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Arastirmada, sucuk kaynaklt Iactzplantibacillus plantarnm EX148 susu gama amino biitirik asit (GABA) tretim
diizeyi acisindan degerlendirilmistir. GABA tretimine, monosodyum glutamat (MSG) bulunmayan besi
ortamina glutamik asit kaynagt olarak et protein izolatt edilerek, sicaklik, pH ve fermantasyon stresi
faktorlerinin etkisi degerlendirilmistir. Deneysel tasarimda elde edilen yanitlatla L. plantarnm EX148 susu icin
optimum kosullar % 10 protein ekstrakt1 konsantrasyonu, 33.3 °C sicaklik, pH 5.05 ve 96 saat fermantasyon
stresi olarak belirlenmistir. Model ile L. plantarum EX148 susu kullanilarak elde edilen veriler arasindaki uyum
cksikliginin 6nemsiz oldugu, protein ekstraktt konsantrasyonu ve sicakligin GABA iretimi tizerine 6nemli
diizeyde etkili oldugu tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alisma ile et proteinlerinin glutamik asit kaynagi olarak
kullantmi saglanmus ve MSG icermeyen ortamda L. plantarum EX148 susu kullanilarak GABA dretimi
gerceklestirilmistir.

Anahtar kelimeler: GABA, Lactiplantibacillus plantarnm, YYY, optimizasyon, MSG

GAMMA AMINOBUTYRIC ACID PRODUCTION AND OPTIMIZATION BY
LACTIPLANTIBACILLUS PLANTARUM EX148 IN MEDIA CONTAINING
MEAT PROTEINS

ABSTRACT

In the study, Lactiplantibacillus plantarum EKX148 strain originating from sucuk was evaluated in terms
of gamma amino butyric acid (GABA) production level. The effect of temperature, pH and
fermentation time factors on GABA production was evaluated by adding meat protein isolate as a
source of glutamic acid to a medium without monosodium glutamate (MSG). With the responses
obtained in the experimental design, optimum conditions for L. plantarnm EK148 strain were
determined as 10% protein extract concentration, 33.93 °C temperature, pH 5.05 and 96 hours of
fermentation time. It was determined that the lack of fit value between the model and the data
obtained using the L. plantarum EX148 strain was insignificant, and that protein extract concentration
and temperature had a significant effect on GABA production. With this study, meat proteins were
used as a source of glutamic acid, and GABA production was carried out using L. plantarum EK148
strain in MSG-free medium.
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GIRIS
Gama amino bitirik asit (GABA), 4 karbonlu ve
non-protein  aminoasit yapida olup canlt
organizmalarda serbest halde bulunan 6nemli bir
bilesendir. Fizyolojik pH’larda dipolar formda
bulunan GABA, suda ¢6zlniir bir amino asittir
(Shelp vd., 1999). GABA’ nin, bitkilerde varligt
uzun yillardir bilinmektedir (Sorrequieta vd.,
2010). Ayrica, GABA tretimi bir¢ok maya, kiif ve
bakteri tarafindan da gerceklestirilmektedir. Insan
metabolizmasi icin yapisal bir¢ok roli vardir.
GABA’nin, sinir iletimini inhibe ederek néronal
uyartlabilitligi azaltma islevi gbriip, anksiyete ve
depresyonun  engellenmesinde, yiksek  kan
basincinin kontrolinde etkili oldugunu gésteren
calismalar mevcuttur (Abdou vd., 2006; Kalueff
ve Nutt, 2007; Shimada vd., 2009). Ayrica ditiretik
ve antidiyabetik etkilere de sahiptir (Adeghate ve
Ponary, 2002). GABA, glutamatin glutamik asit
dekarboksilaz  (GAD) enzimi tarafindan o-
dekarboksilasyonu sonucunda elde
edilebilmektedir (Shelp vd., 1999).

GABA gostermis oldugu fonksiyonel etkilerden
dolayi, gida takviyesi olarak ticari bir 6neme
sahiptir. Fakat ticari olarak sunulan bircok gida
takviyesi sentetik yollar ile elde edilmektedir. Gida
takviyesi olarak sentetik GABA’nin kullaniminin
olumsuz etkileri tam olarak ag1ga
kavusturulmamustir (Boonstra vd., 2015). Dogal
kaynaklara basvuruldugunda ise 6rnegin; 100 mg
diizeyinde GABA saglayabilmek icin yaklastk
olarak 2.34 kg ¢ig 1spanak tiketimi saglanmalidir
(Oh vd., 2003). GABA almmin beslenme ile
saglanmasinda  bitkilerin ~ yetersiz ~ kalmasi
sonucunda, bu fonksiyonel bilesigin disaridan
takviye ediciler ile saglanmasi, dogal kabul
edilmemektedir (Villegas vd., 2016). Bu nedenle,
GABA  dretiminde fermentasyon  yolunun
secilmesi ve gidanin dogal yollarla
zenginlestirilmesi ilgi gérmektedir. Laktik asit
bakterilerinin  (LAB) yliksek GABA iretim
yetenekleri (Dhakal vd., 2012), giivenli (GRAS)
olarak kabul gérmeleri (Leroy ve De vuyst, 2004)
ve fermente gida, sebze, insan ve hayvan
bagirsaklarinda siklikla bulunmalari (Satokari vd.,
2013) nedeni ile ilgi cekiciditler.

Konu ile ilgili c¢alismalar degerlendirildiginde,
laktik  asit  bakterilerinin ~ GABA  dretim

aktivitelerini ortamm pH degeri ve ortamdaki
glutamik asit varhgin etkiledigi goriilmektedir.
Bu nedenle, GABA iretimini saglamak amact ile
ortama monosodyum glutamat (MSG) ya da
glutamik asit ilavesi yapilmaktadir. Benzer sekilde
glutamik asit ilavesi ile laktik asit bakterileri
kullanilarak GABA icerigi zenginlestirilmis gidalar
Uzerine bircok arastirma da mevcuttur. Bu
gidalara yogurt (Park ve Oh, 2007), ekmek
(Rizello vd., 2008; Coda wvd., 2010), peynir
(Siragusa vd., 2007; Diana vd., 2014), soya siitl
(Ko vd., 2013), fermente sosis (Rataneburee vd.,
2013), nohut siti (Li vd. 2016) vb. ornek
verilebilir. Fermente et urunlerinde, ortamlara
kolay adapte olabilmesi ve sahip oldugu
probiyotik Szellikten dolayt L. plantarum tira 6n
plana ¢ikmaktadir (de Vries vd. 2006). Yapilan
calismalarda, MSG kullaniminin yayginligi ve et
trtinleri kaynakli laktik asit bakterileri Uzerine
calismalarin yetersiz olmast nedeni ile fermente et
trininden izole edilen L. plantarum EK148 susu
ile ortama MSG ilave edilmeden, et
proteinlerinden yararlanilarak, GABA {retiminin
saglanmast amaclanmistir. Bu amag¢ ile GABA
tretimi tizerine farkli et protein ekstrakt diizeyinin
yani sira farklt pH, fermantasyon siiresi ve sicaklik
faktorlerinin etkileti arastirilmigtir. Arastirmada
GABA tretiminde farkli kosullar denenmis ve en
yiksek GABA iretimini saglayan optimum kosul
belitlenerek, GABA Uretiminin model eldesi
saglanmustir.

MATERYAL ve YONTEM

GABA iretim yetenegine sahip, sucuk kaynakli,
L. plantarum EK148 ( MZ636924.1) susunun
GABA iretiminin, pH ve mikrobiyal gelisim ile
etkilesimi 144 saat stiresince takip edilmistir. Bu
amagla MSG ilave edilen de Man Rogosa and
Sharpe (MRS) broth besiyerinden yararlanilmustir.

Mikrobiyel gelisim egrilerinin olugturulmasi

100 mM MSG iceren MRS broth besiyerine L.
plantarnm EK148 susunun 1 gecelik kiltarinden
%1 oraninda inokiilasyon yapilmustir. Daha sonra
30 °C’de 144 saatlik inkiibasyon siiresince 6 saat
araliklarla alinan 6rneklerin mikrobiyal gelisim
nedeniyle olusan ortam bulanikhiginin  tespiti
amaci ile 600 nm’de absorbans degerleri ve MRS
agar kullanilarak LAB sayilart belirlenmistir. Elde
edilen veriler kullanidarak  gelisme  egrisi
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olusturulmustur. Ayrica alinan 6rneklerde GABA
dizeyi ve pH degerleri belitlenerek GABA
tretiminin gelisim ve pH ile iliskisi incelenmistir.

GABA iiretim diizeyinin belirlenmesi

GABA tretim diizeyleri, Inertsil ODS 3 kolonu
(GL science, 5 pm, 4.6 x 250 mm) yardimiyla
HPLC (Shimadzu) cihazi kullanilarak 295-500 nm
dalga boyunda gerceklestirilmistir. Mobil faz
olarak solvent A (6.25 ml asetik asit, 1.97 ¢
sodyum asetat, 200 mL asetonitril, 1 L ultra saf su)
ve solvent B (Asetonitril) kullandlmistir (1:1, v/v).
Turevlendirilmis Orneklerden, 1 pl. hacminde
enjeksiyon yapilmustir. 25 °C kolon sicakligt ve 1
mL/dk akis hiz1 kullanilarak ayrim saglanmistir.
Tirevlendirme amaciyla 100 pL. 6rnek, 100 pL
DCI (50 mg Dansil kloriir, 10 ml aseton)
karistirildiktan sonra, 800 uL. Borat: NaOH (0.2
M Na;B407.10 H20 pH 9.3) eklenmis ve 40 °C’de
30 dk ultrasonik su banyosunda tutulmustur. Siire
sonunda HPLC vialine 500 pl. 6rnek alinmis ve
500 pL  metanol eklenerek vial kapaklart
kapatilmistir.  Turevlendirilen GABA, floresan
dedektorii tarafindan tespit edilmistir. GABA’nin
belirlenmesinde standart olarak kullanilan ticari
GABA’nin (Sigma-Aldrich) alikonma siireleri ile
orneklerin altkonma stireleri karsilastirilarak tespit

edilmistir. Orneklerde  bulunan ~ GABA
konsantrasyonlarini  belirlemek  i¢in,  farkli
konsantrasyonlarda (0.01-0.1-0.25-0.50-1.0

mg/ml) hazirlanan standartlar test edilerek,
ornekteki  GABA  seviyesi  belitlenmistir
(Tuberoso vd., 2015).

Besi ortaminin hazirlanmasi
1:10 (w/v) oraninda hazitlanan kiyillmis sigir et
6rnegi/30mM fosfat tamponu karisimi ultraturrax

yardimt ile homojenize edilmistir. Ardindan 20 dk
stire ile 10000 g’de santrifiij edilerek, siipernatant
filtre edilmistir. Kalan pellet tzerine 1:19 (w/v)
olacak sekilde 0.1 mM fosfat tamponu ilave
edilerek homojenize edilmigtit. Homojenize
edilen 6rnek, 10000 g’de 20 dk santriftij edilmistir
ve stipernatant filtre edilmistir (Toldra vd., 1992).
Elde edilen  stpernatantlar  miyofibriller
proteinlerden olustugundan, sonrasinda Uzerine
es hacimde 6 M HCl ilave edilerek, 110 °C'de 12
saat bekletilmistir. Islem sonrasinda nétiirleme
yapilarak, GABA dtretiminde kullandacak MRS
broth besiyerine farkli konsantrasyonlarda (%10,
%25, %40) stpernatant ilave edilmistir.
Optimizasyon c¢alismasinda belirlenen tretim
kosullarina uygun olarak, besiyeri pH degeri HCI
ve/veya NaOH ¢Ozeltileri kullanilarak
ayarlanmustir. Besiyeri toplam hacmine uygun
oranda MRS toz besiyeri tartilarak ilave edilmistir.
Deney tasarrmi ve GABA iiretiminin
optimizasyonu

Yanit Yizey Yontemi (YYY, Response Surface
Methodology) islemdeki bagimsiz degiskenlerin
tek veya kombinasyon seklinde cevap tizerindeki
etkilerini incelemektedir. YYY’de 6ncelikli olarak

bagimsiz parametreler ve seviyeleri
belirlenmektedir. Daha sonra deneysel tasarimin
secimi ve model denkleminin tahmini ve

dogrulanmast yapilmaktadir. Son olarak, kontur
ve ylzey grafigini elde etmek icin optimum
noktalar tespit edilmektedir. Calismada, GABA
tretiminin optimizasyonu icin uygulanacak YYY
kapsamuinda incelenen parametreler, Cizelge 1’de
verilmistir. Bu parametrelerin seviyeleri yapilan 6n
denemeler sonucunda tespit edilmistir.

Cizelge 1. GABA tretiminde incelenen parametreler ve seviyeleri
Table 1. Parameters and levels studied in GABA production

Degisken seviyeleri

Degiskenler T evels
Independent variables 1 0 ]

: N 0
Protejln ekstrakt1 konsgntmsy onu (%) X 10 25 40
Protein extract concentration (o)
Sicaklik (°C)
Temperature (°C) X2 30 3 40
pH X3 4 5 6
Fermantasyon stiresi (saat) X, 96 120 144

Fermentation time (hour)
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GABA dreticisi L. plantarum sugu ile protein
izolat1 ilave edilen MRS broth besiyerinde GABA
Uretiminin optimizasyon calismalari
yuritilmuistir. MRS broth besiyeri, laktik asit
bakterileri icin uygun bir et benzeri ortam olarak
gorilmektedir (Leroy ve De Vuyst, 2001). MRS
broth, bilesimi elde edilen protein ekstraktlart ile
deney tasariminda belirtilen kosullara uygun
olacak sekilde hazitlanmistir. GABA Utretimine
etki eden Onemli parametreler oldugu bilinen
protein  ekstraktt  konsantrasyonu,  pH,
fermantasyon siiresi ve sicaklik parametreleri
YYY kullanilarak optimize edilmistir. Yanit Yiizey

Yontemi kullanilarak bu parametrelerin GABA
uretimine etkileri de belitflenmistir. Bu amacla
MINITAB 19.0 istatistik paket programindan
yararlanidmustir.

Calismada, 31 deneysel noktadan (24 farkh
kombinasyona sahip ve merkezde 7 tekrarh)
olusan ve dort degisken ile olusturulan merkezi
kompozit istatiksel dizayn (face centred statistical
design, a=1) kullandmistur. Uygulanan deney
tasarimi Cizelge 2’de verilmistir.

Cizelge 2. GABA tretiminin optimizasyon ¢alismasinda kullanilan deney tasarim dizayni
Table2. Excperimental design used in the optimization study of GABA production

Deneme

Rum Xy* Xz X3 Xy
1 10 30 6 144
2 40 40 4 144
3 25 35 4 120
4 25 35 5 120
5 25 35 5 120
6 25 35 5 144
7 10 40 4 96
8 25 35 6 120
9 25 35 5 120
10 40 35 5 120
11 40 30 6 144
12 10 40 4 144
13 25 35 5 120
14 25 35 5 120
15 10 30 6 96
16 10 30 4 96
17 25 35 5 120
18 25 40 5 120
19 10 40 6 96
20 40 30 4 144
21 40 40 6 96
22 25 30 5 120
23 40 30 6 96
24 10 35 5 120
25 40 40 4 96
26 40 40 6 144
27 40 30 4 96
28 25 35 5 120
29 10 30 4 144
30 25 35 5 96
31 10 40 6 144

*X1, protein ekstrakti konsantrasyonu (%); Xo, sicaklik (°C); X3, pH; X4, fermantasyon stresi (saat).
*X, protein extract concentration (%); Xo, temperature (°C); Xs, pHy Xy, fermentation time (hours).
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Bagimsiz degiskenler olarak protein ekstrakti
konsantrasyonu (%), pH, sicaklik (°C) ve
fermantasyon siiresi (saat) yant olarak ise HPLC
ile tespit edilen GABA uretimleri (mg/L) Gzerine
olan etkileri belirlenmistir. Coklu Regtresyon
analizlerinde agagida yer alan Esitlik 1’de verilen
polinomal quadratik model ve regresyon
katsayilari kullanilmistir. Bu esitlikte “Y” yanit
olarak GABA dretim miktarini, “X” degetleri
bagimsiz  degiskenleri ~ (Protein  ekstraktt
konsantrasyonu, sicaklik, fermantasyon stiresi ve
pH) ifade ederken, B0, Bi, Bii, Bij degetleri ise
regresyon katsayilarint belirtmektedir.

Y=ﬁo-i-Zﬁer+Zﬁf;X:‘X;+Zﬁiixs ©

Analiz sonucunda olusturulan modelin deneysel
veriler ile uyumu varyans analizi (ANOVA) ile
belirlenmistir. Model uygunlugunu saglayabilmek
i¢in istatistiki olarak uygun olmayan parametreler
modelden ¢tkardmistir. Uygun model segimi
uyum eksikligi (lack of fit) (P >0.05) ve R?
degerlerinden yararlanilarak saglanmustir.
Optimum  parametrelerin  belitflenmesinde en
yitksek diizeyde GABA iretiminin saglandig

3.0

kosul g6z 6ntine alinmistir. Olusturulan deneme
plant ve elde edilen deneysel veriler kullanidarak
gerceklestirilen modelleme sirasinda, elde edilen
yanitlarin degerlendirilmesi ile gidilen
optimizasyon isleminde, istenilirlik derecesi (D)
hesaplanmistir. Calisma sonucunda dogrulama
amact ile elde edilen optimum parametreler
kullanilarak tekrar GABA tretimine gidilmistir.

SONUCLAR VE TARTISMA

Mikrobiyal Geligim Egrileri

L. plantarum EK148 susunun GABA iretim
diizeyini, gelisim kinetigini ve pH etkilesimini
belitflemek amactyla MSG  bulunan ortamdan
yararlanilmistir.  Bu amagla, 1 L hacminde
hazirlanan MSG iceren MRS broth besiyerinde 30
°C’de 144 saat boyunca inktibasyona birakidmistir.
Inkiibasyon sirasinda 6 saatte bir alinan 6rneklerin
spektrofotometrede (600 nm) 6lciilen absorbans
degerleri ile fermantasyon siiresine karsi
olusturulan grafik Sekil 1°’de verilmistir. Sekilden
gorildigi tizere, EK148 susu 6 saat olan lag
fazindan sonra log fazina ge¢mistir. Bununla
birlikte, EK148 susunun 28 saat sonra duragan
faza gectigi gbrillmektedir.

2.5 A

Optik yogunluk
Optic density
[ N
[6)] o

=
o
L

0.5

0.0 T T T

0 20 40 60

80 100 120 140 160

Fermantasyon suresi (saat)
Fermentation time (hour)

Sekil 1. L. plantarum EX148 susuna ait gelisme egrisi
Figure 1. Growth curve of L. plantarum EK148 strain
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144 saat boyunca 6 saat araliklarla alinan
Orneklerdeki pH, mikrobiyal sayim degisimini
gosteren 3 boyutlu grafik Sekil 2°de verilmistir.
Zamanla mikroorganizma sayisinin - artigiyla
pHnin  dustigy, — duguk

pHnn  da

4.5

8
log Kok
b/)

mikroorganizma sayisinda azalmaya sebep oldugu
gorilmektedir. Besiyeri ortaminda, biyokitlenin
artmastyla besin kaynaklarinin tiiketimi, organik
asit Uretimini de beraberinde getirmistir. Bu da
ortamda pH’nin azalmasint saglamustir.

Sekil 2. L. plantarum EX148 susunun gelisim egrisi (ph*log kob/ml*fermantasyon stresi)
Figure 2. Growth curve of L. plantarum EK148 strain (ph*log ofu/ mi*fermentation tine)

GABA  dretim  diizeyi Uzerine pH ve
mikroorganizma sayisinin etkisini gosteren grafik
Sekil 3A’da verilmistit. GABA iretiminin 40
mg/L’nin tzerinde oldugu kosullarda L. plantarum
sayistnin  yaklasik olarak 6 log birimdir. Besi
ortaminda L. plantarum sayisinin 9 log kob/mL
oldugu fermantasyon strelerine ragmen, GABA
Uretimi ortamda L. plantarum sayisinin 3 log birim
azalmast  sonrasinda  maksimize  oldugu
gorilmektedir. GABA uretiminin L. plantarum
tarafindan tretilen GAD enziminin ortamda
bulunan glutamati dekarboksile etmesi ile
saglanmaktadir (Yogeswara vd., 2021). Ortam
pH’sinin GAD enziminin aktif oldugu pH
dizeyine diigmesi ile optimum enzim aktivitesi
sonucunda yliksek GABA tiretiminin pH’nin 4’tin

altna  indiginde gerceklestigi  gorilmektedir.
Laktik asit bakterileri, HoO (Cui vd., 2020) ve
organik asit (Park vd., 2021) gibi maddeleri
treterek mikrobiyal gelisimi sinirlayabilmektedir.
Gelisimin 60. saatinden sonra ortam pH degerinin
4tn alunda olmasinin ve sintrlayici faktorlerin de
etkisiyle L. plantarum sayisinda azalma bagladigt
gorilmektedir. Sekil 3B’ de yer alan kontur
grafiginde fermantasyon siiresi arttik¢a ortamda
biriken GABA miktarinin arttigr gérilmektedir.
Bununla birlikte GABA igeriginin ylksek oldugu
durumda ortamdaki canli mikroorganizma
saytistnin 5 log  birimin alunda  oldugu
gorilmektedir. 144 saat fermantasyon sonucunda
GABA igeriginin 40 mg/L nin tzerindedir.
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Sekil 3. L. plantarnm EK148 susunun GABA iretiminin pH (A)ve fermantasyon siiresi (B) ile etkilesimi
Figure 3. The interaction of GABA production of L. plantarum EK148 strain with pH and viable cell number

Deney tasarimi GABA iiretiminin
optimizasyonu

Cizelge 1°de yer alan deney tasarimindaki kosullar
kullanilarak elde edilen 6rneklerin GABA analiz
sonuglari Cizelge 3'te verilmistir. Farkli denemeler
ile bagimsiz degiskenlerin GABA iretimi tzerine
etkileri  belirlenmistir. 2. denemede, protein
ekstrakti konsantrasyonunun %40, sicakligin 40
°C, pH 4, ve fermantasyon siiresinin 144 saat
oldugu kosulda, GABA tretimi tespit edilmezken,
en yliksek GABA dretimi, protein ekstraktt
konsantrasyonunun %25, sicakligin 35 °C, pH’nin
5 ve fermantasyon siiresinin 96 saat oldugu
kosulda 53.6768 mg GABA/L ve protein
ekstrakti konsantrasyonunun %10, sicakligin 35
°C, pH’nin 5 ve fermantasyon siresinin 120 saat
konsantrasyonda 48.85 mg/L. GABA iretimi
tespit edilmistir. L. plantarum BEX148 susu ile MSG
iceren ortamda (100mM) yaklagtk 40 mg/L
GABA uretimi saglanirken, protein izolatt ilave
edilen ortamda da benzer sonuglar elde edilmistir.
Calisma kapsaminda hedeflenen MSG icermeyen
ortamda GABA dUretiminin saglanmis oldugu
gorilmektedir. Literatiir tarandiginda, MSG ilave
edilmeden elde edilen fermente triinlerdeki
GABA miktart MSG ilave edilen trtunlerdeki
GABA miktarindan daha az olmaktadir (Villegas
vd., 2016). Ratanaburee vd. 2013, MSG ilave
edilmeden tretilen Tai fermente domuz sosisi
orneklerinde 220 mg/ kg GABA tespit ettikleri
calismalarinda, ortama 9%0.5 oraninda MSG
ilavesi ile GABA iceriginin 828 mg/kg’a
yukseldigini bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada,
Sanchart vd., 2017, fermente karides 6rneklerinde

ve

%0.5 oraninda MSG ilavesinin 6rneklerin GABA
icerigini 2040 mg/kg’dan 2570 mg/kg dizeyini
yitkselttigini bildirmislerdir. Fakat bu c¢alismada
glutamik asit kaynagi olarak gérilen miyofibriller
proteinlerin kullanilmasinin sonug tizerinde etkili
oldugu gorilmektedir.

Cizelge 4'te yer alan ANOVA ve RSM model
istatistikleri ~ degerlendirildiginde, elde edilen
kuadratik modelin iyi tahminleme diizeyine sahip
oldugu gorilmektedir. Elde edilen modelin
regresyon katsayist (R?), ayarlanmis regresyon
katsayist (adj R?) ve tahmini regresyon katsayist
(pre R?) degetleri yuksek oldugu gibi, sagladigi p-

degeri de oldukca dustktir. Bu modelin
iyilestirilmesi amact ile modelde yer alan
parametrelerin  “backward analizi” ile P >0.1
diizeyinde Gnemsiz olanlarinin  ayristirmasi

saglanmustir.  Model icin regresyon katsayisi
degerinin %70’in altinda olmast modelin yetersiz
oldugu hakkinda bilgi vermektedir (Granato vd.,
2010). Bu calisgmada elde edilen modele ait
regresyon katsayisi (0.904), ayarlanmis regresyon
katsayist (0.8625) ve tahminlenmis regresyon
katsayist (0.7908) degerleri %70 tzerinde tespit
edilmistir. Bu c¢alismada denklem  yiiksek
regresyon katsayilarina sahip olup model ile
deneysel verilerin model ile uyum sagladig
gorulmustiir.

Ayrica modelin uyum eksikligi (lack of fit) degeri
o6nemsiz  bulunmustur (P >0.05). Modelin
matematiksel ~ formunun  uygunsuzlugundan
kaynaklanan hataya, model uygunsuzlugu (Lack of
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fit) denilmekte ve model uygunlugu icin, bu
degerin 6nemsiz olmasi gerekmektedir (Box ve
Draper, 2007). Bunun anlami, protein ekstraktt
konsantrasyonu,  sicaklik, pH degeri ve
fermantasyon suresi L. plantarum EX148 susuyla
yapilan GABA iretimine etkilerinin olusturulan
model ile iyi  bir  sekilde  aciklanip

tahminlenebilecegidir. Optimizasyon sonrasinda
elde edilen 2. dereceden denklem Cizelge 5te
verilmistir. Laktik asit bakterileri ile GABA
Uretiminin optimizasyonunda kuadratik modelin
tercih  edildigi calismalar  olduk¢a yaygindir
(Tajabadi vd., 2015; Zareian vd., 2013).

Cizelge 3. Cevap ylzey yonteminde kullanilan deneysel tasarim ve yanitt
Table 3. Experimental design and response used in the response surface method

Deneme

Xy X, X3 Xy Y, Yo*
Run
1 10 30 6 144 19.4412 28.8137
2 40 40 4 144 0.0000 3.6533
3 25 35 4 120 15.5273 19.1610
4 25 35 5 120 31.9584 32.5105
5 25 35 5 120 40.4055 32.5105
6 25 35 5 144 42.6884 45.6899
7 10 40 4 96 6.2856 12.0015
8 25 35 6 120 26.7139 21.2555
9 25 35 5 120 34,1653 32.5105
10 40 35 5 120 23.0112 25.8990
11 40 30 6 144 9.3289 7.5549
12 10 40 4 144 9.4011 8.8408
13 25 35 5 120 29.9593 32.5105
14 25 35 5 120 35.6397 32.5105
15 10 30 6 96 28.5053 31.9744
16 10 30 4 96 36.7521 29.8798
17 25 35 5 120 23.3636 32.5105
18 25 40 5 120 8.6529 6.4172
19 10 40 6 96 13.7104 14.0960
20 40 30 4 144 7.6237 5.4603
21 40 40 6 96 7.6145 8.9086
22 25 30 5 120 15.8488 16.2599
23 40 30 6 96 11.9277 10.7156
24 10 35 5 120 48.8538 39.1221
25 40 40 4 96 8.9901 6.8141
26 40 40 6 144 8.1233 5.7479
27 40 30 4 96 4.3990 8.6211
28 25 35 5 120 31.3204 32.5105
29 10 30 4 144 32.1721 26.7191
30 25 35 5 96 53.6768 48.8506
31 10 40 6 144 14.6367 10.9353

*X1, protein ekstraktt konsantrasyonu (%); Xo, sicaklik (°C); Xs, pH; X4, fermantasyon stiresi (saat); Y1, GABA

miktart (mg/L); Yi*Tahminlenen GABA miktart (mg/L)

*X, protein extract concentration (%o); X, temperature (°C); Xs, pHy X4, fermentation time (hours); Yy, amount of GABA

(mg/L); Y1* Estimated amount of GABA (mg/L)
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Cizelge 4. GABA iiretim miktarina ait RSM model istatistikleri ve ANOVA analizi
Table 4. RSM model statistics and ANOV'A analysis of GABA production levels
Serbestlik  Kareler

Kaynak derecesi toplami1 Kareler F-Degeri P-degeri
ortalamast
Source Degree of Sum of F-value P-value
Mean square
freedom squares

Model 8 4808.23 601.03 23.74 0.000

Lineer 4 1239.63 309.91 12.24 0.000
Xi 1 738.98 738.98 29.18 0.000
X2 1 435.95 435.95 17.22 0.000
X3 1 19.74 19.74 0.78 0.387
X4 1 44.96 44.96 1.78 0.197
Karcler 3 3448.68  1149.56 45.40 0.000
Squares

Xo* Xo 1 1272.21 1272.21 50.24 0.000

X5* X3 1 429.54 429.54 16.96 0.000

Xyt Xy 1 618.29 618.29 24.42 0.000
Interaksiyon 1 258.29 258.29 10.20 0.004
Interactions

X Xo 1 258.29 258.29 10.20 0.004
Hata 21 531.76 2532
Error
Uyum eksikligi
Lack of fi 15 365.08 24.34 0.88 0.614
Saf hata 6 166.67 2778
Pure error
Toplam 29 5339.99
Cor total

R2 Ayarlanmis R Tahminlenmis R2
Adjusted R? Predicted R?

Model %90.04 %86.25 %79.08

*X1, protein ekstraktt konsantrasyonu (%); Xo, sicaklik (°C); X3, pH; Xy, fermantasyon siiresi (saat); Y1, GABA
miktart (mg/L); Yi*Tahminlenen GABA miktart (mg/L)

*X1, protein extract concentration (%); Xo, temperature (°C); X, pH; X4, fermentation time (hours); Yy, amount of GABA
(mg/L); Y1 * Estimated amount of GABA (mg/L)

Cizelge 5. Farkli kosullar altinda elde edilen GABA tretiminin regresyon denklemi
Table 5. Regression equation of GABA production obtained under different conditions

GABA  _ -848.5-2.316 Xi+ 56.96 Xo+ 124.1 Xs- 6.22 Xy 0.847 Xo* X, - 12.30 Xs*
(Y1) T Xat 0.02562 XeFXat 0.0536 Xi* Xo

*X1, protein ekstrakti konsantrasyonu (%); Xo, sicaklik (°C); X3, pH; Xy, fermantasyon siresi (saat); Y1, GABA
miktart (mg/L); Yi*Tahminlenen GABA miktart (mg/L)

*X, protein extract concentration (%o); Xo, temperature (°C); X5, pH; X4, fermentation time (hours); Yy, amonnt of GABA
(mg/L); Y1 * Estimated amount of GABA (mg/L)
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Oncesinde, farkli kosullarda inkiibe edilen
orneklerin GABA igeriklerinin degerlendirildigi
istatistiki veriler Cizelge 4’te verilmistir. GABA
dretim diizeyi Uzerine en etkili degiskenlerin
protein ekstraktt konsantrasyonu ve sicaklik
oldugu gorilmektedir (P <0.01). Bunun yaninda
sicaklik*sicaklik, stre*siire, pH*pH ve protein
ekstrakti konsantrasyonu*sicaklik interaksiyonla-
rinin da etkili oldugu gérilmektedir (P <0.01).
Protein ekstraktt konsantrasyonu, pH, sicaklik ve
fermantasyon siiresi ile GABA dtretim duzeyi
degisimi Sekil 4A-C’de verilmistir. Sekil 4A’da
gorildigi tzere, yiksek sicaklik ve yiksek
protein  ekstraktt  konsantrasyonuna  sahip
orneklerin GABA iceriklerinin daha diisiik oldugu
gorilmistir. Bunun nedenlerinden biri substrat
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olarak artan protein ekstrakti konsantrasyonu
GABA iretimi Uzerinde stnirlayict bir faktor
olarak goriilebilmesidir. Benzer sekilde, Park vd.
(2020) rekombinant Escherichia coli susu ile
500mM, Zhong vd., (2019) ise Lactobacillus pentosus
SS6 izolati ile %1 konsantrasyonun tizerinde MSG
varhginda, GABA dénisim oranmnin azaldigini
bildirmiglerdir. Yapilan 6n denemeler ile L.
Plantarum EK148 izolaunin 40 °C  sicaklikta
gelisim yetenegine sahip oldugu bilinmektedir.
Fakat yitksek sicaklik varliginda GABA tretiminin
azalmis oldugu Sekil 4A‘da gorilmektedir. Park
vd. (2014), L. plantarum K154 ile yapmus olduklart
calismalarinda 40 °C’ de iyi bir gelisim
gostermesinde ragmen, GABA tretim miktarinin
37 °Cye gore azalmis oldugunu bildirmislerdir.
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Sekil 4. Farkli deney kosullarinda GABA tiretim diizeyinin degisimi kontur grafikleri A) protein
ekstraktt konsantrasyonu ve sicaklik, B) protein ekstrakti konsantrasyonu ve pH, C) protein ekstraktt
konsantrasyonu ve fermantasyon stiresi
Figure 4. Contour plots of the variation of GABA production level nunder different experimental conditions a) protein
exctract concentration and temperature, b) protein extract concentration and pH, ¢) protein extract concentration and
fermentation tine
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Sekil 4B’de ise pH ve protein ekstraktt
konsantrasyonun birlikte GABA tretim dizeyi
lzerine etkisi goriilmekte olup, GABA iiretim
diizeyinin, her iki degiskenin en yiksek oldugu
durumlarda  minimum  dizeyde  oldugu
gorilmektedir. pHnin 5 oldugu kosullarda
GABA iretimin en ylksek oldugu goriilmekte
iken pH’nin 4.5’in altina inmesi GABA tretimini
de azalttig1 sOylenebilir. Yapilan bir¢ok calismada
GABA iretiminde baslangic pH’sinin GABA
uretimde etkili oldugunu belirtitken, GABA
tretiminin genellikle yaklastk pH 5’te iyi diizeyde
oldugunu belirtilmistir (Komatsuzaki vd., 2008;
Tajabadi vd., 2015). Cataldo vd. (2020) baslangic
pH’sin1 5.8-7.25 arasinda ayarladiklari sistemde L.
brevis CRL2013%4n etkilenmedigini fakat pH’nin
581in alundaki degerlerde (pH 4) GABA
seviyesinde keskin bir disis oldugunu tespit
etmiglerdir. I.. brevis AK19B ile elde edilen bu
sonu¢ GABA iretiminin pH’ya bagliligini ortaya
koymaktadir. GABA tretiminde etkili olan GAD
enzim  aktivitesi Uzerinde pH  limitleyici
olmaktadir (Ohmorti vd., 2018; Shin vd., 2014).
Bakteriyel aminoasit derboksilazlar ortamdaki H*
iyonlarint kullanarak hicre diginda alkalilesmeyi
saglarken hiicre icinde proton tiketimiyle, strese
karst koyabilmektedirler (De Biase vd., 1999).

Sekil 4C’de fermantasyon siiresi ve protein
ekstrakti konsantrasyonun GABA iretim diizeyi
tzerinde etkisi gérilmektedir. En yiiksek GABA
tretimi diger parametrelerde etkisi ile benzer
sckilde protein ekstrakti konsantrasyonunun
%20’in altinda oldugu kosullarda saglanirken,
fermantasyon stiresinin 96 saat oldugu kosullarda
tespit edilmistir. Fakat grafikte dikkat ¢ceken diger
bir nokta ise 96 saatin iizerinde gerceklestirilen
fermantasyonlarda daha disik GABA dretim
diizeyi tespit edilitken, 144 saat fermantasyon
suresinde  tekrar yiksek GABA  iretimi
gozlenmektedir. GABA uretiminin laktik asit
bakterilerinde 144 saate varabildigi bilinmektedir
(Komatsuzaki vd., 2005). Laktobasillerde GABA
tretiminde hticre icinde GABA’ nin tretilip hticre
disina aktarildigr yaklasimi mevcuttur (Higuchi
vd., 1997). Calismada tespit edilen 144 saatteki bu
artisin - sebebi olarak pargalanan hiicrelerden
dolayt ortama salinan GABA miktarinin bu
degisimde etkili oldugu séylenebilir.

L. plantarum EK148 susu ile GABA iretim
kosullarinin ~ optimizasyonundan elde edilen
model kullanilarak, UGretim sonrasi saglanan
verilerin uyumlulugu Sekil 5’te gOsterilmektedir.
Deneysel veriler ile tahmini verilere ait grafigin R?
(0.90) degeri 1’e oldukea yakindir. Bunun yanisira
yapilan bu optimizasyon c¢alismasinda, Onerilen
GABA iretimini maksimize etmek amactyla
tahmini optimum noktalardan %25 protein
ekstraktt konsantrasyonu, 35 °C sicaklik, pH 5, 96
saat fermantasyon siresi (D=0.91) olan turetim
kosullarinda GABA iretimi 49 mg/L olarak
tahminlenmigtir. Optimum kosullarda yapilan
tretim sonucunda 43mg/I. GABA retimi
saglanmustir. Elde edilen bu sonug¢ deneysel ve
tahmin edilen degerlerin uyum iginde oldugunu
gostermektedir.

SONUC

Sonug olarak, arastirmada yerel L. plantarum susu
kullamilarak, MSG ilave edilmeyen bir ortam
saglanarak GABA iretiminin optimizasyonu
planlanmistir. Bu amacla, daha 6énce GABA
aktivitesine sahip L. plantarnm susu secilerek en
yiksek tretimi saglayan sus ile optimizasyon
calismasina gidilmistir. Ayrica L. plantarum EX148
susunun 144 saat stresince 100 mM MSG
bulunan MRS ortaminda 6 saatlik araliklarla pH,
optik yogunluk, canli hiicre sayist ve GABA
tretim diizeyi takip edilmigtir.

Deneysel tasarim olusturmak i¢in 6n denemeler
ile belirlenen faktor seviyeleri kullandmistir. L.
plantarnm EK148 susunun protein izolatt (%10,
%25, %45) iceren MRS ortaminda, sicaklik (30,
35 ve 40 °C), baslangi¢c pH degeri (4.0, 5.0 ve 6.0),
fermantasyon stresi (96, 120 ve 144 saat) ve
faktorleri esas alinarak olusturulan deney tasarimi
(Yanit Yizey Yontemi) kullanilarak, optimum
tretim kosullart beliflenmistir. Optimizasyon
calismasinda elde edilen modelin, deneysel veriler
ile uyumlulugu dogrulanmistir. Elde edilen
optimum kosullarda 49mg/L olarak
tahminlenmigtir. Optimum kosullarda deneysel
olarak 43mg/I. GABA lretimi saglanmistir.
Yapilan bu c¢alisma ile et miyofibriller
proteinlerinin  glutamik asit kayna@ olarak
kullanimi saglanmis ve MSG igcermeyen ortamda
L. plantarum EK148 susu kullanilarak GABA

281



282

A. Kmiloglu, H. Memis

tretimi saglanmustir. Gelecekte, L. plantarum
EK148 susunun GABA dretim dizeyletinin
optimize edildikleri kosullar dikkate alinarak

biyoreaktérde uretim  yapilip, fermantasyon
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sicaklig, havalandirma hizi gibi faktérlerin de
etkilerinin incelenerek daha fazla GABA uretimi
hedeflenmektedit.

y =0,9004x +2,0973
R%= %9004’,..--"0
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Deneysel GABA iiretimi (mg/L)
Experimental GABA production (mg/L)

Sekil 5. L. plantarum EK148 susunun GABA Uretimin optimizasyon ¢alismast ile elde edilen modelin
deneysel veriler ile uyumlulugu
Figure 5. Compatibility of the model obtained by optimization study of GABA production of L. plantarnm EK148
Strain with experimental data
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