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OZET

Starter kiiltiir, kontrollii kosullarda standart kiiltiir elde etmek i¢in endiistride kullanilan
mikroorganizmalardir. Mayalar destekleyici kiiltiirler olarak fermente iiriinlerin
olgunlagmasinda, aroma ve kivamin gelismesinde katkida bulunmaktadirlar. Cryptococcus
humicola suslar1 birgok peynir ¢esidinde dogal olarak bulunmaktadir. Bu mayanin gida
endiistrisinde kullanilabilmesi i¢in starter 6zelliklerinin belirlenmesi oldukc¢a 6nemlidir. Bu
calismada peynirden izole edilen 8 Cyrptococcus humicola maya izolatlarinin bazi starter
kiiltiir 6zelliklerinin (proteolitik aktivite, lipolitik aktivite, iireyi hidroliz etme yetenegi,
farkli tuz konsantrasyonlarinda ve sicaklik derecelerinde canlilik oranlar1 ve amilaz enzim
aktivitesi) belirlenmesi amaglanmistir. Maya izolatlarinin preteolitik aktiviteleri 10,265-
17,395 mm arasinda degisirken, lipolitik aktiviteler iise 9,12-12,44 mm arasinda
degismistir. 8 maya izolatindan 2 izolat (C. humicola MBP2 ve MBP3) iireyi hidroliz
edemezken, 1 izolat (C. humicola MBP7) iireyi giiglii hidroliz etmistir. Farkli tuz
konsantrasyonlarinda maya izolatlarinin MBP4 ve MBP6 izolatlar1 hari¢ en yiiksek
canliligin 4% NaCl konsantrasyonunun oldugu tespit edilmistir. C. humicola MBP4 ve
MBP6 izolatlar1 hari¢ diger izolatlarin 37°C’de daha yiiksek canlilik degerlerine sahip
oldugu tespit edilmistir. Mayalarin amilaz enzim aktivite deneyi spot agar testi yontemi ile
belirlenmistir. Mayalarin amilaz enzim aktivitelerinin 8,87-14,535 mm arasinda degistigi
belirlenmistir.
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INVESTIGATION OF STARTER ACTIVITY OF THE YEAST SPECIES Cryptococcus
humicola ISOLATED FROM WHITE CHEESE
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ABSTRACT

Starter culture is the culture of microorganisms used to produce standard culture under
controlled conditions in industry. Yeasts as supporter cultures contribute to maturation of
fermented products and development of aroma and texture. Cryptococcus humicola strains
are naturally found in many cheese varieties. In order to use this yeast in the food industry,
it is very important to determine the starter properties. In this study, proteolytic, lipolytic,
and amylase enzyme activities of Cryptococcus humicola yeast species isolated from white
cheese (MBP1, MBP2, MBP3, MBP4, MBP5, MBP6, MBP7, MBP8) and also their
capacity to hydrolyze urea were determined. The proteolytic activity zone diameters of the
yeasts were measured between 9.46 and 20.0 mm, whereas lipolytic activity zone
diameters were ranged between 8.11 and 13.88 mm. Of the 8 yeast isolates, two of the
yeast species could not hydrolyze urea (Cryptococcus humicola MBP2 and MBP3) and
one of them (Cryptococcus humicola MBP7) hydrolyzed effectively. 4% NaCl
concentration was found to be highest in yeast isolates except MBP4 and MBP6 isolates at
different salt concentrations. Except for Cryptococcus humicola MBP4 and Cryptococcus
humicola MBP6 isolates, other isolates had higher viability values at 37°C. Amylase
enzyme activity of the yeasts were determined by spot methodin agar. The amylase
enzyme activity zone diameters of the yeasts were measured between 8.87-14.535 mm.
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Xii
SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

cfu Colony forming unit
kcal Kilo kalori

kg Kilo gram

Kj Kilo joule

kob Koloni olusturan birim
mm Milimetre

mL Mililitre

pL Mikrolitre

ng Mikrogram
Kisaltmalar Aciklamalar

THP Tek hiicre proteini
Vit. B2 Vitamin B2

Vit. B5 Vitamin B5

YEPD Yeast Extract-Peptone-Dextrose



1. GIRiS

Dogada birgok alanda mevcut olan mayalar daha ¢ok yesil alanlarda bulunmaktadir. Su an
ki zamanda degerli mikroorganizmalar arasinda gosterilen mayalardan gida enddstrisi,
kimyasal maddeler ve tarim alanlar1 gibi ¢ok genis alanlarda faydalanilmaktadir. Ayrica
protein eksikliginde THP yani tek hiicre proteini olarak da olduk¢a &nemli bir yere
sahiptir. (Cosentino ve ark., 2001). Mayalar, bakterilerden tomurcuklanma ile béliinme ve
farkli hiicre sekilleriyle ayrilirken, kiiflerden ise tek hiicreli oluslar1 sebebiyle farklilik
gostermektedir. Mayalar, laktik asit bakterileri tarafindan fiiretilip ortamda olusan laktik
asiti pargalayarak mevcut pH’1 artirir. Boylece ortamdaki bakteri biotasini desteklerler ve
metabolik aktiviteleri sayesinde mayalar olgunlasmaya katki saglarlar (Suzzi ve ark.,
2001).

Proteolitik ve lipolitik aktiviteleri olan mayalar peynir gibi gidalardan da elde
edilmektedir. Starter kiiltiir, endiistride kullanilan mikroorganizmalar olarak tanimlanabilir.
Starter kiiltiirtin ~ 6zellikleri direkt olarak {riinde belirecegi icin starter kdiltiir
belirlenmesinde dikkatli olmak gerekmektedir. Starter kiiltlirlerde asit iiretimi, proteolitik
ve lipolitik aktivitelerinin yiiksek olmasidir. Baz1 gidalardaki amaci asit gelistirmek iken,
baz1 gidalardaki amaci aroma gelistirmektir. Starter kiiltiir trlinlere gore farklilik
gostermektedir. Peynirde, tat ve koku agisindan proteolitik ve lipolitik aktiviteler
onemlidir. Mayalarin aroma acisindan peynire katkist vardir. Laktozu fermante eden
mayalar bazi kimyasal maddeler (etil alkol, etil biitiirat vb.) olustururlar (Martin ve ark.,
2001; Kesenkas ve ark., 2006). Laktik asit fermantasyona ugrayan siit {iriiniinden fermente

bir {iriin olan peynir olusmaktadir (Ozden, 2007).

8. Bes Yillik Kalkinma Plan1 dogrultusunda Siit ve Siit Uriinleri Sanayi Alt Komisyon
Raporu’nda da belirtildigi gibi, gelismis bir ihracat diizeyine sahip olup dis tilkelerdeki
pazarda satis yapabilmemiz adina 6zellikle, peynir i¢in islenecek siitte, uygulanan diger
asamalarin yani sira temiz ve nitelik acgisindan iistiin peynir elde etmek i¢in bu alana
yonelik iyilestirme ¢aligmalarinin ve yeni arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir (DPT,
2001b). Starter kiiltiir olarak en biiyliik ve kiymetli grubu olusturan mikroorganizmalar
laktik asit bakterileridir (LAB) (Hansen, 2002). Gida kaynakli ¢ogu LAB GRAS (Genel
Olarak Giivenilir) statiisiinde olmasina ragmen, LAB arasinda fazlalagan antibiyotik

direnclilik ve bu direncliligin patojen bakterilere aktarilabiliyor olmasi, LAB’1n 6zellikle



1s11  islem yapilmadan tiiketilen gidalarda starter kiiltiir olarak kullanilmasim
smirlamaktadir (Mathur ve Singh, 2005). Ozellikle Enterococcus iiyesi bakterilerde
antibiyotik direnclilik daha fazla gézlenmektedir (Demirgiil ve Tuncer, 2017). Bu nedenle
peynirlerden izole edilen mayalarin starter kiiltiir olarak degerlendirilmeleri iizerinde
aragtirmalar giin gectikce artmaktadir. Bu amagla bu tezde beyaz peynirde bulunan
Cryptococcus humicola cinsi mayalarin bazi starter aktivitelerinin (proteolitik aktivite,
lipolitik aktivite, iireyi hidroliz etme yetenegi, farkli tuz konsantrasyonlarinda ve sicaklik

derecelerinde canlilik oranlar1 ve amilaz enzim aktivitesi) arastirilmasi hedeflenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Peynir

Orta Asya, Avrupa gibi yerlerde ilk olustugu diisiiniilen peynir M.O 5000 yillarinda suan
ki Polanya ortasinda bulunmustur. Ik yapildig1 yer Orta Dogu, Orta Asya gibi yerlerde
yapildig1 arastirmalarda gosterilmistir (Akal ve ark., 2014). Tirkiye’de ise ¢ikis noktasi
Mezopotamya oldugu diisiiniilmektedir. Uretim sekli, yapilan siitiin &zelligi, ortam
kosullari, sicaklik, protein oOzelliklerine gore Tirkiye’de c¢ok ¢esitli peynir tiiri
bulunmaktadir. En¢ok Trakya, Ege ve I¢ Anadolu Bolgelerinde bulunan peynir tiirii beyaz
peynirdir. Ezine peyniri Canakkale’nin Ezine ilgesine aittir. Ke¢i ve koyun siitiinden
meydana gelmektedir. Kasar peyniri Dogu Anadolu ve Trakya yoresinde iretilmektedir

(Aydemir, 2010).

Kaliteli ve standart beyaz peynir iiretiminde, kaliteli ¢ig siit kullanilmasi, iiretimde temiz
kosullara dikkat edilmesi, siite etkin 1s1 igleminin uygulanmasi ve etkin bir paketleme
sisteminin kullanilmasi1 gerekmektedir. Ancak peynir iireten igletmelerde kullanilan ¢ig
stitin mikrobiyolojik kalitesindeki farklilik, iiretim ekipmanlarinin standart olmayisi,
belirtilen tiretim asamalarinin bir veya birden fazlasinin uygulanmamasi iiretilen beyaz
peynirlerin kalitelerinde cesitlilige neden olmaktadir. Beyaz peynir yapiminda kullanilan
stitlin kalitesinin yliksek olmasi, uygun standartlarda 1s1l islem goérmesi, paketlemenin iyi
olmas1 ve bunlar1 yaparken temiz bir ortamin olmasi iiretilecek peynirin iyi olmasini
saglarken, kullanilan siitlin  biyolojik farkliligi, {retim asamalarimin tamaminin
uygulanmamasi lretilen beyaz peynirin standardinin farklilagsmasina neden olmaktadir
(Law, 2001). Tiiketici isteklerinin {iretilen iriinlerin pazar paylarinda 6nemli o6l¢iide
etkilemesi nedeniyle peynir iiretiminde bir¢ok degisiklik yapilmistir. Bunun i¢in, modern
alet ve ekipmanlarla yapim tekniginde standardizasyona agirlik verilmis ve iiretimde is
giicii azaltilmistir. Peynir iiretiminde olgunlagsma asamasi ile ilgili farkli yontemler
kullanilmaya baslanmistir (Demiryol, 1983; Yaygin ve Karagiille, 1983; Dink¢i ve Gong,
2000; Caglar, 1992; Law, 2001; Tunctiirk, 2004). Farkli peynir ¢esidi olugmasi ve
olgunlagmasi, her peynir cesidinin kendine 0zgii tat, koku ve goriiniisii alabilmesi i¢in
belirli kosullar altinda ve belirli siirede gegirdigi degisikliklerin toplam1 olarak
tanimlanabilir. Bu donemde peynirin ana bilesenleri olan protein, laktoz ve yag

parcalanmakta, ortaya ¢ikan iiriinler peynirlere karakteristik tat ve aroma kazandirmaktadir



(Caglar, 1992; Dink¢i ve Gong, 2000; Law, 2001; Tungtiirk, 2004). Peynir
olgunlagmasinda 6zellikle proteinlerin yikimi sonucu, peptidler, serbest amino asitler ve
amonyak olugmaktadir. Bunu gerceklestiren faktorler ise rennet, siit proteinazlari, laktik

asit bakterileri, kiifler ve mayalar tarafindan iiretilen proteinaz ve peptidazlardir (Wyder ve

ark., 1999).

Peynir yapiminda kullanilacak siit icindeki hastalik olusturabilecek mikroorganizmalarin
yok edilmesi i¢in peynire islenecek siit pastorize edilmekte fakat bu siirecte siit icindeki
yararl1 mikrobiotada zarar gérmektedir. Meydana gelebilecek tat ve aroma eksikliklerini
gidermek ve istenen tekstiirel Ozellikleri kazandirmak igin, peynire islenecek siitlere,
peynir cesidine gore spesifik starter kiiltiirler ilave edilmekte ve bdylece peynirlerin
olgunlagma siiresi, tat ve aromalar1 kontrol edilmeye ¢alisiimaktadir. Bu nedenle iiretilecek
peynir farkina gore spesifik starter kiiltiir eklemek peynirin kalitesini artirmaktadir

(Tungtiirk, 2004).

Gecmisten gliniimiize bir¢ok yiyecek ve icecek alaninda, gida endiistrisinde kimyasal
maddelerin elde edilmesinde mayalar ¢ok onemli bir yere sahiptir. Ozellikle peynir
mikrobiyotasinda mayalarin {irlin igerisinde yasama ve siit etkenlerini kullanma yetenegine
sahiptir. Bu 6zelliginden dolay1 yiiksek olmayan sicakliklarda, farkli tuz miktarlarinda
gelisme becerisine sahiptirler. Ortam sartlarinin 1y1 olmasi siit isletmeleri ve ¢ig siitte dogal
olarak bulunmalar1 bir diger durumdur. ilk zamanlarda olgunlasan peynirde maya sayisi
artar ve belli bir giiniin sonunda (yaklasik 10 giin) en iist diizeye ulasir. ilerleyen giinlerde
maya miktar1 sabitlesir ve bir siire sonra azalma meydana gelir. Peynirin i¢ kisimlarinda da
paralel bir gelisme sdz konusudur fakat maya sayilar1 oldukca diisiik diizeydedir (102 -10*
kob/g) (Lenoir, 1984; Wyder, 2001).

Arastirmalarda farkli peynirlerden elde edilen maya tiirleri arasinda; Kluyveromyces lactis,
Debaryomyces hansenii, Geothricum candidum, Dipodascus capitatus, Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces unisporus, Saccharomyces exiguus, Candida catenulata,
Candida intermedia, Issetchenkia occidentalis, Issetchenkia orientalis, Yarrowia
lipolytica, Candida rugosa, Candida tenuis, Pichia jadinii, Candida versatilis, Candida
zeylanoides, Clavispora lusitaniae, Cryptococcus albidus, Pichia fermentans, Pichia
kluyveri, Pichia membranefaciens, Pichia pseudocactophila, Rhodotorula glutinis,
Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula minuta, Zygosaccharomyces rouxii, Trichosporan



delbrueckii, Trichosporan cutaneum, Trichosporan pullulans, Trichosporan ovoides ve
Williopsis californica tiirleri gosterilmektedir (Cosentino ve ark., 2001; Tempel ve ark.,
1998; Beresfordve ark., 2001; Jakobsen ve ark., 1996; Viljoen ve ark., 2003; Frohlich,
2003).

Peynir konsantre besin maddesi olmasindan dolay1 igerisinde mineral madde, kaliteli
protein acisindan siite gore fazlalik gosterir. Peynirin bu 6zelligi besleyicilik acisindan
onemini artirmaktadir. En Onemli amino asitleri i¢cermesi onun Oonemli bir Ozelligini
gostermektedir. Peynirin 6nemli besin maddelerini igermesi onun kolay sindirilmesini ve
diger besinlerin sindirimi agisindan da yardimeci olmasint saglamaktadir. Kotiilesen
karaciger hiicrelerinin diizelmesinde ve tazelenmesinde ayrica viicut dokularmin
giiclendirilmesinde protein kaynagi olan peynirin énemi ¢ok fazladir. Hastalik ve hastalik
sonrast dinlenme zamanlarinda peynir tiikketimi Onerilmektedir. Yine protein yaninda,
mineral madde (kalsiyum, fosfor) ve vitamin (A ve B vitaminleri) bakimindan zengin
oldugu icin ¢ocuklarin ve tiiberkiiloz hastalarinin beslenmesinde peynirin énemli bir yeri

bulunmaktadir (Fox ve ark., 2015).

Kazein proteini peynirin temel yapisim1 olusturur. Kazein, azot, kiikiirt, oksijen
elementlerini igerir. Peynirde bulunan diger protein ise albiimindir. Bu proteinler viicutta
olusturulmadig: i¢in ¢evreden besin takviyesi ile alinmaktadir. Bu 6zelliklerden dolay1
tilketimde siit proteinlerinin yerini bagka higbir besin maddesi dolduramaz. Peynirlerdeki
protein oran1 %20-30 arasindadir. Hatta bazi1 peynir ¢esitlerinde bunun daha da {istiine
cikmaktadir. Yagli veya yagsiz her tiirlii siitten yapilan peynirler yag miktari elde edildigi
hayvan siitiinlin yag oranina (%3,5-7,5 arasinda) gore degisiklik gdsterir. Peynir yapimi
asamasinda var olan yagin bir boliimii peynir suyunda bulunmaktadir. Peynir suyundaki
yag A, D, E, K gibi yagda eriyen vitaminlerce zengindir. Bu miktar arttik¢a vitamin
miktarida artar. Doymus ve doymamis yag asidi kisa zincirli yapilari nedeniyle bagisiklik
sistemini giliclendirmekte ayrica sindirim sistemine de katki saglamaktadir. Yaglarin
peynire sagladigi katkilar arasinda tat agisindan zenginlik, kimyasal yapisinda diizgiinliik
ve orantili olarak siitte dagilmasindan dolay1 rahat kesilmelerini kolaylastirmaktadir. Siitte
cok az miktarda bulunan mineral maddeler peynirin 6nemli bir kismi1 olan peynir suyunda
bulunmaktadir. Peynirdeki kalsiyum, fosfor ve magnezyum alindigi zaman viicut bunu
yararli madde olarak kullanmaktadir. Bu maddeler viicutta kemik ve dis gibi viicut i¢in

gerekli katkilar1 vardir. A, D, E, K, B1 ve B2 vitaminleri agisindan 6nemlidir. Yag miktar1



fazla olan peynirin mineral ve vitamin miktar1 fazladir. Peynirdeki kalori igerisinde var

olan yag miktari ile orantilidir. (Cizelge 2.1) (Dingoglu ve ark., 2012).

Cizelge 2.1. Peynirin besin degeri

Besin tiirii Besin degeri
Enerji 1100 kJ (260 kcal)
Karbonhidrat 49
Yag 219
Protein 149
Riboflavin (Vit. B2) 0.84 mg (%56)
Pantotenik asit (Vit. B5) 0.97 mg (%19)
B6 vitamini 0.42 mg (%32)
B12 vitamini 1.7 ng (%71)
Kalsiyum 493 mg (%49)
Sodyum 1116 mg (%49)
Cinko 2.9 mg (%29

Su orani azalan peynirin kuru madde miktar1 da oldukg¢a artacagi icin besin degeri
acisindan onemini kaybetmektedir. Peynirin besin degeri en basta su oram ile ilgilidir.
Kaliteli peynir olmasi i¢in suyun miktarinin énemli oldugu bildirilmektedir. Su miktar
azaldikc¢a kalite acisindan deger kaybeden peynir su miktar: arttik¢a deger kazanir. Bunun
nedenlerinden biride icerisindeki kuru maddenin artmasidir. Kuru madde arttikga su

miktar1 diiser ve peynir kaliteden uzaklasir.

2.2. Mayalar

Mikroorganizmalar arasinda maya insan igin yararl en 6nemli gida grubudur (Jakobsen ve
ark., 1996). Farkli siit mamiillerinde fermantasyon yapisindaki degisikliklerden mayalar
sorumludur (Cosentino, 2001; Jakobsen ve ark., 1996). Mayalar, okaryotik tek hiicreli
mikroorganizmalardir. Aerobik ya da fakiiltatif anaerobik &zellige sahiptirler. Glukoz
fermantasyonunu 1iyi bir sekilde gerceklestirirler. Mayalar anaerobik kosullarda,
karbonhidratlar1 karbondioksit ve alkole doniistiiriirler. Aerobik kosullarda ise, hiicre

kiitleleri (biyomas) artar. Eseyli (tomurcuklanma) ve eseysiz (askospor) olarak ¢ogalirlar.

CgH10g——=—2C,H:OH + 2CO,+ 2ATP 2.2)



Maya tiirlerinin belirlenip saklanmasi, farkliliklari ve bunlarin isimlendirilmesi oldukg¢a
onemlidir. 700 farkli tlirde maya vardir. Tirlerin ayriminda morfolojik, ekolojik,
molokiiler yontemler kullanilmaktadir. Mayalar gida, toprak, su ve havadan izole
edilebilirler. Gida bozucu olan ve enfeksiyona neden olan bir¢ok maya tiirli vardir.
Inorganik tuzlarla karbonhidrat igeren hafif asidik ortamda mayalar daha iyi gelisim
gosterirler (Profir ve ark., 2015).Tiim bunlara ek olarak mayalar degisik tipteki peynirlerin
mikrobiotasinda onemli yere sahiptirler. Mayalara ait cins sayis1 60, tiir sayis1 ise 500
olarak bildirilmektedir (Jakopsen ve Narvhus, 1996). Yillar boyunca mayalarin
taksonomisinde yasanan degisimlerin en Onemli sebebi molekiiler metotlarin ve tam
kromozom analizlerinin yiirlirlige girmesidir. Ayrica bu duruma mayalara ve maya
taksonomisine duyulan ilginin artmasi da etkili olmaktadir. Mayalar gerek geleneksel
anlamda gerekse ekonomik a¢idan, insanoglunun kendi ¢ikarlart dogrultusunda kullandigi
en Onemli mikroorganizmalardir (Jakopsen ve Narvhus, 1996). Mayalarin o6zellikle
peynirlerde siklikla goriilmesi, iirlin i¢inde yasama ve siit bilesenlerini kullanabilme
kabiliyetine isaret etmektedir (Glirsoy ve Kinik, 2002). Mayalarin diisiik sicaklik, pH ve su
aktivitesinde (aw) ve yliksek tuz konsantrasyonlarinda gelisebilme yetenekleri bu durumu
desteklemektedir (Wyder ve Puhan, 1999; Wyder, 2001; Viljoen, 2001; Seiler, 2002;
Ferreira ve Viljoen, 2003). Bununla birlikte bazi mayalar peynirlerde bozulmalara, renk
degisimlerine, meyvemsi tat ve yapiskan yapi olusumuna sebep olurken; bazi mayalar
olgunlagma siirecinde gorev alarak mikrobiyal interaksiyonlara katkida bulunmakta, doku
gelisimi ve lezzet bilesiklerinin olusumunu gerceklestirmektedir (Viljoen ve ark., 2003;

Ferreira ve Viljoen, 2003).
2.2.1. Mayalarin biyoteknolojide kullamimlari

Gecmisten bu yana mayalarin kullanimi, ekmek, bira, sarap ve diger alkollii iceceklerin
iretiminde devam etmektedir. Giinlimiizde ise maya ekstraktlarinin, pigmentlerin,
probiyotiklerin yaninda, gida ve yemler i¢in spesifik, ila¢ endiistrisi i¢in biyokimyasal
maddelerin {iretilmesinde biiylik 6nem tasimaktadir (Jakopsen ve Narvhus, 1996; Wyder,
2001; Giirsoy ve Kinik, 2002). Mayalar modern biyoteknolojide énemli bir yere sahiptir ve
okaryotik calismalar i¢in yaygin modeller haline gelmislerdir. Son yirmi yil igerisinde
gergeklestirilen arastirmalar ve biyoteknolojik ¢alismalarda 6zellikle “geleneksel olmayan”
mayalar kullanilmistir. Literatiirde geleneksel olmayan maya tanimi; bu grup igerisinde yer

alan mayalar1 Saccharomyces cerevisiae gibi lizerinde oldukca calisilmis geleneksel



mayalardan ayirmak i¢in kullanilmaktadir. Bu grup igerisinde yaklasik 10 tiir
(Schwanniomyces occidentalis, Kluyveromyces lactis (Kluyveromyces marxianus), Pichia
pastoris, Pichia methanolica (Pichia pinus), Pichia angusta (Hansenula polymorpha),
Pichia guilliermondii, Yarrowia lipolytica, Candida maltosa, Arxula adeninivorans,
Trichosporon spp.) bulunmaktadir. Giinlimiizde arastirmacilar gerek geleneksel gerekse
geleneksel olmayan mayalar ile ilgili edinilen yeni bilgilerin 15181 altinda, siit iiriinlerini de
iceren gida lretim teknolojilerine farkli bir acidan bakmaya baslamiglardir (Barth ve

Gaillardin, 1997; Wolf, 1996).

Mayalar fermentasyon islemlerde kullanilan 6nemli mikroorganizmalardir. Mayalar
tarafindan sekerin fermentasyonu ile bira ve sarap yapimi, ekmegin mayalanmasi gibi gida
fermentasyonlar1 i¢in kullanilir. Fermantasyonun ilk amacinin gidalar1 korumak oldugu
kabul edilir. Bu oncelikle, karbonhidratlarin mikrobiyal olarak asitlere ve/veya alkollere
dontistiiriilmesi ve saprofit mikroorganizmalarin gelismesini engelleyen antimikrobiyal
molekiillerin  iretilmesinden  kaynaklanmaktadir.  Ayrica  genetik  mihendisligi
alanlarindada kullanilir. Son yillarda genetik miihendisliginin gelisimi ile rekombinant
mayalar tarafindan diger canlilara ait proteinlerin ve farmasdétik ajanlarin daha kolay ve
ucuz Uretilmesinde 6nemli katki saglamistir. Ayrica mayalar tarafindan {iretilen etil alkol
gerek yakit, gerekse cesitli kimyasal maddelerin iiretiminde temel madde olarak onem
tasimaktadir. Mayalar tat ve aroma agisindan peynirin igerisine katki saglamaktadir
(Montel ve ark., 2014). Ayrica rekombinant mayalar ile elde edilen iirlinler; bircok koku
bilesikleri (limonen, mentol, kubebol), gida boyalari, farmasétik maddeler (taksol,
bisabolol, artemisinin) bulunmaktadir. Karbonhidratlar1 yiiksek diizeyde kullanabilmesi,
yiksek sicaklik derecelerine toleransli olmasi, yiiksek miktarda etil alkol {iretmesi, aroma
acisindan zenginligi, fermantasyonu hizli gercgeklestirebilmesi, genetik stabilitesinin
yiiksek olmas1 gibi 6zelliklere sahip mayalar endiistriyel mayalarda aranan 6zelliklerdir.
Genetik miihendisligi ile gelistirilen rekombinanat Saccharomyces cerevisiae birgok
endiistriyel maddelerin iiretiminde kullanilmaktadir. Ayrica biyoteknolojik proseslerde
gelistirilen Pichia pastoris, Kluyveromces lactis, Hansenuela polymorpha gibi maya tiirleri
hizli lireme yetenegine sahip, kolayca yiiksek {iiretim kapasitesine adapte olan ve

endotoksin iiretmeyen maya tiirleridir (Cizelge 2.2).



Cizelge 2.2. Endiistriyel mayalar ve probiyotik mayalar

Endiistriyel Mayalar Probiyotik Mayalar
Yarrowia lipolitica Candida tiirleri

Pichia tiirleri Hansenula polymorpha
Saccharomyces tiirleri Pichia tiirleri
Rhadosporidium toruloides Saccharomyces tiirleri
Candida tiirleri Rhadosporidium torulobsis
Hansenula polymorpha Axula adeninivorans
Axula adeninivorans Phaffia rhodozyma

Mayalardan elde edilen biyoteknolojik iirinler ekmek mayasi, etanol iiretimi, sarap veya
bira yapimi, insiilin, interferon proteinleri ile as1 iiretiminde gerekli hepatit B viriisiiniin
kabuk proteinleri mayalar tarafindan iiretilmektedir. Mayalar, tip, eczacilik, biyoloji gibi

alanlarda tespit ve tedavi i¢in olduk¢a degerli mikroorganizma grubudur.

Saccharomyces cinsine ait mayalar fermantasyon siirecinde etkili asil organizmalardir.
Saccharomyces cinsi mayalar starter kiiltiir olarak kullanimda diger mayalara (Hansenula
ve Pichia cinsleri) goére aromaya katkisi daha yiiksektir. Diger mayalarin fermantasyon
yetenekleri bu maya cinsine gore daha disiiktiir. Starter aktivitede bu maya tiirleri
Saccharomyces tiirli ile birlikte karisik starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir (Petrof ve
ark., 2016).

2.3. Mayalarin Starter Aktiviteleri

Fermente gidalarin {iretiminde, fermantasyondan sorumlu olan mikroorganizmalarin
kaynag1 degisiklik gosterebilir. Bu mikroorganizmalar substratin iizerindeki dogal
mikrobiotada bulunabilir, daha 6nce tiretilmis basarili bir tiriin kullanilarak elde edilebilir

veya triine dogrudan ticari starter kiiltiir ilavesi yapilabilir (Hansen, 2014).

Starter kiiltiir, kontrollii ve gilivenilir bir fermantasyon saglamak amaciyla gidalara katilan,
ozellikleri 1y1 belirlenmis mikroorganizma kiiltiirii olarak tanimlanabilir (Leroy ve Vuyst,
2004). Cok genel tanimi ile gida endiistrisinde kullanilan mikroorganizmalara ‘starter
kiiltiir’ ad1 verilmektedir. Yine basit bir tanimlama ile starter kiiltiir (ya da sadece ‘starter’
veya sadece ‘kiiltiir’) kontrollii kosullarda standart kiiltiir elde etmek icin gida

endiistrisinde kullanilan mikroorganizmalardir. Starter kiiltiirlerin, fermente gidalarin
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iiretiminde, aroma ve tekstlir gelisimindeki hayati Onemlerinin anlagilmasiyla birlikte
endiistrinin starter kiiltiirlere yogun bir ilgisi olmustur. Baslangigta ¢ogunlukla siit
endiistrisinde kullanilan starter kiiltiirler gliniimiizde endiistriyel anlamda {iretilen hemen
her fermente gidada kullanilmaktadir. Fermente gida iretiminde starter Kkiiltiirlerin
kullanilmast dogru ve tahmin edilebilir {iriinlerin iiretilmesini sagladig1 gibi istenmeyen

metabolitlerin olugsmasini da engeller (Altieri ve ark., 2016).

Mayalar, laktik asidi, tercihen L (+) izomerini ve asetik asidi gerek aerobik gerekse
anaerobik yolla metabolize edebilmektedir. Peynir yiizeyinde asitligin diismesi bu
nedenledir. Anaerobik yol daha yavas olmasina ragmen laktik asit ve asetik asit
miktarindaki azalma sonucu peynirde Clostridium butyricum ve Clostridium tyrobutyricum
gibi istenmeyen bakteriler iizerine inhibe edici bir etkinin ortaya ¢iktigi bilinmektedir

(Wyder, 2001; Ferreria ve Viljoen, 2003).

Mayalar asil olarak yiyecek maddelerin olusturulmasinda kullanilan mikroorganizma
gurubu olarak adlandirilmaktadir. Bilindigi iizere basta yogurt, peynir, kefir, kimiz olmak
iizere ¢esitli siit Uriinlerin {iretiminde dogrudan mayalardan da yararlanilmaktadir.
Ekmegin mayalanmasi, bira ve sarap yapimi yine mayalar sayesinde olmaktadir. Bazi
proteolitik ve lipolitik mayalar amino asitler ve esterler gibi aroma meydana getirmede
etkin rol almaktadir (Atanassova ve ark., 2016). Mayalar, siit iirlinlerinin iiretiminde ve
hazirlanmasinda etkin bir role sahiptir. Peynir fermantasyonu sirasinda starter laktik asit
bakterilere destekleyici kiiltiirler katki saglar ve starter kiiltiir destekleyicisi olarak etkin bir
rol alirlar. Starter aktivitede laktik asit bakterilerine destekleyici kiiltiir olarak kullanilan
mayalar 6zellikle peynirin tat ve aroma bakimindan zenginlesmesini saglarlar. Laktik asit
bakterileriyle birlikte starter aktivitede kullanilan (6rnegin; Proteolitik ve lipolitik) mayalar
mevcut bulunan mikroorganizmalarin yok edilmesinde, istenen biyokimyasal farkliliklarin
olusmasinda etkin bir role sahiptir. Peynirin olusum siirecinde ortamda farkli
mikroorganizmalarin bulundugu gosterilmistir. Peynirde, koliform grubu bakteriler,
Escherichia coli, Salmonella tiirleri, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,

aerobik mezofilik bakteri, mayalara rastlanildigi bildirilmistir (Kaynar, 2011).

Starter kiiltiiriin ozellikleri direk olarak {irtinde kendini gostermesinden dolay1 starter
kiiltlirtin belirlenmesine 6nem vermek gerekmektedir. Ayrica iiriiniin pazarlama siiresi de

dikkate alinmalidir. Starter kiiltiir 6nce istenilen diizeyde asit olusturmali ve proteolitik
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giice sahip olmalidir. Baz1 gidalardaki amaci asit gelistirmek iken, baz1 gidalardaki amact
aroma geligtirmektir. Her iiriine 6zgl starter kiiltiir farklidir. Mikroorganizmalar gida
endiistrisinde iiretimde kullanilan pek ¢ok hammadde de dogal olarak bulunur. Ornegin
peynir tiretiminde kullanilan maya ¢ig siitiin kendisinde dogal olarak bulunmaktadir (Dave
ve ark., 2003). Mayalarin peynir iiretiminde dogal veya kontrollii starter kiiltiir olarak
kullaniminin karakteristigi Sekil 2.1.’deki gibi 6zetlenebilir (Jakopsen ve Narvhus, 1996).

Lipolitik ve
proteolitik
ozellikler

Primer starter Laktoz
ile olumiu { fermantas-
interaksiyon yonu

PEYNIR

Laktat Aroma
asimilas- bilegenleri
yonu olugumu

Sekil 2.1. Mayalarin peynir iretiminde destek kiiltiir olarak kullanim karakteristigi
(Jakopsen ve Narvhus, 1996)

2.3.1. Mayalarin proteolitik aktiviteleri

Proteoliz, peynir olgunlagmasi sirasinda meydana gelen en kompleks biyokimyasal olaydir.
Peynir yapiminda ve ilerleyen agamalarda proteoliz 6nemli gelismelerden biri olup olusan
peyniri lezzet ve koku acisindan etkileyen bir faktordiir. Proteoliz, peynirin kivamina ve
tadina katki sagladigindan dolay1 farkli peynir tiirleri olusmaktadir (Fox ve ark., 1996).
Proteolizin, peynirdeki protein matriksinin kirilmasi, suyun agiga ¢ikan karboksil ve amino
gruplarina baglanmasi nedeni ile su aktivitesinin azalmas1 ve pH’1n yiikselmesi gibi etkiler
yarattig1 bilinmektedir. Bu degisiklikler, peynirin yapisinda kendine 6zgii tada sahip olan
bilesiklerin, ¢igneme sirasinda serbest hale ge¢mesini kolaylastirmaktadir (Sousa ve ark.,
2006; Low ve ark., 2006).
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Olgunlasmis peynirlerde proteolizis peynirlerin kivaminin daha iyi olmasini saglamaktadir.
Bazi durumlarda ¢ok yiiksek proteolizis sonucu; arzulanmayan koku ve tadin olusumu,
amino asitlerin katabolizmasi ile tioller, tiyoesterler vb. gibi bilesiklerin meydana gelmesi,
NHs, olusumu ile pH’1n yiikselmesi gibi durumlar meydana gelebilir. Peynirin depolama
boyunca proteoliz ve tuz oranmin artmast meydana gelmektedir. Peynirde koagiilasyon
enzimleri salamurada bekletilen peynirin proteoliz miktarint degistirmektedir. Proteazlarin
kullanilmasi tat ve koku olusumunu saglarken yiiksek oranlarda kullanimi ayn1 zamanda

peynirlerde acilasmaya da neden olabilmektedir (Low ve ark., 2006).

Mayalarin olgunlagma siirecine baslica katkisi, 6zellikle ortam pH’sin1 azaltan laktik asidi
kullanarak bakteriyel gelismeyi desteklemek ve olgunlasmanin ikinci kademesini
baglatmaktir. Mayalarin olgunlagma siiresince peynir pH’sinda meydana getirdigi bu
degisiklik sadece laktik asit kullanim ile ilgili olmayip, proteolizden kaynaklanan alkali
metabolizma {irlinlerinin de katkist bulunmaktadir (Guerzoni ve ark., 1996; Joan ve
Bennie, 1998; Wyder ve ark., 1999; Suzzi ve ark., 2001; Wyder, 2001; Lanciotti ve ark.,
2005).

2.3.2. Mayalarn lipolitik aktiviteleri

Stit bilesenlerinin 6nemli bilesimini protein ve lipit olusturmaktadir. Siit yagi baskin
bilesenlerden olup karmagik bir yap sergiler. Siit lipiti diisiik molekiiler agirliginda biitirik,
kaproik, kaprik yag asitleri bakimindan zengindir. Bu yag asitleri lipitlerin mikrobiyal
hidrolizi sonucu agiga ¢ikan Onemli aromatik bilesiklerdir. Trigliseridler siit yaginin
%098’lik kismin1 olusturur (Upreti ve ark., 2006). Siitte bulunan lipitler {irlinlerde, 6zellikle
peynirlerde aroma gelisimi, kivam artirict agisindan 6nemli katki saglar. Lipidlerin aroma
gelistirmeleri igerdigi yag asitleri ve aromatik bilesiklerin enzimatik ve oksidatif
katabolizmasi ile gergeklesir. Olusan aromatik maddeler; metil keton, esterler, tiyoesterler,

laktonlardir (Collins ve ark., 2003).

Mayalarin proteolitik ve lipolitik aktiviteleri sonucu aroma meydana gelmektedir.
Fermente siit iirlinlerinde mayalarin aromatik maddelerinin sentezi olduk¢a karmasik bir
islemdir ve bir¢ok faktore baglidir. Bunlardan nem, pH, tuz orani 6nemlidir. Ortamdaki tuz
konsantrasyonu lipolitik aktiviteyi etkilemektedir (Singh ve ark., 2003). Bunun yaninda

mayalarin peynir lezzeti ve aromasina katkilari, bazi tiirlerin genellikle laktozu fermente
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etme ve bunun sonucu olarak etanol, asetaldehit, etil asetat ve etil butirat olusturmalarina
baglanabilir. Yiiksek lipolitik ve proteolitik aktiviteye sahip bazi mayalar, amino asit, yag
asitleri ve esterler gibi aroma olusumuna Onciiliik eden maddelerin meydana gelmesinde
biiyiik rol oynamaktadir. Bununla birlikte mayalar, diger mikroorganizmalar i¢in gerekli B
vitaminleri, pantotenik asit, niasin, riboflavin ve biotin gibi bazi gelisme faktorlerini

salgilayarak gelisimi desteklemektedir (Lenoir, 1984; Ferreira ve Viljoen, 2003).

Peynirdeki lipoliz reaksiyonu, trigliseritlerdeki yag asitleri ve gliserin arasindaki ester
bagim1 kiran, hidrolazlar grubunda olan, lipolitik enzimler araciligi ile meydana

gelmektedir. Lipazlar peynirdeki lipolitik enzim kaynaklarindandir. (Collins ve ark., 2003).
2.3.3. Mayalarn iireyi hidroliz edebilme yetenegi

Ure (NH2CONH_2) bazi mikroorganizmalarin igerdigi iireaz enzimi ile yikima ugratarak,
amonyak (NHsz) ve karbamata donistiiriir. Karbamat kendiliginden hidrolize olarak,
karbonik asit ve amonyaga doniisiir. Amonyak alkali madde oldugundan, ortamin asitligini
azaltarak pH’in ylikselmesini saglar. Bu sayede ortamda bulunan starter laktik asit
bakterilerinin {iremelerini stimiile eder. Ure, etil karbamatin temel kaynagidir. Tiim
fermente gidalarda ozellikle sarap gibi {irlinlerde fazla miktarda bulunur. Etil karbamat
kanserojen 0zellikte degildir. Fakat bu maddenin metabolizmasi ile olusan tiriinler DNA'ya
baglanabilir ve mutasyona neden olabilir. Ortamda fazla miktarda bulunan iirenin etanol ile

reaksiyonundan etil karbamat olusur (Lachenmeier ve ark., 2010).

Maya {iremesi i¢in assimile nitrojen kaynagina ihtiyag duyar. Mayalar fermentasyon
sirasinda arjinin aminoasit metabolizmasinda yan {iriin olarak iireyi olusturur. Mayalar
tarafindan fermentasyon sirasinda olusturan iire miktar1 susa 0zgiidiir (Satyanarayana ve
Kunze, 2009; Schehl ve ark., 2007). Ure nitrojen bakimindan olduk¢a zengin ve maya i¢in
onemli olan nitrojen kaynagidir. Mayanin iiremesi i¢in ortamda nitrojen kaynaginin
azalmamast gerekir. Aksi takdirde inhibisyona neden olur. Yapilan c¢alismalarda
fermentasyon siiresince nitrojen kaynagi yaklasik 300 mg/L olmasi gerektigi tespit

edilmistir (Satyanarayana ve Kunze, 2009).

Ulkemizde iiretilen fermente siit iiriinlerindeki mayalarin iire hidrolizi hakkinda bilgiye

ulagilamamustir.
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2.3.4. Mayalarin tuz toleranshklari

Mayalar endiistriyel fermantasyonda kimyasal, fiziksel ve biyolojik stres kosullarindan
etkilenebilir. Mayalar, hiper ozmotik ortamlarda hizli bir sekilde hiicresel suyunu kaybeder
ve dehidrasyon olayr meydana gelir. Mayalar, stres kosullarina karsi savunma
mekanizmasi gelistirirler (Dejesus, 2003). Maya tarafindan tretilen en 6nemli ozmolit

bilesik gliserol olarak bildirilmistir (Hohmann, 2007).

Mayalarin tuz tolerans esiginin cins ve tiire gore farklilar gosterdigi bildirilmistir. Yapilan
bir arastirmada Saccharomyces cerevisiae ve Pichia pastoris mayalarmin glikoz igeren
ortamda tuza kars1 tolerans esigi arastirilmistir. Her iki mayada NaCl konsantrasyonunun
0,5M’dan 1,5M’a yiikseldiginde stres faktoriiniin arttigi bildirilmistir. Pichia pastoris
mayanin Saccharomyces cerevisiae’ya gore tuz toleransinin fazla oldugu saptanmistir

(Abdel ve ark., 2010).

Tiirkiye’de 50 civarinda peynir ¢esidi lretilmektedir. Bu c¢esitlerden beyaz peynir gida
olarak kullanilan oranlar agisindan en yiiksek yiizdeye sahipken ikinci sirada yoresel
peynirler ve sonrasinda da diger peynir tiirleri gelmektedir. Tiiketim i¢in hazir olan taze
beyaz peynirde tuz oran1 %2, %4, %6, olgun peynirlerde en fazla %10’dur. Taze ve olgun
kasar peynirlerinde tuz oram1 %3- %35 arasindadir, lor peynirinde %?2- %6 civarindadir
(Giilmez, 2001). Tuz, salamurada tat ve aroma olarak da onem tasidigi gibi uzun siire
koruyucu olarak nemli bir géreve sahiptir. Insan metabolizmasinda gerekli olan Na*2

temininde katk1 saglamaktadir (Beresford ve ark., 2001; Msagati, 2013).

2.3.5. Mayalarin farkh sicaklik derecesinde iiremeleri

Mayalarin gelisimi ve iiremesi 0-45°C civarinda olmaktadir. Bununla beraber bazi mayalar
i¢in alt smir 8°C olmaktadir. Ust sinir genellikle 34-42°C arasinda degismektedir. Bazi
mayalar ise 47°C sicaklikta dahi iireyebilmektedir. Optimal sicaklik ise {ist sinira daha
yakin olup yaklasik 5-7°C’ den daha diisilk kabul edilmektedir. Optimum sicaklik
genellikle 30-37°C arasindadir (Pamir, 1985).

Fermentasyonda sicaklik etkeni mayalar i¢in olduk¢a onemlidir. Sicaklik mikrobiyal

metabolizmada enzim aktivitesini etkileyen Onemli bir faktordiir (Jackson, 2002).
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Mayalarin liremesi i¢in optimal sicaklik dereceleri farklidir. Bu farklilik ortam kosullarina

adaptasyondan hatta mutasyondan dahi ger¢eklesmektedir (Pamir, 1985).

Fermente siit Uriinlerinin iiretimi farkli proses ve islemlerle belirlenmektedir. Uygun
sicaklik derecelerinde farkli iirlinlerin iiretiminde farkli starter bakteri/bakteri+ maya
kiiltiiri karisimi inokiile edilir. Uretilen bu iiriinlerin bazilar1 olgunlagmaya birakilirken,
bazilarida belirli bir siirede tiiketime sunulmaktadir. Farkli peynirlerin iretimi genellikle
(28-33°C)> de iken, kefir dretimi (22-30°C) ve vyogurt tretimi (43-46°C)'de
gerceklestirilmektedir. Bazi peynirler Ornegin salamurada %16-18 tuz ortamina
konulurken, diger sert peynirler 5°C 2-3 ay olgunlagmaya terk edilmektedir. Genellikle
fermente siit trtinleri 5°C’de buzdolabinda farkli siirelerde korunmaktadir. Fermente siit
irlinlerinin tiretiminde uygulanan bu farkli islemler sonucu mikrobiyal popiilasyonda
farkliligin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu iirlinlerde de mayalarin sayisi, cinsi ve
tir icerikleri de farklilik gdsterebilmektedir. Ayrica, bazi siit {irlinlerinin tretiminde

destekleyici maya kiiltiirleri de kullanilmaktadir (Anil, 2015).

Sicaklikta olusabilecek birtakim farkliliklar meydana gelen liriinlerde degisime neden olur
ve meydana gelecek herhangi bir degisiklik olusan metabolizma {iriinleri iizerine derin

etkiler yapar.

2.3.6. Mayalarin amilaz enzim aktiviteleri

Amilazlar, alfa-amilaz ve beta-amilaz olmak {izere ikiye ayrilirlar ve nisastay: hidrolize
ederler. Bu hidroliz sonucu maltoz, desktrin ve az miktarda glikoz meydana gelir.
Amilazlar dogada bulunurlar ve ticari olarak elde etmek i¢in baz1 mikroorganizmalardan
yararlanilir. Amilazlardan gida endiistrisinde en fazla ekmek, tatli surup ve bira tiretiminde
yararlanilir. Alfa-amilaz ve beta-amilazlar; ekmekgilikte hamur kivamimi azaltirlar.
Nisastanin tatli suruplara doniistiiriilmesi asit veya enzim hidrolizi ile ya da ikisinin birlikte
uygulanmasi ile gergeklemektedir. Gliniimiizde bu amagla daha ¢ok enzim hidrolizinden
ger¢eklesmektedir. Amilazlar alkollii iceceklerde de kullanilmaktadir (Hua ve Yang,
2016).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Cahiymada Kullamlan Mayalar

Bu tez calismasinda, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji
Laboratuvari'nda daha once yiiriitiilmiis, Abudureyimu MAIHEBUBAI'in Doktora Tezi
kapsaminda kullanilmig olan beyaz peynirden izole edilenve API 32C (bioMerieux) ile

fizyolojik testleri yapilmis 8 maya izolat1 kullanilmistir (Cizelge 3.1, Resim 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan mayalar

No Kod Izolat

1 MBP1 Cryptococcus humicola
2 MBP2 Cryptococcus humicola
3 MBP3 Cryptococcus humicola
4 MBP4 Cryptococcus humicola
5 MBP5 Cryptococcus humicola
6 MBP6 Cryptococcus humicola
7 MBP7 Cryptococcus humicola
8 MBP8 Cryptococcus humicola

Resim 3.1. Calismada kullanilan Cryptococcus humicola MBPS5 bakterisinin 151k
mikroskobu goriintiisii (sol) ve YEPD agar besiyerindeki koloni ekimi

3.2. Cahismada Kullamilan Besiyerleri ve Cozeltiler

Maya izolatlarinin gelistirilmesinde Yeast Extract-Peptone-Dextrose (YEPD) besiyeri
kullanilmistir. Besiyeri igerigi Cizelge 3.2°de verilmistir. Cizelgedeki maddeler belirtilen
miktarlarda tartilip, bir miktar distile su ile manyetik karistiricitda homojen hale gelinceye

kadar karigtirllmig ve son hacim 1000 mL olmak tizere pH 6,5 + 0,02’ye ayarlanmustir.
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Besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edilerek hazirlanmigtir. YEPD Agar besiyeri
hazirlamak i¢in ise pH ayar1 yapildiktan sonra 1000 mL besiyeri igerisinde 15 g Agar
(Merck) olacak sekilde tartilmis ve otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edilmistir. Oda
kosullarinda sicaklik yaklasik 50°C’ye diistiigiinde petri kaplarina aktarilmistir.

Cizelge 3.2. Yeast extract-peptone-dextrose (YEPD) igerigi

Maddeler Miktar (g/L)
Glukoz 20
Yeast extract 10
Pepton 20
Kloramfenikol 0,1

Calismalarda kullanilan serum fizyolojik (SF) ¢ozeltisi, %0,875 oraninda sodyum kloriir
(NaCl)’iin tartilarak saf su igerisinde ¢oziilmesi ve otoklavda 121°C’de 15 dk. steril

edilmesi ile elde edilmistir.

3.3. Mayalarin Muhafazasi

Maya izolatlarinin, YPD sivi besiyerinde iki kez aktiflestirilmesi yapilmistir. Aktif
kiiltiirlerden 800 pL alinip, 2 mL’ lik agz1 kapakli 800 pL gliserol igeren steril cryo tiiplere
ilave edilip, -80 °C’de muhafazaya alinmistir (Diosma ve ark., 2014).

3.4. Mayalarin Optik Yogunluklarimin Ayarlanmasi

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarin standart sekilde gerceklestirilebilmesi amaciyla,
caligmada kullanilan mayalarin optik yogunluklar1 belirlenmistir. Calismada kullanilan
maya izolatlar1 5 mL YPD besiyerinde 2 kez aktiflestirilmistir. Sonrasinda 3000 rpm’de
santrifiij edilerek siipernatant atilmis ve pellet 5 mL steril SF ile ¢oziilerek tekrar santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant atilmis ve bu sayede aktif maya kiiltiirliniin
besiyerinden arindirilmasi saglanmistir. Bu sekilde SF ile yikama islemi 2 kez
gerceklestirilmis ve maya pelleti elde edilmistir. Mayalarin optik yogunluklar
spektrofotometrik olarak, 600 nm dalga boyunda yine steril SF kullanilarak 0,6’ya

ayarlanmugtir.
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3.5. Mayalarin Proteolitik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Mayalarin proteolitik aktivitelerinin belirlenmesinde spot agar yonetimi kullanilmistir.
Mayalar YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose) sivi besi ortaminda 37°C de 24-48 saat
inkiibasyonla aktiflestirilmistir. Aktif kiiltlirlerin optikal yogunluklar1 spektrofotometre’de
600 nm de 0,6’ya ayarlanmistir. 3g beef extract, 5 g peptone, 15g agar, 500 mL distile su
500 mL skim milk ile karistirilarak skim milk agar hazirlanmistir. Besi ortam1 105°C de 15
dakika sterilize edilerek petri kaplarina ayrilarak donmaya birakilmistir. Skim milk agar
besiyerinin tizerine 6mm capl steril diskler yerlestirilmistir. Proteolitik aktivite yoniinden
testi yapilacak aktif maya kiltiirlerinden steril diskler iizerine 10 pL olacak sekilde
mayalardan iki paralel inokiile edilerek, 37 °C de 3-5 giin inkiibasyona birakilmistir.
Diskler etrafinda olusan zonlar dijital kumpas ile 6l¢iilmiistiir. Olusan zon caplar1 Cizelge

3.3’de verilen verilere gore degerlendirilmistir (Juszczyk ve ark., 2005).

Cizelge 3.3. Proteolitik ve lipolitik aktivitezon ¢ap1 degerlendirilmesi (Juszczyk ve ark.,

2005).
Zon capi(d) Sonug
0 Enzim aktivitesi yok
d<2 mm Enzim aktivitesi diisiik
d<10 mm Enzim aktivitesi orta
d>10 mm Enzim aktivitesi yiiksek

d: ¢ap

3.6. Mayalarn Lipolitik Aktiviteleri

Mayalarin lipolitik aktivetisinin belirlenmesi spot agar testi yonteminden yararlanilmistir.
Mayalar YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose) sivi besi ortaminda 37 °C de 24-48 saat
inkiibasyonla aktiflestirilmistir. Aktif kiiltlirlerin optikal yogunluklar1 spektrofotometre’de
600 nm de 0,6’ya ayarlanmistir. 5g peptone, 3g yeast extract, 10mL tibutyrin, 15g agar ve
1000mL distile su karistirtlarak tibutyrin agar hazirlanmistir ve 121°C de 15 dakika
sterilize edilerek petri kaplarma 12,5 mL ayrilarak donmaya birakilmistir. Hazirlanan
besiyeri bulanik ve sarimsidir. Tibutyrin agar {izerine 6mm c¢apli steril diskler
yerlestirilmistir. 10 uLL. mayalardan iki paralel olacak sekilde inokiile edilerek, 37 °C de 3-5

giin inkiibasyona birakilmistir. Diskler etrafinda olusan zonlar dijital kumpas ile
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Ol¢iilmiistiir. Olusan zon c¢aplart Cizelge 3.3’de verilen verilere gore degerlendirilmistir

(Juszczyk ve ark., 2005).
3.7. Mayalarm Ureyi Hidroliz Edebilme Yetenegi

Mayalar YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose) Broth besi ortaminda 37 °C de 24-48 saat
inkiibasyonla aktiflestirilmistir. Aktif kiiltlirlerin optikal yogunluklar1 spektrofotometre’de
600 nm de 0,6’ya ayarlanmistir. Ure hidroliz besi ortami hazirlanmistir: 20 g iire, 5 @
NaCl, 2 g KH2POg4, 1 g peptone, 1 g glukoz, 12 mL phenol red, Na,HPO41, 2 g 100 mL
distile su karistirilmis ve pH 7’ye ayarlanmistir. Besi ortam1 121 °C de 15 dakika sterilize
edilmigtir. Aktif kiiltlirler %2 oraninda {ire hidroliz besi ortamina inokiile edilip, 37 °C de 5
giin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon bitiminde besi ortaminin renginin saridan
pembeye doniismesi iireaz enzim varliginin oldugu seklinde yorumlanmistir (Kim ve ark.,

2004).
3.8. Mayalarin Tuz Toleranshklar:

Mayalar YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose) sivi besi ortaminda 37°C de 24-48 saat
inkiibasyonla aktiflestirilmistir. Optikal yogunluklart 600 nm de 0,6’ya ayarlanan aktif
kiiltlirler %2 oraninda ve iki paralel olacak sekilde, NaCI olmayan (kontrol gurubu) %4,
%06, %10 NaCl iceren YPD s1v1 besiortamina inokiile edilerek, 37 °C de aerobik kosullarda
5 giin inkiibasyona birakilmistir. Optik yogunluklar1 ayarlanmis olan mayalar, seri
diliisyon yontemiyle diliie edilmistir. Elde edilen 6 farkli diliisyonun her birinden 100 uL
almarak, YPD kat1 besi ortamlarina drigalski ile yayma ekim yapilmistir. Calismalar 3
paralelli olacak sekilde yiriitiilmistir. 37°C’de 5 giin inkiibasyona birakilan petri
kutularinda olusan koloniler sayilarak o6rneklerde canli mikroorganizma sayilari (kob/mL)

belirlenmistir (Abdel ve ark., 2010).
3.9. Mayalarin Farkh Sicaklik Derecesinde Uremesi

Mayalar YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose) sivi besi ortaminda 37 °C de 24-48 saat
inkiibasyonla aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiirler %2 oraninda ve iki paralel olacak sekilde
YPD sivi besi ortamina inokiile edilerek 30 °C ve 37 °C de 5 giin inkiibasyona
birakilmistir. 30 °C ve 37 °C sicakliklarda aerobik kosullarda 5 giin inkiibasyona birakilan
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mayalar YPD agar besiyerine drigalski 6zesi ile ekim yapilarak canli hiicre sayimlari

gerceklestirilmistir (kob/mL) (Barnett ve ark., 2000).

3.10. Mayalarin Amilaz Enzim Aktiviteleri

Mayalarin amilaz (nisasta) enzim aktivite testleri spot agar testi yontemi ile belirlenmistir.
Mayalar YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose) sivi besi ortaminda 37 °C de 24-48 saat
inkiibasyonla aktiflestirilmistir. Starch hydrolysis agar besi yerinin iizerine 6 mm ¢apl
sterildiskler yerlestirilmistir. Aktif maya kiiltlirlerinden 10 pL iki paralel halinde inokiile
edilmistir. Starch hydrolysis agar, 5 g beef extract, 20 g souble starch, 10 g tryptose, NaCl
5 g, 15 g agar, 1 L distile su ile hazirlanmistir (pH 7). Petriler 37 °C de 3-5 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda disk etrafinda olusan zonlar dijital kumpas
ile 6l¢iilmiistiir. Zonlarin daha berrak goriinmesini saglamak amaciyla besi ortamina birkag
damla Gram iyot ¢ozeltisi (%0,5 g iyot, 1 g potasyum iyodiir, 98,5 mL distile su) ilave
edilmistir (Kim ve ark., 2004).

3.11. istatistiksel Analizler

Tiim ¢alismalar, her ¢calisma icin paralel sayis1 degismekle birlikte genel olarak ii¢ paralelli
ve iki tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir. Bu c¢alismalardan elde edilen veriler bu
tekrarlarin ortalamasi + standart sapma (SD) seklinde verilmistir. Mikrobiyolojik
calismalarda kullanilan istatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (22.0 Versiyonu; SPSS
Inc., Chicago, IL) kullanilmistir. Mayalarin proteolitik ve lipolitik aktiviteleri arasinda
korelasyon olup olmadigi Korelasyon testi ile analiz edilmistir. Bu iligkiler korelasyon
katsayis1 (r) degeri 0,00-0,29 arasinda oldugunda zayif, 0,30-0,49 arasinda oldugunda
diisiik, 0,50-0,69 arasinda oldugunda orta, 0,70-0,89 arasinda oldugunda kuvvetli, 0,90-1
arasinda oldugunda ¢ok kuvvetli bir iligki olarak yorumlanmistir. Mayalarin farkli tuz
konsantrasyonlarinda canli hiicre sayilari arasindaki farkliligin anlamli olup olmadigi LSD
ve Tukey (p<0,05) testleri ile analiz edilmistir. 8 maya izolatinin iki farkli sicaklikta canli
hiicre sayilar1 arasindaki farkliligin anlamli olup olmadigi t-Testi (p<0,05) ile analiz

edilmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR
4.1. Mayalarin Proteolitik Aktiviteleri

Maya izolatlariin proteolitik aktiviteleri Boliim 3.5’te anlatilan metodagore spot agar testi
ile belirlenmistir. Izolatlarin proteolitik aktiviteleri Sekil 4.1°de verilmistir. Sekiz maya
izolatindaen yiiksek proteolitik aktiviteyi 17,395 mm zon capi ile Cryptococcus humicola
MBP7'de tespit edilirken, en diisiik proteolitik aktiviteyi 10,265 mm zon cap1 ile
Cryptococcus humicola MBP3 mayasinda bulunmustur. Cryptococcus humicola MBP3

izolatin YPD’li skim milk agardaki zon ¢ap1 Resim 4.1°de verilmistir.

20
18

10

ZON CAPI (mm)
o L& o ® o E oo
2,
e

Sekil 4.1. Maya izolatlarinin (Cryptococcus humicola) proteolitik aktivitelerinin zon
caplar1 ortalamasi (mm)

MBPIV

Resim 4.1. Cryptococcus humicola MBP3 izolatinin proteolitik aktivitesi
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4.2. Mayalarin Lipolitik Aktiviteleri

Mayalarin lipolitik aktivite deneyi Bolim 3.6.°da anlatildigi gibi yapilmistir. Maya
izolatlarinin 6 mm’lik disklere 10 uL olacak sekilde inokiile edilmesi sonucunda lipolitik
aktivite sonucu en yiiksek zon c¢ap1 Cryptococcus humicola MBP7 12,44 mm izolatinda
oldugu, en diisilk zon g¢apinin ise Cryptococcus humicola MBP5 9,12 mm izolatinda
oldugu gorilmistir (Cizelge 4.1). Cryptococcus humicola MBP5 izolatin tibutyrin’li
YEPD agardaki zon ¢ap1 Resim 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Beyaz peynirden izole edilen Cryptococcus humicola mayalarinin lipolitik
aktiviteleri zon ¢ap1 (mm)

No Izolat Zon ¢ap1 (mm)
1 Cryptococcus humicola MBP1 10,47+0,20
2 Cryptococcus humicola MBP2 11,05+0,73
3 Cryptococcus humicola MBP3 10,28+0,83
4 Cryptococcus humicola MBP4 9,96+0,32
5 Cryptococcus humicola MBP5 9,12+1,02
6 Cryptococcus humicola MBP6 10,68+1,15
7 Cryptococcus humicola MBP7 12,44+1,21
8 Cryptococcus humicola MBP8 9,84+0,99

MBPV

Resim 4.2. Cryptococcus humicola MBPS izolatinin lipolitik aktivitesi

Mayalarin proteolitik aktiviteleri ve lipolitik aktiviteleri arasinda r=0,661 olarak tespit

edildiginden orta diizeyde pozitif bir korelasyon oldugu tespit edilmistir.
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4.3. Mayalarin Ureyi Hidroliz Edebilme Yetenegi

8 maya izolatinin iireyi hidrolize etme yetenegi iire hidroliz besi ortaminda belirlenmistir
(bkz. Boliim 3.7). Maya izolatlarindan 2 tanesinde iireyi hidroliz yetenegi yokken (MBP2,
MBP3), 5 tanesinde zayif hidroliz yetenegi (MBP1, MBP4, MBP5, MBP6, MBPS) ve 1
tanesinde giiclii hidroliz yetenegi (MBP7) oldugu saptanmustir.

Cizelge 4.2. Mayalarin iireyi hidroliz edebilme yetenegi

Hidroliz yetenegi Sus adi

MBP1 | MBP2 | MBP3 | MBP4 | MBP5 | MBP6 | MBP7 | MBP8
Hidroliz yetenegi v v
olmayan
Zayif  hidroliz v L, » P »
yetenegi olan
Giglii  hidroliz p
yetenegi olan

Resim 4.3. Cryptococcus humicola MBP6 izolatinin iire hidrolizi Sol: kontrol
4.4. Mayalarin Tuz Toleranshklari

Bu calismada, YEPD besi ortamina farkli miktarlarda (%4, %6 ve %10) NaCl Boliim
3.8’de anlatildig1 gibi eklenerek olusturulan besi ortamlarinda, izolatlarin canli hiicre
sayilar1 belirlenmistir (Cizelge 4.3). Bu calismada farkli karbon tuz oranlarindaki besi

ortamlarinda gelistirilen Cryptococcus humicola tiiriine ait 8 izolatin hepsi denenen farkl



26

tuz konsantrasyonlarinda farkli oranlarda canlilik gdosterirken, izolatlar iginde
Cryptococcus humicola MBP2 izolatinin 4% NaCl konsantrasyonunda en yiiksek canli
hiicre sayimi (3,26 log kob/mL) sahip oldugu goriilmektedir. Kontrol grubuna gore
mayalarin en 1iyi gelisme gosterdikleri (MBP4 ve MBP6 izolatlar1 hari¢) tuz
konsantrasyonunun %4 oldugu tespit edilmistir. Ayrica tuz konsantrasyonu arttikca

mayalarin canli hiicre sayiminda azalma belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Mayalarin farkl tuz konsantrasyonunda canli hiicre sayisi (log kob/mL)

. Canl1 hiicre say1si1 (log kob/mL)

oot Kont(r@:gg)u)r“b“ %4 NaCl %6 NaCl | %10 NaCl
MBP1 2,88+0,40 3,09+1,08 2,88+0,07 2,69+0,53
MBP2 2,71+0,70 3,26+1,80 2,91+0,76 2,59+0,07
MBP3 3,04+0,40 3,17+0,73 2,824+0,83 2,50+0,21
MBP4 2,89+1,00 2,77+0,33 2,73+0,40 2,63+1,55
MBP5 2,87+0,66 3,18+0,61 2,81+1,14 2,62+0,98
MBP6 3,10+0,10 3,00+0,40 2,98+0,66 2,64+0,53
MBP7 2,87+0,66 2,894+0,48 3,14+1,47 2,66+1,90
MBP8 3,06+0,33 3,07+1,8 2,51+1,21 2,60+0,03

Mayalar icerisinde YEPD (kontrol) besi ortaminda en iyi gelismeyi Cryptococcus
humicola MBP6 (3,10 log kob/mL) izolati gosterirken, en diisiik canli hiicre sayisi
Cryptococcus humicola MBP2 (2,71 log kob/mL) izolatinda tespit edilmistir (Sekil 4.2).
4% NaCl igeren YEPD besiyerinde, en yiiksek hiicre sayisina 3,26 log kob/mL ile
Cryptococcus humicola MBP2 izolatinin, en diisiikk canli hiicre sayisina ise 2,77 log

kob/mL ile Cryptococcus humicola MBP4 izolatinin sahip oldugu bulunmustur (Sekil 4.3).
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Sekil 4.2. Maya izolatlarinin YEPD besi yerindeki canli hiicre sayimi1
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Sekil 4.3. Maya izolatlarinin %4 NaCIl+YEPD besi yerindeki canli hiicre sayimi

%6 tuzlu ortamda Cryptococcus humicola MBP7 3,14 log kob/mL ile en yiiksek hiicre
sayisina sahipken, Cryptococcus humicola MBPS 2,51 log kob/mL ile en diistik canli hiicre
sayisina sahip oldugu bulunmustur (Sekil 4.4). %10 NaCl’lii ortamda ise en iyi geligimi
Cryptococcus humicola MBP1 (2,69 log kob/mL) izolat1 gosterirken, en zayif gelisimi
Cryptococcus humicola MBP3 (2,50 log kob/mL) izolati gostermistir (Sekil 4.5).
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Mayalarin farkli tuz konsantrasyonlarinda canli hiicre sayilar1 arasindaki farkliligin

(p>0,05) anlamli olmadig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Maya izolatlarinin %6 NaCl+YEPD besi yerindeki canli hiicre sayimi
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Sekil 4.5. Maya izolatlarinin %10 NaCl+YEPD besi yerindeki canli hiicre sayimi

4.5. Mayalari Farkh Sicaklik Derecelerinde Uremeleri

Maya izolatlariin farkli sicakliklardaki (30°C ve 37°C) canlilik sayimlar tespit edilmistir
(bkz Bolim 3.9). Buna gore en yiiksek canlilik degeri Cryptococcus humicola MBP4
izolatinda (3,95 log kob/mL) 30°C’de (Cizelge 4.4, Sekil 4.6, Sekil 4.7), en diisiik canlilik
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degeri ise Cryptococcus humicola MBP7 izolatinda (2,82 log kob/mL) 30°C’de
bulunmustur. Cryptococcus humicola MBP4 ve MBP6 izolatlar1 hari¢ diger izolatlarin
37°C (kontrol)’de canlilik degerlerinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Mayalarin
farkli sicakliklarda canli hiicre sayilar1 arasindaki farkliligin (p>0,05) anlamli olmadigi

belirlenmistir.

Cizelge 4.4. Mayalarin farkli sicakliklarda canli hiicre sayis1 (log kob/mL)

. Canli hiicre sayis1 (log kob/mL)
[zolat 37°C(kontrol) 30°C
Cryptococcus humicola MBP1 3,31+0,03 3,24+0,03
Cryptococcus humicola MBP2 3,20+0,21 2,97+0,53
Cryptococcus humicola MBP3 3,25+0,95 3,23+0,07
Cryptococcus humicola MBP4 3,324+0,70 3,95+0,47
Cryptococcus humicola MBP5 3,27+0,61 3,20+0,73
Cryptococcus humicola MBP6 3,20+0,09 3,26+01,21
Cryptococcus humicola MBP7 3,3340,60 2,82+0,66
Cryptococcus humicola MBP8 3,17+£0,07 3,04+0,87
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Sekil 4.6. Maya izolatlarinin 37°C derecesindeki canli hiicre sayimi1
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Sekil 4.7. Maya izolatlarinin 37°C derecesindeki canlilik oranlari
4.6. Mayalarin Amilaz Enzim Aktiviteleri

Mayalarin enzim aktiviteleri Boliim 3.10°da anlatildig gibi aktiflestirilen mayalar Starch
Hydrolysis Agar {izerine diskler yerlestirilerek ve bu disklere mayalar inokiile edilerek
yapilmustir. Inkiibasyona birakilan petrilerde olusan berrak zonlar kumpas yardim ile
Olclilmiistiir. Mayalarin amilaz enzim aktiviteleri zon capinin 8,87-14,535 mm arasinda
oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.8). En yliksek amilaz enzim aktivitesi 14,535
mm ile Cryptococcus humicola MBP1 izolatinda tespit edilirken, en diisitk amilaz enzim

aktivitesi 8,87 mm zon ¢ap1 ile Cryptococcus humicola MBP6 izolatinda tespit edilmistir.

Cizelge 4.5. Mayalarin amilaz enzim aktiviteleri (mm)

No Izolat Amilaz enzimaktivitesi(mm)
1 Cryptococcus humicola MBP1 14,54+1,88
2 Cryptococcus humicola MBP2 12,43+0,22
3 Cryptococcus humicola MBP3 13,09+0,68
4 Cryptococcus humicola MBP4 13,49+0,55
5 Cryptococcus humicola MBP5 10,96+0,64
6 Cryptococcus humicola MBP6 8,87+0,19
7 Cryptococcus humicola MBP7 12,78+1,09
8 Cryptococcus humicola MBP8 12,42+0,51
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5. SONUC VE ONERILER

Starter kiiltiirler, kontrollii sartlarda standart kalitede giivenilir iiriinler elde etmek i¢in gida
sanayiinde kullanilan mikroorganizmalardir. Artan niifus, kirsaldan kente gbo¢ ve
sanayilesme gibi faktorler endiistriyel gida iiretimini ka¢inilmaz kilmistir. Endiistriyel
Olcekte fermente gida iiretiminde kaliteyi her zaman ayni 6l¢iide koruyabilmek geleneksel
yontemlerle miimkiin degildir. Bu amagla, fermente gida tiretiminde hem standartlagmaya
hem de kalite kontroliine olanak taniyan starter kiiltiirlerin kullanilmasi bir zaruriyettir. Pek
cok geleneksel fermente gidaya sahip olan iilkemizde bu gidalarin iiretiminde kullanilan
starter kiiltiirlerin tiretimi yapilmamaktadir. Yurt disindan satin alinan starter kiiltiirler ise
hem {ilke insaninin damak tadma hitap etmemekte hem de biiylik ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Bu nedenlerle iilkemiz geleneksel gidalarindan elde edilen starter
kiiltiirlerin endiistriyel boyutta iiretimini saglayacak, iilkemizin rekabet giiclinii artiracak ve
katma deger saglayacak projeler gelistirilerek bu sorun ortadan kaldirilmalidir. Bu amagla
bu tez c¢alismasinda peyaz peynirden izole edilen 8 Cryptococcus humicola maya
izolatlarinin proteolitik aktivite, lipolitik aktivite, tireyi hidroliz etme yetenegi, farkli tuz
konsantrasyonlarinda ve sicaklik derecelerinde canlilik oranlar1 ve amilaz enzim aktivitesi

gibi bazi starter kiiltiir 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Starter kiiltiir amaci ile cogaltilan mikroorganizmalar ¢ogalma asamasinda meydana
getirdikleri bazi enzimler ile iiriinlin icerindeki belli basli enzimleri metabolize ederek
olusturduklar1 parcalanma enzimleri ile beraber olusan {iriine yeni 6zellikler kazandirirlar.
Bu kiiltlirlerin belli bash gorevleri tat ve koku bilesiklerini olusturmak, proteolitik ve
lipoltik aktivite, patojen bakterileri yok etmek arasinda sayilir. Siit veya siit iiriiniinde
olusan bu degisiklikler sonucu iirlin kendine 6zgii karakteristik niteliklerini kazanir. Starter
kiiltiirlerin temel islevleri arasinda; asit olusturma, proteoliz ve lipoliz, lezzet ve aroma
bilesiklerinin olusumunda rol almas1 ve zararli bakterilerin inhibisyonu sayilabilir (Borelli
ve ark., 2006; Lopandic ve ark., 2006; Andrade ve ark., 2017). Asit iretimine dahil
olmayan ancak, olgunlasma asamasinda yardimci destek mikroorganizma olarak mayalar
(Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lactis, Debaryomyces hansenii, Geothricum
candidum, Dipodascus capitatus, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces unisporus,
Saccharomyces exiguus, Candida catenulata, Candida intermedia) oldukg¢a 6nemli bir role

sahiptir (Beresford ve ark., 2001; Yal¢in ve ark., 2011). Mayalarin starter aktivite
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ozelliklerinden dolay1 endiistriside kullanimlarina énem verilmektedir (Andrade ve ark.,

2017).

Ikincil mikroorganizma olarak tanimlanmalarina ragmen mayalarin starter kiiltiir olarak

kullaniminin olumlu oldugunu bildiren bir¢ok ¢alisma mevcuttur.

Bazi mayalarin yiiksek lipolitik ve proteolitik aktiviteye sahip olmalari, amino asit, yag
asitleri ve esterler gibi aroma olusumuna Onciiliik eden maddelerin meydana gelmesinde
biiyiik rol oynamaktadir. (Ferreira ve Viljoen, 2003; Kesenkas ve Akbulut, 2006). Onemli
starter kiiltlir 6zelliklerinden biri proteolitik aktivite oldugu i¢in bu tez c¢aligmasinda 8
Cryptococcus humicola maya izolatinin proteolitik aktiviteleri agar stop yontemi ile
belirlenmistir. Sekiz maya izolatinda 10,265 mm (Cryptococcus humicola MBP3)- 17,395

mm (Cryptococcus humicola MBP7) arasinda proteolitik aktivite tespit edilmistir.

Mayalarin peynir mikrobiotasinda 6nemli bir yere sahip oldugu, proteolitik ve lipolitik
enzimleri, alkali iirinler tretimi ve peynir kitlesine penetrasyonlart ile olgunlasmada
onemli bir rol ustlendiklerinden (Corsetti ve ark., 2001) dolay1 ¢alismamizda yiiksek
proteolitik aktiviteye sahip Cryptococcus humicola MBP7 izolatinin potansiyel peynirde

yardimet starter kiiltiir olarak kullanilabilecegi diistiniilmiistiir.

Siitlin yapisinda bulunan lipaz enzimi ile starter kiiltiir olarak kullanilan mayalarin tiretmis
olduklar1 ekstraselliiler lipaz enzimleri vasitasiyla, siitlin temel bilesenlerinden olan
trigliseritler, gliserol ve serbest yag asitlerine hidroliz olmaktadir. Serbest yag asitleri de
peynirin tad ve aroma gelisimine yardimci olmaktadir. Yardimci starter kiiltiir olarak
kullanilan mayalarin bir ¢alismasinda proteolitik ve lipolitik aktiviteleri sonucu peynirde
tat ve koku olusturdugu belirtilmistir (Kesenkas ve Akbulut., 2006). Peynir olgunlagmasi
bakimindan katkis1 olabilecek mayalarin lipolitik 6zellikler tasimasi peynirin lezzeti
acisindan onemli oldugundan g¢alismamizda, mayalarin lipolitik aktiviteleri agar spot
yontemi ile belirlenmistir. Sekiz maya izolatinda en yiiksek lipolitik aktiviteyi 12,44 mm
zon ¢api ile Cryptococcus humicola MBP7 da tespit edilirken, en diisiik lipolitik aktiviteyi
9,12 mm zon ¢ap1 ile Cryptococcus humicola MBP5 mayasinda bulunmustur. Mayalarin
proteolitik aktiviteleri ve lipolitik aktiviteleri arasinda r=0,661 olarak tespit edildiginden

orta diizeyde pozitif bir korelasyon oldugu tespit edilmistir
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Feta peyniri salamurasindan izole edilen Saccharomyces cerevisiae suslarinin
Debaryomyces Hansenii suslarindan daha fazla lipolitik aktivite gosterdigi rapor edilmistir.
Her iki mikroorganizmanin da lipolitik 6zellikleri bakimindan Feta peyniri olgunlagmasina
katkida bulunabilecekleri savunulmustur (Bintsis ve ark., 2004). Cesitli kaynaklardan izole

edilen 12 Yarrowia lipolytica tiirtiniin lipolitik aktivite gosterdiklerini bildirmislerdir.

Aragtirilan ¢alismalarda elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, farkli maya tiirlerinin
farkli oranlarda proteolitik ve lipolitik aktiviteye sahip olabilecekleri ve bununda bununda

peynirlerin olgunlagsmasinda katkisi olabilecegi seklinde degerlendirilmistir.

Mayalar iireyebilmek icin nitrojen kaynagina ihtiya¢ duyarlar. Fermentasyon sirasinda
arjinin amino asiti yan iiriin olarak iireyi olusturur. Ure nitojen kaynag1 agisindan zengindir
ve maya ic¢in 6nemli nitrojen kaynagidir. Maya i¢in inhibisyon olma durumundan dolay1
nitrojen kaynagmin azalmamasi gerekir (Satyanarayana ve Kunze, 2009). Ure bazi
mikroorganizmalar tarafindan hidroliz edilerek amonyak ve karbamata doniisiir. Amonyak
alkali madde oldugundan ortamin asitligini azaltarak pH’1n ylikselmesi agisindan 6nemlidir
(Lachenmeier ve ark., 2010). Arastirmada aktif YEPD besi ortamina %?2 {ire oraninda iire
besi ortamina inokiile edilmistir. Besi yeri renginin saridan pembeye doniisiimii iire
hidroliz yetenegi olarak degerlendirilmistir. Yapilan bu ¢aligmada 8 maya izolatinin iireyi
hidroliz edebilme yetenegi arastirilmis vearastirmada kullanilan suslardan Cryptococcus
humicola MBP2, MBP3’iin iireyi hidroliz edebilme yetenegi yok iken, MBP1, MBP4,
MBPS5, MBP6, MBP8 iireyi hidroliz edebilme yeteneginin zayif oldugu Cryptococcus
humicola MBP7’nin ise iireyi hidroliz edebilme yeteneginin gii¢lii oldugu tespit edilmistir.
Mayalarin iireyi hidroliz etme yetenegi ile ilgili baska herhangi bir caligmaya

rastlanilmamustir.

Tuza direncli olarak canlilifint siirdiiren mayalar peynir etrafinda mikrofilm tabakasi
olustururlar ve peynirin ekosistem icerisinde gelisimlerini saglayarak peynirin tat ve
aromasina katki saglarlar (Montel ve ark., 2014). Bu tez calismasinda 8 maya izolatinin
farkli NaCl konsantrasyonlarinda (%0, %4, %6, %10) canli hiicre sayilar1 tespit edilmistir.
Mayalarin kontrol besi ortaminda (YEPD) canli hiicre sayilar1 3,10 log kob/mL (MBP6) ile
2,71 log kob/mL (MBP2) arasinda oldugu tespt edilmistir. Mayalarin %4 NaCI’lii ortamda
en diisiik canli hiicre sayis1 Cryptococcus humicola MBP4 (2,77 log kob/mL) izolatinda,
en yiiksek canli hiicre sayist Cryptococcus humicola MBP2 (3,26 log kob/mL) izolatinda
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belirlenmistir. Mayalarin %6 NaCl’lii ortamda en diisiik canli hiicre sayis1 2,51 log kob/mL
ile Cryptococcus humicola MBPS izolatinda goriiliirken en yiiksek canli hiicre sayis1 3,14
log kob/mL ile Cryptococcus. humicola MBP7 izolatinda goriilmiistiir. %10 NaCl’lii besi
ortaminda Cryptococcus humicola MBP1 (2,69 log kob/mL) en yiiksek canli hiicre say1
gosterirken, Cryptococcus humicola MBP3 (2,50 log kob/mL) en diisiik canli hiicre sayisi
gostermistir. Cryptococcus humicola MBP7’in 3,14 log kob/mL ile %6’lik NaCl’li
ortamda denenen tiim konsantrasyonlar icerisinde en yiliksek canli hiicre sayisina sahip
oldugu belirlenmistir. Mayalarin farkli tuz konsantrasyonlarina toleranslari incelendiginde
%4 NaCl’li YEPD besi ortaminda (MBP4 ve MBP6 izolatlar1 hari¢ kontrol besi ortaminda
daha iyi gelisme gostermislerdir) daha iyi gelisme gosterdikleri tespit edilmistir. Canli
koloni sayiminda suslar arasinda da tuz konsantrasyonuna bagli olarak farkliliklar oldugu

gbzlemlenmistir.

Praphailong ve Fleet (1997) gida kaynakli D. hansenii, Y. lipolytica ve K. marxianus
tiirlerine ait 30 maya kiiltiiriintin farkli tuz konsantrasyonlarina etkisini incelemisler ve D.
Hansenii izolatlarinin %15 tuz i¢eren ortamda dahi canli kalabildigi, K. marxianus tiiriine
ait kiltiirlerin %7,5 ve %10 NaCl varliginda gelisemedigini bildirmislerdir. Benzer bir
calismada, Sorensen ve Jakopsen (1997) farkli tuz konsantrasyonlarinda D. hansenii’nin

izolatlarinin gelisebildigini rapor etmislerdir.

Roostita ve Fleet (1996), piyasadan temin edilen Camembert ve mavikiiflii (blue-viened)
peynirlerden izole edilen 240 farkli mayanin, laktozu fermente etme ve/veya kullanma,
hiicre dist1 lipolitik ve proteolitik enzim iiretme, 5-10°C’de ve %6 tuz konsantrasyonunda
gelisebilme yeteneklerini incelemisledir. Calismada her iki peynir tipinden de izole edilen
D. Hansenii kiiltiirlerinin, o6zellikle yiiksek tuz konsantrasyonunda gelisebildigini, Y.
Lipolytica kiiltiirlerinin ise kuvvetli lipolitik ve proteolitik 6zellige sahip oldugunu

bildirmislerdir.

Sicaklik, hiicredeki neredeyse tiim biyokimyasal siiregleri etkileyen termodinamik
parametrelerden biridir. Bu parametrecanli hiicrelerin 6l¢iilmesi i¢in bir arastirma gruplari
tarafindan kabul edilmistir (Lindstrom ve Gottschling, 2009). Sicakligin ayarlanmasi,
mikroorganizmalarin bilylimesini engellemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Liu ve
ark., 2017). Mayalar i¢in sicaklik beslenme ve gelisme agisindan olduk¢a Onemlidir.

Sicaklik enzim aktivitesini etkileyen en Oonemli faktorlerden biridir. Sicaklikta meydana
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gelecek degisiklik olusan metabolizma iiriinlerinde etkilemektedir (Pamir, 1985; Molon ve
Zadrag-Tecza, 2016). Bu c¢alismasinda Cryptococcus humicola tiirline ait 8 maya
kiiltiirtiniin 30°C ve 37°C de gelismeleri canli hiicre sayilar1 hesaplanarak tespit edilmistir.
Bu ¢alismada farkli sicakliklarda gelistirilen C. humicola tiiriine ait 8 izolatin hepsi denen
farkli sicaklik derecelerinde farkli oranlarda canlilik gdsterirken, izolatlar iginde
Cryptococcus humicola MBP4 izolatinin 30°C en yiiksek canlilik oranmna (3,95 log
kob/mL) sahip oldugu goriilmektedir. Kontrol grubuna gore mayalarin en iyi gelisme
gosterdikleri (MBP4 ve MBP6 izolatlar1 hari¢) tuz konsantrasyonunun %4 oldugu tespit
edilmistir. Ayrica Cryptococcus humicola MBP4, MBP5 ve MBP6 izolatlar1 hari¢ diger
izolatlarda sicaklik azaldig1 zaman canli hiicre sayilarinda azalma belirlenmistir. Mayalarin
farkli sicakliklarda canli hiicre sayilar1 arasindaki farkliligin (p>0,05) anlamli olmadig:

belirlenmistir.

Mozzarella peyniri tiretiminde kullanilan K. marxianus mayasinin 22, 30 ve 37 °C’lerde
gelisiminin degerlendirildigi ¢alismada en iyi sonuglar 22 ve 30 °C’de elde edilmistir
(Parente ve ark., 1989). Feta peynirinden izole edilen mayalarin gelisme kosullarinin
incelendigi bir ¢aligmada; mayalarin 4-44 °C’ler arasi gelisme gosterirken optimum
gelisme sicakligmin 32°C oldugu rapor edilmistir (Vivier ve ark., 1994; Sorensen ve
Jakopsen, 1997).

Mayalarin soguga adaptasyonu, mevcut karbon kaynaklarini kullanmak i¢in hiicre dist
hidrolitik enzimlerin {iretilmesi ile miimkiin olmaktadir ve bu yolla besin geri doniistimii
ve organik madde mineralizasyonuna katkida bulunmaktadirlar (Singh ve Singh, 2012).
Amilazlar, gida, deterjan, ¢amasirhane, tekstil, unlu mamuller ve biyoyakitlar gibi
endiistrilerde kullanim icin biiyiik potansiyele sahiptir. Ozellikle gida sektdriinde amilaz
enzim aktivitesine sahip mikroorganizmalarin belirlenmesi ¢ok 6nemlidir. Mayalarda bu
alanda uygun adaylar olarak goriilmektedirler. Mayalarin amilaz enzim aktivitesi, mayanin
fermantasyon i¢in ihtiya¢c duydugu sekerin olusmasini, ekmek olusmasini saglayan
mayalarda hamurun kivamli olmasimi saglamaktadir (Carrasco ve ark., 2016). Tez
caligmasinda, mayalarin amilaz enzim aktivitesi arastirilmasinda agar spot yonetimi
kullanilarak mayalarin steril disk etrafinda olusturdugu berrak zon capi Olgiilmiistiir.
Yiiksek amilaz aktivitesi sahip olan izolatlar olarak C. humicola MBP1 (14,535 mm), C.
humicola MBP4 (13,49 mm), C. humicola MBP3 (13,09 mm) ve C. humicola MBP7
(12,78 mm) tespit edilmistir.
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Yapilan literatlir taramalarinda Cryptococcus humicola tiirtinde proteolitik aktivite,
lipolitik aktivite, iireyi hidroliz etme yetenegi, farkli tuz konsantrasyonlarinda ve sicaklik
derecelerinde canlilik oranlar1 ve amilaz enzim aktivitesi ile ilgili herhangi bir literatiir

bilgisine rastlanilmamustir.

Sonug olarak ¢alismamizda peynirden izole edip kullandi§imiz maya peynir i¢inde yasama
kabiliyeti ve maya florast i¢inde dnemli yere sahip olmasi bakimindan elzemdir. Tiim
peynirlerde olgunlasma boyunca etkin bir lipoliz belirlenmesine ragmen; mayalarin
ozellikle de lipolitik aktiviteye sahipken bu c¢alismada kullandigimiz mayanin da lipolitik
aktiviteye sahip oldugu gozlemlenmistir. Mayalarin destek kiiltiir olarak kullanimlarinda
belki de en biiyiik risk kaynagi, peynirin duyusal 6zellikleridir. Ornegin aroma yada tat
gibi durumlar agisindan risk tasimaktadir. Sonug olarak gergeklestirdigimiz bu g¢alisma,
iilkemizde siit iriinleri i¢cinde en cok tliketilen peynir icin kullanilan starter destek
iiriinlerine yeni bir yaklasim getirmistir. Ozellikle ¢alismamizda kullandigimiz maya
peynir olgunlasmasma katki saglayacak nitelikte olan maya tiirleri arasinda oldugu
goriilmektedir. Ozellikle MBP7 izolatimin peynirde yardimecr starter kiiltiir olarak
kullanilabilecegi gézlemlenmistir. Fermente gida iiretiminde en ¢ok kullanilan ve ticari
starter kiiltlir olarak en genis ve degerli grubu olusturan mikroorganizmalar laktik asit
bakterileridir (LAB) (Hansen, 2002). Gida kaynakli ¢cogu LAB GRAS (Genel Olarak
Giivenilir) statiistinde olmasina ragmen, LAB arasinda artan antibiyotik direnclilik ve bu
direngliligin patojen bakterilere aktarilabiliyor olmasi, LAB’m -6zellikle 1s1l islem
gormeden tiiketilen gidalarda starter kiiltiir olarak kullanilmasini sinirlamaktadir (Mathur
ve Singh, 2005). Ozellikle Enterococcus cinsi iiyesi bakterilerde antibiyotik direnglilik sik
gozlenmektedir (Demirgiil ve Tuncer, 2017). Bunun yaninda probiyotik ozelligi de
bulunan bazi Lactobacillus cinsi iiyeleri ile Pediococcus, Leuconostoc ve Lactococcus
cinsi iiyesi bakterilerde de antibiyotik direnglilik artma egilimindedir. Bu nedenle starter
kiiltiir olarak kullanilmasi diisiiniilen LAB’1n, tiim testlere ilave olarak antibiyotik direnci
bakimindan da taranmasi gerekmektedir (Darsanaki ve ark., 2013). 8. Bes yillik Kalkinma
Plani gergevesinde Siit ve Siit Uriinleri Sanayi Alt Komisyon Raporu’nda da belirtildigi
gibi, Avrupa Birligi pazarlarina girebilmemiz ve ihracatimizin artirilabilmesi igin 6zellikle,
¢ig stitte hijyen ve kalite standartlarinin yiikseltilmesi, peynir iiretiminde diger basamaklara
ek olarak, peynir olgunlasmasina yonelik iyilestirme ¢alismalarinin ve yeni arastirmalarin
yapilmas1 gerekmektedir (DPT, 2001b). Ulkemizde peynir olgunlasmasi konusunda

giinlimiize kadar yapilan g¢alismalarin biiyliik bir ¢ogunlugunu, olgunlagma sirasindaki
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fiziksel, kimyasal ve mikrobiyal degisimleri ve her peynir i¢in karakteristik olan aroma
maddelerini belirleme c¢alismalart olusturmustur. Olgunlastirmayr farkli yontemler ile
hizlandirmaya yonelik ¢alismalar ise oldukca yenidir. Ulkemizde beyaz peynir iiretimi
esnasinda Ozellikle starter kiiltiir kullanimi gittikge yayginlasmis fakat peynir yapimi

biiytik bir endiistri kolu haline gelmis iilkelerde oldugu gibi bilingli gelisememistir.
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