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YUKSEK LiSANS TEZI

Levilactobacillus brevis AK19B ILE y-AMINOBUTIRIK ASIiT URETIMININ
OPTIMIZASYONU

Habibe MEMIS
Kasim 2021, 52 sayfa

Bu c¢alismada eksi mayali hamurdan izole edilen ve fenotipik olarak tanimlanan
Levilactobacillus brevis AK19B susunun genetik tanimlamasi yapilmis ve tekno-fonksiyonel
ozellikleri incelenerek y- aminobiitirik asit (GABA) {iretiminin optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Sus spot kiiltiir yontemi ile Escherichia coli BC 1402, Salmonella
typhimurium RSSK 95091 ve Yersinia enterocolitica ATCC 27729’ a karsi iyi bir
antimikrobiyal aktivite ve kiiflere kars1 antifungal aktivite gdstermistir. Izolat 25 °C” de ¢ok iyi
bir gelisim ve 45 °C’ de zayif gelisim gosterirken 4 °C’ de gelisememistir. pH 5 ve pH 8’ de
cok 1yi gelisme gosteren izolat, %7 NaCl iceren ortamda %10 ve %15 NaCl i¢eren ortama gore
daha iyi gelisim sergilemistir. L. brevis AK19B susu termotolerant olmayan, hidrofilik
karakterde ve fitaz enzim aktivitesine sahip bir LAB susu olarak karakterize edilmistir. Bunun
yani sira safra tuzu igeren ortamlarda canliligini belirli bir siire koruyabildigi ve antioksidan
aktivite sergiledigi tespit edilmistir. L. brevis AK19B’ nin streptomisin, ampisilin, eritromisin,
tetrasisin, penisilin, kanamisin ve kloramfenikole karsi diren¢ gostermedigi belirlenmistir.
Calismada GABA iiretiminde kullanilan monosodyum glutamat konsantrasyonu (MSG), NaCl
konsantrasyonu, sicaklik ve pH bagimsiz degiskenlerinin Box-Behnken deneme desenine gore
optimizasyonu Design-Expert paket programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Tasarimin
onerdigi deneyler sonucunda bagimsiz degiskenlerin yanitlar {izerine olan etkilerini ifade eden
modeller olusturulmus ve modellerin uygunlugu varyasyon analizleri (ANOVA) ile
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler sonucunda optimum kosullar pH i¢in 4-8, inkiibasyon
sicaklig 25-40 °C, MSG konsantrasyonu 100-300 mM ve NaCl konsantrasyonu igin 0-4 mM
araliginda degismektedir. Yapilan denemeler neticesinde bagimsiz degiskenlerin GABA
tretimi tizerine farkli etkileri oldugu belirlenmistir. ANOVA ve RSM model istatistiklerinden
hareketle quadratik modelin GABA iiretimi i¢in daha uygun oldugu ve modelin (p<0,001)
onemli oldugunu gostermistir. Maksimum diizeyde GABA eldesi i¢in pH 5,136, MSG
konsantrasyonunun 297, sicakligin 26 ve NaCl konsantrasyonun 2,82 oldugu optimum iiretim
kosullarinin uygulandigi bu ¢alismada GABA tiretiminin 43,85 mg/mL olarak tahminlenmistir.

Anahtar Kelimeler: L. brevis, fonksiyonel, GABA, optimizasyon, Box-Behnken.



ABSTRACT

MASTER THESIS

OPTIMIZATION OF y-AMINOBUTYRIC ACID PRODUCTION WITH
Levilactobacillus brevis AK19B

Habibe MEMIS
November 2021, 52 pages

In this study, genetic identification of Levilactobacillus brevis AK19B strain isolated from
sourdough dough and identified phenotypically was made and y-aminobutyric acid (GABA)
production was optimized by examining its techno-functional properties. The strain showed
good antimicrobial activity against Escherichia coli BC 1402, Salmonella typhimurium RSSK
95091 and Yersinia enterocolitica ATCC 27729 and antifungal activity against molds by spot
culture method. The isolate grew very well at 25 °C and poorly at 45 °C, but failed at 4 °C. The
isolate, which showed very good growth at pH 5 and pH 8, showed better growth in the medium
containing 7% NaCl than in the medium containing 10% and 15% NaCl. L. brevis AK19B
strain was characterized as a non-thermotolerant, hydrophilic LAB strain with phytase enzyme
activity. In addition, it has been determined that it can maintain its vitality for a certain period
of time and exhibit antioxidant activity in environments containing bile salt. It was determined
that L. brevis AK19B did not show resistance to streptomycin, ampicillin, erythromycin,
tetracycin, penicillin, kanamycin and chloramphenicol. In the study, the optimization of the
monosodium glutamate concentration (MSG), NaCl concentration, temperature and pH
independent variables used in GABA production according to the Box-Behnken experimental
design was carried out using the Design-Expert package program. As a result of the experiments
suggested by the design, models expressing the effects of independent variables on the
responses were created and the suitability of the models was evaluated by analysis of variation
(ANOVA). As a result of the data obtained, optimum conditions range from 4-8 for pH,
incubation temperature 25-40 °C, MSG concentration 100-300 mM and for NaCl concentration
0-4 mM. As a result of the experiments, it was determined that the independent variables had
different effects on GABA production. Based on the ANOVA and RSM model statistics, it has
been shown that the quadratic model is more suitable for GABA production and the model
(p<0.001) is important. For maximum GABA production, optimum production conditions of
pH 5.136, MSG concentration of 297, temperature of 26 and NaCl concentration of 2.82 were
applied, and GABA production was estimated as 43.85 mg/mL.

Keywords: L. brevis, functional, GABA, optimization, Box-Behnken.
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BIRINCIi BOLUM

Giris

Arastirmanin Konusu ve Problemi

Son yillarda tiiketici aligkanliklarinin degismesiyle birlikte saglikli olan gidalara
yonelim, artan saglik maliyetleri, yasam siiresinin uzamasi, niifusun artmasi gibi gesitli
sebeplerden otiirti artig gostermektedir. Bu dogrultuda fonksiyonel gidalar ve fonksiyonel gida
bilesenleri 6nemli bir role sahiptir ve yeni bir tiir saglik aract sunmaktadir (Gul, Singh, &
Jabeen, 2016; Hassani, Procopio, & Becker, 2016; Ozen, Pons, & Tur, 2012). Fonksiyonel gida
terimi, dogal olarak olusabilen, normal diyetin bir pargasi olarak tiiketilen, artan
konsantrasyonlarda gidalarda bulunan, hedeflenen fonksiyonlar tizerinde olumlu etkileri tesvik
ettigi bilimsel olarak gosterilen geleneksel gidalardir. Bu gidalarin tiiketimi hastalik riskini
azaltigi gibi yasam Kkalitesini  yiikselterek saglik durumunun iyilestirilmesini
saglayabilmektedir. Bu gidalar, fizyolojik fonksiyonlar1 gelistirmek, hastaliklar1 iyilestirmek ve
onlemek i¢in kullanilabilmektedir (Lopez-Varela, Gonzalez-Gross, & Marcos, 2002, s. 30).

Fonksiyonel gidalarin  besinsel islevselligi, igerigindeki biyoaktif bilesenlerle
bagdastirilmaktadir. Bu Dbilesenlerden biri olan y-aminobiitirik asit (GABA) birgok
biyoaktiviteye sahip olup fonksiyonel gidalarda biiyiik bir uygulama potansiyeline sahiptir (H.
Li, & Cao, 2010). GABA’ nin beyinde 6nemli bir nérotansmitter inhibitorii gorevi goriip
anksiyete ve depresyonun engellenmesi, beyine enerji saglanmasi, oksijen eksikligi ve diger
stres durumlarina direng kazandirilmasi ve yiiksek kan basincinin kontroliinde etkili oldugunu
gosteren ¢aligmalar mevcuttur (Kalueff, & Nutt, 2007; Mohler, 2012; Shimada vd., 2009).
GABA, kolon kanser hiicresi, meme bezi ve hepatik kanser hiicreleri gibi kanser hiicrelerinin
saldirilarin1 ve metastazini1 dnleyebilen veya geciktirebilen etkiye sahip oldugu belirtilmistir
(Diana, Tres, Quilez, Llombart, & Rafecas, 2014). Ayrica bagisiklik sistemi ile ilgili hiicrelerin
uyarilmasinda GABA’ nin etkili oldugu bilinmektedir (Siragusa vd., 2007). GABA iizerine
yapilan caligmalar uyku diizeni ve rahatlama iizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugunu

gostermektedir (Yalginkaya, Kilig, & Cakmakgi, 2019).

GABA dogada yaygin olarak bulunan, dort karbonlu, protein yapida olmayan bir
aminoasit olup (Yunes vd., 2016, s. 1), beyinde dogal yolla iretildigi gibi (Yalginkaya, Kilig,
& Cakmake1, 2019), bitkilerde biiyliylip gelisme ve tohumun g¢imlenmesi sirasinda 6nemli
oOl¢iide artmaktadir (Sita, & Kumar, 2020).



Mikroorganizmalar tarafindan GABA iiretimi gergeklestirilebilirken, giivenli (GRAS)
statiisiinde olmalar1 sebebiyle bu grup icerisindeki laktik asit bakterileri (LAB), gidalarda
kullanim1 agisindan one ¢ikan GABA iireticilerindendir (Dhakal, Bajpai, & Baek, 2012).
GABA’ nin biyosentezi, GAD enzimi (gadA veya gadB tarafindan kodlanir) ve glutamat /
GABA antiporter gadC’ den olusan glutamik asit dekarboksilaz (GAD) sistemi tarafindan
gergeklestirilir (Cui, Miao, Niyaphorn, & Qu, 2020, s. 2).

Laktik asit bakterileri, gram pozitif bakterilerin 6nemli bir grubu olup fermente
gidalarda, sebze, insan ve hayvan bagirsaklarinda siklikla bulunurlar (Satokari vd., 2003).
GABA iireten laktik asit bakterileri, bazi gidalardan izole edilerek veya Kkiiltiir
koleksiyonlarindan elde edilebilmektedir (Yalginkaya vd., 2019). Literatiirdeki c¢alismalara
dikkat edildiginde GABA iiretim yetenegine sahip LAB’ 1n bliyiik ¢ogunlugunun geleneksel
fermente iiriinlerden izole edildigi goriiliir. Izole edilen kaynaklar arasinda peynir (Siragusa vd.,
2007), yogurt (K.-B. Park, & Oh, 2007), kimchi (J. Y. Kim, Lee, Ji, Lee, & Hwang, 2009),
paocai (H. Li, Qiu, Gao, & Cao, 2010), ekmek (Coda, Rizzello, & Gobbetti, 2010), geleneksel
fermente balik (Komatsuzaki, Shima, Kawamoto, Momose, & Kimura, 2005) ve fermente sosis

(Ratanaburee, Kantachote, Charernjiratrakul, & Sukhoom, 2013) gibi iiriinler yer almaktadir.

Laktik asit bakterileri patojenik bakterilerin inhibisyonu, mide asidine direng, safra asidi
direnci, bagirsak homeostazinin kontrolii ve antialerjik aktivite gibi 6zelliklerinden dolay1
probiyotik goreve sahiptir (Hwanhlem vd., 2010). LAB, biyokontrol ajanlari, gida baslaticilari
ve kivam artirict olarak gesitli liretim asamalarinda kullamilir (Laroute, Mazzoli, Loubiére,
Pessione, & Cocaign-Bousquet, 2021). LAB fermantasyon uygulamalarinda olduk¢a dnemlidir
ve giivenli bir uygulama ve tiiketim ge¢misine sahiptir (Leroy, & De Vuyst, 2004; H. Li, Qiu,
Chen, & Cao, 2011).

LAB’ 1n yiiksek GABA {iretimi hiicrelerde bulunan GAD enziminin aktivitesi ile
ilgilidir ve GABA iiretimi i¢in gida matrisindeki glutamik asit konsantrasyonunun yiiksek
olmasi gerekmektedir (Diana vd., 2014). Lactococcus lactis, GAD enzimi iiretiminden sorumlu
sadece gadB genini tasirken, L. brevis’ de de L. lactis’ e benzer sekilde gadB genine yakin bir
yerde tespit edilen gadC’ ye benzer genin varligi asit toleransinin GAD aktivitesiyle baglantili
oldugunu gostermektedir. Dekarboksilasyon sirasinda GAD enziminin GABA’ ya dontigiimii
ile asitlenmenin kontrol altinda tutuldugu varsayilmaktadir. S6z konusu pH diisiisii ile GAD
aktivitesi indiiklenmektedir (H. Li, & Cao, 2010). GAD enzimi Lactobacillus brevis (J. Y. Kim
vd., 2009; Ueno, Hayakawa, Takahashi, & Oda, 1997), Lactobacillus sp. (Higuchi, Hayashi, &
Abe, 1997), Lactococcus lactis (Lu, Xie, & Gu, 2009; Masaru Nomura vd., 1999), Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus paracasei (Komatsuzaki vd., 2005), Lactobacillus delbrueckii shsp.
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bulgaricus ve Lactobacillus plantarum (Siragusa vd., 2007) gibi ¢esitli gidalardan izole edilen

bir¢ok laktik asit bakterisinden karakterize edilmistir.

Laktik asit bakterilerinden GABA iiretimi i¢in baslica etkenler kiiltlir ortam1 sicakligi,
glutamat konsantrasyonu, karbon kaynaklari, piridoksal 5-fosfat (PLP) ve pH olarak
siralanmaktadir (Cho, Chang, & Chang, 2007; Komatsuzaki vd., 2005; H. Li vd., 2010; Lu,
Chen, Gu, & Han, 2008; Lu vd., 2009). Bu etkenlerin optimize edilmesiyle de GABA {iretimi
artirtlabilmektedir (H. Li, & Cao, 2010). pH, LAB tarafindan GABA biyosentezi i¢in anahtar
faktor olup bakteri tiremesini ve GAD aktivitesini etkiler (Cui vd., 2020). GAD aktivitesi, bir
susun GABA verimini belirlemek i¢in énemli bir faktoér olup pH ve sicakligin yaninda L-

glutamik asit ve piridoksal 5-fosfattan da etkilenmektedir.

Laktik asit bakterileri GABA {iretimi i¢in yeterli L-glutamik asit sentezleyememektedir
(Cui vd., 2020). Glutamat kaynagi olarak literatiir incelendiginde ise eksi mayali iiriinlerde L-
glutamik asit ilavesi ya da monosodyum glutamat (MSG) kullanildig1 goriilmektedir (Cataldo,
Villegas, Savoy de Giori, Saavedra, & Hebert, 2020; Villegas, Brown, Savoy de Giori, &
Hebert, 2016). MSG, hidroliz yoluyla L-glutamik asit tretebildigi i¢cin GABA {iretiminde
kullanimi tercih edilmektedir (Cui vd., 2020). Son yillarda yapilan ¢alismalarda glutamat ve
glutamine (Mazzoli vd., 2010) ilaveten kloriir (Laroute vd., 2021), arginin ve malat (Laroute

vd., 2016) kullaniminin GABA iiretimini artirabilecegi belirtilmistir.

Glutamik asit eksi mayali tirtinlerde bulunmaktadir ve laktik asit bakterilerinin baslangig
kiiltiirti olarak kullanildigr tirtinlerde uygulanan fermantasyon ile LAB tarafindan GABA’ ya
donustiirilir ve GABA miktar1 artar. Bu durum fermente iirinde MSG kullanimi ile
degismektedir. MSG ilave edilmeden elde edilen fermente triinlerdeki GABA miktart MSG
ilave edilen iiriinlerdeki GABA miktarindan daha az olmaktadir (Ratanaburee vd., 2013;
Sanchart, Rattanaporn, Haltrich, Phukpattaranont, & Maneerat, 20173; Villegas vd., 2016).

Arastirmanin Amaci

Bu tez kapsaminda ise geleneksel eksi mayali hamurlardan izole edilen, y-aminobiitirik
asit tiretim yetenegine sahip laktik asit bakteri identifikasyonu saglanarak, MSG, pH ve NaCl
degiskenleri ile GABA iiretim kosullarinin yanit yiizey yontemi ve Box — Behnken deney

tasarimi ile optimizasyonunun gerceklestirilmesi amaglanmaigtir.

Arastirmanin Onemi ve Gerekgesi

GABA saglikli insan bedeninde yeterli diizeyde iiretilebilen bir non-protein bir

aminoasittir. Fakat baz1 hormon eksiklikleri, vitamin ve mineral yetersizlikleri varliginda ya da

3



beslenme kaynakli ortaya ¢ikan birikimler nedeni ile GABA iiretimi engellenebilmektedir. Bu
nedenle insan beslenmesinde GABA igeren gidalarin varligit 6nem kazanmistir. Gida
tilketiminde fonksiyonel 6zellik kazandirilabilecek gidalardan olan fermente gidalari kaynak
olarak kullanabilmektedir. Cogunlukla GRAS statiisiinde yer alan LAB gidaya birgok
fonksiyonel 6zellik kazandirabilmektedir. Bu nedenle bu calismada GABA iiretim yetenegine
sahip laktik asit bakterisinin tanimlanmasi, tanimlanan bu bakterinin kullanilabilecegi ortamlar
hakkinda fikir sahibi olabilmek i¢in teknolojik 6zelliklerin tespitini ve gidaya kazandirabilecegi
fonksiyonel 6zelliklerin tespitine gidilmistir. Fermente gidalar asitli ve genellikle tuz igerigi
yiiksek gidalar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu 6zelliklere dikkat edildigini L. brevis AK19B
susunun MSG, pH ve NaCl degiskenleri varliginda GABA {iretimin optimizasyonu GABA’ ca

zengin gidalarin elde edilebilmesine dnciiliik edebilecegi diigiiniilmiistiir.



IKiNCi BOLUM

Kuramsal Cerceve ve Alan Yazin Derleme

Kuramsal Cerceve

GABA dogada yaygin olarak bulunan, dort karbonlu, protein yapida olmayan bir
aminoasit olup merkezi sinir sisteminde inhibe edici norotransmitter olarak gérev yapmaktadir
(Yunes vd., 2016). Beyinde dogal yolla iiretilebildigi gibi pirolin maddesinden yapay yolla da
iretilebilmektedir (Yalginkaya vd., 2019, s. 2). GABA, L- glutamatin glutamat dekarboksilaz
(GAD) enzimi tarafindan katalizlenen geri doniisiimii olmayan dekarboksilasyonu sonucu

tiretilmektedir (Bown, & Shelp, 1997; Diana vd., 2014).

GAD-5’PLP (B6 Vit.)

L- Glutamat GABA + CO,
(@) o O
HOWOH HZN\/\)J\OH + 0=C=0
NH;

Sekil 1. GAD ile katalizlenen L-glutamatin GABA dekarboksilasyonu.

GABA sinir sistemini baskilayict etkisinden dolayr dikkat c¢eken Onemli bir
postbiyotiktir (Diez-Gutiérrez, San Vicente, Barron, del Carmen Villaran, & Chavarri, 2020).
GABA’ nin bu etkisi GABA’ ya 6zgli olan GABAa, GABAg ve GABAC reseptorlerinden
kaynaklanmaktadir (Sherwin, Sandhu, Dinan, & Cryan, 2016). Bu spesifik reseptorler

sayesinde uyku bozukluklar1 ve gevseme modiile edilebilir (Sigel, & Steinmann, 2012).

GABA ve saglik iizerine etkisinin arastirildigi ¢alismalarda GABA’ nin kardiyovaskiiler
bozukluklar, kanser, epilepsi, depresyon, astim hastaliklar1 ve diyabet hastaliklarinda faydali
etkileri oldugu gosterilmistir. Ayrica Parkinson ve Alzheimer hastaliklari gibi sinirsel
hastaliklarin gelisiminde GABA’ nin 6nemi ortaya konmustur (Diez-Gutiérrez vd., 2020).
Tablo 1.” de GABA’ nin saglik {izerine etkileri hakkindaki bazi1 ¢aligsmalara yer verilmistir.
Yapilan caligmalar GABA’ nin yaygin hastaliklar1 6nleme veya tedavi etme amaciyla

kullanilabilecek 6nemli bir fonksiyonel bilesik oldugunu gostermektedir.



Tablo 1. GABA' min Saglik Uzerine Etkileri

Hastalik GABA etkisi Referans
Ogrenme ve hafiza Zamansal ve mekansal (Diez-Gutiérrez vd., 2020)
bozukluklar bellegi gelistirme

Endise ve depresyon

Astim

Huntington hastalig1

Alzheimer hastalig1

Rahatlatict ve antidepresan

etki

Bagisikligi artirma, astim

kontrolii

Norotransmisyonu  inhibe
etme

Norotransmisyonu  inhibe
etme

(Bravo vd., 2011)

(Forkuo vd., 2017)

(Hsu,
2018)

Chang, & Chern,

(Mele, Costa, & Duarte,
2019)

GABA, bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan tiretilebilmektedir (Diez-

Gutiérrez vd., 2020). Mikroorganizmalar igerisinde laktik asit bakterileri probiyotik karakterli
olmalar1 sebebiyle dikkat ¢cekmektir (Nejati vd., 2013). Tablo 2.” de GABA iiretim yeteneginde

olan fermente gida kaynakli bazi laktik asit bakterilerine yer verilmistir.

Tablo 2. GABA Ureten Laktik Asit Bakterileri Ve Izole Edildigi Kaynaklar

GABA iireticisi sus

Izole edilen kaynak

Referans

Lactobacillus plantarum K154
Lactobacilus brevis

Lactobacillus futsaii CS3

Lactobacillus rhamnosus GG

Lactobacillus fermentum YS2

Lactobacillus parabuchneri

Kimchi
Kimchi

Fermente karides (Kung-

Som)

Fermente adzuki

fasulyesi
Geleneksel Cin tursusu

Tilsit peyniri

(Park, Lee, & Lim, 2014)
(Binh, Ju, Jung, & Park, 2014)

(Sanchart,
Haltrich, Phukpattaranont, &
Maneerat, 2017b)

Rattanaporn,

(Song, & Yu, 2018)

(Lin, Li, & Qin, 2017)

(Frohlich-Wyder vd., 2015)




GABA’ nin ana iireticisi olarak kabul edilen laktik asit bakterilerinin GABA {iretim
seviyeleri bakteri tiirtine gore farklilik géstermektedir. Bu durum GABA iiretiminde etkili olan
kiiltiir kosullariin iyilestirilmesini elzem hale getirmistir (Cui vd., 2020). GABA {iretiminin
optimizasyon ¢alismalarimin yaninda genetik modifikasyonlar ile GABA iretiminin
iyilestirilmesi ve veriminin artirilmasi, fizyoloji odakli miihendislik stratejileri ile ¢evresel
stresler ile bakteriyel GABA iiretiminin artirilmasi ve ortak kiiltiir miihendisligi ile birden fazla
bakterinin ayn1 anda kullanilmasi ile tiretimin artirilmasi gibi ¢aligmalar ile GABA firetimi ile

tiirler aras1 goriilen tiretim farkliligr minimize edilebilir (Cui vd., 2020, s. 11-14).

Mikroorganizmalar tarafindan GABA’ nin biyosentezinde, gadC araciligr ile L-
glutamat hiicreye taginir. Kofaktor pridoksal 5-fosfat ile GAD tarafindan L-glutamat katalize
edilerek GABA olusur ve yan iriin olarak CO> salinir. Dekarboksile GABA ckstraseliiler
matrikse aktarilir. L- glutamatin Onciisii a-ketoglutarat, sitrik asit dongiisii araciligiyla
glikozdan sentezlenir ve L-glutamat dehidrojenaz (GDH) ile L-glutamata doniistiiriiliir (Cui,
vd., 2020, s. 2).

Glutamin sentetaz Glutamat dekarboksilaz (GAD)

GLUTAMIN ¢_————)> L-GLUTAMAT | >GABA (o,
B6 Vitamini ] U
AN (PLP)
Glutamat sentaz ,:: @
g 5 4-aminobiitirat
5 Glutamat E transaminaz
& sentaz =
5 5
<. ~
Sitrik asit dongist] < | SUKSINAT
SEMIALDEHIT

Siiksinat semialdehit
dehidrogenaz

Sekil 2. GABA olusum mekanizmasi (Akt., Yalginkaya vd., 2019, s. 2).

Yiiksek verimde GABA firetimi, Uretimi etkileyen faktorlerin optimizasyonunun yan
sira hiicrelerdeki GAD enzimi aktivitesinin ve glutamik asit konsantrasyonunun yiiksek olmasi
ile de ilgilidir (Diana, Tres, Quilez, Llombart, & Rafecas, 2014). GAD, sitoplazmada bulunur,
GABA iiretimi i¢in anahtar enzimdir, pH’ dan etkilenir ve GAD genine (6zellikle gadB ve/veya
gadC) sahip olan laktik asit bakterileri GABA iiretebilir. Yapilan bir ¢alismada yiiksek GABA
tiretim yetenegine sahip L. brevis CD0817’ nin gadB ve gadC genlerini i¢erdigi tespit edilmistir
(Gao vd., 2019). GAD aktivitesi laktik asit bakterilerinin tiirlerine ve susa 6zgii olmakla birlikte
pH 4,0-5,0’ da optimum aktivitelerini gosterirken pH 7,0° de aktivitelerinde kayip meydana
gelir (Cui vd., 2020).



Alan Yazin Derlemesi

Geleneksel fermente gidalardan izole edilen gelisme hiz1 ve asit liretme yetenegi gibi
farkl1 fizyolojik 6zellikler sahip olan LAB suslarinin GABA iiretim potansiyelleri de farklilik

gostermektedir.

M.-J. Kim ve Kim, (2012) 20 farkli kaynaktan topladiklar1 geleneksel fermente bir gida
olan kimchi orneklerinden 68 GABA fireticisi izolattan 5 laktik asit bakteri tiiriinii
tanimlamislar ve bu LAB izolatlar1 arasinda en iyi GABA iireten suslarin Lactobacillus brevis
KCD13, Lactobacillus plantarum KC-Q1, KC-R1 ve KC R36 oldugunu tespit etmislerdir.

Geleneksel fermente baliktan (funa susi) izole edilen Lactobacillus paracasei, kiiltiir
ortamina pridoksal 5-fosfat ilavesi ve ortam pH’ sinin 5 olarak ayarlandigi uygun gelisme
kosullarinda yiiksek miktarda (> 300 mM) GABA iirettigi belirlenmistir (Komatsuzaki vd.,
2005).

J. Y. Kim vd., (2009) kimchi’ den izole edilen L. brevis ile siyah ahududu suyunu
fermente ederek sicaklik ve pH degisiminin GABA seviyeleri iizerindeki etkisini arastirdig
caligmalarinda, 25 °C’ de fermente edilen meyve sularindaki GABA igerigi 15. giinde en
yiiksek seviyeye ulagsmis fakat baslangi¢c pH’ s1 6 olan meyve suyunun en diisiik GABA (13,0
mg/mL) i¢erigine sahip oldugu belirlenmistir. 30 °C’ de fermente edilen meyve sular1 12. giinde
en yliksek GABA seviyesine ulasmis ardindan azalma gostermistir. 37 °C’ de ise en yliksek

GABA seviyesi 15. gilinde tespit edilmistir.

Lacroix, St-Gelais, Champagne, Fortin ve Vuillemard, (2010) Kanada eski tip
peynirlerinden 13 sus tamimlamis ve her susun Lactococcus cinsine ve lactis tiiriine ait laktik
asit bakterilerinden oldugunu, Lactococcus lactis ssp. lactis ULAAC-A23 ve Lc. lactis ssp.

lactis ULAAC-H13 suslariin yiiksek GABA firetim potansiyeli gosterdigini tespit edilmistir.

M. Nomura, Kimoto, Someya, Furukawa ve Suzuki, (1998) dokuz karisik baslangig
kiiltlirii kullanarak elde ettikleri peynir 6rneklerinin tiimiinde GABA tespit ettiklerini ancak en
yiksek GABA iceriginin Lc. lactis ssp lactis 712 ile yapilan peynir 6rneginde oldugunu,
ilaveten peynirin olgunlagsmasi sirasinda pH degerinin diistikce GABA igeriginin dogrusal

olarak arttigin1 gozlemlemislerdir.

Lin, Li ve Qin, (2017) geleneksel Cin tursusundan GABA iiretim potansiyeline sahip
Lactobacillus fermentum’ u izole etmislerdir. Ayrica ¢alismada MSG kullanilmis ve MSG’ nin

GABA’ ya doniistimiinii GAD’ 1n basarili bir sekilde katalizledigini géstermislerdir.



Park ve Oh, (2007) baslangi¢ kiiltiirii olarak laktik asit bakterilerinin kullanildigi soya
stitiinden yogurt tiretimi gergeklestirdikleri ¢alismalarinda, L. brevis OPY-1 tarafindan iiretilen

GABA’ nin 2,5 g/L’ nin {izerinde oldugunu belirlemislerdir.

Li, Qiu, Chen ve Cao., (2011) GABA’ y1 fermente et suyundan ayirmay1 amagladiklari
calismalarinda ilk olarak L. brevis NCL912 ile beslemeli kesikli fermantasyon yoluyla fermente
bir et suyu hazirlamislardir. Calisma sonunda yiiksek GABA igerigine sahip (997 + 51 mM)
fermente et suyundan %98,66 + 2,36 saflikta GABA ayrimini saglamislardir.

Baska bir calismada Tay fermente domuz sosisinde biyojen aminleri ve kolesterolii
diisirmek amaciyla GABA iiretim yetenegine sahip Pediococcus pentosaceus HN8 ve
Lactobacillus namurensis NH2 bakterilerini baslangi¢ kiiltiir olarak kullanilmistir. Calisma
sonucunda kullanilan baglatici kiiltiirlerin GABA seviyelerinde meydana gelen artigla biyojen
amin ve kolesterol miktarinin 6nemli Gl¢lide azalma gosterdigi belirlenmistir (Kantachote,

Ratanaburee, Sukhoom, Sumpradit, & Asavaroungpipop, 2016).

Laroute vd., (2021) Lactococcus lactis NCDO 2118’ deki GABA iiretiminde ¢evresel
faktorlerin etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda farkli ozmolaritelerde iyonik (tuz) ve iyonik
olmayan (polioller) streslerin bakterinin gelisimi ve GABA iiretimi ilizerinde cesitli etkilere
sahip oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢alismada ayrica L. lactis NCDO 2118’ in ortama 152 mM
glutamat ilavesi ve pH ayarlanmasi ile GABA tiretim seviyesi de aragtirilmistir. L. lactis NCDO
2118’ in 56 saaat sonra 413 mM (42,6 g/L) GABA iirettigi tespit edilmis ve elde edilen 413
mM’ lik GABA’ nin bu sus kullanarak elde edilmis en yiikksek GABA verimi oldugunu da
belirtmislerdir.

GABA iiretiminde etkili olan faktorlerin optimize edilmesiyle GABA verimi en yiiksek
seviyede elde edilebilir (Yalginkaya vd., 2019). Bunun igin literatiirde bazi g¢aligmalar
bulunmaktadir. Song ve Yu, (2018) fermente adzuki fasulye siitinde GABA verimini artirmak
icin fermantasyon kosullarini optimize etmistir. L. rhamnosus GABA iiretimi i¢in inokiile
edilmis ve fermantasyonun 36. Giiniinde GABA igeriginin 0,05 mg/mL’ den 0,44 mg/mL’ ye
artis gosterdigini, MSG, galaktoz ve pridoksin ilavesinin GABA igerigini diizenli bir artis ile
artirdigimi ve optimum kosullarda tiretilen GABA miktarinin kontrol grubuna kiyasla (0,05
mg/100 mL) yaklasik 22,4 kat artarak 1,12 mg/mL olarak tespit edilmistir.

S. J. Park vd., (2020) piring kepeginden izole ettikleri L. plantarum EJ2014 ile GABA
iretimi i¢in fermantasyon ortam kosullarini optimize etmislerdir. Calismada GABA iiretimi
icin; maya ekstraktt konsantrasyonunun etkisi, glikoz oranmnin etkisi ve farkli MSG

konsantrasyonlarinin etkisi arastirilmis ve sonuglardan yola ¢ikilarak optimum kosullar
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olusturulmustur. L. plantarum ile en yiiksek verimli (19,8 g/L) ve basit GABA iiretiminin 100
g/L maya ekstrakti, 10 g/L glikoz ve 22,5 g/L (w/v) MSG igeren besiyeri kullanilarak

gerceklestirilebilecegini tespit etmislerdir.

Kwon ve Lee, (2018) yaptiklari ¢aligmada yiiksek miktarda GABA {retimi igin
fermantasyon kosullarini optimize etmislerdir. Lb. plantarum EJ2014 ile 30 °C’ de 7 giin, %0,5
ve %15 glikoz ve %3,5 MSG varliginda fermantasyon islemi gergeklestirilmis ve
fermantasyonun 3. giiniinde asitligin 6nemli seviyede azalmasiyla ve MSG’ nin verimli bir

sekilde doniistiiriilmesiyle %1,4 GABA iiretimi gdzlemlenmistir.

Lin, (2013) ¢alismasinda Cin geleneksel fermente sebze tursusundan izole edilen bir tiir
olan Lb. rhamnosus YS9 ile GABA iiretimi i¢in fermantasyon kosullarini incelemistir. Kiiltiir
pH kosulu, GAD aktivitesinin optimal pH’ sina ayarlandiginda, fermantasyon ortamina 200
mM MSG ve 200 uM PLP ilave edildiginde Lb. rhamnosus YS9’ un 187 mM GABA iirettigini

tespit etmistir.

Binh, Ju, Jung ve Park, (2014) tarafindan GABA verimini artirmak amaciyla GABA
iretim yetenegine sahip Lb. brevis K203 kimchi’ den izole edilmis ve karakterize edilmistir.
GABA iiretimi igin; sicaklik, pH, L-glutamik asit konsantrasyonu, MSG konsantrasyonu,
karbon kaynagi, tuz konsantrasyonu vb. etkenlerin optimizasyonu arastirilmistir. Caligmada Lb.
brevis K203 tarafindan optimum GABA iiretimi igin optimal kosullar; %6 (w/v) glutamik asit,
%4 (w/v) maltoz, %1 (w/v) et ekstrakti, %0,5 (w/v) maya ekstrakti, %1 (w/v) kazein pepton,
%1 (w/v) NaCl, %1 (w/v) CaCl, 0,02 mM PLP, 2 mL Tween 80/1 ve 37 °C sicaklik olarak
belirlenmistir. Bu kosullarda 72 saat inkiibasyon sonunda 44,4 g/ GABA iiretimi
gerceklestirilmis ve %97 saflikta GABA kazanimi gergeklestirmislerdir.

Villegas vd., (2016) kinoa eksi hamurundan izole edilen ve GABA f{ireten laktik asit
bakterilerinin fermantasyon kosullarinin optimize ettigi ¢alismalarinda, GABA iiretimi i¢in;
MSG konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi ve sicakligi gibi kosullar optimize edilmistir. Artan
MSG konsantrasyonu ile GABA iiretim veriminin kademeli bir sekilde arttig1 ve L. brevis CRL
1942 53 mM MSG’ yi GABA’ ya doniistiirmede en etkili sus olarak belirlenmistir. Ayrica 30
°C’ de 48 saatlik bir inkiibasyon ile MSG’ nin yaklasik %90’ inin GABA ya doniisiimii ve

maksimum iiretimin gerceklestigi tespit edilmistir.

Lim, Cha, Roh, Shin ve Seo, (2017) L. brevis HYEl’in GABA iiretimi iizerine;
baslangic pH’ s1, MSG miktari, azot ve karbon kaynaklarmin ¢esidi gibi kiiltiir kosullarinin
etkilerini arastirmiglardir. Calismada en 1yi karbon kaynagi 3,04 mM GABA {iretimi saglayan

maltoz olarak belirlenmis ve en iyi azot kaynaginin ise tripton i¢eren besiyerinde maksimum
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GABA iiretimi 16,47 mM olarak bulunmustur. Calisma sonunda maksimum GABA iiretimi
(18,76 mM) i¢in optimum kiiltiir kosullarinin; %2,38 (w/v) MSG, %4,01 (w/v) tripton, %12,14

(w/v) maltoz ve baslangi¢ pH’ s1 4,74 olarak onerilmistir.

Li, Qiu, Gao ve Cao, (2010) L. brevis NCL912 ile yaptiklar1 optimizasyon ¢alismasinda
karbon kaynaklari, nitrojen kaynaklari, tween 80’in ve CaClz, Vgs, Ve, MgSO4.7H.O ve
MnSO4.4H,O gibi diger faktorlerin yiiksek verimde GABA {iretimi {izerine etkilerini
incelemislerdir. Box-Behnken metodu ile kosullar 55,25 g/L glikoz, 30,25 g/L soya peptonu,
0,0064 g/L MnSO4.4H,0 ve 1,38 mL/L tween 80 olarak belirlenmis ve 349,69 mM GABA
tiretimi tahminlenmistir. Bu kosullarda yapilan tiretim sonucunda yiiksek verimde (345,83 mM)
GABA iiretimi yapilmistir. Elde edilen bu sonug¢ deneysel ve tahmin edilen degerlerin uyum

igcinde oldugunu gostermektedir.

Alizadeh Behbahani, Jooyandeh, Falah ve Vasiee, (2020) L. brevis A3 ile GABA
optimizasyonu g¢alisilan arastirmada, optimum {retimin %14,96 peynir alt1 suyu, %4,95 MSG
ilavesi, 37 °C sicaklik ve 48 saat inkiibasyon sonucunda 553,5 ppm GABA {iretimi
belirlenmistir. Ayrica bakterinin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit

edilmistir.

Zareie, Yazdi ve Mortazavi, (2019) L. brevis tarafindan en yiiksek verimde GABA
iretimi i¢in merkezi kompozit tasarimini kullanarak fermantasyon kosullart optimize
edilmistir. GABA iiretiminin optimum kosullar1; %5 soya protein izolati, %3 iniilin ve 37 °C’
de 96 saat inkiibasyon olarak belirlenmis ve bu kosullarda iiretim neticesinde 1473,44 ppm

diizeyinde GABA elde etmislerdir.

Falah, Vasiee, Alizadeh Behbahani, Tabatabaee Yazdi ve Mortazavi, (2021) Yanit
yiizey yontemini kullanarak L. brevis PMLL1 ile gida biyo-iiriinii igeren ortamda GABA
iiretimini optimize etmislerdir. %14,77 siit harci tozu, %6,27 soya fasulyesi kiispesi, %0,49
amonyum siilfat ve 32 °C’ de yapilan 120 saatlik inkiibasyon sonucunda 300 ppm GABA
iretimi tespit edilmistir. Calismada ayrica L. brevis PML1’ in antioksidan, antimikrobiyal ve

toksisite 6zelliklerine sahip oldugu belirlenmistir.
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UCUNCU BOLUM
Materyal ve Yontem

Materyal

Calismada oOncesinde eksi hamurdan izole edilmis olan laktik asit bakterileri GABA

iretim yetenekleri agisindan incelenmistir.

Yontem
GABA iiretim yetenegine sahip izolatlarin tespit edilmesi.

Tez calismasi kapsaminda 6ncesinde izolasyonu yapilmis olan eksi hamur kaynakli 30
adet LAB susunun GABA f{iretim yeteneklerini tespit etmek amaciyla aktif olan kiiltiirler
kullanilarak, 53 mM monosodyum glutamat iceren MRS ortaminda 37 °C’ de 96 saat siire ile
inkiibasyon saglanmistir. Siire sonunda 5000 rpm’ de 15 dk santrifiij isleminin ardindan
siipernatant GABA iiretiminin tespiti amaciyla saklanmstir. Siipernatant fraksiyonlar1 ince
Tabaka Kromatografisi (TLC) ile degerlendirilmistir. TLC tabakasi tizerine monosodyum
glutamat ve GABA standartlar1 ile suslara ait siipernatantlar 2 ul hacimde damlatilmistir.
Sonrasinda biitanol: asetik asit: distile su (4: 1: 1) i¢eren ortama daldirilarak, fraksiyon ayrimi
icin 2 saat bekletilmistir. Fraksiyonlarin goriintiilenebilmesi amactyla %0,4 (w/v)’ liik ninhidrin

¢Ozeltisi piiskiirtiilerek 1s1 uygulanmistir. Bantlar pembe renk degisimi ile tespit edilmistir.

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi.

Daha onceden izolasyonu yapilmis saf kolonilerin morfolojik yapilari, mikroskobik
gortiniimleri belirlenip Gram boyama ve katalaz testleri uygulanmistir. Laktik asit bakterilerinin
Gram pozitif, katalaz negatif ve kok veya cubuk sekilli olduklar1 géz oniinde bulundurularak
secilen kiiltiirler ileri tani testleri i¢in gliserol (%40) ve MRS sivi1 besiyeri iceren tiiplerde -80

°C’de muhafaza edilmistir.

Molekiiler tanilama.

Bakteri susunun molekiiler karakterizasyonu genomik DNA izolasyon kiti (EcoTech-
EcoPURE Genomic DNA Kit) kullanilarak asagida verilen protokol c¢ergevesinde
gerceklestirilmistir.

1. 1 mL bakteri kiiltiirii 1,5 mL’ lik santrifiij tiiptine alinir, karistirilir. 5000 rpm de

3 dk oda sicakliginda santrifiij edilir. Siipernatant mikropipet ile uzaklastirilir.
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2. Bakteri peletine 200 pL Resuspension Buffer eklenir ve hiicre kiitlesi

kalmayincaya kadar karistirilir.
3. 200 puL Lysis Buffer eklenir ve iyice karistirilir.

4. 20 pL Proteinaz K eklenir ve iyice karistirildiktan sonra 55 °C’ de su
banyosunda 30 dk inkiibe edilir.

5. 400 pL Binding Buffer eklenir ve iyice karistirilir.

6. Karisim toplama tiipiine alinir, ecospin columbu toplama tiipiine yerlestirilir ve

5. adimdan itibaren 1 dk oda sicakliginda maksimum hizda santrifiijlenir.

7. Swvt kisitm dokiiliir ve 500 pL Wash Buffer eklenir. Maksimum hizda oda

sicakliginda 30 sn santrifijjlenir.

8. Sivi kisim dokiilir ve 200 pL. Wash Buffer eklenir. Maksimum hizda 2 dk

yikama tamponu ¢ikincaya kadar santrifiijlenir.
9. Column 1,5 mL’ lik mikrosantrifiiij tiipiine alinir.

10. 30-50 pL Elution Buffer’ 1 column tam merkezine (membranin merkezine)

eklenir ve 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilir.
11. Maksimum hizda oda sicakliginda 30 sn santrifiijlenir.

12. Ecospin siitunu atilir ve saflagtirilan DNA -20 °C’ de muhafaza edilir.

16s rRNA analizi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) plani: Toplam hacim 25 uL olacak sekilde
ayarlanmigstir: 18,9375 uL steril saf su, 2,5 uL buffer, 10 mM 2 pLL dNTPs, 0,5 uL AMP-F
(GAGAGTTTGATYCTGGCTCAG) 20 uM, 0,5 ulL AMP-R
(AAGGAGGTGATCCARCCGCA) (Y:Cveya T; R: Aveya G) 20 uM, 0,0625 uL DreamTaq
DNA Polymerases (Thermo Fisher Scientific) ve 0,5 uLL Template DNA. Analizde uygulanan
PZR programi Tablo 3.’ de verilmistir.
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Tablo 3. PZR Programi

Sicakhk Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon 95 °C 2 dk x1
Denatiirasyon 95 °C 30sn
Baglanma 50 °C 20 sn x25
Uzama 72 °C 30 sn
Son uzama 72 °C 5dk x1

PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmesi.

PZR iiriinlerinin jel elektroforezinde goriintiilenmesinde 0,5X Tris Borat EDTA (TBE)
tamponu kullanilarak %1 konsantrasyonda hazirlanan agaroz jel kullanilmistir. PZR {irtinleri
agaroz jele yiikklenmeden once yiikleme tamponu ile boyanmistir. Boyama islemi i¢in parafilm
iizerine 2 pL yiikleme tampon boyasindan koyulup {izerine 10 pL 6rnek aktarilarak otomatik
pipet ile karisimi saglanmistir. Renklendirilen numuneler %1’ lik agaroz jele yiiklenmistir. Jel
TBE tamponu igerisine yerlestirilmis ve 50 dakika boyunca 100 volt elektrik akimi verilerek
elektroforez islemine baslanmistir. Elektroforez isleminin ardindan jel 1 mg/L’ lik etidyum
bromiir ¢ozeltisi igerisinde 15 dk bekletilerek jelde yiiklii DNA pargaciklarinin boyanmasi
saglanmistir. Ardindan jel deiyonize su i¢ine daldirilmis ve UV-Transilluminator kullanilarak

UV 151k altinda goriintiilenmistir. DNA boyutlayicist olarak Sekil 3. de verilen Hyperladder |

(Bioline, Ingiltere) kullanlmistir (Ispirli, 2020, s. 36).
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Sekil 3. Hyperladder I (Bioline, Ingiltere) fragment boyutlar1 ve miktarlari.
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PZR iiriinlerinin sekans analizi ve degerlendirmesi.

Elde edilen PZR iiriiniiniin sekans analizi BMLabosis (ANKARA) tarafindan

yapilmistir. Analiz sonucu degerlendirilmesinde BioEdit 7.2 programindan faydalanilmistir.

GABA iiretim miktarlarinin HPLC ile tespit edilmesi.

GABA igerigi, bir Inertsil ODS 3 kolonu (GL science, 5 um, 4.6 x 250 mm) ile
donatilmig bir HPLC (Shimadzu) sistemi kullanilarak 295-500 nm dalga boyunda analiz
edilmistir. Mobil faz olarak olarak solvent A (6,25 mL asetik asit, 1,97 g sodyum asetat, 200
mL asetonitril, 1 L ultra saf su) ve solvent B (Asetonitril) kullanilmustir (1:1, v/v). Orneklerden
1 pL enjeksiyon yapilmistir. 25 °C’ lik bir kolon sicakliginda 1 mL/dk akis hizinda ayrim
saglanmistir. Tlirevlendirme islemi ile molekiillerin degiserek HPLC de farkli zamanlarda farkli
yerde olusturdugu pikler ile bilesenlerin ayrimi saglanmaktadir. Bu amagla 100 uL 6rnek, 100
uL DCI (50 mg Dansil kloriir, 10 ml aseton) karistirildiktan sonra 800 uL Borat: NaOH (0,2 M
NazB407.10 H20 pH 9,3) eklenir ve 40 °C’de 30 dk ultrasonik (%75) su banyosunda bekletilir.
Siire sonunda elde edilen berrak sividan sarsmadan HPLC vialine 500 pL alinir ve 500 pL
metanol eklenerek analize hazir hale getirilmistir. Tiirevlendirilen GABA’ dan dolayr olusan
foton diyot dizisi floresan dedektorii tarafindan tespit edilmistir. GABA idendifikasyonu,
standart olarak kullanilan GABA’ nin (Sigma-Aldrich) alikonma siireleri ile orneklerin
alikonma siireleri karsilastirilarak yapilmistir. Orneklerde bulunan GABA konsantrasyonlarini
belirlemek igin, farkli konsantrasyonlarda (0,01-0,1-0,25-0,50-1,0 mg/mL) hazirlanan
standartlarin test edilmesi ile LAB susunun siipernatantindaki GABA seviyesi belirlenmistir
(Tuberoso, Congiu, Serreli, & Mameli, 2015, s. 2).

Laktik asit bakterilerinin tekno-fonksiyonel ézelliklerinin tespit edilmesi.
Fakl pH degerinde gelismenin belirlenmesi.

Izolatin farkli pH’ larda gelisiminin incelenmesi icin farkli pH degerlerine (pH 4, 5, 8)
sahip MRS siv1 besiyeri hazirlanmistir. Besiyeri pH’ sinin ayarlanmasinda SN NaOH ve 5N
HCT kullanilmigtir. Hazirlanan besiyerlerine 24 saatlik kiiltiirden 0,1 mL inokiile edilerek 30
°C’ de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda spektrofotometrede (UV-1800, UV
Spectrophometer, Shimadzu Corporation, Kyoto Japan) 600 nm’ de kore karsi absorbans
Ol¢iimii ile gelisim tizerine pH’ nin etkisi belirlenmistir (Sifeeldein vd., 2018, s. 124). Sonuglar
absorbans degerlerine gore zayif, iyi ve ¢ok iyi (Zayif < 1,0 Iyi = 1,1-1,5 Cok Iyi > 1,5) olarak

degerlendirilmistir.
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Farkli sicakliklarda gelismenin belirlenmesi.

Susun farkli sicakliklarda gelisiminin incelenmesi i¢in hacmi 5 mL’ lik MRS sivi
besiyerleri hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerlerine 24 saatlik kiiltiirden 0,1 mL inokiile edilip
besiyerleri 4 °C’ de 7 giin, 25 °C’ de 2 giin Ve 45 °C’ de 3 giin siire ile inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonunda spektrofotometrede 600 nm’ de kdre karsi absorbans olgiimii yapilarak
gelisim lzerine sicakligin etkisi belirlenmistir (Drosinos vd., 2005). Sonuglar absorbans
degerlerine gore zayif, iyi ve c¢ok iyi (Zayif < 1,0 Iyi = 1,1-1,5 Cok lyi > 1,5) olarak

degerlendirilmistir.

Yiiksek tuz konsantrasyonunda gelismenin belirlenmesi.

LAB susunun NaCI’ ye kars1 toleransini belirlemek i¢in %7, 10 ve 15 oraninda NaClI
iceren MRS siv1 besiyerleri (10 mL) hazirlanmistir. Hazirlanan MRS sivi besiyerine 100 pL
kiiltiir eklenmis ve 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra 600 nm’
de absorbans 6lgliimii yapilmistir (Escamilla-Montes vd., 2015, s. 13). Sonuglar absorbans
degerlerine gore zayif, iyi ve ¢ok iyi (Zayif < 1,0 Iyi = 1,1-1,5 Cok Iyi > 1,5) olarak

degerlendirilmistir.

Termotolerant kapasitesinin belirlenmesi.

Izole edilen laktik asit bakteri susu Pérez-Chabela, Totosaus ve Guerrero, (2008)
tarafindan belirlenen metoda gére termotolerant kapasitesi agisindan incelenmistir. Oncelikle
kiiltiir 10 mL MRS s1v1 besiyerinde ¢ogaltilip 24+2 saat boyunca 37 °C’ de optik yogunluk 650
nm’ de yaklasik 1 oluncaya kadar inkiibe edilmistir. Daha sonra tiipler dik bir bigimde 70 °C’
de 60 dk boyunca su banyosunda tutulmustur. Bu islemden sonra 1 mL alinarak MRS agar
plaklarma ekim yapilmis 37 °C’de 24 saat siire boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra >300 kob/mL seviyesinde laktik asit bakterisi iceren petri plaklarindaki suslar

termotolerant olarak kabul edilmistir.

Safra tuzuna direncin belirlenmesi.

Diistik pH ve safra tuzu direncinin degerlendirilmesi amaci ile LAB susu aerobik sartlar
altinda bir gece gelistirildikten sonra %0,85” lik fizyolojik tuzlu su ile iki defa yitkanmustir.
Ardindan biitiin suslar OD600 nm’ de 1’e ayarlanmistir. Kontrol amach pH ayarlamasi
yapilmadan ve safra tuzu ilave edilmeden kiiltiirler MRS ortamina %1 oraninda inokiile
edilmistir. Ayn1 sekilde yine %0,3 (w/v) safta tuzlari i¢ceren (Bovine bile, Sigma) ve 1 M HCI
ile pH 4’e ayarlanmis MRS ortamlarina kiiltiirden %1 olacak sekilde inokiile edilmistir. Bu

islemler cam tiip igerisinde gergeklestirilerek sarsmadan 37 °C inkiibasyona birakilmistir.
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Inkiibasyondan sonra belirli saatler boyunca spektrofotometre (UV-1800, UV
Spectrophometer, Shimadzu Corporation, Kyoto Japan) de OD600 olgiimleri yapilmistir. Elde
edilen degerlerden hareketle gelisim egrisi olusturulmus ve susun direnglilik degerlendirmesi

yapilmistir.

Mide ortamina direncin belirlenmesi.

LAB susunun asit ve safra toleranst S.-M. Lim ve Im, (2009) tarafindan belirlenen
yontemin modifiye edilmesi ile gergeklestirilmistir. Mide ortamindaki dayanikliliginin
belirlenmesi amaciyla MRS ortaminda 37 °C’ de bir gece gelistirilen bakteri kiiltlirlinden
hiicrelerinin ayrilmasi i¢in oda sicakliginda 5000 rpm de 15 dk santrifiij uygulanmstir.
Ardindan hiicreler %0,85” lik fizyolojik tuzlu su ile iki defa yikanmistir ve yeniden fizyolojik
tuzlu su iginde siispanse edilmistir. Kontrol amagli pH ayarlamasi yapilmayan ve pepsin ilave
edilmeyen MRS ortamina kiiltiirden %1 olacak sekilde inokiilasyon yapilmistir. Ayn1 sekilde 3
mg/mL pepsin igeren ve 5 N HCI ile pH 2,5’ ¢ ayarlanmis 10 mL’ lik kiiltiir ortamina kiiltiirden
%1 olacak sekilde inokiilasyon yapildi. Bu islemler cam tiip igerisinde gerceklestirilerek
sarsmadan 37 °C 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Kiiltiiriin canli hiicre sayim1 i¢in MRS agar
besiyerine inkiibasyon sonrasi kiiltiirden ve yikama sonrasi kiiltiirden spot yontemi ile ii¢
paralelli ekim yapilmistir. Anaerobik ortamda 37 °C’ de 48 saat inkiibasyondan sonra canli

hiicre sayim1 yapilmistir.

Hiicre yiizey hidrofobisitesinin belirlenmesi.

Hidrofobisite mikroorganizmalarin hidrokabonlara tutunma 6zelligi olarak tanimlanir
(Kotzamanidis, Kourelis, Litopoulou-Tzanetaki, Tzanetakis, & Yiangou, 2010, s. 156). MRS
ortaminda 37 °C’ de bir gece gelistirilen L. brevis hiicrelerinin ayrilmasi i¢in oda sicakliginda
5000 rpm de 15 dk santrifiij uygulanmistir ve sabit fazda bakteri hiicreleri 2 kez yitkanmistir.
Daha sonra optik yogunluk (600 nm’ de) 0,6-0,7° ye ulasincaya dek (5 mL) PBS (Fosfat
Tamponu Soliisyonu, pH: 7,2) ile yeniden siispanse edilmistir (108 kob/mL bakteri igeren PBS)
(A0). Yikanan hiicre siispansiyonunun 3 mL’ sine 1 mL hidrokarbon eklenmistir. 23 °C’ de 10
dk 6n inkiibasyondan sonra 2 fazli sistem 2 dk karigtirllmistir. Daha sonra 23 °C’ de 20 dk
bekletilmistir. Sulu faz dikkatli bir sekilde ayrilmig ve 600 nm’ de absorbansi 6lgiilmistiir (Az).
Analizde hidrokarbon olarak n-hekzan kullanilmistir. Hiicre yiizey hidrofobisitesi esitlik (1) ¢

gore hesaplanmustir.

Hicre ylzey hidrofobisitesi (%H) = (1 — %) %X 100 1)
0
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Antimikrobiyal etki spektrumunun belirlenmesi.

Antimikrobiyal etki spektrumunun belirlenmesi amaciyla indikator mikroorganizma
olarak Tablo 4.’ de yer alan patojen bakterilerden yararlanilmistir. Izolatin indikatér patojenlere
(Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Yersinia
enterocolitica) kars1 antibakteriyal aktiviteleri agar-spot testi ile (Spelhaug, S. R., & Harlander,
S. K., 1989) belirlenmistir.

MRS siv1 besiyerinde gelistirilen izolat MRS agar plaklarinin iizerine 10 pL hacimde
damlatilarak anaerobik kosullarda 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 1 gecelik
patojen bakteri iceren Tryptic Soy Broth (TSB-Tryptic Soy Broth, Merck) igerisinde
gelistirilmis kiiltiir, %0,7 oraninda agar iceren TS yar1 kat1 agar (katilagsma sicakliginin iistiinde)
ortamina aktarilmistir. Patojen bakteri iceren yar kati agar karigtirildiktan sonra laktik asit
bakterisi iceren MRS agar tabakalari ilizerine dokiilmiistiir. Yar1 kat1 agarin katilagsmasinin
ardindan aerobik kosullarda 37 °C’ de 24 saat inkiibasyon saglanmustir. Inkiibasyon sonrasinda
laktik asit bakteri gelisim alaninin diginda gozlenen berrak zon ¢aplari dlgiilerek, antibakteriyal

etki tespit edilmistir.

Tablo 4. Calismada Kullanilan Indikatér Mikroorganizmalar

Sus kodu Tiir

P12 Escherichia coli BC 1402

P60 Bacillus cereus BC 6830

P78 Salmonella typhimurium RSSK 95091
PI1 Yersinia enterocolitica ATCC 27729
P94 Staphylococcus aureus ATCC 25923

Antifungal aktivitenin belirlenmesi.

Aspergillus niger ve Penicillium chrysogenum kiifleri 30 °C* de Potato Dextrose Agar
(PDA, MERCK, Darmstadt) kati besiyerinde 7 giin siire ile gelistirilmistir. Steril H2O

kullanilarak, kiif sporlar1 yikanmis ve siispansiyonlar1 hazirlanmaistir.

MRS kat1 besiyeri tizerine 10 uL hacimde spotlanan bir gecelik LAB susu anaerobik
kosullarda inkiibe edilmistir. 24 saat 30 °C” de inkiibasyonun ardindan, petriler 10° spor / mL
iceren PDA yar1 kat1 besiyeri (%0,8 agar) ile kaplanmistir. 30 °C* de 36 saat aerobik olarak

inkiibe edilen petrilerde gozlenen zon ¢aplari dlgiilerek antifungal aktivite tespit edilmistir.
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Antibiyotik direncliliginin belirlenmesi.

L. brevis susu bir gece gelistirilerek (~ hiicre sayis1 10" kob/mL) ve 100 uL hacimde
MRS agara yayma yontemi inokiile edilmistir. Ardindan antibiyotik diskler (vankomisin (30
ug), streptomisin (10 ug), ampisilin (10 ug), eritromisin (15 pg), tetrasisin (30 pg), penisilin G
(10 ng), kanamisin (30 ug), oksasilin (1 ng), gentamisin (10 pg) ve kloramfenikol (30 pg))
petri plakalarina yerlestirilmistir. Antibiyotik (OXOID Antimicrobial Susceptibility Test Discs)
uygulanan petriler 37 °C’ de 24 saat gelistirilerek olusan inhibisyon zonlar1 kaydedilmistir.

Boylelikle LAB tiirlerinin antibiyotik hassasiyeti belirlenmistir.

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi.

LAB susu 37 °C’ de 24 saat gelistirilmistir. Ardindan 1 mL 24 saatlik izolat iceren MRS
ortammma 1 mL 0,2 mM 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ¢dozeltisi (metanol igerisinde
coOziilerek hazirlanmistir) ilave edilmistir. % inhibisyonu belirlemek amaci ile kontrol olarak
ornek yerine su kullanilmistir. Karistirma isleminin ardindan oda sicakliginda, karanlik bir
ortamda 30 dakika siire ile bekletilen 6rnekler 1400 x g’ de 10 dakika santrifiijlenip 517 nm’ de
saf metanole karsi absorbans olgiimii yapilmistir. %serbest radikal degeri (esitlik (2))

hesaplanarak antioksidan aktivite belirlenmistir.
%Serbest radikal = (Ay, — As) X 100 2
Ao: Koriin absorbanst

As: Numunenin absorbaansi

Fitaz enzimi aktivitesinin belirlenmesi.

Fitaz enzimi aktivitesinin belirlenmesinde Choi, Suh ve Kim, (2001)’ in kullandiklar
yontemden faydalanilmistir. MRS s1v1 besiyerinde gelistirilen kiiltiirden 10 mL alinarak 4 °C’
de 5000 rpm de 15 dakika santrifiij edilerek enzim igeren sivi kisim ve hiicre peleti birbirinden
ayrilir. Analizde 4 adet 6rnek tiip ve 1 adet kontrol (kor) tiipii kullanilmistir. Her bir 6rnek
tiiptine 900 pL substrat ¢ozeltisi, kor tiipiine 750 uL Trikloro asetikasit (TCA) ¢ozeltisi eklenir
ve 37 °C’ lik su banyosunda 5 dk inkiibe edilir. Substrat iceren drnek tiiplerine 100 uL enzim
¢ozeltisi, kor tiipiine de 100 uLL TRIS-HCI (pH 7) tamponu eklenir. 37 °C de 30 dk inkiibe
edilir. Inkiibasyon sonunda drnek tiiplerine 750 L TCA ¢dzeltisinden, kor tiipiine ise 900 uL
substrat ¢ozeltisinden eklenir ve tiipler iyice karigtirilir. Elde edilen karisgima %35,5 siilfirik asit
ile hazirlanan %2,5 amonyum molibdattan 1500 pL, %2,5 ferroz siilfat renk reaktifinden 1500

uL eklenir ve 6rneklerin absorbanst 700 nm” de kore karsi belirlenir.
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Enzim aktivitesi militinite (mU) cinsinden hesaplanmistir ve standart deney
kosullarinda dakikada 1 nanomol fosfatin serbest birakilmasini saglayan enzim miktar1 olarak

ifade edilmistir.

Enzim aktivitesi analizinde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanisi.

0,1 M TRIS-HCI Tamponu (pH 7.0): 12,11 g Tris tartilir ve 500 mL saf su ile seyreltilir.
Cozelti 2 N HCI ile pH 7.0’ a ayarlanir. Son hacim 1 L’ ye tamamlanur.

%35 lik TCA ¢ozeltisi: 5 g TCA tartilir ve saf suyla 100 mL’ ye tamamlanuir.

Substrat ¢ozeltisi: 50 mL 0,1 M TRIS-HCI ¢ozeltisi igerisine 2 mM Na-fitat karistirilir
(Y.-O. Kim, Kim, Bae, Yu, & Oh, 1998).

Renk ¢ozeltileri: Renk ayraci 1 ve 2 ¢ozeltileri ile sirasiyla 4:1 oraninda hazirlanir.
Cozelti 1: %5,5 siilfirik asit ile hazirlanan %2,5 Amonyum molibdat

90,5 mL’ lik saf suya 5,5 mL siilfirik asit ilave edilir ve 2,4 g amonyum molibdat

tartilarak ¢ozeltiye eklenir.
Cozelti 2: %2,5’ lik Ferroz siilfat

2,5 g ferroz siilfat tartilir ve saf suyla 100 mL’ ye tamamlanir. Giinliik olarak

hazirlanmasi gerekmektedir.

KH2POg4 substrati hazirlanisi: 0,14 g KH2POy4 tartilir ve 100 ml saf su eklenir.

Inorganik fosfat standart grafigi ve hazirlamsgt.

Inorganik fosfat miktarmin belirlenmesi igin farkli konsantrasyonlarda (0-100 puM)
standart KH,PO4 ¢ozeltileri hazirlanmustir. Inorganik fosfat miktar1 700 nm’ de kore karsi

Olclilmiistiir. Sekil 4. de inorganik fosfat standart egrisi verilmistir.
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Sekil 4. Inorganik fosfat standart egrisi.
GABA iiretiminin optimizasyonu.
Deney tasarimu.

Calismada Yamt Yiizey Yontemi (YYY)’ nin tercih edilmesindeki amag GABA
iiretiminin optimize edilmesinde ve parametrelerin belirlenmesi siirecinde deney siiresini
kisaltmak ve test sayisin1 azaltmaktir. Bu dogrultuda GABA iiretim diizeyinin, iiretim
parametreleri ile iliskisini veren istatistiksel formiiliin tespiti amaglanmistir. Deney tasarimi ve
istatistiksel analizler Design-Expert 12 programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu tez
calismasinda; bagimsiz degiskenler olarak MSG konsantrasyonu (mM), pH, sicaklik (°C) ve
NaCl konsantrasyonu (mM), yanit olarak ise HPLC ile tespit edilen GABA {iretimleri (mg/ml)
iizerine olan etkilerinin belirlenmesinde Box-Behnken yontemi kullanilmigtir. Coklu
Regresyon analizlerinde asagida yer alan esitlik 3’ de verilen polinomal quadratik model ve
regresyon katsayilar1 kullanilmistir. Bu esitlikte “Y” yanit olarak GABA {iretim miktarini, “X”
degerleri bagimsiz degiskenleri (MSG konsantrasyonu, NaCl konsantrasyonu, sicaklik ve pH)

ifade ederken, Bo, Bi, Bii, Bij degerleri ise regresyon katsayilarini belirtmektedir.

=Byt ) BK Y BK K+ Y B ©

Bagimsiz degiskenlerin optimizasyonunda GABA {iretim degerinin maksimize edildigi,
desirability degerinin 1 oldugu kosullar tercih edilmistirr. GABA firetim siirecinin
optimizasyonunda kullanilan bagimsiz degiskenlerin alt ve st sinir degerleri Tablo 5.” de

verilmigtir. Calismada kullanilan deney tasarimi Tablo 6.” da verilmistir.
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Tablo 5. Bagimsiz Degiskenlerin Alt ve Ust Sinir Degerleri

Bagimsiz pH MSG Sicaklik NaCl
Degiskenler konsantrasyonu konsantrasyonu
Birim mM ce mM
Sembol X1 Xz X3 Xa

Kodlanmis Gergek
Faktor = 4 100 25 0
Seviyesi

0 6 200 32,5 2

1 8 300 40 4
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Tablo 6. Box-Behnken Deney Tasarimi

Bagimsiz degiskenler YANIT
Deney pH MSG Sicaklik (C°)  NaCl GABA iiretimi
No konsantrasyonu konsantrasyonu (mg/ml)

(mM) (mM)

1 4 100 32.5 2 18.036
2 6 100 32.5 0 14.361
3 8 300 32.5 2 20.862
4 8 100 32.5 2 16.647
5 6 200 25 0 28.180
6 6 300 32.5 4 43.762
7 6 300 32.5 0 34.208
8 6 300 40 2 10.368
9 6 100 40 2 5.511
10 4 200 32.5 4 30.414
11 4 300 32.5 2 38.104
12 6 300 25 2 31.183
13 4 200 40 2 0.022
14 6 200 32.5 2 29.376
15 6 100 25 2 18.482
16 4 200 25 2 32.979
17 8 200 40 2 0.0111
18 8 200 325 4 17.603
19 6 200 40 4 10.574
20 8 200 325 0 23.525
21 6 100 32,5 4 18.259
22 6 200 25 4 35.805
23 6 200 325 2 17.440
24 4 200 325 0 24.509
o5 8 200 25 2 19.686
26 6 200 325 2 29.291
27 6 200 325 2 34.313
28 6 200 40 0 6.597
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Modelleme sirasinda, elde edilen yanitlarin degerlendirilmesi ile gidilen optimizasyon
isleminde, istenilirlik derecesi (D) hesaplanmigtir. GABA iiretiminin maksimize edildigi, D=1
oldugu kosullarda bagimsiz degiskenlerin seviyeleri belirlenmistir. Emprik veriler analiz
edilerek modellenmesi, optimize edilmesi ve 3D grafiklerin saglanmasinda Design-Expert

yazilimi (Stat-Ease Inc. Version 12.0 Minneapolis,USA) kullanilmistir.
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DORDUNCU BOLUM
Arastirma Bulgular1 ve Tartisma

GABA Uretim Yetenegine Sahip Izolatlarin Tespiti

Eksi hamurdan izole edilmis olan 30 laktik asit bakteri izolatinin GABA iiretim
yetenekleri incelenmistir. Caligma kapsaminda laktik asit bakteri izolatlart 37 °C’ de 96 saat
boyunca 53 mM MSG igeren MRS ortaminda gelistirilmistir. GABA iiretiminin belirlenmesi
icin TLC’ de degerlendirme yapilmistir. Elde edilen goriintiiden (Sekil 5.) hareketle AK19B’
nin yiikksek GABA iiretim yetenegine sahip oldugu belirlenmis ve genotipik olarak tanimlamaya

gidilmigtir.

GABA ' AK-19b

Sekil 5. L. brevis AK19B GABA iiretimini gosteren TCL goriintiisii.
Molekiiler Tanilama
16s rRNA analizi ve PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi.

16s rRNA dizi analizi neticesinde AK19B’ nin genotipi belirlenmistir. PZR {irliniiniin

jel elektroforez goriintiisii Seki/ 6.” da verilmistir.

* *x

Sekil 6. PZR tirtiniiniin jel elektroforez goriintiisii (*: Leader, **: AK19B).

25



Laktik Asit Bakterisinin Tanimlanmasi

Yiiksek GABA iiretim yetenegine sahip olan AK19B izolatin genotipik tanimlamasi
yapilmistir. Levilactobacillus brevis AK19B (Erisim numarasi: MZ636922) olarak tanimlanan
sus Gram pozitif, katalaz negatif ve kokobasil sekle sahip oldugu belirlenmistir. Bakteri ileri

tani testleri i¢in %40’ lik gliserol igerisinde -80 °C’ muhafaza edilmistir.

Farklh pH Degerinde Gelisme

Eksi mayali hamurlarda meydana gelen deamidasyon, asidik ortamda Lactobacillius
reuteri gibi laktik asit bakterilerinin gelisimine katki saglamaktadir (Vermeulen vd., 2007, s.
1199). Bakterinin pH 4, pH 5 ve pH 8 olan MRS sivi besiyerinde gelisimi Tablo 7.” de
verilmistir. Absorbans sonuglar1 zayif, iyi ve ¢ok iyi olarak degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuglardan hareketle L. brevis AK19B susunun pH 5 ve pH 8’ de gelisimi ¢ok iyi olarak
degerlendirilmis olup pH 4’ de ise gelisimi zayif kalmistir.

Tablo 7. L. brevis AK19B '’ nin Farkli pH Degerinde Geligimi

Gelisim Diizeyleri

pH 8 pH 5 pH 4

AK19B Cok 1yi Cok iyi Zayif

Zayif; Optik yogunluk degerleri (OD)< 1,0 Iyi: OD=1,1-1,5, Cok Iyi: OD> 1,5

Farkl Sicakliklarda Gelisim

Bakterinin MRS sivi besiyerinde 4 °C’ de 7 giin, 25 °C’ de 2 giin ve 45 °C’ de 3 giin
stire ile gelisimi Tablo 8.” de verilmistir. Absorbans sonuglar1 zayif, iyi ve ¢ok iyi olarak
degerlendirilir. Bakterinin 25 °C’ de 2 ginliik parametredeki gelisimi ¢ok iyi olarak

degerlendirilmis, diger sicaklik parametrelerinde ise gelisimi zayif kalmistir.

Bakterilerin iiremesi sicaklik artisi ile paralel olup belli bir sicaklik derecesine kadar
artis gostermektedir. Sicaklik ile bakteri tiremesi arasindaki bu iliski GABA iiretimi i¢inde
benzerlik gosterir. Yapilan bir ¢alismada (LI, Qiu, Huang, & Cao, 2010) L. brevis NCL912’ nin
GABA iiretiminin 30 °C ve 35 °C’ de maksimum seviyeye ulastigin1 45 °C’ de ise bakteri
gelisimi ve GABA iiretiminin gozlemlenmedigi sonucuna varilmistir. Bu sonug¢ c¢alismadan
elde edilen sonug ile paralellik gostermektedir. Yiiksek sicaklik, L. brevis AK19B’ nin
iiremesini olumsuz etkiledigi belirlenmistir ve yiiksek sicaklikta GABA {iretimi iizerine yapilan

calismalar negatif yonde etkileyecegi diistiniilmektedir.
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Tablo 8. L. brevis AK19B’ nin Farkli Sicakliklarda Gelisimi

Gelisim Diizeyleri
4 °C'de 7 giin 25 °C'de 2 giin 45 °C'de 3 giin

AK19B - Cok iyi Zayif

Zayif; Optik yogunluk degerleri (OD) < 1,0 Iyi: OD= 1,1-1,5, Cok Iyi: OD> 1,5

Termotolerant Kapasite

Fermantasyon sonrast 1sil islem goren iirliinlerde, kullanilan suslarin 1sil isleme
dayamklilig1 énem arz eder (Cinar Topgu, 2019). Oyle ki laktik asit bakterilerinin 1s1l islem
sonrast canli kalabilmeleri, pisirilen triinlerin raf omriinii uzatabilecegi (Victoria-Leon,
Totosaus, Guerrero, & Pérez-Chabela, 2006) gibi termotolerant laktik asit bakterilerinin
mikrobiyal agidan giivenligin saglanmasinda biyokoruyucu kiiltiir olarak kullanilabileceginin

bir gostergesi olabilir (Pérez-Chabela, Lara-Labastida, Rodriguez-Huezo, & Totosaus, 2013).

Yiiksek sicaklik bakteri liremesini olumsuz etkilediginden (bakteri tiirleri arasinda
farklilik gostermekle birlikte) 70 °C gibi asir1 yiiksek sicakliklarda mezofil bakteriler gelisim
sergileyemezler. L. brevis AK19B’ nin 45 °C’ de zayif bir gelisim gostermesi bakterinin 70 °C
gibi bir sicaklikta gelisim gosteremeyecegi hakkinda fikir vermektedir. Yapilan analiz
neticesinde bakterinin yiiksek sicakliklarda (70 °C) gelisim yeteneginin olmadigi yani

termotolerant 6zellige sahip olmadig sonucuna varilmaistir.

Yiiksek Tuz Konsantrasyonunda Gelisme

Bakterinin izole edildigi kaynagin tuz igerigi, bakterinin yiliksek tuz iceren ortamda
gelisimi tizerine fikir verebilir. L. brevis AK19B susunun %7, %10 ve %15 NaClI igeren MRS
stv1 besiyerinde gelistirilmistir. Elde edilen sonuglardan hareketle bakterinin %7 NaCl igeren
ortamdaki gelisiminin %10 NaCI ve %15 NaClI igeren ortamdaki gelisimine kiyasla iyi bir
gelisme gosterdigi sdylenebilir. Analiz sonuglarindan hareketle yiiksek konsantrasyonlarda tuz
iceren ortamlarin L. brevis AK19B’ in gelisimi (Tablo 9.) iizerinde olumsuz bir etkiye sahip

oldugunu gostermektedir.

Tablo 9. L. brevis AK19B ' nin Yiiksek Tuz Konsantrasyonunda Geligimi

Gelisim Diizeyleri
%7 NaCl %10 NaCl %15 NaCl

AK19B Zayif Cok iyi -

Zayif; Optik yogunluk degerleri (OD)< 1,0 Iyi: OD=1,1-1,5, Cok Iyi: OD> 1,5
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Safra Tuzuna Direng

Safra suyu karacigerde sentezlenir, safra kesesinde depolanir ve viicut ihtiyag
duydugunda yaglar1 emiilsifiye etmesi ve ¢dzmesi i¢in ince bagirsaga salgilanir (Begley, Hill,
& Gahan, 2006; Mathara vd., 2008). Safra asitlerinin konjugasyonu sonucunda safra tuzlar
olusur. Kolesteroliin karacigerden atiliminin saglanmasi gibi 6nemli bir etkiye sahiptir. Safra
asitleri ayrica sindirim enzimlerinin optimum seviyede ¢aligmasm saglar (Oniir, & Beyler,
2001). Bahsedilen bu etkilerin goriilebilmesi igin, probiyotik bakteriler gastrointestinal
sistemden gegebilmeli, asidik ortamlarda (pH 2,5-3,5) ve sindirim sisteminin %0,3 safra tuzu
iceren kosullarinda canliliklarini devam ettirmelidir (Jang, Lee, & Paik, 2019; Saarela,
Mogensen, Fonden, Mitt6, & Mattila-Sandholm, 2000). %0,3 safra tuzu igeren ve pH’ s1 4 olan
MRS sivi besiyerinde gelisen L. brevis AK19B, Sekil 7. den de goriilecegi iizere gelisimini
belirli bir seviyeye kadar siirdiirmiis ardindan gelisimi yavaslamis ve bakteri safra tuzuna direng
gosteremeyip gelisimini durdurmustur. Lactobacillius kiiltiirleri ile yapilan ¢alismalarda %0,3
safra tuzu konsantrasyonunda kiltiirlerin  gelisiminin  yavasladigi  belirlenmistir

(Maragkoudakis vd., 2006; Pennacchia vd., 2004).

=@=|_. brevis Ak19b

=@=Kontrol
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Sekil 7. Safra tuzlar varliginda L. brevis AK19B’ nin ortamdaki varligr.
Mide Ortamina Direng

Probiyotik karakterli suslarin sec¢iminde asit toleransi, susun canliliginin ve
islevselliginin garanti edilebilmesi igin baslica dikkat edilen bir ozelliktir. Bu sebeple
gastointestinal sistemin simiile edildigi ¢esitli modeller gelistirilmis ve pH’ nin 1,5-3 oldugu
enzimatik ortamlarda 1-4 saatlik inkiibasyonlar ger¢eklestirilmistir (Fontana, Bermudez-Brito,

Plaza-Diaz, Munoz-Quezada, & Gil, 2013). L. brevis AK19B susunun diisiik pH ve enzimatik
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ortamdaki toleransi belirlenmistir. pH 2,5 da ve 3 mg/mL pepsin igeren enzimatik ortamda 2
saatlik inkiibasyon sonucunda canli sayisin1 (2x10% kob/mL) (inkiibasyon dncesi canl hiicre
sayist 1,8x10° kob/mL) korudugu belirlenmistir. Yapilan bircok calismada laktik asit
bakterilerinin ve probiyotik Ozellikteki bifidobakterlerin asit toleransa sahip oldugu ve
bagirsaklarda tutunabilir 6zellikte oldugu belirlenmistir (Conway, Gorbach, & Goldin, 1987;
Goldinvd., 1992; Q. Li, Chen, Ruan, Zhu, & He, 2010). Bu sonug literatiirdeki diger ¢aligmalar
(Jang vd., 2019; Son vd., 2017) ile uyum igerisinde olup L. brevis AK19B’ nin mide ortaminda
hiicre duvarina yapisma 6zelliginin oldugunu ve canli kalabildigini gdstermektedir. Ayrica

probiyotik karakterde oldugu da bu sonuclardan hareketle sdylenebilir.

Sekil 8. L. brevis AK19B’ nin mide ortammna dayamklihig (A: Inkiibasyon oncesi 107
seyreltme, B: Yikama sonrasi (inkiibasyon éncesi) 10! seyreltme)

Hiicre Yiizey Hidrofobisitesi

Hidrokarbonlara  tutunma  ozelliginin  belirlenmesinde  kullanilan  yontem
mikroorganizmalarin hidrofob 6zelliklerini belirlemektedir. Bu 6zellik immiin sistemi modiile
etmesi, zarar gormiis mukozanin iyilesmesini artirmasi ve patojen mikroorganizmalarin
kolonizasyonunu azalttigi i¢in biiyiilk Oneme sahiptir. Probiyotik bakterilerin bagirsakta
kolonizasyonunda etkili olan 6zelliklerden biri olan hidrofobisite, mikroorganizmanin yiizey
ozelliklerinden etkilenmektedir. Bagirsak yiizeyine tutunmalarinda etkili olan hidrofobik
bilesenler adhezin veya polisakkarit, teikoik asit ve yag asitleri gibi yapilardir. Bagirsak
epitelinde  bulunan  glikoprotein  ve  glikolipidlerin  karbonhidrat uzantilar1 ile
mikroorganizmalarin yiizeylerinde bulunan hidrofobik yapilar arasinda kovalent etkilesim
meydana gelmektedir (Grajek, Sip, Foksowicz-Flaczyk, Dobrowolska, & Wita, 2016, s. 311).
Bakterinin gelisme ortamu, diisitk pH, bakteri hiicresinde bulunan karbonhidratlar ve bakteriyel
hiicrelerin proteaz ile muamelesi gibi birgok faktor bakterinin tutunma 6zelligini etkilemektedir

(Onal, Beyatli, & Aslim, 2005).
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Bu calismada bakteri hiicre yiizey hidrofobisitesi (%) esitlik 1’ deki formiilden hareketle
%9,87+2,65 olarak hesaplanmustir. Literatiirdeki ¢alismalar ile kiyaslandiginda (Jang vd., 2019;
Jang, Song, Lee, & Paik, 2018) L. brevis AK19B’ nin tutunma 6zelliginin daha yiiksek oldugu
goriilse de Kariyawasam, Yang, Lee, & Paik, (2020) L. brevis KU200019 izolatinin %50’ nin
iizerinde hidrofobisite gdsterdigini bildirmislerdir. %20°nin altinda hidrofobisite sergileyen

mikroorganizmalar hidrofilik olarak degerlendirilebilir (Grajek vd., 2016).

Antimikrobiyal Etki Spektrumu

Yapilan analiz sonucunda L. brevis AK19B’ nin patojen mikroorganizmalarin
gelisimini baskilayict bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. Tablo 10.” da gosterildigi lizere
AK19B E. coli BC 1402, B. cereus BC 6830, Y. enterocolitica ATCC 27729 ve S. typhimurium
RSSK 95091 a kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Jang vd., (2019) L.
brevis KU15153 izolatinin E. coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes ATCC 15313, S.
Typhimurium P99 ve Staphylococcus aureus KCCM 11335'e kars1 belirgin antibakteriyal
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.

Bu antimikrobiyal aktiviteler asetik asit, laktik asit, diasetil ve bakteriyosin gibi
metabolitlerin iiretiminden kaynaklanmaktadir (Jang vd., 2019; Oliveira vd., 2017; Suskovié¢
vd., 2010).

Tablo 10. L. brevis AK19B’ nin Antimikrobiyal Etki Diizeyleri

Inhibisyon Diizeyleri
P12 P60 P78 P91
AK19B +++ ++ +++ +++

*(P12: E. coli BC 1402, P60: B. cereus BC 6830, P78: S. typhimurium RSSK 95091, P91: Y.
enterocolitica ATCC 27729, P94: S. aureus ATCC 25923)
*(-): Inhibisyon yok; (+): 10-14 mm; (++): 14-18 mm; (+++): >18 mm

Antifungal Aktivite

L. brevis AK19B’ nin kiifler lizerine spor olusumunu engelleyici etki gosterirken belirli
diizeyde hem spor olusumunu hem de miselyal gelisimi inhibe etmislerdir. Laktik asit
bakterilerinin antifungal etkileri organik asit, reuterin, fenil laktik asit, dongiisel peptitler, yag
asitleri ve proteinli maddeler gibi bir¢ok bilesenden kaynaklanabilmektedir (Crowley, Mahony,
& van Sinderen, 2013). L. brevis AK19B’ nin antifungal etkiye (Tablo 11. ve Sekil 9.) sahip

oldugu belirlenmistir.
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Tablo 11. L. brevis AK19B’ nin Antifungal Etki Diizeyleri

Inhibisyon Diizeyleri
Aspergillius Penicillium
AK19B + +

* A: Aspergillus niger, P: Penicillium chrysogenum.
*(-): Inhibisyon yok; (+): 10-14 mm; (++): 14-18 mm; (+++): >18
mm

Sekil 9. L. brevis AK19B’ nin antifungal aktivitesi.
Antibiyotik Direncliligi

Bakteriler antibiyotiklerin etkinligini durduran veya etkinliklerini azaltan etkiye sahiptir
(Read, & Woods, 2014). Giiniimiizde kiiresel bir sorun haline gelen antibiyotik direnci,
bakterilerin direngli olmasina ve patojen bakteriler tizerindeki etkilerinin azalmasina sebep
olmaktadir (Babakhani, & Oloomi, 2018). Bu ¢alismada L. brevis AK19B’ nin vankomisin,
streptomisin, ampisilin, eritromisin, tetrasisin, penisilin G, kanamisin, oksasilin, gentamisin ve
kloramfenikol antibiyotiklerine kars1 direng 6zelligi belirlenmis ve Tablo 12.” de verilmistir.
Analiz neticesinde L. brevis AK19B’ nin streptomisin, ampisilin, eritromisin, tetrasisin,
penisilin G, kanamisin ve kloramfenikole kars1 direng gostermedigi tespit edilmistir. L. brevis
AK19B’ nin vankomisin, gentamisin ve oksasilin antibiyotiklerine karsi direnci, bagirsak
ortamindaki patojen bakterileri antibiyotik tedavisine direngli hale getirebilir. Bu durum LAB’

lerinin antibiyotik direncinin neden oldugu olumsuz ve tercih edilmeyen bir sonugtur (Falah,

Vasiee, Alizadeh Behbahani, Tabatabaee Yazdi, & Mortazavi, 2021).
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Tablo 12. L. brevis AK19B Susuna Ait Antibiyotik Diren¢ Testi Verileri
Antibiyotik Grubu Zon Cap1 (mm)

Vankomisin (VA 30 pg) -

Streptomisin (S 10 pg) 240
Ampisilin (AMP 10 pg) 140
Eritromisin (E 15 pg) 18+2.12
Kloramfenikol (C 30 pg) 16+1.41

Gentamisin (CN 10 pg) -

Oksasilin (OX 1 pg) -

Kanamisin (K 30 pg) 2+0
Penisilin G (P 10 pg) 15+2.12
Tetrasisin (TE 30 ng) 3+0

Antioksidan Aktivite

Laktik asit bakterilerinin eksi hamurdaki metabolizmasi ile fermantasyon boyunca lipit
oksidasyonu ve giiclii bir antioksidatif etki olusturabilirler (Ertop, & Hayta, 2016). LAB
suslarinin antioksidan aktiviteleri serbest radikallerden korunmada 6nemli bir rol almaktadir
(Jang vd., 2019). Baz1 laktobasil tiirlerinin antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve viicutta
reaktif oksijen tiirlerinin birikimi riskini azaltabilecegi bilinmektedir (Kaizu, Sasaki, Nakajima,
& Suzuki, 1993). L. brevis LAP2’ nin radikal siiplirme aktivitesi konsantrasyona bagl olarak
arttigin1 (108-109 kob mL* de %18,8-68,68) (Aarti vd., 2017), L. brevis LSe’ nin %0 ve %9,3
degerleriyle ¢ok diisiik bir radikal siiptirme aktivitesine sahip oldugu belirlemistir (Shakibaie
vd., 2017). Antioksidan aktivitenin farlilik gdostermesi bakterinin metabolit iiretimi, enzim,
bakterini hiicre duvari bilesimi gibi gesitli 6zelliklere bagli olarak ve susa 6zgii olarak degisiklik

gostermektedir (Jang vd., 2019).

L. brevis AK19B’ nin antioksidan aktivitesi (Tablo 13.), %65,06+0,85 olarak
hesaplanmustir. Alizadeh Behnahani vd., (2020) L. brevis A3 izolatinin antioksidan aktivitesini
%59,67+0,79 olarak tespit etmislerdir. Calismada kullanilan L. brevis A3 izolatinin antioksidan
aktivitesi ile kiyaslandiginda L. brevis AK19B’ nin daha yiiksek bir antioksidan aktiviteye sahip

oldugu goriilmektedir.
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Tablo 13. Antioksidan aktivite

% Inhibisyon
AK19B 65,06+0,85

Fitaz Enzimi Aktivitesi

Fitik asit (miyo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakis dihidrojen fosfat), tahil tanelerinin ve yagli
tohum posalarinin yaklasik olarak %1-4’ {inii olusturmaktadir. Miyo-inositol ve fosfor kaynagi
olmasina ragmen yapisinin oldukga yiiklii olmasi selatlayici 6zelligi ve aminoasitleri kompleks
haline getirmesi sebebiyle beslenme agisindan olumsuzluklar yaratmaktadir (De Angelis vd.,
2003). Serbest myo-inositol, myo-inositol fosfat ve inorganik monofosfata hidrolize eden
enzim fitaz (myo-inositol hexakisphosphate phosphohydrolase) enzimidir (Kerovuo, 2000).
Fitaz aktivitesi tahil bazli iirtinlerde besin kalitesini etkilemektedir. Eksi mayal1 iiriinlerden elde
edilen laktik asit bakterileri fitik asidi bozan bir asitlesmeyi tesvik eder ve ekmek gibi fermente
edilmis gidalarda mineral seviyesinin yiiksek olmasini saglayabilir (De Angelis vd., 2003).

Laktik asit bakterilerinin fitaz enzimi aktivitesi tiirler arasi1 farklilik gostermektedir.

L. brevis AK19B’ nin 700 nm’ deki absorbansi 0,790 olarak Ol¢iilmiistiir. Dogrunun
denkleminden ve fitaz aktivitesi formiiliinden hareketle L. brevis AK19B’ nin enzim aktivitesi
5,31+0,17 mU/mL olarak hesaplanmistir. Zamudio, Gonzalez ve Medina, (2001), yapmis
olduklar1 ¢aligmada L. plantarum izolatinin ekstraseliiler enzim aktivitesini 6,5 mU/ml olarak
ifade ederken benzer sekilde, Raghavendra ve Halami, (2009) tarafindan Pediococcus
pentosaceus CFR izolat1 i¢in 37 °C’ 4,4 mU / ml olarak bildirilmistir. L. brevis AK19B susunun
gostermis oldugu hiicre dis1 enzim aktivitesi, izolatin starter kiiltiir olarak kullanim imkanlarini
olumlu yonde etkileyebilecegi sdylenebilir. Hiicre i¢i enzim aktivitesine kiyasla hiicre i¢i enzim
varligi, mikroorganizmanin fermantasyon sirasinda iiriine fonksiyonel olarak katkida

bulunabilecegi anlamina gelmektedir (Mohammadi-Kouchesfahani, Hamidi-Esfahani, & Azizi,
2019).
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Deney Tasarim

GABA iiretiminin optimizasyonunda Tablo 6. da verilen Box-Behnken deney matriksi ile saglanan yanitlar kullanilarak istatistiksel analizler

gerceklestirilmistir. Modelleme asamasinda bazi modellere ait yanit yiizey metodu istatistik ve ANOVA sonuglar1 Tablo 14. ve Tablo 15.” de verilmistir.

Tablo 14. GABA Uretim Miktarina Ait RSM Model Istatistikleri ve ANOVA Analizi

2
Model Standafy p-degeri y R2diizeltilmis R?tahminlenen LOF, - LOF, . press
sapma F degeri  p-degeri
Lineer 7,32 <0,0001 0,6552 0,5952 0,4983 1,05 0,5671 1791,39
2F1 7,91 0,8354 0,7024 0,5274 0,1909 1,26 0,4821 2888,84
Quadratic* 5,19 0,0039 0,9020 0,7965 0,6076 0,3802 0,8923 1400,99 suggested
Cubic 5,78 0,6998 0,9532 0,7471 0,4022 0,1256 0,8864 2134,53 aliased
Tahmini Serbestlik . .
Kaynak Katsay Kareler toplami derecesi Ortalama kare  F degeri P degeri
Model 27,61 3220,491 14 230,3 8,55 0,0002 Onemli
X1 (pH) -3,81 174,27 1 174,27 6,47 0,0244
Xz (MSG 7,27 633,55 1 633,55 2354 0,0003
konsantrasyonu)
Xz (Sicakhik) -11,1 1479,21 1 1479,21 54,96 <0,0001
Xa (NaCl 2,09 52,24 1 52,24 1,94 0,1870
konsantrasyonu)
X1*Xo -3,96 62,83 1 62,83 2,33 0,1505
X1*Xs 3,32 44,10 1 44,10 1,64 0,2229
X1%X -2,96 39 1 34,07 1,30 0,2749
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Tablo 15. GABA Uretim Miktarina Ait RSM Model Istatistikleri ve ANOVA Analizi (Tablo 14. devami)

Kareler

Serbestlik

Kaynak Tahmini katsay1 . Ortalama kare  F degeri P degeri
toplami derecesi

Xo*X3 -1,96 15,38 1 15,38 0,5715 0,4631

Xo* X4 1,41 8 1 8 0,2971 0,5949

X3*X4 -0,9119 3,33 1 3,33 0,1236 0,7308

X4 -4,32 112,13 1 112,13 4,17 0,0621

X2? -0,9002 4,86 1 4,86 0,1806 0,6778

X3? -9,7 564,33 1 564,33 20,97 0,0005

X4? 1,35 10,96 1 10,96 0,4073 0,5344

Kalan 349,92 13 26,92

Uyum 195,60 10 19,56 0,3802 0,8923 Onemsiz

Eksikligi

Hata 154,32 3 51,44
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Tablo 6.’ da verilen GABA iiretiminin belirlendigi test kosullari i¢in belirlenen deneysel
tasarim matriksi yer almaktadir. Deney tasarim matriksinde kullanilan kosullar pH i¢in 4-8,
inkiibasyon sicakligr 25-40 °C, MSG konsantrasyonu 100-300 mM ve NaCl konsantrasyonu
icin 0-4 mM araliginda degismektedir. Farkli denemeler ile bagimsiz degiskenlerin GABA
iiretimi tizerine etkileri belirlenmistir. Deneme 6’ da pH’ nin 6, MSG konsantrasyonunun 300
mM, sicakligin 32,5 ve NaCl iceriginin 4 mM oldugu kosulda GABA iiretimi (43,762 mg/mL)
en yiiksek diizeyde tespit edilirken, en diisik GABA iiretimi, deneme 17’ de pH 8, 200 mM
MSG ve 2 mM NaCl igeren, inkiibasyon sicakliginin ise 40 °C oldugu kosullarda 0,0110 mg
GABA / mL konsantrasyonda GABA iiretimi tespit edilmistir.

Tablo 14. ve Tablo 15.° de yer alan ANOVA ve RSM model istatistikleri
degerlendirildiginde, quadratik modelin, lineer, 2FI ve kiibik modellere kiyasla en iyi
tahminleme diizeyine sahip oldugu goriilmektedir. Fakat Design-Expert yazilimmin GABA
tiretim yanit1 i¢in degerlendirdigi kiibik modele ait determinasyon katsayisi, quadratik modele
kiyasla daha yiiksek (0,9532) olmasinin yaninda p degerinin 0,6998 olmasi bu modeli 6nemsiz
kilmistir. Quadratik model yiiksek determinasyon katsayis1 (R?), diizeltilmis determinasyon
katsayis1 (R%adj) ve tahmini determinasyon katsayisi (R?pre) na sahip oldugu gibi sagladig1 p-
degeri diger modellerden oldukca diisiiktiir. Bu nedenle quadratik model kullanilarak GABA

iiretimi i¢in elde edilen denklem esitlik 4° de verilmistir.

Y(GABA konsantrasyonu) = 27,61 —3,81X; + 7,27X,—11,10X5+2,09X, —
3,96X1 * X2+3,32X1 * X3 - 2,96X1 * X4_ - 1,96X2 * X3 + 1,41X2 * X4 - 0,9119X3 * X4_ -
4,32X? — 0,9002X2 — 9,70X2 + 1,35X2 (4)

Laktik asit bakterileri ile GABA iiretiminin optimizasyonunda quadratik modelin tercih
edildigi calismalar oldukga yaygindir (Tajabadi, Baradaran, vd., 2015; Tajabadi, Ebrahimpour,
vd., 2015; Zareian, Ebrahimpour, Mohamed, & Saari, 2013). Model degerlendirildiginde Tablo
14. ve Tablo 15.” de verilen ANOVA degerleri, modelin (p<0,001) 6nemli oldugunu
gosterirken, uyum eksikligi (lack of fit) (p=0,8923) énemsiz olarak belirlenmistir. Tablo 14. ve
Tablo 15.” de de goriildiigii gibi, lineer parametrelerden X1, X2, X3, quadratik terimlerden Xs?

onemli (p<0.05) bulunmustur.

Sekil 10.” da verilen 3 boyutlu ve kontur grafikleri, bagimsiz degiskenlerin etkilerini
gostermektedir. Sicakligin GABA iiretimi {izerine etkisi irdelendiginde, diisiik sicaklik ve pH’
da GABA fiiretiminin arttig1 goriilmektedir. Diisik pH’ da sicakligin yiiksek oldugu ve MSG
konsantrasyonun diisiik oldugu durumlarda GABA iiretiminin de diistiigii goriilirken, MSG ve

NaCl konsantrasyonunun etkisi degiskenlik gostermektedir.
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L. brevis’ de tanimlanan GABA iiretiminde etkili olan gadC geninin pH 5,6’ nin
tizerinde daha aktif oldugu bilinmektedir (Yu vd., 2012). L. brevis AK19B’ de bu genin 96 saat
inkiibasyon siiresince bakteri tarafindan tiretilen laktik asit gibi organik asitlerin ortam pH’ sin1
5,6’ nin altinda bir asitlige diistirdiigii buna bagli olarak da GABA iiretiminin diistigli yorumu
yapilabilir. Cataldo, Villegas, Savoy de Giori, Saavedra ve Hebert, (2020) baslangi¢ pH’ sim
5,8-7,25 arasinda ayarladiklar sistemde L. brevis CRL2013’ iin etkilenmedigini fakat pH’ nin
5,8’ in altindaki degerlerde (pH 4) GABA seviyesinde keskin bir diisiis oldugunu tespit
etmislerdir. L. brevis AK19B ile elde edilen bu sonu¢ GABA iiretiminin pH’ ya bagliligini
ortaya koymaktadir.

L. brevis AK19B susu ile GABA fiiretiminde NaCl konsantrasyonun degiskenlik
gostermesi bakterinin izole edildigi kaynagin tuz igerigi ile ilgili olabilir. Binh vd., (2014)
calismalarinda L. brevis K203 susunun %0-7 NaCl igeren ortamda gelistigini ve %1 NaCl
icerigindeki ortamda en iyi GABA iiretimi (42 mg/mL) saglamislardir. Li, Qui, Gao, vd., (2010)
L. brevis NCL 912 ile GABA iiretimi gergeklestirdikleri ¢alismalarinda, kiiltiir ortamina CaCl»

(1 g/L) ilavesinin GABA iiretimi {izerinde 6nemli bir etkiye sahip olmadigini tespit etmislerdir.

Bu calismada da oldugu gibi bakterilerin gelisimi ile sicaklik arasindaki iliski GABA
tiretimini de etkilemektedir. Cataldo vd., (2020) kiiltiir kosullarinin L. brevis CRL 2013 GABA
iiretimi tizerine etkilerini inceledigi ¢alismalarinda 20-45 °C arasinda degisen sicakliklarda en
yiksek GABA (265 mM) veriminin 30 °C ve 37 °C’ de elde edildigini tespit etmislerdir.
Sicakligin yiikselmesiyle GABA iiretiminin 6nemli dlglide azaldigini bildirmislerdir. Li, Qui,
Huang ve Cao, (2010) L. brevis NCL912 ile yaptiklar1 calismada 45 °C’ de bakteri gelisimi ve
GABA iiretimi goriilmedigini, sicakliin diigsmesi ile birlikte yliksek verimde GABA iiretiminin
30 °C’ ve 35 °C’ de elde edildigini tespit etmislerdir. Elde edilen sonuglardan hareketle
maksimum verimde GABA iiretimi iizerine yiikksek hiicre yogunlugunun yaninda uygun

sicaklik degerlerinin de etkili oldugu gosterilmistir.
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Sekil 10. Sicaklik, pH, NaCl ve MSG konsantrasyonunun GABA iiretimi {izerine etkisi A: MSG* pH verilerine ait {i¢ boyutlu interaksiyon
grafigi (sicaklik=32,5°C NaCl=2mM) B: sicaklik*MSG verilerine ait {i¢ boyutlu interaksiyon grafigi (pH=6, NaCl=2mM) C: pH*sciaklik
verilerine ait ii¢ boyutlu interaksiyon grafigi (MSG=300mM, NaCl=2mM).

Bagimsiz degiskenlerin optimizasyonunda istenilirlik degeri dikkate alinmistir. Bu amagla Design-Expert programi tarafindan D=1 degerine sahip
pH 4,01-5,73, MSG konsantrasyonu 231,43-299,96 mM, sicaklik 25,01-30,82 °C ve NaCl konsantrasyonu 1,89-4 mM arasinda degisen 100 ¢6ziim

sunulmustur.
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Modelin Dogrulanmasi

L. brevis AK19B susu ile GABA iiretim kosullarinin optimizasyonundan elde edilen
model kullanilarak, iiretim sonrasi saglanan verilerin uyumlulugu Seki/ 11.” de yer alan grafikte

gosterilmektedir. Deneysel veriler ile tahmini verilere ait modelin R? degeri 1°e yakindir.

45 -
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£ 40 R” = 0,902 . B
= 3
52 30
c
gL 25
=< 20
=0
S 15
<
S 10

5

O T ‘ T T T T 1

0 10 20 30 40 50
Deneysel veri (mg GABA/mL)

Sekil 11. L. brevis AK19B susunun GABA iiretimin optimizasyon ¢aligmasi ile elde edilen
modelin deneysel veriler ile uyumlulugu.

Optimum Noktanin Belirlenmesi ve Gegerliligi

Yapilan bu optimizasyon ¢alismasinda, onerilen GABA {iretimini maksimize etmek
amaciyla D=1 degerine sahip, pH 5,14, MSG konsantrasyonunun 297 mM, sicakligin 26 °C ve
NaCl konsantrasyonun 2,82 mM oldugu optimum iiretim kosullarinda GABA tiretimi 43,85 mg
/ mL olarak tahminlenmistir. Optimum kosullarda yapilan iiretim sonucunda 31,6 mg / mL
GABA iiretimi saglanmistir. Elde edilen bu sonug deneysel ve tahmin edilen degerlerin uyum

icinde oldugunu gostermektedir.

39



BESINCIi BOLUM

Sonuglar

Bu tez calismasi kapsaminda eksi mayali hamurdan izole edilen AK19B izolati
molekiiler olarak tanimlanmis ve tekno-fonksiyonel 6zelikleri belirlenmistir. Yapilan analizler
neticesinde AK19B’ den GABA fiiretimi i¢in ortam kosullarnt (MSG konsantrasyonu, pH,
sicaklik ve NaCl konsantrasyonu) optimize edilerek yiiksek verimde GABA eldesi
amaclanmistir. Arastirmadan elde edilen sonuglardan hareketle asagidaki sonuc¢ ve Onerilere

varilmistir.

1. AK19B olarak isimlendirilen izolatin 16s rRNA dizi analizi ile L. brevis AK19B (Erisim
numarasi: MZ636922) olarak dogrulanmistir. L. brevis AK19B susunun spot kiiltiir
yontemi ile 4indikator susa karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
Susun Escherichia coli BC 1402, B. cereus BC 6830, Salmonella typhimurium RSSK
95091 ve Yersinia enterocolitica ATCC 27729’ a karsi iyi bir antagonistik aktivite
gosterdigi  belirlenmis olup bu sonu¢ susun koruyucu bir kiltir olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Belirlenen bu antimikrobiyal etkinin bakterinin

laktik asit gibi metabolit tiretiminden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.

2. L. brevis AK19B susunun kiifler tizerine spor olusumunu ve belirli diizeyde miselyal
gelisimi inhibe ettigi belirlenmistir. Bu durumun ise laktik asit, dongiisel peptitler, yag
asitleri ve proteinli maddeler gibi birgok bilesen kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Bu
durum antibakteriyal aktivitede oldugu gibi susun koruyucu kiiltiir 6zelligini ortaya

koymaktadir.

3. L. brevis AK19B susunun yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir ve
susun gidalarla viicuda alimi neticesinde serbest radikal birikimini azaltabilecegi

disiinilmektedir.

4. L. brevis AK19B susunun 25 °C’ de gelisiminin ¢ok iyi bir ¢ogalma gosterirken 45 °C
ve 4 °C’ de ise gelisimi zayif bir ¢ogalma gostermistir. Bu sonug¢ sicaklik artigmin

bakteri gelisimini negatif yonde etkiledigini ortaya koymaktadir.

5. L. brevis AK19B’ nin yiiksek sicakliklarda (70 °C) gelisim yeteneginin olmadig1 yani

termotolerant 6zellige sahip olmadigi sonucuna varilmistir.
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6.

10.

11.

12.

pH’ nin 4, 5 ve 8 olarak ayarlandig1 sistemde belirlenen pH degerlerinin L. brevis
AK19B’ nin gelisimi {izerinde etkili oldugu belirlenmistir. Bakteri, pH’ s1 5 ve pH’ s1 8
olan ortamda ¢ok iyi bir gelisme gostermistir. Fakat pH’ nin 4 olarak ayarlandig
ortamda bu gelisim asitligin etkisiyle zayif kalmistir. Bu durum bakterinin hiicre yapist
ile ilgili olabilir. Elde edilen sonuglardan hareketle asitligin artmasi ile bakteri

gelisiminin baskilandigi sonucuna varilabilir.

%7, 10 ve 15 NaClI igeren ortamda gelistirilen AK19B susunun %7 NaCl igeren
ortamdaki gelisiminin %10 NaCI ve %15 NaCl iceren ortamdaki gelisimine kiyasla
daha iyi bir gelisme oldugunun ancak bu gelisimin ise bakterinin yiiksek tuz igerigine

sahip ortamlarda kisitlandigini gostermektedir.

Diisiik pH degerindeki ortamlarda bakteriler safra tuzuna diren¢ gésteremezler ve pH’
nin da etkisiyle gelisimleri baskilanir. Yapilan analizde L. brevis AK19B %0,3 safra
tuzu igeren ve pH’ s1 4 olan ortamda safra tuzuna karsi direng gosterememis, geligimi

yavaslamis ardindan durmustur.

L. brevis AK19B susunun mide ortamina direngi belirlenmistir. Bakteri mide ortaminda
3 logaritmik birim canli kalmistir, 6 logaritmik birim inhibisyon gerc¢eklestirmistir. Bu
sonu¢ bakterinin enzimatik ve asidik ortama dayanikliliginin oldugunu, canl
kalabildigini gostermektedir. Varilan bu kanminin L. brevis AK19B bakterisinin

probiyotik karaktere sahip oldugunun ayrica gostergesi sayilabilir.

Ozellikle probiyotik karakterli bakterilerin sahip oldugu hiicre yiizey hidrofobisitesi
bakterilerin gelisme ortami, diisiik pH vb. bir¢ok faktdrden etkilenmektedir. Bakteri
tiirleri arasinda farklilik gésteren bu 6zellik yapilan analiz neticesinde L. brevis AK19B
bakterisinde %9,87+2,65 olarak belirlenmistir. Elde edilen bu sonug bakterinin tutunma
ozelliginin zayif oldugunu literatiirdeki diger bazi bakterilere (L. brevis KU15153)
(Jang vd., 2019) kiyasla ise yiiksek oldugunu gostermektedir. Bakteri hidrofil olarak

degerlendirilebilir.

L. brevis AK19B’ nin fitaz enzimi aktivitesi 5,31+0,17 mU/mL olarak hesaplanmustir.

Bu deger fitaz enzim aktivitesine sahip oldugunu gostermektedir.

L. brevis AK19B olarak tanimlanan laktik asit bakterisinin streptomisin, ampisilin,

eritromisin, tetrasisin, penisilin G, kanamisin ve kloramfenikole kars1 direng
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gostermemektedir. L. brevis AK19B’ nin vankomisin, gentamisin ve oksasilin

antibiyotiklerine kars1 direngli oldugu belirlenmistir.

13. GABA iiretiminin optimize edilmesi amaciyla optimizasyon ¢aligmasinda kullanilacak
iretim parametreleri belirlenmis ve bu dogrultuda iiretim gergeklestirilmistir.
Caligsmada kullanilan tiretim parametrelerinden sicakligin GABA {iretimi lizerine etkisi
irdelendiginde diisiik sicaklik ve diisik pH degerlerinde GABA {iretimi artmustir.
Sicakligin yiiksek, MSG konsantrasyonunun diisiik oldugu durumlarda GABA
iretiminin de distiigii goriilmektedir. MSG ve NaCl konsantrasyonunun iiretim
tizerindeki etkisi ise degiskenlik gostermistir. Calismada optimum kosullarda yapilan 4
tekrarli tiretim sonucunda L. brevis AK19B ile 31,06 mg / mL GABA iiretimi

saglanmustir.

Sonug olarak yapilan bu ¢aligma da L. brevis AK19B’ nin tekno-fonksiyonel 6zellikleri
belirlenmis ve GABA iiretimi optimizasyonu bakteriye uygun kosullarda yapilmis ve bu
kosullarda yiiksek verimde iiretim gerceklestirilmistir. Calismadan elde edilen sonuglarin

literatiire ve endiistriyel Ol¢ekteki diger calismalara katki saglayabilecegi diistiniilmektedir.
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OZGECMIS

....... Voo da Lt dadogdu. D1k ve orta §grenimimi ............Jkdgretim
Okulu’ nda tamamladi. ......... yilinda ..... Anadolu Lisesi’ nden mezun oldu. ............ egitim
Ogretim yilinda ......... Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii® ne yerlesti. .... yilinda

............. Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii® ne yatay gecis yapti ve boliimiimii
........... yilinda bitirdi. Ayn1 y1l Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii Gida Miihendisligi
Ana Bilim Dal1i’ nda yiiksek lisansa bagladi.
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