdir. Bizim ¢alismamizda karbon kaynagi
olarak ticari glikoz ve seker pancar1 melasi, immoblizasyon teknigi olarak kalsiyum aljinat

ve poliakrilamid jel ile immobilizasyon teknikleri kullanilmistir.

Sonug olarak seker pancari melas1 karbon kaynaginin ticari glikoza gére hem ucuz
hem de 4,37 kat daha yiiksek verimlilik degerine ulasilmistir ve istatiksel olarak da karbon
kaynaklarmin aralarinda anlamli bir farkin oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Ayrica
kalsiyum aljinat ile immobilizasyon sonunda serbest hiicreye gore 2.16 kat daha yiiksek
verimlilik degerine ulasilmistir ve istatiksel olarak da aralarinda anlamli bir farkin oldugu

tespit edilmistir (p<0,05).
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