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ABSTRACT

YEAST ISOLATION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
TRADITIONAL YOGHURT IN SEHITKAMIL DISTRICT VILLAGES OF
GAZIANTEP PROVINCE

KURT,Bekir Siddik
M.Sc. in Bio!ogy
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ibrahim Halil KILIC
July 2019
70 pages

Yoghurt was first made by the Turks in Asia in the 8th century and was called "yogurut".
There has been information in some works such as "Kutadgu Bilig" and "Divan Lugat-
1 Turk" about the processing old yoghurt 1000 years ago in Turkish countries. For
thousands of years traditional yoghurt production has been done using yogurts based on
yogurts. As a result of the developments in science and technology, production has
begun to be produced industrially with standardization. It has been suggested that the
total size of the yogurt market together with 3 million tons home production per year.
It is thought that the consumption of yogurt per capita in our country has been about 40
kg per year. In this study 36 samples of yoghurt were collected from 12 villages of
Sehitkamil district and samples were distributed to MRS and M17 Agar media. After
that, each sample was incubated for 72 hours at 37 - 42 ° C for the development of
microorganisms. Fresh pure cultures were obtained. Appropriate DNA was isolated
from pure cultures. The new generation sequence was characterized by 16s rRNA and
18s TRNA sequence analysis method. of 28 isolates 12 different yeast Kluyveromyces
marxianus / lactis, Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces cerevisiae, 16 different
strains of bacteria. It is known that Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus
hominis species are pathogenic bacteria of normal human flora element Acinetobacter
variabilis Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, and Lactobacillus delbrueckii
subsp. Significant results have been obtained in terms of determining the ability of
bulgaricus species to make yogurt.

Key Words: Yoghurt, MRS, M17, 16S rRNA, DNA



OZET

GAZIANTEP iLININ SEHITKAMIL iLCESI KOYLERINDEKI
GELENEKSEL YOGURTLARDA MAYA iZOLASYONU VE MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

KURT,Bekir Siddik
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. ibrahim Halil KILIC
Temmuz 2019
70 Sayfa

Yogurt ilk defa 8. ylizyilda Asya’da Tiirkler tarafindan yapilmis ve “yogurut” olarak
adlandirilmistir. Tiirk tilkelerinde yogurdun 1000 y1l dnce islendigine dair “Kutadgu
Bilig” ve “Divan1 Lugat-1 Tiirk” gibi baz1 eserlerde bilgiler vardir. Binlerce yildir
gorgiiye dayanilarak, bir onceki giliniin yogurdu kullanilarak, geleneksel yogurt
tretimi yapilmistir. Bilim ve teknolojideki gelismelerin sonucunda, iiretimde
standardizasyonun saglanmasi ile birlikte endiistriyel olarak tiretilmeye baslanmistir.
Ev iretimi ile birlikte yogurt pazarinin toplam biiytikliigiiniin yillik 3 milyon ton
oldugu 6ne siirlilmektedir. Buradan hareketle iilkemizde kisi basina yogurt tiikketiminin
yilda ortalama 40 kg dolayinda oldugu diistiniilmektedir. Sehitkamil il¢esinin 12
koylinden 36 yogurt drnegi toplanmistir 6rnekler diliie edilerek, MRS ve M17 Agar
besiyerlerine her 6rnekten ekim yapilmistir Ardindan mikroorganizmalarin gelisimi
icin 37 °C” ve 42 °C’ de 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Taze saf kiiltiirler elde
edilmistir. Saf kiiltiirlerden uygun DNA izolasyon yapilmistir. Yeni jenerasyon sekans
ile 16s rRNA ve 18s rRNA dizilim analizi yontemi ile karakterizasyonlar1 yapilmistir.
28 izolattan 12 farkli maya Kluyveromyces marxianus/lactis, Kluyveromyces
marxianus, Saccharomyces cerevisiae, 16 farkl bakteri tlirii Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus, Staphylococcus epidermidis, Acinetobacter variabilis,
Staphylococcus hominis,  Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, oldugu
tanmmlanmistir. Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus hominis tiirlerinin
normal insan flora eleman1 Acinetobacter variabilis 'in ise patojen bakteriler oldugu
bilinmektedir Starter kiiltiir olarak kullanilan Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus, ve Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus tiirlerinin yogurt yapma
yeteneklerinin saptanmasi acisindan dnemli sonuglar elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Yogurt, MRS, M17, 16S rRNA,DNA
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BOLUM 1
GIRIS
1.1Yogurt

Tiirklerin bir bulusu olan yogurt, Anadolu topraklarina Orta Asya’dan Tirkler ile
gelmistir ve daha sonra Rumeli’ye ve Avrupa iilkelerine yayilmistir. Tiirklerin
yasadig1 yerler disinda once Tiirk egemeligi ve Tirk kiiltiirii etkisi altinda kalan
iilkelerde bilinen yogurt, daha sonra zamanla diger iilkelere de yayilmistir. Bu da yine
Tiirkler tarafindan gercgeklestirilmistir. Yogurt diger iilkelerde genellikle son yiizyil
icinde taninmis ve tiikketimi hizla artig gostermistir. (Yaygin, 1999).

Yogurt ilk defa 8. ylizyillda Asya’da Tiirkler tarafindan yapilmis ve “yogurut” olarak
adlandirilmistir. Tiirk {ilkelerinde yogurdun 1000 yil 6nce islendigine dair “Kutadgu
Bilig” ve “Divan1 Lugat-1 Tiirk” gibi baz1 eserlerde bilgiler vardir (Tamime and

Robinson 1988).

Binlerce yildir gorgiiye dayanilarak, bir Onceki gilinlin yogurdu kullanilarak,
geleneksel yogurt iiretimi yapilmistir (Yoney 1979 - Unsal 2007). Bilim ve
teknolojideki gelismelerin sonucunda, iiretimde standardizasyonun saglanmasi ile
birlikte endiistriyel olarak iiretilmeye baslanmistir. Yogurt, siite benzer kimyasal
bilesenler icermekle birlikte, liretim sirasinda siite uygulanan islemlerden ve yogurt
bakterilerinin gergeklestirdigi laktik asit fermantasyonu sonucu meydana gelen

degisimlerden kaynaklanan farkliliklar gostermektedir (Caglar ve Cakmakg1 1995).

Yogurdun pH seviyesinin diislik, mayalarin ise organik asitleri kullanabilme, laktozu
fermente edebilme yetenekleri yaninda yiiksek proteolitik ve lipolitik aktiviteye sahip
olmalar;, yogurdu maya gelisimi i¢in selektif bir ortam haline getirdigi

belirtilmektedir (Alvarez-Martin vd 2007, Lourens-Hatting 2002) .



Mayalarin asir1 miktarda gaz olusturarak yogurt kaplarinda sigsmeye, yogurtta ise
lezzet kaybina ve tekstiir kalitesinde azalmaya neden olmalari, yogurt iiretiminde

istenmeyen bir durumdur (Mayoral vd 2005, Viljoen, 2003 ).

Buna karsin, yogurdun dogal florasindan izole edilen bir takim maya tiirlerinin
probiyotik 6zellige sahip oldugu, bazi patojenlerin gelismesini engelledigi ve yogurt
bakterileri ile pozitif etkilesim icerisinde olduklarin belirlenmistir. Bu maya tiirleri
kullanilarak klasik yogurt disinda bioyogurt iiretimi yapilmaktadir (Ozer 2006 |,
Alvarez-Martin vd 2007, Cosentino vd 2001).

Tiirkiye’de, geleneksel usullerle iiretilen yogurtlarin genellikle yiiksek diizeyde
maya-kiif sayisina sahip oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmektedir (Tayar
vd 1993, Ocak 1996). Buna karsin, bu mikroorganizmalar1 tanimlamaya yonelik

calismalar ise smirlidir ( Ozden 2008 ).

Geleneksel yogurtlardaki maya iceriginin tanimlanmasi, bu yogurtlarin kalitesinin ve
raf dmriiniin artirilmasi i¢in yapilacak ¢aligmalara kaynaklik edecegi gibi probiyotik
ozellik tasiyabilecek bioyogurtlar tiretilmesi i¢in bir temel basamagi olusturmaktadir.
Bu calismada,Gaziantep ili Sehitkamil ilgesinin kdylerinde geleneksel olarak iiretilen
yogurtlarda bulunabilecek maya tiirlerini izolasyonu ve molekiiler karakterizasyon

amaclamaktadir.



1.2. Yogurdun Tarihi

Yogurdun bir Tiirk bulusu oldugu ve binlerce yildir Tiirk kiiltliriinden etkilenmis
bolgelerde iiretildigi arkeolog ve tarihgilerin bulgular1 1s1g8inda ispat edilmistir. M.S.
8. yiizyilda Tiirk topluluklarinda yogurt ifadesinin kullanildigi, M.S. 11. Yiizyilda
yazilan “Divan-1 Liigat-1 Tirk” ve “Kutatgu Bilig” adli eserlerde ise yogurt
kelimesinin buglinkii manada kullanildigi, Oguzlar, Selguklular ve Osmanlilar’in
hiikiim stirdiikleri bolgelere kiiltiirleri ile birlikte yogurdu da tasimis olduklari

bildirilmektedir ( Ozden 2008 ).

16. yiizyilda Kanuni Sultan Siilleyman tarafindan Fransa Krali I. Fransuva’nin mide
bagirsak hastaliginin tedavisi i¢in gonderilen Osmanli hekimi araciligiyla Avrupa’ya
ulasmis ve yayilmustir ( Ozden 2008, Tamime 1980). Avrupa’dan sonra Amerika
kitasina yayilmasi birka¢ yiizyil sonrasina rastlamaktadir. Yogurdun diinyanin her
tarafinda taninan bir {irlin olmasinda, Metchnikoff’un yogurt tiikketen insanlarin
yasam siirelerinin daha uzun olacagi yoniinde ileri siirdiigii hipotezin etkili oldugu

bildirilmistir ( Tamime and Robinson 1999 ).

II. Diinya savasindan sonra yogurdun endiistriyel iiretimine yonelik Danone adinda
ilk yogurt fabrikasi kurulmus, kitlelerin ihtiyacini karsilamak amaciyla seri yogurt

tiretilmeye baslanmistir ( Kurt. 1995,Y6ney 1979 ).

21. 20. ylizyilin ortasindan itibaren ise {iretilen meyveli yogurtlar ve yogurt
dondurmasi gibi iirlinler yardimiyla, yogurt basta Avrupa ve Kuzey Amerika olmak

lizere biitiin diinyada yayginlik kazanmistir (Tamime 1980, Ozer 2006, Ozden 2008
).

1.2.1. Diinyada Yogurt

Diinyada yogurdun, 400°den fazla ¢esidi ve tiirevi bulunmaktadir. Yogurt ve benzeri
siit tirlinleri, Tirkistan’da busa, Balkanlarda yaourt, Liibnan’da leben, Hindistan’da
dahi, Misir’da zabady, Italya’da cieddu, Rusya’da donskaya, diger iilkelerde yogurt
veya yoghurt sozciikleri ile ifade edilmektedir. Diinyada yogurt tiiketiminin giderek
artan bir egilim gosterdigi belirtilmektedir (Ozer 2006 ).  Son verilere gore yillik
tilketimin, Avrupa’da 14,02, Asya’da 9,02, Amerika’da 4,48 ve Giiney Afrika’da
0,29 milyon ton oldugu bildirilmektedir (Anonim. 2010)

3



1.2.2. Tiirkiye’de Yogurt

Tiirkiye’de ev sartlarinda yogurt {iretimi yaygin bir sekilde yapildigindan istatiksel
olarak ger¢ek anlamda yogurt tiiketimi verilerine ulasmak miimkiin olmamaktadir.
Geleneksel yogurt iiretimini yogurda islenecek siitiin orijinal hacminin yaklasik
1/3’linli kaybedinceye kadar kaynatilmasi, viicut sicakligina kadar sogutulmasi, bir
onceki giinden kalan yogurttan veya bu yogurdun sulandirilmasi ile mayalanma
isleminin yapilmasi ve sofutma islemlerinin yapilmasi ile yogurt olsumunun

saglandig1 belirtilmektedir ( Yoney 1979, Ozer 2006 ).

Tiirkiye’de bolgeye gore degisen ve cogu kez yogurdun raf Omriinii uzatmaya
yonelik islemler sonucu torba yogurdu, kis yogurdu, peskiiten, kishk ve kurut gibi
birgok yogurt ¢esidi iiretilmektedir (Unsal 2007 ). Yogurt, asidik 6zelliginden
kaynaklanan uzun bir raf dmriine sahip ise de, uygun olmayan sartlarda depolanmasi
halinde kisa silirede dogal niteligini kaybedebildigi i¢in dayaniminin artirilmasi

amactyla degisik teknikler gelistirilmistir (Ozer 2006).

Bu teknikler icerisinde bilinen en eski yontem siizme islemi ile koyulagtirmadir. Bu
islem ile tretilen, yogurda gore daha asidik, kuru madde orani yiiksek ve bir
yogunlastirilmis yogurt ¢esidi olan siizme veya torba yogurtlar, ilk kez gdgebe Tiirk
kavimleri tarafindan {retildigi bildirilmektedir. Tirkiye’nin biitiin bdlgelerinde
yogurdun raf omriinii uzatmak amaciyla siklikla kullanilan bir yontemdir (Uysal
1993 - Tekingen ve Bayar 2008 ). Torba igerisinde siiziilen yogurtlara %1-3,50
oraninda tuz ilave edilerek iiretilen, bir bagska yogunlastirilmis yogurt ¢esidi olan kis
yogurdu, Van, Hatay, Sivas illeri ile Akdeniz Bolgesinin bazi illerinde iiretilmektedir

( Gong ve Oktar 1973 - Kaptan 1986 ).

Yogurdun yayiklandiktan sonra geriye kalan ayran kismini bir miktar bugday tanesi
ile 1sittiktan sonra, olusan pihtiyr bez torbada siiziip iizerine don yagi ilave
edilmesiyle elde edilen bir diger konsantre yogurt cesidi olan peskiiten, genellikle I¢
Anadolu Bolgesinde iiretilmektedir ( Kurt and Caglar 1988 ).



Yogurdun yulaf veya kirik bugday ile karistirilip kaynatilmast ve parcalar halinde
giineste kurutulmasi ile elde edilen, kurutulmus bir baska yogurt ¢esidi kishk’dir (
Tofeili vd 1999, Tamime vd 2000 ).

Tiirkiye’nin Denizli yoresinde ve Karadeniz Bolgesinde “kes” adiyla anilan yagi
alinmis yogurdun torbada siiziilmesi ile elde edilen pihtiya, bir miktar tuz katip
yogurduktan sonra 20-60 gram agirlifinda pargaciklara ayirmay1 miiteakip 1-2 hafta
giineste kurutmakla elde edilen farkli bir diger yogurt ¢esidi kuruttur ( Tarak¢i vd
2001, Patir vd 2002 ).

Tiirkiye’de geleneksel yogurt iiretiminin yaninda yogurt starter kiiltlirlerin
kullan1ldig1 modern iiretim tesislerinde endiistriyel 6l¢ekte yogurt iiretimi giderek
artmaktadir (Tamime vd 1999 ). Tirkiye’de son yillarda iiretilen tahmini yogurt

miktari, 1 milyon tondan fazladir.
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Sekil 1.1Tiirkiye’de siit iirtinlerinin 2011-2016 yillar1 arasindaki yogurt tiretimi (1000t)

Endiistriyel {iiretime gecisle birlikte, yogurdun tanimi yapilmis ve yogurda bir
standardizasyon getirilmistir. Tiirk Gida Kodeksi’nde yogurt, siitiin Lactobacillus
bulgaricus ve Streptococcus thermophilus bakterilerinin laktik asit fermantasyonu
sonucu meydana gelen koagiile bir siit iirlinii olarak, Tiirk Standartlar Enstitiisii’niin
(TSE) 1330 sayil1 Yogurt Standardi’nda ise “Cig siit veya pastdrize siit standartlarina
uygun, tercihen homojenize edilmis siitlerin S.thermophilus ve L.bulgaricus’un
etkisiyle laktik asit fermentasyonu sonucu elde edilen ve yogurt kiiltiirlerini canli
olarak iceren fermente bir siit iirliniidiir’” seklinde tanimlanmaktadir (Anonim. 2005,

2006).



Tiirk Gida Kodeksi, Fermente Siitler Tebligi’nde tiim yogurt siiflar i¢in protein
orani, en az %3 olacak sekilde verilmektedir. Yiizde siit yagi orani, tam yagh
yogurtta %3,80 veya daha fazla, yarim yagli yogurtta %1,50 veya daha fazla, yagsiz
yogurtta %0,50 veya daha az olarak, yagli yogurtta ise tam yagli, yarim yagh ve
yagsiz yogurt siniflart disinda kalan siit yagina sahip olacak sekilde diizenlenmistir
(Sekil 2). Titre edilebilir asitlik oran1 yiizde laktik asit cinsinden tim yogurt siniflar
icin en az %0,60 ve en ¢ok %1,50 olacak sekilde belirlenmistir. Yogurdun starter
kiltiir bakteri sayis1 her iki yogurt bakteri sayis1 toplami1 en az 107 kob/g olacak
sekilde diizenlenmistir. Yogurtta bulunmasina miisaade edilen en yiiksek koliform
grubu bakteri sayist 9 EMS/g, en yiiksek maya/kiif sayisi ise 1x102 kob/g olarak
belirlenmistir ( Anonim. 2009 )

Yodurt Smifi Yag oram (%)

Tam vagh Siit yag =3.80

Vgl Tam vagh, varmm vagh ve vagsiz yogurt simflan
= disinda kalan siit yag

Yarnm vagh 2= Siit Yag =150

Yagsiz 5iit yag = 0,50

Sekil 1.2. Tirk Gida Kodeksi’nde yogurt siniflar1 ve yag oranlari(Tekingen2005).

Yogurt Standardi’nda, tiim yogurt siiflari igin yiizde protein oran1 Gida Kodeksi,
Fermente Siitler Tebligi’nde diizenlendigi sekliyle verilmektedir. Yiizde yag orani ise
tam yagli yogurtta en az %3,80, yagli yogurtta en az %3, yarim yagli yogurtta en az
%1,50, az yagh yogurtta en ¢cok %1,50 ve yagsiz yogurtta en ¢ok %0,15 olmalidir.
Yiizde yagsiz kuru madde oraninin en az %12, titre edilebilir asitlik oraninin ise
yiizde laktik asit cinsinden en az %0,60 ve en ¢ok %1,60 olmasi istenmektedir.
Yogurtta bulunmasina izin verilen en yliksek koliform grubu bakteri sayist Gida
Kodeksi, Fermente Siitler Tebligi’nde diizenlendigi sekliyle verilirken, en yiiksek
maya/kiif sayis1 1x101 kob/g olarak standardize edilmistir (Anonim. 2006 ).



1.3 Yogurdun Olusumu

Yogurda islenecek siite uygulanan 1si1l iglemin, siitiin Eh (redoks potansiyeli) ve pH
degerlerinde, oksijen miktarinda, inhibitor bilesiklerin (lakteninler, laktoperoksidaz
tiyosiyanat sistemi, agliitinler, lizozim) aktivitelerinde azalma olusturdugu, yogurt
kiiltiir  bakterilerinin iiremeleri i¢in ortam1 elverigli hale getirdigi, siitte
bulunabilenecek patojenlerin vejetatif sekilleri ile bakteriyofajlari etkisizlestirdigi
bildirilmektedir (Tekingen 2005 ). Isil islemin ayni zamanda yogurdun tekstiirel
acidan uygun Ozelliklere sahip olmasina yardimci oldugu belirtilmektedir. Siitiin
70°C’nin iizerindeki sicaliklarda 1sitilmasi sonucunda, serum proteinlerinde yapisal
degisimlerin meydana geldigi uzun yillardir bilinmektedir. Serum proteinleri,
kazeinlerde oldugu gibi kovalent baglar ile stabilize edilen primer yapinin yani sira
kazeinlerde bulunmayan sekonder ve tersiyer yapilari da sahip oldugundan globuler
proteinler olarak adlandirilmaktadir. Basta B-laktoglobulin (beta-laktoglobulin)
olmak iizere 1siya duyarli tiim serum proteinlerinin (proteoz pepton harig¢) sekonder
ve tersiyer yapilarini stabilize eden interaksiyon kuvvetleri 1s1 etkisi ile kirilmakta,
dolayisiyla globuler yapt dogal niteligini kaybetmektedir. Bu olaya serum
proteinlerinin 1s1 denatiirasyonu adi verilmektedir. Is1 denatiirasyonunun yeterli
diizeyde  saglanamamast  durumunda, proteinler  arasi  interaksiyonlar
tamamlanamadigindan yogurt matriksinin tam olusamadigi, elde edilen pihtinin zay1f
karekterde oldugu ve serum ayrilmasi olasilifinin arttii bildirilmektedir (Tekinsen

2005 ).

Bu gerekce ile yogurt iiretiminde kullanilan siitler, klasik pastrizayon
sicakliklarindan daha yukar sicaklik ve siirelerde (80°C’de 30 dk; 85°C’de 20 dk
veya 90°C’°de 5 dk) 1s1] isleme tabi tutulmaktadir6,46. Boylece, bakteriyolojik kalitesi
1yl ve tikketim giivenirliligi en iist seviyede yogurt elde edildigi belirtilmektedir6.
Siitliin yogurda doniisimii Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus
bakterilerinin olusturduklar1 biyokimyasal prosesler yoluyla gerceklesmektedir

(Tekinsen 2005 ).

S.thermophilus; Gram-pozitif, hareketsiz, anaerobik, homofermantatif ve katalaz
negatif bir bakteridir. Gelisimi i¢in siit 1yi bir ortamdir. 600C’de 30 dakika siiren 1s1l
islemde canli kalabilir. Isiya toleransligi L.bulgaricus’dan daha fazladir. 100C’de

gelisemez. Optimum gelisme sicakliglr 370C olmasina ragmen, 430C’deki yogurdun
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inkiibasyon sicakliginda L.bulgaricus ile birlikteliginde ¢ok iyi gelistigi, glukozu,
frikktozu, mannozu, sakkarozu ve laktozu, bazi suslarinin ise galaktozu fermente
edebildigi belirtilmistir ( Okur OD. 2005 ). %0,7-0,8 oraninda agirlikl1 olarak L(+)
laktik asit, asetaldehit, diasetil {iretebildigi, proteolitik kapasitesi zayif oldugu igin
yogurdun fermantasyonu esnasinda gelisimi i¢in azot kaynagi olarak siitte bulunan
serbest amino asitleri ve B vitaminini kullandig1 belirtilmektedir (Tekinsen 2005,

Ozer 2006).

L.bulgaricus Gram-pozitif, hareketsiz, katalaz negatif bir mikroorganizmadir.
Anaerobik/aerotolerant homofermentatif olan organizmanin D (-) laktik asit ve az
miktarda hidrojen peroksit {iiretebildigi bildirilmigtir. Optimum gelisme sicakligi
450C olmakla beraber, yogurt iiretiminde inkiibasyon sicakligi S.thermophilus ’un
gelisim sicakligina ayarlandigi icin 42-430C’de gelistigi, laktozu, glukozu, friikktozu
kullanabildigi, bazi suslarinin ise galaktozu kullanarak %1,8 gibi ¢ok yiiksek
seviyelerde D (-) laktik asit iirettigi belirtilmektedir. Ayrica, diisiik pH seviyelerini
S.thermophilus’dan ¢ok daha 1iyi tolere edebildigi ve hiicre zarina bagli proteinazlari
ile kazeini 6zellikle B-kazeini peptitlere hidrolize edebildigi fakat iiretilen peptitlerin
serbest amino asitlere donlisimde S.thermophilus’'un sahip oldugu peptidaz
aktivitesine bagimli oldugu belirtilmektedir. Sekil 3’te yogurt starter bakterilerinin
baz1 ozellikleri verilmistir. Yogurdun olusumunda en 6nemli islem basamaklarindan
biri inkiibasyon islemidir. Yogurdun kendine 6zgii lezzeti ve tekstiirel 6zelliklerinin
bu islemin basarisi ile dogrudan iliskili oldugu belirtilmektedir. Sicaklig1 40-45°C
olan siite, S.thermophilus ve L.bulgaricus’un tek suslarinin 1/1 oranindaki
karistminin %2-3 oraninda veya taze yogurdun %35 oraninda inokiile edilmesi

inkiibasyon islemi baglar ( Vedamuthu 2005 ).

Inkiibasyon esnasinda yogurt bakteri kiiltiirlerinin simbiyotik bir iliski gdsterdikleri,
birbirlerinin metabolizma {iriinlerini kullanarak asit olusturma etkinliklerini
artirdiklart belirtilmektedir ( Vedamuthu 2005 ). ilk &nce daha fazla proteolitik
enzim aktivitesine sahip olan L.bulgaricus’un iredigi, kazeini hidrolize ederek
S.thermophilus igin biiyiime faktorii olan valin, histidin ve glisin gibi baz1 serbest
amino asitleri olusturdugu, olusan bu aminoasitleri ise S.thermophilus’un kullanarak

tiremesini hizlandirdig bildirilmektedir( Vedamuthu 2005 ).



S.thermophilus siitte bulunan laktozu, hiicre zarinda yerlesik olan galaktozid
permeaz enzimi yardimiyla hiicre zarindan igeri alir. Laktoz, hiicre i¢inde mevcut
olan B-galaktosidaz enzimleriyle hidrolize edilir. Laktozun pargalanmasi ile olusan
glukoz Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) yoluyla piriivata doniistiiriiliir. Piriivat,
daha sonra

laktik dehidrogenaz enzimiyle laktik aside metabolize edilir. Sekil 4’de Embden-
Meyerhof-Parnas (EMP) yoluyla laktozun piriivata ve laktik aside metabolize
edilmesi

gosterilmistir ( Vedamuthu 2005 ).

S. thermophilus’un fermantasyon ortaminin pH’s1 5,50°nin altina diisiinceye kadar
tiredigi bu arada serbest amino asit, karbondioksit, formik asit olusturdugu

belirtilmektedir(Tekingen2005).

s i ; Lactobacillus
Ozellik Streptococcus thermophilis Inlearics
Hiicre 3ekdi ve Konfigiirasyom Kiiremst, ovoud Uslan yuvarlak: tek lasa
ciftler veya zincirler zincirly. metakromatik
eraniiller
Geligim Sicakly (°C)
Minimm 2 2
Maxinomm 50 32
Optimum 4045 4043
Inkiibasyon Sicaklig (C) 4043 12
Istya Toleranslik (60 °C"de 30 +H +
dakika)
Siitte laktik asit firetimi %0,7-0.8 %18
Lakiik asit izomerlens L(#) D)
Asetik Asit Iz miktarda [z miktarda
Proteolitik akivite +- +
Lipolstik Aktivite +- +.
Stfrat fermantasyom - -

Sekil 1.3 Yogurt liretiminde kullanilan bakterilerin baz1 6zellikleri ( Vedamuthu
2005 ).
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Sekil 1.4 Homofermantatif laktik asit bakterilerinin laktoz metabolizmasi igin

embden-meyerhoff-parnas reaksiyon zincir yolu( Vedamuthu 2005 ).
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Yogurt starter kiiltiilerinin olusturdugu asiditenin etkisiyle pH 5,20-5,30’da
kalsiyum-kazeinat-fosfat kompleksinin stabilizasyonun bozuldugu, kazeinlerde
pihtilasmanin bagladigi, destabilizasyon esnasinda serbest kalan hidrojen iyonlarmin
protein molekiillerindeki bazik grup (-NH2) tarafindan tutuldugu, misellere baglh
olan kolloidal kalsiyum fosfatin ise miselden ayrilarak siitiin serum fazina gectigi ve
bu gecisin pH 5-5,10 dolayinda tamamlandigi belirtilmektedir. Fermantasyon
ortaminin asitligi yaklasik olarak %0,6 (ylizde laktik asit) oldugunda, S.thermophilus
ile L.bulgaricus’un birbirine oran1 4/1 olur. Olusturulan fazla serbest amino asitlerin
ve laktik asidin etkisiyle S.thermophilus’un iiremesi yavaslar. Ortamda bulunan
formik asit ve karbondioksitin etkisiyle L.bulgaricus’un iiremesi hizlanir ve ortama

hakim olmaya baslar (Tekinsen 2005, Ozer 2006).

Asitlik artigina bagli olarak pH 4,60-4,70’de (kazeinin izoelektrik noktasi) kazein
bagl tuzlarindan serbest hale gecer ve molekiillerdeki negatif ve pozitif yiikler (-
COO- ve NH3+ ) esit (toplam net elektrik yiikii sifir) olur. Molekiillerdeki yiiklii
gruplar, normal siitteki gibi birbirlerini itemezler; aksine bir molekiildeki pozitif
yiikler yakin molekiiliin negatif yiikleriyle birleserek protein kiimelerinin olusumuna
ve siitlin pithtilagsmasina yol agarlar. Bu arada siitiin serum fazinda serbest halde
bulunan kalsiyum ¢ogunlukla laktik asitle birleserek kalsiyum laktati olusturur.
Kazeinin pihtilasmasinin biiyiik 0Olglide tamamlanmasma bagli olarak kazein
partikiillerinin kiimelesmesi sonucu, misellerin biiylikliigii artar. Daha sonrada bu

kiimeler iplik seklini alir (Tekinsen 2005, Ozer 2006).

L.bulgaricus ortamin pH seviyesi 4,20-4,30 oluncaya kadar iirer, asidite %0,9
oldugunda ise yogurt bakterilerinin birbirine oraninin 1/1 olur (Tekinsen 2005).
Olusan yogurt pihtist, 1s1 ile indiiklenmis zayif vizkoelastik 6zellik gdsteren bir asit-
kazein jeli olarak tanimlanmistir. Pihtinin kimyasal yapisi, siite uygulanan 1sil
islemden ve inkiibasyon esnasindaki asitlik gelisiminden dnemli dlciide etkilenir. Siit
proteinleri arasindaki etkilesimlerin ¢esidi, siddeti ve stabiliteleri yogurt pihtisinin
fiziksel o6zelliklerinin belirlenmesinde etkili olmaktadir. Yogurdun fiziksel yapisi,
proteinlerin pihtilasmasiyla olusan bir ag bi¢imindedir. Bu yapinin iginde yag
globiilleri, ¢ozlinmiis bilesikler ve su molekiilleri bulunmaktadir ( Vedamuthu 2005,

Ozer, vd 2010).
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Yogurt bakterilerinin metabolik aktivitelerinin bir sonucu olarak temel aroma
bileseni olan asetaldehit olustugu bildirilmektedir. Asetaldehit, basta glukoz olmak
lizere treonin, metiyonin, etanol ve niikleik asitlerden sentezlenmektedir.
Asetaldehidin yogurtta ulasabilecegi maksimum konsantrasyon, siitte bulunan bu
bilesiklerin birtakim enzimlerle asetaldehide katabolize edilmesine baglidir. Onemli
diizeyde pH degerine bagl olan asetaldehit iiretiminin, pH 5’te baslayarak, pH 4’te
sonlandig bildirilmektedir ( Zourari vd 1992 ).

Sekil 5’de S.thermophilus’da asetaldehit olusumuna neden olan metabolik yollar50
gosterilmistir.  Glukozdan asetaldehit sentezi iki ayr1 metabolik yol ile
gerceklesmektedir (Sekil 1,5). Bu metabolik yollardan biri, Embden-Meyerhoff-
Parnas yolu ile olusan pirlivatin alfa-dekarboksilaz enzimi araciligiyla asetaldehide
katalize edilmesi veya bu yol ile olusan piriivatin, pirlivat dehidrogenaz enzimi ile
asetil-CoA’ya, asetil-CoA’nin da aldehit dehidrogenaz enzimi ile asetaldehide
indirgenmesidir. Diger metabolik yol ise Heksoz monofosfat yolunda olusan
asetilfosfatin, fosfotransasetilaz enziminin aktivitesi ile asetata katalize edilmesi,
yogurt bakterilerinin sentezledikleri asetat kinaz enzimi ile asetat olusmas1 ve ileri
metabolik asamalarda asetatin asetaldehide doniistiiriilmesidir ( Tamime vd 1999,

Ozer 2006 ).

— == GLIKOZ =~ Hekzoz monofosfat
Glikoliz =<y
i ~, | D-Ksiloz-5-fosfat
piriivat dehidrogenaz

CoA  Fosfo ketolaz Gliseraldehit-
& 3-fosfat
Asetil-CoA 1\ N7
\ Asetil-P |
NADH Posfotransasetilaz
Asetat kinaz
C

piriivat dekarboksilaz

4 ADP

o, NAD*

[ aTp

0A
g ASETALDEHIT —
adootciooz alitler Aldehit dehidrogenaz

3

Alkol dehidrogenaz Serin hidroksimetil transferaz EC.2.1.2.1
2-deoksiriboz-5- fosfat
= 1 ey U
$ NAD- Treonin
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Sekil 1.5 Streptococcus thermophilus’da Asetaldehit tiretimi (Say 2001 )
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1.3.1. Mayalar

Mayalar, funguslarin Ascomycetes ve Basidiomycetes smifina ait Okaryotik,
heterotrof, tek hiicreli mikroorganizmalardir. Hiicre biiyiikliigii, hiicre yapis1 ve
metabolik aktiviteleri yoniinden diger mikroorganizmalardan onemli farkliliklar
gostermektedirler. Genellikle yuvarlak, silindirik, oval ya da limon seklinde
kendilerine 6zgii hiicre yapisina sahiptirler. Mayalarin saf kiiltlirlerinde, iireme
ortamina ve kiiltiir yasina bagl olarak farkli sekil veya boyutlara sahip hiicrelere
rastlanabilmektedir. Ascomycetes sinifinda bulunan mayalar belirli sartlar altinda
hiicre i¢inde askospor olustururken, Basidiomycetes sinifindakiler hiicre disinda
basidiospor sekillendirirler ( Jacques 2008, Kurtzman 1998 ). Mayalar askospor veya
basidiospor olusturmakla sonlanan eseyli lireme gosterirler. Haploid kromozomlara
sahip iki maya hiicresinin bir araya gelmesi (plazmogami), haploid niikleuslarin
flizyonu (karyogami) ve mayoz boliinme ile ¢ekirdegin bdliinmesi ve sonugta yeni
haploid hiicrelerin olusumu eseyli liremeyi olusturur. Mayalar, askospor veya
basidiospor olusturma durumlarina goére iki evrede bulunurlar. Askospor veya
basidiosporlarin olustugu eseyli iireme donemi perfekt evre (teleomorfik evre), bu
sporlarin olugsmadigi donem ise imperfekt evre (anamorfik evre)’dir ( Soyuduru

2007).

Mayalar, teleomorfik ve anamorfik evrede bulunmalarina gore farkli isimler alirken,
eskiden farkli isimlerle adlandirilan ayni maya tiirleri i¢in giiniimiizde sinonim

isimler de kullanilmaktadir ( Kurtzman 1998 ).

Candida kefyr mayast Kluyveromyces marxianus’un anamorfik evresidir.
Kluyveromyces marxianus ise eskiden Kluyveromyces fragilis, K.bulgaricus,
Saccharomyces lactis ve S. fragilis isimleri ile anilmistir. Giinlimiizde Candida kefyr
icin Kluyveromyces marxianus var. marxianus ve Kluyveromyces marxianus var.
bulgaricus isimleri de kullanilmaktadir. Candida kefyr’in eski isimleri Candida

pseudotropicalis ve Torula kefyr’dir (Deak 2008, Kurtzman 1998 ).
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Candida famata, Debaryomyces hansenii’nin anamorfik evresidir. Candida
famata’nin eski ismi ise Torulopsis candida’dir. Candida lipolytica mayasi Yarrowia
lipolytica mayasinin anamorfik evresidir. Yarrowia lipolytica’nin sinonimi ise
Saccharomycopsis lipolytica’dir. Candida sphaerica mayasi, Kluyveromyces lactis’in
anamorfik evresi’dir. Kluyveromyces lactis mayasinin yeni ismi ise Kluyveromyces
marxianus var. lactis’dir. Kluyveromyces marxianus var. lactis 6nceden Torulopsis
sphaerica olarak isimlendirilmistir. Candida krusei mayasi Issatchenkia orientalis’in
anamorfik evresidir. Candida sake mayasinin sinonimi Candida tropicalis’dir(Deak

2008, Kurtzman 1998 ).

Hava, toprak, su ve organik maddeler {izerinde yaygin olarak bulunan mayalar,
genellikle sicak, nemli, sekerli, tuzlu, asidik ve aerobik ortamlarda ¢ok iyi gelisirler.
Karbonhidratlari, organik asitleri, proteinleri ve lipitleri kullanabilirler ( Jacques

2008, Durlu and Kuleasan 2000).

Endiistri mayalarinin bircogu mezofiliktir ve genellikle 20-300C’de gelisirler. Ayrica
sicakkanli hayvanlarda bulunan ve 24-300C gelisebilen bazi maya tiirleri de
mezofiliktir. Psikrofilik mayalar optimum 12-150C’de gelisirler. Diisiik sicakliklara

adaptasyon saglayabilen bu mayalar, dondurulmus gidalarda bozulmalara neden olan
¢ok dnemli mikroorganizmalardir. Mayalarin biiyiik bir ¢cogunlugu pH 4,50-6,50°de
gelisirler ve orta derecede asidofilik 6zellik gosterirler. Bazi maya tiirleri ise daha
asidik veya daha alkalik sartlarda gelisebilir. Mayalar gelisimleri ve enzimatik
aktiviteleri i¢in genellikle yiiksek miktarlarda suya gereksinim duyarlar.
Ozmotolerant veya kserotolerant mayalar ise diisiik su aktivitesine sahip ¢ok sekerli
veya tuzlu ortamlarda c¢ok iyi gelisirler. Mayalar, oksijeni solunum olayinda son
elektron alicis1 olarak ve doymamis yag asitleri ile sterollerin sentezinde gelisme
faktorii olarak kullamilirlar. Sadece bir ka¢ maya tiirii mutlak oksijen eksikligini

tolere edebilir (Querol and Fleet 2006).

Mayalar, genel olarak sekerleri ¢ok kuvvetli bir sekilde fermente ederler. Mayalar,
alkol fermantasyonu ile 1 molekiil glukozdan 2 molekiil etil alkol ve 2 molekiil
karbondioksit olustururlar. Alkol fermantasyonu, ili¢ kimyasal reaksiyon sonucu
olusur. Bu reaksiyonlar glukolisiz, piirivik asidin dekarboksilasyonu ve asetaldehitin

indirgenmesidir. {lk asamada glukolisiz ile heksozlar (6 karbonlu sekerler) piirivik
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aside doniisiir. Tkinci asamada piirivik asit bir molekiil CO2 kaybederek asetaldehide
doniisiir. Son asamada asetaldehit molekiiliine 1 hidrojen atomu baglanir ve
indirgenen asetaldehitten etil alkol olusur (Soyuduru 2007). Saccharomyces cinsinde
bulunan Saccharomyces cerevisiae mayast glukozu, siikrozu ve rafinozu fermente
edebilir. Galaktozu, maltozu, melibiyozu az oranda fermente edebilen bu maya tiiri,

laktozu ve trehalozu ise fermente edemez (Kurtzman 1998 ).

Candida cinsinde yer alan mayalarin sekerleri fermente edebilme yetenekleri farklilik
gostermektedir. Candida kefyr (Kluyveromyces marxianus) laktozu degisen
oranlarda, glukozu, siikrozu, rafinozu iyi, galaktoz ve inulini yavas bir sekilde
fermente edebilir. Maltozu ve trehalozu ise fermente edemez. Candida famata
(Debaryomyces hansenii) laktoz yoniinden nonfermantatif bir tiirdiir. Glukozu,
galaktozu, siikrozu, maltozu, rafinozu, trehalozu ise ¢ok az fermente edebilir.
Candida sphaerica (Kluyveromyces lactis) laktozu, glukozu, galaktozu fermente
edebilir fakat siikrozu, rafinozu, maltozu ve trehalozu fermente edebilmesi
degiskenlik gosterir. Candida lipolytica (Yarrowia lipolytica)’ nin ise fermantasyon
yetenegi yoktur. Candida krusei (Issatchenkia orientalis) laktozu, rafinozu, trehalozu,
maltozu, siikrozu ve galaktozu fermente edemez fakat glukozu fermente edebilir.
Candida sake laktozu, rafinozu, fermente edemez, ancak glukozu, galaktozu fermente
edebilir. Stikrozu, maltozu ve trehalozu ise degisik oranlarda fermente edebilir.

Candida inconspicua mayasinin ise fermantasyon yetenegi yoktur(Kurtzman 1998 ).

Maya gelisiminin laktik asit bakterilerinin organik asitleri liretmelerine bagl olarak
olusan diisik pH seviyesinde arttig1 bildirilmektedir. Mayalar ve laktik asit
bakterileri arasindaki bu iliskinin fermente gidalarin bozulmadan uzun siire
saklanmasinda 6nemli oldugu belirtilmektedir (Querol and Fleet. 2006). Mayalarin
fermente siit iirlinlerinde herhangi bir etki olusturabilmeleri i¢in ¢ok yiiksek sayilara
ulagsmas1 ve bu ¢esit gidalarda baskin olan laktik asit bakterileri ile bir etkilesime
girmeleri gerektigi bildirilmektedir. Mayalar ve laktik asit bakterileri arasinda hem
pozitif hem de negatif etkilesimlerin olustugu belirtilmektedir. Mayalarin
karbondioksit, propiyonat ve siiksinat iiretimi ile laktobasillerin gelisimini
desteklemesi, pozitif etkilesimler igerisinde degerlendirilmektedir. Bundan baska

mayalarin, amino asitleri liretmesinin ve vitaminleri sentezlemesinin de laktik asit
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bakterilerinin gelisimini stimiile edebilecegi belirtilmektedir (Alvarez-Martin and ark
2007).

Saccharomyces cerevisiae ve Lactobacillus casei arasindaki birlikteligin arastirildigi
bir calismada, ortamda yeteri kadar riboflavin yoksa bakterilerin riboflavin
gereksinimi agisindan tamamen mayalara bagimli oldugu tespit edilmistir. Yapilan
diger bir arastirmada, mayalarin laktobasillerin gelisimlerini siirdiirebilmeleri igin
esansiyel olan vitamin, amino asit ve plirin sentezledikleri belirlenmistir (Megee vd

1972, Challinor vd 1954).

Mayalar ve laktik asit bakterileri arasinda ger¢eklesen negatif etkilesimlerin, her iki
mikroorganizmanin karsilikli olarak birbirlerinin gelisimlerini engelleme seklinde
oldugu bildirilmektedir. Bu etkilesimin, laktik asit bakterilerinin fenil-laktik asit, 4-
hidroksi-fenil-laktik asit ve bazi peptitleri lireterek mayalarin gelisimini, mayalarin
ise lipoliz ile serbest yag asitlerini liretmelerine bagl olarak laktobasillerin gelisimini
engelleme seklinde gerceklesebilecegi belirtilmektedir (Alvarez-Martin vd 2007).
Bazi maya tiirlerinin bir takim bakterilerin hiicre zar1 fonksiyonlarini engelleyen ve
oldiriicii  Ozellik gosteren birtakim hiicre disi proteinleri ve glikoproteinleri
salgiladig1 bildirilmektedir. Bazi tiirlerin ise bir kisim bakterilerin gelisimini
engelleyen enzim aktivitesine sahip olduklar1 belirlenmistirl3. Saccharomyces
cerevisiae, Escherichia coli ve Proteus vulgaris bakterilerine kars1 etkili, bir takim
inhibitoér maddeleri iirettigi bildirilmektedir. Yapilan bir arastirmada, bu mayadan
izole edilen iki polipeptidin Staphylococcus aureus iizerinde antibakteriyel etki
gosterdigi belirtilmektedir. Bu mayanin sicakliga dayanikli enzimlerinin ise
Enterobacter aerogenes bakterisine karsi bakterisit etki gosterdigi belirlenmistir

(Querol and Fleet 20006).

Debaryomyces hansenii (Candida famata)’nin bakterilere karst antagonistik
aktivitesinin aragtirildigr bir ¢aligmada, mayalarmm Clostridium tyrobutyricum ve
Clostridium butyricum’un gelisimini engelleyen hiicre dis1 veya hiicre ici

antimikrobiyal bilesikler drettigi tespit edilmistir (Liu and Tsao2008)
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1.3.2.Yogurtta Mayalar

Yogurdun pH seviyesinin diisiik olmasinin yaninda laktik asit bakterileri tarafindan
iretilen organik asitler ile laktozun yikimlanmasi sonucu olusan galaktozu
metabolize edebilmelerinin yogurdu maya gelisimi icin selektif bir ortam haline
getirdigi belirtilmektedir. Bundan baska yogurtta mayalarin gelismesi, mayalarin siit
yagini ve proteinlerini hidrolize eden lipolitik ve proteolitik enzimleri tiretebilmeleri,
laktozu, siikrozu, glukozu fermente edebilmeleri ve buzdolab1 sicakliginda
gelisebilmeleri ile iliskilendirilmektedir (Lourens-Hatting and Viljoen 2002) Yogurt
bakterilerinin gelisimimden sonra mayalarin ikinci bir flora olarak yogurtta
gelisebilecegi bildirilmektedir. Yogurt yapimi esnasinda, siitte bulunan laktozun
yaklasik olarak %35’inin yogurt bakterileri tarafindan hidrolize edilmesiyle olusan
glukoz ve galaktoz sekerlerinden sadece glukozun laktik aside doniismesinin siitteki
mevcut galaktoz seviyesini %1 gibi ¢ok yiiksek seviyeye cikardigi ve bdylece
galaktoz pozitif veya laktoz yonlinden nonfermantatif mayalarin gelismesine imkan

saglandig1 belirtilmektedir (Lourens-Hatting and Viljoen 2002).

Mayalarin organik asitleri, ugucu asitleri, antibiyotik 6zelligi tasiyan maddeleri ve
diger bircok ara iriinii olusturmaya yonelik olumlu faaliyetlerine ragmen, pH
seviyesinin diisiik oldugu ortamlarda gelisebilmeleri, lipolitik ve proteolitik enzimleri
iretebilmeleri  nedeniyle yogurtta istenmeyen mikroorganizmalar olarak
degerlendirilmektedir. Mayalarin fermantasyonla asir1 miktarda gaz tiretmelerinin
yogurt kaplarinin sismesine, lezzet kayiplarina ve tekstiir kalitesinde azalmaya neden

oldugu da belirtilmektedir ( Mayoral vd 2005 ).

Yogurttan degisik cinslere ait mayalarin izole edilmesi; meyve, findik, bal gibi katki
maddelerinin yogurda ilave edilmesine, yogurt yapiminda temiz ve hijyenik olmayan
alet ve ekipmanlarin kullanilmasina baglanmaktadir ( Suriyarachchi vd 1981).
Yogurda meyve ilavesine bagl olarak siikroz oranindaki artisin Saccharomyces
cerevisiae’yl dominant tiir haline getirdigi ve bioyogurtlarda probiyotik olarak
kullanilan Saccharomyces boulardii’nin meyveli yogurtlarda iyi bir gelisim

gosterdigi belirtilmektedir( Lourens-Hatting and Viljoen 2002).
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Meyveli yogurtlara Candida famata (Debaryomyces hansenii), Kluyveromyces
marxianus (Candida kefyr), S.cerevisiae, Candida stellata ve C. diffluens mayalarinin
inokiile edildigi bir ¢calismada, bu maya tiirlerinin meyveli yogurtlarda iyi bir gelisim

gosterdikleri bildirilmektedir ( Fleet and Mian 1987)

Meyveli yogurtlardan yaygin olarak Kluyveromyces ve Saccharomyces cinsine ait
mayalarin izole edilebilecegi belirtilmektedir. Farkli meyve cesitleri kullanilarak
yapilan yogurtlardan Debaryomyces hansenii (Candida famata), Candida versatilis,
Candida intermedia, Pichia anomala mayalar1 izole edilebilecegi belirtilmektedir.
Viljoen et al tarafindan yogurtta maya gelisimine sicakligin etkisi ile ilgili yiiriitiilen
bir calismada, 16 adet meyveli ve 16 adet sade yogurt 6rneginden en sik izole edilen
maya tirlerinin sirasiyla Saccharomyces cerevisiae, Debaryomyces hansenii
(Candida famata), Saccharomyces exiguus, Kluyveromyces marxianus (Candida
kefyr), Yarrowia lipolytica (Candida lipolytica) ve Rhodotorula glunitis oldugu
bildirilmektedir (Sahan vd 1999)

Seker, meyve ve stabilizator gibi katki maddelerini igermeyen yogurtlardan ana maya
tiirleri olarak, laktozu fermente edebilen Torulopsis, Candida ve Kluyveromyces

cinsi mayalar izole edilebilecegi bildirilmektedir ( Fleet and Mian 1987).

Laurens-Hattingh ve Viljoen tarafindan mandira triinleriyle ilgili mayalarin yogurt
ve yogurt tiirevlerinde hayatiyetini siirdiirmesinin incelendigi bir calismada,
Issatchenkia orientalis (Candida krusei) mayasinin meyveli yogurtlarda mevcut
glukozu kullanarak canliligini siirdiirdiigii ve az da olsa etanol miktarinda artisa
sebep oldugunun gosterilmesi, bu maya tiirlinlin meyveli yogurtlardan izole
edilebilecegini gostermektedir (Laurens-Hattingh and Viljoen 2002). Geleneksel
olarak {iretilen yogurtlarda Candida krusei, Candida mycoderma, Candida
pseudotropicalis ve Sacchoromyces cinsi mayalarin bulunabilecegi bildirilmektedir

(Alvarez-Martin vd 2007).

Laktozu fermente edebilen mayalarin koliform bakteriler ile yogurt bakterilerine
etkilerinin arastirildigi ¢alismalarda, sade yogurtlardan Torulopsis cinsinin laktozu
fermente eden tiirleri ile Candida pseudotropicalis (Candida kefyr) ve

Kluyveromyces bulgaricus (Kluyveromyces marxianus) mayalarinin izole
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edilebilecegi belirtilmektedir (Van Uden N, Carmo Sousa LD). Ingiltere’de yapilan
bir ¢alismada, perakende satilan yogurtlardan Torulopsis candida (Candida famata),
Torulopsis versatilis, Candida pelliculosa, Candida intermedia ve Hansenula anomala

mayalarinin izole edildigi bildirilmektedir (Tilbury vd 1974).

Brezilya’da yerel olarak satis1 yapilan sade ve meyveli yogurtlarda mayalarin
izolasyonu ve identifikasyonu ilgili yiiriitiilen bir arastirmada, 72 yogurt 6rnegine ait
577 adet maya izolati tiir dagilimlar1 Debaryomyces hansenii (Candida famata) 191
izolat, Saccharomyces cerevisiae 114 izolat, Hansenula spp. 91 izolat, Mrakia frigida
68 izolat, Candida parapsilosis 44 izolat, Debaryomyces castellii 33 izolat, Candida
maltosa 31 izolat, Schizosaccharomyces pombe 3 izolat, Candida mogii 1 izolat ve

Kluyveromyces marxianus 1 izolat seklinde belirlenmistir ( Moreira vd 2001).

Ayni ¢alismada sade yogurt orneklerinden elde edilen 178 izolatin tiir diizeyinde
dagilimmin Debaryomyces hansenii (Candida famata) 48 izolat, Saccharomyces
cerevisiae 17 izolat, Hansenula cinsine ait mayalar 36 izolat, Mrakia frigida 40 izolat,
Candida parapsilosis 7 izolat, Debaryomyces castellii 8 izolat, Candida maltosa 17
1zolat, Schizosaccharomyces pombe 3 izolat, Candida mogii 1 izolat, Kluyveromyces
marxianus (Candida kefyr) 1 izolat seklinde oldugu belirtilmektedir. Meyveli yogurt
orneklerinden elde edilen 409 izolatin tir diizeyinde dagilimlarinin ise
Debaryomyces hansenii (Candida famata) 143 izolat, Saccharomyces cerevisiae 97
izolat, Hansenula cinsine ait mayalar 55 izolat, Mrakia frigida 28 izolat, Candida
parapsilosis 37 izolat, Debaryomyces castellii 25 izolat ve Candida maltosa 24 izolat

seklinde oldugu bildirilmektedir ( Moreira vd 2001).

Avusturya marketlerinde satiga sunulan 99 adet siit {riinii ile yiiriitilen bir
aragtirmada, 4 yogurt drneginden elde edilen 26 izolatin cins diizeyinde dagilimi
Candida spp. 4 izolat, Clavispora spp. 4 izolat, Debaryomyces spp. 6 izolat,
Geotrichum spp. 4 izolat, Pichia spp. 1 izolat, Yarrowia spp. 1 izolat, Rhodotorula
spp. 3 izolat seklinde, izolatlarin tiir diizeyinde dagilimi ise Candida pseudoglaebosa
3 1izolat, Candida sojae 1 izolat, Clavispora lusitaniae 4 izolat, Debaryomyces
hansenii (Candida famata) 6 izolat, Geotrichum candidum 4 izolat, Pichia
guilliermondii 1 izolat, Yarrowia lipolytica (Candida lipolytica) 1 izolat, Rhodotorula

mucilaginosa 3 izolat seklinde olmustur (Lopandica K,Zelgerb S. vd 2006).

19



Avustralya marketlerinde tiiketime sunulan 128 yogurt 6rnegi ile yiiriitiilen bir diger
arastirmada, 9 adet sade ve 119 adet meyveli yogurt 6rneginden elde edilen 73 izolat
sekiz maya cinsinde toplanmis, bu izolatlarin cins dagilimlar1 ise Torulopsis spp. (25
izolat), Kluyveromyces spp. (13 izolat), Saccharomyces spp. (13 izolat), Candida
spp. (7 izolat), Rhodotorula spp. (6 izolat), Pichia spp. (5 izolat), Debaryomyces spp.
(2 izolat), Sporobolomyces spp. (2 izolat) seklinde olmustur. Bu arastirmada en sik
izole edilen maya tiiri olarak Torulopsis candida yeni ismi ile Candida famata (21
ornek) belirlenmis, bu maya tiiriinii 11 6rnekten izole dilen Kluyveromyces fragilis
(Candida kefir), 9 ornekten izole dilen Saccharomyces cerevisae, 2 drnekten izole
edilen Kluyveromyces lactis (Candida sphaerica), 2 Ornekten izole dilen
Debaryomyces hansenii (Candida famata) takip etmistir (Suriyarachchi VR, Fleet
GH. 1987).
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1.4 Mayalarin Molekiiler Yontemlerle Taninmasi

Fenotipik tekniklerin yararli oldugu kanitlanmis olmasina ragmen, benzer fenotiplere
sahip suslarin her zaman birbiriyle yakindan alakali genotiplere sahip olmadigi
bilinmektedir. Ayrica fenotipik metotlarin tekrarlanabilirligi ve ayirt ediciligi
zayiftir. Dogal habitatlardan izole edilen yabani suslar fenotipik degiskenlik gosterir
ve “atipik” olarak siniflandirilir (Miller vd. 1996). Fenotipik tanimlama yalniz basina
laktobasillerin tanimlanmasi i¢in yeterli bir yontem degildir. Dolayisiyla 16S rRNA
gen dizisindeki farkliliklar kullanilarak PCR ile daha giivenilir tanimlama

yapilabilmektedir (Couret vd. 2003, Tabasco vd. 2007, Tokatl1 2013).

Genotipik teknikler; tiir seviyesinden, ayr1 ayr1 sus seviyesine kadar, farkli ayirt etme
diizeyine sahiptir. Bunlarin bircogu, kontrollii reaksiyon kosullar altinda, tasarlanmis
primerlerin kullanimi ile hedeflenen DNA kisimlarinin biiyiitiilmesine olanak taniyan

polimeraz zincir reaksiyona dayanmaktadir.

Molekiiler tanimlama teknikleri; plazmid profil analizleri, kromozomal DNA’nin
restriksiyon endoniikleaz analizi, RFLP PCR, RAPD-PCR, PFGE olarak
siralanabilir.  Bu  tekniklerin  spesifik ayirim giicli, tekrarlanabilirlik ve
tiplendirebilirliklerine gére avantajlari ve dezavantajlart vardir (Unal ve

Istanbulluoglu 2009).

En giiclii ve en yaygin filogenetik isaretleyici 16S ribozomal RNA ve onun genetik
kodudur. Ribozomlarin erken dénem prokaryotik hiicrelerde bulunuyor olmasinin
verdigi avantaj ile ribozom bilesenleri fonksiyonlarini degistirmemis ve ¢oklu rRNA
gen kodlamasinin varligi, yatay gen transferinin olusma olasiliginin ortadan
kaldirmistir. Bu nedenle tRNA gen serileri igerisinde korunma derecesi yiiksektir.
Gen bankalarinda 12000°den fazla 16S rDNA serisi bulundugunu belirtmistir (Erkus
2007).

16S rRNA gen bolgesi dizi analizi, molekiiler yontemler icinde siklikla kullanilmakta
olup ilk defa Woese adli arastirmacinin 1987 yilinda, prokaryotik tiirler arasinda
korunan 16S bolgesinin fonksiyonunu ortaya koymasi sonucu agikliga kavusmustur

(Woese 1987, O’Sullivan 1999, Cakir 2003).
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16S, 23S ve 5S rRNA genleri bakteriyel kromozom iizerinde bir operonla birlikte
diizenlenmistir ve 16S ile 23S rRNA arasindaki ayiric1 bolgenin baz dizi sirasi tiire
0zgii olup ¢ok degisken bir yapiya sahiptir. 16S rRNA bolgesinin spesifik primerler
kullanilarak PCR’da ¢ogaltilmasi ve baz dizisinin belirlenmesi ile (500-750 bg)
ayirict bolgenin dizi sirasi tespit edilmekte, dolayist ile tiirlerin %97 oraninda
tanimlanmasi saglanmaktadir (Stackebrandt ve Goebel 1994). 16S rRNA gen bolgesi
dizi analizi yontemi ile bakterilerin tanimlanmasi; DNA izolasyonu, 16S ileri ve geri
primerleri kullanilarak izole edilen DNA’nin PCR’da c¢ogaltilmasi,¢ogaltilan
DNA’nin baz dizi sirasinin belirlenmesi ve bu siranin, veri tabaninda bulunan
mikroorganizmalara ait baz dizi siwralarn ile karsilastirilarak isimlendirilmesi

asamalarindan olusmaktadir (Sanger vd. 1977, Brosius vd. 1978, Kullen vd. 2000,).
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BOLUM 2

LITERATUR OZETLERI

Kavas ve ark. tarafindan siizme ve sade yogurt {lizerine yapilan bir arastirmada, elde
edilen 68 izolatin cinslere gore dagilimi Saccharomyces 23 izolat, Tricosporon 13
izolat, Kluyveromyces 8 izolat, Candida 7 izolat, Debaryomyces 7 izolat, Geotricum
7 izolat, Pichia 3 izolat seklinde bildirmistir izolatlarin tiir diizeyinde dagilimlari ise
Saccharomyces cerevisiae biovar I 17 izolat, Saccharomyces cerevisiae biovar II 5
izolat, Saccharomyces cerevisiae biovar III 1 izolat, Pichia farinosa 3 izolat,
P.anemola 1 izolat, Candida blankii 1 izolat, Candida lipolytica 3 izolat, Candida
tropicalis (Candida sake) 2 izolat, Kluyveromyces marxianus var. lactis (Candida
sphaerica) 5 izolat, Kluyveromyces marxianus var. marxianus (Candida kefir) 3
izolat, Geotricum candidum 7 izolat, Tricosporon cutaneum 9 izolat, Tricosporon
brassicae 4 izolat, Debaryomyces hansenii (Candida famata) 7 izolat seklinde

belirlenmigstir ( Kavas G. vd 2010).

Savova ve Nikelova Bulgaristan’in farkli bdlgelerine ait siit iirlinlerinde yapmis
olduklar1 bir ¢caligmada, inek siitiinden yapilan yogurt 6rneklerinde Kluyveromyces
marxianus (Candida kefyr) dominant maya tiirli olarak belirlenmis, ke¢i siitiinden
uretilen yogurtlarda ise Trichosporon beigelii, Kluyveromyces marxianus var.
marxianus (Candida kefyr) ve Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus (Candida
kefyr) %30 oraninda, Debaryomyces hansenii var. hansenii (Candida famata),
Candida krusei ve Candida rugosa ise esit oranlarda izole edilmistir (Savova I. and

Nikolova M. 2002).

Skriver ve ark., (2003) fermente siitlerde starter kiiltiirlerin gelismesinin en az iki
Streptococcus thermophilus ve bir Lactobacillus bulgaricus susunun birlesimlerine
bagli oldugunu tanimlamislardir. Starter kiiltiirlerin birlesimlerinin hizli asitlesme
orani, uygun yapi ve aroma gibi her bir susun 6nemli 6zelliklerinin birlestirilecegi

belirtilmistir.
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Issazadeh ve ark., (2013) laktik asit bakterilerinin genis ¢apta dogada yaygin
oldugunu ve ¢ig siit, yogurt vb. mikroflorasinda dogal olarak meydana geldigini,
cogu gida fermantasyon islemlerinde 6nemli role sahip olan laktik asit bakterilerinin
gram pozitif oldugunu belirtmistirler. 2011 ve 2012 siiresince toplam 50 yogurt
ornegini Kuzey Iran’in farkli kisimlarindan topladiklarini, bu érnekleri laboratuvarda
incelenen steril tiiplerde 4°C de muhafaza ettiklerini, her bir ornekten 107!
diliisyondan sonra, 10 kat seri seyreltme yapilmasinin ardindan alt kiiltiirlendikten
sonra kullanilarak gram pozitif ve katalaz negatif reaksiyonlar1 ile LAB suslari
izolasyonu i¢in kullanilan M17 ve MRS agar igerisinde ¢ogalttiklar1 ve sonug olarak

Ozellik tanimlama i¢in kullandiklarini bildirilmistirler.

Cin’ in kuzeybati bolgesindeki 6zel ekolojik konumlarinda bulunan geleneksel
mandira iirlinlerinin 7 drneginden toplam 32 dogal laktik asit bakteri izolat1 elde
edilen bir bagka arastirmada; 32 izolat arasindan 9 LAB susu fermente siit tiriinleri
potansiyeli i¢in se¢ilmis ve 16S rDNA niikleotid dizi analiziyle tanimlanmis oldugu,
ve bu 9 izolatin birbirleriyle birlestigi ve 8 kombinasyonun yogurt iiretiminde
fermantasyon karakteristiklerine gore secildigi, bu 8 kombinasyonun asitlesmeye
etkisini, post asidifikayonu, yogurdun yapist ve duyusal kalitesinin analiz edildigi
bildirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, Streptococcus thermophilus SPI.1 ile
kombinlenen Lactobacillus bulgaricus 3 4.5“un en 1yi kombinasyon oldugu ve yogurt
fermantasyon zamani ve duyusal kalite agisindan ticari starter kiiltiirlerden daha iyi
oldugu belirlenmistir. Bu kombinasyonun yogurt kalitesini gelistirmek igin ticari

starter olarak Onerilebilecegi bildirilmistir (Han ve ark., 2014).

Mete (2011) laboratuvar kosullarinda geleneksel yontemle iiretilmis salgam
suyundan fermantasyon siiresince LAB izolasyonu gerceklestirmis ve izole edilen 85
adet bakteriden biyokimyasal testler kullanarak 56 adedinin cins bazinda LAB
oldugunu saptamistir. Gezging ve Akyol (2010) geleneksel yogurtlardan izole edilen
Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus’larin  tanimlanmasi
amaciyla, kimyasal tanimlama ile molekiiler tanimlamalardan 16S rRNA’y1 kodlayan
DNA bolgeleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) metodunun birbirini

tamamlayan ¢alismalar oldugu sonucuna varmislardir.

24



Ozer, (2006) vyaptigi c¢alismada; Yogurt iiretiminde starter kiiltiir olarak
Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus kullanilmaktadir. Bu iki
bakteri arasinda simbiyotik bir iligki vardir. Lactobacillus bulgaricus tarafindan agiga
cikarilan serbest aminoasitleri igeren oligopeptitler Streptococcus thermophilus
gelisimini tegvik etmektedir. Streptococcus thermophilus tarafindan tiretilen peptitler,
piirin ve piirimidinler oksalik asit, fumarik asit, formik asit, piriivik asit ve CO2 gibi

metabolitler ise Lactobacillus bulgaricus“un gelisimine yardimei1 olmaktadir.

Beyatli (1982) tarafindan yapilan bir calismada, Ankara piyasasindan toplanan
yogurt oOrneklerinden izole edilen yogurt bakterilerinin tanimlanmalar1 fenotipik
yontemlerle yapilmis ve elde edilen suslarin proteolitik aktivite ve laktik asit tiretimi
gibi 6zellikleri incelenmistir. Bundan sonra starter sus kombinasyonlar1 olusturularak
yogurt iiretimine uygunluklart duyusal, mikrobiyolojik ve aroma maddelerinin

olugmasi agisindan incelenerek ortaya konulmaya calisilmistir.

Tavsanlt (2015) tarafindan yapilan calismada geleneksel yontemlerle iiretilen
yogurtlardan, ayni zamanda bitki, yagmur suyu ve ¢iy damlalarindan yogurt
tiretilerek, tUretilen yogurtlarda dogal ortamda bulunan laktik asit bakterilerinin
izolasyonu, tanimlanmasi ve suslarin teknolojik karakterizasyonlarini belirlemek
amaciyla yapilmis. MALDI-TOF ile tanimlanmasi neticesinde, geleneksel
yontemlerle tiretilen yogurtlardan 27 adet, bitki kullanarak pihtilastirilan siitlerden 3
adet, yagmur suyu ile pihtilastirilan siitlerden 8 adet ve ¢iy damlalar ile
pihtilastirilan siitlerden 7 adet olmak {izere toplam 45 adet Lactobacillus delbrueckii
susu izole edilmistir. Ayn1 sekilde, geleneksel yontemlerle iiretilen yogurtlardan 42
adet, bitki kullanarak pihtilastirilan siitlerden 4 adet, yagmur suyu ile pihtilastirilan
siitlerden 8 adet ve ¢iy damlalar1 ile pihtilastirilan siitlerden 12 adet olmak {izere

toplam 66 adet Streptecoccus thermophilus susu elde edilmistir.

Demirci (2017) tarafindan yapilan calismada, Agr ilinde bazi ydresel yogurt
orneklerindeki cesitli bakterinin izolasyonu, kiiltiire alimmasi ve tanimlanmasi
yapilmistir. Agr ilini temsil edecek sekilde 28 izolat elde edilmistir. izolatlarm ilk
olarak morfolojik testleri, fizyolojik testleri, biyokimyasal testleri ve antibiyotige
direng testleri yapilmigtir. Molekiiler testler kapsaminda 28 izolatin DNA izolasyonu

ve 16S rDNA gen bolgesi PCR ile ¢ogaltilmistir. 24 izolatin sekans verileri alinmis
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ve sekans verisi alinamayan 4 izolat ise VITEK yontemiyle karakterize edilmistir.
LAB’lerin NCBI’daki niikleotit blastlama verilerine izolatlarin 4 tanesi
Sphingonomas sp. ve Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus casei ve
Lactobacillus paracasei tilirelerinin her birinden birer izolat %99 benzerlik
gostermistir. Bu ¢aligma sonucuna gore yoresel yogurtta LAB’lerinin yaninda
patojenlerin de bulunmasi; siitiin yeterince 1s1l islem gérmedigini, ana kaynag1 yogurt
olmayan patojenlerin bulagsmis olabilecegini, sagim yapilan hayvanlarin hastalikli
(mastitis) olabilecegini, sagim yapan insanda hastalik olabilecegini ve kullanilan alet

—ekibmanin yeterince temiz olmadig1 diistiniilmektedir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOD

3.1 Yogurt Orneklerinin Toplanmasi

Calismada kullanilacak olan yogurt oOrnekleri Sehitkamil il¢esinde bulunan 12
koyden 36 ornek steril falkonlara (50ml) toplandi. Bu ornekler Gaziantep
Universitesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvari’na getirilmis + 4 c° “ de

muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.1 Yogurt drneklerinin toplandigi kdylerin haritasi

3.2 Mikrobiyolojik Analizler:

Aseptik kosullar altinda 10 g tartilan 6rnekler 90 mL steril %0,1 YSB diliisyon
stvisina katilarak homojenize edilmistir. Homojenizasyon ve sonraki seyreltmeler 1:9
oraninda yapilmistir. Wahr ve Frank (2004)’e gore MRS Agar, M17 Agar ve Lee’s
Agar (Lee vd.1974)’a ekim yapilmis ve inkiibasyon sonrasi, gram boyama ve katalaz
testleri yapilmistir.

3.2.1 MRS Agar

Lactobacillus izolasyonu i¢in pH’ s1 5,4° e ayarlanmis MRS Agar kullanilmistir.
MRS Agar, pH’ s15,4” e diisiiriilmiis MRS Agar ile hazirlanmistir. MRS Agar ticari

besiyerinin  bilesimi 1 L  besiyeri i¢in Tablo 1° de verilmistir.
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Tablo 3.1 MRS Agar Bilesimi

Bilesen Bilesim miktar (& L)
Proteaz pepton No: 3 10,0
Sigir et ekstraku 10,0
Mava ekstrakn 5.0
Dekstroz 20.0
Polysorbat 1.0
Amonyum sitrat 2.0
Sodvum asetal ';U
_-?-"lil‘:‘_l'll_‘f_‘."l.ll]'l siiltar (.1
Manganes siilfut 0.05
Dipotasyum fosfat 2.0
Agar 15,0

MRS Agar’ dan 70 g tartilmig, tartilan miktar 1000 ml distile suda
¢Oziindiiriilmistiir. Cozelti, stirekli karistirilarak kaynama noktasina kadar isitilmis
ve besiyerinin tamamen berrak sekilde c¢oOziinmesi saglanmistir. Coziinmiis
besiyerinin pH’ s1 sitrik asit ilavesi ile 5,4° e ayarlanmistir. Bu islem sirasinda
karigtiricilt 1sitict yardimiyla ¢oziinmils besiyeri siirekli karistirilarak besiyerinin
sicakligi ve svi fazi korunmustur. pH kontrolii 25 °C sicaklikta yapilmigtir. pH
ayarlandiktan sonra besiyeri siselere dagitilarak 121 °C’ de 15 dakika siire ile
otoklavda steril edilmistir. Otoklavlama islemi sonunda pH’ nin, 25 °C’ de, 5,4 + 0,1
oldugu kontrol edilmistir. Besiyeri hazirlandiktan sonra hemen kullanildigr i¢in 45

°C’ ye sogutularak kullanima hazir hale getirilmistir (Anonymous, 2002 a).

3.2.2. % 10’ luk Laktoz cozeltisi hazirlanmasi

Streptococcus izolasyonunda kullanilan M17 Agar’ in hazirlanmasinda % 10° luk
laktoz cozeltisi kullanilmistir. Laktoz ¢ozeltisi hazirlanirken; laktoz (Oxoid L70)’
dan 10 g tartilmis ve 100 ml suda ¢6ziindiiriilmiistiir (Anonymous,2002b).
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3.2.3 M17 Agar
Streptococcus izolasyonunda M17 Agar kullanilmistir. M17 Agar ticari besiyerinin

bilesimi 1 L besiyeri i¢in Tablo 2’ de verilmistir.

Tablo 3.2 M17 Agar Bilesimi

' H..t-il-.‘!}{“ll -H'i]'-:g-uim miktar: (g/ L)
[ Tripton 5.0
Sovya pepion 5.0
Et ekstrakn 5.0
Maya ekstrakn 2.5
Askorbik asit 0.5
Magnezyum siilfat 0.25
Di- sodyum-p- gliserofosfat 19,0
Agar 11.0

MI17 Agar’ dan 48,25 g tartilmig, tartilan miktar 950 ml distile suda
¢Oziindiiriilmustiir. Cozelti, stirekli karistirilarak kaynama noktasina kadar isitilmis
ve besiyerinin tamamen berrak sekilde ¢oziinmesi saglanmistir. Coziinmiis besiyeri
50 °C civarina sogutulmustur. Sogutulan besiyerine, % 10’ luk laktoz ¢ozeltisinden
50 ml ilave edilerek dikkatlice karistirllmistir. Daha sonra besiyeri siselere
dagitilarak 121 °C’ de 15 dakika siire ile otoklavda steril edilmistir. Otoklavlama
islemi sonunda pH’ nin, 25 °C’ de, 6,9 = 0,2 oldugu kontrol edilmistir. Besiyeri
hazirlandiktan sonra hemen kullanildig: i¢in 45 °C’ ye sogutularak kullanima hazir
hale getirilmistir (Anonymous, 2002 b).

3.2.4 % 2’ lik Hidrojen Peroksit (H202) Cozeltisi

2 ml analitik saf (%35’ lik) Hidrojen peroksit (H202) 100 ml’ lik balon jojeye
aktarilmistir. Balon joje igerigi distile su ile ¢izgisine tamamlanmigtir. Balon joje,
meydana gelen 1sinma sebebiyle oda sicakligina kadar sogutulmus ve yine distile su

ile c¢izgisine tamamlanmistir. Cozelti 24 saat bekletildikten sonra kullanilmistir.
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3.2.5 Gram Boyama Cozeltileri

Gram boyamada kullanilan reaktif c¢ozeltiler set halinde BioMérieux’ den temin
edilmistir.

3.2.6 Maya ve LAB izolasyonu

Maya ve Laktik asit bakterilerinin izole edilmesi i¢in yogurt Ornekleri steril
diliisyonlar kullanilarak 10 diliisyon oranina kadar seyreltilmislerdir. 10~ ve 10
diliisyon oranindaki tliplerden ekim yapilmistir. Ekimlerde ph 5,4’ e ayarlanmis
MRS Agar (Difco 288210), Besiyerinin litresine 50 ml %10’ luk (m/ v) laktoz
cozeltisi ilave edilen M17 Agar besiyerleri kullanilmistir (Anonymous, 2002 a, 2002
b).

Yogurt orneklerinin besiyerine inokiilasyonun yapildigi andan itibaren, Lactobacillus
izolasyonu icin MRS agar besiyerinde gelistirilerek incelemeye alinan bakteriler
Streptococcus izolasyonu i¢in M17 agar besiyerinde gelistirilerek incelemeye
alinmustir. Uriinlerin {iretilmesi icin gereken kiiltiirlerin hazirlanmas1 asamasinda da
kiiltiirlerin hangi bakterilerden olustugu belirtilirken izolatlar icin yine aym

tanimlamalar kullanilmstir.

Petri kutulari, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus izolasyonu i¢in anaerobik
ortamda 37 °C’ de 5 giin, Streptococcus thermophilus izolasyonu igin aerobik
ortamda 37 °C’ de 3 giin inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonunda elde
edilen kolonilerden saf bakteri stogu hazirlayabilmek i¢in birer tane alinip
Streptococcus thermophilus i¢in MI17 broth (Merck 15029), Lactobacillus
delbrueckii ssp. Bulgaricus i¢in MRS broth (Merck 10661) besiyerine aktarilmistir.
Tiiplere aktarma isleminden dnce, koloniler lizerinde gram boyama ve katalaz testleri
(Ellner, 2001) wuygulanmig, Gram pozitif ve katalaz negatif koloniler

degerlendirmeye alinmistir.
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3.2.7 Gram Boyama

Temizlenip alev ile fikse edilen lam tizerine steril 6ze ucu ile distile su aktarilmistir.
Gram boyama yapilacak olan bakteri kolonisi steril 6ze ile lam {izerine alinarak
lamdaki su yardimi ile dagitilmis ve ince bir tabaka haline gelmesi saglanmistir.
Lam, {izerine siiriilen tabaka kuruyuncaya kadar kendi haline birakilmistir. Kuruma
gerceklestikten sonra lam, hizla iki li¢ kez alev {lizerinden gegirilmistir. Daha sonra
sirastyla asagidaki adimlar takip edilerek Gram Boyama (HUCKER’e gore
Kristalviolett- Safranin boyamasi) islemi gergeklestirilmistir (Ellner, 2001); Kurutma
ile kontrole hazirlanan preparata immersiyon yagi damlatilarak 100 liik objektif ile
kontrol yapilmistir. Mavi renkli hiicreler Gram (+), kirmizi- pembe renkli hiicreler

Gram (-) olarak tanimlanmustir (Ellner, 2001).

3.2.8 Katalaz Testi

Arastirmada besiyeri lizerinde gelismis bakteri kolonilerinden steril 6ze yardimi ile
bos ve steril petri plagi icine aktarilmistir. % 2’ lik H>O: ¢ozeltisinden bir iki damla
koloni tizerine damlatilarak gaz ¢ikisi olup olmadigi gozlemlenmistir. Gaz ¢ikisi olan
koloniler Katalaz (+) ve gaz cikisi olmayan koloniler Katalaz (-) olarak

tanimlanmaistir.

3.2.9 Gliserol
Ticari olarak satilan gliserol alinarak 121 °C’ de 15 dakika siire ile otoklavda steril

edildikten sonra aragtirmada kullanilmastir.

3.2.10 izolatlarin Saklanmasi

Izole edilen mayalar ve Gram (+) ve katalaz (-) oldugu teyit edilen ¢ubuk ve kok
bakterilere ait tek bir koloni Gram (+) ve katalaz (-) oldugu teyit edilen ¢ubuk ve kok
bakterilere ait tek bir koloni aktarilan sivi besiyeri 37 °C’ de inkiibasyona birakilmig
ve tortu ve/ veya bulaniklik olusumu takip edilmistir. Tortu ve/ veya bulaniklik
olusan tiiplerdeki tortu/bulanikliktan yaklasik 2 ml alinarak i¢inde 600 pL gliserol
bulunan steril tliplere aktarilarak stok izolatlar olusturulmustur. Stok izolatlar derin

dondurucuda (-20 °C) muhafaza edilmislerdir.
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3.3 Laktik Asit Bakterilerinin 16S rRNA Yontemi ile Molekiiler Tanimlanmasi

PCR teknolojisi ile 16S rRNA genlerinin direk sekansi bilinmeyen bir susun tek bir
basamak ile tanimlanmasinda oldukca etkili bir yontemdir. 16S ve 23S rRNA
bolgeleri yiiksek derecede korunmus dizileri iceren bolgelerdir. Bu bolgelere 6zgii
primerler kullanilarak PCR islemi gergeklestirilerek sekanslama islemi neticesinde

sonuca gidilebilir (Leblond-Bourget et al. 1996).

Calismada; Elde edilmis olan yogurtlardan izole edilmis 28 adet izolatin molekiiler
tanimlanmasi agamasi 16S rRNA gen bolgesi dizi analizi yontemi (Sanger vd. 1977)
ile Ankara Sentegen Firmasinda iki kez tekrarlanarak dogrulanmistir. Sekil 3.de
izolatlarin tanimlanmasinda izlenen asamalar goriilmektedir. Buna gore; molekiiler

tanimlama asamasinda ilk olarak bakteriyel DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

Izolatlarin MRS ve M17 besiyerinde gelistirilmes:

&

DNA izolasyonu

=

PCR'da ¢ogaltma

&

Baz Dizi sirasuun belirlenmesi

e

Ven tabamyla kargilastirma

¢

Suslarin 16S rRNA tammlanmasi, isimlendirme

Sekil 3.2 izolatlarin Molekiiler Tanimlanmasinda izlenen Asamalar
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DNA izolasyon agamas1t EK 1°de belirtildigi gibi yapilmistir. Molekiiler tanimlama
sirasinda, genomik DNA izolasyonu amaciyla Thermo Scientific GeneJET Genomic
DNA Purification Kit kullanilmistir. DNA izolasyonundan sonra DNA’lar, oncelikli
olarak %1’lik agaroz jelde kontrol edilmistir. Agaroz jel elektroforez asamasi EK
3’de belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir. Daha sonra saflik ve miktar degerlerinin
belirlenmesi i¢cin NanoDrop ND-1000 spektrofotometrede 6l¢iim yapilmistir.

Calismamizda PCR denemelerinde Sanger yontemi (1977) kullanilmistir. Saflik ve
miktar1 kontrol edilen bakteriyel DNA, PCR’da ¢ogaltilmis ve ardindan baz dizi
sirasi tespit edilmistir. Bilindigi gibi PCR 3 asamali bir yontem olup; DNA nin; ¢ift
sarmalli DNA’dan tek sarmalli DNA’ya dontistiiriilmek iizere denature edilmesi;
oligoniikleotit primerlerin, hedef DNA’daki tamamlayici bdlgelere baglanmasi; son
olarak DNA’nin, 20 DNA polimeraz aktivitesi siiresince niikleotit eklenmesi ile
primerlerden uzatilmast ve bunun sonucunda c¢ift sarmalli {irlinler olusmast

seklindedir. DNA ¢ogaltimi ve PCR optimizasyon ¢alismalari i¢in Biometra ve MJ

Research Thermocycler cihazlar1 kullanilmis ve PCR optimizasyon calismalari
yapilmistir. PCR’ da kullanilan reaktifler; 15-200 ng DNA (2 pl), 10 pmol ileri
(forward) primer (2 pl), 10 pmol fluoresan isaretlenmis ters (revers) primer (2 pl),
2,5 mM toplam dNTP (1pul), 0.5 unit Go Taqg DNA Polymerase (0,6 ul )(Promega),
25 mM MgCI2 (2,4 pl), 10 pl buffer 5x buffer olacak sekilde toplam 50ul PCR

karisimi seklinde hazirlanmistir.

DNA ¢ogaltimi i¢in kullanilan PCR programu;
1. 94°C’de 3 dakika (1dongii)

2.94°C’de 1 dakika (35 dongii)

3.53°C’de 1 dakika

4. 72°C’de 2 dakika

5. 72°C’de 10 dakika (1dongii)

(10°C’de sabit tutulmustur)
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PCR sonrasinda DNA’lar agaroz jelde yiiriitiilmistiir. Daha sonra goriinen bantlar
kesilip Promega kit yardimiyla saflagtirllmigtir. PCR sonrasi saflagtirma islemi Ek

4°de belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.

Saflagtirilan PCR iiriinleri Sul AB Gene Plate’e alinmistir. Seal ile iyice kapatildiktan
sonra PCR’da 94°C’de 4 dakika denatiire edilmistir. Bu siirenin sonunda hemen buz
tizerine alinip sogutularak, 1500 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Bu asamanin
ardindan saf DNA Ornekleri sekans PCR asamasina tabi tutulmus olup PCR
protokolii (dizi analizi) EK 5°da belirtildigi gibi gerceklestirilmistir.

Sekans PCR firiinlerinin temizlenmesi Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA
Purification kit kullanilmigtir. DNA dizi analizi saflastirmasi BigDye™Terminator
v3.1 Cycle Sequencing ile yapilmis ve DNA dizi analizi Beckman Coulter CEQ 8000

otomatik dizi analizi ile gergeklestirilmistir.

Dizi analizinden c¢ikan sonuglar NCBI gen bankasindaki referans genomlarla

eslestirilmistir.

3.4 MALDI-TOF Yontemi

MALDI-TOF kiitle spektrometresinde analiti iyonize etmek i¢in organik, aromatik
ve zayif asidik bir matriks kullanilir. Test edilecek mikroorganizma direk transfer
metoduyla celik bir plak iizerine ince bir film olarak siiriiliir. Uzerine matriks

soliisyonu eklenir ve oda 1sisinda kurutulur (Posteraro vd., 2013).

Numune sisteme girdikten sonra lizerine lazer atiglar1 gonderilerek lazer enerjisinin
matriks tarafindan absorbe edilmesi saglanir. Matriks molekiillerinin fotoeksitasyonu
ya da fotoiyonizasyonu, matriksten analite proton transferini, dolayisi ile analitin

tyonizasyonunu kolaylastirir (Douglass, 2006).

Iyonizasyon islemi sonucunda molekiiller uyarilarak kati veya likit halden yiiklii
iyonize gaz molekiilleri haline doniistiiriiliirler. Ugus zamanh kiitle analiz6rlerinde,
iiretilen iyonlarin iyon kaynagi icerisinde dedektore ulasmak igin sabit bir mesafeyi
katetmeleri prensibi kullanilmaktadir. Bu amagla iyonlara yaklasik 1 metre
uzunlugundaki bir tiip icersinde hareket etmeleri i¢in hizlandirici voltaj

uygulanmaktadir (Biberoglu, 2003).

34



Levhadan ayrilan iyonize analit molekiilleri, uygulanan voltaj ile hizlandirilarak ugus
tiipli icerisinde dedektore ulagana kadar siiriiklenirler ve kiitle/ yiik oranlarma (yiik

genellikle 1' dir) gore ayrilirlar (Posteraro vd., 2013).

Tiim molekiillere ayn1 kinetik enerji verildiginden, analit molekiillerinin ugus tiipii
uzunlugunu katetme siiresi, molekiillerin kiitlesi ile orantilidir. Molekiillerin ugus
zamani, molekiil agirliklarinin belirlenmesinde kullanilir (Douglass JF, 2006).
Dolayisiyla degisik kiitledeki iyonlar degisik hizlarda yol alir ve detektore degisen
zamanlarda ulasirlar (Biberoglu, 2003).

Dedektore ulasan  veriler islenerek; Onceden iyi karakterize edilmis
mikroorganizmalarin toplaminin profilleriyle kiyaslanir, tepe noktalar1 2000-20 000
arasinda degisen final kiitle spektrumlartyla sonuglanir. Kiitle spektrumlart tiire 6zgi
parmak izleridir, tekrarlanabilirligi yiliksektir ve iireme kosullarindan minimal
etkilenir. Identifikasyon icin; elde edilen kiitle spektrum parmak izi, uygun
algoritmalar ile referans kiitiiphanelerdeki temel spektrumlarla kiyaslanarak yapilir

(Posteraro vd., 2013).

MALDI-TOF-MS yonteminin uygulandig: dort ticari sistem bulunmaktadir. Bunlar;
MALDI Biotyper, AXIMA/SARAMIS database, ANDROMAS (Andromas) ve
VITEK MS (bioMe rieux) sistemleridir (Willinger vd., 2014; Bader, 2013).

MALDI-TOF-MS yontemi bakterilerin ve birgok mantarin tanimlanmasinda hizli ve
dogru tanimlama yapabilen bir sistemdir (Willinger vd. 2014). Oldukga kisa siirede
sonu¢ veren bir sistem olup; tek bir sus calisildiginda yaklasik 11 dakikada
sonuglanirken, 96 sus toplu c¢alisildiginda her bir izolat i¢in yaklasik 2,5 dakikada
sonu¢ alinmaktadir. Yayinlarda ortalama 4-6 dakika olarak bildirilmistir (Larone,
2011). Gram boyama, katalaz testi ve mikroskopta 100 imersiyon objetifinde
morfolojik olarak tanimlandiktan sonra elde edilen koloniler MALDI-TOF MS
yontemi i¢in Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Midiirliigii/Bursa’ya

gonderildi.
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BOLUM 4
BULGULAR
4.1 Diliisyon ve Ekimler
Aseptik kosullar altinda 10 g tartilan 6rnekler 90 mL steril %0,1 YSB diliisyon
stvisina katilarak homojenize edilmistir. M17 ve MRS besiyerlerinde ekimi yapilmis
ve 72 saatlik inkiibasyon sonrasi iiremis olan mayalar ve laktik asit bakterlerinden 28

adet izolat elde edilmistir.

4.2 Gram Boyama
Boyamalar1 yapilan 28 adet izolatin morfolojik olarak incelenmis 12 adet eliptik
maya 9 adet yuvarlak gram (+) kok 7 adet kisa veya uzun ¢ubuk gram (+) basil

oldugu gozlenmistir.

4.3 Katalaz Testi
16 adet bakteri izolatinin katalaz testinin yapilis1 Sekil 4.11°de, sonuglari ise tablo
4.1 de verilmistir. Tiim izolatlarin sonuglar1 gaz ¢ikarmamistir ve buna bagl olarak

katalaz (-) olarak belirlenmistir.

o ool

Sekil 4.1 Katalaz testi yapilist
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Tablo 4.1 Katalaz test sonuglari

izolatlar Katalaz
1B (akB) (-)
1K (akK) (-)
3B (k6B) (-)
3K (koK) (-)
4K (ygK) (-)
6B (acB) (-)
6K (acK) (-)
7B (yaB) (-)
7K (yaK) (-)
8K (baK) (-)
9B (6vB) (-)
10B (yIB) (-)
10K (yIK) (-)
11K (beK) (-)
12B (giiB) (-)
12K (giK) (-)

4.4 MALDI-TOF Yontemi
Gram boyama, katalaz testi ve mikroskopta 100 imersiyon objetifinde morfolojik olarak
tanimlandiktan sonra elde edilen koloniler MALDI-TOF MS yoéntemi i¢in Gida ve Yem

Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Midiirliigi/Bursa’ ya gonderilmistir.
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Tablo 4.2 Agarlardan tipik elde edilen 28 izolattan MALDI-TOF MS teknigine gore
identifikasyonda % 11°i (3tane) S. thermophiles, % 251 (7tane) L.delbrueckii,
%28°1 (8) Kluyveromyces marxianus, %14°°4 (4) Saccharomyces cerevisiae,
%14°°10 (4) Staphylococcus epidermidis, %4’ (1) Acinetobacter variabilis,

%41 (1) Staphylococcus hominis olarak tanimlandi.

Sira | Morfolojisi/Gram MALDI-TOF MS identifikasyon
I1zolat Kodu
Nosu Sonuclari
1M (akM) Maya
1 Kluyveromyces marxianus
Akcabur¢gM
2M (agM) Maya
2 Kluyveromyces marxianus
AkgagbzeM
3M (koM) Maya
3 Kluyveromyces marxianus
KoksalanM
4M (ygM) Maya
4 Kluyveromyces marxianus
Yiginli M
5M (byM) Maya
5 Saccharomyces cerevisiae
BoynaM
6M (acM) Maya
6 Kluyveromyces marxianus
AcarobaM
™ (yaM) Maya
7 Kluyveromyces marxianus
YamagobaM
8M (baM) Maya
8 Saccharomyces cerevisiae
BayatliM
OM (6vM) Maya
9 Saccharomyces cerevisiae
OviindiikM
10M (yIM) Maya
10 Kluyveromyces marxianus
YalangozM
11 11M (beM) Maya Saccharomyces cerevisiae
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BedirkoyM

12M (giiM) Maya
12 Kluyveromyces marxianus
GlingdrgeM
1K(akK) Kok (+) .
13 AkcabureM Streptococcus thermophilus
3K (koK) Kok (+)
14 Staphylococcus epidermidis
KoksalanK
4K (ygK) Kok (-)
15 Acinetobacter variabilis
YiginhK
6K (acK) Kok (+)
16 Staphylococcus epidermidis
AcarobaK
7K (yaK) Kok (+)
17 Staphylococcus epidermidis
YamagobaK
8K (baK) Kok (+)
18 Streptococcus thermophilus
BayathiK
10K (yIK) Kok (+)
19 Streptococcus. thermophilus
YalangozK
11K (beK) Kok (+)
20 Staphylococcus epidermidis
BedirK
12K (giiK) Kok (+)
21 Staphylococcus hominis
GlingorgeK
1B (akB) Basil (+)
22 Lactobacillus bulgaricus
Akgabur¢B
3B (kdB) Basil (+)
23 Lactobacillus bulgaricus
KoksalanB
6B (acB) Basil (+)
24 Lactobacillus. bulgaricus
AcarobaB
7B (yaB) Basil (+)
25 Lactobacillus bulgaricus
YamagobaB
26 9B (6vB) Basil (+) Lactobacillus bulgaricus
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OviindiikB

10B (yIB) Basil (+)

27 Lactobacillus bulgaricus
YalangozB

28 12B (giiB) Basil (+)

Lactobacillus bulgaricus
GlingorgeB

A ) VITEK® MS Review) VITEK® MS Review Detail

Intensity (arbitrary umit)
'l @ moooa

NoMOHE

________

7,000 8,000
tass m/z (Da)

Sekil 4.2 Streptococcus thermophilus MALDI-TOF kiitle spektrometresi

A ) VITEKE MS Review ) VITEKE MS Review Detail

2,000 3,000 4,000 5000 5,000 7,000 2000 9,000 00 ILed 13m0 15000
Mass my/z (Da)

Sekil 4.3 Lactobacillus delbrueckii MALDI-TOF kiitle spektrometresi

4.5 LAB 16S rRNA Gen Bolgesi Dizi Analizi Yontemi ile Tanimlanmasi
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Calismada; Elde edilmis olan yogurtlardan izole edilmis 28 adet izolatin molekiiler
tanimlanmast agamasi 16S rRNA gen bolgesi dizi analizi yontemi (Sanger vd. 1977) ile
Ankara Sentegen Firmasinda iki kez tekrarlanarak dogrulanmistir. Dizi analizinden ¢ikan
sonuglar NCBI gen bankasindaki referans genomlarla eglestirilmistir. Bu eslestirme sonuglari
tablo 4.3 te verilmis olup 8 izolat Kluyveromyces marxianus, 4 izolat Saccharomyces
cerevisiae, 7 izolat Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, 3 izolat Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus, 4 izolat Staphylococcus epidermidis, 1 izolat Staphylococcus hominis, 1 izolat
Acinetobacter variabilis olarak tanimlanmistir.

Tablo 4.316S rRNA Gen Bolgesi Molekiiler Tanimlama Sonuglari

/)
I\SI::::l i{z((:(l;:: Molekiiler Tanimlama Sonuclari léf::;f;:
Benzerlik
1 1M (akM) Kluyveromyces marxianus/lactis 99
2 2M (agM) Kluyveromyces marxianus/lactis 95
3 3M (koM) Kluyveromyces marxianus 96
4 4M (ygM) Kluyveromyces marxianus 98
5 5M (byM) Saccharomyces cerevisiae 94
6 6M (acM) Kluyveromyces marxianus 98
7 ™ (yaM) Kluyveromyces marxianus 98
8 8M (baM) Saccharomyces cerevisiae 97
9 OM (6vM) Saccharomyces cerevisiae 98
10 10M (yIM) Kluyveromyces marxianus 99
11 11M (beM) Saccharomyces cerevisiae 94
12 12M (giiM) Kluyveromyces marxianus 95
13 1K (akK) Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 99
14 3K (koK) Staphylococcus epidermidis 97
15 4K (ygK) Acinetobacter variabilis 97
16 6K (acK) Staphylococcus epidermidis 97
17 7K (yaK) Staphylococcus epidermidis 97
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18 8K (baK) Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 97
19 10K (yIK) Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 97
20 11K (beK) Staphylococcus epidermidis 98
21 12K (giiK) Staphylococcus hominis 95
22 1B (akB) Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 96
23 3B (kéB) Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 97
24 6B (acB) Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 95
25 7B (yaB) Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 97
26 9B (6vB) Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 90
27 10B (y1B Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 95
28 12B (giiB) Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 96
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Kluyweromyces marxkianus culture CBS:8487 small subunit ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85
ribosomal RMA gene, and intemnal transcribed spacer 2, complete sequencs; and large subunit ibosomal RMNA gene, partial sequence
Sequence D KY103779.1 Length: 718 Mumber of Matches: 1

Range 1: 87 to 674

Score Expect Identities. Gaps Strand Frame
1048 bits(567) 0.0} 584501 (90%) E/501(0%:) Plus/Minus

Features:

Query 15 CALC T T TGAGAGTTT GG T TAL—CCCGTATGOC T CA-GGAARC ARRCACCRAGOEAGTCTT T2z
sbict s7a  CAMCERRASIAMEIAE AL LU L LU G AL AL LELLL 66
Query 73 132

wrer o1 Mol AT AT OTHTDINIINN o
ovsor sss MOLNHIHIAINIIHIHTITT GO oo,
avser ave NIRRT o,

anger ase  MLLLIITIIPIXEE ST TARONTIONL o,
emrer a7 CHOIOHUIIHOITATT AT T <o
emser 1o SHOTIANTIIII IO AL ..

ovsor 2ss ML TIONTTO I NI .
ager 1ve HLOUTIIATTHATIT AN IO OTIITIETOTATL o2,

sbjct 194 135
Query 553 AGRRARRACTGATRGCAGRGARR ARGCGCHR 603

chacr 1ee il LRl TSI+

Sekil 4.4 1M (akM) NCBI Bankasindaki Referans Genom Benzerligi

Kluyweromyces lactis culture CEBS:-55689 small subunit ribosomal RMA gene, partial sequence; intemal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal
RMA gene. and intemal transcribed spacer 2, complete sequence: and large subunit ribosomal RMNA gene, partial seguence

Sequence D KY103T739.1 Length: 722 Mumber of Matches: 1
Range 1: 10 to 6§76

Score Expect Identities Gaps Strand Frame
1068 bits(S7TE) 0.0} B4TIETB(D5%) 13ETE( 1%} Plus/Minus
Faatures:

sver sve MeHAL LTI IR IIOINIT o,
svier er0 Didaadac LI HIT I IO T ...

cmser =ve CHALITNITITIHIIDTIIIOITIIIONTT ...
wer ase ML IITRI ORI o,
cmser ase HULUTINTIIITIITITII T IIIOTIIT 2.,

amger +ve SOOI OO R I AT LT, 20,
ovser ane LRI TR 2.,
oo 2so LRI A IOILIT o..
s 200 JLOOUIINITEIITIL IO IO ..
cvser 120 Hedlll M TTHI I TIONITIAIDAITN 2.0
avser oo LI G CIII I LTI O, 2
b (1 VT W 11111 S

Sekil 4.5 2M (agM) NCBI Bankasindaki Referans Genom Benzerligi
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Kluyweromyces mandanus culture CBS:2237 small subunit ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5.85
rbosomal RMA gene, complete sequence; and intermnal transcribed spacer 2, partial sequence

Sequence 1D- KY103821.1 Length: 884 Mumber of Matches: 1

Range 1: 12 to 678

Score Expect Identities Gaps Strand Frame
1110 bits(B01) 0.0i) BE7/6E1(D6%) 16/681(2%) Plus/Mimus

Features:

N iR N
Shjot 678 ARCTITG-AGAGSTTITGSTTAAAGCCGT-ATGCCTCARGEAGACARRCRCCAGCGRAGTCT 621
guery 75 134

svior ca0 ML ML UG, .,
wger seo Sl ORI SITHHOITIIIIIIT ...
svser soo UL AT .
et se DO

sbjct 440 361
Query 315 BCAMRTACATRATCGCAATTCGCT 374

oo ss0 WAL R T R T 2.,
ey e T A ..

= TR AT IIaNTaL &
o= o AR T, =

wier 14 AHetb G DTN DO DT L.
wvser 0 WLHLH LG AT &

Sekil4.6 3M (koM) NCBI Bankasindaki Referans Genom Benzerligi

Kluyveromyces mandamus strain AUMC 7258 185 rbosomal RMA gene, partial sequence; intemal tramscribed spacer 1, 5 85 ribosomal
RMA gene, and intermnal transcribed spacer 2, complete sequence; and 285 ribosomal R MA gene, partial sequencs

Sequence ID: JQ425346.1 Length: 725 Mumber of Matches: 1
Range 1: 2 to G628

Score Expect Identities Gaps Strand Fram=
1160 bits{628) 0.0} G5O/673(28%) G/873(0%) Plus/Minus
Features:

wser ese ACHOUI T NIARIIAIIEI (.

wsor sos MMLACEIIINTIIT I .,
wrer 5o SHOMCUL LI OO

wser 100 LI NI,

corer 20 PR R T IET. -,
wier 2o MHLIIRITII IR E TN ..
it s0s CPLRIICOINTOTI I -

e 200 GO IC TN ONTY. .

sser 191 AU ET DO

Query 555 AATRAGAARRCTERATAGCATAGRATCARGAATTGECCGOGCAATTARGOGCAGECCTTGT 614

Sekil 4.7 4M (ygM) NCBI Bankasindaki Referans Genom Benzerligi
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Saccharomyces cerevisiae strain TU121 185 nbesomal RMA gene, partial sequence; intemal transcribed spacer 1 and 5.85 nibosomal
RMA gene, complete sequence; and internal franscribed spacer 2, partial sequence

Sequence [O- KU535602.1 Length: 818 Mumber of Matches: 1
Range 1: 458 to 728

Score Expect ldentities Gaps Strand Frame
401 bits(217) Se-108() 2540271(24%) S1271(1%) Plus/Minus

Features:

guery 11 3

et 726 WALl AN I, o,
e ooo MOHASTTTTTEREE. .

i i s Sy .
e T T T

Query 249 TTCTGCARTTCACTTTRC

wser avo WU o

Sekil 4.8 SM (byM) NCBI Bankasindaki Referans Genom Benzerligi

Kluyweromyces mardanus culture CBS:2173 small subunit ribosomal RMA gene, partial sequence; intemal transcribed spacer 1, 5. 85
nbosomal RMA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequencs; and large subunit nbosomal RMA gene, partial sequencs

Sequence ID- KY103810.1 Length: 720 Mumber of Matches: 1
Range 1: 4 o GB1

Score Expect Mdentities Gaps Stramnd Frame

1175 bits{838) o.agy BATMEE1(28%) S/881(0%) Plus/Minus
———

Features:

amser cor AP AL T ST o2,
ey o T R I e T e =

sbjct 622 CAGCGAGTCTTTATAACACCTATGAGTCTCTATGACCCARMGCTTACCACGRAATTGGCOGCA 563
Query 125 AMCTAAGRCGTAARATGTGCALGACTCGRAGTOCATAGACTTGACACGCAGOCCTGCTCAC 164

svsee sez MLCHULLILLCO DU G TSI o,
cmrer sos LN LATETAINIOIT oo

amser ser LLLUCTIDE IR T IATE OO OTLT oo
ey o O R IR I R IRa =

sbiject 382 GUOGCAATGTGUGTTCAARGATTTGATGATTCACGARAAATCTGCAATTCRACAATACATATC 323
Juery 365 GCAANTTCGCTGOGTTCITCATCGATCCGAGARCCARGAGATCCETTGTTGAAACGTTTTGE 424

sosce 322 bbb E RO CLUEL G AT o
crer 2o AHFXHET I AT -

amser zor LUCLCINIIII TSN S
ey s R R I T AT, o~

e 5 ﬁ&miMﬂiﬁiﬂmﬁiﬂﬁiﬁﬁﬁﬁmﬁiEEII -

Qusry 665 REETTCACC

sjer 20 LRI |

Sekil4.9 6M (acM) NCBI Bankasindaki Referans Genom Benzerligi
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Kluyweromyces mandanum strain VWMO0D4 185 ribosomal RMA gene, partial sequence; and imemal transcrbed spacer 1, 5.35 ribosomal
RMA gene, intemal transcribed spacer 2, and 285 ribosomal RMA gene, complete sequence

Sequence D KY421130.1 Length: 845 Mumber of Matches: 1

Range 1: T6 to 625

Score Expact Identitias Gaps Strand Frams
B53 bits{516) o.agy B40/551{98%) AI551(0%:) PlusMinus

Features: -

guery 7 ATTT-AGETCRACTTTGARAGTTTTHITT. 65

R i | T
O o iy
ey ee MIIRTITTIRI NN RITNONE .
oy aee LGOI RIT A RA T T oo
R T T T e

e e TR I, o
Cromry 544 ﬁw 554

sbjot 26 GATIAGARATR 76

Sekil4.10 7M (yaM) NCBI Bankasindaki Referans Genom Benzerligi

Saccharomyces cerevisiae strain JM internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5. 85 ribosomal RMA gene, complete sequence; and
intermal transcribed spacer 2. partial sequence

Sequence |D: KT962206.1 Length: 730 Mumber of Matches: 1
Range 1: 12 to 511

Score Expect Identities Gaps Strand Frame
246 bits(458) 0Oy 487/501(87%) 2/501(0%) FlusiFlus
Features:

g 12 Mol MU IO NI AT .

sbjct 12 71

e 72 oAU I T

sbjoct 72 TECATT 131

mmser 122 ST, ..
it 102 PRI TN, -

Sbjct 182 251

smier 22 QUAUIAZIEE L AT 2.

Sbjct 252 311
Juery 316 374

avger 212 bbbk DTG O G, S,
emger 372 MO ST I
e oo MUTTEIITETII IO o
SR 11111 011 NS0T

sbjot 491

Sekil 4.11 8M (baM) NCBI Bankasindaki Referans Genom Benzerligi
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Saccharomyces cersvisiae straim Chicha 01 185 rbosomal RMA gene, partial sequence: intermnal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RMNA
genes, and intemal transcnbed spacer Z. complste sequence; and 2ES rbosomal RMA gens, partal seguence
Sequence ID: KC183T22 1 Length: 8456 Mumber of Maiches: 1

See 1 more ttle{s)
range 1: 12 to 788

Boore Expect Identitiss Gaps Strand Frames
1334 bits{T24) 0.ag) TERATEIDET) QTEO1%) Plus/Minus

Features:

= XM I I T I i it
Shjot TR ACTTTARGARCATTETTC TREACGCTC IO TICTTATCEATARCGTTCCAATACGOT. 729
e Ty L3=] 12

sbijot 728

wa=ry 129 = 17T 22nmesacaTcoaaTe
Sbjet 668 IeAAGCACSCAGAGRRACCIC -E‘ﬁ;; T

Croe g 189 TTTC ARG TTARCTC CRARRGRG 24

e oo SACUHITTRIIRINTT TN AITTIIOTINL <.
e ane LNUEITOINTIII I ATIRITIIOIINI o

ooery JI69 A2E

sbjer 428 MM'&MMLMM&MMMM 363

(=t kg 479
Sbjot I68

Cusry 420 S4B
abjeor 308 249
(=T kS g 549 aoE
ahjot 248 189
Qoe=ry E0D HEE
gbjot 128 : . 129
abjot 128 - “RRA TR

ouemry T25

e 59 A A e L L e L e Sbe e ABE 1.2

Sekil 4.12 9M (6vM) NCBI Bankasindaki Referans Genom Benzerligi

Kluyweromyces mandanus strain %8-1 intermal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RMA gene and intemal tramscribed
spacer 2, complete sequence; and 285 ribosomal RMA gene, partial sequence

Sequence |D: KFE46163.1 Length: 882 Mumber of Matches: 1

Range 1: 1 to 649

Score Expect Identities Gaps Strand Frame
1181 bits{538) o.agy G46/540(25%) 2M848(0%) FlusiMinus
Features:

e M T A O i 2

shjot 649 ACTTIGAGRGTTTTEEITARRGCOETATGCCTCARGGAGRCRARRCACCAGOERAETCTTTA 550
Query 70 A CTATGLE T TATGRCCCARGC T TRACCACGARTTGEOGCARACCTARGACGTR 125

swser sos Haditial AN MG oo
e ses QNN TEITAHEAATTT L.

corer seo SLCHTIITTIITAIHIITTIIIIET
ey 2 T T PR eI, =

shjot 409 AGACAGAAATGACGCTCAARCAGECATGCCCCCTEEARTACCAGAGEGGCGCAATGTGCET 350
Query 310 TCARAGATTTGATGATTCACGALAATCTGCALNTTCACARATACATATCGCAATTCOGCTGOG 369

ser seo Hakirbebb AN O UL o0
SRS TN VTS YOS VRV RUY VR VY URUEONN FENSTNSYON SR TRV YR ERTVRTRY S

cbrer 720 BN 2.
Syt O A TR e A IR e =

shbjct 169 AGCTCTCCAGGEARGTAGTTCATAGRGRARRARRCTCCATTETETITAGEATEAGARATAE 110
Query 550 AR TEATAGCRGAGARATCRARGARATTGGCCGCEGCAATTAARGOECAGGCCTTETTCAGRC 609

swsor 200 AALCALUHEDIL O IITIHHEIUTIL
s <o LGOI,

Sekil 4.13 10M (yIM) NCBI Bankasindaki Referans Genom Benzerligi
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Saccharomyces cerevisiae strain ADJ1 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: KX904345.1 Length: 925 Number of Matches: 1
Range 1: 527 to 881

526: :ts(zae) 33-‘::;{} 33‘:33?3!:(594%) 61":::{ 1%) PI:::IMinus —
Features:

sy ve1 Aot T L L T ST, oo,
ey 031 S e el L T oo
s ve1 MM e A T L, oas
ot ven T T L A LR +os
Query 239 CGCAATGTGC 298

togor oa1 MMM UL I LT, ..

Sget 501 ELAMMGLPELLAMOATRACC AN N AN A P A AL 525

Sekil 4.14 11M (beM) NCBI Bankasindaki Referans Genom Benzerligi

Kluyveromyces mardanus strain ZT-Kma. 10 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 583 ribosomal RNA gene and internal
franscribed spacer 2, complete sequence; and 285 nbosomal RNA gene, partial sequence

Sequence |D- KM321532.1 Length: 699 Mumber of Matches: 1
Range 1: 188 to 625

Score Expect Identities Gaps Strand Frame
&1 bits(374) 0.0} 418/ 38(95%) BM38(1%) PlusMimus

Features:

Query 8 TTGEEEET-AAAT T TTARGARATTTTEET TAR—GCCETRATGCCTCARGERAGRCARACRCGRE 65

soser 625 PHabbkcAlcbHelblcPh P LML e

avsee sos MM e UGN TTRIOTL .
meny 120 GGG TTH

Shjct 505 CTARGROGTAGRT GTCEAGTCCATAGAC TTGRCROGCAGCC 446

e DA

Shjct 445 AG TATCACTCRCTACC 366
Query 241 CRR-GEETITG [EROGCTCRRRCREECATGCCCOCTEEGRATROCAGRGGECE 299

S R TR
o DR O T, o
e T R R T, e
o 20n WL o

T —d

Tay] ":.—'El

3 188

Sekil 4.15 12M (giitM) NCBI Bankasindaki Referans Genom Benzerligi
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s thermophiles strain TWES-3 185 ribosomal RMA gens, partial seguence
Seqguence ID: K.MEEE6.1 Length: 1410 Mumber of Matches: 1
Fanges 1- 475 to 13032

HCOre g SaEps = tranea Frams

1653 bits{385) o.agy B4 BIE D95 BB 3E0%%) FPhu=Minus

Feathmes: T —

oy 1e0z LRLLIITITTIIINTIOTIONIIIITITNNIOOINT .
oy oer JLIIITETITIIENITINITIIIIITTOII IO e
oy 1oee LTI T T TOET CR IO aT 225,
ey ater IO O T OO e
ceemy 59 TRTRITTICEITIIN TR T TCIr T I I NIRRT DO EROARIEE. oo,
ooy 2oez LI T T oo
oy eee  JINITINOIITOIOIIIIIIO OO oo
ey ses  ILITIIOIITIIIITIIITIIIIRIIICEITOEIITITITIROIONEIITEIOEIIT ooo
oy ver CIIITIOTITOTTINITIO IO OI IO oo
oI mmMﬁmmMﬁmi_m ot
e 000 A 0

moer see L LUTILIILTITIILIRIRINL 5o

Sekil 4.16 1K (akK) NCBI Bankasindaki Referans Genom Benzerligi

Staphylocoocus epidermidis sirain SE1, complete genome
Seqgueences D CPMO046. 1 Length: 2500E28 MNumber of Matches: &
Range 1: 730229 o 731127

BCore Expect identites Sapa Etrand Frams
1519 basi{ 822} o.agy a5 I1{ETIe) ZRSIT2%) PlusiPius
Feammes:

e 2
Zbhjot FTIGIZE
(=P ) o (11
FeGot TIoI2S
Ooery 1IT6
=hjot TIHILSE
oaery 1894
ZbJjot FTITADS
Caery 46 =
abjor T304586 =

e TTﬂTﬁﬁTﬁ?ﬁﬁﬁ?ﬁﬂﬁ?ﬂ‘ﬁﬁﬁfﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁTﬁﬁT’?ﬁ
(=P 66 n{ua.a:‘rwmn

gt 130885 Sl E L L T L AT TR IITHTE
:;:f :j:s-{ﬁ E:‘TWTWWEMTW? bk i BN :E—Tfkluﬂ ITTIATIRATTEE
ey yeores R L L T T O O Ty
Qo 508 AN RN A ARANRA]

Fojot FTIDTES
e T (1=
Shjot TIEEZE

S o2 iy annnidenpiapanMasigil "TTTCTT‘?TTT‘F““T“'?T‘T"CT'T““T“’*"T’F‘

Fojot TITERS

Seaer seses ML IR T T TP T T T T I

sEjot  TI1lo04
(=5 253 Lol a T L = TR sc==
SkSot  TILOES ééI;;EIEEéI:éAE & PRt IEC:IEZ III::I;E Iic

shijct Tilras ':I:'.:Lé‘ﬁL‘l:clﬂj_‘—&Jr TILEZ2T

&5
TIOZES
125
TIO34E
Les
TIO405
Z45
TIOLES5
IS
TIOS25
365
FI0585
425
TIOE4S5
425
FTIOTOE
545
TIQTES
[ =l-]
T3R5
BES
730885
T4
TIOWLE
TEZ
TEF100ZF
232
FTI1DE2
ESd
FTIF1117

Sekil 4.17 3K (koK) NCBI Bankasindaki Referans Genom Benzerligi
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Acinetobacter sp_ ACHIH1 chromosomes, complete geromse
e D CPO26420 1 Length- 33’3?'251 Mumber of Matches: 7
Range 1: 231553 1o 232504

1zx7

2FZ23IZ25

a7

2322305

IET

2Fz085

4g7

ZI1965

231845

TEs

Boors Exp-act Identitles =] Stwamd Frams

1500 bits{a71) oLD(y O2OMOSI(DT ) OSDER250) Phus/Minus

Featwes: -_—

iy razses ML ITINT T ITTIOIIITTIIIOIOEIITRI IO oo...-
ey Sazess LULMLITIIOTIIOTITIIITIITOT T O I OOTIIIET ooees
oogoe 232328 ML L L L T T TP TITIATIEL 2ozes
z::: 2:::54 ﬁmmmmmimmmmimmm non
ey sanzes MO O NTITOIIOIIInng 2.
::::: :::lﬂ.-‘. mmmmmmﬁmmﬂm -
oy 2azose LMLUOIIOOTINIHINTOINIATOIINITTOONNNT e
:::: ;j;l‘.‘z-’. mimmmmmmimm e
iy Paises LILLLIIITHITITTIITTOIITITIIIIIRITII TR SITIIITINIT 2oices
Y tohee. IIOTNIRIOTIIOTIOITIOITOITICRECITITTIICIORIINIIIEIT 2o .-
oy zarrese LML DTN NI OIIOOIan  ona
O 3 1 0 0 O 0 W g 1 o
ooy aaieer BLLLIAIL- MMMA&M&M&M T 2onee

Sekil 4.18 4K (ygK) NCBI Bankasindaki Referans Genom Benzerligi

Staphylococous epidermidis strain UERSGTD 185 ribosomal RMA gene, partial seqguence

Sequence D KI9E1249.1 Length: 844 Mumber of Matches: 1
Range 1: 53 to 834

P ——— TR — e s

wesy 24 R TEIINTEIE I T I T TR RR IS T I IATOTIRICNT 2,
shger  vra  drddeetle i bbbl A AL TR T I TN LTI S
chger 7ie  ehlbAL I I IO T O TL 2.
chger eos ML ITITTTITICTIITTI T O S I TI T T I TR RaT 222
ol 6 N 69 SN AR RN T NN SR RAAR MR RANN YDA ANNARONA A RNOANR 0N
ol V6 03 AN AN AR KRR AR NN NS AR RN ARERAA RGNS RN AR NS R A NNn s A
coger ave LTI T T T LI AT T S22
ooy eae IO I ITIEIIITIOITOICEITIEE I IINR R IT 222
coger  aoe LT TETRTTIT T TR RN TT TR AT TR IRV IR TR IR T IO TOIITIRaqT 222
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Staphylocooous epidermidis strain T-3 185 rbosomal FMA gens, partaal sequence
Sequence ID: HE20284T 1 Length: 1455 Number of Matches: 1
Range 1: 563 to 1447
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Streptococcus thermmophikes gene for 1855 mosomal RMNA, strain: 5C5-5
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Streptococcus thermophibus strain 512 165 rbosomal RMA gens, partial sequence
ce [0 MGE25731.1 Length: 1361 Mumber of Matches: 1
Range 1: 1007 to 1237
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Staphyloocooous epidermidis sirain HCD20-32 185 ribosomal RMA gene. partial seguencse
Seguence ID: MHA11555.1 Length: 1420 MNumber of Matches: 1
Range 1: 512 to 1429
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Saphylocooocus hormanss stram: #7112 185 rbosomal RMNA gemnss. partial seguencs
Segue=nce [D: JXOTFTI03 1 Length: #1443 hoembesr of Matches: 1
Range 1: 532 to 1442
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Staphylocooccus epidermidis strain SEI, complste genome
Secguencs D CPIM904LE 1 Length: 2500828 RMumbesr of Matches: &
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Laciobacilius delbmeeckii subsp. bulgaricus strain IMALIZZ458 165

Seguenos [D: KF149134 1 Length: 14214 Mumber of Matcies: 1
Range 1- 481 to 1409

RMNA gene, partial sequence
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Lactobacillus defbmpeckii subsp. bulgaricus strain p55 185 ribosomal RMA gene, partial seguence
Seguence | MGTST242.1 Length: 1478 Mumber of Matches: 1
Range 1: B41 to 1481
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Laciobacillus delomeeckii subsp. bulgancus strain TW20-Z 165

Seqguence |D: K.MES0E. 1 Length: 1438 Number of Mabtches: 1
Range 1: 522 to 1433

RMA gene, partal sequence
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Lacichaclius deltmeeckii subsp. bulgancus strain MR-BM-FO1, complebe gernomes

Sequaence D CPAH3610.1 Length: 1875071 Mumbsr of Matches: B

Range 1: 684548 1o BO542E
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Staphylocooous homanss stram +57 112 185 rbosomal RMMNA gene, partial seguencs
Seqguence ID: JXOFTF103 1 Length: 1443 Member of Matches: 1
Range 1: 532 to 1442
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BOLUM 5

TARTISMA VE SONUC

Yogurt ve Siit endiistrisi glinlimiizde tiiketici beklentileri dogrultusunda cesitli
lezzetlerde ve saglikli olacak sekilde ayni zamanda kisi basina siit ve siit tirlinlerinin
tiiketimini arttiracak yeni iiretim teknolojileri ya da aktif pazarlama stratejilerinin
gelistirilmesine yonelmistir. Savova ve Nikelova Bulgaristan’in farkli bolgelerine ait
siit triinlerinde yapmis olduklari bir calismada, inek siitinden yapilan yogurt
orneklerinde Kluyveromyces marxianus (Candida kefyr) dominant maya tiirii olarak
belirlenmis, keci siitlinden {iretilen yogurtlarda ise Trichosporon beigelii,
Kluyveromyces marxianus var. marxianus (Candida kefyr) ve Kluyveromyces
marxianus var. bulgaricus (Candida kefyr) %30 oraninda, Debaryomyces hansenii
var. hansenii (Candida famata), Candida krusei ve Candida rugosa ise esit oranlarda
izole edildigi belirtmislerdir. Calismamizda Gaziantep/sehitkamil kdylerinden alinan
yogurt orneklerinde Kluyveromyces marxianus ve Saccharomyces cerevisiae izole
edilmistir. Han ve ark. 2014 Cin’ in kuzeybati bdolgesindeki 06zel ekolojik
konumlarinda bulunan geleneksel mandira {iriinlerinin 7 6rneginden toplam 32 dogal
laktik asit bakteri izolat1 elde ettiklerini raporlamislardir. Yine baska bir arastirmada;
32 izolat arasindan 9 LAB susu fermente siit {iriinleri potansiyeli i¢in se¢ilmis ve 16S
rDNA niikleotid dizi analiziyle tanimlanmis ve bu 9 izolatin birbirleriyle birlestigi 8
kombinasyonun yogurt liretiminde fermantasyon karakteristiklerine gore se¢ildigi, bu
8 kombinasyonun asitlesmeye etkisini, post asidifikayonu, yogurdun yapisi ve
duyusal kalitesinin analiz edildigi bildirilmis olup elde edilen sonuglara gore,
Streptococcus thermophilus SP1.1 ile kombinlenen Lactobacillus bulgaricus 3
4.5un en iyi kombinasyon oldugu ve yogurt fermantasyon zamani ve duyusal kalite

acisindan ticari starter kiiltiirlerden daha iy1 oldugunu belirtmislerdir.

Skriver ve ark.(2003) fermente siitlerde starter kiiltiirlerin gelismesinin en az iki
Streptococcus thermophilus ve bir Lactobacillus bulgaricus susunun birlesimlerine

bagli oldugunu tanimlamislardir. Starter kiiltiirlerin birlesimlerinin hizli asitlesme
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orani, uygun yapi ve aroma gibi her bir susun énemli 6zelliklerinin birlestirilecegi
belirtilmistir. Standartlarda yogurdun tanimi yapilirken, mikroflorasinin Str.
thermophilus ve Lb. bulgaricus’tan olusmasi1 gerektigi belirtilse de farkli bir¢ok
yerden toplanan yogurt 6rnekleri tizerinde yapilan ¢alismalar, yogurt mikroflorasinin
Str.thermophilus ve Lb. bulgaricus yaninda gesitli laktik asit bakterileri, mayalar ve
kiiflerden meydana geldigini gdstermistir.(Rasic and Kurman, 1978). Arastirma
sonuglart incelendiginde yogurt bakterilerinin yani sira mayalarin bulundugu

saptanmis ancak kiif ‘e raslanmamustir.

Ozer, (2006) vyaptigi c¢alismada; Yogurt iiretiminde starter kiiltir olarak
Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus kullanilmaktadir. Bu iki
bakteri arasinda simbiyotik bir iliski vardir. Lactobacillus bulgaricus tarafindan
aciga cikarilan serbest aminoasitleri igeren oligopeptitler Streptococcus thermophilus
gelisimini tegvik etmektedir. Streptococcus thermophilus tarafindan tiretilen peptitler,
plirin ve piirimidinler oksalik asit, fumarik asit, formik asit, piriivik asit ve CO2 gibi
metabolitler ise Lactobacillus bulgaricus*un gelisimine yardimci olmaktadir. Ygurt

tiretiminde bu ikili simbiyotik yasama mayalar bolgeye gore katkilar sunmaktadir.

Demirci (2017) tarafindan yapilan g¢alismada, Agri ilinde bazi yoresel yogurt
orneklerindeki ¢esitli bakterinin izolasyonu, kiiltiire alinmasi ve tanimlanmasi
yapilmigtir. Agri ilini temsil edecek sekilde 28 izolat elde edilmistir. Izolatlarin ilk
olarak morfolojik testleri, fizyolojik testleri, biyokimyasal testleri ve antibiyotige
direng testleri yapilmistir. Molekiiler testler kapsaminda 28 izolatin DNA izolasyonu
ve 16S rDNA gen bolgesi PCR ile ¢ogaltilmistir. 24 izolatin sekans verileri alinmis
ve sekans verisi alinamayan 4 izolat ise VITEK yontemiyle karakterize edilmistir.
LAB’lerin NCBI’daki niikleotit blastlama verilerine izolatlarin 4 tanesi
Sphingonomas sp. Ve Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus casei ve
Lactobacillus paracasei tiirelerinin her birinden birer izolat %99 benzerlik
gostermistir. Bu ¢aligma sonucuna gore yoresel yogurtta LAB’lerinin yaninda
patojenlerin de bulunmasi; siitiin yeterince 1s1l islem gérmedigini, ana kaynagi yogurt
olmayan patojenlerin bulasmis olabilecegini, sagim yapilan hayvanlarin hastalikli
(mastitis) olabilecegini, sagim yapan insanda hastalik olabilecegini ve kullanilan alet
ekipmanin yeterince temiz olmadigi konusunda Onemli veriler sunmaktadir.
Sonuglarimiza bakildiginda izole edilen bakteriler arasinda patojen potansiyelli

bakterilerin oldugu goriilmektedir. Buda koylerde iiretim kosullarinin hijyenik Bunun

58



sebebinin yukarida belirtildigi gibi iiretim kosullarinin hijyenik olamayacagigibi
gercekten hangi kosullarda iiretildiginin sorgulanmasi gerektigini diisiindiiren
sonuclarimizdir. Gerek bilimsel ¢alismalarda gerekse medyada yogurt konusunda
kafa karistirici bilgiler yer almaktadir. Bu durumda tiiketicinin hazir market
yogurtlarini m1 yoksa kdy yogurtlarini mi1 tercih etmesi gerektigi konusu muallaktir.
Bu durumda kdy yogurtlariin hijyen sorunu, hazir market yogurtlarinin ise duyusal
olarak farklilik igermesi, jelatin katkisi gibi olumsuz yonleriyle 6n plana ¢ikan
dezavatajlar1 bulunmaktadir. Kendi yogurdumuzu giliveniler bir starter ile yapmamiz

daha giivenilir olabilecegi diistiniilmektedir.

Saptadigimiz ~ Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus gibi
bakterilerin yan1 sira mayalar stoklanarak kiiltiir koleksiyonuna eklenmis olup ihtiyag

duyuldugunda diger aragtirmalrada kullanilabilecektir.

59



KAYNAKLAR

Alvarez-Martin P, Florez A.B. Hernandez-Barranco A, et al. Interaction between dairy
yeasts and lactic acid bacteria strains during milk fermentation. Food Control 2007. 19, 62-

70.

Anonim 2010. Bulletin of the Internatiolan Dairy Federation, The World Dairy Situation.
Internatiolan Dairy Federation;176-177.

Anonim. Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siitler Tebligi. Tarim ve Koyisleri Bakanligi,
16.02.2009 tarih ve 27143 sayili Resmi Gazete, Ankara.

Anonim. Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi. 2005. T.C. Tarim ve Koyisleri Bakanligi, ilk
yayin 16.11.1997 tarih ve 23172 sayili Resmi Gazete, son yapilan degisiklik 30.06.2005 tarih
ve 25861 sayili Resmi Gazete Ankara

Anonim. Tiirk Standartlar Enstitlisii TS 1330. Yogurt Standardi. 2006. TSE, Ankara, 1-11.

Balcazar, J.L., de Blas, 1., Ruiz-Zarzuela, 1., Vendrell, D., Girones, O. and Muzquiz, L. 2007.
Sequencing of variable regions of the 16S rRNA gene for identification of lactic acid
bacteria isolated from the intestinal microbiota of healthy salmonids. Comparative Immunol.,

Microbio lgy and Infectious Diseases 30, 111-118.

Brosius, J., Palmer, M.L., Kennedy, P.J. and Noller, H.F. 1978. Complete nucleotide
sequence of a 16S ribosomal RNA gene from Esherichia coli. Proc. Nat.l Acad. Sci. October,

75(10), 48014805, US

Challinor SW, Rose AH. 1954. Interrelationship between a yeast and a bacterium when

growing together in defined medium. Nature 174, 877-878.

Cosentino S, Fadda ME, Deplano M, et al. 2001. Yeasts associated with Sardinian ewe’s
dairy products. Int J Food Microbiol 69,53-58.

Couret, V., Dubernet, S., Bernardeau, M. and Vernoux, J.P. 2003. Isolation characterisation
and identification of lactobacilli focusing mainly on cheeses and other dairy products. Lait,

83, 269-306.

60



Caglar A, Cakmakg1 S. 1995. Yogurdun Insan Saghg ve Beslenmesindeki Rolii ve Onemi.
I11. Milli Siit ve Siit Uriinleri Sempozyumu, Yogurt. Milli Prodiiktivite Merkezi Yaywnlari,
Ankara, 205-220.

Cakar, 1. 2003. Lactobacillus ve bifidobacterlerde bazi probiyotik 6zelliklerin belirlenmesi.

Doktora Tezi, Ankara Universitesi, 92, Ankara.
Deak T. 2008. Handbook of Food Spoilage Yeasts. CRS Pres. Newyork, 160- 230.

Durlu Ozkaya F, Kuleasan H. 2000. Gida Mikrobiyolojisi ve Uygulamalari. Sim Matbaas,
Ankara, 11-522.

Erkus O. 2007. Yogurt kiiltiirlerinin izolasyonu fenotipik ve genotipik karaterizasyonu. Ege

Universitesi Gida Miihendisligi Fakiiltesi Doktora tezi, Haziran

Erkus, O. 2007. Isolation, phenotypic and genotypic characterization of yoghurt starter

bacteria. Yiiksek Lisans Tezi, Izmir Yiiksek T eknoloji Enstitiisii, 117, [zmir.

Gong S, Oktar E. 1973. Hatay bolgesinde yapilan kis yogurdunun teknolojisi ve kimyasal
bilesimi iizerine arastirmalar. Ege Univ Zir Fak Mecmuasi 10(1), 97-110.

Jacques N, Casaregola S. 2008. Safety assessment of dairy microoganism. The

hemiascomycetous yeasts. Int J Food Microbiol 166, 321-326.
Kaptan N. Siit Teknolojisi Kitab1. 1986. Ankara Univ. Ziraat Fak. Yayinlar: Ankara, 18.

Kullen M.J., Sanozky-Dawes, R.B., Crowell, D.C. and Klaenhammer, T.R. 2000. Use of the
DNA sequence of variable regions of the 16S rRNA gene for rapid and accurate
identification of bacteria in the Lactobacillus acidophilus complex. J. Appl. Microbiol.,

September, 511-516.

Kurt A, Caglar A. 1988. Peskiitenin kimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri iizerine bir
arastirma. Gida 13(5): 341-347.

Kurt A. Yogurdun Tarihgesi ve Yeryiiziine yayilist. 1995. III. Milli Siit ve Siit Uriinleri
Sempozyumu, Yogurt. Milli Prodiiktivite Merkezi Yayinlari, Ankara, 23- 25.

Kurtzman CP, Fell JW. The Yeasts, A Taxonomic Study. 1998. Elsevier Science,
Amsterdam North-Holland, 57-300.

Liu S, Tsao M, 2008. Biocontrol of dairy moulds by antagonistic dairy yeast Debaryomyces

hansenii in yoghurt and cheese at elevated temperatures. In press, Food Control,

Lourens-Hatting A, Viljoen BC. 2001. Growth and survival of a probiotic yeast in dairy
products. Food Res Int 34,597-604.

61



Lourens-Hatting A, Viljoen BC. 2002. Survival of dairy-associated yeasts in yoghurt and
yoghurt-related products. Food Microbiol.19,597-604.

Mayoral MB, Martin R, Sanz AE, Hernandez P, Gonzalez I, Garcia T. 2005. Detection of
Kluyveromyces marxianus and other spoilage yeasts in yoghurt using a PCRculture

technique. Int J Food Microbiol. 105, 27-35.

Megee RD, Drake JF, Frederickson AG, et al. 1972. Studies in intermicrobial symbiosis.

Saccharomyces cerevisiae and Lactobacillus casei. Can J Microbiol 18, 1733-1742.

Miller, K.G., Alfonsott, A., Nguyen, M., Crowell, J.A., Johnson, C. D. and Rand, J.B. 1996.
A genetic selection for Caenorhabditis elegans synaptic transmission mutants. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America, Neurobiology, 93,
12593-12598.

O’Sullivan, D.J. 1999. Methods for analysis of the intestinal microflora. Curr Issues Intest

Microbiol 1(2), 39-50.

Ocak E. 2008. Van ve Yoresinde Uretilen Kis Yogurtlarmin Duyusal, Mikrobiyolojik,
Fiziksel ve Kimyasal Nitelikleri Uzerine Bir Arastirma. Fen Bilimleri Enstitiisi Gida
Miihendisligi Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi, Van, 1996 Ozden A. Yogurdun tarihi.
Giincel Gastoenteroloji Dergisi. 12/2:128-133.

Okur OD. Isparta Ilinde Satilan Siit ve Siit Uriinlerinin Kalite Diizeylerinin ve Yag Asidi
Profillerinin Belirlenmesi. Fen Bilimleri Enstitiisii Gida Miihendisligi Anabilim Dali, Yiiksek

Lisans Tezi, Isparta, 2005.
Ozer B. 2006. Yogurt Bilimi ve Teknolojisi. Sidas Medya Ltd. Sti. Sanliurfa 42- 264.

Patir B, Ates G. 2002. Kurut”un mikrobiyolojik ve kimyasal bazi nitelikleri iizerine
arastirmalar. Turk J Vet Anim Sci. 26, 785-792.

Querol A, Fleet G. 2006. Yeast in Food and Beverages. Springer-Verlag, Berlin Heidelberg
Germany. 83-119.

Sanger, F., Nicklen, S. and Coulson, A.R. 1977. DNA Sequencing with chainterminating
inhibitors. PNAS 74(12), 5463-5467.

Say D. Inek ve Kegi Siitlerinden Uretilen Tuzlu Yogurtlarin Ozellikleri ve Bu Ozelliklere
Depolama Kosullariin Etkisi. Fen Bilimleri Enstitiisti Gida Miihendisligi Anabilim Dall,
Yiiksek Lisans Tezi, Adana, 2001

Soyuduru D. Fermantasyonla Etanol Uretiminde Etanol Veriminin Artirilmasi. Fen Bilimleri

Enstitiisii, Kimya Miihendisligi, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2007.

62



Stackebrandt, E. and Goebel, B.M. 1994. Taxonomic Note: A Placa for DNA-DNA
Reassociation and 16S rRNA Sequence analysis in the present species definition in

bacteriology. International Journal of Systematic Bacteriology, 44 (4), 846- 849.

Tabasco, R., Paarup, T., Janer, C., Pelaez, C., Requena, T. 2007. Selective enumeration and
identification of mixed cultures of Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, L. acidophilus, L. paracasei and Bifidobacteium lactis in fermented milk.

International Dairy Journal, 17, 1107-1114.

Tamime AY, Deeth HC. 1980. Yogurt: Technology and biochemistry. J Food Protection 43:
939-977.

Tamime AY, Muir DD, Khaskheli M, Barclay MNI. Effect of processing conditions and raw
materials on the properties of Kishk 1. Compositional and microbiological qualities. U

Technol 2000; 33: 444-45

Tamime AY, Robinson RK. 1999. Yoghurt Science and Technology. Woodhead Publishing
Ltd. Cambridge-England, 1-587.

Tarake¢1 Z, Kiigiikoner E, Yurt B. 2001.0rdu ve yoresinde imal edilen kesin yapilisi ve bazi
Ozellikleri iizerinde bir arastirma. Gida 26(4): 295-300.

Tayar M, Anar $, Sen C. 1993. Bursa’da tiiketilen yogurtlarin kalitesi. Gida 18: 203-205.
Tekingen KK, Bayar N. 2008. Geleneksel iiriin siizme yogurt. Siit Diinyast 3(13):54-57.
Tekingen OC. 2005. Siit ve Siit Uriinleri. Selcuk Universitesi Basimevi, Konya 75-100.

Tofeili I, Melki C, Shadarevian S, Robinson RK. 1999. Some nutritional and sensory
properties of bulgur and whole wheatmeal kishk (a fermented milk-wheat mixture). Food
Quality and Preference 10: 9-15.

Tokatli, M. 2013. Ankara Cubuk Yoresi Tursularindan Izole Edilen Laktik Asit
Bakterilerinin Tamimlanmalari, Teknolojik ve Fonksiyonel Ozelliklerinin Belirlenmesi ve
Starter Olarak Kullanilma Olanaklarmin Degerlendirilmesi. Doktora Tezi, Ankara
Universitesi, 183, Ankara.

Uysal HR. Vakum ve Ultrafiltrasyonla Koyulastirilan Siitlerden Torba Yogurdu Yapimi ve
Klasik Yontemlerle Karsilastirilmas1 Uzerine Arastirmalar. Fen Bilimleri Enstitiisii, Doktora
Tezi, Izmir, 1993.

Unal, N. ve Istanbulluoglu, E. 2009. Insan ve sigir kokenli Staphylococcus aureus
izolatlarinin fenotipik ve genetipik &zelliklerinin arastirilmasi. Ankara Universitesi
Veterinerlik Fakiiltesi Dergisi, 56, 119-126.

Unsal A. 2007. Silivri'm Kaymak! Tiirkiye’nin Yogurtlari. Yapr Kredi Kiiltiir Sanat
Yayncilik ve Ticaret A.S Mas Matbaacilik A.S. Istanbul, 1-25.

Vedamuthu ER. 2006. Starter Cultures for Yogurt and Fermented Milks. In RC Chandan
Manufacturing Yogurt and Fermented Milks. Blackwell Publishing USA, 88-115.

63



Viljoen BC, Lourens-Hattingh A, Ikalafeng B, Peter G. 2003. Temperature abuse initiating
yeast growth in yoghurt. Food Research Int 36: 193-197

Woese, C.R. 1987. Bacterial evolution. Microbiol. Rev., 51, 221-271.
Yaygin, H., 1999. Yogurt Teknolojisi. Akdeniz Universitesi Basimevi, Antalya
Yéney Z. 1979. Yogurt Teknolojisi. Ankara Uni. Basimevi, Ankara, 8-9.

Zourari A, Accolas JP, Desmazeaud MJ. 1992. Metabolism and biochemical characteristics
of yogurt bacteria. A review. Elsevier/INR 72: 1-34.

64



EKLER

EK 1 Gram Pozitif Bakterilerden Genomik DNA izolasyonu
EK 2 DNA izolasyonu Asamasinda Kullanilan Malzemeler
EK 3 Agaroz Jel Elektroforezi

EK 4 PCR Saflastirma Protokolii

EK 5 PCR Protokolii (Dizi analizi)

EK 6 Cycle Sekans PCR mix:
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EK 1 Gram Pozitif Bakterilerden Genomik DNA izolasyonu

1. MRS Agar ve M17 Agar besiyerinde 18 saat siire ile gelistirilen hiicreler (10 ml)
6000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir.

2. Pellet 500ul TE tampon igerisinde ¢ozilerek 14.000 g’de 1 dakika oda
sicakliginda santrifiij edilir.

3. Pellet 500 pl SET tampon i¢inde ¢oziiliir, 50 pl lizozim eklenir ve 30 dakika 37
°C’de inkiibe edilir.

4. Hiicre siispansiyonu iki mikrosantrifiij tiiptine boliiniir. 200 pl TE tampon ve 30 pl
%20’lik SDS (her tiipe ayr1 ayr1) eklenir. Birkag kez karistirilir.

5. 100 pl 5 M NaCl eklenir ve hemen karistirilir.

6. Esit hacimde (=500p) fenol eklenir ve emiilsiyon olusana kadar iyice karistirilir.
Kisa siire vortekslenir.

7. 14.000g’de 15 dakika santrifiij edilir ve fazlarin ayrilmasi saglanir. (+4°C’de)

8. Kesik ug ile iist faz yeni bir tiipe aktarilir.

9. Esit hacimde (=500ul) kloroform/izoamil alkol eklenir ve nazikg¢e karistirilir. (Bu
basamak 2 kez yapilabilir.)

10. 14.000 g’de 15 dakika oda sicakliginda santrifiij edilir ve iist faz yeni tiiplere
aktarilir.

11. Tiipte bulunan siipernatantin 2 kat1 kadar hacimde -20°C’de saklanan %100’liik
etanolden eklenir.

12.12.000 rpm’de +4°C’de 15 dakika santrifiij islemine tabi tutulur.

13. Pellet havada kurutulur.

14. 100 pl TE tampon ya da suda ¢6ziiliir.

15. DNA saflig1 spektrofotometrede (A260/A280 orani) kullanilarak ol¢iiliir.

EK 2 DNA izolasyonu Asamasinda Kullamlan Malzemeler

1) Sakaroz-EDTA-TrisHCI (SET) Tampon: %20 sakkaroz, 50 mM TrisHCL, pH:7.6
2) 10mg/ml RNaz A

3) 20mg/ml proteinaz K

4) Smg/ml lizozim

5) %20 SDS (otoklavlamak gerekmektedir.)

6) SM NaCl

7) %100 etanol

8) Fenol (tuz ile doyurulmus)
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9) Kloroforom/izoamil alkol
10) TE tampon

Tris (tris hidroksimetil amino metan) / EDTA (etilen diamin tetra asetik asit)

Tris 21g

EDTA 0.37¢g

Distile su 100 ml

pH 2N HCI kullanilarak 7,4’e ayarlanir. Sterilizasyon i¢in 121°C’de 15 dakika

sicaklik uygulanir.

SET (sucrose-EDTA-tris HCl) Tampon
Tris HCL 0.788¢g

EDTA 1,86g

Sakaroz 20g

dH20 100ml

Mix (50ul): Su 29,75nl, Tampon 10ul, dNTP (2mM) I1pLF (20pmol) Iul, R
(20pmol)
1ul, MgCl2 4pl, Taq 0.25ul, DNA 3ul

EK 3 Agaroz Jel Elektroforezi
Agaroz Jel Hazirlanmasi

1-Gerekli mikterlarda agaroz tartilir ve erlene koyulur.

Malzemeler %1°1ik 50 ml
Agaroz lg

TBE 0.5X 50 ml

EtBr 2 ul

2-Gerekli miktarda TBE eklenir.

3-Hafifce ¢alkalanip mikrodalga firina koyulur.

4-Mikrodalga firin 6rnek kaynamaya baslayana kadar yiiksek ayarda calistirirlir.
5-Araliklarla erlen mikrodalga firindan ¢ikarilip calkalanir.

6-Kaynamaya basladiktan sonra mikrodalga firin ayar1 diistiriiliir. Tamamen eriyene

67



kadar ¢alkalanarak 1sitilir.
7-EtBr eklenir ve galkalayarak tiim ¢ozeltiye dagilmasi saglanir.
8-Trayin ¢atlamamasi i¢in ¢6zelti muslukta biraz sogutulur.

9-Traye yavasca dokiiliir ve polimerize olmasi i¢in en az 15 dakika beklenir.

EK 4 PCR Saflastirma Protokolii

1. Jelden alinan bantlarin agirliklar 6l¢iiliir.

2. Uzerine 1:1 oraninda (agirlik:hacim) “membran binding” soliisyonundan eklenir
ve 65°C’de eritilir.

. Kolonlar temiz tiipe takilir ve tizerlerine 6rnekler yiiklenir. 1 dakika beklenilir.

. 14000 rpm’de, oda sicakliginda, 1 dakika santrifiij yapilir.

. Alt soliisyonlar1 dokiiliir.

. Kolonlara 700 pl “membran wash” soliisyonu eklenir.

. 4000 rpm’de, oda sicakliginda, 1 dakika santrifiij yapulir.

. Alt solusyonlar1 dokiiliir.

O 0 3 N »n b~ W

. “Membran wash” soliisyonundan 500 pl eklenerek islem tekrarlanir.

10. 14000 rpm’de 5 dakika sanrifiij yapilir.

11. Kolonlar temiz tiiplere takilip, 25 pl “Nuclease Free” (=DNAaz ve RNAaz’siz
su)membrana degmeden tam ortasina birakilir.

12. 1 dakika bekletilir.

13. 14000 rpm’de, oda sicakliginda, 1 dakika santrifiij yapilir.

14. Kolonlar atilip, tiiplerin kapaklari1 kapatilir ve +4°C’de saklanir.

15. DNA’nin miktar ve saflig1 kontrol edilir.

EK 5 PCR Protokolii (Dizi analizi)

1. PCR iirtinii PCR’da 94°C’de 4 dakika denatiirasyon gerceklestirilir.

2. 4 dakikanin sonunda hemen buz iizerine alinarak sogutularak, 1500 rpm’de 1
dakika santrifiij edilir.

PCR protokolii (dizi analizi)

PCR Uriinii 4-5 ul (100-300ng)

68



Forward Primeri 2,0 ul

**Premix 5,0l
ddH>O x.x pl
Toplam 20,0 ul

PCR iiriinti 94°C’de 4 dakika denatiire edilir.

**Premix

10X sequencing reaction Buffer 200 pl

dNTP(I) veya dNTP (G) Mix 100 pl dNTP(I) Mix
ddUTP Dye Terminator 200 pl

ddGTP Dye Terminator 100 pl

ddCTP Dye Terminator 200 pl

ddATP Dye Terminator 200 pl

DNA Polymerase Enzyme 100 pl

Toplam 1100 pl

Hazirlanan karisim boliinerek -20°C’de saklanir.

PCR program

96° C 3 dakika
96°C 20 sn. 34 dongii
53°C 20 sn

60°C 4 dakika
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EK 6 Cycle sequencing PCR mix:

BigDye 0.5 pl

5X Sequencing buffer 2 pl
DEPC treated water unto 10 pl
Primer 0.5 pl

DNA 2 ul

Thermal cycler conditions
96°C 1 min

96°C 10 sec

50°C 25 sec 25 cycle
60°C 4 min

4°C o
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