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Streptococcus zooepidemicus ILE HYALURONIK ASIT URETIMINDE
OPTIMUM KOSULLARIN BELIRLENMESI

OZET

Hyaluronik asit (HA) geleneksel olarak kimyasal yollarla horoz ibigi, gobek kordonu
gibi hayvansal kaynaklardan saflagtirilmaktayken, bu yontemlerin kaynaklarin sinirh
olmasi, viral enfeksiyon riski tagimast ve HA'nin yikici enzimlerle kontaminasyona
maruz kalmasi gibi sorunlara yol ac¢tigi bilinmektedir. Bu nedenlerle son yillarda
mikrobiyal fermantasyon yoluyla HA iiretimi tercih edilmekte ve protokol gelistirme
caligmalar1 devam etmektedir. Bu ¢aligma kapsaminda HA {iretiminde genel liretici
oldugu bilinen Streptococcus zooepidemicus ile ¢alismalar gergeklestirilmistir. S.
zooepidemicus ile HA {iretimi iizerinde etkisi oldugu disiiniilen pH ve sicaklik gibi
kiltir sartlarn eski protokoller yerine tam kontrollii (oksijen, sicaklik, pH ve
karigtirma) paralel fermentor sistemi kullanilarak farkli degerler uygulanarak
denenmistir. Bes saatlik fermantasyon siiresi sonucunda olusan HA miktarlar
karbazol yontemiyle belirlenerek farkli degerlerde uygulanan kiiltiir sartlar1 arasinda
karsilastirmalar yapilmistir. Fermantasyonla HA iiretimine pH etkisi incelendiginde
HA iretiminin pH 6,5 ve pH 7 degerlerinde pH 7,5 ve pH 8'e gore yiiksek oldugu
goriilmiistiir. HA iiretimine pH etkisi incelendiginde pH 6,5, pH 7, pH 7,5 ve pH 8
degerleri arasinda HA fiiretimleri agisindan istatistiksel olarak herhangi bir farkin
olmadigr gorilmistir (Duncan Test, P>0,05). HA iretimine sicaklik etkisi
incelendiginde en yiliksek HA iiretimi 35°C ve 37°C'de elde edilmesine ragmen
kullanilan farkli sicaklik degerleri arasinda istatistiki bir fark bulunamamistir
(Duncan Test, P>0,05). Farkli sicaklik degerlerinin denendigi gruplar parametrik
olmayan test ile de karsilagtirilmistir, ancak gruplar arasinda 6nemli bir fark tespit
edilememistir (Kruskal Wallis Testi, P>0,05). HA iiretiminde en az varyasyon 32°C
ve 35°C sicakliklarinda gézlemlenmistir. En yiiksek HA tiretimi 37°C sicaklikta ve
pH 6,5'te olmustur. Fermantasyon boyunca her saatte numune alinip bakteri sayilar
izlenerek farkli pH ve sicaklik degerlerinde bakteri sayis1 degisimi karsilastirilmistir.
Her bir deney grubunda fermantasyon ortamindaki bakteri sayis1 arttikca olusan HA
miktariin da arttifi belirlenmistir. Deney gruplart incelendiginde bakteri sayisi
artisiin en yiiksek 37°C sicaklikta ve pH 7'de oldugu goriilmiistiir. On fermantasyon
asamasinin incelendigi bu ¢alismada farkli pH ve sicaklik degerlerinde HA
miktarindaki egilim belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Hyaluronik Asit, Fermantasyon, Streptococcus zooepidemicus
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OPTIMIZATION OF CULTURE CONDITIONS IN HYALURONIC ACID
PRODUCTION USING Streptococcus zooepidemicus

SUMMARY

While hyaluronic acid (HA) is traditionally purified from animal sources such as
cockbones, umbilical cord by chemical means, these methods are known to cause
problems such as limited resources, risk of viral infection, and contamination of HA
with destructive enzymes. For these reasons, HA production is preferred by
microbial fermentation and protocol development studies are still going on. Within
the scope of this study, studies were carried out with Streptococcus zooepidemicus,
which is known to be general producer in HA production. The culture conditions
such as pH and temperature, which are thought to have an effect on the production of
HA with S. zooepidemicus, have been tested by applying different values using a
fully controlled (oxygen, temperature, pH and mixing) parallel fermenter system
instead of the old protocols. The amount of HA formed as a result of the five hour
fermentation period was determined by the carbazole method and the different
culture conditions were compared. When the pH effect of HA production by
fermentation was examined, HA production was found to be higher than pH 7,5 and
pH 8 in pH 6,5 and pH 7. When pH effect was examined for HA production, it was
seen that there was no statistically any difference between the pH 6,5, pH 7, pH 7,5
and pH 8 in terms of HA production (Duncan Test, P>0,05). When the temperature
effect of HA production was examined, although the highest HA production was
obtained at 35°C and 37°C, no statistical difference was found amongst the different
temperature values used (Duncan Test, P>0,05). Groups with different temperature
values were also compared with the nonparametric test, but there was no significant
difference between the groups (Kruskal Wallis Test, P> 005). The lowest variation in
HA production was observed at 32°C and 35°C. The highest HA production was at
37°C and pH 6,5. Bacterial count changes in different pH and temperature values
were compared by taking samples at every hour during fermentation. In each
experimental group, it was determined that as the number of bacteria in fermentation
environment increases, the amount of formed HA increased. When the experimental
groups were examined, it was observed that the number of bacteria increased at the
highest 37°C and pH 7. In this study where pre-fermentation stage was examined, the
trend of HA in different pH and temperature values were determined.

Keywords: Hyaluronic Acid, Fermentation, Streptococcus zooepidemicus
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1. GIRIS

1.1 Tezin Amaci

Yaygin kullanimi nedeniyle, hyaluronik asit ihtiyact her gecen giin artmaktadir.
Ticari degeri yiliksek olan HA’nin yaklasik bir milyar dolarlik bir pazar hacmine
sahip oldugu bilinmektedir (Chong ve dig, 2005). Bir kilogram HA’nin degeri,
uygulama alanina bagli olarak 2.000 ila 60.000 ABD Dolar1 arasinda degismektedir
(Pires ve Santana, 2010). Yiiksek kullanim potansiyeline sahip olmasina ragmen,

tiretimden kaynaklanan zorluklar nedeniyle tiiketici fiyat1 yiiksektir.

Bu ¢alismada HA iiretiminde genel iretici oldugu bilinen S. zooepidemicus ile HA
tiretimi lizerinde etkisi oldugu diisliniilen pH ve sicaklik gibi kiiltiir sartlarinin eski
protokoller yerine tam kontrollii (oksijen, sicaklik, pH ve karistirma) paralel

fermentor sistemi kullanilarak optimizasyonun gergeklestirilmesi hedeflenmistir.

1.2 Hyaluronik Asitin Onemi Ve Uygulamalar1 Alanlari

Hyaluronik asit bazli biyomalzemelerin sentezlenme ve islenme degiskenligi
nedeniyle HA ¢ok cesitli uygulamalarda kullanilir. HA ilk ticari olarak 1942'de
Endre Balazs tarafindan unlu mamullerde yumurta ak1 yerine kullanilmasi i¢in patent
basvurusu yaptiginda kullanildi (Necas ve dig, 2008). HA'nin her dokuda farkl
islevleri vardir. Eklemlerdeki sinovyal sividaki HA, viskoelastisitesi ve yiiksek
oranda hidratlanmis matris olusturma kabiliyeti nedeniyle liyofilizasyon ve
tamponlama islevlerine sahiptir (Greenberg ve dig, 2006). Osteoartrozdaki HA,
eklem kikirdaginin mekanik 6zelliklerini belirlemede rol oynayarak sinovyal sivi ile
kikirdak arasindaki metabolik degisimi diizenler. HA eklem cevresindeki agrilari
azaltir ve eklem hareketliligini korumaya yardimci olur (Frizziero ve dig, 1998).
HA'nin ilk tibbi uygulamasi, 1950'lerin sonunda goz cerrahinda kullanilmasiydi.
Hyaluronik asit, goziin vitroz sivisinda yer alan en 6nemli maddelerden biridir ve
viskoelastik 6zellikleri nedeniyle 6zellikle oftalmolojideki bozukluklarin tedavisinde

kullanilir.



HA, katarakt cerrahisinde destekleyici materyal veya vitréz sivi kayboldugunda géz
ici lens implantasyonunda kullanilir (Balazs ve dig, 1972). Deri ve yumusak bag
dokusunda yiiksek konsantrasyonda bulunan HA, antioksidan 6zellige sahiptir ve
hiicre dis1 matrisin promotin yapisal biitiinliigii ile yaralarin iyilesmesinde 6nemli rol

oynamaktadir (Moseley ve dig, 2003).

1.3 Hyaluronik Asitin Kimyasal Yapisi

Hyaluronik asit ilk kez 1934 yilinda Karl Meyer ve John Palmer tarafindan sigir
g0z i¢i s1visinda izole edilmistir ve kimyasal yapisi laboratuvarda yapilan ¢aligmalar
sonucunda 1950 li yillarda agiklanmigtir (Meyer ve Palmer, 1934). HA, beta-1,4 ve
beta-1,3 glikozidik baglar1 ile baglanmis D-glukuronik asit ve N-asetil glukozamin
disakkarit birimlerinin tekrarlanmasiyla olusan glikozaminoglikanlara (GAG) aittir
(Sekil 1.1) (Chong, 2005; Boeriu, 2013). HA'nin molekiiler agirliklar1 kaynaklara
gore degiskendir ve 10 Da'ya ulasabilir (Kogan ve dig, 2007). HA, hiicrelerden bir
polipeptide baglanmamuis lineer polimer olarak sentezlenir ve salgilanir. Bu 6zellik
sayesinde mikrobiyal fermantasyon teknikleriyle iiretilen HA genetik miihendislik

yaklagimlarinda kullanilmaktadir (Rodell ve dig, 2015).

OH
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Sekil 1.1 : HA kimyasal yapisi.
Cogu glikozaminoglikanlar golgi icinde sentezlenip proteinlere baglanirken, HA
proteinlere kovalent olarak baglanmadigindan ve siilfatlanmadigindan GAG'lar

arasinda essiz bir yere sahiptir (Boeriu ve dig, 2013).

HA makromeri iizerindeki reaktif grup sayisinin kimyasal olarak degistirilmesi,
HA’nin viskoelastik ¢ozeltiler, esnek tabakalar, elektrospun lifleri ve hidrojeller gibi

farkli formlarda varligina yol agar (Burdick ve Prestwich, 2011).



HA'nin biyobozunur, biyouyumlu, immiinojeniklik ve toksisite eksikligi, spesifik
sinyal iletimi ile yara onarimi, viskoelastisite, su tutma, biyouyumluluk, hiicre
cogalmasi, morfogenez gibi ¢ok degerli fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklere

sahip oldugu bilinmektedir (Toole, 1981).

HAmin molekiiler agirligi; reolojik 6zellikleri, fizyolojik fonksiyonlarin belirlenmesi
ve uygulama alanlar1 agisindan, 6nemli bir parametredir. HA'nin yiiksek molekiiler
agirlikta olmasi; viskoelastik 6zelligini, nem tutma kabiliyetini artirmaktadir. Bu
Ozellik HA'nin oftalmoloji, ortopedi, kozmetik gibi alanlarda tercih edilen bir

malzeme olmasini saglamaktadir (Armstrong ve Johns, 1997).

1.4 Hyaluronik Asit Uretim Kaynaklar

Hyaluronik asitin endiistriyel iiretimi esas olarak iic prosese dayanmaktadir. Bu
prosesler; hayvansal dokulardan ekstraksiyon, bakteri suslari kullanarak mikrobiyal
fermantasyon ve mikroorganizmalarin metabolik miihendisligi olarak gruplandirilir
(Boeriu ve dig, 2013).

1.4.1 Hayvansal dokulardan hyaluronik asit ekstraksiyonu

HA, hemen hemen tiim omurgali dokularinda, 6zellikle yumusak bag dokularinda
hiicre dis1 matrikslerde bulunabilir (Fraser ve Laurent, 2007). Insan viicudunda HA
dogal olarak iiretilir, hyaluronat tuzu formunda bulunur. Insan viicudundaki HA’nin

%50’si ciltte hem epidermiste hem de dermiste bulunur (Erickson ve Stern, 2012).

HA insan viicudunda ayrica gobek kordonunda (Hadidian ve Pirie, 1948), hyalin
kikirdakta (Hascall ve Heinegard, 1974), sinoviyal sivida (Engstrom-Laurent, 1997)
ve gozli ¢evreleyen vitroz sivida (Brewton ve Mayne, 1992) yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. HA ayrica sigir sulu mizahindan ve domuz goézlerinin
vitr6z mizahindan, horoz taraklarindan, timdr sivisindan izole edilir (Hadidian ve

Pirie, 1948).

1.4.2 Mikrobiyal kaynakh hyaluronik asit iiretimi

Hyaluronik asit geleneksel olarak hayvansal kaynaklardan elde edilebilirken bu
tiretim yonteminin, yiiksek saflikta ve yiliksek molekiil agirliginda HA eldesinin

maliyetli ve zor oldugu bilinmektedir. Kaynaklarin sinirli olmasi, HA'nin yikici



enzimlerle kirlenmesine maruz kalmasi ve viral enfeksiyon riski karsilagilan

zorluklara 6rnek olarak gosterilebilir (MacLennan, 2009; Liu, 2011).

1980'lerin basindan itibaren HA mikroorganizmalardan fermantasyon yoluyla
tretilmektedir. (Yamada ve Kawasaki, 2005). Fermantasyon yoluyla endiistriyel
Olcekte mikrobiyal HA fretimi ilk olarak 1980'lerde Shiseido tarafindan
gerceklestirildi (Akasaka ve dig,1989). Bu yontemde ana iiretici mikroorganizma
grubu olarak Streptococcus suslart kullanilmaktadir. Streptokoklar gram pozitif,
hareketsiz, sporsuz, fakiiltatif anaerob mikroorganizmalardir (Reddy ve
Karunakaran, 2013). Lancefield A ve C grubu streptokoklar, HA’nin endiistriyel
iretiminde en c¢ok kullanilan mikroorganizmalardir ve bu mikroorganizmalarda
hyaluronik asit hiicredis1 kapsiil olarak sentezlenir. Bakteriler kendilerini ¢evreleyen
kalin HA tabakasi sayesinde konakgilarinin savunma sisteminden gizlenirler, ayni
zamanda epitelyal tabakalardan dokulara gegis i¢in HA’y1 kullanabilirler ki bu da
bakterilerin patojenite seviyesinin neden yiiksek oldugunu agiklar (Yamada ve
Kawasaki, 2005).

Streptococcus equisimilis (hayvan patojeni), Streptococcus uberis (sigirlarda goriilen
patojen), Streptococcus pyogenes (insan patojeni) gibi ¢esitli yabanmil tip
Streptokoklar HA firetebilir. Streptococcus zooepidemicus gram pozitif Lancefield C
grubu streptokoklardandir. Insan, kiimes hayvanlari, domuz, kegi ve sigirlarda
goriilmesinin yaninda genellikle atlarin {ist solunum yollarinda goriilen bir patojen

olarak bilinmektedir (Timoney ve dig, 1988).

Bakteriyel patojen olarak bilinen Pasteurella multocida gram negatif kokobasildir.
Pasteurella multocida HA zincirleri iiretip salgilayabilmektedir (Oliveira, 2016).
pmHAS geni tarafindan HA zincirini polimerize eden HAS enzimini kodlanir
(DeAngelis, 1999). HA, Pasteurella multocida suslarinin kapsiilinde bulunur
(Chung, ve dig, 1998).

1.4.3 Mikroorganizmalarin metabolik miihendisligi

Metabolik aki analizi ve metabolik kontrol analizi gibi metabolik miihendislik
araclar1 ile HA verimini ve molekiiler agirligini artirmak i¢in stratejiler gelistirilebilir
(Liu ve dig, 2011). Yiiksek molekiiler agirlikta HA iireten suslarin gelistirilmesi
amaciyla rastgele mutageneze bagvurulan g¢alismalar yapilmistir (Stangohl, 2000,
2003).



1.5 Biyosentetik Yolak

Streptococcus'taki has operonunun ekspresyonu HA sentezinden sorumludur. hasA,
hasB ve hasC genleri has operonu iizerinde bulunur. Hyaluronat sentaz, UDP-glikoz
dehidrojenaz ve UDP-glikoz pirofosforilaz enzimleri sirasiyla bu genler tarafindan
kodlanir (Yamada ve Kawasaki, 2005). Streptokoklar laktik asit bakterileridir, seker
kaynaginin %901 bazt durumlarda homolaktik fermantasyonla laktata
doniistiiriiliirken (anaerobik kosullar), karigik asit fermantasyonuyla format, asetat ve
etanol iretir. Hyaluronik asit sentezinde kullanilan 6nciiler ayn1 zamanda hiicre kuru
agirhginin - %20’°sini  olusturan peptidoglikan, teikoik asit ve antijenik duvar
polisakkaritlerinin olusumu i¢in yapisal bilesenlerini saglayarak hiicre biiylimesinde
de gorev alir. Bu yiizden HA sentezi ve hiicre biiylimesi arasinda bir rekabet s6z
konusudur (Chong, 2005; Pires, 2010). Buna ek olarak glikoliz evresi ve HA sentezi
icin de ayn1 karbon akisi igin rekabete girmektedir, Sekil 1.2°de sematik olarak
gosterilmistir (Liu ve dig, 2008b). Karbon akis1 yoniiniin, hiicre biiylimesi ve laktik
asit sentezi yonilinde bastirilarak HA sentezi yoniine ¢evrilmesiyle iiretilen HA

miktar1 artacaktir (Liu ve dig, 2011).

Mikroorganizmalarin metabolizmalarinda reaksiyon akis yonii kiiltiir kosullarina
gore degisebilir. Mikroorganizmadaki metabolik degisimlerin incelenip anlasilmasi
ve buna gore Kkiiltiir kosullarinin gelistirilmesi HA {iretiminin artirilmasini

saglayacaktir (Pires ve Santana, 2010).
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Sekil 1.2 : Streptokoklarda hiicre biiylimesi, HA sentezi ve laktik asit dongiisii
arasindaki iligki.



1.6 Bakteri Kaynakh Hyaluronik Asit Uretimi icin Fermantasyon Stratejileri

Mikrobiyal HA iiretimi i¢in uygun bakteri se¢imi, hiicre gelisimi i¢in gerekli olan
besiyerinin mevcut bakteri i¢cin optimizasyonu ve {liretim kosullarinin optimizasyonu
olduk¢a Onemlidir. Fermantasyon ile hyaluronik asit iiretimi mekanizmasal olarak
ortaya konmus ve iretimi etkileyen faktorlerle ilgili c¢esitli suslarla yapilan
caligmalarda incelenip rapor edilmistir. Fermantasyonla HA {iretiminde Grup A
streptokoklarla yapilan ilk ¢alismalarda elde edilen HA miktar1 60-140 mg/L elde
edilmekteydi (Kendall ve dig, 1937). Otuz yil icerisinde ise fermantasyon yoluyla
tretilen HA miktar1 300-400 mg/L’den 6-7 g/L’ye ¢cikmistir (Holmstrom, 1967; Kim,
1996).

1.6.1 Bakteri tiirii secimi

Mikrobiyal fermantasyonla HA iiretiminde ana iiretici mikroorganizma grubu olarak
Streptococcus sp. kullanilmaktadir. Streptokoklar arasinda HA iiretiminde en ¢ok
kullanilan tiirler Streptococcus equi subsp. equi, Streptococcus equi subsp.

zooepidemicus ve Streptococcus pyogenes’tir (Oliveira ve dig, 2016).

1.6.2 Besiyeri tercihi

HA {iretimi icin fermantasyon ortaminin bilesimi genel olarak hem Streptokok'larin
dogru oranlarda biiyiiyiip gelisebilmesi i¢in uygun olmalidir hem de HA sentezi i¢in
gerekli temel bilesimlerden olugsmalidir. Streptokoklarin biiyiimesi i¢in gerekli olan
beslenme ortami kompleks besin igeriginden olugmaktadir (Chong, 2005; Armstrong,
1997). HA elde etmek igin kiiltiir ortam1 karbon kaynagi, azot kaynagi, inorganik
tuzlar gibi eser elementler icermelidir (Hosoya ve dig, 1991). Karbon kaynagi olarak
seker iceren kaynak tercih edilir. En ¢ok tercih edilen seker kaynagi glikoz iken
bunun yanisira siikroz, galaktoz, fruktoz da kullanilabilir. Kullanilan azot
kaynaklarina 6rnek olarak maya ekstrakti, pepton, tripton drnek verilebilir (Park ve

dig, 1996).

1.6.3 Uretim kosullar

HA iretimi i¢in uygun bir fermantasyon stratejisi gelistirme ekonomik bir
fermantasyon siireci i¢in Onem tasimaktadir. Bu gelistirme, kiiltiir kosullarinin

optimizasyonu ve proses siirecinin isletilmesi ile gerceklesecektir. Uretim



kosullarinin optimizasyonu, HA molekiiler agirhigini yiikselterek verimi artiracak ve

maliyetin diismesini saglayacaktir (Chen ve dig, 2009).

1.6.3.1 Fermantasyon yontemleri

Biyoteknolojik caligmalarda fermantasyon calismalar1 kesikli, kesikli beslemel,
stirekli yontemlerle yiritilmektedir (Li ve dig, 2011). Kesikli proses, fermantasyon
icin gerekli malzemelerin reaktdre aseptik kosullarda yiiklendigi ve fermantasyon
boyunca sistemde besleme yada {iriin uzaklastirmanin yapilmadigi kismen kapali bir
sistemi ifade eder (Cinar ve dig, 2003). Kesikli proseste biyoreaktore fermantasyon
besiyeri doldurulup hiicre asilandiktan sonra hiicre yogunlugu ve iiriin miktar1 belli
degerlere ulastiginda fermantasyon boyunca sistemde besleme yada {iriin

uzaklastirma yapilmaz (Cinar ve dig, 2003).

1.6.3.2 pH

Mikroorganizmalar, ¢cogalacaklari ortamdaki hidrojen iyonlarina karsi ¢cok hassastir.
Fermantasyonla HA iiretimi sirasinda pH degerinde diisiis meydana gelmektedir. Bu
durum; iretim esnasinda cogunlukla laktik asitten olusan karboksilik asitlerin
ortamda birikmesinden kaynaklanmaktadir. Ortamdaki pH degerinin azalmasi,
mikrobiyal biyokiitlenin ve HA {retimini olumsuz yonde etkilemektedir. pH

degerinin ayarlanmasi i¢in yapilacak miidahalelerle HA {iretimi artirilabilmektedir

(Lu, 2016; Liu, 2011).

1.6.3.3 Sicaklik

Mikroorganizmalar, biyoproses sirasinda belirli bir sicaklik aralifinda biiyiir.
Optimum sicaklik belirlendiginde enzimlerin en yiiksek oranda ¢alismasindan dolay1
mikroorganizmalarin maksimum biiylimesi saglanir. Maksimum biiylime ¢ogu
zaman maksimum iiretim anlamina gelse de deneysel olarak calisilip tam kontrollii

deneylerle ortaya konmasi gerekmektedir (Liu ve dig, 2018).

1.6.3.4 Coziinmiis oksijen

Fermantasyon ortami heterojen, viskoz bir karigim oldugu i¢in kiiltiiriin gelisimi ve
HA iretimi i¢in ihtiyag¢ duydugu oksijeni almasi zorlagmaktadir. Bu yiizden
fermantasyon ortaminda hiicre i¢ine oksijen alinmasi ve hiicreler arasi oksijen

transferi arasindaki iliskilere odaklanarak siire¢ yiiriitiilmelidir (Duan ve dig, 2008).



1.6.3.5 Karistirma hizi

Mikrobiyal fermantasyonla HA {iretimi viskoz bir islem oldugu icin fermantasyon
ortaminin karigtirllmast HA {iretimini 6nemli ol¢iide etkilemektedir. Karistirma
hizmin  yiiksek oldugu durumlar, ortamdaki hiicrelerin parcalanmasiyla

sonuglanabilir, bunun sonucunda da HA iiretimi diismektedir (Hasegawa ve dig,

1999).

1.7 HA Miktar Analizi

HA miktar analizinde en bilinen yontem Biter ve Muir (1962) tarafindan belirlenen
karbazol yontemidir. Bu metot, karbonhidratlarin H,SO4 ve HCI ile muamele edilip
karbazol ile tepkimeye girecek maddelerin renk vermesi esasina dayanir (Cesaretti ve

dig, 2003).

1.8 Literatiir Arastirmasi

Uretim maliyetlerinin diisiiriilmesi amaciyla bu kaynaklarin yerine organik atiklarin
kullanildig1 ¢alismalar da vardir (Vazquez ve dig, 2010). Karbon kaynagi olarak
nigasta iceren 6zel serum ortaminin kullandig1 bir calismada HA konsantrasyonu 6,7

g/L'ye ulagmistir (Zhang ve dig, 2006).

Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde kesikli kiiltlir calismasinda, yar1 kesikli yada
stirekli proseslere gore en yiiksek diizeydeki verimliligin elde edildigi belirtilmistir

(Liu ve dig, 2008a).

S. zooepidemicus ile gergeklestirilen bir ¢aligmada kesikli kiiltiir ve yart kesikli
prosesin kombinasyonuyla HA tiretiminin %32 oraninda arttig1 belirlenmistir. Hiicre
biiyiimesinin inhibe edilmesi azalmis ve siikrozun HA'ya dontistimii artmistir (Liu ve

dig, 2008c).

pH etkisinin S. zooepidemicus mikroorganizmasinin gelismesine ve hyaluronik asit
tretimine etkisinin incelendigi ¢alismalarda optimum pH degerinin 7,0 oldugu

belirlenmistir (Johns, 1994; Kim, 1996).

S. zooepidemicus ile yapilan diger bir ¢calismada anaerobik kosullarda ayarlandiginda
HA diretim hizi ve verimi agisindan optimum pH degerinin 6,7+0,2 oldugu

belirlenmistir (Johns ve dig, 1994).



S. zooepidemicus ile yapilan diger bir ¢alismada pH 6,0 ve pH 7,9 araliginda pH
degeri arttikca HA iiretiminin azaldig1 sonucuna ulasilmistir (Akasaka ve dig, 1988).

S. zooepidemicus (WSH-24) ile alkali kosullarda HA {iretiminin incelendigi bir
calismada kesikli fermantasyon yontemi uygulanmis ve 7 L hacimli biyoreaktor
kullanilarak 4 L fermantasyon ortaminda gergeklestirilen calismada pH 7'de 6 saat
tutulmus daha sonra 1 saat siireyle pH 8,5'e ¢ikarilip pH 7'ye getirilip fermantasyon
tamamlanmistir. Bunun sonucunda alkali sartlar altinda HA iiretiminin 5 g/L'den 6,5

g/L'ye ¢ikt1g1 rapor edilmistir (Liu ve dig, 2008b).

S. zooepidemicus (ATTC 39920) ile 4,5 L biyoreaktorde gerceklestirilen bir
calismada, pH kontrolii yapilmayan fermantasyon ortaminda pH degerinin 4.9
degerlerine diistiigli ve bu disiisiin mikrobiyal biiylimeyi olumsuz etkiledigi
belirtilmistir. pH kontolii yapilan fermantasyon ortaminda pH 8'e ayarlanarak 2,825
g/L HA elde edilmistir (Pan ve dig, 2017).

Sicakligin HA iiretimi tizerindeki etkisini arastirmak icin S. zooepidemicus ATCC
39920 kullanilarak 25 mL erlen dl¢eginde gerceklestirdikleri ¢alismada, sicaklik, pH
ve karistirma hizi olarak olarak 3 parametre, 3 diizeyde ve 3 tekrarli olarak
calistilmistir. Sicaklik 34°C, 37°C ve 40°C degerlerinde tutulup fermantasyon
sonucunda sicaklik 34°C'den 40°C'ye yiikseltildiginde tretim miktarinin azaldig
saptanmis ve optimum sicaklik 37°C olarak bulunmustur. Fermantasyon sonucunda
0,787 g/L HA elde edilmistir (Pan vd., 2015).

S. zooepidemicus kullanilarak 3.7 L fermentorde 2.5 L fermantasyon hacminde bir
calisgma yapilmis ve sicaklik degeri 37°C'den 30°C’ye disiiriildiigiinde bakteri

biiyiime hizinin diistiigii belirtilmistir (Jagannath ve Ramachandran, 2010).

Oksijen transferinin HA tiretiminde 6nemli rol aldig1 bilinmektedir. S. zooepidemicus
(ATCC 39920) ile yapilan bir calismada c¢oOziinmiis oksijen miktarmin ve
kanistirmanin  HA  iiretimindeki etkisini incelemislerdir. Coziinmiis oksijen
konsantrasyonunun kritik degerinin %5 oldugu belirlenmis ve HA {iretiminin bu
degerin altinda olumsuz etkilendigi rapor edilmistir (Oliveira ve dig, 2016). Daha
sonra 3 L fermentdorde 2 L calisma hacminde gergeklestirilen bir calismada
¢ozlinmiis oksijen konsantrasyonu %50 oldugunda HA {iretiminin maksimum
seviyeye ulastig1 gorliilmiistiir. Ayni ¢alismada karistirmanin oksijen absorbsiyonunu

artirdigin1 fakat HA {iretim miktarini etkilemedigi goriilmistiir (Huang ve dig, 2006).



S. zooepidemicus (ATCC 39920) susu kullanilarak 3.7 L'lik fermentérde 2.5 L
calisma hacminde gergeklestirilen ve ¢oziinmiis oksijen seviyesinin - %30
doygunlukta tutuldugu bir ¢alismada biyokiitle veriminin %25 ve HA veriminin %13

arttig1 belirlenmistir (Jagannath ve Ramachandran, 2010).

Aerobik ve anaerobik kosullar altinda yapilan ¢alismalar karsilastirildiginda aerobik
kosullardaki kiiltiirden elde edilen HA'nin daha biiyiik molekiiler agirliga sahip
oldugu belirtilmistir (Johns, 1994; Armstrong, 1997). Aerobik sartlarda ¢alisildiginda
glikoz kullanimi, hiicrelerin biiyiime hizinin ve HA verim ve molekiiler agirliginin

arttig1 rapor edilmistir (Oliveira ve dig, 2013).

S. zooepidemicus kullanilarak biyoreaktérde 2.5 L fermantasyon hacminde yapilan
bir calismada sicaklik degeri 37°C'den 30°C’ye diisiiriildiigiinde bakteri biiyiime
hizinin diistiigii belirtilmistir (Jagannath ve Ramachandran, 2010).

1.9 Hipotez

Biyoreaktorde gergeklestirilecek olan S. zooepidemicus ile HA fermantasyonunda

farkli sicakliklar ve fakli pH degerleri arasinda HA iiretimi agisindan fark vardir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

2.1.1 Bakteri kiiltiiri

Bu ¢alismada HA {iretiminin incelenmesi amaciyla Streptococcus zooepidemicus
tiri kullanildi. Tez ¢alismasinda kullanilacak olan S. zooepidemicus susu Refik
Saydam Hifzisihha Enstitlisii Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (Ankara, Tiirkiye) temin
edilmistir. Liyofilize halde temin edilen sus aktive edilene kadar +4°C de

buzdolabinda muhafaza edilmistir.

2.1.2 Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasal malzemeler Cizelge 2.1'de verilmistir.

Cizelge 2.1 : Kimyasallar.

Malzeme Marka Katalog
Numarasi
Glikoz Applichem Al1422
Maya 6ziitii Merck 1.03753.0500
Potasyum dihidrojen fosfat Merck 1.04873.1000
(KH2POg
Magnezyum siilfat hepta hidrat Merck 1.05886.0500
(MgS0..7H,0)
Gliserol Sigma G2025
Sodyum hidroksit (NaOH) Merck 1.37041
Hidroklorik asit (HCI) Merck 1.09058
Sodyum kloriir (NaCl) Merck 1.06404.1000
Beyin kalp infiizyon agar Merck 1.13825.0500
Beyin kalp infiizyon brot Merck 1.104.930.500
Siilfirik asit (H2SO4) Merck M112080
Triptik soy agar Merck 1.054.580.500
Triptik soy brot Merck 1.054.590.500
Etil Alkol ISOLAB 920.027
Antibiyogram disk Liofilchem 95290
Sodyum dodesil siilfat Sigma 71725
Sodyumtetraborat Sigma 221732
Karbazol Sigma C5132
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2.1.3 Cihazlar

Arastirmada kullanilan cihazlar Cizelge 2.2'de verilmistir.

Cizelge 2.2 : Cihazlar.

Cihaz Adi Marka Model

Manyetik Karigtirici(Isiticili)  Stuart US152

Vorteks Karistirict Stuart SA8

Terazi (Analitik) Ohaus AX224

Santrifiij (Sogutmalr) Beckman Coulter Allegra X30R
Mikroplaka Okuyucu Biotek Epoch

Otomatik Pipet Seti Thermo Scientific Finnpipette FLP Kit 4
Pipet Tabancasi Thermo Scientific S1 Pipet

Etliv MMM Medcenter INCUCELLS55

Su Banyosu (Calkamal1) VWR 462-0494

Otoklav Hirayama HV-85L
Biyogiivenlik Kabini Thermo scientific SAFE 2020/CLASSII
UV Lambal: Saf Su Cihazi Millipore Direct-Q 3 UV
Densitometre BIOSAN DEN-1B

Biyoreaktor Sistemi TRL Instruments TRL-BIO

Azot tlipl Ozoto EGN1046

Hava Kompresori Puma PDN-30-1M
Inkiibator (Calkalamal) Mipro MCI 120

Inkiibatér (Sogutmali) Mipro MSI 250

2.1.4 Besiyerleri

Streptokok  susunun aktivasyonu, saklanip muhafazasi ve antimikrobiyal
aktivitelerinin belirlenmesi siireglerinde ¢esitli besiyerleri kullanilmistir. Bakterinin
aktivasyonu i¢in Beyin Kalp Infiizyon brot besiyeri (BHI) (Merck), Triptik Soy brot
besiyeri (TSB) (Merck), serum fizyolojik su kullanilmistr.

Bakterinin en iyi gelisim gdsterecegi besiyerinin se¢imi icin Beyin Kalp Infiizyon
agar (BHI) (Merck), Triptik Soy agar (TSA) (Merck), TSA+BHI agar, TSA+Glikoz
agar besiyerleri kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi i¢in BHI
agar (BHI) (Merck) kullanilmistir.

2.2 Metod

2.2.1 Liyofilize bakterinin kiiltiire alinmasi

Calisma kapsaminda kullanilan bakteri sus agma protokoliine uygun olarak acildiktan
sonra liyofilize haldeki bakteri aseptik kosullarda hazirlanan BHI brot siv1 besiyerine

aktarilmistir.  Kiiltiir inkiibatérde 30°C'de 24 saat bekletilip canlandirilmasi
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saglanmistir. Canlandirilan bakteri kiiltiiriinden steril platin 6ze yardimiyla alinip
petri kaplarindaki BHI agar kati1 besiyeri ortamina transfer edildi. 30°C'de 24 saat
bekletilip bakterinin canliligini devam ettirip ¢ogalmas: saglandi. Daha sonra
santrifilij tiplerine 1 mL BHI brot aktarilip igerisine sivi bakteri kiiltiiriinden ve kati
besiyeri iizerinde iireyen bakteri kolonisinden alinip transfer edildi. Gliserol ¢ozeltisi

de eklendikten sonra bakteri kilturleri -80°C'de buzdolabinda stoklandi.

HA iiretimi ¢aligmalarinda kullanilacak olan bakteri ayda bir pasajlanarak -80°C'de
buzdolabinda saklandi.

2.2.2 Bakteri gelisimi icin uygun besiyerinin secimi

Canlandirma islemlerinden sonra muhafaza edilen bakteri kiiltiiriniin en iyi gelisim
gosterecegi  besiyeri ortamint bulmak icin farkli besiyerleri ve bilesimler
kullanilmistir. BHI agar ve TSA agar hazirlanmistir. TSA+Glikoz agar i¢cin TSB agar
hazirlanirken igerisine glikoz ilavesi yapilmistir. 1 L olarak hazirlanan TSA+Glikoz
agar i¢in %4 TSA agar ve %0,15 Glikoz birlestirilmistir. TSA+BHI agar besiyeri i¢in

TSA agar ve BHI agar sirastyla %4 ve %5,2 oraninda karistirilarak hazirlanmistir.

2.2.3 Inokiilasyon ortaminin hazirlanmasi

Inokiilasyon ortami 100 mL'lik erlende 25 mL BHI sivi besiyeri olarak
hazirlanmistir. Hazirlanan inokiilasyon ortami otoklavda 121°C'de 15 dakika steril
edilmistir. BHI agar iizerinde gelisen bakteri kiiltiiriinden steril platin 6ze yardimriyla
tek koloni alinip erlen igerisine transfer edilmistir. Calkalayicili inkiibatorde 27°C,
150 rpm'de 24 saatte inkiibasyona tabii tutulmustur. Bu siire¢ sonunda MacFarland
yontemine gore (BIOSAN,DEN-1B) ortalama bakterilerin 10® kob/mL seviyelerine
ulastig1 tespit edilmistir.

2.2.4 Biyoreaktorde iiretim

Konsantrasyonlar1 belirli, kimyasal tanimlanmis besiyeri (CDM) ortami igerisinde
glikoz, vitaminler, eser elementler, aminoasitler bulunmalidir. (Chong, 2005;
Armstrong, 1997). Bu nedenle, S. zooepidemicus susu ile HA {iretimi igin
fermantasyonda kullanilan besiyerinin se¢imi (Armstrong, 1997) ve (Pan, 2015)
bulgular1 dogrultusunda gerceklestirilmistir (Cizelge 2.3). Glikoz ve MgS0O,4.7H,0

ayrt ayrt otoklavlanmigtir. Steril edilen bu iki malzeme daha sonra besiyeri
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bilesimine katilmistir. Bunun sebebi besiyeri ortaminda yiiksek sicaklikta karamelize

olma tehlikesine kars1 besiyeri ortamini korumaktir.

Cizelge 2.3 : Fermantasyon besiyeri bilesimi (1 L i¢in).

Calisilan
Malzeme Miktar
Glikoz 20 g/L
Maya ekstrati 10 g/L
K,HPO, 2,5 g/L
NaCl 2,0 g/L
MgSQO,.7H,0 159/l

Steril fermantasyon besiyeri (200 mL) biyogiivenlik kabini igerisinde steril
biyoreaktore aktarilmistir. Coziinmiis oksijen ve pH problarn etil alkole maruz
birakilmis ve steril saf suyla durulandiktan sonra biyoreaktdre yerlestirilmistir.
Fermantasyon yontemi olarak kesikli yontem uygulandi. Biyoproseste hava
beslemesi, pH kontrolii i¢in asit/baz eklemesi veya reaksiyonlar sonucu olusabilecek
kopiiklenmeler biyoreaktor sisteminde kontrol altinda tutuldu. Kesikli fermantasyon
ortam1 32°C, 35°C, 37°C ve 40°C sicaklik degerlerinde ve pH 6,5, pH 7, pH 7,5 ve
pH 8 degerlerinde ¢aprazlama olarak ¢alistirilmistir. Fermantasyon biyomiihendislik

laboratuvarlarindaki dortlii fermentdr sistemi ile gergeklestirilmistir.

2.2.5 Sicaklik tolerans limitlerinin belirlenmesi

Fermantasyon bitiminde izleyen caligmalar i¢in fermentorlerin igerisindeki kiiltiir
stvisiin sterilizasyonu gerekmektedir. Onceki ¢alismadan kalan kiiltiir ortamindaki
aktif/canli S. zooepidemicus’lerin inaktif olmas1 i¢in gerekli olan {ist sicaklik limiti
tespit edilmistir. Bu amagla, TSB+BHI agarda 27°C, 48 saatte kiiltiir edilen S.
zooepidemicus 65°C'ye ayarlanan etiivde inkiibasyona tabi tutularak 30., 60., 90. ve
120. dakikalarda etiivden ¢ikarilarak TSB+BHI agar besiyeri iizerine ekimler yapilip

inkiibasyon siireleri sonunda canliliklar1 belirlendi.

Tipler 1, 2 ve Kontrol seklinde etiketlenip 4'er mL BHI sivi besiyeri aktarildi.
TSB+BHI agarda 27°C, 48 saatte gelisen S. zooepidemicus bakterisinin iizerine 5 mL
BHI brot eklenip pipetaj yaparak karistirilip 1'er mL tiiplere aktarildi. Kontrol tiipleri
oda sicakliginda bekletilirken, 1 ve 2 numaral tiip 55°C'ye ve 65°C'ye ayarlanan su
banyolarma yerlestirildi. 30., 60., 90., 120., 150., 180. dakikalarda g¢ikarilan
tiiplerden TSB+BHI agara ekim yapildu.
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2.2.6 S. zooepidemicus susunda antibiyotik duyarhliklarinin belirlenmesi

Antibiyotik duyarliliklarinin ~ belirlenmesi i¢in yapilan bu c¢alismada 8
antibimikrobiyal ajandan olusan c¢oklu antibiyotik diski (95290, Liofilchem)
kullanilmistir. Bu kit spesifik olarak streptokoklar i¢in sekiz antibiyotik ajandan
olusmaktadir: Penisilin G, Levofloksasin, Teikoplanin, Vankomisin, Eritromisin,
Tetrasiklin, Linezolit ve Rifampisin’den olusmaktadir. Antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesi i¢in BHI brot besiyerinde inkiibe edilen kiiltirden BHI agar besiyerine
stirme seklinde ekim yapildi ve hemen akabinde iizerlerine ¢oklu antibiyotik diski
yerlestirildi. 27°C'de 48 saat inkiibasyon sonucunda disk ¢evrelerinde zon ¢aplarina

gore antibiyotik duyarliliklar1 belirlendi.

2.2.7 HA iiretimi iizerinde etken faktorlerin optimizasyonu

Hyaluronik asit iiretimindeki ortami etkileyen 6nemli parametrelerin ortaya konmast
icin Latin Square deneysel tasarim (4x4) yontemi kullanilarak optimum kosullar

belirlenmistir.

2.2.7.1 HA iiretiminde inokiilasyon yogunlugunun belirlenmesi

HA iiretimi i¢in standarda dayali sayim yontemlerinden McFarland yontemine gore
(BIOSAN/DEN-1B) kiiltiir ortamimin yogunlugu belirlenmistir. Kiiltiir ortaminin
bulanikligina karsilik gelen bakteri sayist yardimiyla inokulum miktarlar
hesaplanmistir. Hesaplamalara gore biyoreaktorde gerceklesecek HA iiretimi igin
gerekli olan baslangi¢ inokulasyon orani belirlenmistir. Bu oranin belirlenmesinde
bakteri sayisinin artisina bagli olarak HA iiretimini fermantasyon baglangic
asamasinda belirlemek ama¢ edinilmistir, yani tam olarak bir fermantasyon
hedeflenmemistir. Inokulum yogunlugunun etkisini inceleyebilmek igin kiiltiirden

10°, 10" ve 10° kob/mL baslangi¢ konsantrasyonunda fermantasyon test edilmistir.

2.2.7.2 HA iiretiminde sicaklik ve pH’1n etKkisi

Deney dizaym olarak “Latin Square” 4x4 dizayni kullanilmistir. HA iiretiminde
optimum sicakligin belirlenmesi i¢in fermantasyon ortami 32°C, 35°C, 37°C ve 40°C
degerlerinde calistirilmigtir. Dort farkli sicaklik degerinde, pH 6,5, pH 7, pH 7,5 ve
pH 8 degerleri tek tek sabit tutulmustur. Deney gruplar1 Cizelge 2.4’te verilmistir.
Fermantasyon besiyeri bilesimi Cizelge 2.3’te belirtildigi sekilde hazirlanmistir.

15



S. zooepidemicus as1 kiiltiiri 10° kob/mL bagslangic konsantrasyonunda inokule
edilmistir. Deneylerin gergeklestirme siirecinde optimal Oz, %30 doymuslugun
tizerinde tutulmustur. Fermantasyon siiresince fermantasyon ortamimin pH degerinin
sabit degerde tutulmasi, 0,25 N NaOH ve 0,1 N HCI ile fermentdr mahareti ile
ayarlanmigtir. Calisma ortaminin pH degeri optimizasyon calismasinda kullanilan
degerlere  ayarlanmistir. ~ Fermantasyon  uygulamalart 5  saat  olarak
gerceklestirilmigtir, 2. saatten itibaren her saat basinda sistemden numune

alimmustir.

Cizelge 2.4 : Deney gruplari.
Ornek No  Sicaklik(°C) pH

1 32 6,5
2 32 7
3 32 7,5
4 32 8
5 35 6,5
6 35 7
7 35 7,5
8 35 8
9 37 6,5
10 37 7
11 37 7,5
12 37 8
13 40 6,5
14 40 7
15 40 7,5
16 40 8

2.2.8 Karbazol metoduyla HA miktar tayini

Hyaluronik asit miktarinin belirlenmesi i¢in Bitter ve Muir’in ¢alismasini yapmis
oldugu karbazol yontemi kullanilmistir (Bitter ve Muir, 1962). Bilinen miktardaki
HA referans olarak kullanilarak farkli OD’lerde karsilik gelen farkli miktarlardaki
HA'’lardan standart egri olusturulmustur (Sekil 2.1). Daha sonra deney sirasinda da

bu standart egri kullanilarak HA miktarlar1 belirlenmistir.

Fermantasyon siireci sonunda 5. saatte alinan numunelerden HA miktar tayini
gergeklestirilmistir. Her bir fermantasyon sonucunda, fermantasyon iiriiniinde {i¢
tekrarli olmak iizere ayni seviyeden numune alma aparati ile alinan numunelerden
1'er mL alinarak {izerlerine hacimce (1:1) oraninda %0,1'lik sodyum dodesil siilfat

(SDS) ¢ozeltisi eklenip 4500 rpm'de 10 dakika santrifiij edilmistir. Slipernatantlar
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alinip tlizerlerine hacimce (1:3) oraninda etil alkol eklenip sonrasinda 4500 rpm'de 15
dakika santrifiij edilmistir. Ayn1 islem tekrarlanarak siipernatantlar alinip lizerlerine
hacimce (1:3) oraninda etil alkol eklenmistir. Sonrasinda 4500 rpm'de 15 dakika

santrifiij edilmistir. Siipernatantlar uzaklastirilip geriye kalan pelletler saf suda

¢Ozdurilmiistir.
0.7 A y =0.7059x - 0.158
R2=0.

= 0.6 1 0.998
E
5 0.5 A
c
S 04 -
R
s 03 A
3
2 0.2 A
o
X 0.1 -
<
I O L] L] L] L] L] 1

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

OD (550 nm)

Sekil 2.1 : HA standart egrisi.

Fermantasyon numunelerinden HA ekstrasyonu sonucunda miktarlar1 Bitter ve Muir
(1962)'in ¢alismasinda kullandiklar1 karbazol metoduyla belirlenmistir. Bunun i¢in
ekstrasyon sonucu elde edilen 6rneklerden 25 pl alinip tizerlerine 150 pl 25 mM
sodyum tetraborat ¢ozeltisi eklendi ve 100°C'de 10 dakika bekletilmistir. Ornekler
oda sicakligia geldikten sonra iizerlerine %0,125” lik karbazol ¢ozeltisi ilave edilip
100°C'de 15 dakika bekletilmistir. Ornekler oda sicakligma gelene kadar
sogutulduktan sonra 96 kuyucuklu plakaya aktarilmistir. Orneklerin mikroplaka
okuyucuda 550 nm'de absorbans olgiimleri yapilmistir. Elde edilen HA miktarlar

daha 6nce hazirlanan HA standart egrisine gore belirlenmistir.

2.2.9 Fermantasyon siiresince bakteri sayisimin belirlenmesi

2., 3., 4. ve 5. saatlerde alinan fermantasyon Kkiiltiirlerindeki bakteri sayilarinin
belirlenmesi amaciyla seri diliisyon yontemi uygulanmistir. Buna gore fermentor
orneklerinden 100 ul alinarak 900 ul BHI brot igerisine aktarilmistir. (1:9) oraninda
seyreltme yapilarak diliisyon 10™'e kadar devam ettirilmistir. Her bir deney grubunda
yapilan calismada 10™ ve 107 diliisyonlardan almp BHI agar igeren petrilere iki

paralelli ekimler yapilmistir. Petri kaplar1 27°C'de 48 saat inkiibasyona birakilmstir.
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3. BULGULAR

3.1 Bakteri Gelisimi icin Uygun Besiyerinin Belirlenmesi

Bakterinin en iyi gelisim gosterece8i besiyerinin se¢imi i¢cin BHI agar, TSB agar,
TSB+BHI agar, TSB+Glikoz agar besiyerlerinde 27°C'de 48 saat inkiibasyona
birakilan S. zooepidemicus susunun gelisimi Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil

4.4'te verilmistir. Buna gore en iyi gelisimin BHI agar iizerinde oldugu belirlenmistir.

Sekil 3.1 : BHI agar besiyerinde S. zooepidemicus gelisimi.

Sekil 3.2 : TSA agar besiyerinde S. zooepidemicus gelisimi.
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Sekil 3.3 : TSA+Glikoz agar besiyerinde S. zooepidemicus gelisimi.

Sekil 3.4 : TSA+BHI agar besiyerinde S. zooepidemicus gelisimi.
3.2 Sicaklik Tolerans Limitlerinin Belirlenmesi

S. zooepidemicus'un inaktif olmasi i¢in 65°C'de etlivde inkiibasyona birakilan
orneklerin sonucuna bakildiginda, bakteri gelisimi gozlendi; bunun sebebi, 65°C'ye

konulan petrilerin etiiv igerisinde yavas 1sinip istenilen sicakliga ulasmamasi olabilir.

65°C'de su banyosunda inkiibasyona birakilan Orneklerin sonucunda, kontrol
tiipiinden yapilan ekimde bakteri gelisimi gozlenirken 1 ve 2 numarali tiiplerden

yapilan ekimlere bakildiginda bakteri gelisimi olmadig1 gézlemlendi.

55°C'de su banyosunda inkiibasyona birakilan orneklerin sonucunda; kontrol
tiiptinden yapilan ekimde bakteri gelisimi gozlemlenirken 1 ve 2 numaral: tiiplerden

yapilan ekimlere bakildiginda 30. ve 60. dakikalarda yapilan ekimlerde bakteri
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gelisimi  gozlemlenirken 90., 120., 150., 180. dakikalarda yapilan ekimlere
bakildiginda ise bakteri gelisimi gozlemlenmedi. 55°C'de bakteri gelisiminin
olmamasi i¢in Ornekleri 90 dakikadan daha fazla siirede inkiibasyona birakilmasi

gerektigi sonucuna ulasildi.

3.3 S. zooepidemicus Susunda Antibiyotik Duyarhliklarimin Belirlenmesi

Antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi i¢in yapilan bu ¢aligmada 27°C'de 48 saat
inkiibasyon sonucunda coklu disk igerisinde yer alan ve susun duyarli oldugu oldugu
bilinen tiim antimikrobiyal ajanlarin etrafinda zon olusumu gdzlenmistir. Olgiilen

zon degerleri Cizelge 3.1'de verilmistir. Calisma iki tekrarli olarak yapilmistir.

Cizelge 3.1 : Antibiyotik duyarlilik testi sonrasi zon ¢ap Ol¢timleri.

Antimikrobiyal ajan Zon Cap1 (mm)

Penisilin G 34
Levofloksasin 22
Teikoplanin 24
Vankomisin 20
Eritromisin 30
Tetrasiklin 28
Linezolit 32
Rifampisin 36

3.4 Fermantasyon Sartlariin Optimizasyonu

3.4.1 HA iiretiminde inokiilasyon yogunlugunun belirlenmesi

HA iiretimi igin en uygun inokiilasyon yogunlugunun belirlenmesi ¢calismasinda, 10
ve 10® kob/mL baslangi¢ konsantrasyonunda inokiilasyon yapildiginda fermantasyon
besiyerinin ortamdaki S. zooepidemicus tarafindan ¢ok hizli tiiketildigi belirlenmistir.
Buna gore c¢alismalar fermantasyonun baglangict sirasinda HA {iretimini daha net

gdzlemleyebilmek i¢in 10° kob/mL baslangic konsantrasyonunda devam ettirilmistir.

3.4.2 HA iiretiminde sicakhigin etKisi

Fermantasyonla HA {iretiminde sicaklik etkisinin incelendigi ¢aligmada, her bir pH
degerinde caligilan farkli sicaklik degerlerinin uygulanmasi sonucunda elde edilen

HA miktarlar Sekil 3.5'te gdsterilmistir.
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Sekil 3.5 : Farkli sicaklik degerlerinde HA iretimi. (a) pH 6,5'te farkl
sicakliklardaki HA miktarlari, (b) pH 7'de farkli sicakliklardaki HA miktarlari, (C)
pH 7,5'te farkli sicakliklardaki HA miktarlari, (d) pH 8'de farkli sicakliklardaki HA
miktarlari. n=3 tekrarli ¢calisilmstir.

Farkli sicaklik degerlerindeki HA {iretim miktarlarin1 gosteren Sekil 3.6
incelendiginde HA iretimi 32°C’de diisiik, 35°C ve 37°C’de yiikselmis ve daha

sonra en yiiksek sicaklikta (40°C) tekrar diisme seklinde bir egilim sergilemistir.
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Sekil 3.6 : Farkli sicaklik degerlerinde iiretilen HA miktarlarinin R programinda kutu
grafiginde gosterimi.
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En yiliksek degere 37°C'de pH 6,5'te goriilmesine karsin grafiklerin geneline
bakildiginda 35°C’de diger sicaklik degerlerine gore daha yiiksek HA elde edildigi
goriilmektedir. Ancak test edilen 4 sicaklik degerinde de elde edilen HA miktarlar
parametrik testle karsilastirildiginda istatistiki olarak ayni olduklar1 belirlenmistir
(Duncan Test, P>0,05). Gruplar parametrik olmayan test ile de karsilastirilmistir,
ancak gruplar arasinda onemli bir fark tespit edilememistir (Kruskal Wallis Testi,
P>0,05).

3.4.3 HA iiretiminde pH etkisi

Fermantasyonla HA {iretiminde pH etkisinin incelendigi ¢alismada, her bir sicaklik
degerinde c¢alisilan farkli pH degerlerinin uygulanmasi sonucunda elde edilen HA

miktarlar: Sekil 3.7'de gosterilmistir.

(a) (b)
]sicaklik 32°C | Sicaklik 35°C

(3]

o

o
1

HA (mg/200mL)

50 A1

_© (@)
Sicaklik 37°C . Sicakhk 40°C

HA(mg/200mL)

O T T T 1 T T T
6.5 7 7.5 8 6.5 7 7.5 8
pH pH

Sekil 3.7 : Farkli pH degerlerinde HA iretimi. (a) 32°C sicaklikta farkli pH
degerlerindeki HA miktarlari, (b) 35°C sicaklikta farkli pH degerlerindeki HA
miktarlari, () 37°C sicaklikta farkli pH degerlerindeki HA miktarlari, (d) 40°C
sicaklikta farkli pH degerlerindeki HA miktarlari. n=3 tekrarl calisilmistir.

Sekil 3.8'e bakildiginda, HA iiretimleri agisindan istatistiksel olarak herhangi bir
farkin olmadig1 belirlenmistir (Duncan Test, P>0,05). Ancak tiretimde asagi yonlii en

az varyans pH 6,5’te gézlemlenmistir.
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Sekil 3.8 : Farkli pH degerlerinde iiretilen HA miktarlarinin R programinda kutu
grafiginde gosterimi.

3.5 Fermantasyon Siiresince Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

Bakteri sayis1 belirlemek amaciyla seri diliisyon metodu uygulanarak 10 ve 10°
diliisyonlardan yapilan ekimler 27°C'de 48 saat inkiibe edildikten sonra agar lizerinde
olusan koloniler sayilmistir. Buna gore her bir deney grubunun, c¢alisilan

fermantasyon hacmine karsilik gelen bakteri sayilari hesaplanmustir.

Her bir sicaklik degerinde farkli pH degerlerinde zamana bagli olusan bakteri
sayilarm gosteren Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11 ve Sekil 3.12 incelendiginde
bakteri sayisi artisinin en yiiksek 37°C sicaklikta ve pH 7 degerinde oldugu

goriilmektedir.
25 1
$ 20 4 32°C
g 151 —s—pH6S
=
; 10 4 —a—pH 7
@
Z ——pH 75
S5 4
/ ——pH 8
O T T T T 1
1 2 3 N 5 6

Zaman (saat)

Sekil 3.9 : 32°C'de farkli pH degerlerinde zamana bagli olusan bakteri sayisi.
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Sekil 3.10 : 35°C'de farkli pH degerlerinde zamana bagli olusan bakteri say1si.
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Sekil 3.11 : 37°C'de farkli pH degerlerinde zamana bagli olusan bakteri sayisi.
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Sekil 3.12 : 40°C'de farkli pH degerlerinde zamana bagli olusan bakteri sayisi.

Her bir deney grubunda hesaplanan bakteri sayilar1 ve ol¢iilen HA miktarlar1 Sekil

3.13'te gosterilmistir.
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Sekil 3.13 : Bakteri sayilarina bagh karbazol yontemiyle belirlenen HA miktar
(mg/200 mL) degisimi. Bakteri sayilarina bagl karbazol yontemiyle belirlenen HA
miktar (mg/200 mL) degisimi. HA miktar1 ve bakteri sayis1 hesaplama 5. saatte
fermantasyon ortami igerisindeki her bir 6rnekten 1 mL alinarak 3 tekrarli ¢aligilip
ortalamalar1 alinmustir.
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4. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda S. zooepidemicus ile HA tiretiminde etkili oldugu bilinen kiiltiir
sartlarindan farkli pH ve sicaklik kosullar1 uygulanarak elde edilen HA miktarlar
karsilagtirillmistir. Ayrica farkli pH ve sicaklik kosullarinda S. zooepidemicus'un

¢ogalmasi aragtirilmigtir.

Tez ¢aligmasi1 kapsaminda fermantasyonla HA iiretimine pH etkisinin incelendiginde
HA iiretiminin pH 6,5 ve pH 7 degerlerinde pH 7,5 ve pH 8'e gore yiiksek oldugu
anlasilmistir. Sekil 3.8'deki sonuclara bakildiginda dort farkli pH degerindeki HA
tiretimleri karsilagtirlldiginda istatistiksel olarak herhangi bir farkin olmadigi
goriilmiistiir (Duncan Test, P>0,05). Bunun yaninda iiretimde en az varyans pH
6,5’de gozlemlenmistir. S. zooepidemicus ile kesikli fermantasyon sonrasi 3 L
fermentor igerisinde 2 L ¢alisma hacminde yapilan ¢alisma sonrasinda optimum HA
miktarmi pH 6,7+0,2 degerlerinde elde edildigi belirlenmistir (Johns ve dig, 1994). S.
zooepidemicus ile yapilan diger bir ¢alismada pH 6 ve pH 7,9 araliginda pH degeri
arttikca HA {iretiminin azaldig1 sonucuna ulasilmistir (Akasaka ve dig, 1988). Tez
caligmasinda S. zooepidemicus ile yaptigimiz calismadan ulagtigimiz sonug

literatiirde yapilan ¢aligmalarla da desteklendigi goriilmektedir.

S. zooepidemicus susu ile fermantasyonla HA iretiminde sicaklik etkisinin
incelendigi tez ¢alismasinin sonuglarina bakildiginda sicaklik degerlerinin 35°C ve
37°C oldugu sartlarda HA iiretiminin 32°C ve 40°C'ye kiyasla daha yiiksek oldugu
goriilmesine ragmen kullanilan farkli sicaklik degerleri arasinda istatistiki bir fark
bulunamamistir (P>0,05). HA diretiminde en az varyasyon 32°C ve 35°C
sicakliklarinda gozlemlenmistir. En yiliksek HA iiretiminin ise 37°C'de oldugu
sonucuna vartlmistir. S. zooepidemicus susu ile yapilan bir ¢caligmaya bakildiginda
1,5 L fermantasyon hacminde uygulanan fermantasyon sonucunda elde edilen HA
miktarinin diistik kiiltiir sicakliklarda (32°C ve 35°C) arttig1 ve daha yiiksek sicaklik
degerinde (40°C)'de azaldig1 rapor edilmistir (Armstrong ve Johns, 1997). Baska bir

calisgmada 125 mL hacimli erlenlerde 25 mL c¢alisgma hacminde gergeklestirilen

26



fermantasyon ile sicaklik 34°C 'den 40°C'ye cikarildiginda iiretilen HA miktarinin
azaldig1 belirtilmistir (Pan ve dig, 2015).

S. zooepidemicus ile HA fermantasyonu ¢alismasinda farkli pH ve sicaklik degerleri
uygulandiginda  fermantasyon  boyunca  kiiltiiriin ~ ¢ogalmasi1  belirlenip
karsilagtirnlmistir. 5 saatlik fermantasyon siiresince alinan Orneklerdeki bakteri
sayilart hesaplandiginda, tim deney gruplarinda 2. saatten 5. saate kadar bakteri

sayilarinda artis oldugu belirlenmistir.

5,11, 12, 14 no'lu deney gruplarinda 5. saatte alinan drneklerden yapilan ekimlerden
sonra i¢ ice girmis kolonilerin varlifindan dolay1 bakteri sayilari hesaplanamamustir.
Sekil 3.10, 3.11 ve 3.12°de yalnizca 5, 11, 12, 14 no'lu deney gruplarinin 5. saatteki
bakteri sayimlarma yer verilmediginden bakteri sayisi artisi 4. saatteki bakteri
sayilarina gére yorumlanmistir. 32°C, 35°C, 37°C, 40°C sicaklik degerlerinde olusan
bakteri sayilar1 karsilastirildiginda en yiliksek bakteri sayisina 37°C'de ulasildigi
belirlenmistir. Sicaklik arttik¢a olusan bakteri sayisinin da arttigi goriillmektedir.
Literatiire bakildiginda bu sonucun S. zooepidemicus gelisimi i¢in en uygun sicaklik
degeri oldugu gorillmektedir (Johns, 1994). S. zooepidemicus kullanilarak
biyoreaktorde 2,5 L fermantasyon hacminde bir ¢alisma yapilmis ve sicaklik degeri
37°C'den 30°C'ye diisiirtildiigiinde bakteri biliylime hizinin diistiigii belirtilmistir
(Jagannath ve Ramachandran, 2010). Tez c¢alismasinda S. zooepidemicus ile
yaptigimiz c¢alismadan ulastigimiz sonug literatiirde yapilan caligmalarla da

desteklenmektedir.

pH 6,5, pH 7, pH 7,5 ve pH 8 degerlerinde olusan bakteri sayilar karsilastirildiginda
en yiiksek bakteri sayisina pH 8'de ulasildig1 belirlenmistir. Fermantasyon ortaminda
pH degerinin ylikselmesiyle mikrobiyal biiyiimenin pozitif yonde etkilendigi
goriilmiistiir. Pan ve dig. (2017) tarafindan yapilan c¢alismada pH kontrolii
yapilmayan fermantasyon ortaminda pH degerinin 4,9 degerlerine diistiigii ve bu
diisiistin mikrobiyal biiyiimeyi olumsuz etkiledigi belirtilmistir. pH degeri 8'e
ayarlandiginda bakteri biiylime hizinin arttig1 rapor edilmistir (Pan ve dig, 2017).
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5. SONUC VE ONERILER

S. zooepidemicus ile HA iiretimi optimum HA iiretiminin pH 6,5 ve pH 7'de ve 35°C
ve 37°C sicakliklarda oldugu belirlenmistir. Fermantasyon ortamindaki bakteri sayisi
arttikca olusan HA miktarinin da arttig1 belirlenmistir. Her ne kadar bu calismada
gruplar arasinda bir fark bulunamamis ise de bu 1) ¢alisma dizayninin ¢aprazlama
olmasindan kaynakli, 2) fermantasyonun kesikli olmasindan kaynakli oldugu
diisiiniilmektedir. Eger tam bir fermantasyon siireci tamamlanirsa gruplar arasindaki
farkin daha da belirginlesmesi kuvvetle muhtemeldir. Bundan sonraki ¢aligmalarda
fermantasyon uygulamalarinda yukaridaki degerler 1s1ginda tam fermantasyon

uygulamalar1 gergeklestirilecektir.
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