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OZET

BEYAZ PEYNIRDEN IZOLE EDILEN MAYALARIN MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

Mustafa APAN
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Gida Miihendisligi Ana Bilim Dali
Doktora, Subat/2023
Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Mustafa EVREN
Bu ¢alismada, 2006-2007 tarihleri arasinda Samsun ili ¢esitli marketlerden ve
Terme il¢e pazarindan satisa sunulan farkli marka ve ambalajlardaki kapali 15 adet,
acik 15 adet ambalaj olmak tizere toplam 30 adet beyaz peynir 6rneginden toplam 48
adet maya susu materyal olarak kullanilmistir.

Mayalar beyaz peynirde rahatlikla gelisebilirler, bunu nedeni bu
mikroorganizlarin genis aralikli su aktivitelerinde, pH ve sicaklik yetekneklerinin
yaninda enzim aktivilerinin yliksek olmasidir. Beyaz peynirde gelisen mayalar aci
tada, mayamsi tada, koti kokuya, gaz olusumuna, yumusamaya ve istenmeyen
gbzenekli yapt olusumu gibi istenmeyen yapi1 ve duyusal degisikliklere sebep
olmasiyla ¢esitli bozulmalara yol agar. Bu durum beyaz peynirde ¢esitli kalite ve iiriin
kayiplarinin diismesine neden olmaktadir. Ayrica maya sayisinin fazlaligi isletmelerde
hijyen ve sanitasyon kurallarina uyulmadigmin onemli bir gdstergesi olarak
goriilmektedir. Peynir ylizeyinde gelisen ve potansiyel bozulma etkeni olan maya
suslarin izole edilip tanimlanmalari, bu iriinlerin iiretilmesi ve depolanmasinda
yasanilan sorunlarin Onlenmesinde onemli katki saglayacaktir. Calismada beyaz
peynirden izole edilen maya suslarinin tanimlanmasinda genotip karakterlere dayali
PZR-RFLP yontemi ile DNA sekans tanimlama yontemi kullanilmistir. PZR-RFLP
yontemiyle 48 adet maya susu arasinda hicbir fark gériilmedigi bulunmustur. Ornek
maya DNA sekanslar: blast, benzerlik, NJ ve ML filogenetik analizlerine tabi tutulup
akrabalik dereceleri belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu analizler sonunda beyaz peynirden
izole edilen maya suslarinda Yarrowia lipolytica maya susu dominant olarak
bulunmustur. Ayrica filogenetik agaglarindaki ayrim, filogenetik analize tabi tutulan
maya suslariin “Market” ve “Pazar” Orneklerinden izole edildigini agikca
gostermektedir. Clinkii market 6rneklerinden izole edilen Y. lipolytica’larin daha ¢ok
Avrupa orjinli ve ticari olarak lretilen referans maya suslariyla akrabaliklar1 yakin
oldugu bulunurken, pazardan 6rneklerinden izole edilen Y. lipolytica’larin daha ¢ok
karisik bolge orjinli ve yabani referans maya suslariyla akrabalik derecelerinin yakin
oldugu bulunmustur. Bu sonuglar ¢esitli literatiirlerde de desteklenmistir. Calismada
ve literatlirlerde goriildiigii gibi halk pazarinda satisa sunulan beyaz peynir
orneklerinde Y. lipolytica maya suslarinin orijinlerinin farkli oldugu bulunmustur.
Bunun sonucu olarak pazarda satisa sunulan beyaz peynirlerin, marketlerde satiga
sunulan beyaz peynirlere kiyasla hem hijyenik hem de saglik agisindan risk
olusturacagr diistiniilmektedir. Bu c¢alismayla beyaz peynir sektoriinde, mayalarin
neden oldugu {irtin kayiplarin 6niine gegilmesinin yaninda gida, fermentasyon ve
biyoteknoloji alaninda kullanimiyla ilgili ¢aligmalara 151k tutmasi amaglanmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Maya, PZR, PZR-RFLP, Filogenetik, DNA sekans, Yarrowia
lipolytica.



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF YEAST ISOLATED
FROM WHITE CHEESE

Mustafa APAN
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Food Engineer
Doctorate, February/2023
Supervisor: Dr. Faculty Member Mustafa EVREN

In this study, a total of 48 yeast strains were used as material from a total of 30
white cheese samples, 15 closed and 15 open packages, in different brands and
packages, which were offered for sale from various markets in Samsun and Terme
district market between 2006-2007. Yeasts can develop easily in white cheese, this is
because these microorganisms have high enzyme activities in a wide range of water
activities, pH and temperature abilities as well as high. Yeasts that develop in white
cheese cause various deteriorations by causing undesirable structure and sensory
changes such as bitter taste, yeasty taste, off-flavor, gas formation, softening and
unwanted porous structure formation. This situation causes a decrease in various
quality and product losses in white cheese. In addition, the excess number of yeast is
seen as an important indicator that the hygiene and sanitation rules are not followed in
the enterprises. Isolation and identification of yeast strains that develop on the cheese
surface and are potential spoilage factors will contribute to the prevention of problems
experienced in the production and storage of these products. In the study, PCR-RFLP
method based on genotype characters and DNA sequence identification method were
used to identify yeast strains isolated from white cheese. It was found that no
difference was observed between 48 yeast strains of PCR-RFLP method. Sample yeast
DNA sequences were subjected to blast, similarity, NJ and ML phylogenetic analyzes
to determine the degree of relatedness. At the end of these analyses, Yarrowia
lipolytica yeast strain was found to be dominant among the yeast strains isolated from
white cheese. Moreover, the distinction in phylogenetic trees clearly shows that yeast
strains subjected to phylogenetic analysis were isolated from “Market” and “Bazaar”
samples. Because, while it was found that Y. lipolytica isolated from market samples
were mostly closely related to reference yeast strains of European origin and
commercially produced, Y. lipolytica isolated from bazaar samples were mostly found
to have close affinity with mixed region origin and wild reference yeast strains. These
results have been supported in various literatures. As seen in the study and in the
literature, the origins of Y. lipolytica yeast strains were found to be different in the
white cheese samples offered for sale in the bazaar. As a result, it is thought that the
white cheeses offered for sale in the market will pose a risk both in terms of hygiene
and health compared to the white cheeses offered for sale in the bazaars.With this
study, it is aimed to prevent product losses caused by yeasts in the white cheese sector,
as well as to shed light on studies related to its use in food, fermentation and
biotechnology.

Keywords: Yeast, PCR, PCR-RFLP, Phylogenetics, DNA sequence, Yarrowia
lipolytica.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

*.2H0 : 2 Suda

“* abi” : Abi Formatli Dosya Uzantis1

A : Adenin

o . Alfa

ATCC : Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu
Tm : Annealing Sicaklig1

be/bp : Baz Cifti

B . Beta

CBS : Centraalbureau Voor Schimmelcultures
dk : Dakika

rpm : Dakikada Devir

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

Naz : Di-Sodyum

EDTA : Disodyum Etilendiamintetraasetik Asit
3 : DNA’ nin 3 Ucu

5 : DNA’ nin 5 Ucu

dd H20 : Double-Distile Su

“* fasta" : Fasta Formatli Dosya Uzantis1
GRAS : Genel Olarak Giivenilir

ar : Gram

G > Guanin

Hd : Haplotip Cesitliligi

H20: : Hidrojen Peroksit

H2S : Hidrojen siilfiir

HCI : Hidroklorik Asit

ITS : Internal Transcribed Spacers

IGS - Intergenic Spacer

KITAM : Karadeniz Ileri Teknoloji Arastirma Ve Uygulama Merkezi
kb : Kilo Baz

m : Kiitle

MP : Maximum Parsimony

ML : Maximum Likelihood

ug : Mikrogram

viii



ul : Mikrolitre

pum : Mikrometre
M.O. : Milattan Once
mm : Milimetre
ml : Mililitre
M : Molar
Ma : Molekiil Kiitlesi
ng : Nanogram
nm : Nanometre
NCBI _National _ Collection Of Agricultural And Industrial
Microorganisms
- : Negatif
NJ : Neighbor-Joining
Pi : Niikleotid Cesitliligi
X : Oran
: Bir ¢ozeltinin asitlik veya bazlik derecesini tarif eden dl¢ii
pH birimidir.
PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu
P7R- RELP Lel;gu]mpeorlzim oZriFr)lr(]:iisrmReaksiyonu -Restriksiyon Fragment
+ . Pozitif
rDNA : Recombinant Deoksiribo Niikleik Asit
RNA : Riboniikleik Asit
D1/D2 : Ribosomal En Biiyiik Alt Birim (LSU)
sa : Saat
s : Saniye
°C : Santigrat Derece
C : Sitosin
SDS : Sodyum Dodesil Stilfat
NaCl : Sodyum Kloriir
H20 :Su

Taq DNA : Thermus aquaticus bakterisinden elde edilen DNA
polimeraz polimeraz enzimidir.

T : Timin
Tris : Tris(Hydroxymethyl)Aminomethane
TE : TrislEDTA
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: Unweighted Pair Group Method Algorithm
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: Yeast Malt Agar/Broth
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1. GIRIS

Insan beslenmesinde biiyiik bir neme sahip olan siit ve iiriinleri igerdigi organik
ve inorganik maddeler agisindan oldukg¢a zengin bir gidadir. Mikroorganizmalar siitiin
bu zengin besin igeriginden dolay1 kolaylikla geliserek cesitli olumsuzluklara neden
olurlar. Bu gidalarin daha uzun siire dayanabilmeleri igin ¢esitli yontemler
gelistirilmistir. Bu yontemler arasinda siitiin fermentasyon ile peynire doniistiiriilmesi
en eski ve en ¢ok kullanilan yontemdir. Fermentasyona dayal1 iiretimlerde ¢esitli
bakteri, maya ve kiif suglari, substrat olarak kullanilan hammaddeler lipoliz, proteoliz,
laktoz, laktat, sitrat metabolizmasi, amino asit ve serbest yag asitleri metabolizmalarini
gerceklestirmesiyle gidanin besleyiciliginin artmasina ve reolojik 6zelliklerinin
olusumuna katkida bulunurlar. Bu faydalarinin yaninda, organik bilesikler (enzim,
organik asit, H2O2, H2S ve bakteriosin v.d.) olusturmalar1 sonucu, patojen ve giday1
bozan mikroorganizmalari inhibe ederek mikrobiyal kaliteyi arttirirlar. Boylelikle,
siitiin besin degeri, raf 6mrii ve katma degeri yiikseltilmis olmaktadir (Demirci, 1993,;
Tekingen, 2000; Albayram, 2007; Esen, 2008).

Peynir, siitiin ¢esitli yontemlerle pihtilastirilip, olgunlastirmasi sonucu iiretilen
kendisine 6zgii aromasi, dokusu ve kokusu olan bir gidadir. Hammadde olarak ¢esitli
biiylikbas (inek ve manda siitii gibi) ve kiigiikbas (koyun ve kegi siitii gibi) hayvanlarin
tek baslarina veya bunlarin kombinasyonu kullanilmaktadir (Keskin, 1982; Hursit,

1999).

Diinyada iiretime sunulan bazi peynir gesitleri; Beyaz Peynir, Mihali¢ Peyniri,
Kegi Peyniri, Tulum Peyniri, Otlu Peyniri, Lor Peyniri, Urfa Beyaz Peyniri, Dil
Peyniri, Cerkez Peyniri, Abaza Peyniri, Tel Peyniri, Cokelek, Canak Peyniri, Kiilek
Peyniri, Cara Peyniri, Orgii Peyniri, Golot Peyniri, Cayir Peyniri, Torba Peyniri,
Imansiz Peyniri, Gravyer Peyniri, Yoriikk Peyniri, Cheddar, Mozzarella, Ricotta,
Emmental, Edam, Gouda, Camembert, Brie, Roquefort, Parmesan, Provolone, Stilton,
Gorgonzola, Feta ve Mascarpone seklindedir. Peynir ¢esitlerinin bu kadar fazla olma
sebepleri; uzun raf 6mrii olmasi, siit igeriginin biiyiik bir bélimiinii tasimasi ve siitiin
fazla oldugu donem ve bolgelerde cesitli tekniklerle siitiin peynire islenmesi

gelmektedir (Demirci, 1993; Anonymous, 2010a; Tekinsen, 2000).

Peynirlerin smiflandirilmasinda, kullanilan hammadde, kimyasal bilesimleri,

nem ve kuru madde, tekstiir yapilari, yag orani biiyiik bir rol oynamaktadir.



Peynirin mikrobiyolojik kalitesini etkileyen en onemli faktorlerden birisi
hammaddedir. Peynir iiretiminde, hammadde olarak kullanilan siitiin mikrobiyolojik
acidan 1yi olmamasi durumunda mikroorganizmalar peynirde rahatlikla ¢ogalip ¢esitli

olumsuzluklara neden olmaktadirlar (Sahin ve Korukluoglu, 2000).

Ozellikle beyaz peynirlerde gelisen mikroorganizmalar insan sagligini olumsuz
yonde etkileyebilmekte, bazi durumlarda saglik agisindan Onemli bir sorun
olusturmasa bile, peynirde goriiniis ve yap1 gibi bazi duyusal 6zellikleri bozdugu i¢in
tiikketici tarafindan kabul edilemez kusurlarin olusmasina neden olabilmektedir. Bu
kusurlari; lezzet ve tekstiir kusurlart (gozeneklilik ve siskinlik), sert-kuru yapi,
yumusak yap1, kirintili yapi, unumsu yapi, piitiirli yapi, zayif kitle, gériinlim ve renk
kusurlari seklinde siralamak miimkiindiir (Unliitiirk, 2003). Peynirin kalitesi agisindan
uygulamada, hijyenik kosullarin saglanmasi ve 6zellikle uygun starter ile inhibitor
icermeyen siitlerin kullanilmasi1 biiylik 6nem tasir. Ciinkii tiiketici saglhigi igin
potansiyel tehlike arz eden mikroorganizmalarin peynirde gelismeleri, biiyiik 6l¢iide

ancak bu 6nlemlerin alinmasi ile 6nlenebilmektedir (Tekinsen, 2000).

Mikroorganizmalarin yukarida siralanan birtakim zararli etkileri olmasina
karsin, fermentasyon teknolojisinde (sarap, bira ve cesitli organik maddelerin
tiretiminde), et ve et iriinlerinde (sucuk iiretiminde), siit lrtinlerinde (kefir, kimiz),
unlu irlinler teknolojisinde (ekmek, pasta) vb. gidalarin iiretiminde onemli rol
oynamalart nedeniyle endiistriyel gida {retiminde vazgecilmez bir yerleri
bulunmaktadir. Ancak, gidanin dogal florasinda bulunan veya disaridan bulasan
mikroorganizmalar, hatali iiretim, uygun olmayan kosullarda depolama ve tasima
kosullariin yaninda, tiiketicilerin bu iiriinleri tiiketim asamasina kadar gecen siirecte
yanlis muhafaza etmelerinden dolayr gidanin bozulmasina neden olmaktadir. Bu
bulagmalar hammaddeden kaynaklanabildigi gibi yukarida belirtilen nedenlerle
mikroorganizmalar disaridan bu {riinlere bulasabilmekte ve uygun kosullar
bulduklarinda da gelisebilmektedir. Mikroorganizmalarin bulasmasi sonucu olusan
bozulmalar iirliniin ¢esitli katmanlarinda goriilmekle birlikte, cogunlukla peynir
ylizeyinde goriilmekte ve bozulmalarin biiyiik ¢ogunlugu yiizeyde gerceklesmektedir.
Hem faydali hem de zararli yonleri ile mayalar da gida endiistrisinde dnemli bir yer

tutmaktadir.

Mayalar, Fungi aleminde bulunan 6karyot tek hiicreli organizmalardir. Maya

kelimesi Farsca kodkenli olup “Kivam verici” veya “Fermente edici” anlamina
¢ p y
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gelmektedir. Mayalarin Ascomycotina, Basidomycotina ve Deuteromycotina olmak
lizere {i¢ ana alt boliimii vardir. Bu mikroorganizmalar toprak, hava, su, bitki, hayvan,
iiretilen ¢esitli gida iiriinlerinde ve bdceklerin dogal yapisinda bulunsa da daha ¢ok
bitki dokularinda bulunmaktadirlar. Bu mikroorganizmalarin diisiik nem (yiiksek
konsantrasyonlu seker ve tuz ortamlarinda), diisiik sicaklik ve az oksijen bulunan
eksterm ortamlarda gelisebilme 6zellikleri vardir. Mayalar, genellikle 5-8um ¢apinda,
oval, uzun, eliptik veya yuvarlak hiicre sekillerinde bulunmaktadir. Ayrica bu
mikroorganizmalarin diger belirgin 6zellikleri; niikleuslarinin daha belirgin olmasi,
miselyum olusturmamast ve boliinme esnasinda tomurcuk olusturmasi seklinde
siralanabilir. Bu ozellikleriyle bakteri ve kiiflerden ayrilirlar. Ancak, bazi mayalar
gercek miselyum olusturabildiklerinden maya benzeri olarak adlandirilmaktadir. Bu
mikroorganizmalar seksiiel (karsilikli hiicrelerin ¢gaprazlanmasi drnek; Saccharomyces
cerevisiae)  ve/veya  aseksiiel  (bolinme ve  tomurcuklanma  Ornek;
Schizosaccharomyces pombe) sekilde iirerler. Ayrica Endomycetacae veya
Saccharomycetaceae familyasina dahil maya tiirlerinin spor olusturma yetenekleri
vardir. Maya ve maya benzeri funguslar kat1 besiyerlerinde diiz, nemli, opak, kremsi,
pembe, sari, sirkiiler, sinirli, yapiskan veya mukoid koloniler olustururlar. Genis pH,
seker ve alkol sinirlart igerisinde gelisebilirler. Krem renginden pembe kirmiziya kadar
degisen renkte pigmentler olusturabilirler (Pamir, 1984; Gonliim, 1994; Ayhan, 2000;
Schaechter, 2004).

Mayalar cesitli morfolojik ve biyokimyasal o6zellikleriyle birbirlerinden
ayrilirlar. Mayalarin bu 6zelliklerinden yararlanilarak tanimlamalar1 yapilmaktadir. Bu
tanimlama islemi i¢in biyokimyasal (seker asimilasyonu, {ire hidrolizi, fermentasyonu
vb), ve morfolojik (s1v1 ve kat1 besiyerlerindeki goriiniisleri, hiicre boliinmesi, spor
yapilar1 vb.) testlere dayanan geleneksel tanimlama yontemleri gelistirilmistir. Ancak
bu yontemler fazla isgiicii ve zaman harcanmasinin yaninda bazi durumlarda yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle API 20 C, APl 20 C AUX ve API ID 32 C, Vitek gibi
alternatif yontemler gelistirilmistir. Bu geleneksel yontemlere paralel olarak, son
yillarda, molekiiler biyolojinin gelismesiyle birlikte mayalarin tespit ve
tanimlamasinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR, PCR)’na dayali molekiiler
yontemler olduk¢a onem kazanmistir. PZR yontemi; klasik belirleme ve tanimlama
yontemlerine alternatif olarak gelistirilen ve hizli oldugu kadar yiiksek secicilik ve

duyarliliga sahip bir yontem olarak, gidalardaki kaliteyi bozan mayalarin



tanimlanmasinda giiniimiizde kullanimi en ¢ok tercih edilen yontem olarak karsimiza

¢ikmaktadir. (Schaechter, 2004; Torniik vd., 2008).

H. Gobind Khorona 1971 yilinda, iki primer kullanilarak DNA molekiiliiniin
belirli bir bolgesinin ¢ogaltilabilecegini belirlemis, ancak uygulanmamistir. 1983
yilinda bir biyokimyaci olan Kary B. Mullis, Thermus aquaticus bakterisinden
termostabil DNA polimerazt (Taq DNA polimeraz) izole ettikten sonra, DNA
replikasyonunun tiip i¢inde taklit edilmesiyle istenilen bir bolgenin ¢ok fazla sayida
cogaltilmasini saglayan ve kendisine Nobel 6diilii kazandiran bir yontem gelistirmistir.
PZR yontemi ilk kez Saiki ve ark. tarafindan 1985 yilinda kullanilmis ve daha sonraki
yillarda bu metodun uygulama alanlar1 genisleyerek tip, ziraat, gida, veteriner, biyoloji
ve genetik ile ilgili bilim dallarinda ¢ok sayida yeni buluslar ve gelismeler saglanmistir

(Bartlett and Stirling, 2003; Devrim ve Kaya, 2004; Taban, 2007; Tanoglu, 2008).

PZR yontemi, niikleik asitlerin (DNA veya RNA) belirli bir béliimiiniin in vitro
yontemle hizli ve ¢ok sayida ¢ogaltilmasina yonelik bir tekniktir. Bu yontemle dizilimi
bilinen iki bdlge arasinda bulunan bir DNA par¢asini amplifiye (¢ogaltmak) etmek
amaglanmaktadir. PZR yontemi, temel olarak, tekrarlanan iic asamada gergeklesir. Bu

asamalar denatilirasyon, primerlerin baglanmasi ve polimerizasyon asamalaridir.

PZR mikroorganizmalarin hem tanimlamasinda hem de aramasinda yaygin
olarak kullanilan PZR'nin en 6nemli modifikasyonlar1 RT-PZR, Nested-PZR, PZR-
AFLP, PZR-RFLP, PZR-RAPD ve Multiplex-PZR’dir (Arda, 1999; Tiirkyilmaz ve
Esendal, 2002; Aydin, 2004; Sermenli, 2006, Giinel, 2007; Durmaz, 2010).

Karigik maya tiirlerinin ve tiir suslarinin ITS, IGS ve rDNA gen bdlgelerinin
PZR-RFLP analiz yontemiyle parmak izi (Fingerprint) profilleri ¢ikarilmasi sayesinde

bu mikroorganizmalarin gruplandirilmasi yapilabilmektedir.

Bu yontemin esast rRNA'y1 kodlayan DNA molekiiliinii, PZR yontemiyle
cogaltip olusan tirtinleri restriksiyon enzimleriyle keserek, olusan fragmentlerin jelde
yiritiiliip degerlendirilmesine dayanmaktadir. PZR-RFLP yontemi 18S, 5.8S ve
28S’lik rDNA’lar ile ITS (Internal Transcribed Spacer) gen bolgelerinde kullanilan bir
yontemdir. Bu bdlgenin fragment uzunlugu tiir ve suslara bagl olarak 300-850 bg
araliginda degismektedir. ITS gen bdlgelerinin ¢ogaltilmasinda ITS1, ITS2, ITS3,
ITS4 ve ITSS5 primerleri kullanilmaktadir. PZR-RFLP yontemi rutin maya

tanimlamalari i¢in hizli, kolay ve tekrarlanabilir bir yontem oldugu i¢in gida ve peynir



endiistrisinde mayalarin belirlenmesi ve tanilanmasinda kullanilan bir yontem olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Rademaker and Savelkoul, 2009). PZR-RFLP tanimlama
yonteminin giivenilirligini arttirmak amaciyla gesitli gen bolgelerinin (ITS, IGS ve
D1/D2) DNA dizi analizi yapilmaktadir. EI-Sharoud vd., (2009), Misir’da geleneksel
olarak iiretilen Domiati, Kariesh, Matare (krem) peynirlerden hem taze hem de
depolama siiresince izole ettikleri toplam 120 maya susu izolatlarinin 40 tanesini 5.8S-
ITS rDNA ve 26S rRNA (D1/D2) RFLP yo6ntemiyle tamimlayarak, bunlarin
Issatchenkia orientalis (13), Candida albicans (4), Clavispora lusitaniae (Candida
lusitaniae) (9), Kodamaea ohmeri (Pichia ohmeri) (1), Kluyveromycesmarxianus (6)
ve Candida catenulata (7) oldugunu belirtmislerdir. Arastiricilar, C. lusitaniae harig
D1/D2 26S rRNA gen sekans analizinin maya tanimlamasinda %100 dogrulukta

oldugunu ve diger gida iirlinlerinde kullanilabilecegi sonucuna varmislardir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Peynir

Insanlarin beslenmesinde ve gelisiminde siit biiyiikk 6énem tasimaktadir.
Ancak ¢ok cabuk bozulan bir gida oldugu i¢in gegmisten beri insanoglu siitii uzun
siire muhafaza etmenin yollarin1 aramislardir. Bu yontemlerden biri de siitii ¢esitli
iirlinlere doniistiirerek tiiketiciye sunmaktir. Bu iirilinler arasinda peynir,

insanlarin diyetlerinde biiylik onem tagimaktadir.

Peynir M.0O. 8000-10000 yillarinda Orta Dogu’da (Mezopotamya) cesitli
hayvanlarin evcillesme déonemlerinde elde edilen siitiin pihtilagmasi ile bulundugu
tahmin edilmektedir. Peynir daha sonraki yillarda Orta ve Giiney Asya’ya, oradan
da Avrupa’ya yayilmistir (Kogak, 2022).

Tirkiye farkli kiiltiirlere ev sahipligi yapmasinin yaninda, bolgelere gore
goriilen iklim c¢esitliligi sonucu tiretilen peynirlerde de ¢esitlilik goriilmekte olup,
aroma, tekstiir ve lezzet gibi yapisal farkliliklara neden olmaktadir. Bu farliliklar
etkileyen faktorler; siitiin kimyasal yapisi, siite uygulanan iglemler, pihtinin yapisi
(fiziksel ve kimyasal), pihtiya uygulanan islemler ve olgunlastirma basamaginda
kullanilan enzim, mikroorganizma gibi islemler siralanabilir (Kaynar, 2011; Ceylan
vd., 2019; Karabiyikli ve Erdogmus, 2019). Peynirlerde goriilen bu gesitlilik Sekil

2.1.”de verilmistir.
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Sekil 2.1. Tiirkiye’de iiretilen peynir cesitleri (Kogak, 2022)



Peynir ile ilgili Tiirk Gida Kodeksi kapsaminda 08.02.2015 tarihli Resmi
Gazete’de yayimmlanan ve 01.01.2016 tarihinde yiiriirliige giren Peynir tebligine
gore: “Peynir: Hammaddenin uygun bir pihtilastirici kullanilarak pihtilastirilmasi
ve pihtidan peynir alti suyunun ayrilmasiyla, veya siitiin permeatinin
ayrilmasindan sonra pihtilagtirilmasiyla elde edilen, farkli sertliklerde ve yag
iceriklerinde; salamura veya kuru tuzlama ile tuzlanarak ya da tuzlanmadan,
starter kiiltlir kullanarak veya starter kiiltiir kullanmadan, telemesi haslanarak ya
da haslanmadan, g¢esnili veya ¢esnisiz olarak, teknigine uygun olarak tiretilen,
olgunlastirilmadan ya da olgunlastirildiktan sonra tiiketilen, ¢esidine Ozgii
karakteristik 6zellikleri gosteren siit uiriinleri;” olarak tanimlanir (Anonymous,

2015).

Peynirin hammaddesi siit oldugu ic¢in insanlarin saglikli ve dengeli
beslenmeleri agisindan olmazsa olmaz bir gida olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar.
Bu gida beslenme fizyolojisi acisindan, yiliksek protein, esansiyel yag asitleri

igerigi, A, Biz, kalsiyum ve fosfor gibi 6neme sahip ingrediyenleri icermektedir.

Peynirlerin simiflandirilmasinda ¢esitli kriterler kullanilmaktadir. Bu

kriterler asagida verilmistir;

1. Pihtinin elde edilme yontemine gore: Asit (setik asit, tartarik asit, sitrik

asit v.d.), asit+isi, asit+rennintisi ve fermentasyonla asitlendirme+isi,

2. Sertlik ve yap1 tutarliligina gore: Cok sert, sert, yar1 sert, yar1 yumusak ve

yumusak (taze),

3. Yag igerigine gore: Yiiksek yagl, tam yagl, orta yagli, diisiik yagh ve
yagsiz,

4. Nem oranina gore: ¢ok yiiksek nemli, yiiksek nemli, orta nemli ve diisiik

nemli,

5. Haslama sicakligina gore: Yiiksek derecede, orta derecede, diisiik

derecede haslananlar ve haglanmayanlar,
6. Siit tiirtine gore; koyun, ke¢i, inek ve manda siitii,

7. Olgunlastirma yontemine gore: Starter bakterilerle olgunlastirma

(gozenekli ve gbzeneksiz); kiiflerle olgunlastirma (yiizeysel olgunlastirma (Beyaz



Kiiflii), derin olgunlastirma (Mavi Kiiflii) ve ylizeysel+ derin olgunlastirma;

degisik yontemlerle olgunlastirilanlar ve olgunlastirilamayanlar,

8. Ulke kokenine gore: Tiirk, Fransiz gibi seklinde siralanmistir (MEB.,
2016; Hursit ve Akgiin, 2007; Kogak, 2022)

2.1.1. Beyaz Peynir

Ulkemizde beyaz peynirler Geleneksel ve Bulgar ydntemleriyle
iretilmektedirler. Geleneksel peynir genellikle teneke, salamura veya Edirne
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bulgar yonteminde, 1s1l islemin biiyiik bir boliimii
tek bir tekne iginde gerceklestirilmektedir (Ugiincii, 2008). Bu iki proses ayrintili
olarak Sekil 2.2 ve 2.3’de verilmistir.

“Beyaz peynir: Hammaddenin peynir mayas1 kullanilarak pihtilagtirilmasi
ile elde edilen telemenin, teknigine uygun olarak islenmesiyle lretilen, iiretim
asamalarindaki  farkliliklara gore taze veya olgunlastirilmis  olarak
tanimlanabilen, ¢cesidine 6zgii karakteristik 6zellikler gosteren salamurali peynir,”

olarak tanimlanir (Anonymous, 2015).

Cig Sit (Yag: %3.4-3.7; pH: 6.6-6.75)
On islemler (Temizleme, Sogutma)
On Pastérizasyon
Standardizasycl)n (Tam Yagl: %3.1-3.3; Yarim Yagh %1-1.2)
Pastérizisyon (78-82°C/15s)
Sogllltma
Depolama Tank1
Isnrﬁa (31-35°C)
Peynir #eknesi
Kalsiyum Kloriir (10gr/ 1001lsiit) ve Starter Kiiltiir (%1-2)
Mayalallma (30-32 °C; pH: 6.35-6.4)
175-100dk
P1iht1 Kesme
Peynir Suyunu Alma (Sinerez)
Presleme
Aktirma
Porsiyonlama

!
Salamura (14-16 Bome;30-32 °C; pH: 5.5-5.7)

Kapama ve Olgunlastirma (pH:4.8-4.85; kurumadde en az %40; tuz en ¢ok%9)

Sekil 2.2. Geleneksel yontemle beyaz peynir iiretim asamast (Ugiincii, 2008)
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Cig Siit
(Yag: %3.4-3.7; pH: 6.6-6.75)
|
On islemler
(Temizleme, Sogutma)

!

On Pastorizasyon

Standardizasyon
(Tam Yagl: %3.1-3.3; Yarim Yagli %1-1.2)
!

Pastorizasyon
(78-82°C/15s)
!

Sogutma
Depolama Tank1
!

Isitma
(31-35°C)
|
Peynir Teknesi
!
Kalsiyum Kloriir (10gr/1001 siit) ve Starter Kiiltiir (%1-2)
v
Mayalama
(30-32 °C; pH: 6.35-6.4)
175-100dk
Piht1 Kesme
Peynir Suyunu Alma (Sinerez)
Porsiyonlama
!
Salamura
(14-16 Bome;30-32 °C; pH: 5.5-5.7)

Kapama
(pH:4.8-4.85; kurumadde en az %40; tuz en ¢ok %9)

l

Olgunlagtirma

Sekil 2.3. Bulgar yéntemiyle beyaz peynir iiretim asamasi (Ugiincii, 2008)

2.2. Beyaz Peynirde Goriilen Bozulmalar

Beyaz peynirde birgok mikroorganizma bozulmaya neden olmaktadir. Ancak bu
boliimde daha ¢ok mayalarin neden oldugu bozulmalara deginilecektir. Mayalar, diistik
su aktivitesi, yiiksek tuz konsantrasyonu, diisiik pH degeri, diisiik sicaklikta gelisebilme
yetenegi olan, belli enzim aktivitesi ve besin gereksinimi nedeniyle siit iiriinlerinde,
bozulmalara neden olarak dnemli bir rol oynamaktadirlar. Bu nedenle peynir tiretiminde
maya kontaminasyonunda hijyen ve sanitasyon kriterleri 6nemli bir faktordiir (Kaynar,
2011).

Peynirlerde daha ¢ok Candida, Debaryomyces, Kluyveromyces, Saccharomyces ve

Torulopsis cinslerine ait maya suslart bozulmaya neden olmaktadir (Kaynar vd., 2005).



2.2.1. Tat Bozukluklari

Mayalar genellikle tatlimsi, meyvemsi veya mayamsi tat ve kokuya neden olurlar.

Bazen de aci tat olusturduklar1 gériilmektedir.
2.2.2. Kabukta Bozulma

Sert peynirlerin kabuklarinin uygun sekilde kurutulmamasi maya gelisimine neden
olur ve peynirde yumusama, renk ve koku bozukluklari ortaya ¢ikar (Cosansu ve Ayhan,
2002; Kaynar vd., 2005).

2.2.3. Kotii Koku

Mayalarin beyaz peynirde gelismesi sonucu yabanci (kotii kokusu, maya kokusu

vd.) kokulara neden olmaktadirlar (Kaynar vd., 2005; Ugiincii, 2008).
2.2.4. Gozenekli Yap1

Mayalarin fermentasyonu sonucunda ortaya ¢ikan CO» gazi elips seklinde ve
degisik biiytikliiklerde gozenekli yapiya neden olmaktadir (Tekingen, 2000; Kaynar vd.,
2005; Geronikou et al., 2020).

2.3. Mayalar ve Genel Ozellikleri

Mayalar ilk olarak Siimerler, Babiller, Misirhilar ve Giirciiler tarafindan MO.
6000-2000°1i yillarda kullanilmistir. Mayalar, bakterilerden genellikle daha biiytik ve
niikleuslarinin daha belirgin olmas: ile, kiiflerden ise miselyum icermemeleri ile

ayrilmaktadirlar (Romano et al., 2006).

Mayalar, funguslarin Ascomycetes ve Basidiomycetes sinifina ait, klorofil
icermeyen, Okaryotik, tek hiicreli mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalar
genellikle yuvarlak, silindirik, oval, limon seklinde kendilerine 6zgii hiicre yapisina

sahiptirler. Maya hiicresinin fizyolojik yapis1 Sekil 2.4.’de ayrintili olarak verilmistir.
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1 pm

Sekil 2.4. Saf Maya hiicresinin fizyolojik yapist1 (Candida albicans hiicresinin elektron
mikroskobundaki goriiniisii) HZ, hiicre zari; HMI, hiicre membran invajinasyon; HD,
hiicre duvari; ER, endoplazmik retikulum; M, mitokondri; C, cekirdek ; V, vakuol
(Schaechter, 2004)

Mayalarin hiicre duvarlarinda glikoz, mannoz, protein, lipit ve Kkitin
bulunmaktadir. Mayalarin hiicre duvar yapisi ve ¢ogalma sekilleri Sekil 2.5. ve Sekil
2.6.’da verilmistir. Bu mikroorganizmalar eseyli ve eseysiz olarak ¢ogalmaktadirlar.

Maya hiicrelerinde ¢ogalma;

1. Eseyli cogalma: iki hiicre yan yana gelip birbirleri ile temas ettikten sonra
arada bir kanal olusturulup iki farkli gamet askospor birlesir, daha sonra
vejatatif hiicre meydana getirirler.

2. Eseysiz cogalma: Maya hiicresi tomurcuklanarak, bolinme ve spor ile

cogalma sekli gosterir.

Tomurcuklanarak cogalma: Ana maya hiicresinin bir tarafindan disartya dogru

cikint1 yaptiktan sonra ¢ekirdek boliinmesini takiben ¢ekirdegin (kromozom) bir tanesi

tomurcuga gecmekte ve islem bitince tomurcuk ana hiicreden ayrilmaktadir.

Boliinme: Mayalarda bu ¢ogalama sekli fazla goriilmemekledir. Maya hiicresi
erginlige ulastiginda hiicrenin orta kismindan hiicreyi ikiye ayiracak sekilde ara zarla
boliiniir. Cekirdek zari1 ¢oziiniir ve iki yeni g¢ekirdek meydana gelir. Boliinme
tamamlandiginda ana ve yavru hiicre birbirinden ayrilir, baz1 durumlarda bu ayrim

olmamaktadir. Olusan bu yapilara basit pseudomiselyum denmektedir.

Sporla ¢ogalma: Yalnizca yabani mayalarda goriiliir. Kalmidospor ve artrospor

seklinde goriliir. Kalmidospor, ortiilii spor anlamina gelir (kese i¢1) ve Artrospor (kese

dis1), hif olusturma yabani mayalarda goriilen bir ¢cogalma seklidir.
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Mayalar, krem renginden pembe kirmiziya kadar degisen renkte pigmentler

olusturabilirler (Ayhan, 2000).

1. KATMAN m
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Sekil 2.5. Mayalarm hiicre duvar yapisi (Wendy, 2021)
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Sekil 2.6. Mayalarin ¢ogalma sekilleri (Knop, 2011)

Ascomycetes sinifinda bulunan mayalar belirli sartlar altinda hiicre iginde
askospor olustururken, Basidiomycetes smifindakiler hiicre disinda basidiospor
sekillendirirler (Kurtzman and Fell, 2000).

Mayalar, hava, toprak, su ve organik maddeler iizerinde yaygin olarak
bulunurlar. Ayrica, mayalarin sicak, nemli, sekerli, tuzlu, asidik ve aerobik ortamlarda
gelisebildigi belirtilmistir. Bu mikroorganizmalar karbonhidratlari, organik asitleri,
proteinleri ve lipitleri kullanabilmektedirler. Mayalar, 3-7.5 araliginda genis bir pH
siirt icinde ¢ogalabilmektedir. Ayrica mayalarin gelisebilmeleri i¢in karbonhidratlar
(Glikojenaz, laktaz, invertaz, maltaz vd), yaglar (lipaz) ve proteinleri (proteinaz)
hidrolize edebilen birgok enzimleri bulunmaktadir (Romano et al., 2006; Viljoen,
2006; Tunail, 2009). Mayalar, genel olarak giivenilir (GRAS) statiisiinde
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mikroorganizmalar oldugu i¢in, ticari olarak ¢esitli endiistri dallarinda ve

teknolojilerinde kullanilmaktadir. Bunlar;

a. Gida/Fermentasyon Teknolojisi (lezzetlendiriciler, organik asit, yogurt, sarap,
peynir, ekmek),
b. Biyoteknolojik Uriinler (biyoetanol iiretimi, ¢esitli alkoller, alkanlar,
karotenoid, Tek hiicre proteini, tek hiicre yag iiretimi, mikrobiyal enzim),
c. Cevresel Teknolojiler (atiklar1 degerlendirme, bitki koruma),
d. Biyomedikal Arastirmalar (Kanser hastaliklari, ilag metabolizmalari, insan
kalitsal hastaliklar),
e. Saglik Hizmetleri Endiistrisi (ilaglar, asilar, hormonlar),
f. Temel Biyolojik Arastirmalar (hiicre biyolojisi; genetik, biyokimya,
molekiiler biyoloji) seklinde siralanmaktadir (Alper and Markham, 2018).
Bu mikroorganizmalarin en 6nemli temsilcileri; Candida, Debaryomyces,
Dekkera, Issatchenkia, Kluyveromyces, Kloeckera, Pichia, Saccharomyces,

Schizosaccharomyces, Yarrowia ve Zygosaccharomyces cinslerine ait suslardir.
2.4. Mayalarin Tanimlanmasinda Kullanilan Yontemler

Mayalarin tanimlanmasinda konvansiyonel, ticari test kitleri ve molekiiler

yontemler kullanilmaktadir.
2.4.1. Mayalarin Tammlanmasinda Kullanilan Konvansiyonel Yontemler

Mayalarin tanimlanmasinda kullanilan konvansiyonel tanimlama ydnteminde
mayalara morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler uygulanir ve test sonuclari tani
anahtarlarinda degerlendirilerek tanimlanmasi esasina dayanmaktadir (Barnett et al.,

1990; Deak ve Beuchat, 1996; Kurtzman and Fell, 2000).

Mayalarda incelenen morfolojik 6zellikleri sivi (zar olusturmasi, cokelti
olusturmasi, vd) ve kat1 (koloni sekilleri, renk, kivamlari, vd) besiyerindeki yapilari,
miselyum, pseudomiselyum, askospor, artrospor, ballistospor olusturma, spor bi¢imi,
askospordaki spor sayisi gibi makroskobik ve mikroskobik 6zellikler olusturmaktadir

(Lodder, 1970; Kreger—Van Rij, 1980; Kurtzman and Fell, 2000).

Fizyolojik testler; ¢esitli karbon kaynaklarinin fermentasyonu (maltoz,
sellobiyoz, trehaloz, laktoz, melibiyoz, vd) karbon kaynaklarinin (D-glikoz, D-
galaktoz, L-ramnoz, L-sorboz rafinoz, melezitoz D-ksiloz, D-riboz, L-arabinoz, D-

arabinoz, D-glukozamin-HCI, N-asetil, D- glukozamin, arbutin, salisin, nisasta, inulin
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D-mannitol, myo-Inositol, metanol, etanol, gliserol, propan, vd) asimilasyonu, gesitli
azot kaynaklarinda (amonyum siilfat, potasyum di-hidrojen fosfat, vd) gelisme,
vitamin gereksinimlerinin belirlenmesi (biotin, riboflavin), antibiyotiklere direnglilik,
jelatin sivilastirilmasi yiiksek ozmotik basingta, orta derece ozmotik basingta ortamda,
cesitli sicaklik, pH ve tuz konsantrasyonlarinda gelisme, gibi c¢esitli analizleri

icermektedir (Kurtzman and Fell, 2000).

Biyokimyasal testler; DBB Reaksiyonu, lireaz reaksiyonu, coenzim Q tipi, DNA
baz kompozisyonu ve DNA dizi homolojisi gibi analizler seklinde siralanmaktadir.

Konvansiyonel yontemleri prosediirii Sekil 2.7°de verilmistir.

MORFOLOJIK,
FIZYOLOJIK VE
BIYOKIMYASAL

TESTLER

srts
SONUGLARIN
ISLENMEST

Y6 S
o S

SONUCLARIN
YORUMLANMASI

Sekil 2.7. Mayalarin tanimlanmasinda kullanilan konvansiyonel yontem prosediirii (Wingfield, 2021)
2.4.2. Mayalarin Tammlanmasinda Kullamilan Test kitleri

Mayalarin tanimlanmasinda kullanilan ticari kitler minyatiirize edilmis AP1 20C,
AUX, ID 32C, Fungichrom, Rapid Yeast Plus, Micronaut Candida, Vitek, Yeast Star
ve Chomagar gibi spesifik besiyerinden olusmaktadir. Bu ticari kitler konvansiyonel
yontemlerin ya asimilasyon analizleri yerine ya da enzim profili seklinde
kullanilabilmektedir. Bu yontemlerin goériiniim ve sonug¢ degerlendirmeleri Sekil

2.8°de verilmistir (Ozkiitiik, 2011; Giiltekin vd., 2013).
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piea. API 20C AUX, ID 32C

MIDI Sherlock

Sekil 2.8. Mayalarin tanimlanmasinda kullanilan test kitleri yontemlerin goriiniim ve sonug
degerlendirmeleri

2.3.3. Mayalarin Tammmlanmasinda Kullanilan Molekiiler Teknikler

Genetik bilimi, molekiiler biyoloji ve teknolojinin gelismesinin yaninda, genetik
materyal hakkinda elde edilen bilgilerin artmasiyla, mayalarin molekiiler tanimlama

tekniklerinin kullanilmasi artmaya baslamistir.

Konvansiyonel tanimlama teknikleri fenotipik 6zelliklere dayanmaktadir. Ancak
bu ozellikler cevresel faktorlerden etkilenmesine karsin, genotiplendirmeye dayali
molekiiler tanimlama teknikleri bu faktorlerden etkilenmemektedirler (Hayden, 2004;
Deak, 2007).

Mayalarin tanimlanmasinda kullanilan molekiiler teknikler: jel elektroforezinin
kullanildig1 direkt yontemler, hibridizasyona dayali yontemler, amplifikasyon ile
tarama, sekanslama ve diger yontemler seklinde siralanmaktadir (Hayden, 2004;

Hierro et al., 2004).

1.Jel Elektroforezinin Kullanildig1 Direkt Yontemler
Bu gruba giren yontemler; Direkt Elektroforetik Yontemler, Restriksiyon

Endoniikleaz Analizleri ve Pulsed-Field Jel Elektroforezi seklinde siralanmaktadir.

a. Direkt Elektroforetik Yontemler
Maya hiicresinin DNA’s1 izole edilip, saflastirildiktan sonra DNA fragmentinin
direkt yontem elektroforetik ayirimina dayanmaktadir ve genel olarak kromozom
boyutluna gore tanimda kullanilmaktadir (Holm et al., 1986; Ros-Chumillas et al.,

2007). Bu yontemin goriintiisii Sekil 2.9.’da verilmistir.
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Sekil 2.9. Direkt Elektroforetik yontemlerin goriintiisii (Kavsaoglu ve Mersinkaya, 2019)

b. Restriksiyon Endoniikleaz Analizleri

Bu yontem, ilk DNA temelli yontem olup, maya DNA’s1 DNA restriksiyon
endoniikleaz enzimiyle kesilerek olusan fragmentler jel elektroforezinde UV 11k
altinda bant seklinde goriilmektedir (Fernandez-Espinaret et al., 2000; Lopez et al.,
2001). Bu Restriksiyon endoniikleaz analiz yonteminin prensibi Sekil 2.10.’da

verilmistir.
A B
Restriksiyon bélgeleri q\.\\ - CC CcT TT
A — \ '\_\ -\
'—\_x\ ~.
B E— — a
"\ \ ..\“ ‘_\ .
Nokta mutasyon
PCR drdinleri Enzim Kesimi Elektroforez

Restriksiyon kesimi ve jel goriintiisii.

Sekil 2.10. Restriksiyon endoniikleaz analiz yonteminin prensibi (Anonymous, 2022a)

c. Pulsed-Field Jel Elektroforezi (PFGE)

Mayalarin DNA’lar1, elektriksel alan degisimi kullanilarak genetik materyalinin
molekiil agirligina bagh olarak dagilim gostermektir (Yamagishi and Ogata, 1999;
Gente et al., 2002). Pulsed-Field Jel Elektroforez (PFGE) yonteminin tanimlama
prosediirleri Sekil 2.11.’de dir.
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Pulse Field Gel
Electrophoresis

Sekil 2.11. Pulsed-Field Jel Elektroforez (PFGE) yonteminin tanimlama prosediirleri (MN, 2022)

2.DNA Hibridizasyon Y ontemleri
DNA hibritlesmesi; birbirine eslenik iki adet tek sarmal niikleik asit dizisinin ¢ift
sarmalli tek bir yap1 haline gelmesi islemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Anonymous,

2022b). DNA hibridizasyon yontemlerinin ¢esitleri ve bu yontemlerin prensipleri

Sekil 2.12.’de verilmistir.
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Sekil 2.12. DNA hibridizasyon yontemlerinin gesitleri ve yontemlerin prensipleri (Kanev vd., 2015)

3.Amplifikasyon Teknikleri
Bu teknik, kalip DNA’nin denatiirasyonuna ve hedef alinan bdlgenin

cogaltilmasina dayanmaktadir. Bu Tekniklerin en 6nemlileri PZR-RFLP; PZR-RAPD

ve PZR-AFLP’dir.
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Mayalarin tanimlanmasinda kullanin yontemlerin en 6nemlerinde biri PZR-
RFLP’dir. Bu teknikte, farkli mayalarin rDNA (6rn., NTS, 18S-NTS, ITS2, 18S ve
26S) genlerinin veya intergenik bolgelerinin (ITS, ETS, IGS ve NTS) bir kism1 veya
biitiinii ¢ogaltildiktan sonra gesitli restriksiyon enzimleri (6rn., Haelll, Hinfl, Rsal, vd)
ile kesim yapilarak tanimlanmaktadir (White et al., 1990; Fernandez-Espinar et al.,
2000; Esteve-Zarzoso et al., 2003). Gen bolgesi sematik olarak Sekil 2.13.’de

verilmistir. Sekil 2.14.’de PZR-RFLP tanimlama yonteminin prensibi verilmistir.

ITS1 primer ITS3 primer
>
18S rDNA 5.8S rDNA 28S rDNA >
ITS1 ITS2 —

ITS4 primer

Sekil 2.13. ITS gen bolgesi sematik olarak gosterimi (Fujita et al., 2001)

RFLP

. B*
. | S—
&

Sekil 2.14. PZR-RFLP tanimlama yonteminin prensibi (Anonymous, 2022¢)

PZR-RAPD analizinde, mayalarin rasgele secilmis DNA bdlgelerinin
cogaltilmasinda kullanilirlar. Bu yontemlerle mayalar1 tiir seviyesinde ayirmak
miimkiindiir (Romano et al., 1996). Sekil 2.15.’de PZR-RAPD tanimlama ydnteminin

prensibi verilmistir.
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Sekil 2.15. PZR-RAPD tanimlama yonteminin prensibi (Alzohairy, 2015)

PZR-AFLP (Amplifiye Edilmis Fragment Uzunluklu Polimorfizm) analiz
yonteminde, maya DNA’sinda restriksiyon kesimleri rastgele segilmis bolgelere gore

maya tanimlamalar1 yapilmaktadir. Sekil 2.16.’da PZR-AFLP tanimlama yonteminin

prensibi sematik olarak verilmistir.

AFLP

Sekil 2.16. PZR-AFLP tanimlama yonteminin prensibi (Montafio-Pérez et al., 2006)

4.Sekanslama
Mayalarin DNA sekans1 tanimlanmasin en 6nemli yontemlerden birisidir. Bu
yontemde mayanin genetik materyalleri, otomatize edilmis cihazlarla (6rn., the ABI
Prism capillary electrophoresis sequencer) klonlanmasina dayanmaktadir. Genetik
bolgeler ITS ve D1/D2 olabilecegi gibi, spesifik bolgeler de olabilmektedir. Bu

tanimlama yonteminin islem basamaklar1 Sekil 2.17.’de verilmistir.
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Sekil 2.17. Sekanslama tanimlama y6nteminin iglem basamaklari (Anonymous, 2019)

5.Diger Analizler
Mayalarin tanimlanmasinda diger molekiiler tanimlama yontemleri Real-Time
PZR, Microsatellite (SSR), Green Fluoresans Protein, Microarray, MALDI-TOF
mass spectrometry gibi seklinde siralanmaktadir (Chalupova et al., 2014).
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3. KAYNAK OZETLERI

Insanoglu 8000 yildan beri fermentasyon ile ilgilenmistir. Mayalarin alkol
iirettikleri M.O. 6000 yillarinda bilinmekteydi. Siit, et, sebze ve meyvelerin
muhafazalar1 ve 6zel bir lezzet kazanmalar1 amaciyla fermentasyon islemine tabi
tutulmas1 eski c¢aglardan beri bilinen bir yontem olup, Onemini giinlimiizde de
korumaktadir (Giineri, 1993; Borcakli ve Karakus, 1992). Bu mikrooraganizmalarin
cesitli endiistiri alanlarinda O6zelliklede fermentasyon ve biyoteknoloji alaninda
kullanim alanlarindaki ¢alismalara hiz verilmistir. Bu ¢aligmalar, mayalarin tek hiicre
proteini, etanol, metanol, n-alkan, sitrik asit, lipaz enzim, "Y'-dekalakton ve [3-karoten

tretimidir (Groenewald et al., 2014).

Mayalar beyaz peynirde rahatlikla gelisebilirler bunu nedeni olarak bu
mikroorganizlarin genis aralikli su aktivitelerinde, pH ve sicaklik yetekneklerinin
yaninda enzim aktivilerinin yiiksek olmasi gelmektedir. Beyaz peynirde gelisen
mayalar ac1 tada, mayams: tada, kotii kokuya, gaz olusumuna, yumusamaya ve
istenmeyen gozenekli yapt olusumu gibi istenmeyen yapi ve duyusal degisikliklere
sebep olmasiyla ¢esitli bozulmalara yol agar. Bu durum beyaz peynirde gesitli kalite
ve lrlin kayiplarmin diismesine neden olmaktadir. Ayrica maya sayisinin fazlalig
isletmeserde hijyen ve sanitasyon kurallarma uyulmadiginin énemli bir gostergesi
olarak goriilmektedir (Jakobsen and Narvhus, 1996; Unliitiirk, 2003; Kaynar, 2011;
Yerlikaya, 2018). Giilmez ve Giiven, (2001) yilinin Eyliil-Ocak aylarinda Kars ilinde
cesitli satis yerlerinden elde edilen 30 adet peynir Orneginin mikroflorasinin
belirlenmesi igin yapilan ¢aligmada maya sayis1 1.5x10%kob/g olarak bulmuslardr.
Aragtirmada, Ulkemizde iiretilen peynirlerin ¢ogunun yetersiz hijyen kosullarinda
kiiciik isletmelerde iiretildiklerini ve ambalajsiz olarak satisa sunuldugunu belirterek
bu durum halk saglig1 ve {iriin kalitesi agisindan biiyiik risk teskil edecegi konusunda
uyarilarda bulunmuslardir. Ugurdogan (2020), Istanbul ilindeki farkli marketlerden
farkl1 zamanlarda toplam 20 farkli marka peynir Orneginin duyusal, kimyasal ve
mikrobiyolojik katitelerin yaptig1 bir calismada maya sayisini ortalama 3.3340.69
logkob/g oldugu bulmusdur. Arastirici, bu sonucun literatiirlerle karsilastirabilecegini,
¢linkii Tirk Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’nde (TGK) peynirlerin
maya-kiif sayisi ile ilgili herhangi bir sinirlamanin bulunmadigi konusunda dikkati

¢ekmistir,
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Bu nedenle gidalarda, o6zellikle de beyaz peynirlerde bulunan mayalarin
tanimlanmasi iiriin kalitesi ve insan sagligi agisindan ¢ok oOnemli oldugu igin,
tanimlamada kullanilan ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler konvansiyonel
tanimlama yontemleri, hizli test tanimlama yontemleri ve PZR teknigiyle tanimlama
yontemi seklinde siralanmaktadir. Giiniimiizde arastiricilar, molekiiler yontemler
arasinda yer alan PZR teknigiyle maya tanimlama yonteminin diger tanimlama
yontemlerine gore daha giivenilir, pratik ve hizli olmasi nedeniyle bu yonteme ilgi

duymaktadirlar.

Fleet ve Mian (1987), Sydney kentinde satisa sunulan gesitli siit ve siit
iriinlerinin (pastdrize siit, krema, yag, dondurma, yogurt ve peynirin) olusturdugu
toplam 161 6rnek {izerinde mayalarin tanimlanmasi ve sayimi {izerinde bir ¢alisma
yapmistir. Mayalarin tanimlanmasinda morfolojik olarak spor yapis1 (spor olusturma),
psuedomycelium olusturmasi ve tomurcuklanmasi incelenmesinin  yansira
karbonhidrat asimilasyonu, karbonhidrat fermentasyonu, nitrojen asimilasyonu,
vitamin kullanimini, nisasta hidrolizi, kazein hidrolizi, gibi bir takim biyokimyasal
testleri Kreger—Van Rij’in (1984) konvansiyonel tanimlama yontemini kullanarak
Candida famata, Kluyvermyces marxianus (K. marxianus) ve Candida diffluens (C.

diffluens) tiirlerini tanimlamislardir.

Coppola vd., (1988), toplam 16 Mozeralla peynir alt1 suyunun mikroflorasinda
Biitirik, Propionik asit ve laktik asit bakterilerinin yaninda, Candida, Kluyvermyces,
Debaryomyces ve Brettanomyces cinsi mayalarin da bulundugunu belirtmislerdir. Bu
mikroorganizmalarin tanimlanmasinda mayalarin makroskobik, mikroskobik ve
biyokimyasal 0Ozelliklerine dayali konansiyonel yontemlerden yararlanmislardir.
Arastiricilar sonug olarak proteolitik ve lipolitik aktiviteye sahip suslarin gelismesini,
peynir iretiminde kullanilan hammaddeye ve ¢evre kosullarina bagli oldugunu

belirtmislerdir.

Jordano vd., (1991), Ispanya’da iiretilmis Bifidobacteria cinslerine ait suslar
iceren ticari fermente edilmis yirmi farkli siit {rliniini kapsayan orneklerin
mikroflorasmni incelemisler ve orneklerin %30’ unda 10> kob/g veya daha fazla
oldugunu belirlemislerdir. Arastirmada mayalarin tanimlanmasinda konvensiyonel
yontemde kullanilan analiz sonuglarin1 Lodder’in (1970) 6nerdigi standart tanimlama
anahtarinin yaninda API 20C AUX enzim test kiti kullanarak izole edilen maya

suglarin1 Torulopsis candida olarak saptamiglardir.
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Haridy (1992), 1990 ve 1991 yillarinda Misir’in Al-Minia sehrinden toplanan
¢ig siit orneklerini inceledigi toplam 126 maya izolatini, Lodder’in (1970) ve Kreger
Van Rij’in (1987) 6nerdigi morfolojik ve biyokimyasal testleri uygulayip elde edilen
sonuglart bu kaynaklarda bulunan tani anahtarlarina gore degerlendirmislerdir.
Arastirmada, test sonuglarinin degerlendirilmesine gore izole edilen maya suslar1 D.
hansenii, Clavispora lusitaniae (CI. Usitaniae), K. marxianus, Trichosporon beigelii
ve Rhodotorula mucilaginosa olarak tanmimlanmistir. Arastirici, T. beigelii ve R.
mucilaginosa patojenik maya tiirleri yer aldigindan, bunlarla ¢alisildiginda dikkat

edilmesi gerektigini belirtmistir.

Mendonga-Hagler vd., 1993 yilinda, Metschnikowia cinsine ait oldugu
diisiiniilen suglarin 18s ve 25s rRNA bolgelerini sekans analizine tabi tutarak
filogenetik iliskilerini incelemislerdir. Arastiricilar tarafindan, Agricultural Research
Service Culture Collection ve National Center for Agricultural Utilization Research
Arizona’ dan temin edilen 6rneklerde su (Metschnikowia australis, M. bicuspidata,
Metschnikowia krissii ve M. zobellii) ve toprak (M. hawaiiensis, Metschnikowia
lunata, M. pulcherrim, M. lunata ve M. hawaiiensis) belirtmislerdir. Saccharomyces
cerevisiae’nin  RNA  dizini referans alan arastiricilar, primeleri 5'-
GGTCCGTGTITCAAGACGG-3' (25s), 5-TTGGAGACCTGCTGCGG-3' (25s) ve
5-ACGGGCGGTGTGTAC-3' (18s) Applied Biosystems model 381A DNA
sentezleyicisinde sentezleyerek sekans analize tabi tutmuslardir. Elde edile sekans
verilert DNAML v3.42, PAUP v2.4.1 ve PHYLIP v3.42 bilgisayar programlariyla
sirastyla  Maximum-Likelihood, Parsimony ve Neighbor-Joining (Maximum-
Likelihood) analizleri yapilip fliogenetik agaglari olusturulup degerlendirmis ve M.
lunata ve M. hawaiiensis daha iyi ayrildig belirtilmistir. Arastiricilar, rRNA sekans
analizinin Metschnikowia cinsinde kuskulu sonuglar vermesinin yaninda, yeni

cinslerin anlasilmasinda iyi bir yontem olabilecegi sonucuna varmislardir.

Yamada vd., 1994 yilinda askospor yapilari sapka big¢imli, nitrati asimile
edebilen ve dnceden Hansenula cinsinde bulunan 27 maya susu izolatin1 18S ve 26S
rRNA bolge esasmna dayanan filogenetik siniflamasimi yaptiklart ¢alismada
Saccharomyces cerevisiae nin 5'-ACGGGCGGTGTGTAC-3' (18S rRNA’ nin), 5-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3' ve 5-TTGGAGACCTGCTGCGG-3' ii¢ DNA
primerini kullanarak PZR-RFLP parmak izi yontemiyle maya izolatlarin1 7 gruba

ayirmislardir. Arastirmada II, III ve IV. gruplarinda bulunan maya cinslerinde {i¢ yeni

23



cins (Ogataea, Kuraishia ve Nakazawaea) bulunmustur. Arastiricilar bu yeni
mayalarin cinlerine ait suslar1 Ogataea minuta (Pichia minuta), Kuraishia capsulata

(Pichia capsulata) ve Nakazawaea holstii (Pichia Holstii) seklinde siralamiglardir.

Liu vd., (1996) tarafindan, Tayland’in ii¢ sehrinden toplanan Haipao cay
orneklerinde yapilan mikrobiyel analizlerde ¢esitli selektif besiyerileri kullanarak iki
asetik asit bakteri susu ve iic maya susu izole edilmistir. Mayalarin tanimlanmasinda
morfolojik analizi askospor olusumunu (Dalmau Plate yontemiyle) Kreger—Van Rij’in
(1984) onerdigi, biyokimyasal testlerde ise Barnett vd.’in (1990) oOnerdigi
konvensiyonel yontemleri kullanmislardir. Arastirma sonucunda Haipao ¢ayinda
bulunan baskin mayalari, S. cerevisiae, Zaccharomyces bailii (Z. bailii) ve
Brettanomyces bruxellensis olarak tanimlamiglardir. Mayanin, gelisme gozlemlenen
stv1 besiyerinde, gliserol, asetik asit ve etanol iceren bilesikler, yiiksek perfomansh

stv1 kromotografi (HPLC) yoluyla analiz edilmistir.

Valdes-Stauber vd., (1997), Almanya’da 6 siithaneden temin edilen 21 peynir
orneginde mayalar1 ve bazi1 bakterileri belirleme icin yaptiklar1 calismada 6nemli
sayida  Arthrobacter nicotianae, Brevibacterium linens, Corynebacterium
ammoniagenes, C. variabilis ve Bhodococcus fascians tespit edildigini belirtmektedir.
Calismada, mayalarin biyokimyasal testler Barnett vd.’in (1990) o6nerdigi
konvensiyonel yontemleri mikroplate seklinde kullanilmistir.  Sonuglarin
degerlendirmesinde Barnett’in  (1994) gelistirdigi  bilgisayar programindan
yaralanmislardir. Caligma sonunda, rennet ve asit eklenmesiyle yapilan pihtidan elde
edilen peynirlerin maya yiikiiniin birbirinden farkli oldugunun goriildiigii, sadece
rennet eklenmesiyle yapilan pihtidan elde edilen peynir 6rneklerinde D. hansenii ve
Galactomyces geotrichum tiirleri, sadece asit eklenmesiyle yapilan pihtidan elde
edilen peynir orneklerinde ise K. marxianus ve Pichia membranaefaciens tiirleri
bulunmustur. C. valida ve G. candidum igeren ticari maya kiiltiirlerinin, rennet

peynirlerinin olgunlasma isleminde uygun olmayabilecegini belirtmiglerdir.

Sahin ve Oztiirk (1998), 1996-1997 yillarinda Tekirdag ve Bursa ydrelerinden
sagladiklar1 toplam 52 adet peynir 6rneginin maya florasi ve peynirlerin kimyasal
yapisini belirlemek amaciyla yaptiklar calismada peynir 6rneklerinden izole edilen
113 adet maya susunun tanist i¢in morfolojik ve biyokimyasal testleri Lodder’in
(1970) ve Kreger—Van Rij’in (1984) konvansiyonel tanimlama yontemini kullanarak

uygulamislar, elde edilen bulgularin degerlendirilmesinde izole edilen maya suslarinin
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Candida, Debaryomyces, Kluyveromyces, Pichia ve Trichosporon cinslerine ait

olduklarini saptamislardir.

Welthagen ve Viljoen (1999) tarafindan, Cheddar peynirinin yapimi sirasinda
kontamine olan mayalarin kaynagini ve bulasan maya suslarini belirlemeye yonelik
olarak peynir fabrikasinda yiiriitiilen arastirmada, peynirin {retiminin g¢esitli
asamalarindan toplam 77 maya susu izole edilip tanimlanmistir. Mikrobiyolojik
analizi yapilan peynir 6rneklerinde maya sayisin1 9x107 ile 1.4x10 kob/g arasinda
degistigi ve Kreger—Van Rij’in (1984) konvansiyonel tanimlama yontemini kullanarak
baskin maya suslariin D. hansenii ve Cr. albidus oldugu saptanmis, bu iki susun
peynir iretiminde kullanilan alet-ekipmanlardan, ¢alisanlardan ve liretim hattindan

kontamine olabilecegi belirlenmistir.

Dlauchy vd., (1999), maya suslarinin tanimlanmasinda kullanilan yontemleri
basitlestirmek i¢in yaptiklar1 ¢alismada, 128’1 gidalar1 bozan (igecek, sarap, bira ve
gidalardan) olmak {izere toplam 169 maya susunu National Collection of Agricultural
and Industrial Microorganisms (NCAIM), Budapeste’den temin ederek
tanimlamiglardir. Arastirmada, 18S rRNA kodlu, DNA sekansina komsu ITSI1
bolgesini PZR-RFLP ile analiz eden arastiricilar, molekiiler diizeyde tanimlamadan
once maya suslarin1 Kreger—Van Rij (1984) ve Barnett vd.’in (1996) uyguladigi
konvansiyonel tanimlama yontemler ile tanimlamiglardir. Maya DNA izolasyonu
yontemi olarak Molnar vd.’in 1995 yilinda kullandigi yontemi modifiye ederek DNA
1zolasyonunu gergeklestirmislerdir. PZR asamasinda, NSI 5!
GTAGTCATATGCTTGTCTC 3' ve ITS2 5 GCTGCGTTCTTCATCGATGC 3'
primerlerini kullanmiglardir. Aragtirmada, PZR iriinlerini Haelll, Mspl, Alul ve Rsal
restriksiyon enzimleriyle kesip RFLP analizine tabi tutarak, elektroforezde elde edilen
sonuglarini  Molecular ~ Analysis  Fingerprint 2.0 software yazilimi ile
degerlendirmislerdir. Filogenetik analizde Jaccard benzerlik matrisine gore yapilip,
kiimeleme ve filogenetik aga¢ yapimi igin UPGMA yo6ntemini kullanmislardir.
Degerlendirme sonunda rDNA parmak izi analizinin taksonomi ¢aligmalarinda hizl
ve sus seviyesinde sonug¢ verdigi belirtilmistir. Ayrica arastiricilar, kullandiklar: dort

enzimin mayalarin tanimlamasina uygun oldugunu vurgulamislardir.

Pereira-Dias vd., (2000) tarafindan, Portekiz’de Evora Bolgesinde ¢ig siitten
imal edilen, yar1 sert koyun peynirinde maya florasinin incelendigi ¢alismada, pthtidan

ve olgunlagma periyodu sirasinda peynir dérneklerinden 344 maya susu izole edilerek,
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Kreger—Van Rij’in (1984) 6nerdigi konvansiyonel tanimlama yonteminin yaninda,
enzim sistemine dayali API ID 32 C tanimlama sistemleri kullanilmasi sonucunda
baskin tiirlerin D. hansenii ve C. intermedia oldugunu belirtmislerdir. Arastiricilar,
APl ID 32 C tanimlama sistemiyle tanimlamanin yorucu ve elde edilen sonuglarin
stipheli oldugunu belirterek, tanimlama kalitesinin zayif oldugu durumlarda ilave

testlerin kullanilmasini 6nermislerdir.

Barrio vd., 2000, Saccharomyces cinsine ait 29 maya susunun dogrulugunu
belirlemek amaciyla, Querol vd.’in (1992) 6nerdigi maya DNA izolasyon yontemiyle
elde edilen DNA’lar1 ITS1 ve ITS4 primerlerinin yaninda Alul, Cfol, Ddel, Haelll,
HindlIll, Hinfl, Hpall, Ndell ve ScrFI restiriksiyon enzimlerini kullanarak, PZR-RFLP
analizini yapip molekiiler olarak tanmimlamislardir. PZR-RFLP elektroforez bant
sonuclarint konuyla ilgili ¢esitli literatiirleriyle karsilastirmislardir. Bu karsilastirma
sonucunda 29 maya susunun Saccharomyces sensu stricto, Saccharomyces sensu lato,
Saccharomyces Kkluyveri ve Saccharomyces barnettii oldugunu belirlemislerdir.
Aragstiricilar, PZR-RFLP tanimlama yonteminin dogrulugunu kanitlamak amaciyla
ITS1, ITS2 ve ITS3 primerlerini kullanarak DNA sekans analizini yapmuislar, elde
edilen sekanslar1 Clustal X ve Clustal W bilgisayar programlariyla hizalayip,
Maximum Parsimony (MP) filogenetik analize tabi tutup DNAPARS ve PHYLIP MP
fligenetik agaclarini ¢izdirmistir. Arastirmada mayalarin tanimlamasinda PZR-RFLP
ve DNA sekans tanimlama yontemlerinin Saccharomyces sensu stricto susu disinda

diger sonuglarda tutarlilik gosterdigini belirtmislerdir.

Cosentino vd., (2001) tarafindan, farkli ¢esit Sardinian caciotta, ricotta pecorino
ve feta gibi ¢esitli koyun peynirlerinin olusturdugu toplam 160 adet drnekten izole
edilen maya suslarin1 Lodder (1970), Kreger—Van Rij (1984) ve Barnett vd.,
(1990)’nin  Onerdigi biyokimyasal ve morfolojik testler dogrultusunda yaptiklari
degerlendirmelere gore, D. hansenii, G. candidum, K. lactis, K. marxianus, Dekkera
anomala, Yarrowia lipolytica, R. rubra, C. catenulata, C. sake, Pichia fermentans ve
P. membranaefaciens olarak tanimlamislardir. Arastiricilar, peynir 6rneklerinde D.
hansenii’ni baskin tiir olarak saptamislar ve bu mikroorganizmanin sert peynir

tiretiminde starter kiiltilir olarak kullanilmasinin umut verici olacagini belirtmislerdir.

Petersen vd., (2001), Danimarka’da bir mandiradan pastorize siit, salamura ve
olgunlagma sirasinda peynir yiizeyinden alinan &rneklerde D. hansenii’nin 6zel

Oonemini vurgulamak amaciyla yapilan bir ¢aligmada, maya ve bakteri suslarini iceren
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kompleks bir mikrofloradan olusan Danbo tipi peynir drnek olarak kullanilmistir. izole
edilen mayalarin makro ve mikroskobik karakterleri Kurtzman ve Fell’e (2000) gore
yapilirken asimilasyon analizi API ID 32 C kit ile yapilmistir. Arastiricilar ITS1 ve
ITS4 primerlerini BamHI, Dpnl, Fnu4HI, Haelll, Hindlll, Hpall, Nlall, Sau3Al ve
Taql restiriksiyon enzimlerini kullanarak PZR- RFLP analizine tabi tutmuslardir.
Calisma sonunda Trichosporon spp., Rhodotorula spp., ve Candida spp., gibi maya
suslarinin peynirin olgunlagsmasinin baslangi¢c doneminde D. hansenii suslarina kiyasla
daha diisiik miktarlarda bulunurken, baglangigtan itibaren tiim olgunlagma siiresi
boyunca baskin maya tiiriiniin D. hansenii oldugu ve {iretim esnasinda bu susun gevre
kosullarina diger suslardan daha iyi adapte oldugu vurgulanmistir. Ayrica, laktoz ile
suslarin ¢cogalma yeteneklerinin degistigi, olgunlastirmanin ilk giinlerinde mayalarin

baskin olmasina karsin, olgunlastirmadan yaklasik bes giin sonra maya

popiilasyonunun azaldigi belirtilmistir.

Hierro vd., (2004) yilinda onceden tammlanmis Ispanya Tipi Kiiltiir
Koleksiyonu (CECT) 41 sarap maya susunu PZR metodu ile tekrarlama amaciyla
yaptiklari arastirmada, REP-PZR, ERIC-PZR ve PZR-RFLP 5-8S/ITS olmak {izere ii¢
PZR yontemini kullanmiglar, maya DNA izolasyonunu Querol vd., (1992)’ye gore
yapmiglardir. PZR-RFLP Cfol, Haelll ve Hinfl restiriksiyon enzimlerini kullanarak,
PZR-RFLP bant sonuglarin1 Guillamon vd., (1998) ve Esteve-Zarzoso vd., (1999)
literatiirleriyle karsilagtirmiglardir. Arastirmada, molekiiler yontem ile tanimlanan
maya suslarinin Candida boidinii, C. stellata, Hanseniaspora uvarum, D. bruxellensis,
Schiz. pombe, T. delbrueckii, Issatchenkia terricola, Z. rouxii ve S. bayanus
olduklaribelirtilmistir. Arastiricilar, bu iic yontemi hizli, basit ve giivenilir olarak
bulmuslar ve endiistriyel alanda mayalarin tanimlamasi i¢in bu yOntemleri

kullanilmasi gerektigini belirtmislerdir.

Lore vd., (2005) tarafindan Kenya’nin orta kesimindeki deve ciftliklerinde
geleneksel olarak deve siitlinden iiretimi yapilan 15 adet “Suusac” peynirlerden olusan
orneklerin mikroflorasinin incelendigi calismada, en sik izole edilen tiirler olarak
(%24) Leuconostoc mesenteroides var. mesenteroides, (%20) Candida krusei ve
(%16) Lactobacillus plantarum oldugu belirtilmektedir. Arastiricilar izole edile
mayalarin tanimlanmasinda, Harrigan ve McCance (1986)’nin onerdigi koloni

karakteristikleri, besiyerindeki vejetativif formu, rengi, hif veya pseudohif sekli ve
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askospor olusumuna bakilmasi gibi morfolojik analizlerin yansira asimilasyon testleri

icin API 20C AUX test kitinden yararlanmiglardir.

Lopandic vd., 2006 yilinda Avusturalya’nin ¢esitli marketlerinde satilan taze,
mavi, olgunlastirilmis ve yar1 olgunlastirilmis 99 adet peynir érneginden elde edilen
maya suslarini morfolojik testleri (gergek hif ve pseudohyphae, pigment olusturmalari,
vejatatif formasyon v.d.) ve Rohm vd., (1992) ve Yarrow (1998) yillarinda 6nerdigi
karbonhidrat asimilasyonu, fermentasyonu, nitrat asimilasyonu, diazonium blue B
(DBB) reaksiyonu gibi 60 adet biyokimyasal testi mikroplate yontemiyle yapmislardir.
Elde edilen test sonuglarini Barnett vd.,” in (1994) yilinda gelistirdigi maya tanimlama
bilgisayar programinda degerlendirmislerdir. Arastiricilar bu sonuglarin dogrulugunu
belirlemek amaciyla primers ITS3p (5’-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3’) ve
NL4 (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) primelerini kullanarak RAPD-PZR
parmak izi analizi yontemiyle mayalar1 gruplandirmislardir. Gruplari kesinlestirmek
icin NL1 ve NL4 primerlerinden yararlanmak suretiyle 26S rRNA (D1/D2) sekans
analizi yapip, NCBI, EMBL ve DDBJ gen bankalariyla sonuglar1 degerlendirmislerdir.
Gruplandirilmas yapilan maya suslarinin tanimlamalarinin kesinlestirilmesinde dort
spesifik primer kullanilarak RAPD-PZR parmak izi analizi yapilip, elde edilen veriler,
yapilan diger analizler ve literatiir ile karsilagtirilarak mayalarin tanimlamalar

yapilmistir.

Ros-Chumillas vd., (2007), portakal sularinda gelisen mayalarin hizli DNA
izolasyonunu amaciyla S. cerevisiae (Nr. CECT 1942) refaransh kiiltiirii portakal
sularina inokiile ederek; gelisen kiiltiirleri maya extract buffer ve CTAB buffer’li DNA
izlolasyon protokollerinin tek tek kullanilmalarinin yaninda bu iki protokolden sonra
Silica Danaplasmid Miniprep Kit’ni kullanmiglardir. Arastiricilar bu DNA izolasyon
protokoliinii karsilastirmislardir. Elde edilen maya DNA’ larin1 White et al. (1990)’1n
onerdigi ITS 1 ve ITS 4 primerlerini kullanarak PZR yontemiyle elektroforez
tirlinlerini karsilastirmislardir. Ayrica kontrol amacli Entrez/NCBI” den sekans analizi
yapmuslardir. Maya extract buffer protokoliiyle elde edilen DNA pelletinin ¢ok jelimsi
oldugu belirtilmistir. ideal maya sayisin1 10° kob/ml ve DNA hacminin 5-20 ul olarak
bulmuslardir. CTAB buffer ile DNA jelimsi pelletten polisakkaritleri uzaklastirmanin
¢ok zor oldugunu belirtmislerdir. Arastirmada mayalarin izolasyonu i¢in en diisiik

kontaminasyon seviyesinin 10° kob/ml oldugu, maya extract buffer protokoliinden
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Silica Danaplasmid Miniprep Kiti kullanilan yontemde polisakkaritlerin ve diger

inhibitor elementlerin ortamdan kaldirildig: belirtilmistir.

Yal¢in 2007, farkli beyaz peynirlerde bozulmaya neden olan 92 maya susu izole
etmis ve bu izolatlarin konvensiyonel tanimlamasini Barnett ve et al.'a (2000) gore
yaparak, Debaryomyces hansenii (%32.6), Kluyveromyces marxianus (%18.5) ve
Yarrowia lipolytica (%17.4), Pichia, Torulaspora, Candida, Williopsis ve
Galactomyces olarak tanimlamistir. Arastirict mayalarin tanimlanmasinda kiimeleme
analizini yapabilmek i¢in Biodiversity 2.0 programini kullanmistir. Fenotipik
tanimlamada en sik rastlanan bozulma etkeni tiirler olarak belirlenen D. hansenii ve Y.
lipolytica tiirleri, 5,8 S ribozomal DNA'daki tiire spesifik internal transcribed spacer
(ITS) bolgesinin PZR amplifikasyonu (ITS-PZR) ile genotipik olarak karakterize
edilmistir. Arastirmada olusan bant uzunluklarina bagli olarak kiimeleme analizi
yapilarak Biodiversity 2.0 programiyla degerlendirilip aga¢ ¢izimi yapilmistir.
Yapilan genotipik tanilama sonucunda, 15 Y. lipolytica ve 25 D. hansenii suslari
biyokimyasal ve fizyolojik karakteristiklere dayali konvansiyonel yontemler
kullanildiginda, tanilamanin uzun zaman aldig1 ve ¢ogunlukla yanlis oldugu sonucuna
vartlmistir. Arastirici, ITS-PZR yonteminin, konvansiyonel yontemine gore daha hizls,

giivenilir, tekrarlanabilir ve daha ekonomik oldugunu belirtmistir.

Jeyaram et al., (2008), Hindistan’da geleneksel bir sarap olan “Hamei” maya
florasin1 incelemek amaciyla 2004 yilinda Khurkhul, Sekmai, Mahabalikhun,
Dewlaland, Keikhu, Sangaithel Choubok, Andro, Keinou, Jiribam, Sangaiprou,
Kabuikhul, Irilbung bdolgelerinden Ornekler almmip, mayalar izole edilmistir.
Arastiricilar, izole edilen mayalar1 mikroskoptaki goriiniiglerine gore ayirip 163 adet
farkli maya kolonisi izole etmiglerdir. Arastirmada kontrol grubu olarak Microbial
Type Culture Collection Institute of Microbial Technology (IMTECH) referansli maya
suslar1 kullanilmigtir. Arastiricilar saf maya kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu alip ITS1 ve
ITS4 primerlerini kullanarak PZR iiriinii elde etmisler, daha sonra bu iiriinii Esteve-
Zarzoso vd., (1999) ve Granchi vd., (1999)’in 6nerdikleri yontemlere gore Hae IlI,
Hinf | ve Cfo I’ in yaninda Dde I, Msp I, Hind Il ve EcoRlI restiriksiyon enzimlerini
kullanarak kesmigler; elektroforez sonucglarini Quantity One v. 4.5.1 bilgisayar
programiyla degerlendirip gruplandirmiglardir. Arastirmada elde edilen gruplar
Schwartz and Cantor (1984)’te uyguladiklari protokolii modifiye ederek Pulsed-Field
Jel Elektroforez (PFGE) ve Querol vd.,’in (1992) yilinda 6nerdigi mitekontriyal DNA
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PZR-RFLP tanimlama yontemlerine tabi tutmuslardir. Elde edilen verileri NTSYS v
2.20f programiyla gruplandirip PFGE sonuglarini, verilerin UPGMA islenmesinde
aritmetik ortalamalarin1 ve PFGE sonuclarini UPGMA islenmesinde ise Jaccard
benzerlik katsayisini kullanarak, PAST v. 0.82. bilgisayar programinda filogenetik

analize tabi tutmuslardir.

Huihui Sun vd., (2009), Cin’nin Pekin sarap {retim bdolgesinde spontan
fermentasyonla {iretilen saraplarda dinamik maya popiilasyonu lizerine yapilan bir
calismada, sekiz adet non-Saccharomyces sus China General Microbiological Culture
Collection Center Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences (CGMCC)
referansli ve dokuz adet ticari Saccharomyces maya susu kullanilmistir. Arastiricilar
tiziimlerden elde edilen siraya bu kiiltiirleri inokiile edip fermentasyona birakmislardir.
Sarap fermentasyonu devam ederken maya Ornekleri izole edilip besiyerindeki
makroskopik (tekstiir, renk, yiikseklik v.d.) ve mikroskobik 6zelliklerine gore ayirim
yapilmistir. Arastirmada gruplanan maya suslari Makimura vd., (1994)’ne gore
DNA ’lar1 izole edilip, White vd., (1990) ve Fell vd., (2000)’ne gore ITS (ITS1 ve ITS4
primerleri kullanilmig) ve 26S rRNA (D1/D2; NL1 ve NL4 primerleri kullanilmais)
PZR yontemiyle ¢ogaltilmistir. Elde edilen PZR tiriinler Haelll ve Hinfl restiriksiyon
enzimleriyle kesilip sonuglar c¢esitli literatiirler ile karsilastirilip dogruluklar
belirlenmeye ¢aligilmistir. Ayrica maya tanimlamalarinin dogrulugunu belirlemek
amaciyla Legras and Karst (2003)’tin onerdigi §12 (5-
TCAACAATGGAATCCCAAC-3’) ve 821 (5’CACTTAACA CCGTATATGA-3’)
primerleri kullanilarak DNA sekans analizi yapilmis, elde edilen veriler NCBI veri

tabaninda gozden gecirilmistir.

Blaiotta vd., (2010) yilinda, Italya’daki Salerno, Caserta, and Frosinone
bolgelerinde bulunan 16 ciftlikten getirilen Mozzarella peynir 6rneklerinden 60 maya
susu izole ederek, bu izolatlar1 hem lipolitik, proteolitik, karbonhidrat asimilasyonu ve
fermentasyonu gibi geleneksel yontemlerle hem de 5.8S rDNA PZR-RFLP bolgesini
yontemiyle tanimlamiglardir. Ayrica 26S rRNA biyokimyasal o6zelliklerini
inceledikleri arastirmada, Cfol, Hinfl ve Haelll restiriksiyon enzimi kullanilmistir.
Arastiricilar, Kluyveromyces marxianus (laktoz fermentasyonu) ve Saccharomyces
cerevisiae’nin (galaktoz fermentasyonu) dominat suslar oldugunu ve Mozzarella
peynirinin duyusal 6zelliklerine olumlu etkileri olacagini belirtmisler ve bu konu

hakkinda daha ¢ok ¢alisma yapilmasini 6nermislerdir.
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Gibson vd., (2011), arpa, bira (ii¢ farkli tank ve iki farkli large birasinda 59
yabani maya izole edip, ITS PZR/RFLP profillerini inceleyip) yabani mayalarin
tanimlanmasit ve tespiti i¢in rutin identifikasyon yontemi olarak kullanilip
kullanilmayacagini irdelemislerdir. Arastirmada, ITS bolgesinin 5.8 rRNA geni ve
komsu ITS1-ITS2 bolgeleri cogaltilip Cfol, Haelll ve Hinfl restiriksiyon enzimleriyle
kesilmigstir. Arastirmada elde edilen verileriden MycoBank, Genbank, CBSKNAW
Fungal Biodiversity Centre database ITS verileri alinarak DNAMAN v4.1 ve Clone
Manager 5 software yazilimlariyla simiilasyonlar1 yapilara karsilastirilmistir.
Arastiricilar, dinlendirme tanklarinda Pichia, fermentasyon tanklarinda ise
Saccharomyces baskin maya cinsleri olarak tanimlamislardir. Candida, Dekkera,
Meyerozyma, Rhodotorula, Wickerhamomyces, Pichia ve Yarrowia hem
olgunlastirma hem de fermentasyon tankindan izole edilip tanimlayarak, bu yontemin,
bira, sarap gibi fermente gidalara yabani mayalarin ayirt edilecegi hizli, etkin ve ucuz

bir yontem oldugu sonucuna varmislardir.

Karasu-Yal¢in vd., (2012), 45 Erzincan tulum peynir 6rneklerinden 146 maya
susu izole edip, bu izolatlarin tammlanmasinda Deak ve Beuchat, (1996), Yarrow,
(1998) ve Kurtzman et al., (2003) yillarinda o6nerilen mikroskobik, makroskobik
goriintislerine, sivi besiyerindeki karakterine, nitrat asimilasyonu, vitamin kullanima,
cesitli sicakliklarda gelisme, iire hidrolizi, pseudohyphae ve askospor yapisini
incelemesine dayali konvansiyonel tanimlama yontemin yaninda API ID 32C enzim
test tamimlama kitini kullanarak 121 izolat tiir, 12 izolat ise cins diizeyinde
tamimlanmistir.  Arastirmada, maya izolatlarnmin  Candida,  Geotrichum,
Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces ve Zygosaccharomyces’in 6 farkli cinslerine
ait suslar olduklar1 belirlenmistir. Arastiricilar, tulum peynirinde baskin maya
suslarinin Candida lambica, C. zeylanoides, C. famata var. famata, G. candidum ve
C. kefyr oldugunu tespit ederek, API-ZYM test sisteminin enzimatik karakterli maya

suslarinin tanimlanmasina uygun bir yontem oldugunu belirtmislerdir.

Alves vd., (2012), Portekiz’de fermente bir iiriin olan kirik yesil zeytinin bakteri,
maya ve kiif florasinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir ¢aligmada, laktik asit
bakterisi bulunmadiginda mayalarin zeytin florasina hakim oldugu tespit edilmistir.
Zeytin florasina hakim mayalar1 belirlemek amaciyla 108 adet maya susu izole
edilerek yapilan PZR-RFLP (5.8S ITS rDNA Bdélgesi) ve DNA sekans (D1/D2 26S

rDNA Bolgesi) analizi sonucunda kirik yesil zeytin florasina hakim olan maya
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suslariin, Aureobasidium pullulans (maya benzeri tiir), Candida boidinii, Candida
diddensiae, Candida oleophila, Citeromyces matritensis, Rhodotorula mucilaginosa,
Saccharomyces cerevisiae ve Zygotorulaspora mrakii (yeni tiir) oldugu sonucuna
varmiglardir. Arastirmada 450-850 bp olarak bulunan PZR iiriinleri Cfol, Haelll ve
Hinfl restiriksiyon enzimleriyle kesilmisler ve olusan PZR-RFLP goriintiilerini
onceden yaymlanmis olan literatiirlerle karsilastirmislaridir (bu literatiirler sirasiyla
Guillamén vd., 1998; Esteve-Zarzoso vd., 1999; Esteve-Zarzoso vd., 2003
seklindedir). PZR-RFLP analizinde sekiz farkli profil olusturulmustur. Ancak bu
profiller sekans analizinde hicbir sekilde benzerlik gostermemistir. DNA sekans
(D1/D2 26S rDNA Bolgesi) analizinin Blast analiz agsamasinda, elde edilen verilerin
incelenmesi sonucu %98’ den yiiksek benzerlik elde edilmisti. DNA sekans
analizindeyse dokuz farkli profil elde edilmistir. Arastiricilar Candida quercitrusa
PZR-RFLP (5.8S ITS rDNA Bolgesi) ve DNA sekans (D1/D2 26S rDNA Bolgesi)

analiz sonuglarinin birbirlerine uymadigini belirtmislerdir.

Chanprasartsuk vd., (2013) tarafindan, Tayland ve Avustralya’dan c¢esitli
marketlerden satin alinan taze ananasin "Smooth Cayanne" laboratuvar ortaminda
steril kosullarda suyu c¢ikartilip spontan fermentasyon olusmasi saglandiktan sonra
maya sayimi yapilmis ve fermentasyondan sorumlu 36 maya susu izole edilip, PZR-
RFLP (5.8S ITS rDNA Bolgesi), DNA sekans (5.8S ITS rDNA ve D1/D2 26S rtDNA
Bolgesi) ve APIID 32 C sistemiyle tanimlamalar1 yapilarak, yontemlerin dogruluklari
belirlenmeye ¢alisilmigtir. Her iki iilkeden izole edilen maya suslari; Rhodotolula
mucilaginosa, Issatchenkia orientalis, Hanseniaspora uvarum, Hanseniaspora
opuntiae, Pichia guilliermondii, Aureobasidium pullulans, Saccharomycodes
ludwigii, Candida tropicalis, Pichia fermentans, Zygosaccharomyces bailii, Candida
stellata, Erythrobasidium hasegawianum, Pichia membranifaciensi, Candida sp.,
Yarrowia lipolytica ve Tremella globispora olarak tanimlanmstir. Ozellikle beyaz
krem maya koloniler bu analiz yontemlerinde farkli sonuglar bulunmasina neden
olmus ve kabul edilebilirlik dilimini diisiirmiistiir. Arastirma sonucunda iki DNA
sekans analiz yontemlerinin potansiyelinin yiiksek olmasina karsin, PZR-RFLP ve

API ID 32 C sisteminin maya tanimlamasinda yetersiz kaldig1 belirlenmistir.

Echeverrigaray vd., (2013), Brezilya’da yerel marketlerden 27 adet geng sarap
(Vitis vinifera) ve 23 adet sofra sarab1 (Vitis labrusca) olmak iizere toplam 50 adet

kirmizi sarap Orneginde, saraplart bozan mayalarin belirlenmesi i¢in yapilan
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calismada, 30 maya izolatinin konvansiyonel, PZR-RFLP (5.8S ITS rDNA Bolgesi),
PZR- RAPD (LSU rDNA Bolgesi), DNA sekans (5.8S ITS rDNA ve D1/D2 26S
rDNA Bolgesi) tanimlamalar1 yapilmistir. Bu amagla ITS1-5.8S-1TS2 ve LSU rDNA
bolgelerinin parmak izi analizi i¢in ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’)-
ITS4 (5>-TCCTCCGCT TATTGATATGC-3) Esteve-Zarzoso vd., (1999) ve NL-1
(5’-GCATATCAATAAG CGGAGGAAAAG-3’)-NL-4 (5’-GGTCCGTGTTTCAA
GACGG-3’) primerleri kullanilmistir. PZR-RFLP ve PZR-RAPD sonuglar1 var/yok
seklinde islenip Jaccard benzerlik katsayist NTSYS bilgisayar programi kullanilarak
benzerlikleri hesaplanip UPGMA Dendrogram’ina islemislerdir. DNA dizi analizi
sonrasinda elde edilen veriler Blast analizi i¢cin GeneBank kullanilmistir. Arastiricilar
bu analiz dogrultusunda diisiik skor, yiiksek benzerlige gore Onceki siniflamay1
karsilastirarak onaylamislardir. Yapilan analiz sonuclarina bagh olarak 30 adet maya
susunun, Brettanomyces bruxelliensis, Pichia guillermondii, Candida wickerhamii ve
Trigonopsis cantarelli oldugu belirlenmis ve sarapta off-flavor’dan yiiksek oranda

Brettanomyces cinslerine ait suslarin sorumlu oldugu belirtilmistir.

Fadda vd., (2013), Giiney Sardinya ve Kuzey ltalya bdlgelerinden toplam 1.486
adet mastitisli siit 6rneginden142 adet maya susu izole edilip morfolojik Kurtzman ve
Fell’in (2000) onerdigi sekilde, biyokimyasal analizleri ise API ID 32C test kiti
belirleyip sonuclart APILAB Plus paket programiyla tanimlamasini yapmuslardir.
Ayrica aragtirmada, PZR-RFLP 18S-1TS1-5.8S rDNA Bolgesi Haelll restiriksiyon
enziminin kesimlerine gore siniflandirmasi yapilmis, siniflandirma sonrasi maya
suglari DNA sekanslarina (D1/D2 26S rDNA Bolgesi) gore tanimlanip dogruluklari
kontrol edilmistir. Bu amagla sekans islemi sonrasinda elde edilen verilerin Blast
analizi i¢in NCBI web sitesinde analiz edilmistir. Analiz sonuglarina gore 17 farkh
maya susunun Candida (%47.9), Cryptococcus (% 21.1), Trichosporon (%19.7),
Geotrichum (%7.1) ve Rhodotorula (% 4.2) cinslerine ait oldugu belirlenmis, Candida
cinlerine ait suslarin tiim tanimlama yontemlerinde ayni sonucu verdigi, Trichosporon
cinlerine ait suglarin tanimlamasinda API ID 32C sisteminde sorunlar c¢iktig

belirtilmistir.

Padilla vd., (2014) tarafindan, Ispanya’nin Akdeniz Kiy1 Bélge’lerinde keci ve
koyun siitlerinden yapilan peynirlerin olgunlastirma asamasinda maya florasin
belirlemek amaciyla yapilan ¢aligmada 530 adet maya susu izole edilerek, molekiiler

yontemlerle tanimlanmigtir. Mayalarin  tanimlanmasinda kullanilan  molekdiler
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analizler sirasiyla PZR-RFLP (5.8S ITS rDNA Bolgesi) White vd., (1990) ve Esteve
Zarzoso vd. (1999)’un onerdikleri sekilde hem tiniversal primerlerini hem de Cfol,
Haelll ve Hinfl restiriksiyon enzimlerini kullanmiglardir. PZR-RFLP band sonuglarini

5.8S-ITS rRNA Yeast-id database “http://www.yeast-id.com/” internet sitesinden

karsilastirmiglar, mayalarin tanimlamalarinin dogrulugunu yapabilmek amaciyla DNA
sekans (D1/D2 26S rDNA Bolgesi) analizi yapmislardir. Analiz sonunda alinan
verileri Tamura et al., (2011)’un 6nerdigi sekilde MEGAS programiyla diizenleyip
GenBank BLASTN’de Blast analizini yapmiglardir. Ayrica arastirmada Minisatellit-
PZR yontemini ve MI3 5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3’) primeri kullanilarak
Debaryomyces hansenii maya suslarinin genetik karakterizasyonu yapilmistir.
Aragstiricilar, elektroforez goriintiilerinde hololog bantlardan benzerlik matriksini
olustururken, var (1)/yok (0) degerlerini verip, Jaccard benzerlik endeksini kullanarak
NTSYS v 2.21 programi yardimiyla UPGMA dendrogramina islemislerdir ve SPSS
v.19.0 programi kullanilarak grafik ¢izimini yapmislardir. Calismada tiim peynirlerde
dominant maya suslarinin Debaryomyces hansenii ve Kluyveromyces lactis oldugu

tespit edilmistir.

Yang vd., (2014), Tibet’te essiz lezzeti ve popiiler bir siit lirlinii olan “Yak Siit
Cokeleginde” maya florasini belirlemek amaciyla 10 adet 6rnekten 91 maya susu izole
edilip, Kurtzman ve Fell’in (1998) oOnerdigi morfolojik analizlerin, karbon
asimilasyonun farkli sicaklikta gelisme, karbonhidrat asimilasyonu, nitrojen
asimilasyonu ve glikoz konsantrasyonunda gelismeye dayanan konvansiyonel
tanimlama yonteminin yaninda 5.8S/ITS ve D1/D2 26S rDNA Gen Bolgelerinin
Sekans Analizlerine dayali molekiiler yontemler kullanilarak tanimlamay1
amaclamislardir. Sekans analizlerinden elde edilen verileri GenBank’dan BLASTN
programi kullanilarak CBS, KNAW, YeastIP ve ATCC kiiltiir koleksiyonlarindan veri
seti olusturulup, MEGA 4 programi ile Neighbor-Joining metoduyla filogenetik
agacini ¢izmislerdir. Arastirma sonunda, izole edilen maya suslarinin; Kluyveromyces
lactis (6/10), Pichia fermentans (6/10), Saccharomyces cerevisiae (6/10), Rhodotorula
mucilaginosa (6/10), Kluyveromyces marxianus (5/10), Pichia kudriavzevii (4/10),
Torulaspora delbrueckii (2/10), Torulaspora quercuum (2/10), Debaryomyces
hansenii (1/10) ve Cryptococcus albidus (1/10) oldugu saptanmustir. Arastiricilar bu
calismanin “Yak Siit Cokelegi” endiistrisinde kullanilabilecek probiyotik ve starter

kiiltiirlerin dizaynina 151k tutacagini belirtmislerdir.
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Khattab vd., 2016 yilinda, Misir’in Assiut City kentinden ¢esitli gidalardan
(yogurt, tereyagi, portakal, mango suyu, domates vd.) 52 adet maya 6rneginin Kreger—
Van Rij’in (1984) o6nerdigi konvensiyonel tanimlama yonteminin yaninda, DNA
sekans (5.8S ITS rDNA ve D1/D2 26S rDNA Bolgesi) analizine dayali molekiiler
tanimlama tekniklerini kullanmiglardir. Elde ettikleri verileri NCBI/BLAST web
siteside hizalayip filogenetik agac¢ ¢izimini yaptiklar: arastirma sonucunda 52 adet
maya Orneginin Debaryomyces hansenii, Saccharomyces cerevisiae, Candida
tropicalis, Pichia kudriavzevii, Rhodotorula mucilaginosa ve Trichosporon dulcitum
maya suslart  oldugunu belirlemiglerdir.  Ayrica arastiricilar  mayalarin
tanimlanmasinda konvensiyonel ve molekiiler tanimlama yontemlerinin sonuglarinin

tutarli oldugunu belirtmislerdir.

Shahzad Ali ve Zakia Latif, (2016) yilinda gesitli meyve ve sebze 6rneklerinden
29 adet maya susu izole edip, CTAB DNA izolasyon yontemini modifiye ederek
kullanmiglardir. Elde edilen maya DNA’larimm1i PZR-RFLP (5.8S ITS rDNA
Bolgelerinin Taqgl ve Haelll restriksiyon enzimlerinin kesim noktalarina gore) analiz
yontemine tabi tutan arastiricilar, elektroforez bant sonuglarini literatiir sonuglariyla
karsilastirmiglardir. Ayrica, arastirmada maya tanimlamalarinin kontrolii i¢in DNA
sekans (5.8S ITS rDNA) analizi yapilmistir. Sekans verileri NCBI sisteminde
degerlendirilip filogenetik agaclar1 ¢izilmistir. Arastiricilar, g¢alismada bu iki
molekiiler yontemin konvensiyonel tanimlama yoOntemine goére daha kolay,

tekrarlanabilir, gecerli ve tutarli oldugunu belirlemislerdir.

Porru vd., 2018 yilinda Italya’da bulunan Sardinya Ada’sinda iiretilen salamura
zeytinin spontan olarak ger¢eklesen fermentasyonu sirasinda mikroflorada bulunan 72
adet mayanin izolasyonunu yapmislardir. Arastiricilar, PZR-RAPD parmak izi
sonucunu Bionumerics 6.6 bilgisayar programiyla analizleri dogrultusunda
olusturduklar1 dendrogramlar1t UPGMA metoduyla ve Peson korelasyonuyla, maya
izolatlarinin profillerini ¢ikarmiglardir. Ayni zamanda arastirmada kiimelemenin
dogrulugunu belirlemek ve maya izolatlarim1 sus seviyesinde tanimlamak amaciyla
D1/D2 26S rDNA Bélgesinin NL1 ve NL4 primerlerini igeren DNA sekans analizini
kullanarak, tiim izole edilen mayalar tekrar tanimlanmistir. Sekans analizinden elde
edilen veriler MEGA 5.0 programiyla hizalanmis ve NCBI’1n GenBank’1 kullanilarak
Blast analizleri yapilmistir. Analiz sonucunda dominant maya suslarinin

Wickerhamomyces anomalus, Nakazawaea molendini-olei, Candida diddensiae,
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Candida boidinii, Zygotorulaspora mrakii ve Saccharomyces cerevisiae oldugunu
belirlemislerdir. Arastiricilar, W. anomalus Wal maya susunun tuza dayanikliligi,
enzim aktiviteleri (lipaz, B-glukozidaz ve esteraz) ve probiyotik 6zellikleri agisindan
en iyi teknolojik ozellik gosterdigini, S. cerevisiae Sc24 ve C. boidinii Cb60 maya
suslarin teknolojik olarak iimit vadettigini, bu li¢ maya susunun zeytin liretiminde

starter olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Villarreal vd., (2021), yabani mayalarin fermente gidalarin duyusal 6zellikleri
etkisinin yaninda, etil alkol-asit direngleri ve patojen mikroorganizmalar iizerine
etkilerini aragtirmak tizere 125 adet maya susu izole edilip tanimlanmistir. Mayalarin
DNA’s1 “Wizard® Genomic DNA Purification Kit” ile izole edilip DNA sekans
(ITS1-5.8rRNA-ITS2) ile tanimlanmistir. Calismada sekans sonuglart NCBI’ 1n
analizleri yapilmis; degerlendirme sonunda izole edilen mayalarin Saccharomyces
eubayanus, Saccharomyces uvarum, Lachancea cidri, Kregervanrija delftensis ve
Hanseniaspora valbyensis oldugu belirlenmistir. Arastirmada Saccharomyces
suglarinin bira ve sarap fermentasyonu sirasinda spesifik potansiyeli oldugu
belirlenmistir. Ayni1 zamanda arastiricilar L. cidri 'in suksinik ve asetik asit iirettiklerini

belirlemiglerdir.

Kahve vd., (2022), fermente bir {irlin olan salgamin kalitesi ve giivenligi laktik
asit fermentasyonu sirasinda mikroflorada bulunan mayalarin tiirlerine ve teknolojik
ozelliklerine baglidir. Bu durumu belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada,
salgamdan saglananl72 adet maya Orneginin iPBS-PZR (iPBS 2395 primeri 5'-
TCCCCAGCGGAGTCGCCA-3' kullanilmiglar) parmak izi analizi ve DNA sekans
(5.8S ITS rDNA) analizi yapilarak tanimlamalar1 yapilmistir. izole edilen mayalarin
DNA’ larim1 DNeasy Blood and Tissue kit kullanarak izole etmislerdir. Arastiricilar,
IPBS-PZR parmak izi analizini var (1) yok (0) degerleri vererek, istatistiki
degerlendirmesini Xlstat v 2017 bilgisayar programinda yapmislardir. DNA sekans

analizinden gelen verilerin blast analizini http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ gen

bankasinda yapip elde edilen sekanslarin hizalanmasint Thompson et al, (1994)’un
onerdigi sekilde Clustal W programiyla yapmuslardir. Hizalanan sekanslarin
analizinde MEGA X bilgisayar programinda 1000 tekrarli Tamura and Nei (1993)
model secilip Neighbor-Joining filogenetik aga¢ c¢izilerek yorumlamiglardir.
Arastiricilar salgamda bulunan maya suslarinin; Pichia kudriavzevii, P. fermentans,

Saccharomyces cerevisiae, Candida oleophila, Kazachstania bulderi ve Geotrichum
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candidum oldugunu belirlemislerdir. Salgam fermentasyonu esnasinda P. kudriavzevii
sayisinin arttigin1 ve diger maya izolatlarinin sayisinin azaldigini tespit eden
arastiricilar, bu susun enzim aktivitelerinin salgamin aromasmin olusumuna katki

sagladigi icin, starter kiiltiir olarak kullanilabilecegini belirtmiglerdir.

Peynirlerde gelisen ve potansiyel bozulma etmeni olan maya suslarinin izole
edilip tanimlamalarinin yapilmasi ve dominant maya suslarinin belirlenmesi, bu
tirlinlerin tiretilmesinde ve depolanmasinda yasanilan sorunlarin iyilestirilmesinde
onemli rol oynamasinin yaninda, biyokimyasal ve fizyolojik karakteristiklere dayali
konvansiyonel tanimlama yontemlerine gore daha hizli, giivenilir, tekrarlanabilir ve
daha ekonomik alternatif tanimlama yontemleri gelistirilmesine katki saglayacaktir.
Ayrica fermentasyon ve biyoteknolojik uygulamalara yeni maya suslar eklenmesine
katki saglayarak yeni arastirma konulari agacaktir. Bu amagla, bu ¢alismada beyaz
peynir ylizeyinde bozulmaya neden olan mayalarin molekiiler karakterizasyonu

yapilacaktir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

2006-2007 tarihleri arasinda Samsun ili g¢esitli marketlerden ve Terme ilge
pazarindan satiga sunulan farkli marka ve ambalajlardaki kapali 15 adet, agik 15 adet
ambalaj olmak iizere toplam 30 adet beyaz peynir 6rneginden toplam 48 adet maya
susu materyal olarak kullanildi. Tablo 4.1.’de DNA sekans analizine giden peynir

orneklerinin alindig1 ay, alinis sekli, 6rnek numarasi gibi bilgiler verilmistir.

Tablo 4.1. izole edilen ve tanimlanan maya suslarinin elde edildigi kaynaklar.

Olfl'c‘)‘:’k Peynir Cesidi Ambalaj Sekli Al:;‘edr‘g' A}‘;‘g;]g‘
Agikta Satig
12 Beyaz Peynir (inek+Koyun Siitii) 500g’ lik Plastik Ambalaj Pazar 11/02/06
(Acik Ambalaj)
13 | Beyaz Peynir (inck Siitii) > OO(gK:;‘aﬁ’[iiiblzgsalaJ Market | 11/02/06

1000g’ lik Plastik Ambalaj

(Kapali Ambalaj) Market 11/02/06

14 Beyaz Peynir (Inek Siitii)

700g’ lik Plastik Ambalaj

(Agik Ambalaj) Market 11/02/06

15 Beyaz Peynir (inek Siitii)

500g’ lik Metal Ambalaj

(Kapali Ambalaj) Market 11/02/06

16 Beyaz Peynir (inek Siitii)

600g’ lik Plastik Ambalaj

(Agik Ambalaj) Market 11/02/06

17 Beyaz Peynir (inek Siitii)

600g’ lik Plastik Ambalaj

(Agik Ambalaj) Market 11/02/06

18 Beyaz Peynir (inek Siitii)

600g’ ik Plastik Ambalaj

(Agik Ambalaj) Market | 11/02/06

19 Ezine Peyniri (Inek ve Kegi Siitii)

600g’ lik Plastik Ambalaj

(Agik Ambalaj) Market | 14/02/06

20 Ezine Peyniri (Inek ve Kegi Siitii)

750g’ lik Plastik Ambalaj

(Agik Ambalaj) Market | 14/02/06

21 Beyaz Peynir (inek Siitii)

Acikta Satis
22 | Beyaz Peynir (Koyun Siitii) 500g’ lik Plastik Ambalaj Pazar 14/02/06
(Ac¢ik Ambalaj)

1000g’ lik Metal Ambalaj Market

(Kapali Ambalaj) 14/02/06

23 Beyaz Peynir (inek Siitii)

Kapali Metal Biiyiik Kutudan
24 Beyaz Peynir (inek+Koyun Siitii) 500g’ ik Plastik Ambalaj Pazar 14/02/06
(Ag¢ik Ambalaj)
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Tablo 4.1. (devam)

Alindid

Ornek . - . . Alindigx
No: Peynir Cesidi Ambalaj Sekli Yer Tarih
g - 500g’ lik Metal Ambalaj Market
26 Beyaz Peynir (Inek Siitit) (Kapali Ambalaj) 14/02/06
Agikta Satig
27 Beyaz Peynir (Inek+Koyun Siitii) 500g’ lik Plastik Ambalaj Pazar 14/02/06
(Agik Ambalaj)
. e 500g’ lik Metal Ambalaj Market
28 Beyaz Peynir (koyun Siitii) (Kapah Ambalaj) 15/02/06
600 g’ lik Plastik K
29 | Beyaz Peynir (inek Siiti) Ambalaj Market 16/02/06
(Kapali Ambalaj)
Agikta Satig
30 | Beyaz Peynir (inek Siitii) 750g’ lik Plastik Ambalaj Pazar 16/02/06
(Ag¢ik Ambalaj)
500 g’ lik Plastik
31 Beyaz Peynir (inek Siitii) Ambalaj Pazar 15/03/06
(Kapali Ambalaj)
32 Beyaz Peynir (Inek Siitii) 317 g Cam Kavanoz Pazar 15/03/06
600 g’ lik Plastik
33 Peyniri (Inek ve Koyun Siitii) Ambalaj Pazar 15/03/06
(Kapali Ambalaj)
34 | Bilinmiyor 122 g Cam Kavanoz Pazar 16/03/06
35 | Beyaz Peynir (Inek Siitii) 327 g Cam Kavanoz Pazar 16/03/06
36 | Beyaz Peynir 65.25 g Cam Kavanoz Pazar 17/03/06
37 | Bilinmiyor 65.25 g Cam Kavanoz Pazar 05/04/06
39 Beyaz Peynir (inek Siitii) 500 g’ lik Plastik Ambalaj Pazar 05/04/06
500 g’ lik Plastik
40 Beyaz Peynir (Inek+Koyun Siitii) Ambalaj Market 14/04/06
(Kapali Ambalaj)
. 310 g Plastik Ambalaj Pazar
41 Beyaz Peynir (Acik Ambala) 24/05/06
. 325 g Plastik Ambalaj Pazar
42 Beyaz Peynir (Acik Ambala) 24/05/06
. o 500g’ ik Metal Ambalaj
44 Beyaz Peynir (koyun Siitii) (Kapah Ambalaj) Market 10/04/06

4.2. Yontem

Bu aragtirmada 2006-2007 tarihleri arasinda materyal olarak seg¢ilen 48 maya

izolatinin molekiiler tanimlama yontemi ile analiz, mayalarin izolasyonu ve

identifikasyonu i¢in uygulanan analiz plan1 Tablo 4.2.’deki gibidir.
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Tablo 4.2. Mayalarin izolasyonu ve identifikasyonu i¢in uygulanan analiz plani

" INKUBASYON
Z - .. .
Z 22 YONTEM SURESI (Giin)
I~ E = Zenginlestirme (YM Broth) 30°C 1-2 Giin
ﬁ g == Cizme ve Seri Diliisyon Teknigiyle Saflagtirma (YM Agar) 30°C 3 Giin
zn 2
P <=5
7 %) g
§ S d "5 Yatik Agar ve Gliserolle Depolama (PDA, YM Broth) 28-30°C 5 Giin
o
o
MOLEKULER TANIMLAMA YONTEMI
DNA izolasyonu (10’lu gruplar) 10 Giin
< X
: DNA Izolatlarimin Saflik Kontrolii (10’1u gruplar) 10-15 Giin
= PZR Asamasi 3-4 Giin
L) .
5 E‘E PZR Amplifikasyon Uriinlerinin Saflagtirilmasi 10-15 Giin
.E = PZR-RFLP 10-15 Giin
= a (ITS) PZR iiriinlerinin sekans analizi igin KITAM’a ..
= N o e . 14D . . 30 Giin
2 gonderilip sonuglarin “*.abi” uzantisi seklinde gelmesi
8 ITS1-5.85-ITS2 rDNA Dizileme ve Dizi Analizi 15-30 Giin
B Filogenetik Siniflandirma 5-15 Giin

4.2.1. Maya Suslarinin izolasyonu, Saflastirilmasi ve Depolanmasi

Beyaz peynirden izole edile maya suslarinin molekiiler tanimlamasi yapilmadan
once izolasyon ve saflastirma islemine tabi tutuldular. Makroskobik ve mikroskobik
olarak safliklar1 kontrol edilen maya suslar1 +4°C’de analiz yapilincaya kadar saklandi.
Ayrica, bu yontem yaninda ana maya stoklar1 saflagtirma ve izolasyon igslemlerinden
sonra 1.5 ml gliserol igeren YM Broth (Yeast Malt broth) besiyerine inokiilasyon
yapilarak -18°C’de sakland1 (Deak and Beuchat, 1988; Welthagen and Viljoen, 1999;
Kurtzman and Fell, 2000; Laubscher et al., 2000; Moreira et al., 2001). Maya

suslarinin saflastirma ve stok kiiltiir elde etme prosediirii;

- Stok olarak Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyerinde bulunan maya suslarini
saflastirmak i¢in Yeast Malt Broth (YM Broth) besiyerine inokiile edilerek, 1-2 giin

27-30 °C’de inkiibasyona birakilmasiyla 6n zenginlestirme islemi yapildi.

- Gelisme gozlenen tiipler seri diliisyon (10®’ya kadar) tabi tutularak yiiksek
diliisyonlarin (10-10® diliisyon) her birinden igerisinde, énceden 121° C’de 15
kaplarma 1 ml ekim yapildiktan yapilarak sonra 30°C’de 3 giin inkubasyona birakildi.
Daha sonra gelisme gosteren maya suslart YM Agar besiyerine ¢izme yontemiyle

tekrar inokiile edilip, 30°C’de 3 giin inkubasyona birakildu.
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- Saf oldugundan emin olunan maya suglar1 yatik PDA besiyerine inokiile
edilerek 28°C’de 5 giin inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda tiipler buzdolabina

konularak molekiiler tanimlama yapilincaya kadar +4°C’de saklanda.

4.2.2. Maya Suslarimin Tammlanmasinda Kullanilan Molekiiler

Tanimlama Yontemleri

Stok saf maya suslart YM Agar besiyerine ¢izme yontemiyle inokiile edilip,
30°C’de 3 giin inkubasyona birakilarak saflastirma islemine tabi tutulmustur. Daha
sonra saf maya suslart 10’arli gruplar halinde molekiiler tanimlamalarinin
yapilabilmeleri i¢in Sekil 4.1.’de belirtilen islemlere tabi tutuldular. Molekiiler
tanimlama analizlerinde kullanilan kimyasallar ve besiyerlerinin 6zellikleri Ek’de

verilmistir.
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Saf Maya Susu

(

DNA izolasyonu ve
Saflastirilmast

H

PZR ISLEMI

RER

ITS1-5.85-1TS2 - DNA
Dizileme ve Dizi Analizi

)~

Veri Seti Olusturup
Flogenetik Analiz

(

Sekil 4.1. Saf maya suslarinin molekiiler tanimlanmasinda uygulanan iglemleri

4.2.2.1. Maya Suslarinin DNA’sinin izolasyonu ve Saflastirilmasi

Toplam maya DNA’sinin 29 tanesinde, Hoffman (2003), Stirling (2003)
Mesapogu, vd., (2013) ve Biss, vd., (2014) maya DNA izolasyon ve saflagtirma
yontemlerinin optimizasyonu yapilarak uygulandi. Bu yontemdeki uygulanan islem

basamaklar1 agagidaki gibidir;

- Stok kiiltiirden bir 6ze dolusu izolat, Yeast Extract Peptone Dextroz Agar’a
(YEPD veya YPD agar) inokiibe edilip, 30 °C’de 2-3 giin inkiibe edildikten sonra,
7-10 ml Yeast Extract Peptone Dextrose Broth’ta (YEPD veya YPD broth) inokiile
edilerek, 30 °C’de 12-24 sa 150 rpm’de calkalayicili inkiibatorde inkiibasyona
birakildi.
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- 2.000g/10dk santrifiijleme islemi yapilip, 0.5 ml steril ultra saf su ile

slispansiyon haline getirildi.

- Bu karisimdan 1.5 ml alinip eppendorf tiipiine aktarildi. Daha sonra

15.000g/10dk santrifiijleme islemi yapilip dokiildii.

- 0.3 gr (yaklasik 0.3 pl) 1 mm boyutunda cam boncuk, 0.2 ml Buffer A ¢ozeltisi,
0.2 ml Fenol: Kloroform: Izoamil alkol (25:24:1) eklenip vorteks ile 3 dk karistirilarak,
tizerine 0.2 ml TE tamponu eklenip 15.000g/5dk santrifiijleme islemi yapildi.

- Ust kisim yeni tiipe aktarilip %98.99 soguk etil alkol ile karistirilip 0°C’de 15
dk bekletildi. Daha sonra 15.000g/2dk santrifiijleme islemi yapilarak, siipernatant

atilip kalan kisim 0.4 ml TE ile siispansiyon haline getirildi.

-Elde edilen siispansiyona 10 pul 4M Amonyum Asetat eklenip karistirildi.

- Bu karistma 1 ml %70 soguk etil alkol eklenip 15.000g/2dk santrifiijleme
islemi yapildi.

- Siipernatant ayristirilip, pellet, desikatorde 1 sa kurumaya birakildi.

- Kuru pellete 50-100 ul TE eklenerek analiz yapilana kadar derin dondurucuda
depolandi.

Geriye kalan 19 adet maya susunun DNA’s1 Ros-Chumillas vd., (2007) ve
Shahzadi ve Latif, (2010) yillarinda onerilen CTAB maya DNA izolasyon ve
saflagtirma yontemi kullanilarak maya DNA’lar1 izole edilmistir. Bu yontemdeki

uygulanan iglem basamaklar1 asagidaki gibidir;

- Stok kiiltiirden bir 6ze dolusu izolat, Yeast Extract Peptone Dextroz Agar’a
(YEPD veya YPD agar) inokiile edilip, 30 °C’de 2-3 giin inkiibe edildikten sonra, 7-
10 ml Yeast Extract Peptone Dextrose Broth’ta (YEPD veya YPD broth) inokiile
edilerek, 30 °C’de 12-24 sa 150 rpm’de calkalayicili inkiibatorde inkiibasyona
birakildu.

- Gelisen kiiltiirlerden 2 ml alinip, 13.000rpm/5dk sonra siipernatant dokiildii.

- Tiip igerisine 400 ul CTAB igeren buffer (1.5 M NaCl, 10 mM Tris—HCI, pH
8.0, 10 mM EDTA, %2 CTAB, %1 PEG 8000, %0.1 mercaptoethanol) ile 0.3 gr
(yaklasik 0.3 pl) 1 mm boyutunda cam boncuk konup yiiksek hizda 1 dk vortekslendi.

- Karisim 65°C’de 10 dk inkiibasyona birakildi.
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- Karigim {istiine esit hacimde Fenol: Kloroform: Izoamil alkol (25:24:1) eklenip
3 dk vorteks ile karistirilarak, lizerine 0.2 ml TE tamponu eklenip 15.000g/5dk

santrifiijleme islemi yapildi.

- Ust kisim yeni tiipe aktarilip %98.99 soguk etil alkol ile karistirilarak 0°C’de
15 dk bekletildi. Daha sonra 15.000g/2dk santrifiijleme islemi yapilarak, siipernatant

atilip kalan kisim 0.4 ml TE ile slispansiyon haline getirildi.
- Bu siispansiyona 10 ul 3M Sodyum Asetat (pH 5.2) eklenip karistirildi.

- Bu karisitma 1 ml %70 soguk etil alkol eklenip 15.000g/2dk santrifiijleme
islemi yapildi.

- Siipernatant ayristirilip, pellet desikatorde 1 sa kurumaya birakildi.

- Kuru pellete 50-100 pl TE eklenerek analiz yapilincaya kadar derin

dondurucuda depolandi.
4.2.2.2. DNA izolatlarinin Saflik Kontrolii

izole edilen DNA’larin varliginin belirlenmesi i¢in agaroz jel elektroforezi
kullanildi (Sambrook, 1989). Bu yontemdeki uygulanan islem basamaklari agsagidaKki
gibidir;

- Bunun i¢in 0.5 gr agaroz 50 ml 1X TAE (Tris, Asetik Asit, EDTA) tamponu
igerisinde manyetik karistiricitda tamamen berrak bir goriintii elde edinceye kadar
isitilip, sicaklik 50 °C’ye diisiince tarakli elektroforez tablasina dokiildiikten sonra,

sogumaya birakildi.

- Jel soguduktan sonra i¢inde 1X TAE tamponu bulunan elektroforez set i¢ine
yerlestirilip taraklar c¢ikarildi. Elektroforezde 80 V 45dk yiiriitiildii. DNA bantlari

goriintiileme sisteminde fotograflandi.

Ayrica izole edilen maya DNA’sinin safliginin kontrolii ve DNA’siin miktari
belirlemek i¢in i¢in “Titertek Berthold” marka nanodrop kullanildi. Bu amagla saf
maya DNA’sindan 2-3 ul alinip, nanodrop goziine konularak belirlendir (Hermann et
al., 2020).
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Sekil 4.2. Titertek Berthold marka nanodrop’un kullanimi (Anonymous, 2023)

4.2.2.3. PZR Asamasi

Saf ve biitiinligii tam olarak elde edilen maya DNA &rneklerinin ITS-1 ve ITS-
2’1 kodlayan DNA bolgesinin amplifikasyonu i¢in 2 primer (ITS-1 ve ITS-4)
kullanildi. PZR i¢in “OneTaq® 2X Master Mix” ve “EconoTaq® PLUS 2X Master
Mix” Taq DNA Polymerase mixleri kullanild1 (Deak et al., 2000; Las Heras-Vazquez
et al.,, 2003; Satora et al., 2013). Bu yontemdeki uygulanan islem basamaklari
asagidaki gibidir;

- DNA o6rneklerinin ITS-1 ve ITS-2°1 kodlayan DNA bolgesinin amplifikasyonu
i¢in 2 primer ITS- Thermal cycler islemine tabi tutularak istenen gen bolgesi cogaltildi.
Polimeraz zincir reaksiyon islemleri 0.2 ml’lik PZR tiiplerinde Thermal Cycler da
yapildi. Kontaminasyon riskini azaltmak amaciyla stok soliisyonlar kii¢lik miktarlarda

(25-100 pl) steril ependorflara boliinerek kullanilincaya kadar -20°C’de saklandh.

- Maya DNA’ lari, Primer ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) ve Primer
ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) buz ilizerinde ¢oziindiiriiliip, vortekslenip
sanrifiijlendi (White et al. 1990). PZR optimizasyonu yapildi. Bu optimizasyona bagli
olarak 48 adet maya susunun 3 paralel PZR’s1 yapildi. Bu DNA’larin tamamindan PZR

tirtinleri alindi. PZR asamasinda kullanilan mix oranlar1 ve sicaklik dongiileri Tablo

4.3. ve Tablo 4.4.”deki gibidir.
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Tablo 4.3. OneTaq® 2X Master Mix’ in kimyasal oranlar1 ve sicaklik dongiisti

KiIMYASAL 1X (ul) 10X (ul)
dd H20 6.9 69
ITS 1 0.8 8
ITS 4 0.8 8
Mix 17 170
DNA 5.5 -
TOPLAM 31 -

94  5dk

94 20 sn

56  1dk

72 1dk X

72 7dk

Tablo 4.4. EconoTaq® PLUS 2X Master Mix’ in kimyasal oranlar1 ve sicaklik dongiisii

KIMYASAL 1X (ul) 10X (ul)
dd H-0 10.6 106
ITS 1 0.3 3
ITS 4 0.3 3
Mix 12.7 127
DNA 1.1 -
TOPLAM 25.1 -

94  5dk

94 20 sn

55  1dk 30X

72 1dk

72 5dk

- PZR iiriinlerinin kontrolii %1.5-2.0 agaroz iceren 1X TAE ile elektroforezde,
90 V 45dk yiirtitiildii ve PZR sonuglar1 fotograflandi.
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4.2.2.4. PZR Uriinlerinin Restriksiyon Fragmentlerinin  Uzunluk
Polimorfizm (PZR-RFLP) Analizi

Onceden tanimlanan maya suslarmim 400-750 bg bant igeren PZR iiriinlerinin
Restriksiyon Fragmentlerinin Uzunluk Polimorfizmi (PZR-RFLP) analizi igin,
kullanilacak olan restiriksiyon enzimlerinin Hin |, Cfol (Hha 1) ve Hae Il (BSuR 1)
olduguna karar verilerek analizi yapild1 (Esteve-Zarzoso et al., 1999; Querol et al.,
2004). Restiriksiyon enzimlerinin mix bilesimi, marka, inkiibasyon ve inaktivasyon
sicaklik ve siiresi Tablo 4.5.’teki gibidir.

Tablo 4.5. Restiriksiyon enzimlerinin mix bilesimi, marka, inkiibasyon ve inaktivasyon sicaklik ve
stiresi

Hinf'| (Thermo Fisher Scientific

1X (u) 10 X (u)
ddH20 12 120
10 X R Buffer 2 20
Hinf | enzimi 1 10
PCR URUNU 5 50
TOPLAM 20 200
INKUBASYON X
SICAKLIK/SURESI 37°C 4sa
INAKTiVASYON .
SICAKLIK/SURESI 65°C 20 dk
Cfo | (Promega)

1X (D 10 X (ul)
ddH20 123 123
10 X Buffer 2 20
BSA 0.2 2
Cfo I enzimi 0.5 5
PCR URUNU 5 50
TOPLAM 20 200
INKUBASYON R
SICAKLIK/SURESI 37°C 4sa
INAKTIVASYON i
SICAKLIK/SURESI 65°C 20 dk
Hae 111 (Thermo Fisher Scientific)

1X (ub 10 X (ul)
ddH20 12 120
10 X Buffer 2 20
Hae 11l enzimi 1 10
PCR URUNU 5 50
TOPLAM 20 200
INKUBASYON .
SICAKLIK/SURESI 37°C 4sa
INAKTiVASYON .
SICAKLIK/SURESI 80°C 20 dk
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PZR-RFLP iiriinleri %1.5-3 agaroz iceren 1X TAE’de 90 V 45dk yiiriitiiliip
fotograflar1 ¢ekildi. Fotograflar Imagel/Fiji 1.46 ve GelQuantnet programlartyla
incelendi. inceleme sonunda izole edilen maya suslarinin kag profile ayrildiklari

belirlendi (Espinosa et al., 2002).
4.2.2.5. DNA Dizi Analiz Sonu¢larinin (Sekanslarinin) Okunmasi

Marketlerden ve pazardan elde edilen beyaz peynir 6rneklerinden izole edilen
toplam 10 adet maya susu ITS1-5.8S-1TS2 bolgesinin DNA sekans analizi igin
KIiTAM’a gonderildi.

PZR firiinleri, ITS1-5.8S-ITS2 gen bolgesinin dizi analizi i¢in “Sanger
Dizileme” yontemi kullanilarak tek yonlii olarak yapilmistir. Sonuglar “*.abi” dosya

uzantilartyla anilmistir.

Elde edilen 10 adet maya susuna ait ileri (forward) ve geri (reverse) dizileri
yanlis okunmus veya okunmamis bazlar, kromatogramdaki (videogram) sinyallerin
(piklerin) giicliiliigiine, temizligine bakilarak “Geneious (v 4.8.2.)”, “FinchTV (v 1.4.0
Demo)”, Bioedit (v 7.2.5 software)” ve “CodonCode Aligner (v 10.0.1 Demo)”
programlariyla el ile gorsel olarak diizeltildi. Okumas1 yapilan 10 adet maya sugsunun
sekanslarin kromatogramlariin yapilis 6rnegi Sekil 4.3.’deki gibidir (Hall, 1999;
Lemey et al., 2009).

Elde edilen sonuglar “Notepad veya MS Office Word” programlari kullanilarak
“* fasta” formatina ¢evrilip depolandi. Yapilan ¢alismaya gore ITS bolgesinin baz
uzunlugunun 400-750 bg baz ¢ifti uzunlugu arasinda degisim gosterdigi gézlemlendi

ve degerlendirilmeye alindu.
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Sekil 4.3. DNA bazlar kromatogramlarimin “Geneious”, “FinchTV” ve “CodonCode Aligner”
programlariyla el ile gorsel olarak diizeltilmesi

4.2.2.6 Dizi (Blast) Analizi

El ile gorsel olarak diizeltilen, genlerin dizi eslemeleri (Sequence alignment)
“Geneious (v 4.8.2.)” ve “Bioedit (v 7.2.5 software)” programlariyla yapildi ve yeni
DNA dizileri elde edikten sonra https://blast.ncbi.NIm.Nih.gov/Blasnt.cgi ?PROGRA
M=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=Dblasthome sitesinde bulunan

veri tabani1 kullanilarak degerlendirildi Blast analizinden elde edilen referans maya
suslariyla bir veri seti olusturuldu (Hall, 1999; Baxevanis and Ouellette, 2001; Lemey
et al., 2009; Anonymous, 2017; Anonymous, 2020a).

4.2.2.7. Veri Seti Olusturulmasi

Blast analizinden “% benzerlik oran1” nin yani sira, ¢aligmay1 yiriiten bolim,
ATCC, CBS, gida, peynir ve siit kaynakli olmalarina dikkat alinarak elde edilen

referans maya suslariya bir veri seti olusturuldu.

Ayrica peynirler ve gidalarda bozulmaya neden olan dominant maya suslarinin
yaninda, biyoteknolojide kullanilan maya suslar1 hakkinda literatiir taramasi yapilip,

elde edilen referans maya suslar1 veri setine eklendi.

Olusturulan yeni veri setinin Blast analizi yapilirken “Bioedit”, “MEGAX” ve
“Clustal2X” programlar1 kullanildi.

4.2.2.8. ITS1-5.85-ITS2 Gen Bolgesine Gore Filogenetik Analizler

Diizenlenen veri setleri “Clustal2X” programiyla hizalandi. DNA dizileri

“DnaSP 6” programiyla benzerlik analizine tabi tutuldu ve filogenetik analizine en
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uygun baz degisim modelini belirlemek i¢in “jModelTest1” programi kullanildi.
Secilen moledele bagl olarak verilerin Filogenetik analizler “PAUP4” programiyla
ML (Maksimum-Likelihood) ve NJ (Neighbor-Joining) analiz yapildiktan sonra
filogenetik analizi yapildi. Olusturulan filogenetik agaglarin giivenilirliklerini
belirlemek i¢in 10.000 tekrarli analizleri yapilip, %50’nin {izerinde desteklenen
diigiimler agaclarda belirtildi. Sonuglarin degerlendirilmesi igin evrimsel agaglar
olusturulup karsilastirildi (Fernandez-Espinar et al., 2000; Baxevanis and Ouellette,
2001; Letovsky, 2002; Nisiotou and Gibson, 2005; Bovers et al., 2008; Lemey et al.,
2009; Akpnar vd., 2014; Vincent et al. 2018).
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1. Mayalarin Saflastirilmasi ve Stok Haline Getirilmesi

2006-2007 tarihleri arasinda Samsun ilinde gesitli marketlerde satisa sunulan
farkli marka ve ambalajlardaki 20 adet, evlerden saglanan 12 adet olmak {izere toplam
32 adet beyaz peynir Orneginden izole edilip, konvansiyonel yoOntemlerle
tanimlamalari yapilan 48 maya susu hem diliisyon hem de ¢izme yontemiyle

saflastirilip stok kiiltiir haline getirilmis ve analiz yapilincaya kadar +4°C’de saklandi.
5.2. Izole Edilen Mayalarin DNA’larin izolasyonu ve Saflastirllmasi

Beyaz peynir 6rneklerinden izole edilen saf maya kiiltiirleri Hoffman (2003),
Stirling (2003) Mesapogu vd., (2013), Biss, vd., (2014), Ros-Chumillas vd., (2007) ve
Shahzadi ve Latif, (2010) maya DNA izolasyon ve saflagtirma yontemleri kullanilarak
48 adet maya susunun DNA’s1 izole edilip saflastirilip ve -18°C’de saklanda.

5.3. Maya Suslarimin DNA izolatlarimin Saflik Kontrolii

Maya suglarinin DNA’lar1 kontrol edilip analiz edilinceye kadar -18°C’de
saklanmigstir. Maya DNA ’larinin saflik 6rnegi Sekil 5.1.’de verilmistir.

Maya
Suslarmin
DNA’s1

Marker

' h SN oo

Sekil 5.1. DNA izolatlarinin saflik kontrol sonuglari
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5.4. PZR Asamasi ve PZR Uriinlerinin Kontrolii

PZR iirtinlerinin kontrolii %1.5-2.0 agaroz iceren 1X TAE ile elektroforezde, 90
V 45dk yiiriitiiliip ve PZR sonuglariin 6rnek fotograflar1 Sekil 5.2.’de verilmistir.
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Sekil 5.2. PZR tirtinlerinin kontrolii
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5.5. Maya Suslarinin PZR-RFLP Analizi

PZR-RFLP firiinleri %1.5-3 agaroz iceren 1X TAE’de 90 V 45dk yiiriitiiliip
fotograflar1 ¢ekildi. Fotograflar Imagel/Fiji 1.46 ve GelQuantnet programlariyla
incelenmistir. PZR-RFLP firiinlerinin elektroforez fotograf ornekleri Sekil 5.3.’de

verilmigtir.

Sekil 5.3.te de goriildiigi gibi peynirden izole edilen maya suslarinin PZR
trtinlerini Hinf | ve Cfo | restriksiyon enzimi iki yaklasik 350+300 bg seklinde
boliinme go6zlenir iken, Hae Il restriksiyon enziminde 48 adet PZR iiriinlerinin

hicbirinde kesim s6z konusu olmadigi bulundu.

Esteve-Zarzoso vd., (1999), Querol vd., (2004), Korabecna (2007) ve Jeyaram
vd., (2008) yillarinda yaptiklart c¢aligmada ayni restriksiyon enzimi kullanarak
Candida colliculosa, C. guillermondii; C. inconspicua, C. glabrata, C. norvegica, C.
parapsilosis, C. stellata, C. succiphila, C. tropicalis, C. tenuis, C. vini, C. zeylanoides,
Pichia guilliermondi, Torulospora delbrueckii ve Yarrowia lipolytica maya suslarinin

PZR-RFLP elektroforez sonuclarinda benzer sonuclar elde etmislerdir.

Ayni zamanda PZR-RFLP elektroforez fotograflar1 incelendiginde 48 adet maya
sugunun birbirine benzedigi goriildi. Bu nedenle UPGMA (Agirlik Olmayan Cift Grup

Yontemi Algoritmasi) olusturulmadi.
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Sekil 5.3. PZR-RFLP iiriinlerinin elektroforez’de goriintiilenmesi
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5.6. Maya DNA’nin Sekans Analizine Se¢cimi

PZR-RFLP sonuglar1 birbirine benzedigi i¢in, DNA dizi analizine 6rneklerin
gonderilmesinde peynirin kaynagina bakildi. Buna goére 4 adet marketten ve 6 adet
Terme pazarindan gelen peynir 6rneklerinden izole edilen toplam 10 adet maya PZR

{iriinii KITAM’a gonderildi. Bu &rneklere dair bilgiler asagidaki gibidir;
Market peyniri 28, 29, 40 ve 44 maya suslari.
Pazar peyniri 12, 22, 24, 27.1, 27.2 ve 30 maya suslari.
5.7. DNA Dizi Analiz Sonuclarinin Okunmasi ve Diizeltilmesi

Elde edilen 10 adet maya susuna ait ileri (forward) ve geri (reverse) dizileri
yanlis okunmus veya okunmamis bazlar, kromatogramdaki (videogram) sinyallerin
(piklerin) giicliiliigline, temizligine bakilarak “Geneious (v 4.8.2.)”, “FinchTV (v 1.4.0
Demo)”, Bioedit (v 7.2.5 software)” ve “CodonCode Aligner (v 10.0.1 Demo)”
programlariyla el ile gorsel olarak diizeltilmistir (Hall, 1999; Lemey et al., 2009).

Elde edilen sonuglar “Notepad veya MS Office Word” programlari kullanilarak
“* fasta” formatina ¢evrilip depolandi. Yapilan ¢aligmaya gore ITS bolgesinin baz
uzunlugunun 400-750 bg¢ baz c¢ifti uzunlugu arasinda degisim gosterdigi

gbzlemlenmistir ve degerlendirilmeye alinmistir.

5.8. ITS1-5.85-ITS2 Gen Bolgesine Gore Blast Analizi, Genel Veri Seti

Olusturma ve Filogenetik Analizler

Blast analizinden “% benzerlik oran1” nin yani sira, ¢aligmay1 yiiriiten boliim,
ATCC, CBS, gida, peynir ve siit kaynakli olmalarina dikkat alinarak elde edilen

referans maya suslartyla bir veri seti olugturulmustur.

Ayrica 2003-2023 tarihleri arasinda yayinlanmig literatiirlerde Yarrowia
lipolytica’nin farkli suslari elde edilip veri setine eklenmistir. Bu sekilde elde edilen
Yarrowia cinsine ait toplam 51 adet (6rnekler ve dis grup dahil) DNA dizisi igeren veri
seti olusturulmustur. Yapilan veri seti ve mayalarin Ozellikleri Tablo 5.1.°de

verilmistir.
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Tablo 5.1. Veri setinde bulunan maya suslarinin 6zellikleri

Sus Ismi

Genbank Kodu

izogg Edilen
Ornek

Lokasyon

Kaynak

Referans

12

Beyaz Peynir

Market
Samsun/Tiirkiye

Bu Caliyma

22

Beyaz Peynir

Market
Samsun/Tiirkiye

Bu Calisma

24

Beyaz Peynir

Market
Samsun/Tiirkiye

Bu Calisma

27.1

Beyaz Peynir

Market
Terme/Samsun/
Tiirkiye

Bu Calisma

27.2

Beyaz Peynir

Market
Terme/Samsun/
Tirkiye

Bu Calisma

30

Beyaz Peynir

Market
Terme/Samsun/
Tirkiye

Bu Calisma

28

Beyaz Peynir

Pazar
Terme/Samsun

Bu Calisma

29

Beyaz Peynir

Pazar
Terme/Samsun/
Tiirkiye

Bu Cahisma

40

Beyaz Peynir

Pazar
Terme/Samsun/
Tiirkiye

Bu Calisma

44

Beyaz Peynir

Pazar
Terme/Samsun/
Tiirkiye

Bu Calisma

Y. lipolytica

OM337576

Cin

Engineering Yarrowia lipolytica to produce nutritional fatty acids:
Current status and future perspectives

Liu et al., (2019);
L. Caoetal., (2022)

Y. lipolytica

KY105979

Hollanda

DNA barcoding analysis of more than 9 000 yeast isolates contributes
to quantitative thresholds for yeast species and genera delimitation

Vu et al., (2016)
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Tablo 5.1. (devami)

Sus Ismi Genbank Kodu Izo(!;zr]i;il:l Y Lokasyon Kaynak Referans
. . A Polonya/ Yogurt Kaymagmndan Izole Edilen Yarrowia lipolytica’nn Szczyrba (2019)
Y- lipolytica T P Tiirkiye Molekiileridentifikasyonu ve Lipolitik Aktivitesi Kiymaci vd. (2022)
International Society of Human and Animal Mycology (ISHAM)-
. . ) ITS reference DNA barcoding database-the quality controlled o
Y- lipolytica P L Adsuahg standard tool for routine identification of human and animal Irinyi et al., (2015)
pathogenic fungi
Y.lipolytica | MN853744 Peynir Cin - Wang (2019)
Y. lipolytica KP069020 - Avustralya - Irinyi et al., (2014)
Y. lipolytica MT671352 Kara ve akciger Brezilya Bacterlgl and_ fu_r!gal pathog_ens in granulomatous Iesmns_, of Chelonia Bracarense et al., (2022)
mydas in a signiicant foraging ground of southern Brazil
Y. lipolytica MW979511 - ABD - Jagtap et al., (2021)
DNA barcoding analysis of more than 9 000 yeast isolates
Y. lipolytica KY105990 Hollanda contributes to quantitative thresholds for yeast species and genera Vu et al., (2016)
delimitation
. . ) A survey of yeast from the Yarrowia clade for lipid production in Quarterman, et al., (2017);
Y- lipolytica OM337578 ABD/ABD dilute acid pretreated lignocellulosic biomass hydrolysate/- LaButti et al., (2022)
. . Draft Genome Assemblies of lonic Liquid-Resistant Yarrowia
Y. lipolytica OM337577 j ABD lipolytica PO1f and Its Superior Evolved Strain, YICWO0O01. Walker etal., (2022)
Y. lipolytica ON114154 - ABD - Jin,Y. and Rao (2022)
. Polyphasic re-examination of Yarrowia lipolytica strains and the
Y. lipolytica KY105966 Fermente parafin Ingiltere description of three novel Candida species: Candida oslonensis sp. Knutsen et al., (2007)
nov., Candida alimentaria sp. nov. and Candida hollandica sp. nov.
Y. lipolytica |  MT875363 Ka'a:l:;izyon Hindistan . Reddy (2020)
. . Bocek/ Bryndza Bulgaristan/ -/ Microbial diversity and dynamics during the production of May Gouliamova et al., (2011)/
Y. lipolytica HM627146 Peynir Slovakia bryndza cheese Pangallo et al., (2014)
Y. lipolytica KX228398 Oreochromis Misir - El-Sayed et al., (2016)
DNA barcoding analysis of more than 9 000 yeast isolates
Y. lipolytica KY105967 - Hollanda contributes to quantitative thresholds for yeast species and genera Vu et al., (2016)
delimitation
Polyphasic re-examination of Yarrowia lipolytica strains and the
Y. lipolytica KY105985 Infekte olmus deri Ingiltere description of three novel Candida species: Candida oslonensis sp. Knutsen et al., (2007)
nov., Candida alimentaria sp. nov. and Candida hollandica sp. nov.
International Society of Human and Animal Mycology (ISHAM)-
Avustralva ITS reference DNA barcoding database-the quality controlled Irinyi et al., (2015);
Y. lipolytica KP132912 -/Yogurt / Tiirki i standard tool for routine identification of human and animal Ki I);lam V(.1’ (2022’)
y pathogenic fungi /Yogurt Kaymagindan Izole Edilen Yarrowia y ”
lipolytica’nin Molekiileridentifikasyonu ve Lipolitik Aktivitesi
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Tablo 5.1. (devami)

Sus Ismi Genbank Kodu | izole Edilen Ornek Lokasyon Kaynak Referans
Y. lipolytica ON242313 ) Fransa Pynamical metgbolic modelling for lipid accumulation by Yarrowia Robles-Rodriguez et al., (2015)
ipolytica growing on glucose
Y. lipolytica OW986180 Insan kani Belcika - Becker (2022)
Polyphasic re-examination of Yarrowia lipolytica strains and the
Y. lipolytica KY105968 Zeytin Italya description of three novel Candida species: Candida oslonensis sp. Knutsen et al., (2007)
nov., Candida alimentaria sp. nov. and Candida hollandica sp. nov.
Y. lipolytica MK267773 Peynir ispanya ]Icnternal _trans:criped spacer (ITS) sequencing reveals considerable Buehler et al., (2017)
ungal diversity in dairy products
Y. lipolytica MH459414 Peynir Ukranya - Fomina et al., (2018)
Yarrowia lipolytica and Its Multiple Applications in the
Y. lipolytica DQ680840 -/ Brezilya/ Biotechnological Industry/ Siit ve siit {iriinlerinden Yarrowia Akpmar (2008)/
' Siit Uriinii Tirkiye lipolytica izolasyonu, identifikasyonu ve trettikleri alkalin proteaz Takahashi et al., (2014)
ve riboniikleaz enzimlerinin aktivitelerinin arastirtlmasi
Y. lipolytica LC050545 Peynir Avusturya Metabolic Flexibility of Yarrowia lipolytica Growing on Glycerol Sauer et al., (2017)
Polyphasic re-examination of Yarrowia lipolytica strains and the
Y. lipolytica KY105978 Toprak Hollanda description of three novel Candida species: Candida oslonensis sp. Knutsen et al., (2007)
nov., Candida alimentaria sp. nov. and Candida hollandica sp. nov.
DNA barcoding analysis of more than 9 000 yeast isolates
Y. lipolytica KY105981 - Hollanda contributes to quantitative thresholds for yeast species and genera Vu et al., (2016)
delimitation
DNA barcoding analysis of more than 9 000 yeast isolates
Y. lipolytica KY105973 - Hollanda contributes to quantitative thresholds for yeast species and genera Vu et al., (2016)
delimitation
Y. lipolytica EF643594 Narenciye Meksika Screening of microorganisms for bioconversion of (+)-valencene to Palmerin-Carreno et al., (2015)
(+)-nootkatone
Hollanda/ DNA barcoding analysis of more than 9 000 yeast isolates
Y. lipolytica KY105981 -/Toprak 3 contributes to quantitative thresholds for yeast species and genera Vu et al., (2016)
aponya | delimitation
Yarrowia DNA_ barcoding ar_lalysis of more than 9 000 .yeast isolates
hollandica NR 151802 - Hollanda contributes to quantitative thresholds for yeast species and genera Vu et al., (2016)

delimitation

59




Tablo 5.1. (devami)

Sus ismi Gfgob daLTk izole Edilen Ornek Lokasyon Kaynak Referans
Yarrowia DNA barcoding analysis of more than 9 000 yeast isolates
- NR 151802 - Hollanda contributes to quantitative thresholds for yeast species and | Vuetal., (2016)
hollandica S oo
genera delimitation
Yarrowia DNA barcoding analysis of more than 9 000 yeast isolates
bubula KY105958 - Hollanda contributes to quantitative thresholds for yeast species and | Vu et al., (2016)
genera delimitation
Yarrowia DNA barcoding analysis of more than 9 000 yeast isolates
KY105961 - Hollanda contributes to quantitative thresholds for yeast species and | Vuetal., (2016)
deformans ..
genera delimitation
Yarrowia DNA barcoding analysis of more than 9 000 yeast isolates
- . KY101920 - Hollanda contributes to quantitative thresholds for yeast species and | Vuetal., (2016)
alimentaria L
genera delimitation
DNA barcoding analysis of more than 9 000 yeast isolates
Yarrowia galli | KY102097 - Hollanda contributes to quantitative thresholds for yeast species and | Vuetal., (2016)
genera delimitation
Yarrowia DNA barcoding analysis of more than 9 000 yeast isolates
osloensis KY102278 - Hollanda contributes to quantitative thresholds for yeast species and | Vu et al., (2016)
genera delimitation
Yarrowia DNA barcoding analysis of more than 9 000 yeast isolates
divulaata KY105964 - Hollanda contributes to quantitative thresholds for yeast species and | Vu et al., (2016)
g genera delimitation
Yarr0W|a_ KY457248 Tz.‘fmmlanamayan Bulgaristan - Gouliamova (2017)
parophoni Bocek
Yarrowia Yarrowia
brassi MF136067 brassicae'nin Cin - Hui and Liu (2017)
rassicae e
holotipi
Yarrowia DNA barcoding analysis of more than 9 000 yeast isolates
- . NR169916 - Hollanda contributes to quantitative thresholds for yeast species and | Vu et al., (2016)
yakushimensis S
genera delimitation
Yarrowia ) National Center for Biotechnology Information, NIH,
keelungensis NR160312 ABD Bethesda, MD 20894, USA Anonymous (2018)
YaerW|a KF649300 - Maceristan - Dlauchy and Nagy (2013)
porcina
Yarrowia DNA barcoding analysis of more than 9 000 yeast isolates
.| KY102330 - Hollanda contributes to quantitative thresholds for yeast species and | Vuetal., (2016)
phangngaensis S
genera delimitation
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Olusturulan veri seti analize alinmalari i¢in “Clustal2X” programiyla hizalanip
“Bioedit” programiyla DNA dizileri diizenlendi. Daha sonra bu veri setiyle bulunana
238 b¢ uzunlugundaki maya DNA dizileri “DnaSP6” programiyla benzerlik analizine
tabi tutulmus ve filogenetik analizine en uygun baz degisim modelini belirlemek igin
“jModelTest1” programi kullanilmigtir. TIM2+1+G mode segilip filogenetik analizleri
“PAUP4” programiyla yapildi. Sonuglarin degerlendirilmesi i¢in evrimsel agaglar
olusturulup karsilastirildi (Fernandez-Espinar et al., 2000, Nisiotou and Gibson, 2005,
Bovers et al., 2008, Akpinar vd., 2014, Vincent et al., 2018).

5.9. Veri Setinin Benzerlik Analizi

Veri setinde bulunan maya DNA dizileri hizalandiktan sonra, “DNaSP6”
programiyla yapilan benzerlik analizine gore, veri setinin monomorfik bdlgenin 0 ve
polimorfik bolgenin 238-242, haplotip ¢esitliligi (haplotype diversity, Hd) 0,7043-
0,9667 olarak belirlendi. Peynirden izole edilen mayalarin benzerlik analizi sonucu

birbirlerine benzer olan maya suslari asagidaki gibidir;

Pazardan elde edilen peynir drneklerinden izole edilen 12, 22, 24, 27.1, 27.2 ve
30 maya suslart ile Yarrowia lipolytica KY105979/CBS 5919, Y. lipolytica
MK934490/322, Y. lipolytica KP132929/WM1041 ISHAM-ITS-ID MITS796,
Y. lipolytica KP069020/WMO01.193 ISHAM-ITS-ID MITS3041,
Y lipolytica MT671352/CM65611P, Y. lipolytica MW979511/CABBI,
Y lipoltica KY105990/CBS 11385, Y. lipolytica OM337578/YB419,
Y. lipolytica OM337577/YICWO0O01, Y. lipolytica OM337576/POL1f,
Y. lipolytica ON114154/NRRLY-64008, Y. lipolytica KY105966/CBS 6331 ve
Y. lipolytica MT875363/MKO0090 referans maya suslari arasinda,

Marketlerden elde edilen peynir 6rneklerinden izole edilen 28, 29,40 ve 4maya
suglart ile Y. lipolytica KY105973/CBS 6124, Y. lipolytica HM627146/D_MR,
Y. lipolytica KY105967/CBS 2072, Y. lipolytica KY105985/CBS 7133,
Y. lipolytica KP132912/CNRMAG6.726 ISHAM-ITS_ID MITS805,
Y. lipolytica EF643594/L.N-13, Y. lipolytica ON242313/R15, Y. lipolytica OW986180,
Y. lipolytica KY105968/CBS 2073, Y. lipolytica MK267773/E24792-ITS, Y. lipolytica
MH459414/Chee-FF21, Y.  lipolytica  DQ680840/N4a, Y. lipolytica
LC050545/PW3312, Y. lipolytica MW281684/CBS 5589 wve Y. lipolytica
KY105978/CBS 2078 referans maya suslar1 arasinda benzerlik oldugu belirlenmistir.
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5.10. Veri Setinin Filogenetik Analizi

Elde edilen veri setine en uygun baz degisim modelini belirlemek igin
jModelTest v.0.1 programi kullanildi. Bu analiz sonucunda Akaike Information
Criterion (AIC) ve Basian Information Criterion (BIC) degerlerinin yani sira I
(frequency of invariable sites) ve G (Gamma Correction) degerleri de belirlenmistir.

jModelTest v.0.1 programu ile elde edilen sonuglar Tablo 5.2.” de verilmistir.

Tablo 5.2. jModelTest v.0.1 programu ile elde edilen sonuglar

DIS GRUP DAHIL
TIM2+1+G AIC BIC
I 0.4550 0.3390
G 0.4550 0.3390

Veri setinin filogenetik analizi TIM2+1+G modeline bagl olarak veri setinin
filogenetik analizleri “PAUP4” programiyla NJ (Neighbor-Joining) ve ML

(Maksimum-Likelihood) analizi yapildiktan sonra filogenetik agaclar olusturulmustur.

NJ ve ML algoritmalariyla olusturulan filogenetik agaclarin giivenilirliklerini
belirlemek i¢in 10.000 tekrarli (Bootstrap) analizleri yapilip, %50’nin iizerinde
desteklenen diigiimler agaclarda belirtilmistir. NJ ve ML filogenetik agaglar sekil 5.4.

ve 5.5.’te verilmistir.
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NJ ree
(——Jarsemeta hoflandica NR 191802 CDS 4854

Torrowsa bebula KY105958 CBS 12934

S—TYarrovna deformons KY 105961 CBS 11595

' NR 151793 C1s 10040

Yarronsa gallt KY 102097 CBS 9722

arrovea ewloensis KY 102278 CIS 10148

Yarrovaa dovwlgata KV 105964 CBS 11013

Yarrowia parophoss RY 457248 251

Yorrowio Srassscor MFI3606TNYNU 17218

(12 34 200 272 %0 Xorrowko fpolyrko KYIOSUPCBS $919, ¥ Npohrica MKOMHOMZ |
Y. lgmiytica KPI292WMIOH] ISHAMATSAD MITS™6, ¥ Jpolsica KPOGH0X0WM0)193ISHAM-
13 - TTISOMITSION. ¥ Hpobrcw  MISTIMSSCMESIE, ¥ podtio  MWIMSILCABDL | ItG
¥ lpolyice KY 105990 CBS 11388, ¥ dpedeios OMDTSTLYBHLS, ¥ Tpohva OMIITSTRYICROOL, | 1. Alt Grup
¥, lymiytica OMVTISIEPOIL ¥ fpsdyticw ONT141S4NRRLY-64008, ¥ Ipohoica KYL0SX6CES 6131 | 3
LY tpolyrica MTSTS363 MR 0050 - Kanigik {Yabani) Soy
¥ lopoly oo KX228I98 MASRY'T

2. Alt Grup
FlioyoKY 105981 CEBS 2003

(129 40 “ l'anm LYIO”’)“S 6123, Ylfubn‘a IMATIED MR Y WKYIO&%‘IQ& 371
¥ hpobra KY100985CDRS 7138 X Jgwhnca KPIN9IDONRMAG TG ISHAM! 1S 1D MITS$0S,

28 ¥ ipolyiwe EFGISULNAY, ¥ lpohtice ONJIMIRIS, ¥ dpalirce OWYEIS0, ¥ hpoltico KY LSS CBS Avrupa {Ticari Olarak
|30, ¥ Ipohynica MKMGITINEMNAITS, ¥ Dyohewa MISIIEChee FT2L T fpohice DOGKISIINA, Uretilen) S
¥ Hpoly 5o LCOSOA A PRI, ¥ fpolyica MW2S 1654 CIS 3539, ¥ Lipoh e KY 105978 CBS 2078 ) retilen) Soy

owia yolusimensis NR165316/CBS 10254

—_ e YoV POWE EeTungensis NR1GO312/CRS 11062

s YOI POWAT POFCIND KF 643300/ NCAIMY 02104

OG Yarrowia phangngeensis KY102330/C38 10407

Sekil 5.4. Olusturulan veri setinin TIM2+I+G (Dis grup dahil) baz degisim modeli kullanilarak NJ algoritmasina gore ¢izilmis ve sadece %50 nin {izerinde
desteklenen dallanma noktalari i¢in Bootstrap degerleri belirtilmistir
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[22; 24 27.0: 27.2 30: Yamowia lipolytica KY105979CBS $919, ¥ lipohtica MK93H90322,
trca KP132929 WMIOAL ISHAMATS.ID MITS796, ¥ Jipolyrica KPOGS020 WMOL 1931SHAM.
12 | IISIDMITS3041, ¥ Jipohtica MIGTI3S2CMGS6IIP, ¥ lipolytica MW97T9S1L/CABBL
¥ lipolytica KY10S990 CBS 11385, ¥. fipolytica OM337S78'YBAI9, ¥ lipolytica OM3ITSTTYICWOOI, J— 1. Alt Grup

62— Y. lipelytica OMIITSTEPOLL ¥ Ipolytica ONIL4ISANRRLY-61008, ¥ lipahytica KY105966 CBS 6331
¥ lipolytica MTST5363 MK00%0

Y. lipoly ticaKX228398 MASRY T

I~ Kangik (Yabani) Soy

— 2. Alt Grup -
L_¥ lipohtica KY 105981 CBS 7033 J

129 40. 44; Y, lipolytica KY 105973CBS 6124, ¥, lipolytica HME2T 146 D_MR. . lipolytica KY 105967/ CBS 2072,
¥ lipohnca KY105985CBS 7133, ¥ lipohtica KPI32912CNRMAG.726  ISHAM-ITS 1D MITSS0S,
28 7| ¥ lipoltica EF64339417IN-13, ¥ Fpolyrica ONZM23ARIS, ¥ lipolyrica OW9S6180, ¥ hpolytica KY 103968 CBS
2'07& ¥ lpohytica MKZG_T?TS ZE;"{'-‘OE-[TS. K :’qx.\ﬁlxa .\.!!Ilﬁ?ll.{('lmt-}'}“.!l._ ¥ Ipoltica DQGSOSA0 N4 Avrupa {Ticari Olarak
Y. lipolyttca LCOSOS48 PW3312, K lipolitica MW2B1684 CBS 8589, ¥ lipohtrea KY 105978 CBS 2078 | L| sl ) S
retilen) oy

wig y i is NR169916/CBS 10254

\—Yarrowia keelungensis NR160312/CBS 11062

———Yarrowia porcina KF649300/NCAIMY.02104

Yarrowa brassicae MF136067 NYNU 17218

Yarrena dovulgata KY' 105964 CBS 11013

urrowta osloensis KY'102278 CBS 10145

Yarrowsa parophon: KY 457248 251

L——Jurronaia deformans KY 105961 CBS 11593

—Yarrowia hollandica NR 151802 CBS 4355

0

Tarrowra bubula KY 103958 CBS 12934

Farrowia ahmentara NR 151793 CBS 10151

‘——————turrenvia galli KY' 102097 CBS 9722

OG Yarrowia ph is KY102330/CBS 10407
— .05 substitutions/site

Sekil 5.5. Olusturulan veri setinin TIM2+I+G (D1 grup dahil) baz degisim modeli kullanilarak ML algoritmasina gore ¢izilmis ve sadece %50’nin iizerinde desteklenen
dallanma noktalar1 icin Bootstrap degerleri belirtilmistir
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NJ ve ML filogenetik agaclar1 birbirlerine benzemekte olup, beyaz peynirden
izole edilen maya izolatlar1 iki ana soy hatt1 seklinde ayrilmakta ve bu ayrim 99 ve 98
bootstrap degerleri ile desteklenmektedir. Bu ayrim maya suslariin “Market” ve

“Pazar” orneklerinden izole edildigini acik¢a gostermektedir.

NJ ve ML filogenetik agaglarinda Marketlerden elde edilen peynir 6rneklerinden
izole edilen 28, 29, 40 ve 44 nolu maya suslar1 ile agirlikla Y. lipolytica’nin Avrupa
soylarina ait referans susulari ile yakin akrabalik igerisinde oldugu goriilmektedir. Bu
hem haploid analizi ile hem de blast analizindeki %98-100’liikk degerlerce
desteklenmektedir. Ayrica bu soy hattinda bulunan Yarrowia lipolytica suslarinin ¢ogu
laboratuvarda {iretilen ticari suslar olarak olarak goriilmektedir. Y. lipolytica
KY105973/CBS 6124 (Y. lipolytica W29 susundan {iretilmig) ve Y. lipolytica
DQ680840/N4a (mutasyon ile elde edilmis) referans maya suslari arasinda benzerlik
oldugu belirlenmistir (Casaregola, et al., 1997; Anonymous, 2018a). Suzzi vd., (2001),
mozarella peynirlerinin ¢esitli bdlgelerinden izole edip lipolitik ve proteolik
aktiviteleri incelemek amaciyla izole ettikleri Yarrowia lipolytica maya suslarinin
Avrupa kokenli olduklarini belirlemisler ve bu maya suslarini kendi koleksiyonlarina
katmiglardir. Kiymaci vd., (2022), yogurt kaymagmdan izole edilen Yarrowia
lipolytica maya suslarimin molekiiler identifikasyonu ve lipolitik aktivitesi igin
yaptiklar1 ¢alismada agirlikli olarak Avrupa orjinli Y. lipolytica belirtmislerdir.
ABD’de Nebraska eyaletinde satisa sunulan ¢ok sert, sert, orta yumusak, yumusak ve
krem agirlikli olarak ABD menseli peynir 6rneklerinden 239 koloni saflagtirilarak
DNA sekans analizi sonucunda dominant maya susu %79 Debaryomyces hansenii ve
%63 Galactomyces candidus bulundugu bildirilmistir. Diger maya suslar1 olarak %13
Candida parapsilosis, C. sake, C. batistae, Kluyveromyces lactis, Pichia kudriavzevii
ve Yarrowia lipolytica olarak saptanmustir. Y. lipolytica sadece Almanya menseli
yikanmis kabuklu peynir ve kiif olgunlastirmali peynirlerde bulundugu belirtilmistir
(Banjara et al., 2015). Ayrica Yarrowia lipolytica beyaz peynirde starter ve
olgunlastirmaya yardimci kiiltiir olarak da kullanilabilmektedir (Cerit, 2020; Gtirkan,
2019, Bintsis, 2021).

NJ ve ML filogenetik agaclarinda da goriildiigii gibi karisik ana soy hattinda
pazardan elde edilen peynir 6rneklerinden izole edilen 12, 22, 24, 27.1,27.2 ve 30 nolu
maya suslar ile agirlikla Y. lipolytica’nin karigik bolge orjinli ve yabani mayalar
oldugu  goriilmektedir. Y lipolytica  MK934490/322, Y. lipolytica
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MT671352/CM65611P, Y. lipolytica  OM337578/YB419, Y.  lipolytica
OM337577/YICWO001 ve Y. lipolytica OM337576/PO1f referans maya suslar1 yabani
tip olarak degerlendirilmekte ve biyoteknolojini ¢esitli alanlarinda kullanimi i¢in
cesitli calismalar yapilmaktadir. Bu g¢alismalar arasinda biyoyakit, etanol, cesitli
organik asit, mikrobiyal enzim ve renk maddeleri iliretim konular1 gelmektedir
(Casarégola, et al., 1997; Ledesma-Amaro et al., 2015; Pomraning et al., 2018;
Larroude et al., 2020; Kamineni et al., 2021; Madzak, 2021; Sarantou et al., 2021).

Ayrica bu soyda bulunan maya suslar1 Y. lipolytica KX228398 Misir orjinli
referans susu ile daha yakin akrabalik derecesi oldugu hem %50 iistiindeki bootstrap
degerleri ile hem de hem de balast analizindeki %98-100’liik benzerlik gostermesiyle
desteklenmektedir. Boyle farkli orjinli Y. lipolytica maya suslari cesitli literatiir
kaynaklarinda karsimiza ¢ikmaktadir. Naumova vd., (2010), Brezilya kiyilarinda 6li
bulunan Chelonia mydas baliklarinin kara ve akcigerlerinden elde ettikleri Y. lipolytica
maya suslarinin orijinlerinin arasinda Japonya, Fransa, ABD ve Avustralya
bulundugunu belirtmiglerdir. Bankar vd., (2009), ¢esitli fabrika atiklarinda izole
ettikleri Y. lipolytica maya suslarmin orijinlerinde farkliliklar goriilmektedir. Bu
farkliliklarin Hindistan, ABD, Fransa ve Almanya oldugu ortaya c¢ikmistir. Ayni
sekilde Mirbagheri vd., (2012), gesit et iirlinlerinden izole ettikleri Y. lipolytica maya
suslarmin orijinleri ABD, Rusya, Norveg¢ ve Iran oldugunu belirtmislerdir. Bu
cesitliligin nedeni olarak pazarda satisa sunulan beyaz peynirlerin hammadden ve satis
yerinden kontaminasyonu, yetersiz 1si1l islem uygulamalari, soguk zincirin
saglanamamasi, peynirin satigi sirasinda uygun sekilde depolanmamasi, steril olmayan
ambalaj, iiretim sirasinda hijyen-sanitasyon uygulamalari ve uygun olmayan depolama
kosullar gibi faktorlerden ortaya ¢ikmaktadir. Kaynar vd., (2005), Ankara piyasasinda
satisa sunulan peynirlerin hijyenik kalitesini belirmesini yaptiklar1 bir ¢alismada,
peynirde maya bulunmasi liretim veya satig yerlerinde acik, hava ile temasin fazla
oldugunun gostergesi oldugunu belirtmislerdir. Arastiricilar uygu olmayan iiretim ve
satig yerlerinde mayalara yaninda patojen mikroorganizmalarinda hizla gelismesiyle
insan saglin1 olumsuz yonde etkileyeceginin altin1 ¢izmislerdir. Tung vd., (2021),
Sakarya ilindeki halk pazarlarinda agikta satilan beyaz peynirlerin mikrobiyal
kalitesini belirlemek amaciyla 43 adet beyaz peynir Orneginde ortalama toplam
koliform sayis1 1.62 (logio kob/g), Escherichia coli 1.25 (logio kob/g) Pseudomonas
sp. 0.06 (log10 kob/g), Staphylococcus aureus 1.19 (logio kob/g), maya-kiif 1.9 (logio
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kob/g) olarak tespit etmistir. Arastiricilar halk pazarinda satilan beyaz peynir
orneklerinin  hijyenik acidan diisiik kalitede olduklarin1 ifade etmislerdir.
Literatiirlerde de goriildiigii gibi pazarlarda satisa sunulan beyaz peynirler Y. lipolytica
maya suslarinin farkli orijinlerin olmasinin yaninda patojen mikroorganizmalarinda

olabilecegini gostermektedir.

Aragtirmada beyaz peynirden izole edilen tiim maya suslarinin yiiksek oranda
Yarrowia lipolytica maya suslarini olabilecegi diisiiniilmektedir. Yarrowia lipolytica
gidalarda bozulmaya yol agan maya suglar1 arasinda yer almaktadir (Biiytiksirt Bedir,
2019). Peynirlerde Yarrowia lipolytica en sik rastlanan 10 maya tiirii arasindadir
(Kesenkas ve Akbulut, 2006; Uzundag vd., 2020). Bu sonu¢ PZR-RFLP yontemi ile
ortigsmektedir. Barrio vd. (2000), Saccharomyces cinsine ait 29 maya susunun
dogrulugunu belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢calismada, 29 maya susunun PZR-RFLP
ve DNA sekans tanimlama yontemlerinin Saccharomyces sensu stricto susu disinda
diger sonuglarda tutarlilik gosterdigini belirtmislerdir. Yine ayni1 sekilde bir geleneksel
peynir olan Cabrales peynirlerinden izole edilen mayalarin tanilanmasinda ITS4 ve
ITS5 primerleri kullanilip Haelll ve Hinfl restiriksiyon enzimleriyle kesimleri
yapilarak PZR-RFLP profilleri ¢ikarilmistir. Daha sonra arastirmada ITS1-5.8S-1TS2
DNA sckans analiz yapilip sonuglar karsilastirmistir. Arastiricilar, molekiiler
tanimlama yontem sonuglarina gore Cabrales peynirinde Debaryomyces hansenii,
Kluyveromyces lactis ve Pichia fermentans hakim maya florasi oldugu bulunmus ve
DNA sekans analizi ile PZR-RFLP analiz sonuglar1 birbirini ile 6rtiismekte oldugunu
belirtmislerdir (Alvarez-Martin et al., 2007). Gibson vd., (2011), arpa, bira (ii¢ farkli
tank ve iki farkli large birasinda 59 yabani maya izole edip, ITS PZR/RFLP profillerini
inceleyip) yabani mayalarin tanimlanmasi ve tespiti i¢in rutin identifikasyon yontemi
olarak kullanilip kullanilmayacagini irdelemislerdir. Arastirmada, ITS bolgesinin 5.8
rRNA genini ve komsu ITS1-ITS2 bolgeleri cogaltilip Cfol, Haelll ve Hinfl
restiriksiyon enzimleriyle kesilmistir. Aragtiricilar sonuclarin tutarli oldugunu
belirtmislerdir. Yunanistan’da fakli bolgelerden 12 adet ev yapimi kefir tanesi
orneklerinden izole edilen maya suslari ITSI ve ITS4 Primeri kullanilarak Hhal, Hinfl
ve Haelll restiriksiyon enzimleriyle kesilip PZR/RFLP profillerini inceleyip literatiirle
karsilagtirmiglardir. Aragtirmada maya suslar1 ITS1-5.8S-1TS2 DNA sekans analizine
tabi tutulmuslar ve sonuglar blast analiz yapilip kefir tanesindeki dominant maya

suslarinin S. cerevisiae, K. marxianus, D. hansenii, P. fermentans, Kazachstania
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unispora, C. sakebeing, P. membranifaciens ve C. zeylanoides oldugunu
belirlemiglerdir. Ayrica arastiricilar ITS1-5.8S-1TS2 DNA sekans analizi ile
PZR/RFLP profilleri arasinda bir korelasyon oldugunu belirtmislerdir (Kalamaki and
Angelidis, 2017).

Arastirmamizda Yarrowia lipolytica’nin baskin olmasinin en biiyiikk sebebi
beyaz peynir 0rneklerimizin koyun siitii ve yiiksek oranda yag icermesinden ileri
gelmektedir. Bir diger sebep ise Ozellikle Yarrowia lipolytica’nin kig ve ilkbahar
aylarinda dominant maya susu olmasindan kaynaklanmaktadir. Corbo vd., (2001),
keci, inek ve koyun peynirlerinin yaninda peynir alt1 sularindan toplam 105 adet maya
izole etmislerdir. Izole ettikleri bu maya suslarin1 konvansiyonel yonteme gore %15.24
Trichosporon cutaneum, %10.48 Candida catenulata ve %8.54 Yarrowia lipolytica
maya suslarinin doninant oldugunu belirlemislerdir. Ayrica yag orani yiiksek olan
siitlerde Yarrowia lipolytica maya susunu dogal olarak bulunabilecegini
belirtmislerdir. Bu maya susunun +4°C’de sitrik ve laktik asit asimilasyonlarinin
yaninda lipolitik ve proteolitik aktivitelerinin olduklarina dikkat cekmistir. Kis, bahar
ve yaz donemlerinden elde edilen siitlerle yapilan Robiola di Roccaverano (ke¢i veya
keci ve inek karisimi olgunlastirilmis yumusak peynir) peynirlerin maya ve bakteri
filorasim1 incelemek amaciyla yapilan bir c¢alismada mikroorganizmalarin
tanimlanmasinda Denatiire Gradient Jel Elektroforez (DGGE) yontemiyle kis ayinda
iretilen (geleneksel ve endiistriyel taze ve olgunlastirilmig) Robiola di Roccaverano
peynirlerinde Geotricum spp., Kluyveromyces lactis Saccharomyces exiguus,
Saccharomycete spp. maya suslarmin dominant, bahar doneminde ayinda iiretilen
(geleneksel ve endiistriyel taze ve olgunlastirilmig) Robiola di Roccaverano
peynirlerinde Saccharomyces exiguus, Yarrowia lipolytica, Saccharomycete spp.,
Candida sake ve Candida catenulata dominant maya susu oldugu halde yaz aymda
iretilen peynirlerde maya izole edilemedigini ortam filorasin1 kiif aldigim
belirtmislerdir (Bonetta et al., 2008). Bu iki faktorii desteklemektedir. Ayrica Demir
(2021), koyun, inek ve kegi siitlerinden iiretilen Edirne beyaz peynirlerinin depolama
stiresince  fizikokimyasal, —mikrobiyolojik, tekstiirel ve duyusal acidan
degerlendirilmesi iizerine yaptig1 ¢alismada inek ve koyun siitlinden yapilan beyaz
peynirlerin yag oranin %49.7140.31-%51.96+0.60 oldugu belirlenmistir. Benzer bir
calisma Giirsoy vd., (2021), yapmis ve peynirlerin yag oranlarin1 %53.00+1.41-
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%58.00+0.00 bulmustur. Literatiir arastirmasi sonucu Tiirkiye de satisa sunulan beyaz

peynirlerin yag oranlarinin yiiksek oldugu bulunmustur.

Welthagen ve Viljoe (1999), Gouda peynir fabrikasinda 32 giinliik peynirin
olgunlastirma periyodunda fabrikanin c¢esitli yerlerinden maya susu izole ederek
Gouda peynirinde dominant maya susun %20 Debaryomyces hansenii olmasinin
yaninda diger dominant suslarin sirasiyla %11 Yarrowia lipolytica, %210.4

Saccharomyces cerevisiae ve %7.6 Torulaspora delbrueckii olarak belirtmislerdir.

Tirkiye’de yumusak beyaz peynirlerin maya filorasinin incelenmesi igin
morfolojik, biyokimyasal PZR-RFLP ve 5.8S rDNA sekans analizi kullanilmistir. Bu
analizlerin sonucunda hakim maya filorasinin %32.6 Debaryomyces hansenii, %18.5
Kluyveromyces marxianus ve %17.4 Yarrowia lipolytica oldugu belirtilmislerdir.
Ozellikle mayalarin proteilik ve lipolitik aktiviteleri dolayisiyla peynirlerin
olgunlastirmasinda olumlu rol oynasalar bile bu aktivitelerinden dolay1 acilasma ve
eksimeye neden olduklarint unutulmamasi gerektiginin altin1 ¢izmislerdir (Yalgin ve

Ugar, 2009).

Brezilya’da ti¢ farkli sehirde, marketlerden topladiklari ti¢ farkli ticari markaya
ait 30 adet mozzarella peynir Orneginden izole edilen maya suslarin
tanimlamamasinda EIl, NL1/ NL4 primerleri kullanarak PZR-PFLP yontemiyle
Zygosaccharomyces bailii UFMG-L10, Kluyveromyces lactis UFMG- PJ01B,
Debaryomyces hansenii UFMGQA12-02, Torulaspora delbrueckii UFMG-PJO1A,
UFMG-QJ11-02, Candida catenulata UFMG-QP10-2, Candida albicans
ATCC18804, Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida tropicalis ATCC 750 ve
Candida lusitaniae CBS 6936 kontrol suslarimi kullanilarak Kkarsilagtirilmasinin
yaninda, analiz sonuglarini dogrulamak amaciyla D1/D2 sekans analizinin yapilmasi
sonucunda ticari markaya ait 30 adet mozzarella peynir Orneklerinde %73
Debaryomyces hansenii, % 36 Candida parapsilosis ve %30 Yarrowia lipolytica

dominant maya susu olarak bulunmustur (Facchin et al., 2013).

Burdur halk pazarindan toplanan Aralik ve Ocak aylarinda toplanan 100 adet
beyaz peynir 6rneginin maya filorasinin belirlenmesinde API 20 C AUX Test Kit’i
kullanilarak mikrofloranin %84 Candida spp. bu degerin %14’ C. krusei, %5’1 C.
tropicalis suslart oldugu belirlemislerdir. Ancak arastiricilar bu konu hakkinda

caligmalar yapilmasini 6nermektedirler (Yurdakul vd., 2016).
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Bintsis ve Papademas (2017), Kuzey-Dogu Akdeniz ve Balkanlar en ¢ok tiretilen
peynirlerin Feta (Yunanistan), Domiati (Misir), Beyaz (Tiirkiye), Brinza (Bulgaristan)
ve Halloumi (Kibris) oldugunu belirmisledir. Arattiricilar Danimarka ve Yunanistan
salamura beyaz peynirde Torulospora delbrueckii, Debaryomyces hansenii, Candida
sake, Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces marxianus ve Candida butyri maya

suslarinin dominant olup peynirde ¢esitli kayiplara neden olduklarini belirtmislerdir.

Krem peynir, sert peynir, yogur ve i¢ilebilir yogurttan olusan fungal olarak
bozulmus siit {irtinlerinden 63 adet kiif ve maya izole edilerek kalsiyum propiyonat,
potasyum sorbat, sodyum benzoat ve natamisin antifungal katki maddelerine kars1
direnclilikleri karsilagtirmak i¢in yapilan bir calismada, DNA izolasyonu igin
FastDNA SPIN Kit kullanilmig (ITS) ve 26S rRNA DNA sekans analizleri yapilarak
tanimlamalar1 yapilmistir. Arastirmada bozulmus yar1 sert ve sert peynirlerde baskin
maya sus olarak %39 Yarrowia lipolytica olarak bulunmustur. Ayrica arastiricilar
Yarrowia lipolytica ve Candida parapsilosis maya suslarinin propiyonat, potasyum
sorbat, sodyum benzoat ve natamisin antifungal katki maddelerine kars1 direnglilikleri

yiiksek olduklarimni belirtmektedirler (Garnier et al., 2017)

Gelen (2017); Gelen ve Ceylan (2021), 50 adet geleneksel beyaz peynir
orneginden mayalar izole edip, VITEK2 Compact sistemiyle %35.6 Candida sake,
%13.3 Candida zeylanoides, %8.9 Candida famata ve %8.9 Candida kefyr

tanimlayarak beyaz peynirde dominant maya suslart oldugunu belirtmislerdir.

Yalman (2018), Tiirkiye’nin farkli illerinden temin edilen ve manda siitiinden
tiretilmis olan 20 adet (7 adet Mozzarella ve 13 adet Beyaz peynir) ev ve ticari peynir
orneklerden toplam 180 adet maya izole edilip fenotipik ve MALDI-TOF MS
tanimlama yontemleri ile peynir Orneklerinde dominant mayalarin  %41,51
Debaryomyces, %23,27 Candida, %7,55 Clavispora, Pichia %6,92 ve %6,29
Kluyveromyces cinslerine ait suslar oldugunu belirlemislerdir. Ayrica arastirmada
kullanilan peynir Orneklerinin ortalama yag oranlarmi %11.25-%31.75 olarak

belirlemistir.

2015-2016 Kayseri’de siit lirtinleri, et iirlinleri, taze meyve ve sebzeler, tursu ve
salamura tirlinler olmak tizere farkli gida gruplarina ait 6rneklerin maya profilleri tespit
etmek amaciyla market, halk pazarlar1 ve ev yapimi {irlinlerden toplam 86 {irlinden

1032 adet maya izolati izole etmisler ve PZR (rep- PZR) yontemiyle gruplandirip, her
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bir grubu temsil edecek sayida izolat 26 S ribozomal DNA iizerindeki 665 b¢’lik bolge
(D1/D2 bolgesi) ve ribozomal DNA’nin transkript olan ara bolgesini (ITS) hedef alan
dizi analizi yontemi ile tanimlanmislardir. Tanimlanan izolatlarin dagilimi {irtinden
tirline degismekle birlikte %11.60 Pichia fermentans, % 11.50 Debaryomyces
hansenii, % 10.08 Candida zeylanoides ve %8.04 Kluyveromyces marxianus en baskin

maya suslar1 olduklarini belirtmislerdir (Biiyiikkiraz vd., 2020).

Marangoz (2020), yaptig1 Salamura beyaz peynirlerde kotii kokuya neden olan
ucucu bilesenlerin  tanimlanmast ve bozulma yapic1 mikroorganizmalarla
iligkilendirilmesi lizerine yaptig1 ¢alismada, nisan ayinda Kirklareli’ den 15 adet kotii
kokan beyaz peyniri 6rnek olarak kullanmis ve bu Orneklerin yag oranlarini kuru
madde iizerinden ortalama %54.52+2.12 bulmasima karsin kotii kokuya neden olan
floranin Bacillus spp. bakterilere ait suslar oldugunu bulmustur. Ayrica
mikroorganizmalarin tanimlanmasinda MALDI TOF MS cihazin1 kullanmustir.
Arastirmada kotii kokuya neden olan diger mikroorganizmalarin Pseudomonas spp. ve
Staphylococcus spp., bakteri suslart oldugu bitirtilirken kayada deger maya sayisina
rastlanilmadig belirtilmistir. Literatiirlerden de goriildiigii gibi beyaz peynir yag orani
yiiksek iiretim ayni1 aylarda olsa da, bulundugu bolge, siitiin standardizasyonu, peynirin
tiretim sekli, tasinmasi, paketlenmesi, satig yerleri ve tiikketimden onceki depolama

kosullar1 peynir filorasini etkilemektedir.

Arastirmada mayalarin  tanimlanmasinda  konvansiyonel  yoOntemlerin

sonuglartyla celistigi bulunmustur.

Cabrales peynirlerinden konvansiyonel ve test kiti ile tanimlanmis olan 71 adet
izole edilen maya izolat1 genotiplendirme i¢in PZR-RFLP profil analizi ve ITS1-5.8S-
ITS2 bolge sekans analizine tabi tutulmustur. Arastirmada 33 adet maya susunun
(Pichia ve Saccharomyces cinslerine ait suslar iken Zygosaccharomyces cinsine ait sus
olarak tanimlanmistir) yanlis konvansiyonel ve test kiti yanlis tanimlandig

belirtilmistir (Alvarez-Martin et al., 2007).

2007 Ankara’da bulunan g¢esitli marketlerden 27 adet farkli peynir (beyaz peynir,
kasar peynir ve tulum peynir) drneginden toplam 44 maya izolat1 elde edilmistir. Bu
izole edilen maya suslar1 temel prensibi konvensiyonel yonteme dayali API-ID32C
Test kiti ile %48nin Sacharomyces kefyr, %43’iiniin Cryptococcus humicola ve

%7’sinin Candida lusteina, C. norvegensis, C. kruse ve C. inconspicua olarak
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bulmusglardir. Ayrica bu izolatlarin 18 adedi, 18S rRNA DNA sekans dizi analizine
tabi tutulmus olup, se¢ilen maya suslarinin 10 tanesi Kluyveromyces marxianus ve 8
tanesinin de Pichia kudriavzeii oldugu belirlenmistir (Maihebubai, 2007).

Akpmar (2008), cesitli siit iriinlerinden izole ettigi maya suslarini hem
konvensiyonel hem de molekiiler yontemle tanimlamistir. Analiz sonuglarinda Y.
lipolytica maya susunu tani anahtarinda glikozu fermente edebildigi halde tani

anahtarlarinda negatif sonu¢ bulmuslardir.

Nevsehir yoresindeki Yavag Ovasi’ nda Emir ve Kalecik Karasi iiziimlerine 6zgii
yabani maya floralari ile bu tiziimlerden elde edilen siralarin spontan fermentasyonlari
sirasinda, maya florasindaki degisimler incelenmesi igin yapilan bir ¢alismada, izole
edilen mayalar1 6nce ID 32C sistemi ve konvansiyonel tanimlama sistemleriyle
Saccharomyces, Candida, Cryptococcus, Kloeckera, Pichia, Stephanoascus ve
Torulaspora cinslerine ait suslar oldugu belirlenmistir. Arastirmada yapilan PZR-
RFLP profil ve PZR-RAPD elde edilen suslar arasindaki benzerliklerin olmadigi
belirtilmistir (Ergtil, 2009).

Wrent vd., (2015), degisik Kkiiltiir koleksiyonlarindan olusan Onceden
kovansiyonel yontemle tanimlanan 94 adet karisik maya suslariin dogruluklarinin
belirlenmesinde ilk etapta PZR-RFLP yontemiyle siniflandirma yapmak igin IGS ve
ITS rDNA yami sira PAD1 homolog bdlgelerini ¢ogaltip Hinfl, Haelll ve Cfol

restiriksiyon enzimleriyle kesip profillerini Yeast-id database (http://www.yeast-

id.com) web sitesinden incelemislerdir. Elde ettikleri sonuca gére maya suslarini
D1/D2 26S rDNA sckans analizini yapip elde ettskleri verileri balst analizine tabi
tutmugslardir. Aragtirmada PZR-RFLP profilleri ile 5.8S ITS rDNA sekans tanimlama
yontemiyle sonuglarmin Ortiistiigiinii konvesiyonel yontemlerin yersiz kaldigini
belirmiglerdir. Ayrica arastiricilar 45 gida kaynakli Debaryomyces fabryi ve

Debaryomyces subglobosus maya suslarinda %100 basar1 saglamiglardir.

Bu celiski literatiirlerde de goriildiigii gibi genotiplendirmenin genetik materyal
tizerinden oldugu i¢in analizin ¢evre kosullularindan etkilenmemesidir. Ayrica tani
anahtarlarindaki tutarsizliklar, tanimlanan maya suslarinin isimlerinin degismesi,
maya sus ve tiirlerinnin morfolojik olarak birbirlerine benzer yapilarin olustumasi daha

fazla fizyolojik ve biyokimsal test ihtiyac1 gelmektedir.

72


http://www.yeast-id.com/
http://www.yeast-id.com/

6. SONUC

Tiirkiye’de artan niifus artis1 karsisinda yeterli, dengeli ve saglikli beslenmesi
cesitli gidalarin uygun sekilde tiikketilmesine baglidir. Bunlarin arasinda siit ve tirtinleri
biiyiik yer tutmaktadir. Glinlimiizde tilkemiz tarimda ve sanayilesmede biiyiik adimlar
atilsa da hala bu sektorlerdeki sorunlar ¢6ziilememistir. Bu sorunlar kisi basina diisen
siit miktarinin azlig1, kayit dis1 iiretimin fazlaligi, doviz kurlarindaki dalgalanmalar,
bilgi ve teknoloji kullanimindaki eksiklikler, bilim kuruluslariyla 6zel sektor
arasindaki iletisimsizlik, sermayedeki istikrarsizliklar, isletmelerin  biiyiime
diisincelerinin olmamasi, iireticinin farkli alanlara kayarak para kazanmak istemesi,
hayvan  bakimi-temizligi, hayvan barinaklarindaki  sorunlar, hayvanlarin
beslenmesindeki sorunlara, iireticinin egitimsizligi, siitte yapilan cesitli hileler,
tiretilen siitlin standardizasyonu, satis yerlerindeki kotii kosullar, siit isleme ve liretim
tesislerinin kiiclik isletme seklinde olmasi v.b. seklinde siralanmaktadir. Bu
sorunlardan peynir sektorii direk olarak etkilenmesiyle tiiketicinin bu iiriinlere
ulagmasi giinden giine zorlasmaktadir (Hekimoglu ve Altindeger, 2008; Turan vd.,

2017; Kubas ve Kondal, 2020; Karakok vd., 2022).

Beyaz peynir sektoriinde bu sorunlarin yaninda, beyaz peyniri bozarak cesitli
kalite kayiplarima neden olup iriin katma degerinin diismesine sebep olan
mikroorganizmalar 6zelliklede mayalar gelmektedir. Mayalar, (birka¢ Candida ve
Cryptococcus 'un bagiz cinslerine ait bazi suslar hari¢) patojen 6zellik gostermeyen
okaryot mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalar karbon asimilasyonu,
fermentasyonu, lipolitok ve poroteolitik aktiviteleri sonucu peynirde; kotii kokuya,
ransit tat, acilagsmaya, eksimeye, yumusamaya, yilizeyde zar olusumuna ve gaz
olusumuna neden olarak {iriinii bozmaktadirlar. Ayrica maya sayisimm TSE
maksimumu limit sayisindan yiiksek sayida olmasi o igletmenin hijyen-sanitasyon

kurallarina diizgiin bir sekilde uymadiginin gostergesi olarak kabul edilmektedir.

Giiniimiizde mayalarin tanimlanmasinda en giivenilir yontemlerden biri DNA
sekans sekans analizidir. Bu analiz daha c¢ok 06zel laboratuvarlar tarafindan
yapilmaktadir. Sonuclar daha sonra arastiricilara tarafindan blast analizi ve ¢esitli 6zel
programlarala c¢esitli modelere baglh filogenetik agaglar iizerinde tanimaya
dayanmaktadir. Bu nedenle DNA sekans tanimlama yontemini kesinligi ¢ok ytliksek
bir yontemdir. Ancak bu yontemdeki en biiyiik sorun DNA dizilerinin kirli olmasi ve

veri setinini dizililemesini ¢ok zaman almasidir.
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Calismada beyaz peynir orneklerinde bozulma etmeni mayalardan dominant
olarak %100 Yarrowia lipolytica maya susu oldugu belirlenmistir. Y. Lipolytica,
Yarrowia cinsine ait tek tiirdiir. Tiriin gelismis formu ilk olarak 1960’11 yillarin
sonlarinda Wickerham tarafindan Candida lipolytica seklinde tanimlanmistir.
Gelismis formu, Endomycopsis lipolytica, daha sonra Saccharomyces lipolytica ve
nihayet Yarrowia lipolytica olarak yeniden siniflandirilmistir (Kesenkas ve Akbulut,
2006). Calismada pazar ve marketlerden alinan 6rneklerde farkli orjinli Y. lipolytica
suslar1 oldugu bulunmus ve literatiirlerce de bu sonuglar desteklenmistir. Bu sonucu
PZR-RFLP parmak izi analiz sadece ayn1 maya susu oldugunu belirlenmesinde
kullanilmistir. Ancak konvasiyonel tanimlama yontemi yetersiz kalmistir. Ayn1 sekilde

bu sonuglarda literatiirlerce desteklenmistir. Caligsma sunucuna gore;

Pazardan elde edilen peynir 6rneklerinden izole edilen 12, 22, 24, 27.1, 27.2 ve
30 maya suslart ile Yarrowia lipolytica KY105979/CBS 5919, Y. lipolytica
MK934490/322, Y. lipolytica KP132929/WM1041 ISHAM-ITS-ID MITS796, Y.
lipolytica KP069020/WMO1.193ISHAM-ITS-IDMITS3041, Y. lipolytica
MT671352/CM65611P, Y. lipolytica ~ MW979511/CABBI, Y. lipolytica
KY105990/CBS 11385, Y. lipolytica OM337578/YB419, Y  lipolytica
OM337577/YICWO001, Y  lipolytica  OM337576/PO1f, Y lipolytica
ON114154/NRRLY-64008, Y. lipolytica KY105966/CBS 6331 ve Y. lipolytica
MT875363/MKO0090 referans maya suslar1 arasinda,

Marketlerden elde edilen peynir 6rneklerinden izole edilen 28, 29, 40 ve 44maya
suslart ile Y. lipolytica KY105973/CBS 6124 Y. lipolytica HM627146/D_MR, Y.
lipolytica KY105967/CBS 2072, Y. lipolytica KY105985/CBS 7133, Y. lipolytica
KP132912/CNRMAG.726 ISHAM-ITS_ID MITS805, Y. lipolytica EF643594/LN-13,
Y. lipolytica ON242313/R15, Y. lipolytica OW986180, Y. lipolytica KY105968/CBS
2073, Y. lipolytica MK267773/E24792-ITS, Y. lipolytica MH459414/Chee-FF21, Y.
lipolytica DQ680840/N4a, Y. lipolytica LC050545/PW3312, Y. lipolytica
MW281684/CBS 5589 ve Y. lipolytica KY105978/CBS 2078 referans maya suslari

arasinda benzerlik oldugu belirlenmistir.

Her ne kadar ¢alismamizdan elde edilen maya suslar1 beyaz peynir yiizeyinde
bozulma neden olan maya suslari olsalar da mayalarin birgok sanayi kolunda

kullanilabilecegi unutulmamahdir. Ozelliklede Y. lipolytica’nin cesitli suslar1 bu

74



sanayiler icerisinde Onemli bir yeri vardir. Y. lipolytica maya sunun

kullanildigi/kullanabilecegi sanayiler;

- Y. lipolytica maya susu peynirde olgunlastirma siirecisini kisaltici, aroma
ve lezzet destekleyicisi olduklari i¢in olgunlagsma ajani olarak kullanilabilir.
Bu konuyla ilgili yapilan arastirmalarda Y. lipolytica maya susunun os1 ve f3-
kazein metabolizmasi o Ve [-Oksidasyon metabolizmasin1 yaninda, yiiksek
ekstraselliiler lipaz ve katalaz aktiviteleri sonucu aromatik bilesikler, metil ketonlar,
alkoller, laktonlar, ¢esitli yag asitleri ve esterler gibi aroma maddeleri peynirin duyusal
Ozelliklerini gelistirmeleri yoniinden 6nemli role sahiptir (Suzzi et al., 2001; Kesenkas
ve Akbulut, 2006). Calismamizda da izole edilen maya suslariyla yakin yakin akraba
olan Y. lipolytica EF643594/LN-13, Y. lipolytica KP132912/CNRMAG6.726 ISHAM-
ITS_ID MITS805, Y. lipolytica MK934490/322 ve Y. lipolytica MW979511/CABBI
referans maya suslarinin yiiksek ekstraselliiler lipaz aktivitesi oldugu belirlenmistir

(Kiymaci vd., 2022).

Calismamizda beyaz peynirden izole edigimiz maya suslari lipaz ve proteinaz
aktivitelerine incelendikten sonra peynirlerin olgunlastirilmas:1 i¢in denemelerde

kullanilabilir.

- Y. lipolytica maya susunun starter kiiltiir olarak kullanimi.
Mayalar peynirde olgunlastirmay: katki sagladigi gibi startertiir kiiltiir olarak
kullanimi i¢in ¢aligsmalar yapilmaktadir (Uzundag vd., 2020).

Calismamizdan elde edilen Y. lipolytica maya suslarinin katalaz, proteaz, amilaz,
iireaz ve estreaz enzim aktivitelerine bakilarak starter kiiltiir olarak kullanilip

kullanilmayacagina bakilabilir.

- Y. lipolytica maya susunun probiyotik kiiltiir olarak kullanimu.
Y. lipolytica D-1 ve N-6 maya susunun miyeloperoksidaz, siiperoksik dismutaz
ve katalaz aktivitelerinin yiiksek oldugu patojen mikroorganizmalarin iizerinde

edilmistir (Angulo et al., 2021).

Ayrica calismamizda izole edilen maya suslarina hidrokarbonlara tutunma
ozelliklerinin belirlenmesi patojen bakteriler karsisinda etkinliklerinin belirlenmesi,
otoagregasyon, mide-pankreatik s1vi ortaminda gelisme, cesitli antibiyotiklere ve safra
tuzlarina kars1 direnglerinin belirlenmesi gibi ¢esitli analizlere tabi tutarak probiyotik

ozellikleri belirlenebilir.

75



- Y. lipolytica maya susunun ¢esitli biyoteknolojik iiriin kullanilabilirligi.

Y. lipolytica maya suslar1 tek hiicre protein, iiretimi, tek hiicre yag tiretimi,
mikrobiyal enzim {iiretimi, karotenoid, sitrik asit, piruvik asit, siiksinik asit, biyolojik
siirfaktan, enzim {iretimi, attk su uygulamalarinda kullanildigi belirtilmektedir
(Casaregola et al., 1997; Destain et al., 1997; Bankar et al., 2009; Groenewald et al.,
2013; Gongalves et al., 2014; Csutak et al., 2015; Belo et al., 2016; Alper and
Markham, 2018).

Ik olarak ¢alismamizda peynirden izole ettigimiz maya suslari ile Y. lipolytica
CMGB32 akrabalik derecelerine bakilabilir. Bunun yaninda calismamizda izole
ettigimi maya suslariyla yakin akrabaliklar1 Y. lipolytica DQ680840/N4a, Y. lipolytica
OM337577/YICWO001, Y lipolytica  OM337576/PO1f, Y lipolytica
ON114154/NRRLY-64008, Y. Ilipolytica OM337578/YB419 ve Y. lipolytica
KY105968/CBS 2073 haploid, blast ve filogenetik analizlerle ispatlanmis referans
suslar1 literatiirlerde belirtilen iriinlerde kullanilan suglar olarak kargimiza

cikmaktadir. Biyoreaktor kurarak biyoteknolojik bu iiriinler tiretilebilir.

Y. lipolytica tiiri GRAS statiisiine sahip organizmalardir. Bu organizmalar
toksik ya da patojenik degildir bu yiizden, ilag ve yiyecek endiistrisindeki
uygulamalarda kullanimlarina izin verilmektedir (Durusel, 2019). Yarrowia lipolytica
beyaz peynir iiretiminde yardimci kiiltiir olarak kullanilmig ve aldehit ve keton
bilesiklerinin olusumunda etkili bulunmustur (Giirkan, 2019). Bu agidan
degerlendirildiginde yiizeyde belirlenen tiriin gelismesi saglhk agisindan risk
olusturmamakla beraber, tiiketici begenisini diisiirmesi ve sonucta ekonomik agidan
kay1p olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica, toksik ya da patojenik tiirler de gelisebilir.
Bu durumda risk yalnizca begeni ve ekonomik olmaktan ¢ikar ayni zamanda saglik
acisindan da 6nemli olabilir. Peynirlerin iiretim, olgunlagsma, nakliye ve saklanma
kosullar1 hijyen kurallarina uygun ve Ozellikle soguk zincir kosullarinda satisa
sunulmas1 ekonomik ve saglik acisindan onemlidir. Ayrica -biitiin gida iiriinlerinde
oldugu gibi halk pazar1 ve sokaklarda satilan peynirlerde denetimlerin yeterince
yapilamamasi, yine merdiven alti {iretimi gibi nedenler peynirlerde insan sagligi

agisindan risk faktorleridir.
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EK

Bu béliimde Molekiiler tanimlama yontemlerinde kullanilan besiyerleri ve gesitli
cozeltilerin hazirlanislar1 verilmistir. Bu c¢ozeltiler ilk etapta stoklar halinde
hazirlanmis daha sonra, kullanilan yonteme bagli olarak son konsantrasyon
ayarlanmistir. Bu bolimde kullanilan ¢ozeltilerin hepsi molekiiler saflikta veya HPLC
safliktadir. Ayrica bu ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan su, ya ddH2O veya ultra
saf su olup, tiim ¢ozeltiler ve sular 0.22 um por ¢apl filtrelerle sterilize edilmistir

(Sambrook,. 1989; Ausubel et al. 2003).
Kullamlan Kimyasal Formiiller
1. M=(m.1000)/(Ma.V)
M= Molarite
m= Kullanilacak miktar (gr)
Ma= Molekiil agirlig
V= Toplam Hacim (ml)
2. M1.Vi=M2.V2
M=I. Cozeltinin Molaritesi
V1=I. Cozeltinin Hacmi (ml)
Mo=II. Cozeltinin Molaritesi
Vo=II. Cozeltinin Hacmi (ml) (Stephenson, 2003)
X Faktoriine Gore Konsantrasyonlar

Bir ¢6zeltinin konsantrasyonunun bir kati olarak ifade edilen deger (Stephenson,

2003).
YM Agar (Merck)

YM Agar besiyeri saf maya suslarimin analizinde kullanilmak amaciyla
hazirlanmaktadir. Besiyeri ¢ozlindiirtildiikten sonra 121 °C’de 15 dk sterilize edilip,

petri kutularina 12.5-15.0 ml aktarilarak donmasi beklenir.
Yeast Ekstrakt 3.0¢gr

Malt Ekstrakt 3.0gr
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Bacto Pepton 5.0gr

Glikoz 10.0 gr

Damitik Su 1.0 litre
YDP Broth-Agar

Maya DNA prosediiriiniin baslangic asamasinda kullanilan besiyeridir. Bu
besiyeri ¢ozlindiiriildiikten sonra 121 °C’de 15 dk sterilize edilip, petri kutularina 12.5-

15.0 ml aktarilarak donmas1 beklenir.

Yeast Ekstrakt (Merck) 5.00r
Bacto Pepton (Himedia) 10.0 gr
Glikoz (Merck) 10.0 gr
Damitik Su 1.0 litre

Buffer A (Lysis) Cozeltisi

1 mm cam boncukla birlikte maya hiicre zarinin parcalanmasini saglayan

¢ozeltidir.
Triton X-100 %2
Sodium Dodecyl Sulphate (SDS) %1
NaCl (Tekkim KIM.) 100 mM
Tris-HCI (Merck) 10 mM, pH 8.0
EDTA (Sigma) 1 mM pH 8.0

Fenol: Kloroform: izoamil Alkol (25:24:1, Sigma)

Mayalarin genetik materyalinin (DNA ve RNA) ayrilmasini saglayan ¢ozeltidir.
(pH 8.0)

Amonyum Asetat (Merck)

Bu ¢ozelti RNA molekiiliin uzaklagtirilmas1 amaciyla kullanilmaktadir. 10 M
stok ¢ozeltisinden 8 ml alinip iizerine son hacim 20 ml olacak sekilde ya ddH20 veya

ultra saf su konarak tamamlanir.
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0.5 M TE (Tris/EDTA) Cozeltisi

Bu ¢ozelti hem mayalarin genetik materyalini (DNA ve RNA) hem de RNA

molekiiliin uzaklastirilmas1 amaciyla kullanilmaktadir.
Tris-HCI (Merck) 10 mM, pH 8.0
EDTA (Sigma) 1 mM pH 8.0
Etil Alkol (% 99.8 ve % 70, Sigma)

Etil alkol maya DNA’ sinin ekstraksiyonu yapmak amaciyla kullanilmaktadir.
% 70 etil alkol, stok etil alkolden 30 ml alinip 100 ml’ lik balonjojeye konularak 100
ml ¢izgisine kadar ddH20 veya ultra saf su ile tamamlandiktan sonra 0.22 pm por ¢aph
filtrelerle steril edilerek falkon tiiplerine konulup -18°C’ de kullanilincaya kadar

saklanir.
%20 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) ( w/v)

SDS’ yi ultra saf su ile karistirdiktan sonra HCI ile pH 7.2 ‘ye ayarlanir.
Ayarlanan ¢ozelti 68°C’ de ¢oziinlinceye kadar karistirilir. Ayarh ¢ozelti 0.22 pm por
capl filtrelerle steril edilerek, steril falkon tiiplerine konulup, oda kosullarinda

saklanir.
SDS 20 gr
Ultra Saf Su 100 ml
0.5 M EDTA (Disodyum Etilen Diamin Tetra Asetik Asit) (Sigma, pH 8.0)

Toz haldeki EDTA’ dan 18.61 gr alinip iizerine 80 ml ultra saf su eklenir pH 8.0
olana kadar NaOH (Carlo Erba) eklenip ¢ozelti 100 ml’ ye tamamlanir. Hazirlanan
¢ozelti 0.22 pum por ¢aplh filtrelerle steril edilerek, steril falkon tiiplerine konulup

kullanilincaya kadar -18°C’ de saklanir.
Na;EDTA-2H20 (Sigma) 18.61 gr
Ultra Saf Su 100 ml
10 M Amonyum Asetat (Merck)

Hazirlanan ¢ozelti 0.22 um por capl filtrelerle steril edilerek steril falkon

tiiplerine konulup +4°C’ de veya oda kosullarinda kullanilincaya kadar saklanir.
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Amonyum Asetat 77 gr
Ultra Saf Su 100 ml
5 M NaCl (Tekkim KiM.)

Hazirlanan ¢ozelti 0.22 um por caph filtrelerle steril edilerek, steril falkon

tiiplerine konulup oda kosullarinda kullanilincaya kadar saklanir.
NaCl 29.2 gr
Ultra Saf Su 100 ml
0.5 M Tris-HCI [Tris(Hydroxymethyl) Aminomethane-HCI] (Merck)

Bu c¢ozelti pH 8.0 olana kadar HCl (Merck) eklenip, c¢ozelti 100 ml’ ye
tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 0.22 pm por ¢apli filtrelerle steril edilerek , steil falkon

tiiplerine konulup kullanilincaya kadar+4°C’ de veya oda kosullarinda saklanir.
Tris Base 6.05 gr
Ultra Saf Su 100 ml

%0 10 Triton X-100

Sivi haldeki Triton X-100 su ile ¢ozlindiiriilir. Hazirlanan ¢ozelti 0.22 um por
capl filtrelerle steril edilerek steril falkon tiiplerine konulup kullanilincaya kadar

+4°C’ de veya oda kosullarinda saklanir.
Triton X-100 10 ml
Ultra Saf Su 100 ml
50X TAE (Tris/Asetate/EDTA) Elektroforez Tampon Cozelti (pH 8.5)

Hazirlanan ¢ozelti, kullanilincaya kadar steril otoklav sisesinde oda kosullarinda

saklanir.
Tris Base (Merck) 242 gr
Glacial Asetik Asit (Carlo Erba) 57.1ml
Na;EDTA-2H20 (Sigma) 37.2gr
Ultra Saf Su 100 ml
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Agaroz Jel

Agarozu TAE tampon ¢ozeltisine DNA, PZR ve PZR-RFLP iiriinlerini
goriintiilemek amaciyla sirasiyla % 1, % 1.5-2 ve % 1.5-3 oraninda katilip

¢Ozlindiirilmiistiir.
GelRed Stok Hazirlanmasi

GelRed (10000 X Biotium) stoku 1/20 oraninda ultra saf su ile sulandirilip
kullanilana kadar +4 °C’ de saklandi (Anonymous, 2009).

Yiikleme Tamponunu Hazirlanmasi

Stok 6 X Yiikleme tamponu (Sigma) kontaminasyon olmamasi i¢in 1.5 ml
eppendorf tiiplerine 1.0 ml aktarilip, kullanilincaya kadar, stokla birlikte +4 °C’ de

saklandi.

Agaroz Jelde Kalip DNA, PZR ve PZR-RFLP Analizlerinde Kullanim

Orani

Agaroz jelde Kalip DNA, PZR ve PZR-RFLP iirlinlerini goriintiilemek igin

agaroz jel kuyucuklarina konan miktarlar asagida verilmistir.

DNA igin;
Kalip DNA 3.0 ul
6 X Yiikleme Tamponu (Sigma) 1.0 pl
Gelred (Biotium) 0.5 ul
Steril Ultra Saf Su 1.5 ul
Toplam 6.0 ul

PZR ve PZR-RFLP iiriinleri;

PZR ve PZR-RFLP iiriinleri 1-3 ul
6 X Yiikleme Tamponu (Sigma) 1.0 pl
Gelred (Biotium) 0.5 ul
Steril Ultra Saf Su 1.5-3.5 ul
Toplam 6.0 pl

100 bp (Bioron) ve 1 Kb (NEB) Marker ig¢in;
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Marker

6 X Yiikleme Tamponu (Sigma)
Gelred (Biotium)

Steril Ultra Saf Su

Toplam

1.0 ul
1.0 pl
0.5 ul
3.5l

6.0 ul

100 bp (Bioron) ve 1 Kb (NEB) Marker’ larin Ozellikleri

Bu markerlar kullanilincaya kadar -18 °C’ de saklandi. 100 bp (Bioron) ve 1 Kb

(NEB) marker’ larin 6zellikleri asagidaki sekillerde verilmistir (Anonymous, 2020b;

Anonymous, 2022d).

ng/2.5ul bp Kilobases Mass (ng)
(0.2mg/mi} -10.0
40 RSSO 1500 —80
- 6.0
- 50
51 [L———— 1000 A0
a6 BT A 900
41 Bl 800 (==="1_30
31 700
30 PR 600 55
B o 2x500 '
35 R & 400 -15
50 Bl 300
- 1.0
44 et v 200
40 100

-05

100 bp (Bioron) Marker

Calismada Kullanilan Primerler ve 6zellikler

42
42

50
42

33

125

48

36

42

1 Kb (NEB) Marker

Calisma i¢in kullanilan primerler Macrogen Firmasinda temin edilmistir. Bu

primerlerin 6zellikleri asagida verilmistir.

ITS 1: 5>-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ (19 Mer); Tm=61.7°C, MOPC

saflikta (White et al. 1990).

ITS 4: 5>-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ (20 Mer); Tm=56.4°C, MOPC

saflikta (White et al., 1990).
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Taq Polimeraz Mixleri

Calismada bir¢ok farkli marka mix ve taq polimeraz enzimi kullanilmigtir.
Ancak ideal olan “OneTaq® 2X Master Mix (NEB)” ve “EconoTaq® PLUS 2X
Master Mix (Lucigen)” PZR mixlerin oldugu belirlenmistir.

PZR-RFLP Yoénteminde Kullanilan Restriksiyon Enzimleri ve Ozellikleri

Kaynak arastirilmasi sonucu PZR-RFLP analizi i¢in kullanilacak restiriksiyon
enzimlerinin Hin 1, Cfol (Hha I) ve Hae 11l (BsuR 1) olduguna karar verilip analizi

yapildi (Esteve-Zarzoso et al., 1999). Bu enzimlerin 6zellikleri asagida belirtilmistir.

Hin | (Thermo Fisher Scientific) Kesim Bolgesi (Anonymous, 2012a)

8 GANT C 3
33 C T NATG &

Cfol (Hha I) (Promega) Kesim Bolgesi (Anonymous, 2012b)

G cGYC
C,GC G

Hae 111 (BsuR I) Kesim Bolgesi (Anonymous, 2012c)

5 .GGCC..3
3...CCGG...5

Kullanilan Aletler

Inkiibatdr (Niive ve Elektromag)

Calkalamali Su Banyosu (Niive)

Santrifiij (Niive)

Mikrosantrifiij (Niive ve Sigma)

Elektroforez Tanki (Scie-Plas)

Gii¢ Kaynag1 (Consort)

PCR Thermal Cycler (Peglab Primus)

Otomatik Pipet (Eppendorf, Axygen ve Microlit)
Nanodrop (Titertek Berthold)

© © N o O bk~ w0 D
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10. Mikrodalga Firin (Argelik ve Samsung)
11. Ceketli Isttic1 (Isolab)

12. UV Transilliiminator (Elektroforez Jel Goriintiileyici) ?
Kullanilan Bilgisayar Programlari

MS OFFICE 2016
Pdraw32 (v. 1.1.76)
ImageJ/Fiji 1.46 (v. 1J 1.46r)
GelQuantnet (v. 1.8.2)
Freetree (v. 0.9.1.50)
Chormas (v. 2.6.6 Demo)
FinchTV (v. 1.4.0 Demo)
CodonCode Aligner (v. 10.0.1 Demo)
Bioedit (v. 7.2.5 software)

. Unipro UGENE (v. 38.1 software)

. Mega X1 (v.11.0.10)

. ClustalX (v.1.8)

. Network (v. 4.6)

.PAUP 4 (v. *4.0 a169)

.PHYML (v. 3.0)

16. DnaSP6 (v. 6.12.03)

17. jModelTest1 (v. 0.1.1)

© ©° N o g bk~ w0 DR
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Kullamilan Web Sayfalar

1. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE

=BlastSearch&LINK LOC=blasthome

2. https://theyeasts.org/page/Polyphasic%20identification
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