GEMLIK CESIDI SIYAH SOFRALIK ZEYTINLERIN DOGAL
FERMANTASYONLARINDA YER ALAN MAYALARIN VE
TEKNOLOJIK OZELLIKLERININ INCELENMESI

INVESTIGATION OF YEASTS AND THEIR
TECHNOLOGICAL PROPERTIES IN NATURAL
FERMENTATIONS OF GEMLIK CULTIVAR BLACK TABLE
OLIVES

GAMZE NUR MUJDECI

Hacettepe Universitesi
Lisansustu Egitim — Ogretim ve Sinav Yonetmeliginin
Gida Muhendisligi Anabilim Dali igin Ongordigi
YUKSEK LISANS TEZ]
olarak hazirlanmigtir.

2012



GEMLIK GESIDI SiYAH SOFRALIK ZEYTINLERIN DOGAL _
FERMANTASYONLARINDA YER ALAN MAYALARIN VE TEKNOLOJIK
OZELLIKLERININ INCELENMESI

Gamze Nur Miijdeci

0z

Bu aragtirmada ilk olarak; Manisa/Akhisar ve Bursa/iznik yorelerinde yetisen
Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyon ortamlarinda bulunan maya ve laktik asit
bakteri populasyonlarindaki degisimler incelenmigtir. Calismada her iki yoreye ait
zeytinler ile bunlarin fermantasyon ortamlarindan izole edilen maya suslari, API ID
32C (bioMérieux, Fransa) sistemi ve ek bazi tanimlama testleri uygulanarak
tanimlanmiglar, daha sonra bu suslardan bazilari RFLP-PZR yontemi ve dizi
analizi ile dogrulanmiglardir. Arastirmada izole edilen toplam 100 maya izolatinin
74 tanesi kesin olarak tanimlanabilmistir. Tanimlanabilen suslarin; Candida,
Kloeckera, Aerobasidium, Rhodotorula, Debaryomyces, Cryptococcus, Pichia,
Clavispora, Zygosaccharomyces ve Saccharomyces cinslerine ait olduklari
belirlenmistir. Calismada; bazi maya suslarinin sofralik zeytin Uretimi agisindan
onemli olabilecek belirli teknolojik 6zellikleri de incelenmis ve bu amagla farkl
sicakliklarda, dusuk pH degerlerinde, ylksek tuz derisimlerinde gelisebilme, asetik
asit ve hidrojen sulftr Uretme, cesitli sekerleri fermente ve asimile edebilme,
oleuropeini karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilme, sitrik asiti kullanabilme,
katalaz, killer, proteolitik, lipolitik ve pektolitik aktivite testleri yapilmis ve suslarin
enzim profilleri de arastinimistir. Yapilan denemeler sonucunda, sofralik zeytin
uretiminde destek starter olarak kullanilabilecedi dusundlen C. hellenica turine ait
AZ-1, AF1-6, AF28-4, AF84-1, suslari ile P. anomala; BZ-1, BZ-4, BF0-5, BF1-1,
BF1-4, BF18-2, BF27-3, BF46-2, BF63-2 suslarinin; 10-37°C’ ler arasinda
gelisebildikleri, pH 2.5, %16 tuz derisimi ve %0.5 zeytin yapradi 6zutlu iceren
ortamda bulunan fenolik bilesenlere karsi dayanikl olduklari saptanmistir. Ayrica
bu suslarin; B-glukosidaz, katalaz, lipolitik ve killer aktivitelerine sahip olduklari,
sitrik asiti asimile edebildikleri ve zeytinde bulunan baslica sekerleri de fermente
edebildikleri belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Zeytin, Gemlik zeytini, endojen maya, dogal fermantasyon,
tanimlama, teknolojik 6zellik, RFLP-PZR.
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ABSTRACT

In this research, firstly, the variations of the lactic acid bacteria and yeast
populations of Gemlik cultivar olives which were grown in Manisa/Akhisar and
Bursa/lznik regions, were investigated. In the study, the yeasts isolated from olives
belong to both regions and from their fermentation media were identified with API
ID 32C (bioMérieux, Fransa) system and some additional identification tests.
Then, some of the strains were confirmed by RFLP-PCR and sequence analysis.
Seventy four out of 100 yeasts, isolated in the study could be identified. It was
determined that the strains which could be identified were belong to the genera;
Candida, Kloeckera, Aerobasidium, Rhodotorula, Debaryomyces, Cryptococcus,
Pichia, Clavispora, Zygosaccharomyces and Saccharomyces. In the study, various
technological properties of some yeast strains, which could be important for black
table olive production, were also determined and for this purpose, growth at
different temperatures, low pH and high salt concentrations, acetic acid and
hydrogen sulphide productions, asimilation and fermentation of various sugars,
utilization of oleuropein as an energy and carbon source, utilization of citric acid,
catalase, killer, proteolitic, lypolitic and pectolytic activities were searched.
Additionally, enzymatic profiles of determined yeast strains were also investigated.
As a result; C. hellenica AZ-1, AF1-6, AF28-4, AF84-1 strains and P. anomala BZ-
1, BZ-4, BFO-5, BF1-1, BF1-4, BF18-2, BF27-3, BF46-2, BF63-2 strains, which it
was thought that they have potential to be used as adjunct starter culture in olive
production, were found to grow between 10-37°C, resistant to pH 2.5, 16% NaCl
concentration and to phenolic compounds in the medium containing 0.5% olive
leaf extract. Additionally, it was determined that these strains have B-glucosidase,
catalase, lypolitic and killer activities and they have ability to assimilate citric acid
and also ferment major sugars found in olives.

Key words: Olive, Gemlik olive, endogenic yeast, natural fermentation,
identification, technological characteristic, RFLP-PCR

Advisor: Prof. Dr. Z. Yesim Ozbas, Hacettepe University, Food Engineering

Department.



TESEKKUR

Tez galismamin her agamasinda bilgi ve deneyimleri ile beni yonlendiren ve her
zaman yakin ilgi ve destegini gordugum tez danigsmanim Sayin Prof. Dr. Z. Yesim

Ozbas’ a en igten tesekkirlerimi sunuyorum.

Arastirmayr 010D12602004 no.lu proje ile destekleyen Hacettepe Universitesi

Bilimsel Arastirmalar Birimi’ ne,

Fabrikada calisma olanagi saglayan, zeytin érneklerini temin ederek destek olan;
Antgida A.$.-Fora Zeytinleri Firmasl’ na, Uretim miuhendisleri Reyhan Kabahasan

ve Osman Akbulut’ a ve Antgida A.S.-Fora Zeytinleri Firmasi ¢alisanlarina,

Calisma sirasinda bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim Dr. Sule Senses Ergll'e

Maya izolatlarinin molekuler esasl tekniklerle tanimlanmalari sirasindaki bana
sagladiklari imkanlardan dolay! ispanya/Ciudad Real/ Castilla La Mancha
Universitesi Gida Bilimi Bolimi 6gretim Uyelerinden Sayin Dr. Maria Arevalo

Villena ve Dr. Sheila Romo Sanchez e

Caligsma’ya zeytin yapragi ekstrakti temin ederek katkida bulunan Kale Naturel

Bitkisel Uriin Gida Kozmetik ve Tarim Uriinleri'ne,

Tezimin basindan sonuna kadar surekli yardim, destek ve gug¢ aldigim sevgili esim
Emre Kara’ya, hayatimin her asamasinda oldugu gibi tez calismam sirasinda da
beni yalniz birakmayan, yakin ilgileri, sonsuz sevgileri ve glvenleri ile beni her
zaman destekleyen babam Bekir Mujdeci, annem Mubeccel Mujdeci, kardesim A.
Gafur Mujdeci’ ye, calismam sirasinda verdigi destekle dostlugunu higbir zaman

esirgemeyen Bengi Ozkahraman’a en igten tesekkdirlerimi sunarim.



ICINDEKILER DiziNi Sayfa

(@ AR i
AB ST R A CT ettt e ettt e e et et e e e et e e e e e e e e era e aeee Ii
TESEKKUR ..ottt ettt ettt et et e st et et et nas iii
ICINDEKILER DIZINI ....ooviiviiceicicceeceeeeee et iv
SEKILLER DIZINI.....cviuiiiiiiiciieeeeeeeee e viii
CIZELGELER DIZINI.....oviiiiiiieiee et X
(IRC TS TR 1
2. LITERATUR OZETH ..ottt 5
3. MATERYAL VE METOT ...t e e 28

.1 MALEIYAL ... 28
3. 1.1, ZeyYtin OrNEKIETI ..o 28
3.1.2. MAY@A SUSIAI ..o 28
3.1.3. Maya tanimlama SISteMIi.........cooeeiiiiiie i 28
3.1.4. API-ZYM tESt SISTEIMI ..o 29
3.1.5. Besiyerleri ve dilUSYONn SIVISI ....ccooooiiiiiiiieeeeeee 29
3.1.6. Arastirmada kullanilan tampon, boya ve diger ¢ozeltiler ............................ 31
3.1.7. KeSIM ENZIMIETT ... e 32

3.1.8. Molekuler tanimlamada kullanilan 1s1 dongu cihazi ve yatay elektroforez

RS C=] 0 TP PP TP TP PPPPTPPPPRPPPN 32
3.1.9. Jel goruntileme Sistemli.........cooooeeiiiiiiii 33
T2 |V = o | APPSO PPPT 33
3.2.1 Dogal fermantasyon yolu ile sofralik zeytin Uretimi ve numune alimi .......... 33
3.2.2. Zeytin Orneklerine Uygulanan Bazi Kimyasal Analizler...............cc.cc......... 34
3.2.3. Fabrikada zeytin 6rneklerine uygulanan bazi analizler............................... 34
3.2.4. Mikrobiyolojik analizler............cooooii 35
3.2.4.1. Laktik Asit Bakterisi Sayimi ........cccoooeeiiiiii 35



3.2.4.2. Maya sayIiml Ve iZOIasSYONU..........ccoeeviiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 35

3.2.5. Maya izolatlarinin API ID 32C sistemi ile tanimlanmalari ..............ccc......... 36
3.2.6. Maya izolatlarinin uygulanan ek testlerle tanimlanmalari................c........... 36
3.2.6.1. Sivi besiyerinde geliSme ..o 37
3.2.6.2. Mikroskobik morfoloji .......cccoeeeeeiiiiiiiiiiiie e, 37
3.2.6.3. Makroskobik MOrfoloji .........ccoeeiieiiiiiiiiiiiie e 37
3.2.6.4. GIUKOZ fermantasyOnU..........ccoooeeeeeieeeieieeeeeeee e 38
3.2.6.5. Ure NdrolizZi..........ccceeveeueieeceeee e, 38
3.2.6.6. Nitrat asimilaSyonu .........cccooeeeiiiiiiiiiiiiii e 38
3.2.6.7.37°C’ de geliSme. ..o 39
3.2.6.8. Yuksek seker derigsimlerinde gelisme..........ccooovvvieiiiiieiiieeciiiinnnnnn, 39
3.2.6.9. Asetik aseti tolere edebilme............ccceeiii 40
3.2.6.10. Pseudohif olusturma ............ccooovmiiiiiiii e, 40
3.2.6.11. ASKOSPOr OlUStUIMA ........iiiiii e 40
3.2.7. Maya izolatlarinin molekuler esasl yontemlerle tanimlanmalari ................ 41
3.2.7.1. DNA IZOIASYONU ... 41
3.2.7.2. Polimeraz Zincir ReaKSIYONU ............cceeieiieeeiiiiiiiiiiie e eeeeeeeeiin 42
3.2.7.3. Kesim pargasi uzunluk ¢esithiligi ...........cccooeveiiiiiiiiiiee, 43
I S B T4 - 1 - | {4 SO 44
3.2.8. Maya suslarinin zeytincilik agisindan énemli bazi teknolojik 6zelliklerinin
DEIITENIMESI ... nnnes 44
3.2.8.1. Farkli sicakliklarda geligsebilme.............ccccooviiiiii i 45
3.2.8.2. DUsuk pH degerlerinde geligsebilme .............ccoviiiiiiiiiieeee, 45
3.2.8.3. Yuksek tuz derigiminde gelisebilme ...........ccccovviiiiiii i, 45
3.2.8.4. Asetik asit Uretimi...........coeiiiieiiiic e 46
3.2.8.5. Hidrojen sUUr Gretimi........ccooeeeeiiii, 46
3.2.8.6. Lipolitik aktivitenin belirlenmesi............ccccooeveiiiiiiiiie 46
3.2.8.7. Cesitli sekerlerin fermantasyon ve asimilasyonlari ...................... 47
3.2.8.8. Enzim profillerinin belirlenmesi ..o a7
3.2.8.9. Oleuropeini kullanma............coiiiiiiiiici e 48
3.2.8.10. Sitrik asiti Kullanma.........ccoooeiiiiiiiii e 49
3.2.8.11. Katalaz aktiVIteSI .........uuuuiiiee i 49
3.2.8.12. Killer @KtiVItE.......cceveeeeiieiee e 50



3.2.8.13. ProteOlitik @KUVt .....cueeeeeee e 50

3.2.8.14. Pektolitik aKEIVITE ..........uuuiiieeeiiiiiiiiie e 51
4. SONUCLAR VE TARTISMA . ...ooiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeee ettt 52
4.1. Zeytin orneklerine ait bazi kimyasal analiz sonuglar .............ccccceevevvennnnnnn. 52

4.2. Zeytin orneklerindeki Laktik Asit Bakteri sayilarinin belirlenmesine iligkin

S]] L2 =T PR 56
4.3. Zeytin orneklerindeki maya sayilarinin belirlenmesine iligkin sonuglar....... 60
4.4. Maya izolatlarinin tanimlanmalarina iliskin sonuglar ............ccccccviiinnenn. 64

4.5. Tanimlamalari yapilan maya izolatlarinin ait olduklari cins 6zelliklerine iliskin

degerlendirme SONUGIAIT...........oiiiiiiii e 85
4.5.1. Candida cinsi maya izolatlarina ait degerlendirme sonuglari...................... 85
4.5.2. Pichia cinsi maya izolatlarina ait degerlendirme sonuglari ...........cccc......... 92
4.5.3. Kloeckera cinsi maya izolatlarina ait degerlendirme sonuglari ................... 94
4.5.5. Saccharomyces cinsi maya izolatlarina ait degerlendirme sonuglari.......... 97

4.5.7. Zygosaccharomyces cinsi maya izolatlarina ait degerlendirme sonuglari 100
4.5.8. Debaryomyces cinsi maya izolatlarina ait degerlendirme sonuglari ......... 101
4.5.10. Aerobasidium cinsi izolatlara ait degerlendirme sonuglari...................... 102

4.6. Maya suslarinin teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesine iligkin sonuglar ... 103

4.6.1. Farkh sicakliklarda gelisebilme analizlerine iligkin sonuglar ..................... 104
4.6.2. Farkh pH degerlerinde gelisebilme analizlerine iliskin sonuglar................ 108
4.6.3. Yuksek tuz derigsiminde gelisebilme analizlerine iligkin sonuglar .............. 112
4.6.4. Asetik asit Uretme 6zelliginin incelendigi analizlere iligkin sonuglar-.......... 116

4.6.5. Hidrojen sulfur Gretme 6zelliginin incelendigi analizlere iligkin sonuglar... 117
4.6.6. Lipolitik aktivitenin belirlenmesine iligkin sonuglar ..............ccccciinn. 120

4.6.7. Cesitli sekerleri fermente ve asimile edebilme analizlerine iligkin sonuglar

........................................................................................................................... 122
4.6.8. Enzim profillerinin belirlenmesine iligkin sonuglar............ccccccvvvvvvvvivennnn.. 130
4.6.9. Oleuropeini kullanabilme analizlerine iliskin sonuglar..............ccccevvvvnnnnn. 137

Vi



4.6.10. Sitrik asiti kullanabilme 6zelliklerinin belirlenmesine iligkin sonuglar ...... 138

4.6.11. Katalaz aktivitesinin belirlenmesine iligkin sonuglar.............cccccccceeeeei. 142
4.6.12. Killer aktivite ve killer toksine duyarlilik analizlerine iliskin sonugclar ....... 143
4.6.13. Proteolitik aktivitenin belirlenmesine iligkin sonuglar .............ccccccceeeeee. 147
4.6.14. Pektolitik aktivitenin belirlenmesine iligkin sonuglar...............cccvvvvvinnnnnn. 148
5. SONUGC ..ot e e 150
KAYNAKLAR ..ttt e et e e e s e e e e e nnnbeeeaean 157
EK 1. ARASTIRMADA KULLANILAN BESIYERLERI .........ccoeeviiiieiiciene, 166
EK 2. ARASTIRMADA KULLANILAN TAMPON, BOYA VE DIGER
(070 74 =1 I 110 = = SO 172
EK 3. MOHR YONTEMI ILE TUZ MIKTARININ HESAPLANMASI ................. 175

EK 4. LAKTIK ASIT CINSINDEN SERBEST ASITLIK MIKTARININ

HESAPLANMASI ......oiiiiiiiiici s 176
EK 5. MAYA KULTURLERININ MIKROSKOBIK GORUNTULERI.................. 177

EK 6. MAYA IZOLATLARININ RFLP-PZR KESIM PROFILLERINE ILISKIN

BAZI SONUGCLAR ... e e e e e e e e eeenes 182
EK 7. MAYA SUSLARINA AIT BAZI ENZIM PROFILi TEST SONUCLARI........ 187
EK 8. BAZI MAYA SUSLARINA AIT BiGGY AGARDA GOZLENEN H2S URETME
OZELLIKLERI. ...ttt 188
OZGECMIS ... Error! Bookmark not defined.

vii



SEKILLER DiziNi Sayfa

Sekil 2.1. Oleuropein’in yapisal formull ..o 7
Sekil 2.2. Oleuropeinin enzim ve alkali uygulamasi ile hidrolizi..............cccccovvveeen. 8
Sekil 2.3. ispanyol tipi sofralik zeytin tiretim akim SEMaSI........c.cccceevvvveeiviieenenee. 10
Sekil 2.4. Kaliforniya tipi sofralik zeytin Uretim akim semasi .........cc.cccoeevvvvvvinnnnnn. 11
Sekil 2.5. Dogal fermente sofralik zeytin Uretim akim semasi ..............cccoeeeeeee. 12
Sekil 3.1. Gemlik tipi siyah zeytinden dogal fermente sofralik zeytin tretimi........ 34
Sekil EK 5.1. C. hellenica’nin mikroskobik morfolojisi ............cccccoeeiiiiiiii 177
Sekil EK 5.4. K. apiculata’nin mikroskobik morfolojisi .............cccccvviiiiiiieciinnnnn, 178
Sekil EK 5.5. C. pelliculosa’nin mikroskobik morfolojisi............ccccccceeeiiieeeeiennnnn, 179

Sekil EK 5.6. P. anomala’nin askospor besiyerindeki mikroskobik morfolojisi.... 179
Sekil EK'5.7. S. cerevisiae’ni askospor besiyerindeki mikroskobik morfolojisi ... 180
Sekil EK 5.8. C. pelliculosa’nin askospor besiyerindeki mikroskobik morfolojisi 180
Sekil EK 5.9. D.hansenii’'nin askospor besiyerindeki mikroskobik morfolojisi ..... 181
Sekil EK 5.10. A. pullulans’in pseudohif besiyerindeki mikroskobik morfolojisi
(U A4 R O S o T8 [ D C: 10 ) 181
Sekil EK 6.1 Bazi maya suslarinin Cfol, Haelll ve Hinfl enzimleri ile elde edilen
kesim pargast Profilleri.............eueeiiiie e 182
Sekil EK 6.2 Bazi maya suslarinin Cfol, Haelll ve Hinfl enzimleri ile elde edilen
kesim parcas! Profilleri..............uuiiiii i 182
Sekil EK 6.3 Bazi maya suslarinin Cfol, Haelll ve Hinfl enzimleri ile elde edilen
kesim pargast Profilleri............eeeeeiiiie e 183
Sekil EK 6.4 Bazi maya suslarinin Cfol, Haelll ve Hinfl enzimleri ile elde edilen
kesim parcas! Profilleri..............ueiiiii i 183
Sekil EK 6.5 Bazi maya suslarinin Cfol, Haelll ve Hinfl enzimleri ile elde edilen
kesim parcas! Profilleri............euueeiiiii e 184
Sekil EK 6.6 Bazi maya suslarinin Cfol, Haelll ve Hinfl enzimleri ile elde edilen
kesim parcas! Profilleri.......... ... i 184
Sekil EK 6.7 Bazi maya suslarinin Cfol, Haelll ve Hinfl enzimleri ile elde edilen
kesim parcas! Profilleri.............uueeiiii e 185
Sekil EK 6.8 Bazi maya suslarinin Cfol, Haelll ve Hinfl enzimleri ile elde edilen
kesim parcas! Profilleri........... ... i 185



Sekil EK 6.9 Bazi maya suslarinin Cfol, Haelll ve Hinfl enzimleri ile elde edilen
kesim parcast Profilleri...........oeuueeiii e 186
Sekil EK 6.10 Bazi maya suslarinin Cfol, Haelll ve Hinfl enzimleri ile elde edilen
kesim parcas! Profilleri..............uuiiii i 186
Sekil EK 7.1 API-ZYM ile belirlenen enzim profillerinde gobzlenen renk
FEAKSIYONIAIT. ... 187

Sekil EK 7.2. Maya suslarinin H2S Uretme 6zelliklerine iligkin bazi sonuglar. .... 188



GiZELGELER DiziNi Sayfa

Cizelge 2.1. Dogal fermente sofralik zeytin fermantasyonunda yer alan mayalarin
bazi teKNOIOjiK OZEIIIKIEI ........cceeeiiieee e 17
Cizelge 4.1. Akhisar yoresine ait Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyonlari
boyunca tuz, serbest asitlik ve pH degerlerinin degisimleri ..............ccccooeeeeiiinnens 53
Cizelge 4.2. Iznik yoéresine ait Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyonlari
boyunca tuz, serbest asitlik ve pH degerlerinin degisimleri ...........ccccooovviviiiiiinnns 54
Cizelge 4.3. Akhisar yoresine ait Gemlik zeytininin dogal fermantasyonu boyunca
LAB sayISINdaki degiSim ..........uuumiiiiiiiiiiiiiiii e 57
Cizelge 4.4. iznik yoresine ait Gemlik zeytininin dogal fermantasyonu boyunca
LAB sayI1SINdaki AeGISIM .....uiiiiiiiiiice ettt e et e e a e e ra e aens 58
Cizelge 4.5. Akhisar yoresine ait Gemlik zeytininin dogal fermantasyonu boyunca
maya SayISINAaKi AEGISIM ........uuiiiiiiiiiiiiii 61
Cizelge 4.6. iznik yoresine ait Gemlik zeytininin dogal fermantasyonu boyunca
maya SayISINAaKi eGISIM .....iiiiiiii e 62
Cizelge 4.7. Akhisar ve iznik Gemlik zeytinleri ile bunlarin fermantasyon
ortamlarindan izole edilen maya turleri ve izolat sayilar .........cccccccccvvvviiiinnnnnnnnn. 66
Cizelge 4.8. Akhisar-Gemlik zeytinleri ve bunlarin fermantasyon ortamlarindan
izole edilen maya turlerinin API ID 32C asimilasyon test sonuglari*.................... 67
Cizelge 4.9. iznik-Gemlik zeytinleri ve bunlarin fermantasyon ortamlarindan izole
edilen maya turlerinin APl ID 32C asimilasyon test sonuglari.............ccccoevvvvnnnnn. 68
Cizelge 4.10. Akhisar-Gemlik zeytinlerine ait maya izolatlarinin API ID 32C test
sistemi ile belirlenen tanimlama sonug, duzey ve yuzdeleri ile ek testler birlikte
belirlenen tanimlama SONUGIAIT..............oiiiiiiii e 69
Cizelge 4.11. iznik-Gemlik zeytinlerine ait maya izolatlarinin APl ID 32C test
sistemi ile belirlenen tanimlama sonug, duzey ve yuzdeleri ile ek testler birlikte
belirlenen tanimlama SONUGIAIT............cooiiiiiiiiiii e 71
Cizelge 4.12. Akhisar-Gemlik zeytinleri ve bunlarin fermantasyon ortamlarindan
izole edilen maya turlerine uygulanan bazi ek tanimlama testlerinin sonuglari .... 73
Gizelge 4.13. iznik-Gemlik zeytinleri ve bunlarin fermantasyon ortamlarindan izole

edilen maya turlerine uygulanan bazi ek tanimlama testlerinin sonuglari............. 74



Cizelge 4.14. API ID32C ve ek testlerle tanimlanan Akhisar-Gemlik zeytinleri ve
bunlarin fermantasyon ortamlarindan izole edilen maya izolatlarinin molekuler
dogrulama ile birlikte kesin tanimlama sonuglari.............cccccooiiiiiiiii, 77
Cizelge 4.15 API ID32C ve ek testlerle tanimlanan iznik-Gemlik zeytinleri ve
bunlarin fermantasyon ortamlarindan izole edilen maya izolatlarinin molekuler
dogrulama ile birlikte kesin tanimlama sonuglari ...........cccccccviiiiiiiiiie 78
Cizelge 4.16. RFLP-PZR yontemi ile dogrulanan maya izolatlarinin Cfol, Haelll,
Hinfl ve Hpall enzimleri ile elde edilen kesim profilleri..............ccccccuviiiiiiiiiiiinnnnns 79
Cizelge 4.17. Akhisar-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin farkl sicakliklarda
gelisebilmelerine iligkin SONUGIAr ............iiiiiiiiii e 106
Cizelge 4.18. iznik-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin farkli sicakliklarda
gelisebilmelerine iliskin SONUGIAr ..........coooviiiiii e, 107
Cizelge 4.19. Akhisar-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin dusuk pH
degerlerinde gelisebilmelerine iligkin test sonuglari............ccccveiiiiiiiiiiinnnnn. 110
Cizelge 4.20. iznik-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin diisiik pH degerlerinde
gelisebilmelerine iligkin test sonuUCIari..............ccooiii i, 111
Cizelge 4.21. Akhisar-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin yuksek tuz
derisimlerinde gelisebilmelerine iligkin test sonuglari .........cccccccceeiiiiiiiiiiennn. 114
Cizelge 4.22. iznik-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin yiiksek tuz
derisimlerinde gelisebilmelerine iligkin test sonuglari ...............ccoooeiiiiiii e, 115
Cizelge 4.23. Akhisar-Gemlik zeytinlerine ait maya suglarinin H2S Uretme
Ozelliklerine iligkin test SONUGIArT............ueiiiii e 118
Cizelge 4.24. iznik-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin H2S iretme
ozelliklerine iligkin test SONUGIAr...........coovviiiiii e, 119
Cizelge 4.25. Akhisar-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin  seker
fermantasyonu 6zelliklerine iligkin test sonuglari..........ccccccccceiiiiiccce 123
Cizelge 4.26. iznik-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin seker fermantasyonu
Ozelliklerine iligkin test SONUGIANT............ueiiiii i 124
Cizelge 4.28. iznik-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin API ID 32C asimilasyon
LEST A=Te T 10 (o = o 128
Cizelge 4.28. Devam AIYOr. ........cooeie i 129
Cizelge 4.29. Akhisar-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin APl ZYM enzim
profillering iligkin SONUGIAT. ...........uuuiiiiiii e 131

Xi



Cizelge 4.31. Akhisar-Gemlik zeytinlerine ait maya suglarinin sitrik asit
asimilasyonu testlerine iligkin sonuUGlar.............ooovviiiiiiii i 139
Cizelge 4.32. iznik-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin sitrik asit asimilasyonu
testlerine iliskin SONUCGIAr ..........cooiiiii e 140
Cizelge 4.33. Akhisar-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin killer aktivitelerine
gore fenotiplendirilmeleri ... 144
Cizelge 4.34. iznik-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin killer aktivitelerine gore

(= a1 ] 1] o1 (=Y Lo 1111 =1 1= o 145

xii



1. GIRIS

Fermente sebzeler arasinda sofralik zeytin Uretiminin uluslararasi gida pazarinda
onemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir. Son bes yilda alinan verilere gore,
dinyada yillik sofralik zeytin Gretiminin 2 milyon ton oldugu, bunun 1.4 milyon
tonunun Avrupa Birligi Ulkeleri tarafindan Uretildigi belirtiimektedir. Dinyada
sofralik zeytin treten Avrupa Birligi llkelerinin basinda ispanya’ nin geldigi, bunu
Yunanistan ve italya’ nin izledigi ifade edilmektedir. Avrupa Birligi lilkeleri disinda
Tarkiye, Misir, Suriye, Arjantin ve Fas’in da dunyada oOnemli sofralik zeytin
ureticileri arasinda yer aldiklar belirtiimektedir. Tarkiye’ de yilhk Uretilen sofralik
zeytinin, dinya piyasasindaki zeytin Uretiminin %16.4’ UnU kapsadigi rapor
edilmektedir (Botta and Cocolin, 2012).

Tarkiye’'de, mevcut tarim alanlarinin %2.7° sini zeytinliklerin olusturdugu,
yetistirilen zeytinlerin %20’ sinin sofralik olarak degerlendirildikleri bilinmektedir
(Guceyl ve Basoglu, 2010). Ulkemizde sofralik zeytin olarak tiiketilen ve en genis
yayihm alanina sahip olan turimuzun Tirilye, Kaplik ve Kivircik Kara olarak da
bilinen “Gemlik” ¢esidi oldugu ve bu tirin Marmara, Ege, Akdeniz ve Karadeniz
bolgelerinde yetistirilebildigi belirtiimektedir (Kayahan ve Tekin, 2006; Tokusoglu
ve Alcitepe, 2010; Ozilbey, 2011).

Zeytin meyvesinin, oleuropein gibi aciliga neden olan fenolik bilesenler, dusuk
derisimde seker ve ylksek miktarda yag icerdigi, bu nedenle de dogrudan
tuketilemedigi bilinmektedir (Garcia et. al. 2005). Zeytin sofralik ve yaglik olmak
uzere iki sekilde degerlendiriimektedir. Dunyada ticari 6neme sahip Kaliforniya,
Ispanyol ve Yunan olmak Uzere (g tip sofralik zeytin Uretim ydntemi
bulunmaktadir. Yunan tipi Uretim yontemi; dogal fermente sofralik zeytin Uretim

yontemi olarak da bilinmektedir (Tofalo et. al., 2012).

Ispanyol ve Kaliforniya tipi sofralik zeytin Uretiminde oleuropeinin neden oldugu
acilik, alkali uygulamasi ile gideriimektedir. ispanyol tipi sofralik zeytin Uretiminde
bir fermantasyon basamagi yer alirken, Kaliforniya tipi sofralik zeytin tretiminde

yalnizca alkali uygulamasi bulunmaktadir (Gémez et. al., 2006).



Ulkemizde yaygin olarak dogal fermente sofralik zeytin Gretiminin yapildigdi
bilinmektedir. Dogal fermente sofralik zeytin Uretiminde alkali uygulamasi yer
almakta ve aciligin-acilik fermantasyonla giderilmektedir. Fermantasyon boyunca
fenolik bilesenlerin bir kisminin salamuraya gectigi, bir kisminin ise fermantasyon
ortaminda yer alan mayalar tarafindan pargalandigi belirtiimektedir (Rejano et. al.,
2010).

Dogal fermente sofrallk zeytin Uretiminde fermantasyondan sorumlu
mikroorganizmalarin Laktik Asit Bakterileri (LAB) ve mayalar olduklari
bilinmektedir. Fermantasyon baslangicinda ortamda LAB’ nin baskin olduklari ve
laktik asit Greterek ortam pH’ sini dusurdukleri belirtiimektedir. Fermantasyonun
ilerleyen glnlerinde ise; dusuk pH ve salamuraya gecen fenolik bilesenler nedeni
ile LAB’ nin inhibe olduklari ve ortamda mayalarin baskin hale gelerek
fermantasyonu tamamladiklari bilinmektedir (Aponte et al., 2011). Dogal fermente
sofralik zeytin Uretiminde mayalarin cesitli lezzet bilesenleri ve dnclillerini Ureterek,
zeytinlerin  organoleptik  6zelliklerinin  olugsmasina o6nemli Olgude katkida
bulunduklar belirtiimektedir (Alves et al., 2012).

Yapilan c¢esitli arastirmalarda mayalarin, sofralik zeytin Uretiminde olumlu ve
olumsuz rollerinin bulundugu rapor edilmektedir. Bu mikroorganizmalarin zeytinde
bulunan pektin ve proteinleri pargalayarak yumusamaya, CO. ureterek “gaz cebi”
olusumuna neden olduklari-olabildikleri, H2S Ureterek kotl kokuya sebep
olabildikleri ve salamurada zar olusumuna neden olabildikleri belirtimektedir
(Hernandez et al., 2007; Arroyo-Lopez et. al., 2008; Bevilacqua et al., 2009;
Bautista-Gallego et al., 2010).

Mayalarin dogal fermente sofralik zeytin Uretimi boyunca prosese onemli
katkilarinin da bulundugu ifade edilmektedir. Mayalarin yiksek tuz derisimlerine,
disik pH degerlerine ve fenolik bilesenlere dayanikli olmalari nedeniyle,
fermantasyon boyunca canliliklarini siUrdlrebildikleri  bilinmektedir. Mayalarin
belirlenen en 6nemli o6zelliklerinden birinin oleuropeini pargalayarak, aciligi
giderebilmeleri oldugu ifade edilmektedir (Psani and Kotzekidou, 2006). Mayalarin
zeytin Uretimi agisindan sahip olduklari bir diger olumlu 6zelligin ise; lipolitik ve

katalaz aktiviteleri oldugu bilinmektedir. Lipolitik aktivite sonucunda mayalarin
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cesitli lezzet bilesenlerini olusturarak zeytinin kendisine 06zgu tat ve koku
olusumuna katki sagladiklari rapor edilmektedir (Rodriguez-Gémez et. al., 2010).
Katalaz aktivitesi ile ise, zeytinde bulunan doymamis yag asitlerinin
oksitlenmesinin énlenerek peroksit olusumunun énine gegcildigi ifade edilmektedir
(Bautista-Gallego et. al., 2011).

Mayalarin sofralik zeytin Gretimi agisindan belirlenen diger bir istenen 6zelliklerinin
ise; zeytinde bulunan sekerleri ve organik asitleri asimile edebilme yetenegdi olarak
bilinmektedir. Organik asit asimilasyonunun salamura pH’ sinin dismesine ve
aroma oncdullerinin olugsmasina, seker asimilasyonunun ise; salamuradaki besin
miktarini arttirarak LAB gelisimine destek sagladigi bilinmektedir. Mayalarin gesgitli
B kompleks vitaminleri Ureterek de LAB’ ni destekledikleri belirtiimektedir (Silva et
al., 2011). Zeytinlerin dogal fermantasyon ortamlarindan izole edilen bazi maya
suslarinin Killer aktiviteye sahip olduklari da belirtiimektedir. Killer aktiviteye sahip
olan mayalarin biyokontrol ajani olarak kullanilabilecekleri ve zeytin Gretiminde
koruyucu katki maddelerinin  kullanilmasini  sinirlandirabilecekleri  ifade
edilmektedir (Hernandez et. al., 2007)..

Yapilan bu ¢alismada ilk olarak; Manisa’ nin Akhisar ve Bursa’ nin iznik
yorelerinde yetisen Gemlik zeytinlerinin dodal fermantasyonlari boyunca ortamdaki
LAB ve maya populasyonlarindaki degisimin incelenmesi ve endojen maya
floralarinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla, érneklerden izole edilen maya
suslarinin hizli yari otomatik API ID 32C (bioMeérieux, Fransa) sistemi ve bu
sistemi tamamlayici olarak uygulanan bazi ek tanimlama testleri ve Kesim Pargasi
Uzunluk Cesitliligi-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RFL-PZR) yontemleri kullanilarak
tanimlanmalari planlanmigtir. Bunun yanisira iki farkli yoreye ait olan Gemlik
zeytinlerinin maya floralari arasinda fark olup olmadiginin belirlenmesi de

amaclanmistir.

Arastirmada tanimlanabilen maya izolatlarindan, zeytin fermantasyonunda olumlu
role sahip olduklari bilinen turlere ait suslarin, zeytin Uretimi agisindan 6nemli
olabilecek bazi teknolojik ozelliklerinin belirlenmesi de planlanmistir. Bu sekilde
ulkemizde, sofralik zeytin Uretiminde buyuk bir paya sahip olan Gemlik

zeytinlerinin  kontrolli  fermantasyon ile Uretiminde destek starter olarak
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kullanilabilme potansiyeline sahip olan yerel maya suslarinin belirlenmesi de

hedeflenmigtir.



2. LITERATUR OZETi

Zeytin; Oleaceae familyasina ait, Olea cinsi, her mevsim yesil olan yaklasik 35 tur
agacin ortak ismi olarak bilinmekte ve o6zellikle, Olea europaea turl igin
kullaniimaktadir. Zeytin agacinin meyvesi etli ve tek g¢ekirdekli olmakla birlikte,
perikarp ve endokarp olmak Uzere iki kisimdan olugsmaktadir. Perikarpin ise,
epikarp (zar) ve mezokarp (pulp) olmak Uzere iki kisimdan olustugu
belirtiimektedir. Tohum, cekirdegin icinde olup, koyu gri renkli sert bir kabukla
cevrilidir (Boskou, 2006; Kailis and Haris, 2007). Genel olarak, zeytin meyvesinin
agirhginin 2-12 g oldugu; bu agirhgin %65-83’ Gnu perikarp, %13-30’ unu ise
endokarp kisminin olusturdugu ifade edilmektedir. Perikarpin mumsu bir tabaka
ile ortllu olup, bu tabakanin zeytinin olgunlagmasi sirasinda agik yesilden siyah

renge dondugu bilinmektedir (Boskou, 2006).

Zeytin meyvesi %70’ den fazla “bitkisel su” icermektedir. Meyvenin sahip oldugu
bilesenlerin oranlari ortalama; %50 su, %1.6 protein, %22 yagd, %19 karbonhidrat,
%5.8 seluloz ve %1.5 mineral maddeler olarak verilmektedir (Boskou, 2006). Bu
bilegenlerin miktarlarinin zeytinin olgunluk derecesine, yetistiriime sartlarina ve
cevresel etmenlere gore farklihklar goOsterebildigi belirtiimektedir. Zeytin
meyvesinde bulunan diger 6nemli bilesenlerin pektin, organik asitler, pigmentler ve
fenolik maddeler oldugu ifade edilmektedir (Boskou, 2006). Sitrik, okzalik, malonik,
fumarik, tartarik, laktik, asetik ve trikarbalik asit gibi organik asitlerin zeytinin etli
kisminda bulundugu bilinmektedir (Tokusoglu ve Artik, 2010). Zeytinin etli
kisminda yer alan baslica sekerlerin ise; glukoz ve fruktoz olduklari, bazi
cesitlerde ise sakkaroz, mannoz ve galaktozun da bulundugu ifade edilmektedir.
Meyvenin; oleuropein, luteolin, verbaskosit, dimetil oleuropein, elenolik asit, rutin,
tirosol ve hidroksitirosol bagta olmak tzere yaklasik 40 gesit fenolik bilesen igerdigi
ve bu fenolik bilegsenlerin yuksek oranda antioksidan aktivite gosterdikleri
belirtimektedir. S6z konusu fenolik bilesenlerden oleuropeinin, zeytine aci tadini
verdigi bilinmektedir. Zeytinin etli kisminda bulunan belli bagli minerallerin ise;
kalsiyum (Ca), demir (Fe), potasyum (K), fosfor (P), bakir (Cu), mangan (Mn) ve
magnezyum (Mg) oldugu belirtiimektedir (Tokusoglu ve Artik, 2010).



Dunyada Akdeniz havzasi iklim Ozellikleri gosteren yaklasik 40 ulkede zeytin
Uretiminin yapildi§i ifade edilmektedir (Ozkaya vd., 2010; Rejano et al., 2010).
Diinyada sofralik zeytin iretiminde ispanya basta olmak iizere bazi Avrupa Birligi
ulkeleri, Turkiye, Fas, Suriye, Yunanistan, Misir, Amerika Birlesik Devletleri-ABD
ve Arjantin’in dnemli (ilkeler arasinda yer aldiklari bilinmektedir (Ozkaya vd, 2010;
Rejano et al., 2010). Turkiye'nin, dinyada zeytin Uretici Ulkeler arasinda doérdincu
sirada yer aldi§i ifade edilmektedir (Yurtsever, 2006; Oztiirk vd., 2009).

Tarkiye’de; Ege, Akdeniz, Marmara, Karadeniz ve Guneydogu Anadolu olmak
Uzere bes ayri bélgede zeytin Uretimi gergeklestiriimektedir. Ulkemizde, en genis
dagiiima sahip olan zeytin tiri Gemlik zeytini olmakla birlikte, Edremit, Ayvalik,
Domat, Memecik, Memeli, izmir sofralik, Cilli, Celebi ve Uslu varyetelerinin
Tarkiye’nin cgesitli bdlgelerinde yetisen baslica zeytin tdrlerini  olusturdugu
bilinmektedir (Ozilbey, 2011). Marmara bolgesinin tipik zeytin ¢esidi olan Gemlik
zeytini bolgedeki zeytin varhginin %80’ nini olusturmaktadir. Kabugunun ince ve
etine yapisik, et kalinliginin fazla, ¢ekirdeginin kiiguk, yuvarlak¢a ve Ustl purizsiz
olusu ve aromatik olmasi dolayisiyla, Gemlik tipi zeytinden yuksek kaliteli sofralik
zeytin Uretilebildigi bilinmektedir. Bu zeytinin, Bursa-Gemlik yoresinin yani sira,
Orhangazi, Mudanya ve iznik vyorelerinde de vyetistirildigi belirtiimektedir
(Tokusoglu, 2010). Gemlik zeytinin kalite 6zelliklerine goére; jumbo, super, hususi,
ekstra, elit, lUks, duble ve yaglik olarak siniflandinldigi ifade edilmektedir. 1 kg’
daki dane adedi jumbo zeytinde; 200-230, super zeytinde; 240-260, hususi
zeytinde; 270-290, ekstra zeytinde; 300-330, elit zeytinde; 330-350, liks zeytinde;
360-380 ve duble zeytinde; 390-410 olarak degismektedir. Gemlik zeytininde
et/cekirdek oraninin; 6/1 veya 7/1° e, yag oraninin ise; %25-28 e ulastigi

belirtiimektedir (Glceyu ve Basoglu, 2010).

Zeytin, hasat edildikten sonra tuketilemeyen nadir meyvelerden biri olarak
bilinmektedir (Uylaser ve Sahin, 2004; Garcia et al., 2005). Cunku; igerigindeki
fenolik bir bilesen olan oleuropein (Sekil 2.1) zeytine acilik vermekte, bu nedenle
de zeytinin tuketilebilmesi icin bu bilesenin giderilmesi gerekmektedir (Uylaser ve
Sahin, 2004., Garcia et al., 2005; Bautista-Gallego et al., 2010; Alves et al., 2012).
Yapilan calismalar, baslangicta oleuropeinin zeytin meyve agirhginin %14’ una

olusturdugunu ve miktarinin zeytinin bayime doéneminde arttigini, olgunlasma
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doneminde ise giderek azalarak meyve agirliginin %2’ sine dustugunu ortaya
koymaktadir (Yildiz ve Uylaser, 2011). Bu bilesenin; suda ¢dzinebilen fenolik
glukozit yapisinda olup, sofralik zeytin Gretimi sirasinda salamura suyuna ya da

baska bir sivi faza gecebildigi ifade edilmektedir.

OH
OH

Sekil 2.1. Oleuropein’in yapisal formulu (Yildiz ve Uylaser, 2011)

Oleuropeinin neden oldugu acilik, alkali uygulamasi ile ortadan kaldirlabildigi gibi,
enzim ile muamele edilerek ve fermantasyon islemi ile de giderilebilmektedir
(Aponte et al., 2010; Bautista-Gallego et al., 2010, Alves et al., 2012; Tofalo et al.,
2012). Oleuropeini pargalayan enzimin B-glukozidaz oldudu bilinmektedir. -
glukozidaz enziminin oleuropeini glukoz ve oleuropein aglukona pargaladi§i, daha
sonra ise esteraz enzimi etkisi ile hidroksitrisol ve elenolik asitin olustugu ifade
edilmektedir (Yildiz ve Uylaser, 2011) Alkali uygulamasi ile acilik giderme
isleminde ise; oleuropeinin parcalanarak tek asamada hidroksitrisol ve elenolik
asitin olustugu bilinmektedir. Oleuropeinin zeytin meyvesinde bulunmasinin yani
sira, zeytin yapraginda, zeytinyaginda zeytinyagi Uretimi sirasinda ortaya c¢ikan
atiklarda da bulundugu ifade edilmektedir (Yildiz ve Uylaser, 2011; Boskou, 2006).
Ticari olarak Uretilen oleuropeinin ana kaynaginin zeytin yaprag: oldugu
bilinmektedir. Oleuropeinin enzim ve alkali uygulamasi ile hidrolizi sematik olarak
Sekil 2.2.’de gosterilmektedir (Yildiz ve Uylager, 2011)



Oleuropein «——

l B-glukozidaz

Oleuropein aglukon + Glukoz NaOH

l Esteraz

Hidroksitrisol + Elenolik asit——

Sekil 2.2. Oleuropeinin enzim ve alkali uygulamasi ile hidrolizi

Uluslararasi Zeytinyadi Konseyi (IOOC) nin verilerine goére (2004), 2010/2011
doneminde, dinyada yaklasik olarak 2 266 500 ton sofralik zeytin Uretimi
gerceklestiriimistir (Hurtado et al., 2012). IOCC’ nin “sofralik zeytin” tanimina goére
zeytinler, hacmine, sekline, et/cekirdek oranina, et kalinhgina, tadina, sertligine ve
cekirdeginden ayrilma kolayligina gore secilmektedirler. Ayni kaynakta sofralik
zeytinlerin genel olarak renklerine ve isleme sekillerine gore siniflandiriidiklar
belirtiimektedir. Zeytinler isleme sekillerine gore; a) islenmis zeytinler, b) dogal
zeytinler, c) oksidasyon ile karartiimis zeytinler, d) kurutulmus zeytinler, e) 6zel
zeytinler olarak siniflandiriimaktadir (Hurtado et al., 2012). Tark Gida Kodeksi
Sofralik Zeytin Tebligi’ ne gore ise; sofralik zeytinler ham zeytin danelerinin
olgunluk derecelerine, igleme sekillerine ve piyasaya sunug sekillerine gore
siniflandinimaktadirlar (http://www.gkgm.gov.tr/mevzuat/kodeks/2008-24.html) .

Dunya ticaretinde 6nem kazanmis olan U¢ farkli sofralik zeytin ¢esidi oldugu
bilinmektedir. Bunlar; ispanyol tipi, Kaliforniya tipi ve dogal fermente salamura
sofralik zeytin olarak siralanabilmektedir (Bautista-Gallego et al., 2010; Valencic et
al., 2010, Tofalo et al., 2012). ispanyol tipi yesil zeytinin Uretiminde; maksimum
bdylime seviyesine ulagsmis dane yesil zeytinler kullaniimaktadir (Gémez et al.,
2006). Bu tip Uretimde, zeytinlerin hasat sonrasinda segilip siniflandiriidiktan
sonra, oleuropeini uzaklastirip aciligi gidermek igin zeytin varyetesine ve olgunluk
derecesine bagli olarak, 6-15 saat %1.8-2.5 (g/L) lik alkali (NaOH c¢ozeltisi)
uygulamasina tabi tutuldugu belirtiimektedir (Gomez et al., 2006; Aponte et al,
2011). Uygulamada alkali g¢ozeltisinin, zeytin meyvelerinin tamamini kapatmasi
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saglanmaktadir. Alkali g¢ozeltisini uzaklastirmak icin ise; zeytinlerin dnce birkag
kere yikandigi, daha sonra ise; %6-10 oraninda tuz iceren salamurada 20-22°C’
de bir fermantasyon isleminin gergeklestirildigi ifade edilmektedir. Yikama
isleminin zeytindeki alkaliyi uzaklastirmasinin yani sira fermantasyon asamasi igin
gegerli olan sekeri de agiga cikardigi bilinmektedir (Rejano et al., 2010).
Fermantasyon iglemi yaklasik 1.5-2 ay surmektedir (Gémez et al., 2006).
Fermantasyon boyunca salamurada ¢ok cesitli ve degisken mikroorganizmalarin
yer aldiklari belirtimektedir. ispanyol tipi yesil zeytinin Uretiminde;
fermantasyondan asil sorumlu mikroorganizmalarin; laktik asit bakterileri (LAB)
oldugu belirlenmistir (Hurtado et al., 2008; Aponte et al., 2011). Fermantasyonun
baglangicinda ortamda, alkaliyi tolere edebilen mikroorganizmalarin yer alarak
ortam pH’ sin1 disurdukleri; daha sonra ise bu mikroorganizmalarin inhibe olarak
laktobasillerin geligsimlerinin desteklendigini ortaya konulmustur (Rejano et al.
2010). Bunun yani sira laktobasillerin salamuradaki sayilarinin logaritmik olarak
artis gosterdigi de ifade edilmektedir. ispanyol tipi sofralik zeytin
fermantasyonunda Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus pentosus tirlerinin
onemli rol oynadiklari ve homolaktik fermantasyon ile ortam pH’ sini 4.5 e
disurdikleri belirtimektedir (Rejano et al. 2010). ispanyol tipi sofralik zeytin
uretiminde fermantasyon asamasinin, son urindeki tat ve kokunun olusumundan
sorumlu en 6nemli islem basamagi oldugu ifade edilmektedir. Bu tip Uretimde,
fermantasyon isleminden sonra zeytinlerin segilerek buyuklUklerine goére
siniflandiridigi belirtilmektedir. ispanyol tipi sofralik zeytin Uretimine ait akim

semasi Sekil 2.3’ de yer almaktadir.

Kaliforniya tipi siyah zeytin Uretiminde dane sari-yesil zeytin kullaniimakta, acilik
giderme ve siyahlastirma islemi ise alkali uygulamasi ile gergeklestiriimektedir.
Ulkemizde Kaliforniya tipi siyah zeytin Uretimi igcin Memecik gesidi zeytinin
kullanildi§i ifade edilmektedir (Tokusoglu, 2010). Bu tip zeytin Uretiminde, alkali
uygulamasi sirasinda %0.5-2.0 oraninda NaOH ¢o6zeltisinin  kullanildigi
belirtimektedir. Zeytinler kisa surelerle, U¢ defa NaOH ile muamele edilmekte ve
her kostik uygulamasindan sonra salamura pH’ si 7-8 olana kadar zeytinler saf
suda ya da seyreltik tuzlu suda bekletiimektedirler. Birinci alkali uygulamasinda

kostik oraninin %2, ikinci uygulamada %1.0-1.5, Gg¢lUncl uygulamada ise; %0.5-



1.0 oldugu ve iglem suresinin yaklasik; 5-9 gun sudrdugu ifade edilmektedir
(Tokusoglu, 2010).

Zeytin Hasadi
Taélma
Se¢me, Ayirma, Temizleme
Alkali (NaOH) Uygulamasi
Yikama
Salamura Uygulamasi
Fermantasyon
Uriin Koruma Ydntemlerinin Uygulanmasi
Siniflandirma
Boyutlarina Ayirma

v v
Batln Zeytin Cekirdek Cikarma

\

Doldurma (istege Bagh)
Ambalajlama «———!

Sekil 2.3. ispanyol tipi sofralik zeytin Gretim akim semasi

Suda bekletme islemi sirasinda ise, sisteme hava girisi yapilarak zeytinin
siyahlastiriimasinin saglandigi da belirtiimektedir. Son yilkama suyuna hidroklorik
asit (HCI) eklenerek ortam pH’ sinin 7-8 e ayarlanmasinin kolaylastinldigi
bilinmektedir. Ancak, ortama asit ilave edilmesinin zeytinin renginin agilmasina
neden oldugu, zeytinin kendine 6zgu siyah rengine ulagmasi i¢in ortama demir
glukonat ve demir laktat ilave edildigi de rapor edilmektedir. Kaliforniya tipi siyah
zeytin uretiminde fermantasyon igleminin bulunmadigi; Urinin konservelenerek
Isil igslemle ve salamura suyuna eklenen laktik asit, asetik asit, sodyum benzoat, ve
sorbat gibi ¢esitli koruyucu maddelerle korundugu bilinmektedir. Salamuradaki tuz
oraninin ortalama %2.5, en fazla %3 oldugu bilinmektedir. Kaliforniya tipi sofralik

zeytin Uretimine ait akim semasi Sekil 2.4’ de yer almaktadir (Tokusoglu, 2010)
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Zeytin Hasadi

\

Tasima
Kalibrasyon
Segme, Ayirma, Temizleme
Yikama
1.Kostikleme ve Hava Verme
Yikama
2.Kostikleme
Yikama
3.Kostikleme
Yikama
Salamuraya Hava Verme

Ambalajlama

v

Sterilizasyon

Sekil 2.4. Kaliforniya tipi sofralik zeytin Gretim akim semasi

Dogal fermente salamura sofralik siyah zeytin Uretiminde ise, zeytinler elle
toplanarak yikama islemine tabi tutulmaktadirlar. Yikama isleminden sonra ise
icerisinde, %8-10 oraninda tuz igeren salamura suyu bulunan tanklarda, hava ile
temaslari kesilerek, dogal fermantasyona birakiimaktadirlar. Fermantasyon
isleminin, zeytin gesidi ve fermantasyon ortamina bagl olarak yaklasik, 3-9 ay
surdigu ve bu slregte aciligin yavas yavas ve kismen giderildigi belirtiimektedir.
Son urunde ise bir miktar aci tadin varhgini korudugu bilinmektedir. Fermantasyon
islemi tamamlandiktan sonra sofralik zeytine 6zgl siyah rengin olusmasi igin 2-3
gln havalandirma igleminin uygulandidi; bazen de %0.1’ lik demir glukonat ya da
laktat ilave edilerek koyu siyah rengin saglandigi ifade edilmektedir. Son asamada
ise zeytinlerin %8 oraninda tuz igeren taze salamura ile birlikte paketlendikleri
belirtimektedir (Rejano et al, 2010). Dogal fermente sofralik zeytin Uretimine ait
akim semasi Sekil 2.5’ de yer almaktadir (Rejano et al, 2010). Dogal fermente
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salamura siyah zeytin Uretiminin, dunyadaki sofralik zeytin Uretiminin; %30’ unu
kapsamakta oldugu ve yaygin olarak Yunanistan’ da Uretilmekle beraber Turkiye,
Suriye, Urdiin, Libnan ve Kibris’ ta bu tip tretimin yapildi§i rapor edilmektedir
(Rejano et al, 2010).

Zeytin Hasati (El ile)
Tasima
Se¢me, Ayirma, Temizleme

Salamura ilavesi
Fermantasyon

(Havalandirma)

(Demir Glukonat/Laktat ile Muamele)

Ambalajlama

Sekil 2.5. Dogal fermente sofralik zeytin Gretim akim semasi

Dogal fermente sofralik zeytin Uretiminde fermantasyon basamaginin, zeytine
0zgu organoleptik 6zelliklerin olusmasi ve ortam pH’ sinin duserek istenmeyen
mikroorganizmalarin ~ Uremelerinin ~ dnlenmesi  agisindan  6nemli  oldugu
bilinmektedir. Yapilan cesitli galismalara gore, dogal fermente sofralik salamura
siyah zeytin Uretiminde, fermantasyon asamasinda ortamda bulunan
mikroorganizmalar cesitlilik gostermektedirler (Kotzekidou, 1997; Panagou et al.,
2002; Coton et al., 2006; Hernandez et al., 2007; Arroyo-Lépez et al., 2008;
Hurtado et al, 2008; Pereira et al., 2008.; Bautista-Gallego et al., 2010; Romo-
Sanches et al., 2010; Abriouel et al., 2011; Aponte et al., 2011; Alves et al., 2012).
Bu mikroorganizmalardan biri olan mayalarin, fermantasyon boyunca aktivitelerini
surdurdukleri; bunun yani sira fermantasyonunun ilk asamalarinda Bacillus ve
Clostridium turlerinin de baskin olduklari belirlenmistir (Alves et al., 2012). LAB’ nin
fermantasyon ortamindaki varliklarinin, salamuradaki tuz derigsimine ve kullanilan
zeytin varyetesinin polifenol igeriklerine goére farkhlik gosterebildigi de ifade
edilmektedir. Yapilan c¢alismalara gore, Oncelikli olarak Leuconostoc
mesenteroides ve Pediococcus cerevisiae turleri, sonrasinda ise L. plantarum ve

Lactobacillus brevis tirleri fermantasyonda yer almaktadirlar (Kotzekidou, 1997,
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Kanavouras et al., 2005). Urlinin son pH 1 3.8-4.00 e ulastiginda ise,
fermantasyon ortaminda mayalarin baskin hale geldikleri belirtiimektedir.
Mayalarin zeytinin dogal fermantasyonu sirasinda kritik bir role sahip olduklari
bilinmektedir. Bunun nedeninin, laktik asit Gretimi sonucu ortam pH’ sinin dismesi
ve salamurada bulunan toksik fenolik bilesenler nedeni ile LAB’ nin inhibe olmasi

olarak agiklanmaktadir (Mucilli et al., 2011).

Mayalarin ylzyillar boyu fermente ekmek, peynir, zeytin, sarap, bira ve tursu gibi
gida maddelerinin dretimlerinde 6nemli bir yere sahip olduklar bilinmektedir.
Mayalar igerisinde, son Urunun kalitesini olumlu yonde etkileyen turler “teknolojik
flora”, olumsuz yonde etkileyen tlrler ise; “bozucu flora” olarak
adlandiriimaktadirlar. Endlstride, ekmek, peynir, sarap ve bira gibi bazi fermente
gidalarin uretiminde secilmis teknolojik suslarin starter kultir olarak kullanildiklari
bilinirken, sofralik zeytin ve tursu gibi fermente gidalarin Uretiminde endojen
floradan vyararlanildigi, ve fermantasyon isleminin dogal olarak, kendiliginden
gerceklestigi bilinmektedir (Coton et al., 2006). Gida maddesine herhangi bir
teknolojik sus ilave edilmeden, ¢evre kosullarina ve gidanin bilesimine bagli olarak
baskin hale gelen ve canliliklarini strdurebilen endojen suslarin gergeklestirmis

olduklari fermantasyon islemine “dogal fermantasyon” adi verilmektedir.

Tum canh hucrelerin, gereksinimlerini saglamalari i¢in enerjiye ihtiyaclari oldugu
ve oksijenli ortamda organik molekulleri Adenozin Tri Fosfat (ATP) vye
donustlurerek enerji Urettikleri bilinmektedir. Oksijenin olmadidi ortamlarda ise
glikolizden sonra fermantasyon islemi gercekleserek, ATP uretiimektedir
(Dickinson and Kruckeberg, 2006).

Dogal fermente sofralik zeytin Uretiminde, laktik ve alkolik fermantasyonlarin
gerceklestigi ifade edilmektedir (Randazzo et al., 2010). Laktik asit
fermantasyonunun basta laktobasiller olmak Uzere Leuconostoc ve Pediococcus
cinslerinde yer alan LAB’ i tarafindan gercgeklestirildigi belirtimektedir. LAB’ nin
turne bagh olarak laktik asit fermantasyonunu homofermantatif ve/veya
heterofermantatif olarak gergeklestirdigi  bilinmektedir (Tokusoglu, 2010).
Homofermantatif laktik asit fermantasyonunda son urin olarak sadece laktik asit,

heterofermantatif laktik asit fermantasyonunda ise laktik asitin yanisira etil alkol,
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asetik asit, formik asit ve karbondioksit meydana gelmektedir. Sofralik zeytin
fermantasyonunun sonrasinda salamurada bulunan baglica metabolik UGranlerin
sitrik, tartarik, malik, sUksinik, laktik ve asetik asit olduklari ve bu urlnlerin ortam

pH’ sini dusurdukleri belirtimektedir (Tassaou et al., 2002).

Yapilan cgesitli ¢calismalarda, farkli dogal fermente sofralik zeytin c¢esitlerinden
degisik turlerde mayalar izole edildigi rapor edilmektedir (Kotzekidou, 1997;
Panagou et al., 2002; Hernandez et al., 2007; Arroyo-Lopez et al., 2008; Hurtado
et al, 2008; Pereira et al., 2008.; Coton et al., 2006; Bautista-Gallego et al., 2010;
Romo-Sanches et al., 2010; Abriouel et al., 2011; Aponte et al., 2011; Alves et al.,
2012). Fermantasyon ortamina ait endojen maya florasinin; zeytin meyvesine,
kullanillan suya, salamuraya, ortam pH’ sina, zeytin dokusundan salamuraya
gecgen besin miktarina, zeytin ylzeyinin yapisina, salamuradaki fenolik bilesenler
ve organik asitler gibi antimikrobiyel maddelerin miktarina, sicakliga, fermantasyon
tanklarina/havuzlarina ve genel olarak kullanilan alet ve ekipmanlara baglh olarak
degisiklik gosterebildigi ifade edilmektedir (Rejano et al., 2010; Tassaou et al.,
2002).

Mucilli et al. (2011) tarafindan yapilan bir calismada, hasat edilen yesil zeytinler 10
L kapasitedeki fermantasyon kaplarinda %8 oraninda tuz igeren salamura ile
birlikte, 20°C’ de dogal fermantasyona birakilmiglardir. Arastirmada;
fermantasyonun 7, 15, 30, 60, 90, 120, 150 ve 180. gunlerinde salamura 6rnekleri
alinmis ve maya izolasyonu gergeklestiriimistir. Calismada, izole edilen mayalar
Kesim Pargasi Uzunlugu Cesitliligi-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RFLP-PZR), dizi
analizi ve Denature Jel Elektroforezi-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (DGGE-PZR)
yontemleri kullanilarak tanimlanmiglardir. Tanimlama sonucunda fermantasyon
ortaminda, Saccharomyces cerevisiae, Wickerhamomyces anomalus, Candida

diddensiae ve Issatchenkia orientalis turi mayalarin yer aldiklari belirlenmigtir.

Alves et al. (2012) tarafindan yapilan baska bir ¢calismaya gore, Manzanilla tirine
ait yesil zeytinler el ile toplanmis ve fabrika ortaminda, %6-12’ lik salamura igceren
iki ayri tankta, oda sicakhginda, 52 gin boyunca dogal fermantasyona
birakilmiglardir. Calismada; fermantasyon boyunca aseptik kosullar altinda

tanklardan 6rneklerin alindigi ve laboratuvara gonderildikleri daha sonra ise maya
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sayimi, izolasyonu ve RFLP-PZR yontemi kullanilarak tanimlamalarin yapildigi
belirtilmistir. Gergeklestirilen tanimlamalar sonucunda, 108 izolatin %59.6’ sinin
Zygotorulaspora mrakii, %11.9’ unun S. cerevisiae ve %9.2’ sinin ise Cyteromyces
matritensis oldugu belirlenmistir. Ayni calismada tanimlanan diger maya turlerinin
ise; Aureobasidium pullulans, Candida boidinii, Candida diddensiae, Candida

oleophila ve Rhodotorula mucilaginosa olduklari saptanmistir.

Arroyo-Lopez et al. (2006) tarafindan yapilan bir baska arastirmada ise; siyah
zeytinler aerobik ve anaerobik kosullar altinda, farkh tanklarda fermantasyona
birakilmiglar ve 16. gune kadar her gun tanklardan salamura ornekleri alinmigtir.
Yapilan calismada, elde edilen toplam 25 adet maya izolati biyokimyasal ve
molekuler yontemler kullanilarak tanimlanmislardir.  Aerobik kosullar altinda
gerceklestiriien fermantasyon ortamindan alinan salamura o6rneklerinde;
Geotrichum candidum, C. boidinii, Hanseniaspora guilliermondii ve Rhodotorlla
glutinis tdrlerinin; anaerobik kosullar altinda gercgeklestirilen fermantasyon
ortamindan alinan salamura o6rneklerinde ise; S. cerevisiae, C. boidinii, H.
guilliermondii, R. gulitinis, Dekkera bruxellensis ve Rhodotorula graminis turlerinin

izole edildikleri belirtilmigtir.

2008 yilinda ispanya’ da yapilan bir calismada; lilkeye 6zgli zeytinlerin dogal
fermantasyonlarinin ilk 3.5 ayi1 boyunca her 3-4 gunde bir; daha sonra ise 35-40
gunde bir fermantasyon ortamindan 6rneklerin alindigi ve bu érneklerin mikrobiyel
populasyonlarinin incelendigi ifade edilmistir (Hurtado et al, 2008). Alnan
orneklerdeki mayalarin tanimlanmalarinin ise; RFLP-PZR yodntemi kullanilarak
yapildigi belirtiimistir. Buna goére yapilan calismada zeytin 6rneklerinden izole
edilen mayalarin; C. diddensiae, C. boidinii, Pichia kluyveri, Candida
membranifaciens, Pichia anomala, Pichia membranifaciens, R. gulitinis,
Kluyveromyces lactis, Pichia rhodanesis, Pichia minuta, Candida aasei, C.

parapsilosis turlerine ait olduklar bildirilmigtir.

Romo-Sanchez et al. (2010) tarafindan yapilan bir calismada, ispanya’ nin Castilla
La Mancha bdlgesinde bulunan 10 Ureticiden Arbequina ve Cornicabra
varyetelerine ait tane zeytin ve zeytin numunelerinin alindigir ve alinan

numunelerden maya izolasyonu ve tanimlamalarinin yapildigi ifade edilmigstir. Elde
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edilen 108 adet izolatin RFLP-PZR yontemi kullanilarak tanimlandiklari
belirtiimistir. Yapilan s6z konusu cgalismaya gore tane zeytin ve zeytin ezmesi
orneklerinden Pichia carribica, Pichia missisippiensis, C. diddensiae, Lachancea
thermotolerans, Kluyveromyces thermotolerans, Zygosaccharomyces fermentati,
Pichia holstii, S. cerevisiae, Saccharomyces rosinii, Torulaspora delbrueckii,
Zygosaccharomyces florentinus, Candida thermophila tlrlerinin izole edildikleri

rapor edilmigtir.

Yapilan bazi galismalara gore, sofralik zeytinden siklikla izole edilen maya turleri;
P. anomala, P. membranifaciens, C. boidinii, D. hansenii, R. glutinis ve S.
cerevisiae olarak siralanmaktadir (Rodriguez-Gémez et al., 2010; Tofalo et al.,
2012). Bu turler arasinda P. anomala’ nin hemen hemen butln zeytin gesitlerinden
izole edildigi ifade edilmektedir (Tofalo et al., 2012). Bu tirin zeytin
fermantasyonunda baslica maya olarak yer almasinin yani sira, Grunde gaz
olusumuna ve yumusamaya da neden oldugu belirtiimektedir. Ayrica bu tarin S.
cerevisiae turlu ile birlikte siyah zeytinlerin dogal fermantasyonlari sirasinda
“alambrado” bozulmasina neden oldugu ifade edilmektedir. Bunun yani sira, P.
anomala turlerinin Kkiller toksin Uretebildikleri icin sofralik zeytin Uretiminde
biyokontrol ajani olarak kullanilabilecekleri, biyoaktif antioksidan maddeler
urettikleri icin ise, zeytinyagi bilesenlerinin oksidasyonunu engelledikleri ve insan

saghgina yarar sagladiklari da belirtiimektedir (Tofalo et al., 2012).

R. glutinis, zeytinde yumusamaya neden olan pembe renkli bir maya turG olarak
tanimlanmaktadir. Bu turin zeytinin yuzeyinden siklikla izole edilebilecedi ve
fermantasyon icin gerekli olan bilesenleri zeytinden salamuraya gegisini
saglayabilecegi dusunulmektedir (Hurtdao et al., 2008). Zeytin fermantasyon
ortamlarinda rastlanan P. membranifaciens tirunun ise, esteraz enzimi aktivitesine
sahip oldugu ve bu 06zelligi ile de sofralik zeytine 6zgl tat ve koku maddelerinin
olusmasina yardimci oldugu bilinmektedir. Bu turin ayrica, Kkiller 06zellik
tasiyabildigi ve katalaz aktivitesine sahip oldugu, B-kompleks vitaminler Ureterek
LAB’ nin gelisimini destekledigi ve ozmofilik bir tur olmasi nedeni ile de
fermantasyon boyunca zeytin salamurasinda canhligini  sUrduarebildigi
belirlenmistir. Zeytin fermantasyonlarinda sik¢a rastlanan S. cerevisiae’ nin ise,

lipaz aktivitesine sahip oldugu, katalaz enzimi Ureterek zeytinde acilagsmayi
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onledigi, antimikrobiyel aktiviteye sahip oldugu ve B-kompleks vitaminleri Urettigi

yapilan bazi ¢calismalar ile ortaya konulmustur (Silva et al., 2011).

Sofralik zeytin Uretiminde mayalarin istenen; son Urlinin organoleptik 6zelliklerini
olumlu yonde etkileyen rollerinin oldugu gibi, istenmeyen; urun kalitesini olumsuz
yonde etkileyen rollerinin de oldugu bilinmektedir. Cizelge 2.1 ’de sofralik
zeytinlerin dogal fermantasyonlarinda yer alan mayalarin istenen ve istenmeyen
bazi teknolojik 6zellikleri veriimektedir (Hernandez et al., 2007; Arroyo- Lopez et
al., 2008; Bevilacqua et al., 2009; Bautista-Gallego et al., 2010, Tassaou et al.,
2002). Gunumuzde mayalarin sofralik zeytin uretimine etkileri ile ilgili halen
bilinmeyen bir ¢cok nokta mevcut olup, bu konudaki ¢alismalar glinimuzde de

yogun olarak devam etmektedir.

Cizelge 2.1. Dogal fermente sofralik zeytin fermantasyonunda yer alan mayalarin bazi

teknolojik 6zellikleri

istenen teknolojik dzellikler istenmeyen teknolojik dzellikler
Lipolitik aktivite Polisakkaritleri parcalama
Katalaz aktivitesi Gaz olusturma

Killer aktivite Zar olusturma

LAB’ nin geligsimini destekleme
Antimikrobiyel aktivite
Oleuropeini parcalayabilme
YUksek tuz derisimine dayanikhlik

Antioksidan madde uretme ozelligi

Mayalarin olumsuz etkilerinin hem sofralik zeytinin Gretimi esnasinda, hem de bu
zeytinlerin paketlenmelerinin sonrasinda ortaya ¢ikabildigi belirtimektedir (Arroyo-
Lopez, 2008; Bautista-Gallego et al., 2010). Bu mikroorganizmalarin olumsuz

etkilerini dnlemek icin Uretim esnasinda laktik asit ilavesi, pH ve tuz derisiminin
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kontrol altinda tutulmasi; paketlenmis Urtine koruyucu katki maddelerinin ilavesi ve

Isil iglem gibi uygulamalar yapilmaktadir (Hernandez et al., 2007).

Zeytindeki tuz orani salamura ile denge halindeyken %8 ’in Uzerine ¢iktiginda
mayalarin gelismeleri igin uygun bir ortam olugsmakta ve mayalar laktik asit
bakterilerine karsi baskin hale gelmektedirler (Yurtsever, 2006; Tassaou et al.,
2002). Ayrica alkali uygulamasinin yapilmadigi dogal fermente sofralik zeytin
uretiminde ise, zeytinde bulunan fenolik bilesenlerin LAB" ni inhibe ettikleri
belirlenmistir (Bautista-Gallego et al., 2010). Mayalarin baskin hale geldigi bu gibi
durumlarda, dusuk laktik asit Uretiminin gerceklesebildigi ve bu nedenle de zeytinin
karakteristik tadinin olusamadigi ve raf dmranidn kisaldi§i ifade edilmektedir
(Panagou et al., 2002). Maya sayisinin; 7 log (kob/mL)’ nin Gzerine ulastiginda ise;
CO2 duretiminin arttigi ve bunun da zeytinin pargalanmasina neden oldugu
belirtiimektedir (Tassaou et al., 2002). S. cerevisiae, S. kluyveri ve P. anomala
turlerinin gaz olusumuna neden olabildikleri bilinmektedir (Hernandez et al., 2007).
CO2 Uretiminin, paketlenmis sofralik zeytinlerde sizintiya, salamura suyunda
bulanikliga, kotu tat ve kokuya neden oldugu ifade edilmektedir (Arroyo-Lopez et
al., 2008). Yapilan bir calismada S. cerevisiae ve P. anomala tirlerinin CO2 gazi
ureterek, paketlenmis zeytinde bozulmaya neden olduklari belirlenmistir.
Zeytinlerde bozulmaya neden olan mayalarin patojen 0Ozellikte olmadiklari

bilinmektedir (Arroyo-Lépez et al., 2008).

Mayalarin bir diger istenmeyen 6zelliklerinin ise; polisakkarolitik aktiviteleri oldugu
belirtiimektedir. Mayalarin  pektinolitik enzimler, pektin metilesteraz, ve
poligalakturanaz gibi cesitli enzimler Uureterek zeytinin hucre duvarindaki
polisakkaritleri pargaladiklari ve zeytinde yumusamaya neden olduklari
bilinmektedir (Tassaou et al., 2002). Zeytinlerde sikga rastlanan Rhodotorulla
minuta ve D. hansenii turlerinin polisakkarolitik 6zellikleri, yapilan c¢alismalarla
belirlenmistir. Ayrica R. glutinis, R. minuta, Rhodotorula rubra turlerinin salamura
suyunda zar olusturabildikleri ve poligalaturanaz enzimleri Greterek yumusamaya
neden olabildikleri de ifade edilmektedir (Arroyo-Lopez et al., 2008). Silva et al.,
(2011) tarafindan yapilan bir galismada zeytinin dogal fermantasyonu sirasinda
salamuradan belli araliklarla izole ettikleri P. membranifaciens, C. oleophila, S.

cerevisiae, Pichia fermentas, C. boidinii, T. delbrueckii ve Candida citrea turlerinin
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pektinaz enzimi Uretmediklerini ve bu nedenle de zeytinlerde yumusamaya neden
olmadiklarini belirlemiglerdir. Boutisto-Gallego et al., (2010) tarafindan yapilan
bagka bir arastirmada ise; ispanya’ ya 6zgi Alorena, Gordal ve Manzanilla
varyetelerine ait zeytin Oorneklerinden izole edilen C. diddensiae, P.
membranifaciens, D. hansenii, Candida tropicalis, Pichia galeiformis, Kly. lactis,
Candida sorbosivorans, H. guilliermondii, W. anomalus, Candida thaimueangensis
ve C. boidinii turlerinin higbirinde ksilinaz aktivitesi tespit edilemedigi rapor
edilmistir. italya’ da yapilan bir calismada, Bella Di Cerignola varyetesinden izole
edilen C. famata, C. guilliermondii ve R. mucilaginosa turlerinin tamaminin dusuk
pektolitik aktiviteye sahip olduklari fakat higbirisinin ksilinaz enzimi Gretemedigi

belirlenmistir (Bevilacqua et al., 2009).

Yapilan gesitli calismalar, mayalarin zeytin fermantasyonunda kritik bir rol
oynadiklarini ve bir cok olumlu etkilerinin oldugunu ortaya koymaktadir (Psani and
Kotzekidou, 2006; Arroyo-Lopez et al., 2008; Alves et al., 2012). Bu olumlu etkiler
arasinda; mayalarin zeytinin tat, koku ve yapi olusumuna oOnemli katkilari,
antioksidan ve antimikrobiyel Ozellikteki bazi maddeleri sentezleyebilmeleri
oleuropeini pargcalamalari, fermantasyonda yer almalari, Kkiller aktivite
gOsterebilmeleri, laktik asit bakterilerinin geligsimlerini olumlu yonde etkilemeleri yer

almaktadir.

Mayalarin zeytin fermantasyonu sonucunda asetik asit, suksinik asit, formik asit,
etanol, metanol ve dusik miktarda asetaldehit Urettikleri disunulmektedir
(Hernandez et al.,, 2007; Arroyo-Lépez et al.,, 2008; Alves et al., 2012). Bu
bilesenlerin zeytinin tat, koku ve yapi olusumlarinda énemli rol oynadiklari
bilinmektedir. Mayalarin sahip olduklari esteraz ve lipaz aktivitelerinin aroma
bilesenlerinin  olusumu agisindan o6nemli bir teknolojik 6zellik oldugu
vurgulanmaktadir (Silva et al., 2011). Bazi mayalardaki yuksek lipaz aktivitesinin
ise, oksidasyona neden olabildigi ve bunun sonucunda ise; acilasmanin meydana
gelip zeytinin organoleptik dzelliklerinin olumsuz etkilendigi belirtimektedir (Tassou
et al., 2002). Hernandez et al., (2007) tarafindan mayalarin lipaz ve esteraz
aktiviteleri ile ilgili yapilan bir galismada, yesil sofralik zeytinden izole edilmis
turlerin gogunda, esteraz aktivitesi belirlenirken sadece birkaginda lipaz aktivitesi

oldugu belirlenmigtir. Rodriguez-Gomez et al. (2010) tarafindan yapilan bir

19



calismada ise; C. boidinii’ nin ylksek lipaz aktivitesine sahip oldugu ortaya
konulmustur. Ayrica zeytin fermantasyon ortamlarinda siklikla rastlanan; T.
delbrueckii ve D. hansenii tdrlerinin lipolitik aktiviteye sahip olduklari da
belirtiimektedir (Psani and Kotzekidou, 2006).

Portekiz’ de yapilan bir baska calismada ise, dogal fermente sofralik zeytin
salamurasindan belirli araliklarla izole edilen maya suslarinin lipaz ve esteraz
aktiviteleri incelenmis ve P. membranaefaciens, C. oleophila, P. fermentas ve C.
citrea turlerinin esteraz aktivitesine; S. cerevisiae turindn ise lipaz aktivitesine

sahip oldugu belirlenmistir (Silva et al., 2011).

Rodriguez-Goémez et al. (2010) tarafindan yapilan baska bir arastirmada ispanya’
ya 0Ozgu; Hojiblanca ve Manzanilla zeytin varyetelerinin U¢ ay suren
fermantasyonlari sirasinda izole edilen maya suslari tanimlanmis ve tanimlanan
maya suslarinin lipolitik aktiviteleri arastirilmistir. S6z konusu c¢alismada, izole
edilen S. cerevisiae, C. boidinii, P. galeiformis ve P. membranifaciens turleri
arasinda C. boidinii’ nin yUksek lipolitik aktiviteye sahip oldugu, P.

membranifaciens’ in ise dusuk lipolitik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.

Yapilan bir bagska calismada ise, ispanya’ ya 6zgii Alorena, Gordal, Manzanilla
varyetelerine ait siyah zeytinlerin dogal fermantasyon ortamlarindan izole edilen
W. anomalus, C. sorbosivorans ve C. boidinii tarlerinin lipolitik aktiviteye, C.
diddensiae, P. membranaefaciens, D. hansenii, C. tropicalis, P. galeiformis, W.
anomalus, C. thaimueangensis ve C. boidinii tUrlerinin ise; esteraz aktivitesine
sahip olduklari belirtimektedir (Bautisto-Gallego et al., 2011). italya’ da 2009
yiinda yapilan bir diger calismada ise; Bella Di Cerignola varyetesine ait
zeytinlerin fermantasyonlarinin 4, 14, 21, 28 ve 35. gunlerinde alinan zeytin
orneklerinden izole edilen C. famata, C. guilliermondii ve R. mucilaginosa turlerinin

lipolitik aktiviteye sahip olduklari belirlenmistir (Bevilacqua et al.,2009).

Sofralik zeytinlerden izole edilen bazi mayalarin antioksidan Ozellikteki biyoaktif
bilesenleri sentezleyebildikleri ifade edilmektedir (Arroyo-Lépez et al., 2008). Bazi
Saccharomyces ve Candida turlerinin antioksidan 6zellikteki karetenoid, tokoferol,

sitrik asit ve glutation Urettikleri bildirilmektedir. Bu antioksidan maddelerin zeytinin
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bozulmasini engelledikleri bilindigi gibi, insan saghgina olumlu etkileri de

vurgulanmaktadir.

Dogal fermente sofralik zeytin Uretiminde, zeytinde aciliga neden olan oleuropein
maddesinin alkali uygulamasi ile degil, salamurada yer alan mikroorganizmalarin
urettikleri enzimlerle parcalandigi belirtiimektedir. Bu nedenle, mayalarin zeytinde
acihga neden olan oleuropeini hidrolize edebilme &zellikleri Gnem kazanmaktadir.
Ayrica, oleuropeinin fermantasyonda yer alan LAB’ nin gelisimini engelledigi, boyle
bir durumda ise yeterli laktik asit Uretiminin engellenerek, salamura asitliginin
guvenli duzeye ulasamadigi ifade edilmektedir. Oleuropeinin hidrolizinin ortam pH’
sina ve mikroorganizmalarin B-glukozidaz aktivitesine bagli olarak degisebildigi
bilinmektedir (Psani and Kotzekidou, 2006).

Psani and Kotzekidou (2006) tarafindan yapilan bir ¢galismada, izole edilen 15 D.
hansenii ve 32 T. delbrueckii susunun tamaminin, %0,1 derisimindeki oleuropeini
hidrolize edebildikleri bildirilmistir. Silva et al. (2011) tarafindan yapilan bir
calismada, zeytin salamurasindan izole edilen C. oleophila turinin 9%0.1
derisimindeki oleuropeini pargalayabilme 06zelligine sahip oldugu belirlenmistir.
Oleuropeini pargalayan enzimin B-glukosidaz enzimi oldugu bilinmektedir.
Boutisto-Gallego et al. (2011) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada ise; C.
diddensiae, W. anomalus, Debaryomyces etchelsii, Kly. lactis, C. sorbosivorans,

H. guilliermondii tirlerinin, B-glukosidaz aktivitesine sahip olduklari belirtiimistir.

Dogal sofralik zeytin fermantasyonunda LAB’ nin énemli bir yere sahip olduklari
bilinmektedir. Ozellikle fermantasyonun ilk asamalarinda zeytinlerin uzun sureli
muhafazasi i¢in, LAB’ nin fermantasyonda yer alarak laktik asit Uretmeleri ve
ortam pH’ sini dugtrmeleri gerekmektedir. Yapilan son ¢alismalar mayalarin, bazi
sofralik zeytin tiplerinin Gretimleri sirasinda laktik asit bakterilerinin gelismelerini
arttirdiklarini gostermektedir. Bazi maya turlerinin vitamin, aminoasit ve purinleri
sentezleyerek, kompleks karbonhidratlari pargalayarak laktik asit bakterileri igin
optimum gelisme ortami sagladiklar ifade edilmektedir (Arroyo-Lopez et al.,
2008). Tsapatsaris and Kotzekidou (2004) tarafindan gergeklestirilen bir
calismada; 48 saat Oncesinde D. hansenii ile inokule edilmis zeytin

salamurasinda, L. plantarum gelisiminin arttigi belirlenmistir. Buna bagl olarak da
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laktik asit miktarinda hafif bir artis oldugu belirtiimektedir. Mayalarin B-kompleks
vitaminleri, amino asitler ve purinler Ureterek LAB’ nin gelismeleri ve uremeleri igin
gerekli bilesenleri sagladiklari ve bir gok maya tlrinin B vitamini Uretebildigi ifade
edilmektedir. Silva et al. (2011) tarafindan yapilan bir c¢alismada, P.
membranafaciens turinin; B1, B2, B3, B5, B6, B8, B9 ve B12 vitaminlerini, C.
oleophila turinun; B1, B2, B3, B5, B6 ve B9 vitaminlerini, S. cerevisiae tlrunin;
B2, B3, B6 ve B9 vitaminlerini, P. fermentas turinin ise; B2, B5 ve B8

vitaminlerini sentezleyebildikleri belirlenmistir.

Bazi maya turlerinin sahip olduklari killer aktivite nedeni ile, biyokontrol ajani
olarak kullaniimalari éneriimektedir (izgl et al., 2006). Killer aktiviteye sahip olan
mayalar (K+) toksik ozellikte proteinler ve glukoproteinler Uretmektedirler. Bu
toksinler, duyarli maya ve bakteriler icin dldurtcu etki gostermektedirler (Psani and
Kotzekidou, 2006). Killer aktivitenin Saccharomyces, Candida, Hansenula, Pichia,
Debaryomyces, Ustilago, Cryptococcus, Metschnikowia, Williopsis,
Kluyveromyces ve Zygosaccharomyces cinsleri arasinda yaygin bir 6zellik oldugu
ifade edilmektedir (izgl et al., 2006). Killer suslarin kendi Urettikleri killer toksinlere
kargi dayanikli olduklari, fakat diger killer toksinlere karsi duyarl olabilecekleri
bilinmektedir. Onceki yillarda mayalarin, goésterdikleri killer ve killer toksine
dayaniklihk o6zelliklerine goére, 11 farkh grupta (K1-K11) siniflandiriidiklari
belirtiimektedir (izgu et. a., 2006). Killer toksinlerin bu toksinlere duyarli hicreler
uzerine farkh etkilerinin oldugu dusunulmektedir. Bunlardan bir tanesinin; Kkiller
toksinlerin hiicre duvarinin ana bilesenlerinden biri olan (-1,3-glukan sentezini
engelledigi ve sitoplazmik membrandan iyon c¢ikisina sebep oldugu seklinde
aciklanmaktadir. Bazi durumlarda ise, Killer toksinlerin DNA sentezini ve
tomurcuklanma doéngusini durduklari ya da hucreleri G1 fazinda biraktiklar: ifade
edilmektedir. Endustride killer 6zellik tagsiyan maya suglarinin, istenmeyen ve
bozulmaya neden olan suslar ile mucadele etmek amagl olarak kullanilabilecegi
disinilmektedir (izgli et al., 2006). Bazi suslarinin killer 6zellikte olduklari
belirlenen D. hansenii, P. anomala, Kluyveromyces marxianus, P. guilliermondii ve
P. membranaefaciens gibi turlerin sofralik zeytin Uretiminde biyokontrol ajani
olarak kullaniimasi ile, tuz ve koruyucu madde kullaniminin azalacagi ve LAB
gelisiminin desteklenecegi 6ne surllmektedir (Hernandez et al., 2007; Arroyo-
Lopez et al., 2008). Hernandez et al. (2007) tarafindan Portekiz’ de yapilan bir
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calismada; yedi farkl Ureticiden alinan, alkali uygulanmadan Uretilmis sofralik yesil
zeytinlerden izole edilen, 74 maya susunun killer aktivitelerinin farkli pH (3.5-8.5)
ve tuz (%5-8) derisimlerinde test edildigi ifade edilmistir. Yapilan bu arastirmada
killer aktiviteye sahip mayalara duyarli olduklari bilinen; S. cerevisiae EX33,
EX73R ve MNN9 suslari ile, killer aktiviteye sahip olduklari bilinen S. cerevisiae
JCR2, EX85, GY-2-3a ve Williopsis saturnus HM22 suslarinin referans olarak
kullanildigi belirtilmistir. Denenen farkli pH degerlerinde en ylksek killer aktiviteye
Debaryomyces suslarinin, en dusuk killer aktiviteye ise; Candida suslarinin sahip
olduklari belirlenmigtir. Test edilen farkli tuz derigsimlerinde ise; Debaryomyces
suslarinin denenen tum derigsimlerde killer aktivite gOsterebildikleri ortaya
konulmustur. Silva et al. (2011) tarafindan yapilan bir baska calismada ise; C.
oleophila, P. membranafaciens, P. fermentas ve S. cerevisiae turlerinin killer

aktiviteye sahip olduklar belirlenmisgtir.

Dogal =zeytin fermantasyonlarinda, mayalarin yuksek tuz derisimlerine
dayanikliliklarinin, istenen bir diger olumlu 6zellik oldugu ifade edilmektedir. Dogal
fermente sofralik zeytin uretiminde salamuradaki tuz ylzdesinin ortalama %8-12
arasinda oldugu bilinmektedir. Silva et al. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
zeytin orneklerinden izole edilen C. oleophila, P. membranafaciens, P. fermentas,
C. boidini ve T. delbrueckii turlerinin %10’ luk tuz derigimine dayanikl olduklar
belirlenmistir. Yapilan bu galismada yuksek tuz derisiminin mayalarin gelismelerini
desteklerken, LAB’ nin gelismelerini engelledigi, bu nedenle elde edilen sofralik

zeytinin asitliklerinin yeterince gelisemedigi ifade edilmistir.

Bazi mayalarin sahip olduklari antimikrobiyel aktivitenin zeytinlerde bozulmalara
neden olan bakteriler ile patojen bakterilerin gelisimlerini engelledidi
belirtiimektedir. Antimikrobiyel aktivitenin mayalarda susa bagh bir 6zellik oldugu
da ifade edilmektedir (Silva et al., 2011).

Silva et al. (2011) tarafindan Portekiz’ de yapilan bir ¢galismada, zeytinlerin dogal
fermantasyon ortamindan, gesitli glnlerde alinan salamura orneklerinden izole
edilen mayalarin antimikrobiyel aktiviteleri incelenmistir. izole edilen P.
membranafaciens, C. oleophila, S. cerevisiae, P. fermentas, C. boidinii, T.

delbrueckii, C. citrea suslarindan;  P. membranafaciens turinin Listeria
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monocytogenes (ATCC 7644) ve Staphylococcus aureus (ATCC 25923) suslarini;
C. oleophila tirandn L. monocytogenes (ATCC 7644), S. aureus (ATCC 25923)
ve Staphylococcus enteridis (ATCC 13076) suslarini, S. cerevisiae turindn
Esherichia coli (ATCC 25922), L. monocytogenes (ATCC 7644), S. aureus (ATCC
25923) suglarini, P. fermentas tlrinin S. aureus (ATCC 25923) ve
Staphylococcus enteridis (ATCC 13076) suslarini, C. boidini tarGnin L.
monocytogenes (ATCC 7644) ve S. enteridis (ATCC 13076) suslarini, T.
delbrueckii tirinun L. monocytogenes (ATCC 7644) ve S. aureus (ATCC 25923)
suslarini, Candida citrea tlrinlin ise; L. monocytogenes (ATCC 7644) ve S.
enteridis (ATCC 13076) suslarini inhibe ettikleri belirlenmisgtir.

Sofralik zeytin Uretiminde fermantasyona katilan mayalarin katalaz aktivitelerinin
pozitif olmasinin, istenen bir diger teknolojik Ozellik oldugu digunulmektedir.
Katalaz enziminin zeytinde yer alan doymamig yag asitlerinin oksitlenmelerini
engelledigi ve peroksit olusumunun 6nline gectigi ifade edilmektedir (Boutisto-
Gallego et al.,, 2010). C. oleophila, P. membranafaciens, P. fermentas, S.
cerevisiae, C. boidini, C. citrea ve T. delbrueckii tirlerinin katalaz pozitif olduklari
belirlenmistir (Bevilacqua et. al., 2009). Boutisto-Gallego et al. (2010) tarafindan
ispanya’ da gerceklestirilen bir arastirmada Alorena, Gordal ve Manzanilla
turlerine ait zeytinlerin dogdal fermantasyon ortamlarindan salamura o&rneklerinin
alindig1 ve bu o6rneklerden S. cerevisiae, C. diddensiae, P. membranifaciens,
Zygsacc. mrakii, D. hansenii, C. tropicalis, P. galeiformis, W. anomalus ve C.
boidinii turlerinin izole edildigi belirtiimisti.  Bu izole edilen turlerden P.
membranafaciens ve C. boidini turlerinde katalaz enziminin varligi dogrulanirken,
P. galeiformis, W. anomalus, D. etchelsii, H. guilliermondii ve C. tropicalis
turlerinde de katalaz aktivitesi oldugu belirlenmigtir. 2009 yilinda yapilan bir
calismada ise Italya’ ya 6zgii Bela Di Cerignola zeytinlerinin dogal fermantasyon
ortamlarindan fermantasyonun 7, 14, 21, 28 ve 35. glnlerinde alinan zeytin ve
salamura orneklerinden izole edilen C. famata, C. guilliermondii, C. pelliculosa ve
R. mucilaginosa turlerinin tamaminda, katalaz aktivitesi belirlenmistir (Bevilacqua
et al., 2009).

Dogal fermente sofralik zeytin Uretiminde segilmis bir starter kultir kullaniimadigi,

fermantasyonun LAB ve mayalarin yardimiyla spontan olarak gergeklestigi
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bilinmektedir. Ancak son zamanlarda, sofralik zeytin Uretiminde starter kultur
kullanimina iligkin ilgi ve egilim artmaktadir. Bu sekilde standart bir tGrin elde
edilerek, zeytinde gesitli bozulmalar sonucu meydana gelecek ekonomik kayiplarin
da Onlenebilecegi dustntlmektedir. Dogal zeytin fermantasyonunun ilk
asamalarinda ortamda LAB’ nin baskin olduklari ve bunlarin laktik asit Greterek
ortam pH’ sini dusurdukleri, daha sonra ise ortamda mayalarin baskin hale
gelerek fermantasyonu tamamladiklari ve son urtnin organoleptik 6zelliklerine
katki sagladiklari bilinmektedir (Arroyo-Lopez et al., 2008). Bu nedenle mayalarin
dogal fermente sofralik zeytin Uretiminde destek starter olarak kullanilabilme
potansiyellerinin arastiriimasi gerektigi dusunulmektedir. Bu baglamda, destek
starter olarak kullanilabilecek mayalarin tir ve sus duzeylerinde
tanimlanabilmelerinin de blylk énem tasididi ifade edilmektedir (Arroyo-Lépez et
al., 2008).

Son zamanlarda vyapilan c¢alismalarda mayalarin  genotipik  olarak
tanimlanmalarinin daha guvenilir sonuglar verdigi ortaya koyulmaktadir. Genotipik
tanimlamanin kromozomal ve ekstrakromozomal DNA analizlerini icerdigi ve
fenotipik karakterizasyona dayanan geleneksel yontemlere gobre de bir ¢ok
ustlnluklerinin oldugu ifade edilmektedir (Alcoba-Florez et al., 2007). Doksanl
yillardan beri, molekller tanimlama metotlarin mayalarin tanimlanmalari igin de
gelistirildigi ve kullanildigi bilinmektedir. Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PZR)
dayanan yontemlerin kulltirel yontemlere oranla daha hassas ve ¢abuk sonuglar
verdigi ifade edilmektedir. Bu yontem cesitli tekniklerle birlikte tanimlama amacli
kullanilabilmektedir. Bunlar; 1) Ozel bir primer ile birlikte PZR kullanarak cins ve
tir dizeyinde tanimlama, 2) Multipleks PZR, 3) PZR uygulamasi ve daha sonra
Southern blot uygulamasi, 4) PZR uygulamasi ve daha sonra amplikonlarin kesim
enzimleri kullanilarak analizi; RFLP-PZR 5) Nested PZR, 6) Gergek zamanh (real-
time) PZR, 7) PCR ve daha sonra dizi analizi, olarak siralanabilmektedir (Alcoba-
Florez et al., 2007).

Mayalarin tanimlanmalarinda kullanilan molekller esasli yontemlerden biri
Kromozomal Uzunluk Cesitliligi (Chromosomal Lenght Polymorphism) olarak
bilinmektedir. Bu yontemin bir gok maya turunun genomlarinin organizasyonlari

hakkinda temel bilgiler verdigi ileri surtlmektedir. Bu yontem kullanilarak tur, hatta
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sus duzeyinde profillerin elde edildigi, elde edilen bu profillerin kargilastiriimasi ile
ise Candida, Saccharomyces, Kluyveromyces ve Zygosaccharomyces cinslerine
ait turlerin belirlenebildigi; bunun yani sira Candida, Saccharomyces, Pichia ve
Kluyveromyces cinslerine ait turler arasindaki telemorf ve anamorf iligkilerinin
belirlendigi ifade edilmektedir (Alcoba-Florez et al., 2007).

Mayalarin mitokondriyal DNA boyutlari arasinda ylksek diuzeyde farkliliklar oldugu
ve bu boyutun 6 ile 25 ym arasinda degisebildigi ifade edilmektedir. Bir ok maya
turinde, mitokondrial genomun dairesel bir topolojiye sahip oldugu bilinmektedir.
Mitokondrial DNA polimorfizim (mtDNA) yonteminin, mayalarin tanimlanmalari icgin
kullanilan bir diger molekuler esasli yontem oldugu belirtimektedir. Uzun zaman
once, mitokondrial DNA’ nin izolasyonunda yasanilan zorluklar nedeni ile, bu
yontemin uygulamasinda bazi problemlerin yasandig ifade edilmektedir (Alcoba-
Florez et al.,, 2007). Ancak 1990 yilinda Querol ve arkadaglarinin bu yonteme
dayanan daha hizli bir metot gelistirmeleri; 2001 senesinde ise, Lopez ve
arkadaslarinin geligtirlen bu ydntemi modifiye etmeleri ile glnimizde 6n
izolasyon ve saflastirma islemi yapmadan mtDNA’ nin analizi mumkuin olmustur.
Bu yontemin ¢ekirdek DNA’ si (hnDNA) ve mtDNA arasindaki GC miktari farklihgina
dayandidi ifade edillmektedir (Alcoba-Florez et al., 2007).

Mayalarin tanimlanmasinda PZR ile birlikte kullanilan bir diger yontemin ise RFLP
yontemi oldugu ifade edilmektedir. S6z konusu yontem, PZR ile ¢ogaltiimis hedef
DNA pargasinin endonukleaz enzimleri kullanilarak kesim  profillerinin
incelenmesine dayanmaktadir. Kesim parcgalari arasindaki benzerlik derecesinin
turler arasindaki korelasyonu ifade ettigi belirtiimektedir. Bu yontemin, Candida ve
Cryptococcus turlerini ayirmak i¢in basari ile kullanildigi bilinmektedir. RFLP-PZR
yontemin, ITS1 (Internal Transcribed Spacer) ve ITS2 kaltlararasi ara bdlgeleri
iceren ribozomal DNA ve kodlanmig 5.8 rRNA geni kullanilarak uygulandigi
belirtiimektedir. 18S rDNA, ITS1, 5.8S rDNA, ITS2 ve 26S rDNA’ nin genomik
organizasyonlari Sekil 2.6’ da verilmektedir (Alcoba-Florez et al., 2007).

18S rDNA’ yI ¢gogaltabilmek igin; NS1, NS2, NS3, NS4, NS5, NS6, NS7 ve NS8
primerleri kullanilabildigi ve bu bolgeyi hedefleyen Aval, Taql, Hhal, Cfol gibi

kesim enzimlerinin kullanilabildigi ifade edilmektedir (Karasu-Yalgin vd., 2010). Bu
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tanimlama yonteminde ayni ture ait farkli suglarin ayni kesim profilini gosterdikleri,
dolayisiyla RFLP-PZR, yontemi ile tir dizeyinde bir tanimlama yapilabildigi ifade
edilmektedir (Karasu-Yalgin vd., 2010). Rodriguez-Gémez et al. (2010) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, zeytin orneklerinden izole edilen maya suslari 5.8S-ITS
bolgesine RFLP-PZR yontemi uygulanarak tanimlanmislardir. Uygulamada, ITS1
ve ITS4 primerleri ile Cfol, Haelll, Hinfl ve ScrFl kesim enzimlerinin kullanildigi
ifade edilmistir. S6z konusu c¢alismada; RFLP-PZR yontemi ile S. cerevisiae, C.
boidinii, P. galeiformis ve P. membranifaciens tarlerinin tanimlanabildigi ifade

edilmistir.

Sekil 2.6. 18S rDNA, ITS1, 5.8S rDNA, ITS2 ve 26S rDNA’ nin genomik

organizasyonlari

ITS1 ITS 2
18 S 5.8 26S

—» Ribozomal DNA —» Kodlanmis Bolge

—» ITS Kodlanmamis Bolge

Molekuler esash tanimlama yontemlerinden bir digeri olan; rastgele cogaltiimis
polimorfik DNA (RAPD) yéntemi ise, genellikle 10 nukleotitten olusan tek cesit kisa
bir primer kullanilarak uygulanan, PZR yontemine dayanmaktadir (Alcoba-Florez
et al., 2007). Bu yontemde, baglanma sicakligi dusuk (35-39°C) tutuldugu igin
kullanilan primerin hedef DNA’ nin spesifik olmayan rastgele bdlgelerine
baglanarak, baglanma noktasindan itibaren ¢ogaltilmig amplikonlar olusturdugu
ifade edilmektedir. Elde edilen farkli sayi ve boyuttaki PZR Urunlerinin elektroforez
yontemi ile goéruntllenebildigi ve bu igslemin sonucunda da tir, bazen de sus

dizeyinde farkhlik gésteren bant profilleri elde edilebildigi belirtimektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Zeytin ornekleri

Calismada kullanilan zeytin 6rnekleri; Turkiye’nin zeytincilik agisindan 6ne ¢ikan
bir bolgesi olan Edremit-Havran’ da, dogal fermente sofralik zeytin Uretimi de
gerceklestiren Fora Zeytin-Antgida A.$ ait Uretim tesisinden saglanmistir. Bu
amagcla, firma tarafindan alimi gergeklestirilen, 2010 hasat donemine ait Manisa’
nin Akhisar ve Bursa’ nin iznik yorelerinde yetisen Gemlik cesidi zeytinler
calismamiz igin ayrilan iki ayri havuzda sofralik zeytin Uretmek Uzere dogal
fermantasyona birakilmislardir. Fermantasyon boyunca belli araliklarla
havuzlardan salamura ile birlikte zeytin 6rnekleri alinmis ve analiz i¢in uygun

sartlarda laboratuvara gonderilmislerdir.

3.1.2. Maya suslari

Calismada, dogal fermente sofralik zeytin Gretimi agisindan énemli bir teknolojik
Ozellik olarak kabul edilen killer aktivite deneylerinde kontrol kulturleri olarak; S.
cerevisiae NCYC 232 (killer sus, K1), S. cerevisiae NCYC 738 (killer sus, K2) ve
S. cerevisiae NCYC 1006 (duyarh sus) suslari kullaniimislardir. Calismada
kullanilan bu suslar, Ankara Universitesi Gida Mihendisligi Bolumi  kaltir

kolleksiyonundan saglanmislardir.

3.1.3. Maya tanimlama sistemi

Zeytinlerin dogal fermantasyon ortamlarindan izole edilen maya suslarinin
tanimlanmalari amaci ile, API ID 32C (bioMérieux, Fransa) sistemi kullaniimigtir.
Bu sistem, icerisine farkli karbon kaynaklarinin emdirildigi; biri negatif kontrol
olmak Uzere 32 kuyucuktan olusan mikro olgekli bir asimilasyon test sistemidir
(BioMerieux, 2006). Test sonuglarinin degerlendiriimesi, sistemin onerdigi sekilde
kuyucuklara asilanan maya kulturanin karbon kaynaklarini kullanarak Uremesi

sonucunda olusturdugu bulaniklik ve renk degisiminin otomatik bir sistemde
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incelenmesiyle gerceklestiriimigtir. Asilamalari yapilan kitlerin degerlendirilmeleri
icin; mini API analiz cihazi ve bu sistem igin gelistiriimis olan Apilab Plus bilgisayar

programi (bioMérieux, Fransa) kullaniimigtir.

3.1.4. API-ZYM test sistemi

Arastirmada incelenecek olan maya izolatlarinin enzim profillerinin saptanabilmesi
amaci ile, API-ZYM test sisteminden (bioMérieux, Fransa) yararlaniimistir. Bu
sistem; igerisine farkli substratlar emdirilmis, biri negatif kontrol olmak tzere 20
kuyucuktan olusan ve 19 farkl enzim aktivitesinin belirlenebildigi mikro dlgekli bir
sistemdir (BioMerieux, 2011).

3.1.5. Besiyerleri ve dillisyon sivisi

Calisma sirasinda, zeytinlerin dogal fermantasyonlari boyunca alinan dérneklerden
maya izolasyonu ve sayimi amaci ile; Yeast Extract Peptone Dextrose
Chloramphenicol (YEPDC, LabM) agar kullaniimistir (Hurtado et al., 2008, Romo-
Sanchez et al., 2010). Arastirmada zeytinlerin dogal fermantasyonlari boyunca
ortamdaki Laktik Asit Bakterilerinin (LAB) sayilarini belirlemek igin ise; Man,
Rogosa and Sharpe (MRS, Fluka) agar besiyerinden yararlaniimistir (Idoui et al.,
2009; Aponte et al., 2010). Deneylerde, maya ve LAB’ nin sayimlar ve
izolasyonlari sirasinda dilisyon sivisi olarak, %0.85 (w/v) derigsiminde serum
fizyolojik kullaniimistir (Deak and Beuchat, 1996; Hurtado et al., 2008).

Arastirma sirasinda zeytin ve salamura érneklerinden izole edilen mayalarin saf
stok kultarlerinin elde edilebilmesi amaciyla; Yeast Extract Malt Extract (YM) agar
besiyerinden yararlaniimistir (Psani and Kotzekidou, 2006).

Maya izolatlarinin tanimlanmalari ve teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesi sirasinda
da cesitli besiyerlerinden yararlaniimigtir. Maya kultarlerinin, sivi besiyerinde
gelisme ve mikroskobik morfoloji 6zelliklerinin incelenebilmesi amaci ile; YM broth

besiyeri kullaniimistir.
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Her iki yoreye ait Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyonlari boyunca elde edilen
maya izolatlarinin koloni morfolojileri ve farkli sicakliklarda gelisme 6zellikleri, Malt
Extract Agar (MEA) besiyerinde incelenmistir. izole edilen kiiltirlerin asetik asit
iceren ortamlarda gelisebilme 6zellikleri; %0.5 ve %1 (v/v) oranlarinda asetik asit
iceren Malt Asetik Agar (MAA) besiyerinde test edilmistir. Maya izolatlarinin
yuksek derisimde seker igceren ortamda gelisebilme Ozellikleri ise; Malt Extract
Yeast Extract %50 Glucose (MY50G) ve Malt Extract Yeast Extract %60 Glucose
(MY60G) agar besiyerleri kullanilarak belirlenmistir. Maya suslarinin glukozu
fermente edebilme yetenekleri; %2 (w/v) seker iceren Durhamli besiyeri; nitrat
asimile etme yetenekleri ise; Yeast Carbon Base (YCB, Difco) agar besiyeri
kullanilarak test edilmistir. izole edilen mayalarin tanimlanmasi amaci ile
kullanilan bir diger test olan; tre hidrolizi analizini gergeklestirmek amaci ile, Rapid
Urea Broth besiyerinden faydalaniimigtir. Kdalttrlerin  askospor olusturma
Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla ise; Gorodkowa agar ve McClary Acetate agar
besiyerleri; pseudohif olusturma yeteneklerinin belirlenebilmesi amaci ile ise;
Potato Dextrose Agar (PDA, LABM, ingiltere) besiyeri kullaniimistir (Deak and
Beuchat,1996; Yarrow, 2000).

izole edilen bazi maya Kkiiltirlerinin molekiler esash teknikler kullanilarak
tanimlanmalarindan once Lizin agar besiyeri kullanilarak Saccharomyces cinsine
ait olan mayalarin dogrulanmalari gergeklestiriimistir. Mayalarin  molekuler
genotiplendiriimelerinin yapildigi deneylerde maya kulturlerinin aktiflestiriimeleri ve

DNA izolasyonlarinin yapilabilmeleri amaci ile, YM broth besiyeri kullanilmistir.

Maya izolatlarinin dogal fermente sofralik zeytin Uretimi agisindan 6énemli bazi
teknolojik  6zelliklerinin  incelendigi  deneylerde, kulturlerin  aktiflestiriimeleri
amaciyla; YM broth ve YM agar besiyerlerinden yararlaniimigtir. Mayalarin disuk
sicakliklarda, dustuk pH degerlerinde ve yuksek tuz derisimlerinde gelisebilme
Ozelliklerinin belirlenmesi amaci ile analize uygun olarak hazirlanmis YM broth
besiyerinden yararlaniimistir. Kultarlerin pektolitik aktiviteleri %0.5 (w/v) oraninda
narenciye pektini (Balmumcu, Ankara) iceren Yeast Nitrogen Base-Narenciye
Pektini (YNB-NP) agar besiyerinde; proteolitik aktiviteleri %10’ luk (w/v) Milk agar
besiyerinde; katalaz aktiviteleri ise; YM agar besiyerinde belirlenmigtir. Maya

suslarinin killer aktivite ve killer toksinlere duyarlilik/dayaniklilik testleri; %0.003

30



(w/v) metilen mavisi iceren YEPD-MB agar besiyerinde gerceklestiriimigtir. Maya
kultarlerinin farkli sekerleri fermente edebilme Ozellikleri; %2 (w/v) seker igeren
Durham’ Ii fermantasyon besiyerlerinde belirlenmistir. izolatlarin asetik asit tiretme
Ozelliklerini belirlemek amaciyla %0.5 (w/v) CaCOs igceren YEPD agar besiyeri;
zeytinyagini hidrolize edebilme oOzelliklerini belirlemek amaciyla %5 (v/v)
zeytinyad! igeren Gorodkowa agar besiyeri; tribGtirini hidrolize edebilme
Ozelliklerini belirlemek amaciyla ise; Tributyrin agar (TBA) besiyeri kullaniimigtir.
Maya izolatlarinin sitrik asiti kullanma testleri; Yeast Nitrogen Base (YNB) agar
besiyerinde gergeklestirilmigtir. Kultlrlerin oleuropeini karbon ve enerji kaynagi
olarak kullanabilme testleri; %0.5 ve %1.5 (w/v) zeytin yapradi 6zutu (Kale
Naturel, Edremit) iceren YNB-ZY agar besiyeri kullanilarak yapilmistir. izolatlarin
H2S Uretimlerinin incelenmesinde ise; Bismuth Sulfite Glucose Glycine Yeast

(BIGGY) agar besiyeri kullaniimigtir.

EK-1’ de arastirmada kullanilan tim besiyerlerinin bilesimleri ve hazirlaniglari yer

almaktadir.

3.1.6. Arastirmada kullanilan tampon, boya ve diger ¢ozeltiler

Arastirmada, maya izolatlarinin molekuler esasli tekniklerle karakterizasyonlari
sirasinda cgesitli ¢gdzeltilerden yararlaniimigtir. Maya kultarlerinin DNA izolasyonlari
sirasinda, santrifljlenerek ¢oktirulmis ve YM broth besiyerinden ayriimis maya
hacrelerini yikamak amaci ile Tampon | ¢ozeltisi kullaniimistir. Maya suslarinin
hicre duvarini parcalayarak DNA’ yiI hicre digina c¢ikarmak amaci ile ise;
Zymoliase 60000 enzimi (Amsbio, ingiltere) kullaniimistir. Hiicrelerden niikleik
asitlerin ekstraksiyonu, Tampon Il ¢ozeltisi ile gergeklestiriimistir. Ortamda bulunan
proteinleri baglamak amaciyla %10’ luk (w/v) Sodyum Dodesil Sulfat (SDS)
¢Ozeltisi; SDS ile baglanan proteinleri ¢oktirlp uzaklastirmak amaci ile ise de; 5 M
potasyum asetat ¢ozeltisi kullaniimistir. DNA’ nin su molekullerini baglamasini
onlenmesi ve ¢okturulmesi icin ise; izopropanol ve %70’ lik etil alkol ¢ozeltilerinden
yararlaniimigtir. Elde edilen DNA’ lar Tris/EDTA (TE) tamponunda ¢ozulmuslerdir.
Tampon | ¢Ozeltisinin hazirlanmasi sirasinda; 0.9 M Sorbitol, 0.1 M EDTA (pH
7.5); Tampon Il ¢bzeltisinin hazirlanmasi sirasinda; 50 mM Tris (pH 7.4) ve 20 mM
EDTA; TE tamponunun hazirlanmasi sirasinda ise; 10 mM Tris (pH 7.4) ve 1 mM
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EDTA (pH 8.0) cozeltileri kullanilmigtir. Agaroz jelin hazirlanmasinda ve
elektroforez tankinda Oorneklerin yurutilmesi sirasinda; 1.0X TBE tamponu
kullaniimistir. Calismada, agaroz jel igerisindeki DNA’ nin boyanmasi amaci ile; 50
mM derisimindeki etidyum bromur ¢oézeltisi ve elektroforez isleminde Orneklerin
jele yuklenmesi igin 10X jel yukleme tamponu kullaniimigtir. Bu g¢alismada
kullanilan tampon, boya ve diger ¢ozeltilerin bilesimleri ile hazirlanislar, EK-2’ de

verilmektedir.

Laboratuvara salamura icerisinde gelen zeytin orneklerindeki tuz ve titrasyon
asitligi miktarlarinin tayininde, titrimetrik yontemlerden yaralaniimistir. Bu amagla,
tuz miktari tayininde titrasyon ¢ozeltisi olarak, 0.1 N AgNOs, indikator olarak; %5’
lik K2CrOa4 gdzeltisi, titrasyon asitligi tayininde ise; titrasyon ¢ozeltisi olarak, 0.1 N

NaOH ve indikator olarak ise; fenolftalein ¢ozeltisi kullaniimistir.

3.1.7. Kesim enzimleri

Arastirmada izole edilen mayalarin RFLP-PZR yo6ntemi ile molekiler
tanimlanmalari sirasinda, Saccharomyces cinsi disindaki mayalar icin Cfol, Hinfl,
Haelll kesim enzimleri, Saccharomyces cinsindeki mayalarin tanimlanmalari igin
ise Cfol, Hinfl, Haelll ve Hpall kesim enzimlerinden yararlaniimigtir (Fernandez-
Gonzalez et al., 2000).

3.1.8. Molekiller tanimlamada kullanilan 1s1 doéngiu cihazi ve yatay

elektroforez sistemi

Calismada kullanilan  Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yonteminin
uygulanisinda, DNA pargalarinin c¢ogaltilabilmesi amaci ile, Perkin Elmer
(GeneAmp PCR System 2400) marka (ABD) bir 1si déngu cihazi kullanilimigtir.
Elde edilen PZR drdnlerinin goruntilenmesi; EC Apparatus marka (ABD) yatay
elektroforez tanklari (Mini-Sub Cell GT) ve gu¢ kaynagi (EC Apparatus EC 105)

kullanilarak gergeklestiriimistir.
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3.1.9. Jel goriuntileme sistemi

Elektroforez yontemi kullanilarak agaroz jelde yuruttilen DNA pargalari, Syngene
Bio Imaging (Birlesik Krallik) marka bir jel gorintileme cihazi kullanilarak

goruntulenmigtir.

3.2.Metot

3.2.1 Dogal fermantasyon yolu ile sofralik zeytin Uretimi ve numune alimi

Calismada kullanilacak olan Gemlik tipi zeytinlerin fabrikaya alimlari; hasadi
takiben, Manisa’ nin Akhisar ve Bursa’ nin iznik yérelerinden sirasiyla; Ekim 2010
ve Kasim 2010 tarihlerinde gergeklestiriimistir. Fabrikada alimi gergeklestirilen
zeytinlerin dogal fermantasyon yontemi ile sofralik zeytine islenmelerinde izlenen
yol, Sekil 3.1 de veriimektedir. Sekil 3.1 de gorulebilecedi gibi; zeytinler
kalibrasyon ve ylkama gibi on iglemler uygulandiktan sonra, ayni gun igerisinde,
fabrikada bu calisma igin ayrilan Akhisar yoresine ait zeytinler icin 15 ton, iznik
yoresine ait zeytinler igin ise 9 tonluk beton havuzlara alinmislardir. Daha sonra
havuzlara %10-12 (w/v) derisiminde NaCl iceren salamura eklenmis ve baski

taslari ile kapatiimiglardir.

Fabrikada, Akhisar yoresine ait Gemlik zeytinleri yaklasik yedi ay, iznik y6resine
ait zeytinler ise; yaklasik alti ay boyunca dogal fermantasyona birakilmislardir.
Fermantasyon boyunca salamura sirkulasyonu gercgeklestiriimistir. Fermantasyon
sureclerinin izlenmesi, fabrikada yapilan bazi rutin laboratuvar testleri ile
gerceklestiriimistir. Calisma icgin, laboratuvara ilk olarak yilkanmamis ham zeytin
ornekleri gonderilmigtir. Daha sonra ise zeytin érnekleri belirli zaman araliklarinda;
ilk ay boyunca haftada bir, ikinci ay boyunca iki haftada bir ve daha sonra
fermantasyon boyunca ayda bir aseptik kosullar altinda salamurasi ile birlikte
paralel olarak alinarak, 1000’ er gramlik vakumlu olarak kapatilmis ambalajlarda

laboratuvara gonderilmislerdir.
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ZEYTIN HASATI VE ALIMI
(Gemlik Tipi)

KALIBRASYON

YIKAMA

v

HAVUZA BOSALTMA

v

SALAMURA ILAVESI
(%10-12 NaCl)

v

DOGAL FERMANTASYON

v

SALAMURA
SIRKULASYONU

HAVALANDIRMA

KALIBRASYON

PAKETLEME
Sekil 3.1. Gemlik tipi siyah zeytinden dogal fermente sofralik zeytin Uretimi

3.2.2. Zeytin Orneklerine Uygulanan Bazi Kimyasal Analizler

Fermantasyon boyunca belirli zaman araliklarinda salamura ile birlikte alinan
zeytin orneklerinde tuz, pH ve serbest asitlik analizleri yapimistir. Tuz tayini
titrimetrik olarak Mohr yontemi kullanilarak yapilmig, serbest asitlik tayini ise laktik
asit cinsinden belirlenmistir (Dokuzlu, 2004).

3.2.3. Fabrikada zeytin 6rneklerine uygulanan bazi analizler

Fabrikada, fermantasyon boyunca belirli araliklarla deneme havuzlarindan, zeytin
ve salamura numuneleri alinarak; tuz (%), pH, CaCl2 kalintisi (%) ve invert seker

analizleri gibi bazi kimyasal analizler ile; ortalama kalibrasyon, yumusaklik (%),
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renk, patlak/ezik tane (%), kabuk ayrilmasi (%) ve bocek zarari (Dacus vb.) (%)

gibi bazi fiziksel analizlerin yapildigi belirtilmigtir.

Fabrikaya ham zeytin kabull sirasinda ise; ortalama kalibrasyon, yumusaklk (%),
renk, bocek zarari (Dacus vb.) (%), yabanci varyete (%), mantar (%), gurik tane
(%), don zarari (%), dolu zarari (%) ve kivircik tane (%) analizlerinin yapildigi ifade
edilmistir.

3.2.4. Mikrobiyolojik analizler

3.2.4.1. Laktik Asit Bakterisi sayimi

Laboratuvara getirilen zeytin drneklerinden, aseptik kosullara dikkat edilerek, 15 g
zeytin, 10 g salamura olmak Uzere toplam 25 g alinarak steril Stomacher
torbalarina konulmus, daha sonra 225 mL steril %0.85 lik serum fizyolojik
eklenerek, torbalarinin disindan zeytinler el ile pargalanmig ve homojenizasyonlari
saglanmistir. Boylece zeytinin ylzeyindeki mikrofloranin, dilisyon sivisina
gecmesi saglanmistir. Zeytin orneklerindeki toplam LAB sayisinin belirlenmesi
amaciyla, hazirlanan uygun dilisyonlardan %0.1 Tween 80 iceren MRS agar
besiyerlerine dokme plaka plaka yontemi ile ekimler yapilmis ve inokule edilen
besiyerleri, 37°C’ de 48-72 saat inkibasyona birakilmiglardir. Petri’ lerde Ureme
gOzlenen kulturler incelenerek, 30-300 arasinda koloni igeren kulttrlerde sayimlar

yapiimigtir.

3.2.4.2. Maya sayimi ve izolasyonu

Zeytin orneklerinden maya sayimi ve izolasyonu amaciyla, Bolim 3.2.4.1° de
belirtildigi gibi hazirlanarak homojenize edilen drneklerden, %0.85 serum fizyolojik
iceren dilusyon ortamlarinda uygun seyreltiler hazirlanarak, bu dilisyonlardan
YEPDC agar besiyerlerine ylizeye surme yontemi ile ekimler yapilmigtir. 28°C’ de
2-4 gun inkibasyona birakilan Petri’ler incelenerek, 30-300 arasinda koloni sayisi
g6zlenen kiltirlerde sayimlar yapilmistir. Sayimin yani sira, calisilan zeytin
orneginden elde edilen kulturlerdeki farkli makroskobik morfolojiye sahip maya

kolonilerinin her birinden rastgele en az bir koloni secilerek, tiplerde yatik olarak
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hazirlanmis YM agar besiyerlerine ekimler yapilmig ve saf kultlrler elde edilmistir.
Elde edilen saf kulttrler daha sonra yapilacak analizler i¢in 4°C’ de, buzdolabinda

saklanmistir.

3.2.5. Maya izolatlarinin API ID 32C sistemi ile tanimlanmalari

Calisilan zeytinler ve bu zeytinlerin dogal fermantasyonlari sirasinda izole edilen
mayalarin tanimlanabilmeleri amaci ile, Bélum 3.1.3’ de belirtilen API ID 32C
(bioMérieux, Fransa) tanimlama sisteminden yararlaniimisgtir.  Sistemin
kullaniimasinda ilk olarak YM broth besiyerinde aktiflestirilen saf maya kulturleri,
YM agar besiyerinde 28°C ’de 24 saat gelistiriimiglerdir. Daha sonra, bu
kaltdrlerden bir veya birkag koloni alinarak, 2 mL’ lik steril damitik su ortamlarina
aktariimig ve sistem tarafindan onerilen 2+0.1 McFarland’ lik bulanikliga sahip
suspansiyonlar elde edilmistir. Maya suspansiyonlarinin bulanikliklarini élgmek
amaci ile bir densimat cihazi (bioMérieux, Fransa) kullaniimistir. Yaklasik olarak
ayni hucre derigimine sahip bu maya suspansiyonlarindan 250 pL alinarak kit ile
birlikte verilen hazir C ortamina aktarmalar yapilmis ve ¢oOzelti otomatik pipet
yardimi ile karistirilarak homojenize edilmigtir. Hazirlanan bu ortamdan, API ID
32C kitinde yer alan 32 kuyucuktan her birine otomatik pipet yardimi ile 135 pL’ lik
asilamalar gercgeklestiriimis ve kitler 28°C’ de 48 saat inkube edilmislerdir. Kitlerde,
inkiibasyon sonucunda, Ureme gergeklesen kuyucuklarda bulanikliklar gdézlenmis
ve test sonuclari kitlerin, Apilab Plus bilgisayar programini iceren mini API analiz

cihazinda (bioMérieux, Fransa) otomatik olarak okutulmasi ile elde edilmigtir.

3.2.6. Maya izolatlarinin uygulanan ek testlerle tanimlanmalari

Aragtirmada API ID 32C tanimlama sistemi kapsaminda uygulanan asimilasyon
testlerinin yani sira, maya izolatlarinin tanimlanmalari amaciyla literaturde
yapilmasi Onerilen bazi ek tanimlama testleri de gergeklestiriimistir. (Deak and
Beuchat, 1996; Yarrow, 2000). Uygulanan bu ek biyokimyasal testler ile mayalarin
API ID 32C sistemi ile saptanamayan telemorf formlarinin belirlenmesi ve bu
sistem ile cins dizeyinde tanimlanabilen bazi kulturlerin tlrlerinin saptanmasi

amagclanmistir. Ayrica APl ID 32C sistemi ile kesin olarak tanimlanamayan bazi
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izolatlar, yine sistemin Onerdigi bazi ek testler yardimi ile kesin olarak

tanimlanabilmiglerdir.

Calismada ek tanimlama testleri olarak; makroskobik ve mikroskobik morfoloji, sivi
besiyerinde gelisme Ozellikleri, glukoz fermantasyonu, dre hidrolizi, nitrat
asimilasyonu, 37°C’ de gelisme, %50 ve %60 (w/v) glukoz igeren besiyerlerinde
gelisme, %0.5 ve %1 (v/v) asetik asit iceren ortamlarda gelisme, pseudohif ve

askospor olusumlari gerceklestirilmistir.

3.2.6.1. Sivi besiyerinde gelisme

Maya izolatlarinin sivi besiyerinde gelisme 6zelliklerinin belirlenmesinde; YM broth
besiyeri kullaniimistir. Ekimi gerceklestirilen kualtirler 28°C’ de 24 saat inkube
edilmig ve kulturlerin sivi besiyerinde gelisme 6zellikleri belirlenmistir. Bu amacla
kalturlerin halka, tirmanan ve pargali zar olusturma ile bulaniklik, ¢okelti ve kopuk

olusturma, asih partikil olusturma 6zellikleri degerlendirilmigtir (Yarrow, 2000).

3.2.6.2. Mikroskobik morfoloji

Mayalarin mikroskobik morfolojileri YM broth besiyerinde 24-48 saat gelistirilen
kultrlerden preparatlar hazirlanarak belirlenmistir. Mikroskobik olarak incelenen
kultarlerde, izolatlarin tomurcuklanma veya bdlinme ile ¢cogalma 6zellikleri, hicre
sekilleri (kuresel, elipsoidal, oval, vb.) ve bir arada bulunma 6zellikleri incelenmistir
(Harrigan, 1998; Yarrow, 2000; Kurtzman et al., 2003).

3.2.6.3. Makroskobik morfoloji

Maya kultirlerinin makroskobik morfolojilerinin incelenmesi amaci ile YM broth
besiyerinde aktiflestirilen saf kdltirler, MEA besiyerlerine tek koloni diglrme
teknigi ile ekilmis, ekimi gergeklestirilien Petriler 28°C’ de 4 glin inklUbasyona
birakilmiglardir. inkiibasyon sonucunda olusan koloniler, koloni ¢api, rengi, ¢capl,
kenar yapisi, parlakhgi, kurulugu, tepeden ve yandan gorUnumleri agisindan
incelemeye alinmislardir (Kurtzman et al., 2003; Temiz, 1996).
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3.2.6.4. Glukoz fermantasyonu

Maya izolatlarinin glukoz fermantasyonlarinin degerlendiriimeleri %2 (w/v) glukoz
iceren durham tlpli seker fermantasyonu besiyerlerinde gerceklestiriimistir.
Asilama yapilan besiyerleri 28°C’ de 28 gun inkubasyona birakilmiglar ve sure
sonunda durham tuplerinde gaz olusumu agisindan degerlendirilmiglerdir.
Durham tapunde gaz olusturan kultirler pozitif, olusturamayanlar ise negatif olarak

degerlendirilmiglerdir (Kurtzman et al., 2003).

3.2.6.5. Ure hidrolizi

Maya taksonomisi acgisindan olduk¢ga onemli bir test olan Ureyi hidrolize etme
yetenegdinin, bazidiomiset ve askomiset mayalari birbirinden ayirt etmek igin
kullanildigi bilinmektedir (Deak and Beuchat, 1996; Yarrow, 2000). Calisilan maya
izolatlarinin Ure hidrolizi yetenekleri; YM agar besiyerinde uygun kosullarda
geligtirilen maya kulturlerinin, tiplerde hazirlanmis olan 0.5 mL hacmindeki; Rapid
Urea broth besiyerlerine yogun olarak asilanmalari ile belirlenmigtir. Ekimi
gerceklestirilen kalturler, 37°C’ de 4-24 saat inkubasyona birakilmiglardir.
inkiibasyon siiresi sonunda koyu pembe renk olusumu gdzlenen kiiltiirler (ire
hidrolizi agisindan pozitif olarak degerlendiriimislerdir (Deak and Beuchat, 1996;
Yarrow, 2000; Kurtzman et al., 2003).

3.2.6.6. Nitrat asimilasyonu

Mayalarin cogunlukla bir cok azot kaynagini kullanabildikleri, ancak genel olarak
mayalarin nitrat asimilasyonu analizlerinde nitrat, nitrit, etilamin, hidroklorid, L-lizin,
imidazol, glukozamin,keratin ve keratinin gibi azot kaynaklarinin kullanildigi
bilinmektedir (Yarrow, 2000). Arastirmada, mayalarin nitrati asimile edebilme
Ozelliklerinin incelenmesi amaci ile nitrojen kaynagi olarak nitrat kullaniimis ve
YCB agar besiyerinden yararlaniimigtir. Kalttrlerin ekimleri “oxonografik” yontem
kullanilarak gerceklestiriimigtir. Bu amacla YM broth besiyerinde uygun kosullarda
aktiflestirilen saf kaltirler YM agar besiyerine asilanmis maya kulturleri, 2mL’ lik
saf su igeren tuplere 2 McFarland’ lik bulaniklik elde edilecek sekilde sispanse

edildilmiglerdir. Suspanse edilen kulturler YCB agar besiyerlerine 0.5 mL
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hacminde, dokme plak teknigi ile ekilmiglerdir. Ortamlar katilastiktan sonra besiyeri
yuzeylerine, nitrat kaynagi olarak; potasyum nitrat partikulleri, pozitif kontrol olarak
ise; pepton partikilleri konulmustur. Kaltdrlerin - 25°C’ de 2-4 gunliuk
inkibasyonlarinin sonunda, nitrat kaynagi etrafinda GUreme gdzlenen kulturlerin
pozitif reaksiyon verdikleri kabul edilmigtir (Deak and Beuchat, 1996; Yarrow,
2000).

3.2.6.7. 37°C’ de gelisme

Maya izolatlarinin tanimlanmalari amaci ile 37°C’ de gelisme testi de
uygulanmigtir. Genel olarak mayalarin optimum gelisme sicakliklarinin 20-25°C
arasinda oldugu, mezofilik mayalarin yani sira 4-15°C sicaklik araliginda
gelisebilen psikrofilik turlerin ve 30-37°C arasinda gelisebilen bazi tarlerin de
oldugu belirtiimektedir (Yarrow, 2000). Mayalarin 37°C’ de gelisme Ozelliklerinin
incelendigi denemelerde MEA besiyerine ekimi gergeklestirilen kiltarler 37°C’ de 7
giin inkiibasyona birakilmiglaridir. inkiibasyon siiresi sonunda (ireme gdzlenen

kalturler pozitif olarak degerlendirilmislerdir (Yarrow, 2000).

3.2.6.8. Yiiksek seker derisimlerinde gelisme

Bir ¢ok maya turinin bakterileri inhibe edebilecek kadar yuksek seker
konsantrasyonlarinda geligebildikleri belirtiimektedir. Yuksek oranda seker ve tuz
iceren gidalardan izole edilen mayalarin yuksek ozmotik basinca dayanikl
olduklari ifade edilmektedir. Bir gok maya turiinin %40’ a kadar olan seker igeren
ortamlarda geligebildikleri, ancak birka¢ turin %50-70 oraninda seker iceren
ortamlarda gelisebildikleri belirtiimektedir (Deak and Beuchat,1996; Yarrow, 2000).
Maya suslarinin yuksek derisimde seker igeren ortamlarda gelisme 6zelliklerinin
incelenmesi amaciyla %50 ve %60 (w/v) glukoz iceren MY50G ve MY60G agar
besiyerlerine ekimleri yapilmig ve ekimi gerceklestirilen kdltirler 28°C’ de 7 gln
inkiibasyona birakilmiglardir. inkubasyon sonunda mayalar (reme durumlarina

gore degerlendirilmiglerdir (Yarrow, 2000).
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3.2.6.9. Asetik aseti tolere edebilme

Maya izolatlarinin asetik asiti tolere edebilme vyeteneklerinin, onlarin
tanimlanmalari igin dnemli bir 6zellik oldugu belirtiimektedir (Yarrow, 2000). Maya
izolatlarinin  %0.5 ve %1 (v/v) asetik asit iceren ortamlarda geligsebilme
Ozelliklerinin incelenmesi amaciyla, YM broth besiyerinde canlandiriimis maya
izolatlari MAA besiyerine ¢izgi ekim yotemi ile paralel olarak ekilmis ve 28°C’ de 7
gun inkibasyona birakilmiglardir. Stre sonunda gelisebilen kultirlerin asetik asidi
tolere edebildikleri kaydedilmigtir (Yarrow, 2000).

3.2.6.10. Pseudohif olusturma

Mayalarin tek hucreli olmalarina ragmen, bazi suslarinin gercek hif ya da
pseudohif olusturduklari bilinmektedir (Deak and Beuchat 1996). Maya suglarinin
pseudohif olusturma o6zellikleri Dalmau plate ydntemine gdre belirlenmistir
(Yarrow, 2000). Bu amacla kultirler yontemin onerdigi sekilde Petri’lerdeki PDA
besiyerlerine ekilmis ve 25°C’ de 7-18 gun inklibasyona birakilmiglardir.
Inklibasyon boyunca belli araliklarla kultirler mikroskop altinda incelenerek

pseudohif olusturma 6zellikleri degerlendirilmistir.

3.2.6.11. Askospor olusturma

izole edilen mayalarin anamorf ve telemorf formlarinin ayirt edilebilmesi amaci ile
uygulanan askospor olusturma testinde; yatik Gorodkowa agar ve McClary
Acetate agar besiyerlerinden yararlaniimigtir. Bu amacgla YM broth besiyerinde
aktiflestirilen kultarlerden s6z konusu besiyerlerine ekimler yapiimis ve 25°C’ de 3
hafta inkilbasyona birakilmiglardir. inkiibasyon sonucunda gelisen kiiltiirlerden
preparat hazirlanarak, spor boyama uygulanmis ve kulturlerin askospor olusturma
yetenekleri mikroskop altinda incelenmistir (Yarrow, 2000).

Calismada mayalarin tanimlanmalari igin gergeklestirilen bazi testlerde elde edilen
kalturlerin mikroskop goéruntulerinin fotograflari, bolimimuizde bulunan Olympus
marka BH2-241402 model (Japonya) mikroskop ve buna adapte edilmis olan C-
7070 model (Olympus) bir fotograf makinesi ile ¢ekilmiglerdir.
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3.2.7. Maya izolatlarinin molekiiler esasli yontemlerle tanimlanmalari

Calisma sirasinda izole edilen ve canliliklarini strdirebilen maya kultarlerinin
molekiiler esasli yéntemlerle tanimlanmalari; ispanya Castilla La Mancha
Universitesi, Gida Bilimi  Bolimii, Biyoteknoloji  Laboratuvar’ nda
gerceklestiriimisti.  Bu amagla maya suslarinin  DNA  izolasyonlari

gerceklestirildikten sonra elde edilen DNA’ lara RFLP-PZR yéntemi uygulanmistir.

3.2.7.1. DNA izolasyonu

Maya kdaltirlerinin DNA izolasyonlari Querol et al. (1992) tarafindan &nerilen
yonteme gore gercgeklestiriimistir. Maya kulturlerinden DNA izolasyonu amaci ile;
YM broth besiyerinde 30°C’ de 48 saat aktiflestirilen kalturler kullaniimistir. Bu
amacla ilk olarak, YM broth besiyerinde gelistiriimis olan maya kultarleri tek
kullanimlik santrifQj tlplerine alinarak, bir santrifijde (5415 C model Eppendorf,
ispanya) 10 000 rpm’ de 2 dakika santrifiijlenmiglerdir. Santrifijleme islemi
sonunda ustte kalan sivi kisim mikropipet yardimi ile dikkatli bir sekilde
uzaklastirimigtir. Daha sonra steril tUp igerisindeki maya peleti Uzerine 1,5 mL saf
su eklenerek bir karigtiricida karistirilmis ve karisimin tamami steril bir Eppendorf
tipune alinmistir. Eppendorf tupleri igerisindeki karisim 10 000 rpm’ de 2 dakika
santrifijlenmis ve Ust faz dikkatlice ayrilmistir. Daha sonra, Eppendorf icerisinde
kalan pellet Gzerine 500 yL tampon 1 ¢odzeltisi (0,9 M sorbitol, 0.1 M EDTA, pH
7.5) ilave edilmis ve karisim mikropipet yardimiyla dikkatlice karigtiriimistir.
Tlpteki ¢ozelti Gzerine 30 yL Zymolyase 60000 enzimi (Seikagaku Biobusiness,
Japonya) ilave edilip, bir termomikserde (Eppendorf, ispanya) 37°C’ de 20 dakika
bekletilerek hlcre duvarinin  pargalanmasi saglanmistir. Daha sonra
termomikserden alinan karisim 10 000 rpm’ de 2 dakika santrifljlenmis ve Ust faz
pellet ile karistirmadan mikropipet ile ayrilarak, atiimistir. Eppendorf igerisindeki
pellet Gzerine, hicre zarini pargalamak igin, 500 pyL tampon 2 ¢dzeltisi (50 mM
Tris, 20 mM EDTA, pH 7.4) ilave edilmis ve karisim mikropipet yardimiyla
dikkatlice karigtinimistir. Daha sonra proteinleri baglamak amaciyla bu karigim
uzerine 13 pL %10’ luk SDS eklenmis ve termomikserde, 65°C’ de 5 dakika
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda, proteinleri ¢oktirmek icin

buzdolabi soguklugunda bekletilen 200 uL potasyum asetat ilave edilmis ve
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dondurucuda 5 dakika bekletilmis boylece SDS’ in ¢gdokmesi saglanmistir. Daha
sonra karisim, 12 000 rpm’ de 10 dakika tamamen berrak hale gelene kadar
santrifijlenmistir. Santrifijleme islemi sonunda Eppendorf tlplinde olusan ve
hicre nukleik asitlerini iceren Ust faz dikkatlice, alt faz ile karistirlmadan alinarak,
yeni steril Eppendorf tlplere aktarilmigtir. Hlcre nukleik asitlerini igeren karigim
icerisine, RNA’ nin pargalanabilmesi amaci ile, 0,4 mL karisimda 3 pL olacak
sekilde RNAse enzimi (10 mg/mL, Sigma, Almanya) eklenmis ve Kkarisim
termomikserde 37°C’ de 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra
karigim icerisindeki suyu baglamak igin 600 pL izoproponol ilave edilmis ve oda
sicakhginda 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra Eppendorf tipt 12 000 rpm’ de 10
dakika santrifljlenerek nukleik asitlerin tlpin dip kisminda toplanmalari
saglanmistir. Ust faz dikkatli sekilde mikropipetlenerek atildiktan sonra c¢okelti,
500 uL %70’ lik etanol icerisinde tekrar ¢ozulmus ve 12 000 rpm’ de 10 dakika
santrifUjlenmistir. Santrifujleme iglemi sonrasinda Ust faz dikkatlice mikropipet
yardimi ile atiimistir. Etanoli tamamen uzaklastirmak icin Eppendorf tlpler
yogunlagtiricida 20 dakika bekletiimig, sonrasinda dipte kalan DNA, 50 uL TE
tamponu icerisinde tekrar ¢ozulmustir. Gergeklestirilen iglemler sonunda elde

edilen DNA ¢ozeltisi, kullanilincaya kadar -20°C’ de saklanmisgtir.

3.2.7.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

incelenecek maya izolatlarinin RFLP-PZR yontemi ile genotiplendiriimeleri
Fernandez-Gonzalez et al. (2000) e gére gerceklestiriimistir. Yontem esas olarak;
izole edilen maya DNA'’ larina PZR islemi uygulanarak, hedeflenen bdlgenin
¢ogaltilmasi ve elde edilen PZR urunlerinin kesim enzimleri ile maya turine 6zgu

bolgelerden kesilmesi agamalarindan olugsmaktadir.

izole edilen maya DNA’ larinin amplifikasyonlari, Bélim 3.1.8’ de belirtilen Isi
dongu cihazi kullanilarak gergeklestiriimistir. DNA’ larin gogaltiimalar amaci ile
ITS1 ve ITS4 primerleri kullaniimistir. Yontemin uygulanmasinda 1uL hedef maya
DNA’ si, toplam 50 pL hacmindeki reaksiyon ortaminda c¢ogaltiimistir.
Amplifikasyon amaci ile kullanilan PZR reaksiyon ortaminin bilesimi; 0.25 yL Taq
DNA polymerase (5U/uL, Biotools, ispanya), 5 uL deoxynucleotide triphosphate
mix (dNTP mix, Biotools, ispanya), 10X PZR reaksiyon tamponu (Standard
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reaction buffer; 75 mM Tris HCI (pH 9.0), 2 mM MgClz, 50 mM KCI, 20 mM (NH4)2
SOs (Biotools, ispanya), 0.5 uM ITS1 primeri (Biotools, ispanya) ve 0.5 uM ITS4

primeri (Biotools, ispanya)dir.

Calismada kullanilan; ITS1 ve ITS4 primerlerinin dizileri agagida verilmektedir:

ITS1: 5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’
ITS4: 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’

Cogaltma iglemi sirasinda kullanilan PZR programi su basamaklardan
olusmaktadir; 95°C’ de 5 dakika baslangic denatirasyon asamasi, 95°C’ de 30
saniye denattrasyon, 52°C’ de 1 dakika baglanma ve 72°C’ de 1 dakika uzama
asamalar ve 72°C’ de 7 dakika son uzama asamasli. Bu asamalardan baslangig
denatirasyon ve son uzama asamalari 1’ er kez denaturasyon, baglanma ve

uzama asamalari ise 40 dongu seklinde gergeklestirilmigtir.

3.2.7.3. Kesim parcasi uzunluk cesitliligi

incelenecek maya izolatlarinin RFLP-PZR yéntemi ile genotiplendiriimeleri
Fernandez-Gonzalez et al. (2000)’ e gore gerceklestiriimistir. Yontem esas olarak;
izole edilen maya DNA’larina PZR islemi uygulanarak, hedeflenen bdlgenin
cogaltilmasi ve elde edilen PZR drunlerinin kesim enzimleri ile maya turine 6zgu

bdlgelerden kesilmesi asamalarindan olusmaktadir.

RFLP yonteminde, amplifikasyon islemi sonucunda elde edilen PZR Grdndndn; 12
ML’ lik reaksiyon ortaminda kesim enzimi ile kesilmesi saglanmistir. Bu amagla her

bir reaksiyon ortami i¢in 8 uL amplikon, reaksiyon ortamina aktariimistir.

Calismada kullanilan reaksiyon ortaminin bilesimi; 0.25 pyL kesim enzimi ve bu
enzime 6zel olarak kullanilan belirli derisimdeki tampon (2.0 uL) (Roche, Almanya)
ve 9,75 pL ultra saf sudan olusmaktadir. Calismada; Haelll, Cfol, Hinfl ve Hpall
(Roche, Almanya) kesim enzimleri kullaniimigtir. Deneyin uygulanisinda, 8 pL
amplikon iceren 20 pL’ lik reaksiyon ortaminin 37°C’ de 7 saat termomikserde

inkiibe edilmesi ile enzim reaksiyonunun gergeklesmesi saglanmistir. inkiibasyon
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suresi sonunda, kesim enzimleri ile elde edilen DNA bantlarinin ayrilabilmeleri
amac ile; elektroforez sisteminde %2.0 (w/v) agaroz jelde ylrutme iglemi
uygulanmigtir.  Elektroforez islemi sonrasinda ayrilan DNA bantlarinin
olusturduklari profiller, Syngene Bio Imaging (Birlesik Kralllk) marka bir
goruntileme sistemi yardimi ile goruntulenmigtir (Fernandez-Gonzalez et al.,
2000). Elde edilen bant profilleri www.yeast-id.com adresinde yer alan mayalarin-

kesim profilleri ile karsilastirilarak degerlendirilmigstir (http://www.yeast-id.com)

3.2.7.4. Dizi analizi

Calismada RFLP-PZR yoéntemi ile kesin olarak tanimlanamayan (¢ maya izolatina
dizi analizi uygulattirilmistir. Dizi analizi hizmet alimi seklinde, A.M.G Bilim Parki
Vakfi, Genetik Birimi'nde, (Unidad de Gendmica A.M.G Fundacion Parque
Cientifico, Madrid) yaptirtilmistir. Dizi analizi icin “ABl 3730x1 automatic
sequencer” (Applied Biosystems) ve “Thermo Sequenase dyeterminator cycle-
sequencing premixture kit” (Amersham Life Science) kullaniimis olup, her ki
programdan alinan sonuglar BLAST programi kullanilarak kargilastiriimiglardir
(Altschul et al., 1997).

3.2.8. Maya suslarinin zeytincilik ac¢isindan onemli bazi teknolojik

ozelliklerinin belirlenmesi

Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyonlari boyunca ortamda kalabilen ve
literatirde zeytin Uretiminde starter kultir ve/veya destek Kkultir olarak
kullanilabilme potansiyeli tasidiklari ifade edilen bazi maya izolatlarinin teknolojik
Ozellikleri belirlenmistir. Bu amagla, tanimlanabilen izolatlar arasindan, iki farkli
bolgeden alinan Debaryomyces, Candida, Kloeckera, Pichia, Aerobasidium ve

Clavispora olmak Uzere 6 cinse ait 54 adet maya susu secilmistir.

Belirlenen bu izolatlar zeytin Uretimi agisindan énemli olabilecek bazi teknolojik
Ozelliklerinin degerlendirilebilmesi amaci ile incelemeye alinmiglardir. Teknolojik
karakterizasyonlari yapilacak olan maya suslarinin farkh sicaklik ve pH
degerlerinde, yuksek tuz derisimlerinde gelisebilme, asetik asit ve H2S Uretimi,

tribGtirin ve zeytinyagini hidrolize edebilme ve gesitli sekerleri fermente edebilme
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yetenekleri arastirilmigtir. Bunun yani sira incelenen suslarin enzim profilleri,
oleuropeini karbon ve enerji kaynag! olarak kullanabilme yetenekleri, sitrik asiti
kullanma kapasiteleri, katalaz aktiviteleri, ve killer toksinlere duyarlilik ile proteolitik

ve pektolitik aktiviteleri de incelenmigtir.

3.2.8.1. Farkli sicakliklarda gelisebilme

Farkl sicaklik derecelerinin mayalarin gelismeleri Uzerine etkilerinin test edildigi bu
deneylerde, fermantasyon periyodundaki (Ekim-Haziran) ortalama ortam
sicakliginin (20°C) altinda ve uUstundeki sicaklik dereceleri denenmis bdylece
genis bir sicaklik araliginda maya izolatlarinin gelisebilme 06zelliklerinin
belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amacla 24-48 saatlik, hazirlanmig aktif kalttrlerden
YM broth besiyerlerine ekimler yapilmis ve kulturler 10°C, 15°C ve 37°C’ de 10
gun inklibasyona birakilmiglardir. Ekilen besiyerleri belirli araliklarla gelisme
durumlari acisindan degerlendiriimigler ve ureme gézlenen kdulttrler, pozitif olarak
degerlendiriimiglerdir (Bevilacqua et. al., 2009; Psani and Kotzekidou, 2006).

Calismada kontrol olarak 28°C kullaniimigtir.

3.2.8.2. Diisiik pH degerlerinde gelisebilme

Calismada maya izolatlarinin dustk pH degerlerinde gelisebilme 6zelliklerinin
incelendigi deneyler, pH’ 1 2.5, 3.5 ve 4.5’ e ayarlanan YM broth besiyerlerinde
gerceklestiriimistir. Denemelerde kontrol olarak, pH’ 1 6.2 olan YM broth besiyeri
kullaniimistir. Ekim yapilan besiyerleri 28°C’ de 10 gun inklbasyona birakiimislar
ve slre sonunda kulturlerdeki gelisme durumu degerlendirilmistir (Psani ve
Kotzekidou, 2006).

3.2.8.3. Yiiksek tuz derisiminde gelisebilme

Maya kulturlerinin ylksek tuz derigsiminde gelisebilme 6zellikleri; %14, %16, %18
oranlarinda NaCl (w/v) iceren YM broth besiyerleri kullanilarak incelenmistir. Bu
amagla hazirlanan ortamlara ekimleri yapilan aktif kultarler, 28°C’ de 10 gln
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inklibasyona birakilmiglardir. inkiibasyon siiresi sonunda tireme gézlenen kiiltirler

pozitif olarak degerlendirilmiglerdir (Psani ve Kotzekidou, 2006).

3.2.8.4. Asetik asit Uretimi

Maya izolatlarinin asetik asit Uretme Ozelliklerinin belirlenmesi amaci ile  %0.5
(w/v) CaCOs iceren YEPD agar besiyerleri kullaniimistir. YM broth besiyerinde
aktiflestirilen saf kaltirler YEPD-CaCOs besiyerlerine paralel olarak ¢izgi ekim
yontemi ile ekilmiglerdir. Ekim yapilan Petri kutulari 28°C’ de 10 gun inkubasyona
birakilmiglardir. inkiibasyon siresi sonunda Ureme gdzlenen kiiltiirlerin etrafinda
asetik asit Uretimine bagl olarak olugabilecek, berrak zon olugumlari incelenmistir
(Kurtzman et al., 2003).

3.2.8.5. Hidrojen siilfiir tiretimi

Maya izolatlarinin H2S Uretme 6zelliklerinin belirlenmesi amaci ile BIGGY agar
besiyeri kullanilmistir. ik olarak; 24 saatlik aktif kltiirlerin besiyerlerine paralel
olarak ¢izgi ekim yontemi ile ekimleri gergeklestirilmistir. Ekim yapilan besiyerleri
28°C’ de 5 giin inkiibasyona birakilmislardir. inkiibasyon siiresi sonunda tireme
gbzlenen kulturler olusturduklari renklere gore gruplandirilarak elde edilen
sonuglar degerlendirilmiglerdir. Yontemde, kultlrlerin H2S Gretme miktarlarinin,
besiyerindeki koloni renklerinin  koyuluguna paralel olarak arttigi kabul
edilmektedir. Buna bagli olarak Uretilen H2S miktarina gore kdlturler 1: beyaz, 2:
krem, 3: acik kahverengi, 4: kahverengi, 5: koyu kahverengi, 6: siyah olarak

gruplandiriimislardir (Aponte et al., 2010).

3.2.8.6. Lipolitik aktivitenin belirlenmesi

incelenen maya izolatlarinin lipolitik aktivitelerinin degerlendirimesinde iki ayri

testten yararlaniimistir. Bunlar; zeytinyagi ve tributirin hidrolizi deneyleridir.

Maya izolatlarinin zeytinyagini hidrolize etme oOzelliklerinin incelendigi denemeler,
%5 (v/v) oraninda zeytinyadi iceren Gorodkowa agar besiyeri (pH 7.5) kullanilarak

gerceklestiriimigtir. Uygun sekilde aktiflestirilen maya kulturleri ¢izgi ekim yontemi
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ile paralel olarak Gorodkowa agar besiyerlerine ekilmigler ve ekimi yapilan petri
kutulari 28°C’ de 10 giin inkiibasyona birakilmiglardir. Inkiibasyon siresi sonunda
ureme gozlenen kultarlere 10 mL doygun bakir suilfat ¢gdzeltisi eklenmis, 15 dakika
oda sicakliginda bekletiimiglerdir. Daha sonra kultlr Uzerindeki fazla bakir stlfat
¢Ozeltisi uzaklastirnlmig, kadlturler 1 saat buzdolabinda bekletilmislerdir. Sure
sonunda, kulturler etraflarinda mavi zon olugsumu agisindan degerlendiriimiglerdir.
Etraflarinda mavi zon olusturan kultirlerin zeytinyagini hidrolizi yetenekleri pozitif

olarak kabul edilmistir (Marquina et al., 1992; Psani and Kotzekidou, 2006).

Maya kulturlerinin tribatirin hidrolizi 6zelliklerinin belirlendigi denemeler Tributyrin
agar (TBA) besiyerlerinde gercgeklestiriimistir. YM broth besiyerinde 28°C’ de 24
saat aktiflestirilen maya kdaltlrleri ¢izgi ekim ydntemi ile paralel olarak TBA
besiyerlerine ekilmigtir. Ekim yapilan besiyerleri, 28°C’ de 10 glin inkibasyona
birakilmiglardir. Sure sonunda koloni c¢evrelerindeki berrak zon olusumlari

degerlendirilmistir (Harrigan, 1998; Psani ve Kotzekidou, 2006).

3.2.8.7. Cesitli sekerlerin fermantasyon ve asimilasyonlari

Zeytin meyvesi bilesiminde agirlikli olarak bulunan gekerlerin arasinda glukoz,
fruktoz ve sakkarozun yer aldi§i bilinmektedir (Tokusoglu ve Artik, 2010). Bu
nedenle incelenen mayalarin ¢esitli sekerleri fermente edebilme o6zelliklerinin
incelendigi deneylerde glukoz, fruktoz ve sakkaroz kullanilimigtir. Seker
fermantasyonu testleri, %2 (w/v) seker iceren Durham’ I YM broth besiyerinde
gerceklestiriimistir. 24 saatlik aktif maya kultirleri ile asilanan besiyerleri, 28°C’ de
28 gun inkubasyona birakilmiglar ve bu sire boyunca gaz olusumu agisindan
degerlendirilmislerdir (Yarrow, 2000). izolatlarin cesitli sekerleri asimile etme

Ozelliklerinin belirlenmesinde ise; API ID 32C sonuglarindan yararlaniimigtir.

3.2.8.8. Enzim profillerinin belirlenmesi

Mayalarin enzim profillerinin degerlendiriimesi daha dnce Bolum 3.1.4’ de verilen
sistem ile gergeklestiriimistir. Bu amagla aktiflestirilen maya izolatlari ilk olarak, YM
agar besiyerinde 28°C’ de 24 saat gelistiriimiglerdir. Daha sonra, geligtirilen saf

kiltarlerden steril damitik su ortamlarina aktarmalar yapimis bir densimat cihazi
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(bioMérieux, Fransa) kullanilarak, sistemin 6nerdigi 5-6 McFarland’ hk bulanikhga
sahip maya suspansiyonlari elde edilmistir. Elde edilen kultar suspansiyonlari,
sistemin onerdigi sekilde, kitteki her bir hucreye 65 uL olacak sekilde agilanmistir.
Asilama yapilan APl Zym kitleri (bioMérieux, Fransa), 37°C’ de 4-4.5 saat inkibe
edilmiglerdir. inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucuga kit ile hazir olarak
verilen; ZYM A ve ZYM B c¢ozeltilerinden (bioMérieux, Fransa), once ZYM A sonra
ise ZYM B c¢oOzeltisi olacak sekilde eklenerek, oda sicakliginda 5 dakika
bekletiimiglerdir. Fast Blue BB’ den kaynaklanabilecek sari rengin Onlenmesi
amaci ile sistemin onerdigi sekilde; test kitleri 1000 W’ lik bir 1sik kaynagd altinda
yaklasik 10 saniye bekletiimislerdir. Daha sonra kuyucuklarda olusan renkler
tonlarina bagli olarak, test kitleri ile birlikte verilen renk degerlendirme gizelgesine
gbre yorumlanmiglardir. Buna gore kuyucuklarda olusan renkler, 0-5 arasinda
derecelendirilmiglerdir; 0: negatif reaksiyonu, 5: en yuksek miktardaki pozitif
reaksiyonu, 1, 2, 3 ve 4 ise; zayIf ve orta duzeydeki reaksiyonu ifade etmektedir.
Kite gore 3, 4 ve 5 olarak derecelendiriien reaksiyonlarin pozitif olarak
degerlendirilebilmektedir (BioMérieux, 2011).

Mikroorganizmalarin enzim profillerinin APl ZYM sistemi ile incelendigi bazi
calismalarda, vyapilan derecelendirmenin kullanilan substrat miktari ile
iliskilendirildigi gortulmektedir (Nascimento and Martinez-Rossi, 2001). Bu
calismalarda; 1>5 nmol, 2>10 nmol, 3>20 nmol, 4>30 nmol ve 5>40 nmol ve
uzerine kargilik gelen substratin mikroorganizmalar tarafindan kullanildigr seklinde

ifade edilmektedir.

3.2.8.9. Oleuropeini kullanma

Yapilan c¢alismalar zeytin yapradi ekstraktinda basta oleuropein olmak Uzere
hidroksitirosol, luteolin, apigenin, kafeik asit, rutin ve katesin gibi fenolik
bilesenlerin yer aldidi bilinmektedir (Cakmak vd., 2012). Literattrde zeytin yapragi
ekstraktinin fazla oranda oleuropein igerdigi, 6yle ki, zeytin ekstraktinin gogunlukla
oleuropein olarak tanimlandigi belirtiimektedir (Lalas et. al., 2011). incelenen
maya izolatlarinin oleuropeini karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilme

Ozelliklerinin arastirildigr denemeler, %0.5 ve %1.5 (w/v) oraninda zeytin yapragi

48



ekstraktli iceren YNB-ZY agar besiyerinde gerceklestiriimigtir (Psani ve
Kotzekidou, 2006).

Deneylerde ilk olarak, YM broth besiyerinde 28°C’ de 24 saat inkUbasyon ile
aktiflegtirilen maya kulturlerinin ¢izgi ekim yontemi ile paralel olarak besiyerine
ekimleri gergeklestirilmistir. Ekim yapilan besiyerleri 28°C’ de 10 gun inkUbasyona
birakilmiglardir. inkiibasyon siiresi sonunda besiyerlerinde gelisebilen kiltiirler

pozitif olarak degerlendirilmislerdir.

3.2.8.10. Sitrik asiti kullanma

Sitrik asitin, zeytin meyvesinde bulunan en énemli ve baslica organik asitlerden
biri oldugu bilinmektedir (Ergonul ve Tokusoglu, 2010). Bu nedenle incelenen
maya izolatlarinin sitrik asiti kullanabilmeleri sofralik zeytin Uretimi agisindan
onemli bir teknolojik 6zellik olarak degerlendiriimektedir. Maya izolatlarinin sitrik
asiti kullanabilme o6zelliklerinin belirlenmesi amaci ile YNB agar besiyeri
kullaniimistir. Aktif maya kultirleri YNB agar besiyerine “oxonografik” yontem
kullanilarak ekilmigtir. Kati, kaltir iceren ortamlar Uzerine, sitrik asit ve pozitif
kontrol amacli; glukoz partikulleri eklenmistir. Ortamlarin 28°C’ de 2-4 gulnluk
inkiibasyonlarinin sonunda sitrik asit etrafinda tGreme goézlenen kiltirlerin pozitif

reaksiyon verdikleri kabul edilmigtir (Deak and Beuchat, 1996).

3.2.8.11. Katalaz aktivitesi

Katalaz enziminin yag asitlerinin oksitlenmesini engelleyerek peroksit olusumunun
onune gectigi bilinmektedir. Bu nedenle, mayalarin katalaz aktivitesi sofralik zeytin
uretimi acisindan onemli bir teknolojik 6zellik olarak kabul edilebilmektedir.
incelenen maya suslarinin katalaz aktivitelerinin incelendigi deneyler, YM agar
besiyerine ekimleri yapimig maya kulturleri Uzerinde gergeklestirilmistir. Bu
amacgla ilk olarak, YM broth besiyerinde 28°C’ de 48 saat inklibe edilerek
aktiflestirilen saf kultirler, YM agar besiyerlerine asilanmiglar ve 28°C’ de 24-48
saat inkUibasyona birakilmiglardir. Sire sonunda kulturlerin Uzerine %3 (v/v) luk
H202 damlatilmig ve kdltirlerden gaz ¢ikigi incelenmistir. Gaz ¢ikisi gézlenen
kllturler katalaz pozitif olarak degerlendirilmislerdir (Bautista-Gallego et al., 2011)
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3.2.8.12. Killer aktivite

Arastirmada izole edilen maya susglarinin killer aktivitelerinin belirlenmesi amaci ile
agar difiizyon yoéntemi kullaniimistir (Ozgelik vd., 1996) Bu amagcla, Ankara
Universitesi Gida Muhendisligi Bolumi kultir kolleksiyonundan saglanan; S.
cerevisiae NCYC 232 (killer sus, K1), S. cerevisiae NCYC 738 (killer sus, K2) ve
S. cerevisiae NCYC 1006 (duyarli sus), suslan referans suslar olarak
kullaniimiglardir. Bu amacla YM agar besiyerinde birka¢ kez pasaj yapilarak 28°C
aktiflestirilen duyarh sus; 45°C’ deki 100 mL %0.003 (w/v) metilen mavisi iceren ve
0.1 M sitrat-fosfat tamponu ile pH’ 1 4.5’ a ayarlanan YEPD-MB agar besiyerine
yaklasik olarak; 4x10° kob/100mL olacak sekilde asilanmis ve kiiltiir iceren ortam
iyice karistirilarak steril bir petri kutularina aktariimigtir. Daha sonra kultur iceren
besiyerlerinin uygun kosullarda katilasmalari saglanmigtir. YM agar besiyerinde
birka¢ kez pasaj yapilarak aktiflestirilen killer suglar referans olarak kullaniimig ve
maya izolatlari ile bilikte paralel olarak yaklasik 1 cm boyunda ¢izgi ekim yontemi
ile ekilmiglerdir. 20°C’ de 72 saatlik inklibasyon stiresi sonunda inhibasyon zonu
olusturan kiiltiirler “Killer” olarak degerlendiriimiglerdir (Ozcelik ve Dénmez, 1993;
Ozcelik vd, 1996; Hernandez et al., 2008).

Calismanin bir diger asamasinda maya suslarinin K1 ve K2 killer toksinlerine karsi
duyarhliklari incelenmistir. Bu amagla, Killler aktivitenin incelenmesinde kullanilan
yontemle ayni yol incelenmis ancak duyarli sus olarak galismada izole edilen
maya suslari kullaniimistir. Ekimi gerceklestirilen besiyerleri 20°C’ de 72 saat
inkiibe edilmis, inklibasyon sonunda killer mayalar etrafinda zon olusumuna neden
olan kdltirler “Duyarl” olarak degerlendiriimislerdir. (Ozgelik vd, 1996; Hernandez
et al., 2008).

3.2.8.13. Proteolitik aktivite

Arastirmada incelenen maya izolatlarinin proteolitik aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla, ilk olarak YM broth besiyerinde aktiflestiriien maya kuiltarlerinin %10’ luk
Milk agar besiyerine paralel olarak ¢izgi yontemi ile ekimleri gergeklestirilmistir.
Ekim yapilan Petri kutulari 28°C’ de 14 glin inkibasyona birakilimiglardir.

inkiibasyon siiresi sonunda lreme gozlenen kiltiirlerde cizgi boyunca Ureyen
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kolonilerin etrafindaki proteolitik aktiviteye bagli olarak gelisebilecek, berrak zon
olusumlari incelenmigtir. Zon olugturan kulturler pozitif olarak degerlendirilmislerdir
(Harrigan, 1998; Idoui et al., 2009).

3.2.8.14. Pektolitik aktivite

incelemeye alinan maya suslarinin pektolitik aktivitelerinin  belirlenebilmesi
amaciyla, %0.5 (w/v) oraninda naranciye pektini (Balmumcu, Ankara) iceren YNB-
NP agar kullaniimistir. Deneyin gerceklestirimesinde; YM broth besiyerinde uygun
sekilde aktiflestirilen maya kulturleri, ¢izgi ekim ydntemi ile paralel olarak YNB-NP
agar besiyerlerine ekilmigler, ardindan Petri’ ler 28°C’ de 7 gln inklibasyona
birakilmiglardir. inkiibasyon siiresi sonunda besiyerlerinde tredigi gdzlenen maya
suslarl pektolitik aktivite agisindan pozitif olarak kabul edilmiglerdir (Marquina et
al., 1992).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Yapilan arastirmada ilk olarak, Manisa’ nin Akhisar ve Bursa’ nin iznik yérelerine
ait Gemlik zeytinleri ile bunlarin dogal fermantasyonlari boyunca, belirli glnlerde
salamura ile birlikte aseptik kosullarda alinan érneklerde pH, tuz ve serbest asitlik
tayinleri yapilmistir. Daha sonra, bu érneklerideki LAB sayilari belirlenmis ve maya
floralari incelenmistir. Her iki yoreye ait zeytinlerin dogal fermantasyon
ortamlarindaki endojen maya floralarinin belirlenebilmesi amaci ile ilk olarak,
laboratuvara gelen orneklerden izole edilen mayalarin makroskobik ve mikroskobik
morfolojileri incelenmis ve elde edilen sonuglara gore, farkli makroskobik 6zellikler
gOsteren koloniler izole edilerek saflastirilmiglardir. Calismanin daha sonraki
asamalarinda ise, elde edilen saf kultirler APl ID 32C (bioMérieux, Fransa)
sistemi, bu sistemi destekleyici olarak uygulanan ek bazi tanimlama testleri ve
molekuler esasli yontemlerle tanimlanmiglardir. Arastirmanin son asamasinda ise;
tanimlanmalari gergeklestirilen endojen maya suslarinin, dogal fermente sofralik

zeytin Uretimi agisindan énemli olabilecek bazi teknolojik 6zellikleri incelenmisgtir.

4.1. Zeytin orneklerine ait bazi kimyasal analiz sonuglari

Akhisar ve Iznik yorelerine ait Gemlik zeytinlerinin fermantasyonlari boyunca
salamura ile birlikte alinan oOrnekler uygun kosullar altinda laboratuvara
gonderilmis ve bu orneklerde pH, tuz (g NaCl/100 mL salamura) ve laktik asit (g
laktik asit/100 mL salamura) cinsinden serbest asitlik tayinleri yapiimistir. Deneyler
paralel olarak gerceklestiriimis ve elde edilen degerlerin standart sapmalarinin
hesaplanmasi amaciyla SPSS 17.0.1 programi kullanilarak %95 guven araliginda
tek yonlU varyans analizi yapilmistir (Kalayci, 2008). Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2’
de dogal fermantasyon ortamlarindan alinan zeytin ve salamura dérneklerine ait

bazi kimyasal analiz sonuglari gérulmektedir.

Bu sonucglara goére; Akhisar yoresine ait Gemlik zeytinlerinin  dogal
fermantasyonlari boyunca, salamuradaki tuz oraninin; %8.19-16.75 (w/v) arasinda
degistigi belirlenmigtir (Cizelge 4.1). Salamuradaki laktik asit cinsinden serbest
asitlik miktarinin (%; w/v) ise; fermantasyon baslangicinda %0.25 (w/v) iken
fermantasyon suresince arttiyi ve fermantasyon sonunda %1.49’ a yukseldigi

bulunmustur. Serbest asitlik miktarindaki artisa bagl olarak, salamura pH’' si
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fermantasyon boyunca dusmustur. Buna gore, fermantasyon baslangicinda

salamura pH’ s1 5.0 iken fermantasyon sonunda bu deger, 4.53’ e dusmustur.

iznik yéresine ait Gemlik zeytinlerinin fermantasyonlari boyunca salamuradaki tuz
oraninin %6.28-80 (w/v) arasinda degisiklik gosterdigi saptanmistir (Cizelge 4.2).
Laktik asit cinsinden serbest asitlik miktari (w/v) fermantasyonun basglangicinda
%0.21 olarak belirlenirken fermantasyon boyunca artis gostermis ve fermantasyon
sonunda; %0.77 ye ylukselmistir. Salamura pH’ sI ise, serbest asitlik artisina bagli

olarak fermantasyon boyunca, pH 5.12' den pH 4.58 e dusmustur.

Cizelge 4.1. Akhisar yoresine ait Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyonlari boyunca

tuz, serbest asitlik ve pH degerlerinin degisimleri

Fermga}Jpr':ﬁsyon Tuz (g NaCl/100 mL) Serbeas:;ti tallilcglcl)ltn(g)Iaktlk pH

0 8.72+0.18 0.25+0.06 5.00£0.01
1 9.14+0.66 0.20+0.00 4.9240.01
7 8.19+0.26 0.49+0.00 4.85+0.00
14 11.70+£0.00 0.52+0.04 4.69+0.01
21 11.704£0.00 0.60+0.01 4.56+0.00
28 11.504£0.70 0.73+0.04 4.55+0.00
46 11.83+0.21 0.72+0.03 4.53+0.01
60 16.75+0.00 0.73+0.01 4.54+0.00
84 16.75+0.05 1.12+0.04 4.65+0.01
112 16.67+0.00 1.23+0.00 4.64+0.01
138 15.63+0.02 1.2240.02 4.60+0.00
164 14.40+0.00 1.16+0.02 4.58+0.00
192 15.30+0.01 1.47+0.01 4.60+0.00
211 15.20+0.00 1.49+0.00 4.53+0.01

Literatlrde cgesitli zeytin turlerine ait fermantasyon ortamlarindan alinan érneklerin
pH’ larinin belirlendigi bazi arastirmalar yer almaktadir. Campaniello et al. (2005)
tarafindan italya’ da yapilan bir galismada, llkeye 6zgli Bella di Cerignalo
zeytinlerinin dogal fermantasyona birakildiklari ve belirli glnlerde fermantasyon
ortamlarindan &rnekler alindigi belirtimektedir. Calismada alinan &rneklerin pH
degerlerinin olguldigu ve fermantasyon boyunca bu degerlerin yaklasik pH 5.0

dolaylarinda kaldigi ifade edilmigtir.
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Cizelge 4.2. iznik yoéresine ait Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyonlari boyunca tuz,

serbest asitlik ve pH degerlerinin degigimleri

Fermgehnr':zsyon Tuz (g NaCl/100 mL) Serb(;s;i 3iglcl)l:n(€)laktlk oH

0 6.28+0.08 0.21+0.00 5.12+0.04
1 7.68+0.52 0.20+0.00 5.06+0.02
5 9.14+0.06 0.27+0.00 4.80+0.01
18 10.30+0.08 0.35+0.01 4.90+0.01
27 13.55+£0.03 0.53+0.01 4.57+0.00
46 12.00+£0.14 0.68+0.01 4.55+0.02
63 14.61+0.01 0.66+0.01 4.60+0.01
91 14.10+0.28 0.84+0.01 4.60+0.01
117 14.80+0.00 0.77+0.00 4.58+0.00
143 14.1940.01 0.85+0.00 4.60+0.01
172 14.60+£0.00 0.77+0.01 4.58+0.00

Kumral et al. (2009) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise, iznik yéresine ait
Gemlik c¢esidi zeytinlerin dogal olarak surdurulen fermantasyon ortamlarindan
orneklerin alindigi ve bu o6rneklerde pH, tuz ve titrasyon asitligi tayinlerinin
yapildigi ifade edilmektedir. Buna gore zeytinlerin dodal fermantasyonlarinin ilk 20
gununde ortam pH’ sinin 7.3’ den 5.2’ ye dustugu, daha sonraki 100 giin boyunca
ise ortam pH’ sinda 6énemli bir degisiklik olmadigi belirtimektedir. Ayni calismada
fermantasyon sonunda o6rneklerdeki toplam titrasyon asitliginin ise, laktik asit

cinsinden %0.42 olarak saptandidi rapor edilmistir.

italya’ da yapilan bir calismada; Taggiasca ¢esidine ait zeytinlerin dogal
fermantasyon ortamlarindan 6 ay boyunca drneklerin alindi§i ve bu érneklerde pH,
titrasyon asitligi ve tuz tayinlerinin yapildi§i ifade edilmektedir. Calismada,
fermantasyon sonunda ortam pH’ sinin 4.9’ a; tuz miktarinin %9’ a ve titrasyon

asitliginin ise %0.20’ ye ulastigi rapor edilmektedir (Amelio and DeMuro, 2000).

Idoui et al. (2009) tarafindan Fas’ da yapilan bir diger arastirmada, Jijel’ in Dogu
ve Guneydogu bolgelerinden farkli dogal fermente sofralik zeytin érneklerinin
toplandigi ve bu zeytinlerin pH’ larinin élgtldigu ve bu degerlerin pH 5.24 ile 5.80

arasinda degistigi belirtilmigtir.
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Ulkemizde yapilan bir caligmada, Aydin ve Denizli illerinde bulunan gesitli zeytin
ureticileri ve evlerden toplanan 16 zeytin 6rneginde tuz, pH ve serbest asitlik
tayinlerinin yapildigi ve incelenen zeytin orneklerinin pH degerlerinin; pH 2.81-
4.84, asitlik derecelerinin; %0.20-2.12 ve tuz derisimlerinin ise; %0.18-10.82

arasinda belirlendigi ifade edilmistir (Karasu, 2006).

Tassou et al. (2002) tarafindan Yunanistan’ da yapilan bir calismada ise,
Conservolea zeytinlerinin %4, %6 ve %8 oranlarinda tuz iceren salamuralarda
25°C ve 18°C’de 190 gun fermantasyona birakildiklari ve belirli giinlerde 6rnekler
alinarak pH ve titrasyon asitligi dlgimlerinin yapildigi belirtiimektedir. Her kosulda
fermantasyonun ilk glnlerinde ortam pH’ sinin hizli bir sekilde dustigu rapor
edilmigtir. Arastirmada; 25°C’ de ve %6 ile %8 tuz iceren salamura érneklerindeki
son pH degerlerinin sirasiyla; 3.8 ve 3.9 oldugu; ayni sicaklikta ve %4 tuz
derisimindeki salamura o6rneginin son pHInin ise; 4.4 oldugu belirtiimistir.
Calismada salamuranin serbest asitlik degerinin D- ve L-laktik asit cinsinden
belirlendigi ve bu degerlerin 25°C’de ve %4 tuz derisiminde sirasiyla; %0.7 ve

%0.4 olarak belirlendigi de ifade edilmistir.

Kumral (2005) tarafindan yapilan bir doktora calismasinda, Gemlik zeytininin
Lactobacillus brevis, Leuconostoc cremoris, Leuconostoc paramesenteroides,
Leuconostoc dextranicum kultlrlerinin tekli veya kokteyl starter olarak kullanildidi
dogal fermantasyon ortamlarindan érneklerin alindigi ve bu érneklerde pH, serbest
asitik ve tuz tayinlerinin yapildigi belirtiimektedir. Calismada &rneklerin tuz
derigimlerinin en ylUksek; %15 oldugu serbest asitlik derecelerinin ise; %0.277-

0.750 arasinda degistigi rapor edilmistir.

Turk Gida Kodeksi 2008/24 numarali Sofralik Zeytin Tebligi’ nde isil islemsiz dogal
fermente siyah zeytinde tuz (NaCl) oraninin en az; %4 (m/v) olmasi gerektigi
belirtilirken, pH ve serbest asitlik miktari ile ilgili herhangi bir sinirlamaya yer
veriimemigtir (http://www.gkgm.gov.tr/mevzuat/kodeks/2008-24.html).

Calisma sonuglarina gore; Akhisar yoresine ait Gemlik zeytinlerinin pH’ sinin dogal
fermantasyon igslemi sonunda; 4.53’ e dustugu, laktik asit miktarlarinin; %1.49’ a

yikseldigi, tuz miktarlari ise; %8.19-16.75 arasinda degistigi belirlenmistir. iznik
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yoresine ait Gemlik zeytinlerinin pH’ sinin ise dogal fermantasyon sonunda 4.58’e
dustugu, laktik asit miktarinin; %0.77° ye yukseldigi ve tuz miktarinin ise;
fermantasyon boyunca, %6.28-14.80 arasinda degistigi belirlenmistir. Calismada
iki ayri yoéreye ait Gemlik zeytinlerinin fermantasyonlari boyunca o&l¢llen pH
degerlerinin birbirlerine yakin olduklari gézlemlenmigtir. Dogal fermente sofralik
zeytin Uretiminde laktik asit Uretimine bagli olarak pH dususunin zeytinin raf
orunun arttinlmasinda ve zeytine 6zgu duyusal Ozelliklerin olugsmasinda buyuk
oneme sahip oldugu bilindigi icin, calismada elde edilen verilerin bu genel egilime

uyduklar saptanmigtir.

4.2. Zeytin orneklerindeki Laktik Asit Bakteri sayilarinin belirlenmesine

iliskin sonuglar

Calismanin bu agamasinda, Akhisar ve iznik yorelerine ait Gemlik zeytinlerinin
dogal fermantasyonlari boyunca belirli giinlerde alinan zeytin érneklerindeki Laktik
Asit Bakteri (LAB) sayilari belirlenmistir. Laboratuvara gelen oérneklerdeki LAB
sayisini belirlemek amaci ile %0.1 Tween 80 igceren MRS agar besiyeri
kullaniimisgtir. Denemelerde ekimler dokme plak yontemi ile paralel olarak
gerceklestirimis ve elde edilen sayim sonuglari arasindaki standart sapmanin
belirlenmesi icin SPSS 17.0.1 programi kullanilarak %95 glven araliginda tek
yonlii varyans analizi yapilmigtir (Kalayci, 2008). Orneklerdeki LAB sayilarina

iligskin sonuglar sirasiyla; Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’ de verilmektedir.

Cizelge 4.3’ de Akhisar yoOresine ait zeytinlerin dogal fermantasyonlari boyunca
LAB sayilarinin  degisimi verilmektedir. Cizelgede de goraldigu gibi,
fermantasyonun baglangicindaki LAB sayisi; 4.11+0.04 log (kob/g)’dir.
Fermantasyonun 7. gununden itibaren LAB sayisinin arttigi gorilmektedir. Bu
deger fermantasyonun 60. glnine kadar yaklasik 3 logaritmik birim artarak;
7.10£0.01 log (kob/g)a ylkselmistir. Fermantasyonun 60. glininden sonra ise,
LAB sayisi bir miktar dismus ve fermantasyonun son gundnde ise; 6.27+0.04 log

(kob/g) olarak belirlenmigtir.

Cizelge 4.4'de iznik yoresine ait Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyonlari

suresince LAB sayisindaki degisim verilmektedir. Cizelgede de goruldugu gibi,
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fermantasyon baslangicinda ortamdaki LAB sayisi 5.32+0.02 log(kob/g)’'dir. LAB
sayisi fermantasyonun 1. ve 5. gunlerinde bir miktar dusmekle birlikte
fermantasyonun 18. ginlinde yaklasik 2 logaritmik birimlik artis gdstererek
7.33%£0.00 log (kob/g)a ulagsmistir. Fermantasyonun 18. gunden itibaren ortamdaki
LAB sayisinda bir miktar dugme gozlenmis ve fermantasyon sonunda bu sayi;
5.87+0.02 log (kob/g) olarak belirlenmigtir.

Cizelge 4.3. Akhisar yoresine ait Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyonlari boyunca
LAB sayisindaki degisim

Fermantasyon Suresi (gun) LAB sayisi log (kob/g)
0 4.11+0.00
1 3.69+0.01
7 6.34+0.03
14 5.47+0.13
21 6.06+0.00
28 6.93+0.02
46 6.58+0.01
60 7.10£0.01
84 6.33+£0.01

112 6.09+0.07
138 5.71+£0.02
164 5.45+0.02
192 6.05+£0.02
211 6.27+0.04

Literatirde zeytin fermantasyonlari ile ilgili olarak yapilan g¢esitli ¢alismalarda,
ortamdaki LAB sayilarinin degisimleri de incelenmistir. Nychas et al. (2002)
tarafindan Yunanistan'’da yapilan bir calismada, Conservola tlrine ait siyah
zeytinlerin, %6 oraninda tuz igeren salamura igerisinde dogal fermantasyona
birakildiklari ve fermantasyon boyunca belirli glnlerde salamura &rneklerinin
alinarak LAB sayilarinin belirlendigi ifade edilmektedir. Calismada, fermantasyon
baslangicinda ortamdaki LAB sayisinin; 2.0 log (kob/mL) oldugu, fermantasyon
boyunca ise bu sayinin artarak fermantasyonun son guninde (56. glinde) yaklasik
5.0 log (kob/mL)’a yukseldigi belirtiimektedir.
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Cizelge 4.4. iznik yoresine ait Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyonlari boyunca LAB

sayisindaki degisim

Fermantasyon Suresi (gun) LAB sayisi log (kob/g)
0 5.32+0.02
1 4.39+0.02
5 4.45+0.02
18 7.33+0.00
27 6.37+0.01
46 6.04+0.00
63 6.38+0.11
91 5.80+0.02

117 5.78+0.00
143 5.60+0.02
172 5.87+0.02

Hurtado et al. (2009) tarafindan ispanya’da yapilan bir ¢calismada, Arbequina tipi
zeytinlerin %5 ve %10 tuz derisimlerinde salamura igeren tanklarda 20°C’de dogal
fermantasyona birakildiklari ve galismada ilk olarak fermantasyonun O, 2 ve 5.
gunlerinde, daha sonra ise her 7 gunde bir salamura o6rneklerinin analiz igin
alindid1 belirtiimigtir. Arastirmada, tanklarin ilk bir metresinden alinan érneklerde ilk
14 gun LAB sayllamadigi, 15. gunde ise bu seviyeden alinan o6rneklerde LAB
sayisinin 10 kob/mL olarak belirlendigi ifade edilmektedir. Fermantasyonun 20. ve
30. gunlerinden itibaren LAB sayisinin arttigi, 40. gunde ise bu sayinin; 7 log
(kob/mL)’ye ulastigi belirtimektedir. Calismada fermantasyon tanklarinin derin
kisimlarinda ise; LAB gelisiminin geciktigi, fermantasyonun 60. ve 240. gunleri
arasinda tanklarin her seviyesinde LAB sayisinin ayni oldugu rapor edilmigstir.
Fermantasyonun son gunindeki LAB sayisinin ise yaklasik; 7.5 log (kob/mL)’ye

ulastigi belirtilmigtir.

Idoui et al. (2009) tarafindan Fas’da yapilan bir diger ¢alismada, iki farkli bélgeden
rastgele toplanan dogal fermente zeytin érneklerindeki LAB sayilarinin belirlendigi

oy

ve bu sayinin 1.20x107 ile 8.00x107 kob/g arasinda degistigi belirtilmistir.
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Nisiotou et al. (2010) tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada ise, Conservolea
turine ait siyah zeytinlerin %6 tuz iceren salamurada dogal fermantasyona
birakildiklar ve fermantasyonun 0, 2, 4, 6, 8, 10, 13, 17, 20, 27 ve 35. gunlerinde
ornekler alinarak LAB sayilarinin belirlendigi ifade edilmistir. Calismada LAB
sayisinin ilk 5 gunde artarak 7.5 log (kob/mL)" ye ulastigi, fermantasyonun son

gunune kadar ise bu degerin; 6.0 log (kob/mL)’ ye dustigu rapor edilmistir.

Campaniello et al. (2005) tarafindan yapilan bir calismada, Bella di Cerignalo tipi
zeytinlerin Ispanyol tipi ve dogal olmak Uzere iki farkli sekilde fermantasyona
birakildiklari ve bu zeytinlerdeki LAB sayisini belilemek Uzere her iki
fermantasyon ortamindan da 0, 8, 17, 31 ve 80. glnlerde o6rnekler alindigi
belirtiimistir. Calismada LAB sayisinin dogal fermente zeytinler icin en ¢ok 7.49
log (kob/mL)ye; Ispanyol tipi zeytinler igin ise; 7.78 log (kob/mL) ye giktig ifade

edilmigtir.

Sarikaya vd. (2008) tarafindan yapilan baska bir calismada ise; Ankara
piyasasindan toplanan zeytin 6rneklerinde LAB sayisinin belirlendidi ve bu sayinin
8.1x10! - 9.1x10° kob/mL arasinda degistigi belirtilmistir.

Hurtado et al. (2009) tarafindan ispanya’da yapilan bir diger calismada ise;
Arbequina zeytinlerinin, %5 ve %10’ luk salamura i¢eren tanklarda 20°C’de dogal
fermantasyona birakildiklari ve fermantasyon boyunca 7 gunde bir alinan

orneklerdeki LAB sayilarinin en ¢ok 6-7 log (kob/mL) ye ulastigi rapor edilmistir.

Zeytinlerin dogal fermantasyon ortamlarinda yer alan mikroorganizmalarin gesitlilik
gosterdigi ve genel olarak Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae, LAB, mayalar
ve kuflerin fermantasyon ortamlarinda yer aldiklari bilinmektedir (Tassou et al.,
2002). Dogal fermente sofralik zeytin Uretiminde fermantasyondan sorumlu asil
mikroorganizmalarin ise, LAB ve mayalar oldugu belirtiimektedir (Hurtado et al.,
2012). Fermantasyonda yer alan LAB’ nin laktik asit Ureterek ortam pH’ sini 4’ e
kadar dusurebildikleri, boylece bozulmaya neden olan mikroorganizmalari yok
ederek zeytinin raf émrinu arttirdiklari bilinmektedir. Ayni zamanda, LAB’ nin
dogal fermente sofralik zeytine 6zglu duyusal Ozelliklerin kazanilmasina da

yardimci olduklari ifade edilmektedir (Hurtado et al., 2012). LAB’ nin fermantasyon
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baslangicinda ortamda baskin olduklari, ilerleyen asamalarda ise yuksek tuz
derisimi, salamuraya gegen fenolik bilesenler ve duguk pH nedeni ile sayilarinin

azaldigi bilinmektedir.

Bu galismada, Akhisar yOresine ait Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyonlari
suresince izlenen LAB sayisinin ikinci aya kadar yukselerek; 7.10+0.01 log
(kob/g)’a ulastidi, ikinci aydan sonra ise, bu sayinin yaklasik bir logaritmik birim
azaldigi; iznik yéresine ait Gemlik zeytinlerin dogal fermantasyonlari siiresince
incelenen LAB sayisinin ise daha hizli bir artis gostererek, henlz 18. ginde en
yuksek degere ulastigl (7.33+0.00 log (kob/g)) daha sonra ise bir miktar dugserek
farmantasyon sonunda sayida vyaklasik; 2.5 logaritmik birim azalma oldugu
belirlenmistir. Her iki yoreye ait Gemlik zeytinlerin fermantasyon ortamlarinda yer
alan LAB sayilarinin literatirde verilen benzer g¢alismalardaki sonuglar ile uyum

icerisinde oldugu gorulmektedir.

4.3. Zeytin orneklerindeki maya sayilarinin belirlenmesine iligkin sonuglar

Calismanin bu asamasinda, Akhisar ve iznik yorelerine ait Gemlik zeytinleri ile
bunlarin dogal fermantasyonlari suresince salamura ile birlikte alinan zeytin
orneklerindeki maya sayilari belirlenmis ve bu orneklerden cesitli maya suslar
izole edilmistir. Calismada toplam maya sayisi; YEPDC agar besiyeri kullanilarak
belirlenmistir. Denemelerde besiyerlerine ekimler paralel olarak, ylzeye surme
yontemi ile gerceklestiriimis ve elde edilen sayim sonuglarinin standart
sapmalarinin belirlenmesi amaciyla sonuglara, SPSS 17.0.1 programi kullanilarak
%95 glven araliginda tek yonlu varyans analizi uygulanmistir (Kalayci, 2008).
Akhisar ve iznik Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyonlari boyunca ortamdaki

maya sayilarindaki degisim sirasiyla; Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6'da verilmektedir.

Cizelge 4.5 incelendiginde, Akhisar yoresine ait zeytinlerin dogal fermantasyonlari
sirasinda ortamda saptanan maya sayisinin fermantasyonun basinda; 4.11+0.01
log (kob/g) oldugu bulunmustur. Bu degerin fermantasyonun ilerleyen gunlerinde;
7. ve 14. gunde bir miktar arttigi, sonraki 15 gun igerisinde bir miktar disme
gosterdigi, ancak 46. ginden sonra artmaya basladigi belirlenmigtir. Yaklagik 7 ay

suren fermantasyon suresince en ylksek maya sayisina (5.67+0.05 log (kob/g))
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fermantasyonun 3. ayina yaklasirken ulagiimis olup, izleyen aylarda yakin degerler
elde edilmistir. Fermantasyon sonunda ise, maya sayisinda yaklasik 2 logaritmik

birimlik bir dusme belirlenmistir.

Cizelge 4.5. Akhisar yoresine ait Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyonlari boyunca

maya sayisindaki degisim

Fermantasyon Suresi (gun) Maya sayisi log (kob/g)
0 4.11+0.01
1 4.09+0.02
7 4.53+0.03
14 4.53+0.00
21 3.60+0.00
28 3,63+0.05
46 4.78+0.00
60 5.60+0.00
84 5.67+0.05

112 5.21+0.01
138 5.29+0.02
164 5.41+0.02
192 5.42+0.03
211 3.60+0.00

Cizelge 4.6 incelendiginde ise; iznik yoresine ait zeytinlerin dogal fermantasyonlari
sirasinda ortamda saptanan maya sayisinin fermantasyonun basinda 3.61+0.02
log (kob/g) oldugu bulunmustur. Fermantasyonun ilk haftasinda bu degerin ¢ok
fazla degismedidi daha sonraki 2 hafta bir miktar arttigi, 46. gunde bir miktar
disme gosterdigi, daha sonraki 1 ay boyunca artarak fermantasyonun 4. ayinda;
5.98+0.02 log (kob/g) degerine ulastigi belirlenmistir. Fermantasyonun sonunda
ise, maya sayisinin en yuksek degerine (6.05£0.02 log (kob/g)) ulastigi

belirlenmistir.
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Cizelge 4.6. iznik ydresine ait Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyonlari boyunca maya

sayisindaki degisim

Fermantasyon Suresi (gln) Maya sayisi log (kob/g)
0 3.61+0.02
1 3.61+0.02
5 3.93+0.01
18 4.56+0.04
27 5.03+0.03
46 4.49+0.02
63 5.41+0.02
91 5.19+0.06

117 5.98+0.02
143 4.99+0.13
172 6.05+0.02

Akhisar yoOresine ait zeytinlerin fermantasyon baslangicindaki maya sayisinin
(4.11£0.01 log (kob/g)) iznik yéresine ait zeytin fermantasyonun ilk giiniindeki
maya sayisindan (3.61+0.02 log (kob/g)) daha yuksek oldugu ve fermantasyon
boyunca maya sayilarindaki degisimlerin de farkli olduklari belirlenmistir. iki farkli
yoreye ait Gemlik zeytinlerdeki maya populasyonlari arasinda belirlenen bu farkin,
zeytinlerin bilesimi, zeytinlerin yetistirildigi toprak florasi, iklim, toplama ve hasat
sonras! tasima sirasinda bulasan maya florasi ve fermantasyon ortamlarindaki

rekabetci flora farkhligi gibi nedenlerden kaynaklanabilecedi distnitlmektedir.

Yapilan cesitli galismalarda, dogal fermente sofralik zeytinlerin fermantasyon
ortamlarindaki maya sayilarinin maksimum 104-10° kob/mL’ye ulastigi ifade
edilmektedir (Nychas et. al., 2002; Arroyo-Lopez et. al., 2006; Coton et. al., 2006;
Hurtado et al., 2008; Romo-Sanches et al., 2010). Arastirmamizda Akhisar
zeytinlerinin dogal fermantasyon ortaminda yer alan maya sayisinin fermantasyon
sonunda yaklasik; 10°kob/g’ a; iznik zeytinlerinin fermantasyon ortaminda yer alan

maya sayisinin ise yaklasik; 10® kob/g’ a kadar yikseldigi belirlenmistir.

Nychas et. al. (2002) tarafindan Yunanistan'’da gercgeklestirilen bir galismada,

Conservola turtune ait zeytinlerin dogal fermantasyonlari boyunca belirli glinlerde
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orneklerin alindigir ve bu oOrneklerdeki maya sayilarinin belirlendigi ifade
edilmektedir. Caligmada fermantasyon baglangicinda ortamdaki maya sayisinin
ortalama; 3.6 log (kob/mL) oldugu, bu sayinin fermantasyon boyunca azaldigi ve
femantasyonun son gununde ise yaklasik; 1.0 log (kob/mL) oldugu rapor edilmistir
(Nychas et. al., 2002).

Hurtado et al. (2009) tarafindan ispanya’da yapilan bir calismada ise; “Mas dels
Frares” bolgesinden toplanan farkli olgunluk derecelerindeki zeytinlerin farkli tuz
derigsimlerinde (%5 ve %10) salamura igeren alti farkl tankta, 20°C’ de dogal
fermantasyona birakildiklari ve fermantasyonun 0, 2 ve 5. gunlerinde, daha sonra
ise her 7 glnde bir salamura o6rneklerinin alindigi ifade edilmistir. Calismada
fermantasyonun, LAB sayisi 107 kob/mL ye c¢iktiginda (56. giinde) sonlandirildigi
ve oOrneklerdeki maya sayisinin belirlendigi rapor edilmigtir. Fermantasyon
baslangicinda tim fermantasyon ortamlarindaki maya sayilarinin 103 kob/mL
oldugu, fermantasyon sonunda ise bu degerin, 10%-107 kob/mL’ ye yikseldigi

belirtilmistir.

ispanya’da yapilan bir diger calismada, bu ilkeye 6zgii Alorena tipi yesil
zeytinlerin Ug¢ farkl ortamda fermantasyona birakildiklari belirtiimistir (Abriouel et
al., 2011). Bunlardan bir tanesinin 10°C’de (soguk fermantasyon), %9-11 oraninda
tuz iceren salamura ortami, bir digerinin 150 L’ lik havuzlarda oda sicakliginda %8-
10 oraninda tuz igeren salamura ortami ve sonuncusunun ise 1500 L’ lik tanklarda
%6 oraninda tuz ve %0.8 oraninda asetik asit iceren salamura ortami oldugu ifade
edilmistir. Calisma boyunca her (¢ fermantasyon ortamindan salamura
orneklerinin alindigi ve bu 6rneklerdeki maya sayilarinin baslangicta yaklasik 10-
102 (kob/mL) oldugu, soguk fermantasyon ve oda sicakliinda gergeklesen
fermantasyon ortamlarinda bir ay sonra maya sayilarinin en yiksek dizeye (103-
10° kob/mL) ulastigi ifade edilmistir. Tankta yapilan fermantasyonda ise; birinci
aya kadar maya sayisinin yuksek oldugu, birinci aydan ugluncu aya kadar sayida
bir disme yasandidi, Ugunclu ayda ise en yuksek deger olarak belirtilen yaklasik;

107 kob/mL’ ye ulasildigi belirtilmigtir.

Bautista-Gallego et al. (2011) tarafindan ispanya’da yapilan bir bagka arastirmada

ise, dogal fermantasyon ile ulkeye 06zgu Alorena, Gordal ve Manzanilla
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varyetelerine ait zeytinler kullanilarak Gretim yapilan iki farkh fabrikadan salamura
orneklerinin fermantasyonun ilk yedi gununde, 7. ve 21. gunleri arasinda ve 35. ve
100. glnlerinde alindidi ve orneklerdeki maya sayilarinin belirlendigi ifade
edilmistir. Bu c¢alismada fermantasyonun baslangicinda Alorena, Gordal ve
Manzanilla zeytinlerinin salamuralarindaki maya sayilarinin sirasiyla; 2.75x103,
1.18x10* ve 2.57x10* kob/mL olduklar belirlenmistir. Her (i¢ zeytin tirine ait
fermantasyon ortamlarinda 10-21. gunler arasinda maya sayilarinin en yuksek
degere ulastiklari (~10° kob/mL), 100. giinden sonra ise sayilarin, 10* kob/mL’ nin

altina dustugu belirtilmigtir.

Portekiz’'de yapilan bir gcalismada ise, Manzanilla tari zeytinlerin %6-12 oraninda
tuz iceren iki farkh fermantasyon ortaminda, oda sicakhginda, 52 gin boyunca
dogal fermantasyona birakildiklari ve fermantasyon boyunca salamura
orneklerinin alinarak maya sayiminin gercgeklestirildigi ifade edilmistir. Her iki
fermantasyon ortaminda da baslangi¢gta maya sayilarinin; 4.9-5.0 log (kob/mL)
oldugu daha sonra ise; 6.0-6.5 log (kob/mL)’ye ulastigi belirtiimistir (Alves et. al.,
2012).

Yapilan bu c¢alismada, her iki yoreye ait Gemlik zeytinlerinin dogal
fermantasyonlari sirasinda ortamdaki maya sayilarinin, yaklagik 1x103-1x10°
kob/g arasinda degistigi belirlenmistir. Bu degerlerin daha 6nce yapilan benzer
calismalarda elde edilen sonuglara yakin olduklari goriilmektedir. Akhisar ve iznik
yoresine ait zeytinlerin fermantasyon ortamlarindaki maya sayilari arasindaki
farkhligin ise; baslangigtaki maya populasyonu, ortamdaki rekabetci flora,
zeytinlerin  hasat edildigi bdlgelerin  cografi farkliliklari gibi nedenlerden

kaynaklanabileceg@i dusunulmektedir.

4.4. Maya izolatlarinin tanimlanmalarina iligkin sonuglar

Calismada Akhisar ve iznik bolgesi Gemlik zeytinleri ve bu zeytinlerin
fermantasyon ortamlarindan farkli zamanlarda izole edilen maya suslarinin
tanimlanmalari amaciyla ilk olarak APl ID 32C tanimlama sistemi ve Bolum
3.2.6’da Dbelirtilen ek tanimlama testleri kullanilmigtir. Maya izolatlarinin

tanimlanmalari amaciyla uygulanan ek testler makroskobik koloni morfolojisi,
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mikroskobik morfoloji, sivi besiyerinde gelisme, glukoz fermantasyonu, Uure
hidrolizi, nitrat asimilasyonu, ylUksek derisimlerde glukoz igeren besiyerlerinde
gelisme, 37°C’ de gelisme, %0.5 ve %1 asetik asit iceren besiyerlerinde gelisme,
pseudohif ve askospor olusumudur. Bazi suslar icin RFLP-PZR yontemi ve dizi
analizi kullanilarak tanimlama dogrulamasi yapilmistir. Maya suslarinin molekuler
tiplendiriimelerinden 6nce Saccharomyces cinsi igerisinde yer aldiklari saptanan

izolatlar, lizin besiyeri kullanilarak yeniden dogrulanmislardir.

Akhisar ve Iznik Gemlik zeytinleri ile yapilan caligmada izole edilen toplam 100
izolattan 74’ U kesin olarak tanimlanabilmistir. Akhisar-Gemlik zeytinleri ile yapilan
calismada toplam 60 izolat elde edilmis olup bunlardan 20 tanesi daha sonra
yapilan pasajlarda canlandirlamamis ve 40 izolat ile calisiimistir. iznik-Gemlik
zeytinleri igin ise; toplam 40 izolattan 6’ si ileriki canlandiriimalarda kaybedilmis
olup, calismaya 34 izolat ile devam edilmistir. Arastirmada kesin olarak

tanimlanabilen maya izolatlarinin tarleri ve sayilari Cizelge 4.7’ de yer almaktadir.

Cizelge 4.7’ nin incelenmesinden de gorulecegi gibi; Akhisar yoresine ait Gemlik
zeytinleri ve bunlarin dogal fermantasyon ortamlarindan izole edilip
canlandirilabilen 40 izolatin hepsi tur duzeyinde kesin olarak tanimlanabilmislerdir.
Tanimlanabilen maya turlerinin 7 ayri cinse ait olduklari saptanmistir. Tanimlanan
bu izolatlarin C. membranifaciens (1), C. lusitaniae (1), Cry. laurentii (1), C.
mycetangi (1), A. pullulans (2), C. famata (14), D. hansenii (4), K. apiculata (2), C.
pelliculosa (1), R. glutinis (2), S. cerevisiae (4) ve C. hellenica (7) turlerine ait

suglar olduklari belirlenmistir.

iznik-Gemlik zeytinleri ve bunlarin fermantasyon ortamlarindan ise, 40 izolat elde
edilmis, bunlarin 6 tanesi yapilan pasajlarda canlandiralamamis, 34 tanesi ise tur
duzeyinde kesin olarak tanimlanabilmigtir. Tanimlanabilen maya turlerinin 5 ayri
cinse ait olduklari belirlenmigtir. Bu izolatlarin; C. lusitaniae (2), Clv. lusitaniae (1),
Cry. saitoi (1), C. famata (8), P. anomala (9), C. pelliculosa (11), P. holstii (1) ve
Zyg. mrakii (1) turlerine ait olduklari saptanmistir (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. Akhisar ve iznik Gemlik zeytinleri ile bunlarin fermantasyon ortamlarindan

izole edilen maya turleri ve izolat sayilari

Maya Tirleri Akhisar Gemlik zeytini | iznik Gemlik zeytini izolat
izolat sayisi sayIsi
Candida membranifaciens 1 -
Candida lusitaniae 1 2
Clavispora lusitaniae - 1
Cryptococcus laurentii 1 -
Cryptococcus saitoi - 1
Candida mycetangi 1 -
Aerobasidium pullulans 2 -
Candida famata 14 8
Debaryomyces hansenii 4 -
Kloeckera apiculata 2 -
Pichia anomala - 9
Candida pelliculosa 1 11
Pichia holstii - 1
Rhodotorula glutinis 2 -
Saccharomyces cerevisiae 4 -
Candida hellenica 7 -
Zygosaccharomyces mrakii - 1

API ID 32C sistemi ile maya izolatlarinin tanimlamalar sirasinda elde edilen

asimilasyon test sonuclari Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9’da yer almaktadir.

Yapilan deneyler sirasinda ayni ture ait maya izolatlari, APl ID 32C sisteminin
Ozelliklerine bagli olarak farkli diuzeylerde tanimlanabilmiglerdir. Bu duzey
farkliliklari, suslarin bazi substratlari kullanimi agisindan degisken 6zelliklere sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir (Ergll, 2009). Her iki yoreye ait Gemlik zeytinleri
ile yapilan galismalar sonucunda elde edilen izolatlarin, APl ID 32C sistemi ile
tanimlama sonuglari, dizeyleri, yluzdeleri ve ek tanimla testleri ile birlikte elde

edilen tanimlama sonuglari, Cizelge 4.10 ve Cizelge 4.11’de gosterilmektedir
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Cizelge 4.8. Akhisar-Gemlik zeytinleri ve bunlarin fermantasyon ortamlarindan izole

edilen maya turlerinin APl ID 32C asimilasyon test sonuclari®

: Esv,i%s

o § § £5328°% @

o * . . ® 2% 0 3 €

Substrat =2 O 0O 0OEXX <« xXx v OO O
Galaktoz + O+ + - + 4+ 4+ 4+ + o+
Aktidion - - - .- .o L
Sakkaroz + + + 4+ 4+ o+ - o+ o+ o+
N-asetil-Glukozamin + + + - 4+ - - + + d
DL-Laktat + + + + + - -+ - +
L-Arabinoz + + + - o+ - -+ o+ o+
Selobiyoz P + + + + - -+ + +
Rafinoz d d + + + + - - -+
Maltoz d d + + + + 4+ 4+ + o+
Trehaloz + o+ + 4+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+
2-Keto-Glukonat + + + - + + - + - d
a-Metil-D-Glukozid + + + 4+ - + d + + +
Mannitol + + + o+ + o+ + 4+ o+
Laktoz - - - W . YR -
inositol . - W .
Sorbitol d d + + + o+ + + +
D-Ksiloz + o+ + + + + d + + +
Riboz - - + - o+ o+ - o+ o+ -
Gliserin d + + - + + + + + o+
Ramnoz - - - -+ - -+ 4+ -
Palatinoz + O+ -+ 4+ 4+ - + + d
Eritritol + o+ + o+ 4+ - - o+ o+ o+
Melebiyoz - - + - o+ - o+ - - -
Glukuronat d d - -+ - d + - +
Melezitoz + + + + 4+ + - + + d
Glukonat d - + + + - - + + o+
Levulinat - - + - - - ¥ . R
Glukoz + o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+
Sorboz d + + - 4+ + - + + o+
Glukozamin d d + - - - -+ o+ o+
Eskulin + + + + 4+ o+ + + + o+

(*): Ayni tire ait suglarin asimilasyon sonugclari birlikte degerlendirilmigtir. (+): Substrat
kullanimi pozitif. (-):Substrat kullanimi negatif. d: degisken. 2: API ID 32C sistemi ile; Cry.
albidus, dizi analizi ile; A. pullulans olarak tanimlanmistir. ®: APl ID 32C sistemi ile; C.

pelliculosa, RFLP-PZR yontemi ile; C. hellenica olarak tanimlanmistir.
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Cizelge 4.9. iznik-Gemlik zeytinleri ve bunlarin fermantasyon

maya tdrlerinin API ID 32C asimilasyon test sonuglari*

ortamlarindan izole edilen

Substrat

Maya turu

Cry. saitoi?

Galaktoz
Aktidion
Sakkaroz
N-asetil-Glukozamin
DL-Laktat
L-Arabinoz
Selobiyoz
Rafinoz
Maltoz
Trehaloz
2-Keto-Glukonat
a-Metil-D-Glukozid
Mannitol
Laktoz
inositol
Sorbitol
D-Ksiloz
Riboz
Gliserin
Ramnoz
Palatinoz
Eritritol
Melebiyoz
Glukuronat
Melezitoz
Glukonat
Levulinat
Glukoz
Sorboz
Glukozamin
Eskulin

+ | C. famata

++a2 4+ +++aa20 +

O O o +

O 0 + 00 + Q9 Q9 + +

+

a | C. pelliculosa

+

+ + + 4+ + 0 +

+ +

+

2| P. anomala

+

+ + + + + o +

+ +

+

*+ | Clv. lusitaniae

+ + + + + + + +

+ + + + + + +

+ +

+ + +

+

*1 P. holstii

+ + o+ +

+ +

+ + +

+

+

+ 4+ + + + + + +

o+ o+

+ +

* 1 C. lusitaniae
* | zyg. mrakii®

+ +
+ +

(*): Ayni tdre ait suglarin asimilasyon sonugclari birlikte degerlendirilmistir.

(+): Substrat

kullanimi pozitif. (-):Substrat kullanimi negatif. d: degisken 2. APl ID 32C sistemi ile, Cry.

albidus, dizi analizi ile; Cry. saitoi olarak tanimlanmistir. :API ID 32C sistemi ile; S. kluverii

RFLP-PZR yontemi ile Zyg. mrakii olarak tanimlanmistir.
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Cizelge 4.10. Akhisar-Gemlik zeytinlerine ait maya izolatlarinin API ID 32C test sistemi ile

belirlenen tanimlama sonug, duzey ve yuzdeleri ile ek testler birlikte belirlenen tanimlama

sonuglari
izolat Tanimlama Tanimlama APIID 32C ve Ek
No. Tanimlama Sonucu Dizeyi Yiizdesi (%) Testler ile Tanimlama
Sonucu
AZ-1 C. pelliculosa Mikemmel 99.9 C. pelliculosa
AZ-4 K.apis/apiculata Mukemmel 99.9 K. apiculata
AZ-6 Cry. laurentii Supheli 97.7 Cry. laurentii
AF0-2 | R. glutinis Cins dizeyinde 78.0 R. glutinis
¢ok iyi tanimlama
AF1-2 | C. pelliculosa lyi 99.9 C. pelliculosa
AF1-4 | R. glutinis lyi 98.5 R. glutinis
AF1-5 | Cry. laurentii Supheli 97.7 Cry. laurentii
AF1-6 | C. pelliculosa Mikemmel 99.9 C. pelliculosa
AF28-2 | C. famata Miikemmel 99.9 D. hansenii
Kabul edilebilir
AF28-3 | S. cerevisiae dizeyde 98.5 S. cerevisiae
tanimlama
AF28-4 | C. pelliculosa Mukemmel 99.9 C. pelliculosa
AF46-1 | C. famata Mikemmel 99.9 C. famata
AF46-2 | C. famata Cok iyi 99.8 C. famata
AF46-3 | Cry. laurentii Supheli 99.9 Cry. laurentii
Zygosaccharomyces | DuslUk dizeyde Zygosaccharomyces
AFac-4 st ' tan?mlama ' >66 s;/s '
AF46-5 | C. pelliculosa Cok iyi 99.8 C. pelliculosa
AF46-6 | C. pelliculosa Muikemmel 99.9 C. pelliculosa
AF60-1 | C. famata Cok iyi 99.6 C. famata
AF60-2 | C. famata Cok iyi 99.6 C. famata
AF60-3 | C. famata Mukemmel 99.9 D. hansenii

69



Cizelge 4.10. Devam ediyor.

API ID 32C ve Ek

. Tanimlama Tanimlama _
Izolat No. | Tanimlama Sonucu o } . Testler ile

Duzeyi Yuzdesi (%)

Tanimlama Sonucu
AF60-4 | C.famata Miikemmel 99.9 C. famata
AF60-5 | C.famata Cok iyi 99.1 C. famata
AF60-6 | C. lusitaniae lyi 96.7 C. lusitaniae
AF84-1 C. pelliculosa Mikemmel 99.9 C. pelliculosa
o Dasuk duzeyde .

AF84-2 S.cerevisiae 75.4 S.cerevisiae

tanimlama
AF112-1 | C. famata Mikemmel 99.9 C. famata
AF112-2 | C. famata Cok iyi 99.6 C. famata
AF138-1 | C. famata Cok iyi 99.3 C. famata
AF138-2 | C. famata Mikemmel 99.9 C. famata
AF138-3 | C. famata Cok iyi 99.8 C. famata

> Cins dlzeyinde o

AF164-1 | C. membranifaciens | 80.9 C. membranifaciens

iyi tanimlama
AF164-2 | C. pelliculosa Mikemmel 99.9 C. pelliculosa
AF164-3* | - - - -
AF164-4 | C. famata Cok iyi 99.9 C. famata
AF191-1 | S.cerevisiae Iyi 98.5 S. cerevisiae
AF191-2* | - - - -
AF191-3* | - - - -
AF211-1 | C.famata Supheli 99.9 D. hansenii
AF211-2 | C. pelliculosa Supheli 54.0 C. pelliculosa
AF211-4 | S. cerevisiae Iyi 98.5 S. cerevisiae

A: Akhisar-Gemlik zeytinlerden izole edilen maya izolatlari. Z: Zeytin izolatlari. F(gun): O

Fermantasyon izolatlari. *: Molekuler yontemlerle tanimlanmislardir.
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Cizelge 4.11. iznik-Gemlik zeytinlerine ait maya izolatlarinin APl ID 32C test sistemi ile

belirlenen tanimlama sonug, dizey ve yuzdeleri ile ek testler birlikte belirlenen tanimlama

sonuglari
izolat Tanimlama Tanimlama APIID 32C ve Ek
No. Tanimlama Sonucu Diizeyi Yiizdesi (%) Testler ile Tanimlama
Sonucu

BZ-1 C. pelliculosa Mukemmel 99.9 P. anomala
BZ-2 C. famata Cins diizeyinde 73.1 C. famata

iyi tanimlama
Bz-4 C. pelliculosa Cok iyi 99.9 P. anomala
BZ-5 C. pelliculosa Mikemmel 99.9 C. pelliculosa
BFO0-2 Cry. albidus Mikemmel 99.9 Cry. albidus
BF0-3 | C. lusitaniae lyi 96.7 C. lusitaniae
BFO-4 C. pelliculosa Mukemmel 99.9 C. pelliculosa
BFO-5 C. pelliculosa Mikemmel 99.9 P. anomala
BF1-1 C. pelliculosa Mikemmel 99.9 P. anomala
BF1-2 | C. lusitaniae lyi 96.7 Clv. lusitaniae
BF1-3 C. pelliculosa Mukemmel 99.9 C. pelliculosa
BF1-4 C. pelliculosa Mikemmel 99.9 P. anomala
BF5-1 | C. lusitaniae lyi 96.7 C. lusitaniae
BF5-2 C. pelliculosa Mikemmel 99.9 C. pelliculosa
BF18-2 | C. pelliculosa Mukemmel 99.9 P. anomala
BF18-3 | C. silvicola Supheli 92.3 P. holstii
BF18-4 | C. famata Cok iyi 99.8 C. famata
BF27-1 | C. pelliculosa Mikemmel 99.9 C. pelliculosa
BF27-3 | C. pelliculosa Mukemmel 99.9 P. anomala
BF27-4 | S. kluverii Distk dizeyde 59.2 S. Kluverii

tanimlama
BF27-5 | C. pelliculosa Muikemmel 99.9 C. pelliculosa
BF46-2 | C. pelliculosa Muikemmel 99.9 P. anomala
BF46-3 | C. pelliculosa Muikemmel 99.9 C. pelliculosa
BF63-1 | C. famata Cok iyi 99.9 C. famata
BF63-2 | C. pelliculosa Mukemmel 99.9 P. anomala
BF63-3 | C. famata Mukemmel 99.9 C. famata
BF91-1 | C. pelliculosa Muikemmel 99.9 C. pelliculosa
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Cizelge 4.11. Devam ediyor.

ID 32C ID 32C API ID 32C ve Ek
izolat No. Tanimlama Sonucu | Tanimlama | Tanimlama | Testler ile Tanimlama
Duzeyi Yuzdesi (%) | Sonucu
BF91-2 C. famata Miikemmel 99.9 C. famata
BF91-3 C. pelliculosa Mukemmel 99.9 C. pelliculosa
BF117-1 C. famata Cok iyi 99.9 C. famata
BF143-1 C. famata Cok iyi 99.8 C. famata
BF143-2 C. pelliculosa Cok iyi 99.9 C. pelliculosa
BF172-1 C. pelliculosa Cok iyi 99.9 C. pelliculosa
BF172-3 C. famata Cok iyi 99.9 C. famata

B:iznik-Gemlik zeytinlerden izole edilen maya izolatlari. Z: Zeytin izolatlari. F(gin): 0

Fermantasyon izolatlari. *: Molekuler yontemlerle tanimlanmislardir.

Cizelgelerin incelenmesinden de gorulebilecegi gibi; APl ID 32C ile tanimlanan
izolatlarinin tanimlama yuzdeleri, Akhisar-Gemlik zeytini ile ¢alisildiginda elde
edilen izolatlar igin; %54-99.9, iznik-Gemlik zeytini ile ¢alisildiginda elde edilen

izolatlar icin ise; %59.2-99.9 arasinda degismektedir.

Bu calismada APl ID 32C sisteminin yanisira uygulanan ek testlere iligkin

sonuglar; Cizelge 4.12 ve Cizelge 4.13’ de yer almaktadir.

Akhisar yoresine ait ham Gemlik zeytinlerinden izole edilen izolatlardan 3 tanesi
(AZ-1, AZ-4, AZ-6) API ID 32C sistemi ve ek testler ile tanimlanabilmislerdir. Bu
suslardan AZ-1 izolati mikemmel dizeyde; C. pelliculosa olarak, AZ-4 izolati yine
mukemmel dizeyde; K. apis/apiculata ve AZ-6 izolati ise stpheli dizeyde Cry.
laurentii olarak tanimlanabilmislerdir. APl ID 32C tanimlama sistemi ile K.
apis/apiculata olarak tanimlanan AZ-4 izolatinin hangi ture ait oldugunun
belirlenebilmesi i¢in Apilab Plus programinin da énerdigi sekilde 37°C’de gelisme
testi uygulanmis ve bu izolat kesin olarak; K. apiculata olarak tanimlanmistir (Bkz.

Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.12. Akhisar-Gemlik zeytinleri ve bunlarin fermantasyon ortamlarindan izole

edilen maya turlerine uygulanan bazi ek tanimlama testlerinin sonugclari(*):

[%2]
c
Q
Q
£ ®
= “(55 _Qm = = - % bre} D) —
S c255e852 3 £5
FlEssez338 2 &8¢
—_— e Q L] — — =
Js23E£,.8828 3¢
Ek Tanimlama Testleri Sl o< 00 Y@ O O o
Glukoz Fermantasyonu d + - + + + + + + d
Ure Hidrolizi - + - + - d - -
Nitrat Asimilasyonu -+ - - - d - + - -
%50 Glukoz igeren Ortamda Gelisme d + + + - +d + - d
%60 Glukoz Igeren Ortamda Gelisme dd+ + - d- d -d
37°C’ de Gelisme d + - - + d + + + d
%0.5 Asetik Asit iceren Ortamda Gelisme ay W - - - - - -
%1 Asetik Asit igeren Ortamda Gelisme . - Y. - - - T
Askospor Olusumu - - - -l + do - -
Pseudohif Olusumu -d + - - dd + + -

(*): Ayni tlre ait suslarin asimilasyon sonuglari birlikte degerlendirilmigtir. (+): Pozitif
sonug. (-): Negatif sonug. d: degisken. & API ID 32C sistemi ile; C. pelliculosa, RFLP-PZR
yontemi ile; C. hellenica olarak tanimlanmistir. : API ID 32C sistemi ile, Cry. albidus, dizi

analizi ile; A. pullulans olarak tanimlanmistir.

Arastirmada, Akhisar yoéresine ait Gemlik zeytinlerinin dogdal fermantasyon
ortamlarindan yaklasik 7 ay boyunca izole edilen maya suslarindan; besi
mukemmel (AF1-6, AF28-4, AF46-6, AF84-1, AF164-2), biri iyi (AF1-2), biri ¢ok iyi
(AF46-5) ve biri supheli (AF211-2) dlizeyde olmak Uzere 8 tanesi, C. pelliculosa,
biri stpheli (AF211-1), sekizi ¢ok iyi ve altisi mikemmel (AF28-2, AF46-1, AF60-3,
AF60-4, AF112-1, AF138-2) duzeyde olmak Uzere 15 tanesi; C. famata olarak
tanimlanmiglardir. Ayrica, izolatlardan biri cins duzeyinde ¢ok iyi (AF0-2), biri iyi
(AF1-4) duzeyde olmak Uzere 2 tanesinin; R. glutinis, timu stpheli dizeyde olmak
uzere 3 tanesinin Cry. laurentii (AZ-6, AF1-5, AF46-3b), biri kabul edilebilir
dizeyde (AF28-3), biri disuk dizeyde (AF191-1), ikisi ise iyi dizeyde (AF191-1,

AF211-4) olmak uUzere 3 tanesinin ise S. cerevisiae turlerine ait olduklari

73



belirlenmistir. Akhisar-Gemlik zeytinlerinin fermantasyonlari boyunca tek olarak
izole edilen C. lusitaniae (AF60-6), C. membranifaciens (AF164-1) ve
Zygosaccharomyces spp. (AF46-4) izolatlar ise sirasiyla; iyi, cins duzeyinde iyi

ve dusik dizeylerde tanimlanabilmiglerdir.

Cizelge 4.13. iznik-Gemlik zeytinleri ve bunlarin fermantasyon ortamlarindan izole edilen

maya tdrlerine uygulanan bazi ek tanimlama testlerinin sonugclari(*):

kS g o . S

:S o Q o § C_G c

E 8 S & - © & © 8

© L g = = o = =

9 £ = 5 2 s e o 5

© © Q 5 9 . . = =

- s 2 5 < 2 2 %9 3

Ek Tanimlama Testleri O O O a2 0 & o )
Glukoz Fermantasyonu d + o+ o+ - + + +
Ure Hidrolizi - - A - . B
Nitrat Asimilasyonu - + -+ o+ - + -
%50 Glukoz iceren Ortamda Gelisme d + - + + -
%60 Glukoz igeren Ortamda Gelisme d d - - + d -
37°C’ de Gelisme d + + - - - + +
%0.5 Asetik Asit iceren Ortamda Gelisme - - - - - - - -
%1 Asetik Asit igeren Ortamda Gelisme - - - - - - - -
Askospor Olusumu - - -+ - + + +
Pseudohif Olugsumu - + + o+ - - + +

(*): Ayni tdre ait suslarin asimilasyon sonuglari birlikte degerlendirilmigtir. (+): Pozitif
sonug. (-): Negatif sonug. d: degisken 2 API ID 32C ile Cry. albidus, dizi analizi ile Cry.
saitoi olarak tanimlanmstir. >:API ID 32C ile S. kluverii, RFLP-PZR yéntemi ile Zyg. mrakii

olarak tanimlanmistir.

Akhisar-Gemlik zeytinlerinin fermantasyon ortamlarindan izole edilen ¢ adet izolat
(AF28-2, AF60-3, AF211-1) APl ID 32C sistemi ile 6nce C. famata olarak
tanimlanmig, daha sonra yapilan ek testler ile askospor olusturduklari belirlendigi

icin (Bkz. Sekil EK 5.9) D. hansenii olarak tanimlanmislardir.
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Aragtirmada, Akhisar-Gemlik zeytinlerinin fermantasyon ortamlarindan elde edilen
3 izolat ise (AF164-3, AF191-2, AF191-3) API ID 32C sistemi ve ek tani testleri ile

tanimlanamamislardir.

Calismada, iznik yéresine ait ham Gemlik zeytinlerinden izole edilen izolatlardan 4
tanesi (BZ-1, BZ-2, BZ-4 ve BZ-5) API ID 32C tanimlama sistemi ve ek tanimlama
testleri kullanilarak tur dizeyinde tanimlanabilmiglerdir. Bu suslardan BZ-1 izolati
mukemmel duzeyde; C. pelliculosa, BZ-2 izolati cins diuzeyinde iyi olarak C.
famata, BZ-4 izolati ¢ok iyi dlizeyde, C. pelliculosa ve BZ-5 izolati ise mukemmel
dizeyde C. pelliculosa olarak tanimlanabilmislerdir. Bu tarlerden API ID 32C
tanimlama sistemi ile C. pelliculosa olarak tanimlanan BZ-1 ve BZ-4 izolatlarinin
ek testlerle askospor olusturduklari belirlenmis ve P. anomala turtine ait olduklari

saptanmigtir. (Bkz. Cizelge 4.11).

iznik Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyon ortamlarindan yaklasik 6 ay
boyunca izole edilen maya suslarinin APl ID 32C tanimlama sistemi ile
tanimlanmalarinin sonucunda; ikisi ¢ok iyi (BF143-2, BF172-1) on besi mukemmel
dizeyde olmak Uzere 17 tanesinin C. pelliculosa, besi ¢ok iyi (BF18-4, BF63-1,
BF117-1, BF143-1, BF172-3), ikisi mukemmel (BF63-3, BF91-2) dizeyde olmak
uzere 7 tanesinin C. famata, hepsi iyi duzeyde olmak uzere 3 tanesinin C.
lusitaniae (BFO0-3, BF1-2, BF5-1) tirlerine ait olduklari saptanmistir. Ayrica birer
tane izole edilen Cry. albidus (BF0-2), C. silvicola (BF18-3) ve S. kluverii (BF27-4)
suslari ise bu sistem ile sirasiyla; mikemmel, stpheli ve disik dizeylerde

tanimlanabilmiglerdir.

iznik Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyon ortamlarindan izole edilen 7 adet
izolat (BFO-5, BF1-1, BF1-4, BF18-2, BF27-3, BF46-2 ve BF63-2) API ID 32C kiti
ile C. pelliculosa olarak tanimlanmis ancak ek testler ile askospor olusturduklari
belirlenmis (Bkz. Sekil EK 5. 6) ve P. anomala turine ait olduklari saptanmigtir.
Ayrica, APl ID 32C sistemi ile C. lusitaniae olarak tanimlanan BF1-2 susunun
askospor olusturdugu ve Clv. lusitaniae turune ait oldugu, C. silvicola olarak
tanimlanan BF18-3 susunun yine askospor olusturdugu ve P. holstii tirane ait

oldugu saptanmistir (Bkz. Cizelge 4.11).
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Tanimlamanin bir sonraki asamasinda bazi maya suslarinin RFLP-PZR yontemi
ve dizi analizi ile molekuler dogrulanmalari gergeklestiriimistir. Bu amagla ilk olarak
lizin besiyeri kullanilarak API ID 32C ile S. cerevisiae olarak tanimlanan maya
izolatlarinin Saccharomyces cinsine ait olup olmadiklari yeniden dogrulanmigtir.
Inceleme sonucunda AF28-3, AF84-2, AF191-1, AF211-4 ve BF27-4 suslarinin
Saccharomyces cinsine ait olduklari dogrulanmistir. RFLP-PZR ydnteminde ilk
olarak; incelenecek olan maya suslarinin hedef DNA bolgeleri ITS1 ve ITS4 primer
cifti kullanilarak c¢ogaltilmistir. Elde edilen amplikonlar Cfol, Haelll, Hinfl kesim
enzimleri ile, Saccharomyces cinsine ait olan izolatlar igin ise, bu enzimlere ek

olarak Hpall enziminden de yararlanarak tur dlizeyinde genotiplendirilmiglerdir.

incelenen bazi maya izolatlarina uygulanan molekiiler dogrulama sonuclari
Cizelge 4.14 ve Cizelge 4.15’ de, Cfol, Haelll, Hinfl ve Hpall kesim enzimlerinin
kullanildigi, RFLP-PZR uygulamasi sonucunda elde edilen, bazi maya suslarina
ait parca profillerine iliskin goérintiler ise EK 6’da (Sekil EK 6.1-6.10)

verilmektedir.

Cizelge 4.14 incelendiginde gorulebilecedi gibi; Akhisar-Gemlik zeytinleri ve bu
zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan izole edilen toplam 40 izolattan 27’si izolat
molekller yontemlerle dogrulanabilmig, 13 izolat ise DNA izolasyonu

gercgeklestirilemedigi icin molekuler tani yontemleri ile dogrulanamamislardir.

API ID 32C ve ek tanimlama testleri ile C. pelliculosa olarak tanimlanmis olan
maya izolatlarindan 7 tanesi (AZ-1, AF1-2, AF1-6, AF28-4, AF46-5, AF46-6, AF84-
1) RFLP-PZR yontemi ile dogrulanmalari (Bkz. Sekil Ek 6.2, 6.3, 6.7) sonucuncda
C. hellenica olarak tanimlanmisglardir. APl ID 32C sistemi ile Zygosaccharomyces
cinsine ait oldugu belirlenen AF46-4 izolatinin RFLP-PZR ile dogrulanmasi
sonucunda ise; bu susun; D. hansenii tirane ait oldugu saptanmistir. Bu izolat

askospor olusturdugu icin; C. famata olarak tanimlanmigtir.
API ID 32C ve ek tanimlama testleri ile tanimlanamayan AF164-3, AF191-2 ve

AF191-3 izolatlari RFLP-PZR ydntemi ile sirasiyla; C. mycetangi, D. hansenii ve
C. famata olarak tanimlanmislardir (Bkz. Cizelge 4.14).
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Cizelge 4.14. API ID32C ve ek testlerle tanimlanan Akhisar-Gemlik zeytinleri ve bunlarin

fermantasyon ortamlarindan izole edilen maya izolatlarinin molekuler dogrulama ile

birlikte kesin tanimlama sonuglari

ID 32C ve Ek Testler

RFLP-PCR Tanimlama

Kesin Tanimlama

izolat No.

ile Tanimlama Sonucu Sonucu Sonucu
AZ-1 C. pelliculosa Z. hellenicus C. hellenica®
AZ-4 K. apiculata Hanseniaspora uvarum K. apiculata®
AZ-6 Cry. Laurentii A. pullulans A.pullulans
AF1-2 C. pelliculosa Z. hellenicus C. hellenica®
AF1-5 Cry. laurentii - A. pullulans®
AF1-6 C. pelliculosa Z. hellenicus C. hellenica®
AF28-2 D. hansenii D. hansenii D. hansenii
AF28-3 S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
AF28-4 C. pelliculosa Z.hellenicus C. hellenica®
AF46-4 SL 9 iy D. hansenii C. famata®

spp.
AF46-5 C. pelliculosa Z. hellenicus C. hellenica®
AF46-6 C. pelliculosa Z. hellenicus C. hellenica®
AF60-1 C. famata D. hansenii C. famata®
AF60-2 C. famata D. hansenii C. famata®
AF84-1 C. pelliculosa Z. hellenicus C. hellenica®
AF84-2 S.cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
AF112-2 C. famata D. hansenii C. famata®
AF138-2 C. famata D. hansenii C. famata®
AF138-3 C. famata D. hansenii C. famata®
AF164-1 C. membranifaciens C. membranifaciens C. membranifaciens
AF164-3 - C. mycetangi C. mycetangi
AF164-4 C. famata D. hansenii C. famata®
AF191-2 - D. hansenii D. hansenii
AF191-3 |- D. hansenii C. famata®
AF211-1 D. hansenii D. hansenii D. hansenii
AF211-2 C. pelliculosa - K. apiculata®
AF211-4 S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae

(®: Telemorfu; Z. hellenicus. ()

: Telemorfu; H. uvarum. (°):

tanimlanmistir. (%): Telemorfu; D. hansenii.

Dizi analizi sonucunda
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Cizelge 4.15 API ID32C ve ek testlerle tanimlanan iznik-Gemlik zeytinleri ve bunlarin

fermantasyon ortamlarindan izole edilen maya izolatlarinin molekuler dogrulama ile

birlikte kesin tanimlama sonuglari

ID 32C ve Ek Testler

RFLP-PCR

Kesin Tanimlama

izolat No. ile Tanimlama
Sonucu Tanimlama Sonucu Sonucu

Bz-1 P. anomala P. anomala P. anomala
BZ-2 C. famata D. hansenii C. famata?®
BF0-2 Cry. albidus - Cryptococcus saitoi®
BFO-4 C. pelliculosa P. anomala C. pelliculosa®
BFO-5 P. anomala P. anomala P. anomala
BF1-1 P. anomala P. anomala P. anomala
BF1-3 C. pelliculosa P. anomala C. pelliculosa®
BF1-4 P. anomala P. anomala P. anomala
BF5-2 C. pelliculosa P. anomala C. pelliculosa®
BF18-2 P. anomala P. anomala P. anomala
BF18-4 C. famata D. hansenii C. famata®
BF27-1 C. pelliculosa P. anomala C. pelliculosa®
BF27-3 P. anomala P. anomala P. anomala
BF27-4 S. kluverii Zyg. mrakii Zyg. mrakii
BF27-5 C. pelliculosa P. anomala C. pelliculosa®
BF46-2 P. anomala P. anomala P. anomala
BF63-2 P. anomala P. anomala P. anomala
BF91-2 C. famata D. hansenii C. famata?®
BF117-1 C. famata D. hansenii C. famata?®
BF143-2 C. pelliculosa P. anomala C. pelliculosa®

D

(®): Telemorfu;

anomala

. hansenii. (°): Dizi analizi sonucunda tanimlanmistir. (°): Telemorfu; P.

iznik-Gemlik zeytinlerinin ve bu zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan izole

edilen 20 adet izolat molekuler yontemler ile dogrulanabilmigler, 14 izolat ise DNA

izolasyonlari gerceklestirilemedidi icin dogrulanamamislardir (Cizelge 4.15).

APl ID 32C ve ek tanimlama testleri ile S. kluverii olarak tanimlanmis olan bu

izolatlardan BF27-4 susunun RFLP-PZR yodntemi ile Zyg. mrakii tirine ait oldugu
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belirlenmistir. Diger 19 izolatin RFLP-PZR sonuglarinin ise; APl ID 32C ve ek
tanimlama testlerinin sonuglari ile uyumlu olduklari gorulmektedir (Bkz. Cizelge
4.15).

Cizelge 4.16’de RFLP-PZR ile dogrulamasi yapilan maya izolatlarinin Cfol, Haelll,
Hinfl ve Hpall enzimleri ile elde edilen DNA kesim pargasi profilleri yer almaktadir.
Cizelge 4.16 incelendiginde gorulecegi gibi; P anomala (anamorfu; C. pelliculosa)
turine ait olan izolatlarin amplikon buyuklikleri 650 bg¢ olarak belirlenmigtir. Bu
tire ait izolatlardan elde edilen amplikonlarin Cfol enzimi ile kesimi sonucunda
parca buyukligu 575 bg, Haelll enzimi ile kesimi sonucunda ise parga buyuklugu;
600 bg olan birer adet DNA bandi elde edilmig, Hinfl enzimi ile kesimi sonucunda
ise parca buyukltkleri; 320 bg olan iki adet DNA bandi elde edilmistir (Bkz. Sekil
Ek 6.1, 6.2, 6.4, 6.5, 6.8, 6.10).

Cizelge 4.16. RFLP-PZR yontemi ile dogrulanan maya izolatlarinin Cfol, Haelll, Hinfl ve

Hpall enzimleri ile elde edilen DNA kesim parcasi profilleri

Amplikon Kesim Pargasi Uzunlugu (bg) Tanimlama

(bg) Cfol Haelll Hinfl Hpall Sonucu

650 575 600 320+320 P. anomala

650 300+300+50 420+150+90 | 325+325 D. hansenii

650 325+325 625 350+170+130 Z. hellenicus
325+250+ 375+365+ o

850 375+325+150 725+125 | S. cerevisiae
170+125 110

630 295+295 420+130+80 | 315+315 C. membranifaciens

600 290+290+20 400+125+75 | 300+300 C. mycetangi

300+190+ .
650 290+280+80 130 Zyg. mrakii

D. hansenii (anamorfu; C. famata) suslarinin amplikon buyuklagunin 650 bg
oldugu, bu amplikonun Cfol enzimi ile kesimi sonucunda iki adet 300 bg, bir adet
50 bg¢ buyuklGgunde u¢ DNA bandi, Haelll
bayuklikleri yaklasik; 90-420 bg¢ arasinda degisen u¢ adet DNA bandi, Hinfl

enzimi ile kesimi sonucunda

enzimi ile kesimi sonucunda ise buyuklukleri 325 b¢ olan iki adet DNA bandi
olustugu saptanmistir (Sekil Ek 6.1, 6.2, 6.3, 6.4, 6.5, 6.6). Cizelge 4.16’da da
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gorulebilecedi gibi; Z. hellenicus (anamorfu; C. hellenica) suslarinin amplikon
bayukligunin 650 bg¢ oldugu, Cfol kesim enzimi uygulamasi sonucunda
bayuklUkleri yaklagsik 325 bg¢ olan iki adet, Haelll kesim enzimi uygulamasi
sonucunda buyuklagu yaklagik 625 bg¢ olan bir adet, Hinfl kesim enzimi
uygulamasi sonucunda ise buyuklukleri yaklagik; 130-350 b¢ arasinda degisen ug¢
adet DNA bandindan olusan bir profile sahip olduklari bulunmustur (Sekil EK 6.2,
6.3, 6.7).

Cizelge 4.16’ da da goraldugu gibi; Saccharomyces cinsine ait olduklari belirlenen
tarler icin diger kesim enzimlerinin yani sira Hpall kesim enzimi de kullanilimistir.
Deneylerde; S. cerevisiae turune ait suslarin PZR amplikon buyukltukleri 850 bg
olarak belirlenmistir. S. cerevisiae suslarinin Cfol kesim enzimi uygulamasi
sonucunda buyuklikleri yaklasik; 150-375 bg arasinda olan ug¢ adet, Haelll kesim
enzimi uygulamasi sonucunda buyuklukleri yaklasik; 125-325 bg¢ arasinda olan
dort adet, Hinfl kesim enzimi uygulamasi sonucunda buyuklukleri yaklasik 110-375
b¢ arasinda degisen U¢ adet ve Hpall kesim enzimi uygulamasi sonucunda ise
bayuklUkleri yaklasik; 125 ve 725 bg olan iki adet DNA bandindan olugsan bir

profile sahip olduklari saptanmistir.

C. membranifaciens susunun (AF164-1) DNA amplikon buyudkligunan 630 bg
oldugu belirlenmistir. Bu tlre ait amplikonun Cfol enzimi ile kesimi sonucunda
parca buyuklukleri 295 bg¢ olan iki adet, Haelll enzimi ile kesimi sonucunda parca
bayuklUkleri yaklasik; 80-420 bg¢ arasinda olan u¢ adet, Hinfl enzimi ile kesimi
sonucunda ise parga buyuklukleri 315 bg¢ olan iki adet DNA bandi elde edilmistir
(Bkz. Sekil EK 6.9).

Yapilan ¢alismada C. mycetangi (AF164-3) susunun DNA amplikon buyuklugunun
yaklasik 600 b¢ oldugu, bu tirin Cfol kesim enzimi uygulamasi sonucunda
bayuklUkleri yaklasik 20-290 bg¢ arasinda olan u¢ adet, Haelll kesim enzimi
uygulamasi sonucunda buyuklugu yaklasik 75-400 bg¢ arasinda olan U¢ adet, Hinfl
kesim enzimi uygulamasi sonucunda ise buyuklukleri yaklasik 300 b¢ olan iki adet

DNA bandindan olusan bir profile sahip oldugu saptanmistir (Bkz. Sekil Ek 6.6).
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Arastirmada Zyg. mrakii tirinin PZR ile ¢ogaltiimis DNA bdlgesinin amplikon
blyUkligunin 650 bg¢ oldugu bunun Cfol kesim enzimi uygulamasi sonucunda
bayuklUkleri yaklagik 80-290 b¢ arasinda olan u¢ adet, Hinfl kesim enzimi
uygulamasi sonucunda ise buyuklUkleri yaklasik; 130-300 bg¢ arasinda olan ug
adet DNA bandindan olusan bir profile sahip oldugu saptanmistir. Zyg. mrakii
izolatinin Haelll kesim enzimi uygulamasi sonucunda olusan DNA parca profili

elde edilememistir.

Arastirmada, APl ID 32C sistemi ile; supheli dizeyde; Cry. laurentii ve C.
pelliculosa olarak tanimlanan AF1-5 ve AF211-2 suslari ile mikemmel dizeyde;
Cry. albidus olarak tanimlanan BFO0-2 susu, RFLP-PZR ydntemi ile
dogrulanamamistir. Bu U¢ maya izolatinin kesin olarak tanimlanmalari amaciyla
A.M.G Bilim Parki Vakfi, Genetik Birimi, Madrid (Unidad de Gendémica A.M.G
Fundacién Parque Cientifico, Madrid)’ de dizi analizleri yaptirtiimistir. Bu amacla
maya izolatlarindan elde edilen DNA’ lar PZR ile NL1 ve NL4 primer cifti
kullanilarak c¢ogaltilmis ve saflastiriimislardir. Elde edilen amplikonlarin dizi
analizleri sonucunda BFO0-2 izolati NL1 primeri icin %98, NL4 primeri icin %96
benzerlikte Cryptococcus saitoi, AF1-5 izolatt NL1 primeri igin %95, NL4 primeri
icin %97 benzerlikte A. pullulans, AF211-2 izolati ise NL1 primeri igin %92

benzerlikte H. uvarum olarak tanimlanmislardir.

Bu calismanin tanimlama kisminda elde edilen bulgular genel olarak
incelendiginde; her iki yoreye ait zeytinler ve bunlarin fermantasyon ortamlarindan
ortak olarak; C. famata, C. pelliculosa ve C. lusitaniae turlerinin izole edildigi
gériilmektedir (Bkz. Cizelge 4.7). izole edilen diger tirlerin ise farkli olduklari
gorulmektedir. C. membranifaciens, Cry. laurentii, C. mycetangi, A. pullulans, D.
hansenii, K. apiculata, R. glutinis, S. cerevisiae ve C. hellenica turleri sadece
Akhisar-Gemlik zeytinleri ve bunlarin fermantasyon ortamlarindan izole edilirken,
Clv. lusitaniae, Cry. saitoi, P. anomala, P. holstii ve Zyg. mrakii tarlerinin ise
sadece; Iznik-Gemlik zeytinleri ve bunlarin fermantasyon ortamlarindan elde

edildikleri belirlenmigtir.

Akhisar yodresine ait Gemlik zeytinleri ve bu zeytinlerin dogal fermantasyon

ortamlarindan izole edilen C. hellenica suslari fermantasyonun ilk 3 ayi boyunca
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ortamda bulunmuslardir. D. hansenii (anamorf formu; C. famata) suslarinin ise
fermantasyon boyunca izole edilebildikleri belirlenmistir. S. cerevisiae suslari ilk
olarak fermantasyonun birinci ayinda, hem de, fermantasyonun son guinunde izole
edilebilmigtir. Genel olarak S. cerevisiae turunin yuksek tuz derisimlerine
dayanikli olmadiklar bilinmektedir. Bu nedenle bu suslarin fermantasyonun son
gunlerine kadar kadar canl kalip izole edilebilen bu susun sonuglarimiz agisindan
ilgi c¢ekici oldugu dusunulmektedir. Fermantasyon ortamlarindan genellikle
fermantasyon basinda ve ortalarinda izole edilebilen K. apiculata susglari bizim
calismamizda 7 ay sonra da izole edilebilmigtir. Fermantasyon basinda ham
zeytinden izole edilmis olan K. apiculata susu (AZ-4) daha sonra bir kere de
fermantasyonun son guninde de (AF211-2) izole edilebilmigtir. Baslangicta yine
zeytin dorneklerinden izole edilen A. pullulans suglari ise fermantasyonun ilk

gunlerinde de izole edildikten sonra ortamdan tekrar izole edilememistir.

iznik ydresine ait Gemlik zeytinleri ve bu zeytinlerin dogal fermantasyon
ortamlarindan izole edilen P. anomala, C. pelliculosa ve C. famata turlerinin
fermantasyon boyunca ortamda var olduklari saptanmistir. C. lusitaniae ve Clv.
lusitaniae suslarinin fermantasyonun ilk haftasi salamuradan izole edilebildikleri
daha sonra ise izole edilemedigi belirlenmistir. Cizelge 4.11 incelendiginde de
gorulebilecegi gibi Cry. saitoi, P. holstii ve Zyg. mrakii suslarinin ise ortamda ender
bulunan turler olduklarn goérulmis ve fermantasyon boyunca bir kere izole
edilebilmislerdir. Dogal fermantasyon boyunca canliliklarini koruyabilen suslarin
salamuradaki tuz derisimine, fenolik bilesenlere, organik asitlere, salamura pH’

sina ve ortamdaki rekabetci floraya karsi dayanikli olduklari distindlmektedir.

Yapilan cesitli calismalarda, zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan izole edilen
endojen mayalarin tanimlanmalari amaci ile c¢esitli yontemlerin kullanildigi
bilinmektedir (Arroyo-Lopez et al., 2006; Kotzekidou, 1997; Pereira et al., 2008;
Abriouel et al., 2011; Bautista-Gallego et al., 2011; Tofalo et al.,, 2012). Bu
yontemler arasinda siklikla kullanilan tani metodunun molekuler bir tanimlama
yontemi olan RFLP-PZR oldugu gértlmektedir. Bunun disinda, ¢esitli biyokimyasal
testler ile tanimlama (Kotzekidou, 1997; Arroyo-Lopez et al., 2006; Pereira et al.,
2008), Nested PZR (Abriouel et al., 2011), gergcek zamanli PZR (Tofalo et al.,

82



2012), dizi analizi (Bautista-Gallego et al., 2011) yontemlerinin de zeytinden izole

edilen mayalarin tanimlanmalari amaci ile kullanildiklari ifade edilmektedir.

Zeytinden izole edilen mayalarin RFLP-PZR ydntemi ile tanimlanmalari amaci ile
cesitli kesim enzimlerinden faydalanildigi bilinmektedir. Hurtado et al. (2008)
tarafindan yapilan bir c¢alismada zeytinden izole edilen mayalarin
tanimlanabilmeleri amaci ile RFLP-PZR yonteminin kullanildigi ve bu yontemde

Cfol, Haelll ve Hinfl kesim enzimlerinden yararlanildigi belirtilmigtir.

Arroyo-Lépez et al. (2006) tarafindan yapilan bir ¢calismada ise zeytinden elde
edilen maya izolatlarinin RFLP-PZR ydntemi ile tanimlanmalari amaci ile Cfol,
Haelll, ScrFl ve Hinfl kesim enzimlerinin kullanildigi belirtiimistir. Genel olarak,
sofralik zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan izole edilen maya izolatlarinin
RFLP-PZR yoéntemiyle tanimlanmalari amaci ile Cfol, Haelll ve Hinfl kesim
enzimlerinin siklikla kullanildiklari gértlmektedir (Romo-Sanchez et al., 2010;
Bautista-Gallego et al., 2011; Silva et al., 2011; Alves et al., 2012).

Calismamizda izole edilen mayalarin RFLP-PZR yontemi ile tanimlanmalari
sirasinda Saccharomyces cinsi disindaki izolatlar igin Cfol, Haelll ve Hinfl;
Saccharomyces turleri icin ise bu enzimlere ek olarak; Hpall kesim enziminden de

yararlanilmigtir (Bkz. Cizelge 4.16).

Albayram (2007) tarafindan vyapilan bir ylksek lisans tezinde, Samsun
piyasasindan toplanan 16 zeytin érneginden maya izolasyonu ve tanimlamasinin
yapildigi belirtiimistir. izole edilen mayalarin tanimlamalarinin gesitli biyokimyasal
testler kullanilarak gergeklestirildigi ifade edilmistir. Yapilan testler sonucunda C.
apicola (1), C. diddensiae (3), C. membranifaciens (7), C. oleophila (1), C. rugosa
(2), Candida versatilis (1), Candida zeylanoides (4), D. hansenii (1), P. anomala

(38) suslarinin izole edildikleri bildirilmistir.
2008 yilinda Portekiz’de yapilan bir calismada ise; marketlerden toplanan Galega

varyetesine ait dogal fermente sofralik zeytinlerden izole edilen mayalarin API1 20C

sistemi ile tanimlandiklari ve tanimlama sonucunda; 10 Candida boidinii, 1 adet C.
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famata, 6 adet C. glabrata, 12 adet C. krusei, 1 adet C. utilis, ve 3 adet

Geotrichum penicillatum susunun izole edildigi belirtiimistir (Pereira et al., 2008).

Kotzekidou (1997) tarafindan Yunanistan’da gergeklestiriimis olan bir baska
calismada, dogal fermente sofralik zeytin Uretimi yapan dokuz ayri fabrikadan
zeytin orneklerinin toplandigi ve bu zeytin 6rneklerinden izole edilen mayalarin
karbon asimilasyon testleri ile tanimlandiklar ifade edilmistir. Bu calismada
tanimlanan mayalarin buyuk bir kisminin (%55) T. delbrueckii suslari oldugu; geri
kalan tlrlerin ise D. hansenii, Cry. laurentii, Cry. albidus, Dekkera bruxellensis,
Sporobolomyces roseus, Bullera variabilis, Zygosaccharomyces bailii, P. farinose

ve P. membranifaciens turlerine ait olduklari ifade edilmigtir.

Abriouel et al. (2011) tarafindan ispanya’ da yapilan bir diger calismada ise, %9-
11 oraninda tuz igeren salamura igerisinde 10°C’ de fermantasyona (soguk
fermantasyon) birakilan zeytinlerden (I); %8-10 oraninda tuz igeren salamura ile
birlikte oda sicakhidinda fermantasyona birakilan zeytinlerden (Il) ve %6 tuz ile
birlikte %0.8 asetik asit iceren salamura ile birlikte fermantasyona birakilan
zeytinlerden (lll) orneklerin alindigi ve bu oOrneklerden izole edilen mayalarin
DGGE-PZR yontemi ile tanimlandiklari belirtiimektedir. Tanimlama sonucunda ilk
fermantasyon ortamindan P. membranifaciens, P. minuta, S. cerevisiae, C.
diddensiae, C. famata ve D. hansenii turlerinin; ikinci fermantasyon ortamindan;
P. manshurica, S. cerevisiae, C. cf. apicola, Zygosaccharomyces bailii ve P.
galeiformis tdrlerinin; Gglncu fermantasyon ortamindan ise; P. manshurica, P.

galeiformis ve A. pullulans tarlerinin izole edildigi ifade edilmistir.

Yapilan gesitli galismalar sonucunda zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan izole
edilen baslica maya turlerinin C. tropicalis, C. parapsilopsis, C. rugosa, C. boidinii,
C. diddensiae, C. oleophila, C. galabrata, C. cf. apicola, C. membranifaciens, C.
krusei, P. anomala, P. membranifaciens, P. farinose, P. galeiformis, P.
guillermondi, P. manshurica, P. kluyveri, P. minuta, D. etchelsii, D. hansenii, S.
cerevisiae, Kly. lactis, Bullera variabilis, Cry. albidus, Cry. laurentii, Dekkera
bruxellensis, Sporobolomyces roseus, T. delbrueckii, Zygosaccharomyces bailii, K.
marxianus, A. pullulans, Cyteromyces matritensis, R. glutinis ve R. mucilaginosa
olduklari belirtiimektedir. (Kotzekidou, 1997; Albayram, 2007; Pereira et al., 2008;
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Romo-Sachez et al., 2010; Abriouel et al., 2011; Bautista-Gallego et al., 2011,
Silva et al., 2011; Alves et al., 2012)

4.5. Tanimlamalarn yapilan maya izolatlarinin ait olduklari cins 6zelliklerine

iliskin degerlendirme sonuglari

4.5.1. Candida cinsi maya izolatlarina ait degerlendirme sonuglari

Candida cinsi igerisinde yer alan mayalarin mikroskop altindaki hicre sekillerinin
kiresel, elipsoidal ya da silindirik olduklari ve Uggen seklinde veya yarim ay
pozisyonlarinda yer aldiklari bilinmektedir. Bu cinse ait mayalarin bazi turlerinin
pseudohif veya gergek hif olusturduklar ifade edilmektedir. Candida cinsine ait
mayalarin bazi tiurlerinin sekerleri fermente edebildikleri, sivi besiyerinde zar
olusturduklari, inositoli asimile edebildikleri ve jelatini hidrolize edebildikleri
belirtiimektedir. Bu cinse ait maya turlerinin Ureaz enzimi ve nigasta benzeri hicre

disi bilesenleri Uretemedikleri ifade edilmektedir (Meyer et al., 1999).

Akhisar yoresine ait Gemlik zeytinlerinden ve bu zeytinlerin dogal fermantasyon
ortamlarindan izole edilerek tanimlanabilen 40 adet maya izolatindan 25 tanesinin
Candida cinsine ait olduklari gorulmektedir. Candida cinsine ait bu mayalardan 7
tanesinin C. hellenica, 14 tanesinin C. famata, bir tanesinin C. mycetangi, bir
tanesinin C. membranifaciens ve bir tanesinin de C. lusitaniae turlerine ait

olduklari belirlenmigtir (Bkz. Cizelge 4.7).

iznik yoéresine ait Gemlik zeytinlerinden ve bu zeytinlerin dogal fermantasyon
ortamindan izole edilerek tanimlanabilen 34 adet maya izolatindan ise 20
tanesinin; Candida cinsine ait olduklari gorulmektedir. Candida cinsine ait bu
mayalardan 8 tanesinin C. famata, 11 tanesinin C. pelliculosa ve bir tanesinin de

C. lusitaniae turlerine ait olduklari belirlenmigtir (Bkz. Cizelge 4.7).

C. famata suslarinin mikroskobik morfolojilerinin; kiresel ya da kisa-oval seklinde
oldugu, hucrelerin tek bagina, diploid ya da kisa zincirler halinde konumlandiklari
ifade edilmektedir. Bu turlerin sivi besiyerinde ¢okelti olusturduklari bazi suglarinin

halka, dizglin ya da burusuk, kuru zar olusturduklari belirtiimektedir (Meyer et al.,
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1999). Calismada her iki yoOreye ait zeytin Ornekleri ve bunlarin dogal
fermantasyon ortamlarindan izole edilen C. famata hicrelerinin kiiresel ya da kisa
oval yapida olduklarl, bazi suslarin monopolar ya da dipolar tomurcuk
olusturduklari, bazi suslarin tek, bazi suglarin diploid bazi, suglarin ise kisa
zincirler halinde konumlandiklari gézlemlenmigtir (Bkz. Sekil EK 5.3). Calismada
izole edilen C. famata suslarinin YM broth besiyerinde gelisme 6zelliklerinin
cesitlilik gdsterdigi gorilmektedir. izole edilen bazi suslar sivi besiyerinde dipte
cOkelti, bulaniklik ve parcali zar (AF46-1, AF46-2, AF138-2, BF18-4, BF63-3); bazi
suslar dipte c¢okelti, kenarlari tirmanan zar ve bulanikhk (AF112-1, AF112-2,
AF138-1, AF60-4, BF91-2); bazi suslarin sadece dipte ¢okelti (AF60-2, BZ-2,
AF60-5, BF172-3); bazi suslarin ise burusuk zar ve dipte ¢okelti (AF60-1, AF138-
3, AF164-4, AF191-3, BF63-1, BF117-1, BF143-1) olusturduklari belirlenmigtir.
Zeytin Orneklerinden izole edilen C. famata suslarinin mikroskobik ve sivi
besiyerinde gelisme ozelliklerinin, maya tanimlama anahtarinda yer alan 6zellikler

ile uyustugu gorilmektedir (Meyer et al., 1999).

C. famata suslarinin kati besiyerinde olugturduklari kolonilerin grimsi beyaz ya da
sarimsi renkte, yumusak, parlak veya mat, dizgin ya da burusuk ozellikte
olduklari belirtiimektedir. Genel olarak bu turlerin pseudohif olusturmadiklari fakat
yer yer zayif ya da iyi gelismis pseudomiselyum olusturduklari ifade edilmektedir
(Meyer et al., 1999). Arastirmada izole edilen C. famata suslarinin MEA
besiyerinde burusuk, kenarlar tirtikh ve mat (AF60-1, AF60-2, AF138-3, BZ-2,
BF63-3, BF63-1, BF117-1, BF143-1); burusuk, kenarlari dalgali ve mat (AF112-1,
AF112-2, AF138-1, AF60-4, BF91-2); yuvarlak, kenarlari dalgali ve parlak (AF46-
1, AF46-2, AF138-2, BF172-3); yuvarlak kenarlari diz ve parlak (AF60-5, AF164-
4, AF191-3, BF18-4) koloniler olusturduklar gézlemlenmisgtir. izole edilen suslarin
higbirinin pseudohif olusturmadiklari belirlenmistir. Her iki yoreye ait zeytin
orneklerinden de izole edilen C. famata suslarinin makroskobik ve pseudohif
olusturma oOzelliklerinin, maya tanimlama kaynaklarinda yer alan oOzellikler ile
uyumluluk gosterdigi gorulmektedir. Bu tlrlerin anamorf formda olduklari ve
askospor olusturmadiklari bilinmektedir. C. famata suslarinin maksimum gelisme
sicakliklarinin 31-35°C oldugu ve 37°C’de gelisemedikleri bilinmektedir. Bu tire ait
suslarin  bir kisminin glukozu fermente edebildigi, higbirinin nitrati asimile

edemedigi ifade edilmektedir (Meyer et al., 1999). Calismada yapilan ek
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tanimlama testleri sonucunda bu ture ait bazi suglarinin glukozu fermente
edebildikleri (AF60-5, AF164-4, AF191-3, BF18-4) higbir susun ureyi hidrolize
edemedigi; higcbir susun nitrati asimile edemedigi; tim suslarinin %50 glukoz
iceren Dbesiyerinde gelisebildigi fakat bazi suslarinin %60 glukoz iceren
besiyerinde gelisebildikleri (AF60-5, AF164-4, AF191-3, BF18-4), izole edilen
suslarin higbirinin 37°C’de ve %0.5 ve %1.0 asetik asit iceren besiyerinde
gelisemedikleri ve askospor olusturmadiklari belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.12 ve
4.13). Ek tanimlama testleri sonucunda elde edilen bu sonuglarin karsilastirma
yapilan tani anahtarinda yer alan test sonugclari ile uyumlu olduklari goérulmektedir
(Nakase et al., 1999).

C. famata suslarinin genel olarak; peynir, sut, yogurt, dondurma gibi sut
artnlerinden, seftali ve kayisi sulari, GziUm suyu, elma suyu, misir, domates, nar,
incir, portakal gibi meyve-sebze ve bunlarinin Grunlerinden, arpa ve piring birasi,
sira, sarap, tursu, cesitli fermente et Urlnleri zeytin, koji, ekmek gibi fermente
gidalardan, biftek, balik, tavuk, yumurta ve deniz Urlnlerinden izole edildikleri
belirtiimigtir (Deak and Beuchat, 1996).

Calismada Akhisar yoresine ait zeytinlerin dogal fermantasyon ortamlarindan izole
edilen 7 susun C. hellenica turine ait oldugu belirlenmistir. C. hellenica suslarinin
mikroskobik morfolojilerinin  ovoidal, uzun ovoidal ya da silindirik oldugu
bilinmektedir. C. hellenica suslarinin sivi besiyerinde ¢okelti, kalin burusuk ya da
adacik seklinde zar olusturduklar belirtiimektedir. Bu suslarin kati besiyerinde
beyaz ya da krem renkte, yumusak, parlak veya mat, dizgin ya da nadiren
burusuk 6zellikte olduklari ifade edilmektedir (Smith and Szuki, 1999). C. hellenica
suslarinin  bazilarinin  uzun demetler halinde pseudohif olusturduklar

belirtiimektedir.

Calismada Akhisar yoéresine ait zeytin Orneklerinin  dogal fermantasyon
ortamlarindan izole edilen C. hellenica suslarinin mikroskobik goérintalerinin
ovoidal oldugu ve hucrelerinin tek tek ya da zincir seklinde goéruntu verdikleri
saptanmistir (Sekil Ek 5.1). S6z konusu izolatlarin YM broth besiyerinde dipte
cokelti ve bulaniklik; olusturduklari gdzlemlenmistir. izole edilen C. hellenica

izolatlarinin MEA besiyeride krem, yumusak, parlak veya mat, dizgun koloniler
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olusturduklari; s6z konusu suslarin  bazilarinin  pseudohif olusturduklari
belirlenmistir. Calismada izole edilen C. hellenica suslarinin mikroskobik,
makroskobik, sivi besiyerinde gelisme ve pseudohif olusturma o6zelliklerinin,
kullanilan maya tanimlama anahtarinda yer alan oOzellikler ile uyustugu
gOrulmektedir (Smith and Szuki, 1999).

Calismada izole edilen C. hellenica izolatlarinin anamorf formda olduklari ve
askospor olusturmadiklari goézlemlenmigtir. C. hellenica suslarinin 37°C’ de
gelisemedikleri, glukozu fermente edebildikleri ve %50 glukoz i¢ceren besiyerinde
gelisebildikleri belirtimektedir. Bu tdre ait suslarin higbirinin nitrati asimile
edemedigi ve %60 glukoz iceren besiyerinde gelisemedikleri ifade edilmektedir
(Smith and Szuki, 1999). Cizelge 4.12’ de de gorulecegi gibi ek tanimlama testleri
sonucunda bu ture ait tim suslarinin glukozu fermente edebildikleri ve nitrati
asimile edebildikleri; higbir susunun Ureyi hidrolize edemedigi; tim suslarinin %50
glukoz iceren besiyerinde gelisebildigi fakat bazilarinin (AF1-2, AF84-1) %60
glukoz iceren besiyerinde de gelisebildigi; izole edilen suslarin hicbirinin 37°C’ de,
%0.5 ve %1.0 asetik asit igeren besiyerinde gelisemedikleri ve askospor
olusturmadiklari  belirlenmistir. Literatirde, C. hellenica suslarinin sarap
sirasindan, zeytinden ve dusuk pH degerine sahip gidalardan izole edildigi
belirtiimistir (Deak and Beuchat, 1996).

Calismada elde edilen Candida cinsine ait izolatlardan 12 tanesinin C. pelliculosa
tirine ait olduklari gortlmektedir. Bu ture ait suslarin mikroskobik morfolojilerinin
kiresel ya da eliptik oldugu; hucrelerin tek basina, diploid ya da kuguk kimeler
halinde konumlandiklari ifade edilmektedir (Hansen and Kurtzman, 1999).
Calismada her iki yoreye ait zeytin érnekleri ve bu érneklerin dogal fermantasyon
ortamlarindan izole edilen C. pelliculosa hucrelerinin kuresel ya da eliptik olduklari,
bazi suslarin monopolar tomurcuk olusturduklari, bazi suslarin tek bazi suslarin
diploid bazi suslarin ise kime halinde konumlandiklari gézlemlenmistir (Bkz. Sekil
EK 5.5). Calismada izole edilen C. pelliculosa suslarinin sivi besiyerinde gelisme
dzelliklerinin  gesitlilik gésterdigi  saptanmistir. izole edilen bazi suslar sivi

besiyerinde ortall ya da tirmanan zar olusturduklari belirlenmigtir.
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C. pelliculosa suslarinin kati besiyerinde olusturduklari kolonilerin beyaz ya da
donuk beyaz, tereyagimsi, parlak ve duzgun ya da tebesir gibi ve mat olduklar
belirtiimektedir. C. pelliculosa suslarinin bazilarinin pseudohif olusturduklari ve
37°C’de gelisebildikleri; tamaminin ise glukozu fermente edebildikleri ve nitrati
asimile edebildikleri bilinmektedir. Bu tlure ait suslarin askospor olusturmadiklari
belirtiimektedir (Hansen and Kurtzman, 1999). Calismada izole edilen C.
pelliculosa suglarinin MEA besiyerinde yuvarlak, parlak, duzgin ve yapigkan
koloniler olusturduklari gézlemlenmistir. izole edilen suslarin  pseudohif
olusturduklari, 37°C’ de geligebildikleri, glukozu fermente edebildikleri, nitrati
asimile edebildikleri belirlenmistir. izole edilen tim C. pelliculosa suslarinin %50
glukoz iceren besiyerinde gelisebildikleri fakat bazilarinin (BF1-3, BF27-5, BF91-1)
%60 glukoz igeren besiyerinde de Ureyebildikleri ve higbirinin %0.5 ve %1.0 asetik
asit iceren besiyerinde gelisemedikleri ve askospor olusturmadiklari bulunmustur
(Bkz. Cizelge 4.12 ve 4.13). Ek tanimlama testleri sonucunda elde edilen bu
sonuglarin tani anahtarinda yer alan test sonuglar ile uyumlu olduklari

belirlenmistir (Hansen and Kurtzman, 1999).

C. pelliculosa suslarinin Gztm, elma, zeytin, misir ve salatadan, sarap, bira, tursu
gibi fermente Urdnlerden, recgel, kurutulmus meyve ve sekerlemelerden, peynir ve
yogurttan, balik ve kabuklu deniz urlnlerinden izole edildikleri ifade edilmistir
(Deak and Beuchat, 1996).

Calismada Akhisar yoOresine ait zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan izole
edilen bir (AF164-2), iznik vyoresine ait zeytinlerin dogal fermantasyon
ortamlarindan izole edilen iki izolatin (BFO0-3, BF5-1); C. lusitaniae turune ait
olduklari saptanmigtir. C. lusitaniae suslarinin mikroskobik morfolojilerinin yari
kUresel, ovoidal veya uzun ovoidal olduklari, hicrelerin tek, cift halinde ya da kisa
zincir seklinde konumlandigi bilinmektedir. C. lusitaniae turlerinin sivi besiyerinde
cOkelti olusturduklar belirtiimektedir. Bu suslarin kati besiyerinde beyaz ya da
krem renkte, parlak veya mat Ozellikte koloniler olusturduklari ifade edilmektedir.
C. lusitaniae suslarinin pseudohif olusturduklari belirtiimektedir. Bu ¢alismada C.
lusitaniae suslarinin mikroskobik goruntulerinin ovoidal oldugu ve huicrelerinin tek
tek konumlandigi goértlmastir. Sé6z konusu izolatlarin YM broth besiyerinde dipte

¢cOkelti olusturduklari goézlemlenmistir. Calismada izole edilen C. lusitaniae
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suslarinin MEA besiyeride krem, yumusak, parlak, dizgun koloniler olusturduklart;
s6z konusu suslarin pseudohif olusturmadiklar belirlenmigtir. Calismada izole
edilen C. lusitaniae suglarinin mikroskobik, makroskobik, sivi besiyerinde gelisme
Ozelliklerinin, maya tanimlama kaynaklarinda yer alan oOzellikler ile uyustugu;
pseudohif olusturma 6zelliginin ise farklilik gosterdigi gorulmektedir (Hansen and
Kurtzman, 1999).

C. lusitaniae izolatlarinin anamorf formda olduklari ve askospor olusturmadiklari
bilinmektedir. Genel olarak, C. lusitaniae suslarinin 37°C’de gelisebildikleri,
glukozu fermente edebildikleri ve %50 glukoz iceren besiyerinde gelisebildikleri
belirtiimektedir. Bu tlre ait suslarin higbirinin nitrati asimile edemedidi de ifade
edilmektedir (Lachance and Phaff, 1999). Calismada yapilan ek tanimlama testleri
sonucunda bu ture ait tum suslarinin glukozu fermente edebildikleri ve higbir
susunun ureyi hidrolize edemedigi, nitrati asimile edemedigi; tim suslarin %50
glukoz iceren besiyerinde gelisebildigi fakat %60 glukoz igceren besiyerinde
gelisemedigi; izole edilen suslarin higbirinin 37°C’de, %0.5 ve %1.0 asetik asit
iceren besiyerlerinde gelisemedikleri ve askospor olusturmadiklari belirlenmistir
(Bkz. Cizelge 4.12 ve 4.13). Ek tanimlama testleri sonucunda elde edilen bu
sonuglarin genel olarak tani anahtarinda yer alan test sonuglari ile uyumlu
olduklari gérulmektedir. Bugline kadar yapilan ¢alismalar sonucunda; C. lusitaniae
suslarinin portakal, ¢esitli meyve sulari, malt ve fermente sut Urlnlerinden izole
edildigi belirtiimistir (Deak and Beuchat, 1996).

Meyer et al. (1999)un maya tanimlama anahtarinda C. membranifaciens
suslarinin mikroskobik morfolojilerinin oval, hicrelerin tek basina ya da kimeler
halinde go6zlemlendikleri ifade edilmektedir. Bu suslarin koloni morfolojilerinin
aerobik kosullar altinda tebesir yapisinda, mat, kuru ve bazen de buruguk oldugu
belirtimektedir. C. membranifaciens suslarinin pseudohif olusturabildikleri, %50
glukoz iceren ortamda gelisebildikleri ve glukozu fermente edebildikleri; bazi
suslarinin  37°C’de gelisebildikleri; higbir susun nitrati asimile edemedigi

bilinmektedir.

Calismada Akhisar yoéresine ait zeytin Orneklerinin  dogal fermantasyon

ortamlarindan izole edilen tek C. membranifaciens susunun (AF164-1) hlcrelerinin
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oval yapida olduklari ve ust Uste kime halinde konumlandiklari gézlemlenmistir.
Bu susun YM broth besiyerinde dipte c¢okelti, bulaniklik ve dizgun kenarlar
tirmanan zar olusturdugu belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda incelenen
C. membranifaciens susunun glukozu fermente edebildigi, 37°C’'de, %50 ve %60
glukoz iceren ortamda gelisebildigi; ancak pseudohif ve askospor olusturmadigi,
%0.5 ve %1 asetik asit iceren ortamda gelisemedigi ve nitrati asimile edemedigi
belirlenmigstir. izole edilen C. membranifaciens susunun mikroskobik ve
makroskobik oOzellikleri ile birlikte gesgitli biyokimyasal test sonuglarinin maya
tanimlama anahtarinda yer alan 6zellikler ile uyustugu gorulmektedir (Meyer et al.,
1999). C. membranifaciens sugslarinin; salata, zeytin, kakao, tursu, mayonez, un,
ekmek, eksi hamur, peynir, sut, seker, et, balik gibi Urtinlerden izole edildigi rapor
edilmektedir (Deak and Beuchat, 1996).

Literatirde zeytin ve =zeytin fermantasyonlari ile ilgili c¢esitli arastirmalar
incelendiginde; dogal fermente sofralik zeytin 6rneklerinden Candida cinsine ait
gesiti  tarlerin  izole edildigi gorulmektedir. Yapilan bir c¢alismada
supermarketlerden toplanan dogal fermente sofralik zeytin ve salamura
orneklerinden maya izolasyonu yapildidi ve zeytin 6rneklerinden izole edilen maya
suslarinin %93.75’ inin Candida cinsine ait oldugu; bunlarin da %6.25’ inin ise C.

famata tUru icerisinde yer aldigi ifade edilmektedir (Pereira et al., 2008).

ispanya’da yapilan bir galismada “Mas d’en Pou” cinsi zeytinlerinin fermantasyon
ortamlarindan yapilan érneklemenin son gininde (244. gin) izole edilen 120
izolattan 41 tanesinin C. membranifaciens turine ait oldugu ifade edilmigtir
(Hurtado et al., 2008).

italya’da yapilan baska bir galismada, llkeye 6zgi Bella di Cerignalo zeytinlerinin
A ve B olmak Uzere ayni kosullara sahip iki ayri havuzda dogal fermantasyona
birakildiklari ve 0, 8, 17, 31 ve 80. gunlerde ornekler alinarak maya izolasyonunun
gerceklestirildigi belirtimektedir. Fermantasyonun 0. gununde her iki havuzdan da
%50 oraninda; 8-17. gunlerde A havuzundan %33.3 oraninda B havuzundan
%28.6 oraninda; fermantasyonun 31. gunidnde A havuzundan %50, B havuzundan
%66.7 oranlarinda; 80. glinunde ise yalnizca B havuzundan %83.3 oraninda C.

pelliculosa suglarinin izole edildigi ifade edilmektedir (Campaniello et al., 2005).
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Marquina et al. (1992) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, Portekiz'in c¢esgitli
bolgelerinden, geleneksel yontemlerle Uretilen ev yapimi zeytinlerin salamura
orneklerinin toplandigi ve bunlardan maya izolasyonlarinin gergeklestirildigi
belirtiimektedir. Calismada 15 ayri maya tlrinin ve 25 ayri susun izole edildigi,
elde edilen suslardan 14 tanesinin ise C. hellenica turine ait oldugu rapor

edilmektedir.

Bevilacqua et al. (2009) tarafindan yapilan bir baska calismada; italya’ya 6zgl bir
zeytin gesidi olan Bela di Cerignola zeytinlerinin dogal fermantasyon ortamindan
alinan zeytin ve salamura Orneklerinden maya izole edildigi ve izole edilen
mayalarin tanimlandiklari; tanimlanan 64 izolattan 31’ inin C. famata, 7’ sinin ise

C. pelliculosa turlerine ait oldugu rapor edilmistir.

4.5.2. Pichia cinsi maya izolatlarina ait degerlendirme sonuglari

Pichia cinsi icerisinde yer alan mayalarin bazi tirlerinin pseudohif veya gergek hif
ve askospor olusturduklari bilinmektedir. Pichia cinsine ait mayalarin bazi tirlerinin
sekerleri fermente ettikleri, sivi besiyerinde zar olusturduklari, jelatini hidrolize
ettikleri, nitrati asimile ettikleri; sadece bir turinun inositoll asimile ettigi; bu cinse
ait higbir turin ise Ureaz enzimi ve nisasta benzeri hicre disi bilesenleri

uretmedikleri ifade edilmektedir (Kurtzman, 1999).

Akhisar yoresine ait Gemlik zeytinleri ile ¢aligildiginda hi¢ Pichia cinsi maya izole
edilemezken, iznik yoresine ait Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyon
ortamindan izole edilerek tanimlanabilen 34 adet maya izolatindan 10 tanesinin
Pichia cinsine ait olduklari belirlenmigtir. Pichia cinsine ait bu mayalardan bir
tanesinin P. holstii (anamorfu; C. silvicola, BF18-3), 9 tanesinin ise P. anomala

turlerine ait olduklari belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.11).

P. holstii suglarinin mikroskobik morfolojilerinin elips seklinde oldugu; hucrelerin
tek, c¢ift ya da kime halinde gbézlendikleri bilinmektedir (Kurtzman, 1999). Bu
suslarin sivi besiyerinde zar olusturduklari belirtimektedir. P. holstii suglarinin kati
besiyerinde beyaz ve yapigkan 6zellikte koloni olusturduklari, pseudohif ve gergek

hif olusturduklari, askospor olusturabildikleri, glukozu fermente edebildikleri ve
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nitrati asimile edebildikleri ifade edilmektedir. P. holstii suslarinin bazilarinin ise
37°C'de gelisebildikleri bilinmektedir (Kurtzman, 1999). Calismada iznik yoresine
ait zeytin orneklerinin dogal fermantasyon ortamlarindan izole edilen P. holstii
susunun mikroskobik goruntusunun elips seklinde oldugu ve hicrelerinin tek tek
konumlandigi gorulmustur. S6z konusu izolatin YM broth besiyerinde 48 saat
sonra zar olusturdugu gozlemlenmistir. Fermantasyon ortamindan izole edilen P.
holstii izolatinin MEA besiyerinde beyaz renkli, kenarlari duzgun, yapigkan
Ozellikte, mat koloniler olusturdugu; s6z konusu susun pseudohif de olusturdugu
belirlenmistir. Calismada izole edilen P. holstii susunun mikroskobik, makraskobik,
sivi besiyerinde gelisme ve pseudohif olugturma 6zelliginin, ilgili maya tanimlama

anahtarinda yer alan ozellikler ile uyustugu gorulmektedir.

Calismada izole edilen P. holstii izolatinin telemorf formda oldugu ve askospor
olusturdugu gorulmektedir. Bu susun glukozu fermente edebildigi, nitrati asimile
edebildigi ancak 37°C’ de, %50 ve %60 glukoz iceren besiyerinde, %0.5 ve %1.0
asetik asit iceren ortamlarda gelisemedigi ve Ureyi hidrolize edemedigi
belirlenmistir. Ek tanimlama testleri sonucunda elde edilen bu bulgularin genel
olarak tani anahtarinda yer alan test sonuglari ile uyum igerisinde oldugu

bulunmustur (Bkz. Cizelge 4.13) (Hansen and Kurtzman, 1999).

Iznik yoresine ait zeytinler ve bu zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan izole
edilen izolatlarin 9 tanesinin P. anomala tartne ait olduklari belirlenmistir. Bu tire
ait genel ozellikler ve calismada elde edilen fiziksel ve biyokimyasal test sonugclari
Bolim 4.5.1.de veriimektedir. EK tanimlama testleri sonucunda elde edilen bu
sonuglarin (Bkz. Sekil EK 5.6) tani anahtarinda yer alan test sonugclari ile uyumlu

olduklari goérulmektedir (Hansen and Kurtzman, 1999).

P. anomala turinin genellikle 4zUm, elma, portakal, ananas, muz, kivi, papaya
gibi meyvelerden, cesitli meyve sularindan, misir ve salatadan, sarap, bira, tursu
gibi fermente Urlnlerden, zeytin, kakao ve kahveden, un ve bugdaydan, regel,
kurutulmus meyve ve sekerlemelerden, peynir ve yogurttan, balik ve kabuklu deniz

drtnlerinden izole edildikleri ifade edilmistir (Deak and Beuchat, 1996).
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Bunlarin yani sira, Pichia cinsi mayalarin zeytin fermantasyon ortamlarindan da
siklikla izole edildikleri gesitli galismalarda ortaya konulmustur (Hurtado et al.,
2008; Marquina et al., 1992). Hurtado et al. (2008) tarafindan yapilan bir
calismada yodreye 6zgu zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan cesitli ginlerde
orneklerin alindigi ve maya izolasyonlarinin gergeklestirildigi belirtimektedir. Bu
calismaya gore fermantasyonun 28. guninde 1 adet, 55. glninde ise 2 adet P.

anomala susunun izole edildigi ifade edilmigtir.

Portekiz’'de yapilan baska bir gcalismada ise; ev yapimi zeytinlerden izole edilmis
olan maya suslarindan 53 tanesinin P. anomala tirine ait oldugu rapor
edilmektedir (Marquina et al., 1992).

4.5.3. Kloeckera cinsi maya izolatlarina ait degerlendirme sonuglari

Kloeckera cinsi icerisinde yer alan mayalarin pseudohif olusturduklari fakat gergcek
hif olusturamadiklari bilinmektedir. Kloeckera cinsine ait mayalarin turlerinin
sekerleri fermente ettikleri ancak sivi besiyerinde zar olusturmadiklari, inositoll ve
nitrati asimile edemedikleri, Ureaz enzimi ve nigasta benzeri hucre digi bilesenleri

uretemedikleri ve jelatini hidrolize edemedikleri belirtiimektedir (Kurtzman, 1999).

Akhisar yoéresine ait Gemlik zeytinleri ve bu zeytinlerin dogal fermantasyon
ortamindan izole edilerek tanimlanabilen 40 adet maya izolatindan 2 tanesinin
(AZ-4, AF211-2) K. apiculata turtine ait olduklari tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 4.7).

K. apiculata turtne ait suslarin hicre sekillerinin apikullo, kiresel ya da oval
olduklari, hucrelerin mikroskopta tek tek ya da cift halinde goruldikleri; sivi
besiyerinde ¢oOkelti olusturduklari ifade edilmektedir. K. apiculata suslarinin kati
besiyerinde olusturduklar kolonilerin beyaz ya da krem renkli, parlak ve hafif
bombeli olduklari, bazi suslarin pseudohif olusturduklari belirtiimektedir. K.
apiculata tarine ait suslarin glukozu fermente edebildikleri, nitrati asimile
edemedikleri ve 37°C’ de gelisemedikleri de belirtimektedir (Smith, 1999).

Calismada Akhisar yodresine ait zeytin drnekleri ve bunlarin dogdal fermantasyon

ortamlarindan izole edilen K. apiculata susglarinin mikroskobik goruntulerinin
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kiresel olduklari ve hucrelerinin tek tek gozlendigi belirlenmistir. S6z konusu
izolatlarin YM broth besiyerinde ¢okelti olusturduklari gézlemlenmistir. izole edilen
K. apiculata izolatlarinin MEA besiyeride krem renkli, parlak, kenarlari duzgun,
bombeli koloniler olusturduklari; s6z konusu suslarin bir tanesinin (AF211-2)
pseudohif olusturdugu belirlenmistir. izole edilen K. apiculata suslarinin
mikroskobik, makraskobik, sivi besiyerinde gelisme ve pseudohif olusturma
Ozelliklerinin, maya tanimlama anahtarinda yer alan ozellikler ile uyustugu
gOrulmektedir (Smith, 1999).

Yapilan ek tanimlama testlerinde; incelenen K. apiculata izolatlarinin anamorf
formda olduklari ve askospor olusturmadiklari belirlenmistir. izole edilen suslarin
glukozu fermente edebildikleri ve %50 glukoz igeren besiyerinde gelisebildikleri
ancak nitrati asimile edemedikleri, 37°C’de, %60 glukoz i¢ceren besiyerinde, %0.5
ve %1.0 asetik asit iceren besiyerlerinde gelisemedikleri ve Ureyi hidrolize
edemedikleri belirlenmistir. Ek tanimlama testleri sonucunda elde edilen bu
sonuglarin (Bkz. Cizelge 4.12) genel olarak Smith’in tani anahtarinda yer alan test
sonuglari ile uyumlu olduklar gérilmektedir (Smith, 1999). K. apiculata tarlerinin
elma suyu, Uzum, sira, sarap, bira, g¢esitli meyve sulari gibi UrGnlerden izole
edildikleri belirtilmistir (Senses-Ergul, 2009; Deak, 2008).

4.5.4. Rhodotorula cinsi maya izolatlarina ait degerlendirme sonuglari

Rhodotorula cinsi igerisinde yer alan mayalarin bazi turlerinin pseudohif ya da
gercek hif ve askospor olusturduklari bilinmektedir. Bu cinse ait bazi tlrlerin malt
agarda kirmizi ya da sari renk maddeleri olusturduklari belirtiimektedir.
Rhodotorula cinsine ait mayalarin bazi turlerinin genellikle inositoli asimile
edemedikleri; inositolu kullandiklari durumlarda ise D-glukoranati kullanamadiklari
bilinmektedir. Bu cinse ait mayalarin sekerleri fermente edemedikleri, Ureyi
hidrolize edebildikleri ve ksiloz enzimine sahip olmadiklari belirtiimektedir (Fell and
Statzell-Tallmen, 1999a).

Akhisar yoresine ait Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyon ortamindan izole
edilerek tanimlanabilen 40 adet maya izolatindan 2 tanesinin (AF0-2, AF1-4)

Rhodotorulla cinsine ait olduklari ve bunlarin her ikisinin de R. glutinis olduklari
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belirlenmigtir. Iznik yoresine ait Gemlik zeytinleri ile yapilan deneylerde ise

Rhodotorula cinsi maya izole edilememistir (Bkz. Cizelge 4.7).

R. glutinis turntn R. glutinis var. glutinis ve R. glutinis var. dairenensis olmak
uzere iki varyeteden olustugu bilinmektedir (Fell and Statzell-Tallmen, 1999a). Bu
ture ait hucrelerin oval ya da kuresel yapida olduklari; sivi besiyerinde yuzeyde
halka, dipte ¢Okelti olusturduklari, bir ay sonra ise halka renginin turuncu, pembe
ya da somon rengine dondugu belirtiimektedir. Rhodotorulla turlerinin kati
besiyerinde olusturduklari kolonilerin agik kirmizi ile somon rengi arasinda, bazen
de acik turuncu renkte olduklari, yuzeylerinin duzgun ya da burusuk olabildigi,
kolonilerin dizguin ya da bombeli olabildigi belirtiimektedir. R. glutinis suslarinin
bazilarinin  pseudohif olusturduklari ancak higbirinin  sekerleri fermente
edemedikleri bilinmektedir. Bu suslarin nitrati asimile edebildikleri, 37°C’ de
gelisebildikleri, Ureaz enzimi uUretebildikleri fakat %50 glukoz iceren ortamda

gelisemedikleri de ifade edilmektedir (Fell and Statzell-Tallmen, 1999a).

Calismada izole edilen R. glutinis hicrelerinin mikroskopta oval yapida olduklari
g6zlemlenmistir. AF0-2 ve AF1-4 suslarinin YM broth besiyerinde dipte pembe
renkli ¢okelti olusturduklari, MEA besiyerinde ise; turuncu-pembe renkli, kenarlari

duzgun, parlak, yuvarlak ve yapiskan koloniler olusturduklari gozlemlenmisgtir.

Calismamizda incelenen R. glutinis suslarinin glukozu fermente edemedikleri,
37°C’ de, %50 ve %60 glukoz igeren ortamlarda gelisebildikleri, pseudohif ve
askospor olusturmadiklari, %0.5 ve %1 asetik asit iceren ortamlarda ise
gelisemedikleri bunun yanisira Ureyi hidrolize ve nitrati asimile edebildikleri
belirlenmistir. Fermantasyon ortamindan izole edilen R. glutinis suslarinin
mikroskobik ve makroskobik o6zellikleri ile birlikte incelenen biyokimyasal test
sonugclarinin kargilastirma yapilan maya tanimlama kaynaginda yer alan 6zellikler
ile uyustugu ancak bu izolatin %50 ve %60 glukoz iceren ortamda gelisebilme test
sonuglarinin tanimlama anahtari ile uyusmadigi gorulmektedir (Fell and Statzell-
Tallmen, 1999a).

R. glutinis tarunun genellikle elma, Uzim, seftali ve tropikal meyvelerden, meyve

sularindan, misir ve salatadan, malt ve biradan, sira ve saraptan, bugday unu ve
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hamurdan, tavuk, biftek, balik ve ¢esitli deniz Urlnlerinden izole edildikleri ifade
edilmistir (Deak and Beuchat, 1996).

ispanya’da yapilan bir calismada zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan
orneklerin alindigi ve tanimlama amaciyla maya izolasyonlarinin gerceklestirildigi
belirtiimistir. Calismaya gore fermantasyonun 4 guninde izole edilen 119 maya
izolatinin 20 tanesinin R. glutinis tlrane ait oldugu rapor edilmektedir (Hurtado et
al., 2008).

Ispanya’da yapilan bir diger calismada ise; %4 tuz ve %0.3 asetik asit iceren
aerobik ve anaerobik ortamlarda fermente edilen siyah zeytinlerden izole edilen
mayalarin tanimlandigi ve aerobik fermantasyon ortamindan izole edilen izolatlarin
%8’ inin; anerobik fermantasyon ortamindan izole edilen izolatlarin ise %9’ unun

R. glutinis tlrtne ait oldugu ifade edilmistirr (Arroyo-Lépez et al., 2006).

4.5.5. Saccharomyces cinsi maya izolatlarina ait degerlendirme sonuglari

Kurtzman’in tanimlama anahtarina goére; Saccharomyces cinsi mayalarin genel
olarak ¢ok yonlu tomurcuk olusturduklari, gergek hif olusturmadiklari fakat bazi
suslarinin pseudohif olusturduklari, askospor olusturabildikleri, sekerleri fermente
edebildikleri, nitrati ve inositolu asimile edemedikleri, sivi besiyerinde zar, hicre
disi nisasta benzeri bilesenler olusturmadiklari ve Ureyi hidroliz edemedikleri
belirtimektedir (Vaughan-Martini and Martini, 1999).

Akhisar yoresine ait Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyon ortamindan izole
edilerek tanimlanabilen 40 adet maya izolatindan 4 tanesinin (AF28-3, AF84-2,
AF191-1, AF211-4) S. cerevisiae turtne ait olduklar belirlenmistir (Bkz. Cizelge
4.7).

S. cerevisiae turune ait hdcrelerin oval ya da kiresel yapida olduklari ve kuguk
kimeler halinde konumlandiklari; kati besiyerinde olusturduklari kolonilerin agik
krem rengi olduklari, yuzeylerinin duzgun ve kremsi oldugu belirtiimektedir. S.

cerevisiae suslarinin pseudohif olusturmadiklari, glukozu fermente edebildikleri,
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askospor olusturabildikleri, bazi suglarinin 37°C’ de gelisebildikleri ve nitrat

asimile edemedikleri bilinmektedir (Vaughan-Martini and Martini, 1999).

Dogal fermantasyon ortamlarindan izole edilen, YM broth besiyerinde gelistirilen
S. cerevisiae hucrelerinin mikroskop incelemesinde klresel olduklari ve kiimeler
halinde bulunduklari, YM broth besiyerinde geligtirildiklerinde dipte c¢Okelti
olusturduklari ve MEA besiyerinde olusturduklari kolonilerinin krem renkli,
kenarlari dizgun ve hafif bombeli olduklar belirlenmistir. Calismada elde edilen bu
dort S. cerevisiae izolatinin glukozu fermente edebildikleri, 37°C’ de
gelisebildikleri, %50 glukoz igeren ortamda gelisebilme ve pseudohif olusturma
Ozelliklerinin ise degiskenlik gosterdigi, askospor olusturduklari, %0.5 ve %1 asetik
asit iceren ortamda gelisemedikleri, Ureyi hidrolize ve nitrati asimile edemedikleri
belirlenmistir. Akhisar-Gemlik zeytinlerinin fermantasyon ortamlarindan izole edilen
S. cerevisiae suslarinin mikroskobik ve makroskobik o&zellikleri ile birlikte
biyokimyasal test sonuglarinin, karsilastirma yapilan maya tanimlama kaynaginda

yer alan 6zellikler ile uyustugu goértlmektedir (Vaughan-Martini and Martini, 1999).

S. cerevisiae suslarinin gidalardan yaygin olarak izole edildikleri bilinmektedir
(Deak and Beuchat, 1996).Bu ture ait suslarin Gzim elma, visne, portakal ve
tropikal meyvelerden, meyve sularindan, biradan, sira ve saraptan, zeytinden,
kakao, salata ve geleneksel gidalardan, bugday unu, hamur ve ekmekten, bal,
sekerlenmis meyveler ve cesitli sekerlemelerden, yogurt, kefir, peynir ve
dondurmadan ve misir unundan izole edildikleri ifade edilmistir (Deak and
Beuchat, 1996).

Yapilan bir galismada fermente siyah zeytinlerden izole edilen mayalarin %28’ inin
S. cerevisiae turune ait oldugu ifade edilmektedir (Arroyo-Lopez et al., 2006).
Rodriguez-Goémez et al. (2010) tarafindan yapilan bir calismada ise; Hojiblanca ve
Manzanilla tUrlerine ait zeytinlerin fermantasyon ortamlarindaki baskin maya

turlerinden birinin S. cerevisiae oldugu belirtiimistir.
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4.5.6. Cryptococcus cinsi maya izolatlarina ait degerlendirme sonuglari

Cryptococcus cinsine ait turlerin hiucre sekillerinin ovoidal ya da uzun oldugu;
vejetatif tomurcuklanmanin ¢oklu ya da polar tomurcuklanma ile gergeklestigi, bazi
suslarinin pseudohif ya da gergek hif olusturduklar ifade edilmektedir. Bu
mayalarin askospor olugturmadiklari; kati besiyerinde beyaz ya da krem koloniler
olusturduklari, bazi suglarinin kirmizi, sari ya da kahverengi pigmentler Urettikleri
bilinmektedir. Cryptococcus cinsine ait butin turlerin D-glukuronat kullandiklart,
bircok turin nisasta sentezleyebildikleri; nisasta sentezleyemeyen turlerin ise
innositolt  kullanabildikleri belirtiimektedir. Bu cinse ait tdrlerin fermantasyon
yeteneklerinin olmadi§i ve Ureaz reaksiyonlarinin pozitif oldukari ifade edilmektedir
(Fell and Statzell-Tallman, 1999b).

Calismada Akhisar-Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyonlari slresince 46.
ginde Cry. laurentii (AF46-3), Iznik-Gemlik zeytinlerinin fermantasyonlarinin
baslangicinda ise Cry. saitoi turleri izole edilmigtir (Bkz. Cizelge 4.7 ve Cizelge
4.15). izole edilen Cryptococcus cinsine ait tiirlerden biri olan Cry. laurentii’ nin
genel olarak kuresel ya eliptik oldugu, tek tek, cift halinde ya da tg-dort hicrelik
zincirler halinde konumlandigi, sivi besiyerinde ince bir halka ve dipte c¢okelti
olusturdugu; kati besiyerinde krem, sarimsi, pembemsi ya da turuncu renkli,
duzgun yuzeyli, parlak bazen de donuk koloniler olusturduklari; pseudomisel
olusturmadiklari; %50 glukoz iceren ortamda ve 37°C’ de gelisemedikleri, nitrati
asimile edemedikleri ve sekerleri fermente edemedikleri belirtimektedir (Fell and
Statzell-Tallman, 1999b).

Akhisar yoresine ait zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan izole edilen tek Cry.
laurentii izolatinin YM broth besiyerinde gelisen hucrelerinin kiuresel ve tubuler
oldugu; ayni besiyerinde bulaniklik, dipte c¢okelti ve 48 saat sonra parcall zar
olusturdugu; MEA besiyerinde olusturdugu kolonilerin ise pembemsi renkte,
duzgun kenarh ve parlak oldugu belirlenmistir. Bu tartn Ureyi hidrolize edebildigi
ancak 37°C’ de, %50 ve %60 glukoz iceren, %0.5 ve %1 asetik asit iceren
ortamlarda gelisemedigi; nitrati asimile edemedigi, glukozu fermente edemedigi,
pseudohif ve askospor olugturmadigi belirlenmistir.
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Cry. laurentii suslarinin genel olarak; elma, seftali, portakal ve tropikal
meyvelerden, misir, kabak ve salatadan, UzUm, sira ve saraptan, bugday
unundan, kdy peyniri ve tereyagdan, et ve balik gibi gidalardan izole edildikleri
belirtiimektedir (Deak and Beuchat, 1996).

Genel olarak Cry. saitoi turinin koloni morfolojilerinin krem renkli, kenarlar
dizgin ve kaygan oldugu, glukozu fermente edemedikleri, %50 glukoz iceren
ortamlarda gelisemedikleri, Greyi hidrolize edebildikleri, pseudohif ve askospor

olusturmadigi belirtilmistir (http://www.cbs.knaw.nl/collections).

Iznik ybresine ait Gemlik zeytinlerinin fermantasyon ortamindan izole edilen Cry.
saitoi izolatinin YM broth besiyerinde gelisen hucrelerinin mikroskop altindaki
gOruntisunun oval oldugu, ayni besiyerinde bulaniklhk ve dipte ¢okelti olusturdugu,
MEA besiyerinde olusturdugu kolonilerin ise krem renkli, dizgun kenarli ve parlak
oldugu belirlenmigtir. Cry. saitoi susunu ureyi hidrolize edebildigi, nitrati asimile
edebildigi ancak 37°C’ de, %50 ve %60 glukoz iceren, %0.5 ve %1 asetik asit
iceren ortamlarda gelisemedigi, glukozu fermente edemedigi, pseudohif ve
askospor olusturmadigi belirlenmistir. Fermantasyon ortamindan izole edilen Cry.
saitoi suslarinin mikroskobik ve makroskobik o6zellikleri ile birlikte incelenen
biyokimyasal test sonuglarinin maya kaynaklarinda yer alan o6zellikler ile uyustugu
goOrulmektedir  (http://www.cbs.knaw.nl/collections). Bugline kadar yapilan
calismalar incelendiginde zeytin 6rneklerinden Cry. saitoi susunun izole edildigi

bir calismaya rastlanmamistir.

4.5.7. Zygosaccharomyces cinsi maya izolatlarina ait degerlendirme sonuglari

Zygosaccharomyces cinsi igerisinde yer alan mayalarin genel olarak; vegetatif gok
yonla tomurcuklanma ile Uredikleri, bazi suslarinin pseudohif olusturduklar fakat
gercek hif olusturamadiklari, dizgun, kiresel ya da eliptik askospor
olusturabildikleri bilinmektedir. Bu cinse ait turlerin sekerleri fermente edebildikleri,
nitrati ve inositoll asimile edemedikleri, sivi besiyerinde zar, hlcre digI nisasta
benzeri bilesenler olugsturmadiklart ve ureyi hidrolize edemedikleri belirtilmistir
(Kurtzman, 1999).
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Bu galismada iznik y6resine ait zeytinlerin dogal fermantasyonlari sirasinda bir
adet Zyg. mrakii (BF27-4) turl izole edilmigtir. Bu tlre ait suslarin mikroskobik
goruntulerinin genel olarak kiresel ya da eliptik oldugu, hurelerinin tek tek ya da
ciftler halinde konumlandigi belirtiimektedir (Kurtzman, 1999). Zyg. mrakii tirlerinin
kati besiyerinde kaygan ve beyaz renkli koloniler olugturduklari, sivi besiyerinde
ise zar olusturmadiklari bilinmektedir. Bu turlerin bazi suglarinin zayif pseudohif
olusturduklari ancak gergek hif olusturmadiklari, tim suslarinin ise kiresel ve
dizgun askosporlar olusturduklari belirtiimektedir. Zyg. mrakii turine ait glukozu
fermente edebildikleri bilinmektedir. Ancak bu suslarin 37°C’ de gelisemedikleri ve

nitratl asimile edemedikleri de ifade edilmektedir.

Calismada izole edilen Zyg. mrakii turinun (BF27-4) hucre sekillerinin kuresel
oldugu ve hucrelerinin tek tek gozlemlendigi; MEA besiyerinde kenarlari dizgun,
mat ve beyaz renkli koloniler olusturduklari, YM broth besiyerinde ise; dipte ¢okelli
ve hafif bulaniklik olusturduklari saptanmistir. S6z konusu izolatin glukozu
fermente edebildigi, %50 ve %60 glukoz iceren ortamlarda gelisebildigi ve
askospor olusturabildigi belirlenmigtir. Zyg. mrakii izolatinin %0.5 ve %1.0 asetik
asit iceren ortamlarda gelisemedigi, pseudohif olusturmadigi, 37°C’de
gelisemedigi ve nitrati asimile edemedigi gozlemlenmigtir. Zeytin orneklerinden
izole edilen Zyg. mrakii suglarinin mikroskobik ve makroskobik 6zellikleri ile birlikte
incelenen biyokimyasal test sonuglarinin ilgili maya tanimlama kaynaginda yer

alan ozellikler ile uyum igerisinde oldugu gorulmektedir.

4.5.8. Debaryomyces cinsi maya izolatlarina ait degerlendirme sonuglari

Debaryomyces cinsine ait tlrlerde vejetatif tomurcuklanmanin  c¢oklu
tomurcuklanma ile gergeklestigi, suslarinin pseudohif olusturduklari ancak gergek
hif olusturmadiklari ifade edilmektedir. Bu mayalarin askospor olusturduklari; bazi
turlerinin sekerleri fermente edebildikleri, nitrati asimile edemedikleri, bazi
turlerinin sivi besiyerinde zar olusturduklari, hiicre digi nisasta benzeri bilesenler
uretemedikleri, inositolu asimile ve ureyi hidrolize edemedikleri bilinmektedir
(Nakase et al., 1999)
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Akhisar yoresine ait zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan izole edilen suglardan
4 tanesinin (AF28-2, AF60-3, AF191-2, AF211-1) D. hansenii turtne ait olduklari
belirlenmistir. Bu tlre ait genel Ozellikler ve calismada elde edilen fiziksel ve
biyokimyasal test sonuclari Bolum 4.5.1’de verilmektedir. Ek tanimlama testleri
sonucunda elde edilen sonuglarin tani anahtarinda yer alan test sonugclar ile

uyumlu olduklari goérilmektedir (Nakase et al., 1999).

D. hansenii suglarinin genel olarak; peynir, sut, yogurt, dondurma gibi sut
urtnlerinden, seftali ve kayisi sulari, Gzim suyu, elma suyu, misir, domates, nar,
incir, portakal gibi meyve-sebze ve bunlarinin Grunlerinden, arpa ve piring birasi,
sira, sarap, tursu, cesitli fermente et Urlnleri zeytin, koji, ekmek gibi fermente
gidalardan, biftek, balik, tavuk, yumurta ve deniz Urlnlerinden izole edildikleri
belirtiimigtir (Deak and Beuchat, 1996).

4.5.9. Clavispora cinsi maya izolatlarina ait degerlendirme

Clavispora cinsi igcerisinde yer alan mayalarin bazi tirlerinin askospor ve pseudohif
olusturduklari ancak gergek hif olusturamadiklari bilinmektedir. Bu cinse ait
mayalarin sekerleri fermente edebildikleri, nitrati asimile edemedikleri, sivi
besiyerinde zar olugturmadiklari, inositoll asimile ve ureyi hidrolize edemedikleri
bilinmektedir (Lachance and Phaff, 1999).

iznik yoresine ait zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan izole edilen izolatlarin 1
tanesinin (BF1-2) Clv. lusitaniae turtune ait oldugu belirlenmigtir. Clv. lusitaniae
turinin askospor olusturdugu ve C. lusitaniae tlrininun telemorfu oldugu
bilinmektedir. Bu ture ait genel Ozellikler ve ¢calismada elde edilen fiziksel ve
biyokimyasal test sonuclari Bolum 4.5.1’de verilmektedir. Ek tanimlama testleri
sonucunda elde edilen sonuglarin tani anahtarinda yer alan test sonuglari ile

uyumlu olduklari gérilmektedir (Lachance and Phaff, 1999).

4.5.10. Aerobasidium cinsi izolatlara ait degerlendirme sonuglari

Arastirmada Akhisar yoresine ait zeytinler ile yapilan c¢aligmada iki adet A.
pullulans susu izole edilmistir (AZ-6, AF1-5).
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A. pullulans tlrleri maya benzeri mikroorganizmalar olarak bilinmektedir. Urettikleri
hicre digi polisakkaritlerin gida ve eczacilik endustrisinde yaygin olarak
kullanildigi ifade edilmektedir (Zheng et al., 2008; Yatmaz ve Turhan, 2012). A.
pullulans tdrlerinin yaygin olarak pullulan ve melamin Urettikleri belirtimektedir
(Zheng et al., 2008). Pullulanin gida endustrisinde gesitli gida formulasyonlarinda
ve kaplama materyali olarak kullanildigi ifade edilmektedir (Yatmaz ve Turhan,
2012).

Calismada izole edilen A. pullulans tirlerinin mikroskop altindaki hicre sekillerinin
genel olarak kuresel oldugu, tek tek konumlandiklari (Bkz. Sekil EK 5.2), YM broth
besiyerinde hafif bulaniklik ve dipte ¢okelti olusturduklari, MEA besiyerinde krem
renkli, duzgun yuzeyli, parlak koloniler olusturduklari belirlenmistir. A. pullulans
turlerinin olugturduklarn kolonilerin 7-10. gunden itibaren buzdolabi sicakliginda,
siyah renkli, misel yapida hucre digi polisakkaritler trettikleri ve ilerleyen gunlerde
renklerinin tamamen siyahlasarak sert bir plaka haline donustukleri
g6zlemlenmistir. Bu turlerin; pseudomisel olusturduklari (Bkz. Sekil EK 5.10), %50
ve %60 glukoz igceren ortamlarda geligsebildikleri, 37°C’ de geligsemedikleri, nitrat
asimile edemedikleri ve glukozu fermente edemedikleri belirlenmigtir. Ayrica bu
suslarin; Ureyi hidrolize edebildikleri ancak %0.5 ve %1 asetik asit iceren
ortamlarda gelisemedikleri, nitratt asimile edemedikleri ve askospor

olusturmadiklari belirlenmistir.

A. pullulans turine ait suslarin daha once cesitli zeytin drneklerinden izole
edildikleri belirtiimigtir (Deak and Beuchat, 1996). Yapilan bir ¢alismada; dogal
fermente siyah zeytinlerden izole edilen mayalar RFLP-PZR yontemi ile
tanimlanmis ve elde edilen izolatlarin %10’ unun A. pullulans tirine ait olduklari
ifade edilmigtir (Nisiotou et al., 2010).

4.6. Maya suslarinin teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesine iligkin sonuglar

Calismada; Akhisar ve iznik yorelerine ait Gemlik gesidi zeytinler ve bunlarin dogal
fermantasyonlari ortamlarindaki maya floralarinin belirlenmesinin ardindan, izole
edilen belirli maya suslarinin sofralik zeytin Uretimi agisindan 6nemli bazi

teknolojik 6zellikleri de belirlenmigtir. Literatir arastirmasi sonucunda sofralik
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zeytin Uretiminde destek starter olarak kullanilabilecegi tespit edilen ve
fermantasyon suresince ortamda uzun sure canliligini strdurebilen maya suslari,

teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla segilmislerdir.

Bu amagla yapilan pasajlar ile canlandirilabilen ve Akhisar yoresine ait Gemlik
zeytinlerinden izole edilen 4 adet D. hansenii (AF28-2, AF60-3, AF191-2, AF211-
1), 13 adet C. famata (AF46-1, AF46-2, AF60-1, AF60-2, AF60-4, AF60-5, AF112-
1, AF112-2, AF138-1, AF138-2, AF138-3, AF164-4, AF191-3), 7 adet C. hellenica
(AZ-1, AF1-2, AF1-6, AF28-4, AF46-5, AF46-6, AF84-1), 1 adet K. apiculata
(AF211-2), 1 adet A. pullulans (AZ-6), 1 adet C. membranifaciens (AF164-1) ve 1
adet Cry. laurentii (AF46-3) susu olmak olmak Uzere toplam 28 susun teknolojik

ozellikleri incelenmisgtir.

Iznik yéresine ait Gemlik zeytini ve bu zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan izole
edilen maya suslarindan ise yapilan pasajlarla canlandirilabilen 9 adet P. anomala
(BZ-1, BzZ-4, BFO-5, BF1-1, BF1-4, BF18-2, BF27-3, BF46-2, BF63-2), 11 adet C.
pelliculosa (BZ-5, BF0-4, BF1-3, BF5-2, BF27-1, BF27-5, BF46-3, BF91-1, BF91-
3, BF143-2, BF172-1), 1 adet C. lusitaniae (BF1-2) ve 5 adet C. famata (BZ-2,
BF18-4, BF63-1, BF91-2, BF143-1) olmak Uzere toplam 26 susun teknolojik

ozellikleri belirlenmistir.

Maya suslarinin teknolojik Ozelliklerinin belirlenmesi amaci ile uygulanan testler
arasinda; farkli sicakliklarda gelisebilme, diusik pH degerlerinde gelisebilme,
yuksek tuz derisimlerinde gelisebilme, asetik asit tUretme, hidrojen sulfur Gretme,
lipolitik aktivite, cesitli sekerleri fermente ve asimile edebilme, enzim profillerinin
belirlenmesi, oleuropeini karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilme, sitrik asiti
kullanabilme, katalaz aktivitesi, killer aktivite, proteolitik aktivite ve pektolitik aktivite

testleri yer almaktadir.

4.6.1. Farkl sicakliklarda gelisebilme analizlerine iliskin sonuglar

Sofralik zeytin fermantasyonunda 6nemli bir parametre olan sicakhgin maya
gelisimi Uzerine etkilerinin incelendigi denemelerde, fabrikadaki kosullar dikkate

alinarak sicaklik dereceleri secilmis ve denenmistir. Uygun kosullarda aktiflestirilen
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maya suglari, YM broth besiyerinde 10°C, 15°C ve 37°C sicakliklarda inkiibasyona
birakilmislardir. Boylece maya suslarinin genig bir sicaklik araligindaki gelisebilme
dzelliklerinin incelenmesi hedeflenmistir. inkiibasyon sonunda besiyerinde ireme
gOzlenebilen kultlrler pozitif olarak degerlendirilmislerdir. Calismada kontrol
sicakhgl olarak ise; 28°C kullaniimigtir. Maya suslarinin denenen sicaklik
derecelerindeki gelisebilme oOzellikleri ile ilgili sonuglar, Cizelge 4.17 ve Cizelge

4.18’ de yer almaktadir.

Cizelgeler incelendiginde de gorulecegdi gibi; incelenen tum maya suglari 15°C ve

28°C’de gelisebilmiglerdir.

Akhisar yoresine ait Gemlik zeytinleri ve bunlarin fermantasyon ortamlarindan
izole edilmis olan A. pullulans (AZ-6) ve C. membranifaciens (AF164-1) suslari
10°C ve 37°C’de gelisememis, ancak diger sicaklik derecelerinde
ureyebilmislerdir. Ayrica, bazi D. hansenii (AF28-2, AF60-3, AF211-1) ve C.
famata (AF46-1, AF46-2, AF60-1, AF60-2, AF60-4, AF112-1, AF112-2, AF138-1,
AF138-2, AF138-3, AF191-3) suslarinin da 37°C’ de gelisemedikleri belirlenmistir
(Bkz. Cizelge 4.17).

Cizelge 4.18 incelendiginde de goriilecegi gibi; iznik ydresine ait Gemlik zeytinleri
ve bunlarin dogal fermantasyon ortamlarindan izole edilen Clv. lusitaniae (BF1-2)
susu disinda tim suslarin 10°C’de gelisebildikleri saptanmistir. 37°C’de yapilan
denemelerde ise 5 adet C. famata (BZ-2, BF18-4, BF63-1, BF91-2, BF143-1) ve
Clv. lusitaniae (BF1-2) susunun bu sicaklik derecesinde gelisemedigi

belirlenmistir.

Denemeler sonucunda elde edilen bulgular incelendiginde iznik yéresine ait
zeytinler ile calisildiginda izole edilen maya suslarinin 37°C’ye kadar olan sicaklik
derecelerine daha dayanikh olduklari gérulmektedir.

Literaturde sofralik zeytinlerden izole edilen mayalarin farkli sicaklik derecelerinde

gelisebilme 6zelliklerinin incelendigi ¢esitli galismalar yer almaktadir (Bevilacqua et
al., 2009; Psani and Kotzekidou, 2006).
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Cizelge 4.17. Akhisar-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin farkli sicakliklarda
gelisebilmelerine iligkin test sonuglari

izolat no. Maya tiri 10°C 15°C 28°C 37°C
AZ-1 C. hellenica + + + +
AZ-6 A. pullulans - + + -
AF1-2 C. hellenica + + + +
AF1-6 C. hellenica + + + +
AF28-2 D. hansenii + + + -
AF28-4 C. hellenica + + + +
AF46-1 C. famata + + + -
AF46-2 C. famata + + + -
AF46-3 Cry. laurentii + + + +
AF46-5 C. hellenica + + + +
AF46-6 C. hellenica + + + +
AF60-1 C. famata + + + -
AF60-2 C. famata + + + -
AF60-3 D. hansenii + + + -
AF60-4 C. famata + + + -
AF60-5 C. famata + + + +
AF84-1 C. hellenica + + + +
AF112-1 C. famata + + + -
AF112-2 C. famata + + + -
AF138-1 C. famata + + + -
AF138-2 C. famata + + + -
AF138-3 C. famata + + + -
AF164-1 C. membranifaciens - + + -
AF164-4 C. famata + + + +
AF191-2 D. hansenii + + + +
AF191-3 C. famata + + + -
AF211-1 D. hansenii + + + -
AF211-2 K. apiculata + + + +

(+): Ureme var. (-): Ureme yok
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Cizelge 4.18. iznik-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin farklh sicakliklarda

gelisebilmelerine iligkin test sonuglari

izolat no. Maya tiri 10°C 15°C 28°C 37°C
Bz-1 P. anomala + + + +
BZ-2 C. famata + + + -
Bz-4 P. anomala + + + +
BZ-5 C. pelliculosa + + + +
BFO-4 C. pelliculosa + + + +
BFO-5 P. anomala + + + +
BF1-1 P. anomala + + + +
BF1-2 Clv. lusitaniae - + + -
BF1-3 C. pelliculosa + + + +
BF1-4 P. anomala + + + +
BF5-2 C. pelliculosa + + + +
BF18-2 P. anomala + + + +
BF18-4 C. famata + + + -
BF27-1 C. pelliculosa + + + +
BF27-3 P. anomala + + + +
BF27-5 C. pelliculosa + + + +
BF46-2 P. anomala + + + +
BF46-3 C. pelliculosa + + + +
BF63-1 C. famata + + + -
BF63-2 P. anomala + + + +
BF91-1 C. pelliculosa + + + +
BF91-2 C. famata + + + -
BF91-3 C. pelliculosa + + + +
BF143-1 C. famata + + + -
BF143-2 C. pelliculosa + + + +
BF172-1 C. pelliculosa + + + +

(+): Ureme var. (-): Ureme yok

italya’da yapilan bir calismada bu ilkeye 6zgli bir zeytin gesidi olan Bela di
Cerignola zeytinlerinin dogal fermantasyon ortamlarindan alinan zeytin ve
salamura 6rneklerinden maya izole edildigi ve izole edilen mayalarin sofralik zeytin

uretimi agisindan onemli sayilabilecek bazi teknolojik 6zelliklerinin belirlendigi
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ifade edilmigtir (Bevilacqua et al., 2009). Belirlenen teknolojik 6zelliklerden birinin
ise; mayalarin farkh sicaklik derecelerinde geligsebilme 6zelliklerinin oldugu
belirtiimektedir. Incelenen zeytin tirinden izole edilen mayalardan C. famata
tirine ait suslarin blyudk bir kisminin 15°C’de zayif gelistikleri, 37°C’de ise
gelisemedikleri; C. guilliermondii tlrline ait suslarin, 15°C’de gelisemedikleri
ancak 37°C’de gelisebildikleri; C. pelliculosa tirine ait 7 susdan sadece 1
tanesinin 15°C’de gelisebildigi, hi¢birinin 37°C’de gelisemedigi, R. mucilaginosa
tirine ait dort sustan ise yalnizca bir tanesinin 15°C’de gelisebildigi, higbirinin
37°C’de gelisemedigi belirtimektedir. Calismada kontrol sicakligi olarak ise; 25°C
kullanildigi ifade edilmektedir (Bevilacqua et al., 2009).

Psani and Kotzekidou (2006) tarafindan yapilan baska bir arastirmada ise Yunan
tipi sofralik zeytinlerden izole edilen; D. hansenii ve T. delbrueckii suslarinin
sofralik zeytin uretimi agisindan onemli teknolojik karakterlerden birisi olan farkl
sicakliklarda gelisme 6zelliklerinin incelendigi belirtimektedir. incelenen suslarin
15°C’de gelisebilme o6zelliklerinin arastirildigi denemelerin YM Broth besiyerinde
gerceklestirildigi ve tum suslarin bu sicaklik derecesinde gelisebildikleri ifade

edilmektedir.

Bu calismada zeytin Orneklerinden izole edilen mayalarin farkh sicaklik
derecelerinde gelisebilme 6zelliklerinin belirlenmesi igin secilen sicaklik degerleri,
bu mayalarin soguk ve sicak iklim 6zellikleri gosteren bolgelerde de destek starter
kaltar olarak kullanilabilme potansiyellerini arastirmak amaci ile, 10°C-37°C
araliginda secilmistir. Cizelge 4.15 ve c¢izelge 4.16° da yer alan sonuglar
incelendiginde C. hellenica, Cry. laurentii, K. apiculata, P. anomala ve C.
pelliculosa suslarinin tamaminin 10°C, 15°C, 28°C ve 37°C’de gelisebildikleri
gorulmektedir. Akhisar-Gemlik zeytinlerinden izole edilen 4 adet D. hansenii
susundan 1 tanesinin, 13 adet C. famata susundan ise yalniz 2 tanesinin her Ug

sicaklik derecesinde de geligebildigi belirlenmigtir.

4.6.2. Farkh pH degerlerinde gelisebilme analizlerine iliskin sonuclar

Dogal fermente sofralik zeytin Uretimi sirasinda ortam pH’ sinin LAB tarafindan

uretilen laktik asite bagl olarak dustugu bilinmektedir. Ortamdaki LAB sayisinin ise
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substrat miktari, rekabetci flora, fenolik bilesen miktari ve sicaklik gibi cesitli
parametrelere bagli olarak farklilik gosterdigi ifade edilmektedir (Idou et al., 2009).
Yapilan c¢esitli ¢alismalarda zeytinlerin dogal fermantasyon ortamlarindaki
salamura pH’ sinin 4.0 ile 5.0 arasinda degisiklik gosterdigi belirtiimektedir (Amelio
and DeMuro, 2000; Campaniello et al., 2005; Pereira et al., 2008; Idou et al.,
2009). Yapilan bu caligmada ise; her iki yoreye ait Gemlik zeytinlerinin dogal
fermantasyonlari boyunca salamura pH sinin yaklasik 4.5 ile 5.0 arasinda

degistigi gorulmektedir.

Akhisar ve Iznik yorelerine ait zeytinler ve bu zeytinlerin fermantasyon
ortamlarindan izole edilen maya suslarinin dusuk pH derecelerinde gelisebilme
Ozelliklerinin incelendigi denemelerde pH’ si 2.5, 3.5 ve 4.5’ e ayarlanan YM broth
besiyeri kullaniimistir. Denemelerde pozitif kontrol olarak pH’ si1 6.2 olan YM broth
besiyerleri kullaniimistir. Calismada incelenen maya suslarinin denenen farkh pH
degerlerinde gelisebilme Ozelliklerine iliskin sonuclar; Cizelge 4.19 ve Cizelge
4.20’ de verilmektedir.

Cizelge 4.19 ve Cizelge 4.20 incelendiginde de gorulecegdi gibi, incelenen tim
izolatlarin pH 3.5, pH 4.5 ve kontrol pH’ si olan pH 6.2° de gelisebildikleri

bulunmustur.

Akhisar yoresine ait Gemlik zeytinleri ve bu zeytinlerin fermantasyon
ortamlarindan izole edilen C. hellenica suslarinin tamaminin, A. pullulans susunun
(AZ-6), iki adet C. famata susunun (AF60-5, AF164-4) ve K. apiculata susunun
(AF211-2) pH 2.5'de gelisebildigi saptanmistir. iznik-Gemlik zeytinleri ve bunlarin
fermantasyon ortamlarindan izole edilen susglar arasindan ise; 4 adet C. famata
(BZ-2, BF18-4, BF91-2, BF143-1) ve Clv. lusitaniae (BF1-2) susu disindaki tim
izolatlarin pH 2.5’ de geligebildikleri belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.20).

Silva et al. (2011) tarafindan Portekiz’de yapilan bir ¢alismada; dogal fermente
sofralik zeytinlerden izole edilen mayalarin probiyotik 6zellikleri belirlenmis ve bu
amagla yapilan denemelerden birinin de; dusuk pH degerlerine dayaniklilik oldugu

ifade edilmistir. Deneyler sonucunda incelenen suslardan; P. membranifaciens, C.
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oleophila, P. fermentas, C. boidinii, T. delbrueckii suslarinin pH 2.5’ de

gelisebildikleri ifade edilmistir.

Cizelge 4.19. Akhisar-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin dusuk pH degerlerinde

gelisebilmelerine iligkin test sonuglari

izolat no. Maya tiir(i pH 2.5 pH 3.5 pH 4.5
AZ-1 C. hellenica + + +
AZ-6 A. pullulans + + +
AF1-2 C. hellenica + + +
AF1-6 C. hellenica + + +
AF28-2 D. hansenii - + +
AF28-4 C. hellenica + + +
AF46-1 C. famata - + +
AF46-2 C. famata - + +
AF46-3 Cry. laurentii - + +
AF46-5 C. hellenica + + +
AF46-6 C. hellenica + + +
AF60-1 C. famata - + +
AF60-2 C. famata - + +
AF60-3 D. hansenii - + +
AF60-4 C. famata - + +
AF60-5 C. famata + + +
AF84-1 C. hellenica + + +
AF112-1 C. famata - + +
AF112-2 C. famata - + +
AF138-1 C. famata - + +
AF138-2 C. famata - + +
AF138-3 C. famata - + +
AF164-1 C. membranifaciens - + +
AF164-4 C. famata + + +
AF191-2 D. hansenii - + +
AF191-3 C. famata - + +
AF211-1 D. hansenii - + +
AF211-2 K. apiculata + + +

(+): Ureme var. (-): Ureme yok
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Cizelge 4.20. iznik-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin diisik pH degerlerinde

gelisebilmelerine iligkin test sonuglari

izolat no. Maya tirii pH 2.5 pH 3.5 pH 4.5
Bz-1 P. anomala + + +
BZ-2 C. famata - + +
Bz-4 P. anomala + + +
BZ-5 C. pelliculosa + + +
BFO-4 C. pelliculosa + + +
BFO-5 P. anomala + + +
BF1-1 P. anomala + + +
BF1-2 Clv.lusitaniae - + +
BF1-3 C. pelliculosa + + +
BF1-4 P. anomala + + +
BF5-2 C. pelliculosa + + +
BF18-2 P. anomala + + +
BF18-4 C. famata - + +
BF27-1 C. pelliculosa + + +
BF27-3 P. anomala + + +
BF27-5 C. pelliculosa + + +
BF46-2 P. anomala + + +
BF46-3 C. pelliculosa + + +
BF63-1 C. famata + + +
BF63-2 P. anomala + + +
BF91-1 C. pelliculosa + + +
BF91-2 C. famata - + +
BF91-3 C. pelliculosa + + +
BF143-1 C. famata - + +
BF143-2 C. pelliculosa + + +
BF172-1 C. pelliculosa + + +

(+): Ureme var. (-): Ureme yok

Bevilacqua et al. (2009) tarafindan italya’ da yapilan baska bir arastirmada Bella
Di Cerignola turu sofralik zeytinlerden izole edilen maya suslarinin teknolojik
Ozellikleri ve bozucu karakterlerinin incelendigi belirtiimigtir. Bu amacla maya

suslarinin pH 4.0, 5.0 ve 9.5 da gelisme Ozelliklerinin de belirlendigi deneyler
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yapilmigtir. Yapilan analizlerin sonucunda pH 4.0 ve 5.0’ de tim C. famata, C.
guilliermondii, C. pelliculosa, R. mucilaginosa turlerine ait suslarin gelisebildikleri,

pH 9.5 degerinde ise; bu suslarin ancak bir kisminin geligebildigi rapor edilmistir.

Psani and Kotzekidou (2006) tarafindan Yunanistan'’da yapilan bir diger
arastirmada ise; Yunan tipi sofralik zeytinlerden izole edilen D. hansenii ve T.
delbrueckii suslarinin tamaminin, pH’ lar 2.5, 3.5, 4.5, 5.5 ve 6.5 e ayarlanmis
YM broth besiyerlerinde gelisebildikleri belirtiimistir. Calismada ise izole edinen D.
hansenii suglarindan yalnizca %14’ Gnin pH 2.5’ de tamaminin ise pH 3.5’ de

gelisebildigi gorulmektedir.

Fermantasyon ortamlarinda yer alan mayalarin distk pH' larda gelisebilme
Ozelliklerinin hem zeytinin kendine 6zgu tat ve kokusunun olusumu hem de LAB
gelisiminin desteklenmesi agisindan énemli oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada
Akhisar ve iznik yérelerine ait zeytin ve bunlarin fermantasyon ortamlarindan izole
edilen maya suslarinin tamaminin pH 3.5 ve 4.5 de gelisebildikleri, C. hellenica,
K. apiculata, A. pullulans ve P. anomala ve C. pelliculosa suslarinin ise; pH 2.5

de de canliliklarini koruyabildikleri belirlenmistir.

Literatlrde sofralik zeytin drneklerinde yapilan calismalarda salamura pH’ sinin
2.5 e kadar dustugu belirlenen bir galisma yer almamaktadir. Ancak mayalarin
probiyotik 6zelliklerinin incelendigi denemelerde, pH 2.5’ de geligsebilme oOzelligi

onem kazanmaktadir.

4.6.3. Yuksek tuz derisiminde gelisebilme analizlerine iliskin sonuglar

Dogal fermente sofralik zeytin Uretiminde salamuraya ilave edilen tuz oraninin %8-
10 (w/v) arasinda degistigi, Ulkemizde ise bu oranin yaklasik; %15 (w/v) oldugu,
bilinmektedir (Uylaser ve Sahin, 2004). Mayalarin dogal fermente sofralik zeytin
fermantasyonunda yer alabilmeleri ve canliliklarini surdurebilmeleri i¢in bu tuz

derisimlerine dayanikli olmalari gerekmektedir.

Bu calismada, Akhisar yoresine ait Gemlik zeytinlerin fermantasyonlari boyunca

salamuradaki tuz oraninin; %8.19-16.75; Iznik yo6resine ait zeytinlerin
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fermantasyonlari boyunca salamuradaki tuz oraninin ise; %6.28-14.80; arasinda
degistigi belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.1 ve 4.2). izolatlarin yiiksek tuz derigimlerine
toleranslarinin belirlendigi deneylerde incelenen maya sugslari aktiflestirildikten
sonra, tuz derisimleri %14, %16 ve %18e ayarlanmig YM broth besiyerlerine
ekilmigler ve 28°C’de 10 giin inkiibasyona birakilmiglardir. inkiibasyon siiresi

sonunda elde edilen sonuglar, Cizelge 4.21 ve Cizelge 4.22’ de yer almaktadir.

Cizelgeler incelendiginde gorilebilecedi gibi; yuksek tuz derisiminde gelisebilme
Ozellikleri incelen maya suslarinin tamami %14 ve %16 tuz derisimlerinde
gelisebilmektedirler. Cizelge 4.21° de de goruldugu gibi; Akhisar-Gemlik
zeytinlerinden izole dilen C. hellenica (AZ-1) ve A.pullulans (AZ-6) suslari ile bu
zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan izole edilmis olan 5 adet C. hellenica (AF1-
2, AF1-6, AF28-4, AF46-5, AF46-6) susunun %18 tuz derigsiminde gelisemedikleri,

diger suslarin ise; bu tuz derisiminde de gelisebildikleri saptanmigtir.

Silva et al. (2011) tarafindan yapilan bir calismada; Galega ve Cordovil ¢esidi
zeytinlerin dogal fermantasyon ortamlarindan alinan salamura orneklerinden izole
edilen mayalarin, %5 ve %10 tuz derigsimlerinde gelisebilme &zelliklerinin
belirlendigi ifade edilmektedir. Arastirmada izole edilen tim P. membranifaciens,
C. boidinii, T. delbrueckii, C. oleophila ve P. fermentas suslarinin denenen tum tuz
derisimlerinde gelisebildikleri, S. cerevisiae ve C. citrea turlerinin ise; %10 tuz

derisiminde gelisemedikleri rapor edilmigtir.

italya’ da yapilan bir bagka arastirmada ise, Bella Di Cerignola tiirii sofralik
zeytinlerden izole edilen maya suslarinin  %2.5, %5.0 ve %7.5 tuz derigimlerinde
geligsebilme Ozellikleri incelenmis ve C. famata, C. guilliermondii C. pelliculosa,
R. mucilaginosa turlerine ait tim suglarin denenen tum derisimlerde gelisebildikleri

rapor edilmistir (Bevilacqua et al., 2009).
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Cizelge 4.21. Akhisar-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin yiksek tuz derisimlerinde

gelisebilmelerine iligkin test sonuglari

NaCl (w/v; %)

izolat no. Maya tir( %14 %16 vo1s
AZ-1 C. hellenica + + -
AZ-6 A. pullulans + + -
AF1-2 C. hellenica + + -
AF1-6 C. hellenica + + -
AF28-2 D. hansenii + + +
AF28-4 C. hellenica + + -
AF46-1 C. famata + + +
AF46-2 C. famata + + +
AF46-3 Cry. Laurentii + + +
AF46-5 C. hellenica + + -
AF46-6 C. hellenica + + -
AF60-1 C. famata + + +
AF60-2 C. famata + + +
AF60-3 D. hansenii + + +
AF60-4 C. famata + + +
AF60-5 C. famata + + +
AF84-1 C. hellenica + + +
AF112-1 C. famata + + +
AF112-2 C. famata + + +
AF138-1 C. famata + + +
AF138-2 C. famata + + +
AF138-3 C. famata + + +
AF164-1 C. membranifaciens + + +
AF164-4 C. famata + + +
AF191-2 D. hansenii + + +
AF191-3 C. famata + + +
AF211-1 D. hansenii + + +
AF211-2 K. apiculata + + +

(+): Ureme var. (-): Ureme yok
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Cizelge 4.22. iznik-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin yiksek tuz derisimlerinde

gelisebilmelerine iligkin test sonuglari

NaCl (w/v; %)

izolat no. Maya tiri
%14 %16 %18

Bz-1 P. anomala + + -
BZ-2 C. famata + + +
Bz-4 P. anomala + + +
BZ-5 C. pelliculosa + + -
BFO-4 C. pelliculosa + + +
BFO-5 P. anomala + + -
BF1-1 P. anomala + + +
BF1-2 Clv. lusitaniae + + +
BF1-3 C. pelliculosa + + +
BF1-4 P. anomala + + -
BF5-2 C. pelliculosa + + -
BF18-2 P. anomala + + +
BF18-4 C. famata + + +
BF27-1 C. pelliculosa + + +
BF27-3 P. anomala + + +
BF27-5 C. pelliculosa + + -
BF46-2 P. anomala + + +
BF46-3 C. pelliculosa + + +
BF63-1 C. famata + + +
BF63-2 P. anomala + + -
BF91-1 C. pelliculosa + + -
BF91-2 C. famata + + +
BF91-3 C. pelliculosa + + -
BF143-1 C. famata + + +
BF143-2 C. pelliculosa + + +
BF172-1 C. pelliculosa + + +

(+): Ureme var. (-): Ureme yok
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4.6.4. Asetik asit Uretme 6zelliginin incelendigi analizlere iligkin sonuglar

Calismada incelenen Akhisar-Gemlik ve iznik-Gemlik zeytinlerinden ve bu
zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan izole edilen maya suslarinin asetik asit
uretimlerine iligkin sonuclar degerlendirildiginde; incelenen higbir izolatin kullanilan

kultarel yontemlere gore asetik asit Uretemedikleri belirlenmistir.

Dogal fermente sofralik zeytin Uretiminde fermantasyonun baslangicinda ortamda
LAB’ nin baskin olduklari ve zeytin meyvesinden salamuraya gecen sekerleri
fermente ederek laktik asit Urettikleri bilinmektedir. Fermantasyon sirasinda olusan
laktik asitin hem sofralik zeytinin raf dGmrini uzattigi hem de zeytine 6zgu tat ve
kokunun olusumuna yardimci oldugu belirtiimektedir (Arroyo-Lépez et al., 2008)
Bazi durumlarda zeytinden salamuraya gecen fenolik bilesenler, ylUksek tuz
konsantrasyonu ve rekabetgi flora gibi nedenlerden dolayi LAB inhibe olduklari ve
yeterince laktik asit uUretemedikleri bilinmektedir. Boyle durumlarda mayalarin
urettikleri asetik asitin salamura pH’ sini disdrdagd ve Grdnin raf édmrindn
uzamasina katki saglayabildigi de belirtimektedir Bunun yani sira mayalarin
urettikleri asetik asitin zeytinin tat ve kokusuna katki sagladigi bilinmektedir
(Arroyo-Lopez et al., 2008)

Hernandez et al. (2007) tarafindan zeytin Orneklerindeki ugucu bilesenlerin
belirlenmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada; Manzanilla tirine ait zeytinlerin
dogal fermantasyon ortamlarindan alinan salamura oOrneklerinden izole edilen
bazi; K. marxianus, C. laurentii, C. maris, C. rugosa, R. glutinis, P. guilliermondii,
P. anomala, S. cerevisiae, C. humicola, C. zeylanoides, C. inconspicua, C.
parapsilosis, C. galabrata, T. cutaneum, T. delbrueckii ve R. minuta turlerine ait
maya suslarinin 363-1164 mg/L arasinda asetik asit Uretebildikleri ifade
edilmektedir. S6z konusu arastirmada asetik asitin yesil zeytin aromasina etki
ettigi ancak bunun pozitif bir etki olduguna dair herhangi bir g¢alismanin

bulunmadigi ifade edilmektedir.
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4.6.5. Hidrojen sulfur tretme ozelliginin incelendigi analizlere iligkin sonuglar

Yapilan calismada, her iki yoreye ait zeytin ve bu zeytinlerin fermantasyon
ortamlarindan izole edilen mayalarin H2S Uretmelerine iliskin sonuglar Cizelge 4.23

ve Cizelge 4.24’de yer almaktadir.

Cizelge 4.23 in incelenmesinden de gorulebilecegi gibi; Biggy agar besiyerine
ekimleri yapilan maya suslarinin 28°C’de 5 gunlik inkibasyonlari sonucunda,
Akhisar-Gemlik zeytini ve bu zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan izole edilen
C. hellenica suslari krem rengi (2), D. hansenii, Cry. laurentii, C. membranifaciens
ve C. famata suslari agik kahverengi (3), A. pullulans (AZ-6) ve K. apiculata

(AF211-2) suslan ise koyu kahverengi (5) koloniler olusturmuslardir.

Iznik-Gemlik zeytini ve bu zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan izole edilen
maya suglarindan ise; P. anomala suglari acik kahverengi (3) (BZ-1, BFO-5, BF1-
1) ve krem (2) (BZ-4, BF1-4, BF18-2, BF27-3, BF46-2, BF63-2), C. famata suslari
acik kahverengi (3), C. pelliculosa suslari beyaz (1) (BZ-5, BF0-4, BF1-3), krem
(2) (BF5-2, BF27-1, BF46-3, BF91-1, BF91-3, BF143-2, BF172-1) ve koyu
kahverengi (5) (BF27-5), Clv. lusitaniae susu (BF1-2) ise acik kahverengi (3)
koloniler olusturmuslardir (Bkz. Cizelge 4.24).

italya’da yapilan bir calismada, bes ayri gesit zeytinin fermantasyon ortamlarindan
izole edilen maya suslarinin Biggy agar besiyerinde H2S Uretme oOzelliklerinin
incelendigi ve arastirmada izole edilen C. parapsilosis, P. guilliermondi, P. kluyveri

suslarinin tamaminin H2S Urettikleri rapor edilmistir (Aponte et al., 2010).

Genel olarak mayalarin olusturduklari H2S’ in kotl kokulu olmasi nedeniyle
fermantasyon sirasinda ortamda istenmeyen bir bilesen oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle de fazla miktarda H2S Uretiminin sofralik zeytin Uretimi agisindan olumsuz

bir 6zellik oldugu kabul edilmektedir.

Calismada maya susglarinin H2S Uretme 0&zelliklerine iligkin test sonuglari
incelendiginde; genel olarak yiuksek miktarlarda H2S Gretmedikleri gortilmektedir.
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Cizelge 4.23. Akhisar-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin H,S Uretme 6zelliklerine

iliskin test sonuglari

izolat no. Maya tiri Koloni rengi

AZ-1 C. hellenica Krem (2)

AZ-6 A. pullulans Koyu kahverengi (5)
AF1-2 C. hellenica Krem (2)

AF1-6 C. hellenica Krem (2)

AF28-2 D. hansenii Acik kahverengi (3)
AF28-4 C. hellenica Krem(2)

AF46-1 C. famata Acik kahverengi (3)
AF46-2 C. famata Acik kahverengi (3)
AF46-3 Cry. laurentii Acik kahverengi (3)
AF46-5 C. hellenica Krem (2)

AF46-6 C. hellenica Krem (2)

AF60-1 C. famata Acik kahverengi (3)
AF60-2 C. famata Aclk kahverengi (3)
AF60-3 D. hansenii Acik kahverengi (3)
AF60-4 C. famata Aclk kahverengi (3)
AF60-5 C. famata Koyu kahverengi (5)
AF84-1 C. hellenica Krem (2)

AF112-1 C. famata Acik kahverengi (3)
AF112-2 C. famata Acik kahverengi (3)
AF138-1 C. famata Acik kahverengi (3)
AF138-2 C. famata Acik kahverengi (3)
AF138-3 C. famata Acik kahverengi (3)
AF164-1 C. membranifaciens Acik kahverengi (3)
AF164-4 C. famata Acik kahverengi (3)
AF191-2 D. hansenii Acik kahverengi (3)
AF191-3 C. famata Acik kahverengi (3)
AF211-1 D. hansenii Acik kahverengi (3)
AF211-2 K. apiculata Koyu kahverengi (5)
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Cizelge 4.24. iznik-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin H,S tretme 6zelliklerine iliskin

test sonuclari

izolat no. Maya tiri Koloni rengi

BZ-1 P. anomala Aclk kahverengi (3)
BZ-2 C. famata Acik kahverengi (3)
BZ-4 P. anomala Krem (2)

BZ-5 C. pelliculosa Beyaz (1)

BFO-4 C. pelliculosa Beyaz (1)

BFO-5 P. anomala Acik kahverengi (3)
BF1-1 P. anomala Acik kahverengi (3)
BF1-2 Clv. lusitaniae Acik kahverengi (3)
BF1-3 C. pelliculosa Beyaz (1)

BF1-4 P. anomala Krem (2)

BF5-2 C. pelliculosa Krem (2)

BF18-2 P. anomala Krem (2)

BF18-4 C. famata Aclk kahverengi (3)
BF27-1 C. pelliculosa Krem (2)

BF27-3 P. anomala Krem (2)

BF27-5 C. pelliculosa Koyu kahverengi (5)
BF46-2 P. anomala Krem (2)

BF46-3 C. pelliculosa Krem (2)

BF63-1 C. famata Acik kahverengi (3)
BF63-2 P. anomala Krem (2)

BF91-1 C. pelliculosa Krem (2)

BF91-2 C. famata Acik kahverengi (3)
BF91-3 C. pelliculosa Krem (2)

BF143-1 C. famata Acik kahverengi (3)
BF143-2 C. pelliculosa Krem (2)

BF172-1 C. pelliculosa Krem (2)
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4.6.6. Lipolitik aktivitenin belirlenmesine iligkin sonuglar

Akhisar ve iznik yérelerine ait Gemlik zeytinleri ve bunlarin dogal fermantasyon
ortamlarindan izole edilen maya suslarinin lipolitik aktivitelerinin belirlenmesine
yonelik olarak yapilan testlerde, tributirin ve zeytinyagdi hidrolizi olmak Uzere iki
farkli yontemden faydalanilmigtir. TribGtirin - hidrolizi denemelerinde maya
izolatlarinin esteraz aktiviteleri, zeytinyagi hidrolizi denemelerinde ise maya

izolatlarinin lipaz aktivitelerinin belirlenmesi amacglanmistir.

Calismada maya suslarina uygulanan ve suslarin lipolitik aktivitelerini ortaya
koymaya yonelik testlerden birisi olan tributirin hidrolizi deneylerinin sonucunda
incelenen tim izolatlarin pozitif sonug verdikleri saptanmistir. Bu durum incelenen
maya suslarinin esteraz aktivitesine sahip olduklari seklinde yorumlanmistir. Buna
karsilik, incelenen maya suslarinin higbirinin zeytinyagini hidrolize edemedikleri de

belirlenmistir.

italya’da yapilan bir calismada; bes farkli zeytin gesidinin fermantasyon
ortamlarindan izole edilen mayalarin lipolitik aktivitelerinin de incelendigi ve bu
amacgla Tween 80 ve tributirin hidrolizi deneylerinin yapildigi belirtilmigtir.
Deneylerde izole edilen 6 C. parapsilosis susundan besinin; 4 P. guilliermondii
susundan ise yalnizca birinin, Tween 80 ve tribUtirini hidrolize edebildikleri

belirlenmistir (Aponte et al., 2010)

Hernandez et al. (2007) tarafindan ispanya’da yapilan diger bir calismada ise;
Manzanilla tirine ait zeytinlerin dogal fermantasyon ortamlarindan izole edilen
mayalarin lipolitik aktiviteleri tribtirin ve zeytinyadi kullanilarak belirlenmistir.
Deneylerde izole edilen maya suslarindan bazi K. marxianus, C. laurentii, Candida
maris, C. rugosa ve R. glutinis suslarinin hem tribGtirin hem de zeytinyadini
hidrolize edebilmeleri nedeniyle lipaz ve esteraz aktivitelerine, P. guilliermondii, P.
anomala, S. cerevisiae, C. humicola, C. zeylanoides, Candida inconspicua, C.
parapsilosis, C. galabrata, T. cutaneum, T. delbrueckii ve R. minuta suglarinin ise;
yalnizca tributirini hidrolize etmeleri nedeniyle esteraz aktivitesine sahip olduklari

belirlenmistir.
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Silva et al. (2011) tarafindan, iki farkli zeytin cesidinin dogal fermantasyon
ortamlarindan izole edilen mayalarin lipolitik aktivitelerini belirlemeye yonelik
olarak yapilan testlerde; esteraz aktivitesi igin tributirin ve lipaz aktivitesi iginse;
zeytinyagl kullanildigr belirtiimigtir.  Yapilan deneylerin sonucunda bazi P.
membranaefaciens, C. oleophila, P. fermentans ve C. citrea suslarinin esteraz
aktivitesine; S. cerevisiae suglarinin ise lipaz aktivitesine sahip olduklar

belirlenmistir.

Benzer konuda yapilan bir diger calismada, zeytinlerin dogal fermantasyon
ortamlarindan alinan zeytin ve salamura orneklerinden izole edilen mayalarin
esteraz aktivitelerinin incelendigi ve izole edilen 31 adet C. famata susundan Ug
tanesi, 22 adet C. guilliermondii susundan bes tanesi, 7 adet C. pelliculosa
susundan ki tanesinin tribdtirini hidrolize ederken; izole edilen dort R.
mucilaginosa susundan ise higbirinin bu 6zellige sahip olmadiklari belirtiimistir
(Bevilacqua et al., 2009).

Romo-Sanchez et al. (2010) tarafindan ispanya’da yapilan bir baska calismada
ise; Arbequina ve Cornicabra turlerine ait cgesitli zeytin orneklerinden maya
izolasyonlari gerceklestirilerek izole edilen bazi mayalarin biyoteknolojik 6zellikleri
belirlenmistir. izole edilen maya suslarinin lipolitik aktivitelerinin belirlendigi
denemelerde; C. diddensiae, P. mississippiensis, P. carribbica, T. delbrueckii, Z.
florentinus, C. thermophila, S.cerevisiae, S. rosinii, K. thermotolerans, P. holstii, Z.
fermentati suslarinin hi¢ birinin lipolitik aktiviteye sahip olmadiklarinin belirlendigi

ifade edilmigtir.

Yagdlarin, zeytin meyvesinin yapisinda bulunan onemli temel bilesenlerden biri
oldugu bilinmektedir. Zeytindeki yag oraninin zeytin ¢esidine, olgunluk derecesine
ve zeytinin isleme sekline gobre farkllik gosterebildigi belirtiimektedir. Dogal
fermente sofralik zeytinlerdeki yad oraninin ortalama; %25 oldugu ifade
edilmektedir (Montano et al., 2010). Sofralik zeytine 6zgl organoleptik dzelliklerin
olusumunda mayalarin lipolitik aktivitelerinin  6nemli katkisinin  bulundugu
bilinmektedir. Yaglarin pargalanmasi sonucunda olugan yag asitlerinin

katabolizmasi ile propanol ve 2-butanol gibi ugucu bilesenlerin olustugu
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bilinmektedir. Bu bilesenlerin de sofralik zeytinin organoleptik o6zelliklerinin

olusmasina katki sagladigi dustunulmektedir (Hernandez et al. 2007).

Calismamizda, Akhisar ve iznik yoérelerine ait Gemlik zeytini ve bunlarin dogal
fermantasyon ortamlarindan izole edilen suglarin tamaminin esteraz aktivitelerine
sahip olduklari bu nedenle de dogal fermente sofralik zeytin Uretiminde
kullanildiklarinda, Urinun kendisine 0zgu tat ve koku olugsumuna katki

saglayabilecekleri dusunulmektedir.

4.6.7. Cesitli sekerleri fermente ve asimile edebilme analizlerine iligkin

sonuglar

Mayalarin gesitli sekerleri fermente edebilme 6zelliklerinin belirlendigi denemeler
%2 (w/v) derigsiminde seker iceren Durham’ I fermantasyon besiyerlerinde
gerceklestiriimistir. Bu amacla aktif maya kdltlrleri besiyerlerine asilanmis ve
28°C’ de 3 hafta inkiibasyona birakilmiglardir. inkiibasyon siiresi boyunca
kalturler gaz olusumu agisindan degerlendirilmiglerdir. Denemelerde test edilen
sekerler glukoz, fruktoz ve sakkaroz dur. incelenen maya suslarinin seker
fermantasyonu test sonuclari sirasiyla; Cizelge 4.25 ve Cizelge 4.26° de yer

almaktadir.

Elde edilen sonuclar degerlendirildiginde; Akhisar yoresine ait zeytinler ve bunlarin
dogal fermantasyon ortamlarindan izole edilen yedi adet C. hellenica susunun
alisinin (AZ-1, AF1-2, AF1-6, AF28-4, AF46-5, AF84-1) glukoz, fruktoz ve
sakkarozu fermente edebildikleri, (AF46-6) susunun ise sadece fruktoz ve

sakkarozu fermente edebildigi belirlenmistir.

Ayni drneklerden izole edilen anamorfu C. famata olan 13 adet C. famata
susundan vyalnizca 2 tanesinin (AF60-5, AF164-4) tim gsekerleri fermente
edebildigi, 11 tanesinin ise denenen higbir sekeri fermente edemedigi, 4 adet D.
hansenii susundan ise 3 tanesinin (AF28-2, AF191-2, AF211-1) sadece glukozu
fermente edebildigi belirlenmistir. Zeytinden izole edilmis olan; A. pullulans (AZ-6)

susunun kullanilan higbir sekeri fermente edemedigi, Cry. laurentii (AF46-3) ve C.
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membranifaciens (AF164-1) suslarinin sadece glukozu fermente edebildigi, K.

apiculata (AF211-2) susunun ise butln sekerleri fermente edebildigi saptanmistir.

Cizelge 4.25. Akhisar-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin gseker fermantasyonu

Ozelliklerine iligkin test sonuglari

izolat no. Maya tird Glukoz Fruktoz Sakkaroz
AZ-1 C. hellenica + + +
AZ-6 A. pullulans - - -
AF1-2 C. hellenica + + +
AF1-6 C. hellenica + + +
AF28-2 D. hansenii + - -
AF28-4 C. hellenica + + +
AF46-1 C. famata - = -
AF46-2 C. famata - - -
AF46-3 Cry. laurentii + - -
AF46-5 C. hellenica + + +
AF46-6 C. hellenica - + +
AF60-1 C. famata - - -
AF60-2 C. famata - - -
AF60-3 D. hansenii - - -
AF60-4 C. famata - - -
AF60-5 C. famata + + +
AF84-1 C. hellenica + + +
AF112-1 C. famata - - -
AF112-2 C. famata - - -
AF138-1 C. famata - - -
AF138-2 C. famata - - -
AF138-3 C. famata - - -
AF164-1 C. membranifaciens + - -
AF164-4 C. famata + + +
AF191-2 D. hansenii + - -
AF191-3 C. famata + - -
AF211-1 D. hansenii + - -
AF211-2 K. apiculata + + +

(+): Gaz olugsumu var. (-): Gaz olusumu yok
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Cizelge 4.26. iznik-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin seker fermantasyonu

Ozelliklerine iligkin test sonuglari

izolat no. Maya tiri Glukoz Fruktoz Sakkaroz
Bz-1 P. anomala + + +
BZ-2 C. famata - - -
Bz-4 P. anomala + + +
BZ-5 C. pelliculosa + + +
BFO-4 C. pelliculosa + + +
BFO-5 P. anomala + + +
BF1-1 P. anomala + + +
BF1-2 Clv. lusitaniae + - -
BF1-3 C. pelliculosa + + +
BF1-4 P. anomala + + +
BF5-2 C. pelliculosa + + +
BF18-2 P. anomala + + +
BF18-4 C. famata + - -
BF27-1 C. pelliculosa + + +
BF27-3 P. anomala + + +
BF27-5 C. pelliculosa + + +
BF46-2 P. anomala + + +
BF46-3 C. pelliculosa + + +
BF63-1 C. famata - - -
BF63-2 P. anomala + + +
BF91-1 C. pelliculosa + + +
BF91-2 C. famata - - -
BF91-3 C. pelliculosa + + +
BF143-1 C. famata - - -
BF143-2 C. pelliculosa + + +
BF172-1 C. pelliculosa + + +

(+): Gaz olusumu var. (-): Gaz olusumu yok

iznik yéresine ait zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan izole edilen C. pelliculosa
ve P. anomala suslarinin tamaminin glukoz, fruktoz ve sakkarozu fermente
edebildikleri, bes adet D. hansenii susundan dort tanesinin (BZ-2, BF63-1, BF91-2,

BF143-1) test edilen sekerleri fermente edemedikleri, bir tanesinin (BF18-4) ise;
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yalnizca glukozu fermente edebildigi, Clv. lusitaniae (BF1-2) susunun ise sadece

glukozu fermente edebildigi bulunmustur.

Zeytin meyvesinin etli kisminda yer alan baslica sekerlerin glukoz ve fruktoz
oldugu, c¢ekirdeginde ise glukoz ve az miktarda fruktozun yer aldigi bilinmektedir
(Tokusoglu ve Artik, 2010). Bazi zeytin gesitlerinde ise sakkaroz, mannoz ve
galaktoz sekerlerinin yer aldigi belirtiimektedir (Tokusoglu ve Artik, 2010).
Mayalarin zeytin meyvesinde bulunan bu sekerleri fermente edebilmeleri salamura
pH’ sinin dusmesine ve sofralik zeytinin organoleptik ozelliklerinin gelismesine
katkida bulunmaktadir (Tofalo et al., 2012). Bu nedenle mayalarin gekerleri
fermente edebilme 6zelliklerinin, sofralik zeytin Uretimi agisindan istenen bir
biyoteknolojik 6zellik oldugu bilinmektedir. Ancak fermantasyon sonucunda asiri
miktarda CO:2 uretimi zeytinde “gaz cebi” olusumuna ve bu nedenle de

yumusamaya neden olmaktadir.

Calismada izole edilen P. anomala (anamorfu; C. pelliculosa) suglarinin
tamaminin, C. hellenica suslarinin blyuk bir kisminin ve K. apiculata susunun
glukoz, fruktoz ve sakkarozu fermente edebildigi bu nedenle de zeytinlerin dogal
fermantasyonlarina blyuk oranda katki saglayabilecekleri belirlenmistir. Bunun
disinda Cry. laurentii, C. membranifaciens ve bes adet D. hansenii (anamorfu; C.
famata) susunun sadece glukozu fermente ederek zeytin fermantasyonuna

katilabilecegi tespit edilmistir.

Arastirmada maya suslarinin tanimlanmasi amaci ile kullanilan APl ID 32C
sisteminden elde edilen sonuglar, izolatlarin cesitli sekerleri asimile edebilme
Ozelliklerinin degerlendiriimesi amaci ile de incelenmiglerdir. Calismada incelenen
toplam 54 adet maya izolatinin asimilasyon test sonugclari sirasiyla; Cizelge 4.27

ve Cizelge 4.28 de yer almaktadir.
Cizelge 4.27 ve Cizelge 4.28'nin incelenmesinden de gorulebilecegdi gibi C. famata

ve D. hansenii suglarinin tamaminin galaktoz, sakkaroz, glukoz ve mannitolu

asimile edebildikleri belirlenmistir.
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Cizelge 4.27. Akhisar-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin APl ID 32C seker

asimilasyonu test sonuglari
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Cizelge 4.27. Devam ediyor.
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(+): Ureme var. (-): Ureme yok.
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Cizelge 4.28. iznik-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin API ID 32C seker asimilasyou

test sonuglari

eewe; D )
PBIdA [+ 4+ 4+ + + + + + + + + + 4+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
elewoue
| d A 1 e
esojnoyjjad -
OIS 9 A = I T
elewoue ‘d i
L200 = = E H
esojnalad D )
€T |+ + & . L+ o+ o+ F L+ o+ o+ o+ o+
aeluelsn| ‘D i
Sl |4+ + 4 L+ o+ o+ 0+ o+ o+ o+ o o+ o+ o+ o+ o+
elewoue “d T4 [+ + & 0 4 + + + + 0+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
EleWoUE 'd SOF9 [+ + + . o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
esondyjiad °5 PO |+ 4+ & L 4+ o+ o+ o+ 0+ o+ o+ o+ o+ o+
esonayjad -3 SZH |+ + + .+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
ejewoue ‘d §
! LA = e e T S
erewe} 'O .
CZ |+ + 0 o+ o+ o+ o+ o+ A+ o+
elewoue ‘d i
! 29 4+ + + 0 4 4+ + + + 4+ o+ o+ A+ o+
0 eAey "ON JE[0Z]
N N T o N N N N
— c @) N = _
Sl X35 3N 28 53808 £082 5822 un
ZI¥ 8 8 g 8 2 @ Ec o222 NS <S5 85N O
I8 4 s o Ffg=<c cegcgL o EBE= L x L2
SlIce R <3 8 8PS 8E 0o XL LggEDO 35
Nno o 2N =2rFK=2a3.fno0x 0o w=2=2000

128



Cizelge 4.28. Devam ediyor.

Substrat

Maya turu

C. pelliculosa

P. anomala

C. pelliculosa

P. anomala

C. pelliculosa

C. famata

P. anomala

C. pelliculosa

C. famata

C. pelliculosa

C. famata

C. pelliculosa

C. pelliculosa

izolat No.

BF27-3

BF63-2

BF91-1

BF143-2

Galaktoz
Sakkaroz
DL-Laktat
L-Arabinoz
Selobiyoz
Rafinoz
Maltoz
Trehaloz
Mannitol
Laktoz
inositol
Sorbitol
D-Ksiloz
Riboz
Gliserin
Ramnoz
Palatinoz
Eritritol
Melibiyoz
Melezitoz
Glukoz
Sorboz

+ + *|BF27-1

+ o+ o+ o+

+

+ + + 4+ o+

+ + + + + ' + + +|BE275

+ + +| BF46-2

+ + + +

+ + +| BF46-3

+ o+ o+ o+

+ + + + + + + + + BFE63-1

+

+ + + + +

+

+ + o+ 4+ o+

+ + + + + + + + + BF91-2

+ + +1BF91-3

+ + + 4+ +

+ + + + + + + + + BF143-1

+ + +

+ + + 4+ o+ '

+ + + + + ! + + + BE172-1

(+): Ureme var. (-): Ureme yok

Yapilan denemelerde C. famata suslarinin g tanesinin (AF138-2, AF164-4, BZ-2),

DL-laktati asimile edemedikleri kaydedilmistir. C. hellenica suslarinin tamaminin

sakkaroz mannitol ve glukozu asimile edebildikleri belirlenirken, iki tanesinin (AF1-

2, AF46-6) galaktozu ve bir tanesinin ise DL- laktati asimile edemedikleri (AF46-5)
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belirlenmistir. C. pelliculosa ve P. anomala suslarininin tamaminin glukoz, DL-
laktat, mannitol ve sakkarozu asimile edebildikleri belirlenirken, ¢ P. anomala
(BF18-2,BF27-3, BF63-2 ve iki C. pelliculosa susunun (BF91-1 ve BF143-2)

galaktozu asimile edemedikleri

kaydedilmistir. izole edilen A. pullulans (AZ-6), Cry. laurentii (AF46-3) ve C.
membranifaciens (AF164-1) suslarinin galaktoz, sakkaroz, glukoz, DL- laktat ve

mannitolu asimile edebildikleri belirlenmistir.

4.6.8. Enzim profillerinin belirlenmesine iligkin sonuglar

Akhisar ve Iznik yorelerine ait Gemlik zeytin érneklerinden izole edilen toplam 54
maya susunun enzim profilleri APl ZYM enzim Kkiti kullanilarak belirlenmistir.
Denemelerde Bolim 3.2.8.8.’de belirtilen yol kullaniimis ve sonuglar nicel olarak
belirlenmistir. Akhisar ve iznik zeytinleri ve bunlarin fermantasyon ortamlarindan
izole edilen izolatlarin enzim profillerine iligskin degerlendirme sonugclari sirasiyla;

Cizelge 4.29 ve Cizelge 4.30'da yer almaktadir.

Cizelge 4.29 ve Cizelge 4.30’ un incelenmesinden de gorulebilecegi gibi; Gemlik
zeytinlerinin dogal fermantasyon ortamlarindan izole edilen C. hellenica, D.
hansenii, C. famata, Cry. laurentii, C. membranifaciens, K. apiculata, P. anomala
C. pelliculosa, C. lusitaniae ve A. pullulans turlerine ait suglarin tamaminin esteraz
aktivitesine sahip olduklari belirlenmistir. Akhisar yoresine ait zeytin ve bunlarin
fermantasyon ortamlarindan izole edilen yedi adet C. hellenica susunun 6
tanesinin (AZ-1, AF1-2, AF1-6, AF28-4, AF46-6, AF84-1), 13 adet C. famata
susunun 9 tanesinin, 4 adet D. hansenii susundan 2 tanesinin (AF191-1, AF211-
2), A. pullulans (AZ-6), C. membranifaciens (AF164-1) ve K. apiculata (AF211-2)
suslarinin, esteraz lipaz aktivitelerine sahip olduklari belirlenmistir (Bkz. Cizelge
4.29).

iznik yoresine ait zeytin ve bunlarin fermantasyon ortamlarindan izole edilen C.

pelliculosa, P. anomala ve C. lusitaniae suslarinin tamaminin esteraz lipaz

aktivitesine sahip olduklari kaydedilmigtir.
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Cizelge 4.29. Akhisar-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin APl ZYM ile belirlenen

enzim profillerine iligkin sonuglar
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Cizelge 4.29. Devam ediyor.
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Cizelge 4.30. iznik-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin APl ZYM ile belirlenen enzim

profillerine iliskin sonuglar
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Cizelge 4.30. Devam ediyor.
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Akhisar ve iznik yorelerine ait Gemlik zeytinlerinin fermantasyon ortamlarindan
izole edilen bir adet C. hellenica susunun (AF46-6), bir adet P. anomala susunun
(BF63-2), bir adet C. pelliculosa susunun (BF143-2) ve 1 adet C. famata susunun
(BF143-1) lipaz aktivitesine sahip olduklari belirlenmistir.

Mayalarin sahip olduklari lipolitik aktivitenin aroma maddelerinin onculleri olan
serbest yag asitlerinin olusmasina, bdylelikle sofralik zeytine 6zgl organoleptik
Ozelliklerin kazaniimasina katki sagladiklari belirtimektedir (Silva et al., 2011). Bu
nedenle mayalarin hicre digi lipaz, esteraz lipaz ve lipaz enzim aktivitelerine sahip
olmalarinin sofralik zeytin tretimi agisindan énemli bir 6zellik oldugu bilinmektedir.
Sofralik zeytinde belirlenen propanol ve 2-butanol gibi ugucu aroma bilesenlerinin
serbest yag asitlerinin katabolizmasi sonucunda meydana geldigi dusunulmektedir
(Hernandez et. al., 2007). Cs ve Ces aldehidlerin, alkollerin ve bunlarin ilgili
esterlerinin zeytinyaginda c¢ogunlukla yer alan ugucu bilesenler olduklari ve bu
bilesenlerin ¢coklu doymamis yag asitlerinin enzimatik olarak pagalanmasi sonucu
olustuklari ifade edilmektedir (Sabatini and Marsilio, 2008).

Zeytinlerin dogal fermantasyon ortamlarinda yer alan mayalarin bir diger istenen
onemli ozelliklerinin ise; B-glukosidaz aktivitesi oldugu bilinmektedir. Mayalarin
urettikleri B-glukosidaz enziminin zeytinde acilia neden olan fenolik bir bilesen

olan oleuropeini pargaladigi belirtimektedir (Tokugoglu ve Artik, 2010).

Calismada Akhisar yoresine ait zeytinlerin dogal fermantasyon ortamlarindan izole
edilen yedi adet C. hellenica sugsunun tamaminin orta dizeyde (4), B-glukosidaz
aktivitesine sahip olduklari belirlenmigtir. Bunun yani sira, 1 adet C. famata
(AF60-5) susunun orta duzeyde (2), B-glukosidaz aktivitesine sahip oldugu, kalan
C. famata ve D. hansenii suglarinin ise, B-glukosidaz aktivitesine sahip olmadiklari
bulunmustur. izole edilen Cry. laurentii (AF46-3) susunun 1 diizeyinde B-
glukosidaz aktivitesine sahip oldugu, K. apiculata (AF211-2), C. membranifaciens
(AF164-1) ve A. pullulans (AZ-6) suslarinin ise, B-glukosidaz aktivitesine sahip

olmadiklari belirlenmigtir.

iznik yoresine ait Gemlik zeytin drneklerinden izole edilen P. anomala suslarindan
iki tanesinin (BF18-2, BF27-3) yuksek duzeyde (5), alti tanesinin (BZ-1, BZ-4,
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BFO-5, BF1-1, BF1-4, BF63-2) orta dizeyde (4), bir tanesinin (BF46-2) 3
dizeyinde B-glukosidaz aktivitesine sahip olduklari, C. pelliculosa suslarindan Gg
tanesinin (BF27-1, BF27-5, BF91-1) ylksek dlizeyde (5), bes tanesinin (BZ-5,
BFO-4, BF5-2, BF143-2, BF172-1) orta dizeyde (4), bir tanesinin (BF91-3) 3
duzeyinde, iki tanesinin (BF1-3, BF1-4) 2 duzeyinde B-glukosidaz aktivitesine
sahip olduklari ve bir tanesinin (BF46-3) ise, B-glukosidaz aktivitesine sahip
olmadigi belirlenmistir. Ayni 6rneklerden izole edilmis olan bes tane C. famata
susundan bir tanesinin (BZ-2) 4 dlzeyinde, bir tanesinin (BF63-1) 1 dizeyinde -
glukosidaz aktivtesine sahip olduklari, U¢ tanesinin (BF18-4, BF91-2, BF143-1)
ise, bu enzimi Uretemedikleri tespit edilmistir. C. lusitaniae (BF1-2) susunun ise 2

dizeyinde B-glukosidaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmisgtir.

Literatirde zeytin orneklerinden izole edilen cesitli mayalarin (-glukosidaz
aktivitelerinin incelendigi ¢alismalar yer almaktadir (Aponte et al., 2010; Romo-
Sanchez et al., 2010). Aponte et al. (2010) tarafindan italya’'da yapilan bir
calismada bes farkli zeytinin fermantasyon ortamlarindan alinan érneklerden elde
edilen maya izolatlarinin B-glukosidaz aktivitelerinin, 4-MUG besiyeri kullanilarak
incelendigi ifade edilmektedir. Arastirmada izole edilen P. guilliermondii suslarinin
tamaminin, C. parapsilosis suglarindan ise yalnizca bir tanesinin, B-glukosidaz

aktivitesine sahip olduklari rapor edilmigtir.

ispanya’da yapilan baska bir calismada ise; Arbequina ve Cornicabra tirlerine ait
cesitli zeytin 6rneklerinden izole edilen mayalarin B-glukosidaz aktivitelerinin
incelendigi belirtiimektedir (Romo-Sanchez et al., 2010). Denemelerde Candida
molischiana ATCC 2516 susunun da pozitif kontrol olarak kullanildigi ifade
edilmektedir. Arastirmada P. carribbica, Z. fermentati, P. holstii, P.
mississippiensis, Lachancea sp. ve K. thermotolerans suslarinin B-glukosidaz

aktivitesine sahip olduklari saptanmigtir.

Mayalarin urettikleri B-glukosidaz enzimi ile zeytin meyvesinde fazla miktarda
bulunan oleuropeini pargalayarak elenolik asit ve hidroksitrizol gibi aci olmayan
bilesenlere doénusturdikleri bilinmektedir (Botta and Cocolin, 2012). Bdylelikle
mayalarin hem LAB’ nin gelisimini destekledikleri, hem de zeytindeki aci tadin

uzaklagsmasina yardimci olduklari belirtimektedir. Fermantasyon ortaminda B-
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glukosidaz enzimi Ureten mayalarin varliginin alkali kullaniminin onine gegtigi,
bdylelikle de daha dogal bir Grin elde edilmesine yardimci oldugu bilinmektedir
(Botta and Cocolin, 2012).

Genel olarak, bu calismada izole edilen C. hellenica, P. anomala (anamorfu; C.
pelliculosa), Cry. laurentii ve C. lusitaniae suslarinin B-glukosidaz aktivitesine
sahip olduklari, D. hansenii (anamorfu; C. famata), K. apiculata, A. pullulans
suslarinin ise, B-glukosidaz aktivitesine sahip olmadiklari belirlenmistir. B-
glukosidaz aktivitesine sahip suslarin zeytindeki acihigi uzaklastirabilecekleri ve bu

agidan onemli bir teknolojik 6zellige sahip olduklar disunulmektedir.

4.6.9. Oleuropeini kullanabilme analizlerine iligkin sonuglar

Oleuropeinin zeytin meyvesinde yer alan bir fenolik bilesen olup, zeytine 6zgu aci
tadin olusmasindan sorumlu oldugu bilinmektedir (Malik and Bradford, 2006). Bu
nedenle zeytin meyvesi dogrudan tuketilememekte, icerigindeki oleuropeinin
uzaklastirimasi  gerekmektedir.  Oleuropeinin  zeytinden  c¢esitli  yollarla
uzaklastirilabildigi belirtimektedir. Dogal fermente sofralik zeytin Uretiminde,
oleuropeinin bir kisminin salamuraya gegtigi, bir kisminin ise mikroorganzimalar
tarafindan pargalandi§i ifade edilmektedir. Mayalarin oleuropeini karbon ve enerji
kaynagi olarak kullanarak parcalamalarinin, zeytindeki acihigin gideriimesine

yardimci olan énemli bir teknolojik 6zellik oldugu kabul edilmektedir.

Arastirmada maya izolatlarinin oleuropeini karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanabilme &zelliklerinin belirlenmesi amaciyla, %0.5 ve %1.5 (w/v) oraninda
zeytin yapragi ekstrakti iceren YNB-ZY agar besiyeri kullaniimigtir. Besiyerinde
karbon kaynagi olarak sadece zeytin yapragdi ekstrakti kullaniimistir. Cizgi ekim
yontemi ile besiyerine ekimi gergeklestirilen maya kultarleri 28°C’ de 10 gin
inkiibasyona birakilmislardir. inkiibasyon siiresi sonunda besiyerinde gelisebilen

kaltarler pozitif olarak degerlendirilmislerdir.

Elde edilen sonuglar, incelenen tim maya izolatlarinin %0.5 ve %1.5 oranlarinda
zeytin  yapragr ekstrakti iceren YNB-ZY Dbesiyerlerinde Ureyebildiklerini

gOstermigstir. Mikroorganizmalarin oleuropeini hidrolize etmek igin kullandiklarin
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enzimin B-glukosidaz enzimi oldugu bilinmektedir. Ayrica, yapilan bu denemelerde
incelenen maya izolatlarinin zeytin yapraginda bulunan fenolik bilesenlere

dayanikliliklari da ortaya koyuldugu dusunulmektedir.

Ispanya’da yapilan bir galismada, daha 6nce zeytin drneklerinden izole edilmis ve
molekuler yontemlerle tanimlanmis 16 tlre ait 32 ayri maya izolatinin aktivitesinin
incelendigi belirtimektedir. Arastirmada bazi C. diddensiae ve W. anomalus
suslarinin B-glukosidaz aktivitesine sahip olduklarinin belirlendigi rapor edilmistir
(Rodriguez-Gomez et al., 2010).

Yunan tipi sofralik zeytinden izole edilen 15 adet D. hansenii ve 32 adet T.
delbrueckii sugunun oleuropeini karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilme
Ozelliklerinin incelendigi bir arastirmada; %0.1, %0.5, %1.0 oranlarinda oleuropein
iceren YNB agar besiyerinin kullanildigi ve her iki ture ait suslarin tamaminin %0.1
oraninda oleuropein igeren besiyerinde gelisebildikleri; D. hansenii susglarinin %60’
nin, T. delbrueckii suslarinin ise %19 unun, %0.5 oraninda oleuropein iceren
besiyerinde gelisebildigi, D. hansenii suglarinin %33’Gndn, T. delbrueckii suglarinin
ise; %9unun %1.0 oraninda oleuropein iceren besiyerinde gelisebildikleri

belirlenmistir (Psani and Kotzekidou, 2006).

4.6.10. Sitrik asiti kullanabilme 6zelliklerinin belirlenmesine iligkin sonuglar

Calismada Akhisar ve iznik Gemlik zeytini ile yapilan calismalarda izole edilen
maya suslarinin, sitrik asit asimilasyonu test sonuclar sirasiyla; Cizelge 4.31 ve
4.32’de verilmektedir.

Cizelge 4.31 incelendiginde gorulebilecedi gibi; Akhisar yoresine ait zeytinlerden
izole edilen C. hellenica turine ait suslarin tamami, D. hansenii suglarinin iki
tanesi (AF191-2, AF211-1), C. famata suslarinin alti tanesi (AF46-1, AF60-1,
AF112-2, AF138-1, AF138-2, AF138-3), A. pullulans (AZ-6) ve C. membranifacies

(AF164-1) turlerine ait suglar sitrati asimile edebilmektedirler.
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Cizelge 4.31. Akhisar-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin sitrik asit asimilasyonu

testlerine iliskin sonuglar

izolat no. Maya tird Sitrik asit asimilasyonu
AZ-1 C. hellenica +
AZ-6 A. pullulans +
AF1-2 C. hellenica +
AF1-6 C. hellenica +
AF28-2 D. hansenii -
AF28-4 C. hellenica +
AF46-1 C. famata +
AF46-2 C. famata -
AF46-3 Cry. laurentii -
AF46-5 C. hellenica +
AF46-6 C. hellenica +
AF60-1 C. famata +
AF60-2 C. famata -
AF60-3 D. hansenii -
AF60-4 C. famata -
AF60-5 C. famata -
AF84-1 C. hellenica +
AF112-1 C. famata -
AF112-2 C. famata +
AF138-1 C. famata +
AF138-2 C. famata +
AF138-3 C. famata +
AF164-1 C. membranifaciens +
AF164-4 C. famata -
AF191-2 D. hansenii +
AF191-3 C. famata -
AF211-1 D. hansenii +
AF211-2 K. apiculata -

(+): Ureme var. (-): Ureme yok.
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Cizelge 4.32. iznik-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin sitrik asit asimilasyonu

testlerine iliskin sonuglar

izolat no. Maya tira Sitrik asit asimilasyonu
Bz-1 P. anomala +
BZ-2 C. famata -
Bz-4 P. anomala +
BZ-5 C. pelliculosa +
BFO-4 C. pelliculosa +
BFO-5 P. anomala +
BF1-1 P. anomala +
BF1-2 Clv. lusitaniae -
BF1-3 C. pelliculosa +
BF1-4 P. anomala +
BF5-2 C. pelliculosa +
BF18-2 P. anomala +
BF18-4 C. famata -
BF27-1 C. pelliculosa +
BF27-3 P. anomala -+
BF27-5 C. pelliculosa +
BF46-2 P. anomala +
BF46-3 C. pelliculosa +
BF63-1 C. famata +
BF63-2 P. anomala +
BF91-1 C. pelliculosa +
BF91-2 C. famata -
BF91-3 C. pelliculosa +
BF143-1 C. famata +
BF143-2 C. pelliculosa +
BF172-1 C. pelliculosa +

(+): Ureme var. (-): Ureme yok

iznik yoresine ait zeytinlerden izole edilen P. anomala ve C. pelliculosa tiirlerine ait
suslarin tamami ve C. famata suslarinin iki tanesinin (BF63-1, BF143-1) sitrati

asimile edebildikleri saptanmistir.
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Sitrik asit asimilasyonu sonucunda asetat ve piruavik asitin olustugu daha sonra ise
bu Grunlerin pirlvat metabolizmasi ile laktik asit, asetik asit, asetaldehit, etanol ve
diasetil gibi bilesenlere donusturildugu belirtiimektedir (Giori et. al., 2010). Az

sayida maya turanadn sitrati asimile edebildigi ifade edilmektedir.

Zeytin meyvesindeki organik asit derigsiminin; %0.5-1.0 arasinda oldugu, bunun
%0.38-0.5" ini ise sitrik asitin olusturdugu bilinmektedir (Ergdnul ve Tokusoglu,
2010). Sitrik asit pargcalanmasi ile olusan pirtvatin, LAB tarafindan laktik asite
donagturaldigl boylece ortam pH’ sinin diserek, Urin bozulmasinin 6nune
gegcilebildigi ifade edilmektedir. Ayrica sitrik asit metabolizmasi sonucunda asetik
asitin olustugu ve bdylece de ortam pH’ sinin distigu de belirtiimektedir (Panagou
and Tassou, 2006).

Panagou and Tassou (2006) tarafindan yapilan bir calismada, ispanyol tipi yesil
zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan izole edilen L. plantarum ve L. pentosus
suslarinin ayri ayri inokulasyonu ile 40 gun fermantasyona birakilan zeytinlerden
ucucu bilesenlerin tespiti amaci ile belirli gunlerde orneklerin alindigi ve alinan bu
orneklerdeki laktik asit, suksinik asit, malik asit ve asetik asit miktarlarinin tespit
edildigi ifade edilmektedir. Calismada asetik asit ve laktik asit miktarinin
fermantasyon boyunca arttigi, sitrik asit ve malik asit miktarinin ise
fermantasyonun 10. gununden itibaren azaldigi belirtimektedir. Calismada
mayalarin sitrik asiti parcalanmasi sonucunda asetik asitin olustugu ifade
edilmektedir. Mayalarin piruvat metabolizmasi sonucu olusan asetaldehitin en
onemli ugucu bilesenlerden biri oldugu, olusan asetaldehit ve etanolin zeytinin
organoleptik ozelliklerine katki saglayacak ikincil bilesenlerin onculleri olduklari

belirtiimektedir (Panagou and Tassou, 2006).

Bu c¢alismada izole edilen C. hellenica, P. anomala (anamorfu; C. pelliculosa), C.
membranifacies, A. pullulans ve bazi D. hansenii (anamorfu; C. famata) suslarinin
sitrik asiti asimile edebildikleri ve bu 6zellikleri ile de laktik asit ve aroma oncullerini

ureterek fermantasyona katki saglayabildikleri belirlenmisgtir.
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4.6.11. Katalaz aktivitesinin belirlenmesine iligskin sonuglar

Akhisar ve iznik yorelerine ait Gemlik gesidi zeytinleri ve bunlarin fermantasyon
ortamlarindan izole edilen maya suslarinin katalaz aktiviteleri incelendiginde;
maya suglarinin tamaminin katalaz pozitif olduklari belirlenmistir. Mayalarin
katalaz aktivitesine sahip olmalarinin sofralik zeytin Uretimi agisindan olumlu bir

teknolojik 6zellik oldugu bilinmektedir.

Silva et al. (2011) tarafindan Portekiz’de yapilan bir ¢alismada; Galega ve Cordovil
cesidi zeytinlerin dogal fermantasyon ortamlarindan alinan salamura érneklerinden
izole edilen mayalarin probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi sirasinda, katalaz
aktivitelerinin de incelendigi belirtiimektedir. Bu amacla yapilan denemeler
sonucunda; P. membranifaciens, C. boidinii, S. cerevisiae, T. delbrueckii ve C.
citrea suslarinin tamaminin; 7 adet C. oleophila susundan 2, 8 adet P. fermentas

susundan ise 7 tanesinin katalaz aktivitesine sahip oldugu belirtilmigtir.

Hernandez et al. (2007) tarafindan Iispanya’da yapilan bir arastirmada Manzanilla
turine ait =zeytinlerin dogal fermantasyon ortamlarindan alinan salamura
orneklerinden izole edilen maya suslarinin katalaz aktiviteleri de arastiriimigtir.
Elde edilen test sonuglarina gére, K. marxianus, P. anomala, S. cerevisiae, D.
hansenii, C. maris, C. rugosa, C. humicola, C. inconspicua, C. parapsilosis, C.
galabrata, T. cutaneum, T. delbrueckii, C. laurentii, R. minuta ve R. glutinis

suslarinin katalaz aktivitesine sahip olduklari rapor edilmistir.

Bevilacqua et al. (2009) tarafindan yapilan bir baska calismada ise; zeytinlerin
dogal fermantasyon ortamindan izole edilen maya suslarinin katalaz aktivitelerinin
belirlendigi ve izole edilen C. famata, C. pelliculosa, C. guilliermondii ve R.

mucilaginosa turlerine ait suslarin katalaz pozitif olduklar ifade edilmektedir.

Katalaz enziminin zeytinde yer alan doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu
engelledigi ve peroksit olusumunun énune gectigi bilinmektedir (Arroyo-Lopez et
al., 2012). Bu arastirmada izole edilen D. hansenii (anamorfu; C. famata), P.
anomala (anamorfu; C. pelliculosa), C. hellenica, Clv. lusitaniae, K. apiculata, C.

membranifaciens, Cry. laurentii ve A. pullulans turlerine ait suslarin tamaminin
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katalaz aktivitesine sahip olduklari ve sofralik zeytin Uretimi sirasinda bu
Ozelliklerinin  oksidasyon ve peroksit olusumunun Onlenmesine yardimci

olabilecegi dusunulmektedir.

4.6.12. Killer aktivite ve killer toksine duyarlilik analizlerine iligkin sonuglar

Mayalarin dogal fermente sofralik zeytin Uretiminde 6nemli olan &zelliklerinden
birinin de killer aktiviteleri oldugu bilinmektedir. Mayalarin Urettikleri Killer
toksinlerin protein ya da glikoprotein yapisinda olduklari ve bu toksinlerin iki ya da
Uc adet alt birime sahip olduklari belirtiimektedir. Killer suslarin Urettikleri toksinlere
dayanikli olduklari bazi suglarin ise hem killer toksin uretebildikleri hem de killer
toksinlere kargi duyarli olduklari bilinmektedir. Killer toksinlerin, duyarli suslarin
pH’ larini dasurup, hicre igerisinden potasyum iyonlari, ATP ve diger hicresel
bilesenlerin ¢gikmasina neden olarak, bu suslari inhibe ettikleri ifade edilmektedir.
Bunun yani sira Killer toksin etkisiyle hucre igcerisine amino asit aktarimi ve proton

pompalanmasinin da durduruldugu belirtiimektedir (Golubev, 1999).

Bu arastirmada Akhisar ve iznik yéresine ait zeytinler ile bu zeytinlerin dogal
fermantasyon ortamlarindan izole edilen mayalarin killer aktiviteleri daha énce
Bolum 3.2.8.12’ de verilen yonteme gore incelenmigtir. Elde edilen sonuglardan
yola c¢ikilarak, maya suslarinin Killer aktivitelerine goére fenotiplendiriimeleri;

Cizelge 4.33 ve Cizelge 4.34° de gosteriimektedir.

Cizelge 4.33° de gorulebilecegi gibi; Akhisar yoéresine ait zeytin ornekleri ile
calisildiginda, izole edilen yedi adet C. hellenica susunun 3 tanesinin Kkiller
Ozellikte oldugu, 3 tanesinin killer-duyarh, 1 tanesinin ise; ndétral oldugu
belirlenmistir. Ayni yoreden izole edilen dort adet D. hansenii susunun tamaminin,
13 adet C. famata susunun ise; dokuz tanesinin killer 6zellikte, ¢ tanesinin killer-
duyarli, bir tanesinin ise nétral suslar olduklari saptanmistir. izole edilen A.
pullulans (AZ-6) ve Cry. laurentii (AF46-3)suslarinin killer, C. membranifaciens

susunun ise noétral olduklari belirlenmisgtir.
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Cizelge 4.33. Akhisar-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin killer aktivitelerine gore

fenotiplendirilmeleri

Test edilen killer

toksinlere karsi direng

Killer

izolat no. Maya tirii aktivite ~ K1 toksini  K2toksini  penetip
AZ-1 C. hellenica + + + K
AZ-6 A. pullulans + + + K
AF1-2 C. hellenica + + - K-S
AF1-6 C. hellenica + + + K
AF28-2 D. hansenii + + + K
AF28-4 C. hellenica - + + N
AF46-1 C. famata + + + K
AF46-2 C. famata + + + K
AF46-3 Cry. laurentii + + + K
AF46-5 C. hellenica + + - K-S
AF46-6 C. hellenica + + - K-S
AF60-1 C. famata + + + K
AF60-2 C. famata + + + K
AF60-3 D. hansenii + + + K
AF60-4 C. famata + + + K
AF60-5 C. famata + - + K-S
AF84-1 C. hellenica + + + K
AF112-1 C. famata + + - K-S
AF112-2 C. famata + + + K
AF138-1 C. famata + + + K
AF138-2 C. famata + + + K
AF138-3 C. famata - + + N
AF164-1 C. membranifaciens - + + N
AF164-4 C. famata + + + K
AF191-2 D. hansenii + + + K
AF191-3 C. famata + + - K-S
AF211-1 D. hansenii + + + K
AF211-2 K. apiculata + + + K

K: Killer. S: Duyarli. K-S: Killer-Duyarli. N: Notral.
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Cizelge 4.34. iznik-Gemlik zeytinlerine ait maya suslarinin Kkiller aktivitelerine gére

fenotiplendirilmeleri

Test edilen killer

toksinlere karsi direng

Kille
izolat no. Maya tiirii aktivite K1toksini K2 toksini Fenotip
Bz-1 P. anomala + + + K
Bz-2 C. famata + + + K
Bz-4 P. anomala + + + K
BZ-5 C. pelliculosa + + + K
BFO-4 C. pelliculosa - + + N
BFO-5 P. anomala + + + K
BF1-1 P. anomala + + + K
BF1-2 Clv. lusitaniae + + + K
BF1-3 C. pelliculosa + + + K
BF1-4 P. anomala + + + K
BF5-2 C. pelliculosa + + + K
BF18-2 P. anomala + + + K
BF18-4 C. famata - + + N
BF27-1 C. pelliculosa + + + K
BF27-3 P. anomala + + + K
BF27-5 C. pelliculosa - + + N
BF46-2 P. anomala + + + K
BF46-3 C. pelliculosa + + + K
BF63-1 C. famata - + + N
BF63-2 P. anomala + + + K
BF91-1 C. pelliculosa + + + K
BF91-2 C. famata + + + K
BF91-3 C. pelliculosa - + + N
BF143-1 C. famata + + + K
BF143-2 C. pelliculosa + + + K
BF172-1 C. pelliculosa + + + K

K: Killer. S: Duyarli. K-S: Killer-Duyarli. N: Notral.
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Cizelge 4.34’ de de belirtildigi gibi iznik yoresine ait zeytinlerden izole edilmis olan
9 adet P. anomala turtine ait susun tamaminin killer oldugu, 11 adet C. pelliculosa
susunun sekiz tanesinin killer, U¢ tanesinin ise noétral suslar olduklari belirlenmistir.
izole edilen tek Clv. lusitaniae (BF1-2) susunun ise, killer ozellikte oldugu

kaydedilmistir.

Her iki yorenin maya izolatlari killer 6zellik acgisindan karsilastirildiklarinda;
Akhisar-Gemlik zeytinleri ve bunlarin fermantasyon ortamlarindan izole edilmis
olan toplam 19 adet susun killer, 3 tane susun nétral dzellikte olduklari, iznik-
Gemlik zeytinleri ve bunlarin fermantasyon ortamlarindan izole edilmis olan 21
susun killer, 5 susun ise notral 6zellikte olduklari belirlenmistir. Bu sonuglara gore;
her iki bélgede yetisen Gemlik zeytinlerindeki endojen maya suslari arasinda killer

Ozelligin yaygin bir karakter oldugu disunulmektedir.

Portekiz’de yapilan bir calismada dogal fermente sofralik zeytinlerden izole edilen
mayalarin killer toksin (mikosin) Gretme 6zelliklerinin incelendigi belirtiimektedir. Bu
amacla yapilan denemeler sonucunda P. membranifaciens, C. oleophila, S.
cerevisiae ve P. fermentas suslarinin killer 6zellikte olduklari ifade edilmistir (Silva
et al., 2011).

Yapilan bagka bir ¢calismada ise; dogal fermantasyon yolu ile Uretilmis sofralik
yesil zeytinlerden izole edilmis olan, 74 maya susunun Killer aktivitelerinin, farkl
pH (3.5-8.5) ve tuz (%5-8) derisimlerinde test edildigi belirtimektedir. Yapilan bu
arastirmada duyarli sus olarak; S. cerevisiae EX33, EX73R ve MNN9 suslarinin;
killer sus olarak ise S. cerevisiae JCR2, EX85, GY-2-3a ve Williopsis saturnus
HM22 suslarinin referans olarak kullanildiklari ifade edilmektedir. Calismada izole
edilmis olan Debaryomyces tirine ait suslarin denenen farkh pH ve tuz
derisimlerinde killer aktiviteye sahip olduklari, Candida turtne ait suslarin ise; farkli
pH degerlerinde dusuk killer aktiviteye sahip olduklari bulunmustur (Hernandez et
al., 2007)

Killer 6zellige sahip olan mayalarin sofralik zeytin Uretiminde biyokontrol ajani
olarak kullanilabilecekleri, bdylelikle zeytinde bozulmaya neden olan

mikroorganizmalarin fermantasyon ortaminda inhibe edebilecedi belirtimektedir
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(Arroyo-Lopez et al., 2008). Ayrica zeytin fermantasyonunda killer mayalarin
kullanilmasinin ~ koruyucu katki maddelerinin  kullanimini  azaltacagr da
dusunulmektedir. Bu nedenlerle mayalarin sahip olduklari killer aktivitenin zeytin

uretim teknolojisi agisindan onemli bir 6zellik oldugu Uzerinde durulmaktadir.

Sahip olduklari teknolojik Ozellikler nedeni ile sofralik zeytin Uretiminde destek
starter kultlr olarak kullanilabilecek mayalarin  killer toksinlere karsi
dayaniklilhklarinin da 6énemli bir 6zellik oldugu bilinmektedir. Bu mayalar killer

toksin Ureten rekabetci flora tarafinda inhibe edilememektedirler.

Calismada incelenen bazi C. famata, C. hellenica ve C. pelliculosa, D. hansenii, A.
pullulans, Cry. laurentii ve Clv. lusitaniae suslarinin killer toksin Uretebildikleri ve
ayni suslarin test edilen K1 ve K2 toksinlerine dayanikl olduklari; sahip olduklari
bu Ozellikler nedeni ile ise sofralik zeytin Uretiminde biyokontrol ajani olarak

kullanilabilecekleri dusunulmektedir.

4.6.13. Proteolitik aktivitenin belirlenmesine iligskin sonuclar

Arastirmada iki farkh yoreye ait Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyon
ortamlarindan alinan zeytin orneklerinden izole edilen maya suglarinin proteolitik
aktivitelerinin belirlendigi denemeler daha 6nce Bolum 3.2.8.13’ de verilen yontem
izlenerek yapilmistir. Calismanin bu kisminda Akhisar ve iznik yérelerine ait
Gemlik zeytinleri ile yapilan ¢calismada izole edilen toplam 54 adet maya susunun

hicbirisinin proteolitik aktiviteye sahip olmadiklari belirlenmistir.

Literatirde c¢esitli zeytin orneklerinden izole edilen mayalarin proteolitik
aktivitelerinin belirlendigi ¢alisma sayisi, sinirlidir. italya’da yapilan bir calismada
Brandofino, Castriciana, Nocellara del Belice, Passalunara ve Manzanilla olmak
Uzere bes ayrn cesit zeytinin fermantasyon ortamlarindan izole edilen; P.
guilliermondii, P. Kkluyveri ve C. parapsilosis turlerine ait suslarin higbirisinin

proteolitik aktiviteye sahip olmadiklari rapor edilmistir (Aponte et al., 2010).

Bautista-Gallego et. al. (2011) tarafindan yapilan bir diger ¢calismada ise; Alorena,

Gordal ve Manzanilla tira zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan izole edilen

147



mayalarin  proteolitik aktivitelerinin incelenmesi sonucunda incelenen; P.
membranifaciens, P. galeiformis ve C. thaimueangensis tlrlerine ait suslarin
proteolitik aktiviteye sahip olduklarinin belirlendigi ancak S. cerevisiae, Zyg. mrakii,
C. tropicalis, C. boidinii, D. etchellsii, W. anomalus, Candida sorbosivorans, T.
delbrueckii, Hanseniaspora guilliermondii ve Pichia kudriavzevii suslarinin ise

proteolitik olmadiklarinin bulundugu rapor edilmigtir.

Ulkemizde yapilan bazi galismalar sonucunda Gemlik tipi zeytinde yaklasik %1.5
oraninda protein bulundugunu ortaya konulmustur (Guceyu ve Basoglu, 2010).
Zeytin meyvesinde genel olarak bu oranin; %0.5-1.5 arasinda degistigi ifade
edilmektedir (Montano et al., 2010; Guceyu ve Basoglu, 2010). Mayalarin sahip
olduklari proteolitik aktivitenin zeytinde yumusamaya neden oldugu bu nedenle de

istenmeyen bir 6zellik oldugu ifade edilmektedir (Bautista-Gallego et al., 2011).

4.6.14. Pektolitik aktivitenin belirlenmesine iliskin sonuglar

Calismada Akhisar ve Iznik yorelerine ait zeytin 6rnekleri ve bunlarin
fermantasyon ortamlarindan izole edilen toplam 54 adet maya susunun pektolitik
aktivitelerinin incelenmesi sonucunda; calisilan tim suslarin oldukga zayif bir

pektolitik aktiviteye sahip olduklari bulunmustur.

Pektolitik enzimler olarak da bilinen pektinaz enzimlerinin, polisakkaridaz ailesine
ait enzimler oldugu Dbilinmektedir. Bu enzimlerin sadece pektinlerin
homogalakturonan (HG) ve ramnogalakturonan (RG) boélgelerine etki ettikleri
belirtiimektedir. Pektinazlarin yuksek yapil bitkilerin yapisinda bulundugu gibi bazi
mikroorganizmalar tarafindan da uretebildigi ifade edilmektedir. Mikroorganizma
kaynakli pektinazlarin bitki hticre duvarindaki pektini hidrolize edebilmeleri nedeni
ile meyve suyu ve sarap endustrisinde kullanildiklari bilinmektedir (Alimardani-
Theuil et. al., 2011)

Sofralik zeytin Uretiminde mayalarin Urettikleri pektinaz enzimlerinin, zeytinin hicre
duvarindaki pektini pargalayarak yumusamaya yol agtiklari bildiriimektedir (Arroyo-
Lopez et al., 2008). Bu nedenle mayalarin pektolitik aktivitelerinin sofralik zeytin

uretimi agisindan istenmeyen olumsuz bir 6zellik oldugu bilinmektedir. Literatirde

148



cesitli zeytin turlerinden izole edilen mayalarin pektolitik aktivitelerinin arastirildigi

bazi galismalar yer almaktadir (Aponte et al., 2010, Hernandez et al., 2007).

Dogal =zeytin fermantasyonundan izole edilen mayalarin bazi teknolojik
Ozelliklerinin incelendigi bir arastirmada; izole edilen maya suslarinin pektolitik
aktiviteleri de incelenmigtir (Hernandez et al., 2007). Bu arastirmada, denemelerin
%1.25 (w/v) elma pektini iceren YNB agar besiyerinde gerceklestirildigi ve
kiiltirlerin 25°C’de 10 giin inkiibasyona birakildigi belirtilmistir. inkiibasyon
sonunda izole edilen maya suslarindan bazi C. laurentii, P. guilliermondii, C.
maris, K. marxianus, R. glutinis, P. anomala, D. hansenii, C. rugosa, C.
inconspicua, C. parapsilosis, C. galabrata, T. delbrueckii ve R. minuta suslarinin

pektolitik aktiviteye sahip olduklarinin bulundugu rapor edilmistir.

Farkli zeytin cgesitlerinin fermantasyon ortamlarindan izole edilen mayalarin
pektolitik aktivitelerinin arastirildigi bir diger calismada ise; P. guilliermondii ve C.
parapsilosis suslarinin pektolitik aktiviteye sahip olduklarinin bulundugu ifade
edilmigtir (Aponte et al., 2010).

Mayalarin pektini kullanabilme ozelliklerinin zeytin Uretimi agisindan istenmeyen
bir ozellik oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada pektolitik aktiviteleri arastirilan 54
adet maya izolatinin, %0.5 (w/v) oraninda narenciye pektini iceren YNB-NP

agarda gelisebildikleri ancak bu gelismenin oldukga zayif oldugu belirlenmistir.

Literaturde yapilan calismalarda genellikle zeytinden izole edilen mayalarin
pekteolitik aktivitelerinin elma pektini kullanilarak arastirildigi belirtimektedir. Bu
nedenle izolatlarimizin pektolitik aktivitelerinin farkli pektin kaynaklari kullanilarak

da belirlenmesi dugtnulmektedir.
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5. SONUG

Bu arastirmada Akhisar ve iznik yorelerinde yetistirilen Gemlik tipi siyah zeytinlerin
dogal fermantasyon ortamlarindan belirli glnlerde salamura ile birlikte zeytin
ornekleri alinmis ve laboratuvara uygun kosullarda gelen bu 6rneklerde ilk olarak
tuz, laktik asit cinsinden serbest asitlik ve pH tayinileri yapiimigtir. Ayrica bu
orneklerde LAB ve maya sayimlari da gergeklestiriimistir. Zeytin orneklerinden
izole edilen maya suslari API ID 32C tanimlama sistemi, ek bazi tanimlama testleri
ve RFLP-PZR yontemi kullanilarak tanimlanmisglardir. Daha sonra, tanimlanan
bazi maya suslarinin teknolojik 6zellikleri belirlenmigtir. Bu amagla zeytinlerin
dogal fermantasyon ortamlarinda canliidini koruyabilen ve literatlr arastirmalari
sonucunda sofralik zeytin Uretimi acgisindan olumsuz 6zelliklerinin olmadigi
belirlenen tlrler segilmistir. Calismada yapilan testler sonucunda elde edilen

bulgular asagida 6zetlenmektedir.

1. Akhisar yoresine ait zeytin érneklerindeki tuz miktarinin fermantasyon boyunca
%8.19 ile %16.75 (w/v) arasinda oldugu belirlenmistir. iznik yéresine ait zeytin
orneklerindeki tuz miktarinin ise; %6.28 ile %14.80 (w/v) arasinda degistigi

belirlenmistir.

Her iki yoreye ait zeytinlerin fermantasyon ortamlarindaki, laktik asit cinsinden
serbest asitlik miktarlarinin (g laktik asit/100 mL salamura) fermantasyon boyunca
arttigr gézlemlenmistir. Akhisar yoresine ait zeytin orneklerindeki serbest asitlik
miktarinin %0.20 ile %1.49 arasinda; iznik yoéresine ait zeytin ©érneklerindeki

serbest asitlik miktarinin ise; %0.20 ile %0.85 arasinda degistigi belirlenmigtir.

Fermantasyon boyunca Uretilen laktik asit miktarina bagli olarak Akhisar yoresine
ait zeytinlerde fermantasyon pH’ sinin, iznik-Gemlik zeytinlerin pH’ sina gére daha
dusuk oldugu belirlenmistir. Her iki yoreye ait zeytinlerin salamura pH’ larinin
fermantasyon boyunca dustigu, fermantasyon sonunda Akhisar yoresine ait
zeytinlerin salamura pH’ sinin 4.53, Iznik yoresine ait zeytinlerin salamura pH’sinin

ise 4.58 oldugu belirlenmistir.
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2. Akhisar yoresine ait zeytinlerin fermantasyonun baglangicindaki LAB sayisi;
4.11+0.04 log (kob/g) olarak belirlenmistir. Fermantasyonun 7. gininden itibaren
LAB sayisi ylkselmeye baslamis ve bu deger fermantasyonun 60. glunine kadar
yaklasik 3.00 logaritmik birim artarak; 7.10+0.01 log (kob/g) degerine ulasmistir.
Fermantasyonun 60. gununden sonra ise, LAB sayisi bir miktar dugsme gostererek

fermantasyonun son gununde ise; 6.271£0.04 log (kob/g) olarak belirlenmistir.

iznik yéresine ait Gemlik zeytinlerinin fermantasyon baslangicinda ortamdaki LAB
sayisi; 5.32+0.02 log(kob/g) olarak belirlenmigtir. Bu sayu fermantasyonun 1. ve 5.
gunlerinde bir miktar dusmekle birlikte, 18. gininde yaklagik 2 logaritmik birimlik
artis gostererek 7.33+0.00 log (kob/g) degerine ulagsmistir. Fermantasyonun 18.
gununden itibaren ortamdaki LAB sayisinda bir miktar dugme gozlenmis ve

fermantasyon sonunda bu sayi 5.87+0.02 log (kob/g) olarak belirlenmisgtir.

3. Akhisar yoresine ait zeytinlerin dogal fermantasyonlari sirasinda ortamda
saptanan maya sayisinin fermantasyonun basinda 4.11+£0.01 log (kob/g) oldugu
bulunmustur. Bu degerin fermantasyonun ilerleyen gunlerinde; 7. ve 14. gunde bir
miktar arttigi, sonraki 15 gun igerisinde bir miktar dugsme godsterdigi, ancak 46.
gunden sonra artmaya basladigi belirlenmistir. Yaklasik 7 ay suren fermantasyon
suresince en ylksek maya sayisina (5.67+0.05 log (kob/g)) fermantasyonun 3.
ayina yaklasirken ulagiimis olup, izleyen aylarda yakin sayilar elde edilmigtir.
Fermantasyon sonunda ise maya sayisinda yaklasik 2 logaritmik birimlik bir

dusme gorulmusgtur.

iznik ydresine ait zeytinlerin dogal fermantasyonlari sirasinda ortamda saptanan
maya sayisinin fermantasyonun basinda 3.61+0.02 log (kob/g) oldugu
bulunmustur. Fermantasyonun ilk haftasinda bu degerin ¢ok fazla degismedigi
daha sonraki 2 hafta bir miktar arttigi, 46. gtinde bir miktar disme gosterdigi, daha
sonraki 1 ay boyunca artarak 91. glinde en yuksek maya sayisina (5.9810.02 log

(kob/g)) ulastigi belirlenmigtir.

4. Her iki yoreye ait zeytin orneklerinden izole edilen mayalarin tanimlanmalari
amaci ile APl ID 32C tanimlama sistemi, ek tanimlama testleri ve bazi molekuler

tanimlama yontemleri kullaniimistir. Buna gore izole edilen toplam 100 adet
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izolattan 27 tanesi yapilan pasajlarda canlandirilamamis, 74 tanesi ise kesin

olarak tanimlanabilmistir.

Calismada Akhisar yodresine ait Gemlik zeytinlerinin dogal fermantasyon
ortamindan C. hellenica (7), C. membranifaciens (1), K. apiculata (2), A. pullulans
(2), R. glutinis (2), D. hansenii (3), C. famata (14), C. lusitaniae (1), Cry. laurenti
(1), S. cerevisiae (2), C. mycetangi (1), C. pelliculosa (1) turleri izole edilmistir.
Iznik yoresine ait sofralik zeytinlerin dogal fermantasyon ortamindan ise P.
anomala (9), C. pelliculosa (11), C. famata (8), Clv. lusitaniae (1), C. lusitaniae (2),

Cry. saioti (1), P. holstii (1) ve Zygo. mrakii (1) turleri izole edilmigtir.

5. Secilen bazi maya izolatlarinin teknolojik 6zelliklerinin belirlemesi amaci ile ilk
olarak farkli sicakhk, dusik pH ve ylksek tuz derigsimlerinde gelisebilme testleri
uygulanmigtir. Denemeler sonunda tum izolatlarin 15°C’ de geligebildikleri
belirlenmistir. izole edilen maya suslarindan C. hellenica, P. anomala, C.
pelliculosa, Cry. laurentii ve K. apiculata turlerine ait olan suslarin 37°C’ de de
gelisebildikleri, D. hansenii, C. famata, C. membranifaciens, Clv. lusitaniae ve A.
pullulans tirlerine ait suslarin ise genel olarak 37°C’ de gelisemedikleri

belirlenmistir.

Maya izolatlarinin dusik pH degerlerinde gelisebilme 06zelliklerinin incelendigi
denemeler sonucunda; tum izolatlarin pH 4.5’ de gelisebildikleri belirlenmistir. Her
iki yoreye ait izolatlardan C. hellenica, K. apiculata, A. pullulans, P. anomala ve C.
pelliculosa suslarinin pH 2.5 ve 3.5 degerlerinde de gelisebildikleri; D. hansenii, C.
famata, Cry. laurentii, C. membranifaciens ve Clv. lusitaniae suglarinin ise genel

olarak, pH 3.5’ de gelisebildikleri ancak pH 2.5’ de gelisemedikleri belirlenmigtir.

Maya suslarinin yuksek tuz derigsiminde gelisebilme 0zelliklerinin incelendigi
denemelerde yapilan testler sonucunda, test edilen tim suslarin %14 ve %16 tuz
derisimlerinde geligebildikleri gozlemlenmistir. Bunun yani sira 20 adet P.
anomala ve C. pelliculosa susundan 171’inin, D. hansenii ve C. famata suslarinin
tamaminin, 7 adet C. hellenica susunun 1 tanesinin, Clv. lusitaniae, K. apiculata
ve C. membranifaciens suslarinin %18 tuz iceren besiyerlerinde gelisebildikleri

belirlenmistir.
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6. Calismada maya izolatlarinin belirlenen teknolojik 6zellikleri arasinda asetik asit
ve hidrojen sulfir tGretme ve lipolitik aktivite 6zellikleri de yer almaktadir. Bunlar
arasinda asetik asit Uretme ve lipolitik aktivite Ozelliklerinin sofralik zeytin
uretiminde genel olarak istenen teknolojik 6zellikler arasinda yer aldigi, hidrojen
sulfur dretme Ozelliginin ise istenmeyen teknolojik Ozellikler arasinda yer aldigi
bilinmektedir. Aragtirmada incelenen maya suslarindan hi¢ birinin asetik asit

uretemedikleri belirlenmistir.

Maya izolatlarini H2S Uretme Ozelliklerinin incelendigi denemeler sonunda U¢ adet
C. pelliculosa (BZ-5, BF0-4, BF1-3) susunun H2S Uretmedikleri belirlenmigtir. C.
hellenica ve bazi C. pelliculosa suslarinin ise dusik miktarlarda H2S Urettikleri

tespit edilmigtir.

Lipolitik aktiviteleri incelenen suslarin tamaminin esteraz aktivitesine sahip
olduklari ancak higbirinin  6énemli bir lipaz aktivitesine sahip olmadiklari
belirlenmistir. Mayalarin sahip olduklari esteraz aktivitesinin sofralik zeytinde tat ve

koku olusumuna katki saglayacagi bilinmektedir.

7. Calismada Akhisar ve iznik yérelerine ait 54 adet maya susunun cesitli sekerleri
fermente edebilme Ozelliklerinin incelendigi denemelerde glukoz, sakkaroz ve
fruktoz kullanilmigtir. Denemeler sonucunda Akhisar yoresine ait Gemlik
zeytinlerin dogal fermantasyon ortamlarindan izole edilen 7 adet C. hellenica
susunun 6 tanesi tum sekerleri fermente edebildikleri, 1 tanesinin ise sadece
fruktoz ve sakkarozu fermente edebildigi belirlenmistir. Ayni zeytin 6rneklerinden
izole edilen anamorfu C. famata olan 17 adet D. hansenii susundan 4 tanesinin
sadece glukozu fermente edebildigi, 2 tanesinin ise butun sekerleri fermente
edebildikleri gozlemlenmistir. Denemelerde K. apiculata susunun ise denenen

butin sekerleri fermente edebildigi bulunmustur.

iznik yoresine ait zeytinlerin fermantasyon ortamlarindan izole edilen anamorfu C.
pelliculosa olan 20 adet P. anomala sugunun tamaminin glukoz, fruktoz ve
sakkarozu fermente edebiligi; 1 adet C. famata ve 1 adet Clv. lusitaniae susunun

ise sadece glukozu fermente edebildigi saptanmistir.
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8. Maya izolatlarinin enzim profillerinin incelendigi denemeler sonunda; C.
hellenica, D. hansenii (anamorfu;C. famata), Cry. laurentii, C. membranifaciens, K.
apiculata, P. anomala (anamorfu: C. pelliculosa), C. lusitaniae ve A. pullulans
tirlerine ait suslarinin esteraz ve esteraz lipaz aktivitelerine sahip olduklari
belirlenmistir. izole edilen 1 adet C. hellenica (AF46-6) susunun, 1 adet P.
anomala (BF63-2) susunun, 1 adet C. pelliculosa (BF143-2) susunun ve 1 adet C.
famata (BF143-1) susunun lipaz aktivitesine sahip olduklari belirlenmigtir.
Mayalarin sahip olduklarn lipaz, esteraz lipaz ve esteraz enzimlerinin aroma

oncullerinin olusmasina katki sagladigi bilinmektedir.

Mayalarin enzim profillerinin belirlendigi denemelerde, zeytinde aciliga neden olan
oleuropeinin pargcalanmasini saglayan B-glukosidaz aktivitesi de belirlenmigtir.
Genel olarak, calismada izole edilen C. hellenica, P. anomala (anamorfu; C.
pelliculosa), Cry. laurentii (AF46-3) ve C. lusitaniae (BF1-2) suslarinin B-

glukosidaz aktivitesine sahip olduklari tespit edilmistir.

9. Maya suslarinin teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaci ile oleuropein ve
sitrik asiti kullanabilme 6zellikleri de incelenmistir. Teknolojik 6zellikleri test edilen
tim maya suslarinin %0.5 ve %1.5 oranlarinda oleuropein kaynagi olarak kabul
edilen zeytin yapragi ekstrakti iceren ZY-YNB besiyerlerinde gelisebildikleri

belirlenmistir.

Akhisar yoresine ait zeytinlerden izole edilen C. hellenica turine ait suslarin
tamaminin, D. hansenii suglarinin iki tanesinin (AF191-2, AF211-1), C. famata
suslarinin alti tanesinin (AF46-1, AF60-1, AF112-2, AF138-1, AF138-2, AF138-3),
A. pullulans (AzZ-6) ve C. membranifacies (AF164-1) suslarinin sitrati asimile
edebildikleri bulunmustur. iznik yéresine ait zeytinlerden izole edilen P. anomala
ve C. pelliculosa turlerine ait suglarin ise tamami ve C. famata suglarinin iki tanesi
(BF63-1, BF143-1) sitrati asimile edebilmektedirler.

10. Mayalarin sahip olduklari katalaz aktivitesinin zeytinde yer alan doymamis yag

asitlerinin oksidasyonunu engelledigi ve peroksit olusumunun Onune gegctigi
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bilinmektedir. Katalaz aktiviteleri incelenen tim maya suslarinin, katalaz enzimi

uretebildikleri belirlenmisgtir.

11. Maya izolatlarinin killer aktivitelerinin belirlendigi denemeler sonucunda;
Akhisar-Gemlik zeytinleri ve bunlarin fermantasyon ortamlarindan izole edilmis
olan toplam 19 adet susun killer, 3 tane susun nétral dzellikte olduklari, iznik-
Gemlik zeytinleri ve bunlarin fermantasyon ortamlarindan izole edilmis olan 21
susun killer, 5 susun ise notral 6zellikte olduklari belirlenmistir. Bu sonuglara gore;
her iki bolgede yetigsen Gemlik zeytinlerindeki endojen maya suglari arasinda killer

Ozelligin yaygin bir karakter oldugu dusunulmektedir.

12. Calismada proteolitik ve pektolitik 6zellikleri agisindan test edilen tim suslarin
zayif pektolitik aktiviteye sahip olduklari, bunun yanisira maya izolatlarinin hig
birisinin ise, proteolitik aktiviteye sahip olmadiklari belirlenmigtir. Her iki 6zelligin

de zeytinde yumusamaya neden oldugu bilinmektedir.

13. Calismada elde edilen sonugclar genel olarak degerlendirildiginde; C. hellenica,
Cry. laurentii, K. apiculata ve P. anomala suslarinin 10-37 °C, D. hansenii ve C.
famata suslarinin 10-28 °C, C. membranifaciens ve Clv. lusitaniae suglarinin 15-
28 °C arasinda gelisebildikleri belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda bu
suglarin tamaminin pH 3.5 e kadar olan asitlik derecelerine ve % 16 tuz
konsantrasyonlarina dayanikli olduklari gorulmektedir. Dogal fermente sofralik
zeytin uretiminde zeytinde bulunan oleuropeinin pargalanarak acihigin gideriimesi
ve fenolik bilesenlere dayanikhlik da 6nem kazanmaktadir. Yapilan testler
sonucunda incelenen tim suslarin % 0.5 zeytin yapragdi ekstraktinda bulunan
fenolik bilesenlere dayanikli olduklari belirlenmistir. C. hellenica ve P. anomala
turlerinin yliksek ve orta dizeylerde, Cry. laurentii susunun disuk dizeyde -
glukosidaz aktivitesine sahip olduklari, diger suslarin ise, B-glukosidaz aktivitesine
sahip olmadiklar belirlenmistir. Mayalarin destek starter olarak kullanilabilmeleri
icin istenen bir diger Ozellik ise bu mikroorganizmalarin zeytinin organoleptik
Ozelliklerine katki saglayabilmeleridir. Arastirmada yapilan testler sonucunda tim
suslarin lipolitik aktiviteye sahip olduklari belirlenmistir. Ancak sadece C. hellenica,
P. anomala ve C. pelliculosa suslarinin zeytin meyvesinde bulundugu ifade edilen

glukoz, fruktoz ve sakkarozu fermente edebildikleri saptanmistir.  Zeytinlerin
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fermantasyon ortamlarindan izole edilen bazi maya tdrlerinin pektolitik ve
proteolitik aktiviteleri nedeni ile bozulmaya neden olduklari bilinmektedir.
Calismamizda, incelenen tim maya suslarinin ¢ok zayif pektolitik aktiviteye sahip

olduklari ancak hig¢ birinin proteolitik aktiviteye sahip olmadiklari belirlenmistir.

Elde edilen bulgular dederlendirildiginde; C. hellenica ve P. anomala cinsine ait
olan izolatlarin B-glukosidaz aktiviteleri ve seker fermantasyonu 6zellikleri nedeni
ile 6ne ciktiklari be nedenle de sofralik zeytin Uretiminde destek starter kaltur
olarak kullanilabilecekleri dusunulmektedir. Bu turler arasinda Kkiller ve noétral
Ozellikte olan suslar ile sitrik asiti asimile edebilen suglarin dogal fermantasyona
katki saglayabilecekleri dusunilmektedir. Tum bu incelemeler sonucunda C.
hellenica turune ait AZ-1, AF1-6, AF28-4, AF84-1, P anomala turune ait; ise; BZ-1,
BZ-4, BFO-5, BF1-1, BF1-4, BF18-2, BF27-3, BF46-2, BF63-2 izolatlarinin sofralik
zeytin Uretiminde destek starter kultur olarak kullanilabilme potansiyellerinin

bulundugu dusunulmektedir

14. Uluslararasi literaturde, mayalarin sofralik zeytin Uretiminde destek starter
kaltur olarak kullaniimasina yonelik caligmalarin giderek arttigr gorilmektedir.
Ulkemiz diinyada ©6nemli zeytin Ureticileri arasinda yer almasina ragmen,
Tarkiye’de zeytin ile ilgili cahismalar sinirh sayidadir. Calismada Gemlik zeytini
florasindan elde edilmis yerel bir maya koleksiyonu olusturulmus ve bu mayalarin
cesitli teknolojik ozellikleri ortaya konulmustur. Bu teknolojik 6zellikler dikkate
alinarak, elde edilen yerel maya kulturlerinin gida endustri ve farkh enduistri

dallarinda degisik biyoproseslerde degerlendirilebilecedi dugunulmektedir.
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EKLER
EK 1. ARASTIRMADA KULLANILAN BESIYERLERI

Yeast Extract Peptone Dextrose Chloramphenicol (YEPDC) agar

Bilesim gL?
Maya 6zutu 10.0
Pepton 20.0
Glukoz 20.0
Kloramfenikol 0.1
Agar 20.0

Bilesenler belirtilen miktarlarda tartildiktan sonra 1 L damitik suda isitilarak

¢6zllmus ve otoklavda 121°C’ de 15 dakika tutularak sterilize edilmistir.

Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar

MRS broth (Fluka, Lihtenstayn, Kat n0.69962) besiyeri LAB sayimi denemelerinde
kullanilmigtir. 52.2 g besiyeri ve 20 g agar, 1 L damitik su igerisinde isitilarak
¢6zllmus daha sonra 1 mL Tween 80 eklendikten sonra otoklavda 121°C’ de 15

dakika sterilize edilmigtir.

Lysine agar

Lysine agar (Oxoid, Birlesik Krallik, Kat no.CM0191B) besiyeri Saccharomyces
cinsi icerisinde yer almayan mayalarin izolasyonu amaci ile kullaniimigtir. 66 g
tartilan besiyeri 1 L damitik su igerisinde ¢ozuldukten sonra berraklagincaya kadar
mikrodalga firinda sterilize edilmigtir. Daha sonra besiyerine %10’ luk laktik asit

¢Ozeltisinden 10 mL eklenmisgtir.

Yeast Extract Malt Extract (YM) Broth

Bilesim gL?
Maya 6zutu 3.0
Malt 6zuta 3.0
Pepton 5.0
Glukoz 10.0
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Bilesenler belirtilen miktarlarda tartildiktan sonra 1 L damitik suda isitilarak

¢6zulmus ve otoklavda 121°C’ de 15 dakika tutularak sterilize edilmistir.

Yeast Extract Malt Extract (YM) Agar

YM broth besiyeri bilesimine 15 g agar eklenmis ve 1 L damitik suda isitilarak

¢Ozulmustir. Besiyeri otoklavda 121°C’ de 15 dakika sterilize edilmistir.

Malt Extract Agar (MEA)

Bilesim gL?
Malt 6zuta 20.0
Pepton 1.0
Glukoz 20.0
Agar 20.0

Bilesenler belirtilen miktarlarda tartildiktan sonra 1 L damitik suda isitilarak

¢6zulmus ve otoklavda 121°C’ de 15 dakika tutularak sterilize edilmistir.

Seker Fermantasyonu Besiyeri

Bilesim gL?
Maya 6zutu 5.0
Glukoz 20.0

Bilesenler belirtilen miktarlarda tartildiktan sonra 1 L damitik suda isitilarak
¢6zulmus ve otoklavda 121°C’ de 15 dakika tutularak sterilize edilmistir. Sakkaroz
ve fruktoz sekerleri ile yapilan fermantasyon denemelerinde glukoz yerine bu

sekerler kullaniimiglardir.

Malt Asetik Agar (MAA)

MAA besiyeri, MEA besiyeri hazirlanip sterilize edildikten sonra derisimleri
sirasiyla %0.5 ve %1 (v/v) olacak sekilde asetik asit eklenerek, iki farkli derisimde

hazirlanmistir.
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Yeast Carbon Base agar

Yeast Carbon Base (BD Difco, ABD, Kat n0.239110) besiyeri nitrat asimilasyonu
denemelerinde kullanilmigtir. 11.7 g besiyeri ve 20 g agar, 1 L damitik su
icerisinde 1sitilarak ¢dzllmus daha sonra otoklavda 121°C’ de 15 dakika sterilize

edilmistir.

Malt Extract Yeast Extract %50 Glucose (MY 50G) Agar

Bilesim gL?
Maya 6zuti 2.5
Malt 6ztl 10.0
Glukoz 500.0
Agar 10.0

Glukoz disindaki bilesenler tartildiktan sonra ortama, 450 mL damitik suda
Isitilarak ¢ozulmastur. Daha sonra saf su ile agirhgr 500 g’a tamamlanmis ve
belirtilen miktarda seker eklenmigtir. Besiyeri kaynar su banyosunda 45 dakika

tutularak sterilize edilmistir.

Malt Extract Yeast Extract %60 Glucose (MY 60G) Agar

Bilesim gL?
Maya 6zutu 2.5
Malt 6zutu 10.0
Glukoz 600.0
Agar 10.0

Glukoz disindaki bilesenler tartildiktan sonra ortama, 350 mL damitik suda
Isitilarak ¢ozulmastur. Daha sonra saf su ile agirhgr 400 g’a tamamlanmis ve
belirtilen miktarda seker eklenmigtir. Besiyeri kaynar su banyosunda 45 dakika

tutularak sterilize edilmisgtir.
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Rapid Urea broth

Bilesim gL?
Maya 6zutu 0.100
KH2POa4 0.091
Naz:HPO4 0.095
Ure 20.0

Belirtilen miktarlarda tartilan besiyeri bilegenleri 1 L damitik suda ¢ozuldukten
sonra bilesime, %1 (w/v)’ lik fenol kirmizisi ¢ézeltisinden 1 mL eklenmigstir. Besiyeri
otoklavda 121°C’ de 15 dakika sterilize edildikten sonra 0.5 mL’ lik hacimlerde

steril tuplere dagitiimistir.

Potato Dextrose Agar (PDA)

Denemelerde pseudohif olusumunun incelenmesi amaciyla hazir PDA besiyeri
(LAB M, Birlesik Krallik, Kat no. Lab98) kullaniimistir. 39 g besiyeri 1 L damitik su
icerisinde 1sitilarak ¢ézllmis daha sonra otoklavda 121°C’ de 15 dakika sterilize

edilmistir.

Gorodkowa Agar

Bilesim gLt
NaCl 5.0
Pepton 10.0
Glukoz 1.0
Agar 20.0

Maya izolatlarinin askospor olusturma ve lipaz aktivitesi 6zellikleri Gorodkowa
agar besiyeri kullanilarak belirlenmigtir. Askospor denemeleri igin, bilesenler
belirtilen miktarlarda tartildiktan sonra 1 L damitik suda isitilarak ¢ézilmus ve
otoklavda 121°C’ de 15 dakika tutularak sterilize edilmigtir. Lipaz aktivitesi
denemeleri icin ise bilesenler 950 mL damitik suda isitilarak homojenize edildikten
sonra 121°C’ de 15 dakika sterilize edilmis daha sonra yine 121°C’ de 15 dakika

sterilize edilmis olan 50 mL steril zeytinyagi ilave edilmistir.
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McClary Acetate Agar

Bilesim gL?
Potasyum klorur 1.8
Maya 6zutu 2.5
Sodyum asetat trihidrat 2.5
Glukoz 1.0
Agar 15.0

Bilesenler belirtilen miktarlarda tartildiktan sonra 1 L damitik suda isitilarak

¢c6zllmuUs ve otoklavda 121°C’ de 15 dakika tutularak sterilize edilmistir.

YEPD-MB agar

Maya izolatlarinin killer aktivitelerinin incelendigi denemelerde YEPD-MB agar
besiyerinden yararlaniimistir. YEPD broth besiyeri bilegsimine %0.003 (w/v) metilen
mavisi ve 20 g agar eklenerek 1 L damitik suda ¢ézulmugtur. Besiyeri otoklavda
121°C’ de 15 dakika tutularak sterilize edildikten sonra besiyeri pH’ 1, steril 0.1 M

sitrat fosfat tamponu ile pH 4.5’ a ayarlanmistir.

CaCOs-YEPD agar

Maya kulturlerinin asetik asit Uretimlerinin incelendigi denemelerde YEPD agar
besiyeri bilesimine; %0.5 (w/v) oraninda CaCOs eklenerek hazirlanmig CaCOs-
YEPD agar besiyeri kullaniimigtir. Besiyeri otoklavda 121°C’ de 15 dakika

tutularak sterilize edilmigtir.

%10’ luk Milk agar

Bilesim gL?
Maya 6zutl 3.0
Pepton 5.0
Agar 15.0

Besiyeri bilesenleri belirtilen miktarlarda 900 mL damitik su igerisinde ¢ozuldikten
sonra %10’ luk rekonstitle yagdsiz sutten 100 mL eklenmistir. Besiyeri otoklavda
121°C’ de 15 dakika tutularak sterilize edilmistir.
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Bismuth Sulfite Glucose Glycine Yeast (BIGGY) agar

Denemelerde maya izolatlarinin H2S Uretme &zelliklerinin incelenmesi amaciyla
hazir BIGGY agar (Oxoid, Birlesik Krallik, Kat no.CM0589) besiyeri kullaniimigtir.
42 g besiyeri 1 L suda g¢bzundurilmus ve berraklagsana kadar mikrodalgada

sterilize edilmistir.

Yeast Nitrogen Base (YNB) broth

Mayalarin sitrik asit asimilasyonu o6zelliklerinin belirlendigi denemeler Yeast
Nitrogen Base (BD Difco, Kat no. 239210) besiyerinde gerceklestirilmistir. 6.7 g
besiyeri ve 20 g agar 1 L damitik suda isitilarak ¢éztndurtlmis ve otoklavda
121°C’ de 15 dakika sterilize edilmisgtir.

YNB-NP agar

Mayalarin pektolitik aktivite 0Ozelliklerinin belirlendigi denemeler %0.5 (w/v)
oraninda narenciye pektini iceren Yeast Nitrogen Base (BD Difco, Kat no. 239210)
besiyerinde gerceklestiriimistir. 6.7 g besiyerine 20 g agar ve 5 g narenciye pektini
eklenmis ve 1 L damitik suda isitilarak ¢ézinduriimustir. Besiyerleri otoklavda
121°C’ de 15 dakika sterilize edilmigtir.

YNB-ZY agar

Mayalarin oleuropein asimilasyonu o6zelliklerinin belirlendigi denemeler %0.5 ve
%1.5 (w/v) oranlarinda zeytin yapragi ekstrakti iceren Yeast Nitrogen Base (BD
Difco, Kat no. 239210) besiyerinde gergeklestirilmistir. 6.7 g besiyerine 20 g agar
ve hesaplanan miktarlarda zeytin yapragi ekstrakti eklenmis ve 1 L damitik suda
isitilarak ¢oézundurualmustar. Besiyerleri otoklavda 121°C’ de 15 dakika tutularak

sterilize edilmigtir.
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EK 2. ARASTIRMADA KULLANILAN TAMPON, BOYA VE DIGER GOZELTILER

0.1 N NaOH ¢ozeltisi

NaOH 4g
Saf su 1000 mL

150°C’de 2 saat kurutulan 4 g NaOH 100 mL saf suda ¢oézinduruldikten sonra
hacmi 1000 mL’ye tamamlanmistir. Elde edilen ¢ozelti okzalik asit dihidrat
(H2C204.2H20) c¢ozeltisi ile titre edilerek ayarlanmistir. Titrasyon sirasinda

indikator olarak fenolftalein kullaniimistir.

0.1 N AgNOs ¢ozeltisi

AgNOs 16.9890 g
Saf su 1000 mL

Saf AgNOs, 150°C’ de 2 saat etlvde bekletiimis daha sonra oda sicakligina
geldikten sonra 16,9890 g tartihp 100 mL saf suda ¢ozulmuastiur. Cozelti 1 litrelik
balonjojeye alinarak hacim gizgisine kadar saf su ile tamalanmigtir. Hazirlanan

¢cOzelti kahverengi sisede karanlikta bekletilmigtir.

1 M Tris-HCI ¢ozeltisi (pH 8.0)

Tris Base (Sigma T-1503) 121.14 g
DNA/RNA igcermeyen deiyonize su 800 mL

Belirtilen miktarda tris-hidroklortir, 800 mL deiyonize su icerisinde ¢dozuldikten
sonra pH, derigik HCl ile 8.0’ e ayarlanmig ve hacmi 1 L’ ye tamamlanmigstir. Daha

sonra ¢ozelti otoklavda sterilize edilmis ve oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

0.5 M Na2EDTA ¢ozeltisi (pH 8.0)

Na2EDTA.2H20 (Boheringer, 808288) 186.12 g
DNA/RNA igcermeyen deiyonize su 800 mL

Belirtilen miktarda disodyum EDTA dihidrat, manyetik karistiricida deiyonize su ile

karistirlmis ve hazirlanan ¢ozeltini pH 1, NaOH peletleri eklenerek, 8.0' e
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ayarlanmigtir. Daha sonra hacim, 1 L’ ye tamamlanmigtir. Cozelti otoklavda

sterilize edildikten sonra oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Tampon 1 (pH 7.5)

D-Sorbitol (Sigma s-3889) 0.9M
EDTA (Boheringer 808288) 0.1 M

Tampon 1, belirtilen miktardaki bilesenlerini icerecek sekilde hazirlandiktan sonra,
pH’ 1, NaOH ya da HCI peletleri eklenerek, pH 7.5 e ayarlanmistir. Cdzelti
otoklavda 121°C’ de 15 dakika tutularak sterilize edilmis ve daha sonra oda

sicakhginda muhafaza edilmigtir.

Tampon 2 (pH 7.4)

Tris 50 mM
EDTA (Boheringer 808288) 20 mM

Tampon 2, belirtilen miktardaki bilegenlerini icerecek sekilde hazirlandiktan sonra,
pH’ 1, NaOH ya da HCI peletleri eklenerek, pH 7.5 e ayarlanmistir. Cozelti
otoklavda 121°C’ de 15 dakika tutularak sterilize edilmis ve daha sonra oda

sicakhginda muhafaza edilmigtir.

%10 (wiv) SDS Gozeltisi (pH 7.2)

Sodyum dodesilsulfat 100 g
DNA/RNA icermeyen steril deiyonize su 900 mL

Belirtilen miktarda sodyum dodesil sulfat tartilarak, steril bir cam siseye aktariimig
ve 900 mL DNA/RNA icermeyen, steril deiyonize su igerisinde ¢ozulmustar.
Hazirlanan ¢ozeltinin pH’ 1, konsantre HCI eklenerek, 7.2’e ayarlanmigtir. Daha
sonra hacim, 1 L’ ye tamamlanmistir. Cozelti otoklavda sterilize edildikten sonra

oda sicakliginda muhafaza edilmigtir.
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1X TE Tamponu (pH 7.4)

1 M Tris-HCI (pH 8.0) 10 mL
0.5 M NazEDTA (pH 8.0) 2 mL
DNA/RNA igermeyen deiyonize su 800 mL

Bilesenler 800 mL deiyonize su igerisinde ¢ozuldikten sonra, hacim 1 L’ ye
tamamlanmistir. Hazirlanan tampon ¢ozeltinin pH’si derisik HClI ya da NaOH
eklenerek 7.4 e ayarlanmig, daha sonra otoklavda sterilize edilmis ve oda

sicakhginda muhafaza edilmigtir.

10X TBE Tamponu

Tris 108 g
Borik asit 559
0.5 M Na2EDTA (pH 8.0) 40 mL
DNA/RNA igermeyen deiyonize su 900 mL

Bilesenler 900 mL deiyonize su igerisinde ¢ozuldikten sonra hacim balon jojede
1L’ ye tamamlanmis ve hazirlanan tampon oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
Jel yliikleme tamponu

Elektroforez iglemi uygulanan agaroz jel icerisindeki DNA’ nin yuriatme islemi
sirasinda gozlemlenebilmesi amaci ile, 10X hazir jel yukleme tamponu (A260)

(Takara, Japonya) kullanilmistir.

Etidyum bromur ¢ozeltisi

Elektroforez islemi uygulanan agaroz jel igerisindeki DNA’ nin boyanmasi ve UV
altinda gorulmesi amaci ile, hazir etidyum bromir c¢ozeltisi (Sigma 46077,

Almanya) kullaniimigtir.
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EK 3. MOHR YONTEMI iLE TUZ MIKTARININ HESAPLANMASI

Calismada laboratuvara gelen salamura igerisindeki zeytin 6rneklerindeki tuz
tayini; Mohr yontemine goére yapilmistir (Dokuzlu, 2004). Denemelerde, ydontemin
onerdigi sekilde hazirlanmis salamura ornekleri AgNO:s ile titre edilmisg, indikator
olarak da K2CrOas c¢ozeltisi kullaniimigtir. Yontem, ortamdaki klorurlerin gimus
klorar halinde c¢okturtulmesi ve serbest kalan gumus iyonlarinin indikator olarak
ilave edilen notr potasyum kromat ile gumusg kromat olusturarak tugla kirmizisi bir

renk vermesi esasina dayanmaktadir.

NaCl + AQNOs —> AgCl + NaNOs

AQCl + K2CrO4 —» AgaCra + KCl

Calismada, zeytin salamura 6rnedinden 20 mL alinarak 250 mL’lik balon jojeye
aktariimis ve balon jojenin cizgisine kadar saf su ile tamamlanmistir. lyice
karistirllarak homojenize edildikten sonra g¢ozeltiden 20 mL alinarak bir erlene
aktaniimigtir. Cozeltiye indikator olarak 1 mL %10’ luk notr K2CrOas ¢ozeltisi
eklenmis ve 0,1N AgNOs ¢ozeltisi ile titre edilmigtir. Titrasyon sonunda ornekteki

tuz miktari agsagidaki denkleme gore hesaplanmistir.
%Tuz =V x N x F x 0,0585 x 100/Ornek miktari
V: Titrasyonda harcanan 0,1N AgNOs miktari

N: AgNOs’un normalitesi
F: AgNOs'un faktoru
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EK 4. LAKTIK ASIiT CINSINDEN SERBEST ASIiTLIK MIKTARININ
HESAPLANMASI

Laboratuvara salamurasi ile birlikte gelen zeytin numunelerindeki serbest asitlik
tayini laktik asit cinsinden yapilmistir (Dokuzlu, 2004). Yontem, saf su ile
seyreltilen numunenin fenolftalein indikatoru egliginde normalitesi belli olan NaOH
ile titre edilerek, kullanilan NaOH miktarindan asit miktarinin hesaplanmasi

ilkesine dayanmaktadir.

Denemelerde 10 mL salamura 6rnegi 250 mL hacminde balon jojeye alinmis ve
balon joje ¢izgisine kadar saf su eklenmistir. lyice karistirilarak homojenize
edildikten sonra bu ¢ozeltiden 10 mL alinmig ve erlene aktarilmistir. Erlene 0,5 mL
fenolftalein eklendikten sonra ayarli NaOH ile titre edilmigtir. Titrasyon sonunda

ornekteki laktik asit miktari agsagidaki formule goére hesaplanmistir.

%Laktik Asit=S x N x F x 0,090 x 100/ V

S: Titrasyonda harcanan NaOH hacmi (mL)
V: Deney numunesi hacmi (mL)

N: NaOH’in Normalitesi

F : NaOH’in faktoru

0,090: Laktik asitin mili esdeger gram
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EK 5. MAYA KULTURLERININ MiKROSKOBIK GORUNTULERI

Sekil EK 5.1. C. hellenica’nin mikroskobik morfolojisi (YM broth besiyeri, 28°C/48
sa., X100)

Sekil EK 5.2. A. pullulans’nin mikroskobik morfolojisi (YM broth besiyeri, 28°C/48
sa., X100)
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Sekil EK 5.3. D. hansenii (anamorfu; C. famata)’ nin mikroskobik morfolojisi (YM
broth besiyeri, 28°C/48 sa., X100)

Sekil EK 5.4. K. apiculata’nin mikroskobik morfolojisi (YM broth besiyeri, 28°C/48
sa., X100)

178



Sekil EK 5.5. C. pelliculosa’nin mikroskobik morfolojisi (YM broth besiyeri,
28°C/48 sa., X100)

Sekil EK 5.6. P. anomala’nin askospor besiyerindeki mikroskobik morfolojisi
(McClary Acetate Agar, 25°C/21 gun, X100)
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Sekil EK 5.7. S. cerevisiae’'ni askospor besiyerindeki mikroskobik morfolojisi (McClary

Acetate Agar, 25°C/21 gun, X100)

Sekil EK 5.8. C. pelliculosa’nin askospor besiyerindeki mikroskobik morfolojisi (McClary
Acetate Agar, 25°C/21 guin, X100)




Sekil EK 5.9. D.hansenii'nin askospor besiyerindeki mikroskobik morfolojisi (McClary
Acetate Agar, 25°C/21 gun, X100)

Sekil EK 5.10. A. pullulans’in pseudohif besiyerindeki mikroskobik morfolojisi (PDA,
25°C-18 glin, X40)




EK 6. MAYA iZOLATLARININ RFLP-PZR KESiIM PROFILLERINE ILiSKIiN
BAZI SONUGCLAR

be
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Sekil EK 6.1 Bazi maya suslarinin Cfol, Haelll ve Hinfl enzimleri ile elde edilen kesim
parcasi profilleri. M: 100 b¢ marker. C. pelliculosa (BF5-2) icin; 1:Hinfl, 2: Haelll kesim
profili. 3: Cfol kesim pargasi profilleri. C. famata (AF112-2) icin; 4: Hinfl 5: C. Haelll 6: Cfol
kesim parcgasi profilleri. C. pelliculosa (BF143-2) icin; 7: Hinfl, 8: Haelll, 9: Cfol kesim

parcasi profilleri.
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Sekil EK 6.2 Bazi maya suslarinin Cfol, Haelll ve Hinfl enzimleri ile elde edilen kesim
pargasi profilleri. M: kesim pargasi 100 b¢ marker. Z. hellenicus (AZ-1) igin; 1: Cfol, 2:
Haelll, 3: Hinfl kesim pargasi profilleri. P. anomala (BFO0-5) igin; 4: Cfol, 5: Haelll, 6: Hinfl
kesim pargasi profilleri. C. famata (BF91-2) igin; 7: Cfol, 8: Haelll, 9:Hinfl kesim pargasi

profilleri.
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b¢ M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11121314 1516 17 M be
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Sekil EK 6.3 Bazi maya suslarinin Cfol, Haelll ve Hinfl enzimleri ile elde edilen kesim
parcasi profilleri. M: 100 b¢ marker. Z. hellenicus (AF1-2) igin; 1: Cfol, 2: Haelll, 3: Hinfl
kesim pargasi profilleri. A. pullulans (AF1-5) icin; 4: Cfol, 5: Haelll, 6: Hinfl kesim parcasi
profilleri. S. cerevisiae (AF28-3) i¢gin; 7: Cfol, 8: Haelll, 9: Cfol kesim parc¢asi profilleri. Z.
hellenicus (AF28-4) igin; 10: Haelll, 11: Hinfl 12: Cfol kesim pargasi profilleri. Z.
hellenicus (AF46-5) icin; 13: Haelll, 14: Hinfl, 15: Cfol kesim pargasi profilleri. C. famata
(AF191-3) icin;16: Haelll, 17:Hinfl kesim pargasi profilleri.
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Sekil EK 6.4 Bazi maya suslarinin Cfol, Haelll ve Hinfl enzimleri ile elde edilen
kesim pargasi profilleri. M: 100 b¢ marker. P. anomala (BF18-2) igin; 1:Cfol, 2:
Haelll, 3: Hinfl kesim pargasi profilleri. D. hansenii (AF211-1) igin; 4: Cfol, 5:

Haelll, 6: Hinfl kesim pargasi profilleri.
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Sekil EK 6.5 Bazi maya sugslarinin Cfol, Haelll ve Hinfl enzimleri ile elde edilen kesim
parcasi profilleri. M: 100 b¢ marker. P. anomala (BF27-1) igin; 1: Cfol 2: Haelll, 3: Hinfl
kesim pargasi profilleri. D. hansenii (AF60-2) icin; 4: Cfol, 5: Haelll, 6: Hinfl kesim parcasi
profilleri. P. anomala (BF27-3) igin; 7:Cfol, 8: Haelll, 9: Hinfl kesim parcas! profilleri. D.
hansenii (BF18-1) i¢in; 10: Cfol, 11: Haelll, 12: Hinfl kesim parcasi profilleri. P. anomala
(BF46-2) icin; 13: Cfol, 14: Haelll, 15: Hinfl kesim pargasi profilleri .P. anomala (BF27-5)
icin; 16:Cfol, 17: Haelll, 18: Hinfl kesim parc¢asi profilleri
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Sekil EK 6.6 Bazi maya suslarinin Cfol, Haelll ve Hinfl enzimleri ile elde edilen kesim
parcasi profilleri. M: 100 b¢ marker. C. myctangi (AF164-3) igin; 1: Cfol, 2:Haelll, 3: Hinfl
kesim parcgasi profilleri D. hansenii (AF192-2) icin; 4: Cfol, 5: Haelll, 6: Hinfl kesim parcasi

profilleri
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Sekil EK 6.7 Bazi maya suslarinin Cfol, Haelll ve Hinfl enzimleri ile elde edilen kesim
parcasi profilleri. M: 100 b¢ marker. Z. hellenicus (AF46-6) igin; 1: Cfol, 2: Haelll, 3: Hinfl
kesim pargasi profilleri. Z. hellenicus (AF1-6) igin; 4: Cfol, 5: Haelll, 6: Hinfl kesim parcasi

profilleri
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Sekil EK 6.8 Bazi maya suslarinin Cfol, Haelll ve Hinfl enzimleri ile elde edilen kesim
parcasi profilleri. M: 100 b¢ marker. P. anomala (BF63-2) i¢gin; 1: Cfol, 2: Haelll, 3: Hinfl
kesim pargasi profilleri. P. anomala (BF0-4) icin; 4: Cfol, 5: Haelll, 6: Hinfl kesim pargasi

profilleri.
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Sekil EK 6.9 Bazi maya suslarinin Cfol, Haelll ve Hinfl enzimleri ile elde edilen kesim
parcasi profilleri. M: 100 b¢ marker. C. membranifaciens (AF164-1) icin; 1: Cfol, 2: Haelll,
3: Hinfl kesim pargasi profilleri.
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Sekil EK 6.10 Bazi maya suslarinin Cfol, Haelll ve Hinfl enzimleri ile elde edilen kesim
pargasi profilleri. M: 100 b¢ marker. D. hansenii (AF164-4) icin; 1: Cfol, 2: Haelll, 3: Hinfl
kesim pargasi profilleri. D. hansenii (BF117-1) igin, 4: Cfol, 5: Haelll, 6: Hinfl kesim
pargasi profilleri. P. anomala (BZ-1) igin; 7:Cfol, 8: Haelll., 9: kesim pargasi profilleri.
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EK 7. MAYA SUSLARINA AIT BAZI ENZiM PROFILi TEST SONUGLARI

(b)

(©

Sekil EK 7.1 API-ZYM ile belirlenen enzim profillerinde goézlenen renk reaksiyonlari.
(a) C. pelliculosa (BF143-2) (b) C. hellenica (AF46-6) (c) C. famata (AF138-3)

susuna ait APl ZYM enzim kitinde gbzlenen renk reaksiyonlari.
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EK 8. BAZI MAYA SUSLARINA AIT BIGGY AGARDA GOZLENEN H:S
URETME OZELLIKLERI

c d
Sekil EK 7.2. Maya suslarinin H2S lretme 6zelliklerine iligskin bazi sonuglar. a: Bir K.
apiculata susuna ait H2S profili (Koyu kahverengi). b: Bir C. pelliculosa susuna ait
H2S profili (Beyaz) c: Bir P. anomala susuna ait H2S profili (Krem). d: Bir C. famata
susuna ait Hz2S profili (Agik kahverengi)
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