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OZET

Bu ¢alismada, karbon kayna@i olarak farkl bitkisel yaglarin Streptomyces clavuligerus ATCC27064
susunda klavulanik asit iiretimi {izerine etkisinin belirlenmesi amaglanmigtir. Fermentasyon besiyerinde
zeytinyagi, musirdzii yagi, aycigegi yagi ve findik yagi varliginda 168 saat siiresince 28 °C ve 220
rpm’de inkiibe edilen kiiltiirlerin kontrole kiyasla daha iyi iireme profili gosterdigi bulunmustur. Agar
plak diflizyon deney sonuglarma gore, aygicegi ve zeytinyaginda S. clavuligerus ATCC27064
tarafindan iiretilen klavulanik asit miktar1 kontroldekinden daha diisiik tespit edilmistir. En yliksek
klavulanik asit tretimi (1526.4 mg L'l) inkiibasyonun 120. saatinde (T1y) ve ile findik yaginin
kullanilmas1 ile elde edilmistir. Sonuglar, findik yaginin test edilen diger bitkisel yaglarla
karsilastirildiginda S. clavuligerus ATCC27064'taki klavulanik asit iretimi tizerinde belirgin bir
iistiinliik sagladigint gostermektedir.

The effect of different vegetable oils on clavulanic acid production in Streptomyces
clavuligerus

ABSTRACT

In this study, it was aimed to determine the effect of different vegetable oils as carbon source, on the
production of clavulanic acid in Streptomyces clavuligerus ATCC27064. Cultures that were incubated
at 28 °C and 220 rpm for 168 hours in the presence of olive oil, corn oil, sunflower oil and hazelnut oil
in the fermentation media were found to have better growth pattern than control. According to agar
plate diffusion results, the use of sunflower and olive oil resulted in lower clavulanic acid production in
S. clavuligerus ATCC27064 in comparison to the control. The highest clavulanic acid production
(1526.4 mg L) was obtained at 120 hours (T,) of incubation due to use of hazelnut oil. The results
showed that hazelnut oil exerted a remarkable superiority over the tested vegetable oils in clavulanic
acid production in S. clavuligerus ATCC27064
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1. Giris

Streptomyces clavuligerus tarafindan dogal olarak
iiretilen klavulanik asit endiistriyel agidan oldukca
onemli bir sekonder metabolittir. Diisiik antibiyotik
aktivitesine (Minimal inhibitdr konsantrasyonu: 25-125
pg/ml) karsin ¢ok giiclii bir B-laktamaz inhibitoridiir
(Baggaley ve ark., 1997). Klavulanik asit (-
laktamazlarin katalitik bolgelerindeki serin hidroksil
grubuna tersinmez olarak baglanarak ¢ok kararli bir
yap1 olusturur ve enzimi inaktif hale getirir. Klavulanik
asit dogal formunda olduk¢a kararsiz oOzellikte

oldugundan lityum, potasyum ya da sodyum tuzu ile
formule edilmektedir (Videiras ve Aires-Barros, 1994).
Etki mekanizmasi sayesinde, penisilin ve sefalosporin
gibi PB-laktam antibiyotiklerine direng kazanmis
bakteriler lizerinde etki gosterebildiginden P-laktamaz
ireten bakteri enfeksiyonlarimin tedavisinde genis
spektrumlu antibiyotiklerle birlikte kullanilmaktadir.
So6zgelimi, potasyum klavulanat formu amoksisilin ile
birlikte Augmentin™ ve tikarsilin ile birlikte
Timentin™ formulasyonunda yer alir (Saudagar ve ark.,
2008). 2003 yilinda klavulanik asit pazar1 1 milyar
dolar1 asarken Augmentin™ pazar paymi 2 milyar
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dolarn iizerine ¢ikarmistir (Ozcengiz ve Demain, 2013).
Klavulanik asidin biiylik hacimlerde kimyasal olarak
sentezi heniiz miimkiin olmadigindan endiistriyel
tretimi S. clavuligerus fermentasyonlarina
dayanmaktadir (Ferguson ve ark., 2016). Klavulanik
asit, genellikle nitrojen ve karbon kaynagi olarak soya
unu, nisasta ve gliserol igeren zengin besiyerlerinin
kullanildig: fermentasyon ortamlarindan  elde
edilmektedir (Teodoro ve ark., 2006; Ortiz ve ark.,
2007; Kurt-Kizildogan ve ark., 2017). Temel olarak
klavulanik asit biyosentezinin besin regiilasyonu
mekanizmasi nitrojen, karbon ve fosfat diizenlenmesi ve
onciil molekdillerinin (arjinin, ornitin vb.) besiyerine
eklenmesi ile gerceklestirilmektedir (Saudagar ve ark.,
2008). Ayrica, yiksek miktarlarda {retim ig¢in ileri
fermentasyon teknolojilerinden de yararlanilmaktadir
(Schimidt, 2005). S. clavuligerus ATCC 27064 glukozu
karbon kaynagi olarak kullanamadigindan diger
organizmalarda sekonder metabolitlerin {iretiminin
artirilmast  igin uygulanan asir1  glukoz kullanimi
stratejisi bu bakteride ise yaramamaktadir. Bunun
yerine, karbon kaynagi olarak lipitlerin kullanimi
yoluna gidilmektedir (Butterworth, 1984; Saudagar ve
ark., 2008). Klavulanik asit fermentasyonlarinda bitkisel
yaglarin kullanimina yonelik olarak yapilan daha 6nceki
calismalarda, soya unu ve nigasta igeren besiyerine
gliserol yerine zeytinyagi eklenmesinin klavulanik asit
iiretimini 1120 mg L™ye cikardigi gosterilmistir
(Teodoro ve ark., 2010; Salem-Berkhit ve ark., 2010).
Sekonder metabolit iiretimini artirmak amaci ile
yapilan sus gelistirme ¢aligmalarinda amag¢ ucuz
maliyetli, kaliteli ve bol miktarda iiriin elde edilmesidir.
Bu caligmalar igerisinde klasik mutagenez ve tarama,
bilgiye dayali rasyonel yaklasimlar ve besiyeri
optimizasyonu c¢aligmalar1 Onemli yer tutmaktadir
(Paradkar, 2013). Su ana kadar, en yiiksek klavulanik
asit uretimi, S. clavuligerus’a ait iki farkli endiistriyel
susta, besiyeri optimizasyonu ile 3000 m L™ (Jiang,
2004), gen manipiilasyonu ile ise 6690 mg L™ (Kurt-
Kizildogan ve ark., 2017) olarak rapor edilmistir.
Standart S. clavuligerus ATCC27064 susu tarafindan
iiretilen klavulanik asit titresi 25-120 mg L™ olup
laboratuvar  sartlarma,  kullanilan  besiyeri  ve
fermentasyon kosullarina (sicaklik, pH, ¢alkalama hizi
vb.) bagh olarak degisiklik gdstermektedir (Paradkar,
2013). Literatiirde farkli bitkisel yaglarin (zeytinyagi,
misirdzil yagi, palmiye yagi, aycicegi yagi, pamuk yagi,
keten yagi, hint yagi, bezir yagi vb.) kullanimimim S.
clavuligerus ATCC2704 susunun klavulanik asit
iiretimine olan etkilerini aragtiran ¢aligmalar mevcuttur
(Efthimiou ve ark., 2008; Kim ve ark., 2009; Salem-
Berkhit ve ark., 2010). Bu ¢alismada, literatiirde ilk defa
findikk yag1 ve ceviz yagmm S. clavuligerus
ATCC2704’te klavulanik asit iretimi {izerine etkisi
arastirilmistir. Ayrica, elde edilen veriler zeytinyagi,

misirdzii  yagi ve aygicegi yagmin kullamldig
besiyerlerinden elde edilen diger sonuglarla
karsilagtirtlmisgtir.
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2. Materyal ve Yontem

2. 1. Bakteri suslari ve fermentasyon kosullar

Calismada S. clavuligerus ATCC27064 ve
Klebsiella  pneumoniae  ATCC 29665  suslar
kullanilmusgtir. S. clavuligerus ATCC27064

fermentasyonu igin iki farkli besiyeri tercih edilmistir.
[k olarak bakterilerin logaritmik faza kadar iiremeleri
ve fermentasyon besiyerine transferi igin gerekli olan
kiiltiiriin elde edilmesi amaciyla (g L™): gliserol 10 g,
Bacto pepton 10 g, malt 6ziitii 10 g, maya oziitii 1 g,
K,HPO, 2.5 g, MgS0,.7H,0 0.75 g, MnCl,.4H,0 0.001
g, FeS0O,.7H,0 0.001 g, ZnS0O,.7H,0 0.001 g, MOPS,
21 g, pH:7.00 (Maranesi ve ark., 2005) kullanilmistir.
Fermentasyon besiyeri icerigi ise su sekildedir (g L™):
Nisasta 10 g, soya unu 20 g, K,HPO, 1.2 g, MOPS 21 g,
ZnS0O,.H,0 0.001 g, FeSO,.7H,0 0.001 g, MnCl,.4H,0
0.001 g (Salem-Berkit ve ark., 2010). On Kkiiltiirlerde
ODgyy degeri 6 ya ulasan S. clavuligerus’dan 1/100
hacminde bitkisel yag icermeyen (kontrol) ve
zeytinyagl, misirdzii yagi, ceviz yagi, findik yagi ve
aycicegi yagi eklenmis (23 g L™) fermentasyon
besiyerlerine ekim yapilmigtir. Kiiltiirler 500 mL’lik
centikli erlenlerde 50 mL’lik fermentasyon hacminde
28°C’de 220 rpm déniis hzinda 168 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Fermentasyon deneyi iki kez
tekrarlanmis, her bir deney setinde kontrol ile birlikte 6
farkli besiyeri ve her besiyerinden 2 biyolojik replika
kullanilmustir.

2.2. DNA miktarmmin dlgiimii  yolu ile iiremenin
belirlenmesi

Fermentasyon Kkiiltiirlerinden alman 1 ml 6rnek
13.000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilmis ve elde edilen
¢okelek kismi  DNA  miktarinin  Slgiilmesinde
kullanilmigtir (Burton, 1968). DNA miktart Herring
Sperm DNA (Sigma)’sindan elde edilen veriler
kullanilarak cizilen standart egriye gore hesaplanmustir.
DNA miktar1 mg DNA/L kiiltiir olarak ifade edilmistir.

2.3. Agar plak difiizyon yéntemi ile klavulanik asit
siretiminin belirlenmesi

Fermentasyondaki kiiltiirlerden 24 saat araliklarla
toplanan 1 mL  hacmindeki  Orneklere  ait
supernatanlardaki klavulanik asit miktarlar1 Agar plak
diflizyon yontemi ile belirlenmistir (Romero ve ark.,
1984). Bu caligmada potasyum klavulanat (DEPA)
standart olarak, K. pneumoniae ATCC 29665 susu ise
klavulanik asit biyoassayinde indikatér organizma
olarak kullanilmistir. Bu bakteri susu TSB (Tripton soya
broth) (Oxoid) besiyerinde 30°C ve 200 rpm’de ODggo
degeri 0.9-1.0°e¢ ulasana dek fretilmistir. Hazirlanan
TSB agar (TSA) besiyeri 45°C’ye kadar sogutulmustur.
10 pg/mL penisilin G (Sigma) iceren 100 mL TSA
icerisinde 0,0033 yogunlugunda bakteri olacak sekilde
K. pneumoniae ATCC 29665 kiiltirii eklenerek TSA-
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kiiltiir karisimi elde edilmistir. Donan agarlarin {izerinde
olusturulan 5 mm ¢apindaki kuyucuklara 60 pL 6rnek
siipernatan1 ve farkli konsantrasyonlarda potasyum
klavulanat standartlart (10-7.5-5-3.5-2.5-1.25-0.625-
0.312-0.156 pg/mL) yiiklenmistir. Petri kaplar1 6nce
4°C’de 2 saat, ardindan 30°C’de 12-15 saat inkiibe
edilmistir. Potasyum klavulanat’a ait standart egriden
(Sekil 1) elde edilen lineer regresyona gore 6rneklerdeki
klavulanik asit konsantrasyonlar1 hesaplanmustir.
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Sekil 1. Kiiltiirlerdeki klavulanik asit konsantrasyonlarini
hesaplamada kullanilan potasyum klavulanat’a
ait standart egri

Burada, K. pneumoniae ATCC 29665 tarafindan
iiretilen B-laktamaz klavulanik asit tarafindan inhibe
edilmekte ve bu ise penisilin G’nin K. pneumoniae
ATCC 29665’nin iiremesini engelleyerek inhibisyon
zonu olusturmasina neden olmaktadir (Sekil 2).

Sekil 2. Agar plak difiizyon deneyi sonrasinda kiiltiir

stipernatanlarindan elde edilen inhibisyon
zonlar1
3. Bulgular ve Tartisma
Mikrobiyal metabolitlerin iiretimi fermentasyon

siireci ile yakindan iligkilidir. Besin tipi, konsantrasyonu
ve kiiltiir parametreleri metabolit {iretkenligini etkileyen

onemli degiskenler arasindadir. Bu nedenle, verimliligi
arttirmak ve maliyeti diisiirmek i¢in en uygun besiyeri
kompozisyonunun sec¢imi birincil dnem tasimaktadir.
(Ortiz ve ark., 2007). Endiistriyel 6l¢ekli klavulanik asit
dretimi agisindan alternatif karbon kaynaklarmin
degerlendirilmesi olumlu sonuglar vermistir (Maranesi
ve ark., 2005; Efthimiou ve ark., 2008). Dolayisi ile, S.
clavuligerus ATCC 27064 susunda klavulanik asit
dretimini arttirmak amaciyla literatiirde erlen igerisinde
ve farkli bitkisel yaglarmm kullanildigr  kesikli
fermentasyonla en iyi klavulanik asit {iretiminin
gergeklestirildigi raporlar (Salem-Berkhit ve ark., 2010;
Ser ve ark., 2016) dikkate almmarak mevcut ¢alisma
sekillendirilmigtir. Misirdzlii yagi, aygicegi yaglt ve
zeytinyagl yaninda literatiirden farkli olarak ilk defa
findik yagi ve ceviz yaginin bu giicli p-laktamaz
inhibitoriiniin {iretimini nasil etkiledigi tespit edilmeye
calistlmistir.  Ancak, ceviz yaginin  muhtemel
antibakteriyel etkisinden dolay1 (Orhan ve ark., 2011)
bulundugu besiyerinde bakteri tiremesi
gerceklesmemistir. Fermentasyon ¢aligmasi ceviz yagi
icerikli besiyerinde sonu¢ vermediginden misir6zii yagi,
findik yag1, aycicegi yag1 ve zeytinyagi ile kontrol (yag
eklenmemis) kiiltiirlerine ait veriler degerlendirilmistir.
Nisasta, soya unu, fosfat ve iz elementler igeren
besiyerine 23 g/L oraninda farkli bitkisel yaglar ilave
edilerek 168 saat siiresince 28°C ve 220 rpm’de inkiibe

edilen S. clavuligerus ATCC 27064 Kkiiltlirlerinde
tiremenin genel olarak yag icermeyen kontrol
kiiltiiriindekine kiyasla daha fazla oldugu tespit

edilmigtir. S. clavuligerus ATCC 27064 susu kontrol
kiiltiirinde Ts’de durgunluk fazina girerken bu
noktadaki en yiiksek lireme degerine misirdzii yaginin
kullanildigr kiiltiirlerde ulasilmistir (Sekil 3a).

S. clavuligerus ATCC 27064 susunun kontrol
besiyerinde sahip oldugu iiremeye en yakin profil
zeytinyagl varliginda elde edilmistir (Sekil 3b). Findik
yagl ve aycicegi yaginin bulundugu kiiltiirlerde S.
clavuligerus ATCC 27064 susunun {iremesi 120. saate
kadar yiikselirken bu saat sonrasinda azalmaya
baglamustir (Sekil 3c,d). Ancak, treme profilinin
fermantasyonun ge¢ saatlerine kadar yiiksek oldugu
aycicegi yagl ayni dogrultuda klavulanik asit {iretimini
destekleyememigstir. Aygicegi yagi ve zeytinyagi
varliginda klavulanik asit {iretimi kontrolden daha diisiik
seviyede gerceklesmistir (Sekil 3fh). Diger taraftan,
misirdzil yagi ve findik yagi kullamimi klavulanik asit
dretiminde artiy saglarken kontrole kiyasla bitki
yaglarinin  kullanildigi  besiyerlerinde en yiiksek
volumetrik klavulanik asit tiretimi findik yag1 varliginda
inkiibasyonun 120. saatinde (1526.4 mg klavulanik asit
LY elde edilmistir (Sekil 3g) (Cizelge 1). Misirdzii
yaginda tespit edilen en yiiksek klavulanik asit {iretimi
9914 mg L™ ile To’de gergeklesmistir (Sekil 3e).
Findik yag1 ve misirdzii yagi kullaniminda da iiremenin
en yiiksek oldugu zamanda en iyi volumetrik klavulanik
asit iiretimi saglanmustir.
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Sekil 3. S. clavuligerus ATCC27064 susunda kontrole kiyasla farkli bitkisel yaglarin zamana baglh olarak tireme
profili [(a) Misirdzii yagi, (b) Zeytinyag, (c) Findik yagi, (d) Aygicegi yagi] ve klavulanik asit tiretimi
iizerine etkileri [(e) Misirdzil yagi, (f) Zeytinyagi, (g) Findik yagi, (h) Aygicegi yagi]. K: Bitkisel yag
eklenmemis kontrol, M: Misir6zii yagi, Z: Zeytinyagi, F: Findik yagi, A: Aygicegi yagi

Farkli besiyeri kompozisyonlar1 farkli seviyelerde
klavulanik asit tiretimiyle sonuglanmaktadir (Maranesi
ve ark., 2005; Ser ve ark., 2016). Kim ve ark. (2009) na
ait ¢aliymada maksimum klavulanik asit {iretimi karbon
kaynag1 olarak zeytinyagi, palmiye yagr ve misirozii
yagl, nitrojen kaynagi olarak ise soya unu igerikli
besiyerinin kullanildigr 4,5 litrelik fermentasyon
kiiltiiriinde zeytinyag1 varliginda elde edilmistir (820 mg
LY. Ardindan, Salem-Berkit ve ark. (2010) nisasta,
soya unu igeren besiyerine gliserol, zeytinyagi, keten
tohumu yagi, misirézii yagi, hindistancevizi yagi,
palmiye yagi, aycigegi yagi, bezir yagi ve hint yagi
ekleyerek (pH:7.0), 50 mL’lik fermentasyon hacminde
28°C’de 250 rpm hizda S. clavuligerus hiicrelerini
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inkiibe etmislerdir. Sonugta, en yiiksek klavulanik asit
dretimini yine zeytinyagi igeren besiyerinde elde
etmislerdir (1120 mg L™%). Kim ve ark. (2009) tarafindan
uygulanan sicaklik ve hiz parametreleri belirtilmemistir.
Ancak, Salem-Berkit ve ark. (2010)’e ait ¢aligmada,
kullanilan  fermentasyon kosullar1 (erlen hacmi,
fermentasyon hacmi, sicaklik) rapor edilmis ve mevcut
caligmamizda uygulanmistir. Daha sonra yapilan bir
caligmada, gliserol ve soya unu igerikli bir besiyeri ve
20°C inkiibasyon sicakhiginda 1266.2 mg L™ klavulanik
asit  Uretimi  saglanmistir (Costa ve Badino,
2012).Gortildigi gibi, besiyeri kompozisyonunun yani
sira uygulanan sicaklik, pH ve rpm hiz1 da bu maddenin
iiretimini dnemli derecede etkilemektedir.
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Cizelge 1. S. clavuligerus’ta fermentasyon besiyerine farkli bitkisel yaglar eklendiginde zamana bagh olarak

klavulanik asit tiretimi

Fermentasyon Siiresi (Saati)

0 24 48 72 96 120 144 168
Besiyeri mg Klavulanik asit L™
Kontrol 03240 140.4+6.5 650.2+59.8 683.5£30,4 246.2+45.1 136.1%12.5 56.4£2.6 31.5+4.3
Misirdzii yagi 03240 39.747.3  570.7452.5 991.5+45,6 906.3£16.6 898.7+0 795.6£14.6  613.0£11.2
Zeytinyagi 0.32+0 12.2+0 160.6£22.1 204.6+£55.8 132.1+18.2 108.2+4.9  136.1£12.5 171.4+£23.6
Findik yag1 0.32+0 118.4437.5 858.1423.3 1095.0£10 1247.5£11.5 1526.4+27.9 977.6+26.7 788.9+0
Aycicegi yagi 0.32+40 12.842.9 144.9+0 141.0£19.4 119.5+11 83.3+3.8 80.8+7.4 201.2+18.5

S. clavuligerus ATCC27064 susunda bitkisel yag
kullanarak kesikli fermentasyon ile klavulanik asit
iiretiminin arttirllmaya calistldigt literatiir
calismalarinda (Maranesi ve ark., 2005; Efthimiou ve
ark., 2008; Kim ve ark., 2009; Salem-Berkhit ve ark.,
2010) zeytinyag1 kullanimi en iyi sonucu verirken, bu
calismada zeytinyagi varliginda klavulanik asit liretimi
kontrolden daha diisik olmustur. Vingering ve ark.
(2010) tarafindan yapilan ve bitkisel yaglarin yag asidi
kompozisyonlarinin kromatografik yontemlerle analiz
edildigi bir ¢aliymada, zeytinyaginin oleik asit
bakimindan olduk¢a zengin (>%70) ve fakat linoleik
asit icerigi bakimindan findik yag1, aycicegi yagi, susam
yagi gibi diger yaglardan belirgin bir bi¢cimde fakir
oldugu tespit edilmistir. Ote yandan, findik yaginin
oleik asit iceriginin zeytinyagindan daha yiiksek (72.7
g/100 g yag) oldugu rapor edilmistir. Aygicegi yaginda
ise belirgin oranda tekli-doymamis ve ¢ok miktarda
coklu-doymamig yag asitleri ve linoleik asit
belirlenmistir. Baska bir c¢alismada, musirézii yaginin
oleik ve linoleik asitler bakimindan zengin oldugu
belirtilmistir (Lee ve ark., 1998).

Calismamizda, S. clavuligerus ATCC27064’de en
yiiksek klavulanik asit iiretiminin oleik asit bakimindan
olduk¢a zengin olan findik yagindan elde edildigi
goriilmektedir. Bu bakimdan, findik yaginin besiyerine
ilavesinin S. clavuligerus ATCC27064 tarafindan
yiiksek miktarda klavulanik asit iiretimine neden olmasi
literatiir ¢alismalarindan elde edilen verilerle uyumluluk
gostermektedir. Ancak, zeytinyagt kullaniminin bu
caligmada klavulanik asit iiretimini olumsuz yonde
etkilemesinin  kullanilan zeytinyagimin kalitesinden
kaynaklanabilecegi diisiiniilerek farkli marka zeytinyag:
ve findik yagmm kullanildigi bir bagka fermentasyon
caligmas1 gerceklestirilmistir. Ancak, S. clavuligerus
ATCC27064 tarafindan dretilen klavulanik asit
titrelerinin  yine findik yagi eklenen Kkiltiirlerde
zeytinyagina kiyasla ¢ok daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir (sonug verilmemistir). Sonug olarak, ilk defa
bu ¢aligmada bitkisel yaglardan findik yag:1 kullanilarak
S. clavuligerus’ta kesikli fermentasyon sonucunda suana
kadar rapor edilmis en yiiksek klavulanik asit Gretimi
saglanmustir.

4. Sonug ve Oneriler

Bu ¢alismada farkl bitkisel yaglarin (misirdzii yagi,
zeytinyagl, aycicegi yagi, findik yagi) kesikli
fermentasyon yontemi ile dnemli bir sekonder metabolit
ireticisi sus olan S. clavuligerus ATCC27064’da
klavulanik asit tiretimi tizerine etkisi arastirilmistir. Test
edilen bitkisel yaglar igerisinde findik yagi 1526.4 mg
klavulanik asit/L) ile en iyi {iretimi saglamistir. Kesikli
fermentasyon ile elde edilen klavulanik asit {iretimi
sonucu literatiirdeki daha oOnceki calismalarda rapor
edilenden daha yiiksek oldugundan, mevcut verilerle
endiistiyel anlamda yiiksek verimde bir S. clavuligerus
susu gelistirilmesi yoniinde 6nemli bir adim atildig1
diistiniilmektedir. Bu calismadan elde edilen yiiksek
klavulanik asit iiretiminin sicaklik, doniis hizi, pH gibi
parametrelerde yapilacak ileri optimizasyon ¢alismalari
ile daha da arttirilmasi hedeflenmektedir.
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