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Hyaluronik asit (HA) B-1,3 ve B-1,4 glikozidik bagi ile baglanmis olan, canli
viicudunda bazi yagamsal aktiviteleri gergeklestiren, ticari olarak degerli bir polimerdir.
Bu calismada HA iiretiminde kullanilabilecek farkli mikroorganizmalarin arastirilmasi,
fermantasyon ortaminda tarimsal atiklarin kullanilabilirliginin degerlendirilmesi ile
hyaluronik asit iiretim kosullarinin optimizasyonu amag¢lanmistir. S.thermophilus, S.
epidermidis, E. durans, E. gallinarum, S. mutans ve S. warnei HA iiretimi agisindan
incelenmigtir. Tarama deneyleri ile HA iretimi yaptigi belirlenen bakteriler ile
optimizasyon c¢alismalarina devam edilmistir. Plackett Burman deney tasarimi ile
uretimde etkili faktorlerin belirlenmesinden sonra cevap yiizey yontemi ile optimum
tiretim kosullar1 belirlenmistir. Uretimi etkileyen en 6nemli faktorler sicaklik, pH,
calkalama hiz1 ve iz mineraller olarak bulunmustur. En yiiksek iiretim miktarlart S.
thermophilus P4 88,0 mg/L ve S. mutans 1a21 85,0 mg/L olarak bulunmustur. Optimum
tiretim kosullar1 belirlendikten sonra peynir alt1 suyu, melas, silempe ve zeytin posasinin
iiretimde kullamlabilirligi arastirilmistir. Uretilen hyaluronik asit hyaluronidaz enzimi ve
FTIR ile tayin edilmistir. Deneylere alinan bakterilerin HA iiretiminde
kullanilabilecekleri ve degerlendirilen tarimsal atiklarin HA besiyerinde karbon ve azot

kaynagi olarak kullanilabilecegi belirlenmistir..

Anahtar Soézciikler: Hyaluronik asit, Atik, Plackett Burman, Cevap Yiizey Y oOntemi,

Optimizasyon



ABSTRACT

MICROBIAL HYALURONIC ACID PRODUCTION AND INVESTIGATION OF
THE EVALUABILITY OF AGRICULTURAL WASTE IN HYALURONIC ACID
PRODUCTION

Yasemin KARASU

Department of Biology
Programme in Fundamental and Industrial Microbiology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, January 2021

Supervisor: Prof. Dr. Merih KIVANC

Hyaluronic acid (HA) is a commercially valuable polymer bonded by B-1,3 and -
1,4 glycosidic bonds and performs some vital activities in the living body. In this study,
it is aimed to investigate different microorganisms that can be used in HA production, to
evaluate the usability of agricultural wastes in fermentation environment and to optimize
hyaluronic acid production conditions. S.thermophilus, S. epidermidis, E. durans, E.
gallinarum, S. mutans and S. warnei were examined in terms of HA production.
Optimization studies continued with the bacteria that were determined to produce HA
through screening experiments. After determination to the factors affecting production
with the Plackett Burman experimental design, the optimum production conditions were
determined by the response surface method. The most important factors affecting the
production were found to be temperature, pH, agitation speed and trace minerals The
highest production amounts were found as S. thermophilus P4 88,0 mg/L and S. mutans
1a21 85,0 mg/L. After determination to the optimum production conditions, the usability
of whey, molasses, chill and olive pulp in production was investigated. The hyaluronic
acid produced has been determined by hyaluronidase enzyme and FTIR. It has been
determined that the bacteria taken in the experiments can be used in the production of
HA, and the evaluated agricultural wastes can be used as a carbon and nitrogen source in
the HA medium.

Keywords: Hyaluronic acid, Waste, Plackett Burman, Response Surface Method,

Optimization
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1. GIRIS

Hyaluronik asit (HA), tekrarlayan disakkaritlerden olusan dogal ve dogrusal bir
polimerdir. HA, B-1,3 ve B-1,4 glikozidik bagi ile baglanmis D-glukuronik asit ve N-
asetilglukozamin disakkarit birimlerinin tekrarlanmasiyla olugsmaktadir (Chong vd.,
2005). HA canlilarin viicut dokularinda dogal olarak iiretilen ve birgok goreve sahip olan
bir polimerdir (Chong vd., 2005). insanlarin tiim dokularinda, gébek kordonu, eklem
s1visi, gozde vitreus sivisinda ve ciltte  bol miktarda bulunmaktadir (Kogan vd., 2007,
Liu vd., 2011). HA birgok hiicre tipi tarafindan tretilmektedir (Lee vd. 2000; Toole,
2000). Ancak insanda {retimi genellikle mezenkimal hiicreler tarafindan
gerceklesmektedir (Toole, 2004; Liang vd. 2016). Normal biyolojik kosullarda HA
bosluk doldurma, hidrasyon, eklemlerin yaglanmasi ve hiicrelerin i¢cinden gecebilecegi
bir matrisin saglanmasinda islev gormektedir. Doku hasar1 sirasinda aktif olarak
tiretilmektedir. Polimer, iltihapli hiicre aktivasyonu, epitel hiicre davraniginin
diizenlenmesi ve fibroblastlar gibi doku onarmminin ve hastalik siirecinin

diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Liang vd., 2016).

HA viskoelastisitesi, yiiksek nem tutma kapasitesi ve biyouyumlulugu, polimerin
ilag dagitimi (Zanin vd., 2017), osteoartrit tedavileri (Yu vd., 2008; Altman vd., 2000),
oftalmik cerrahi (Kretz vd., 2014), periodontitis (Rajan vd., 2014; Chen vd., 2019) ve
kutandz yara iyilesmesi gibi 6zellikleri farmasotik ve tibbi alanlarda genis bir uygulama
alan1 bulmasimi saglamaktadir. Yara tedavisinde, HA'nin ekzojen uygulamalari, hiicre
gociinii ve proliferasyonunu kolaylastirarak yara iyilesmesini desteklemektedir (Su ve
ark., 2014; Shin vd., 2016). HA viskoelastisitesi, biyouyumluluk, biyobozunurluk,
immiinojenik olmamalar1 nedeniyle nedeniyle cilt lizerine yogun olarak uygulanmaktadir

(Papakonstantinou vd., 2012).

Hyaluronik asit (HA), ilag ve kozmetik endiistrisinde uygulamalar1 olan bir
biyopolimerdir. Giiniimiizde HA ticari olarak hayvan dokularindan, yani horoz ibigi veya
Lancefield grup A ve C streptokok bakterilerinin fermantasyonundan ekstraksiyon
yoluyla tiretilmektedir (Chong vd., 2005; Boeriu vd., 2013). Hayvan kaynakli {iriinlerin
viral enfeksiyon nedeniyle bulasici maddelerle kirlenmesine iliskin artan endiseler,
bakteriyel fermentasyonu gelecekteki talepleri karsilamak i¢in daha arzu edilen bir {iretim
sistemi haline getirmektedir (Chong vd., 2005). Bunun yaninda, tarimsal atik

materyallerin fermantasyonda kullanilma olasiliginin  olmasi iiretim maliyetini



diisiirebilmektedir (Amado vd., 2017; Pan vd., 2017). Tiim bunlarin yaninda canl
viicudunda bazi yasamsal aktiviteleri olan HA’nin giin gectikce 6nemi daha ¢ok

anlasilmaktadir (Yatmaz ve Turhan, 2015).

Kiiresel hyaluronik asit pazar biiyiikliigiiniin 2019'da 8,9 milyar ABD dolar1 oldugu
ve 2020 yil sonunda 9,6 milyar ABD dolarina ulagmasi beklenmektedir. Kiiresel
hyaluronik asit pazarinin 2020'den 2027'ye yillik %8,0 oraninda biiyiiyerek 2027'ye kadar
16,5 milyar ABD dolarina ulasmasi beklenmektedir (http-1). Bu raporlar géz Oniine
alindiginda ne kadar degerli bir iiriin oldugu ve kullanim alanlarinin genisligi nedeniyle

ihtiya¢ duyulan miktarin her gecen y1l artacagi acikc¢a goriilmektedir.

Bu c¢alismada, hyaluronik asit iretiminde kullanilabilecek  farkli
mikroorganizmalarin  arastirilmasi, fermentasyon ortaminda tarimsal atiklarin
kullanilabilirliginin ~ degerlendirilmesi ile hyaluronik asit iiretim kosullarinin

optimizasyonu amaclanmistir.

1.1. Hyaluronik Asit Nedir?

Hyaluronik asit, N-asetil glukozamin ve glukuronik asidin dimerik birimlerinden
olusan, molekiiler agirligi 10* -10° Da arasinda degisiklik gosteren dogrusal bir
polisakkarittir (Gorsel 1.1.) (Amado vd. 2015). Her iki seker de, beta konfigiirasyonunda
tim hacimli gruplarinin (hidroksiller, karboksilat kistm ve bitisik seker iizerindeki
anomerik karbon) sterik olarak uygun ekvator pozisyonlarinda olmasina izin veren glukoz

ile mekansal olarak iligkilidir (Sirisha ve D’Souza, 2016).

Bozulmamis HA polisakkarit zincirleri, bir molekiiler agirliga karsilik gelen 25.000
kadar disakkarit biriminden olusabilmektedir. Molekiiler agirligi 10’ Da olan HA,
genellikle fizyolojik kosullar altinda bir sodyum tuzudur ve bu nedenle sodyum
hiyaliironat olarak anilmaktadir (Li vd., 2020). HA'nin yapisi, 8 CH grubu ve karboksil
ve hidroksil gruplarinin hidrofilik alanlarindan olusan hidrofobik bir yapiya sahip
amfifilik iki katl bir sarmaldir (Souza ve Chaud, 2019).

HA’nin uzaysal yapisi, pH'a, konsantrasyona ve HA molar kiitlesine gii¢lii bir
sekilde baglidir (Souza ve Chaud, 2019; Gupta vd., 2019). Ticari olarak temin edilebilen
HA ister horoz ibiginden ister mikrobiyal fermantasyon yoluyla iiretilsin ¢ok daginik bir

yapidadir (Shah vd., 2013; Zhang vd., 2020; Necas vd., 2008).



Hyaluronik asit mikrobiyal fermentasyonla iiretilen, ticari degeri olan bir polimer
olmakla birlikte tiim viicut dokusunda yer alan ve bazi yasamsal aktiviteleri
gergeklestiren bir asittir (Chong vd., 2004). HA, ¢ogu omurgali bag dokusunun hiicre dis1
matrisinde (ECM) yaygin olarak bulunmaktadir (Brown ve Jones, 2005). Gbek kordonu
(4,1 mg/mL) ve sinovyal sivida yiiksek HA konsantrasyonlar1 bulunmaktadir (1.4-3.6
mg/mL). Gozlerde daha diisiik konsantrasyonda bulunmaktadir. (0.14-0.34 mg/mL).
Ciltteki HA miktar1, viicuttaki toplam HA'nin en az %50 sini olusturmaktadir (Laurent ve
Fraser, 1992). Ortalama 70 kg’lik bir bireyin viicudunda yaklasik 15 gr HA
bulunmaktadir (Gall, 2010).
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Gorsel 1.1. Hyaluronik asidin kimyasal yapisi( Sirisha ve D ’Souza, 2016).

1.2. Hyaluronik Asidin Tarihgesi

1934 yilinda, Karl Meyer ve John Palmer sigir vitre salginindan izole edilen yeni
bir polisakkarit tanimlayip bu maddeyi "hyaluronik asit" olarak adlandirmislardir (Liu
vd., 2011). Mayer ve Palmer Yunanca’da camsi, cam gibi anlamlara gelen ‘hyalos’ ve
tironik asit’in birlestirilmesiyle hyaluronik asit olarak isimlendirmiglerdir. Bu molekiiliin
hem asit hem de tuz formunda bulunmasi nedeniyle 1986 yilinda uluslararasi

isimlendirmede ‘hyaluronan’ olarak kullanilmaya baslamistir (Necas vd., 2008).

1930'Tu ve 19401 yillarda HA, vitreus govdesi, gobek bagi, horoz ibigi ve
streptokok gibi bir¢ok kaynaktan izole edilmistir. HA'nin kimyasal yapis1 esas olarak Karl
Meyer ve arkadaslari tarafindan ortaya konmustur. HA, B-1, 3 ve B-1,4'in glikozidik baga
alternatif olarak katildigi D-glukuronik asit (GIcUA) ve N-asetilglukozamin (GIcNAc)
'nin disakkarit tekrarlarindan olustugunu bildirmislerdir (Liu vd., 2011).

Endre Balazs HA nin ticari olarak patent bagvurusunu yapmasinin ardindan 1942

yilinda yumurta beyazindan iiretimi yapilmaya baglanmistir (Necas vd., 2008). HA'nin
3



fizikokimyasal karakterizasyonu 1950'li ve 1960'l1 y1llarda yapildiktan sonra 1980 itibari
ile Streptococci C grubu mikroorganizmalarin fermentasyonu ile ticari iiretimi yapilmaya
baslanmustir (Liu vd., 2011).

HA' nin ilk tibbi uzmanlik tirlinii Pharmacia tarafindan 1970'lerde ve 1980'lerde
gelistirildiginde ve oftalmik cerrahide kullanilmasi onayladiginda dikkat ¢ekmistir. Daha
sonra, alternatif sirketler de g6z ameliyati i¢in HA ilag markalarini piyasaya siirmiistiir.
O zamandan beri HA isminin kullanimi oldukga popiiler hale gelmistir. HA, B-1, 4 ve B-
1, 3 glikozit baglar1 degistirilerek D-glukuronik asit ve N-asetil glukozamin gruplarindan
olusan, enerjisel olarak stabil bir oligosakkaritten olusmaktadir. Bu disakkaritler,
uzunlugu 10 nm'ye kadar degisen c¢esitli uzunlukta ve 10 ila 1000 kDa arasinda degisen
bagil molekiiler kiitleye sahip bir sarmal zincir yapisi olusturmak iizere baglanmaktadir.
Molekiiler agirliginda bu kadar genis bir aralik ile HA, ¢esitli tibbi kullanimlar igin
kullanilabilecek farkli elastik 6zellikler kazanmistir (Schulz vd., 2007).

Hayvansal kaynakli HA iretiminde ekstraksiyondaki sorunlar nedeniyle
biyomedikal ve farmasotik uygulamalarda bazi endiselerin ortaya ¢ikmasina neden olmus

ve bu nedenle mikrobiyal fermantasyonla HA iiretimi alternatif olarak ortaya ¢ikmigtir.

Ticari olarak ilk HA iiretimi Streptococcus zooepidemicus kullanilarak yapilmistir
(Liu vd., 2011). Ancak Streptokokkal HA icerisinde endotoksin bulunma olasiliginin
biyomedikal alanda kullanimini sinirlamasi ile rekombinant HA iiretimi glindeme

gelmistir (Chien ve Lee, 2007).

1.3. Hyaluronik Asidin Biyosentezi

HA biyosenteziyle ilgili ¢aligmalar S. zooepidemicus {iizerinde yogunlagmis
durumdadir (Schiraldi vd., 2010; Liu vd., 2011; Sze vd., 2016). HA biyosentezinde
glukoz hekzokinaz ile fosforilize olmaktadir ve glukoz-6-fosfat meydana gelmektedir.
Buradan itibaren HA sentezi iki yapitasinin sentezlendigi 2 yolla meydana
gelebilmektedir (Gorsel 1.2.). Bunlardan biri glukuronik asit digeri ise N-
asetilglukozamindir. Birinci yolda a-fosfoglukomutaz (pgm) glukoz-6-fosfati, glukoz-1-
fosfata doniistiirmektedir. Bu asamadan sonra UDP-glukoz pirofosforilaz (hasC) ile UTP
den bir fosfat grubunu glikoz-1-fosfata aktararak UDP—glukoza doniistiirmektedir. UDP—
glukoz, UDP-glukoz dehidrojenaz (hasB) ile oksitlenerek HA’nuin ilk 6nciil maddesi olan
UDP-glukuronik asidi (UDPGICUA) meydana getirmektedir.



Ikinci yolda ise glukoz-6-fosfat, fosfoglukoizomeraz (hask) ile fruktoz-6-fosfata
doniistiiriilmektedir. Fruktoz-6-fosfata glutamin kalintisindan amidotransferaz (glmS) ile
bir amid grubu eklenerek glukozamin-6-fosfat meydana gelmektedir. Mutaz (gimM) ile
modifiye olarak glukozamin-1-fosfat olusmaktadir. Olusan bu ara iiriin asetil transferaz
(HasD) ile asetillenerek N-asetilglukozamin-1-fosfat ‘a daha sonra pirofosforilaz (HasD)
ile fosforilize olarak HA in ikinci dnciisti olan UDP-N-asetilglukosamin (UDP-GIcNAC)
olusmaktadir. Bu iki 6ncii madde sentezlendikten sonra HA hyaliironan sentaz (hasA) ile

sentezlenmektedir (Sze vd., 2016) (Gorsel 1.2.).

glukoz “ II “ membran
" ABC tagiyict
hekzokinaz

3 hasE fosfoglukoizomeraz
Clikez6F s Frukioz 6.

gm zlm$
fosfoglukomutaz amidotrasnferaz
Glukoz 1-P Glukozamin 6-P
hazC (UDP-glukoz glmM mutaz
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Gorsel 1.2. S. zooepidemicus'ta hyaluronik asit biyosentetik yolu. Glikoz ilk once heksokinaz
tarafindan glikoz-6-Fosfat olusturmak tizere doniistiiriiliir ve bu da daha sonra UDPglukuronik asit (pgm,
hasC ve hasB) veya UDP-Nasetilglukozamin (hasE, glmS, glmM ve hasD) olusturmak i¢in iki farkli yoldan
birine girer. Bu dnciiler daha sonra hyaluronik asit olusturmak i¢in hyaluronik asit sentaz veya HAS (S.

zooepidemicus'ta hasA tarafindan kodlanmustir) etkisiyle birbirine baglanwr (Sze vd., 2016).

HAS enzimleri hiicre membraninin i¢ yilizeyinde bulunmaktadirlar ve HA

sentezlenme islemi sirasinda hiicre membraninda belirmektedirler. HA’nin molekiiler



boyutu biiyiik oldugundan, ayni anda hem sentezleme islemi gerceklestirilirken hem de
HA’nin hiicre disina dogru ¢ikisini da gergeklestirmektedir. Baslangigta bu mekanizmaya
dayanarak HA' nin disartya ¢ikmasini saglayan eksport mekanizmasi veya transmembran
kanali ile sentezi gergeklestiren enzimin iligkili olabilecegi, buna bagli olarak da farkli iki
prosesin farkli zamanlarda gergeklesiyor olabilecegi diisiiniilmekteydi. Ancak daha
sonralar1 biyosentez ve eksport mekanizmasini hem prokaryotlarda hem de 6karyotlarda
tek bir polipeptidin gergeklestirdigi bulunmustur. Bu duruma bagli olarak tek bir
polipeptidin iki temel glukoziltransferaz aktivitesi gosterdigi goriilmektedir (Schiraldi
vd., 2010). Ayn1 zamanda da bunlarin HA' nin disariya salinimi i¢in translokasyonu

gerceklestirebildigi de anlasilmaktadir (Weigel vd.,1997; Spicer ve Tien 2004).

1.4. Hyaluronik Asidin Genel Ozellikleri ve Kullanim Alanlari

HA, hiicre dis1 matrisin 6nemli bir bileseni olan biiylik bir siilfatlanmamis
glikozaminoglikandir (Vasvani vd., 2019). Kimyasal olarak, bag dokusu proteinleri
grubunun en basit ve siilfat icermeyen tek liyesidir. Diger dogal ve sentetik polimerlere
gore ¢ok daha fazla su tutma kapasitesine sahiptir. Hyaluronik asit, dokularin hidrasyonu
ve nemlenmesinde, dokulardan madde gegisinde, hiicrelerin hareketinde ve

farklilagsmasinda yardimci rol oynamaktadir (Tirnaksiz ve Kaymak, 2008).

Hyaluronik asidin yarilanma 6mrii kanda 2-5 dakika, deride ve eklemlerde 12 saat,
kikirdakta 1-3 hafta, gdzdeki vitr6z sivida ise 70 giindiir. Molekiiliin parcalanmasinda
hyaluronidazlar, kondroitinazlar, heksozaminidazlar ve serbest oksijen radikalleri
etkilidir (Weindl vd., 2004). Lokal metabolizma ile hyaluronik asidin yikimimnin %20-30
arasinda degisen miktar1 deri ve eklemlerde, kalan kismu ise lenfatik yolla saglanmaktadir

(Fraser vd.,1997).

Insan viicudunda dogal olarak iiretilen HA birisi glukuronik asit digeri N-
asetilglukozamin olarak adlandirilan iki basit sekerin tekrarli siralamasiyla
olusmaktadir. Bu bilesikler hem negatif yiikliidiir hem de bir araya geldiklerinde ¢ok uzun
bir molekiiliin olusmasmna karsi koymaktadirlar. Insanlarda iiretimi agirlikli olarak
mezenkimal hiicreler tarafindan gerceklesmektedir. Normal biyolojik kosullarda, HA,
bosluk doldurma, hidrasyon, eklemlerin yaglanmasi ve hiicrelerin i¢inden gegebilecegi
bir matrisin saglanmasinda islev gérmektedir. Doku hasar1 sirasinda polimer, iltihaph
hiicre aktivasyonu, epitel hiicre davranmiginin diizenlenmesi ve fibroblastlar gibi doku

onariminin ve hastalik siirecinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Liang vd., 2016).
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HA'nin boyutunun biyolojik etkisinde 6nemli oldugu bildirilmistir. Molekiiler
agirhigr 1000 kDa’dan biiyiik olan yiiksek molekiiler agirlikli HA'lar dolgu materyali
olarak bosluk doldurucu molekiil etkisi gosterebilir ve anti-apoptotik aktiviteye sahiptir.
200 kDa’dan kiigiik olan diisiik molekiiler agirlikli HAlar giiclii bir proinflamatuar etki,
viicutta fizyolojik rol, hiicre sinyalinden inflamasyona ve kayganlastirmaya kadar genis
bir kullanim alanina sahiptir (Huynh ve Priefer, 2020). Genel olarak bu kisa
oligosakkaritlerin viicudun alarm sistemini harekete gecirip uyarict etkiye sebep

olabildigi diisiiniilmektedir.

Farkli molekiiler agirliklara sahip hyaluronik asidin, ciltteki etkisi birbirinden
farklilik gostermektedir. Yiiksek molekiiler agirlikli HA cildin yiizeyinde durmaktadir ve
higroskopik olmasi sebebiyle olduk¢a fazla miktarda su ile etkilesime girebilmektedir.
Olusturdugu bu ince koruyucu tabaka cildin yumusak, piirlizsiiz ve nemli kalmasina
yardimc1 olmaktadir. Orta molekiiler agirlikli HA su tutma 6zelligi ile iyi bir cilt bariyeri
saglamaktadir. Diisiik molekiiler agirlikli HA ise deri alti katmanlara kadar
ulasabildiginden daha iyi bir nemlendirme etkisi saglamaktadir ve dokularin gegici olarak

doldurulmasi ile kiigiik kirigikliklarin diizeltilmesini saglamaktadir (Mazzucco, 2019).

Izole edilmis hyaluronik asitin boyutu 104 - 107 kDa’a kadar ulasabilmektedir
(Lawrence ve Balazs 1970). Bu degiskenlik HA iiretim kaynaklarina bagli olmaktadir
(Liu vd., 2011) ve tekrarlanan polimerlerin zincir uzunlugu 2000 - 50.000 dimer arasinda

olabilmektedir.

HA konsantrasyonunun ve molekiiler agirligin artmasi viskoelastisite artisina neden
olmaktadir. Viskoelastisite pH'a baghdir. D-glukuronik asit karboksil gruplarinin pKa
degeri yaklasik 3.0'dir ve bir pH degisikligi, HA zincirlerinin iyonizasyonunu etkileyerek
polimer molekiiler etkilesimlerini ve reolojik 6zelliklerini degistirmektedir (Brown ve

Jones, 2005).

Dokular arasi bariyer olan HA’nin hidrolizini katalizleyen hyaluronidaz,
hyaluronik asit viskozitesini diisiirerek dokulardan gegirgenligini arttirmaktadir. Bu
nedenle ilaglarin dagilimini ve hizli bir sekilde etki etmesini saglamak i¢in diger ilaglarla
birlikte kullanilmaktadir (Necas vd., 2008). HA nin viskoelastisitesi, belirgin bir sekilde
cozelti konsantrasyonuna ve molekiiler kiitleye baghidir. HA'nin molekiiler agirlig: ve

konsantrasyonu arttik¢a viskozitesi ve elastikiyeti artmaktadir (Laurent vd., 1996). HA



viskoelastisite yapisi hiicre fonksiyonlarini etkileyebilmekte ve hyaluronan agisindan
zengin perikiiler bolge boyunca viral ve bakteriyel gegisin gecikmesine katkida
bulunabilmektedir. HA'nin viskoelastisitesi oftalmik cerrahide kullanilmasinin esas
nedenidir. HA soliisyonunun yiiksek viskozitesi, oftalmolojik dokularin manipiile

edilmesine ve cerrahi boslugun korunmasina izin vermektedir (Schiraldi vd., 2003).

HA’nin antimikrobiyal aktivitesi tartismalidir ve varsa bu polimer etkisini
degerlendirmek icin ¢ok az ¢alisma yapilmistir. Pirnazar vd. (1999), yiiksek molekiiler
kiitleli HA'nin yara iyilesmesinde bakteriyel kontaminasyonu en aza indirmede faydali
olabilecegini One siirmiistiir. Bununla birlikte, bu yazarlar, 1 mg/mL yiiksek molekiiler
kiitleli HA'nin (1.300 KDa) bakterisidal etkiye sahip olmadigini, ancak bakteriyostatik
etkinin inhibe edildigini gdzlemlemistir. Ardizoni vd., (2011), farkli mikrobiyal tiirlerin
ve bazen ayni tiire ait farkli mikroorganizmalarin HA'dan farkli sekilde etkilendigini
gostermistir.  HA’nin antiviral aktivitesi bu arastirmaci grubu tarafindan da
gozlemlenmistir (Cermelli vd., 2011). Ote yandan, Cerbo vd. (2013), cesitli laktik asit
bakteri suslari ile test edildiginde higbir antimikrobiyal aktivite gézlemlememistir, ancak
tam tersine, HA'nin yeni bir probiyotik oral formiilde uygulanabilecegini diisiindiirerek,
bakteriyel canliligi arttirdigi gorilmistiir. Proteus mirabilis, E. coli, C. albicans, P.
aeruginosa ve S. aureus lizerinde de HA’nin bakteriyostatik etkisi gosterilmemistir (Tang
vd., 2002). Costagliola vd. (1996) yaptiklar bir ¢alismada bakteriyel olarak hyaluronatin
in vitro bir besin maddesi olarak kullanma yetenegini incelemistir ve %0.7 HA kullanarak
72 saatte Staphylococcus ve Streptococcus biiyiimesinde yaklasik % 50 artis oldugunu

gbzlemlemislerdir (Pan vd., 2020).

HA doku onarim kapasitesini arttiran ve UV radyasyonuna kars1 cildin
korunmasina katkida bulunan serbest radikal temizleyici ajan olarak hareket eden
antioksidan etki sergilemektedir (Guillaumie vd., 2010). HA'min serbest radikal
hasarlarin1 azaltma mekanizmasi, ¢apraz bagli karboksilik gruplara sahip yapisina
dayanmaktadir. Bu nedenle, bu karboksil gruplar1 Cuz + ve Fez + gibi metal iyonlar ile
etkilesime girerek bu molekiillerin metal selatdr gérevi gérmesine izin verebilmektedir

(Campo vd., 2004; Pan vd., 2020).

Hyaluronik asit (HA), hiicre dist matrisin (ECM) daha kii¢iik bir boliimiinii
olusturmaktadir, ancak kaynagi ne olursa olsun yapisal koruma ag¢isindan énemli bir

avantaja sahiptir ve bu nedenle alerjen degildir (Price vd., 2007).
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HA'nin viskoelastik 6zelligi, ilaclar1 epidermiste daha uzun siire tutabilmektedir
(Martin vd., 1999). Bununla birlikte, HA konsantrasyonu ¢ok yiiksekse veya HA'nin
molekiiler agirligt c¢ok biiylikse, hedef bilesikler formiilasyonun gecirgenligini

siirlamaktadir.

HA yiiksek higroskopik 6zellikleri sayesinde viskoelastik jeller olusturmaktadir ve
bu nedenle cilt nemlenmesi amaciyla ¢ok 6nemli bir molekiildiir (Gorsel 1.3.). Sulu
ortamda HA kendi agirligimin 1000 katina kadar agirligi su ¢ekme kapasitesine sahip bir
polimerdir. Hyaluronik asidin pKa’s1 2,9 +/- 0,1°dir ve olusturdugu jelin pH degeri 2,5°¢
ulagabilmektedir. Hyaluronik asit jelinin viskozitesi zincirin uzunluguna, pH ve kimyasal

degisimlere baglh degisiklik gostermektedir (Price vd., 2007).

Gorsel 1.3. Bir hyaluronik asit tabakasinin ucunda jel olusumu (Price vd., 2007).

Higroskopik ve biyouyumlu bir molekiil olarak hyaluronik asit tip, ilag, beslenme
ve kozmetik endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Diisiik molekiiler agirlikli
HA, transdermal uygulama sistemleri gelistirmek i¢in uygundur, yliksek molekiiler
agirhiklt HA 1se formiilasyonda yiiksek viskoziteler saglar ve ilaglarin/nutrasétiklerin
lokalizasyonunu ve siirekli salintmini kolaylastirmaktadir. Bu nedenle topikal uygulama

sistemleri gelistirmek i¢in kullanilabilmektedir (Zhu vd. 2020).
HA’nin kendine 6zgii 6zelliklerinden faydalanabilmek amaciyla HA iceren dort tip
ticari lirlin Uiretilmistir:

1) Oftalmik operasyonlarda cerrahi yardim amaciyla kullanilan ajan ve doku
koruyucu ajan,

2) Diz osteoartritinde agriy1 azaltmak i¢in kullanilan enjeksiyonluk preparatlar,



3) Ameliyat sonrasi bariyer ve kozmetik preparatlarda doku biiylimesi igin
enjeksiyonluk ¢ozeltiler,

4) Jeller (Burdick ve Prestwich, 2011).

1.4.1. Hyaluronik asidin kozmetikte kullanimi

HA viskoelastisitesi ve biyouyumlugu nedeniyle kozmetik iiriinlerde siklikla
kullanilmaktadir. Kozmetik formiilasyonlarinda ultraviyole 1sinlara kars1 deride
korumaya yardimci gorev gormektedir. Hyaluronik asit derinin hem dermis hem
epidermis tabakasinda bulunmaktadir ancak epidermise nazaran dermis tabakasinda fazla
bulunmaktadir.

Kozmetikte kullanilan HA nin molekiil agirlig1 6nemlidir. Farkli molekiil agirliklt
HA’larin etkisi de farkli olmaktadir. Yiiksek molekiil agirlikli HA deriyi nemlendirme
Ozelligine sahiptir ve deriden absorblanmamaktadir. 120-200 kDa gibi diisiik molekiil
agirhgindaki HA nin ise hem deriden su kaybini engelledigi hem de hasara ugramis
derinin re-epitelizasyonunu da artirdigi gésterilmistir (Trommer vd., 2003; Brown ve
Jones, 2005).

1.4.2. Hyaluronik asidin oftalmojide kullanimi

Hyaluronik asit iceren ilk tibbi iirlin g6z ameliyatlarinda doku koruyucu olarak
gelistirilmistir ve 1983 yilinda ilk oftalmolojik ilag FDA tarafindan onaylanmistir (Kuo
ve Prestwich, 2011). Hyaluronik asit gozdeki vitroz tabakada bulunan baslica
polisakkarittir (Nickerson vd., 2008). Gozyasi, lakrimal doku ve kornea epitelini de
kapsayacak sekilde goziin farkli yerlerinde bulunmaktadir. Goze kayganlik verirken ayn
zamanda serbest radikallerin yol ag¢tig1 oksidatif hasara karsi koruyucu bir etki ve
antienflamatuar ozellik gostermektedir. Bu etkilerinden dolayr g6z kurulugunun
Onlenmesi amaciyla suni gozyasi preparatlarinda, kontakt lenslerde, okiiler cerrahisinde,
katarakt cerrahisinde ve kornea nakil cerrahisinde kullanilmaktadir (Karbownik ve

Nowak, 2013).

1.4.3. Hyaluronik asidin yara iyilesmesinde kullanim

Yara iyilesmesi birbirini takip eden siireglerden olusmaktadir. Bunlar; hemostazis,
enflamasyon, proliferasyon ve maturasyon asamalaridir. Proteoglikanlar hiicre
migrasyonunu ve proliferasyonunu, kollajen ve fibril organizasyonunu, kollajen sentezini
ve degredasyon oranini kontrol etmeleri sebebiyle yara iyilesmesinde 6nemli rol

oynamaktadir (Price vd., 2007; Gence, 2008). Glikozaminoglikan ailesinin iiyesi olan
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hyaluronik asit hem erigkin hem de fetal yara matriksinde bulunmaktadir ve her ikisinde
de 3. giinde pik seviyesine ulagsmaktadir. Erigkinlerde 3. giinden sonra miktar1 azalmakta
olup 7. giinden sonra Olglilemeyecek seviyeye inmektedir. Eriskinlerde HA
depolanmasini takiben depolanan hyaluronidaz enziminin 3. giinden itibaren aktivitesini
artirarak HAnin siilfatlanmamis glikozaminlere parcalanmasi saglamaktadir. Fetiiste ise
HA 3 hafta boyunca yiiksek seviyede bulunmaktadir. Fetiiste HA fetal serum, amniyotik
siv1 ve fetal doku hiicresinde bulunan bir glikoprotein olan HASA (hyaluronik asit stimiile

eden aktivite) nedeniyle yiiksek seviyede bulunmaktadir (Ozgenel, 2004).

1.4.4. Hyaluronik asidin dermotolojide kullanimi

Dermatoloji, cilt hastaliklarini hafifletmeye ve kozmetik iriinlerini iyilestirmeye
odaklanan bir tip alanidir (Greene vd., 2015). HA, dermatolojide genis ¢apta arastirilmis
ve uygulanmistir. Dermal dolgu maddeleri, kirisiklik 6nleyici maddeler olarak ve doku
yenilenmesinde etkili oldugu gosterilmistir. Hacimsel dolgu gorevi goren HA, yiizeysel
¢okiintiileri tedavi edebilmekte ve boylece cilt kalitesini iyilestirebilmektedir (Gatta vd.,
2019). Dermal dolgular, kirisikliklar ve kivrimlar i¢in en yaygin ve faydali tedavilerden
biridir ve “yaslanma belirtilerini” tersine ¢evirmek isteyen artan niifusa hitap etmektedir
(Kopera vd., 2015; Huynh ve Priefer,2020). Capraz bagli hyaluronandan olusmus
hyaluronik asit dolgulu preparatlar, yiiz kirisikligi ve skarda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Topikal jel olarak kullanilan hyaluronan preparasyonlari kronik deri

yaralar1 ve vendz bacak iilserlerinin iyilesme siirecinde etkilidir (Necas vd., 2008).

1.4.5. Hyaluronik asidin farmosotik kullanimi

Hyaluronik asit hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu etkileyerek hiicre ici
islevlerde onemli rol oynamaktadir. Farmasotik agidan biyolojik olarak pargalanabilen,
non-toksik, biyobozunur, yiiksek viskoelastik 6zelikte, biyouyumlu ve non-immunojen
bir polimerdir. Bu 6zellikleri sayesinde kozmetik, tibbi, ilag ve eczacilik alanlarinda
yaygin olarak kullanilan ideal bir biyopolimerdir. Ayrica hyaluronik asit capraz baglar ya
da uygun fonksiyonel gruplarin (karboksilik asit ve hidroksil gruplar1) kullanilmasi ile
gerceklestirilen reaksiyonlar sayesinde kimyasal modifikasyonlar gostermektedir (Brown
ve Jones, 2005). Uygun fizikokimyasal ve biyolojik 6zellikleri sayesinde osteoartrit
tedavisinde, okiiler ve plastik cerrahide ve doku miihendisligi gibi ¢esitli biyomedikal
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayni1 zamanda cesitli ilaglarin

tasinmasinda da hyaluronik asitten faydalanilmaktadir. Kanser tedavisinde reseptor
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aracilt ilag hedeflendirilmesinde, tasiyici olarak peptid, protein ya da niikleotidlerin
taginmasinda ve goriintiileme ajanlarinin taginmasi sayesinde ¢esitli hastalikli hiicrelerin

taninmasinda kullanilmaktadir.

Doku miihendisligi ve rejeneratif tipta HA, yeni biyomalzemelerin olusturulmasi
icin Onemli bir yap1 tasi olarak tanimlanmistir. Ayrica, HA'nin hiicrelere baglandigi ve
yeni kemik olusumunu etkili bir sekilde destekledigi gosterilmistir. HA'nin genis
uygulama yelpazesi oldugu icin, farkli biyotip alaninda basarili bir biyomateryal olarak

kullanilmaktadir (Sirisha ve D’Souza, 2016).

1.5. Hyaluronik Asit Pazar Biyiikligii

Kiiresel hyaluronik asit pazar biiytikliigii 2019'da 9,1 milyar ABD dolar1 olarak
degerlendirilmistir ve tahmini olarak 2027’ye kadar yillik %8,1'lik bir biiytime olacag:
tahmin edilmektedir (Gorsel 1.4.). Yaslanan niifus ve teknolojik olarak geligmis lirtinlerin
piyasaya siiriilmesi nedeniyle pazarin patlama yapmast beklenmektedir. Tercihlerde
minimal invaziv prosediirlere ve hizli sonuglara gec¢isin ontimiizdeki yillarda hyaluronik

asit pazarin1 yonlendirmesi beklenmektedir (http-1).

Artan estetik biling, yaslanan niifus, uygun maliyetli tedavilerin ve {iriinlerin
tanittm1 ve teknolojik gelismeler, hyaluronik asit pazarinin biiylimesini saglayan
faktorlerden bazilaridir. Plastik cerrah ve kozmetik kliniklerinin sayisindaki artig, yapilan
estetik islemlerin sayisinin da artmasina katki saglamaktadir. Botoks ve hyaluronik asit
enjekte edilebilirler dahil cerrahi olmayan kozmetik prosediirlerin giderek daha fazla
benimsenmesi pazari yonlendirmektedir. Yeni iriin gelistirmeleri ve birlesme ve
devralmalar dahil olmak iizere kilit piyasa firmalar tarafindan is stratejilerinin artan
sekilde benimsenmesinin, tahmin donemi boyunca pazar biiyiimesini hizlandirmasi

beklenmektedir.

Hyaluronik asit nem tutma, daha hizli yara iyilesmesi, eklem agrisindan kurtulma,
kuru gozleri ve rahatsizligt Onleme ve kemik giiclinlin korunmasi gibi yararlar
saglamaktadir. Dogal yaslanma siireci, tiitiin i¢imi ve kirlilik, insan cildinde bulunan
hyaluronik asit miktarini1 azaltabilir. Hyaluronik asit bazli takviyelerin ve serumlarin

dogru kullanimi bu diisiisii 6nleyebilmekte ve yetiskinlerde cildi iyilestirebilmektedir.
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Osteoartrit segmenti, 2019'da yaklasik %41'lik bir payla hyaluronik asit pazaria
hakim olmustur. Bu, geriatrik popiilasyondaki artisa ve minimal invaziv prosediirler i¢in

artan tercihe baglanabilmektedir.

Hyaluronik asit pazarinda faaliyet gdsteren bazi 6nemli firmalar arasinda Allergan,
Inc.; Galderma; Salix Pharmaceuticals; Lifecore Biomedical, Anika Therapeutics;
Sanofi, Shiseido; Smith ve Nephew Plc; LG Yasam Bilimleri; Maruha Nichiro, Inc.;

Ferring Ilag; ve Contipro bulunmaktadir.

Hyaluronik asit pazarmin biiyiimesini saglayan temel faktorler arasinda artan
estetik biling, yaslanan niifus, uygun maliyetli tedavilerin ve iirlinlerin piyasaya siiriilmesi

ve teknolojik gelismeler bulunmaktadir (http-1).

l ABD'da uygulamaya gdre hyaluronik asit pazar biytkitgi 2016-2027 (milyar dolar)

2016 2017 2018 201% 2020 2021 2022 2023 2024 2025 2026 2027

dermal dolgu

_ osteoartrt | oftalmik W vezikodreteral refld
maddeleri

Gorsel 1.4. Hyaluronik asit pazar biyuikliigii (http-1).

1.6. Hyaluronik Asit Uretim Yéntemleri

Hayvan dokularindan tiiretilen HA dogal olarak yiiksek molekiiler agirliklara
sahiptir ve simdiye kadar bildirilen en yiiksek konsantrasyon, hayvan dokusunun horoz
ibiginde olmustur (Fraser vd., 1997). Bakteriyel fermantasyon islemlerinde kiiltiir sartlar
(pH, sicaklik, ¢alkalama hizi, havalandirma orani, ¢6zlinmiis oksijen, biyoreaktor tipi) ve
kiiltlir ortaminin igerigi diger fermantasyon islemlerinde oldugu gibi mikrobiyal HA

tiretimini de 6nemli dlgiide etkilemektedir (Kim vd., 1996).
HA iiretiminde baslica ii¢ temel kaynak kullanilir (Gorsel 1.5.). Bunlar;
1) Hayvan dokularindan izole etmek,

2) Bakteriyel fermantasyon,
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3) Kimyasal/enzimatik sentezdir (Burdick ve Prestwich, 2011).

Hyaluronik Asit Uretim Yéntemleri

Hayvansal Dqkulardan Bakteriyel Fermantasyon in Vitro Uretim
Ekstraksiyon

lHO"’zG'bigi \ Kord strent Patojenik Olmayan Enzimler ile Uratim
snf;arnE kIGmESwGr onu treptococcus Mikroorganizmalar Streptococcus pyogenes
1gir Ekle 151 Pasteurello multocida
Biylkbag Hayvanlann Goz
Vitroz Svisi

Enerji Karbon Kaynaklar Enterococcus foecolis

Uretim Kogullan Escherichia coli

Kesikli vs. Strekli Agrobacteriumsp.

Sug Geligtirme Lactococcus loctis

Bacillus subtilis

Gorsel 1.5. Hyaluronik asit tiretim yontemleri (Boeriu vd., 2013).

1.6.1. Hayvansal dokulardan ekstraksiyon

HA ilk defa, Karl Meyer ve John Palmer tarafindan 1934 yilinda sigir géziinden
izole edilmistir. Ancak kimyasal yapisinin tamamen anlasilabilmesi yillar siirmiistiir. Ik
bulundugu tarihten itibaren Karl Meyer tarafindan 10 yil boyunca eklem sivisi, deri,
gbbek bagi ve horoz ibigi gibi bircok kaynaktan HA izolasyonu denenmistir. Ardindan
HA’ nin omurgalilardaki bir¢ok dokuda esansiyel bilesen olmasindan dolayr hemen
hemen her dokudan izolasyonuna baslanmistir. 1949 yilinda Boas, horoz ibiginden

hyaluronik asit izolasyonunu tanimlamistir (Boeriu vd., 2013).

Horoz 1ibigi, hayvan dokular1 i¢in rapor edilen en yiiksek hyaluronan
konsantrasyonlarin1 icermektedir. Hayvanlarda ve bakterilerde iiretilen hyaliironan
polimeri ayni oldugundan, konakg¢1 bagisiklik savunmasi, farkli bir hiicre dis1 kapsiilii
olan diger bakterilerin aksine patojenik bakterileri itmek icin tetiklenmemektedir.
Bakteriyel hiyaliironanin immiinojenik olmayan ve enflamatuar olmayan 6zellikleri ile
su anda memelilere de yarar saglamaktadir, c¢linkii bakteriyel hyaliironan tipta

kullanilabilmek i¢in mitkemmel bir kaynak olusturmaktadir (Boeriu vd., 2013).

Hayvansal kaynaklardan elde edilen HA dokudaki diger proteoglikanlarla
kompleks halinde oldugundan ve saflastirma islemleri sirasinda bozulmasina neden olan
enzimlerden de korunmasi gerektiginden, yapilan ekstraksiyon, saflastirma ve

karakterizasyon iglemleri olduk¢a uzun siiren ve is giicli gerektiren uygulamalar haline
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gelmektedir. Bu durum HA’ nin elde edilmesini olduk¢a maliyetli hale getirmektedir.
Bunlara bagl olarak mikrobiyal iiretime olan ilgi artmistir ve hayvansal kaynaklardan

elde edilen HA yerini daha az maliyetli olan mikrobiyal kaynakli iiretime birakmaistir.

1.6.2. Bakteriyel fermentasyon

Horoz ibiginden pahali yontemlerle elde edilen hyaluronik asidin fermantasyonla
iiretilebilecegi anlasilinca, iiretim yonteminin standardize edilmesi ve hedeflenen
molekiiler agirlikta, istenilen miktarda hyaluronik asidin siirekli liretilebilmesi amaciyla
fermentasyon yontemi ile hyaluronik asit tiretimine baslanmigtir (Hasegawa vd.,1999).
Endiistriyel olarak HA {iretimine bakildiginda 6zellikle S.equi ve S. zooepidemicus gibi
grup C streptokoklarindan 1980’li yillarin basindan beri iiretim gergeklestirilmektedir
(Deangelis, 1996). Fermantasyonla HA iiretiminde ana iiretici mikroorganizma olarak
Streptococcus  sp.  kullanilmaktadir. Uretilen iiriiniin fermantasyon ortamindan
saflagtirilmasi sirasinda proteinlerin kaynaklanan giicliikler dezavantaj olmaktadir (Liu
vd., 2011). Mikrobiyal iiretimde kiiltiir kosullarinin kontrol edilip optimum kosullarin
saglanabilmesi, istenilen hacimlerde {iretim gerceklestirilebilmesi ve gerektiginde
genetik miihendisliginin de uygulanabilmesiyle istenilen verimde {iriin iiretimi
gergeklestirilebilmektedir (Armstrong vd., 1997). Bu sayede birgok iiretici fermantasyon
kosullarinda iyilestirmeye giderek veya mikroorganizmalarda genetik modifikasyonlar

yaparak istenilen molekiiler biiyiikliikteki HA {iretimi ger¢eklestirilmektedir.

Bakteriyel fermantasyon yoluyla HA iiretimi son yirmi yilda istikrarli bir sekilde
gelismistir. Gelisimin erken safhasinda, dogal olarak HA iireten A ve C grubu
Streptokoklar fermentorlerde yetistirilip HA saflagtirilmistir. Bununla birlikte alternatif
bakteriler aranmistir. HA biyosentetik yolagini kodlayan genler belirlendikten sonra, bir
dizi bakteri (Bacillus, Agrobacterium, E. coli ve Lactococcus) bu genleri eksprese etmek
ve HA {iretmek i¢in genetik olarak modifiye edilmistir. Sonraki c¢aligmalar kiiltiir

ortaminin optimizasyonu ve yetistirme kosullarina odaklanmistir (DeAngelis vd., 1993;

Sze vd., 2016).

1.6.2.1. Uretime etki eden faktorler
Bakteriyel fermantasyon islemlerinde kiiltiir sartlar1 (pH, sicaklik, ¢alkalama hizi,
havalandirma orani, ¢6ziinmiis oksijen, biyoreaktor tipi) ve killtlir ortaminin igerigi

mikrobiyal HA {iretimini 6nemli 6l¢giide etkilemektedir (Kim vd.,1996).

15



Kesikli, tekrarli kesikli, beslemeli kesikli ve siirekli kiiltiir gibi ¢esitli fermantasyon
tipleri HA iiretiminde kullanilmaktadir (Blank 2005; Cooney vd., 1999). Bir kiiltiir
ortaminda, fermantasyon sirasinda baslangicta kullanilan ortama yeni besin bilesenlerinin
eklenmedigi ve ortamdan da uzaklastirma yapilmadig kiiltivasyon islemi olan kesikli
fermantasyon islemi en ¢ok kullanilan HA iiretim yontemidir (Cooney vd., 1999;

Armstrong vd., 1997).

Mikrobiyal fermantasyonda en onemli unsur mikroorganizmalarin laboratuvarda
tiretilmesi i¢in kullanilan ve igerisinde mikroorganizmalarin en temel ihtiyaglarini
karsilayacak maddeleri barindiran kiiltiir ortamidir. Bu kiiltiir ortamlarinin en 6nemli
bileseni yeni hiicre materyallerini iiretebilmek adina kullanmis olduklar1 karbon
kaynagidir. Karbon kaynagini takiben azot kaynaklari ve ¢esitli enzimlerin ¢alisabilmesi
icin metaller, tuzlar da oldukg¢a biiylik onem teskil etmektedir. Ayrica kullanilan
mikroorganizmalarin aerobik, anaerobik veya fakiiltatif anaerob olmalarina gore de

¢Oziinmiis oksijen konsantrasyonu iiretilen {liriinii etkilemektedir.

Mikrobiyal {iiretimde kiiltiir kosullarimin kontrol edilip optimum kosullarin
saglanabilmesi, istenilen hacimlerde {iiretim gergeklestirilebilmesi ve gerektiginde
genetik  miihendisliginin = de  uygulanabilmesiyle  verimli  i{iriin  iiretimi

gerceklestirilebilmektedir (Armstrong vd., 1997).

Kiiltir ortamlarinda kullanilan karbon kaynaklarma bakildiginda genel olarak
siikroz, maltoz gibi seker kaynaklar1 kullanilmaktadir. Bunlar i¢in farkli
konsantrasyonlarda denemeler yapilmistir. Azot kaynagi i¢in ise genel olarak maya
ekstrakti, pepton veya kazein hidrolizatlar tercih edilmektedir ve ortam magnezyum ve
fosfat tuzlarin1 da icermektedir. Azot kaynagimin streptokoklarin biiyiime ortami i¢in
oldukga 6nemli bir yer tuttugu diisiiniilmektedir. Ciinkii hiicresel biyosentez islemlerinde
bu bilesikler azot kaynagi olarak kullanilmalarinin yani sira karbonun da biiyiik bir

kismin karsilayabilmektedir.

HA iretim prosesinde iyilestirmeye gidilirken besiyeri bilesenlerinin farkli
konsantrasyonlari {izerinde ¢aligmalar yapilmaktadir. Ozellikle endiistriyel mikrobiyoloji
caligmalarinda, tretilmesi istenilen bir iirlinlin verimini artirmak ic¢in segilen
mikroorganizmaya goére c¢evresel ve besinsel faktorlerin  optimizasyonu O6nem

tagimaktadir. Bu nedenle arastirmacilar besinsel faktor olarak besiyerlerinde farkli
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organik (pepton, malt ekstrat, maya ekstrati, lire vb.) ve inorganik (amonyum siilfat,
sodyum nitrat, amonyum nitrat vb) kaynaklari calismalarinda test etmektedirler
(Kunamneni vd., 2005; Erdal ve Taskin 2010; Taskin 2011).

1.6.3. In vitro iiretim

Bakteriyel ekspresyon sistemleri kiiglik olgekli fermentorlerde HA {iretebilirken,
daha biiyiik sistemlerde HA iiretimi, ortamin viskozitesini arttirir, bu da zayif karistirma
ve diisiik oksijen kiitle aktarim oraniyla sonuglanir, bu nedenle genellikle 6-7 g/L'den
daha fazla verim elde etmek zordur (Liu vd., 2011). Bakteriyel fermantasyonda {iretilen
HA'nin miktar1 ve verimi kiiltiir kosullarina olduk¢a bagimli gériinmektedir. Son olarak,
HA'nin hayvan kaynaklarinda oldugu gibi, bakteri hiicresinin kendisi, bir bagisiklik
tepkisi ortaya cikarabilecek bir kontaminasyon kaynagi (niikleik asitler, HA baglayici
proteinler, toksinler, vb.) olarak islev gorebilir (Boeriu vd., 2013). Hayvansal veya bakteri
kaynakli mevcut seri tiretim ile ilgili sinirlamalar nedeniyle, hiicresiz liretim sistemi (in

vitro) arzu edilen bir alternatif olarak goriilmektedir.

Streptokoklarin metabolik miihendisligi, S. pyogenes ve S. equi dahil olmak tizere
bir dizi ilgili streptokok i¢in su anda mevcut olan genomik sekans sayesinde son on yilda

biiylik o6l¢iide gelistirilmistir (Yamada ve Kawasaki, 2005).

1.7. Hyaluronik Asit Uretiminde Kullamlan Mikroorganizmalar
Ticari olarak iiretilen HA, hayvanlardan (6rnegin cilt, eklemler, goziin vitréz sivisi,
sinovyal s1v1, gobek kordonu, horoz ibigi vb.) izole edilmekte veya bakteri fermantasyonu

yolu ile tiretilmektedir (Brown ve Jones, 2005).

HA'nin endiistriyel iiretiminde en sik kullanilan bakteriler, A ve C grubu
streptokoklardir. Bu bakteriler, spesifik amino asitleri ve B vitaminlerini sentezleme
yeteneklerinin sinirlt olmasi nedeniyle besleyici ortamlara ihtiya¢ duymaktadirlar. Ek
olarak, hiicresel biyosentezleri i¢in de biiyiik miktarda karbon saglayan organik azot ile

ilgili beslenme gereksinimi vardir (Armstrong vd., 1997).

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

zooepidemicus ve Streptococcus pyogenes’tir (Oliveira vd., 2016).
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Siit iiriinlerinden, hyaluronan da dahil olmak iizere yararli ekzopolisakkaritlerin
yiiksek iiretkenligine sahip S. thermophilus suslari, giivenli bir hyaluronan iireten

organizma olarak belirlenmistir (Boeriu vd., 2013; Izawa vd., 2008).

Streptococcus spp. gibi bazi patojenik suslar g¢evrelerinde bir HA kapsiilii
olustururlar. Bu HA kapsiilii konak¢inin bagisiklik sisteminden kagmalarina yardimci
olur (Rangaswamy 2008; Choi, 2014). Streptococcus, kapsiiler bir ekzopolisakkarit
olarak HA iretir. Prokaryotik polimer Okaryotlarla 6zdes oldugu i¢in, bu
mikroorganizmalardaki sentez mekanizmasi muhtemelen konakgilarindan yatay
transferle asimile edilmistir ve konakgilarin bagigiklik sistemine karsi savunma ile

ilgilidir (Boeriu vd., 2013).

Bilinen bakteriler diginda farkli bakteriler ile de hyaluronik asit iiretimine dair
calismalar devam etmektedir. Ornegin, Choi vd., (2014) Lactobacillus plantarum’un

hyaluronik asit iiretebildigini bildirmislerdir.

1.7.1. Streptococcus’larin genel ozellikleri

Streptokoklar gram pozitif, katalaz negatif, yuvarlak veya oval yapili, 2 um’ den
daha kiiciik, hareketsiz, sporsuz, sivi besiyerlerinde {iretildiklerinde zincir olusturmus gibi
pes pese dizilen, fakiiltatif anaerop, glikozu fermente ederek laktik asit olusturan
mikroorganizmalardir. Ozellikle A gurubu streptokoklarda bulunan hyaluronik asitten
olusan kapsiil, mikroorganizma organizmadan yeni ayrildiginda ve zengin besiyerlerinde
bulundugunda agiga ¢ikmaktadir. Uretilme sirasinda kapsiil goriilmez ve besiyeri

igerisinde hyaluronik asit maddesi dagilmis olarak bulunmaktadir (King 1992).

Streptokok cinsinden bakteriler dogada olduk¢a yaygin olup insanin normal
florasinda bulunabildikleri gibi suda, havada, tozlarda, siitte ve siit tirlinlerinde,
sebzelerde, insan ve hayvanlarin solunum ve sindirim yollarinda bulunmaktadirlar.
Ayrica patojen olanlari, 6zellikle A ve B grubundakiler iist solunum yollarmn, D
grubundakiler ise gastrointestinal sistemin normal florasinda bulunmaktadir

(Kunduracilar 1991).

[k olarak 1874°de Bilroth yilancik ve yara infeksiyonlarinda zincir yapan koklar
gormiis ve bu bakteriye Streptokok adini vermistir. Daha sonra 1879°da Pasteur lohusalik
hummas: olan bir hastanin kanindan, 1881’de Ogqston cera hatten streptokoklari

tretmistir. 1881°de Robert Koch bunlarin her zaman yilancik lezyonlarinda
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bulunabilecegini gdostermis ve 1882—1883 yillar1 arasinda Fechleisen yiizdeki yilancik
lezyonlarindan yaptig: kiiltiirle mikrop iireterek bunun etken oldugunu gostermis ve saf
kiiltiir halinde tiretmistir. 1902°de P.H. Hiss bu bakterilerin baz1 sekerleri fermente etme
Ozelliklerini ayirimlarinda kullanmistir. 1906°da Andrews ve Harder streptokoklarin
siiflandirilmasinda sekerlerin fermentasyonunu esas almislardir. 1903’de Schotmiiller
bakterilerin kanli besiyerlerinde olusturduklari hemoliz rengine gore, bunlart daha
diizenli bir halde smiflandirmistir. 1919°da Brown hemoliz yapanlar1 Alfa ve Beta,
hemoliz yapmayanlar1 ise Gamma adini verdigi gruplarda toplamistir. 1928’de Lancefield
immunolojik reaksiyonlart bunlarin siniflandirtlmasinda esas alinmigtir. 1934” de Griffith
tirlerin tanimi i¢in agliitinasyon metodunu ileri stirmistiir. 1933°de Lancefield

presipitasyon teknigini kullanarak streptokoklari gruplandirmistir (Bilgehan, 1990).

1.7.2. Staphyloccocus’larin genel ozellikleri

Staphylococcus’lar gram pozitif, 0.5-1.5 pm capinda, bireysel koklarin iiziim
salkimina benzer kiimeler meydana getirmeleriyle karakterize olan, sporsuz, genellikle
kapsiilsiiz, fakiiltatif anaerobik bakterilerdir. Optimum tireme sicakliklar1 30-37°C’dir

(Duman, 2007).

Stafilokoklarin liziim salkimina benzeyen gortiniislerine daha ¢ok kati kiiltiirlerden
hazirlanan preparatlarda rastlanmaktadir. Kati besiyerinde stafilokoklar 24-48 saat i¢inde
bol miktarda iiremekte ve genellikle 1-2 mm c¢apinda yuvarlak, konveks ve parlak
koloniler olusturmaktadir. Kolonilerde pigment ve hemoliz goriilebilmektedir.
Kolonilerin rengi beyaz ve limon sarisi arasinda degisiklik gostermektedir (Arda, 2016).
Stafilokoklar ¢esitli enzimlere sahiptirler. Bunlardan katalaz enzimi tiim stafilokoklarda
vardir. Koagulaz enzimi bir patojenite kriteri olarak bilinir ve Stafilokok tiirleri koagulaz
pozitif ve negatif olarak ikiye ayrilabilmektedir. Koagulaz enzimi fibrinojeni fibrine
cevirerek plazmay1 koagule etmektedir. Olusan fibrin ag1 bakteriyi fagositozdan
korumaktadir. Hyaluronidaz enzimi patojen stafilokoklarin yaklasik %90’ ninda vardir ve
bag dokudaki hyaluronik asidi pargalayarak bakterinin doku icinde yayilmasini
saglamaktadir. Fibrinolizin enzimi patojen Stafilokoklarin fibrin pihtilarini eritmesini
saglamaktadir. Penisilinaz enzimleri penisilinin beta laktam halkasin1 pargalayarak
penisiline direngliligi saglamaktadir (Arda, 2016). Stafilokoklar dogada ¢ok yaygin

olarak bulunduklar1 gibi deri ve mukozalarda normal floranin bir parcgasidirlar.
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Stafilokoklar besiyerlerinde kolayca iiremektedirler. Kat1 besi yeri olarak
genellikle koyun kanli agar tercih edilmektedir. Stafilokoklar genellikle 2-4 mm ¢apinda
yuvarlak, konveks ve parlak koloniler olustururlar. Patojen olan stafilokok suslarinda
pigment ve hemoliz goriilebilmektedir. Patojenik stafilokok suslarmmin ayiriminda
spesifik besiyeri olarak DNase testi icin DNase agardan yararlanilir. Stafilokoklar genel
stv1 besi yerlerinde 24 saatlik inkiibasyon sonunda orta dereceden koyuya kadar degisen
bir bulanmiklik olusturmaktadir. Sivi  besiyerinde iireyen stafilokoklar pigment

olusturmazlar (Arda, 2016).

1.7.3. Enteroccocus’larin genel ozellikleri

Enterokoklar hemen her zaman, her yerde bulunabilen mikroorganizmalardir. Siit
iriinlerinde ve diger gidalarda da yiiksek oranlarda bulunabilen bu bakterilerin,
bakteriyosin liretimi, probiyotik karakteri, siit endiistrisinde kullanilabilirlikleri gibi
onemli biyoteknolojik 6zellikleri oldugu halde, onlarin gida kaynakli patojenler olarak
goriiliip goriilmeyecegi tizerine fikir birligi yoktur. Ancak son yayinlar E. faecalis 'in ve
diger laktik asit bakterilerinden bazi tiirlerinin klinik enfeksiyonlara, o6zellikle de

endokartitis olusumuna katildiklar1 belirtilmektedir.

Enterokoklar gram pozitif, birkag istisna disinda hareketsiz, aerobik veya fakiiltatif
anaerob, katalaz negatif (oksijen varliginda gelisen ve pseudokatalaz iireten baz tiirler
haric), oval kok formunda, genellikle diplokok veya kisa zincir goriiniimiindedirler. Gram
negatif bakterilere kiyasla, beslenme gereksinimleri daha secicidirler. Gelistirildikleri
besiyerinde daha fazla iireme faktoriine gereksinim duymalar1 agisindan da diger pek ¢cok
gram pozitif bakteriden ayrilirlar. Ornegin, gelisebilmeleri igin B vitaminleri ve bazi
temel aminoasitler agisindan pek ¢ok gram pozitif bakteriden ¢ok daha fazla oranda besin
maddesine ihtiya¢c duyarlar. Belirli tiirlerin iireme faktorii olarak bazi spesifik
aminoasitlere gereksinim duymalarindan dolay: bu spesifik aminoasitlerin nicel olarak

belirlenmesinde test organizmasi olarak kullanilmaktadirlar.

Bunlarin yani1 sira, genis bir pH araliginda ve pek ¢ok patojen bakterinin
gelisemedigi alkali pH 'da (pH 9,6) gelisebilen enterokoklar diisiik O/R potansiyelindeki
(Eh) ortamlarda da ¢ok iyi gelismektedirler. Sodyum azid, safra tuzu ve sodyum kloriire
dayaniklidirlar. Enterococcus cinsine ait tiim tiirler %40 safra tuzu ve %3 NaCl igeren
besiyerlerinde gelisebilirken, E. faecalis ve E. faecium tiirleri tuza daha direngli olup

%6.5 tuz konsantrasyonunda gelisebilmektedirler. Termodurik bakterilerdir, siite
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uygulanan pastdrizasyon islemi ile elimine edilemezler. Donma ve kurutmaya karsi
Escherichia coli 'ye kiyasla daha dayaniklidirlar. Biitiin tiirleri eskiilini hidroliz eder ve
1,3,5-trimetil-tetrazolyum kloriirii (TCC) indirgerler. E. casseliflavus ve E. mundtii tiirleri
sar1 pigment olustururken E. avium ve E. malodoratus tiirleri de H2S olustururlar. E.
casseliflavus ve E. gallinarum tiirleri ise menakuinon iiretirler. Diger yandan enterokoklar
birgok karbonhidrati fermentatif olarak kullanirlar. E. faecalis ve E. faecium
karbonhidratlardan fermentasyon yoluyla baslica iiriin olarak laktik asit iirettiklerinden,

gesitli peynirlerin tiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilabilirler (Akgelik vd., 2000).

1.8. Hyaluronik Asit Uretiminde Atiklarin Kullanilmasi

Yenilenebilir enerji kaynaklarina olan ihtiyacin artmasi, ¢cevre sorunlariin ¢éziimii,
tarimsal Uretimde istthdamin artmast gibi bircok etken tarimsal atiklarin
degerlendirilmesini gerekli kilmaktadir. Diinya niifusunun hizla artmasi ve tarim1 yapilan
alanlarin ise aynm1 kalmasi sonucu atiklarinin degerlendirilmesi sinirli kaynaklarin
kullanim1 agisindan da 6nem tasimaktadir. Tarimsal atiklarin degerlendirilmesi cevre
sorunlarii azaltip, hammadde rezervlerini koruyacak ve ekonomik agidan kalkinmaya
yardim saglayacaktir (Colakoglu, 2018). Bunlarin disinda, tarimsal kaynaklar ucuzdur ve
fermantasyon siiregleri i¢in alternatif ortamlari saglamaktadirlar, ayn1 zamanda karbon ve

enerji kaynaklari olarak kiiltiir ortamlarina eklenebilmektedirler (Thomsen, 2005).

Aragtirmacilar, hem bakterinin besinsel ihtiyacini karsilamak hem de HA’nin
tiretim maliyetini azaltmak i¢in yapilan farkli ¢alismalarda soya peptonu (Benedini,
2012), peynir alt1 suyu (Amado vd., 2015), palmiye sekeri (Borassus flabellife) (Ghodke
vd., 2018), koyun yiinii peptonu ve melas (Arslan 2018), hidrolizat soya proteini
konsantresi (HSPC), peynir alt1 suyu proteini konsantresi (WPC) ve kaju elma suyu (CAJ)
ve misir likorii (CSL) (Aline vd., 2010) gibi birgok atik kullanmislardir. Bu sayede HA
tiretim maliyetinin yaklasik olarak %30 oraninda azaltilabilecegini bildirmektedirler

(Pires vd., 2010; Vazquez vd., 2010; Liu vd., 2011; Oliveira vd., 2013).

1.9. Optimizasyon
Optimizasyon; bir gergel fonksiyonu minimize ya da maksimize etmek amaci ile
gercek ya da tam sayr degerlerini tanimli bir aralikta secip fonksiyona yerlestirerek

sistematik olarak bir problemi incelemek ya da ¢6zmek islemlerini ifade etmektedir.
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Optimizasyon, prosesin belirlenen hedefler (yanitlar) dogrultusunda, bagimsiz
degiskenlerin birbirleriyle olan etkilesimleri ve bu bagimsiz degiskenlerin hedefe (yanita)
olan etkileri de goz Oniinde bulundurularak bir araya getirilip uygulanmasi iglemidir.
Herhangi bir optimizasyon prosediirii, genellikle hedef fonksiyonu ad1 verilen 6nceden
tanimlanmis kriterleri maksimize veya minimize etmek i¢in (6rnegin; liriin kalitesi veya
kar) karar (bagimsiz) degiskenleri adi verilen belirlenen kosullarin degistirilmesini

icermektedir (Banga vd., 2003, Berikten D., 2013).

Plackett Burman tasarimlari, miimkiin oldugunca az deneysel ¢alisma kullanarak
aktif faktorleri tanimlamak igin etkili bir tarama yontemi olusturmaktadir. Plackett-
Burman deneysel tasarimi, sistem hakkinda tam bilgi genellikle mevcut olmadiginda,
deney asamasinin baglarindaki en dnemli faktorleri tanimlamak i¢in kullanilmaktadir.
Plackett-Burman tasarimlarinda, ana etkilerin iki faktorli etkilesimlerle karmasik bir
karistirict iligkisi vardir. Bu nedenle, bu tasarimlar iki yonli etkilesimlerin ihmal
edilebilir oldugu varsayilabildiginde ana etkileri incelemek icin kullanilmalidir

(Kennedy, 1999).

Plackett-Burman tasarimlari, yalnizca ana etkiler ile ilgilendiginde ¢ok verimli
tarama tasarimlaridir. Deneyleri taramak i¢in Plackett-Burman (PB) tasarimlar kullanilir,
clinkii bir PB tasariminda ana etkiler genel olarak iki faktorlii etkilesimlerle
karigtirilmaktadir (Sun vd., 2020). Deney tasariminin en biiyiik avantaji, deneysel zaman
kaybini, malzeme tiiketimini ve endiistriyel capta is giliclinli azaltarak zaman kaybini
onemli dl¢lide minimize etmesidir. Yapilan dogrulama deneyleri kabul edilebilir gliven
araliklari ile sistemin kendi i¢indeki tutarligini ve giivenilirligini de test etmektedir (Aytar
vd., 2013). Plackett Burman deney tasarimi ile elde edilen sonucun optimizasyonu igin

kullanilan yontemlerin basinda cevap ylizey yontemi gelmektedir.

Cevap ylizey yonteminin amaci, kimyasal reaksiyonlarin istenilen diizeyde
optimize edilebilmesidir. Denemelerin tasarlanmasi, elde edilen veriler kullanilarak
yanitlar dogrultusunda faktorlerin etkisinin belirlenmesi ve bu etkilerin matematiksel

modeller ile ifade edilmesi ve faktorlerin optimizasyonu asamalarini icermektedir.

Cevap yiizey yontemi istatistiksel ve matematiksel yontemlerin birlesimi ile birgok
degiskenden etkilenen bir cevap yoluyla problemlerin analizi ve modellenmesi

yontemidir. Ama¢ bu cevabi optimize etmektir. Cevap ylizey yontemi temelde
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tasarlanmis deneylerle elde edilmis verilere uydurulan polinomlar yardimiyla 6ngorii
(tasarim) yapabilmeyi saglamaktadir (Montgomery, 2001).

Cogu cevap ylizey yontemi probleminde cevap ve bagimsiz degiskenler arasindaki
iliski bilinmemektedir. Bu sebepten dolay1, cevap yiizey yonteminde ilk basamak, y ve
bagimsiz degiskenler arasindaki ger¢ek fonksiyonel iligki i¢cin uygun yaklasimi
bulmaktir. Eger cevap, bagimsiz degiskenlerin lineer bir fonksiyonu ile iyi

modelleniyorsa, yaklagim fonksiyonu birinci derecedir;

y=PBo+Pixi+Paxo+ ...+ Pxxte

Optimum noktalar; duragan noktalarin yerlesimi i¢in genel bir matematiksel ¢6ziim
ile elde edilebilir. Matris gosteriminde ikinci dereceden model yazilarak,
Eger sistemde bir egim agis1 varsa, yiiksek dereceli bir polinom kullanilmalidir,

ornegin ikinci derece model;

y=Po+ :Zl Pixi + ; Buxi’ + ,Zz Bixix; + €
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2. MATERYAL VE METHOD
2.1. Materyal
2.1.1. Mikroorganizmalar

Calismada yogurt ve peynirden izole edilen Streptococcus ve Staphylococcus cinsi
mikroorganizmalar kullanilmistir. Bunlarimn yaninda Eskisehir Teknik Universitesi,
Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan temin edilen Enterococcus gallinarum, Enterococcus

durans, Streptococcus mutans ve Staphylococcus warnei kullanilmistir.

2.1.2. Besiyerleri

2.1.2.1. Fermentasyon besiyeri

Glikoz 80 gr
Maya 6ziitii Sgr
Kazein pepton 17 gr
Glutamik asit 0,6 gr
MgSOg4 0,7 gr
K2HPO4 2,59r
NaCl 59r

Besiyeri igerigi 1000 ml distile suda ¢o6ziilmiis ve otoklavda 121 °C' de 15 dakika
stire ile steril edilmistir (Song vd., 2009).

2.1.2.2. M17 agar
M17 Agar (Merck, 115108) 55¢

Distile su 1000 ml

Besiyeri icerigi 1000 ml distile suda ¢oziilmiis ve otoklavda 121°C'de 15 dakika

stire ile steril edilmistir.

2.1.2.3. M17 broth
M17 broth (Merck VM118029 029) 429r

Distile su 1000 ml
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Besiyeri igerigi 1000 ml distile suda ¢oziilmiis ve otoklavda 121°C'de 15 dakika

stire ile steril edilmistir.

2.1.2.4. BHI (brain heart infusion) agar
BHI Agar (Sigma-Aldrich, 70138) 52¢
Distile su 1000 ml
Besiyeri igerigi 1000 ml distile suda ¢oziilmiis ve otoklavda 121°C'de 15 dakika

siire ile steril edilmistir.

2.1.2.5. BHI (brain heart infusion) broth

BHI Broth (Sigma-Aldrich, 70138) 52 ¢

Distile su 1000 ml

Besiyeri igerigi 1000 ml distile suda ¢oziilmiis ve otoklavda 121°C'de 15 dakika
stire ile steril edilmistir.
2.1.3. Kullanilan ¢ozelti ve kimyasallar
2.1.3.1. %20'lik gliserol

Gliserol 20 ml

Distile su 80 ml

Gliserol distile su i¢inde ¢oziildiikten sonra ¢ozelti otoklavda 121°C'de 15 dakika
stire ile steril edilmistir.
2.1.3.2. 0.025 M sodyum tetraborat ¢ézeltisi

Sodyum tetraborat 0,0046 gr

H2S04 100 ml

Sodyum tetraborat H2SO4 ile balon joje igerisinde karistirildiktan sonra -4 °C'de
saklanmistir (Bitter ve Muir, 1962).
2.1.3.3. Karbazol ¢ozeltisi

Karbazol 0,125 gr

Metanol 100 ml

Karbazol saf metanol i¢inde ¢oziindiikten sonra -4 °C'de saklanmistir (Bitter ve
Muir, 1962).
2.1.3.4. %0.1'lik sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisi

SDS 1gr

Distile su 1000 ml

SDS distile su igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir.
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2.1.3.5. Peptonlu su
Pepton 10 gr
Distile su 100 ml
Pepton distile su igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra otoklavda 121°C' de 15 dakika

stire ile steril edilmistir.

2.1.3.6. 0.2 M asetat tamponu

Sodyum asetat (0.2M) 16.406 gr
Asetik asit (0.2M) 12.01 ml
Sodyum klorit (0.15M) 8.76 gr
Distile su 450 ml

Sodyum asetat, asetik asit ve sodyum klorit balon joje igerisinde distile su ile
¢ozlindiiriildiikten sonra -4 °C'de saklanmistir (Song vd., 2009).
2.1.3.7. PH ayarlama amaciyla Kullanilan ¢ozeltiler

IN NaOH ¢ozeltisi, IN HCI ¢ozeltisi
2.1.3.8. Sodyum klorit ¢ézeltisi

Sodyum klorit 1,357 gr

Distile su 100 ml

Sodyum klorit, distile su icerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra kullanilmistir (Reddy
ve Karunakaran, 2013).
2.1.3.9. Fosfat tamponu

NaH2PO4. H20 25,198 gr

500 ml saf su igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra 37°C’de pH 5.35’e ayarlanip
kullanilmigtir (Hoffmann vd., 2014).

2.1.3.10. Enzim diliienti

NaH2PO4. H20 0,239 gr
NaCl 0,45 gr
Bovin albiimin 0,1qr

100 ml saf su icerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra 37°C’de pH 7’ ye ayarlanip
kullanilmistir (Hoffmann vd., 2014).
2.1.3.11. Asetik albumin ¢ozeltisi

Sodyum asetat 0,196 gr

Asetik asit 0,473 ml
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Bovin albiimin 0,19r
100 ml saf su igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra 25°C’de pH 3.75° e ayarlanip
kullanilmistir (Hoffmann vd., 2014).

2.1.3.12. DNS (Dinitro salisilik asit) cozeltisi

2-Hydroxy-3,5-dinitrobenzoik asit 10,6 gr
NaOH 19,8 gr
Rochella tuzu 306 gr
Fenol 7,6 ml (8,132 gr)
Sodyummetabisiilfit 8,3 ar
Ultra saf su 1416 ml

2-Hydroxy-3,5-dinitrobenzoik asit, NaOH ve Rochella tuzu su ile ¢oziindiiriiliip
igerisine sicak suda 2-3 sn bekletilerek ¢oOziindiiriilen fenol eklenmistir. En son

sodyummetabisiilfit eklenip manyetik karistiricida iyice ¢oziindiirilmiistiir.

2.1.3.13. Iz mineral ¢ozeltisi

EDTA 0,5gr
MgS04.7H20 3or
MnSQO4.H20 0,59r
NaCl 1gr
FeS04.7H20 0,1gr

1000 ml ultra saf su igerisinde ¢oziindiirtiliip kullanilmastir.
2.1.3.14. %3 liik hidrojen peroksit

%35’lik hidrojen peroksit 8,57 ml

Distile su 91,43 ml

Hidrojen peroksit distile su igerisinde ¢oziindiiriiliip kullanilmistir.
2.1.3.15. Kullanilan boyalar

1) Kristal viyole

2) Lugol

3) Safranin

4) Metilen mavisi
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2.2. Method

2.2.1. Yogurt ve peynirden mikroorganizmalarin izolasyonu

Bu ¢alismada kullanilan Streptococcus ve Staphylococcus izolasyonunda kaynak
olarak evde mayalanmis dogal yogurt ve hazir olarak satin alinan yogurt, yontem olarak
ise tiip diliisyon yontemi kullanilmistir. Ornekler yogurttan rastgele olarak alinmustir.
Izolatlar M17 agarda 37°C’lik %5 COz igeren etiivde 48 saat inkiibasyona birakilarak
petriler incelenmis ve saflastirma islemine gegilmistir.

Marketten satin alinan peynirden tartilan 10 gr 6rnek %10’ luk peptonlu su igerisine
konulup homojen hale getirilmistir. M17 agara yayma plak yontemi ile ekim yapilip
37°C’lik %5 COyz igeren etiivde 48 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda
gelisen mikroorganizmalar gram boyama yontemi ile boyanarak mikroskopta
incelenmistir. Saflagtirilan tiim izolatlar %20’lik gliserol ig¢eren steril ependorf tiiplerine

aktarilarak -84°C’de saklanmistir (Tamer vd., 1989).
2.2.2. Mikroorganizmalarin tanilanmasi

2.2.2.1. Gram boyama

M17 besiyerine ekimi yapilan bakteriler %5 COz igeren etiivde 37°C’de 24-48 saat
inkiibe edildikten sonra hazirlanan ve tespit edilen preparatlar ilizerine kristal viyole ve
lugol uygulandiktan sonra lamlar %96’lik alkolle yikanmistir. Daha sonra safranin
uygulanmistir. Boya yikandiktan sonra preparat kurutulmus ve immersiyon yagi ile

mikroskopta incelenmistir.

2.2.2.2. Katalaz testi

M17 besiyerinde inkiibe edilen izolatlar steril kiirdan yardimi ile lam iizerine
yayilmis ve lizerine birka¢ damla %3’liik hidrojen peroksit (H202) damlatilarak gaz
kabarcigl olusup olusmadigi gozlenmistir. Gaz kabarcigr olusturan izolatlar katalaz

pozitif, olusturmayan izolatlar ise katalaz negatif olarak degerlendirilmistir (Akgelik vd.,

2000).

2.2.2.3. Biyokimyasal ve molekiiler tanilama

Izole edilen 45 mikroorganizmadan gram boyama ve mikroskobik inceleme
sonrasinda gram pozitif kok olarak degerlendirilerek secilen izolatlarin biyokimyasal
tanilanmasi i¢in Vitek 2 (Biomerieux) kullanilmistir. Saf izolatlarin 3 ml tuzlu su (%0,45
su, %0,5 NaCl, pH 4,5-7,0) i¢inde bulaniklik ayar1 Densi Chek TM ile 0,50-0,63
McFarland araliginda olacak sekilde yapilmistir. Gram pozitif karta (Biomerieux)
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ireticinin talimatlart dogrultusunda hazirlanan kiiltiirden aktarilmistir. Yaklagsik sekiz
saatlik inkiibasyonun ardindan her testin bulaniklig1 ya da metabolizma tirlinlerinin rengi

(13

Olclilerek sonug “+7, “=”, “(-)” veya “(+)” olarak verilmektedir. Parantez i¢indeki
sonuglar zayif reaksiyonlari gostermektedir. Sonuclar mevcut standart degerlerle
karsilastirilarak olas1 bakteri adi yilizde benzerlik orantyla belirlenmektedir (Pincus,
2006).

Calismada esas olarak kullanilan yedi bakteri (S. thermophilus P3, S. thermophilus
P4, S. mutans 1a21, S. epidermidis PS1, E.gallinarum M179, E. durans M173, S. warnei
S22) dizi analizleme yontemi ile tanimlanmigtir. Dizi analizi sonucu elde edilen 16S
rRNA gen dizileri BioEdit programi kullanilarak diizenlenmistir. 27F (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) ve 1492R (5°TACGGYTACCTTGTTACGA
CTT-3") primerleri ile okunan diziler birlestirilmistir ve National Center for
Biotechnology (NCBI) web sitesinde bulunan GenBank veritabanindaki diger 16S rRNA
dizileriyle BLAST programi kullanilarak karsilastirilmistir. izolatlarin tiir diizeyinde

tanilamasi yiizde benzerlik oraniyla belirlenmistir.
2.2.2.4. Sicaklik tolerans testi

Streptococcus thermophilus olarak tanimlanan bakterilere sicaklik testi
uygulanmistir. Buna gore steril deney tiiplerine 3’er ml M 17 broth eklenip igerisine 1 6ze
dolusu bakteri inokiile edilmistir. Deney tiipleri 55°C, 50°C ve 45°C ‘de inkiibe edilmis

ve tliplerdeki bulaniklik olusumu gozlenmistir.

2.2.3. Hyaluronik asit standardinin hazirlanmasi

0,002 gr tartilan hyaluronik asit ependorf tiipiine aktarilmis ve tizerine 1 ml distile
su eklenmistir. Vortekslendikten sonra '2 oraninda bir seri diliisyon hazirlanmistir.
Diliisyonlardan sirasi ile 50 pl alinarak Elisa petrisine aktarilmistir. Her bir kuyucuga 200
ul sodyum tetraborat ¢ozeltisi eklenip, 100°C de 10 dk 1sitilip oda sicakliginda 15 dk
sogutulmustur. Her kuyucuga 50 ul karbazol ¢6zeltisi eklenip 100°C’de 10 dk 1sitildiktan
sonra Elisa okuyucuda 550 nm’de okuma yapilmistir (Cesaretti vd., 2003). Elde edilen

okuma degerleri ile standart grafik hazirlanmistir (Gorsel 2.1.).
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Gorsel 2.1. Hyaluronik asit ile hazirlanan standart egri

2.2.4. Bakterilerin hyaluronik asit iiretimi yoniinden taranmasi

Icerisinde bakteri bulunan hyaluronik asit besiyerinin %5 CO; igeren etiivde
37°C’de 24 saatlik inkiibasyonunun sonra besiyeri %0.1’lik sodyum dodesil siilfat (SDS)
ile 1:1 oraninda muamele edilmistir. 6000 rpm’de 5 dakika santrifiij ile hiicrelerden
ayrilan tstteki faz alimmistir. Elde edilen {ist faz 1:3 oraninda saf etil alkol ile muamele
edilerek 6000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir (Aytar vd., 2013). Cokelek 200 ml etanol
ile muamele edilip santrifiij edilmistir. Elde edilen ¢okelek %70’lik etanol ile 3 defa
yikanmis ve lizerine 2 ml asetat ¢ozeltisi eklenmistir. Tamamen c¢oziiniinceye kadar

37°C‘lik galkalamali inkiibatorde bekletilmistir (Song vd., 2009).

(Cokelekten 1 ml alinarak ependorf tiipiine aktarilip ve 'z oraninda bir seri diliisyon
hazirlanmustir. Diliisyonlardan sirast ile 50 pl alinarak Elisa petrisine aktarilmistir. Her
bir kuyucuga 200 pl sodyum tetraborat ¢ozeltisi eklenip, 100°C’de 10 dk 1sitilip oda
sicakliginda 15 dk sogutulmustur. Daha sonra her kuyucuga 50 ul karbazol ¢ozeltisi

eklenip 100°C’de 10 dk 1sitildiktan sonra Elisa okuyucuda 550 nm’de okuma yapilmigtir
(Cesaretti vd., 2003).

2.2.5. Mikroorganizmalar ile hyaluronik asit iiretiminin yapilmasi
Fermantasyon ortamina inokiile edilen mikroorganizmalar, hyaluronik asidi
fermantasyon ortaminda iiretmeleri amaciyla 37°C‘lik ¢alkamali inkiibatorde 24 saatlik

inkiibasyona birakilmistir.

%5 CO3 igeren etiivde 37°C’de 24 saatlik inkiibasyonundan sonra inkiibatorden
alinan besiyeri %0.1°lik SDS ile 1:1 oraninda muamele edilmistir. 6000 rpm’de 5 dakika

santrifiij ile hiicrelerden ayrilan iistteki faz alinmistir. Elde edilen iist faz 1:1 oraninda saf
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etil alkol ile muamele edilerek 10000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir (Aytar vd., 2013).
Santrifiij isleminden sonra elde edilen ¢okelek sodyum klorit ¢ézeltisi ile tamamen
¢Oziindiiriildiikten sonra elde edilen miktarin %0.1°1 olacak sekilde trikloroasetik asit
ilave edilmistir. Daha sonra charcoal ile muamele edilip 1 saat bekletilmis ve 7000 rpm’de

30 dk santrifiij edilmistir. Bu sekilde kismi saflagtirma islemi tamamlanmaistir.

Kismi saflastirilmis HA ¢6zeltisinden 2 oraninda olacak sekilde bir seri diliisyon
hazirlanmistir. Diliisyonlardan siras1 ile 50 pl alinarak Elisa petrisine aktarilmistir.
Ardindan her bir kuyucuga 200 ul sodyum tetraborat ¢6zeltisi eklenip, 100 °C’de 10 dk
isitilip oda sicakliginda 15 dk sogutulmustur. Her kuyucuga 50 ul karbazol ¢ozeltisi
eklenip 100°C’de 10 dk 1sitildiktan sonra spektrofotometrede 550 nm’de okuma
yapilmustir (Cesaretti vd., 2003).

Inkiibasyonun sonra kismi saflastirma islemleri yapilip en son elde kalan ¢ozelti
spektrofotometrede 550 nm’de okutularak hazirlanmis olan standart grafige gore HA

iiretim miktar1 hesaplamasi yapilmistir.

2.2.6. Uretilen hyaluronik asidin dogrulanmasi
2.2.6.1. FTIR ile hyaluronik asit tayini

Uretim asamasinin ardindan kismi olarak saflastirilan hyaluronik asit FTIR ile tayin
edilmistir. Tk iiriinler Eskisehir Teknik Universitesi Kimya Béliimii’nde tayin edilmistir.
Optimizasyon calismalarindan sonra ise Y1ldiz Teknik Universitesi Merkez Laboratuvari

tarafindan hizmet alimi ile tayin edilmistir.

2.2.6.2. Hyaluronidaz enzimi ile tayin

8-32 mg arasinda 5 oranda tartim yapilan hyaluronik asit 100’er ml fosfat tamponu
igerisinde ¢Oziindiirilmistiir. Her birinden alinan 500 pl tampon ¢ozelti, igerisine
hyaluronidaz enzimi eklenmis olan enzim diliienti ile ayni oranda karigtirllmistir. Bu
karisimdan alinan 100 ul ¢ozelti, 900 ul asetik asit ¢ozeltisi ile karistirilmigtir. Bu sekilde
olusturulan standart, oda sicakliginda 30 dk inkiibasyonun ardindan 600 nm’de

spektrofotometrede okunmustur.

Uretimi yapilarak elde edilen ¢dzeltiden 250 pl almarak ependorf tiipiine
aktarilmigtir. 37°C°de 10 dk inkiibasyonun ardindan igerisinde hyaluronidaz enzimi

bulunan enzim diliientinden 250 pl alinarak karistirilmistir. Karisim 20 dk inkiibe
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edildikten sonra 100 ul alinip, 900 pl asetik asit ¢ozeltisi ile karistirilmistir. Oda
sicakliginda 30 dk inkiibasyonun ardindan 600 nm’de spektrofotometrede okunarak
degerlendirilmistir (Hoffman ve Altenbuchner, 2014).

2.2.7. Hyaluronik asit iiretiminin optimizasyonu

Hyaluronik asit iiretiminde kullanilacak besiyeri bilesenlerinin optimize edilmesi
amaciyla Plackett Burman ve cevap ylizey yontemi olmak iizere iki deneysel tasarim
yontemi kullanilmistir. Plackett Burman tasariminda elde edilen verilerin sonucunda
etkili parametreler belirlenerek cevap yilizey yontemi ile etkili parametrelerin
optimizasyonu gerceklestirilmistir. Optimizasyon islemleri 150 ml hacimli erlenler
icerisinde 50 ml besiyerinde yapilmistir. Maksimum HA verimini elde etmek icin

ongoriilen optimum proses degiskenleri, Minitab 16 programu ile belirlenmistir.

2.2.7.1. Plackett Burman deney tasarimi

Uretime etki eden tiim faktorler degerlendirilmek istendiginden en etkili faktdrlerin
belirlenmesi amaciyla bu tasarim kullanilmistir. Plackett Burman deney tasarimi ile
glukoz, siikroz, sicaklik, inokiilim miktari, ¢alkalama hizi, pH, maya o6ziitli, kazein
pepton, K2SO4, MgSO4, NazHPO4, NaCl ve iz mineral olmak iizere iiretimi etkileyen tiim
faktorler degerlendirilmistir. Glukoz ve siikrozun iiretim tizerindeki etkisini net olarak
gbzlemleyebilmek amaciyla ayri ayr1 deneylere alinmislardir. Kullanilan seker disinda
Plackett Burman deney tasarimlarinda bir farklilhik bulunmamaktadir. %95 giiven
araliginda orta noktalarda 5 tekrar olmak tlizere 25 deney yapilmistir. Deneyin her
degiskeni orta (0) ve iist (1) olmak tizere 2 diizeyde ¢aligilmistir. Plackett Burman tasarimi

ile etkileri incelenen parametreler ve diizeyleri Tablo 2.3de verilmistir.

Her bir tasarim yedi bakteri (S. thermophilus P3, S. thermophilus P4, S. mutans
1a21, S. epidermidis PS1, E.gallinarum M179, E. durans M173, S. warnei S22) ve iki
seker igin ayr1 ayr1 uygulanmigtir (Tablo 2.2., 2.3). Elde edilen verilerin ANOVA testleri

sonucunda etkili parametreler belirlenmistir.

Plackett Burman tasarimina gore hazirlanan besiyeri ortamlarina yogunlugu 1°e
ayarlanmis olan bakteriler secilen miktarlarda eklenmistir. 48 saat inkiibasyonun ardindan
kismi saflastirma islemleri yapilip en son elde kalan ¢ozelti spektrofotometrede 550
nm’de okutularak hazirlanmis olan standart grafige gore HA iiretim miktar1 hesaplamasi

yapilmistir.
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Tablo 2.1. Optimizasyon icin degerlendirilen parametreler

Parametre no Parametre Diisiik diizey (-1) Yiiksek diizey(+1)
A Siikroz (g) 40 80
B Sicaklik(°C) 25 40
Cc Inokiiliim miktari(ml) 1 10
D Calkalama hiz1 (rpm) 100 200
E Glukoz (g) 40 80
F pH 5 9
G Maya oziitii (g) 10 30
H Kazein pepton (g) 2 10
J K2SO0s (g) 0,5 2
K MgSO: (9) 1 3
L NazHPO, (g) 2 10
M Iz mineral (ml) 1 4
N NaCl (g) 0,25 1,5

Tablo 2.2. Karbon kaynagi olarak glukozun kullanildigi deney tasarimi

= | EE EE 3 2 =@ 3 _|gs S .

> | £% g2 | ° g |*g|* |2 |2 s

32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875
40,0 10,0 100 40 9 30 2 2,00 3 2 1,0 0,250
25,0 1,0 100 80 5 30 2 2,00 3 10 40 0,250
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875
40,0 1,0 100 40 5 30 2 2,00 1 10 4,0 1,500
40,0 10,0 100 80 9 10 2 0,50 1 10 1,0 1,500
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875
25,0 10,0 200 80 9 10 2 2,00 3 2 40 1,500
40,0 1,0 200 80 9 30 2 0,50 3 10 1,0 1,500
25,0 1,0 200 40 9 10 10 2,00 3 10 1,0 0,250
25,0 10,0 100 80 5 30 10 2,00 3 2 1,0 1,500
32,5 5,5 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875
40,0 10,0 200 80 5 10 10 2,00 1 10 4,0 0,250
40,0 10,0 100 40 5 10 10 0,50 3 2 4,0 1,500
40,0 1,0 200 80 5 10 2 0,50 3 4,0 0,250
40,0 1,0 100 80 9 10 10 2,00 1 1,0 0,250
25,0 10,0 200 40 9 30 2 0,50 1 4,0 0,250
40,0 10,0 200 40 5 30 10 0,50 3 10 1,0 0,250
25,0 1,0 200 80 5 30 10 0,50 1 1,0 1,500
40,0 1,0 200 40 9 30 10 2,00 1 4,0 1,500
25,0 1,0 100 40 5 10 2 0,50 1 1,0 0,250
25,0 1,0 100 40 9 10 10 0,50 3 10 4,0 1,500
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Tablo 2.2. (Devami)

25,0 10,0 100 80 30 10 0,50 10 4,0 0,250

32,5 5,5 150 60 20 6 1,25 6 2,5 0,875

25,0 10,0 200 40 10 2 2,00 10 1,0 1,500

Tablo 2.3. Karbon kaynagi olarak siikrozun kullanildigi deney tasarimi

Siikroz | Sicaklik | inokulum | Calkalama pH Maya Kazein K2SOs | MgSOs | Na:HPO4 iz NaCl

(g) (°C) miktari hizi (rpm) 6zutl | pepton (g) (g) (g) mineral (g)
(ml) (g) () (ml)

70 32,5 55 150 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875
80 40,0 10,0 100 9 30 2 2,00 3 2 1,0 0,250
60 25,0 1,0 100 5 30 2 2,00 3 10 4,0 0,250
70 32,5 55 150 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875
80 40,0 1,0 100 5 30 2 2,00 1 10 4,0 1,500
60 40,0 10,0 100 9 10 2 0,50 1 10 1,0 1,500
70 32,5 55 150 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875
80 25,0 10,0 200 9 10 2 2,00 3 2 4,0 1,500
60 40,0 1,0 200 9 30 2 0,50 3 10 1,0 1,500
60 25,0 1,0 200 9 10 10 2,00 3 10 1,0 0,250
60 25,0 10,0 100 5 30 10 2,00 3 2 1,0 1,500
70 32,5 55 150 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875
60 40,0 10,0 200 5 10 10 2,00 1 10 4,0 0,250
60 40,0 10,0 100 5 10 10 0,50 3 2 4,0 1,500
80 40,0 1,0 200 5 10 2 0,50 3 2 4,0 0,250
80 40,0 1,0 100 9 10 10 2,00 1 2 1,0 0,250
60 25,0 10,0 200 9 30 2 0,50 1 2 4,0 0,250
80 40,0 10,0 200 5 30 10 0,50 3 10 1,0 0,250
80 25,0 1,0 200 5 30 10 0,50 1 2 1,0 1,500
60 40,0 1,0 200 9 30 10 2,00 1 2 4,0 1,500
60 25,0 1,0 100 5 10 2 0,50 1 2 1,0 0,250
80 25,0 1,0 100 9 10 10 0,50 3 10 4,0 1,500
80 25,0 10,0 100 9 30 10 0,50 1 10 4,0 0,250
70 32,5 55 150 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875
80 25,0 10,0 200 5 10 2 2,00 1 10 1,0 1,500

2.2.1.2. Cevap yiizey yontemi

Plackett Burman deney tasarimai ile her bir bakteri i¢in iiretimi etkileyen faktorler

belirlendikten sonra bu faktorler kullanilarak cevap yilizey yontemi ile maksimum HA

tiretimi i¢in parametrelerin optimizasyonu yapilmistir.

Cevap ylizey yonteminde gerceklestirilen tasarimda hem glukoz hem de siikrozda

en iyi sonuglari veren 2 bakteri (S. thermophilus P4, S. mutans 1a21) kullanilmistir. Her

bakteri i¢in etkili faktorlere uygun glukoz ve siikroz i¢in ayr1 olmak iizere deney plani

olusturulmustur (Tablo 2.4., 2.5., 2.6.,2.7.). Hyaluronik asit {iretiminin optimizasyonunda
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her parametre i¢in alt diizey (-1), orta diizey (0) ve iist diizey (+1) olmak iizere 3 diizeyde

tasarim kullanilarak iiretim gergeklestirilmistir.

Bu ¢alismada, deney plani Cevap Yiizey YoOntemi kullanilarak “Merkezi Bilesen”
(Central Composite) yontemi ile olusturulmustur. Tasarim, degisken sayisi (n) =5 olan
deneylerde (Tablo 2.5.,2.6.,2.7.) 10’u merkez nokta olmak iizere toplam 52 deneyden
olusmaktadir (a=2,378). Degisken sayis1 li¢ olan tasarimda (a=1,6818) ise 6’s1 merkez
noktada toplam 20 deney vardir (Tablo 2.8.). Bes faktorlii ve ti¢ faktorlii cevap ylizey
tasariminda kullanilan parametrelerin diisiik, orta ve yiiksek diizeyleri Tablo 2.4°de
verilmistir. Diger parametreler; inokiiliim miktar1 5,5 ml, siikroz 60 g, glukoz 60 g, maya

oziitii 20 g, kazein pepton 6 g, NazHPO4 6 g, MgSO4 2 g olarak kullanilmistir.

Tablo 2.4. CYY tasarvminda kullanilan parametrelerin diizeyleri

Parametre no Parametre Diisiik diizey Orta diizey Yiiksek diizey

D () G2

X1 Sicaklik(°C) 25 30 35

X2 pH 8 9 10

X3 Calkalama hizi(rpm) 80 100 120

X4 NaCl (g) 04 0,6 0,8

X5 Iz mineral (ml) 3 4 5

X6 K2SO4 (9) 0,5 0,75 1

Cevap yiizey deney tasariminda parametreler arasindaki iliski, ikinci dereceden bir

polinom modeli kullanilarak elde edilmistir.

k k
y=Po+ Z BXi + Z BiXi + IZJZ BiX:X; +
i=1 i=1

I3
1

Bu modelde “y” ongoriilen yanit, Bo sabit, Bi, “i” faktoriiniin ana etkisinin katsayisi,

13t
1

Bij, “1” ve “J” arasindaki etkilesim etkisinin katsayist, Bii “1” faktoriiniin 2. derece polinom

etkisi, “€” 1se hatadir.

Minitab 16 programi ile olusturulan bu deney planlarina uygun olarak bakteriler
hazirlanan besiyeri ortamlarina ilave edildikten sonra ¢alkalamalr inkiibatorde 48 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan saflastirma islemleri yapilip en son
elde kalan numune spektrofotometrede 550 nm’de okutularak hazirlanmis olan standart

grafige gore liretim miktar1 hesaplamasi yapilmistir.
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Tablo 2.5. S. thermophilus P4 glukozlu besiyeri igin hazirlanan CYY tasarumi

Sicaklik | Calkalama pH K,SO4 | 1z mineral
(°C) | hizi(rpm) (9) (ml)
35 80 8 0,5 4
35 80 8 0,5 5
30 147 9 0,75 3
30 100 9 0,75 3
42 100 9 0,75 4
25 120 10 1 4
25 120 10 0,5 3
25 120 8 1 3
30 52 9 0,75 5
30 100 9 0,75 3
25 80 10 1 4
30 100 9 0,75 3
25 80 8 0,5 4
30 100 9 0,75 3
25 120 8 0,5 3
35 120 10 0,5 3
35 80 10 1 3
25 120 8 1 4
25 80 10 0,5 5
25 80 8 0,5 3
30 100 11 0,75 4
35 120 10 1 3
30 100 9 0,16 5
30 100 9 0,75 5
35 80 10 0,5 5
35 80 8 1 5
35 120 8 0,5 5
25 120 8 0,5 5
25 80 8 1 4
35 80 10 1 3
35 80 10 0,5 4
18 100 9 0,75 4
30 100 9 0,75 5
25 120 10 1 5
25 80 10 0,5 4
35 120 10 0,5 4
25 120 10 0,5 5
30 100 9 0,75 4
30 100 9 0,75 4
35 80 8 1 5
35 120 8 1 4
30 100 9 0,75 4
35 120 8 1 3
35 120 10 1 4
30 100 9 1,35 5
30 100 9 0,75 5
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Tablo 2.5. (Devami)

30 100 9 0,75 5
30 100 9 0,75 1,62
25 80 8 1 6,34
35 120 8 0,5 4
25 80 10 1 3
30 100 6,62 0,75 3

Tablo 2.6. S. mutans 1a21 glukozlu besiyeri i¢in hazirlanan CYY tasarimi

Sicaklik | Calkalama pH | Iz mineral | NaCl

(°C) hizi(rpm) (ml) (9)
30 100 9 4 0,6
25 120 8 3 04
30 100 9 4 0,6
30 100 9 4 0,6
30 100 9 4 0,6
35 80 8 3 0,8
25 80 10 3 0,8
35 120 10 5 0,8
35 120 8 5 0,8
30 100 11,4 4 0,6
25 80 10 3 0,4
25 80 10 5 0,8
35 80 8 5 0,8
30 100 9 4 0,6
25 80 8 3 0,4
30 100 9 4 0,6
35 120 8 5 0,4
30 100 9 1,62 0,6
35 80 10 3 0,8
35 120 8 3 0,4
25 120 8 3 0,8
30 100 9 4 0,6
30 100 6,62 4 0,6
35 80 10 5 0,4

18,1 100 9 4 0,6
25 120 10 5 0,8
35 120 10 3 0,8
25 120 8 5 0,4
30 100 9 4 1,07
35 120 8 3 0,8
25 120 8 5 0,8
35 80 8 3 0,4
30 100 9 4 0,6
25 80 10 5 0,4
35 80 10 5 0,8
35 120 10 5 0,4
30 1475 9 4 0,6
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Tablo 2.6. (Devami)

30 100 9 4 0,6
30 100 9 6,38 0,6
25 120 10 3 04
35 80 10 3 04
41,9 100 9 4 0,6
25 80 8 3 0,8
25 80 8 5 0,8
35 80 8 5 04
30 100 9 4 0,6
25 120 10 5 04
30 52,4 9 4 0,6
35 120 10 3 0,4
25 120 10 3 0,8
30 100 9 4 0,12

Tablo 2.7. S. thermophilus P4 siikrozlu besiyeri icin hazirlanan CYY tasarimi

Sicaklik | Calkalama pH K2SOs | Iz mineral
(°C) | huzi (rpm) ) (ml)
35 120 8 1 4
30 100 9 0,75 5
35 120 10 1 3
25 120 10 0,5 3
30 100 11,4 0,75 4
35 120 8 1 4
30 100 9 0,75 3
25 80 8 1 3
25 80 10 1 5
35 120 8 0,5 3
25 80 8 1 4
25 120 8 1 3
35 120 10 0,5 4
30 100 9 0,75 3
30 100 9 0,75 3
25 120 8 0,5 3
30 100 9 0,75 3
30 100 9 0,75 4
30 100 6,62 0,75 5
25 80 10 0,5 3
25 120 10 1 4
35 120 10 0,5 3
25 120 10 0,5 5
25 120 8 0,5 5
30 100 9 1,35 5
30 100 9 0,75 5
30 100 9 0,75 5
30 100 9 0,75 5
35 80 8 1 4
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Tablo 2.7. (Devami)

30 100 9 0,15 3
35 80 10 0,5 4
35 80 10 1 4
25 80 8 0,5 5
30 52,4 9 0,75 5
35 80 8 1 4
35 120 10 1 4
25 80 8 0,5 5
25 120 8 1 4
35 80 10 0,5 4
30 100 9 0,75 5
30 100 9 0,75 4
35 80 8 0,5 4
35 80 8 0,5 3
35 120 8 0,5 4
25 120 10 1 5
30 1475 9 0,75 5
25 80 10 0,5 5
30 100 9 0,75 1,62
419 100 9 0,75 6,38
35 80 10 1 4
25 80 10 1 3
18,1 100 9 0,75 3

Tablo 2.8. S. mutans /a2l siikrozlu besiyeri i¢in hazirlanan CYY tasarimi

Sicaklik | Calkalama | Iz mineral
(°C) hizi (rpm) (ml)
30 100 4
30 100 4
35 80 3
30 133,6 4
25 120 3
35 80 5
25 80 5
30 100 4
35 120 5
35 120 3
30 100 4
30 100 4

30 100 2,3
38,4 100 4
30 100 5,7
30 100 4
21,6 100 4
30 66,4 4
25 120 5
25 80 3
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2.2.8. Validasyon

Optimizasyon calismalart maksimum HA miktarin1 elde edilebilmek amaciyla
yapilmistir. Validasyon deneyleri ise dogrulama deneyleridir. Deney tasarimi
kullanilarak bulunan optimum degerlerde elde edilen HA miktarina deneysel olarak
ulagilip ulasilmadigr kontrol edilmistir. Belirlenen sartlarda iiretim yapilmis ve

optimizasyondan sonra bulunan maksimum HA degeri ile karsilastirilmistir.

Minitab 16 programinin cevap yiizey optimizasyonu ile S. thermophilus P4 ve S.
mutans 1a21 i¢in hyaluronik asit iiretiminde optimum kosullar belirlenmistir (Tablo 3.8.)
ve belirlenen parametreler ile dogrulama deneyleri yapilmistir. Belirlenen parametrelere
uygun olarak hazirlanan ortamlarda bakteriler 48 saat fermentasyona birakilmigtir. 48

saatin sonunda saflastirma islemleri yapilip miktar hesaplanmasi yapilmistir.

2.2.9. Mikroorganizmalarin tarimsal atiklarda gelisiminin incelenmesi

Calismanin basinda secilen 7 mikroorganizmanin atiklarin bulundugu ortamda
gelisip gelismedikleri incelenmistir. 3 farkli sekilde besiyeri icerigi degistirilmistir. 1k
olarak besiyerinde hyaluronik asit besiyerinde bulunan glukoz tamamen c¢ikarilarak
atiklar eklenmistir. Peynir alt1 suyu, melas ve silempe 10 ml, zeytin posast ise 10 gr
eklenmistir. Bakterilerin tiimii gelistiginden ikinci besiyerinde ek olarak atik miktarlari
disiiriilmistiir. Peynir alt1 suyu, melas ve silempe 4 ml, zeytin posast ise 4 gr eklenmistir.
Ucgiincii besiyerinde ise glukoz, kazein pepton, maya 6ziitii yariya indirilip atiklar farkl
oranlarda eklenmistir. Peynir alt1 suyu 10 ml, melas ve silempe 8 ml, zeytin posasi ise 10
gr eklenmistir. Hazirlanan besiyerlerine agar eklenerek 121°C’de 15 dk otoklavlanarak
petriye dokiilmiistiir. Ardindan yogunlugu 1’e ayarlanmis olan mikroorganizmalar
damlatma plak yontemi ile besiyerlerlerine 10 p damlatilmigstir. %5 CO- iceren 37°C’lik

etlivde 48 saat inkiibasyona birakilmistir.

2.2.10. Tarimsal atiklarin baz 6zelliklerinin belirlenmesi
Secilen atik materyallerin (melas, silempe, zeytin posast ve peynir alti suyu)
hyaluronik asit liretiminde kullanilabilirliginin belirlenebilmesi i¢in Oncelikle bazi

ozellikleri belirlenmistir.

2.2.10.1. Azot miktarinin belirlenmesi
Semi mikrokendal yontemi ile azot miktarlart belirlenmistir. 1gr olarak tartilan her

bir atik bir tiipe eklenmistir. 2 adet katalizor tablet (CuaSO4 ve K2SOgs) ve 12 ml HoSO4
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eklenmistir. Yakma aparatina konulan tiipiin 3 saat 420°C’de yakma iglemi yapilmistir.
Ardindan cihaz agilmig ve Oncesinden kor olarak ayarlanan icerisinde 2 adet katalizor
tablet ve 12 ml H>SO4 bulunan tiip okutulmustur. Yakma islemi tamamlanan tiip
soguduktan sonra cihaza yerlestirilip okumasi yapilarak atiklarin azot miktarlar

belirlenmistir. (Kaplan vd., 2010).

2.2.10.2. Kuru madde miktarinin belirlenmesi
Kuru madde miktarlarinin belirlenmesi i¢in 1 gr 6rnek 70°C’lik etiivde 24 saat

inkiibasyonun ardindan tekrar tartimlar1 yapilip kaydedilmistir.

2.2.10.3. Yag oraninin belirlenmesi

Buchii yag ekstraksiyon sistemi ile yag miktarlar1 belirlenmistir. Ekstraksiyon
cihazinin cam hazneleri tartilarak degerleri not edilmistir. Ornekler esit miktarlarda
tartilip seliiloz timble’lara konulup ve cihaz ¢alistirilmistir. Ekstraksiyon islemi bittikten
sonra cam hazneler petrol eterinin uzaklasmasi i¢in ¢eker ocakta 1 saat bekletilmistir. Yag

miktar1 su formiil ile hesaplanmistir:

%Y ag=(B-A)x100/C

B: cam kap ve i¢indeki yaglarin toplam agirligi
A: cam kabin agirligi

C: ornegin agirligy

2.2.10.4. Indirgen geker analizi

Enzimatik hidroliz sonucunda sivida ¢6ziinen indirgen seker miktart DNS metodu
ile belirlenmistir (Miller, 1959). 1,5 mL seker ¢ozeltisi ile 3 mL DNS ¢ozeltisi karistirilip
kaynar su banyosunda 5 dakika bekletilmistir. Kaynar su banyosundan alinan ¢ozeltiler
hemen soguk su banyosunda sogutulmus ve 540 nm dalga boyunda kér tampon ¢ozeltiye
karst spektrofotometrede absorbans degerleri okunmustur. Cozeltideki indirgen seker
miktarlar1 (mg/ml) DNS yontemi saf glikoz ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanmis ve mg/ml
glikoz-absorbans kalibrasyon dogrusu (r%0,9997) (Gérsel 2.2.) kullanilarak

belirlenmistir.
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Gorsel 2.2. Glukoz-absorbans kalibrasyon dogrusu

2.2.11. Tarimsal atiklarin HA iiretiminde kullanilmasi

Cevap yiizey yonteminden alinan sonuglara gore bakterilerin en iyi lretimi
gerceklestirdigi ortam kosullart kullanilarak seker miktarlarinda degisimler yapilmistir.
Buna gore melas, silempe, peynir alt1 suyu ve zeytin atiklar1 toplam seker miktarinin
%10’u atik %901 seker, %30°u atik %70’1 seker, %50 atik, %50 seker ve %100 atik
olacak sekilde her atik i¢in 4 farkli besiyeri igerigi hazirlanmistir. Glukoz ve siikroz igin
ayri1 ayri besiyerleri hazirlanmigtir. 48 saatlik inkiibasyonun ardindan saflastirma islemine
gecilmistir. Saflastirma islemlerinin ardindan spektrofotometrede 550 nm’de okuma
yapilip miktar hesaplanmasi yapilmistir. Bu deney ile atiklarin HA besiyerinde hangi

miktarlarda kullanilacagi belirlenmis (Tablo 2.9.) ve deneylere alinmistir.

Tablo 2.9. Kullanilan seker ve atik miktarlart (PAS: peynir alti suyu)

Bakteri Besiyeri Atik Atik Seker
miktari(%) miktari(%)

S. mutans 1a21 Al PAS 10 90
S. mutans 1a21 A Melas 50 50
S. mutans 1a21 A Silempe 10 90
S. mutans 1a21 A Zeytin posasi 100® -
S. mutans 1a21 B! PAS 10 90
S. mutans 1a21 B Melas 30 70
S. mutans 1a21 B Silempe 10 90
S. mutans 1a21 B Zeytin posasi 100 -
S. mutans 1a21 A PAS 10 90
S. mutans 1a21 A Melas 50 50
S. mutans 1a21 A Silempe 10 90
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Tablo 2.9. (Devami)

S. mutans 1a21 A Zeytin posast 100
S. mutans 1a21 B PAS 10
S. mutans 1a21 B Melas 30
S. mutans 1a21 B Silempe 10
S. mutans 1a21 B Zeytin posast 100

90
70
90

! Besiyeri igerigi atik ilavesinden sonra glukoz ilavesi ile tamamlanmustir.
2 Besiyeri igerigi atik ilavesinden sonra siikroz ilavesi ile tamamlanmustir.
8 Atik materyalin %100 kullanildig1 besiyerlerinde seker kullanilmamustir.
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3. BULGULAR

3.1. Mikroorganizmalarin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Peynir ve yogurt Orneklerinden toplam 42 izolat elde edilmistir. Izolasyon
isleminde basiller géz ard1 edilmis olup yalnizca gram pozitif 6zellik gosteren koklar ile
saflastirmaya gidilmistir (Tablo 3.1.). izolatlar biyokimyasal dzellikleri agisindan Vitek
2 sistemi ile tanimlanmustir. (Tablo 3.2.). Vitek 2 (Biomerieux) ile gram pozitif bakteri
kartlar1 kullanilarak yapilan tanilamada izotlardan 32’si Streptococcus thermophilus, 5’1
Staphlylococcus epidermidis, 2’si Enteroccoccus gallinarum, 2’si Enterococcus
columbae ve 1’1 ise Kocuria kristinae olarak tanimlanmistir. Tanilamada benzerlik
yiizdeleri %87-99 araligindadir (Tablo 3.3).

[zolasyon sonucunda elde edilen bakterilerden hyaluronik asit taramas1 ve iiretimi
yapilmis olup, izolatlardan ¢aligsmaya esas olarak 2 adet Streptococcus thermophilus ve 1
adet Staphlylococcus epidermidis alinmistir (Gorsel 3.1.). Bu bakterilerin yaninda
Eskisehir Teknik Universitesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan temin edilen
Enterococcus durans, Enterococcus gallinarum, Streptococcus mutans ve
Staphylococcus warnei ¢alisgmaya alinmigtir. Caligmada esas olarak kullanilan 7 bakteri
dizi analizleme yontemi ile molekiiler olarak tanimlanmistir (Tablo 3.4.) Teste alinan
Streptoccoccus thermophilus cinsi tiim mikroorganizmalar igin en yiiksek gelisme

sicaklig1 45°C olarak bulunmustur.
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Gorsel 3.1. a. S. thermophilus mikroskop goriintiisii, b. S. epidermidis mikroskop gériintiisii

Tablo 3.1. Peynir ve yogurttan izole edilen bakterilerin gram reaksiyonlart ve katalaz aktiviteleri

izolat no Gram Katalaz izolat no Gram Katalaz
reaksiyonu reaksiyonu

P1 +) ) P22 (+) ()

P2 +) ) P23 (+) )
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Tablo 3.1. (Devami)
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Tablo 3.2. [zole edilen bakterilerin biyokimyasal ézellikleri

vzd
'GTd snjiydowsyy's

Td shjiydowayy 's
€1d snjiydouniayy'g
ZTd shjiydowayy's
TTd snjiydowayy's
‘0Td snjiydowayr'

1€'6d snjiydowsyy's

12d '8d snjiydowsyr's

92'.d snjiydowayr's
2€'5d snjiydowliayy's
vd snjiydowayr'g
€d snjiydowsayy's|

£2d ‘91d
‘Zd snjiydowsyy'g

9d ‘Td snjiydowsyr's

Biyokimyasal
Ozellikler

AMY

APPA
LeuA
AlaA
DRIB

(+)

NOVO
DRAF

OPTO
PIPLC

CDEX

(-)

ProA
TyrA
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Tablo 3.2. (Devami)

ILATk - - - - - - - - - - - - - -
NC6.5 - - - - - - - - - - - - - -
O129R - + + o+ - + - - -+ o+ - - -
DXYL - - - - - - - - - - - - -
AspA - - - - - - - - - - - - - -
BGURr - - - - - - - - - - - - - -
DSOR - - - - - - - - - - - - - -
LAC + + + + o+ o+ + + + o+ o+ + o+ 4+
DMAN - - - - - - - - - - - - - -
SAL - - - - - - - - - - - - i,
ADH1 - - - - - - - - - - - - - -
BGAR + + + o+ + + o+ o+ + o+ 4+ + o+ o+
AGAL - - - - - E - = - E - - - -
URE + + + 4+ + - -+ +  + o+ -) + -
NAG -
DMNE -
SAC +
BGAL

AMAN -
Pyra - F - - - 3 - - a - = - - -
POLYB - - - - - - - - = - - - - -
DMAL - - - - - - - - - - - - - -
AGLU - - - - - - - - - - - - - -
PHOS - - - - - - - - - - - - - -
DGAL - - + + - - - - - + o+ - - -
BGUR - - - - - - - - - - - - - -
BACI - - - - - - - - - - - - - -
PUL - - - - - - - - - - - - - -
ADH2s - - - - - - - - - - - - - -
MBdG - - - - - - - - - - - - - -
DTRE - - - - - - - - - - - - - -

+ + 4+
+
+

+ + 4+

+ +
+
+
+
+
+
+
+
+

AMY:Amilaz, APPA:Ala-Phe-Pro Arilamidaz, LeuA:L6sin Arilamidaz, AlaA:Alanin Arilamidaz dRIB:
D-Riboz, DRAF:D-Raffinoz, NOVO:Novobiosin Direnci, OPTO:Optokin Direnci, PIPLC:
Fosfatidilinositol Fosfolipaz C, CDEX: Siklodekstrin, ProA:L-Prolin Arilamidaz, TyrA:Tirosin
Arilamidaz, ILATK:L-Laktat Alkalinizasyonu, NC6.5:%6.5 NaCl Ortaminda Ureme, O129R:0/129
Direnci (Vibriostatik bilesenler), dXYL:D-Ksiloz, AspA: L-Aspartat Arilamidaz, BGURr: Beta
Glukuronidaz, dSOR: D-Sorbitol, LAC: Laktoz, IMAN: D-Mannitol, SAL:Salisin, ADH1: Arginin
Dihidrolaz 1, BGAR: Beta-Galaktopiranosidaz, AGAL: Alfa-Galaktosidaz, URE: Ureaz, NAG: N-Asetil-
D-Glukozamin, dMNE: D-Mannoz, SAC: Sakkaroz/Siikroz, BGAL: Beta-Galaktosidaz, AMAN: Alfa-
Mannosidaz, POLYB: Polimiksin B Direnci, dIMAL: D-Maltoz, AGLU: Alfa-Glukozidaz, PyrA: L-
Pirolidonil-Arilamidaz, PHOS: Fosfataz, BGUR: Beta-Glukuronidaz, dGAL: D-Galaktoz, BACI:
Basitrasin Direnci, PUL: Pullulan, ADH2s: Arginin Dihidrolaz 2, MBdG: Metil-B-D-Glukopiranosid,
dTRE: D-Trehaloz.
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Tablo 3.2. (Devam) Izole edilen bakterilerin biyokimyasal ézellikleri

GSd'vSd siplwispids °
€Sd sipiwiapids
2Sd sipiwJapids
TSd sipiwJapids *

G4 sequinjol -

3 sequinjod -

€3 wnJeul|jeb

Z3 wnueul|jeb

E|

=

T3 oeunsLy

Gzd'zed snjidowsyy's

T2d snjiydowayy's

02d snjiydowsyy'g

0£d'6Td
‘8Td snjiydowsayy's

LTd snjiydow.syy'g

Biyokimyasal
Ozellikler

AMY

APPA
LeuA
AlaA
DRIB

NOVO
DRAF

OPTO
PIPLC

CDEX

ProA
TyrA

ILATk

NC6.5

O129R
DXYL

AspA

BGURr
DSOR
LAC

DMAN
SAL

ADH1

BGAR
AGAL
URE

NAG

DMNE
SAC

+

BGAL

AMAN
Pyra

POLYB
DMAL

MBdG
DTRE

47



Tablo 3.2. (Devami)

AGLU - - - - - - - - - - - - - -
PHOS - + + + - + - - +  + () -+ o+
BGUR - - - - - - - - - - - - - -
DGAL - - - - - -

BACI - - - - - - + o+ + + + o+ o+ o+
PUL - - - - - - - - + + - - - -
ADH2s - - - - - - + 4+ - - - - - -

AMY:Amilaz, APPA:Ala-Phe-Pro Arilamidaz, LeuA:Losin Arilamidaz, AlaA:Alanin Arilamidaz dRIB:
D-Riboz, DRAF:D-Raffinoz, NOVO:Novobiosin Direnci, OPTO:Optokin Direnci, PIPLC:
Fosfatidilinositol Fosfolipaz C, CDEX: Siklodekstrin, ProA:L-Prolin Arilamidaz, TyrA:Tirosin
Arilamidaz, ILATK:L-Laktat Alkalinizasyonu, NC6.5:%6.5 NaCl Ortaminda Ureme, O129R:0/129
Direnci (Vibriostatik bilesenler), dXYL:D-Ksiloz, AspA: L-Aspartat Arilamidaz, BGURr: Beta
Glukuronidaz, dSOR: D-Sorbitol, LAC: Laktoz, IMAN: D-Mannitol, SAL:Salisin, ADH1: Arginin
Dihidrolaz 1, BGAR: Beta-Galaktopiranosidaz, AGAL: Alfa-Galaktosidaz, URE: Ureaz, NAG: N-Asetil-
D-Glukozamin, dMNE: D-Mannoz, SAC: Sakkaroz/Siikroz, BGAL: Beta-Galaktosidaz, AMAN: Alfa-
Mannosidaz, POLYB: Polimiksin B Direnci, dIMAL: D-Maltoz, AGLU: Alfa-Glukozidaz, PyrA: L-
Pirolidonil-Arilamidaz, PHOS: Fosfataz, BGUR: Beta-Glukuronidaz, dGAL: D-Galaktoz, BACI:
Basitrasin Direnci, PUL: Pullulan, ADH2s: Arginin Dihidrolaz 2, MBdG: Metil-B-D-Glukopiranosid,
dTRE: D-Trehaloz.

Tablo 3.3. Vitek 2 ile tanumlanan bakteriler ve benzerlik oranlar

izolat no Tiir ada Benzerlik oram (%)
P1 Streptococcus thermophilus 96
P2 Streptococcus thermophilus 99
P3 Streptococcus thermophilus 92
P4 Streptococcus thermophilus 87
P5 Streptococcus thermophilus 99
P6 Streptococcus thermophilus 96
P7 Streptococcus thermophilus 97
P8 Streptococcus thermophilus 93
P9 Streptococcus thermophilus 96
P10 Streptococcus thermophilus 96
P11 Streptococcus thermophilus 87
P12 Streptococcus thermophilus 94
P13 Streptococcus thermophilus 97
P14 Streptococcus thermophilus 96
P15 Streptococcus thermophilus 97
P16 Streptococcus thermophilus 99
P17 Streptococcus thermophilus 96
P18 Streptococcus thermophilus 94
P19 Streptococcus thermophilus 94
P20 Streptococcus thermophilus 93
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Tablo 3.3. (Devami)

P21 Streptococcus thermophilus 87
P22 Streptococcus thermophilus 90
P23 Streptococcus thermophilus 99
P24 Streptococcus thermophilus 97
P25 Streptococcus thermophilus 90
P26 Streptococcus thermophilus 97
P27 Streptococcus thermophilus 93
P28 Streptococcus thermophilus 93
P29 Streptococcus thermophilus 94
P30 Streptococcus thermophilus 94
P31 Streptococcus thermophilus 96
P32 Streptococcus thermophilus 99
El Kocurina kristinae 87
E2 Enterococcus gallinarum 98
E3 Enterococcus gallinarum 97
E4 Enterococcus columbae 87
E5 Enterococcus columbae 87
PS1 Staphylococcus epidermidis 97
PS2 Staphylococcus epidermidis 97
PS3 Staphylococcus epidermidis 98
PS4 Staphylococcus epidermidis 96
PS5 Staphylococcus epidermidis 96

Tablo 3.4. Dizi analizi ile tanimlanan bakteriler ve genbank erigim numaralart

izolat no Tiir ada Erisim no Benzerlik orani(%)
P3 Streptococcus thermophilus MT613588.1 100

P4 Streptococcus thermophilus MT613588.1 100

M173 Enteroccocus durans MK026976.1 99,6

M179 Enterococcus gallinarum MK026658.1 100

la2l Streptococcus mutans CP013237.1 100

S22 Staphylococcus warnei MT642942.1 98,97

PS1 Staphylococcus epidermidis MG719590.1 99,72

3.2. Bakterilerin Hyaluronik Asit Uretimi Yoniinden Taranmasi
HA miktar analizinde en bilinen yontem Bitter ve Muir (1962) tarafindan belirlenen
karbazol yontemi olup karbonhidratlarin HoSO4 ve HCI ile muamele edilip karbazol ile

tepkimeye girecek maddelerin renk vermesi esasina dayanmaktadir (Cesaretti vd., 2003).
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Calismanin basinda elde edilen 42 izolattan 10 adet S. thermophilus ve 2 adet S.
epidermidis cinsi bakteriler karbozol reaksiyonuna gore taramaya alinmis ve pozitif sonug
vermistir. Ayrica, Eskisehir Teknik Universitesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan temin
edilen Lactococcus spp., Bacillus spp., Enterococcus spp., Staphyloccocus spp.,
Streptococcus spp. cinsi 8 adet bakteri taramaya alinmis ve negatif sonu¢ verenler
elenerek mor renk olusumu gozlenen bakteriler pozitif olarak degerlendirilmistir (Gorsel
3.2.). Enterococcus durans, Enterococcus gallinarum, Streptococcus mutans,
Staphylococcus warnei ‘nin pozitif sonug vermesi ile toplamda toplam 7 adet bakteri (S.
thermophilus P3, S. thermophilus P4, S. mutans 1a21, S. epidermidis PS1, E. gallinarum
M179, E. durans M173, S. warnei S22) ile deneylere devam edilmistir.

T mesma;

Gorsel 3.2. S. thermophilus, S. epidermidis ve S. mutans 'ta renk degisimi

3.3. Mikroorganizmalardan Hyaluronik Asit Uretimi

Tarama sonucunda se¢ilen mikroorganizmalar 500 ml hacimli HA fermentasyon
ortaminda (Gdrsel 3.3.) 37°C’de %5 COq igeren etiivde 24 saatlik inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda (Gorsel 3.4.) saflastirma islemleri gerceklestirilip ilk {iriinler
hyaluronidaz enzimi ve Fourier doniisimii kizilotesi spektroskopi (FTIR) ile
dogrulanmistir. Bu asamada yalnizca S.thermophilus P4 ile iiretilen HA, FTIR analizi ile

dogrulanmustir.

HA iiretimi agisindan teste alinan izolatlardan elde edilen triinlerin HA oldugu
hyaluronidaz enzimi ve FTIR analizi ile dogrulandiktan sonra optimum tiretim kosullarini
belirlemek i¢in 7 adet bakteri (S. thermophilus P3, S. thermophilus P4, S. mutans 1a21,
S. epidermidis PS1, E. gallinarum M179, E. durans M173, S. warnei S22) ile deneylere

devam edilmistir.
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Gorsel 3.3. Glukoz(sol) ve siikroz(sag) iceren HA besiyerleri  Gérsel 3.4. Inkiibasyon sonrasi HA besiyeri

3.4. Hyaluronik Asit Uretiminde Etkili Parametrelerin Belirlenmesi

Hyaluronik asit iiretiminde kullanilacak besiyerinin bilesenlerinin optimize
edilmesi amaciyla Plackett Burman ve cevap yiizey yontemi olmak iizere iki deneysel
tasarim kullanilmistir. Plackett Burman tasariminda elde edilen verilerin ANOVA testleri
sonucunda etkili parametreler belirlenmistir. Etkili parametreler kullanilarak cevap ylizey
yontemi ile deney tasarimi yapilip deneyler bu tasarima goére yapilmistir. 7 bakteri

kullanilmis olup tiim tasarimlar glukoz ve siikroz igin ayr1 ayr1 yapilmistir.

3.4.1. Plackett Burman deney tasarimi

Parametrelerin belirlenmesi islemleri 150 ml hacimli erlenler icerisinde 50 ml
besiyerinde yapilmistir. 7 bakteri (S. thermophilus P3, S. thermophilus P4, S. mutans
1a21, S. epidermidis PS1, E. gallinarum M179, E. durans M173, S. warnei S22)
deneylere alinmis olup, glukoz, siikroz, sicaklik, inokiiliim miktari, ¢calkalama hizi, pH,
maya Oziitii, kazein pepton, K>SOs, MgSOs, Na;HPOs4, NaCl ve iz mineral
degerlendirilmistir. Deneyin her degiskeni orta (0) ve iist (1) olmak iizere 2 diizeyde
calisilmigtir (Tablo 2.3.). Tasarim glukoz ve siikroz i¢in ayr1 ayr1 hazirlanmistir. %95
giiven araliginda orta noktalarda 5 tekrar olmak iizere 25 deney yapilmistir. 7 bakteri ve

2 seker ile yapilan tiim deneylerin sonuglari tablolar halinde kaydedilmistir.

Glukoz igeren besiyerinde 62,0 mg/L ile en yiiksek tiretim S. thermophilus P4’e ait
iken en diisiik {iretime sahip mikroorganizma 32 mg/L ile S. epidermidis PS1 olmustur.
Siikroz iceren besiyerinde ise S. thermophilus P4 56,0 mg/L ve S. epidermidis PS1 32,4
mg/L ile sonuclar ayni olmustur. En yliksek iiretim miktarina sahip ikinci bakteri ise

glukozda 66,4 mg/L ve siikrozda 54,0 mg/L ile S. mutans 1a21 olmustur. Bakterilerin PB
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deney tasarimlari arasinda sahip olduklari en yiiksek HA miktar1 Tablo 3.33’te

verilmigtir.

Test bakterileri ile HA iiretimine etki eden faktorler bakterilere gore degisiklikler
gostermistir. Biitlin bakterilerde i¢in en etkili faktorler; sicaklik, calkalama hizi, pH ve iz
mineraller (p<0.05) olmustur. Bakterilere gore degismekle birlikte KoSO4, NaCl ve
MgSO4s etkili faktorler olarak belirlenmistir (Tablo 3.34.).

Tablo 3.5. S. thermophilus P3’iin PB tasariminda glukoz ile elde edilen tiretim miktarlar

2 Ez | EE | ~ %3« |2 |S|E | S
so|28g/25 |95z 5285 95 85 F5 212|323
2| eET| 28 |G 2 el S| 8] E=|2 < &
= O = © o z . T
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 25 0,875 12,5
40,0 10,0 100 40 9 30 2 2,00 3 2 1,0 0,250 13
25,0 1,0 100 80 5 30 2 2,00 3 10 4,0 0,250 0,04
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 13
40,0 1,0 100 40 5 30 2 2,00 il 10 4,0 1,500 0,04
40,0 10,0 100 80 9 10 2 0,50 1 10 1,0 1,500 0,04
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 12,6
25,0 10,0 200 80 9 10 2 2,00 3 2 4.0 1,500 0,04
40,0 1,0 200 80 9 30 2 0,50 3 10 1,0 1,500 0,04
25,0 1,0 200 40 9 10 10 2,00 3 10 1,0 0,250 12,1
25,0 10,0 100 80 5 30 10 2,00 3 2 1,0 1,500 0,04
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 14,0
40,0 10,0 200 80 5 10 10 2,00 1 10 4.0 0,250 0,04
40,0 10,0 100 40 5 10 10 0,50 3 2 4.0 1,500 0,04
40,0 1,0 200 80 5 10 2 0,50 3 2 4.0 0,250 0,04
40,0 1,0 100 80 9 10 10 2,00 1 2 1,0 0,250 0,04
25,0 10,0 200 40 9 30 2 0,50 1 2 4.0 0,250 34,4
40,0 10,0 200 40 5 30 10 0,50 3 10 1,0 0,250 0,04
25,0 1,0 200 80 5 30 10 0,50 1 2 1,0 1,500 0,04
40,0 1,0 200 40 9 30 10 2,00 1 2 4.0 1,500 0,04
25,0 1,0 100 40 5 10 2 0,50 1 2 1,0 0,250 13,1
25,0 1,0 100 40 9 10 10 0,50 3 10 4.0 1,500 31,0
25,0 10,0 100 80 9 30 10 0,50 1 10 4.0 0,250 54,0
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 14,0
25,0 10,0 200 40 5 10 2 2,00 1 10 1,0 1,500 0,04

F ve P degerleri modelin ve model parametrelerinin anlamliliklarini gostermek i¢in
kullanilmaktadir. S.thermophilus P3 ‘e ait varyans analizinde calistigimiz modelin F
degeri 7,61 ve P degeri 0,000°dir. P degerine bakildiginda olusturulan modelin etkili
oldugu goriilmektedir. Regresyonun istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir.

Modelin R? degeri %89,99 dur (Tablo 3.6.).
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Tablo 3.6. S.thermophilus P3 ile glukoz iceren besiyerinde HA tiretiminde etkili faktorlerin
varyans analiz sonuglart

Kaynak Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam ortalamasi

Model 13 9,9197 0,76305 7,61 0,001
Dogrusal 12 9,6390 0,80325 8,01 0,001
Sicaklik(°C) 1 2,1530 2,15299 21,47 0,001
Inokulum miktar 1 0,2576 0,2576 2,57 0,137
Calkalama hiz1 1 0,5204 0,52035 5,19 0,044
Glukoz 1 0,3031 0,30307 3,02 0,110
pH 1 2,1530 2,15299 21,47 0,001
Maya oziitii 1 0,2576 0,25764 2,57 0,137
Kazein pepton 1 0,1674 0,16744 1,67 0,223
K2SO4 1 1,4397 1,43970 14,36 0,003
MgSQO4 1 0,2576 0,25765 2,57 0,137
Na;HPO4 1 0,1674 0,16745 1,67 0,223
Iz mineral 1 0,8282 0,82825 8,26 0,015
NaCl 1 1,1338 1,13383 11,31 0,006
Egim 1 0,2807 0,28069 2,80 0,123
Hata 11 1,1032 0,10029
Uyum eksikligi 7 1,0980 0,15686 121,72 0,000
Saf hata 4 0,0052 0,00129
Toplam 24 11,0229

Model 6zeti R?= % 89,99 R%(pred)= % 18,61 R?(adj)=% 78,16 S=0,316685

Tablo 3.7. S. thermophilus P3’iin PB tasariminda siikroz ile elde edilen tiretim miktarlari

< | g | g% £1:38 & < s | B A
2 | E£F[82|7 gl*g* |2 |2 |s S
32,5 55 150 70 7 20 6 1,25 2 25 0,875 25,0
40,0 | 10,0 | 100 80 9 30 2 2,00 3 1,0 0,250 0,78
25,0 1,0 100 60 51 30 2 2,00 3 10 4,0 0,250 24,4
32,5 55 150 70 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 18

40,0 1,0 100 80 5 30 2 2,00 1 10 4,0 1,500 0,76
40,0 | 10,0 | 100 60 9 10 2 0,50 1 10 1,0 1,500 0,1

32,5 55 150 70 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 24,0
25,0 | 10,0 | 200 80 9 10 2 2,00 3 2 4,0 1,500 0,04
40,0 1,0 200 60 9 30 2 0,50 3 10 1,0 1,500 0,32
25,0 1,0 200 60 9 10 | 10 2,00 3 10 1,0 0,250 6,3

25,0 | 10,0 | 100 60 5130 | 10 2,00 3 2 1,0 1,500 0,04
32,5 55 150 70 7 20 6 1,25 2 2,5 0,875 18,2
40,0 | 10,0 | 200 60 5 10 | 10 2,00 1 10 4,0 0,250 0,04
40,0 | 10,0 | 100 60 5 10 | 10 0,50 3 2 4,0 1,500 0,04
40,0 1,0 200 80 5 10 2 0,50 3 2 4,0 0,250 0,04
40,0 1,0 100 80 9 10 | 10 2,00 1 2 1,0 0,250 0,1
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Tablo 3.7. (Devami)

25,0 | 10,0 | 200 60 9 | 30| 2 0,50 1 2 4,0 | 0,250 24,4
40,0 | 10,0 | 200 80 5 (30| 10 | 0,50 3 10 1,0 | 0,250 0,04
250 | 1,0 | 200 80 5 (30| 10 | 0,50 1 2 1,0 | 1,500 0,04
400 | 10 | 200 60 9 |30 | 10 | 2,00 1 4,0 | 1,500 0,32
250 | 1,0 100 60 5110 | 2 0,50 1 2 1,0 | 0,250 23,2
250 | 1,0 100 80 9 (10 | 10 | 0,50 3 10 4,0 | 1,500 36,0
25,0 | 10,0 | 100 80 9 (3 | 10 | 0,50 1 10 4,0 | 0,250 36,4
32,5 | 55 150 70 7120 | 6 1,25 2 6 25 | 0,875 19,2
25,0 | 10,0 | 200 80 5110 | 2 2,00 1 10 1,0 | 1,500 0,04

S.thermophilus P3 siikrozlu besiyerine ait varyans analizinde ¢alistigimiz modelin
F degeri 12,56 ve P degeri 0,000°dir. P degerine bakildiginda olusturulan modelin etkili
oldugu ve regresyonun istatistiksel olarak anlamli (p< 0.05) oldugu goriilmektedir.
Modelin R? degeri %93,69°dir (Tablo 3.8.).

Tablo 3.8. S.thermophilus P3 ile siikroz iceren besiyerinde HA iiretiminde etkili faktorlerin
varyans analiz sonuglar

Kaynak Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami ortalamasi

Model 13 9,25748 0,71211 12,56 0,000
Dogrusal 12 7,50900 0,62575 11,04 0,000
Siikroz 1 0,00271 0,00271 0,05 0,831
Sicaklik(°C) 1 2,74022 2,74022 48,35 0,000
Inokulum miktar 1 0,11026 0,11026 1,95 0,191
Calkalama hiz1 1 1,02378 1,02378 18,06 0,001
pH 1 0,39004 0,39004 6,88 0,024
Maya oziitii 1 0,05757 0,05757 1,02 0,335
Kazein pepton 1 0,00362 0,00362 0,06 0,805
K.SO4 1 0,95966 0,95966 16,93 0,002
MgSO4 1 0,03724 0,03724 0,66 0,435
Na,HPO4 1 0,38559 0,38559 6,80 0,024
Iz mineral 1 1,04287 1,04287 18,40 0,001
NaCl 1 0,75544 0,75544 13,33 0,004
Egim 1 1,74848 1,74848 30,85 0,000
Hata 11 0,62344 0,05668
Uyum eksikligi 7 0,51092 0,07299 2,59 0,187
Saf hata 4 0,11252 0,02813
Toplam 24 9,88092

Model 6zeti R?=9%93,69 R?*(pred)= %56,01 R?(adj)= %86,23 S =0,238068
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Tablo 3.9. S. thermophilus P4 ’iin PB tasariminda glukoz ile elde edilen tiretim miktarlar

¥ |EE | E 23 C I S I S < - 53
(0| 25| 22§23| 5|52 88|25 28|12 | fE 23| f£p
> | £F |&°7° §x¥gl* |2 |2 | ==
32,5 55 150 60 7] 20 6 1,25 2 6 2,5 | 0,875 24,8
40,0 | 10,0 100 40 9 | 30 2 2,00 3 2 10 | 0,250 | 0,04
25,0 1,0 100 80 5| 30 2 2,00 3 10 4,0 | 0,250 24,0
32,5 55 150 60 7] 20 6 1,25 2 6 2,5 | 0,875 22,1
40,0 1,0 100 40 5 | 30 2 2,00 1 10 40 |1,5500 | 0,04
40,0 | 10,0 100 80 9 | 10 2 0,50 1 10 1,0 | 1500 | 0,56
32,5 55 150 60 71 20 6 1,25 2 6 25 | 0875 | 26,0
25,0 | 10,0 200 80 9 | 10 2 2,00 3 2 4,0 | 1,500 28,8
40,0 1,0 200 80 9 | 30 2 0,50 3 10 1,0 | 1,500 0,04
25,0 1,0 200 40 9 | 10 10 | 2,00 3 10 1,0 | 0,250 17,8
250 | 10,0 100 80 5| 30 10 | 2,00 3 2 1,0 1500 | 30,0
32,5 55 150 60 7| 20 6 1,25 2 6 25 |0,875 24,2
40,0 | 10,0 200 80 5 | 10 10 | 2,00 1 10 40 (0,250 | 0,04
40,0 | 10,0 100 40 5| 10 10 | 0,50 3 2 4,0 | 1,500 0,04
40,0 1,0 200 80 5 | 10 2 0,50 3 2 4,0 | 0,250 0,04
40,0 1,0 100 80 9 | 10 10 | 2,00 1 2 10 | 0,250 | 0,04
250 | 10,0 200 40 9 | 30 2 0,50 1 2 40 |0250 | 34,8
40,0 | 10,0 200 40 5| 30 10 | 0,50 3 10 1,0 {0250 | 0,04
25,0 1,0 200 80 5| 30 10 | 0,50 1 2 1,0 | 1,500 6,4
40,0 1,0 200 40 9 | 30 10 | 2,00 1 2 4,0 | 1,500 04
25,0 1,0 100 40 5 | 10 2 0,50 1 2 10 | 0,250 | 228
25,0 1,0 100 40 9 | 10 10 | 0,50 3 10 4,0 | 1,500 | 408
25,0 | 10,0 100 80 9 | 30 10 | 0,50 1 10 4,0 | 0,250 62,0
32,5 55 150 60 71 20 6 1,25 2 6 2,5 | 0,875 26,2
250 | 10,0 200 40 5 | 10 2 2,00 1 10 1,0 | 1,500 | 0,04

S.thermophilus P4 ‘e ait varyans analizinde ¢alistigimiz modelin F degeri 12,44 ve

P degeri 0,000°dir. P degerine bakildiginda olusturulan modelin etkili oldugu

goriilmektedir. Regresyonun istatistiksel olarak anlamlidir. Modelin R? degeri

%93,63°diir (Tablo 3.10.).

Tablo 3.10. S.thermophilus P4 ile glukoz iceren besiyerinde HA iiretiminde etkili faktorlerin

varyans analiz sonuglari

Kaynak Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami ortalamasi
Model 13 17,3233 1,33256 12,44 0,000
Dogrusal 12 16,1478 1,34565 12,56 0,000
Sicaklik(°C) 1 9,2834 9,28339 86,65 0,000
Inokulum miktari 1 0,3170 0,3170 2,96 0,113
Calkalama hiz1 1 1,2074 1,20737 11,27 0,006
Glukoz 1 0,2151 0,21507 2,01 0,184
pH 1 1,4440 1,44399 13,48 0,004
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Tablo 3.10. (Devami)

Maya 6ziitii 1 0,3437 0,34374 3,21 0,101
Kazein pepton 1 0,3385 0,33852 3,16 0,103
K2S04 1 0,6603 0,66030 6,16 0,030
MgSOs 1 0,0098 0,00977 0,09 0,768
NaHPO, 1 0,1005 0,10054 0,94 0,353
Iz mineral 1 1,7654 1,76537 16,48 0,002
NaCl 1 0,4627 0,46269 4,32 0,062
Egim 1 1,1755 1,17549 10,97 0,007
Hata 11 1,1785 0,10713

Uyum eksikligi 7 1,1508 0,16440 23,76 0,004
Saf hata 4 0,0277 0,00692

Toplam 24 18,5017

Model 6zeti R?= %93,63 R?(pred)= % 48,99 R?(adj)= % 86,10 S=0,327311

Tablo 3.11. S. thermophilus P4’iin PB tasariminda siikroz ile elde edilen tiretim miktarlart

o £ | g8 g 3| . . S E .
27|23 |GE |7 FCET 2|2 s i
32,5 5,5 150 70 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 26,2
40,0 10,0 100 80 9 30 2 2,00 3 2 1,0 | 0,250 0,84
25,0 1,0 100 60 5 30 2 2,00 3 10 4.0 0,250 22,2
32,5 5,5 150 70 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 22,2
40,0 1,0 100 80 5 30 2 2,00 1 10 4.0 1,500 0,86
40,0 10,0 100 60 9 10 2 0,50 1 10 1,0 | 1,500 0,4
32,5 55 150 70 7 20 6 1,25 2 6 25 | 0,875 24,0
25,0 10,0 200 80 9 10 2 2,00 3 2 4.0 1,500 28,4
40,0 1,0 200 60 9 30 2 0,50 3 10 1,0 | 1,500 0,32
25,0 1,0 200 60 9 10 10 2,00 3 10 1,0 0,250 1,58
25,0 10,0 100 60 5 30 10 2,00 3 2 1,0 | 1,500 24,6
32,5 55 150 70 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 24,2
40,0 10,0 200 60 5 10 10 2,00 1 10 40 | 0,250 0,04
40,0 10,0 100 60 5 10 10 0,50 3 2 40 | 1,500 0,04
40,0 1,0 200 80 5 10 2 0,50 3 2 4.0 0,250 0,04
40,0 1,0 100 80 9 10 10 2,00 1 2 1,0 | 0,250 1,08
25,0 10,0 200 60 9 30 2 0,50 1 2 4.0 0,250 36,8
40,0 10,0 200 80 5 30 10 0,50 3 10 1,0 | 0,250 0,04
25,0 1,0 200 80 5 30 10 0,50 1 2 1,0 1,500 6,6
40,0 1,0 200 60 9 30 10 2,00 1 2 4.0 1,500 0,38
25,0 1,0 100 60 5 10 2 0,50 1 2 1,0 0,250 22,2
25,0 1,0 100 80 9 10 10 0,50 3 10 4.0 1,500 34,0
25,0 10,0 100 80 9 30 10 0,50 1 10 40 | 0,250 56,0
325 55 150 70 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 22,4
25,0 10,0 200 80 5 10 2 2,00 1 10 1,0 | 1,500 0,04
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S.thermophilus P4 ‘e ait varyans analizinde ¢alistigimiz modelin F degeri 9,78 ve P

degeri 0,000°dir. P degerine bakildiginda olusturulan modelin etkili oldugu ve

regresyonun istatistiksel olarak anlamli (p< 0.05) oldugu goriilmektedir. R? degeri ise

%92,04°tiir (Tablo 3.12.).

Tablo 3.12. S.thermophilus P4 ile siikroz igeren besiyerinde HA iiretiminde etkili faktorlerin
varyans analiz sonuglari

Kaynak Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami ortalamasi

Model 13 13,4885 1,03758 9,78 0,000
Dogrusal 12 12,0555 1,00462 9,47 0,000
Siikroz 1 0,0462 0,04618 0,44 0,523
Sicaklik(°C) 1 6,4673 6,46726 60,95 0,000
Inokulum miktar 1 0,4076 0,40755 3,84 0,076
Calkalama hiz1 1 0,9318 0,93182 8,78 0,013
pH 1 0,8833 0,88326 8,32 0,015
Maya ozitii 1 0,4814 0,48143 4,54 0,057
Kazein pepton 1 0,0184 0,01842 0,17 0,685
K2SO4 1 0,7400 0,73997 6,97 0,023
MgSQO4 1 0,0154 0,01540 0,15 0,710
Na;HPO4 1 0,0031 0,00310 0,03 0,867
Iz mineral 1 1,8162 1,81624 17,12 0,002
NaCl 1 0,2449 0,24487 2,31 0,157
Egim 1 1,4330 1,43305 13,51 0,004
Hata 11 1,1672 0,10611
Uyum eksikligi 7 1,1388 0,16268 22,91 0,004
Saf hata 4 0,0284 0,00710
Toplam 24 14,6557

Model 6zeti R?=9%92,04 R*pred)=%36,27 R?(adj)= %82,62 S =0,325743

Tablo 3.13. E.gallinarum M179’un PB tasariminda glukoz ile elde edilen iiretim miktarlar

« | EE | 8% | o 218« |s |6 |E_|_ c~
27|22 |55 |° RS (RN - =€
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 25 |0,875 30,4
40,0 10,0 100 40 9 30 2 2,00 3 2 1,0 | 0,250 0,04
25,0 1,0 100 80 5 30 2 2,00 3 10 40 | 0,250 24,8
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 |0,875 30,0
40,0 1,0 100 40 5 30 2 2,00 1 10 4,0 | 1,500 0,04
40,0 10,0 100 80 9 10 2 0,50 1 10 1,0 | 1,500 0,04
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 |0,875 30,0
25,0 10,0 200 80 9 10 2 2,00 3 2 40 | 1,500 27,0
40,0 1,0 200 80 9 30 2 0,50 3 10 1,0 | 1,500 0,04
25,0 1,0 200 40 9 10 10 2,00 3 10 1,0 | 0,250 22,0
25,0 10,0 100 80 5 30 10 2,00 3 2 1,0 | 1,500 30,0
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 |0,875 30,2




Tablo 3.13. (Devam)

40,0 | 10,0 200 80 10 10 | 2,00 10 40 | 0,250 | 0,04

40,0 | 10,0 100 40 10 | 10 | 0,50 2 40 |1500| 0,04

40,0 1,0 200 80 10 2 0,50 2 40 |0,250 | 0,04

40,0 1,0 100 80 10 10 | 2,00 2 1,0 | 0250 | 0,04

25,0 | 10,0 200 40 30 2 0,50 2 4,0 | 0,250 14,2

40,0 | 10,0 200 40 30 | 10 | 0,50 10 10 | 0,250 | 0,04

25,0 1,0 200 80 30 10 | 0,50 2 1,0 | 1,500 6,2

40,0 1,0 200 40 30 10 | 2,00 2 4,0 | 1,500 0,4

25,0 1,0 100 40 10 2 0,50 2 10 | 0,250 | 23,2

25,0 1,0 100 40 10 | 10 | 0,50 10 40 |1,500 | 404

25,0 | 10,0 100 80 30 10 | 0,50 10 4,0 | 0,250 30,0

32,5 55 150 60 20 6 1,25 6 2,5 | 0,875 30,2

RINR W R RIRPr W R R w w|-

gN|o|lojojojo|lojo|jojolo|o

250 | 10,0 200 40 10 2 2,00 10 10 | 1,500 | 0,04

E. gallinarum M179¢a ait varyans analizinde ¢alistigimiz modelin F degeri 12,35
ve P degeri 0,000°dir. P degerine bakildiginda olusturulan modelin etkili oldugu ve
regresyonun istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir. Modelin R? degeri

%93,59°dur (Tablo 3.14.).

Tablo 3.14. E. gallinarum M179 ile glukoz iceren besiyerinde HA iiretiminde etkili faktorlerin
varyans analiz sonuglart

Kaynak Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami ortalamasi

Model 13 12,0184 0,92450 12,35 0,000
Dogrusal 12 8,3213 0,69344 9,26 0,000
Sicaklik(°C) 1 5,8883 5,88830 78,66 0,000
Inokulum miktari 1 0,0295 0,02949 0,39 0,543
Calkalama hiz1 1 0,7873 0,78725 10,52 0,008
Glukoz 1 0,0412 0,04122 0,55 0,474
pH 1 0,3046 0,30455 4,07 0,069
Maya 6ziitii 1 0,0077 0,00768 0,10 0,755
Kazein pepton 1 0,1937 0,19365 2,59 0,136
K2SO4 1 0,0119 0,01191 0,16 0,698
MgSO, 1 0,6294 0,62942 8,41 0,014
Na;HPO4 1 0,0363 0,03630 0,48 0,501
Iz mineral 1 0,3776 0,37758 5,04 0,046
NaCl 1 0,0139 0,01394 0,19 0,674
Egim 1 3,6972 3,69716 49,39 0,000
Hata 11 0,8234 0,07485
Uyum eksikligi 7 0,8231 0,11758 1469,79 0,000
Saf hata 4 0,0003 0,00008
Toplam 24 12,8418

Model 6zeti R2=9%93,59 R?(pred)= % 47,67 R?(adj)=% 86,01 S=0,273596
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Tablo 3.15. E.gallinarum AM179 'un PB tasariminda siikroz ile elde edilen iiretim miktarlar

Y £EF g N g 3| < < S E z
A £ -—é 85 ) § Y < X b= s N =&
32,5 55 150 70 7 20 6 1,25 2 6 25 |0,875 29,8
40,0 10,0 100 80 9 30 2 2,00 3 2 1,0 | 0,250 0,04
25,0 1,0 100 60 5 30 2 2,00 3 10 40 | 0,250 25,0
32,5 55 150 70 7 20 6 1,25 2 6 25 | 0,875 30,2
40,0 1,0 100 80 5 30 2 2,00 1 10 4,0 | 1,500 0,04
40,0 10,0 100 60 9 10 2 0,50 1 10 1,0 | 1,500 0,04
32,5 55 150 70 7 20 6 1,25 2 6 25 | 0,875 24,4
25,0 10,0 200 80 9 10 2 2,00 3 2 4,0 | 1,500 22,4
40,0 1,0 200 60 9 30 2 0,50 3 10 1,0 | 1,500 0,26
25,0 1,0 200 60 9 10 10 2,00 3 10 1,0 | 0,250 0,9
25,0 10,0 100 60 5 30 10 2,00 3 2 1,0 | 1,500 24,0
32,5 55 150 70 7 20 6 1,25 2 25 | 0,875 24,2
40,0 10,0 200 60 5 10 10 2,00 1 10 40 | 0,250 0,04
40,0 10,0 100 60 5 10 10 0,50 3 2 4,0 | 1,500 0,04
40,0 1,0 200 80 5 10 2 0,50 3 2 40 | 0,250 0,04
40,0 1,0 100 80 9 10 10 2,00 . 2 1,0 | 0,250 0,04
25,0 10,0 200 60 9 30 2 0,50 1 2 4,0 | 0,250 22,2
40,0 10,0 200 80 5 30 10 0,50 3 10 1,0 | 0,250 0,04
25,0 1,0 200 80 5 30 10 0,50 1 2 1,0 | 1,500 6,0
40,0 1,0 200 60 9 30 10 2,00 1 2 40 | 1,500 0,4
25,0 1,0 100 60 5 10 2 0,50 1 2 1,0 | 0,250 25,2
25,0 1,0 100 80 9 10 10 0,50 3 10 40 | 1,500 35,4
25,0 10,0 100 80 9 30 10 0,50 1 10 4,0 | 0,250 27,0
32,5 55 150 70 7 20 6 1,25 2 6 25 |0,875 22,2
25,0 10,0 200 80 5 10 2 2,00 1 10 1,0 | 1,500 0,04

E. gallinarum M179‘un siikrozlu besiyerine ait varyans analizinde g¢alistigimiz
modelin F degeri 6,62 ve P degeri 0,002°dir. P degerine bakildiginda olusturulan modelin
etkili oldugu ve regresyonun istatistiksel olarak anlamli (p< 0.05) oldugu goériilmektedir.
R? degeri ise %88,72’dir (Tablo 3.16.).

Tablo 3.16. E. gallinarrum M179 ile siikroz igeren besiyerinde HA tiretiminde etkili faktorlerin
varyans analiz sonuglari

Kaynak Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam ortalamasi

Model 13 9,1689 0,70530 6,66 0,002

Dogrusal 12 6,3814 0,53178 5,02 0,006

Siikroz 1 0,0020 0,00200 0,02 0,893

Sicaklik(°C) 1 4,2375 4,23752 39,99 0,000

Inokulum miktari 1 0,0051 0,00512 0,05 0,830
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Tablo 3.16. (Devami)

Calkalama hiz1 1 0,8389 0,83886 7,92 0,017
pH 1 0,1186 0,11858 1,12 0,313
Maya 6ziitii 1 0,0761 0,07614 0,72 0,415
Kazein pepton 1 0,0003 0,00030 0,00 0,958
K.SO4 1 0,2036 0,20362 1,92 0,193
MgSO4 1 0,1043 0,10426 0,98 0,343
NaHPO, 1 0,0093 0,00933 0,09 0,772
1z mineral 1 0,7730 0,77303 7,30 0,021
NaCl 1 0,0126 0.01260 0,12 0,737
Egim 1 2,7876 2 78756 26,31 0,000
Hata 11 1,1656 0.10596

Uyum eksikligi 7 1,0362 0.14802 4,58 0,080
Saf hata 4 0,1294 0,03235

Toplam 24 10,3345

Model 6zeti R?= %88,72 R?(pred)= %16,20 R?(adj)= %75,39 S =0,325517

Tablo 3.17. E. durans M173 ’iin PB tasariminda glukoz ile elde edilen iiretim miktarlari

= | EE | &8 |~ £ 138 < |52 | | .
A _gg SENC § X g X S s N S =
32,5 5,5 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 24,4
40,0 10,0 100 40 9 30 2 2,00 3 2 1,0 0,250 0,04
25,0 1,0 100 80 5 30 2 2,00 3 10 4.0 0,250 25,3
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 25 | 0,875 30,0
40,0 1,0 100 40 5 30 2 2,00 1 10 40 | 1,500 0,04
40,0 10,0 100 80 9 10 2 0,50 1 10 1,0 1,500 0,04
32,5 5,5 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 25,0
25,0 10,0 200 80 9 10 2 2,00 3 2 4.0 1,500 29,0
40,0 1,0 200 80 9 30 2 0,50 3 10 1,0 | 1,500 0,04
25,0 1,0 200 40 9 10 10 2,00 3 10 1,0 | 0,250 30,0
25,0 10,0 100 80 5 30 10 2,00 3 2 1,0 | 1,500 26,4
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 25,2
40,0 10,0 200 80 5 10 10 2,00 1 10 4.0 0,250 0,04
40,0 10,0 100 40 5 10 10 0,50 3 2 4.0 1,500 0,04
40,0 1,0 200 80 5 10 2 0,50 3 2 40 | 0,250 0,04
40,0 1,0 100 80 9 10 10 2,00 1 2 1,0 | 0,250 0,04
25,0 10,0 200 40 9 30 2 0,50 1 2 4.0 0,250 6,2
40,0 10,0 200 40 5 30 10 0,50 3 10 1,0 0,250 0,04
25,0 1,0 200 80 5 30 10 0,50 1 2 1,0 | 1,500 1,4
40,0 1,0 200 40 9 30 10 2,00 1 2 40 | 1,500 0,04
25,0 1,0 100 40 5 10 2 0,50 1 2 1,0 0,250 24,2
25,0 1,0 100 40 9 10 10 0,50 3 10 4.0 1,500 39,6
25,0 10,0 100 80 9 30 10 0,50 1 10 4.0 0,250 52,0
32,5 5,5 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 24,2
25,0 10,0 200 40 5 10 2 2,00 1 10 1,0 | 1,500 0,04




E. durans M173‘e ait varyans analizinde ¢alistigimiz modelin F degeri 7,07 ve P

degeri 0,001°dir. P degerine bakildiginda olusturulan modelin etkili oldugu

gozlenmektedir. Regresyonun istatistiksel olarak anlamlidir. Modelin R? degeri

%89,31°dir (Tablo 3.18.).

Tablo 3.18. E. durans M173 ile glukoz iceren besiyerinde HA iiretiminde etkili faktorlerin

varyans analiz sonuglari

Kaynak Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami ortalamasi

Model 13 13,2612 1,02009 7,07 0,001
Dogrusal 12 11,2510 0,93758 6,50 0,002
Sicaklik(°C) 1 6,6148 6,61480 45,84 0,000
Inokulum miktar1 1 0,0124 0,01240 0,09 0,775
Calkalama hiz1 1 1,3510 1,35096 9,36 0,011
Glukoz 1 0,1183 0,11827 0,82 0,385
pH 1 0,7289 0,72886 5,05 0,046
Maya ozitii 1 0,0081 0,00808 0,06 0,817
Kazein pepton 1 0,5841 0,58414 4,05 0,069
K2SO4 1 0,0318 0,03184 0,22 0,648
MgSQO4 1 0,4986 0,49865 3,46 0,090
Na;HPO4 1 0,4999 0,49991 3,46 0,090
[z mineral 1 0,5571 0,55711 3,86 0,075
NaCl 1 0,2460 0,24598 1,70 0,218
Egim 1 2,0102 2,01016 13,93 0,003
Hata 11 1,5875 0,14432
Uyum eksikligi 7 1,5280 0,21828 14,67 0,010
Saf hata 4 0,0595 0,01488
Toplam 24 14,8486

Model 6zeti R?=%89,31 R?(pred)= %15,37 R?(adj)=%76,67 S =0,379890

Tablo 3.19. E. durans M173 ’iin PB tasariminda siikroz ile elde edilen tiretim miktarlar

i £F g N E 3| < s 5 s =~
7 K= 3 s 2 192} § X ] X > S = > <
32,5 55 150 70 7 20 6 1,25 2 6 2,5 | 0,875 24,8
40,0 10,0 100 80 9 30 2 2,00 3 2 1,0 | 0,250 0,24
25,0 1,0 100 60 5| 30 2 2,00 3 10 4,0 | 0,250 26,2
32,5 55 150 70 7 20 6 1,25 2 6 2,5 |0,875 32,2
40,0 1,0 100 80 5] 30 2 2,00 1 10 4,0 | 1,500 0,04
40,0 10,0 100 60 9 10 2 0,50 1 10 1,0 | 1,500 0,04
32,5 55 150 70 7| 20 6 1,25 2 6 2,5 |0,875 25,2
25,0 10,0 200 80 9 | 10 2 2,00 3 2 4,0 | 1,500 25,6
40,0 1,0 200 60 9 30 2 0,50 3 10 1,0 | 1,500 0,9
25,0 1,0 200 60 9 | 10 10 | 2,00 3 10 1,0 | 0,250 24,0




Tablo 3.19. (Devam)

25,0 | 10,0 100 60 30 10 | 2,00 2 1,0 | 1,500 25,2

32,5 55 150 70 20 6 1,25 6 25 10875 | 262

40,0 | 10,0 200 60 10 10 | 2,00 10 40 |0,250 | 0,04

40,0 | 10,0 100 60 10 | 10 | 0,50 2 40 |1,5500 | 0,04

40,0 1,0 200 80 10 2 0,50 40 |0,250 | 0,04

40,0 1,0 100 80 10 | 10 | 2,00 10 | 0,250 | 0,04

250 | 10,0 200 60 30 2 0,50 2 40 (0250 | 124

40,0 | 10,0 200 80 30 10 | 0,50 10 1,0 | 0250 | 0,04

25,0 1,0 200 80 30 | 10 | 0,50 2 1,0 | 1,500 1,4

40,0 1,0 200 60 30 10 | 2,00 40 | 1500 | 0,28

25,0 1,0 100 60 10 2 0,50 2 10 | 0,250 | 22,0

25,0 1,0 100 80 10 10 | 0,50 10 4,0 | 1,500 35,2

250 | 10,0 100 80 30 | 10 | 0,50 10 40 (0250 | 284

32,5 55 150 70 20 6 1,25 6 2,5 |0,875 22,4

U N ©o| o|o|o|o|o|o|lo|loal ol oo
RPN Rl W R R R W R P w w R w

25,0 | 10,0 200 80 10 2 2,00 10 1,0 | 1500 | 0,04

E. durans M173lin siikrozlu besiyerine ait varyans analizinde ¢alistigimiz modelin
F degeri 10,34 ve P degeri 0,000°dir. P degerine bakildiginda olusturulan modelin etkili
oldugu ve regresyonun istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) oldugu goriilmektedir.
Modelin R? degeri ise %92,43’tiir (Tablo 3.20.).

Tablo 3.20. E. durans M173 ile siikroz iceren besiyerinde HA iiretiminde etkili faktorlerin
varyans analiz sonuglart

Kaynak Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplanm ortalamasi

Model 13 9,8219 0,75553 10,34 0,000
Dogrusal 12 7,2417 0,60347 8,26 0,001
Stikroz 1 0,0454 0,04541 0,62 0,447
Sicaklik(°C) 1 4,8876 4,88764 66,87 0,000
Inokulum miktari 1 0,0364 0,03638 0,50 0,495
Calkalama hiz1 1 0,6419 0,64189 8,78 0,013
pH 1 0,3519 0,35192 481 0,051
Maya 6ziitii 1 0,0209 0,02093 0,29 0,603
Kazein pepton 1 0,0990 0,09898 1,35 0,269
K2SO4 1 0,0000 0,00001 0,00 0,993
MgSO, 1 0,6440 0,64405 8,81 0,013
Na;HPO4 1 0,0888 0,08884 1,22 0,294
Iz mineral 1 0,3556 0,35564 4,87 0,050
NaCl 1 0,0700 0,06997 0,96 0,349
Egim 1 2,5802 2,58020 35,30 0,000
Hata 11 0,8040 0,07309
Uyum eksikligi 7 0,6705 0,09578 2,87 0,163
Saf hata 4 0,1335 0,03338
Toplam 24 10,6259

Model 6zeti R?=9%92,43 RZ*pred)= %46,53 R?(adj)= %83,49 S =0,270350
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Tablo 3.21. S.mutans /a21’in PB tasaruiminda glukoz ile elde edilen tiretim miktarlar

« | EE | EE | o 218 < |s | |E_|_ =~
% E-jaj =5 |0 8 X gl x = s N =S
32,5 55 150 60 7 | 20 6 1,25 2 6 25 | 0,875 22,0
40,0 10,0 100 40 9 30 2 2,00 3 2 1,0 | 0,250 0,04
25,0 1,0 100 80 5 30 2 2,00 3 10 4,0 | 0,250 24,4
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 25 | 0,875 22,0
40,0 1,0 100 40 51 30 2 2,00 1 10 4,0 | 1,500 0,04
40,0 | 10,0 100 80 9 | 10 2 0,50 1 10 1,0 | 1,500 0,04
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 25 | 0,875 25,0
25,0 10,0 200 80 9 10 2 2,00 3 2 4,0 1,500 30,6
40,0 1,0 200 80 9 30 2 0,50 3 10 1,0 1,500 0,04
25,0 1,0 200 40 9 | 10 10 | 2,00 3 10 1,0 | 0,250 24,0
25,0 | 10,0 100 80 5 | 30 10 | 2,00 3 2 1,0 | 1,500 28,2
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 25 | 0,875 24,2
40,0 10,0 200 80 5 10 10 2,00 1 10 4,0 | 0,250 0,04
40,0 10,0 100 40 5 10 10 0,50 3 2 4,0 1,500 0,04
40,0 1,0 200 80 5 10 2 0,50 3 2 4,0 | 0,250 0,04
40,0 1,0 100 80 9 | 10 10 | 2,00 1 2 1,0 | 0,250 0,04
25,0 | 10,0 200 40 9 | 30 2 0,50 1 2 40 | 0,250 32,4
40,0 10,0 200 40 5 30 10 0,50 3 10 1,0 | 0,250 0,04
25,0 1,0 200 80 51 30 10 | 0,50 1 2 1,0 | 1,500 14
40,0 1,0 200 40 9 | 30 10 | 2,00 1 2 4,0 | 1,500 0,04
25,0 1,0 100 40 5 10 2 0,50 1 2 1,0 | 0,250 22,2
25,0 1,0 100 40 9 10 10 0,50 3 10 4,0 1,500 31,0
25,0 10,0 100 80 9 30 10 0,50 1 10 4,0 | 0,250 66,4
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 25 | 0,875 22,0
25,0 | 10,0 200 40 5 1] 10 2 2,00 1 10 1,0 | 1,500 0,04

S. mutans la2l°e ait varyans analizinde ¢alistigimiz modelin F degeri 8,34 ve P
degeri  0,001°dir.

P degerine bakildiginda olusturulan modelin etkili oldugu

gbzlenmektedir. Regresyonun istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir. Modelin

R? degeri %90,79°dur (Tablo 3.22.).

Tablo 3.22. S. mutans la2l ile glukoz igceren besiyerinde HA iiretiminde etkili faktorlerin varyans

analiz sonuclar

Kaynak Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam ortalamasi

Model 13 15,5409 1,19546 8,34 0,001

Dogrusal 12 14,5337 1,21114 8,45 0,001

Sicaklik(°C) 1 8,3515 8,35149 58,30 0,000

Inokulum miktari 1 0,3976 0,39762 2,78 0,124

Calkalama hiz1 1 0,9057 0,90568 6,32 0,029

63




Tablo 3.22. (Devami)

Glukoz 1 0,2040 0,20402 1,42 0,258
pH 1 1,4993 1,49933 10,47 0,008
Maya 6ziitii 1 0,2420 0,24200 1,69 0,220
Kazein pepton 1 0,2000 0,20000 1,40 0,262
K2S04 1 0,2509 0,25088 1,75 0,213
MgSOs 1 0,0366 0,03664 0,26 0,623
NaHPO, 1 0,1312 0,13122 0,92 0,359
iz mineral 1 1,5324 1,53236 10,70 0,007
NaCl 1 0,7825 0,78250 5,46 0,039
Egim 1 1,0072 1,00721 7,03 0,023
Hata 11 1,5759 0,14326

Uyum eksikligi 7 1,5559 0,22226 44,45 0,001
Saf hata 4 0,0200 0,00500

Toplam 24 17,1168

Model 6zeti R?=9%90,79 RZ*(pred)= %25,62 R?(adj)= %79,91 S =0,378496

Tablo 3.23. S.mutans 1a2l’in PB tasariminda siikroz ile elde edilen itiretim miktarlar

= E:E\ gg ~N 5 c 3| < 3 S E _ =~
& .gé g8 |0 g X gl ¥ > | s s =<
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 22,0
40,0 | 10,0 100 40 9 30 2 2,00 3 2 1,0 0,250 0,04
250 1,0 100 80 5 30 2 2,00 3 10 4,0 0,250 24,4
325 | 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 22,0
40,0 1,0 100 40 5 30 2 2,00 1 10 4,0 1,500 0,04
40,0 | 10,0 100 80 9 10 2 0,50 1 10 1,0 1,500 0,04
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 25,0
25,0 | 10,0 200 80 9 10 2 2,00 3 2 4,0 1,500 30,6
40,0 | 1,0 200 80 9 30 2 0,50 3 10 1,0 1,500 0,04
25,0 1,0 200 40 9 10 10 2,00 3 10 1,0 0,250 24,0
25,0 | 10,0 100 80 5 30 10 2,00 3 2 1,0 1,500 28,2
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 24,2
40,0 | 10,0 200 80 5 10 10 2,00 1 10 4,0 0,250 0,04
40,0 | 10,0 100 40 5 10 10 0,50 3 2 4,0 1,500 0,04
40,0 | 1,0 200 80 5 10 2 0,50 3 2 4,0 0,250 0,04
40,0 1,0 100 80 9 10 10 2,00 1 2 1,0 0,250 0,04
25,0 | 10,0 200 40 9 30 2 0,50 1 2 4,0 0,250 32,4
40,0 | 10,0 200 40 5 30 10 0,50 3 10 1,0 0,250 0,04
25,0 1,0 200 80 5 30 10 0,50 1 2 1,0 1,500 14
40,0 1,0 200 40 9 30 10 2,00 1 2 4,0 1,500 0,04
25,0 1,0 100 40 5 10 2 0,50 1 2 1,0 0,250 22,2
250 1| 1,0 100 40 9 10 10 0,50 3 10 4,0 1,500 31,0
25,0 | 10,0 100 80 9 30 10 0,50 1 10 4,0 0,250 66,4
325 | 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 22,0
25,0 | 10,0 200 40 5 10 2 2,00 1 10 1,0 1,500 0,04




S. mutans la2l1°‘e ait siikrozlu besiyeri varyans analizinde ¢alisti§imiz modelin F

degeri 7,05 ve P degeri 0,001°dir. P degerine bakildiginda olusturulan modelin etkili

oldugu ve regresyonun istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) oldugu gériilmektedir. R?

degeri ise %89,29’dur (Tablo 3.24.).

Tablo 3.24. S. mutans 1a21 ile siikroz iceren besiyerinde HA iiretiminde etkili faktérlerin varyans

analiz sonuclar

Kaynak Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam ortalamasi

Model 13 11,7450 0,90346 7,05 0,001
Dogrusal 12 9,9002 0,82502 6,44 0,002
Siikroz 1 0,0054 0,00538 0,04 0,841
Sicaklik(°C) 1 5,2326 5,23264 40,84 0,000
Inokulum miktari 1 0,2837 0,28370 2,21 0,165
Calkalama hiz1 1 1,4045 1,40450 10,96 0,007
pH 1 0,4830 0,48298 3,77 0,078
Maya 6ziitii 1 0,3575 0,35751 2,79 0,123
Kazein pepton 1 0,0447 0,04475 0,35 0,566
K.SO4 1 0,3853 0,38531 3,01 0,111
MgSO4 1 0,0018 0,00177 0,01 0,909
Na,HPO4 1 0,0351 0,03511 0,27 0,611
[z mineral 1 1,3645 1,36451 10,65 0,008
NaCl 1 0,3021 0,30209 2,36 0,153
Egim 1 1,8447 1,84471 14,40 0,003
Hata 11 1,4094 0,12813
Uyum eksikligi 7 1,3943 0,19919 52,84 0,001
Saf hata 4 0,0151 0,00377
Toplam 24 13,1544

Model dzeti R?=9%89,29 RZ*(pred)= %13,29 R?(adj)= %76,62 S =0,357949

Tablo 3.25. S. warnei S22 °nin PB tasariminda glukoz ile elde edilen iiretim miktarlar

« | EE | EE | o £ 123 < | s | | |- A
A |22 | 2§ |0© g Xg| ¥ = 3 B =E
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 26,6
40,0 10,0 100 40 9 30 2 2,00 3 2 1,0 | 0,250 0,04
25,0 1,0 100 80 5 30 2 2,00 3 10 4.0 | 0,250 24,8
325 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 26,0
40,0 1,0 100 40 5 30 2 2,00 1 10 40 | 1,500 0,04
40,0 10,0 100 80 9 10 2 0,50 1 10 1,0 | 1,500 0,04
32,5 55 150 60 7 20 6 1,25 2 6 25 | 0,875 24.8
25,0 10,0 200 80 9 10 2 2,00 3 2 4.0 1,500 24,6
40,0 1,0 200 80 9 30 2 0,50 3 10 1,0 1,500 0,04
25,0 1,0 200 40 9 10 10 2,00 3 10 1,0 | 0,250 24,0




Tablo 3.25. (Devami)

25,0 | 10,0 100 80 30 10 | 2,00 2 1,0 | 1,500 25,6

32,5 55 150 60 20 6 1,25 6 2,5 | 0,875 27,8

40,0 | 10,0 200 80 10 | 10 | 2,00 10 40 (0,250 | 0,04

40,0 | 10,0 100 40 10 | 10 | 0,50 2 40 |1,5500 | 0,04

40,0 1,0 200 80 10 2 0,50 2 40 |0,250 | 0,04

40,0 1,0 100 80 10 10 | 2,00 2 1,0 | 0250 | 0,04

25,0 | 10,0 200 40 30 2 0,50 2 4,0 | 0,250 25,0

40,0 | 10,0 200 40 30 | 10 | 0,50 10 | 0,250 | 0,04

25,0 1,0 200 80 30 10 | 0,50 2 1,0 | 1,500 4,0

40,0 1,0 200 40 30 10 | 2,00 2 40 | 1500 | 0,04

25,0 1,0 100 40 10 2 0,50 2 1,0 | 0,250 22,4

25,0 1,0 100 40 10 | 10 | 0,50 10 40 |1500 | 372

250 | 10,0 100 80 30 10 | 0,50 10 40 |0,250 | 30,0

32,5 55 150 60 20 6 1,25 6 2,5 | 0,875 24,0

g N|lo|lolo|o|lo|o|o|o|oa|oa|o| | o
RN Rl W Rl R Rl R R RN W
[E=N
o

25,0 | 10,0 200 40 10 2 2,00 10 1,0 | 1500 | 0,04

S. warnei S22‘e ait varyans analizinde ¢alistigimiz modelin F degeri 8,34 ve P
degeri 0,001 olarak bulunmustur. Olusturulan modelin etkili oldugu goriilmektedir.

Modelin R? degeri %94,00°dir (Tablo 3.26.).

Tablo 3.26. S. warnei S22 ile glukoz igceren besiyerinde HA tiretiminde etkili faktorlerin varyans
analiz sonuclart

Kaynak Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplanm ortalamasi

Model 13 10,3077 0,79290 13,26 0,000
Dogrusal 12 8,1120 0,67600 11,30 0,000
Sicaklik(°C) 1 5,8992 5,89915 98,63 0,000
Inokulum miktari 1 0,0064 0,00641 0,11 0,750
Calkalama hiz1 1 0,4861 0,48610 8,13 0,016
Glukoz 1 0,0000 0,00002 0,00 0,987
pH 1 0,5114 0,51136 8,55 0,014
Maya 6ziitii 1 0,0002 0,00017 0,00 0,959
Kazein pepton 1 0,0718 0,07176 1,20 0,297
K2S04 1 0,0478 0,04782 0,80 0,390
MgSO, 1 0,3748 0,37483 6,27 0,029
NaHPO,4 1 0,0261 0,02606 0,44 0,523
Iz mineral 1 0,5373 0,53726 8,98 0,012
NaCl 1 0,1510 0,15103 2,53 0,140
Egim 1 2,1957 2,19573 2,1957 0,000
Hata 11 0,6579 0,05981

Uyum eksikligi 7 0,6408 0,09154 21,39 0,005
Saf hata 4 0,0171 0,00428

Toplam 24 10,9656

Model 6zeti R2= 994,00 R?(pred)= %52,05 R?(adj)=%86,91 S =0,244560
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Tablo 3.27. S.warnei S22 'nin PB tasariminda siikroz ile elde edilen tiretim miktarlar

s |22 |22 |5 = O R - - P U T
39| 2E |ZZ | 22|58 55|28 (%8 |18 |fE|2B|fzp
a | EF |82 |7 g |>*z = |2 s =
32,5 55 150 70 7] 20 6 1,25 2 25 | 0875 | 300
40,0 | 10,0 100 80 9 | 30 2 2,00 3 10 | 0,250 | 0,46
25,0 1,0 100 60 5| 30 2 2,00 3 10 40 ]0250 | 13,0
32,5 55 150 70 7] 20 6 1,25 2 6 25 | 0875 | 274
40,0 1,0 100 80 5| 30 2 2,00 1 10 4,0 | 1500 | 0,22
40,0 | 10,0 100 60 9| 10 2 0,50 1 10 10 | 1,500 | 0,36
32,5 55 150 70 7| 20 6 1,25 2 6 25 | 0875 | 27,0
250 | 10,0 200 80 9 | 10 2 2,00 3 2 4,0 | 1500 | 262
40,0 1,0 200 60 9 | 30 2 0,50 3 10 1,0 | 1,500 0,4
25,0 1,0 200 60 9| 10 | 10 | 2,00 3 10 1,0 | 0,250 3,0
250 | 10,0 100 60 5|30 | 10 | 2,00 3 2 10 | 1,500 | 244
32,5 55 150 70 7| 20 6 1,25 2 6 25 10875 | 299
40,0 | 10,0 200 60 5|10 | 10 | 2,00 1 10 4,0 | 0,250 01
40,0 | 10,0 100 60 5| 10 | 10 | 0,50 3 2 4,0 | 1500 | 012
40,0 1,0 200 80 5| 10 2 0,50 3 40 |0,250 | 0,16
40,0 1,0 100 80 9 | 10 | 10 | 2,00 1 2 10 | 0250 | 0,16
25,0 | 10,0 200 60 9 | 30 2 0,50 1 2 40 |0,250 | 27,2
40,0 | 10,0 200 80 5|30 | 10 | 0,50 3 10 10 | 0,250 | 0,04
25,0 1,0 200 80 5130 | 10 | 0,50 1 2 1,0 | 1,500 6,4
40,0 1,0 200 60 9 | 30 | 10 | 2,00 1 4,0 | 1500 | 1,04
25,0 1,0 100 60 5| 10 2 0,50 1 2 1,0 | 0,250 | 222
25,0 1,0 100 80 9| 10 | 10 | 0,50 3 10 40 | 1500 | 344
250 | 10,0 100 80 9 | 30 | 10 | 0,50 1 10 4,0 |0,250 | 28,0
32,5 5,5 150 70 71 20 6 1,25 2 6 25 | 0875 | 244
250 | 10,0 200 80 5| 10 2 2,00 1 10 1,0 | 1,500 | 0,92

S. warnei S22 ‘e ait varyans analizinde ¢alistigimiz modelin F degeri 6,56 ve P
degeri 0,002°dir. P degerine bakildiginda olusturulan modelin etkili oldugu ve
regresyonun istatistiksel olarak anlamli (p< 0.05) oldugu gériilmektedir. Modele ait R?
degeri %88,57"dir (Tablo 3.28.).

Tablo 3.28. S.warnei S22 ile siikroz igeren besiyerinde HA iiretiminde etkili faktorlerin varyans
analiz sonuclar

Kaynak Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam ortalamasi

Model 13 9,3267 0,71744 6,56 0,002

Dogrusal 12 5,9804 0,49837 4,55 0,009

Stikroz 1 0,0047 0,00471 0,04 0,839

Sicaklik(°C) 1 4,0545 4,05450 37,05 0,000
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Tablo 3.28. (Devam)

Inokulum miktar 1 0,0785 0,07850 0,72 0,415
Calkalama hizi 1 0,4569 0,45693 4,18 0,066
pH 1 0,3362 0,33618 3,07 0,107
Maya 6ziitii 1 0,0171 0,01711 0,16 0,700
Kazein pepton 1 0,0088 0,00878 0,08 0,782
K2S04 1 0,2878 0,28776 2,63 0,133
MgSO, 1 0,0378 0,03776 0,35 0,569
Na;HPO4 1 0,0803 0,08026 0,73 0,410
Iz mineral 1 0,6178 0,61776 5,65 0,037
NaCl 1 0,0002 0,00015 0,00 0,971
Egim 1 3,3463 3,34634 30,58 0,000
Hata 11 1,2036 0,10942

Uyum eksikligi 7 1,1458 0,16369 1,33 0,017
Saf hata 4 0,0578 0,01445

Toplam 24 10,5304

Model 6zeti R?=%88,57 R?*(pred)=%10,32 R?(adj)= %75,06 S =0,330785

Tablo 3.29. S. epidermidis PS1’in PB tasariminda glukoz ile elde edilen iiretim miktarlart

» ) S o~ 4 = 3| . - S = o~
=¥ é% S8 sz §e§§ Ss|8sl %8s 2= |05 | <55
ST E2 |25 |6 | T | 5L ¥ |ST |87 |E= 27| TEE
=g O = s o Z o
325 | 55 | 150 | 60 | 7 | 20 | 6 | 1,25 | 2 6 | 25 |0875| 222
400 | 100 | 100 | 40 | 9 | 30 | 2 | 200 | 3 2 | 10 |0250| 0,04
250 | 10 | 1200 | 80 |5 | 30| 2 | 200 3 10 | 40 | 0,250 | 0,04
325 | 55 | 150 | 60 | 7 | 20 | 6 | 1,25 | 2 6 | 25 |0875| 252
400 | 1,0 | 100 | 40 |5 |30 | 2 | 200 | 1 10 | 40 | 1,500 | 0,04
400 | 100 | 100 | 80 | 9 | 10 | 2 | 050 | 1 10 | 1,0 | 1,500 | 0,04
325 | 55 | 150 | 60 | 7 | 20 | 6 | 1,25 | 2 6 | 25 |0875| 258
250 | 100 | 200 | 80 | 9 | 10 | 2 | 200 | 3 2 | 40 |1500]| 0,04
400 | 1,0 | 200 | 80 | 9 | 30 | 2 | 050 | 3 10 | 1,0 | 1,500 | 0,04
250 | 10 | 200 | 40 | 9 | 10 | 10 | 2,00 | 3 10 | 10 | 0250 | 6.2
250 | 100 | 100 | 80 | 5 | 30 | 10 | 2,00 | 3 2 | 10 |1500]| 320
325 | 55 | 150 | 60 | 7 | 20 | 6 | 1,25 | 2 6 | 25 |0875| 240
400 | 100 | 200 | 80 | 5 | 10 | 10 | 200 | 1 10 | 40 | 0,250 | 0,04
400 | 100 | 100 | 40 | 5| 10 | 10 | 050 | 3 2 | 40 |1500]| 0,14
400 | 1,0 | 200 | 80 | 5| 10| 2 | 050 | 3 2 | 40 |0250| 0,04
400 | 1,0 | 100 | 80 | 9 | 10 | 10 | 200 | 1 2 | 10 |0250| 0,04
250 | 100 | 200 | 40 | 9 | 30 | 2 | 050 | 1 2 | 40 |0250| 280
400 | 100 | 200 | 40 |5 | 30 | 10 | 050 | 3 10 | 1,0 | 0,250 | 0,04
250 | 10 | 200 | 80 | 5 | 30 | 10 | 050 | 1 2 | 10 |1500]| 0,04
400 | 1,0 | 200 | 40 | 9 | 30 | 10 | 200 | 1 2 | 40 |1500]| 0,04
250 | 10 | 100 | 40 |5 | 10 | 2 | 050 | 1 2 | 10 | 0250 | 224
250 | 10 | 100 | 40 | 9 | 10 | 10 | 050 | 3 10 | 40 | 1,500 | 24,2
250 | 100 | 1200 | 80 | 9 | 30 | 10 | 0,50 | 1 10 | 40 | 0250 | 320
325 | 55 | 150 | 60 | 7 | 20 | 6 | 1,25 | 2 6 | 25 |0875| 280
250 | 10,0 | 200 | 40 | 5 | 10 | 2 | 200 | 1 10 | 1,0 | 1,500 | 0,94
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S. epidermidis PS1¢e ait varyans analizinde ¢alistigimiz modelin F degeri 3,05 ve P
degeri 0,036°dir. P degerine bakildiginda olusturulan modelin etki degerinin daha diisiik
goriilmektedir. Modelin R? degeri %78,29°dir (Tablo 3.30.).

Tablo 3.30. S. epidermidis PS! ile glukoz iceren besiyerinde HA iiretiminde etkili faktorlerin
varyans analiz sonuglart

Kaynak Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami ortalamasi

Model 13 8,1139 0,62414 3,05 0,036
Dogrusal 12 5,0332 0,41943 2,05 0,122
Sicaklik (°C) 1 2,6485 2,64846 12,94 0,004
Inokulum miktar 1 0,2000 0,20000 0,98 0,344
Calkalama hiz1 1 0,7167 0,71669 3,50 0,088
Glukoz 1 0,0401 0,04014 0,20 0,666
pH 1 0,1542 0,15418 0,75 0,404
Maya oziitii 1 0,1805 0,18050 0,88 0,368
Kazein pepton 1 0,2346 0,23458 1,15 0,307
K2SO4 1 0,5732 0,57325 2,80 0,122
MgSQO4 1 0,0530 0,05305 0,26 0,621
Na;HPO4 1 0,0451 0,04513 0,22 0,648
Iz mineral 1 0,0661 0,06612 0,32 0,581
NaCl 1 0,1211 0,12106 0,59 0,458
Egim 1 3,0807 3,08073 15,06 0,003
Hata 11 2,2506 0,20460
Uyum eksikligi 7 2,2031 0,31473 26,49 0,003
Saf hata 4 0,0475 0,01188
Toplam 24 10,3645

Model dzeti R?=%78,29  R?(pred)= %0,00 R2?(adj)=%52,62 S=0,452327

Tablo 3.31. S. epidermidis PSI’in PB tasariminda siikroz ile elde edilen tiretim miktarlar

= = &l EE N E @ < -3 S e =~
) k= i i n § 4 g 4 S g N S £
32,5 55 150 70 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 18,4
40,0 10,0 100 80 9 30 2 2,00 3 1,0 0,250 0,46
25,0 1,0 100 60 5 30 2 2,00 3 10 4,0 0,250 13,2
32,5 55 150 70 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 23,8
40,0 1,0 100 80 5 30 2 2,00 1 10 4,0 1,500 0,36
40,0 10,0 100 60 9 10 2 0,50 1 10 1,0 1,500 0,07
32,5 55 150 70 7 20 6 1,25 2 6 2,5 0,875 23,6
25,0 10,0 200 80 9 10 2 2,00 3 2 4,0 1,500 24,0
40,0 1,0 200 60 9 30 2 0,50 3 10 1,0 1,500 0,26
25,0 1,0 200 60 9 10 10 2,00 3 10 1,0 0,250 0,88
25,0 10,0 100 60 5 30 10 2,00 3 2 1,0 1,500 24,0




Tablo 3.31. (Devam)

32,5 55 150 70
40,0 | 10,0 200 60
40,0 | 10,0 100 60
40,0 1,0 200 80
40,0 1,0 100 80
25,0 | 10,0 200 60
40,0 | 10,0 200 80
25,0 1,0 200 80
40,0 1,0 200 60
25,0 1,0 100 60
25,0 1,0 100 80
250 | 10,0 100 80
32,5 55 150 70
250 | 10,0 200 80

20 6 1,25
10 10 | 2,00
10 10 | 0,50
10 2 0,50
10 10 | 2,00
30 2 0,50
30 10 | 0,50
30 10 | 0,50
30 10 | 2,00
10 2 0,50
10 10 | 0,50
30 10 | 0,50
20 6 1,25
10 2 2,00

6 2,5 0,875 19,9
10 4,0 0,250 0,16
2 4,0 1,500 0,04
4,0 0,250 0,16
2 1,0 0,250 0,16
2 4,0 0,250 26,6
1,0 0,250 0,04
2 1,0 1,500 0,04
4,0 1,500 0,32
2 1,0 0,250 24,0
10 4,0 1,500 32,4
10 4,0 0,250 30,0
6 2,5 0,875 24,0
10 1,0 1,500 0,98

g| N o|o|a|o|la|o|o|o|ooal o]~
RN R W Rl R R W R R ww kN
[E=N
o

S. epidermidis PS1°e ait siikrozlu besiyeri varyans analizinde ¢alistigimiz modelin
F degeri 4,46 ve P degerinin 0,09 oldugu goriilmektedir. Modelin R? degeri %84,06’dir.
P degerine bakildiginda olusturulan modelin etki degerinin daha diisiik goriilmektedir

(Tablo 3.32.).

Tablo 3.32. S. epidermidis PSI ile siikroz iceren besiyerinde HA iiretiminde etkili faktorlerin
varyans analiz sonuglart

Kaynak Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami ortalamasi
Model 13 7,70226 0,59248 4,46 0,009
Dogrusal 12 6,00809 0,50067 3,77 0,018
Stikroz 1 0,00003 0,00003 0,00 0,988
Sicaklik(oC) 1 3,77233 3,77233 28,42 0,000
Inokulum miktar 1 0,13878 0,13878 1,05 0,328
Calkalama hiz1 1 0,64082 0,64082 4,83 0,050
pH 1 0,32922 0,32922 2,48 0,144
Maya 6ziitii 1 0,01579 0,01579 0,12 0,737
Kazein pepton 1 0,00008 0,00008 0,00 0,981
K2S04 1 0,29622 0,29622 2,23 0,163
MgSO, 1 0,02035 0,02035 0,15 0,703
Na;HPO4 1 0,05325 0,05325 0,40 0,539
iz mineral 1 0,72200 0,72200 5,44 0,040
NaCl 1 0,01922 0,01922 0,14 0,711
Egim 1 1,69416 1,69416 12,76 0,004
Hata 11 1,46006 0,13273
Uyum eksikligi 7 1,38894 0,19842 11,16 0,017
Saf hata 4 0,07112 0,01778
Toplam 24 9,16232
Model 6zeti R?=%84,06 R?*(pred)=%0,00 R?(adj)= %65,23 S =0,364325
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Tablo 3.33. PB tasariminda secgilen test bakterilerinin en yiiksek HA itiretim miktarlar

Bakteri Karbon kaynag En yiiksek iiretim(mg/L)
S. thermophilus P3 Glukoz 54,0
S. thermophilus P4 Glukoz 62,0
E. gallinarum M179 Glukoz 40,4
E. durans M173 Glukoz 58,8
S. mutans 1a21 Glukoz 66,4
S. warnei S22 Glukoz 37,2
S. epidermidis PS1 Glukoz 32,0
S. thermophilus P3 Stikroz 36,4
S. thermophilus P4 Stikroz 56,0
E. gallinarum M179 Siikroz 34,8
E. durans M173 Siikroz 35,2
S. mutans 1a21 Siikroz 54,0
S. warnei S22 Stikroz 344
S. epidermidis PS1 Siikroz 32,4

Tablo 3.34. PB tasarinu ile belirlenen iiretimde etkili faktorler

Bakteri Karbon kaynag Etkili faktorler

S. thermophilus P3 Glukoz Sicaklik, pH, K>SO, NaCl, iz mineral ve ¢alkalama hiz1
S. thermophilus P4 Glukoz Sicaklik, iz mineral, pH, ¢alkalama hizi, K»SO4

E. gallinarum M179 Glukoz Sicaklik, ¢alkalama hizi, MgSQa, Ve iz mineral

E. durans M173 Glukoz Sicaklik, ¢calkalama hizi, pH

S. mutans 1a2l Glukoz Sicaklik, iz mineral , pH, ¢alkalama hizi, NaCl

S. warnei S22 Glukoz Sicaklik, iz mineral, pH, calkalama hizi, MgSO4

S. epidermidis PS1 Glukoz Sicaklik

S. thermophilus P3 Siikroz Sicaklik, iz mineral, ¢alkalama hizi, K2SO4Na;HPO4
S. thermophilus P4 Siikroz Sicaklik, iz mineral, ¢alkalama hizi, pH, K2SO4

E. gallinarum M179 Stikroz Sicaklik, ¢alkalama hizi ve iz mineral

E. durans M173 Siikroz Sicaklik, MgSOs, calkalama hizi

S. mutans 1a2l Siikroz Sicaklik, ¢alkalama hizi, iz mineral

S. warnei S22 Siikroz Sicaklik, iz mineral

S. epidermidis PS1 Siikroz Sicaklik, iz mineral
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Plackett Burman deney sonuglarina gore glukoz ve siikrozda en yiiksek iiretim
miktaria sahip 2 bakteri olan S. thermophilus P4 ve S. mutans 1a21 segilerek cevap

ylizey yontemine gegilmistir (Tablo 3.33.).

3.4.2. Cevap yiizey yontemi ile hyaluronik asit iiretimi

S. thermophilus P4 ve S. mutans 1a2l izolatlar1 ile Plackett Burman deney
tasariminda tiretimde etkili olarak belirlenen faktorler kullanilarak cevap yiizey deney
tasarimi ile HA tiretimi i¢in parametrelerin optimizasyonu yapilmistir. Hyaluronik asit
liretiminin optimizasyonunda her parametre i¢in alt diizey (-1), orta diizey (0) ve {ist
diizey (+1) olmak iizere 3 diizeyde tasarim kullanilarak iiretim gergeklestirilmistir (Tablo
2.4.). Yapilan deneyler sonucunda deneye alinan bakterilerde maksimum hyaluronik asit
tiretimi i¢in Minitab 16 software Response Optimizer kullanilarak optimum kosullar
belirlenmistir. Cevap ylizey deney tasariminda parametreler arasindaki iligki, ikinci

dereceden bir polinom modeli kullanilarak elde edilmistir.

k k
y=Po+ Z B:Xi + Z X + IZJZ BiXiX; + ¢
=1 =1

[13%2]
1

Bu modelde “y” ongdriilen yanit, o sabit, B, “1” faktoriiniin ana etkisinin katsayist,

13t
1

Bij, “1” ve “J” arasindaki etkilesim etkisinin katsayisi, Bii “1” faktoriiniin 2. derece polinom

etkisi, “€” 1se hatadir.

Cevap ylizey modelinin uygulandig1 deneysel tasarimda, parametrelerin hyaluronik
asit tiretimi lizerine etkisi varyans analizi (ANOVA) ile belirlenmistir ve tiretim miktarlari
kaydedilmistir. (Tablo 3.35-3.42.). 2 bakteri (S. thermophilus P4, S. mutans 1a21) ve 2
seker (glukoz, siikkroz) i¢in analizler ayr1 ayr1 yapilmistir. Yapilan deneyler sonucunda
tiretim miktarlarinin bakterilere ve kullanilan karbon kaynagina gore degisiklik gosterdigi

gorilmiistiir.

En yiiksek hyaluronik asit iiretimi i¢in degiskenlerin birbirleri iizerindeki etkileri
kontur grafikleri ¢izilerek kaydedilmistir (Gorsel 3.5., 3,7., 3.9., 3.11.). Degiskenler
arasindaki etkilesimleri anlamak ve maksimum cevap i¢in her bir degiskenin optimum
seviyelerini belirlemek amaciyla cevap yiizey grafikleri cizilmistir (Gorsel 3.6., 3.8.,
3.10., 3.12.).
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Tablo 3.35. S. thermophilus P4 iin glukoz i¢cin hazirlanan deney tasaruminda HA (mg/L)
miktarlart

Sicaklik | Calkalama pH K2SO4 | 1z mineral | HA miktari
(°C) | izi(rpm) (9) (ml) (mg/L)

35 80 8 0,5 4 58,0
35 80 8 0,5 5 46,2
30 147 9 0,75 3 60,0
30 100 9 0,75 3 54,2
42 100 9 0,75 4 26,0
25 120 10 1 4 28,0
25 120 10 0,5 3 30,0
25 120 8 1 3 40,4
30 52 9 0,75 5 48,2
30 100 9 0,75 3 50,6
25 80 10 1 4 20,0
30 100 9 0,75 3 54,4
25 80 8 0,5 4 60,0
30 100 9 0,75 3 56,0
25 120 8 0,5 3 42,2
35 120 10 0,5 3 18,0
35 80 10 1 3 13,0
25 120 8 1 4 50,4
25 80 10 0,5 5 18,0
25 80 8 0,5 3 48,0
30 100 11 0,75 4 1.8

35 120 10 1 3 14,0
30 100 9 0,16 5 50,0
30 100 9 0,75 5 56,0
35 80 10 0,5 5 20,4
35 80 8 1 5 57,6
35 120 8 0,5 5 48,0
25 120 8 0,5 5 40,0
25 80 8 1 4 62,0
35 80 10 1 3 16,0
35 80 10 0,5 4 14,0
18 100 9 0,75 4 18,0
30 100 9 0,75 5 54,0
25 120 10 1 5 30,2
25 80 10 0,5 4 28,4
35 120 10 0,5 4 20,0
25 120 10 0,5 5 24,0
30 100 9 0,75 4 53,2
30 100 9 0,75 4 56,4
35 80 8 1 5 45,6
35 120 8 1 4 52,6
30 100 9 0,75 4 54,0
35 120 8 1 3 56,0
35 120 10 1 4 13,0
30 100 9 1,35 5 54,0
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Tablo 3.35. (Devam)

30 100 9 0,75 5 56,4
30 100 9 0,75 5 60,0
30 100 9 0,75 1,62 54,0
25 80 8 1 6,34 58,0
35 120 8 0,5 4 52,4
25 80 10 1 3 26,0
30 100 6,62 0,75 3 66,0

S.thermophilus P4 glukozlu besiyerine ait varyans analizinde ¢alisilan modelin F
degeri 13,84 ve P degeri 0,000°dir. P degerine bakildiginda olusturulan modelin etkili
oldugu ve regresyonun istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir. Modelin R?

degeri %89,93 diir (Tablo 3.36.).

Tablo 3.36. S.thermophilus P4 bakterisinin glukozlu besiyeri varyans analiz sonuglari (¢:sicaklik,
iz:iz mineral, ch:¢alkalama hizi)

Kaynak Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplanm ortalamasi

Model 20 34,7922 1,7396 13,84 0,000
Dogrusal 5 23,6166 4,7233 37,58 0,000
T 1 0,1096 0,1096 0,87 0,358
iz 1 0,0000 0,0000 0,00 0,995
PH 1 23,4714 23,4714 186,73 0,000
CH 1 0,0009 0,0009 0,01 0,935
K2S04 1 0,0347 0,0347 0,28 0,603
Kare 5 9,5041 1,9008 15,12 0,000
T 1 6,8686 6,8686 54,64 0,000
iz*xiz 1 0,0646 0,0646 0,51 0,479
PH*PH 1 3,2983 3,2983 26,24 0,000
CH*CH 1 0,2088 0,2088 1,66 0,207
K2S04*K,S04 1 0,3507 0,3507 2,79 0,105
Etkilesim 10 1,6715 0,1671 1,33 0,259
T*iz 1 0,2353 0,2353 0,20 0,657
T*PH 1 0,6527 0,6527 519 0,030
T*CH 1 0,1128 0,1128 0,90 0,351
T*K2S04 1 0,0935 0,0935 0,74 0,395
iz*PH 1 0,0028 0,0028 0,02 0,882
iz*CH 1 0,0007 0,0007 0,01 0,941
[Z*K2S04 1 0,1953 0,1953 1,55 0,222
PH*CH 1 0,4560 0,4560 3,63 0,066
PH*K>S04 1 0,1313 0,1313 1,04 0,315
CH*K2S0,4 1 0,0010 0,0010 0,01 0,929
Kalint1 31 3,8967 0,1257
Uyum eksikligi 22 3,8103 0,1732 18,04 0,000
Saf hata 9 0,0864 0,0096
Toplam 51 38,6889

Model 6zeti R?=9%89,93 R?*(pred)= %58,49 R?(adj)= %83,43 S =0,354541
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S. thermophilus P4 numarali bakterinin glukozlu besiyeri kontur grafiginde
goriildiigii tizere incelenen sinir noktalarinda sicaklik orta noktalardayken iiretimin arttigi,
iz mineral miktarinin artmasinin iiretime pozitif etkisinin oldugu, pH degerinin azalmasi
ve K2SOs miktarinin artmasi ile tretimin arttigi gorilmektedir. Tim besiyeri

bilesenlerinin birbirleri tizerindeki etkileri farklilik géstermektedir (Gorsel 3.5.).
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Gorsel 3.5. P4 numarali S. thermophilus bakterisinin glukozlu besiyeri kontur grafigi

P4 numarali S. thermophilus bakterisinin glukozlu besiyeri cevap yiizey grafiginde
iz mineral ve sicaklik parametrelerinin HA iiretimi iizerine olan kuadratik etkileri
goriilmektedir. iz mineral ve sicakligin HA {iretimi {izerine olan negatif kuadratik etkilere
bagl olarak orta degerlere kadar iiretimin arttig1 ve daha yiiksek degerlere ¢ikildiginda
tiretimini azaldig1 gorilmiustiir. KoSO4 ve sicaklik, calkalama hizi ve sicaklik, ¢alkalama
hiz1 ve K>SOy etkilerinde de durum benzerdir. Calkalama hizi ve pH’ nin yiikselmesi ile
tiretimin azaldigin1 goriilmektedir. K2SO4’lin artmasi ve pH nin azalmasi ile tiretim artti1

goriilmektedir (Gorsel 3.6.).
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Surface Plots P4 glukoz
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Gorsel 3.6. P4 numarali S. thermophilus bakterisinin glukozlu besiyeri cevap yiizey grafigi

Tablo 3.37. S. mutans 1a2l’in glukoz i¢in hazirlanan deney tasariminda HA (mg/L) miktarlart

Sicaklik | Calkalama pH | izmineral | NaCl HA
(°C) hizi(rpm) (ml) (9) miktar1
(mg/L)
30 100 9 4 0,6 48,0
25 120 8 3 04 64,00
30 100 9 4 0,6 46,0
30 100 9 4 0,6 44,2
30 100 9 4 0,6 26,0
35 80 8 3 0,8 51,2
25 80 10 3 0,8 12,0
35 120 10 5 0,8 10,0
35 120 8 5 0,8 50,0
30 100 11,4 4 0,6 20,0
25 80 10 3 0,4 14,2
25 80 10 5 0,8 9,8
35 80 8 5 0,8 48,2
30 100 9 4 0,6 48,0
25 80 8 3 0,4 44,2
30 100 9 4 0,6 26,4
35 120 8 5 0,4 54,0
30 100 9 1,62 0,6 56,0
35 80 10 3 0,8 16,0
25 80 8 5 0,4 52,6
35 120 8 3 0,4 58,2
25 120 8 3 0,8 62,0
30 100 9 4 0,6 44,0
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Tablo 3.37. (Devami)

30 100 6,62 4 0,6 60,8
35 80 10 5 0,4 18,0
18,1 100 9 4 0,6 16,0
25 120 10 5 0,8 32,0
35 120 10 3 0,8 10,4
25 120 8 5 0,4 68,0
30 100 9 4 1,07 42,0
35 120 8 3 0,8 60,0
25 120 8 5 0,8 60,0
35 80 8 3 04 62,0
30 100 9 4 0,6 49,2
25 80 10 5 0,4 10,0
35 80 10 5 0,8 9,8
35 120 10 5 0,4 12,6
30 147,5 9 4 0,6 53,6
30 100 9 4 0,6 44,8
30 100 9 6,38 0,6 70,0
25 120 10 3 04 50,4
35 80 10 3 0,4 12,4
41,9 100 9 4 0,6 28,0
25 80 8 3 0,8 54,0
25 80 8 5 0,8 56,6
35 80 8 5 0,4 58,0
30 100 9 4 0,6 46,4
25 120 10 5 0,4 28,0
30 52,4 9 4 0,6 50,0
35 120 10 3 0,4 14,0
25 120 10 3 0,8 24,2
30 100 9 4 0,12 42,0

S. mutans 1a21 glukozlu besiyerine ait varyans analizinde ¢alistigimiz modelin F

degeri 13,76 ve P degeri 0,000 bulunmustur. P degerine bakildiginda olusturulan modelin

etkili oldugu ve regresyonun istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir. Modelin

R? degeri ise %89,87°dir (Tablo 3.38.).

Tablo 3.38. S. mutans 1a2l ile glukozlu besiyeri varyans analiz sonuglart (t:sicaklik, iz:iz
mineral, ch:¢alkalama hizi)

Kaynak Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami ortalamasi
Model 20 42,7134 2,1357 13,76 0,000
Dogrusal 5 34,7551 6,9510 44,78 0,000
T 1 0,2681 0,2681 1,73 0,198
iz 1 0,0131 0,0131 0,08 0,773
PH 1 33,2112 33,2112 213,96 0,000
CH 1 1,0938 1,0938 7,05 0,012
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Tablo 3.38. (Devami)

NaCl 1 0,1689 0,1689 1,09 0,305
Kare 5 5,8319 1,1664 7,51 0,000
T™T 1 3,5223 3,5223 22,69 0,000
iz*iz 1 0,4799 0,4799 3,09 0,089
PH*PH 1 1,5404 1,5404 9,92 0,004
CH*CH 1 0,0191 0,0191 0,12 0,728
NaCl*NaCl 1 0,2750 0,2750 1,77 0,193
Etkilesim 10 2,1263 0,2126 1,37 0,240
T*iz 1 0,0183 0,0183 0,12 0,734
T*PH 1 0,2729 0,2729 1,76 0,195
T*CH 1 1,6223 1,6223 10,45 0,003
T*NaCl 1 0,0130 0,0130 0,08 0,774
izZ*PH 1 0,0155 0,0155 0,10 0,754
iZ*CH 1 0,0461 0,0461 0,30 0,590
[Z*NaCl 1 0,0022 0,0022 0,01 0,906
PH*CH 1 0,0591 0,0591 0,38 0,542
PH*NaCl 1 0,0213 0,0213 0,14 0,714
CH*NaCl 1 0,0557 0,0557 0,36 0,554
Kalintt 31 4,8119 0,1552 28,52 0,000
Uyum eksikligi 22 4,7439 0,2156

Saf hata 9 0,0680 0,0076

Toplam 51 47,5253

Model 6zeti R?=%89,87 R?(pred)= %58,00 R?(adj)= %83,34 S =0,393984

S. mutans 1a21 numarali bakterinin glukozlu besiyeri kontur grafigine bakildiginda
incelenen sinir noktalarinda NaCl ve sicaklik orta noktalardayken iiretimin artti§1, pH ve
sicaklik arttikga tiretimin azaldigi, iz mineral miktarinin artmast pH’nin azalmasi ile
iiretimin arttig1 goriilmektedir. Tiim besiyeri bilesenlerinin birbirleri {izerindeki etkileri

farklilik gostermektedir (Gorsel 3.7.).
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Gorsel 3.7. 1a2] numarali S. mutans bakterisinin glukozlu besiyeri kontur grafigi

S. mutans 1a21 numarali bakterinin glukozlu besiyerinin cevap ylizey grafiginde iz
mineral ve sicakligin hyaluronik asit {iretimi ilizerine olan negatif kuadratik etkilerine
bagl olarak orta degerlere kadar {iretimin arttig1 ve daha yiiksek degerlere ¢ikildiginda
dretimini azaldigr gorilmistir. K2SOs ve sicaklik, calkalama hiz1 ve sicaklik
etkilesimlerinde de durum olduk¢a benzerdir. Calkalama hizi ve pH’ nin yiikselmesi ile
tretimin azaldigmi goriilmektedir. K2SO4’lin artmast ve pH’nin azalmasi ile iiretim
artmaktadir. 1z mineral ve NaCl orta noktalardayken iiretimin azaldig1 goriilmektedir.

Besiyeri bilesenleri arasinda dogrusal olmayan etkilesimler bulunmaktadir (Gorsel 3.8.).

79



Surface Plots 1a21 glukoz

Hold Values
T 30
iz 4
PH 9
CH 100
Nad 06

Gorsel 3.8. 1a21 numaralr S. mutans bakterisinin glukozlu besiyeri cevap yiizey grafigi

Tablo 3.39. S. thermophilus P4 ’iin siikroz icin hazirlanan deney tasaruminda HA (mg/L)

miktarlart
Sicaklik | Calkalama | pH K>SO, iz HA
(°C) hiz1 (rpm) (9) mineral miktari
(ml) (mg/L)
35 120 8 1 4 44,2
30 100 9 0,75 5 38,0
35 120 10 1 3 18,0
25 120 10 0,5 3 24,2
30 100 11,4 0,75 4 14,0
35 120 8 1 4 54,0
30 100 9 0,75 3 36,4
25 80 8 1 3 32,0
25 80 10 1 5 20,6
35 120 8 0,5 3 50,0
25 80 8 1 4 38,0
25 120 8 1 3 48,0
35 120 10 0,5 4 20,4
30 100 9 0,75 3 39,8
30 100 9 0,75 3 38,0
25 120 8 0,5 3 56,0
30 100 9 0,75 3 34,2
30 100 9 0,75 4 37,2
30 100 6,62 0,75 5 66,0
25 80 10 0,5 3 12,0
25 120 10 1 4 26,2
35 120 10 0,5 3 20,8
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Tablo 3.39. (Devam)

25 120 10 0,5 5 27,8
25 120 8 0,5 5 59,2
30 100 9 1,35 5 36,4
30 100 9 0,75 5 38,0
30 100 9 0,75 5 37,2
30 100 9 0,75 5 36,0
35 80 8 1 4 62,0
30 100 9 0,15 3 35,2
35 80 10 0,5 4 14,6
35 80 10 1 4 16,0
25 80 8 0,5 5 61,0
30 52,4 9 0,75 5 36,0
35 80 8 1 4 56,0
35 120 10 1 4 46,0
25 80 8 0,5 5 62,2
25 120 8 1 4 58,0
35 80 10 05 4 13,2
30 100 9 0,75 5 40,8
30 100 9 0,75 4 44,0
35 80 8 0,5 4 55,8
35 80 8 0,5 3 50,8
35 120 8 0,5 4 42,2
25 120 10 1 5 22,0
30 1475 9 0,75 5 48,0
25 80 10 0,5 5 16,0
30 100 9 0,75 1,62 38,0
41,9 100 9 0,75 6,38 26,0
35 80 10 1 4 18,0
25 80 10 1 3 12,0
18,1 100 9 0,75 3 12,6

S. thermophilus P4 siikrozlu besiyerine ait varyans analizinde ¢alistigimiz modelin

F degeri 12,81 ve P degeri 0,000°dir. Olusturulan modelin etkili oldugu gozlenmektedir

ve regresyonun istatistiksel olarak anlaml1 oldugu goriilmektedir. Modelin R? degeri

%89,21°dir (Tablo 3.40.).

Tablo 3.40. P4 numarali S. thermophilus bakterisinin siikrozlu besiyeri varyans analiz sonug¢lar

(t:sicaklik, iz:iz mineral, ch:¢alkalama hizi)

Kaynak Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami ortalamasi
Model 20 27,5563 1,3778 12,81 0,000
Dogrusal 5 23,3243 4,6649 43,37 0,000
T 1 0,0915 0,0915 0,85 0,364
iz 1 0,0839 0,0839 0,78 0,384
PH 1 22,5014 22,5014 209,20 0,000
CH 1 0,6393 0,6393 5,94 0,021
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Tablo 3.40. (Devami)

K2S04 1 0,0084 0,0084 0,08 0,782
Kare 5 1,7805 0,3561 3,31 0,016
T*T 1 1,5203 1,5203 14,13 0,001
iz*iz 1 0,0105 0,0105 0,10 0,757
PH*PH 1 0,0289 0,0289 0,27 0,608
CH*CH 1 0,0932 0,0932 0,87 0,359
K2S04*K2S04 1 0,0130 0,0130 0,12 0,731
Etkilesim 10 2,4514 2,4514 2,28 0,039
T*{Z 1 0,0151 0,0151 0,14 0,710
T*PH 1 0,0042 0,0042 0,04 0,845
T*CH 1 0,2674 0,2674 2,49 0,125
T*K2S04 1 0,9163 0,9163 8,52 0,006
iz*PH 1 0,0024 0,0024 0,02 0,883
iz*CH 1 0,0001 0,0001 0,00 0,981
[7*K2S04 1 0,0382 0,0382 0,35 0,556
PH*CH 1 0,6202 0,6202 577 0,023
PH*K2S04 1 0,4129 0,4129 3,84 0,059
CH*K2S04 1 0,1748 0,1748 1,63 0,212
Kalint1 31 3,3344 0,1076

Uyum eksikligi 22 3,2919 0,1496 31,73 0,000
Saf hata 9 0,0424 0,0047

Toplam 51 30,8907

Model 6zeti R%= %89,21 R?(pred)= %60,28 R?(adj)= %82,24 S =0,327964

S. thermophilus P4 numarali bakterinin siikrozlu besiyeri kontur grafiginde
gorildiigi tizere incelenen sinir noktalarinda sicaklik 30°C’ye yakin oldugunda tiretimin
maksimum oldugu, iz mineral miktarinin artmasinin iiretime pozitif etkisinin oldugu, pH
degerinin azalmasi ve K2SO4 miktarinin artmasi ile liretimin arttig1 goriilmektedir. Tim

besiyeri bilesenlerinin birbirleri tizerindeki etkileri farklilik gostermektedir (Gorsel 3.9.).
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Gérsel 3.9. P4 numaral: S. thermophilus bakterisinin siikrozlu besiveri kontur grafigi

S. thermophilus P4 numarali bakterinin siikrozlu besiyeri cevap ylizey grafigine
bakildiginda sicaklik ve iz mineralin orta noktalarda bulunmasi durumunda iiretimin
arttig1 goriilmektedir. Sicaklik ve ¢alkalama hizinin etkileri de benzerdir. Iz mineral ve
calkalama hizinin azalmas: ile Uretim hyaluronik asit tiretim miktar1 azalmaktadir.

Besiyeri bilesenleri arasinda dogrusal olmayan etkilesimler bulunmaktadir (Gorsel 3.10.).
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Gorsel 3.10. P4 numarali S. thermophilus bakterisinin siikrozlu besiyeri cevap yiizey grafigi

Tablo 3.41. S. mutans /a2l ’in siikroz igin hazirlanan deney tasariminda HA (mg/L) miktarlart

Sicaklik | Calkalama | Iz mineral HA
(°C) hiz1 (rpm) (ml) miktar1
(mg/L)
30 100 4 56,0
30 100 4 58,4
35 80 3 62,0
30 133,6 4 36,0
25 120 3 56,4
35 80 5 66,0
25 80 5 56,0
30 100 4 58,0
35 120 5 64,0
35 120 3 61,2
30 100 4 60,0
30 100 4 59,2
30 100 2,3 56,0
38,4 100 60,0
30 100 5,7 62,0
30 100 4 58,4
21,6 100 4 18,8
30 66,4 4 54,0
25 120 5 58,0
25 80 3 54,0
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S. mutans 1a21 siikrozlu besiyerine ait varyans analizinde calistigimiz modelin F
degeri 1,61 ve P degeri ise 0,233°diir. Modelin R? degeri %59,24 diir (Tablo 3.42.). P
degerine ve R? degerine bakildiginda olusturulan modelin etkisinin diisiik oldugu

goriilmektedir.

Tablo 3.42. 1821 numarali S. mutans bakterisinin siikrozlu besiyeri varyans analiz sonug¢lar
(t:sicaklik, iz:iz mineral, ch:¢alkalama hizi)

Kaynak Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami ortalamasi

Model 9 3,11595 0,34622 1,61 0,233
Dogrusal 3 1,98867 0,66289 3,09 0,076
T 1 1,76132 1,76132 8,22 0,017
CH 1 0,15049 0,15049 0,70 0,422
iM 1 0,07686 0,07686 0,36 0,563
Kare 3 1,10708 0,36903 1,72 0,226
T™T 1 0,56414 0,56414 2,63 0,136
CH*CH 1 0,14084 0,14084 0,66 0,437
iM*IM 1 0,31836 0,31836 1,48 0,251
Etkilesim 3 0,02020 0,00673 0,03 0,992
T*CH 1 0,01620 0,01620 0,08 0,789
T*IM 1 0,00320 0,00320 0,01 0,905
CH*IM 1 0,00080 0,00080 0,00 0,952
Kalint1 10 2,14397 0,21440
Uyum eksikligi 5 2,12923 0,42585 144,52 0,000
Saf hata 5 0,01473 0,00295
Toplam 19 5,25992

Model dzeti R?=%59,24 R?(pred)=%,00 R*(adj)=%22,56 S =0,463030

S. mutans 1a21 siikrozlu besiyerine ait kontur grafigine bakildiginda calkalama
hizinin azaldigi sicakligin arttig1 noktada liretimin arttig1, iz mineral ve sicakligin se¢ilen
araliklarda artmas ile tiretimin arttig1 ve iz mineral miktarinin artmasinin iiretimi pozitif

etkiledigi goriilmektedir (Gorsel 3.11.).
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Gorsel 3.11. /a2] numaralr S. mutans bakterisinin siikrozlu besiyeri kontur grafigi

S. mutans 1a21 siikrozlu besiyerine ait cevap ylizey grafigi incelendiginde sicaklik
ve ¢alkalama hizinin tiretimde birbirini olumlu etkiledigi, ¢alkalama hiz1 ve iz mineral

orta noktalardayken tiretimin azaldig1 goriilmektedir (Gorsel 3.12.).
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Gorsel 3.12. [a2] numaralr S. mutans bakterisinin siikrozlu besiyeri cevap yiizey grafigi

Maksimum HA verimini elde etmek i¢in dngdriilen optimum proses degiskenleri,
Minitab 16 programinin cevap yiizey optimizasyonu ile belirlenmistir. Belirlenen bu
parametreler kullanilarak Minitab tarafindan verilen teorik sonuglari elde edebilmek i¢in

validasyon deneylerine ge¢ilmistir. Belirlenen optimum kosullara bakildiginda bakteriye
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ve kullanilan karbon kaynagina gore sonuclarda farklilik oldugu goriilmektedir
(Tablo.3.43).

Tablo 3.43. Cevap yiizey modeli ile belirlenen optimum kosullar (t:sicaklik, iz:iz mineral,
ch:¢alkalama hizi)

Bakteri Seker Parametreler

S. thermophilus P4 Glukoz T:29.,87, 1z:1,90, pH:6,62, CH:55,31, K»SO04: 1,29

S. thermophilus P4 Siikroz T:26,51, iz: 6,37, pH: 6,62, CH:52,43, K,SO4: 0,15
S. mutans 1a21 Glukoz T:36,12, 12:6,37, pH: 6,62, CH: 52,43, NaCl: 0739

S. mutans 1a21 Siikroz T:35,52, CH:82,67, 12:5,68

3.5. Validasyon

Validasyon deneyleri sonucunda hyaluronik asit iiretim miktarlar1 cevap yiizey
yontemi kullanilarak hazirlanan tasarim sonucunda beklenen araliklarda olmustur (Tablo
3.43). Boylece tasarim dogrulanmistir. Model tarafindan belirlenen optimum kosullar
(Tablo 3.42.) ile yapilan ¢alismalarda en yiiksek iiretim 50 ml’de 88,0 mg/L ile siikroz
iceren besiyerinde S. thermophilus P4 numarali bakteride olmustur. Cevap ylizey yontemi
ile yapilan deney sonucunda en yiiksek iiretim miktart 66,0 mg/L iken 88,0 mg/L’ye
yiikselmistir. Diger bakterilerde de aymi sekilde dretim miktarlarinin arttig
goriilmektedir. En az artis S. thermophilus P4 numarali bakteride glukozlu besiyerinde
olmustur.

Tablo 3.44. Validasyon deneyleri sonucunda elde edilen iiretim miktarlari(t:sicaklik, iz:iz
mineral, ch: calkalama hizi)

Bakteri Karbon Parametreler Beklenen iiretim Uretim
kaynagi miktari(mg/L) miktari(mg/L)

S. thermophilus P4 Glukoz T:29,87, 1z:1,90, pH:6,62, 712+18 68,0
CH:55,31, K5S04: 1,29

S. thermophilus P4 Siikroz T:26,51, 1z: 6,37, pH: 6,62, 1152 +195 88,0
CH:52,43, K;S04: 0,15

S. mutans 1a21 Glukoz T:36,12, 12:6,37, pH: 6,62, 94,6 +£19,2 85,0
CH: 52,43, NaCl: 0739

S. mutans 1a21 Stikroz T:35,52, CH:82,67, iz:5,68 73,8+11,6 70,0

3.6. Atiklarin HA Uretiminde Kullanilabilirligi
Atiklarin  HA iretiminde kullanilabilirligini belirlemek i¢in Oncelikle test

bakterilerinin bu atiklar1 iceren ortamlarda gelisip gelismedigi belirlenmistir. Daha sonra
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atiklarin icerikleri belirlenmistir. Optimum HA i¢in belirlenen optimum kosullarda hangi
oranlarda kullanilacaklarinin belirlenmesinin ardindan bu kosullarda HA iiretimi

gerceklestirilmistir.

3.6.1. Atiklarin bulundugu besiyerlerinde bakterilerin gelisimlerinin incelenmesi

Optimizasyonda kullanilacak olan mikroorganizmalarin seg¢ilmesiyle atiklarin
bulundugu ortamda gelisip gelismeyecegini gbzlemlemek amaciyla besiyeri icerikleri
degistirilerek deneyler yapilmistir. 3 farkli sekilde besiyeri icerigi degistirilmistir. 1
numaralt besiyerinde hyaluronik asit besiyerinde bulunan glukoz tamamen ¢ikarilarak
atiklar eklenmistir. Bakterilerin timii gelistiginden 2 numarali besiyerinde 1 numarali
besiyerine ek olarak atik miktarlar1 yartya indirilmistir. 3 numarali besiyerinde ise glukoz,
kazein pepton, maya Oziitii yartya indirilip atiklar farkli oranlarda eklenmistir. Deney
sonuglarina gére P3 numarali S. thermophilus melas, silempe ve zeytin posasinda 3
numarali besiyerinde gelisim gostermemistir. Onun disindaki tiim bakteriler tiim
besiyerlerinde gelisim gostermislerdir. Deney sonuglari tablolar halinde kaydedilmistir
(Tablo 3.45., 3.46.,3.47., 3.48.).

Gorsel 3.13. Bakterilerin peynir alti suyunda gelisimi

Tablo 3.45. Bakterilerin peynir alti suyunda gelisimleri

izolat no Besiyeri 1 Besiyeri 2 Besiyeri 3
S. thermophilus P3 + + +
S. thermophilus P4 + + +
E. durans M173 + + +
E. gallinarum M179 + + +
S. mutans 1a21 + + +
S. warnei S22 + + +
S. epidermidis PS1 + + +
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Besiyeri 1:glukoz yerine 10 ml peynir alti suyu eklenen besiyeri, Besiyeri 2: glukoz yerine 4 ml peynir
alti suyu eklenen besiyeri , Besiyeri 3:glukoz, maya ekstrakti ve kazein peptonun tamamen ¢ikarilip 10 ml
peynir alti suyu eklenen besiyeri (+iireme var, -tireme yok)

Tablo 3.46. Bakterilerin melasta gelisimleri

Izolat no Besiyeri 1 Besiyeri 2 Besiyeri 3
S. thermophilus P3 + + -
S. thermophilus P4 + + +
E. durans M173 + + +
E. gallinarum M179 + + +
S. mutans 1a21 + + +
S. warnei S22 + + +
S. epidermidis PS1 + + +

Besiyeri 1:glukoz yerine 10 ml melas eklenen besiyeri, Besiyeri 2: glukoz yerine 4 ml melas eklenen
besiyeri , Besiyeri 3: glukoz, maya ekstrakti ve kazein peptonun tamamen ¢ikarilip 8 ml melas eklenen
besiyeri (+iireme var, -iireme yok)

Tablo 3.47. Bakterilerin silempede gelisimleri

Izolat no Besiyeri 1 Besiyeri 2 Besiyeri 3
S. thermophilus P3 + + -
S. thermophilus P4 + o +
E. gallinarum M179 + + +
E. durans M173 + + +
S. mutans 1a21 + + +
S. warnei S22 + + +
S. epidermidis PS1 + + +

Besiyeri 1:glukoz yerine 10 ml silempe eklenen besiyeri, Besiyeri 2: glukoz yerine 4 ml silempe
eklenen besiyeri, Besiyeri 3:glukoz, maya ekstrakti ve kazein peptonun tamamen ¢ikariip 8 ml silempe
eklenen besiyeri (+iireme var, -iireme yok)

Tablo 3.48. Bakterilerin zeytin posasinda gelisimleri

izolat no Besiyeri 1 Besiyeri 2 Besiyeri 3
S. thermopilus P3 + + -
S. thermophilus P4 + + +
E. gallinarum M179 + + +
E. durans M173 + + +
S. mutans 1a21 + + +
S. warnei S22 + + +
S. epidermidis PS1 + + +

Besiyeri 1:glukoz yerine 10 gr zeytin posasi eklenen besiyeri, Besiyeri 2: glukoz yerine 4 gr zeytin
posast eklenen besiyeri ,Besiyeri 3:glukoz, maya ekstrakti ve kazein peptonun tamamen ¢ikarilp 10 gr
zeytin posasi eklenen besiyeri (+iireme var, -iireme yok)
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3.6.2. Atiklarn fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi
3.6.2.1. Azot miktarlarinin belirlenmesi

Semi mikrokendal yontemi ile azot miktarlar1 belirlenen atiklarin deney sonuglari
tablo 3.48."te verilmistir. Buna gore en yiiksek azot icerigine sahip atik %4,182 ile melas
olarak belirlenmistir. En diisiik azot igerigine sahip atik ise %1,593 ile zeytin posasi

olarak belirlenmistir.

Tablo 3.49. Atiklarin azot miktarlart

Atik Agirhg (g) Azot miktari (%)
Melas 0,5 4,182
Silempe 0,5 3,9484
Zeytin posast 0,5 1,593

Peynir alt1 suyu - Belirlenemedi

3.6.2.2. Kuru madde miktarlarinin belirlenmesi

1 gr olarak tartilan atiklarin 70 derecelik etiivde 24 saatlik inkiibasyonunun ardindan
ikinci tartimlar1 yapilarak hesaplanan kuru madde miktarlar tablo 3.49.°te verilmistir.
Kuru madde miktar1 en fazla olan atik zeytin posasi iken en az olan atik ise peynir alti

suyudur.

Tablo 3.50. Atiklarin kuru madde miktarlar

Atik Agirhg (g) Kuru madde miktari (g)
Peynir alt1 suyu 1 0,323
Melas 1 0,722
Silempe 1 0,595
Zeytin posasi 1 0,820

3.6.2.3. Yag oranlarinin belirlenmesi

Buchii yag ekstraksiyon sistemi ile belirlenen yag miktarlar1 tablo 3.51’de
verilmistir. Peynir alt1 suyu 70 °C’lik etiivde 48 saat inkiibasyonun ardindan suyu
ucurularak kalan kati kisstmdan yag analizi yapilmistir. Buna gore en yiiksek yag icerigine
sahip atik %0,185 ile peynir alt1 suyu iken, en az yag icerigine sahip olan atik %0,036 ile

zeytin posasi olarak belirlenmistir.
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Tablo 3.51. Atiklarin icerdikleri yag miktarlar

Atik Miktar Yag orani(%)
Peynir alt1 suyu 3ml 0,185
Melas 3gr 0,079
Silempe 3gr 0,041
Zeytin posast 3or 0,036

3.6.2.4. Indirgen seker miktarlarinin belirlenmesi

Enzimatik hidroliz sonucunda sivida ¢6ziinen indirgen seker miktart DNS metodu
ile belirlenmistir. Glukoz ile hazirlanan kalibrasyon dogrusu ile hesaplamalar yapilmaistir.
Buna gore en yliksek indirgen seker miktar1 11,7 ile silempe iken en diisiik seker

miktarma sahip atik ise peynir alt1 suyu olarak belirlenmistir (Tablo 3.52.).

Tablo 3.52. Atiklarin indirgen seker miktarlart

Atik Agirhg indirgen seker miktari(mg/ml)
Peynir alt1 suyu 1ml 2,1

Melas 1ml 32

Silempe 1ml 11,7

Zeytin posasi - Belirlenemedi

3.6.3. Atiklarin besiyerinde kullanim miktarlarinin belirlenmesi

Atiklarin  bakterilerin  gelisimlerini  engellemedikleri  belirlendikten sonra
besiyerlerine hangi oranlarda ekleneceklerini belirlemek amaciyla deneyler yapilmistir.
Bu amacla besiyerinde atiklarin oranlart degistirilerek seker yerine eklenmistir. Seker
miktarlar1 60 g/L iizerinden hesaplanmistir. Deneyler sonucunda zeytinin tiim denenen

besiyerlerinde seker yerine kullanilabilecegi tespit edilmistir (Tablo 3.53.)

Tablo 3.53. S. thermophilus P4 ve S. mutans 1a21 ile HA iiretiminde besiyerine ilave edilen atik
oranlar

Bakteri Besiyeri PAS Melas Silempe Zeytin posasi
S. thermophilus P4 Al %10 %30 %30 %1003
S. thermophilus P4 B? %10 %100 %100 %100
S. mutans 1a21 A %10 %50 %10 %100
S. mutans 1a21 B %10 %30 %10 %100

Besiyeri igerigi atik ilavesinden sonra gerekiyorsa glukoz ilavesi ile tamamlanmigtir.
2 Besiyeri igerigi atik ilavesinden sonra gerekiyorsa siikroz ilavesi ile tamamlanmustir.
$Atik materyalin %100 kullanildig1 besiyerlerinde seker kullanilmamustir.
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3.6.4. Optimum kosullarda atiklarla iiretim

Deneyler 150 ml hacimli erlenlerde 50 ml besiyerinde cift paralelli olarak
yapilmistir (Gorsel 3.14.). Atiklarla yapilan {iretimlerin sonuglarinin kullanilan atik ve
bakterilere gore degisiklik gosterdigi goriilmektedir (Tablo 3.54.). Tiim bakterilerde en
yiiksek HA {iretimi zeytin posasi i¢eren besiyerilerinde olmustur. S. mutans 1a2l
numarali bakteri glukoz i¢eren besiyerinde tiretim miktar1 85,0 mg/L iken glukoz yerine
zeytin posasi kullanildiginda tiretim miktart 104,0 mg/L’a yiikselmistir (Tablo 3.35).
Peynir alt1 suyunun S. thermophilus P4 ile kullanildig1 besiyerlerinde liretim miktarinin
ayni oldugu, S. mutans 1la2l ile kullanildig1 besiyerlerinde ise iiretimin azaldig
goriilmektedir. Melasin kullanildigi besiyerlerinde ise S. thermophilus P4’te iiretimin
yakin oldugu, S. mutans 1a21 glukozda ise 85,0 mg/L’dan 90,0 mg/L’a yiikseldigi
goriilmektedir. Silempe kullanilan besiyerlerinde S. mutans 1a21’ de {iretim miktarlar
oldukga yakin oldugu S. thermophilus P4 numarali bakteride ise glukozda tiretim miktari
azalirken siikrozda tiretim miktarinin arttig1 goriilmektedir (Tablo 3.40.). Bu ¢alismalarda

seker miktar1 60 gr/L iizerinden hesaplanmistir.

Gorsel 3.14. Sirasiyla zeytin, silempe, melas, pas iceren ve atik icermeyen besiyeri

Tablo 3.54. Optimum kosullarda atiklar ile iiretim miktarlari

Bakteri Besiyeri  Atik Uretim miktar1 (mg/L)  Atiksiz Uretim (mg/L)
S. thermophilus P4 Al PAS (%10) 67,0 68,0
S. thermophilusP4 A Melas (%30) 65,0 68,0
S. thermophilusP4 A Silempe (%30) 56,0 68,0
S. thermophilus P4 A Zeytin (%100)° 100,0 68,0
S. thermophilus P4  B? PAS (%10) 86,0 88,0
S. thermophilusP4 B Melas (%100) 79,0 88,0
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Tablo 3.54. (Devam)

S. thermophilusP4 B Silempe (%100) 93,0 88,0
S. thermophilus P4 B Zeytin(%100) 97,0 88,0
S. mutans 1a21 A PAS(%10) 75,0 85,0
S. mutans 1a21 A Melas (%50) 89,0 85,0
S. mutans 1a21 A Silempe (%10) 80,0 85,0
S. mutans 1a21 A Zeytin (%100) 102,0 85,0
S. mutans 1a21 B PAS (%10) 65,0 70,0
S. mutans 1a21 B Melas (%30) 67,0 70,0
S. mutans 1a21 B Silempe (%10) 67,0 70,0
S. mutans 1a21 B Zeytin (%100) 101,0 70,0

!Besiyeri igerigi atik ilavesinden sonra glukoz ilavesi ile tamamlanmistir.
2 Besiyeri igerigi atik ilavesinden sonra siikroz ilavesi ile tamamlanmistr.
$Atik materyalin %100 kullanildig1 besiyerlerinde seker kullanilmamustir.

3.7. Hyaluronik Asit Dogrulama Deneyleri
3.7.1. Hyaluronidaz enzimi ile tayin

Hyaluronik asit hyaluronidaz enzimi ile muamele edildikten sonra
spektrofotometrede 600 nm’de okuma yapilip bir standart hazirlanmistir ve degerler

kaydedilmistir.

Hyaluronik asidin hyaluronidaz enzimini parcaladigi ve elde edilen degerlerin
diistiigii gozlenmistir. Ardindan elde edilen ¢ozeltiler hyaluronidaz enzimi ile ayni sekilde
muamele edilmistir. Spektrofotometrede 600 nm’de okuma yapildiginda tiim izolatlarin
hyaluronidaz enzimini pargalayip degerleri diisiirdiigii gozlenmistir (Tablo 3.55.).
Kontrol olarak hyaluronidaz enzimi kullanilmadan ayni iglemler tekrarlanmistir ve

degerlerde diisme olmadig1 gézlenmistir.

Tablo 3.55. Uretilen iiriiniin hyaluronidaz enzimi ile muamele degerleri (PAS:peynir alti suyu)

Bakteri Karbon kaynagi Atik i1k okuma Son okuma
S. thermophilus P4 Glukoz - 0,1152 0,0482
S. thermophilus P4 Glukoz PAS 0,1165 0,0499
S. thermophilus P4 Glukoz Melas 0,1518 0,0503
S. thermophilus P4 Glukoz Silempe 0,1362 0,0429
S. thermophilus P4 Glukoz Zeytin 0,1268 0,0488
S. thermophilus P4 Siikroz - 0,1453 0,0452
S. thermophilus P4 Siikroz PAS 0,1518 0,0461
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Tablo 3.55. (Devam)

S. thermophilus P4 Siikroz Melas 0,1622 0,0415
S. thermophilus P4 Siikroz Silempe 0,1547 0,0503
S. thermophilus P4 Siikroz Zeytin 0,1424 0,0505
S. mutans 1a21 Glukoz - 0,1245 0,0447
S. mutans 1a21 Glukoz PAS 0,1268 0,0433
S. mutans 1a21 Glukoz Melas 0,1424 0,0528
S. mutans 1a21 Glukoz Silempe 0,1165 0,0451
S. mutans 1a21 Glukoz Zeytin 0,1360 0,0484
S. mutans 1a21 Siikroz - 0,1252 0,0477
S. mutans 1a21 Siikroz PAS 0,1162 0,0431
S. mutans 1a21 Siikroz Melas 0,1502 0,0457
S. mutans 1a21 Siikroz Silempe 0,1324 0,0503
S. mutans 1a21 Siikroz Zeytin 0,1168 0,0528

3.7.2. FTIR ile Tayin

Yildiz Teknik Universitesi Merkez Laboratuvari tarafindan Perkin Elmer marka
FTIR (Fourier doniisimii kizilotesi spektroskopi) cihazi ile yapilan analizde iki
bakteriden (S. thermophilus P4 ve S. mutans 1a21) dort ayri atik ve iki ayri seker ile edilen
20 adet tiriin test edilmistir. Bu yontem, kizil 6tesi (IR) radyasyonun absorbsiyonu ile
kimyasal baglarin titresiminin Ol¢iilmesi prensibine dayanmaktadir. Elde edilen
spektrumlar literatiirde bulunan hyaluronik asit FTIR spektrumu (Gorsel 3.14.) ile
karsilastirilmistir ve {irtinlerin tlimiiniin hyaluronik asit oldugu tespit edilmistir (Gorsel

3.16-3.35.).

Glukoz, siikroz, peynir alt1 suyu, zeytin posasi, melas ve silempe iceren ortamlarda
S. thermophilus P4 ve S. mutans 1a21 ile iiretimi yapilan hyaluronik asitlerin FTIR
spektrumlar1 benzer dzellikler gostermistir (Gérsel 3.16-3.35.). 3319.83-3327.75 cm!
arasinda ve 1638,186-1638,248 cm™ arasinda degisen keskin iki pik ile karekterize
edilmistir. Bu spektrum saf HA spektrumuyla da benzerlik gostermektedir. (Gorsel
3.15.). 1638.18cm™ ile elde edilen tepe noktasi N-asetil D-glukozamin omurgasinda
bulunan CO-NH2'ye (amid-II grubu) karsilik gelmektedir.
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Gorsel 3.15. Literatiiden elde edilen HA spektrumlar: a. Hamad vd. 2017 b. Ahmad vd.2015.
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Gorsel 3.16. S. thermophilus P4 ile glukoz iceren besiyerinden iiretilen HA 'nin FTIR spektrumu
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Gorsel 3.17. S. thermophilus P4 ile glukoz ve peynir alti suyu iceren besiyerinden iiretilen HA 'nin
FTIR spektrumu
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Gorsel 3.18. S. thermophilus P4 ile glukoz ve melas iceren besiyerinden iiretilen HA nin FTIR
spektrumu
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Gorsel 3.19. S. thermophilus P4 ile glukoz ve silempe iceren besiyerinden iiretilen HA nin FTIR
spektrumu
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Gorsel 3.20. S. thermophilus P4 ile glukoz ve zeytin posasi iceren besiyerinden iiretilen HA nin
FTIR spektrumu
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Gorsel 3.21. S. thermophilus P4 ile siikroz ve peynir alti suyu igeren besiyerinden iiretilen HA nin
FTIR spektrumu
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Gorsel 3.22. S. thermophilus P4 ile siikroz iceren besiyerinden iiretilen HA 'nin FTIR spektrumu
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Gorsel 3.23. S. thermophilus P4 ile siikroz ve silempe igceren besiyerinden iiretilen HA min FTIR
spektrumu
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Gorsel 3.24. S. thermophilus P4 ile siikroz ve melas iceren besiyerinden itiretilen HA nin FTIR
spektrumu
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Gorsel 3.25. S. thermophilus P4 ile siikroz ve zeytin posast igeren besiyerinden iiretilen HA nin
FTIR spektrumu
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Gorsel 3.26. S. mutans 1a2l ile glukoz iceren besiyerinden iiretilen HA 'nin FTIR spektrumu

3341.876

43 .
40000 3600 3200 2500 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 300

1A21 GLUKO?Z PAS.ase

Gorsel 3.27. S. mutans 1a21 ile glukoz ve peynir alti suyu iceren besiyerinden iiretilen HA 'nin FTIR
spektrumu
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Gorsel 3.28. S. mutans la2l ile glukoz ve silempe iceren besiyerinden iiretilen HA ' nin FTIR
spektrumu
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Gorsel 3.29. S. mutans la2l ile glukoz ve melas igeren besiyerinden iiretilen HA 'min FTIR
spektrumu
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1A21 GLUKOZ ZEYTIN.sy

Gorsel 3.30. S. mutans 1a2l ile glukoz ve zeytin posasi igeren besiyerinden iiretilen HA 'nin FTIR
spektrumu
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Gorsel 3.31. S. mutans la2l ile siikroz iceren besiyerinden tiretilen HA min FTIR spektrumu
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Gorsel 3.32. S. mutans la2l ile siikroz ve peynir alti suyu iceren besiyerinden iiretilen HA 'nin FTIR
spektrumu
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Gorsel 3.33. S. mutans la2l ile siikroz ve melas igceren besiyerinden tiretilen HA nin FTIR
spektrumu
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Gorsel 3.34. S. mutans 1a2l ile siikroz ve melas
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4. TARTISMA VE SONUC

1980 yilindan itibaren streptekok suslari kullanilarak fermentasyon ile ticari tiretimi
yapilmakta olan hyaluronik asit, canli viicudunda epitel ve sinir dokunun 6nemli
bilesenlerinden biri olmasinin yaninda sinovyal s1vi, bag doku, goz vitrdz sivisi, hyalin
kikirdak, eklem sivisi, gobek kordonu gibi farkli bolgelerde bulunmaktadir ve canli
viicudunda bir¢ok gorev almaktadir. Bunun yaninda sahip oldugu ozellikler nedeniyle
kozmetik, tip, gida gibi bir¢cok alanda kullanilmaktadir. Giin gectik¢e yapilan ¢aligmalarin
artmastyla birlikte hyaluronik asidin 6nemi daha ¢ok anlasilmistir. Kullanim alanin ¢ok
genis olmasina bagli olarak hyaluronik aside duyulan ihtiya¢ da artmaktadir. Bu
sebeplerden dolay1 ekonomik 6neme sahip olan hyaluronik asidin diinyada sahip oldugu
pazar hacmi oldukga yiiksektir (Y1lmaz ve Turhan 2008).

Genis kullanim alanina sahip bir {iriiniin hayvanlardan ekstraksiyon metotlari
yerine fermantasyonla tiretilebilir olusu maliyetlerin azaltilmasi ve iiretim miktarlarinin
arttirllmasi1 yoniinden oldukca avantajlidir. Son zamanlarda gerceklesen ¢alismalarin
biiylik cogunlugu da fermentasyonla HA iiretiminin iyilestirilmesi yoniindedir.

Hyaluronik asit iiretiminde test edilecek bakteriler peynir ve yogurttan bakteriler
izole edilerek tanimlanmistir. Peynir ve yogurttan izolasyon sonunda toplam 42 izolat
elde edilmistir. izolasyon isleminde S.thermophilus elde edilmek istenildiginden basiller
g6z ardi edilmis olup yalnizca gram pozitif 6zellik gosteren koklarin saflastirilmasi
yapilmustir (Tablo 3.1.). Bu izolatlar gram pozitif test kitleri kullanilarak biyokimyasal
ozellikleri agisindan Vitek 2 sistemi ile tantmlanmistir ve ayni ortamdan izole edilen ayni
cins mikroorganizmalarda dahi biyokimyasal acidan farkliliklar oldugu tespit edilmistir
(Tablo 3.2.). izolasyon sonrasi S. thermophilus cinsi bakterilerin maksimum gelisme
sicaklig1 45°C olarak belirlenmistir. Harnett vd. (2011) S. thermophilus igin optimum
bliylime sicakligint 40-45°C, minimum 20-25°C ve maksimum 47-50°C civarinda

oldugunu bildirmislerdir.

Caligsmada ilk olarak karbazol reaksiyonuna goére hyaluronik asit liretimi agisindan
bir tarama yapilarak HA iireten izolatlar belirlenmeye calisiimistir. Bu reaksiyon
karbazolun karbonhidratlar ile reaksiyona girmesi ile mor renk olusumu esasina
dayanmaktadir (Cesaretti vd., 2003). Izole edilen 42 bakteri icerisinden 10 adet S.
thermophilus ve 2 adet S. epidermidis taramaya alinmistir. Geri kalan bakteriler deneylere
alimmamustir. Bu bakteriler disinda Eskisehir Teknik Universitesi Mikrobiyoloji

Laboratuvari’ndan temin edilen Lactococcus spp., Bacillus spp., Enterococcus spp.,
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Staphyloccocus spp., Streptococcus spp. cinsi 8 adet bakterinin eklenmesiyle toplam 20
adet bakteri hyaluronik asit iiretimi acisindan taramaya alinmistir. Bu reaksiyona gore
mor renk olusumu gosteren 10 adet S. thermophilus, 2 adet S. epidermidis ve Eskisehir
Teknik Universitesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan temin edilen bakteriler arasindan S.
mutans 1a21, E. gallinarum M179, E. durans M173, S. warnei S22 cinsi bakteriler pozitif

olarak degerlendirilmistir.

Calismaya saflastirilan mikroorganizmalar arasindan secgilen 2 adet S. thermophilus
ve 1 adet S. epidermidis almmistir. Bu bakterilerin yaninda Eskisehir Teknik Universitesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan temin edilen E. durans, E. gallinarum, S. mutans ve S.
warnei‘nin de dahil edilmesiyle optimizasyon calismalarina yedi bakteri ile devam
edilmistir ve bu bakteriler dizi analizleme yontemi ile molekiiler olarak tanimlanmistir

(Tablo 3.4.).

Fermentasyon ile geleneksel olarak hyaluronik asit liretimi amaciyla Streptococcus
cinsi bakteriler yogun olarak kullanilmaktadir (Deangelis P., 1996). Pasteurella
multocida ve Gram-pozitif Streptococcus Grup A ve C gibi bazi bakteriyel patojenler HA
zincirleri liretebilmekte ve salgilayabilmektedir ( DeAngelis vd., 1997). Streptokoklar
arasinda HA iretiminde en cok kullanilan tiirler Streptococcus equi subsp. equi,
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ve Streptococcus pyogenes’tir (Oliveira vd.,
2016). Ozellikle A gurubu streptokoklarda bulunan hyaluronik asitten olusan kapsiil,
mikroorganizmadan yeni ayrildiginda ve zengin besiyerlerinde bulundugunda agiga
cikmaktadir ve iiretim sirasinda kapstil goriilmemektedir. Besiyeri igerisinde hyaluronik
asit maddesi dagilmis olarak bulunmaktadir (King, 1992). Streptococcus tiirleri, S.
zooepidemicus, S. pyogenes, S. uberis ve S. equi, yapisma 6zelliklerine aracilik etmek ve
fagositoza kars1 direnmek icin HA kapsiiler materyalini sentezlemektedir. Ancak son
yillarda Streptococcus tiirleri ile {iretilen HA ekzotoksinlerin varligi nedeniyle
standartlara uymadig1r i¢in rekombinant suslarin gelistirilmesi yoluna gidilmeye
baslanmistir. Alternatif bir strateji olarak rekombinant Lactococcus lactis (Prasad vd.,
2010), Escherichia coli (Yu vd., 2008), Bacillus subtilis (Widner vd., 2005),
Agrobacterium sp. (Mao ve Chen 2007), Pichia pastoris (Jeong vd., 2014) ile HA iiretim

caligmalar1 yapilmistir.

Siit irlinlerinden 1izole edilen, hyaluronan da dahil olmak {izere yararh

ekzopolisakkaritlerin yiiksek tiretkenligine sahip S. thermophilus suslari, glivenli bir
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hyaluronan iireten organizma olarak belirlenmistir (Boeriu vd., 2013; Izawa vd., 2008).
Izawa vd. (2009) bir siit tirliniinden izole edilen S. thermophilus YIT 2084'iin siitten HA
iiretebildigini bildirmislerdir. Calismamizda kullanilan bakterilerden S. thermophilus’un
hyaluronik asit lirettigi gozlenmis ancak diger bakterilerle hyaluronik asit tiretimi yapilan

caligsmalara ulasilamamustir.

Calismamizda kullanilan bakterilerin gelisim siireleri, 24-48 saat araliginda
oldugundan fermentasyon siiresi de 48 saat olarak secilmistir. Benzer olarak yapilan
calismalarda da 24-48 saatte HA {iretimi gerceklestigi ortaya konmustur. Rangaswamv ve
Jain (2008) S. zooepidemicus’un igin 24-28 saat, Chahuki vd. (2018) L. acidophilus ve

S. thermophilus i¢in 48 saat fermentasyon siiresi bildirmislerdir.

Mikroorganizmalarin metabolizmalarinda biyosentez reaksiyonlarinin akis yonii
kiiltiir kosullarina gore degisiklik gosterebilmektedir. Mikroorganizmadaki metabolik
degisimlerin incelenip anlasilmasi ve kiiltlir kosullarinin gelistirilmesi HA iiretiminin

artirtlmasini saglayabilmektedir (Pires ve Santana, 2010).

Hyaluronik asit iiretiminde etkili faktdrlerin belirlenmesi amaciyla Plackett Burman
deney tasarimi kullanmilmistir. Plackett Burman tasarimlari bir¢cok faktorden cevap
degiskeninin degerlerine etkisi olanlarin ortaya ¢ikarilmasi ya da en az sayida deneme ile
en c¢ok sayida faktor etkisinin arastirilmasinda kullanmilmaktadir (Kul, 2012).
Calismamizda tiretime etki eden tiim faktorler degerlendirilmek istendiginden en etkili
faktorlerin belirlenmesi amactyla bu tasarim kullanilmistir. Yedi bakteri (S. thermophilus
P3, S. thermophilus P4, S. mutans 1a2l, S. epidermidis PS1, E. gallinarum M179, E.
durans M173, S. warnei S22) kullanilmis olup tiim tasarimlar glukoz ve siikroz i¢in ayri
ayr1 yapilmistir. Bu tasarimdan elde edilen veriler Minitab 16 program ile belirlenen

ANOVA testleri sonucunda etkili parametreler belirlenmistir.

Proseslerin optimizasyonunda genellikle sistemin performansini veya iiriiniin
kalite kriterlerini belirleyen ¢ok sayida yanitla es zamanli ¢alisilmaktadir. Bu yanitlarin
bazilarinin maksimum seviyede tutulmasi, bazilarinin minimum seviyede tutulmasi,
bazilarinin da kabul edilebilir degerler veya hedef deger almasi istenmektedir. Bir yanitin
gelistirilmesi diger bir yanit {izerinde olumsuz bir etki olusturabilmektedir. Bu yiizden,
optimizasyon calismalarinda sistemi karakterize eden tiim yanitlarin hep birlikte ele

alinmas1 gerekmektedir. Ancak bu durumda, optimizasyon olduk¢a karmagsik bir hal
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almaktadir (Kog¢ ve Ertekin 2009). Plackett Burman deney tasarimu ile glukoz, siikroz,
sicaklik, inokiilim miktar1, ¢alkalama hizi, pH, maya o6ziitli, kazein pepton, K»SOs,
MgSO4, NaHPO4, NaCl ve iz mineraller olmak iizere {iretimi etkileyen tiim faktorler

degerlendirilmeye ¢alisiimistur.

Test bakterileri ile HA iiretimine etki eden faktorler bakterilere gore ufak tefek
degisiklikler gostermistir. Biitlin bakterilerde i¢in en etkili faktorler; sicaklik, ¢alkalama
hizi, pH ve iz mineraller (p< 0.05) olmustur. Bakterilere gore degismekle birlikte KoSOs,
NaCl ve MgSO0s4 etkili faktorler olarak belirlenmistir. pH, sicaklik, besin maddeleri,
vitamin ve iyonlar gibi ¢evresel kosullarin fermantasyon yolu ile iirlinlerin olusumunda
onemli bir rol oynadigi kabul edilmektedir. Hiicre i¢i reaksiyonlarda ve biyolojik
fonksiyonlarda yer alan magnezyum, sodyum, demir, ¢inko, manganez, potasyum,
molibden kobalt, bakir ve kalsiyum gibi ¢esitli mineraller hiicre biiylimesi i¢in gerekli
ortam1 sagladigindan fermantasyon {iriinlerinde 6nem tasimaktadir (Pires vd., 2010). S.
equi ile HA tiretimi i¢in Plackett Burman deney tasarimi ile pH, inokulum miktari, kazein
pepton, siikroz, MgSO4, NaCl, K>SO4 ve iz elementlerin en etkili faktorler oldugu
belirlenmistir (Aytar vd., 2013). Mg ++ ve Mn ++, polimer zincirlerinde disakkaritlerin
sentezinde yer alan glikosiltransferazlar igin kofaktorler olarak tanimlanmistir
(Deangelis, 2002). Cogu glikosiltransferazin aktivitesi, pirofosfat fraksiyonundan
konformasyonun stabilizasyonu yoluyla seker niikleotidlerin baglanmasina katkida
bulunan iki degerlikli katyona bagli oldugu saptanmistir (Petrova vd., 2001). Potasyum
ve sodyum gibi iyonlar Streptococcus equisimilis ile HA sentezinde seker niikleotid
onciilerinin baglanmasindan sorumlu enzim hyaluronan sentazi inhibe ettigi i¢cin 6nem
tasidigin1 vurgulamistir (Tlapak-Simmons vd., 2004). Sodyumun Streptococcus cinsi
bakteriler tarafindan laktat atilimindaki rolii nedeniyle HA iiretimine katkida
bulunabilecegi bildirilmistir. Ayrica HA {iretimi tizerine sodyum iyonlarmin hiicre
icindeki proton potansiyelini siirdiirmek i¢in metabolik enerji sapmast ile iligkili
olabilecegi de bildirilmistir (White, 2000). Pires vd. (2010) sodyum iyonlarinin
Streptococcus zooepidemicus ile HA iretimini inhibe ettigini raporlamistir. Diistik
konsantrasyondaki mangan, ¢inko ve bakir iyonlarimin sinerjik etki gosterebilecegini
vurgulamiglardir. Arastiricilar glikoz ve yeast ekstrakt kullanildiginda diger iyonlarin

ilavesine gerek olmadigini ileri stirmiislerdir.
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Mikroorganizmalar, ¢ogalacaklar1 ortamdaki hidrojen iyonlarina karsi oldukca
hassastir. Fermantasyonla HA {iretimi sirasinda pH degerinde diisiis meydana
gelmektedir. Bu durum; iiretim esnasinda ¢ogunlukla laktik asitten olusan karboksilik
asitlerin ortamda birikmesinden kaynaklanmaktadir. Ortamdaki pH degerinin azalmasi,
mikrobiyal biyokiitlenin ve HA {iretimini olumsuz yonde etkilemektedir. pH degerinin
ayarlanmasi i¢in yapilacak miidahalelerle HA iiretimi artirilabilmektedir (Lu, 2016; Liu,
2011). Fermantasyonun baslangi¢c pH’s1 ekzopolisakkarit iiretimini etkilemekte ve laktat
olusumu iizerinden karbon akigimi HA iiretimine yonlendirmektedir. Alkali stresi

indiikliyerek laktat dehidrogenazi azaltmaktadir (Liu vd., 2007).

Mikrobiyal fermantasyonla HA iiretimi viskoz bir islem oldugu i¢in fermantasyon
ortaminin karistirilmasi HA tretimini onemli 6lclide etkilemektedir. Karistirma hizinin
yiiksek oldugu durumlar, ortamdaki hiicrelerin pargalanmasiyla sonuglanabilir, bunun
sonucunda da HA iiretimi diismektedir (Hasegawa vd., 1999). Literatiir taramalari
sonucunda tiim bu sonuglar degerlendirildiginde calismamiz sonucunda etkili bulunan
faktorlerin 6nceki calismalarla Ortiistiigli ve anlamli oldugu goriilmektedir.

Tabatabaei ve Sepahy (2017) S. thermophilus ile HA {retimi iizerine karbon,
nitrojen, sicaklik, pH ve ortam tiirlerinin etkili oldugunu gostermislerdir. Arastiricilar,
karbon kaynaklar1 olarak fruktoz ve glikozun suslarin biiyiimesi iizerinde etkili etkilere
sahip oldugunu ve besiyerinde glikoz veya fruktoz kullaniminin, bulaniklik, suslarin
bliylimesi ve suslarin hyaluronik asit {retimine katkida bulundugunu ortaya
koymuslardir. Calismamizda ise glukoz veya siikroz karbon kaynaklarinin HA {iretimine
katkisinin 6nemli oldugu diisiiniilerek ayr1 ayr1 deneyler yapilmistir. Plackett Burman
deney tasarimi ile orta noktalarda 5 tekrar ile yapilan 25 besiyeri bilesimi i¢in 48 saat
inkiibasyon sonunda iiretilen iirlin saflastirilarak miktar hesaplamasi yapilmistir. Buna
gore glukoz i¢in hazirlanan tasarimlarda en yiiksek iiretim miktarina 66,4 mg/L ile S.
mutans 1a2l ve 62,0 mg/L ile S. thermophilus P4 ile ulagilmistir. En diisiik tiretim
miktarina sahip mikroorganizma 32,0 mg/L ile S. epidermidis PS1 olmustur. Siikroz
igeren besiyerlerinde de durum benzerdir. S. thermophilus P4 56,0 mg/L, S. mutans 1a21
ise 54,0 mg/L hyaluronik asit liretmistir. S. epidermidis PS1 32,4 mg/L ile siikrozlu
besiyerinde de en diisiik sonucu vermistir. Plackett Burman deney tasarimi sonucu elde
edilen verilere bakildiginda glukoz igeren besiyerlerinde iiretim miktarinin daha fazla

oldugu goriilmektedir. Calismamiza benzer olarak, Im vd., (2009) Streptococcus sp.
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ID9102 ile HA {iretimi i¢in karbon kaynagi olarak glukozun 6nemli bir etkiye sahip

oldugunu gozlemlemislerdir.

Plackett Burman deney tasarimi ile iiretimde etkili parametrelerin belirlendikten
sonra siikroz ve glukozda en iyi iiretim miktarlarini veren S. thermophilus P4 ve S. mutans
la21 ile optimizasyon c¢aligsmalarina devam edilmistir. Her bakteri icin etkili faktorlere
uygun olarak glukoz ve siikroz i¢in ayr1 olmak iizere cevap ylizey yontemi ile deney plani
olusturulmustur. Her bakteri i¢in hazirlanan deney planlarina uygun olarak iiretim yapilip
maksimum {iretim i¢in gerekli kosullar bulunmustur. Buna gore S. thermophilus P4
glukoz igeren besiyeri igin tasarimin Onerdigi kosullar (g/L) sicaklik:29,87°C, iz
mineral:1,90 ml , pH:6,62, ¢alkalama hiz1:55,31 rpm, K2SO4: 1,29 g seklinde olmustur.
Siikroz igeren besiyeri icin ise sicaklik: 26,51 °C, iz mineral: 6,37 ml, pH: 6,62, calkalama
h1z1:52,43 rpm, K>SO4: 0,15 g seklinde olmustur. S. mutans 1a21 glukoz igeren besiyeri
icin tasarimin Onerdigi kosullar (g/L) sicaklik:36,12°C, iz mineral: 6,37 ml , pH:6,62,
calkalama h1z1:52,43 rpm, NaCl:0,739 g olmustur. Siikroz igceren besiyeri i¢in ise sicaklik:
35,52 °C, iz mineral: 5,68 ml, ¢alkalama hi1z1:82,67 rpm olmustur.

S. thermophilus P4 ve S. mutans 1a21 ile HA iiretiminde optimum pH 6,62 olarak
belirlenmistir. Benzer calismalara bakildiginda farkli bakteriler ile HA iiretiminde
optimum pH degeri 7 civarlarinda oldugu goriilmektedir. Kim, Yoo vd. (1996) tarafindan
gerceklestirilen optimizasyon calismasinda optimum pH 7 olarak bulunmustur. S.
zooepidemicus 1ile yapilan bir ¢calismada anaerobik kosullar altinda HA {iretim hiz1 ve
verimi agisindan optimum pH degerinin 6,7+0,2 oldugu belirlenmistir (Johns vd., 1994).
S. zooepidemicus (ATTC 39920) ile 4,5 L biyoreaktorde gerceklestirilen bir ¢alismada,
pH kontrolii yapilmayan fermantasyon ortaminda pH degerinin 4.9 degerlerine diistiigii
ve bu diisiisiin mikrobiyal bliylimeyi olumsuz etkiledigi belirtilmistir. pH kontrolii yapilan
fermantasyon ortaminda pH 8'e ayarlanarak HA iiretim miktar1 arttirildigr bildirilmistir

(Pan vd., 2017).

Plackett Burman deney tasarimi sonucunda da goriildiigii gibi tiim bakterilerde
tretimde en etkili faktor sicaklik olarak bulunmustur. S. thermophilus P4 numaral
bakteride glukozlu besiyerinde 29,87°C siikrozlu besiyerinde ise 26,51°C olarak
bulunmustur. S. mutans 1a21 numarali bakteride ise optimum sicaklik glukozlu
besiyerinde 36,12°C siikrozlu besiyerinde 35,52°C olarak bulunmustur. Optimum sicaklik

degeri bakterilere gore farklilik gostermektedir ve bulunan sicaklik farklarinin buna baglh
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oldugu diistiniilmektedir. Yaygin olarak kullanilan iiretim sicakligmin 30 ile 37°C
arasinda oldugu goriilmektedir. Pan vd., (2015) sicakligin HA iiretimi tizerindeki etkisini
arastirmak i¢in S. zooepidemicus ATCC 39920 kullanarak 25 mL erlen 6l¢eginde
gerceklestirdikleri calismada, sicaklik, pH ve karistirma hizi olarak 3 parametre, 3
diizeyde ve 3 tekrarli olarak ¢alisilmistir. Sicaklik 34°C, 37°C ve 40°C degerlerinde
tutulup fermantasyon sonucunda sicaklik 34°C'den 40°C'ye yiikseltildiginde iiretim

miktarinin azaldigi bildirilmistir.

Mikrobiyal fermantasyonla HA iiretimi viskoz bir islem oldugu i¢in fermantasyon
ortaminin karistirtlmast HA iretimini 6nemli 6l¢lide etkilemektedir. Calismamizda
kullanilan bakterilerde cevap ylizey yontemi ile optimum karistirma hizi 52,43 rpm ile
82,67 rpm araliginda bulunmustur. Karistirma hizinin yiiksek oldugu durumlarda,
ortamdaki hiicrelerin parcalanmasiyla sonuglanabildigi, bunun sonucunda da HA
tretiminin distigi bildirilmistir. (Hasegawa vd., 1999). Artan karistirma hizi ile
polisakkarit liretim oranlarinda bir diisiis oldugu kaydedilmistir (Kim vd., 2007). Ancak
bazi arastiricilar ise bunun aksini bildirmislerdir (Johns vd.,1994; Hasegava vd., 1999).
Besinlerin kolay bir sekilde taginabilmesi ve ortamdaki laktadin uzaklastirilabilmesi igin
calkalamaya ihtiya¢ oldugu, ancak yiiksek ¢alkalama oraninin HA {iretimine ve polimerin
yapisina zarar verdigi ortaya konmustur (Johns vd., 1994, Hasegawa vd., 1999 Kim vd.,
2007). Izawa vd., (2010) S. thermophilus ile HA iiretiminde ¢alkamanin diisiik bir etkiye
sahip oldugunu belirtmislerdir. HA {iretiminde viskozite arttig1 i¢in ¢alkalama hiz1 ve
oksijen kiitle transfer oranlart HA {iretimini 6nemli 6l¢iide etkilemektedir (Liu vd., 2011).
Amado vd. (2017) galkalama hizinin 200rpm den 800 rpm’e ¢ikarilmasi ile biyokiitlenin

artt1ig1 ama HA miktarinin diistiiglini bildirmislerdir.

Cevap ylizey yonteminin uygulandigi deneysel tasarimda parametrelerin
hyaluronik asit liretimi {lizerine etkisi varyans analizi (ANOVA) ile belirlenmistir. Tiim
bakterilerde modelin (p:0,000) %100’lik etki seviyesinde etkili oldugu goriilmiistiir.
Diisiik P (>0,005) degeri, parametrenin gergek ve onemli oldugunu gostermektedir. P
degeri parametre katsayilarinin Onemini incelemek icin Onemli bir veri olarak
kullanilmaktadir (Aldemir vd., 2015).

Minitab 16 programinin cevap yiizey yontemi kullanilarak iki bakteri ve iki ayr1
ayr1 hazirlanilan tasarimlarla yapilan deneyler sonucunda elde edilen en yiiksek iiretim

miktar1 besiyerinde S. mutans 1a21 glukozda 68,0 mg/L elde edilmistir. Geri kalanlar ise
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66,0 mg/L olarak kaydedilmistir. Ancak belirlenen optimum kosullarla iiretim yapilmasi
ile bu miktarlarin arttirilmasi hedeflenmistir.

Dogrulama deneyleri ¢ift paralelli olarak 50 ml besiyerinde yapilmistir ve deneyler
sonucunda elde edilen liretim miktarlar1 S. thermophilus P4 i¢in siikrozlu besiyeri disinda
sistem tarafindan belirlenen araliklarda olmustur. S. thermophilus P4 glukozlu
besiyerinde beklenen iiretim miktar1 71,2 = 18 mg/L olarak belirlenmistir ve tiretim
sonucu 68,0 mg/mL olarak kaydedilmistir. S. thermophilus P4 numarali bakteride
siikrozlu besiyerinde ise beklenen {liretim miktar1 115,2 + 19,5 mg/L olarak belirlenmistir
ve iiretim sonucu 88,0 mg/L olarak kaydedilmistir. Uretim miktar1 beklenen aralikta
degildir fakat olduk¢a yakin oldugu goriilmektedir. S. mutans 1a21 numarali bakteride
glukozlu besiyerinde beklenen iiretim miktar1 94,6 £ 19,2 mg/L olarak belirlenmistir ve
tiretim sonucu 85,0 mg/L olarak kaydedilmistir. S. mutans 1a21 numaral bakteride
siikrozlu besiyerinde beklenen tiretim miktar1 73,8 £ 11,6 mg/L olarak belirlenmistir ve
tiretim sonucu 70,0 mg/L olarak kaydedilmistir. Dogrulama deneylerinden elde edilen
bulgularin tahmin edilen araliklarda olmasi sistemin basarili oldugunu gostermektedir.

Rangasway ve Jain (2008) tarafindan yapilan ¢alismada S.equi subsp.
zooepidemicus (ATCC 39920) ile HA iiretimi i¢in farkli karbon kaynaklar1 denenmistir.
Karbon kaynagi olarak glukoz, siikroz ve laktoz denenmis olup, en iyi sonug siikroz ile
elde edilmistir. Calismamizda cevap yiizey yontemi sonuglarina gore S. thermophilus P4
88,0 mg/L ile siikroz (60 gr/L) iceren besiyerinde daha fazla tiretim saglamisken S.
mutans 1a21 86,0 mg/L ile glukoz (60 gr/L) iceren besiyerinde daha fazla iiretim
gerceklestirmistir.

Benzer olarak yapilan baska bir ¢alismada S. thermophilus ile HA iiretimi Plackett
Burman tasarimi ile optimize edilmis ve pepton (%0,2), et ekstresi (%0,2), mangan siilfat
(%0,0001), sicaklik (40°C), KoHPO4 (%0,04), maya 6ziitii (%0,1), glukoz (%0,4) igeren
ortamda 86 mg/L hyaluronan elde edilmistir (Thien vd., 2016). Arastiricilar bizim
bulgularimizin aksine en etkili faktoriin pepton oldugunu bildirmislerdir. Tabatabaei ve
Sepahy (2017) de benzer olarak HA iiretiminde en etkili faktorii pepton olarak rapor
etmiglerdir. Ayrica sicaklikta bizim bulgularimizdan farkli olarak 40°C olarak
bildirilmistir. Calismada pH 6.62’de S. thermophilus P4 ile 88.0 mg/L , S. mutans 1a21
ile 85 mg/L HA elde edilmistir. Izawa vd. (2010) S. thermophilus YIT 2084 ile pH 6.8’de
90,5 mg/L HA iiretmislerdir. Optimum HA {iretimi i¢in gerekli pH degerinin gelisme

sicakligindan farkli oldugunu belirtmislerdir. Bu degerler bizim bulgularimiza yakindir.
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Ancak S. thermophilus P4 ile HA iretiminde optimum sicaklik (29.87-26,51°C)
arastiricilarin sicaklik degerinin (33-40°C) altindadir. 40°C’de 122,8 mg/L HA elde
etmislerdir. Calismamizda ise 40°C de elde edilen en yiiksek tiretim miktar1 13 mg/L
olmustur. Bu durum diger kosullarin farkliligindan kaynaklanmis olabilir. S.
thermophilus ST111 ile HA dretimi igin optimum sicakligin 32-42°C, pH’nin 5.5-6.6
arasinda oldugunu rapor etmislerdir (Vaningelgem vd., 2004). Soya fasulyesi
peptitlerinin ilavesi ile pH 6.8, sicaklik 40°C’de 100 rpm c¢alkalama hizinda HA
miktariin 208 mg/L oldugu belirlenmistir (Izawa vd., 2010). Amodo vd. (2017) pH
kontroliiniin ~ S. zooepidemicus ile HA iitretiminde 6nemli olduguna deginmisler ve
kontrosiiz pH kosullarinda ihmal edilebilecek oranda HA iiretiminin gergeklestigini
bildirmislerdir.

HA fermantasyonunda pH degerlerinin 5’in altina diismesinden sonra seker alimi
durmakta buna bagl olarak biyokiitle ve HA iiretimi duragan faza ulasmaktadir (Amado
vd. 2017). S. zooepidemicus ile HA iiretimi yapilan arastirmada da bu durum rapor
edilmistir (John vd., 1994). HA iretiminde kontrolli pH hiicre biiylimesinin
inhibisyonuna ve polisakkarit sentezine neden olan laktik ve asetik asit olusumunu
engelleyerek HA iiretiminin artmasina neden olmaktadir (Armstrong vd., 1997; John vd.,
1994; Liu vd., 2008). Calismamizda HA degerlerinin diisiik olarak bulunmasinin bir

nedeni de pH kontroliiniin yapilamayis1 olabilir.

Aragtirmacilar besinsel faktor olarak besiyerlerinde farkli organik (pepton, malt
ekstrat, maya ekstrati, iire vb.) ve inorganik (amonyum siilfat, sodyum nitrat, amonyum
nitrat vb) kaynaklar1 ¢alismalarinda test etme yoluna gitmektedirler (Kunamneni vd.,

2005; Erdal ve Taskin 2010; Taskin 2011).

HA’nin pazardaki paymin artirilmasi ve {iiretim maliyetlerinin disiiriilmesi
amaciyla ticari olarak HA tiretimi gergeklestirmek i¢in bir¢ok azot ve karbon kaynaklari
kullanilmistir. HA tiretimindeki yiiksek maliyetleri diisiirmeye yonelik olarak yiiksek
miktarda HA tireten mikroorganizmalarin tespit edilmesinin yan1 sira daha ucuz karbon
ve azot kaynaklarmin kullanim1 da yapilan caligmalar arasindadir (Amado vd., 2015;

Aline vd., 2010; Pires vd., 2010).

HA iiretimi i¢in aragtirmacilar peynir alt1 suyu, misir maserasyon s1visi ve meyve

sular1 gibi ucuz materyallerinde besiyerlerinde substrat (azot ve/veya karbon kaynagi)
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olarak kullanilabilecegini belirtmektedirler (Pires vd., 2010; Oliveira vd,. 2013; Amado
vd., 2017).

Calisma kapsaminda karbon kaynagi olarak glukoz ve siikroz kullanilmis olup ayni1
zamanda 80 g/L gibi biiyiikk miktarlarda kullanilan bu kaynaga alternatif olabilecegi
diisiiniilen tarimsal atiklar denemistir. Calismada peynir alt1 suyu, melas, silempe ve
zeytin posast gibi tarimsal atiklarin HA iiretiminde kullanilip kullanilamayacagini
belirlemek i¢in deneylerde kullanilan yedi mikroorganizmanin tarimsal atiklarin
bulundugu ortamda gelisip gelismeyecegini gozlemlemek amaciyla besiyeri icerikleri
degistirilerek deneyler yapilmistir. Deney sonuclarina gore S. thermophilus P3 numarali
bakteri diginda tiim bakteriler tiim besiyerinde gelisim gdstermislerdir. Bu durum tarimsal
atiklarin  bakterilerin  gelisimini engellemediklerini ve fermentasyon ortaminda
kullanilabileceklerini gostermistir. Belirlenen optimum kosullarda segilen miktarlarda
seker yerine belli oranlarda ilave edilen peynir alt1 suyu, melas, silempe ve zeytin posast

kullanilarak HA iiretimi yapilmistir.

HA iretiminde glukoz ve siikroz yerine zeytin posast kullanildiginda S.
thermophilus P4 ile 98 mg/L HA elde edilirken S. mutans 1a21 kullanildiginda HA
tiretimi 102,0 mg/L olmustur. Bu miktarlar her iki bakterinin de ticari glukoz ve siikroz
kullanildiginda elde edilen HA miktarindan yiiksektir. Zeytin posasi zeytinden yag
cikarildiktan sonra yag, cekirdek, kabuk ve benzeri iiriinlerden olusan yan {iriindiir.
Besleme degeri yiiksek oldugundan hayvan beslemesinde yem olarak, enerji eldesinde ve
giibre olarak degerlendirilen tarimsal bir atiktir ( Duru ve Kaya, 2015). Zeytin posast ilk

kez bu ¢alismada kullanilmistir.

S. thermophilus P4 ile %10 peynir alt1 suyu ilave edilmis ortamlardan glukoz igeren
besiyerinde 67 mg/L, siikroz igeren besiyerinde ise 85 mg/L HA elde edilmistir. Peynir
alt1 suyu ilave edilmeden elde edilen HA miktarlar1 glukozlu besiyerinde 67 mg/L iken
siikrozlu besiyerinde 85 mg/L’dir. %10 oraninda ilave edilen peynir alti suyunun HA
tiretim miktari {izerine 6nemli bir etkisinin olmadig goriilmiistiir. S. mutans 1a21 ile elde
edilen HA tiretim miktarlar1 %10 peynir alt1 suyu ilavesi ile diismiistiir. Glukoz i¢eren
besiyerinde iiretim miktar1 85,0 mg/L iken peynir alt1 suyu i¢eren besiyerinde HA miktari
75 mg/L olmustur. Siikroz iceren besiyerinde HA miktar1 69,0 mg/L iken %10 peynir alt1
suyu iceren ortamda HA miktar1 65,0 mg/L olarak belirlenmistir. HA {iretiminde ilave

edilecek peynir alt1 suyunun miktarinin nemli oldugu vurgulanmistir (Mohan vd., 2016).
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Bu nedenle peynir alti suyunun miktarlarinin optimize edilerek en uygun oraninin
belirlenmesi gerekmektedir. Peynir alt1 suyunun diisiik maliyetli bir azot kaynag1 olarak

hyaluronik asit tiretiminde kullanilabilecegi bildirilmistir (Amado vd., 2015).

Mohan vd. (2016) peynir alt1 suyu kullanilarak HA iiretiminde baslangi¢c pH ve
inokulum miktarinin da 6nemli oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar HA miktarin1 109.1
mg/L ile 340.2 mg/L arasinda degistigini bildirmislerdir. Peynir alt1 suyu miktarnin 40
g/L’den 50 mg/L’ye dogru ¢ikildik¢a HA iiretiminin arttigin1 50 mg/L’den daha yiiksek
peynir alt1 suyu miktarlarinda ise HA miktarmin diistiigiinii bildirmislerdir. Yiiksek peynir
alt1 suyunun substrat inhibisyonu yapabilecegini rapor etmislerdir. Ayrica arastiricilar
iiriin olusumuna ilave olarak glikolosiz ve peptidoglikan sentezi i¢in  karbon akisinin
kanalize edilebilecegini bildirmislerdir. Fermantasyonda pH degisiminin laktat
olusumunun gostergesi oldugunu bunun da karbon akisinin glikolize aktarilan kismin bir

gostergesidir (Shah vd., 2013).

Calismada, HA miktarinin diisiik olmasinin nedeni bakteri suslarinin farklilig
oldugu gibi peynir altt suyunun kullanilan miktar1 ve uygulanan kosullarinin
farkliligindan da kaynaklanabilir. Bu nedenle bir optimizasyon yapmanin daha uygun

olacagi goriinmektedir.

HA iiretiminde etkili faktorlerden biri pH’dir. Calismada baslangi¢c pH’s1 6,62
olarak ayarlanmistir. Mohan vd. (2016) peynir alti suyunun kullanildigt HA
fermantasyonunda en yiliksek verimi pH 8.0’de elde ettiklerini bildirmislerdir. pH
farklilig1 nedeniyle calismamizda elde edilen HA miktar1 diisiik olarak elde edilmis
olabilir. Ciinkii pH 7°den pH 8.5 ¢ikarken HA miktarinin artti1 saptanmistir (Mohan vd.
2016).

Melas, zengin besinsel iceriginden, Ozellikle yiiksek seker iceriginden dolayi,
giiniimiizde mikrobiyal fermentasyon ¢aligmalarinda etil alkol, pigment, polisakkarit,
lipid, tek hiicre proteini ve organik asit gibi degerli {riinlerin {retiminde
mikroorganizmalar icin susbtrat olarak kullanilmaktadir (Ergun ve Mutlu 2000; Taskin
vd. 2012). Melasin besiyerlerinde kullanimi esas olarak karbon kaynagi 6zelliginde
olmaktadir. Bununla birlikte, igerigindeki diger besleyici maddeler sayesinde kompleks
bir fermentasyon substrat1 olarakta degerlendirilmektedir. Pan vd. (2017); Amado vd.

(2017) tarafinda yapilan ¢alismalarda melasin, S. zooepidemicus ile HA {iretiminde de
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kullanilabilecegi belirtilmistir. Bu sebeple, melasin ve melasin atig1 olan silempenin bu
calismada secgilen bakterilerle HA {iretiminde substrat olarak kullanilabilirligi

arastirilmistir,

Melasin iiretimdeki etkisi degerlendiginde; baslangic pH 6,62°de S. thermophilus
P4 ile glukoz igeren besi ortaminda HA {iretim miktar1 66,4 mg/L iken %30 melas i¢eren
besiyerinde 65,0 mg/L olmustur. %100 melas kullanildiginda ise HA miktar1 79,0 mg/L
ye ¢ikmustir. Siikroz igeren ortamda ise HA miktar1 86 mg/L olarak saptanmistir. S.
mutans 1a21 ile glukoz igeren ortamda 85 mg/L HA elde edilirken, siikroz i¢eren ortamda
HA miktar1 69 mg/L olmustur. %50 melas ilavesi ile glukoz igeren ortamda HA miktar1
89 mg/L olurken %30 melas i¢eren siikrozlu besiyerinde 67 mg/L HA elde edilmistir. S.
thermophilus P4 i¢in glukoz igeren besi ortamina %30 melas ilavesinin yapilabilecegi
goriilmektedir. Boylece daha diisiik glukoz kullanilarak maliyet diigtiriilebilir. S.mutans
la21 ile ise %50 melas ilavesi glukoz iceren ortamda kullanilabilir. Amado vd. (2017)
melas igeren besiyerinde S. zooepidemicus ile HA iiretim miktarinin diisiik oldugunu
bildirmislerdir. Seker kamis1t melasinda yiiksek oranda siikroz bulunmasi nedeniyle hem
biyokiitle hem de HA miktarmin distiigiini bildirmislerdir. Arastiricilar  S.
Z0oepidemicus 'un 60 g/L seker kamis1t melasina kadar kullanabildigini ancak daha ytiksek
konsantrasyonlarda hiicre inhibisyonuna neden oldugunu ortaya koymuslardir (Liu vd.,

2008; Pan vd., 2015; Amado vd., 2017; Jagganath ve Ramachandran, 2010).

Jagganath ve Ramachandran (2010), glukozun siikroz ile degistirilmesinin, spesifik
HA sentez hiz1 ile birlikte HA iiretkenligini ve molekiiler agirligi artirdigini rapor
etmislerdir. Bu durum c¢alismamizda S. thermophilus P4 ile HA iiretiminde de
gozlenmistir. Glukoz yerine siikroz kullanildiginda HA verimi artmistir. Ancak melas
ilavesi ile aynt durum gozlenmemistir. Melas kullanildiginda glukozlu ortamda HA
miktarinda 6nemli bir degisim gdzlenmemistir. S. mutans 1a2l ile HA iiretiminde
glukozlu ortama %50 oranda melas ilave edildiginde HA miktar1 (89 mg/L) artmustir.
Benzer olarak S. zooepidemicus kullanilarak yapilan ¢alismada seker kamisi melasinin
(0,376 g/L) kullanilmasimin siikroz (0,488 g/L) ya da glukoz (0,429g/L) kullanildiginda
elde edilen HA miktarlarindan daha diisiik oldugu bildirilmistir (Pan vd., 2015). Benzer
bulgular Amado vd. (2017) tarafindan da vurgulanmistir. S. thermophilus P4 ile siikroz
igeren besi ortaminda %100 melas kullanildiginda, S. mutans 1a2l ile %30 melas

kullanilarak HA iiretiminde iiriin miktarmin diismesi melasin igerdigi antimikrobiyal
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aktivite gosteren fenolik bilesikler nedeniyle olabilecegi gibi laktik asitte olabilir (Liu vd.,
2008; Takara vd., 2007).

Sonuglarda etkilesimlerin bakterilere ve kullanilan seker miktarlarina gore farklilik
gosterdigi goriilmektedir. Melas igeren besiyerindeki diisiik HA iiretiminin diisiik P
iceriginden de kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Literatiirde melasin K, Na, Ca, Fe, Mg
ve S bakimindan zengin P bakimindan ise fakir oldugu belirtilmektedir (Reed, 2012;
Arslan, 2018). Bu nedenlerden detayli ¢calismalara ihtiyag¢ vardir.

Silempe, seker ve alkol sanayinin yan lriiniidiir. Melastan fermantasyon yolu ile
alkol iiretildikten sonra geriye kalan sulu kisim silempedir . Suda ¢6ziiniir koyu renkli,
kiikiirtce zengin diisiik pH’11 organik bir atiktir (Rodrigues ve Hu, 2017). Cok fazla oranda
ortaya ¢iktig1 i¢in ¢evre sorunlarina neden olmamasi i¢in geri doniisiimii ve biyokiitle
tiretimi ile ilgili ¢aligmalarda yararlanilmaktadir (Christofoletti vd., 2013). Silempe
giibreleme, enerji tiretimi vb. birgok alanda kullanilmasina karsilik HA iiretiminde test

edildigi bir calismaya rastlamadik.

S. thermophilus P4 ile HA {iretiminde glikoz igeren ortama %30 oraninda silempe
ilave edildiginde HA miktar1 55,0 mg/L iken sadece glikoz igeren ortamda 68,0 mg/L
olarak saptanmistir. HA miktar1 6nemli 6l¢iide diismiistiir. Ancak %100 silempe ilave
edilen besi ortaminda ise tiriin miktar1 93 mg/L’ye ¢ikmistir. S. mutans 1a21 de ise %10

oraninda silempenin ortama ilavesi ile her iki besi ortaminda da HA miktar1 diismiistiir.

Mikrobiyal HA tretimi i¢in uygun bakteri se¢imi, hiicre gelisimi i¢in gerekli olan
besiyerinin mevcut bakteri i¢in optimizasyonu ve {iiretim kosullarinin optimizasyonu
onemlidir. Fermantasyon ile hyaluronik asit tiretimi mekanizmasal olarak ortaya konmus
ve TUretimi etkileyen faktorlerle ilgili c¢esitli suslarla ¢alismalar yapilmistir.
Fermantasyonla HA {iiretiminde Grup A streptokoklarla yapilan ilk caligmalarda elde
edilen HA miktar1 60-140 mg/L elde edilmekteydi. Ancak zamanla yapilan ¢aligmalar ile
bu miktar arttirilmistir (Kendall vd., 1937). Plackett burman ve cevap yiizey yontemi ile
yaptigimiz ¢alismamiz sonucunda elde edilen iiretim miktarlar1 geleneksel {iretimde
kullanilan suslara kiyasla diisiik oldugu goriilmektedir. Ancak ¢aligmalarin arttirilmasi ile

bu miktarin artacagi diistiniilmektedir.

Calismanin sonunda son {iriiniin HA oldugunun dogrulanmasi i¢in FTIR (Fourier

Dontistimlii Kizilotesi Spektroskopisi) ve hyaluronidaz enzimi ile deneyler yapilmistir.
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Hyaluronidaz enzimi hyaluronik asidi par¢alayan bir enzim oldugundan hyaluronik asit
ile ayn1 ortamda bulunmasi durumunda spektrofotometrede okuma degerlerinin diismesi
beklenmektedir. Atiklarin da deneylere alinmasi ile iki bakteriden (S. thermophilus P4 ve
S. mutans 1a21) dort ayn atik ve iki ayr1 seker ile edilen 20 adet {iriin test edilmistir.
Deney sonuglarina gore iriiniimiiz hyaluronidaz enzimi ile muamele edildiginde
spektrofotometrede okuma degerleri diismektedir. Hyaluronidaz enzimi eklenmeden
onceki okuma degerleri ortalama olarak 0,158 iken enzimin eklenmesiyle okuma
degerleri ortalama olarak 0,045’e diismektedir. Kontrol olarak hyaluronidaz enzimi
kullanilmadan ayni1 iglemler tekrarlanmistir ve degerlerde diisme olmadigi gézlenmistir.
Buna dayanarak {iriiniin hyaluronik asit oldugu diistiniilmiistiir. Ayni tiriinlerin FTIR ile
tayini Y1ldiz Teknik Universitesi Arastirma Laboratuvari tarafindan gerceklestirilmistir.
4000-650 cm™! dalga boyu araliginda gerceklestirilen calismada elde edilen spektrumlar
literatlirden elde edilen hyaluronik asit spektrumu ile karsilastirilmistir ve analiz edilen

20 numunenin hepsinin hyaluronik asit oldugu saptanmaistir.

Glukoz, siikroz, peynir alt1 suyu, zeytin posasi, melas ve silempe igeren ortamlarda
S. thermophilus P4 ve S. mutans 1a21 ile iiretimi yapilan hyaluronik asitlerin FTIR
spektrumlar1 benzer ozellikler gostermistir. 3319.83-3327.75cm™ arasinda goriilen pik
karbonhidrat i¢in karakteristiktir ( Kumar vd., 2011) .

1638,186-1638,248 cm™ arasinda degisen keskin pik goriilmiistiir. Mohan vd.
(2016) S. thermophilus i¢in benzer FTIR spektrumlari belirtmislerdir. Arastiricilarda CO-
NH2’ye karsilik gelen 1625,5 cm™ tepe noktasini bildirmislerdir. Saf hyaluronik aside
gore numunelerdeki kiigiik kaymalarin C-0-C esnemesine bagli oldugunu rapor
etmislerdir. Test bakterilerinden elde edilen 3411,2 cm™ tepe noktast O-H ve N-H
fonksiyonel gruplarin gdstergesi oldugunu, 2912,6 cm™!*deki keskin bandin C-H bagimin

gostergesi oldugunu bildirmislerdir.

Sonu¢ olarak ticari onemi olduk¢a yiiksek olan hyaluronik asidin yapilan
calismalarla S. thermophilus P4 ve S. mutans 1a2l ile iretilebildigi gorilmiistiir.
S.thermophilus ile hyaluronik asit iiretime dair ¢alismalar vardir ancak literatiirde S.
mutans 1ile yapilan bir c¢alismaya rastlanmamistir. Bu c¢alisma ile iiretimde
kullanilabilecegi ortaya konmustur. Bu ¢alismadaki amaclardan biri de hyaluronik asit
tiretiminde yeni bakterilerin taranmasi ve literatiire kazandirilmasidir. S. epidermidis PS1,

E. gallinarum M179, E. durans M173, S. warnei S22 cinsi bakteriler tarama deneyleri
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sonucunda pozitif sonu¢ vermislerdir. Ancak ek calismalara ihtiyag vardir. HA {iretimi
tizerinde en etkili faktorler sicaklik, pH, c¢alkalama hizi ve iz mineraller olarak
belirlenmistir. Bakterilere gore degismekle birlikte K2SO4, NaCl, iz mineraller ve MgSO4

etkili faktorler olarak belirlenmistir.

Siirdiirtilebilir bir toplumun ihtiyaglar1 ve dncelikleri, biyoenerji veya degerli biyo
tirlinlere doniistiiriilebilen tarimsal atiklar gibi yenilenebilir kaynaklarin kullanimina
ihtiya¢ duymaktadir (Angenent vd., 2004). Bu nedenle, fermantasyon siiregleri i¢in
alternatif maddeler kullanilan g¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Tarimsal kaynaklar ucuz
olduklarindan ve mikrobiyal yetenekleri nedeniyle karbon ve enerji kaynaklar1 olarak
metabolize edilen kiiltiir ortaminin degerli ana bilesenlerinin ve takviyelerinin iiretimine
izin vermektedirler (Thomsen, 2005; Aline vd., 2010). Bu calismada hyaluronik asit
fermentasyon ortaminda peynir alt1 suyu, melas, silempe ve zeytin posasinin kullanimi
ile tiretim maliyetlerinin diistirebilecegi gortilmiistiir. Ancak s6z konusu tarimsal atiklar

kullanilarak besiyerinin optimizasyonu énem tasimaktadir.

S. thermophilus P4 ile HA iiretilebilmesi, S. thermophilus GRASS bakteri
oldugundan saglik acisindan risk tasimamaktadir. Bu nedenle siit tiriinlerinde 6zellikle
yogurt iretiminde kullanilabilir. Bu bakterilerin kullanildigr yogurtlarda HA tayini
yapildiktan sonra bu yogurtlarin sagliga katki yapabilecek bir gida olarak onerilmesi
miimkiin olabilir. Ilave olarak agizdan alinabilecek preparatlar hazirlanarak diz osteoartrit
dejenerasyonunda yararli olabilir (Lyu vd.2020). Ayrica S. thermophilus P4 kullanilarak
HA iiretimi igin tarimsal atiklar kullamlabilir. Ozellikle zeytin posasi ve silempe bu
calismada ilk kez calisilmistir. Zeytin posast HA asit iiretiminde degerlendirilme
potansiyeli yiiksek olan tarimsal atiktir. Ancak tarimsal atiklar ile optimizasyon
calismasina gerek bulunmaktadir. Bu ¢alismada zeytin posasinin, melas, silempe ve
peynir altt suyunun HA iiretiminde kullanilabilecegi ve boylece maliyetin

diistiriilebilecegi goriilmiistiir.

Calismalar 50 ml besiyerinde yapilmistir, biiyiik 6lgeklerde ve fermentorde de

denenmesi daha iy1 sonuglara ulagsmaya yardimci olacaktir. Kullandigimiz pH baslangic
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pH’s1 olup, fermantasyon siiresince pH kontrol edilememistir. pH kontrolii fermantasyon

suresince kontrol edilebilirse HA tretimine dnemli bir etkisi olabilir.

Elde edilen HA in molekiiler agirliginin belirlenmesi ile iirliniin kullanim alanlari

net bir sekilde ortaya konabilir.

Segilen 2 bakteri disinda kalan 5 bakteri i¢inde tekrar tiretim yapilip iiriiniin tayini

icin ¢aligmalar yapilmalidir.
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