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OZET

MANDA SUTUNDEN URETILEN FARKLI CESIT PEYNIRLERIN
KARAKTERIZASYONU, MAYALARIN iZOLASYONU VE POTANSIYEL
PROBIYOTIKLERIN SECILMESI

Musa YALMAN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman : Dog. Dr. Niikhet Niliifer ZORBA
30/07/2018, 156

Yapilan bu ¢aligmada Tiirkiye’nin farkl: illerinden temin edilen ve manda siitiinden
tiretilmis olan 20 adet (7 adet Mozzarella ve 13 adet Beyaz peynir) peynir 6rnegi kimyasal,
mikrobiyolojik 6zellikleri ve aroma bilesenleri bakimindan incelenmistir.

Yapilan analizlerde, Beyaz peynir 6rneklerinin pH degerleri 5,06-6,51 arasinda
degisim gosterirken, Mozzarella peynir orneklerinin pH degerleri 5,07-5,52 arasinda
degisim gosterdigi belirlenmistir. Beyaz peynir drneklerinin yag, protein, tuz, kiil ve toplam
kurumadde degerlerinin sirasiyla %11,25-32,0, %11,27-18,70, %0,45-7,86, %0,58-2,55 ve
%44,08-60,44 arasinda degisim gosterdigi, Mozzarella peynir 6rneklerinin yag, protein, tuz,
kiil ve toplam kurumadde degerlerinin ise sirastyla %16,50-30,75, %12,25-13,44, %0,85-
1,35, %0,42-0,61 ve %35,35-45,19 arasinda degisim gdsterdigi belirlenmistir.

Peynirlerin GC-MS ile yapilan aroma analizinde Mozzarella peynirinde toplam 13,
Beyaz peynir de ise toplam 20 aroma-aktif bileseni belirlenmistir.

Higbir peynir 6rneginde E.coli O157:H7, Salmonella ve L. monocytogenes patojen
bakterileri saptanmamustir. Buna karsin sadece beyaz peynir 6rneklerinin birinde ortalama
4,23+0,10 log kob/g diizeyinde S. aureus tespit edilmistir.

Peynir 6rneklerinden ayrica maya izolasyonlar: yapilmis olup elde edilen 406 izolat
arasindan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal o6zellikleri agisindan benzerlik
gosterenlerden 180 izolat se¢ilmistir. Bu izolatlara vejetatif tireme 6zellikleri, tireaz ve
biyokimyasal testler uygulanmis, fenotipik ve MALDI-TOF MS yontemleri ile tanimlama
yapilmigtir. Tanimlanan mayalarda baskin ‘‘cins’’ ler sirasiyla Debaryomyces (%41,51),
Candida (%23,27), Clavispora (%7,55), Pichia (%6,92) ve Kluyveromyces (%6,29) olarak
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tespit edilmistir.

Tanimlanan maya izolatlarindan, diisiik pH’da ( pH 2,5) , safra tuzu varliginda (%0,3
bile salt) ve 37°C sicaklikta gelisebilen ve canliligini devam ettirebilen 63 izolat tespit
edilmistir.

Probiyotik 6zellikleri arastirilan izolatlar arasinda yer alan Kluyveromyces marxianus
(C2-9) ve Issathenckia orientalis (B3) olarak tanimlanan izolatlarin yapilan probiyotik
testlerinin tamaminda potansiyel probiyotik 6zellik tasidigr belirlenmistir.

Sonug olarak yapilan bu c¢alisma sonunda, manda siitiinden iiretilen peynirlerin

probiyotik mikroorganizmalarin canliligini siirdiirebilecegi 6nemli bir besin kaynagi oldugu

ortaya konulmustur.

Anahtar sozciikler: Manda Siitii, Mozzarella Peyniri, Beyaz Beynir ve Probiyotik
Maya



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF DIFFERENT VARIETIES OF CHEESES
PRODUCED FROM BUFFALO MILK, ISOLATION OF YEASTS AND
SELECTION OF POTENTIAL PROBIOTICS

Musa YALMAN
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Doctoral Dissertation in Food Science
Advisor : Dog. Dr. Niikhet Niliifer ZORBA
30/07/2018, 156

In this study 20 cheese samples produced from buffalo milk obtained from different
provinces of Turkey (7 Mozzarella cheese samples and 13 white cheese samples) were
evaluated in the aspects of chemical, microbiological properties and aroma components.
Through the analysis; pH values of the white cheese samples were found between 5.06-6.51
while the ones of the Mozzarella cheese samples were found between 5.07-5.52. The values
for fat, protein, salt, ash and total dry matter contents of white cheese samples were obtained
as 11.25-32.0%, 11.27-18.70%, 0.45-7.86%, 0.58- 2.55% and 44.08-60.44%, respectively.
The values for fat, protein, salt, ash and total dry matter contents of Mozerella cheese
samples were found as 16.50-30.75%, 12.25-13.44%, 0.85-1.35%, 0.42-0.61% and 35.35-
45.19%, respectively. According to the aroma analysis of cheeses by GC-MS; 13 and 20
aroma-active compounds were identified in Mozzarella and white cheese samples,
respectively. No pathogenic bacteria of E. coli O157:H7, Salmonella and L. monocytogenes
were detected in all cheese samples. On the other hand,S. aureus was detected in only one
white cheese sample at the average level of 4.23+0.10 log cfu/g. 180 isolates showing similar
morphological, physiological and biochemical characteristics were selected from 406
isolates obtained from the samples. Vegetative production characteristics, urease and
biochemical tests were applied to these isolates and phenotypical and MALDI-TOF MS
methods were used for identification. The identified yeast genus were found as;
Debaryomyces (41.51%), Candida (23.27%), Clavispora (7.55%), Pichia (6.92%) and
Kluyveromyces (6.29%). Through the identified yeast isolates; 63 isolates were identified

that can survive at the conditions such as low pH (pH 2.5), the presence of bile salt (0.3%
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salt only) and the temperature of 37°C. Kluyveromyces marxianus (C2-9) and Issathenckia
orientalis (B3) have potential probiotic properties. This study shows that, cheeses produced

from buffalo milk are important food sources for probiotic microorganisms.

Keywords: Buffalo, Buffalo Milk, Mozzarella Cheese, White Cheese, Probiotic Yeast
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BOLUM 1
GIRIS

Tiketicilerin gida iiretiminden beklentileri ve tiiketimdeki talepleri son yillarda 6nemli
Olciide degismistir. Tiiketiciler glin gectikge gidalarin dogrudan insan sagligina katkida
bulunduguna daha ¢ok inanmaktadirlar. Giiniimiizde gidalar sadece acligi tatmin etmek ve
insanlarin gerekli besinleri almalari i¢in degil, ayn1 zamanda beslenme ile ilgili hastaliklarin
Onlenmesi, tiiketicilerin fiziksel ve zihinsel durumlarini iyilestirmek icin de tasarlanmaya
baslanmistir. Bu bakimdan fonksiyonel gidalar, insan beslenmesi ve sagligi bakimindan
giderek 6nem kazanmaktadir. Bu tiir gidalara olan artan talep, saglik hizmetlerinin artan
maliyeti, kaliteli yagsam beklentisindeki istikrarli artig ve insanlarin ileriki yaslardaki yasam
kalitelerini saglamak i¢in yaslilarin yasam kalitesini artirmak istegi ile agiklanabilir (Sir6 ve
ark., 2008). Ayrica kiiresellesme, ticarilesme, niifus artisi ve kentlesme gibi nedenlerle
tiretim ve tiikketim yontemleri de degisim gostermis ve buna bagli olarak da insan beslenmesi
derinden etkilenmistir. Insan tiiketim davranislarindaki temel degisiklikler daha c¢ok
ekonomik istek, saglikli yasam beklentisi, kiiltiirel degerler ve bilgi diizeylerine gore
farklilik gosterebilmektedir (Johns ve Sthapit, 2004).

Fermentasyon, insan gida liretimi ve tiikketiminde uzun bir gecmise sahiptir. Fermente
gidalar ve icecekler, bazi durumlarda insan diyetinin %5-40’1n1 olusturmaktadir.
Fermentasyon islemi, sadece yiyecek ve igeceklerin raf Omriinii uzatmak i¢in degil,
fermentasyon isleminin ayni zamanda, insan beslenme O6zelliklerini giivenli ve etkili bir
sekilde gelistirebilmesi icin de 6nem arz etmektedir. Bir¢ok gelismis iilkede, geleneksel
yontemlerle iiretilen fermente gidalarin tiretimi spesifik teknolojilerle degistirilmekte ve
ortaya ¢ikan bu endiistriyel uygulamalar, pazardaki gida tirinlerinin daha yiiksek bir kalite
standardizasyonuna ulagmasini saglamaktadir. Fermentasyon siire¢lerindeki degisiklikler ile
birlikte fermente iriinlerin artan tiikketimi nedeniyle, fermente gidalari ve igecekleri igeren
son patentlerin ayrintili bir incelemesi neticesinde saglik iizerine olan etkileri garanti edildigi
ifade edilmektedir. Gida fermentasyonu uygulamasi, yenilebilir mikroorganizmalarin
eklenmesini igeren tiim diinyada yaygin bir uygulamadir. Fermentasyon, gida muhafazasi
i¢cin temel bir gida liretim teknigi olarak kabul edilmis ve yaklasik otuz yildan beri bilimsel
literatiirde referans olarak kullanilmaktadir. Fermente gidalar, insan beslenmesinde tatmin
edici tatlar, aromalar ve dokular saglayarak beslenmeyi zenginlestirmektedir. Fermente
edilmis gidalarin 6rnekleri arasinda yaygin olarak alkollii i¢ecekler, sirke, salatalik tursusu,

sosis, peynir, yogurt, bitkisel protein amino asit/peptit soslar1 ve macunlar, mayali ve eksi
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hamurlu ekmekler sayilmaktadir. Mikrobiyal fermentasyon ile iliskili faydali mekanizmalar
arasinda sekerlerin basit asitlere, alkollere ve karbondioksit metabolizmasi (dongiisii) i¢in
karbondioksite dontistiiriilmesi, besin maddelerinden antibesinlerin uzaklastiriimasi, glikol
yan kalintilarinin uzaklastirilmasi ve probiyotiklerin alimi gibi sagliga yararl etkileri olan
biyotransformasyonlar yer almaktadir. Ayrica mikroorganizmalarin biyolojik aktivitesi
gidalardaki patojen mikroorganizmalarin liremesini ve canliligimi sinirlandiracak
metabolitler tireterek koruyucu etki yaratirlar (Borresen ve ark., 2012).

Siit ve siit Uriinleri, saglikli ve dengeli beslenmenin en O6nemli gida gruplari
arasindadir. Siit, memeliler i¢in ilk besin olup, dogru biiylime ve gelismeyi saglamak i¢in
yapisinda gerekli tim enerji ve besin Ogelerini bulundurmaktadir. Bununla birlikte,
yetiskinlik doneminde siit ve siit lirlinlerinin tiikketiminden, 6zellikle de diger tiirlerin (inek,
kegi, koyun gibi) siitiinden dolay1 baz1 yan etkiler ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin, laktoz
malabsorbsiyon belirtileri ve inek siitii proteini alerjisi genellikle siit tiiketiminde olumsuz
reaksiyonlar olarak kabul edilmektedir. Bu olumsuz etkilere ragmen, epidemiyolojik
calismalar insan diyetindeki siitiin besinsel Oonemini dogrulamakta ve kardiyovaskiiler
hastaliklar (KVH), bazi kanser tiirleri, obezite ve diyabet gibi kronik durumlarin
onlenmesinde roliinii gliglendirmektedir. Siitlin besin zenginligi tartisiimazdir. Siit, yiiksek
biyolojik degerde iyi bir protein kaynagi olup, bagisiklik fonksiyonu iizerinde 6nemli bir
role sahiptir. Ayrica besin taginimi ve emilimi gibi 6zelliklerinin yani sira 6nemli vitamin ve
esansiyel mineralleri de igeren bir gida maddesidir (Pereira, 2014).

Fermente siitiin insan beslenmesindeki rolii yapilan ¢aligmalar ile iyi belgelenmistir.
Fermente siit tirtinleri, uzun siiredir insan beslenme diyetinin énemli bir bileseni olmustur.
Cesitli fermente gidalarin tibbi ve besinsel Ozellikleri birka¢ nesil tarafindan tecriibe
edilmistir. Bununla birlikte, 1910°da baslayan c¢esitli bilimsel arastirmalar, bu inanislara
ivme kazandirmistir. Eli Metchnikoff, insanin yasamini uzatmak igin Lactobacillus ile
fermente edilmis siit tiiketilmesi gerektigini ileri stirmiistiir. Eli Metchnikoff, bu bakterileri
stitlin i¢ine ekleyerek fermente iiriin elde etmistir. Bunun, insan bagirsagindaki istenmeyen
ve hastalifa neden olan bakterilerin gelisimini enegellemeye yardimci olabilecegini
belirtmistir. Yapilan calismalar ve yillar boyunca yapilan gozlemler, insan ve hayvan
hastaliklarinin hafifletilmesinde laktik kiiltiirlerin ve kiiltiir trtinlerinin potansiyelini
kanitlamistir. Son yillarda, bu iiriinlerin, 6zellikle iyilestirici ve saglik iizerine etkileri
gelistirilmis olan fermente siit Girlinlerinin tiretimine 6nem verilmistir. Fermente siit {irlindi,
Uluslararas1 Siit Uriinleri Federasyonu tarafindan, yagsiz siitten hazirlanan veya belirli

kiiltiirlere sahip siit {irtinii seklinde tanimlanmistir. Fermente tirtinde mikroflora, tiiketiciye
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kadar canli olmali ve herhangi bir patojen mikroorganizma icermemelidir. Farkli tilkelerde
kullanilan fermente siit {liriinleri orta derecede eksi tip hos kokulu (6rn. kiiltiirlii siit), eksi ve
cok yiiksek eksi tiirleri (0rn. lor, yogurt) ve laktik aside ek olarak asit alkol i¢eren tiriinler
(6rn. kumiss ve kefir) olmak iizere li¢ kategoriye ayrilabilmektedir (Panesar, 2011).

Fermente bir siit driinii olan peynir, protein, mineral maddeler ve vitaminler
bakimindan zengin bir besin kaynagidir. Peynir bilesiminde bulunan protein, kalsiyum ve
B> vitamini gibi maddelere bagh olarak besleyici degeri degisim gosterebilir. Peynirin
olgunlasmasi esnasinda proteinlerin hidroliz orani artis géstermekte ve buna bagli olarak da
diger gidalarin sindirimine yardimci olmaktadir. Peynir diisiik laktoz konsantrasyonu
nedeniyle laktoz malabsorbsiyonu (laktozun bagirsakta emilememesi) olanlar ve diyabet
rahatsizlig1 olanlar i¢in ¢ok uygun bir gida maddesidir. Peynirin bilesiminde bulunan
kalsiyum, forfor ve magnezyum gibi elementler siitiin bilesimindekinden daha iyi
kullanilabilmektedir (Demirci, 1990). Tiirkiye’de 2014, 2015 ve 2016 yillarina ait verilere
gore sirasiyla 1489 ton/yil, 1335 ton/yil, 1663 ton/yi1l manda siitii iiretilmis olup belirtilen
yillarda tiretilen bu siitlerden sirasiyla 35 ton/yil, 34 ton/yil ve 37 ton/yil manda peyniri
iiretilmektedir (TUIK, 2017).

Bu calismada manda peyniri lizerine arastirma yapilmak istenmesinin en Onemli
nedeni, 6zellikle ilkemizde daha once piyasada satilan manda peynirinin mikrobiyal florasi
hakkinda yeterli calismanin olmamasidir. Yapilan ¢alismalarda maya izolasyonlar1 daha ¢ok
manda digindaki diger hayvanlardan (inek, koyun ve kegi gibi) elde edilen fermente siit
trlinlerinde (yoresel siit iiriinleri, kefir, beyaz peynir, tulum peyniri gibi) veya cesitli
fermente iirlinlerde (sucuk, bira, sarap, boza gibi) yapilmistir. Planlanan c¢alismamizda
bunlardan farkli olarak maya izolasyonlar1 manda siitiinden iiretilen peynirlerde yapilmis ve
bu mayalarin probiyotik 6zellikleri arastirilmistir. Tezin amaci; tilkemizde de giderek artan
tiiketimi ile manda siitiinden tiretilen peynirlerde potansiyel probiyotik mayalarin varliginin
arastiritlmasidir. Bu amag¢ dogrultusunda Tiirkiye’nin farkli illerinden (Afyon, Antalya,
Bursa, Balikesir, Corum, Istanbul, Kirklareli, Kocaeli, Manisa, Samsun) manda peyniri
ornekleri alinmis, orneklerin kimyasal, duyusal (aroma bilesenlerini) ve mikrobiyolojik
ozellikleri belirlenmis, maya izolasyonlar1 yapilarak, bu mayalar fenotipik ve molekiiler

olarak tanimlanmis ve probiyotik 6zellikleri arastirilmistir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Manda Siitii ve Siit Uriinlerinin Fiziksel, Kimyasal ve Mikrobiyolojik
Ozellikleri

2.1.1 Manda Yetistiriciligi

Manda, et, siit ve ¢eki giiclinden faydanilan ve Diinya’da ekonomik éneme sahip bir
ciftlik hayvanidir. Diinya’da manda yetistiriciligi yaklagik 38 iilkede yapilmaktadir. Evcil ve
yabani olmak tizere iki tipteki mandalarin 74 farkli irki bulunmaktadir. Bu irklar, bataklik
ve nehir (irmak) mandalart olarak da ikiye ayrilmaktadir. Bataklik mandalar1 daha ¢ok yiik
tasimaciliginda, nehir mandalar ise et ve siit iiretimi amaciyla kullanilmaktadir. Evcil olan
mandalara verilen isim Bubalus bubalis olarak bilinmektedir. Manda yetistiriciligi, diisiik
kalitedeki yemlerden yiiksek oranda faydalanma kabiliyeti, parazitlere karsi dayanimu,
cabuk ve kolay yavru gelisimi, yiiksek kalitede et ve zengin bilesimli siit ve onlardan elde
edilen siit tirtinleri nedeniyle uzun yillardan beri yapilmaktadir. Manda yetistiriciligi, Asya,
Ortadogu, Avrupa, Cin, Gliney Amerika, Eski Sovyet Cumhuriyetleri ve Karayipler gibi
cografyalarda yapilmaktadir. Buna karsin en yiiksek sayida manda ve manda melezi
Hindistan ve Pakistan’da bulunmakta olup, Diinya manda siitii ve siit iiriinleri {iretiminin
%28 ile %68’1 bu lilkelerde gergeklesmektedir. Siit tiretimi i¢in manda melezi se¢ilmekte ve
bu amag icin 6zel olarak yetistiriciligi yapilmaktadir. Diinya’da 22 siit manda melezi
bulunmaktadir. Manda melezlerinden Nil, Ravi, Kund, Eyption ve Murah Diinya’da bilinen
en biiylik manda popiilasyonlaridir (Kinik ve Yerlikaya, 2014).

Diinya’da manda yetistiricilifinin en yaygin olarak yapildigi {ilkeler sirasiyla
Hindistan (%55), Pakistan (%17) ve Cin (%13)’dir. Manda yetistiriciliginin daha diisiik
diizeyde yapildig1 diger iilkeler ise sirasiyla Misir (%3), Nepal (%3), Filipinler (%2) ve
Vietnam (%2) gibi iilkelerdir. Diger yandan Avrupa’da 6zellikle de Italya’da ilkel olarak
manda yetistiriciligi yapilmakta olup, 300.000 bas manda bulunmaktadir. Tiirkiye’de manda
yetistiriciligi, Karadeniz Bolgesi’nde sahil kesiminde (Samsun ve Sinop) ve i¢ kesimlerde
(Tokat, Corum ve Amasya), i¢ Anadolu Bolgesi’nde (Sivas ve Yozgat), Ege Bolgesi'nde
(Afyon), Marmara Bolgesi’nde (Istanbul), Dogu Anadolu Bblgesi’nde (Mus) ve Giineydogu
Anadolu Boélgesi’nde (Diyarbakir) yogun olarak yapilmaktadir (Sariézkan, 2011; Kinik ve
Yerlikaya, 2014). Ulkemizde Manda yetistiriciligi tesvik edilmekte (Damizlik Manda
Diivesi Yetistiriciliginin Desteklenmesine Iliskin Uygulama Esaslari Tebligi (Teblig No:

2017/19)) ve buna baglh olarak manda siitii ve siit tirtinleri tiretim ve tiikketimi de artmaktadir.
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Manda, genellikle Kuzey Amerika ve Asya’da su mandasi olarak adlandirilan bir
hayvan tiiriidiir. Tirk¢e’deki manda kelimesinin Hindistan’da cografi bir bolge olan
Manda’dan geldigi ifade edilmektedir. Tiirkiye’de manda yetistiriciligi genel olarak liile
kaymagi, yogurt, peynir, dondurma gibi siit lriinleri ve sucuk, salam, pastirma gibi et
tirtinleri iiretimi amaciyla yapilmaktadir. Ancak, manda yetistiriciligi yapan isletmeler
geleneksel aile tipinde olup %831 kiigiik dlgekli olarak ifade edilebilecek 1-5 bag mandaya
sahip, geri kalan %17’si ise Tirkiye kosullarinda orta 6l¢ekli olarak ifade edilebilecek
ortalama 8 bas mandaya sahip isletmelerden olusmaktadir (Sari6zkan, 2011; Kinik ve
Yerlikaya, 2014).

2.1.2. Manda Siitii

Manda siitii ¢ok beyaz ve piiriizsiizdiir. Manda siitiiniin pH’s1 6,57 ile 6,84 arasinda
degismektedir. Mevsim durumu, laktasyon sayisi veya buzagilama mevsiminin pH’y1
etkilemedigi bildirilmistir. Manda siitii asitligi %0,05 ile %0,20 arasinda degismektedir.
Kolostrum siitiiniin asitligi olgun siite gore daha yiiksektir. Taze siitte, laktik asitin toplam
asitligin %25’ini olusturdugu ve asitligin manda siitiiniin yag oram ile iliskili oldugu ifade
edilmektedir. Manda siitiiniin donma noktasi -0,552°C ile -0,558°C araligindadir.
Kaynatmanin, evoprasyonun ve eksimenin donma noktasini diisiirdiigii, sogukta depolama
ve su ilavesinin ise donma noktasini yiikselttigi ifade edilmektedir (Ahmad ve ark., 2013).
Manda siitiiniin bilesenleri irklar arasinda ve ayni cins i¢inde ¢ok ¢esitlilik gostermektedir.
Manda siitiiniin kimyasal bilesimi, inek siitiine gore daha yiiksek miktarda yag, protein vb.
icermesi nedeniyle insan beslenmesi i¢in son derece 6nemlidir. Siitiin en 6nemli ana protein
bileseni kazeinler ve peynir alti suyu proteinleridir. Kazeinler, gevis getiren memelilerin
stitliniin i¢indeki toplam proteinin %80°ini olusturan baglica siit proteinleridir. Siitte dort
cesit kazein vardir. Bunlar a-si-kazein, a-sp-kazein, B-kazein ve k-kazeindir (Misra ve ark.,
2008; Ahmad ve ark., 2013). Ayrica siitte serum proteinleri olan B-laktoglobulin ve a-
laktoalbuminler de mevcuttur (Ahmad ve ark., 2013; Kinik ve Yerlikaya, 2014).

Manda siitii yiiksek diizeyde yag, laktoz, protein, kazein ve kiil icermektedir. Manda
stitii bilesenleri yag %6,6-8,8, laktoz %4,5-5,2 protein %3,8-4,5, kiil %0,71-0,90 arasinda
degisim gdstermektedir. Manda siitiiniin yag globiilleri boyutu 4,07 um iken, inek, keci ve
koyun siitiiniin yag globiilleri sirasiyla 3,16 um, 2,57 um ve 3,02 um oldugu belirtilmektedir.
Yag asitleri bilesenleri, Ca:0, Ci6:0, C17:0, C1g8:0 karbon sayili yag asitleri bakimmdan inek

stitline gore daha zengin, Ce:0, Cs:0, C10:0, C14:0 Ve C14:1 karbon sayil1 yag asitleri bakimindan



ise daha fakirdir. Ozellikle yaz aylarinda C14:1, Ci6:1 Ve Cig1 karbon sayili doymamis yag
asitlerinin oranlar artarken, Cas:0, C12:0, C14:0 V€ Ci16:0 karbon sayili doymus yag asitleri orani
ise degisim gostermemektedir. Kolostrum ve geg laktasyon donemlerinde elde edilen siitler
doymamis yag asitleri bakimindan zengin iken doymus yag asitleri bakimindan ise daha
fakirdir. Manda siitli, inek siitline gore tetraenoik ve pentaenoik asitlerce zengin iken,
dienoik ve trienoik asitler bakimindan ise daha fakirdir. Kolostrum siitii ve ge¢ laktasyon
siitleri doymamis yag asitleri bakimindan da zengindir. Manda siitiiniin yag asitlerinin
yaklasik %901 yiiksek molekiil agirlikli trigliseritler olan Ci4:0, Ci6:0, Cig:1, Cig2, Orta
molekiil agirlikli olan Ce:0, C14:0, C16:0, Ve Cig:1, diislik molekiil agirlikli olan Ca:0, C14:0, C16:0,
ve Cig1 yag asitlerinden olusmaktadir. Manda siitii inek siitline gore daha fazla yag
icermesine ragmen, kolesterol orani inek siitiine gore daha diisiiktiir. Pakistan’da manda siitii
kolesterol icerigi 8,89-10,24 mg/100 mL ile 9,18-12,7 mg/100 mL, Italyan mandalarinda
14,2-16,0 mg/100 mL, Nepal evcil mandalarinda 9,12-12,7 mg/100 mL, Hint manda
melezlerinde ise 8,06-17,96 mg/100 mL olarak tespit edilmistir. Manda siitii, kalsiyum
icerigi bakimindan inek siitiinden 1,5 kat daha fazla kalsiyum icermekte olup manda siitiinde
bulunan toplam kalsiyumun miktar1 yaklagik %67,6-82,6 oranindadir. Manda siitiiniin
kazein iceriginin yiiksek olmas1 nedeniyle, kalsiyumun ¢ogu ¢oziinmez formdadir. Ancak
manda siitiinlin ¢oziinebilir kalsiyum igerigi inek siitiindekine benzemekte ve kalsiyumun
siitlin sulu fazinda doymus halde oldugu diisiiniilmektedir. Manda siitiinde iyonlasabilen
kalsiyum, ¢oziinebilir yapidaki kalsiyumun %34,56’sin1 olusturmaktadir (Ahmad ve ark.,
2013; Kinik ve Yerlikaya, 2014).

Celik ve ark. (2001) yaptiklar1 bir arastirmada, Erzurum Ovasi'nda yetistirilen yerli
manda siitlerinin genel bilesimini ve mineral madde diizeylerini belirlemislerdir. Analiz
sonuglarina gore, manda siitlerinde ortalama kurumadde oran1 %16,18, yag %6,60, yagsiz
kurumadde %09,55, protein %4,54, kiil %0,76, titrasyon asitligi 7,31 SH ve maya ile
pihtilasma siiresini 4,02 dakika olarak belirlenmistir. Incelenen siit 6rneklerinin ortalama
Na, K, Ca, P, Mg ve Fe igerikleri ise, sirasiyla 50,52, 124,34, 165,22, 96,93, 13,05 ve 1,1
mg/100 g olarak tespit edilmistir. Manda siitiiniin yliksek kurumaddeli olmas1 nedeniyle, 1
kg peynir lretimi i¢in 8 kg inek siitii kullanilmas1 gerekirken, ayni miktarda peynirin
yapiminda 5 kg manda siitii yeterli olabilmektedir (Pamuk ve Giirler, 2010). Bazi memeli

tiirlerine ait siitlerin kimyasal bilesimleri Cizelge 2.1°de verilmistir.



Cizelge 2.1. Baz1 memeli tiirlerine ait siitlerin ortalama kimyasal bilesimi ( Tripp, 1936)

Memeli Tiirleri % Su % Protein % Yag % Laktoz % Mineral Madde
Manda 86,04 4,35 4,63 4,22 0,76
Kegi 82,34 4,22 7,57 4,96 0,84
Koyun 79,46 6,68 8,63 4,28 0,97
Inek 87,32 3,40 3,75 4,75 0,75
Deve 86,57 4,00 3,07 5,59 0,77
Kisrak 89,80 1,84 1,17 6,89 0,30
Insan 88,50 1,30 3,30 6,80 0,20

2.1.3. Manda Siitii ve Uriinlerinin Kimyasal Ozellikleri

Mozzarella peyniri, koken olarak italya’nin Battipaglia bolgesine dayanan pasta-filata
ailesine mensup yumusak ve olgunlasmamis peynir ¢esitlerinden biri olup (Coppola ve ark.,
1988; Suzzi ve ark., 2000; Yazici ve Akbulut, 2007; Pamuk ve Giirler, 2010), ¢cogunlukla
pizza iizerinde kullanilir ve geleneksel olarak yiiksek yagli manda siitiinden yapilir. Pasta
filata peynirleri, taze telemenin sicak suda yogurulmasi islemi ile kayda deger bir
plastiklestirici 6zellik vermesinin yaninda ayrica son lriine tipik lifsi yap1, erime ve uzama
ozellikleri de vermektedir. Ayrica peynirin son hali hafif tuzlu, beyaz, yumusak, oldukca
canli parlak bir yiizeye ve uzayabilen essiz bir dzellige sahip oldugu bildirilmistir (Coppola
ve ark., 1988; Coppola ve ark., 1990; Yazict ve Akbulut, 2007; Sameen ve ark., 2010;
Ozsunar, 2010; Jana ve Mandal, 2011; Ercolini ve ark., 2012).

Mozzarella peyniri, 6zelliklerini birincil olarak, laktik asitin dikalsiyum-para-kazeinat
tizerindeki etkisine bor¢ludur (Jana ve Mandal, 2011). Mozzarella peyniri, son yiizyilda
tretimi ve kullanimi1 artan en Onemli peynir g¢esitlerinden biridir. Pizzanin ana
bilesenlerinden biri olan mozzarella peynirinin 20. ylizyilin ortalarindan beri liretimi kayda
deger oranda artig gostermistir (Gernigon ve ark., 2010). Mozzarella tiretiminde, yiiksek yag,
A vitamini, protein ve diisiik kolesterol icermesi nedeniyle daha ¢ok manda siitii tercih
edilmektedir. Manda siitiiniin yag oraninin yiiksek olmasi, peynirin bilesimi, verimi,
reolojisi, lezzeti ve duyusal ozellikleri tizerine oldukga etkili oldugu ifade edilmektedir
(Sameen ve ark., 2010). Siit ve siit tiriinleri, insan beslenmesinde yag ihtiyacini karsilayan
onemli bir yag kaynagidir. Siit ve siit {irlinlerinin yag oraninin yiiksek olmasi nedeniyle, siit
driinleri tiiketimi kalp hastaliklarinda risk faktorii olarak goriilmesine ragmen, siit
iirtinlerindeki yaglar, butirat, sfingolipidler ve konjuge linoleik asitler gibi saglik i¢in faydali

olabilecek bilesimleri de icermektedir (Van Nieuwenhove ve ark., 2007).



Diinyada 1000°den fazla peynir gesiti liretilmektedir (Fox ve ark., 2000). Bu peynir
cesitleri arasinda yer alan, beyaz peynirlerden biri olan ve Yunanistan kdkenli olarak bilinen
salamura beyaz peynir en popiiler olanidir (Kumar ve ark., 2011). Beyaz peynir, genel olarak
tercihen inek siitiinden iiretilen bir peynirdir. Ancak geleneksel olarak koyun veya koyun-
keci siitii karigimlarindan da iiretilmektedir. Bununla birlikte inek siitiinden iiretilen beyaz
peynir tiretim teknolojisi Avrupa iilkeleri tarafindan gelistirilmis ve 6zellikle Orta Dogu
Ulkeleri basta olmak iizere tiim diinyaya pazarlanmistir. Avrupa iilkelerinde, uluslararasi
peynir marketlerinde, siit ve siit drlinleri tiretimi ile ilgili teknolojinin gelistirilmesi
sonucunda inek siitiinden tiretilmis beyaz peynirler ile de karsilasilmaktadir. Peynirin tipik
karakteristiklerinden biri de beyaz renkte olmasidir. Istenen beyaz rengi elde etmek i¢in inek
stitiine klorofil katilarak beyazlatilmaktadir. Ancak beyazlatma islemi degerli olan B (beta)-
karoteni yok etmektedir. Beyaz peynirin karakteristik rengini almasi i¢in inek siitii yerine,
beyazlatmaya gerek olmadigi i¢in, en uygun siit olarak manda siitii kullanilabilir (Kumar ve
Kanawjia, 2012; Kumar ve ark., 2014a).

Manda siitiinden iiretilen mozzarella peyniri ile yapilan ¢alismalar daha ¢ok peynirin
kimyasal o6zelliklerine yoneliktir. Ghosh (1987) yaptigt c¢alismada Streptococcus
thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus starter kiiltiirlerini 2:1 ve 1:1 oranlarinda
kullanarak farkli yag oranlarindaki (%3, %4 ve %5 yagl siit) manda siitleri ile {irettigi
mozzarella peynirinin kimyasal ve duyusal ozelliklerini belirlemistir.  Yapilan analiz
sonucunda starter kiiltiir orani 2:1 olan ve %3, %4 ve %5 yagli manda siitlerinden elde edilen
mozzarella peynirlerinin nem miktarlarini sirasiyla %49,65, %48,15 ve %46,37, yag
oranlarini ise %19,90, %23,85 ve %26,90 olarak tespit etmistir. Starter kiiltiir oran1 1:1 olan
ve %3, %4 ve %5 yaglh manda siitlerinden elde edilen mozzarella peynirlerinin  nem
miktarlarini sirastyla %53,14, %52,11 ve %49,89, yag oranlarin1 %18,70, %22,59 ve %25,20
olarak tespit etmistir.

Yazict ve Akbulut (2007) Manda siitiinden {iretilen Mozzarella peynirinin
fizikokimyasal, duyusal ve fonksiyonel 6zellikleri iizerine peyniraltisuyu pH’sinin etkisi ile
ilgili yaptiklar1 ¢alismada, peynirlerde %51,14 nem, %21,43 yag, %22,95 protein, %0,40
tuz, %2,10 kiil, kalsiyum 706,6 mg/100 mL ve fosfor 347,1 mg/100 mL tespit etmislerdir.
Peynirde yapilan ilk giin analizinde ise titrasyon asitligini %0,716 ve pH’y1 ise 5,26 olarak
belirlemislerdir. Uretimin ilk giinii yapilan duyusal analizde ise goriiniisiin 2,36, tekstiiriin
3,51, aromanin (tat) 7,04 ve genel kabul edilebilirligin ise 7,0 puan aldigini bildirmislerdir.

Van Nieuwenhove ve ark. (2007) aycicegi yagi ikameli taze manda peynirinin konjuge

linoleik asit i¢eriginin belirlenmesi ile ilgili yaptiklari ¢alismada tiretimin birinci gliniinde
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peynirlerde yag oranin %16,6-21,2 arasinda degistigini, olgunlagtirmanin 15. giliniinde ise
%18,1-20,8 arasinda degisim gosterdigini tespit etmislerdir. Taze peynirlerin protein
degerlerinin %18,3-19,9 arasinda, olgunlastirilan peynirlerin ise %19,0-23,4 arasinda
degistigini belirlemislerdir. Ilk giin analizinde tespit edilen kurumadde oranlar1 %38,5-41,9
iken, olgunlastirilan peynirlerin kurumadde degerleri %40,1- 44,0 arasinda bulunmustur.
Taze peynirlerin pH degerlerinin 5,4-5,8 arasinda, 15 giinliik olgunlagsmanin sonunda ise
5,0-5,3 arasinda degisim gosterdigini belirlemislerdir.

Yapilan diger bir ¢alismada inek ve manda siitiinden ticari kiiltiir ile tiretilen Cheddar
peyniri incelenmistir. Uretilen peynir 2 veya 4 aylik olgunlastirma siiresi sonunda, pH,
asitlik, laktoz ve mineral bilesenleri ve duyusal 6zellikleri bakimindan (lezzet, aroma ve
tekstiir gibi) analiz edilmistir. Manda peynirinin nem oranin1 %35,10-36,38 arasinda, yag
oranlar1 %32,06-32,62 arasinda, protein oranini %26,12-26,60 arasinda, kiil oranlar1 %4,01-
4,11 arasinda, asitlik degerlerini %0,90-0,96 arasinda ve pH degisimini ise 5,19-5,33
arasinda oldugu tespit edilmistir. Starter kiiltiir kullanimi, inek ve manda siitiinden tiretilen
peynirlerin, tiim kimyasal bilesenlerini 6nemli derecede etkilemistir. Besin 6geleri agisindan
manda peyniri 6nemli Sl¢iide iistiin bulunmustur. 120 giinliikk depolama siiresince pH ve
laktoz Onemli Olglide azalirken, asitlik artmistir. Tim duyusal parametrelerin
degerlendirilmesi sonucunda, manda peyniri inek peyniri ile karsilastirildiginda kayda deger
yiiksek sirada yer almistir (Murtaza ve ark., 2008).

Ozsunar (2010) tarafindan yapilan calismada, Mozzarella benzeri peynirin zamana
bagli olgunlagma seyri ile olgunlasma sirasinda meydana gelen kimyasal ve mikrobiyolojik
ozelliklerindeki degisimleri ve aroma profili incelenmistir. Calismada kullanilan peynirler;
%100 inek, %100 manda ve %50 inek siitii + %50 manda siitii karigimindan yapilmis olup,
peynirler %1,5 oraninda termofilik kiiltiir (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
debrueckii ssp. bulgaricus, Lactobacillus helveticus) kullanilarak tiretilmistir. Kiiltiire ilave
olarak kimozin/pepsin orani 85/15 olan hayvansal peynir mayasi (1/16000 kuvvetinde) 2
mL/10 L siit 6l¢eginde kullanilmistir. Arastirmact, tiretilen peynirleri 4°C’de depolamis ve
depolamanin 7., 30. ve 60. giinlerinde 6rnek alip peynirin fizikokimyasal, mikrobiyolojik
ozelliklerini ve aroma bilesenlerini incelemistir. Depolama siiresince peynir érneklerinin
pH, kuru madde, yag, titrasyon asitligi, kiil, protein, tuz, erime oranlari, renk ve tekstiir
degerleri arasindaki farkliliklar1 dnemli bulmustur. Duyusal 6zellikleri bakimindan 6rnekler
arasindaki farkliliklar, goriiniis, doku ve lezzet agisindan 6nemli bulunmustur. Altmis
giinlik depolama sonucu en ¢ok begenilen peynirin, manda siitiinden yapilan Mozzarella

benzeri peynir oldugu belirlenmistir.



Yazict ve ark. (2010) manda siitiinden yapilan mozzarella peynirinde 4 farkli pH
degerindeki peynir alt1 suyunun siiziilmesinin depolama sirasinda iiriiniin fizikokimyasal,
mikrobiyolojik ve duyusal ozelliklerine etkisini arastirmistir. Arastirmacilar peynir
altisuyunun pH degerinin diismesinin buzdolabinda depolanan 6rneklerdeki termofilik ve
mezofilik laktik asit bakterisi sayisinda artisa neden oldugunu bildirmislerdir.

Lamano ve ark. (2013) mozzarella peynirinin kimyasal, fonksiyonel ve duyusal
ozelliklerinin belirlenmesi ile ilgili yaptiklar1 calismada %100 manda siitiinden iiretilen
mozzarella peynirinin nem miktarint %45,52, yag miktrin1 %17,83, protein ornin1 %19,05
ve tuz oranii ise %1,15 olarak tespit etmislerdir. Ayn1 ¢aligmada manda siitii: siit tozu
oranlarin1 80:20, 70:30 ve 60:40 oranlarinda kullanarak hazirladiklar1 %12 kurumaddeli siit
ile yapilan mozzarella peynirlerinin nem miktarlarini sirasiyla %47,40, %49,54, %51,48,
yag oranlarini sirasiyla %16,67, %15,67, %13,50, protein oranlarimi sirasiyla %19,37,
%19,44, %19,95 ve tuz oranlarini ise sirasiyla %1,29, %1,16 ve %1,64 olarak tespit
etmislerdir.

Hassan ve ark. (2014) seyreltik laktik asit, seyreltik sitrik asit ve limon suyu ile
dogrudan asitlestirme yontemiyle iirettikleri mozzarella peynirlerin kimyasal 6zelliklerini
arastirmiglardir. Peynirlerin kurumadde degerlerini sirasiyla %42,42-45,34 arasinda, yag
degerlerini %17,01-16,99 arasinda, protein oranlarint %19,28-19,60 arasinda, kiil
degerlerini %4,46-5,13 arasinda bulmuslardir.

Sattar ve ark. (2015) diisiik yagli mozzarella peynirleri ile ilgili yaptiklar ¢aligmada,
diisiik yagli mozzarella peynir orneklerinin yag degerlerini %9,4-18,4 arasinda, nem
degerlerini %49,58-53,53 arasinda, protein degerlerini %25,02-30,85 arasinda ve kiil
degerlerini %3,25- 3,41 arasinda bulmuslardir.

Hakim ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢caligmada mozzarella benzeri peynir tiretmislerdir.
Mozzarella benzeri peynir dilimlerini aliiminyum folyo iizerine koyup farkli mikrodalga gii¢
seviyelerine (diisiik, orta diisiik, orta, orta yiiksek ve yiiksek) gore iki dakika 1sil islem
uygulayarak erime 6zelliklerini belirlemislerdir. Ayrica arastirmacilar, tiretilen mozzarella
benzeri peynirlerin fiziksel ve kimyasal ozelliklerini de belirlemislerdir. Yaptiklari
caligmada mikrodalga gii¢ seviyesi isleminin mozzarella peynirinin nem igerigini azaltigini
tespit etmislerdir. Mikrodalga giic seviyelerine (diisiik, orta diisiik, orta, orta yiiksek ve
yiiksek) gore peynirlerin nem igeriklerinin sirasiyla, %43,70, %35,60, %14,79, %4,03,
%5,62 seklinde degistigini tespit etmiglerdir. Mikrodalga gili¢ seviyelerine (diisiik, orta
diisiik, orta, orta yiiksek ve yiiksek) gore peynirlerin protein oranlarinin sirastyla, %26,73,
%38,72, %33,92, %39,73 ve %41,50 seklinde degistigini belirtmislerdir. Mikrodalga gii¢
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seviyelerine (diisiik, orta diisiik, orta, orta yliksek ve yiiksek) gore peynirlerin yag oranlarinin
ise sirastyla %32,21, %31,35, %35,01, %43,20 ve %33,91 seklinde degisim gosterdigini
tespit etmislerdir.

Literatiirde, manda siitiinden {iretilen mozzarella peyniri ile ilgili yapilan ¢ok sayida
calisma bulunurken, manda siitiinden {iretilen beyaz peynir ile ilgili yapilan ¢alismalar ise
siirlt sayidadir.

Kumar ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada manda siitii ile tiretilen beyaz peynirin
ortalama kurumadde degerlerini %37,0-41,16 arasinda, yag degerlerini %16,22-23,1
arasinda, tuz degerlerini %2,67-2,95 arasinda ve protein oranlarini ise %214,77-16,85
arasinda tespit etmislerdir.

Kumar ve ark., (2014a) yaptikari calismada, %1, %1,5 ve %2 starter kiiltiir kullanarak
manda siitiinden Ttrettikleri beyaz peynirin kimyasal 6zelliklerini belirlemislerdir. Elde
ettikeri kimyasal bilesen ortalamalarini sirasiyla kurumadde %37,7-40,4 arasinda , yag
%19,1-20,0 arasinda, protein %15,0-% 16,1 arasinda ve tuz %2,7-2,9 arasinda tespit
etmislerdir.

Shahein ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir ¢aligmada deve siitii ve manda siitii
karigimlari ile yumusak peynir iiretmislerdir. Arastimacilar %100 manda stitiinden tiretilmis
peyniri control peynir olarak degerlendirmislerdir. Arastirmacilar manda siitiinden tiretilen
yumusak peynirin toplam kuru madde degerlerini %46,30-48,83 arasinda, yag oranlarin
%21,60-23,50 arasinda, protein degerlerini %14,40-15,31 arasinda, tuz degerlerini %2,43-
2,61 arasinda, kiil degerlerini ise %2,70-2,91 arasinda bulmuslardir.

Kumar ve ark. (2015) yaptiklar1 diger bir ¢alismada manda siitiinden tiretilen beyaz
peynirlerin ortalama kurumadde oranlarinin %39,63-39,87 arasinda, yag oranlarinin
%19,10-19,23 arasinda, protein oranlarmin %15,26-15,36 arasinda ve tuz oranlarmin da

%2,83-3,04 arasinda oldugunu bulmuslardir.

2.1.4. Manda Siitii ve Uriinlerinin U¢ucu Aroma Bilesenleri

Peynirdeki lezzet bilesiklerinin olusumu i¢in baslica yollarin, glikoliz, lipoliz ve
proteoliz oldugu ifade edilmektedir. Peynirde aroma ¢esitliligine, mikroflora ve olgunlagsma
kosullarina bagli olarak laktat, bir dizi yolla peynir aromasina veya tat vericilere katkida
bulunan cesitli bilesiklere metabolize edilmektedir. Sitrat metabolizmasi pozitif olan
Lactococcus spp. veya Leuconostoc spp. belirli peynir g¢esitlerinde 6nemlidir (6rnegin,
Hollanda peynirleri). Lipoliz, serbest yag asitlerini (FFA) serbest birakarak dogrudan lezzet

bilesikleri olusumuna katkida bulunmaktadir. Mikroorganizmalar, FFA, n-metil keton ve
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yag asitini laktonlarina da metabolize edilebilmektedir. Kazeinlerin bir dizi kiigiik ve orta
biiyiikliikteki peptidlere ve serbest amino asitlere (FAA) proteolizinin, peynir gesitlerinin
cogunun arka plan aromasina katkida bulundugu ifade edilmektedir. Ancak FAA, lezzet
acisindan vazgegilmez olan ugucu bilesikleri {ireten bir dizi anlasilmamis Kkatabolik
reaksiyonlarin 6nemli onciilerdir (McSweeney ve Sousa, 2000).

Ucgucu aroma bilesenleri, siit ve siit iirlinlerinin organoleptik kalitesi i¢in oldukca
onemlidir. Peynirlerin ugucu aroma bilesimi olgunlasma sirasinda degismektedir.
Peynirlerde olgunlasma, farkli kaynaklardan mikroflora (starter kiiltiir gibi) ve enzimler
(rennet gibi) tarafindan gergeklestirilmektedir. Peynir aromasinda yer alan ¢ok sayida ugucu
aroma bilesikleri vardir. Bu bilesikler, laktoz, lipit, protein ve sitrat metabolizmalar1 olmak
lizere baglica dort metabolik yoldan elde edilmektedir. Her c¢esit peynirin lezzet
ozelliklerinin gelistirilmesi, bu karmasik reaksiyonlarin bir sonucunda olugmaktadir. Cesitli
ucucu bilesen guruplari, peynirin tadi ve aromasi i¢in énemli olarak tanimlanmistir. Bu
ucucu bilesen gruplar, yag asitleri, esterler, aldehitler, alkoller, ketonlar, hidrokarbonlar ve
kiikiirt bilesiklerinden olugsmaktadir (Andi¢ ve ark., 2015). Peynirlerde olusan ugucu aroma

bilesenleri ve baz1 6zellikleri Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2. Peynirlerin GC-O yontemiyle belirlenen ugucu aroma bilesenleri ve bazi

ozellikleri (Hayaloglu ve Ozer, 2011)

Aroma Bileseni Algilanan Koku Belirlendigi peynir Orijini
Etanol Alkol, toz Cheddar Karbonhidrat
Asetik Asit(etanoik asit) Sirke, sert, asit Camembert Karbonhidrat yag
Etil Asetat Meyvemsi, ananas Cheddar Karbonhidrat
3-Hidroksi-2-butanon Eksi siit Cheddar Karbonhidrat-protein
3-Metil-1-butanol Alkol, ¢imen(green) Mozzarella, inek Protein

stitiinden
Butanoik asit Ransit, peynirimsi, ter ~ Camembert Karbonhidrat, yag,

protein

3-Metilbutanoik asit Cirtik meyve, ter Camembert Protein-yag
2-Metilbutanoik asit Ciriik meyve, ter Camembert Protein-yag
Hekzanoik asit(kaproik Kiifiimsi, eksi, keskin ~ Camembert Protein-yag
asit)
D-limonen Limon, nane, portakal
Feniletanol Giil Mozzarella, inek Protein

stitiinden
Oktanoik asit Kegimsi, sabunumsu, Camembert Yag

mum

Cok boyutlu GC-MS/koklama ile Cheddar peynirinde aktif koku bilesiklerinin analizi

ile ilgili yapilan bir ¢alismada, 5 aldehit, 6 keton, 8 alkol, 3 ester, 11 hidrokarbon, 3 halojeniir
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ve 3 siilfiir bilesigi ugucu bilesenleri (aroma) izole edilmistir. Cheddar peynirinde, etanol,
2,3-butandion ve 3-hidroksi-2-butanon biiyiik bilesenler olarak belirlenmistir. Tanimlanan
baz1 aroma 6zelliklerinin tiim Cheddar aromasi iizerine etkili oldugu belirlenmistir. Cheddar
aromasi lizerine esterlerin, aldehitlerin, metil ketonlarin ve siilfiir bilesenlerinin karakteristik
aromalar1 nedeniyle dogrudan etkili oldugu ifade edilmistir. Diger taraftan alkol ve
hidrokarbon yapilarin GC profilinin peynir aromasina katkisinin az oldugu belirlenmistir
(Arora ve ark., 1995).

Dirinck ve De Winne (1999) yaptiklar1 aragtirmada, farkli peynir ¢esitlerinin (Gouda,
Emmantal ve Swiss peyniri) ugucu bilesenlerini tespit etmislerdir. GS-MS ile yapilan analiz
sonucunda 8 keton, 10 asit, 4 lakton, 3 alken ve 2 aldehit ucucu bilesen gruplarini
belirlemislerdir.

Cerkez (Circassian) peynirinin temel kimyasal bilesenleri, aroma ve duyusal
ozelliklerinin belirlendigi bir ¢alismada 7 peynir 6rnegi incelenmistir. Aroma bilesenlerinin
ekstraksiyonu i¢in kat1 faz mikroektraksiyon prosediirii kullanilmis ve gaz kromatogrofisi
olfaktometre sistemi kullanilarak belirlenmistir. Peynirde, diasetil, butirik asit, 2-asetil-1-
pirolin, n-pentilvinil keton (1-okten-3-one) ve methional yiiksek yogunlukta tanimlanmustir.
Ayrica cerkez peynirinde, pismis, peyniralti suyu, fermente ve kremsi terimleri karakteristik
aroma terimleri olarak tanimlanmistir (Guneser ve Karagul-Yuceer, 2011).

Yalman ve ark. (2017) yaptiklari ¢alismada tiretmis olduklar1 kasar, eritme tipi blok
kasar ve taklit peynirleri 90 giin siiresince depolamiglardir. Peynirlerde 90 giinliik depolama
siresince meydana gelen aroma bilesenleri kati faz mikroekstraksiyon (KFME) gaz
kromatografisi-olfaktometri (GC-O) sistemi kullanilarak yaptiklar1 aroma analizi sonunda,
yogun olarak diasetil, asetik asit, butirik asit, 2-/3-metil butirik asit, 2-asetil-2-tiazolin, p-
ionen, 2-feniletilalkol (feniletanol), maltol, p-kresol, sotolon ve d-dekalakton aroma ugucu
bilesenlerini belirlemislerdir.

Cifuni ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada farkli sehirlerde beslenen mandalardan elde
edilen siitten tiretilen Mozzarella peynirinin aroma profilini belirlemislerdir. Yapilan aroma
analizinde hidrokarbonalar, yag asitleri, esterler, alkoller, aldehitler, ketonlar ve terpenlere
ait 84 aroma bileseni tespit etmislerdir. Tespit ettikleri ugucu bilesenlerden bazilarinin
dekanal, nonanal, 2-3 butandion, 2-3 butandion, 3-hidroksi-2-butanon, 1-oktanol, etil asetat
ve etil hekzanat, fenil asetat, isopulegol asetat, kampen, limonen, a-pinen oldugunu
belirtmislerdir.

Ozsunar (2010) yaptig1 calismada, %100 inek siitii, %50 inek + %50 manda siitii

karisimi ve %100 manda siitii ile iirettigi mozzarella peynirlerinde aroma bilesenleri
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analizinde toplam 26 aroma bileseni tanimlamistir. Manda siitiinden iiretilen mozzarella
peynirinde bulunan aroma bilesenlerinin hidrokarbonlar (2-hekzadeken, 6-metil oktadekan,
tetradekan, pentadekan, 2,2 dimetil dekan, 3-metil-1-pentan, propen, pentan), asit (dekanoik
asit), esterler (etil asetat, etil pentanoat), aldehit (oktanal), ketonlar (2-heptanon, 2-nonanon,
2-undekanon, 2-pentadekanon, 2-dodekanon) ve alkoller (pentan-4-ol, pentanol, 1-

hekzenol) olustugu tespit edilmistir.

2.1.5. Manda Siitii ve Uriinlerinin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Mikroorganizmalar, diger hayvanlarin (inek gibi) siitiinde oldugu gibi, zengin besin
icerigi nedeniyle manda siitiinde hizla ¢ogalabilirler (Giirler ve ark., 2013). Manda siitii ve
mikroflorasi ile ilgili yapilan ¢alismalarda, Escherichia coli, Salmonella spp., laktik asit
bakterileri, maya-kiif (Ertas ve ark. 2014), Staphylococcus spp. (Pamuk ve ark. 2010;
Facchin ve ark. 2013; Ertas ve ark. 2014), Salmonella spp. (Acardz ve ark., 2018) izole
edilmistir. Siitte bulunan saprofit mikroorganizmalar siitii bozabilirken, patojen bakterilerin
varligi ise potansiyel bir saglik tehtidi olusturabilmektedir (Giirler ve ark., 2013).

Cig siitlin mikrobiyal yiikii, kaliteli ve saglikli siit irlinlerinin {iretimi i¢in 6nem bir
parametredir. Siit endiistrisinde istenmeyen maya kontaminasyonu {iriinlerin kalitesini,
fonksiyonelligi ve giivenligini olumsuz yonde etkileyebilir. Cig siit genellikle besleyici
zenginligi nedeniyle bir¢ok mikroorganizmanin biiylimesi i¢in ideal bir ortam olarak kabul
edilir. Diinyada siit tiriinlerinde mayalarin goriilmesi ile ilgili ¢ok sayida rapor olmasina
ragmen, ¢ogunlukla Brezilya’daki ¢ig manda siitii 6rneklerinde bu mikroorganizmalarin
cesitliligini belirleyen az sayida arastirma yapilmistir. Ulkemizde manda siitiiniin ve bu
stitten TUretilen yogurtlarin mikrobiyolojik, kimyasal ozellikleri ve aflatoksin varlig
hakkinda az sayida ¢alisma mevcuttur (Celik ve ark., 2001; Pamuk ve Girler, 2010; Ertas
ve ark., 2014). Manda siitii ve karigimlarindan iiretilen peynirlerde bulunan patojen bazi
bakteri tiirleri arastirilmis ve mozzarella peyniri iiretimi ile ilgili calismalar yapilmistir
(Yazic1 ve Akbulut, 2007; Ozsunar, 2010, Yazic1 ve ark., 2010; Pamuk ve ark., 2010;
Akarca, 2013; Yesilmen ve ark., 2014).

Pamuk ve ark. (2010) ise Afyonkarahisar’dan Subat 2008 ve Agustos 2009 arasinda
topladiklar1 70 ¢ig manda siitli, 70 tulum peyniri ve 70 krema 6rneklerinden izole edilen
koagiilaz negatif (KNS) Staphylococci’lerin antibiyotik direng 6zelliklerini belirlemislerdir.
210 6rnekten 34 KNS izolati elde etmislerdir. Cig manda siitiinden 12 izolat almisladir. Daha
sonra Kirby-Bauer disk diflizyon metodu Kullanilarak KNS izolatlarnin antibiyotik

direnglerini CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute)’ye gore belirlemislerdir. Cig
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manda siitli, tulum peyniri ve krema Orneklerinden izole edilen KNS iizerine Eritromisin
%79,4 oraninda ve en etkili antibiyotik olarak belirlemislerdir.

Kara ve Ince (2014) Afyonkarahisar’da farkls siit ciftliklerinden topladiklar1 124 inek
siitiniin ve 126 manda siitliniin aflatoksin Mi varhigim HPLC ve cifte Kkiitle
spektrometresiyle dl¢miislerdir. Inek siitii drneklerinde aflatoksin M; bulunamamis, ancak
manda siitii 6rneklerinin 34’tinde aflatoksin M1 (<0,008-0,032 ug/L) tespit etmislerdir.

Yesilmen ve ark. (2014) 50 inek siitii, 50 manda siitii ve 50 kdy peyniri (inek ve diger
stitlerden tiretilen) orneginde yaptiklart ¢alismada Arcobacter spp. arastirmislardir.
Orneklerden izole edilen Arcobacter spp. tanimlamak igin 16S rDNA-RFLP metodunu
kullanmislardir. Arastirmacilar, inek siitiinden ¢ok yaygin olarak Arcobacter tiirleri olan
Arcobacter butzleri (%38,89), Arcobacter cryaerophilus (%22,23) ve Arcobacter skirrowii
(%11,12), manda siitiinden A. cryaerophilus (%33,33), Arcobacter cibarius (%20,83) ve A.
butzleri (%12,50), taze kdy peynirinden A. skirrowii (%28,57), A. butzleri (%21,43) ve A.
cryaerophilus (%14,29) izole etmislerdir.

Ertas ve ark. (2014) Kayseri’de satisa sunulan manda yogurtlarinin mikrobiyolojik
kalitesinin ortaya konulmasi amaciyla yaptiklari bir ¢aligmada, Kayseri ili ve ilgelerindeki
halk pazarlarindan temin edilen 100 adet manda yogurdu Ornegini materyal olarak
kullanmislardir. Toplanan Ornekleri, Koliform grubu bakteriler, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp., maya-kiif, toplam aerobik mezofilik bakteri
(TAMB) ve laktik asit bakterileri (LAB) yoniinden incelemislerdir. incelenen 100 adet
yogurt numunesinin 18’inde (%18) ortalama 14,8+0,24 EMS/g koliform bakteri, 9’unda
(%9) 1,85+0,18 EMS/g E. coli ve 7’sinde (%7) 4,9+0,21 log kob/g diizeyinde S. aureus
varligin1 belirlemiglerdir. Ayrica numunelerin tamaminda ortalama 5,21+0,10 log kob/g
maya; 5,160 logio kob/g kiif; 7,72+0,14 log kob/g TAMB ve 6,58+0,18 log kob/g LAB
tespit edilirken, hi¢bir 6rnekte Salmonella spp. varligi tespit edilememistir.

Acar6z ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢alismadan Afyonkarahisar’da toplanan 100
adet ¢ig manda siitiinde Salmonella spp. varligr aragtirilmistir. Arastirmacilar analize alinan
¢ig manda siitiiniin sadece 2’sinde (%2) Salmonella spp. izole etmisler ve PCR teknigi ile
dogrulamasini yapmiglardir.

Facchin ve ark. (2013) ticari olarak iiretilen suda manda mozeralla peynirlerinde maya
ve diger mikroorganizmalarin varligini aragtirmislardir. Yaptiklar1 ¢alismada Brezilya
bolgesinde marketlerden temin edilen sadece bir Ornekte limiti asan miktarda
Staphylococcus (koagiilaz-pozitif) ve 5x10° kob/g’dan fazla termotolerant koliform tespit

ederlerken, Salmonella spp. ve Listeria monocytogenes’e rastlamamiglardir. Peynirden
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Debaryomyces hansenii, Candida lusitaniae ve C. parapsilosis maya tiirlerini izole
etmiglerdir.

Akarca (2013) tarafindan yapilan bir c¢alismada, baharat ilave edilerek yapilan
mozzarella peynirlerinde yapilan mikrobiyolojik analiz sonug¢larinda, depolama siiresi
boyunca 6rneklerin hepsinde toplam aerobik mezofilik bakterileri sayisi, laktik asit bakteri
say1s1, Lactococcus cinsi bakteri sayisi, lipolitik bakteri sayis1 ve maya ve kiif sayilarinin
azaldigi, proteolitik bakteri sayisinin ise artis gosterdigi, koliform grubu bakteriler ile
koagulaz pozitif stafilokoklarin tiremedigi tespit edilmistir. Bu c¢alismalarda kontrollii
sartlarda tiretilen peynirlerin mikrobiyal florasi belirlenmis kimyasal ve duyusal 6zellikleri
arastirilmistir. Yapilan ii¢ calismadan ikisinde duyusal o6zelliklerinin belirlenmesinde
panelistlerden yararlanilmistir. Ancak literatiirde, piyasada satilan manda siitiinden {iretilen
peynirlerin mikrobiyolojik kaliteleri, laktik asit bakterisi ve maya floralari, duyusal

ozellikleri ve aroma bilesenleri ile ilgili bir aragtirmaya rastlanilmamastir.

2.2. Probiyotik Mikroorganizmalar

Fermente siit {irlinlerinde yer alan mikroorganizmalarin 6zellikle laktik asit bakterileri
ve bazi mayalarin probiyotik ozelikleri oldugu c¢ok eski yillardan beri bilinmektedir.
Probiyotik, Yunanca’da ‘yasam i¢in’ anlamina gelen ve son birkag¢ yildir sik sik kullanilan
bir kelimedir. Bagirsak mikrobiyal dengesine katkida bulunan mikroorganizmalar1 igeren
gidalar i¢in ‘probiyotik’ kelimesi kullanilmaya baslanmistir (Gomes ve Malcata, 1999).
‘Probiyotik’ terimi ilk olarak 1954 yilinda Ferdinand Vergin tarafindan antibiyotik ve flora
tizerindeki diger antimikrobiyal maddelerin patojen olmayan bakterilerin yararli
(probiyotik) etkileriyle iliskisinin anlatildigi ‘Anti-und Probiyotika’ isimli makalede
kullanilmistir (Pandey ve ark., 2015). Probiyotiklerin en ¢ok kabul goren tanimi ise Roy
Fuller tarafindan 1989 yilinda ‘tiiketici sagligina bireylerin intestinal mikrobiyal dengesini
koruyarak veya gelistirerek yararli olan canli mikrobiyal gida katkilaridir’ seklinde
yapilmistir (Fuller, 1989). FDA ve WHO tarafindan birlikte ileri siirlilen en yeni tanim,
‘probiyotikler, yeterli miktarda verildiginde insana (kullanictya) saglik yarar1 saglayan canli
mikroorganizmalardir’ seklindedir (Pandey ve ark., 2015; Markowiak ve Slizewska, 2017).
Probiyotiklerin olumlu etkilerine ait ilk bilimsel teoriler ise 1907 yilinda inlii Rus
immiinolog ve mikrobiyolog Elie Metchnikoff tarafindan ortaya atilmistir. Metchnikoff
Lactobacillus spp. iceren fermente siit iiriinleri tiiketimi yolu ile bagirsak mikroflorasinin
olumsuz etkilerinin engellenebilecegini ve ilgili kisilerin yagsam siirelerinin artabilecegini

belirtmistir. 1923 yilinda Fransiz mikrobiyolog Henry Boulard sarap mayalar1 iizerine
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arastirma yaparken, Cin Hindinde yetisen lycee adi verilen tropik bir agacin meyve
kabuklarindan Saccharomyces boulardii adi verilen mayay1 izole etmistir (Alkan, 2012).
1962’de dondurularak kurutulmus liyofilize ticari preparati tiretilen S. boulardii bu tarihten
itibaren basta Fransa olmak lizere ¢esitli Avrupa iilkelerinde ishal tedavisinde kullanilmaya
baslanmistir (Ertor, 2003).

Fermente gidalar, mayalar gibi bazi mikroorganizmalarin kaynagidir. Bu
mikroorganizmalarin bazilarinin olasi potansiyel probiyotik 6zellik géstermeleri nedeniyle,
insan saglig1 tlizerine c¢esitli yararli etkilerinin oldugu ifade edilmektedir. Probiyotik
mikroorganizmalari igeren bu gidalar, tiiketicilere fayda sagladigi igin diyet takviyesi olarak
tiketilmektedir. Ancak potansiyel probiyotik bir mikroorganizma, bir gida {iriiniine
eklenmeden once in vitro ve in vivo testleri yapilarak dikkatlice segilmelidir. Probiyotik
suslar konakgiya zararsiz olmali, toksik olmamali, gastrointestinal sistemi gegerek canli
kalabilmeli, triinde yiiksek konsantrasyonda olmali ve raf omrii boyunca canliligin
sirdirmelidir. Konak¢1 iizerinde, kolestrolii distirme, vitaminler, enzimler ve folatlar,
antibakteriyel ve antioksidan aktivitenin yani sira bagisiklik sisteminin gelistirilmesi gibi
yararlar1 da olmalidir. Genel olarak maya tiirleri arasinda iki tiir probiyotik olarak kabul
edilmistir. Bunlar Saccharomyces cerevisiae ve S. cerevisiae var. boulardii’dir. Bununla
birlikte fermente gidalar ile ilgili yapilan son c¢aligmalarda tanimlanan, Debaryomyces,
Pichia, Torulaspora, Kluyveromyces, Hanseniaspora, Rhodotorula, Wickerhamomyces,
Candida ve Williopsis gibi baz1 maya tiirlerinin de potansiyel probiyotik 6zellikte oldugu
ifade edilmektedir (Lara-Hidalgo ve ark., 2017). Mayalarin bazilari ticari amaglar i¢in de
kullanilan 6nemli bir mikroorganizma grubudur. Mayalar, fermentatif organizmalar olup
alkol tiretiminde en yiiksek aktivite gosterirler ve alkollii igeceklerin tiretiminde ticari olarak
kullanimlar1 da ¢ok yaygindir. Ayrica mayalar ¢esitli fermente gidalarin (ekmek, bira, boza,
kefir vb) iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir (Oztiirk Yalgin, 2007).

Probiyotikler, hastanin mikrobiyal dengesini, 6zellikle gastrointestinal sistemin ve
vajinanin cevresini iyilestirmek i¢cin uygulanan canli mikroorganizmalar veya mikrobiyal
karigimlar olarakta kullanilmaktadir. Saccharomyces boulardii patojenik olmayan ve saglik
acisindan pek ¢ok faydalar1 olan probiyotik 6zellik gosteren bir mayadir. S. boulardii,
probiyotik 6zelliklerinin yanisira, ayrica birgok hastaliga kars1 biyoterapétik ajan olarak ve
spesifik terapotik aktivite i¢in kullanilmaktadir. S. boulardii susu, antimikrobiyal iliskili
ishali dnlemeye yonelik klinik arastirmalarda etkililik gostermistir. Bununla birlikte, bu
maya tiiriindeki potansiyel etki mekanizmasi, bagirsaktaki patojeni baglayarak inhibe etme,

mikrobiyal toksin hareketini inhibe etme, immiinoglobiilin uyarimi ve bagirsak
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mukozasindaki terapdtik etkileri seklinde etki gostermektedir. Bu nedenle, yiliksek degerli
biyoterapik/probiyotik iiriin olarak bu tiir mayalarin kitlesel hiicre tiretimi bir ¢ok aragtirma
grubu i¢in cazip bir konu olmustur. S. boulardii, bir¢ok iilkede kapsiil bigiminde liyofilize
edilmis hiicreler olarak ticari olarak iiretilmektedir. Ornegin, Almanya’da, Perenterol forte®
(Thiemann Arzneimittel, GmbH) ticari ismi adi1 altinda iiretilmekte ve seyahat ishalinin
onlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. S. boulardii, son zamanlarda Amerika
Birlesik Devletleri’nde (Biocodex, Inc.) bir diyet takviyesi olarak kullanilmaktadir (Chin ve
ark., 2015). S. boulardii Tiirkiye’de de reflor olarak kullanilmaktadir.

Brezilya’nin Rio Grande do Sul bolgesinde 25 farkli siit ¢iftliginden 5 aylik periyotta
36 adet inek siitli 0rnegi toplanmistir. Toplam 80 izolat elde edilerek standart tanimlama
yontemiyle tanimlanmistir. Bunlardan 63 sus ger¢ek mayalara karsilik gelmis ( 51 tanesi
ascomycetes ve 12 tanesi de basidiomycetes ile ilgili-benzer) ve 17 izolat ise maya benzeri
tiir olarak tanimlanmistir. Tanimlanan maya dagilimi iireticiler arasinda esit olmamistir. Bu
calismada en sik rastlanan maya cinsleri, Kluyveromyces, Rhodotorula, Candida,
Geotrichum ve Trichosporon olarak tespit edilmistir. izolatlarin yalnizca %6’s1 proteolitik
aktivite gosterirken, yaklasik %79’unun lipolitik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
Ancak bu mikroorganizmalarin, siitiin islenmesi sirasinda uygulanan pastorizasyon veya
sterilizasyon isleminde canli kalabilecegi ve siitiin enzimatik aktivitesini degistirdigi,
bilesenini ve kalitesini etkiledigi diisiinlilmemektedir (Spanamberg ve ark., 2004).

Pennacchia ve ark. (2008) ¢esitli gida matrislerinden (geleneksel salam, sarap,
geleneksel Soppressata, Mozzarella tiretimi i¢cin dogal starter kiiltlir, geleneksel sarap,
Caciotta peyniri, Eksi hamur) izole ettikleri C. parapsilosis, C. metapsilosis, C. pararugosa
Pichia galeiformis, P. membranifaciens, P. manschurica, Saccharomyces cerevisiae (5 sus)
tiirlerinin potansiyel probiyotik dzellik gosterdigini tespit etmislerdir. Ozellikle S. serevisiae
suslarmin yapay mide suyunda %80-90 oraninda canliliklarin1 devam ettirdigini, yliksek
glukozidaz aktivitesine sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Chen ve ark. (2010a) ¢ig siitten izole ettikleri maya suslarinin potansiyel probiyotik
ozelliklerini belirlemislerdir. izole edilen Pichia fermentans BY5, P. kudriavzevii BY10, P.
kudriavzevii BY15 ve Yarrowia lipolytica HY4 tiirlerinin potansiyel probiyotik 6zellikte
oldugunu tespit etmislerdir.

Pedersen ve ark. (2012) Bati1 Afrika’da kendiliginden fermente tahil ve Fura (Fura,
Bat1 Afrika'da tiiketilen kendiliginden bir fermente inci dar {irlinlidiir)’dan izole ettikleri
potansiyel probiyotik mayalar ve biyogesitlilik ile ilgili yaptiklari ¢alismada, fermentasyona

katilan Candida krusei, Kluyveromyces marxianus, Candida tropicalis, Candida rugosa,
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Candida fabianii, Candida norvegensis ve Trichosporon asahii maya tiirlerini fenotipik ve
genotipik metotlarla tanimlamiglardir. Candida krusei ve Kluyveromyces marxianus baskin
tiirler olarak tespit etmislerdir. izolatlarin insan mide bagirsak sistemi boyunca gecisi
sirasinda, pH 2,5’ta, safra tuzu varhiginda (%,3 (w/v) oxgall) ve 37°C’de bagimsiz yasama
(ortamdan etkilenmeden) potansiyeli gostergesi olarak belirlenmistir.

Binetti ve ark. (2013) peynir yapiminda kullanilan siit ve peynir alt1 suyu baslangig
maddelerinden izole edilen yirmi maya susunu arastirmiglardir. Yaptiklar1 ¢alismada
Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces cerevisiae, Clavispora lusitaniae,
Kluyveromyces lactis, Galactomyces geotrichum ve Pichia kudriavzevii maya tiirlerini
genotipik olarak tanimlamiglardir. Bu mayalardan Kluyveromyces marxianus tiiriinii baskin
tiir olarak tanimlamisglardir. Biitiin suslar normal olarak pH 4,7-5,5 ve 15 ila 35 °C arasindaki
sicakliklarda biiytimiistiir. Cogunun %210 NaCl ve %3 laktik asiti tolere ettigini
belirtmislemislerdir. Bazi suslarin proteolitik (8 izolat) ve/veya lipolitik (4 izolat) kapasiteye
sahip oldugunu belirlemislerdir. Tiim suslarin yiiksek gastrointestinal dirence sahip
oldugunu, orta derecede hidrofobik ve otoagregasyon ozellikte oldugunu ve degisken
birlikte toplanma yetenekleri oldugunu kanitlamislardir. Hi¢ bir susun patojenleri inhibe
etmedigini tespit etmislerdir.

Syal ve Vohra (2013) Hindistan’da geleneksel olarak tiretilen fermente gidalardan (Idli
ve jalebi batter) izole ettikleri Saccharomyces cerevisiae, Candida sp., Pichia sp. ve
Aureobasidium sp. tiirlerinin probiyotik 6zelliklerini belirlemislerdir. Probiyotik 6zellikleri
arastirtlan mayalarin gelecekte umut vaat eden probiyotik ajanlar olabileceklerini ve gida
veya yem takviyesi olarak yaygin bir sekilde kullanilabilecegini ifade etmislerdir.

Diosma ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada, kefir danelerinden 3 cinse ait,
Saccharomyces cerevisiae (15 sus), Saccharomyces unisporus (6 sus), lIssatchenkia
occidentalis (4) ve Kluyveromyces marxianus (9 sus) olmak iizere 4 tiir tanimlanmistir.
Aragtirmacilar bu tiirler arasindan diisiik pH ve safra tuzlarina kars1 direng gosteren 13 sus
se¢miglerdir. Bu suslar arasindan da Kluyveromyces marxianus CIDCA8154 ve
Saccharomyces cerevisiae CIDCA8112 suslarmi segerek ileri probiyotik testler
uygulamislardir. Her iki sus in vitro ortamda bagirsak epitel hiicrelerine yapisabilme 6zelligi
gosterdigi ve BALB/c fare gastrointestinal sisteminden ge¢isi esnasinda canliligini devam
ettirdigi tespit edilmistir.

Perricone ve ark. (2014) bugday bazli bir iirlin olan Altamura eksi hamurundan izole
ettikleri mayalarin probiyotik ozelliklerini belirlemislerdir. Ozellikle secilen iki izolatin

(Saccharomyces cerevisiae’nin 2 susu ve S. cerevisiae’nin 4 susu) yapay mide suyundan
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gecisi bakimindan S. cerevisiae var. boulardiit ATCCMY A-796 ticari probiyotik mayasi ile
benzer egilim gosterdigini tespit etmislerdir.

Sanlidere-Aloglu ve ark. (2016) ¢ig siit ve fermente gidalardan izole ettikleri
mayalarin probiyotik o6zelliklerini belirlemislerdir. Probiyotik 6zelliklerini arastirdiklari
Cryptococcus humicola, Candida kefyr ve Trichosporon inkin tiirlerinin potansiyel
probiyotik 6zellik gosterdigini tespit etmislerdir.

Ragavan ve Das (2017) yaptiklar1 ¢alismada, farkli gida kaynaklarindan (meyve,
sebze, bitki ve et) izole ettikleri mayalarin potansiyel probiyotik 6zelliklerini
belirlemislerdir. Bu ¢alismada, 20 farkli maya susu izole edilmis ve arzulanan probiyotik
Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla, pH tolerans, safra tuzu tolerans ve termotolerans
degerleri bakimindan analizleri yapilarak degerlendirilmistir. Taranan maya izolatlarinin
mide suyu ortaminda canli kalma oran1 %60’mn {izerinde bir arttis gostermistir. In vitro

calismada kolesterol gideriminin %92’ye varan bir artista oldugunu tespit etmislerdir.

2.2.1. Probiyotik Mikroorganizmalarin Ozellikleri

Probiyotikler, sindirim sisteminde bulunan ve saglik iizerine olumlu etkisi olan, insan
saglig lizerine higbir sekilde patojenik nitelikte olmayan, insan sagligina olumlu katkida
bulunan ve sindirim sisteminde canliligini devam ettirebilen canli mikroorganizmalardir.
Son zamanlarda bir ¢cok fermente gidaya katilan basta laktik asit bakterileri (LAB) ve
bifidobakteriler olmak {izere mayalari1 da igeren bir ¢ok mikroorganizma probiyotik olarak
nitelendirilmektedir. Bu probiyotik mikroorganizmalar1 10° kob/g oraninda igeren gidalar,
probiyotik gida olarak tanimlanmaktadir (Schrezenmeir ve de Vrese, 2001; Markowiak ve
Slizewska, 2017).

Saglik tizerine yararli 6zelliklere sahip iiriin gelistirmek icin probiyotik kiiltiirlerin
gidalarda kullanimi son zamanlarda artis gostermektedir. Literatiirde, Bifidobakterium spp.
ve Lactobacillus acidophilusun saglhiga yararli etkileri iizerinde ¢ok miktarda calisma
bulunmaktadir. Ancak, bu probiyotik kiiltiirleri gida friinlerine eklerken endiistrinin
karsilagtigi problemler hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Bu problemler arasinda
kullanilmas1 gereken probiyotik tipi veya sekli, faydali bir etkiye sahip olmasi i¢in ilave
edilecek miktar, toksisite, islem basamaklarmin canlilik {izerine etkisi, eklenen hiicre
popiilasyonlarinin iiriinde belirlenebilmesi, depolama sirasinda stabilite ve gidalarin duyusal
ozelliklerinde meydana getirdigi degisikliklerdir (Champagne ve ark., 2005).

Bir mikroorganizmanin probiyotik 6zellige sahip olabilmesi igin tagimasi gereken

ozellikler Cizelge 2.3’te verilmistir.
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Cizelge 2.3. Probiyotik suslarin se¢imi yapilirken gerekli olan kriterler (Markowiak ve

Slizewska, 2017)

Kriter Gerekli Olan Ozellikler
Insan ve hayvan orijinli olmalidir.

Saglikli bireylerin gastrointestinal kanalindan izole edilmis olmalidir.

Giivenli kullanim 6ykiisii olmalidir.

Kesin tanisal tanimlama (fenotip ve genotip 6zellikleri) yapilmis olmalidir.

Enfektif hastalik ile bir iligkisi olmamast ile ilgili veri bulunmamalidir.
Guivenlik Safra asit tuzlarini ayirma yeteneginin yoklugu

Yan etkisinin olmamasi

Antibiyotik direncinden sorumlu olmayan genlerin, stabil olmayan elementlerde
lokalize olabilirlik
Bagirsak ekosisteminde yasayan mikrobiyotada rekabet edebilirlik

Metabolik aktiviteyi devam ettirerek hedef bolgede canliligini siirdiirebilmek ve
gelisebilmek
Safra tuzlaria ve enzimlere karsi direnglilik

Midede diisiik pH’ya dayaniklilik

islevsellik Bagirsak ekosisteminde (yakindan iligkili tiirler de dahil) yasayan mikrobik tiirlerle
ilgili rekabet edebilirlik.
Patojenlere yonelik antagonistik aktivite (6rn., H. pylori, Salmonella sp., Listeria
monocytogenes, Clostridium difficile) gosterebilirlik
Endojen bagirsak mikroflorasi tarafindan iiretilen bakteriyosinler ve asitlere
direnclilik
Konake1 organizmadaki bazi belirli bolgelere yerlesebilme ve tutunabilme yetenegi
ve gastrointestinal sistemde uygun bir canli kalma orani.
Yiiksek biyokiitle miktarlarinin kolaylikla iiretilmesi ve yiiksek kiiltiir verimliligi

Probiyotik tirtinlerin sabitlenmesi islemleri (dondurma ve dondurarak kurutma),
hazirlanmasi, dagitim stiresince probiyotik bakterilerin arzu edilen canliliga ve

TeknOIOjiK o dayanikliliga sahip olmasi

Kullanilabilirlik Bitmis tirlinlerdeki yiiksek depolama canli kalma orani (aerobik ve mikro-aerofilik
kosullardaki).
Bitmis {irtinlerin istenen duyusal 6zelliklerinin garantisi (gida enddistrisi
durumunda).

Genetik istikrar
Bakteriyofajlara direng

2.2.2. Probiyotik Mikroorganizmalarin Etki Mekanizmasi

Probiyotik kullammma atfedilen saghk etkileri ¢ok sayidadir. Ozellikle
antibiyotiklerle (Clostridium difficile) iliskili diyarenin siiresinin ve sikliginin daha diisiik
olmasi, rotaviriis enfeksiyonu, kemoterapi ve az da olsa seyahat ishali, humoral ve hiicresel
bagisikligin  uyarilmasi, olumsuz metabolitler, ©6rnegin kolondaki amonyum ve
prokarsinojenik enzimlerde azalma gibi yararlari bulunmaktadir (Schrezenmeir ve de Vrese,
2001). Probiyotikler konagin beslenmesi lizerinde derin etkiye sahiptirler ve ¢esitli sindirim
stirecleri, 6zellikle selilloz ve mikrobiyal protein sentezi ve besin maddelerinin emilimini
artirmaktadir. Saccharomyces cerevisiae, sindirim sistemi yoluyla uygulandiginda konuk¢u

saglig1 lizerinde olumlu bir etkisi olan probiyotiklerden biri olarak diistiniilmektedir.
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Mayalarin, o6zellikle Saccharomyces’in tiirlerinin terapdtik giicii ve mekanizmalari,
farmakokinetigi ve farmakodinamigi hayvan modellerinde ve klinik arastirmalarda iyi
dokiimante edilmistir. Saccharomyces’in 16 tiiri arasinda, belirli suslar1 S. cerevisiae/S.
cerevisiae var. boulardii sadece biyoterapotik ajanlar olarak kullanilmaktadir. Ozellikle
genel sindirim problemlerinin tedavisinde biyoterapdtik etkileri, ishal, amipli enfeksiyon,
hassas bagirsak sendromu, inflamasyon (iltihapli) bagirsak sendromu, kisa bagirsak
sendromunda bakteri tiremesi, Crohn hastaligi, tilseratif kolit ve lyme hastaliginda dikkat
cekicidir. S. cerevisiae ve S. cerevisiae var. boulardii’nin probiyotik suslari, gocuklarda akut
diyare, eriskinlerde patojenlerin yol agtig1 ishal, seyahat ishali, antibiyotik ile iliskili ishal,
tiiple beslenen hastalarda ishal ve Clostridium difficile ile iliskili diyare, AIDS ile baglantili
ishal gibi enfeksiyoz tipler de dahil olmak iizere cesitli ishal tiirlerinin tedavisinde ve
onlenmesinde son derece etkilidir. Ayrica, S. cerevisiae var. boulardii laktoz intoleranst,
idrar yolu enfeksiyonlari, vajinal maya enfeksiyonlari, yiiksek kolesterol seviyeleri, ates
kabarciklari, agiz ve kulak yaralarinda ve genclik sivilcesi {izerinde etkili oldugu
belirtilmektedir. Ayrica, gida alerjilerine, maya (Candida) enfeksiyonuna ve parazitik
istilaya kars1 ve konakgilarda uzun siireli antibiyotik tedavisi sonrasi normal bagirsak
fonksiyonlarmin yeniden olusturulmasinda yararli oldugu kaydedilmistir (Nayak, 2011).
Probiyotik mikroorganizma kullanimimin saglik iizerine bazi etkilerinin olduguna dair
kanitlar oldugu belirtilmektedir. Probiyotik mikroorganizmalarin bu etkileri tek bir kalite
ozelligine veya mekanizmaya dayanan birlestirici bir hipotez ile agiklanamaz. Dolayisiyla
yukarida bahsedilen bir veya daha fazla etkinin uygulanan tim mikroorganizmalar i¢in
gegerliligini korudugu belirtilmektedir (Schrezenmeir ve de Vrese, 2001). Probiyotik

mikroorganizmalarin etki mekanizmasina ait veriler Cizelge 2.4’te verilmistir.
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Cizelge 2.4. Probiyotik mikroorganizmalariin etki mekanizmasi

Ozellikler Etki Sekli Kaynak
Anti-Karsinojenik etki Prokarsinojenin aktif kanserojenlere Gill ve Guarner,
dontigiimiinii inhibe ederek, mutajenik 2004;
bilesikleri baglayan / etkisizlestiren, Marteau ve ark.,
antimutagenik bilesikler iireten, pro- 2002;
kanserojen bakterilerin bilyiimesini Gomes ve Malcata,
bastiran, mutajenlerin bagirsaklardan 1999;
emilimini azaltarak ve bagigiklik Schrezenmeir ve de
fonksiyonunu arttirarak kolon kanseri Vrese, 2001

riskini azaltmaktadir.

Kan kolestroliiniin diigiiriilmesi

bakteriyel hiicreler tarafindan kolesteroliin
asimilasyonu, safra tuzlarinin
mikroorganizmalar tarafindan
dekonjegasyonu,

bakteriyel hiicre duvarlarina kolesterol
baglanmasi1 ve hepatik

kolestrol sentezinin engellenmesi ve / veya
plazma karacigere kolestroliin yeniden
dagitilmasini saglamaktadir.

Gill ve Guarner,
2004;
Schrezenmeir ve de
Vrese, 2001

Cocuklarda Akut enfeksiyoz
ishalin tedavisi

Probiyotik terapi
cocuklarda akut diyare hastaliginin siiresini
yaklasik bir giin kisaltmaktadir.

Gill ve Guarner,
2004

Antibiyotikle iliskili ishali
Onleme

Antibiyotikleri baglayarak dnlemektedir.

Gill ve Guarner,
2004

Laktoz malabsorpsiyonunun
tedavisi

Bakterilerdeki mikrobiyal beta-galaktosidaz
(laktaz) varligina baglidir.

Gill ve Guarner,
2004; Gomes ve
Malcata, 1999;
Marteau ve ark.,
2002

Seyahat ishallerinin 6nlenmesi

Bagirsak epitel hiicrelerine tutunarak
patojenlerin tutunmasini engellemekte ve
bagirsak ortamindan uzaklastirilmasini
saglamaktadir.

Gill ve Guarner,
2004; Marteau ve
ark., 2002;
Czerucka ve ark.,
2007

Helicobacter pylori enfeksiyonu
tedavisi

Bazi laktik asit bakteri suslari,
in vitro ortamda H. pylori gelisimini inhibe
etmektedir.

Gill ve Guarner,
2004; Marteau ve
ark., 2002;
Schrezenmeir ve de
Vrese, 2001

Irritable Bargirsak Sendromu
(Karin agrisi, siskinlik, gaz ve

Bagirsak florasindaki bakteri bagirsak gazi
iiretebilir ancak ayni1 zamanda gaz tiiketir

Gill ve Guarner,
2004; Marteau ve

diare belirtileri) ark., 2002
Sindirim sistemi Sagdi¢ ve ark.,
enfeksiyonlarinin 6nlenmesi 2004

Bagirsak bagisiklik sistemine
olumlu etkisi

Czerucka ve ark.,
2007

Mineral metabolizma {izerine

Schrezenmeir ve de

faydali etkiler, 6zellikle kemik Vrese, 2001

yogunlugu iizerine etkili olmasi

Sindirimin diizenlenmesi Sagdic ve ark.,
2004
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2.2.3. Cesitli Siit ve Fermente Uriinlerden izole Edilen Mayalarmn Probiyotik
Ozellikleri

Mayalar, gidalar araciligiyla insan tiiketimine sunulan Onemli mikroorganizma
gruplarindan biridir. Cesitli siit iriinlerinde mayalarin fermentasyon, olgunlasma veya
bozulmalardan sorumlu olabildikleri belirtilmektedir. Son yillarda baz1 maya tiirlerinin,
olgunlagmanin hizlandirilmasi, aroma gelisimine katkilar1 ve probiyotik potansiyelleri
dikkate alindiginda, peynir iiretiminde rol oynayan starter laktik asit bakterilerinin yanisira
yardimer starter kiiltiir olarak kullanilmalari, yapilan bir¢ok calismada oOnerilmektedir.
Ayrica saglik acgisindan Ozellikle de ishal tedavilerinde ticari preparatlari olan
Saccharomyces boulardii gibi mayalar 6nem arz etmektedir. Peynir mikrobiyal florasinin
peynirin kalitesi iizerine onemli bir etkisi oldugu bilinmektedir. Ornegin mayalar birgok
peynir c¢esitinde dogal olarak bulagmis mikroorganizmalar olarak izole edilmektedir.
Mayalarin peynirin olgunlagmasinda 6nemli bir role sahip olduklar1 son zamanlarda yapilan
aragtirmalarda belirtilmistir. Mayalarin peynirin olgunlastirilmasindaki baslica rolii, ortamda
olusan laktik asiti kullanarak peynirin pH’sin1 yiikseltmesi ve starter bakterilerin
fonksiyonlarimi desteklemesi olarak bilirtilmektedir. Bunun yaninda bazi mayalarin, laktoz,
protein, lipit ve bazi organik asitleri kullanabilme kabiliyetleri nedeniyle, peynir aromasinin
ve yapisinin olusumuna 6nemli katkida bulunduklar belirtilmektedir. Ayrica baz1 maya
tiirleri, peynirde bozulmalara neden olabilecek bazi patojen bakterilere kars1 inhibisyon etki
gosterdigi de rapor edilmistir (Karasu-Yalcin ve ark., 2011).

Mayalar, gidalarda bozulmadan veya arzu edilen fermentasyondan sorumlu oldugu
igin ticari olarak 6nemlidir. Candida albicans veya Cryptococcus neoformans gibi bilinen
birka¢ patojen mayadan kaynaklanan enfeksiyonlar gidalar yoluyla bulasmaz. Dolayisiyla
gidalarda mayalarin varliginin halk saglig1 agisindan 6nemi, ¢ogu saglik yetkilisi tarafindan
gozardi edilmese de en az diizeyde oldugu diisliniilmektedir. Ancak, bu durumun gézden
gecirilmesi gerekmektedir. Ciinkii Kanada’da gida kaynakli hastaliklarla ilgili istatistiklerde,
mayalarin gida zehirlenmesine neden oldugundan siiphelenilen vakalara yer verilmistir.
Mayalardaki fermentasyon ve bozulma aktiviteleri birgok gida ve igecek tiriinlinde iyi
bilinmesine ragmen, siit {lriinlerindeki mayalarin spesifik olusumu ve onemine ¢ok az
deginilmistir. Gergekten de, siit ve siit tirlinlerinin mikrobiyolojisi lizerine yapilan son
incelemeler ¢ogunlukla bakterilerle ilgili olmakla birlikte mayalara daha az yer vermistir.
Sonug olarak, mayalarin modern siit endiistrisine ¢ok az ekonomik katkida bulundugu, bu
durumun gozden gegirilmesi gerektigi, mayalarin bazi siit lirlinlerin bozulmalarina veya

fermentasyon olusumuna katkilar1 bakimindan yararli 6zelliklerine dikkat g¢ekilmelidir
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(Fleet, 1990). Cesitli siitlerden tiretilen peynirlerin maya mikroflorasi ile ilgili olarak yapilan

arastirma sonuglar1 Cizelge 2.5’de verilmistir.

Cizelge 2.5. Peynir ¢esitlerine ait maya florasi

Maya Suglar1 Tanimlama Yontemi Peynir Cesiti Kaynaklar
Candida lipolytica Fenotipik, API ID 32C Mozzarella Pisano ve ark., 2016; Karasu-Yalcin ve
JE.Tulum ark., 2012; Andrighetto ve ark., 2000;
Gadaga ve ark., 2000
C.intermedia Fenotipik, API ID 32C Mozzarella Pisano ve ark., 2016
Candida sake Fenotipik, API ID 32C Mozzarella Pisano ve ark., 2016; Oztiirk Yal¢in 2007;
Corbo ve ark. 2001
C. apicola Fenotipik, API ID 32C E.Tulum Karasu-Yalcin ve ark., 2012
C. colliculosa Fenotipik, API ID 32C E.Tulum Karasu-Yalcin ve ark., 2012; Andrighetto
ve ark., 2000
C. mesenterica Fenotipik, API ID 32C Mozzarella Corbo ve ark. 2001
Candida glaebosa Fenotipik, API ID 32C Mozzarella Corbo ve ark. 2001
C. catenulate Fenotipik, API ID 32C Mozzarella Corbo ve ark. 2001
Candida diddensiae Fenotipik Beyaz P. Oztiirk Yalgin 2007
C. famata var. famata Fenotipik, API ID 32C E.Tulum Karasu-Yalcin ve ark., 2012; Corbo ve
ark. 2001
C. famata var. flareri Fenotipik, API ID 32C E.Tulum Karasu-Yalcin ve ark., 2012
C. japonica Fenotipik, API ID 32C E.Tulum Karasu-Yalcin ve ark., 2012
C. kefyr Fenotipik, API ID 32C E.Tulum Karasu-Yalcin ve ark., 2012; Corbo ve
ark. 2001
C. krusei Fenotipik, API ID 32C E.Tulum Karasu-Yalcin ve ark., 2012
C. lambica Fenotipik, APl ID 32C E.Tulum Karasu-Yalcin ve ark., 2012; Corbo ve
ark. 2001
C. lusitaniae Fenotipik, API ID 32C Mozzarella Gadaga ve ark., 2000
C. mesenterica Fenotipik, API ID 32C Mozzarella Corbo ve ark. 2001
C.parapsilosis Fenotipik, API ID 32C Mozzarella Corbo ve ark. 2001
C. paludigena Fenotipik, API ID 32C E.Tulum Karasu-Yalcin ve ark., 2012
C. tropicalis Fenotipik, API ID 32C Mozzarella Gadaga ve ark., 2000
C. rugosa Fenotipik, API ID 32C E.Tulum Karasu-Yalcin ve ark., 2012; Corbo ve
ark. 2001
Candida versatilis Fenotipik Beyaz P. Oztiirk Yalgin 2007
C. zeylanoides Fenotipik, API ID 32C E.Tulum/ Karasu-Yalcin ve ark., 2012; Oztiirk
Beyaz P. Yalgm 2007; Corbo ve ark. 2001
Cryptococcus uniguttulatus Fenotipik, API ID 32C Mozzarella Corbo ve ark. 2001
Cry. albidus Fenotipik, API ID 32C Mozzarella ve Corbo ve ark. 2001
diger
Debaryomyces hansenii Fenotipik Beyaz P. Oztiirk Yalgin, 2007
Dekera (Dek.) bruxillensis Fenotipik ve Genotipik Mozzarella/Be  Gadaga ve ark., 2000
yaz P.
Geotrichum candidum Fenotipik, API ID 32C E.Tulum Karasu-Yalcin ve ark., 2012; Corbo ve
ark. 2001
Galactomyces geotrichum Fenotipik Beyaz P. Oztiirk Yalgin 2007
Kluyveromyces lactis var. Fenotipik, API ID 32C E.Tulum Karasu-Yalcin ve ark., 2012

lactis
Kluyveromyces marxianus

Fenotipik, API ID

Mozzarella/Be

Pisano ve ark., 2016; Oztiirk Yalgin, 2007;

32C/Fenotipik ve Genotipik yaz P. Andrighetto ve ark., 2000

Kluyveromyces lactis Fenotipik ve Genotipik Mozzarella Andrighetto ve ark., 2000

Pichia fermentas Fenotipik, API ID 32C E.Tulum Karasu-Yalcin ve ark., 2012; Corbo ve

ark. 2001

Pichia anamola Fenotipik Beyaz P. Oztiirk Yalgin 2007

Pichia quilliermondii Fenotipik Beyaz P. Oztiirk Yalgin 2007

Pichia membranaefaciens Fenotipik, API ID 32C Mozzarella Corbo ve ark. 2001

Pichia jadinii Fenotipik Beyaz P. Oztiirk Yalgin 2007

Rhodotorula mucilaginosa Fenotipik, API ID 32C E.Tulum Pisano ve ark., 2016

Saccharomyces cerevisiae Fenotipik, API ID Mozzarella/E. Pisano ve ark., 2016; Karasu-Yalcin ve
32C/Fenotipik ve Genotipik Tulum/Beyaz ark., 2012; Andrighetto ve ark., 2000;

p. Gadaga ve ark., 2000
Saccharomycopsis fibuligera Fenotipik, API ID 32C Mozzarella Corbo ve ark. 2001
Torulaspora delbriieckii Fenotipik Mozzarella ve Oztiirk Yalgin, 2007; Andrighetto ve ark.,
Beyaz P. 2000

Trichosporon cuntaneum Fenotipik, API ID 32C Mozzarella Corbo ve ark. 2001

Yarrowia lipolytica Fenotipik /Fenotipik ve Mozzerella/Be  Oztiirk Yalgin 2007; Andrighetto ve ark.,
Genotipik yaz P. 2000

Zygosaccharomyces mellis Fenotipik, API ID 32C E.Tulum Karasu-Yalcin ve ark., 2012; Corbo ve

ark. 2001
Williopsis californica Fenotipik Beyaz P. Oztiirk Yalgin 2007
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Yapilan bir c¢alismada 42 siit iiriinii 6rneginde (Feta, Asiago, Montasio, Monte
Veronese, Caprino, Mozzerella) mayalarin izolasyonu, fenotipik ve genotipik tanimlamasi
yapilmistir. Yapilan izolasyon ve tanimlamalar neticesinde, Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces marxianus (anamorph Candida kefyr), Kluyveromyces lactis (anamorph
Candida sphaerica), Debaryomyces hansenii, (anamorph Candida famata), Yarrowia
lipolytica ve Torulaspora delbrueckii (anamorph Candida colliculosa) tiirleri tanimlanmistir
(Andrighetto ve ark., 2000).

Gadaga ve ark., (2000) yapmis olduklar1 ¢calismada geleneksel Zimbabve fermente
siiti (amasi), ciftliklerden, evlerden ve siit toplama merkezlerinden temin edilerek
izolasyonu ve identifikasyonu yapilmistir. Analize alinan 30 6rnekten 20 farkli maya tiirii
tamimlamiglardir. Bu mayalardan, Saccharomyces cerevisiae, Candida lusitaniae, C.
colliculosa ve S. dairenensis baskin tiirler olarak tanimlanmis, Dekera (Dek.) bruxillensis,
C. lipolytica ve C. tropicalis tiirlerine ise daha az rastlanilmistir.

Suzzi ve ark. (2000) manda siitiinden iiretilen mozzarella peynirinden izole ettikleri
mayalar1 genotipik ve fenotipik olarak tanimlamislardir. Yapilan analizler sonucunda
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Candida kefyr, C. sphaerica,
Candida ssp., Kluyveromyces lactis mayalarini tespit etmislerdir.

Corbo ve ark. (2001) inek, koyun, ke¢i ve manda siitiinden {iretilen Apulian
peynirinden izole ettikleri mayalarin fenotipik 0Ozelliklerini belirlemislerdir. Yapilan
caligmalarda en yaygin izolatlarin Trichosporon cutaneum (%15,24), Candida catenulata
(910,48) ve Yarrowia lipolytica (%8,57) oldugu tespit edilmistir. Aragtirmacilar ¢alismada
peynirlerin olgunlastirilmasinin 7., 20. ve 40. giinlerinde mayalarin izolasyonu yapmiglardir.
Olgunlagtirmanin 7. giinlinde Candida parapsilosis (%14,29), C. sake (%14,29), C.
catenulata (%14,29), C. mesenterica (%14,28) Trichosporon cuntaneum (%14,29),
Cryptococcus uniguttulatus (%14,2) tespit edilirken, 20. giinde Candida glaebosa (%6,25),
C. rugosa (%6,25), C. zeylanoides (%6,25), C. catenulata (%18,75), Debaryomyces
hansenii (%6,25), Saccharomycopsis fibuligera (%12,5), Yarrowia lipolytica (%12,5),
Kluyveromyces marxianus (%6,25) , Pichia membranaefaciens (%6,25) ve Hanseniaspora
osmophila (%6,25) belirlenmistir. Olgunlagtimanin 40. giinde ise Candida catenulata
(%28,55), Trichosporon cuntaneum (%14,29), Yarrowia lipolytica (%14,29), Cryptococcus
albidus (%14,29), Pichia onychis (%14,29) tespit edilmistir.

Minervini ve ark. (2001) Giiney italya’da inek siitii iiriinlerinin (Mozzarella, Burrata-
tracciatella, Ricotta, Fresh Apulian- canestrato, Provolone Emmenthal Asiago-camoscio-

d’oro, Scamorza, Gorgonzola-mascarpone, Caciotta, ve Tereyag) ve manda sutii iirinlerinin
b 9
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(Mozzarella, Ricotta, Butter Ripened Cheese, Unripened fresh cheese, Hard ricotta) maya
mikroflorasini arastirmislardir. Inek siitii iiriinlerinde, Candida tiirlerine ait mayalar1 (C.
kefyr, C. zeylanoides, C. guilliermondii, C. inconspicua, C. famata, C. maris, C.
parapsilosis, C. lipolytica), S. cerevisiae, Rhodotorula rubra mayalarini izole etmislerdir.
Manda siitii iiriinlerinde ise Candida tiirlerine ait mayalar1 (C. kefyr, C. guilliermondii, C.
inconspicua, C. famata, C. maris, C. norvegensis, C. lusitaniae) ve Saccharomyces
cerevisiae mayalarini izole etmislerdir.

Romano ve ark. (2001) manda siitiinden tiretilen mozzarella ve geleneksel peynirlerde
(pasta filata, Cacio Cavallo Podolico) yaptiklari analizlerde Kluyveromyces marxianus
(anamorph olarak, Candida kefir), K. lactis, Debaryomyces hansenii ve Candida famata, C.
colliculosa ve C. catenulata tiirleri baskin tiirler olarak tanimlanmistir.

Psomas ve ark. (2001) bebek diskisindan ve beyaz peynirinden izole ettikleri
mayalarin fenotipik ve genotipik oOzelliklerini inceleyerek probiyotik o6zelliklerini
belirlemislerdir. Referans maya tiirleri olarak Debaryomyces hansenii, Candida albicans, C.
parapsilosis, Issatchenkia orientalis (anamorphic form C. krusei) Kluyveromyces
marxianus, K. lactis, S. cerevisiae, Pichia farinosa ve Torulaspora delbrueckii suslarini
kullanmiglardir. Analiz sonucunda hem bebek diskisinda hem de beyaz peynirde Candida
albicans, C. parapsilosis, Issatchenkia orientalis, Torulaspora delbrueckii, Debaryomyces
hansenii, Kluyveromyces lactis, Saccharomyces cerevisiae suslarina rastlanilmistir. Pichia
farinosa sadece bebek diskisinda tespit edilirken beyaz peynirde bulunamamistir. Beyaz
peynirde ise bebek digkisindan farkli olarak Candida famata, C. krusei, C. sphaerica
suslarina da rastlanilmisgtir.

Apan (2007) beyaz peynir yiizeyinde gelisen mayalarin izolasyonu ve identifikasyonu
ile ilgili yaptig1 caligmada, Samsun ilinde farkli markalara ait marketlerden topladig1 28 adet
peynir 6rnegi ile evlerden topladigi 12 adet peynir 6rnegi olmak {izere toplam 40 adet peynir
ornegini incelemistir. Orneklerden izole ettii mayalarin tanimlanmas: testleri sonucunda,
izole edilen maya suslarinin %22’sinin Candida spp., %20’ sinin Pichia spp., %16’sinin
Rhodotorula spp., %14’iniin Kluyveromyces spp., %10’ unun Cryptococcus spp., %6’sinin
Metschnikowia spp., %5’inin Debaryomyces spp., %4’iiniin Yarrowia spp. ve %3’iliniin
Trichosporon spp. tiirlerine ait oldugunu tespit etmistir. Elde edilen bu sonuglara gore,
Candida, Pichia, Rhodotorula, Kluyveromyces ve Cryptococcus cinslerinin beyaz peynir
yiizeyinden izole edilen dominant maya cinsleri oldugu bildirilmistir.

Oztiirk Yalgin (2007) farkli beyaz peynirlerde bozulmaya neden olan 92 maya susu

izole edip tanimlamiglardir. Tanimlanan izolatlarin 8 cinse ait 13 farkh tiirden olustugunu
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belirlemislerdir. En sik rastlanan izolatlar, Debaryomyces hansenii (%32,6), Kluyveromyces
marxianus (%18,5) ve Yarrowia lipolytica (%17,4) olarak tespit edilmistir. Diger tanimlanan
mayalar ise Pichia, Torulaspora, Candida, Williopsis, Galactomyces cinslerine aittir.

Pennacchia ve ark. (2008) farkli gida matrislerinden (Geleneksel salam ‘Tipo Napoli’,
Sarap, Geleneksel ‘Soppressata’, Mozzarella i¢cin Dogal Starter kiiltiir, Geleneksel sarap,
Caciotta peyniri, Eksi hamur) izole ettikleri mayalar arasindan Saccharomyces cerevisiae, 3
adet Candida spp., 1 adet Candida pararugosa ve bir adette Pichia spp. susunu fenotipik ve
genotipik olarak tanimlayip probiyotik ozelliklerini arastirmiglardir.  Saccharomyces
cerevisiae susunu, yapay gastrointestinal sistemde canli kalmasinin yani sira %80-90
glukozidaz aktivite gostermesi nedeniyle potansiyel probiyotik 6zellik gosteren sus olarak
belirlenmistir.

El-Sharoud ve ark. (2009) tarfindan yapilan g¢alismada, maya tanimlanmasinda
molekiiler teknikler kullanan geleneksel Misir siit tirlinleri ile iliskili maya ¢esitliligi ve
ekolojisi incelenmistir. Arastirmacilar yerel marketlerden taze ve depolanmis Domiati
peyniri, Kariesh peyniri ve “Matared” krem 6rnekleri olmak {izere toplam 120 adet 6rnek
incelemislerdir. Bu Orneklerden 40 adet maya izolati, 5.8S-ITS rDNA bolgesinin
restriksiyon-fragman uzunluk polimorfizmi (RFLP’s) kullanilarak ve 26S rRNA geninin D1
ve D2 alanlarinin dizilimi kullanilarak tanimlanmistir. Tanimlanan maya izolatlar
Issatchenkia orientalis (13 izolat), Candida albicans (4 izolat), Clavispora lusitaniae
(Candida lusitaniae) (9 izolat), Kodamaea ohmeri (Pichia ohmeri) (1 izolat),
Kluyveromyces marxianus (6 izolat) ve Candida catenulata (7 izolat) tiirlerinden olustugu
belirlenmistir.

Chen ve ark. (2010a) ¢ig siitten mayalarin tanimlanmasi ve segilenlerin bazilarinin
spesifik antioksidant 6zelliklerinin belirlenmesi ile ilgili yaptiklar1 calismada, ¢ig siitten
Issatchenkia orientalis, Pichia fermentans, Rhodotorula mucilaginosa ve Yarrowia
lipolytica gibi 11 farkl: tiir maya izole etmislerdir. Genotipik ve fenotipik metodlar ve API
20C AUX sistemini de i¢eren bir yaklagimla tanimlamiglardir. Secilen 11 susun diistik pH’I1,
mide suyu benzeri ve safra tuzu igeren ortamlarda analizlerini yapmislardir. Ayrica
antioksidatif 6zelliklerini belirlemislerdir. Pichia fermentans BY5 ve HJ15 suslarinin DPPH
(2-difenil-1-picrylhydrazyl) ve inhibe linoleik asit peroksidasyonu siiriikleme kabiliyeti ile
tespit edilen antioksidan aktivitesi ile bu suslarin probiyotik olarak kullanim i¢in umut verici
aday olabilecegini ifade etmiglerdir.

Aytop (2012) yaptig1 ¢alismada, piyasadan temin ettigi 100 adet ¢ig inek siitii

orneginden 73 maya izole etmistir. izole ettigi mayalar tiir diizeyinde RapID™ YEAST
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PLUS System ile tanimlamistir. Tanimlanan izolatlar arasinda, Candida kefyr (12 adet), C.
lipolytica (11 adet), C. guiliermondii (5 adet), C. rugosa (4 adet), C. intermedia (3 adet), C.
lusitaniae (2 adet), Trichonsporon beigelii (10 adet), Tri. capitatum (7 adet), Saccharomyces
cerevisiae (8 adet), Cryptococcus neoformans (6 adet), Cr. albidus (1 adet), Cr. neoformans
var. uniguttulatus (1 adet) ve Rhodotorula rubra (3 adet) tiirleri belirlenmistir.

Karasu-Yalcin ve ark. (2012) 45 Erzurum tulum peyniri 6rneginden 146 maya izolati
elde etmislerdir. API ID 32C test sistemi ile bazi tamamlayic1 morfolojik, fiziksel ve
kimyasal testler kullanarak 121 izolati tir diizeyinde tanimlamislarken, bunlardan 12
tanesini ise cins diizeyinde tanimlamiglardir. Tanimlanan maya izolatlarinin 6 farkli cinse
ait oldugunu bulmuslardir. Bunlar Candida, Geotrichum, Kluyveromyces, Pichia,
Saccharomyces ve Zygosaccharomyces 'tir. Bulduklari tiirler arasinda en yogun tiir, Candida
lambica iken, bunu C. zeylanoides, C. famata var. famata, G. candidum ve C. kefyr takip
etmistir. Suslarin enzimatik 6zellikleri API-ZYM test sistemi kullanilarak belirlemislerdir.
Izolatlarin tamamu leucin arilamidaz aktivitesine sahip oldugunu belirlemislerdir. Calismada
Sacchromyces cerevisiae tiirlerine ait 8 susun, Z. mellis, G. candidum ve Pichia
fermentans’in yiiksek oranda leucin arilamidaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir.
Ayrica izolatlarin ¢ogunun B-galaktosidaz, asit fosfotaz ve esteraz lipaz aktivitesine sahip
oldugunu belirlemislerdir. Maya izolatlarinin bu gibi enzimatik O6zelliklerinden dolayi
Erzurum tulum peyniri tiretiminde starter kiiltiir aday1 olabilecegini ifade etmislerdir.

Pedersen ve ark. (2012) Bat1 Afrika’da kendiliginden fermente tahil ve Fura’ (Fura,
Bat1 Afrika'da tiiketilen kendiliginden bir fermente inci dar1 Uiriiniidiir)’dan izole ettikleri
potansiyel probiyotik mayalar ve biyogesitlilik ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada, fermentasyona
katilan Candida krusei, Kluyveromyces marxianus, Candida tropicalis, Candida rugosa,
Candida fabianii, Candida norvegensis ve Trichosporon asahii maya tiirlerini fenotipik ve
genotipik metotlarla tanimlamiglardir. Candida krusei, ve Kluyveromyces marxianus baskin
tiirler olarak tespit etmislerdir. Izolatlarin insan mide bagirsak sistemi boyunca gecisi
sirasinda, pH 2,5ta, safra tuzu varliginda (%0,3 (w/v) oxgall) ve 37°C’de, bagimsiz yasama
potansiyeli gostergesi olarak belirlenmistir.

Facchin ve ark. (2013) ticari olarak manda siitiinden iiretilen mozeralla peynirlerinde
maya mikroflorasin1 arastirmiglardir. Yaptiklar1 ¢alismada Brezilya bolgesinde
marketlerden temin edilen peynir 6rneklerinden yaygin olarak Debaryomyces hansenii,
Candida lusitaniae ve C. parapsilosis izole etmislerdir. Analizi yapilan mozeralla peyniri
orneklerinde Candida guilliermondii, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. lusitaniae, C.

catenulata, C. rugosa ve C. krusei gibi bazi firsatg1 maya tiirlerine de rastlamislardir.
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Alakeji ve ark., (2015) gelencksel Nijerya fermente gidalarindan izole edilen
mayalarin fonksiyonel 6zelliklerini belirlenmesi ile ilgili yaptiklar1 ¢aligmada, APl 20C
AUX ile Debaryomyces hansenii (5), Candida krusei (4), Candida glabrata (2), Candida
colliculosa (1), Pichia anomala (1), Pichia farinosa (1) and Pichia membranefaciens (1)
mayalarini tanimlamislardir.

Younis ve ark. (2017) Misir’in New Damietta sehrinde, siiper marketlerden toplam
160 adet siit ve et iirlinleri (sucuk, tereyag, meyveli yogurt, kareish peyniri, ¢ig siit ve proses
peynir) drnegi toplanmislardir. Orneklerden izole edilen mayalar1, Candida kefyr (5 izolat),
Saccharomyces cerevisiae (4 izolat), Candida intermedia (3 izolat), Candida tropicalis (2
izolat), Candida lusitaniae (2 izolat) ve Candida krusei (1 izolat) tiirleri olarak

tanimlamislardir.

2.3. Mayalarin Bilimsel Simiflandirilmasi

Mayalar, kiifler gibi misel olustursalar da kiiflerden tek hiicreli oluslar1 bakimindan,
bakterilerden ise hiicrelerinin daha biiyiik olmasi ve oval, uzun, eliptik veya yuvarlak hiicre
sekilleri ve tomurcuklanma ile ¢ogalmalari vb. 6zelliklerine gore ayrilmaktadirlar. Bir maya
hiicresinin biiyiikliigii 5-8 pum c¢apinda veya bazilari daha da biiyiik olabilmektedir.
Genellikle mayalarin yash hiicreleri, geng ve gelismekte olan hiicrelere oranla daha kiiglik
olabilmektedir. Genis pH araliginda, farkli seker ve alkol konsantrasyonlar1 ortamlarinda
gelisebilmektedirler. Ornegin baz1 mayalar pH 1,5 gibi oldukca diisiik pH’larda veya %18
gibi yiiksek alkol konsantrasyonlarinda ve %55-60 oraninda yiiksek seker
konsantrasyonlarinda gelisebilmektedirler. Maya hiicreleri besiyeri ortaminda krem
renginden pembe ve kirmiziya kadar degisen renkte pigment olusturabilmektedirler.
Askospor ve artrosporlari 1siya olduk¢a dayaniklidir (Ayhan, 2018).

Mayalarin siiflandirilmasinin ilerlemesi, maya sayisindaki artis, tiir ve cins
tanimlamasinin yanisira fizyolojik test sayisinda meydana gelen artis ile birlikte
biyokimyasal 6zelliklerinin de dikkate alinmasini gerektirmektedir. Wickerham’in 6nerisini
takiben taksonomik monografinin ilk baskisinda fermentasyon ve asimilasyon testlerinde
sadece alt1 karbon veya azot kaynagi kullanilmis olsa da (Lodder, 1970), test edilen farkl
bilesiklerin sayis1 artmis ve Kreger-van Rij (1984) tiir diizeyinde tanimlamay1 18 substratin
kullanimina dayandirirken, Barnett ve ark. (2000) ise tanimlama icin 99 farkli test
kullanmigtir. Sonug olarak, kullanilan testlere bagl olarak, suslar farkli sekillerde

gruplandirilabilen farkli tiirlere ayrilabilmistir. Kreger-van Rij (1984) mayalarin genel
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smiflandirilmasin1 Cizelge 2.6., Cizelge 2.7., Cizelge 2.8. ve Cizelge 2.9.’daki gibi
yapmistir.

Cizelge 2.6. Eumycota mayalarinin genel siniflandirilmas: (Kreger-van Rij, 1984)

Ascomycotina
Hemiascomycetes
Endomycete Spermophthoraceae
Saccharomycetaceae
Flobasidiaceae
Teliospor olusturan mayalar
Sirobasidiaceae

Tremellaceae

Basidiomycotina
Ustilaginales
Tremellales

Deuteromycotina
Blastomycetes Cryptococcaceae

Sporobolomycetaceae

Cizelge 2.7. Askospor olusturan mayalarin genel siniflandirilmasi (Kreger-van Rij, 1984)

Spermophthoraceae Coccidiaseus
Metschnnikowia
Nematospora
Saccharomycetaceae

Schizosaccharomyecetoideae
Nadonioideae

Shizoscaccharomyces
Hanseniaspora

Guilliermondella
Issatchenkia
Kluyveromyces
Lodderomyces

Nadsonia
Saccharomycodes
Wickerhamia

Lipomycetoideae Lipomyces

Saccharomycetoideae Ambrosiozyma Pachysolen
Arthroascus Pachytichospora
Citeromyces Pichia
Clavispora Saccharomyces
Cyniclomyces Saccharomycopsis
Debaryomyces Schwanniomyces
Dekkera Sporopachydermia

Stephanoascus
Wickerhamiella
Wingea
Zygosaccharomyces
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Cizelge 2.8. Basidiospor olusturan mayalarin genel siniflandirilmasi (Kreger-van Rij, 1984).

Filobasidiaceae Chionospohaera
Filobasidiella
Filobasidium

Teliospor olusturan mayalar Leucosporidium

Rhodosporidium
Sporidiobolus

Sirobasidiaceae Fibulobasidium
Sirobasidium

Tremellaceae Holtermannia
Tremella

Cizelge 2.9. Imperfect mayalarin siniflandiriimasi (Kreger-van Rij, 1984)

Cryptococcaceae Aciculoconidium
Brettanomyces
Candida
Cryptococcus
Kloeckera
Malassezia
Oosporidium
Phaffia

Sporobolomycetaceae Bullera

Klasik morfolojik ve fizyolojik testlere dayali klasik siniflandirma ile iligkili sorunlar
yalmizca  gruplandirmada ve  isimlendirmede stk goriilen  degisikliklerden
kaynaklanmamaktadir. Ayni zamanda test sonuclarinin belirsizliklerinde de ortaya
cikmaktadir. Bazi morfolojik 6zellikler (6r. sporlarin sekli, filamentlerin varlig1) ayn tiire
ait suslarda siklikla degisiklik gostermektedir. Fizyolojik 6zellikler (6rn. bir substratin
kullanilmasi i¢in bir enzimin {iretimi) mutasyonla degistirilebilen tek bir gen tarafindan
siklikla belirlenmektedir. Dolayisiyla fenotipik karakterlere dayali klasik siniflandirmalarin
ciddi simirlamalar1 vardir. Onemli ilerlemelere ragmen, mayalar icin bu tiir siniflandirma
sistemlerinden kagimilmistir. Giivenilir bir siniflandirma yapabilmak i¢in genetik benzerlik
ve farkliliklar gz Oniinde bulundurularak, genetik oOzellikler dikkate alinmaktadir.
Molekiiler teknikler bunu saglamak i¢in gereken olanaklari saglamaktadir. Molekiiler
tekniklerin uygulanmasinin mayalarin smiflandirilmasina biiytik katkisi olmustur. Ayrica,
molekiiler yaklagim sistematik kategorilerin filogenetik diizenlenisine izin vermektedir
(Deak, 2007). Son yillarda gelistirilen yeni teknikler (5S RNA, DNA baz kompozisyonu ve
koenzim-Q profillerinin belirlenmesi gibi) ile mayalarin smiflandiriimasinda birgok

degisiklikler yapilmistir. 1984 yilinda yayinlanan, Kreger Van Rij tarafindan diizenlenen
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maya sistematigi birgok calisma iiriinii sonucunda gelistirilmistir. Yapilan bu sistematige
gore, daha dnce Torulopsis cinsi olarak bilinen grup Candida cinsine, baz1 Saccharomyces
tiirleri ise Torulaspora ve Zygosaccharomyces cinsi igerisine yerlestirilmistir (Ayhan, 2018).
Yine son yillarda mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilan hizli yontemlerden biri
olan kiitle spektrometre temelli teknikler, mikrobiyoloji laboratuvarinda tanimlamada
kullanilabilecek yeni bir secenek olarak sunulmaktadir. Mikroorganizmalarin spesifik
protein yapilariin iyonize olarak ugus zamanina gore protein parmak izinin olusturulmasi
prensibine dayanan matriks aracili lazer desorpsiyon iyonizasyon-ugus zamanli-kiitle
spektrometresi (MALDI-TOF MS) yontemi ile mikroorganizmalar hizli bir sekilde ve kisa
stirede tanimlanmaktadir. Bu yontemde tanimlama yapilirken, mikroorganizmalarin protein
parmak izleri, sistemin veritabanindaki referanslar ile karsilastirilarak eslestirme yapilarak
sonuglandirilmaktadir (Pelit ve ark., 2017). Gidalardan siklikla izole edilen baz1 mayalarin

molekiiler tekniklere gore siniflandirilmasi ise Cizelge 2.10°da verilmistir.
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Cizelge 2.10. Mayalarin bilimsel siniflandirilmasi (Jones ve ark., 2015; www.mycobank.org, 2018)

Domain Kingdom  Phylum Subphylum Class Order Family Family Genus

(Alan Ad1)  (Alem) (Sube) (Alt sube) (Sinif) (AltSinif) (Aile) (AltAile) (Cins)

Eucarya Fungi Ascomycota Saccharomycotina  Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae - Candida
Eucarya Fungi Ascomycota Saccharomycotina ~ Saccharomycetes Saccharomycetales Metschnikowiaceae Saccharomycetidae Clavispora
Eucarya Fungi Basidiomycota  Agaricomycotina Tremellomycetes Tremellales Tremellaceae Tremellomycetidae Cryptococcus
Eucarya Fungi Ascomycota Saccharomycotina ~ Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Saccharomycetidae Debaryomyces
Eucarya Fungi Ascomycota Saccharomycotina ~ Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Saccharomycetidae Meyerozyma
Eucarya Fungi Ascomycota Saccharomycotina  Saccharomycetes Saccharomycetales ~ Saccharomycetaceae Saccharomycetidae Saccharomyces
Eucarya Fungi Ascomycota Saccharomycotina ~ Saccharomycetes Saccharomycetales ~ Saccharomycetaceae Saccharomycetidae ~ Torulaspora
Eucarya Fungi Ascomycota Saccharomycotina ~ Saccharomycetes Saccharomycetales ~ Saccharomycetaceae Saccharomycetidae Kodamaea
Eucarya Fungi Ascomycota Saccharomycotina ~ Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Saccharomycetidae Kluyveromyces
Eucarya Fungi Ascomycota Saccharomycotina ~ Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Saccharomycetidae Pichia

Eucarya Fungi Ascomycota Saccharomycotina ~ Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Saccharomycetidae Issatchenkia
Eucarya Fungi Basidiomycota  Pucciniomycotina Microbotryomycetes Sporidiobolales Sporidiobolaceae Saccharomycetidae Rhodotorula
Eucarya Fungi Ascomycota Saccharomycotina ~ Saccharomycetes Saccharomycetales Wickerhamomyceteae Saccharomycetidae Wickerhamomyces
Eucarya Fungi Ascomycota Saccharomycotina ~ Saccharomycetes Saccharomycetales Dipodascaceae Saccharomycetidae Yarrowia



http://www.mycobank.org/
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=430999
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92387
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92517
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=93075
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=430999
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92387
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92517
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92937
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92409
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=431129
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=431010
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92533
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=59013
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92413
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=54225
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=430999
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92387
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92517
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=459828
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92409
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=430999
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92387
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92517
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=459828
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92409
http://www.mycobank.org/Biolomics.aspx?Table=Mycobank&Rec=459837&Fields=All
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=430999
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92387
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92517
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=93075
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92409
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=97958
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=430999
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92387
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92517
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=93075
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92409
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=430999
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92387
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92517
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=93075
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92409
http://www.mycobank.org/Biolomics.aspx?Table=Mycobank&Rec=107892&Fields=All
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=430999
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92387
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92517
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=93075
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92409
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=430999
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92387
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92517
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=93075
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92409
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=430999
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92387
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92517
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=93075
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92409
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92345
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=431018
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=431127
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=431128
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=93096
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92409
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=430999
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92387
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92517
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=458419
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92409
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=430999
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92387
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92517
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92786
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92409

2.4. Mikroorganizmalarin MALDI-TOF MS Yoéntemi ile Tamimlanmasi

Matriks destekli lazer desorpsiyonu iyon ugus zamanli kiitle spektrometresi (MALDI-
TOF MS) son zamanlarda mikroorganizmalarin rutin tanimlanmasi igin basariyla uygulanan
bir tekniktir (Lima ve Santos, 2017; Quintilla ve ark., 2018).

Mikroorganizmalar en iyi 16S rRNA ve 18S rRNA gen dizileme yontemi kullanilarak
tanimlanmistir. Bununla birlikte, son yillarda matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon
ucus zamanh kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS) mikrobiyal tanimlama ve tani igin
potansiyel bir ara¢ olarak ortaya ¢ikmistir. Mikroorganizmalarin MALDI-TOF MS ile
tanimlanmasinda, bozulmamis mikroorganizma hiicreleri veya hiicre ekstraktlar
kullanilarak tanimlama yapilmaktadir. Siire¢ hem isgiicii hem de maliyet agisindan hizls,
hassas ve ekonomiktir. Bu teknoloji (MALDI-TOF MS) c¢esitli mikrobiyal suslarin
tanimlanmasi ve sekil degistirme, epidemiyolojik caligsmalar, biyolojik savas ajanlarinin
tespiti, su ve gida kaynakli patojenlerin tespiti, antibiyotik direngli kan ve idrar yolu
patojenlerinin tespiti gibi bir dizi amagclar i¢in kullanildigini belirten mikrobiyologlar
tarafindan hazirlanmistir. Teknolojinin sinirlandirilmasi, yeni izolatlarin tanimlanmasinin,
sadece spektral veri tabaninin, spesifik cins, tiir, alt tiir ve tiir gibi ¢esitli suslarin peptit
kitlesel parmak izlerini igermesi durumunda miimkiin olmaktadir (Singhal ve ark., 2015).

Bir mikrobiyal hiicre i¢indeki genomik bilgi, 2000°den fazla proteine doniisiir ve
bunlarin 6nemli bir kismi1 proteomiklerle calisilabilmektedir. 1000°den az gen iceren
genomlarda, tahmin edilen proteomun %50’sinden fazlasinin genomdan tanimlanabilecegi
tahmin edilmektedir. Benzer sekilde 2500-4000 gen tasiyan genomun yaklasik %10 ila
%30’u proteomlarindan tahmin edilerek tanimlanabilmektedir. Bu nedenle 600-7000
tahmini gen iceren bir mikrobiyal genom, proteomik uygulamalarinin mikrop proteomunun
onemli bir kisminin bilgisini saglayabilecegi orta biiyiikliikte bir kompleks sistemi temsil
etmektedir. Kiitle spektrometrisi, kimyasal bilesiklerin yiiklii molekiillere iyonize edildigi
ve kiitlenin yiike oran1 (m/z) 6l¢iilen analitik bir tekniktir. Milattan sonra (MS) 1900’lerin
basinda kesfedilmis olmasma ragmen, kapsaminin kimya bilimleri ile sirli oldugu
bilirtilmektedir. Hem ESI hem de MALDI’da, peptitler ya bir ya da birden fazla protonun
eklenmesi ya da kaybi ile iyonlara doniistiiriilir. Her ikisi de iyon olusumunun 6rnek
bitiinliigiinde onemli bir kayba yol agmadigi “yumusak iyonlagsma” yoOntemlerine
dayanmaktadir (Singhal ve ark., 2015). Kiitle spektrumundaki baskin ana iyonun elde
edilmesi iyonlastirma siirecine yumusak iyonlastirma denilmekte ve bu iyonlasmada uzun
laser dalgaboyu ve kisa laser pulsu kullanilarak daha c¢ok kiigiik ve orta biiyiikliikteki

molekiillerin ana iyonu elde edilmektedir (Yilmaz Alig, 2011). Sonu¢ olarak, tam
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otomasyonla iliskili yiiksek verim ve hiz MALDI-TOF kiitle spektrometresini biiytlik 6l¢ekli

calismalarda proteomik i¢in belirgin bir se¢im haline getirmistir (Singhal ve ark., 2015).

2.4.1. MALDI -TOF MS Uygulama Yontemi

MALDI-TOF MS, molekiiller yumusak iyonizasyondan geger ve minimum
pargalanma ile sonuglanir. MALDI-TOF MS, UV (Ultraviole) emici matris ile kaplanmig
bir numunenin uygulanmasini igerir. Bu, bir darbeli nitrojen lazer enerji araci olarak islev
goriir. Lazer matrisi kapatinca analit karisimi bir gaz-fazi olan analit iyonlarini iiretir ve bu
iyonlart kiitle-yilik oranina (m/z) gore ayrarak detektorde algilanmasini saglamaktadir (Lima
ve Santos, 2017).

MALDI-TOF MS tarafindan mikroorganizmalarin tanimlanmasi, bilinmeyen
mikroorganizmanin ~ protein  parmak izinin, veri tabaninda bulunan bilinen
mikroorganizmanin protein parmak izi ile karsilagtirllmakta ve veri tabani ile eslestirerek
yapilmaktadir. Protein parmak izi eslesmesinde, bilinmeyen mikrobiyal izolatlarin MS
spektrumu, veri tabaninda bulunan ve bilinen mikrobiyal izolatlarin MS spektrumlar ile
karsilastirilmaktadir.  MALDI-TOF MS i¢in matriks olarak birtakim organik bilesikler
kullanilmig, ancak mikrobiyolojik uygulamalar igin, a-Siyano-4-hidroksisinnamik asit, 2,5-
dihidroksi benzoik asit ve 3,5-dimetoksi- 4-hidroksisinnamik asitin en kullanigh oldugu
bulunmustur. Matris ¢ozeltisi, su ve etanol/metanol veya asetonitril iceren organik
¢oziiciilerin ve matriksi ¢ozen trifloro asetik asit gibi kuvvetli bir asitten olusan bir
karisimdan  olugmaktadir.  Matriksi  ¢6zen trifloro asetik asit gibi ¢Oziiciiler
mikroorganizmalarin hiicre duvarina niifuz ederek hiicre igi proteinleri g¢ikarmaktadir.
Coziicli buharlastigi zaman, matriks ¢6zeltisi iginde sikismis protein molekiillerinin ve diger
hiicresel Dbilesiklerin  ‘birlikte-kristalizasyonu’ gerceklesmektedir. MALDI-TOF MS
tarafindan mikroorganizmalarin tanimlanmasi numune hazirlama islemine, izole edildigi
kaynaga veya hiicre duvariin bilesenlerinin kimyasal yapisina baglidir. Bununla birlikte,
1980’lerde elektron sprey iyonizasyon (ESI) ve matriks destekli lazer desorpsiyon
iyonizasyonunun (MALDI) gelistirilmesi, MS’nin proteinler gibi biiyliik biyolojik
molekiillere uygulanabilirligini artirmistir (Singhal ve ark., 2015).

Ferreira ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢caligmada klinik olarak izole edilen 153 adet
maya ve kiif izolatlar1 geleneksel ve MALDITOF-MS yontemler ile tanimlanmistir.
Arastirmacilar geleneksel yontemle tamimlanan Candida albicans (62 adet), Candida
glabrata (15 adet), Candida krusei (5 adet), Candida tropicalis (5 adet), Clavispora
lusitaniae (3 adet), Aureobasidium pullulans (1 adet) tiirlerini MALDI-TOF ile %100
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uyumlu, Candida parapsilosis (30 adet) %96,7, Microsporum canis (4 adet), %50,
Trichophyton tonsurans (7 adet), %14,3, Trichophyton mentagrophytes (5 adet) %60,
Trichophyton rubrum (3 adet) %33,3, Scopulariopsis spp. (3 adet) %0,0 ve Aspergillus
fumigatus (10 adet) %60 uyumlu oldugunu tespit etmislerdir.

Cheng ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢aligmada, Candida cinsine ait 5 farkl: tiirii
iceren 187 adet klinik izolat1 API1 20 C AUX (bioM¢érieux, Marcy I'Etoile, France), VITEK
2 YST kart (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France), plaka (kromajenik agar) ve MALDI-TOF-
MS yontemleri ile tanimlamislardir. Arastirmacilar skor kategorisi >2,0 olan Candida krusei
(n =8)’nin %100, Candida albicans (n = 49)’1n %81 ve Candida glabrata (n = 50)’nin %88
diizeyinde MALDI-TOF MS ile uyumlu oldugunu, skor kategorisi 1,7 ila 1,99 arasinda olan
Candida krusei (n = 8)’nin %75, Candida glabrata (n = 50)’nin %60 ve Candida
parapsilosis (n = 30)’in %56 diizeyinde MALDI-TOF MS ile uyumlu oldugunu tespit
etmislerdir.

Sendid ve ark. (2013) tarafindan yapilan galismada 1207 adet klinik maya izolatinin
MALDI-TOF MS ve konvansiyonel yontemler ile tanimlama performansi karsilastirilmistir.
Arastirmacilar, 1207 maya izolatinin tanimlanmasinda ribozomal DNA’nin ITS bdélgelerinin
sekanslanmasin1 referans yontem olarak kullanmiglardir. MALDI-TOF MS ve
konvansiyonel yontem arasindaki uyum %91,5 (1105 izolat) iken, % 6,1 (74 izolat) uyumsuz
oldugu tespit edilmistir. Arastirmacilar molekiiler tanimlama yontemi ile bu 74 izolattan
73’iintin MALDI-TOF MS ve konvansiyonel tanimlama yontemi tarafindan dogru sekilde
tanimlandigini ortaya koymustur. Caligmada her iki teknik arasindaki uyum, yakindan
iligkili tibbi tiirlerin tanimlanmasi (Candida albicans, C. dubliniensis, C. inconspicua, C.
norvegensis, C. parapsilosis, C. metapsilosis, C. ortopsilozis) i¢in mitkemmel (%98-100)
olarak degerlendirilmistir. Ancak arastirmacilar, C. famata, C. lambica ve C. magnoliae,
Geotrichum spp. ve Trichosporon spp.’ye ait izolatlarin MALDI-TOF MS tarafindan
tanimlanamadigin1 belirtmislerdir.

Pavlovic ve ark. (2014) gida kaynakli mayalar1t MALDI-TOF MS ve geleneksel
yontemler (API ID 32 C ve Phoenix Maya ID) kullanilarak tanimlamislardir. Arastirmacilar
en az 33 tiir igeren 96 adet maya izolati tanimlamiglardir. Arastirmacilar her iki tanimlama
yonteminin uyumluluklarinin karsilastirilmasinda ITS sekanslarini altin standart yontem
olarak kabul etmislerdir. Arastirmacilar maya DNA’sini1, lireticinin talimatlarina gére ZR
Fungal/Bakteriyel DNA MiniPrep ™ (Zymo Research, Irvine, ABD) kullanarak ekstre
etmiglerdir. ~ Uyusmazliklari  ITS1-5.8S-rRNA-ITS2  bolgesi dizi  analizi ile

¢dziimlemislerdir. Ozellikle Rhodotorula ve Trichosporon tiirlerine gére siniflandirilan 10

37



izolat i¢in net bir tiir tanimlamas1 yapilamamistir. Aragtirmacilar, 62 izolatt MALDI-TOF
MS veya konvansiyonel yontemler kullanilarak tiir seviyesinde dogru bir sekilde
tanmimlamuglardir. Geleneksel yontemler uygulanirken ise 15 izolat yanhis tanimlanmuistir.
Diger taraftan, MALDI-TOF MS tabanli siniflandirma sonrasinda higbir izolat tiir diizeyinde
yanlis tanimlanmamistir. Ancak, mayalarin protein parmak izleri MALDI Biotyper 4.0.0.1
kiitiiphanesine kars1 eslestirdikten sonra 16 izolatin tanimlanamadiglr belirlenmistir.
Aragtirmacilar, gida kaynakli maya izolatlariin giivenilir bir sekilde siniflandirilmasi ve
tanimlanmasi i¢cin MALDI-TOF MS yonteminin uygun bir yontem oldugunu ifade

etmislerdir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada kullanilmak iizere toplam 20 adet manda peyniri 6rnegi temin edilmistir.
Bu peynir 6rneklerinin 13 tanesi beyaz peynir (Bursa (Br), Coruml (C), Corum2 (C2-n),
Balikesir (B), Goénen (G) (2 adet), Kandiral (iz), Kartepe (I), Samsunl (BF), Samsun2
(Buf2-n), Carsambal (S1), Carsamba2 (Sm2-n), Manisa (M)) ve 7 tanesi ise mozzarella
(Kiarklareli (K), Kandiral (Buf), Kandira2 (Kd2-n), Antalyal (A), Antalya2 (A2-n), Afyon
(AK) ve Istanbul (E)) peynirinden olusmaktadir. Bu érneklerden 10 tanesi (Afyon, Antalya,
Samsun/Bafra, Samsun/Carsamba, Kirklareli, Kartepe, Istanbul) ticari isletmelerden temin

edilirken, 10 6rnek ise sahislardan (ev yapimi) temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Kimyasal Analizler

3.2.1.1. Titrasyon asitligi

Titrasyon asitligi AOAC 920.124 (2000) standartina gore yapilmistir. Havanda havan
kolu ile ezilerek homojen hale getirilmis peynir 6rneginden 10 g tartilarak iizerine 40°C’de
10 mL saf su ilave edildikten sonra homojenize edilmistir. Kaba fitre kagidindan siiziilerek
hacmi voliimetrik balon jojede 500 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanmis olan bu siizlintiiden
25 mL alinarak tizerine 3 damla fenolfitaleyn damlatilmis ve 0,1 N NaOH ile hafif pembe
renk olusuncaya kadar titre edilmistir. Peynir 6rneginin titrasyon asitlik derecesi % laktik

asit (CHsCHOH-COOH) cinsinden (3.1) numarali formiilden yararlanilarak hesaplanmstir.

% Laktik Asit = (Vx 0,009 x F x 100) / m (3.1)

V = Titrasyonda harcanan 0,1 N NaOH hacmi (mL)
F = NaOH Faktori

m= Titrasyonda kullanilan peynir 6rnegi agirligi ()

3.2.1.2. pH Tayini

Peynir 6rneklerinde pH tayini Pisano ve ark. (2016)’a gore yapilmistir. 10 g peynir
Ornegi tartilmis ve tizerine 10 mL saf su ilave edilerek homojen hale getirilmistir. Hazirlanan
bu karisimin pH’si dijital pH metre (Hanna pH2211 ORP Meter, Michigan, USA) ile
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Olciilmiistiir.

3.2.1.3. Kurumadde Tayini

Kurumadde tayini Gravimetrik yonteme goére yapilmistir (IDF Standart 4, 2004). Bu
amagla nem tayin cihazi kullanilmistir. Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda 2 g peynir
ornegi tartilarak 105°C’de infirered nem tayin cihazinda (Shimadzu MOC63, Japon)
kurutulmustur. Kurutma islemi otomatik olarak sonuglandiginda nem tayin cihazinin
elektronik kismindan dogrudan % nem olarak okunanarak (3.2) nolu formiil ile

hesaplanmustir.

Toplam Kurumade (%) = [(100 - % Nem)] (3.2)

3.2.1.4. Yag Tayini

Peynir orneklerinde % yag miktarinin belirlenmesi amaciyla Gerber metodundan
yararlanilmistir (AOAC 933.05, 2000). Bu yontemde 0-40 taksimatli 6zel peynir
biitirometresi kullanilmistir. Havanda iyice ezilerek homojen hale getirilmis peynir
orneklerinde peynir biitirometresinin behercigine 3 g tartilmistir. Uzerine yogunlugu
1,522+0,005 g/mL olan siilfirik asitten 10 mL ilave edilerek agz1 kapatilmistir. Daha sonra
biitirometreler 65-70°C’lik su banyosuna konularak peynirin erimesi saglanmistir. Peynir
tamamen eridikten sonra iizerine 1 mL amil alkol ve okumay1 kolaylastirmak amaciyla 35
taksimatina kadar aym1 yogunluktaki siilfirik asitten ilave edilerek karistirilmistir. Gerber
santrifiijiinde (Nova-Safety, Berlin, Almanya) 10 dakika santrifiij edilip, biitirometreden
dogrudan okuma yapilmistir. Elde edilen sonug¢ peynirin 100 graminda bulunan yag hacmini

gostermektedir.

3.2.1.5. Protein Tayini

Protein oranlari, Mikro-Kjeldahl yontemi ile protein tayin cihazinda (VELP
SCIENTIFICA DKG6 Serisi) yas yakma islemi uygulanarak yapilan 6rneklerde bulunan azot
miktarlarmin 6,38 faktorii ile carpilmasi sonucu (3.4) numarali formiil ile hesaplanmis ve %
olarak ifade edilmistir (AOAC, 2001.14, 2002). Peynir orneklerinde protein oranlari

sirasiyla (3.3) ve (3.4) numarali formiiller kullanilarak hesaplanmustir.

% Azot=[(V1-VO)xNx0,014/m]x100 (3.3)
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% Protein=%Azot x 6,38 (3.4)

V1= Titrasyonda harcanan HCI hacmi (mL)

Vo= Sabit deneme sonucu titrasyonunda harcanan HCI hacmi (mL)
N= Titrasyonda kullanilan HCI ¢ozeltisinin normalitesi (0,1 N)
0,014= Azotun miliekivalent agirlig

m= Alinan 6rnek miktar1 (g)

3.2.1.6. Tuz Tayini

Peynirde tuz tayini Mohr metoduna gore yapilmistir (AOAC 975.20, 2000). 10 g
peynir Ornegi tartihp 40°C’deki saf su yardimiyla havanda ezilerek homojen hale
getirilmistir. Sulu kisim kaba fitreden gegirilerek 500 mL’lik balon jojeye aktarilmistir. Bu
islem 4-5 kez tekrarlanmistir. Balon joje igerisindeki sivi soguduktan sonra iizerine saf su
ilave edilerek hacmi 500 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltiden pipet yardimiyla
25 mL alinarak tizerine %0,5’lik potasyum kromat (K2CrOs) indikatorii eklenmis ve 0,1 N
giimiis nitrat (AgNO3) ile kirmizimsi kahverenk goriiliinceye kadar titre edilmistir.

Peynirdeki % tuz miktari (3.5) numarali formiille hesaplanmustir.

% Tuz =[ (V-Vo0)xFx0,585]/m (3.5)

V = Titrasyonda harcanan 0,1 N AgNO3 hacmi (mL)
Vo= Sabit i¢in sarf edilen AgNO3 hacmi (mL)

m = Ornek miktar1 (g)

F = AgNOgs’iin faktorii

3.2.1.7. Kiil Miktan Tayini

Orneklerde kiil miktari tayini gravimetrik yonteme gore yapilmistir (IDF Standart 27,
1964). Peynirde bulunan kiil miktarini belirlemek igin kiil firin1 (Protherm Furnaces, Model
PLF 110115, Ankara) kullanilmistir. Kiil firminda 550°C’de sabit agirliga gelmesi i¢in 30
dakika tutulan ve desikatorde sogutulan krozelere 1 g peynir 6rnegi tartilmis ve krozeler kiil
finrnina yerlestirilerek 6n yakma islemi yapilmistir. Sicaklik kademeli olarak artirilarak
550°C’ye cikartilmistir. Yakma islemi, krozeler icerisindeki 6rnek tamamen beyaz kiil
rengine doniisiinceye kadar devam edilmistir. Kiil oran1 (3.6) numarali formiil ile

hesaplanmustir.
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Kiil Orani (%) = [(M2- Mo)/(M1-Mo)] x 100 (3.6)

Mo= Kiil yakma kabinin sabit daras1 (g)
M= Peynir ilave edildikten sonraki agirlik (g)
M= Yakma isleminden sonraki agirlik (g)

3.2.2. Aroma Analizi

Her bir drnekten 3 g peynir 6rnegi, amber renkli viallere tartilmis ve tizerine 1 g tuz
ve 5 pL I¢ Standart eklenip vial 15 saniye voteks ile karistirilmis ve 40°C’lik su banyosunda
(GFL, Model 1103, Burgwedel, Almanya) 20 dakika bekletilmistir. Daha sonra Kati Faz
Mikroekstraksiyon (KFME) fiberi (50/30 um DVB/Carboxen/PDMS StableFlex, Supelco,
Bellafonte, ABD) viale batirilmig ve 40°C’lik su banyosunda 15 dakika tutularak tepe
boslugundaki aroma bilesenlerinin absorbsiyonu saglanmistir. Gaz kromatografisi, alev
iyonlastirma detektorii (FID), enjeksiyon blogundan (CIS-Cooled Injection System)
olugsmaktadir (Agilent 6890N, Palo Alto, California, ABD). Biitiin 6rnekler, polar (HP-
INNOWAX, 30 mm uzunlukx0,25 mm i¢ ¢ap (i.d.)x0,25 pm film kalinlig1; J&W Scientific)
kolana enjekte edilmistir. GC firin programi 40°C’ de 1 dakika olup dakikada 10°C artisla
son sicakligr 230°C’ye ulasacak sekilde ayarlanmistir. Son sicaklikta bekleme siiresi 15

dakikadir. Enjektor blogunun sicakligi 230°C’dir (Guneser ve Karagul-Yuceer, 2011).

3.2.3. Peynir Orneklerinin Mikrobiyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.3.1. Mikrobiyolojik Analizler i¢in Diliisyonlarin Hazirlanmasi

Peynir orneklerinden 10 g alimip 90 mL  %2’lik sodyum sitrat (Merck, Almanya)
cozeltisi ile Stomacher’da (BagMixer® 400 S& 400 SW Lab Blenders, USA) homojenize

edilmistir. Daha sonra %0,1°lik peptonlu su ile desimal diliisyonlar hazirlanmistir.

3.2.3.2. Koliform ve Escherichia coli Sayimm

Koliform ve Escherichia coli sayimi analizi igin Pisano ve ark. (2016)’nin kullandig1
yontemden yararlanilmistir. Mikrobiyolojik analizlerde koliform ve E.coli sayimlar igin
3.2.3.1°de verilen yonteme gore hazirlanan diliisyonlardan 1 mL alinip steril bos petrilere
eklenmistir. Hazirlanan bu petrilere TBX (Tryptone Bile X-glucuronide (11612 Merck,
Almanya)) agar ilave edilerek dokme plak yontemiyle ekim yapilmis ve petriler 44°C’de 24

saat inkiibe edilmistir.
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3.2.3.3. Kiif ve Maya Sayim

Kif ve maya symmi igin 3.2.3.1°de verilen yonteme gore hazirlanan diliisyonlardan 1
mL alinip steril bos petrilere eklenmistir. Hazirlanan bu petrilere DRBC (Dichloran Rose
Bengal Agar (100466 Merck, Almanya)) ve DG18 (Dichloran %18 Glycerol (146161
Merck, Almanya) agar ilave edilerek dokme plak yontemiyle ekim yapilmis ve petriler
25°C’de 5 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan koloniler sayilmistir (Tournas
ve ark., 2001).

3.2.3.4. Staphylococcus spp. ve S. aureus Sayimi

3.2.3.1°de verilen yonteme gore hazirlanan desimal diliisyonlardan 0,1 mL alinarak
yumurta sarisi ve potasyum teliirit igeren Baird Parker Agar (146137 Merck, Almanya)
petrilerine yayma plak yontemine gore ekim yapilmis ve petriler 37°C’de 24-48 saat inkiibe

edilerek inkiibasyon sonunda tipik kolonilerden sayim yapilmistir (Gutiérrez ve ark., 2012)

3.2.3.5. Salmonella Aranmasi

Salmonella spp aranmasi D’aoust ve ark. (1985)’nin kullandiklar1 yonteme gore
yapilmustir. Her bir peynir 6rneginden 25 g 6rnek tartilarak steril 225 mL Buffered Peptone
Water (BPW (107228 Merck, Almanya) besiyerinde homojenize (BagMixer® 400 S& 400
SW Lab Blenders, USA) edilip 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edilmis ve bu 6n zenginlestirme
besiyerinden 1’er mL alinarak daha Once steril edilmis ve tiiplere ilave edilmis 10 mL
Selenite Cystine Broth (SCB (107709 Merck, Almanya)’a ve Rappaport-Vassiliadis (RV)
Enrichment Broth (107666 Merck, Almanya)’a transfer edilerek, SCB (107709 Merck,
Almanya) 37°C’de 24 saat, Rappaport-Vassiliadis (RV) Enrichment Broth (107666 Merck,
Almanya) ise 42°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda SCB (107709 Merck,
Almanya)’den ve RV’den ise Brilliant Green Agar (BGA (101310 Merck, Almanya) ve
Bismuth Sulphite Agar (BSA (105418 Merck, Almanya))’a tek koloni diisiirme yontemiyle
¢izim yapilmis ve 37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Tipik kolonilerin tespiti halinde
Triple Sugar Iron Agar (TSIA (103915 Merck, Almanya) ve Lysine Iron Agar (LIA (11640
Merck, Almanya)) egik besiyerlerine ekim yapilarak diger biyokimyasal testler

uygulanmstir.

3.2.3.6. E. coli O157:H7 Aranmasi
Enterohemorojik E. coli O157:H7 tespiti i¢in 25 g ornek tartilarak 225 mL mTSB
(Modified Tryptic Soy Broth with Novobiocin, (109205 Merck, Almanya)) besiyerinde
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homojenize edilerek 37°C’de 24 saatte yapilan Onzenginlestirme sonrasinda tek koloni
diisiirme yontemiyle C-SMAC (Cefixime ve Tellurite Sorbitol MacConkey (109207 Merck,
Almanya) agara ¢izim yapilmis ve petriler 37°C’de 24 saat inkiibe edilerek muhtemel

koloniler biyokimyasal testler ve lateks agliinitasyon testi ile dogrulanmustir.

3.2.3.7. Listeria monocytogenes Aranmasi

Listeria monocytogenes igin 25 g peynir 6rnegi tartilarak steril 225 mL Half Fraser
Enrichment Broth (HFB (Lab211, Ingiltere) ile 90 saniye homojenize (BagMixer® 400 S&
400 SW Lab Blenders, USA) edildikten sonra 30°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bu 6n
zenginlestirme kiiltiiriinden segici ayirt edici PALCAM Agar (CM0877 Oxoid, ingiltere)
besiyerine tek koloni diisiirme yontemiyle ¢izim yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Muhtemel Listeria kolonilerine hemoliz testi ve karbonhidrat (mannitol, ramnoz

ve ksiloz) testleri uygulanarak tiir diizeyinde tanimlama yapilmistir (Kaptan, 2016).

3.2.4. Peynir Orneklerinden Mayalarin Izolasyonu ve Fenotipik Olarak
Tamimlanmasi

3.2.4.1. Mayalarin izolasyonu ve Saflastiriimasi

Maya izolasyonu DRBC (Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol (100466 Merck,
Almanya)) Agar ve DG18 (Dichloran %18 Glycerol (146161 Merck, Almanya)) Agar
besiyerleri kullanilarak yapilmistir. Petriler 25°C’de 5 giin inkiibe edilmistir (Diosma ve
ark., 2014). Mayalarin saflagtirllmasinda ise MEA (Malt Extract Agar (146151 Merck,
Almanya)) kullanilmis ve petriler 25°C’de 72 saat inkiibe edilmistir (Pedersen ve ark.,
2012).

3.2.4.2. Mayalarm Fenotipik Olarak Tanmimlanmasi

3.2.4.2.1. Dalmau Plak Teknigi ile Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Izolatlarin morfolojik ve kiiltiirel 6zelliklerini inceleyebilmek igin besiyeri olarak
Corn Meal Agar (CMO0103, Oxoid, Ingiltere) kullamlmustir. incelenecek olan maya
izolatlarindan Corn Meal Agar (CMA) igeren petrilere, 24 saat active edilmis yatik
kiiltiirlerden Dalmau plak teknigine gore ekim yapilmistir. Bu teknige gore kiiltiir, plak
tizerine bir kenarindan (saat 10 ve 2 pozisyonlar: arasinda) tek ¢izgi halinde ¢izilerek ve
petrinin diger kenarindan 2 nokta ekim (saat 4 ve 8 pozisyonlarinda) yapilmistir. Nokta
ekimlerden biri ve ¢izgi ekimlerin merkez kisimlari steril lamel ile kapatilarak petriler

25°C’de 7-10 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon islemi tamamlanan kiiltiirlerden preparat
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hazirlanmis ve mikroskop altinda incelenerek morfolojik o6zellikleri tespit edilmistir

(Kreger-van Rij, 1984).

3.2.4.2.2. Askospor Olusum Ozelliklerinin Belirlenmesi

Mayalarin askospor iiretip liretmedigini belirlemek amaciyla McClary Asetat agar [(1
L destile su i¢in %0,1 (agirlik/hacim) D-Glikoz, %0,18 Sodyum Kloriir, %0,25 yeast extract,
%0,82 sodyum asetat ve %1,5 Agar)] hazirlanmis ve 15 dakika 121°C’de otoklavlanmustir.
Bu amacgla taze maya kiiltiirlerinden McClary Asetat agara ¢izim yapilarak 20°C’de 7 giin
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda olusan maya kolonilerinden preparat
hazirlanarak fikse edilmistir. Daha sonra lizerine %2’lik malasit yesili ¢ozeltisi dokiilerek
hafif alev lizerinde buhar ¢ikincaya kadar 3-5 dakika hafifge 1sitilip ¢esme suyu ile yikanmis
ve kurutulmustur. Kuruyan preparatlar %0,5°lik safranin ¢ozeltisiyle 30 saniye boyanarak
yikanmistir. Kuruyan preparatlar mikroskop altinda ve yagli objektifte askospor olusturup
olusturmadigi bakimindan incelenmistir. Bu islemleme, sporulasyon goriilmeyen kiiltiirler

icin 7’ser glinliik araliklarla devam edilmistir (Anderson ve Martin, 1975).

3.2.4.2.3. Ureaz Testi

Ure testi icin, Christensen Ure Agar (CUA) [(1 g/L pepton 1 g glukoz 5 g/L sodium
Kloriir ve 2 g/L potasyum dihidrojen fosfat ve 0,012 g/L fenol kirmizisi indikatorii)]
besiyerinin pH’s1 6,8 olacak sekilde ayarlanmis ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanmustir.
Besiyeri otoklavlandiktan sonra sicakligin 50-55°C’ye diismesi igin Su banyosunda
bekletilmistir. Istenen sicakliga gelince, besiyeri icerisine steril filtre ile sterilize edilen iire
solusyonundan %20 ilave edilmistir. Daha sonra besiyeri petri kaplarma dokiilerek
katilagmasi beklenmistir. Icerinde CUA bulunan petri kaplarina maya izolatlarindan ekim
yapilmis ve 25°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda pembe veya
turuncudan kirmiziya renk degisimi gozlenen izolatlar iireaz pozitif olarak

degerlendirilmistir (Kreger-van Rij, 1984).

3.2.4.2.4. Karbonhidrat Fermentasyon Testi

Maya izolatlarinin karbon bilesiklerini fermantatif olarak kullanimin1 test etmek icin
kullanilan fermentasyon besiyerine [( 4,5 g/L maya eksrakti, 7,5 g/L pepton ve yogun yesil
renk verene kadar bromotimol mavisi)] son konsantrasyon %2 olacak sekilde %10’luk seker

cozeltileri (Dextroz, Maltoz, Laktoz, Trehaloz ve Galaktoz) ilave edilmistir. Inokiiliimiin
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hazirlanmasi1 amaciyla Malt Extract Broth (30 g/L malt extract, 5 g/L pepton)’ta gelistirilen
24 saatlik aktif kiilttirler, 5000 rpm’de (2665 x g) 5 dakika santrifiijlenerek (Santorius Sigma
2-16, Ingiltere) s1v1 kisim dokiiliip, ¢oken hiicreler tekrar steril fizyolojik su ile siispanse
edilerek santrifiijleme islemi tekrarlanmistir. Bu islemden sonra hiicreler, 2 mL steril serum
fizyolojik suda tekrar silispanse edilmistir. Bu kiiltiir siispansiyonundan fermentasyon
besiyerine 0,1 mL ekim yapilmis ve tiipler 25°C’de 3-14 giin boyunca inkiibe edilerek asit

gaz olusumlar1 kontrol edilmistir (Kreger-van Rij, 1984).

3.2.4.2.5. Karbonhidrat Asimilasyon Testi

Hazirlanacak besiyerine ilave edilecek Yeast Nitrogen Base (Difco 239210, USA)
besiyerinden 6,7 g/L olacak sekilde soliisyon hazirlanarak steril filtreden gegirilmistir. Bu
soliisyondan, 10x hacimde olacak sekilde, otoklavlanmis ve su banyosunda 50-55°C’ye
diistirtilmiis %1,5 agar bulunan her bir besiyerine ilave edilmistir. Ayrica ayni besiyerlerine,
her birine ayr1 ayr1 olmak iizere, %10’luk seker ¢ozeltileri (Dekstroz, Maltoz, Laktoz,
Galaktoz, Trehaloz, Siikroz, Rafinoz, Ksiloz, Selebiyoz, Melebiyoz) steril filtreden
gegirilerek 25 mMolar olacak sekilde ilave edilmistir. Elde edilen YNBA iyice karigtirilarak
petrilere dokiilmiistiir. Inokiiliimiin hazirlanmas1 amaciyla Malt Extract Broth (30 g/L malt
extract, 5 g/L pepton)’ta gelistirilen 24 saatlik aktif kiiltirler 5000 rpm’de (2665xg) 5 dakika
santrifiijlenmis (Santorius Sigma 2-16, Ingiltere), sivi kistm dokiilmiis ve ¢oken hiicreler
tekrar steril fizyolojik su ile siispanse edilerek santrifiijleme islemi tekrarlanmistir. Elde
edilen bu kiiltiirlerden, her birinde farkli bir seker bulunan bu petrilere, inokiilasyon yapilmig
ve petriler 25°C°de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda inokiile edilen
maya izolatinin, petri yiizeyinde gelisme gostermesi o petride bulunan karbonhidrati asimile

ediyor seklinde degerlendirilmistir (Akpinar, 2008).

3.2.4.2.6. Azot Bilesiklerinin Asimilasyonu

Hazirlanacak besiyerine ilave edilecek Yeast Carbon Base (239110YCB Difco, USA)
besiyerinden 1,7 g/L olacak sekilde soliisyon hazirlanarak steril filtreden gegirilerek 10x
hacimde olacak sekilde, otoklavlanmis ve su banyosunda 50-55°C’ye diisiiriilmis ve %1,5
agar bulunan her bir besiyerine ilave edilmistir. Ayrica ayn1 besiyerlerine her birine ayri
ayr1 olmak tizere 25 mMolar olacak sekilde azot bilesikleri ¢ozeltisi ((Potasyum Nitrat,
Kadaverin (33211 Sigma-Aldrich, Ingiltere) ve Kreatin (C0780 Sigma-Aldrich, Ingiltere))
steril filtreden gegirilerek ilave edilmistir. Elde edilen YCB Agar iyice karistirilarak petrilere
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dokiilmiistiir. inokiiliimiin hazirlanmas1 amacryla Malt Extract Broth (MEB)’ta gelistirilen
24 saatlik aktif kiltiirler 5000 rpm’de (2665xg) 5 dakika santrifiijlenmis, sivi kisim
dokiilmiis ve ¢oken hiicreler tekrar steril fizyolojik su ile siispanse edilerek santrifiijleme
islemi tekrarlanmistir. Elde edilen bu kiiltiirlerden, her birinde farkl bir azot bilesigi bulunan
bu petrilere inokiilasyon yapilmis ve petriler 25°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda inokiile edilen maya izolatinin, petri ylizeyinde gelisme gostermesi o petride

bulunan azot bilesigini asimile ediyor seklinde degerlendirilmistir (Akpinar, 2008).

3.2.6. Maya izolatlarinin Cins Diizeyinde Tanimlanmasi

Peynir 6rneklerinden mayalarin sayimi ve izolasyonu Metot 3.2.4.1°de belirtildigi
sekilde yapilmistir. Anlamli sonuglarin elde edildigi petrilerden maya koloni sayilarinin
karekokii kadar izolatlar alinmigtir. DRBC agardan 248 izolat, DG18 agardan ise 188 izolat
olmak iizere toplam 436 maya izolati alinmistir. Bu izolatlardan ise 406 maya izolati
saflagtirllmigtir. Saf izolatlardan ayni Grnege ait diliisyonlardan temsili olarak segilerek
azaltma yapilmis ve 180 izolat fenotipik ve MALDI-TOF MS yo6ntemleri ile tanimlanmustir.
Peynir 6rneklerinden mayalarin izolasyonu Sekil 3.1°de belirtildigi gibi yapilmistir.

[&=] ||

10 g Beyaz Peynir 10 g Mozzarclla Peyniri

)

90 ml. 26271ik Na-Sitrat
D
.,._/
DRBC agar 25 °C’de 72 saat DG18 agar 25 °C’de 72 saat
248 Adet izolat 188 Adet izolat

240 Adect saf maya kaltiiria 166 Adet saf maya kiiltiirii

S

Ayni érneklerin ayni diliisyonlarindan alinan

izolatlar azaluhp toplam 180 izolat incelendi.

T

Pscudohif olusumu Ureaz aktivitesi Nitrat asimilasyonu
“ “) ) “) “) “)
Candida spp. Wicherhamomyces spp. Debarvomyees spp. Kluyveromyees spp. Pichia spp. Kluyveromyces

Pichia spp. Rhodotorula spp. Yarrowia spp. Pichia spp. Candida spp.
5 Cryprococcus spp. Cryprococcus spp.
Rhodotorula spp.
Candida krusei s < s
Candida lipolytica Clavispora spp. Clavi a spp-
Candida spp. Yarrowia spp.
Wicherhamomyces spp. Wicherhamomyces spp.

Rhodotorula spp.

Clavispora spp

Sekil 3.1. Manda siitii ile iiretilen peynirlerden mayalarin izolasyonu (Kurtzman ve Fell,
1998).
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3.2.6.1. Candida spp. Adlandirilmasi

Candida, 165 kabul edilen tiirden olusmakta olup, anamorfik Saccharomycetales’in
bir cinsi olup yiiksek siklikta izole edilen bir cinstir (Webster ve Weber, 2007). Candida
cinsi, cok tarafli tomurcuklanma ile ¢ogalan kiiresel, uzayan maya benzeri hiicrelere veya
blastokonidia, dar bir tabanda mevcutsa polar tomurcuklanma, pseudohif ve bazen de ger¢ek
hif ile karakterize edilir. Arthrokonidia, ballistokonidia ve koloni pigmentasyonu her zaman
yoktur. Karbonhidrat fermentasyonu, nitrat asimilasyonu ve inositol asimilasyonu bazi
tirlerde var iken, bazi tiirlerde ise yoktur. Ancak tiim inositol pozitif suslarin pseudohif
olusturdugu tespit edilmistir. Gegmiste, Torulopsis cinsi pseudomiselyum olusturmamasi
nedeniyle, Candida, Torulopsis cinsi olarak tanimlanmustir (Ellis ve ark., 2007).

Maya hiicreleri kiiresel, oval, silindirik veya uzamis, bazen ise diizensiz sekilli
olabilmektedir. Uremeleri ¢oklu tomurcuklanma seklinde olup iki kutuplu tomurcuklanma
gosteren hiicreler genis bir tabanda tomurcuklanma olusturmazlar. Bazi suslarin tiirleri
yalanct misel olusturmakta olup yalanci miseller pseudohif veya blastospor olarak ayirt
edilebilmektedir. Bunun yaninda baz: tiirler ise klamidospor veya gercek miselyum yapilar
da olusturabilmektedir. Ayrica askospor, teliospor veya blastospor yapilarini her zaman

olusturmamaktadirlar (Lodder, 1970; Kreger-van Rij, 1984).

Cizelge 3.11. Candida spp.’larn kiiltiirel ve biyokimyasal o6zellikleri (Lodder,
1973;Kurtzman ve Fell, 1998;Kreger-van-Rij, 1984)

_ KARBONHIDRAT ] o
s FERMENTASYONU KARBONHIDRAT ASIMILASYONU
N g
@ —_
MAYA 5w 8 - o IS ~
. . " = Q@ O = 3
TURLERI T £ 8238 ¥ < v & 8 4 9o =T T~ B -~
o S & 9 @ £ N . O X ] o O c X e 9o 9o £ c 5 Q =
O 3 £ § ¢ s O X ®W £ = £ X T £ 2 £ & 9 5 =
g 2 883 5§ £ Z 3 g & 8 & Is £ 3 € 5 ¢ 2 3 X
®» & ¥Xm< O P ¥X O O - = 4 CO & = J x rFr & = o
C.intermedia z o+ + + + n d + + + + + + + = T
/- /-
C. sake -+ + + + d d + o+ 4+ o+ + d +
C. zeylanoides z o+ + z n - + o+ +
/ /- /
C.boidinii d + + d + - + +
C.parapsilosis + o+ + + o+ z + o+ o+ o+ + +
z/ /-
C.pararugosa + o+ + o+
C. lipolytica + 0+ o+ 4+ + -+ - - - - - - + d z
/- /-
C. krusei + + o+ + + + -
C. glabrata + o+ - - - . oLy d n d
/-
C.rugosa + o+ + o+ d
C.guilliermondii + + - - + - - - + d + + o+ 4+ o+ + O+ o+ o+ o+

z=zay1f, d:degisken, n:nadiren
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Candida cinsi mayalar artrospor yapilarini olusturmamaktadirlar (Lodder, 1970).
Candida cinsine ait tiirleri tanimlarken Corn Meal Agar’daki morfolojik 6zellikleri, Ure
agarda iireaz aktivitesi, McClary Asetat Agar’da spor olusturup olusturmadiklari,
karbonhidrat fermentasyonu ve asimilasyonu, azot asimilasyonu gibi 6zelliklerine gore
Cizelge 3.11 ve Sekil 3.2°deki gibi tanimlama yapilmistir (Lodder, 1970; Kreger-van Rij,
1984).

Maya Izolatlar:

l

Germ Tiip Testi
&) )
C. albicans C.zeylanoides, C.krusei, C_famata Corn Meal Agar’da
C.dubliniensis C.tropicalis, C.kefvr, C.lipolytica, Klamidospor yok,
QU
Corn meal Agar C.guilliermondi, C.rugosa, C.intermedia ve Psedudohif ya da
v
Termal Klamidospor C.lusitaniae, C. parapsilosis Hif Olusumu
| l (+) ve artrospor (-) ise,
Tekli Klamidospor Coklu Klamidospor Ureaz Testi
v v —
C. albicans C.dubliniensis (-) —L’(+)
C.zeylanoides, C. sake, C.famata C.krusei
C.tropicalis, C.guilliermondi, C.lipolytica
C.rugosa, C.intermedia, Dextroz Eermantasyonu
C.boidinii, C.lusitaniae (+) 1J— _l—D (-)
C. parapsilosis. C.kefvr C.krusei C.lipolytica
Rafinoz Asimilasyonu
CIRS IE:
C.kefyr, C.guilliermondi C.boidinii, C.rugosa, C.tropicalis
C.intermedia C.zeylanoides, C. lusitaniae Siikroz Asimilasyonu
Melebiyoz A¥imilasyonu C.parapsilosis, C.sake
G <J_ —|—> ) h ——(-)
C.guilliermondi  C.kefvr C.tropicalis, C.parapsilosis C.zeylanoides
C.intermedia C. lusitaniae, C. sake C.rugosa, C.boidinii
Laktoz Asimilasyonu Galaktoz Ferr*antasyonu Trehaloz'Asimilasyonu
Q) ‘J— ) (ﬂ"l_ _L (O] (+)<J_ —l" )
C.intermedia  C.guilliermondi C.tropicalis C.parapsilosis C.zevlanoides C.rugosa
C. lusitaniae C. sake C.boidinii
¥ v . A
Maltoz Fermentasyonu 37 °C de tireme Galaktoz Asimilsayonu
H I —|—> ) ) J —|—> -) (+)<J_ —I—h(-)
C.tropicalis C. lusitaniae  C.parapsilosis C. sake C.rugosa C.boidinii

Sekil 3.2. Candida spp.’lerinin fenotipik 6zelliklere gore siniflandirilmasi ((Lodder, 1970;
Kurtzman ve Fell, 1998; Kreger Van-Rij, 1984)
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3.2.6.2. Cryptococcus spp. Adlandirilmasi

Cryptococcus cinsinin maya hiicreleri kiiremsi veya oval, bazen uzamis amipsi veya
polimorfik seklinde olabilmektedir. Uremeleri ¢oklu tomurcuklanma ile olmaktadir. Cogu
suslar, kapsiilliidiir. Kapsiil olusum derecesi ortama baglidir. Kapsul heteroploid sakkaritten
olugmaktadir. Belirli biiylime kosullar1 altinda birgok sus tarafindan ortam icine salinan
kapsiil nisasta benzeri bilesikleri de igerebilmektedir. Biiyliime i¢in tiim tiirler karbon
kaynag1 olarak inositolii asimile etmektedirler. Cogu tiirler kat1 besiyeri ortaminda mukoid
goriiniimlii ve yalanci misel olusturmamaktadirlar. Sivi besi ortaminda yavas gelismekte
olup baslangigta sinirli bir yiiziiglimsii yap1 olusturmaktadirlar. Stv1 besi ortaminda zamanla
bir tortu tretmektedirler. Eski kiiltiirlerde adaciklar veya nadiren nemli bir zar
olusturulabilmektedirler (Lodder, 1970; Kreger-van Rij, 1984).

Cryptococcus cinsi mayalar askospor, teliospor veya blastospor iiretmemektedirler.
Karbonhidrat fermentasyon yeteneginden yoksundurlar (Lodder, 1970). Cryptococcus
cinsine ait tiirleri tanimlarken Corn Meal Agar’daki morfolojik 6zellikleri, Ure agarda iireaz
aktivitesi, McClary Asetat Agar’da spor olusturup olusturmadiklari, karbonhidrat
fermentasyonu ve asimilasyonu, azot asimilasyonu gibi 6zelliklerine gore Cizelge 3.12 ve

Sekil 3.3’teki tanimlama anahtari kullanilarak tanimlama yapilmistir (Lodder, 1970; Kreger-

van Rij, 1984).

Cizelge 3.12. Cryptococcus spp.’lerin kiiltiirel ve biyokimyasal ozellikleri (Lodder,
1973;Kurtzman ve Fell, 1998;Kreger-van-Rij, 1984)

5 KARBONHIDRAT KARBONHIDRAT ASIMILASYONU
c FERMENTASYONU
o
>
(%]
2 K]
MAYA - . £ N
2 . S« 25 o
TORLERI 2 2 §88 2 4,88 | s By oS8 83 o3
'UU'_OU)ENMOX(UOO S X ¢ o o 9 © &5 £ =
O3 EfgQC E 3O X £ = £ X s g £ £ 25 B8 E 2
¢ g 8 8 ¥ 5 2232 & 3 < 2 g £ 8 s 2 £ 5T T
mad X o< OVOo X OO0 - =2 4 OO0 xn =2 4d4ZF o x Ao
Cr. curvatus + + + + Yok + + + 4z + + + o+ +
Cr. albidus Yok + d + + d d + + + +
z
Cr. + + - - - - + - Yok + + 4+ 4z + + +d +
neoformans d

d;degisken, z; zay1f
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Maya Izolatlart

!

Cornmeal Agar

!

Pseudohif veya Gergek Hif Olusumu

(-) = _|—~(+)

- w
Ureaz Testi

S I

Cr. neoformans, Cr. albidus,

Cr. curvaris, Cr. terreus

Cr. unicutulatus

¥
Nitrat Asimilasyonu

) )
Cr. neoformans, Cr. unigutularus Cr. terreus, Cr. albidus
Cr. curvatus Malto=z Atimlas yonu

Laktoz Asintilasyonu (+) q—]_ )

(+) | I =) Cr. albidus Cr. terreus
Cr. curvarus Cr. neoformans
Cr. unigutulatus,
Cr. luteolus
Melebivoz Asimilasyonu
+ = N ]
Cr. futeolus Cr. neoformans,
Cr. unicutulartus
Selebiyoz Asimilasyonu
(el Lo
Cr. neoformans Cr. unigurulatus

Sekil 3.3. Cryptococcus spp. ’lerinin fenotipik 6zelliklere gore siniflandiriimas: (Lodder,
1970; Kurtzman ve Fell, 1998; Kreger-van Rij, 1984)

3.2.6.3. Debaryomyces spp. Adlandirilmasi

Debaryomyces cinsi mayalar vejetatif olarak ¢ok tarafli tomurcuklanma ile
iiremektedirler. Ilkel ya da bazen iyi gelismis yalanci hif yapilar1 olusturabilmektedirler. Ana
hiicre ve tomurcuk arasindaki heterojen konjugasyon, genellikle askus olusumundan 6nce
meydana gelebilmektedir. Ayrica izogamoz konjugasyon da meydana gelebilmektedir.
Sporlar1 kiiresel veya oval olabilmektedir. Maya sporlarinin duvarlari sigilli veya duvar
iistiinde ¢ikintilar bulunmaktadir. Her bir askus basina bir veya iki spor olustururken bazi
tirlerinde askus icindeki spor sayist dorde kadar ¢ikabilmektedir. Karbonhidrat
fermentasyonu gii¢lii degildir. Karbonhidrat fermentasyon oldukga yavas, zayif veya yoktur.

Nitrat1 asimile edemez iken nitriti ise asimile edebilmektedir (Kreger-van Rij, 1984).
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Debaryomyces cinsine ait tiirleri tamimlarken Corn Meal Agar’daki morfolojik
ozellikleri, Ure Agar’da iireaz aktivitesi, McClary Asetat Agar’da spor olusturup
olusturmadiklar1, karbonhidrat fermentasyonu ve asimilasyonu, azot asimilasyonu gibi

Ozelliklerine gore tanimlama yapilmistir (Kreger-van Rij, 1984). Tanimlama yapilirken

Cizelge 3.13 ve Sekil 3.4’teki anahtar kullanilmistir.

Cizelge 3.13. Debaryomyces spp.’larin kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikleri (Lodder, 1970;
Kreger-van Rij, 1984; Kurtzman ve Fell, 1998)

KARBONHIDRAT KARBONHIDRAT
g FERMENTASYONU ASIMILASYONU
o g
.. . £ = =
MAYA TURLERI .- 2 . £ N
ke I 8 o 5 < N N e N B N
g 38 £ ¥ Pz3 ©w £ 8 % S g s &2 Xg
> £ ¥ <<= X¥X0 O & = 4 OO0 &% =212F & O
Debaryomyces + o+ + z/ z/ z/ z/- + + + + d d + + + +
hansenii - d
Deb. melissophilus - + + d + + z/
Deb. polymorphus d + d z/ n z/ + + + + d d + + + +
Deb. -+ + + z n 1zl + + + 4+ + + + + o+ o+
pseudopolymorphus
d;degisken, z;zayif, n:nadiren
Maya Izolatlar
Cornmeal Agar
Klamidospor Var
) ‘—| (+)
Agac Benzeri Pseudohif veya
Agac Benzeri Hifsi Olusum
(_),J_ _|—> ()
Deb.hansenii Deb. polymorphus
Deb.melissophilus Deb. pseudopolymorphus
Ksiloz Asimilasyonu Nitrat Asimilasyonu
(-) _|_.(+) () j — (1)
Deb.melissophilus Deb.hansenii Deb. polymorphus Deb. pseudopolymorphus

Sekil 3.4. Debaryomyces spp.’lerinin fenotipik 6zelliklere gore siniflandiriimasi (Lodder,
1970; Kurtzman ve Fell, 1998; Kreger-van-Rij, 1984)
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3.2.6.4. Issatchenkia spp. Adlandirilmasi

Issatchenkia spp. 25°C’de Malt Extract Agar’da 3 giiniin sonunda uzamis oval tek
veya ¢ift (1,3-6,0x3,3-14,0) um hiicreler olusturmaktadir. Besiyerinde gelisirken 1s1k gegiren
ve agik krem renkli koloni olusturmaktadir. Asimilasyon yiizeylerinde biiylime yavas ve
kuru tirmanma peletleri olusmaktadir. Morfolojik agarda 25°C’de 7 giinde ¢ok genis bir
sekilde ylizeyi kaplayan ve orta derecede dalli pseudohifler olusturabilmektedir. Aerobik
ortamda gelistirildiginde, benekli-beyaz, bazen kenar tozlu, piiriizsiiz ve loblu degisen,
diisiik digbiikey ile merkezi bastirilmis pseudohif olusturmaktadir. Bazi kiiltiirler hafifge
asidik kokuya sahip olabilmektedir. Askospor olusumlari 151k mikroskobu altinda kiiresel

olarak ve her bir askus i¢inde bir tane askospor seklinde goriilmektedir (Kurtzman ve Fell,

1998).
Issatchenkia cinsine ait tiirleri tanimlarken Corn Meal Agar’daki morfolojik

ozellikleri, Ure Agar’da iireaz aktivitesi, McClary Asetat Agar’da spor olusturup
olusturmadiklari, karbonhidrat fermentasyonu ve asimilasyonu, azot asimilasyonu gibi
Ozelliklerine gore tanimlama yapilmistir (Kreger-van Rij, 1984; Kurtzman ve Fell, 1998).

Tanimlama yapilirken Cizelge 3.14 ve Sekil 3.5’teki anahtar kullanilmistir.

Cizelge 3.14. Issathenkia spp.’larin kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikleri (Kreger-van Rij,
1984; Kurtzman ve Fell, 1998)

KARBONHIDRAT KARBONHIDRAT
g FERMENTASYONU ASIMILASYONU
>
@ 3
.. . £ - =
MAYA TURLERI g e 8 . - E ~
K = n = n o N
'v‘%:§§85 <N§NNN NgNNN'Zc—,\D‘gBE
= o 5 2 g ¥ 8 2 =X S 9 9 S X © 9 9 9@ ® F5 & G
O 5 E £ ¢ = O X ] & = = X © = & £ © c 9 £ ©
f 38 2 ¢ 5 22 3 § £ 8 & S £ E e 2H/X
>4 ¥ I <OBb X 0 O & = 4 OO0 ZZ=3=F 8 x o
Issatchenkia + o+ + + T
orientalis
I. occidentalis + o+ + + + d
I. terricola d + - - + + - +
z
I. scutulata var. -+ - -+ - - +
sculata

d; degisken, z;zayif,
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Maya Izolatlan

|

Cornmeal Agar

Klamidospor Var
-) ‘J_ (+)

Pseudohif veya Gercek Hitf Olusumu

(-) =— (+)
Arl:rr)s or
-) +)
Nitrat Asimilasyonu
) )

I scutulata var. scutulata, I. orientalis

Lterricola, I. occidentalis,

v
40 °C de Ureme

() «— —— ()
I. orientalis Iterricola, I. occidentalis

I scutulata var. scutulata

Osmotik Mediumda Ureme'

od Lo

I.scutulata var. scutulata

I. occidentalis I terricola
v
37 °C de Ureme
() <«— L5 ()
I. occidentalis I scutulata var. scutulata

Sekil 3.5. Issathenckia spp.’lerinin fenotipik ozelliklere gore smiflandirilmasi (Lodder,

1970; Kurtzman ve Fell, 1998; Kreger-van-Rij, 1984)

! %10 Sodium chloride+%5 Glucose Yeast Nitrogen Base’de iireme
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3.2.6.5. Kluyveromyces spp. Adlandirilmasi

Kluyveromyces spp. vejetatif olarak c¢ok tarafli tomurcuklanma ile iiremektedir.
Pseudohif olusturabilirlerken gergek hif tiretmezler. Cinsel olarak aski konjugasyonu ile
iireyebilmektedirler. Bazen kongugasyon olmadan da iireyebilmektedir. Askus icerisinde 1
ile 4 ya da 4 ten fazla askospor bulunabilmektedir. Sporlari, piiriizsiiz, bobrek seklinde,
cubuk seklinde, elipsoidal veya kiiresel olabilmektedir. Askosporlar olgunlasinca serbest
birakilmaktadir. Sekerleri fermente edebilmektedirler. Ancak nitrati ve inositolii asimile
edememektedir. Siv1 ortamlarda peletler olusturbilmektedir. Hiicre dis1 nisasta benzeri
bilesikler ~ iiretemezler.  Ureaz  iiretimleri  belirlenememistir.  Jelatini  ise
stvilagtiramazlar(Lodder, 1970; Kreger-van Rij, 1984).

Kluyveromyces cinsine ait tiirleri tanimlarken Corn Meal Agar’daki morfolojik
ozellikleri, Ure agarda iireaz aktivitesi, McClary Asetat Agar’da spor olusturup
olusturmadiklari, karbonhidrat fermentasyonu ve asimilasyonu, azot asimilasyonu gibi
Ozelliklerine gore tanimlama yapilmistir (Lodder, 1970; Kreger-van Rij, 1984). Tanimlama

yapilirken Cizelge 3.15 ve Sekil 3.6’daki anahtar kullanilmastir.

Cizelge 3.15. Kluyveromyces spp.’larin kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikleri (Lodder, 1970;
Kurtzman ve Fell, 1998)

KARBONHIDRAT KARBONHIDRAT ASIMILASYONU
Z FERMENTASYONU
o
S 28
MAYA s S € E
! . £ ~
TORLERL S £ 285 E £ & 3 3 3 23 8y oy
2 8 2 2 %t & o B2 N N 3 NEg N NN F 2 F o 2
o o ®© X Z = ®© ] =2 ®© 5] = 2 \
SEd&dx¥x<2dsm5ccd = I F 68 % =3 F 3§ s &4
Kluyveromyces d + + + + + d + d + + + d + + + d d
lactis
Kluyveromyces + o+ + + + oty d + n 4+ ty z d + n
marxianus /-
K d + - - + + d d n + + + o+ + d +

thermotolerans

d;degisken, y;yavas, n; nadiren

55



Maya Izolatlar

!

Cornmeal Agar

Klamidospor Var
- ‘J— )

Pseudohif veya Gergek Hif Olusumu

(-) -— (G
v

Artrospor
Q) ‘J7 )

Nitrat Asimilasyonu
+) <J_ )
K. lactis, K. marxianus,
K. fragilis, K. thermotolerans

+

Selebiyoz Asimilasyonu

(+) «— L—» ()
K. lactis K. fragilis
K. marxianus K. thermotolerans
l Ksiloz Asimilasyonu

Maltoz Fermenatasyonu +) I —I—P )
| | K. firagilis K. thermotolerans
&) D

K. marxianus K. lactis

Sekil 3.6. Kluyveromyces spp. ’lerinin fenotipik 6zelliklere gore siniflandirilmas: (Lodder,
1970; Kurtzman ve Fell, 1998; Kreger-van-Rij, 1984)

3.2.6.6. Pichia spp. Adlandirilmasi

Pichia cinsi bilinen 94 tiir igermektedir. Tomurcuklanan hiicrelerle karakterize
edilmekte olup sadece birkag tiir arthrokonidia, pseudohif ve hif iiretmektedir. Cinsel tireme,
genellikle sapka seklinde olan askosporlar (askus basina 1-4) seklinde olmaktadir. Cinsin
molekiiler karakterizasyonu hala devam etmektedir ve kuskusuz gelecekte yeniden
diizenlenmelere yol agacaktir (Webster ve Weber, 2007). Karbonhidratlar1 ya kuvvetli
fermente edemez veya hi¢ fermente edemezler. Azot kaynaklarindan nitrati bazen asimile
edebilirlerken bazen de asimile edemezler (Deak, 2007).

Pichia cinsine ait tiirleri tanimlarken Corn Meal Agar’daki morfolojik &zellikleri, Ure
agarda tireaz aktivitesi, McClary asetat agarda spor olusturup olusturmadiklari, karbonhidrat
fermentasyonu ve asimilasyonu, azot asimilasyonu gibi o6zelliklerine gore tanimlama
yapilmistir (Kreger-van Rij, 1984). Tanimlama yapilirken Cizelge 3.16 ve Sekil 3.7’deki

anahtar kullanilmistir.
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Cizelge 3.16. Pichia spp.’larin kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikleri (Lodder, 1970; Kreger-
van Rij, 1984)

— KARBONHIDRAT KARBONHIDRAT ASIMILASYONU
S FERMENTASYONU
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Pichia + + - -+ - - -+ - - - + - - - - - - -+ 4
fermentans
P.ohmeri + + - - 4+ -+ - + 4z zZ- - z- + o+ + + - o+ + - 4+ -
P.anomalus d - - -+ + + d d - - +0d + + - o+ o+ - d
P. + 0+ - - 4+ - - -+ d - -+ + o+ o+ o+ -+ o+ o+ o+ 4
guilliermondii
d;degisken, z;zay1f
Maya Izolatlar:
Cornmeal Agar
Klamidospor Var
) <J— )
Pseudohif veya Gergcek Hif Olusumu
() -— — (+)
v
P.guilliermondii Artrospor
P nakazawae var. nakazawae
+ (G -
Melebiyvoz Asimilasyonu P.mucosa
P.ohmeri
(M) < () P fermentans
P.guilliermondii P.nakazawae var.
nakazawae
Ksiloz Asimilasyonu
(-) -« ()

P fermentans
P.mocosa,

P.ohmeri

Selebiyoz Asimilasyonu

wd Lo

P.mocosa P fermentans

Sekil 3.7. Pichia spp.’lerinin fenotipik &zelliklere gore siniflandirilmasi (Lodder, 1970;
Kurtzman ve Fell, 1998; Kreger-van-Rij, 1984)
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3.2.6.7. Rhodotorula spp. Adlandirilmasi
Rhodotorula cinsi, kirmizi veya sari kiiltiirlerin kombinasyonu ile karakterize

edilmektedir. Karotenoid pigmentlerin varligi nedeniyle, inositol asimile edilememektedir.

Karbonhidratlar1 fermente edemeyebilir. Mayalarin basidiomisetik yapisi genellikle pozitif
bir lireaz testiyle belirtilmistir. Cryptococcus cinsi ile hem karotenoid pigment tiretimi hem
de kapsiillenmis blastokonidinin varligi agisindan benzerlik gostermektedir. Ikisi arasindaki
ayirici fark Cryptococcus cinsinin inositol asimilasyonu pozitif iken Rhodotorula’nin negatif
olmasidir (Ellis ve ark., 2007). Rhodotorula cinsi, Sabouraud Dextrose Agar besiyerinde
mercan pembe, genellikle piiriizsiiz, bazen agsi, burusuk veya oluklu, nemli mukoid benzeri
koloniler olusturmaktadir. Koloniler, kiiresel uzayan tomurcuklanma olusturan maya
benzeri hiicreler veya blastokonidialardan (2,5-6,5x6,5-14,0) um olusmaktadir. Corn Meal

Agar’da ise sadece tomurcuklanan balastokonidia olusturmaktadir. Pseudohif

olusturmamaktadirlar (Ellis ve ark., 2007).
Rhodotorula cinsine ait tiirleri tanmimlarken Corn Meal Agar’daki morfolojik

ozellikleri, Ure agarda iireaz aktivitesi, McClary Asetat Agar’da spor olusturup
olusturmadiklari, karbonhidrat fermentasyon ve asimilasyonu, azot asimilasyon gibi
Ozelliklerine gore tanimlama yapilmistir (Kreger-van Rij, 1984; Kurtzman ve Fell, 1998).

Tanimlama yapilirken Cizelge 3.17 ve Sekil 3.8’deki anahtar kullanilmagtir.

Cizelge 3.17. Rhodotorula spp. kiiltiirel ve biyokimyasal ozellikleri (Kurtzman ve Fell,

1998)
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Maya Izolatlar
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Cornmeal Agar

|

Kirmizi-Pembe Pigment Olusumu
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Ureaz Testi
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Rh.rubra, Rh.glutinis
Rh.graminis, Rh. lactosa, Rh. mucilaniginosa
Rh. minuta var. minuta,

Rh. pallida, Rh. plimanae

Nitrat Asimilasyonu

() +— —|—> )

Rh. graminis, Rh. lactosa Rh. rubra, Rh. pallida
Rh. glutinis Rh. minuta var. munita,
Melibiyoz Asimilasyonu Rh. plimanae, Rh. mucilaginosa
(+) j —|-> (-) Maltoz Atimilasyonu
Rh. lactosa Rh.graminis, Rh. glutinis (+) ‘J_ —L’ (-)
Ksiloz asimilasyonu Rh. rubra, Rh. minuta var. munita,
(+) <J_ —l-D(Z) Rh. plimanae, Rh. pallida
Rh. glutinis Rh. graminis L—Arabin+07_ Asimilasyonu
(+)‘J_ —I" (-)
Rh. minuta var. munita, Rh. pallida
Rh. plimanae Rh. mucilaginosa
Melezitoz Asimilasyonu Rafinoz Yasimilasyonu
wd Lo e Lo
Rh. minuta var. munita ~ Rh. plimanae Rh. pallida Rh. mucilaginosa

Sekil 3.8. Rhodotorula spp.’lerinin fenotipik ozelliklere gore siniflandirilmas: (Lodder,
1970; Kurtzman ve Fell, 1998; Kreger-van-Rij, 1984)
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3.2.6.8. Saccharomyces spp. Adlandirilmasi
Saccharomyces cinsi, glikozun giiglii fermentasyonu ve olduk¢a genis kiireselden

elipsoidal hiicrelere kadar degisen sekilde ve ¢ok tarafli tomurcuklanma ile karakterize
edilmektedir. Pseudohif olusturabilirken, gergek hif olusturmamaktadir. Askosporlar
kiireselden ellipsoidal sekle sahip olup yumusak bir duvara sahiptir. Genelde bir askus i¢inde
bir ile dort spor icermektedir. Laktozu ve nitrati kullanamamaktadir. Genellikle firmecilik
mayas1 olarak bilinen S. cerevisiae, Saccharomyces cinsinin en o6nemli temsilcidir.
Saccharomyces spp. Sabouraud Dextrosa Agar’da beyaz kremsi, diiz ve kiiresel maya
benzeri koloniler olusturmaktadir. Mikroskop altinda incelendiginde genis kiiresel-
elipsoidal tomurcuklanan maya benzeri hiicreler veya blastokonidialar (3,0-10,0x4,5-21,0
um) gozlenmektedir. Corn Meal Agar’da genellikle sadece blastokonidia tomurcuklanmasi
olusturmaktadirlar. Ancak nadiren de olsa pseudohif olusturabilmektedirler (Ellis ve ark.,
2007).

Saccharomyces cinsine ait tiirleri tanimlarken Corn Meal Agar’daki morfolojik
ozellikleri, Ure Agar’da iireaz aktivitesi, McClary Asetat Agar’da spor olusturup
olusturmadiklari, karbonhidrat fermentasyon ve asimilasyonu, azot asimilasyon gibi
Ozelliklerine gore tanimlama yapilmistir (Kreger-van Rij, 1984; Kurtzman ve Fell, 1998).
Tanimlama yapilirken Cizelge 3.18 ve Sekil 3.9°daki anahtar ve kullanilmistir.

Cizelge 3.18. Saccharomyces spp.’larin kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikleri (Lodder, 1970;
Kreger-van Rij, 1984).

KARBONHIDRAT
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Maya Izolatlari

l

Corn Meal Agar

!

Pseudohif veya Gerg¢ek Hif Olusumu

()'I (*)

Ureaz Testl

od L

Cornmeal Agarda

Kiigiik hﬁcrelerj L Biiyiik Hiicreler

l l

Torulopsis glabrata Saccharomyces spp. veya Torulopsis spp.
Askéspor
md Lo
Sacch. rouxii, Sacch. delbrueckii Torulopsis spp.

Sacch. cerevisiae, Sacch. unisporus

Sacch. aceti, Sacch. fermentati

Galaktoz Fen’*entasyonu
&) - L )

Sacch. delbrueckii, Sacch. cerevisiae, Sacch. rouxii, Sacch. aceti

Sacch. unisporus Sacch. fermentati

Maltoz Fermentasyonu Rafinoz Fermentasyonu
(+)‘J_ L ) 1/2 (+)‘J_ L )
Sacch. cerevisiae  Sacch. delbrueckii Sacch.fermentati  Sacch. rouxii, Sacch. aceti,
Sacch. z;ni.s‘porus, Maltoz Asn‘tllas on
Siklohekzemide direng (+) I )
(+)‘_I_ _l" (-) Sacch. rouxii Sacch. aceti(-A)
Sacch. unisporus Sacch. delbrueckii

Sekil 3.9. Saccharomyces spp.’lerinin fenotipik 6zelliklere gore siiflandirilmas: (Lodder,
1970; Kreger-van Rij, 1984)
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3.2.6.9. Torulaspora spp. Adlandirilmasi

Torulaspora cinsi mayalar aseksiiel iireme ile cogalmaktadirlar. Aseksiiel tireme sekli
ise dar bir taban tizerinde ¢ok tarafli tomurcuklanma ile olmaktadir. Hiicreler elipsoidal ve
kiiresel olabilmektedir. Bunun yaninda pseudohif yapilar1 da olusturabilmektedirler. Ancak
gercek hif olusturamaktadirlar. Askus kalict olup konjuge olmayabilecegi gibi bazen de bir
hiicre ve tomurcugu arasinda veya bagimsiz hiicreler arasinda konjugasyon
gosterebilmektedir. Konjugasyon tiiplerini andiran konik uzantilara sahip hiicreler de
mevcut olabilmektedir. Askus igerisinde, kiiresel piiriizlii veya piiriizsiiz 1-4 askospor
bulunmaktadir. Sekerleri fermente edebilmektedirler. Ancak nitrat1 asimile edememektedir.
Peletler ya olusmamakta ya da zayif bigimde olusmaktadir. Torulaspora cinsi mayalar,
koenzim Q-6 tiretmektedir. Ayrica diazonyum mavisi B reaksiyonu negatiftir (Kurtzman ve
Fell, 1998). Torulaspora cinsine ait tiirleri tanimlarken Corn Meal Agar’daki morfolojik
ozellikleri, Ure Agar’da iireaz aktivitesi, McClary Asetat Agar’da spor olusturup
olusturmadiklari, karbonhidrat fermentasyon ve asimilasyonu, azot asimilasyon gibi
ozelliklerine gore tanimlama yapilmistir (Kreger-van Rij, 1984; Kurtzman ve Fell, 1998).

Tanimlama yapilirken ve Cizelge 3.19 ve Sekil 3.10’daki anahtar kullanilmisgtir.

Cizelge 3.19. Torulaspora spp.’larin kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikleri (Kreger-van Rij,

1984)
KARBONHIDRAT
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Maya Izolatlar

!

Corn Meal Agar

|

Pseudohif veya Gergek Hif Olusumu

(- ) - —(+)

Urcaz Test: Torulaspora pretoriensis

od Lo

T. delbrueckii

T. globosa

!

Siikroz Asimilasyonu

Gl ()

T. globosa T. delbrueckii

Sekil 3.10. Torulaspora spp.’lerinin fenotipik 6zelliklere gore siniflandirilmasi (Kreger-van
Rij, 1984)

3.2.6.10. Clavispora spp.’lerin Adlandiriimasi

Clavispora spp.’nin Yeast Malt Agar’da 25°C’de 3 giin inkiibe edildiginde gelisen
hiicreler kiiresel, oval veya uzamis ve (2-6)x(3-10) um boyutlarinda tekli, ¢iftli veya kisa
zincir seklinde Giremektedir. Hiicreler parlak veya bazen mat ya da burusuk olabilmektedir.
Clavispora cinsi, Corn Meal Agar besiyerinde 25°C’de ve 7 giin inkiibe edildiginde gok
sayida iyi gelismis pseudohif olusturmaktadir. Askuslar kiireler seklinde olup 1-2 veya 3-4
askospor igerebilmektedir. Hiicreler, elektron mikroskobu altinda incelendiginde bazen sigil
veya yumru seklinde goriilebilmektedir. Askosporlar, olusumlarindan hemen sonra askustan
ayrilmaktadir. Nadir durumlarda ise kiiresel askosporlar olusturmaktadir. Maya hiicreleri
%1 malt ekstrakt eklenmis besiyeri ortaminda 17-25°C’de 2-4 giin inkiibe edildiginde yogun
sporiilasyon meydana gelmektedir (Kurtzman ve Fell, 1998).

Clavispora cinsine ait tirler tanimlanirken Corn Meal Agar’daki morfolojik

ozellikleri, Ure Agar’da iireaz aktivitesi, McClary Asetat Agar’da spor olusturup
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olusturmadiklari, karbonhidrat fermentasyon ve asimilasyonu, azot asimilasyon gibi
Ozelliklerine gore tanimlama yapilmistir (Kreger-van Rij, 1984; Kurtzman ve Fell, 1998).
Clavispora lusitaniae, Candida lusitaniae’nin eseyli formu oldugu i¢in tanimlama

yapilirken Candida cinsine ait mayalarin tanimlanmasinda kullanilan Sekil 3.2 ve Cizelge

3.20 kullanilmistir.

Cizelge 3.20. Clavispora spp.’larin kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikleri (Kurtzman ve Fell,

1998)
KARBONHIDRAT
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d;degisken, n; nadiren

3.2.6.11. Yarrowia spp.
Yarrowia cinsi %5 Malt Extract Agar’da 25°C’de 3 giin inkiibe edildiginde kiiresel

ellipsoidal seklinde uzanmis (3,0-5,0)x(3,3-15,0) um buyutunda tekli veya giftler halinde
kiimeler olusturmaktadir. Isig1 gegiren beyaz renkli miselyumlar olustururlar. Corn Meal
Agar’da 25°C’de 7 giin inkiibe edildiginde cam kapagi seklinde pseudohif olusturdugu,
bunun yanisira genellikle gercek hif olusturmaktadir. Aerobic ortamda gelisrken beyaz,
parlak piiriizsiiz ve hafif yumusak koloniler olusturmaktadir. Koloni bosluklari girintili veya
loblu olmaktadir. Aski konjugasyonu olugsmamaktadir. Ancak dogal diploidlerden veya
tamamlanan ¢iftlesme tiirlerinin  konjugasyonundan kaynaklanan diploidlerden
olusmaktadir. Askuslar genellikle hifal hiicreler {izerinde iiremektedir. Ancak nadiren de
olsa blastokonidium iizerinde de lireyebilmektedir. Askuslar olgunlastik¢a nem alabilen hem
sapsiz hem de delikli olan yapiya sahip olabilirler. Genellikle her bir askus icerisinde 1 ile 4
askospor bulunabilmektedir. Askosporlar Yeast Malt agarda 25°C’de 3-7 giinde
olusabilmektedir (Kurtzman ve Fell, 1998).

Yarrowia lipolytica, Candida lipolytica’nin eseyli formu oldugu igin tanimlama

yapilirken Candida cinsine ait mayalarin tanimlanmasinda kullanilan Sekil 3.2 ve Cizelge

3.21’den yararlanilmistir.
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Cizelge 3.21. Yarrowia spp.’larin kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikleri (Kurtzman ve Fell,

1998)

KARBONHIDRAT _ o
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3.2.7. Mayalarin MALDIi-TOF MS ile Tanimlanmasi

Mayalarin identifikasyonu, Saglik Bakanligi Tiirkiye Halk Sagligit Kurumu Genel
Midiirliigiic Mikrobiyoloji Referans Laboratuvari’nda hizmet alimi ile yaptirilmistir.
Mayalarin tanimlanmasinda MALDI-TOF Bruker Microflex serisi (Bruker Daltonics, Inc.,
Bremen, Germany) kullanilmistir. Bu amagla dogrudan koloni yontemi kullanilmaistir.
Sabouraud Agarda gelistirilen maya izolatlarindan tek koloni alinarak 96’11 plakadaki hedef
noktaya sprial seklinde siiriilmiistir. %70’lik formik asit ile hazirlanan 10 mL stok
cozeltiden 1 pL damlatilmis ve oda sicakliginda kurumasi saglanmistir. Sonra 6rnegin
tizerine 1 pL matriks (o-siyano-4-hidroksisinnamik asit %50 asetonile ve %1,5 trifloroasetik
asit icinde) damlatilmis ve tekrar oda sicakliginda kurutulmustur. Hazirlanan spotlar analiz
icin cihaza yiiklenmistir. Hazirlanan 6rnekler, MicroFlex LT kiitle spektrofotometresi
(Bruker Daltonics, Inc., Bremen, Almanya) uygulanmis ve sonuglar otomatik olarak tiretici
tarafindan ayarlanmis olan MALDI Biotyper 3.0 software (yazilimi) ile analiz edilmistir.

Skor tanimlamasi (< 1,7) kiigiik ise analiz tekrarlanmistir (Cheng ve ark., 2013).

3.2.8. Mayalarin Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.8.1. Maya izolatlarimin 37°C’de, Safra Tuzu Varh@nda ve Diisiik pH
Degerindeki Biiyiimesi

Steril Sabouraud Broth (SB (4020002 Biolife, Italya)) farkli pH degerlerine (pH 2,5
ve 5,6) ayarlandiktan sonra 96 kuyucuklu mikro plak kuyucuklarima 180 uL ilave edilmistir.
Ayrica %0,3 safra tuzu igeren ve pH’s1 5,6’ya ayarlanan SB’ta kuyucuklara ilave edilmistir.
Maya izolatlar1 Sabouraud Agar (SA) besiyerine inokiile edilmis ve 25°C’de 48 saat inkiibe
edilerek aktive edilmistir. SA besiyerinde gelistirilen izolatlarin olusturdugu kolonilerden
alinarak, igerisinde 5 mL serum fizyolojik (%0,85 NaCl) bulunan tiiplere aktarilmistir. Daha

sonra McFarland cihazinda 6l¢iim yapilarak McFarland’1 1°e ayarlanmistir. Mikroplagin her
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bir kuyucuguna, 1 McFarland’a ayarlanmis maya izolatlarindan mikroplaklara 20 uL
inokiilasyon yapilmistir. Safra tuzu igeren, 2,5 pH’ya ayarlanmig ve 5,6 pH’ya ayarlanmis
olan plaklar 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Kontrol (pH 5,6) plak ise 25 °C’de 48 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 24. ve 48. saatlerinde, plaklar 620 nm’de Multiskan
(Thermo Scientific, Shanghai, Cin) ¢oklu okuyucu cihazinda okutulmustur. Analizler 3
paralelli yapilarak biiyiime indeksi (%GI) (3.7) nolu formiil ile hesaplanmistir (Perricone ve
ark., 2014).

% GI = [(AbSs/AbSc)x100] (3.7)

ADbSs : Orneklerin farkli pH daki ve safra tuzundaki absorbansi

ADS; : Pozitif kontrol drneklerinin absorbansi

Maya izolatlarmin sicaklik, safra tuzu varliginda ve diisiik pH’da gelisme ve tiremeleri
asagida belirtilen gelisim indeksi degerlerine gore degerlendirilmistir.

Gl < %25 ise maya inhibisyonu

%25 < Gl < %75 ise kismi inhibisyon

GI > %75 ise Kontrol 6rnegiyle benzer biiyiime

3.2.8.2. Safra Tuzu Toleransi, Sicaklik ve pH Testi

Mayalarin safra tuzu toleransi, Pedersen ve ark. (2012)’in kullandig1 yontem modifiye
edilerek yapilmigtir. Bu amagla oncelikli olarak maya izolatlari, Sabouraud Agar (SA)
besiyerine inokiile edilmis ve 25°C’de 48 saat inkiibe edilerek aktive edilmistir. SA
besiyerinde gelistirilen izolatlarin olusturdugu kolonilerden alinarak, icerisinde 5 mL serum
fizyolojik (%0,85 NaCl) bulunan tiiplere inokiilasyon yapilmistir. Daha sonra tiiplerin
yogunlugu 1 McFarland bulanikligina ayarlanmistir. Mayalari, safra tuzunda gelistirmek
amaciyla, %0,3 safra tuzu (Oxoid, ingiltere) igeren Sabouraud broth (SB (4020002 Biolife,
Italya)) besiyeri (pH 5,6), 1 N HCI ile pH 2,5 ayarlanmis SB (4020002 Biolife, Italya)
besiyeri ve pH’s1 5,6 ayarlanmis SB (4020002 Biolife, italya) besiyeri olmak iizere ii¢ farkli
besiyeri hazirlanmistir. Hazirlanan bu besiyerlerinden 96 kuyucuklu mikroplaklarin her bir
kuyucuguna 180 uL ilave edilmistir. 1 McFarland bulanikligina ayarlanmis kiiltiirlerden her
bir kuyucuga 20 uL inokiile edilmistir. Inokiilasyon yapilan mikro plaklar 37°C’de inkiibe
edilmistir. Kuyucuklarin absorbansi inkiibasyonun 0., 2., 4., 6., 8., 24. ve 48. saatlerinde
Multiskan (Thermo Scientific, Shanghai, Cin) ¢oklu okuyucu cihazinda okutulmus ve
mayalarin 37°C sicaklikta, pH 2,5 ve safra tuzu varliginda gelisimleri incelenmistir. Kontrol
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amaciyla igerisinde Sabouraud Broth (4020002 Biolife, italya) besiyeri (pH 5,6) bulunan
mikroplaklara da inokiilasyon yapilarak 25°C’de gelisip gelismedigi incelenmistir.

3.2.8.3. Safra Tuzu Hidrolaz Aktivitesi

Safra tuzu hidrolaz (BSH) aktivitesi i¢in maya izolatlar1 Sabouraud Agar’da 25°C’de
24 saat aktive edilmis ve igerisinde 5 mL serum fizyolojik (%0,85 NaCl) bulunan tiiplerde
yogunlugu 1 McFarland bulanikligina ayarlanmistir. %0,5 (w / v) sodyum taurodeoksikolik
asit (Na-TDCA, Sigma, Ingiltere) ve 0,37 g/L CaCl, iceren Sabouraud Agar besiyeri
petrilerine steril bos disk yerlestirilmistir. 1 McFarland bulanikligina ayarlanmis
kiiltiirlerden steril bos disklere 10 pL inokiilasyon yapilmustir. Inokiilasyon yapilan petriler,
37°C’de 72 saat inkiibe edilmistir. Inokiilasyon sonunda disk etrafinda olusan opak veya
seffaf zonlar kumpas ile Oolglilmistir. Zon olusmast mayalarmn BSH aktivitesini
gostermektedir (Fadda ve ark., 2017).

3.2.8.4. Antibiyotik Tolerans Testi

Mayalarin antibiyotik toleransi testi, Syal ve Vohra (2013) tarafindan yapilan yontem
kullanilarak yapilmistir. Antibiyotik toleransi testi igin segilen maya suslari Sabouraud
Broth’ta (4020002 Biolife, Italya) 25°C’de 24 saat aktive edilmistir. Onceden hazirlanmis
Sabouraud agar iceren petriler lizerine aktif kiiltiirlerden yogunluklari 2 McFarland
bulanikligina esdeger olacak sekilde ayarlanarak petrilere 100 pL ilave edilerek yayma plak
yontemiyle ekim yapilmistir. Antibiyotik duyarlilik testi ampicilin (AMP10 (Oxoid,
Ingiltere)), cephalothin (KF30 (Oxoid, Ingiltere)), cloramphenicol (C30 (Oxoid, Ingiltere)),
eritromycin (E15 (Oxoid, Ingiltere)), novobiyosin (NV30 (Oxoid, ingiltere)), gentamicin
(CN10 (Oxoid, Ingiltere)), penisilin G (P10 (Oxoid, Ingiltere)), rifampicin (RD5 (Oxoid,
Ingiltere)), tetracycline (TE30 (Oxoid, Ingiltere)) ve vancomiycin (VN30 (Oxoid, Ingiltere))
antibiyotik diskleri kullanilarak Disk Diflizyon Yo6ntemi ile yapilmistir. Petriler 37°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda disk etrafinda olusan zonlar kumpas ile
milimetrik olarak 6l¢iilmiistiir. Maya izolatlarinin antibiyotiklere kars1 gosterdigi direnclilik
ozelliklerine ait sonuglar degerlendirilirken Cizelge 3.22°de belirtildigi gibi direngli (R),
Orta Duyarlilik (I) ve Duyarli (S) olmak tizere gruplandirilarak verilmistir.
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Cizelge 3.22. Yapilan calismada kullanilan antibiyotik disklerine ait inhibisyon zonlarinin
antibiyotik direng karsiliklar

Antibiyotik Inhibisyon Zon Cap1 (mm)

Gruplari Antibiyotik Ad1 pg/disk R | S Kaynaklar

1.Grup: Hiicre

Duvar Sentezi

Inhibitérleri

Penisilinler Ampicilin 10 <12 13-15 >16 Charteris ve ark., 1998

Penisilin G 10 <19 20-27 >28 Charteris ve ark., 1998

Sefolosporinler Cephalothin 30 <14 15-17 >18 Charteris ve ark.,
1998

Glikopeptitler Vancomiycin 30 <14 15-16 >17 Charteris ve ark.,
1998

2.Grup: Protein

Sentezi Inhibitorleri

Aminoglikozidler Gentamicin 10 <12 - >13 Charteris ve ark.,
1998

Tetrasiklinler Tetracycline 30 <14 15-18 >19 Charteris ve ark.,
1998

Tek Antibiyotikler Cloramphenicol 30 <13 14-17 >18 Charteris ve ark.,
1998

Makrolidler Eritromycin 15 <13 14-17 >18 Charteris ve ark.,
1998

3.Grup: Niikleik Asit

Sentezi Inhibitérleri

Rifampisinler Rifampicin 5 <14 15-17 >18 Charteris ve ark.,
1988

Novobiyosin 30 <17 18-21 >20 Bauer ve ark., 1966

Direngli(R), Orta Duyarli (I), Duyarli (S)

3.2.8.5. Hiicre Yiizey Hidrofobisitesi Indeksi

Hiicre yiizey hidrofobisitesi indeksinin belirlenmesi i¢in, Segilen suslarin kiiltiirleri
25°C'de Sabouraud Agar besiyerinde 24-48 saat boyunca inkiibe edilerek aktive edilmistir.
Daha sonra 5 mL PBS (0,8 g/L K>HPOs; 0,68 g/L KH2POg4; 8,77 g/L NaCl; pH:7,0)
(Perricone ve ark., 2014) i¢inde siispansiyon haline getirilerek 1 McFarland’a ayarlanmis ve
her bir tiipe 0,6 mL'lik hidrokarbondan (ksilen) eklenerek 10 saniye vorteklenmistir. Daha
sonra siispansiyon faz ayrilmasina izin vermek igin 15 dakika siireyle 37°C’de bozulmadan

tutulmus ve hidrokarbon tabakasinin tamamen tiste ¢ikmasina izin verilmistir. 15 dakika
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sonra, sulu faz dikkatlice alinarak absorbansi (OD) 620 nm’de Multiskan (Thermo
Scientific, Shanghai, Cin) ¢oklu okuyucu cihazinda olgiilmiistiir. Absorbanstaki azalma,

hiicre yiizeyi hidrofobisitesi (3.8) formiilii ile hesaplanmistir (Fadda ve Ark., 2017).

% Hidrofobisite Indeksi = [((ODp-ODs)/ODp)x100] (3.8)
ODy: Baslangi¢ absorbansi

ODs: Son absorbans

3.2.8.6. Mayalarin Antimikrobiyal Aktivitesi

Mayalarin patojenlere kars1 antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi Syal ve Vohra
(2013)’nin kullandig1r yontem modifiye edilerek yapilmistir. Mayalarin enterik patojenler
olan E. coli ATCC25922, Salmonella Enteritidis ATCC13076, Staphylococcus aureus
RSKK ve Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 suslarina karsi antagonistik etkisini
degerlendirmek igin disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Iki kez aktive edilen her bir
patojenden Miiller Hilton Agar (MHA (105437 Merck, Almanya)) iceren petrilere yayma
plak yontemiyle ekim yapilmistir. Her bir petriye izolatin inokiilasyonu i¢in steril bos diskler
yerlestirilmistir. Izolatlar Sabouraud Agarda 25°C’de 24 saat aktive edilmis ve 2 McFarland
bulanikligina ayarlanmis maya kiiltiirlerden bos disklere 10 pL emdirilmistir. Plakalar
37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi petrilerdeki diskler etrafindaki

inhibisyon zonunun ¢ap1 6l¢iilmiistiir.

3.2.8.7. Kolestrol Asimilasyon Testi

Maya izolatlarinin kolesterol asimilasyonlarinin belirlenmesi Rudel ve Moris
(1973)’in kullandig1 yontem modifiye edilerek yapilmistir. Analizi yapilacak maya hiicreleri
Sabouraud Agar’da iki kez aktiflestirilmistir. Aktive edilen kiiltiirler 1 McFarland
bulanikligina ayarlanarak igerisinde 0,1 g/mL Kkolesterol (Oxoid, ingiltere) ve %0,3 safra
tuzu (Oxoid, Ingiltere) bulunan 10 mL Sabouraud Broth tiiplerine %1 maya hiicresi
inokiilasyonu yapilmistir. Yine ayni aktif kiiltiirlerden %0,3 Na-TCDA (Sodium
taurodeoxycholic acid (Sigma-Alderich, ingiltere )) ve 0,1 g/L kolesterol (Oxoid, Ingiltere)
iceren 10 mL’lik Sabouraud broth tiiplerine de son oran %1 olacak sekilde inokiilasyon
yapilmistir. Inokiilasyon yapilan tiipler 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Tiim deneyler,
insan gastrointestinal sistem sicakligini taklit etmek igin 37°C’de gergeklestirilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda hasad edilen hiicreler santrifiij (9000xg, 20 dakika, 4°C
(Sartorius Sigma 4K15 Sogutmali, Ingiltere)) edilerek supernatant elde edilmistir. Islem
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strast asagidaki gibi uygulanmistir.

1. Asama: Elde edilen siipernatanttan 1 mL alinarak tiiplere aktarilmig ve iizerine 3
mL %95’lik etanol (Meck, Almanya) ve 2 mL %50’lik KOH (Meck, Almanya) ilave
edilerek homogen hale getirmek i¢in 10 sn vortekslenmistir. Daha sonra tiipler 60°C’ye
ayarlanmig su banyosunda 10 dakika bekletilmis ve soguk su ile sogumasi saglanmistir.

2. Asama: Sogutulan tiiplerin her birine 5 mL hekzan (Meck, Almanya) ilave edilerek
20 sn vortekslenmis ve tizerine 1 mL saf su ilave edilerek 10 sn vortekslenmistir. Tiipler faz
ayriminin gergeklesmesi i¢in oda sicakliginda 15 dakika bekletilmistir.

3. Asama: Faz ayrimi gercgeklesince ayrilan hekzan fazindan 3 mL alinarak temiz bir
tipe aktarilmigtir. Tiipler, hekzan tamamen uguncaya kadar 60°C’deki su banyosunda
bekletilmistir.

4. Asama: Hekzan tamamen ugtuktan sonra tiiplere 4 mL o-fitalaldehit ¢ozeltisi (0,5
mg o-pthaldialdehyde /1 mL asetik asit iginde ¢6ziindiiriilmesiyle hazirlanmis) ilave edilerek
10 sn vortekslanmis ve 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

5. Asama: Bu siirenin sonunda tiiplere 2 mL H2SO4 (Merck, Almanya) ilave edilerek
10 sn vortekslenmistir. Vorteklenen tiipler tekrar 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

6. Asama: Bu siirenin sonunda her bir tiip icerigi 550 nm de spektrofotometre ile kiiltiir
icermeyen kor 6rnege karsi okutularak absorbanslari ol¢iilmiistiir. Kolesterol asimilasyon

miktari (3.9) formiilii kullanilarak hesaplanmistir.

% Asimilasyon = [100- (As/Ax) x100] (3.9

As: Kiiltiir ilave edilmis besiyeri ortamindaki kolesterol miktari (ug)

Ax: Kiiltiir ilave edilmemis besiyeri ortamindaki kolesterol miktar1 (pug)

3.2.8.8. Yapay Mide Suyunda Canh Kalma Testi

Maya suslarinin yapay mide suyunda canli kalma oranlarini belirlemek i¢in Chen ve
ark.,(2010b)’nin yontemi modifiye edilerek kullanilmistir. Secilen maya suslar1 Sabouraud
Agar besiyerine gizilerek 25°C’de 24 saat inkiibe edilerek aktive edilmistir. Aktive edilen
maya hiicreleri 5 mL PBS (0,8 g/L K>HPOys; 0,68 g/L KH2PO4; 8,77 g/L NaCl; pH:7,0)
iginde siispansiyon haline getirilerek 1 McFarland bulanikligina ayarlanmistir. Yapay mide
suyu Minekus ve ark. (2013)’nin kullandiklar1 formiilasyon modifiye edilerek
hazirlanmistir. Buna gore yapay mide suyu stok konsantrasyonu (NaHCOs: %0,12, KCI:
%0,22, KH2PO4: %0,35, NaCl: %0,62, NH4CI: %0,067, MgCl2(H20)s: %0,281, CaCly:
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%0,046) hazirlanarak pH 2,0 olacak sekilde %37’lik HCl ile ayarlanmistir. Yapay mide suyu
(SGF) konsantresinden 4,05 mL, pepsin enziminden (Mayasan, Istanbul, Tiirkiye) (2000
U/mL olacak sekilde) 0,2 mL ve 0,75 mL su alinip ilave edilerek (5 mL SGF olusturulmus)
denemelerde  kullanilmistir. 1 McFarland  bulaniklifina  ayarlanmis  maya
siispansiyonlarindan 0,1 mL alinarak 1 mL yapay mide suyuna (SGF) inokiile edilmistir. O.
dakikada her bir 6rnege ait yapay mide suyundan 0,1 mL alinip 1 mL PBS (pH 7) bulunan
tiplere inokiile edilerek yeni diliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan bu diliisyonlardan
Sabouraud agar petrilerine 0,1 mL inokiile edilerek yayma plak yontemiyle ekim yapilmis
ve petriler 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda sayim yapilmistir.
Mayalarin 90. dakikada canliligini belirlemek amaciyla, maya izolatlarini igeren yapay mide
suyu tiipleri 37°C’de 90 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 90. dakikasinda her bir
diliisyon tiiptinden 0,1 mL alinip 1 mL PBS (pH 7) bulunan tiiplere inokiile edilerek yeni
diliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan bu diliisyonlardan 0,1 mL alimip Sabouraud agar
iceren petrilere yayma plak yontemiyle ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler 37°C’de 24
saat inkiibe edililmis ve inkiibasyon sonunda sayim yapilmistir. Sonuglar, canliligin

azalmasi olarak asagidaki formiil (3.10) ile ifade edilmistir.

% Canliligin Azalmasi = [(CAo-CAgo)/( CA0)]x100 (3.10)

CAo:0. Dakikada yapay mide suyundaki canlilik (kob/mL)
CA90:90. Dakikada yapay mide suyundaki canlilik (kob/mL)

3.2.9. Istatistiksel Analizler

Peynir Orneklerinin  kimyasal ve aroma bilesenlerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesinde Tek Yonlii Varyans Analizi (One Way-ANOVA) teknigi
uygulanmigtir. Varyans analizinde 6nemli ¢gikan farkliliklarin karsilastiriimasinda Duncan
testi kullanilmistir. S6z konusu istatistik analizlerin yapilmasinda SPSS 2011 for Windows

(Version 20.0) istatistik paket programindan yararlanilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Peynirlerin Kimyasal, Mikrobiyolojik Ozellikleri ve Aroma Analizleri

Tiirkiye’nin farkli illerinden temin edilen manda siitiinden {iretilmis beyaz ve
mozzarella peynirlerinin kimyasal, mikrobiyolojik ve aroma analizlerin sonuglari
istatistiksel olarak degerlendirilmis ve konuyla ilgili benzer ¢alismalar ile karsilastirilarak

sonuglar yorumlanmuistir.

4.1.1. Kimyasal Analiz Sonuclar:

4.1.1.2. pH ve Titrasyon Asitligi

Tiirkiye’nin farkli illerinden temin edilen manda siitiinden {iretilmis beyaz ve
mozzarella peynirlerin, iiretimlerinin ilk ay1 i¢inde yapilan analizler sonucunda elde edilen

pH degerlerindeki meydana gelen degisimler Cizelge 4.23 ve Cizelge 4.24’te verilmistir.

Cizelge 4.23. Beyaz peynirlerin ilk ay yapilan pH ve titrasyon asitligi degerleri

Ornekler

Ortalama = Standart Hata

pH Titrasyon Asitligi (% Laktik Asit)

Samsun 5,37+0,01P 0,45+0,05%
Manisa 5,13+0,01B 0,95+0,158
Kandira 6,23+0,01F 0,45+0,05"
Kartepe 5,20+0,01°¢ 1,30+0,10¢
Gonen 6,51+0,01° 0,35+0,05"
Bursa 5,43+0,01F 1,30+0,10°
Corum 5,06+0,014 1,50+0,10°
Balikesir 5,12+0,01B 1,50+0,10°
Samsun?2 5,06+0,024 0,50+0,00%
P Degeri 0,00 0,00
A-B-C-D-E-F-

Manda siitiinden iiretilen beyaz peynirilerin pH degerleri 5,06-6,51 arasinda degisim
gostermektedir. Beyaz peynir 6rnekleri arasindaki pH degeri arasindaki farklilik istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (P<0,01). En diisiik pH degeri 5,06 ile Corum ve Samsun2
orneklerinde Olgiiliirken, en yiiksek pH degeri 6,51 ile GOnen Orneginde Olgiilmiistiir.
Titrasyon asitligi degerleri ise %0,35 ile %1,50 arasinda degisim gostermektedir. Peynir
ornekleri arasindaki titrasyon asitligi degerleri istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(P<0,01).

Manda siitiinden iiretilen beyaz peynirlerle ilgili yapilan ¢esitli arastirmalarda, (Kumar
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ve ark., 2011; Kumar ve ark., 2014b; ise Kumar ve ark., 2015) manda titrasyon asitligi ve
pH degerlerinin ¢alismamizdaki degerlere yakin oldugu belirlenmistir. Titrasyon asitligi
degerleri Kumar ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada %1,05-%1,33 arasinda, pH
degerleri ise 5,16 ve 5,33 arasinda bulunmustur. Ayni arastirmacilarin 2014 ve 2015
yillarinda yaptiklar1 ¢aligmada ise titrasyon asitliginin %0,86 ve %1,63 arasinda, pH
degerlerinin ise 5,19-5,45 arasinda degistigi bildirilmistir. Uriinde pH ve titrasyon asitligi
degisiklikleri hammaddenin kimyasal kompozisyonu, iiretim teknikleri ve depolama
kosullarindan kaynaklanbilmektedir.

Manda siitiinden iiretilen mozzarella peynirilerin pH degerleri 5,07-5,52 arasinda
degisim gostermektedir. Mozzarella peynir orneklerinin pH degerlerindeki farkliliklar
istatistiksel olarak onemli bulunmustur (P< 0,01). Peynirlerin titrasyon asitligi degerleri ise
90,35 ile %0,65 arasinda degisim gostermektedir. Mozzarella peynir 6rneklerinin titrasyon

asitligi degerlerindeki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli bulunmamustir (P> 0,05).

Cizelge 4.24. Mozzarella peynirlerin ilk ay yapilan pH ve titrasyon asitligi degerleri

Ornekler Ortalama + Standart Hata
pH Titrasyon Asitligi (% Laktik Asit)

Kirklareli 5,48+0,01P 0,65+0,05
Antalya 5,41+0,01°¢ 0,45+0,05
Afyon 5,52+0,01F 0,55+0,05
Istanbul 5,210,028 0,43+0,07
Kandira 5,07+0,01% 0,35+0,05
P Degeri 0,00 0,06

A-B-C-D-E Farkli biiyiik harflerle gosterilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (P<0,01)

Manda siitiinden iiretilen mozzarella peynirlerle ilgili yapilan cesitli aragtirmalarda
(Yazic1 ve Akbulut, 2007; Murtaza ve ark., 2008; Hassan ve ark., 2014; Sattar ve ark., 2015)
titrasyon asitligi degerlerinin yiiksek oldugu pH degerlerinin ise calismamizdaki degerlere
yakin oldugu belirlenmistir.

Titrasyon asitligi degeri Yazici ve Akbulut (2007) tarafindan yapilan c¢alismada
ortalama %0,716, pH degeri ise 5,26 olarak bulunmustur. Titrasyon asitligi degeri Murtaza
ve ark., (2008) tarafindan yapilan ¢alismada %0,90, pH degeri ise 5,33 olarak tespit
edilmistir. Titrasyon asitligi degeri Hassan ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada
%0,72-%0,75 arasinda, pH degerleri ise 5,00-5,20 arasinda bulunmustur. Titrasyon asitligi
degerleri Sattar ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada %0,73 - %0,93 arasinda, pH

degerleri ise 5,21-5,45 arasinda bulunmustur. Fasale ve ark. (2017) tarafindan yapilan

73



calismada titrasyon asitligi degeri %0,36, pH degeri ise 5,60 olarak belirlenmistir. Ozsunar
(2010) tarafindan yapilan ¢alismada ise %0,09 olarak bulunmustur. Arastirmacinin bulmus
oldugu bu titrasyon asitligi degerinin yaptigimiz ¢alismada elde edilen degerden diisiik
oldugu belirlenmistir. Ayrica Akarca ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada titrasyon
asitligi degerlerinin %1,90-%3,06 arasinda oldugu belirlenmistir. Arastirmacilarin elde
ettigi bu titrasyon asitligi degeri yaptigimiz ¢aligmada elde edilen titrasyon asitligi
degerlerinden ¢ok daha vyiiksektir. Uriinde pH ve titrasyon asitligi degisiklikleri
hammaddenin kimyasal kompozisyonu, tiretim teknikleri, depolama kosullar1 ve peynirin

olgunlastirilip olgunlastiriimadigindan kaynaklanabilmektedir.

4.1.2. Kimyasal Bilesen Analizleri

Peynir Orneklerinde bilesen analizi iiretimin ilk ayinda yapilmistir. Yapilan bu
arastirmada hem endiistriyel hem de ev ortaminda manda siitiinden iretilmis beyaz
peynirlerde ve endiistriyel olarak iiretilmis mozzarella peynirlerde, yag (%), protein (%), tuz
(%), kiil (%) ve toplam kurumadde (%) miktarlari tespit edilmis olup sonuglar Cizelge 4.24
ve Cizelge 4.25’te sunulmustur.

Peynir orneklerine ait kurumadde degerleri %44,08-60,44 arasinda degismektedir
(Cizelge 4.25). Yapilan varyans analizi sonucunda peynir Orneklerinin kurumadde
ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,01).

Kumar ve ark. (2011) ise kurumadde degerlerini %37,00-41,16 arasinda bulmustur.
Bu degerlerin elde ettigimiz kurumadde degerleri sonuglarindan diisiik oldugu tespit

edilmistir.

Cizelge 4.25. Manda siitiinden tiretilmis beyaz peynir érneklerinin kimyasal 6zellikleri

Ortalama + Standart Hata

Ornekler Yag (%) Protein (%) Tuz (%) Kiil (%) Toplam
Kurumadde(%o)
Samsun  25,50+1,008 11,39+0,05  6,43£0,19F 0,58+0,07A  49,48+0,275C
Manisa  31,75+0,75¢ 11,344023A  6,63+0,13F 0,600,148 55,25+0,14°
Kandira  28,25+0258%C 12,340,078 7,8620,07F 1,66+0,21C 53,530,070
Kartepe  11,25+0,25% 18,700,14F 0,72+0,07~ 1,00+0,17  44,08+0,81A
Gonen 25,750,258 11,2740,07A  4,35+0,07C 1,1240,028  47,60+0,0148
Bursa 30,7542,25C 16,68+0,02° 1,360,078 1,90+0,07C 54,430,070
Corum 31,7540,25C 11,58£0,022  0,45+0,07* 1,0040,0148  47,64+0,28%8
Balikesir  32,0042,00° 13,710,05C 5,130,070 1,0940,078  57,5640,62°F
Samsun2  26,50+0,508 14,8840,12°  523+0,17°  2,55:025°  60,44+4,32F
P Degeri 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
A-B-CD-E-

C-D-EF Farkli biiyiik harfler ile gosterilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (P<0,01).
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Manda siitiinden {iretilen beyaz peynirler lizerine yapilan diger ¢calismalarda (Kumar
ve ark., 2011; Kumar ve ark., 2014b, Kumar ve ark., 2015) kurumadde degerleri
saptanmistir. Ornegin, manda siitiinden iiretilen beyaz peynirde kurumadde degerlerini,
Kumar ve ark. (2014b) %37,70-40,40 arasinda bulmustur. Benzer bir ¢alismada Kumar ve
ark. (2015) ise kurumadde degerlerini %39,63-39,87 arasinda belirlemislerdir.
Arastirmacilarin  bulduklar1 toplam kurumadde degerleri, calismamizda elde edilen
kurumadde degerlerinden daha diisiik olarak tespit edilmistir.

Peynir 6rneklerinin yag icerigi %11,25 ile %32,0 arasinda tespit edilmistir. Peynirlerin
yag igerikleri arasinda onemli farkliliklarin oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.25). Bu
durumun tiretimlerinin geleneksel ve endiistriyel olarak yapilmis olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir.  Kartepe peynir Orneginin en diisikk yag icerigine sahip oldugu
bulunmustur. Bu durumun peynir dretimde kaymakalti siitiiniin kullanilmasindan
kaynaklandig: diisiinilmektedir. Kumar ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada tim
peynir 6rneklerinin yag degerleri %16,22 - %23,16 arasinda bulunmustur. Benzer sonuglar
diger ¢alismalarda da belirlenmistir (Kumar ve ark., 2014b; Kumar ve ark., 2015).

Peynir orneklerinin protein igeriginin %11,27-18,70 arasinda degisim gosterdigi ve
peynir 6rneklerinin protein degerleri arsindaki farkliligin isttistiksel olarak 6nemli oldugu
bulunmustur (P<0,01). Peynir 6rneklerinin protein ortalamalarina bakildiginda en yiiksek
degerin Kartepe peynir 6rnenegine ait oldugu, fakat Samsun, Manisa, Génen ve Corum
peynir Orneklerinin protein igerigi bakimindan aralarinda onemli bir farkin olmadigi
belirlenmistir. Kumar ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada tiim peynirin drneklerinin
protein degerlerinin %14,77-16,85 arasinda degistigi bulunmustur. Bezer sonuglar diger
calismalarda da belirlenmistir (Kumar ve ark., 2014b; Kumar ve ark., 2015).

Peynir 6rneklerinin tuz igeriginin %0,45 ile %7,86 arasinda degistigi tespit edilmistir
(Cizelge 4.25). Yapilan varyans analizi sonucunda, peynir Orneklerinin tuz igeriginin
istatistiksel olarak onemli oldugu belirlenmistir (P<0,01). Kumar ve ark. (2011) tarafindan
yapilan ¢alismada peynir orneklerinin tuz degerleri %2,67-2,95 arasinda bulunmustur.
Kumar ve ark., (2014b) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada %2,70-2,90 arasinda, 2015
yilinda yapilan bir ¢alismada ise %2,83-3,04 arasinda bulunmustur (Kumar ve ark.,2015).

Peynir 6rneklerinin kiil degerlerinin %0,58 ile %2,55 arasinda degisim gosterdigi
tespit edilmistir (Cizelge 4.25). Yapilan varyans analizi sonucunda peynir 6rneklerinin kiil

degerlerinin istatistiksel olarak dnemli oldugu belirlenmistir (P<0,01). Peynir drneklerinde

en yiiksek kiil miktarinin Samsun2 peynir ornegine ait oldugu, ancak Corum, Manisa,
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Balikesir ve Gonen peynir orneklerinin kiil igerikleri bakimindan birbirine benzer oldugu
saptanmustir (Cizelge 4.25).
Manda siitiinden tiretilen mozzarella peynir 6rneklerinin, % yag, % protein, % tuz, %

kiil ve % toplam kurumadde degerleri Cizelge 4.26°te verilmistir.

Cizelge 4.26. Manda siitiinden iiretilmis mozzarella peynir 6rneklerinin kimyasal 6zellikleri

Ortalama + Standart Hata

Ornekler  Yag (%) Protein (%) Tuz (%) Kiil (%)  Toplam Kurumadde(%o)
Kirklareli 30,75+0,25°  12,25+0,08" 0,85+0,07%  0,42+0,04 44,93+0,09¢
Antalya 21,75+0,25%  13,12+0,078 0,98+0,07%  0,45+0,08 35,35+0,14A
Afyon 24,90+0,10°  13,12+0,268 1,35+0,018  0,61+0,07 38,79+0,62B
istanbul 24.95+0,50¢ 13,36+0,188 0,92+0,11*  0,58+0,15 45,19+1,17¢
Kandira 16,50+0,50~  13,44+0,098 0,96+0,06%  0,49+0,06 38,010,968

P Degeri 0,00 0,01 0,02 0,53 0,00

AB-CD. 'Farkl biiyiik harflerle gosterilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (P<0,05)

Manda siitiinden {iretilen mozzarella peynir Orneklerine ait kurumadde degerleri
%35,35-45,19 arasinda degismektedir (Cizelge 4.26). Yapilan varyans analizi sonucunda
peynir orneklerinin kurumadde ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak onemli
bulunmustur (P<0,01). Istatistiksel acidan fark olan peynir Orneklerinde yapilan analiz
sonuglarina bakildiginda (Cizelge 4.26) en yiiksek toplam kurumadde degeri Istanbul ve
Kirklareli (%45,19, %44,93) 6rneklerinde bulunurken, en diisiik toplam kurumadde degeri
%35,35 ile Antalya, Afyon ve Kandira 6rneklerinde tespit edilmistir. Mozzarella peynirleri
tizerine yapilan diger ¢alismalarda (Orberg ve ark., 1993; Yazici ve Akbulut 2007; Murtaza
ve ark., 2008; Sameen ve ark., 2010; Ozsunar 2010; Lamano ve ark., 2013; Sattar ve ark.,
2015) ise kurumadde degerleri %42,42 ile %50,02 arasinda degisim gosterdigi saptanmustir.
Kurumadde degerleri Lamano ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada %45,52, Sattar
ve ark. (2015) tarafindan yapilan g¢alismada ise %50,02-%47,47 arasinda oldugu
bulunmustur. Diger bir benzer ¢alismada ise %42,42-45,34 arasinda oldugu belirlenmistir
(Hassan ve ark., 2013)

Manda siitiinden tiretilen mozzarella peynir 6rneklerine ait yag oranlart %16,50 -
%30,75 arasinda biyiik bir degisim gostermistir (Cizelge 4.26). Yapilan varyans anlizinde,
peynir ornekleri yag igerigi bakimindan karsilastirildiginda ise peynirlerin yag icerikleri
arasinda fakliligin istatistiksel olarak onemli oldugu tespit edilmistir (P<0,01). Peynir
ornekleri yag igerigi bakimmdan Karsilastirildiginda en yiiksek yag igerininin Kirklareli
ornegine, en diisiik yag iceriginin ise Kandira 6rnegine ait oldugu, fakat Afyon ve Istanbul

orneklerinin yag oranlar1 bakimindan benzer oldugu bulunmustur. Hassan ve ark. (2013)
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tarafindan yapilan ¢alismada tiim peynirin 6rneklerinin yag degerleri %16,99-17,01 arasinda
bulunmustur. Bezer sonuglar diger calismalarda da belirlenmistir (Orberg ve ark., 1993;
Yazici ve Akbulut 2007; Murtaza ve ark., 2008; Sameen ve ark., 2010; Ozsunar 2010; Sattar
ve ark., 2015). Ornegin, Yazict ve Akbulut (2007) mozzarella peyniri yag oranini %21,43,
Fasale ve ark. (2017) ise mozzarella peyniri yag oranin1 %23,11 olarak bulmustur.

Peynir orneklerinin protein igeriginin %12,25-13,44 arasinda degisim gosterdigi ve
peynir orneklerinin protein degerleri arasindaki farkliligin istatistiksel olarak 6nemli oldugu
bulunmustur (P<0,01). Peynir orneklerinin protein ortalamalarina bakildiginda en diisiik
degerin Kurklareli 6rnegine ait oldugu, diger orneklerin (Afyon, Antalya, Istanbul ve
Kandira) ise protein igerikleri bakimimdan benzer oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.26).
Hassan ve ark. (2013) tarafindan yapilan c¢alismada tiim peynir 6rneklerinin protein
degerlerinin  %19,28-19,60 arasinda degistigini bulmustur. Benzer sonuclar diger
caligmalarda da belirlenmistir (Orberg ve ark., 1993; Yazici ve Akbulut 2007; Murtazaa ve
ark., 2008; Sameen ve ark., 2010; Ozsunar 2010; Sattar ve ark., 2015; Fasale ve ark., 2017).

Peynir Orneklerinin tuz igeriginin %0,85-1,35 arasinda degistigi tespit edilmistir
(Cizelge 4.26). Yapilan varyans analizi sonucunda, peynir 6rneklerinin tuz igeriginin
istatistiksel olarak Onemli oldugu belirlenmistir (P<0,01). Peynir Orneklerinin tuz
ortalamalarina bakildiginda en yiiksek tuz iceriginin Afyon 6rnegine ait oldugu belirlenmis,
diger 6rneklerin (Kirklareli, Antalya, Istanbul ve Kandira) ise tuz igerigi bakimindan benzer
oldugu bulunmustur. Arastirmacilar manda siitiinden iiretilen mozzarella peynirlerinin tuz
degerelerini %0,40 ile %1,76 arasinda tespit etmislerdir (Yazici ve Akbulut, 2007; Ozsunar,
2010; Lamano ve ark., 2013). Lamano ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada peynir
orneklerinin ortalama tuz degerleri %1,15 olarak bulunmustur. Ozsunar (2010) tarfindan
yapilan ¢alismada ise peynir 6rneklerinin tuz degeri %1,76 olarak bulunmustur.

Peynir Orneklerinin kiil degerlerinin %0,42-0,61 arasinda degisim gosterdigi
goriilmektedir (Cizelge 4.26). Yapilan varyans analizi sonucunda peynir 6rneklerinin kiil
degerlerinin istatistiksel olarak Onemli olmadigr belirlenmistir (P>0,05). Peynir
orneklerinde en yiiksek kiil miktarinin Afyon o6rnegine ait oldugu, ancak tiim peynir
orneklerinin kiil icerikleri bakimindan birbirine benzer oldugu saptanmistir (Cizelge 4.26).
Diger calismalarda elde edilen sonuclar calismamizda elde edilen sonucglardan farkli
bulunmustur. Arastirmacilar manda siitlinden iretilen mozzarella peynirlerinin kiil
degerelerini % 2,10 ile % 5,,13 arasinda tespit etmislerdir (Yazici ve Akbulut, 2007; Murtaza
ve ark., 2008; Ozsunar, 2010; Hassan ve ark., 2013; Sattar ve ark., 2015; Fasale ve ark.,
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2017). Kiil degerleri Fasale ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada %3,17 olarak
bulunmustur. Diger bir calismada ise %2,10 oldugu bulunmustur (Yazici ve Akbulut, 2007).

4.2. Mikrobiyolojik Analizler

Yapilan ¢alismamizda Tiirkiye’nin farkli sehirlerinden hem ticari hem de ev yapimi
manda siitiinden Ttretilen beyaz ve mozzarella peynirlerin iiretimin ilk 30 giinii i¢inde
mikroflorast arastirilmistir. Yapilan mikrobiyolojik analizlerde tiim peynir Orneklerinde
Esherichia coli O157:H7, Salmonella spp., ve Listeria monocytogenes mikroorganizmalari
tespit edilememistir. Buna karsin sadece Kandiral peynir 6rneginde ortalama 4,23+0,10 log
kob/g diizeyinde Staphylococcus aureus varligi belirlenmistir. Tespit edilen bu degerin Tiirk
Gida Kodeksi mikrobiyolojik kriterler tebligine (Teblig no: 2009/68) uygun olmadigi
belirlenmistir. Beyaz peynir drneklerinin 8 tanesinde (Kandiral, Bursa, Coruml, Manisa,
Samsunl, Samsun2 Bafral ve Corum?2) ortalama 1,50+0,50-6,51+0,46 log kob/g diizeyinde
E.coli varlig1 saptanmistir. Yine beyaz peynir drneklerinin 8 tanesinde (Kartepe, Kandiral,
Bursa, Gonenl, Coruml, Manisa, Samsunl ve Bafral) ortalama 1,50+0,50- 6,51+0,46 log
kob/g diizeyinde Staphylococcus spp. varligi saptanmistir. Peynir 6rneklerinin maya florasi
icin kullanilan DRBC agar besiyeri ortaminda yapilan analiz sonucunda mayalar, Gonen1
ve Corum2 Orneklerinde belirlenmis olup ortalama 1,99+0,15-7,24+0,07 log kob/g
diizeyinde tespit edilmistir. Maya yiikii en yiiksek (7,24+0,07 log kob/g) Corum1 &rneginde
tespit edildigi, en diisiik ise (1,99+0,15 log kob/g) Balikesir 6rneginde oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.27).

Kumar ve ark. (2014b) manda peyniri ile yaptiklar1 ¢alismada peynirlerin maya-kiif
sayilarint 1,57+0,19 log kob/g ile 3,35+0,30 log kob/g arasinda tespit etmislerdir. Bu

degerler ¢alismada elde edilen sonuglardan daha diisiik diizeyde olmustur.
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Cizelge 4.27. Manda siitiinden iiretilen beyaz peynirlerin mikrobiyolojik 6zellikleri (log kob/g)

Ortalama+S.Hata

Mikroorganizmalar Kartepe  Kandiral Bursa Balikesir Gonenl  Coruml  Manisa Samsunl Samsu2  Bafral Bafra2 Corum2  Gonen2
E.coli O157:H7 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
E.coli <1 1,50+0,50  2,98+0,03 <1 <1 2,79+0,11  1,95+0, 05 6,51+0,46  5,54+0,01 2,49+0,49 <1 6,17+0,15 <1
Salmonella spp. Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
Staphylococcus spp. 2,80£0,20 3,87+0,06 3,74+0,01 <1 5,11+£0,58  3,60+0,03  3,02+0,18 3,27+0,03 <1 2,95+0,12 <1 <1 <1
Staphylococcus aureus <1 4,23+0,10 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Listeria monocytogenes Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
Mayal(DRBC) 5,23+0,03  3,40+0,38  6,52+0,05 1,99+£0,15 <1 7,24+0,07  5,30+0,04 4,82+0,31  5,65+0,08  3,77+0,08  5,43+0,02 <1 4,82+0,05
Maya2(DG18) 5,2740,02  3,91+0,06 4,71+0,06  --- <1 7,01£0,13  ---- 4,81£0,08 6,19+0,01 ---- 5,69,45+0,01  ---- m——
Kiifl(DRBC) 2,65£0,35 2,78+0,01  3,50+0,50 2,18+0,12 <1 5,79+0,05  2,60+0,07 4,15£0,85 <1 <1 4,61+0,08 <1 3,04+0,04
Kiif2(DG18) <1 2,72+40,12  3,85+0,34  ---- <1 5,38+0,08  ---- <1 <1 J— <1 - -—--

---, Kiif-Maya i¢in DG 18 besiyerinde ekim yapilmamustir.



Manda siitii ile iretilen mozzarella peynirlerinin genel mikrobiyolojik 6zellikleri
Cizelge 4.28’te verilmistir.

Cizelge 4.28. Manda siitiinden tiretilen mozzarella peynirlerinin mikrobiyolojik 6zellikleri
(log kaob/qg)

OrtalamazS.Hata
istanbul Kandiral Kandira2 Antalyal Kirklareli Afyon Antalya2

Mikroorganizmalar

E.coli O157:H7 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
E.coli <1 <1 <1 <1 7,93+0,01 <1 <1
Salmonella ssp. Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
Staphylococcus ssp. 2,72+0,05 2,51+0,05 <1 1,1540,15  3,76+0,10 <l <1
Staphylococcus aureus <1 <1 <1 <1 <1 <l <1
Listeria Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
monocytogenes

Mayal(DRBC) 5,81+0,02 6,10+0,08 6,49+0,49 6,05+0,03 6,35+0,25 5,82+0,13  5,35+0,09
Maya2(DG18) 6,79+0,02 - 6,81+0,01 5,88+0,01  5,80,+0,12 5,10+0,13 5,06+0,01
KiifI((DRBC) <1 4,86+0,14 <1 2,58+0,11  4,99+0,30 <1 4,79+0,01
Kiif2(DG18) < e <1 584077 <l <1 <1

~, Kiif-Maya i¢in DG 18 besiyerinde ekim yapilmamustir.

Mozzarella peynirlerin miroflorasina bakildiginda, E.coli O157:H7, S.aureus,
L.monocytogenes ve Salmonella spp. bakterilerinin varliginin tespit edilememesi peynirlerin
patojen bakteri varligi bakiminda tiiketici sagligina bir risk olusturmadigini gostermistir.
Ancak maya florasinin, her iki besiyeri ortaminda da yiiksek diizeylerde tespit edilmis
olmas, iiretimin yeterli hijyenik kosullarda yapilmadigina isaret etmektedir. Ornegin DRBC
agar besiyerinde ortalama 5,35+0,09-6,49+0,49 log kob/g diizeyinde ve yiiksek miktarda
gelismis olmasi bakimindan peynirin raf dmriinden 6nce bozulmasina neden olabilecegi
sOylenebilir. Ayrica kif tespit edilen ticari peynir orneklerinde (Kandiral, Antalyal,
Antalya2 ve Kirklareli), kiif ortalamasinin 2,58+0,11-4,99+0,30 log kob/g arasinda olmasi
da peynir tiretiminin hijyenik kosullarda yapilmadiginin diger bir gostergesi olarak kabul
edilebilir. Tiketiciler agisindan bakildiginda bu peynirlerin tiiketiminin saglik bakimindan
uygun olmayacagi sOylenebilir. Literatiirde yapilan benzer ¢calismalarda elde edilen sonuglar
yaptigimiz ¢alismanin sonuglarini desteklemektedir (Facchin ve ark., 2013).

Facchin ve ark. (2013) Brezilya’da ii¢ farkli sehirde, marketlerden topladiklar ii¢
farkli ticari markaya ait 42 mozzarella peyniri Orneginin mikrobiyolojik 6zelliklerini
arastirmiglardir. Yapilan analiz sonucunda hig bir peynir 6rneginde Listeria monocytogenes
ve Salmonella spp. mikroorganizmalarina rastlanmamistir. Ancak A peynir Srneklerinde
ortalama <0,48-2,38 EMS/g araliginda Escherichia coli, <3-5,34 kob/g diizeyinde

Staphylococcus spp. ve <3-6,08 kob/g maya mikroorganizmalari tespit edilmistir. B
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peynirinde ortalama <0,48-0,95 EMS/g araliginda E. coli, <3-2,82 kob/g diizeylerinde
Staphylococcus spp. ve 4,75-6,28 kob/g diizeyinde ise maya tespit edilmistir. C peynirinde
ise ortalama <0,48-1,60 EMS/g araliginda E. coli, 2,48-5,28 kob/g arasinda Staphylococcus
spp. ve ortalama <3-4,36 kob/g diizeyinde maya tespit edilmistir. Arastirmacilar ayrica
marketlerden toplanan mozzarella peynir 6rneklerinden 121 adet Staphylococcus spp. izolati
elde etmisler ve bu izolatlardan 7 tanesini koagiilaz pozitif olarak, 5 tanesini de
Staphylococcus aureus tanimlamislardir. Sadece C ticari markasinda limiti asan koagiilaz
pozitif Staphylococcus tespit edilmistir. On bir 6rnekte ise, termotolerant koliform sayilari
5x10° EMS/g den daha yiiksek sayida tespit edilmistir. Ama bu degerin, Brezilya yasalarmin
izin verdigi degerden daha diisiik oldugunu ifade etmislerdir.

Pisano ve ark. (2016) mozzarella peynirinde ortalama 2,18+1,25- 3,80+0,99 log kob/g
arasinda yaptigimiz c¢alismada elde edilen sonuglardan daha diisiik maya oldugunu tespit
etmislerdir.

Akarca ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada mozzarella peyniri tiretiminin ilk glintinde
maya-kif sayimini1 5,54-5,68 log kob/g bulurken, depolamanin 28. giiniinde ise 4,44-4,69
log kob/g olarak tespit etmislerdir. Elde ettikleri bu sonuglar ile yaptigimiz ¢aligmanin
sonuclar1 benzerlik gostermektedir.

Romano ve ark. (2001) Mozzarella peyniri ile ilgili yaptiklar1 ¢aligmada, maya
saytlarinin 2x10° EMS/g ile 1x10° EMS/g olarak degisim gosterdigini belirtmislerdir. Bu
arastirmacilarin elde ettikleri sonuclar, yaptigimiz calismada elde edilen sonuglar ile
benzerlik gostermektedir.

Coroian (2009) yaptig1 calismada ¢ig manda siitliniin ve bu siit ile tiretilen Teleme ve
Kiiflii peynirlerin mikrobiyolojik 6zelliklerini aragtirmistir. Koliform bakteri ortalamasi
4,96+0,47/mL iken, toplam maya ve kiif sayis1 633,47 + 20,01/mL olarak tespit edilmistir.
Escherichia coli ise analiz edilen 23 manda siit drneginin iiciinde sirasiyla 1,5x10% /mL,
1,1x10° /mL ve 2,9x10° /mL olarak tespit edilmistir. Buna karsi Salmonella spp., koagulaz
pozitif Staphylococcus ve Bacillus cereus ise tespit edilmemistir. Ayn1 ¢alismada Teleme
peynirinde ortalama koliform bakteri sayisin1 4,40+0,55/g, ortalama maya-kiif sayisini
523,30+53,77/g ve ortalama koagiilaz pozitif Staphylococus sayisim1 7,24+0,82/g olarak
tespit edilmisken kiiflii peynirde ortalama koliform bakteri sayisin1 8,65+0,16/g, ortalama
maya-kiif sayisin1 627,57+16,65/g ve ortalama koagiilaz pozitif Staphylococus sayisini
9,83+0,23/g olarak tespit edilmistir. Hem Teleme peynirde hem de kiiflii peynirde E. coli ve
Salmonella spp. tespit edilememistir.
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4.3. Aroma-Aktif Bilesenlerin Analizi

Peynirlerde meydana gelen aroma bilesenleri kat1 faz mikroekstraksiyon (KFME) gaz
kromatografisi kiitle spektrometresi (GC-MS) sistemi kullanilarak belirlenmistir. Elde
edilen bulgular Cizelge 4.29 ve Cizelge 4.30°da sunulmustur.

Aroma maddeleri bitki ve hayvan dokularinda normal metabolik faaliyetler sonucunda
olusabildigi gibi, gidalarin islenmesi sirasinda gidalara uygulanan bazi teknolojik islemler
(1sitma, pisirme vb.) sirasinda ve depolama asamasinda meydana gelen kimyasal
reaksiyonlar (hidroliz, lipit ve 151k oksidasyonu gibi) sonucunda olusabilmektedir
(Reineccius, 1999).

Peynirin aromasi, peynirin lezzetini etkileyen yiizlerce ugucu bilesigin meydana
getirdigi kompleks bir karistmdan olusmaktadir. Bu ugucu bilesikler, 6zellikle mikrobiyal
enzimlerin etkisiyle peynirdeki protein, yag, laktoz, laktat ve sitratin farkli ve karmasik
biyokimyasal yollar ile pargalanmalari sonucu olusan metabolitlerdir. Bu yiizden peynir
mikroflorasi, iiretilen peynirlerin aroma ve lezzetini etkileyen cok sayida ugucu bilesigin
olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (Kesenkas ve Akbulut, 2006).

Mayalarin, peynirin olgunlagmasi esnasinda laktik asiti kullanmas1 nedeniyle ortam
pH’sin1 yiikseltigi ve buna bagl olarakta bakteriyel gelismeyi destekleyerek olgunlasmanin
ikincil kademesinin baslamasini sagladiklar1 ifade edilmektedir. Mayalarin peynirin
olgunlagmasi esnasinda pH’da meydana getirdigi bu degisikligin, ayn1 zamanda iiretilen bazi
alkali metabolizma iiriinlerinden de kaynaklanabilecegi ifade edilmistir. Ornegin laktatin
parcalanmasi nedeniyle, bir¢ok peynir tiirliniin aroma ve yapi olusumlar1 igin, anahtar
asamay1 olusturdugu ifade edilmektedir. Laktat, laktik asit bakterileri ve mayalar tarafindan
asetat, etil alkol, format ve CO> gibi iriinlere donistiirilmektedir. Baz1 mayalar, sahip
olduklar1 lipolitik ve proteolitik aktiviteleri nedeniyle de peynirdeki biitiin enzim sisteminin
bir pargasi olabildikleri ifade edilmistir (Karasu Yal¢in ve ark., 2011).

Manda siitliinden {iretilen beyaz peynirlerle ilgili yapilan bu arastirmada peynirlerin
tretimin ilk 30 gilinii igerisinde yapilan analizde, toplam 20 aroma-aktif maddesi
belirlenmistir. Bu aroma-aktif maddelerinden bazilari, etanol, asetik asit (sirke), etil asetat,
3-hidroksi-2-butanon (eksi siit), 3-metil-1-butanol (taze peynir, nefes kesen, alkolik)
butanoik asit etil ester, hekzametil-siklotrisilokzan, butanoik asit (tereyag, peynir, terli, asit),
3-metilbutanoik asit (terli, aci, peynir, kokusmus), 2-metilbutanoik asit, 2,2,4,6,6-
pentametilheptan, hekzanoik asit etil ester, hekzanoik asit (terli, peynirimsi, kegi), D-
limonen (limon, nane), 2-nonanon (gigek, meyve, seftali), feniletanol (giil, ¢igek), 2,6,10,14-

tetrametilpentadekan, oktanoik asit etil ester ve dekanoik asit etil ester’dir (Cizelge 4.29).
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Aroma-aktif bilesenler peynir 6rneklerine gore degismekte olup bazi aroma maddeleri
sadece bazi peynirlerde belirlenmistir. Bu aroma-aktif maddelerine 6rnek verilecek olursa,
ornegin dekanoik asit etil ester sadece Balikesir Orneginde tespit edilmisken, diger
orneklerde tespit edilememistir. Yine butanoik asit etil ester ise Kandira ve Balikesir
orneklerinde tespit edilmisken, diger orneklerde tespit edilememistir. D-limonen ugucu
aroma bileseni Kandira ve Gonen Orneklerinde tespit edilememis, ancak diger peynir
orneklerinde tespit edilmistir. Diger taraftan belirlenen ugucu aroma bilesiklerinin
yogunluklaria bakildiginda, belirlenen 6rneklerdeki ilk siradaki en yogun ugucu aroma
bileseni butanoik asit tespit edilmisken, ikinci en yliksek yogunluktaki ugucu aroma bileseni
ise hekzanoik asit olarak tespit edilmistir. Manda siitinden {iretilen beyaz peynir
orneklerinin aroma bilesenlerine mikrofloranin etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii
peynir 6rnekleri mikrobiyolojik yiikleri, sonuglarda verilmeyen Laktik Asit Bakteri (LAB)
yiikii ve sonuglarda verilen maya yiikii bakimindan incelendiginde mikrobiyal yiikiin en
fazla oldugu Balikesir, Manisa ve Kandira 6rneklerinde aroma bilesenleri hem yogunluk
olarak hem de miktar olarak en yiiksek oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.29).

Arora ve ark. (1995) yaptiklari ¢aligmada Cheddar peynirinin aroma bilesenlerini
belirlemislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada elde edilen bazi1 aroma bilesenleri, ¢alismamizda elde
edilen sonuglar ile benzerlik gdstermektedir. Ornegin ¢alismada, etanol, asetik asit, etil
asetat, 3-hidroksi-2-butanon, ugucu bilesenleri ¢alismamizda elde edilen bulgular ile benzer
bulmusglardir.

Dirinck ve De Winne (1999) yaptiklar1 arastirmada farkli peynir ¢esitlerinde (Gouda,
Emmantal ve Swiss) bazi aroma ugucu bilesenlerini yaptigimiz calismada elde edilen
sonuglar ile benzer bulmuslardir. Ornegin 2-nonanon, 3-hidroksi-2-butanon, butanoik asit,
hekzanoik asit, oktanoik asit, 3-metilbutanoik asit, 2-metilbutanoik asit ugucu bilesenlerini
arastirmamizda elde edilen sonuglar ile benzer sekilde tespit etmislerdir.

Frank ve ark. (2004) yaptiklar arastirmada farkli peynir ¢esitlerinin (Cheddar, Kiiflii
Mavi Peynir ve Sert-lzgar Stili peynir) GC-MS ile 54 ucucu bilesen belirlemislerdir. Bu
ucucu bilesenlerden hekzanoik asit, butanoik asit, dekanoik asit, asetik asit ve 2-nonanon
ucucu bilesenlerini, yaptigimiz arastirma sonucu ile benzer bulmuslardir.

Guneser ve Karagul Yuceer (2011) cerkez peynirinde, yaptigimiz ¢alismada elde
ettigimiz aroma bilesenleri ile benzer sekilde asetik asit ve hekzanoik asit aroma bilesenlerini

tespit ederlerken, tespit ettigimiz diger bilesenler bu ¢calismadakilerden farkli bulunmustur.
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Cizelge 4.29. Manda siitiinden tiretilen beyaz peynirlerinin GC-MS ile analizinde elde edilen aroma bilesenleri (ng/Kg)

Aroma Bilesenleri

Ortalama + Standart Hata

RI Bafra Manisa Kandira Kartepe Gonen Bursa Corum Balikesir
Etanol <500 69,63+17,76 47,97+18,66 329,03+42,08 150,96+35,76 115,95+1,62 T.E 18,42+10,23 TE
Asetik Asit <600 T.E T.E 8912,73+645,76 16051,28+1659,75 T.E
Etil Asetat 592 242,61+8,34 630,07+£32,05 TE TE T.E 305,98+115,61 125,29+21,24  221,454£53,10

603 TE TE TE TE TE 240,11429,51 547,94+8921 TE
3-Hidrosi-2-butanon

704 134,444+4 81 397,02+2,53 208,67+32,38 132,21+33,86 T.E 671,23+116,07 T.E 190,27+0,09
3-Metil-1-butanol

728 T.E T.E 368,76+£105,37 T.E T.E T.E T.E 32,56+17,67
Butanoik asit, etil ester

800 T.E T.E T.E T.E T.E 159,88+36,81 19,28+4,16 193,48+48,16
Hekzametilsiklotrisilokzan
Butanoik asit 825 3293,94+136,50 6047,10+922.41 16746,32+3606,13 T.E 18445,90+£3965,64  66362,36+4567,28 T.E 8348,45+1920,72

825 T.E T.E 60,98+11,14 TE 92,92+5,11 T.E T.E 52,08+7,65
3-Metil-butanoik asit

856 T.E 65,68+4,00 26,71£13,49 TE TE TE TE TE
2-Metil-butanok asit
2,2,4,6,6-penta metil 864 TE 49,57+1,75 TE TE 144,45+13,69 TE TE 20,84+2,04
heptan

989 13,26+7,49 T.E 909,31£191,76 52,86+7,24 192,35+9,574 TE T.E 85,25+14,14
Hekzanoik asit etil ester
Hekzanoik asit 1004 4764,30+940,76  67,89+13,11 707,23+£51,66 1056,60+155,04 T.E 84181,65+1362,80 T.E 3356,09+612,86
D-limonen 1004 17,17+0,23 67,39+0,89 TE 66,11+1,99 T.E 7,56+0,84 10,45+3,36 24,79+1,06
2-Nonanon 1026 T.E TE TE T.E 28,60+3,86 2,35+0,75 5,86+0,80
Feniletanol 1089 2,76+0,16 88,58+4,08 21,25+0,21 2,86+0,20 T.E 6,09+1,62 16,60+1,91 9,46+2,27

1115  10,25+0,73 55,62+5,81 TE T.E 47,58+2.47 TE 13,62+2.48 20,54+7,41
2,6,10,14-tetrametil
pentadekan
Oktanoik asit 1160 T.E 837,78+125,59 1859,77+137,78 TE T.E 5337,45+1121,73 T.E T.E

1175 TE 12,01+3,50 TE 2,43+0,08 5,44+0,78 TE T.E 11,13+0,35
Oktanoik asit etil ester

1195 TE TETr 10,84+0,54 T.E T.E T.E T.E 1,39+0,06

Dekanoik asit etil ester

T.E:Tespit Edilemedi



Caligmamizda manda siitiinden {iretilen Mozzarella peynirlerinde peynirlerin
tiretiminin ilk 30 giinii icerisinde yapilan analizinde ise toplam 13 aroma-aktif maddesi
belirlenmistir. Bu aroma-aktif maddelerinden bazilari, etanol (kuru, toz), etil asetat
(meyvemsi, ananas), butanoik asit metil ester, 3-metil-1-butanol (taze peynir, nefes kesen,
alkolik), butanoik asit etil ester, hekzametil-siklotrisilokzan, 3-metilbutanoik asit (acimus,
terli, peynirimsi, kokusmus), oksime metoksi-fenil, D-limonen (limon, nane), hekzanoik asit
(terli, peynirimsi, kegi), feniletanol (gil, ¢igek), 2,6,10,14-tetrametilpentadekan, oktanoik
asit, dekanoik asit metil ester’dir (Cizelge 4.30). Beyaz peynirdekine gore daha az aroma
bileseni tespit edilmistir. Bu durumun mozzarella peyniri ile beyaz peynir iiretiminin farkli
olmasindan kaynaklanabilecegi diigiiniilmektedir. Yani mozzarella peyniri iretiminde
telemeye 1s1l islem uygulandigi i¢in beyaz peynire gore mikrofloranin daha az olabilecegi,

bu nedenle daha az aroma bileseni tespit edildigi diistiniilmektdedir.

Cizelge 4.30. Manda siitiinden tretilen mozzarella peynirlerinin GC-MS ile analizinde elde

edilen aroma bilesenleri (ng/Kg)

Ortalama + Standart Hata
Aroma Bilesenleri

RI Kirklareli Antalya Kandira Istanbul Afyon
Etanol <500 T.E 67,79+31,62 59,87+1,42 24,38+2,31 31,47+0,05
Etil asetat 552 688,41+£220,79 170,67+80,96 T.E T.E T.E
Butanoik asit metil ester 23,69+8,77 T.E T.E T.E T.E
708
3-Metil-1-butanol 141,93+46,22 147,39+70,60 T.E 42,80+5,35 47,20+4,01
728
Butanoik asit etil ester T.E 16,22+5,38 T.E 4,57+0,21 3,48+0,85
799
Hekzametilsiklotrisilokzan T.E T.E 47,2843 .44 53,82+17,79  45,37+3,07
823
3-Metilbutanoik asit 113,39+24,38 T.E T.E T.E TE
894
Oksime metoksi-fenil T.E T.E 12,30+0,83 T.E 7,88+3,05
905
D-limonen 1026 T.E 3,00+0,70 T.E 30,63+0,86 T.E
Hekzanoik asit 1032  10858,08+2014,39 T.E 446,65+20,33 T.E T.E
Feniletanol 1109 100,07+16,74 6,82+3,72
2,6,10,14- 18,37+3,25 7,88+2,78 13,23+0,11 14,09+1,96 13,54+0,89
Tetrametil pentadekan
1160
Oktanoik asit 1188 3367,24+1025,17 20,02+4,35 T.E T.E T.E
Dekanoik asit metil ester 6,42+3,68 T.E T.E T.E T.E
1322

T.E: Tespit Edilemedi.

Aroma-aktif bilesenler peynir 6rneklerine gore degismekte olup bazi aroma maddeleri
sadece bazi peynirlerde belirlenmistir. Bu aroma-aktif maddelerine 6rnek verilecek olursa,
ornegin 3-metilbutanoik asit, butanoik asit metil ester ve dekanoik asit metil ester ugucu

bilesenleri Kirklareli 6rneginde tespit edilirken diger 6rneklerde tespit edilememistir. Yine
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oksime-metoksifenil aroma bileseni Kandira ve Afyon 6rneklerinde tespit edilmis, ancak
Kirklareli, Antalya ve Istanbul 6rneklerinde tespit edilememistir. Bir diger aroma maddesi
olan 3-metil-1-butanol Kandira 6rneginde tespit edilememis, ancak diger 4 ornekte tespit
edilmistir. Hekzanoik asit aroma bileseni ise en yiiksek yogunlukta Kirkkale drneginde tespit
edilirken Kandira 6rneginde diisiik yogunlukta tespit edilmis, ancak diger 6rneklerde ise hig
tespit edilememistir. Bir diger aroma bileseni olan butanoik asit, etil ester ise Istanbul ve
Afyon Orneginde ve tlim aroma bilesenleri arasinda en diisiik yogunlukta oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.30). Manda siitiinden iiretilen mozzarella peynir 6rneklerinin aroma
bilesenlerine mikrofloranin etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin en fazla gesite aroma
bileseni Kirklareli peynir orneginde tespit edilmistir. Kirklareli peynir 6rneginde aroma
bilesenlerinin fazla ¢esitte ve yogun olmasinin, diger peynir 6rneklerine gére mikrobiyal
yikiiniin daha yiiksek olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Nitekim maya
sayilar1 5,80+0,12 log kob/g ile 6,35+0,25 log kob/g seviyelerindedir. Ayrica peynirde
aroma bilesenlerinin ¢esitligi ve yogunlugu iizerine iiretim, depolama, siit hayvaninin
beslenmesi, enzimler ve diger mikroorganizmalarin da etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Godbole ve ark. (1988) tarafindan yapilan ¢alismada manda siitii, Saccharomyces
fragilis ile 17 saat fermentasyona tabi tutulmus ve fermentasyon sonucunda GC ile
asetaldehit, etil asetat, etil alkol, n-propanol, n-butanol ve isoamil alkol gibi ugucu aroma
bilesenleri tespit edilmistir. Arastirmacilarin elde ettigi etil alkol ve etil asetat aroma
bilesenleri bu calismada da tespit edilmistir.

Ozsunar (2010) mozzarella peynirinde GC-MS ile yaptig1 aroma analizinde benzer
sekilde etil asetat ve pentadekan aroma bilesenlerini tespit etmisler iken, yaptigimiz
calismadaki diger aroma bilesenleri Ozsunar (2010) tarafindan elde edilen sonuglardan farkli
bulunmustur.

Pisano ve ark., (2016) manda ve inek siitinden firetilen mozzarella peynirlerinin
metabolik ve mikrobiyolojik profili ile ilgili yaptiklar1 calismada GS-MS ile benzer sekilde
oktadekanoik asit ve hekzadekanoik asit aroma bilesenlerini tespit etmislerdir. Ancak diger
aroma bilesenleri yaptigimiz ¢aligmadan farkli bulunmustur.

Cifuni ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢aligmada farkli beslenme (saman ve ¢avdar slaji)
ortamaminda yetistirilen mandalardan alinan ¢ig manda siitiinden iiretilen mozzarella
peynirinin aroma profilini belirlemislerdir. Yapilan aroma analizinde tespit ettikleri ugucu
bilesenlerden, 3-hidroksi-2-butanon, etil asetat ve D-limonen yaptigimiz ¢aligmadaki ile
benzer ugucu aroma bilesenleri olarak tespit edilmisken, diger ugucu aroma bilesenleri farkli

olarak tespit edilmistir.
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Arfi ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada Brevibacterium linens, LAB
(Laktik Asit Bakterileri) ve bazi mayalarinda (Debaryomyces hansenii, Geotrichum
candidum ve Kluyveromyces lactis) yer aldigi ortak kiiltiir kullanarak tretilen peynirlerin
aroma bilesenleri belirlenmistir. Ozellikle LAB, K. lactis ve B. linens iliskisinin yiiksek
miktarda S-metil tioasetat ve ectilasetat aroma bilesigi olusturdugu belirlenmistir.
Arastirmacilar B. linens, D. hansenii ve LAB igeren kiiltiirle {iretilen peynirlerde metantiol,
dimetil disiilfit, dimetil trisiilfit, S-metil tioasetat, B. linens, K. lactis ve LAB iceren kiiltiirle
tiretilen peynirlerde bu bilesiklerin yan1 sira S-metil tiobiitirat bilesigini de tespit etmislerdir.
Diger yandan B. linens, K. lactis, D. hansenii ve LAB igeren kiiltiirlerle tiretilen peynirlerde
ise S-metil tioasetat tespit edilememistir. LAB, B. linens ve D. hansenii, LAB, B. linens,
Geotrichum candidum, LAB, B. linens, D. hanseniive K.lactis karisimlarindan olusan
kiiltiirlerle iretilen peynirlerde etanol, 3-metil butanol, asetaldehit, 3-metil butanal aroma
bilesenlerini tespit edilmistir. LAB, B. linens ve K. lactis i¢eren kiiltiirle tiretilen peynirlerde
ise etanol, 3-metil butanol, asetaldehit, 3-metil butanal ve etil asetat aroma bilesenleri tespit
edilmistir. Bu calismada belirlenen etanol, 3-metil butanol, etil asetat aroma bilesenleri
calismamizda analize alinan peynir drneklerinde de tespit edilmistir. Sonug olarak peynirin
maya ve laktik asit bakteri florasi farkli oldugunda aroma bilesenleri de degismektedir.

Dursun ve ark. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada Tiirkiye’de marketlerden temin
edilen UHT (Ultra Higt Temperature) siitii 6rneklerinin aroma bilesenlerini belirlemislerdir.
Aragtirmacilar, GC-MS ile yaptiklari aroma analizinde etanol, 2-nonanon, asetik asit,
butanoik asit, hekzanoik asit, oktanoik asit, oksime metoksifenil ve 2,6,10,14-tetrametil
pentadekan aroma bilesenlerini yaptifimiz ¢alismadaki aroma bilesenleri ile ayni
bulmuslardir. Yaptigimiz calismada elde edilen aroma bilesenlerinin bu arastirmacilarin bazi
sonuglar1 ile ayni olmasi elde edilen sonuglarin literatiir tarafindan desteklendigini
gostermektedir.

Peynir 6rneklerinde tespit edilen aroma bilesenlerindeki farkliligin, peynirin iiretimi,
uygulanan islemler, depolama, olgunlastirma ve mikroflordan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Aroma bilesenlerinin farkli olmasinin diger bir nedeni de hayvanlarin
beslenmesinde kullanilan yem kaynaklarinin veya otlanma alanlarinin bolgesel olarak farkl
olmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ornegin D-limonen aroma bileseni sahil
seridindeki sehirlerden temin edilen peynir 6rneklerinde tespit edilmis iken, i¢ bolgelerden

temin edilen peynir 6rneklerinde ise tespit edilemememistir.
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4.4. Mayalarin Fenotipik Yontem ile Tanimlanmasi

Manda siitiinden {iretilen mozzarella ve beyaz peynir 6rneklerinden 406 adet maya
izolatindan Corn Meal Agar’daki tireme sekilleri ve mikroskop altinda incelenen hiicre
sekillerine gore benzerlik gosterenler peynir drnekleri bazinda ayrilmis ve bunlardan farkli
ozelliklere sahip 180 adedi temsili olarak segilerek ileri tanimlama testleri uygulanmistir
(Sekil 4.11, Cizelge 4.31, Cizelge 4.32).

/406 izolat\
Kiiresel Hiicreler Owval Hiicreler
(162 adet) (244 adet)
Pseudohif olusumu Pseudohif olusumu
) o) +) '/ \ )
(4 adet) (158 adet) (92 adet) (152 adet)
Ureaz, Ureaz Ureaz Ureaz

(+/ \f—) f+}/ \‘ ) (+) / \f—‘l f+)/ \" )

(4 adet) (53 adet) (105 adet) (31 det) (61 adet) (36 adet) (116 adet)

|

4 adet 20 adet 50 adet 15 adet 25 adet 15 adet 51 adet
Sekil 4.11. Maya izolatlarinin se¢iminde izlenen yontem

Cizelge 4.31. Mayalarin karakterizasyonunda kullanilan 6zellikler (Deak, 2007)

Morfolojik Ozellikleri Fizyolojik Ozellikleri Biyokimyasal Ozellikleri
Eseyli iireme Karbonhidrat fermentasyonu Ureaz aktivitesi
Konjugasyon sekli Karbon kaynaklar1 asimilasyonu

Spor ve sporangio sekli Azot kaynaklar asimilasyonu

Basidospor sekli Gelisme sicakligi

Vejetatif iireme

Tomurcuklanma
Boliinme yeri
Arthrokonidia
Ballistokonidia
Mikroskobik goriiniisii
Hiicre sekil ve boyutu
Gergek veya pseudohif
olusumu

Klamidospor
Makroskobik goriiniisii

Kat1 besiyerindeki koloni
goriinist
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Cizelge 4.32. Mozzarella ve beyaz peynir 6rneklerinden izole edilen farkli maya tiirlerinin
ozellikleri (Kreger-van Rij, 1984; Kurtzman ve Fell, 1998)

KARBONHIDRAT
2 _ FERMENTASYONU KARBONHIDRAT ASIMILASYONU
= . oo
MAYA 2 S I
TURLERI S = Z s 2 0B NN N o onon B
= S k=] g 2 € <£ N e % N N N S N N N e % _g E o
O B E £ 38 E QO = < & 8 E g £ 2 8 8 E £ @ 2 Kz
£ 28 % 5 22 3 © & 3 & 2 s £S¥E K5 22X
®» o X o< O X O O - 2 4 O O 2 40 F o 20
C.intermedia Z + - 4+ - - - - 4+ 4+ n d - + o+ + + 4+ 4+ + o+ -+
C. sake - + -+ - - - - + + d - + + + + - - + d - +
C. zeylanoides zZ + -+ - - - -z - nl - - + o+ - - -+ - - -
- - /
C.boidinii d + - + - - - d + - - - - - - - oo+
C.parapsilosis + 0+ -+ - - - -+ 4 7l - + o+ + + - -+ - -+
z/ -
C.pararugosa + + - - - - - - - - - - - + o+ - - - - - - e -
C. lipolytica H o+ + + + -+ o+ - - - - + d - - - - -z - -
- /
C. krusei L . . S - - e
C.guilliermondii T +gRRR + ARCE - HddE - A + o+ + + -+ + o+ o+ o+
Cr. curvatus - S - + + - + - - - - o - + + + 4+ 4+ - o+ o+ o+ o+
z
Debaryomyces +H o+ - -+ - - - 2 o 2 zZ - + 4+ + + d d + + + +
hansenii - - - - -
d
Issatchenkia + o+ - -+ - - -+ - - - - L
orientalis
Kluyveromyces + + - -+ - - - + + d + d + + + + d + + + - d
lactis
Kluyveromyces + 0+ - -+ - - - 4+ 4+ - d - + + n + - + z d - +
marxianus y y |/
Pichia fermentans + + - - + - - - + - - - - + 0+ - - - - - - -+
P.ohmeri + + - -+ -+ - + + zl - z/ + + + 4+ + - o+ o+ -+
Z - -
P.anomalus d + - - + - + + + d d - - + + d + + - + + - 4+
R. mucilaginosa . - - - - + + d + d - + + - d
/
+
R.lactosa - e T S - - - - + 4+ - + + n + + + +
S. cereviciae d + - -+ - - -+ o+ 4+ - d + + d + + - + + - d
T. delbrueckii d - - -+ - - + d d d - + d d d - d + - + -
C. lusitaniae + 0+ - -+ - 4+ - + d - d d + o+ + 0+ -+ + - -
Yarrovia lipolytica d + - -+ -+ -+ - - - - + +d - - - - - - -
d: degisken, n: nadiren, y: yavas, z:zayif,
4.4.1. Candida spp.
Candida maya hiicreleri kiiresel, oval, silindirik veya uzamis, bazen ise diizensiz
sekilli olabilmektedir. Uremeleri ¢oklu tomurcuklanma seklinde olup iki kutuplu

tomurcuklanma gosteren hiicreler genis bir tabanda tomurcuklanma olusturmazlar. Bazi
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suslarin tiirleri yalanct misel olusturmakta olup yalanci miseller pseudohif veya blastospor
olarak ayirt edilebilmektedir. Bunun yaninda bazi tiirler ise klamidospor veya gercek
miselyum yapilar1 da olusturabilmektedir. Ayrica askospor, teliospor veya blastospor
yapilarini her zaman olusturmamaktadirlar (Lodder, 1970; Kreger-van Rij, 1984).

Manda peyniri 6rnekleinden izole edilen ve Sekil 4.11°de belirtildigi gibi secilen 180
adet maya izolatinin 59 adedi Candida spp. olarak belirlenmistir. Bu izolatlardan 51 adedi
pseudohif, blastospor olusturmasi, askospor olusturamamasi, ilireaz negatif olmasi, nitrati
asimile edememeleri ve 37°C’de iireyebilme 6zellikleri nedeniyle Candida spp. grupl ve
Candida spp. grup2’ye dahil edilmis, digerleri ise tireaz pozitif olmalari nedeniyle Candida
spp. grup3’e dahil edilmistir. Cizelge 4.31 ve Cizelge 4.32°de verilen testlere gére izolatlar
Candida intermedia (34 adet), C. guillermondii (5 adet), C. parapsilosis (4 adet), C.
zeylanoides (4 adet), C. krusei (4 adet), C. lipolytica (4 adet), C. boidinii (2 adet), C.
pararugosa (1 adet), C. sake (1 adet) olarak tanimlanmistir. Candida cinsine ait 59 adet
izolatin 34°i glukoz, galaktoz, maltoz, laktoz, rafinoz, trehaloz, selebiyoz ve D-ksiloz
karbonhidrat kaynaklarin1 asimile edebildigi, melebiyozu ise asimile edemedigi i¢in bu
izolatlarin Candida intermedia olduguna karar verilmistir. Candida cinsine ait 59 adet
izolatin 2’sinin nitrat asimilasyonu pozitif ve karbonhidrat asimilasyonu negatif olmasi
nedeniyle C. boidinii olduguna karar verilmistir. Candida cinsine ait 59 adet izolatin 5’inin
karbonhidratlar1 (glukoz, galaktoz, trehaloz, maltoz, laktoz) fermente edememeleri
nedeniyle C. pararugosa (1 adet) ve C. lipolytica (4 adet) olarak karar verilmistir. Bu iki
tiirlin ayrimind ise C. lipolytica tiiriiniin iireaz pozitif olmasi 6zelligine gore karar verilmistir.
Candida cinsine ait 59 adet izolatin 5’i diger Candida spp.’lerden 1 Candida laktoz
fermentsyonu ile ayrilarak C. guillermondii tiirii olduguna karar verilmistir. Candida cinsine
ait 59 adet izolatin 1’inin 37°C’deki sic Candida cinsine ait 59 adet izolatin sikcaklikta
tireyememesi nedeniyle C.sake tiiri olduguna karar verilmistir. Candida cinsine ait 59 adet
izolatin 4’linlin zayif glukoz fermentasyonu ve nadiren trehaloz fermentasyonu o6zelligi

nedeniyle C. zeylanoides tiirii olduguna karar verilmistir.

4.4.2. Cryptococcus spp.

Cryptococcus cinsinin maya hiicreleri kiiremsi veya oval, bazen uzamis amipsi veya
polimorfik seklinde olabilmektedir. Uremeleri coklu tomurcuklanma ile olmaktadir. Cogu
suslar, kapsiilliidiir. Kapsiil olusum derecesi ortama baglidir. Kapsul heteroploid sakkaritten
olusmaktadir. Belirli biiylime kosullar1 altinda bir¢ok sus tarafindan ortam i¢ine salinan
kapsiil nisasta benzeri bilesikleri de igerebilmektedir. Biiylime i¢in tiim tiirler karbon

90



kaynagi olarak inositolii asimile etmektedirler. Cogu tiirler kat1 besiyeri ortaminda mukoid
goriiniimlii ve yalanci misel olusturmamaktadirlar. Sivi besi ortaminda yavas gelismekte
olup baslangigta sinirl bir yliziiglimsii yap1 olusturmaktadirlar. Sivi besi ortaminda zamanla
bir tortu {retmektedirler. Eski kiiltiirlerde adaciklar veya nadiren nemli bir zar
olusturulabilmektedirler(Lodder, 1970; Kurtzman ve Fell, 1998).

Manda peyniri 6rnekleinden izole edilen ve Sekil 4.11°de belirtildigi gibi secilen 180
adet maya izolatinin 3’ilinlin iireaz aktivitesine sahip olmasi, hiicrelerini kiigiik kiireler
seklinde olmasi ve fermentasyon o6zelliklerinin olmamasi nedeniyle Cryptococcus spp.
grupl igerisinde yer aldigina karar verilmistir. Bu izolatlarin lireaz pozitif, nitrat ve laktoz
asimilasyonu pozitif olmasi nedeniyle bu izolatlarin 3’niin de Cryptococcus curvatus tiirti

olduguna karar verilmistir.

4.4.3. Debaryomyces spp.

Debaryomyces cinsi mayalar vejetatif olarak ¢ok tarafli tomurcuklanma ile
tiremektedirler. ilkel ya da bazen iyi gelismis yalanci hif yapilar olusturabilmektedirler. Ana
hiicre ve tomurcuk arasindaki heterojen konjugasyon, genellikle askus olusumundan 6nce
meydana gelebilmektedir. Ayrica izogamoz konjugasyon da meydana gelebilmektedir.
Sporlar1 kiiresel veya oval olabilmektedir. Maya sporlarinin duvarlan sigilli veya duvar
istiinde ¢ikintilar bulunmaktadir. Her bir askus basia bir veya iki spor olustururken bazi
tirlerinde askus igindeki spor sayist dorde kadar ¢ikabilmektedir. Karbonhidrat
fermentasyonu gii¢lii degildir. Karbonhidrat fermentasyon oldukga yavas, zayif veya yoktur.
Nitrat1 asimile edemez iken nitriti ise asimile edebilmektedir (Lodder, 1970; Kurtzman ve
Fell, 1998).

Manda peyniri 6rnekleinden izole edilen ve Sekil 4.11°de belirtildigi gibi secilen 180
adet maya izolatinin 71’inin ilkel hif olusturmasi veya hi¢ hif olusturmamasi, iireaz negatif
olmasi ve zayif fermentasyon Ozelliklerine sahip olmasi nedeniyle Debaryomyces spp.
grupl’e dahil edilmistir. Debaryomyces cinsine ait 71 izolatin tamami 37°C’deki lireme
sicakliginda degiskenlik gostermesi ve karbon kaynaklarimi (glukoz, galaktoz, siikkroz ve
maltoz) zayif fermente etmesi laktozu ise hi¢ fermente edememesi nedeniyle bu izolatlarin

Debaryomyces hansenii tiirii olduguna karar verilmistir.
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4.4.4. Issatchenkia spp.

Issatchenkia cinsine ait mayalar 25°C de Malt Extract Agar’da 3 giiniin sonunda
uzamig oval tek veya ¢ift (1,3-6,0 )x(3,3-14,0) um hiicreler olusturmaktadir. Besiyerinde
gelisirken 151k geciren ve agik krem renkli koloni olusturmaktadir. Asimilasyon yiizeylerinde
biiyiime yavas ve kuru tirmanma peletleri olusmaktadir. Morfolojik agarda 25°C’de 7 giinde
¢ok genis bir sekilde yiizeyi kaplayan ve orta derecede dalli pseudohifler
olusturabilmektedir. Aerobik ortamda gelistirildiginde, benekli-beyaz, bazen kenari tozlu,
piriizsiiz ve loblu degisen, diisik digbiikey ile merkezi bastirilmis pseudohif
olusturmaktadir. Bazi kiiltiirler hafifce asidik kokuya sahip olabilmektedir. Askospor
olusumlar 151k mikroskobu altinda kiiresel olarak ve her bir askus i¢inde bir tane askospor
seklinde goriilmektedir (Kurtzman ve Fell, 1998).

Manda peyniri 6rnekleinden izole edilen ve Sekil 4.11°de belirtildigi gibi secilen 180
adet maya izolatinin 1’inin 37°C’de gelisebilmesi, askospor kisa pseudohif olusturmasi gibi
ozellikleri nedeniyle Issatchenkia spp. grupl igerisinde oldugu degerlendirilmistir. Yapilan
fizyolojik ve biyokimyasal testler neticesinde glukozu fermente ve asimile edebildigi, ancak
diger kabon kaynaklarini1 fermente ve asimile edememesi nedeniyle bu izolatin Issatchenkia

orientalis tiirii olduguna Kkarar verilmistir.

4.4.5. Kluyveromyces spp.

Kluyveromyces spp. vejetatif olarak ¢ok tarafli tomurcuklanma ile iremektedir.
Pseudohif olusturabilirlerken gercek hif iiretmezler. Cinsel olarak aski konjugasyonu ile
tireyebilmektedirler. Bazen kongugasyon olmadan da iireyebilmektedir. Askus igerisinde 1
ile 4 ya da 4’ten fazla askospor bulunabilmektedir. Sporlari, piiriizsiiz, bobrek, cubuk,
elipsoidal veya kiiresel sekilli olabilmektedir. Askosporlar olgunlasinca serbest
birakilmaktadir. Sekerleri fermente edebilmektedirler. Nitrat ve inositolii asimile
edememektedir. Sivi ortamlarda peletler olusturabilmektedir. Hiicre dis1 nisasta benzeri
bilesikler iiretemezler. Ureaz iiretimileri belirlenememistir. Jelatini ise sivilastiramazlar
(Kurtzman ve Fell, 1998).

Manda peyniri drneklerinden izole edilen ve Sekil 4.11°de belirtildigi gibi segilen 180
adet maya izolatinin 11’inin 37°C’de gelisebilmesi, askospor, pseudohif olusturmasi gibi
ozellikleri nedeniyle Kluyveromyces spp. grupl igerisinde oldugu degerlendirilmistir.
Yapilan fizyolojik ve biyokimyasal testler neticesinde bu izolatlardan 6’sinin maltozu ve

threhalozu fermente edebilmesi ve melebiyozu asimle edememesi nedeniyle Kluyveromyces
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lactis tiiri oldugu, 5’inin de maltozu ve threhalozu fermente edememesi nedeniyle

Kluyveromyces marxianus tiirii olduguna karar verilmistir.

4.4.6. Pichia spp.

Pichia cinsi bilinen 94 tiir igermektedir. Tomurcuklanan hiicrelerle karakterize
edilmekte olup sadece birkag tiir arthrokonidia, pseudohif ve hif iiretmektedir. Cinsel tireme,
genellikle sapka seklinde olan askosporlar (askus basina 1-4) seklinde olmaktadir. Cinsin
molekiiler karakterizasyonu hala devam etmektedir ve kuskusuz gelecekte yeniden
diizenlenmelere yol agacaktir (Webster ve Weber, 2007). Karbonhidratlari ya kuvvetli
fermente edemez veya hi¢ fermente edemezler. Azot kaynaklarindan nitrat1 bazen asimile
edebilirlerken bazen de asimile edemezler (Deédk, 2007).

Manda peyniri 6rneklerinden izole edilen ve Sekil 4.11°de belirtildigi gibi segilen 180
adet maya izolatiin 10’unun 37°C’de gelisebilmesi, askospor, pseudohif olusturmasi gibi
ozellikleri nedeniyle Pichia spp. grupl, 3’iniin ise belirtilen 6zelliklerin yanisira iireaz
pozitif olmasi nedeniyle Pichia spp. grup2 igerisinde oldugu degerlendirilmistir. Yapilan
fizyolojik ve biyokimyasal testler neticesinde bu izolatlardan 10’unun sadece glukozu
fermente edebildigi galaktoz, maltoz, laktoz ve threhaloz fermentasyon 6zelliginin olmamasi
nedeniyle Pichia fermentans tiiriine, 3’{inlin de iireaz aktivitesine sahip olmasi nedeniyle
2’si nitrat1 asimile edememesi nedeniyle P. ohmeri tiiriine, 1°1 ise nitrati1 asimile edebilmesi

nedeniyle P. anomalus tiiriine ait olduguna karar verilmistir.

4.4.7. Rhodotorula spp.

Rhodotorula cinsi, kirmizi veya sari kiiltiirlerin kombinasyonu ile karakterize
edilmektedir. Karotenoid pigmentlerin varligi nedeniyle, inositol asimile edilememektedir.
Karbonhidratlar1 fermente edemeyebilir. Mayalarin basidiomisetik yapisi genellikle pozitif
bir iireaz testiyle belirtilmistir. Cryptococcus cinsi ile hem karotenoid pigment iiretimi hem
de kapsiillenmis blastokonidinin varlig1 agisindan benzerlik gostermektedir. Ikisi arasindaki
ayirici fark Cryptococcus cinsinin inositol asimilasyonu pozitif iken Rhodotorula’nin negatif
olmasidir (Ellis ve ark., 2007). Rhodotorula cinsi, Sabouraud Dextrose Agar besiyerinde
mercan pembe, genellikle piiriizsiiz, bazen agsi, burusuk veya oluklu, nemli mukoid benzeri
koloniler olusturmaktadir. Koloniler, kiiresel uzayan tomurcuklanma olusturan maya
benzeri hiicreler veya blastokonidialardan (2,5-6,5 x 6,5-14,0 um) olusmaktadir. Corn Meal
Agar’da ise sadece tomurcuklanan Dbalastokonidia olusturmaktadir. Pseudohif

olusturmamaktadirlar (Ellis ve ark., 2007).
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Manda peyniri 6rneklerinden izole edilen ve Sekil 4.11°de belirtildigi gibi segilen 180
adet maya izolatinin 7’sinin 37 °C’de gelisebilmesi, fermentasyon 6zelliklerinin olmamasi,
kat1 besiyerinde pembe renk pigmentleri olusturmasi, oval iri hiicre sekilleri olusturmasi,
tireaz pozitif olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle Rhodotorula spp. grupl, 2’sinin ise belirtilen
Ozelliklerin yanisira nitrat asimilasyonu pozitif olmasi, ve 37°C’de gelisememesi nedeniyle
Rhodotorula spp. grup2 igerisinde oldugu degerlendirilmistir. Yapilan fizyolojik ve
biyokimyasal testler neticesinde bu izolatlardan 7’sinin sadece karbonhidrat fermentasyon
Ozelliklerinin olmamasi, nitrati, selebiyozu ve laktozu asimile edememesi nedeniyle
Rhodotorula micilaginosa tiiriine, 2’sinin de nitrati asimile edebilmesi galaktozu ise asimile

edememesi nedeniyle Rhodotorula lactosa tiiriine ait olduguna karar verilmistir.

4.4.8. Saccharomyces spp.

Saccharomyces cinsi, glikozun giiglii fermentasyonu ve olduk¢a genis kiireselden
elipsoidal hiicrelere kadar degisen sekilde ve ¢ok tarafli tomurcuklanma ile karakterize
edilmektedir. Pseudohif olusturabilirken, ger¢ek hif olusturmamaktadir. Askosporlar
kiireselden ellipsoidal sekle sahip olup yumusak bir duvara sahiptir. Genelde bir askus iginde
bir ile dort spor icermektedir. Laktozu ve nitrati kullanamamaktadir. Genellikle firincilik
mayas1 olarak bilinen S. cerevisiae, Saccharomyces cinsinin en o6nemli temsilcidir.
Saccharomyces spp. Sabouraud Dextrose Agar’da beyaz kremsi, diiz ve kiiresel maya
benzeri koloniler olusturmaktadir. Mikroskop altinda incelendiginde genis kiiresel-
elipsoidal tomurcuklanan maya benzeri hiicreler veya blastokonidialar (3,0-10,0 x 4,5-21,0
um) gozlenmektedir. Corn meal agarda genellikle sadece blastokonidia tomurcuklanmasi
olusturmaktadirlar. Ancak nadiren de olsa pseudohif olusturabilmektedirler (Ellis ve ark.,
2007).

Manda peyniri 6rneklerinden izole edilen ve Sekil 4.11°de belirtildigi gibi secilen 180
adet maya izolatiin 3’iinlin 37°C’de gelisebilmesi, fermentasyon Ozelliklerinin kuvetli
olmasi, oval iri hiicre sekilleri olusturmasi, pseudohif olusturmasi, tirecaz negatif olmasi,
askospor olusturmasi gibi 6zellikleri nedeniyle Saccharomyces spp. grupl igerisinde oldugu
degerlendirilmistir. Yapilan fizyolojik ve biyokimyasal testler neticesinde bu izolatlardan
3’tniin  de kuvvetli karbonhidrat fermentasyon &zelliklerinin  olmasi nedeniyle

Saccharomyces cerevisiae tiiriine ait olduguna karar verilmistir.
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4.4.9.Torulaspora spp.

Torulaspora cinsi mayalar aseksiiel iireme ile cogalmaktadirlar. Aseksiiel tireme sekli
ise dar bir taban tizerinde ¢ok tarafli tomurcuklanma ile olmaktadir. Hiicreler elipsoidal ve
kiiresel olabilmektedir. Bunun yaninda pseudohif yapilar1 da olusturabilmektedirler. Ancak
gercek hif olusturamaktadirlar. Askus kalict olup konjuge olmayabilecegi gibi bazen de bir
hiicre ve tomurcugu arasinda veya bagimsiz hiicreler arasinda konjugasyon
gosterebilmektedir. Konjugasyon tiiplerini andiran konik uzantilara sahip hiicreler de
mevcut olabilmektedir. Askus igerisinde, kiiresel piiriizlii veya piiriizsiiz 1-4 askospor
bulunmaktadir.  Sekerleri fermente edebilmektedirler. Ancak nitrati  asimile
edememektedirler. Peletler ya olusmamakta ya da zayif bicimde olusmaktadir. Torulaspora
cinsi mayalar, koenzim Q-6 tiretmektedir. Ayrica diazonyum mavisi B reaksiyonu negatiftir
(Kurtzman ve Fell, 1998).

Manda peyniri 6rneklerinden izole edilen ve Sekil 4.11°de belirtildigi gibi segilen 180
adet maya izolatinin 1’inin 37°C’de gelisebilmesi, fermentasyon 6zelliklerinin olmasi, kati
besiyerinde ¢ok tarafli tomurcuklanma olusturmasi, hiicrelerinin elipsiodal ve kiiresel
olmasi, pseudohif olusturmasi, lircaz negatif olmasi, askospor olusturmasi gibi 6zellikleri
nedeniyle Torulaspora spp. grupl igerisinde oldugu degerlendirilmistir. Yapilan fizyolojik
ve biyokimyasal testler neticesinde bu izolatin latozu fermente edememesi ve rafinozu

asimile edememesi nedeniyle Torulaspora delbrueckii tiiriine ait olduguna karar verilmistir.

4.4.10. Clavispora spp.

Clavispora spp.’nin Yeast Malt Agar’da 25°C’de 3 giin inkiibe edildiginde gelisen
hiicreler kiiresel, oval veya uzamis ve (2-6)x(3-10) um boyutlarinda tekli, ¢iftli veya kisa
zincir gseklinde tiremektedir. Hiicreler parlak veya bazen mat ya da burusuk olabilmektedir.
Clavispora cinsi, Corn Meal Agar besiyerinde 25°C’de ve 7 giin inkiibe edildiginde gok
sayida iyi gelismis pseudohif olugturmaktadir. Askuslar kiireler seklinde olup 1-2 veya 3-4
askospor igerebilmektedir. Hiicreler, elektron mikroskobu altinda incelendiginde bazen sigil
veya yumru seklinde goriilebilmektedir. Askosporlar, olusumlarindan hemen sonra askustan
ayrilmaktadir. Nadir durumlarda ise kiiresel askosporlar olusturmaktadir. Maya hiicreleri
%1 malt ekstrakt eklenmis besiyeri ortaminda 17-25°C’de 2-4 giin inkiibe edildiginde yogun
sporiilasyon meydana gelmektedir (Kurtzman ve Fell, 1998).

Manda peyniri 6rneklerinden izole edilen ve Sekil 4.11°de belirtildigi gibi secilen 180

adet maya izolatinin 9’unun 37°C’de gelisebilmesi, kati1 besiyerinde olusturdugu hiicre
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sekillerinin kiiresel veya oval olmasina, hiicre boyutuna ve goriiniisiine, pseudohif
olusturmasina ve iireaz pozitif olmasina gore Clavispora spp. grupl’e ait olduguna karar
veriilmistir. Yapilan fizyolojik ve biyokimyasal testler neticesinde bu izolatlarin rafinozu
asimile edebilmesi, selebiyozu ise asimile edememesi nedeniyle Clavispora lusitaniae

tiiriine ait olduguna karar verilmistir.

4.4.11. Yarrowia spp.

Yarrowia cinsi %5 Malt Extract Agar’da 25°C’de 3 giin inkiibe edildiginde kiiresel
ellipsoidal seklinde uzanmis (3,0-5,0)x(3,3-15,0) um buyutunda tekli veya giftler halinde
kiimeler olusturmaktadir. Is181 geciren beyaz renkli miselyumlar olustururlar. Corn Meal
Agar’da 25°C’de 7 giin inkiibe edildiginde cam kapag: seklinde pseudohif olusturdugu,
bunun yanisira genellikle gergek hif olusturmaktadir. Aerobic ortamda gelisrken beyaz,
parlak piiriizsiiz ve hafif yumusak koloniler olusturmaktadir. Koloni bosluklari girintili veya
loblu olmaktadir. Aski konjugasyonu olusmamaktadir. Ancak dogal diploidlerden veya
tamamlanan ¢iftlesme tiirlerinin  konjugasyonundan  kaynaklanan diploidlerden
olusmaktadir. Askuslar genellikle hifal hiicreler {izerinde iiremektedir. Ancak nadiren de
olsa blastokonidium iizerinde de iireyebilmektedir. Askuslar olgunlastik¢a nem alabilen hem
sapsiz hem de delikli olan yapiya sahip olabilirler. Genellikle her bir askus igerisinde 1 ile 4
askospor bulunabilmektedir. Askosporlar Yeast Malt Agar’da 25°C’de 3-7 giinde
olusabilmektedir ( Kurtzman ve Fell, 1998).

Manda peyniri 6rneklerinden izole edilen ve Sekil 4.11°de belirtildigi gibi segilen 180
adet maya izolatinin 3’{inlin 37°C’de gelisebilmesi, kat1 besiyerinde olusturdugu hiicre
sekillerinin kiiresel veya oval olmasina,, hiicre boyutuna ve goriiniisiine, ger¢ek hif ve
pseudohif olusturmasina ve tireaz pozitif olmasina gére Yarrowia spp. grupl’e ait olduguna
karar veriilmistir. Yapilan fizyolojik ve biyokimyasal testler neticesinde bu izolatlarin
glukozu fermente ve asimile edebildigi, ancak diger karbon kaynaklarini fermente ve asimile
edemediginden ve iireaz pozitif olmasi gibi 6zelliklerinden dolay1 bu izolatin Yarrowia

lipolytica tiiriine ait olduguna karar verilmistir.

4.5. Mayalarimn MALDI-TOF MS ile Tanimlanmasi
Fenotipik olarak tanimlanan izolatlardan 180 maya izolat1 Saglik Bakanlig1 Tiirkiye
Halk Sagligt Kurumu Ulusal Mikrobiyoloji Referans Laboratuvari’na gonderilmis ve

tamimlama MALDI-TOF MS cihazinda hizmet alimi ile yapilmistir. Skor tanimlanmasi
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cihazin ve Erdem ve ark. (2017)’nin verdigi degerlendirmeye gore belirlenmistir. Bu yontem
ile 180 adet maya izolatindan 159 adet izolat tanimlanmis, 21 izolat ise skoru 1,7 nin altinda
kaldigi icin tanimlanamamistir. MALDI-TOF MS ile tanimlanan mayalar, Candida
intermedia (23 adet), Debaryomyces hansenii (66 adet), Yarrowia lipolytica (3 adet),
Clavospora lusitaniae (12 adet), Rhodotorula mucilaginosa (7 adet), Candida parapsilosis
(3 adet), Cryptococus curvatus (2 adet), Pichia fermentans (11 adet), Meyerozyma
guilliermondii (5 adet), Issatchenkia orientalis (1 adet), Candida zeylanoides (6 adet),
Kluyveromyces lactis (8 adet), Candida metapsilosis (1 adet), Kluyveromyces marxianus (2
adet), Candida pararugosa (1 adet), Candida boidinii (2 adet), Wickerhamomyces anomalus
(1 adet) ve Saccharomyces cerevisiae (1 adet), Kodamaea ohmeri (2 adet), Torulaspora
delbrueckii ve Candida sake (1 adet) tiirlerinden olugsmaktadir. Peynir drneklerinde elde
edilen izolatlardan tanimlanan Candida cinsi igerisinde Candida intermedia (%62) tiiriiniin
baskin tiir oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.12). izole edilen diger maya tiirleri igerisinde ise
Debaryomyces hansenii tiiriiniin baskin tiir oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.13).

. Candida boidinii Candida sake
Candida 506 \ 3%
pararugosa
3%
Candida_————

metapsilosis
3%

Sekil 4.12. Maya izolatlarinin tanimlanmasina ait Candida tiirlerinin % dagilimi
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Kluveromyces lactis Kluyveromyces Saccharomyces Wickerhamomyces ~Kodamaea ohmeri
6% marxianus cerevisiae anomalus... 2% Torulaspora
Issatchenkia 2% 1% delbrueckii
orientalis 1%
1%

Meyerozyma
guilliermondii
4%

Cryptococus
curvatus
1%

Rhodotorula
mucilaginosa
6%

Yarrowia lipolytica
2%

Sekil 4.13. Maya izolatlarinin tanimlanmasina ait diger maya tiirlerinin % dagilimi

Mayalarin tanimlanmasinda kullanilan yontemler karsilastirildiginda MALDI-TOF
MS yontem ile fenotipik tanimlama yontemi arasindaki uyumsuzluk Candida intemedia
tirtinde %24,20, Debaryomyces hansenii tiiriinde %13,64, Pichia fermentans tiiriinde
%27,28, Clavispora lusitaniae tiiriinde %25 ve Kluyveromyces lactis tiiriinde %2,28
bulunmugtur. Her iki tanimlama yontemi de Rhodotorula mucilaginosa tiiriiniin
tanimlanmasi1 bakimindan ise %100 uyumlu bulunmustur. Ayrica hem MALDI-TOF MS
hem de standart fenotipik tanimlama yonteminde segilen izolatlar igerisinde Candida
intemedia ve Debaryomyces hansenii’nin baskin tiirler oldugu belirlenmistir.

Mozzarella ve beyaz peynir drnekleri maya florasi bakimindan incelendiginde, peynir
orneklerinde tanimlanan maya izolatlarinin baskin tiirleri arasinda farkliliklarin oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.33). Ornegin, mozzzarella peynir rneklerinde Debaryomyces hansenii
ve Candida intermedia tiirleri baskin tiir olarak belirlenmis iken, beyaz peynir 6rneklerinde
Debaryomyces hansenii ve Clavispora lusitaniae tiirleri baskin tiir olarak tanimlanmustir.
Hem mozzarella hem de beyaz peynir 6rneklerinden elde edilen izolatlardan Candida
intermedia, C. parapsilosis, Debaryomyces hansenii, Pichia fermentas, Rhodotorula
mucilaginosa ve Yarrowia lipolytica tiirleri ortak olarak tanimlanmistir. Diger maya tiirleri
ise farkli olarak tanimlanmistir. Peynir 6rneklerinden izole edilen maya izolatlar1 arasinda
tamimlanan Issatchenkia orientalis, Candida pararugosa, Candida metapsilosis,
Wickerhamomyces anomalus, Saccharomyces cerevisiae, Candida sake ve Torulaspora

delbrueckii maya tiirleri sadece birer peynir 6rneginde tanimlanmistir (Cizelge 4.33).
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Cizelge 4.33. Tanimlanan maya izolatlarinin peynir gesitlerine gore dagilimi

Mozzarella Peynirleri Beyaz Peynirler
Maya Tiirleri Al A2 K Kd1 Kd2 AK I Toplan S1 S2 Br Cl1 ¢C2 B G K1 Kt M Crl Cr2 Toplam
Candida intermedia . ) ) l 1 1 [ L7 2 . 1 ) ) . i} ) 1 ) - 1 5
" 1 4 3 2 8 - 24 3 5 1 4 1 - - 7 14 2 2 3 42
Debaryomyces hansenii
R - 2 - 4 - 2 - 2 s - - - - - - - - - - 1 1

Yarrowia lipolytica

. w - - - - 2 - - 2 2 1 1 1 - - 3 - - 1 - 1 10
Clavispora lusitaniae
Rhodotorula 1 - 1 - - 3 - 5 1 - - - - - - - - 1 - - 2
mucilaginosa
Candida parapsilosis 1 ) ) ) ) ) ) 1 1 1 ) ) ) - ) ) ) ) - - 1
Cryptococus curvatus
Pichia fermentans 2 ) ) ! ) ) ) 3 3 ) ) 3 - - 2 - - - - 8
Meyerozyma - - - - - - - - 3 - - 2 - - - - - - - - 6
guilliermondii
Issatchenkia orientalis . . . . - - . . - - - -1 - - - - - - 1
Candida zeylanoides ) ) ) ) - - - - - - 2 1 - -1 - 2 - - - 6

. - - - - - - - - 1 - - - 4 - 3 - - - - - 8

Kluyveromyces lactis
Candida metapsilosis ) ) ) ) - - - - - - - - - - - - - - - 1 1
Kluyveromyces - - - - - - - - - - - - 2 - 1 - - - - - 3
marxianus
Candida pararugosa ) ) ) ) ) ) ) ) . . . ) ) - - - - 1 - - 1
Candida boidinii - - 2 - - - - 2 - - - - - - . . . i i i
Wickerhamomyces - - - - - - - - 1 - - - - - - - - - R R 1
anomalus
Saccharomyces - - - - - - - - - 1 - - - - - - - - R - 1
cerevisiae
Kodamaea ohmeri
Candida sake - - - 1 - - - 1 - - - - - - - - - - R - R
Torulaspora delbrueckii - - 1 - - - - - - - - 1

Mozzarella Peynirleri; Al:Antalyal, A2:Antalya2, K:Kirklareli, Kd1:Kandiral, Kd2:Kandira2, AK:Afyonkarahisar, I:Istanbul,
Beyaz Peynirler;S1:Samsunl, S2:Samsun2, Br:Bursa, C1:Coruml, C2:Corum2, G:G6nen, K1:Kandira, Kt:Kartepe, M:Manisa, Crl:Carsambal, Cr2:Carsamba2



Peynir orneklerinden izole edilen maya tiirlerinden Debaryomyces hansenii ve
Candida intermedia tiirleri baskin tiirler olarak tespit edilmistir. Yaptigimiz c¢aligmada,
manda siitiinden iiretilmis beyaz ve mozzarella peynirlerinden izole edilen mayalarin
tanimlanmasi sonucunda elde edilen maya tiirlerine ait sonuglari, diger arastirmacilarin
manda siitiinden tretilen peynirlerde (Andrighetto ve ark., 2000; Suzzi ve ark., 2000; Corbo
ve ark., 2001; Minervini ve ark., 2001; Facchin ve ark., 2013) elde ettikleri sonuglar
desteklemektedir (Cizelge 4.34). Ornegin, calismamizda Mozzarella peynir drneklerinde
tanimlanan Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus (%9,09), Kluyveromyces
lactis (%13,63) ve Yarrowia lipolytica (%13,63) tiirlerini, Andrighetto ve ark. (2000) da
tanimlamiglardir. Fakat arastirmacilar, Mozzarella peynir 6rneklerinde baskin tiir olarak
Candida kefyr (%31,81) ve Saccharomyces cerevisiae (%22,77) tiirlerini tanimlanmislar
iken, calismamizda ise Debaryomyces hansenii ve Candida intermedia tiirleri baskin tiir
olarak tamimlanmistir. Arastirmacilar ek olarak Candida sphaerica (%9,09),
Hansenulaspora anomola (%4,54) ve Candida sphaerica (%9,09) tiirlerini de
tanimlamiglardir (Cizelge 4.34).

Suzzi ve ark. (2000) manda siitiinden {iretilen mozzarella peynirinden izole ettikleri
mayalart tanimlamiglardir. Arastirmacilar, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces
marxianus, Kluyveromyces lactis tiirlerini tanimlamiglardir. Bu tiirler, c¢alismamizda
kullanilan peynir orneklerinde de tanimlanmugstir. Ancak aragtirmacilar ek olarak Candida
kefyr ve C. sphaerica tiirlerini de tanimlamuslardir (Cizelge 4.34).

Corbo ve ark. (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada, inek, koyun, ke¢i ve manda
stitiinden tretilen Apulian peynir orneklerini 40 giin olgunlastirmilardir. Arastirmacilar
olgunlastirma sonunda peynir drneklerinden izole edilen mayalarin izolasyon ve tanimlama
analizde, Yarrowia lipolytica (%14,29) tiirii baskin tiir olarak tespit etmislerdir.
Arastirmacilarin tammmlamis olduklart Yarrowia lipolytica tiirii, ¢alismamizda kullanilan
peynir Orneklerinde de tanimlanmistir. Arastirmacilar ek olarak Candida catenulata
(%28,55), Trichosporon cuntaneum (%14,29), Cryptococcus albidus (%14,29) ve Pichia
onychis (%14,29) tiirlerini de tanimlamiglardir (Cizelge 4.34).

Gadaga ve ark (2000) Zimbabwean geleneksel fermete siit {irlinii olan Amasi ile ilgili
yaptiklar1 ¢alismada baskin tiir olarak Saccharomyces cerevisiae maya tiiriini
tanimlamiglardir. Tanimlamis olduklar1 diger maya tiirleri ise yaptigimiz c¢alismada
tanimlanan maya tiirlerinden farkli bulunmustur (Cizelge 4.34).

Minervini ve ark. (2001) Giiney italya’da inek siitii iiriinlerinin (Mozzarella, Burrata-

tracciatella, Ricotta, Fresh Apulian- canestrato, Provolone Emmenthal Asiago-camoscio-
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d’oro, Scamorza, Gorgonzola-mascarpone, Caciotta, ve Tereyag) ve manda siitii {irlinlerinin
(Mozzarella, Ricotta, Butter Ripened Cheese, Unripened fresh cheese, Hard ricotta)
mikroflorasini arastirmiglardir. Manda siitii tiriinlerinde tanimlamis olduklar: Candida tiirleri
(C. kefyr, C. guilliermondii, C. inconspicua, C. famata, C. maris, C. norvegensis, C.
lusitaniae) ¢alismamizda tanimlanan Candida tiirlerinden farkli bulunmustur. Diger taraftan
bu ¢alisma ile benzer olarak Saccharomyces cerevisiae izole etmislerdir (Cizelge 4.34).

Romano ve ark. (2001) manda siitiinden iiretilen mozzarella ve geleneksel
peynirlerinden (pasta filata, Cacio Cavallo Podolico) yaptiklari maya izolasyonlarinda bu
calismada da tespit edilen Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus (Candida
kefyr), K. lactis ve Debaryomyces hansenii tiirlerini belirlemislerdir. Arastirmacilar ayrica,
Candida famata, C. colliculosa ve C. catenulata tiirlerini de tespit etmislerdir (Cizelge 4.34).

Chen ve ark. (2010a) yaptiklar1 ¢alismada ¢ig siitten izole ettikleri mayalar1 API kiti
ile tanimlayip probiyotik 6zelliklerini aragtirmiglardir. Yaptiklart tanimlamada, Dipodascus,
Galactomyces, Geotrichum, Issatchenkia, Phichia, Rhodotorula, Trichosporon ve Yarrowia
cinsine ait 11 tiir tanimlamislardir. Arastirmacilar ¢alismada Y. lipolytica, G. geotrichum ve
I. orientalis’i baskin tiirler olarak tanimlanmiglardir. Yapmis oldugumuz ¢alismada da P.
fermentans, R. mucilaginosa, Y. lipolytica, I. orientalis tiirleri tespit edilmistir (Cizelge
4.34).

Facchin ve ark. (2013) Brezilya’da {i¢ farkli sehirde, marketlerden topladiklar ii¢
farkli ticari markaya ait 42 mozzarella peynir 6rneginden izole ettikleri mayalar1 geleneksel
yontem ve PCR ile molekiiler yontemler ile belirlemislerdir. Tanimlanan tiirler arasinda
Candida parapsilosis, C. pararugosa, C. zeylanoides, Debaryomyces hansenii
Kluyveromyces lactis, Pichia fermentans, Rhodotorula mucilaginosa ve Yarrowia lipolytica
tirleri yer almistir. Arastirmacilarin belirlemis olduklart bu maya tiirleri, yaptigimiz
calismada da tespit edilmistir. Arastirmacilar ek olarak Aureobasidium pullulans, Candida
catenulata, C. guilliermondii, C. krusei, C. lusitaniae, C. rugosa, C. tropicalis,
Galactomyces geotrichum, Metschinikowia pulcherrima, P. membranifaciens, Rhodotorula
glutinis, Rh. minuta, Rh. slooffiae ve Trichosporon asahii tiirlerini de tespit etmislerdir
(Cizelge 4.34).
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Cizelge 4.34. Manda siitiinden tiretilen peynirlerden izole edilen ve tanimlanan maya tiirlerinin literatiir ile karsilastirilmasi

Calismamiz Andrighetto ve Suzzi ve ark., Minervini ve ark., Romano ark., .

ark., 2000 Gadaga ve ark., 2000 2000 Corbo ve ark., 2001 2001 2001 Facchin ve ark., 2013
Debaryomyces hansenii Debaryomyces hansenii?  C. famata Debaryomyces hansenii
%43,14 - - - %6,25 %5,50(eseyli formu) - %33,0
Candida intermedia
%15,03 - - - - - - -
Candida zeylanoides
%3,92 - - - C. zeylanoides? %6,25 - - C. zeylanoides %3,88
Candida parapsilosis
%2,61 - - - C. parapsilosis! %14,29 - - C. parapsilosis%11,65
Candida boidinii %1,31 - - - - - - -
Candida pararugosa
%0,65 - - - - - - C. pararugosa%0,97
C. sake %0,65 - - - C. sake! %14,29 - - -
Clavispora lusitaniae Candida lusitaniae Candida lusitaniae
%7,84 - %14,66 - - %)5,50 - Candida lusitaniae %11,65
Pichia fermentans
%7,19 - - - - - Pichia fermentans %0,97
Kluyveromyces lactis Kluyveromyces Kluyveromyces lactis
%05,23 K. lactis %13,63 - - - - lactis %8,57 %1,94

K. marxianus K. marxianus K. marxianus

Kluyveromyces
marxianus %1,31

%9,09/ C. kefyr %
3181

Candida kefyr %1,33

Zygosaccharomyces
Spp.%2,66

Candida colliculosa
%9,33

Saccharomyces
dairinensis%9,33

Dekera bruxillensis%6,66

Candida tropicalis%5,33

%15,38/ C. kefyr
%27,03

Candida spp.
%15,38

Candida sphaerica
%15,38

Kluyveromyces
marxianus? %6,25

C. mesenterica® %14,28
C. rugosa? %6,25
C. glaebosa? %6,25

Candida catanulate?
%18,75

C. kefyr %16,66

C. inconspicua
%61,11

C. maris %5,50

C. inconspicua+C.
maris %5,50

%15,38/ C. kefyr
%15,23

Candida
sphaerica %20,0

C. rugosa %0,97

C. guilliermondii %4,39
C. krusei %3,88

C. tropicalis %0,97

Candida catenulata %1,94

!, Olgunlastirmanin 7. giiniinde; 2, Olgunlastirmanin 20. giiniinde; 3, olgunlastirmanin 40. giiniinde
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Cizelge 4.34’ iin devami

Calismamiz Andrighetto ve

ark., 2000

Gadaga ve ark., 2000 2000

Suzzi ve ark.,

Corbo ve ark., 2001 2001

Minervini ve ark.,

Romano ark.,

2001

Facchin ve ark., 2013

Rhodotorula
mucilaginosa %4,58 -

Meyerozyma

guilliermondii %3,27 -

Yarrowia lipolytica

%1,96 Y. lipolytica%13,63
Cryptococus curvatus

%1,31 -

Koadamaei ohmeri*

%1,31 -

Saccharomyces
cerevisiae % 0,65

S. cerevisiae
%22,77

Wickerhamomyces
anomalus** %0,65 -

Torulaspora delbrueckii
%0,65 -

Issatchenkia orientalis %
0,65 -

H. anomala %4,54

Candida sphaerica
%9,09

Candida guillermondi %1,33 -

Candida lipolytica%5,33 -

S. cerevisiae
%30,76

Saccharomyces cerevisiae
%29,33

Candida versatilis %1,33

Dekera anomala %1,33

Cryptococcus albidus %1,33
Cryptococcus laurentii %1,33

Candida holmii %1,33
Saccharomyces pastorianus
%1,33

Candida stellate %2,66
Candida krusei %1,33

Candida rugosa %1,33
Rhodotorula rubra %1,33

Yarrowia lipolytica®

%12,50 C. lipolytica %5,50

Crytococcus
uniguttulatus® %14,28

Cryptococcus albidus®
%14,29

Pichia
membranaefaciens?
%6,25

P. onychis® %14,29
Hanseniaspora
osmophila? %6,25
Trichosporan cutaneum?!
%14,29
Saccharomyces
fibuligera? %12,5

S. cerevisiae %
35,23

Aureobasidium pullulans
%0,97

Galactomyces geotrichum
%2,91

Metschinikowia
pulcherrima %0,97
P. membranifaciens %0,97

Rhodotorula glutinis %1,94

! Olgunlastirmanin 7. giiniinde; 2, Olgunlastirmanim 20. giiniinde; 3, olgunlastirmanin 40. Giiniinde, *, Pichia ohmeri, **,

P. anamolus



4.6. Fenotipik Yontem ile MALDI-TOF Yoéntemi Sonuclarinin Karsilastirilmasi

Mayalarin tanimlanmasinda Kkullanilan fenotipik yontemde elde edilen sonuglar ile

MALDI TOF MS yontemi ile elde edilen sonuglarin uyumlulugu degerlendirilmistir. Her iki
yontem ile Cizelge 4.35, Cizelge 4.36 Cizelge 4.37, Cizelge 4.38, Cizelge 4.39, Cizelge
4.40, Cizelge 4.41 ve Cizelge 4.42°de karsilagtirilmistir.

MALDI-TOF ile Candida olarak tanimlanan mayalarin fenotipik tanimlama sonuglari

ile karsilastirilmasi Cizelge 4.35’de verilmistir.

Cizelge 4.35. MALDI-TOF MS ve fenotipik yontemler ile tanimlanan Candida olarak

tanimlanan mayalarin karsilastirilmasi (% uyumluluk)

IZOLAT KODU MALDI-TOF MS FENOTIPiK TANIMLAMA
Bufb Candida intermedia %62,16 Candida intermedia %86,36
AK3 Candida intermedia %62,16 Candida intermedia %86,36
Br27 Candida intermedia %62,16 Candida intermedia %86,36
Buf20 Candida intermedia %62,16 Candida intermedia %86,36
Bufl7 Candida intermedia %62,16 Candida intermedia %86,36
E10 Candida intermedia %62,16 Candida intermedia %86,36
E12 Candida intermedia %62,16 Candida intermedia %86,36
Buf3 Candida intermedia %62,16 Candida intermedia %86,36
Buf2 Candida intermedia %62,16 Candida intermedia %86,36
Bufl5 Candida intermedia %62,16 Candida intermedia %86,36
E13 Candida intermedia %62,16 Candida intermedia %86,36
A39 Candida intermedia %62,16 Candida intermedia %86,36
Bufll Candida intermedia %62,16 Candida intermedia %86,36
E20 Candida intermedia %62,16 Candida intermedia %86,36
Kd2-1 Candida intermedia %62,16 Candida intermedia %86,36
7 Candida intermedia %62,16 Candida intermedia %86,36
Sm2-16 Candida intermedia %62,16 Debaryomyces hansenii
Buf2-17 Candida intermedia %62,16 Candida intermedia %86,36
E27 Candida intermedia %62,16 Candida lipolytica

E1l Candida intermedia %62,16 Candida lipolytica

E7 Candida intermedia %62,16 Candida lipolytica

BF3 Candida intermedia %62,16 Candida intermedia %86,36
BF8 Candida intermedia %62,16 Candida intermedia %86,36
A33 Candida parapsilosis %8,10 Candida parapsilosis %100
S4 Candida parapsilosis %8,10 Candida parapsilosis %100
Buf2-19 Candida parapsilosis %8,10 Candida parapsilosis %100
i4 Candida zeylanoides %16,21 Candida intermedia

Br40 Candida zeylanoides %16,21 Candida krusei/C.lipolytica
¢35 Candida zeylanoides %16,21 Candida zeylanoides %66,66
Br20 Candida zeylanoides %16,21 Candida zeylanoides %66,66
G9 Candida zeylanoides %16,21 Candida zeylanoides %66,66
is1 Candida zeylanoides %16,21 Candida zeylanoides %66,66
Sm2-10 Candida metapsilosis Candida parapsilosis

M14 Candida pararugosa %2,70 Candida pararugosa

K14 Candida boidinii %5,40 Candida boidinii

K4 Candida boidinii %5,40 Candida boidinii

Buf19 Candida sake %2,70 Candida sake

S1 Salmonella spp. Debayomyces hansenii
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Cizelge 4.35’ten de goriildiigii gibi Candida spp.’lerinin tanimlanmasinda farkliliklar
gdriilmiistiir. Fenotipik tanimlamada Ure agar’da kirmizimdan pembeye olusturdugu renk
bakimindan degerlendirildiginde C. lipolytica ve C. krusei olarak tanimlanan izolatlar
MALDI-TOF tarafindan C. intermedia olarak tanimlanmustir. Sekil 3.1°den de goriildiigii
gibi C. intermedia tireaz negatif iken C. lipolytica ve C. krusei iireaz pozitiftir. Bu durumda
bu izolatlarda iireaz aktivitesinde bir mutasyon oldugu veya MALDI-TOF ile tanimlamada
yanilmalarinin olabilecegi ifade edilebilir. Benzer sekilde C. zeylanoides iginde ayni durum
s6z konusudur. Yine fenotipik tanimlamada C. parapsilosis olarak tanimlanan izolat
MALDI-TOF tarafindan C. parapsilosis tiiriiniin alt grubu olan C. metapsilosis olarak
tanimlanmistir (Orsi ve ark., 2010). Ayrica fenotipik tanimlamada Debaryomyces hansenii
(telemorfu C. famata) olarak tanimlanan MALDI-TOF ile C. intermedia olarak
tanimlanmistir. Sm2-16 kodlu izolatin Cron Meal Agar besiyeri ortaminda gelisimi
mikroskopta incelendiginde pseudohif olusturmadigi belirlendiginden ve karbonhidrat
fermentasyonun da zayif veya olmamasi nedeniyle Debaryomyces hansenii olduguna karar
verilmistir.

Cheng ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, 187 adet klinik maya izolatin
direkt, plaka (Kromajenik agar), standart ve MALDI-TOF-MS yontemleri ile
tanimlamiglardir.  Arastirmacilar skor kategorisi >2,0 olan Candida krusei (n = 8) %100,
Candida albicans (n = 49) %81 ve Candida glabrata (n = 50) %88 diizeyinde MALDI-TOF
MS ile uyumlu oldugunu, skor kategorisi 1,7 ila 1,99 arasinda olan Candida krusei (n = 8)
%75, Candida glabrata (n = 50) %60 ve Candida parapsilosis (n = 30) %56 diizeyinde
MALDI-TOF MS ile uyumlu oldugu tespit etmislerdir.

Erdem ve ark. (2017) tarafindan yapilan bir klinik ¢alismada Phoenix cihazinda Pichia
burtonii olarak tanimlanan izolat MALDI-TOF MS yontemiyle Kluyveromyces marxianus
olarak tanimlanmistir. Benzer sekilde C. kefyr olarak tanimlanan izolat Issatchenkia
orientalis olarak tanimlanmistir. Arastirmacilar Misir unu-tween 80 agarda ise C.
guilliermondii olarak tanimlamis olduklar1 izolati MALDI-TOF MS yontemiyle
Meyerozyma guilliermondii, C. albicans olarak tanimlanan izolatlar1 ise Issatchenkia
orientalis ve Kluyveromyces marxianus olarak tanimlamislardir.

MALDI-TOF ile Debaryomyces spp. olarak tanimlanan mayalarin fenotipik

tanimlama sonuglari ile karsilastirilmasi Cizelge 4.36°te verilmistir.
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Cizelge 4.36. MALDI-TOF MS ve fenotipik yontemler Debaryomyces spp. olarak

tanimlanan mayalarin karsilastirilmasi (% uyumluluk)

iZOLAT KODU

MALDI-TOF MS

FENOTIiPiK TANIMLAMA

125
1222
Sm2-20
K12
Kd2-12
Kd2-20
K20

C¢9
Buf7
A34
Al10
A23
140

29

3

152
S20
Sm2-17
S6
Buf9
M3
M12
iz13
49
220
iz17
iz8

i8

34
Buf2-5
Br18
Ak4
Ak5
A3l
Sm2-18
A2-5
K16

Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100
Debaryomyces hansenii %100

Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Candida intermedia

Candida intermedia
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Rhodotorula lactosa
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Debaryomyces hansenii %86,36
Pichia fermentans
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Cizelge 4.36’nin devami

IZOLAT KODU MALDI-TOF MS FENOTIPiK TANIMLAMA
9 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
C20 Debaryomyces hansenii %100 Candida intermedia

A30 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
A8 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
Buf2-6 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
Buf2-2 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
Buf2-7 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
Buf2-9 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
C33 Debaryomyces hansenii %2100 Debaryomyces hansenii %86,36
Ak10 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
Ak17 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
Ak18 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
Ak9 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
Ak15 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
Ak2 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
K11l Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
is Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
C2-7 Debaryomyces hansenii %100 Kluyveromyces marxianus

Buf6 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
iz15 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
iz16 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
¢32 Debaryomyces hansenii %100 Candida intermedia

22 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
23 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
33 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
BF17 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
24 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
BF9 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36
BF7 Debaryomyces hansenii %100 Debaryomyces hansenii %86,36

Cizelge 4.36’dan da goriildigii gibi MALDI TOF MS ile Debaryomyces spp. olarak

tanimlanan mayalar standart yontemde CMA’da olusturdugu morfolojik olarak pseudohif ve
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blastokonidia olusturmasi ve kuvvetli karbonhidrat fermentasyonu gdstermesi nedeniyle
fenotipik tanimlamada Kluyveromyces marxianus olarak tanimlanan izolat MALDI-TOF
tarafindan  Debaryomyces  hansenii  olarak  tamimlanmistir.  Benzer  sekilde
degerlendirildiginde fenotipik tanimlamada CMA’da pseudohif ve blastokonidia
olusturdugu i¢in Candida intermedia olarak ve karbonhidrati fermente edemedigi igin Pichia
fermentans olarak tanimlanan izolat MALDI-TOF tarafindan Debaryomyces hansenii olarak
tanimlanmistir. ' Yine CMA’da kirmizi koloni olusturmasi ve 37°C’de gelisemedigi
belirlenen ve fenotipik tanimlamada Rhodotorula lactosa olarak tanimlanan izolat MALDI-
TOF tarafindan Debaryomyces hansenii olarak tanimlanmistir. CMA’da Deb. hansenii
morfolojik olarak ilkel hif olusturmakta ve blastospor yapist olusturamamaktadir.
Dolayistyla bu durumda bu izolatlarin bazi renk pigmenti, fermentasyon ve hif olusturma
gibi aktivitelerinde bir mutasyon oldugu veya MALDI-TOF MS ile tanimlamada bazi
sapmalarin olabilecegi ifade edilebilir. Standart tanimlama ydntemi ile MALDI-TOF MS
yontemi ile tanimlama arasinda, Debaryomyces hansenii identifikasyonu bakimindan
%86,36 oraninda bir benzerlikte tanimlandigr hesaplanmistir (Cizelge 4.36 ve Cizelge
4.36’nin devami).

MALDI-TOF ile Kluyveromyces spp. olarak tanimlanan mayalarin fenotipik

yontemlerle tanimlanan sonuglarin ile karsilastirilmasi Cizelge 4.37°de verilmistir.

Cizelge 4.37. MALDI-TOF MS ve fentotipik yontemler ile Kluyveromyces spp. olarak

tanimlanan mayalarin karsilagtiritlmasi (% uyumluluk)

IZOLAT KODU MALDI-TOF MS FENOTIPIK TANIMLAMA
C2-6 Kluyveromyces lactis %72,72 Kluyveromyces marxianus

G7 Kluyveromyces lactis %72,72 Kluyveromyces lactis %75

G10 Kluyveromyces lactis %72,72 Kluyveromyces lactis %75

G13 Kluyveromyces lactis %72,72 Kluyveromyces lactis %75

C2-4 Kluyveromyces lactis %72,72 Kluyveromyces lactis %75

BF1 Kluyveromyces lactis %72,72 Kluyveromyces lactis %75

C2-3 Kluyveromyces lactis %72,72 Kluyveromyces marxianus

C2-10 Kluyveromyces lactis %72,72 Kluyveromyces lactis %75

C2-2 Kluyveromyces marxianus %27,27 Kluyveromyces lactis

¢2-9 Kluyveromyces marxianus %27,27 Kluyveromyces marxianus %66,66
G4 Kluyveromyces marxianus %27,27 Kluyveromyces marxianus%66,66

Cizelge 4.37°den de goriildiigii gibi MALDI-TOF ile ile Kluyveromyces spp. cinsi

olarak tanimlanan mayalar standart (geleneksel) yontemde CMA’da olusturdugu morfolojik
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ozellikleri, lireaz aktivitesi ve biyokimyasal test sonuglari bakimindan degerlendirildiginde
karbonhidrat: (maltoz) asimile edemedigi i¢in fenotipik tanimlamada Kluyveromyces
marxianus olarak tanimlanan izolat MALDI-TOF tarafindan Kluyveromyces lactis olarak
tamimlanmistir. Benzer sekilde karbonhidrat fermentasyon ve asimilasyon testlerine ve
37°C’de (K. lactis 37°C’de degisken iken K. marxianus pozitif aktiviteye sahiptir)
gelisebilme durumuna gore fenotipik tanimlamada Kluyveromyces lactis olarak tanimlanan
izolat MALDI-TOF tarafindan Kluyveromyces marxianus olarak tanimlanmistir.
Dolayisiyla bu durumda bu izolatlarin karbonhidrat fermentasyonu ve asimilasyonu gibi
aktivitelerinde bir mutasyon oldugunu veya MALDI-TOF MS ile tanimlamada bazi
sapmalarin olabilecegini ifade edilebilir. Dolayisiyla bu durum fenotipik tanimlama ile
MALDI-TOF MS ile tanimlamada bazi sapmalarin olabilecegini %100 dogru tanimlama
yapmadigini gostermesi bakimindan énemlidir. Standart tanimlama yontemi ile MALDI-
TOF MS yontemi, Kluyveromyces marxianus %66,66 oraninda, K. lactis ise %75 oraninda
benzer olarak tanimlandig1 hesaplanmigtir (Cizelge 4.37).

MALDI-TOF ile Clavispora spp olarak tanimlanan mayalarin fenotipik yontemlerle

tanimlanan sonuglarin ile karsilastirilmasi Cizelge 4.38’de verilmistir.

Cizelge 4.38. MALDI-TOF ve fenotipik yontemler ile Clavispora spp. olarak tanimlanan

mayalarin karsilastiritlmasi (% uyumluluk)

IZOLAT KODU  MALDI-TOF MS FENOTIPiK TANIMLAMA
S15 Clavispora lusitaniae %100 Clavispora lusitaniae %75
S16 Clavispora lusitaniae %100 Candida krusei

M8 Clavispora lusitaniae %100 Candida krusei

Br17 Clavispora lusitaniae %100 Clavispora lusitaniae %75
Sm2-5 Clavispora lusitaniae %100 Clavispora lusitaniae %75
Kd2-4 Clavispora lusitaniae %100 Clavispora lusitaniae %75
Buf2-13 Clavispora lusitaniae %100 Clavispora lusitaniae %75
G17 Clavispora lusitaniae %100 Clavispora lusitaniae %75
G12 Clavispora lusitaniae %100 Clavispora lusitaniae %75
G11 Clavispora lusitaniae %100 Clavispora lusitaniae %75
Kd2-5 Clavispora lusitaniae %100 Clavispora lusitaniae %75
C4 Clavispora lusitaniae %100 Candida lipolytica

Cizelge 4.38’den de goriildiigii gibi MALDI-TOF MS ile Clavispora spp. olarak
tanimlanan maya izolatlar1 standart yontemde CMA’da olusturdugu morfolojik 6zellikleri,

iireaz aktivitesi ve biyokimyasal test sonuclar1 bakimindan degerlendirildiginde MALDI-
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TOF MS ile Clavispora lusitaniae olarak tanimlanan baz1 izolatlarin fenotipik yontemler ile
C. krusei veya C. lipolytica olarak tanimlanmstir. C. krusei ve C. lipolytica Ure agar’da
kirmizidan pembeye pigment olusturdugu icin iireaz pozitif olarak degerlendirilmistir.
Clavispora spp. tirecaz negatiftir. Ayrica Clavispora spp. nitratt asimile edemez iken,
Candida spp. nitrat1 asimile edebilmektedir. Ayrica MALDI-TOF MS ile Clavispora
lusitaniae olarak tanimlanan bazi izolatlar standart yontem ile benzer tiir olan Candida
lusitaniae olarak tanimlanmistir. Bu durumun MALDI-TOF MS sisteminde bilgi bankasinin
eseyli form veya benzer tiir ile olusturulmus olmasindan kaynaklandigi rapor edilmektedir
(Erdem ve ark., 2017). Dolayisiyla standart tanimlama yontemiyle tanimlanan Clavispora
spp. cinsi, MALDI-TOF MS yontemi ile tanimlama arasindaki benzerlik %75 olarak
hesaplanmustir (Cizelge 4.38).

Cizelge 4.39. MALDI-TOF MS ve Fenotipik Yontemler ile Rhodotorula olarak

tanimlanan mayalarin karsilastirilmasi verilmistir.

Cizelge 4.39. MALDI-TOF MS ve fenotipik yontemler ile Rhodotorula olarak tanimlanan

mayalarin karsilagtirilmasi (% uyumluluk)

IZOLAT  MALDI-TOF MS FENOTIPIK TANIMLAMA
KODU

M15 Rhodotorula mucilaginosa %100 Rhodotorula mucilaginosa %100
S17 Rhodotorula mucilaginosa %100 Rhodotorula mucilaginosa %100
Al18 Rhodotorula mucilaginosa %100 Rhodotorula mucilaginosa %100
AKk13 Rhodotorula mucilaginosa %100 Rhodotorula mucilaginosa %100
Ak20 Rhodotorula mucilaginosa %2100 Rhodotorula mucilaginosa %100
K15 Rhodotorula mucilaginosa %2100 Rhodotorula mucilaginosa %100
Akll Rhodotorula mucilaginosa %100 Rhodotorula mucilaginosa %100

Cizelge 4.39’dan da gorildiigti gibi, MALDITOF MS ile tanimlanan 7 adet
Rhodotorula mucilaginosa’nin tamami standart yontem ile de ayni sekilde tanimlanmustir.
Dolayistyla Rhodotorula spp. tanimlanmasi bakimindan standart yontem ile MALDI-TOF
MS yontemi %100 dogru ve uyumlu sonug vermistir (Cizelge 4.39).

Cizelge 4.40’ta MALDI-TOF MS ve Fenotipik Yontemler ile Meyerozyma olarak

tanimlanan mayalarin karsilastirilmasi verilmistir.

Cizelge 4.40. MALDI-TOF MS ve fenotipik yontemler ile Meyerozyma olarak tanimlanan

mayalarin karsilastiritlmasi (% uyumluluk)
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iZOLAT KODU MALDI-TOF MS FENOTIPiK TANIMLAMA

S5 Meyerozyma guilliermondii %100 Candida guilliermondii
S13 Meyerozyma guilliermondii %100 Candida guilliermondii
Cc7 Meyerozyma guilliermondii %100 Candida guilliermondii
S11 Meyerozyma guilliermondii %100 Candida guilliermondii
Cl15 Meyerozyma guilliermondii %100 Candida guilliermondii

Cizelge 40’tan da goriildigi gibi MALDITOF MS ile tanimlanan Meyerozyma
guilliermondii izolatlar fenotipik yontemler ile eseyli formu olan Candida guilliermondii
olarak tanimlanmistir. Bu sekilde tanimlanmasinin nedeni MALDI-TOF MS sisteminin bilgi
bankasina eseyli veya ayni tiire yer verilmesinden kaynaklanmaktadir (Erdem ark., 2017).

MALDI-TOF MS ve fenotipik Yontemler ile Pichia spp. olarak tanimlanan mayalarin

karsilagtirilmasi Cizelge 4.41°de verilmistir.

Cizelge 4.41. MALDI-TOF MS ve fenotipik yontemler ile Pichia spp. olarak tanimlanan

mayalarin karsilastiritlmasi (% uyumluluk)

IZOLAT KODU  MALDI-TOF MS FENOTIPIK TANIMLAMA
Al2 Pichia fermentans %100 Pichia fermentans %72,72
BF6 Pichia fermentans %100 Pichia fermentans %72,72
iz12 Pichia fermentans %100 Pichia fermentans %72,72
C17 Pichia fermentans %100 Pichia fermentans %72,72
BF5 Pichia fermentans %100 Pichia fermentans %72,72
C36 Pichia fermentans %100 Candida intermedia

A38 Pichia fermentans %100 Pichia fermentans %72,72
CI3 Pichia fermentans %100 Candida intermedia

Buf4 Pichia fermentans %100 Pichia fermentans %72,72
BF10 Pichia fermentans %100 Pichia fermentans %72,72
iz4 Pichia fermentans %100 Debaryomyces hansenii

Cizelge 4.41°den de goriildiigii gibi fenotipik yontemde C. intermedia veya
Debaryomyces hansenii olarak tanimlanan izolatlar MALDI-TOF MS ile Pichia fermentans
olarak tanimlanmistir. Bu izolatlar biyokimyasal test sonuglar1 bakimindan
degerlendirildiginde karbonhidrat fermentasyonu yapabildikleri, Pichia fermentans tiiriiniin
ise karbonhidrati (sadece glikozu fermente edebilmektedir) fermente edemedigi
belirlenmistir. Ayrica CMA’da hif olusturup olusturmadigi gibi morfolojik 6zellikleri de
dikkate alindiginda MALDI-TOF MS ile Pichia spp. olarak tanimlanan izolatlarin fenotipik
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yontem ile C. intermedia veya Deb. hansenii olarak tanimlanmistir. Bu durumda izolatlarin
biyokimyasal olarak mutasyona ugradigr veya MALDI-TOF MS yonteminde bir takim
sapmalarin oldugu ifade edilebilir. Dolayisiyla fenotipik tanimlama y6ntemiyle tanimlanan
Pichia spp. cinsi mayalarin, MALDI-TOF MS yo6ntemi ile tanimlanmasi arasindaki
benzerlik %72,72 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.41).

MALDI-TOF MS ve fenotipik yontemler ile tamimlanan diger mayalarin

karsilastirilmasi Cizelge 4.42°de verilmistir.

Cizelge 4.42. MALDI-TOF MS ve fenotipik yontemler ile tanimlanan diger mayalarin
karsilagtirilmasi (% uyumluluk)

iZOLAT KODU MALDI-TOF MS FENOTIPIK TANIMLAMA
Sm2-3 Yarrowia lipolytica %2100 Debaryomyces hansenii
A2-4 Yarrowia lipolytica %100 Yarrowia lipolytica % 66,66
A2-11 Yarrowia lipolytica %100 Yarrowia lipolytica % 66,66
A2-2 Cryptococcus curvatus %100 Cryptococcus curvatus%100
A2-20 Cryptococcus curvatus %100 Cryptococcus curvatus %100
B3 Issatchenkia orientalis %100 Issatchenkia orientalis %100
BF14 Wickerhamomyces anomalus Pichia anomalus

Buf2-14 Saccharomyces cerevisiae Saccharomyces cerevisiae
K6 Kodamaea ohmeri Pichia ohmeri

K3 Kodamaea ohmeri Pichia ohmeri

Buf2-15 Torulaspora delbrueckii Torulaspora delbrueckii

Cizelge 4.42’den de goriildigii gibi MALDI-TOF MS ile Yarrowia spp.,
Saccharomyces spp., Cryptoccoccus spp., Kodamaea spp., Wickerhamomyces spp.,
Issatchenkia spp. ve Torulaspora spp. olarak tanimlanan maya izolatlar1 fenotipik yontemde
CMA’da olusturdugu morfolojik 6zellikleri, iireaz aktivitesi ve biyokimyasal test sonuclari
bakimindan degerlendirilmistir. Fenotipik tanimlamada Debaryomyces hansenii olarak
tanimlanan izolatin {ireaz negatif oldugu, bu karsin ayn1 izolatin MALDI-TOF MS ile {ireaz
pozitif olan Yarrowia lipolytica olarak tanimlandigi tespit edilmistir. Ayrica fenotipik
tanimlamada Pichia anomalus olarak tanimlanan izolatin MALDI-TOF MS yontemiyle
eseyli formu (sinonimi) olan Wickerhamomyces anomalus olarak tanimlanmistir. Benzer
sekilde fenotipik tanimlamada Pichia ohmeri olarak tanimlanan izolatin MALDI-TOF MS
yontemi ile eseyli formu (sinonimi) olan Kodamaea ohmeri olarak tanimlanmistir (Cizelge
4.42). Bu durumun MALDI-TOF-MS sisteminde bilgi bankasinin eseyli form veya benzer
tiir ile olusturulmus olmasindan kaynaklandig: ifade edilmektedir (Erdem ve ark., 2017).
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MALDI-TOF MS yontemiyle tanimlanamayan 20 izolat standart yontemler olan
CMA’da olusturdugu morfolojik 6zellikleri, {ireaz aktivitesi ve biyokimyasal test sonuglari

bakimindan degerlendirilerek Cizelge 4.43’deki maya tiirleri tanimlanmustir.

Cizelge 4.43. Fenotipik yontem ile tanimlanan mayalar

IZOLAT KODU FENOTIPIK TANIMLAMA
Al6 Debaryomyces hansenii
Al7 Debaryomyces hansenii
K2 Candida intermedia

A2-8 Cryptoccoccus curvatus
A2-18 Saccharomyces cerevisiae
A2-19 Debaryomyces hansenii
46 Saccharomyces cerevisiae
i11 Rhodotorula lactosa

E22 Candida intermedia

E9 Candida intermedia

E23 Debaryomyces hansenii
E28 Debaryomyces hansenii
Kd2-2 Candida intermedia
Kd2-9 Candida intermedia
Kd2-13 Candida intermedia

B5 Debaryomyces hansenii
K19 Candida intermedia
Bufl2 Pichia fermentans

K8 Candida intermedia

Al5 Debaryomyces hansenii

Ferreira ve ark. (2013) klinik olarak izole ettikleri mayalart MALDI-TOF MS
(Autoflex 11l MALDI-TOF/TOF mass spectrometer (Bruker Daltonics, Leipzig, Germany))
yontemi ve geleneksel yontemler ile tanimlamiglardir. Her iki yontem ile de C. albicans, C.
glabrata, C. krusei, C. tropicalis, Clavispora lusitaniae, Aureobasidium pullulans, C.
parapsilosis, Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus fumigatus ve Microsporum canis
tirlerini tanimlamiglardir. Arastirmacilar tanimlamis olduklar1 maya tiirlerinin her iki
yontemdeki benzerlik oranini % olarak karsilastirmislardir. Ornegin tanimlanan C. albicans,
C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, Clavispora lusitaniae, Aureobasidium pullulans
tirlerinin her iki yontemde de %100 oraninda dogrulukta oldugunu, yine tanimlanan C.
parapsilosis tiiriniin tanimlama oraninin her iki yontemde de %97,7 oraninda dogrulukta
oldugunu tespit etmislerdir. Aragtirmacilarin yapmis oldugu bu ¢alisma, MALDI-TOF MS
yonteminin, en sik izole edilen Candida albicans tiiriiniin ve diger Candida tiirlerinin
belirlenmesi igin geleneksel yontemlere iyi bir alternatif olabilecegini dogrulamaktadir.

Arastirmacilarin ¢alismada kullandigi 121 adet Kklinik maya izolatinin tanimlanmasi
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sonucunda MALDI-TOF MS yontemi ile geleneksel yontem arasinda, sadece bir izolatta
tutarsizlik tespit edilmistir.

Pavlovic ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada gida kaynakli 96 6rnekten elde
edilen 33 tiir iceren maya izolatt MALDI-TOF MS ve konvansiyonel yontem (API ID 32C
ve Phoenix Yeast ID) ile belirlenmistir. Her iki yontemin tutarsizliklar1 ITS1-5.8S-rRNA-
ITS2 bolgeleri siralanarak ¢oziilmiistiir. Arastirmacilar 10 izolatin Rhodotorula ve
Trichosporon tiirleri olarak siniflandirilmasinin nihai olarak miimkiin olmadigini ifade
etmiglerdir. 62 izolatt hem MALDI-TOF MS hem de konvensiyonel yontemlerle dogru
tanimlandigin1  belirlemislerdir. 15 izolatt ise konvensiyonel yontemler ile yanlis
tanimlamiglardir. Buna karsin MALDI-TOF MS ile tanimlamada her hangi bir yanlis
tanimlama olmadigini ifade etmislerdir. Arastirmacilar protein parmak izlerini MALDI-TOF
MS ile eslestirdikten sonra 16 izolati tanimlayamamislardir. Arastirmacilar gida kaynakli
maya izolatlarinin tanimlanmasinda MALDI-TOF MS’in giivenilir bir uygulama oldugunu
ifade etmislerdir.

Pelit ve ark. (2017) tarafindan yapilan c¢alismada klinik olarak izole edilen ve
konvansiyonel yontemlerle cins diizeyinde tanimlanan toplam 45 Trichosporon susu,
MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Almanya), API ID 32C kiti (bioMérieux, Marcy
I’Etoile, Fransa) ve VITEK 2 (bioMérieux, Marcy I’Etoile, Fransa) otomatize sistemi ile
tanimlanmis ve elde edilen sonuglar bakimindan karsilastirmislardir. Arastirmacilar her ii¢
sistem ile yapilan tanimlama sonuglarinin tiim izolatlar i¢in %100 uyumlu oldugunu tespit
etmiglerdir. Arastirmacilar izolatlarin 44 (%97.8)inii T. asahii, 1 (%2,2)’ini de T. mucoides
olarak tanimlamislardir.

Yapict ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, C. lusitaniae’nin, VITEK® 2
(bioM¢érieux, Marcy 1'Etoile, Fransa) otomatize idantifikasyon sistemiyle hatali bigimde C.
famata olarak tanimlanan izolatin konvansiyonel yontemlerle C. lusitaniae olarak
tanimlandigini belirlemislerdir. Arastirmacilar, konvansiyonel yontem ile C. lusitaniae
olarak tanimlanan izolatin, MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) ve
Phoenix 100 (Becton Dickinson, Sparks, MD, ABD) otomatize sistemi kullanilarak
dogrulamasini yapilmislardir. Arastirmacilar, Candida tiirlerinin ¢ogunun konvansiyonel
yontemlerle tanimlanabildigini, buna karsin otomatize sistemlerle, 6zellikle nadir goriilen
tirlerin  her zaman dogru bicimde tanimlanamayabilecegini belirtmektedirler.
Arastirmacilar, bu yiizden tanimlamada otomatize sistemlerle birlikte konvansiyonel tani
yontemlerinin de kullanilmasini, gerektiginde daha ileri molekiiler tan1 yontemlerine

basvurulmasi gerektigini ifade etmislerdir.
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Erdem ve ark. (2017) klinik izolatlardan elde ettikleri mayalari, Misir unu — tween 80
agar, ID32C (bioMérieux, Fransa), Phoenix™ (PhoenixTM Automated Microbiology
System Yeast ID Panel (BD Biosciences, Sparks, MD, ABD)), DNA dizi analizi ve MALDI
Biotyper (Bruker Daltonics) olmak tizere bes farkli yontem ile tanimlamislardir. Yaptiklar
calismada karbonhidrat asimilasyonu altin standart tanimlama yontemi esas alindiginda,
MALDI-TOF ve/veya misir unu-tween 80 agar morfolojisinin 31 kdken i¢in (%44) hatal
tanimlama yaptidigini rapor etmislerdir. Bu kdkenlerin 11 tanesini, hem ID32C ile hem de
musir unu-tween 80 agar ile C. albicans olarak tanimlamiglardir. Ancak MALDI-TOF ile bu
kokenleri, C. albicans disinda tiirler olarak tanimlamiglardir. MALDI-TOF yonteminin C.
albicans tanimlamasinda %69 oraninda dogru sonu¢ verdigini bildirmislerdir. Bu bes
yontemin karsilastirildigi ve dizi analizinin de altin standart kabul edildigi 27 kokenlik ikinci
analizde ise MALDI-TOF’un dogru tanimlama yiizdesini %81 oraninda yiiksek

bulunmustur.

4.7. Mayalarin Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bir mikroorganizmanin probiyotik ozellikte oldugunu belirlemek i¢in 5 Onemli
ozelliginin dikkate alinmas1 gerekmektedir (Goktepe ve ark., 2006). Bunlar;

1. Mikroorganizmanin kokeni, kimligi ve mutasyonlara karsi direnci gibi genel
ozellikler,

2. In vitro kosullarda ve isleme sirasinda biiyiime 6zellikleri, ulasim ve depolama
sirasinda canli kalma gibi teknik 6zellikler,

3. Cevreye kars1 direng, mide-onikiparmak bagirsagi pasajinda (pH 2.5, mide suyu,
safra asidi, pankreatik suyu), bagirsak epitelyumuna yapigma potansiyeli sirasinda
karsilagilan iist GI’de stres ve antimikrobiyal faktorler gibi genel fizyolojik 6zellikleri,

4. Fonksiyonel oOzellikler ve saglik igin yararli 6zellikler (mukozada adhezyon,
kolonizasyon potansiyeli, rekabet edebilirlik, patojenlere karsi spesifik antimikrobiyal etki,
bagisiklik tepkisinin uyarilmasi, yararli otokton bakterilerin selektif uyarimi, normal
poplilasyonun restorasyonu).

5. Giivenlik 6zellikleri (invaziv potansiyel, terapotik antibiyotiklere karsi aktarilabilir
direng ve virulans faktorii gibi istenmeyen 6zelliklerin olmamast)

Probiyotik  mikroorganizmalarin ~ fonksiyonel  ozellikleri de  probiyotik
mikroorganizmanin se¢iminde dikkate alinmasi gereken 6nemli bir Kriterdir (Goktepe ve
ark., 2006). Bunlar;

1. Insan beslenmesi bakimimdan énemli olan vitaminlerin {iretimi, minerallerin varlig1
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ve eser elementler, 6nemli sindirim enzimlerinin tretimi (6r., B-galaktosidaz), laktoz
intoleransinin hafifletilmesi icin p-galaktosidaz {retimi gibi faydalarinin olmasi
gerekmektedir.

2. Enfeksiyoz diyare (seyahat eden ishal, ¢ocuklarda akut viral ishal), antibiyotik ile
iliskili ishal, radyasyona bagli diyare gibi hastaliklara karsi koruyucu, onarici ve antgonistik
etkilerinin olmasi1 gerekmektedir.

3. Kolesterol asimilasyonu, safra tuzu hidrolaz aktivitelerinin modifikasyonu ve
antioksidatif etki gibi kolesterol diisiirticli etkilerinin olmas1 gerekmektedir.

4. Enfeksiyona karsi spesifik olmayan savunma mekanizmasinin giiglendirilmesi,
beyaz kan hiicrelerinin artan fagositik aktivitesi, artan imminoglobulinA (IgA) iretimi,
Th1/Th2 dengesini diizenlemek; sitokin indiikksiyonu sentez gibi bagisiklik sisteminin
uyarilmasi ve iyilestirilmesi etkilerinin olmasi1 gerekmektedir.

5. Bagirsak hareketliliginin arttirilmasi ve kabizliktan kurtulma gibi etkilerinin olmasi
gerekmektedir.

6. Bagisiklik sisteminin (homeostazinin) restorasyonu ve sitokin sentezinin

diizenlenmesi gibi enflamatuar veya alerjik reaksiyonlarin azaltilmasi etkilerinin

olmasi1 gerekmektedir.

7. Yapisma ve kolonizasyon direnci 6zelliklerine sahip olmasi gerekmektedir.

8. Mutajenlerin baglanmasi, karsinojen veya prokarsinojenlerin inaktivasyonu veya
olusumlarmin  6nlenmesi, kolon mikroorganizmalarinin metabolik aktivitelerinin
modiilasyonu ve immiin sisteme yanit gibi kolonda antikarsinojenik etkilerinin olmasi
gerekmektedir.

9. Mukozal biitiinliiglin korunmasina yardimer olmasi gerekmektedir.

10. Antioksidatif aktiviteye sahip olmasi gerekmektedir.

Bu calismada peynirden izole edilen mayalarin probibiyotik &zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla pH, sicaklik, safra tuzu toleransi, antimikrobiyal aktivite, antibiyotik
direng, safra tuzu hidrolaz aktivitesi, yapay mide suyunda canlilik, hidrofobosite ve

kolesterol asimilasyonu gibi 6zellikleri arastirilmstir.

4.7.1. Maya Izolatlarimn 37°C’de, Safra Tuzu Varhgmnda ve Diisiik pH
Degerindeki Biiyiimesi

Mayalarin tireme Ozellikleri, farkli kosullarin (diisiik pH, sicaklik ve safra tuzu)
yanisira canli kalabilme yetenekleri bakimindan degerlendirilmistir. Elde edilen 180
izolattan 154 tanesi 37°C’de gelismistir. Bu izolatlardan 151 tanesi ilk 24 saat iginde iireme
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gosterirken 154 tanesi 48. saatte de iiremeye devam etmistir. Ayrica 37°C’de gelisebilen
izolatlar arasindan segilen bazi maya izolatlarmin 37°C sicaklikta biiylime indeksi
belirlenmistir. Ornegin Pichia fermentans (BF6) ve Debaryomyces hansenii (M12) suslari
hem inkiibasyonun 24. saatinde hem de 48. saatinde lag fazinda oldugu, logaritmik faza
gecemedigi goriilmektedir (GI<%25). Buna karsin Pichia fermentans (Al12), Candida
intermedia (Buf3) ve Kluyveromyces lactis (C2-4) suslari sadece inkiibasyonun 24. saatinde
lag fazinda oldugu goriilmektedir. Ayrica diger suslarin (A12, Buf3, ve S4) inkiibasyonun
48. saatinde logaritmik artis (%25< GI <75) gosterdigi belirlenmistir. 37°C sicaklikta gelisen
Clavispora lusitaniae (S15), Candida intermedia (Br27), Issatchenkia orientalis (B3) ve K.
marxianus (C2-9) suslar1 inkiibsyonun 48. saatinde yaklagik ayni biiyiime indeksi (Gl >
%75) gostermislerdir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Segilen bazi izolatlarin pH:5,6 ve 37°C’de biiyiime indeksi (%)

Mayalarin  diisik pH’da iireme Ozellikleri ve canli kalabilme yetenekleri
incelendiginde, elde edilen 180 izolattan %62,77’sinin pH 2,5’ta gelistigi belirlenmistir. Bu
izolatlardan %31,11 (56 tanesi)’i ilk 24 saat i¢inde lireme gosterirken %62,77 (113 tanesi)’si
48. saatte de liremeye devam etmistir. Ayrica pH 2,5’te gelisebilen izolatlar arasindan se¢ilen
bazi maya izolatlarmin pH 2,5’te biiyiime indeksi belitlenmistir. Ornegin bu izolatlar

arasindan segilen Pichia fermentans (BF6), Candida intermedia (Br27), C. parapsilosis
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(S4), C. intermedia (Buf3), Kluyveromyces lactis (C2-4), K. marxianus (C2-9) ve
Debaryomyces hansenii (M12) tiirleri diisiik pH (pH 2,5) ortamindaki biiyiime indeksinin,
hem inkiibasyonun 24. saatinde hem de 48. saatinde lag fazinda oldugu belirlenmistir (GI <
% 25). Bunun yanisira Clavispora lusitaniae (S15) ve Pichia fermentans (A12) suslari
sadece inkiibasyonun 24. saatinde lag fazinda oldugu (GI < % 25), 48. saatinde ise logaritmik
faza geldigi belirlenmistir (Sekil 4.14). Maya izolatlarinin diisitk pH’da gelismesinde, sadece
Issatchenkia orientalis (B3) susu pH 5,6’daki iireme (kontrol) ile benzer biiyiime indeksi (Gl
> %75) gostermistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Segilen bazi izolatlarin pH 2,5 te ve 37°C’de biiyiime indeksi (%)

Mayalarin safra tuzu varliginda iireme Ozellikleri ve canli kalabilme yetenekleri
testinde elde edilen 180 izolattin %57,77 (104 tanesi)’si %0,3 safra tuzu varhiginda
gelisebilmistir. Bu izolatlardan %77,22 (139 tanesi)’si ilk 24 saat i¢inde lireme gosterirken
%57,77 (104 tanesi)’si 48. saatte de iiremeye devam etmistir. Ayrica %0,3 safra tuzu
varliginda gelisebilen izolatlar arasindan segilen 11 adet maya izolatinin safra tuzu
varligindaki biiytime indeksi incelenmistir (Sekil 4.16). Bu izolatlarin safra tuzu varliginda
canliligim1 devam ettirmeleri genel olarak degerlendirildiginde, tiim izolatlarin safra tuzu
varliginda inkiibsyonun 2. saatinde artis gosterdigi gozlenmistir. Ancak bu izolatlardan
sadece Issatchenkia orientalis (B3), C. parapsilosis (S4) ve Yarrowia lipolytica (Sm2-3)
tiirlerinin safra tuzu varliginda canliliklarini ve tiremelerini devam ettirdigi, diger izolatlarin

ise canlilikta siirekli bir azalma egiliminde oldugu goriilmektedir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Segilen baz1 izolatlarin %0,3 safra tuzu varliginda biiylime indeksi

Yapilan diger ¢alismalarda elde edilen sonuglara bakildiginda, van der Aa Kiihle ve
ark., (2005) tarfindan yapilan bir calismada, %0,3 safra tuzu varliginda tiim S. cerevisiae
var. boulardii ve gida kaynakli S. cerevisiae suslariin %56’sinin 4 saatten fazla bir siireden
sonra gelisebildigi tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz izolatlardan 151
tanesinin de 24 saat i¢inde gelistigi tespit edilmistir.

Pedersen ve ark. (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, izole edilen C. krusei ve K.
marxianus tiirlerinin 37°C’de ve safra tuzu varliginda (%0,3 oxgall) canli kalabildigi ve
gelistigi tespit edilmistir. Calismamizda da izole edilen K. marxianus tiirii 37 °C’de ve safra
tuzu varliginda (%0,3 safra tuzu) canli kalabildigi ve gelistigi tespit edilmistir.

Diosma ve ark. (2014) yaptiklar1 galismada kefir graniillerinden izole edilen
Kluyveromyces marxianus, Issatchenkia occidentalis, Saccharomyces unisporus ve
Saccharomyces cerevisiae mayalarmnin distik asitli ortamda (pH 2,5) sirasiyla %13,6-%70,6
oraninda, %17,8-91,8 oraninda, %32,4-81,5 oraninda, %16,7-95,8 oraninda ve S.
boulardii’nin ise %53,3 oraninda canli kalabildiklerini belirlemislerdir. Maya suslarinin
biiyiik bir kisminin ise %0,5 safra tuzuna direngli oldugunu tespit etmislerdir. Calismamizda
da izole edilen K. marxianus ve S. cerevisiae tiirleri 37°C’de ve %0,3 safra tuzu varliginda

canli kalabildigi ve gelistigi tespit edilmistir.
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4.7.2. Safra Tuzu Toleransi, Sicakhk ve pH Testi

Bir organizmanin probiyotik olarak kullanilmasi ig¢in en Onemli On sart,
gastrointestinal sistemde diisiik pH ve safra tuzu varliginda canli kalma yetenegidir (van der
Aa Kiihle ve ark., 2005; Syal ve VVohra, 2013). Probiyotikler bagirsagin kaginilmaz biyolojik
engellerinden kurtulmus olmalilar. Midede mikroorganizmalarin birincil bariyeri gastrik
asiditedir (pH 1,5-3,5). Oral yoldan alinan probiyotik mikroorganizmalar, kuvvetli midede
asidine ve gastrointestinal sistemdeki safra tuzuna karsi direngli olmak zorundadir.
Dolayisiyla, safra tolerans1 ayn1 zamanda probiyotik organizmanin yiiksek canlilikta kalmasi
igin gerekli olan 6nemli 6zelliklerden biri olarak diistiniilmektedir (Syal ve Vohra, 2013).
Daha 6nce yapilan in vitro arastirmalarda probiyotiklerin, yapay sindirim sisteminin ¢evresel
kosullarini tolere edebilecegi belirlenmistir. Yapilan in vitro arastirmalar, Saccharomyces,
Debaryomyces ve Kluyveromyces tiirlerine ait mayalarin safra tuzuna asir1 toleransh
olduklarin1 gostermektedir. Bu o6zelliklerin probiyotiklerin ¢esitli in vivo kosullarda
gelisebilmesinde de 6nemli oldugu bildirilmistir (Nayak, 2011). Safra tuzu toleransi, bir
probiyotik mikroorganizmanin diyet ek maddesi olarak se¢iminde dikkate alinmasi gereken
onemli bir 6zelliktir (Psomas ve ark., 2001).

Elde edilen izolatlarin 37°C’de ve safra tuzu varliginda gelisimlerine gére 6n
taramalar1 yapildiktan sonra 37°C’deki biiylime egrilerinin olusturulabilmesi ve biiylime
indeksinin daha iyi degerlendirilebilmesi i¢in 37°C’de pH 2,5’da ve safra tuzu varhiginda,
inkiibasyonun 2., 4., 6., 8., 24. ve 48. saatlerde gelisimleri incelenmistir. Segilen izolatlarin
pH 2,5°daki gelisimleri Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de verilmistir. Buna goére Issatchenkia
orientalis (B3) inkiibasyonun 2., 4., 6. ve 8. saatlerinde biiylime ve gelismesinde gozle
goriilebilir bir artis olurken, diger mayalarin biiylimelerinde ise bir artis gézlenmemistir.
Ancak inkiibasyonun 24. ve 48. saatlerinde Clavispora lusitaniae (S15), Issatchenkia
orientalis (B3) ve Yarrowia lipolytica (Sm2-3) suslari, canli kalabilmelerini ve biiyiimelerini
devam ettirirken, bunun yanisira Debaryomyces hansenii (M12), Candida parapsilosis (S4),
Kluyveromyces lactis (C2-4), Kluyveromyces marxianus (C2-9) ve Pichia fermentans (A12)
suslar1 canli kalarak inkiibasyonun 48. saatinde biiyiimelerini yine devam ettirmislerdir. Tiim
zamanlarda hem canliligin1 hem de logaritmik olarak biiylimesini devam ettiren tek maya

susu Issatchenkia orientalis (B3) olmustur (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Segilen baz1 izolatlarin pH 2,5 ta canliligi-2

Manda siitiinden tiretilen peynirlerden izole edilen Candida intermedia tiiriine ait

izolatlarin pH 2,5’ta %8,69’unun 2 saat gecikmeli, %60,86’sinin 24 saat gecikmeli ve

%13,04’niin ise 48 saat gecikmeli olarak iireme gozlendigi belirlenirken, %17,39’nun ise

tireme belirtisi gostermedigi tespit edilmistir. pH 2,5’ta Candida parapsilosis tiiriine ait

izolatlarin %33,33’ 4 saat, %66,66’smin ise 24 saat gecikmeli {iredigi belirlenmistir.

Candida zeylanoides tiiriine ait izolatlarm %16,66’sinin 48 saat gecikmeli iredigi,

%83,33 {iniin ise canliligini devam ettiremedigi tespit edilmistir. pH 2,5’ta Candida boidinii

tiirtine ait izolatlarin %100’ tiniin 48 saat gecikmeli olarak tiredigi tespit edilmistir. Candida
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cinsine ait diger izolatlarin (C. sake, C. metapsilosis, C. pararugosa) ise pH 2,5’ta
canliliklari1 devam ettiremedikleri belirlenmistir. Peynir orneklerinden izole edilen
Debaryomyces hansenii tiiriine ait izolatlarin pH 2,5’ta %16,90’1nin 24 saat, %4,22’nin 48
saat geg tredigi (besiyeri ortamima uyum sagladiktan sonra), buna karsin %78,88’nin ise
canliligint devam ettiremedigi tespit edilmistir. Peynir Orneklerinden izole edilen
Kluyveromyces lactis tiiriine ait izolatlarin pH 2,5’ta %251 24 saat gecikmeli, %12,5’i 48
saat geg (besiyeri ortamina uyum sagladiktan sonra) olarak iiremelerini devam ettirmis iken,
%62,5’1 ise treme ve canliligini devam ettiremedigi belirlenmistir. Kluyveromyces
marxianus tiirtine ait izolatlarin pH 2,5’ta 5 33,33l 24 saat gecikmeli olarak iiredigi,
%66,66’sinin ise ireme ve canliligini devam ettiremedigi belirlenmistir. Clavispora
lusitaniae tiiriine ait izolatlarin pH 2,5’ta %8,33 {inilin 24 saat gecikmeli, %33,33 niin ise 48
saat geg (besiyeri ortamina uyum sagladiktan sonra) olarak iiredigi ve %58,33’linlin de
canliligini ve tiremesini devam ettiremedigi belirlenmistir. Rhodotorula micilaginosa tiiriine
ait izolatlarmm pH 2,5’ta %42,85’inin 24 saat gecikmeli, %28,57’sinin 48 saat gecikmeli
olarak tiredigi, %28,57’sinin ise canliligini ve tiremesini devam ettiremedigi belirlenmistir.
Pichia fermentans tiiriine ait izolatlarin pH 2,5’ta %90,90’unun 24 saat gecikmeli olarak
tredigi, %9,10’nun ise canliligmi ve {iremesini devam ettiremedigi belirlenmistir.
Cryptococcus curvatus tiiriine ait izolatlarin pH 2,5’ta %33,33’liniin 24 saat gecikmeli olarak
tiredigi, %66,66’smin ise canliligini ve iliremesini devam ettiremedigi belirlenmistir.
Issatchenkia orientalis, Wicherhamomyces anomalus ve Kodamaea ohmeri tiirlerine ait
izolatlari pH 2,5’ta %1001 24 saat geg (besiyeri ortamina uyum sagladiktan sonra) olarak
canliligim1 ve tiiremesini devam ettirdigi belirlenmistir. Saccharomyces cerevisiae ve
Torulaspora delbrueckii tiirlerine ait izolatlarin ise pH 2,5’ta canliligini ve iiremesini devam
ettiremedigi belirlenmistir.

van der Aa Kiihle ve ark., (2005) yaptiklar ¢alismada, gida kaynakli S. cerevisiae
suslarinin %44’tinde pH 2,5’de biliyime go6zlendigini, buna karsin S. cerevisiae var.
boulardii susunun hi¢ birinin benzer kosullarda ¢ogalmadigini belirlemislerdir. Bununla
birlikte, tiim mayalarin, 2,5 pH'da 4 saat inkiibe edildikten sonra canliligini siirdiirdiiklerini
belirlemislerdir. Incelenen suslarin, safra tuzuna (%0,3 Oxgall) iyi direng gosterdigini tespit
etmiglerdir. Tim S. cerevisiae var. boulardii suslari ve gida kaynakli S. cerevisiae suslarinin
%356’simin, safra tuzu (%0,3 Oxgall) varliginda iireme ve gelismelerinde 4 saatten fazla
gecikmenin oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar, tiim izolatlarin kontrol ortaminda iyi
performans gosterdigini ve bu durumun 37°C’de iireyebilme yeteneklerini dogruladigini

ifade etmislerdir.
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Syal ve Vohra (2013) geleneksel gidalardan izole etikleri maya suslarint %0,3 safra
tuzunda canli kalma oranlarini, Candida tropicalis (1d9) i¢in %100, Candida tropicalis
(I1d15) i¢in %98,30, Saccharomyces cerevisiae (Id11) i¢in %95,70, Saccharomyces
cerevisiae (1d14) ig¢in %95,60 ve Saccharomyces cerevisiae (1d18) igin %98,00
Aureobasidium sp. (J15) i¢in %100 ve Pichia manschurica (J18) i¢in %100 olarak tespit
etmiglerdir. Ancak ¢alismamizda bu arastirmanin sonuglarinda elde edilen mayalardan farkli
maya tiirlerinin %0,3 safra tuzu varliginda Issatchenkia orientalis (B3) %80, C. parapsilosis
(S4) %100 ve Yarrowia lipolytica (Sm2-3) %60 oraninda canliligin1 devam ettirdikleri tespit
edilmistir. Arastirmacilar, ayni suslarin pH 2, pH 2,5 ve pH 3 ortamlarinda ve 37 °C’de 3
saat inkiibe etmisler ve her li¢ pH ortaminda da canli kalma oranlarini, Candida tropicalis
(1d9) i¢in %100, Saccharomyces cerevisiae (Id11) igin sirasiyla %96,08, %97,52, %98,00,
Saccharomyces cerevisiae (1d14) i¢in sirasiyla %93,60, %96,06, %96,47, Saccharomyces
cerevisiae (1d18) igin sirasiyla 996,35, %96,10, %100, Aureobasidium sp. (J15) igin
sirastyla %56,00, %58,50, %65,12 ve Pichia manschurica (J18) i¢in sirasiyla %61,90,
%63,30, %66,40 oranlarinda oldugunu tespit etmislerdir. Biitiin bu izolatlarin safra tuzlarina
da oldukga toleransh oldugu belirlenmistir. Arastirmacilar, safra tuzu konsantrasyonu %1°e
yiikseltildiginde ise canli kalma oraninda hemen hemen hig bir diigiisiin olmadigini (> %95)
tespit etmislerdir. Tiim izolatlarin 30°C’de ve 37°C’de karsilastirilabilir bir biiylime
gosterdigini de tespit etmislerdir. Ancak ¢alismamizda bu arastirmanin sonuglarinda elde
edilen mayalardan farkli maya tiirlerinin inkiibasyonun 0. ve 48. saatleri arasinda ve 2,5
pH’da Issatchenkia orientalis (B3) %28,55, C. parapsilosis (S4) %44,93, Kluyveromyces
lactis (C2-4) %121,01, K. marxianus (C2-9) %171,18, Yarrowia lipolytica (Sm2-3)
%190,25, Pichia fermentans (A12) %598,91 oranlarinda canliligin1 devam ettirdigi tespit
edilmistir.

Chen ve ark. (2010b) yaptiklar1 galismada P. fermentans (2 sus), I. orientalis (2 sus),
P. guilliermondii (1 sus), Y. lipolytica (4 sus) ve R. mucilaginosa (2 sus) suslarina ait
mayalarin pH 3’ten diisiik asidik ortamda iireyebilmelerini incelemislerdir. Tiim mayalarin
ve ek olarak I. orientalis BY10, Y. lipolytica HJ6 ve HY 15 suslariin pH 3’{in altinda canli
kalamadiklarini belirtmislerdir. Arastirmacilardan farkli olarak ¢calismamizda elde ettigimiz
P. fermentans (A12), I. orientalis (B3) ve Y. lipolytica (Sm2-3) izolatlarinin pH 2,5’ta canli
kalabildikleri tespit edilmistir.

Pedersen ve ark. (2012) Bat1 Afrika’da kendiliginden fermete olan bugday bazli Fura
tiriiniinden izole etikleri Candida krusei, Kluyveromyces marxianus, Candida tropicalis,
Candida rugosa, Candida fabianii, Candida norvegensis ve Trichosporon asahii mayalarini
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fenotipik ve genotipik olarak tanimlamislardir. Tanimladiklart C. krusei ve K. marxianus
maya tiirlerini baskin tiirler olarak tespit etmislerdir. Arastirmacilar, bu maya tiirlerinin pH
2,5’te, safra tuzu varliginda (%0,3 (w/v) oxgall) ve 37°C’de canli kalabilme ve biiyiime
Ozellikleri gosterdigini belirlemislerdir. Benzer olarak ¢alismamizda tespit edilen benzer tiir
K. marxianus (C2-9) izolatinin da, 37°C’de safra tuzu varliginda ve diisitk pH (pH 2,5)’da
canli kalabilme ve biiylime 6zellikleri gosterdigi tespit edilmistir.

Probiyotik mikroorganizmalarin 6zelliklerden biri de safra tuzu varliginda canli
kalabilme ve canliliini devam ettirebilme 6zelligidir. Bu ylizden maya izolatlarinin
probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla safra tuzu toleransi analizi yapilmistir.
Yapilan safra tuzu toleransi analizinde 37°C’de inkiibasyonun 2., 4., 6., 8., 24. ve 48.
saatlerindeki canliliklarma ait durum Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°de verilmistir. Safra tuzu
varliginda Issatchenkia orientalis (B3) ve Candida parapsilosis (S4) inkiibasyonun 24. ve
48. saatlerinde canliliklarint ve biiylimelerini devam ettirmiglerdir. Ancak Yarrowia
lipolytica (Sm2-3) 2. saatte baslangi¢ sayisinin korurken 48. saatte biiylimesini devam
ettirmistir. Diger tiim izolatlarin ise safra tuzu varliginda canliliklarinda ve biiylimelerinde

onemli diizeyde bir azalma gozlemlenmistir (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20).

o BF6
mBr27
EM12
Buf3
EC24
mAl12

ODgy0nm Degerleri

2.saat 4 saat 6.saat 8.saat 24.saat 48.saat
Zaman

Sekil 4.19. Secilen bazi izolatlarin safra tuzunda canli kalma durumu-1
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Sekil 4.20. Segilen baz1 izolatlarin safra tuzunda canli kalma durumu-2

Chen ve ark. (2010b) yaptiklar1 ¢alismada P. fermentans (2 sus), I. orientalis (2 sus),
P. guilliermondii (1 sus), Y. lipolytica (4 sus) ve R. mucilaginosa (2 sus) suslara ait mayalarin
%0,3 safra tuzu varliginda, 28°C ve 37 °C’de canl kalabildiklerini belirtmislerdir. Bizim
caligmamizda ise bu tiirlerden P. fermentans (A12), I. orientalis (B3) ve Y. lipolytica (Sm2-
3) %0,3 safra tuzu varliginda ve 37°C’de canli kalabildigi belirlenmistir.

Probiyotik bir organizma 37°C’de insan viicudu sicakligin1 tolere edebilir ve
biiyliyebilir olmalidir (Syal ve Vohra, 2013). Maya izolatlariin probiyotik 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan analizde maya izolatlarinin 37°C’de ve inkiibasyonun 2., 4.,
6., 8., 24. ve 48. saatlerindeki canli kalma ve biiyiimesini devam ettirebilme 6zelliklerine ait
sonuglar Sekil 4.21 ve Sekil 4.22°de verilmistir. Mayalardan Pichia fermentans (BF6) ve
Debaryomyces hansenii (M12) ¢ok diisiik ve benzer bir gelisim gostermislerdir. Buna kargin
diger tiim izolatlarin, 6zellikle inkiibasyonun 2. saatinden 48. saatine kadar biiylimelerinde
siirekli bir artis oldugu goriilmektedir. Ozellikle Clavispora lusitaniae (S15), Issatchenkia
orientalis (B3), Candida parapsilosis (S4) ve Kluyveromyces marxianus (C2-9) mayalarinin
biiylimelerindeki artis stirekli ve kayda deger bir sekilde yilikselmistir (Sekil 4.21 ve Sekil
4.22).

Literatiirde peynir {iretiminde laktik asit bakterilerin yaninda yardimci kiiltiir olarak
Debaryomyces hansenii, Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces marxianus (Candida kefyr), K.
lactis maya tiirlerinin kullanildigi ¢alismalar yeralmaktadir. Dolayistyla yapmis oldugumuz
bu ¢alismada tanimlanan bu mayalar ile laktik asit bakterilerinin kombinasyonu ile peynir

iiretim denemeleri yapilabilir.
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Sekil 4.21. Segilen bazi izolatlarin 37°C ve pH 5,6’da canli kalma durumlari-1
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Sekil 4.22. Segilen bazi izolatlarin 37°C ve pH 5,6’da canli kalma durumlari-2

4.7.3. Safra Tuzu Hidrolaz Aktivitesi

Safra tuzu hidrolizi (BSH) aktivitesi daha ¢ok spesifik bakteri gruplari olan
Lactobacillus ve Biffidobacterium gibi gastrointestinal ortamdan izole edilen bakterilerde
gozlenmektedir. Ancak nadir de olsa baz1 mayalarin da BSH aktivitesine sahip olduklari
rapor edilmistir (Fadda ve ark., 2017). Safra direnci, diyet eki olarak bir kiiltlir se¢iminde

dikkate alinmasi gereken Onemli bir 6zelliktir. Ciinkii safra direnci, bir organizmanin
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bagirsak sisteminde biiyiimesi i¢in 6nemli bir etkendir (Psomas ve ark., 2001).

Bu ¢alismada tiim mayalarin 37°C’de 72 saat inkiibasyonu sonunda safra tuzu hidrolaz
(Na-TDCA ve CaCl varliginda) aktivitesi belirlenmeye calisilmigtir. Safra tuzu hidrolaz
aktivitesi i¢in agar plak yontemi kullanilmistir. Sonuclar Cizelge 4.44’°te verilmistir. Maya
izolatlarinin safra tuzu hidrolaz aktivitesine bakildiginda secilen tiim izolatlar safra tuzuna
kars1 aktivite gostermistir (Cizelge 4.44 ve Sekil 4.23). Safra tuzu hidrolaz aktivitesi (BSH)
en yiiksek maya tiirleri Y. lipolytica (Sm2-3) ve Candida parapsilosis (S4) olarak tespit

edlirken, onu K. marxianus (C-2-9) ve I. orientalis (B3) izlemistir.

Cizelge 4.44. Secilen bazi izolatlarin safra tuzu hidrolaz aktivitesi zon ¢aplart (mm)

izolat Kodlar1 Maya Tiirleri Ort+ Std. Hata
Al2 Pichia fermentans 11,15+0,35
B3 Issatchenkia orientalis 13,50+0,01
BF6 Pichia fermentans 11,10+0,26
Buf3 Candida intermedia 13,07+1,77
Bra27 Candida intermedia 11,88+1,61
C2-4 Kluyveromyces lactis 11,08+0,51
¢2-9 Kluyveromyces marxianus 14,47+2,37
M12 Debaryomyces hansenii 8,53+0,63
Sm2-3 Yarrowia lipolytica 16,03+0,00
S4 Candida parapsilosis 16,32+0,19
S15 Clavispora lusitaniae 8,6240,00

Fadda ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada Kluyveromyces lactis KP288823,
K. lactis KP288824, K. marxianus KP268080 ve Saccharomyces cerevisiae CODEXSB1
suslarinin safra tuzu hidroliz aktivitesi gosterdigi, ancak K. marxianus KP268081 susunun
safra tuzu hidroliz aktivitesi gostermedigi tespit edilmistir. Yaptigimiz ¢alismada ise safra
tuzu hidroliz aktivitesini arastirdigimiz tiim suslarin, safra tuzuna karsi aktivite gosterdigi
belirlenmistir.

Sanlidere-Aloglu ve ark. (2016) mayalarin safra tuzu dekonjugasyonu ile ilgili
yaptiklar1 ¢alismada Candida kefyr (Y2-6, Y2-7, Y2-10 kodlu izolatlar), Cryptococcus
humicola (P1-9, P1-6a, T1-2, EM1-10, M3-3, EM2-8 kodlu izolatlar) ve
Zygosaccharomyces spp. (K2-6) maya suslarinin safra tuzu hidroliz aktivitesi gosterdigini
tespit etmislerdir. Buna karsin Cryptococcus humicola (K1-1, K1-5 ve K2-1) susunun safra
tuzu hidroliz aktivitesinin slipheli oldugunu ifade etmislerdir. Yapmis oldugumuz ¢alismada
ise bu calismada kullanilan maya tiirlerinden farkli tiirlerinin safra tuzunu hidrolize

edebildikleri tespit edilmistir.
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Sekil 4.23. Segilen bazi izolatlarin safra tuzu hidrolaz aktivitesi zon ¢aplari (mm)

4.7.4. Antibiyotik Diren¢ Testi

Yaygin olarak kullanilan antibiyotikler, streptomisin, tetrasiklin, eritromycin,
kloramfenikol, penisilin ve ampisilindir. Probiyotik mikroorganizmalarin ¢ogu bakteriler
olup birgogu bu antibiyotiklere karsi direngli olabilmekte veya tolere edebilmektedir.
Mayalar ise bu antibiyotiklere karsi dogal direnc gosterir ve antibiyotik tedavisi goren
hastalar i¢in kullanilabilir (Syal ve Vohra, 2013). Antibiyotik tedavisine bagli patojen
bakterilerin antimikrobiyal direnci gelisimi 6nemli bir halk sagligi sorunu haline gelmistir.
Bu nedenle, antibakteriyel antibiyotiklere mayanin dogal direnci antibiyotik ile tedavi edilen
hastalarda kullaniminin 6nemli bir argiimanidir. Antimikrobiyal direng bakteriler arasindaki
gen transferinden 6tiirii hem dikey olarak (bakteriyel tiirlerin veya cinsin dogal veya direngli
olmasi) hem de yatay olarak ortaya ¢ikar. Memeli gastrointestinal yolu, genetik materyalin
birgok bakteri tiirii arasinda aktarilmasi i¢in uygun kosullar saglar. Direng genleri, sadece
yerlesik bagirsak florasi iiyeleri arasinda degil aym1 zamanda gecici bakteriyel
probiyotiklerden de aktarilabilir. Son zamanlarda birgok arastirmaci, komensal bakterilerin,
laktik bakteriler de dahil olmak {izere, insan patojenlerinde bulunan antibiyotik direng
genlerine benzer bir rezervuar gorevi gorebilecegini ortaya koymustur. Tetrasiklin,
eritromisin ve vankomisin direncine neden olan genler ile karakterize edilmis ve belirlenmis
genler Lactobacillus lactis ve Enterococci’de belirlenmistir. Son zamanlarda fermente et ve
stit trtinlerinden izole edilen Lactobacillus tiirlerin probiyotik olarak kullanilan suslari da
diren¢ kazanmustir. Bu bakterilerle iliskili ana tehdit diren¢ genlerini patojen bakterilere

aktarabilmeleridir. Genetik materyalin aktarimi bakteri ve maya arasinda ger¢eklesmez. Bu
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durum mayay1 antibiyotik tedavisi sirasinda kullanim igin giivenli hale getirir (Czerucka ve
ark., 2007).

Maya izolatlarinin antibiyotik duyarliliklar ile ilgili yapmis oldugumuz c¢aligmada
antibiyotik duyarlilig: arastirilan tiim izolatlarin antibiyotik etken maddelerine kars1 direngli
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.45). Yalniz gentamisin (CN10) antibiyotik etken maddesi
Rhodotorula mucilaginosa (AK20, M15 ve S17) lizerinde sira ile 9,74 mm, 9,27 mm ve 9,40
mm zon olusturmustur. Ancak literatiirde gentamisinin mikroorganizma iizerinde 12 mm’nin
altinda olusturdugu zon direngli (R) olarak kabul edilmektedir (Cizelge 3.22). Yapmis
oldugumuz c¢alismada elde edilen sonuglari, baz1 arastirmacilarin (Syal ve Vohra, 2013;
Ragavan ve Das, 2017) elde ettikleri sonuglar desteklemektedir.

Syal ve Vohra (2013) geleneksel fermente gidalardan elde ettikleri maya izolatlarinin
disk diflizyon metoduyla antibiyotik (ampicillin (10 ve 25 ug mL-1), chloramphenicol (30
nug mL-1), erythromycin (5 ve 15 pg mL-1), penicillin G (10 ug mL-1), streptomycin (25 pg
mL-1), ve tetracycline (30 ug mL-1)) direnglerini belirlemislerdir. Antibiyotik toleransi i¢in
taranan maya suslar1 (Candida tropicalis (1d9, 1d15), Saccharomyces cerevisiae (1d11, 1d14
ve 1d18), Aureobasidium sp. (J15) ve Pichia manschurica (J18)), test edilen antibiyotiklerin
varliginda canliligin1 devam ettirmis, disk ¢evresinde inhibisyon bolgesi gozlenmemistir.

Ragavan ve Das (2017) yaptiklar1 ¢alismada ¢esitli gida kaynaklarindan izole ettikleri
20 maya izolatindan 5’inin (maya kodlari LM, MR, GOI, GII 2, ve WI) ampicillin (20
pug/ml), gentamycin (10 pg/ml), ketoconazole (10 pg/ml), levofloxacin (10 pg/ml),
tetracyclin (30 pg/ml), tigecyclin (20 ug/ml), ve trimethoprim (20 pg/ml)) antibiyotiklerine
diren¢ gosterdigini belirlemislerdir.

Fakruddin ve ark. (2017) yaptiklar1 g¢alismada Saccharomyces cerevisiae’nin
tetracycline (R), trimethoprimsulphamethoxazole, ampicillin, gentamycin, penicillin,
nitrofurantoin, polymixin B ve nalidixic acid antibiyotiklerine direngli oldugunu tespit
etmislerken, streptomycin, cephotaxime, ceftriaxone, choloramphenicol, cefradine ve

ceptazidime antibiyotiklerine kars1 ise duyarli oldugunu tespit etmislerdir.
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Cizelge 4.45. Segilen bazi1 maya tiirlerinin antibiyotik direng test sonuglari

Antibiyotikler

;‘)’zﬁ;n Maya Suslan MP10  KF3A0 C30 EI5 NV30 CNI0 P10 RD5 TE30  VA30
Candida R R R R R R R R R R
Buf3 intermedia
Candida R R R R R R R R R R
Br27 intermedia
Debaryomyces R R R R R R R R R R
M12 hansenii
Clavispora R R R R R R R R R R
S15 lusitaniae
Yarrowia R R R R R R R R R R
Sm2-3 lipolytica
Issatchenkia R R R R R R R R R R
B3 orientalis
Candida R R R R R R R R R R
S4 parapsilosis
C2-4 Kluyveromyces R R R R R R R R R R
lactis
C2-9 Kluyveromyces R R R R R R R R R R
marxianus
BF6 Pichia R R R R R R R R R R
fermentans
Al2 Pichia R R R R R R R R R R
fermentans
AK20 Rhodatorula R R R R R R R R R R
mucilaginosa
M15 Rh. R R R R R R R R R R
mucilaginosa
S17 Rh. R R R R R R R R R R
mucilaginosa

4.7.5. Hiicre Yiizey Hidrofobisitesi

Mikroorganizmanin bagirsak epitel hiicrelerine tutunmasiyla iliskilendirilen bir diger
onemli Ozellik, mikroorganizmalarin en dis yilizeyinin hidrofobik yapisidir. Yiiksek
hidrofobik 6zellige sahip olan suslar, bagirsak hiicre ¢izgilerine iyi yapisma ozelligi
sergilemektedir. Genel olarak, maya izolatlarinin hidrofobisite degerleri bakteriler igin rapor
edilen % 79,69 gibi yiiksek degerden daha disiiktiir (Syal ve Vohra, 2013).

Yapmis oldugumuz c¢alismada segilen izolatlar, yiizey hidrofobisitesi indeksi
bakimindan degerlendirildiginde, Clavispora lusitaniae (S15) izolatinin 60. dakikada
%47,21, 120. dakikada %47,73, Debaryomyces hansenii (M12) izolatinin 60. dakikada
%39,58, 120. dakikada %45,52 ve Kluyveromyces marxianus (C2-9) izolatinin 60. dakikada
%40,52, 120. dakikada %44,38 oranlarinda hidrofobisite gostererek diger maya suslarina
gore yiiksek hidrofobik oldugu tespit edilmistir

Syal ve Vohra (2013) geleneksel fermente gidalardan izole ettikleri maya izolatlarinin
hiicre yiizeyi hidrofobisitesini, 6rnegin Saccharomyces cerevisiae (1d11, 1d14 ve 1d18 kodlu)
suslarini sirasiyla %32,53, %35,81 ve %41,37, Candida tropicalis (Id9 ve Id15) suslarini
sirastyla %67,91 ve %68,12, Pichia manschurica (J18) susunu %61,46 oraninda

hidrofobosite gostererek hidrofobik oldugunu tespit etmislerdir.
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Binetti ve ark. (2013) yaptiklar ¢calismada, yaptigimiz ¢calismadaki sonuglarla benzer
sekilde mayalarmm hidrofobosite ozelliklerinin %45,3 ile %85,3 arasinda degisim
gosterdigini  ve S.cerevisiae’nin en yiiksek hidrofobik 6zellige sahip oldugunu
belirlemislerdir.

Fadda ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada Kluyveromyces lactis 17bKL1, K. lactis
17bKL2, K. marxianus NS1KM2, K. marxianus 6688 ve Saccharomyces cerevisiae
CODEXSBI susglariin % hidrofobosite indeksini sirasiyla %39,9, %53,6, %75.9, %54,7 ve
%55,9 olarak tespit etmislerdir. Yapmis oldugumuz ¢alismada Kluyveromyces lactis (C2-4)
ve K. marxianus (C2-9) suslarinin hidrofobosite indeksi bu calismada elde edilen

sonuclardan diisiik bulunmustur.

4.7.6. Mayalarin Antimikrobiyal Aktivitesi

Probiyotik mayalarin en ¢ok arzu edilen 6zelliklerinden biri, ¢esitli mukoza alanlarina
niifuz eden patojenlere kars1 antibakteriyel aktiviteye sahip olmasidir (Syal ve Vohra, 2013).

Hayvan modelleri veya hiicre modelleri kullanan ¢esitli ¢aligsmalar, S. boulardii’nin
Clostridium difficile, Vibrio cholerae, Salmonella, Shigella ve E. coli gibi ¢esitli enterik
patojenlere karsi faydali bir etki gosterebilecegini gostermistir. Saccharomyces
boulardii’nin antibakteriyel aktivitesinin iki ana mekanizma ile etki gosterdigi
belirlenmistir. Bunlardan birincisi bakteriyel toksinleri nétrlestiren faktorlerin {iretimi,
ikincisi ise bakteriyel enfeksiyon esnasinda proinflamatuvar yanita karisan konakg1 hiicre

sinyalleme yolunun modiilasyonudur (Czerucke ve ark., 2007).
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Mikroorganizmalarin mayalarla rekabeti 6ncelikle besin maddeleri, biiylime eslesmeli
iyon degisimi veya organik asit iretiminin sonucu olarak ortamdaki pH degisimleri, etanoliin
yiiksek konsantrasyonlarinin iiretilmesi, antibakteriyel bilesiklerin salgilanmasi ve killer
toksinler veya mikozinler gibi antimikrobik bilesiklerin salinmasi ile gerceklesmektedir
(Hatoum ve ark., 2012). Bu nedenle, izole maya suslarinin, segilen gida kaynakli patojenlerin
(Staphylococcus aureus, Pseudomonas sp. ve Salmonella sp.ve Escherichia coli) biiyiimesi
tizerindeki etkisi belirlenmektedir.

Yapmis oldugumuz ¢alismada, probiyotik 6zelliklerinin arastirilmasi igin seg¢ilen tiim
mayalarin Salmonella sp. ve Pseudomonas Sp. patojenlerine kars1 antimikrobiyal aktivite
gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.46). Buna karsin Candida intermedia (Br27)’nin E.
coli ve S. aureus patojenlerine karsi, Clavispora lusitaniae (S15)’nin da S. aureus patojenine
kars1 antimikrobiyal 6zellik gostermedigi belirlenmistir. Diger izolatlarin ise hem E. coli’ye
hem de S. aureus’a karsi diisiik diizeyde de olsa antimikrobiyal 6zellik gosterdigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.46).

Syal ve Vohra (2013) gelencksel fermente gidalardan izole ettikleri mayalarin
antimikrobiyal aktivitesini belirlemislerdir. Yapilan ¢alismada Saccharomyces cerevisiae
(1d18) ve Candida tropicalis (Id15) suslarmin Salmonella sp., Staphylococcus aureus ve
Pseudomonas sp.’ye karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigini, Aureobasidium
sp. (J 15) susunun E. coli, Salmonella sp. ve Vibrio cholerae’ye kars1 antibakteriyel aktivite
gostererek gelisimlerini engelledigini, diger Candida tropicalis (Id 9), Saccharomyces
cerevisiae (Id 11, Id 14 and Id 18) suslarmin ise Pseudomonas sp.’in gelismesini

engelledigini tespit etmislerdir.

Cizelge 4.46. Secilen bazi mayalarin antimikrobiyal aktivite zon ¢aplari (Ort.+ Std. Hata)

Izolat Maya Tiirleri E. coli Salmonella S. aureus P. aeruginosa

ATCC25922 Enteritidis RSKK1009 ATCC27853.
ATCC13076

Al2 Pichia fermentans 7,08+0,07 8,27+0,08 8,11+0,22 8,26+0,43

B3 Issatchenkia orientalis <6-6,77 7,91+0,19 7,87+0,46 8,02+0,07

BF6 Pichia fermentans 7,02+0,86 7,79 £0,22 7,84+0,57 7,26+0,12

Buf3 Candida intermedia <6-7,83 7,40+0,22 8,16+0,41 7,74+0,02

Br27 Candida intermedia <6 7,2620,11 <6 7,30+£0,55

C2-4 Kluyveromyces lactis <6-6,92 7,11+0,10 7,73+£0,51 7,48+0,25

C2-9 Kluyveromyces marxianus  7,02+0,43 7,25 £0,49 8,32+0,38 7,95+0,70

M12 Debaryomyces hansenii 7,46+0,11 7,82+0,32 <6-8,49 7,75+0,63

Sm2-3  Yarrowia lipolytica 8,16+0,6 8,47+0,70 7,38+0,02 8,68+0,07

S4 Candida parapsilosis 7,30+0,49 7,47+0,24 7,06+0,64 7,53+0,02

S15 Clavispora lusitaniae 8,33 +1,01 7,75+0,15 <6 8,33+0,48

Ragavan ve Das (2017) yaptiklar ¢alismada ¢esitli gida kaynaklarindan izole ettikleri
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20 maya izolatindan 5’inin ( maya kodlari; LM, MR, GOI, GII 2, ve WI) Pseudomonas sp.,
Klebsiella sp., Bacillus sp., E. coli sp. ve Staphylococcus sp. bakterilerine Kkarsi
antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirlemislerdir.

Younis ve ark. (2017) ¢esitli gidalardan (sucuk, meyveli yogurt, geleneksel peynir,
tereyag, islenmis peynir ve ¢ig siit) izole ederek sectikleri mayalarin patojenlere karsi
antimikrobiyal aktivitesini belirlemiglerdir. Secilen mayalardan Candida intermedia
susunun S. aureus patojenine karsi 24 mm, E. coli patojenine kars1 20 mm ve P. aeruginosa
patojenine kars1 6 mm, K. marxianus (C. kefyr) susunun E. coli patojenine kars1 20 mm, S.
aureus patojenine karst 8 mm zon olusturdugunu ancak P. aeruginosa patojenine karsi
antimikrobiyal aktivite gostermedigini, C. lusitaniae susunun E. coli patojenine karsi 12
mm, S. aureus patojenine kars1 22 mm mikrobiyal aktivite gdsterdigini belirlemislerdir. S.
cerevisiae susunun E. coli patojenine karsit 12 mm, S. aureus patojenine karsi 8 mm, P.
aeruginosa patojenine kars1 5 mm zon olusturarak antimikrobiyal aktivite gosterdigni tespit
etmiglerdir. Bu arastirmacilarin tespit ettigi degerler calismamizda maya suslarinin
olusturdugu antimikrobiyal etki zon ¢aplarindan yiiksek bulunmustur.

Fakruddin ve ark. (2017) yaptiklar1 c¢alismada meyve suyundan izole ettikleri
Saccharomyces cerevisiae’nin potansiyel probiyotik 6zelliklerini belirledikleri ¢aligmada, S.
cerevisiae’nin patojenlere karsi antimikrobiyal etkisini belirlenmislerdir. Yapilan analiz
sonucunda S. cerevisiae, tiim hiicre, hiicre supernatant ve hiicre lizati seklinde
inokiilasyonlar1 sonucunda S. aureus ATCC25923 iizerinde sirasiyla 7,5 mm, 4,9 mm ve
10,3 mm, E. coli ATCC25922 iizerinde 11,0 mm, 8,7 mm ve 14,9 mm, P. aeruginosa
ATCC27853 iizerinde ise 12,5 mm, 9,1 mm ve 16,1 mm zonlar olusturdugunu tespit
etmislerdir.

Fadda ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢aligmada Kluyveromyces lactis KP288823, K. lactis
KP288824, K. marxianus KP268080, K. marxianus KP268081 ve Saccharomyces cerevisiae
CODEXSBI susglarinin S. aureus ATCC25923 karsi sirastyla 16 mm, 16 mm, 14 mm, 8§ mm
ve 8 mm olusturdugu tespit edilmistir. Diger taraftan sadece Kluyveromyces lactis
KP288823 ve K. lactis suslarinin E.coli ATCC35150 patojenine karsi sirastyla 8 mm, 7,5
mm ve S. Enteriditis ATCC13076 karsi sirasiyla 7,5 mm ve 7 mm zon olusturarak
antimikrobiyal etki gdsterdigini belirlemislerdir. Calismamizda izole edilen K. lactis (C2-4)
susunun, E. coli ATCC25922 patojenine kars1 bu ¢alismadakinden diisiik (< 6-6,92 mm) zon
olusturdugu tespit edilmis, S. Enteriditis ATCC13076 patojenine kars1 ise benzer (7,11 mm)

zon olusturarak antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir.
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4.7.7. Yapay Mide Suyunda Canh Kalma Testi

Midedeki mikroorganizmalarin birincil bariyeri gastrik asittir ve inhibisyon eyleminin
yogunlugu pH ve hidroklorik asit konsantrasyonuyla iligkilidir. Ayrica gastrik sivida
mikrobiyal sagkalimi belirleyen en 6nemli etken pH'dir. Ancak incelenen mayalarin yaklasik
%50’sinde gozlemlendigi lizere, mideye gida ile birlikte alinmasi1 durumunda gidalar maya
hiicreleri iizerinde koruyucu etki saglayabilirler (Psomas ve ark., 2001). Insan GI yolunun
mikrobiyal kolonizasyonu, ¢evresel kosullarin bir fonksiyonu olarak bakteri say1 ve tiiriine
gore degisir. Midenin 1,5 ila 3,5 arasinda degisen pH’s1, cogu mikroorganizma i¢in yikicidir.
pH GI yolunun orta kismindan kenar kismina dogru artar. pH, Gl yolunun orta kismindan
(mide) kenar kismina (bagirsak) dogru artarken, agresif bagirsak sivilarin (6rnegin safra
ve pankreas suyu) varligi ve onikiparmak bagirsagindaki daha kisa transit gecis siireleri,
olumsuz ¢evre kosullar1 olusturmaktadir. Onikiparmak bagirsagi nispeten daha az
mikroorganizma igermektedir. Mayalarm daha ¢ok mide ve kolonda bulundugu tespit
edilmistir. Bu kadar farkli kosullardaki mayalarin varligi, pH degisimine direng ile
aciklanabilir. Cogu maya pH 3,0’da iireyebilir ve baz tiirler pH 1,5’a kadar diisiik ¢ok asitli
kosullar1 tolere edebilir. Mayalar bu nedenlerle probiyotik olarak iyi adaydirlar. Ciinkii GI
yoluna giren probiyotikler, GI enzimleri, safra tuzlari, organik asitler, pH ve sicakliktaki
onemli degisiklikler gibi yerel streslere karsi direngli olmalidir (Czerucka ve ark., 2007).
Mide bosalma siiresi 0 ila 3 saat arasinda degistiginden, maya orijinine bakilmaksizin yeterli
canli hiicreler ince bagirsaga girebilir (Psomas ve ark., 2001).

Probiyotik 6zelliklerden biri de probiyotik 6zelligi arastirilan mikroorganizmanin
yapay mide suyunda canli kalabilmesidir. Dolayisiyla yapmis oldugumuz ¢alismada 4 izolat
yapay mide suyu ile temasinin 0. dakikasinda canli kalmis, ancak sadece iki maya
(Issatchenkia orientalis (B3) ve Kluyveromyces marxianus (C2-9)) tiiriiniin 90. dakikada
canlt kalma ve canliligin1 devam ettirebilme 6zelliginine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu
mayalardan Issatchenkia orientalis (B3) canliliginda azalmanin %5,67 gibi ¢ok diisiik bir
oranda oldugu tespit edilmistir. Kluyveromyces marxianus (C2-9) izolatinin ise
canliligindaki azalma oran1 %40 diizeyinde olmustur. Buna karsin Candida parapsilosis
(S4) ve Clavispora lusitaniae (S15) ise 0. dakikada canli kalirken, 90. dakikada canliligini
devam ettirememistir. Yani yapay mide suyuna direng goOsteremedigi tespit edilmistir
(Cizelge 4.47).

Yapay mide suyu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda bazi arastirmacilarin (Psomas ve ark.,
2001; Chen ve ark., 2010b; Pedersen ve ark., 2012) elde ettikleri sonuglar, yapmis

oldugumuz caligmada elde edilen sonuglar1 desteklemektedir.
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Cizelge 4.47. Secilen bazi mayalarin yapay mide suyunda canli kalma oranlar1 (log kob/mL)

0. Dakika 90.Dakika Canlihk Azalmasi (%)
izolat No Ort.+ Std.Hata Ort.+ Std.Hata
B3 Issatchenkia orientalis 6,17+0,40 5,82+0,35 5,67
C2-9 Kluyveromyces marxianus ~ 6,21+0,30 3,72+0,03 40,00
S4 Candida parapsilosis 6,13+0,17 <1 100
S15 Clavispora lusitaniae 5,31+0,01 <1 100

Psomas ve ark. (2001) Saccharomyces cerevisiae KK1 ve S. cerevisiae 985 suslarinin
0. dakikadaki koloni sayisinin 8,05 ve 7,79 log kob/mL, 90. dakikadaki koloni sayisinin 7,46
ve 6,26 log kob/mL ve canliliklarindaki azalmayt1 ise %74,30 ve %97,04 olarak, Issathenchia
orientalis KK5.Y.1 1. orientalis KK5.Y.3 suslarinin 0. dakikadaki koloni sayilarinin sirastyla
7,38 ve 7,60 log10 kob/mL, 90. dakikadaki koloni sayilariin ise 7,36 ve 7,67 log kob/mL
diizeyinde oldugunu, canliliklarindaki azalmanin ise ilk susta %4,50 ve diger susta ise %0,00
oldugunu, Kluyveromyces lactis 531 ve K. lactis 570 suslarinin 0. dakikadaki koloni
sayilarinin sirasiyla 7,96, 7,79 log kob/mL, 90. dakikadaki koloni sayilarinin sirasiyla 5,49,
7,68 log kob/mL diizeyinde oldugunu, canliliklarindaki azalmanin ise sirasiyla %99,66 ve
%22,37 diizeyinde oldugunu belirlemislerdir. Benzer sekilde K. marxianus 630 ve K.
marxianus 806 suslarinin 0. dakikadaki koloni sayilarinin sirasiyla 7,86 ve 7,72 log kob/mL,
90. dakikadaki koloni sayilariin sirastyla 7,39 ve 7,30 log kob/mL diizeyinde oldugunu,
canliliklarindaki azalmanin ise sirasiyla %66,12 ve %61,98 oldugunu, Candida parapsilosis
KK®6.5 ve C. parapsilosis KK6.P suslarinin 0. dakikadaki koloni sayilarinin sirastyla 7,85 ve
7,23 log kob/mL, 90. dakikadaki koloni sayilarinin sirasiyla 7,83 ve 7,38 log kob/mL
diizeyinde oldugunu, canliliklarindaki azalmanin ise ilk susta %4,50 oldugunu, diger susta
her hangi bir azalmanin olmadigini tespit etmislerdir. Bu calismadaki, Issathenchia
orientalis susunun mide suyundaki azalma oranmin ile yaptigimiz ¢aligmadaki azalma
oraninin yakin oldugu bulunmustur. Ayrica K. marxianus suslarindaki canliktaki azalma,
yaptigimiz ¢alismada elde edilen sonugtan daha az oldugu goriilmektedir. Diger taraftan C.
parapsilosis susu bakimindan degerlendirildiginde, yaptigimiz ¢alismada 90. dakikada her
hangi bir canlilik gdzlenmemisken, Psomas ve ark. (2001)’nin elde ettigi sonuglarda
canliliktaki azalmanin bir susta %4,50 diger susta ise azalmanin olmadigini tespit edilmistir.

Chen ve ark. (2010b) yapay mide suyu ile ilgili yaptiklari ¢alismada P. fermentans
(BY5, HJ15, HJ16) suslarmin 0. dakikada ve 90.dakikadaki canliliktaki azalma oraninin
sirastyla %91,81+4,67, %39,52+1,44, %48,56+1,79 oldugunu, P. guilliermondii (BY31,
HY1, HY18) susalarinin 0. dakikadaki ve 90. dakikadaki canliliktaki azalma oraninin
sirastyla %35,11+1,58, %87,12+1,69, %76,+4,04 oldugunu tespit etmislerdir. Benzer
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sekilde Y. lipolytica (HY4, HY15, HJ8) susalarinin 0. dakikada ve 90.dakikadaki canliliktaki
azalma oranlarin1 sirastyla %46,214£2,53, %59,15+1,27, %97,17+0,35 oldugunu, R.
mucilaginosa HJ22 susunun 0. dakikadan ve 90. dakikaya canliliktaki azalma oraninin
%37,03+1,41 oldugunu belirlemislerdir. Aym sekilde Saccharomyces boulardii CICC1850
susunun 0. dakikadan ve 90. dakikaya canliliktaki azalma oraninin %24,12+5,37 oldugunu
tespit etmislerdir.

Pedersen ve ark. (2012) Bat1 Afrika’da kendiliginden fermete olan bugday bazli Fura
tirtiniinden izole etikleri maya izolatlarin1 fenotipik ve genotipik yontemler ile Candida
krusei f1 Oh 4, Kluyveromyces marxianus f1 Oh 30, Candida tropicalis f2 10h 5, Candida
rugosa f1 8h 19, Candida albicans Ca-1 ve Trichosporon asahii f2 fp 4, Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii olarak tanimlamiglardir. Aragtirmacilar, bu mayalarin yapay insan
gastrointestinal kanalindan gegisi sirasinda 1., 8., 24. ve 48. saatlerde bagimsiz olarak
canlhliklarini incelemislerdir. incelenen mayalarin 1., 8. ve 24. saatlerindeki gecis
stirelerinde canliliklarinda artisin oldugunu, 48. saatte ise Candida tropicalis f2 10h 5 ve
Candida albicans Ca-1 azalmanin oldugunu, digerlerininde ise arttis oldugunu
belirlemislerdir.

Fadda ve ark. (2017) mayalarin mide suyunda canli kalmasiyla ilgili yaptiklar
caligmada, Kluyveromyces lactis KP288823, K. lactis KP288824, K. marxianus KP268080,
K. marxianus KP268081 ve Saccharomyces cerevisiae CODEXSBI1 suslarinin
inkiibasyonun 0. dakikasinda koloni sayilarinin sirasiyla 6,99+0,39, 6,79+0,07, 6,75+0,06,
6,91+0,02, 6,74+0,06 log kob/mL, inkiibasyonun 90. dakikasinda koloni sayilarinin sirasiyla
7,02+0,45, 6,87+0,03, 6,91+0,00, 7,03+0,06, 6,62+0,03 log kob/mL, inkiibasyonun 270.
dakikasindaki koloni sayilarinin sirasiyla 6,49+0,01, 6,14+0,09, 6,67+0,15, 6,96+0,14,
6,29+0,13 log kob/mL diizeyinde oldugunu, canliliktaki azalma oranlarinin ise sirasiyla
%68,1, %77,3, %17, %0 ve %0 oldugunu tespit etmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada ise K.
marxianus (C2-9) susunun 90. dakikdaki canliliktaki azalma oranlarini ise %40 olarak
bulunmustur. Arastirmacilarin elde ettigi canliliktaki azalma oraninin, ¢alismamizda elde
edilen sonugtan daha yiiksek bulunmasinin nedeni inkiibasyon siiresinin 270 dakika olmast

olabilir.

4.7.8. Kolestrol Asimilasyon Testi
Yiiksek serum kolestrol seviyeleri, koroner kalp hastaliginin yani sira kolon kanserinin
indiiklenmesinde risk ile iliskilendirilmistir. Daha saglikli ve bilingli toplumlarin ortaya

¢ikmasi nedeniyle, biyolojik prosediirlerin (probiyotik gida tiriinleri) rolii dnemlidir. Bir¢ok
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calisma, probiyotiklerin kolesterolii diisiirlicii etkisinin kolestrol asimilasyonu ile
saglanabilecegini gostermistir. S. boulardii, P. kudriavzevii ve S. cerevisiae suslarinin
kolestrolii asimile ettigi ve potansiyel probiyotik olarak degerlendirildikleri bir kag¢ yildir
bilinmektedir. Yem katki maddesi olarak kullanilan probiyotik maya S. cerevisiae var.
boulardii'nin hayvanlarda serum kolestroliinii diigiirdiigii bildirilmistir. Kolesterolde % 1°lik
bir azalmanin bile kardiyovaskiiler hastalik riskini %2-3 oraninda azaltabilecegi
belirtilmistir (Syal ve Vohra, 2013).

Manda peynirinden izole ettigimiz mayalarin kolesterol azaltimi (SAB+0,1 g/L
kolesterol ve %0,3 Na-TDCA) oran1 %13,94 ile %83,67 arasinda degisim gostermektedir
(Cizelge 4.48). Buna karsin mayalarin diger ortamdaki (SAB+0,1 g/L kolesterol ve %0,3
Oxgall) kolesterol azaltim oranlarinin da %47,02 ile %97,21 arasinda degisim gosterdigi
tespit edilmistir. Kluyveromyces lactis (C2-4) susunun kolesterol azaltimi %47,02 iken,
diger tiim maya tiirlerinin %0,3 safra tuzu (oxgall) varliginda yiiksek oranda (%67,91’in
tizerinde) kolesterol azaltim 6zelligine sahip oldugu tespit edilmistir. Her iki besiyeri ortami
birlikte degerlendirildiginde safra tuzu igeren besiyeri ortaminda mayalarin kolesterol
asimilasyon performanslarinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.48). Her iki
besiyeri ortaminda da en yiiksek kolesterol azaltimi oranina sahip mayalar, Issatchenkia
orientalis (B3), Candida intermedia (Br27) ve Clavispora lusitaniae (S15) mayalaridir.
Pichia fermentans (A12), Kluyveromyces lactis (C2-4) ve K. marxianus (C2-9) mayalari
diger maya tiirlerine gore daha diisiik bir kolesterol azaltim o6zelligine sahip oldugu

gorilmektedir.

Cizelge 4.48. Secilen bazi maya izolatlarinin kolesterol asimilasyonu

SAB+Kaolesterol+Na-TDCA SAB+Kaolesterol+Oxgall
izolat Maya Tiirleri
No ODssonm % Asimilasyon ODss0nm % Asimilasyon
Al2 Pichia fermentans 0,210 14,63 0,151 68,99
B3 Issatchenkia orientalis 0,041 83,67 0,021 90,23
BF6 Pichia fermentans 0,048 80,88 0,069 67,91
Buf3 Candida intermedia 0,146 40,65 0,086 82,34
Br27 Candida intermedia 0,063 74,90 0,009 95,81
C2-4 Kluyveromyces lactis 0,247 13,94 0,258 47,02
C2-9 Kluyveromyces marxianus 0,193 32,75 0,072 85,22
M12 Debaryomyces hansenii 0,062 75,30 0,061 71,63
Sm2-3 Yarrowia lipolytica 0,068 72,36 0,139 71,46
S4 Candida parapsilosis 0,103 58,13 0,092 81,11
S15 Clavispora lusitaniae 0,060 76,10 0,006 97,21
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Sekil 4.25. Segilen bazi maya izolatlarinin (SB+Kolesterol+Oxgall) kolesterol asimilasyonu

Psomas ve ark. (2003) safra tuzu (oxgall) ve kolesterol varliginda yaptiklar
aragtirmada, Isaatchenkia orientalis KK5.Y.1 inkiibasyonun 12. ve 24. saatlerinde kolesterol
azaltiminin olmadigini, buna karsin inkiibasyonun 48. ve 72. saatlerinde sirastyla %88,1 ve
%93,6 oraninda oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmacilar, Candida parapsilosis KK6.P,
Kluyveromyces marxianus 630 ve K. lactis 570 suslarinin ise sadece 72. saatte kolesterolii
diisiik oranda ( sirasiyla %4,5, %2,7 ve %4,0 oramida) asimile edebildiklerini rapor

etmislerdir.
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Sekil 4.26. Segilen bazi maya izolatlarinin (SB+Kolesterol+Na-TDCA) kolesterol

asimilasyonu
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Yapmis oldugumuz ¢alismada ise kolesterol asimilsyonu inkiibsyonun 24. saatinde
Isaatchenkia orientalis (B3) susu i¢in %83,67 ile %90,23, Candida parapsilosis (S4) susu
icin %58,13 ile %81,11 ve Kluyveromyces marxianus (C2-9) susu i¢in %32,75 ile %85,22
oranlarinda oldugu tespit edilmistir.

Chen ve ark. (2010b) tarafindan yapilan ¢alismada Pichia fermentans BY5 susunun
24. saatindeki kolesterol similasyon oranint %17,90, P. guilliermondii BY31 susunun
%13,60, Yarrowia lipolytica HY4 susunun %13,70, Saccharomyces boulardii CICC1850
susunu  %16,80 oldugunu belirlemislerdir. Rhodotorula mucilaginosa HJ22 susunun
inkiibasyonun 24. saatinde ise kolesterol azaltimimni tespit edememislerdir. Yaptigimiz
calismada Pichia fermentans (BF6) susunun kolesterol asimilasyon oranlari %80,88 ve
%67,91 oldugu, Yarrowia lipolytica (Sm2-3) susunun ise %72,36 ve %71,46 oldugu
belirlenmistir. Ayn1 tiirler i¢in elde ettigimiz izolatlarin kolesterol asimilasyon degerleri,
aragtirmacilarin bulduklar1 degerlerden daha yiiksek olarak tespit edilmistir.

Sanlidere-Aloglu ve ark. (2016) farkli gidalardan izole ettikleri 75 adet mayanin
kolesterol asimilasyon oranlarimi belirlemislerdir. Tim suslarin 48 saat sonra kolesterol
seviyesini diiglirdiglinii tespit etmisler ve kolesterol azaltimmin da %1,36 ile %73,33
arasinda degisim gosterdigini belirlemislerdir. Yaptiklar1 calismada elde edilen Candida
kefyr (Y2-6, Y2-7, K2-3, Y2-10 kodlu izolatlar) suslarina ait kolesterol asimilasyon
oranlarini sirastyla % 52,74, %50,23, %48,22 ve %48,22 olarak belirlemislerdir. Yaptigimiz
caligmadaki K. marxianus (C2-9) (C. kefyr) susunun kolesterol asimilasyonu (Oxgall igeren)
ise %85,22 oraninda bulunmustur.

Fakruddin ve ark. (2017) meyve suyundan izole ettikleri Saccharomyces

cesrvisiae’nin kolesterol asimilasyonunun %33 oldugunu tespit etmislerdir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Gliniimiizde bilimsel ve teknolojik alanda meydana gelen hizl1 degisiklikler, insanlarin
egitim diizeyleri, sosyo-ekonomik ozellikler, kiiltiirel, yoresel ve bolgesel ozellikler gibi
sayabilecegimiz bir¢ok durum, tiiketicilerin tiiketim aligkanliklarini da etkilemekte ve
degistirmektedir. Ozellikle dogal ve saglikli iiriinlere kars1 tiiketicilerin ilgisi giinden giine
artig gostermektedir. Bu triinlerden biri de probiyotik mikroorganizmalarin gelismesi i¢in
uygun besinleri biinyesinde barindiran fermente siit iirtinleridir.

Manda siitii ozellikle yag ve protein oranmin yiiksek olmasi nedeniyle insan
beslenmesi agisindan 6nemli bir besin kaynagidir. Bunun yaninda giiniimiizde ekonomik
degeri yliksek manda kaymagi, mozzarella peyniri gibi iiriinlerin elde edilmesi bakimindan
da 6nemli bir ekonomik gelir kapisi olarak goriilmeye baslanmis ve giin gegtikge de bu
alanda liretim artmistir.

Ulkemizde, manda siitii ve iiriinlerinin kimyasal, mikrobiyolojik ve aroma bilesenleri
ile ilgili baz1 aragtirmalara rastlanilmistir. Literatiirde diger siit ve fermente {iriinlerin maya
florasi ve probiyotik 6zelliklerinin arastirilmasi ile ilgili calismalar mevcuttur. Ancak manda
siitii ve iriinlerinde bdyle bir ¢alisma yapilmamistir. Calismamizda diger calismalardan
farkli olarak maya izolasyonlar1 manda peynirinde yapilmis ve potansiyel probiyotik
ozellikleri arastirilmistir.

Calismamizda Tirkiye’nin farkli illerinden temin edilen manda siitiinden {iretilen
mozzarella ve beyaz peynirlerin kimyasal, mikrobiyolojik ve aroma 6zelliklerinin yani sira
maya izolasyonlar1 da yapilarak, mayalarin tanimlanmasi yapilmig ve probiyotik dzellikleri
belirlenmistir.

Manda siitiinden tiretilen Mozzarella peynirlerin pH degerleri beyaz peynirilerin pH
degerlerine oranla daha standart bir aralikta oldugu belirlenmistir. Buna kargin manda peynir
orneklerinin titrasyon asitligi degerleri arasinda farkliligin olmadigi belirlenmisken, beyaz
peynir orneklerinin titrasyon asitligi degerleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak énemli
bulunmustur (P<0,01). Peynir 6rneklerinin pH ve titrasyon asitligi degerleri arasindaki
farkliligin hammaddeden ve iretimin belli bir standart yonteme gore yapilmadigindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Benzer sekilde peynirlerin kimyasal bilesiminlerinin de
farkli olmasinda kullanilan siitiin bilesimindeki farkliliktan da kaynaklanmis olabilecegi
distintilmiistiir.

Peynirlerin GC-MS ile yapilan aroma analizinde Mozzarella peynirinde toplam 13,
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Beyaz peynir de ise toplam 20 aroma-aktif bilesen belirlenmistir. Her iki peynir gesidinde
de etanol, etil asetat, butanoik asit etil ester, D-limonen, butanoik asit, hekzanoik asit,
feniletanol, 2,6,10,14-tetrametil pentadekan, oktanoik asit, 3-metil-1-butanol, hekzametil-
siklotrisilokzan, 3-metil butanoik asit ugucu aroma bilesenleri ortak bilesenler olarak tespit
edilmistir. Aroma bilesenlerinin olusumunda peynirin islenmesi, depolanmasi esnasinda
meydana gelen kimyasal reaksiyonlar (lipolitik, proteolitik ve hidrolitik etkilesimler gibi),
enzimatik aktivite ve peynir mikroflorasinin etkisi oldugu diisiiniilmektedir.

Manda siitiinden {iretilen mozzarella ve beyaz peynirlerde E. coli O157:H7, L.
monocytogenes ve Salmonella spp. patojen bakterilerinin tespit edilememis olmasi tiiketici
sagligi agisindan 6nemli bir bulgudur.

Manda siitiinden iiretilen mozzarella peynirlerinde maya yiikii 5,06+0,01-6,81+0,01
log kob/g araliginda degisim gosterdigi tespit edilmistir. Ancak beyaz peynirlerde maya
yiikii 1,99+0,15-7,24+0,07 log kob/g araliginda, mozzarella peynirlerin maya yiikiine gore
daha genis bir aralikta degisim gosterdigi tespit edilmistir. Mayalarin fermente siit
iiriinlerinde kontrolsiiz bir sekilde bulunmasi iirlintin raf omriinii de etkileyebilecegi
diistintildiiglinde, iiretimin hijyenik kosullarda yapilmas: tiiketici agisindan son derece
onemlidir.

Elde edilen maya izolatlari fenotipik ve molekiiler olarak tanimlanmistir. 180 izolattan
21 farkli maya tirii tanimlanmistir. Tanimlanan mayalarda baskin tiirler sirasiyla
Debaryomyces spp. (%41,51), Candida spp. (%23,27), Clavispora spp. (%7,55), Pichia spp.
(%6,92) ve Kluyveromyces spp. (%6,29) olarak tespit edilmistir.

Tanimlanan maya izolatlarindan, diisiik pH’da, safra tuzu varliginda ve 37 °C
sicaklikta gelisebilen ve canliligii devam ettirebilen 63 izolat tespit edilmistir. izolatlarin
safra tuzu hidrolaz aktivitesi belirlenmis ve safra tuzu hidrolaz aktivitesi yiiksek olan 30
izolat segilerek antibiyotik duyarlilik testi yapilmistir. Antibiyotik hassasiyeti testini gecen
maya izolatlarindan ayni tiirler arasindan azaltilarak 9 tiire ait 11 izolat, diger probiyotik
Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in se¢ilmistir.

Izolatlar, hidrofobosite, antimikrobiyal etki, yapay mide suyunda canli kalma ve
kolesterol azaltimi yetenekleri bakimindan degerlendirilmistir. Degerlendirmeler sonucunda
izolatlarin antimikrobiyal etkileri ve kolesterol azaltimlar1 bakimindan literatiirde yer alan
calismalar ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bunun yaninda yapay mide suyunda
canli kalabilme ozelikleri bakimindan sadece 2 izolat literatiirde yer alan benzer
calismalardaki sonuglar ile benzerlik gostermektedir. Dolayisiyla probiyotik o6zellikleri
arastirtlan 11 adet maya tiiriinden sadece 2’si potansiyel probiyotik 6zellik tasimaktadir.
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Ozellikle Balikesir’den temin edilen beyaz peynirden izole edilen B3 kodlu Issatchenkia
orientalis ve Corum2 peynir 6rneginden izole edilen C2-9 kodlu Kluyveromyces marxianus
tirlerinin potansiyel probiyotik 6zellik tasidig: tespit edilmistir. Ancak hem Balikesir hem
de Corum?2 beyaz peynir drnelerinin maya florasinin, bir iirliniin probiyotik olabilmesi i¢in
gerekli olan mikrobiyal yiikiin 10° kob/g’1n altinda tespit edilmesi nedeniyle probiyotik iiriin
ozelligi tasimadigi belirlenmistir.

Gergeklestirilen caligmalarin devaminda izole edilen maya suslarinin genetik olarak
tamimlamalarinin  yapilmasma ve farkli probiyotik 6zelliklerinin  (lirtinlerdeki  ve
gastrointestinal sistemdeki canlilik sayilar1 gibi) arastirilmasina da ihtiyag vardir. izolatlarm
mikroenkapsiilasyon gibi yeni yontemler kullanilarak gesitli gidalarin (boza, kefir, beyaz
peynir gibi) {iretiminde starter veya yardimci kiiltiir olarak kullanilabilirliginin de
arastirilmasi1 gerekmektedir. Ayrica giivenlik, teknolojik kullanilabilirlikleri ve islevsellik
gibi arastirilmayan diger bazi 6zelliklerinin de arastirilmasi gerekmektedir.

Probiyotik potansiyel 6zellik tasidigi belirlenen Issatchenkia orientalis (B3) ve
Kluyveromyces marxianus (C2-9) tiirleri, fermente siit tirtinleri (kefir, boza, yogurt, beyaz
peynir v.b.) liretimi gibi ileriki ¢aligmalarda kullanilabilirligi, tirliniin rafomrii igerisindeki
canlilig1 ve yiikii, olusturabilecegi aroma bilesenleri bakimindan da incelenebilir.

Literatiirde peynir liretiminde laktik asit bakterilerin yaninda yardimer kiiltiir olarak
Debaryomyces hansenii, Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces marxianus (Candida kefyr), K.
lactis maya tiirlerinin kullanildig1 ¢aligmalar yeralmaktadir. Dolayisiyla yapmis oldugumuz
bu c¢alismada tanimlanan bu mayalar ile laktik asit bakterilerinin kombinasyonu
olusturularak peynir iiretim denemeleri yapilabilir.

Sonug olarak bu g¢alisma ile zengin besin igerigine sahip manda siit {iriinlerinin de
probiyotik ozellik gosteren mikroorganizmalart biinyesinde barindirabilecegi tespit
edilmistir. Bu bakimdan bu ¢aligma manda siitii ve {irlinlerinin probiyotik maya suslarinin
arastirilmasi i¢in diger hayvanlardan elde edilen siit ve siit iirlinlerine alternatif bir kaynak

olarak literatiire kazandirilmistir.
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EK1. Manda siitiinden iiretilen beyaz peynir 6rneklernin GC-MS ile aroma analizinde elde
edilen kromatogramlari
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Ekl Sekil 1. Samsun peynir Ornegine ait GC-MS aroma analizinde elde edilen

kromatogram1l
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Ek1 Sekil 3. Bursa peynir 6rnegine ait GC-MS aroma analizinde elde dilen kromatogram1
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Ek1 Sekil 4. Bursa peynir 6rnegine ait GC-MS aroma analizinde elde dilen kromatogram2
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Ek1 Sekil 5. Balikesir peynir Ornegine ait GC-MS aroma analizinde elde dilen
kromatogram1l
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Ek1 Sekil 7. Gonen peynir 6rnegine ait GC-MS aroma analizinde elde dilen kromatogram1
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Ek1 Sekil 9. Kandira peynir 6rnegine ait GC-MS aroma analizinde elde dilen kromatogram1
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Ek1l Sekil 11. Kartepe peynir oOrnegine ait GC-MS aroma analizinde elde dilen
kromatogram1l
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Ek1 Sekil 12. Kartepe peynir Ornegine ait GC-MS aroma analizinde elde dilen

kromatogram?2
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Ek1 Sekil 13. Manisa peynir 6rnegine ait GC-MS aroma analizinde elde dilen kromatogram1
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Ek1 Sekil 14. Manisa peynir 6rnegine ait GC-MS aroma analizinde elde dilen kromatogram2

Vil



Abundance

TIC:CORUMI1-2.D\data.ms

6000000

5500000

5000000

4500000

4000000

3500000

3000000

2500000

2000000

1500000
1000000

500000 \M
1

T rT T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00

Time-->

Ek1 Sekil 15. Corum peynir 6rnegine ait GC-MS aroma analizinde elde dilen kromatogram1
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Ek1 Sekil 16. Corum peynir 6rnegine ait GC-MS aroma analizinde elde dilen kromatogram2



EK2. Manda Siitiinden tiretilen Mozzarella peynirlerinin GC-MS ile aroma analizinde elde
dilen kromatogramlari
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Ek2 Sekil 1. Kirklareli peynir 6rnegine ait GC-MS aroma analizinde elde dilen

kromatograml
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Ek2 Sekil 2. Kirklareli peynir Ornegine ait GC-MS aroma analizinde elde dilen
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Ek2 Sekil 3. Afyon peynir 6rnegine ait GC-MS aroma analizinde elde dilen kromatogram1
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Ek2 Sekil 4. Afyon peynir 6rnegine ait GC-MS aroma analizinde elde dilen kromatogram2
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Ek2 Sekil 5. Istanbul peynir 6rnegine ait GC-MS aroma analizinde elde dilen kromatogram1
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Ek2 Sekil 9. Antalya peynir drnegine ait GC-MS aroma analizinde elde dilen kromatogram1
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Ek2 Sekil 10. Antalya peynir Ornegine ait GC-MS aroma analizinde elde dilen
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EK 3. Mayalarin Corn Meal Agar’da olusturduklari morfolojik 6zelliklerinin mikroskobik

goriiniisleri

Candida intermedia Clavispora lusitanice
(BufS) (S13)
Debaryomyces Rhodotorula
hansenii (M12) micilaginosa

(Al§)
Yarrowia Candida parapsilosis
lipolytica(Sm2-3) (54

EK3 Sekil 1. Buf5, M12, Sm2-3, S15, Al8, S4 kodlu izolatlara ait maya tiirlerinin

mikroskobik goriintigleri

XV



Cryptococus curvatus
(A220)

ssatchenkia orientalis
(B3)

Pichia fermentas Candida zelanoides
i (6
Meyerozyma Klweromyes lactis
guliemondi (9) (624

EK3 Sekil 2. A2-20, Al2, S5, B3, C35, C2-4 kodlu izolatlara ait maya tiirlerinin

mikroskobik goériiniisleri

XVI



Candida metapsilosis | 8 Candida boidini(K4)
(Sm2-20) '

Kluyveromyces Wickerhamomyces
marvians (C2-9) anomalus (BF14)
Candida pararugosa Succharomyce
(14 cerevisiae(Buf2-14)

EK3 Sekil 3. Sm2-20, ¢C2-9, M14, K4, BF14, Buf2-14 kodlu izolatlara ait maya tiirlerinin

mikroskobik goériiniigleri
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Kodamaea ohmeri
(K3)

Toulaspora
delbruecki (Buf-15)

Candido ke Bufl)

EK3 Sekil 4. K3, Bufl9, Buf2-15 kodlu izolatlara ait maya tiirlerinin mikroskobik

goriiniigleri
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