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OZET

KECIBOYNUZU EKSTRAKTININ HYALURONIK ASIT URETIMINDE
KARBON KAYNAGI OLARAK DECERLENDiRiLMESi VE URETIM
SARTLARININ OPTIMiZASYONU

Ali OZCAN
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dalh
Damisman: Dog. Dr. irfan TURHAN

Temmuz 2020; 97 Sayfa

Hyaluronik asidin insan saglig agisindan oldukg¢a 6nemli bir biyopolimer oldugu
ve hayvansal kaynaklardan izole edildigi ilk giinden itibaren gergeklestirilen ¢caligmalarla
ortaya konmustur. Diiz zincirli dogal glukozaminoglikan polimeri olan bu polisakkarit
dogal iiretici olan Grup A ve Grup C Streptococcus tiirleri tarafindan biyoteknolojik
yontemlerle de iretilebilmektedir. Sahip oldugu yiiksek su tutma kapasitesi,
viskoelastiklik, yiiksek molekiil agirliklarina ulasabilme gibi 6zellikleri nedeniyle
biyoyarayislilig1 yiiksek olan bu biyopolimer ortopedik rahatsizliklarin tedavisinde, goz
hastaliklar1 ve goz cerrahisinde, estetik cerrahisinde kullanilan dolgu materyallerinde, cilt
yenilenmesi ve kirisiklik giderilmesinde, kanser hiicrelerinin tespiti ve tedavisinde, ilag
tagima sistemlerinde ve kozmetik sektoriinde dogrudan veya yardimci materyal seklinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Oldukga yiiksek kullanimi olan bu biyopolimerin
fermentasyon sartlarimin iyilestirilmesi ve iiretim maliyetlerinin diistirtilmesi
biyoteknolojik yollarla gergeklestirilen hyaluronik asit iiretimi igin biiyiikk Onem
tagimaktadir. Bu tez ¢alismasinda, lilkemizde yiiksek miktarda yetistirilen ke¢iboynuzu
meyvesinin karbon kaynagi olarak fermentasyon ortaminda kullanilmasiyla yiiksek
katma degere sahip bir {iriin olan hyaluronik asidin {liretim potansiyeli arastirilmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda, oncelikle ke¢iboynuzu meyvesi ekstrakti kullanilarak
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 39920 bakterisi ile hyaluronik asit
tiretim fermentasyonunun besiyeri igeriginin optimizasyonu gerceklestirilmistir. Bu
amagcla kazein, maya ekstrakti, et ekstrakti ve pepton olmak iizere 4 farkli azot kaynagi
ve MgS04.7H20, KH2PO4, NaCl, KoHPO4 ve FeSO4 gibi 5 farkli mineral kaynagi ile
keciboynuzu meyvesi ekstrakti besiyeri bilesenleri olarak belirlenmistir. Besiyeri
optimizasyonunu gerceklestirmek iizere bu bilesenlere ek olarak inokiilasyon oranini da
iceren Plackett-Burman tasarimi olusturulmustur. Tasarimin sundugu 15 farkli deneme
icin ¢alkalamali inkiibatérde 37°C sicaklikta, 150 rpm ¢alkalama hizinda baslangi¢ pH
7.0 degerinde fermentasyonlar gergeklestirilmistir. Fermentasyonlar sonrasinda tespit
edilen hyaluronik asit miktarlar1 yanit yilizeyi olarak kullanilmis ve Plackett-Burman
tasarimi ile besiyeri optimizasyonu gergeklestirilmistir. Optimum besiyeri ile ¢calkalamali
inkiibatorde gerceklestirilen fermentasyon sonunda hyaluronik asit miktar1 2.60 g/L
olarak tespit edilmistir. Varyans (ANOVA) analizi sonucunda; olusturulan model,
KH2POs4, NaCl ve FeSO; istatistiksel olarak (P<0.05) olarak énemli bulunmustur. Bu
dogrultuda elde edilen optimum besiyeri bilesimi kullanilarak biyoreaktorde hyaluronik
asit Uretimleri gergeklestirilmistir. Fermentasyon parametrelerinin {iretilen hyaluronik



asidin molekiil agirlig1 lizerine etkisi Box-Behnken cevap yiizey tasarimi kullanilarak
incelenmistir. Havalandirma miktari, karigtirma hizi ve baslangi¢ biyokiitle yogunlugu
olarak secilen bagimsiz degiskenler ile deneme deseni olusturulmus ve fermentasyonlar
gerceklestirilmistir. Ayrica preperatif HPLC kullanilarak molekiiler ayirma (size
exclusion, SEC) kromatografisi ile hyaluronik asitin molekiiler agirlik araliklari
belirlenmistir. Biyoreaktér denemeleri sonucunda olusturulan model ve havalandirma
miktar1 istatistiksel olarak onemli bulunmustur (P<0.05). Tez ¢alismasi sonucunda
alternatif bir karbon kaynagi olan kegiboynuzu meyvesinden optimum besiyerinde
calkalamali inkiibatorde 2.60 @/L hyaluronik asit {iretilmistir. Bununla birlikte
biyoreaktorde iiretilen hyaluronik asidin ortalama molekiil agirliginin 500 kDa ile 1750
kDa arasinda degistigi tespit edilmistir. Boylece ke¢iboynuzu meyvesinin katma degeri
yiikksek bir {iriin olan hyaluronik asit iiretiminde kullanilabilecegi kanitlanmig, bu
hammaddeyi igeren besiyerinin optimum bilesimi ve fermentasyon sartlar1 tespit
edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Biyoreaktor, fermentasyon, hyaluronik asit, kegiboynuzu,
optimizasyon
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ABSTRACT

EVALUATION OF CAROB EXTRACT AS A CARBON SOURCE IN
HYALURONIC ACID PRODUCTION AND OPTIMIZATION OF
PRODUCTION CONDITIONS

Ali OZCAN
MSc Thesis in, Department of Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. irfan TURHAN
July 2019, 97 pages

Studies, starting from isolation of hyaluronic acid from animal sources reveal that
it is a very important biopolymer for human health. This polysaccharide, which is a
straight chain natural glycosaminoglycan polymer, can be produced by biotechnological
methods by using the natural producer species Group A and Group C Streptococcus. This
biopolymer, which has high bioavailability due to its high water holding capacity,
viscoelasticity and its ability to reach high molecular weights, can be widely used in the
treatment of orthopedic ailments, eye diseases and eye surgery, filling materials used in
aesthetic surgery, skin renewal and wrinkle removal, cancer cells detection and treatment,
drug transport systems and cosmetics industry either directly or as an auxiliary material.
Improving the fermentation conditions and lowering the production costs are vey
important for the biotechnological production of hyaluronic acid, having high utilization
rate. In this respect, this thesis was designed to demonstrate the producibility of this
polymer, which has a high added value, by using the carob grown in our country as a
carbon source.

In this study, media of hyaluronic acid production by Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus ATCC 3992, which include carob extract as a carbon source, was
optimized. Firstly, with the literature review, carob extract medium components were
determined with 4 different nitrogen sources as casein, yeast extract, beef extract and
peptone and 5 different mineral sources such as MgSOa4.7H20, KH2PO4, NaCl, K;HPO4
and FeSOas. In order to perform media optimization, the Plackett-Burman design, which
includes the inoculation rate in addition to these components, was created. The 15
different trial fermentations offered by the design were performed in incubator at 37°C,
150 rpm shaking speed, 7.0 initial pH. HA quantities detected after fermentation were
used as response surfaces and medium optimization was performed with the Plackett-
Burman design. The amount of hyaluronic acid was determined as 2.60 g/L at the end of
the fermentation which was carried out in the incubator with using optimum medium. In
addition, as a result of analysis of variance (ANOVA); The model, KH2PO4, NaCl and
FeSO4 were found statistically significant (P<0.05). Accordingly, hyaluronic acid
production was carried out in bioreactor using by the optimum medium composition. The
effect of fermentation parameters on the molecular weight of the produced hyaluronic
acid was investigated using the Box-Behnken response surface design. The experimental
design was created with the independent variables, which were selected as the amount of
aeration, agitation speed and initial biomass density, and fermentations were carried out.



In addition, molecular weight of hyaluronic acid were determined by molecular
separation (size exclusion, SEC) chromatography using preperative HPLC. The model
and the amount of aeration were found to be statistically significant as a result of
bioreactor experiments (P <0.05). As a result of the thesis, 2.60 g/L hyaluronic acid was
produced in optimum carob fruit extract medium with shaking incubator. In addition, the
average molecular weight of the hyaluronic acid produced in the bioreactor was found to
between 500 kDa and 1750 kDa. Thus, it has been proved that carob fruit can be used in
the production of hyaluronic acid, a product with high added value, and the optimum
medium composition and fermentation conditions of this raw material have been
determined.

KEYWORDS: Bioreactor, carob, fermentation, hyaluronic acid, optimization
COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Irfan TURHAN (Danisman)
Asst. Prof. Dr. Mehmet TORUN

Asst. Prof. Dr. Hatice Reyhan OZIYCI



ONSOZ

Biyoteknolojik ¢aligmalar ekosistem i¢in yarayigliligi yiiksek olan ve zamanla
elde edilmesi ekonomik ve ¢evresel nedenlerle kisitlanan bir¢ok ©Onemli kaynagi
geleneksel metotlarin haricinde iiretebilmeyi miimkiin kilmaktadir. Glinlimiizde enzim,
vitamin, aminoasit vb. katma degeri yiiksek ve canlilar i¢in hayati 6nem tasiyan bir¢cok
bileseni biyoteknolojik yontemler sayesinde diisiik maliyetle, yliksek verimle ve daha az
dogal kaynak harcayarak elde edebilmekteyiz. Biyoteknolojik gelismeler her ne kadar
kiymetli iiriin eldesinde dogal kaynak harcamasini azaltsa da bundan daha fazlasina
ihtiyac oldugu acikca ortadadir. Bu nedenle s6z edilen iirlinlerin proses atiklar1 ve yan
tiriinler gibi geri doniistiiriilebilir materyaller kullanilarak {iretilmesi ekosistemi korumak
admna da olduk¢a 6nemlidir. Tez kapsaminda gergeklestirilmesi hedeflenen amaglardan
biri {ilkemizin {iretim kapasitesi olarak diinya doérdiinciisii oldugu ve uygun kimyasal
bilesime sahip dogal bir bitki olan ke¢iboynuzu meyvesinin, fermentasyonla hyaluronik
asit iretiminde karbon kaynagi olarak degerlendirilmesidir.

Hyaluronik asit insan viicudunda dogumdan itibaren dogal olarak bulunmakta ve
miktart azaldik¢a insan sagligini bir¢ok agidan olumsuz yonde etkilemektedir. HA
hiicrelerin dis yiizeyini kaplayan koruyucu bir bilesen olarak tiim viicutta var olmakla
birlikte deride, eklem sivilarinda, géziin vitréz tabakasinda ve goébek bagi kordonunda
yiiksek miktarda bulunmaktadir. lyilesme siireglerine aktif katilimy, elastikiyet gerektiren
organlara bu o6zelligi kazandirmasi, cildin piiriizsiizliigi ve dokularin c¢evrelerinde
koruyucu bir tabaka olarak var olmasi zamanla azalan hyaluronik asit miktarinin mutlaka
takviye edilmesi gerekliligini giiclendirmektedir. Hayvansal kaynaklardan izole edilerek
kesfedilen hyaluronik asidin elde edilmesinde uzun yillar boyunca hammadde olarak yine
hayvansal kaynaklar kullanilmistir. Bu siire boyunca ortaya ¢ikan hayvansal kaynakli
riskler ve etik endiseler bu biyopolimerin biyoteknolojik yollarla {iretilmesine olan ilgiyi
giderek arttirmaktadir.

Dogal ve rekombinant mikroorganizmalar tarafindan tiretilebilen hyaluronik asit
hem kendi dogasi nedeniyle hem de iiretici mikroorganizmalarin metabolik yolaklar
dogrultusunda fermentasyon prosesinde kisitlayic1 etkiler ortaya cikmaktadir. Bu
etkilerin azaltilmasi, verimin yiikseltilmesi ve hammadde giderlerinin diisiiriilmesi i¢in
diinya genelinde bir¢ok calisma gerceklestirilmistir.  Ancak gerceklestirilen
biyoteknolojik c¢aligmalarda genellikle verim hayvansal kaynaklara gore diisiik
kalmaktadir. Uretilen hyaluronik asidin molekiil agirli1 ve verimi arasinda optimum
iligki sinirl sayida ¢alismada kurulabilmistir. Yiiksek molekiil agirlikli hyaluronik asit
iretildiginde iiretim miktar1 diisilk kalmakta veya {iretim miktar1 arttitkca molekiil
agirhiklart arzu edildigi kadar yiiksek olmamaktadir. Bunlarin disginda mikrobiyal
hyaluronik asit tiretim mekanizmasi ile hiicre igerisinde gergeklesen diger faaliyetlerin
yarisma mekanigi heniiz tam olarak ¢dziilememistir. Ayn1 zamanda fermentasyon ile
iretimde maliyetin diisiliriilmesi Oncelikli hedeflerden olup c¢alismalar1 alternatif
kaynaklardan ve optimum kosullarda iiretim sistemleri gelistirilmesi {iizerine
yogunlastirmistir.

Hyaluronik asidin sahip oldugu essiz Ozellikleri ve iiretiminin daha ucuz
hammaddeyle optimum sekilde {iretilmesi gerekliligi nedeniyle bu tez ¢alismasi
tasarlanmistir. Bdoylece, literatiirde hyaluronik asit {retimi i¢in daha once



degerlendirilmeyen ke¢iboynuzu meyvesi hammadde olarak kullanilmis ve fermentasyon
kosullar1 optimize edilmistir.
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KO : Kareler ortalamasi
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MS : Midye {iretim prosesi atik suyu
MS : Misir surubu
oD : Optik yogunluk
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PP : Peyniralt1 suyu permeati
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RBF-QPSO : Kuantum davranisl parcacik yi1gini optimizasyon algoritmasi baglagimli
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SDS : Sodyum dodesil siilfat

SM : Seker kamis1 melasi

TP : Ton baligmin i¢ organlarindan elde edilen pepton
TUIK : Tiirkiye Istatistik Kurumu

UDP : Uridin difosfat

uv : Ultraviyole
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GIRIS A. OZCAN

1. GIRIS

Hyaluronik asit (HA) farkli molekiil agirliklarina sahip ve genellikle omurgali
canlilarin epitel, sinir ve bag doku hiicrelerinin ekstraseliiler matriksinde bulunan bir
biyopolimerdir (Fallacara vd., 2018; Sze vd., 2016). Glukozaminglukan ailesine ait bir
mukopolisakkarit olan HA temelinde tekrarlanan disakkarit birimlerinden olusmaktadir
(Salwowska vd., 2016).

Insan viicudunda genellikle deride, gozlerde, eklem sivilarinda ve gdbek bag
kordonunda yiiksek miktarlarda olmak tizere 70.0 kg’lik bir bireyde 15.0 g kadar HA
bulunmaktadir (Volpi vd., 2009). Insan viicudunda ciddi miktarda yer kaplayan HA
bircok onemli gorevi yerine getirmektedir. HA’nin insan viicuduna sagladig: katkilar:
yiiksek miktarda su tutma kapasitesiyle insan derisindeki dermal hacmi artirmasi ve cildin
sikilagsmasini saglamasi, hiicre ¢ogalmasini ve doku onarimini desteklemesi, yaslanma,
yaralanma gibi nedenlerle gergeklesen deri deformasyonlarinin 6niine gegilmesi gibi
etkin gorev aldig1 seklinde 6zetlenebilmektedir (Kogan vd., 2007).

Ik olarak Meyer ve Palmer tarafindan 1934 yilinda sigir géziiniin camsi
cismindeki vitroz sividan izole edilen HA, insan sagligi i¢in Oneminin daha g¢ok
anlagilmasiyla bircok saglik uygulamalarinda dogrudan veya dolayli olarak
kullanilmaktadir (Meyer & Palmer, 1934). Sahip oldugu viskoelastik 6zellikler HA’y1
ortopedi, kozmetik, estetik cerrahi, mikrocerrahi alanlarinda ve ¢esitli ilaglarin igerisinde
kullanilan 6nemli bir biyopolimer haline getirmistir (DeRosa, 2013; Vasi vd., 2014,
Qassemyar & Gianfermi, 2014; M.Yatmaz & Turhan, 2015). Cok genis kullanim alani
olan HA 2016 yilinda kiiresel pazarda 7.2 milyar Amerikan Dolar1 hacminde paya sahip
olmustur ve ekonomik ongoriiler 2027 yilinda 16.6 milyar Amerikan Dolar1 miktarinda
bir pazar payina sahip olacagi yoniindedir (Anonim, 2020; Fallacara vd., 2018)

HA iiretiminde hayvansal kaynakli ve mikrobiyal kaynakli olmak tizere iki temel
yol izlenmektedir. Hayvansal kaynakli iiretim genellikle HA nin horoz ibiginden ve
sigirlarin sinoviyal sivisindan ekstrakte edilmesiyle gerceklestirilmektedir. Hayvansal
kaynaklardan gerceklestirilen iiretimde en ¢ok tercih edilen kaynak ise horoz ibigidir.
Ancak prosesin zorlugu ve etik nedenlerden dolayr biyomedikal ve farmasotik
uygulamalar i¢in hayvan kaynakli HA kullaniminda sinirlamalar bulunmaktadir (Boeriu
vd., 2013; Fakhari & Berkland, 2013).

Hayvansal kaynakli iiretimde karsilagilan zorluklar nedeniyle HA’nin genis
Olcekte iiretilmesi i¢in mikrobiyal kaynakli yontemler tercih edilmektedir. Mikrobiyal
yollarin tercih edilme nedenlerinin basinda mikroorganizmalardan elde edilen HA ’nin
insan viicuduyla biyolojik uyumunun yiiksek olmasi yer almaktadir. (Boeriu vd., 2013;
de Oliveira vd., 2016) Biyoteknolojik olarak HA iretiminde dogal {iretici
mikroorganizmalar olan Lancfield A ve C Strepokoklari en ¢ok tercih edilen suslar
olmaktadir. Bu mikroorganizmalarla gerceklestirilen maksimum iiretim miktar1 6.0-7.0
g/l seviyesindedir. Yiiksek molekiil agirhikli HA sentezleyebilen bu dogal
mikroorganizmalar insanlar ve hayvanlar iizerinde patojen olmalari ve HA’nin
saflastirma maliyetinin yiiksekligi gibi dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle giiniimiizde
HA iiretimi icin GRAS listesinde yer alan mikroorganizmalar (Lactococcus lactis,
Bacillus subtilis, Escherichia coli ve Corynebacterium glutamicum) ve/veya rekombinant
suslar ile liretimler denenmekte ancak esas iiretici mikroorganizmalarla gerceklestirilen
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tiretimlerdeki verimler elde edilememektedir (Cheng vd., 2016; Chien & Lee, 2007; Kaur
& Jayaraman, 2016; Yu & Stephanopoulos, 2008). Bu nedenle Streptokoklar ile
gerceklestirilen HA tiretiminde maliyeti azaltmak ve verimi daha yukar1 ¢ekme tizerine
kurgulanmig ¢aligmalar 6nemini korumaktadir.

Fermentasyon yoluyla HA iiretiminde Streptokok suslar1 i¢in karbon kaynagi
olarak glukoz 6n plana ¢iksa da sakaroz, nisasta, laktoz ve dekstrin gibi kaynaklarin
iretim maliyetlerini diistirdiigii igin tercih edilebilecegi bilinmektedir (Boeriu vd., 2013).
Bu tez caligmasinda hammadde maliyetinin azaltilmasi ve literatiirdeki boslugun
doldurulmasi adina karbon kaynagi olarak ke¢iboynuzu meyvesi ekstrakti kullanilmistir.
Keciboynuzu bitkisi, tiretim hacmi goz oniline alindiginda ilk dortte yer alan iilkemizde
gida endiistrisinde dondurma, ¢orbalar, peynir, meyve turtalari, konserve etler, sekerleme,
firmcilik tirtinleri ve hayvan gidalar1 olmak {izere olduk¢a genis kullanim alanina sahiptir
(Battle & Tous, 1997). Keg¢iboynuzu bitkisinden iiretilen iirlinlerin katma deger agisindan
bakildiginda hak ettigi degeri bulamamasi, bu bitkiyi biyoteknoloji alaninda
degerlendirilebilecek kiymetli bir hammadde olarak one cikarmaktadir. Ihtiva ettigi
yiiksek seker miktar1 (yabani tiplerde %28.2-56.48; asili tiplerde %39.6-82.3) cok sayida
aminoasit (aspartik asit, alanin, glutamik asit, 16sin ve valin) ve mineral madde
(potasyum, kalsiyum, fosfor ve magnezyum) sebebiyle kegiboynuzu bitkisini
fermantasyon ortamindaki mikroorganizmalar i¢in iyi bir besin kaynagi olarak tercih
edilmesinin baslica sebepleri olarak gosterilebilir (Ayaz vd., 2007) (Biner vd., 2007). Bu
ozellikleri nedeniyle keciboynuzu bitkisi etanol, sitrik asit, laktik asit, mannanaz,
mikrobiyal proteinler vb. gibi katma degeri yiiksek triinlerin fermentasyon yoluyla
tiretilmesinde karbon kaynagi olarak kullanildig1 birgok ¢alisma bulunmaktadir (Turhan
vd., 2010; Lima-Costa vd., 2012; Haider, 2014; Yatmaz & Turhan, 2018).

Bu calismada keg¢iboynuzu meyvesi icerdigi zengin seker miktar1 ve mineral
maddeler nedeniyle karbon kaynagi olarak kullanilmistir. Birgok fermentasyonda karbon
kaynag1 olarak kullanilmasina ragmen literatiirde keg¢iboynuzu meyvesinin HA
tiretiminde degerlendirildigi herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu meyvenin ilk kez
bu calismada degerlendirilecek olmast nedeniyle optimum besiyeri bilesimi ile
biyoreaktorde gerceklestirilecek fermentasyonun optimum sartlarinin  belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu dogrultuda oncelikle Streptococcus zooepidemicus (ATCC 39920)
bakterisi ile kegiboynuzu igeren besiyerinde HA iiretiminde baslangic seker igerigi
miktar1 ve diger besiyeri bilesenlerinin (Azot kaynaklari, mineraller, iz elementler vb.)
optimum bilesimi belirlenmistir. Besiyeri optimizasyonu sabit sicaklik ve g¢alkalama
hizinda (37°C ve 150 rpm) Placket-Burrman yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Besiyeri optimizasyonu sonrasinda belirlenen besiyeri igerigi kullanilarak biyoreaktorde
HA {retim kosullar1 optimize edilmistir. Karistirma hizi, havalandirma miktar1 ve
baslangi¢ hiicre yogunlugu parametreleri bagimsiz degisken olarak se¢ilmis ve Box-
Behnken tasarimi kullanilarak biyoreaktérde HA iiretim sartlar1 optimize edilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Hyaluronik Asidin Yapisi ve Ozellikleri
2.1.1. Hyaluronik asidin yapis1
Hyaluronik asit $-1,3 ve p-1,4 glukozidik baglarla birbirine baglanan p-D-

glukuronik ve N-asetil-f-D-glukozamin disakkarit birimlerinden olusan diiz zincirli bir
dogal polisakkarittir (Sekil 2.1) (Fallacara vd., 2018).

OH OH - OH
s e Ho/e:oi o<{ 1 o\ E ;o
: HO : Vel gt 0
OH = OH 0=

o OH G p-1,4-Glikozidik Bag $-1,3-Glikozidik Bag
4
HO 5.0 HO N\ 50
OH
HO 2 A HO 3 OH
3 OH 3 NH 1
O=\

Glukuronik Asit
N-Asetilglikozamin

Sekil 2.1. Hyaluronik asitin yapisi (de Oliveira vd., 2016)

Yiiksek su tutma kapasitesine sahip anyonik bir glukozaminoglikan (GAG) olan
HA 107 Da molekiil agirligina ulasabilmektedir. Yapisindan kaynaklanan yiiksek su
tutma kapasitesi, viskoelastik yapisi, yiiksek biyouyumlulugu ve yikimi sirasinda toksik
bilesen olusturmama o6zelliklerinden otiiri HA oldukg¢a 6nemli bir bilesen olarak one
cikmaktadir (de Oliveira vd., 2016).

2.1.2. Hyaluronik asidin fizikokimyasal ve yapisal ozellikleri

Yiiksek molekiil agirliklarina ulagsmasi ve siilfatlanmamis bir biyopolimer
olmastyla diger GAG’lardan farklilasan HA hiicrelerin plazma membraninin i¢ ylizeyinde
sentezlenmektedir. Yapisinda bulunan f konfigiirasyonundaki monosakkaritlerin igerdigi
fonksiyonel gruplarin molekiiler olarak uygun pozisyonlarda bulunmasi ve bu
fonksiyonel gruplarin barindirdigi hidrojen atomlarinin daha az enerji gerektiren eksenel
pozisyonlarda olmasi nedeniyle HA kararli bir yapiya sahip olmaktadir (Fallacara vd.,
2018).

Y apisindaki negatif yiiklii karboksil gruplarinin Na*, K*, Ca?* ve Mg?* gibi pozitif
yiiklii iyonlarla dengelenmesiyle HA ’nin dogal pH derecesinde tuz formlar1 olugmaktadir.
Olusan bu tuz formuna hyaluronan veya hyaluronat denmektedir. Yiiksek hidrofilik
ozellik gosteren negatif yiiklii hyalorunan molekiilleri sulu ¢ozeltilerde su molekiilleri
tarafindan sarilmaktadir. Su molekiilleri karboksil ve asetamido gruplarina baglanarak
HA’nin heliks yapr olusturmasini saglamaktadir. Daha sonra heliks yapi1 yeniden
katlanarak tersiyer yapidaki ag formuna ge¢mektedir. Bu ag formunun olusmasi molekiil
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agirhigina ve konsantrasyonuna bagl olarak degismektedir. Ornegin 10° Da molekiil
agirhgindaki HA polimeri 1.0 pg/ml gibi diisiik konsantrasyonlarda dahi bu ag:
olusturabilmektedir. Molekiil agirligi ve konsantrasyonun artmasiyla ag yapisi
kuvvetlenmekte dolayisiyla HA’nin sulu c¢ozeltileri giderek artan viskozite ve
viskoelastik 6zellikler gostermektedir. Hyaluronan bir polielektrolit oldugundan sulu
cozeltilerdeki HA viskozitesi iyonik gii¢, pH ve sicaklik arttikca belirgin sekilde azalir,
bu da polimer zincirleri arasindaki etkilesimlerin zayifladigini1 gostermektedir (Fallacara
vd., 2018).

HA ¢ozeltileri newtonian (newtonsal) olmayan, psddoplastik ve viskoelastik akis
karakteri sergilemektedir. Psodoplastik profil incelendiginde kayma orani arttikca
molekiiller arasi hidrojen baginin koptugu ve polimer zincirlerin deforme oldugu
goriilmektedir. Bu artis sonucunda HA’nin viskozitezi diismektedir. Bununla birlikte
kayma orani diistiikge tiksotropik 6zellik gostermeyen HA ¢ozeltileri orijinal yapiya geri
donmekte ve baslangigtaki viskoz yapisini korumaktadir. Bu nedenle, polimerik agin
tahrip edilmesi gecici ve geri doniisiimliidiir. Bu karakteristik ve onemli reolojik
ozellikleri nedeniyle HA medikal, farmakolojik, gida ve kozmetik alanlarindaki
uygulamalarda 6nemli bir yere sahip olmaktadir (Fallacara vd., 2018).

2.2. Hyaluronik Asidin Insan Viicudundaki Onemi

HA c¢ogunlukla Streptokoklar olmak iizere bir¢ok mikroorganizmada, bunun
yaninda baslica tavsan, horoz ve sigir olmak tlizere hayvanlarda da bulunmaktadir. Birgok
canlida dogal olarak var olan ve bununla birlikte 70.0 kg agirligindaki yetiskin bir insanin
viicudunda yaklasik olarak 15.0 g HA bulundugu g6z oniine alindiginda, HA insan
viicudu i¢in oldukg¢a 6nemli bir biyopolimer olarak dne ¢ikmaktadir (Fallacara vd., 2018).

Su iceren ortamlarda 1000 katina kadar genislemesi ile molekiil agirligir ve
konsantrasyonuna bagli olarak degisen reolojik oOzellikleri nedeniyle HA viicut
icerisindeki biyolojik fonksiyonu ve hiicresel dagilimi cesitlilik gdstermektedir
(Marcellin vd., 2014). HA genellikle insan viicudundaki tiim organlarda bulunmakla
birlikte hiicrelerin dis yiizeyini kaplayacak sekilde ve bag dokularin hiicre dist
matrikslerinde bulunmaktadir. HA genellikle kikirdak dokularda, eklem sivilarinda,
gbobek bagi kordonunda bulunur ve doku homeostazinin korunmasindan sorumludur.
Insan viicudunda bulunan tiim HA nin %50.0’si insan derisinde (Epidermis ve Dermis)
yer almaktadir. Buna ilave olarak sinoviyal eklem sivis1 (3.0-4.0 mg/mL) ve goziin vitrioz
tabakas1 (0.1 mg/mL) 6nemli miktarda HA igermektedir (de Oliveira vd., 2016; Fallacara
vd., 2018).

Bu biyopolimer direkt olarak iyilesme silireci, embriyogenez, inflamasyon,
metastaz veya tlimor ilerleme fenomeni ve anjiyogenez gibi siireglerde rol oynamaktadir.
HA'nin bir bagka yaygin 6zelligi ise Okaryotik organizmalarda cildin piirtizsiizliigiinii
saglamasidir. Yaglanma ile birlikte HA {iretiminin azaldigi, bunun sonucunda cilt
dehidrasyonuna ve elastikiyet kaybina yol agarak kirigikliklarin ortaya c¢iktigi
bildirilmistir (Gold, 2009; de Oliveira vd., 2016).

18



KAYNAK TARAMASI A. OZCAN

2.3. Hyaluronik Asidin Uygulama Alanlari

Sahip oldugu biyolojik ve fiziko-kimyasal ozellikleri ile HA ve tiirevlerinin
bircogu cesitli tibbi, farmasoétik, gida ve kozmetik uygulamalar i¢in uygun ve gilivenilir
biyomateryaller olarak one ¢ikmaktadir. (Sekil 2.2). Bazt HA bazli iiriinler piyasada
bulunup halihazirda gesitli uygulamalarda kullanilirken, bir kismmin etkinliklerinin
dogrulanmasi igin ise daha fazla aragtirma yapilmasi gerekmektedir (Fallacara vd., 2018).
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Sekil 2.2. Hyaluronik asidin kullanim alanlar1 (Fallacara vd., 2018)

2.3.1. ilag tasiyici sistem olarak hyaluronik asit

HA kimyasal olarak ilaglara veya ilag tasiyici ajanlara baglanabilmektedir. HA
ilag bilesimlerinin olusturulmasinda, ilaglarin miseller gibi kolloidal tasiyicilarla veya
nanoteknoloji ile tiiretilmis parcaciklarla birlestirilmesinde Onemli avantajlar
saglamaktadir. En 6nemli avantaj ise ilaclarin polisakkaritler ile dogrudan veya bir ilag
tagiyicist kullanilarak birlestirilmesini kolaylastirmasidir. Bu sayede ilag tiiketimi
sirasinda herhangi bir ¢éziinme probleminin iistesinden gelmektedir. HA’nin bir diger
avantaj1 ise biyofarmasdtik 6zellikleri sayesinde polietilenglikole benzer sekilde bir etki
gostererek birgok ilacin kandaki yarilanma siiresini iyilestirmesi ve viicuttan atilma
sliresini yavaglatmasi olarak 6ne ¢ikmaktadir (Han vd., 2015).

HA’nin ilag tasima sistemlerinde etkili olmasinin disinda tiimor isaretleyicisi
olarak kullanilabilme potansiyeli dnemli kanser tedavisi uygulamalarinda bir avantaj
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saglamaktadir. Artirtlmis farmakokinetik 6zellikleri sayesinde ilag tasima sistemlerinde
kullanildiginda tiimdrlii dokulara ilag dagiliminin kolaylagmasina katkida bulunmaktadir.
Ayrica bir timor reseptorii olan CD44’e baglanabilme yetenegi ile HA, bu reseptdriin
fazlaca iiretildigi tiimor hiicrelerinde ilag segiciligini artirabilmektedir (Dosio vd., 2016).

2.3.2. Hyaluronik asidin ortopedik uygulamalari

Sinovyal sivi, eklem kapsiilii ve eklem kikirdaginda dogal olarak bulunan HA,
ortopedi alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu biyopolimer esas olarak osteoartrit
veya romatoid artrit gibi eklem hastaliklarinin tedavisinde dogrudan tercih edilmektedir.
Yiiksek molekiiler kiitleli HA eklemlerde bariyer gorevi goren enflamatuar hiicrelerin
kemotaksi ve madde gecirgenligini azaltarak serbest radikallere karsit koruma
saglamaktadir (Gupta vd., 2005).

Deney hayvanlarinda yapilan bir¢ok ¢alismada eklem icerisine HA uygulamasinin
eklem kikirdaginin onarim siirecinde etkili oldugu goézlemlenmistir. HA'nin eklem
yiizeylerinin tamamen yenilenmesinde tek basina etkisi olmasa da agriy1 azaltarak ve
antienflamatuar ajanlarin gereginden fazla kullanilmasinin 6niine ge¢mektedir
(Salwowska vd., 2016).

Sinovyal sivi azaldiginda veya iltihaplandiginda ve HA seviyesi azaldiginda,
romatoid artrit ve osteoartrit gibi bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu bozukluklari tedavi
etmek veya yavaslatmak i¢in lokal olarak dokulara HA enjekte edilmektedir. HA'nin,
sinovyal siv1 viskoelastisitesinin restorasyonu igin, birden fazla mekanizma ile hareket
ettigi ve uzun siireli klinik faydalar sagladigi bazi ¢alismalarda gosterilmistir (Bowman
vd., 2018).

HA’nin eklem sivisina enjeksiyonun terapdtik etkisi, sinovyal hiicrelerde yeni HA
sentezinin uyarilmasi ve kikirdak degradasyonunun azalmasi gibi biyolojik aktiviteler
nedeniyle yaygin olarak gozlemlenmektedir. Ayrica enjeksiyondan sonra yarilanma
Omriinii ve sonug¢ olarak terapotik etkinligi arttirmak icin, ¢apraz bagli HA tiirevleri
gelistirilmis ve eklem i¢i kayganlastirict sivi enjeksiyonlari olarak piyasaya siirtilmiistiir
(Bowman vd., 2018; Fallacara vd., 2018).

2.3.3. Goz biliminde hyaluronik asit uygulamalari

HA insan goziiniin vitréz govdesi, gozyast bezi, korneal dokular1 ve gdzyasi
stvisinda bulunan dogal bir bilesendir. Bu nedenle, HA bazli g6z saglig1 iiriinleri tamamen
biyouyumludur ve viicudun verecegi karsit reaksiyonlari tetiklemez (Schanté vd., 2011,
Fallacara vd., 2017; Fallacara vd., 2018).

HA'min g6z hastaliklar1 tedavisinde hem onleyici hem de operasyonel agidan
bircok uygulamasi bulunmaktadir. Viskoelastik 06zelliklerinden dolay1r siklikla
kayganlastirici ajan ve yapay gozyas: formiilasyonlarinda ana bilesen olarak yer almakta
ve kuru gdziin rahatlatilmasinda kullanilmaktadir. HA g6z tedavilerinde uygulandiginda
tahrisi azaltmakta, gézli nemlendirmekte ve gozyasi filmindeki sodyum hyaluronat
eksikliklerini gidermektedir (Salwowska vd., 2016).
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Glinlimiizde kontakt lens kullanan bireylerin %50'sinden fazlas1 g6z kurulugu
sikayetiyle kontakt lens kullanimindan vazge¢gmekte ya da géz damlasi kullanmaktadir.
Cogu goz damlasi ¢ozeltilerinin yapay bilesenler ve koruyucu maddeler icermesinden
dolayr genellikle bir koruyucu madde gerektirmeyen HA soliisyonlar1 goz kurulugunu
gidermek icin tercih edilmektedir. Ayrica yine yapay goz yasi damlalarinda sivi genellikle
g0zlin yiizeyinde esit olarak dagilmamakta ve bulanik gérmeye neden olabilmektedir.
Buna karsilik HA, viskoelastik ve hidrofilik 6zellikleri sayesinde siirtiinmeyi azaltmakta
ve gozyaslarinin buharlagsmasini yavaslatmaktadir. Ek olarak su yerine HA’nin
kullanildig1 {iriinlerin konjonktival kan damarlarin1 genisletmemesi sayesinde kis
mevsimlerinde giivenle kullanilabilirler (Maltese vd., 2006; Kogan vd., 2007).

HA ayrica gz cerrahisinde onemli bir rol oynamaktadir. Genellikle ameliyat
sonras1 iyilesmesinin hizlandirilmasi ve hastanin rahatlamasi i¢in uygulanmaktadir.
Trabekiilektomi isleminde, katarakt operasyonlarinda, glokom uygulamalarinda, refraktif
cerrahide ve korneal plastik cerrahi islemlerinde gibi géziin 6n bolgesinde gerceklestirilen
operasyonlar sirasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Salwowska vd., 2016).

2.3.4. Hyaluronik asidin estetik ve dermatolojik uygulamalari

Birgok arastirmaci tarafindan cilt genglestirme i¢in HA bazli formiilasyonlarin
kozmetik ve nutrikozmetik etkilerini arastirilmistir. Bu arastirmalar HA'nin kirigikliklar,
nazolabial kivrimlar ve cilt yaglanmasi gibi cesitli cilt kusurlarimi diizeltmede dikkate
deger kozmetik ve nutrikozmetik etkiler sergiledigini ortaya koymustur. Cilt kusurlarini
gidermek i¢in HA ¢esitli formlarda (jeller, kremler, deri alt1 dolgu enjeksiyonlari, dermal
dolgu maddeleri, yiiz dolgulari, losyon, serum ve implantlar vb.) kullanilmistir. HA'nin
kozmetik ve nutrikozmetik etkileri, yumusak doku biiyiitme, cilt hidrasyonu, kollajen
uyarimi ve yiiz genglestirme 6zellikleri ile iligkilendirilmistir (Bukhari vd., 2018).

HA’nin tuz formu olan sodyum hyaluronat genellikle etkili olarak agiz ve burun
cevresindeki kivrim ve kirigikliklarin  diizeltilmesi, yatay alin kirisikliklarinin
hafifletilmesi, kaslarin kaldirilmasi, burnun konumlandirilmasi, dudaklarin seklinin ve
hacminin degistirilmesi, yanaklarin, ¢enenin, viicut hatlarinin sekillendirilmesi
(goguslerin  genigletilmesi ve modellenmesi, uyluk, kalga) gibi islemlerde
kullanilmaktadir (Salwowska vd., 2016).

Amerikan Plastik Cerrahlar Dernegi'nin (ASPS) verileri incelendiginde, 2018
yilinda gergeklestirilen yumusak doku dolgu tedavisinin yaklasik %80’inin HA igeren
dermal dolgularla yapildigr goriilmektedir (Anonim, 2018). Bu kadar ¢ok sayida
kullanilmasinin baslica nedenlerinden biri HA iceren dermal dolgularin etkisinin tersine
cevrilebilir nitelikte olmasidir. Ciinkii olas1 bir tibbi hata veya komplikasyon HA
enjeksiyonu ile giderilebileceginden, kusurlar geri doniisimlii  bir sekilde
diizeltilebilmektedir (Fallacara vd., 2018).

HA, kozmetik formiilasyonlarda (jeller, emdiilsiyonlar veya serumlar) yaygin
olarak kullanilan nemlendirici bir aktif bilesen olarak 6ne ¢ikmaktadir. HA nemlendirme
etkisinin biiyiikk olglide molekiil agirhgma, uzun Omiirliliiginin ise hyaluronidaz
enzimlerine kars1 stabilitesini koruyabilme giiciine bagl oldugu diisiiniilmektedir. Cilde
uygulanan yiiksek molekiil agirlikli HA igeren {iriinler esas olarak film olusturucu bir
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polimer olarak ¢alismaktadir ve boylece nemi baglayarak cilt yiizeyinin nemli kalmasini
saglamaktadir (Nobile vd., 2014; Jani$ vd., 2017; Fallacara vd., 2018).

2.3.5. Hyaluronik asidin gida uygulamalarinda kullanilmasi

Tiim bu uygulamalarinin yaninda son yillarda HA’nin bir gida iiriinii olarak var
olan gidalara ilave veya toz, kapsiil vb formlarda dogrudan tiiketildiginde etkili olup
olmadigi aragtirilmaktadir. HA, kullanim olarak bazi farkliliklarla ABD, Kanada, Avrupa
ve Asya'da (6zellikle Kore ve Japonya'da) gida takviyesi olarak pazarlanmaktadir.
Omegin ABD ve Avrupa'da eklem agris1 tedavisi, Japonya da ise kirisiklik tedavisi ve
cildi nemlendirmek i¢in kullanilan gida takviyeleri bulunmaktadir. Ancak ozellikle
gastrointestinal sindirimde parcalanmadan viicuda alinip alinmadig1 ve viicut tizerindeki

etkisini inceleyen calismalar halen az sayida olsa da bu konuya olan ilgi artmaktadir
(Fallacara vd., 2018).

Asagida bu konu tlizerine gergeklestirilen bazi calismalardan o6rneklere yer
verilmistir.

Deney hayvanlari (si¢anlar) tizerinde gergeklestirilen bir caligmada, 300 Da ila 2
kDa molekiil agirliklarinda degisen HA’nin oral alimi sonrasinda bozulma ve emilim
siiregleri incelenmistir. HA’nin viicuda alindiktan sonra bagirsakta olisakkaritlere
pargalandigr ve kalin bagirsaktan emilerek kana gectigi ardindan cilde yayildigi
gozlemlenmistir (Kimura vd., 2016). Baska bir ¢alismada, isaretlenmis yiliksek molekiil
agirlikli (1.0 MDa) HA'nin siganlarda ve kopeklerde oral uygulamadan sonra emilimi,
dagilim1 ve salgilanmasi incelenmistir. Caligsma sonucunda gida olarak tiiketilen HA'nin
bag dokulara ulasabilecegi gosterilmistir. Ozellikle bu sonuglar, oral yoldan alman
HA'nin az miktarda da olsa eklemlere, kemiklere ve cilde ulasabilecegini, boylece eklem
ve cilt sagligi icin HA bazli gida takviyelerinin kullanilabilecegini gostermistir (Sato &
Iwaso, 2009).

Bir diger calismada 12 hafta boyunca hafif diz agris1 bulunan hastalara horoz ibigi
ekstraktindan elde edilen HA igeren diisiik yagl yogurtlar verilmis ve erkek hastalarda
kas giiciinde 6nemli bir iyilesme gézlemlenmistir (Sola vd., 2015). Biyotin, C vitamini,
bakir ve ¢inko igeren konsantre bir gida takviyesine seyreltilmis HA ilave edilmis ve bu
gida takviyesi yirmi kadin denege 40 giin boyunca sunulmustur. Deney sonucunda
bireylerin ciltlerinde 6nemli 6l¢iide yaslanma karsit1 (anti-aging) gelisimler gozlenmistir
(Go6llner vd., 2017). Bunlarin disinda sadece HA igeren gida takvilerinin viicut tizerindeki
etkisinin sindirimle dogrudan iligkili oldugunu gosteren caligmalar da bulunmaktadir.
Kawada, vd. (2014) gida takviyesi olarak tiiketilen HA'nin ultraviyole 1sinlar, sigara
kullanim1 ve kirletici maddelerden kaynaklanan cilt kuruluklarina kars1 nemlendirici
katkisin1 gdsteren calismalar bulundugunu raporlamiglardir. Ayni calismada giinde
37.52-240 mg arasinda degisen miktarlarda HA'nin 4-6 hafta siiresince tiiketilmesi
durumunda cilt nemini 6nemli 6l¢giide artirdigr bildirilmistir. Kuru cilde sahip 61 denek
tizerinde yapilan bir ¢aligmada, alt1 hafta boyunca iki farkli molekiil agirligindaki (800
kDa ve 300 kDa) HA'nin 120 mg/giin miktarinda tiiketilmesinin etkilerini arastirilmistir.
Her iki molekiil agirligindaki HA da pozitif etki gostermekle birlikle, 300 kDa molekiil
agirlikli HAnin deneklerde bulunan cilt kurulugu tizerinde en iyi gelismeleri gosterdigi
belirtilmistir (Kawada, Yoshida, Yoshida, Sakamoto, vd., 2014). HA’nin oral
uygulamalan ile topikal ve injektif uygulamalarinin birlestirilmesi, cilt yaslanmasinin
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kontroliinde oldukc¢a basarili olabilmektedir. Deney fareleri lizerinde gergeklestirilen bir
calismada, oral yoldan uygulanan HA'min yaklasik % 90'min sindirim sisteminden
emildigini ve farelerin derisine ulasarak ve bdylece cilt kurulugunu azaltabilecegi
kanitlanmistir (Oe vd., 2014).

Sonug olarak oral yolla tiiketilen HA’nin sadece cilt i¢in degil, ayn1 zamanda
eklemler i¢in de faydali olabilecegi ve diz agrismin tedavisi, eklem iltihaplarinin
hafifletilmesi ve kas diz kaslarinin giiglendirilebilecegi bir dizi ¢alisma ile kanitlanmistir
(Oe vd., 2015).

2.3.6. Hyaluronik asidin diger uygulama alanlar

Onceki boliimlerde bahsedilen kullanim alanlari agirlikli olarak HA uygulamalart
igin tercih edilmekle birlikte bunlarin disinda HA ile gergeklestirilen saglik tizerine etkili
baska uygulamalar da bulunmaktadir.

Viicuttan salgilanan HA solunum yolu salgilarimin 6nemli bir bileseni
durumundadir. Ust ve alt solunum yollarinin homeostazisinde 6nemli bir rol oynayan HA,
antienflamatuar ve anti anjiyojenik eylemleri gergeklestirmek; hiicre disi matrisini
diizenlemek, bag dokular1 stabilize etmek, iyilesme siireclerini siirdiirmek ve dokularin
hidrasyonunu diizenlemek 6nemli gorevleri listlenmektedir. Bu nedenle, disaridan alinan
HA, alerjik ve alerjik olmayan rinit, astim, kronik obstriiktif akciger hastalig1 ve kistik
fibroz gibi iltihaplanma, oksidatif stres ve epitel dokunun yeniden sekillenmesini i¢eren
burun ve akciger hastaliklarinin tedavisi i¢in umut verici bir terapdtik ajani temsil
etmektedir (Fallacara vd., 2018).

HA kirigiklik karsiti, yaglanma karsiti ve agiz ve burun kivrimlarindaki
kirisikliklart 6nlemek gibi etkilerinin yani sira yumusak dokularin ¢gogalmasinda, cildin
ylizeyinin  biiylimesinde, yiiz genglestirme uygulamalarinda, cilt parlakligini
diizenlemede ve kolajen uyarici olarak dikkate deger bir potansiyel gostermistir (Bukhari
vd., 2018; Duranti vd., 1998).

HA, solunum organi skleroproteinini enflamasyondan korumak amaciyla
akcigerlerde bol miktarda bulunur. Bir ¢aligmaya gére HA, bir ilacin solunum organlarina
dagiliminda kullanilabilmekte ve ilacin siirekli salinimi saglayarak tutulma siiresini
uzatabilir (Vasvani vd., 2019).

2.4. Hyaluronik Asit Uretim Yontemleri

HA sahip oldugu biyouyumluluk, biyobozunurluk, su tutma Kkapasitesi,
viskoelastisite gibi biyolojik ve fiziko-kimyasal o&zellikleri sayesinde ilk izole
edilmesinden giiniimiize kadar bir¢ok farmasotik, tibbi, gida (icecek, gida takiyesi,
gronala bar vb.) ve kozmetik uygulamasinda 6nemli 6l¢iide kullanilmaktadir. Bu nedenle,
yiiksek kalite standartlarini karsilayan, verimli ve erisilebilir maliyetlerle HA elde etmek
i¢in iiretim siireclerinin optimize edilmesi iizerinde literatiirde yapilmis ve yapilmakta
olan birgok ¢alisma bulunmaktadir. Bu siiregte hem HA’nin elde edilme yontemi hem de
saflagtirma prosesi molekiil agirligi, safligi, verimi ve maliyeti agisindan esit derecede
onemli olmaktadir. Dolayisiyla, yiiksek verim ve daha az maliyetli yontemlerle yiiksek
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kaliteli HA {iretmek, bu biyopolimerle ilgili arastirma alanlarinda karsilasilan en biiyiik
zorluk olarak 6ne ¢ikmaktadir (Fallacara vd., 2018).

Bu dogrultuda endiistriyel olarak HA iiretimi iki temel yontem kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Bu yontemler, HA’y1 dogal olarak viicutlarinda barindiran
hayvanlardan ekstrakte edilmesi ve HA’y1 dogrudan sentezleyebilen mikroorganizmalar
veya rekombinant mikroorganizmalar kullanilarak iiretilmesi seklinde siralanabilir.

2.4.1. Hayvansal kaynaklh hyaluronik asit iiretimi

Ik kez sigir vitrdz mizahindan izole edildigi 1930 yilindan bu yana, HA nin
iretimi insan gobek kordonu, horoz ibigi ve s1gir sinovyal s1visi dahil olmak {izere hayvan
dokular1 ekstrakte edilerek yaygin sekilde gergeklestirilmistir (Sze vd., 2016). Bunlar
arasinda, horoz ibigi bilinen en yiiksek HA konsantrasyonuna (7.5 mg/g) sahip olmasi
nedeniyle HA iiretimi i¢in en ¢ok tercih edilen hayvan dokusu olmaktadir. Her ne kadar
barindirdigi HA miktar1 yiiksek olsa da biyomedikal ve farmasétik uygulamalar igin
hayvan kaynaklt HA kullanimmi gii¢lii bir sekilde smirlayan ¢esitli teknik ve etik
endiseler bulunmaktadir (Gallo vd., 2019).

Hayvansal dokulardan HA izolasyonu 0&giitme, asidik islemler ve organik
¢oziiclilere maruz kalma gibi zorlu isleme kosullarini ve biyolojik kontaminasyonu
onlemek icin ¢esitli saflastirma asamalarini icermesi nedeniyle karmasik ve zaman
alicidir. Bu dokularda genellikle HA’ya bagli olarak bulunan proteoglikan ve
hiyaliironidaz enziminin ekstraksiyon islemi sirasinda uzaklastirilmas: gerekmektedir.
Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen HA’da bu bilesenlerin kalintis1 olmasi durumunda,
HA’nin uygulanacag1 bireylerde bagisiklik tepkisi gergeklesebilmektedir. Bu nedenle
saflastirma prosesi titizlikle uygulanmalidir. Ekstraksiyon ve saflagtirma prosesinin agir
protokollerle ger¢eklesmesi nedeniyle HA kismi olarak degredasyona ugrayabilmekte ve
bu durum daha diisiik kalitede iiriin elde edilmesiyle sonuglanabilmektedir (Boeriu vd.,
2013; Gallo vd., 2019).

Uretim prosesinde karsilasilan zorluklara ilave olarak hayvansal kaynaklarda
bulunmasi muhtemel bulasici bilesenler (niikleik asitler, prionlar veya viriisler) ekstrakte
edilen HA'y1 kontamine edebilmekte ve bu bilesenler bulasici hastaliklarin bireylere
sigramast ihtimalini dogurmaktadir. Son olarak, hayvansal kokenli tiriinlerin kullanimi ile
ilgili artan etik endise, endiistriyel olarak hayvansal kaynaklit HA iiretimi i¢in caydirici
bir unsur olusturmaktadir.

Hayvansal kaynakli iiretimde kargilasilan yiiksek maliyet, uzun siireli ve agir
ekstraksiyon prosesi, biyolojik tehlikeler ve etik sorunlar nedeniyle HA {iretimi i¢in diistik
maliyetli, gorece daha kolay saflagtirma prosesi gerektiren ve modifiye edilebilir olan
biyoteknolojik iiretim yontemleri giin gectikge daha ¢ok 6n plana ¢ikmaktadir. (Sze vd.,
2016).

2.4.2. Biyoteknolojik yontemlerle hyaluronik asit iiretimi

Glinlimiizde ticari HA genel olarak biyoteknolojik yontemler kullanilarak
tiretilmektedir. Mikroorganizmalar kullanilarak {iretilen HA insan viicudu ile biyolojik
olarak uyumludur, ¢linkiit HA nin yapisi farkl: tiirler arasinda biiyiik 6l¢iide korunmustur.

24



KAYNAK TARAMASI A. OZCAN

Lancfield A ve C grup Streptokok suslart HA iiretimi i¢in kullanilan ilk bakteri olmustur
ve giiniimiizde birgok ticari tirtin Streptococcus sp. kullanilarak tiretilmektedir (Fallacara
vd., 2018).

Streptokoklar, hiicre dis1 kapsiille ¢evrili, spor olusturmayan, hareketsiz Gram
pozitif bakteriler olarak tanimlanabilmektedir. Streptoklarin dogal suslari olan,
Streptococcus equisimilis (bir hayvan patojeni), S. pyogenes (bir insan patojeni) ve S.
uberis (sigirlarda bir patojen) bakterileri HA i¢in dogal {iretici konumundadirlar. Bununla
birlikte, bunlar arasinda, Streptococcus equi subsp. equi ve S. equi subsp. zooepidemicus
yaygin olarak kullanilan iiretici mikroorganizmalar olarak 6ne ¢ikmaktadir (Sze vd.,
2016).

Streptokoklarin HA {iretim metabolizmasi incelendiginde (Sekil 2.3) HA sentezi
sadece hiicre zar1 izerinde bulunan hyaluronan sentaz enzimlerinin (HAS) etkisiyle degil,
ayni zamanda {iridin difosfat-glukoz (UDP) onciillerini iireten sitoplazmik enzimlerin
katilimiyla da miimkiin olmaktadir (Viola vd., 2008).

Hyaluronik asit sentezi;

e Glukoz molekiiliiniin hiicre i¢ine girmesiyle baslamaktadir. (ABC trans-
membran proteini aracigiyla)

e Hiicre icine alinan glukoz heksokinaz enzimleri araciligiyla glukoz-6-
fosfat’a doniismektedir.

e Olusan glukoz-6-fosfat birimleri iki farkli metabolik yolda kullanilmak
tizere UDP-GICUA veya UDP-GIcNAc birimlerine dontismektedir.

e Disakkarit birimlerinden olusan lineer hyaluronik asit yapisini olusturmak
icin UDP-glukoz Onciilleri HAS enzimleri tarafindan substrat olarak
kullanilmaktadir.

e Tekrarlanan disakkarit birimlerin indirgen uglarina GIcUA veya UDP-
GIcNAc birimleri p-1,3 ve p-1,4 glukozidik baglanarak diiz zincirli
hyaluronik asit polimerini olusturmaktadir.

Biyosentez sirasinda ¢ok miktarda araci molekiil olusmasinda otiirii HA tiretimi
hiicrenin fazla enerji tilkketmesine neden olmaktadir. Ayrica bazi aracit molekiillerin (6rn.
UDP-GIcNAc), hiicre duvari biyosentezi gibi hiicresel islemlerde yer almasi, HA sentezi
ile rekabet eden diger hiicresel aktivitelerin oldugunu gostermektedir. Bu durum HA
iretimini siirlandiran unsurlardan biri olarak kabul edilebilmektedir (Gallo vd., 2019;
Shah vd., 2013).

Fermentasyon icin gerekli olan islemler (up-stream) ve fermentasyon sonrasi
islemler (down-stream) HA {iretimi i¢in ayr1 ayr1 onemli basamaklar konumundadir.
Mikroorganizmanin se¢imi, besiyeri igeriginin belirlenmesi ve {iretimin optimize
edilmesi iiretilecek HA’min  ozelliklerini  dogrudan  etkilemektedir.  Uretim
fermentasyonunun sonrasinda elde edilen HA nin karakterize edilmesi, saflagtirilmasi ve
molekiil agirligiin belirlenmesi olduk¢a Onemlidir. Bu nedenle tez kapsaminda
kromatografik miktar tayini yanisira molekiiler eleme (size-exclusion) kromatografisiyle
iiretilen HA nin sahip oldugu molekiiler araliklar da belirlenmeye c¢alisilmistir.
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HA'nin karmasik biyolojik fonksiyonlari, sahip oldugu boyuta, hidrodinamik
hacmine, molekiiler dizilimine ve esas olarak ortalama molekiiler agirliklarina bagh
olarak degismektedir. Ornegin HA'nin kozmetik veya farmasétik kullanimi ortalama
molekiiler agirligr ile dogrudan iliskilidir. Bununla birlikte, fermantasyon yoluyla elde
edilen HA’nin monodispers molekiiler agirlik dagilimi olmamaktadir. Bu nedenle
molekiiler agirlik dagilimini ve gesitli saflagtirma prosediirlerinden nasil etkilendigini
bilmek ¢ok onemlidir.

Viskozimetri, jel elektroforezi, kilcal elektroforez ve kromatografik yontemler
gibi HA molar kiitlesinin dagilimin1 degerlendirmek i¢in ¢esitli yontemler literatiirde yer
almaktadir. Kromatografik yontemler, 6zellikle molekiiler eleme, makromolekiillerin
molekiiler agirliklarina bagli olarak ayrilmasinda iyi performans gostermektedir.
Molekiiler eleme, maddelerin boyutlarinin veya hidrodinamik hacimlerinin farkliliklaria
dayanan bir kromatografik ayirma yontemidir. Bu yontemde, duragan faz, belirli bir
gozenek boyutu dagilimina sahip olan inert materyallerden olugsmaktadir. Sonug olarak,
farkli boyutlardaki polimerlerden olusan bir karisimda, gozeneklerden daha biiyiik
boyutlara sahip olan molekiiller duragan fazla etkilesime girmeyerek kolondan once
cikmaktadir. Ote yandan, daha kiiciik molekiiller duragan fazin gézeneklerinde bulunan
uzantilara niifuz ederek kolondan daha geg ¢ikacaktir (Sousa vd., 2009). Boylelikle farkli
molekiiler dagilim gosteren (HA vb.) materyaller i¢in basarili bir molekiiler ayirma
gerceklesmektedir. Bu dogrultuda tez kapsaminda SEC kolon kullanilarak iiretilen
HA’nin molekiiler agirlik araliklar1 belirlenmistir.

Ote yandan kromatografik tekniklerle molekiil agirhigi belirlenen HA gibi
polimerlerin preperatif kromatografi yontemleriyle saflagtirilmasi, fraksiyonlarina
ayrilmasi ve farkli fraksiyonlar halinde toplanmasi saglanabilmektedir. Bu yontemlerle
yiiksek seciciligi olan kolonlar kullanilarak istenilen molekiiller, biiylik veya kiiclik
Olcekli olarak ayrilabilmektedir. Yiiksek basingli sivi kromatografisi ile gergeklestirilen
preperatif analizler (preperatif HPLC), analitik analizlere gore farkli donanimlara ihtiyag
duymaktadir. Preperatif olarak ayrilacak materyale gore secilen kolonlar, analitik
kromatografiye kiyasla daha biiyiik i¢ ¢apa sahip olmaktadir. Genellikle plaka sayisi
kolon ¢apr biiyiidiikge artmaktadir. Ayrica bu kolonlarin ayirma islemi sirasinda yiliksek
akis hizlarma maruz kaldig1 icin yiiksek basinglara (Orn. 3000 psi) dayanikli olmasi
gerekmektedir. Analitik kromatografiden farkli olarak ayirma islemi gergeklesmesinden
otiirii preperatif HPLC sistemlerinde pompa donanimi farklilasmaktadir. Ozellikle gerekli
olan akis hizlarina ¢ikabilmek i¢in (genellikle 10-50 mL/dk) biiyiik hacimlerde mobil faz
rezervuarlarina ihtiyag¢ olmaktadir. Bu analizin yalnizca ayrilmasi istenen bilesene odakli
gergeklesen bir analiz olmasi nedeniyle hassas saptama yapan dedektorler yerine biiyiik
konsantrasyonlardaki bilesenleri saptayabilecek dedektorler tercih edilmektedir. Ayrica
preperatif kromatografi ile gerceklestirilen ayirmalarda fraksiyon kolektdriiniin cihaza
entegre olmasi gerekmektedir. Tim bunlara bakilarak, saflagtirma islemi oldukcga
masrafli ve uzun calisma siireleri gerektiren HA icin preperatif kromatografi iyi bir
alternatif olarak yer almaktadir (DeStefano & Kirkland, 1975).

Literatiirde yer alan ¢aligsmalara bakildiginda Sousa vd. (2009) HPLC sisteminde
Shodex OHPak SB806M HQ (300x7.8mm 1.D.) ve yari-preperatif Superose 6 10/300GL
(300%x10mm 1.D.) kolonlariyla olusturduklari molekiiler eleme (SEC) kromatografisi ile
molekiil agirhg 10° Da'nin iizerinde olan HA fraksiyonlarini neredeyse hi¢ protein
kontaminasyonu olmadan saflagtirmiglardir. Bu dogrultuda tez kapsaminda HA’nin
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kromatografik olarak analizi i¢in kullanilan kolonun birka¢ eklentiyle preparative
kromatografiye uygun hale getirilebilmektedir. Bu sayede, tez kapsaminda
gerceklestirilen  kromatografik ¢alismalar ileride gergeklestirilebilecek HA’nin
kromatografik olarak saflastirilmast ve fraksiyonlarina ayrilmasi gibi ¢aligmalar igin
temel olacaktir.

27



KAYNAK TARAMASI A. OZCAN

Sekil 2.3. Bakteriyel hyaluronik asit sentezi (Gallo vd., 2019)

28



KAYNAK TARAMASI A. OZCAN

HA’nin ilk izole edildigi zamandan giiniimilize kadar {iretim miktarini1 artirmak
icin bir¢ok ¢aligma yapilmistir. Bu ¢alismalarda fermentasyon ortaminin gelistirilmesi,
daha yiiksek tiretkenlige sahip olan suslarin arastirilmasi ve ekstraksiyon siirecinin
optimizasyonu gibi bircok deneme gerceklestirilmistir. Bu  siiregte  kesikli
fermentasyonlarda HA verimi 300-400 mg/L’den 6-7 g/L'ye yiikseltilebilmistir. Bu
caligmalar spesifik olarak HA iiretim optimizasyonu, verimin iyilestirilmesi, molekiiler
agirhigin artirllmast ve polimer polidispersitesinin azaltilmasi iizerine yogunlagmistir
(Kim vd., 1996).

Dogal iireticiler olan Streptokoklar ile HA biyosentezi biiyiik miktarda enerji
gerektirmektedir. Bu durumda ortamda bulunan karbon kaynagi igin (glukoz) hiicre
bliylimesinde enerji saglayici veya UDP-seker onclisli olarak kullanimi i¢in bir rekabet
s6z konusu olmaktadir. Ornegin ortamda sinirsiz glukoz varliginda optimum kosularda
(pH:7.0 ve 37°C) bakteriyel gelisim maksimum olmaktadir. Ancak en yiiksek HA miktar1
ve molekiil agirligina hiicre gelisiminin en diisiik oldugu kosullarda ulagilmaktadir.
Bunun nedeni hiicreler yavas gelistiginde karbon ve enerji kaynaklarinin iiretim siiregleri
icin kullanilabilmesidir (D. Armstrong vd., 1997). Ortamdaki sekerin sinirli miktarda
olmasi 6nce HA ftiretimini sonra da molekiil agirligin1 diisiirmektedir (Chong vd., 2005).

Fermentasyon ortamindaki oksijen varlig1 da yine ayn1 sekilde {iretim miktar1 ve
molekiil agirligr lizerinde onemli bir etkiye sahip olmaktadir. Aerobik kosularda HA
verimi ve molekiiler agirligit %50 artarken, hiicre gelisimi etkilenmemektedir (D.
Armstrong vd., 1997; Cooney vd., 1999; Huang vd., 2006). Aerobik fermantasyon
kosullar1 altinda Streptokoklar laktat metabolizmasi1 yerine asetat, format ve etanol
metabolizmalarini tercih etmektedirler. Bu durumda, laktat metabolizmasinda olusan iki
ATP molekiili yerine asetat metabolizmasinda heksoz bagina dort ATP molekiilii
tiretilmektedir. Artan ATP miktarlarinin veya hiicre iginde fazla olan NADH miktarinin
oksijen varligiyla azalmasi sonucu HA firetiminin arttigi disiiniilmektedir (Chong &
Nielsen, 2003). Yapilan ¢aligmalarda hiicre gelisimi sirasinda HA verimini arttirmak igin
%S35'lik kritik bir ¢oziinmiis oksijen seviyesine ihtiya¢ oldugu ve bu degerin lizerinde
verimin sabit kaldig1 goriilmiistiir (Huang vd., 2006). Bu durum da HA miktarinin, S.
zooepidemicus bakterisinde HA sentaz enziminin aerobik kosullar altinda anaerobik
kosullara gore dokuz kat daha yiiksek olmasiyla agiklanabilmektedir (Duan vd., 2009).

HA {iretiminde ¢ogu fermentasyonda oldugu gibi besiyeri bilesimi, pH, sicaklik,
havalandirma ve karistirma hizi olduk¢a Onemlidir. Hem karigtirma hizi hem de
fermantasyon stratejisi HA iiretimi {izerinde oldukga karmasik bir etkiye sahiptir. Artan
karistirma hizi aerobik ya da anaerobik fermentasyonla iiretilen HA’nin verimini
artirmaktadir. Bunun nedeni besiyerinde artan viskozitenin karistirma islemi ile azalmasi
ve kiitle transferinin artmasina bagli oldugu diistintilmektedir (Boeriu vd., 2013). Bununla
birlikte, HA’nin molekiil agirlig: kiitle transferine bagl olarak yiikselmektedir. Ancak
aerobik kosullardaki fermentasyonlarda yiiksek karistirma hizlarinda molekiil agirlig:
diismektedir. Bu diislise yliksek karistirma hizinda olusan oksijen reaktifleri nedeniyle
HA’nin degrade olmasinin neden oldugu diisiiniilmektedir (X. Zhang vd., 2010).

Kesikli fermantasyon ile HA {iiretimi besiyeri viskozitesinin artmasi ve kiitle
transferi kisitlamalar1 nedeniyle 6.0-7.0 g/L ile sinirlanmaktadir. Bu nedenle HA
veriminin yiiksek hiicre yogunluklu fermantasyon veya yiiksek verimli bir sus kullanarak
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daha fazla iyilestirilmesi miimkiin olmamaktadir. Hiicrelerin siirekli beslemeli olarak
ortama verilmesi HA verimliligi agisindan olumlu etki yaratmaktadir (Boeriu vd., 2013).

Bahsedilen etkenler géz 6niine alindiginda HA iiretiminde verimin artirilmasi i¢in
birgok parametrenin kontrol edilmesi gerekmektedir. Ozellikle uygun karbon kaynag:
secilmesi, b kaynagin besiyerinde yeteri kadar bulunmasi ve fermentasyon sartlarinin
belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle tez kapsaminda hem besiyeri bilesiminin
hem de fermentasyon sartlarinin optimize edilmesi verimliligi artirmak acisindan temel
stratejiler olarak belirlenmistir.

Streptococcus sp. suslari igin tercih edilen karbon kaynagi glukoz olarak 6n plana
ciksa da nisasta, laktoz, siikroz ve dekstrin gibi diger daha ucuz kaynaklar kullanilarak
gerceklestirilen fermentasyonlarda verimlilik agisindan benzer sonuglar alindig
goriilmektedir. Bu alternatif karbon kaynaklar1 HA {iretiminin toplam maliyetinin
diismesine katkida bulunmakta ve HA iiretim endiistrisinde kullanim i¢in cazip hale
gelmektedir. Bu tez calismasinin dayandigi temellerden biri de kegiboynuzu meyvesinden
pekmez eldesi sirasinda agiga ¢ikan atiklarin ve/veya ekstraktin karbon kaynagi olarak
degerlendirilmesine ve diisiik maliyetle hammadde ihtiyacim1 karsilayip katma degeri
yiiksek bir tiriin tiretmektir (Boeriu vd., 2013; Gallo vd., 2019).

Genellikle HA iiretiminde insan patojeni olmayan Lancfield C grup S. equi subsp.
equi ve S. equi subsp. zooepidemicus bakterileri (Boeriu vd., 2013) kullanilmaktadir. Tez
kapsaminda kullanilan S. zooepidemicus (ATCC 39920) bakterisi “ABD Hastalik Kontrol
ve Korunma Merkezleri (CDC)” tarafindan yayinlanan Mikrobiyolojik ve biyomedikal
laboratuvarlarda  biyogiivenlik  yoOnergelerine gere 2. seviyede laboratuvar
biyogiivenligine gerek duymaktadir (Wilson & Chosewood, 2007). “M dogal iiretici
suglar arasinda yer alan baz1 Streptococcus sp. bakterileri patojenite riski
barindirmaktadir. Her ne kadar saflagtirma asamalarindan sonra endotoksin seviyesi
kabul edilebilir aralikta yer alsa da dogal HA iireticilerindenin bazilarinin (6rn. S.
Pyogenes) insan patojeni olarak tanimlanmasi nedeniyle iiretim i¢in rekombinant suslarin
kullanildig1 calismalar da literatiirde bulunmaktadir. GRAS listesinde bulunan
mikroorganizmalar bu ¢alismalarin temelinde tercih edilen suslar olmaktadir. Endotoksin
icermeyen HA, halihazirda Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Escherichia coli ve
Corynebacterium glutamicum gibi rekombinant konakgilar tarafindan sentezlenmistir
(Fallacara vd., 2018). Ancak yapilan rekombinant iiretim denemelerinde iiretim miktari
ve molekiil agirligi acisindan birkag calisma disinda ytliksek degerlere ulagilamamakta ve
halen ¢alismalar devam etmektedir. Dogal iiretici ve rekombinant mikroorganizmalarla
gerceklestirilen liretimlerde artan viskozite ve diisilk molekiil agirlig1 gibi karsilagilan
sorunlar nedeniyle besiyeri ve fermentasyon sartlariin optimizasyonu iizerine olan
calismalar HA biyosentezi i¢in halen ciddi 6nem tagimaktadir (Yatmaz & Turhan, 2015).

Besiyeri bilesiminin HA {iretim miktar1 ve molekiil agirligina gore optimize
edildigi bir diger calismada iiretici mikroorganizma olarak mutant Streptococcus sp.
ID9102 kullanilmig ve sirasiyla calkalamali inkiibator ve biyoreaktérde fermentasyonlar
gergeklestirilmistir. Calismada ilk olarak karbon, azot, fosfat ve mineral kaynaklar1 Her
Defada Tek Etken Yontemi ile belirlenmis ardindan segilen bilesenlerin miktar1 Taguchi
Dizayn ile optimize edilmistir. Besiyeri bilesimi i¢in glukoz, fruktoz, galaktoz, mannoz,
laktoz, maltoz, sakaroz, ksiloz, dekstrin ve nisasta karbon kaynagi olarak (%4.0); maya
ekstrakti, pepton, kazein, yagi alinmis siit, kazein, kazein peptonu, soya peptonu, kuru
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maya ve soya kiispesi azot kaynagi olarak (%0.5); KoHPO4, (NH4)2HPO4, Na;HPOs,,
NaH2PO4, NazPO4 ve KH2PO4 fosfat kaynagi olarak (%0.25); MgClz, CaClz, KCI, FeCl,,
FeSO4, MnSOs, BaCl,, CuClz, CuSO4, CoSOs, ZnCl, ZnSO4 ve NaF mineral kaynagi
olarak (%0.01-%0.05) belirlenmistir. Calkalamali inkiibatorde 37°C sicaklikta ve 120
rpm c¢alkalama hizinda gergeklestirilen fermentasyonlar sonucunda glukoz, maya
ekstrakti, kazein peptonu, KoHPOs ve MgCI; besiyeri bileseni olarak segilmistir ve
Taguchi tasarim ile gerceklestirilen optimizasyonda glukoz sabit tutulmus ve ortama
%0.5 NaCl ilave edilmistir. Ancak diger bilesenler optimizasyon i¢in degisken olarak
tasarima dahil edilmistir. Bu bilesenlerle olusturulan Taguchi Lis-Ortogonal Tasarimla
besiyeri bilesen miktarlar1 glukoz (%4.0), maya ekstrakt1 (%0.75), kazein peptonu
(%1.0), KaHPO4 (%0.25), MgCl2 (%0.05) ve NaCl (%0.5) olarak optimize edilmistir.
Optimum besiyerinde ¢alkalamali inkiibatorde gergeklestirilen fermentasyonda 2.51 g/L
HA iretilmistir. Son olarak optimum besiyerinde amino asit ile organik asit ilavesi ve
Olcek biiyiitme denemeleri gerceklestirilmistir. Pilot 6lgekteki (45.0 L) HA {iiretimi 6
bicakli disk tiirbin karistiricili biyoreaktérde 36°C sicaklikta ve 0.5 vvm havalandirma
oraninda pH kontrollii olarak gergeklestirilmistir. Sonug¢ olarak pilot Olgekte glukoz
(%4.0), maya ekstrakt1 (%0.75), kazein peptonu (%1.0), KoHPOs (%0.25), MgCl»
(%0.05), NaCl (%0.5), glutamin (%0.04), glutamat (%0.06) ve oksalik asit (%0.02) igeren
besiyerinde 6.94 g/L HA 5.9x10° Da molekiil agirliginda iiretilmistir (Im vd., 2009).

Liu vd. (2009) Box-Behnken Tasarim (CYM) ve Kuantum Davranish Pargacik
Y1gimi Optimizasyon Algoritmasi Baglasimli Radyal Temelli Fonksiyon Sinir Agi olmak
tizere (RBF-QPSO) iki farkli optimizasyon yontemi kullanilarak S. zooepidemicus WSH-
24 susu ile HA iiretiminde karistirma hizi (200-400 rpm), karistirict (impeller) sayis (2-
6 adet) ve havalandirma orani (0.5-2.5 vvm) parametrelerinin optimize edildigi bir
calisma gergeklestirmislerdir. Bu iki optimizasyon yonteminin karsilastirildigi ¢alismada,
sakaroz 70.0 g/L, maya ekstraktt 25.0 g/L, K2SO4 1.3 g/L, MgSQO4-7H.0O 2.0 g/L,
Na2HPO4-12H20 6.2 g/L, FeSO4-7H20 0.005 ve 2.5 mL iz element soliisyonu igeren
besiyeri kullamilmistir. Biyoreaktorde pH kontrollii (7.0) olarak gergeklestirilen
fermentasyonlar sonucunda optimum kosullarda (300 rpm karistirma hizi, 1.5 vvm
havalandirma orani ve 4 adet karistiric1) HA iiretimi BB ve RBF-QPSO yontemleri i¢in
sirastyla 5.27 g/L ve 5.62 g/L olarak bulunmustur.

Don ve Shoparwe (2010) HA iiretimi tizerinde glukozun etkisini inceledikleri ve
fermentasyon kinetiklerini modelledikleri bir ¢aligmada, 10.0-60.0 g/L arasinda 6 farkl
baslangi¢ seker igeriginde HA iiretim denemeleri gerceklestirmislerdir. Biyoreaktorde
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 39920 susu kullanarak 37°C’de ve 300
rpm karistirma hizinda ve 2.0 vvm havalandirma oraninda yapilan fermentasyonlar i¢in
glukoz (10.0-60.0 g/L), maya ekstrakt1 10.0 g/L, KH2PO4 0.5 g/L, NazHPO4-12H20 1.5
g/L ve MgSO4-7H20 0.5 g/L igeren besiyeri kullanmiglardir. Sonug olarak en yiiksek
tretim veriminin (Yess) 0.96 gHA/g glukoz olarak baslangi¢ glukoz miktari 40.0 g/L olan
fermentasyondan elde edildigini ve en uyumlu modellerin Han & Levenspiel model ile
Teissier-type Model oldugunu tespit etmislerdir.

Vazquez vd. (2010), deniz iiriinleri tiretim proseslerinde yan iiriin olan midye
iiretim prosesi atik suyu (MS) ve ton baliginin i¢ organlarindan elde edilen peptonu (TP)
HA dretiminde karbon ve azot kaynagi olarak degerlendirmiglerdir. Biyoreaktorde
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 35246 susu kullanilarak gergeklestirilen
fermentasyonlar icin baslangic seker igerigi 50.0 g/L olarak sabitlenen ve tiim
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besiyerlerine 5.0 g/L maya ekstrakti ile gerekli mineraller ilave edilerek dort farkli
besiyeri bilesimi olugturulmustur. Bu besiyerleri 50.0 g/L glukoz i¢eren kontrol besiyeri,
50.0 g/L glukoz ile 8.0 g/L TP igeren besiyeri, 50.0 g/L. MS igeren besiyeri ve 50.0 g/L
MS ile 8.0 g/L TP iceren besiyeri olacak sekilde hazirlanmis ve pH 6.7 olarak
ayarlanmistir. Fermentasyonlar 37°C sicaklikta ve 500 rpm karistirma hizinda
havalandirma olmaksizin pH kontrollii olarak gergeklestirilmistir. Fermentasyonlar
sonucunda en yiiksek HA miktar1 deniz triini atiklart ile 50.0 g/LL MS ile 8.0 g/L TP
iceren besiyerinde 2.46 g/L olarak belirlenmistir.

Soya proteini hidrolizati, kaju elmasi suyu, misir surubu ve konsantre peynir alti
suyu proteini gibi tarimsal yan {irlinlerin karbon ve azot kaynagi olarak kullanildigi bir
baska calismada, iirlinler 6n islemlerden gecirilerek besiyeri bilesimine eklenmistir.
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 39920 susunun kullanildigi denemelerde
besiyerinde mineral ve tuzlar ayn1 miktarda eklenerek karbon kaynagi:azot kaynagi orani
7.8:1 olarak sabit tutulmustur. Bu orana gore ti¢ karbon kaynagi toplamda 45.0 g/L glukoz
ve 5.8 g/L azot kaynagi icerecek sekilde cesitli kombinasyonlarla bir araya getirilmis ve
baslangi¢ pH’s1 7.5 olan fermentasyonlar ¢alkalamali inkiibatorde 37°C sicaklikta, 150
rpm ¢alkalama hizinda ve %10 (h/h) inokiilasyon oraninda gergeklestirilmistir.
Fermentasyonlar sonunda en yiiksek HA miktar1 0.89 g/L. olarak kaju elmasi suyu ve
maya ekstrakti kullanilarak hazirlanan besiyerinden elde edilmistir (Pires vd., 2010).

Sentetik besiyeri bilesenleri ile gergeklestirilen besiyeri ve fermentasyon
sartlarinin optimize edildigi bir ¢alismada (Kotra vd., 2013) mutant Streptococcus
zooepidemicus 3523-7 susu kullanarak HA {iretiminde besiyeri iceriginin optimize
edilmesi iizerine bir calisma gergeklestirmislerdir. Oncelikle en iyi karbon ve azot
kaynagini, baglangic pH’sin1 ve fermentasyon siiresini Her Defada Tek Etken Yontemiyle
belirlemislerdir. Bunun i¢in; sakaroz, fruktoz, ksiloz, maltoz, laktoz, nisasta ve galaktoz
olmak tizere 7 farkli karbon kaynagi (%5, a/h) ve 4 inorganik (potasyum nitrat,
diamonyum hidrojen ortofosfat, sodyum nitrat ve amonyum nitrat), 7 organik (pepton,
jelatin, soya peptonu, et peptonu, mantar peptonu, et ekstrakti ve misir surubu) olmak
tizere 11 farkli azot kaynagi kullanilmistir. Calismada baslangic pH’s1 (5.0-9.0) ve
fermentasyon siiresi (12-48 saat) olarak secilmistir. Fermentasyonlar sirasinda karbon
kaynag1 (50.0 g/L), azot kaynag: (5.0 g/L), K2HPO4 (2.0 g/L), KH2PO4 (5.0 g/L), NH4CI
(0.5 g/L), NaCl (5.0 g/L), MgSO4 (0.5 g/L), 1M CaCl> (0.1 mL) ve mineral madde
soliisyonu (1 mL) besiyeri bilesimi kullanilmistir. Denemeler sonucunda HA iiretimi i¢in
en verimli karbon kaynagi, azot kaynagi, pH ve siireyi sirastyla glukoz, maya ekstrakti,
pH 7.0 ve 24 saat olarak tespit etmislerdir. Ardindan belirlenen bu parametrelerle tiim
besiyeri bilesimini Taguchi L27-Ortogonal diizende yeniden optimize etmislerdir. Bu
optimizasyon sonrasinda en etkili degiskenlerin (glukoz, maya ekstrakti, KoHPO4 ve
NH4Cl) kombine etkilerini gérmek igin Cevap Yiizey Yontemi kullanarak Merkezi
Kompozit Tasarim ile bir optimizasyon islemi daha gergeklestirmislerdir. Tiim bu
optimizasyon islemleri sonucunda tespit edilen en iyi besiyeri, baslangic pH’s1 ve
fermentasyon siiresinde maksimum 1.39 g/L HA iiretilmistir.

Peynir alti suyunun HA iiretiminde azot kaynagi olarak kullanilabilirliginin
arastirildigi bir ¢alismada Amado vd. (2016) 6ncelikle peynir alt1 suyu (PS) ve konsantre
edilmis peynir alt1 sularini hidroliz ederek besiyeri ortaminda kullanmiglardir. Ardindan
peyniraltt suyu ve hidrolizati (PSH), konsantre peynir alt1 suyu ve hidrolizat1 kullanilan
dort farkli besiyeri ile kontrol grubu olmak tizere 5 farkli besiyeri hazirlanmigtir.
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Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 35246 bakterisinin tretici
mikroorganizma oldugu HA iiretim fermentasyonlari, hazirlanan 5 farkli besiyeri
kullanilarak biyoreaktérde 37°C sicaklikta (0.5 L ¢alisma hacmi) 500 rpm karistirma hizi,
1 vvm havalandirma orani ve pH 6.7’de iiretim gerceklestirilmistir. Bu fermentasyonlarda
PS ve PSH’de sirasiyla 2.14 g/L ve 2.38 g/LL HA {iretimi gergeklestirilmistir. Daha sonra
Olcek biiyiitme islemi gerceklestirilerek ayni kosullar altinda 4.5 L ¢aligma hacminde PS
ve PSH iceren besiyerinde fermentasyonlar gerceklestirilmis ve sirasiyla 4.0 g/L ve 3.2
g/L HA {iretilmistir.

Peynir alt1 suyu permeati (PP) ve PSH’ nin karbon kaynagi olarak degerlendirildigi
bir ¢alismada Mohan vd. (2016) besiyeri bilesimi, baslangic pH’s1 ve inokiilasyon
oraninin HA {tiretimi lizerine etkisi Plackett-Burman (PB) ve Box-Behnken (BB) tasarimi
kullanilarak optimize edilmistir. ilk olarak PP (30.0-50.0 g/L), PSH (3.0-8.0 g/L),
inokiilasyon orani (%2.5-5.0) ve baslangi¢ pH’s1 (7.0-8.0) ile diger besiyeri bilesenlerinin
bulundugu 8 faktorlii PB tasarimi olusturulmustur. Bu tasarimla olusturulan denemeler
Streptococcus thermophilus NCIM 2904 susu ile ¢alkalamali inkiibatérde 37°C sicaklikta
ve 150 rpm ¢alkalama hizinda gergeklestirilmistir. Fermentasyonlar sonunda maksimum
HA iiretimi 340.20 mg/L, PP, PSH, inokiilasyon oran1 ve baslangi¢ pH parametreleri de
istatistiksel olarak ©Onemli bulunmustur. PB denemeleri sonrasinda oOnemli ¢ikan
parametreler BB tasarimi ile optimize edilmistir. Diger besiyeri bilesimi sabit tutulup PP
(40,0-60,0 g/L), PSH (7.0-9.0 g/L), inokiilasyon oran1 (%3.0-6.0) ve baslangi¢ pH’s1 (7.0-
9.0) olarak optimizasyon i¢in kurgulanmigs ve BB tasarimi ile deneme deseni
olusturulmustur. PB tasarim denemeleri ile ayn1 kosullarda gergeklestirilen
fermentasyonlar PP, PSH, inokiilasyon orani ve baslangi¢c pH parametreleri istatistiksel
olarak onemli oldugunu gostermis ve maksimum HA iiretimi 342.93 mg/L olarak
bulunmustur.

Seker kamisi melasinin alternatif karbon kaynagi olarak degerlendirildigi bir
calismada, Oncelikle herhangi bir islem uygulanmamis melas ile %15 toplam seker
icerigine seyreltilmis ve aktif komiirle muamele edilmis melasa (IM) azot kaynag: ve
mineraller eklenerek Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 39920 bakterisi ile
HA iiretimi i¢in 6n deneme fermentasyonlari gerceklestirilmistir. On denemeler
sonucunda IM ile daha yiiksek HA iiretim miktarlarina ulasilmistir. Alt ve iist sinirlart
14.65-85.35 g/L olarak secilen IM ve maya ekstraklar1 igeren besiyeri ile Merkezi
Kompozit Tasarim kullanilarak HA iiretimi optimize edilmistir. Optimizasyon islemi,
besiyeri pH’s1 8.0 olarak ayarlandiktan sonra 37°C sicaklikta, 100 rpm c¢alkalama hizinda
calkalamali inkiibatérde gergeklestirilmistir. Optimizasyon islemi sonrasinda 85.35 g/L
IM ve 50.0 g/ maya ekstrakti igeren besiyeri optimum olarak tespit edilmistir.
Sonrasinda pH’nin HA {iretimi tizerine etkisini gérmek amaciyla optimum besiyerinde
37°C sicaklik, 100 rpm karistirma hiz1 ve 0.5 vvm havalandirma oraninda pH (8.0)
kontrollii ve kontrolsiiz olmak tizere reaktor denemeleri gergeklestirilmistir. Calisma
sonunda pH kontrollii biyoreaktorde gerceklestirilen fermentasyon sonucunda 2.83 g/L
HA firetilmistir (Pan vd., 2017).

Amado vd. (2017) Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 35246
bakterisi ile HA tiretimi i¢in karbon ve azot kaynagi olarak misir surubu (MS) ve seker
kamis1 melasini (SM) kullanmiglardir. Bu ¢alismada; pH, karistirma hizi ve havalandirma
oraninin HA iiretimi iizerine etkisi incelenmistir. Oncelikli olarak fermentasyon sartlarini
belirmek igin 50.0 g/L glukoz iceren kompleks besiyerinde 37°C sicaklikta pH (6.7)
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kontrollii ve kontrolsiiz denemeler gercgeklestirilmistir. Bu fermentasyonlarda farkli
karigtirma hizlart (200, 500 ve 800 rpm) ve sabit havalandirma orani (0.1 vvm)
parametreleri kullanilmistir. Bu fermentasyonlar sonrasinda tarimsal yan iirtinlerden (MS
ve SM) iiretilecek HA i¢in sartlar 500 rpm karistirma hizi, 1.0 vvm havalandirma orani
ve pH kontrollii olarak belirlenmistir. Daha sonra karbon kaynagi olarak seyreltilmis SM
(%10, h/h), seyreltilmis MS (%10, h/h) ve 50.0 g/L glukoz, seyreltilmis SM (%10, h/h)
ve seyreltilmis MS (%10, h/h) ile 50.0 g/L glukoz iceren dort farkl besiyeri gerekli azot
kaynag1 ve diger bilesenler eklenerek hazirlanmistir. Gergeklestirilen fermentasyonlar
sonrasinda seyreltilmis MS (%10, h/h) ve 50.0 g/L glukoz iceren besiyerinde 3.48 g/L,
kompleks besiyerinde ise 3.60 g/l HA iiretilmistir.

Rohit vd. (2018) siyah palmiye (Borassus flabellifer) bitkisi sekerinin (PS) HA
iiretiminde karbon kaynagi olarak kullamlabilirligini arastirmislardir.  Oncelikle
Streptococcus zooepidemicus MTCC 3523, Streptococcus thermophilus NCIM 2904 ve
Streptococcus thermophilus STI-12 suslarindan en verimli olani belirlemek amaciyla
calkalamali inkiibatdrde 37°C sicaklikta, 180 rpm calkalama hizinda ve %1.0 inokiilasyon
oraninda fermentasyonlar gergeklestirmislerdir. Bu fermentasyonlarda karbon kaynagi
olarak glukoz, sakaroz ve PS’yi kullanarak en iyi karbon kaynagini, en iyi azot kaynagin
ve en iyi Uretici mikroorganizmay1 belirlemislerdir. Caligmalar sonucunda en uygun
susun Streptococcus zooepidemicus MTCC 3523 karbon kaynaginin PS ve azot
kaynaginin ise soya peptonu olarak belirlendigi erlenmayer denemelerinin ardindan; 5
farkli (10.0-50.0 g/L) baslangic seker igerigine sahip besiyerleri kullanarak 37°C
sicaklikta, 180 rpm karistirma hizinda ve 1.0 vvm havalandirma oraninda biyoreaktor
denemeleri gergeklestirilmistir. Sonug olarak 30.0 g/L PS baslangi¢ seker icerigine sahip
besiyerinde gergeklestirilen biyoreaktor denemesinde 1.22 g/I. HA iiretilmistir.

Hyaluronidaz enziminin HA fermentasyonu {izerine etkisinin incelendigi bir
calismada Liu vd. (2008b), 8-16 saat arasinda HA iretimini sinirlayan bir parametre
haline gelen ¢6ziinmiis oksijen miktarim1 arttirmak i¢in ortama 8. saatte farkl
konsantrasyonlarda (0.05, 0.10, 0.15, 0.20 ve 0.25 g¢/L) hyaluronidaz enzimi
eklemislerdir. Streptococcus zooepidemicus WSH-24 bakterisi ile 37°C sicaklikta, 200
rpm karistirma hizinda, 0.5 vvm havalandirma oraninda ve pH 7.0 de sabitlenerek HA
iretimleri  gerceklestirmiglerdir. Hyaluronidaz enzimi ilavesiz gerceklestirilen
fermentasyonda 1300 kDa molekiil agirliginda 5.0 g/ HA firetilmis ancak ¢dziinmiis
oksijen seviyesi 8. saatte 0’a diismiis ve ortamin viskozitesi 372.0 mPa.S olarak
Ol¢iilmiistiir. Daha sonra 8. saatte hyaluronidaz ekleyerek gerceklestirdikleri
fermentasyonlarda enzim miktar: arttikga HA miktarinin arttign ve 0.15 g/L ve daha
yiiksek konsantrasyonlarda hyaluronidaz ilave edilen denemelerde HA miktarinin 6.0
g/L’ye ulastigt ve fakat daha fazla yiikselmedigini gozlemlemislerdir. Ancak
hyaluronidaz miktar1 arttikca molekiil agirligimin 21.0 kDa’ya kadar diistiigli tespit
edilmistir.

Rekombinant HA iiretiminin optimize edildigi bir caligmada Chahuki vd. (2019)
hyaluronan sentez genlerinin (HasA ve HasC) Lactobacillus acidophilus PTCC1643
bakterisine ekspresyonunu gerceklestirmislerdir. Rekombinant bakteri ile HA iiretimini
optimize etmek igin dncelikle sicaklik, ¢alkalama hizi, azot kaynagi, N-asetilglukozamin,
sakaroz, laktoz, trisodyum sitrat, lizozim, piriivat ve iz elementleri igeren 10 faktorlii
Plackett-Burman  tasarimi  kurgulamislardir. PB  tasarimin  verdigi  deneme
fermentasyonlarinda en fazla 1.03 g/l HA {iretilmis ve istatiksel olarak 6nemli ¢ikan

34



KAYNAK TARAMASI A. OZCAN

faktorler segilerek 3 seviyeli Box-Behnken tasarimi olusturulmustur. Aynmi kosullar
altinda sicaklik, azot kaynagi, N-asetilglukozamin, laktoz, lizozim, piriivat ve iz
elementleri ile gergeklestirilen CYM ile optimizasyon sonrasi elde edilen optimum
besiyerinde 1.7 g/L HA iiretilmis, molekiil agirligi ise 27.0 kDa olarak tespit edilmistir.

Cheng vd (2016) tarafindan gergeklestirilen bir c¢alismada rekombinant C.
glutamicum ATCC13032 susu ile galkalamali inkiibatorde 28°C sicaklik ve 200 rpm
calkalama hizinda HA iiretimi optimize edilmistir. Oncelikle karbon kaynagi olarak
glukoz (40.0 g/L), maya ekstrakti (11.0 g/L), muisir surubu (33.0 g/L), pepton (11.0 g/L),
et ekstrakt1 (11.0 g/L) ve misir surubu tozu (20.0 g/L) gibi 5 farkli azot kaynagi optimize
edilmistir. Bu islem sonrasinda misir surubu tozu kullanilan besiyerinde en yiiksek (5.9
0/L) HA miktar elde edilerek en iyi azot kaynagi belirlenmistir. Ardindan misir surubu
tozu igeren besiyerinde ayni miktarda (40.0 g/L) farkli karbon kaynaklar1 (glukoz,
sakaroz, maltoz ve fruktoz) denenerek optimum karbon kaynagi glukoz olarak tespit
edilmistir. Calkalamali inkiibatorde gergeklestirilen optimizasyon islemini sonucu
belirlenen besiyeri kullanilarak biyoreaktorde 28°C sicaklikta, 600 rpm karigtirma
hizinda ve 1.0 vvm havalandirma orani sartlarinda pH 7.2’de kontrol edilerek HA iiretimi
gerceklestirilmistir. Calismada sonug olarak Rekombinant C. glutamicum ATCC13032
susu ile 1.30 MDa molekiil agirliginda 8.3 g/l HA iiretilmistir (Cheng vd., 2016).

2.5. Karbon Kaynagi Olarak Ke¢iboynuzu Meyvesi

Biyoteknolojik yollarla katma degeri yiliksek iiriinlerin iiretilmesinde maliyet
unsurunu etkileyen temel basamaklar arasinda besiyeri bilesimi ve bu bilesimin 6zelinde
ise karbon kaynagi yer almaktadir. Genellikle fermentasyon ile iretilecek iriin igin
secilen mikroorganizma o fermentasyonda kullanilacak karbon kaynagini belirleyen
temel unsur olmaktadir. Glukoz, fruktoz, laktoz, sakaroz gibi sekerler temel karbon
kaynaklar1 olarak ¢ogu mikroorganizma tarafindan hem metabolik gelisimleri hem de
istenilen bilesikleri liretebilmek ic¢in kullanilmaktadir. Bu kaynaklarin yiiksek saflikta
kullanilmalar1 laboratuvar Olgekli arastirmalarda kabul edilebilir olmakla birlikte
endiistriyel Olgekli iiretimlerde olduk¢a yiiksek maliyetler ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Olusan yiiksek maliyet nedeniyle endiistriyel 6lgekteki iireticiler alternatif ve
diisiik maliyetli kaynaklara yonlenmektedir. Bu durumda genellikle tiretim proseslerinde
aci8a c¢ikan ikincil Uriinler ve proses atiklari gibi materyaller hammadde olarak tercih
edilebilmektedir. Ornegin melas, musir atiklari, seker kamusi kiispesi, ¢ay proses atiklari
gibi lignoseliilozik materyaller siklikla karbon kaynagi olarak tercih edilmektedir
(Yatmaz & Turhan, 2018). Bu tez kapsaminda igerdigi yiiksek seker miktar1 ve diger
bilesenler (azot ve mineraller) acisindan zenginligi nedeniyle kegiboynuzu meyvesi
karbon kaynagi olarak tercih edilmistir. Literatiirde kegiboynuzu meyvesi ekstrakti
kullanilarak HA {iretimi gergeklestiren bir calisma olmamasi nedeniyle bu meyveyi iceren
besiyerinin ve iiretim sartlarinin optimize edilmesi tezin birincil amaci olmaktadir.

Kegiboynuzu agaci yaprak dokmeyen bir bitki olarak genellikle Akdeniz’e kiyilar
olan iilkelerde yetismektedir (Yousif & Alghzawi, 2000). Ceratonia siliqua L. olarak
adlandirilan bitki en fazla Portekiz, Italya, Fas, Tiirkiye’de yetismektedir. Uretim verileri
incelendiginde (2000-2018 yillar1 aras1) kegiboynuzu meyvesi Avrupa’da toplam
1,579,011 ton tretilmis ve bu iiretimin 261,241 tonu Tirkiye’de gerceklestirilmistir.
Dolayisiyla Tiirkiye diinya genelinde en biiylik 4. {iretici konumunda yer almaktadir
(Anonim, 2019)
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Kegiboynuzu meyvesi tohumlari (%10-20) ve meyve kabugu (%80-90) olmak
tizere iki ana bolimden olusmaktadir (Oziyci vd., 2014). Tohumlar genellikle gida ve
diger endiistriler i¢in 6zel bir gam olan ke¢iboynuzu gamu iiretimi i¢in kullanilmaktadir.
Meyve kabugu kismi igerdigi yiiksek seker miktarindan Otlirii bati iilkelerinde
keciboynuzu tozu ve Tiirkiye'de pekmez gibi geleneksel {irtinler i¢in kullanilmaktadir.
Ayn1 zamanda meyvenin bu kismi fermentasyon icin karbon kaynagi olarak tercih edilen
ekstrakt iiretiminde kullanilmaktadir. Yetistirilen keg¢iboynuzu tiirleri, yabani tiirlere
kiyasla 6nemli 6l¢iide daha yiiksek toplam fermente edilebilir seker konsantrasyonlarina
sahiptir (Biner vd., 2007). Kegiboynuzu, Cizelge 2.1’de goriildiigii gibi esas olarak %34-
42 sakkaroz, %7-10 glukoz, %10-12 fruktozdan olusan ve ayrica diisilk miktarlarda
amino asit, mineral ve fenolik bilesik igeren yiiksek toplam kuru agirlik igerigine
(yaklasik %91-92) sahiptir (Ayaz vd., 2007; Karkacier vd., 1996).
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Cizelge 2.1. Kegiboynuzu meyvesi bilesen kompozisyonu (Yatmaz & Turhan, 2018)

Bilesen Seker Kompizosyonu (% Toplam kuru agirhk)
Sakaroz 34-42
Glukoz 7-10
Fruktoz 10-12
Amino Asit Kompozisyonu (g/100g Protein)

Aspartik asit ve Aspargin 18.25
Alanin 10.55
Glutamik asit ve Glutamin 9.65
Losin 9.30
Valin 9.05
Serin 6.80
Prolin 5.80
Trionin 5.10
Lisin 4.20
Izol6sin 3.80
Glisin 3.55
Fenilalanin 3.10
Arginin 3.20
Histidin 2.80
Triosin 1.70
Metiyonin 1.40
Triptofan 0.95
Sistein 0.80

Fenolik Asit Kompozisyonu (ng/g Kuru Agirhk)
Toplam benzoik asit 3276.80
Toplam sinamik asit 4.50

Mineral Kompozisyonu (mg/100g Kuru Agirhk)
Potasyum 970.00
Kalsiyum 300.00
Fosfor 71.00
Magnezyum 60.00
Demir 1.88
Mangan 1.29
Bakar 0.85
Cinko 0.75

Kegiboynuzu meyvesi s1vi besiyeri ortaminda karbon kaynagi olarak kullanilmak
amaciyla ekstrakte edilmektedir. Bu ekstraksiyon islemi dogrultusunda 1.0 kg
parcalanmis ke¢iboynuzu kabugundan 4 litre su kullanilarak 10°Bx seker igerigine sahip
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yaklasik 3.0 L kegiboynuzu ekstrakti elde edilebilmektedir (Turhan vd., 2010). Bu elde
edilen ekstrakt su ile istenilen seker igerigine seyreltilebilmekte ve herhangi bir
mikroorganizma i¢in zenginlestirilmis veya zenginlestirilmemis karbon kaynagi olarak
kullanilabilmektedir. Kec¢iboynuzu meyvesi ile yapilan arastirmalar organik asitlerin,
etanoliin, enzimlerin, antikorlarin vb. ekonomik olarak daha yiiksek verimle
tiretilebilecegini gostermistir (Yatmaz & Turhan, 2018).

Kegiboynuzu meyvesi zengin igerigi nedeniyle katma degeri yiiksek iiriinlerde
karbon kaynagi olarak birgok calismada degerlendirilmistir. Literatiirde bulunan
caligmalara ait 6rneklere yer vermek gerekirse;

Roukas (1999) kati kiiltiir fermentasyonu ile sitrik asit tiretimini kegiboynuzu
meyvesi kullanarak gerceklestirmis ve ¢alisma sonucunda 176 g/kg (sitrik asit/kuru
keciboynuzu) sitrik asit tiretmistir. Bir diger ¢alismada kegiboynuzu ekstrakti siiksinik
asit Uretim fermentasyonunda degerlendirilmistir. Kesikli ve kesikli beslemeli
fermentasyonlar sonucunda sirasiyla 9.41 g/L ve 18.97 g/L siiksinik asit liretilmigtir
(Carvalho vd., 2016). Biyohidrojen firetiminde keg¢iboynuzu meyvesi atiklari
degerlendirilmis ve ¢alisma sonunda 54 mL biyohidrojen 1.32 mol Ha/mol seker tiiketimi
verimle elde edilmistir (Bahry, Abdallah, vd., 2019). Yine Bahry, Abdalla, vd. (2019)
gerceklestirdigi bir c¢alismada kegiboynuzu meyvesi ile laktik asit iiretimi optimize
edilmistir.  Immobilize  Lactobacillus ~ Rhamnosus  suslarinin  kullanildig
fermentasyonlarda optimum sartlarda 22 g/L laktik asit iiretilmistir. Gida endiistrisinde
yaygin olarak kullanilan enzimlerden olan f-mannanaz ve iniilinaz {iretiminde
kegiboynuzu ekstrakti besiyeri bilesiminde karbon kaynagi olarak yer almigtir.
Fermentasyon kosullarinin optimize edildigi ¢calismada optimum kosullarda 687.89 U/mL
f-mannanaz iiretilmistir (Karahalil vd., 2019). Iniilinaz enzimi iiretiminde besiyeri
optimizasyonun gerceklestirildigi ¢alismada keciboynuzu iceren optimum besiyerinde
1507.03 U/mL aktiviteye sahip iniilinaz elde edilmistir (Ilgin vd., 2020). Bu iiriinlerin
disinda kec¢iboynuzu meyvesinin ¢esitli formlarda etanol iiretiminde kullanildigi birgcok
caligma da literatiirde yer almaktadir. Turhan vd. (2010) kegiboynuzu ekstraksiyonunu ve
fermentasyon sartlarini optimize ettikleri bir ¢alismada 42.6 g/L etanol iiretmislerdir.
Immobilize Saccharomyces cerevisiae kullanilarak biyoreaktdrde gergeklestirilen
fermentasyonlar i¢in optimizasyon islemi gerceklestirilmis ve kegiboynuzu ekstrakti
iceren optimum besiyerinde Yatmaz vd. (2013) 40.10 g/L etanol {iretimi
gerceklestirmiglerdir. Zymomonas mobilis kullanilarak etanol tiretimi gergeklestirilen bir
diger ¢aligmada kegiboynuzu ekstrakti igeren besiyeri optimize edilmistir. Optimum
besiyerinde 0.34 g/g verimle etanol {iretimi gergeklestirilmistir (Vaheed vd., 2011).

Gorildiigii iizere sahip oldugu zengin icerigi nedeniyle ke¢iboynuzu meyvesi ¢ok
sayida Uriinilin elde edildigi fermentasyonlarda karbon kaynagi olarak degerlendirilmistir.
Bu calismalarin ¢ogunda besiyeri ve fermentasyon sartlarinin optimize edilmesi gerekli
gorilmiis ve gergeklestirilmistir. Katma degeri yiiksek bircok bilesenin iiretilmesinde
kullanilsa da kegiboynuzu meyvesinin HA iiretiminde karbon kaynagi olarak tercih
edildigi herhangi bir caligma literatiirde yer almamaktir. Bu nedenle tez kapsaminda ilk
kez keciboynuzu ekstraktinin HA iretiminde degerlendirilmesi teze oOzgiinliik
kazandirmaktadir. Ayni sekilde ilk ¢alisma olmasi nedeniyle besiyeri ve fermentasyon
sartlarinin optimize edilmesi gelecek calismalara 6rnek olmasi agisindan oldukga
onemlidir.
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Ayrica S. equi subsp. zooepidemicus bakterileri kullanilarak HA iiretiminde
karbon kaynagi olarak genellikle glukoz ve sakaroz tercih edilmektedir. Karbon kaynagi
disinda besiyeri ortaminda bulunan mineral maddeler, aminoasitler ve vitaminlerin
mikroorganizmalar tarafindan ihtiya¢ duyuldugu da literatiirdeki caligmalardan
gorilmektedir. Keciboynuzu meyvesi sahip oldugu yiiksek seker, aminoasit ve vitamin
icerigi ile HA iiretimi i¢in ideal bir karbon kaynagi olarak gériinmektedir.

2.6. Deneysel Tasarim ve Optimizasyon Yontemleri

Fermantasyon proseslerinin gelistirilmesinde iirlin veriminin artirilmasi, proses
degiskenlerinin azaltilmasi, istenilen hedeflere daha yakin sonuglar elde edilmesi,
gelistirme siirecinin kisaltilmas1 ve maliyetin diisiiriilmesi icin istatistiksel deneysel
tasarim teknikleri tercih edilmektedir. Bir optimizasyon isleminde yalnizca tek faktorii
degisken olarak kabul edip diger faktorleri belirsiz bir seviyede sabit tutan tek faktorlii
optimizasyon uygulamasinda tiim faktorlerin kombine etkisi gdzlemlenememektedir. Bu
sekilde gerceklestirilen optimizasyonlar zaman alici olmakta ve optimum seviyeleri tespit
etmek icin cok sayida deney gerceklestirilmesi gerekmektedir. Tek faktorlii bir
optimizasyon siirecinin bu sinirlamalar1 degisken tiim parametrelerin toplu olarak
optimize edilebildigi Cevap Yiizey Metodolojisi (CYM) kullanilarak hazirlanan
istatistiksel deney tasarimi ile ortadan kaldirilabilir. CYM, karmagik etkilesimlerin

oldugu deneysel tasarimlarda bile birkac¢ faktdriin goreli 6nemini degerlendirmek icin
kullanilabilmektedir (Elibol, 2004).

2.6.1. Cevap yiizey metodu

Maliyetleri artirmadan sistemlerin performansini artirmak ve siireglerin verimini
artirmak her tiirli iretim i¢in Onemlidir ve bu islem optimizasyon olarak
adlandirilmaktadir. Genel olarak bir optimizasyon isleminde bir parametre degisken
olarak kullanilirken diger parametreler sabit bir seviyede tutulmaktadir. Buna Tek
Seferde Tek Degiskenli yontem adi verilmektedir. Bu teknigin en biiyiikk dezavantaji,
degiskenler arasinda interaksiyonlarin etkilerini icermemesi bu nedenle parametrelerin
stire¢ tizerindeki etkilerini tam olarak gdsterememesidir. Bu sorunun iistesinden gelmek
icin, Cevap Yiizeyi Metodolojisi (CYM) gelistirilmistir (Bas & Boyaci, 2007).

CYM, belirlenmek istenilen bir yanitin (6rn. maksimum HA konsantrasyonu)
cesitli degiskenlerden (sicaklik, karistirma orani, pH, siire vb.) etkilendigi siireglerin
gelistirilmesi, iyilestirilmesi ve optimize edilmesi i¢in istatistiksel ve matematiksel
tekniklerden yararlanilan bir metodolojidir. CYM, yeni iirlinlerin tasarimi, gelistirilmesi
ve formiilasyonunun belirlenmesinin yani sira mevcut {iriin tasariminin iyilestirilmesinde
onemli bir uygulama alanina sahiptir. Bagimsiz degiskenlerin tek basma veya
kombinasyon halinde yanitlar {izerindeki etkisini tanmimlar. Bagimsiz degiskenlerin
etkilerini analiz etmenin yani sira, CYM kimyasal veya biyokimyasal siirecleri
tanimlayan matematiksel bir model olusturur (Singh vd., 2017).

CYM optimizasyon isleminin birka¢ asamasinda kullanilabilmekte ve ii¢ temel
adimda gerceklestirilmektedir. Bu adimlar deneysel tasarimlar i¢in segilen faktorlerin en
dik inis ve ¢ikiglarini taramak, ikinci dereceden regresyon modellerini kurmak ve uygun
regresyon modeline gére optimizasyonu gerceklestirmek olarak siralanabilir. CYM'nin
onemli girdilerinden biri, verimin bir yiizey grafigi olarak gosterilmesidir. Tasarim ve

39



KAYNAK TARAMASI A. OZCAN

siire¢ optimizasyonu i¢in en gerekli olan degiskenler arasindaki etkilesimleri géz 6niinde
bulundurarak ayni anda birden fazla yanit saglayabilir. Bagimsiz ve bagimli degiskenler
arasindaki teorik iligkiler acik olmadigindan, bagimli degiskenleri ikinci bir siraya gore
tahmin etmek igin ¢oklu regresyon analizi uygulanabilir (Gupta vd., 2005; J. Zhang &
Gao, 2007).

CYM’nin basit, verimli, daha az zaman alic1 ve ¢esitli metabolitlerin iiretim
siireclerinin optimizasyonunu tahmin edebildigi gosterilmistir. CYM, istenen ozellikleri
es zamanl olarak karsilayabilen faktor seviyelerini belirlemek i¢in kullanilir. Bu metot
belirli bir yanitin faktor seviyelerinin degisiminden nasil etkilendigini géstermekte ve test
edilen degiskenler iizerindeki sistem davranisinin nicel olarak anlasilmasina yardimci
olmaktadir. CYM ile gergekte denenmeyen faktdr kombinasyonlar: test edilerek iiriin
ozellikleri tahmin edilebilmektedir. Ayrica PBD ve CYM kombinasyonlar1 fermentasyon
yoluyla iiretilmek istenilen iirlinlerin optimum miktarini belirlemek i¢in bir¢ok ¢calismada
kullanilmistir (Singh vd., 2017).

CYM, bir seferde bir degiskenin kullanildig1 klasik deneysel veya optimizasyon
yontemlerine kiyasla gesitli avantajlara sahiptir. {1k olarak, CYM kullanilarak az sayida
deney ile sisteme ait ¢ok miktarda bilgi edinilebilmektedir. Ikinci olarak, CYM'de
bagimsiz parametrelerin birbiriyle olan interaksiyonlarin yanitlar lizerindeki etkisini
gdzlemlemek miimkiindiir. Ozellikle biyokimyasal siireclerdeki —parametrelerin
birbirleriyle olan interaksiyonlariin etkisi daha kolay izlenebilir hale gelmektedir (Bas
& Boyaci, 2007).

2.6.2. Plackett-Burman deneysel tasarim

Plackett-Burman (PB) deneysel tasarimi 1946 yilinda R.L. Plackett ve J.P.
Burman tarafindan kalite kontrol siirecini iyilestirmek amaciyla tasarim parametrelerinin
sistem tizerindeki etkilerinin incelenebilmesi i¢in tasarlanmistir. PB, tiim ana etkenlerin
yansiz tahminlerini miimkiin olan en kiiglik tasarim ile dikey diizende

planlamayabilmektedir. Bu tasarimda “n” sayida faktor ile “n+1” adet deneme
olusturulmaktadir (Vanaja & Shobha Rani, 2007).

PB tasarimi “n-1" degiskenin bulundugu, 6zellikle 4’lin kat1 olacak sekilde (6rn.8,
12,16, 20 vb.) “n” sayida deneme ile en az 7 faktor (7, 11, 15, 19 vb.) i¢eren tasarimlarda
tercih edilmektedir. Doymus tasarim olarak adlandirilan bu deneysel tasarimlarin en
biiyiik avantaji belirli bir faktoriin etkisini hesaplamak icin en az sayida gozlem
gerektirmesidir. PB tasarimimin izdiigiimsel 6zelligi sayesinde olusturulan tasarimdaki
ana etkilerle, bu etkilerin interaksiyonlari etkili sekilde birbirinden ayirt edilebilmektedir
(Vanaja & Shobha Rani, 2007).

PB tasarimi en az sayida deneme ile gergeklestirilecek sekilde kurgulanabilse de
faktorler arasindaki tiim interaksiyonlar1 gdstermemekte, 6nemli ana faktdrler ve bu
faktorlerin olast Onemli interaksiyonlarin1 tanimlamaktadir. PB tasarimi yalnizca
faktorlerin etkilesimi olmadiginda veya ¢ikt1 lizerinde sadece lineer etkileri oldugunda
kullanilmalidir. Aksi takdirde analiz edilen faktoriin sonuglari, bir faktoriin etkisinin
baska bir faktdre bagli olup olmadigin1 yorumlayamadigi i¢in diger faktorler tarafindan
artirilacak veya maskelenecektir (Singh vd., 2017).
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Bir PB deneysel tasariminin kritik adimlar1 faktorlerin secilmesi, segilen
faktorlerin seviyeleri ve dlcililmesi gereken tasarim cevaplarini tanimlamaktir. Faktorlerin
belirlenmesi, bir veya birkag yanit1 segen ve deneysel olarak her faktore gore yanitin
tirevlerinin nereden elde edilebilecegini arastiran arastirmacinin  deneyimine
dayanmaktadir. Faktor diizeyleri, farklt kombinasyonlarda tiiretilebilir ve farkli deney
tasarimlar1 arasinda tekrarlanabilir halde olmalidir. Faktorler belirlenirken dikkat
edilmesi gereken bir diger etken ise faktor araliginin se¢imidir. Eger faktor araligi ¢ok
kiigiikse, yanitin degisimi ¢ok kiiciiktlir ve deneysel hatanin yanit lizerindeki etkisi daha
fazladir; 6te yandan aralik ¢ok biiylikse, deney tasariminin sonuglarin1 yorumlamak i¢in
kullanilan birinci derece model gecerli olmaz. Bu nedenle, bir PB deneysel tasariminda,
her bir faktoriin diisiik ve yiiksek seviyeleri arasindaki aralik, optimizasyon asamasinda
kullanilan araliklarla karsilastirildiginda genellikle kiigiiktiir (Nijhuis vd., 1999; Van
Leeuwen vd., 1990).

Tasarimin ardindan gergeklestirilen deneylerden elde edilen verilerle regresyon
katsayilar1 hesaplanir. PB tasariminda sonuglar birinci dereceden polinom modeli
kullanilarak yorumlanmaktadir. Faktorlerin ana etkenleri standart hata gdstermez ve
bunlar1 hesaplamak i¢in tiim serbestlik dereceleri kullanilir. Faktorlerin regresyon
katsayilarinin hesaplanmasindan sonra, ilgili bagimli degiskenleri (cevaplar) etkileyen
onemli faktorlerin belirlenmesi i¢in varyans analizi kullanilir. Faktorlerden hangisinin
ilgili bagiml degiskeni onemli Ol¢iide etkiledigini belirlemek i¢in ANOVA varyans
analizi gerceklestirilir. ANOVA, faktor ana etkilerini tahmin etmek icin kareler toplamini
(KT), ortalama-karesel etki ve ortalama karesel hatalar1 ayr1 ayr1 hesaplamak i¢in ise F-
oranlarini (F) gosterir. ‘P’ olasilik degerleri yanit1 etkileyen faktorlerin 6nem seviyelerini
gostermektedir (Vanaja & Shobha Rani, 2007).

Sonug olarak PB tasarimi enzim, biyoetanol, HA vb. gibi fermentasyonla iiretilen
triinler icin g¢esitli degiskenlerin veya besiyeri bilesenlerinin goreceli Onemini
degerlendirebilen 6zgliin  bir yontemdir. PB tasarimi  degisken etkilerinin
interaksiyonlarin1 dikkate almayarak {iretilmek istenen {irlinii dogrudan etkileyen
degiskenleri inceler ve bu sayede toplam deney sayisini biiyiik 6l¢iide azaltir (Singh vd.,
2017).

2.6.3. Box-Behnken deneysel tasarim

Box-Behnken tasarimi1 (BB) deneysel uygulamalarda secilen yanit yiizeylerinin
degisimlerini belirlemek amaciyla Box ve Behnken tarafindan gelistirilmis ii¢ seviyeli
faktoriyel tasarimdir. BB tamamlanmamis bir blok tasarimi igerir ve her blokta
maksimum ve minimum degerler, faktoriyel tasarim degerleri ve faktorlerin merkezi
degerleri bulunmaktadir. Her blokta tiim kombinasyonlardan belirli sayida faktor
bulunurken, diger faktorler merkezi seviyelerde (orta noktalarda) tutulur. Bu tasarim, -1
(diisiik), 0 (orta) ve +1 (yiiksek) olarak kodlanabilen ii¢ seviyeye sahip olmasi ve bu
seviyelerin bagimsiz bir kuadratik tasarim olusturulabilmesi gibi ¢esitli avantajlari
sayesinde, tasarimdan elde edilen sonuclar1 diizenlemek ve yorumlamak daha kolay
olmaktadir (Keskin Giindogdu vd., 2016) (Majumder vd., 2009).

BBD ile bir tasarim olusturmak icin gerekli olan deney sayisi (N)

N =2k (k — 1) + Co olarak tanimlanur.
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(burada k faktor sayist ve Co merkezi nokta sayisidir).
Karsilagtirma i¢in, merkezi kompozit tasarim i¢in deney sayisi ise
N =2k + 2k + Co'dur.

Bir deney tasarimiin verimliligi, tahmin edilen modelde bulunan katsay1
sayisinin deney sayisina boliinmesiyle tanimlanmaktadir. BB ve diger Cevap Yiizey
Tasarimlar1 (Merkezi Kompozit Tasarim, Doehlert matrisi ve Ug Seviyeli Tam Faktéryel
Tasarim) karsilastirildiginda, BB ve Doehlert Matrisinin Merkezi Kompozit Tasarimdan
ve Ug Seviyeli Tam Faktoryel Tasarimdan daha verimli oldugu gériilmektedir (Ferreira
vd., 2007).

BB tasarimin bir bagka avantaji, tiim faktorlerin ayn1 anda en yiiksek veya en
diisiik seviyelerde oldugu kombinasyonlar1 igermemesidir. Bu nedenle, bu tasarim ug
seviyelerde (en diisiik ve en yiiksek seviyeler) gerceklestirilmesi riskli olan deneyler i¢in
yararlidir. Ayni zamanda iist sinirlarin etkisinin gézlemlenmek istendigi ¢aligmalar igin
verimsizdir. Ug seviyelerde deneme deseni olugturmamasi ve tasarim igin daha az faktor
seviyelerine ihtiyag duymasi BB’yi daha az zaman alan ekonomik bir tasarim haline
getirmektedir. Bu sayede BB, biyomiihendislik islemlerinde yaygmn olarak
kullanilmaktadir (Ferreira vd., 2007; Keskin Giindogdu vd., 2016; Yin vd., 2011).

Sahip oldugu essiz 6zellikleri nedeniyle her gecen giin daha genis bir kullanim
alanina sahip olan HA’nin iiretim veriminin artirilmasi birgok ¢alismanin ana temasi
olmaktadir. Literatlir taramasinda goriildigli lizere bakteriyel HA iiretim prosesinde
karsilagilan birgok problem yer almaktadir. Katma degeri yiiksek bu polimerin iiretim
maliyetinin disiiriilmesi arastirmacilarin dncelikli hedefleri arasinda yer almaktadir. Bu
dogrultuda tez kapsaminda maliyeti yiiksek sentetik karbon kaynaklari yerine iilkemizde
yiiksek miktarda bulunan keg¢iboynuzu meyvesinin degerlendirilmesi dislniilmistiir.
Fermentasyon sirasinda mikroorganizmanin metabolik faaliyetleri ile HA {iretimi
arasindaki yarisma kullanilacak olan karbon kaynagi, azot kaynagi ve inorganik
bilesenlerinin miktariin optimize edilmesini gerektirmektedir. Bu sayede kaynak
kisitlamas1t  yasamadan  bakterinin HA  fermentasyonu  yolagini  se¢mesi
saglanabilmektedir. Ayrica HA {iiretiminde karbon kaynagi olarak ilk kez kullanilan bu
meyvenin bulundugu besiyerinin optimize edilmesi gelecek c¢aligmalar icin fayda
saglayacaktir. HA iiretiminde optimum besiyeri ortami olusturulmasinin yani sira
fermentasyon sartlarinin da optimize edilmesi olduk¢a &nemlidir. Uretim sirasinda
karsilagilan yiiksek viskozite, diisiik kiitle transferi ve biyokiitle-HA negatif iliskisi
nedeniyle, karistirma hizi, havalandirma miktar1 ve baglangi¢ biyokiitle yogunlugu gibi
parametrelerin kontrolii 6ne ¢ikmaktadir. HA iiretimi iizerindeki etkisinin oldukca kritik
oldugu literatiir aragtirmalar1 ve 6n denemeler neticesinde goriilen bu parametreler, tez
kapsaminda optimize edilmistir.

Gergeklestirilen optimizasyon islemlerin istatistiksel olarak Onemini ve etki
diizeylerini daha net gorebilmek adina oncelikle besiyeri optimizasyonu i¢in Plackett-
Burman tasarim ve fermentasyon sartlarinin optimizasyonu i¢in Box-Behnken tasarim
kullamlmistir. ilk olarak PB tasarimin sundugu deneme desenleri uyarinca
fermentasyonlar gerceklestirilmistir. Bu fermentasyonlar sonucunda olusturulan
optimum besiyeri kullanilarak HA iiretimi biyoreaktore taginmis ve iiretim miktarinin
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artirilmas1 amaciyla fermentasyon sartlar1 optimize edilmistir. Fermentasyonlar; seker
tiketim miktari, biyokiitle gelisimi ve HA iiretim miktar1 {izerinden izlenmis,
optimizasyon islemi ise tiretim miktar1 géz oniinde bulundurularak gergeklestirilmistir.
Bu dogrultuda, HA iretiminde kullanilan mikroorganizmanin gelistirilmesi;
optimizasyon islemleri i¢in belirlenen degiskenler ve seviyeleri; fermentasyonlarin takibi
icin gergeklestirilen analizler; elde edilen veriler ile fermentasyona ait Kkinetik
parametrelerin hesaplanmasi ve veri setlerine uygulanan istatistiksel analizler bir sonraki
boliimde paylasilmistir.

Bu tez calismasmmin amaci HA iiretiminde sentetik karbon kaynagi yerine
keciboynuzu meyvesinin degerlendirilmesi temeline dayanmaktadir. HA {iretiminde ilk
defa keciboynuzu ekstrakti iceren besiyerinin kullanilmasindan 6tiirii optimum besiyeri
bilesiminin belirlenmesi ve elde edilen optimum besiyeri kullanilarak biyoreaktérde HA
iretimi gerceklestirilerek iretilen HA’ya ait molekiil agirligi dagilimimin tespit
edilmesidir. Boylelikle literatiirde ilk defa keciboynuzu meyvesi ile HA iiretimi
gerceklestirilecek  ve dretilen HA igin  molekiiler ayirma (size-exclusion)
kromatografisiyle molekiil agirlik dagilimi belirlenmis olacaktir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Besiyerinde karbon kaynag olarak keciboynuzu ekstrakti iiretimi

Fermentasyonlarda karbon kaynagi olarak kullanilan ke¢iboynuzu meyvesi
Yenigiin Gida Sanayi ve Ticaret A.S. firmasindan temin edilmistir. Par¢alanmis halde
temin edilen kec¢iboynuzu meyvesi +4°C’ de muhafaza edilmistir. Her bir fermentasyon
icin karbon kaynagi eldesinde Turhan vd. (2010) tarafindan belirtilen metoda gore
keciboynuzu meyvesi su ile 1:4 ke¢iboynuzu meyvesi:su oraninda karistirilarak 80°C
sicakliktaki su banyosunda ekstrakte edilmistir.

3.1.2. Hyaluronik asit iiretimi optimizasyonu i¢in kullanilan mikroorganizma

Bu tez kapsaminda gerceklestirilen tiim fermentasyonlarda {iretici
mikroorganizma olarak Streptococcus zooepidemicus (ATCC 39920) kullanilmustir.
Bakterilerin canlandirilmasi ve c¢ogaltilmasi i¢in BHI (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany, Lot.1.10493.500) siv1 besiyeri kullanilmistir. Bakteriler fermentasyonlar igin
kullanilmak tizere +4°C sicakliktaki dolaplarda stoklanmis ve aylik olarak tazelenmistir.
Bakteriler uzun siireli muhafaza i¢in %20’lik gliserol ¢ozeltisi igerisine alinmis ve -80°C
sicaklikta depolanmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Plackett-Burman yontemiyle besiyeri optimizasyonu

Keciboynuzu meyvesi ekstraktindan fermentasyon yoluyla HA diretimi igin
kullanilacak besiyeri bilesimi PB tasarimi kullanilarak optimize edilmistir. Besiyeri
bilesenleri ve bu bilesenlere ait maksimum ve minimum degerler literatiirdeki calismalar
incelenerek belirlenmistir (Cizelge 3.1). PB tasarimi ile olusturulan deneme deseni
Cizelge 3.2°de gosterilmistir. Deneme deseninde cevap olarak her bir denemeye ait elde
edilen maksimum HA miktar1 kullanilmistir.
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Cizelge 3.1. PB tasarimi faktorlerin minimum ve maksimum degerleri

Minimum  Maksimum

Faktor Bilesen Birim Deger Deger Referans
A e e e w0
B MgSOs7H:0 gL 05 2.0 P;gl‘;d
C Kazein g/l 0.0 10.0 G;gfge
D KH:PO. gL 15 25 Azrgi‘go
E NaCl gL 1.0 2.0 Pz""gl‘;d
F K;HPO4 gL 15 25 Pzagl‘;d
G Maya ekstrakti g/L 0.0 10.0 Azrgigo
H FeSO4 g/L 0.002 0.008 Pires 2010
J Et ekstrakti g/L 0.0 10.0 Ggh(())fg €
Pepton g/L 0.0 10.0 Im 2009
Inokiilasyon orani % 5.0 7.0 I;%%rég

Fermentasyon denemelerini gerceklestirmek iizere besiyerleri Cizelge 3.2’de
verilen igeriklere gore hazirlanmis ve 121°C sicaklikta 15 dk. boyunca strerilizasyon
islemi uygulanmistir. Tiim fermentasyonlar 200 mL besiyeri igeren 250 mL hacmindeki
engelli erlenmayerler kullanilarak ¢alkalamali inkiibatérde (New Brunswick Scientific
Edison, Excella E24R, New Jersey, USA) 37°C sicaklikta ve 150 rpm karistirma hizinda
gerceklestirilmistir. Fermentasyonlarin baglangictaki pH degeri 7.0 olacak sekilde NaOH
ve HCI ile ayarlanmistir. 2 tekerriirlii olarak gerceklestirilen fermentasyonlar 48 saat
boyunca siirdiiriilmiis ve belirli araliklarla ortamdan 5.0 mL hacminde 6rnekler alinmistir.
Alinan orneklerde toplam fermente edilebilir seker analizi, toplam biyokiitle analizi ve
toplam HA miktar1 analizi gerceklestirilmistir.

Besiyeri optimizasyonu boyunca gerceklestirilen fermentasyonlarda ortama
inokiile edilecek mikroorganizmalar BHI sivi besiyerinde 37°C sicaklikta 24 saat
boyunca etiivde gelistirilmistir. Bu mikroorganizmalar deneme deseninde yer alan
inokiilasyon oraninda fermentasyon ortamina inokiile edilmistir.
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Cizelge 3.2. PB tasarimi1 deneme deseni
Bilesen Kodlari
Deneme B C D E F G H J K L
numarasi
1 8.0 1.3 5.0 2.0 1.5 2.0 5.0 0.005 5.0 5.0 6.0
2 6.0 2.0 0.0 2.5 2.0 1.5 10.0 0.008 10.0 0.0 5.0
3 6.0 0.5 0.0 2.5 1.0 2.5 10.0 0.002 10.0 10.0 7.0
4 10.0 0.5 10.0 2.5 2.0 1.5 0.0 0.002 10.0 0.0 7.0
5 8.0 1.3 5.0 2.0 1.5 2.0 5.0 0.005 5.0 5.0 6.0
6 6.0 0.5 10.0 1.5 2.0 2.5 0.0 0.008 10.0 10.0 5.0
7 6.0 2.0 10.0 1.5 2.0 2.5 10.0 0.002 0.0 0.0 7.0
8 10.0 2.0 0.0 2.5 2.0 2.5 0.0 0.002 0.0 10.0 5.0
9 10.0 2.0 0.0 1.5 1.0 2.5 0.0 0.008 10.0 0.0 7.0
10 10.0 2.0 10.0 1.5 1.0 1.5 10.0 0.002 10.0 10.0 5.0
11 6.0 2.0 10.0 2.5 1.0 1.5 0.0 0.008 0.0 10.0 7.0
12 8.0 1.3 5.0 2.0 1.5 2.0 5.0 0.005 5.0 5.0 6.0
13 10.0 0.5 0.0 1.5 2.0 1.5 10.0 0.008 0.0 10.0 7.0
14 6.0 0.5 0.0 1.5 1.0 1.5 0.0 0.002 0.0 0.0 5.0
15 10.0 0.5 10.0 2.5 1.0 2.5 10.0 0.008 0.0 0.0 5.0

A: Kegiboynuzu ekstrakti (°Bx), B: MgS0O4.7H20 (g/L), C: Kazein (g/L), D: KH2PO. (g/L), E: NaCl (g/L), F: KzHPO4 (g/L), G: Maya ekstrakt (g/L), H:
FeSOs (g/L), I: Et ekstrakt: (g/L), K: Pepton, L: Inokiilasyon orani (%)
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3.2.2. Fermentasyon sartlarinin HA’nin molekiiler agirhg iizerine etkisi

Plackett-Burman tasarimi ile elde edilen optimum bilesime sahip besiyeri
kullanilarak biyoreaktérde iiretim fermentasyonu sartlarinin HA’nin molekiil agirlig
dagilimi iizerine etkisi incelenmistir. Bu nedenle Box-Behnken Cevap Yiizey Metodu
kullanilarak 3 faktorlii ve 3 seviyeli deneme desenleri olusturulmustur. Bu deneme
desenindeki degisken faktorler karistirma hizi, havalandirma miktar1 ve baslangi¢
biyokiitle yogunlugu olarak belirlenmistir. Secilen faktorlere ait alt ve iist sinirlar Cizelge
3.3’te verilmistir. Box-Behnken metoduyla olusturulan deneme deseni (Cizelge 3.4) {i¢
orta nokta icerecek sekilde 15 deneme seklinde tasarlanmustir.

Cizelge 3.3. BB tasarim faktorlerin minimum ve maksimum degerleri

Minimum Maksimum

Degisken Birim Deger Deger Kaynak
Karistirma hizi rpm 400 600 (Amado vd., 2017)
) (Amado vd., 2017,
Havalandirma miktar1 vvm 0.5 1.0 Liu vd., 2008a)
Baslangig biyokiitle oD 0.6 1.0 (Don %glhoo)pa“"’e’

Fermentasyonlar sirasinda sicaklik ve pH sirasiyla 37°C ve 7.0 olarak kontrol
edilmistir. Baslangi¢ inokiilasyonu i¢in bakteriler steril edilmis BHI s1v1 besiyerinde 37°C
sicaklikta 150 rpm ¢alkalama hizinda istenilen optik yogunluga (OD) gelene kadar
gelisime birakilmistir (Don & Shoparwe; 2010).
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Cizelge 3.4. BB tasarim deneme deseni

Deneme Karistirma hiz Havalandirma Baslangic biyokiitle
numarasi (rpm) miktar1 (vwm) (OD)
1 500 0.50 0.6
2 400 0.50 0.8
3 500 0.75 0.8
4 600 0.50 0.8
5 500 0.75 0.8
6 400 0.75 0.6
7 600 0.75 0.6
8 500 1.00 0.6
9 500 0.75 0.8
10 600 1.00 0.8
11 400 1.00 0.8
12 500 0.50 1.0
13 500 1.00 1.0
14 600 0.75 1.0
15 400 0.75 1.0

Deneme deseninin sundugu sartlarda Onceki basamakta belirlenen optimum
besiyeri bilesimi (10 °Bx kegiboynuzu ekstrakti, 0.5 g/L MgS0O4.7H20, 10.0 g/L kazein,
2.5 g/L KH2POq4, 2.0 g/L NaCl, 1.5 g/L KoHPO4, 0.002 FeSO4, 10.0 g/L et ekstraktr)
kullanilarak 2 tekerriirlii olacak sekilde 2 L hacminde biyoreaktorlerde (Sartorius
Bioastad B Plus Goettingen, Almanya) Cizelge 3.4’te verilen tasarima gore
fermentasyonlar gerceklestirilmistir. Calisma hacmi 0.75 L olan fermentasyonlar 6ncesi
biyoraktor ve pH kontrolii i¢in kullanilan NaOH ile HCI ayr1 ayr1 121°C sicaklikta 15 dk.
boyunca sterilize edilmistir. Sicaklik ve pH kontrollii fermentasyonlarda pH 5N NaOH
ve 2 N HCl ile sabitlenmistir. Fermentasyon siiresince ortamdan diizenli araliklarla 5 mL
hacminde ornekler alinmistir. Alinan 6rneklerde toplam fermente edilebilir seker analizi,
toplam biyokiitle analizi ve HA miktarinin kromatografik analizi islemleri
gerceklestirilmistir. Yanit ylizeyinin HA miktar olarak belirlendigi optimizasyonda her
denemede {iiretilen HA igin molekiil agirhigt dagilimi size-exclusion kromatografi
yontemiyle tespit edilerek molekiil agirligr agisindan sonuglar degerlendirilmistir.

3.3. Fermentasyon Ortamindan Alnan Orneklere Uygulanan Analizler

3.3.1. Hyaluronik asit iceren 6rneklerin ekstraksiyonu

Besiyerinden alinan 6rneklerde analizler gergeklestirilmeden once fermentasyon
ortamindan gelebilecek safsizliklar1 en aza indirmek icin ekstraksiyon islemi
yapilmaktadir. Ozellikle HA analizinde kullanilan karbazol reaktifi seker tiirevleriyle
reaksiyon vermekte ve analizin dogrulugunu diistirmektedir (Bitter, 1962). Bu nedenle
orneklere asagidaki islemler uygulanarak ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir.

48



MATERYAL VE METOT A. OZCAN

Fermentasyon ortamindan alinan 6rneklere ilk 6nce 6rnek hacminin %10°u kadar
%35’lik sodyum dodesil siilfat (SDS) cozeltisi ilave edilerek oda sicakliginda 10 dk.
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda biyokiitlenin uzaklastirilmasi igin 15,000
x g donme hizinda 15 dk. boyunca santrifiij (VWR Mega Star 3.0R, Osterode am Harz,
Germany) islemi gerceklestirilmis ve berrak kisim (siipernatant) toplam seker ve toplam
HA analizi i¢in ayrilmigtir. HA analizi i¢in ayrilan ornekler iizerine 1:3 Ornek:etanol
olacak sekilde %95°lik etanol c¢ozeltisi ilave edilmis ve 1 saat +4°C sicaklikta
inkiibasyona brrakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 6rnek-etanol karigimi 10,000 g
donme hizinda 10 dk. boyunca santrifiij edilerek HA’nin  ¢oktiiriilmesi
gerceklestirilmistir. Siipernatant kismi uzaklastirildiktan sonra pellet %5’lik NaCl
¢oOzeltisi igerisinde ¢ozduriilmistiir. Etanolle yikama igslemi 3 kez tekrar edildikten sonra
kalan pelletler saf suda c¢ozdirilerek HA miktarlar1 karbazol yontemiyle ve
kromatografik yontemlerle tespit edilmistir (Amado vd., 2016).

3.3.2. Karbazol yontemiyle toplam HA analizi

HA iretim miktarlart modifiye edilmis Bitter (1962) karbazol metoduyla
Ol¢iilmiistiir. Bu metot kapsaminda kullanilan reaktifler ve hazirlanisi su sekildedir:

Siilftirik asit reaktifi; 0.025 M sodyum tetraborat siilfiirik asitte ¢ozdiiriilerek
hazirlanmistir. Karbazol reaktifi ise %0.125 karbazol icerek sekilde etanol veya
metanolde ¢ozdiriilerek hazirlanmstir.

HA miktari tayini i¢in dncelikle +4°C sicakliga sogutulmus stilfiirik asit reaktifi 5
mL olacak sekilde deney tiiplerine alinmistir. Deney tiiplerinde sogutulmus siilfiirik asit
reaktifi lizerine ekstrakte edilmis 6rnek soliisyonlarindan 1 mL yavasca ilave edilerek
tiiplerin kapag kapatilmistir. Siilfiirik asit reaktifiyle drnegin karigmasi sirasinda ciddi
sicaklik yiikselisi meydana geldigi icin tiipler buz icerisinde Oncelikle yavasga
calkalanmugtir. Soguyan reaktif-6rnek karigimi homojen hale gelinceye kadar (8-10 sn.)
calkalanmistir. Bu islemin ardindan deney tiipleri kaynar su igceren su banyosunda 10 dk.
boyunca inkiibe edilmistir. Su banyosundan ¢ikarilan tiipler hizli bir sekilde buz
igcerisinde sogutulmustur. Sogutma islemi sonrasinda oda sicakligina getirilen tiiplere 0.2
mL karbazol reaktifi eklenerek vorteks yardimiyla karistirilmis ve yeniden kaynar su
iceren su banyosunda 15 dk. boyunca inkiibe edilmistir. Su banyosundan ¢ikarilan
ornekler hizlica sogutulduktan sonra 530 nm dalga boyunda spektrofotometrede
(ThermoScientific, Evolution 201, UV Visible Spectrophotometer, Sangay, Cin)
Olclilmiistiir.

Okunan absorbans degerleri 4-40 pg/mL glukuronik asit ¢ozeltileriyle hazirlanan
standart egride (Ek-1) yerine konularak HA miktarlar1 hesaplanmistir. HA
absorbanslarinin glukuronik asit absorbanslarindan 2.05 kat fazla oldugu tahmin
edilmektedir (Doumbouya, 2014).

3.3.3. HA miktarimin kromatografik olarak belirlenmesi

Biyoreaktorde gergeklestirilen optimizasyon denemelerinde iiretilen HA miktari
ve molekiil agirligi dagilimi molekiiler ayirma (size-exclusion, SEC) kromatografisi ile
belirlenmistir. HA igeren ornekler RefractoMax 520 kirilma indeksi dedektorii, otomatik
ornekleyici, kolon firin1 ve bilgisayar denetleyicisi bulunan HPLC (ThermoScientific,
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Ultimate 3000, Waltham, MA, ABD) cihazinda Shodex OH-Pak SB806M kolon
kullanilarak gerceklestirilmistir. Mobil faz olarak 0.1 M NaNO3 hazirlanmis ve mobil faz
ayni zamanda Ornekleri seyreltmek i¢in kullanilmistir. Fermentasyon ortamindan alinan
ornekler once ti¢ kat seyreltilerek 0.45um’lik filtreden gegirilmis ve 2 mL hacmindeki
viallere doldurulmustur. Analiz 0.5 mL/dk akis hizinda, 50 puL enjeksiyon hacminde 40
dk. siirede gerceklestirilmistir. Kolon sicakligi ise 25°C’de sabit tutulmustur (Pan vd.,
2017).

HA miktarini belirlemek i¢in 30-50 kDa, 50-70 kDa, 70-120 kDa, 500-700 kDa,
1000-1250 kDa ve 1250-1750 kDa olmak tizere farkli molekiil agirliklarindaki HA
standartlar1 ile 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 ppm konsantrasyonlarda ¢ozeltiler
hazirlanarak standart egriler olusturulmustur. Fermentasyonlar sonucunda iiretilen HA
miktarlart uygun molekiil agirligindaki standart egriler kullanilarak hesaplanmaistir.

3.3.4. Toplam indirgen seker analizi

Gergeklestirilen tiim fermentasyonlar igin ortamdan alinan Orneklerde 3,5-
dinitrosalisilik asit (DNSA) metoduyla toplam indirgen seker miktarlar: tayin edilmistir
(Miller, 1959). Analiz sirasinda DNSA ¢ozeltisi, SN KOH ¢ozeltisi ve %40°lik potasyum
sodyum tartarat (PST) ¢ozeltisi kullanilmistir. DNSA  ¢ozeltisi; 10.0 g/L 3,5-
dinitrosalisilik asit, 10.0 g/LL NaOH ve 0.5 g/L sodyum siilfit tuzunun 1 L saf su i¢erisinde
¢ozdiiriilmesiyle hazirlanmistir. Analizde kullanilan diger c¢ozeltiler ise uygun
konsantrasyonlarda hazirlanarak buzdolabinda 4C’de muhafaza edilmistir.

Toplam indirgen seker analizi metodu su sekilde uygulanmistir;

Oncelikle 6rnekler giivenilir dlgiim araliginda (0.200-0.600 abs) kalmasi icin
seyreltilmistir. Ardindan seyreltilmis 6rnekler deney tiipleri icerisine konulan 1.95 mL
saf suyun iizerine 0.05 mL 6rnek olacak sekilde eklenmis ve 0.04 mL %37’lik HCI asit
¢oOzeltisi ilave edilerek karistirilmistir. Asit ¢ozeltisi eklenen karisim hidroliz igin 90°C
sicakliktaki su banyosunda 10 dk. boyunca bekletilmistir. Su banyosundan ¢ikarilan
tiipler oda sicakligina sogutularak nétrlestirme islemi i¢in 0.1 mL SN KOH ¢ozeltisi ile
karistirllmistir. Baz ilavesi sonrasinda tiiplerden 0.64 mL siv1 ¢ekilerek iizerlerine 1.5 mL
DNSA ¢ozeltisi eklenmistir. Bu sirada kor olarak 1.5 mL su ile 1.5 mL DNSA ¢ozeltisi
kanigtinnlmistir. Tiiplerdeki karisim calkalandiktan sonra DNSA ¢ozeltisinin indirgen
sekerlerle reaksiyona girmesi i¢in 15 dk. boyunca 90°C sicakliktaki su banyosunda
bekletilmistir. Su banyosundan ¢ikarilan tiipler yeniden oda sicakligina sogutulmus ve
renk stabilizasyonu i¢in %40°1ik PST ¢ozeltisi eklenmistir. Tiiplerde bulunan karisimlarin
spektrofotometrik dl¢iimii 575 nm dalga boyunda spektrofotometrede (ThermoScientific,
Evolution 201, UV Visible Spectrophotometer, Sangay, Cin) gerceklestirilmistir. Elde
edilen absorbans degerleri daha Onceden standart sakaroz c¢ozeltileri ile hazirlanan
standart egride yerine konularak orneklerin igerdigi toplam indirgen seker miktarlar
hesaplanmistir. Standart egri EK-2’de verilmistir. Analizler 2 paralelli orneklerle
gerceklestirilmistir.

3.3.5. Toplam biyokiitle analizi

Fermentasyon ortamindan alinan tiim orneklerde bakterilerin gelisimlerini takip
etmek icin optik yogunluk (OD) 6lciimleri gerceklestirilmistir. Ornekler éncelikli olarak
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1:10 6rnek:su olacak sekilde saf suyla seyreltilmistir. Seyreltme islemi sonrasinda 700
nm dalga boyunda spektrofotometrede (ThermoScientific, Evolution 201, UV Visible
Spectrophotometer, Sangay, Cin) dlgiimleri gerceklestirilmistir. Ol¢iimler sonunda elde
edilen absorbanslar seyreltme faktoriiyle carpilip OD cinsinden hesaplanmistir (Amado
vd., 2016).

3.4. Kinetik Parametreler

Fermentasyonlar sirasinda ortamdan alinan Orneklerde toplam indirgen seker,
biyokiitle ve HA miktar1 analizleri gergeklestirilerek elde edilen veriler kullanilarak en
yiiksek HA iiretim miktarina sahip denemeye ait kinetik parametreler hesaplanmistir. Bu
dogrultuda kinetik parametrelerin  hesaplanmasinda asagidaki denklemlerden
yararlanilmistir (Germec vd., 2019).

Seker tiiketimi: A4S (g/L) = So-Smin

HA iiretimi: P (g/L) = Pmaks

Biyokiitle gelisimi: X (OD) = Xmaks-Xmin

HA verimi: (Yess, %) = (Pmax/(Xmaks-Xmin))*100
Seker tiikketim oran1 (%) = ((So-Smin)/S0)>*100
Maksimum tiikketim hiz1 (Qs, g/L/sa) = (-ds/dt)maks
Maksimum tiretim hiz1 (Qp, g/L/sa) = (dp/dt)maks
Maksimum gelisim Hiz1 (Qx, OD/sa) = (dx/dt)maks
So: Baslangic seker konsantrasyonu (g/L)

Smin: En diisiik seker konsantrasyonu (g/L)

Pmaks: Maksimum HA iiretimi (g/L)

Xmaks: Maksimum biyokiitle miktar1 (OD)

Xmin: En diisiik biyokiitle miktar1 (OD)

(-ds/dt)maks: Zamana gore maksimum seker tiikketim hizi
(dp/dt)maks: Zamana gore maksimum HA iiretim hizi

(dx/dt)maks: Zamana gore maksimum biyokiitle gelisim hizi
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3.5. istatistiksel Analiz

Besiyeri bilesimi optimizasyonu i¢in yanit olarak HA iiretim miktar1 segilmis ve
optimizasyon islemine ait verilerin istatiksel analizinde Design Expert (Version 10.0.0;
Minneapolis, MN) yazilim1 kullanilmistir. Optimizasyon islemi igin olusturulan modelin
ve faktorlerin varyans analizi (ANOVA) %95 giiven seviyesinde belirlenmistir (Erkan
vd.; 2020).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Tez kapsaminda Oncelikle ke¢iboynuzu ekstrakti iceren besiyeri optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Ardindan belirlenen besiyeri bilesimi kullanilarak biyoreaktérde HA
tiretim sartlar1 optimize edilmistir. Gergeklestirilen fermentasyonlar ait tespit edilen
veriler, istatistiksel analizler ve sonuclara ait tartigsmalar bu boliimde paylasilmistir.

4.1. Plackett-Burman Tasarimiyla Olusturulan Optimum Besiyeri Bilesimi

Keciboynuzu meyvesi ekstraktinin karbon kaynagi olarak kullanildigi besiyeri
optimizasyonu i¢in PB tasarim ile 15 farkli deneme fermentasyonu olusturulmustur. Iki
tekerriirlii olarak planlanan fermentasyonlar 200 mL besiyeri hacminde baslangi¢ pH
degeri 7.0 olarak ayarlandiktan sonra 37°C sicaklikta ve 150 rpm calkalama hizinda
calkalamal1 inkiibatorde 48 saat boyunca siirdiiriilmiistiir. Fermentasyonlar siiresince
diizenli olarak ortamdan Ornekler alinmigs ve HA, toplam indirgen seker ve toplam
biyokiitle analizleri yapilmistir. PB tasarim kullanilarak gergeklestirilen optimizasyon
icin yanit olarak HA miktar1 kullanilmistir.

Sekil 4.1. PB tasarim deneme desenine gore ¢alkalamali inkiibatorde gerceklestirilen
fermentasyonlara ait goriintiiler

Besiyeri optimizasyonu i¢in  Cizelge 3.2.ye gore gerceklestirilen
fermentasyonlara ait parametrelerin izlendigi grafikler ve elde edilen sonuglar asagida
sirastyla belirtilmigtir. Deneme desenindeki sartlara gore hazirlanan bir numarali
besiyerine ait sonuglar asagida gosterilmektedir.
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Cizelge 4.1. PB tasarimi 1 numaral1 besiyeri bilesimi

Besiyeri Bileseni Miktar
Kegiboynuzu ekstrakti (°Bx) 8.0
MgS0.4.7H20 (g/L) 1.3
Kazein (g/L) 5.0
KH2PO4 (g/L) 2.0
NaCl (g/L) 1.5
K2HPO4 (g/L) 2.0
Maya ekstrakti (g/L) 5.0
FeSO4 (g/L) 0.005
Et ekstrakti (g/L) 5.0
Pepton (g/L) 5.0
Inokiilasyon (%) 6.0

1 numarali fermentasyon denemesinde en yliksek HA miktar1 0.135 g/L olarak 24.
saatte tespit edilmistir. Baslangi¢c seker iceri 49.4 g/L olan denemede 0,855 OD optik
yogunluga sahip hiicrelerle fermentasyon baslatilmis ve en yliksek biyokiitle yogunlugu
1.110 olarak 36. saatte olgiilmiistiir. Yaklasik olarak 11.8 g/L seker tiiketimi gerceklesmis
ve hiicre gelisimi seker tiiketimiyle orantili sekilde artarak 12. saatten itibaren hiicrelerin

duragan faza gectigi goriilmiistir.
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48

Biyokiitle (OD) ve HA Miktar1 (g/L)

Sekil 4.2. PB tasarim1 1 numarali deneme fermentasyonuna ait parametreler
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Deneme desenindeki sartlara gore hazirlanan iki numarali besiyerine ait sonuglar
asagida gosterilmektedir.

Cizelge 4.2. PB tasarimi 2 numaral1 besiyeri bilesimi

Besiyeri Bileseni Miktar
Keg¢iboynuzu ekstrakti (°Bx) 6.0
MgS0.4.7H20 (g/L) 2.0
Kazein (g/L) 0.0
KH2PO4 (g/L) 2.5
NaCl (g/L) 2.0
K2HPO4 (g/L) 1.5
Maya ekstrakti (g/L) 10.0
FeSOs (g/L) 0.008
Et ekstrakt1 (g/L) 10.0
Pepton (g/L) 0.0
Inokiilasyon (%) 5.0

2 numarali fermentasyon denemesinde en yiiksek HA miktar1 0.435 g/L olarak 48.
saatte tespit edilmistir. Baslangi¢ seker igeri 39.1 g/L olan denemede 0,800 OD optik
yogunluga sahip hiicrelerle fermentasyon baslatilmis ve en yliksek biyokiitle yogunlugu
1.495 olarak fermentasyon sonunda 6l¢tilmiistiir. Diisiik seker tiiketimi (7.3 g/L) olmasina
ragmen biyokiitle artig1 fermentasyon sonuna kadar devam etmistir. Biyokiitle gelisimine
ragmen HA maksimum iiretim miktar1 0.435 g/L olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.3. PB tasarimi 2 numarali deneme fermentasyonuna ait parametreler
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Deneme desenindeki sartlara gore hazirlanan ii¢ numarali besiyerine ait sonuglar
asagida gosterilmektedir.

Cizelge 4.3. PB tasarimi 3 numaral1 besiyeri bilesimi

Besiyeri Bileseni Miktar
Keg¢iboynuzu ekstrakti (°Bx) 6.0
MgS04.7H20 (g/L) 0.5
Kazein (g/L) 0.0
KH2PO4 (g/L) 2.5
NaCl (g/L) 1.0
K2HPO4 (g/L) 2.5
Maya ekstrakti (g/L) 10.0
FeSOs (g/L) 0.002
Et ekstrakt1 (g/L) 10.0
Pepton (g/L) 10.0
Inokiilasyon (%) 7.0

Cizelge 4.3’te bilesimi verilen fermentasyon 0.735 OD degerine sahip hiicreler
inokiile edilerek baslatilmistir. Son saate kadar seker tiiketiminin (14.95 g/L) devam ettigi
fermentasyonda, biyokiitle 12. Saate kadar geliserek maksimum 1.900 OD’ye ulasmustir.
Ote yandan maksimum HA miktar1 (0.542 g/L) 24. Saatte dlgiilse de fermentasyonun 6.
Saatinde 0.524 g/l HA iretilmis olup yaklasik 8.2 g/L seker tiikketimi gergeklesmistir.
Fermentasyonun geri kalan siirecinde seker tiikketimi devam etse de biyokiitle gelisimi
(12. Saat) ve HA iiretimi (6. Saaat) neredeyse sabit kalmigtir.
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Sekil 4.4. PB tasarim1 3 numarali deneme fermentasyonuna ait parametreler
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Deneme desenindeki sartlara gore hazirlanan dort numarali besiyerine ait sonuglar
asagida gosterilmektedir.

Cizelge 4.4. PB tasarimi 4 numaral1 besiyeri bilesimi

Besiyeri Bileseni Miktar
Keg¢iboynuzu ekstrakti (°Bx) 10.0
MgS04.7H20 (g/L) 0.5
Kazein (g/L) 10.0
KH2PO4 (g/L) 2.5
NaCl (g/L) 2.0
K2HPO4 (g/L) 1.5
Maya ekstrakti (g/L) 0.0
FeSOs (g/L) 0.002
Et ekstrakt1 (g/L) 10.0
Pepton (g/L) 0.0
Inokiilasyon (%) 7.0

PB tasarimin sundugu 4 numarali denemede HA iiretim miktar1 2.60 g/L olarak
tespit edilmistir. Baglangi¢ biyokiitle yogunlugu 1.060 OD’den fermentasyon sonunda
4.355 OD’ye yiikselmistir. Fermentasyonda 6. Saate kadar hizli bir seker tliketimi
(13.8g/L) gergeklesirken biyokiitle yogunlugu ve HA miktar1 sabit kalmakta sonrasinda
ise 12. Saate kadar biyokiitle miktar1 3 katina kadar artmaktadir. Fermentasyonda
maksimum seker tiiketimi 23.4 g/L olarak ol¢tilmiistiir.
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Deneme desenindeki sartlara gore hazirlanan bes numarali besiyerine ait sonuglar
asagida gosterilmektedir.

Cizelge 4.5. PB tasarimi 5 numaral1 besiyeri bilesimi

Besiyeri Bileseni Miktar
Keg¢iboynuzu ekstrakti (°Bx) 8.0
MgS0.4.7H20 (g/L) 1.3
Kazein (g/L) 5.0
KH2PO4 (g/L) 2.0
NaCl (g/L) 1.5
K2HPO4 (g/L) 2.0
Maya ekstrakti (g/L) 5.0
FeSOs (g/L) 0.005
Et ekstrakt1 (g/L) 5.0
Pepton (g/L) 5.0
Inokiilasyon (%) 6.0

Deneme deseninde orta nokta degerlerine sahip bir diger fermentasyonda
baslangic¢ seker igerigi 51.1 g/L ve baslangi¢ biiyokiitle yogunlugu ise 0.995 g/L olarak
tespit edilmistir. En yiiksek HA konsantrasyonun 24. saat sonunda 0.825 g/L olarak tespit
edildigi denemede maksimum seker tiikketim miktar1 22.7 g/l ve maksimum biyokiitle
gelisimi 3.105 OD olarak ol¢lilmiistiir. 5 numarali fermentasyon incelendiginde 10. Saate
kadar hizl1 bir seker tiikketiminin gerceklestigi (15.7 g/L) ve bu saate kadar neredeyse sabit
kalan HA ve biyokiitle miktarlarinin ise yiikselise gegtigi goriilmektedir.
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Deneme desenindeki sartlara gore hazirlanan alti numarali besiyerine ait sonuglar
asagida gosterilmektedir.

Cizelge 4.6. PB tasarimi 6 numaral1 besiyeri bilesimi

Besiyeri Bileseni Miktar
Keg¢iboynuzu ekstrakti (°Bx) 6.0
MgS04.7H20 (g/L) 0.5
Kazein (g/L) 10.0
KH2PO4 (g/L) 1.5
NaCl (g/L) 2.0
K2HPO4 (g/L) 2.5
Maya ekstrakti (g/L) 0.0
FeSOs (g/L) 0.008
Et ekstrakt1 (g/L) 10.0
Pepton (g/L) 10.0
Inokiilasyon (%) 5.0

Cizelge 4.6°da igerigi verilen fermentasyonda en diisiik inokiilasyon orani ve en
diisiik keciboynuzu ekstrakti konsantrasyonu ile olusturulan besiyerinde HA iiretim
fermentasyonu gercgeklestirilmistir. Bu fermentasyona ait baslangi¢ seker igerigi ve
baslangi¢ biyokiitle yogunlugu miktarlar1 sirasiyla 25.8 g/L ve 0.545 OD olarak tespit
edilmistir. Neredeyse hi¢ HA firetimi gozlenmeyen fermentasyonda (0.0002 g/L)
ortamdaki toplam seker miktarinin ise yapilan dl¢limlerde yiikseldigi goriilmektedir.
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Deneme desenindeki sartlara gore hazirlanan yedi numarali besiyerine ait sonuglar
asagida gosterilmektedir.

Cizelge 4.7. PB tasarimi 7 numaral1 besiyeri bilesimi

Besiyeri Bileseni Miktar
Keg¢iboynuzu ekstrakti (°Bx) 6.0
MgS0.4.7H20 (g/L) 2.0
Kazein (g/L) 10.0
KH2PO4 (g/L) 1.5
NaCl (g/L) 2.0
K2HPO4 (g/L) 2.5
Maya ekstrakti (g/L) 10.0
FeSOs (g/L) 0.002
Et ekstrakt1 (g/L) 0.0
Pepton (g/L) 0.0
Inokiilasyon (%) 7.0

PB tasarimin sundugu 7 numarali fermentasyon denemesinde baslangic seker
miktar1 38.1 g/L ve baslangi¢ biyokiitle yogunlugu 0.620 OD olarak tespit edilmistir.
Maksimum seker tiiketiminin 12.4 g/L oldugu denemede en yliksek HA miktar1 0.51 g/L
olarak ol¢iilmiistiir. Tasarimdaki maksimum oranda (%7.0) inokiilasyon gergeklestirilen
besiyerinde biyoklitlenin neredeyse 5’e katlanarak 2.745 OD’ye ulastig1 gézlemlenmistir.
Fermentasyonun 10. saatinde biyokiitle, HA ve toplam seker miktarlarinin hizlica
yiikselip yeniden azaldig1 ve daha sonra olagan degisimin devam ettigi goriilmektedir.
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Deneme desenindeki sartlara gore hazirlanan sekiz numarali besiyerine ait

sonuclar asagida gosterilmektedir.

Cizelge 4.8. PB tasarimi 8 numaral1 besiyeri bilesimi

Besiyeri Bileseni Miktar
Keg¢iboynuzu ekstrakti (°Bx) 10.0
MgS0.4.7H20 (g/L) 2.0
Kazein (g/L) 0.0
KH2PO4 (g/L) 2.5
NaCl (g/L) 2.0
K2HPO4 (g/L) 2.5
Maya ekstrakti (g/L) 0.0
FeSOs (g/L) 0.002
Et ekstrakt1 (g/L) 0.0
Pepton (g/L) 10.0
Inokiilasyon (%) 5.0

Baslangic toplam seker miktar1 ve biyokiitle orani sirasiyla 62.1 g/L ve 0.870 OD
olan 8 numarali fermentasyonda en yiiksek HA miktarina 36. saatte 1.31 g/L olarak
ulagilmistir. Toplamda 17.5 g/L seker tiketiminin gerceklestigi fermentasyonda

biyokiitle yogunlugu fermentasyon sonunda 4.105 OD’ye ulasmustir.
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Deneme desenindeki sartlara gore hazirlanan dokuz numarali besiyerine ait

sonuclar asagida gosterilmektedir.

Cizelge 4.9. PB tasarimi 9 numarali1 besiyeri bilesimi

Besiyeri Bileseni Miktar
Keg¢iboynuzu ekstrakti (°Bx) 10.0
MgS0.4.7H20 (g/L) 2.0
Kazein (g/L) 0.0
KH2PO4 (g/L) 1.5
NaCl (g/L) 1.0
K2HPO4 (g/L) 2.5
Maya ekstrakti (g/L) 0.0
FeSOs (g/L) 0.008
Et ekstrakti (g/L) 10.0
Pepton (g/L) 0.0
Inokiilasyon (%) 7.0

Baslangic seker iceriginin 44.5 g/L oldugu 9 numarali besiyerinde gerceklestirilen
fermentasyon %7.0 inokiilasyon oraninda baglatilmistir. Fermentasyonun 24. saatinde
5.100 OD’ye ¢ikan {iretici mikroorganizma yogunlugu daha sonra oliim fazina girerek
3.335 OD yogunluga kadar diigmiistiir. Fermentasyon boyunca yapilan HA analizlerinde

herhangi bir deger saptanamamustir.
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Deneme desenindeki sartlara gore hazirlanan on numarali besiyerine ait sonuglar
asagida gosterilmektedir.

Cizelge 4.10. PB tasarimi 10 numarali besiyeri bilesimi

Besiyeri Bileseni Miktar
Keg¢iboynuzu ekstrakti (°Bx) 10.0
MgS0.4.7H20 (g/L) 2.0
Kazein (g/L) 10.0
KH2PO4 (g/L) 1.5
NaCl (g/L) 1.0
K2HPO4 (g/L) 1.5
Maya ekstrakti (g/L) 10.0
FeSOs (g/L) 0.002
Et ekstrakt1 (g/L) 10.0
Pepton (g/L) 10.0
Inokiilasyon (%) 5.0

PB tasarimin 10 numarali denemesinde 46.8 g/L baslangi¢ seker icerigine sahip
besiyerinde 0.01 g/L HA iiretimi gerceklestirilmistir. Fermentasyonda %35 oraninda
inokiilasyonu ile baslatilan fermentasyonda maksimum biyokiitle yogunluguna (5.840
OD) 24. saatte ulagsmis ve sonrasinda diisiise gegmistir.
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Deneme desenindeki sartlara gére hazirlanan on bir numarali besiyerine ait

sonuclar asagida gosterilmektedir.

Cizelge 4.11. PB tasarimi1 11 numarali besiyeri bilesimi

Besiyeri Bileseni Miktar
Kec¢iboynuzu ekstrakti (°Bx) 6.0
MgS0.4.7H20 (g/L) 2.0
Kazein (g/L) 10.0
KH2PO4 (g/L) 2.5
NaCl (g/L) 1.0
K2HPO4 (g/L) 1.5
Maya ekstrakti (g/L) 0.0
FeSOs (g/L) 0.008
Et ekstrakt1 (g/L) 0.0
Pepton (g/L) 10.0
Inokiilasyon (%) 7.0

Fermentasyon boyunca maksimum HA iiretiminin 0.03 g/L olarak 36. saatte
belirlendigi denemede baslangic seker icerigi 40.5 g/L olan besiyeri kullanilmistir.
Baslangicta %7 oraninda ortama hiicre inokiilasyonu gergeklestirilmis ve diger
fermentasyonlara kiyasla daha diisiik miktarda (maksimum 0.940) hiicre gelisimi

gozlemlenmistir.
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Deneme desenindeki sartlara gore hazirlanan on iki numarali besiyerine ait
sonuclar asagida gosterilmektedir.

Cizelge 4.12. PB tasarimi 12 numarali besiyeri bilesimi

Besiyeri Bileseni Miktar
Keg¢iboynuzu ekstrakti (°Bx) 8.0
MgS0.4.7H20 (g/L) 1.3
Kazein (g/L) 5.0
KH2PO4 (g/L) 2.0
NaCl (g/L) 1.5
K2HPO4 (g/L) 2.0
Maya ekstrakti (g/L) 5.0
FeSOs (g/L) 0.005
Et ekstrakt1 (g/L) 5.0
Pepton (g/L) 5.0
Inokiilasyon (%) 6.0

PB tasarimda orta nokta degerlerine sahip bir diger fermentasyonda 36.6 g/L
baslangi¢ seker icerigine sahip olan besiyerinde HA iiretimi gergeklestirilmistir. Inokiile
edilen bakterilerin optik yogunlugunun 24. saatte 3.925 OD’ye kadar yiikseldigi
gbzlemlenmistir. Baslangi¢ biyokiitle yogunlugunun diisiik oldugu fermentasyonda 24.
ve 48. saatlerde sirasiyla 0.002 ve 0.008 g/ HA tespit edilmistir. Toplam fermente
edilebilir seker miktarinin 6lgiimlerinde yiikselisler izlenmistir.
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Deneme desenindeki sartlara gore hazirlanan on {i¢ numarali besiyerine ait

sonuclar asagida gosterilmektedir.

Cizelge 4.13. PB tasarimi 13 numarali besiyeri bilesimi

Besiyeri Bileseni Miktar
Kec¢iboynuzu ekstrakti (°Bx) 10.0
MgS04.7H20 (g/L) 0.5
Kazein (g/L) 0.0
KH2PO4 (g/L) 1.5
NaCl (g/L) 2.0
K2HPO4 (g/L) 1.5
Maya ekstrakti (g/L) 10.0
FeSOs (g/L) 0.008
Et ekstrakt1 (g/L) 0.0
Pepton (g/L) 10.0
Inokiilasyon (%) 7.0

Fermentasyon siiresince maksimum HA miktar1 0.015 g/L olarak 10. ve
maksimum biyokiitle yogunlugu (5.205 OD) 24. saatte tespit edilirken, baslangi¢ toplam
seker icerigi ve biyokiitle yogunlugu sirasiyla 39.3 g/L ve 0.380 OD degerinde
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Sekil 4.14. PB tasarim1 13 numarali deneme fermentasyonuna ait parametreler
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Deneme desenindeki sartlara gore hazirlanan on dort numarali besiyerine ait
sonuclar asagida gosterilmektedir.

Cizelge 4.14. PB tasarimi 14 numarali besiyeri bilesimi

Besiyeri Bileseni Miktar
Kec¢iboynuzu ekstrakti (°Bx) 6.0
MgS04.7H20 (g/L) 0.5
Kazein (g/L) 0.0
KH2PO4 (g/L) 1.5
NaCl (g/L) 1.0
K2HPO4 (g/L) 1.5
Maya ekstrakti (g/L) 0.0
FeSOs (g/L) 0.002
Et ekstrakt1 (g/L) 0.0
Pepton (g/L) 0.0
Inokiilasyon (%) 5.0

PB tasarimin minimum degerlerle olusturdugu 14 numarali denemede herhangi
bir azot kaynagi bulunmamaktadir. Baslangi¢ fermente edilebilir seker miktar1 39.4 g/L.
olan fermentasyonda biiyokiitle gelisimi ve HA iiretimi olduk¢a diisiik kalmistir.
Hiicrelerin sadece ikiye katlandigi (maksimum 0.635 OD) fermentasyonda maksimum
HA miktar1 0.034 g/L olarak 36. saatte tespit edilmistir.
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Sekil 4.15. PB tasarim1 14 numarali deneme fermentasyonuna ait parametreler
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Deneme desenindeki sartlara gore hazirlanan on bes numarali besiyerine ait
sonuclar asagida gosterilmektedir.

Cizelge 4.15. PB tasarimi1 15 numarali besiyeri bilesimi

Besiyeri Bileseni Miktar
Kec¢iboynuzu ekstrakti (°Bx) 10.0
MgS04.7H20 (g/L) 0.5
Kazein (g/L) 10.0
KH2PO4 (g/L) 2.5
NaCl (g/L) 1.0
K2HPO4 (g/L) 2.5
Maya ekstrakti (g/L) 10.0
FeSOs (g/L) 0.008
Et ekstrakt1 (g/L) 0.0
Pepton (g/L) 0.0
Inokiilasyon (%) 5.0

Baslangi¢ seker icerigi 45.4 g/L olan 15 numarali besiyerine 0.620 OD degere
sahip bakteriler %5 oranla inokiile edilmistir. Seker miktarinin 6nceki
fermentasyonlardaki gibi arttigimin goriildiigii denemede maksimum HA miktar1 0.014
g/L olarak tespit edilmistir. Biyokiitle gelisiminin 24. Saate kadar arttig1 ancak daha sonra
azalip 32. saatten itibaren sabit kaldig1 goriilmektedir. Fermentasyon siiresince en yiiksek
biyokiitle yogunlugu 5.415 OD olarak gézlemlenmis olmakla birlikte HA {iretimi oldukga
diisiik miktarda gergeklesmistir.
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Sekil 4.16. PB tasarimi1 15 numarali deneme fermentasyonuna ait parametreler
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4.1.1. PB tasarimda etkili parametrelerin belirlenmesi ve istatistiksel analiz

Fermentasyonlar sonrasinda oOlgiilen HA miktarlar1 PB tasarimi kullanilarak
gerceklestirilen besiyeri optimizasyonunda yanit olarak kullanilmistir. Optimizasyon
sonrasinda faktorlerin yanit iizerindeki etkileri istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.16. PB desenine gore gerceklestirilen denemelere ait en yliksek HA degerleri

Deneme Numarasi

Maksimum HA miktanr (g/L)

O© 00O NO Ol &~ WDN -

N ol e
O~ WN RO

0.01
0.00
0.02
0.51
2.60
0.03
0.00
0.01
0.13
131
0.55
0.00
0.83
0.00
0.44

Cizelge 4.17. Indirgenmis degerlerin varyans (ANOVA) analizi

Terim KT KO F-degeri  P-degeri
Model 6.5700 0.8211 7.34 0.021"
Kegiboynuzu ekstrakti 0.4838 0.4838 4.32 0.092
KH2PO4 1.6100 1.6100 14.39 0.013"
NaCl 1.5200 1.5200 13.57 0.014"
Maya ekstrakti 0.4901 0.4901 4.38 0.091
FeSOa4 1.6800 1.6800 15.00 0.012"
Et ekstrakt: 0.2422 0.2422 2.16 0.201
Pepton 0.2329 0.2329 2.08 0.209
Inokiilasyon 0.3107 0.3107 2.78 0.157
Uyum eksikligi 0.1685 0.0562 0.29 0.835

KT, kareler toplami; KO, kareler ortalamasi; R%:0.921; diizeltilmis R%: 0.796; P, olasilik; *(P<0.05)
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Varyans (ANOVA) analiz verileri incelendiginde modelin (P<0.05) 6nem
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli ¢iktig1 ve modelin fermentasyon denemelerinde
elde edilen sonuglar1 %92.1 oranminda (R?, 0.921) temsil ettigi goriilmektedir. Ayrica
uyum eksikligi (Lack of f it) degeri incelendiginde modelin istatiksel olarak uyumlu
oldugu (0.835, P>0.05) tespit edilmistir. Besiyeri bilesimine e¢klenen bagimsiz
degiskenlerden KH2PO4, NaCl ve FeSO; bilesenlerinin HA iiretimi {izerinde istatistiksel
olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.16).

Besiyeri bilesiminde bulunan degerlerin HA miktar1 iizerindeki etkilerini gosteren
modele ait indirgenmis Pareto Grafigi Sekil 4.16’da verilmistir. Pareto Grafigi iizerinde
t-limit degerini gegen etkenler istatistiksel olarak 6nemli olmaktadir. Ayrica grafikte mavi
renkle gosterilen siitunlarin negatif, turuncu renkle gosterilen siitunlarin ise pozitif etki
gosterdigi géz Oniinde bulunduruldugunda MgSO4.7H.0, K>HPO4, FeSO4, maya
ekstrakt1 ve pepton negatif etki gosteren bilesenler iken kegiboynuzu ekstraktinin miktari,
kazein, KH2PQOj4, NaCl ve et ekstrakti pozitif etki gosteren bilesenler olarak belirlenmistir.

Sekil 4.17°de indirgenmis faktorlere ait etki ortalamalar1 grafikleri gosterilmistir.
Grafikler incelendiginde pozitif ve negatif etki gosteren bilesenlerin ortamdaki
konsantrasyonlarinin degisiminin HA miktar1 {izerine etkileri her bir bilesen igin
goriilmektedir.
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Sekil 4.17. indirgenmis etkilerin Pareto grafigi A: Kegiboynuzu ekstrakt: (°Bx), B: MgSO4.7H,0 (g/L),
C: Kazein (g/L), D: KH2PO4 (g/L), E: NaCl (g/L), F: KoHPO4 (g/L), G: Maya ekstrakti (g/L), H: FeSO4
(g/L), J: Et ekstrakt1 (g/L), K: Pepton, L: Inokiilasyon oram

4.1.2. Pb tasarimla elde edilen optimum besiyeri bilesimi

PB tasarimin sundugu fermentasyon denemeleri sonrasinda yanit olarak
fermentasyonlarda elde edilen maksimum HA miktarlar1 girilmis ve optimizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Pareto ve yari normal dagilim grafikleri incelenerek indirgenmis
degerler ile istatistiksel analizler gergeklestirilmis ve optimum besiyeri igerigi
belirlenmistir. PB optimum besiyeri bilesimi, tasarimin onceki denemelerde verdigi ve
fermentasyon sonucunda en yiiksek HA {iretiminin ger¢eklestirildigi 4 numarali besiyeri
ile ayn1 gikmustir (Cizelge 4.18).

71



BULGULAR VE TARTISMA A. OZCAN

Cizelge 4.18. PB optimum besiyeri bilesimi

Besiyeri Bileseni Miktar
Kegiboynuzu ekstrakti (°Bx) 10.0
MgS04.7H20 (g/L) 0.5
Kazein (g/L) 10.0
KH2PO4 (g/L) 2.5
NaCl (g/L) 2.0
K2HPO4 (g/L) 15
Maya ekstrakti (g/L) 0.0
FeSO4 (g/L) 0.002
Et ekstrakt1 (g/L) 10.0
Pepton (g/L) 0.0
Inokiilasyon (%) 7.0

En yiiksek HA iiretimi gerceklestirilen fermentasyona ait kinetik parametreler
Cizelge 4.19°da goriilmektedir.

Cizelge 4.19. Optimum (4 numarali) besiyerinde gerceklestirilen fermentasyona ait
Kinetik parametreler

Kinetik Parametreler Deger
Seker tiiketimi (g/L) 23.39
HA iiretimi (g/L) 2.60
Biyokiitle gelisimi (OD) 3.30
Seker tiiketim orant (%) 37.25
HA verimi (Ypss, %) 11.12
Maksimum tiikketim hiz1 (-ds/dt, g/L/h) 3.89
Maksimum Gelisim Hiz1 (dx/dt, g/L/h) 0.38
Maksimum Uretim Hiz1 (dx/dt, g/L/h) 0.48

Deneme deseninin sundugu tasarima gore gerceklestirilen fermentasyonlar
sonucunda;

Maya ekstrakti, pepton, MgSQO4.7H20, KoHPO4 ve FeSOy istatistiksel analizler
sonucunda HA {iretimi iizerinde negatif etki gosteren bilesenler olarak bulunurken,
kegiboynuzu ekstrakti, kazein, KH2PO4, NaCl ve et ekstrakti pozitif etki gosteren
bilesenler olarak belirlenmistir. Ayrica inokiilasyon orani1 da HA {iretimi iizerinde pozitif
etki gostermistir. Ote yandan kegiboynuzu ekstrakti konsantrasyonunun istatistiksel
olarak 6nemli olmadig1 goriilmiistiir. Fermentasyonlar boyunca 6lgiilen maksimum seker
tiketiminin 23.4 g/L oldugu goz oniinde bulundurulurarak yiiksek konstrasyonlardaki
baslangi¢ seker igeriginin 40-70 g/L (6-10 °Bx) olusturulan deneme deseni igin
istatistiksel bir fark olusturmayacagi goriilebilmektedir.
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Tim denemelerde gerceklestirilen inokiilasyonlar i¢in esit siirelerde (24 saat)
gelistirilen stok kiiltiirler kullanilsa da hiicre gelisimleri bu silire sonucunda ayni
olmamistir. Bu nedenle, inokiilasyon orami artisinin istatistiksel olarak pozitif etki
gostermesinin yani sira baslangi¢ biyokiitle miktarinin 0.6 OD degerinden diisiik oldugu
fermentasyonlarda (6, 9, 10, 11, 12, 13, 14) HA iretimi oldukg¢a diisiik kalmustir.
Fermentasyonlar siiresince biyokiitle gelisimi goriilmesi nedeniyle bakterilerin HA
iiretimi yerine besiyerindeki kaynaklar1 hiicre gelisim metabolizmasi i¢in harcadiklari
diisiiniilmektedir. Baglangic biyokiitle yogunluklari sirasiyla 0.855 ve 0.995 OD olan 1
ve 5 numarali fermentasyonlar incelendiginde, baslangig biyokiitle yogunlugunun yiiksek
oldugu durumda ortamda negatif etki gosteren bilesenlerin varliginda bile bu durumu
destekler sekilde HA iretiminin 5 numarali denemede daha yiiksek oldugu
goriilmektedir.

Karbon:azot oraninin HA iiretimi {izerinde etkili oldugu literatiirde yer alan
calismalarda gosterilmistir (D. C. Armstrong & Johns, 1997; Pires vd., 2010). Ornegin 1,
2, 6, 10 numarali fermentasyon denemelerinde HA {iretiminin diisiik miktarda kalmasi
besiyerinin sirasiyla; 2.5, 2.0, 0.86 ve 1.2 gibi yiiksek olmayan karbon:azot oranlinda
icerige sahip olmasiyla agiklanabilmektedir.

HA {retimi sirasinda hiicre tarafindan hyaluronidaz enzimi salgilanabilmektedir.
Bu durumda HA alt birimlerine pargalanmakta ve fermentasyon boyunca takip edilen HA
miktarinda diisiisler gézlemlenebilmektedir. Ornegin 3, 4, 5, 7, ve 8 numarali denemeler
incelendiginde HA miktarinin 6nce arttig1 ardindan azaldigi goriilebilmektedir.

Bunun disinda gergeklestirilen tiim fermentasyonlarda DNSA metodu
kullanilarak takip edilen toplam indirgen seker miktarlarinin fermentasyon basinda
azaldig1 ancak belli saattlerden sonra yeniden yiikseldigi gozlemlenmistir. Bu durum
iretici mikroorganizmanin hyaluronidaz enziminin iiretildigi ve ortamda bulunan HA’ nin
enzim tarafindan pargalandigindi diisiindiirmektedir. Ciinkii bu par¢alanma sonras1t HA’y1
olusturan birimlerinden indirgen bir seker olan N-asetil-f-D-glukozamin’in agiga ¢iktigi
ve toplam seker analizi sirasinda DNSA bileseni ile reaksiyona girerek spektrofotometrik
Olclimlerde absorbans verdigi diisliniilmektedir (Malaekeh-Nikouei vd., 2013). Aym
sekilde HA’nin toplam seker analizi sirasinda ortama ilave edilen HCl nedeniyle
pargalanabilecegi ve glukozaminlerin DNSA ile reaksiyona girerek analiz sonuglarini
etkileyebilecegi diisiiniilmektedir.

Bu nedenle besiyeri optimizasyonu sonrasinda cevap yiizey yontemi kullanilarak
biyoreaktorde gerceklestirilecek fermentasyonlara ait farkli parametrelerin iretilen
HA’larin molekiil agirliklar {izerine etkisi incelenmistir. Ayrica biyoreaktorde iiretilen
HA’larin molekiil agirligi profilleri preperatif HPLC kullanilarak molekiiler ayirma (size-
exclusion, SEC) kromatografisi yontemiyle tespit edilmistir.

4.2. Farkh Fermentasyon Parametrelerinin Uretilen HA’nin Miktar1 ve Molekiiler
Dagilimi Uzerine Etkisi

Kec¢iboynuzu meyvesinin HA {iretiminde karbon kaynagi olarak degerlendirildigi
bu calismada PB tasarim ile ¢alkalamali inkiibatdrde optimize edilen besiyeri bilesimi
kullanilarak biyoreaktdrde fermentasyonlar gergeklestirilmistir. Bu fermentasyonlarda
karistirma hizi, havalandirma miktar1 ve baslangi¢ biyokiitle yogunlugunun HA’nin
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miktart ve molekiil agirligi dagilimi {izerine etkisi Box-Behnken tasarim kullanilarak
gerceklestirilmistir. Fermentasyonlar 2 L hacmindeki biyoreaktorlerde 0.75 L g¢alisma
hacminde gergeklestirilmistir.

Sekil 4.18. Biyoreaktorde gergeklestirilen HA iiretim fermentasyonlarina ait goriintii

Cizelge 3.4’te belirtilen deneme desenine goére HA fermentasyonlari
gercgeklestirilmis olmakla birlikte her bir deneme i¢in kinetik parametreler hesaplanmigtir
(Cizelge 4.19).

Kinetik parametreler incelendiginde en yiiksek HA iiretiminin 13 numarali
denemede (1.00 vvm, 500 rpm ve 1.00 OD) gergeklestigi goriilmektedir. Fermentasyon
sonunda ortalama molekiil agirligi 750-1750 kD arasinda degisen 230.11 mg/L HA elde
edilmistir. Seker tiikketim miktarinin 9.11 g/L oldugu fermentasyonda biyokiitle gelisimi
0.500 OD olarak tespit edilmistir. Besiyerinde bulunan seker i¢eriginin yaklasik %11.22
kadarinin tiiketildigi goriilmekle birlikle HA verimi %5.52 olarak hesaplanmistir. En
diisiik HA {iretiminin ise (187.38 mg/L) 4 numarali fermentasyonda gergeklestigi ve elde
edilen HA’nin ortalama molekiil agirliginin 750 ila 1750 kDa arasinda degistigi
goriilmiistiir. Toplam seker tiiketiminin 6.90 g/L olarak gerceklestigi fermentasyonda
biyokiitle gelisimi 0.050 OD olarak tespit edilmistir.

Ayrica fermentasyonlar sirasinda ortamdan alinan Orneklerle gergeklestirilen
kromatografik analizler sirasinda miktar tayin edilen HA’larin molekiil araliklar1 da
belirlenmistir. Farkli molekiil araliklarina sahip (30-50 kDa, 50-70 kDa, 70-120 kDa,
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500-700 kDa, 1000-1250 kDa ve 1250-1750 kDa) 6 adet HA standardi ile kromatografik
analizler i¢in kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Fermentasyonlardan alinan 6rnekler ile
standartlarin kolondan ¢ikis siireleri karsilastirilarak iiretilen HA’larin molekiil araliklari
yorumlanmistir. Bu dogrultuda keciboynuzu ekstrakti igeren besiyerinde iiretilen
HA’larin molekdl agirliklarinin genel olarak 1250-1750 kDa araliginda yer aldig1 tespit
edilmistir. Secilen HA standardi ve bir 6rnege ait kromatogram goriintiisii Ek-3 ve Ek-
4’te paylasilmistir.

Karigtirma hizi, havalandirma miktar1 ve baglangic biyokiitle yogunlugu
parametrelerinin Box-Behnken cevap yiizey yontemiyle optimizasyonu i¢in yanit yiizeyi
olarak HA miktar1 kullanilmistir. Fermentasyonlar sirasinda diizenli araliklarla 6rnekler
alinarak HA miktarlar takip edilmistir. Her bir fermentasyonda elde edilen en yiiksek HA
miktar1 o denemeye ait yanit yiizeyi olarak secilmistir. Bu dogrultuda Design Expert
11.0.0 programi araciligiyla optimizasyon islemi ve elde edilen verilerin varyans
(ANOVA) analizleri gergeklestirilmistir.
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Cizelge 4.20. Box-Behnken deneme deseninde yer alan kosullarda gergeklestirilen fermentasyonlara ait kinetik parametreler

Ortalama HA Maksimum Maksimum Maksimum

w1~ 1« HA liretimi Biyokiitle Seker tiiketim L e .. o
Denemeler molekiil agirhg: (mg/L) gelisimi (OD) orani (%) verimi tiikketim hizi Gelisim Hizx Uretim Hiz1

(kDa) (Yesis, %) (-ds/dt, g/L/h)  (dx/dt, g/L/h)  (dx/dt, g/L/h)
1 1250-1750 197.03 0.03 18.00 1.74 0.54 0.00 0.05
2 750-1750 205.05 0.37 14.30 2.04 0.33 0.02 0.01
3 1250-1750 207.33 0.30 13.00 2.30 0.75 0.08 0.05
4 750-1750 187.38 0.05 9.30 2.70 0.73 0.00 0.02
5 750-1750 191.00 0.07 5.07 5.42 0.13 0.01 0.02
6 500-1750 197.03 0.19 14.05 1.83 0.57 0.02 0.05
7 750-1750 203.63 0.30 16.81 1.42 0.14 0.03 0.05
8 750-1750 209.94 0.29 11.93 2.32 0.44 0.38 0.05
9 500-1750 222.25 0.36 19.14 1.82 0.59 0.02 0.02
10 1250-1750 230.09 0.41 5.71 5.82 0.46 0.02 0.02
11 750-1750 200.02 0.20 5.34 5.54 0.21 0.02 0.02
12 1250-1750 190.34 0.56 9.75 2.38 0.87 0.13 0.05
13 750-1750 230.11 0.50 11.22 5.52 0.87 0.10 0.12
14 1250-1750 213.55 0.52 10.02 2.75 1.18 0.10 0.05

15 1250-1750 227.31 0.53 9.02 3.50 0.21 0.11 0.05
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Cizelge 4.21. Box-Behnken tasarim tarafindan Onerilen kosullarda gergeklestirilen
fermentasyonlardan elde edilen sonuglarin varyans (ANOV A) analizi

Kaynak KT SD KO F-degeri P-degeri
Model 223832 6 373.053 4.23 0.032*
A-Havalandirma miktari 1020.60 1  1020.602 11.58 0.009**
B-Karigtirma hizi 3.42 1 3.425 0.04 0.849
C-Baslangic biyiikiitle miktar1 360.29 1 360.293 4.09 0.078
AxB 570.02 1 570.016 6.47 0.034*
AxC 180.36 1 180.357 2.05 0.190
BxC 103.63 1 103.626 1.18 0.310
Artik hata 70483 8 88.104
Uyum eksikligi 21523 6 35.872 0.15 0.972
Saf hata 489.60 2 244801
Toplam 294315 14

KT, kareler toplami; KO, kareler ortalamasi; R2:0.761; diizeltilmis R%: 0.581; yeterli hassasiyet, 7.377;

P, olasilik; *(P<0.05)

Programin onerdigi 2 faktorlii modele gore gergeklestirilen Cizelge 4.20°de
gosterilen varyans analizi incelendiginde modelin istatistiksel olarak anlamli (0.032,
P<0.05) ¢iktig1 ve modelin fermentasyon denemelerinde elde edilen sonuglart %76.1
oraninda (R?, 0.761) temsil ettigi goriilmektedir. Ayrica modelin istatiksel olarak uyumlu
oldugu (0.972, P>0.05) tespit edilmistir. Deneysel verilerle tasarimin tahminlerinin
karsilastirildigr grafik incelendiginde de modelin uyumu goriilmektedir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.19. Box-Behnken tasarimin sundugu fermentasyonlar sonucu elde edilen verilerle
tahmin edilen sonuglarin karsilastirilmasi

Biyoreaktorde gerceklestirilen HA iiretiminde havalandirma miktarinin (0.009,
P<0.01) ve karistirima hiziyla interaksiyonun (0.034, P<0.05) istatistiksel olarak 6nemli
ciktig1 goriilmektedir. Optimizasyon i¢in segilen bagimsiz degiskenlerin yanit yiizeyi
tizerindeki etkileri asagida ayr1 basliklar altinda incelenmistir.

4.2.1. Havalandirma miktarinin HA iiretimi iizerine etkisi

Box-Behnken cevap yiizey tasarimi kullanilarak biyoreaktdrde gerceklestirilen
fermentasyonlarda havalandirma miktar1 bagimsiz degiskenine ait en diisiik ve en yliksek
noktalar sirastyla 0.50 ve 1.00 vvm olarak belirlenmistir. Varyans analizi sonucunda HA
tiretiminde Onemli oldugu goriilen havalandirma miktarinin, diger degiskenlerle
interaksiyonunu ve HA {iretimi lizerindeki etkisini gosteren 3 boyutlu kontur grafikleri
sekil 4.21 ve sekil 4.22°de sunulmustur.

Biyoreaktorde gerceklestirilen fermentasyonlar sonucunda en diisilk HA miktar:
sekil 4.21°de goriilebilecegi gibi havalandirma miktarinin minumum oldugu 4 numarali
denemede tespit edilmistir. Ayrica maksimum HA {iretimi ise havalandirma miktarinin
en yiiksek oldugu denemede (deneme 13) ger¢eklesmistir. Havalandirma miktarindaki
artisin HA iiretimi olumlu yonde etkiledigi agikca goriilmektedir.
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Hyaluronik asit miktar (mg/L)
187,375 I 230,109

X1 = A: Havalandirma miktari (vwm)
X2 = B: Kanigtirma hizi (rpm)

C: Baslangig biyokitle miktari (OD) = 0,8 240

Hyaluronik asit miktari (mg/L)

B: Karistirma hizi (rpm)

Sekil 4.20. Havalandirma miktar1 ve karistirma hizinin HA {retimi {lizerine etkisini
gosteren 3 boyutlu kontur grafigi

4.2.2. Kanistirma hizinin HA iiretimi iizerine etkisi

Biyoreaktorde HA iiretimi tizerindeki etkisi incelenen bir diger bagimsiz degisken
olan karigtirma hizi 400 rpm alt limit 600 rpm ise iist limit olarak belirlenmistir.
Kegiboynuzu ekstrakti iceren besiyerinde HA iiretimi i¢in karistirma hizinin tek basina
istatistiksel olarak onemli olmadigi goriilmistiir (0.849, P<0.05). Ancak karigtirma
hiziyla olan %95 6nem seviyesinde istatistiksel olarak dnemli oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.20).

Sekil 4.21 ve sekil 4.22°de verilen 3 boyutlu kontur grafikleri incelendiginde
karigtirma hizinin tretilen HA miktari tizerinde biiyiik bir etkisinin olmadigi ancak
karistirma hizinin artmasiyla HA miktarinda disiik o6l¢iide azalmanin oldugu
goriilmektedir. Ornegin cizelge 4.19°da yer alan veriler incelendiginde havalandirma
miktar1 ve baslangi¢ biyokiitle yogunlugunun ayni oldugu (0.50 vvm ve 0.750 OD) ve
yalnizca karigtirma hizinin degistigi (swrasiyla 400 ve 600 rpm) 2 ve 4 numarali
denemelerde karigtirma hizinin arttikga HA miktarmin (Deneme 2, 205.05 mg/L ve
deneme 4, 187.38 mg/L) azaldig1 goriilmektedir.
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Hyaluronik asit miktan (mg/L)
187,375 I 230,109

X1 = B: Kanigtirma hizi (rpm) 260
X2 = C: Baslangig biyokiitle miktari (OD)

A: Havalandirma miktari (wm) = 0,75

Hyaluronik asit miktari (mg/L)

0,6

B: Karistirma hizi (rpm)

0,9
400 1 C: Baslangig biyokutle miktan (OD)

Sekil 4.21. Karistirma hizi ve baslangic biyokiitle yogunlugunun HA {iretimi {izerine
etkisini gosteren 3 boyutlu kontur grafigi

4.2.3. Baslangic biyokiitle yogunlugunun HA iiretimi iizerine etkisi

Baslangi¢ biyokiitle yogunlugu i¢in literatiir taranarak belirlenen alt ve iist limitler
sirastyla 0.600 ve 1.000 OD olarak Box-Behnken cevap yiizey deneme deseninin
olusturulmasinda kullanilmustir. Istatistiksel olarak HA iiretiminde 6nemsiz bir parametre
olarak goriinmesine ragmen (0.078, P<0.05) karistirma hizina kiyasla daha etkili oldugu
goriilmektedir. Baslangi¢ biyokiitle yogunlugunun yer aldigi 3 boyutlu kontur grafikleri
(Sekil 4.22 ve Sekil 4.23), HA miktarinin baglangi¢ biyokiitle yogunlugunun artmasiyla
artigim1  gostermektedir. Box-Behnken tasarimindaki deneme fermentasyonlar
incelendiginde (Cizelge 4.20) yalnizca baslangic biyokiitle yogunlugunun degistigi diger
degiskenlerin ise sabit oldugu (0.75 vvm ve 400 rpm) 6 ve 15 numarali denemelerde HA
miktarlar sirastyla 197.03 mg/L ve 227.31 mg/L olarak tespit edilmistir. Dolayisiyla
baslangi¢ biyokiitle yogunlugunun kegiboynuzu ekstrakti ile gergeklestirilen HA iiretim
fermentasyonlarini olumlu yonde etkiledigi goriilmektedir.
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Hyaluronik asit miktan (mg/L)
187,375 I 230,109

X1 = A: Havalandirma miktari (vwwm)
X2 = C: Baslangig biyokiitle miktari (OD)

B: Karistirma hizi (rpm) = 500

Hyaluronik asit miktari (mg/L)

0'9(2: Baslangig biyokiitle miktan (OD)

0,6

Sekil 4.22. Havalandirma miktar1 ve baslangic biyokiitle yogunlugunu HA iiretimi
tizerine etkisini gosteren 3 boyutlu kontur grafigi

4.3. Box-Behnken Cevap Yiizey Yonteminin Sundugu Optimum Kosullar icin
Dogrulama Fermentasyonu

Box-Behnken cevap ylizey yontemiyle olusturulan deneme deseninin Onerdigi
kosullarda 15 farkli fermentasyon gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen fermentasyonlar
sonucunda tespit edilen HA miktarlar1 her bir deneme icin yanit yiizeyi olarak
kullanilmistir. Bu dogrultuda Design-Expert programi kullanilarak HA {iretiminin en

yiiksek miktarda gerceklestirilebilecegi optimum sartlar olusturulmustur.

Cizelge 4.22. Box-Behnken cevap yiizey tasarimi ile olusturulan optimum kosullar ve bu
kosullarda gergeklestirilen fermentasyona ait HA {iretim miktar1 tahmini ve deneysel

sonuglari
.. . Tahmin edilen  Elde edilen

Bagimsiz Degisken ;Anlltr ﬂlsltr O;))tltnllj.m HA miktar1  HA miktan

> > e8¢ (mg/L) (mg/L)
Havalandirma 050 100  0.99
miktart (vvm)
Karistirma hizi

400 600 541 233.27 228.16
(rpm)
Baslangi¢ biyokiitle
yogunlugu (OD) 0.600 1.000 0.980
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Bu dogrultuda 0.99 vvm havalandirma miktari, 541 rpm karistirma hizi ve 0.980
OD baslangic biyokiitle yogunlugu kosullarinda dogrulama fermentasyonu
gergeklestirilmistir. Bu kosullarda gerceklestirilen fermentasyon i¢in program tarafindan
tahmin edilen HA miktar1 233.27 mg/L iken deneysel olarak belirlenen sonug 228.16
mg/L olarak bulunmustur.

Cizelge 4.23. Dogrulama fermentasyonuna ait kinetik parametreler

Kinetik Parametreler Deger
Ortalama molekiil agirlig: (kDa) 1250-1750
HA iiretimi (g/L) 228.16
Biyokiitle gelisimi (OD) 0.46
Seker tiiketim orani (%) 12.88
HA verimi (Yrss, %) 2.13
Maksimum tiikketim hizi (-ds/dt, g/L/h) 0.25
Maksimum Gelisim Hiz1 (dx/dt, g/L/h) 0.03
Maksimum Uretim Hizi (dx/dt, g/L/h) 0.02

Dogrulama fermentasyonuna ait kinetik parametreler incelendiginde,
fermentasyon siiresince ortamda bulunan sekerin %12.88’inin tiiketildigi ve buna karsilik
228.16 mg/LL HA iretildigi goriilmektedir. Yaklasik %2.13 verimle gerceklesen HA
iiretim fermentasyonunda en yiiksek biyokiitle yogunlugu 0.460 OD olarak 6l¢iilmiistiir.
Dogrulama fermentasyonunda iiretilen HA miktar1 (228.16 mg/L) program tarafindan
tahmin edilen sonuca (233.27) %97.81 oraninda yaklagsmistir. Program tarafindan sunulan
%95 dogrulama giiven aralig1 icerisinde yer alan sonuca gore, optimizasyon modelinin
sundugu tahminin yaklasik %98 oraninda deneysel verileri yansittig1 goriilmektedir.

HA iretiminde maliyeti diisiirmek ve verimi artirmak i¢in bircok calisma
literatiirde bulunmaktadir. Farkli materyallerin karbon kaynagi olarak kullanildig:
ve/veya besiyeri optimizasyonu gerceklestirilen ¢alismalarda elde edilen sonuglarla tez
kapsaminda elde edilen sonuglarin karsilastirmasi yapilmistir.

Siyah palmiye (Borassus flabellifer) bitkisi sekeri kullanilarak HA iretilmesi
tizerine bir ¢calismada 5.0. g/L palmiye sekeri, 5.0 g/L soya peptonu, 0.5 g/L askorbik asit,
19 g/L, disodyum-B-gliserofosfat ve 0.25 g/ magnezyum siilfat igeren optimum
besiyerinde 0.93-0.96 MDa molekiill agirligina sahip 0.54 g/L HA iiretimi
gergeklestirilmistir (Rohit vd., 2018).

Bu ¢aligmada kullanilan palmiye sekeri %65-85 sakaroz ve %5-15 indirgen seker
icerigi ile kegiboynuzu meyvesine benzemektedir. Hakim sekerin sakaroz olmasi
acisindan benzer 6zellik gostermekte ancak azot kaynagi seciminde tez caligmasindan
farklilasmaktadir. Tez kapsaminda elde edilen sonuglarla ortiisen sekilde peptonun iiretici
mikroorganizma tiizerinde HA verimi agisindan pozitif etki gdstermedigi baska bir
caligma tarafindan raporlanmis olmakla birlikte (Patil vd., 2011) keciboynuzu igeriginin
mikroorganizma agisindan pozitif etki yarattigi bilinen aminoasit igeriginin (D.
Armstrong vd., 1997) yiiksek olmast HA iiretiminin bu c¢alismaya kiyasla yiiksek
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olmasinin nedeninin agiklamaktadir. Dolayisiyla alternatif karbon kaynaginin denendigi
bu calismada elde edilen HA firetim miktarindan (0.54 g/L) daha yiiksek degerlere (2.60
g/L) ulasilmasimnin nedenleri; optimum besiyeri igeriginde pepton bulunmamasi,
keciboynuzunun palmiye sekerine kiyasla daha zengin igerige sahip olmasi ve
inokiilasyon miktarmin yiiksek secilmesi olarak siralanabilir. Tez kapsaminda iiretilen
HA’nin molekiil agirliginin (1.25-1.75 MDa) ¢alismada 6lgiilen degerlerden (0.93-0.96
MDa) yiiksek oldugu goriilmektedir.

Soya proteini hidrolizati, kaju elmasi suyu, misir surubu ve konsantre peynir altt
suyu proteini gibi tarimsal yan iirlinlerin karbon ve azot kaynagi olarak kullanildigi bir
bagka caligmada, kaynagi:azot kaynagi orami 7.8:1 olarak sabit tutularak besiyeri
optimizasyonu gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda karbon kaynagi kaju elma suyu
ve azot kaynagi olarak maya ekstrakti igeren besiyeri bilesimi en yiiksek HA (0.89 g/L)
tiretilen besiyeri olarak belirlenmistir. HA verimi (Ypss) %5.0 olan fermentasyonda 10.47
g/L seker tiikketimi gerceklestigi raporlanmistir (Pires vd., 2010).

Kaju elma suyunun 47.4 g/L glukoz igerigiyle zengin bir karbon kaynagi oldugu
goriilse de seker tiikketim miktarlar1 kiyaslandiginda tez ¢alismasi sonuglarina gore daha
diisiik seker tiiketimi goriilmektedir. Bununla birlikte yine tez kapsaminda negatif etki
gosterdigi istatistiksel olarak belirlenen FeSO4.7H20 (0.005 g/L) ve maya ekstraktinin
(54.0 g/L) olarak besiyerine eklenmesi yiiksek inokiilasyon oranina ragmen daha diisiik
HA elde edilmesine neden olmustur. Ayrica kullanilan karbon kaynagimin B-vitamini,
tiamin, riboflavin, niasin ve folik asit igerigine ragmen kec¢iboynuzu meyvesinin daha
zengin bilesime sahip oldugu bilinmektedir. Tiim bunlar gz Oniine alindiginda maya
ekstraktt ve FeSOs iceriginin diisiikk oldugu keciboynuzu meyvesi ekstrakti iceren
besiyerinde 2.60 g/L HA iretimi (Yps, %11.12) gerceklesmesi incelenen literatiir
calismasindaki bulgularla ortiismektedir.

Seker kamigi melasinin alternatif karbon kaynagi olarak Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus ATCC 39920 bakterisi ile HA iiretimi igin degerlendirildigi bir ¢alismada,
on denemeler sonucunda aktif karbonla detoksifiye edilen melas HA iiretimi
gerceklestirilmigtir.  Calismada optimum  besiyerinde biyoreaktor — kullanilarak
gerceklestirilen fermentasyon sonucunda 1.35x10° kDa molekiil agirligina sahip 2.82 g/L
HA iiretilmistir (Pan vd., 2017).

Calisma i¢in segilen melasin igerik olarak (%53 sakaroz, %4 glukoz, %5 fruktoz,
%1.2 amino asit ve %0.17 metal iyonu) ke¢iboynuzu ekstraktina benzerlik gosterse de
igerigi gorece zay1f kalmaktadir. Ayrica calismada besiyerine ilave edilen maya ekstrakti
(50 g/L), MgSO4.7H20 (1.5 g/L) ve KoHPO4 (2.5 g/L) gibi tez ¢alismasinda belirlenen
negatif etkili bilesenlerin yiiksek miktarda olmasi iiretim miktarindaki diistikliigii agiklar
niteliktedir. Calisma icerisinde deginilen Fe* iyonlarinin inhibisyon etkisi tez kapsaminda
FeSQO4 bilesenin negatif etki gdsterdigi bulgusuyla ortiismektedir. Ayrica 2.60 g/L iiretim
gerceklestirilen tez kapsaminda elde edilen sonuclar yapilan ¢alismaya oldukg¢a yakin
miktardadir. Uretilen HAlarin molekiiler agirlik dagilimi incelendiginde tez kapsaminda
agirlikli olarak 1.25-1.75x10° kDa molekiil agirhg: araliginda oldugu gdzlemlenmistir.
Bu dogrultuda s6z konusu ¢alismadan daha yiiksek molekiil agirligina sahip HA {iretimi
gergeklestigi goriilmektedir.
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Amado vd. (2017) Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 35246
bakterisi ile HA iiretimi i¢in karbon ve azot kaynagi olarak misir surubu (MS) ve seker
kamis1 melasinin (SM) kullanmislardir. Bu ¢alismada Gergeklestirilen fermentasyonlar
sonrasinda seyreltilmis M$ (%10, h/h) ve 50 g/L glukoz igeren besiyerinde 3.48 g/L,
kompleks besiyerinde ise 3.60 g/L HA tiretilmistir.

Calisma kapsaminda kullanilan karbon kaynagi olan seker kamisi melasinin
bulundugu besiyerinde HA {iretiminin olduk¢a diisiik olmasinin nedenini (0.37 g/L)
melasin On islemlere (asit hidroliz gibi) maruz kalmasi ve/veya regine igerigi ile
iliskilendirmislerdir. Yalnizca su ile ekstrakte edilen ve diisiik miktarlarda fenolik bilesen
iceren kegiboynuzu ekstraktinin melasa kiyasla HA {iretimi i¢in daha elverisli oldugu
goriilmektedir. Yiiksek hyaluronik asit miktarlarina ulasilan bu ¢alismada kullanilan misir
surubunun, kegiboynuzu ekstraktina benzer sekilde zengin vitamin, mineral, amino asit
ve protein igerigine sahip olmasi liretimin verimliligini agiklamaktadir. Her ne kadar
biyoreaktor sartlarinin (havalandirma ve pH kontrolii) {iretim iizerinde olumlu etki
gosterdigi acgik olsa da tez kapsaminda raporlanana benzer sekilde maya ekstrakti (5.0
g/L), MgS04.7H20 (0.5 g/L), KaHPO4 (0.5 g/L) bilesenlerinin diisiik, KH2PO4 (2.0 g/L)
bileseninin yiiksek miktarda kullanilmasi iiretimin tez c¢alismasinda elde edilen HA
miktarma (2.6 g/L) benzer sekilde yiiksek olmasini agiklamaktadir. Ayrica ¢alismada
karistirma hizinin degisiminin HA {iretimi iizerine olumlu bir etkisi olmadigim
saptamiglardir. Bunula birlikte tez havalandirma miktarinin artmasiyla HA miktarinin
yiikseldigini belirtmislerdir.

Liu vd. (2009) Box-Behnken Tasarim (CYM) ve Kuantum Davranish Pargacik
Y1gimi Optimizasyon Algoritmasi Baglasimli Radyal Temelli Fonksiyon Sinir Agi olmak
tizere (RBF-QPSO) iki farkli optimizasyon yontemi kullanilarak S. zooepidemicus WSH-
24 susu ile HA {iretimi sartlarini optimize etmislerdir. Calisma sonucunda havalandirma
miktariyla HA {iretiminin artti§in1 ve bunun nedenini hiicrenin metabolik aktivitesindeki
degisimlere etki ettigini yorumlamislardir. Dolayisiyla bu calisma tez kapsaminda
havalandirma miktarinin pozitif etki gosterdigi bulgusuyla ortiigmektedir.

Ozetle alternatif karbon kaynaklarindan HA iiretimi iizerine gerceklestirilen
caligmalar incelendiginde; siyah palmiye bitkisi sekeri igeren besiyerinde 0.54 g/L kaju
elma suyun iceren besiyerinde 0.89 g/L, seker kamis1 melasi igeren besiyerinde 2.82 g/L,
misir surubu ve glikoz iceren besiyerinde 3.48 g/ HA {iretimi gerceklestigi
goriilmektedir. Keciboynuzu ekstrakti ile iiretimin gerceklestirildigi tez calisma
kapsaminda 2.60 g/l HA {tretimi gergeklestirilerek kegiboynuzu meyvesinin alternatif
karbon kaynagi olarak HA {tiretiminde kullanilabilirligi kanitlanmistir. Bununla birlikte
tiretilen HA’nin molekiiler agirliginin 1.25-1.75 MDa arasinda dagilim gosterdigi ve
boylece keciboynuzu meyvesi ile yiiksek molekiil agirligina sahip HA {iretiminin
gerceklestirilebilirligi ortaya konmustur.
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5. SONUCLAR

Streptococcus zooepidemicus (ATCC 39920) bakterisi ile HA iiretiminde
alternatif karbon kaynagi olarak ke¢iboynuzu meyvesinin kullanilabilirligi test edilerek,
optimum iiretim miktarlarina ulagilabilen besiyeri bilesimi elde edilmistir. Kegiboynuzu
meyvesi ekstrakti igeren en verimli besiyeri bilesiminin olusturulmasi amaciyla PB
tasarimi1 kullanilarak deneme deseni olusturulmustur. PB tasarimda optimizasyon
faktorleri olarak keciboynuzu meyvesi ekstrakti, kazein, maya ekstrakti, et ekstrakti,
pepton, MgS04.7H20, K2HPO4, FeSO4, KH2PO4, NaCl ve inokiilasyon orani segilmistir.
Bu faktorlerden besiyerine eklenmek tizere belirlenen minimum ve maksimum degerleri
literatiirdeki ¢aligmalar incelenerek tespit edilmistir. Besiyeri optimizasyonu igin segilen
11 faktér, 3 seviyeli olarak kullanilmis ve 15 farkli igerikte besiyeri bilesimleri
olusturulmustur. Formulasyonlar1 PB tasarim ile elde edilen besiyerleri hazirlanarak
fermentasyonlar gerceklestirilmistir.

Fermentasyonlar sonrasinda optimum besiyeri formiilasyonu 10.0°Bx kuru madde
icerigindeki kegiboynuzu ekstrakti, 10.0 g/L kazein, 0.0 g/L maya ekstrakti (g/L), 10.0
g/L et ekstakti, 0.0 g/L pepton, 0.5 g/ MgS04.7H20, 2.5 g/L KH2PO4, 2.0 g/L NaCl,
1.5 g/L K2HPO4, 0.002 g/L FeSO4 ve %7.0 inokiilasyon orani olarak belirlenmistir.
Faktorlerin ve modelin HA {iretimi lizerindeki etkileri istatistiksel olarak (ANOVA)
incelenmistir. Bu dogrultuda modelin %92.1 orammnda (R?, 0.921) HA iiretim
fermentasyonlarin1 temsil ettigi ve istatistiksel olarak P<0.05 seviyesinde (P=0.021)
onemli oldugu belirlenmistir. Besiyerine eklenen bilesenler arasinda KH2PO4, NaCl ve
FeSO; istatistiksel olarak onemli (P<0.05) bulunmustur. Ayrica kegiboynuzu ekstrakti,
kazein, KH2PO4, NaCl ve et ekstrakti HA iretimi tlizerine pozitif etki gosterirken
MgSO4.7H20, KoHPO4, FeSOs, maya ekstrakti ve pepton negatif etki gdsteren
degiskenler olarak tespit edilmistir.

Bu bilesimdeki besiyeri ile ¢alkalamali inkiibatorde gergeklestirilen HA tiretim
fermentasyonu sonucunda 2.60 g/l HA iiretilmistir. Toplam seker tiiketimi 23.4 g/L
olarak ol¢itiliirken biyokiitlenin yaklagik dorde katlanarak 4.355 OD yogunluga ulastigi
goriilmiistiir. Bu fermentasyona ait kinetik parametreleri olan, seker tiikketim orani (%),
HA verimi (%), maksimum tiiketim hiz1 (g/L/sa), maksimum gelisim hiz1 (OD/sa) ve
maksimum {iiretim hiz1 (g/L/sa) degerleri sirasiyla, %37.25, %11,12, 3.89 g/L/sa, 0.38
OD/sa ve 0.48 g/L/sa olarak hesaplanmistir.

PB tasarim ile optimize edilen besiyeri kullanilarak biyoreaktorde HA tiretim
fermentasyonu sartlarinin molekiil agirligi dagilimi tizerine etkisi incelenmistir. Bu islem
icin Box-Behnken cevap ylizey tasarimi kullanilmistir. Tasarimda kullanilan parametreler
literatiir incelemesiyle havalandirma miktari, karistirma hizi ve baslangic biyokiitle
yogunlugu olmak tizere 3 farkli faktor 3 seviyeli olacak sekilde secilmistir. Bu faktorler
kullanilarak 3 orta noktali 15 deneme igeren tasarim olusturulmustur.

Tasarimin sundugu sartlarda gerceklestirilen fermentasyonlar sonucunda
kegiboynuzu meyvesi ekstrakti kullanilarak biyoreaktérde HA {iretimi i¢in gereken
optimum fermentasyon kosullar1 0.99 vvm havalandirma miktari, 541 rpm karistirma hizi
ve 0.980 OD baglangi¢ biyokiitle yogunlugu seklinde belirlenmistir. Elde edilen sonuglar
yardimiyla model ve faktorler i¢in varyans (ANOVA) analizi gergeklestirilmistir. Bu
dogrultuda, modelin istatistiksel olarak 6nemli (0.032, P<0.05) oldugu ve modelin elde
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edilen sonugclar1 %76.1 oraninda (R?, 0.761) temsil ettigi goriilmektedir. Ayrica modelin
uyumlulugu (0.972, P>0.05) dogrulanmistir. Bagimsiz degiskenler arasindan
havalandirma miktarinin (0.009, P<0.01) ve karistirima hiziyla interaksiyonun (0.034,
P<0.05) istatistiksel olarak onemli ¢iktig1 goriilmektedir.

Faktorler ayr1 ayr incelendiginde havalandirma orani ve baglangi¢ biyokiitle
yogunlugundaki artigin HA iiretimini artirdigt gozlemlenirken, karistirma hizindaki
artisin ¢ok diisiik siddette olmakla birlikte HA tretimini disiirdiigii belirlenmistir.
Tasarimin sundugu optimum sartlarda gergeklestirilen dogrulama fermentasyonunda
228.16 mg/L HA fretimi gergeklestirilmistir. Ayrica bu fermentasyonda besiyerinde
bulunan sekerin %12.88 kadar1 (10.70 g/L) tiiketilirken, %2.13 verimle HA iretilmistir.
Maksimum biyokiitle gelisimi 0.460 OD olarak Ol¢iilmiistiir. Bunlarin diginda iiretilen
HA’nin molekiil agirliginin 500 kDa ile 1,750 kDa arasinda degistigi ve basta klinik
uygulamalar olmak iizere, gida ve kozmetik uygulamalarda kullanilabilirligi bilinen
yiiksek molekiil agirlikli (>1.0 MDa) HA sinifinda oldugu belirlenmistir.

Tez calismasi sonucunda, insan sagligi lizerine olumlu etkileri olan, saglik
sektoriinde oldukca genis kullanim alanina sahip, yliksek katma deger yaratma
potansiyelindeki hyaluronik asit iilkemizde uzun yillardir ¢ok biiyiik miktarda yetistirilen
kegiboynuzu meyvesi kullanilarak ilk kez tiretilmistir. Bu meyve kullanilarak hyaluronik
asit iiretimi yapilan literatiirdeki ilk ¢alisma olmasi ve iiretimde yaygin olarak kullanilan
dort farkli azot ve 5 farkli mineral kaynagin ke¢iboynuzu meyvesi ekstrakti ile nasil bir
formiilasyonda birlestirilmesi gerektigini gostermesiyle 0zglinliik kazanmaktadir.
Belirlenen besiyeri kullanilarak biyoreaktorde kontrollii sartlar altinda gergeklestirilecek
HA iiretiminde havalandirma miktari, karistirma hizi ve baslangi¢ biyokiitle yogunlugu
gibi temel etkenlerin iiretim tlizerinde gosterdikleri etkiler ortaya konularak literatiire
katkida bulunulmustur. Ayrica sentetik besiyeri bilesiminde kullanilan karbon kaynaklar1
yerine verimli bir alternatif sunularak {iiretim maliyeti daha diisiik bir proses
tasarlanmasina katkida bulunulmustur.

Kegiboynuzu meyvesi kullanilarak gergeklestirilen hyaluronik asit iiretimini daha
ileri tagimak adina tez c¢alismasindan gelecekte yapilacak arastirmalar i¢in bazi
cikarimlarda bulunulmustur. Oncelikli olarak tiim besiyeri bilesenlerinin etkileri tek tek
incelenerek besiyeri iceriginin maliyeti distriilebilir. Havalandirma miktarinin pozitif
etkisi géz onilinde bulundurularak daha yiiksek havalandirma miktar1 ve/veya dogrudan
oksijen beslemesiyle iiretim miktari ve molekiiler agirlik artirilabilir. Ayrica hyaluronik
asit yitkimi i¢in oldukga 6nemli olan hyaluronidaz enziminin miktar1 fermentasyon
sliresince takip edilerek tiretilecek hyaluronik asidin molekiil agirligindaki tek diizelik
artirilabilir. Bunlarin disinda ¢evrimigi geri kazanim (online-recovery) prosesi kurularak
tiretilen hyaluronik asit besiyerinden diizenli olarak uzaklastirilarak ayni zamanda
fermentasyon ortamima taze besiyeri ve biyokiitle beslemesi yapilarak verim
yiikseltilebilir. Preperatif HPLC teknikleri kullanilarak saflastirma islemi hizlica
gerceklestirilebilirken son {irlindeki endotoksin varliginin  azaltilmas1  {izerine
optimizasyon caligsmalar1 gerceklestirilebilir.
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Ek-1. Hyaluronik asit standart grafigi
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Ek-2. Toplam indirgen seker analizi standart sakaroz grafigi
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EK-3. 1.250-1.750 kDa molekiil agirhig araligindaki standarta ait kromatogram
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EK-4. Biyoreaktér denemelerinde iretilen bir denemeye ait kromatogram ait
kromatogram goriintiisii
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