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Streptococcus zooepidemicus ILE HYALURONIK ASIT URETIMINDE TATLI
PATATES (Ipomoea batatas) EKSTRAKTI VE URIDIN KULLANIMI

OZET

Calismanin amaci Streptococcus zooepidemicus bakterisi ile HA iiretiminde |. batatas
ekstrakti kullannomi1 ve iridin ilavesinin {iretime etkisinin olup olmadiginin
belirlenmesidir. Tez ¢alismasi kapsaminda tam kontrollii (%20 doymuslugun tizerinde
optimal O, seviyesi, 37 °C sicaklik, 6,5 pH degeri, 150 rpm karigtirma hiz1) paralel
fermentor sistemi ile ¢alismalar gergeklestirilmistir. HA miktarlar1 karbazol
yontemiyle belirlenmistir. Calismada 0,1, 1, 8, 10, 13,21 ve 30 g/L |. batatas ekstrakti
konsatrasyonlar1 ile HA iretilmistir. Belirlenen optimum |. batatas ekstrakti
konsantrasyonu kullanilarak optimum iiridin orani i¢in 1 L besiyerine 0,75, 1,5, 2,50,
4,25, 6,75 mL f{iridin ilavesi ile HA iiretim seviyeleri karsilastirilmistir. Kontrol
grubunda ise glikoz kullanilarak HA {iretimi gerceklestirilerek 1. batatas ekstrakti
kullanilarak elde edilen HA miktarlari ile karsilastirilmistir. Fermantasyon siireleri
sonunda sistemden alinan numunelerin 550 nm’de absorbans Ol¢limleri yapilarak HA
standart egrisi ile iiretilen HA miktarlar1 hesaplanmistir. Uridin ilaveli 1. batatas
ekstrakt1 kullanilarak gerceklestirilen mikrobiyal HA tiretimi tridin ilaveli glikoz
kullanilarak gerceklestirilen mikrobiyal HA {iretimi ile karsilastirilmis ve sonuglar
arasinda anlamli bir fark oldugu gorilmiistiir (Mann Whitney U Test, P=0,02857). HA
tiretiminde karbon kaynagi olarak |. batatas esktrakti ve tiridin kullanimiyla HA iiretim
verimini arttirmak mimkiin olmustur. Ancak |. batatas ekstrakti ve iridin
kullaniminda fermantasyon kosullarinin etkisi spesifik olarak bilinmemektedir.
Gelecekteki ¢alismalar |. batatas ektrakti ve tiridin kullanimiyla HA {iretiminde
fermantasyon kosullarinin etkilerine odaklanmaktadir.

Anahtar kelimeler: Hyaluronik Asit, Fermantasyon, Ipomoea batatas, Uridin,
Streptococcus zooepidemicus
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USAGE OF SWEET POTATO (Ipomoea batatas) EXTRACT AND URIDIN IN
HYALURONIC ACID PRODUCTION BY Streptococcus zooepidemicus

SUMMARY

The aim of the study is to determine whether the use of I. batatas extract in the
production of HA with Streptococcus zooepidemicus bacteriaand whether the addition
of uridine has an effect on production. Within the scope of the thesis, studies were
carried out with a fully controlled (optimal O level above 20% saturation, 37 °C
temperature, 6.5 pH value, 150 rpm mixing speed) parallel fermenter system. HA
amounts were determined by carbazole method. In the study, HA was produced with
0.1, 1,8, 10, 13, 21 and 30 g/L I. batatas extract concentrations. HA production levels
were compared with the addition of 0.75, 1.5, 2.50, 4.25, 6.75 mL uridineto 1 L
medium for optimum uridine ratio by using the optimum I. batatas extract
concentration. In the control group, HA production was performed using glucose and
the amount of HA obtained using I. batatas extract was compared. At the end of the
fermentation period, the absorbance measurements of the samples taken from the
system at 550 nm were made and the amount of HA produced with the HA standard
curve was calculated. Microbial HA production using uridine-added I. batatas extract
was compared with microbial HA production using uridine-added glucose, and a
significant difference was found between the results (Mann Whitney U Test,
P=0.02857). It was possible to increase HA production efficiency by using I. batatas
extract and uridine as carbon source in HA production. However, the effect of
fermentation conditions on the use of I. batatas extract and uridine is not known
specifically. Future studies focus on the effects of fermentation conditions on HA
production using I. batatas extract and uridine.

Keywords: Hyaluronic Acid, Fermentation, Ipomoea batatas, Uridine, Streptococcus
zooepidemicus
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1. GIRIS

1.1 Tezin Amaci

Hyaluronan adiyla da bilinen hyaluronik asit (HA), tekrarlanan disakkarit birimlerden
olusan dallanmis bir glikozaminoglikandir (Kuo ve dig, 1991). Essiz biyolojik ve
fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle HA cesitli tibbi, farmasotik, gida ve kozmetik
uygulamalar i¢in ideal biyomalzemeler arasinda yer alir (Fallaraca ve dig, 2018).
Onemli bir makromolekiil olmasi ve yaygin kullanim alan1 sebebiyle hyaluronik asit
ihtiyaci her gegen giin artmaktadir (Chong ve dig, 2005; Vazquez ve dig, 2015).
Hyaluronik asidin 2016 yilinda 7,2 milyar dolar bir pazar hacmine sahip oldugu
bilinmektedir. 2025 yilina kadar ise 15,4 milyar pazar hacmine ulagmasi
beklenmektedir (Fallaraca ve dig, 2018). HA’nin kilogram degeri ise degisen
uygulama alalar1 dogrultusunda 2.000 ile 60.000 ABD dolar1 arasinda degismektedir.
Genis bir kullanim alanina sahip olmasina ragmen iiretim siirecinde goriilen zorluklar

nedeniyle yiiksek tiikketim fiyatlarina sahiptir (Girgin, 2019).

Bu c¢alismada, hyaluronik asit lretiminde genel tiretici oldugu bilinen S.
zooepidemicus bakterisi ile 0,1, 1, 8, 10, 13, 21, 30 g/L I. batatas ekstraktiile 1 L
besiyeri bilesimine 0,75, 1,5, 2,5, 4,25 ve 6,75 mL iiridin ilavesi kullanilarak I. batatas
ekstraktt ve {iiridin i¢in optimum oranlarin belirlenmesi amag¢lanmaktadir. Tam
kontrollii paralel fermantasyon sistemiyle birim zamanda |. batatas ekstrati ve tiridin

ilavesi ile mikrobiyal HA iiretiminin artirilmasi hedeflenmistir.

1.2 Hyaluronik Asit Teknolojisinin Gelisimi

Hyaluronik asit (HA) ilk kez 1934 yilinda Karl Meyer ve John Palmer (1934)
tarafindan izole edilmistir. Meyer ve Palmer, s1g1r géziiniin vitr6z kismindan bir amino
seker ve bir lironik asit igeren yeni bir polisakkaridi izole etmisler ve “hyaloid” (camsi,
cam gibi, seffaf) ve “iironik asit” terimlerinin birlesmesi sonucu olusturduklar
“hyaluronik asit” adin1 vermislerdir (Fallaraca ve dig, 2018; Necas ve dig, 2008).

HA’nin ticari olarak kullanimi ise ilk kez 1942 yilinda Endre Balazs tarafindan unlu



mamiillerde yumurta aki yerine HA kullanmak icin yapilan patent bagvurusu ile
ger¢eklesmistir. Hyaluronanin insanlar igin ilk tibbi uygulamasi ise 1950'lerin
sonlarinda g6z ameliyati sirasinda vitreus ikamesi olmustur. Kullanilan hyaluronan ilk
olarak insan gobek kordonundan (Meyer ve Palmer, 1934) ve kisa bir siire sonra da
horoz ibiklerinden yiiksek oranda saflastirilmis ve yiiksek molekiiler agirlikli bir
formda izole edilmistir (Meyer ve Palmer, 1934). HA daha sonra bir¢ok kaynaktan
izole edilmis ve fizikokimyasal yap:1 6zellikleri ve biyolojik rolii ¢ok sayida

laboratuvarda incelenmistir (Necas ve dig, 2008).

1.3 Hyaluronik Asidin Onemi ve Uygulama Alanlar

HA, omurgalilarin epitel, bag ve sinir dokularinda dagilan glikozaminoglikanlar
(GAG) adi verilen bir grup heteropolisakkarite ait dogal ve dallanmamis bir
polimerdir. Hyaluronik asit (HA), insan ve hayvanlarin tiim dokularinda
bulunmaktadir. HA, tiim tiirlerde ve tiim doku tiirlerinde ayni1 kimyasal yapiy1 paylasir.
Hyaluronik asit biyouyumluluk, hidrofilisite, viskoelastisite, nem tutma kabiliyeti gibi
biyolojik ve fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir. Bu 6zellikleri nedeniyle ilag salinimu,
yara tedavisi, kozmetik ve doku miihendisligi gibi pek ¢ok kullanim alanina sahiptir

(Sekil 1.1) (Fallaraca ve dig, 2018).

Besin
takviyesi
Kanser -
tedavisi Oftalmoloji
Doku Hyaluronik
i isli i Yara
mithendisli asit kullanim tedavisi

gi alanlar

Ortopedi

Sekil 1.1 Hyaluronik asit kullanim alanlar1 (Fallaraca ve dig, 2018)



1.4 Hyaluronik Asit Yapisi

1.4.1 Hyaluronik asidin kimyasal yapisi

Hyaluronik asit disakkarit bir yapiya sahiptir ve D-glukuronik asit ve D-N-asetil
glukozamin seker molekiillerinin sirasiyla B-1,4 ve [B-1,3 glikozidik baglarla
baglanmasiyla olusur. Hyaluronik asit yapisina dair yapilan arastirmalar polar
olmayan hidrofobik ve polar hidrofilik zincirlerden dolay1 sarmal bir yapiya sahip
oldugunu gostermektedir. HA'nin kimyasal yapisinda hidrojen atomlari polar olmayan
ozellikler gosterirken, yan zincirler polar 6zellikler gosterir (Sekil 1.2) (Buldag, 2020;
Fallaraca ve dig, 2018). Ek olarak, HA ¢ok yiiksek bir molekiiler agirliga (HMW, 108
Da) ulasabilmektedir (Knopf-Marques ve dig, 2016; Fraser ve dig, 1997; Girish ve dig,
2007). HA'min yiiksek molekiiler agirliga sahip olmasi, fonksiyonlar1 ve uygulama
alanlar1 acisindan oldukg¢a 6nemli bir parametredir. Bu 6zellik, HA’nin viskoelastik
ozelligini ve nem tutma kabiliyetini arttirmaktadir. Bu sebeple HA oftalmoloji,
ortopedi, kozmetik gibi alanlarda tercih edilen bir malzeme olarak 6ne ¢ikmaktadir

(Armstrong, 1997).

D-glukuronik N-asetil-D-

asit glukozamin
A OH ol
oo/ \7_,,,”‘\1/\\\/_ _..;-- Hidrojen baglan
H NH
1‘4\
e H
B (8]

Hidrofobik kisim
Hidrofilik grup

Sekil 1.2 A: HA disakkarit biriminin kimyasal yapisi. B: Tetrasakkarit HA yapisi,
hidrofilik fonksiyonel gruplar maviyle, hidrofobik kisimlar sariyla ve hidrojen baglar
yesil kesikli ¢izgiyle gosterilmistir (Fallaraca ve dig, 2018).



1.4.2 Hyaluronik asidin ¢ozelti yapisi

Fizyolojik bir ¢6zeltide, bir hyaluronan molekiiliiniin omurgasi, disakkaritin kimyasal
yapisi, i¢ hidrojen baglar1 ve c¢oziicii ile etkilesimlerin bir kombinasyonu ile
sertlestirilir. Hyaluronan ¢ozeltileri cok sira disi reolojik 6zellikler gosterir ve asir
derecede kaygan ve ¢ok hidrofiliktir. Cozeltide hyaluronan polimer zinciri,
genisletilmis, rastgele bir bobin seklini alir. Bu zincirler, olagandisireolojik 6zelliklere
katkida bulunabilecek ¢ok diisiik konsantrasyonlarda birbirleriyle karisirlar. Daha
yiiksek konsantrasyonlarda, ¢ozeltiler son derece yiiksek ancak kaymaya bagh
viskoziteye sahiptir. %1'lik bir ¢ozelti jole gibidir, ancak basing altina alindiginda
kolayca hareket eder ve kiiclik capli bir igne ile uygulanabilir. Bu nedenle “yapay
plastik” malzeme olarak adlandirilmistir. Hyaluronan c¢ozeltilerinin olaganiistii
reolojik 6zellikleri, onlar1 yaglayicilar olarak ideal kilar. Hyaluronanin birbiri boyunca
kayan doku yiizeylerinin cogunu ayirdigina dair kanitlar vardir. Bu arada hyaluronanmn
asirt kayganlastirici 6zelliklerinin, abdominal ve ortopedik cerrahiyi takiben

postoperatif adezyon olusumunu azalttig1 da gosterilmistir (Cowman ve dig, 2015).

1.5 Hyaluronik Asit Uretim Kaynaklari

Giiniimiizde hyaluronik asit iiretimi i¢in kullanilan iki yontem vardir. Bunlardan biri
geleneksel hayvan dokularindan ekstraksiyon yontemidir. Hyaluronik asit, sigir
gozlerinden ve horoz ibiklerinden elde edilir. Daha ¢ok tercih edilen diger bir yontem
ise bakteriyel fermantasyona dayanmaktadir. Gram-pozitif, grup A ve grup C
Streptokoklar, HA igeren koruyucu kapsiiller iiretir. Alternatif olarak, rekombinant
mikroorganizmalar, HA'nin molekiiler agirligin1 ve verimini arttirmak igin
tasarlanmaktadir (Boeriu ve dig, 2013). Biyomedikal ve kozmetik uygulamalarda HA
igeren lrlnlerin yart dmrii 6nemli bir parametredir ve lriiniin fizyolojik islevini
bozmadan uzun dmiirlii olmasi istenir. Bu nedenle yarilanma 6mrii daha uzun olan
IMDa (milyon Dalton) iizerinde yiiksek molekiiler agirliklt hyaluronik asitler tercih
edilmektedir. Yiikksek molekiiler agirlikli HA, hayvan dokusundan veya bakteriyel
fermantasyondan tretilebilir (Sekil 1.3) (Grupta ve dig, 2019).



Hyaluronik asit tiretim
yontemleri

Hayvan dokusundan

ekstraksiyon Bakteriyel fermantasyon

Horoz ibigi
Sigir eklem dokusu ] Streptokoklar

Sigirlarm cams1 cismi

Patojenik olmayan
— rekombinant
mikroorganizmalar

Sekil 1.3 Hyaluronik asit tiretim yontemleri (Grupta ve dig, 2019)
1.5.1 Hayvansal dokulardan hyaluronik asit ekstraksiyonu

Omurgalilarda goziin cams1 gévdesi, horoz ibikleri, gobek kordonu, eklem sivisi,
domuz derisi, tavsan perikard sivisi ve kopekbaliklarinin kikirdaklar1 ve sigirlarin
vitreus hiimorii gibi hemen hemen tiim dokular1 hyaluronik asit igerir. Horoz ibikleri,
hayvan dokularindan HA tretmek icin geleneksel ekstraksiyon yonteminde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Genellikle hayvan dokularinda bulunan HA, yiiksek
molekiiler agirliga ve yiiksek konsantrasyona sahiptir. Ornegin, horoz ibigi gram
basina 7,5 mg HA igermektedir (Selyanin ve dig, 2015). Ekstraksiyon yontemi ile HA
tiretiminde doku, nihai iriiniine ulagsmak i¢in homojenizasyon, ekstraksiyon ve
saflagtirma gibi birka¢ asamadan geger. Homojenizasyon ve ekstraksiyon islemlerinde
papain, pepsin, pronaz ve tripsin gibi enzimler kullanilir. Daha sonra negatif yiiklii
hyaluronik asit, setilpiridinyum kloriir gibi pozitif yiiklii ylizey aktif madde eklenerek
cokeltilir. Alternatif olarak ¢okeltme, organik ¢oziiciiler veya deterjanlarla yapilabilir
(Schiraldi ve dig, 2010). Son asamada, safsizliklar1 ve diger kalintilar1 gidermek igin
ultrafiltrasyon, steril filtrasyon ve kromatografi kullanilir. Nihai iiriin toz, ¢ozelti, lif
veya graniil formda olabilir (Gaffney ve dig, 2009). HA'nin hayvan dokularindan
ekstraksiyonu yaygin olarak kullanilmasina ragmen bazi dezavantajlart ve
sinirlamalar vardar. ilk olarak ekstraksiyon prosesi, zaman alic1 oldugundan ve biiyiik
iiretim tesisleri gerektirdiginden, ogiitme, asitle muamele ve tekrarlanan organik

solvent ekstraksiyonu gibi farkli asamalardaki zorluklardan dolay1 teknik sinirlamalara
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sahiptir. Ikincisi, ekstraksiyon yontemindeki kontrolsiiz bozulma, verimi olumsuz
etkiler ve hyaluronanin polidispersitesini arttirir. Diger bir problem ise tirtinde hiicresel
proteinlerin bulunmasidir. Ayrica hayvan dokusundan fretilen HA virisler
icerebileceginden viriis istilasi, safsizliklar ve enflamatuar reaksiyonlar gibi potansiyel
kontaminasyon riski vardir. Ornegin kus gribi gibi hastaliklar tiirler arasi viral
enfeksiyon riski tasir (Selyanin ve dig, 2015). Zaman alic1 ekstraksiyon prosesi,
kontrolsiiz bozulma ve kontaminasyon riski sebebiyle genellikle mikrobiyal HA

iiretimi tercih edilmektedir (Sze ve dig, 2016).

1.5.2 Mikrobiyal kaynakli hyaluronik asit iiretimi

1960'1 yillarda hayvan dokusundan {iretilen hyaluronik asidin istenmeyen proteinler
icerdigi ve insanlarda alerjik iltihaba neden oldugu tespit edildikten sonra mikrobiyal
hyaluronik asit iiretimi gelistirilmeye baslanmistir. (Boeriu ve dig, 2013). 1980’1
yillarin bagsindan beri S.equi ve S. zooepidemicus gibi grup C streptokoklarindan HA
iiretimi ger¢eklesmektedir (Deangelis, 1996). HA iiretiminde yaygin olarak kullanilan
sus, uygun kiiltiir kosullar1 altinda 6-7 g/l HA iiretebilen S. zooepidemicus'tur. (Liu ve
dig, 2011). Bunun yan1 sira Bacillus, Agrobacterium, Escherichia coli ve Lactococcus
gibi rekombinant mikroorganizmalar da mikrobiyal HA iiretiminde kullanilmaktadir
(Lych ve dig, 2019). Gilinlimiizde mikrobiyal HA iiretimi i¢in Streptokoklar veya
gilivenli rekombinant mikroorganizmalar kullanilmaktadir (Boeriu ve digerleri, 2013;

Schiraldi ve digerleri, 2010).

1.6 Biyosentetik Yolak

HA sentezinden Streptococcus'taki has operonunun ekspresyonu sorumludur. has
operonu {izerinde hasA, hasB ve hasC genleri bulunur. Bu genler tarafindan sirasiyla
hyaluronat sentaz, UDP-glikoz dehidrojenaz ve UDP-glikoz pirofosforilaz enzimleri
kodlanir (Yamada ve Kawasaki, 2005). Streptokoklarin laktik asit bakterileri olmasi
sebebiyle, seker kaynaginin %90'1 bazi durumlarda homolaktik fermantasyonla laktata
dontstiriliir. Karigik asit fermantasyonuyla ise format, asetat ve etanol tretilir.
Hyaluronik asit sentezinde kullanilan 6nciiler peptidoglikan, teikoik asit ve antijenik
duvar polisakkaritlerinin olusumu icin yapisal bilesenlerini saglayarak hiicre

biliylimesinde gorev alir. Bu ylizden HA sentezi ve hiicre biiyliimesi arasinda bir rekabet

s6z konusudur (Chong, 2005; Pires, 2010).
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Sekil 1.4 Streptokoklarda HA i¢in biyosentetik yolak (Girgin, 2019)

1.7 Bakteri Kaynakl Hyaluronik Asit Uretiminde Fermantasyon Stratejileri

Bakteri kaynakli hyaluronik asit iiretiminde bakteri se¢imi, besiyeri tercihi ve
fermantasyon kosullarinin optimizasyonu olduk¢a onemlidir. Hyaluronik asit
iiretiminde iiretimi etkileyen paramatreler ile ilgili farkli bakteri suslar1 ile pek ¢ok
calisma yapilmis ve ¢alisma sonuglar1 incelenip rapor edilmistir. A grubu hemolitik
streptokoklardan ilk olarak yaklasik 100 mg/L HA elde edilmistir (Holmstrom, 1967).
Bakteri fermantasyonu ile hyaluronan iiretimi, 20. yiizy1lin son yirmi yilinda olgun bir
teknolojiye doniismiistiir. A ve C grubu streptokoklar ile HA verimini ve kalitesini
artirmak icin kiiltiir ortam1 ve yetistirme kosullarinin optimizasyonu kullanilarak.

fermantasyon yoluyla tiretilen HA miktar1 6-7 g/L’ye ¢ikmistir (Boeriu ve dig, 2013).

1.7.1 Bakteri tiirii se¢imi

Pasteurella multocida ve Gram pozitif Streptococcus Grup A ve C gibi baz1 bakteriyel
patojenler HA zincirleri iiretebilir ve salgilayabilir (Oliveira ve dig, 2016).
Streptokoklar, biiyiik bir hiicre dis1 kapsiille ¢evrili biiylime 6zelligine sahip, spor
olusturmayan ve hareket etmeyen Gram pozitif bakterilerdir (Yamada ve Kawasaki,
2005). Streptococci'nin gesitli vahsi tip suslari, Streptococcus equisimilis, S. pyogenes
ve S. uberis gibi HA iiretebilir. Ancak bunlar arasinda Streptococcus equi subsp. equi
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ve S. equi subsp zooepidemicus yaygin olarak kullanilanlardir (Oliveira ve dig, 2016).

Bu nedenlerle bu ¢alismada da S. zooepidemicus kullanilmistir.

1.7.2 Besiyeri tercihi

Bakteriyel kaynakli HA iiretiminde, besiyeri tercihi hem Streptokoklarin gelisimi hem
de HA sentezi i¢in oldukca dnemlidir. Bu nedenle tercih edilen besiyeri gerekli temel
bilesimlerden olusmalidir. Genel olarak, Streptococcus cinsine ait bir
mikroorganizmayi inkiibe etmek i¢in besiyeri ortami, eser elementlerden bir karbon
kaynagi, bir nitrojen kaynagi, bir inorganik tuzdan olusur. Karbon kaynagi olarak
nisasta, glikoz, siikkroz ve galaktoz kullanilabilir (Park ve dig, 1996). Azot kaynagi
olarak ise amonyum siilfat, amonyum nitrat, sodyum nitrat, kasamino asit, maya 0z,
pepton, tripton vb. kullanilabilir (Park ve dig, 1996). Karbon kaynagi olarak
keciboynuzu meyvesini igeren fermantasyon ortaminin kullanildigi bir tez
calismasinda optimum besiyerinde ¢alkalamali inkiibatérde 2.60 g/L hyaluronik asit
iiretilmistir (Ozcan, 2020). Literatiirde yer alan baska bir ¢alismada iiretim ortaminda,
glikoz yerine siikroz, fruktoz, ksiloz, maltoz, laktoz, nisasta ve galaktoz olmak lizere
yedi farkli karbon kaynagi kullanilmis ve fruktozun (658 mg/L) umut verici oldugu
bulunmustur (Kotra ve dig, 2013).

1.7.3 Uretim kosullar:

Kiiltiir kosullar1 (pH, sicaklik, ¢alkalama hizi) mikrobiyal HA iiretimini nemli 6l¢iide
etkiler (Liu ve dig, 2011). Bunun yani sira dogru bakteri ve besiyeri se¢imi de HA
verimiiizerinde etkilidir. HA {iretimi i¢in uygun bir siire¢ gelistirmek ekonomik agidan
biiylik 6nem tasir. Uygun besiyerini kullanmak ve kiiltiir kosullarinin optimizasyonu

HA molekiiler agirligini yiikselterek verim artis1 saglayabilecektir (Chen ve dig,

2009).

1.7.3.1 Fermantasyon yontemleri

HA diretimi icin kesikli, kesikli beslemeli ve siirekli fermantasyon yontemleri
kullanilmaktadir. HA iiretimi i¢in yaygin olarak kesikli fermantasyon yontemi tercih
edilir. Kesikli fermantasyon kiiltiir ortaminda, fermantasyon sirasinda baslangigta
kullanilan ortama yeni besin bilesenlerinin eklenmedigi ve ortamdan da uzaklastirma
yapilmadigi kiiltivasyon islemi olarak tanimlanir (Karasu, 2021). Literatiirde farkl

proses tiirleri ile yapilan caligsmalar mevcuttur. Proses tiirleri icin literatiirdeki



calismalar incelendiginde kesikli kiiltiir calismasinda yar1 kesikli ve siirekli proseslere
gore en yiiksek diizeyde verimliligin elde edildigi belirlenmistir. (Liu ve dig, 2008a).
S. zooepidemicus ile HA iiretimi gergeklestirilen bir ¢alismada kesikli kiiltiir ve yari
kesikli prosesin kombinasyonu kullanilmis ve HA iiretiminin %32 oraninda arttig
belirtilmistir (Liu ve dig, 2008c). Bu nedenlerle bu ¢alismada kesikli fermantasyon

yontemi uygulanmistir.

1.7.3.2 pH

Fermantasyonla HA {iretimi sirasinda laktik asitten kaynaklanan karboksilik asitlerin
ortamda birikmesi sebebiyle {iiretim siireci boyunca pH degerinde diisiis
gozlenmektedir. pH degerinde goriilen diisiis, mikrobiyal biyokiitleyi ve HA {iretimini
olumsuz etkilemektedir. pH degerini optimum degerlere ayarlayarak HA tiretimini
arttirmak miimkiindiir (Lu ve dig, 2016; Liu ve dig, 2011). Anaerobik kosullarda S.
zooepidemicus ile yapilan bir ¢alismada HA tiretimi i¢in optimum pH degeri 6,7+0,2
olarak belirtilmistir (Johns ve dig, 1994). S. zooepidemicus ile HA iiretiminin
incelendigi bagka bir ¢alismada optimum pH degeri 7 olarak belirlenmistir (Johns ve
dig, 1994; Kim ve dig, 1996). Literatiirde yer alan bir tez calismasinda S.
zooepidemicus ile HA iiretiminde pH 6,5 ve 7 degerlerinde pH 8 degerine gore daha
fazla HA elde edilmistir (Girgin, 2019). Bu nedenlerle bu ¢calismada 6,5 pH degerinde

fermantasyon gergeklestirilmistir.

1.7.3.3 Karistirma hiza

Bakteri kaynakli HA {iretimi viskoz bir igslemdir. Bu nedenle fermantasyon ortaminin
karistirilmasi HA iiretim siirecine 6nemli 6lgiide etki etmektedir. Karistirma hizinin
ylikseldigi durumlarda yiliksek karistirma hizi sonucunda ortamdaki hiicrelerin
parg¢alanmasi ile HA {iretiminde bir miktar diisiis yasanmaktadir (Hasegawa ve dig,
1999). S. zooepidemicus ile HA {iretimi i¢in yapilan bir calismada karistirma hizi 200
rpm olarak kullanilmistir (Liu ve dig, 2009). S. zooepidemicus ile yapilan bagka bir
calismada ti¢ farkli karistirma hizinda (100 rpm, 150 rpm, 200 rpm) calisiimig ve
optimum deger 100 rpm olarak belirlenmistir (Pan ve dig, 2015). Bu ¢alismada 150

rpm karistirma hizinda fermantasyon uygulamalar1 gergeklestirilmistir.



1.7.3.4 Sicakhik

Hiicre i¢i enzimlerin mikroorganizmalardaki katalitik aktivitesi esas olarak sicaklik
tarafindan belirlenir ve sicaklik degisiminin mikrobiyal biiylime ve {iriin sentezi
izerinde 6nemli bir etkisi vardir. Optimum sicaklik ile enzimler yiiksek oranda calisir
ve mikroorganizmalarin maksimum biiyiimesini saglar (Liu ve dig, 2018). Sicaklik
degisiminin mikrobiyal biiyiime ve iirlin sentezine etkisi sebebiyle literatiirde optimum
sicaklik degerinin arastirildigi ¢esitli calismalar mevcuttur. Sicakligin HA iizerine
etkisinin arastirildigi bir ¢alismada S. zooepidemicus ATCC 39920 kullanilmis ve
sicaklik 34°C, 37°C ve 40°C degerlerinde tutulmustur. Calismanin sonunda optimum
sicaklik degeri 37 °C olarak belirtilmis ve 0.787 g/L HA elde edilmistir. 40 °C degerine
ciktiginda ise HA iiretim miktar1 azalmistir (Pan ve dig, 2015). S. zooepidemicus
kullanilarak 2.5 L fermantasyon hacminde yapilan bir calismada sicaklik degeri
37°C'den 30°C’ye diisiiriilmiis ve bakteri biiyiime hizinin diistigli belirtilmistir
(Jagannath ve Ramachandran, 2010). S. zooepidemicus ile hyaluronik asit {iretiminde
optimum kosullarin belirlenmesine yonelik yapilan ¢alismada sicaklik degerlerinin
35°C ve 37°C oldugu sartlarda HA iiretiminin 32°C ve 40°C'ye kiyasla daha yiiksek
oldugu gozlenmigstir. En yiiksek HA iiretiminin ise 37°C'de oldugu belirlenmistir

(Girgin, 2019).

1.7.3.5 Coziinmiis oksijen

Fermantasyon ortami viskoz bir karisim oldugu i¢in ihtiya¢ duyulan oksijenin alimi
zorlagmaktadir. Bu nedenle siire¢ boyunca ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu 6nemli
bir parametredir (Duan ve dig, 2008). Oksijen transferinin HA tiretiminde 6nemli rol
aldig1 yapilan caligmalarla da belirtilmistir (Oliveira ve dig, 2016; Huang ve dig,
2006). S. zooepidemicus (ATCC 39920) ile HA iiretimine ¢bziinmiis oksijen
miktarinin etkisinin incelendigi bir ¢alismada ¢6zlinmiis oksijen konsantrasyonunun
kritik degerinin %5 oldugu belirlenmis ve HA {iretiminin bu degerin altinda olumsuz
etkilendigi belirtilmistir (Oliveira ve dig, 2016). 2 L ¢calisma hacminde gerc¢eklestirilen
baska bir calismada ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu %50 oldugunda maksimum HA

iiretimi elde edilmistir (Huang ve dig, 2006).
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1.8 Karbon Kaynagi Olarak |. batatas

Mikroorganizmalar (mayalar, kiifler veya bakteriler), asitler, gazlar, alkol veya baska
bir sey gibi yeni organik bilesikler iretmek i¢in sekeri kullanir. Bu metabolik siirece
“fermantasyon” denir. Kullanilan fermantasyon sisteminden bagimsiz olarak,
mikroorganizmalar enerji elde etmek ve organik bilesikler tiretmek i¢in biiylik ve
kii¢iik beslenmeye ihtiya¢ duyarlar. Karbon ve nitrojen kaynaklari temel beslenme
gereksinimleri olarak siniflandirilabilir. Mikroorganizmalar enerji elde etmek igin
karbon kaynaklarina ve hiicre materyalleri ve bilesenleri liretmek i¢in nitrojen
kaynaklarina ihtiya¢ duyarlar. Ancak endiistriyel fermantasyon prosesleri i¢in
ekonomik olarak etkili degildir. Bunedenle yiiksek miktarda HA elde etmeyi miimkiin

kilan farkli karbon kaynaklar1 kullanilir (Yatmaz ve Turhan, 2018).

Ucuz ve kolay bulunabilen bir tarim {irlinii olan |. batatas, endiistriyel fermantasyon
i¢in uygun bir hammadde olan biiyiik miktarda nisasta igerir (Wu ve dig, 2009). Tath
patates posasinin kuru agirligi %43,5 nisastadan olusur (Takamine ve dig, 2019). Tath
patates kokiinde ise kuru maddenin yaklasik %80'ini nisasta olusturmaktadir (Wang
ve dig,2016). S. zooepidemicus ile yapilan bir ¢alismada karbon kaynagi olarak nisasta
ile ortam gelistirilmis ve HA konsantrasyonunun 6,7 g/L'ye ulastigi goriilmistiir
(Zhang ve dig, 2006). Bu nedenle I. batatas eksrati kullaniminin yiiksek miktarda HA
elde etmek i¢cin umut verici olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu sayede daha diisiik maliyet

ile daha yiiksek miktarda HA iretilebilir.

1.9 Uridin ilavesi

Hyaluronik asit ve glikozaminoglikanlar, amino sekerlerin biyosentetik yolundaki
mukopolisakkaritlerin biyosentezi yoluyla sentezlenir. Hyaluronik asit ve
glikozaminoglikan, ham madde olarak glikoz veya glikojen kullanilarak bir dizi
metabolik islemle sentezlenir. UTP'nin bir molekiilii sentez yolunda kullanilir ve UTP
seker tlirevlerinin biyosentezinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Yapilan bir
caligmada mukopolisakkarit sentezini artirmak i¢in UTP sentezi kaynagi olarak urasil,
tiridin, UMP, UDP ve iiridin tiirevlerinin kullanilabilecegi rapor edilmistir (Park ve
Hangyul, 2011).
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1.10 Hyaluronik Asit Miktar Analizi

Uronik asitlerin karbazol ile reaksiyonu (Bitter & Muir, 1962), cesitli organ ve
dokulardan ekstraksiyon ve saflastirma islemleri sirasinda polisakkaritlerin ve
proteoglikanlarin tahmin edilmesi i¢in en tatmin edici yontemlerden biridir (Cesaretti
ve dig, 2003). Yaygin olarak kullanilan karbazol metodunda temel prensip
karbonhidratlarin H,SO, veya HCI ile muamele edilip karbazol ile reaksiyona girerek

renk vermesidir (Song ve dig, 2009).

1.11 Hipotez

Yokluk hipotezi: Ho: Uridin ilaveli glikoz yada iiridin ilaveli I. batatas ekstraktinm

kullaniminin mikrobiyal HA iiretim veriminde bir fark yoktur.

Alternatif Hipotez: Uridin ilaveli glikoz yada iiridin ilaveli 1. batatas ekstraktinm

kullaniminin mikrobiyal HA {iretim veriminde bir fark vardir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

2.1.1 Bakteri kiiltiri

Bu caligmada HA iiretimini incelemek amaciyla Refik Saydam Hifzisihha Enstitiisii
Kiiltir Koleksiyonu’ndan (Ankara, Tiirkiye) temin edilen ve iiniversite stogunda

bulunan Streptococcus zooepidemicus bakterisi kullanilmistir.

2.1.2 Kimyasallar

Tez ¢aligmasinda kullanilan kimyasal malzemeler Cizelge 2.1'de verilmistir.

Cizelge 2.1 Kimyasallar

Malzeme Marka Katalog
Numarasi
Glikoz Applichem Al422
Maya 6ziitii Merck 1.03753.0500
Potasyum dihidrojen Merck 1.04873.1000
fosfat(KH,POy,)
Magneyum siilfat hepta Merck 1.05886.0500
hidrat (MgSQ,.7H,0)
Sodyum Hidroksit(NaOH) Merck 1.37041
Hidroklorik sit(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
Etil alkol ISOLAB 920.027
Sodyum dodesil siilfat Sigma 71725
Sodyum tetraborat Sigma 221732
Carbazol Sigma C5132
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2.1.3 Cihazlar

Bu calismada kullanilan cihazlar Cizgelde 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2 Cihazlar

Cihaz Ad1 Marka Model
Manyetik Stuart US152
Karistirici(Isiticilr)

Vorteks Karistirict  Stuart SA8

Terazi (Analitik) ~ Ohaus AX224
Santrifiij Beckman Coulter Allegra X30R
(Sogutmalr)

Mikroplaka Biotek Epoch
Okuyucu

Otomatik Pipet Thermo Scientific Finnpipette FLP Kit 4
Seti

Pipet Tabancas1 Thermo Scientific S1 Pipet

Etiiv MMM Medcente INCUCELL55
Su Banyosu VWR 462-0494
(Calkamali)

Otoklav Hirayama HV-85L
Biyogiivenlik Thermo scientific SAFE 2020/CLASSII
Kabini

UV Lambali Saf ~ Millipore Direct-Q 3 UV
Su Cihazi

Densitometre BIOSAN DEN-1B
Biyoreaktor TRL Instruments TRL-BIO
Sistemi

Azot tiipl Ozoto EGN1046
Hava Kompresorii  Puma PDN-30-1M
Inkiibator Mipro MCI 120
(Calkalamali)

Inkiibator Mipro MSI 250
(Sogutmali)

2.1.4 Besiyerleri

Tez calismasinda streptokok susunun aktivasyonu ve muhafazasi i¢in Beyin Kalp

Infiizyon brot besiyeri (BHI) (Merck) ve BHI agar (Merck) kullanilmistir.
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2.2 Metod

2.2.1 S. zooepidemicus aktif hale getirilmesi

Calisma kapsaminda kullanilan bakteri, -80°C’de derin dondurucuda stoklanan
Streptococcus zooepidemicus kiiltiirlerinden alinarak g¢ogaltilmistir. Aktiflesen S.
zooepidemicus deney siiresince kullanilmak iizere +4°C’de muhafaza edilmistir.
+4°C’de muhafaza edilen S. zooepidemicus susu ¢alismada kullanilmak {izere
otokavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilen BHI agara transfer edilip 37°C’de 24 saat

inkiibe edilmistir.

2.2.2 inokulasyon ortaminin hazirlanmasi

Inokulasyon ortami olarak 25 mL BHI Agar, 120°C’de 15 dakika siire ile otoklavda
steril edildikten sonra kullanilmistir. BHI agar iizerinde gelisen S. zooepidemicus tek
koloni alinip steril platin 6ze ile siv1 besiyerine transfer edilmistir. Erlen c¢alkalayici

inkiibatorde 150 rpm’de 24°C’de 24 saat inkiibasyona tabi tutulmustur.

2.2.3 Biyoreaktorde iiretim

Organizmalar tipik olarak maya veya hayvan 6zii, pepton ve serum igeren karmagik
bliyime ortamlarinin bir karisimi1 {izerinde biyiitilir. S. zooepidemicus
metabolizmasini incelemek amaciyla, konsantrasyonlar1 bilinen chemically defined
medium (CDM) glikoz, vitaminleri, eser elementleri ve aminoasitleri igermelidir. Bu
calisma S. zooepidemicus susu ile HA iiretimi i¢in yapilan bir tez ¢alismasina ait
bulgular dogrultusunda gergeklestirilmistir (Girgin, 2019). Tez ¢alisma kapsaminda
karbon kaynagi olarak biiyiikk miktarda nisasta igermesi sebebiyle endiistriyel
fermantasyon i¢in uygun bir hammadde olan I. batatas ekstrakti kullanilmistir (Wu ve
dig, 2009). Buna ek olarak ortamda iiridin eklenmesinin de HA verimine etkisi
incelenmistir (Park ve Hangyul, 2011). I. batatas ekstrakti, maya ekstrati,

MgS0..7H;0 ve tiridin ¢ozeltisi ayr1 ayr1 otoklavlanarak stok ¢ozeltiler hazirlanmistir.
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Cizelge 2.3 Fermantasyon besiyeri bilesimi (1 L i¢in)

Malzeme Calisilan Miktar
I. batatas ekstrakti 21 g/L

(tath patates)

Maya ekstrati 10 g/L

K2HPO4 2,50/L

NaCl 2,09/L
MgSQO,4.7H,0 1,50/L

Uridin ¢ozeltisi 2,5mL

Ayr1 ayr1 otovklanan malzemeler biyogtivenlik kabini i¢erisinde birlestirilmis ve 200
mL besiyeri olusturulmustur. Steril fermantasyon besiyeri (200 mL) steril biyoreaktore
biyogiivenlik kabini i¢ersinde aktarilmistir. Biyoreaktorde kullanilacak olan ¢ziinmiis
oksijen ve pH problari da 6nce etil alkole maruz birakilmis ve ardindan otovklanmis
saf su ile durulanarak steril hale getirilmistir. Fermantasyon biyomiihendislik
laboratuvarinda bulunan dortlii fermantasyon sistemi ile gerceklestirilmigtir.
Calismada kesikli fermantasyon kullanilmisve pH 6,5 degerinde sicaklikise 37 °C’de
sabit tutulmustur. Fermentasyon siiresince optimal O, seviyesi ise %20 doymuslugun

istiinde tutulmustur

2.2.4 |. batatas ekstraktinin hazirlanmasi

I. batatas ekstraktinin hazirlanmasi i¢in Pham ve arkadaslar1 tarafindan uygulanan
protokol mindr degisikliklerle yapilmistir (Pham ve dig, 2019). Once tatl1 patatesler
yerel marketten temin edilmis ve yikanmistir. Yikanan patatesler ince ¢ubuklar halinde
kesilmis ve mikrodalgada 400 W ile 30 dakika kurutulmustur. Kurutma asamasinmn
ardindan |. batatas blender yardimiyla toz haline getirilmis ve elekten gegirilmistir.
Calismada kullanilacak ekstrakt belirlenen konsantrasyon degerlerine gore
hazirlanarak otovklanmistir. Cozelti biyogiivenlik kabini igerisinde steril filtre kagidi

ile filtre edilerek fermentasyon besiyeri bilesiminde kullanilmistir.

2.2.5 |. batatas ekstrakt oraninin belirlenmesi

Tez galismasi kapsaminda 0,1, 1, 8, 10, 13, 21 ve 30 ¢/L I. batatas ekstrakt
konsantrasyonlari kullanilmustir. S. zooepidemicus ile HA iiretimi igin yapilan bir tez
calismasi dogrultusunda fermantasyon siiresi 5 saat olarak gergeklestirilmistir (Girgin,

2019). Besinci saat sonunda sistemden numune alinmis ve en fazla HA elde edilen I.
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batatas ekstraksiyonu orani ekleme miktar1 belirlenerek takip eden c¢alismalarda

kullanilmastir.

2.2.6 Uridin orammmin belirlenmesi

Optimum iiridin degerini belirlemek i¢in yapilan ¢calismalarda 1 L besiyeri bilesimi
i¢in 0,75, 1,5, 2,5, 4,25 ve 6,75 mL iiridin ilaveleri kullanilarak HA iiretimi yapilmistir.
Calismada kullanilaniiridin ilavesi i¢in stok ¢ozelti hazirlanmistir. 4 gr iiridin, 50 mL

saf su ile tamamlanarak ¢ozelti haline getirilmis ve 0,2 um filtre ile sterilize edilmistir.

2.2.7 Fermantasyon siiresinin belirlenmesi

Optimal 1. batatas ekstrakt oraninin belirlenmesine yonelik yapilan ¢alismalarda
fermantasyon siiresi 5 saat olarak gergeklestirilerek, iiretilen HA miktarlan
karsilagtirilmigtir. Buna ek olarak HA iiretimi igin zamana yonelik ¢alismalar da
yapilmistir. Dokuz saatlik fermantasyon ¢alismasi gergeklestirilmis olup her saat basi
numune alinarak 550 nm’de absorbans dl¢timleri yapilarak HA standart egrisi ile elde
edilen HA miktarlar1 belirlenmistir. Calismada |. batatas ekstrakti, tiridin ilaveli I.
batatas ekstrakti, glikoz ve tiridin ilaveli glikoz kullanilmistir. I. batatas ekstrakti ve
glikoz konsantrasyonlar1 21 g/L olarak kullamlmistir. Uridin ilavesi 1 L besiyeri
ortamiigin 2,5 mL olarak belirlenmistir. Caligmanin sonucunda, saat basi toplam HA
uretimi istatistiksel olarak Kkarsilastirilarak optimum fermentasyon siiresi

belirlenmistir.

2.2.8 Glikoz ile HA iiretimi

I. batatas ekstrakti ve tiridinin optimum deger belirlenmesinin ardindan HA iiretimine
etkisini degerlendirmek i¢in kontrol grubunda glikoz ile HA iretimi
gergeklestirilmistir. Uridin ilaveli glikoz kullanimiyla elde edilen HA miktart ile {iridin

ilaveli I. batatas ekstrakti kullanimiyla elde edilen HA miktar1 karsilastirilmistir.

2.2.9 Fermantasyon siiresince bakteri sayisimin belirlenmesi

Yapilan fermantasyon uygulamalarinda bakteri sayilarini belirlemek i¢in ¢alismalar
yapilmistir. Fermantasyon siiresi sonlarinda alinan bakteri sayisinin belirlemek igin
seri dilisyon yontemi uygulanmistir. Her ferment6r 6rneginden 100 pl alinarak 900 pl
BHI brot igerisine aktarilmistir. (1:9) oraninda seyreltilerek 10°’¢ kadar diliisyon

devam ettirilmistir. Deney gruplarinda olusan bakteri sayisina gére 103, 10 ve 10°
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diliisyonlardan alinip BHI agar iceren petrilere 3 tekrarli olarak ekimler yapilmistir.

Petri kaplar1 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

2.2.10 Karbozal metoduyla HA miktar tayini

Bu calismada HA miktarini belirlemek i¢in Bitter ve Muir tarafindan ¢aligmasi yapilan
karbazol yontemi modifiye olarak kullanilmistir (Bitter ve Muir, 1962, Girgin 2019).
Fermantasyon siireci sonunda alinan numunelerden HA  miktar tayini
gergeklestirilmistir. HA miktarim1 hesaplamak igin literatiirde yer alan S.
zooepidemicus ile HA iiretimine yonelik yapilan bir tez ¢calismasinda elde edilen HA
standart egrisi kullanilmistir. Deney sirasinda Sekil 2.1°de gdsterilen bu standart egri

kullanilarak HA miktarlar1 belirlenmistir (Girgin, 2019).

0.7 - y = 0.7059x - 0.158
_ ) R*=0.998
s 0.6 1
g
= 054
=
g, 0.4 -
£ 03 -
=
£ 02 4
=
< (.1 4
-«
: 0 L L L) T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 | 1.2
OD (550 nm)

Sekil 2.1 HA standart egrisi (Girgin, 2019)

Karbazol yontemi i¢in fermantasyon siirecinin sonunda 6rnek alma aparati ile alinan
numunelerden 1 mL alinmis ve hacimce (1:1) oraninda %0, 1'lik sodyum dodesil siilfat
(SDS) ¢ozeltisi eklenmistir. SDS eklenen numuneler 4500 rpm'de 10 dakika santrifiy
edilmistir. Ardindan siipernatantlar alinip iizerlerine hacimce (1:3) oraninda etil alkol
eklenerek 4500 rpm'de 15 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatantlar uzaklastirilmis ve
geriye kalan pelletler otovklanmis saf suda ¢ozdiiriilmustiir. Ekstrasyon sonucu elde
edilen orneklerden 25 pl alinarak tizerine 150 pl 25 mM sodyum tetraborat ¢ozeltisi
eklenmistir. Ardindan numuneler 100°C'de 10 dakika bekletilmistir. Oda sicakligma

gelen orneklerin tizerlerine %0,125° lik karbazol ¢ozeltisi ilave edilip 100°C'de 15
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dakika bekletilmistir. islem sonunda &rneklerin oda sicakligina kadar sogumasi
beklenmis ve soguduktan sonra 96 kuyucuklu plakaya aktarilmistir. Olgiim islemi igin
orneklerin 550 nm’de absorbans dl¢limleri yapilmistir. Elde edilen HA miktari igin

HA standart egrisi kullanilmistir. Her bir fermantasyon numunesi ti¢ tekrarli olarak

Olclilmiistiir.
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3. BULGULAR

3.1 HA Uretimi Icin |. batatas Ekstrakti Oranimmin Belirlenmesi

Fermantasyonla HA tiretiminde I. batatas ekstrakti etkisinin incelendigi ¢alismalarda
farkli oranlarda I. batatas ekstrakti konsantrasyonu kullanilmis ve fermantasyon
uygulamasi ile iiretilen HA miktar1 hesaplanmistir (Sekil 3.1)
3,00
2550 I
2,00 I

1,50

HA (g/L)

2,45
1,00 2,05 I

I
0,50 1,09 0,92
0,02 0,07 ey

0,00

0,1 1 8 10 13 21 30
l. batatas ekstrakti konsantrasyonu (g/L)

Sekil 3.1 Farkl1 I. batatas ekstrakt1 konsantrasyonlarinda mikrobiyal HA tiretimi (Hata
cubuklar1 %5 hatay1 temsil etmektedir.)

En fazla HA tretimi (2,45 g/L) 21 g/L I. batatas ekstrakti kullaniminda elde edilmis
ve 30 g/L konsantrasyon degerinde tekrar diisme seklinde bir egilim gostermistir (Sekil

3.1).
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HA (g9/L)

[—

04 i 8 10 13 21 30
I. batatas ekstrakti konsantrasyonu (g/L)

Sekil 3.2 Farkli . batatas ekstrakti konsantrasyonlarinda mikrobiyal HA {iretiminin R
programinda kutu grafiginde gosterimi

Farkli . batatas ekstrakti konsantrasyonlarinda mikrobiyal HA iiretimi R programinda
kutu grafiginde de gosterilmistir (Sekil 3.2). I. batatas ekstrakti konsantrasyonlarina
gore mikrobiyal HA {iiretiminin gosterildigi kutu grafiginde gruplar arasinda fark

oldugu goriilmektedir.

3.2 HA Uretiminde Kullanilacak Uridin Oraninin Belirlenmesi

Fermantasyonla HA iiretiminde iiridin etkisinin incelendigi calismalarda farkl
oranlarin kullanilmasi sonucu elde edilen en fazla HA miktar1 (5,21 g/L) 2,5 mL/L
iiridin ilavesinde elde edilmistir. Ancak 2,5 mL iizerinde kullanilan oranlarda tekrar

diisme egilimi gorilmiistiir (Sekil 3.3).
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5,00 I
4,00
2 I L
? 3,00 s I
$ 5,21
2,00 3,81 3,77
3,07 2.86
1,00
0,00
0,75 15 25 425 6,75

Uridin (mL/L)

Sekil 3.3 Farkl1 iiridin oranlarinda mikrobiyal HA iiretimi (Hata ¢ubuklar1 %5 hatayi

temsil etmektedir.)

HA (g/L)

2.5

Uridin (mL/L)

Sekil 3.4 Farkli iiridin oranlarinda mikrobiyal HA iretiminin R programinda kutu

grafiginde gosterimi

Farkli tiridin oranlarinda mikrobiyal HA {iretimi R programinda kutu grafiginde de

gosterilmistir (Sekil 3.4). Uridin oranlarma gére mikrobiyal HA iiretiminin gosterildigi

kutu grafiginde gruplar arasinda fark oldugu gozlenmistir.

22



3.3 Fermantasyon Siiresinin Belirlenmesi

Fermantasyonla HA tiretiminde siireye yonelik yapilan ¢alismada |. batatas ekstrakti,
iridin ilaveli I. batatas ekstrakti, glikoz ve tiridin ilaveli glikoz kullanimiyla 9 saat

boyunca elde edilen HA miktarlar1 hesaplanmistir (Sekil 3.5).

B [ batatas ekstrakti (A) Uridin ilaveli I. batatas ekstrakt (B)
m Glikoz (C) m Uridin ilaveli glikoz (D)

9,00
800 | 1
7,00

~ 6,00 " 1

3,500

< 400

T 300
2,00
1,00
0,00

Siire (saat)

Sekil 3.5 Dokuz saat boyunca mikrobiyal HA iiretimi (Hata gubuklar1 %5 hatay: temsil
etmektedir.)

I. batatas ve dridin ilaveli |. batatas esktrakti kullanimi ile gergeklestirilen
fermantasyon uygulamasinda saat basi liretilen HA miktarlarinda 2. saatten itibaren
azalma goriilmiistiir. Glikoz ile yapilan fermantasyon uygulamasinda ise 3. saatte en
yiksek HA tiretimi (1,2 g/L) goriilmiis daha sona tiretilen HA miktarlarinda azalma
gozlenmistir. Uridin ilaveli glikoz kullaniminda gerceklestirilen fermantasyon
uygulamasinda en yiiksek HA iiretimi (1,13 g/L) 8. saatte goriilmiistiir. Saat basi
iiretilen HA miktarlar1 parametrik olmayan test ile karsilastirilmistir. A grubunda saat
basi tiretilen HA miktarlar1 arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (Kruskal Wallis
Testi, P=0,4335). B grubunda saat bas iiretilen HA miktarlari arasinda anlamli bir fark
goriilmemistir (Kruskal Wallis Testi, P=0,4335). C grubunda saat bas iiretilen HA
miktarlar1 arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (Kruskal Wallis Testi, P=0,4335).
D grubunda saat bag1 liretilen HA miktarlar1 arasinda anlamli bir fark gériilmemistir
(Kruskal Wallis Testi, P=0,4335).
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3.4 Glikoz Ile Hyaluronik Asit Uretimi

I. batatas ekstrakti kullanimiyla HA iiretimini karsilastirmak i¢in kontrol grubu olarak
glikoz ile HA {retimi yapilmistir. Fermantasyon siirecinin sonunda alinan 6rnek
numunelerin karbazol yontemiyle absorbans 6l¢timleri yapilarak HA standart egrisi ile
iiretilen HA miktar1 hesaplanmistir. Uretimde 21 g/L glikoz ve 2,5 mL/L iiridin ilavesi

kullanilmaistir.

6

5f1
5

0,19

A B

Sekil 3.6 |. batatas ekstrakt1 ve glikoz kullaniminda iiridin ilavesi ile mikrobiyal HA
iiretimi( A: Uridin ilaveli I. batatas ekstrakti: kullaniminda HA iiretimi, B: Uridin
ilaveli glikoz kullaniminda HA {iretimi. n = 4 tekrarli ¢alisilmistir. Hata gubuklari %5
hatay1 temsil etmektedir.)

Dort tekrarli yapilan ¢alismada tiridin ilaveli |. batatas ekstrakti kullaniminda daha
yiiksek HA miktar1 elde edilmistir (Sekil 3.6). Dort tekrarli ¢alisma ile elde edilen
verilerin ortalamasi alindiginda tiridin ilaveli |. batatas ekstrakti kullanimmnda 5,21 g/L
HA elde edilirken iiridin ilaveli glikoz kullaniminda 0,19 g/L HA elde edilmistir.
Uridin ilaveli |. batatas ekstrakt1 ve glikoz kullanimi ile elde edilen HA miktarlari
parametrik olmayan test ile karsilastirilmis ve sonuglar arasinda anlamli bir fark
oldugu gozlenmistir (Mann Whitney U Test, P=0,02857).

3.5 Fermantasyon Siiresince Bakteri Sayisimin Belirlenmesi

Tez ¢aligmasi boyunca fermantasyon siireci sonunda alinan 6rnek numuneler ile seri
diliisyon yontemi yapilarak bakteri sayisina bakilmistir. HA tiretiminde optimum 1.
batatas ekstraksiyonu orani i¢in yapilan ¢alismalarda 5. saatte alinan numunelerile 10°
8,10* ve 107 diliisyonlardan yapilan ekimler 37°C'de 24 saat inkiibe edildikten sonra

agar lizerinde olusan koloniler sayilmistir.
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Sekil 3.7 Farkli |. batatas ekstrakti konsantrasyonlarinda olusan bakteri sayisi ve
mikrobiyal HA iiretimi (Bakteri ekimleri 3 tekrarli olarak yapilmistir. Hata ¢ubuklar
%5 hatay1 temsil etmektedir.)

Farkl1 |. batatas ekstrakti konsantrasyonu ile yapilan fermantasyon uygulamasinda 8
g/L 1. batatas ekstrakti kullanimina kadar bakteri sayisinda artis gozlenmis ancak 10
g/L ve 21 g/L 1. batatas ekstrakt1 kullaniminda bakteri sayisinda azalma goriilmiistiir.
En diisiik bakteri say1s121 g/L |. batatas ekstarakti kullaniminda elde edilmistir. Ancak
en ylksek HA tretimiise 21 g/L |. batatas ekstrakti kullaniminda gergeklesmistir
(Sekil 3.7). Farkli I. batatas ekstrakti: konsantrasyonunda tiretilen HA miktar1 ve
olusan bakteri sayis1 arasindaki iligki istatistiksel agidan degerlendirilmis ve aralarinda
anlamli bir iligski olmadig1 goriilmistiir (Regrasyon analizi, P=0,1657). Tez ¢aligsmasi
kapsaminda 30 g/L I. batatas ekstrakti ile yapilan fermantasyon siireci sonunda alinan
orneklerden yapilan ekimlerden sonra i¢ i¢e girmis kolonilerin varlig1 gézlenmistir. Bu

nedenle bakteriler sayilamamustir.
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Sekil 3.8 Siireye yonelik yapilan ¢alismada 5. saatte olusan bakteri sayilar1 ve
mikrobiyal HA iiretimi ( A: |. batatas ekstrakt: kullamiminda HA iiretimi, B: Uridin
ilaveli 1. batatas ekstrakt: kullannminda HA iiretimi, C: Glikoz kullaniminda HA
tiretimi, D: Uridin ilaveli glikoz kullaniminda HA {iretimi. Bakteri ekimleri 3 tekrarl
olarak yapilmistir. Hata ¢ubuklar1 %5 hatay: temsil etmektedir.)

Siireye yonelik yapilan ¢aligmada 5. saatte alinan numuneler ile ekimler yapilarak
olusan koloniler sayilmistir. |. batatas ekstrakti kullanimi ile yapilan fermantasyon
uygulamasinda en yiiksek bakteri sayis1 gézlenirken {iridin ilaveli glikoz ile yapilan
fermantasyon uygulamasinda en diisiik bakteri sayis1 gozlenmistir (Sekil 3.8). I.
batatas ekstrakti ve glikoz ile yapilan fermantasyon uygulamalarinda da {iridin
ilavesiyle olusan bakteri sayisinda azalma, elde edilen HA miktarinda ise artma egilimi

gozlenmistir.
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Sekil 3.9 Farkli degerlerde liridin ilavesinde olusan bakteri sayilar1 ve mikrobiyal HA
tiretimi (Bakteri ekimleri 3 tekrarli olarak yapilmistir. Hata gubuklar1 %5 hatayi temsil
etmektedir.)

Farkl1 iiridin degerleri ile yapilan fermantasyon uygulamasi sonucunda olusan bakteri
sayisinda goriilen artis ile elde edilen HA miktarinda artis gozlenmistir (Sekil 3.9). En
yiksek HA miktar1 ve bakteri sayis1 2,5 mL/L iiridin ilavesinde elde edilmistir. Farkh
iiridin oranlarinda iiretilen HA miktar1 ve olusan bakteri sayisi arasindaki iliski
istatistiksel olarak incelendiginde aralarinda anlamli bir iliski olmadigi gériilmistiir

(Regrasyon analizi, P=0,06279).
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Sekil 3.10 Uridin ilaveli I. batatas ekstrakt1 ve glikoz kullaniminda olusan bakteri
sayis1 ve mikrobiyal HA iiretimi (A: Uridin ilaveli |. batatas ekstrakti kullaniminda
HA iiretimi, B: Uridin ilaveli glikoz kullaniminda HA iiretimi. Bakteri ekimleri 3
tekrarli olarak yapilmistir. Hata ¢ubuklar1 %5 hatay: temsil etmektedir.)

Uridin ilaveli I. batatas ekstrakt: kullanimiyla yapilan fermantasyon uygulamasr ile
iiridin ilaveli glikoz kullanimina gére daha fazla bakteri sayisi elde edilmistir. En

yiiksek bakteri sayisinda en yliksek HA olusumu gozlenmistir (Sekil 3.10).
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4. TARTISMA

Tez galigmasi kapsaminda S. zooepidemicus ile tam kontrollii fermantasyon sistemi
kullanilarak HA iretiminde I. batatas ekstrakti ve iiridin ilavesi i¢in optimizasyon
calismalart yapilmistir. Farkli oranlarda I. batatas esktrakti ve iridin ilavesi
mikrobiyal HA iretimleri karsilastirilmis ve S. zooepidemicus’un gelisimi de
incelenmistir. Bu ¢alismada 21 g/L I. batatas ekstraktina 2,5 mL/L {iridin ilavesinde
en fazla HA {iiretimi (5,21 g/L) elde edilmistir. Calismasi sonucu tiridin ilaveli glikoz
kullanilarak gergeklestirilen mikrobiyal HA tiretimi (0,19 g/L) ile karsilastirimistir.
Uridin ilaveli |. batatas ekstrakt: ile elde edilen mikrobiyal HA iiretiminin glikoz
kullanimu ile ger¢eklestirilen mikrobiyal HA iiretimine gore fazla oldugu gézlenmistir.
Calisma kapsaminda iiridin etkisini incelemek i¢in 21 g/L 1. batatas ekstrakti ile
gergeklestirilen mikrobiyal HA iiretimi (2,45 g/L) iiridin ilaveli |. batatas ekstrakti ile
gergeklestirilen mikrobiyal HA diretimi (5,21 g¢/L) ile karsilastirilmis ve iridin

ilavesiyle iiretilen HA miktarinda %113 artis gézlenmistir.

Literatiirde farkli S. zooepidemicus ile HA {iiretimi i¢in farkli karbon kaynaklar1 ile
gerceklestirilen galigmalar mevcuttur. Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920 ile
HA iiretimi i¢in yapilan bir ¢caligmada fermantasyon ortaminda 25 g/L glikoz ve 60
g/L maya ekstrakti kullanilarak 2,5 g/ HA elde edilmistir (Yao ve dig, 2021). Tez
calismasi kapsaminda elde edilen 5,21 g/l HA miktari literatiirde yeralan 2,5 g/LL HA
miktarindan %108 daha fazladir. S. zooepidemicus ile HA iiretimi i¢in yapilan bir
calismada karbon kaynagi olarak nisasta ile ortam gelistirilmis ve HA
konsantrasyonunun 6,7 g/L'ye ulastigi goériilmiistiir (Zhang ve dig, 2006). Tez
caligsmasi kapsaminda elde edilen 5,21 g/L. HA miktari literatiirde yer alan 6,7 g/LL HA
miktarindan %22 daha azdir. Tez ¢aligsmasi kapsaminda elde edilen sonuglara gore
karbon kaynagi olarak |. batatas ekstraktr kullaniminin nisasta kadar umut verici
oldugu gozlenmistir. Ancak tam bir karsilastirma icin sabit kosullarda ve ayni
oranlarda nisasta ile fermantasyon uygulamasi gergeklestirilerek mikrobiyal HA
iiretimleri karsilastirilmalidir. Literatiirde tiridin ilavesi ile ger¢eklestrilen mikrobiyal
HA iretimiile ilgili ¢esitli calismalar mevcuttur. S. zooepidemicus ile HA iiretiminde
ortam gelistirilmesi iizerine yapilan bir ¢alismada karbon kaynagi olarak glikoz
kullanilmis ve ortama 0,5, 0,75, 1 ve 2 g/L iiridin ilavesi yapilmistir. Calisma

sonucunda 2 g/L tiridinilavesinde en yiiksek HA miktar1 (5 g/L) elde edilmistir (Park
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ve dig, 1996). Tez galismasi kapsaminda elde edilen sonug literatiirde yer alan

caligsmalarla da desteklenmektedir.

Calisma kapsaminda iiridin ilaveli |. batatas ekstrakti ve tiridin ilaveli glikoz ile 9 saat
fermantasyon uygulamasi gergeklestirilmis ve saat basi mikrobiyal HA {iiretimleri
karsilastirilmistir. Uridin ilaveli I. batatas esktraktinda en fazla HA iiretimi 2. saatte
elde edilmis olmasina ragmen devam eden zamanlarda gergeklesen mikrobiyal HA
iiretimleri arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (Kruskal Wallis Testi, P=0,4335).
Uridin ilaveli glikoz ile gerceklestirilen fermantasyon uygulamasinda 2. saatte en
diisik HA miktar1 gozlenmis ancak saat basi mikrobiyal HA iiretimleri arasinda
anlamli bir fark goriilmemistir (Kruskal Wallis Testi, P=0,4335). Uridin ilaveli glikoz
ile gergeklestirilen fermantasyon uygulamasinda 2. saatte goriilen diisiik HA
miktarinin hyaluronik asit ¢ozelti yapisindan kaynaklandig: diistiniilmektedir ancak
dogru bir kasilagtirma i¢in 12-24 saat fermantasyon uygulamasi gerceklestirilmelidir.
Boylece saat basi elde edilen mikrobiyal HA iiretimleri arasindaki fark net bir sekilde
belirginlesecektir. Fizyolojik bir ¢ozeltide, bir hyaluronan molekiiliiniin omurgasi,
disakkaritin kimyasal yapisi, i¢ hidrojen baglar1 ve ¢oziicii ile etkilesimlerin bir
kombinasyonu ile sertlestirilmektedir. Yiiksek konsantrasyonlarda, ¢ozeltiler son
derece yiiksek ancak kaymaya bagli viskoziteye sahiptir (Cowman ve dig, 2015).
Fermantasyon siiresinin 2 saat uygulanmasi ile hyaluronik asidin kimyasal ve ¢ozelti
yapisi sebebiyle 6rnek aliminda olusabilecek baz1 dezavantajlarin ve kontaminasyon

riskinin 6nlenmesi de miimkiin olmustur.

Tez calismast kapsaminda yapilan fermantasyon uygulamalarinda S.
zooepidemicus’un gelisimi de incelenmistir. Uridin ilaveli |. batatas ekstrakti ile
gerceklestirilen fermantasyon uygulamasinda iiridin ilaveli glikoza gore yapilan
fermantasyon uygulamasina gore daha yliksek HA miktar1 ve bakteri sayisi elde
edilmistir (Sekil 3.10). Tez calismast kapsaminda elde edilen bu sonuca gore artan
bakteri sayis1 ile HA tiretimine artis olacagi diistiniilebilir ancak optiumum |. batatas
ekstraktina yonelik yapilan ¢alismalarda en diislik bakteri sayilarinda en yiiksek HA
tretimleri ger¢eklesmistir (Sekil 3.7). Tez ¢alismasi1 kapsaminda goriilen artan bakteri
sayisiile azalan HA iiretiminin, hiicre biiylimesi ve HA olusumu arasinda biyosentetik
yolakta goriilen rekabetten kaynaklandigr diisiintilmektedir. Hyaluronik asit
sentezinde kullanilan Onciiler peptidoglikan, teikoik asit ve antijenik duvar

polisakkaritlerinin olusumu i¢in yapisal bilesenlerini saglayarak hiicre biiyiimesinde
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gorev alir. Bu ylizden HA sentezi ve hiicre biiylimesi arasinda bir rekabet soz
konusudur (Chong, 2005; Pires, 2010). Ayrica glikoliz ve HA sentezi arasinda rekabet
vardir. Bunedenle, yiiksek HA sentezi isteniyorsa, yliksek spesifik bliytime hiz1 uygun
olmayacaktir. HA konsantrasyonunu ve molekiil agirligini artirmak i¢in glikolitik

islemin ve biyokiitle olusumunun azaltilmasi gereklidir (Boeriu ve digerleri, 2013).

Sonug olarak tez calismasi kapsaminda iridin ilaveli |. batatas ekstraktinin
optimizasyonu ile yiiksek oranda hyaluronik asit liretimi saptanmistir. Bu ¢alisma
mikrobiyal HA iiretiminde yeni karbon kaynaklarinin kullanilmasi i¢in ¢aligmalara

katki saglayabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

S. zooepidemicusile HA iiretimi optimum HA iiretiminin 21 g/L |. batatas ekstraktina
2,5 mL/L dridin ilavesinde oldugu belirlendi. Fermantasyon ortamindaki bakteri
sayisinda goriilen artigin ise HA iiretimine etki etmedigi gézlendi. Yapilan ¢aligmada
iridin ilaveli |. batatas ekstrakti kullanimiyla elde edilen HA miktariile tiridin ilaveli
glikoz kullanimiyla elde edilen HA miktari arasinda istatistiksel olarak bir fark oldugu
belirlendi. Calisma kapsaminda I. batatas ekstrakti ve iiridin orani igin optimizasyon
calismasi yapilmasina ragmen iridin ilaveli |. batatas ekstrakti kullaniminda
fermantasyon kosullarinin (sicaklik, pH, karistirma hizi, ¢oziimiis oksijen)
optimizasyonu yapilmamistir. Buna ek olarak |. batatas ekstrakti ve iiridin

kullanimiyla fermantasyon kosullarinin optimizasyonu da hedeflenmistir.
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