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OZET

CESITLi KAYNAKLARDAN iZOLE EDILEN ENDOJEN MAYALARIN
PROBIYOTIK VE TEKNOLOJIK OZELLIKLERININ
BELIRLENMESI VE MiKROENKAPSULASYONUN BU OZELLIKLER
UZERINDE ETKISININ ARASTIRILMASI
DOKTORA TEZi
NURDAN ARSLANKOZ iSLEYEN
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGITIiM ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLiIGi ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. iBRAHIM CAKIR)

BOLU, HAZIiRAN-2020

Tarihi gecmisi uzun yillar Oncesine dayanan fermente gidalarin baskin
mikrobiyotas1 Saccharomyces, Candida, Kluyveromyces, Pichia, Torulopsis cinsi
mayalardan olugsmaktadir. Giinlimiizde mayalarin teknolojik 6zelliklerinin yan sira,
probiyotik olarak degerlendirilmeleri konusunda da giderek artan bir ilgi
bulunmaktadir.

Bu calismada Bolu, Samsun, Ankara, Erzurum, izmir, Bursa ve Aydn
illerinden temin edilen fermente iiriinlerden toplam 165 maya izole edilmistir. izole
edilen mayalarin bazi probiyotik ozellikleri belirlenmistir. Mayalar, biyokimyasal
(VITEK 2), spektroskopik (FT-IR) ve kiitle spektrometri (MALDI-TOF MS Biotyper)
tanimlama sistemi kullanilarak tanimlandiktan sonra teknolojik ve probiyotik
Ozellikleri iistiin olan 35 izolat se¢ilmistir. Se¢ilen maya suslarinin kesin tanilar1 26S
rRNA dizi analizi yontemi ile gergeklestirilmistir. Molekiiler tan1 sonuglarina gore
izolatlar arasinda hakim olan tiiriin Saccharomyces cerevisiae oldugu, bunu sirasiyla
Pichia spp., Galactomyces spp., Kluyveromyces marxianus ve Yarrowia lipolytica
suslarinin takip ettigi tespit edilmistir.

Kesin tanis1 yapilan suslarin %0,3 ve %1 safra tuzuna direnci, yiiksek sicaklikta
(37°C ve 42°C'de), yapay mide-bagirsak ortaminda ve diisiik pH’da gelisme 6zellikleri
ile proteolitik ve lipolitik aktiviteleri tespit edilmistir.

Teknolojik ve probiyotik ozellikleri en iyi olan izolatlardan segilen 2 sus
(Saccharomyces cerevisiae Y10 ve Yarrowia lipolytica E1), %1 aljinat ¢ozeltisi
igerisinde  elektrostatik  titresim  yontemi ile mikroenkapsiile edilmistir.
Mikroenkapsiile edilen mayalarin bazi probiyotik ozellikleri (gastrik ve intestinal
ortama tolerans, diisiik pH ve safra tuzuna tolerans) belirlenmistir. Mikroenkapsiile
Saccharomyces cerevisiae Y10 ve Yarrowia lipolytica E1 suslari canliliklarin
sirastyla gastrik ortama toleransta %71,74 ve %83,53, intestinal ortama toleransta
%95,86 ve %98,68, safra tuzuna toleransta %94,77 ve %99,06, diisiik pH’ ya toleransta
%94,92 ve %99,07, buzdolabi sicakliginda bir aylik depolama sonunda %94,13 ve
%99,32 oraninda korumustur.

ANAHTAR KELIMELER: Endojen Maya, Probiyotik, Mikroenkapsiilasyon
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ABSTRACT

DETERMINATION OF PROBIOTIC AND TECHNOLOGICAL
PROPERTIES OF SOME ENDOGENOUS YEAST ISOLATED FROM
VARIOUS FOOD AND INVESTIGATION OF
THE EFFECT OF MICROENCAPSULATION ON THEESE PROPERTIES
PHD THESIS
NURDAN ARSLANKOZ iISLEYEN
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF FOOD ENGINEERING
(SUPERVISOR: PROF. DR. IBRAHIM CAKIR)

BOLU, JUNE 2020

Saccharomyces, Candida, Kluyveromyces, Pichia and Torulopsis are the most
abundant species of fermented foods. Today, there is an increasing interest in assessing
probiotics as well as technological properties of yeast.

In this study, 165 yeasts were isolated from fermented products obtained from
Bolu, Samsun, Ankara, Erzurum, Izmir, Bursa and Aydm provinces. Some probiotic
properties of isolated yeasts have been determined. After identifying yeast isolates
using VITEK 11 biochemical, FT-IR spectroscopic, MALDI-TOF MS Biotyper
identification system, 35 potential isolates with superior technological and probiotic
properties were selected. Selected yeasts strains were identified exactly by using 26S
rRNA sequence analysis method. According to the results of the molecular
identification, it was found that Saccharomyces cerevisiae was the predominant strain
among the isolates and this was followed by Pichia spp., Galactomyces spp.
Kluyveromyces marxianus and Yarrowia lipolytica strains respectively.

The properties of resistance to 0,3% and 1% of bile salt and the growth
characteristics at high temperature (37°C and 42°C), artificial gastrointestinal
environment and low pH were determined for 35 identified strains.

According to their best technological and probiotic properties 2 yeast strains
(Saccharomyces cerevisiae Y10 ve Yarrowia lipolytica E1) were selected than they
were microencapsulated in 1% alginate solution by electrostatic vibration method in
microencapsulation process. Some probiotic properties (tolerance to gastric and
intestinal environment, low pH and tolerance to bile salt) of the microencapsulated
yeasts were determined. Microencapsulated Saccharomyces cerevisiae Y10 and
Yarrowia lipolytica E1 maintained their viability at 71,74% and 83,53% in gastric
tolerance, 95,86 and 98,68% in intestinal tolerance, 94,77 and 99,06% in bile salt
tolerance, 94,92 and 99,07% in low pH tolerance, 94,13% and 99,32% after one month
storage at refrigerator temperature, respectively.

KEYWORDS: Endogenous Yeast, Probiotic, Microencapsulation
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1. GIRiS

Fermente gidalarin iretiminde mayalar geleneksel ve endiistriyel acidan
onemli mikroorganizmalardir. Ge¢misten glinlimiize mayalar ekmek, bira, sarap,
etanol, maya ekstrakti, ¢esitli pigmentler, aroma maddeleri ve probiyotik iirlinlerin

iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir (Jakobsen vd., 1996).

Mayalar etanol ve karbondioksit iiretimlerinin yani sira laktik asidi de
metabolize ederek, serbest aminoasit, serbest yag asidi gibi aroma 6nciil bilesenlerini
olusturarak, gelistikleri iiriinlerin son aromasina katkida bulunmaktadir (Ferreira ve
Viljoen, 2003; Vasdinyei ve Deak, 2003). Mayalar, diger mikroorganizmalarla olan
olumlu etkilesimi ve bozulmaya sebep olan mikroorganizmalari inhibe edici etkisi
nedeniyle siit tirlinlerinde starter kiiltiir olarak da kullanilmaktadir. Siit {irtinlerinden
ya da insan fegesinden izole edilen mayalarin diisilk pH’larda ve gastrointestinal
sistemdeki (GIS) safra tuzu ortaminda canli kalabilmesi nedeniyle, potansiyel
probiyotik olarak degerlendirilmesi konusunda bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Yapilan
bazi arastirmalarda mayalarin antioksidan etkisi ve kolesterol asimilasyonuna karsi

etkisi tizerinde de ¢alisilmaktadir (Chen vd., 2010; Rolim vd., 2020).

Mayalarin  potansiyel probiyotik olarak kullanimi  giderek  Onem
kazanmaktadir. Fermente siit Uiriinlerinde ve bazi peynirlerde ilave kiiltiir olarak
mayalarin 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir (Fleet, 1990). Mayalarin probiyotik ve
teknolojik agidan degerlendirilmesinde diisik pH’da gelisme, safra tuzuna ve
gastrointestinal enzimlere tolerans, 37°C ve yiiksek sicaklik derecelerinde
canliliklarimi koruma gibi 6zellikleri 6nemli kriterler olarak kabul edilmektedir (van
der Aa Kiihle vd., 2005; Rajkowska ve Kunicka-Styczynska, 2010; Gut vd., 2019).
Diger yandan, mayalarin starter kiiltiir olarak kullanildiklar1 fermente {iriinlerde
bozulma etmeni mikroorganizmalarin ve bazi patojenlerin gelismesini engelledikleri

de yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur (Cakir, 2010).



Saccharomyces cerevisiae var. boulardii en ¢ok arastirilan probiyotik maya
tiiri olup, ticari olarak da kullanilan S. cerevisiae’nin bir alt tiiriidiir. S. cerevisiae var.
boulardii’nin ¢ocuklarda akut diyareye ve insan kolitine karsi koruyucu etkisi
bulunmaktadir (van der Aa Kiihle vd., 2005). Probiyotik mikroorganizmalar, diisiik
pH, gastrik enzimler ve safra tuzlar1 gibi gastrointestinal sistemin ekstrem kosullarina
kars1 dayanikli olmalidir. Gastrointestinal sistemin probiyotik mikroorganizmalar
tizerindeki, olumsuz etkilerini azaltmak i¢in farkli teknikler gelistirilmistir. Bu
tekniklerden biri de mikroenkapsiilasyondur. Mikroenkapsiile edilen probiyotik
mikroorganizmalar, oksijen, yliksek asitlik, gastrik kosullar gibi c¢evresel streslere
kars1 daha dayanikli hale gelmektedir (Cakir vd. 2010; Arslan vd., 2015; isleyen ve
Cakir 2016).

Eksi hamur, zeytin, tursu, tarhana, vb. geleneksel fermente iiriinler agisindan
tilkemiz son derece zengin bir gesitlilige sahiptir. Teknolojik 6zelliklerinin yani sira,
giiniimiizde mayalarin probiyotik olarak degerlendirilmesi konusunda da giderek artan
bir ilgi bulunmaktadir. Ticari probiyotik tablet, kapsiil vb. iiriinlerde kullanilan S.
cerevisiae var. boulardii kiiltiirleri genel olarak yurt disindan temin edilmektedir. Bu
nedenle, potansiyel probiyotik 6zellikleri {istiin olan yerel bir maya susunun izole
edilmesi tilkemiz agisindan Onem tasimaktadir. Ayn1 zamanda S. cerevisiae var.
boulardii haricinde probiyotik 6zellikleri bulunan bir maya susunun izole edilmesi de
diinyadaki bilimsel ¢alismalar agisindan 6nem tasimaktadir. Bu nedenle, S. cerevisiae
var. boulardii haricinde iistiin probiyotik 6zellikleri bulunan bir maya susunun izole

edilmesine yonelik daha fazla ¢aligma yapilmasi gerekmektedir.

Bu calismada geleneksel fermente iirlinlerden izole edilen yerel maya
suglarinin farkli yontemlerle tanist (VITEK 2 Sistemi ile biyokimyasal tani, FT-IR
spektroskopisi ile tani, MALDI-TOF MS Biotyper ile tani) yapildiktan sonra, bazi
teknolojik ve probiyotik 6zellikleri agisindan potansiyeli yiiksek olan 35 adet sus

secilerek 26S rRNA dizi analizi yontemi ile kesin tanisi1 gerceklestirilmistir.

Calismanin ikinci asamasinda, izole edilen mayalar arasinda probiyotik ve
teknolojik acidan iistiin 6zellik gosteren 2 adet maya susu se¢ilmistir. Secilen bu maya
suslari, elektrostatik titresim yontemi ile mikroenkapsiilasyon islemine tabi tutulmus
ve kaplama isleminin in vitro kosullarda gastrointestinal sistemde mayalarin canliligi

tizerine etkisi arastirilmistir.



Bu ¢aligsma ile, gesitli gidalardan izole edilmis ve kesin tanisi yapilmis, bazi
probiyotik ve teknolojik ozellikleri belirlenen yerel mayalardan, bir maya kiiltiir
koleksiyonu olusturulmasi ve bu alanda yasanan disa bagimliligin ortadan kaldirilmasi
amaclanmistir. Calismanin diger amaci ise mikroenkapsiilasyon islemi ile mayalarin
gastrointestinal sistemde canliliginin daha iyi korunmasini saglayarak, probiyotik

oOzelliklerininde istenilen islevleri yerine getirmesinin saglanmasidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Probiyotiklerin Gastrointestinal Sisteme Karsi Direnci

FAO ve WHO uzman grubuna gore, probiyotik suslarin tanimlanmasindan
sonra, fonksiyonel 6zelliklerinin degerlendirilerek GIS’de hayatta kalip kalamadigimin
belirlenmesi  gerekmektedir. Diisiik gastrik pH ve yiiksek safra tuzu
konsantrasyonlarina tolerans, probiyotik suslarin se¢imi i¢in en dnemli kriterlerdendir.
Probiyotik suslarin, insan sindirim sisteminde hayatta kalma kabiliyeti, islevsel
olmalarini zorunlu kilmaktadir. GIS’in {ist béliimlerinden (ag1z, mide vb.) gecemeyen
suslar alt boliimlere (bagirsak sistemine) yerlesememekte ve boylece saglik islevlerini

yerine getirememektedir (FAO/WHO, 2002).

Probiyotik mikroorganizmalarm, GIS boyunca karsilastig: fizikokimyasal,
enzimatik ve mikrobiyal streslere karsi dayanikli olmasi1 gerekmektedir.
Probiyotiklerin sagliga yararli olabilmesi i¢in, probiyotik {irliniin proses, depolama
asamalarinda ve GIS’den gecisi sirasinda metabolik olarak kararli ve aktif olmasi
gerekmektedir. Ayrica probiyotiklerin saglik iizerinde etkileri GIS’de canli kalma
oranlari ile iligkilidir. Bu nedenle arastirmalar, probiyotiklerin ¢evre kosullarindan
daha az etkilenerek canliligin1 korumasi yoniinde alternatif yontemlere odaklanmuistir.
Mikroenkapsiilasyonun, probiyotik suslarin canliligini korumada alternatif bir yontem

olabilecegi diistiniilmektedir (Cakir vd., 2010; Kiran, 2015).

Bir gida matriksinin Vviicuttaki sindirim siiresi; organizmanin saglik durumu,
yas1 ve fiziksel aktivite derecesi, sindirim enzimlerinin aktivitesi, sindirim sivilari, pH
ortam1 ve safra tuzlariin kimyasal bilesimi, bagirsak mikrobiyotasinin bilesimi ve
peristaltik hareketleri gibi faktorlere baglidir. Buna gore gidanin GiS’den toplam gegis

stiresinin 3-8 saat oldugu tahmin edilmektedir (Pitino vd., 2010).

Probiyotikler igin ilk engel agizda baslamaktadir. Sekil 2.1’de de gorildigi

gibi, tiikiiriik bezleri, karbonhidratlarin sindirimini baslatan tiikiiriigii salgilamaktadir.



Tiikiiriik nisasta ve glikojen gibi uzun zincirli polisakkaritleri, dekstrin ve
maltozu parg¢alamaktadir. Tiikiiriik ayn1 zamanda gida sindiriminde yer almayan ancak
bakterisidal aktiviteye sahip olan lizozim bakimindan zengindir. Gram pozitif
bakteriler 6zellikle lizozim aktivitesine karsi cok hassastir ve bu grup, probiyotiklerin
biiyiilk ¢cogunlugunu olusturmaktadir. Gidadaki probiyotik mikroorganizmalar daha
sonra yemek borusundan mideye tasinmaktadir. Mide bezleri, pepsin, rennet ve gastrik
lipaz igeren giinde yaklasik 2,5 L mide suyu lretmektedir. Midenin iist ve alt
kisimlarimin pH’s1 sirastyla 4,0 ve 1,5-3,0'diir; bununla birlikte, mide gida ile
dolduruldugunda pH 3,0'e ulasabilmektedir (Minekus vd., 2014; Neffe-Skocinska vd.,
2018).

Pepsin protein pargalanmasini baglatmakta, rennet siit proteinlerinin
pihtilagmasini  saglamakta ve gastrik lipaz emiilsifiye yaglarin dagilimini
baslatmaktadir. Gida GIS’de alt boliimlere dogru hareket etmeden dnce, yogun bir
sekilde sindirildigi midede yaklasik 2 saat boyunca kalmaktadir. Diisiik pH ve yiiksek
enzimatik varlik nedeniyle, gastrik faz probiyotik mikroorganizmalarin gegmesi icin

en zor kosullardan biridir (Neffe-Skocinska vd., 2018).

Giinliik yaklasik 0,7 L intestinal siv1 tiretilmektedir. Pankreasin yaklasik 7,0-
8,0 aralifinda bir pH degeri vardir ve bir dizi enzimlerden olusmaktadir. Bu
enzimlerden pankreatik amilaz polisakkaritleri dekstrin ve maltoza pargalar; maltaz
maltozu yikar; tripsin polipeptitleri pargalar, tripsinojeni ve kimotripsinojeni aktif hale
getirir; elastaz uzun polipeptit zincirlerini kiiglik pargalara ayirmaktadir. Pankreatik
lipaz emiilsifiye yaglari parcalamakta, pankreatik niikleaz ise niikleik asitleri
indirgemektedir. Ince bagirsaktaki sivilarin pH’s1 7,0 civarindadir (Minekus vd.,
2014). Ince bagirsakta bulunan amilaz polisakkaritleri, intestinal laktaz ise
disakkaritleri pargalamaktadir. Ayrica ince bagirsakta peptit baglarin1 pargalayan
aminopeptidaz ve karboksipeptidaz bulunmaktadir. Bagirsak lipazinin amaci,
emiilsifiye yaglari, monoagcilgliserollere, yag asitlerine ve gliserole yikimlamaktir.
Insan sindirim sisteminde bakterilerin hayatta kalmasini etkileyen bir diger faktor,
bakterisidal bir etkiye sahip olan ve bakteri hiicre zar gegirgenliginde bir artisa neden

olan safra tuzlarmin varhigidir (Neffe-Skocinska vd., 2018).



Safra tuzu hidrolaz (Bile salt hydrolase; BSH) enzimi, safra tuzlarinin
hidrolizini saglayarak, safra tuzlarinin toksik etkilerine karsi dogal bir savunma

mekanizmasi olusturmaktadir (Neffe-Skocinska vd., 2018).

.Oral Faz

Tiikiiriik bezleri
pH7.0

Yemek borusu Enzim :Tiikiirik amilazi

Gegis stiresi: 1-2 dakika

Gastrik faz

pH3.0(1.54.0)
Mide
Enzimler:Pepsin ve gastrik lipaz
Karaciger :
(safra firetimi) Intestinal faz

pH 7.0-8.0

Safiakeses] Enzimler:Tripsin kimotripsin, pankreafik
lipaz kolipaz. pankreatin, pankreatik amilaz

Safra / Safra tuzlan

Pankreas Gegis siiresi:2-3 saat

ileum
(Ince bagirsak)

Kolon
(Su emilimi)

Korbagirsak

Rektum

Sekil 2.1. Gidalarin gastrointestinal sistemden geg¢isi (Neffe-Skocinska vd.,
2018).

2.2 Probiyotiklerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Antimikrobiyal aktivite, probiyotiklerin en yararl etkilerinden biri olarak
kabul edilmektedir. Ciinkii bagirsak mikrobiyotasinin kompleks popiilasyonunun

bilesimindeki bozukluk veya degisiklikler inhibe edilebilmektedir (Kerry vd., 2018).

Cizelge 2.1’de belirtildigi gibi insan GIS mikrobiyotas1 birgok
mikroorganizma icermektedir. Probiyotiklerin zararli mikroorganizmalara kars
insanlar1 korumasi ve bagisiklik sistemini gliclendirmesi insan sagligi lizerinde son

derece 6nem tagimaktadir (Neffe-Skocinska vd., 2018).



Cizelge 2.1. Insan gastrointestinal sistem mikrobiyotas1 (Neffe-Skocinska

vd.,2018)

Gastrointestinal Sistem Bakteri Tiirleri Mikrobiyota | Kosullar

Konumu Yiikii

(KOB/ mL)
Ag1z Boslugu Streptococcus ve Spirochaetes 10t Aerobik
Yemek Borusu Prevotella, Streptococcus ve 102-104
Veillonella
. Helicobacter pylori,

Mide Peptostreptococcus, <102

Lactobacillus ve Candida

Enterococcus, Lactobacillus,
Bacteroides, Bifidobacterium, 102-10°
Clostridium ve

Enterobacteriaceae

Ince Bagirsak (oniki parmak
bagirsagi, ileum, jejunum)

Enterococcus, Lactobacillus,
Bacteroides, Bifidobacterium, 10%10-10%2
Clostridium, Enterobacteriaceae,
Escherichia, Klebsiella,

Peptococcus, Peptostreptococcus,

Kalin Bagirsak (Kolon)

Anaerobik

Mayalar, patojen bakterilerin ve kiiflerin gelismesini engelleyebilecek
potansiyel antimikrobiyal aktiviteye sahip mikroorganizmalardir. Buna ek olarak bazi
mayalar, antimikrobiyal 6zellikte hiicre dis1 proteaz iireterek gidalarin raf dmriiniin
uzun olmasint saglayabilmektedir. Hiicre dis1 proteazlarin aktivitesi Candida
lipolytica gibi bazi maya tiirlerinde bulunmustur. Bir bagka gelisme de S. cerevisiae
gibi mayalarin rekombinant suslarinin, bozulma bakterilerine karsi aktif olan
bakteriyosinler ve lizozim {iretimini saglayan genleri kodlayabilmesidir. Ote yandan,
kiikiirt dioksit iiretim yetenegi olan mayalar, bozulma etkeni olan laktik asit
bakterilerinin  (Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus brevis, Leuconostoc
mesenteroides) gelismesi lizerinde inhibitdr etkiye sahiptir. Mayalarda bulunan hiicre
dis1 proteazlar ve antimikrobiyal aktivite 6zelligi, gida bozulmasinin 6nlenmesinde

mayalarin biyokontrol ajani olarak kullanilmasini saglamaktadir (Roostita vd., 2011).

Antimikrobiyal bilesenlerin kullanimi, mikrobiyolojik giivenligi korumak ve
gida {drlinlerinin raf omriinii uzatmak ic¢in yaygin olarak kullanilan ydntemlerden

biridir (Roostita vd., 2011).



Probiyotiklerin ve probiyotik karigimlarimin  antimikrobiyal —aktivitesi
konusunda gesitli arastirmalar yapilmistir (Islam, 2016; Kerry vd., 2018).

Yapilan in vitro bir ¢alismada probiyotiklerin Salmonella enterica serovar
Typhimurium ve Clostridium difficile’'nin canliligint korumasi {izerindeki etkisi
arastirilmig ve probiyotiklerin, asetik, propiyonik, biitirik gibi kolonu uygun bir pH’da
tutmaya yardime1 olan kisa zincirli yag asitleri iiretimi ile patojenleri inhibe ettigi ileri
stirilmiistiir (Tejero-Sarinena vd., 2013). Baska bir ¢alismada bakteriyosinler, etanol,
organik asitler, diasetil, asetaldehitler, hidrojen peroksit (H-0>) ve peptitler gibi ¢ok
cesitli antimikrobiyal bilesiklerin birgok probiyotik sus tarafindan iretildigi
belirtilmistir  (Islam, 2016). Bu bilesikler arasinda, 06zellikle peptitler ve
bakteriyosinler, cogunlukla hedef hiicrelerin membran gecirgenligini arttirmakta ve
boylelikle membran potansiyelinin depolarizasyonuna ve sonucta hiicre Sliimiine
neden olmaktadir (Kerry vd., 2018). Benzer sekilde, probiyotik mikroorganizmalar
tarafindan H20; {iretimi, siilfidril gruplarin oksidasyonuna neden olmakta ve bu da
cesitli enzimlerin denatiirasyonuna ve membran lipidlerinin peroksidasyonuna sebep
olmakta, bdylece patojen mikroorganizmanin membran gegirgenligini arttirmakta ve
dolayistyla hiicre 6liimii ger¢eklesmektedir (Ammor vd., 2006). Yapilan baska bir
calismada, mayalarin bazi gida kaynakli patojenlere (Escherichia coli ATCC 25922,
Listeria monocytogenes ATCC 7644, S. Enteritidis ATCC 13076, Staphylococcus
aureus ATCC 25923) kars1 antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. En genis inhibitor
araligina sahip mayalarin Candida oleophila ve Pichia membranaefaciens oldugu hem
Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerin gelisimini engelledigi belirtilmistir.
Ayni zamanda S. cerevisiae'nin E. coli'yi inhibe edebildigi de vurgulanmaktadir (Silva
vd., 2011).



2.3 Probiyotik Mikroorganizmalarin Hastaliklara Kars1 Etkisi

2.3.1 Baz Patojen Bakterilerin ve Viriislerin Neden Oldugu Diyarenin

Onlenmesi

Akut bagirsak enfeksiyonlar1 ve gida zehirlenmeleri tiim diinyada énemli bir
saglik sorunudur. Bu tiir enfeksiyonlar genel olarak diyare ile seyreder. Diyare, basta
enfeksiyon hastaliklar1 olmak iizere degisik nedenlerden dolay1 olusan, siklik olarak
giinde 3-4 kez, miktar olarak yas ve beslenme faktorlerine bagli olarak degismek tizere
200 gramdan fazla, normal dis1, sulu diskilama olay1 olup, artmis siv1 ve elektrolit

kaybina sebep olan normal dis1 bir durumdur (Oztiirk, 2001).

Enfeksiydz diyare, her yil birka¢ milyon insanin 6liimiinden sorumlu olan
onemli bir diinya saglik sorunudur (Saavedra vd., 1994; Szajewska vd., 2001).
Probiyotikler ishal gibi hastaliklarin Onlenmesi ve tedavisinde kullanilmaya

baslanmistir (Aldemir Kocabas ve Cifti, 2017).

Rotaviriis enfeksiyonlarina ek olarak, bir¢ok bakteri tiirli insanlarda 6liime
neden olabilmektedir. Hayvanlar iizerinde yapilan caligmalarda Salmonella gibi
patojenlere karst probiyotiklerin yararli etkilerinin goriildiigii  belirtilmistir

(FAO/WHO, 2006; Gut vd., 2019).

2.3.2  inflamatuar Hastahklar

Inflamatuar hastaliklar, Crohn hastaligi, iilseratif koliti iceren hastaliklarin

birlesimidir (Islam, 2016).

Crohn hastalig1, gastrointestinal sistemi etkileyen transmural inflamasyon ile
karakterize bir hastaliktir (Uymaz, 2009). irritabl bagirsak sendromu (IBS), kronik
karm agris1 ve bagirsak aligkanliklariin degisimi ile karakterize, herhangi bir organik

neden bulunmayan gastrointestinal bir sendromdur (Karacaer vd., 2017).



Crohn hastalig1 gibi iltihapli bagirsak hastaliklart ve irritable bagirsak
sendromu, bagirsak florasindaki enfeksiyon dahil olmak iizere degisikliklerle

alevlenebilmekte veya siddetlenebilmektedir (Shanahan, 2000).

Probiyotik bakterilerin inflamatuvar bagirsak hastaliginda yararl etkileri

baslica iki sekilde olmaktadir. Bunlar:

1) Kalin bagirsakta kolonize olarak patojen mikroorganizmalarin ¢ogalmasini inhibe
etmek
2) Ince bagirsak ve kalin bagirsaktaki immun hiicreler ile etkilesime girerek konake1

bagigiklik sistemini, mukozal bariyer sistemini giiglendirirmek (Ozden vd., 2008).

2.3.3  Probiyotiklerin Kansere Etkisi

Probiyotiklerin ¢esitli kanser tiirlerinin 6nlenmesinde etkinligi kanitlamigtir.
Probiyotikler, besin ve reseptorler i¢in patojen mikroorganizmalarla rekabet ederek,
antimikrobiyal metabolitler iireterek, canli bagisiklik sistemini gelistirerek
antikarsinojenik etki saglamaktadir (Gayathri ve Rashmi, 2016). In vitro ¢alismalar,
probiyotik suslarin, kanserin etkisizlestirilmesinde 6nemli bir rol oynayabilmesine
ragmen, aragtirmalar sadece In vitro testlerle smirli kalmistir. Bu nedenle,
probiyotiklerin anti kanser etkisinin in vivo modeller ile kanitlanmasi, bunu hayvan ve

klinik calismalarin takip etmesi gerekmektedir (Kerry vd., 2018).

2.3.4  Probiyotiklerin Allerjiyi Onleme Etkisi

Atopik dermatit, astim, alerjik rinit gibi alerjik hastaliklarin yayginlagsmasi ve
gida alerjilerinin diinya genelinde artmasi ile alerjiler tiim diinyada saglik sorunlarina
ilave olarak, biiyiik bir ekonomik ve sosyal yiike neden olmaktadir. Son yillarda,
probiyotikler alerjik hastaliklar i¢in umut verici goriilmektedir. Probiyotiklerin
egzamay1 Onleme ve tedavi etmedeki etkisi daha kapsamli olarak incelenmistir. Ancak
probiyotiklerin alerjik solunum yolu hastaliklarinin, astim ve riniti olan hastalarin
belirtilerini azaltma etkinligi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Akelma ve Topgu,
2016; Kerry vd., 2018).
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Bugiine kadar, egzema tedavisinde probiyotik kullanimi i¢in giiglii bir kanit
yoktur. Ancak, probiyotiklerin dogum o6ncesi déonemde, emziren annelerde, dogum
sonrasi bebeklerde uygulanmasi ile egzamanin 6nlenmesinde giivenli ve yardimci bir

secenek oldugu kabul edilebilmektedir (Akelma ve Topgu, 2016; Kerry vd., 2018).

Kefir tiiketimin, gastrointestinal problemlerde ve alerjilerin tedavisinde faydali

olabilecegi de belirtilmistir (Gut vd., 2019).

2.4  Probiyotik Mayalar

Mayalar, gesitli fermente yiyecek ve igeceklerin, antioksidanlar ve vitaminler
gibi ikincil tiriinlerin sentezinde de rol oynayan 6karyotik mikroorganizmalardir (Silva

vd., 2011).

Mayalarin yeni gida {iriinlerinin iretiminde ve fermantasyon siirecindeki
onemli rolleri iyi bilinse de probiyotik faaliyetlerinin karakterizasyonu sinirl
kalabilmektedir. Bu ylizden mayalarin probiyotik 6zelliklerinin dogrulanmasi {lizerine
calismalara daha fazla yogunlasilmasi gerekmektedir. Mide bariyerinden canlilik
kayb1 daha diisiik olarak bagirsaga ge¢is saglayabilmeleri mayalarin 6nemli 6zellikleri

arasinda bulunmaktadir (Arévalo-Villena vd., 2018).

Glinimiizde mevcut olan ¢ogu probiyotik triinleri Lactobacillus ve
Bifidobacterium tiirli bakterilerden olugmaktadir. Bakterilerin aksine, gidalardaki
onemi ve yaygiligina ragmen, mayalarin probiyotik potansiyeli ile ilgili daha ¢ok

aragtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Amorim vd., 2018).

S. cerevisiae var. boulardii bugiine kadar probiyotik olarak tanimlanan ve
karakterize edilen tek maya olup, diger maya tiirlerinin de probiyotik 6zelliklere sahip

olup olmadig1 sorusunu giindeme getirmistir (van der Aa Kiihle vd., 2005).

S. cerevisiae var. boulardii, Kluyveromyces marxianus ve Pichia kudriavzeii
gibi bazi maya tiirlerinin probiyotik dzellik gosterdigine dair kanitlar bulunmaktadir.
Bununla birlikte, yapilan ¢alismalarda etkili olan tek patentli maya susu S. cerevisiae
var. boulardii’dir (Sazawal vd., 2006).
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Bagirsaktaki heterojen mikrobiyotanin %0,1'inden daha azmm1 mayalar
olusturmaktadir. Torulopsis glabratra ve Candida tropicalis gibi mayalar
gastrointestinal kanalindan bazen izole edilebilse de gastrointestinal kanalindan izole
edilen ¢ogu maya tiiri Candida albicans'tir. Mayalar, mikrobiyotanin ¢ok az bir
kismini olusturmakla birlikte mayalarin hiicre biiyiikligiiniin, bakterilerinkinden 10
kat daha biiyiikk olmasi nedeniyle patojen bakteriler icin belirgin bir engel
olusturabilmektedir (Czerucka vd., 2007). insan GIS’ini olusturan bakteri tiirlerinin
cesidi ve sayisi, cevresel kosullara gore degisebilmektedir (Berg, 1996). Midenin
diisiik pH degeri, pH 2,5 ile pH 3,5 arasinda degisir ve bu durum ¢ogu mikroorganizma
icin engel teskil etmektedir. pH, gastrointestinal sistem yolunun ¢ikis kismina dogru
yiikselirken, bagirsak sivilarinin (6rnegin safra ve pankreatik sivi) mevcudiyeti ve
duodenumdan kisa gecis siiresi, mikroorganizmalar i¢in olumsuz bir ortam
olusturmakta, bu sebeple de duodenum nispeten daha az miktarda mikroorganizma
icermektedir (Czerucka vd., 2007).

Boyle farkli kosullarda mayalarin varligi, pH degiskenligine karsi direngleriyle
aciklanabilmektedir. Mayalar, farkli pH degerlerine direnglerinden dolay1r midede ve
kolonda bulunabilmektedir. Aslinda, mayalar pH 7-8 araliginda iyi gelisebilirken,
optimum gelisme pH’s1 4,5 ile 6,5 arasinda degismekte, genel olarak ¢ogu maya tiirii
pH 3,0'te de gelisebilmektedir. Baz: tiirler pH 1,5 gibi yiiksek asidik kosullar tolere
edebilmektedir. Bu nedenle mayalarin probiyotik olarak iyi bir aday oldugu kabul
edilmektedir (Czerucka vd., 2007). Ciinkii gastrointestinal sisteme giren
probiyotiklerin gastrointestinal enzimler, safra tuzlari, organik asitler, pH ve
sicakliktaki 6nemli degisiklikler gibi gastrointestinal sistemdeki lokal streslere karsi

direngli olmalar1 gerekmektedir (Rolim vd., 2020).

Kefir ve kimiz gibi bazi fermente siit tiriinleri laktik asit bakterileri ve laktozu
fermente eden mayalar icermektedir. Mayalar bazi geleneksel peynirlerde yaygin
olarak bulunabilmektedir. Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis ve Yarrowia
lipolytica peynirlerde cogunlukla baskin tiir olarak bulunmustur. Peynirde 10°-10’
kob/g diizeyinde maya bulunabilmektedir (Kumura vd., 2004).

12



Starter kiiltlirler arasindaki etkilesim, aroma bilesenlerinin iiretimi ve gidalarda
bozulmaya sebep olan mikroorganizmalara kars1 inhibitor etkileri gibi 6zelliklerinden
dolay1r mayalarin peynirlerde de birgok yararli etkileri bulunmaktadir (Kumura vd.,
2004).

Mayalarla yapilan bir ¢calismada Erzincan tulum peynirinden izole edilen ve
tanimlanan 35 maya susunun, starter kiiltiir olarak kullanim potansiyelleri ve
probiyotik ozellikleri arastirilmistir. Teknolojik 6zellikler agisindan proteolitik ve
lipolitik aktivite, baz1 sekerleri fermente etme Ozellikleri, farkli pH ve sicaklik
degerlerinde gelisme, farkli tuz konsantrasyonlarma direng 6zellikleri; probiyotik
ozellik olarak ise safra tuzuna diren¢ ve mayalarin patojen bakteriler iizerindeki
inhibisyon etkileri belirlenmistir. Arastirma sonucunda, Geotrichum candidum,
Candida kefyr, C. lipolytica ve Candida lambica suslarinin arastirilan bazi 6zellikler
acisindan istiin nitelikli olduklar1 ve starter olarak degerlendirilebilecekleri

belirtilmistir (Karasu Yalcin vd., 2012a).

2.4.1  Saccharomyces cerevisiae var. boulardii

Patojen bir maya tiirii olmayan S. cerevisiae var. boulardii ilk olarak 1923
yilinda Henri Boulard tarafindan tropikal meyvelerden (li¢i ve mango) izole edilerek
tanimlanmis (van der Aa Kiihle ve Jespersen, 2003) ve yaklasik son 30 yildir bakteriyel
kaynakli diyare hastaliklarinin tedavisi i¢in hem 6nleyici hem de tedavi edici olarak
kullanilmigtir. S. cerevisiae ile Esherichia coli, Shigella, Salmonella gibi enterik
patojenler arasinda ¢esitli spesifik antagonistik etkilesimler bildirilmistir. Ayrica S.
cerevisiae bagirsak yolundan geg¢isi sirasinda canliligint siirdiirebilmektedir. Tiim bu
ozellikler dikkate alindiginda, diger mayalarin da probiyotik 6zellik gosterebilecegi
konusunda S. cerevisiae yol gosterici olmustur (Lourens-Hattingh ve Viljoen, 2001).

S. cerevisiae var. boulardii genellikle liyofilize toz halinde probiyotik olarak
uygulanmaktadir (van der Aa Kiihle vd., 2005).

S. cerevisiae var. boulardii tizerine yapilan ¢esitli taksonomik c¢alismalar,
mayanin S. cerevisiae tiiriiniin bir susu olarak kabul edilmesi gerektigini

gostermektedir. Ayrica, S. cerevisiae var. boulardii mevcut taksonomik

13



smiflandirmalara gore ayr bir tiir olarak taninmamaktadir ve bu nedenle S. cerevisiae

var. boulardii olarak adlandirilmaktadir (van der Aa Kiihle vd., 2005).

S. cerevisiae var. boulardii, birgok tilkede probiyotik olarak ticarilestirilmistir,
clinkii bagirsak yolundan gecerken hayatta kalabilmekte, 37°C'de iyi bir gelisme
gostermekte ve patojenlerin gelismesini engelleyebilmektedir. Bu nedenle, antibiyotik
tedavilerinin neden oldugu ishal ve diger gastrointestinal bozukluklara kars1 koruyucu
ve terapdtik bir ajan olarak da kullamilabilmektedir. Ote yandan, bagirsak
mikrobiyotasi, pH, enzimlerin varligi, safra tuzlar1 ve pankreas sivilart gibi ortam
kosullarina bagl olarak probiyotikler say1 ve tiirlere gore degisiklik gosterebilmektedir
(Arévalo-Villena vd., 2018).

Probiyotik maya kiiltiirleri, ¢esitli diyare hastaliklarinin tedavisi i¢in hem
koruyucu hem de tedavi edici bir madde olarak kullanilmaktadir. S. cerevisiae var.
boulardii'nin antibiyotik ile iligkili diyare, yolcu ishali, bagisiklik sistemi zayif
hastalarda diyare, huzursuz bagirsak sendromu, ¢cocuklarda ve yetiskinlerde akut ve
kronik ishali olan hastalarin tedavisinde etkili oldugu bildirilmistir. Diyare ile ilgili
durumlarda en yaygmn firsatgi ve patojen bakteriler Clostridium difficile,
Staphylococcus aureus, E. coli, Salmonella sp., Klebsiella oxytoca, Shigella sp. ve
Clostridium perfringens’dir. S. cerevisiae var. boulardii’nin enterik patojenlere karsi
yararli etkileri, bagirsak epitel hiicrelerinde bakteriyel tutunmanin Onlenmesi,
bakteriyel toksinleri nétralize eden faktorlerin iiretimi gibi farkli mekanizmalar

icermektedir (Rajkowska ve Kunicka-Styczynska, 2010).

Bir¢cok enfeksiyon durumunda, patojenlerin epitel hiicrelere yapismasi,
bagirsakta patojenlerin geligsebilmesi i¢in 6n sarttir. S. cerevisiae var. boulardii’nin; E.
coli ve S. Typhimurium gibi patojenlerin hiicre ylizeyine tutunmasina engel oldugu

belirtilmektedir (Rajkowska ve Kunicka-Styczynska, 2010).

2.5  Mayalarin Teknolojik Ozellikleri

Mayalar, farkli tiplerde substratlar kullanilarak hazirlanan alkollii i¢ecekler,
peynir gibi fermente siit iiriinleri, tahil bazli fermente {irlinler ve ¢esniler de dahil

olmak iizere ¢ok cesitli fermente iirlinlerin iiretilmesinde rol oynamaktadir.
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Mayalar, alkol iiretimi, organik asitlerin tiretimi ve kullanimu, lezzet, aroma ve
dokunun iyilestirilmesi, beslenme 6zelliklerinin artirilmasi ve anti-besin faktorleri ve
toksinlerin azaltilmasi dahil olmak lizere gida fermantasyonu sirasinda 6nemli bir
etkiye sahiptir. Fermantasyon sirasinda enzim {iretimi, substratin spesifikligine bagh
olarak genis bir yelpazede biyokimyasal degisikliklere neden olmaktadir. Enzimlerin
aracilik ettigi degisiklikler, kompleks substratin daha basit bir forma hidrolizinden ve
bir biyomolekiiliin yiiksek oranda biyoaktif forma doniismesinden sorumludur.
Biyokimyasal degisimin sonucu, sus dilizeyinde fermantasyon icin kullanilan
mikroorganizmaya ve substratin biyokimyasal bilesimine bagli olarak degismektedir

(Rai vd., 2017).

Karbonhidrat agisindan zengin substratlarin spesifik karbonhidrat modifiye
edici enzimler lretme kabiliyetine sahip mayalar kullanilarak fermantasyonu,
biyoaktif oligosakkaritlerin iiretilmesi ile sonuglanmaktadir. Protein agisindan zengin
fermente gidalar ile iliskili mayalar, proteinlerin kiiciik peptitlere ve daha sonra serbest
amino asitlere parg¢alanmasindan sorumlu olan farkli proteaz ve peptidaz tiplerine
sahiptir. Son yillarda, protein hidrolizati ve peptitlerin liretimi i¢in fonksiyonel gida ve
nutrasotikler iiretebilen proteolitik maya suglari iizerinde calisilmaktadir (Rai vd.,

2019).

Fermantasyon sirasinda, proteolitik mayalar tarafindan protein agisindan

zengin gidalarin par¢alanmasi ile biyoaktif peptitler tiretilir (Chaves-Lopez vd., 2012).

Ozellikle, proteoliz, antihipertansif, antioksidan ve antimikrobiyal faaliyetler
gibi farkli biyolojik faaliyetler sergileyebilecek peptitlerin tiretimini icermektedir.
Antihipertansif peptitler arasinda, ACEI peptitlerinin kan basmcini diisiirdiigii
kanitlanmistir. Bununla birlikte, ACEI aktivitesine sahip peptitlerin iiretiminin sadece
bazi maya tiirleri (K. marxianus, S. cerevisiae ve Candida parapsilos) tarafindan

gerceklestirildigi rapor edilmistir (Chaves-Lopez vd., 2012).

Ote yandan, baz1 maya tiirleri de hiicre igi ve hiicre dis1 proteazlara sahiptir.
Ozellikle, Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Pichia ve Yarrowia cinsi mayalarin
hiicre dis1 enzim trettikleri bilinmektedir (Chaves-Lopez vd., 2014).
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Lipitler suda ¢oziinmeyen organik bilesiklerdir. Lipaz, endiistride siklikla
kullanilan, ticari bir enzimdir. Lipaz, gliseritlerin esterlerini hidrolize eden bir gliserol
ester hidrolazdir. Lipaz liretebilen mikroorganizmadan bazilar1 da mayalardir. Hidroliz
sirasinda, lipaz gliseridin agil gruplarini agil lipaz komplekslerine baglar, daha sonra
acil grubunu OH su grubuna aktarir. Organik kimya, deterjan formiilasyonlari, sentez
biyosiirfaktanlar, siit endistrisi, kozmetik, kagit ve ilaglarda kullanilan modern
endiistriyel stireglerde lipaz kullanilmaktadir. Birgok maya tiiri lipaz tiretebilmektedir.
Lipaz en yaygin olarak Rhodotorula, Candida, Pichia ve Geotrichum cinsleri
tarafindan tretilmektedir. C. lipolytica'nin ekstraseliller lipazi ¢ok giicliidiir ve
tereyagi, yagli et, balik, zeytinyagi ve soya fasulyesi yagindaki yag seviyesini
diistirebilmektedir. Ekstraseliiler lipaz tireten diger mayalar ise Cryptococcus albidus,
Cryptococcus laurentii, Candida zeylanoides, Candida famata, Candida rugosa,
Cryptococcus diffluens, K. marxianus ve Trichosporon sp’dir (Alami vd., 2017). Maya
tarafindan lipaz {iretimi, enzim aktivitesinin Ol¢iilmesiyle belirlenebilir. Lipaz
aktivitesi testi, lipazin triagilgliserolleri yag asitleri ve gliserol i¢ine hidrolize etme
yetenegidir (Begam vd., 2012). Mayalar en yiiksek lipaz aktivitesini iiretmek i¢in
inkiibasyon periyodu, pH ve sicaklik gibi gesitli cevresel faktorlerden etkilenmektedir
(Alami vd., 2017).

Karasu Yalcin vd. (2012b), yaptiklar bir ¢aligmada 45 adet Erzincan tulum
peynirinden 146 maya izole etmisler ve bu kiiltiirleri APT ID 32C sistemi ve ek testlerle
tanimlamiglardir. Tanimlanan suslarin Candida, Geotrichum, Kluyveromyces, Pichia,
Saccharomyces ve Zygosaccharomyces cinslerine ait olduklarini belirlemislerdir. Bu
aragtirmada ayrica izole edilen mayalarin enzim aktiviteleri de belirlenmis,
izolatlardan C. lambica T103 susunun, enzimatik aktivite agisindan digerlerine gore
tistiin oldugu ve peynir iretiminde starter kiiltiir olarak kullanilabilme potansiyeli

bulundugu tespit edilmistir.
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2.6  Mayalarin Farkh Yontemlerle Tanis1

2.6.1 VITEK 2 Cihaz ile Tamimlama

VITEK 2 Sistemi organizmalari, analiz edilen organizmanin sistemde bulunan
biyokimyasallara karsi gosterdigi tipik reaksiyonlar sonucunda alinan veri ve
bilgilerin, dzelliklerine dayanan bir yontem kullanarak tanimlayan bir sistemdir (Graf
vd., 2000; Meurman vd., 2006).

Tanimlanmak istenen tiiriin bir dizi ayiric1 biyokimyasala kars1 gosterdigi tipik
reaksiyonlart tahmin etmek amaciyla, bilinen suslardan yeterli miktarda veri
toplanmaktadir. Sonucglarin VITEK 2 veri tabanindaki bilinen tiire 6zgii reaksiyonlarla
karsilastirilmasi, mikroorganizmanin tanimlanmasini  saglamaktadir. Istenilen
diizeyde, bir tanimlama profili algilanmazsa, olasi organizmalardan olusan bir liste
sunulmakta veya susun veri tabaninin kapsami disinda oldugu belirtilmektedir (Graf
vd., 2000; Meurman vd., 2006).

VITEK 2 maya tanimlama kart1 (YST), VITEK 2 sistemi ile klinik agidan
onemli bircok maya ve maya benzeri organizmanin otomatik tanimlamasi ig¢in
tasarlanmistir. VITEK 2 sisteminde VITEK 2 maya tanimlama kart1 ile Candida
albicans, Candida boidinii, Candida catenulata, Candida colliculosa, Candida
dubliniensis, Candida famata, Candida freyschussii, Candida glabrata, Candida
guilliermondii, Candida haemulonii, Candida intermedia, Candida kefyr, Candida
krusei, Candida lipolytica, Candida lusitaniae, Candida magnoliae, Candida
norvegensis, Candida parapsilosis, Candida pelliculosa, Candida pulcherrima,
Candida rugosa, Candida sake, Candida spherica, Candida tropicalis, Candida utilis,
Candida zeylanoides, Cryptococcus albidus, Cryptococcus laurentii, Cryptococcus
neoformans, Cryptococcus terreus, Cryptococcus uniguttulatus, Geotrichum
klebahnii, Kloeckera spp., Kodamaea ohmeri, Malassezia furfur, Malassezia
pachydermatis, Millerozyma farinosa (Pichia farinosa), Prototheca wickerhamii,
Prototheca zopfii, Rhodotorula glutinis/Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula
minuta, Saccharomyces cerevisiae, Saprochaete capitata (Geotrichum capitatum),

Sporobolomyces salmonicolor, Stephanoascus ciferrii, Trichosporon asahii,
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Trichosporon inkin, Trichosporon mucoides ve Zygosaccharomyces bailii gibi
mayalar tanimlanabilmektedir (BioMerieux, 2019).

VITEK 2 maya tanimlama kartinin kandan izole edilen klinik Candida
tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilabilecek hizli ve kullanisli bir yontem oldugu bazi

aragtirmalarda belirtilmistir (Vijgen vd., 2011).

2.6.2 FT-IR Spektroskopisi ile Maya Tammlama

Mikroorganizmalar1 ayirt etmek icin kizildtesi spektroskopinin kullanimi
1950’lerden beri devam etmektedir. Kizilotesi spektroskopilerdeki geligsmeler ve
bilgisayarlarin daha kolay temin edilebilmesi ile bu alandaki gelismeler giderek 6nem
kazanmigtir. Ayrica FT-IR spektroskopisi ile mikroorganizmalarin farkliliklarinin
belirlenmesi, siniflandirilmasi ve tanimlanmasi gerceklestirilebilmektedir (Mariey vd.,

2001).

Elektromanyetik 1s1manin organik molekiiller tarafindan sogurulmasi,
molekiillerin sekline, molekiildeki atomlarin tiiriine, biiyiikliigiine bagli oldugundan
spektroskopik yontemler, organik maddelerin nitel ve nicel analizi, yapilarinin
belirlenmesi ve saflik kontrolii gibi ¢cok genis alanda kullanilabilmektedir (Biiytiksirit
ve Kuleasan, 2014).

Mikrobiyoloji alaninda FT-IR spektroskopisinin kullaniminin bir¢ok avantaji
bulunmaktadir. Mikroorganizmalarin  kimyasal bilesimini  belirlemek i¢in
kullanilabilecek hizli, glivenilir, hassas ve ucuz bir tekniktir. Analiz esnasinda oldukca
az Ornege (ng-ug diizeyinde) ihtiya¢c duyulmaktadir. Mikroorganizmalarin hiicre
bilesenlerinin  belirlenmesi, taksonomik siniflandirma, mikroorganizmalarin
miktariin belirlenmesinde, proses kontroliinde, mikrobiyolojik kalite kontrolde ve
hijyen kontroliinde FT-IR spektroskopisi kullanilabilmektedir (Kili¢ Basyigit ve
Karahan, 2010).

Yapilan c¢alismalarda FT-IR spektroskopisinin bazi maya tiirlerini

tanimlamada hassas ve etkili oldugu belirtilmistir (Taha vd., 2013; Arici vd., 2018).
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2.6.3 MALDI-TOF MS Biotyper Sistemi ile Maya Tanmimlama

MALDI-TOF MS (Matris Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyonu/Ucus
Stiresi Kiitle Spektrometresi) bir organizmanin benzersiz proteomik parmak izini

belirleyerek mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Bruker, 2019).

Bir mikroorganizmanin gilivenli ve dogru tanimlanmasinda kullanilan
karakteristik proteomik parmak izi, mikroorganizma suslarindan elde edilen binlerce
referans spektrum ile eslestirilerek elde edilmektedir. MALDI-TOF MS Biotyper
sistemi is akis1 etkili ve kolay kullanim olacak sekilde tasarlanmigtir. Kiitle
spektrometresi ile ilgili bir deneyime ihtiyag duyulmamaktadir. Analizden Once
mikroorganizma tiiriiniin bilinmesine gerek yoktur; bakteri, maya veya kiif 6rnekleri

ayni is akisini takiben birlikte analiz edilebilmektedir (Bruker, 2019).

MALDI-TOF MS Biotyper sisteminin esasi, mikroorganizmalarin protein
yapilarin1 iyonize ettikten sonra elektrik alandan gegirerek protein profillerinin
c¢ikarilmasidir. Bu yontem sonucunda elde edilen profil sistemin kiitiiphanesindeki
verilerle karsilastirilarak mikroorganizmalarin  tanimlanmasi  yapilabilmektedir.
Tanimlama i¢in temel aliman mikroorganizma proteinleri ise esasen c¢evresel

kosullardan az etkilenen ribozomal proteinlerden olugmaktadir (Yilmaz vd., 2014).

Maya izolatlarinin hizli tanimlanmasi, klinik mikrobiyoloji, endiistriyel
mikrobiyoloji, gida giivenligi gibi bir¢ok alanda 6nem tasimaktadir. MALDI-TOF
MS, bakteri, maya gibi bir¢ok mikroorganizmanin tanimlanmasinda gii¢lii bir arag
olarak gelistirilmistir. Kullanimi kolay ve glivenilir bir maya tanimlama sistemi, gida
endiistrisi i¢in biiylik bir avantaj saglamaktadir. MALDI-TOF MS, yakin zamanda
klinik mayalarin rutin tanimlanmas: i¢in basartyla uygulanabildigi i¢in gida

endiistrisinde 6nem tagimaktadir (Kolecka vd.,2016; Quintilla vd., 2018).
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2.6.4 Molekiiler Genetik Yontemlerle Maya Tamimlama

Gidalarda bulunan mayalarin biyolojik cesitliligi hakkinda, artan bir ilgi vardir
(Fleet, 2007). Bunun nedeni, mayalarin kendileri ve farkli ekosistemlerdeki diger
mikrobiyal tiirlerle etkilesime girebilmesi ve bu etkilesimin sonucunda mayalarin

gidalardaki roliinii etkileyebilmesidir (EI-Sharoud vd., 2009).

Mayalarin geleneksel olarak tanimlanmasi, morfolojik ve biyokimyasal
Ozelliklere dayanan, uzun ve ayrintili bir siiregtir (Kalamaki ve Angelidis, 2017).
Mikroorganizmalarin fenotipik 6zelliklerine odaklanarak morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal Ozelliklere dayanan geleneksel tanimlama yontemleri hatali sonug
verebilmekte ve deneyim gerektirmektedir. Son zamanlarda, polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) bazli teknikler gibi bazi molekiiler yontemler, maya susu tipleme ve

tanimlamasina basariyla uygulanmistir (Saber vd., 2019).

Mayalarin tanimlanmasi ve siniflandirilmasinda 18S, 26S ribozomal RNA
(rRNA) ve ITS bolgelerini kodlayan genlerin siralanmasi,18-28S rDNA hedefli PCR
degerlendirmesinin giivenilir tanimlama araci olarak uygun olabilecegini gostermistir
(Vasdinyei ve Dedak, 2003; Saber vd., 2019). Mayalarin tanimlamasinda molekiiler
yontemlerin kullanilmasi, mayalarin hizli ve dogru bir sekilde tanimlanmasini ve gida
sistemlerinde maya popiilasyonlarinin biyolojik ¢esitliliginin degerlendirilmesini

miimkiin kilmistir (Kalamaki ve Angelidis, 2017).

2.7  Probiyotikler

Fonksiyonel gidalar, belirli miktarlarda diyete ilave edildiginde sagliga
yararlart bulunan, biyolojik olarak aktif bilesikleri iceren dogal ya da islenmis
gidalardir. Fonksiyonel gidalar modern cagin kronik hastaliklarinin 6nlenmesi ve
tedavisi i¢in son derece dnemlidir. Probiyotik suslari iceren gida tirtinleri fonksiyonel
gidalara ornektir (Neffe-Skocinska vd., 2018). Probiyotik terimi, "yasam igin"
anlamina gelen nispeten yeni bir kelimedir. Segilen bazi bakterilerin oynadig1 olumlu
roliin orijinal gdzlemi, gecen yiizyilin basinda Pasteur Enstitiisii'nde c¢alisan Nobel

odiili sahibi Eli Metchnikoff'a atfedilir (FAO/WHO, 2006).
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Eli Metchnikoff gidalar ile iligkili olan intestinal sistemde, zararh
mikroorganizmalarin yararli mikroorganizmalar ile yer degistirerek bagirsak florasini
diizenleyebildigini ileri stirmiistiir. Bu sirada Fransiz ¢ocuk doktoru Henry Tissier,
ishalli ¢cocuklarin digkilarinda kendine 6zgii bir "Y" seklinde morfoloji ile karakterize
edilen az sayida bakteri oldugunu gozlemlemistir. Bu "bifid" bakterilerin, ishalli
cocuklarin tam tersine, saglikli ¢cocuklarda bol miktarda bulundugunu ileri siirmiistiir.
Bu bakterilerin, diyare hastalarina uygulanarak saglikli bir bagirsak florasina sahip
olmak i¢in yardimci olabilecegini One sirmistir. Metchnikoff ve Tissier'in
calismalarinda 1960 yilina kadar "probiyotik" kelimesi kullanilmasa bile, bakterilerin
probiyotik kullanimina iligkin bilimsel Onerileri ilk yapan kisilerdir. Metchnikoff ve
Tissier c¢alismalarinda diger mikroorganizmalarin  gelismesini  destekleyen
mikroorganizmalar tarafindan {iretilen maddeleri adlandirmak hedef alinmistir
(FAO/WHO, 2006). Probiyotikler, "Belirli miktarda tiiketildiginde konakg¢1 saglig
tizerinde yararli etkileri olan canli mikroorganizmalar" olarak tanimlanmistir (Rivera-

Espinoza ve Gallardo-Navarro, 2010; Binns, 2013).

Probiyotikler, bir gida matriksinin 6zelliklerini gelistirmede teknolojik ajanlar
olarak ve yeterli miktarlarda tiiketildiginde yararl etkileri tesvik etmek igin konake1
saglig1 iizerinde terapdtik ajanlar olarak hareket edebilen canli mikroorganizmalar

olarak da tanimlanmaktadir (FAO/WHO, 2002; Rolim vd.,2020).

Probiyotik mikroorganizmalarin diizenli olarak viicuda alinmasi, bagirsak
fonksiyonunun diizenlenmesi, laktoz sindiriminin iyilestirilmesi, bagisiklik sisteminin

uyarilmasi ve patojenlerin inhibisyonu ile iligkilidir (Amorim vd., 2018).

Probiyotik mikroorganizmalarin 6zelliklerinin belirlenmesinde asagidaki
kriterler g6z dniinde bulundurulmaktadir;

- Insanlar i¢in kullanilacak suslar tercihen insan kaynakli olmalidr.

- Patojen olmamalidir.

- Asit toleransi olmalidir ve insan mide sivisinin asitligini tolere edebilmelidir.

- Safra tuzlarina direngli olmalidir.

- Bagirsak epitel dokularina tutunmalidir ve gastrointestinal sistemde
stirekliligini devam ettirebilmelidir.

- Helicobacter pylori, Salmonella spp., L. monocytogenes ve Clostridium

difficile gibi patojenlere kars1 antogonistik etki gosterebilmelidir.
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- Immiin cevab1 stimiile edebilmelidir.

- Antimutajenik ve antikarsinojenik etkileri bulunmalidir (Saarela vd., 2000).

Probiyotikler, insan viicudundaki ¢ogalma ve/veya aktivite yoluyla insan
saglig1 iizerinde fayda saglayabilmektedir. Ayrica, her potansiyel probiyotik sus i¢in
hedef bolgedeki canli kalma ve etkili olma yetenegi dogrulanmis olmalidir. Canli
tizerinde, saglik yararlar1 saglamak i¢in probiyotik mikroorganizmalarin kullanilmast,
bilimsel kanitlara dayali olarak her bir tiiriin veya {iriiniin {ireticisi tarafindan tavsiye
edilen doz miktarlar1 ve kullanim siiresinin belirtilmesi gerekmektedir. Probiyotiklerin
insanlarda islev gorme yetenegini tahmin etmek icin in vitro testlerin iyilestirilmesine
ihtiyag vardir. Mevcut testler, bagirsakta probiyotik mikroorganizmalarin islevselligini
belirlemek igin yeterli olmayabilmektedir. Once fenotipik testlerin yapilmasi, ardindan
uluslararas1 kabul goérmiis yontemler kullanilarak genetik tanimlama yapilmasi

onerilmektedir (FAO/WHO, 2006).

Tiiketiciler son yillarda, yiyecek seciminin sagliklari iizerindeki etkileriyle
daha fazla ilgilenmeye baslamistir. Fermantasyon, gida teknolojisinde kiiresel olarak

en popiiler ve en eski koruma yontemlerinden biri olarak kabul edilmektedir (Neffe-

Skocinska vd., 2018).

Fermantasyon, duyusal kalitede (lezzet, aroma ve doku) ve gida besin
degerinin zenginlestirilmesi yoluyla ayirt edici genis bir ¢esitlilige sahip olup, yeni
fonksiyonel gidalarin gelistirilmesi ile insan diyetinin zenginlestirilmesinde biiyiik rol

oynamaktadir (Neffe-Skocinska vd., 2018).

Geleneksel fermente {irlinler spontan fermantasyon ile iiretilmektedir.
Fermente gidalar iiretmek i¢in ikinci yoOntem starter kiiltiirlerin kullanimina
dayanmaktadir. Probiyotik gidalarin gelecegi, probiyotik starter kiiltiirler ile fermente
edilmis bitki kaynakli gidalar gibi iirlinlerin gelistirilmesine de baghdir. Yeni
fonksiyonel starter kiiltiirlerin mikrobiyal giivenlige, teknolojik ve duyusal 6zelliklere
katkida bulunabilir olmast; ayrica beslenme ve saglik lizerinde olumlu etkileri olmasi
gerekmektedir. Sekil 2.2°de de gosterildigi gibi gidalarin islenmesinde, probiyotik
mikroorganizmalarin nitelikleri 6nem tagimaktadir. Ayrica probiyotikler i¢in uygun
gida sistemlerinin se¢imi, probiyotik gidalar gelistirilirken daima dikkate alinmasi

gereken 6nemli bir faktordiir (Neffe-Skocinska vd., 2018).
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Son yillarda, probiyotik takviyeli tirlinler diinyada gida pazarinda 6nemli bir
rol oynamaktadir. Giinlimiizde probiyotik ¢alismalarin ¢ogu diinya ticaretinde hakim
olan fermente siit drlinleri ve yogurtlara odaklanmistir (Amorim vd., 2018).
Dolayisiyla, siit iirlinleri probiyotik mikroorganizmalar ve gida destekleri i¢in yaygin
bir arag¢ olarak kullanilmaktadir. Bunun yaninda, vejetaryen beslenmenin artmasiyla
birlikte, siit tirtinleri kaynakli olmayan probiyotik gidalara yonelik artan bir talep de
s6z konusudur. Ek olarak, laktoz intoleransi ve kolesterol igerigi nedeniyle, fermente
siit tirlinleri dezavantaj olusturabilmektedir (Prado vd., 2010). Bu nedenle, hayvansal
kaynakli gidalar disinda alternatif probiyotik iiriinlerin gelistirilmesi {izerine
caligmalar yapilmasi da probiyotik {irlinler {izerine daha fazla ¢alisma yapilmasi

gereksinimi olusturmaktadir.

Teknolojik

Probiyotik A
Ozellikler

Ozellikler

Saglik tizerinde olumlu etki Gastrointestinal Cig gida bilesenlerini
|| sistemyada . fermente edebilmeli
Gastrointestinal sistemde | geleneksel i
koruma fermente gida

kaynakli

Gastrointestinal I|  Disik pH ve safra | Guda iiriinlerinde

sistemde hayatta tuzlarmna direncli yeterli duyusal

olmali

kalabilme yetenegi kalite saglamali

Insan immun Insan bagirsak

sisteminin uyarilmasi epiteline tutunma

Depolama ve
liretim siireci

. . etenegi .
Patojenlerin y £ i boyunca agiri asit
gastrointestinal \_ iiretmemeli
sistemden |
uzaklagtirllmast —~— § N

Sekil 2.2. Gida islemede probiyotik mikroorganizmalarin nitelikleri (Neffe-
Skocinska vd., 2018)

23



2.8 Probiyotikler ve Mikroenkapsiilasyon

Probiyotiklerin konak¢ida yararli etkilerini saglayabilmesi i¢in, mide ortaminin
sert asidik kosullarindan gegerek, kalin bagirsaga yeterli sayida ulasabilmesi ve

cogalip gelismesi gerekmektedir (Shori, 2017).

Probiyotik igeren firiinlerin tiiketiciler tarafindan tercihi, perakende
magazalarinda bulunan ¢esitli probiyotik {riinlerin  genislemesine katkida

bulunmustur.

Gidalardaki probiyotik organizmalarin canliligini korumasi probiyotik gidalar
icin elzemdir ve probiyotikler yiiksek safra tuzlar1 (%0,3) ve diisiik pH (pH 2.0, pH
3.0) gibi gastrointestinal sisteme benzer kosullar1 tolere edebilmelidir

(Muthukumarasamy vd., 2006; Saber vd., 2019).

Cesitli ¢aligmalar, probiyotik organizmalarin asidik ortamlara maruz kalmay1
zor tolere ettikleri i¢in yogurt ve fermente siitler gibi gidalarda zayif kaldigin
gostermistir (Muthukumarasamy vd., 2006). Belirli bir gida uygulamasi i¢in en uygun
probiyotik se¢imi, yalnizca gida maddelerinin depolama émrii boyunca organizmanin
hayatta kalmasini degil, ayn1 zamanda ince bagirsakta epitel yiizeyleri kolonize etme
yetenegini de goz 6nilinde bulundurmalidir (Muthukumarasamy vd., 2006; Rolim vd.,
2020).

Probiyotik mikroorganizma igeren gidalarin, tiikketilmeden hemen 6nce 108-10°
KOB/g araliginda canli mikroorganizma i¢ermesi ve kolona ulasan en diisiik canli
mikroorganizma miktariin 10%-10" KOB/g aralifinda olmasi tavsiye edilmektedir
(Nazzaro vd., 2009). Ne yazik ki, probiyotiklerin ¢ogu midedeki diisik pH (pH 2)
ve/veya oksijene maruz kalma nedeniyle 6nemli miktarda canliligini yitirmektedir.
Mikrokapsiilasyon, probiyotik hiicreleri, ortamdaki zararli faktorler tarafindan
bozulmaya kars1 koruyabilen ve belirli kosullar altinda kontrollii oranlarda serbest
birakabilen bir kapsiilleme matrisine veya membrana dahil edildigi bir siirectir (Shori,
2017). Probiyotiklerin mikrokapsiilasyonunun amaci, probiyotikleri gastrointestinal
gecis sirasinda karsilastigr diisiik pH’ nin, safra tuzlarinin probiyotikler lizerindeki

olumsuz etkilerine karst korumaktir (Muthukumarasamy vd., 2006).
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Bir mikrokapsiil, yar1 gegirgen veya gegirgen olmayan, kiiresel, ince ve giicli,
cap biiyiikliigii birkag mikron ve 1 mm arasinda degisen biiytikliiklerde, kati ve s1vi1 bir
dolguyla cevrelenmis bir membrandan olusmaktadir. Kapsiilleme malzemeleri
genellikle gida uygulamalarinda kullanilabilecek giivenli maddeler olarak kabul
edilmektedir. Aljinat, kitosan, karboksimetil selilloz, ksantan gum, nigasta,
karragenan, jelatin ve pektin gibi gida sinifi polimerler farkli mikrokapsiilasyon
tekniklerinde biiyiik 6l¢iide kullanilmaktadir. Buna ek olarak, kazein ve peynir alti
suyu proteini gibi siit proteinlerinin de mikroenkapsiilasyonda kullaniminda artan bir

egilim vardir (Cakir vd., 2010; Isleyen ve Cakir 2016; Shori, 2017).

Aljinat probiyotik bakterilerin mikrokapsiilasyonunda kullanilan, pH
degisimlerine duyarli bir malzeme olarak basariyla uygulanan dogal bir polimerdir
(Cakir vd., 2010; Isleyen ve Cakir 2016; Shori, 2017). Bununla birlikte, bu hassas
mikroorganizmalarin mide kosullarina karsi direncini arttirmak igin basarili bir
probiyotik kapsiilleme saglamak amaciyla, baz1 polimerlerin aljinat matriksine dahil
edilmesi gibi farkli teknikler uygulanmstir (Cakir vd., 2010; Isleyen ve Cakir 2016;
Shori, 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1  Izolasyon Kaynaklar

Tez amacina uygun mayalarin izolasyonu i¢in Bolu halk pazarindan 7 adet koy
peyniri 6rneginden (16 maya), Erzurum Narman’dan 1 adet Civil peyniri 6rneginden
(6 maya), Bolu Mengen’den 9 adet Mengen peyniri drneginden (24 maya), Izmir halk
pazarmdan 1 adet izmir loru érneginden (4 maya) olmak iizere peynir &rneklerinden
50 maya, Bolu Yeni¢aga’dan 1 adet ekmek hamuru 6rneginden (1 maya), Bolu halk
pazarindan 2 adet liziim 6rneginden (3 maya), Samsun Carsamba’dan 1 adet asma
yaprag1 salamurast 0rneginden (2 maya), Ankara Cubuk’tan 1 adet fermente sucuk
orneginden (3 maya), Bolu halk pazarindan 20 adet yogurt 6rneginden (52 maya) ve 2
adet ekmek Orneginden (2 maya), Bursa, Aydin ve Bolu illerinden 9 adet yesil zeytin
orneginden (15 maya), 11 adet siyah zeytin 6rneginden (19 maya) olmak iizere zeytin
orneklerinden 34 maya, Bolu halk pazari ve ev yapimi 2 adet kefir dérneginden (6
maya), Ankara, Bolu ve Aydin illerinden 6 adet tarhana 6rneginden (12 maya) olmak

lizere toplamda 165 adet maya izole edilmistir.

3.1.2  Antimikrobiyal Aktivite Testlerinde Kullanilan Bakteriler

Antimikrobiyal aktivite testlerinde kullamlan bakteriler Bolu Abant Izzet
Baysal Univesitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Béliimii, Mikrobiyoloji
Laboratuvarindan temin edilmistir. Antimikrobiyal aktivite testleri gida giivenligi
acisindan Onemli olan bazi mikroorganizmalara (Escherichia coli ATCC 25292,
Salmonella Typhimurium ATCC14028, Listeria monocytogenes ATCC 7644,
Staphylococcus aureus ATCC 25923) kars1 gergeklestirilmistir.

E. coli, S. Typhimurium, L. monocytogenes, S. aureus Tryptic Soy Broth
besiyerinde +4°C ve %20 oraninda steril gliserol igeren Tryptic Soy Broth
ortamlarinda, -80°C’de muhafaza edilmistir (Cakir, 2003; Karaman vd., 2018).
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3.2 Yontem

3.2.1  Cesitli Gida Orneklerinden Mayalarin izolasyonu

Cesitli illerden temin edilen gida ornekleri aseptik kosullarda laboratuvara
getirilmis, steril kaplarda net agirliklar1 10 g olacak sekilde tartilarak, lizerlerine 90
mL PBS (Phosphate Buffered Saline) (Merck, Almanya) ilave edilmistir. Gida
ornekleri homojenize edildikten sonra, 10° diizeyine kadar hazirlanan
diliisyonlarindan 100 pL alinarak iki paralelli olacak sekilde YGC Agar (Yeast Extract
Glucose Chloramphenicol Agar) (Merck, Almanya) iizerine yayma ekimler yapilmis
ve bu ortamlar 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Kirksekiz saat inkiibasyon
sonunda her Petri kutusundan farkli koloni morfolojisine sahip mayalar secilerek tek
koloni izole edilip saflastirma islemine ge¢ilmistir. Buradan saf kiiltiir oldugu tespit
edilen koloniler YPG Agar besiyerinde +4°C’de yatik agar stoguna alinmustir. Stoga
alman maya koloni ve mikroskobik morfolojileri belirlenerek goriintiileri

kaydedilmistir (Garcia-Hernandez vd., 2014; Nuobariene vd., 2012; Bagder, 2008).

Izole edilen mayalar YPG (Yeast Extract Peptone Glucose) yatik agar ve YPG
stv1 besiyerinde +4°C’de ve %15 oraninda steril gliserol igeren YPG ortamlarinda, -
80°C’de saklanmistir. Stok kiiltiir yapim1 asamasinda steril gliserol ve yarim kuvvette
(2) steril YPG besiyeri, gliserol hacmi %15 olacak sekilde steril kriyo tiipler icerisine
aktarilmisgtir. Daha sonra YPG Agar’da 30°C’de 48 saat inkiibe edilmis ve
aktiflestirilmis maya kiiltiirlerinden koloniler alinarak %15 gliserol ve yarim kuvvette
YPG Broth igeren steril kriyo tiiplere aktarilmistir. Aktarma isleminden sonra maya
kiiltiirleri, uzun siireli muhafazas1 ve diger ¢alismalarda kullanilabilmesi amaciyla -
80°C’de saklanmustir (Bergman, 2001; Nuobariene vd., 2012). YPG Agar ve YPG
Broth besiyeri bilesimleri EK A’da verilmistir.

27



3.2.2  Maya izolatlarimin Probiyotik Ozellikleri

3.2.2.1 Safra Tuzuna Tolerans

Maya izolatlarinin, safra tuzu toleransini belirlemek amaciyla yatik agar
stogunda bulunan kiiltiirler YPG Broth besiyerinde 30°C’de 48 saat inkiibe edilmis ve
aktiflestirilmistir.

Aktif kilttirlerden, %0,3 ve %1 (w/v) safra tuzuyla (Fluka, ABD)
zenginlestirilmis YPG Broth besiyerine %1 oraninda inokiilasyon yapilarak 30°C’de
240 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyonun 0. ve 240. dakikalarinda &rnekler alinarak
YPG Agar besiyerine yayma kiiltiir yontemi ile paralel ekimler yapilmistir. EKim
yapilan Ornekler 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmis, sonuglar log KOB/mL
olarak hesaplanmustir (Silva vd., 2011).

Sonuglarin degerlendirilmesinde 240. dakika sonunda sayisinda artis veya 0-1
log KOB/mL araliginda logaritmik azalis gésteren izolatlar ¢ok iyi, 1-2 log KOB/mL
araliginda logaritmik azalis gdsteren izolatlar orta, 2 log KOB/mL veya iizerinde

logaritmik azalig gosteren izolatlar zayif olarak degerlendirilmistir.

3.2.2.2 Yiiksek Sicakhkta Gelisme

Mayalarin yiiksek sicaklikta gelisme yeteneklerini belirlemek amaciyla maya
izolatlar1 YPG Broth besiyerinde 30°C’de 48 saat inkiibe edilmis ve aktiflestirilmistir.
Aktif maya izolatlar1 YPG Broth besiyerinde 37°C ve 42°C’de ayr1 ayr1 5 glin boyunca
inkiibasyona birakilarak gelismeleri incelenmistir. Izolatlardaki gelismeler, gelisim

durumlarina gore pozitif ve negatif olarak degerlendirilmistir (Ozturk ve Sagdic,
2014).
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3.2.2.3 Diisiik pH’ya Tolerans

Mayalarin diisiik pH (pH 2,5) toleransini belirlemek amaciyla 30°C’de 48 saat
boyunca YPG Broth besiyerinde aktiflestirilen maya izolatlarindan 1,5 mL alinarak
3000xg’de 10 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiis ve PBS tamponu (pH 7,2) ile
yikanmistir. PBS tamponunun bilesimi EK B’de verilmistir. Diisiik pH toleransini
belirlemek icin 3N HCl ile pH 2,5’e ayarlanan PBS ¢6zeltisi, PBS tamponu ile yikanan
kiltiirlere ilave edilmis ve 37°C’de 180 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun 0. ve 180. dakikalarinda drnekler almarak YPG Agar besiyerine yayma

kiiltir yontemi ile paralel ekimler yapilmistir.

Ekim yapilan 6rnekler 30°C 48 saat inkiibasyona birakilmis, sonuclar log

KOB/mL olarak hesaplanmistir (Pedersen vd., 2012; Uymaz, 2009).

Sonuglarin degerlendirilmesinde, 180. dakika sonunda sayisinda artig veya 0-1
log KOB/mL araliginda logaritmik azalis gsteren izolatlar ¢ok iyi, 1-2 log KOB/mL
araliginda logaritmik azalis gdsteren izolatlar orta, 2 log KOB/mL veya iizerinde

logaritmik azalis gdsteren izolatlar zayif olarak degerlendirilmistir.

3.2.2.4 lintestinal Ortama Tolerans

Mayalarin intestinal ortam toleransimi belirlemek amaciyla 30°C’de 48 saat
boyunca YPG Broth besiyerinde aktiflestirilen maya izolatlarindan 1,5 mL alinip
3000xg’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra PBS (pH 7,2) ¢6zeltisi ile yikanmistir.
Suslarin pankreatine karsi direng Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla 1 mg/mL
pankreatin (Merck, Almanya) ve %0,3 safra i¢ceren, pH 8 olacak sekilde hazirlanan in
vitro intestinal ortam, PBS tamponu ile yikanan kiiltiirlere ilave edilmis ve 37°C’de
240 dakika inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun 0. ve 240. dakikalarinda drnekler
alinarak YPG Agar besiyerine yayma kiiltiir yontemi ile paralel ekimler yapilmistir.
Ekim yapilan 6rnekler 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmis ve elde edilen sonuglar
log KOB/mL olarak hesaplanmistir (Tuo vd., 2013; Rajkowska ve Kunicka-
Styczynska, 2010).
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Sonuglarin degerlendirilmesinde, 240. dakika sonunda sayisinda artis veya 0-1
log KOB/mL araliginda logaritmik azalis gdsteren izolatlar ¢ok iyi, 1-2 log KOB/mL
araliginda logaritmik azalis gosteren izolatlar orta, 2 log KOB/mL veya lizerinde

logaritmik azalig gosteren izolatlar zayif olarak degerlendirilmistir.

3.2.2.5 Gastrik Ortama Tolerans

Mayalarin gastrik ortam toleransini belirlemek amaciyla 30°C’de 48 saat
boyunca YPG Broth besiyerinde aktiflestirilen maya izolatlarindan 1,5 mL alinip
3000xg’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra PBS (pH 7,2) ¢ozeltisi ile yikanmugtir.

Suslarin pepsine kars1 direng 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla %0,3 pepsin
(Sigma-Aldrich, ABD), %0,5 NaCl igeren ve pH 2 olacak sekilde hazirlanan in vitro
gastrik ortam, PBS tamponu ile yikanan kiiltiirlere ilave edilmis ve 37°C’de 180 dakika

inkiibasyona birakilmaistir.

Inkiibasyonun 0. ve 180. dakikalarinda 6rnekler alinarak YPG Agar besiyerine
yayma kiiltiir yontemi ile paralel ekimler yapilmistir. Ekim yapilan 6rnekler 30°C’de
48 saat inkiibasyona birakilmis ve elde edilen sonuglar log KOB/mL olarak
hesaplanmistir (Tuo vd., 2013; Rajkowska ve Kunicka-Styczynska, 2010).

Sonuglarin degerlendirilmesinde, 180. dakika sonunda sayisinda artis veya 0-1
log KOB/mL araliginda logaritmik azalis gosteren izolatlar ¢ok iyi, 1-2 log KOB/mL
araliginda logaritmik azalis gosteren izolatlar orta, 2 log KOB/mL veya iizerinde

logaritmik azalig gosteren izolatlar zayif olarak degerlendirilmistir.

3.2.2.6 Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyel aktivite testleri agar yiizeyine nokta ekim ydntemi (Spot on

lawn) ile yapilmistir (Fadda vd., 2017; Cakir ve Cakmakci, 2004).

Bu amag i¢in 6nce YPG Agar yiizeyine 48 saatlik aktif maya kiiltiirlerinden 5
pL aktarilarak maya izolatlar1 30°C’de 48 saat gelistirilmis, sonra %2 indikator

mikroorganizma kiiltiirii iceren 6 mL, %0,7’lik yumusak agar ikinci tabaka olarak Petri

30



kutusuna  dokiiliip  yayilmustir.  Ikinci tabaka besiyeri olarak indikator
mikroorganizmalarin gelismesine uygun olan Tripticase Soy Broth ile hazirlanan
yumusak agar kullanilmis ve Petriler indikatér mikroorganizma i¢in uygun kosullarda

inkiibasyona birakilmustir.

Inkiibasyon sonunda olusan zonlarin ¢ap1 (mm) R = (Ginnib-Ospot)/2, formiiliine

gore hesaplanmistir (Fadda vd., 2017; Cakir ve Cakmakci, 2004).

3.2.3  Maya izolatlarimin Tanimlanmasi

3.2.3.1 VITEK 2 Sistemi ile Biyokimyasal Tamimlama

Izolatlarin biyokimyasal 6zelliklerine gére tanimlanmasinda VITEK 2 Maya
tanimlama sistemi kullanilmistir. 3,0 mL steril tuz (igerigi %0,45-%0,50 NaCl, pH 4,5-
7,0) saydam plastik test tiipline aseptik olarak aktarilmigtir. Saf kiiltiirlerden 24-48
saatlik inkiibasyondan sonra alinan tek koloni, hazirlanan tuz ¢6zeltisine aktarilarak
bulaniklik McFarland No. 1,80-2,20'ye esdeger olan, homojen mikroorganizma
slispansiyonuna ayarlanmistir. Siispansiyon tlipi ve VITEK 2 maya tanimlama karti
(YST kart1) kasete yerlestirilip, cihaz veritabanina gére okuma yapilarak sonug
almmistir (Graf, 2000; Meurman vd., 2006; BioMerieux 2010). Maya izolatlarinin
VITEK 2 Sistemi ile tanimlanmasi Izmir Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisiinde

gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.1. VITEK 2 sistemi identifikasyon karti mesajlari BioMerieux,

(2010)
ID mesaj1 uyum diizeyi Olasilik Yiizde
Miikemmel 96-99
Cok iyi 93-95
Iyi 89-92

Cizelge 3.1°de belirtildigi gibi, VITEK 2 Cihaz1 sonuglarma gore %99-96
oranda tanimlama miikkemmel; %95-93 oranla tanimlama ¢ok iyi, %92-89 oranla

tanimlama iyi olarak kabul edilmektedir.
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3.2.3.2 FT-IR Spektroskopisi ile Mikrobiyolojik Tanimlama

Aktif maya kiiltiirlerinden 24-48 saatlik inkiibasyondan sonra alinan tek koloni

100 pL distile su ile slispanse edilmistir.

Bu siispansiyondan 25 pL. ZnSe materyali {izerine aktarilarak inkiibatorde
40°C’de kurutulmustur. Ardindan FT-IR dl¢iimleri 4000-600 cm™ spektral araliginda
yapilmistir (Arici vd., 2018).

Maya izolatlarinin FT-IR spektroskopisi ile tanis1 Yildiz Teknik Universitesi
Kimya-Metaliirji Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Bolimiinde FT-IR cihazi (Bruker,
Almanya) kullanilarak yapilmis ve sonuclar maya tanimlama veri tabaninda

degerlendirilerek adlandirma yapilmustir.

3.2.3.3 MALDI-TOF MS Biotyper ile Mikrobiyolojik Tanimlama

Maya izolatlarmin MALDI-TOF MS Biotyper ile tanimlanmasinda, Bolu
Abant Izzet Baysal Universitesi, Bilimsel Endiistriyel ve Teknolojik Uygulama ve

Arastirma Merkezinden hizmet alimi ile gergeklestirilmistir.

Mikroorganizmalarin MALDI-TOF/TOF MS Biotyper (Autoflex Speed
Bruker Daltonics, Almanya) ile tanimlanmasi1 asamasinda, Direkt Transfer Yontemi
(DTY), Genisletilmis Direkt Transfer Yontemi (eDTY) ve Protein Ekstraksiyon

Yontemi kullanilmastir.

DTY yonteminde 24-48 saatlik saf koloniler MALDI plakasmin hedef
noktasina aktarilip oda sicakliginda kurumasi saglanmistir. Kurumasi tamamlanan her
bir spot, Ornegin iyonlagmasini saglayacak olan 1pL matriks (o-Cyano-4-
hydroxycinnamic acid (HCCA) c¢ozeltisiyle kaplanmis kaplanmis, tekrar oda

sicakliginda kurumaya birakilmistir.

eDTY yonteminde 24-48 saatlik koloniler MALDI plakasinin hedef noktasina
aktarilip oda sicakliginda kurumasi saglanmistir. Ornegin kurumasi isleminden hemen

sonra 1uL %70’lik formik asit spotlara eklenip, oda sicakliginda kurumaya birakilmis
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ardindan 1pL HCCA matrix soliisyonu ile kaplanmis, tekrar oda sicakliginda

kurumaya birakilmistir.

Protein ekstraksiyonu yonteminde 24-48 saatlik saf koloniler 300 uL deiyonize
suiceren 2 mL lik eppendorf tiipleri i¢ine 6ze yardimiyla aktarilmis ve tizerine 900 pL
etanol ilave edilerek bir siispansiyon elde edilmistir. Elde edilen siispansiyon

13000xg’de santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirilmistir.

Aymni tiip icerisine 1 mL deiyonize su ilave edilmis bdylece siispansiyonun
yikama islemi gergeklestirilmistir. Protein ekstraksiyonu yonteminde yikama islemi 2
kere tekrarlanmais olup tiip icerisindeki peletin oda sicakliginda kurumasi saglanmistir.
Kuruma isleminin ardindan peletin miktarina bagl olarak %70 lik formik asit ilave
edilmis ve 15 saniye vortesklenmistir. Ardindan ilave edilen %70 lik formik asit hacmi
kadar asetonitril ilave edilmis ve 15 sn vortekslenmistir. Siispansiyon 13000xg’de
santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminin ardindan siipernatanttan 1pL alinip plakanin
hedef noktasina aktarilip oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kuruyan spotlarin
tizeri 1lpuL HCCA matriks ile kaplanarak oda sicakliginda kurumaya birakilmistir
(Schulthess vd., 2013, Bellici vd., 2019).

Matriksleme islemi sonrasi kurumasi tamamlanan her ii¢ yOnteme ait
orneklerin MALDI-TOF MS cihazinda uygun protokol (MBT.FC.par) ve lazer
atisinda (%50) okuma islemleri gerceklestirilmistir. Her bir 6rnege ait toplam kiitle
spektrumlar1 ortalamasi, mevcut MALDI Biotyper kiitiiphanesindeki sprektrumlarla

karsilastirilarak skor diizeyinde sonug¢landirilmistir.

Sonuglarin degerlendirilmesi asamasinda, Cizelge 3.2’de belirtildigi gibi, yesil
renk ile tanimlanan 2,300-3,000 araliinda giivenilir tiir tanimi, yesil renk ile
tanimlanan 2,000-2,299 arali§inda giivenilir cins tanim1 ve muhtemel tiir tanimi, sar1
renk ile gosterilen 1,700-1,999 araliginda muhtemel cins tanimi yapilirken; kirmizi
renk ile gosterilen 0,000-1,699 araliginda giivenilir bir tanimlama yapilmadigi

sonucuna ulasilmaktadir (Shell vd., 2017).
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Cizelge 3.2. MALDI-TOF MS Biotyper skor degerleri (Shell vd., 2017).

Aralik Tanim Renk
2,300-3,000 Yiksek tiir tanimi Yesil
2,000-2,299 Giivenli cins tamimlama, muhtemel tiir tanimlama Yesil
1,700-1,999 Muhtemel cins tanimlama Sar1
0,000-1,699 Giivensiz profil tanimlama Kirmizi

3.24 Molekiiler Genetik Yontemlerle Tanimlama

Teknolojik ve probiyotik ozellikler acisindan potansiyeli yiiksek suslardan
secilen 35 adet maya izolatimin 26S rRNA dizi analizi yontemine gore
tanimlanmalarinda Atlas Biyoteknoloji Laboratuvar Malzemeleri San. Tic. Ltd.
Sti.’nden hizmet alim1 yapilmistir. Buna gore secilen maya izolatlarinin kolonileri 6ze
ile alinarak DULBECCO’S PBS (1X) (w/o Ca&Mg, w/o Phenol Red, Cat no: PBS-
1A, Lot No: CP15-1199) kullanilarak ¢6ziildiikten sonra 14,000 rpm’de 3 dakika
santrifiij edilmis, slipernatant kismi uzaklastirildiktan sonra pelet 2 mL PBS ile
stispanse edildikten sonra 6rnegin 1 mL’si +4°C de saklanirken, kalan 1 mL ile analize
devam edilmistir. Maya peletlerinden DNA izolasyonlar1 Exgene Cell Sv (Cat no: 106-
101, Lot no: 10615G23063) (GeneAll Marka) izolasyon Kiti kullanilarak firmanin
onerdigi protokole gore yapilmistir. Mayalarin DNA 6rnekleri {iniversal primerler
kullanilarak asagidaki PCR protokoliine gére PCR (SimpliAmp Thermal Cycler,
Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific, ABD) cihazinda ¢ogaltilmustir.

PCR Bilesenleri Miktar

MASTER MIX (GeneAll, Cat no.544- 10 pL
010, Lot no: TM016G19001)

F (10 pikomolar) 1puL
R (10 pikomolar) 1uL
Hedef DNA 3uL
dd H20 5uL
Toplam Hacim 20 uL

PCR Calisma Kosullari: 95°C’de 5 dakika 1s1l islemin ardindan 37 dongi
olacak sekilde (95°C’de 30 saniye, 55°C’de 30 saniye ve 72°C’de 30 saniye)
uygulandiktan sonra 72°C’de 5 dakika son uzama islemi yapilmis ve {iriinler
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saflastirma islemine kadar 4°C’de bekletilmistir. PCR iirlinleri %1°lik jelde
yiriitiildiikten sonra jelden elde edilen bantlar GelSV (GeneAll Cat no: 102-150, Lot
No: 10215L08056) kiti kullanilarak ilgili firmanin O©nerdigi protokole gore
saflagtirilmistir. Elde edilen PCR iirinlerinin DNA dizi analizleri Sanger Sekans
Yontemine gore ABI 3130XL Genetic Analyzer Cihazi (Applied Biosystems, ABD)
kullanilarak yapilmistir (Zhan vd., 2000; Morgulis vd., 2008).

Ornekler ileri ve geri (Forward-Reverse) olmak iizere iki yonden de okunmus
ve bu diziler DNA Dragon programinda birlestirilerek, hatali okumalar diizeltilmistir.
Orijinal baz dizilerini gosteren dosyalarin agilmasinda Finch TV (Version 1.4.0)
programi kullanilmistir. Elde edilen baz dizilimine gore maya izolatlarinin kesin tani
sonuclart: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ web adresinde yer alan veri tabaninda
Standard Nucleotide BLAST taramalar1 yapilarak tespit edilmistir (Zhan vd., 2000;
Morgulis vd., 2008).

3.2.5 Maya izolatlarimin Teknolojik Ozellikleri

3.2.5.1 Yiiksek Tuz Ortaminda Gelisme

Mayalarin yiiksek tuz ortaminda gelisme yeteneklerini belirlemek amaciyla,

izolatlar 30°C’de 48 saat boyunca YPG Broth besiyerinde aktiflestirilmistir.

Tuz oran1 %7, %10, %15 olacak sekilde ayarlanan YPG Broth besiyerine 48
saatlik aktif kiltlirlerden %1 oraninda 100 pL aktarilarak, 30°C’de 5 giin boyunca
inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon siiresi boyunca kiiltlirlerin gelismesi takip

edilmistir. Sonuclar pozitif ve negatif gelisme olarak degerlendirilmistir (Ozturk ve
Sagdic, 2014).
3.25.2 Proteolitik Aktivite

Mayalarin proteolitik aktivitesini belirlemek amaciyla maya izolatlar1 30°C’de

48 saat boyunca YPG Broth besiyerinde aktiflestirilmistir.
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Proteolitik aktivitenin belirlenmesi asamasinda, %50 oraninda yagsiz siit
(Skim Milk; SM) iceren Plate Count Agar (PCA) besiyeri ylizeyine 48 saatlik aktif
maya izolatlarindan 5 pL nokta ekim yapilarak, 30°C’de 48-72 saatlik inkiibasyon

sonunda zon olusumu degerlendirilmistir (Fadda vd., 2004).

3.2.5.3 Lipolitik Aktivite

Mayalarin lipolitik aktivitesini belirlemek amaciyla izolatlar, 30°C’de 48 saat
boyunca YPG Broth besiyerinde aktiflestirilmistir. Lipolitik aktivitenin belirlenmesi
asamasinda %0,01 CaClz ve %0,5 Tween 80 igeren PCA besiyeri yiizeyine 48 saatlik
aktif kiltirlerden Sul nokta ekim yapilarak, aktarilarak 30 °C’de 48-72 saatlik
inkiibasyon sonunda presipitat zonu olusumu degerlendirilmistir (Welthagen ve

Viljoen, 1998; Fadda vd., 2004).

3.2.6 Mayalarin Elektrostatik  Titresim/Damlatma  Yontemiyle

Mikroenkapsiilasyonu

Probiyotik mayalar BAIBU Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarinda bulunan Nisco Var A Model (Nisco Eng.

Inc., Isvigre) mikroenkapsiilator sistemi kullanilarak mikroenkapsiile edilmistir.

Mikroenkapsiilasyon iglemi 6ncesi 30°C’de 48 saat boyunca YPG Broth
besiyerinde maya izolatlar1 aktiflestirilmistir. E1 ve Y10 kodlu, maya izolatlarindan
elde edilen pelet, %1 aljinat ¢ozeltisi igerisine 10°-108 KOB/mL diizeyinde ilave
edilerek homojen bir karisim elde edilinceye kadar karistirllmis ve olusturulan

emiilsiyon siringaya ¢ekilerek Sekil 3.1°de goriilen cihaza yerlestirilmistir.

Cihazin ¢alistirilmasi ve peristaltik pompanin hareketi ile 100 um ¢apindaki
nozzledan gecirilen karisim 0,1 M CaClz ¢ozeltisi icine diisiiriilerek kapsiillerin
polimerizasyon ile sertlesmesi saglanmistir. Bu sekilde tiretilen mikrokapsiiller 30
dakika karistirildiktan sonra buzdolabinda bir gece bekletilerek kapsiil olusumu

tamamlanmustir (Sultana vd., 2000; Cakir vd., 2010; Isleyen ve Cakir 2016).
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Sekil 3.1. Nisco Var A Model (Nisco Eng. Inc., Isvigre)
mikroenkapsiilator

3.2.6.1 Mikroenkapsiile Edilen Mayalarin 4°C’de Canhhginin

Belirlenmesi

Mikroenkapsiilasyon islemi Oncesi 30°C’de 48 saat boyunca YPG Broth
besiyerinde maya izolatlar1 aktiflestirilmigtir. Mikroenkapsiilasyon teknigi
uygulanmis mayalar 4°C’de 21 giin boyunca depolanmis ve log KOB/mL cinsinden

sayimlart yapilmstir.

Mikroenkapsiilasyon teknigi uygulanmis mayalar 10 mL fosfat tamponu (pH
7,4) icinde siispansiyon haline getirilmis, mikroenkapsiilasyon teknigi uygulanmis
mayalarin 4°C’de 21 giin boyunca depolanmig ve depolamanin 1, 7, 15, 21. giiniinde
sayimlar1 yapilmis ve sonuglar log KOB/mL olarak verilmistir (Cakir vd., 2010;
Trabelsi vd., 2013; Eleyen ve Cakir 2016).

3.2.6.2 Mikroenkapsiilasyonun Mayalarin Probiyotik Ozelliklerine
Etkisi

Mikrokapsiilasyon isleminin mayalarin probiyotik 6zellikleri iizerinde etkili
olup olmadigin1 belirlemek amaciyla ¢esitli probiyotik oOzellikler {tizerinde

mikroenkapsiile edilmis maya izolatlarinin analizleri gergeklestirilmistir.
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3.26.2.1 Mikrokapsiillerin Diisiik pH Tolerans:

Mikroenkapsiile edilmis mayalarin diisiik pH (pH 2,5) tolerans1 belirlenmistir.
Oncelikle mikroenkapsiile edilmis mayalar 10 mL fosfat tamponu (pH 7,4) iginde
stispansiyon haline getirilmistir. Daha Sonra boliim 3.2.2.3’teki yontem kullanilarak

mikrokapsiillerin diisiik pH (pH 2,5) tolerans1 belirlenmistir (Arslan vd., 2015).

3.2.6.2.2 Mikrokapsiillerin Safra Tuzu Toleransi

Mikroenkapsiile edilmis mayalarin safra tuzu toleransi belirlenmistir.
Oncelikle mikroenkapsiile edilmis mayalar 10 mL fosfat tamponu (pH 7,4) icinde
stispansiyon haline getirilmistir. Daha sonra boliim 3.2.2.1°deki yontem kullanilarak

mikrokapsiillerin safra tuzu toleransi belirlenmistir (Silva vd., 2011).

3.2.6.2.3 Mikrokapsiillerin intestinal Ortam Toleransi

Mikroenkapsiile edilmis intestinal ortam toleransi belirlenmistir. Oncelikle
mikroenkapsiile edilmis mayalar 10 mL fosfat tamponu (pH 7,4) i¢inde siispansiyon
haline getirilmistir. Daha sonra bolim 3.2.2.4°teki yontem kullanilarak
mikrokapsiillerin intestinal ortam toleransi belirlenmistir (Tuo vd., 2013; Rajkowska

ve Kunicka-Styczynska, 2010).

3.26.24 Mikrokapsiillerin Gastrik Ortam Toleransi

Mikroenkapsiile edilmis maya izolatlarinin gastrik ortam toleransi
belirlenmistir. Oncelikle mikroenkapsiile edilmis mayalar 10 mL fosfat tamponu (pH
7,4) icinde siispansiyon haline getirilmistir. Daha Sonra boliim 3.2.2.5’teki yontem
kullanilarak mikrokapsiillerin gastrik ortam toleransi belirlenmistir (Tuo vd., 2013;

Rajkowska ve Kunicka-Styczynska, 2010).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1  Cesitli Gida Orneklerinden Mayalarin izolasyonu

Bu calismada Ankara, Aydin, Bolu, Bursa, Erzurum, izmir, Samsun illerinden
temin edilen asma yapragi salamurasi, ekmek, kefir, peynir, sucuk, tarhana, yogurt,
zeytin gibi gidalardan izole edilen toplam 165 adet maya izolat1 kullanilmistir. Farkli
morfolojik yapiya sahip bazi maya goriintiileri Sekil 4.1°de verilmistir. Calisma
kapsaminda izolasyonda kullanilan 6rnekler ve maya izolat1 sayilar1 Cizelge 4.1°de

verilmigtir.

Sekil 4.1. Baz1 maya izolatlarinin morfolojik yapilar1 (Boeco BM-180/SP,
Almanya; X1000 biiyiitme giicii).

Sekil 4.1°de bazi maya izolatlarinin morfolojik yapilar1 goriilmektedir. E1 Y.
lipolytica, K6 ve Y10 izolatlar1 S. cerevisiae, Y30 izolat1 Galactomyces candidus tiirii

izolata ait aydinlik saha mikroskobu goriintiistidiir.
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Cizelge 4.1. Maya izolasyonda kullanilan gida 6rnekleri, maya izolat sayilart
X z @ = z R =y z @
i = < > ‘i b < > i - « >
z = = = z s = = z s = =
g S| .S g i g L
< = > ¢ ~ = > X = = > | X
= Z = = = Z = = = Z = =
=] ] =] [ =] [
A T || A < =| 3 A T |=| e
L E IS~ = E 2|~ = E S| F
S S S < e S S
(=] (=] (=]
i Al i P19 Ornek 17 | 1 | P48
Asma et | 2 Ormnek 8 | 2 _
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— Omek 18 | 2
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Ekmek — Ornek 9 2
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Hamur | Omek 1 | 1 | H1 P23| Sucuk | Ornekl | 3| S2
Omek1 | 1 | K1 P24 S3
K2 i P25 T1
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] K3 P26 T2
Kefir . .
Omek2 | 5 | K4 p27 Ornek 1 51 T3
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K6 P29 T5
P1 Ornek 11 | 3 [ P30 Omek?2 | 1 | T6
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P18 P47 Y9
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Cizelge 4.1. (devam)
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4.2  Maya Izolatlarinin Probiyotik Ozellikleri

4.2.1 Safra Tuzuna Tolerans

Maya izolatlarinin %0,3 ve %1 (w/v) safra igeren ortamda gelisme yetenekleri
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar log KOB/mL olarak Cizelge 4.2°de ve Cizelge

4.3’te verilmistir.

Bu calismada elde edilen sonuglara gore, %0,3 (w/v) safra tuzu igeren ortamda
izolatlarin %86,81’inde (125 adet) 0. ve 240. dakikalar arasinda 0,01-5,11 log
KOB/mL araliginda logaritmik azalis gergeklesmistir. izolatlarm %13,19’unda (19
adet) ise 0. ve 240. dakikalar arasinda 0,01-0,83 log KOB/mL araliginda logaritmik
artis olmustur. Gelisme yetenekleri bakimindan, %0,3 (w/v) safra igeren ortamda,
sayisinda artis ve 0-1 logaritmik birim aralifinda azalis gdsteren 91 adet izolatin
(%63,19) ¢ok iyi, 1-2 logaritmik birim araliginda azalis gosteren 32 adet izolatin
(%22,22) iyi, 2 logaritmik birimden daha fazla azalis gosteren 21 adet izolatin

(%14,59) zayif gelisme gosterdigi belirlenmistir.

Bu calisma esnasinda 21 adet maya izolatinin (PS5, P6, P11, P21, P35, P36, P37,
P46, P50, S3, T2, T11, U2, Y5, Y13, Y41, Y51, 720, 723, 728, Z33) gelisme
yetenegini kaybettigi belirlenmistir. Elde edilen sonuclara gore, %1 (w/v) safra tuzu
iceren ortamda, izolatlarin %80,56’sinda (116 adet) 0-4,97 log KOB/mL araliginda
logaritmik azalis gerceklesirken, izolatlarin %19,44’tinde (28 adet) 0,01-0,72 log
KOB/mL araliginda logaritmik artis olmustur. %1 (w/v) safra i¢ceren ortamda gelisme
yetenekleri bakimindan, sayisinda artis ve 0-1 logaritmik birim aralifinda azalis
gosteren 88 adet izolatin (%61,11) ¢ok iyi, 1-2 logaritmik birim araliginda azalis
gosteren 30 adet izolatin (%20,83) 1yi, 2 logaritmik birimden daha fazla azalis gosteren

26 adet izolatin (%18,06) zayif gelisme gosterdigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Maya izolatlarinin %0,3 (w/v) safra tuzu igeren ortama toleransi

Mikroorganizma Mikroorganizma Mikroorganizma
Sayisi (log KOB/mL) Sayis1 (log KOB/mL) Sayis1 (log KOB/mL)
= © = ] = «©
= © X = © X = © X
S P < S P < S P g
¥ X o5 ¥ 2 X 3 ¥ ¢ X T £
T A& - & = A - & T 4 -° &
=) o =) - o =) - o
N o < N o < N o <

>
-

441 476 0,35 P19 494 254 240 S 3,48 354 0,06*
A2 3,70 4,02 032* P20 340 <l 3,40 S2 426 372 054
El 514 260 254 P22 354 347 007 T1 508 369 139
E2 499 342 157 P23 4,79 365 114 T3 498 293 2,05
H1 444 288 156 P24 462 318 144 T4 501 358 143
K1 441 254 187 P25 365 341 024 T5 424 230 194
K2 458 218 240 P26 509 521 0,12 T6 445 218 227
K3 493 290 203 P27 448 447 001 T7v 518 3,89 1,29
K4 452 218 234 P28 322 265 057 T8 348 <1 3,48
K5 459 315 144 P29 491 526 035 T9 517 418 0,99
K6 501 329 172 P30 561 513 048 T10 489 392 097
P1 503 489 014 P31 381 335 046 T12 4,00 <1 4,00
P2 416 38 028 P32 340 200 140 U1 491 460 031
P3 436 422 014 P33 526 497 029 U3 473 411 062
P4 448 327 121 P34 508 460 048 Y1 401 371 031
P7 500 515 0,15 P38 540 531 010 Y2 478 353 125
P8 524 230 294 P39 458 376 082 Y3 472 322 150
PO 381 218 163 P40 487 434 053 Y4 511 <1 511
P10 528 480 048 P41 599 536 063 Y6 563 398 165
P12 2,70 3,04 0,34* P42 381 4,42 061* Y7 569 578 0,09*
P13 523 454 069 P43 398 <li 398 Y8 472 387 0,85
P14 318 <1 3,18 P44 423 406 017 Y9 541 530 011
P15 543 464 079 P45 4,76 482 0,06* Y10 4,78 453 0,25
P16 554 543 011 P47 426 336 090 Y11 489 270 219
P17 509 453 056 P49 517 527 010 Y12 489 455 0,34
P18 394 336 058 P48 524 363 161 Y14 445 528 0,83*

[Ny
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Cizelge 4.2. (devam)

Mikroorganizma Mikroorganizma Mikroorganizma
Sayisi (log KOB/mL) Sayisi (log KOB/mL) Sayisi (log KOB/mL)
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Y20 482 419 063 Y43 505 429 0,76 Z14 419 420 0,01*
Y21 497 3,04 193 Y44 481 419 062 Z15 472 411 061
Y22 360 1,70 190 Y45 340 200 140 Zi6 3,00 330 0,30*
Y23 395 200 195 Y46 390 28 105 Z17 3,66 324 042
Y24 429 218 211 Y47 422 390 032 Z18 555 548 0,07
Y25 354 336 018 Y48 318 1,70 148 Z19 388 352 0,36
Y26 511 482 029 Y49 483 265 218 Z21 4,70 451 0,19
Y27 532 538 006* Y50 492 426 066 Z22 459 440 0,19
Y28 464 422 042 Y52 470 302 168 Z24 500 503 0,03*
Y29 489 353 136 Z1 4,71 450 021 Z25 4,77 456 0,21
Y30 3,78 330 048 Z2 491 475 017 Z26 457 416 041
Y31 426 353 0,73 Z3 413 434 021* Z27 413 3,08 1,05
Y32 420 326 094 Z4 491 457 034 Z29 517 509 0,08
Y33 516 428 088 Z5 420 370 050 Z30 430 425 025
Y34 398 300 098 Z6 395 4,16 021* Z31 4,74 422 0,52
Y35 469 311 158 Z7 406 352 054 Z32 551 540 011
Y36 485 403 082 2zZ8 522 510 0,12 Z34 423 398 0,25

*: Inkiibasyonun 240. dakikasinda sayisinda artis olan maya izolatlari.
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Cizelge 4.3. Maya izolatlarinin %1 (w/v) safra tuzu igeren ortama toleransi

Mikroorganizma Mikroorganizma Mikroorganizma

Sayisi (log KOB/mL) Sayisi (log KOB/mL) Sayisi (log KOB/mL)
i s 2 i s 2 g g £
2 &8 3 2% &8 3 %I % OB O
= 28 5 £ £ 2 45 £ £ &0 4 "
S 2§ S 2§ S 2
Al 416 3,08 108 P23 551 391 160 T6 402 <1 4,02
A2 381 381 000 P24 432 344 088 T7 550 418 132
El 494 341 153 P25 418 293 125 T8 340 218 1,22
E2 281 240 041 P26 556 528 028 T9 488 498 0,10*
H1 393 1,70 223 P27 468 4,72 0,04* Ti0 481 345 1,37
Kl 408 <1 408 P28 2,70 240 030 T12 381 <I 3,81
K2 458 218 240 P29 504 445 059 U1 482 459 0,23
K3 475 000 475 P30 539 1,00 439 U3 45 411 045
K4 448 170 2,78 P31 360 432 0,72* Y1 415 431 0,16*
K5 499 285 214 P32 330 278 052 Y2 545 443 1,02
Ké 505 308 197 P33 502 488 014 Y3 454 479 0,25*
PL 486 493 0,07 P34 491 491 000 Y4 454 346 1,08
P2 404 468 064* P38 506 497 009 Y6 516 514 0,02
P3 419 4,15 004 P39 452 463 011* Y7 545 587 042*
P4 398 363 035 P40 4,77 429 048 Y8 445 454 0,09*
P7 527 535 0,07 P41 568 590 0,22 Y9 521 514 0,07
P8 413 333 080 P42 448 464 016* Y10 513 456 0,57
P9 467 218 249 P43 340 <1 340 Y11 465 334 131

P10 486 469 017 P44 360 332 028 Y12 479 434 045
P12 330 3,60 030* P45 458 340 118 Y14 549 575 0,26*
P13 501 525 0,24* P47 422 350 0,72 Y15 411 310 1,01
P14 3,00 <1 3,00 P48 497 <1 497 Y16 395 334 0,61
P15 4,73 466 007 P49 516 546 030* Y17 354 3,02 0,52
P16 519 542 023* S1 354 302 052 Y18 416 170 246
P17 526 544 018 S2 404 <l 404 Y19 463 398 0,65
P18 390 230 160 T1 519 354 165 Y20 501 348 153
P19 473 265 208 T3 530 35 175 Y21 501 260 241
P20 3,00 <1 300 T4 456 290 165 Y22 4,00 <l 4,00
P22 348 38 037 T5 340 <l 340 Y23 318 <l 3,18

45



Cizelge 4.3. (devam)

Mikroorganizma Mikroorganizma Mikroorganizma
Sayisi (log KOB/mL) Sayisi (log KOB/mL) Sayisi (log KOB/mL)
= © > L] = (]
2 g = k= e = 2 s =
2 0z % ¥ 2 3z % £ 2 3 3 £
= 48 ° & 5 4 -° Vi s 48 -° Vi
S : Q S - o o) . o
= < I S 2 3 s S 3
Y24 448 <l 448 Y44 481 472 009 ZzZ12 400 381 0,19

Y25 385 345 040 Y45 3,40 341 001* Z13 4,00 <1 4,00
Y26 454 389 065 Y46 390 318 0,72 Z14 410 339 0,71
Y27 496 5,02 0,06* Y47 422 355 067 Z15 473 398 0,75
Y28 498 355 143 Y48 3,18 <l 3,18 Z16 3,00 341 041*
Y29 483 320 163 Y49 483 340 143 Z17 436 320 1,16
Y30 3,88 361 027 Y50 492 518 0,26* Z18 553 535 0,18
Y31 480 341 139 Y52 488 365 123 Z19 3,00 1,70 1,30
Y32 420 2,74 146 Z1 481 453 028 Z21 4,78 451 0,27
Y33 516 512 004 Z2 486 4,65 021 Z22 461 427 034
Y34 398 377 021 Z3 374 360 014 Z24 518 4,77 041
Y35 469 322 147 zZ4 461 433 028 Z25 521 523 0,02*
Y36 485 426 059 Z5 424 368 056 Z26 3,70 2,70 1,00
Y37 423 170 253 Z6 4,08 4,00 008 Z27 491 435 0,56
Y38 520 520 000 Z7 398 4,00 0,02 Z29 468 4,15 0,53
Y39 439 281 158 Z8 505 4,88 017 Z30 433 461 0,28*
Y40 451 333 118 Z9 340 336 004 Z31 461 <1 4,61
Y42 502 489 013 Z10 422 293 129 Z32 525 5,16 0,09
Y43 505 494 011 Z11 544 548 0,04* Z34 4,02 381 0,21

*: Inkiibasyonun 240. dakikasinda sayisinda artis olan maya izolatlari.

Psomas vd. (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada, S. cerevisiae, Issatchenkia
orientalis, Torulaspora delbrueckii, D. hansenii, K. lactis, K. marxianus, C.
parapsilosis, P. farinosa izolatlariin %0,1, %0,3 ve %0,5 safra tuzu igeren ortamda
geligsmeleri incelenmistir. Calisma sonucunda, safra tuzlarinin en ¢ok T. delbrueckii 52

ve D. hansenii 414 suglar iizerinde etkili oldugu belirtilmistir.

Kumura vd. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada, %0,1 safra asitleri i¢eren
ortamda K. lactis izolatlarinin 5 adedinde, Y. lipolytica izolatlarinin 2 adedinde,

Debaryomyces occidentalis R1 izolatinda, K. marxianus K3 izolatinda, S. cerevisiae
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izolatlariin 4 adedinde gelisme oldugu belirtilmistir. D. occidentalis R2 izolatinda,
D. hansenii suslarinin 4 adedinde, Candida humilis K4 izolatinda gelisme olmadigi ve

Kluyveromyces lodderae K2 izolatinda zay1f gelisme oldugu belirtilmistir.

Silva vd. (2011) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 7 adet C. oleophila, 14 adet
P. membranaefaciens, 10 adet S. cerevisiae, 8 adet Pichia fermentans, 4 adet C.
boidinii, 2 adet T. delbrueckii, 3 adet C. citrea izolatinin %0,3 safra tuzu igeren

ortamda pozitif gelisme gosterdigi belirtilmistir.

Pedersan vd. (2012), Bati Afrika’ya 0zgii fermente bir tahil {iriinii olan
Fura’dan izole ettikleri C. krusei, K. marxianus, T. asahii, C. tropicalis, C.
norvegensis, C. rugosa ve Cyb. fabianii izolatlarinin %0,3 safra tuzu iceren ortamda

gelisme gosterdigi belirtmislerdir.

Greppi vd. (2017) tarafindan yapilan bir calismada, Afrika’ya 6zgii tahil
kokenli fermente bir gidadan izole edilen 93 adet maya izolatinin tamaminin %0,3
Oxgall igeren ortamda gelisme gosterebildigi ve Pichia kudriavzevii tiirlerinin en iyi

sonucu verdigi belirtilmistir.

Amorim vd. (2018), ananastan izole ettikleri pepsine kars1 1y1 direng gosteren
5 maya izolatinin safra tuzu toleransini incelemislerdir. Bu 5 izolattan 9C susu harig,
tiim maya suslar1 sayilarini arttirirken 41, 8A ve 14B suslarinin en yiiksek canli kalma

oranini gosterdigini belirtmislerdir.

Hu vd. (2018) yaptiklar1 bir ¢calismada, 6rdeklerin sindirim sisteminden izole
edilen mayalardan, WHY-1 ve WHY-4 kodlu izolatlar hari¢ 5 adet S. cerevisiae
izolatinin %0,3 safra tuzlar varliginda canli kalabildigini, WHY-2, WHY-6 ve WHY -
7 kodlu S. cerevisiae izolatlarinin %0,60 safra tuzlar varliginda canli kalabildigini

belirtmiglerdir.

Bu c¢alisma kapsaminda maya izolatlarinin %0,3 safra tuzu igeren ortama
tolerans1 bakimindan, Psomas vd. (2001), Silva vd. (2011), Pedersan vd. (2012),
Greppi vd. (2017), Hu vd. (2018) ile benzer sonuglar bulunmustur. Amorim vd. (2018)
tarafindan yapilan calismada da oldugu gibi sayisinda artis olan suslar da

belirlenmistir.
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Bolim 2.2°de belirtildigi tizere, yiiksek safra tuzu konsantrasyonlarina
tolerans, probiyotik suslarin se¢imi i¢in en dnemli kriterlerdendir. Bu ¢alismada %0,3
ve %1 safra tuzu ortaminda canliligin1 ¢ok 1yi diizeyde koruyabilen izolatlarin olmasi,

probiyotik 6zellikler agisindan 6nem tasimaktadir.

4.2.2  Yiiksek Sicakhikta Gelisme

Mayalarin yiiksek sicaklikta (37°C ve 42°C) gelisme yetenekleri belirlenmistir.
Maya izolatlariin yiiksek sicaklikta gelisme yetenekleri YPG Broth besiyerinde
bulaniklik degerlendirilerek gelisme olan kiiltiirler pozitif (+) ve gelisme olmayan

kiiltiirler ise negatif (-) olarak kaydedilmis ve sonuglar Cizelge 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4 incelendiginde, 37°C’de izolatlarin %34,03’tinde (49 izolat),
42°C’de izolatlarin %65,28’inde (94 izolat) gelisme olmazken; 37°C’de izolatlarin
%65,97°sinde (95 izolat), 42°C’de izolatlarin %34,72’sinde (50 izolat) gelisme

olmustur.

Psomas vd. (2001) tarafindan yapilan bir calismada, maya izolatlarinin 25°C,
37°C ve 42°C’de gelismeleri incelenmistir. Bebek diskisindan izole edilen 19 maya
izolatinin tamami1 25°C, 37°C ve 42°C de gelisme gosterirken, Feta peynirinden izole
edilen 50 adet maya izolatinin 44’ 25°C ve 37 °C’de; 43 liniin ise 42°C de gelisme
gosterdigi belirtilmistir.

Bagder (2008) tarafindan yapilan bir caligmada, 10 adet S. cerevisiae ve 1 adet
S. bayanus susunun tamamimin 37°C’de gelisme gosterirken higbir susun 42°C’de

gelisemedigi belirtilmistir.

Rajkowska ve Styczynska (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada, fekal
kaynakli S. cerevisiae izolatinin 37°C’de gelisme gosterebildigi, kefir kaynakli iki adet

S. cerevisiae izolatinin ise zayif gelisme gosterdigi belirtilmistir.

Perricone vd. (2014), Altamura ekmeginden izole ettikleri mayalarin sadece bir

kisminin 37°C’de gelisme gosterebildigini belirtmislerdir.
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Cizelge 4.4. Maya izolatlarinin ytiksek sicaklikta gelisme yetenekleri

QwSIPD 3P, Do lh
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QwSIPD 3P, D0 lh

QWISID 3P, JoLE

npoy| 1e[oz]
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Y7

+: Izolatlarda gelisme oldugunu gostermektedir.
- : Izolatlarda gelisme olmadigin1 gdstermektedir.
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Ozturk ve Sagdic (2014) tarafindan yapilan bir calismada, 24 adet C.
zeylanoides ve 23 adet D. hansenii susunun higbirinin 37°C’de gelisemedigi

belirtilmistir.

Hu vd. (2018) tarafindan yapilan bir calismada, ordeklerin sindirim
sisteminden izole edilen mayalardan WHY-2, WHY-6, WHY-7 kodlu S. cerevisiae
izolatlarinin 37°C’de iyi bir sekilde gelisebildigi, WHY-2 ve WHY-7 S. cerevisiae
izolatlarinin 42°C’de canli kalabildigi belirtilmistir.

Bu c¢alisma kapsaminda maya izolatlariin yiiksek sicaklikta gelisme
yetenekleri bakimimdan Psomas vd. (2001), Rajkowska ve Styczynska (2010), Hu vd.
(2018) ile benzer sonuglar elde edilmistir. Bagder (2008), tarafindan yapilan

calismadan farkli olarak 42°C’ de gelisebilen izolatlar belirlenmistir.

Bolim 1°de de belirtildigi gibi, mayalarin probiyotik ve teknolojik agidan
degerlendirilmesinde, 37°C ve yiiksek sicaklik derecelerinde canliliklarini koruma,
onemli kriterlerden biri olarak kabul edilmektedir. Bu ¢alismada, 37°C’de izolatlarin
%65,97’sinde (95 izolat), 42°C’de izolatlarin %34,72’sinde (50 izolat) gelisme
goriilmesi, maya izolatlarinin probiyotik ve teknolojik agidan degerlendirilmesinde

Onem tasimaktadir.

4.2.3 Diisiik pH’ya Tolerans

Maya izolatlarinin diisiik pH toleranslar1 pH 2,5’te belirlenmistir. Sonuglar

log KOB/mL olarak hesaplanmis ve Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5 incelendiginde, maya izolatlariin pH 2,5’e tolerans1 bakimindan
%86,52’sinde (122 adet) 0. ve 180. dakikalar arasinda 0,00-7,5 log KOB/mL
araliginda bir logaritmik azalis gergeklestigi goriilmektedir. Izolatlarm %13,48’inde
(19 adet) ise 0. ve 180. dakikalar arasinda 0,01-1,93 log KOB/mL araliginda logaritmik
artis oldugu tespit edilmistir, ii¢ izolatta (S1, Z2, Z34) ise gelisme olmamustir.
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Cizelge 4.5. Maya izolatlarinin diigiik pH toleransi

Mikroorganizma Mikroorganizma Mikroorganizma
Sayisi (log KOB/mL) Sayisi (log KOB/mL) Sayisi (log KOB/mL)
= ] = < = L]
= (o] X = (o] X = (o] X
c x - — o x - — o x - —
2 ¥ 8 3 2 0% &8 3 I % % %
¥ 0 . I 2 0 : L = O : v
[=) . o =) - o =) . o
N o oo} N o [¢¢] N o [e5]
«— L i L —

Al 650 49 160 P16 760 6,9 070 P43 7,13 689 024
A2 618 631 013 P17 726 694 032 P44 7,40 680 0,60
El 717 619 098 P18 748 <l 7,48 P45 560 540 0,20
E2 672 628 044 P19 750 <! 750 P47 6,11 590 0,21
H1T 723 665 058 P20 79 710 080 P48 7,26 7,03 0,23
Ki1 7,04 500 204 P22 620 59 030 P49 7,18 6,86 0,32
K2 6,93 <l 693 P23 530 500 030 S2 536 519 0,17
K3 69 <l 6,95 P24 504 430 074 T1 7,15 590 1,25
Ka 675 <l 6,75 P25 534 500 034 T3 730 570 1,60
K5 707 518 189 P26 704 619 08 T4 731 6,06 125
Ké 723 663 060 P27 6,33 <1 633 T5 7,09 6,82 0,27
P1 657 65 001 P28 480 460 020 T6 683 6,85 0,02*
P2 520 49 030 P29 726 712 014 T7 7,06 6,72 0,34
P3 581 540 041 P30 760 755 005 T8 715 680 0,35
P4 658 500 158 P31 6,70 <1 6,70 T9 7,13 7,00 0,13
Pr 723 722 001 P32 699 606 093 T10 660 6,80 0,20*
P8 730 640 090 P33 593 538 055 TI12 694 6,24 0,70
P9 680 <1 680 P34 738 663 075 U1 640 6,30 0,10
P10 715 672 043 P38 726 681 045 U3 570 536 0,34
P12 627 651 024 P39 721 672 049 Y1 550 384 166
P13 738 729 009 P40 6,70 65 014 Y2 6,31 6,23 0,08
P14 770 720 050 P41 7,70 745 025 Y3 745 540 2,05
P15 728 695 033 P42 662 600 062 Y4 7,75 570 205
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Cizelge 4.5. (devam)

Mikroorganizma Mikroorganizma Mikroorganizma
Sayisi (log KOB/mL) Sayisi (log KOB/mL) Sayis1 (log KOB/mL)
= © = @ = o]
= © X = © _~< = © x
x - — x - — x - —
2 0T %5 ¥ 2 ¥ % £ 2 T £ £
= 4 2 &£ 5 8 & ¢ 5 8 &8 ¢
R o 8 R o 8 R o 8
e — g i o i
Y6 276 19 08 Y31 745 758 013* 2zZ6 650 6,10 0,33
Y7 768 591 177 Y32 715 701 014 ZzZ7 642 565 0,77
Y8 630 630 000 Y33 606 532 074 Z8 6,60 6,56 0,04
Y9 731 664 067 Y34 69 68 010 Z9 654 650 0,04

Y10 749 588 161 Y35 7,78 692 08 Z10 642 6,15 0,27
Y11 733 668 065 Y36 747 706 041 Z11 725 6,66 0,59
Y12 729 592 137 Y37 530 723 193* Z12 628 6,10 0,18
Y14 767 694 073 Y38 695 667 028 Z13 6,75 6,00 0,75
Y15 7,27 680 047 Y39 727 530 197 Zi14 570 <l 5,70
Y16 495 504 009 Y40 7,20 6,78 042 Z15 6,48 585 0,63
Y17 536 530 006 Y42 728 7,33 005 Z16 430 4,00 0,30
Y18 698 6,76 022 Y43 729 7,38 0,09* Z17 6,22 6,26 0,04*
Y19 744 735 009 Y4 760 730 030 Z18 7,10 <l 7,10
Y20 769 629 140 Y45 574 518 056 Z19 530 5,18 0,12
Y21 742 7,08 034 Y46 6,75 680 005 Z21 729 7,06 0,23
Y22 7,70 720 050 Y47 690 657 033 Z22 7,16 7,33 0,17*
Y23 6,11 6,12 0,01* Y48 720 741 0,200 Z24 750 7,20 0,30
Y24 75 654 102 Y49 710 6,76 034 Z25 7,05 6,89 0,16
Y25 6,16 643 027 Y50 6,77 711 034* Z26 721 7,06 0,15
Y26 739 733 006 Y52 740 710 030 Z27 7,10 6,40 0,70
Y27 6,04 632 028 Z1 730 620 110 Z29 6,04 5,78 0,26
Y28 742 738 004 Z3 6,08 6,22 014* Z30 690 6,22 0,68
Y29 751 732 019 Z4 663 624 039 Z31 6,75 627 048
Y30 5,00 550 050* Z5 648 613 035 Z32 7,04 633 0,71

*: Inkiibasyon sonunda sayisinda artis olan maya izolatlari.
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pH 2,5’e¢ tolerans bakimindan, sayisinda artis ve 0-1 logaritmik birim
araliginda azalig gosteren 114 adet izolatin (%80,85) ¢ok iyi, 1-2 logaritmik birim
araliginda azalig gosteren 14 adet izolatin (%9,93) iyi, 2 logaritmik birimden daha fazla

azalis gbsteren 13 adet izolatin (%9,22) zay1f gelisme gosterdigi belirlenmistir.

Rajkowska ve Kunicka-Styczynska (2010), kefir ve diskidan izole ettikleri 3
adet S. cerevisiae izolatinda pH 2,5’te gelisme yetenegini belirledikleri ¢alismada 180.
dakika sonunda canli kalma yilizdesinin %96,6-98,3 araliginda oldugunu

belirtmislerdir.

Pedersen vd. (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Bat1 Afrika’ya 6zgii
fermente bir tahil Girtinii olan Fura’dan izole edilen C. krusei, K. marxianus, T. asahii,
C. tropicalis, C. norvegensis, C. rugosa ve Cyb. fabianii izolatlarinin pH 2,5’te

gelisebildigi belirtilmistir.

Greppi vd. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Afrika’ya 6zgii tahil
kokenli fermente bir gidadan izole edilen 93 adet maya izolatinin tamaminin pH 2’de

gelisme gosterebildigi ve P. kudriavzevii tiirlerinin en iyi sonucu verdigi belirtilmistir.

Amorim vd. (2018) yaptiklar1 bir ¢alismada, ananastan izole edilen 13 maya
izolatinin pH 2’de 4 saatlik inkiibasyon sonunda canli kalma yiizdesinin %82,5-99,6

araliginda oldugunu belirtmislerdir.

Hu vd. (2018), ordeklerin sindirim sisteminden izole edilen mayalardan,
WHY-2 ve WHY-7 kodlu S. cerevisiae izolatlariin pH 2 ve pH 3 gibi disiik pH

degerlerinde canli kalabildigini belirtmislerdir.

Bu c¢alisma kapsaminda, Rajkowska ve Kunicka-Styczynska (2010) ve
Pedersen vd. (2012) tarafindan yapilan calismalarda oldugu gibi pH 2,5’te canli

kalabilen izolatlar belirlenmistir.

Boliim 2.2°de belirtildigi tizere, midenin {ist ve alt kisstmlarinda pH sirasiyla 4,0
ve 1,5-3,0'dir. Bununla birlikte, mide gida ile dolduruldugunda pH 3,0'e
ulasabilmektedir. Bu nedenle mayalarin diisik pH degerlerine tolerans

gosterebilmeleri 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada, izolatlarin %80,85’inin (114 adet)

53



pH 2,5’e cok iyi tolerans gostermesi, probiyotik ozellikler bakimindan 6nem

tasimaktadir.

4.2.4 Intestinal Ortama Tolerans

Maya izolatlarinin pankreatine karsi direng 6zellikleri 1 mg/mL pankreatin,
%0,3 safra, pH 8 olacak sekilde hazirlananan in vitro intestinal ortamda belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar log KOB/mL olarak Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6 incelendiginde, maya izolatlarinin intestinal ortam toleransina
gore, %92,70’inde (127 adet) 0. ve 240. dakikalar arasinda 0,06-7,50 log KOB/mL
araliginda logaritmik azalis gerceklesmistir. izolatlarin %7,30’unda (10 adet) 0. ve
240. dakikalar arasinda 0,06 log KOB/mL-0,40 log KOB/mL araliginda logaritmik
artis olmustur. Dort izolatta (A2, P24, P42, T12) gelisme olmamustir.

Intestinal ortam tolerans1 bakimindan, sayisinda artig ve 0-1 logaritmik birim
araliginda azalig gosteren 76 adet izolatin (%55,47) ¢ok iyi, 1-2 logaritmik birim
araliginda azalis gosteren 33 adet izolatin (%24,09) iyi, 2 logaritmik birimden daha
fazla azalis gosteren 28 adet izolatin (%20,44) zayif gelisme gosterdigi belirlenmistir.

Rajkowska ve Kunicka-Styczynska (2010), kefir ve diskidan izole ettikleri 3
adet S. cerevisiae izolatinda intestinal ortamda (1 mg/mL pankreatin, %0,5 NaCl, pH
8) yaptiklar1 ¢alismada 3 adet izolatta 240. dakika sonunda canli kalma yiizdesinin
%83,1-93,7 araliginda oldugunu belirtmislerdir.

Greppi vd. (2017), Afrikaya 6zgii tahil kokenli fermente bir gidadan izole
ettikleri 93 maya izolatindan safra tuzu ve pH 2’ye direngli sectikleri 8 adet P.
kudriavzevii izolatinin intestinal ortamda (1 mg/mL pankreatin, %0,3 safra tuzu, pH
8) gelismelerini incelemislerdir. 8 izolat icerinde en iyi gelisme yilizdesinin (%45,1)

M28 kodlu P. kudriavzevii izolatinda oldugunu belirtmislerdir.

Bu ¢alismada maya izolatlarinin intestinal ortam toleransinda, Rajkowska ve
Kunicka-Styczynska (2010) calismasinda oldugu gibi canliligin1 koruyabilen maya

izolatlar1 tespit edilmistir.
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Bolim 2.2°de de belirtildigi gibi, ince bagirsaktaki sivilarin pH’sinin 7,0

civarinda olmasi ayrica safra tuzlari varligi probiyotikler i¢in engel teskil etmektedir.

Cizelge 4.6. Maya izolatlarinin intestinal ortama toleransi

Mikroorganizma Mikroorganizma Mikroorganizma
Sayisi (log KOB/mL) Sayisi (log KOB/mL) Sayisi (log KOB/mL)

g g £ g 5 £ 3 g 2
2 3 8 3 £ % &8 3 % % R %
= ) X e = ) X L = ) . L
s s g S s g £ s g
Al 727 600 127 P18 800 730 0,70 P49 7,70 6,90 0,80
El 730 660 070 P19 750 <I 750 S2 750 590 1,60
E2 6,70 510 160 P20 790 730 060 T1 6,74 6,68 0,06
H1 766 460 306 P22 6,10 580 030 T3 752 6,90 0,62
K1 706 593 113 P23 420 450 030 T4 7,00 553 147
K2 693 486 207 P25 700 710 010* T5 7,50 6,50 1,00
K3 78 697 092 P26 750 680 070 T6 7,20 6,20 1,00
K4 729 515 214 P27 660 630 030 T7 7,20 6,550 0,70
K5 697 502 195 P28 480 500 020+ T8 7,10 5,60 1,50
Ké 700 630 070 P29 750 680 070 T9 7,10 6,50 0,60
P1L 698 562 136 P30 750 560 19 T10 730 7,10 0,20
P2 704 546 158 P31 750 <I 750 U1 810 750 0,60
P3 741 531 210 P32 720 580 140 U3 740 680 0,60
P4 665 583 082 P33 640 540 1,00 Y1 463 481 0,18*
P7 770 660 110 P34 720 620 1,00 Y2 7,04 461 243
P8 740 630 1,10 P38 660 6,70 0,10 Y3 7,06 285 4721
P9 550 520 030 P39 720 660 060 Y4 706 411 295

P10 740 680 060 P40 670 6,20 050 Y6 7,06 581 125
P12 6,70 630 040 P41 810 720 09 Y7 744 6,72 0,72
P13 760 660 1,00 P43 650 560 09 Y8 721 570 151
P14 720 660 060 P44 740 69 050 Y9 713 560 1,53
P15 730 650 080 P45 700 6,10 090 VY10 7,30 497 233
Pl6 790 690 100 P47 680 380 300 VYi1 7,16 3,65 3,51
P17 750 6,50 1,00 P48 720 <1 7,20 Y12 7,01 4,78 223
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Cizelge 4.6. (devam)

Mikroorganizma Mikroorganizma Mikroorganizma
Sayisi (log KOB/mL) Sayisi (log KOB/mL) Sayisi (log KOB/mL)

= © = @ = «©
= (] X = (] X = (] 4
x - — x - — x - —

S T % ¥ 2 X % ¥ £ ¥ % <

= A -° Vi T A -° Vi E A Q Vi
S o g S o g S o g
- N - N - N

Y4 737 653 084 v36 720 599 122 Z9 6,70 550 1,20

Y15 714 508 206 v37 403 4211 0,08 Z10 759 6,79 0,80
Y16 567 574 007 vy38 731 653 0,78 Z11 800 7,00 1,00
Y17 650 4,77 1,73 Y39 6,77 647 030 Z12 754 515 239
Y18 7,04 457 247 vy40 721 647 074 Z13 730 490 2,40
Y19 712 461 251 v42 736 656 080 Z14 7,16 690 0,26
Y20 735 545 190 wv43 7,15 578 137 Z15 685 627 0,58
Y21 793 6,73 120 v44 787 703 084 Z16 6,40 570 0,70
Y22 715 410 305 v45 681 590 091 Z17 660 550 1,10
Y23 6,75 3,70 305 v46 768 6,38 1,30 Z£18 3,50 <1 3,50
Y24 716 452 264 v47 704 522 182 Z19 690 460 230
Y25 554 594 040* v48 7,03 430 2,73 Z21 760 6,70 0,88
Y26 741 65 086 v49 671 498 1,73 Z22 760 6,70 0,90
Yz2r 737 703 034 vys50 730 7,00 030 Z23 750 6,80 0,70
Y28 697 530 167 vy52 735 651 084 Z24 810 7,10 1,00
Y29 7,13 547 1,66 Zl 610 580 030 Z£25 780 670 110
Y30 412 418 006* z3 670 6,00 0,70 Z£26 7,40 450 2,90
Y31 7,10 548 1,62 Z4 750 650 1,00 Z£29 720 680 040
Y32 718 583 135 z5 740 630 1,0 Z30 7,30 <1 7,30
Y33 733 661 072 z6 680 590 090 Z31 732 6,85 047
Y34 610 489 121 z7 750 760 0,10+ Z32 760 7,00 0,60
Y35 7,07 483 224 Z8 7,40 640 1,00

*: [nkiibasyon sonunda sayisinda artis olan maya izolatlar1.

Bu c¢aligmada izolatlarin %55,47°sinin (76 adet) c¢ok iyi intestinal ortam

tolerans1 gostermesi probiyotik olarak se¢giminde 6nem tegkil etmektedir.

56



42,5 Gastrik Ortama Tolerans

Maya izolatlarinin pepsine karst direng 6zellikleri %0,3 pepsin, %0,5 NaCl ve
pH 2 olacak sekilde hazirlanan in vitro gastrik ortamda belirlenmistir. Elde edilen

sonuglar log KOB/mL olarak Cizelge 4.7’de verilmistir.

Cizelge 4.7 incelendiginde, maya izolatlarinin gastrik ortama toleransina gore,
%83,94’tinde (115 adet) 0. ve 180. dakikalar arasinda 0,00-7,60 log KOB/mL
araliginda logaritmik azalis gerceklesmistir. izolatlarin %16,06’sida (22 adet) 0. ve
180. dakikalar arasinda 0,01-0,89 log KOB/mL araliginda logaritmik artig olmustur.
Gastrik ortam toleransi bakimindan, sayisinda artig ve 0-1 logaritmik birim araliginda
azalis gdsteren 94 adet izolatin (%68,61) ¢ok 1yi, 1-2 logaritmik birim araliginda azalig
gosteren 18 adet izolatin (%13,14) 1yi, 2 logaritmik birimden daha fazla azalig gosteren

25 adet izolatin (%18,25) zayif gelisme gosterdigi belirlenmistir.

Rajkowska ve Kunicka-Styczynska (2010), kefir ve diskidan izole ettikleri 3
adet S. cerevisiae izolatinda gastrik ortamda (%0,3 pepsin; %0,5; NaCl; pH 2)
yaptiklari ¢alismada, 3 adet izolatta 180. dakika sonunda canli kalma oraninin %83,5-

88,2 araliginda oldugunu belirtilmistir.

Greppi vd. (2017), Afrika’ya 6zgii tahil kokenli fermente bir gidadan izole
ettikleri 93 maya izolatindan sectikleri 8 adet P. kudriavzevii izolatinin gastrik ortamda
(Pepsin 0,0133 g/L ve lizozim (0.01 g/L, pH 2) gelismelerini incelemislerdir. Sekiz
izolatta degigen oranlarda gelisme goriildiigii; iglerinde en iyi gelisme yiizdesinin

(%45,1) M28 kodlu P. kudriavzevii izolatinda oldugu belirtilmistir.

Amorim vd. (2018), ananastan izole ettikleri 13 maya izolatinin gastrik
ortamda (%0,3 pepsin, pH 2) gelismelerini incelemislerdir. Test edilen on {i¢ izolat
arasinda yalnizca bes maya izolatinin yiiksek oranda (%85-95,33 arasinda) canli
kalabildigini; tanimlama sonuglarina gore, bu 5 izolattan {igliniin C. lusitaniae diger

ikisinin Meyerozyma caribbica oldugunu belirtmiglerdir.
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Cizelge 4.7. Maya izolatlariin gastrik ortama toleransi

Mikroorganizma Mikroorganizma Mikroorganizma

Sayisi (log KOB/mL) Sayisi (log KOB/mL) Sayisi (log KOB/mL)
E g 2 E g £ f g £
2 & 3 £ % &8 3 %I % R O%
= ) X s s ) g L = ) X L
S S g S ° g S S 8
Al 674 623 051 P26 676 578 098 U3 6,71 6,04 0,67
El 700 53 1,70 P27 643 572 071 Y1 576 578 0,02*
E2 661 498 163 P28 6,24 500 124 Y2 763 558 205
H1 688 530 158 P29 693 658 035 Y3 715 588 127
Kl 69 <l 6,95 P30 723 665 058 Y4 748 505 243
K2 715 <l 715 P31 750 <l 750 Y6 220 220 0,00
K3 701 <l 701 P32 687 <l 6,87 Y7 7,69 399 3,70
K4 654 <l 6,54 P33 6,20 550 0,70 Y8 6,06 695 0,89
K5 682 <l 682 P34 731 665 066 Y9 780 741 0,39
Ké 7,06 504 202 P38 69 661 034 Y10 7,72 7,35 037
P1 659 554 105 P39 713 688 025 Y11 741 7,12 0,29
P2 610 560 050 P40 6,30 6,80 050 Y12 7,43 6,00 1,43
P3 548 <l 548 P41 745 731 014 Y14 819 7,88 0,31
P4 548 <l 548 P43 7,05 652 053 Y15 8,22 7,73 0,49
P7 823 708 115 P44 740 720 020 Y16 598 6,26 0,28*
P8 7,30 590 140 P45 6,04 6,04 000 Y17 530 528 0,02
P9 554 <l 554 P47 750 6,30 120 VY18 8,16 7,86 0,30

P10 691 <! 691 P48 735 695 040 Y19 7,15 7,36 0,21*
P12 608 548 060 P49 7,73 657 116 Y20 7,33 <l 733
P13 7,15 734 019 S2 588 530 058 Y21 7,10 651 059
P14 686 728 042 T1 705 <l 705 Y22 693 748 0,55*
P15 709 639 070 T3 734 <l 734 Y23 765 6,85 0,80
P16 760 720 040 T4 705 <l 705 Y24 704 540 164
P17 706 694 012 T5 716 566 150 Y25 7,16 657 0,59
P18 730 730 000 T6 695 656 040 Y26 7,26 7,44 0,18*
P19 760 <l 760 T7 7,04 502 202 Y27 687 682 005
P20 760 <! 760 T8 661 574 087 Y28 693 7,15 0,22*
P22 560 550 010 T9 686 609 077 Y29 7,49 670 0,79
P23 500 500 000 T10 760 670 090 Y30 540 520 0,20
P25 553 554 001 U1 726 709 017 Y31 665 640 025
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Cizelge 4.7. (devam)

Mikroorganizma Mikroorganizma Mikroorganizma
Sayisi (log KOB/mL) Sayisi (log KOB/mL) Sayisi (log KOB/mL)

2 s £ 2 s £ 2 g £
c x - — c x - — c x - —

¥ ¥ o5 ¥ 2 X 5 £ 2 ¥ 7 £

5 A4 »  fF 5 &8 2 ¢ s &8 2 F
S = S - o o) . o
N o o] N o 0 N o (o]
= — o — o —

Y32 681 581 100 Y49 719 648 0,71 Z15 7,03 6,62 041

Y33 690 729 039 Y50 701 720 019 Z16 6,54 6,00 0,54

Y34 665 620 045 Y52 740 6,70 070 Z17 6,06 6,20 0,14
Y35 669 530 139 Z1 720 610 110 Z18 6,30 6,80 0,50*
Y36 7,20 598 122 Z3 7,02 6,20 082 Z19 500 532 0,32*
Y37 530 400 130 ZzZ4 736 754 018 Z21 721 6,76 045

Y38 720 691 029 Z5 707 684 023 Z22 721 7,20 0,01

Y39 723 632 091 z6 710 650 060 2z23 740 <l 7,40

Y40 641 606 035 Z7 691 683 008 z24 710 <l 7,10

Y42 726 7,17 009 2zZ8 741 743 002 ZzZ25 730 6,83 0,47

Y43 807 737 070 Z9 714 7,26 0,12 Z26 7,20 530 1,90

Y44 583 6,37 054 Z10 645 581 064 Z29 745 7,09 0,36

Y45 630 6,40 010 Z11 764 764 000 Z30 731 6,72 0,59

Y46 705 688 017 Z12 6,24 570 054 Z31 763 721 0,42

Y4r 720 624 09 ZzZ13 701 610 091 Z32 725 745 0,20*
Y48 7,16 706 010 Z14 540 540 0,00

[E=N

*: Inkiibasyon sonunda sayisinda artis olan maya izolatlari.

Maya izolatlarinin gastrik ortama toleranst bakimindan, Rajkowska ve
Kunicka-Styczynska (2010) ve Amorim vd. (2018) calismalarinda oldugu gibi

canliligin1 koruyan izolatlar tespit edilmistir.

Bolim 2.2°de de belirtildigi gibi, disiik pH ve yiiksek enzimatik varlik
nedeniyle, gastrik faz probiyotik mikroorganizmalarin ge¢gmesi igin en zor kosullardan
biridir. Bu ¢alismada gastrik ortam toleransi bakimindan, izolatlarin %68,61’1 (94
adet) cok iyi Ozellik gostermesi bu izolatlarin probiyotik olarak seciminde onem

tasimaktadir.
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42,6  Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal aktivite testleri gida giivenligi agisindan énemli olan E. coli, S.
Typhimurium, L. monocytogenes, S. aureus mikroorganizmalarina karsi, agar

ylizeyinde nokta ekim {izerine ¢ift tabaka yontemi ile gerceklestirilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, 10 adet izolatta antimikrobiyal aktivite
belirlenmistir. Z18 numarali izolatin L. monocytogenes’e karsi antimikrobiyal aktivite
zonu Sekil 4.2°de gosterilmistir. Diger izolatlarin antimikrobiyal aktivite sonuglari ise

Cizelge 4.8’de verilmistir.

Sekil 4.2. Z18 numarali izolatin L. monocytogenes’e karsi antimikrobiyal
aktivite zonu

Cizelge 4.8. Maya izolatlarinin antimikrobiyal aktivite sonuglar

Maya Izolatlarimin Test Mikroorganizmalarina Kars1 Olusturdugu Zon
Cap1 (mm)

izolat
Kodu E. coli S. Typhimurium L. monocytogenes  S. aureus
P24 -
P28 1
P34 -
Y6 -
Y17 -
Y19 -
Y28 -
Y30 -
Z15 -
Z18 1
Z32 -

[ SN T E

N T OFRPWRARRE 1 WE P
1
1
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Cizelge 4.8 incelendiginde, bu c¢alismada elde edilen sonuglara gore, S.
Typhimurium’a karst 1 mm zon 4 izolatta (P24, P28, Y17, Y30), 3 mm zon 2 izolatta
(P34, Y28),2 mm zon 1 izolatta (Z32), 4 mm zon 1 izolatta (Y19), 5 mm zon 1 izolatta
(Z15); L. monocytogenes’e karsil mm zon 3 izolatta (Y6, P28, Z18) belirlenmistir.

E. coli’ye kars1 1 mm zon 2 izolatta (P28, Z18) belirlenmistir. S. aureus’a karsi

ise higbir izolatta zon gdzlemlenememistir.

Roostita vd. (2011), ¢esitli gidalardan izole ettikleri mayalarin antimikrobiyal
aktivitelerini belirlemislerdir. Pseudomonas aeruginosa’ya karsi 5 izolatta 0-35 mm
arasinda, S. aureus’a kars1 8-11 mm arasinda, E. coli’ye kars1 0-10 mm araliginda zon
belirlemislerdir. Ayrica meyveli yogurttan izole edilen ve en iyi antimikrobiyal sonug
veren mayanin 18S RNA dizi analizinine gore, C. parapsilosis oldugunu

belirtmislerdir.

Binetti vd. (2013), izole ettikleri 20 maya susundan (Sekiz izolat K. marxianus,
2 izolat K. lactis 4 izolat S. cerevisiae, 3 izolat C. lusitaneae ve 1 izolat G. geotrichum)
higbirinin E. coli V517, S. Enteritidis OMS-Ca ve S. aureus 76 patojenlerine karsi

antimikrobiyal aktivite gostermedigini belirtmislerdir.

Fadda vd. (2017) yaptiklar1 bir ¢aligmada, Fiore Sardo peynirinden 6 adet
Kluyveromyces susu izole etmislerdir. C. glabrata ATCC 2001’¢ kars1 3 adet K. lactis
ve 2 adet K. marxianus susunda 1 mm’lik, 1 adet K. marxianus susunda ise 2 mm’lik
zon; S. aureus ATCC 25923’¢ karsi 2 adet K. lactis susunda 10 mm’lik zon, 1 adet K.
lactis susunda 8 mm’lik zon, 2 adet K. marxianus susunda 2 mm’lik zon birinde ise 1
mm’lik zon; E. coli ATCC 35150’ye kars1 3 adet K. lactis susunda 1,5-2-3 mm’lik
zon; S. Enteritidis ATCC 13076’ya kars1 3 adet K. lactis susunda 1, 1,5 ve 3mm’lik
zon, S. Typhimurium ATCC 14028’¢ karsi ise 3 adet K. lactis susunda 1,1 ve 2 mm’lik
zon belirlenirken; C. parapsilosis ATCC 22019, C. albicans ATCC 10231, S.
cerevisiae ATCC 9763, L. monocytogenes ATCC 7644 suslarina karsi ise higbir

izolattta zon olusumu olmadigin1 belirtmislerdir.

Fernandez-Pacheco vd. (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada, S. cerevisiae

tirlerinin L. monocytogenes, E. coli, S. aureus ve S. Typhimurium’a karsi

61



antimikrobiyal aktivitesi arastirilmig, tiim mayalar calisilan antibiyotige direng

gosterirken hi¢gbir mayanin bakteri iiremesini engelleyemedigi belirtilmistir.

Amorim vd. (2018), ananastan izole ettikleri 50 sustan ¢esitli kriterlere (diisiik
pH da gelisme, safra tuzu, gastrik ortamda canli kalma vb.) gore sectikleri, 4 I, 8 A, 9
C, 9 D ve 14 B kodlu 5 susun E. coli ATCC 055, S. Enteritidis ATCC 5190, S. aureus
ATCC 8702, B. cereus ATCC 14579, L. monocytogenes ATCC 11778 ve P.
aeruginosa ATCC 27853 suslarina karsi antimikrobiyal aktivitesini incelemislerdir.
Maya izolatlarinin higbirinde patojen bakterilere karsi antibakteriyal etki tespit

edilemedigini belirtmislerdir.

Bu ¢alismada maya izolatlarinin E. coli’ye karsi belirlenen zon caplari,
Roostita vd. (2011) bulgulart (0-10 mm) ile uyumludur. Roostita vd. (2011) ve Fadda
vd. (2017)’nin bulgularinda E. coli’ye kars1 bu ¢caligmada belirlenen zon ¢apindan daha
biiyiik zon ¢ap1 olan maya izolatlar1 da tespit edilmistir. Binetti vd. (2013) ve Amorim
vd. (2018) ¢aligsmalarinda ise bu ¢aligmadan farkli olarak E. coli’ye kars1 hi¢ zon tespit
edilememistir. S. Typhimurium’a karsi belirlenen zon ¢aplart Fadda vd. (2017)
bulgular ile uyumludur. Fadda vd. (2017) ve Amorim vd. (2018) ¢alismalarinda L.
monocytogenes’e karsi hi¢ zon tespit edilemezken, bu ¢alismada Imm zon 3 izolatta
tespit edilmistir. Bu ¢alismada Binetti vd. (2013), Amorim vd. (2018), Fernandez-
Pacheco vd. (2018) calismalarinda da oldugu gibi S. aureus'a karsi zon
belirlenemezken, Roostita vd. (2011) ve Fadda vd. (2017) c¢alismalarinda bu
calismadan farkli olarak S. aureus’a kars1 zon belirlemislerdir. Yapilan ¢aligmalarda
zon c¢aplarindaki farkliliklarin antimikrobiyal aktivitesi belirlenen izolatlarin

birbirinden farkli olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

4.3  Maya izolatlarinin Tanimlanmasi

4.3.1 VITEK 2 Biyokimyasal Tam Sonuclari

Maya izolatlarinin VITEK 2 sistemi ile gergeklestirilen biyokimyasal tanm

sonuglari Cizelge 4.9°da ayrintili biyokimyasal tan1 sonuglari ise EK C’de verilmistir.
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VITEK 2 sistemi ile biyokimyasal tan1 sonuglarina gore; izolatlarin 25,381 (34
adet) Cryptococcus laurentii, %19,40’1 (26 adet) Stephanoascus ciferrii olarak

tanimlanirken, izolatlarin %55,22’sinin (74 adet) tan1 sonucu alinamamastir.

Graf vd. (2000), klinik izolatlardan elde ettikleri toplam 241 maya susunu ID
32C strip (BioMerieux) ve VITEK 2 sistemi karsilagtirmali olarak ¢alismislardir. 1D
32C sisteminin sonuglar1 ile karsilastirildiginda, 241 sustan 222°si (%92,1) kesin
olarak tanimlanmustir. 11 sus da dahil olmak tlizere VITEK 2 sistemi tarafindan tiir
seviyesi (%4,6) basit ek testlerle tanimlanmistir. 10 sus (%4,1) ek testlerle tiir
diizeyinde kesin olarak tespit edilememistir. Dort sus (%1,7) yanlis tanimlanmis ve
bes sus (%2,1) tanimlanamamistir. Degerlendirmeye dahil edilen 21 tiir arasinda C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis ve C. krusei ait suslar tamamlayici
testler olmadan %93,8 frekansta dogru bir sekilde tanimlanmistir (ek testlerle %97,5).
Tim Candida inconspicua ve C. norvegensis suslart VITEK ID-YST kartinin
biyokimyasal reaksiyonlar1 nedeniyle, diisiik ayrimcilikla tanimlanmstir. ki tiir
arasinda ayrim yapilamamasi nedeniyle, VITEK 2 sistemi tarafindan ilave testler
Onerilmemistir. Tanimlanmamis bes izolattan t¢liniin Geotrichum spp. ve yanlis

tanimlanmigs dort sustan ikisinin C. krusei suslari oldugunu belirtmislerdir.

Meurman vd. (2006), yaptiklari bir ¢alismada 167 adet klinik maya izolatin
155’inin (92,8%) dogru sonug¢ verdigini belirtmislerdir. Toplamda 145 Candida
izolatindan C. albicans, C. glabrata ve C. krusei’yi igeren 136’sinin iyi sonug verdigini
belirtmislerdir. Ug izolatin yanlhs tanmimlandigini, C. guilliermondii’nin C.
parapsilosis; C. zeylanoides’in C. famataC. valida ve Trichosporon spp.’in
Cryptococcus humicolus olarak tanimlandigini, test tekrarlandiginda ise C.

guilliermondii dogru tanimlandigini belirtmislerdir.
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Cizelge 4.9. Maya izolatlarinin VITEK 2 sistemi

ile biyokimyasal tani

sonugclari

, 2 5 ; 5 E
< CE - CE o
= w g = < W g —
E = s | 3 =3 Z

> S > 3

Al - - P32 | Stephanoascus ciferrii 85
El - - P33 - -
E2 |Stephanoascus ciferrii 87 P34 - -
H1 | Cryptococcus laurentii 90 P38 - i,
K1 | Cryptococcus laurentii 86 P39 - -
K2 | Cryptococcus laurentii 87 P40 - -
K3 - - P41 - -
K4 | Cryptococcus laurentii 89 P43 - -
K5 - - P44 - -
K6 | Cryptococcus laurentii 85 P45 - -
P1 |Stephanoascus ciferrii 85 P47 - -
P2 3 - P48 | Stephanoascus ciferrii 88
P3 — r P49 . -
P4 - - S1 |Stephanoascus ciferrii 91
p7 - - S2 - -
P8 | Cryptococcus laurentii 86 T1 |Cryptococcus laurentii 86
P9 - - T2 | Cryptococcus laurentii 87
P10 | Stephanoascus ciferrii 86 T3 - -
P12 - - T4 - -
P13 - - T5 | Cryptococcus laurentii 90
P14 | Cryptococcus laurentii 85 T6 | Cryptococcus laurentii 90
P15 | Stephanoascus ciferrii 88 T7 | Cryptococcus laurentii 85
P16 | Stephanoascus ciferrii 85 T8 | Cryptococcus laurentii 86
P17 | Stephanoascus ciferrii 85 T9 - -
P22 | Cryptococcus laurentii 89 T10 - -
P23 | Stephanoascus ciferrii 88 U1 i, -
P24 _ - U3 - -
P25 - - Y1 - -
P26 | Stephanoascus ciferrii 88 Y2 | Stephanoascus ciferrii 86
P27 - - Y3 | Stephanoascus ciferrii 89
P28 - - Y4 - -
P29 - - Y6 | Cryptococcus laurentii 89
P30 | Cryptococcus laurentii 86 Y7 - -
P31 | Stephanoascus ciferrii 87 Y8 - -
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Cizelge 4.9. (devam)

, 5 3 } - g
| [
g o g | & c 5 5
z CE 28 | CE S8
E S 2T | 2 = £~
- E @ g X = @ §
> S > S
Y9 - - Y45 - -
Y10 | Cryptococcus laurentii 89 Y47 | Cryptococcus laurentii 89
Y11 | Stephanoascus ciferrii 85 Y48 | Stephanoascus ciferrii 85
Y12 | Cryptococcus laurentii 86 Y49 | Cryptococcus laurentii 86
Y14 - - Y52 | Stephanoascus ciferrii 86
Y15 - - Z1 - -
Y16 - - Z2 | Stephanoascus ciferrii 86
Y17 - - Z3 | Cryptococcus laurentii 85
Y18 - - Z4 - -
Y19 | Stephanoascus ciferrii 85 Z5 2 -
Y20 - - Z6 | Cryptococcus laurentii 88
Y21 | Cryptococcus laurentii 85 Z7 - -
Y22 | Stephanoascus ciferrii 86 Z8 - -
Y23 | Stephanoascus ciferrii 86 Z9 | Cryptococcus laurentii 90
Y24 | Cryptococcus laurentii 89 Z10 - -
Y25 - - Z11 - -
Y26 - = Z12 - -
Y27 E - Z13 | Cryptococcus laurentii 90
Y28 | Stephanoascus ciferrii 85 Z14 - -
Y29 | Cryptococcus laurentii 86 Z15 | Stephanoascus ciferrii 89
Y30 - - Z16 - -
Y31 | Stephanoascus ciferrii 85 Z17 | Cryptococcus laurentii 87
Y32 | Cryptococcus laurentii 86 Z18 | Cryptococcus laurentii 88
Y33 - - Z19 - -
Y34 | Stephanoascus ciferrii 86 Z21 - -
Y35 | Cryptococcus laurentii 89 222 - -
Y36 | Cryptococcus laurentii 86 225 - -
Y37 - - Z26 - -
Y38 - - Z28 | Cryptococcus laurentii 85
Y39 - - Z29 - -
Y40 | Cryptococcus laurentii 85 Z30 - -
Y42 - - Z31 - -
Y43 - - Z32 | Stephanoascus ciferrii 87

-: Tan1 sonucu alinamayan izolatlar1 belirtmektedir.

Karabicak vd. (2015), izole ettikleri 473 klinik maya izolatinin, 6 cins ve 17
tiirden olustugunu belirlemislerdir. Ayrica klinik izolatlara ek olarak bes standart
ATCC susu ile calismiglardir. Tiir diizeyinde tanimlama sonuglarini, VITEK ve API
ile karsilastirmislardir. Sik goriilen tiirlerde (C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata,

C. tropicalis ve C. krusei), VITEK sistemi ile izolatlarin %95'i dogru tanimlanirken,
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%4,7’si yanlis tanimlanmais, %0,3’{ ise tanimlanamamistir. API ile dogru tanimlama
orani %96, yanlis tanimlama orani %3,5 olarak bulunmus ve izolatlarin %0,5°1 ise
tanimlanamamustir. Nadir goriilen tiirlerde, VITEK sistemi ile izolatlarin %78,4°1i API
ile %71,6’s1 dogru tamimlanirken, her iki sistemle de izolatlarin %21,6’s1 yanlis

tanimlanmis ve API ile %6,8’1 tanimlanamadig1 belirtilmistir.

Bu ¢alisma sonucunda VITEK sistemi ile tanimlanan sus say1si (%44,78), Graf
vd. (2000), Meurman vd. (2006), Karabig¢ak vd. (2015) ¢alismalarinda tanimlanan sus
sayisindan disiiktiir. Bu durumun bu caligmadaki izolatlarin gida izolati, diger
calismalardaki izolatlarin ise klinik maya izolati olmasindan kaynakli oldugu

diistiniilmektedir.

4.3.2 FT-IR Spektroskopisi ile Tami1 Sonuclari

Maya izolatlarin FT-IR spektroskopisi ile gerceklestirilen tani sonuglar
sistemin maya tanimlama veri tabaninda degerlendirilerek adlandirma yapilmistir.
Buna gore elde edilen sonuglar Cizelge 4.10°da verilmistir. Ayrica FT-IR spektrum

sonuglart EK D’de verilmistir.

Bu ¢alisgmada FT-IR spektroskopisi ile 140 izolatin, %17,86’sinin (25 adet) S.
cerevisiae, %11,42’sinin (16 adet) P. fermentans, %10’unun (14 adet) K. marxianus,
%9,29’unun (13 adet) Pichia membranifaciens, %7,86’sinin (11 adet) I. orientalis,
%4,29’unun (6 adet) Y. lipolytica, %4,29’unun (6 adet) Galactomyces geotrichum,
%3,57’sinin (5 adet) D. hansenii oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda C. zeylanoides,
P. kudriavzevii, Pichia nakasei, Pichia norvegensis, T. delbrueckii her biri %2,15
oraninda (3’er adet); C. inconspicua, Clavispora lusitaniae, Pichia anomala, Pichia
fabianii, Pichia triangularis, R. glutinis, S. bayanus, S. bayanus/pastorianus’tan her
biri %1,43 oraninda (2’ser adet); Candida ernobii, C. glabrata, Candida norvegica,
Candida populi, Hanseniaspora uvarum, Kazachstania unispora, Pichia galeiformis,
Pichia jadinii, R. mucilaginosa, Saccharomycopsis fibuligera, T. asahii,
Zygosaccharomyces lentus, Zygosaccharomyces ruxii’den her biri %0,71 oraninda (1

adet) tiir oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.10. Maya izolatlarinin FT-IR spektroskopisi ile tan1 sonuglari

IKzg:jaJ FT-IR Spektroskopisi Tan1 Sonuglari
Al | Candida norvegica ! B95-86/brewery
E1 |Yarrowia lipolytica G 3577 ! clinical isolate (Dr. Haase)
E2 | Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus § B95-182/brewery
H1 [Pichia fermentans G2918/Mietke(feed)
K1 [Saccharomyces cerevisiae § B95-134/brewery
K2 | Saccharomyces cerevisiae G3268/CNCMI1079(Levucell SB)
K3 | Pichia fermentans !T CBS187
K4 | Saccharomyces pastorianus UG § B95-37/brewery
K5 | Saccharomyces cerevisiae G2415/Mietke(CIP1077Levucell)
K6 [ Saccharomyces bayanus/pastorianus ! B95-269/brewery
P1 | Debaryomyces hansenii § B95-14/brewery
P2 | Debaryomyces hansenii W95/DSM70238
P3 | Pichia nakasei ! G2744/Mietke(Harzer cheese)
P4 | Debaryomyces hansenii W190/feta 10-2
P7 | Pichia fermentans G2918/Mietke(feed)
P8 | Saccharomyces cerevisiae W178/feta 6-1
P9 | Galactomyces geotrichum W150/cheese brine 1118
P10 | Yarrowia lipolytica ! G2391/vk030929
P12 |Zygosaccharomyces rouxii G476/mii941214
P13 |lIssatchenkia orientalis ! G2570/Mietke(feces)
P14 | lIssatchenkia orientalis ! G3843/eh090519 1-1
P15 |Yarrowia lipolytica G 3577 ! clinical isolate (Dr. Haase)
P16 [Pichia fermentans ! G2557/Mietke(feed)
P17 |Zygosaccharomyces lentus W466/CBS8517
P18 | Pichia norvegensis M332/ba(dairy scope)
P19 |Pichia fermentans ! G2955/Mietke(-)
P20 |Pichia fermentans ! G2955/Mietke(-)
P22 | Trichosporon asahii ! G3306/eh070713 1-1
P25 | Rhodotorula mucilaginosa v. muc. W424/CBS2772
P26 | Yarrowia lipolytica W195/feta 12a-2
P27 | Debaryomyces hansenii W197/feta 1-7
P28 | Torulaspora delbrueckii W104/DSM70497
P29 | Kazachstania unispora !'T W467/G2227/CBS398
P30 [Pichia fermentans ! G2955/Mietke(-)
P31 |Rhodotorula glutinis v. glu. W397/CBS322
P32 | Kluyveromyces marxianus W239/Wendt(?)
P33 [Issatchenkia orientalis I'T W263/G2516/Mietke(DSM3433)
P34 | Pichia norvegensis ! B95-161/brewery
P38 | Torulaspora delbrueckii W191/feta 7a-3
P39 [ Pichia fermentans G2918/Mietke(feed)
P40 | Galactomyces geotrichum W150/cheese brine 1118
P41 [ Candida inconspicua W369/CBS180
P43 |[Pichia fermentans ! W439/G1310/fromlssOriDSM70086
P44 | Yarrowia lipolytica G 3575 ! clinical isolate (Dr. Haase)
P45 | Candida zeylanoides! G3735/raw milk (Schmidt)
P47 | Candida zeylanoides! G3735/raw milk (Schmidt)
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Cizelge 4.10. (devam)

izolat

Kodlar: | T T-IR Spektroskopisi Tani Sonuglari

P48 | Clavispora lusitaniae ! W135/cheese brine 1001

P49 | Hanseniaspora uvarum ! G3738/agg090304 2-2

S2 Candida zeylanoides! G3735/raw milk (Schmidt)

T1 |Saccharomyces cerevisiae W406/ze951218a

T2 | Saccharomyces cerevisiae G3265/NCY C-Sc47(Biosaf)

T3 | Saccharomyces cerevisiae G1445/2e960902

T4 | Saccharomyces cerevisiae G2640/NCYC1026(YEASacc)

T5 | Saccharomyces cerevisiae G2640/NCYC1026(YEASacc)

T6 | Saccharomyces cerevisiae ! G4110 (wine yeast Geisenheim)

T7 | Saccharomyces cerevisiae G2415/Mietke(CIP1077Levucell)

T8 | Saccharomyces cerevisiae G2415/Mietke(CIP1077Levucell)

T9 Issatchenkia orientalis M 160/mii(dairy scope)

T10 | Yarrowia lipolytica G 3577 ! clinical isolate (Dr. Haase)

U1 |Pichia triangularis W496/weih02 S1

U3 | Pichia fermentans ! G1621/waterkefyrElster7

Y1 |[Saccharomyces cerevisiae G1445/z2e960902

Y2 | Kluyveromyces marxianus W98/DSM70343

Y3 | Galactomyces geotrichum T W481/Larpin(UCMA91)

Y4 | Kluyveromyces marxianus W99/DSM70344

Y6 | Clavispora lusitaniae W233/st920603 1

Y7 Pichia nakasei!G3002/ze06

Y8 Pichia fermentans ! G3911/MeiBner 6-1

Y9 Pichia fermentans s. fer. CBS4807

Y10 |Saccharomyces cerevisiae W198/feta 6-9

Y11 |Kluyveromyces marxianus ! MG280/raw milk (C4 128)

Y12 | Saccharomyces cerevisiae W198/feta 6-9

Y14 |lIssatchenkia orientalis ! G2570/Mietke(feces)

Y15 | Kluyveromyces marxianus ! B95-238/brewery

Y16 | Galactomyces geotrichum W150/cheese brine 1118

Y17 | Galactomyces geotrichum W150/cheese brine 1118

Y18 | Kluyveromyces marxianus ! MG678/raw milk (M4 018a)

Y19 | Kluyveromyces marxianus ! MG678/raw milk (M4 018a)

Y20 |Saccharomyces bayanus/pastorianus ! B95-276/brewery

Y21 |Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus § B95-124/brewery

Y22 | Kluyveromyces marxianus G 3948 ! wine yeast (FA Geisenheim)

Y23 | Kluyveromyces marxianus ! G5218/agg110526 239335-2

Y24 | Saccharomyces pastorianus UG § B95-135/brewery

Y25 |Candida glabrata G1916/ba980624

Y26 | Pichia membranifaciens W182/feta 3-3

Y27 | lssatchenkia orientalis G 3124 clinical isolate (Dr. Seidl)

Y28 | Pichia fermentans !'T CBS187

Y29 | Saccharomyces cerevisiae W406/ze951218a

Y30 |Rhodotorula glutinis M165/mii(dairy scope)

Y31 |Kluyveromyces marxianus G 3201 clinical isolate (Dr. Seidl)

Y32 | Candida inconspicua ! G2592/Mietke(feces)

Y33 | lIssatchenkia orientalis ! G2605/Mietke(feed)

Y34 | Kluyveromyces marxianus W98/DSM70343
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Cizelge 4.10. (devam)

Kli((;llzil FT-IR Spektroskopisi Tani1 Sonuglari

Y35 Saccharomyces cerevisiae G1445/2e960902
Y36 Saccharomyces cerevisiae G1794/gr980301
Y37 Galactomyces geotrichum T W481/Larpin(UCMAZ91)
Y38 Issatchenkia orientalis G2577/Mietke(feces)

Y39 Pichia jadinii ! G3965/ze091001 189-1
Y40 Saccharomyces cerevisiae W203/feta 6-10
Y42 Issatchenkia orientalis W162/cheese brine 1516
Y43 Torulaspora delbrueckii W165/feta 1-12
Y44 Pichia fermentans ! G3911/Meifner 6-1
Y45 Issatchenkia orientalis ! G2570/Mietke(feces)

Y46 Pichia norvegensis M332/ba(dairy scope)

Y47 Saccharomyces cerevisiae G2415/Mietke(CIP1077Levucell)
Y48 Kluyveromyces marxianus ! MG678/raw milk (M4_018a)
Y49 Saccharomyces cerevisiae § B95-34/brewery

Y50 Issatchenkia orientalis G2594/Mietke(feed)

Y52 Kluyveromyces marxianus G 3201 clinical isolate (Dr. Seidl)
Z1 Candida populi (anatomiae) ! G3588/n6m080801 1-1
Z2 Candida ernobii ! G3718/ze090128 28
Z3 Pichia triangularis W496/weih02 S1
Z4 Pichia membranifaciens ! G2734/Mietke(-)

Z5 Pichia membranifaciens W199/feta 1-1
Z6 Saccharomycopsis fibuligera ! G5157/ba101007 4
zZ7 Pichia membranifaciens W182/feta 3-3

Z8 Pichia fermentans G1846/st980512
Z9 Kluyveromyces marxianus ! MG280/raw milk (C4_128)
Z10 Pichia membranifaciens W228/yoghurt
Z11 Pichia nakasei ! G3002/ze061106a 268MK
Z12 Pichia membranifaciens ! B95-187/brewery
Z13 Saccharomyces cerevisiae G2643/NCY C-Sc47(Biosaf)
Z14 Pichia membranifaciens ! B95-187/brewery
Z15 Pichia anomala W296/G1652/DSM70260
Z16 Pichia kudriavzevii ! G5282/zeh120706 1-2
Z17 Debaryomyces hansenii G 3562 ! clinical isolate (Dr. Haase)
Z18 Pichia fabianii ! G3739/2e090306¢ 114-1
Z19 Pichia membranifaciens ! B95-100/brewery
Z21 Pichia membranifaciens ! B95-187/brewery
222 Pichia galeiformis ! G2434/portwine
723 Pichia anomala ! B95-180/brewery
224 Pichia kudriavzevii ! G5282/zeh120706 1-2
725 Pichia membranifaciens G1690/ba970417
226 Saccharomyces cerevisiae W107/DSM70509
228 Pichia fabianii ! G3739/2e090306¢ 114-1
Z29 Pichia membranifaciens G2960/ni060829 3-1
Z30 Pichia membranifaciens !'T CBS107
Z31 Pichia membranifaciens § B95-267/brewery
732 Pichia fermentans ! W439/G1310/fromlssOriDSM70086
Z34 Pichia kudriavzevii ! G5282/zeh120706 1-2
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Cizelge 4.10°da bulunan FT-IR spektrum sonuglar1 degerlendirilirken birden
fazla tiir sonucu alinan izolatlarda (P32, Y4, Z31), izolat tiirline karar verirken
izolatlarn MALDI-TOF MS ve molekiiler genetik tani sonuglar1 dikkate alinarak

degerlendirme yapilmaya ¢alisilmistir.

Kiimmerle vd. (1998), farkli habitatlardan ¢ogunlukla gida endiistrisinden elde
edilen 722 maya izolatin FT-IR spektroskopisi kullanilarak tanisini yapmislardir.
Referans spektrum kiitliphanesine dahil edilmemis ve 11 cinse ait 36 maya tiirii
olusturmuslardir. Tiim izolatlar fizyolojik ve morfolojik karakterlerle paralel olarak
tanimlanmiglardir. Tanis1 yapilan 722 izolattan 5 tanesi geleneksel yontemlerle
tanimlanamamis, 717 izolattan 699 tanesini FT-IR spektroskopisi kullanilarak
tanimlayabilmisler ve %97,5 oraninda bir basari elde etmislerdir. Sonug olarak, FT-IR
spektroskopisinin birka¢ giin gibi kisa bir siirede, gida kaynakli mayalar icin

geleneksel tanimlama sistemlerine iistiin hizli bir alternatif sundugunu belirtmislerdir.

Taha vd. (2013), daha 6nce fenotipik ve RFLP yontemleriyle tanimlanmis
toplam 39 Candida izolatin1 FT-IR spektroskopisi kullanilarak analiz etmisler ve
basarili bir tanimlama sonucu elde etmislerdir. Yaptiklari ¢alisma sonucu temel alarak
insan ve hayvan enfeksiyonlarinda sik karsilagilan C. neoformans, Trichosporon,
Rhodotorula ve Geotrichum spp. gibi mayalar1 tamimlamak i¢in FT-IR

spektroskopisini tavsiye etmiglerdir.

Arici vd. (2018), Tirkiye’nin gesitli bolgelerinden temin edilen 12 adet eksi
hamurdan izole ettikleri maya izolatlarin1 FT-IR spektroskopisi ve 26S rDNA'nin
kismi sekanslanmasi ile tanimlamislardir. Biitiin maya izolatlart FT-IR spektroskopisi
ile NCBI Blast arama sonuglarini siralayan 26S rDNA ile karsilastirildiginda %96
dogru tamimlanmustir. Iki analiz arasinda sadece TGM41 izolatinda farklilik
goriilmiistiir. TGM41, FT-IR pektroskopisi ile K. marxianus olarak tanimlanirken 26S

rDNA analizi ile S. cerevisiae olarak tanimlanmustir.

Karaman vd. (2018), Tiirkiye'deki farkli firinlardan gelen 33 eksi hamur
numunesinden izole ettikleri mayalardan 40 adedinde genetik tanimlama 6ncesi say1
azaltmak amaci ile FT-IR spektroskopisi ile tanimlama yapmislardir. Kirk maya
izolatindan 1 tanesi S. pastorianus, 1 tanesi C. glabrata, 1 tanesi K. lactis, 1 tanesi P.

membranifaciens, 36 tanesi ise S. cerevisiae olarak bulunmustur.
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Izolatlarin genotipik tamimlanmasindan énce FT-IR teknigi kullanilmis ve
bunun genotipik tanimlamasinda, 6zellikle mayalar i¢in iyi bir tanimlama dogrulugu

saglandigini belirtilmistir.

4.3.3 MALDI-TOF MS Biotyper Sistemi ile Tan1 Sonuglar:

Maya izolatlarinin MALDI-TOF MS Biotyper ile siniflandirilmasi Bolu Abant
[zzet Baysal Universitesi, Bilimsel Endiistriyel ve Teknolojik Uygulama ve Arastirma
Merkezinden hizmet alimi ile gerceklestirilmistir. Buna gore elde edilen sonuglar

Cizelge 4.11°de verilmistir.

Bu ¢alismada MALDI-TOF MS Biotyper ile 134 izolatin %19,40’min (26 adet)
S. cerevisiae, % 17,16’sinin (23 adet) C. lambica, % 9,70’inin (13 adet) C. kefyr,
%S5,22’sinin (7 adet) Candida valida, %4,48’inin (6 adet) C. zeylanoides, %4,48’inin
(6 adet) Candida krusei, %3,73tiniin (5 adet) Y. lipolytica, %2,98’inin (4 adet)
Geotrichum silvicola, %2,98’inin (4 adet) Pichia manshurica, %1,49’unun (2 adet)
C. famata, %0,75’inin (1 adet) T. delbrueckii, %0,75’inin (1 adet) R. mucilaginosa,
%0,75’inin (1 adet) Staphylococcus epidermidis, %0,75’inin (1 adet) Staphylococcus
capitis, %0,75’inin (1 adet) Wickerhamomyces anomalus oldugu belirlenmistir.
[zolatlarin %24,63’iinde (33 adet) tan1 sonucu almamamustir. Bu ¢alismada K2, K5,
T1, T3, T5, T7, T8, Y10, Y29, Y35, Y36, Y40, Y47, Y49 numarali izolatlar S.
cerevisiae, E1, P15, P26, T10 numarali izolatlar Y. lipolytica, P25 numarali izolat R.
mucilaginosa MALDI-TOF MS Biotyper ve FT-IR Spektroskopisi sistemlerinde ayn1

maya tiirii olarak tanimlanmastir.

K4 numarali izolat FT-IR Spektroskopisi ile S. pastorianus olarak
tanimlanirken MALDI-TOF MS Biotyper ile S. cerevisiae olarak tanimlanmis cins

diizeyinde ayni1 bulunmustur.

K6 numarali izolat FT-IR Spektroskopisi ile S. bayanus/pastorianus olarak
tanimlanirken MALDI-TOF MS Biotyper ile S. cerevisiae olarak tanimlanmis, Cins

diizeyinde ayni1 bulunmustur.
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Cizelge 4.11. Maya izolatlarinin MALDI TOF-MS Biotyper sistemi ile tani

sonuglari
= R E
2 MALDI-TOF MS % | 2 MALDI-TOF MS %o
= Biotyper Sonuclari =] = Biotyper Sonugclar =]
N 9]
Al | Candida valida 1,821 [ P31 [Staphylococcus epidermidis| 1,828
E1 [ Yarrowia lipolytica 2,203 | P32 [ Candida kefyr 1,866
E2 | Yarrowia lipolytica 1,931 [ P33 [ Candida zeylanoides 1,967
H1 | Candida lambica 1,818 | P34 - -
K1 [ Candida krusei 1,911 | P38 - -
K2 [Saccharomyces cerevisiae 2,186 | P39 - -
K3 [ Candida lambica 1,884 | P40 [ Candida zeylanoides 1,802
K4 [ Saccharomyces cerevisiae 2,186 | P41 | Candida lambica 1,727
K5 [Saccharomyces cerevisiae 2,139 | P43 | Candida lambica 1,707
K6 [Saccharomyces cerevisiae 2,101 | P44 | Candida zeylanoides 1,893
P1 - - P45 | Candida zeylanoides 1,953
P2 | Candida famata 1,827 | P48 - -
P3 | Saccharomyces cerevisiae 1,969 [ P49 [ Candida lambica 1,904
P4 | Candida famata 2,064 | S2 [Pichia manshurica 1,876
P7 [Candida lambica 1,836 T1 | Saccharomyces cerevisiae 2,143
P8 - - T3 | Saccharomyces cerevisiae 2,081
P9 - - T4 | Pichia manshurica 1,937
P10 - - T5 | Saccharomyces cerevisiae 1,723
P12 | Torulaspora delbrueckii 2,218 | T7 |Saccharomyces cerevisiae 2,138
P13 - - T8 | Saccharomyces cerevisiae 1,879
P14 | Candida lambica 1,889 T9 [Candida krusei 2,042
P15 | Yarrowia lipolytica 1,765 |[T10 [ Yarrowia lipolytica 2,012
P16 | Candida lambica 1,709 | U1 |Saccharomyces cerevisiae 1,836
P17 | Candida lambica 1,821 U3 | Candida lambica 1,811
P18 - - Y1 - -
P19 - - Y2 | Candida kefyr 1,769
P20 | Candida lambica 1,715 Y3 - -
P22 - - Y4 | Candida kefyr 1,902
P25 | Rhodotorula mucilaginosa 2,078 | Y6 - -
P26 | Yarrowia lipolytica 1,865 Y7 | Candida lambica 1,855
P27 - - Y8 - -
P28 | Candida zeylanoides 2,028 | Y9 |Candida lambica 1,700
P29 - - Y10 | Saccharomyces cerevisiae 2,058
P30 [ Candida lambica 2,030 [Y11|Candida kefyr 1,766
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Cizelge 4.11. (devam)

= =
g T |2 B
» | MALDI -TOF MS Biotyper o0 » | MALDI-TOF MS Biotyper 20
= Sonuglar: _ = Sonuglar _
90] N
Y12 - - Y47 | Saccharomyces cerevisiae 1,943
Y14 | Candida krusei 1,783 |Y48| Candida kefyr 2,072
Y15 | Candida kefyr 1,975 | Y49 |Saccharomyces cerevisiae 1,767
Y16 | Geotrichum silvicola 1,745 |Y50 | Saccharomyces cerevisiae 2,071
Y17 - - Y52 | Candida lambica 2,043
Y18 | Candida kefyr 2,105 | Z1 - -
Y19 | Candida kefyr 1,709 | Z3 - -
Y20 [ Saccharomyces cerevisiae 1,843 | Z4 | Candida lambica 2,061
Y21 [ Candida lambica 2,000 | Z5 -
Y22 | Candida kefyr 1,852 | Z6 | Candida valida 1,961
Y23 [ Candida kefyr 1,921 | Z7 |Candida lambica 1,754
Y24 | Saccharomyces cerevisiae 2,033 | Z8 |Candida valida 1,737
Y25 | Geotrichum silvicola 1,930 | Z9 | Candida lambica 1,858
Y26 | Saccharomyces cerevisiae 2,043 | Z10 | Candida valida 1,803
Y27 | Candida krusei 2,046 |Z11|Candida valida 1,916
Y28 | Candida kefyr 1,841 |[Z12 - -
Y29 | Saccharomyces cerevisiae 1,849 |Z13|Candida lambica 1,933
Y30 [ Geotrichum silvicola 1723 | Z14|Pichia manshurica 1,836
Y31 [ Candida kefyr 1,788 |Z15 - -
Y32 [ Saccharomyces cerevisiae 1,725 |Z16 - -
Y33 | Candida krusei 1,852 |Z17 - -
Y34 [ Candida kefyr 1,758 |Z18 | Wickerhamomyces anomalus | 1,793
Y35 [ Saccharomyces cerevisiae 1,942 |Z19 - -
Y36 | Saccharomyces cerevisiae 1,851 |Z21 | Candida valida 1,717
Y37 | Geotrichum silvicola 1,729 |Z22 - -
Y38 | Staphylococcus capitis 2,227 | Z23 - -
Y39 [ Saccharomyces cerevisiae 1,769 |Z24 - -
Y40 | Saccharomyces cerevisiae 1,910 |Z25|Candida zeylanoides 1,853
Y42 | Candida krusei 2,214 | Z26 | Candida valida 1,863
Y43 - - Z?29 | Saccharomyces cerevisiae 2,017
Y44 | Candida lambica 1,710 |Z30 | Saccharomyces cerevisiae 1,907
Y45 - - Z31 | Pichia manshurica 1,803
Y46 [ Candida lambica 1,862 |Z32|Candida lambica 1,875
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Z14 numarali izolat FT-IR Spektroskopisi ile P. membranifaciens olarak
tanimlanirken MALDI-TOF MS Biotyper ile P. manshurica olarak tanimlanmis, cins

diizeyinde ayni1 bulunmustur.

P41 numarali izolat FT-IR Spektroskopisi ile C. inconspicua olarak
tanimlanirken MALDI-TOF MS Biotyper ile C. lambica olarak tanimlanmis, cins

diizeyinde ayni1 bulunmustur.

P32, Y2, Y4, Y11, Y15, Y18, Y19, Y22, Y23, Y31, Y34, Y48 numarali
izolatlar MALDI-TOF MS Biotyper ile C. kefyr olarak tanimlanmis, FT-IR

spektroskopisi ile ise C. kefyr’in telemorfu olan K. marxianus olarak tanimlanmuistir.

P2, P4 numarali izolatlar MALDI-TOF MS Biotyper ile C. famata olarak
tamimlanmis, FT-IR spektroskopisi ile ise C. famata’nin telemorfu olan D. hansenii

olarak tanimlanmuistir.

710, Z21 numarali izolatlar MALDI-TOF MS Biotyper ile C. valida olarak
tammmlanmis, FT-IR spektroskopisi ile ise C. validanin telemorfu olan P.

membranifaciens olarak tanimlanmistir.

T9, Y14, Y27, Y33, Y42 numaral1 izolatlar MALDI-TOF MS Biotyper ile C.
krusei olarak tanimlanmis, FT-IR spektroskopisi ile ise C. krusei 'nin telemorfu olan I.

orientalis olarak tanimlanmustir.

H1, K3, P7, P16, P20, P30, P43, U3, Y9, Y44, Z32 numarali izolatlar MALDI-
TOF MS Biotyper sistemi ile C. lambica olarak tanimlanmig, FT-IR spektroskopisi ile

ise C. lambica nin telemorfu olan P. fermentans olarak tanimlanmustir.

Amorim vd. (2018), ananastan izole ettikleri iyi probiyotik 6zellik gosteren 50
sustan cesitli kriterlere gore (Diisiik pH da gelisme, safra tuzu, gastrik ortamda canl
kalma vb.) segtikleri, 4 I, 8 A, 9 C, 9 D ve 14 B kodlu 5 susun MALDI-TOF MS ve
ITS bolgelerine gore tanimlamalarini yapmislardir. 4 I, 8 A ve 14 A izolatlarinin
MALDI-TOF MS’e gore Candida lusitaniae oldugunu, 9 C, 9 D izolatlarin ise bu
yontemle tanimlanamadigini belirtmiglerdir. ITS bolgeleri kullanilarak yapilan sekans
analizi sonuglarina gore ise 41, 8A ve 14A izolatlarimin C. lusitaniae oldugu 9 C,9 D
izolatlarinin ise M. caribbica oldugunu belirtmiglerdir. 9 C, 9 D izolatlarinin MALDI-
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TOF MS ile tanimlanamamasinin nedeninin ise MALDI-TOF MS Kkiitliphanesinin

daha ¢ok klinik izolatlardan olusmasindan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir.

Bellici vd. (2019), ¢esitli tahil unlar1 kullanilarak iiretilen geleneksel kizilcik
tarhanasindaki mayalart tanimlamak i¢cin MALDI-TOF MS Biotyper sistemini
kullanmiglardir. Toplam 231 izolatin %45,5'1 tiir diizeyinde, %30,3'ii cins diizeyinde
tamimlanirken, 24,2'si ise tanimlanamamustir. Kizilcik tarhanasi mikrobiyotasinin

cogunlugunu mayalarin olusturdugunu tespit etmislerdir.

Tespit edilen maya izolatlarinin H. uvarum (32%), S. cerevisiae (19,6%), T.
delbrueckii (18,6%), C. krusei (11,3%), C. lusitaniae (9,3%), Metschnikowia
pulcherrima (3,1%), W. anomalus (2,1%), C. kefyr (2,1%), Cyb. fabianii (1%) ve C.
parapsilosis (%1) oldugunu belirtmislerdir.

Bu c¢alisma kapsaminda MALDI-TOF MS Biotyper Sistemi ile
tanimlanamayan maya izolat1 sayisinda (%24,63), Bellici vd. (2019) bulgularina
(%24,20) benzer sonuglar elde edilmistir. Bazi izolatlarin tanimlanamama sebebinin
MALDI-TOF MS Biotyper sistemi veri tabaninda bulunan izolatlarla

eslesememesinden kaynaklandig: diisiintilmektedir.

4.3.4  Molekiiler Genetik Yontemlerle Tani1 Sonuglari

Probiyotik 6zellikler agisindan potansiyeli yliksek (Safra tuzu toleransi, diisiik
pH degerinde gelisme, intestinal ve gastrik ortam toleransi, antimikrobiyal aktivite)
suslardan secilen 35 adet maya izolatinin 26S rRNA dizi analizi yontemine gore
tanimlanmalarinda Atlas Biyoteknoloji Laboratuvar Malzemeleri San. Tic. Ltd.
Sti.’nden hizmet alimi yapilmistir. Buna gore kesin tanisi yapilan izolatlarin tiir
diizeyinde tani sonuglari ve veri tabanina erisim numaralart Cizelge 4.12°de;
izolatlarin birbirleri ile yakinliklarim1 gosteren dendogramlart ise Sekil 4.3’te

verilmistir.
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Cizelge 4.12. Maya izolatlarin 26S rRNA dizi analizi yontemine gore tani

sonugclari

= -
= 7
2 |. E £
= Izolatin 26S rRNA Dizi Analizi Yontemine Gore Cins ve Tiir Ad & g
E =z
o
E1 Y_arrOW|a lipolytica clor!e Turkey strain_104-E1 large subunit MK358172
ribosomal RNA gene, partial sequence
Saccharomyces cerevisiae clone Turkey strain_105-E2 large subunit
E2 ribosomal RNA gene, partial sequence Formun Alt MK358173
K1 S_accharomyces cereV|S|ae_cIone Turkey strain_50-K1 large subunit MK358162
ribosomal RNA gene, partial sequence
K6 S_accharomyces cereV|S|ae_cIone Turkey strain_106-K6 large subunit MK358174
ribosomal RNA gene, partial sequence
Debaryomyces hansenii clone Turkey strain_55-P4 large subunit
& ribosomal RNA gene, partial sequence MK358164
P13 Elchla kudriavzevii clone '_I'urkey strain_103-P13 large subunit MK358171
ribosomal RNA gene, partial sequence
P15 Y_arrOW|a lipolytica clone '_I'urkey strain_113-P15 large subunit MK358177
ribosomal RNA gene, partial sequence
P28 Qalactomyces candidus clpne Turkey strain_125-P28 large subunit MK358178
ribosomal RNA gene, partial sequence
T1 S_accharomyces cereV|S|ae_cIone Turkey strain_51-T1 large subunit MK358163
ribosomal RNA gene, partial sequence
T3 P_lchla fermentans clone T_urkey strain_68-T3 large subunit MK358166
ribosomal RNA gene, partial sequence
Saccharomyces cerevisiae clone Turkey strain_69-T4 large subunit
T4 ribosomal RNA gene, partial sequence MK358167
T7 S_accharomyces cereV|S|ae_cIone Turkey strain_107-T7 large subunit MK358175
ribosomal RNA gene, partial sequence
T8 S_accharomyces cereV|S|ae_cIone Turkey strain_108-T8 large subunit MK358176
ribosomal RNA gene, partial sequence
T10 Y_arrOW|a lipolytica clone '_I'urkey strain_149-T10 large subunit MK358181
ribosomal RNA gene, partial sequence
Y6 C_:Iawspora lusitaniae clon_e Turkey strain_6-Y6 large subunit MK358148
ribosomal RNA gene, partial sequence
Y10 S_accharomyces cereV|S|ae-cIone Turkey strain_10-Y10 large subunit MK358149
ribosomal RNA gene, partial sequence
Y12 Saccharomyces cerevisiae clone Turkey strain_12-Y?2 large subunit MK358150

ribosomal RNA gene, partial sequence
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Cizelge 4.12.(devam)

= -
= 7]
2 | E &
= Izolatin 26S rRNA Dizi Analizi Yontemine Gore Cins ve Tiir Adi Z g
= = =
R Z
o
v14 Elchla kudriavzevii clone '_I'urkey strain_14-Y 14 large subunit MK358151
ribosomal RNA gene, partial sequence
Y16 G_alactomyces candidus cI(_Jne Turkey strain_16-Y16 large subunit MK358152
ribosomal RNA gene, partial sequence
Y17 Qalactomyces candidus cI(_)ne Turkey strain_17-Y17 large subunit MK358153
ribosomal RNA gene, partial sequence
Kluyveromyces marxianus clone Turkey strain_19-Y19 large subunit
Y19 ribosomal RNA gene, partial sequence MK358154
Y21 P_|ch|a fermentans clone T_urkey strain_21-Y21 large subunit MK358155
ribosomal RNA gene, partial sequence
Y28 K_Iuyveromyces mamanus_clone Turkey strain_28-Y28 large subunit MK358156
ribosomal RNA gene, partial sequence
Y30 Qalactomyces candidus clpne Turkey strain_30-Y30 large subunit MK358157
ribosomal RNA gene, partial sequence
Y36 S_accharomyces cereV|5|ae_cIone Turkey strain_36-Y 36 large subunit MK358158
ribosomal RNA gene, partial sequence
Y40 S_accharomyces cereV|S|ae_cI0ne Turkey strain_40-Y40 large subunit MK358159
ribosomal RNA gene, partial sequence
Saccharomyces cerevisiae clone Turkey strain_46-Y47 large subunit
Yat ribosomal RNA gene, partial sequence MK358160
v49 S_accharomyces cereV|S|ae_cIone Turkey strain_48-Y49 large subunit MK358161
ribosomal RNA gene, partial sequence
Y52 K_Iuyveromyces mamanus_clone Turkey strain_66-Y52 large subunit MK358165
ribosomal RNA gene, partial sequence
79 chke_rha_lmomyces subpelllculosus_ clone Turkey strain_86-U1 large MK358170
subunit ribosomal RNA gene, partial sequence
713 S_accharomyces cereV|S|ae_cI0ne Turkey strain_75-Z13 large subunit MK358168
ribosomal RNA gene, partial sequence
217 chke_rhe_lmomyces subpelllculosu_s clone Turkey strain_142-Z17 large MK358180
subunit ribosomal RNA gene partial sequence
791 P_lchla membranifaciens cl_one Turkey strain_139-Z21 large subunit MK358179
ribosomal RNA gene, partial sequence
232 P_|ch|a fermentans clone T_urkey strain_76-Z32 large subunit MK358169
ribosomal RNA gene, partial sequence
T5 - -
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Saccharomyces cerevisiae stran 12-Y2

Saceharomyces cerevisiae strain 10-Y10
Saccharomyces cerevisiae strain 36-Y36
Saccharomyces cerevisiae strain 40 Y40
Sactharomyces cerevisiae stran 46-Y47
Saccharomyces cerevisiae strain 48-Y49
Saccharomyces cerevisiae stran 50-K1

Saccharomyces cerevisiae skrain 51.T1

Saccharomyces cerevisiae skrain 69-T4

Saccharomyces cerevisiae strain 75-Z13
Saccharomyces cerevisiae stran 105-E2
Saccharomyces cerevisize stran 1066
Sactharomyces cerevisiae strain 106-T8
Sactharomyces cerevisiae strain 107-T7

Kluyveromyces mandanus strain 28-Y28
—{ Kluyveromyoes manaanus strain 66-Y52
Kluyveromyoes mandanus strain 13-Y19

Debaryomyees hanseni strain 55-P4
_‘ Wickerhamonyees subpeliculosus strain 142-217
Wickerhamomyces subpelliculosus strain 86-U1

Clavispora lusitaniae strain 6-Y6
Pichia kudriavzevii stran 103-P13

Pichia kudriavzei sirain 14-Y14
Pichia membranifaciens strain 133-221
Pichia fementans strain 76-232
] 4{ Pichia fermentans sirain 66-T3
Pichia fermentans strain 21-Y21

Galactomyces candidus strain 17-Y17
Galattomyces candidus stain 16-Y16

Galactomytes candidus stran 125-P28
Galactomyces candidus strain 30-Y30

Yarmowia ipolyica stain 143-T10
Yarrowia polybea stain 113-P15
Yarmowia ipolyica strain 104-E1

Sekil 4.3. Maya izolatlarinin 26S rRNA dizi analiz sonuglarina gore
dendogrami

Ayrica bu 35 izolatin se¢imi esnasinda yararlanilan probiyotik 6zellikler (Safra
tuzu toleransi, diisiik pH degerinde gelisme, intestinal ve gastrik ortam toleransi,
antimikrobiyal aktivite) EK C’de verilmistir. Tlim izolatlara ait tan1 sonuglar1 (VITEK
2 ile tan1, FT-IR spektroskopisi ile tani, MALDI-TOF MS Biotyper ile tani, DNA dizi
analizi) tek ¢izelge halinde EK F’de verilmistir.

Cizelge 4.12 ve Sekil 4.3’te goriildiigi gibi, 35 adet maya izolatindan bir
tanesinde DNA dizi analizi sonucu alimamamis, geriye kalan 34 izolatin 26S rRNA

baz dizilimine gére molekiiler kesin tani sonuglari alinmistir.

Buna gore suslar arasinda en fazla oranda %41,18 (14 adet) yer alan tiiriin S.

cerevisiae oldugu, bunu sirasiyla Pichia spp. %17,65 (6 adet), %11,77 Galactomyces
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spp. (4 adet), K. marxianus %8,82 (3 adet), Y. lipolytica %8,82 (3 adet), W.
subpelliculosus %5,88 (2 adet) suslarinin izledigi; Debaryomyces vindobonensis, C.
lusitaniae izolatlarindan her biri igin %2,94 (1’er adet) oraninda kesin tanisi yapilan

tiir oldugu belirlenmistir.

Calisma kapsaminda izole edilen mayalarin 4 farkli tanimlama sistemine gore

elde edilen tan1 sonuglar1 karsilastirmali olarak Cizelge 4.13’te verilmistir.

Cizelge 4.13’te de gorildiugi gibi, DNA dizi analizi sonuglari, MALDI-TOF
MS Biotyper ve FT-IR Spektroskopisi, VITEK 2 biyokimyasal tani sonuglar ile
karsilastirildiginda E1, P15, T10 numarali izolatlar Y. lipolytica; T1, T7, T8, Y10, Y36,
Y40, Y47, Y49 numarali izolatlar S. cerevisiae olarak ii¢ yontemde (MALDI-TOF MS
Biotyper, FT-IR spektroskopisi, 26S rRNA dizi analizi) de aym1 tanimlanmustir.
VITEK 2 biyokimyasal tanimlama sistemine gére P15 numarali izolat S. ciferrii olarak
tamimlanirken, T1, T7, T8, Y10, Y36, Y40, Y47, Y49 numarali izolatlar Cry. laurentii
olarak tanimlanmis; EI1, T4, T10 numarali izolatlarda ise tanimlama sonucu

alinamamustir.

E2, K1, T4, Y12, Z13 numarali izolatlar 26S rRNA dizi analizi ve FT-IR
spektroskopisi sonucuna gore S. cerevisiae olarak tanimlanirken; MALDI-TOF MS
Biotyper sonucuna gore E2 nolu izolat Y. lipolytica, K1 nolu izolat C. krusei, T4 nolu
izolat P. manshurica, Z13 nolu izolat C. lambica olarak tanimlanmis, Y12 nolu izolatta
sonug almamamis; VITEK 2 biyokimyasal tanimlama sistemine gore E2 nolu izolat S.
ciferrii olarak tanimlanirken K1, Y12 ve Z13 numarali izolatlar Cry. laurentii olarak

tanimlanmis, T4 numarali izolatta ise tanimlama sonucu alinamamustir.

K6 numarali izolat 26S rRNA dizi analizi ve MALDI-TOF MS Biotyper
sonucuna gore S. cerevisiae, FT-IR spektroskopisi sonucuna gore S.
bayanus/pastorianus, VITEK 2 biyokimyasal tanimlama sistemine goére ise Cry.

laurentii olarak tanimlanmustir.

P4 numarali izolat 26S rRNA dizi analizi ve FT-IR spektroskopisi sonucuna
gore D. hansenii, MALDI-TOF MS Biotyper ile C. famata olarak tanimlanmus;

VITEK 2 biyokimyasal tanimlama sistemi ile sonu¢ alinamamustir.
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Cizelge 4.13. Molekiiler tanis1 yapilan maya izolatlarinin tan1 sonuglari

MALDI -
izolat |  FT-IR Spektrum TOF VITEK 2 265 rRNA Dizi
Kodu Sonuglari Biotyper Biyokimyasal Analiz Sonugclari
Tam Sonuclari
Sonuglari

E1 |Y.lipolytica Y. lipolytica - Y. lipolytica

E2 |S. cerevisiae Y. lipolytica | S. ciferrii S. cerevisiae

K1 |S. cerevisiae C. krusei Cry. laurentii | S. cerevisiae

K6 | S. bayanus/pastorianus |S. cerevisiae | Cry. laurentii | S. cerevisiae

P4 D. hansenii C. famata - D. hansenii

P13 |l orientalis - - P. kudriavzevii
P15 |Y. lipolytica Y. lipolytica | S. ciferrii Y. lipolytica

P28 | T. delbrueckii C. zeylanoides - G. candidus

T1 |S. cerevisiae S. cerevisiae | Cry. laurentii | S. cerevisiae

T3 |S. cerevisiae S. cerevisiae - P. fermentans

T4 | S. cerevisiae P. manshurica - S. cerevisiae

T5 | S. cerevisiae S. cerevisiae | Cry.laurentii -

T7 | S. cerevisiae S. cerevisiae | Cry. laurentii | S. cerevisiae

T8 | S. cerevisiae S. cerevisiae | Cry. laurentii | S. cerevisiae

T10 |Y. lipolytica Y. lipolytica - Y. lipolytica

Y6 |C. lusitaniae - Cry. laurentii | C. lusitaniae

Y10 |S. cerevisiae S. cerevisiae | Cry. laurentii | S. cerevisiae

Y12 |S. cerevisiae - Cry. laurentii | S. cerevisiae

Y14 |1 orientalis C. krusei - P. kudriavzevii
Y16 |G. geotrichum G. silvicola - G. candidus

Y17 |G. geotrichum - = G. candidus

Y19 | K. marxianus C. kefyr S. ciferrii K. marxianus

Y21 |S. cerevisiae C. lambica Cry. laurentii | P. fermentans
Y28 | P. fermentans C. kefyr S. ciferrii K. marxianus

Y30 |R. glutinis G. silvicola - G. candidus

Y36 |S. cerevisiae S. cerevisiae | Cry. laurentii | S. cerevisiae

Y40 |S. cerevisiae S. cerevisiae | Cry. laurentii | S. cerevisiae

Y47 |S. cerevisiae S. cerevisiae | Cry. laurentii | S. cerevisiae

Y49 |S. cerevisiae S. cerevisiae | Cry. laurentii | S. cerevisiae

Y52 | K. marxianus C. lambica S. ciferrii K. marxianus

Z9 | K. marxianus C. lambica Cry. laurentii | W. subpelliculosus
Z13 |S. cerevisiae C. lambica Cry. laurentii | S. cerevisiae

Z17 | D. hansenii - Cry. laurentii | W. subpelliculosus
Z21 | P. membranifaciens C. valida - P. membranifaciens
Z32 | P. fermentans C. lambica S. ciferrii P. fermentans

(C. famata: Candida famata), (C. kefyr: Candida kefyr), (C. krusei: Candida krusei), (C. lambica:
Candida lambica), (C. zeylanoides: Candida zeylanoides), (Cry. laurentii: Cryptococcus laurentii), (D.
hansenii: Debaryomyces hansenii), (G. candidus: Galactomyces candidus), (G. geotrichum:
Galactomyces geotrichum), (G. silvicola: Geotrichum silvicola), (1. Orientalis: Issatchenkia orientalis),
(K. marxianus: Kluyveromyces marxianus), (P. kudriavzevii: Pichia kudriavzevii), (P. membranifaciens:
Pichia membranifaciens), (P. fermentans:Pichia fermentans), (R: glutinis: Rhodotorula glutinis), (S.
cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae), (S.bayanus/pastorianus: Saccharomyces bayanus/pastorianus),
(S. ciferrii: Stephanoascus ciferrii), (T. delbrueckii: Torulaspora delbrueckii), (Y. lipolytica: Yarrowia
lipolytica), (W. subpelliculosus: Wickerhamomyces subpelliculosus)
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P13 numarali izolat 26S rRNA dizi analizi P. kudriavzevii, FT-IR
Spektroskopisi sonucuna gore I. orientalis olarak tanimlanirken MALDI- TOF MS

Biotyper ve VITEK 2 biyokimyasal tanimlama sistemi ile sonug alinamamustir.

P28 numarali izolat 26S rRNA dizi analizi sonucuna gore G. candidus, FT-IR
spektroskopisi sonucuna gore T. delbrueckii, MALDI-TOF MS Biotyper ile sonucuna
gore C. zeylanoides olarak tanimlanmis, VITEK 2 biyokimyasal tanimlama sistemi ile

sonug alinamamastir.

T3 numarali izolat 26S rRNA dizi analizi sonucuna gore P. fermentans,
MALDI-TOF MS Biotyper ve FT-IR spektroskopisi sonucuna goére S. cerevisiae
olarak tanmimlanmig, VITEK 2 Dbiyokimyasal tanimlama sistemi ile sonug

alinamamustir.

Y6 numarali izolat 26S rRNA dizi analizi ve FT-IR spektroskopisi sonucuna
gore C. lusitaniae olarak tanimlanirken, VITEK 2 biyokimyasal tan1 sistemi sonucuna
gore Cry. laurentii olarak tanimlanmis, MALDI-TOF MS Biotyper tanimlama

sisteminde ise sonug¢ alinamamustir.

Y 14 numarali izolat 26S rRNA dizi analizi sonucuna gore P. kudriavzevii, FT-
IR spektroskopisi ile I. orientalis (C. krusei nin telemorfu I. orientalis), MALDI-TOF
MS Biotyper ile C. krusei olarak tanimlanmig, VITEK 2 biyokimyasal tanimlama

sistemi ile sonug alinamamustir.

Y 16 numarali izolat 26S rRNA dizi analizi sonucuna gore G. candidus, FT-IR
spektroskopisi sonucuna gore G. geotrichum, MALDI-TOF MS Biotyper sonucuna
gore G. silvicola olarak tanimlanmig, VITEK 2 biyokimyasal tanimlama sistemi ile

sonug alinamamustir.

Y17 numaral izolat 26S rRNA dizi analizi sonucuna gore G. candidus olarak
tanimlanirken, FT-IR spektroskopisi sonucuna gore G. geotrichum olarak
tanimlanmig, MALDI-TOF MS Biotyper ve VITEK 2 biyokimyasal tanimlama sistemi

ile sonug¢ alinamamastir.

Y19, Y52 numarali izolatlar 26S rRNA dizi analizi ve FT-IR spektroskopisi

sonucuna gore K. marxianus olarak, VITEK 2 biyokimyasal tanimlama sistemine gére
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S. ciferrii olarak tanimlanmustir. Y19 nolu izolat MALDI-TOF MS Biotyper sonucuna
gore C. kefyr (C. kefyr’in telemorfu K. marxianus), Y52 nolu izolat C. famata

olaraktanimlanmuistir.

Y21 numarali izolat 26S rRNA dizi analizi sonucuna goére P. fermentans, FT-
IR spektroskopisi sonucuna gore S. cerevisiae, MALDI-TOF MS Biotyper sonucuna
gore C. lambica, VITEK 2 biyokimyasal tanimlama sistemine gore Cry. laurentii

olarak tanimlanmustir.

Y28 numaral1 izolat 26S rRNA dizi analizi sonucuna gore K. marxianus, FT-
IR spektroskopisi sonucuna P. fermentans, MALDI-TOF MS Biotyper sonucuna gore
C. kefyr (C. kefyr’in telemorfu K. marxianus) olarak tanimlanmis, VITEK 2

biyokimyasal tanimlama sistemine gore S. ciferrii olarak tanimlanmustir.

Y30 numarali izolat 26S rRNA dizi analizi sonucuna gore G. candidus, FT-IR
spektroskopisi sonucuna gore R. glutinis, MALDI-TOF MS Biotyper sonucuna gore
G. silvicola olarak tanimlanmis, VITEK 2 biyokimyasal tani sistemi ile sonug

alinamamustir.

79 numarali izolat 26S rRNA dizi analizi sonucuna gore W. subpelliculosus,
FT-IR spektroskopisi sonucuna gore K. marxianusolarak tanimlanirken, MALDI-TOF
MS Biotyper sonucuna gore C. lambica olarak tanimlanmis, VITEK 2 biyokimyasal

tanimlama sistemine gore Cry. laurentii olarak tanimlanmustir.

Z17 numarali izolat 26S rRNA dizi analizi sonucuna gore W. subpelliculosus,
FT-IR spektroskopisi sonucuna gore D. hansenii, VITEK 2 biyokimyasal tanimlama
sistemine gore Cry. laurentii olarak tanimlanmis, MALDI-TOF MS Biotyper cihazi

ile sonu¢ alinamamastir.

Z21 26S rRNA dizi analizi ve FT-IR spektroskopisi sonucuna gore P.
membranifaciens, MALDI-TOF MS Biotyper sonucuna gore C. valida (C. valida nin
telemorfu P. membranifaciens) olarak tanimlanmis, VITEK 2 biyokimyasal tani

sistemi ile sonug alinamamustir.

Z32 nolu izolat 26S rRNA dizi analizi ve FT-IR spektroskopisi sonucuna gore
P. fermentans, MALDI-TOF MS Biotyper sonucuna gore C. lambica (C. lambica nin
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telemorfu P. fermentans) olarak tanimlanmig, VITEK 2 biyokimyasal tanimlama

sistemine gore S. ciferrii olarak tanimlanmistir.

Kumura vd. (2004), ticari mavi peynirlerden ve kefirden izole ettikleri
mayalarin niikleotit sekans analizi ile tanimlamalarin1 yapmiglardir. Bu tanimlama
sonucu C. humilis, D. hansenii, D. occidentalis, K. lactis, Kluyveromyces lodderae, K.

marxianus, S. cerevisiae ve Y. lipolytica tiirlerini i¢erdigini belirtmislerdir.

Karaman vd. (2018), Tirkiye'deki farkli firinlardan gelen 33 eksi hamur
numunesinden izole ettikleri mayalardan 40 adetinde, genetik tanimlama dncesi say1y1
azaltmak amaci ile FT-IR spektroskopisi ile tanimlama yapmislardir. Daha sonra 40
izolattan 8’inde genetik tanimlama yapmislar ve sonucu P. membranifaciens ve S.

cerevisiae olarak bulmuslardir.

Arici vd. (2018), tarafindan yapilan bir c¢alismada, Tirkiye’'nin ¢esitli
bolgelerinden 12 adet eksi hamurdan izole ettikleri maya izolatlarin1 26S rDNA
sekanslanmasi ile genetik yontemle tanimlamislardir. 26S rDNA sekans sonuglarina
gore S. cerevisiae (%50), T. delbrueckii (%40) ve K. marxianus (%10) tiirleri

tamimlanmis ve S. cerevisiae baskin tiir olarak bulunmustur.

Amorim vd. (2018), ananastan izole ettikleri iyi probiyotik 6zellik gdsteren 50
sustan cesitli kriterlere gore (diisiik pH da gelisme, safra tuzu, gastrik ortamda canli
kalma vb.) sectikleri 41, 8A, 9C, 9D ve 14B kodlu 5 susun ITS bdlgelerine goére
tanimlamalarim1 yapmuslardir. ITS bolgeleri kullanilarak yapilan sekans analizi
sonuglarina gore ise 41, 8A ve 14A izolatlarmin C. lusitaniae oldugu, 9C ve 9D

izolatlarinin ise M. caribbica oldugunu belirtmislerdir.

Bu c¢alismada 26S rRNA dizi analizi sonuglarina gore, Arici vd. (2018)
tarafindan yapilan c¢alismaya benzer olarak S. cerevisiae baskin tiir olarak

bulunmustur.

26S rRNA dizi analizi sonuglari, MALDI-TOF MS Biotyper ve FT-IR
spektroskopisi, VITEK 2 biyokimyasal tanimlama sistemi sonuglar1 ile
karsilagtirildiginda 26S rRNA dizi analizi ve FT-IR spektroskopisi ile %62,90 (22
izolat), 26S rRNA dizi analizi ve MALDI-TOF MS Biotyper ile %34,3 (12 izolat)
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oraninda ayni sonug elde edilmis; 26S rRNA dizi analizi ve VITEK 2 biyokimyasal

tanimlama sistemi sonuglar1 karsilagtirildiginda benzer bir sonu¢ bulunamamastir.

Bu nedenle bu galismada MALDI-TOF MS Biotyper ve FT-IR spektroskopisi
ile taninin, 26S rRNA dizi analizi 6ncesi bir 6n tani sistemi olarak kullanilabilecegi

distiniilmektedir.

44  Maya Izolatlarinin Teknolojik Ozellikleri

4.4.1 Yiiksek Tuz Ortaminda Gelisme

Tuz orant %7, %10, %15 olacak sekilde ayarlanan YPG sivi1 besiyerinde
kiiltiirlerin gelismesi takip edilmistir. Sonuglar Cizelge 4.14°te pozitif ve negatif

gelisme olarak verilmistir.

Bu ¢alismada 33 izolatta (1 adet C. lusitaniae, 1 adet D. vindobonensis, ,1 adet
P. kudriavzevii, 2 adet W. subpelliculosus, 4 adet G. candidus, 3 adet K. marxianus, 3
adet Y. lipolytica, 3 adet P. fermentans, 14 adet S. cerevisiae, T5) %7 tuz oraninda
gelisme, 25 izolatta (1 adet Clavispora lusitaniae, 1 adet D. vindobonensis,1 adet K.
marxianus, 1 adet P. fermentans, 1 adet P. kudriavzevii, 2 adet W. subpelliculosus, 3
adet Y. lipolytica 14 adet S. cerevisiae,T5) %10 tuz oraninda gelisme, 4 izolatta (2 adet
W. subpelliculosus, 2 adet Y. lipolytica) %15 tuz oraninda gelisme tespit edilmistir.

Binetti vd. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada, izole edilen 20 maya
susunun (8 izolat K. marxianus, 2 izolat K. lactis, 4 izolat S. cerevisiae, 3 izolat C.
lusitaneae ve 1 izolat G. geotrichum) tamaminin %10'luk tuz igeren ortamda
gelisebildigi, G. geotrichum (L14 and L15) suslarinin %15'lik tuz ortaminda
gelisebildigi, Kl. lactis (L12 and L13) suslarmin ise %?20'lik tuzu tolere ettigi
belirtilmistir.

Ozturk ve Sagdic (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 24 adet C.
zeylanoides ve 23 adet D. hansenii susunun tamaminin %5, %10 ve %15 tuz igeren

ortamda gelisebildigi belirtilmistir.
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Cizelge 4.14. Maya izolatlarinin yiiksek tuz iceren ortamda gelisme

yetenekleri
iIzolat Adx izolat Kodu Tuz Konsantrasyonu (%)
7 10 15
Yarrowia lipolytica El + + +
Saccharomyces cerevisiae E2 + + -
Saccharomyces cerevisiae K1 + + -
Saccharomyces cerevisiae K6 + + -
Debaryomyces vindobonensis P4 + + -
Pichia kudriavzevii P13 - - -
Yarrowia lipolytica P15 + + +
Galactomyces candidus P28 + - -
Saccharomyces cerevisiae T1 + + -
Pichia fermentans clone T3 + - -
Saccharomyces cerevisiae T4 + + -
Saccharomyces cerevisiae T7 + + -
Saccharomyces cerevisiae T8 + + -
Yarrowia lipolytica T10 + + -
Clavispora lusitaniae Y6 + + -
Saccharomyces cerevisiae Y10 + + -
Saccharomyces cerevisiae Y12 + + -
Pichia kudriavzevii Y14 + + -
Galactomyces candidus Y16 + - -
Galactomyces candidus Y17 + - -
Kluyveromyces marxianus Y19 + + -
Pichia fermentans Y21 + + -
Kluyveromyces marxianus Y28 + - -
Galactomyces candidus Y30 + - -
Saccharomyces cerevisiae Y36 + + -
Saccharomyces cerevisiae Y40 + + -
Saccharomyces cerevisiae Y47 + +
Saccharomyces cerevisiae Y49 + + -
Kluyveromyces marxianus Y52 + - -
Wickerhamomyces subpelliculosus Z9 + + +
Saccharomyces cerevisiae Z13 + + -
Wickerhamomyces subpelliculosus Z17 + + +
Pichia membranifaciens Z21 - - -
Pichia fermentans 732 + - -
- T5 + + -

Atanassova vd. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 21 adet Y. lipolytica,
18 adet K. lactis, 11 adet D. hansenii ve 11 adet Pichia guilliermondii izolatlarinin

8°C’de %10 ve %15 tuz iceren ortamda gelisebildigi belirtilmistir.

Bu calisma kapsaminda, Binetti vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismadaki
sonuglara uyumlu olarak K. marxianus, S. cerevisiae, C. lusitaneae izolatlarinin %10

tuz ortaminda gelisebildigi tespit edilmistir. Atanassova vd. (2016) tarafindan yapilan

85




calismadaki sonuglara benzer olarak %15 tuz ortaminda gelisebilen Y. lipolytica

izolatlar1 tespit edilmistir.

Gida sektoriinde tuzun pek ¢ok gidada (peynir, tursu, ayranvs.) kullanildig:
dikkate alindiginda, tuza dayanikli mayalar gidalarin fermantasyonu ve islenmesinde
Onem tasimaktadir. Bu ¢alismada 33 izolatta %7 tuz oraninda geligsme, 25 izolatta %10
tuz oraninda gelisme, 4 izolatta %15 tuz oraninda gelisme tespit edilmesi bu anlamda

Onem tasimaktadir.

4.4.2 Proteolitik Aktivite

Proteolitik aktivitenin belirlenmesi asamasinda, 30°C’de 48-72 saatlik
inkiibasyon sonunda zon olusumu degerlendirilmistir. Ug izolatta proteolitik aktivite

zonu gozlemlenmis ve sonuglar Cizelge 4.15°te verilmistir.

Cizelge 4.15 incelendiginde, bu ¢alismada 3 adet susta (Y. lipolytica E1, Y.
lipolytica T10, K. marxianus Y28) zon olusumu gozlemlenmis ve proteolitik aktivite
tespit edilmistir. Y. lipolytica E1 numarali izolatin proteolitik aktivite zonu Sekil 4.4°te

goriilmektedir.

Sekil 4.4. Y. lipolytica E1 numarali izolatin proteolitik aktivite zonu
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Cizelge 4.15. Maya izolatlarinin proteolitik aktiviteleri

izolat Ismi IégLaJ Proteolitik Aktivite Zon Capi (mm)

Yarrowia lipolytica El 10
Saccharomyces cerevisiae E2 -
Saccharomyces cerevisiae K1 -
Saccharomyces cerevisiae K6 -
Debaryomyces vindobonensis P4 -
Pichia kudriavzevii P13 -
Yarrowia lipolytica P15 -
Galactomyces candidus P28 -
Saccharomyces cerevisiae T1 -
Pichia fermentans T3 -
Saccharomyces cerevisiae T4 -
Saccharomyces cerevisiae T7 -
Saccharomyces cerevisiae T8 -
Yarrowia lipolytica T10 10
Clavispora lusitaniae Y6 -
Saccharomyces cerevisiae Y10 -
Saccharomyces cerevisiae Y12 -
Pichia kudriavzevii Y14 -
Galactomyces candidus Y16 -
Galactomyces candidus Y17 -
Kluyveromyces marxianus Y19 3
Pichia fermentans Y21 -
Kluyveromyces marxianus Y28 4
Galactomyces candidus Y30 -
Saccharomyces cerevisiae Y36 -
Saccharomyces cerevisiae Y40 -
Saccharomyces cerevisiae Y47 -
Saccharomyces cerevisiae Y49 -
Kluyveromyces marxianus Y52 -
Wickerhamomyces subpelliculosus Z9 -
Saccharomyces cerevisiae Z13 -
Wickerhamomyces subpelliculosus Z17 -
Pichia membranifaciens Z21 -
Pichia fermentans Z32 -

- T5 -

Fadda vd. (2004) tarafindan yapilan bir calismada, bazi mayalarin proteolitik
aktivitelerini incelenmis ve C. zeylanoides, D. hansenii ve G. candidum'un bazi

suslarinin proteolitik aktivite gosterdigi belirtilmistir.

Binetti vd. (2013), izole ettikleri 20 maya susundan (8 izolat K. marxianus, 2
K. lactis, 4 izolat S. cerevisiae, 3 izolat Clavispora lusitaneae ve 1 izolat G.

geotrichum) KI. marxianus, C. lusitaniae ve G. geotrichum tiirlerini i¢eren 8 susun 6,8
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mm ve 8,7 mm arasinda degisen degerlerde zon olusturarak proteolitik aktivite

gosterdigini belirtmislerdir.

Ozturk ve Sagdic (2014) tarafindan yapilan bir calismada, 24 adet C.
zeylanoides ve 23 adet D. hansenii susunun tamaminin proteolitik aktivite gosterdigi

belirtilmistir.

Bu calismada, Binetti vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismaya benzer olarak K.

marxianus 28 izolatinda proteolitik aktivite zonu tespit edilmistir.

Proteolitik aktivite gida teknolojisi agisindan éneme sahiptir. Ornegin mayalar
sucuk, sosis gibi lriinlerin fermantasyonunda proteolitik enzimlerin varligiyla
proteolitik aktivite gosterebilmekte aroma ve tat olusumuna, ayni zamanda renk

stabilitesine katki saglamaktadir (Ozturk ve Sagdic 2014).

Bazi mayalarin, proteolitik aktiviteleri nedeniyle, peynirdeki enzim sisteminin
bir pargasi olabildikleri belirtilmektedir. Peynirde proteoliz ile, protein matriksinin
kirtlmasi, su aktivitesinin azalmasi ve pH’in yiikselmesi gibi etkiler ortaya
cikmaktadir. Boylece, peynirin yapisinda kendine has tada sahip olan bilesikler,
cigneme ile serbest hale gelebilmektedir. Yiiksek hiicre disi proteolitik aktivitesi
nedeni ile Y. lipolytica, peynir aromasinina katkida bulunan 6nemli maya tiirlerinden
biri olarak bilinmektedir (Karasu Yalgmn vd., 2011). Bu ¢alismada ti¢ izolatta (Y.
lipolytica E1, Y. lipolytica T10, K. marxianus Y28) proteolitik aktivite zonu tespit
edilmistir. Bu mayalarin peynir, kefir gibi gidalarin fermantasyon siirecine ve

aromasinin olugmasina katki saglayabilecegi diigiiniilmektedir.

4.4.3  Lipolitik Aktivite

Lipolitik aktivitenin belirlenmesi asamasinda 30°C’de 48-72 saatlik

inkiibasyon sonunda presipitat zonu olusumu degerlendirilmistir.

Bu c¢alismada 35 adet susun higbirinde zon goézlemlenememis ve lipolitik

aktivite tespit edilememistir.
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Fadda vd. (2004) tarafindan yapilan bir ¢calismada, baz1 mayalarin lipolitik
aktiviteleri incelenmis ve C. zeylanoides, D. hansenii ve G. candidum'un bazi

suslarinin lipolitik aktivite gosterdigi belirtilmistir.

Binetti vd. (2013), izole ettikleri 20 maya susundan (8 izolat K. marxianus, 2
izolat K. lactis. 4 izolat S. cerevisiae, 3 izolat Clavispora lusitaneae ve 1 izolat G.
geotrichum) KI. marxianus, Kl. lactis and G. geotrichum tiirlerini igeren 3 izolatin
triblitrini hidrolize edip 7,7 mm-11,7 mm arasinda degisen degerlerde zon olusturarak,

lipolitik aktivite gosterdigini belirtmislerdir.

Ozturk ve Sagdic (2014) tarafindan yapilan bir calismada, 24 adet C.
zeylanoides ve 23 adet D. hansenii susunun tamaminin lipolitik aktivite gdsterdigi,
ayrica C. zeylanoides suslarmin 2'sinin gii¢lii lipolitik aktiviteye sahip oldugu

belirtilmistir.

Binetti vd. (2013) tarafindan yapilan ¢calismada, C. lusitaniae, K. marxianus, S.
cerevisiae izolatlarinda proteolitik aktivite tespit edilirken bu ¢aligmada C. lusitaniae,

K. marxianus, S. cerevisiae izolatlarinda proteolitik aktivite belirlenememistir.

4.5  Secilen Maya Izolatlarinin Mikroenkapsiilasyonu

Daha onceki calismalarda c¢esitli probiyotik o6zellikleri belirlenen ve FT-IR
Spektroskopisi ile tanisi yapilan maya izolatlarinin teknolojik  Ozellikleri
belirlenmeden 6nce eleme calismasi yapilmistir. Bu asamada probiyotik 6zellikler
bakimindan (%0,3 ve %0,1 safra tuzunda gelisme, pepsine direng, pankreatine direng,
yiiksek sicaklikta gelisme, pH 2,5’te gelisme, antimikrobiyal aktivite) tistiin 6zellik
gosteren maya izolatlar1 FT-IR Spektroskopisi tani sonuglart ve maya izolatlarinin
kaynagi da g6z Oniinde bulundurularak, izolat sayisi 35’e¢ indirilmistir. Maya
izolatlarinin 35 adedinde lipolitik aktivite, proteolitik aktivite ve yliksek tuzda gelisme
olmak Tizere teknolojik 0Ozellikleri incelenmistir. Otuz bes izolat arasindan
mikroenkapsiile edilecek mayalarinin se¢imi agsamasinda, probiyotik 6zellikler (%0,3
ve %0,1 safra tuzunda gelisme, pepsine direng, pankreatine direng, yiiksek Sicaklikta
gelisme, pH 2,5’te gelisme, antimikrobiyal aktivite) agisindan bir adet, teknolojik
ozellikler (Lipolitik aktivite, proteolitik aktivite ve yiiksek tuzda gelisme) agisindan
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bir adet diger izolatlara gore daha iistiin 6zellik gosteren iki adet maya susu secilmistir.
Y. lipolytica E1 izolat1 teknolojik 6zellikler bakimindan ve S. cerevisiae Y10 izolati

probiyotik 6zellikler bakimindan mikroenkapsiilasyon islemi igin se¢ilmistir.

4.5.1 Mikroenkapsiile Edilen Mayalarin Buzdolab1 Sicakhiginda

Canhiligimin Belirlenmesi

Mikroenkapsiilasyon teknigi uygulanmis mayalarin depolamanin 1, 7, 15, 21.

giinlinde sayimlari yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.16°de verilmistir.

Cizelge 4.16. Mikroenkapsiile maya izolatlarinin buzdolabi Sicakliginda
depolama sayim sonuglari

Mikroenkapsiile Kiiltiir Depolama
(log KOB/mL)
izolat Kodu
. y . . . Depolama Sonunda
l.gin | 7.gin | 14. glin | 21. giin | 28. giin Canh Kalma Orani (%)
Y. lipolytica E1 7,39 7,44 7,47 7,57 7,34 99,32
S. cerevisiae Y10 | 7,84 7,74 7,30 7,07 7,38 94,13

Bu ¢alismada elde edilen mikroenkapsiile kiiltiirlerin depolama sonuglarina
gore 28. giin sonunda, ekmekten izole edilen Y. lipolytica E1 %99,32, yogurttan izole

edilen S. cerevisiae Y10 ise %94,13 oraninda canliligin1 korudugu tespit edilmistir.

Mayalarin bu caligmada kullanilan sistemle mikroenkapsiilasyonu ile ilgili
literatiirde herhangi bir calismaya rastlanamamistir. Ancak Trabelsi vd. (2013)
tarafindan yapilan laktik asit bakterilerinin mikroenkapsiilasyonu ile ilgili bir
calismada, buzdolab1 kosullarinda 30 giinliik (+4°C) depolama sonucunda serbest L.
plantarum TN8 susunda %10 canlilik gézlemlenirken, enkapsiile edilen L. plantarum
TN8 susunda %97,43 canlilik gozlenmis; mikroenkapsiile suslarin serbest suslara gore

daha iyi dayaniklilik gosterdigi belirtilmistir.
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4.5.2 Mikroenkapsiilasyon Isleminin Probiyotik Ozellikler Uzerine
Etkisi

45.2.1 Mikrokapsiile Edilen Mayalarin Diisiik pH Toleransi

Mikroenkapsiile edilmis Y. lipolytica E1, S. cerevisiae Y10 suslarmin pH 2,5’¢

toleransi belirlenmis ve canlilik sonuglar1 Cizelge 4.17°de verilmistir.

Cizelge 4.17. Mikroenkapsiile maya izolatlarinin diisiik pH toleransi

Mikroenkapsiile Kiiltiir pH 2,5 Toleransi
(log KOB/mL)
izolat Kodu
0. dakika 180. dakika Canli Kalma Orant
(%)
Y. lipolytica E1 8,64 8,56 99,07
S. cerevisiae Y10 8,47 8,04 94,92

Cizelge 4.17 incelendiginde, bu ¢aligmada elde edilen mikroenkapsiile kiiltiir
pH 2,5 toleransina gore 180. dakika sonunda, ekmekten izole edilen Y. lipolytica E1
%99,07, yogurttan izole edilen S. cerevisiae Y10 ise %94,92 oraninda canliligini

korudugu tespit edilmistir.

Arslan vd. (2015), probiyotik S. cerevisiae var. boulardii susunu g¢esitli
materyallerle kaplayarak gastrik sivilara benzetilmis bir ortamda pH 1,0, 1,5 ve 2,0°de
canliligini incelemislerdir. Gam arabik ile kapladiklar1 mikroenkapsiile S. cerevisiae
var. boulardii susunun pH 2’de %78,63, pH 1,5’de %73,98 ve pH 1°de %61.76

oraninda canlilik gdsterdigini belirtmislerdir.

Bu ¢alisma kapsaminda mikroenkapsiile kiltiirlerin pH 2,5’ta canlilik kayb,
Arslan vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada S. cerevisiae var. boulardii susunun
pH 2 de canlilik kaybina (%78,63) gore daha diisiiktiir, bu durumun izolat farkliligi,

pH ve ortam farklilifindan olabilecegi diisiiniilmektedir.
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4.5.2.2 Mikroenkapsiile Edilen Mayalarin Safra Tuzu Toleransi

Mikroenkapsiile edilmis ve edilmemis Y. lipolytica E1 ve S. cerevisiae Y10
izolatlariin 37°C %0,3 safra igeren ortam toleransi belirlenmis ve sonuglar Cizelge

4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.18. Mikroenkapsiile maya izolatlarinin %0,3 (w/v) safra tuzu igeren
ortam toleransi

Mikroenkapsiile Kiiltiir Safra Tuzu
Toleransi
) (log KOB/mL)
Izolat Kodu
0. dakika 240. dakika Canli Kalma Oran
(%)

Y. lipolytica E1 7,51 7,44 99,06
S. cerevisiae Y10 7,46 7,07 94,77

Cizelge 4.18 incelendiginde, bu ¢aligmada elde edilen mikroenkapsiile kiiltiir
safra tuzu toleransina gore 240. dakika sonunda, ekmekten izole edilen Y. lipolytica
E1l %99,06, yogurttan izole edilen S. cerevisiae Y10 %94,77 oraninda canliligini

korudugu velirlenmistir.

Arslan vd. (2015), probiyotik S. cerevisiae var. boulardii susunu gesitli
materyallerle kaplayarak gastrik sivilara benzetilmis bir ortamda pH 2,0’de canlili1
incelemiglerdir. Gam arabik ile kapladiklar1 mikroenkapsiile S. cerevisiae var.

boulardii susunun pH 2’de %78,63 oraninda canlilik gosterdigini belirtmislerdir.

4.5.2.3 Mikroenkapsiile Edilen Mayalarin Intestinal Ortam Tolerans:

Mikroenkapsiile edilmis Y. lipolytica E1 ve S. cerevisiae Y10 izolatlarinin
pankreatine karsi direng 6zellikleri 1 mg/mL pankreatin, %0,3 safra, pH 8 olacak
sekilde hazirlanan in vitro intestinal ortamda belirlenmistir. Elde edilen sonuglar log

KOB/mL olarak Cizelge 4.19°da verilmistir.
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Cizelge 4.19. Mikroenkapsiile maya izolatlarinin intestinal ortam toleransi

Mikroenkapsiile Kiiltiir intestinal
Ortam Toleransi
izolat Kodu (log KOB/mL)
0. dakika 240. dakika Canli Kalma Oran
(%)
Y. lipolytica E1 8,34 8,23 98,68
S. cerevisiae Y10 8,46 8,11 95,86

Cizelge 4.19 incelendiginde, bu ¢alismada elde edilen mikroenkapsiile kiiltiir
intestinal ortam toleransina gore 240. dakika sonunda, ekmekten izole edilen Y.
lipolytica E1 %98,68 yogurttan izole edilen S. cerevisiae Y10 ise %95,86 oraninda

canliligini korudugu tespit edimistir.

Mokhtari vd. (2017), mikroenkapsiile edilmis ve edilmemis probiyotik L.
acidophilus ve B. bifidum probiyotik suslarinin simiile edilmis intestinal ortamda (0,05
M KH2POs4, %0,6 safra tuzu, pH 7,25) canliligin1 belirlemislerdir. Serbest L.
acidophilus suslar1 logaritmik olarak 9,19’dan 2,08’¢ azalirken, mikroenkapsiile L.
acidophilus suslar1 9,49°den 6,09’a B. bifidum suslar1 logaritmik olarak 8,14’ten 1,49’a

azalirken, mikroenkapsiile B. bifidum suslar1 8,69’den 5,96’a azalmistir.

Bu calisma kapsaminda mikroenkapsiile kiiltiir intestinal ortam toleransinda
izolatlarin canliliklarindaki logaritmik azalis, Mokhtari vd. (2017) tarafindan yapilan
calismadaki logaritmik azalistan daha azdir, fakat ¢alismalardaki pH degerleri ve izolat
tirleri birbirinden farklidir. Bu galismada Y. lipolytica E1 kodlu izolatin %98,68 S.
cerevisiae Y10 kodlu izolatin ise %95,86 oraninda canliligini korumasi, ayrica
Mokhtari vd. (2017) ¢calismasindaki mikroenkapsiile kiiltiirlerin serbest kiiltiirlere gore
canliligin1 daha 1yi korumas1 mikroenkapsiilasyonun mayalarin canliligini korumada

etkili olabildigini gostermektedir.

45.2.4 Mikroenkapsiile Edilen Mayalarin Gastrik Ortam Toleransi

Mikroenkapsiile edilmis Y. lipolytica E1 ve S. cerevisiae Y10 izolatlarinin

pepsine kars1 direng 6zellikleri %0,3 pepsin, %0,5 NaCl ve pH 2 olacak sekilde

93



hazirlanan in vitro gastrik ortamda belirlenmistir. Elde edilen sonuglar log KOB/mL

olarak Cizelge 4.20°de verilmistir.

Cizelge 4.20 incelendiginde, bu ¢aligmada elde edilen mikroenkapsiile kiiltiir
gastrik ortam toleransina gore 180. dakika sonunda, ekmekten izole edilen Y. lipolytica
E1 %83,53, yogurttan izole edilen S. cerevisiae Y10 ise %71,74 oraninda canliligini

korudugu belirlenmistir.

Cizelge 4.20. Mikroenkapsiile maya izolatlarinin gastrik ortam toleransi

Mikroenkapsiile Kiiltiir Gastrik Ortam
Toleransi
. (log KOB/mL)
Izolat Kodu
0. dakika 180. dakika Canh Kalma Oram
(%)

Y. lipolytica E1 8,32 6,95 83,53
S. cerevisiae Y10 8,14 5,84 71,74

Mokhtari vd. (2017), mikroenkapsiile edilmis ve edilmemis probiyotik L.
acidophilus ve B. bifidum probiyotik suslarinin simiile edilmis gastrik ortamda (0,08
M HCI, %0,2 NaCl, pH 1,55) canliligini belirlemislerdir. Serbest L. acidophilus suslari
logaritmik olarak 9,54” ten 5,57’ye azalirken, mikroenkapsiile L. acidophilus suslari
9,70’ den 7.90’a B. bifidum susiar: logaritmik olarak 9,80’ den 3,72’ e azalirken,

mikroenkapsiile B. bifidum suslar1 9,55” den 7,07 ye azalmstir.

Bu calisma kapsaminda mikroenkapsiile kiiltiir gastrik ortam toleransinda
izolatlarin canliliklarindaki logaritmik azalis, Mokhtari vd. (2017) tarafindan yapilan
calismadaki logaritmik azalistan daha azdir, fakat calismalardaki pH degerleri ve izolat

tirleri birbirinden farklidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismanin baglangicinda 165 adet maya izole edilmis olmakla birlikte,
calismalar devam ederken c¢esitli asamalarda bazi izolatlarin zayif gelisme gostermesi
veya canliligini kaybetmis olmasindan kaynaklanan nedenlerle izolat sayisi tiim
testlerde ayn1 kalmamis ve gittikge azalmistir. Buna gore 144 izolatta 9%0,3 (w/v) ve
%1 (w/v) safra tuzu igeren ortam toleransi ve yiiksek sicaklikta (37°C, 42°C) gelisme
yetenekleri belirlenmis ve 138 izolatta pH 2,5’e, intestinal ve gastrik ortama toleransi
belirlenmis, antimikrobiyal aktivite analizleri yapilarak probiyotik 6zelliklerin

belirlenmesi agsamasi1 tamamlanmustir.

Bu ¢alismada elde edilen sonuglara gore, %0,3 (w/v) safra tuzu i¢eren ortamda
izolatlarin %86,81’inde (125 adet) 0. ve 240. dakikalar arasinda 0,01-5,11 log
KOB/mL araliginda logaritmik azalis gerceklesmistir. izolatlarin %13,19’unde (19
adet) ise 0. ve 240. saatler arasinda 0,01-0,83 log KOB/mL araliginda logaritmik artig
olmustur. DNA dizi analizi yapilan 35 izolat iginde, %0,3 (w/v) safra tuzu igeren

ortamda en dayanikli izolat P. fermentans Z32 bulunmustur.

Diisiik pH degerinde gelisme yetenegine gore izolatlarin %86,52’si (122 adet)
0. ve 180. dakikalar arasinda pH 2,5’te 0,00 -7,50 log KOB/mL araliginda logaritmik
olarak azalmis; izolatlarin %13,48’inde (19 adet) 0. ve 180. dakikalar arasinda 0,01-
1,93 log KOB/mL araliginda logaritmik artis olmustur. DNA dizi analizi yapilan 35

izolat iginde pH 2,5’¢ en direngli izolatin, G. candidus Y30 oldugu belirlenmistir.

Intestinal ortam tolerans1 sonuglarina gore, izolatlarm %92,70’inde (127 adet)
0. ve 240. dakikalar arasinda 0,06-7,50 log KOB/mL araliginda logaritmik azalis
gerceklesmistir. izolatlarin %7,30’unda (10 adet) 0. ve 240. dakikalar arasinda 0,06-
0,40 log KOB/mL araliginda logaritmik artis olmustur. DNA dizi analizi yapilan 35
izolat iginde intestinal ortamda en direngli izolatin, G. candidus P28 oldugu

belirlenmistir.

Gastrik ortamda toleransi sonuglarina gore, izolatlarin %83,94’tinde (115 adet)
0. ve 180. dakikalar arasinda 0,00-7,60 log KOB/mL araliginda logaritmik azalis
gerceklesmis; izolatlarin %16,06’sinda (22 adet) 0. ve 180. dakikalar arasinda 0,01-
0,89 log KOB/mL araliginda logaritmik artis olmustur.
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DNA dizi analizi yapilan 35 izolat iginde gastrik ortama en dayanikli izolatin,
G. candidus Y16 oldugu belirlenmistir.

Antimikrobiyal aktivite sonug¢larina gore S. Typhimurium’a kars1 1 mm zon 4
izolatta (P24, G. candidus P28, G. candidus Y17, G. candidus Y30), 3 mm zon 2
izolatta (P34, K. marxianus Y28), 2 mm zon 1 izolatta (P. fermentans Z32), 4 mm zon
1 izolatta (K. marxianus Y19), 5 mm zon 1 izolatta (Z15); L. monocytogenes’e kars1 1
mm zon 3 izolatta (C. lusitaniae Y6, G. candidus P28, Z18), E. coli’ye kars1 1mm zon
2 izolatta (G. candidus P28, Z18) belirlenmistir. S. aureus’a karsi ise higbir izolatta

antimikrobiyal aktivite zonu belirlenmemistir.

Probiyotik ozellikleri belirlenen izolatlar iginden, kendi i¢inde {istlin 6zellik
gosteren suslardan 35 adedi teknolojik 6zelliklerin belirlenmesi i¢in se¢ilmistir ve bu
izolatlarin yiiksek tuzda gelisme (%7, %10, %15), proteolitik aktivite ve lipolitik

aktivite Ozellikleri belirlenmistir.

Bu ¢aligmada 33 izolatin %7 tuz oraninda, 25 izolatin %10 tuz oraninda, 4
izolatin ise %15 tuz oraninda gelisebildigi tespit edilmistir. Proteolitik aktivite
sonuglarina gore Y. lipolytica E1, Y. lipolytica T10 ve K. marxianus Y28 izolatlarinin
proteolitik aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Tez kapsaminda izole edilen suslarin

higbirinde lipolitik aktivite tespit edilememistir.

Ayrica maya izolatlariin VITEK 2 biyokimyasal tanimlama sistemi, FT-IR
spektroskopisi, MALDI-TOF MS Biotyper sistemi ile tanimlanmasi ve 26S rRNA dizi
analiz yontemi ile molekiiler tanis1 gergeklestirilmistir. VITEK 2 biyokimyasal
tanimlama sisteminde istenilen diizeyde sonu¢ elde edilemezken; FT-IR
spektroskopisi ve MALDI-TOF MS Biotyper sistemi ile elde edilen sonuglarin, 26S
rRNA dizi analiz yontemi ile gergeklestirilen molekiiler kesin tani sonuglarina daha

yakin sonugclar oldugu belirlenmistir.

Aragtirmanin son asamasinda FT-IR spektroskopisi ve MALDI-TOF MS
Biotyper ve diger analizler sonucunda tiim veriler degerlendirilerek
mikroenkapsiilasyon asamasi i¢in bir adet teknolojik ve bir adet probiyotik 6zellikler
bakimindan daha iistiin 6zellik gosteren, FT-IR spektroskopisi ve MALDI-TOF MS

biotyper sonuglart bakimimdan uyumluluk gosteren Y. lipolytica E1 ve S. cerevisiae
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Y10 suslar1 segilmis ve bu suslara mikroenkapsiilasyon islemi uygulanmistir.
Mikroenkapsiilasyon igleminden sonra izolatlarin buzdolabi sicakliginda depolama
stabilitesi ve mikroenkapsiilasyonun bazi probiyotik ozellikler tizerinde etkisi
belirlenmistir. Buzdolabi sicakliginda bir aylik depolama sonunda mikroenkapsiile S.
cerevisiae Y10 ve Y. lipolytica E1 suslari canliliklarini, sirasiyla %94,13 ve %99,32
oraninda korumustur. Elde edilen sonuglara gére mikroenkapsiilasyon isleminin maya

izolatlariin canliligin1 korumada etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Molekiiler tan1 sonuglarina gore 35 adet maya izolatindan bir tanesinde DNA
dizi analizi sonucu alinamamis, geriye kalan 34 izolatin 26S rRNA dizilimine goére
molekiiler kesin tanilar1 ger¢eklestirilmistir. Buna gore suslar arasinda en fazla oranda
%41,18 (14 adet) yer alan tiirlin S. cerevisiae oldugu, bunu sirasiyla Pichia spp.
%17,65 (6 adet), %11,77 Galactomyces spp. (4 adet), K. marxianus %8,82 (3 adet), Y.
lipolytica %8,82 (3 adet), W. subpelliculosus %5,88 (2 adet) suslarinin izledigi; D.
vindobonensis, C. lusitaniae izolatlarindan her biri i¢in %2,94 (1’er adet) oraninda

kesin tanis1 yapilan tiir oldugu belirlenmistir.

VITEK 2 biyokimyasal tanimlama sistemi, 26S rRNA dizi analiz sonuglari,
MALDI-TOF MS Biotyper ve FT-IR spektroskopisi tani sonuglari ile
karsilastirildiginda E1, P15, T10 numarali izolatlar Y. lipolytica; T1, T4, T7, T8, Y10,
Y36, Y40, Y47, Y49 numarali izolatlar ise S. cerevisiae olarak ii¢ yontemde de (26S
rRNA dizi analizi, MALDI-TOF MS Biotyper sistemi ile tan1 ve FT-IR spektroskopisi
ile tan1) ayni sonucu verecek sekilde tanimlanmistir. Bu nedenle FT-IR spektroskopisi
ve MALDI TOF-MS yontemlerinin, 26S rRNA dizi analizine alternatif bir 6n
tanimlama yOntemi olabilecegi diisiiniilmektedir. DNA dizi analizi sonuglar1 VITEK
2 biyokimyasal tanimlama sistemi kapsaminda elde edilen sonuglarda, bu ¢alismada
yapilan diger tanimlama yontemlerinden (FT-IR spektroskopisi, MALDI-TOF MS
Biotyper Yontemi, 26S rRNA dizi analiz yontemi ile Tani) farkli sonuglar

bulunmaktadir.

Bu uyumsuzluk nedeninin VITEK 2 biyokimyasal tanimlama sisteminin daha
cok klinik kaynakli mayalarin tanimlanmasinda kullanilan bir sistem olmasindan

kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.
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Bu ¢aligma sonunda fermente gidalardan izole edilmis ve kesin tanis1 yapilmis
yerel maya suslarinin bazi probiyotik 6zellikleri belirlenerek kiiciik ¢apta bir kiiltiir

koleksiyonu olusturulmustur.

Bundan sonra yapilacak ¢alismalarda kesin tanist yapilmig bu suslarin primer
ve sekonder metabolit iiretim profillerinin belirlenerek endiistriyel onemi olan
proseslerde kullanim potansiyellerinin arastirilmasi, probiyotik {iriin gelistirme
caligmalarinda kullanilmak {izere {iriin denemelerinin yapilmasi, mikroenkapsiilasyon
isleminin 6zellikle probiyotik 6zellikleri iistiin ancak gastrointestinal direnci diisiik
olan izolatlarda denenerek etkisinin arastirilmasi sonucunda endojen maya
izolatlardan olusan probiyotik preparatlarinin hazirlanabilecegi diisiiniilmektedir.
Buna ilave olarak kesin tanis1 yapilan izolatlar arasindan probiyotik potansiyeli yliksek
olan suslarin segilerek probiyotik {iriin denemelerinde kullanilabilmesi i¢in klinik

caligmalarin yapilmasi planlanmaktadir.
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7. EKLER

EK A: Yeast Extract Peptone Glucose Besiyeri Bilesimleri

Cizelge A.1. YPG (Yeast Extract Peptone Glucose) Broth bilesimi

Bilesim g/L
Maya 0ziitii 10
Pepton 20
Glukoz 20

Besiyeri bilesenleri damitik su igerisinde ¢dziindiiriildiikten otoklavda, 121°C’de
15 dakika sterilize edilmistir.

Cizelge A.2. YPG (Yeast Extract Peptone Glucose) Agar bilesimi

Bilesim g/L
Maya 0ziitii 10
Pepton 10
Glukoz 20
Agar 15

Agar disindaki besiyeri bilesenleri damitik su igerisinde ¢oziindiiriildiikten
sonra agar ilave edilerek otoklavda, 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.
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EK B: Phosphate Buffered Saline bilesimi

Cizelge B.1. PBS (Phosphate Buffered Saline) bilesimi

Bilesim g/L
NaCl 8,00
KCI 0,20
NazHPO4 1,44
KH2PO4 0,24

Tim bilesimler tartilip distile suda c¢oziindiiriildiikten sonra pH 7,2’ye
ayarlanmig, ¢ozelti 1 L’ye tamamlanmis otoklavda, 121°C’de 15 dakika
sterilize edilmistir.
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EK C: VITEK 2 Sistemi ile Biyokimyasal Tam Sonuclari

Cizelge C.1. VITEK 2 Sistemi ile biyokimyasal tan1 sonuglari
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Cizelge C.1.(devam)
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Cizelge C.1.(devam)
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Cizelge C.1.(devam)
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EK D: FT-IR Spektroskopisi ile Tan1 Sonug¢lar:

Cizelge D.1. FT-IR spektrum sonuglari

Iéggbt FT-IR Spektrum Sonuglar1 Hit numarasi
Al Candida norvegica ! B95-86/brewery 1 0,582008
Kluyveromyces marxianus ! G2264/ba010613 7 2 0,791869
Kluyveromyces marxianus ! MG280/raw milk (C4_128) 3 0,837164
El Yarrowia lipolytica G 3577 ! clinical isolate (Dr. Haase) 1 0,461264
Yarrowia lipolytica ! B95-50/brewery 2 0,537157
Yarrowia lipolytica! G3715/raw milk (Schmidt) 3 0,539759
E2 Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus § B95-182/brewery 1 0,49318
Saccharomyces cerevisiae W203/feta 6-10 2 0,522782
Saccharomyces cerevisiae ! G1689/ba970418 8 3 0,525699
H1 Pichia fermentans G2918/Mietke(feed) 1 0,43462
Issatchenkia orientalis ! G1927/ba980723 2 0,478332
Pichia fermentans ! G1621/waterkefyrElster7 3 0,512519
K1 Saccharomyces cerevisiae § B95-134/brewery 1 0,806931
Saccharomyces cerevisiae ! G1885/KVL 141a 2 0,859036
Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus § B95-124/brewery 3 0,871034
K2 Saccharomyces cerevisiae G3268/CNCMI1079(Levucell SB) 1 0,685737
Saccharomyces cerevisiae G3273/CNCMI1079(Levucell SB) 2 0,693309
Saccharomyces cerevisiae W224/ge991020a 3 0,734326
K3 Pichia fermentans I'T CBS187 1 0,997391
Pichia fermentans ! G2955/Mietke(-) 2 1,064604
Pichia fermentans ! W439/G1310/fromlIssOriDSM70086 3 1,112463
K4 Saccharomyces pastorianus UG § B95-37/brewery 1 0,68163
Saccharomyces cerevisiae G3273/CNCMI1079(Levucell SB) 2 0,759784
Saccharomyces cerevisiae G3076/0e061129 2-1 3 0,782387
K5 Saccharomyces cerevisiae G2415/Mietke(CIP1077Levucell) 1 0,945382
Saccharomyces cerevisiae W151/cheese brine 1514 2 1,035559
Saccharomyces cerevisiae G3265/NCY C-Sc47(Biosaf) 3 1,09589
K6 Saccharomyces bayanus/pastorianus ! B95-269/brewery 1 1,420153
Saccharomyces cariocanus W603/CBS5313 2 1532111
Saccharomyces bayanus/pastorianus ! B95-276/brewery 3 1,546564
P1 Debaryomyces hansenii § B95-14/brewery 1 0,528643
Debaryomyces hansenii § G2450 2 0,601441
Debaryomyces hansenii W201/feta 1-12 3 0,629342
P2 Debaryomyces hansenii W95/DSM70238 1 0,598811
Debaryomyces hansenii W176/feta 5a-5 2 0,743338
Debaryomyces hansenii v. han. T W31/CBS767 3 0,910759
P3 Pichia nakasei ! G2744/Mietke(Harzer cheese) 1 0,261404
Pichia nakasei ! G3002/ze061106a 268MK 2 0,312141
Pichia fermentans ! G2558/Mietke(feed) 3 0,314258
P4 Debaryomyces hansenii W190/feta 10-2 1 0,853253
Debaryomyces hansenii ! W168/feta 1a-7 2 0,903761
Debaryomyces hansenii § G2473 3 0,913358
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Cizelge D.1. (devam)

Iéggbt FT-IR Spektrum Sonuglari Hit numarasi
P8 Saccharomyces cerevisiae W178/feta 6-1 1 0,509783
Saccharomyces cerevisiae W203/feta 6-10 2 0,542126
Saccharomyces cerevisiae ! G4112 (wine yeast Geisenheim) 3 0571588
P9 Galactomyces geotrichum W150/cheese brine 1118 1 1,025093
Galactomyces geotrichum G2154/Hansen(CE) 2 1,098343
Galactomyces geotrichum G2155/Hansen(CA) 3 1211338
P10 Yarrowia lipolytica ! G2391/vk030929 1 1,255244
Yarrowia lipolytica G 3575 ! clinical isolate (Dr. Haase) 2 1,408103
Yarrowia lipolytica W78+79/CBS6124 3 1,454578
P12 Zygosaccharomyces rouxii G476/mii941214 1 1,922423
Kazachstania unispora !'T W467/G2227/CBS398 2 2,003374
Kluyveromyces polysporus T W288/DSM70294 3 2,252262
P13 Issatchenkia orientalis ! G2570/Mietke(feces) 1 0477323
Issatchenkia orientalis G2571/Mietke(feces) 2 049271
Issatchenkia orientalis G2561/Mietke(druff) 3 0,502697
P14 Issatchenkia orientalis ! G3843/eh090519 1-1 1 0,383607
Pichia nakasei ! G3002/ze061106a 268MK 2 0,388908
Issatchenkia orientalis ! G1927/ba980723 3 0,431442
P15 Yarrowia lipolytica G 3577 ! clinical isolate (Dr. Haase) 1 0,467867
Yarrowia lipolytica G 3645 ! clinical isolate (Dr. Haase) 2 0,469157
Yarrowia lipolytica! G3715/raw milk (Schmidt) 3 0,482745
P16 Pichia fermentans ! G2557/Mietke(feed) 1 0,950831
Pichia fermentans ! G876/st940510 1 2 0,975697
Pichia fermentans ! G2558/Mietke(feed) 3 0,981792
P17 Zygosaccharomyces lentus W466/CBS8517 1 2,244394
Kazachstania unispora !'T W467/G2227/CBS398 2 2,333514
Kluyveromyces marxianus ! MG722/raw milk (M4_131) 3 2,398193
P18 Pichia norvegensis M332/ba(dairy scope) 1 1,633287
Issatchenkia orientalis ! G2605/Mietke(feed) 2 1,716385
Pichia Kluyveri s. klu. T W360/G1676/CBS188 3 1,727298
P19 Pichia fermentans ! G2955/Mietke(-) 1 0,352613
Pichia fermentans G2918/Mietke(feed) 2 0,367004
Pichia fermentans ! G2366/mii030612 2-1 3 0,371532
P20 Pichia fermentans ! G2955/Mietke(-) 1 0,352613
Pichia fermentans G2918/Mietke(feed) 2 0,367004
Pichia fermentans ! G2366/mii030612 2-1 3 0,371532
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Cizelge D.1. (devam)

Iéggbt FT-IR Spektrum Sonuglari Hit numarasi
P26 Yarrowia lipolytica W195/feta 12a-2 1 0,775863
Yarrowia lipolytica G 3575 ! clinical isolate (Dr. Haase) 2 0,816768
Yarrowia lipolytica ! G2391/vk030929 3 0,943426
P27 Debaryomyces hansenii W197/feta 1-7 1 1,654137
Debaryomyces hansenii G2026/isolate 171 2 1,75499
Debaryomyces hansenii W202/feta 3-4 3  1,768005
P28 Torulaspora delbrueckii W104/DSM70497 1 1,581973
Torulaspora delbrueckii W70/CBS6795 2 1,780855
Torulaspora delbrueckii W105/DSM70504 3 1,840935
P29 Kazachstania unispora !'T W467/G2227/CBS398 1 1,81093
Zygosaccharomyces rouxii G476/mii941214 2 1,859178
Kluyveromyces marxianus ! MG722/raw milk (M4_131) 3 1913952
P30 Pichia fermentans ! G2955/Mietke(-) 1 0,352613
Pichia fermentans G2918/Mietke(feed) 2 0,367004
Pichia fermentans ! G2366/mii030612 2-1 3 0,371532
P31 Rhodotorula glutinis v. glu. W397/CBS322 1 0,963628
Rhodotorula minuta v. min. W422/CBS2177 2 1,229447
Sporobolomyces roseus ! G4057 (wine yeast Geisenheim) 3 1,345977
P32 Lachancea fermentati G1781/mii971105 10,4929
Kluyveromyces marxianus W239/Wendt(?) 2 0,584522
Kluyveromyces marxianus v. mar. W50/CBS397 3 0,60185
P33 Issatchenkia orientalis I'T W263/G2516/Mietke(DSM3433) 1 0,326753
Issatchenkia orientalis G 3124 clinical isolate (Dr. Seidl) 2 0,342203
Pichia fermentans ! G876/st940510 1 3 0,38247
P34 Pichia norvegensis ! B95-161/brewery 1 0,564591
Pichia fermentans ! G3912/Meifner 8-1 2 0597103
Candida inconspicua ! G2563/Mietke 3 0,660727
P38 Torulaspora delbrueckii W191/feta 7a-3 1  0,315665
Torulaspora delbrueckii G1843/ca980514 2 0,320386
Torulaspora delbrueckii W165/feta 1-12 3 0,33306
P39 Pichia fermentans G2918/Mietke(feed) 1 0,427449
Pichia fermentans ! G876/st940510 1 2 0,430782
Pichia fermentans G1846/st980512 3 0,439157
P40 Galactomyces geotrichum W150/cheese brine 1118 1 0,593573
Galactomyces geotrichum G2154/Hansen(CE) 2 0,848803
Galactomyces geotrichum G2155/Hansen(CA) 3 1,365246
P41 Candida inconspicua W369/CBS180 1 0,547681
Issatchenkia orientalis ! G2515/Mietke(DSM70075) 2 0,721959
Issatchenkia orientalis ! G2515/Mietke(DSM70075) 3 0,723025
P43 Pichia fermentans ! W439/G1310/fromIssOriDSM70086 1 1,650603
Pichia fermentans ! G2560/Mietke(feed) 2 1,650603
Pichia galeiformis ! G2434/portwine 3 1,688106
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Cizelge D.1. (devam)

Iéggbt FT-IR Spektrum Sonuglari Hit numarasi
P44 Yarrowia lipolytica G 3575 ! clinical isolate (Dr. Haase) 1 1,423707
Yarrowia lipolytica ! G2391/vk030929 2 1510743
Candida spandovensis ! G3290/il070627 2MK00 3 156934
P45 Candida zeylanoides! G3735/raw milk (Schmidt) 1 0,642936
Candida zeylanoides ! G4925/ec101119 3-1MK 2 0,740922
Pichia guilliermondii ! G3089/ze070117¢ 92-1 3 081621
P47 Candida zeylanoides! G3735/raw milk (Schmidlt) 1 0,450258
Pichia guilliermondii ! G3089/ze070117¢ 92-1 2 0,742558
Candida zeylanoides ! MG841/raw milk (M6_110) 3 0,754085
P48 Clavispora lusitaniae ! W135/cheese brine 1001 1 0,482375
Clavispora lusitaniae G 3538 ! clinical isolate (Dr. Haase) 2 0501675
Clavispora lusitaniae G 3536 ! clinical isolate (Dr. Haase) 3 0,541782
P49 Hanseniaspora uvarum ! G3738/agg090304 2-2 1 0,901569
Candida zeylanoides ! MG184/raw milk (C9_138.4) 2 0,94633
Candida zeylanoides G1841/kr980518 3 0,954937
S2 Candida zeylanoides! G3735/raw milk (Schmidlt) 1 0,251281
Candida zeylanoides ! MG841/raw milk (M6_110) 2 0528323
Pichia guilliermondii ! G3089/ze070117¢ 92-1 3 0,606494
T1 Saccharomyces cerevisiae W406/ze951218a 1 0,804918
Saccharomyces cerevisiae G1445/ze960902 2 0,82049
Saccharomyces cerevisiae W224/ge991020a 3 0842277
T2 Saccharomyces cerevisiae G3265/NCYC-Sc47(Biosaf) 1 2,41266
Saccharomyces pastorianus UG § B95-160/brewery 2 2461172
Saccharomyces pastorianus UG § B95-274/brewery 3 2,502813
T3 Saccharomyces cerevisiae G1445/2e960902 1 0,425134
Saccharomyces cerevisiae W229/starter for wine 2 0,524672
Saccharomyces pastorianus UG § B95-37/brewery 3 0,647764
T4 Saccharomyces cerevisiae G2640/NCYC1026(YEASacc) 1 0,458189
Saccharomyces cerevisiae G3274/NCYC1026(YEASacc) 2 0561812
Saccharomyces cerevisiae G2635/NCYC Sc47(Biosaf) 3  0,569266
T5 Saccharomyces cerevisiae G2640/NCYC1026(YEASacc) 1 0,458189
Saccharomyces cerevisiae G3274/NCYC1026(YEASacc) 2 0561812
Saccharomyces cerevisiae G2635/NCYC Sc47(Biosaf) 3 0,569266
T6 Saccharomyces cerevisiae ! G4110 (wine yeast Geisenheim) 1 0,398569
Saccharomyces cerevisiae ! G4116 (wine yeast Geisenheim) 2 0,413294
Saccharomyces cerevisiae ! G4112 (wine yeast Geisenheim) 3 0,416895
T7 Saccharomyces cerevisiae G2415/Mietke(CIP1077Levucell) 1 0,769989
Saccharomyces cerevisiae W151/cheese brine 1514 2 0,908596
Saccharomyces cariocanus W603/CBS5313 3 093776
T8 Saccharomyces cerevisiae G2415/Mietke(CIP1077Levucell) 1 0,702555
Saccharomyces cerevisiae G2634/CNCMI1077(Levucell SC) |2 0,774551
Saccharomyces cerevisiae W406/z€951218a 3 0,878483
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Cizelge D.1. (devam)

Iéggbt FT-IR Spektrum Sonuglari Hit numarasi
T9 Issatchenkia orientalis M160/mii(dairy scope) 1 0,700248
Issatchenkia orientalis G1149/mi960621 1 2 0,73026
Issatchenkia orientalis G2171/0n991110 3 0,739512
T10 Yarrowia lipolytica G 3577 ! clinical isolate (Dr. Haase) 1 0,354865
Yarrowia lipolytica ! B95-50/brewery 2 0,422605
Yarrowia lipolytica M81/ba(dairy gully) 3 0,483389
U1 Pichia triangularis W496/weih02 S1 1 1,166179
Pichia anomala W400/ze951218c 2 1420244
Pichia anomala W400/ze951218c 3 1,447341
U3 Pichia fermentans ! G1621/waterkefyrElster7 1 0,657363
Pichia fermentans ! G876/st940510 1 2 0,664463
Candida inconspicua W369/CBS180 3 0,692918
Y1 Saccharomyces cerevisiae G1445/2e960902 1 0,63096
Saccharomyces cerevisiae G2698/CNCMI1077(Levucell SC) |2 0,703667
Saccharomyces cerevisiae G3268/CNCMI1079(Levucell SB) |3 0,752175
Y2 Kluyveromyces marxianus W98/DSM70343 1 0,690939
Kluyveromyces marxianus ! G3842/eh090514 2-1 2 0,741348
Pichia jadinii W270/DSM2361 3 0,792063
Y3 Galactomyces geotrichum T W481/Larpin(UCMAZ91) 1 1,129812
Galactomyces geotrichum G 3208 clinical isolate (Dr. Seidl) 2 1,150458
Galactomyces geotrichum G2152/Hansen(CB) 3 1,176247
Y4 Zygotorulaspora mrakii W465/CBS4218 1 0,829814
Kluyveromyces marxianus W99/DSM70344 2 0,912999
Kluyveromyces marxianus v. mar. W53/CBS1558 3 0,975226
Y6 Clavispora lusitaniae W233/st920603 1 1 0,332802
Clavispora lusitaniae G 3537 ! clinical isolate (Dr. Haase) 2 0,352729
Clavispora lusitaniae ! G2335/mii020924 1a-1 3  0,417942
Y7 Pichia nakasei!G3002/ze06 1 1,41924
Pichia nakasei!G3002/ze07 2 148216
Pichia nakasei!G3002/ze08 3 152277
Y8 Pichia fermentans ! G3911/Meifiner 6-1 1  0,456885
Issatchenkia occidentalis ! G2585/MUCL42895 2 0,480358
Issatchenkia occidentalis ! G2585/MUCL42895 3 0,491715
Y9 Pichia fermentans s. fer. CBS4807 1  0,435816
Pichia fermentans ! G1653/kombuchaNizo 2 0,450192
Pichia fermentans ! G2968/Mietke(-) 3 0,462867
Y10 Saccharomyces cerevisiae W198/feta 6-9 1 0,893787
Saccharomyces cerevisiae ! W107/Kiimmerle(507) 2 0,948071
Saccharomyces cerevisiae G2640/NCYC1026(YEASacc) 3 0,97349
Y11 Kluyveromyces marxianus ! MG280/raw milk (C4_128) 1 04871
Kluyveromyces marxianus ! MG678/raw milk (M4_018a) 2 051486
Kluyveromyces marxianus G1336/ba(dairy air) 3 0,545483
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Cizelge D.1. (devam)

Iéggbt FT-IR Spektrum Sonuglari Hit numarasi
Y12 Saccharomyces cerevisiae W198/feta 6-9 1 0,788136
Saccharomyces cerevisiae W151/cheese brine 1514 2 0,818097
Saccharomyces cerevisiae W406/ze951218a 3 0,881879
Y14 Issatchenkia orientalis ! G2570/Mietke(feces) 1 0,472119
Issatchenkia orientalis G2571/Mietke(feces) 2 0473415
Issatchenkia orientalis G2553/Mietke(feces) 3 0,491441
Y15 Kluyveromyces marxianus ! B95-238/brewery 1 1,197277
Issatchenkia orientalis ! G3732/ze090226a A101-1a 2 1323921
Kluyveromyces marxianus G2156/ba990817 13-1 3 1,359025
Y16 Galactomyces geotrichum W150/cheese brine 1118 1 1,053808
Galactomyces geotrichum G2154/Hansen(CE) 2 1,208625
Galactomyces geotrichum G 3208 clinical isolate (Dr. Seidl) 3 1,269038
Y17 Galactomyces geotrichum W150/cheese brine 1118 1 0,93469
Galactomyces geotrichum G 3208 clinical isolate (Dr. Seidl) 2 1,099735
Galactomyces geotrichum T W481/Larpin(UCMAZ91) 3 1105333
Y18 Kluyveromyces marxianus ! MG678/raw milk (M4_018a) 1 0,763993
Kluyveromyces marxianus G 2958/muv060706 3 2 0,870063
Kluyveromyces marxianus W98/DSM70343 3 0,899365
Y19 Kluyveromyces marxianus ! MG678/raw milk (M4_018a) 1 0,320343
Kluyveromyces marxianus ! MG280/raw milk (C4_128) 2 0,430092
Kluyveromyces marxianus ! G5208/eh110413 1-1 3 0,532922
Y20 Saccharomyces bayanus/pastorianus ! B95-276/brewery 1 0,520065
Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus § B95-125/brewery 2 0591831
Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus § B95-124/brewery 3 0,597401
Y21 Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus § B95-124/brewery 1 047207
Saccharomyces cerevisiae § B95-34/brewery 2  0,485586
Saccharomyces cerevisiae ! G4112 (wine yeast Geisenheim) 3 0,513263
Y22 Kluyveromyces marxianus G 3948 ! wine yeast (FA Geisenheim) 1 1,372454
Kluyveromyces marxianus G 3201 clinical isolate (Dr. Seidl) 2 142631
Pichia jadinii ! G3299/eh070709 4-3 3 1,599896
Y23 Kluyveromyces marxianus ! G5218/agg110526 239335-2 1 0,773814
Kluyveromyces marxianus ! MG609/raw milk (M3_119) 2 0,831876
Pichia jadinii ! G3001/0e061106 1-1 3 0,950604
Y24 Saccharomyces pastorianus UG § B95-135/brewery 1 0,945726
Saccharomyces cerevisiae W408/kefir J4 2 0,95299
Saccharomyces cerevisiae G1445/2€960902 3 0,962417
Y25 Candida glabrata G1916/ba980624 1 1,38409
Candida glabrata ! G5281/eh120706 3-1 2 1,479258
Kazachstania unispora ! G4931/pm100713 1-2b 3 1529783
Y26 Pichia membranifaciens W182/feta 3-3 1 0,45223
Pichia membranifaciens W182/feta 3-3 2 047242
Pichia membranifaciens W199/feta 1-1 3 0,57337
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Y27 Issatchenkia orientalis G 3124 clinical isolate (Dr. Seidl) 1  0,40462
Issatchenkia orientalis G2800/cheese H-Ag93 2 0,420655
Pichia nakasei ! G3002/ze061106a 268MK 3 0427873
Y28 Pichia fermentans !'T CBS187 1 0,50376
Pichia fermentans ! G1621/waterkefyrElster7 2 0,539783
Pichia fermentans ! G2955/Mietke(-) 3 0,539902
Y29 Saccharomyces cerevisiae W406/ze951218a 1 0,499843
Saccharomyces bayanus/pastorianus ! B95-276/brewery 2 0,53443
Saccharomyces cerevisiae G2634/CNCMI1077(Levucell SC) |3 0,597193
Y30 Rhodotorula glutinis M165/mii(dairy scope) 1 0,683306
Rhodotorula mucilaginosa ! B95-33/brewery 2 0,718384
Rhodotorula mucilaginosa ! B95-198/brewery 3 0,727866
Y31 Kluyveromyces marxianus G 3201 clinical isolate (Dr. Seidl) 1 0,373526
Kluyveromyces marxianus W239/Wendt(?) 2 0,446949
Kluyveromyces marxianus v. mar. W50/CBS397 3 05189
Y32 Candida inconspicua ! G2592/Mietke(feces) 1 0,380965
Candida inconspicua ! G2592/Mietke(feces) 2 0,396981
Candida inconspicua § G3896/ifm090615 24747 3 0,444913
Y33 Issatchenkia orientalis ! G2605/Mietke(feed) 1 1,625429
Issatchenkia orientalis G1348/ba(dairy air) 2 1,698319
Pichia norvegensis M332/ba(dairy scope) 3 1,715354
Y34 Kluyveromyces marxianus W98/DSM70343 1 0,475793
Kluyveromyces marxianus ! MG678/raw milk (M4_018a) 2 0,484819
Kluyveromyces marxianus ! MG280/raw milk (C4_128) 3  0,486981
Y35 Saccharomyces cerevisiae G1445/2e960902 1 0,637149
Saccharomyces cerevisiae W229/starter for wine 2 0,694795
Saccharomyces cerevisiae G3273/CNCMI1079(Levucell SB) |3 0,762729
Y36 Saccharomyces cerevisiae G1794/gro980301 1 0,700027
Saccharomyces cerevisiae W224/ge991020a 2 0,709279
Saccharomyces cerevisiae W406/ze951218a 3 0,719961
Y37 Galactomyces geotrichum T W481/Larpin(UCMAZ91) 1 1,129812
Galactomyces geotrichum G 3208 clinical isolate (Dr. Seidl) 2 1,150458
Galactomyces geotrichum G2152/Hansen(CB) 3 1,176247
Y38 Issatchenkia orientalis G2577/Mietke(feces) 1 0,393373
Issatchenkia orientalis G2579/Mietke(feces) 2 0411484
Issatchenkia orientalis G2600/Mietke(feed) 3 0,415443
Y39 Pichia jadinii ! G3965/ze091001 189-1 1 1,314703
Hanseniaspora uvarum ! B95-207/brewery 2 1,327007
Metschnikowia fructicola ! G1661/st970415b 3 1353572
Y40 Saccharomyces cerevisiae W203/feta 6-10 1 0,604589
Saccharomyces cerevisiae W178/feta 6-1 2 0,641972
Saccharomyces cerevisiae W411/ge950724 3 0,696639
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Y42 Issatchenkia orientalis W162/cheese brine 1516 1 0,33398
Issatchenkia orientalis G 3121 clinical isolate (Dr. Seidl) 2 0,377545
Issatchenkia orientalis W237/2e920604c 3 0,386003
Y43 Torulaspora delbrueckii W165/feta 1-12 1 0,346251
Torulaspora delbrueckii ! B95-196/brewery 2 037237
Torulaspora delbrueckii W179/feta 3-5 3 0,390259
Y44 Pichia fermentans ! G3911/Meifner 6-1 1 0,528545
Issatchenkia occidentalis ! G2585/MUCL42895 2 0,53786
Candida inconspicua W369/CBS180 3 0,542502
Y45 Issatchenkia orientalis ! G2570/Mietke(feces) 1 0477323
Issatchenkia orientalis G2571/Mietke(feces) 2 049271
Issatchenkia orientalis G2561/Mietke(druff) 3 0,502697
Y46 Pichia norvegensis M332/ba(dairy scope) 1 1,527285
Pichia kluyveri ! G3955/agg090915 2-1 2 1547663
Issatchenkia orientalis ! G2605/Mietke(feed) 3 1553152
Y47 Saccharomyces cerevisiae G2415/Mietke(CIP1077Levucell) 1 0,509988
Saccharomyces cerevisiae W224/ge991020a 2 0,597189
Saccharomyces cerevisiae G1445/2960902 3 0,59957
Y48 Kluyveromyces marxianus ! MG678/raw milk (M4_018a) 1 0,725947
Kluyveromyces marxianus ! G5208/eh110413 1-1 2 0,797772
Kluyveromyces marxianus G 3201 clinical isolate (Dr. Seidl) 3 0,847521
Y49 Saccharomyces cerevisiae § B95-34/brewery 1 0,617933
Saccharomyces cerevisiae W406/ze951218a 2 0,652134
Saccharomyces cerevisiae W178/feta 6-1 3 0,655763
Y50 Issatchenkia orientalis G2594/Mietke(feed) 1 0,76561
Issatchenkia orientalis G2607/Mietke(feed) 2 0817575
Issatchenkia orientalis G2586/Mietke(MUCL28821) 3 0,833181
Y52 Kluyveromyces marxianus G 3201 clinical isolate (Dr. Seidl) 1 0,535358
Kluyveromyces marxianus G 3948 ! wine yeast (FA Geisenheim) |2 0,750173
Pichia jadinii ! G3299/eh070709 4-3 3 0,861469
Al Candida populi (anatomiae) ! G3588/n6m080801 1-1 1 0,841739
Pichia anomala G3180/fromM381(dairy scope) 2 0,964304
Pichia anomala CBS249 3 0,967658
Z2 Candida ernobii ! G3718/ze090128 28 1 1,306769
Pichia guilliermondii ! G3118/SeidI(-) 2 133261
Pichia guilliermondii G1649/G1823/W293/DSM70052 3 1,364617
Z3 Pichia triangularis W496/weih02 S1 1 1,254552
Pichia anomala W400/ze951218c 2 1497193
Pichia anomala W400/ze951218c 3 1524838
Z4 Pichia membranifaciens ! G2734/Mietke(-) 1 0,54537
Pichia norvegensis ! W226/G2876/yoghurt 2 0,552592
Pichia membranifaciens G1690/ba970417 3 0,592326
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Z5 Pichia membranifaciens W199/feta 1-1 1 0,37967
Pichia membranifaciens W182/feta 3-3 2 0,45384
Pichia membranifaciens W199/feta 1-1 3 0,625272
Z6 Saccharomycopsis fibuligera ! G5157/ba101007 4 1 1,022347
Kluyveromyces marxianus v. mar. W52/CBS6432 2 1,047845
Pichia anomala G14967/j0961008 3 1,089206
zZi Pichia membranifaciens W182/feta 3-3 1 0,460731
Pichia membranifaciens W182/feta 3-3 2 0,537029
Pichia membranifaciens W199/feta 1-1 3 0,557163
Z8 Pichia fermentans G1846/st980512 1 0,596208
Pichia fermentans ! G1621/waterkefyrElster7 2  0,640322
Pichia nakasei ! G2744/Mietke(Harzer cheese) 3  0,643395
Z9 Kluyveromyces marxianus ! MG280/raw milk (C4_128) 1  0,648396
Kluyveromyces marxianus ! G2485/Goerges(K17_3) 2 0,759956
Candida norvegica ! B95-86/brewery 3 0,815358
Z10 Pichia membranifaciens W228/yoghurt 1 0,80759
Pichia membranifaciens ! B95-98/brewery 20,8339
Pichia membranifaciens G2266/st010615 1-2 3 0836
Z11 Pichia nakasei ! G3002/ze061106a 268MK 1 0,509852
Pichia kluyveri s. eremophila W363/G1682/CBS7271 2 0,589053
Pichia kluyveri ! G3958/agg090915 2-1b 3 061836
Z12 Pichia membranifaciens ! B95-187/brewery 1 0,416022
Pichia membranifaciens G2960/ni060829 3-1 2 0,491389
Pichia galeiformis ! G3719/2e090128 29-3 3 0,506076
Z13 Saccharomyces cerevisiae G2643/NCY C-Sc47(Biosaf) 1 0,530302
Saccharomyces cerevisiae G3274/NCYC1026(YEASacc) 2 0,595229
Saccharomyces cerevisiae G3278/NCYC1026(YEASacc) 3  0,636455
Z14 Pichia membranifaciens ! B95-187/brewery 1 0,992336
Pichia membranifaciens G1690/ba970417 2 1137425
Pichia membranifaciens s. mem. T W337/G1363/CBS107 3 1,168804
Z15 Pichia anomala W296/G1652/DSM70260 1 1816183
Pichia anomala G1690/ba970417 7 2 1,89369
Pichia anomala G1691/ba970417 3 1966143
Z16 Pichia kudriavzevii ! G5282/zeh120706 1-2 1 1,045887
Pichia kluyveri G1506/j0961008 2 1109334
Zygosaccharomyces bisporus W349/CBS2449 3 1,132023
Z17 Debaryomyces hansenii G 3562 ! clinical isolate (Dr. Haase) 1 1,114486
Debaryomyces hansenii G1090/j0960508 2 1,166015
Debaryomyces hansenii ! W168/feta 1a-7 3 1,217803
Z18 Pichia fabianii ! G3739/ze090306¢ 114-1 1 1,834944
Pichia triangularis G2511/muv041109 6MK 2 2,055674
Pichia triangularis G2510/muv041109 2Mk 3 2,059548
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Z19 Pichia membranifaciens ! B95-100/brewery 1 0,471505
Issatchenkia scutulata v. exigua T W542/G2790/CBS6836 2 0,525559
Pichia membranifaciens ! G2734/Mietke(-) 3 0576317
Z21 Pichia membranifaciens ! B95-187/brewery 1 0,530057
Pichia membranifaciens W199/feta 1-1 2 057054
Pichia membranifaciens W182/feta 3-3 3 0,606113
722 Pichia galeiformis ! G2434/portwine 1 0,650581
Pichia galeiformis ! G2434/portwine 2 0,650581
Pichia galeiformis ! B95-186/brewery 3 0,758666
Z23 Pichia anomala ! B95-180/brewery 1 0,766977
Pichia anomala ! B95-104/brewery 2 0,785711
Pichia anomala § B95-69/brewery 3 0,807558
724 Pichia kudriavzevii ! G5282/zeh120706 1-2 1 1,045887
Pichia kluyveri G1506/j0961008 2 1109334
Zygosaccharomyces bisporus W349/CBS2449 3 1,132023
Z25 Pichia membranifaciens G1690/ba970417 1 0,445083
Pichia membranifaciens W182/feta 3-3 2 0,450343
Pichia membranifaciens ! CBS1328 3 047678
Z26 Saccharomyces cerevisiae W107/DSM70509 1 0,848629
Saccharomyces cerevisiae W198/feta 6-9 2 0,94389
Saccharomyces cerevisiae ! W107/Kiimmerle(507) 3 0975317
Z28 Pichia fabianii ! G3739/2e090306¢ 114-1 1 1,39886
Pichia triangularis G2510/muv041109 2Mk 2 1607062
Pichia triangularis G2511/muv041109 6MK 3 1662128
Z29 Pichia membranifaciens G2960/ni060829 3-1 1 0,319929
Pichia membranifaciens ! B95-32/brewery 2 0,421567
Pichia membranifaciens ! B95-187/brewery 3 0,430752
Z30 Pichia membranifaciens !'T CBS107 1 0,540999
Pichia membranifaciens W199/feta 1-1 2 0,597666
Pichia membranifaciens G2084/519901180 3 0,60877
Z31 Pichia galeiformis ! G2939/Mietke(-) 1 0560414
Pichia membranifaciens § B95-267/brewery 2 0569224
Pichia galeiformis ! G2952/ze060718 433a 3 0,581288
zZ32 Pichia fermentans ! W439/G1310/fromlssOriDSM70086 1 210708
Pichia fermentans ! G2560/Mietke(feed) 2 210708
Pichia membranifaciens G 3945 ! wine yeast (FA Geisenheim) |3 2,202534
734 Pichia kudriavzevii ! G5282/zeh120706 1-2 1 1,045887
Pichia kluyveri G1506/j0961008 2 1109334
Zygosaccharomyces bisporus W349/CBS2449 3 1,132023
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Cizelge E.1. Molekiiler kesin tanisi yapilan izolatlara ait bazi probiyotik,

teknolojik 6zellik analiz sonuglari
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0,3 S.T: %0,3 safra toleransi; 0,1 S.T: %] safra toleransi; Y.S.G: Yiiksek sicaklikta gelisme

D.pH.T: Diisiik pH toleransi; 1.O.T
A.A: Antimikrobiyal Aktivite

Intestinal ortam toleransi; G.O.T: Gastrik ortam toleransi
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EK F: Arastirma Kapsaminda Calsilan Tiim izolatlara Ait Tam
Sonuclari

Cizelge F.1. Izolatlara ait tan1 sonuglari tablosu

izolat FT-IR Spektrum MALDI -TOF VITEK 2 Mo!ekuler
Kodlar1 Sonuglar: Biotyper Biyokimyasal Kesin Tam
Sonuclari Tam Sonuclari Sonuclari
Al C. norvegica C. valida - .
El Y. lipolytica Y. lipolytica - Y. lipolytica
E2 S. cerevisiae Y. lipolytica S. ciferrii S. cerevisiae
H1 P. fermentans C. lambica Cry. laurentii .
K1 S. cerevisiae C. krusei Cry. laurentii S. cerevisiae
K2 S. cerevisiae S. cerevisiae Cry. laurentii o
K3 P. fermentans C. lambica - .
K4 S. pastorianus S. cerevisiae Cry. laurentii .
K5 S. cerevisiae S. cerevisiae - .
K6 S. bayanus/pastorianus |S. cerevisiae Cry. laurentii S. cerevisiae
P1 D. hansenii - S. ciferrii .
P2 D. hansenii C. famata - o
P3 P. nakasei S. cerevisiae = .
P4 D. hansenii C. famata - D. hansenii
P7 P. fermentans C. lambica - °
P8 S. cerevisiae - Cry. laurentii o
P9 G. geotrichum - = .
P10 |Y. lipolytica - S. ciferrii .
P12 | Z. rouxii T. delbrueckii - .
P13 I. orientalis - - P. kudriavzevii
P14 |I. orientalis C. lambica Cry. laurentii .
P15 |Y. lipolytica Y. lipolytica S. ciferrii Y. lipolytica
P16 |P. fermentans C. lambica S. ciferrii .
P17 | Z.lentus C. lambica S. ciferrii .
P18 | P. norvegensis - . .
P19 | P. fermentans - . .
P20 | P. fermentans C. lambica . .
P22 |T.asahii - . .
P23 o . S. ciferrii .
P24 . ° - .
P25 |R. mucilaginosa R. mucilaginosa - o
P26 | Y. lipolytica Y. lipolytica S. ciferrii o
P27 D. hansenii - - .
P28 | T. delbrueckii C. zeylanoides - G. candidus
P29 | K. unispora - - .

133




Cizelge F.1.(devam)

izolat | FT-IR Spektrum M%%O?;F;LOF VITEK 2 Cihaz1 | Molekiiler Kesin
Kodlar Sonuclari Sonuclari Sonuclari Tan1 Sonuclari

P30 | P. fermentans C. lambica Cry. laurentii o
P31 |R. glutinis S. epidermidis S. ciferrii o
P32 K. marxianus C. kefyr S. ciferrii o
P33 I. orientalis C. zeylanoides - o
P34 P. norvegensis - - o
P38 | T. delbrueckii - - o
P39 | P. fermentans - - o
P40 | G. geotrichum C. zeylanoides - o
P41 | C. inconspicua C. lambica - o
P43 P. fermentans C. lambica - o
P44 | Y. lipolytica C. zeylanoides = o
P45 | C. zeylanoides C. zeylanoides - o
P47 C. zeylanoides ° - o
P48 | C. lusitaniae - S. ciferrii o
P49 H. uvarum C. lambica - o
Sl . o S. ciferrii o
S2 C. zeylanoides P. manshurica - o
T1 S. cerevisiae S. cerevisiae Cry. laurentii S. cerevisiae
T2 S. cerevisiae ° Cry. laurentii o
T3 S. cerevisiae S. cerevisiae - P. fermentans
T4 S. cerevisiae P. manshurica - S. cerevisiae
T5 S. cerevisiae S. cerevisiae Cry. laurentii -
T6 S. cerevisiae . Cry. laurentii
T7 S. cerevisiae S. cerevisiae Cry. laurentii S. cerevisiae
T8 S. cerevisiae S. cerevisiae Cry. laurentii S. cerevisiae
T9 I. orientalis C. krusei - o
T10 |Y. lipolytica Y. lipolytica - Y. lipolytica
U1 P. triangularis S. cerevisiae - o
U3  |P. fermentans C. lambica - .
Y1l S. cerevisiae - - o
Y2 K. marxianus C. kefyr S. ciferrii o
Y3 G. geotrichum - S. ciferrii o
Y4 K. marxianus C. kefyr - o
Y6 C. lusitaniae - Cry. laurentii C. lusitaniae
Y7 P. nakasei C. lambica - o
Y8 P. fermentans - - °
Y9 P. fermentans C. lambica - o
Y10 |S. cerevisiae S. cerevisiae Cry. laurentii S. cerevisiae
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Cizelge F.1. (devam)

izolat FT-IR Spektrum | MALPI-TOF | G 1rpk 2 Ciham | Molekiler
Kodlar Sonuclari Biotyper Sonuclari Kesin Tami
Sonuclari Sonuclari
Y11 | K. marxianus C. kefyr S. ciferrii o
Y12 |S. cerevisiae - Cry. laurentii S. cerevisiae
Y14 |l orientalis C. krusei - P. kudriavzevii
Y15 |K. marxianus C. kefyr - o
Y16 |G. geotrichum G. silvicola - G. candidus
Y17 | G. geotrichum - - G. candidus
Y18 |K. marxianus C. kefyr - o
Y19 K. marxianus C. kefyr S. ciferrii K. marxianus
Y20 |S. bayanus/pastorianus |S. cerevisiae - o
Y21 |S. cerevisiae C. lambica Cry. laurentii P. fermentans
Y22 | K. marxianus C. kefyr S. ciferrii o
Y23 | K. marxianus C. kefyr S. ciferrii o
Y24 | S. pastorianus S. cerevisiae Cry. laurentii o
Y25 |C.glabrata G. silvicola - o
Y26 |P. membranifaciens S. cerevisiae - o
Y27 | I. orientalis C. krusei - o
Y28 P. fermentans C. kefyr S. ciferrii K. marxianus
Y29 |S. cerevisiae S. cerevisiae Cry. laurentii o
Y30 |R. glutinis G. silvicola - G. candidus
Y31 |K. marxianus C. kefyr S. ciferrii o
Y32 |C. inconspicua S. cerevisiae C. laurentii o
Y33 |l orientalis C. krusei - o
Y34 |K. marxianus C. kefyr S. ciferrii o
Y35 |S. cerevisiae S. cerevisiae Cry. laurentii o
Y36 |S. cerevisiae S. cerevisiae Cry. laurentii S. cerevisiae
Y37 | G. geotrichum G. silvicola - o
Y38 |I. orientalis S. capitis - o
Y39 |P.jadinii S. cerevisiae - o
Y40 |S. cerevisiae S. cerevisiae Cry. laurentii S. cerevisiae
Y42 | I. orientalis C. krusei - o
Y43 | T. delbrueckii - - o
Y44 | P. fermentans C. lambica o o
Y45 I. orientalis - - o
Y46 P. norvegensis C. lambica ° °
Y47 | S. cerevisiae S. cerevisiae Cry. laurentii S. cerevisiae
Y48 | K. marxianus C. kefyr S. ciferrii o
Y49 | S. cerevisiae S. cerevisiae Cry. laurentii S. cerevisiae
Y50 |1 orientalis S. cerevisiae °
Y52 | K. marxianus C. lambica S. ciferrii K. marxianus
Z1 C. populi - - o
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Cizelge F.1. (devam)

izolat | FT-IR Spektrum MALDI -TOF V.I TEK?2 Molekiiler Kesin
Kodlan Sonuclari SB lotyper Cihan Tan1 Sonuclari
onuclari Sonuclari
Z2 C. ernobii ° S. ciferrii .
Z3 P. triangularis - Cry. laurentii o
Z4 P. membranifaciens | C. lambica - o
Z5 P. membranifaciens - - o
Z6 S. fibuligera C. valida Cry. laurentii o
Z7 P. membranifaciens | C. lambica - o
Z8 P. fermentans C. valida - o
Z9 K. marxianus C. lambica Cry. laurentii W. subpelliculosus
Z10 | P. membranifaciens |C. valida - o
Z11 |P. nakasei C. valida - o
Z12 | P. membranifaciens - = o
Z13 | S. cerevisiae C. lambica Cry. laurentii S. cerevisiae
Z14 | P. membranifaciens |P. manshurica - o
Z15 |P.anomala - S. ciferrii o
Z16 |P. kudriavzevii - - °
Z17 | D. hansenii - Cry. laurentii W. subpelliculosus
Z18 | P. fabianii W. anomalus Cry. laurentii o
Z19 | P. membranifaciens - b o
Z21 | P. membranifaciens |C. valida - P. membranifaciens
Z22 | P. galeiformis - - o
Z23 |P.anomala - o o
Z24 | P. kudriavzevii - o °
Z25 | P. membranifaciens | C. zeylanoides - o
Z26 | S. cerevisiae C. valida - o
Z28 | P. fabianii . Cry. laurentii o
Z29 | P. membranifaciens |S. cerevisiae - o
Z30 | P. membranifaciens |S. cerevisiae - o
Z31 | P. membranifaciens |P. manshurica - o
Z32 |P. fermentans C. lambica S. ciferrii P. fermentans
Z34 | P. kudriavzevii . o o

- :isareti tan1 sonucu alinamayan ornekleri ifade etmektedir.
e ! isareti tanist yapilmayan 6rnekleri ifade etmektedir.
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