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OZET

OTLU PEYNIR URETIMINDE KULLANILAN SALAMURA OTLARDAN
MAYALARIN iZOLA.SYONU, MOLEKULER TANISI VE BAZI
TEKNOLOJIK OZELLIiKLERININ BELIRLENMESI

Giines, Erkan
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi Boliimii
Tez Damgmani: Yrd. Dog. Dr. ibrahim Cakir

Temmuz 2010, 94 sayfa

Bu calismada otlu peynir {iretiminde kullanilan salamura otlardan izole edilen
yerel maya suslarimin izolasyonu, morfolojik ve biyokimyasal tanisi, 5.8S ve 18S
rRNA ITS bolgesinin dizi analizi yontemi ile molekiiler tanilar1 yapildiktan sonra
baz1 teknolojik oOzellikleri belirlenmigtir. Tanimlama testleri sonucunda salamura
otlardan izole edilen tiirlerin Saccharomyces servazii, Pichia membranifaicens,
Debaryomyces  hansenii, Debaryomyces castellii, Pichia fermentans ve
Kluyveromyces marxianus oldugu tespit edilmistir. izole edilen yerel maya suslarinin
baz1 teknolojik oOzelliklerinin belirlendigi calismalarda; maya suslarimin yiiksek
sicakliklarda gelisimi, diisik pH degerlerinde ve yiiksek seker derisimine sahip
ortamda gelisme kabiliyetleri ile enzim profilleri belirlenmistir. D. hansenii, K.
marxianus ve S. servazzii tiirlerinin teknolojik o©zelliklerinin daha iyi oldugu
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Maya, izolasyon, 5.8S ve 18S rRNA ITS, teknolojik 6zellikler
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ABSTRACT

ISOLATION AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF YEASTS FROM
BRINED HERBS USED FOR PRODUCTION OF HERBY CHEESE AND
DETERMINATION OF THEIR TECHNOLOGICAL PROPERTIES

Giines, Erkan
MSec., Department of Food Engineering
Supervisor: Asst. Prof. Ibrahim Cakir

July 2010, 94 pages

In this study, some technological properties of endogenic yeast strains were
determined after morphological, biochemical and molecular identification by 5.8S
and 18S rRNA ITS region sequence analysis of isolated endogenic yeast strains from
brined herbs that used for production of herby cheese. At the results of identification
test, isolated yeast strains from brined herbs were belonging to the following genus:
Saccharomyces servazii, Pichia membranifaciens, Debaryomyces hansenii,
Debaryomyces castellii, Pichia fermentans and Kluyveromyces marxianus. In the
studies for the determination of some technological characteristics of the endogenic
strains; growth capabilities at high temperatures, low pH wvalues, high sugar
concentration and enzyme profiles were performed. At the results of the
technological properties of yeast strains, the species of D. hansenii, K. marxianus
and S. servazzii were found to have better technological properties.

Key words: Yeast, isolation, 5.8S and 18S rRNA ITS, technological properties
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1. GIRiS

Beslenme canlilarin en temel ihtiyaglarindan biridir. Saglikli ve kaliteli bir
yasam siirdiirebilmek icin yeterli ve dengeli beslenmek gerekmektedir. Siit, insanin
ihtiyac duydugu protein, yag, karbonhidrat, mineral ve vitamin gibi besin
maddelerini yeterli ve dengeli bir sekilde icermektedir. Fermente siit Uriinleri
karakteristik duyusal Ozellikleri ve saglik iizerindeki olumlu etkileri nedeniyle
diinyada bir¢ok iilkede begenilerek tiiketilmektedir.

Diinyada fermente siit iiriinleri icerisinde en fazla tiiketilen iiriin peynirdir.
Peynir icerdigi yiiksek biyolojik degerli proteinler, yagda c¢oziinen vitaminler,
mineral maddeler ve 6zellikle kalsiyum ve fosfor bakimindan zengindir. Peynirde
bulunan proteinler olgunlasma siirecinde parcalandiklari igin sindirilme oranlar
artmaktadir (Dagdemir 2006). Olgunlasma, her peynir ¢esidinin kendine 6zgii tat,
koku ve goriiniisii alabilmesi icin belirli kosullar altinda, belirli siirede gecirdigi
degisikliklerin toplami olarak tanimlanabilir. Bu donemde peynirin ana bilesenleri
olan protein, laktoz ve yag parcalanmakta, ortaya cikan iiriinler peynirlere 6zgiin tat
ve aroma kazandirmaktadir (Kesenkas ve Akbulut 2006).

Son yillarda tiiketicilerin saglikli beslenme konusundaki bilingli yaklagimi ve
talebi dogrultusunda peynir endiistrisi, yagi azaltilmig, tat, yapr ve aroma
bilesenlerinin geligtirilmesi ile yeni iirlin gelistirme ¢alismalarina onem vermeye
baslamistir. Bu baglamda yapilan ¢alismalardan bir tanesi de starter kiiltiir gelistirme

calismalaridir. Tiirkiye’de siit iiriinlerinde starter kiiltiir kullanimi 1970’1 yillarda



baslamistir. Basta Almanya ve Hollanda olmak iizere starter kiiltiir {iretiminde 6nde
gelen iilkelerden onceleri sivi, giiniimiizde ise liyofilize ve dondurulmus kiiltiirler
ithal edilmekte ve kullanilmaktadir. Beyaz peynir iiretiminde starter Kkiiltiir
kullamiminda yasanan en onemli sorunlardan birisi ithal edilen starter kiiltiiriin bu
peynirlerin iiretimi i¢in tam uygun olmamasidir. Beyaz peynir iiretiminde tavsiye
edilen Kkiiltiirler Lactococcus lactis subsp. lactis ve Lactococcus lactis subsp.
cremoris’dir. Laktokoklar yaygin olarak kullanilmakla birlikte yiiksek tuza
direnglerinin az olmast nedeniyle farkli alternatif kiiltiir arayiglar1 siirmektedir
(Yaygin ve Toklu 2000; Dagdemir 2006).

Peynir iiretiminde alternatif starter kiiltiir arayis1 caligmalarda izlenen strateji,
peynirin olgunlagsmasi sirasinda hakim olan mikrofloranin tespit edilmesi ve buradan
starter ozellikleri yliksek nitelikte olan mikroorganizmalarin starter olarak kullanim
potansiyellerinin belirlenmesi yoniindedir. Son yillarda yapilan calismalarda basta
Enterococcus spp. olmak iizere Lactobacillus casei ve Lactobacillus plantarum gibi
mikroorganizmalar yiiksek tuz konsantrasyonuna direngleri, olumsuz kosullara hizli
adaptasyonlar1 ve antimikrobiyel madde iiretimleri nedeniyle iizerinde en fazla
calisilan alternatif peynir starterleri arasinda bulunmaktadir (Tunail 1999; Durlu ve
ark. 2001).

Peynir iiretiminde yeni iiriin gelistirilmesi konusunda yapilan ¢aligmalardan
biri de tat ve aroma gelisimine katki saglayacak destek starter kiiltiirlerin (adjunct
starter cultures) kullanimidir. Destek starter kiiltiir calismalarinda ise akla ilk gelen
mikroorganizma mayalardir (Ferreira ve Viljoen 2003; Kesenkas ve Akbulut 2006).

Mayalar diisiik pH, diisilk su aktivitesi, yliksek tuz konsantrasyonu ve
sogukta depolama kosullarindaki stabilitesi nedeniyle bircok peynir cesidinde

mikrofloranin 6nemli bir boliimiinii olusturmaktadir. Peynir iiretiminde mayalar iki



yonlii etkili olmaktadir. Bunlardan birincisi bazi peynir cesitlerinin olgunlasmasina,
tat ve aroma gelisimine katki saglayarak yaptiklart olumlu etkiler (Abbas 2006),
ikincisi ise peynirlerde gaz olusumu, meyvemsi ve acimsi tat gelisimi ve renk ve
yapida meydana gelen bozulmalara neden olan olumsuz etkilerdir (Corbo ve ark.
2001; Durlu ve ark. 2005; Stratford 2006).

Ulkemiz diger fermente iiriinlerde oldugu gibi peynirde de zengin bir
cesitlilige sahiptir. Ulkemizde iiretilen baslica peynir cesitleri, beyaz peynir, kasar
peyniri, tulum peyniri, otlu peynir, gravyer ve mihali¢ peyniridir. Bilinen bu peynir
cesitlerimizin yan1 sira belirli bolgelerde aile ihtiyacimi karsilamak iizere yapilan ve
ilkel tekniklerle elde edilen 20 kadar mahalli peynir ¢esidi vardir. Mahalli c¢esitler
arasinda Sinop dolaylarinda Abaza ve Cerkes, Milas koylerinde Kazikli, Ayvalik
yoresinde Kirlihanim, Cankirt civarinda Kiipecik, Erzincan bolgesinde Safak, Elazig
yoresinde Savak, Sivas yoresinde Kiip, Cesme ve Karaburun kodylerinde Kopanisti,
Erzurum ve Kars bolgesinde Tel, Karaburun-Foga-Ayvalik’ta Sepet, Denizli
taraflarinda Yoriik, I¢ Anadolu Bélgesinde Dil, Dogu ve Marmara Bolgesinde Lor,
Diyarbakir-Kars-Siirt-Van Bolgelerinde Otlu, Antalya, Akseki ve Manavgat’ta Cimi
peynirleri sayilabilir. Divle tulum peyniri de Konya Ereglisi’ne bagl Divle Koyl ve
cevresinde yapilan mahalli bir peynir ¢esididir (Ates 1999).

Otlu peynirler Dogu ve Giineydogu illerimizde iiretilen ve yaygin olarak
tiiketilen bir peynir ¢esidimizdir. Iyi bir besin kaynag oldugu gibi yore halki icinde
hatir1 sayilir bir ekonomik degeri olan otlu peynirler en ¢ok Kars, Van, Diyarbakir ve
Siirt illerinde iiretilmektedir. Otlu peynirler gerek iiretim sekilleri ve gerekse iclerine
katilan otlar bakimindan iretildikleri yorelere gore az ¢ok farkliliklar

gostermektedirler (Coskun 2005).



Van otlu peynirinde kullanilan heliz, dag kekigi, sirmo, siyabo ve mendi
daglardan toplanarak biiyiik cuval icerisinde konulmaktadir. Toplanan otlar 6nce
iyice yikanir sonra kullanilacaklari iirline gore ayrilir. Van otlu peyniri ilkbaharda
hem siitiin hem de otun bol oldugu donemde genellikle koyun siitiinden yapilir. Otlar
Van otlu peynirinin yapiminda kullanilacak ise yikandiktan sonra ince ince dogranir
ve taze halde telemeye katilmaktadir (Alpaslan 2009).

Otlu peynir yapiminda kullanilan salamura otlar, peynirin tat ve aromasini
zenginlestirerek ve tiiketici begenisini kazanmis kendine 6zgii iirlin olusumuna katki
saglamaktadir. Otlu peynirlerin kimyasal fiziksel ve mikrobiyolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi konusunda c¢ok fazla calisma yapilmis olmasina ragmen, salamura
otlarin mikrobiyel florasi konusunda ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir. Diger yandan
peynir iiretiminde kullanilan laktik asit bakteri kiiltiirlerine destek kiiltiir olarak
mayalarin kullanimi {izerine son yillarda artan bir egilim bulunmaktadir. Bu
calismada otlu peynir liretiminde kullanilan salamura otlardan izole edilen 20 adet
yerel maya suslarinin izolasyonu, morfolojik ve biyokimyasal tanisi, 5.8S ve 18S
rRNA ITS bolgesinin dizi analizi yontemi ile molekiiler tanilar1 yapildiktan sonra
baz1 teknolojik oOzellikleri belirlenmistir. Boylece destek kiiltiir olarak kullanim
potansiyeline sahip yerel izolatlarin veri tabani olusturulmasi amaclanmistir. Bundan
sonra yapilacak caligsmalarda olusturulan kiiltiir kolleksiyonunda bulunan suslardan
uygun olanlarin, pilot dlcekli bir peynir iiretim prosesinde kullanilarak, destek kiiltiir

olabilme potansiyellerinin belirlenmesi gerekmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Mayalar

Mayalar taksonomide kiif veya kiif mantarlar1 adi verilen diger canlilarla
birlikte, funguslar grubunu olusturan tek hiicreli canlilardir. Toprakta ve o6zellikle
bag topraklarinda bol miktarda bulunan mayalar, dogada genis Olciide yayilim
gostermektedir. Mayalar, klorofil icermeyen, gercek mantar olan, tek hiicreli ve
okaryotik mikroorganizmalardir. Yuvarlak, elipsoid, silindirik, ya da koseli yapiya
sahip sekillerde bulunan mayalarin biiyiikliikleri cinslerine gore degismekle beraber
genellikle 2-8 pum capinda 3-15 um uzunlugundadir. Bazi tiirlerde bu uzunluk 100
um’yi bulmaktadir (Yildirtm 1997; Cakmake1 ve ark. 2008; Tunail 2009).

Mayalar endiistriyel agidan etanol, gliserol, ekmek mayasi, vitamin, cesitli
enzimler, karatenoidler ve lipid iiretiminde kullanilmaktadir. Bununla birlikte,
mayalar proteince zengin organizmalar olduklar: i¢in tek hiicre proteini iiretiminde
kullanilan degerli mikroorganizmalardir. Insanoglu 8000 yildan beri fermantasyonla
ilgilenmektedir. Mayalarin alkol iirettiklerinin M.O. 6000 yillarinda Siimerler ve
Babillerce bilindigi diisiiniilmektedir. Daha sonraki yillarda (M.O. 4000) Misirlilar
bira mayasim1 ekmek yapiminda kullanmiglardir. Stimer, Babil ve Ur topluluklarinin
kiiltiirlerini yansitan 4000 yil 6ncesinden yapilan sanat calismalarinda bu goriisiin
destekledigi ortaya c¢ikarilmistir. Misirlilar ekmegin mayalanip pisirilmesini tasvir

eden resimler yapmuslardir (Albayram 2007; McNeil ve Harvey 2008).



Mayalar, bakterilerden genellikle daha biiyiik ve niikleuslarinin daha belirgin
bulunmast ile ayirt edilebilmektedir. Kiiflerden ise miselyum igermemeleri ile
ayrilirlar. Ancak, bazi mayalar ger¢cek miselyum olusturabildiklerinden maya benzeri
olarak adlandirilirlar. Okaryot olan maya hiicresinin ¢evresinde yari gecirgen bir
hiicre duvari ve protoplastinda stoplazma zari, stoplazma, c¢ekirdek, vakuoller,
sentrozom, mitokondri ve metakromatik cisimler bulunur. Hiicre hacminin %40’ 1n1
hiicre duvan tegkil etmekte olup, kalinligr 1-2 um arasinda degismektedir. Mayalar
genellikle genis bir pH sinirt ig¢inde iireyebilmektedir. Baz1 mayalar pH’s1 3 olan asit
ortamda gelisebildigi gibi pH 7.5 olan alkali ortamlarda {ireyen mayalar da
bulunmaktadir. Genel olarak mayalar optimum 4.5-5.0 pH aralifinda gelisim
gostermektedir. Mayalar 47 °C’nin iizerinde faaliyet gosteremedikleri gibi, 0 °C’de
de iireyemezler. Optimum iireme sicakliklari 25-37 °C arasindadir. Sicaklidin
yiikselmesi toksik metabolik artiklarin fazlalasmasina ve bu nedenle mayalarin
geregi gibi iiremesine engel olmaktadir. Mayalar genel olarak %70 su ve %30 kuru
madde ihtiva etmektedir. Kuru maddenin %50’sini azotsuz, %45’ini azotlu ve %5’ini
de mineral maddeler olusturmaktadir. Azotlu maddelerin %90 nin1 yiiksek molekiillii
protein ve geri kalanini da kiigiik molekiillii azotlu maddeler olusturmaktadir. Maya
proteinleri  fosfoprotein, albiimin ve  niikleoproteinlerden  olusmaktadir.
Bilesimlerinde bulunan karbonhidratlarin en Onemlilerini glikojen ve hayvansal
nisasta teskil etmektedir. Optimum kogsullarda gelistirilen mayalarda %20-30
oraninda yag bulunabilmektedir (Yildirim 1997; Romano ve ark. 2006).

Mayalar anaerobik sartlarda alkol ve karbodioksit meydana getirmekte;
aerobik sartlarda ise karbondioksit ve su olusturmaktadirlar. Aerobik sartlarda,
anaerobik sartlara oranla daha ¢abuk iirer ve daha fazla hiicre meydana getirirler.

Mayalarin iiremeleri {izerine nem ve ortam Kkonsantrasyonunun da etkisi



bulunmaktadir. Kiiltiir mayalart %20-25 oranindaki seker konsantrasyonunda faaliyet
gosterirler. Konsantrasyonun artisi maya faaliyetinin azalmasina sebep olur. Bu
konsantrasyon %50’ye ulastiginda genellikle plazmoliz olay1 kendini gostermekte ve
faaliyet durmaktadir. Mayalarin liremesi iizerine fermantasyon sirasinda meydana
gelen metabolizma iiriinlerinin de etkisi bulunmaktadir. %2 alkol maya ¢ogalmasina
etki eder ve konsantrasyonun %10’a erismesi ile ¢ogalma durur. Sicaklik, alkoliin
maya iizerine etkisini arttirir. Fermantasyon sirasinda meydana gelen karbondioksit
ise yok denecek kadar azdir. Mayalar beslenmeleri i¢in gerekli bircok enzimleri
ihtiva etmektedir. Bunlar karbonhidratlar1 parcalayan (Glikojenaz, laktaz, invertaz,
maltaz vb) ile yaglari parcalayan (lipaz) ve proteinleri parcalayan (proteinaz)
enzimlerini kapsamaktadir (Kosker ve Cakmakg¢i 1985; Yildirim 1997; Viljoen 2006;
Cakmakgei ve ark. 2008; Tunail 2009).

Mayalar morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler 6zelliklerine gore
karakterize edilir, siniflandirilir ve identifiye edilirler (Kreger-van Rij 1987; Esen

2008).

2.1.1. Mayalarin Tanimlanmasinda Morfolojik ve Fizyolojik Ozellikler

Mayalar uygun ortamlarda yalanci misel olustursalar da tek hiicreli, biiyiik (5-
8um capinda), oval, uzun, eliptik veya yuvarlak hiicre sekilleri ile ve boliinme
esnasinda tomurcuk olusturmalar1 nedeniyle bakteri ve kiiflerden ayrilirlar. Genis
pH, seker ve alkol sinirlart igerisinde gelisebilirler. Krem renginden pembe kirmiziya
kadar degisen renkte pigmentler olusturabilirler (Ayhan 2000).

Maya hiicreleri 0zellikle {ireme sirasinda diiz veya dalli zincirler

olusturmaktadir. Baz1 kosullarda hiicreler filament olusturmakta ancak bunlar normal



hiicre sekillerinin disinda kabul edilmektedir. Mayalar, genel olarak bakterilerden
biiyiiklik ve sekil agisindan farklilik gosterdikleri gibi kiiflerlerden de miselyum
olusturmamalariyla ayrilmaktadir (Cakmaket ve ark. 2008).

Mayalar hem eseyli, hem eseysiz olarak iki ayr1 sekilde ¢cogalma yetenegine
sahiptir (Anonim 2006). Mayalarda cogalma:

1. Eseyli cogalma

2. Eseysiz cogalma

®  Vejetatif

o Tomurcuklanma
o Boliinme

* Sporla
o Keseici
o Kese dist

Eseyli cogalma: iki farkli bireyi olusturan iki hiicrenin birleserek ve cesitli
basamaklardan sonra mayoz boliinme ile ¢ogalmasi tamamlanir. Sporlar kapali bir
kese icinde olduklar1 i¢in endospor durumundadir ve askospor olarak
isimlendirilmektedir. Cinslere gore askospor sayilarinin farkli olmasinin yaninda spor
seklinde ve sporlanma siirelerinde de farkliliklar bulunmaktadir.

Tomurcuklanarak cogalma: Mayalara 6zgii bir cogalma seklidir. Gelismis
bir maya hiicresi ortam kosullar1 uygunsa uzun eksen dogrultusunda, hiicre duvari
acilarak bir siskinlik meydana gelir Kromozomlar iki esit parcaya boliiniir, her biri
kendi cekirdek zarini olusturur. Boylece iki c¢ekirdek meydana gelir. Biiyiiyen
tomurcuk kendi hiicre duvarini insa ederek kendi seklini alir. Yavru hiicre gelisirken
ana hiicre bagska bir noktadan tomurcuklanma olayini baslatir.

Boliinme: Boliinerek cogalma mayalarin ¢ok az boliimiinde goriiliir. Hiicre
erginlige ulastiginda hiicrenin orta kismindan hiicreyi ikiye bolecek sekilde ara zarla

boliiniir. Cekirdek zari ¢oOziiniir ve iki yeni cekirdek meydana gelir. Boliinme



tamamlandiginda ana ve yavru hiicre birbirinden ayrilarak, normal hiicre boyutuna
gelince yeniden boliinerek ¢ogalmaya devam eder.

Sporla cogalma: Yalnizca yabani mayalarda goriiliir. Kalmidospor ve
artrospor seklinde goriiliir. Kalmidospor, ortiilii spor anlamina gelir (kese ici) ve
tomurcuklanarak ¢ogalma sirasinda tomurcuklar kalin bir zarla cgevrilir. Artrospor
(kese dis1), hif olusturma yabani mayalarda goriilen bir cogalma seklidir. Artrospor
hiflerin parcalanmasi yani boliinme ile olur (Anonim 2006; Kosker ve Cakmakci
1985; Cakmakgci ve ark. 2008; Esen 2008).

Eseyli iireme yapilar1 olarak askus icerisinde askospor olusturanlar
Ascomycetes, telispor ve basidiospor olusturanlar Basidiomycetes ve eseyli liremesi
bilinmeyenler Fungi Imperfecti smifi igerisinde degerlendirilmektedir. Mayalar
endiistriyel acidan etanol, gliserol, ekmek mayasi, vitamin, cesitli enzimler,
karatenoidler ve lipid iretiminde kullanilmaktadir. Bununla birlikte, mayalar
proteince zengin organizmalar olduklar i¢in tek hiicre proteini iiretiminde kullanilan
degerli mikroorganizmalardir (Giineri 1993).

Fizyolojik testler, vejetatif hiicrelerin mikroskopik olarak gézlemlenmesi ile
baglantili olarak tiir identifikasyonu icin gereklidir. Tirlerin tanminmasinda cesitli
karbon ve azot bilesenlerinde biiylime ile fermantasyon ozellikleri Onemlidir.
Mayalarin sekerleri fermente etme yetenegi, karbondioksit {iiretimi oOlgiilerek
belirlenir. Bazi tiirler kuvvetli fermantasyon yetenegine sahipken (Saccharomyces
spp.), baz1 tiirler ise zayif fermantasyon yetenegine sahiptir veya fermantasyon
yetenekleri yoktur (Rhodotorula). Seker ve diger karbon bilesenleri ayirici testlerde
kullanilir. Diger testler nitrata yanit verme, vitamin yoklugunda iireme, yiiksek seker
konsantrasyonuna, cycloheximide veya koruyuculara inkiibasyon sicakligi

gereksinimlerine tolerans olarak 6zetlenebilir (Deak ve Beuchat 1996; Esen 2008).
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Cizelge 1’de mayalarin karakterizasyonunda geleneksel olarak kullanilan 6zellikler

gosterilmistir (Deak ve Beuchat 1996).

Cizelge 1. Mayalarin karakterizasyonunda faydanilan 6zellikler

Morfolojik Fizyolojik Biyokimyasal
Eseyli Ureme Sekerlerin fermantasyonu ~ Diazonyum blue B
reaksiyonu
Konjugasyon Sekli Karbon kaynaklarinin  Ureaz reaksiyonu
asimilasyonu

Spor ve sporangio formu  Vitamin gereksinmesi

Basidiospor formu Gelisme sicakligt
Vejetatif Ureme Diisik su aktivitesinde
gelisme
Tomurcuklanma Siklohekzimide dayanma
Ortadan boliinme Nisasta olusumu
Arthroconidia Asetik asit iiretimi
Ballistoconidia
Mikroskobik Gelisme
Hiicre sekli ve biiyiiklugii
Hif ve Yalanct hif
Klamidospor
Makroskobik gelisme

Kati1 besiyerinde koloniler

S1vi kiiltiirler

2.1.2. Mayalarin Tanimlanmasinda Biyokimyasal ve Molekiiler Ozellikler

Mayalarin geleneksel karakterizasyonunda kullanilan morfolojik ve fizyolojik
ozelliklerin giivenilirligi sikca sorgulanmaktadir. Biyokimyasal testler yillardir

mayalarin karakterizasyonunda kullanilmaktadir (Deak ve Beuchat 1996; Esen
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2008). Cizelge 2’de mayalarin siniflandirilmasinda kullanilan biyokimyasal ve

molekiiler 6zellikler gosterilmistir.

Cizelge 2. Mayalarin smiflandirilmasinda kullanilan biyokimyasal ve molekiiler
ozellikler (Deak ve Beuchat 1996; Esen 2008)

Bilesik Olciim

Karbonhidratlar Hiicre duvar1 kompozisyonu

Tiim hiicre karbonhidrat kompozisyonu

Lipidler Uzun zincirli ugucu yag asidi modeli

Proteinler Protein elektroforetik model
Izoenzimler

Niikleik asitler Guanin + Sitozin molekiil orani

DNA — DNA homolojisi

DNA restriksiyon fragmentleri
rRNA gen dizilimi

Gen arastirmasi

Kromozom karyotiplemesi

2.1.3. Mayalarin Siiflandirilmasi

Mayalar, morfolojik, kiiltiirel ve fizyolojik ozelliklerine gore siniflandirilir.
Bu amagla; hiicre sekli, hiicrelerin birbirleriyle birlesme tarzlari, tomurcuklanma
durumlari, miselyum ve pseudomiselyum, askospor, artrospor, ballistospor olusturma
durumlari, spor bi¢imi, askospordaki spor sayisi gibi morfolojik 6zellikler incelenir.
Kiiltiirel 6zelliklerinden ise, siv1 besiyerinde zar olusturma, kati besiyerindeki koloni
sekilleri, kolonilerin renk ve kivamlari, renk maddesi olusturma o6zellikleri, cesitli
sicaklik derecelerindeki iireme durumlar1 belirlenir. Fizyolojik ve biyokimyasal

ozellikler arasinda ise, ¢esitli sekerler lizerine yaptiklari oksidatif ve fermentatif
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etkiler, nitrat kullanma gibi 6zellikler incelenir. Ancak herhangi bir maya tiiriinii
taksonomideki yerine yerlestirmek oldukc¢a zordur. Bu nedenle, morfolojik bakimdan
benzerlik gosteren mayalarin birbirinden ayrilmasinda fizyolojik ve biyokimyasal
ozelliklerin tespiti cok yararli olmaktadir. Son zamanlarda gerceklestirilen maya
genom veri tabani calismalari, siniflandirmada yeni olanaklar ortaya koymustur.
Ozellikle ©karyotik hiicre genetigi ile ilgili temel bilgilerin gelismesi, yeni
yaklagimlar saglamistir (Romano ve ark. 2006; Cakmak¢i ve ark. 2008; Tunail
2009).

Mayalarin geleneksel ve filogenetik siniflandirmalart mevcut olmakla
birlikte, son yillarda molekiiler biyolojinin de siniflandirma iizerine etkileri
goriilmektedir. Asagida mayalarin siniflandirilmasi verilmistir (Kreger-van Rij 1987;
Barnett ve ark. 1990; Deak ve Beuchat 1996).

Alem: Fungi
Boliim: Eumycota
Alt Boliim: Ascomycotina
Sinif: Hemiascomycetes
Takim: Endomycetales
Familya: Spermophthoracea
Cins: Holleya, Nematospora
Familya: Saccharomycetaceae
Alt Familya: Nadsonioideae
Cins: Hanseniaspora, Nadsonia, Saccharomycodes,
Wicherhamia
Alt Familya: Schizosaccharomycetoideae
Cins: Hasegawaea, Schizosaccharomyces
Alt Familya: Saccharomycetoideae
Cins: Ambrosiozma, Arthoascus, Arxiozma, Botryoascus,
Citeromyces, Clavispora, Cyniciomyces, Debaryomyces, Dekkera, Dipodascus,

Endomyces, Endomycopsella, Galactomyces, Guilliermondella, Hansenula,
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Hormoascus, Hyphopichia, Issatchenki, Kluveromyces, Lodderomyces,
Metschnikowia, Pachyticospora, Pichia, Saccharomyces, Saccharomycopsis,
Schwanniomyces, Sporopachdermia, Strephanoascus, Torulaspora, Wickerhamiella,
Williopsis, Wingea, Yarrowia, Zygoascus, Zygosaccharomyces, Zygozyma
Alt Familya: Lipomycetoideae
Cins: Lipomyces, Waltomyces
Alt Boliim: Basidomycotina
Takim: Ustilaginales
Familya: Filobasidiacea
Cins: Chionoshphaera, Flobasidella, Filobasidium, Tremellales
Familya: Teliospore-forming yeast
Cins: Cytofilobasidium, Leucosporidium, Mrakia, Rhodosporidium,
Sporidiobolus
Takim: Tremellales
Familya: Tremellaceae
Cins: Holtermannia, Tremella
Familya: Unclassified
Cins: Sterigmatosporidium
Alt Boliim: Deuteromycotina
Siif: Blastomycetes
Familya: Sporobolomycetaceae
Cins: Aciculoconidium, Candida, Cryptococcus, Eeneilla,
Fellomyces, Geotrichum, Kloeckera, Malassezia, Mastigomyces, Myxozyma,
Oosporidium, Phaffa, Rhodotorula, Saitoella, Sarcinosporon, Schzoblastodporion,

Sterigmatomycessympodiomyces, Trichosporon, Trignopsis

2.2. Mayalarin Gelisme Kosullari

2.2.1. Sicakhk

Mayalarin gelisme gosterebildikleri sicaklik sinirlart 0°C’nin  iistiindeki

sicakliklar ile 50°C’nin altindaki dereceler arasinda deZismektedirler Mayalarin
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caligmasina en uygun sicaklik, 20-30°C arasinda degisir. Sicakligin yiiksekligi toksik
metabolik artiklarin fazlalagsmasina neden olur ve mayalarin geregi gibi ¢aligmasini
engeller (Deak ve Beuchat 1996).

Hemen hemen tiim mayalar mezofilik olmakla birlikte, az bir kismi
psikrofilikdirler; fakat heniiz termofilik o©zellikli bir maya tanimlanmamuigtir.
Sicakligin yiikselmesi, optimum seviyeye ulasana kadar mayalarin metabolizma
hizim da arttirir. 30°C’nin iizerindeki sicakliklarda mayalarin metabolizmasi
yavaglamaya baslar. Sicaklik enzimlerdeki proteinleri denatiire etmeye basladiginda
ise, maya metabolizmasi hizli bir diislise gegcer. Mayalarin biiylik kisminin optimum
ireme sicaklign 24°C’ dir. Cok az bir kistm maya 24°C’nin altinda gelisebilen
psikrofilik mikroorganizmalar iken yiiksek sicakliklarda gelisme yetenegi olan

termofilik maya tespit edilmemistir (Esen 2008).

2.2.2.pH

Mayalar genellikle genis bir pH araliginda calisir. Bazi mayalar pH’s1 3.0
olan asit ortamlarda, bazilar1 ise pH 7.5°te yani alkali ortamlarda gelisir. Ancak

mayalarin gelismesi icin en uygun pH 4.5-5.0’tir (Cakmakei ve ark. 2008).

2.2.3. Su Aktivitesi

Maya hiicreleri azalan su aktivitesine (a,) uyum gosterme yetenegine
sahiptirler. Bircok maya tiirii diisiik ay, degerlerine bakterilerden daha toleranslidirlar.
Su aktivitesi a, skalasinda mayalarin yeri 0.9999 ile 0.60 arasindadir (Pitt ve

Hocking 1997).
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Bakteriler gibi mayalarinda besinlerini hiicre icine alabilmeleri veya
metabolizma artiklarint disariya atabilmeleri, suyla miimkiin olmaktadir. Ozmofilik
mayalar, son derece diisiilk su aktivitesinde gelisebilmektedirler. Yiiksek seker
derisimlerinde dayamiklidir. Bu derisimlerin {stiinde gelisebilen maya sayisi
sinirhdir. Ozmofilik mayalar, %65-70 seker iceren gidalarda son derece yavas

gelisebilir (Cakmakci ve ark. 2008).

2.2.4. Oksijen

Mayalarin  oksijensiz ortamda gelistigi ilk kez Pasteur tarafindan
belirlenmistir. Pasteur tarafindan yapilan deneyler, mayalarin anaerobik sartlarda,
alkol ve CO,; aerobik sartlarda ise su ve CO, olusturdugunu ortaya koymustur.
Mayalar aerobik sartlarda, anaerobik sartlara gore daha cabuk iirer ve daha fazla

hiicre meydana getirir (Anonim 2006).

2.3. Peynirlerin Maya Florasi

Mayalarin 6zellikle peynirlerde siklikla goriilmesi iiriin i¢inde yasama ve siit
bilesenlerini kullanabilme kabiliyetini isaret eder. Bu durum mayalarin diisiik
sicaklik, pH ve su aktivitesinde (a,) ve yliksek tuz konsantrasyonlarinda gelisebilme
yetenekleri ile desteklenebilir. Siit isletmelerinin cevre kosullarinin mayalarin
gelisimi icin uygun olmasi, hava ve ¢ig siitte dogal kontaminant olarak bulunmalari
da bir diger faktordiir. Buna ilaveten peynir salamurasi maya kontaminasyonu i¢in

bilinen en 6nemli kaynaktir (Kesenkas ve Akbulut 2006).
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Mayalar Laktik asiti metabolize edip pH’y1 yiikseltmek suretiyle proteolitik
bakterilerin gelisimine izin vererek, bazi tip peynirlerin olgunlagsmasinda rol
oynarlar. Mayalar olgunlagsmaya yardimc1 olmalari, peynirin aroma ve lezzeti iizerine
etkileri olmasinin yam sira istenmeyen duyusal degisiklikler ve yumusamaya yol
acabilir (Deak ve Beuchat 1996).

Mayalar pek cok peynir tiiriinde en sik goriinen kontaminantlardir. Tilbury ve
ark. (1974) Cheddar, krem ve siizme peynirlerde en sik Debaryomyces hansenii’yi,
daha seyrek olarak da Candida versatilis, Candida intermedia ve Pichia anomala’y1
izole etmistir.

Schmidt ve Lamberet (1981) siitlerden yapilan Cammembert peynirlerinden
523 maya susu izole etmiglerdir. Tamimlanan 482 susun, %33.8’i Candida
pseudotropicalis; %13.9’u Torulopsis candida, %5.4’ 1 Saccharomyces cerevisiae ve
9%3.7’side Saccharomyces rouxii olarak bulunmustur.

Callon ve ark. (2005) Fransa’da yaptiklar bir arastirmada SSCP-PCR parmak
izi yontemi uygulamlarak peynirlerin maya florasim incelemislerdir. izole edilen
mayalar arasinda Debaryomyces hansenii, Candida parapsilosis, Saccharomyces
cerevisiae tiirleri bulunmaktadir.

Tzanetakis ve ark. (1987) tarafindan Yunan peyniri ile yapilan bir ¢calismada
Pichia membranafaciens ve Pichia fermentans en sik rastlanan tiirler olarak
bildirilmistir.

Sahin ve Oztiirk (1998), 1996-1997 yillarinda Tekirdag ve Bursa yorelerinden
sagladiklar1 toplam 52 adet peynir Orneginin maya florasi ve kimyasal yapisim
arastirmiglardir. Bu Orneklerden izole edilen 113 adet maya susunun tanisi igin

morfolojik ve biyokimyasal testler uygulamislar, elde edilen bulgularin
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degerlendirilmesinde izole edilen maya suslarimin Candida, Debaryomyces,
Kluyveromyces, Pichia ve Trichosporon cinslerine ait olduklarini saptamislardir.

Garrido ve ark. (1991) yapuklari arastirmada, Ispanya’min Aracena
bolgesindeki farkli bolgelerden toplanan Aracena peynirlerinin maya mikroflorasini
calismiglardir. Caligilan 15 Ornegin 13’10 ¢ig siit kullanilmak iizere elle yapilan
peynirlerden, diger 2 Ornek ise pastorize siit kullamilarak yapilan peynirlerden elde
edilmistir. Izole edilen 145 sustan, 9 maya tiirii izole edilmistir. Bu tiirler
Saccharomyces lactis, Candida curvata, Candida scottii, Trichosporon cutaneum,
Debayomyces subglobosus, Debaryomyces hansenii, Cryptococcus laurentii,
Torulopsis candida ve Torulopsis sphaerica’dir. Baskin tiirler sirasiyla %40.7’1
Cryptococcus laurentii, %15.9’u Torulopsis sphaerica ve % 15.2 si Torulopsis
candida’dir. Cryptococcus laurentii hem el iiretimiyle yapilan hem de endiistriyel
peynirlerde kontaminant olarak bulunmus ve olgunlasma i¢in 6nemli sayilmistir.

Westall ve Filtenborg’un 1998 yilinda Danimarka’da yaptiklar arastirmada, 3
farkli mandiradan alinan peynir orneklerinden maya izolasyonu ve identifikasyonu
yapilmistir. A mandirasinda Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces marxianus, B
mandirasinda C. butyriand, Debaryomyces hansenii, C mandirasinda ise Yarrowia
lipolytica tiirleri izole edilmistir.

Coppola ve ark. (1988) toplam 16 Mozeralla peynir altt suyunun
mikroflorasinda Biitrik ve Propionik asit bakterisi, Lactobacillus lactis,
Streptococcus lactis, Streptococcus thermophillus, Escherichia coli bakterilerinin
yaninda Candida, Kluyveromyces, Debaryomyces ve Brettanomyces cins mayalarin
da bulundugunu belirtmislerdir. Arastiricilar sonug olarak proteolitik aktiviteye sahip
suslarin gelismesinin, peynir iiretiminde kullanilan siit tiplerine ve sicaklia bagh

oldugunu bildirmislerdir.



18

Cosentino ve ark. (2001) italya’da yaptiklar1 arastirmada, keci siitiinden
yapilan Sardinian peynirinden bazi maya ve maya benzeri mikroorganizmalar1 izole
etmigler ve bunlarin proteolitik, lipolitk aktiviteleri farkli derecelerde, farkli tuz
konsantrasyonlarinda iiremeleri ve laktat, sitrat, laktoz, glukoz, galaktoz, laktik asidi
fermente edebilme yeteneklerini incelemislerdir. Baskin tiirlin Debaryomyces
hansenii, oldugunu belirtmiglerdir. Diger izole edilen tiirler ise Geotrichum
candidum, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus tiirlerini ve Pichia,
Candida, Dekkera, Yarrowia, Rhodotorula cinsleri olarak belirlemislerdir.

Welthagen ve Viljoen (1999) tarafindan, Cheddar peynirinin yapimi sirasinda
bulasabilen mayalarin kaynagin1 ve bulasan maya tiirlerini belirlemeye yonelik
olarak peynir fabrikasinda yiiriitiilen arastirmada, peynirin dretimi ve
olgunlastiriimast sirasinda toplam 77 maya tiirii tammlanmustir. incelenen tiim peynir
tiirlerinde sayilan maya miktarinin 9%10” ile 1.4x10’ kob/g arasinda degistigi ve
baskin tiirlerin Debaryomyces hanseii ve Cryptococcus albidus oldugu saptanmigtir.
Bu iki tiiriin kullanilan ekipmanlardan ve elden bulasabildigi, tiretim hattinda ise
Debaryomyces hanseii’nin peynir alt1 suyunda, tuzlamadan 6nceki pihtida ve peynir
yiizeyinde; Cryptococcus albidus’un peynir yiizeyinde tespit edildigi belirtilmistir.

Romano ve ark. (2001) yaptiklar1 calismada, Akdeniz iilkelerinde keci,
koyun, inek siitiinden iretilen artisanal peynirler incelenmis ve bir¢ok maya tiirii
izole edilmistir. Bu mayalar arasinda Candida kefyr, Debaryomyces hansenii, C.
famata, Saccharomyces cerevisiae bulunmaktadir.

Fadda ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir arastirmada, italya’da Fiore Sardo
peynirinden bazi maya ve maya benzeri mikroorganizmalari izole etmisler ve
bunlarin proteolitik ve lipolitik aktivitelerini incelemislerdir. izole edilen maya ve

maya benzerleri Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis, Geotrichum
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candidum, Candida zeylanoides ve Candida lambica’dir.

Corbo ve ark. (2001) peynir iiretiminde starter kiiltiir se¢imi icin farkli
hayvan orijinli siitlerden ve tipik Apulia bolgesinde iiretilen peynirlerden izole edilen
105 maya susunun tammlamasim yapmuslardir. Inek, koyun, ke¢i ve mandadan
saglanan toplam 26 siit drnedi ve bir gesit sert Italyan peyniri olan Canestrato
pugliese peynirinde 12 6rnegin analiz edildigi ¢calismada, peynir iiretiminin baslangi¢
asamalarinda peynirlerdeki mayalarin onemsiz oldugu, fakat olgunlasma sirasinda
mikrofloranin 6nemli unsurlarindan biri oldugunun gézlendigi, siit iiriinlerinden izole
edilen 36 tiir arasinda en sik rastlanilan mayalarin (% 15.24) Trichosporon cutaneum,
(% 1.48) Candida catenulata, (% 8.57) Yarrowia lipolytica, (% 4.76) C. zeylanoides
ve (% 4.76) C. sake tiirleri oldugu belirtmislerdir.

Besencon ve ark. (1992) Fransa’da rokfor peynirlerinin maya florasini
inecelemigler ve 401 izolat elde etmisler ve adlandirmislardir. Dominant tiirler
arasinda D. hansenii (C. famata), K. lactis, C. sphaerica olarak bulmuslardir.
Tuzlama safhasindan o6nce D. Hanseii peynire inokiile edilmesine ragmen
olgunlagma safhasi boyunca miktar1 %50’yi gecmemistir. Her tiiriin %80 ‘1 %15’lik
tuz konsantrasyonuna dayanikli bulunmustur.

Savova ve Nikolova (2002) tarafindan Bulgaristan’in farkli yorelerinde
geleneksel siithane iriinlerindeki mayalarin izolasyon ve smiflandirilmasinin
yapildig1 ¢alismada, keci ve inek yogurdu, keci ve inek peyniri, cokelek (lor peyniri)
ve tereyag’ dan izole edilen 12 maya ¢esidi siniflandirilmistir. Izolasyon isleminde
rutin mikrobiyolojik islemler ve selektif besi ortami (% 4 dekstroz, % 1 pepton, % 2
agar) kullanilmistir. Suslarin tantimlanmasinin Kurtzman ve Fell, Kreger van Rij ve
Barnett ve ark. tarafindan aciklanan isleme gore yapildigi arastirma sonucunda, inek

yogurdunda Kluyveromyces marxianus, keci yogurdunda Trichonosporon beigelii,
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Deboryomyces hansenii var hansenii, Candida krusei var marxianus ve K.
marxianus var bulgaricus, C. rugosa; cokelekte C. famata var famata ve Candida
sphaerica; inek ve keci peynirlerinde Deboryomyces hansenii var. hansenii, K. lactis
var lactis, C. famata var famata maya tirlerinin tammmlandig1 belirtilmekle birlikte
Peynir 6rneklerinde miktar olarak % 50 D. hansenii, % 40 K. lactis var lactis, % 7-8
C. famata ve % 2-3 C. sphaerica tiirlerinin tanimlandig: belirtilmektedir.

Pereira Dias ve ark. (2000) tarafindan yapilan bir arastirmada, Portekiz’de cig
siitten iiretilen yar1 sert keci peynirinin iiretimi sirasindaki ¢esitli asamalarinda maya
florasini incelemisler ve rastgele 344 maya izole etmislerdir. 344 maya izolatinin
150’si API ID 32C ile tanimlanmis ve 3 Candida tiirii izole edilmistir.

Gadaga ve ark. (2000) Zimbabwe’ de bulunan ev, kiiciik c¢iftlik ve siit
merkezlerinden 30 adet geleneksel fermente siit orneklerini saglayarak maya
sayimini ve tanimlamasini yapmiglardir. Maya sayisinin 10'-10” kob/g olarak
saptandig1 calismada, maya izolatlarinin tanimlanmasinda API ID 32C maya
tanimlama test kitini ve geleneksel identifikasyon metotlarini kullanmiglardir. 30
ornekte toplam 20 farkli maya tiirli tanimlamiglardir. Saccharomyces cerevisiae,
Candida lusitaniae, C. colliculosa ve S. dairenensis’ in ortama hakim tiirler
oldugunu, Dekkera bruxillensi, C. lipolytica ve C. tropicalis’ in tammlama sikliginin
daha az oldugunu belirtmektedirler. Yedi S. cerevisiae izolatin DL-laktozu asimile
edebildigi, C. kefyr izolatlarinin DL-laktozu asimile edebildigi halde sitrati1 asimile
edemedigi belirtilmektedir.

Apan (2007) beyaz peynir yiizeyinde gelisen ve peynirde potansiyel bozulma
etmeni olan maya suslarinin izolasyonu ve tanimlanmasi konusunda caligsmislardir.
Bu calismada, 40 adet peynir 6rneginde uygulanan 6n islemlerden sonra izole edilen

90 maya susu, biyokimyasal ve morfolojik tani testlerinin sonuclarina gore
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siniflandirilmistir.  Arastirmada elde edilen bulgulardan beyaz peynirlerin maya
acisindan biiylik 0Olgiide kontamine oldugu sonucuna varimistir. Yapilan tani
testlerinin sonuglarina gore, izole edilen maya suslarindan tamimlanabilenleri
Kluyveromyces (19), Pichia (18), Cryptococcus (17), Candida (12), Metschnikowia
(6), Trichosporon (6), Debaryomyces (5), Rhodotorula (2) cinslerine giren tiirlerin
olusturdugu belirtilmistir.

Valdes-Stauber ve ark. (1997) Brick peynirlerinin yiizey mikrofloras: iizerine
yaptiklari ¢alismada 5 ¢iftlikten aldiklari rneklerde cm® de 2x10° - 4x107 kob/g
diizeyinde maya tespit etmislerdir. Dominant tiirler Kluyveromyces marxianus,
Pichia membranifaciens ve Debaryomyces hansenii olup, Candida intermedia,
Candida catenulata, Yarrowia lipolitica, Galactomyces geotrichum, Candida
tropicalis, Trichosporon beigelii ve Torulospora delbrueckii takip eden tiirlerdir.

Petersen ve ark. (2002) tarafindan Debaryomyces hansenii’ nin 6zel 6nemini
vurgulayarak maya ve bakterileri birlikte iceren kompleks bir mikrofloradan olusan
bir yiizey tabakasina sahip olan Danbo tipi peynirde Debaryomyces hansenii
suglarinin incelendigi c¢alismada, Danimarka’ da bir mandiradan pastorize siit,
salamura ve olgunlagma sirasinda peynir ylizeyinden alinan 6rnekler incelenmistir.
Peynirin olgunlagmasinin baslangic doneminde Trichosporon spp., Rhodotorula spp.,
ve Candida spp., gibi maya tiirleri diisik miktarlarda bulunurken, baslangictan
itibaren tiim olgunlagma siiresi boyunca baskin maya tiiriiniin D. hansenii oldugu ve
iiretim esnasinda bu susun cevre kosullarina diger suslardan daha iyi adapte oldugu
belirtilmektedir. Ayrica, laktoz ile suslarin biiylime yeteneklerinin degistigi,
olgunlastirmanin ilk giinlerinde mayalarin baskin olmasina karsin, olgunlastirmadan

yaklasik bes giin sonra maya populasyonunun azaldig1 vurgulanmaktadir.
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2.4. Peynirlerde Mayalarin Starter Kiiltiir Olarak Kullanimm

Gliniimiizde tiiketiciye, standart ve iyi kalitede peynirler sunmak i¢in yeni
peynir c¢esitleri Uretilmis, modern alet ve ekipmanlarla yapim tekniginde
standardizasyona agirlik verilmis bunlarin yaninda liretimde is giicli azaltilmistir.
Buna ek olarak bircok peynir tiiriinde iiretimin ayrilmaz bir pargasi olan olgunlagsma
yontemleri ile ilgili baz1 yeni uygulamalara gidilmistir (Kesenkas ve Akbulut 2006).

Peynir ve diger fermente siit iirlinleri iiretimi fermente gida sanayinin dnemli
bir sektoriinii olusturur. Baglangicta ilke olarak fermente siit tiretimi yapiminda, siit
kendi haline birakilarak dogal olarak igerdigi floranin etkisiyle eksimesi yani
asitliginin gelismesi saglanirdi. Ancak bu yontem her zaman istenilen sonuglari
vermez ve elde edilen iiriinlerin kalitesi biiyiik degisiklikler gosterirdi. Daha sonra
fermente siitiin, peynir alt1 suyunun veya yayik altinin bir kismim ayirarak sonraki
iiretimde kullanilan siite veya kremaya katma uygulamasi gelismis ve boylece starter
kiiltiirlerin ilk sekli ortaya cikmistir (Ates 1999).

Olgunlasma, her peynir ¢esidinin kendine oOzgii tat, koku ve goriintisi
alabilmesi i¢in belirli kosullar altinda, belirli siirede gecirdigi degisikliklerin toplami
olarak tanimlanabilir. Bu dénemde peynirin ana bilesenleri olan protein, laktoz ve
yag parcalanmakta, ortaya c¢ikan {riinler peynirlere 06zglin tat ve aroma
kazandirmaktadir (Kesenkas ve Akbulut 2006).

Uretimlerinde mikrobiyel bir olgunlagma dénemine gerek olan gidalarin,
miimkiin oldugunca kisa siirede yapi, koku, lezzet, renk, goriiniim ve miktarca iistiin
diizeyde gelismesi ve aymi kaliteyi siirekli korumasi amaciyla starter kiiltiirlerden
yararlanilmaktadir (Yaygin 1988).

Hastalik etkeni aktif organizmalarin yikimi igin, peynire islenecek siit
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pastorize edilmekte, bunun sonucunda yararli mikroflora da biiyiik zarar
gormektedir. Meydana gelebilecek tat ve aroma eksikliklerini gidermek ve istenen
tekstiirel ozellikleri kazandirmak i¢in, peynire islenecek siitlere, peynir ¢esidine gore
spesifik laktik starter kiiltiirler ilave edilmekte bdylece peynirlerin olgunlagma siiresi,
tat ve aromalar1 kontrol edilmeye ¢alisilmaktadir (Tungtiirk 2004).

Bunun yaninda;

* Olgunlagma sicakligini artirmak,

* Yiiksek basin¢ uygulamalari,

* Cesitli lipolitik ve proteolitik enzim preparatlarinin kullanimi,

* Zayiflatilmis starter kiiltiirlerin kullanima,

* Genetik olarak modifiye edilmis laktik kiiltiirlerin kullanimi bilinen diger

yontemlerdir (Tungtiirk 2004; Kesenkas ve Akbulut 2006).

Mayalar iirettikleri enzimlerle karbonhidrat, protein ve yaglari parcalarlar ve
parcalanma sonunda yeni bircok maddeler olusur. Dogada cok yaygin olarak
bulunurlar ve bir¢ok gidanin bozulmasina neden olurlar. Kuvvetli proteolitik aktivite
gosteren ve yapiskanlik yapan mayalar da peynir yapiminda kullanilmazlar.
Peynirlerde tespit edilen aci lezzet, baz1 arzulanmayan mayalarin tiremesinden
kaynaklanir. Yiizeyleri kirmizi kiiltiirle sivanmis yumusak peynirlerde laktik asidi
okside eden mayalar olgunlagmaya iyi bir katkida bulunurlar. Ozellikle zayif
proteolitik aktivite gdsteren mayalar, bu tip peynirlerde tipik lezzetin olusumunu
saglarlar. Bu amacla fizyolojik o6zellikleri goz Oniinde bulundurularak ayrilan
Mycoderma, Torula ve QOospora tirleri ayr1 ayrn veya karigik Kkiiltiirler halinde
tiretilirler. Mayalardan endiistride ¢ok yararlanilir. Kefir, sarap, ispirto ve bira
iiretiminde en ©nemli mikroorganizma mayalardir. Ornegin; siit endiistrisinde

Saccharomyces kefir ile Candida kefir, bira endiistrisinde Saccharomyces
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carlsbergensis ile Saccharomyces cerevisiae, ispirto endiistrisinde Saccharomyces
cerevisiae, kuru sucuk yapiminda Debaryomyces spp. ve ekmek endiistrisinde ise
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces etigus ile Candida tropicalis sayilabilir
(Ates 1999).

Mayalarin olgunlasma siiresince baslica katkisi, 6zellikle ortam pH’sim
azaltan laktik asidi kullanarak bakteriyel gelismeyi desteklemek ve olgunlagsmanin
ikinci kademesini baglatmaktir. Mayalarin olgunlagma siiresince peynir pH’sinda
meydana getirdigi bu degisiklik sadece laktik asit kullanimi ile ilgili olmayip,
proteolizden kaynaklanan alkali metabolizma {iiriinleri de pH’y1 diisiirebilmektedir
Bunun yaninda mayalarin peynir lezzet ve aromasina katkilari, bazi tiirlerin
genellikle laktozu fermente etme ve bunun sonucu olarak etanol, asetaldehit, etil
asetat ve etil butirat olusturmalarina baglanabilir (Kesenkas ve Akbulut 2006). Bazi
mayalarin yiiksek lipolitik ve proteolitik aktiviteye sahip olmalari, aminoasit, yag
asitleri ve esterler gibi aroma olusumuna Onciilik eden maddelerin meydana
gelmesinde biiyiik rol oynamakta, bununla birlikte mayalar, diger mikroorganizmalar
icin gerekli B vitaminleri; pantotenik asit, niasin, riboflavin ve biotin gibi bazi
gelisme faktorlerini salgilayarak gelisimi desteklemektedir. Mayalarin peynir
tiretiminde kontrollii destek kiiltiir olarak kullanimi ile ozellikleri Sekil 1°de

Ozetlenmistir (Jakopsen ve Narvhus 1996).

Lipolitik ve Proteolitik Ozellik

Primer Starter ile Olumlu interaksiyon
Peynir |:> Maya |:> Laktoz Fermantasyonu

Laktat Asimilasyonu

Aroma Bilegenleri Olusumu

Sekil 1. Mayalarin peynir tiretiminde destek kiiltiir olarak kullanimi
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Peynir olgunlagsmasinda yaygin olarak laktik asit bakterilerinden ve
mikrobiyal kaynakli enzimlerden yararlanilsa da giiniimiizde Kluyveromyces lactis,
Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces marxianus, Geotrichum candidum, Pichia
jadinii, Saccharomyces cerevisiae ve Yarrowia lipolytica gibi mayalarin peynir
olgunlasmasinda da kullanilabilirligi konusunda ¢alismalar yapilmaktadir (Kesenkas
ve Akbulut 2006).

Kosikowski (1978) bazi peynir cesitlerinin olgunlastirilmasinda yalnizca
mayalarin kullanilmasinin s6z konusu olamayacagini ancak biyolojik olarak kiiflerle
olgunlastirmada mayalarin kullanilmasinin 6nemli katkilarinin oldugunu belirtmistir.
Kiiflerle birlikte Candida, Pichia, Torulopsis ve Hansenula gibi mayalarin
kullanildig1 durumlarda, olgunlastirma odalar1 raflarina yerlestirilen peynirlerin
yiizeyinde oncelikle mayalarin gelistigini; mayalarin peynirde bulunan laktik asidi
yikarak yiizey pH’sinin yiikselmesini sagladiklarini, bunun da aerob gelisen bakteri
ve kiiflerin gelismesi icin uygun bir ortam teskil ettigini saptamistir. Ayn1 zamanda
mayalarin gii¢lii proteolitik ve lipolitik aktiviteleri ile olgunlastirma kiiltiirii olarak
kullanilan mikroorganizmalar i¢in uygun bir ortam saglamada etkili oldugunuda
belirtmis; Fransiz Cammembert peynir fabrikalarinda maya varligimin, sampanya
benzeri hosa giden koku ve aroma ile karakterize edildigini ileri stirmiistiir.

Reps (1993) kalip peynirlerden izole ettigi proteolitik ve lipolitik aktiviteye
sahip mayalarin sentezledigi maddelerle, Micrococcus caseolyticus, M.
freudenreichii ve M. varians tiirlerinin gelismesini tegvik ettigini belirtmistir.
Arastiricinin bulgularina gore, mayalar ozellikle Debaryomyces ve Trichosporon
cinslerine ait tiirlerin, endoproteinaz enzimleri sentezler. Peynir ylizeyindeki pH,
Debaryomyces ve Trichosporon cinsi mayalarin endoproteinaz aktivitesi ile uygun
diizeye yaklasir. Bu da Trapsit peynirinin yiizey tabakasindaki serbest aminoasit
iceriginin, yiizey mayalar1 ile Brevibacterium linens’in birlikte bulunmasi
durumunda oldukga yiiksek oldugu gercegi ile kanitlanmistir. Mayalarin, peynirlerin
olgunlastirilmasinda kullanilan startere katkilarindan dolay1 6nemli rollerinin oldugu

vurgulanmustir.
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2.5. Otlu Peynir Yapiminda Kullamlan Otlarin Hazirlanmasi ve Bazi Ozellikleri

Van bolgesinde iiretilen “Otlu Van Peyniri” veya “Otlu Van Kasar1” diye
anilan Van otlu peynirlerinin tiretimi genel hatlari ile sdyle yapilmaktadir:

Van ilinde otlu peynir imalat1 Mayis ve Haziran aylarinda yapilmakta olup
kullanilan siit ¢ogunlukla koyun siitiidiir. Peynir yapilacak siit 6nce 30°C’de
mayalanir. 1.5-2 saat icinde olusan pihti icine sirmo, helis, mendo, kekik, nane,
dereotu vb. otlart katilarak torbalara doldurulur. Torba i¢indeki 5-6 saatlik baski
sonrasi olusan teleme, 2-3 cm kalinlikta dilimlenir, kuru tuz ile tuzlanarak 3-5 giin
serin bir yerde bekletilir. Sonra ya salamuraya konulur ya da onceden hazirlanmis
cacikla bir sira peynir bir sira cacik olmak iizere kiip, teneke veya bidonlara hava
almayacak bir sekilde doldurulur. Serin bir yerde sonbahara kadar olgunlagmaya
birakilir (Ergiin ve ark. 1992).

Son zamanlarda, otlu peynirin endiistriyel olarak iiretimi baslatilmistir (Ozer
ve ark. 2002). Otlu peynire yoresel olarak sirmo (Allium sp.), mendi (Chaerophyllum
macropodum), helis (Prangos ferulacea) ve siyabo (Ferula rigidula) gibi isimlerle
bilinen otlar katilmaktadir. Bu otlarin peynire degisik tat,koku ve aroma katmasinin
yani sira peynirin olgunlagsmasinda da etkili oldugu belirtilmektedir (Coskun ve
Tungtiirk 2000; Taraker ve ark. 2005).

Son yillarda tiim diinyada dogal beslenmeye dogru bir egilim gelismistir. Bu
egilimin giic kazanmasi ile dikkatler dogada kendiliginden yetisen kiiltiire alinmamais
bitkilere de yonelmeye baslamistir. Ulkemizde dogadan bitki toplayarak tiiketim hala
bircok yorede yayginlhigin1 korumaktadir. Tiiketim gida amacgh olabildigi gibi
hastaliklar1 1iyilestirme amaclida olabilmektedir. Bitkilerin hastaliklara karsi

kullamilmas1 tarihin en eski caglarina kadar dayanir. Eski Kkiiltiirler baharat ve
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bitkileri kullanarak, onlarin tibbi ve gida koruyucusu olarak degerini anlamis ve
tanimlamislardir. Amerikan yerlileri 1625 bitki tiiriinden gida ve 2564 bitki tiiriinden
de ila¢ olarak faydalanmiglardir. Hipokrat’in 300-400 kadar tibbi bitkiden
faydalandig: belirtilmektedir. Uzun savas donemlerinde, sebzenin pek bulunmadigi
donemlerde halkimizin cogu daglarda bulabildigi bazi1 yabani otlar1 sebze olarak
kullanmislardir. Bu nedenle 6zellikle kirsal kesimde yasayanlarin baz1 yabani otlari
sebze olarak kullanmaktadir (Alpaslan 2009).

Van yoresi el degmemis yaygin alanlar ile dogadaki bitki ¢esitliligini ve
bunlarin tiiketim kiiltiiriinii devam ettiren sayili bolgelerimizden birisidir. Yaygin
kaniya gore 200 yil kadar once, Iran’dan Van’a gelen bir Ermeni hekim, otlu
peynirin de formiiliinii yaninda getirmis. O zamanlar, bu peynirin kimi hastaliklara
iyi geldigine inanilirmis. Koyun siitii ve 6zel olarak hazirlanmis peynir mayasi ile
cesitli otlarin karistmindan yapilan otlu peynirde dag ve yaylalardan toplanan yabani
sarimsak (sirmo), dagnanesi, mustafagicegi (mendi), kekik, helisi, siyabo (¢asur) gibi
otlar kullanilmaktadir (Anonim 2004). Otlu Peynir yapiminda kullanilan otlarin yerel

isimleri ve Latinceleri Cizelge 3’te verilmistir (Coskun 2005; Hayaloglu 2008).

Cizelge 3. Otlu peynir yapiminda kullanilan otlarin Latince ve yerel isimleri

Latince Ad1 Yerel Adr

Allium Sirmo

Chaerophyllum Mendi

Anthriscus Mendo

Silene Siyabo

Mentha Yarpuz, yabani nane
Ocimum Reyhan, feslegen
Heracleum Sov

Ferula Heliz
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Otlu Peynir yapiminda kullanilan bazi otlarin kiiltiirel ve botanik 6zellikleri;
Siyabo, 70-120 cm yiikseliginde, yaprakli ¢cok parcali ve tiiysiiz ¢icekleri sar1 renkli
ve cok yillik otsu bir bitkidir. Orta ve Dogu Anadolu daglarinda yetisir. Halk
arasinda cagsir, casir, casur ve cavsir olarak da adlandirilmaktadir. Sirmo, Dogu
Anadolu bolgesinde yetisir. Kuvvetli kokuya sahip olan sirmonun yapraklar1 koyliiler
tarafindan ¢orba, peynir, borek igine koku verici olarak ilave edilmektedir. Sirmo
(yabani sarimsak) yemeklere koku vermek ve tad vermesi icin ¢ok sik olarak ve
sarimsak yerinde kullanilmaktadir. Dag kekigi, 20-30 cm yiikseklikte, ¢cali goriiniisiin
de, tiiyli ve beyaz cigekli bir bitkidir. Van otlu peynirinde katilmaktadir (Baytop
1984; Tabata ve ark. 1994). Yarpuz ( Menthae pulegium L. piijan, havsan), 10-40 cm
yiikseklikte, ¢ok yillik bir otsu bitkidir. Yapraklar1 kisa sapli az veya cok tiiyliidiir.
Yarpuzun mide bulantilarin1 kesici ve ferahlatict etkisi vardir. Sulak cayirlarda bol

olarak bulunmaktadir. Salatalarda kullanilmaktadir (Baytop 1984).

2.6. Mayalarin Molekiiler Karakterizasyonu

Mayalar geleneksel olarak morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
ozelliklerine gore siiflandirilirlar. Ancak bu yontemler, kiiltiirel kosullardan cok
fazla etkilenmekte ve yanlis siiflandirmalara yol acabilmektedirler. Geleneksel
biyokimyasal yontemlerle mayalarin tiir diizeyinde tamimlanmalari i¢in, 60-90
arasinda testin degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu islem karmasik, zahmetli ve
zaman alicidir. Molekiiler yontemler ise, hizli, kolay ve klasik biyokimyasal
yontemlere gore daha giivenilir sonuglar vermektedir (Guillamén ve ark. 1998;
Arroyo-Lopez ve ark. 2006).

Morfolojik ve biyokimyasal fenotipler, bilinmeyen bir izolatin
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identifikasyonu igin temel kriter olmaya devam etmekle birlikte, bu fizyolojik
karakterlerin genomun sadece kii¢iik bir fraksiyonu tarafindan belirlenebilecegi ifade
edilmektedir. Bu nedenle, maya sistematiginde kullanilan fenotipik karakterler,
molekiiler esasl kriterlerle kombine edilmektedirler (de Barros Lopes ve ark. 1998).
Mayalarin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal ozelliklerine dayali
yontemlerin karmagik, zaman alic1 olmalart ve zaman zaman hatali siniflandirmalara
yol agabilmeleri nedeniyle, mayalarin identifikasyonu ve karakterizasyonunda DNA
bazli teknikler kullanilmaya baslanmistir. Bu teknikler arasinda; DNA-DNA
hibridizasyonu, elektroforetik karyotipleme, kromozomal ve mitokondriyel DNA’ya
RFLP yonteminin uygulanmasi, ribozomal DNA (rDNA) dizisinin belirlenmesi yer
almaktadir. Bu molekiiler teknikler icerisinde, PCR bazli metotlar, hem tiir i¢i ayrima
hem de maya izolatlarinin tiir bazinda identifikasyonuna olanak saglamaktadirlar.
Maya identifikasyonunda kullanilan yararli bir metot, farkli ribozomal RNA gen
bolgelerinin restriksiyon analizidir. Bu teknik, rRNA bdlgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi
ve elde edilen PCR iiriinliniin restriksiyon enzimleri yardimiyla kesilmesidir. Bu
teknik, yalnizca PCR iiriinii ile identifikasyon ve tiplendirmeyi gerceklestiren yeni
PCR metotlarina kiyasla daha yavastir. Bu yeni PCR metotlarinin bir¢ogu, maya
genomundaki degisik tekrarlanan sekanslarin (mikrosatelitler, Ty transpozonun delta
elementleri, intron splice bdlgeleri gibi) amplifikasyonuna dayanmaktadir. REP
(Repetitive extragenic palindromic) ve ERIC (enterobacterial repetitive intergenic
consensus) elementleri gibi benzer tekrarlanan sekanslar bakterilerde tanimlanmastir.
Obakteriyel tiirlerin PCR ¢aligmalari, bu tekrarlanan sekanslarin bakteriyel tiirler ve
tiir icerisindeki suslar i¢in spesifik oldugunu gostermistir. Bu nedenle, REP ve ERIC
elementleri bakterileri tanimlamada ve bakteriyel tiirler arasindaki taksonomik

iliskileri belirlemede kullanilmaktadir (Hierro ve ark. 2004).
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Mayalar arasindaki filogenetik iligkiler, ribozomal RNA genlerinin
sekanslarinin karsilagtirilmasi ile belirlenebilmektedir. Bu yontemin en Onemli
avantaji; ribozomlarin tiim organizmalarda ortak bir evrimsel kokeni paylasmasi
nedeniyle, hem benzer hem de uzak tiirlerin karsilastirilmasini saglamasidir (de
Barros Lopes ve ark. 1998). Molekiiler yontemler igerisinde 5S, 5.8S, 18S, 26S gibi
ribozomal RNA genlerini kodlayan DNA’nmin ve kodlanmayan ITS (internal
transcribed spacer) ve IGS (intergenic spacer) bolgelerinin restriksiyon analizine
dayali olanlarin, pek c¢ok maya tliriiniin tanimlanmasinda etkili olduklari
goriilmektedir. Ciinkii ribozomal genler, diisiik intraspesifik polimorfizm ve yiiksek
interspesifik degiskenlik gostermektedirler. Saccharomyces ve Kluyveromyces
tirlerinin ~ smiflandirmalarinda  ve son yillarda, sarap maya tiirlerinin
identifikasyonunda bu genlerden yararlanilmaktadir. 5.8S-ITS bolgesi, 18S ve 26S
rRNA genlerine kiyasla cok daha yiiksek oranda interspesifik farkliliklar
gosterdiginden, yakin akraba tiirlerin ayrimina olanak saglayabilmektedir. Ayrica,
18S ve 26S rRNA genlerinden daha kiiciik boyutta olmasi yontemin uygulanmasini
kolaylastirmaktadir (Ferndndez-Espinar ve ark. 2000; Esteve-Zarzoso ve ark. 1999;
Arroyo-Loépez ve ark. 2006).

Son yillarda, rRNA ITS bolgesindeki farkliliklar maya tiirlerinin
tanimlanmasinda kullanilmaktadir. 5.8S rRNA geni (kodlanmig ve korunmus) ve
yaninda 2 adet degisken ve kodlanmamig ITS1 ve ITS2 bolgelerini iceren ITS
bolgesi, diisiik tiir i¢i degiskenlik ve yiiksek tiirler aras1 polimorfizm gostermektedir.
Bu ribozomal bolgelerin PCR ile amplifikasyonunun ardindan restriksiyon analizleri
ile mayalarin tanimlanmalar1 gerceklestirilebilmektedir (Heras-Vazquez ve ark.
2003).

Botes ve ark. (2007) boza orneklerinde yaptiklart calismalarda 3 boza
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orneginin 2 tanesinde 1.3x10> cfu/mL ile 1.8x10° kob/mL seviyelerinde maya
ornekleri izole etmislerdir. Mayalarin tanimlama sonuglar1 D1/D2 rDNA bdlgesinin
sekanslarina gore elde edilmis olup buna gore boza oOrneklerinden izole edilen
mayalar; Candida diversa, Candida inconspicua, Candida pararugosa, Issatchenkia
orientalis, Pichia fermentans, Pichia guillliermondii, Pichia norvengensis,
Rhodotorula mucilaginosa ve Torulaspora delbrueckii olarak belirlenmistir.

Lopandic ve ark. (2006) siit iiriinlerinde mayalarin tanimlanmasinda
geleneksel ve molekiiler tekniklerden faydalanmislardir. Cesitli siit iiriinlerinden
izole edilen mayalarin fenotipik (morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik karakterleri)
ve genotipik (RAPD-PCR, 26S rRNA kodlanmis genin D1/D2 bolgesinin sekansi)
yontemlerin entegre bigimde kullanilmasiyla tanimlamalar1 yapilmistir. Toplam 513
izolattan 460’1 Ascomycetes 53’(i Basidiomycetes mayalardir. Maya izolatlari
biyokimyasal ve fizyolojik 6zelliklerinin temel alinmasi ile 26S rDNA’nin D1/D2
bolgelerinin karakterize edilmesi ile tanmimlanmistir. Bu calismada en sik izole
ettikleri maya suslan  Debaryomyces  hansenii, Geotrichum  candidum,
Kluyveromyces marxianus, Yarrowia lipolytica ve Candida zeylanoides olarak tespit
edilmistir.

Alvares-Martin ve ark. (2007) Cabrales peynirinin yapilmasi ve olgunlagmasi
esnasinda izole edilen 74 maya susunun siiflandirilmasinda fenotipik ve molekiiler
yontemleri denemiglerdir. Arastiricilar fenotipik siniflandirmada ticari test kitleri ve
klasik biyokimyasal analizleri, molekiiler smniflandirmada ise ITS1-5.8S-ITS2
bolgesinin RFLP profillerini belirleyerek tan1 yapmuslardir. Izole ettikleri mayalardan
41 maya susunu fenotipik testler kullanarak tanimlamislardir. Tanimlanan suslar
arasinda 14’6 Debaryomyces hansenii, 11’1 Kluyveromyces lactis ve 9’u Pichia

fermentans olarak belirlenmistir. Siniflandirmalar Hae 11 ve Hinf I RFLP profilleri
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ve ilgili niikleotid sekanslarinin karsilastirilmast ile dogrulanmistir. Fenotipik testler
farkli diger suslarin siniflandirilmasinda sonu¢ vermemistir. Ayni arastiricilar 16
maya susunu Zygosaccharomyces ile iligkilendirilmis olup bu tiirlerinde genetik
olarak Pichia spp. (13 izolat) ve Saccharomyces spp. (3 izolat) ile ilgili oldugunu
belirtmislerdir. Arastiricilar bazi maya suslarinin siniflandirilmasint  yapamamus,
bunlarin yeni tirler oldugunu veya bu tiirlerin sekanslarinin veri tabanlarinda
olmadig1 belirtmislerdir.

Psomas ve ark. (2001) bebek diskilarinda ve feta peynirlerinde maya
izolasyonu i¢in yaptiklar1 ¢alismada mayalar1 fenotipik kriterler, RAPD-DNA-PCR
ampilifikasyonu ve mitokondiriyal DNA’nin restriksiyon analizleri ile karakterize
etmiglerdir. Yapilan arastirma sonucunda mayalarin fenotipik karakterizasyonu ile
tir diizeyinde RAPD-PCR sonuclar1 arasinda iyi bir uyum oldugu belirtilmistir.
Ayrica sus diizeyinde RAPD-PCR sonuglarinin mitokondiriyal DNA restiriksiyon
analizleri kadar iyi ayirt ettigini belirtmislerdir.

El-Sharoud ve ark. (2009) taze ve depolanmis Domiati peynirinde, Kariesh
peynirlerinde ve Matared kremadan 40 maya izolatim 5.8S-ITS rDNA bolgesinin
RFLP’si ve 26S rRNA geninin D1 ve D2 bolgelerinin sekanslarina gore
tanimlamislardir. Tanimlanan mayalarin 13 tanesi Issatchenkia orientalis, 4 tanesi
Candida albicans, 9 tanesi Clavispora lusitaniae, 1 tanesi Pichia ohmeri, 6 tanesi
Kluyveromyces marxianius ve 7 taneside Candida catenulata olarak
adlandirmislardir.

Senses-Ergiil ve ark. (2006) yaptiklar1 ¢alismada gidalarda geleneksel ve
molekiiler testleri kullanarak bazi mayalar1 izole ederek tamisin1 yapmuslardir. izole
edilen 22 maya susunun 11 cinse dahil 12 tiire ait oldugunu bulmuslardir. Bu

mayalar Candida parapsilosis, Rhodotorula mucilaginosa, Debaryomyces hansenii,
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Cryptococcus humicolus, Cryptococcus albidus, Aureobasidium spp., Hanseniaspora
valbyensis, Metschnikowia pulcherrima, Lachancea thermotolerans, Pichia

anomala, Geotrichum candidum ve Yarrowia lipolytica olarak tanimlanmagtir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada kullanilan mayalar Van ve yoresinde Otlu Peynir yapiminda
kullanilan salamura edilmis Sirmo, Mendo, Heliz, Sov (Sah) ve Cahsir otlarindan
izole edilmistir. Otlar, peynir alt1 suyu ve su iceren salamura icerisinde dogal
fermantasyon ile iiretilmis ve depolanmustir. izolasyon kaynagi olarak kullanilan

otlarin 6zellikleri Cizelge 4’de verilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Mayalarin izolasyonu

Mayalarin izolasyonu amaciyla salamura igerisindeki otlardan 10 g alinarak
90 mL fizyolojik tuzlu su (%0,85 NaCl) i¢erisinde 3 dakika homojenize edildikten
sonra 10”’e kadar seyreltilmig ve ardisik 3 seyreltiden PDA (Merck) besiyerine ekim
yapilarak 28°C de 4 giin inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra her petri
kutusundan birbirinden farkli morfolojik 6zellik 6zelliklere sahip koloniler segilerek
izole edilmistir. izolatlar saflik kontrolleri yine aymi besiyerine siirme yontemi ile

ekim yapildiktan sonra ayni kosullarda inkiibasyona birakilarak gerceklestirilmistir.
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Saf maya kiiltiirleri calisma yapilincaya kadar %20 gliserol ortaminda -18°C’de

muhafaza edilmistir.

Cizelge 4. Izolasyonda kullanilan salamura otlarin kodlar1 ve 6zellikleri

Salamura Salamuramin Ozelligi

Kodu Yapihis Tarihi

1 10.05.2008 Peyniralt1 suyu ilaveli- Eski sirmo salamurada (6nceki
yilin)

2 10.05.2008 PAS ilaveli salamura- Taze sirmo

3 10.05.2008 Sulu salamura - % 80-85 mendo, ¢ok az sirmo ve heliz
(taze)

4 10.05.2008 %100 mendo (taze) PAS salamura

5 10.05.2008 Eski sirmo - PAS ilaveli salamura

6 17.05.2008 Mendo - PAS ilaveli salamura

7 30.05.2008 Mendo - PAS ilaveli salamura

8 17.05.2008 Heliz — PAS ilaveli salamura

9 17.05.2008 Sirmo — PAS ilaveli salamura

10 30.05.2008 Mendo - Su salamura

11 30.05.2008 Sirmo + Mendo, sulu salamura

12 30.05.2008 Cahsir - PAS ilaveli salamura

13 02.06.2008 Mendo + ¢ok az sirmo ve nane - PAS ilaveli salamura

14 30.05.2008 Heliz - sulu salamura

15 30.05.2008 Sirmo — PAS ilaveli salamura

16 02.06.2008 Sirmo + ¢ok az Mendo+¢ok az nane - PAS ilaveli
salamura

17 02.06.2008 Sov (Sah) - PAS ilaveli salamura

18 02.06.2008 Sirmo — PAS ilaveli salamura

19 03.06.2008 Sirmo — sulu salamura

20 03.06.2008 Sirmo — PAS ilaveli salamura

21 03.06.2008 Sov (Sah) - PAS ilaveli salamura

3.2.2. Mayalarin Mikroskobik Morfolojilerinin Belirlenmesi

Mayalarin morfolojilerinin incelenmesinde sivi maya Kkiiltiirlinden bir 6ze

dolusu ornek alinarak lam iizerinde damitik suda yayma, kurutma, tespit islemleri
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yapilarak preparat hazirlanmistir. Metilen mavisi ile basit boyama yapildiktan sonra
aydinlik saha mikroskobunda (Boeco, Almanya), x100 objektifte goriintiileri

incelenmistir (Temiz 2000).

3.2.3. Mayalarin identifikasyonu

3.2.3.1. Maya izolatlarmin RYP Sistemi ile Tammlanmasi

Maya izolatlarindan RapID Yeast Plus System (RYP, Remel) ile
tanimlanmas1 amaciyla PDA (Merck) besiyerlerine ekim yapildi. Daha sonra
besiyerleri 28°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi. Yeterli biiyiime gosteren kiiltiirler
RapID inokiilasyon sivist kullanilarak 3 McFarland standart bulanikligina
ayarlandiktan sonra 15 dk i¢inde kitlere yiiklendi. RYP sistemi konvansiyonel ve
renk veren substratlar igeren 18 kuyucuktan olusan bir test panelidir. Bu sistemdeki
testler; glukoz, maltoz, sukroz, trehaloz ve rafinozun kullamimi ve yag asitlerinin
hidrolizi, p-nitrofenil-N-asetil-B, D-galaktosaminit, p-nitrofenil-a-D-glukozit, p-
nitrofenil-B- D-glukozit, o-nitrofenil-B-D-galaktozit, p-nitrofenil-a-D-galaktozit, p-
nitrofenil-B-D-fukozit, p-nitrofenil fosfat, p-nitrofenil fosforilkolin, iire, prolin B-
naftilamid, histidin B-naftilamid ve 16silglisil B-naftilamit’tir. Panel 30°C’de 4 saat
inkiibasyona birakildiktan sonra 1.’den 6. kuyucuga kadar olan kuyucuklarla 15. ci
kuyucuga reaktif ilave etmeden renk degisimleri okunmustur. 7.’den 14. kuyucuga
kadar olanlara RapID Yeast Plus Reaktif A’dan 1 damla damlatilip 30-60 sn arasinda
okumalar1 yapilmistir. 16., 17. ve 18. kuyucuklara da RapID Yeast Plus Reaktif
B’den 1 damla damlatilip 30-60 sn arasinda okuma islemi gerceklestirilmistir.

Sonuglar kuyucuklardaki renk degisimlerine gore degerlendirilmis olup renk
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degisimi olup olmadiginda gore panel degerlendirme kartlarina pozitif veya negatif
olarak isaretlenmistir. Bu kartlardaki veriler daha sonra {iretici firma tarafindan
saglanan veri tabaninda bilgisayar ortaminda (ERIC, Remel) degerlendirilerek maya

izolatlarinin tanilart RYP sistemine gore yapilmistir (Smith ve ark. 1999).

3.2.3.2. Maya izolatlarimn Molekiiler Yontemlerle Tanmimlanmasi

3.2.3.2.1. DNA izolasyonu

Maya hiicrelerinin DNA izolasyonu igin 2 farkli yontem kullanilmustir. Tk
olarak Genomic DNA 1zolasyon Kiti KO0512 (Fermentas) kullanilarak Maya
hiicrelerinin DNA’lar1 izole edilmeye calisilmistir. Bu amagla, YPG Agar
besiyerinde 28°C’de 48 saatte gelisen maya kolonilerinden 1 6ze dolusu 1.5 ml
mikrosantrifiij tiiplerine alinmigtir. Maya hiicresi iceren mikrosantrifiij tiiplerine
200uL TE tampon cozeltisi (1M Tris pH: 8.0, 0.5 M EDTA pH: 8.0) eklenmis olup
tiiplerin her birine 400 pL liziz ¢ozeltisi eklenerek 65°C’de 5 dk su banyosunda
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra hemen 600 uL kloroform eklenerek
3-5 defa ters diiz edilerek emiilsifiye edildikten sonra tiipler 10000 rpm’de 2 dk
santrifiij edilmistir. Daha sonra presipitasyon ¢ozeltisi hazirlamak ic¢in; 80 pL. 10X
konsantre presipitasyon c¢ozeltisi 720 pL steril deiyonize su ile karistirilmigtir.
Santrifiij isleminden sonra tiiplerin iist kismindaki sivi (DNA igeren) faz yeni bir
tiipe aktarilmis ve tizerine 800 pL taze hazirlanmis presipitasyon ¢ozeltisi eklenerek
oda sicakliginda 1-2 dk ters diiz edilerek karistirildiktan sonra 10000 rpm’de 2 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden hemen sonra siipernatant tamamen

uzaklastirilmis ve DNA peletinin 100 pL 1.2 M NaCl icgerisinde ¢dziinmesi igin
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diisik hizda vortekslenmistir. Bu asamada peletin tamamen ¢oziinmesi
saglanmalidir. Daha sonra iizerine 300 uL saf soguk etanol eklenmis ve DNA’nin
coktiirlilmesi amaciyla 10 dk (veya 12 saat) -20°C’de bekletilmistir. Etanol
uzaklastirildiktan sonra pelet %70’lik soguk etanol ile tekrar yikanmis ve elde edilen
pelet 100 pL steril deiyonize suda pipetlenerek coziindiiriilmiistiir. Gergeklestirilen
islemlerden sonra elde edilen DNA cozeltisi molekiiler analizlerde kullanilmak lizere
-20°C’de saklanmustir. izole Edilen DNA’lar %1 (w/v)’lik agaroz jele yiiklenerek
TBE tamponunda elektroforez islemi gerceklestirilmistir.

DNA izolasyonunda kullanilan diger yontem ise Harju ve ark. (2004)
tarafindan uygulanan yontemin kismen modifikasyonu ile hazirlanan protokoldiir. Bu
yontemde; YPG agarda gelismis olan maya kolonilerinden 1 6ze dolusu alinarak
YPG broth besiyerine ekim islemi yapilmistir. YPG broth besiyerinde 30°C’de 24
saat aktiflestirilen maya 6rneklerinden daha sonra 1.5 mL alinarak 20000 g’de 5 dk
santrifiij edilmistir. Elde edilen pelete 200 uL lizis ¢ozeltisi (%2 TritonX-100, %1
SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH: 8.0, ImM EDTA pH: 8.0) eklenmistir.
Tiipler 5 dk -27°C’de derin dondurucuda bekletildikten sonra 1 dakika siireyle
95°C’de su banyosunda.bekletilmigtir. Bu islem 1 kez daha tekrarlandiktan sonra
tiipler 30 sn yiiksek hizda vortekslenmistir. Daha sonra tiiplere 200 uL kloroform
eklenerek 2 dk daha vortekslenmistir. Tipler oda sicakliginda 20000 g’de 3 dk
santrifijjlendikten sonra istte kalan sivi faz, 400 uL soguk saf etanol iceren
mikrosantrifiij tliplerine tranfer edilmistir. Karigim hafifce ters diiz edilerek
kanstirlmistir. Tiiplerdeki karisimlar 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra
20000 g’de 5 dk santrifiijlenmistir. Pastor pipeti ile siipernatant uzaklagtirilirdiktan
sonra kalan pelet 0.5 mL %70’lik soguk etanolle yikanmistir. Ardindan 20000 g’de 5

dk santrifiijleme islemi yapilarak pastor pipeti ile siipernatant uzaklastirilmistir. Elde
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edilen pelet oda sicakliginda kurutulduktan sonra 30 upL deiyonize suda
cOziindiiriilmiistiir. Elde edilen DNA’lar %1 (w/v)’lik agaroz jelde elektroforez

islemi gerceklestirilmistir.

3.2.3.2.2. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi, REFGEN Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji Ltd.
Sti.’nden hizmet alimi ile gerceklestirilmisti. DNA dizi analizi, Bigdye Cycle
Sequencing (v.3.1.) kitinde onerilen protokol izlenerek, ABI 3130 XL Genetic
Analyzer cihazi ile gerceklestirilmistir. Elde edilen baz dizileri BLAST (Basic Local
Alingment Search Tool) programi kullanilarak analiz edilmistir. BLAST, aranan baz
dizi sirasini veri tabaninda bulunan mayalara ait baz dizileri ile karsilastirarak ayni
veya en yakin olan dizi sirasinin ait oldugu mikroorganizmayi, % yaklasimla veren
bir programdir. Tarama sonucu, aranan dizi sirasinin hangi mikroorganizmaya ait
olabilecegi, benzerlik yiizdesi ve veri tabani erisim numarasi ile birlikte gosterilir

(Altschul ve ark. 1997; Tang ve ark. 1998).

3.3. Mayalarm Teknolojik Ozellikleri

3.3.1. Yiiksek Sicaklikta Gelisme

Mayalarin yiiksek sicaklikta gelisme yetenekleri belirlenirken, 28°C’de 24

saat boyunca YPG broth besiyerinde aktiflestirilen maya Kkiiltiirleri, YPG broth

besiyerine (10 mL) 1 6ze dolusu inokiile edilmis, 37°C ve 42°C’de 5 giin
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inkiibasyona birakilarak gelismeleri incelenmistir (Nikolaou ve ark. 2006; Bagder

2008).

3.3.2. Tuza Dayamkhlik Testi

Mayalarin tuza dayamiklilik testleri %7.5, %10 ve %12.5 tuz iceren 10’ar mL
YPG broth besiyerinde gergeklestirilmistir. Buna gore 121°C” de 15 dk otoklavda
sterilize edilerek hazirlanmistir. Geng kiiltiirlerden bir 6ze dolusu inokiile edilen
tiipler 28°C’de inkiibe edilmistir. Tki hafta siiresince gelisme olup olmadig1 besiyeri
bulanmiklig1 izlenerek belirlenmistir (Lodder 1970; Sahin ve Oztiirk 1998; Apan 2007;

Albayram 2007).

3.3.3. Yiiksek Seker Konsantrasyonunda Gelisme

Maya suslarimin yiiksek seker konsantrasyonunda gelisme Ozelliklerinin
belirlenmesinde, Parish ve Carroll (1987) tarafindan 6nerilen yontem, Iranzo ve ark.
(1998) tarafindan belirtilen bazi degisikliklerle uygulanmustir. Denemeler, briks
derecesi  refraktometre ile 30’a ayarlanmigs YPG broth  besiyerinde
gerceklestirilmistir. Aktif maya kiiltiirlerinden, igerisinde durham tiipli bulunan, steril
10 mL besiyerine 1 oze dolusu inokiile edilerek, 30°C’de 3 giin inkiibasyona
birakilmis ve siire sonunda durham tiipiiniin licte ikisinde gaz olusturan maya
suslarinin gelismeleri pozitif olarak kabul edilmistir (Apan 2007; Albayram 2007,

Bagder 2008).
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3.3.4. Farkh pH Degerlerinde Gelisme

Maya susglarinin diisiik pH degerlerinde gelisebilme yetenekleri, pH degerleri
3.0 ve 4.0’a ayarlanan YPG broth besiyerinde incelenmistir. Analizde kontrol olarak,
pH degeri 7.1 olarak 6l¢iilen YPG broth besiyeri kullanilmistir. Calisma kiiltiirleri 24
saat boyunca 28°C’de aktiflestirilen pasajdan, 10’ar mL YPG broth (pH 3.0, 4.0 ve
7.1) besiyeri igeren tiiplere 1 dze dolusu inokiile edilmis ve 28°C’de 7 giin boyunca
inkiibasyona birakilmislardir. Inkiibasyon siiresi sonunda gelisme gosteren tiipler

pozitif olarak degerlendirilmistir (Apan 2007; Bagder 2008).

3.3.5. Orta Derecede Ozmotik Basincta Gelisme

Bu test icin %10 NaCl ve %5 glukoz iceren Yeast Nitrogen Base besiyeri
hazirlanmig, ve tiiplere 5’er mL dagitildiktan sonra 121°C’de 15 dk otoklavda
sterilize edilmistir. Daha sonra 24 saatlik genc kiiltiirlerden bir 6ze dolusu inokiile
edilen tiipler 28°C’de 2-3 hafta inkiibasyona birakilmistir. Sonuclar su sekilde
degerlendirilmistir; 2. haftaya kadar gelisme goriilen kiiltiirler pozitif, 2. haftadan
sonra veya zayif gelisme gosteren kiiltiirler zayif gelisme ve gelisme olmayan
kiiltiirler ise negatif gelisme olarak belirtilmistir ( Deak ve Beuchat 1996; Gadaga ve

ark., 2000; Kurtzman ve Fell 2000; Moreira ve ark., 2001; Apan 2007).

3.3.6. Ure Hidrolizi

Ure hidrolizi testi Urea Broth besiyerinde (Oxoid) gerceklestirilmistir.

Besiyeri hazirlandiktan sonra 0.22 pm gozenek caph filtreyle sterilize edilmistir.
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AKtif kiiltiirlerden bir 6ze alinarak bu besiyerine inokiile edildilmis ve 28°C’de 2 giin
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda tiiplerdeki besiyeri renginin
turuncudan kirmiziya donmesi pozitif olarak degerlendirilmistir (Deak ve Beuchat
1988; Barnett ve ark. 1990; Deak ve Beuchat 1996; Liu ve ark. 1996; Kurtzman ve

Fell 2000; Benli ve Cakmakci 2003; Apan 2007; Albayram 2007).

3.3.7. Fermantasyon Hiza

Mayalarin fermantasyon hizlari, fermantasyon baslikli 500 mL’lik kahverengi
fermantasyon siselerinde 200 mL besiyerinde ve 25°C’de gerceklestirilmistir.
Fermantasyon besiyeri olarak %20 glukoz (g/mL) iceren YPG (pH 3.5) broth
kullamlmistir. YPG (pH 4.5) besiyerinde 28°C’de 24 saat aktiflestirilen maya
kiiltiirleri besiyerlerine 10° hiicre/mL diizeyinde agsilanmiglardir. Denemelerde
kullanilan kahverengi siselerin fermantasyon bagliklarina yaklasik 3 mL diizeyinde
steril saf su eklenerek, sadece CO;’in sistemden c¢ikisina olanak saglanmistir.
Fermantasyonun gidisi, CO, {liretimine baghh olarak meydana gelen agirlik
azalmasinin giinliik olarak olciilmesi ile izlenmistir. Agirlik azalmasi sabitlendiginde
fermantasyonun bittigi kabul edilmistir (Iranzo ve ark. 1998; Perez-Coello ve ark.

1999; Bagder 2008).

3.3.8. Enzim Profillerinin Belirlenmesi

Maya suslarinin enzim profillerinin belirlenmesi amaciyla APl ZYM

(BioM¢érieux, Fransa) test kitleri kullamilmistir. Bu amacla; YPG agar besiyerinde,

30°C’de 48 saat gelistirilen maya Kkiiltiirlerinden saf koloniler alinarak, 5 mL’lik API
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siispansiyon sivisit icerisinde c¢oziindiiriilmiis ve test sisteminde Onerilen 5-6
McFarland bulanikligina sahip bir siispansiyon hazirlanmistir. Daha sonra sistem
iceriginde bulunan plastik inkiibasyon kutularinin géz g6z delikli tepsisi iizerine
nemli bir atmosfer yaratmak amaciyla, yaklagik 5 mL damitik su dagitilmistir. Bu
inkiibasyon kutusunun icgerisine APl ZYM seritleri yerlestirilerek, mikropipet ya da
pastor pipeti yardimiyla seritteki her bir kuyucuga 5-6 Mcfarland’lik bulanikliga
sahip kiiltiir slispansiyonundan 65 pL asilanmistir. Asilama isleminin ardindan
inkiibasyon kutusunun plastik kapagi kapatilarak, 37°C’de 4-4.5 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra her bir kuyucuga bir damla ZYM A
ve bir damla ZYM B reaktifleri eklenerek, renk olusumu icin yaklasik 5 dakika
beklenmistir. Daha sonra test panelleri giiclii 151k kaynagi altinda (~1000 W),
kuyucuklara 10 cm mesafede, yaklasik 10 saniye tutulmustur. Islemlerin sonunda
maya suslarinin, API-ZYM test kiti iceriginde yer alan 20 adet enzim aktivitesi yar1
kantitatif olarak belirlenmistir. Maya suglarinin enzim profilleri belirlenirken, olusan
rengin yogunluguna gore O ile 5 araligindaki skala kullanilmistir. Bu degerlendirme
sistemine gore; 0 negatif reaksiyon, 5 maksimum yogunlukta reaksiyon olarak
degerlendirilmis; 3, 4 ve 5 pozitif reaksiyon olarak kabul edilmistir. Reaksiyon
sonuglarinin degerlendirilmesi, Cizelge 5°te belirtilen renk skalast yardimiyla

gerceklestirilmistir (Anonim 2009).

3.3.9. Lipolitik Aktivite

Bu test icin %0.01 CaCl, ve % 0.5 Tween 80 iceren PCA (Merck) besiyeri

hazirlandi. Hazirlanan PCA 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildikten sonra

12.5 mL olacak sekilde petri kutularina dagitilmistir. igne uclu 6ze ile 24 saatlik genc
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maya izolatlarindan besiyerine nokta ekim yapilarak Petri kutulari 28°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Gelisen kolonilerin cevresinde seffaf zon olusup

olusmadigina gore lipolitik aktivite vardir ya da yoktur seklinde degerlendirilmistir

(Tiikel ve ark. 2000; Fadda ve ark. 2004; Halkman 2005)

Cizelge 5. API-ZYM sonuclarinin degerlendirilmesinde kullanilan renk skalasi

No. Analiz edilen enzim Substrat Sonu¢
Pozitif | Negatif
1 Kontrol Renksiz ya da 6rnegin rengi
2 | Alkalin fosfataz 2-naftil fosfat Mor
3 | Esteraz (C4) 2-naftil biitirat Mor
4 | Esteraz lipaz (C 8) 2-naftil kaprilat Mor
5 |Lipaz (C14) 2-naftil miristat Mor
6 | Losin arilamidaz L-16sil-2-naftilamid Turuncu
7 | Valin arilamidaz L-valil-2-naftilamid Turuncu
8 | Sistin arilamidaz L-sistil-2-naftilamid Turuncu
9 | Tripsin N-benzoil-DL-arjinin-2- Turuncu
naftilamid
10 | o —kimotripsin N-glutaril-fenilalanin-2- Turuncu
naftilamid Renksiz ya
11 | Asit fosfataz 2-naftil fosfat Mor da gsoaknsxo tuk
12 | Naftol-AS-BI- Naftol-AS-BI-fosfat Mavi
fosfohidrolaz
13 | o — galaktosidaz 6-Br-2-naftil-aD- Mor
galaktopiranozit
14 | - galaktozidaz 2-naftil-pD- Mor
galaktopiranozit
15 | B — glukuronidaz Naftol-AS-BI-pD- Mavi
glucuronid
16 | o — glukozidaz 2-naftil- aD-glukopiranozit Mor
17 | B - glukozidaz 6-Br-2-naftil-pD- Mor
glukopiranozit
18 | N-asetil-B-glukoaminidaz | 1-naftil-N-asetil-BD- Kahverengi
glukozaminid
19 | o —mannozidaz 6-Br-2-naftil-aD- Mor
mannopiranozit
20 | a—fukozidaz 2-naftil- aL-fukopiranozid Mor

X
Eger serit yogun 151k kaynagina maruz kalmigsa renksiz olur ya da kontroliin rengini alir, eger serit yogun 11k kaynagina
maruz kalmamigsa, ¢ok soluk bir renk elde edilir.
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3.3.10. Proteolitik Aktivite

Mayalarin proteolitik aktiviteleri 2 farkli yontem kullanilarak, 2 farkli
besiyerinde arastirilmistir. Birinci yontemde maya izolatlarinin Skim Milk Agarda
(SMA, Merck) proteolitik zon olusturup olusturmadigi incelenmigtir. Bu amacla
maya izolatlart SMA besiyerine siirme yontemi ile ekim yapilarak 37°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmig, olusan koloniler etrafindaki seffaf zonlar belirlenerek
proteolitik zon olusturup olusturmadigi belirlenmistir (Yildirim 1997; Cakir ve ark.
2000; Halkman 2005). Maya izolatlarinin proteolitik aktivitelerinin belirlenmesinde
kullanilan ikinci yontemde ise %50 oraninda skim milk iceren PCA besiyeri
hazirlanmis ve 24 saatlik gen¢c maya izolatlarindan igne uclu 6ze ile nokta ekim
yapilarak 28°C’de 48 saatlik inkiibasyon sonucunda gelisen maya kolonilerinin
cevresinde seffaf zon olusup olugsmadig: incelenmistir. Seffaf zon olusuyorsa maya

izlotlarinin proteolitik aktivitesi pozitif olarak kabul edilmistir (Fadda ve ark. 2004).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Mayalarin Tanimlanmasi

Bu calismada otlu peynir yapiminda kullanilan salamura edilmis sirmo,
mendo, heliz, sov (sah) ve cahsir gibi otlardan izole edilen maya orneklerinin
tanimlanmasi biyokimyasal hizli tanilari RapID Yeast Plus System (Remel Inc.,
Lenexa, KS, USA) ile molekler kesin tanilar1 ise 5,8S ve 18 rRNA ITS dizi analizi
yontemi ile gerceklestirilmistir. Izolasyon kaynaklarina gére mayalara verilen kodlar

Cizelge 6’da verilmistir.

4.1.1. Mayalarin RapID Yeast Plus System ile Tamimlanmasi

Maya izolatlarinin biyokimyasal tani sonuglar1 Cizelge 7°de verilmistir.
Ayrica C. crusei M5.1 izolatinin RYP kuyucuklardaki renk degisimleri Sekil 2’de,
diger tiim izolatlarin goriintiileri ise Ek B’de gdsterilmistir.

RYP sonuclarina gore test edilen maya izolatlarindan 5 tanesi Candida krusei,
5 tanesi Yarrowia lipolytica, 2 tanesi Candida zeylanoides, 2 tanesi Candida
lambica, 1 tanesi Candida glabrata, 1 tanesi Rhodotorula minuta, 1 tanesi,
Rhodotorula rubra, 1 tanesi Candida kefyr, 1 tanesi Blastoschizomyces capitatus ve

1 tanesi de Cryptococcus neoformans var. uniguttulatus olarak adlandirilmistir.
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Cizelge 6. izole edilen mayalarim izolasyon kaynaklari ve kodlari

izolat Kodu izolasyon Kaynag1
M3.1 Eski sirmo - PAS ilaveli salamura
M5.2
M6.1
M6.3 Mendo - PAS ilaveli salamurada
M6.4
M3.1 Heliz - PAS ilaveli salamura
M8.2
MO9.1 Sirmo - PAS ilaveli salamura
M10.1 Mendo - Su salamura
MIL1 Sirmo + Mendo, sulu salamura
Ml11.2
M13.1 . . .
Mendo + cok az sirmo ve nane - PAS ilaveli salamura
M13.2
Ml4.1 Heliz - sulu salamura
MI5.1 Sirmo - PAS ilaveli salamura
M15.2
M17.1
M17.2 Sov (Sah) - PAS ilaveli salamura
M17.3
M18.2 Sirmo - PAS ilaveli salamura

M (Maya) 5 (izolasyon kaynag: salamuranin kodu).1 (izolat numarast)

RYP sistemi 6zellikle klinik olarak 6nemli mayalarin tanimlanmasinda ayni
giin i¢cinde giivenilir sonuglar verdiginden, klinik laboratuvarlarinda rutin kullanim
icin tavsiye edilmektedir. Bu sistemle siklikla goriilen maya tiirlerinin %95 oraninda
nadir goriilen tiirlerin ise ancak %75-79 oraninda dogru olarak tanimlanabildigi
bildirilmekle birlikte bazi tiirlerin ise tanimlanamadig bildirilmektedir. Bu sistemle
calisan kullanicilarin uygun inokuliim bulanikligini hazirlayamamasi ve inkiibasyon

bitiminde olusan renk degisikliklerinin degerlendirilmesinde karsilasilan zorluklar
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kullanilmasini

onermektedirler (Kitch ve ark. 1996; Helan ve ark. 1998; Kagmaz ve ark. 2006).

Cizelge 7. Maya izolatlarinin RYP sistemi ile tanimlama sonuglart

Maya Tam Maya Tam
Tiir Ad1 Tiir Ad1

Kodu Yiizdesi | Kodu Yiizdesi

MS5.1 C. krusei 96,83 M11.2 C. krusei 99,9

MS5.2 C. krusei 99,83 M13.1 C. zeylanoides 98,46

M6.1  R. minuta 99,01 M13.2 Y. lipolytica 91,38
C. neoformans var.

M6.3  Uniguttulatus 99,9 M14.1  C. zeylanoides 98,46

M6.4 C. krusei 96,83 M15.1 C. glabrata 99,65

MS8.1  C. kefyr 99,9 M15.2 Y. lipolytica 99,40
Blastoschizomyces

M8.2  capitatus 89,74 | M17.1 Y. lipolytica 99.40

Mo.1 C. krusei 96,83 M17.2 C. lambica 99,89

M10.1 Y. lipolytica 99,40 |M17.3  C. lambica 99,89

MI11.1 Rhodotorula rubra 99.9 M18.2 Y. lipolytica 98,06
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Sekil 2. C. crusei M5.1 izolatinin RYP kuyucuklarindaki reaksiyon sonucu

4.1.2. Maya Suslarindan DNA izolasyonu

Maya suslarindan DNA ekstraksiyonu amaciyla kullanilan iki farkh
yontemden ticari izolasyon kiti (Genomic DNA Izolasyon Kiti, Fermentas) ile
yapilan ekstraksiyonda iki izolat haric maya suslarinin DNA ekstrakte edilememistir.
Bu nedenle DNA izolasyonlar1 Harju ve ark. (2004) mayalar icin onermis oldugu
klasik ve hizli DNA izolasyon protokolii kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu yontem
kullanilarak maya izolatlarindan elde edilen DNA izolatlarinin agaroz jeldeki

goriintiisii Sekil 3’te goriilmektedir.
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4.1.3. DNA Dizi Analiz Sonuclari

Maya suglarinin DNA izolatlarina uygulanan PCR ve DNA dizi analizi
sonucunda elde edilen baz dizi siralarinin BLAST veri tabaninda karsilastirilmalar
ile gerceklestirilen 5.8S ve 18S rDNA ITS kesin tant sonuglart ve veri tabanindaki
erisim numaralar1 Cizelge 8’de gosterilmistir. DNA dizi analiz sonuglarina gore
suglarin birbirleri ile olan yakinliklar1 gosteren filogenetik dendogramlar1 EK D’de

verilmistir.

Cizelge 8. Maya izolatlarinin molekiiler tan1 sonuglari

izolat Kodu 5.8S ve 18S rDNA ITS Tam Sonucu  Erisim Numarasi

(Accession Number)

M5.1 Saccharomyces servazzii D89895.1
M5.2 Saccharomyces servazzii AY251628.1
Mé6.1 Debaryomyces hansenii AMI117816.1
M6.3 Debaryomyces castellii FM178348.1
M6.4 Saccharomyces servazzii D89895.1
MS.1 Kluyveromyces marxianus AY939806.1
MS.2 Pichia fermentans GQ458040.1
Mo.1 Saccharomyces servazzii AY046153.1
M10.1 Pichia membranifaciens DQ198951.1
Ml11.1 Pichia membranifaciens DQ223427.1
Ml11.2 Saccharomyces servazzii D89895.1
M13.1 Pichia membranifaciens DQ198964.1
M13.2 Pichia membranifaciens DQ223427.1
Mi14.1 Pichia membranifaciens DQ223427.1
Mi15.1 Saccharomyces servazzii D89895.1
M15.2 Pichia membranifaciens EF061127.1
M17.1 Pichia membranifaciens EF061127.1
M17.2 Pichia fermentans G0Q458040.1
M17.3 Kluyveromyces marxianus DQ665310.1
M18.2 Pichia membranifaciens DQ198951.1

Salamura otlardan izole edilen maya Orneklerinin DNA dizi analizi ile tiir
diizeyinde yapilan kesin tanimlama sonuclarina goére 20 maya izolatindan 8 tanesi

Pichia membranifaciens, 6 tanesi Saccharomyces servazzii, 2 tanesi Pichia fermentans,
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1 tanesi Debaryomyces hansenii, 1 tanesi Debaryomyces castellii ve 2 tanesi de
Kluyveromyces marxianus olarak tanimlanmustir.

Mayalar geleneksel klasik smiflandirmada morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal o6zelliklerine gore siniflandirilmaktadir. Ancak bu yontemler tanida
kullanilan iglemlerin karmasik olusu, deneyim gerektirmesi, zahmetli ve zaman alict
olmasit nedenlerinden dolayr molekiiler yontemlerin kullanimimi daha ©n plana
cikarmaktadir. Klasik geleneksel yontemlere gore hizli, kolay ve daha giivenilir
sonuclar vermesi ve kesin tani1 yapilabilmesi nedeniyle mayalarin tanimlanmasi ve
siniflandirilmasinda, molekiiler bazli tekniklerin daha siklikla kullanilmasini
saglamistir (Deak ve Beuchat 1996; de Barros Lopes ve ark. 1998; Vasdinyei ve Deak
2003; Senses-Ergiil ve ark. 2006; Tofalo ve ark. 2009).

Arias ve ark. (2002) portakal suyundaki maya florasinda yaptiklar1 calismada
mayalarin tamimlanmasinda cesitli tan1 yontemlerini karsilastirdiklarinda RYP sistemi
kullanilarak yapilan tanida sirasityla Blastoschizomyces capitatus, Candida lambica
olarak tamimlanan maya tiirlerin molekiiler tekniklerle yapilan (5.8S ITS ve 26S5)
tanilarinda Pichia fermentans olarak kesin tanilarinin yapildigini belirtmislerdir.

Bizim yaptiZimiz arastirma sonuclarina baktigimizda; M8.2 ve M.17.2 kodlu
maya izolatlarinin RYP sistemiyle yapilan tanimlama sonuglarina goére sirasiyla
Blastoschizomyces capitatus ve Candida lambica olarak tanilar1 yapilmis olup
molekiiler tan1 (5.8S ve 18S rDNA ITS) sonuglarina gore bu suslarin her ikisinin de
Pichia fermentans oldugu goriilmiistiir. Candida. Lambica tiriniin Pichia fermentans
tiriiniin anamorf formu oldugu bilinmektedir. M8.1 kodlu maya izolat1 ise RYP
sistemi ile Candida kefyr olarak tanimlanmis olup molekiiler tani1 sonuclarinda ise
Kluyveromyces marxianus tirii oldugu gorilmistir. Candida kefyr tiirliniin

Kluyveromyces marxianus tiiriiniin anamorf morfu oldugu bilinmektedir.
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4.2. Mayalarin Mikroskobik Morfolojileri

Maya izolatlatinin mikroskobik morfolojik goriintiileri EK E’de verilmistir.
Buna gore ornegin S. servazzii M9.1 tiirii oval, kisa ve eni boyundan biraz kiiciik
veya daha yakin olarak goriildiigii halde, D. hansenii M6.1 tiiriiniin gortiniisiiniin
kiire sekilde oldugu tespit edilmistir. Debaryomyces castellii M6.3 tiiriiniin
morfolojik yapisinin oval koseli oldugu ve hiicrelerin toplu halde olduklar
goriilmiistiir. Benzer olarak Kluyveromyces marxianus MS8.1 susunun da elips
seklinde oldugu goriilmiistiir. Pichia fermentans suglarinin morfolojik goriintiileri
ince, uzun, mekik seklinde oldugu ancak Pichia membranifaciens suslarmin ise ince,

kisa ve mekik seklinde oldugu belirlenmistir.

(b)

Sekil 4. P. membranifaciens M13.1 (a) ve S. servazzii M9.1 (b) izolatlarinin
mikroskobik goriintiisii
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4.3. Mayalarim Teknolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.3.1. Yiiksek Sicaklikta Gelisme

Molekiiler tanisi yapilan maya izolatlarimin 37 ve 42°C’deki gelisme
durumlar1 incelenmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 9°da verilmistir. Tanis1 yapilan
maya suslarinin yiiksek sicakliklardaki gelisme durumlari incelendiginde S. servazii ve
P. fermentans suslarinin 37°C’de gelisme gosterdikleri ancak 42°C’de gelisemedikleri
tespit edilmistir. Yapilan testler sonucunda P. membranifaciens, D. hansenii ve D.
castellii suslarinin 37°C ve 42°C’de geliseme gostermedikleri; ancak, K. marxianus’un
ise hem 37°C’de hem de 42°C’de rahatlikla gelisebildigi tespit edilmistir.

Cosentino ve ark. (2001) Sardinya peynirlerinde yaptiklar1 aragtirmada
peynirde bulunan maya florasini tanimlamiglar ve tanimlanan mayalarin biyokimyasal
ve teknolojik dzelliklerini incelemislerdir. Arastirma sonucunda K. marxianus tiiriiniin
yiiksek sicakliklarda gelisme gosterdigi; P. fermentans tiiriiniin 37°C’de gelisme
gosterirken 40°C’de gelisemedigi; D. hansenii tiiriiniin yiiksek sicakliklarda fazla
gelisemedigini belirlemislerdir. Bu arastirma sonucunda elde ettigimiz bulgularin
Cosentino ve ark. (2001) tarafindan elde edilen sonuglarla uyumlu oldugu
goriilmektedir.

Kockova-Kratachvilova ve Slavikova (1978) Debaryomyces cinslerinin
siniflandirilmast iizerine yaptiklar1 calismalarinda D. castellii tiiriiniin  42°C’de
gelisemedigini belirtmiglerdir. Yaptigimiz arastirmada da D. castellii’'nin yiiksek
sicakliklarda gelisemedigi goriilmiistiir. Bu sonuclarin da bizim elde -ettigimiz

sonuglarla uyumlu oldugu goriilmektedir.
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Yaptigimiz aragtirmada S. servazzii tiiriiniin 37°C’de gelisme gosterirken
42°C’de gelisemedigi tespit edilmistir. Benzer olarak Capriotti (1967) Finlandiya’da
topraktan izole ederek tanimladigi S. servazzii tiiriiniin de 37°C’de gelisirken 42°C’de

gelisemedigini belirtmistir.

4.3.2. Tuza Dayamkhlik Testi

Salamura otlardan izole edilerek tanimlanan mayalarin %7.5, %10 ve %12.5
tuz iceren besiyerindeki gelisme ozelliklerinin incelenmesinden elde edilen sonuclar
Cizelge 9°da verilmistir. Buna gore kesin tanisi yapilan mayalardan Debaryomyces
hansenii ve Debaryomyces castellii tiirlerinin %7.5, %10 ve %12.5 tuz igeren
besiyerlerinde gelistigi goriilmiistiir. Saccharomyces servazzii ile Kluyveromyces
marxianus’un %7.5 ve %10 tuz iceren besiyerlerinde gelisme gosterirken %12.5 tuz
iceren besiyerinde gelisemedigi tespit edilmistir. Pichia fermentans ise %7.5, %10 ve
%12.5 tuz iceren besiyerlerinde gelisemedigi goriilmiistiir. Tuza dayaniklilik test
sonuglaria gore P. membranifaciens M13.1, M13.2 ve M14.1 suslarinin %12.5 tuz
iceren besiyerlerinde gelisebildikleri tespit edilmistir.

Kockova-Kratachvilova ve Slavikova (1978) Debaryomyces cinslerinin
siniflandirilmast iizerine yaptiklart c¢alismalarda Debaryomyces hansenii ve
Debaryomyces castelli tiirlerinin yiiksek tuz konsantrasyonu igeren besiyerlerinde
gelistigini belirtmislerdir. Albayram (2007) tursu ve zeytinde gelisen mayalarin
izolasyonu ve tanimlamasi ¢alismasinda Debaryomyces hansenii tiiriiniin %7.5, %10
ve %12.5 tuz iceren besiyerlerinde gelistigini belirtmistir. Sahin ve Oztiirk (1998)
salamura reynirler iizerine yaptiklari calismada Debaryomyces hansenii tiiriiniin

9%12.5 tuz iceren ortamda oldukca kuvvetli gelistigini bildirmislerdir.
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Tornadijo ve ark. (1998) Armada peynirinde yaptiklari calismada K.
marxianus tiirlerinin %10 tuz iceren besiyerlerinde gelistigini ancak %15 tuz igeren
besiyerlerinde gelisemedigini belirtmislerdir.

Cosentino ve ark. (2001) Sardinya peynirlerinde yaptiklar ¢alismada Pichia

fermentans tiirlerinin %10 tuz iceren besiyerlerinde gelisemedigini belirtmislerdir.

4.3.3. Farkh pH Degerlerinde Gelisme

Maya tiirlerinin pH 3.0 ve 4.0’a ayarlanmis besiyerlerindeki gelisme
ozelliklerinin incelenmesinde pH’st 7.1 olan standart besiyeri kontrol olarak
kullanilmistir. Maya izolatlarinin farkli pH degerlerindeki gelisme sonuglar1 Cizelge
9’da verilmistir. Sonuglar incelendiginde Pichia fermentans, Pichia membranifaciens
ve Kluyveromyces marxianus tiirlerinin pH 3.0’da gelisebildigi ancak diger tiirlerin

pH 3.0°da gelisemedigi tespit edilmistir.

4.3.4. Yiiksek Seker Konsantrasyonunda Gelisme

Maya izolatlarinin yiiksek seker konsantrasyonlarindaki gelisme durumlari
farkli substratlarin endiistriyel {lretimlerde besiyeri olarak olarak kullanim
potansiyellerinin belirlenmesinde 6nem tagimaktadir. Bu nedenle kesin tanisi yapilan
mayalarin Brix derecesi 30’a ayarlanmis (%50 glukoz iceren) YPG broth besiyerinde
gosterdikleri gelisme durumlarn incelenerek belirlenmis ve sivi besiyerinde bulunan
Durham tiipti icerisinde, 2/3 oraninda gaz iireten suglar pozitif sonu¢ olarak

degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular Cizelge 9’da gosterilmistir.
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Cizelge 9’da verilen degerler incelendiginde Saccharomyces servazzii,
Kluyveromyces marxianus ve Pichia fermentans tiirlerinin yiiksek seker
konsantrasyonunda gelisebildikleri ancak Debaryomyces hansenii, Debaryomyces
castellii ve Pichia membranifaciens tiirlerinin ise yiiksek seker konsantrasyonunda
gelisemedikleri tespit edilmistir.

Saccharomyces servazzii tiirlerinin %50 glukoz iceren besiyerlerinde zayif bir
gelisme gosterdikleri daha Onceki arastirmalarda da gosterilmistir (Anonim 2010).
Albayram (2007) yaptig1 arastirmada P. fermentans tiirlinii tursu ve zeytinden izole
ederek tanimlamis bu mayanin %50 D-glukoz iceren besiyerinde gelistigini
belirtmistir. Apan (2007) Beyaz peynir yiizeyinde gelisen mayalar1 tanimlamak iizere
yaptig1 calismada K. marxianus tiiriinii de tanimlamis olup bu tiiriin %50 D-glukoz

iceren besiyerinde gelistigini tespit etmistir.

4.3.5. Orta Derecede Ozmotik Basincta Gelisme

Maya tiirlerinin %10 NaCl ve %5 glukoz iceren Yeast Nitrogen Base
besiyerindeki gelisme testlerinden elde edilen veriler Cizelge 9’da gosterilmistir.

Arastirma bulgularina baktigimizda S. servazzii, D. hansenii, D. castellii ve K.
marxianus tlrlerinin bu ortamda gelisebildikleri tespit edilmistir. P. fermentans ve P.
mambranifaciens  tlrlerinin  ise bu ortamda gelisme  goOsteremedikleri
gozlemlenmistir.

Albayram (2007) Tursu ve zeytinde gelisen mayalarin izolasyonu ve
tanimlanmasi icin yaptigi arastirmada P. fermentas tiiriiniin %10 NaCl ve %5 D-

glukoz igceren besiyerinde gelisemedigini bildirmistir. Campbell (1971) cesitli maya
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cinslerinin siniflandirilmasi ¢alismalarinda P. fermentans ve P. mambranifaciens
tiirlerinin ozmotik dirence dayanikli olmadiklarini belirtmektedir.

Breuer ve Harms (2006) D. hansenii tiiriiniin % 10NaCl ve %5 glukoz iceren
ortamda gelistigi ozmotik basinca karst dayanikli oldugunu belirtmislerdir.

Kockova-Kratachvilova ve Slavikova (1978) Debaryomyces cinslerinin
siniflandirilmast iizerine yaptiklart c¢alismalarda Debaryomyces hansenii ve
Debaryomyces castelli tiirlerinin %10 NaCl ve %35 glukoz iceren ortamda gelistigini
bildirmektedirler.

Kurtzman ve Fell (2000) K. marxianus tiiriiniin %10 NaCl ve %5 glukoz iceren
ortamda gelistigini belirtmislerdir. Aynt maya tiiriiniin sonuglar1 dikkate alindiginda

elde ettigimiz sonuglar liratiirdeki sonuglarla uyumlu oldugu goriilmektedir.

4.3.6. Ure Hidrolizi

Maya izolatlarinin Urea Broth (Oxoid) besiyerindeki aktivite durumlari
incelendiginde gelisme gosteren maya tiirleri besiyeri rengini portakal kirmizisindan
kirmiziya dondiirmiistiir. Cizelge 9’da maya tiirlerinin iire hidroliz sonuglari
goriilmektedir. Arastirma bulgulart incelendiginde maya izolatlarindan yalnizca P.
membranifaciens suglarinin iireyi zayif bir reaksiyonla hidrolize ettigi ancak diger

tiim maya izolatlarinin iire hidroliz sonuglar1 negatif olarak degerlendirilmistir.

4.3.7. Fermantasyon Hiza

Deneme kapsaminda 20 adet maya Ornegi ile yapilan fermantasyon

denemelerinde 9 giin boyunca fermantasyon siselerinin agirliklar1 giinlilk olarak
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Olcililmiistiir. Fermantasyon gidisi, fermantasyon siiresince CO, {iiretimine bagl
olarak meydana gelen agirlik azalmalari iizerinden izlenmistir. Incelenen mayalara
ait fermantasyonlardaki giinliik agirlik azalmalari, Sekil 5 ve Sekil 6’da gosterilmis

olup, bu grafiklere ait veriler EK C’de sunulmustur.

8,00 -
—&— M5.1 Saccharomyces servazzii
7,00 —8— M5.2 Saccharomyces servazzii
_
é 6,00 - M6.1 Debaryomyces hansenii
g 5,00 _° M®6.3 Debaryomyces castellii
£ / / / —¥— M6.4 Saccharomyces servazzii
® 4,00 Y
5 // / —&— MS8.1 Kluyveromyces marxianus
x 3,00
= W/ —+— M8.2 Pichia fermentans
g’ 2,00 /‘/'//' —=— M9.1 Saccharomyces servazzii
1,00 / M10.1 Pichia membranifaciens
0,00 +—=5— ‘ MI11.1 Pichia membranifaciens
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Siire (giin)

Sekil 5. Maya tiirlerinin fermantasyon hizi test sonuglari

9,00

—e— M11.2 S.servazzii
8,00 "4"{ —m— M13.1 P.membranifaciens

5 7,00 itaci
2" M M13.2 P.membranifaciens
7 6,00 P o
© /‘;7/ M14.1 P.membranifaciens
% 5,00 —x— M15.1 S.servazzii
E 4,00 1 —e— PM15.2 P.membranifaciens
= 3,00 1 —+— M17.1 P. membranifaciens
3’ 2,00 //_/ —=— M17.2 P.fermentans

1,00 /’{ ) ) o~ M17.3 K. marxianus

0,00 +—+ \‘/"“ T /"vf, - - — . . i

’ M18.2 P. membranifaciens
1 2 3 4 5 6 7 8 9
stire ( giin)

Sekil 6. Maya tiirlerinin fermantasyon hizi test sonuglari

Sekil 5, Sekil 6 ve EK C’de goriilen veriler incelendiginde 9 giinliik
fermantasyon siiresi sonundaki toplam agirlik azalmalarina gore Saccharomyces
servazzii tiirlerinin 6.63-7.21 g; Pichia fermentans tiirlerinin 6.42-7.79 g araliginda

oldugu; Kluyveromyces marxianus tiriiniin toplam agirlik azalmasmin 5.27 g,
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Debaryomyces hansenii tiriiniin toplam agirlik azalmasinin 1.29 g, Debaryomyces
castellii tiirtiniin 0.76 g ve son olarakta Pichia membranifaciens tiirlerinin ise 0.32-
0.50 g araliginda toplam agirlik azalmasina neden oldugu tespit edilmistir. Buna gore
Saccharomyces servazzii ve Pichia fermentans tiirlerinin fermantasyon hizlariin
yiiksek, Pichia membranifaciens ve Debaryomyces spp. tiirlerinin ise diisiik oldugu
belirlenmistir. Mayalarin fermantasyon hizlar1 endiistriyel liretimlerde substratin

iriine doniisiim hiz1 agisindan 6nem tagimaktadir.

4.3.8. Enzim Profillerinin Belirlenmesi

Yaptigimiz arastirmada incelenen maya izolatlarinin enzim profilleri API-
ZYM test sistemi (bioMerieux, Fransa) ile belirlenmistir. Kiiltiirlerin enzim
profillerinin belirlenmesi amaciyla test sisteminde anlatilan yontem takip edilmistir.
Uygulanan islem sonucunda enzim aktiviteleri yar1 kantitatif olarak belirlenmeye
calisilmis ve elde edilen veriler EK E’de verilen sekillerde gosterilmistir. Maya
izolatlarinin enzim profillerine iliskin test sonuglar1 Cizelge 10’da gosterilmektedir.

Mayalar tarafindan iiriin fermantasyonlarinda iiretilen enzimlerin iiriinlerin
aromalarinda belirleyici rol oynayarak olumlu etki yarattiklar1 gibi bazi mayalar
tarafindan Uretilen enzimlerinnde {riinlerde olumsuz yonde etki yaptiklari
belirtilmektedir. Proteaz, ksilozidaz ve glukozidazlar gibi mayalar tarafindan iiretilen
bazi enzimlerin, aroma olusumunda etkili olduklar belirtilmektedir (Fiore 2003).

Esteraz enzimlerinin fermantasyon islemi sonrasinda olusan ve ikincil
aromanin olusumundan sorumlu olan aroma bilesiklerinin iiretiminde rol aldiklari

belirtilmektedir (Nikolau ve ark. 2006). Bizim yaptigimiz arastirmada Cizelge
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10’daki test sonuclarina baktigimizda tiim Orneklerin esteraz ve esteraz lipaz
aktivitesine sahip olduklar1 tespit edilmistir.

Maya hiicrelerinin lipaz aktivitesinin, hiicre i¢i ve hiicre disinda aktif oldugu
belirtilmektedir. Mayalarin lipaz aktivitelerinin 6zellikle saraplarda siradaki yag
asitlerini ve sterolleri aciga c¢ikardiklar1 bilinmektedir. A¢iga ¢ikan bu bilesenlerinde
yiiksek alkol derisimleri gibi olumsuz kosullarda maya gelisimini destekledikleri
bildirilmektedir. Aciga cikan yag asitleri ve sterollerin aktif aroma bilesenleri olan
etil ester tiirevlerinin Onciilleri olduklar1 da belirtilmektedir (Delfini ve Formica
2001). Bu calismada molekiiler tanisi yapilan 20 maya izolatinin lipaz aktivitesine
sahip olmadig1 belirlenmistir. Bu Maya izolatlarinin API-ZYM test sistemi ile yari
kantitatif olarak belirlenen lipaz aktivitelerinin, karsilastirilan renk skalasina gore 0-
1-2 olduklar1 goriilmiis olup bu degerlerin test sistemine gore negatif oldugu
anlasilmaktadir.

Arilamidaz enzimlerinin peptid, amid veya arilamidlerin N terminal
uclarindaki aminoasitleri aciga c¢ikarma ozelligine sahip olduklar1 bilinmektedir.
Enzim aktivitesi sonucu olusan diisiik molekiil agirlikli peptidlerin ve o6zellikle
aminoasitlerin maya icin besinsel dnem tagimalarinin yanisira aroma bilesiklerinin
sentezinde de 6nciil rol iistlendikleri belirtilmektedir (Ozbas ve ark. 2008).

Yaptifimiz calismada maya izolatlarinin hepsinin 16sin, valin ve sistin
arilamidaz enzim aktivitelerine sahip olduklar1 tespit edilmistir. Bu izolatlarin enzim
aktivite degerlerinin 3-5 arasinda degistigi belirlenmistir.

Alkali fosfataz enziminin {izim suyu ve sarapta bulunan tanenler ile
birleserek presipite olma ozelligine sahip oldugu belirtilmekte ve bu enzimin
ozelliginden tanen miktarinin belirlenmesinde yararlanildigi belirtilmektedir (Adams

ve Harbertson 1999). Bu enzim aktivitesine sahip mayalarin starter kiiltiir olarak
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kullanildiklar1 saraplarda buruk tatlar iizerine etkili olabilecekleri diistiniilmektedir.
Yaptigimiz calismada maya izolatlarindan sadece Saccharomyces servazzii de alkali
fosfataz enzim aktivitesine sahip olmadig1r goriilmiis olup Debaryomyces castellii,
Debaryomyces hansenii ve Pichia membranifaciens tiirlerinde ise alkali fosfataz
enzimi aktivitesinin karsilastirilan renk skalalarma gore kuvvetli olduklart tespit
edilmistir. Saccharomyces servazzii tiirlerinde ise enzim aktivitesinin zayif oldugu
goriilmiistiir.

Asit fosfataz enzimin ise; bir vitamin olan tiaminin hiicre icine alinmasinda
gorev yaptig ifade edilmektedir. Tiaminin maya hiicresi i¢ine alinmasinda, etanol
metabolizmasi iizerinde etkili bir faktor oldugu bildirilmektedir (Thomson ve ark.
2005). Bizim yaptigimiz calismada incelenen 20 maya izolatindan 19 tanesinin asit
fosfataz enzim aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Pichia fermentans, Pichia
membranifaciens, Kluyveromyces marxianus, Debaryomyces hansenii ve
Debaryomyces castellii tiirlerinin kuvvetli asit fosfataz enzimine sahip olduklar
goriilmiistiir.

Glukozidaz enzimlerinin, glukozidik olarak bagli monoterpenlerin
hidrolizlerinden sorumlu olduklar1 bildirilmektedir. Bu enzimlerin saraplarda
aromatik karakterlerin gelistirilmesinde rol oynadiklar1 belirtilmistir (Nikolau ve ark.
2006). Maya izolatlarindan sadece 4 tanesinin a-glukozidaz enzimi iiretebildigi
belirlenmistir. Bu tiirlerin dort tiir Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces
marxianus, Saccharomyces servazzii ve Pichia membranifaciens oldugu
goriilmiistiir. Bu ¢alismamizda B-glukozidaz enzim aktivitesine sahip sadece 2 tiiriin
oldugu bunlarinda Kluyveromyces marxianus ve Pichia membranifaciens oldugu
tespit edilmistir. Kluyveromyces marxianus tiriiniin kuvvetli B-glukozidaz enzim

aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 10. Maya tiirlerinin API-ZYM test sistemi ile belirlenen enzim profilleri
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4.3.9. Lipolitik Aktivite

Lipolitik aktivite denemelerinden alinan sonuglara gore c¢alisilan mayalarin
izolatlarinin lipolitik aktiviteleri CaCl, ve Tween 80 iceren PCA besiyerlerinde
incelenmis ancak test edilen maya suslarindan higbirisinin lipolitik aktivite

gostermedigi belirlenmistir (Cizelge 9).

4.3.10. Proteolitik Aktivite

Proteolitik aktivite denemelerinde 2 farkli besiyeri kullanilarak suslarin
proteolitik aktiviteleri belirlenmeye calisilmistir. Elde edile sonuglara gére maya
izolatlarindan hicbirisinde proteolitik aktiviteye rastlanmamistir (Cizelge 9).
Mayalarin  proteolitik  aktivitelerinin ~ Petride  gerceklestirilen testler ile
belirlenmesinin  oldukca zor oldugu baska arastiricilar tarafindan da
vurgulanmaktadir (Iranzo ve ark. 1998; Ozbas ve ark. 2008). Sekil 7’de Skim Milk
Agarda gergeklestirilen iki susa ait proteolitik aktivite sonucu kontrol sus (K) ile

birlikte ayn1 Petri kutusunda gosterilmistir.

Sekil 7. M9.1 ve M8.2 suslarinin kontrole (K) kiyasla proteolitik aktivitesi
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5. SONUCLAR

Bu calismada, otlu peynir iiretiminde kullanilan salamura otlardan izole
edilen yerel maya suslarinin izolasyonu, morfolojik ve biyokimyasal tanilar1 ve 5.8S
ve 18S rRNA ITS bolgesinin dizi analizi yontemi ile molekiiler tanilar1 yapildiktan
sonra bazi1 teknolojik 6zellikleri belirlenmistir.

Yapilan tam testleri sonucglarina gore, izole edilen yerel maya tiirlerinin
Pichia membranifaciens, Saccharomyces servazzii, Kluyveromyces marxianus,
Pichia fermentans, Debaryomyces hansenii ve Debaryomyces castellii oldugu
belirlenmistir.

Salamura otlardan izole edilerek tanimlanan maya tiirlerinin teknolojik
ozelliklerinin belirlendigi deneylerde ilk olarak maya izolatlarimin farkh
sicakliklarda, farkli pH degerlerinde, yiiksek seker derisimine sahip ortamda, %7.5
%10 ve %12.5 tuz iceren ortamda ve orta derecede ozmotik basingta gelisme
ozellikleri ile birlikte enzim profilleri belirlenmistir.

Arastirma sonuglarina gore destek starter olarak kullanim olanaklari
bakimindan tuza ve sekere tolerans gostermeleri, diisiik pH’da gelisme ve kuvvetli
proteolitik aktivite icermeyen maya tiirlerinin fermente gida iriinlerinde destek
starter kiiltiir olarak kullanim potansiyellerinin bulundugu diistiniilmektedir.

Arastirma bulgularina gore; K. marxianus tiiriiniin 37- 42°C’de gelisebildigi
tespit edilmis; S. servazzii ve P. fermentans tiirlerinin ise sadece 37°C’de gelistigi;

diger maya tiirlerinin ise bu sicakliklarda gelisemedigi goriilmiistiir.
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D. hansenii ve D. castellii tiirtiniin ve bazi P. membranifaciens tiirlerinin
9%12.5 NaCl iceren ortamlarda gelistigi goriilmiistiir. Orta derecede ozmotik basingta
gelisen maya tiirlerinin ise S. servazzii, D. hansenii ve D. castellii oldugu
goriilmiistiir.

Yiiksek seker konsantrasyonunda gelisen maya tiirleri ise S. servazzii, K.
marxianus ve P. fermentans olduklar1 tespit edilmisgtir.

Yaptigimiz arastirmada S. servazzii, P. fermentans ve K. marxianus tiirlerinin
fermantasyon hizlarimin incelen diger maya tiirlerinden daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir.

Yerel maya suglarinin enzim profilleri acisindan degerlendirilmesinde;
incelenen maya tiirlerinin tamaminin esteraz, esteraz lipaz, 16sin arilamidaz, valin
arilamidaz sistin arilamidaz, asit fosfataz ve naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz enzim
aktivitelerine sahip oldugu goriilmiistiir. D. hansenii, D. castellii ve K. marxianus
tiirlerinin kuvvetli p-galaktozidaz enzim aktivitesine sahip oldugu ayrica K.
marxianus tiriiniiniin kuvvetli p-glukozidaz enzim aktivitesine sahip oldugu tespit
edilmistir.

Incelenen maya tiirlerinden hicbirinde proteolitik ve lipolitik aktivite
saptanmamuistir.

P. membranifaciens tiirinlin yiiksek seker derisiminde, yiiksek sicakliklarda
ve orta derecede ozmotik basincta gelisemedigi tespit edilmistir. P. fermentans
tiirliniin de farkli tuz derisimleri iceren besiyerinde gelisemedigi ve orta derecede
ozmotik basinca dayanikliliginin olmadigi belirlenmistir.

Maya tiirlerinin, teknolojik 6zellikleri ve enzim profilleri bakimindan
incelendiginde tuza ve sekere tolerans gostermeleri diisiik pH degerlerinde gelismesi

ve kuvvetli lipolitik aktivite gostermemeleri onlarin starter kiiltiir olarak kullanim
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potansiyellerini belirler. Yaptigimiz arastirmada ozellikle K. marxianus, D. hansenii
ve S. servazzii tiirlerinin iirlin fermantasyonlarinda karakteristik tat ve aroma igin
onemli olacag: diisiiniilmekte, fermente olarak iiretilen gidalarda starter kiiltiir olarak
kullanim olanaklar1 bulundugu bir¢ok literatiir kaynaginda da ifade edilmektedir.
Ozellikle S. servazzii tiirii son yillarda tanimlanan bir maya olup bu maya tiirii ile
ilgili ¢aligmalarin fazla olmadigi goriilmektedir. Bu maya tiirlerinin starter kiiltiir
olarak kullanimi bakimindan teknolojik acidanda da iiretilecek iiriin denemelerinde

arastirilmasinin uygun olacag diisiiniilmektedir.
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EK A. Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltiler

PDA (Potato Dextrose Agar)

Bilesim g/L
Patates infiizyonu 4
Glukoz 20
Agar 15

Besiyeri bilesenleri damitik su iginde 1sitilarak ¢oziindiiriildiikten sonra

121°C’de otoklavda 15 dakika sterilize edilir.

YPG (Yeast Extract Peptone Glucose) Agar

Bilesim g/L
Maya Oziitii 10
Pepton 10
Glukoz 20
Agar 15

Agar disindaki besiyeri bilesenleri damitik su igerisinde ¢oziindiiriildiikten
sonra pH degeri 1 N HCI ile 5.5’e ayarlanmis ve daha sonra agar ilave edilerek

otoklavda, 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.
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YPG (Yeast Extract Peptone Glucose) Broth

Bilesim g/L
Maya Orziitii 10
Pepton 20
Glukoz 20

Besiyeri bilesenleri damitik su icerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra, pH degeri

1 N HCl ile 4.5’e ayarlanmus ve tiiplere dagitilarak, otoklavda 121°C’de 15 dakika

sterilize edilir.

%10 NaCl ve %5 Glukoz Yeast Nitrogen Base Ortamm

Bilesim g/L
NaCl 100
Glukoz 50
Tryptone 5
Maya oziitii 5
Agar 20

Besiyeri bilesenleri damitik su ic¢inde coziindiiriildiikten sonra tiiplere 5’er

mL dagitildiktan sonra otokolavda 110°C’de 10 dakika sterilize edilir.

Rapid Urea Broth
Bilesim g/L
Maya Oziitii 0.1
KH,PO4 0.091
NaHPO4 0.95
Ure 20
%1 Fenol Kirmizis1 1 mL
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Besiyeri hazirlandiktan sonra pH 6.9’a ayarlanir ve 121°C’de 15 dakika

sterilize edilir.

Fermantasyon Besiyeri ( %20 glukoz iceren YPG Broth)

Bilesim g/l
Maya Orziitii 10
Pepton 20
Glukoz 220

Besiyeri bilesenleri damitik su igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra pH degeri 1

N HCI ile 3.5’e ayarlanmig ve fermantasyon siselerine aktarilarak, otoklavda

121°C’de 15 dakika sterilize edilir.

% 0.01 CaCl, ve %0.5 Tween 80 iceren Plate Count Agar

Bilesim g/L
Pepton 5
Maya Orziitii 2.5
Glukoz 1
Agar 14
CaCl, 0.1
Tween 80 5 mL

Besiyeri bilesimi ¢oziindiiriildiikten sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika

sterilize edilir.
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Skim Milk Agar

Soliisyon A
Nutrient Broth 26¢g
Agar 32¢g
Distile su 180 mL

pH 6.5 ayarlanarak 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.

Soliisyon B
%10’luk Skim milk besiyeri i¢in
Skim milk 2¢g
Distile su 20 mL

1.5 atm basingta 8 dakika otoklavlama yolu ile steril edilir. Her iki besiyeri

karistirilarak plaklara dokiilerek hazirlanmistir.

%50 Skim Milk PCA (Plate Count Agar)

Bilesim g/L
Pepton 5
Maya Orziitii 2.5
Glukoz 1
Agar 10.5
Skim Milk 500

Besiyeri bilesenleri ¢oziindiiriildiikten sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika

sterilize edilir.
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0.5 M EDTA’min Hazirlanmasi

29.2 g EDTA 160 mL distile su icerisinde manyetik karistirict yardimiyla
¢oziiliir, hacim 200’mL’ye tamamlanir. pH nin 8.0 olmasi icin NaOH peleti ilave

edilir. Otoklavda sterlize edilir.

1 M Tris Hazirlanmasi

121.1 g Tris base 700 mL distile suda ¢oziindiiriilir. pH nin 8.0 olmasi igin

HCl ilave edilir ve hacim 1 L tamamlanir. Otoklavda sterilize edilir.

TE Tampon Cozeltisi

TE tampon ¢ozeltisi 0.5 M EDTA ve 1 M Tris ‘den hazirlanir.

1.2 M NaCl Hazirlama

70. 1 g NaCl 950 mL suda ¢oziindiiriildiikten sonra hacim 1 L tamamlanur.

100 mM NaCl Hazirlama

5.844 g NaCl 950 mL suda ¢oziindiiriildiikten sonra hacim 1 L tamamlanir.

10 mM Tris-HCI Hazirlama

315.12 mg madde tartilarak 200 mL distile suda ¢oziindiirliir.
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%1 SDS Hazirlama

5 g SDS 450 mL distile suya eklenir. lyice ¢oziilmesi i¢in 68 °C’deki su
banyosunda bekletilir. Sonra hacim 500 mL’ye tamamlanir. 1 N HCI eklenerek

pH:7.2’ye ayarlanir.

TBE Tamponu (Tris-Borik asit-EDTA): Stok Soliisyonu (10X, pH:8.0)

121.10 g Tris base 61.83 g Borik asit ve 5.84 g EDTA (susuz) Distile su ile

hacim 1 L’ye tamamlanir. pH:8.0’e ayarlanarak, buzdolabinda saklanir.

1 mM EDTA Hazirlanmasi

29.2 mg EDTA 100 mL Distile su i¢inde hazirlanir.

Etidyum bromiir (5 mg/mL stok)

Etidyum bromiir’iin 50 mg’min 10 mL distile suda, manyetik calkalayici
iizerinde birka¢ saat karistirilarak coziinmesi ile hazirlanir. Renkli siseye konur ve
sisenin etrafi aliminyum k&gt ile kapatilarak oda sicakliginda saklanir. Hazirlanan
bu ¢ozeltiden her 100 mL agaroza 10 puL eklenir. Etidyum bromiiriin buharlasmasim
engellemek igin agaroz iyice ¢oziildiikten sonra, sicakligi 60°C’ye gelince etidyum

bromiir eklenir.
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Agaroz jel hazirlamisi (% 1°lik)

2 g agaroz 200 ml 1X TBE tamponu igerisinde iyice eritilir. Jelin sicakligi
60°C’ye gelince etidyum bromiir ¢ozeltisinden 20 uL eklenir. lyice karistirildiktan

sonra jel kalibina dokiiliir.
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EK B. Maya izolatlarmin RYP (Remel) Panellerinde Olusturdugu Renk
Degisimi

Sekil 8. S. servazzii M5.1 Sekil 9. S. servazzii M5.2

Sekil 10. D. hansenii M6.1 Sekil 11. D. castellii M6.3

Sekil 14. P. fermentans M8.2 Sekil 15. S. servazzii M9.1
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Sekil 16. P. membranifaciens M10.1 Sekil 17. P. membranifaciens M11.1

Sekil 18. P. membranifaciens M13.1 Sekil 19. P. membranifaciens M13.2

Sekil 20. P. membranifaciens M14.1 Sekil 21. S. servazzii M15.1

Sekil 22. P. membranifaciens M15.2 Sekil 23. P. membranifaciens M17.1
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Sekil 24. P. fermentans M17.2 Sekil 25. K. marxianus M17.3

Sekil 26. P. membranifaciens M18.2 Sekil 27. Panellerin Toplu Gétiintiisii
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EK D. Maya Suslariin Filogenetik Analiz Sonucu Olusturulan Dendogramlari

11 ® nid-1
® mi7-d
1
pPichis membranifaciens
@ M52
5| ® mMil-1
1o ® M13-2
'.es- & Miz-1
& Micl
%1 ® Mis-2
® u5-2
_ Pichia fermentans
= 10 e proz
Debaryomyces hansenii
& nMs-1
100 | Debaryomyces castellil
& -2
’— Kazachstania aguatica
55 Karanchstanis telluri=s
| Eluyveromyces marxianus
iall PP
a7 ® Mi72
Kluyveromycss wickerhamii
43 KEluyveromycss dobzhanskii
53 ,__; Eluyveromyces lactis
& mo-1
® mii-z
® us2

Saccharomycss servarzii

® M6-4

® M5-1

ga & Mi5-1
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EK E. Maya izolatlarinin Enzim Profillerinde Gozlenen Renk Reaksiyonlari

© (d)

Sekil 28. Maya izolatlarinin API-ZYM’deki renk reaksiyonlarinin goriintiileri
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EK F. Maya Kiiltiirlerinin Mikroskobik Goriintiileri

S seazZi M5.1 K. marxianus M8.1

S. servazzii M5.2

P. fermentans M8.2

D. hansenii M6.1 S. servazzii M9.1

D. castellii M6.3 P. membranifaciens M10.1

S. servazzii M6.4 P. membranifaciens M11.1

Sekil 29. Maya tiirlerinin mikroskobik goriintiisii
(YPG Agar, 28 °C’de 3 giin, x100)
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S. servazzii M11.2 P. membranifaciens M15.2

P. membranifaciens M17.1

P. membrnifaciens M13.2 P. fermenns M17'

P. membranifaciens M14.1

-

S. servazzii M15.1 P. membr(;nifaciens M18.2

Sekil 30. Maya tiirlerinin mikroskobik goriintiisii
(YPG Agar, 28 °C’de 3 giin, x100)
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