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OZET

SUT URUNLERINDEN iZOLE EDILEN MAYA SUSLARININ
MOLEKULER iDENTIiFIKASYONU VE ENDUSTRIYEL ONEME SAHIP MAYA
TURLERININ BELIRLENMESI

Melih GUNAY
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi
Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Tiillay TURGUT GENC
31/08/2023, 152

Siit ve siit Urilinleri maya tiirleri i¢in dogal yasam ortamidir. Ayrica, siit
iiriinlerinin barindirdigi maya mikrobiatasi, koku ve tat olusumunda 6nemli role sahiptir.
Siit ve siit trinlerinde Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Issatchenkia,
Kluyveromyces, Pichia, Trichosporon, Yarrowia ve Saccharomyces cinslerine ait maya
tiirlerine siklikla rastlanmaktadir. Caligmada, fermente siit iiriinleri olan yogurt, ayran ve
peynir orneklerinden maya suslart izole edilerek API-ID32C tanmi kiti ve molekiiler
yontemler (ITS-5.8S rDNA ve D1/D2 domininin PCR-RFLP ve DNA dizi analizi)
kullanilarak tanimlandi. Ayrica, tamimlanan maya suslarinin proteaz, lipaz ve iireaz
enzim aktiviteleri, farkli karbon kaynaklarindaki fermantasyon kapasiteleri,
termotolerans ve osmotolerans ozellikleri incelenerek endiistriyel dneme sahip maya
suslart belirlendi. Elde edilen sonuglara gore Kluyveromyces marxianus, Pichia
fermentas ve Saccharomyces cerevisiae maya tiirlerinin yogurt Orneklerinde, K.
marxianus, Candida parapsilosis, Clavispora lusitaniae ve Rhodotorula mucilaginosa
maya tiirlerinin ayran 6rneklerinde, K. marxianus, Wickerhamomyces anomalus ve C.
parapsilosis maya tiirlerinin peynir 6rneklerinde yogun olarak bulundugu belirlendi. K.
marxianus, S. cerevisiae, Y. lipolytica, P. fermentans,C. parapsilosis, W. anomalus, P.
kudriavzevii, Cl. lusitaniae ve C. intermedia tiirlerine ait toplam yirmi dort maya susunun
endiistriyel olarak 6nemli oldugu belirlendi. Endiistriyel olarak 6nemli oldugu belirlenen

bu maya suslar1 fermente friinlerin tretiminde baslatici kiiltiir olarak farkli



kombinasyonlar halinde kullanilabilir ve bu sayede fermente iirtinlerin kalitesini arttima

ve olgunlagma siirecine katki saglayabilir.

Anahtar kelimeler: Maya, Proteaz, Lipaz, Ureaz, Fermantasyon, Stres



ABSTRACT

MOLECULAR IDENTIFICATION OF YEAST STRAINS ISOLATED FROM
DAIRY PRODUCTS AND DETERMINATION OF YEAST SPECIES WITH
INDUSTRIAL IMPORTANT

Melih GUNAY
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Doctoral Dissertation in Biological Science
Advisor: Dr. Ogr. Uyesi Tiilay TURGUT GENC
31/08/2023, 152

Milk and dairy products are the natural habitat for yeast species. In addition, the yeast
microbiota contained in dairy products has an important role in the formation of odor and
taste. Yeast species belonging to the genera Candida, Cryptococcus, Debaryomyces,
Issatchenkia, Kluyveromyces, Pichia, Trichosporon, Yarrowia and Saccharomyces are
frequently encountered in milk and dairy products. In the study, yeast strains were isolated
from fermented dairy products such as yoghurt, ayran and cheese and identified using API-
ID32C identification kit and molecular methods (PCR-RFLP and DNA sequence analysis of
ITS-5.8S rDNA and D1/D2 domains). In addition, industrially important yeast strains were
determined by examining the protease, lipase and urease enzyme activities, fermentation
capacities in different carbon sources, thermotolerance and osmotolerance properties of the
identified yeast strains. According to the results, it was determined that Kluyveromyces
marxianus, Pichia fermentas and Saccharomyces cerevisiae Yyeast species were
predominantly present in yoghurt samples, K. marxianus, Candida parapsilosis, Clavispora
lusitaniae and Rhodotorula mucilaginosa yeast species were densely found in ayran samples,
and K. marxianus, Wickerhamomyces anomalus and C. parapsilosis yeast species were
predominantly present in cheese samples. It was found that twenty-four yeast strains belongs
to K. marxianus, S. cerevisiae, Y. lipolytica, P. fermentans,C. parapsilosis, W. anomalus, P.
kudriavzevii, Cl. lusitaniae ve C. intermedia yeast species are industrially important. These

yeast strains could be used in different combinations as starter cultures in the production of

Vi



fermented products and thus can contribute to the ripening process and improving the quality

of fermented products.

Keywords: Yeast, Protease, Lipase, Urease, Fermantation, Stress
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Mayalar birgok fermente iirlinlin (ekmek, sarap, bira vb.) iiretiminde, maya ekstrakti,
biyoetanol, ¢cesitli pigmentler ve probiyotikler gibi endiistriyel iiriinlerin yani sira ilag sanayi
icin ¢esitli kimyasal maddelerin liretiminde kullanilmaktadir (Jakobsen ve Narvhus, 1996;
Verstrepen vd., 2014). Ozellikle Saccharomyces cerevisiae maya tiirii bu alanda en yaygin
olarak kullanilan model bir organizmadir. S. cerevisiae maya tiirii ayrica insiiliin, hepatit
asist gibi heterolog bilesenlerin {iretiminde de kullanilmaktadir (Hou vd., 2012). S.
cerevisiae maya tiiriine ilave olarak son yillarda bir¢ok non-Saccharomyces maya tiirii de
endiistride ve biyoteknolojide kullanilmaktadir. Ozellikle fermente gidalarin iiretiminde
yaygin olarak kullanilan maya tiirleri: Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus,
Candida inconspicua, Candida maris, Torulopsis kefir, Torula koumiss, Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces lactis, laktozu fermente edemeyen maya tiirleri Geotrichium
penicillatum, Geotricum candidum, Saccharomyces unisporus, Saccharomyces uvarum,
Issatchenkia orientalis, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida diverca, Candida
inconspicua, Candida pararugosa, tiirleridir (Kabak ve Dobson, 2011; Johnson, 2013).

Siit ve siit {irlinleri bazi farkli maya tiirleri i¢in uygun bir habitattir (Fleet, 1990;
Viljoen, 2001). Bu nedenle de siit ve siit iiriinlerinde genellikle maya tiirlerine
rastlanmaktadir. Siit ve siit liriinlerinde bulunan maya tiirleri yiiksek protein, lipit, seker ve
organik asitleri substrat olarak kullanabildiklerinden, yani proteolitik ve lipolitik enzim
aktiviteleri yiiksek oldugundan bu tip fermente {iriinlerde genis dagilim gostermektir. Ayrica,
diisik sicaklik, dusik pH ve yiksek tuz konsantrasyonlarinda maya tiirleri
yasayabilmektedir. Bu 6zellikleri nedeni ile maya tiirleri fermente siit iiriinleri i¢in faydalari
(olgunlasma siireci vb.) oldugu gibi zararl da (starter kiiltiirlerin iiremesini engelleyebilme

gibi) olabilmektedir (Jakobsen ve Narvhus, 1996; Lopandic vd., , 2006).

Fermente {irtinlerin dogal yollarla iiretilmesinde, kendiliginden gelisen
mikroorganizmalar ve bu mikroorganizmalarin {rettigi enzimler gorev almaktadir.
Mikrobiyal kdkenli olan bu enzimlerin %50’den fazlasi endiistriyel dneme sahiptir. Ayni
enzimlerin farkli mikroorganizmalar tarafindan iiretilmesi, spesifik iirlin olusumu ig¢in

1



gereken ortam kosullarinin diizenlenmesinde c¢alismacilara kolaylik saglamaktadir. Son
yillarda yapilan biyoteknolojik c¢alismalarda, fermentasyon siirecinde gorevli suslar
kullanilarak saf ve iyi karakterize edilmis y1gin enzimlerin liretimi miimkiin olabilmektedir.
Bu c¢aligmalar, enzimlerin tekstil ve deterjan endiistrisine dahil edilmesine olanak

saglamaktadir (Kirk vd., 2002; Prakash vd., 2013; Sanchez ve Demain, 2011).

Son yillarda, endiistriyel enzimler cesitli dogal substratlarin par¢calanmasinda
kullanilmaktadir. Ornegin, deterjan, kagit, firinlama ve gida sanayisinde amilaz, lipaz,
seliilaz ve proteaz enzimleri, tekstil ve deri endiistrisinde lipaz, proteaz, seliilaz ve laktaz
enzimlerinden faydalanilmaktadir. Ayrica, gida ve igecek endiistrisinde, lipaz, proteaz,
ksilanaz, pektinaz, invertaz ve iniilinaz enzimleri, antimikrobiyal c¢alismalarda da
amiloglukosidaz ve peroksidaz enzimleri kullanilmaktadir. Bu enzimler arasinda proteazlar
ozellikle siit ve ve deteran endiistrisinde yaygin olarak kullanilmasindan dolay1 en ¢ok
goriilen enzimdir. Amilaz ve seliilazlar ise protezlarin ardindan en ¢ok kullanilan diger
enzimler olup, deterjan, firinlama ve tekstil endiistrisinde kullanilmaktadir. Diger enzimler
ise deterjan, tekstil endiistrileri, alkol {iretimi, biyoyakit iretimi, firmcilik ve gida
endiistrisinde kullanilan enzimlerdir (Kirk vd., 2002; Godfrey ve West, 1996).

Mayalarin amilaz, lipaz, fitaz, proteaz ve aromatik bilesikleri pargalayabilen oksidaz
veya peroksidaz gibi bazi 6nemli endiistriyel enzimleri tiretebildikleri bilinmektedir. Ayrica
hiicre dis1 enzimlerin bir¢ok endiistriyel anlanda kullanildig: ve kirli sularin temizlenmesinde
de 6nemli rolleri oldugu rapor edilmistir. (Yang vd., 2013; Johnson ve Echavarri-Erasun,
2011). Ornegin, Kluyveromyces cinsine ait baz tiirler tarafindan iiretilen kimozin ve laktaz
enzimleri ve K. marxianus maya tirii tarafindan iiretilen iniilinaz enzimleri gida
endiistrisinde kullanilmaktadir. Ayrica, S. cerevisiae maya tiirii ve Saccharomyces cinsine
ait baz1 maya tiirleri tarafindan kimozin, invertaz ve a-galaktosidaz enzimleri de gida
sanayisi ve yem tretiminde kullanilmaktadir. Zygosaccharomyces rouxii maya tiirii
tarafindan {tretilen L-glutaminaz enzimi tedavi edici olarak, Candida pseudotropicalis
tarafindan iretilen laktaz enzimi gida iiretiminde kullanilmaktadir. Candida rugosa
Pseudozyma antarctica A, B, G. candidum ve Trichosporon fermentum maya tiirleri

tarafindan {iretilen lipaz enziminden, gida iiretiminde, tatlanma, kirli su temizlenmesinde,



biyoremediasyonda, deterjan endiistrisinde faydalanilmaktadir (Aehle 2004, Hasan vd.,
2006, Pandey vd,. 2006, Vakhlu ve Klur 2006).

Yeni maya tiirlerinin belirlenmesi ve/veya yliksek oranda endiistriyel enzim iireten
maya suslarinin belirlenmesi endiistriyel olarak énemlidir. Bu nedenle tamamlanan doktora
calismasinda fermantasyon {iiriinii olan farkl: siit tirtinlerinden izole edilen maya suslar1 hem
asimilasyon test kitiyle hem de molekiiler yontemlerle tanimlandi ve tanimlanan maya
tiirlerinin endiistriyel oneme sahip enzim aktiviteleri, fermantatif 6zellikleri ve stres tolerans

Ozellikleri belirlendi.



IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

Mayalar farkli lireme kosullarina uyum saglayabilmeleri, genetik anlamda
manipiilasyonlarin kolaylikla yapilmasina olanak verdikleri i¢in biyoteknolojik ¢aligmalarda
ve endiistriyel alanda yogun olarak kullanilmaktadir. Fermente siit iiriinlerinin eldesinde

cesitli maya tiirleri aktif olarak gorev almaktadir.

Farkli tilkelerde market ve yoresel siit ve siit iirlinlerinden cesitli maya tiirleri
tanimlanmistir. Daha once Avustralya Sidney’de perakende satilan siit tiriinleri kullanilarak
yapilan bir ¢alismada pastorize siit, tereyagi, krema, peynir ve dondurmadan Candida
famata, Candida diffluens, Candida blankii, Candida stellata, Kluyveromyces marxianus,
Cryptococcus flavus, Cryptococcus laurentii, Cryptococcus albidus, Rhodotorula glutinis,
Rhodotorula rubra, Saccharomycopsis lipolytica ve Saccharomyces cerevisiae maya tiirleri

tanimlanmistir (Fleet ve Mian, 1987).

Farkl siit ve siit tirlinleri (sade ve aromal1 yogurt, eksi siit, lor ve siizme peynir ile
kefir, yoresel tilsit peyniri, peynir alt1 suyu ve peynir salamurasi) kullanilarak yiiriitiilen bir
caligmada toplamda 1013 maya susu izole edilmis ve 17 cinse ait 37 farkli maya tiirliniin
identifikasyonu gergeklestirilmistir (Rohm vd., 1992). Calismanin sonucunda Candida
parapsilosis, Rhodotorula mucilaginosa, K. marxianus, Yarrowia lipolytica ve
Debaryomyces hansenii maya tiirlerinin siit tiriinlerinden yogun olarak bulundugu rapor

edilmistir.

Cedar ve gouda peynirlerinin iiretildigi bir fabrikada, peynir yilizeyinden, salamura,
peynir alt1 suyundan, ¢alisanlarin ellerinden ve hava ortamindan maya izolasyonu yapilmis
ve 187 maya izolat1 elde edilmistir (Viljoen ve Greyling, 1995). Calismanin sonucunda,
salamura ve lor Orneklerinden Rhodotorula diffluens, Torulaspora delbrueckii,
Zygosaccharomyces rouxii, Y. lipolytica, Candida zeylanoides, Candida catenulata, Cr.
albidus, Cr. laurentii, D. hansenii, Issatchenkia orientalis, K. marxianus, Trichosporon

beigellii ve S. cerevisiae maya tiirleri tanimlanmustir.



Danimarka’ya 6zgii Danablu peynirinin {iretim asamalarinda barindirdigi maya
mikrobiyotast API-ID32C (BioMerieux, France) kit sistemi kullanilarak belirlemislerdir
(Tempel ve Jacopsen, 1998). Calismada kullanilan ornekler dort farkli Danablu
mandirasindan toplanmis ve 166 maya susu izole edilerek tanimlanmistir. Calismanin
sonucunda, ¢ig siitte ve salamura peynirlerde Candida humicola, C. famata, Candida krusei,
Candida rugosa, C. catenulata, Candida lipolytica, Trichosporon cutaneum, Torulospora
delbrueckii, R. glutinis, Cr. laurentii, Candida globosa, Zygosaccharomyces spp. ve S.

cerevisiae maya tiirleri tanimlanmustir.

Maya tiirlerinin hiicre disi enzim aktivitelerinin rapor edildigi bircok ¢alisma
liteartiirde mevcuttur. Debaryomyces polymorphus, D. hansenii, Debaryomyces castellii,
Hansenula anomala, Kloeckera apiculata ve S. cerevisiae maya tiirlerinin -glukosidaz
aktivitesine sahip oldugu rapor edilmistir (Rosi vd., 1994). Ayrica yliriitiilen baska bir
caligmada Aerobasidium pullulans, C. parapsilosis ve Kloeckera apiculata maya tiirlerinnin

yiiksek B-glukosidaz aktivitesi gosterdigini rapor edilmistir (McMahon vd., 1999).

Maya tiirlerinin tanimlanmasi1 ve enzimatik aktiviteleri ile ilgili yiiriitiilen bir
caligmada, sarap liretimi silirecinde iizlim sirasindan fermantasyon oncesi veya baslangicinda
ornekleme yapilmis ve 182 non-Saccharomycess maya susu izole edilmistir. Daha sonra
izole edilen suslarin ITS1-5.8S ITS2 rDNA gen bolgeleri ¢ogaltilmis ve Hinf | restriksiyon
enzimi kullanilarak PCR-RFLP analizi yapilmistir (Briones vd., 2000). Biyokimyasal testler
ve PCR-RFLP sonuglarina gore Metschnikowia pulcherrima, Brettanomyces clausenii,
Pichia membranifaciens, Pichia anomala, Klyveromyces thermotolerans, C. stellata, D.
hansenii ve S. cerevisiae maya tiirleri tanimlanmistir. Calismada ayrica non-Saccharomycess
maya tiirlerinin proteinaz, B-gluksidaz ve poligalakturonaz enzim aktiviteleri incelenmistir.
D. hansenii maya tiiri digindaki tiim maya izolatlarinda poligalakturonaz aktivitesi
goriilirken, M. pulcherrima maya tiirtinde B-glukosidaz aktivitesinin yiiksek oldugunu
gosterilmistir. P. membranifaciens ve M. pulcherrima maya tiirlerinin yiiksek proteolitik

aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.



Italya’nin Apulia bolgesinde yiiriitiilen bir ¢alismada farkli hayvansal siitlerden
(inek, keci, koyun ve su bufalosu) ve apol peynirinden toplamda 105 maya susu izole
edilerek, biyokimyasal yontemlerle tanimlamistir (Corbo vd., 2001). Calismanin sonucunda,
hayvansal siitlerden ve Apul peynirinden 12 farkli cinse ait 36 maya tiirii tanimlanmustur.
Hayvansal siitlerde ve Apol peynirinde Candida sake, C. catenulata, Tr. cutaneum, C.

zeylanoides ve Y. lipolytica maya tiirlerinin en yogun olarak bulundugu belirlenmistir.

Brezilya’nin Minas Gerais bolgesindeki dort farkli lokal tireticiden toplanan yogurt
orneklerinin maya mikrobiyotast biyokimyasal ve fizyolojik testler kullanilarak
tanimlanmistir (Schwan vd., 2001). Yogurt 6rneklerinden izole edilen 577 maya suslarinin
D. hansenii, D. castellii, Mrakia frigida, C. parapsilosis, Candida maltosa, Candida mogii,
Schizosaccharomyces pombe, K. marxianus, S. cerevisiae ve Hansenula spp., maya tiirlerine
ait oldugu belirlenmistir. Ayrica, ¢alismanin sonunda D. hansenii, S. cerevisiae, Hansenula

Spp. maya tiirlerinin yogurt 6rneklerinde yogun olarak bulundugu tespit edilmistir.

Daha 6nce yiiriitiilen bir ¢alismada Rokfor peynirinden maya izolasyonu yapilmis ve
biyokimyasal 6zellikleri belirlenmistir (Wojtatowicz vd., 2001). Calismanin sonucunda
peynir yiizeyindeki maya yogunlugu 10°-10° CFU/g olarak hesaplanirken, i¢ kisimdaki maya
yogunlugunun 10-100 kat daha az oldugu goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore rokfor
peynirinde C. famata, C. spherica maya tiirleri ve Candida intermedia maya tiirlerinin yogun
olarak bulundugu, ayrica Saccharomyces kluyveri, Candida kefyr ve C. lipolytica maya
tiirlerinin de siklikla bulundugu belirlenmistir. Ayrica C. famata olarak tanimlanan maya
tiirlerinin hiicre i¢i ve hiicre dis1 proteolitik ve lipolitik aktiviteleri arastirilmistir. Calismanin
sonucunda C. famata maya tiirlerinin %72’inde orta seviyede hiicre i¢i lipolitik aktivite, %38
maya tlirlinlin diisiik, %45’inin orta ve %17 sinin yliksek seviyede hiicre dis1 lipolitik
aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Calismada ayrica C. famata tiirlerinin sadece %10 unun

yuksek proteolitik aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.

Sardinian koyun siitinden elde edilen farkli peynir 6rneklerinde barindirdigi maya
biyotasi belirlenerek maya suslarinin enzim aktiviteleri (proteaz ve lipaz), sicaklik testi, tuz

toleransi ve farkli karbon kaynaklarindaki asimilasyon ozellikleri belirlenmistir (Cosentino



vd., 2001). Toplamda 160 farkli peynir 6rneginden izole edilen 281 maya susunun 16 farkli
cinse ve 25 farkli maya tiiriine ait oldugu tespit edilmistir. Genel olarak peynir 6rneklerinde
D. hansenii maya tiiriiniin baskin olarak bulundugu, ayrica Geotricum candidum,
Kluyvermoyces lactis, K. marxianus maya tiirlerinin de peynir Orneklerinde siklikla
bulundugu belirlenmistir. K. lactis, K. marxianus ve Dekkara anomala maya tiirlerinin
laktozu fermente edebildigi goriilmiistiir. Maya tiirlerinin biiytlik bir kismi laktik asidi asimile
edebilirken, D. hansenii, Rhodotorula rubra ve Y. lipolytica maya tiirlerinin sitrat1 asimile
edebildigi tespit edilmistir. Ayrica, tim maya suglarinin zayif proteaz ve lipaz aktiviteye
sahip oldugu, tanimlanan bazi D. hansenii ve K. lactis tiirlerinin osmotolerans 6zellik

gosterdigi belirlenmistir

Brezilya’da yerel iireticilerden alinan yogurt Orneklerinin maya mikrobiyotasi
lizerine yiiriitiilen ¢alismada, yogurt drneklerindeki maya yogunlugu 6x10” CFU/g olarak
hesaplanmistir (Moreira vd., 2001). Yogurt 6rneklerinden 577 maya susu izole edilmis,
maya suslart fizyolojik ve morfolojik Ozelliklerine gore tanimlanmistir. Elde edilen
sonuglara gore yogurt orneklerinde Mrakia frigida, C. parapsilosis, D. castellii, Candida
maltosa, S. cerevisiae ve Hansenula spp., maya tiirlerinin yogun olarak yer aldig1 tespit
edilmistir. Ayrica, Sc. pombe, D. hansenii, C. mogii ve K. marxianus maya tiirlerinin de

yogurt biyotasinda bulundugu belirlenmistir.

Endiistriyel iriinlerin iiretiminde, ila¢ endiistrisinde mayalardan ve mayalar
tarafindan iiretilen enzimlerden yogun olarak faydalanilmaktadir. Cesitli dogal kaynaklardan
izole edilen maya tiirlerinin hiicre dis1 enzim aktivitelerinin siklikla ¢aligilmaktadir. Giiney
Afrika’da sarap mahsenlerinden izole edilen 245 tane non-Saccharomyces maya susunun
hiicre dis1 pektinaz, proteaz,  -glukanaz, likenaz, B -glukosidaz, seliilaz, xylanaz ve amilaz
enzim aktiviteleri incelenmistir (Strauss vd., 2001). Candida pulcherrima, C. stellata,
Candida valida, Candida oleophila ve Kloeeckera apiculata tiirlerini i¢ceren 9 maya tiiriiniin
pektolitik enzim aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir. C. stellata, C. pulcherrima, K.
apiculata, D. hansenii tiirlerine ait bazi maya suslariin proteolitik enzim aktivitesine sahip
oldugu belirlenmistir. Ayrica, C. stellata, C. pulcherrima ve K. apiculata maya tiirlerinin
likenaz aktivitesine sahip oldugu gozlenmistir. Izole edilen maya suslarmin hicbirinde p —

glukosidaz aktivitesi goriilmezken sadece sekiz maya susunda p —glukosidaz aktivitesinin
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cok zay1f oldugu tespit edilmistir. C. stellata, C. pulcherrima ve K. apiculata tiirlerini igeren
11 maya tiiriinde seliilaz aktivitesinin, C. hellenica, C. stellata ve K. apiculata maya

tiirlerinde f —glukanaz aktivitesinin oldugu rapor edilmistir.

Brezilya tropikal yagmur ormanlarindan 348 maya susu ve 46 maya-benzeri fungus
olan Aerobasidium pullulans suslar1 izole edilmis ve hiicre dis1 amilaz, lipaz, esteraz,
proteaz, pektinaz ve kitinaz aktiviteleri test edilmistir (Buzzini ve Martini, 2002). Calismanin
sonucunda, Geotricum klebahnii, Hanseniaspora spp. Pichia spp., Pichia anoma Pichia
stipitis, Cr. albidus, Cryptococcus humicolus, Cr. laurentii, Cryptococcus luteolus,
Pseudozyma antarctica, Rhodotorula graminis, A. pullulans maya tiirlerini igeren 31 maya
susunda amilaz aktivitesinin bulundugu tespit edilmistir. Candida diddensiae, Candida
magnoliae, C. maltosa, Candida sake, D. hansenii, P. anomala, Pichia guilliermondii,
Pichia sorbophila, T. delbrueckii, Zygosaccharomyces rouxii, A. Pullulans, Cr. albidus, Cr.
humicolus, Cr. laurentii, Cr. luteolus, Ps. antarctica, Pseudozyma fusiformata, Rhodotorula
bacarum, R. glutinis, Rhodotorula graminis ve Rhodotorula mucilaginosa maya tiirlerini
iceren 162 maya susunun esteraz aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica,
Zygosaccharomyces spp., Ps. antarctica, Ps. fusiformata, R. bacarum maya tiirleri haricinde
kalan 395 maya susundan 160 tane maya susunda lipaz aktivitesinin gorildiigii, C.
magnoliae, C. silvae, G. klebahnii, P. anomala, Pichia spartinae, A. pullulans, Cr.
humicolus, Cr. laurentii, Cr. luteolus, Ps. antarctica, Ps. fusiformata ve R. bacarum maya
tiirlerini igeren 62 maya susunda proteaz aktivitesi oldugu gosterilmistir. C. sake, P.
guilliermondii, P. spartinae, A. pullulans ve Ps. antarctica maya tiirlerini barindiran 42
maya susunda pektinaz aktivitesinin oldugu ve tiim maya suslari i¢inde sadece 12 maya

susunda kitinaz aktivitesinin varligi rapor edilmistir (Buzzini ve Martini, 2002).

Macaristan’da marketlerde satilan ticari siit TUriinlerinin barindirdigi maya
mikrobiyotas1 Simplified Identification System (SIM) ve 18S rDNA gen bdlgesinin
restriksiyon fragment analizi yontemi kullanilarak tanimlanmistir (Vasdinyei ve Daek,
2003). Calismanin sonucunda izole edilen 62 maya susunun D. hansenii, G. candidum, Y.
lipolytica, K. lactis ve C. catenulata maya tiirlerinin dagilim gosterdigi, D. hansenii maya

tiirtiniin baskin olarak bulundugu tespit edilmistir.



Avusturya’daki marketlerden farkli peynir tiirleri, yogurt, tereyagi, eksi kerma, eksi
stit 6rnekleri olmak tizere 99 farkli siit tirtiniinden 513 maya susu izole edilerek Kklasik
yontemle ve molekiiler yontemlerle (RADP—PCR ile D1/D2 rDNA gen bolgelerinin sekans
analizi) tamimlanmistir (Lopandic vd., 2006). Calismanin sonucunda, farkl: siit tirtinlerinde,
Candida pararugosa, Candida inconspicua, Candida saitoana, C. catenulata, C. intermedia,
Candida pseudoglaebosa, C. sake, C. zeylanoides, C. parapsilosis, Candida sojae,
Clavispora lusitaniae, Cr. curvatus, Debaryomyces fabryi, D. hansenii, G. candidum,
Issatchenkia orientalis, Kazachstania unispora, K. lactis, K. marxianus, Picha fermentans,
P. guilliermondii, T. delbrueckii, Y. lipolytica, R. mucilaginosa, Tr. cutaneum, Trichosporon

ovoides ve S. cerevisiae maya tiirlerinin bulundugunu tespit edilmistir.,

Cesitli siit ve siit Urlinlerinin maya miktrobiyotasinin belirlendigi baska bir
calismada, ham siit ve market siitlerinde, D. hansenii, C. parapsilosis, C. intermedia, Cr.
curvatus, Geotricum geotrichum, K. marxianus, K. lactis, I. orientalis, P. fermentans, Pichia
farinosa, P. anomala, P. membranifaciens, Trichosporon beigelii ve Y. lipolytica maya
tiirlerinin yogun olarak bulundugu gosterilmistir (Biichl ve Seiler, 2011). Endiistriyel olarak
tiretilen ayranlarda C. tropicalis, Geotrichum spp., Issatchenkia spp., Kluyveromyces spp.,
P. anomala, P. kluyveri, D. hansenii, Galactomyces spp., T. delbrueckii ve S. cerevisiae
maya tiirlerinin dagilim gosterdigi belirlenmistir. Urdiin tereyag: ile yapilan ayranda ise G.
geotrichum, 1. orientalis, T. delbrueckii, C. tropicalis, S. cerevisiae, K. marxianus, P.
kluyveri, ve Trichosporon ovoides maya tiirlerinin yogun olarak bulundugu rapor edilmistir.
Ayrica, beyaz peynirin yiizey biyotasinda D. hansenii, G. geotrichum, I. orientalis, K. lactis,
K. marxianus, P. guilliermondii, P. membranifaciens, Tr. Beigelii ve Y. lipolytica maya

tiirlerinin dagilim gosterdigi tespit edilmistir.

Atik su artima tesislerinden izole edilen 257 maya susu molekiiler yontemler (D1/D2
domaininin DNA dizi analizi) tanimlanarak hiicre disi enzim aktiviteleri (lipaz, proteaz,
manganaz bagimli peroksidaz (MnP) ve lignin peroksidaz (LiP)) belirlenmistir (Yang vd.,
2013). Calismanin sonucunda, 92 maya susunun petri deneylerinde enzim aktivitelerine
pozitif sonug verdigi, bu suslardan 16 tanesinin ise lipaz aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir.
Lipaz aktivitesine sahip maya suslarinin C. rugosa, C. tropicalis, Cr. curvatus, T.

delbrueckii, Tr. montevideense, Filobasidium uniguttulatum tiirlerine ait oldugu, 14 maya
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susunun proteaz aktivitesi gosterdigi ve bu suslarin Candida palmioleophila, Cr. albidus,
Candida sp., P. spartinae, P. membranifaciens, R. mucilaginosa, T. delbrueckii, Tr.
montevideense, Pseudozyma sp. ve Y. lipolytica maya tiirlerine ait oldugu gosterilmistir.
Calismada 257 susunun da amilaz, selillaz ve fitaz aktivitesine sahip olmadigi tespit
edilmistir (Yang vd., 2013).

Misir’da farkls siit tiriinlerinden (sofra tereyagi, tereyagi, kareish peyniri, damietta
peyniri, ras peyniri ve islenmis peynir) izole edilen maya suslari klasik tanimlama yontemleri
kullanilarak belirlenmistir (Mohammed vd., 2017). Calismanin sonucunda siit tirtinlerinde,
C. albicans, C. parapsillosis, C. rugosa, C. tropicalis, Cr. neoformans, Debaryozyma
hansenii (C. famata), G. candidum, I. orientalis (C. krusei), K. marxianus (C. kefyr), P.
fermentans (C. lambica), R. glabrata, R. glutinis, R. rubra, S. cerevisiae, S. cerevisiae (C.
robusta), Tr. asahii, Trichosporon mucoides ve Y. lipolytica maya tiirlerinin bulundugu

tespit edilmistir.

Misir’da bazz siit tirtinlerinden (bufalo siitii, yogurt, tereyagi ve kareisk peyniri) maya
suslari farkli izolasyon ortamlarinda yapilmis ve tanimlanmistir (Moubasher vd., 2017). Elde
edilen sonuglara gore her bir izolasyon ortaminda Candida, Cyberlindnera, Debaryomyces,
Galactomyces, Kazachstania, Kluyveromyces, Meyerozyma, Pichia, Rhodotorula ve
Trichosporon cinslerine ait maya tiirleri tanimlanmistir. Ayrica, en az bir izolasyon
ortamindan izole edilen Candida metapsilosis, Candida orthopsilosis, C. parapsilosis, C.
zeylanoides, Cyberlindnera jadinii, D. hansenii, G. candidum, Kazachstania unisporus,
Kluyveromyces marxianus, M. guilliermondii, Pichia exigua, R. mucilaginosa ve T. asahii

maya tiirlerinin siit iirlinlerinde yogun olarak bulundugu goriilmiistiir

Siit tirtinleri treticilerinden toplanan yumusak peynir, sert peynir, krem peyniri ve
yogurt drneklerinden maya izolasyonu yapilarak molekiiler yontemlerle (D1/D2 rDNA gen
bolgesi, ITS1-5.8s ITS2 rDNA gen bolgesi, beta tiibiilin geni ve EF-a (Elongation Factor o)
gen bolgelerinin dizi analizi) tiir tanimlamasi yapilmistir (Mounier vd., 2017). Calisma
soncunda, siit tiriinlerinde, C. inconspicua, C. intermedia, C. parapsilosis, C. zeylanoides,

Cr. curvatus, Cr. diffluens, Cr. pseudolongus, Cr. uniguttulatus, D. hansenii, G. geotrichum,
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K. lactis, K. marxianus, Meyerozyma guilliermondii, P. fermentans, R. graminis, R.
mucilaginosa, Sporodiobolus salmonicolo, Tr. asahii, Y. lipolytica maya tiirleri

tanimlanmastir.

Misir’in geleneksel peyniri olan Karish peynirinin maya biyotas1 ve probiyotik
Ozelliklerinin arastirildigr c¢alismada, API-ID20 kit sistemi ve ITS-rDNA bolgesi
kullanilarak maya tiirleri tanimlanmistir (Abdel-Ghany vd., 2019). S. cerevisiae (25%),
Wickerhamomyces anomalus (23%), P. kudriavzevii (19%), K. lactis (17%), G. candidum
(6%), D. hansenii (4%), C. tropicalis (3%), Cryptococcus neoformans (1%), Rhodotorula
glabrata (1%) ve Tri. cutaneum (1%) maya tiirlerinin karish peynirinin biyotasini
olusturdugu gorillmiistiir. Ayrica, S. cerevisiae, W. anomalus ve P. kudriavzevii maya

tiirlerinin yiiksek probiyotik 6zelliklere sahip oldugu tespit edilmistir.

Kamerun’un Kuzey bdlgesinden toplanan yogurt 6rneklerinden izole edilen maya
suslarinin tanimlamasi yapilmistir. Calismada 26S rDNA gen bolgesinin PCR-DGGE
(Polymerase Chain Reaction-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) yontemi ile
tanimlamasi yapilmistir (Maiworé vd., 2019). Malassezia globosa, Hanseniaspora uvarum,
Galactomyces candidum, C. tropicalis, A. pullulans, T. globosa, Saccharomyces
cerevisiae/paradoxus, Pichia kluyveri, C. parapsilosis, T. delbrueckii, K. marxianus,
Candida orthopsilosis ve Pseudozyma sp. maya tiirlerinin yogurt orneklerinde dagilim
gosterdigi belirlenmistir. Yogurt 6rneklerinde G. candidum, C. parapsilosis, T. delbrueckii,
S. cerevisiae/paradoxus ve K. marxianus maya tiirlerinin baskin olarak bulundugu tespit

edilmistir.

Extremadura (Ispanya) bolgesinden toplanan geleneksel yumusak peynirlerinden 149
maya susu izole edilerek ISSR-PCR (Inter Simple Sequence Repeat-Polimerase Chain
Reaction) yontemiyle tanimlanmistir (Benito vd., 2020). D. hansenii, Debaryomyces
vindobonensis, K. marxianus, K. lactis, Candida cabralensis, Candida pararugosa, C.
zeylanoides, Y. lipolytica, P. fermentans, Pichia cactophila, P. kudriazevii ve Pichia jadinii
maya tilirlerinin yumusak peynirlerin biyotasinda bulundugu tespit edilmistir. Ayrica P.

fermentans olarak tanimlanan altt maya susunun, P. kudriavzevii olarak tanimlanan {i¢ maya
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susunun, K. marxianus olarak tanimlanan ii¢ maya susunun, D. hansenii ve Y. lipolytica
olarak tanimlanan birer maya susunun peynir gelisimi i¢in potansiyel probiyotik 6zelliklere

sahip oldugu belirlenmistir.

Geleneksel Tiirk peynirlerinden (tulum, kaskaval, mihalig, 6rgii, beyaz, sepet ve kegi
peyniri) izole edilen maya suslar1 molekiiler yontemlerle tanimlanmistir (Ozmen-Togay vd.,
2020). K. lactis, C. parapsilosis, Cl. lusitaniae, S. cerevisiae, K. marxianus, R. mucilaginosa,
Meyerozyma guilliermondii (eski adi: Pichia guilliermondii), C. zeylanoides ve Candida
albicans maya tiirlerinin geleneksel peynir ¢esitlerinde dagilim gésterdigi belirlenmistir. K.
marxainus ve D. hansenii maya tiirlerinin peynir tiirlerinde baskin olarak bulundugu,
kaskaval peynirinden tanimlanan D. hansenii ve R. mucilaginosa maya tiirlerinin
antiilisteriyal etkiye sahip oldugu, K. lactis olarak tanimlanan bir maya susunun (6rgii

peyniri) proteolitik aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Tiirkiye’de yiiriitiilen bir calismada Divle magarasi (Karaman, Tiirkiye) peynirinin
olgunlagma stirecinde D. hansenii, Y. lipolytica, K. lactis, C. zeylanoides ve G. candidum
maya tiirlerinin bulundugu belirlenmistir (Ozturkoglu-Budak vd., 2016a). Tanimlanan maya
tiirlerinin proteolitik ve lipolitik aktivitelerinin incelendigi baska bir ¢alismada ise Y.
lipolytica maya tiiriniin yiiksek seviyede lipaz aktivitesine ve orta seviyede proteaz
aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. D. hansenii ve G. candidum maya tiirlerinin diisiik
seviyede proteaz aktivitesi gosterdigi, K. lactis ve C. zeylanoides maya tiirlerinin proteolitik
aktiviteye sahip olmadig1 gosterilmistir (Ozturkoglu-Budak vd., 2016b). D. hansenii, K.
lactis ve C. zeylanoides maya tiirlerinin orta seviyede lipolitik aktivite gosterdigi, G.

candidum maya tiiriiniin ise diisiik lipaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir.

Tereyagindan izole edilen maya suslar1 D1/D2 domainin DNA dizi analizi
kullanilarak tanimlanmis ve tanimlanan maya suslarinin hiicre dis1 lipolitik, amilolitik ve
proteolitik enzim aktiviteleri incelenmistir (Yal¢in vd., 2017). C. zeylanoides olarak
tanimlanan maya suslarinin ¢cogunda yiiksek lipolitik ve proteolitik aktivite goriilmiis, sadece
bir C. zeylanoides maya susunun amilolitik aktiviteye sahip oldugu diger maya suslarinin ise

enzim aktivitesine sahip olmadig1 belirlenmistir.
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Gaziantep bolgesine ait 208 yoresel yogurt drneginden yalnizca yirmi bes tanesinden
maya izolasyonu yapilabilmistir (Kilig vd., 2019). Yogurt 6rneklerinde maya yogunlugu 1-
1,8x108 CFU/g olarak hesaplanmistir. izole edilen maya suslart MALDI-TOF-MS (Matriks
Assisted Lazer Desorption lonization Time Of Flight MassSpectrometry) yontemi
tamimlanmustir. Elde edilen sonuglara gore, yogurt 6rneklerinde %52 oranda C. kefyr maya
tiiriniin yogun olarak bulundugu belirlenmistir. Dagilim gosteren diger maya tiirleri ise S.

cerevisiae (%36), C. tropicalis (%8) ve C. lipolytica (%4) olarak tespit edilmistir.

Genellikle siit ve siit tiriinlerinden izole edilen maya suslarinin tanimlanmasi Klasik
tanimlama yoOntemleri, tan1 kitleri veya molekiiler yontemlerle yapilmaktadir. Klasik
tanimlama yontemlerinin zor ve zaman almasi nedeniyle ¢alismada, hizli tanimlama Kkiti
(API-1D32C) ve molekiiler yontemler (ITS1-5.8S ITS2 rDNA ve D1/D2 domainine ait gen
bolgelerinin PCR-RFLP analizi ve bu genlerin DNA dizi analizi) kullanilarak siit
iriinlerinden (yogurt, ayran ve peynir) izole edilen maya suslarinin tanimlanmasi
gerceklestirilmistir. Maya tiirleri tarafindan tiretilen hiicre dis1 enzimler fermente iiriinlerin
olusmasinda, olgunlagmasinda, tat koku gibi 6zelliklerin olugsmasinda biiyiik 6neme sahiptir.
Maya tiirlerinin hiicre dis1 enzim aktivitelerinin belirlenmesinde saraplik iiziimlerden veya
sarap iiretim asamalarindan izole edilen maya suslar1 yogun olarak kullanilmaktadir. Siit ve
siit tirtinlerinden 1zole edilen maya suslariin hiicre dis1 enzim aktivitelerinin belirlenmesi
lizerine yiirlitiilen ¢alisma sayis1 ise olduk¢a azdir. Bu nedenle, ¢alismada siit iiriinlerinden
izole edilerek tanimlanan maya suslarinin hiicre dis1 proteaz, lipaz ve iireaz aktiviteleri
incelenmis, maya suslarinin fermantatif o6zellikleri, osmotolerans ve termotolerans

ozellikleri belirlenmistir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Maya suslarmn izolasyonu

Arastirmada kullanilan maya suslari TTG-Maya Kiiltiir Koleksiyonu’na ait olup,
2006 yilinda Bolu ve g¢evresinde yer alan yerel lireticilerden temin edilen siit Giriinlerinden
(yogurt, peynir ve ayran) izole edildi. Aseptik kosullarda laboratuvara getirilen yogurt,
peynir ve ayran ornekleri %2’lik sodyum sitrat ¢ozeltisinde homojenize edildi. Daha sonra
antibiyotik iceren YGC (40 gr/L Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar) besi ortami
hazirlandi ve kiif gelisimini 6nlemek i¢in besi ortamlarina %0,1 sodyum propionat YGC besi
ortamina ilave edildi. Hazirlanan besi ortamlarina homojenize edilen 6rneklerden 50ul
yayma ekim yapildi ve 30°C sicaklikta 2-3 giin siireyle inkiibasyona birakildi. Gelisim
gosteren maya suslari icin CFU (Colony Forming Unit) degeri CFU/mL olarak hesaplandi
ve koloni yapisi farklilik gosteren maya suslari rastgele segilerek YPD (10 g/L Yeast Extract,
20 g/L Bacto-Peptone, 20 g/L Agar, %2 Dextrose) besi ortamina transfer edildi. Izole edilen
maya suslar1 ileriki ¢aligmalarda kullanilmak iizere -80 C’de stoklandi. Doktora tez
calismasinda kullanilmak {izere, yogurt, peynir ve ayran drneklerinden izole edilen maya
suslar1 stoklardan ¢ikarildi ve canlandirilmasi i¢in YPD kat1 besi ortamina ekimleri yapildi.
Ureme gosteren maya suslar1 yeniden saflastirildi ve daha sonra yiiriitiilecek olan
calismalarda kullanilmak tizere %20 gliserolde igerisine aktarildi ve -80°C stoklar1 yeniledi.
Canlandirma islemi esnasinda iireme gostermeyen maya suslari ise ¢alisma kapsamindan

cikartilarak kalan maya suslari ile ¢alismalara devam edildi.

3.2. Maya Suslarinin Tanimlanmasi

Arastirmada, yogurt, peynir ve ayran Orneklerinden izole edilen maya suslar
oncelikle mikro 6lgekli asimilasyon kiti olan API-ID32C (Analytical Proile Index) tani
kitiyle (bioMérieux, Fransa) ve daha sonra izole edilen maya suglar1 PCR-RFLP analizi ile
ITS1-5.85-1TS2 gen bolgesi ve 26S rDNA gen bolgesinin D1/D2 domainine ait gen

bolgelerinin DNA dizi analizi ile tanimlanmasi yapildi.
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3.2.1. API-ID32C Kit Sistemi ile Tanimlama

API-ID32C kit sistemi 32 farkli substrat i¢eren bir asimilasyon testi olup, hizli tani
kiti olarak maya ve diger mantarlarin tanimlanmasi amaciyla kullanilmaktadir (Meletiadis
vd., 2011; Karasu-Yalcin vd., 2017; Osuntokun vd., 2018). izole edilen maya suglarinin API-
ID32C kit sistemi kullanilarak tiretici firmanin 6nerdigi yapildi. API-ID32C kit sistemi farkl
azot ve karbon kaynaklarini substrat olarak iceren ve klinik mikrobiyolojide siklikla
kullanilan hizli bir tani kitidir. Kit sistemi igerisinde Galaktoz, Aktidiyon, Siikroz, N-Asetil-
Glukozamin, D,L-Laktat, L-Arabinoz, Sellobiyoz, Rafinoz, Maltoz, Trehaloz, 2-Keto-
Glukonat, a-Metil-D-Glukozit, Mannitol, Laktoz, Inositol, Sorbitol, D-Xylose, Gliserol,
Ramnoz, Palatinoz, Eritritol, Melibiyoz, Glukuronat, Melezitoz, Glukonat, Levulinat,
Glukoz, Sorboz, Glukozamin ve Eskulin substrat olarak bulunmaktadir. Maya suslar1 bu
substratlar1 kullanilabilme durumuna gore pozitif veya negatif olarak isaretlendi. Elde edilen
degerler iretici firmanin sagladigt APIWEB v4.0 programinda analiz edildi ve maya

tiirlerinin tanimlanmasi yapildi.

3.2.2. Molekiiler Tanimlama

Maya tiirlerinin tanimlanmasinda ribozomal RNA genlerinin PCR-RFLP ve DNA
dizi analizleri siklikla kullanilmaktadir (Gibson vd., 2011; Togay vd., 2020). Bu nedenle
izole edilen maya suslar1 ITS-5.8S rDNA ve 26S rDNA bolgesinin D1/D2 domaininin PCR-

RFLP ve DNA dizi analizi yontemleri kullanilarak tanimlanda.

Genomik DNA izolasyonu

Calismada yogurt, peynir ve ayran Orneklerinden izole edilerek saflastirilan maya
suglarinin  genomik DNA izolasyonlar1 LiOAc+SDS yontemi kullanilarak yapildi
(Kristjuhan vd., 2011). YPD besi ortaminda g¢ogaltilan maya kolonilerinden bir tanesi
igerisinde 200ul 0,2M LiOAc ve %1 SDS soliisyonu bulunan 1,5ul steril tiiplere aktarildi.
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Elde edilen hiicre siispansiyonu 70°C sicakliktaki su banyosunda 5 dk. siireyle inkiibe edildi.
Hiicre siispansiyonu tizerine 300ul saf etil alkol (%96-99) ilave edilerek vorteks (Stuarts
Vorkex Mixer-SAS) ile yavasca karistirildt ve 12500 rpm hizda 3 dk. boyunca santrifiij
yapild1 (Hettich Zentrifuges-Universal 320). Siipernatant kisimlart atildiktan sonra pelet
iizerine 1 ml %70’lik etil alkol ilave edildi ve 12500 rpm’de 3 dk. siireyle tekrar ¢oktiiriildii.
Santrifiij isleminden sonra siipernatant kismi atildi ve pellet iizerine 100ul TE pH.8 (Tris-
EDTA) ilave dilerek 12500 rpm’de 45sn santrifiij yapildi. izolasyon sonras: elde edilen
genomik DNA o6rnekleri devam eden calismalarda kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza
edildi.

ITS-5.8S rDNA Gen Boélgesinin PCR Amplifikasyonu

Maya suslarina ait genomik DNA kullanilarak ITS1-5.8S-ITS2 rDNA gen bolgesi
mayalara 6zgii evrensel oldugu bilinen ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ve
ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") primerleri kullanilarak PCR amplifikasyonu
yapildi (White vd., 1990). PCR reaksiyonlari BIO-RAD Thermal Cycler cihazi kullanilarak
30 pl hacimde olacak sekilde gerceklestirildi. Calismada kullanilan PCR bilesenleri ve PCR
sartlar1 Tablo 1 ve Tablo 2’de verildi. Elde edilen PCR fiiriinleri (5 pl), 6X yilikleme tamponu
(2 ul) (Thermo-Scientific, R0611) kullanilarak, %1,5 (w/v) agaroz jelde 120 voltya 120 dk
yiiriitiildi. PCR tirtinleri ultra violet transilluminator (UV) tizerinde Olympus C-5060 marka
fotograf makinesi kullanilarak goriintiilendi. PCR iiriinlerinin bant biiyiikliiklerinin
hesaplanmasi i¢in 100b¢ marker (Thermo-Scientific, SM041) referans alindi ve PCR
uzunluklar1 Gel-Pro Analyzer v4.0 programi kullanilarak hesaplandi. Yogurt, peynir ve
ayran orneklerinden izole edilen maya suslari, ITS1-5.8S-ITS2 rDNA gen bolgesinin PCR

uzunluklarina gore gruplandirildi.
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Tablo 1

Calismada kullanilan ITS-PCR bilesenleri ve son konsantrasyonu

PCR Bilesenleri Miktar1 Son
(30 uL) (uL) Konsantrasyon
10X Reaksiyon Buffer 3 1X
MgCl, 3,6 1,5mM
Forward Primer (ITS-1) 1,2 10pmol/ pL
Reverse Primer (ITS-4) 1,2 10pmol/ pL
dNTP 0,6 0,2 mM
Taqg Polimeraz 0,3 1U
dH20 19,1
DNA tamplete 1 50-100 ng
Tablo 2

Calismada kullanilan ITS-PCR sartlari

Reaksiyon Asamalari Slfoa(l;lk (S dirj 22;11%111
[k Denatiirasyon 94 3 1
Denatiirasyon 94 1 -
Primer baglanmasi 60 0,45 30
Uzama 72 1 -
Sonlanma 72 10 1

26S rDNA D1/D2 bélgesinin PCR Amplifikasyonu

Maya suslarina ait genomik DNA kullanilarak 26S rDNA gen bolgesi i¢inde yer alan
D1/D2 domaini, NL-1 (5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) ve NL-4 (5°-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) primerleri ile cogaltildi (Kurtzmann ve Robnett, 1998).
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PCR reaksiyonlari, BIO-RAD Thermal Cycler cihazi kullanilarak 30 pl hacimde olacak
sekilde gergeklestirildi. PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan bilesenler ve reaksiyon sartlari
Tablo 3 ve Tablo 4’te verildi. PCR amplifikasyonu sonucunda elde edilen PCR iiriinleri (5
ul) ve 6X yiikleme tamponu (2 ul) (Thermo-Scientific, R0611) kullanilarak, %1,5 (w/v)
agaroz jelde 120 voltta 120 dk. yiiriitiildii. PCR iirtinleri ultra violet transilluminatér (UV)
iizerinde goriintiilendi ve PCR goriintiileri Olympus C-5060 marka fotograf makinesi
kullanilarak goriintiilendi. PCR f{iriinlerinin bant biiytkliiklerini belirlemek i¢in 100bg
marker (Thermo-Scientific, SM041) referans alindi ve Gel-Pro Analyzer v4.0 programi
kullanilarak bant biyiikliikleri hesaplandi. Yogurt, peynir ve ayran orneklerinden izole

edilen maya suslar1 D1/D2 rDNA gen bolgesinin PCR biiyiikliiklerine goére gruplandirildi.

Tablo 3
Calismada kullanilan D1/D2-PCR bilesenleri ve son konsantrasyonu

PCR Bilesenleri Miktar1 Son
(30 uL) (uL) Konsantrasyon

10X Reaksiyon Buffer 3 1X
MgCl; 3,6 1,5mM
Forward Primer (NL-1) 1,2 10pmol/ uL
Reverse Primer (NL-4) 1,2 10pmol/ uL
dNTP 0,6 0,2 mM
Taqg Polimeraz 0,3 1U
dH20 19,1
DNA tamplete 1 50-100 ng
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Tablo 4
Calismada kullanilan D1/D2-PCR sartlar1

Reaksiyon Sicaklik Siire Dongii

Asamalari (°C) (dk.) Sayist
[k Denatiirasyon 94 3 1
Denatiirasyon 94 1 -
Primer baglanmasi 52 0,45 30
Uzama 72 5 -
Sonlanma 72 10 1

Restriksiyon Profillerinin Belirlenmesi

Yogurt, peynir ve ayran orneklerinden izole edilen maya suslarinin ITS1-5.8S-1TS2 ve
D1/D2 rDNA gen bolgelerine ait PCR firiinleri farkli restriksiyon enzimleri (Haelll, Hinfl,
Hhal, Alul ve Mspl) kullanilarak tiretici firmanin gosterdigi yonergeye gore restriksiyon
islemleri yapildi. Restriksiyon kesim sartlar1 Tablo 5°te verildi. Restriksiyon kesimleri
sonucunda elde edilen iriinler 100b¢ marker (Thermo-Scientific, SM041) ile birlikte %3
(w/v) agaroz jelde 120dk. silireyle 120 voltta yiiriitiildii. Restriksiyon f{iriinlerine ait
goriintiiler ultra violet transilluminatdér (UV) tablasinda Olympus C-5060 marka fotograf
makinesi kullamlarak fotograflandi. Izole edilen maya suslarinin restriksiyon kesimi
sonucunda elde edilen bant biiyiikliikleri Gel-Pro Analyzer v4.0 programi kullanilarak
hesaplandi. Elde edilen sonuglara gére maya suslar1 ITS1-5.8S-1TS2 ve D1/D2 rDNA gen

bolgelerini restriksiyon profillerine gore gruplandirildi.
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Tablo 5

Restriksiyon enzimlerinin kesim igslemi i¢in kullanilan reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Miktar

Bilesenleri (uL)
Restriksiyon enzimi 0,5
10X Green buffe 1
Kalip DNA 5
Niikleaz Free Su 8,5
Toplam hacim 15

DNA Dizi Analizleri

Doktora tez ¢alismasi kapsaminda yogurt, peynir ve ayran 6rneklerinden izole edilen
maya suslarinin PCR-RFLP sonuglarina gore, farkli restriksiyon profili gdsteren maya
suslar1 rastgele secildi. Segilen maya suslarinin ITS1-5.8S-1TS2 ve D1/D2 rDNA gen
bolgelerine ait PCR firiinleri, Applied Biotechnologies 3500xl Genetic Analyzer cihazi
kullanilarak DNA sekansi yapildi. “.abi” formatinda elde edilen DNA dizilert MEGA-11
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis — 11) programinda goriintillendi ve maya
suslarina ait DNA dizileri “.fasta” formatina g¢evrilerek kaydedildi (Kumar vd., 2018).
Secilen maya suslarina ait “.fasta” formatindaki ITS1-58S-1TS2 ve D1/D2 rDNA gen dizileri
NCBI (National Center for Biotechnology Information) web servisi altinda bulunan BLAST
(Basic Local Alingment Search Tool) programi kullanilarak analiz edildi ve yiiksek
benzerlik goésteren maya tiirleri belirlendi (Altschul vd., 1990). Maya tiirlerinin
tamimlanmasinda BLAST sonucuna gore CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures),
ATCC (American Type Culture Collection), CECT (Coleccion Espanola de Cultivos Tipo),
NRRL (Northern Regional Research Laboratory) gibi veri tabanlarinda yer alan tip suslar
referans alindi, %95 ve iizerinde dizi benzerligi gdésteren maya suslar1 dogru kabul edildi.
Tanimlanan maya suslarina ait ITS1-5.8S-1TS2 ve D1/D2 rDNA dizileri NCBI web servisi
altinda yer alan GenBank veri tabanina yliklenerek maya suslari i¢in erisim numarasi

(Accession Number) alindu.
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Filogenetik Analizler

DNA dizi analizi i¢in secilen maya suslar1 arasindaki filogenetik iliskileri belirlemek
icin, se¢ilen maya suslarin “.fasta” uzantili ITS1-5.8S-1TS2 ve D1/D2 rDNA dizileri ve
dis grup olarak secilen maya tiirii Clustal W v1.6 parametrelerine gore hizalandi. Daha sonra,
hizalanan DNA dizileri arasindaki filogenetik iligkilerin belirlenmesi i¢in maksimum
parsimony (MP) agaci Subtree-Pruning-Regrafting (SPR) parametreleri ve booststrap
metoduna gore olusturuldu. Filogenetik agacin kollar1 arasindaki mesafenin belirlenmesi i¢in
bootstrap metodu 1000 tekrarli olarak kullanildi ve %50°nin altndaki bootstrap degerleri
agac lizerinde gosterilmedi. Tiim filogenetik analizler MEGA-11 programi kullanilarak
gergeklestirildi (Kumar vd., 2018). Ayrica, yapilan tiim analizler her bir izolasyon kaynagi
icin ayr1 ayri gergeklestirildi.

3.3. izole Edilen Maya Suslariin Hiicre Dis1 Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Doktora tez calismasinda yogurt, peynir ve ayran drneklerinden izole edilen maya

suslarin hiicre dis1 proteaz, lipaz ve lireaz aktiviteleri belirlenmistir.

3.3.1. Proteaz Aktivitesi

Izole edilen maya suslarinin proteaz aktivitesi igin, YPD+Skim milk besi ortam
kullanild: (Bilinski vd., 1987). 10 g Yeast Extract, 20 g Bacto-peptone, 20 g Agar tartilarak
1000 mL distile su igerisinde ¢oziildii ve 121 °C de 15 dakika otoklavlandi. Besi ortami
petrilere dokiilmeden once igerisine %50 skim milk (yagsiz siit) ilave edildi ve 20 mL olarak
petriler hazirlandi. izole edilen maya suslari, stoktan cikartilarak canlandirildi ve taze maya
kiiltiirlerinden 5pl alinarak besi ortamlarma damla ekimi yapildi. Daha sonra, ekimleri
yapilan petriler 30 °C de 10 giin siireyle inkiibasyona birakildi. Petrilerde lireme gosteren
maya suslarinin etrafinda zon olusturanlar proteaz pozitif, olusturmayanlar ise proteaz
negatif olarak belirlendi. Proteaz pozitif maya suslarinin etrafinda olusan zon caplari

olgtildii.
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3.3.2 Lipaz Aktivitesi

izole edilen maya suslarmnin lipolitik aktivitesi YPD + tribiitrin agar besi ortam
kullanilarak test edildi (Atlas ve Parks, 1993). 3 g Yeast Extract, 5 g Bacto-peptone, 10 g
tribiitrin ve 15 g Agar tartilarak 1000 mL distile su igerisine eklendi ve 121 °C de 15 dk
otoklavandi. Otoklav sonrasinda, besi ortamlar1 20 mL olacak sekilde petrilere dokiildii.
Petriler donduktan sonra taze kiiltiirden alinan maya suslar1 Syl olacak sekilde damla
ekimleri yapildi. Maya suslan etrafinda seffaf zon olusturan maya suslar1 lipaz pozitif,
olusturmayan lipaz negatif olarak belirlendi. Lipaz aktivitesi olan maya suslariin

olusturdugu zon ¢aplari dlgiilerek kaydedildi.

3.3.3 Ureaz Aktivitesi

Izole edilen tiim maya suslarinin hiicre dis1 iireaz aktivitesi Christensen Urea Agar
besi ortam1 (1g/L Pepton; 1g/L Dextroz; 5g/L Sodyum klorid, NaCl; 2 g/Lpotasyum fosoat-
monobasic, monobasic, KH2PO4; 20g/l Ure, 0,012g/L Fenol kirmizisi, 15g/L Agar)
kullanilarak belirlendi (Brink, 2010). Besi ortami1 hazirlanirken agar disindaki tiim bilesenler
100 ml saf su igerisinde ¢oziilerek filtre sterilizasyona (0,45um) tabi tutuldu. Daha sonra,
900 ml saf su igerisinde agar ¢oziilerek 121 °C de 15 dk. Siireyle sterilize edildi. Agar
¢ozeltisi soguduktan sonra iizerine 100 mL iire ¢ozeltisi steril bir sekilde ilave edildi ve elde
edilen lireaz ortami cam tiiplere egik bir sekilde dokiildii. Maya suslart besi ortamlarina
ekilerek 10 giin siireyle 30 °C de inkiibasyona birakildi. Her giin renk degisimleri kontrol
edilerek kayit altina alindi. Besi ortaminda saridan pembeye bir renk doniisiine neden olan

maya suslar lireaz pozitif olarak degerlendirildi.

3.4. izole Edilen Maya Suslarinin Fermantasyon Kapasitesinin Belirlenmesi

Siit tirtinlerinden izole edilen maya suslarinin fermentasyon kapasiteleri Karki ve
arkadaslar1 (2017) tarafindan belirlenen ortam kosullarina gore test edildi. Izole edilen maya
suslariin fermantasyon kapasitelerinin belirlenmesi i¢in, her bir besi ortam1 200 ml olacak

sekilde sirasiyla, YEP + %2 Dekstroz, YEP + % 2 Galaktoz, YEP + %2 Siikroz, YEP + %2
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Laktoz, YEP +%2 Maltoz ve YEP + %2 Gliserin (YEP: 10 g Yeast Ekstract, 20 g Bacto-
Pepton) s1vi besi ortamlar1 hazirlandi. Fermantasyon indikatorii olarak brom timol mavisi
(BTB) kullanildi. Taze maya kiiltiirlerinden alinan maya ornekleri uygun seyreltmeler
yapilarak her bir karbon kaynagina ekimleri yapildi. Daha sonra, flasklarin agizlari sikica
kapatilarak 30 °C’de 7 ile 25 giin aras1 inkiibasyona birakildi. BTB solusyonundaki renk
degisimine bakilarak maya suslarinin fermentasyon kapasiteleri belirlendi. Yiiriitiilen tiim

caligmalar her bir izolasyon kaynagi i¢in ayr1 ayr1 gerceklestirildi.

3.5. izole Edilen Maya Suslariin Sicaklik ve Glikoz Testi

Yogurt, peynir ve ayran drneklerinden izole edilen maya suslari, Sul olacak sekilde
YPD besi ortamina damla ekimleri yapildi ve besi ortamlar1 37 ve 45 °C’de 2-3 giin siireyle
inkiibasyona birakildi. Ureme gdsteren maya suslari pozitif, iireme gdstermeyen maya
suslar1 ise negatif olarak isaretlendi. Ayrica izole edilen maya suslarina glikoz stres testi
yapildi. Bu amagla maya suslar1 %50 dekstroz i¢eren besi ortamina 5 pl olarak damla ekimi
yapildi, tireme gosteren maya suslari pozitif, gostermeyen maya suslar1 ise negatif olarak

belirlendi.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

Calismada kullanilan maya suslar1 2006 yilinda Bolu yoresinde bulunan 11 farkl
tiretici firmadan toplanan siit liriinlerinden izole edilerek TTG-Yeast koleksiyonunda Tiilay
TURGUT GENC tarafindan stoklanmistir. Saflastirma sonrasinda maya suglarinin firmalara
gore dagilimlar1 Tablo 6°da verildi. Oncelikle maya suslarinin YPD kat1 besiyerine ekimleri
yapilarak canli maya suslarinin sayisi belirlendi. Peynir 6rneklerinden izole edilen 81 maya
susunun tiimiiniin, ayran Orneklerinden izole edilerek stoklanan 118 maya susundan 116
tanesinin ve yogurt orneklerinden izole edilerek stoklanan 55 maya susundan 41 tanesinin
gelisim gosterdigi belirlendi. Canlandirma sonrasi tiim maya suslart %20’lik gliserol
icerisinde -80 °C derin dondurucuda tekrar stoklandi. Elde edilen sonuglar karisikliga neden
olmamasi i¢in Arastirma Bulgular1 béliimiinde yogurt, ayran ve peynir olmak iizere {i¢ ayr1

baslik altinda sunuldu.

Tablo 6
Saflagtirma sonrasinda maya suslarinin firmalara ve Ornekleme yapilan kaynaga gore
dagilimi1
URETICIi FIRMA KODU PEYNIR AYRAN YOGURT
F-1 16
F-2 27
F-3 2
F-4 29
F-5 24
F-6 9
F-7 43
F-8 6
F-9 30 2
F-10 27
F-11 23
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4.1. Yogurttan izole Edilen Maya Suslari ile Yapilan Cahismalar

4.1.1. Maya Yogunlugunun Belirlenmesi

Yogurt 6rneklerinde maya yogunlugunu belirlemek i¢in izole edilen maya suslarinin
koloni olusturan birim (CFU, Colony Forming Unit) degeri g/mL olarak hesaplandi ve 6x103
CFU/mL olarak tespit edildi. Maya suslarinin zengin besi ortaminda canlandirilmasi
sonrasinda kirk bir maya susunun ¢ogalabildigi gozlendi (Sekil 1). Yogurt 6rneklerinden

izole edilen maya suslar1 “Y” olarak kodlandirildu.

-1 Y-2 Y-3 Y-4 -5 Y-6 Y-7

0000000

Sekil 1. Yogurt orneklerinden izole edilen maya suslarinin zengin besi ortaminda

cogaltilmasi
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4.1.2. Maya Suslarinin Tanimlanmasi

Maya tiirlerinin geleneksel tanimlama yontemlerinin zaman almasi, maliyetinin fazla
olmas1 ve hatali sonuglar verebilmesi nedeni ile tani kitlerinin ve 6zellikle molekiiler tani
yontemlerinin kullaniminda artig goriilmiistiir (Pincus vd., 2007). Tani kitlerinin maliyetinin
ylksek olmasina ragmen 6zellikle hizli sonu¢ vermesinden dolay1 6zellikle klinik testlerde
ve hastanelerde yogun olarak kullanilmaktadir. Ancak hizli tani kitleride hatali sonuglar
verebilmektedir. Bu nedenle moekiiler tanimlama yontemleri en giivenilir tanimlama
yontemleridir. Genellikle maya tiirlerinin tanimlanmasinda ribozomal DNA (rDNA)
bolgelerinin (ITS1-5.8S-1TS2 rDNA ve 26S rDNA) PCR-RFLP analizleri ve DNA dizi
analizleri siklikla kullanilmaktadir (Gibson vd., 2011; Garnier vd., 2017; Moubasher vd.,
2018; Haastrup vd., 2018; Geng ve Giinay, 2020; Togay vd., 2020). Calismada yogurt
orneklerinden izole edilen maya suslar1 6ncelikle mayalar icin spesifik hizli tanimlama kiti
(API-ID32C asimilasyon test kiti) kullanilarak tanimlandi. Daha sonra ise ITS1-5.8S-1TS2
rDNA ve D1/D2 rDNA gen bélgelerinin PCR-RFLP analizi ve bu bdlgelerin DNA dizi

analizleri ile tiir tanimlamalar1 yapildi.

API-ID32 Kit Sistemi ile Tanimlanmasi

Yogurt oOrneklerinden izole edilen 41 maya susunun API-ID32C kit sistemi
kullanilarak tiir tanimlamasi sonucu Candida kefyr, Candida lambica, Candida lipolytica,
Candida inconspicua, Candida tropicalis, Candida guiliermondii, Candida parapsilosis ve
Saccharomyces cerevisiae olmak {izere toplam sekiz maya tiirii belirlendi. Asimilasyon
sonuglarina gore C. kefyr olarak tanimlanan on bir maya susunun sekiz farkli asimilasyon
profili olusturdugu goriildii (Tablo 7). Y-39 ve Y-41 maya suslarinin birinci profilde, Y-34
ve Y-35 maya suslarinin ikinci profilde, Y-24 ve Y-36 maya suglarinin {igiincii profilde yer
aldig1 gozlendi. Diger maya suslarinin ise (Y-14, Y-16, Y-18, Y-37) ayr1 ayr1 asimilasyon
profilleri olusturdugu belirlendi. C. lambica olarak tanimlanan on yedi maya susunun
asimilasyon testi sonuclarina gore bes farkli profil olusturdugu, dokuz maya susunun (Y-1,
Y-2, Y-4, Y-7, Y-8, Y-15, Y-19, Y-20 ve Y-23) birinci asimilasyon profilinde, bes maya
susunun (Y-12, Y-13, Y-17, Y-21 ve Y-22) ikinci asimilasyon profilinde yer aldigi
belirlendi. Diger C. lambica maya suslarinin (Y-3, Y-5 ve Y-9) ise farkli asimilasyon
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profilleri olusturdugu gorildi. C. lipolytica olarak tanimlanan iki maya susunun (Y-25 ve
Y-27) iki farkli profil olusturdugu gézlenirken C. inconspicua (Y-6), C. tropikalis (Y-6), C.
guilliermondii (Y-30) ve C. parapsilosis (Y-40) olarak tanimlanan maya suslarinin herpsinin
ayr1 asimilasyon profiline sahip oldugu tespit edildi. S. cerevisiae olarak tanimlanan yedi
maya susunun {i¢ farkli profil olusturdugu tespit edildi. Bes maya susu (Y-26, Y-28, Y-29,
Y-32 ve Y-38) birinci profilde yer alirken diger iki maya susunun (Y-31 ve Y-33) ayr1 ayr1
profiller olusturdugu tespit edildi.

Tanimlanan maya suglarinin ytizdelik dagilimi Sekil 2°de verildi. Asimilasyon test
sonuglarina gore yogurt orneklerinde C. lambica maya tiiriiniin (%41,5) yogun olarak
bulunan maya tiirii oldugu belirlendi. Yogurt 6rneklerinde C. kefyr maya tiiriiniin %26,9 ve
C. lipolytica maya tiiriiniin %4,9 oraninda dagilim gosterdigi gozlendi. C. inconspicua, C.
tropicalis, C. guilliermondii ve C. parapsilosis maya tiirlerinin ise yogurt 6rneklerinde esit
oranda (%2,4) dagilim gosterdigi tespit edildi. S. cereviciae maya tiiriiniin yogurt
orneklerinde %17,1 oraninda dagilim gosterdigi belirlendi. Yogurt orneklerinde non-

saccharomyces maya tiirlenin (%82,9) yogun olarak bulundugu olarak gézlendi.
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Tablo 7
Yogurt oOrneklerinden izole edilen maya suslarmmin asimilasyon sonuglarina gore

tanimlanmasi ve gruplandirilmasi

Profil Numarasi (G)
ve
Sus Kodu (Y)

Tanimlanan
Maya Tiirleri

G1l:Y-39, Y-41
G2:Y-34,Y-35
G3:Y-24, Y-36
G4:Y-14
G5:Y-10
G6: Y-16
G7:Y-18
G8: Y-37

C. kefyr

G1:Y-1,Y-2,Y-4,Y-7, Y-8, Y-15, Y-19, Y-20,
Y-23
G2:Y-12,Y-13,Y-17,Y-21, Y-22
C. lambica G3: Y-3
G4:Y-5
G5:Y-9

G1:Y-25

C. lipolytica
ROy G2: Y-27

C. inconspicua Gl:Y-6

C. tropicalis G1l:Y-11

C. guiliermondii G1:Y-30

C. parapsilosis G1:Y-40

G1:Y-26, Y-28, Y-29, Y-32, Y-38
S. cerevisiae G2:Y-31
G3:Y-33
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Molekiiler Yontemlerle Tanimlama

ITS-5.8S Bolgesinin PCR-RFLP Analizi

Maya suslarinin genomik DNA izolasyonu sonrast ITS1-5.8S-1TS2 rDNA gen
bolgesinin ITS1 ve ITS4 primeri kullanilarak PCR amplifikasyonu yapildi. Susu kodu Y-1
ile Y-18 arasinda olan maya suslarina ait PCR sonrasi agaroz jel goriintiisii Sekil 3’te, Y-
19’dan Y-35’e kadar olan maya suslarina ait jel goriintiisii Sekil 4’te ve Y-36’dan Y-41’¢
kadar olan maya suslarina ait jel goriintiisii Sekil 5’te verildi. Amplifikasyon sonras1t PCR

tirtinlerinin bant uzunluguna goére maya suslar1 gruplandirildi.

Y-7 Y8 Y9 Y-10 Y-1I Y-12 Y-13 Y-14 Y-I5 Y16 Y-17 Y-18 M

ITS-PCR

Sekil 3. Maya suslarina (Y-1 ile Y-18) ait ITS-5.8Sgen bolgesinin PCR sonucu

M Y19 Y20 Y21 Y-22 Y-23 Y-24 Y-25 Y26 Y-27 .Y-28 Y-29 Y-30 Y-31 VY-32 Y33 VY34 Y35 M

Sekil 4. Maya suslarina (Y-19 ile Y-35) ait ITS-5.8Sgen bolgesinin PCR sonucu
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M Y-36 Y-37 Y-38 Y-39 Y40 Y41 M

1000 — &

e
J
-

800 —— S
500 —— —.

100 —
ITS-PCR

Sekil 5. Maya suslarina (Y-36 ile Y-41) ait ITS-5.8Sgen bolgesinin PCR sonucu

Yogurt 6rneklerinden izole edilen kirk bir maya susu ITS1-5.8S-1TS2 rDNA gen
bolgesinin PCR bant uzunluguna gore alt1 gruba ayrildi (Tablo 8). Birinci grupta yer alan iki
maya susunun (Y-25 ve Y-27) yaklasik 400 b¢ uzunlugunda PCR {iriinii verdigi goriildii.
Ikinci PCR grubunda yer alan on sekiz maya susunun (Y-1, Y-2, Y-3, Y-4, Y-5, Y-6, Y-7,
Y-8, Y-12, Y-13, Y-15, Y-17, Y-19, Y-20, Y-21, Y-22, Y-23 ve Y-40) yaklasik 500 bg
biiyiikliigiinde PCR iiriinii verdigi, tliglincti PCR grubunda yer alan iki maya susunun ise (Y-
11 ve Y-30) yaklasik olarak 600 bg biiyiikliigiinde PCR iiriinii verdigi tespit edildi. Dordiincii
grupta bulunan yedi maya susunun (Y-24, Y-34, Y-35, Y-36, Y-37, Y-39 ve Y-41) yaklasik
750 bg ve besinci grupta bulunan alti maya susunun (Y-9, Y-10, Y-14, Y-16, Y-18 ve Y-35)
yaklasik 800 bg biiytikliigiinde PCR f{irtinleri verdikleri goriildii. PCR {iriinlerine gore altinci
grubu olusturan altt maya susunun (Y-26, Y-28, Y-29, Y-31, Y-32 ve Y-33) yaklasik 900 b¢
biiytikliigiinde PCR iiriinii verdigi tespit edildi.

Maya suslarinin ITS1-5.8S-ITS2 rDNA gen bolgelerine ait PCR iiriinleri Hinfl,
Haelll, Mspl, Alul ve Hhal restriksiyon enzimleri kullanilarak iiretici firmanin onerdigi
sekilde kesildi ve elde edilen restriksiyon iiriinlerine gore maya suslar1 tekrar gruplandirildi.
PCR iiriinlerine gore birinci grupta yer alan (P-1) iki maya susu (Y-25 ve Y-27) PCR-RFLP
analizi sonrasinda tek bir profil (R-1) olusturdu (Tablo 9). R-1 restriksiyon profilinde yer
alan maya suslarinin Msp I enzimi i¢in kesim bdolgesi icermedigi, Hae III, Hinf I ve Alu I
enzimleri i¢in tek kesim bolgesine sahip oldugu ve Hha I enzimi i¢in iki kesim bolgesine

sahip oldugu gorildii.

Ikinci PCR grubunda yer alan on sekiz maya susu (P-2) restriksiyon enzimleri ile

kesimi sonrasinda bes restriksiyon grubuna (R-2, R-3, R-4, R-5 ve R-6) ayrildig1 goézlendi
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(Tablo 10). Restriksiyon profillerine gore ikinci grupta (R-2) yer alan on bir maya susunun
liclincti grupta (R-3) yer alan dort maya susundan Hha I enzimi ile ayristigi goriildi.
Restriksiyon profiline gore dordiincii grupta (R-4) yer alan Y-6 maya susunun Hae III ve
Alu I enzimleri i¢in kesim bolgesi igermedigi, R-2 restriksiyon profilinde bulunan maya
suglarindan bu enzimlerin kesimsonuglari ile ayrildigi, R- restriksiyon profilinde bulunan
maya suslarindan ise bu enzimlere ilave olarak Hha I kesim sonuglarina gore ayristigi
belirlendi. Besinci grupta (R-5) yer alan maya susunun (Y-17) diger gruplardan (R-2, R-3
ve R-4) Hinf I, Alu I ve Msp I enzimi ile ayrildig1 gézlendi. Altinci grupta (R-6) yer alan Y-
40 maya susunun Alu I ve Msp I enzimleri i¢in kesim bolgesi icermedigi, Hae III, Hinf I ve

Hha | enzim kesim sonuglarina gore diger restriksiyon profillerinden ayrildigi tespit edildi.

ITS1-5.8S-ITS2 rDNA gen bolgesine ait PCR bant biiytikliigiine gore li¢iincii grupta
(P-3) yer alan iki maya susunun (Y-11 ve Y-30) Haelll ve Msp | enzimleri ile birbirlerinden
ayrildig tespit edildi (Tablo 11). Ayrica, bu maya suglarinin Alu I enzimi i¢in kesim bolgesi

icermedigi gozlendi.

Tablo 8
Yogurt kaynakli maya suglarinin ITS-5.8S bolgesinin PCR amplifikasyonu

PCR Bant Maya
Biiyiikligii (bc) Suslan
P-1
(~400) Y-25, Y-27
P-2 Y-1,Y-2,Y-3, Y-4, Y-5, Y-6, Y-7, Y-8, Y-12, Y-13, Y-15, Y-17, Y-19,
(~500) Y-20, Y-21, Y-22, Y-23, Y-40
P-3
P-4
(~750) Y-24, Y-34, Y-35, Y-36, Y-37, Y-39, Y-41
P-5
(~800) Y-9, Y-10, Y-14, Y-16, Y-18, Y-35
P-6
(~900) Y-26, Y-28, Y-29, Y-31, Y-32, Y-33
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Tablo 9

Birinci PCR grubuna ait maya suslarinin ITS-5.8S bolgesinin restriksiyon profilleri

PCR RELP Maya PCR-RFLP / ITS1-5.85-1TS2 rDNA
GrupNo  GrupNo  Suslar == ™ Hinf Hha | Alul  Mspl
p-1
(<400 bo) Rl Y-25Y-27 250-105 190-160 185-110-60 28575 -
Tablo 10

Ikinci PCR grubuna ait maya suslarinin ITS-5.8S bélgesinin restriksiyon profilleri

ocR RELP Maya PCR-RFLP / ITS1-5.85-1TS2 rDNA
GrupNo  Grup No Suslar Hae Ill  Hinfl Hha I Alu | Msp |
Y-1,Y-2,Y-3, Y-
4,Y-5.Y-7,Y-8, 150-90-90-  290-100-
R2 gy v ig'yas 3309570 260-190 1000 299" 250-90-80
Y-20
Y-19, Y-21, Y-22. 200-100-  250-120-
R-3 4 330-95-70 260190 210-190-80 ol ”
p-2
~500 b ..
(=500b9) o, Y6 e 260-190 190-90-90- 250-90-80
85-85
R-5 v-17 330-95-70 200;)00- 210-190-80  380-95  385-75
R-6 Y-40 395-100 245240 300200 e eeeeee
Tablo 11

Ugiincii PCR grubuna ait maya suslarmin 1TS-5.8S bélgesinin restriksiyon profilleri

PCR-RFLP / I1TS1-5.85-1TS2 rDNA

PCR RFLP Maya

GrupNo  Grup No Suslart Hae 111 Hinf I Hha | AI'“ Msp |
o R-7 v-11 490-105  300-300 310200  -- 375-190

(~600 be) R-8 Y-30  400-105-90  300-300  300-285 - 370-120-100

PCR bant biiyiikliigiine gore dordiincii grupta (P-4) yer alan yedi maya susunun dort
farkli restriksiyon profili (R-9, R-10, R-11 ve R-12) olusturdugu goriildii (Tablo 12). PCR-
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RFLP sonuglarina gore R-9 restriksiyon profilinde yer alan dort maya susunun (Y-36, Y-37,
Y-39 ve Y-41), R-10, R-11 ve R-12 restriksiyon profillerinde yer alan birer maya susunun
(Y-24, Y-34 ve Y-35) Msp I enzimi i¢i kesim bolgesi igermedigi, Hha I enzimi i¢in benzer
kesim profili verdigi gozlendi. R-10 restriksiyon profilinde yer alan Y-24 maya susunun
diger restriksiyon profillerinden (R-9, R-11 ve R-12) Alu I enzimi ile ayristig1 belirlendi. R-
11 restriksiyon profilinde yer alan maya susunun (Y-34) Hae Il enzimi ile R-9, R-10 ve R-
12 restriksiyon profillerinden ve Alu | enzimi ile R-10 restriksiyon profilinden ayristigi
belirlendi. R-12 restriksiyon profilinde yer alan Y-35 maya susunun ise Hae III kesimi ile
R-11 profilinden, Alu | kesimi ile R-10 profilinden ve Hinf | enzimi ile R-9, R-10 ve R-11
restriksiyon profillerinden ayristig1 tespit edildi.

ITS1-5.8S-ITS2 rDNA gen bolgesini PCR amplifikasyon flriinlerine gore besinci
grupta (P-5) yer alan bes maya susunun (Y-9, Y-10, Y-14, Y-16, Y-18) Hae IlI, Hinf I, Hha
I ve Alu I restriksiyon enzimleri ile ayni profile sahip oldugu goézlendi (Tablo 13). R-13
restriksiyon profilinde yer alan maya suslarmin dérdiincii PCR grubunda (P-4) yer alan maya

suslar1 gibi Msp I enzimi i¢in kesim bolgesine sahip olmadigi belirlendi.

PCR-RFLP sonuglarina gore altinct grupta (P-6) yer alan yedi maya susunun (Y-26,
Y-28, Y-29, Y-31, Y-32, Y-33 ve Y-38) tiim enzimler i¢in benzer kesim profili olusturdugu
gozlendi (Tablo 14).
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Tablo 12

Dordiincii PCR grubuna ait maya suslarinin ITS-5.8S bdlgesinin restriksiyon profilleri

PCR RFLP Maya PCR-RFLP / ITS1-5.85-1TS2 rDNA

GrupNo  Grup No Suslari Hae lll  Hinfl Hha I Alu | Msp |
v YRYL eses fpES e weim
po va mow e wm owm

Tk Ra va W90 mSl sl eomr
R-12 Y-35 645-95 302'22515' 3(1)?;32' 402'51580' -----

Tablo 13

Besinci PCR grubuna ait maya suglarinin ITS-5.8S bdlgesinin restriksiyon profilleri

PCR-RFLP /1TS1-5.8S-1TS2 rDNA

PCR  RFLP Maya
Grup No Grup No Susl
P P i Hae lll  Hinfl Hha I Alul  Mspl
P5 Y-9,Y-10, Y-14, o 205-185-  290-200-  390-210-
(-800bg) 13 v-16,v-18 99190 1909000 200-100 200
Tablo 14

Altinc1 PCR grubuna ait maya suslarinin ITS-5.8S bolgesinin restriksiyon profilleri

PCR-RFLP /1TS1-5.85-1TS2 rDNA

PCR RFLP Maya
GrupNo - Grup No Suslar: Hae Il Hinfl Hhal Alul Mspl
P-6 g4 Y-26,Y-28,Y-29,Y-31,  325-245- 385 380- 775 700-
(~900 be) Y-32, Y-33, Y-38 170-155 380-120 380-125 100  90-85
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Yogurt drneklerinden izole edilen kirk bir maya susunun ITS-5.8S rDNA gen
bolgesinin PCR-RFLP analiz sonuclar1 Tablo 15°te 6zetlendi. Maya suslarinin ITS-5.8S
rDNA gen bolgesinin PCR-RFLP analizi sonucuna gore on dort farkli restriksiyon profili
olusturdugu goriildii. Ayrica, PCR amplifikasyonu sonrasi ayni grupta yer alan maya
suslariin RFLP analizi sonucunda farkli restriksiyon profillerine sahip oldugu tespit edildi.
Bu durum ITS-5.8S bolgesinin RFLP sonuglarina gore, yogurt drneklerinden izole edilen

maya suslarinin en fazla on dort farkli maya tiiriine ait olabilecegini gostermektedir.
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26S rDNA Bolgesinin PCR-RFLP Analizi

Maya suslarinin 26S rDNA gen bolgesinin D1/D2 domainine ait PCR
amplifikasyonu maya spesifik primerler (NL1 ve NL4) kullanilarak gerceklestirildi.
Amplifikasyon sonrast Y-1 ile Y-18 arasinda kodlu maya suslarina ait PCR {irlinlerinin
elektroforez goriintiileri Sekil 6’da, Y-19 ile Y-35 arasinda kodlu maya suslarina ait
goriintiiler Sekil 7°’de ve Y-36 ile Y-41 arasinda kodlu maya suslarina ait goriintiiler Sekil
8’de verildi. Amplifikasyon sonrasi maya suslarinin D1/D2 domainine ait PCR bant
biiyiikliiklerinin yaklasik 600-650 bg aralifinda oldugu ve tek bir grupta toplandig

belirlendi. Bu nedenle D1/D2 domaininin PCR firiinleri i¢in gruplama yapilmadi.

Maya suslarinin 26S rDNA gen bolgesinin D1/D2 domainine ait PCR iirlinliniin Hae
I, Hinf I, Hha I, Alu I ve Msp I restriksiyon enzimleri ile kesimi ile yapilan PCR-RFLP

analizi sonucunda on bir farkli restriksiyon profili elde edildi (Tablo 16).

M YI Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8 Y9 Y10 Y-11 Y-12 Y-13 Y-14 Y-15 Y-16 Y-17 Y-18 M

[

v

R—— [ . - S

-

Sekil 6. Maya suslarina (Y-1 ile Y-18) ait 26S rDNA gen bolgesinin PCR sonucu

M Y-19 Y-20 Y-21 Y-22 Y-23 Y-24 Y-25Y-26 Y-27 Y-28 Y-29 Y-30 Y-31 Y-32 Y-33 Y-34 Y-35 M

1000 —— ,
700 —
500 —— M— Ny T S G G e GED S . e

300 —

100 —

Sekil 7. Maya suslarina (Y-19 ile Y-35) ait 26S rDNA gen bolgesinin PCR sonucu
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M Y36 Y37 Y-383 Y39 Y40 Y41 M

1000 —

P07 e e - — - —

500 — ——
300 —

Sekil 8. Maya suslarina (Y-36 ile Y-41) ait 26S rDNA gen bolgesinin PCR sonucu

Restriksiyon profillerine gore birinci grupta (R-1) yer alan on maya susunun,
dordiincii restriksiyon profilinde (R-4) yer alan Y-11 maya susunun ve altinci restriksiyon
profilinde (R-6) yer alan bes maya susunun Hae III enzimi ile kesimi sonrasinda benzer
profil verdigi ve diger restriksiyon profillerinden ayrildigir goriildii. Benzer sekilde R-3
restriksiyon profilinde yer alan bes maya susunun, R-5 restriksiyon profilinde yer alan Y-17
maya susunun, R-7 restriksiyon profilinde yer alan bes maya susunun ve R-8 restriksiyon
profilinde yer alan iki maya susunun Hae III enzimi ile kesimi sonrasinda benzer restriksiyon
profiline sahip oldugu tespit edildi. R-10 ve R-11 restriksiyon profillerinde yer alan maya
suglarinin da Hae III enzimi igin benzer kesim profiline sahip oldugu belirlendi. R-2
restriksiyon profilinde yer alan Y-6 maya susunun ise Hae III enzimi diger profillerden
ayristig1 gozlendi. Maya suslariin Hinf I enzimi ile kesimi sonrasinda R-3 ile R-6 profilinin,
R-2 ile R-5 profilinin, R-8 ile R-9 ve R-10 profilinin, R-7 ile R-11 profilinin benzer kesim
sonucuna sahip oldugu gozlenirken R-1 ve R-4 profillerinin Hinf kesimi sonrasi

birbirlerinden ve diger kesim profillerinden farkli profiller olusturdugu belirlendi.

Maya suslarinin Hha I enzimi ile kesimi sonrasinda, R-3, R-4, R-7, R-9 ve R-11
restriksiyon profillerinde yer alan toplam yirmi bir maya susunun Hha I enzimi i¢in kesim
bolgesi icermedigi tespit edildi. Ayrica birinci restriksiyon profilinde (R- 1) yer alan on maya
susu ile altinc1 restriksiyon profilinde (R-6) yer alan bes maya susunun Hha I enzimi igin
benzer kesim profiline sahip oldugu gozlendi. Benzer sekilde R-5, R-8 ve R-10 restriksiyon
profillerinde yer alan maya suslarinin Hha I enzimi i¢in benzer kesim profiline sahip oldugu
tespit edildi. R-2 kesim profilinde yer alan bir maya susunun ise diger Hha I kesim

profillerinden farkli kesim sonucu verdigi gozlendi.
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Yogurt orneklerinden izole edilen maya suslarinin Alu I enzimi ile restriksiyon
kesimi sonucuna gore R-1, R-3, R-6, R-7 ve R-11 restriksiyon profillerinde yer alan maya
suslarinin benzer kesim profiline sahip oldugu gézlendi. Ayrica, R-2 restriksiyon profilinde
yer alan maya suglarinin R-4 profilinde yer alan maya suslar1 benzer Alu I kesim profili
olusturdugu belirlendi. Msp I enzimi ile yapilan kesim islemi sonrasinda R-3 ve R-4
restriksiyon profillerinde yer alan maya suslarinin Msp I enzimi i¢in kesim bdlgesi
icermedigi, R-2 restriksiyon profili disinda kalan diger restriksiyon profilinde yer alan maya

suslarinin Msp I enzimi i¢in benzer kesim profili olusturdugu tespit edildi.

Yogurt Orneklerinden izole edilen kirk bir maya susunun 26S rDNA D1/D2
bolgesinin PCR-RFLP analizi sonucuna gore on bir farkli restriksiyon profili olusturdugu
goriildii. Ayrica, PCR amplifikasyonu sonrasi ayni grupta yer alan maya suslarinin RFLP
analizi sonucunda birbirlerinden ayrildigi tespit edildi. Bu durum D1/D2 domainin RFLP
sonuclarina gore, yogurt orneklerinden izole edilen maya suslarinin en fazla on bir farkli

maya tiiriinii temsil edebilecegini gostermektedir.
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DNA Dizi Analizi ve Filogenetik iliskilerin Belirlenmesi

Yogurt 6rneklerinden izole edilen maya suslarinin ITS-5.8S ile D1/D2 bdlgesinin
PCR-RFLP analizi sonrasi elde edilen restriksiyon profillerinin her birinden rastgele iki
maya susu secilerek DNA dizi analizi i¢cin MedSanTek firmasina gonderildi. ITS1-5.8S-
ITS2 ve D1/D2 rDNA gen bdlgelerinin restriksiyon profillerine gore Y-5, Y-6, Y-11, Y-14,
Y-17,Y-20, Y-23, Y-24, Y-25, Y-29, Y-30, Y-34, Y-35, Y-36, Y-38 ve Y-40 olmak iizere
on alt1 maya susu secildi. Firma tarafindan gonderilen “.abi” uzantili dosyalar MEGA-11
programi ile “.fasta” formatina gevrildi ve DNA dizi analizleri NCBI veri taban1 biinyesinde
yer alan BLAST programi kullanilarak gerceklestirildi. On alti maya susuna ait DNA dizileri
ile yliksek homoloji gosteren maya tiirleri belirlendi. BLAST analizi sonucunda tanimlanan
maya suslari, benzerlik yilizdeleri ve referans alinan maya tiirlerinin GenBank erisim
numaralar1 Tablo 17°de verildi. BLAST analizi sonucunda bes maya susu (Y-14, Y-24, Y-
34, Y-35 ve Y-36) Kluyveromyces marxianus, ti¢ maya susu (Y-5, Y-20 ve Y-23) Pichia
fermantas, iki maya susu (Y-17 ve Y-25) Yarrowia lipolytica, Y-6 maya susu Candida
inconspicua, Y-11 maya susu Candida tropicalis, Y-40 maya susu Candida parapsilosis, Y-
30 maya susu Meyerozyma guiliermondii ve iki maya susu (Y-29 ve Y-38) Saccharomyces

cerevisiae, maya tiirii olarak tanimlandi.

Molekiiler yontemlerle tanimlanan maya tiirlerinin yogurt 6rneklerinde dagilimi
Sekil 9’da verildi. Elde edilen sonuglara gore yogurt 6rneklerinde P. fermantas (%36,6) ve
K. marxianus (%29,3) maya tiirlerinin yogun olarak bulunan maya tiirleri oldugu belirlendi.
Y. lipolytica maya tiiriiniin ise %7,3 oraninda yogurt drneklerinde dagilim gosterirken C.
inconspicua, C. parapsilosis, C. tropicalis ve M. guilliermondii maya tiirlerinin esit oranda
(%2,4) dagilim gosterdigi tespit edildi. Yogurt orneklerinde non-saccharomyces maya
tiirlenin (%82,9) yogun olarak dagilim gosterdigi gozlendi. S. cereviciae maya tiiriiniin ise

yogurt orneklerinde %17,1 oraninda dagilim gdsterdigi belirlendi.
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S. cerevisiae

M. guilliermondii P fermantas

C. parapsilosis

C. tropicalis\\

C. inconspicua

Y lipolytica

K marxianus/

Sekil 9. Molekiiler yontemlerle tanimlanan maya tiirlerinin yogurt 6rneklerinde dagilimi

Yogurt 6rneklerinden izole edilen maya suslarinin API-ID32C kit sistemi ile yapilan
tanimlama islemi ile molekiiler yontemlerle yapilan tanimlama islemi karsilagtirildiginda,
API-ID32 test sistemiyle sekiz farkli maya tiirli tanimlanirken, molekiiler yontemler
kullanilarak yedi farkli tiir tanimlandig1i belirlendi. API-ID32C test sonucuna gore C.
lambica olarak tanimlanan Y-9 maya susu ITS -58S ve D1/D2 bolgesi dizi analizine gore K.
marxianus maya tiirii olarak, asimilasyon profiline gore C. inconspicua olarak tanimlanan
Y-6 maya susu molekiiler yontemlerle P. fermentans maya tiirii olarak tanimlandi. Benzer
sekilde API-ID32C test sonucuna gore C. lambica olarak tanimlanan Y-17 maya susu

molekiiler yontemlerle Y. lipolytica maya tiirli olarak tanimlandi.

Asimilasyon testi sonuglarma gore C. parapsilosis olarak tanimlanan Y-40 maya
susu ve C. tropicalis olarak tanimlanan Y-11 maya susu molekiiler yontemler ile yapilan
tanimlamada da ayni tiirler oldugu gozlendi. Asimilasyon test sonucuna gore C. kefyr olarak

tanimlanan on bir maya susu molekiiler yontemlerle K. marxianus (Syn. C. kefyr) olarak, C.
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gulliermondii olarak tanimlanan bir maya susu (Y-30) M. gulliermondii (Syn. C.
gulliermondii) olarak, C. lambica olarak tanimlanan on bes maya susu P. fermentans (Syn.
C. lambica) olarak ve C. lipolytica olarak tanimlanan iki maya susu (Y-25 ve Y-27) Y.
lipolytica (C. lipolytica) olarak tanimlandi. Ayrica, API-ID32C test sistemi ile S. cerevisiae
olarak tanimlanan yedi maya susunun molekiiler yontemlerle de S. cerevisiae olarak

tanimlandig1 belirlendi.

Yogurt Orneklerinden tanimlanan maya suslar1 arasindaki filogenetik iliskileri
belirlemek i¢in oncelikle her bir maya tiirline ait referans maya tiirli se¢ildi ve bu tiire ait
ITS-1-5.8S-ITS2 rDNA ve D1/D2 domaini i¢in DNA dizileri NCBI-Niikleotid veri tabani
tizerinden indirildi. Tiirler aras1 uzakliklar1 belirlenmesi i¢in ise dis grup olarak CBS Maya
veri tabanindan ITS-5.8S gen bolgesi i¢in NR 144909.1 erisim numarali Aureobasidium
pullulans maya susu ve D1/D2 domaini igin NG _055734.1 erisim numarali Aureobasidium
pullulans maya susu se¢ildi. Tiim maya suslarina ait ITS1-5.8S-1TS2 rDNA ve D1/D2
domaini DNA dizileri MEGA-11 programi altinda yer alan ClustalW v1.6 hizalama
parametresi kullanilarak hizalandi. Maya tiirlerinin filogenetik iliskileri tespit edebilmek i¢in
MEGA-11 programi kullanilarak maksimum parsimoni (MP) agac1 olusturuldu. ITS1-5.8S-
ITS2 rDNA gen bolgesi icin MP agaci Sekil 10, D1/D2 domaini i¢gin MP agaci Sekil 11°de
gosterildi.

ITS1-5.8S-ITS2 bolgesi icin olusturulan MP filogenetik agaci incelendiginde, maya
tiirlerinin iki ana gruba ayrildig1 goriildii. Birinci grupta P. fermentas ve C. inconspicua
maya tiirlerinin, ikinci grupta ise Y. lipolytica, C. tropicalis, C. parapsilopsis, M.
gulliermondii ve K. marxianus maya tiirlerinin bulundugu gériildii. ilk grupta yer alan C.
inconspicua maya tiriinin diger Candida tiirlerinden ayrildigi, benzer sekilde. M.
gulliermondii maya tiirii P. gulliermondii maya tiirii ile sinonim olmasina ragmen, diger
Pichia tiirlerinden ayrildig1 tespit edildi. Ayni sekilde D1/D2 rDNA gen bdlgesine gore
olusturulan MP agaci incelendiginde, maya suslarinin benzer sekilde iki ana gruba ayrildigi
tespit edildi. Birinci grup Y. lipolytica, P. fermentas ve C. inconspicua maya tiirlerinin yer
aldigi, diger grubun ise K. marxianus, C. inconspicua, C. tropicalis, C. parapsilopsis, M.

gulliermondii ve S. cerevisiae maya tiirlerini igerdigi goriildii.
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Sekil 10. Maya suslarinin ITS15.8S-ITS2 bolgesi ile olusturulan Maksimum Parsimoni

filogenetik agaci. Aga¢ lizerinde %50 ve lizerindeki boostsrap degerleri gosterildi.
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Sekil 11. Maya suslarinin D1/D2 domain bolgesi ile olusturulan Maksimum Parsimoni

A. pullulans (NG 055734.1;CBS 584.75)

filogenetik agaci. Agag lizerinde %50 ve {lizerindeki boostsrap degerleri gosterildi.

ITS1-5.8S-ITS2 bolgesi i¢in olusturulan MP agaci incelendiginde, maya tiirleri iki
ana gruba ayrildig1 goriildii. Birinci grupta P. fermentas ve C. inconspicua maya tiirlerinin
bulundugu goriildii. Ikinci grupta yer alan maya tiirleri ise iki alt gruba ayrildi ve birinci alt
grupta Y. lipolytica ve S. cerevisiae maya tiirlerinin ikinci alt grupta ise C. tropicalis, C.
parapsilopsis, M. gulliermondii, K. marxianus maya suslarinin bulundugu gériildii. Ilk
grupta yer alan C. inconspicua maya tiiriiniin diger Candida tiirlerinden ayrildigi, benzer

sekilde. M. gulliermondii maya tiirii P. gulliermondii maya tiirii ile sinonim olmasina
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ragmen, diger Pichia tiirlerinden ayrildig1 tespit edildi. Ayni sekilde D1/D2 rDNA gen
bolgesine gore olusturulan MP agaci incelendiginde, maya tiirlerinin yine iki ana gruba
ayrildig1 tespit edildi. Birinci grupta yer alan maya tiirleri kendi iginde iki alt gruba ayrildi.
Birinci alt grupta C. tropicalis, C. parapsilopsis ve M. gulliermondii maya tiirleri, ikinci alt
grupta ise K. marxianus ve S. cerevisiae maya tiirlerinin bulundugu gériildii. Ikinci grupta

ise C. inconspicua, P. fermentas ve Y. lipolytica maya tiirlerinin yer aldig: tespit edildi.

4.1.3. Maya Suslarimin Hiicre Dis1 Proteaz, Lipaz ve Ureaz Aktiviteleri

Dogal fermente iiriinlerin eldesinde kendiliginden gelisen mikroorganizmalar ve bu
mikroorganizmalarin iiretti§i enzimler gorev almaktadir. Mikrobiyal kokenli olan bu
enzimlerin %50°den fazlasi endiistriyel dneme sahiptir. Bu nedenle izole edilen maya

suslarinda endiistriyel dneme sahip proteaz, lipaz ve lireaz aktiviteleri belirlendi.

Yogurt orneklerinden izole edilien maya suslarinin hiicre dis1 proteaz aktiviteleri
sonuglar incelendiginde C. parapsilosis, C. tropicalis ve M. guilliermondi maya tiirlerine
ait suslarda proteaz aktivitesi bulunmadig1 belirlendi (Tablo 18). P. fermentans olarak
tanimlanan on alt1 maya susundan Y-6 maya susunun proteaz aktivitesine sahip olmadig,
bir maya susunun (Y-15) diisiik, on dért maya susunun (Y-1, Y-2, Y-3, Y-4, Y-5, Y-7, Y-§,
Y-12, Y-13, Y-19, Y-20, Y-21, Y-22 ve Y-23) ise yiiksek proteaz aktivitesine sahip oldugu
gozlendi. Tanimlanan on iki K. marxianus maya susundan dort tanesi (Y-10, Y-14, Y-18 ve
Y-24) proteaz aktivitesi gostermezken alti maya susunun (Y-34, Y-35, Y-36, Y-37, Y-39 ve
Y-41) diisiik ve iki maya susunun (Y-9 ve Y-16) ise yiiksek proteaz aktivitesine sahip oldugu
belirlendi. Y. lipolytica olarak tanimlanan ti¢ maya susundan bir maya susunun (Y-17) diisiik
diger iki maya susunun (Y-25 ve Y-27) ise yiiksek proteaz aktivitesi i¢erdigi tespit edildi. S.
cerevisiae olarak tanimlanan yedi maya susundan yalnizca Y-33 maya susunda yiiksek ve
dort maya susunda (Y-28, Y-31, Y-32 ve Y-38) diisiik proteaz aktivitesine rastlanirken iki
maya susunda (Y-26, Y-29) proteaz aktivitesi gdzlenmedi.

Maya suslarimin lipaz aktivitesi sonuglarina gére C. tropicalis maya tiiriine ait bir

maya susunda (Y-11) ve Y. lipolytica maya tiiriine ait iki maya susunda (Y-25 ve Y-27)
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diisiik seviyede lipaz aktivitesine rastlandi (Tablo 19). Yogurt drneklerinden izole edilen

diger otuz sekiz maya susunda ise hiicre dis1 lipaz aktivitesi tespit edilmedi.

Yogurt 6rneklerinden izole edilerek P. fermentans ve S. cerevisiae olarak tanimlanan
tiim maya suslarinda tireaz aktivitesinin bulunmadigi, C. parapsilosis, C. tropicalis ve M.
guilliermondii olarak tanimlanan tiim maya suslarinda ise disiik lireaz aktivitesinin
bulundugu gozlendi (Tablo 20). K. marxianus maya tiirline ait sekiz maya susunda iiraz
aktivitesine ratlanmazken ii¢ maya susunun (Y-34, Y-37 ve Y-39) diisikk ve bir maya
susunun (Y-18) yiiksek lireaz aktivitesi i¢erdigi belirlendi. Y. lipolytica olarak tanimlanan

tiim maya suslarinda ise yiiksek seviyede lireaz aktivitesi tespit edildi.

Tablo 18

Yogurt drneklerinden izole edilen maya suslarinin proteolitik aktiviteleri

Maya Yiiksek Diisiik Aktivite
Tirleri Aktivite Aktivite Gostermeyen
C. parapsilosis (1) - - Y-40
C. tropicalis (1) - - Y-11
M. guilliermondii (1) - - Y-30
Y. lipolytica (3) Y-17 Y-25, Y-27 -
S. cerevisiae (7) Y-33 zgg Y-31,¥-32, Y-26, Y-29

Y-34, Y-35, Y-36, Y-10, Y-14, Y-18,

K. marxianus (12) Y-9, Y-16 Y-37,Y-39, Y-41  Y-24

Y-1,Y-2, Y-3, Y-4,Y-5,
Y-7,Y-8,Y-12,Y-13, Y-
19,Y-20, Y-21,Y-22, Y-
23

P. fermantas (16) Y-15 Y-6
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Tablo 19

Yogurt 6rneklerinden izole edilen maya suslarinin lipolitik aktiviteleri

Maya Yiksek Diisiik Aktivite
Suglar Aktivite. Aktivite Gostermeyen
C. parapsilosis (1) - - Y-40
C. tropicalis (1) - Y-11 -
M. guilliermondii (1) - - Y-30
Y. lipolytica (3) - Y-25, Y-27 Y-17

S. cerevisiae (7)

K. marxianus (12)

P. fermantas (16)

Y-26, Y-28, Y-29, Y-31, Y-32, Y-
33, Y-38

Y-9, Y-10, Y-14, Y-16, Y-18, Y-
24,Y-34,Y-35, Y-36, Y-37, Y-39,
Y-41

Y-1,Y-2,Y-3,Y-4,Y-5 Y-6, Y-7,

Y-8, Y-12, Y-13, Y-15, Y-19, Y-
20, Y-21,Y-22,Y-23

Tablo 20

Yogurt 6rneklerinden izole edilen maya suslarinin tireaz aktiviteleri

Maya Yiiksek Diusiik Aktivite
Suslart Aktivite Aktivite Gostermeyen
C. parapsilosis (1) - Y-40 -
C. tropicalis (1) - Y-11 -
M. guilliermondii (1) - Y-30 -
Y. lipolytica (3) Y-17, Y-25, Y-27 - -
S. cerevisiae (7) i i Y-26, Y-28,Y-29, Y-31, Y-32,
' Y-33,Y-38
K. marxianus (12) Y-18 Y-34, Y-37, Y-39 Y-9, ¥-10, Y-14, ¥-16, ¥-24,

P. fermantas (16)

Y-35, Y-36, Y-41

Y-1,Y-2, Y-3,Y-4,Y-5, Y-6,
Y-7, Y-8, Y-12, Y-13, Y-15,
Y-19, Y-20, Y-21, Y-22, Y-23
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Elde edilen sonuglara gore Y. lipolytica maya tiirline ait Y-17, Y-25 ve Y-27 maya
suglarinin, K. marxianus maya tiiriine ait Y-9, Y-16 ve Y-18 maya suslarinin, iki maya susu
hari¢ (Y-6 ve Y-15) diger tim P. fermentans maya suslarinin ve S. cerevisiae maya tiiriine
ait Y-33 maya susunun endiistriyel dneme sahip maya suslar1 oldugu belirlendi. Ayrica, ayni

tiire ait maya suslarimin farkli hiicre dis1 enzim aktivelerine sahip olduklar1 gézlendi.

4.1.4. Maya Suslarinin Fermantatif Ozellikleri

Yogurt orneklerinden izole edilerek tanimlanan maya suslarinin farkli karbon
kaynaklarinda (glikoz (dekstroz), galaktoz, siikroz, laktoz, maltoz ve gliserol) fermantatif
ozellikleri incelendi ve elde edilen sonucglar Tablo 21°’de verildi. Maya suslarinin
fermantasyon kapasitelerine gore olusturduklar1 profiller incelendiginde, C. parapsilosis
maya tiirine ait bir maya susunun (Y-40), K. marxianus maya tiiriine ait iki maya susunun
(Y-24 ve Y-41) ve Y. lipolytica maya tiiriine ait bir (Y-17) maya susunun tiim karbon
kaynaklarinda fermantasyon kapasitesinin yiiksek oldugu, gozlendi. K. marxianus maya
tiiriine ait alt1 maya susunun (Y-10, Y-34, Y-35, Y-36, Y-37, Y-39) gliserol hari¢ ve iki maya
susunun (Y-9 ve Y-14) maltoz hari¢ diger tiim karbon kaynaklarinda fermantasyon
kapasitesinin bulundugu tespit edildi. Y-16 ve Y-18 K. marxianus maya suslarinin ise
galaktoz ve laktozda fermentasyon kapasitesinin bulunmadigi gézlendi. Y. lipolytica maya
tiiriine ait Y-25 maya susunun maltoz disinda ve Y-27 maya susunun galaktoz ve maltoz
disinda diger tiim karbon kaynaklarinda fermantasyon kapasitesinin yiiksek oldugu

belirlendi.

P. fermentans maya tiiriine ait tiim maya suslarinin glikoz ve gliserol iceren karbon
kaynaklarinda fermantatif 6zelliginin yiiksek oldugu ancak diger karbon kaynaklarinda
suslar arasinda farkliliklarin bulundugu belirlendi. Y-21 ve Y-22 suslar1 hari¢ diger P.
fermentans maya suslarinin laktoz igeren ortamda fermantasyon kapasitesinin bulunmadigi,
Y-12 maya susunun ise dekstroz ve gliserol hari¢ diger tiim karbon kaynaklarinda
fermantasyon kapasitesinin bulunmadig: tespit edildi. M. guilliermondii maya susunun (Y-
30) laktoz disindaki tiim karbon kaynaklarinda fermantasyon testinin pozitif sonu¢ verdigi
belirlendi. C. tropicalis olarak tanimlanan Y-11 maya susunun ise laktoz ve gliserol igeren

karbon kaynaklarinda fermentasyon yeteneginin bulunmadigi gézlendi. S. cerevisiae maya
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suslarmin fermantatif 6zellikleri incelendiginde Y-26, Y-28 ve Y-29 maya suglarinin laktoz
hari¢ diger karbon kaynaklarin1 fermente edebildigi, diger S. cerevisiae maya suslarinin ise

karbon kaynagina bagh olarak fermentasyon kapasitelerinin degiskenlik gosterdigi tespit
edildi.

Farkli karbon kaynaklarin1 kullanabilen ve bu karbon kaynaklarinda fermantasyon
yetenegi olan maya suslar1 6zellikle endiistriyel fermente {iriinlerin eldesinde
kullanilmaktadir. Bu nedenle ¢alisma sonucunda, K. marxianus maya tiiriine ait Y-24 ve Y-
41 maya suslarmin, Y. lipolytica maya tiiriine ait Y-17 maya susunun ve C. parapsilosis

maya tiiriine ait Y-40 maya susunun endiistriyel olarak énemli maya suslar1 oldugu tespit

edildi.
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Tablo 21

Yogurt 6rneklerinde tanimlanan maya suslarinin farkli karbon kaynaklarinda fermentasyon

kapasiteleri
Maya Tiirii Sus Glu Gal Suk Lak Mal Gli
Kodu

C. parapsilosis Y-40 + + 4+ + + +

C. tropicalis Y-11 + + O+ - + -

M. guilliermondii Y-30 + + O+ - + +

K. marxianus Y-10, Y-34, Y-35, Y-36, Y-37, + + o+ + + -
Y-39
Y-9,Y-14 + + + + - +
Y-24,Y-41 + + + + + +
Y-16 y & . . +
Y-18 + -+ -+ 4

P. fermentans Y-1,Y-2,Y-6, Y-13 + - + - - +
Y-7,Y-8,Y-19, Y-20 + + + - - +
Y-3, Y-15 -+ -4 +
Y-4,Y-23 + o+ - -4 +
Y-21, Y-22 + -+ 4 +
Y-5 + + + - + +
Y-12 - . +

S. cerevisiae Y-26, Y-28, Y-29 + + o+ - + +
Y-31, Y-38 + o+ o+ - ¥ ]
Y-32 - - +
Y-33 + - + + - +

Y. lipolytica Y-17 + + o+ + + +
Y-25 + o+ 4 + - +
Y-27 + - + + - +

Glu: Glukoz (Dekstroz), Gal: Galaktoz, Suk: Siikroz, Lak: Laktoz, Mal: Maltoz, Gli: Gliserol
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4.1.5. Maya Suslarinin Termotolerans ve Osmotolerans Ozellikleri

Yogurt drneklerinden tanimlanan maya suslarinin termotolerans o6zellikleri farkl
sicakliklar (37 ve 45 °C) kullanilarak ve osmotolerans 6zellikleri %50 dekstroz i¢eren zengin
besi ortami1 kullanilarak belirlendi. Elde edilen sonuglara gore Y-29 S. cerevisiae susu harig
diger tiim maya suslarinin 37 °C sicaklikta iireme gosterdigi tespit edildi (Tablo 22). C.
parapsilosis, C. tropicalis ve M. guilliermondii maya tiirlerine ait maya suslarinin 37 °C hem
sicaklikta tireme gosterdigi ancak de 45 °C sicaklikta iireme gostermedigi gozlendi. P.
fermentans maya tiiriine ait on alti maya susundan bir tanesi hari¢ (Y-6) diger maya
suslarinin 45 °C sicaklikta cogalamadig tespit edildi. K. marxianus maya tiiriine ait on iki
maya susundan bir tanesi hari¢ (Y-16) diger maya suslarinin (Y-9, Y-10, Y-14, Y-18, Y-24,
Y-34,Y-35, Y-36, Y-37, Y-39, Y-41) 37 °C ve 45 °C sicaklikta gelisim gosterdigi, ancak Y-
16 maya susunun 45 °C sicaklikta ¢cogalamadigi belirlendi. Y. lipolytica maya tiiriine ait tiim
suglarin ise 37 °C ve 45 °C sicaklikta tireme gosterdigi belirlendi. S. cerevisiae olarak
tanimlanan maya suslarinin tiimii (Y-29 maya susu hari¢) 37 °C sicaklikta tireme gosterirken,

diger S. cerevisiae maya suslarinin 45 °C sicaklikta tireme gostermedigi tespit edildi.

Maya suslarinin osmotolerans testi sonucuna gore, P. fermentans, K. marxianus ve
Y. lipolytica olarak tanimlanan tiim maya suslarinin %50 dekstroz igeren besi ortaminda
tireme gostermedigi tespit edildi (Tablo 23). Ancak, C. parapsilosis, C. tropicalis ve M.
guilliermondii olarak tanimlanan maya suslarmin yiiksek ozmotolerant ozellige sahip
olduklar1 belirlendi. S. cerevisiae maya suslarinin tamaminin ise %50 dekstroz igeren besi

ortaminda tireme gosterdigi gozlendi.

Yogurt orneklerinden izole edilen maya suslarinin enzim aktiviteleri, fermantatif
ozellikleri ve stres direngleri goz Oniine alindiginda, Y. lipolytica maya tiiriine ait tiim
suslarin (Y-17, Y-25 ve Y-27), S. cerecisiae maya tiiriine ait dort maya susunun (Y-28, Y-
31, Y-33 ve Y-38), K. marxianus maya tiirline ait bes maya susunun (Y-9, Y-16, Y-18, Y-
24 ve Y-41), P. fermentans maya tiiriine ait Y-5 maya susunun ve C. parapsilosis maya

tiirline ait Y-40 maya susunun endiistriyel olarak 6nemli maya suslari oldugu belirlendi.
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Tablo 22

Yogurt 6rneklerinde tanimlanan maya suslarinin termotolerans 6zellikleri”

Maya 37°C 45 °C
Tiirii Test Test
C. parapsilosis Y-40 -
C. tropicalis Y-11 -
M. guilliermondii Y-30 -
Y-1,Y-2,Y-3,Y-4,Y-5 Y-7, Y-8,
P. fermantas Y-12, Y-13, Y-15, Y-19, Y-20, Y- Y-6
21,Y-22,Y-23
Y-9, Y-10, Y-14, Y-16, Y-18, Y- Y-9, Y-10, Y-14, Y-18, Y-24,
K. marxianus 24,Y-34,Y-35,Y-36, Y-37, Y-39, Y-34,Y-35,Y-36, Y-37, Y-39,
Y-41 Y-41

. Y-26, Y-28, Y-31, Y-32, Y-33, Y-
S. cerevisiae -

38
Y. lipolytica Y-17,Y-25, Y-27 Y-17,Y-25, Y-27
“S. cerevisiae maya tiiriinii Y-29 susu her iki sicaklikta da iireme gdstermedigi igin tabloda
verilmedi.
Tablo 23
Yogurt érneklerinde tanimlanan maya suslarmin osmotolerans 6zellikleri”
Maya %050
Tiirii Glukoz
C. parapsilosis Y-40
C. tropicalis Y-11
M. guilliermondii Y-30
S. cerevisiae Y-26, Y-28, Y-29, Y-31, Y-32, Y-33, Y-38

“Ureme gdstermeyen maya suslari tabloda verilmedi.
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4.2. Ayrandan izole Edilen Maya Suslari ile Tlgili Calismalar

4.2.1. Maya Yogunlugunun Belirlenmesi

Ayran 6rneklerinden izole edilerek stoklanan 118 maya susundan 116 maya susunun
zengin besi ortaminda ¢ogalabildigi gozlendi. Ureme gdsteren maya suslarinin fotograflari
Sekil 12°de verildi. Ayran 6rneklerinde maya yogunlugu 2,53x10° CFU/mL olarak

hesaplandi. Ayran orneklerinden izole edilen maya suslar1 “A” olarak kodlandirildi.
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Sekil 12. Ayran oOrneklerinden izole edilen maya suslarinin zengin besi ortaminda
cogaltilmasi
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Sekil 12°nin devamu.

4.2.2. Maya Suslarimin Tanimlanmasi

API-ID32 Kit Sistemi ile Tanimlanmasi

Ayran Orneklerinden izole edilen 116 maya susunun API-ID32C kit sistemi

kullanilarak tiir tanimlamasi sonrasi C. kefyr, C. lambica, C.

lipolytica, Candida

parapsilosis, Candida lusitaniae, Candida colliculosa, Candida holmii, Candida famata,

Candida melibiosica, Candida pelliculosa, Candida sake,

Geotricum capitatum,

Rhodotorula glutinis, Rhodotorula mucilaginosa ve S. cerevisiae olmak {izere 15 maya tiirii

tamimland1. Izole edilen maya tiirlerinin API-ID32C sonuglarina gére maya suslarmin

asimilasyon profilleri olusturuldu (Tablo 24).
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Asimilasyon profillerine gore C. kefyr olarak tanimlanan yirmi sekiz maya susunun
dokuz farkli asimilasyon profili olusturdugu goriildii. On sekiz maya susu (A-23, A-32, A-
40, A-51, A-61, A-64, A-70, A-71, A-72, A-77, A-79, A-80, A-84, A-85, A-88, A-94, A-98,
A-109) birinci profilde (G-1) yer alirken ikinci (G-2) ve ti¢lincii (G-3) profilde ikiser maya
susunun ve diger asimilasyon profillerinde birer maya susunun bulundugu belirlendi. Benzer
sekilde C. parapsilosis olarak tanimlanan on sekiz maya susunun da dokuz farkli
asimilasyon profili olusturdugu tespit edildi. Birinci profilde (G-1) on maya susu (A-93, A-
116, A-101, A-102, A-103, A-104, A-105, A-106, A-107, A-112) bulunurken diger sekiz
profilin birer maya susu icerdigi gozlendi. C. lipolytica olarak tanimlanan on maya susu yedi
farkli asimilasyon profili olusturdu. Birinci profilin ii¢ maya susu ile (A-5, A-12 ve A-13),
ikinci asimilasyon profilinin iki maya susu ile (A-2 ve A-9) ve diger profillerin birer maya
susu temsil edildigi tespit edildi. C. lusitaniae olarak tanimlanan on maya susunun bes farkl
asimilasyon profili olusturdugu gézlendi. Asimilasyon profillerine gére A-22, A-31, A-91,
A-96, A-97 ve A-108 maya suslarinin birinci profilde, diger profillerde ise birer maya
susunun yer aldig goriildii. C. colliculosa olarak tanimlanan 4 maya susunun iki asimilasyon
profili olusturdugu, birinci profilde iic maya susunun ikinci profilde ise bir maya susunun
bulundugu belirlendi. C. lambica olarak tanimlanan tiim maya suslarinin (A-6, A-7, A-8, A-
11, A-14 ve A-15) tek bir asimilasyon profiline sahip oldugu gozlendi. Benzer sekilde C.
holmii olarak tanimlanan maya suslarinin da (A-48 ve A-99) tek bir profile sahip oldugu
belirlendi. Ayrica, C. famata maya susu (A-83), C. melibiosica maya susu (A-95), C.
pelliculosa maya susu (A-113) ve C. sake (A-16) maya susunun ise diger Candida

tirlerinden farkl profiller olusturdugu goézlendi.

G. capitatum olarak tanimlanan sekiz maya susunun dort farkli asimilasyon profili
olusturdugu goézlendi. Bes maya susunun (A-42, A-45, A-46, A-47 ve A-50) birinci
asimilasyon profilinde, diger profillerde ise birer maya susunun bulundugu goriildi. R.
glutinis olarak tammlanan sekiz maya susunun her birinin farkli asimilasyon profili
olusturdugu belirlendi. R. musilaginosa olarak tanimlanan bes maya susunun ise asimilasyon
testi sonuglarina gore {i¢ ayri profil olusturdugu birinci profilin {i¢ maya susu ile (A-63, A-

66, A-87), diger iki profilin ise birer maya susu ile temsil edildigi tespit edildi.

58



S. cerevisiae olarak tanimlanan on ii¢ maya susu iki farkli asimilasyon profili
olusturdu. Birinci profil on bir maya susu (A-25, A-27, A-30, A-34, A-35, A-36, A-39, A-
41, A-43, A-53 ve A-57) ile temsil edilirken, ikinci profilde ise iki maya susunun (A-52 ve
A-56) yer aldig1 goriildii. Asimilasyon testi sonuclarina gore ayni tiire ait maya suslarinin

farkli asimilasyon profillerine sahip oldugu gozlendi.

Ayran orneklerinden izole edilen yiiz on alt1 maya susunun API-ID32C Kit sistemi
ile tanimlanmasi sonrasinda ayran drneklerinde maya tiirlerinin dagilimi belirlendi ve Sekil
13’te verildi. Ayran orneklerinde C. kefyr (%24,14) ve C. parapsilosis (%15,52) maya
tiirlerinin yogun olarak dagilim gosterdigi tespit edildi. S. cerevisiae maya tiiriiniin %11,21
oraninda, C. lipolytica maya tiiriiniin %8,62 oraninda, C. lusitaniae maya tiirtiniin %8,62
oraninda, G. capitatum ve R. glutinis maya tiirlerinin %6,90 oraninda, C. lambica maya
tirtiniin %5,17 oraninda R. mucilaginosa maya tiiriiniin %4,31 oraninda ve C. colliculosa
maya tlirliniin %3,45 oraninda ayran 6rneklerinde dagilim gosterdigi belirlendi. Diger dort
maya tiiriiniin (C. holmii, C. famata, C. pelliculosa ve C. sake) ise %2’nin altinda dagilim

gosterdigi tespit edildi.
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Tablo 24

Ayran Orneklerinden izole edilen maya suslarinin asimilasyon sonuglarina gore

tanimlanmasi ve gruplandirilmasi

Tanimlanan
Maya Tiirleri

Profil Numarasi (G)
ve Sus Kodu (A)

C. kefyr (28)

G1: A-23, A-32, A-40, A-51, A-61, A-64, A-70, A-
71, A-72, A-77, A-79, A-80, A-84, A-85, A-88, A-
94, A-98, A-109

G2: A-24, A-37

G3: A-26, A-60

G4: A-20

G5: A-21

G6: A-38

G7: A-59

G8: A-73

G9: A-115

C. parapsilosis (18)

G1: A-93, A-116, A-101, A-102, A-103, A-104, A-
105, A-106, A-107, A-112

G2: A-44

G3: A-62

G4: A-65

G5: A-68

G6: A-76

G7: A-89

G8: A-110

G9: A-114

C. lipolytica (10)

G1: A-5 A-12, A-13
G2: A-2, A-9

G3: A-1

G4: A-3

G5: A-4

G6: A-10

G7: A-19

C. lusitaniae (10)

G1: A-22, A-31, A-91, A-96, A-97, A-108
G2: A-33
G3: A-54
G4: A-82
G5: A-90
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Tablo 24’tin Devami

Tanmimlanan
Maya Tiirleri

Profil Numarasi (G)
ve Sus Kodu (A)

C

. lusitaniae (10)

G1:
G2:
G3:

G4:
Gb:

A-22, A-31, A-91, A-96, A-97, A-108
A-33
A-54

A-82
A-90

G

. capitatum (8)

G1:
G2:

G3:
G4

A-42, A-45, A-46, A-47, A-50
A-29
A-49
A-58

. glutinis (8)

G1:
G2:
G3:
G4:
G5:
G6:

G7:
G8:

A-67
A-69
A-74
A-T5
A-78
A-86
A-100
A-111

. lambica (6)

G1:

A-6, A-7, A-8, A-11, A-14, A-15

. mucilaginosa (5)

G1:

G2:
G3:

A-63, A-66, A-87

A-81
A-92

O

. colliculosa (4)

G1:
G2:

A-17, A-18, A-28
A-55

. holmii (2)

G1:

A-48, A-99

. famata (1)

G1:

A-83

. melibiosica (1)

G1:

A-95

. pelliculosa (1)

G1:

A-113

OO0 |0

. sake (1)

G1:

A-16
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Molekiiler Yontemlerle Tanimlama

ITS-5.8S Bolgesinin PCR-RFLP Analizi

Ayran Orneklerinden izole edilen maya suslarinin genomik DNA izolasyonu sonrasi
ITS1-5.8S-ITS2 rDNA gen bolgesi ITS1 ve ITS4 primeri kullanilarak PCR amplifikasyonu
yapildi. Amplifikasyon sonrast A-1 ile A-18 arasinda kodlu maya suslarina ait PCR
tirtinlerinin elektroforez gortintiileri Sekil 14’te, A-19 ile A-36 arasinda kodlu maya suslarina
ait gortintiiler Sekil 15°te, A-37 ile A-50 arasinda kodlu maya suslarina ait goriintiiler Sekil
16°da, A-51 ile A-67 arasinda kodlu maya suslarina ait goriintiiler Sekil 17°de, A-68 ile A-
85 arasinda kodlu maya suslarina ait goriintiiler Sekil 18’de, A-86 ile A-99 arasinda kodlu
maya susglarina ait goriintiiler Sekil 19°da ve A-100 ile A-116 arasinda kodlu maya suslarina
ait goriintiiler Sekil 20°de verildi. Amplifikasyon sonrasi PCR iiriinlerinin bant uzunluguna

gore maya suslar1 gruplandirildi.

M A-l A2 A3 A4 AS A6 AT A A9 A0 A1l A2 A3 A4 ADS A16 AT A18 M

1000 ~_
800 :

600 —— S—
500~ mw—

oocm

300"

100~
ITS-PCR

Sekil 14. Maya suslarina (A-1 ile A-18) ait ITS-5.8Sgen bolgesinin PCR sonucu
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A1) A0 A2l A2 A2l A A2S A26 AT A28 A29 A0 A3l A2 A3 A AN A6 M

. - - P =
v e BN - - !
-

L2 ]
’ k3

100~

ITS-PCR

Sekil 15. Maya suslarina (A-19 ile A-36) ait ITS-5.8Sgen bolgesinin PCR sonucu

1000 ~_
800 ——
600 —
500

b

300 /r .

100~
ITS-PCR

Sekil 16. Maya suslarina (A-37 ile A-50) ait ITS-5.8Sgen bolgesinin PCR sonucu

M ASL AS2 AS3 A4 ASS AS6 AST ASE AS9 A60 A6l A-62 A-63 A64 A6 A66 A7 M

1000 —

800 —
600 —
500 =

300 =

100 =~
ITS-PCR |
Sekil 17. Maya suslarina (A-51 ile A-67) ait ITS-5.8Sgen bolgesinin PCR sonucu

1
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M A6 A6 AT0 AT1 A2 AT3 A4 ATS AT6 ATT A8 AT9 A80 A8l A82 A83 A84 ASS M

1000
800—

600—

500
300—

100 —

ITS-PCR
Sekil 18. Maya suslarina (A-68 ile A-85) ait ITS-5.8Sgen bolgesinin PCR sonucu

1000 ~

800 —
600 —
500 ~
300 =

100 —
ITS-PCR

Sekil 19. Maya suslarina (A-86 ile A-99) ait ITS-5.8Sgen bolgesinin PCR sonucu

M A-100  A-101 A-102 A-103 A-104 A-105 A-106 A-107 A-108 A-109 A-110 A-111 A-112 A-113 A-114 A-115 A-116 M

1000 —

800 —
600 —
500 —§

300 —

100 —
ITS-PCR

Sekil 20. Maya suslarina (A-100 ile A-116) ait ITS-5.8Sgen bolgesinin PCR sonucu

Ayran Orneklerinden izole edilen 116 maya susu ITS1-5.8S-1TS2 rDNA gen
bolgesinin PCR uzunluguna gore alt1 gruba ayrildi (Tablo 25). Birinci grupta (P-1) yer alan
yirmi bes maya susunun yaklasik 350 ile 400 b¢ uzunlugunda PCR {iriinii verdigi goriildii.

65



Ikinci PCR grubunda (P-2) yer alan on yedi maya susunun yaklasik 450 ile 500 bg
biiytikliigiinde, tiglincii PCR grubunda (P-3) yer alan on dokuz maya susunun yaklasik olarak
550 ile 600 bg biiyiikliigiinde, dérdiincii grubu (P-4) olusturan on ii¢ maya susunun yaklasik
650 ile 700 bg biiylikliiglinde, besinci grubu (P-5) olusturan yirmi sekiz maya yaklasik 800
be¢ biiytikliigiinde ve altinct grubu (P-6) olusturan on dort maya susunun yaklasik 900 bg

uzunlugunda PCR f{iriinii verdigi belirlendi.

Tablo 25
Ayran kaynakli maya suslarinin ITS-5.8S bolgesinin PCR amplifikasyonu

PCR Grup No Maya
(PCR Uzunlugu b¢) Suslar

A-1, A-4, A-5, A-9, A-10, A-12, A-13, A-16, A-19, A-22, A-28, A-
31, A-33, A-54, A-73, A-80, A-82, A-83, A-90, A-91, A-93, A-95, A-
96, A-99, A-108

P-1
(~350-400)

p-2 A-2, A-3, A-6, A-7, A-8, A-11, A-14, A-15, A-29, A-42, A-45, A-46,
(~450-500) A-47, A-48, A-49, A-50, A-58

P-3 A-44, A-62, A-65, A-68, A-76, A-89, A-97, A-101, A-102, A-103, A-
(~550- 600) 104, A-105, A-106, A-107, A-110, A-112, A-113, A-114, A-116

P-4 A-63, A-66, A-67, A-69, A-74, A-75, A-78, A-81, A-86, A-87, A-92,
(~650- 700)  A-100, A-111

A-20, A-21, A-23, A-24, A-25, A-26, A-32, A-37, A-38, A-40, A-51,

(~|23-(J50) A-55, A-59, A-60, A-61, A-64, A-70, A-71, A-72, A-77, A-79, A-84,
A-85, A-88, A-94, A-98, A-109, A-115
P-6 A-17, A-18, A-27, A-30, A-34, A-35, A-36, A-39, A-41, A-43, A-52,
(~900) A-53, A-56, A-57

Maya suslarinin ITS1-5.8S-ITS2 rDNA gen bdlgelerine ait PCR {irlinlerinin Hinfl,
Haelll, Mspl, Alul ve Hhal restriksiyon enzimleri kesimi sonrasinda elde edilen restriksiyon

profillerine gére maya suslar1 tekrar gruplandirildi.

PCR iiriinlerine gore birinci grupta (P-1) yer alan yirmi bes maya susu (A-1, A-4, A-
5, A-9, A-10, A-12, A-13, A-16, A-19, A-22, A-28, A-31, A-33, A-54, A-73, A-80, A-82,
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A-83, A-90, A-91, A-93, A-95, A-96, A-99 ve A-108) PCR-RFLP analizi sonucunda ii¢
farkli profil olusturdu (Tablo 26). Bu grupta yer alan tiim maya suslariin Alu I enzimi i¢in
kesim bolgesi igermedigi belirlendi. Maya suslarinin Hae III enzimi ile kesimi sonrasinda
birinci restriksiyon profilinde (R-1) yer alan maya suslarinin (A-1, A-4, A-5, A-9, A-10, A-
12, A-13, A-19 ve A-99) tek kesim bolgesi igerdigi, diger iki profilde (R-2 ve R-3) yer alan
maya suslarinin ise Hae III enzimi i¢in kesim bolgesi icermedigi gozlendi. PCR-RFLP
sonuglaria gore birinci profilde (R-1) yer alan dokuz maya susunun Hinf I enzimi i¢in kesim
bolgesi icermedigi goriiliirken, ikinci restriksiyon profilinde (R-2) yer alan on bir maya
susunun tek kesim bolgesi icerdigi goriildii. Ugiincii restriksiyon profilinde (R-3) yer alan
A-22, A-28, A-31, A-33 ve A-54 maya suglariin Hinf I enzimi i¢in iki kesim bolgesi igerdigi
gozlendi. Birinci PCR grubunda (P-1) yer alan maya suslarindan restriksiyon profiline gore
birinci grupta (R-1) yer alan dokuz maya susunun Hha I ve Msp I enzim kesimleri ile diger
iki restriksiyon profilinden (R-2 ve R-3) ayrildigi tespit edildi. Restriksiyon profiline gore

ikinci ve ticlincii grupta yer alan maya suslarinin ise Hinf I enzimi ile birbirinden ayrildigi

belirlendi.
Tablo 26
Birinci PCR grubuna ait maya suslarinin ITS-5.8S bolgesinin restriksiyon profilleri
PCR RFLP Maya RFLP- ITS-5.85-1TS2
GrupNo  Grup No Susu Hae 111 Hinf I Hha | Alul  Mspl
R-1 A-1, A-4, A5, A9, A-10,
A-12, A-13, A-19, A-99 223-138  --em- 231-129  -meee- 245-138
o1 R-2 A-16, A-73, A-80, A-82,
' A-83, A-90, A-91, A-93, 188-160  212-97-83 - 271-85
(=350-400 bg) A-95, A-96, A-108
R-3 A-22, A-28, A-31, A-33,
A4 e 156-97-89  212-97-83  ---—---- 271-85

PCR iirlinlerine gore ikinci grupta (P-2) yer alan on yedi maya susu PCR-RFLP
analizi sonucunda tii¢ farkl restriksiyon profili olusturdu (Tablo 27). Dordiincii restriksiyon
profilinde (R-4) yer alan dokuz maya susunun Hae III ve Msp I enzimleri i¢in kesim bolgesi
icermedigi, Hinf I enzimi i¢in iki kesim bolgesi icerdigi, Hha I ve Alu I enzimleri i¢in tek
kesim bolgesi icerdigi gozlendi. Restriksiyon profiline gore besinci grubu (R-5) olusturan
maya suslarinin (A-3, A-6, A-7, A-8, A-11, A-14 ve A-15) Hae Ill, Hinf I ve Alu | enzimleri

igin bir kesim bolgesi, Hha I enzimi igin ii¢ kesim bolgesi ve Msp I enzimi i¢in iki kesim
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bolgesi igerdigi tespit edildi. Altinc restriksiyon profilinde (R-6) yer alan bir maya susunun

(A-2) Hae I1I ve Hinf I enzimleri igin kesim bolgesi igermedigi, Hha I enzimi i¢in iki kesim

bolgesi icerdigi, Alu I ve Msp I enzimleri i¢in tek kesim bolgesi igerdigi goriildii.

Tablo 27

Ikinci PCR grubuna ait maya suslarmmn 1TS-5.8S bolgesinin restriksiyon profilleri

PCR RFLP Maya RFLP - ITS-5.85-1TS2
Grup No Grup No Susu Hae I11 Hinfl  Hhal Alu | Msp |
R-2 A-29, A-42, A-45, A6,
A-47, A-48, A-49. A-50, 224-137-
A AR A AR, " 281-154 37378 eoeeee
p-2
R-5 A-3, A6, A7, A8, A- 103 145
(~450-500 be) 11, A14, A15 33095  260-190 123103 g90g5 240145
96-87 80
R-6 A-2
-------------- 305-72-65 402-50  421-60

PCR iiriinlerine gore li¢iincii grupta (P-3) yer alan on dokuz maya susu PCR-RFLP

analizi sonucunda ti¢ farkl restriksiyon profili olusturdu (Tablo 28). Restriksiyon profiline

gore yedinci grubu (R-7) olusturan A-62 ve A-65 kodlu maya suglarinin Alu I enzimi igin

kesim bolgesi icermedigi, Hae I1I enzimi i¢in iki, Hinf I, Hha I, ve Msp I enzimleri i¢in tek

kesim bolgesi igerdigi belirlendi. Restriksiyon profiline gore sekizinci grupta (R-8) yer alan
on alti maya susunun (A-44, A-68, A-76, A-89, A-97, A-101, A-102, A-103, A-104, A-105,
A-106, A-107, A-110, A-112, A-113ve A-116) Alu I ve Msp I enzimi i¢in kesim bdlgesi

icermedigi, Hae III, Hinf I ve Hha I enzimleri i¢in bir kesim bolgesi icerdigi gozlendi.

Dokuzuncu restriksiyon profilinde (R-9) yer alan bir maya susunun (A-114) Hae 111 ve Msp

I enzimleri i¢in kesim bolgesi icermedigi, Alu I enzimi i¢in iki kesim bolgesi, Hinf I ve Hha

I enzimleri i¢in tek kesim bolgesi igerdigi tespit edildi.
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Tablo 28

Ugiincii PCR grubuna ait maya suslarmin 1TS-5.8S bélgesinin restriksiyon profilleri

RFLP - ITS-5.85-1TS2

PCR RFLP Maya
Grup No Grup No Susu Hae 11 Hinf | Hhal  Alul  Mspl
R-7 A-62, A-65 391-132-60 281-248  325-200  ------- 378-152

A-44, A-68, A-76, A-89, A-

p-3 R.8 97, A-101, A-102, A-103, A-
(~550-600bg) 104, A-105, A-106, A-107,
A-110, A-112, A-113, A-116

412-113  273-238 315-218  -em oo

R-9 A-114 e 318-273 526-72 383-137-86 -------

PCR iiriinlerine gore dordiincii grupta (P-4) yer alan on {i¢c maya susunun (A-74, A-
75, A-78, A-81, A-86, A-87, A-92, A-63, A-66, A-67, A-69, A-100 ve A-111) restriksiyon
enzimleri ile kesimi sonrasinda tek bir profil (R-10) olusturdugu belirendi (Tablo 29). Bu
grupta yer alan maya suslarinin Hinf I ve Hha I enzimleri i¢in iki kesim bdlgesi ve diger

restriksiyon enzimleri i¢in tek kesim bolgesi igerdigi gézlendi.

Tablo 29

Dérdiincii PCR grubuna ait maya suslarinin ITS-5.8S bolgesinin restriksiyon profilleri

RFLP - ITS-5.85-1TS2

PCR RFLP Maya
Grup No Grup No Susu Hae Il Hinfl Hha | Alul  Mspl
- A-74, A-T5, A-78, A-81, A-86, 322219, 305.191.

(-650.700bg) K710 A-87, A-92, A63, A-66, A67, 392-185 2 IO 42118 51571

A-69, A-100, A-111

PCR iiriinlerine gore besinci grupta (P-5) yer alan yirmi sekiz maya susu PCR-RFLP
analizi sonucunda iki farkli restriksiyon profili (R-11 ve R-12) olusturdu (Tablo 30). Her iki
profilde yer alan maya suslarmin Msp I enzimi igin kesim boélgesi icermedigi gozlendi.
Ayrica her iki profilde yer alan maya suslarinin Hae III, Hha I ve Alu I enzimleri ile kesimi
sonrasinda yaklagik olarak benzer uzunlukta iiriin olusturdugu belirlendi. Her iki profilin (R-

11 ve R-12) birbirinden Hinf I enzimi ile kesimi sonrasinda ayristig1 tespit edildi.
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Tablo 30

Besinci PCR grubuna ait maya suslarinin 1TS-5.8S bolgesinin restriksiyon profilleri

PCR RFLP Maya RFLP - ITS-5.85-1TS2
GrupNo  Grup No Susu Hae lll  Hinfl Hha I Alu | Msp |
310-190- 283-207-  435-189-
R11  A-20,A-24, A-37 659-104 1ot “oegy o3
A-21, A-23, A-25, A-26, A-
P-5 32, A-38, A-40, A-51, A-55, o52.197.
(-800b¢) . AB, A-60, A6l A4 A- o oo Tlooe  201-203- 414189
70, A-71, A-72, A-T7, A-T9, 7 132-97 112

A-84, A-85, A-88, A-94, A-
98, A-109, A-115

PCR iiriinlerine gdre altin1 grupta (R-6) yer alan on dort maya susunun restriksiyon
enzimleri ile kesimi sonrasinda tek bir profil olusturdugu goriildii (Tablo 31). On iiglincii
restriksiyon profilinde (R-13) yer alan maya suslarinin Hae I1I enzimi i¢in ti¢ kesim bolgesi,
Hha I ve Msp I enzimleri i¢in iki kesim bolgesi, Hinf I ve Alu I enzimleri i¢in bir kesim

bolgesi igerdigi belirlendi.

Tablo 31

Altinct PCR grubuna ait maya suslarinin ITS-5.8S bolgesinin restriksiyon profilleri

RFLP - ITS-5.85-1TS2

PCR RFLP Maya
Grup No Grup No Susu Hae Ill  Hinfl Hhal  Alul  Mspl
A-17, A-18, A-27, A-30, A-
P-6 34, A-35, A-36, A-39, A-41, 311-217- 364-328- 583-135-
(~900 bg) R-13 A-43, A-52, A-53, A-56, A- 155-79 489-320 157 730-108 92
57

Elde edilen sonuglara gore ITS-5.8S rDNA gen bolgesinin restriksiyon enzimleri ile
kesimi sonrasinda ayn1 PCR grubunda yer alan (P-1, P-2, P-3 ve P-4) maya suslarinin farkli
restriksiyon profilleri olusturdugu belirlendi. Ayran 6rneklerinden izole edilen 116 maya
susunun on li¢ farkl restriksiyon profili olusturmasi bu suslarin en fazla on {i¢ farkli maya
tiirine ait oldugunu gostermektedir. Maya suslarina ait restriksiyon kesim sonuglar1 Tablo

32’de Ozetlendi.
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26S rDNA Gen Bolgesine Ait D1/D2 Domainin PCR-RFLP Analizi

Maya suslarinin 26S rDNA gen bolgesinin D1/D2 domainine ait PCR
amplifikasyonu sonrasi1 A-1 ile A-18 arasinda kodlu maya suslarina ait PCR f{iriinlerinin
elektroforez goriintiileri Sekil 21°de, A-19 ile A-36 arasinda kodlu maya suslarina ait
goriintiiler Sekil 22°de, A-37 ile A-51 arasinda kodlu maya suslarina ait goriintiiler Sekil
23’te, A-52 ile A-68 arasinda kodlu maya suslarina ait goriintiiler Sekil 24°te, A-69 ile A-83
arasinda kodlu maya suslarina ait goriintiiler Sekil 25°te, A-84 ile A-98 arasinda kodlu maya
Suslarina ait goriintiiler Sekil 26’da ve A-99 ile A-116 arasinda kodlu maya suslarina ait
gorilintiiler Sekil 27°de verildi. Maya suslart D1/D2 domainine ait PCR iiriinlerinin
biiyiikliiklerine gore iki gruba ayrildi (Tablo 33). Birinci grupta (P-1) PCR uzunlugu yaklasik
olarak 450-500 bg olan dokuz maya susu (A-29, A-42, A-45, A-46, A-47, A-48, A-49, A-
50, A-58) yer alirken, ikinci grupta (P-2) PCR uzunlugu yaklasik 550-650 bg biiytikliiglinde

olan yiiz yedi maya susu yer aldi.

M A-1 A-2 A-3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A-10° A-11 A-12 A-13 A-14 A-15 A-16 A-17 A-183 M

1000 — -

600 —

500 —

300 —

26S-PCR

Sekil 21. Maya suslarina (A-1 ile A-18) ait 26S rDNA gen bolgesinin PCR sonucu

M  A-19 A-20 A-21 A-22 A-23 A-24 A-25 A-26 A-27 A-28 A-29 A-30 A-31 A-32 A-33 A-34 A-35 A-36 M

e e e e e N....

Sekil 22. Maya suslarina (A-19 ile A-36) ait 26S rDNA gen bolgesinin PCR sonucu
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M  A37 A-38 A-39 A40 A-41 A42 A-43 A-44  A45 A-46 A47 A48 A-49 A-50 A-51 M

1000 —

e B0 . e — . -

Sekil 23. Maya suslarina (A-37 ile A-51) ait 26S rDNA gen bdlgesinin PCR sonucu

A-54 A-55 A-56 A-57 A-58 A-59 A-60 A-61 A-62 A-63 A-64 A-65 A-66 A-67 A-68 M

1000 ——

26S-PCR

Sekil 24. Maya suslarina (A-52 ile A-68) ait 26S rDNA gen bolgesinin PCR sonucu

A-69 A-70 A-71 A-72 A-73 A-74 A-75 A-76 A-77 A-78 A-79 A-80 A-81 A-82 A-83

Rl 1 R e g e

LRI -

26S-PCR

Sekil 25. Maya susglarina (A-69 ile A-83) ait 26S rDNA gen bdlgesinin PCR sonucu
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A-85 A-86 A-87 A-88 A-89 A-90 A9l A-92 A-93 A-94

Sekil 26. Maya suslarina (A-84 ile A-98) ait 26S rDNA gen bolgesinin PCR sonucu

A-99 A-100 A-101 A-102 A-103 A-104 A-105 A-106 A-107 A-108 A-109 A-110 A-111 A-112 A-113 A-114 A-115 A-116 M

Sekil 27. Maya suslarina (A-99 ile A-116) ait 26S rDNA gen bolgesinin PCR sonucu

Tablo 33

Ayran kaynakli maya suslarinin D1/D2 bélgesinin PCR amplifikasyonu

PCR Grup No Maya
(PCR Uzunlugu bc¢) Suslan
P-1 A-29, A-42, A-45, A-46, A-47, A-48, A-49, A-50, A-58
(~ 450-500)

A-1, A-2, A-3, A4, A-5, A-6, A-7, A-8, A-9, A-10, A-11, A-12, A-13,
A-14, A-15,A-16, A-17, A-18, A-19, A-20, A-21, A-22, A-23, A-24, A-
25, A-26, A-27, A-28, A-30, A-31, A-32, A-33, A-34, A-35, A-36, A-37,
A-38, A-39, A-40, A-41, A-43, A-44, A-51, A-52, A-53, A-54, A-55, A-
P 56, A-57, A-59, A-60, A-61, A-62, A-63, A-64, A-65, A-66, A-67, A-68,
(~550-650) A-69, A-70, A-71, A-72, A-73, A-74, A-75, A-76, A-77, A-78, A-79, A-
80, A-81, A-82, A-83, A-84, A-85, A-86, A-87, A-88, A-89, A-90, A-91,
A-92, A-93, A-94, A-95, A-96, A-97, A-98, A-99, A-100, A-101, A-102,
A-103, A-104, A-105, A-106, A-107, A-108, A-109, A-110, A-111, A-

112, A-113, A-114, A-115, A-116
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Maya suslarinin D1/D2 domain bdlgesine ait PCR {irtinleri Hinfl, Haelll, Mspl, Alul
ve Hhal restriksiyon enzimleri kullanilarak kesildi ve elde edilen restriksiyon profillerine
gbre maya suslar1 tekrar gruplandirildi (Tablo 34). PCR iiriinlerine gore birinci grupta (P-1)
yer alan dokuz maya susu (A-29, A-42, A-45, A-46, A-47, A-48, A-49, A-50 ve A-58) tiim
enzimler i¢in ortak kesim profilini olusturdu. Restriksiyon profiline gére birinci grubu (R-1)
olusturan bu maya suglarinin Msp I enzimi i¢in kesim bolgesine sahip olmadigi, Alu I enzimi
i¢in iki kesim bolgesine, diger restriksiyon enzimleri i¢in tek kesim bolgesine sahip oldugu

gozlendi.

PCR iiriin biiytikliigiine gore ikinci grupta (P-2) yer alan yiiz yedi maya susunun on
bir farkli restriksiyon profiline sahip oldugu belirlendi. R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-11 ve R-
12 restriksiyon profillerinde yer alan maya suslarinin Hae III enzimi ile kesim sonrasinda iki
kesim bolgesi igerdigi goriildii. R-6, R-9 ve R-10 restriksiyon profillerinde yer alan otuz yedi
maya susunun Hae III enzimi i¢in iki kesim bdlgesine ve R- 3 restriksiyon profilinde yer
alan bir maya susunun tek kesim bolgesine sahip oldugu belirlendi. D1/D2 domain bdlgesine
ait PCR {irtinlerinin Hinf I enzimi ile kesimi sonrasinda R-3 ve R-10 restriksiyon
profillerinde bulunan maya suslarinin {i¢ kesim bolgesi, R-2, R-4, R-6, R-7, R-8 ve R-9
restriksiyon profillerinde bulunan maya suslarinin iki kesim bdolgesi, R-5, R-11 ve R-12
profillerinde yer alan maya suglarinin bir kesim bdlgesi igerdigi goriildii. R-2, R-4, R-5, R-
9, R-11 ve R-12 restriksiyon grubunda yer alan maya suslarmin Hha I enzimi i¢in kesim
bolgesi igermedigi belirlendi. R-6 ve R-10 restriksiyon profilinde yer alan yirmi {i¢ maya
susunun Hha I enzimi i¢in ii¢ kesim bdlgesi icerdigi, R-3 restriksiyon profilinde yer alan bir
maya susunun (A-2) iki kesim bolgesi icerdigi, R-7 ve R-8 restriksiyon profilinde yer alan

maya suslarinin ise Hha I i¢in bir kesim bolgesi icerdigi gozlendi.

D1/D2 domainin Alu I enzimi ile kesimi sonrast R-2, R-5, R-6, R-8 ve R-11
restriksiyon profillerinden yer alan maya suslarinin ii¢ kesim bélgesine sahip oldugu, R-4,
R-9, R-10 ve R-12 restriksiyon profilinde yer alan maya suglarinin iki kesim bolgesine sahip
oldugu, R-3 ve R-7 restriksiyon profilinde yer alan maya suslarinin ise bir kesim bolgesine
sahip oldugu belirlendi. Ikinci restriksiyon profilinde (R-2) yer alan maya susunun (A-114)
Msp I enzimi i¢in kesim bdlgesine sahip olmadigi gozlendi. Ugiincii restriksiyon profilinde

(R-3) yer alan bir maya susunun (A-2) iki kesim bdlgesine sahip oldugu, diger restriksiyon
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profillerinde yer alan yiiz on dort maya susunun ise tek kesim bolgesine sahip oldugu

belirlendi.

ITS-5.8S rDNA gen bolgesinin PCR-RFLP analizinde oldugu gibi D1/D2
domaininin PCR-RFLP analizi sonucunda da yiiz on altt maya susunun on iki farkli
restriksiyon profili olusturmasi bu suslarin en fazla on iki farkli maya tiirline ait oldugunu

gostermektedir.
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DNA Dizi Analizi ve Filogenetik iliskilerin Belirlenmesi

Ayran Orneklerinden izole edilen maya suslarinin ITS-5.8S ile D1/D2 bdlgesinin
PCR-RFLP analizi sonrasi elde edilen restriksiyon profillerinin her birinden rastgele iki
maya susu secilerek DNA dizi analizi i¢in MedSanTek firmasina gonderildi. ITS1-5.8S-
ITS2 ve D1/D2 rDNA gen bolgelerinin restriksiyon profillerine gore A-2, A-3, A-5, A-11,
A-16, A-17, A-19, A-20, A-22, A-33, A-36, A-37, A-38, A-44, A-46, A-58, A-60, A-62, A-
65, A-67, A-78, A-93, A-106 ve A-114 olmak {izere yirmi dort maya susu se¢ildi.

DNA dizi analizleri NCBI veri tabani biinyesinde yer alan BLAST programi
kullanilarak gergeklestirildi. Yirmi dort maya susuna ait DNA dizileri ile yiiksek homoloji
gosteren maya tiirleri belirlendi. BLAST analizi sonucunda tanimlanan maya suslari,
benzerlik yiizdeleri ve referans alinan maya tiirlerinin GenBank erisim numaralar1 Tablo
35’te verildi. Molekiiler tanimlama sonucunda A-2 maya susu C. inconspicua, A-62 ve A-
65 maya suslart Candida metapsilosis, A-44 ve A-106 maya suslar1 C. parapsilosis, A-16,
A-22, A-33 ve A-93 maya suslarimin Cl. lusitaniae, A-20 ve A-37 maya suslar
Kluyveromyces lactis, A-38 ve A-60 maya suslar1 K. marxianus, A-46 ve A-58 maya suslar1
Magnusiomyces capitatus, A-3 ve A-11 maya suslar1 P. fermantans, A-67 ve A-78 maya
suslart Rhodotorula mucilaginosa, A-5 ve A-19 maya suslar1 Y. lipolytica, A-114 maya susu
Wickerhamomyces anomalus, A-17 ve A-36 maya suslar1 S. cerevisiae olarak tanimlandi.

Ayran 6rneklerinden on bir farkli non-Saccharomyces maya tiirii tespit edildi.
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Molekiiler yontemlerle tanimlanan maya tiirlerinin ayran 6rneklerinde dagilimi Sekil
28’de verildi. Elde edilen sonuglara gére ayran 6rneklerinde K. marxianus (%21,55) maya
tiirtiniin yogun olarak bulunan maya tiirti oldugu belirlendi. C. parapsilosis ve CI. lusitaniae
maya tiirlerinin esit oranda (%13,79) dagilim gosterdigi tespit edildi. R. mucilaginosa maya
tirtiniin %11,21 oraninda, M. capitatus ve Y. lipolytica maya tiirlerinin benzer oranda
(%7,76), P. fermentans maya tiiriiniin %6,03 oraninda, K. lactis maya tiirliniin %2,59
oraninda, C. metapsilosis maya tiiriiniin %1,72 oraninda, C. inconspicua ve W. anomalus
maya tiirlerinin benzer oranda (%0,86) dagilim gosterdigi tespit edildi. Ayran orneklerinde
non-Saccharomyces maya tiirlerinin yogun olarak (%87,93) dagilim gosterdigi gozlendi. S.
cereviciae maya tlirliniin ise ayran Orneklerinde %12,07 oraninda dagilim gosterdigi

belirlendi.

W. anomalus S. cereviciae
C. inconspicua
C. metapsilosis K. marxianus

K. lactis

P, fermentans

_C. parapsilosis

Y. lipolytica

M. capitatus

_ CI. lusitaniae

R. mucilaginosa

Sekil 28. Molekiiler yontemlerle tanmlanan maya tiirlerinin ayran orneklerinde dagilimi

Ayran orneklerinden izole edilen maya suglarinin API-ID32C kit sistemi ile yapilan
tanimlama islemi ile molekiiler yontemler ile yapilan tanimlama islemi karsilastirildiginda
API-ID32 test sonuglarinda on bes farkli tiir tanimlanirken, molekiiler yontemler
kullanilarak on iki farkli tiir tanimlandig1 gézlendi. API-ID32C test sonucuna gore C. kefyr
olarak tanimlana yirmi sekiz maya tiiriinden G-2 (ve G-4 asimilasyon profilinde yer alan ¢

maya susunun (A-24, A-37 veA-20) molekiiler yontemlerle K. lactis olarak tanimlandi. Bu

80



durum API kit sisteminin 6zellikle K. lactis maya tiirlerini K. marxianus tiirlerinden dogru
bir sekilde ayristiramadigini gostermektedir. API-ID32C test sonucuna gore C. kefyr olarak
tanimlanan A-80 ve A-73 maya suslarinin molekiiler analizler sonucunda Cl. lusitaniae
olarak tanimlandig belirlendi. Benzer sekilde asimilasyon test sonucuna gore S. cerevisiae
olarak tanimlanan A-25 maya susunun ve C. colliculosa olarak tanimlanan A-55 maya
susunun molekiiler analizler sonucunda K. marxianus olarak tanimlandigi tespit edildi. API-
ID32C asimilasyonu sonucuna gore C. kefyr olarak tanimlanan diger maya suslari ise

molekiiler yontemlerle K. marxianus olarak tanimlandi.

API test sonucuna gore C. parapsilosis olarak tanimlanan on sekiz maya susundan
on bes tanesinin (A-44, A-68, A-76, A-89, A-101, A-102, A-103, A-104, A-105, A-106, A-
107, A-110, A-112, A-113 ve A-116) molekiiler yontemlerle de C. parapsilosis olarak
tanimlandig1 goriildii. Ancak, API-1ID32C kit sistemi ile C. parapsilosis olarak tanimlanan
iki maya susunun (A-62 ve A-65) C. metapsilosis olarak ve bir maya susunun (A-93) ClI.
lusitaniae olarak tanimlandigi tespit edildi. Daha 6nce yapilan bir caligmada C. parapsilosis
olarak tanimlanan tiirlerin C. metapsilosis ve Candida orthopsilosis olarak tanimlandigi
belirlendi (Tavanti vd., 2005).

API-ID32C test sonucuna gore C. lipolytica olarak tanimlanan on maya susundan
sekiz tanesinin molekiiler analizler sonucunda Y. lipolytica (Syn. C. lipolytica) olarak
tanimlandigi gozlendi. Asimilasyon testi sonucuna gore C. lipolytica olarak tanimlanan iki
maya susunun (A-2 ve A-3) molekiiler yontemlerle C. inconspicua (A-2) ve P. fermentans

(A-3) olarak tanimlandigi tespit edildi.

API-ID32 test sonucuna gore C. lusitaniae olarak tanimlanan on maya susundan
dokuz tanesinin molekiiler yontemlerle Cl. lusitaniae (Syn. C. lusitaniae) olarak
tanimlandig1, bir maya susunun ise (A-97) molekiiler tanimlama sonucunda C. parapsilosis
olarak tanimlandigi tespit edildi. Asimilasyon testi sonucuna gére G. capitatum olarak
tanimlanan maya suslarinin tiimii molekiiler yontemlerle M. capitatus (Syn. G. capitatum)
olarak tanimlandigir gorildi. API-ID32C test sonuglarma gore R. mucilaginosa olarak

tanimlanan bes maya susunun molekiiler yontemlerle de R. mucilaginosa olarak
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tanimlandigi belirlendi. Ancak, API-ID32C test sonucuna gore R. glutinis olarak tanimlanan
tiim maya suslarinin molekiiler tanimlama sonrasi R. mucilaginosa maya tiiriine ait oldudgu
gozlendi. Bu durum API-ID32 kit sisteminin 6zellikle Rhodotorula tiirlerini ayristirmada

yeterli olmadigini gosterdi.

Asimilasyon testi sonuglarina gére C. lambica olarak tanimlanan alti maya susu
molekiiler tanimlama sonucunda P. fermentans (Syn. C. lambica) olarak tanimlandi. API-
ID32C tanimlama sistemine gore C. colliculosa olarak tanimlanan dort maya susunun (A-
17, A-18, A-28 ve A-55) molekiiler analizler sonrasinda Cl. lusitaniae (A-28), K. marxianus
(A-55) ve S. cerevisiae (A-17 ve A-18) tiirleri ile eslestigi belirlendi. API-ID32C Kkit
sisteminin Ozellikle C. colliculosa olarak tanimlanan tiirlerde hatali sonuglar verdigi
gozlendi. Benzer durum C. holmi olarak tanimlanan iki maya susunda da tespit edildi. API-
ID32 kit sistemi ile C. holmi olarak tanimlanan A-48 ve A-99 maya suslar1 molekiiler
yontemlerle M. capitatus (A-48) ve Y. lipolytica (A-99) olarak tanimlandi. Kit sistemi ile C.
famata (A-83) ve C. mellibiosica (A-95) olarak tanimlanan maya suslarinin molekiiler
yontemler sonucunda Cl. lusitaniae tirii ile eslestigi gorildii. C. pelliculosa olarak
tanimlanan maya tiirliniin (A-114) ise molekiiler yontemlerle W. anomalus (Syn. C.
pelliculosa) tiirii ile eslestigi tespit edildi. Asimilasyon testi sonuglarina gore S. cerevisiae
olarak tanimlanan on li¢ maya susundan on iki tanesi molekiiler yontemlerle de S. cerevisiae

olarak tanimlanirken, bir tanesi (A-25) molekiiler olarak K. marxianus olarak tanimlandi.

Ayran Orneklerinden tanimlanan maya suslari arasindaki filogenetik iliskileri
belirlemek i¢in dncelikle her bir maya tiirline ait referans maya tiirli secildi ve bu tiire ait
ITS-1-5.8S-ITS2 rDNA ve D1/D2 domaini i¢in DNA dizileri NCBI-Niikleotid veri tabani
iizerinden indirildi. Tiirler aras1 uzakliklar: belirlenmesi i¢in ise dis grup olarak CBS Maya
veri tabanindan ITS-5.8S gen bolgesi i¢cin NR_144909.1 erisim numarali A. pullulans maya
susu ve D1/D2 domaini igin NG_055734.1 erisim numarali A. pullulans maya tiirleri segildi.
Tiim maya suslarma ait ITS1-5.8S-1TS2 rDNA ve D1/D2 DNA dizileri MEGA-11 programi
altinda yer alan ClustalW v1.6 hizalama parametresi kullanilarak hizalandi. Maya tiirlerinin
filogenetik 1iliskileri tespit edebilmek i¢cin MEGA-11 programi kullanilarak maksimum
parsimoni (MP) filogenetik agaci olusturuldu. ITS1-5.8S-ITS2 rDNA gen bolgesi i¢cin MP
agact Sekil 29°da, D1/D2 domaini icin MP agaci Sekil 30°da gdsterildi.
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100 C. inconspicua (OR334254,4-2)
93 —1 C.inconspicua (NR 111116.1;CBS 180)
P. fermentans (OR534269;4-3)
5 _|: P. fermentans (OR534270;4-11)
09 P. fermentans (NR 130688.1;ATCC 10651)
100 C. metapsilosis (OR534255;4-62)
oL _|: C. metapsilosis (OR534256,4-65)
100 C.metapsilosis (NR 165186.1;,CBS 10907)
ﬁ: C. parapsilosis (OR534257:4-44)
56 C. parapsilosis (OR534258;4-106)
54— ¢ parapsilosis (NR 130673.1;ATCC 22019)
|: W. anomalus (OR534277;4-114)
69 100 W. anomealus (NR 111210.1;CBS 5759)
72 K. lactis (OR534263;4-37)
= _|: K. lactis (OR534264;4-20)
K lactis (NR 166044.1;CBS 683)
80 100 —— K. marxianus (OR334265;4-38)
K. marxianus (NR 111251.1;CBS 712)
5L k. marxianus (OR534266.4-60)
i: 5. cerevisiae (OR534273;4-17)
5. cerevisiae (OR534274;4-36)
59 10— 3 cerevisiae (NR 111007.1;CBS 1171)
100 M. capitatus (OR534267,4-46)
M. capitatus (OR534268,4-58)
73 _<g|: M. capitatus (NR 164086.1;CBS 162.80)
— Y. lipolvtica (OR534275;4-19)
Y. lipolytica (OR534276;4-3)
= 101y lipolytica (NR 111212.1;CBS 6124)
-5 ﬁ: R. muc:_a"ng:_m.sn (OR534271:4-78)
R. mucilaginosa (NR 073296.1;CBS 316)
100——— R mucilaginosa (OR534272;4-67)
og ——— CL lusitaniae (OR534259,4-93)
81 _|: Cl. hr.sx:mm:ﬁe (ORS534261;4-22)
92 Cl. lusitaniae (OR>34262;4-33)
Cl. lusitaniae (OR>34260,4-16)
100 Cl. lusitaniae (NR 130677.1;CBS 6936)
A. pullulans (NR 144909.1;CBS 585.73)

Sekil 29. Ayran o6rneklerinden izole edilerek tanimlanan maya suslarinin ITS1-5.8S-1TS2
bolgesi ile olusturulan Maksimum Parsimoni filogenetik agaci. %50 ve tizerindeki bootstrap

degerleri gosterilmistir.
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{ C. inconspicua (OR536325 A-2)
C. inconspicua (K¥Y106511.1 CBS:180)

_|: P. fermentans (OR536326 A-3)
P. fermentans (OR536328 4-11)

100

10— p fermentans (K¥Y108815.1 CBS:5662)

Y. lipolvtica (OR536327 4-3)

Y. lipolvtica (K¥Y110180.1 CBS:11385)

- 100 —— Y. lipolytica (OR536331 A-19)

60 M. capitatus (OR536339 A-46)

M. capitatus (OR336340 A-58)
10— A1 capitatus (NG 055400.1 CBS 162.80)

100 —— Cl. lusitaniae (OR536329 A-16)

36 L— 1. lusitaniae (OR536346 A-93)

Cl. lusitaniae (OR536333 4-22)

Cl. lusitaniae (OR536334 A-33)

Cl. lusitaniae (NG 055408.1 NRRL ¥-11827)
R. mucilaginosa (OR536344 A-67)

R. mucilaginosa (OR536345 4-78)

R. mucilaginosa (NG 055716.1 CBS 316)
S. cerevisiae (OR536330 4-17)

S. cerevisiae (OR536335 A-36)
S.
K
K

100

ik

48

99

85 99

65

100

100

cerevisiae (KY109284.1 CBS:1311)
lactis (OR536332 4-20)
marxianis (OR536341 A-60)
K. marxianus (OR536337 A-38)
K. lactis (OR536336 A-37)
K lactis (NG 055077.1 NRRL Y-8279)
99 C. parapsilesis (OR536338 A-44)
C. parapsilosis (OR536347 A-106)
100 ——— C. parapsilosis (NG 054833.1 ATCC 22019)
79 C. metapsilosis (OR536342 A-62)
C. metapsilosis (OR536343 A-65)
ss BL—— ¢ metapsilosis (NG 054815.1 ATCC 96144)
W. anomalus (OR536347 A-114)
100 W. anomalus (KY110096.1 CBS:257)
A pullulans (NG 055734.1 CBS 584.75)
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100

Ly
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Sekil 30. Maya suslariin 26S rDNA bolgesi D1/D2 domaini igin olusturulan Maksimum

Parsimoni filogenetik agaci. %50 ve tizerindeki bootstrap degerleri gosterilmistir.



ITS1-5.8S-ITS2 bolgesi i¢in olusturulan MP agaci incelendiginde, maya tiirleri iki
ana gruba ayrildig1 goriildii. Birinci grupta P. fermentas ve C. inconspicua maya tiirlerinin
bulundugu goriildii. ikinci grupta yer alan maya tiirleri ise iki alt gruba ayrildi ve birinci alt
grupta C. metapsilosis, C. parapsilosis, W. anomalus, K. lactis, K. marxianus, S. cereviciae,
M. capitatus, Y. lipolytica, R. mucilaginosa maya tiirlerinin, ikinci alt1 grupta da ise CI.
lusitaniae maya tiiriiniin yer aldig1 goriildii. Ayni sekilde D1/D2 rDNA gen bélgesine gore
olusturulan MP agac1 incelendiginde maya tiirlerinin benzer sekilde iki ana gruba ve her grup
iki alt gruba ayrildi. Birinci grubun ilk alt grubunda C. inconspicua ve P. fermentas maya
tirlerinin, ikinci alt grubunda ise Y. lipolytica, M. capitatus, R. mucilaginosa ve CI.
lusitaniae maya tiirlerinin yer aldig1 belirlendi. ikinci grubun ilk alt grubunda S. cerevisiae,
K. lactis ve K. marxianus maya tiirlerinin, ikinci alt grubunda ise C. metapsilosis, C.

parapsilosis ve W. anomalus maya tiirlerinin yer aldigi goriildii.

4.2.3. Maya Suslarimin Hiicre Dis1 Proteaz, Lipaz ve Ureaz Aktiviteleri

Ayran orneklerinden izole edilen yiiz on alt1 maya susundan altmisalti tanesinin
proetaz aktivitesine sahip olmadigi, kirk tanesinin diisiik proteaz aktivitesine sahip oldugu
ve on tanesinin yiiksek proteaz aktivitesine sahip oldugu belirlendi (Tablo 36). C.
metapsilosis, C. parapsilosis, M. capitatus, W. anomalus, Y. lipolytica ve ClI. kusitaniae (A-
28 susu hari¢) maya tiirlerine ait tiim suglarda proteolitik aktivite tespit edilmedi. K.
marxianus tiirline ait yedi maya susunda proteaz aktivitesi gézlenmezken, on yedi maya
susunda (A-25, A-38, A-51, A-59, A-61, A-64, A-70, A-71, A-72, A-77, A-79, A-84, A-40,
A-55, A-85, A-88 ve A-98) diisiik oranda ve bir maya susunda (A-60) yiiksek oranda proteaz
aktivitesi tespit edildi. K. lactis olarak tanimlanan A-20 maya susunda proteaz aktivitesi
gozlenmezken, A-24 maya susunda diisiik ve A-37 maya susunda yiiksek proteaz aktivitesi
belirlendi. R. mucilaginosa maya tiiriine ait yedi maya susunda (A-63, A-66, A-67, A69, A-
75, A-86 ve A-100) diisiik seviyede proteaz aktivitesi gézlenirken diger alt1 maya susunda
proteaz aktivitesine rastlanmadi. C. inconspicua olarak tanimlanan A-2 maya susunda diisiik
seviyede proteaz aktivitesi belirlendi. S. cerevisiae maya tiiriine ait A-18 maya susunda
yiksek enzim aktivitesi gozlenirken diger onii¢ maya susunda diisiik proetaz aktivitesi tespit
edildi. Endiistriyel olarak 6nemli yiiksek proteaz aktivitesine sahip maya suslarinin K. lactis

(A-37), K. marxianus (A-60), P. fermentans (A-3, A-6, A-7, A-8, A-11, A-14 ve A-15) ve
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S. cerevisiae (A-18) maya tiirlerine ait oldugu belirlendi. P. fermentans maya tiiriine ait tiim

maya suslariin yliksek proteaz aktivitesine sahip olduklar tespit edildi.

Tablo 36

Ayran 0rneklerinden izole edilen maya suslarinin proteolitik aktiviteleri

Maya Yiiksek Diisiik Aktivite
Tirleri Aktivite Aktivite Gostermeyen
C. inconspicua (1) - A-2 -
C. metapsilosis (2) - - A-62, A-65
C. parapsilosis (16) - - A-44, A-68, A-76, A-89, A-97,

A-101, A-102, A-103, A-104,

A-105, A-106, A-107, A-110,

A-112, A-113, A-116
Cl.lusitaniae (16) - A-28 A-16, A-22, A-31, A-33, A-54,

A-73, A-80, A-82, A-83, A-90,

A-91, A-93, A-95, A-96, A-108
K. lactis (3) A-37 A-24 A-20

K. marxianus (25) A-60 A-25, A-38, A-51, A-59, A- A-21, A-23, A-26, A-32, A-94,
61, A-64, A-70, A-71, A- A-109, A-115
72, A-77, A-79, A-84, A-
40, A-55, A-85, A-88, A-98
M. capitatus (9) - - A-29, A-42, A-45, A-46, A-47,
A-48, A-49, A-50, A-58

P. fermentans (7) A-3, A-6, A-7, A-8, - -
A-11, A-14, A-15
R. mucilaginosa (13) - A-63, A-66, A-67, AB9, A- A-74, A-78, A-81, A-87, A-92,
75, A-86, A-100 A-111
S. cerevisiae (14) A-18 A-17, A-27, A-30, A-34, A- -
35, A-36, A39, A-41, A-43,
A-52, A-53, A-56, A-57
W. anomalus (1) - - A-114
Y. lipolytica (9) - - A-1, A-4, A-5, A-9, A-10, A-

12, A-13, A-19, A-99

Lipaz aktivitesi sonuclarina gore izole edilen ylizonalt1 maya susundan seksenbir
tanesinin lipaz aktivitesine sahip olmadigi, yirmisekiz tanesinin diisiik ve yedi tanesinin
yiiksek lipaz aktivitesine sahip oldugu belirlendi (Tablo 37). C. inconspicua, C. metapsilosis,
R. mucilaginosa ve W. anomalus maya tiirlerine ait tiim suslarda diisiik lipaz aktivitesi tespit
edildi. C. parapsilosis maya tiiriine ait dokuz maya susu (A-44, A-63, A-66, A-67, A69, A-
74, A-75, A-78, A-81, A-86, A-87, A-92, A-100 ve A-111) diisiik lipaz aktivitesi gosterirken
diger yedi maya susunun lipaz aktivitesine sahip olmadigi gozlendi. Benzer sekilde, Cl.

lusitaniae maya tiiriine ait A-93maya susu diisiik lipaz aktivitesine sahipken diger on bes
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maya susunda enzim aktivitesi tespit edilmedi. K. lactis, K. marxianus, M. capitatus ve S.
cerevisiae maya tiirlerine ait tiim suslarin lipaz aktivitesine sahip olmadigi gézlendi. Benzer
sekilde Y. lipolytica maya tiiriine ait A-1 susunda diisiik enzim aktivitesi belirlenirken diger
tiim suslarda lipaz aktivitesi tespit edilmedi. P. fermentans tiiriine ait tim maya suslarinda
(A-3, A-6, A-7, A-8, A-11, A-14 ve A-15) yiiksek lipaz aktivitesi tespit edildi. Endiistriyel
olarak 6nemli yiiksek proteolitik ve lipolitik aktiviteye sahip maya suslarinin 6zellikle P.

fermentans maya tiiriine ait oldugu gozlendi.

Tablo 37
Ayran 6rneklerinden izole edilen maya suslarinin lipolitik aktiviteleri
Maya Yiiksek Diisiik Aktivite
Tiirleri Aktivite Aktivite Gostermeyen
C. inconspicua (1) i A-2 -
C. metapsilosis (2) A-62, A-65 -
C. parapsilosis (16) A-44, A-68, A-76, A- A-89, A-97, A-101, A-102, A-

= 103, A-105, A-106, A- 104, A-110, A-113
107, A-112, A-116

Cl.lusitaniae (16) A-16, A-22, A-28, A-31, A-33,
- A-93 A-54, A-73, A-80, A-82, A-83,
A-90, A-91, A-95, A-96, A-108

K. lactis (3) i - A-20, A-24, A-37
K. marxianus (25) - A-21, A-23, A-25, A-26, A-32,

A-38, A-40, A-51, A-55, A-59,
- A-60, A-61, A-64, A-70, A-T1,
A-72, A-77, A-79, A-84, A-85,
A-88, A-98 A-94, A-109, A-115
M. capitatus (9) ) - A-29, A-42, A-45, A-46, A-47,
A-48, A-49, A-50, A-58

P. fermentans (7) A-3, A-6, A-7, A-8, - -
A-11, A-14, A-15
R. mucilaginosa (13) - A-63, A-66, A-67, A69,
A-74, A-75, A-78, A-81,
A-86, A-87, A-92, A-
100, A-111
S. cerevisiae (14) - - A-17, A-18, A-27, A-30, A-34,
A-35, A-36, A39, A-41, A-43,
A-52, A-53, A-56, A-57
W. anomalus (1) - A-114 -
Y. lipolytica (9) - A-1 A-4, A-5, A-9, A-10, A-12, A-

13, A-19, A-99
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Ureaz aktivitesi sonuglarina gore izole edilen yiiz on alti maya susundan kirk
tanesinin iireaz aktivitesine sahip olmadigi, otuzsekiz tanesinin diisiik ve otuzsekiz tanesinin
yiiksek tireaz aktivitesine sahip oldugu belirlendi (Tablo 38). C. inconspicua, C. metapsilosis
ve Y. lipolytica maya tiirlerine ait tiim suslarda yiiksek lireaz aktivitesi tespit edildi. C.
parapsilosis olarak tanimlanan A-105 ve A-106 maya suslarinda yiiksek tircaz aktivitesi
gozlenirken, diger ondort maya susunda diisiik tireaz aktivitesi belirlendi. M. capitatus maya
tiiriine ait dokuz maya susundan biri hari¢ (A-58, diisiik iireaz aktivitesi) diger maya
suslarinda yiiksek iireaz aktivitesi tespit edildi. Benzer sekilde, R. mucilaginosa olarak
tanimlanan on bir maya susunda (A-67, A69, A-74, A-75, A-78, A-81, A-86, A-87, A-92,
A-100 ve A-111) yiiksek ve iki maya susunda (A-63 ve A-66) diisiik iireaz aktivitesi
belirlendi. Cl. lusitaniae maya tiiriine ait A-80 maya susunda yiiksek ve altt maya susunda
(A-16, A-54, A-90, A-91, A-93 ve A-96) diisiik iireaz aktivitesi gozlenirken, diger dokuz
maya susunda iireaz aktivitesi gézlenmedi. K. lactis olarak tanimlanan A-24 maya susunda
diisiik tireaz aktivitesi gozlenirken digerlerinde (A-20 ve A-37) aktivite gozlenmedi. Benzer
sekilde, K. marxianus maya maya tiiriine ait on maya susunda (A-23, A-61, A-70, A-71, A-
72, A-79, A-84, A-94, A-109 ve A-115) diisiik tireaz aktivitesi belirlenirken diger onbes
maya susunda tireaz aktivitesi tespit edilmedi. W. anomalus olarak tanimlanan A-114 maya
susunda diisiik lireaz aktivitesi gozlendi. P. fermentans maya tiiriine ait dért maya susunda
(A-3, A-7, A-8 ve A-11) yiiksek, iki maya susunda (A-6 ve A-14) diisiik tireaz aktivitesi
belirlenirken, A-15 maya susunda tireaz aktivitesi belirlenmedi. S. cerevisiae maya tiiriine
ait on dort maya susundan A-17 (diisiik lireaz aktivitesi) hari¢ diger maya suslarinda tireaz
aktivitesi tespit edilmedi. Endiistriyel olarak 6nemli lireaz aktivitesine sahip maya suslarinin
C. inconspicua, C. metapsilosis, C. parapsilosis, CIl. lusitaniae, M. capitatus, R.
mucilaginosa, P. fermentans ve Y. lipolytica maya tiirlerine ait oldugu belirlendi. Ozellikle
P. fermentans maya tiiriine ait dort maya susunun (A-3, A-7, A-8 ve A-11) ise yiiksek hiicre
dis1 enzim aktivitesine sahip olmasindan dolay: endiistriyel olarak olduk¢a 6nemli suslar

oldugu tespit edildi.
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Tablo 38

Ayran Orneklerinden izole edilen maya suslarinin iireaz aktivitesi

Maya Yiiksek Diisiik Ureaz
Suslari Ureaz Akt Ureaz AKkt. Akt. Yok
C. inconspicua (1) A-2 - -
C. metapsilosis (2) A-62, A-65 - -
C. parapsilosis (16)  A-105, A-106 A-44, A-68, A-76, A-89, A- -
97, A-101, A-102, A-103, A-
104, A-107, A-110, A-112, A-
113, A-116
Cl.lusitaniae (16) A-80 A-16, A-54, A-90, A-91, A-  A-22, A-28, A-31, A-33,

K. lactis (3)

K. marxianus (25)

M. capitatus (9)

P. fermentans (7)

R. mucilaginosa (13)

S. cerevisiae (14)

W. anomalus (1)

Y. lipolytica (9)

A-29, A-42, A-45, A-
46, A-47, A-48, A-49,
A-50

A-3, A-7, A-8, A-11

A-67, A6Y, A-74, A-
75, A-78, A-81, A-86,
A-87, A-92, A-100, A-
111

A-1, A-4, A-5, A-9, A-
10, A-12, A-13, A-19,
A-99

93, A-96

A-24

A-23, A-61, A-70, A-71, A-
72, A-79, A-84, A-94, A-109,
A-115

A-58

A-6, A-14

A-63, A-66

A-17

A-114

A-73, A-82, A-83, A-95,
A-108
A-20, A-37

A-21, A-25, A-26, A-32,
A-38, A-40, A-51, A-55,
A-59, A-60, A-64, A-77,
A-85, A-88, A-98

A-15

A-18, A-27, A-30, A-34,
A-35, A-36, A39, A-41,
A-43, A-52, A-53, A-56,
A-57

4.2.4. Maya Suslarimin Fermantatif Ozellikleri

Ayran drneklerinden tanimlanan maya suslarinin fermentasyon kapasiteleri alt1 farkl

karbon kaynagi (dekstroz, galaktoz, siikroz, laktoz, maltoz ve gliserol) kullanilarak belirlendi

ve sonuglar Tablo 39’da verildi. C. inconspicua maya tiiriine ait A-2 maya susunun yalnizca

dekstroz ve gliserol igeren ortamlarda fermantasyon kapasitesinin oldugu, diger karbon

kaynaklarinda fermantasyon yapamadig1 gozlendi. C. metapsilosis olarak tanimlanan A-62

ve A-65 maya suslarimin iki farkli fermantasyon profili olusturdugu belirlendi. A-62 C.
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metapsilosis maya susu tiim karbon kaynaklarinda fermantatif 6zellige sahipken, A-65 maya

susunun laktoz hari¢ diger karbon kaynaklarinda fermantatif 6zellige sahip oldugu gézlendi.

C. parapsilosis olarak tanimlanan on altt maya susu fermantasyon testi sonug¢larina
gore bes farkli profil olusturdu. Tiim C. parapsilosis maya suslarinin dekstroz, galaktoz ve
stikroz igeren ortamlarda fermantasyon kapasitesinin bulundugu, yedi maya susunun (A-97,
A-104, A-107, A-110, A-112, A-114 ve A-116) ise tiim karbon kaynaklarinda fermentasyon
kapasitesinin yiiksek oldugu tespit edildi. A-89 ve A-103 maya suslarinin laktoz ve gliserol
iceren karbon kaynaklarinda, A-102 maya susunun laktoz ve maltoz iceren karbon
kaynaklarinda fermantasyon kapasitesinin olmadigi belirlendi. A-44, A-68, A-76, A-101, A-
105 ve A-106 maya suslarmin ise laktoz disinda diger karbon kaynaklarinda fermantasyon

yapabilme 6zelligine sahip oldugu tespit edildi.

Cl. lusitaniae olarak tanimlanan on alti maya susu fermantatif 6zelligine gore {ig
profil olusturdu. On maya susunun (A-16, A-22, A-31, A-33, A-54, A-73, A-83, A-90, A-
96 ve A-108) kullanilan tiim karbon kaynaklarinda fermantasyon kapasitesinin oldugu
gozlendi. Tim CI. lusitaniae maya suslarinin dekstroz, galaktoz ve siikroz i¢eren ortamda
fermantatif 6zellik gosterdigi belirlendi. Bes maya susunun (A-28, A-82, A-91, A-93 ve A-
95) laktoz iceren ortamda ve A-80 maya susunun maltoz igeren ortamda fermantasyon

kapasitesinin olmadig1, ancak diger karbon kaynaklarini fermente edebildigi belirlendi.

K. lactis olarak tanimlanan A-24 ve A-37 maya suslarinin tiim karbon kaynaklarinda
ve A-20 maya susunun maltoz hari¢ tiim karbon kaynaklarinda fermantasyon kapasitesinin
oldugu gozlendi. Fermantasyon testi sonuglarina gére K. marxianus olarak tanimlanan yirmi
bes maya susu fermantatif 6zelliklerine gore yedi farkli profil olusturdu. On ii¢ K. marxianus
maya susunun (A-21, A-26, A-32, A-40, A-51, A-59, A-61, A-64, A-71, A-72, A-77, A-84
ve A-88) fermantasyon kapasitesinin tiim karbon kaynaklarinda yiiksek oldugu belirlendi.
K. marxianus olarak tanimlanan A-25 maya susunun laktoz hari¢, A-70, A-85 ve A-115
maya suslarinin maltoz hari¢ ve A-60, A-79, A-94, A-98 ve A-109 maya suslarinin gliserol
hari¢ diger tim karbon kaynaklarinda fermantatif 6zelige sahip oldugu tespit edildi. Benzer

sekilde, A-23 maya susunun maltoz ve gliserol hari¢, A-55 maya susunun laktoz ve gliserol
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hari¢c ve A-38 maya susunun galaktoz, siikroz, laktoz ve maltoz hari¢ diger karbon

kaynaklarinda fermantasyon kapasitesinin bulundugu belirlendi.

M. capitatus olarak tanimlanan dokuz maya susunun fermantasyon yeteneklerine
gore dort farkli profil olusturdugu goriildii. M. capitatus (A-48) maya susunun tiim karbon
kaynaklarinda fermantasyon kapasitesinin yiiksek oldugu tespit edildi. A-42 maya susunun
galaktoz ve laktoz igeren ortamlarda, A-29 ve A-58 maya suslarinin laktoz igeren ortamda
ve A-45, A-46, A-47, A-19 ve A-50 maya suslarinin ise siikroz ve maltoz igeren ortamlarda

fermantasyon kapasitesinin bulunmadigi gozlendi.

P. fermentans olarak tanimlanan yedi maya susu fermantatif 6zelliklerine gére bes
profil olusturdu. P. fermentans (A-14) maya susunun tiim karbon kaynaklarinda
fermantasyon kapasitesinin oldugu, iki maya susunun (A-6 ve A-8) maltoz hari¢ ve iki maya
susunun (A-11 ve A-15) laktoz hari¢ diger tiim karbon kaynaklarinda fermantasyon
kapasitesinin bulundugu belirlendi. A-3 maya susunun yalnizca dekstroz, galaktoz ve
gliserol iceren ortamlarda, A-7 maya susunun ise yalnizca dekstroz ve gliserol igeren

ortamlarda fermantasyon yetenegine sahip oldugu gorildii.

R. mucilaginosa olarak tanimlanan on ii¢ maya susu fermantasyon 6zelliklerine gore
dort farkli profil olusturdu. A-63, A-67, A-78, A-100 ve A-111 R. mucilaginosa maya
suslarmin tiim karbon kaynaklarinda fermantatif 6zellige sahip oldugu belirlendi. ki maya
susunun (A-74 ve A-87) gliserol hari¢, bes maya susunun (A-66, A-69, A-75, A-81 ve A-
86) laktoz hari¢ ve bir maya susunun (A-92) laktoz ve gliserol hari¢ diger karbon

kaynaklarinda fermantasyon yetenegine sahip oldugu goriildii.

S. cerevisiae olarak tanimlanan on dort maya susu fermantasyon ozelliklerine gore
dort farkl profil olusturdu. Yedi maya susu (A-17, A-34, A-35, A-36, A-39, A-43 ve A-53)
tiim karbon kaynaklarinda fermantatif 6zellik gosterdi. A-18, A27, A-30 ve A-52 maya
suslarinin laktoz iceren ortam disinda diger karbon kaynaklarinda fermantasyon

kapasitesinin bulundugu tespit edildi. Benzer sekilde, A-41, ve A-56 maya suslariin gliserol
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hari¢ diger tiim karbon kaynaklarinda fermantatif 6zellige sahip oldugu belirlendi. A-57
maya susunun ise laktoz ve gliserol hari¢ diger karbon kaynaklarinda fermantasyon

yeteneginin oldugu gozlendi.

Y. lipolytica olarak tanimlanan dokuz maya susu fermantatif 6zelliklerine gore alti
farkli profil olusturdu. Tiim maya suslarinin dekstroz ve gliserol karbon kaynaklarinda
fermantasyon yeteneginin oldugu belirlendi. A-4 ve A-9 maya suslarinin siikroz ve maltoz
hari¢, A-5 ve A-10 maya suslarinin maltoz hari¢, A-13 maya susunun laktoz hari¢ diger
karbon kaynaklarinda fermantatif 6zellik gosterdigi tespit edildi. A-19 maya susunun
galaktoz, siikkroz ve maltoz igeren ortamlarda ve A-99 maya susunun galaktoz, siikroz ve
laktoz igeren ortamlarda fermantasyon yeteneginin olmadigi belirlendi. A-1 ve A-12 maya
suslarinin ise dekstroz, galaktoz ve gliserol disindaki karbon kaynaklarini fermente

edemedigi gozlendi.

W. anomalus olarak tanimlanan A-114 maya susunun tiim karbon kaynaklarinda

fermentasyon kapasitesinin yiiksek oldugu tespit edildi.

Ayran orneklerinden izole edilen maya suslarinin fermantasyon 6zellikleri ve enzim
aktiviteleri birlikte degerlendirildiginde K. lactis maya tiirline ait A-37 susu, K. marxianus
maya tiiriine ait A-60 susu, P. fermentans maya tiiriine ait A-6, A-8 ve A14 maya suslarinin
ve S. cerevisiea maya tiiriine ait A-18 susunun endiistriyel olarak 6nemli maya suslari oldugu

belirlendi.
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Tablo 39

Ayran Orneklerinde tanimlanan maya suslariin farkli karbon kaynaklarinda fermentasyon

kapasiteleri
Maya Maya Glu Gal Suk Lak Mal Gl
Tiiri Susu
C.inconspicua (1) A-2 + - - - - +
C. metapsilosis (2) A-62 + + + + + +
A-65 + + + - + +
C. parapsilosis (16) A-89, A-103 + + + - + -
A-102 + + + - - +
A-44, A-68, A-76, A-101,
A-105, A-106 ey 4y 0 T 7
A-97, A-104, A-107, A-
110, A-112, A-113,A-116 + ~ Tt v 7
Cl. lusitaniae (16)  A-80 + + + + - +
3\5-28, A-82,A-91, A-93,A- | N N ] N N
A-16, A-22, A-31, A-33, A-
54, A-73, A-83, A-90, A- + + + + + +
96, A-108
K. lactis (3) A-20 + + + + - +
A-24, A-37 + + + + + +
K. marxianus (25) A-23 + + + + - -
A-25 + + + - + +
A-38 + - - - - +
A-55 + + + - + -
A-70, A-85, A-115 + + + + -+
A-60, A-79, A-94, A-98, A-
109 + + + + + -
A-21, A-26, A-32, A-40, A-
51, A-59, A-61, A-64, A- + + + + + +
71, A-72, A-77, A-84, A-88
M. capitatus (9) A-42 + - + - + +
A-48 + + + + + +
A-29, A-58 + + + - + +
A-45, A-46, A-47, A-19, A- + + i ) N N

50
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Tablo 39’un devami

Maya Maya Glu Gal Suk Lak Mal Gli
Tiirii Susu
P. fermentans (7) A-3 + + - - - +
A-7 + - - - - +
A-14 + + + + + +
A-6, A-8 + + + + - +
A-11, A-15 + o+ o+ -4 +
R. mucilaginosa (13) A-92 + + + - + -
A-74, A-87 + e  + + o+ ]
ﬁ:gg A-69, A-75, A-81, y + N i N N
ﬁ:iiA-m’ A-78, A-100, + + N N N N
W. anomalus (1) A-114 + + + + + +
Y. lipolytica (9) A-13 + + + - + +
A-19 oo T - Y
A-99 oy
A-1, A-12 oot - f
A-4-, A-9 oot - +
A-5, A-10 + + + + - +
S. cerevisiae (14) A-57 + + o+ - + -
A-41, A-56 + + o+ o+ + .
A-18, A27, A-30, A-52 + + + - + +
A-17, A-34, A-35, A-36, + N N N N

A-39, A-43, A-53

Glu: Glukoz (Dekstroz), Gal: Galaktoz, Suk: Siikroz, Lak: Laktoz, Mal: Maltoz, Gli: Gliserol
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4.2.5. Maya Suslarinin Termotolerans ve Osmotolerans Ozellikleri

Ayran Orneklerinden tanimlanan yiiz on alti maya susunun termotolerans ve
osmotolerans oOzellikleri belirlendi. Maya tiirlerinin termotolerans O6zelliklerini iceren
sonuglar Tablo 40°ta verildi. A-28 Cl. lusitaniae maya susunun, A-86 R. mucilaginosa maya
susunun, A4 ve A-5 Y. lipolytica maya suslarimin, A-17 ve A-18 S. cerevisiae maya
suslarmin 37 °C ve 45 °C sicakliklarda iireme gostermedigi tespit edildi. Bu suslar Tablo
40’ta gosterilmedi. C. insonspicua, P. fermentans, W. anomalus, R. mucilaginosa (A-86
harig), S. cerevisiae (A-17 ve A-18 harig) ve Y. lipolytica (A4 ve A-5 harig) tiirlerine ait
maya suglarinin 37 °C sicaklikta tireme gosterdigi ancak 45 °C sicaklikta iireme gostermedigi
belirlendi. C. metapsilosis, M. capitatus ve Cl. lusitaniae (A-28 hari¢) maya tiirlerine ait tim
suslarin hem 37 °C hem de 45 °C sicakliklarda tireme gosterdigi tespit edildi. C. parapsilosis,
K. lactis ve K. marxianus tiirlerine ait tiim maya suslarmin 37 °C sicaklikta iireme gosterdi.
Ancak, C. parapsilosis maya tiiriine ait A-76 maya susunun, K. lactis tiiriine ait A-24 ve A-
37 maya susunun ve K. marxianus tiiriine ait A-25 ve A-55 maya suslar1 hari¢ diger tim
maya suslarinin 45 °C sicaklikta lireme gosterdigi tespit edildi. Genel olarak ayran
orneklerinden izole edilen maya suslarinin termotolerans 6zelliklerinin yiiksek oldugu

gozlendi.

Maya tiirlerinin osmotolerans o6zelliklerini i¢eren sonuglar Tablo 41°de verildi. C.
inconspicua, K. lactis, K. marxianus, M. capitatus, P. fermentans, R. mucilaginosa ve Y.
lipolytica maya tiirlerine ait tiim maya suslarin %50 dekstroz igeren ortamda lireyemedigi,
bu nedenle osmotik dirence sahip olmadiklari belirlendi. C. metapsilosis, C. parapsilosis, W.
anomalus, Cl. lusitaniae (A-73 ve A-80 suslari hari¢) ve S. cerevisiae maya tiirlerine ait tim

maya suslarinin osmotolerans 6zellige sahip olduklar tespit edildi.

95



'IPAW[LIAA BPO[QE} UIST LIS[IPWLIASQS SUIAIN BINIPEIIS D, § A L LIR[SNS vARW 98-\ 9A §2-V ‘ST-V 'LT-V 'SV 7~V

856V

‘0S5-V '6V-V 87~V ¥V ‘'Ov-V ‘Gr-V PV ‘62-V

GTT-V '60T-V '¥6-V 86-V '88-V 'G8-V '¥8-V
6LV 'LLV CLV TLV 0LV Y9-V ‘T9-V '09-V
'65-V TSV ‘Ov-V '8€-V '¢E-V '9Z-V ‘€C-V T¢-V

0c-v

80T-V '96-V 'G6-V '€6-V '16-V '06-V ‘€8-V
'Z8-V '08-V ‘€L-V VG-V ‘€e-V 1€V C¢-V 9TV

9TT-V

YTIT-V CTT-V ‘0TT-V 'L0T-V '90T-V 'S0T-V ‘v0T
-V ‘€0T-V ‘20T-V ‘T0T-V ‘L6-V ‘68-V ‘89-V ‘tvv-V

G9-V 29-V

LG~V '9G-V ‘€G-V ‘G
-V '€V-V ‘T¥-V '6EV ‘9€-V ‘GE-V VE-V ‘0E-V ‘LZ-V

66-V '6T-V ‘€I-V CI-V 01-V '6-V 'T-V

ETT-v

TTT-V '00T-V 26-V '/8-V ‘98
-V 18-V ‘8.-V ‘GL-V V.-V '69V 'L9-V '99-V ‘€9-V

GT-V ¥1-V TT-V 8-V 'L-V '9-V '€V

89

-V ‘0S-V ‘6v-V ‘8¥-V 'Lv-V ‘'9V-V 'SPV Cr-V '62-V

GTT-V '60T-V '¥6-V 86-V '88-V 'G8-V 18-V ‘6.-V

‘LL-V 2LV TV 0LV 'P9-V 'T9-V 09-V '6G-V ‘GS

-V TSV '0F-V '8€-V CE-V '9¢-V 'S¢V €2V 'T¢-V
LE-V V2V 02V

80T-V '96-V 'G6-V '€6-V ‘16-V ‘06-V ‘€8

-V Z8-V '08-V ‘€.-V VG-V ‘€€-V 'TE-V '¢¢-V 91-V
9T1T-V

YIT-V CTT-V '0TT-V L0T-V '90T-V 'S0T-V v0T-V
‘€0T-V ‘20T-V 'T0T-V 'L6-V '68-V '9.-V '89-V '¥¥-V

§9-V '29-V

v

(yT) 9®ISING48D 'S
(6) eONAjOdI] “A

(T) snrewoue ‘pp
(1) esoulbejionw -y
(2) sueluawusy "d

(6) snyendes '\

(g2) snueixaew "

(€) snoel M
(91) seruensny |0

(91) sisojisdeued "D

(2) sisojisdelsw 'O

(T) 'nardsuooul D

1s91
0. Gv

191
0. LE

nmf,
eAeN

JLO[YI[[9ZQ SUBID[0IOWLID) UIULIR[SNS BARW URUR[WIUR) SPULIS[YIUIQ URIAY

Ov OlqeL

96



Tablo 41

Ayran drneklerinde tanimlanan maya suslarmin osmotolerans 6zellikleri”

Maya 50%
Tiirii Dekstroz

C. metapsilosis A-62, A-65

A-44, A-68, A-76, A-89, A-97, A-101, A-102, A-103, A-104,
A-105, A-106, A-107, A-110, A-112, A-113, A-116

A-16, A-22, A-28, A-31, A-33, A-54, A-82, A-83, A-90, A-91,

C. parapsilosis

Cl.lusitaniae A-93. A-05 A-96 A-108
W. anomalus A-114

.. A-17, A-18, A-27, A-30, A-34, A-35, A-36, A39, A-41, A-43,
S. cerevisiae

A-52, A-53, A-56, A-57

“ Ureme gdstermeyen maya tiirlerine ait maya suslar1 tabloda gosterilmedi.

Ayran oOrneklerinden izole edilen maya suslarinin fermantasyon kapasiteleri,
termotolerans (1s1 direnci) ve osmotolerans (osmotik direng) 6zellikleri incelendiginde C.
metapsilosis tiiriine ait A-62 susunun, C. parapsilosis tiiriine ait A-97, A-104, A-107, A-110,
A-112, A-113 ve A-116 suslarmin, Cl. lusitaniae tiiriine ait A-16, A-22, A-31, A-33, A-54,
A-83, A-90, A-96 ve A-108 suslarmin, W. anomalus tiiriine ait A-114 susunun ve S.
cerevisiae tiiriine ait A-17, A-18, A-27, A-30, A-34, A-35, A-36, A-39, A-43, A-52 ve A-53
suslarmin tiim karbon kaynaklarindaki fermantasyon kapasitelerinin ve stres direnglerinin
ylksek oldugu tespit edildi. Bu nedenle bu maya suslarinin endiistriyel 6neme sahip maya
suslar1 olarak degerlendirildi. Ayrica, fermantasyon kapasitesi ve stres direnci yliksek olan
A-18 S. cerevisiae maya susunun yiiksek proteaz aktivitesine de sahip olmasindan dolayi

endiistriyel olarak oldukca dnemli bir maya susu oldugu belirlendi.
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4.3. Peynir Cesitlerinden izole Edilen Maya Suslar ile Tlgili Yapilan Calismalar

4.3.1. Maya Yogunlugunun Belirlenmesi

Beyaz peynirden 25 maya susu, ¢edar peynirinden 29 maya susu ve ke¢i peynirinden
27 maya susu olmak iizere toplam 81 maya susu zengin besi ortaminda canlandirildi.
Cogaltilan maya suslarinin tiremesi Sekil 31°de verildi. Beyaz peynir drneklerinde maya
yogunlugu 2,29x10° CFU/g, ¢edar peynirinde 1,3x10* CFU/g ve ke¢i peynirinde maya
yogunlugu 5,6x10% CFU/g olarak hesaplandi. Beyaz peynirden izole edilen maya suslar
“W”, ¢cedar peynirinden izole edilen maya suglar1 “C” ve keci peynirinden izole edilen maya

suslar1 “G” olarak ayr1 ayr1 kodlandirildi.
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Sekil 31. Peynir Orneklerinden izole edilen maya suslarinin zengin besi ortaminda

cogaltilmasi
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4.3.2. Maya Suslarinin Tanimlanmasi

API-ID32 Kit Sistemi ile Tanimlanmasi

Peynir o6rneklerinden izole edilen 81 maya susu API-ID32C kit sistemi kullanilarak
tanimland1 ve C. kefyr, C. parapsilosis, C. pelliculosa, C. famata, Candida intermedia,
Candida krusei ve C. lusitaniae olmak iizere yedi maya tiirii tespit edildi. izole edilen maya
tiirlerinin API-ID32C sonuglarina gére maya suslarinin asimilasyon profilleri Tablo 42’te

verildi.

C. kefyr olarak tanimlanan on dort maya susunun yedi farkli asimilasyon profili
olusturdugu goriildii. Ik dért asimilasyon profilinde (G1, G2, G3 ve G4) yer alan on bir
maya susunun (W-4, W-5, W-9, W-11, W-13, W-14, W-18, W-19, W-20, W-22 ve W-24)
beyaz peynirden ve diger ti¢ asimilasyon profilinde (G5, G6 ve G7) maya susunun (C-20, C-
28 ve C-29) ise gedar peynirinden izole edildigi belirlendi. C. parapsilosis olarak tanimlanan
on iki maya susunun yedi farkli asimilasyon profili olusturdugu ve tiim maya suslarinin
beyaz peynirden izole edildigi tespit edildi. C. pelliculosa olarak tanimlanan otuz dokuz
maya susunun alt1 asimilasyon profili olusturdugu belirlendi. Keg¢i peynirinden izole edilen
maya suslarinin Ui¢ farkli asimilasyon profili (G-2, G-4 ve G-6) olusturdugu, cedar
peynirinden izole edilen maya suglarinin ise diger ii¢ profilde (G-1, G-3 ve G-5) yer aldigi,
beyaz peynirden tanimlana bir maya susunun (W-2) ise birinci profilde (G-1) yer aldig
gozlendi. C. famata olarak tanimlanan yedi maya susunun tiimiiniin ¢edar peynirinden izole
edildigi ve ti¢ farkli asimilasyon profili olusturdugu belirlendi. C. intermedia olarak
tanimlanan li¢ maya susundan C-17 ev C-27 maya suslarinin ¢edar peynirinden ve W-1 maya
susunun ise beyaz peynirden izole edildigi, her iki peynirden izole edilen maya suslarinin iki
ayr1 profilde gruplandig: tespit edildi. C. krusei olarak tanimlanan iki maya susunun kegi
peynirinden izole edildigi ve iki farkli asimilasyon profili olusturdugu belirlendi. Benzer
sekilde C. lusitaniae olarak tanimlanan dort maya susunun kegi peynirinden izole edildigi

ve iki farkli asimilasyon profili olusturdugu gozlendi.

API-ID32C test sonuglarina gore tanimlanan maya tiirlerinin peynir ¢esitlerine gore

dagilimi Sekil 32’de verildi. Beyaz peynirde C. parapsilosis (%48), C. kefyr (%44), C.
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pelliculosa (%4) ve C. intermedia (%4) olmak iizere dort farkli maya tiirliniin dagilim
gosterdigi belirlendi. Cedar peynirinde izole edilen C. kefyr (%10), C. pelliculosa (%59), C.
famata (%24) ve C. intermedia (%7) olmak iizere dort maya tiiriiniin dagilim gosterdigi
tespit edildi. Kegi peynirinden izole edilen C. pelliculosa (%78), C. lusitaniae (%15) ve C.
krusei (%7) olmak tizere ii¢ farkli maya tiiriiniin dagilim gosterdigi gozlendi. Genel olarak
C. kefyr maya tiiriiniin beyaz peynir ve ¢edar peynirinde, C. parapsilosis maya tiiriiniin
yalnizca beyaz peynirde, C. pelliculosa maya tiiriiniin beyaz peynir, ¢edar peyniri ve kegi
peynirinde, C. famata maya tiiriiniin ¢edar peynirinde, C. intermedia maya tiirliniin beyaz
peynir ve c¢edar peynirinde, C. lusitaniea ve C. krusei maya tiirlerinin yalnizca kegi
peynirinde bulundugu tespit edildi. Beyaz peynirde agirlikli olarak C. kefyr ve C.
parapsilosis maya tiirlerinin, ¢edar peynirinde agirlikli olarak C. pelliculosa ve C. famata
tiirlerinin, ke¢i peynirinde ise C. pelliculosa maya tiirlerinin yogun olarak bulundugu tespit

edildi.
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Tablo 42
Peynir orneklerinden izole edilen maya suslarmin asimilasyon sonuglarina gore

tanimlanmasi ve gruplandirilmasi

Maya Maya
Tiirleri Kodlar:

C. kefyr G1: W-13, W-14, W-18, W-19, W-20, W-22, W-24
G2: W-4, W-5
G3: W-9
G4: wW-11
G5: C-28
G6: C-29
G7: C-20

C. parapsilosis G1: W-15, W-21
G2: W-6, W-7, W-12
G3: W-17
G4: W-3, W-8, W-25
G5: W-10
G6: W-16
G7: W-23

C. pelliculosa G1: W-2,C-2, C-3, C-7,C-8, C-10, C-11, C-16
G2: G-1, G-13, G-27
G3:C-1,C-5,C-6
G4: G-2, G-16
G5: C-4,C-9, C-12, C-13, C-14, C-15, C-21
G6: G-5, G-6, G-7, G-8, G-9, G-10, G-11, G-12, G-14, G-
15, G-19, G-21, G-23, G-24, G-25, G-26

C. famata G1: C-18, C-22, C-23
G2: C-24, C-25, C-26
G3: C-19

C. intermedia G1: C-17, C-27
G2: W-1

C. krusei G1: G-3
G2: G4

C. lusitaniae G1: G-17, G-18
G2: G-20, G-22
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Molekiiler Yontemlerle Tanimlama

ITS-5.8S Bolgesinin PCR-RFLP Analizi

Beyaz peynir, ¢cedar peyniri ve ke¢i peyniri orneklerin izole edilen maya suslarinin
genomik DNA izolasyonu sonras1 ITS1-5.8S-ITS2 rDNA gen bolgesi ITS1 ve ITS4 primeri
kullanilarak PCR amplifikasyonu yapildi. Amplifikasyon sonras1 G-1 ile G-11 ve G-9 ile G-
19 arasinda kodlu maya suslarina ait PCR iirlinlerinin elektroforez goriintiileri Sekil 33°te
verildi. G-20 ile G-27 arasinda, C-1 ile C-8 arasinda kodlu maya suslarina ait goriintiiler ile
W-1 ve W-2 maya suslarina ait goriintiiler Sekil 34’te sunuldu. C-9 ile C-21 arasinda kodlu
maya suslarina ve C-23 maya susuna ait PCR iiriinlerinin elektroforez goriintiileri Sekil 35°te
verildi. G-12 maya susuna, C-24 ile C-29 arasinda kodlu maya suslarina ait ve W-3 ile W-
14 arasinda kodlu maya suslarina ait goriintiiler Sekil 36’da sunuldu. W-15 ile W-22 arasinda
kodlu maya suslarina, W-24 ve W-25 maya suslarina ait goriintiiler Sekil 37°de verildi. C-
22, C-27 ve W-23 maya suslarina ait goriintiiler ise Sekil 38’de sunuldu. Amplifikasyon

sonrasi elde edilen PCR {irlinlerinin bant uzunluguna gore maya suslart gruplandirildi.

G G3 G4 G5 G6 GT GE GI G0 GII GI3 G4 GIS GI6 G-1T G188 G-19 M

Sekil 33. Maya suslarina (G-1 ile G-19) ait ITS-5.8S gen bolgesinin PCR sonucu
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M G20 G2 G2 G23 G4 G25 G2 G27 W-1 W2 CI C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 M

1000 —
800 —
600 —
500~
400”7
07

[TS-PCR

Sekil 34. Maya suslarina (G-20 ile G-27; W-1, W-219; C-1 ile C-8) ait ITS-5.8S gen

bolgesinin PCR sonucu

C15 Clo C17  CI8

Sekil 35. Maya suslarina (C-9 ile C-21, C-23) ait ITS-5.8S gen bolgesinin PCR sonucu

M G2 C4 C25 C26 C28 C29 W3 W4 W5 W6 W7 W8 W9 W10 Wil We12 W-13 W-14 M

1000—
00—
600—
500 —
400 —
300 —

ITS-PCR

Sekil 36. Maya suslarina (G-12; C-24 ile C-26, C-28, C-29; W-3 ile W-14) ait ITS-5.8S gen

bolgesinin PCR sonucu
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M W15 W-16 W-17 W-18 W-19 W-20 W-21 W-22 W-24 W-25 M

1000 —

800 —
600 —
500 —

400 <
300 7

ITS-PCR

Sekil 37. Maya suslara (W-15 ile W-22, W-24, W-25) ait ITS-5.8Sgen bolgesinin PCR
sonucu

1000—
800 —
600 —

500 —
400 —
300

ITS-PCR

Sekil 38. Maya suslarina (C-22, C-23, W-23) ait ITS-5.8Sgen bolgesinin PCR sonucu

Peynir 6rneklerinden izole edilen seksen bir maya susu ITS1-5.8S-1TS2 rDNA gen
bolgesinin PCR uzunluguna gore bes gruba ayrildi (Tablo 43). Birinci grupta (P-1) yer alan
7 maya susunun yaklagik 400 b¢ uzunlugunda, ikinci PCR grubunda (P-2) yer alan 3 maya
susunun yaklasik 500 bg biiyiikliigiinde, iiciincii PCR grubunda (P-3) yer alan 12 maya
susunun yaklasik 600 bg biiyiikliigiinde, dérdiincii PCR grubunda (P-4) yer alan 45 maya
susunun yaklasik 650 bg biiyiikliigiinde ve besinci PCR grubunda (P-5) yer alan 14 maya
susunun yaklasik 750 bg biiyiikliiglinde PCR {iriinii verdigi gézlendi.
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Tablo 43

Peynir kaynakli maya suslarinin ITS-5.8S bolgesinin PCR amplifikasyonu

PCR Bant Maya
Biiyiikliigii (bg) Suslar
P-1 C-17, C-27, G-17, G-18, G-20, G-22, W-1
(~400) ) 1 1 1 ) 1
P2
(500) C-19, G-3, G-4
P-3 W-3, W-6, W-7, W-8, W-10, W-12, W-15, W-16, W-17, W-21, W-23,
(~600) W-25
C-1, C-2, C-3 C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-12, C-13, C-
P-4 14, C-15, C-16, C-18, C-21, C-22. C-23. C-24. C-25, C-26, G-1, G-2. G-
(~650) 5, G-6, G-7, G-8, G-9. G-10, G-11, G-12, G-13, G-14, G-15, G-16, G-19.
G-21, G-23. G-24, G-25, G-26, G-27, W-2
P-5 C-20 C-28, C-29, W-4, W-5, W-9, W-11, W-13, W-14, W-18, W-19. W-
(~750) 20, W-22. W-24

Maya suslarinin ITS1-5.8S-ITS2 rDNA gen bolgelerine ait PCR iiriinleri Hinfl,
Haelll, Mspl, Alul ve Hhal restriksiyon enzimleri kullanilarak {iretici firmanin 6nerdigi
sekilde kesildi ve elde edilen restriksiyon lirlinlerine gore maya suslar1 tekrar gruplandirildi.
PCR iriinlerine gore birinci grupta (P-1) yer alan yedi maya susu PCR-RFLP analizi
sonucunda iki farkli (R-1 ev R-2) profil olusturdu (Tablo 44). Bu grupta yer alan tiim maya
suslarinin Hae III ve Alu I enzimleri i¢in kesim bdlgesi icermedigi belirlendi. Maya
suslarmin Hinf I ve Msp I enzimleri i¢in bir kesim bdlgesine sahip oldugu ve benzer profil
verdigi tespit edildi. Birinci restriksiyon profilinde (R-1) yer alan maya suglarinin Hha I
enzimi i¢in bir kesim bolgesi ve ikinci restriksiyon profilinde (R-2) yer alan maya suslarinin

iki kesim bolgesine sahip oldugu gozlendi. Her iki grubun (R-1 ve R-2) birbirinden Hha I

enzim kesimiyle ayristigi tespit edildi.
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Tablo 44
Birinci PCR grubuna ait maya suslariin ITS-5.8S rDNA bdlgesine ait restriksiyon profilleri

PCR-RFLP / 1TS1-5.85-1TS2 rDNA

PCR RFLP Maya
GrupNo  Grup No Suslar Hae Il Hinfl Hhal  Alul  Mspl
R-1  W-1,C17,C27 - 200-200  190-180  ------- 300-100
P-1
(~400 bg)
G-17, G-18, G-
R-2 . 200-200  200-190-90  ------- 275-110

PCR iiriinlerine gore ikinci grupta (P-2) yer alan ii¢ maya susu PCR-RFLP analizi
sonucunda iki farkli profil (R-3 ve R-4) olusturdu. (Tablo 45). Ugiincii ve dérdiincii
restriksiyon profilinde yer alan maya suslarin tiim enzimler i¢in kesim bdlgesine sahip
oldugu tespit edildi. Her iki restriksiyon profilinde bulunan maya suslarinin Hae III, Hinf ve
Hha I enzimleriyle kesimi sonrasi benzer profil verdigi tespit edildi. R-3 restriksiyon
profilinde yer alan maya susunun Alu I ve Msp I igin iki kesim bolgesine, R-4 restriksiyon
profilinde yer alan maya suslarinin ise tek kesim bolgesine sahip oldugu belirlendi. PCR
biiytlikliigiine gore ikinci grupta yer alan bu maya suslarinin Alu I ve Msp I enzim kesimleri
ile birbirinden ayrildig1 gézlendi. PCR firlinlerine gore tigiincii grupta (P-3) yer alan on iki
maya susu PCR-RFLP analizi sonucunda tek bir profil (R-5) olusturdu (Tablo 46). R-5
restriksiyon profiline sahip tiim maya suslarinin tiim enzimler i¢in tek kesim bolgesine sahip

oldugu gozlendi.

Tablo 45
Ikinci PCR grubuna ait maya suslarinin ITS-5.8S rDNA bélgesine ait restriksiyon profilleri

PCR-RFLP / 1TS1-5.85-1TS2 rDNA

PCR RFLP  Maya
Grup No Grup No Suslari Hae 11| Hin | Hha | A vop |
R:3  C-19 30095 280210  200-190-90 200-95-90 %1%
p-2
(~500 bg)
R4 G-3,G-4 390-95 260-210  200-190-90  390-95  250-215
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Tablo 46
Ugiincii PCR grubuna ait maya suslarmin ITS-5.8S rDNA bolgesine ait restriksiyon

profilleri
PCR RELP Maya PCR-RFLP / ITS1-5.85-1TS2 rDNA
GrupNo  Grup No Suglari Haelll  Hinfl Hhal Alul Mspl
b3 W-3, W-6, W-7, W-8, W-
(l600bsy RS 10,W-12 W15 W-16 450125 300300 320240 54050 500-90

W-17, W-21, W-23, W-25

PCR firiinlerine gore dordiincii grupta (P-4) yer alan kirk bes maya susunun PCR-
RFLP analizi sonucunda iki farkli profil (R-6 ve R-7) olusturdugu tespit edildi. (Tablo 47).
R-6 ve R-7 restriksiyon profilinde yer alan tiim maya suglarinin Msp I enzimi i¢in kesim
bolgesi igermedigi, Hinf I enzimi i¢in tek kesim bdlgesi icerdigi ve benzer profil verdigi
gozlendi. R-6 restriksiyon profilinde yer alan alti maya susunun Alu I enzimi i¢in kesim
bolgesi igermedigi, Hae III ve Hha I enzimi i¢in iki kesim bolgesi igerdigi belirlendi. R-7
restriksiyon profilinde yer alan 39 maya susunun Hae III enzimi i¢in kesim bdlgesi
icermedigi, Hha I enzimi i¢in bir, Alu [ enzimi i¢in iki kesim bolgesi icerdigi tespit edildi.
PCR biiytikliigiine gore dordiincii grupta yer alan kirk bes maya susunun Hae III, Hha I ve

Alu I enzim kesimleri ile birbirinden ayrildig: gézlendi.

PCR {iriinlerine gore besinci grupta (P-5) yer alan 14 maya susu PCR-RFLP analizi
sonucunda tek profil (R-8) olusturdu (Tablo 48). Bu profilinde bulunan maya suslarinin Msp
I enzimi igin kesim bolgesi igermedigi, Hae III enzimi igin bir, Alu I enzimi i¢in iki, Hha |

enzimi i¢in ii¢ ve Hinf I enzimi i¢in dort kesim bolgesi icerdigi goriildii.
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Tablo 47

Dérdiincii PCR grubuna ait maya suslarinin ITS-5.8S rDNA bdlgesine ait restriksiyon

profilleri

PCR
Grup No

RFLP

Grup No

PCR-RFLP /1TS1-5.8S-1TS2 rDNA
Maya

Suslar:

Hae 111 Hinf | Hha | Alul Msp |

R-6

P-4
(~650 be)

C-18, C-22, C-23, C-24,
C-25, C-26

425-
140-85

290-

315310 Lo o

W-2, C-1, C-2, C-3, C-4,
C-5, C-6, C-7, C-8, C-9,
C-10, C-11, C-12, C-13,
C-14, C-15, C-16, C-21, 500-105.

G-1, G-2, G-5, G-6, G-7,
G-8, G-9, G-10, G-11, G-
12, G-13, G-14, G-15, G-
16, G-19, G-21, G-23, G-
24, G-25, G-26, G-27

315-310  575-60

50

Tablo 48
Besinci PCR grubuna ait maya suslarinin ITS-5.8S rDNA bolgesine ait restriksiyon profilleri

PCR-RFLP / ITS1-5.8S-1TS2 rDNA

PCR RFLP Maya
GrupNo  Grup No Suslart Haelll  Hinfl  Hhal Alul Mspl
W-4, W-5, W-9, W-11,
P-5 ng W3, W14 W8, W- .o 280-190- 290175 375-
(~750 be) 19, W-20, W-22, W-24, 110-90-90  150-90 175-170

C-20, C-28, C-29

Elde edilen sonuglara gore ITS-5.8S rDNA gen bolgesinin restriksiyon enzimleri ile
kesimi sonrasinda aynt PCR grubunda yer alan (P-1, P-2 ve P-4) maya suslarinin farkl
restriksiyon profilleri olusturdugu belirlendi. Peynir 6rneklerinden izole edilen seksen bir
maya susunun sekiz farkli restriksiyon profili olugturmasi bu suslarin en fazla sekiz farklh
maya tiiriine ait oldugunu gostermektedir. Maya suslarina ait restriksiyon kesim sonuglari

Tablo 49’da Ozetlendi.
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26S rDNA Bolgesinin PCR-RFLP Analizi

Maya suslarinin 26S rDNA gen bolgesinin D1/D2 domainine ait PCR
amplifikasyonu sonrasi elde edilen PCR iiriinlerinin elektroforez goriintiileri G-1 ile G-18
arasinda kodlu maya suslari i¢in Sekil 39°da, G-19 ile G-27 arasinda kodlu maya suslari, W-
1, W-2 ve C-1 ile C-7 arasinda kodlu maya suslar1 igin Sekil 40°da, C-8 ile C-25 arasinda
kodlu maya suslar1 i¢in Sekil 41°de, C-26 ile C-29 ve W-3 ile W-16 arasinda kodlu maya
suslar1 i¢in Sekil 42°de ve W-17 ile W-25 arasinda kodlu maya suslari i¢in Sekil 43’te
verildi. Peynir orneklerinden izole edilen maya suslarinin D1/D2 domainine ait PCR
tiriinlerinin  yaklasik uzunlugu 600-650 bg¢ oldugu tespit edildi. Bu nedenle D1/D2

domaininin PCR iiriinleri i¢in gruplama yapilmada.

M Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 GI0 GII GI2 GI3 G4 G5 G-16 G-I7 GI8 M

1000 —
800 —
600 — CE R e e e e e P EE C S EED Y e G Y e -
500 —

300 —

Sekil 39. Maya suslarina (G-1 ile G-18) ait 26S rDNA gen bolgesinin PCR sonucu

M GI9 G20 G2 G2 G233 G4 G25 G20 G27 W1 W2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C71 M

1000 —

800 —
600 — - P I I B ——
500 —

300 —

268-PCR

Sekil 40. Maya suslarina (G-19 ile G-27; W-1, W-2 ve C-1 ile C-7) ait 26S rDNA gen

bolgesinin PCR sonucu

112



M €8 C9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14 C-I5 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21 C-22 C23 C24 C25 M

1000 —

700 — . -
R ——— L
500 — S

Sekil 41. Maya susglarina (C-8 ile C-25) ait 26S rDNA gen bolgesinin PCR sonucu

M C26 C27C28 C29 W-3 W4 W5 W-6 W-7 W-8 W-9 W-10 W-11 W-12 W-13 W-14 W-15 W-16 M

1000 — &
800 —

500—N~---~~~, B
300 —

26S-PCR

Sekil 42. Maya suslarina (C-26 ile C-29; W-3 ile W-16) ait 26S rDNA gen bolgesinin PCR
sonucu

M W-17  W-18 W-19 W-20 W-21 W-22 W-23 W-24 W-25

Sekil 43. Maya suslarina (W-17 ile W-25) ait 26S rDNA gen bolgesinin PCR sonucu

Maya suslarinin D1/D2 domainine gen bolgesine ait PCR iiriinleri Hinfl, Haelll,
Mspl, Alul ve Hhal restriksiyon enzimleri kullanilarak kesimi sonrasinda elde edilen

restriksiyon iirlinlerine gére maya suslar1 tekrar gruplandirildi (Tablo 50).
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PCR-RFLP analizi sonucuna gore seksen bir maya sugunun 12 farkli restriksiyon
profili olusturdugu gozlendi. Hae III enzimi ile yapilan restriksiyon kesimi sonucuna gore
birinci restriksiyon profilinde (R-1) yer alan on {i¢ maya susunun, ikinci profilde (R-2) yer
alan bir maya susunun, iigiincii profilde (R-3) yer alan 38 maya susunun, besinci profilde (R-
5) yer alan 12 maya susunun, altinci profilde (R-6) yer alan 6 maya susunun ve dokuzuncu
profilde (R-9) yer alan bir maya susunun Hae III enzimi i¢in benzer profil verdigi belirlendi.
Benzer sekilde dordiincii restriksiyon profilinde (R-4) yer alan G-5 maya susu ile onuncu
restriksiyon profilinde (R-10) yer alan G-3 maya susunun Hae III enzimi i¢in ayni
restriksiyon profiline sahip oldugu, R-11 restriksiyon profilinde yer alan G-4 maya susu ile
ve R-12 restriksiyon profilinde yer alan C-19 maya susunun Hae III enzimi igin ayni
restriksiyon profiline sahip oldugu tespit edildi. Yedinci restriksiyon profilinde (R-7) yer
alan dort maya susunun Hae III enzimi icin ii¢ kesim bolgesine, sekizinci restriksiyon
profilinde (R-8) yer alan iki maya susunun Hae III enzimi igin iki kesim bdlgesine sahip

oldugu ve diger suslardan farkl: profiller olusturdugu tespit edildi.

Peynir 6rneklerinden izole edilen maya suslarinin D1/D2 domaininin Hinf I enzimi
ile kesimi sonucunda, birinci restriksiyon profilinde (R-1) yer alan 13 maya susu, ikinci
restriksiyon profilinde (R-2) yer alan C-20 maya susu, besinci profilde (R-5) yer alan 12
maya susu, altinci profilde (R-6) yer alan 6 maya susu, sekizinci profilde (R-8) yer alan iki
maya susu ve dokuzuncu profilde (R-9) yer alan bir maya susunun Hinf [ enzimi ile benzer
kesim profili olugturdugi gozlendi. On birinci restriksiyon profilinde (R-11) yer alan G-4
maya susu ile on ikinci profilde (R-12) yer alan G-19 maya susunun da Hinf I enzimi igin
benzer kesim profili verdigi belirlendi. Diger restriksiyon profillerinde (R-3, R-4, R-7 ve R-
10) yer alan maya suslarinin Hinf I enzimi i¢in diger restriksiyon profillerinden farkl: profil

olusturdugu tespit edildi.

Maya suglarinin Hha I enzimi I ile kesimi sonrasinda R-1, R-2, R-3, R-4, R-5 ve R-
6 restriksiyon profillerinde yer alan maya suslarinin Hha I enzimi i¢in kesim bolgesi
icermedigi belirlendi. Sekizinci (R-8), dokuzuncu (R-9) ve on ikinci (R-12) restriksiyon
profillerinde yer alan bir maya suslarinin Hha I enzimi icin iki kesim bolgesi igerdigi ve ayni
kesim profilini verdigi gozlendi. Benzer sekilde onuncu (R-10) ve on birinci (R-11)

restriksiyon profillerinde yer alan maya suslarinin benzer kesim profiline sahip oldugu tespit
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edildi. Yedinci restriksiyon profilinde (R-7) yer alan maya suslarinin ise diger maya

suglarindan farkli olarak Hha I enzimi i¢in {i¢ kesim bolgesine sahip oldugu belirlendi.

Maya suslarinin Alu I enzimi ile kesimi sonrasinda onuncu (R-10) ve on birinci (R-
11) restriksiyon profillerinde yer alan maya suglarinin benzer kesim profil verdigi ve bu
enzim i¢in tek kesim bolgesi icerdigi tespit edildi. Diger restriksiyon profillerinde (R-1, R-
2, R-3, R-4, R-5, R-6, R-7, R-8, R-9 ve R-12) yer alan tiim maya suslariin Alu I enzimi i¢in

ti¢c kesim bolgesine sahip oldugu ve benzer kesim profili gosterdigi belirlendi.

Maya suslarinin Msp I enzimi ile kesimi sonrasinda R-1, R-3, R-4 ve R-6 restriksiyon
profillerinde yer alan maya suslarinin Msp I i¢in kesim bolgesi icermedigi gozlendi. R-11,
R-11 ve R-12 restriksiyon profillerinde yer alan maya suslarinin Msp I enzimi i¢in tek kesim
bolgesine sahip oldugu ve benzer kesim profili olusturdugu belirlendi. R-8 ve R-9
restriksiyon profillerinde yer alan maya suslariin Msp I enzimi i¢in iki kesim bdlgesi
icerdigi ve ayn1 kesim profili verdigi goriildii. R-2, R-5 ve R-7 restriksiyon profillerinde yer
alan maya suslarmin Msp I enzimi ¢in diger restriksiyon profillerinden farkli profil

olusturdugu gozlendi.

Elde edilen sonuglara gore 26S rDNA D1/D2 gen bdlgesinin restriksiyon enzimleri
ile kesimi sonrasinda peynir drneklerinden izole edilen seksen bir maya sugsunun on iki farkl
restriksiyon profili olusturmasi maya suslarinin en fazla on iki farkli maya tiirline ait

oldugunu gostermektedir.
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DNA Dizi Analizi ve Filogenetik iliskilerin Belirlenmesi

Peynir 6rneklerinden izole edilen maya suglarinin ITS-5.8S ve D1/D2 bdolgesinin
PCR-RFLP analizi sonrasi elde edilen restriksiyon profillerinin her birinden rastgele iki
maya susu secilerek DNA dizi analizi i¢in kullanildi. ITS1-5.8S-1TS2 ve D1/D2 rDNA gen
bolgelerinin restriksiyon profillerine gore W-3, W-16, W-22, W-24, C-4, C-17, C-19, C-20,
C-21, C-22, C-25, C-27, G-3, G-4, G-5, G-7 ve G-18 olmak {izere on yedi maya susu se¢ildi.
MEGA-11 programi ile “.fasta” formatina ¢evrilen DNA dizilerinin analizleri NCBI veri
tabani biinyesinde yer alan BLAST programi kullanilarak gergeklestirildi. BLAST analizi
sonucunda tanimlanan maya suslari, benzerlik yiizdeleri ve referans alinan maya tiirlerinin
GenBank erisim numaralar1 Tablo 51°de verildi. BLAST analizi sonucunda C-17 ve C-27
maya suslar1 Candida intermedia, W-3 ve W-10 kodlu maya suslar1 Candida parapsilosis,
C-4, C-21, G-5 ve G-7 maya suslart Wickerhamomyces anomalus, C-22 ve C-25 maya
suslar1 Debaryomyces hansenii, G-3 ve G-4 maya suslar1 Pichia kudriavzevii, G-18 maya
susu Clavispora lusitaniae ve C-20, W-22 ve W-24 maya suslar1 Kluyveromyces marxianus
maya tliri olarak tanimlandi. C-19 maya susu ise DNA dizi analizi sonucunda
tanimlanamadi. Ancak, restriksiyon profilleri ve BLAST analizi sonucunda Pichia cinsine

yakin oldugu goriildii. Bu nedenle bu maya tiirii Tablo 51°de Pichia sp. olarak verildi.
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Molekiiler yontemlerle tanimlanan maya tiirlerinin peynir 6rneklerinde dagilimi
Sekil 44°te verildi. Elde edilen sonuglara gore peynir orneklerinde W. anomalus (%48,2)
maya tiiriiniin yogun olarak bulunan maya tiirli oldugu belirlendi. K. marxianus maya
tirtiniin %17,3 oraninda, C. parapsilosis maya tiiriiniin %14,8 oraninda, D. hansenii maya
tiirtiniin %7,4 oraninda, Cl. lusitaniae maya tiirliniin %5 maya tiiriiniin, C. intermedia maya
tirtinlin %3,7 oraninda ve P. kudriavzevii maya tiiriiniin %2,5 oraninda dagilim gosterdigi
tespit edildi. Pichia sp. olarak tanimlanan maya tiiriniin ise %1,2 oraninda peynir
orneklerinde bulundugu belirlendi. Peynir 6rneklerinde non-saccharomyces maya tiirlerinin
yogun olarak (% 100) dagilim gosterdigi gozlenirken Saccharomyces cinsine ait maya tiirii
tespit edilemedi.

. . P, kudriavzevii o
C. intermedia z Pichia sp.

Cl lusitaniae

D. hansem‘i\ \ \
C. pampsilosis\

W. anomalus

K. marxianus

Sekil 44. Molekiiler yontemlerle tanimlanan maya tiirlerinin peynir 6rneklerinde dagilimi

Beyaz peynir drneklerinde dagilim gosteren maya tiirleri Sekil 45°te verildi. C.
parapsilosis (%48) ve K. marxianus (%44) maya tiirlerinin beyaz peynirde yogun olarak
dagilim gosterdigi, C. intermedia ve W. anomalus maya tiirlerinin ise esit oranda (%4)

dagilim gosterdigi belirlendi. Beyaz peynir 6rneklerinden izole edilen maya suslarinin API-
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ID32C kit sistemi ile yapilan tanimlama islemi ile molekiiler yontemlerle yapilan tanimlama
islemi karsilastirildiginda, test sistemiyle alt1 farklt maya tiirii tanimlanirken, molekiiler
yontemler kullanilarak bes farkli tiir tanimlandig1 gézlendi. Asimilasyon test sonucuna gore
C. parapsilosis olarak tanimlanan 12 maya susu ve C. intermedia olarak tanimlanan bir maya
susu molekiiler yontemlerle de ayn tiirler olarak tanimlandi. Asimilasyon test sonucuna gore
C. kefyr olarak tanimlanan 11 maya susu K. marxianus olarak (Syn. C. kefyr) ve C.
pelliculosa olarak tanimlanan W-2 maya susu W. anomalus (Syn. C. pelliculosa) olarak test

sistemi ile paralel sekilde tanimlandig1 belirlendi.

C. intermedia W anomalus

~ 7

K marxianus

C. parapsilosis

Sekil 45. Molekiiler yontemlerle tanimlanan maya tiirlerinin beyaz peynirde dagilimi

Cedar peyniri orneklerinde dagilim gosteren maya tiirleri Sekil 46°da verildi. W.
anomalus (%59) maya tiriiniin ¢edar peynirinde yogun olarak dagilim gosterdigi, D.
hansenii maya tiiriiniin %21 oraninda, K. marxianus maya tiiriiniin %10 oraninda, C.
intermedia maya tiiriiniin %7 oraninda ve Pichia sp. maya tiirtiniin %3 oraninda dagilim

gosterdigi tespit edildi. API-ID32C kit sistemi ile yapilan tanimlama islemi sonrasinda ¢edar
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peynirinde li¢ farkli maya tiirii tanimlanirken, molekiiler yontemlerle alt1 farkli maya tiirliniin
tanimlandig1 gézlendi. Asimilasyon test sonucuna gore C. pelliculosa olarak tanimlanan on
yedi maya susu molekiiler yontemlerle W. anomalus (Syn. C. pelliculosa), C. kefyr olarak
tanimlanan ii¢ maya susu molekiiler yontemlerle K. marxianus (Syn. C. kefyr) ve C. famata
olarak tanimlanan alti maya susu molekiiler yontemlerle D. hansenii (Syn. C. famata) olarak
tanimlandi. Asimilasyon test sonucuna gore C. intermedia olarak tanimlanan ii¢ maya
susundan iki tanesi (C-17 ve C-27) molekiiler yontemlerle C. intermedia ve bir tanesi (C-

19) Pichia sp. olarak tanimlandi.

K. marxianus

Pichia sp.

\

D. hansenii

\

C. intermedia W anomalus

Sekil 46. Molekiiler yontemlerle tanimlanan maya tiirlerinin ¢edar peynirinde dagilim1

Keci peyniri 6rneklerinde dagilim gosteren maya tiirleri Sekil 47°de verildi.Cedar
peynirinde oldugu gibi, ke¢i peynirinde de W. anomalus (%78) maya tiiriiniin yogun olarak
dagilim gosterdigi gozlendi. Dagilim gosteren diger maya tiirleri ise Cl. lusitaniae (%15) ve
P. kudriavzevii (%7) olarak belirlendi. Asimilasyon test sonucuna gore C. pelliculosa olarak
tanimlanan 21 maya susunun molekiiler yontemlerle W. anomalus (Syn. C. pelliculosa), C.

lusitaniae olarak tanimlanan 4 maya susunun molekiiler yontemlerle CI. lusitaniae (Syn. C.
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lusitaniae) ve C. krusei olarak tanimlanan iki maya susunun molekiiler yontemlerle P.

kudriavzevii (Syn. C. krusei) olarak tanimlandig: tespit edildi.

Cl lusitaniae

P kudriavzevii

W anomalus

Sekil 47. Molekiiler yontemlerle tanimlanan maya tiirlerinin kegi peynirinde dagilimi

Peynir Orneklerinden tanimlanan maya suslari arasindaki filogenetik iliskileri
belirlemek i¢in dncelikle her bir maya tiirline ait referans maya tiirli se¢ildi ve bu tiire ait
ITS-1-5.8S-ITS2 rDNA ve D1/D2 domaini i¢in DNA dizileri NCBI-Niikleotid veri tabani
tizerinden indirildi. Tiirler aras1 uzakliklarin belirlenmesi igin dis grup olarak CBS maya veri
tabanindan ITS-5.8S gen bolgesi icin NR_144909.1 erigim numarali A. pullulans maya susu
ve D1/D2 domaini i¢in NG_055734.1 erisim numarali A. pullulans maya tiirlerine ait diziler
kullanildi. Tiim maya suslarina ait ITS1-5.8S-1TS2 rDNA ve D1/D2 domaini DNA dizileri
MEGA-11 programi altinda yer alan ClustalW v1.6 hizalama parametresi kullanilarak
hizalandi. Maya tiirlerinin filogenetik iliskileri tespit edebilmek icin MEGA-11 programi
kullanilarak maksimum parsimoni (MP) agaci olusturuldu. ITS1-5.8S-1TS2 rDNA gen
bolgesi igin MP agaci Sekil 48’de, D1/D2 domaini igin MP agaci Sekil 49’da gosterildi.
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g1 —— K marxianus (K¥Y103798.1;CBS:607)

100 —— K. marxianus (MT321174;C-20)

— K. marxianus (MT321278;W-24)

82 —— K marxianus (MT321174; W-22)

= 100 C. parapsilosis (NR 130673.1;ATCC:22019)

— C. parapsilosis (MT321276, W-10)

57 —— C. parapsilosis (MT321173,W-3)

D. hansenii (MT321172;C-25)

100

—— D. hansenii (KY103209.1;CBS:11096)

81 D. hansenii (MT321273;C-22)

03 o5 —— W. anomalus (MT321272;C-21)

—— W. anomalus (MT321170;C-4)

100 —— W. anomalus (K¥105872.1;,CBS:1982)

g4 —— W. anomalus (MT321266,G-7)

56 '—— W. anomalus (MT321168;G-53)

gg —— C. intermedia (MT321268; W-1)

99 — (. intermedia (MT321275,C-27)

— (. intermedia (NR 111248.1;CBS:572)

100

100 b— ¢ intermedia (MT321171;C-17)

— CI. lusitaniae (KY102565.1;CBS:5030)

100 be—— 1. lusitaniae (MT321169,G-18)
69
g8 —— P. kudriavzevii (K¥Y104589.1;CBS:573)

—— P. kudriavzevii (MT321167,G-4)

100
P. kudriavzevii (MT321265,G-3)

A. pullulans (NR 144909.1,CBS:584.73)

Sekil 48. Maya suslarinin ITS1-5.8S-ITS2 boélgesi igin olusturulan Maksimum Parsimoni

filogenetik agaci. %50 ve iizerindeki bootstrap degerleri gosterilmistir.
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o [ K marxianus (MIT334456,C-20)

100 — K. marxianus (MT334448; W-24)

— L K marvianus (MT334456;W-22)

K. marxianus (K¥Y108103.1;CBS:4833)

W. anomalus (MT334450;G-5)

W. anomalus (MT334436;G-7)

87 100 51 — W. anomalus (MT334452,C-4)

0L W anomalus (MT334442:C-21)

77 W. anomalus (K¥110106.1;,CBS:6417)

as [ D. hansenii (MT334443,C-22)

—— D. hansenii (MT334454;C-25)

99
a3 —— D. hansenii (K¥Y107525.1;CBS:2844)

e —— C. parapsilosis (MT334455;W-3)

C. parapsilosis (MT334446;, W-10)

100

C. parapsilosis (KY106666.1;CBS:7154)

o —— P. kudriavzeviifMT334435;G-3)

g —— P. kudriavzevii (MT334449;G-4)

P. kudriavzevii (KY108847.1;CBS:2457)

o T CI. lusitaniae (MT334451,G-18)

83
—— CI. lusitaniae (K¥Y106931.1;CBS:5030)

w1 C. intermedia (MI334453;C-17)

58

100 —— C. intermedia (MT334445;C-27)

C. infermedia (MT334438;W-1)
100

C. infermedia (KY106524.1;CBS5:5310)

A. pullulans (NG 055734.1;CBS 584.75)

Sekil 49. Maya suglariin 26S rDNA bolgesi D1/D2 domaini igin olusturulan Maksimum

Parsimoni filogenetik agaci. %50 ve tizerindeki bootstrap degerleri gosterilmistir.

Peynir orneklerinden izole edilen maya suslarinin ITS1-5.8S-1TS2 rDNA gen
bolgesine gore olusturulan MP agaci incelendiginde, maya suslarinin 2 ana gruba ayrildigi

goriildii. Birinci grupta P. kudriavzevii, C. intermedia ve CI. lusitaniae maya tiirlerinin yer
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aldip1 goriildii. ikinci grupta yer alan maya suslari ise iki alt gruba ayrildi ve ilk alt grupta
sadece K. marxianus maya tiiriiniin bulundugu, ikinci alt grupta ise W. anomalus, D.
hansenii, C. parapsilopsis maya tiirlerinin yer aldig1 tespit edildi. Maya suslarinin D1/D2
domaini dizilerine gore olusturulan MP agacin incelendiginde, maya tiirleri ITS-5.8S
bolgesindeki gibi iki ana gruba ayrildi. Birinci grupta igerisinde P. kudriavzevii, C.
intermedia ve Cl. lusitaniae maya tiirlerinin yer aldig1 goriildii. Ikinci grupta yer alan maya
tirleri de benzer sekilde iki alt gruba ayrildi ve ilk alt grupta sadece K. marxianus maya tiirii
bulunurken, diger alt grupta W. anomalus, D. hansenii, C. parapsilopsis maya tiirlerinin yer

aldig1 tespit edildi.

4.3.3. Maya Suslarimin Hiicre Dis1 Proteaz, Lipaz ve Ureaz Aktiviteleri

Proteaz aktivitesi sonuglarina gore izole edilen 81 maya susundan 39 tanesinin
yiiksek ve 11 tanesinin diisiik proteaz aktivitesine sahip oldugu gozlenirken 31 maya susunda
proteaz aktivitesi gdzlenmedi (Tablo 52). W. anomalus olarak tanimlanan G-10, G-23 ve G-
25 (disiik proteaz aktivitesi) maya suslari digindaki tim W. anomalus maya suslarinda
yiiksek proteaz aktivitesi belirlendi. Benzer sekilde P. kudriavzevii tiiriine ait maya suslarinin
ve C. intermedia maya tiiriine ait W-1 susunun yiiksek proteaz aktivitesine sahip oldugu
gozlendi. Diger iki C. intermedia maya susunda (C-17 ev C-27) ise diisiik proteaz aktivitesi
tespit edildi. D. hansenii olarak tanimlanan 3 maya susunda (C-24, C-25 ce C-26) diisiik
proteaz aktivitesi gozlenirken diger suslarda aktiviteye rastlanmadi. Benzer sekilde K.
marxianus olarak tanimlanan 14 maya susundan {i¢ tanesinde (W-4, W-9 ve W-11) diisiik
proteaz aktivitesi gozlenirken diger suslarda aktivite gézlenmedi. C. parapsilosis ve Cl.
lusitaniae maya tiirlerine ait tiim suslarda ve Pichia sp. olarak tanimlanan maya susunda
proteaz aktivitesine rastlanmadi. Proteaz aktivitesine sahip maya suglarinin agirlikli olarak
keci (20 maya susu) ve ¢edar peynirinden (17 maya susu) izole edildigi gozlendi. Beyaz
peynirden ise iki maya susunun (W-1 ve W-2) proteolitik aktiviteye sahip oldugu belirlendi.
Endiistriyel olarak 6nemli yiiksek proteaz aktivitesine sahip maya suslarinin agirlikli olarak
W. anomalus maya tiiriine ait oldugu, diger suslarin ise C. intermedia (W-1) ve P. kudriavzeii
(G-3 ev G4) maya tiirlerine ait oldugu belirlendi. Bu maya tiirlerine ait suslarin yiiksek

proteolitik aktivitesi nedeniyle endiistriyel olarak 6nemli oldugu tespit edildi.
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Tablo 52

Peynir orneklerinden izole edilen maya suslarinin proteolitik aktiviteleri

Maya Yiksek Diisiik Aktivite
Suslari Aktivite. Aktivite Gostermeyen

W. anomalus (39) C-1, C-2, C-3, C-4, C-5, C-6, G-10, G-23, G-25 -
C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-
12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-
21, G-1, G-2, G-5, G-6, G-7,
G-8, G-9, G-11, G-12, G-13,
G-14, G-15, G-16, G-19, G-21,
G-24, G-26, G-27 W-2

K. marxianus (14) - W-4, W-9, W-11 C-20, C-28, C-29, W-5,
W-13, W-14, W-18,
W-19, W-20, W-22,
W-24

C. parapsilosis (12) - - W-3, W-6, W-7, W-8,
W-10, W-12, W-15,
W-16, W-17, W-21,

W-23, W-25
D. hansenii (6) - C-24, C-25,C-26 C-18, C-22, C-23
Cl. lusitaniae (4) - - G-17, G-18, G-20, G-
22
C. intermedia (3) W-1 C-17,C-27 -
P. kudriavzevi (2) G-3,G-4 - -
Pichia sp. (1) - - C-19

Peynir 6rneklerinde izole edilen maya suslarindan ti¢ tanesi disinda lipaz aktivitesine
rastlanmadi (Tablo 53). Diistik lipaz aktivitesine sahip {i¢ maya susunun (W-7, W-17 ve W-
21) ise C. parapsilosis maya tiiriine ait oldugu ve beyaz peynirden izole edildigi belirlendi.
Peynir orneklerinden izole edilen maya suslarinda endiistriyel olarak oOnemli lipaz

aktivitesine rastlanmadi.
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Tablo 53

Peynir 6rneklerinden izole edilen maya suslarimin lipolitik aktiviteleri

Maya Yiiksek Diisiik Aktivite
Suslari Aktivite. Aktivite Gostermeyen
W. anomalus (39) - - C-1,C-2,C-3,C-4,C-5,C-6,C-7, C-

8, C-9, C-10, C-11, C-12, C-13, C-
14, C-15, C-16, C-21, G-1, G-2, G-5,
G-6, G-7, G-8, G-9, G-10, G-11, G-
12, G-13, G-14, G-15, G-16, G-19,
G-21, G-23, G-24, G-25, G-26, G-27,
W-2

K. marxianus (14) - - C-20, C-28, C-29, W-4, W-5, W-9,
W-11, W-13, W-14, W-18, W-19,
W-20, W-22, W-24

C. parapsilosis (12) - W-7, W-17, W-21

D. Hansenii (6) - - C-18, C-22, C-23, C-24, C-25, C-26
Cl. lusitaniae (4) - - G-17, G-18, G-20, G-22

C. intermedia (3) - - W-1, C-17, C-27

P. kudriavzevi (2) - - G-3,G-4

Pichia sp. (1) - - C-19

Peynir orneklerinden izole edilen maya suslarindan 18 tanesinde yiiksek ve 26
tanesinde diigiik tiireaz aktivitesi belirlenirken 37 maya susunda iireaz aktivitesi
belirlenemedi (Tablo 54). D. Hansenii ve C. intermedia maya tiirlerine ait tiim suslarda ve
Pichia sp. cinsine ait bir maya susunda (C-19) yiiksek iireaz aktivitesi gézlendi. Ayrica, C.
parapsilosis tiiriine ait iki maya susunun (W-3 ve W-21), K. marxianus tiiriine ait bir maya
susunun (W-22) ve W. anomalus maya tiiriine ait bes maya susunun (G-1, G-2, G6, G-7 ve
G-11) yiiksek iireaz aktivitesine sahip oldugu tespit edildi. K. marxianus tiiriine ait diger 13
maya susunda iireaz aktivitesi tespit edilmedi. C. parapsilosis maya tiiriine ait diger maya
suslarinda ve W. anomalus tiiriine ait 12 maya susunda diisiik tireaz aktivitesi gozlenirken
W. anomalus tiirine ait kalan 22 maya susunda susunda {ireaz aktivitesine rastlanmadi.

Tanimlanan tiim P. kudriavzevii maya suslarinin (G-3 evG-4) diisiik lireaz aktivitesine sahip
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oldugu goriildii. Cl. lusitaniae olarak tanimlanan dort maya susundan iki tanesi (G-17 ve G-
18) diisiik tireaz aktivitesi gosterirken, diger iki susun (G-20 ve G-22) tireaz aktivitesi
olmadig1 tespit edildi. Yiiksek tlireaz aktivitesine sahip maya suslarinin dokuz tanesinin ¢edar
peynirinden, bes tanesinin ke¢i peynirinden ve dort tanesinin beyaz peynirden izole edildigi
belirlendi. Endiistriyel olarak 6nemli iireaz aktivitesine sahip maya suslarinin D. hansenii,
W. anomalus, C. intermedia, C. parapsilosis, K. marxianus ve tanimlanamayan Pichia sp.
maya tiirleri oldugu belirlendi. W. anomalus maya tiiriine ait bes maya susunun (G-1, G-2,
G-6, G-7 ve G-11) ve C. intermedia maya tiirline ait bir maya susunun (W-1) yiiksek protecaz

ve lireaz aktivitesine sahip olmasindan dolay1 endiistriyel olarak énemli oldugu gozlendi.

Tablo 54

Peynir 6rneklerinden izole edilen maya suslarinin iireaz aktiviteleri

Maya Yiiksek Diisiik Aktivite
Suslart Aktivite. Aktivite Gostermeyen
W. anomalus (39) G-1, G-2, G-6, G- G-10, G-12, G-13, G-14, C-1, C-2, C-3, C-4, C-5, C-
7,G-11 G-15, G-16, G-19, G-21, 6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-

G23, G-24, G-25, G-27 11, C-12, C-13, C-14, C-15,
C-16, C-21, G-26, G-5, G-
8, G-9, W-2

K. marxianus (14) W-22 - C-20, C-28, C-29, W-4, W-
5, W-9, W-11, W-13, W-14,
W-18, W-19, W-20, W-24

C. parapsilosis W-3, W-21 W-6, W-7, W-8, W-10, W-23

(12) W-12, W-15, W-16, W-
17, W-25
D. hansenii (6) C-18, C-22, C-23, - -
C-24, C-25, C-26
Cl. lusitaniae (4) - G-17, G18 G-20, G-22

C.intermedia (3) W-1, C-17, C-27 - -
P. kudriavzevi (2) - G-3,G-4 R

Pichia sp. (1) C-19 - -
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4.3.4. Maya Suslarinin Fermantatif Ozellikleri

Peynir Orneklerinden tanimlanan seksen bir maya susunun dekstroz, galaktoz,
siikroz, laktoz, maltoz ve gliserol igeren ortamlarda fermantasyon kapasitesi belirlenerek
elde edilen sonuglar Tablo 55’te verildi. K. marxainus maya tiiriine ait sekiz maya susunun,
W. anomalus maya tiirline ait yirmi altt maya susunun, C. parapsilosis maya tiiriine ait bir
maya susunun, D. hansenii tiirine ait dort maya susunun, Cl. lusitaniae tiiriine ait iki maya
susunun ve C. intermedia maya tiiriine ait iki maya susunun tiim karbon kaynaklarinda

fermantasyon kapasitesinin yiiksek oldugu tespit edildi.

K. marxainus maya tiirline ait dért maya susunun (W-14, W-24, C-20 ve C-29)
gliserolde, bir maya susunun (C-28) maltozda ve bir maya susunun (W-18) maltoz ve
gliserolde fermantasyon kapasitesinin bulunmadigi, ancak diger karbon kaynaklarinda
fermantatif 6zellige sahip oldugu tespit edildi. W. anomalus tiiriine ait on {i¢ maya susunun
laktoz igeren ortamda fermantasyon kapasitesinin bulunmadigi ancak diger karbon
kaynaklarinda fermantatif 6zellige sahip oldugu tespit edildi. C. parapsilosis maya tiiriine
ait yedi maya susunun laktoz igeren ortamda, iki maya susunun (W-1 ve W-25) gliserol
iceren ortamda ve iki maya susunun (W-7 ve W-15) laktoz ve maltoz iceren ortamlarda
fermantasyon yeteneginin olmadigi diger karbon kaynaklarinda ise fermantatif 6zellik
gosteridigi belirlendi. D. hansenii maya tiirline ait iki maya susunun (C-18 ve C-22) maltoz
iceren ortamda, Cl. lusitaniae maya tiiriine ait iki maya susunun laktoz igeren ortamda (G-
20 ve G-22), C. intermedia maya tiiriine ait bir maya susunun (C-17) gliserol igeren ortamda
ve Pichia sp. maya susunun (C-19) maltoz igeren ortamda fermantasyon kapasitesinin
bulunmadigi, ancak bu maya suslarinin diger karbon kaynaklarinda fermantatif 6zellige
sahip oldugu gozlendi. P. kudriavzevii maya tiiriine ait G-3 maya susunun laktoz i¢eren
ortamda, G-4 maya susunun ise siikroz, maltoz ve laktoz iceren ortamlarda fermantatif

ozelliginin bulunmadig: tespit edildi.
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Tablo 55

Peynir 6rneklerinde tanimlanan maya suslariin farkli karbon kaynaklarinda fermentasyon

kapasiteleri
Maya Maya Glu Gal Suk Lak Mal Gli
Tiird Susu

K. marxianus W-4, W-11, W-13, W-20, W-5, + + + + + +
W-9, W-19, W-22

W-14, W-24, C-20, C-29 + + + + + -
W-18 + + + + - -
C-28 + + + + - +

W. anomalus W-2, C-2, C-4, C-5, C-6, C-7, C- + + + + + +
9, C-10, C-11, C-13, C-14, C-16,
G-5, G-6, G-7, G-9, G-10, G-11,
G-12, G-13, G-14, G-15, G-21, G-

23, G-26, G-27

C-1, C-3, C-8, C-12, C-15, C-21, + + + - + +

G-1, G-2, G-8, G-16, G-19, G-24,

G-25
C. parapsilosis  W-3, W-6, W-12, W-17, W-23, + + + - + +

W-8, W-16

W-7, W-15 + + + : + ]

W-10, W-25 + + + + + -

W-21 + + + + + +
D. hansenii C-23, C-24, C-25, C-26 + + + + + +

C-18, C-22 + + + + ] +
Cl. lusitaniae G-17, G-18 + + + + + +

G-20, G-22 + + + ] + +
C. intermedia W-1, C-27 + + + + + +

C-17 + + + + + -
P. kudriavzevii  G-3 + + + - + +

G-4 + + - - - +
Piciha sp. C-19 + + + + - +

Glu: Glukoz (Dekstroz), Gal: Galaktoz, Suk: Siikroz, Lak: Laktoz, Mal: Maltoz, Gli: Gliserol
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4.3.5. Maya Suslarinin Termotolerans ve Osmotolerans Ozellikleri

Peynir Orneklerinden tanimlanan maya suslarinin termotolerans ve osmotolerans
Ozellikleri belirlendi. Maya suslarinin termotolerans Ozelliklerini igeren sonuglar Tablo
56’da verildi. Peynir 6rneklerinde tanimlanan D. hansenii (C-18, C-22, C-23, C-24, C-25 ve
C-26), C. intermedia (C-17, C-27 ve W-1) ve Pichia sp. (C-19) maya tiirlerine ait tiim maya
suslariin 37 °C ve 45 °C sicaklikta tireme gostermedigi belirlendi. W. anomalus maya
tiirline ait tiim maya suslarinin 37 °C sicaklikta tireme gosterirken 45 °C sicaklikta lireme
gostermedigi tespit edildi. C. parapsilosis, Cl. lusitaniae ve P. kudriavzevii maya tiirlerine
ait tim maya suslarinin hem 37 °C hem de 45 °C sicaklikta tireme gosterdigi gozlendi. K.
marxianus maya tiiriine ait W-11 maya susu hari¢ diger tiim maya suslarmin 37 °C ve 45 °C

sicakliklarda tireme gosterdigi tespit edildi.

Maya tiirlerinin osmotolerans 6zelliklerini i¢eren sonuglar Tablo 57°de verildi. C.
parapsilosis, W. anomalus, D. hansenii, C. intermedia, Cl. lusitaniae, P. kudriavzevii ve
Pichia sp. maya tiirlerine ait tiim maya suslarinin %350 dekstroz i¢eren ortamda tireyebildigi
ve bu nedenle osmotik dirence sahip olduklar1 tespit edildi. Peynir 6rneklerinden izole edilen
K. marxianus maya tiirtine ait tim maya suslarinin ise %50 dekstroz igeren ortamda iireme

gostermedikleri goriildii.

Peynir oOrneklerinden izole edilen maya suslarimin fermantatif O6zellikleri,
termotolerans ve osmotolerans ozellikleri incelendiginde, C. parapsilosis maya tiiriine ait
W-21 maya susunun, W. anomalus maya tiiriine ait C-2, C-4, C-5, C-6, C-7, C-9, C-10, C-
11, C-13, C-14, C-16, G-5, G-6, G-7, G-9, G-10, G-11, G-12, G-13, G-14, G-15, G-21, G-
23, G-26, G-27 ve W-2 maya suslarinin ve Cl. lusitaniae maya tiiriine ait G-17 ve G-18 maya
suslariin fermentasyon kapasitelerinin ve stres direnglerinin yiiksek oldugu tespit edildi.
Ayrica, elde edilen sonuglar enzim aktiviteleri ile birlikte degerlendirildiginde W-1 C.
intermedia maya susunun, G-6, G-7 ve G-11 W. anomalus maya suslarinin hem fermanatif
ozelliklerinin, stres direnglerinin yiliksek olmas1 hem de yiiksek proteaz ve iireaz aktivitesine
sahip olmalar1 nedeniyle endiistriyel olarak olduk¢a 6nemli maya suslar1 oldugu belirlendi.

Ayrica, P. kudriavzevii maya tiiriine ait G-3 ve G-4 maya suslariin ve W. anomalus maya
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tiiriine ait G-1 ve G-2 maya suslarinin hem stres direncinin yiiksek olmasi hem de yiiksek
proteaz aktivitesine sahip olmasindan dolay1 endiistriyel olarak 6nemli maya suslar1 oldugu

tespit edildi.

Tablo 56

Peynir 6rneklerinden izole edilen maya suslarinin termotolerans 6zellikleri*

Maya 37°C 45°C
Turda Test Test
C. parapsilosis  W-3, W-6, W-7, W-8, W-10, W-12, W-15, W-3, W-6, W-7, W-8, W-10, W-12,
W-16, W-17, W-21, W-23, W-25 W-15, W-16, W-17, W-21, W-23,
W-25

K. marxianus C-20, C-28, C-29, W-4, W-5, W-9, W-11, C-20, C-28, C-29, W-4, W-5, W-9,
W-13, W-14, W-18, W-19, W-20, W-22, W-11, W-13, W-14, W-18, W-19,
W-24 W-20, W-22, W-24

W. anomalus C-1,C-2, C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C- -
9, C-10, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-
16, C-21, G-1, G-2, G-5, G-6, G-7, G-8, G-
9, G-10, G-11, G-12, G-13, G-14, G-15, G-
16, G-19, G-21, G-23, G-24, G-25, G-26,

G-27, W-2
Cl. lusitaniae G-17, G-18, G-20, G-22 G-17, G-18, G-20, G-22
P. kudriavzevii G-3, G-4 G-3,G-4

* D. hansenii,C. intermedia ve Pichia sp. maya tiirlerinin tamam1 37 ve 45°C sicaklikta

tireme gostemedigi i¢in tabloda verilmedi.
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Tablo 57

Peynir 6rneklerinden izole edilen maya suslarinin osmotolerans 6zellikleri”

Maya %50
Tiirii Dekstroz
C. parapsilosis  W-3, W-6, W-7, W-8, W-10, W-12, W-15, W-16, W-17, W-21, W-23,
W-25

W. anomalus C-1,C-2,C-3,C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-12, C-13, C-
14, C-15, C-16, C-21, G-1, G-2, G-5, G-6, G-7, G-8, G-9, G-10, G-11, G-
12, G-13, G-14, G-15, G-16, G-19, G-21, G-23, G-24, G-25, G-26, G-27,
W-2

D. hansenii C-18, C-22, C-23, C-24, C-25, C-26
C. intermedia W-1, C-17, C-27

Cl. lusitaniae G-17, G-18, G-20, G-22

P. kudriavzevii  G-3, G-4

Pichia sp. C-19

* K. marxianus maya suslar1 iireme gostermedigi igin tabloda verilmedi.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Ozellikle fermente gidalarin iiretiminde mikroorganizmalarin rolii oldukga
onemlidir. Son yillarda farkli stres direnci ve fermantasyon kapasitesi yiiksek, farkli hiicre
dis1 enzim aktivitelerine sahip maya suslari dogal habitatlardan izole edilerek endiistriyel
alanda kullanimi hiz kazanmistir. Bu nedenle calismada yogurt, ayran ve peynir
orneklerinden izole edilen maya suglar1 tanimlanarak, stres direnci, fermantasyon kapasitesi
ve hiicre dis1 enzim aktivitesi yiiksek maya suslarinin belirlenmesi amaglandi. izole edilen
maya suslar1 asimilasyon test kiti (AP1-1D32C) kullanilarak ve ITS1-5.8S-ITS2 rDNA gen
bolgesi ve 26S rDNA bolgesinin D1/D2 domaininin PCR-RFLP ve DNA dizi analizi ile
tanimlandi. Ayrica, izole edilen maya suslarinin proteaz, lipaz ve lireaz aktiviteleri, farkli
karbon kaynaklar1 altindaki fermantatif 6zellikleri ve stres direngleri (1s1 be osmotik stres)

belirlendi.

Arastirmada, yogurt Orneklerinden 41, ayran Orneklerinden 116 ve peynir
orneklerinden 81 maya susu canlandirildi. Yogurt 6rneklerinde maya yogunlugu 6x10°
CFU/g, ayran 6rneklerinde maya yogunlugu 5,53x10° CFU/mL, beyaz peynirde maya
yogunlugu 5,34 CFU/g, ¢edar peynirinde maya yogunlugu 4,44 CFU/g ve ke¢i peynirindeki
maya yogunlugu 4,74 CFU/gr olarak hesaplandi.

Daha énce yapilan galismalarda yogurt drneklerinde maya yogunlugu 0,6-1,8 x108
CFU/g arasinda, ev yapimi ayranlarda 1,7x10° CFU/mL, endiistriyel olarak iiretilen
ayranlarda ise 9,0x107 CFU/mL oldugu, peynirin olgunlasma siirecine bagli olarak maya
yogunlugunun 10 ile 10° CFU/g oldugu belirlenmistir (Moreira vd., 2001; Kilig vd., 2019;
Patir vd., 2006; Fleet ve Mian, 1987; Welthagen ve Vijoen, 1996; Tofalo vd., 2014). Siit
iriinlerindeki maya yogunlugundaki bu farkliligin neden iiretiminde kullanilan siitlerin ¢ig
ya da pastorize olmasiyla, kullanilan siit ¢esidine gore besin igeriklerinin farkli olmasiyla ve

tiretim asamasindaki ¢evresel faktorlerin (pH, tuz, vb.) degisken olmasyla agiklanabilir.
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Maya tiirlerinin geleneksel yontemlerle tanimlanmasinda, mayalarin morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri kullanilmaktadir. Ancak geleneksel yontemlerin uzun
zaman almasi ve is yiikiiniin ¢cok olmasi nedeni ile API-ID32C gibi hizli tani kitleri de
gelistirilmistir. Ticari olarak hazirlanan bu tam1 kitlerinin de maya tiirlerinin
tanimlanmasinda hatali sonuglar verebilmektedir. Son yirmi yildir DNA temelli tanimlama
yontemleri, geleneksel yontemler ve ticari Kit sistemlerinin yerini almistir (Kurtzman vd.,
2011; Pincus vd., 2007; Spencer vd., 2011; Kiligoglu ve Ozkog, 2008). Bu nedenle ¢alismada
siit irtinlerinden izole edilen maya suslari ticari tani kiti (API-1D32C) ve ITS-5.8S ve 26S
rDNA gen bolgelerinin PCR-RFLP analizleri sonrasinda DNA dizi analizleri kullanilarak

tanimlamas1 yapildi.

Yogurt Orneklerinden izole edilen maya suslarinin molekiiler yontemlerle C.
inconspicua, C. parapsilosis, C. tropicalis, K. marxianus, M. guilliermondii, P. fermentans,
Y. lipolytica ve S. cerevisiae maya tiirlerine ait oldugu belirlendi. Yogurt maya
mikrobiyotasinda P. fermentans ve K. marxianus maya tiiriniin baskin olarak yer aldigi

tespit edildi.

Daha oOnce yapilan ¢aligmalarda, yogurt 6rneklerinin barindirdigi maya biyotasi
belirlenmisg, C. kefyr ve S. cerevisiae maya tiiriinii yogun olarak bulundugu belirtilmistir
(Kilig vd., 2019). Yiiriitiilen baska bir ¢alismada ise yogurt 6rneklerinden izole edilen maya
suslar1 geleneksel yontemler kullanilarak tanimlanmig, D. hansenii ve S. cerevisiae maya
tiirlerinin yogun olarak bulundugu rapor edilmistir (Schwan vd., 2001). Benzer sekilde baska
bir ¢alismada da yogurt 6rneklerinden on ii¢ maya tiirii tanimlanmis, G. candidum, C.
parapsilosis, T. delbrueckii, S. cerevisiae/paradoxus ve K. marxianus maya tiirlerinin yogun
olarak bulundugu gosterilmistir (Maiworé vd., 2019). Yogurdun barindirdigi maya
biyotasinda S. cerevisiae, Mrakia frigida, Hansenula spp., C. parapsilosis, Debaryomyces
castellii ve Candida maltosa maya tiirlerinin yogun olarak bulundugu, sayica daha az olsa
da Schizosaccharomyces pombe, D. hansenii, Candida mogii ve K. marxianus maya
tiirlerinin de yogurt biyotasinda yer aldig1 rapor edilmistir (Moreira vd., 2001). Calsmamizda
ise onceki ¢alismalardan farkli olarak P. fermentans maya tiiriiniin yogurt o6rneklerinde
yogun olarak bulundugu belirlenmistir. Ayrica, C. inconspicua, M. guilliermondii ve Y.

lipolytica maya tiirlerinin ilk defa yogurt drneklerinde dagilim gosterdigi ¢alismamiz ile
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belirlenmistir.

Ayran Orneklerinde molekiiler yontemlerle K. marxianus, C. parapsilosi, CI.
lusitaniae, S. cerevisiae, R. mucilaginosa, M. capitatus, Y. lipolytica, P. fermentans, K.
lactis, C. metapsilosis, C. inconspicua ve W. anomalus maya tiirleri tanimlanmistir. Ev
yapimi ayranlarda Klyveromyces ve Saccharomyces cinsine ait maya tiirlerinin bulundugu,
K. lactis, S. cerevisiae ve Geotichum spp. maya tiirlerinin ise daha az bulundugu rapor
edilmistir (Kogak and Avsar, 2009). Diger bir c¢alismada endiistriyel olarak {iretilen
ayranlarda C. tropicalis, Geotrichum spp., Issatchenkia spp., Kluyveromyces spp., P.
anomala, P. kluyveri, D. hansenii, Galactomyces spp., S. cerevisiae ve T. delbrueckii maya
tirleri, tirdiin tereyag ile yapilan ayranda ise G. geotrichum, I. orientalis, T. delbrueckii, C.
tropicalis, S. cerevisiae, K. marxianus, P. kluyveri ve Trichosporon ovoides maya tiirlerinin
yogun olarak bulundugu rapor edilmistir (Biichl ve Seiler, 2011). Diger bir ¢alismada ise
ayran mikrobiyotasinda C. parapsilosis ve Galactomyces geotrichum maya tiirlerinin yer
aldig1 rapor edilmistir (Mounier vd., 2017). Benzer sekilde ¢alismamizda da K. marxianus
ve C. parapsilosis maya tiirleri ayran Orneklerinde yogun olarak tespit edilmistir. CI.
lusitaniae, R. mucilaginosa, Y. lipolytica, R. mucilaginosa, M. capitatus, K. lactis ve C.

metapsilosis maya tiirleri ilk defa ayran 6rneklerinde ¢alismamiz ile tanimlanmustir.

Peynir orneklerinde molekiiler yontemlerle C. intermedia, C. parapsilosis, Cl.
lusitaniae, D. hansenii, K. marxianus, P. kudriavzevii, W. anomalus maya tiirleri
tanimlanmistir. C-19 maya susu ITS1-5.8S-ITS2 rDNA gen bolgesi ve D1/D2 domaininin
DNA dizi analizi sonucunda tam olarak tanimlanamamis, ancak maya susunun restriksiyon
profilleri incelendiginde ve dizi analizi sonucunda Pichia cinsine yakin oldugu gériilmiistiir.
Bu nedenle ¢aligmada bu maya tiirii Pichia sp. olarak tanimlanmistir. Elde edilen sonuglara
gore W. anomalus maya tiiriiniin peynir mikrobiyotasinin baskin tiirii oldugu belirlenmistir.
Beyaz peynirde C. parapsilosis, K. marxianus, C. intermedia ve W. anomalus maya tiirleri,
cedar peynirinde W. anomalus, D. hansenii, K. marxianus, C. intermedia ve Pichia sp. maya
tiirleri ve kegi peynirinde W. anomalus, CI. lusitaniae ve P. kudriavzevii maya tiirlerinin

dagilim gosterdigi tespit edilmistir.
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Sert peynirlerin maya biyotasinin belirlendigi ¢alismalarda C. catenulate, Candida
etchellsii, Candida glaebosa, C. lambica, C. parapsilosis, C. zeylanoides, D. hansenii, G.
candidum, K. lactis, K. marxianus, Kodamaea ohmeri, P. kudriavsevii, Rhodotorula spp., S.
cerevisiae, Tr. cutaneum ve Y. lipolytica maya tiirlerinin sert peynirlerde yaygin olarak
bulundugu rapor edilmistir (Corbo vd., 2001; Fadda vd., 2004; Gardini vd., 2006; Capece ve
Romano, 2009; Tofalo vd., 2014; Cardoso vd., 2015; Chombo-Morales vd., 2016).
Siiriilebilir peynirlerde ise Candida xylopsoci, C. inconspicua, D. hansenii, G. candidus, K.
marxianus, Pichia kudriavzevii, Trichosporon lactis ve Y. lipolytica maya tiirlerinin; peynir
alt1 suyu ile yapilan yumusak peynirlerde D. hansenii ve Pichia membranefasciens maya
tiirlerinin baskin olarak bulundugu, T. delbrueckii, Pichia farinosa, Candida mogii, Candida
intermedia, Zygosaccharomyces rouxii ve S. cerevisiae maya tiirlerinin ise bu peynirlerde
dagilim gosterdigi rapor edilmistir (Pangallo vd., 2014; Lioliou vd., 2001). D. hansenii, T.
delbrueckii, C. zeylanoides C. sake, C. famata, C. kefyr, Candida sphaerica, C. colliculasa,
C. boidinii, C. lusitaniae, C. parapsilosis, Cr. laurentii, C. krusei ve S. cerevisiae maya
tiirleri beyaz peynirden izole edilerek tanimlanmustir (Ozmen Togay vd., 2020; Ucar Gelen
ve Ceylan, 2021). Calismamizda da beyaz peynirlerde C. parapsilosis ve K. marxianus maya

tiirlerinin yogun olarak bulundugu gézlenmistir.

Cedar peynirinde D. hansenii ve Cr. albidus maya tiirlerinin yogun olarak bulundugu,
Y. lipolytica, Rhodotorula minuta, T. delbrueckii, R. glutinis ve K. marxianus maya tiirlerinin
de g¢edar peynirinin biyotasinda yer aldigi; D. hansenii maya tiiriiniin ise kegi peynirinin
biyotasinda baskin olarak bulundugu rapor edilmistir (Ozmen Togay vd., 2020; Welthagen
ve Viljoen, 1999). Ke¢i peynirinin olgunlagma siirecindeki maya biyotasinin belirlendigi
diger bir ¢alismada K. lactis, D. hansenii ve Candida mesenterica maya tiirlerinin yogun
olarak bulundugu gosterilmistir (Padilla vd., 2014). Caligmamizda c¢edar peynirinde W.
anomalus ve D. hansenii maya tiirlerinin, kegi peynirinde ise W. anomalus ve ClI. lusitaniae
maya tlrlerinin yogun olarak bulundugu belirlenmistir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
peynir 6rneklerinde genel olarak D. hansenii, K. marxianus, C. parapsilosis maya tiirleri
yogun olarak bulunurken, caligmamizda W. anomalus ¢edar ve keci peynirinde yogun olarak

maya biyotasini olusturdugu belirlenmistir.
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Maya tiirlerinin hizli tamimlanmasinda, bir asimilasyon testi olan API-ID32 kit
sistemi Ozellikle klinik izolatlarin tanimlanmasi i¢in kullanilmaktadir (Bayram vd., 2012;
Osuntokun vd., 2018). Calismada, yogurt, ayran ve peynir drneklerinden izole edilen maya
suslariin API-ID32C kit sistemi ve molekiiler yontemler kullanilarak gerceklestirilen
tanimlama sonuglar1 karsilastirildiginda, molekiiler yontemlerin API-1ID32C kit sistemi ile
gergeklestirilen tanimlamaya gore daha gilivenilir sonuglar vermistir. Daha 6nce yliriitiilen
bir ¢alismada, Vitek MS ile tanimlanmis olan klinik maya izolatlarinin API-ID32C kit
sistemi ile tanimlanmasi karsilagtirilmistir. Caligmada, 175 farkli maya susunun 160 tanesi
API-ID32C kit sistemi ile dogru olarak tanimlanmis ve maya tiirlerinin dogru tanimlama
oranini %91,42 olarak belirlenmistir (Duran-Valle vd., 2014). Baska bir ¢alismada ise ticari
tan1 sistemleri olan API-ID32C, Vitek ve Auxacolor yontemleri karsilastirmali olarak
arastirllmistir. Elde edilen sonuglara gore yaygin olarak bilinen maya tiirlerini API-1D32C
kit sistemi %94 oraninda dogru tanimlarken, daha az bilinen maya tiirleri i¢in bu oranin %54
oldugu rapor edilmistir (Meletiadis vd., 2011). Calismamizda izole edilen toplam 238 maya
susundan 35 tanesi API-ID32C test sonuglarina gore farkli tanimlanmistir. Molekiiler
yontemler ile yapilan tanimlamaya oranla API-ID32C tam kitinin dogruluk orani %85,3
olarak belirlenmistir. Maya tiirlerinin molekiiler yontemlerle tanimlanmasinda siklikla PCR-
RFLP analizi ve rDNA genlerinin dizileme analizleri kullanilmaktadir. 5.8S ve ITS rDNA
bolgelerinin PCR-RFLP ve DNA dizi analizi yontemleriyle maya tiirlerinin kisa siirede
tanimlamasi yapilmaktadir (Clemente-Jimenez vd., 2004; Combina vd., 2005; Nisiotou ve
Nychas, 2007; Zott vd., 2008).

Mikrobiyal enzimler biyoyakit tiretimi, tip ve ilag endiistrisi, gida endiistrisi gibi
bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Ozellikle, fermente siit iiriinlerinin eldesinde, bira ve sarap
gibi alkolli iceceklerin yapiminda ve firincilik alaninda yaygin olarak mikrobiyal
enzimlerden yararlanilmaktadir. Fermente {irlinlerin tiretiminde iiriinlerin besin degerlerinin
arttirtlmasinda ve tat, koku ve sekilsel 6zelliklerinin olusturulmasinda mikrobiyal enzimler
oldukea etkilidir (Wang vd., 2012). Bu nedenle ¢alismada izole edilen maya suslarinin

endiistriyel olarak 6nemli olan proteaz, lipaz ve lireaz aktiviteleri arastirilmigtir.

Proteazlar, alkalin ve asit proteazlar olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir ve deterjan

sanayisi, deri isleme, tip, gida isleme siirecinde, hayvan yemi iiretiminde ve bir dizi kimyasal
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uygulamalarda kullanilmaktadir (Yang vd., 2013). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda maya
suslarmin proteolitik aktiviteleri incelenmis ve P.membranifaciens, Pichia spartinae, R.
mucilaginosa, R. glutinis, C. palmioleophila, Cr. albidus, Candida sp., Trichosporon
montevideense, Pseudozyma sp., T. delbrueckii, Y. lipolytica maya tiirlerinin proteaz A.
pullans maya tiirlerinde proteaz aktivitesinin oldugu gésterilmistir (Yang vd., 2013; Chi vd.,
2009). Calismamizda W. anomalus tiiriine ait 36 maya susu, P. fermentans tiiriine ait 2 maya
susu, K. marxianus tiirline ait 3 maya susu, S. cerevisiae tiiriine ait 2 maya susu, P.
kudriavzevii tiiriine ait 2 maya susu, Y. lipolytica, C. intermedia tiirlerine ait birer maya
susunun proteaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda,
W. anomalus, C. intermedia tiirleri ile Pichia ve Candida cinsinde ait tiirlerde proteaz
aktivitesinin oldugu, ayrica D. hansenii maya tiiriniin proteolitik aktivite gosterdigi rapor
edilmistir (Jakobsen ve Narvhus, 1996; Capece ve Romano, 2009; Ozlii vd., 2022; Yang vd.,
2013). Enzim aktivitelerinin ayni maya tiiriine ait suslar arasinda farklilik gosterdigi

belirlenmistir.

Lipazlar, proteaz ve karbonhidrazlardan sonra {igiincii biiyiik enzim olarak bir¢ok
endiistriyel alanda kullanilmaktadir (Yang vd., 2013). Lipazlar, endiistride ve biyoteknolojik
calismalarda potansiyel bir biyokatalist olarak gorev yapmaktadir. Lipaz enzimi dericilik,
tekstil, kozmetik, biyoyakit liretimi, deterjan iiretimi, tip ve eczacilikta, siit iirtinlerinin
olusumu ve olgunlagsmasinda, biyosurfaktan liretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Kumar vd., 2023). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda C. rugosa, C. tropicalis, Cr. curvatus,
T. delbrueckii, Tr. montevideense, Filobasidium uniguttulatum, Pichia antarctica, Candida
cylindracea, C. rugosa, G. candidum, Sporidiobolus spp., Trichosporon beigeli,
Trichosporon fermentans ve Y. lipolytica maya tiirlerinin lipaz aktivitesine sahip oldugu
rapor edilmistir (Yang vd., 2013; Kurtzman vd., 2011). Ayrica, Yarrowia sp., Cryptococcus
sp., baz1 Candida tiirleri, M. guiliermondii, Candida utilis, M. capitatus, C. rugosa, C. utilis,
bazi Pichia tiirleri ve bazi Rhodotorula tiirlerine ait suslarin lipaz tiretiminde kullanildigi
rapor edilmistir (Kumar vd., 2023). Calismamizda ayran orneklerinden izole edilen P.
fermentans tiirtine ait yedi maya susunda lipolitik aktivite belirlenmistir. Diger maya
suslarinda lipolitik aktivite belirlenmemesinin nedeni siit tirtinlerinin {iretim asamalarindaki
cevresel etmenlerin, pastorizasyon siireglerinin, kullanilan substrat ¢esidinin etkili oldugu

diistiniilmektedir.
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Ureaz (amidohidrolaz) bitki, alg, mantar ve bakteriler tarafindan iiretilen bir
enzimdir. Cesitli mikroorganizmalar tarafindan da iiretilebilen iireaz enzimi, iirenin
amonyum iyonlarma ve karbondioksite hidrolizini saglamaktadir. Ayrica, mikrobiyal
iireazlar biyoteknolojik uygulamalarda, tarimsal uygulamalarda, tip alaninda, biyosensor
olarak kullanilmaktadir (Mekonnen vd., 2021). Ureaz maya hiicreleri tarafindan da
iretilmekte olup, 6zellikle bazidiyomiset maya tiirleri tireaz aktivitesine sahipken, askomiset
maya tiirlerinin iireaz aktivitesine sahip olmadigi rapor edilmistir (Peter ve Daek, 1991).
Calismamizda Y. lipolytica tiiriine ait 12 maya susu, R. mucilaginosa maya tiiriine ait 11
maya susu, M. capitatum tiiriine ait 8 maya susu, D. hansenii maya tiiriine ait 6 maya susu,
W. anomalus maya tiirline ait 5 maya susu, C. parapsilosis maya tiirline ait 4 maya susu, C.
intermedia maya tiiriine ait 3 maya susu, K. marxianus maya tiirline ait 2 maya susu ile C.
inconspicua, Cl. lusitaniae ve Pichia sp. tiirlerine ait 1’er maya susunun {ireaz aktivitesine

sahip oldugu tespit edilmistir.

Fermente gida tiretiminde kullanilan mikroorganizmalarin fermentatif 6zelliklerinin
bilinmesi kaliteli fermente Griin eldesi i¢in olduk¢a O6nemlidir. Yogurt, peynir, ekmek,
biyoyakit tretimi gibi bircok endiistriyel alanda mikroorganizmalar kullanilmaktadir.
Sicaklik, pH, besi ortaminin igerigi, ¢6ziilmiis oksijen ve karbondioksit vb.) gibi bazi
cevresel faktorler mikroorganizmalarin fermantasyon yeteneklerini etkilemektedir. Bu
nedenle fermente iriinlerin tat, koku, lezzet, kimyasal 6zellikleri ve besin kalitesi gibi
ozellikleri degiskenlik gostermektedir (Vilela, 2019; Maicas, 2020). Mayalar fermentatif
ozelliklerinin yaninda yasadiklari habitatlara gore ekstremofilik 6zellik gosterebilir. Maya
hiicreleri sicaklik, pH, osmotik stres, basing ve radyasyon gibi olumsuz kosullar altinda da
hayatlarini siirdiirebilmektedir (Buzzini vd., 2017; Segal-Kischinevzky vd., 2022). Ekstrem
kosullarda yasayan mayalar1 biyoremediasyon, biyokontrol, ilag arastirmalari, biyolojik
temel arastirmalar, protein Uretimi, gida, enzim ve biyoyakit iretimi gibi alanlarda
biyoteknolojik uygulamalarin gelistirilmesi ig¢in imkan saglamistir (Segal-Kischinevzky vd.,
2022). Bu nedenle izole edilen maya suslarinin fermantasyon yetenekleri, osmotolerans ve
termotolerans Ozellikleri belirlenmistir. Yogurt drneklerinden izole edilen 3 maya susunun
ayran oOrneklerinden 29 maya susunun ve peynir oOrneklerinden 18 maya susunun
ekstremofilik 6zellige sahip oldugu tespit edilmistir. C. famata, C. parapsilosis, D. hansenii,

P. kudriavzevii ve W. anomalus maya tiirlerinin osmofilik &zellige, D. hansenii, K.
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marxianus ve P. kudriavzevii maya tiirlerinin ise termofilik ve osmofilik 6zellige sahip
oldugu rapor edilmistir (Breuer ve Harms 2006; Yamamoto vd., 2015; Choi vd., 2017).
Yirttilen diger bir c¢alismada K. marxianus, Lachancea thermotolerans, Ogataea
thermophila ve Ogataea polymorpha maya tiirlerinin de termofilik 6zellige sahip oldugu
gosterilmistir (Buzzini vd., 2017). Calismamizda C. parapsilosis, D. hansenii, P.
kudriavzevii, C. tropicalis, Cl. lusitainiae ve M. guilliarmondii maya tiirlerinin ekstremofilik

ozellik gosterdigi belirlenmistir.

Yogurttan izole edilen Y. lipolytica maya tiiriine ait ti¢ maya susu (Y-17, Y-25 ve Y-
27), S. cerecisiae maya tiirtine ait dért maya susunun (Y-28, Y-31, Y-33 ve Y-38), K.
marxianus maya tiiriine ait bes maya susunun (Y-9, Y-16, Y-18, Y-24 ve Y-41), P.
fermentans maya tiirline ait Y-5 maya susunun ve C. parapsilosis maya tiiriine ait Y-40 maya
susunun endiistriyel olarak dnemli maya suslar1 oldugu belirlenmistir. Peynir drneklerinden
izole edilen C. parapsilosis maya tiiriine ait W-21 maya susunun, W. anomalus maya tiiriine
ait C-2, C-4, C-5, C-6, C-7, C-9, C-10, C-11, C-13, C-14, C-16, G-5, G-6, G-7, G-9, G-10,
G-11, G-12, G-13, G-14, G-15, G-21, G-23, G-26, G-27 ve W-2 maya suslarinin, Cl.
lusitaniae maya tiirine ait G-17 ve G-18 maya suslarinin yiiksek fermantatif 6zellige sahip
oldugu ve stres direncinin (osmotik ve 1s1 stresi) yiiksek oldugu tespit edilmistir. Arastirmada
elde edilen sonuglara gore C. intermedia maya tiiriine ait W-1 maya susunun, W. anomalus
tirtine ait G-6, G-7 ve G-11 maya suslarinin fermantatif 6zelliklerinin ve stres direnglerinin
yiiksek olmasi ve yiiksek enzim (proteaz ve iireaz) aktivitesine sahip olmasi nedeniyle
endiistriyel olarak oldukg¢a dnemli maya suslar1 oldugu belirlenmistir. P. kudriavzevii maya
tiirtine ait G-3 ve G-4 maya suslarinin stres direncinin yiiksek olmasi ve yiiksek proteaz
aktivitesine sahip olmasi nedeniyle, W. anomalus maya tiirline ait G-1 ve G-2 maya
suslarmin yiiksek proteaz ve iireaz aktivitesine sahip olmasinin yaninda stres direncinin de

yliksek olmasi nedeniyle endiistriyel olarak 6nemli maya suslar1 oldugu tespit edilmistir.

Ayrandan C. metapsilosis maya tiiriine ait A-62 susunun, C. parapsilosis maya tiiriine
ait A-97, A-104, A-107, A-110, A-112, A-113 ve A-116 suslarinin, Cl. lusitaniae maya
tirtine ait A-16, A-22, A-31, A-33, A-54, A-83, A-90, A-96 ve A-108 suslarmin, W.
anomalus maya tiiriine ait A-114 susunun ve S. cerevisiae tiiriine ait A-17, A-18, A-27, A-
30, A-34, A-35 A-36, A-39, A-43, A-52 ve A-53 maya suslarmin tiim karbon
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kaynaklarindaki fermantasyon kapasitelerinin ve stres direnglerinin yiiksek oldugu
belirlenmistir. S. cerevisaie maya tiirline ait A-18 maya susu fermentasyon yeteneginin
yiiksek olmasi ve proteolitik aktiviteye sahip olmasi nedeni ile endiistriyel olarak énemlidir.
Sonug olarak, yogurt, ayran ve peynirden izole edilen ve Y. lipolytica, S. cerecisiae, K.
marxianus, K. lactis, P. kudriavzevii, P. fermentans, C. parapsilosis, W. anomalus, CI.
lusitaniae, C. intermedia ve C. metapsilosis olarak tanimlanan maya suslarinin endiistriyel
olarak 6nemli maya suslart oldugu belirlenmistir. Calisma sonucunda endiistriyel olarak
onemli oldugu belirlenen bu maya suslar i¢in patent alma ¢aligmalar1 yapilmasi, enzim
aktiviteleri baz aliarak enzim iiretimi i¢in ¢alismalar yapilmasi uygun olacaktir. Ayrica,
maya suslarinin endiistriyel alanda fermente iriin eldesinde {irlin olusumuna etkisinin
incelenmesi, saglik alaninda ise bu maya suslarinin probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi

ileriki ¢aligmalar i¢in Onerilebilir.
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