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Streptococcus equi ILE HYALURONIK ASIT
URETIMINDE OPTIMUM KOSULLARIN _
PLACKETT BURMAN YONTEMI ILE BELIRLENMESI

Pinar Aytar’, Yeliz Buruk®, Ahmet Cabuk®

Ozet

Hyaluronik asit genellikle Streptococcus sp. tlurlerinden elde edilen, kozmetik ve
medikal uygulamalarda kullanilan lineer, yiksek molekdl agirlikh  bir
glikozaminoglikandir. Bu ¢alismada S.equi ile hyaluronik asit Gretimi icin besiyeri
bilesenleri Plackett Burman deneysel tasarimi kullanilarak optimize edilmigtir.
Plackett Burman’a dayanan istatistiksel taramaya goére 11 faktérden 8’inin hyaluronik
asit Uretim slrecinde daha etkili oldugu belirlenmistir. Bu en énemli faktérler; pH,
inokulum miktari, kazein pepton, MgSQy, stikroz, NaCl, iz element, KoSO4 olmustur.

Anahtar kelimeler: Hyaluronik asit, Plackett Burman deney tasarimi, S. equi

GIRIS

Glikozaminoglikan grubu polimerlerden hyaluronik asit (HA), ilk olarak gbzdeki
retinanin saydam sivisindan izole edilmig uzun zincirli bir polisakkarittir (1). N-asetil-
D-glikozamin ve D-glukoronik asit'in B-1,4 glikozidik bagiyla baglanmasiyla meydana
gelen disakkaritin tekrarlarindan olugmaktadir (2). HA ve tuzu omurgall hayvanlarin
bag dokularindan izole edilebilir. HA, doku mihendisliginde ve ila¢ tasima
sistemlerinde kullanilabilmekte ve biyo-uyumlu, biyolojik olarak parcalanabilen
polimerlerin Uretilmesine olanak tanimaktadir. HA, birgok Streptococcus susundan
uretilebilmektedir.  Ozellikle  Streptococcus equi, Streptococcus equisimilis,
Streptococcus pyogenes bakterilerinden fermentasyon sureciyle HA (retimi
gergeklestirilmistir. S. equi, atlarda enfeksiyon ajani olan ve drettigi HA nedeni ile
nétrofillerin fagositozundan kendini koruyabilen bir organizmadir. Dolayisi ile S.
equinin etkin bir HA Uretimi igin tercih edilmesi dogaldir. 1980°den beri Streptococci
C grubu mikroorganizmalarin fermentasyonu ile HA'nin ticari Uretimi yapilmaktadir
(3). HA, 6nemli yapisal, reolojik, fizyolojik ve biyolojik fonksiyonlara sahiptir. Nemi
uzun sdre tutma yetenegi, vizkoelastikiyet 6zelligi, immunogenisite ve toksisitesinin

olmamasi gibi nedenlerden dolayr kozmetik, biyomedikal ve gida endustrisinde
kullaniimaktadir (3).
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Kaltar sartlan (pH, sicaklik, ¢calkalama hizi, havalandirma orani, ¢ézinmis oksijen,
biyoreaktdr tipi) ve kiltir ortaminin icerigi mikrobiyal HA Gretimini énemli dlgtde
etkilemektedir (4). Deneye etki edebilecek bu tip degiskenler tek faktdr-tek zaman
yéntemine gbre optimize edilmesinin yani sira Taguchi, Plackett Burman veya
Response Surface ybénteminde uygulanan algoritmalar dikkate alinarak optimize
edilebilmektedir.

Plackett Burman deney tasarimi birinci derecede modele dayanmaktadir. Bu
ybntem, fiziksel ya da endustriyel bir arastirma icinde meydana gelebilecek sorunlara
kargl sdrecin etkinligini belirlemek amaciyla tasarlanmistir. ~ Var olan nicel
degiskenlerin yapilan denemelerle sonuca katkilari Olcllerek slrec etkinliklerinin
arttirlmasi hedeflenmektedir. Minimum 11 faktér ve her bir faktérin bir alt bir de st
limiti olmak UGzere iki dizeyinin kullanildigi tasarimda denenen dlzeylerden elde
edilen veriler 1g1ginda her bir faktér icin deney tasariminda denenmeyen farkli
dizeyler de énerilebilmekte ayrica sonuca katkisi olan kritik faktér ve dizeyler de
belirlenebilmektedir. Deney tasariminin en blyUk avantaji, deneysel zaman kaybini,
malzeme tlketimini ve endustriyel ¢apta is glclinl azaltarak zaman kaybini énemli
6lgcide minimize etmesidir. Yapilan dogrulama deneyleri kabul edilebilir given
araliklari ile sistemin kendi igcindeki tutarhdini ve guvenilirligini de test etmektedir (5).

Bu calismanin amaci, atlarda enfeksiyon ajani ve énemli bir hyaluronik asit Ureticisi
olan S. equi ile hyaluronik asit Uretiminde kullanilan besiyeri bilesenlerinin Plackett
Burman deney tasarimi kullanilarak optimize edilmesidir.

MATERYAL VE YONTEM
Mikroorganizma

Daha dnce atlardan izole edilmis Streptococcus equi Refik Saydam Hifzissihha
Enstitist Kiltir Koleksiyonu'ndan  (Ankara, Turkiye) temin edilmistir. Deneyler
esnasinda kullanilacak asi kultarG icin tripton soy brot besiyeri (g/L; pepton 5 g,
sodyum Kkloriir 5 g, et 6zt 1.5 g, maya 6z0tl 1.5 g) hazirlanmig, 24 saat 37 °C'de
inkibe edilmis ve inokulum olarak kullaniimigtir. Saf kdltlrler +4 °C'de tripton soy
agar besiyerinde muhafaza edilmigtir.

Plackett-Burman Deneysel Tasarimi

S. equrinin hyaluronik asit Uretiminde kullanilacak besiyerinin bilesenleri Plackett-
Burman Tasarimi (PBT) kullanilarak optimize edilmeye c¢alisiimistir. PBT, istatistiksel
bir ydntem olup birinci derece modele dayanir (5). Bu yéntem, bir deney sisteminde
secilen herhangi bir bagimh parametre U(zerinde, sistemdeki diger bagimsiz
parametrelerin etkisini lineer olarak veren bir bagimsiz degisken elimine yéntemidir
ve asagidaki esitlik (1) ile gbsterilebilir. Burada; Y, yanit (sonug); 8o, model kaymasi;
Bi lineer katsayi; Xj, bagimsiz deg@iskenlerin dizeyi seklindedir.

Y = Bo + ZBiX; M

Hyaluronik asit Gretim ortamini etkileyen en 6nemli parametrelerin ortaya konmasi
icin 11 (n) faktdérden olusan PBT kullaniimistir. Deney tasariminda kullanilan
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parametreler; siikroz, maya 6zitil, kazein pepton, Ko:SO4, MgSQO4, NasHPO4, FeSOy,
iz element, NaCl, inokulum miktari, pH olmustur. Toplamda 12 (n+1) deneyin her
degiskeni yiksek (+1) ve disuk (-1) olmak Uzere 2 dizeyde ¢ahlgiimistir.

PBT ile etkileri incelenen parametreler ve dizeyleri Cizelge 1’de verilmistir. Cizelge
2'de ise hyaluronik asidin Gretim kosullarinin optimizasyonu i¢in PBT’nin 6nerdigi
deney tasarimi verilmigtir.

Yapilan tasarima gére onerilen 12 farkh besiyeri bilesimi icin 37 °C’de, 150 r.p.m.
calkalama hizinda, 102 cfu/mL baslangic konsantrasyonuna sahip S. equi asi kiltir(
inokulasyonu yapilarak 24 saat siire ile inkilbe edilmistir. inkiibasyonlar sonrasinda
kaltdr sivilarindaki hyaluronik asit dlgiimleri karbazol yéntemine gére yapilmigtir.

Gizelge 1. Hyaluronik asidin besiyeri bilesenlerinin optimizasyonu i¢in PBT ile
incelenen degiskenler

Parametre no | Parametre adi Dusuk duzey YUksek dizey

(-1) (+1)

A Sikroz 60 80

B Maya 6z0tl 10 30

C Kazein pepton 2 10

D KoSOq4 0,5 2,1

E MgSO, 1 3

F NaQH PO4 2 10,4

G FeSO, 0,002 0,008

H iz element 1 4

J NaCl 0,25 1,5

K inokulum 1 4

miktari
L pH 6,8 7,6

Analitik Ol¢iimler

20 saatlik inkUbasyon slresi sonunda 5 mL kdltir %0,1’lik SDS ile 1:1 oraninda
muamele edilerek 6000 rpm’de 5 dakika santrifij yapiimis, elde edilen sUpernatant
1:3 oraninda etil alkolle karistirilmigtir, sonrasinda tekrardan 6000 rpm’de 5 dakika
santrifij edilip pellet suda ¢6zilmis ve hyaluronik asit karbazol ydntemiyle
OlchimUstdar (6). Buna gére, tiplere 4 mL sodyum tetraborat ¢dzeltisi ve 1 mL 6rnek
konmustur. 100 °C’de 10 dakika isitip sogutulduktan sonra 1 mL karbazol ¢dzeltisi
eklenmigtir. Tekrardan 100 °C’de 10 dakika 1isitilip sogutulmus ve 550 nm’de
glukuronik asit standardi kullanilarak ¢izilen standart egri dikkate alinarak okunmus
ve g/L cinsinden ifade edilmigtir.
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Cizelge 2. Hyaluronik asidin Uretim kosullarinin optimizasyonu i¢in PBT tarafindan
6nerilen deneyler

~ J
= 2
- 2 . =

_ |2 s - 3 <

e 5 |s 8| £ g8 |5 3

= 3| 81325 & | 8| 8| %

w = N4 N4 = Z L. N Z £ pH
1] 80 30 2 2,1 3 10,4 0,002 1 0,25 4 6,8
2| 60 30 10 0,5 3 10,4 0,008 1 0,25 1 7,6
3| 80 10 10 2,1 1 10,4 0,008 4 0,25 1 6,8
4| 60 30 2 2,1 3 2 0,008 4 1,5 1 6,8
5| 60 10 10 0,5 3 10,4 0,002 4 1,5 4 6,8
6| 60 10 2 2,1 1 10,4 0,008 1 1,5 4 7,6
7] 80 10 2 0,5 3 2 0,008 4 0,25 4 7,6
8| 80 30 2 0,5 1 10,4 0,002 4 1,5 1 7,6
9| 80 30 10 0,5 1 2 0,008 1 1,5 4 6,8
10| 60 30 10 2,1 1 2 0,002 4 0,25 4 7,6
11| 80 10 10 2,1 3 2 0,002 1 1,5 1 7,6
12| 60 10 2 0,5 1 2 0,002 1 0,25 1 6,8

SONUCLAR VE TARTISMA

S. equi tarafindan HA Uretimi icin ihtiyac duydugu besinsel bilesenlerin ve bu
bilesenlerin miktarlarinin belirlenmesi amaciyla yapilan optimizasyonda Plackett
Burman deney tasarim yoéntemi kullaniimigtir. Klasik optimizasyon calismalarinda
strec Uzerine etki edebilecek dediskenler sirasi ile denenebilmektedir fakat elde
edilen bulgular ylzeysel sonuclar verebilmektedir. Elde edilen deneysel veriler analiz
edildiginde spesifik olarak hangi faktériin sonuca ne kadar katkisi oldugu ve hangi
faktorlerin daha kritik, hangilerinin etkisinin daha zayif oldugu ortaya koyulmaktadir.
Tek faktdr-tek zaman yéntemi olarak bilinen klasik optimizasyon cok fazla deney
gerektiren ve zaman alan bir slre¢ olurken deneysel tasarim kullanilarak yapilan
optimizasyon calismalari daha az deney sayesinde daha kisa slirede sonug¢ elde
edilmesine olanak saglamaktadir.

Cizelge 3'te verilen Plackett Burman deney tasarim yodntemi tarafindan &nerilen
besiyeri iceriklerinin hyaluronik asit Uretimi UGzerine etkisini gérmek amaciyla élgim
yapillmistir. Elde edilen bulgulara gére 2, 7 ve 11 numarah besiyeri bilesimlerinde
hyaluronik asit Gretiminin 0,5 g/L’den fazla oldugu belirlenmistir.

Elde edilen deney bulgularina gére HA Uretimi Gzerine her besiyeri bileseni etkili
olmustur. % etki degerleri Sekil 1’de Pareto grafiginde gértlmektedir. Ancak sirasiyla
pH, inokulum miktari, kazein pepton, MgSO,, sikroz, NaCl, iz element, K.SO, daha

31



etkili oldugu gorulirken maya 6zitl, Na,HPO4, FeSO4 secilen dizeyler agisindan
daha az etkili oldugu belirlenmisgtir.

Gizelge 3. Plackett Burman Deney Tasarim Ydéntemi tarafindan Onerilen besiyeri
iceriklerinin HA Ol¢cim degerleri. (Cahsma kosullari:37 °C; 150 rpm; inkibasyon
suresi 20 saat)

Deney no #1 #2 #3 #4 #5 #6
Ortalama yanit 0,155 | 0,552 | 0,418 | 0,228 | 0,233 | 0,352
(/L)

Deney no #7 #8 #9 #10 #11 #12

Ortalama yanit 0,275 | 0,576 | 0,475 | 0,379 | 0,589 | 0,328
(g/L)

~
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624 —
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0.00 — —
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Derece

Sekil 1. Deneyde belirlenen % etki degerlerinin Pareto grafigi.

pH degerinin diger degiskenlere nazaran HA Uretiminde daha énemli bir etkisi oldugu
gortlmektedir. Calisilan mikroorganizmanin HA Uretimi Uzerine yapilan tim
calismalar bu slreci notral pH degerlerinde yaptigini kanitlamaktadir (7, 8). HA
dretiminde dénemli bir bilesen olan karbon kaynadi bu cgalismada da anlamli bir
degisken olarak éne cikmistir. Sikroz, HA fermentasyonunda kullanilan karbon
kaynaklarindan birisidir (9-11). Streptococcus sp. tirlerinin HA Uretiminde daha ¢ok
basit sekerleri kullandidi bilinen bir gercektir (12). Im ve arkadaslarinin yaptiklari bir
calismada organik azot kaynagi olarak maya 6zuth ile kazein peptonun birlikte
kombine edilerek kullaniimasi sonucu ylUksek HA Uretimi elde edilmistir (13). Bu
calismada da ayni kombinasyon kullaniimis ancak deney tasariminin 6nerdigi
bulgulara gbre kazein peptonun deneyde daha anlamh bir degisken oldugu
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g6rilmektedir. Maya 6z0ta ile ilgili sinirlama, calismada degerlendirilen dizeylerle
ilgili olabilir. MgSO,4 ve potasyum kaynagi olarak K>SO, Un de calismada etkili
degiskenler oldugu gdrilmistir. Mg iyonunun UDP-GICUA ve UDP-GIcNAchin
polimerize edilmesinde dnemli bir kofaktér oldugu bilinmektedir (14).

istatistiksel deney tasarim ydntemi dnerilen besiyerlerinden alinan sonuglardan yola
cikarak deneylerin dogrulugunu ortaya koymak amaci ile dogrulama deneyleri
6nermektedir. Dogrulama deneylerinden elde edilen bulgularin tahmin edilen
deg@erlere yakin olmasi sistem basarisini gdstermektedir. Bu baglamda tasarimin
6nerdigi besiyeri icerikleri ile yapilan deneme sonuclarina gére dnerilen dogrulama
deneyinin besiyeri bilesimi (g/L) stkroz 79,86; maya 6z0tl 28; kazein pepton 9,9;
K>SO4 0,51; MgSO4 1,25; NapHPO4 10,38; FeSO4 0,01; iz element 1,28; NaCl 1,23;
inokulum miktari %2,6; pH 7,51 seklinde olmustur. Bu kombinasyonda deney
tasarimi yénteminin glven arahd 0,539 ile 0,639 arasindadir. Tahmin edilen
dogrulama deneyi, deneysel olarak da gerceklestirildiginde sonu¢ olarak 0,624
bulunmus olup bu deger given aralidi icinde kalmaktadir.

Erlen dlgeginde (100 mL) yapilan bu ¢aligmada optimizasyon sonucu elde edilen HA
degeri 0,624 g/L olmustur. Bu Uretim degeri literatirde erlen 6lgeginde yapilan
calismalar kapsaminda kiyaslanabilir bir deger olarak ortaya cikmaktadir. Son
zamanlarda tekrarli kesikli kltar yontemi ile HA Gretimi ¢alisiimis ve HA veriminde
artis kaydedilmistir (15, 16). Bir calismada kesikli kiltir yéntemi ile 0.24 g/L HA
dretim verimi alinirken tekrarl kesik kaltir yontemi ile HA Uretiminde 0.59 g/L’ye
cikilabilmigtir. Literatiirde bu degerden daha ylksek degerler bulunsa da sézl edilen
bu calismalar fermentér dlgedinde yapiimis calismalar olarak karsimiza ¢cikmaktadir.
Liu ve arkadaglarinin yaptiklari bir calismada yapay sinir aglari ve QPSO algoritmasi
kapsaminda degiskenler degerlendirilerek 7 L’lik bir fermentér kullaniimis ve 5.58 g/L
HA verimi elde edilmistir (8). Im ve arkadaslarinin yaptiklari bir diger calismada ise
tek zamanda tek faktér yontemi ve Taguchi tasarimi kullanilarak 75 Llik bir
fermentérde 6,94 g/L HA dretimine kadar cikilabilmigtir (13). Bu c¢alismalar
havalandirma oraninin HA Uretiminde ne kadar énemli oldugunu géstermektedir. S.
zooepidemicus ile HA Uretimi genellikle viskoz bir sire¢ oldugu icin karistirma
performansi ve oksijen kuitle transferi HA Gretimini arttiran en 6nemli faktérler
arasinda yer almaktadir (7).

Secilen faktdryel modele gére ANOVA sonuglarn Cizelge 4’te verilmistir. Buna gore
formilizasyona giren digerlerine gére daha énemli olan faktérlere ait F ve p degerleri
de ayni cizelgede yer almaktadir. p degerinin 0.05'ten disik olmasi s6z konusu
degiskenlerin deneyde anlamli oldugunu gdéstermektedir.

Sonug olarak bu calismada tek basamakl bir optimizasyon slreci uygulanarak erlen
Olceginde HA Uretiminde kullanilan besiyeri bilesenlerinin taramasi Placket Burman
deneysel tasarimi kullanilarak gergeklestiriimistir. Elde edilen en iyi besiyeri
kombinasyonu 6nerilerek gerceklestirilen HA Gretimi 0,624 g/L olmustur. Sirece etki
edebilecek diger degiskenlerin de hesaba katilmasi ve bir seri optimizasyon slreci
uygulanmasi durumunda bu degerin artmasi beklenmektedir. Ayrica calismanin
Olcek buyutilmesi ile fermentdr boyutuna aktariimasi, bdylelikle HA UGretiminde bir
diger 6nemli degisken olan havalandirma oraninin da optimize edilmesine olanak
tanimasi ile HA Uretiminin ¢ok daha ylksek degerlere tasinmasi olasidir. Diger
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cevresel faktérlerin deneysel tasarim yéntemleri ile optimize edilmesi ve ¢alismanin
fermentdr dlcegine aktarilmasi gelecekte yapilmasi planlanan ¢alismalardir.

Cizelge 4. Secilen faktdrlerin ANOVA analizi

Varyans tablosunun analizi

Kareler Mean F degeri | p-degeri
Kaynak toplami | gf Square Prob > F
Model 0,221725 8 0,027716 | 56,61385 | 0.0035
A-Sikroz 0,009976 110,009976 | 20,37835 | 0.0203
C-Kazein pepton 0,03652 1] 0,03652 | 74,59896 | 0.0033
D-K2SO4 0,005125 110,005125 | 10,46936 | 0.0480
E-MgSO4 0,015123 110,015123 | 30,89128 | 0.0115
H-iz element 0,006165 110,006165 | 12,59374 | 0.0381
J-NaCl 0,006348 110,006348 | 12,96686 | 0.0367
K-Inokulum miktari | 0,066305 110,066305 | 135,4399 | 0.0014
L-pH 0,076161 110,076161 | 155,5724 | 0.0011
Rezidual 0,001469 3| 0,00049
Toplam 0,223194 11
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