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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

CESITLI GIDALARDAN iZOLE EDIiLEN MAYALARIN KILLER
OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Hiiseyin OZTURK

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Damisman: Yrd. Dog. Dr. Arzu KART

Cesitli maya tiirleri bulunduklar1 ¢evrede kendi besi ortami haricindeki mayalara
kars1 protein yapili, hiicre disinda salgilanan ve killer toksin olarak adlandirilan bir
bilesik salgilamaktadirlar. Bu toksinler kendi tiirleri haricindeki mayalara, bakterilere
ve kiiflere kars1 oldiiriicii etkiye sahiptirler. Gergeklestirilen bu tez calismasinda,
cesitli bozulmus fermente {iriinlerden izole edilen bozucu mayalara kars1 yine farkl
iiriinlerden izole edilmis Siileyman Demirel Universitesi Gida Miihendisligi
Boliimiinden almman 26 mayanin killer aktiviteleri degerlendirilmistir. Kati
besiyerinde agar difuzyon metoduyla kantitatif olarak yapilan denemeler sonucunda
killer ozelligi aragtirilan 26 mayanin bozucu olan duyarli maya izolatlarina etki
ederek diistik, orta ve yiiksek etki spektrum derecesine sahip oldugu belirlenmistir.
Analizler sonucu killer 6zelligi arastirilan maya izolatlarindan en iyi killer aktivite
gosteren maya suslarinin LM-4 (agiz siitii), LM-8 (yogurt), LM-15 (tarhana) ve LM-
24 (zeytin) oldugu rapor edilmistir. Tez ¢alismasinda elde edilen veriler zon gap1
tizerinden hesaplanmis ve degerlendirilmistir. Calismada killer aktivite
belirlenmesinde 30 °C inkiibasyon sicakligt ve pH 4 besi ortami olusturulmustur.
Sonuglar incelendiginde Killer aktivitenin mm cinsinden 0-16 mm, aU cinsiden O-
25.6 aU arasinda degisen Killer aktivite degerleri ile killer 6zellikli maya izolatlar
tespit edilmistir. Kat1 besiyerinde yapilan kantitatif analizler sonucunda bozucu
mayalara kars1 26 mayanin %50 oraninda killer aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu
maya izolatlar1 etki spektrumu, etki diizeyi ve etki derecesine gére siniflandirilmistir.
In-vitro denemeler sonucunda Siileyman Demirel Universitesi Gida Miihendisligi
Boliumiinden temin edilen 26 mayanin ¢esitli bozulmus fermente iiriinlerden izole
edilen bozucu maya izolatlarina kars1 killer aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Killer maya, 6ldiiriicii toksin, fermente {irtin, etki spektrumu

2016, 141 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

INVESTIGATION OF KILLER FEATURES OF YEAST ISOLATED FROM
DIFFERENT FOOD

Hiiseyin OZTURK

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Arzu KART

A variety of yeast species secrete a compound called yeast, which is protein secreted
outside the cell, called the killer toxin. These toxins have a lethal effect against yeast,
bacteria and the mould, except for their own species. In this thesis study, 26 yeast
killer activities from Siileyman Demirel University Food Engineering Department
isolated from different products against disturbing yeast isolated from various
impaired fermented products were evaluated. It has been determined that the agar
diffusion method in the solid medium has a low, medium and high spectrum of
activity by acting on the susceptible yeast isolates of 26 yeasts which are investigated
as a result of quantitative experiments. Analyzes were reported to be LM-4
(colostrum), LM-8 (yoghurt), LM-15 (tarhana) and LM-24 (olive) yeast strains
showing the best killer activity from yeast isolates investigated. The data obtained in
the thesis study is calculated and evaluated over the zone radius. In the study, 30 oC
incubation temperature and pH 4 media were established at the determination of the
killer activity.When the results are analyzed, killer activity values ranging from 0-16
mm in mm and 0-25.6 aU in the aU range of killer activity and yeast isolates with
killer characteristics were determined. As a result of quantitative analysis in solid
medium, it was determined that 26 yeast showed 50% Kkiller activity against
disturbing yeast. These yeast isolates are classified according to their effect
spectrum, effect level and degree of effect. As a result of in vitro experiments, it was
determined that 26 yeasts obtained from Siileyman Demirel University Department
of Food Engineering showed killer activity against disturbing yeast isolates isolated
from various degraded fermented products.

Keywords: Killer yeast, killer toxin, fermented food, effect spectrum

2016, 141 pages
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1. GIRIS

Mayalar da bakteriler gibi tek hiicreli canlilar olup, taksonomide kiif veya kiif
mantarlar1 ad1 verilen diger canlilarla birlikte funguslar grubunu olusturmaktadirlar.
Mayalar yuvarlak (sferik), elips veya silindir sekillerinde olmaktadirlar. Biiytikliikleri
cinslerine gore degismekle birlikte 5-8 pm c¢apindadir. Hiicreler, 6zellikle tireme
evresinde diiz ve dalli zincirler yapmaktadir. Bazi kosullar altinda tiretilen hiicrelerin
filamentler olusturduklar1 goriilmiistiir. Ancak bunlar1 normal sekilleri disinda kabul
etmek gerekmektedir. Mayalar genel olarak bakterilerden biiyiliklik ve sekil
acisindan fark gosterdikleri gibi kiiflerden de miselyum olusturma agisindan
ayrilmaktadir. Mayalar yiliksek funguslarin i¢inde kiigiik bir grup olmalarina ragmen
mikrobiyolojik acgidan biiylik Onem tasirlar. Ascomycetes, Basidiomycetes,
Phycomycetes ve Deuteromycetes gruplarinin ortak 6zelligi olan miselleri
olusturmaktadirlar. Tipik bir maya hiicresi tomurcuklanarak ¢ogalir. Tomurcuk ana
hiicrenin biiyiikliigline gelinceye kadar biiylimeye devam eder ve bu asamada
cekirdek boliinmesi baslar ve her iki hiicre capraz olarak birbirinden ayrilir. Bu
sekilde boliinme gerceklesmis olur. Genis pH, seker ve alkol konsantrasyonu sinirlari
arasinda gelisebilirler. pH 1.5 ve %18 gibi yiiksek alkol bulunan ortamlarda ve %355-
60 gibi yiiksek seker konsantrasyonlarinda geligebilirler. Krem renginden pembe
kirmiziya kadar degisen renklerde pigmentler olusturabilirler. Yapilan calismalarla
birlikte mayalarin cins ve tiirlerine siiflandirilmas: gergeklestirilmis ve literatiire

aktarilmistir.

Mayalar, dogada yaygin olarak bulunan mikroorganizmalardir. Bu organizmalar
tabiatta farkli ortamlarda geliserek yasamlarmi siirdiirmekte ve pek cok ortamda
gelisebilmektedirler. Insan viicudunda, ¢evrede, gidada, gollerde, nehirlerde ve cogu
yerde mayalar bulunabilmektedir Mayalar biiyiik bir ¢ogunlugu toprak kokenli
degildir (Van Vuuren ve Jacobs, 1991).

Gida endiistrisinde pek ¢ok fermantasyonda mayalardan yararlanilarak c¢esitli gida
tiretimleri yapilmaktadir. Hamur, sarap, bira, kefir, kimiz, peynir, sucuk, sosis ve
daha bircok fermente gidanin iiretimi gibi gidalarin fermantasyonunda mayalardan
yararlanilmaktadir. Gida fermantasyonlarinda olumlu etkilere sahip olabilmelerine

ragmen mayalar, ayn1 zamanda gidalarin bozulmasinda da etkili olabilmektedirler.
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Siit triinlerinde Candida, Kluyveromyces (Kaynar, 2011), Yarrowia (Liu ve Tsao,
2009), Saccharomyces (Penney vd., 2004), et iriinlerinde Debaryomyces, Candida
ve Rhodotorula (Ojalvo vd., 2015), zeytin, tursu ve sirke gibi salamura iiriinlerinde
ise Zygosaccharomyces, Rhodotorula, Candida, Saccharomyces, Pichia (Golomb
vd., 2013) ve Issatchenkia (Kara ve Ozbas, 2013) gibi maya cinsleri bozulmalara
neden olmaktadir. Bu durum ekonomik acgidan 6énemli kayiplara neden olmakta ve
gida endistrisindeki en biiyiik problemlerden biri haline gelmektedir. Gida
iretiminde diger mikroorganizmalar tarafindan istenilmeyen mikroorganizmalarin
inhibe edilmesi diger mikroorganizmalar tarafindan iiretilen antimikrobiyal bilesikler
tarafindan gerceklestirilmektedir. Mayalar tarafindan {iretilen proteinimsi yapida
bilesiklerin bu amacla kullanilabilecegi yapilan pek c¢ok calisma ile ortaya
konulmustur. Bu inhibe edici 6zelligin maya izolatinin salgiladig1 toksinden

kaynaklandig: bildirilmistir (Florentina ve Gageanu, 2011).

Genel olarak oldiiriicii toksin salgilayan mayalara killer mayalar denilmektedir
(Bevan ve Makower, 1963). Toksin salgilayan mayalar ilk kez Saccaharomyces
cerevisiae min laboratuar denemelerindeki suslarinda goriilmiistiir. Uretilen toksinler
diisiik molekiil agirlikli protein, glikoprotein ya da ekzopolisakkarit yapisinda olan
bilesiklerdir (Bevan ve Makover, 1963; Woods vd., 1968; Woods vd., 1974, Hatoum
vd., 2012).

Toksinleri {ireten ayni tiire ait maya izolatlar1 bu toksinlerden etkilenmezken
toksinlere duyarli farkli cins ve tiire ait maya izolatlarinin inhibe oldugu

gozlemlenmistir (Marquina vd., 2002).

Dolayisiyla bazi dogal maya izolatlar1 ve laboratuar suslarinda bulunan genetik,
biyokimyasal ve etki spektrumlari gibi ozelliklerin yani sira killer etkileri de
mayalarin 6nemli Gzellikleri arasinda yer almaktadir (Bevan ve Makower, 1963;
Woods vd., 1974; Marquina vd., 2002; Ingeniis vd., 2009).

Killer toksin iiretimi maya tiirlerine hatta suglarina gore degisebilmektedir. Mayalar
toksin yeteneklerine gore 4 ayri fenotip gostermektedirler. Toksin iireterek diger
hiicreleri 6ldiiren suslar killer (K), toksinden etkilenerek 6len suslar duyarli (S),

toksinden etkilenmeyen ve toksin iiretmeyen suslar nétral (N), toksin treterek
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Oldiiren ve diger suslarin toksininden etkilenen suslara ise killer-duyarli (K-S)
denilmektedir (Bevan ve Makover, 1963; Woods vd., 1974; Vuuren ve Jacobs,
1992).

Killer maya toksinlerini ayirt etmek icin halen uygulanmakta olan yontem, ilk olarak
1963 yilinda Bevan ve Makower tarafindan tanimlanmistir Yapilan bu c¢alismada
Saccaharomyces cerevisiae tiiriiniin iiretmis oldugu toksinin insan ve probiyotik
canli hiicresi iizerinde herhangi olumsuz bir etkisinin bulunmadigini, insan disindaki
Okaryotik yapidaki canli hiicreleri iizerinde ise dldiiriici bir etkiye sahip oldugunu
kesfetmislerdir (Bevan ve Makover, 1963; Woods vd., 1974). Bu toksinlerin
sicakliga karst toleranslarinin diisiik oldugu, viicut sicakliginda dahi 3 boyutlu
yapisinin bozuldugu ve dolayisiyla inaktif hale geldigi yapilan ¢alismalarda rapor

edilmistir (Izgii vd., 1996; Ramon-Portugal vd., 1998).

Killer aktivite cesitli maya cins ve tiirlerinde kesfedilmistir. ilk olarak Bevan ve
Makower (1963)’in ¢alismasinda Saccharomyces cinsinde bulunan killer toksinlerini

birgok maya izolatinin de tirettigi bildirilmistir (Hodgson vd, 1995).

S. cerevisiae tiirii disinda killer aktivite 90’dan fazla tiirde kesfedilmistir (Buzzini
vd., 2004). Saccharomyces cinsi disinda killer aktivite gosteren diger maya cinsleri
Pichia, Candida, Hansenula, Kluyveromyces, Debaryomyces (Corbaci, 2008),
Cryptococcus, Ashida, Williopsis, Torulopsis, Hanseniaspora, Kloeckera,
Rhodotorula, Schwanniomyces, Trichosporon (Ingeniis vd., 2009), Metscnikowia
(Oro vd., 2013), Torulaspora (Rosa-Magri vd., 2011), Zygosaccahromyces (Hodgson
vd., 1998; Ramon-Portugal vd., 1998), Ustilago (Dabhole ve Joishy, 2005),
Meyerozyma (Lima vd., 2013) Yarrowia ve Pachysolen (Wajcik ve Wiater, 2015)

cinsi mayalardir.

Killer aktivite hassas maya suslarina dogrudan etki etmektedir. Killer mayalar farkli
maya hedef hiicrelerine kars1 6ldiiriicli toksinlerini salgilayarak inhibe etmektedirler
(Gulbiniene vd., 2004). Killer aktiviteye sahip maya izolatlar1 toksin iireterek gida
fermantasyonlarinda sorun olusturan yabani mayalara kars1 da aktivite
gosterebilmektedirler. Ortamda starter sug olarak fermantasyonu yiiriiten hiicrelerin

kullandiklar1 besin elementlerini kendi biinyelerinde tiiketerek dogru iiriin
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olusumunu engellemektedirler. Killer toksin iiretimi ile biyolojik olarak farkli maya
izolatlar1 ortamdan elimine edilerek fermantasyonun dogru bir sekilde ilerlemesi ve
kaliteli iirlin iiretilmesi saglanmaktadir (Altuntag ve Ozcelik, 2007; Hatoum vd.,
2012).

Killer mayalardan gida endiistrisinde genellikle bira, sarap ve e¢kmek
fermantasyonlarinda yararlanilmaktadir. Killer toksin iireten tiirler bira, sarap ve
ekmek fermantasyonlar1 disinda degisik gida ve icki fermantasyonlarinda da

goriilebilmektedir (Van Vuuren ve Jacobs, 1991; Garcia-Garibay vd., 2009).



2. LITERATUR OZETLERI

2.1. Killer Mayalarin Teknolojik Onemi

Bakteri, maya ve kiifler arasindaki besin rekabeti gida fermantasyonlarint karisik
hale getirmektedir. Bu mikroorganizmalar tarafindan {iretilen organik asitler,
hidrolitik enzimler ve aroma maddeleri giivenli bir gida fermantasyonu ve beslenme

acisindan gereklidir.

Killer mayalar, meyve ve ciirliyen sebzeler gibi liriinlerin dogal mikroflorasinda
yaygin olarak bulunmaktadir. Ayrica killer mayalar bulunduklari ortamda kendi
hiicreleri disindaki floranin kompozisyonunda ve gelisiminde 6nemli dlglide etkili
olmaktadirlar. Bu sekilde bira ve sarap iiretimi gibi ¢esitli gidalarin korunmasinda,
istenilmeyen  mikroorganizmalarin  inhibe edilmesinde killer —mayalardan
yararlanilmaktadir. Killer mayalarin kendi tiirleri haricinde diger tiirlerin hassas
suslarina kars1 6ldiiriicti, durdurucu ve gelisimlerini yavaslatici etkileri vardir (Lim

ve Tay, 2011).

Son yillarda killer mayalarin endiistriyel kullanim olanaklar1 iizerinde pek ¢ok
calisma yapilmistir. Killer mayalar gida endiistrisinde genellikle fermantasyon
uygulamalarinda goriiliirken, tibbi ¢alismalarda ve farmosetik alanda da aktif olarak
kullanilmaktadirlar. Bunun yanisira 6zellikle ¢esitli fermantasyon iiriinlerinde
istenmeyen mikroorganizmalari kontrol altina almak amaci ile de kullanimlar1 uygun
goriilmektedir. Son zamanlarda biyomedikal alanda da killer mayalarin kullanimina

yonelik ¢aligmalar yer almaktadir (Chi vd., 2010).

Bira ve sarap gibi alkollii igeceklerin liretiminde starter mayalarin disinda yabani
mayalar ortamda geliserek tirlinde kontaminasyona sebep olmakta ve fermantasyon
prosesini degistirmektedir. Bu konu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda yabani suslarin

killer 6zellikli mayalar araciligi ile ortamdan elimine edildikleri rapor edilmektedir.

Maule ve Thomas (1973) yaptiklar1 ¢alismada bira mayalar1 {izerine inhibisyon

saglayan maya suslarmi arastirmislardir. Oldiiriicii aktiviteye sahip olan killer maya



suslarinin fermantasyon kosullarinda ve depolama sirasinda pH’nin 3.8-4.2 oldugu

aralikta duyarli bira mayalari iizerine oldukga etkili oldugunu gézlemlemislerdir.

Bira fermantasyonu iizerinde yapilan bir baska ¢alismada bira mayalarinin killer
aktiviteye karsi duyarli olduklart ve %0.1 oraninda killer maya kontaminasyonu
olmasi halinde 24 saat icinde duyarli bira mayalarmin inaktif hale geldigini

belirlemislerdir (Russel, 1986).

Garcia-Garibay vd. (2009)’nin ¢alismasinda seker kamigi melasindan killer sus izole
edilmistir. Bira, sarap, rom ve Meksikaya 6zgli pulque, cachaca gibi igeceklerin
tiretiminde denedikleri killer mayanin starter sus olarak kullanilabilecegi, rom gibi
yiiksek alkollii igeceklerin iiretiminde yabani maya suslarma kars1 oldiiriici

etkilerinden dolay1 degerlendirilebilecegini rapor etmislerdir.

Rosa-magri vd. (2011) tarafindan gergeklestirilmis olan calismada seker kamust,
misir yapragi ve sapindan izole edilen mayalarin sorghumda ve misirda hastalik
yapan Colletotrichum sublineolum ve C. graminicola gibi fitopatojenik kiiflere karsi
Torulaspora globosa ve Candida intermedia mayalarinin biyokontrol ajani olup
olmadigr arastirilmigtir. T. globosa’nin bu kiiflere karsi antifungal aktivite gosterdigi
goriilmiis fakat bu konuda daha 6nceden yapilmis ¢aligmalarda T. globosa mayasinin

kiiflere kars1 antifungal aktivitesinin olmadigi rapor edilmistir.

Platania vd. (2012)’nin gergeklestirdikleri calismada killer ozellik gosteren
Saccharomyces cerevisiae ve Wickerhamomyces. anomalus maya suslari, kan
portakalinin (Torocco) ¢iirlimesine neden olan P. digitatum’a karsi biyokontrol ajant
olup olmadigini test etmislerdir. W. anomalus asidik besiyerinde P. digitatum’a kars1
mikosinojenik etki gostererek -glukanaz aktivitesinden kaynaklanan hyphal ve hale
inhibisyonu gergeklestirmistir. Torocco ¢iiriimesine neden olan P. digitatum’a kars1
W.anomalus etkinligi gézlemlenmis ve depolama siiresini yaklagik 10 giine kadar

arttirdigi rapor edilmistir.

Lima vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada Brezilyanin Ceara bdlgesinden izole
edilen 580 maya susunun 29’unun killer fenotipe sahip oldugu gozlemlenmistir.

Calismada tropikal meyvelerden izole edilen Colletetrichum gleosporiodies’e karsi
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antogonistik 6zellik gdsteren killer mayalar biyokontrol ajani olarak kullanilmistir.
Tropikal meyvelerde C. gleosporiodies’un hastalik olusturdugu bilinmektedir.
Calismada tespit edilen killer mayalarin laboratuar kosullarinda gergeklestirilen
analizlerde topikal meyvelerde hastalik yapan C. gleosporiodies’e karsi killer aktivite

gosterdigi ve biyokontrol ajani olarak kullanilabilecegi gézlemlenmistir.

Yine Lima vd. (2013)’nin gerceklestirdikleri bir baska c¢alismada papaya ve diger
tropikal meyvelerde hasat sonrasi olusan Colletetrichum gleosporiodies’e karsi
biyokontrol ajani olarak Meyerozyma guillermondii ve Wickerhamomyces anomalus
killer maya suslarmin etkinligi incelenmistir. Bu suslar daha 6nceden in-vitro
denemelerde segilirken giliniimiizde in-vivo c¢aligmalarda da degerlendirilmistir.
Calismada bu iki killer mayanin bir fitopatojen olan C. gleosporiodies’e karsi
etkinlikleri aragtirilmis ve arastirma sonucunda papaya ve diger tropikal meyvelerde
hastalik yapan C. gleosporiodies’in etkinliginin azaldigr gozlemlenmistir. M.
guillermondii ve W. anomalus mayalarinin meyvelerde sirasiyla %20.68 ve %24.62

oraninda hastalig1 azalttig1 gézlemlenmistir.

Rosa vd. (2010) tarafindan yapilmis olan ¢alismada sorghum bitkisinde hastaliga yol
acan Colletotrichum sublineolum’a kars1 Torulaspora globosa mayasinin biyolojik
kontrolii incelenmistir. C. sublineolum’un bir kiif sporu tiirii oldugu ve fitopatojenik
ozellik gosterdigi bildirilmistir. In-vivo ve in-vitro denemelerde fungal biiyiimenin
kayda deger bir sekilde gozlemlenmedigi tespit edilmistir. T. globosa mayasinin iki
duyarl susa kars1 killer aktivite gosterdigi belirlenmistir. Sonrasinda ise T. globosa
mayast sorghum’da C. sublineolum’un olusturdugu anthracnosa hastaligina karsi
hem inokiile edilmeden Once hem de inokiile edildikten sonra killer toksin
olusturarak hastalig1 elimine ettigi goriilmiistiir. T. globosa’nin bu hastaliga karsi

biyokontrol ajani olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

Bazi mayalar patojenik bitki kiiflerine karsi biyokontrol ajani olarak potansiyel
gostermektedir. Santos vd. (2004)’nin ¢alismasinda Pichia membranafaciens’in
tiretmis oldugu killer toksinin gri ¢iiriikliik etmenine yol agan Botrytis cineria kiifiine
kars1 potansiyel kontrol ajan olarak kullanimi goriilmiistiir. Ayrica killer maya

toksinleri baz1 aga¢ govdesi ¢iiriikliigiine neden olan bitki pataojenlerine karsi da



denenmis ve bu patojenleri ortamdan elimine ettigi rapor edilmistir (Waema vd.,
2009).

Portes vd. (2013)’nin gergeklestirdikleri c¢alismada Penicillium expansum ve
Aspergillus ochraceus’a karst dondurulmus 11 farkli meyve pulpundan izole edilen
killer maya suslarinin antagonistik etkisi degerlendirilmistir. Toplamda 41 maya susu
bu iki Kif sporuna karsi test edilmistir. Test sonucunda P. expansum’a karsi killer
aktivite zonunun 10-18 mm, A. ochraceus’a karsi killer aktivite zonunun 10-19 mm
aras1 oldugu tespit edilmistir. 41 maya susu igerisinden Kluyveromyces sp. FP413
maya susunun antifungal etkisinin P. expansum’a %93.33, A. ochraceus’a karsi ise
%86.44 oldugu ve en yiiksek antifungal etkiye sahip olan killer maya susu oldugu

rapor edilmistir.

Giliniimiizde toksin salgilayan mayalardan sarap endiistrisinde yararlanilmaktadir. Bu
mayalar diger yabani ve starter mayalara kars1 antogonistik etkileri sebebi ile yararl
etkilerde bulunduklar1 yapilan c¢alismalarla ortaya konulmus ve killer mayalar,
ilerleyen zamanlarda starter kiiltiir olarak kullanilmaya baslanmistir. Bazi
durumlarda da fermantasyonu durdurduklari gézlemlenmis ve bu durumun toksin
lretiminin  biitiin  starter suslar1 inhibe ettiklerinden dolay1 gergeklestigini

belirlemislerdir (Schmitt ve Breining, 2002).

Benda (1985) yaptigi ¢alismada siradan izole edilen ve Saccharomyces cinsine ait
olan killer toksin igeren maya susu ile sarap fermantasyonu gergeklestirmis ve diger
spontan flora ile devam eden fermantasyonla karsilagtirmistir. Sonug olarak 6ldiiriicii
karaktere sahip olan maya susu ile yapilan saraplarda fermantasyonun engellendigi
gozlemlenmistir. Bu 0Ozelligin sarap mayasma aktarilmasi durumunda ve maya
suslarinin saf kiiltiir olarak elde edilmesi ile fermantasyonun kalitesinin artabilecegi

vurgulanmustir.

Ullivari vd. (2011) gergeklestirdikleri ¢alismada sarap yapimi igin Arjantin’in
Northwest bolgesinden toplanan {ziimlerin yiizeyinden izole edilen 31 maya
hiicresinden 11 tanesinin Saccharomyces cerevisiae P351 duyarli susuna karsi killer
aktivite gosterdigi bildirilmistir. Killer maya 6zelligi gosteren 5 mayanin PCR-RFCP

analizleri ve fenotipik testleri yapilmistir. Bu mayalarin S. cerevisiae tiiriine ait suslar
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oldugu gozlemlenmistir. S. cerevisiae’nin 2 killer susu olan Cf5 ve Cf8 mayalari
sarap fermantasyonu boyunca karisik starter kiiltiir olarak kendi biinyelerinde var
olan potansiyel 6zellikler ve kinetikler gézlemlenip sarap fermantasyonunda starter

kiltiir olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir.

Lopez vd. (2011) gergeklestirmis olduklar1 ¢alismada Saccharomyces cerevisiae ve
S. kudriavzeii mayalarinin sarap model sisteminde karsilastirilmasi yapilmistir.
Sicaklik, uygun fermantasyon derecelerinde biiylime, fermantasyonda etil alkolii
kullanma, hibrit jenerasyonu ve Kkiller faktér goz Oniinde bulundurulmustur.
Rekabetci yaklasimda bu iki mayanin sistemde etil alkol ve killer faktérlerde 6nemli

bir etkisinin olmadigi, sicakligin ise 6nemli rol oynadigi rapor edilmistir.

Palero vd. (2013) yaptiklar1 c¢alismada Jerez de la Frontera bolgesine 0zgii
saraplardan birka¢ Saccharomyces cinsi suslar1 spontan fermantasyonu tamamlamak
ve starter kiiltiir olarak kullanilmak iizere izole edilmistir. izole edilen suslardan 5
tanesi secilmis, sarap yapim yetenegi ve fermantatif kinetiklerine gore ayrilmigtir. Bu
mayalar bazi molekiiller ve karyotip analizlere tabi tutulmustur. RAPD-PCR,
fermentatif gilig, etanol diretimi, sensor Kkalitesi, killer fenotip, kurutma ve
stilfiirdioksit toleransi incelenmistir. Yapilan incelemeler sonrasinda J4 olarak
adlandirilan mayanin endiistriyel fermantasyon icin en uygun maya oldugu
gozlemlenmistir. J4 mayasimin J1, J2, J3, J5, C1 ve C2 mayalar1 arasinda killer
biyotip degerlendirmesinde de en yiiksek killer aktiviteye sahip oldugu

belirlenmistir.

Petering vd. (1991) {iziim suyundaki killer maya aktivitesini belirlemek igin
Saccharomyces sarap mayasini kullanmislardir. Belirli iiziim baglarindan ve
diinyanin ¢esitli bolgelerinden elde ettikleri maya orneklerinde killer aktiviteye sahip
maya suslarmin olup olmadigin belirlemislerdir. izole ettikleri suslarda farkli pH ve
sicaklik degerlerinde ol¢iimler gerceklestirilmis ve killer aktiviteyi en iyi gosteren
maya susunun pH ve sicakligi belirlenmistir. Calisma sonucunda killer maya
toksinlerinin duyarli maya suslarini 2:1 oraninda elimine ettigini, pH 3.1’de ve 18 °C
sicaklikta en yiiksek killer aktivitenin goriildiiglinii rapor etmislerdir. Farkli killer
maya suslarinin da bu sicaklik ve pH degerine yakin degerde en yiiksek Kkiller

aktiviteyi gostereceklerini one siirmiislerdir.
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Godina vd. (2001) yapmis olduklari1 ¢aligmada bira ve sarapta bozulmaya neden olan
yabani maya suslarini tespit etmigler ve fermantasyonun olumlu seyredebilmesi igin
yabani maya suslarinin inhibisyonunun gerekliligi vurgulamislardir. Meksikaya 6zgii
fermente alkollii icecekler olan aguamiel ve pulque 6rneklerinden 16 maya susu izole
edilmistir. Bu 16 maya susu iizerine yapilan ¢alismada 3 maya susunun killer aktivite
gosterdigi goriilmiistiir. Killer maya suslarinin alkol fermantasyonunda yabani maya
suslarini toksin iireterek Oldiirdiigli tespit edilmistir. Killer aktivite gdsteren 1 tane
mayanin da ortamdaki sekerli bilesikleri kullanarak etonol tirettigi gézlemlenmistir.
Etanolii iireten susun bu sekilde hem toksin iireterek yabani mayalari 6ldiirdiigii ve
kontaminasyonu engelledigi hem de starter sus olarak kullanip alkol iirettigini rapor

etmislerdir.

Oro vd. (2013) sarap mayalarinin tizerinde Metschnikowia pulcherima’nin
antimikrobiyal etkisini incelemislerdir. Planlanan g¢alismada M. pulcherima’nin
toksininin antimikrobiyal aktivitesi, proteinli icerikten dolay1 tespit edilememistir.
Fakat demir igerikli besiyeri kullanimi ile M. pulcherima mayasinin antimikrobiyal
etkisinin tespit edilebilecegini fakat bu durumun da diger maya tiirleri igin elverisli

olmadigini gézlemlemislerdir.

Dabhole ve Joishy (2005) yaptiklari galismada sarap fermantasyonunu artirmak
amaci ile sarap mayasi kullanmislardir. Kullandiklar1 mayanin tiretmis oldugu killer
toksin olan K2 toksini kontaminasyona sebep olan yabani suslara etki etmemistir.
Fermantasyon boyunca yabani mayalarin iriine bulastigi ve iriinde kayiplar

meydana geldigini belirtmiglerdir.

Buna benzer yapilan bir diger ¢alismada ise Gulbiniene vd. (2004). elma, kizilcik,
dut ve Litvanya kirmizi {iziim sarabindan maya izole etmislerdir. izole edilen maya
Suslar1 7 gruba ayrilmis ve killer mayalar tespit edilmistir. Killer mayalar tarafindan
tiretilen toksinler saflastirilmis ve saflastirilan toksinlerin sarap fermantasyonundaki
yabani mayalara etki ettigi vurgulanmistir. Bu sekilde de killer maya toksinlerinin

endiistride kalic1 bir iz birakabilecegi bildirilmistir.

Bira ve sarapta starter kiiltiir olarak secgilen killer maya inokiilasyonu

fermantasyonun ilk asamasinda kullanilmis, bu sekilde kontamine olan ve bozulmaya
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neden olan diger mayalarin kontrol edilebilecegi ileri siiriilmiistiir. Bu amagla sarap
sektoriinde gerekli olan kalite kriterlerini saglayabilecek dogal ya da genetigi
modifiye edilmis killer maya suslarmin starter kiiltiir olarak kullanimina ydnelik

calismalar yapilmistir (Magliani vd., 2008).

Bir bagka arastirmanin sonucunda killer mayalarin sarap fermantasyonunda
istenmeyen S. cerevisiae tiirleri ve diger yabani maya tiirlerinin gelismesini
Oonlemede, fermantasyonda istenmeyen bilesiklerin ve aroma olusumunun etkin bir

sekilde kontroliinde kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Jacobsen, 1985).

Antonini  vd. (2005)’nin  yapmus olduklar1 ¢alismada alkollii icecek
fermantasyonunda killer mayalarin duyarli olan mayalarla etkilesimi incelenmistir.
Brezilya’ya 6zgii fermente alkollii igeceklerden izole edilen 342 maya susunda
yapilan arastirmada etanol {iretiminin 30-38 °C arasinda ve diisik pH’da 72 saat
inkiibasyon sonucu olustugu goriilmiistiir. 342 maya susunun %72’sinin killer
aktivite gosterdigi gozlemlenmistir. Calismada carpici olan gelisme ise etanol
dretiminin plazmid DNA’sinda degil kromozomal DNA’dan kodlandig

belirlenmistir.

Tredoux vd. (1986) yapmis olduklar1 ¢alismada farkli bolgelerden toplanan
tiziimlerden izole edilen mayalarin, toplam maya populasyonunun bazi bélgelerde
%2’sini killer mayalarin olusturdugu, baska bir bolgede killer ya da duyarli olsun
mayalarin fermantasyona bir etkisinin olmadigi, diger bir bolgeden izole edilen maya
susunun da kontaminasyona sebep olan maya suslarina karsi toksin salgilayarak
inaktive ettigi ve biyokontrol ajani olarak kimyasal madde kullaniminin yerini
alabilecek diizeyde oldugu bildirilmistir. Uziim ¢esidinin ve {iziim cesidine baglh
olarak maya cins ve populasyonunun farkli oldugu bu yiizden de her maya cins ya da
tiirtinlin killer aktivite gdstermeyecegi tespit edilmistir. Bu durumda Sldiiriicii toksin
salgilayamayip duyarli ya da yabani suglara etki edemeyecegi bildirilmistir. Bu
bulgulara ek olarak sarap iiretimi haricinde kaliteli bira iiretimi sirasinda bagisikligi
kuvvetli olan kontaminasyon mayalarinin da killer toksinler ile inaktive olabilecegi
bildirilmistir. Bu gelismenin alkol fermantasyonuna katki saglayacagi ve iirliniin

daha korunakli hale gelecegi One siiriilmiistiir. Boylelikle bira ve sarap iiretiminde
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killer aktivite gosteren mayalarin biyokontrol ajani olarak kullanilabilecegi

bildirilmistir.

Benzer bir ¢alismada Buzdar vd. (2011) Hindistan sakiz agacindan izole edilen 300
maya susundan 1 tanesinin killer 6zellik gosterdigini kesfetmislerdir. Killer 6zellik
gosteren Kluyveromyces siamensis mayasinin toksininin patojenik bir maya olan
Metschnikowia bicuspidata WCY mayasin1 6ldiirdiigii gézlemlenmistir. Uretilen
killer toksinin biyokontrol ajani1 olarak fermantasyon, farmdsetik ve bir¢ok
endistride kullanilabilecegi bildirilmistir. Arastirmada killer toksinin sadece M.
bicuspidata WCY mayasin1 oldiirdiigii tespit edilmistir. Fakat K. lactis’in Killer
suglarinin heterotrimerik toksinler {iretip inhibisyon olusturdugu goriilmiis, bu
durumun da beklenmeyen bir gelisme olarak kaydedildigi gézlemlenmistir. Toksinin
Candida, Kluyveromyces, Saccharomyces, Torulopsis, Zygosaccharomyces ve killer

olmayan K. lactis suslarini da inhibe ettigi gézlemlenmistir.

Bu konuya paralel olarak gergeklestirilmis c¢alismada Kluyveromyces phaffii
tarafindan  iretilen killer toksinin sarap iiretiminde sorun olusturan
Hanseniapora/Kloeckera yabani mayalarini 6ldiirdiigi gézlemlenmis, bu yiizden de
sarap Uretiminin potansiyel uygulamalarinda killer maya toksininin amtimikrobiyal

ajan olarak kullaniminin miimkiin oldugu vurgulanmistir (Comitini vd., 2004).

Bayraktar (2012) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada Ukrayna’nin Nikolayev
bolgesindeki Kablevo iiziimlerinden yapilan sarapta cesitli cins ve tiirde
Saccahromyces cerevisiae mayasimin tiirleri bulunmustur. Izole edilen mayalarin
cogunun killer fenotipe sahip oldugu ve sarap endiistrisindeki duyarli maya tiirlerine
kars1 etkin oldugu gozlemlenmistir. Calismada ayrica S. cerevisiae mayasi kuru ve
s1vi maya kiltiir haline getirilmistir. Gegmisten bu yana S. cerevisiae’nin kuru ve sivi
maya Kkiiltlirline sarap endiistrisinde ihtiya¢ duyulmus ve bu yontemle kiiltiirler
yaygin bir sekilde kullanilmigtir. Boylelikle killer maya kiiltiirleri de stoga alinmis ve
1963’te yapilan ilk killer ¢alisma ile birlikte sarap endiistrisindeki degisim
baslatilmistir.

Lopes ve Sangorrin (2010)’in gerceklestirmis olduklar1 ¢aligmada iig tiire ait 36

mayanin killer aktivitelerine bakilmis ve sarapta bozulmaya yol agan Pichia
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guillermondii ve P. membranafaciens tiirlerine karsi biyokontrol ajani olma
durumlart incelenmistir. Caligmada killer mayalarin etkinligi, duyarli hiicrelere kars1
yeni yari nicel metod ile 6zel tiretkenlik adi verilen yontem kullanilmistir. Analizler
sonucunda Metschnikowia pulcherima, Wickerhamomyces anomala ve Torulaspora
delbrueckii mayalarinin P. guillermondii ve P. membranafaciens mayalarina karsi

killer aktivite gosterdigi gézlemlenmistir.

Lopes vd. (2009) tarafindan yapilmis olan ¢alismada Dekkera bruxellensis’e ait maya
suslarinin Patagonian’a 0zgili saraplarda tat bozucu fenolleri lireterek sarabin
kalitesini diistirdiigii gézlemlenmistir. Patagonian’a 6zgii sarapta starter kiiltiir olarak
kullanilan Pichia guillermondii mayasimin D. bruxellensis’e karsi Killer aktivitesine
bakilmig ve P. guillermondii maya tiiriiniin D. bruxellensis’e kars1 fizyolojik ve
molekiiler testler sonucunda killer aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica D.
bruxellensis’in iirettigi sarabin tadini bozan fenol bilesigini yeteri kadar iiretemedigi
gozlemlenmistir. Yapilan molekiiler ve fizyolojik testler sonucunda P. guillermondii
izolatlariin tad seviyesini degistiren 4-etil fenol, 4-vinil guaikol ve 4-etil guaikol’ii

D. bruxellensis’ten daha diisiik miktarda iirettigi gdzlemlenmistir.

Sarap fermantasyonunda killer mayalarin bahsedilen olumlu &zellikleri saglamasi
nedeniyle kullanilabilecegi vurgulanmasina ragmen bu mayalarin fermantasyonu
yavaslatmasi veya durdurmasi sonucu sek saraplarda yiiksek oranda seker igeriginin
olustugu belirlenmistir. Buna benzer istenilmeyen kalite 6zelliklerinin 6nlenmesi
acisindan olumsuz etkilere yol agmayacak killer mayalarin tespit edilmesi ve
gelistirilmesinin olduk¢a &nemli oldugu vurgulanmustir (Ozgelik vd., 1996). Bu
ozellikteki killer mayalarin fermantasyonda 6n kiiltiir olarak kullanimi sonucunda
killer mayalarin ortamda baskin hale gelmesi ve fermantasyonu tamamlamalari,
dolayisiyla daha kaliteli bir sarap tiretiminin saglanmas1 beklenmektedir (Gunge vd.,
1981; Marquina vd., 2002; Altuntas ve Ozcelik, 2007).

Killer mayalarin fermantasyonda kullanimi ile kalite parametrelerini olumsuz
etkileyecek ve lirlinlin bozulmasmma neden olabilecek istenilmeyen mayalarin
kontrolii saglanirken ayni zamanda tam bir fermantasyonun saglanabilmesi igin
gerekli olan mayalarin da inhibisyonu s6z konusudur. %1 gibi az bir

konsantrasyonda olsa bile ortamda killer mayalarin bulunmasi fermantasyonu
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saglayan starter susun inhibe olmasina neden olabilmektedir (Boekhout ve Robert,
2003).

Sarap ve bira gibi alkol fermantasyonunun yani sira yapilan son ¢aligsmalarla birlikte
zeytin iretiminde de killer mayalardan yararlanilabilecegi belirlenmistir. Zeytinde
bazi maya tiirlerinin sahip olduklar1 killer aktiviteden dolayr bu mayalarin
biyokontrol ajan1 olarak kullanilmalar1 6nerilmektedir. Dolayisiyla daha az koruyucu
madde kullanilabilecegi ve laktik asit bakterilerinin fermantasyonda gelisiminin

desteklenebilecegi ileri siiriilmektedir (Kara ve Ozbas, 2013).

Hernandez vd. (2008)’nin Portekiz’de yesil zeytinler {izerine yapmis olduklar
calismada farkli bolgelerden getirilen zeytinlerden izole edilen maya suslarinda killer
karakter incelenmistir. Calismada degisik tuz konsantrasyonlarinda ve farkli
pH’larda killer aktiviteye bakilmis, yiiksek pH (8.5) ve yiiksek tuz konsantrasyonu
(%10) olan ortamda killer suslarin duyarli mayalar1 inaktive ettigi gézlemlenmistir.
Yapilacak caligmalarla birlikte yabani maya kontminantlarina kars1 killer suslarin
biyokontrol ajani olarak kullanilip kimyasal koruyucu kullaniminin azaltilabilecegi

vurgulanmustir.

Zeytin disinda Malezya’da yapilan bir diger ¢alismada fermente gida 6rnekleri olan
tapai, fermente meyve-sebzeler, tempeh, misove ve diger fermente fasulyeler, yogurt,
soya sosu, piring sarabi ve sirkeden izole edilen 252 maya susundan 19 tanesinin
killer aktivite gosterdigi belirlenmistir. Yapilan bu ¢alismanin sonucunda Killer
mayalarin Malezya’daki fermente iiriinlerde Candida cinsi mayalarin neden oldugu
Candiasis hastaligin1 olusturan patojenik hastaligi engelledigi bildirilmistir. Bu
sekilde biyolojik bir canli kullanilarak engellenen rahatsizligin ilaglarin daha az

kullanilmasini sagladigi da rapor edilmistir (Lim ve Tay, 2011).

Alonso vd. (2015) tarafindan gergeklestirilen calismada Zygosaccharomyces’e ait 34
maya susu tespit edilmis ve yapilan testler sonucunda 18 susun duyarli oldugu
belirlenmistir. Calismada ilk kez Zygosaccharomyces’in farkli suslarina karsit PMKT
kodlu killer toksinin etkinligi gézlemlenmistir. Bu toksin tatli sarap ve konsantre

iziim suyundan izole edilmistir. PMKT toksininin aktivitesinin potasyum sorbat ve
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potasyum metabisiilfit’in varlig1 ile Zygosaccharomyces tiirlerine ve Saccahromyces

cerevisiae mayasina karsi etki ettigi gdzlemlenmistir.

Mushtag vd. (2013) yapmis olduklar1 ¢alismada siit 6rneklerinden 6nceden izole
ettikleri 20 cinse ait 50 maya tiirinde killer-duyarli modele (KSP) sahip mayalari
arastirmiglardir. Calismada farkli maya suslarina karsi toksinin etki derecelerinin
yiizdeleri verilmistir. Calisma sonucunda killer aktivitesi en yiiksek olan maya
susunun fermantasyonda spontan sus olarak kullanilabilecegi, bozulmaya neden olan
maya tlirlerine karst da killer aktivite mekanizmasi ile antogonistik etki olusturarak

ortamdan elimine edebilecegi belirtilmistir.

Izgii vd. (2004) yaptiklar1 calismada Tiirk firincilik sektdriinde starter kiiltiir olarak
PAK Gida’nin iirettigi Saccahromyces cerevisiae BSP1 mayasinin fermantasyonda
kontaminasyona neden olan Candida tropicalis mayasi ile olan etkilesimi
arastirilmistir. Yapilan denemelerde starter susun kontaminasyona sebep olan mayay1
inhibe edemedigi goriilmiistiir. Kontaminasyona sebep olan maya tiirli starter susun
besinini tiiketerek fermantasyonun seyrini etkiledigi gozlemlenmistir. Uluslararasi
maya kiiltiir koleksiyonundan S. cerevisiae mayasinin iiretmis oldugu ve Candida
suslar1 iizerinde etkili olan K3 toksinini kodlayan gen temin edilmistir. Bu toksini
kodlayan gen protoplast fiizyon teknigi ile S. cerevisiae BSP1 susuna aktarilmis ve
starter susun killer toksin drettigi gézlemlenmis olup K3 toksininin kontaminasyon
mayasini 6ldiirdiigii rapor edilmistir. Bu sekilde genetik ¢alismalar ile birlikte toksin
kodlayan genin aktarilmasi sonucu mayalara killer o6zelligin kazandirilabildigi

bildirilmistir.

Parveen ve Begum J. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada alkol ve firin endiistrisinde
bozulmaya neden olan fungal patojenlerin ve bazi yabani mayalarin killer mayalar ile
toksin olusturularak inhibe edildigi bildirilmistir. Saccahromyces cerevisiae
fermantasyon mayasinin killer toksin iireterek duyarli maya izolatlarina, fungal
patojenlere etki ettigi ve bu sekilde fermantasyonun ilimli seyrettigi goriilmiistiir. Bu
sayede S. cerevisiae killer mayasmin fermantasyonda biyokontrol ajani olarak

kullaniminin da miimkiin olacag bildirilmistir.
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Goretti vd. (2009)’nin gergeklestirdikleri ¢alismada 21 bozulmus gidadan izole
edilen 14 maya cinsine ait 310 susa karst Williopsis saturnus tarafindan salgilanan
KT4561 killer proteininin in-vitro kosullarda antimikotik aktivitesi incelenmistir.
Killer mayanin yani sira kimyasal antimikrobiyal ajanlar ile de kontrol
saglamiglardir. Sirasiyla etil-3 hidroksi benzoat (E214), potasyum sorbat (E202), ve
potasyum metabisiilfit (E224) cklenmis ve gidalarda bozulmaya neden olan

mayalarin olumsuz olarak etkilenip aktivitelerinin diistiigii gozlemlenmistir.

Chi vd. (2010)’nin gergeklestirdikleri ¢alismada denizden izole edilen mayalarin
killer 6zellik gosterip gostermedikleri arastirilmistir. Denizden izole edilen mayalarin
patojenik maya ve patojenik bakterilere karsi biyokontrol ajani olarak kullanilip
kullanilamayacag1 degerlendirilmistir. Denizden izole edilen mayalar deniz
hayvanlar1 i¢in zengin besin kaynaklaridir. Bu mayalar o6zellikle esansiyel
aminoasitler agisindan zengindir. Ayrica biyodizel yapiminda da kullanilmaktadir.
Calismada Yarrowia lipolytica iizerinde killer aktivite testleri gergeklestirilmis ve bu
mayanin killer aktivite gdsterdigi tespit edilmistir. Y. lipolytica mayasinin bazi deniz
maya ve bakterilerine karsi biyokontrol ajani1 olarak kullanilabilme durumu
aragtirilmigtir.  Calisma sonucunda da Y. lipolytica’nin killer potansiyelinin

antimikotik ve antibakteriyel 6zellikte oldugu bildirilmistir.

Labbani vd. (2015) yaptiklar1 ¢alismada Cezayir topragindan izole edilen Pichia
kluyveri susu tarafindan salgilanan yeni bir killer protein olan Pkkp’nin yiyecek ve
iceceklerde bozulmaya yol acan Dekkera, Kluyveromyces, Saccharomyces,
Torulaspora, Wickerhamomyces ve Zygosaccharomyces cinslerine karsi Killer
aktivitesini denemislerdir. Denemeler sonrasinda Pkkp toksininin en yiiksek Killer
aktivite gosterdigi mayanin D. bruxellensis (64.000-256.000 MIC) ve S. cerevisiae
(32.000-64.000 MIC) oldugu gozlemlenmistir. Calismanin sonucunda ise yiyecek ve
iceceklerde bozulmaya yol acan mayalar igin killer maya igeriklerinin kullanigh

olacagi rapor edilmistir.

Wojcik ve Wiater (2015) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada ormandan, meyve
agaclarinin yapraklarindan, ¢igek kokleri, tahillar ve donmus meyveden izole edilen
50’den fazla cinse ait mayanin killer aktivitesini incelemislerdir. Candida,

Rhodotorula, Pichia, Pachyosolen, Yarrowia ve Trichosporon cinslerine ait killer
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aktivite gosterebilecek suslar duyarli sus olduklar1 bilinen referans Kluyveromyces
lactis Y-6682 ve K. marxianus Y-8281 iizerinde test edilmistir. 50 cins igerisinde yer
alan 102 tiiriin igerisinde 24 susun duyarli suslara karsi killer aktivite acisindan
pozitif etki gosterdigi gozlemlenmisken 10 susun zayif killer etki gosterdigi
bildirilmistir. Ayrica en yiliksek killer aktivitenin ¢iceklerden ve ormandan alinan

toprak orneginden izole edilen mayalar tarafindan gergeklestigi tespit edilmistir.

Santo vd. (2012) gerceklestirdikleri ¢alismada Akdeniz’deki ¢ilek agaglarinda
meydana gelen dogal fermantasyonlarda maya tiirlerini belirlemisler ve bu mayalarin
killer aktivite diizeylerini aragtirmislardir. Calismada rRNA analizleri yapilmis ve
fermantasyondan sorumlu mayalarin Metschnikowia, Cryptococcus, Rhodotorula ve
Saccahromyces cinslerine ait olduklari belirlenmistir. Proses, biyolojik oldugu i¢in
fakli cinste bakterilerin yiiksek etanol konsantrasyonunda canli kalamadiklar
gozlemlenmistir. S. cerevisiae’e ait 43 izolat tespit edilmis ve Zygosaccharomyces
bailii ve referas iki duyarl susa kars1 killer aktivite tespit edilmistir. Diger mayalarin
olusturduklar1 toksinler (K2, K5, K8, K9 ve K10) ayrica analiz edilmistir. Maya
izolatlar1 {izerine yapilan analiz sonucunda bu mayalarin %95.3 duyarli ve %4.7
Killer toksinlere karsi toleransli oldugu vurgulanmistir. Sadece {i¢ mayanin

toksinlerinin Z. bailii mayasina kars1 killer aktivite gosterdikleri tespit edilmistir.

Corbaci vd. (2012) tarafindan gergeklestirilen galismada geleneksel ve molekiiler
biyolojik yontemlerle kesin tanilari gerceklestirilmis olan ve killer toksin iiretim
potansiyelleri belirlenmis askomisetik Debaryomyces hansenii suslarinin killer
tiretim kapasiteleri tizerine farkli kosullarin etkisini arastirmislardir. Calismada killer
maya olan D. hansenii suslarinda toksin tiretiminin hiicre biiylime kosullari ile iligkili
oldugu tespit edilmistir. Calismaya ek olarak killer toksinin oldukca genis sicaklik ve
pH araliklarinda iiretilmesi nedeniyle bu toksinlerin endiistriyel fermantasyonda

biyokontrol ajan1 olarak kullanilabilme portansiyeli oldugu gozlemlenmistir.

Fermantasyonun siirekli veya kesikli olma durumuna gore de killer aktivite
derecesinin degistigine dair arastirmalar bulunmaktadir. Ramon-Portugal vd.
(1998)’nin  caligmasinda  Saccahromyces  cerevisiae’nin  karigik  kiiltiirlii
popiilasyondan iki sus izole edilmistir. Duyarli (522D) ve killer (K1) maya susu,

belirlenen konsantrasyonlarda kesikli fermantasyonda killer toksinin duyarli maya
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izolatinin  toplam populasyonunun %5 ve %10’luk dilimini inhibe ettigi
gozlemlenmistir. Farkli konsantrasyon etkileri ile killer mayanin inhibe ettigi duyarl
hiicrenin toplam populasyonu degistirdigi bildirilmistir. Siirekli fermantasyonlarda

toksinin duyarl hiicrenin tamamina etki ettigi de gézlemlenmistir.

Killer mayalar tip ve biyoteknoloji alaninda kullanilabilen protein yapidaki toksinleri
de salgilamaktadirlar (Schmitt ve Breining., 2002). Endiistriyel ve klinik alanlarda
kullanimlar1 ilging olan bu maya tiirleri kendi tiirleri igerisinde potansiyel
olusturmaktadir. Toksinler, fermantasyon ve tibbi uygulamalarda kontamine
grubunda yer alan mikroorganizmalarin biyolojik olarak kontrol altina alinmalari
amaciyla da kullanilmaktadir (Buzzini ve Martini, 2000). Killer maya toksinlerinin
patojenik olan ve kontaminasyona sebep olan mayalara karsi antimikotik ajan olarak
kullanimlarina bircok c¢aligmada yer verilmis ve uygulamalarda goriilmistiir
(Hodgson vd., 1995; Walker vd., 1995).

Insanlar ve hayvanlar dogumlarindan itibaren mayalarla iliski icindedirler. Cogu
maya tiiri memelilere karsi patojenik olmasa da yaklasik 200 maya tiiri memeli
canlilara kars1 hastalik yapici 6zelliktedir. Son yillarda 6zellikle yogun kemoterapi,
bagisiklig1 bastirici ilaglar ve HIV sebebi ile immiin sistemi ¢okme durumuna gelmis
insanlarda fungal patojenler sebebi ile hastaliklarin durumunun istenmeyen boyutlara
ulastig1 bildirilmektedir. Bu durumlarin engellenmesi i¢in killer mayalarin etkinligi
artirilmaktadir.  Yeni yapilan arastirmalarda killer mayalar yoluyla biyolojik

miicadeleye gidilmis ve basarili sonuglar alinmaya baslanmistir (Yener, 2006).

Vadkertiova ve Slavikova (2007) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada insan orijinli
25 maya kiiltiirii, 4 patojenik maya tiirii olan Candida albicans, C. krusei, C.
parapsilosis ve C. tropicalis mayalarina karsi agag¢ yapraklarindan, toprak ve sudan
izole edilen 11 askomikot ve 10 basidiomikot maya tiirlerine kars1 test edilmistir. Bu
mayalarin bazilarinin patojen mayalara karst killer aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. En iyi killer aktivitenin basidiomikot tiirleri arasinda Rhodotorula glutinis
ve R. mucilaginosa’nin gosterdigi goriilmiistiir. Basidiomikot tiirleri arasinda ayrica
bazi tiirlerin karotenoid trettigi ve bunlarin da Cystofilobasidium capitatum,
Sporobolomyces salmonicolor ve S. roseus oldugu tespit edilmistir. Bu mayalarin

test suslarina karsi zayif etki gosterdikleri rapor edilmistir. Askomikot mayalar
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arasinda killer aktivite gosteren mayalarin Pichia anomala ve Metschnikowia
pulcherrima oldugu, bu maya tiirlerinin haricinde Debaryomyces castellii, D.
hansenii, Hanseniaspora guillermondii, P. membranafaciens ve Williopsis
californica mayalarmin killer aktivite gostermedigi tespit edilmistir. En iyi killer
aktivite gosteren mayalarin yapraksi trlinlerden, en diislik killer aktivite gosteren

mayalarin ise topraktan izole edildigi gozlemlenmistir.

Helguera vd. (2012) yaptiklar1 ¢alismada farkli kosullar altinda 64 Candida glabrata
klinik maya izolatinin killer aktivite varligi arastirilmistir. Arastirma sonucunda
klinik C. glabrata mayalarinin sadece %6.25’inin Saccahromyces cerevisiae W303
duyarli susuna kars1 pozitif killer aktivite gosterdigi gozlemlenmistir. 4’ten 7’ye
degisen pH araliklarinda ve 37 °C’de optimal aktivite tespit edilmistir. Ayrica Killer
aktivitesi pozitif olan C. glabrata izolatlarinda ekstrakromozomal genetik

elementlere rastlanmadigi rapor edilmistir.

Bajaj vd. (2013)’nin gergeklestirmis olduklar1 ¢alismada Pichia kudriavzevii RY55
susunun killer aktivite gosterdigini ve bu 6zelligin P. kudriavzevii mayasinda ilk kez
ortaya c¢iktigmmi rapor etmislerdir. Calismada killer toksini sentezleyen mayanin,
Fermentation Biotecnology Labaratory of School of Biotecnology Institute kiiltiir
koleksiyonundan alinan ve patojen oldugu bilinen Escherichia coli, Enterococcus
faecalis, Klebsiella sp., Staphylococcus aureus, Pseudamanas aeruginosa ve P.
alcaligenes bakterilerini inhibe ettigi yapilan ¢alismalarla belirlenmistir. Insan saglig
acisidan zararlar1 rapor edilmis olan bu patojen mikroorganizmalarin biyolojik yolla
inhibisyonu sonucunda P. kudriavzevii RY55 mayasinin fermantasyon endiistrisinde
starter kiiltir olarak gidalarin korunmasinda biyokontrol ajani, tibbi olarak
antimikrobiyal ve kemoterapi ajani olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir. Ayrica
ileride yapilacak caligmalarla dogrudan killer toksini kodlayan genin aktarilmasi ile
mayanin hem killer toksini iiretip gidalar1 korumasi hem de kemoterapi ajan1 olarak

farkli endiistrilerde yararlanilabilecegi bildirilmistir.
Buna benzer yapilmis bir bagka ¢aligmada Ochigava vd. (2011) insan sagligi iizerine

zararli patojenik bakteri olan Streptecoccus pneumoniae’nin Williopsis saturnus

mayasinin iiretmis oldugu K9 toksininden etkilenmedigini bildirmislerdir. Farkli
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besiyeri ortamlarinda gerceklestirilen analizlerde farkli killer toksin {ireten W.

saturnus maya suslariin bu mikroorganizmaya etki etmedigi gériilmiistiir.

Bu c¢alisma ile baglantili olan bir diger c¢alismada ise Conti vd. (2002) Pichia
anomala ATCC 96603 susu tarafindan iretilen killer toksinin etki spektrumunun
Gram (+) bakteri olan Streptecoccus pneumoniae bakterisine etki ettigini ancak
sadece hiicre duvar1 yiizey polisakkarit yapisina zarar verdigini ve bakteriyi
Oldiiremedigini rapor etmislerdir. Hiicre duvar yiizey bilesenlerine zarar veren bu
organizmanin hiicreyi tamamen inhibe edemese de bakterinin zararli etkisinin
azaltildigint ve bu nedenle de bu tiirli bir etki derecesinden dolay1 killer toksin
tireten mayadan terapdtik (tedavi edici) ajan olarak yararlanilabilecegi rapor

edilmistir.

Son yillarda Candida enfeksiyonlari 6zellikle bagisikligi baskilanan agir hastalar
arasinda artmustir. Klinik 6rneklerde en sik karsilasilan maya Candida albicans’tir ve
Candida tiirlerinin en patojenik tiiriidiir. Ancak enfeksiyonlardaki artisa bu tiiriin
disinda baz tiirlerin de sebep oldugu goriilmektedir. Enfeksiyona sebep olan diger
tirler arasinda C. parasilosis, C. tropicalis ve C. glabrata yapilan ¢alismalarda rapor
edilmistir. Antibiyotik, antimikrobiyal etkili suslarin Candida tiirlerinde ilag
direncinin ortaya c¢iktigini gostermistir (Lim ve Tay, 2011). Bu toksinlerin
enfeksiyonlarmin  tedavisinde yeni antimikrobiyal ajan olarak kullanim
potansiyellerini ortaya ¢ikarmistir. Yeni teknoloji sayesinde killer maya toksinlerinin

enfeksiyonlart 6nledigi bildirilmistir (Marquina vd., 2002).

Banjara vd. (2016)’nin gergeklestirdikleri ¢alismada gut hastaligina neden olan
patojenik Candida maya tiirlerine kars1 gida kaynakli Debaryomyces hansenii
suslarinin killer aktivitesi arastirilmistir. 22 peynir drneginden izole edilen 42 D.
hansenii susunun C. albicans ve C. tropicalis’e kars1 killer etkisi incelenmistir. C.
albicans ve C. tropicalis’e kars1 23 sus, uygun pH ve sicaklikta killer aktivite
gosterirken pH 6.5 ve 35 °C’nin lzeri sicaklikta herhangi bir killer aktivite
gbzlenmemistir. Peynirden izole edilmis killer 6zellik gosteren D. hansenii’den
mikosin, saf bir sekilde izole edilmis ve 35 °C’de hem C. albicans hem de C.

tropicalis’e karsi killer aktivite gostermistir. Bununla birlikte D. hansenii’deki
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gorillen bu pozitif durum gut hastaligi tedavisinde Candida populasyonunun

azaltilmasi konusunda yol gosterici olacagi ve kullanilabilecegini gdstermistir.

Wickerhamomyces anomalus mayasi genis biyoteknolojik potansiyeli olan, temelde
gida endiistrisinde kullanilan bir maya tiiriidiir. Son zamanlarda boceklerden ve farkli
cevrelerden izole edilen bu maya tiiriiniin tibbi ¢alismalarda 6nemi ¢ok biiyiiktiir.
Martin vd. (2016) gergeklestirdikleri ¢alismada Phlebotomus perniciosus adli
bocekten 65 maya susu izole etmisler ve duyarh suslara karsi killer aktivitelerini
incelemislerdir. Test edilen suslardan bir tanesi killer fenotip gosterirken 4 duyarli
maya susuna karsi inhibitér olarak aktivite gostermislerdir. P. perniciosus ve W.
anomalus arasindaki iliski Leismania spp.’e karsi inhibitor/killer aktivite maya
iligkisinin olasiligin1 arastirmak i¢in daha sonraki calismalarda arastirilacagini da

calisma ile géormek miimkiin olmustur.

2.2. Killer Mayalarin Mekanizmasi

Killer mayalarin salgiladiklar1 toksinlerin iizerinde yapilan arastirmalarda konake1
viriis etkilesimleri ve duyarli hiicreler tizerinde 6ldiiriicii etkilerine yonelik ¢aligmalar
yaptlmistir.  Yapilan caligmalarda killer ozellik gosteren mayalarin viris ile

etkileserek etki ettikleri bildirilmistir (Schmitt ve Breining, 2006).

Arastirmalarda killer mayalarin {iretmis olduklar1 toksinlerin makromolekiillere etki
ettikleri tespit edilmistir. Duyarli hiicrelerin logaritmik gelisme fazinda killer
toksinlere kars1 zayif aktivite gosterdikleri gézlemlenmistir. Inhibisyonun hiicrede
%70-80 oraninda seyrettigi ve duyarli hiicreyi oOldiirmek igin yeterli oldugu
belirlenmistir. Bu durumda duyarli hiicredeki protein sentezinin durdugu, dolayisiyla

da hiicrenin 6ldiigii bildirilmistir (Bussey, 1972).

S.cerevisiae’de K1, K2, K28 ve Klus suslar1 olarak nitelendirilen toksinler
kesfedilmistir. Bu toksinler genetik olarak orta biiyiiklikkteki RNA (dsRNA/Cift
iplikgikli DNA) viriisleri tizerinde kodlanmislardir (Schmitt ve Breining, 2006; Kast
vd., 2014). Killer maya toksinleri genel olarak dsRNA (S. cerevisiae, M1), lineer

plazmidler (P. acaciae, pPacl-1) ve kromozom (W. mrakii, HMK) araciligi ile
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kodlanmaktadir (Cizelge 2.1) (Manfred ve Breinig, 2002; Ciani ve Maccarelli, 2004;
Altuntas ve Ozcelik 2007; El-Banna A.A vd., 2011).

Cizelge 2.1. Killer mayalarin kodlandiklari genetik bolgeler ve toksin genleri (Ciani

ve Maccarelli, 2004; Altuntas ve Ozcelik, 2007)

Mikroorganizmalar Genetik bolge Killer Toksin Geni
Kluyveromyces lactis Linear dsDNA plazmidi  pGKI1
Saccharomyces cerevisiae  dsRNA viriisii M1-, M2-, M28
Hansenula uvarum dsRNA viriisti M-dsRNA
Kluyveromyces fragilis Kromozomal Tanimsiz
Zygosaccharomyces bailii  dsRNA viriisii M-dsRNA
Candida glabrata Kromozomal Tanimsiz

Pichia anomala Kromozomal Tanimsiz

Pichia Kluyveri Kromozomal Tanimsiz

Pichia acaice Linear dsDNA plazmidi  pPacl

Pichia inositovora Linear dsDNA plazmidi  pPinl

Pichia farinosa Kromozomal SMK 1
Williopsis mrakii Kromozomal HMK

Williopsis saturnus Kromozomal Tanimsiz
ggg;/(\j/z;z?;ﬁr?yces Kromozomal Tanimsiz
Debaryomyces hansenii Kromozomal Tanimsiz
Candida glabrata Kromozomal Tanimsiz

Killer karakter olusumunda iki farkli dsRNA (cift iplik¢ikli RNA) viriisliniin varlig
gerekmektedir. Bunlarin birincisi LA helper virlisii, ikincisi ise toksinlerin kodlandig:
M Kkiller viriisiidiir. Her iki dsSRNA genomu virilis benzeri partikiiller i¢erisinde ayri
ayri kapsid ile cevrilidirler. S. cerevisiae’nin irettigi toksinlerin etkilesim
gosterdikleri virtislerin M1, M2, M28 ve Mlus suslar1 olarak ifade edildigi
bildirilmistir. Bu dsRNA viriislerinin molekiil agirliklarinin ise sirasiyla 1.8 kb, 1.7
kb ve 2.1-2.3 kb diizeyinde oldugu yapilan ¢alismalarla belirlenmistir (Cizelge 2.2)
(Goto vd., 1990; Kepekci 2006; Schmitt ve Breining, 2006; Yener, 2006; El-Banna

A.A. 2011; Maqgueda vd., 2011).
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Cizelge 2.2. Killer Mayalar ve Toksinleri (Goto vd., 1991; Kepekgi, 2006; Yener,

2006)

Killer toksin {lireten maya suslari Siniflandirma
Saccharomyces cerevisiae* K1
Saccharomyces cerevisiae* K2
Saccharomyces capensis K3
Candida glabrata K4
Pichia anomala KS
Kluyveromyces fragilis K6
Candida valida K7
Hansenula anomala K8
Hansenula mrakii K9
Kluyveromyces drosopHilarum K10
Torulopsis glabrata K11
Saccharomyces cerevisiae K28
Saccharomyces cerevisiae Mlus

*K1 fenotipi S. cerevisiae’nin laboratuar suslarina ve K1’i O6ldirme yetenegi olan
fermantasyon kontaminantlarina ait yabani suglardir.

S. cerevisiae’da kesfedilen viriisler (ScVs) Totiviridae familyasina aittir (Wickner.,
1991). S. cerevisiae’nin viriis kodlu sekli ScV-M1, ScV-M2 ve ScV-M28 olarak
kodlanmaktadir. Bu ii¢ viriis seklinin de killer karakter gosterebilmesi i¢in iki farkh

dsRNA viriisiiniin varligi gerekmektedir (Schmitt ve Breining, 2006).

M virtsleri olgun killer toksin iiretiminde gerekli olan preprotoksin liretiminden
sorumludur. Yani killer toksini M viriisleri kodlamaktadir. S. cerevisiae’nin iiretmis
oldugu 4 toksinin de kodlandigt M kodu dsRNA viriislerinde gen dizilimleri
acisindan bir benzerlik gostermemektedir (Schmitt ve Breining, 2006; Maqueda vd.,
2011; Kast vd., 2014).

M viriisleri hepler (yardimci) viriislerine baglidir. M viriisleri daha biiyiik molekiil

agirlikli (4.6 kb) olan bir dsSRNA helper viriisiine ihtiya¢ duymaktadir ve helper

virlisit LA viriisii seklinde tanimlanmaktadir (Schmitt ve Breining, 2006).
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LA helper viriisi K1, K2, K28 ve Klus mayalarinda her zaman bulunmaktadir. LA
helper virlisii maya hiicresinde replikasyonun, transkripsiyonun ve enkapsiilasyonun
gerceklesmesi icin gerekli iken, M viriisleri olgun toksin iiretiminde gerekli olan a, 3
ve vy gibi preprotoksinden sorumludur (Sekil 2.1-Sekil 2.2). Ayn1 zamanda M
viriisleri fonksiyonel bagisikligi da saglamaktadir (Marquina vd., 2002; Schmitt ve
Breining, 2006; EI-Banna A.A vd., 2011).

Preprotoxin

Protoxin:
Immunity protein

i |

Pore forming region
“  Binding o glutans
. O
4588 - 147
K1 toxin L b . [
234 L LL 316
B
Binding to glucans

*SP: sinyal peptidaz

KEX: toksin iiretimindeki proteaz igeren killer tamim
G: glikozile asparajin kalintisi igeren lokasyon

HD: hidrofobik domain

Sekil 2.1. K1 killer toksininin olgun toksin yapisi (Tirkay, 2012)
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Sekil 2.2. K1 ve K28 killer toksinlerin reseptorlere tutunarak etki mekanizmasi
(Turkay, 2012)

Killer viriis barindiran maya i¢in ssSRNA (tek iplik¢ikli RNA) kodlu toksin transkripti
sitoplazmada transle (translasyon) edilerek preprotoksin iiretilmektedir. Okaryotik
hiicrelerde toksin salgilama islemi sentezlenen protein i¢in gereklidir ve bu islem
hiicreler aras1i bosluklarda, plazma membranlarinda veya hiicre disi, endozom,
vakuoller ve lizozom gibi hiicre i¢i boliimlerinde gerceklesmektedir. Salgilanan
proteinler endoplazmik retikulum igerisine alinmakta ve burada proteinin katlanmasi
ve olgunlagsmasit i¢in optimize edildikten sonra preprotoksin protoksine
dontstiiriilerek golgi bolmesine gonderilmektedir. Golgide islenen protoksin salgi
kesecigine almnarak burada olgun toksin olarak ortaya c¢ikmaktadir (Schmitt ve
Breining, 2006; Magliani vd., 2008; Polonelli vd., 2011).

Killer maya toksinleri hassas maya izolatlar1 iizerinde reseptorler araciligi ile
inhibisyon etkisi olusturmaktadir. Bu islem hassas mayalarin hiicre duvarinda ve
sitoplazmik membranlarinda bulunan reseptorlerle killer toksinlerin etkilesimleri
sonucu gerceklesmektedir. Bilinen biitlin killer mayalar protein ya da glikoprotein
yapisinda toksin {ireterek hassas suslar1 iki asamali olarak oldiirmektedir (Schmitt ve

Breining, 2006).
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[lk asamada hiicre duvarinin mannoprotein ya da B-1,6-Glukan yapisinda reseptore
(R1) primer toksin tarafindan baglanmasi ile inhibisyon meydana gelmektedir (Sekil
2.3-Sekil 2.4). Bu asama hizli ve enerjiden bagimsiz olarak gergeklesirken
mekanizma sadece hiicre duvarina baglanan reseptorde ger¢eklesmektedir. Plazma
membrani ya da hiicre membranina baglanmayan R1, farkli maddelerden olusmakta
ve killer toksin sentezleyen mayalarda bu durum farkli komponentlerden meydana
gelmektedir (EI-Banna A.A vd., 2011).
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Sekil 2.3. Killer hiicrenin duyarli hiicre iizerine enzimler yoluyla etki mekanizmasi
(Marquina, 2002)
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Sekil 2.4. Killer hiicrenin duyarli hiicre duvari tizerindeki reseptdr bolgeye tutunmasi
(Marquina, 2002; Tiirkay, 2012)

Ikinci asamada ise &ldiiriicii toksinlerin baglandigi R2 reseptdrii enerjiye bagimli
olarak etkilesime girmektedir ve toksin hiicreyi inhibe etmektedir (Schmitt ve
Breining, 2006). Enerjiye gereksinim duyulan bu asamada toksinler reseptor
baglanma bdlgesinden sitoplazma membranina baglanmaktadir. Baglanan toksinler
ya iyon gecis kanallarina etki ederek potasyum gecisini engellemektedir ya da direk
niikleusa giderek DNA’ya etki edip hiicreyi oldiirmektedir (Santos vd., 2004; El-
Banna A.A vd., 2011).

Membrana baglanan toksinler membran ge¢is kanallarint olusturarak sitoplazmanin
iyon dengesini bozmaktadirlar. Hiicrede potasyum dengesi de bu durumda
istenmeyen bir sekilde artmaktadir. Boylelikle dengesiz iyon gegisinden dolay1
hiicrenin yapis1 bozulmakta ve sonunda hiicre, iyon ge¢is dengesizliginden dolay1

6lmektedir (Schmitt ve Breining, 2006; Maqueda vd., 2011).

Bu konuda yapilan bir ¢alismada iyon gecisini saglayan TOK1 potasyum kanalin1 K1
killer toksini icin hedef olarak gostermislerdir. Uretilen killer toksin baska bir hiicre

ya da protein yapisindaki komponente ihtiyag duymadan TOKI1 kanalini
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aktiflestirmigtir. Duyarli hiicrenin gosterdigi direng, TOK1’i sentezleyen genin
duyarhiligmi artirdigin1 bildirmislerdir (Sesti F vd., 2001; Altuntas ve Ozgelik, 2007).

Killer mayalarin iirettigi toksin sitoplazmada preprotoksine c¢evrildikten sonra
protoksin olarak protoksin dongiisiine katilmaktadir. Protoksin olgunlasmis bir
salgidir. Protoksin olustuktan sonra hiicreye etki edecegi asil formlara doniisiimii
gerceklesmektedir. Islenen protoksin hiicrenin farkli bolgelerine dagilacak olan a, B
ve v alt birim toksinlerine doniismektedir. Bu doniisiim mekanizmasi killer aktivite
gosteren maya hiicresinde gergeklesmektedir. Bir veya daha fazla disiilfit baglariyla
bagli o ve B alt tinitelerinden olusan heterodimer yapidaki bu biyolojik aktif protein,
kiiltlir ortamina salgilanmaktadir. Salgilanan B-alt birimi duyarli hiicrenin
duvarindaki reseptér yoluyla hiicre duvarina baglanirken a-alt birimi ¢ekirdegin
icerisine girerek DNA sentezini durdurmaktadir ve geri doniisiimsiiz olarak hiicrenin
olimiinii gergeklestirmektedir (Schmitt ve Breining, 2006; Palauszynski vd., 2007;
Magliani vd., 2008; Maqueda vd., 2011).

Killer mayalarin liretmis olduklar1 toksinler duyarli hiicrelerde bulunan reseptorler
araciliglyla yapiya tutunarak hiicreyi Oldiirmektedir. Duyarli maya, hiicre
duvarlarinda farkli killer maya izolatlarina ait farkli reseptorler bulundurmaktadir.
Cesitli galismalarda killer toksinlerin hedefi olan duyarli hiicrelerdeki reseptorler
bildirilmigtir.  B-1,3-D-Glukan, B-1,6-D-Glukan, [-1,3-galaktomannan, Kitin,
mannoproteinler gibi bilesenlerin toksinlere 6zgii reseptor olarak gorev yaptiklar

bilinmektedir (Maqueda vd., 2011).

Sertkaya (2005)’nin yapmis oldugu arastirmada S.cerevisiae mayasinin sentezledigi
K1 ve K2 killer toksinin etki ettigi duyarli hiicre duvarindaki B-1,6-D-Glukan

reseptOrii araciligiyla hiicre duvarina baglandig Sekil 2.5’te gdsterilmistir.
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Sekil 2.5. S. cerevisiae’nin killer toksin tiretim sistemi (Herring ve Bevan, 1974)

Diger bir ¢alismada K. lactis ve P. membranafaciens mayalarmin kitini reseptor
olarak kullandiklari rapor edilmistir. Farkli bir arastirmada HM-1 W. mrakii killer
mayasinin duyarlt hiicre duvart yapisindaki $-1,6-D-Glukan, Debaryomyces hansenii
ve H. uvarum killer mayalarinin reseptor olarak p-1,6-D-Glukan’1 kullanarak hiicreye
baglandiklar1 gozlemlenmistir. Yapilan bagka bir c¢arpict arastirmada S.
cerevisiae’nin tretmis oldugu KT28 toksininin ve Z. bailii’nin iiretmis olduklari
killer toksinin, duyarli hiicre duvarindaki mannoproteinin reseptdr olarak gorev
yaptig1 bildirilmistir. Yapilan bir bagka ¢aligmada ise P. anamola mayasinin {iretmis
oldugu K5 killer toksininin de duyarli maya izolatlarindaki [-1,3-D-Glukan
reseptoriinii kullanarak hiicre duvarina baglanip Killer aktivite gosterdigi tespit
edilmistir (Cizelge 2.3) (Manfred ve Breinig, 2002; Altuntas ve Ozgelik, 2007;
Magqueda vd., 2011).

Buzdar vd. (2011) Pichia ve Williopsis cinsi mayalarin tiretmis olduklart killer

toksinlerin duyarli maya izolatlarinin yapisinda bulunan -1,3-D-Glukan yapisina

baglanip duyarli hiicreye etki ettigi belirtilmistir.
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Cizelge 2.3. Killer toksinler ve duyarli hiicredeki reseptorleri (Bussey, 1972; Doger,
2004; Altintas ve Ozgelik 2007)

Killer Toksin Reseptor

Pichia anomala K5 B -1,3-D-Glukan
Saccharomyces cerevisiae KT28 Hiicre duvart mannoproteini
Pichia membrannifaciens B -1,6-D-Glukan
Zygosaccharomyces bailii Hiicre duvart mannoproteini
Debaryomyces hansenii B -1,6-D-Glukan
Kluyveromyces phaffii BGIl-Jt,:r;D-GIukan - p 13D
Kluyveromyces lactis Kitin

Pichia acaciae Kitin

Saccharomyces cerevisiae K1 B -1,6-D-Glukan
Saccharomyces cerevisiae K2 B -1,6-D-Glukan

Williopsis mrakii HM-1 Hiicre duvari B -1,6-D-Glukan
Hanseniaspora uvarum B -1,6-D-Glukan

Genel olarak killer aktivite mekanizmasi su sekilde ilerlemektedir: Hiicre duvarinda
killer toksini sentezleyen giiglii bir -1,3-glukanaz aktivitesi (Magliani vd., 2008;
Polonelli vd., 2011), hiicre duvarinda glukan sentezi ile etkilesim (Paluszynki vd.,
2007; Buzdar vd., 2011), membran gecis kanallarinin olusumu (Schmitt vd., 2006),
iyon degisimi (Altuntas ve Ozgelik, 2007), DNA hasarmin indiiksiyonu ve apoptozu
(kademeli hiicre oliimii) (Magliani vd., 2008), hiicre boliinmesinin durmasi ve hiicre
olimi seklinde gergeklesmektedir (Baeza vd., 2008; Buzdar vd., 2011).

Bu konuda yapilan bir ¢alismada Buzdar vd. (2011) killer maya toksinlerinin
patojenik maya izolatlarina kars1 aktivite gosterdiklerini rapor etmislerdir. Ancak
baz1 patojenik mayalarin hiicre duvarinin olmadigi, protoplast seklinde olan yapiya
killer toksinin etki edemedigini bildirmislerdir. Arastirmada killer toksin lireten maya
olan Kluyveromyces siamensis HN12-1’in hiicre duvari olmayan protoplast
seklindeki duyarli hiicreye reseptér bulunmadigindan dolay:r etki edemedigini rapor
etmislerdir. Bagka bir patojenik maya ile yapilan denemede ise patojenik mayanin
hiicre duvari yapisinda bulunan kitin maddesini K. siamensis HN12-1 mayasinin
tirettigi killer toksinin reseptorii olarak kullandigini tespit etmislerdir. K. siamensis

HN12-1 killer mayasmin toksininin hidrofobik B-alt biriminin duyarli patojenik
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mayanin hiicre duvarina kitin reseptorii araciligiyla baglandigini, y-alt biriminin ise
hiicre igerisine girerek sitoplazma membranina etki edip hiicrenin inhibe oldugunu

rapor etmislerdir.

Killer mayalarin bu mekanizma ile duyarlt maya izolatlarina etki ettigi ve iirettigi
toksinlerle birlikte oldiiriicii 6zellikte oldugu goriilmiistiir. Killer mayalarin, kendi
toksinlerine kars1 bagisiklik  gosterdigine dair arastirmalar da literatiirde
bulunmaktadir. Ancak kendi {irettikleri toksinlerden hangi mekanizma ile nasil
etkilenmediklerine dair net bir bilgi bilinmemektedir. Bu konuda kesin bir bilgi
olmamasina ragmen calismalar ve tartismalar halen devam etmektedir (Schmitt ve

Breining, 2006; Parveen ve Begum J, 2010).

2.3. Killer Aktiviteye Etki Eden Parametreler

Yapilan ¢alismalarda mayalarin toksin liretme yeteneklerinin susun tiiriine, genetik
yapisina, fermantasyon siiresinde olusan kiiltiirel ve ¢evresel kosullara, sicaklik, pH,
metal iyonlar1 ve tuza bagli oldugu gozlemlenmistir. Killer aktivitedeki azalmaya
inkiibasyonun uzamasi, hiicre par¢alanmast nedeniyle ortam iginde belirli
proteazlarin aktivasyonu veya kontamine olan maya izolatlar1 tarafindan salgilanan
bilesenler ile killer toksinlerin etkilesiminin neden olabilecegi belirlenmistir (Bajaj

vd., 2013).

2.3.1. Sicakhik ve pH

Killer toksinlerin aktiviteleri i¢in optimum pH ve optimum sicaklik maya tiirleri
arasinda degiskenlik gostermektedir. Yapilan calismalarda farkli sicaklik ve pH

derecelerinde mayalarin killer aktivite gosterdikleri belirlenmistir.

Bajaj vd. (2013) bu konuda gergeklestirdikleri ¢alismada farkli killer 6zellikli maya
izolatlarinin aktif olduklar1 sicaklik derecelerini belirlemislerdir. Pichia anamola ve
P. membranafaciens CYC 1086 killer toksinlerinin 20 °C ve 15 °C’de optimum
killer aktivite gosterdiklerini rapor etmislerdir. Yine P. anamola ve Saccharomyces
cerevisiae mayalarmin killer toksinlerinin 22 °C ve 30 °C’de killer aktivite

gosterdiklerini ancak 37 °C’de gelisim gosteremediklerini bildirmislerdir. Ayrica S.
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cerevisiae  HAU-1 killer toksininin 20-35 °C’de maksimum Killer aktivite
gosterdigini rapor etmislerdir. Benzer sekilde S. cerevisiae killer toksinlerinin de

genel anlamda 25 °C’de maksimum aktivite gosterdigi bildirilmistir.

pH ile ilgili yapilan ¢alismalarda ise carpict sonuglar oOrtaya ¢ikmistir. Ramon-
Portugal vd. (1998)’nin gergeklestirdikleri ¢alismada K2 killer toksininin pH’nin 2.8-
4.8 oldugu araliklarda maksimum killer aktivite gosterdigini gozlemlemislerdir. Yine
bagska bir calismada sarap endiistrisinde K1 killer toksininin yerine K2 Kkiller
toksininin daha elverisli olacag: tartisilmistir. Arastirmada S. cerevisiae mayasinin
tiretmis oldugu K1 killer toksininin pH’sinin 4.6-4.8 araliginda oldugu yine S.
cerevisiae’nin liretmis oldugu K2 Killer toksininin ise pH’nin 2.9-4.9 arasinda
aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Bu araligin sarap endistrisi i¢in K2 Killer toksininin
daha tehlikeli oldugunu ve fermantasyonu durdurucu olarak rol oynadigini
bildirmislerdir (Marquina vd., 2002). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda killer maya
toksinlerinin optimum pH’smin 4.5, optimum sicakliginin ise 20-35 °C arasinda

oldugu rapor edilmistir (Wang vd., 2007 a-b).

2.3.2. Metal iyon etkisi

Killer maya toksinleri i¢in bazi metal iyonlarmin aktivitator, baz1 metal iyonlarinin
ise inhibitor etki gosterdikleri bildirilmistir. Yapilan calismalarda killer maya
toksinlerini Ca*?, K*, Mg*?, Na', ve Co* metallerinin aktive ettigi bildirilmistir.
Bunun aksine Fe*?, Fe*®, Hg™?, Co*, Mn*?, Zn*? ve Ag" metal iyonlarimin ise killer
mayalarin toksinlerinin ¢aligmasini yavaslatan maddeler olduklar1 goriilmiistiir. Bu
metallerin yan1 sira fenil metan siilfonil floriir (PMSF), iodoasetik asit, etilediamin
tetra asetik asit (EDTA) ve 1,10-fenantronin gibi kimyasallarin da killer aktiviteyi
olumsuz yonde etkiledikleri rapor edilmistir (Wang vd., 2007 a-b).

Bu konu ile alakali yapilan baska bir ¢alismada P. anamola NCYC 434 killer maya
toksininin Hg*? bulunan ortamda killer aktivitesinin azaldig1 bir siire sonra mayanin
da inhibe oldugu ancak Pb*? bulunan ortamda toksinin etkisinin arttig1 bildirilmistir.
Yine yapilan bagka bir calismada W. saturnus’un iiretmis oldugu Killer toksine Li",
Ni* ve Ba' metallerinin hem inhibitor hem de aktivator olarak etki ettigi

bildirilmistir (Bajaj vd., 2012).
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2.3.3. Tuz parametresi

Aguigar ve Lucas (2008)’in yapmis olduklar1 ¢alismada 6zellikle tuz konsantrasyonu
yiilksek olan ortamlarda killer aktivitenin arttigini goézlemlemislerdir. Calismada
halotoleransi yiiksek killer mayalar ve diisiik olan duyarli suslar ayrilmis ve bu tiirler
arasindaki etkilesim degerlendirilmistir. Calismada 58 farkli maya susu iizerinde tuz
stresine kars1 dayanikli tiirler 1 M, 2 M, 3 M ve 4 M NaCl ortaminda bekletilmistir.
Buradaki amacin suslarin tuz stresine karst gosterdikleri tepkiyi belirlemek oldugu
belirtilmistir. Calismada tuz stresine karsi en toleransli olan ve killer aktivite

gosteren mayanin Candida nodaensis oldugu gézlemlenmistir.

Llorente vd. (1997) ve Suzuki (1999) yapmis olduklar1 ¢aligmada yiiksek
halotoleransa sahip maya suslarinda tuz-gida izolatlarinin killer aktiviteyi artirdigi ve
bu nedenle yiiksek tuz konsantrasyonlu ortamlarda killer aktivitenin daha yiiksek
oldugunu gozlemlemislerdir. Tuz bulunan ortamlarda killer maya aktivitesinin arttig1
vurgulanmigtir.  Ozellikle yiiksek tuzun plazma membranlarindaki iyon gegcis
kanallarina etki ettigi ve killer maya toksininin hiicreyi daha rahat inhibe ettigi
gorlilmiigtiir. Pichia farinosa mayasinin tiretmis oldugu killer toksinin tuz aracilig

ile duyarl hiicredeki translasyon mekanizmasini da bozdugu rapor edilmistir.

Plazma membranlarina tuzun etkisi ile ilgili Aguigar ve Lucas (2008) hiicre
icerisindeki 2 M ve daha yiliksek NaCl konsantrasyonlarinda iyon gegis
kanallarindaki K iyonunun azalacagini bu nedenle de killer aktivitenin plazma

membranlarint daha kolay inhibe edebilecegini bildirilmislerdir.

Bu konuda yapilan bagka bir ¢alismada ise Zygosaccharomyces bailii, Z. rouxii ve P.
membranafaciens mayalart gidalarda bozulmaya neden olan mayalardir. Bu
organizmalar iizerinde yiiksek tuz konsantrasyonu bulunan ortamda duyarli hiicrelere
karst killer aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Halotolerans1 yiliksek olan bu
organizmalarin ozmotolerans derecelerinin ise her zaman yiliksek olmayacagi
bildirilmistir. Calismada S. cerevisiae, P. etchelsii, D. hansenii, P. anamola ve P.
farinosa mayalarimin killer aktivite gostermelerinin yanisira yiiksek halotolerans ve

ozmotoleransa sahip olduklar1 gozlemlenmistir (Silva vd., 2003).
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2.3.4. Fermantasyon

Mayalar fermantasyon endiistrisinde yiizyillardir kullanilmaktadir. Ekmek, sarap,
bira, c¢esitli fermente siit irlinlerinde mayalardan starter sus olarak
yararlanilmaktadir. Mayalarin toksin liretme yetenekleri fermantasyonu yavaslatan,
durduran, starter suslari 6ldiiren proses olarak fermantasyonda sorun olusturmaya
baslamistir. Yapilan aragtirmalardan sonra killer mayalarin kontaminasyona neden
olan yabani maya izolatlarina karsi fermantasyonu devam ettiren organizmalar
olabilecegi bildirilmistir. Ozellikle sarap fermantasyonunda ilk baslarda sorun
olusturan killer mayalarin giiniimiizde starter sus olarak kullanilabilecegine yonelik

caligmalar yapilmaktadir (Maqueda vd., 2011).

Bu konuda Dabhole ve Joishy (2005) tarafindan yapilan ¢alismada, toksin {ireten
Saccharomyces cerevisiae gibi killer suslarin, fermantasyonu baslatmak ve sarap
kalitesini artirmak i¢in kullanildigin1 6ngdérmiislerdir. Ancak S. cerevisiae’nin
oldiirticti toksinlerinin yiiksek toksisitesine duyarli olan Saccharomyces suslarinin da
sinirli oldugunu, bu mayanin farkli cins ve tiirdeki mayalara etki edecegini ve
fermantasyonda starter sus olarak kullanilabilecegini gozlemlemislerdir. Ayrica da
Hanseniaspora, Kloeckera, Pichia ve Saccharomycodes mayalarina ait yabani

mayalara karsi killer aktivite géstermedigi calismada rapor edilmistir.

2.4. Killer Aktivitenin Antimikrobiyal Etkisi

Killer toksinler disinda  antimikrobiyal etki gosteren  antibiyotiklerin,
bakteriyofajlarin ve bakteriyosinlerin antimikrobiyal etkilerinin uzun zamandir
bilinmesine ragmen elde edilen metabolitlerin antimikrobiyal etkileri yeni yeni
arastirilmaya baslanmis ve sonuglar aktarilmaya c¢alisilmistir. Farkli organizmalarin
tretmis olduklar1 antimikrobiyal maddelerin yanisira maya izolatlarinin iiretmis
olduklart killer toksinlerin de antimikrobiyal etki gosterdikleri yapilan calismalarla

belirlenmistir (Hatoum vd., 2012).

Killer mayalarin tiretmis olduklar1 toksinler bakteri, maya ve mantarlara kars1 genis
capli etki spektrumlart nedeniyle antimikrobiyal ajan olarak etki gosterdikleri

belirlenmistir. Killer toksinlerin antimikrobiyal ajan olarak kullaniminin yeni olmasi
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nedeniyle bu konudaki c¢aligmalar da artmaya baslamistir. Literatiirde killer
mayalarin  birgok alanda antibakteriyel, antifungal ve antimikotik aktivite
gosterdigine yonelik c¢alismalar bulunmaktadir. Bajaj vd. (2012)’nin ¢alismasinda
Pichia cinsi mayanin birkag tiirtiniin farkli maya ve mantar tiirlerine kars1 antifungal
ve antimikotik ajan olarak kullanildig1 goriilmiistiir. Caligmada P. kudriavzevii RY55
oldiirtici maya toksininin insanda patojenik etki gosteren Escherichia coli, E.
faecalis, S. aureus gibi patojen mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal ajan olarak

etki ettigi rapor edilmistir.

Meneghin vd. (2010) killer maya aktivitesi gosteren C. glabrata, P. anamola ve
Candida sp. organizmalarinin igki fermantasyonunda yabani olarak kontamine olan
Bacillus suptilis ve Lactobacillus plantarum’a karsi antibakteriyel ajan olarak etki

ettiklerini bildirmislerdir.

Waema vd., (2009) fermente sebzelerden izole ettikleri C. krusei killer mayasinin
patojen olarak nitelendirilen E. coli, Salmonella typhimurium ve Staphylococcus’un

birkag tiirtine kars1 dldiiriicii aktivitelerinin oldugu gozlemlemislerdir.

Bu konuda yapilan bir baska calismada Hansenula anomala, H. mrakiii,
Kluyveromyces drosophylarum, K. lactis ve C. tropicalis mayalarinin iiretmis
olduklar1 antimikrobiyal peptid bilesiklerinin Gram (+) ve patojen olmayan
bakterilere kars1 oldiiriicti etki gosterdikleri rapor edilmistir. Bu mikroorganizmalar
tizerinde yapilan paralel ¢alismalarda iiretilen toksinler H. mrakiii mayasinin tiretmis
oldugu K9 toksini ile karsilastirilmis ve biliylime inhibitdrii olarak endiistride
kullanilabilecegi bildirilmistir (Polonelli ve Morace, 1987; Izgu ve Altinbay., 1996;
Guyard vd., 2002).

Golubev (2015) tarafindan yapilan ¢alismada Wickerhamomyces silvicola VKM Y-
178 susunun salgiladigi mikosinin fungisidal etki gosterdigi rapor edilmistir.
Ozmotik basingta ve pH 4.5’da en yiiksek Killer aktivite gosterdigi, 45 cinse ait
140’1n lizerinde askomikotik maya tiirlerinde duyarli oldugu ve basidiomikotik
tiirlerinin toksine kars1 direngli oldugu tespit edilmistir. Taksonomik olarak

homojenik tiirlerin genel olarak mikosine tepki verdiginin gézlendigi goriilmiistiir.
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Farkli endiistrilerde antimikrobiyal ajan olarak yararlanilan killer mayalardan klinik
alanda da yararlanilmaktadir. Killer toksinlerin 6zellikle klinik agidan patojenite
gosteren C. albicans’a karsi antimikotik aktivite gosterdigi gortlmustir. Killer
mayalarin trettigi toksinler gida antimikrobiyalleri olarak siniflandirilsa da klinik
caligmalarda ve eczacilik uygulamalarinda yaygin bir bigimde antimikrobiyal ajan
olarak kullanildigi bilinmektedir. Bu biyolojik miicadelenin ilerleyen asamalarda
yapilacak calismalarla istenilen seviyeye gelecegi disiiniilmektedir (Brussow ve
Desiere, 2001; Henriques-Normark, 2007; Ingeniis vd., 2009).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyaller
3.1.1. Killer o6zelligi arastirllacak mayalar

Killer maya 6zelligi arastirilmak iizere 26 maya susu Siileyman Demirel Universitesi
Gida Miihendisligi Bolimiinden temin edilmistir. 26 mayanin saflik kontrolleri

yapildiktan sonra bozucu mayalar tizerinde Killer aktiviteleri degerlendirilmistir.
Cesitli gida orneklerinden izole edilen 26 maya susunun killer aktivite ozelligi

kantitatif analizler sonucunda belirlenmistir. Bu mayalarin izole edildikleri {iriin

gruplar1 Cizelge 3.1°de ifade edilmistir.
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Cizelge 3.1. Siileyman Demirel Universitesi Gida Miihendisligi Boliimiinden temin
edilen 26 maya ve gida kaynagi

Sira Menseii
LM-1 Ekmek
LM-2 Kefir
LM-3 Ag1z siitii
LM-4 Agiz siitii
LM-5 Agiz siitii
LM-6 Agiz siitii
LM-7 Yogurt
LM-8 Yogurt
LM-9 Peynir
LM-10 Peynir
LM-11 Sirke anasi
LM-12 Tursu
LM-13 Kefir
LM-14 Kefir
LM-15 Tarhana
LM-16 Tarhana
LM-17 Tursu
LM-18 Salgam
LM-19 Goruk eksisi
LM-20 Goruk eksisi
LM-21 Goruk eksisi
LM-22 Kefir
LM-23 Zeytin
LM-24 Zeytin
LM-25 Boza
LM-26 Boza

LM: Killer 6zelligi arastirilan maya kodlar1

3.1.2. Fermente uriinler

Calisma kapsaminda fermente iirlinlerden yogurt, peynir, kaymak, tereyagi, sosis

sucuk, zeytin, sirke ve tursu Ornekleri Isparta pazarindan tesadiifi olarak temin
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edilerek +4 °C’de saklanmis Ve fliriinler bozulmaya basladiginda bozucu nitelikteki

mayalar izole edilmistir.

3.1.3. Kiiltiir besiyerleri

Potato Dekstroz Agar (PDA), Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol (DRBC),
Yeast Pepton Dekstroz Agar (YEPD) ve Malt Ekstrakt Agar (MEA, %3 Malt
ekstrakt, %0.3 pepton, %1.5 agar-agar) fermente iiriinlerden bozulmaya yol acan
mayalarin izolasyonu igin kullanilmigtir. 26 mayanin bozucu mayalar {izerine
Oldiiriicii  aktivitesini incelemek igin besiyeri bileseni Ullivari vd (2014)’nin
caligmasina goére yapilmistir. Calismada 0.1 M sitrat-fosfat tampon (%2.1014 sitrik
asit monohidrat, %1.7418 K;HPO,) icerisinde YEPD-MB-Agar (agar %2, pepton
%2, yeast ekstrakt %1, dekstroz %2, metilen mavisi %0.003)’l1 besiyeri pH 4’te
hazirlanarak killer 6zelligi arastirilan mayalarin bozucu mayalar tizerinde Killer
aktivitesi arastirilmistir. Belirlenen besiyeri bilesimleri ile killer aktiviteler tespit
edilmis ve tez ¢alismasinda killer aktivitenin belirlenmesi amaciyla uygun besi

ortami1 oldugu diisiiniilerek kullanilmistir.

3.1.4. izolasyon ve saflastirmada kullamlan ¢ozeltiler

Fermente iiriinlerden izole edilen mayalarin izolasyonunda diliisyon i¢in FTS
(Fizyolojik tuzlu su-Sodyum Klorid), diliisyon sonucunda mikroorganizmalarin
tespiti icin ise PDA ve DRBC besiyerleri kullanilmigtir. Bozucu mayalarin
izolasyonundan sonra saflastirma asamasi1 gerceklestirilmistir. Bu asamada
mikroorganizmalarin saflik kontrolleri yine PDA ve DRBC ile yapilmistir.
Saflastirma asamasi sonrasinda izolatlarin zenginlestirme islemi %1°lik YEPD-Broth
ve Malt Ekstrakt Broth besi ortaminda gergeklestirilmistir. 30 °C’de 24-48 saat
inkiibasyon sonucunda sivi besiyerinde gelisen mikroorganizmalarin ilerleyen
asamalarda ve calismalarda degerlendirilebilmesi amaciyla gliserol igeren tiiplere

stoga alinmig ve -18 °C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.1.5. Mayalarin boyanmasinda kullamlan kimyasallar

Fermente {iriinlerden izole edilen bozucu mayalar ve Gida Miihendisligi Boliimiinden

alinan mayalarin saflik kontrolleri sirasinda mikroskop kullanilmistir. Mikroskop
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altinda inceleme yapilirken mayalar1 daha net ayirabilmek amaciyla boya olarak
%3’lik metilen mavisi kullanilmistir. Goriintiilerde mikroorganizmalarin boyay1
kendi biinyesine alarak biiyiikliik, sekil ve boyutlarina gére siiflandirilmasi iglemi

gerceklestirilmistir.

3.1.6. Arastirmada kullanilan arac ve gerecler

Gergeklestirilen tez calismasinda Siileyman Demirel Universitesi Gida Miihendisligi
laboratuart kullanilmigtir. Caligma sirasinda kullanilan cihazlar Cizelge 3.2°de

verilmistir.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan cihazlarin marka ve modelleri

Cihaz Ad1 Marka Kullanim Amaci
Otoklav ALP Sterilizasyon
Inkiibator (30 °C) TETRA Mikroorganizmalarin biiyiimeleri ve killer testi
Isik Mikroskobu Axiostar Hiicreleri tanimlama ve goriintiileme
Vortex V-1 Plus Biosan Homojenizasyon
Mc-Farland Dansidometre Biosan Mikroorganizmalarin yogunlugunun 6l¢timii
Hassas terazi METTLER TOLEDO AB204 Sartorius Tartim
pHmetre Inolab pH ayarlanmasi
Fotograf makinesi CANON IXUS 105 Resim ¢ekme
Kuru hava sterilizat6rii WiseWen Cam malzemelerinin steril hale getirilmesi
Su banyosu WiseBath Sabit sicaklik
Mikropipet BRAND-Medispec plus-ISOLAB Mikroorganizmalarin agilanmasi
Distile su cihazi GFL Su temini
. Hazirlanan besiyerinin homojen olarak dagilmasinin
Metalik karistirict RCT basic IKA LABORTECHNIK
saglanmasi
Inkiibatérlii orbital . .
SI-300R/Lab Companion Homojenizasyon
calkalayici
BOECO Germany Yogunluk tayini
Spektrofotometre
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3.2. Yontemler
3.2.1. Mayalarin saflik kontrolii

Siileyman Demirel Universitesi Gida Miihendisligi Boliimiinden temin edilen 26 adet
maya ile bozulmus bazi fermente lriinlerden izole edilen bozucu mayalarin saflik
kontrolleri PDA’da tek koloni diisiirme teknigi ile hem morfolojik hem de

mikroskobik ¢aligma sonucunda belirlenmistir.

3.2.2. Bozulmus fermente iiriinlerden izole edilen mayalarin toplam hiicre
sayimi

Tez calismasinda bozulmus fermente gidalardan yogurt, kaymak, peynir, tereyagi,
sucuk, sosis, zeytin, tursu ve sirke 6rneklerinden bozucu mayalar izole edilmistir.
Orneklerden steril olarak 10 gram tartilmis ve daha 6nceden steril edilen 90 ml’lik
FTS icerisine aktarilarak etkin bir karistirma ile mikroorganizmalarin ¢ozelti
icerisine homojen olarak ge¢mesi saglanmistir. Erlen icersinde bulunan ¢ozeltiden
10 basamagma kadar diliisyon ger¢eklestirilmistir. Bu tiiplerden 100 pl alimp PDA
iceren petrilere aktarilmis ve drigalski spatiilii ile yayma kiiltiirel ekim yapilmustir.
Petriler 30 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
bozulmus {irtinlerden izole edilen bozucu mayalarin sayimi yapilmis ve sonuglar

rapor edilmistir.

3.2.3. Bozucu mayalarin izolasyonu ve tammlanmasi

Isparta pazarindan tesadiifi olarak temin edilen fermente yogurt, kaymak, tereyagi,
peynir, sosis, sucuk, zeytin, sirke ve tursu ornekleri ¢alisma kapsaminda alinmistir.
Bu iirlinler bozulduktan sonra bozucu mayalarin izolasyonu i¢in 1:10 oraninda steril
bir sekilde hassas terazide 6rnek tartilip steril FTS igerisine aktarilmis ve bozucu
mayalarin homojen bir sekilde sivi igerisine gegmesi saglanmistir. Etkin karisim
saglandiktan sonra PDA ve DRBC besiyerlerine FTS igerisindeki ornekler,
tiplerdeki 4.5 ml’lik steril FTS ¢ozeltisine 500 pl inokiile edilerek vortex ile
karistirilmis ve 10*¢ kadar diliisyon gergeklestirilmistir. Buradan 100 pl alinarak
petri icerisine inokiile edilmistir. Inokiile edilen siv1 kiiltiir yayma kiiltiirel ekim

yontemi ile ekilmistir. Petriler 30 °C’de 2-3 giin siireli inkiibasyona birakilmistir.
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Siire sonunda gelisme gosteren mikroorganizmalarin morfolojik ve mikrobiyolojik

ozelliklerine gore ayirt etme islemi gergeklestirilmistir.

Rengine, sekline, boyutuna, koloni tipine ve mikroskop goriintiilerine bagl kalinarak
mikroorganizmalarin saflik kontrolleri yapilmistir. Secilen koloniler saflagtirma
amactyla PDA’ya 4’li slirme yontemi ile siiriilmiistiir. Tek diisen koloniler yine
rengine, sekline, boyutuna, koloni tipine ve mikroskop goriintiilerine gore
degerlendirilmistir. Farkli oldugu diisiiniilen koloniler tekrar 4’lii siirme yontemi
kullanilarak saf koloni elde edilene kadar devam edilmistir. Saf olduguna karar
verilen koloniler tliplere hazirlanip steril edilmis 3 ml’lik YEPD-Broth besiyeri
igerisine %1 oraninda zenginlestirme yapilarak 30 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Bu siire sonunda steril bir sekilde igerisinde 0.5 ml gliserol bulunan
stok tiiplerine aktarilip gerektiginde kullanilmak tizere derin dondurucuda stoga

alinmistir.

3.2.4. Mayalarin aktiflestirilmesi

Siileyman Demirel Universitesi Gida Miihendisligi Boliimiinden temin edilen 26 adet
mayanin saflik kontrolleri gergeklestirilmistir. Rengine, boyutuna, sekline ve
mikroskobik goriintiilerine gore incelendikten sonra killer 6zelligi arastirilan mayalar
YEPD-Broth’a %1 oraninda inokiile edilmistir. Bu islemin ardindan tiipler 30 °C’de
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda tiiplerde bulunan maya

kiiltirleri killer aktivite analizi igin hazir hale getirilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Stv1 besiyerinde aktif kiiltiirler

3.2.5. Sitrat-fosfat tamponun pH ayarinin yapilmasi

Besiyeri igerisinde mikroorganizmalarin farkli bilesenler iiretmesini engellemek
amaciyla pH 4’te tampon hazirlanmistir. Bunun igin sitrik asit monohidrat (CsHgO7)
ve di potasyum fosfat (K;HPO,) ¢ozeltileri 0.1 M hazirlanarak pH 4’e ayarlanmistir.
Hazirlanan sitrik asit monohidrat sulu ¢ozeltisinin {izerine pH 4’e gelinceye kadar

K,HPO, eklenmis ve bu sekilde pH 4’te stabil hale getirilmistir.
3.2.6. Bozucu mayalarin optik yogunlugunun ayarlanmasi

Bozulmus fermente iriinlerden izole edilen bozucu mayalarin yogunlugu steril
ortamda Mc-Farland dansidometresi ile 0.4 (~10°-10° kob/ml) degerine ayarlanmuistir.
Ayrica spektrofotometrede bazi bozucu mayalarin ve Killer 6zelligi arastirilan
mayalarin Mc-farland esdeger bulaniklik degerlerinin yorumlanmasi agisindan 578

nm’de absorbans degerleri ol¢iilmiistiir.

3.2.7. YEPD-MB besiyerinin hazirlanmasi

YEPD-MB besiyeri, igerisinde metilen mavisi olan bir besiyeridir. YEPD besiyerinin
igerisine metilen mavisi eklenmesinin sebebi kat1 besiyerinde zon olusumunu rahat
bir sekilde tespit etmek amaciyladir. Gergeklestirilen tez calismasinda pH degisimini

sabit tutmak dolayisiyla da mayalarin farkli metabolitler iiretebilecegi diisiiniilerek
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besiyeri pH’s1 4’¢ ayarlanmig ve 0.1 M sitrat tampon igerisinde ¢oziindirilmiuistiir.
0.1 M hazirlanan sitrat-fosfat tampon igerisine 6n denemelerde %0.03 oraninda
metilen mavisi eklenmis, hazirlanan besiyerinin hem renk yogunlugunun fazla
olmast hem de besiyerinin katilasmamasina neden oldugu distiniilerek boya orani
%0.003’e diistirtilmistiir. Hazirlanan sitrat-fosfat tampon igerisinde 6ncelikle metilen
mavisi ¢Oziindiiriilmiis, sonrasinda diger besiyeri bilesenleri eklenmistir. On
denemelerde yayma Kkiiltiirel ekim yontemi ile bozucu mayalar petrilere aktarilip
besiyeri lizerine 6ze yardimiyla killer 6zellikleri arastirilan mayalarin inokiilasyonu
gerceklestirilmistir. Fakat yayma kiiltiirel ekim yonteminde bozucu mayalarin petriye
homojen yayilmadigi ve sonuglarin istenilen diizeyde olmamasindan dolayr yontem
degisikligi yapilmistir. Bozucu mayalarin petrilere yayma kiiltiirel ekim yontemi ile
gelistirme yerine kati besiyerinde agar difuzyon yontemi kullanilarak calisma
stirdiiriilmistiir. Bu yontemle yine pH 4’e ayarlanmis sitrat-fosfat tampon igerisinde
%0.003 oraninda metilen mavisi ¢ozdiiriiliip diger besiyeri bilesenleri eklendikten
sonra tliplere 10’ar ml eklenerek 121 °C’de 15 dk sterilizasyona birakilmistir.
Sterilizasyon sonunda tiipler sogutulup igerisine O6nceden YEPD-Broth’ta
zenginlestirilmis, yogunlugu FTS’de 0.4 Mc-Farland esdeger bulanikliga ayarlanan 1
ml bozucu maya kiiltiirii inokiile edilip cam petrilere aktarilmigtir. Cam petri
kullanilmast alan genisligi saglamak ve zon olusumlarmi rahat gérme amacini
tasimaktadir. Petrilere aktarilan bozucu maya igeren besiyeri +4 °C’de 1 saat
donmaya birakilmistir. Siire sonunda petriler, daha 6nceden PDA’da kati halde
gelistirilmis killer 6zelligi arastirilacak olan 26 adet maya ile 6ze yardimiyla
icerisinde bozucu maya bulunan YEPD-MB besiyeri iizerine belirlenen noktalara
aktarilmistir. Islem sonrasinda bozucu maya iizerine aktarilan killer &zelligi
arastirilan mayalar1 igeren petriler 30 °C’de 2-5 giin aras1 inkiibasyona birakilmis ve

siire sonunda petrilerde olusan zonlarin ¢ap1 6lglimii gergeklestirilmistir.

Calisma kapsaminda kullanilan et, siit ve diger fermente {riinlerin temini Isparta
ilinden starter kiiltiir kullanilmayan yerlerden tesadiifi olarak alinmistir. Orneklerden
mikroorganizma izolasyonlart yapilmigs ve elde edilen maya izolatlari
saflagtirilmistir.  Orneklerin saflik  kontrollerinin ardindan Siileyman Demirel
Universitesi Gida Miihendisligi Béliimiinden alinan 26 adet maya izolat1 ile birlikte
killer aktivite kontrolleri gerceklestirilmistir. Caligmada kullanilan YEPD-MB agar

literatiirde bir¢cok ¢aligmanin besiyeri kombinasyonu igerisinde yer almistir.
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3.2.8. Killer ozelligi arastirilan mayalarin bozucu mayalar iizerine etkisi

pH 4’te sitrat-fosfat tampon igerisinde ¢oziindiriilmiis YEPD-MB besiyeri
bilesenleri tliplere 10 ml olacak sekilde ayarlanmistir. Tiplerdeki YEPD-MB
besiyeri sterilizasyon islemine birakildiktan sonra bozucu maya kiiltiirleri 0.4 Mc-
Farland’a FTS soliisyonu igerisinde hazirlanmistir. Sterilizasyon islemi sonunda
tiplerdeki besiyeri sogutulduktan sonra 0.4 Mc-Farland bulanikliga esdeger
bulanikliga ayarlanmis bozucu mayalar 1 ml inokiile edilmis ve petrilere steril bir
sekilde dokiilmistiir. Petri igerisindeki besiyeri +4 °C’de 1 saat bekletilmistir. Siire
sonunda bozucu mayalarin bulundugu petrilerin {lizerine daha 6nceden PDA’da
gelistirilmis killer o6zelligi arastirilacak olan 26 maya, 6ze yardimiyla alinarak
petrilerin boliinmiis kisimlarina aktarilmigtir. Bu islem sonrasinda petriler 30 °C’de
2-5 giin aras1 inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda zon olusumu

gbzlenen mayalarin zon cap1 Olciilmiis ve kaydedilmistir.

3.2.9. Killer ozellik gosterdigi bilinen maya susunun bozucu mayalar iizerine
etkisi

Killer 6zellikli ticari bir sarap mayasi olan S. cerevisiae maya kiltiiriiniin ¢esitli
bozulmus fermente gidalardan izole edilen bozucu mayalara kars: killer aktivitesi
aragtirtlmistir. Analiz sonucunda killer 6zelligi bilinen mayanin bozucu mayalara

kars1 killer aktivitesi sonucu zon caplart kaydedilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Tez c¢alismasinda gergeklestirilen deneyler sonucunda elde edilen bulgular
degerlendirilmis ve literatiirdeki c¢alismalarla karsilastinllmistir. Tesadiifi olarak
alinan fermente gida iirlinleri bozulmaya birakilmis ve bozulmus 6rneklerden bozucu
mayalar izole edilip saflastirilmistir. Ayn1 zamanda Siileyman Demirel Universitesi
Gida Miihendisligi Boliimiinden temin edilen 26 maya susunun da safliklar1 kontrol
edilmis ve 58 adet bozucu mayaya kars1 killer aktivite denemesi gergeklestirilmistir.
Fermente gidalardan izole edilen maya suslar1 arasinda &zellikle siit {iriinlerinden
izole edilen mayalarin etki spektrumlar1 ve zon araliklarinin literatiirdeki ¢aligmalar
ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Ayrica killer 6zellikli ticari bir sarap mayasi
olan S. cerevisiae killer mayasiin, tursu, sirke ve zeytinden izole edilen bozucu

mayalara kars1 Killer aktivite denemesi gergeklestirilmistir.

4.1. Bozulmus Fermente Uriinlerden izole Edilen Mayalarin Toplam Hiicre
Saymm

Isparta pazarindan tesadiifi olarak temin edilen fermente {irlinlerin uygun kosullar
altinda bozulmalar1 gergeklestikten sonra belli diliisyon basamaklarinda ekimler
gerceklestirilmistir. EKIm sonrasi besiyeri iizerinde olusan maya izolatlarinin sayimi
gergeklestirilmistir. Sayim sonucu ml diizeyinde yapilmis ve bozucu mayalarin

sayim sonuglar1 Cizelge 4.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. izolasyon sonrasi sayim sonuglari

Numune Say1 (kob/ml")
Sucuk 1x10*
Sosis 2.1x10°
Peynir (5) 2x10*
Peynir (9) 1x10*
Peynir (10) 4.3x10°
Peynir (12) 5x10°
Tereyagi-1 7x10’
Tereyagi-2 1x10°
Tereyagi-3 2x10°
Kaymak 6x10°
Yogurt 1.4x10°
Sirke 1x10*
Tursu 1x10°
Zeytin 4.3x10°

“kob/ml: 1 ml’ye diisen koloni sayis
4.2. Bozucu Mayalarin Kodlar1 ve Menseii

Tez ¢alismasinda sucuk, sosis, peynir, kaymak, yogurt, tereyagi, zeytin, tursu ve
sirkede bozulmaya neden olan bozucu mayalarin izolasyonu gergeklestirilmistir.
Ayrica gida Ornekleri belirlenirken salgada bozulmaya neden olan mayalarin
izolasyonu da hedeflenmis ve ev tipi salga 6rnegi oda sicakliginda bozulmasi igin
beklemeye birakilmistir. Uzun siire beklemesine ragmen gozle goriiliir bir bozulma
meydana gelmemistir. Bu durumun ev tipi salcalarin igerigindeki tuz miktarinin
yiiksek olmasindan kaynaklanabilecegi seklinde yorumlanmistir. Boylelikle salca
orneginden bozucu maya izolasyonu gerceklestirilmemis ve salga 6rnegi ¢alismadan
¢ikarilmistir. Bu mayalara karsi Siileyman Demirel Universitesi Gida Miihendisligi
Boliimiinden temin edilen 26 maya izolatinin killer 6zelligi arastirilmigtir. Tez
calismasinda bozucu mayalarin kodlar1 ve hangi {iriinlerden izole edildikleri Cizelge

4.2°de gosterilmigtir.
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Cizelge 4.2. Bozucu mayalarin kodlar1 ve izole edildikleri iirtinler

Kod Menseii
BM-1 Sucuk
BM-2 Tereyagi
BM-3 Tereyagi
BM-4 Kaymak
BM-5 Sosis
BM-6 Tereyagi
BM-7 Peynir
BM-8 Sucuk
BM-9 Yogurt
BM-10 Peynir
BM-11 Tereyagi
BM-12 Yogurt
BM-13 Yogurt
BM-14 Peynir
BM-15 Sucuk
BM-16 Peynir
BM-17 Tereyagi
BM-18 Yogurt
BM-19 Yogurt
BM-20 Peynir
BM-21 Sucuk
BM-22 Peynir
BM-23 Peynir
BM-24 Peynir
BM-25 Peynir
BM-26 Tereyagi
BM-27 Peynir
BM-28 Peynir
BM-29 Kaymak
BM-30 Sosis
BM-31 Sosis
BM-32 Sosis
BM-33 Sosis
BM-34 Tereyagi
BM-35 Tereyagi
BM-36 Kaymak

BM: Bozucu maya kodlar1
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Cizelge 4.2. Bozucu mayalarin kodlar1 ve izole edildikleri tiriinler (devam)

Kod Menseii
BM-37 Sosis
BM-38 Peynir
BM-39 Kaymak
BM-40 Sucuk
BM-41 Zeytin
BM-42 Zeytin
BM-43 Zeytin
BM-44 Zeytin
BM-45 Zeytin
BM-46 Zeytin
BM-47 Zeytin
BM-48 Tursu
BM-49 Tursu
BM-50 Tursu
BM-51 Tursu
BM-52 Tursu
BM-53 Tursu
BM-54 Tursu
BM-55 Tursu
BM-56 Tursu
BM-57 Sirke
BM-58 Sirke

BM: Bozucu maya kodlar1

4.3. Killer Ozelligi Arastirilan 26 Mayamn Bozucu Mayalara Kars1 Killer Etkisi

Cesitli bozulmus fermente gidalardan izole edilen 58 adet maya susuna karsi 26
mayanin killer aktivite denemesi kati besiyerinde agar difiizyon metodu ile
belirlenmistir. 30 °C sicaklikta ve pH 4’te olusan Kkiller aktivite sonucunda farkli
biiyiikliiklerde zon caplari tablo halinde verilmistir. Killer 6zelligi arastirilan 26 adet
maya susunun bozucu mayalara kars1 Killer aktiviteleri iirin gruplarina gére rapor

edilmistir.
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4.3.1. Bozulmus et iiriinlerinden izole edilen bozucu maya sonuclari
4.3.1.1. Bozulmus sucuk érneginden izole edilen bozucu maya sonug¢lari

Siileyman Demirel Universitesi Gida Miihendisligi Béliimiinden temin edilen 26
maya susunun Isparta pazarindan aliman sucugun bozulmasi sonucu izole edilen
bozucu maya suslari lizerine killer aktivitesi incelenmistir. Yapilan analiz sonucunda
26 mayanm etki ettigi bozucu mayalar Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te
gosterilmistir. Killer aktivite sonucu olusan zon ¢aplar Cizelge 4.3’te ifade

edilmistir.

Sucuktan izole edilen BM-1 bozucu mayasi tizerine etki eden zeytinden izole edilen
LM-24 mayasinin zon yapist Sekil 4.1°de gosterilmistir. BM-1 kodlu bozucu maya
izolat1 dokme mayasi olarak kullanildiginda pH 4 ve 30 °C inkiibasyon sonucunda en

yiiksek aktiviteyi 24 numarali maya lizerinde gosterdigi belirlenmistir.

Sekil 4.1. BM-1"¢ etki eden 24 numarali mayanin inhibisyon zon ¢ap1 goriintiisii
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Sucuk 6rneginden izole edilen BM-8 bozucu mayasina karsi LM-4, LM-5, LM-7 ve
LM-9 mayalarinin killer aktivite gosterdigi Sekil 4.2’de goriilmektedir. Killer
Ozelligi arastirilan 26 mayanin sucukta bozulmaya neden olan bozucu mayalar

tizerinde yiiksek zon aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir.

Sekil 4.2. BM-8’¢ en etkili olan 4, 5, 7 ve 9 numarali mayalarin inhibisyon zon g¢ap1
goruntiisu

Yine sucuktan izole edilmis BM-15 kodlu bozucu maya izolatina kars1 LM-22, LM-

23 ve LM-24 mayalarinin killer zon olusturdugu goriilmiistiir. pH 4 ve 30 °C

inkiibasyon sonrasinda en yiiksek killer aktiviteyi gdsteren mayalarin LM-23 ve LM-

24 mayalari oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. BM-15’¢ etki eden 22, 23 ve 24 numarali mayalarin inhibisyon zon gap1
goruntusu

Bozulmus sucuk 6rneklerinden izole edilen bozucu mayalara kars1 pH 4’e ayarlanan
tampon ve 30 °C’de 72 saatlik inkiibasyon sonucunda Killer 6zelligi arastirilan 26
maya izolatindan en yiiksek killer aktiviteyi BM-40 bozucu maya iizerinde gosterdigi

tespit edilmistir.
Sucuktan izole edilmis bozucu mayalara kars1 26 mayanin killer etkisinin sayisal

olarak ifade edilisi mm olarak standart sapma degerleri ile birlikte Cizelge 4.3’de ve
Sekil 4.4’te ifade edilmistir.
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Cizelge 4.3. Bozulmus sucuk orneginden izole edilen bozucu mayalara karst killer
Ozelligi arastirilan maya suslarinin inhibisyon zon ¢aplart (mm)

LM BM-1 BM-8 BM-15 BM-21 BM-40
LM-1 - - - - -
LM-2 - - - - -
LM-3 - - - - -
LM-4 - 2+0.2 6+0.3 - 6+0.2
LM-5 6+0.5 2+0.4 4+0.2 - 4+0.3
LM-6 - 2+0.1 - - 2+0.1
LM-7 - 4+0.2 4+0.3 - 4+0.4
LM-8 - 4+0.5 - - -
LM-9 - 4+0.2 - - 4+0.6
LM-10 - - - - 4+0.2
LM-11 - - - - -
LM-12 4403 - < 3 -
LM-13 2+0.2 - 2+0.2 - 2+0.1
LM-14 - - 4+0.3 2 4+0.1
LM-15 2+0.1 - - - 4+0.2
LM-16  4+0.2 - 2+0.5 . 4+0.1
LM-17 2+0.3 - - - -
LM-18 2+0.1 = = - -
LM-19  4+0.2 - - - 24+0.1
LM-20 2+0.2 - - - 2+0.3
LM-21  4+0.1 - - - 24+0.1
LM-22 4403 2+0.2 2+0.3 - 4+0.1
LM-23 4403 2+0.2 4+0.2 - 4+0.1
LM-24  6+1.1 24+0.1 4+0.1 - 240.3
LM-25 2+0.2 3+0.2 2+0.2 - 2+0.1
LM-26 2+0.3 - - - 24+0.1

BM: Bozucu maya kodlari; LM: Killer 6zelligi arastirilan maya kodlar
Zon aktivitesi (mm); -: Zon olusumu gézlenmemistir; +: Standart sapma
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Sekil 4.4. Bozulmus sucuktan izole edilen bozucu mayalara karsi segilmis en iyi
killer aktivite gosteren mayalarin olusturduklari inhibisyon zon ¢aplar1

Ayrica mm disinda killer zon ¢aplari aU (Arbitrary Unit) cinsinden verilmis ve
degerlendirilmistir (Cizelge 4.4). aU birimi mm? cinsinden ifade edilmistir. 1 aU,
killer maya izolatimin yaklasik 10 mm? alanda olusturdugu toksin konsantrasyonunun

duyarli maya izolat1 lizerine inhibisyon zon ¢api etkisi olarak tanimlanmaktadir.

1aU= ~10 mm?

Bozulmus sucuk orneklerinden izole edilen bozucu mayalara kars1 26 mayanin killer

aktivitesi aU cinsinden standart sapma degerleri ile birlikte Cizelge 4.4’te verilmistir.
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Cizelge 4.4. Bozulmus sucuk Orneginden izole edilen bozucu mayalara kars: killer
Ozelligi arastirilan mayalarin killer aktivite degerleri (aU)

LM BM-1 BM-8 BM-15 BM-21 BM-40
LM-1 - - - - -
LM-2 - - - - -
LM-3 - - - - -
LM-4 - 0.4+0.2  3.6+0.3 - 3.6£0.2
LM-5 3.6£0.5 0.4+0.4 1.6+0.2 - 1.6£0.3
LM-6 - 0.4+0.1 - - 0.4+0.1
LM-7 - 1.6+0.2 1.6+0.3 - 1.6+£0.4
LM-8 - 1.6£0.5 - - -
LM-9 - 1.6+£0.2 - - 1.6+£0.6
LM-10 - - - - 1.6+0.2
LM-11 - = - p -
LM-12  1.6+0.3 4 - - -
LM-13  0.4+0.2 - 0.4+0.2 - 0.4+0.1
LM-14 s - 1.6+£0.3 p 1.6+0.1
LM-15  0.4+0.1 - - - 1.6+0.2
LM-16  1.6+0.2 - 0.4+0.5 - 1.6£0.1

LM-17  0.4+0.3 = - - -
LM-18  0.4+0.1 4 - E -

LM-19  1.6+0.2 - - : 0.4+0.1
LM-20  0.4+0.2 - - - 0.4+0.3
LM-21  1.6+0.1 - - - 0.4+0.1
LM-22  1.6£03 04+0.2  0.4+0.3 - 1.6+0.1
LM-23  1.6£0.3 0.4+0.2 1.6+0.2 - 1.6+0.1
LM-24  3.6£1.1 0.4+0.1 1.6+0.1 - 0.4+0.3
LM-25  0.4+0.2 09+0.2  0.4+0.2 - 0.4+0.1
LM-26  0.4+0.3 - - - 0.4+0.1

BM: Bozucu maya kodlari; LM: Killer 6zelligi arastirilan maya kodlari
Zon aktivitesi (aU); -: Zon olusumu gézlenmemistir; +: Standart sapma

4.3.1.2. Bozulmus sosis érneklerinden izole edilen bozucu maya sonuclari

Siileyman Demirel Universitesi Gida Miihendisligi Béliimiinden temin edilen 26
maya susunun bozulmus sosis 6rneginden izole edilen bozucu mayalar iizerine killer
aktivite denemesi gerceklestirilmistir. pH 4 ve 30 °C’de 72 saatlik inkiibasyon
sonucunda en iyi Killer zon aktivitesi gosteren suslarin zon c¢aplart mm cinsinden
standart sapma degerleri ile birlikte Cizelge 4.5’te ve Sekil 4.7°de, aU cinsinden
Cizelge 4.6’da verilmistir. En iyi killer aktivitenin gergeklestigi bozucu mayalar
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Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te gosterilmistir. Sosisten izole edilen BM-31 mayasi ilizerine
26 maya susunun Killer aktivitesi denenmistir. Calisma sonucunda en iyi Killer
aktiviteyi LM-13, LM-15, LM-16, LM-18, LM-19, LM-20 maya suslar1 gostermistir
(Sekil 4.5).

Sekil 4.5. BM-31’¢ etki eden 13, 15, 16, 18, 19 ve 20 numarali mayalarin inhibisyon
Zon g¢ap1 goruntisu

Yine sosisten izole edilen BM-37 bozucu mayasi tizerine Killer aktivite denemesi
gerceklestirilen 26 mayadan en iyi Killer aktivite etkisini gosteren mayalarin
olusturduklart Killer zon aktivitesi Sekil 4.5’te gorilmiistir. Buna gore BM-37
bozucu mayasi lizerine en iyi zon aktivitesini gdsteren maya suslarinin LM-3, LM-4,

LM-6, LM-8 ve LM-10 maya suslarinin oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. BM-37’ye etki eden 3, 4, 6, 8 ve 10 numarali mayalarin inhibisyon zon
¢ap1 goruntisi
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Cizelge 4.5. Bozulmus sosis orneginden izole edilen bozucu mayalara kars1 killer
Ozelligi arastirilan maya suslarinin inhibisyon zon ¢aplart (mm)

LM BM-5 BM-30 BM-31 BM-32 BM-33 BM-37
LM-1 - - 2+0.2 - - -
LM-2 - - 2+0.3 - - -
LM-3 - - 3+0.1 - 2+0.1 2+0.1
LM-4 - - 4+0.6 - 4+0.2 4+0.3
LM-5 - - 4+0.1 - - 2+0.1
LM-6 - - 2+0.1 - - 2+0.1
LM-7 - - 2+0.2 - - 2+0.1
LM-8 - - 4+0.4 - - 4+0.3
LM-9 - - 2+0 - - 2+0.1
LM-10 - - 4+0.1 - - 4+0.4
LM-11 - - - - - -
LM-12 - = 2+0.2 - - -
LM-13 - - 2+0.1 - - 2+0.1
LM-14 - - - - - 4+0.1
LM-15 . - 4+0.2 - - 6+0.4
LM-16 = - 4+0.1 - 4+0.2 4+0.1
LM-17 - - - - 2+0 4+0.3
LM-18 - - 6+0.7 - 4+0.5 4+0.1
LM-19 = - 4+0.3 - 4+0.4 4+0.1
LM-20 - - 6+0.2 - 2+0.1 4+0.3
LM-21 - - - - - 2+0.1
LM-22 - - - - - -
LM-23 - - - - - 4+0.1
LM-24 - - - - - 4+0
LM-25 - - - - - 4+0.1
LM-26 - - - - - -

BM: Bozucu maya kodlari; LM: Killer 6zelligi arastirilan maya kodlari
Zon aktivitesi (mm); -Zon olusumu gézlenmemistir; +: Standart sapma
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+: Standart sapma BELM-4 ®LM-7 =LM-8 ®=mLM-24

+0.6 +0.4 102 +0.3+0,1:0.3

S

w
1

Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
N

[E=N
1

BM-5 BM-30 BM-31 BM-32 BM-33 BM-37

Sekil 4.7. Bozulmus sosisten izole edilen bozucu mayalara kars1 se¢ilmis en iyi Killer
aktivite gosteren mayalarin olusturduklari inhibisyon zon ¢aplari
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Cizelge 4.6. Bozulmus sosis 6rneginden izole edilen bozucu mayalara karsi killer
Ozelligi arastirilan mayalarin killer aktivite degerleri (aU)

LM BM-5 BM-30 BM-31 BM-32 BM-33 BM-37
LM-1 - - 0.4+0.2 - - -

LM-2 - - 0.4+0.3 - - -

LM-3 - - 0.9+0.1 - 0.4+0.1 0.4+0.1
LM-4 - - 1.6=0.6 - 1.6+£0.2 1.6+£0.3
LM-5 - - 1.6+0.1 - - 0.4+0.1
LM-6 - - 0.4+0.1 - - 0.4+0.1
LM-7 - - 0.4+0.2 - - 0.4+0.1
LM-8 - - 1.6+0.4 - - 1.6+£0.3
LM-9 - - 0.4+0 - - 0.4+0.1
LM-10 - - 1.6+0.1 - - 1.6+0.4
LM-11 - - - - - -

LM-12 - - 0.4+0.2 - - -

LM-13 - - 0.4+0.1 - - 0.4+0.1
LM-14 - - - - - 1.6+0.1
LM-15 - - 1.6+0.2 - - 3.6£0.4
LM-16 - - 1.6+0.1 - 1.6+0.2 1.6+0.1
LM-17 - - - - 0.4+0 1.6+£0.3
LM-18 - - 3.6+0.7 - 1.6+£0.5 1.6+0.1
LM-19 - - 1.6+0.3 - 1.6+0.4 1.6+0.1
LM-20 - - 3.6+£0.2 - 0.4+0.1 1.6+£0.3
LM-21 - - - - - 0.4+0.1
LM-22 - - - - - -

LM-23 - - - - - 1.6+0.1
LM-24 - - - - - 1.6+0
LM-25 - - - - - 1.6+0.1
LM-26 - - - - - -

BM: Bozucu maya kodlari; LM: Killer 6zelligi arastirilan maya kodlari
Zon aktivitesi (aU); -: Zon olusumu gézlenmemistir; +: Standart sapma

4.3.2. Bozulmus siit iiriinlerinden izole edilen bozucu maya sonuclari
4.3.2.1. Bozulmus peynir érneklerinden izole edilen bozucu maya sonuclar:

Siileyman Demirel Universitesi Gida Miihendisligi Boliimiinden alinan 26 mayanin,
Isparta pazarindan tesadiifen temin edilen peynir 6rneklerinin bozulmasi sonucu izole
edilen bozucu mayalar {izerindeki Kkiller aktivitesi gozlemlenmistir. Calisma
sonucunda elde edilen veriler standart sapma degerleri ile birlikte Cizelge 4.7°de ve

Sekil 4.13’te mm, Cizelge 4.8’de aU cinsinden ifade edilmistir. Bozulmus peynir
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orneklerinden izole edilen mayalar igerisinde 26 mayanin en iyi Killer etki gosterdigi
bozucu mayanin BM-25 oldugu gorilmiistiir. BM-25 bozucu mayasina etki eden
mayalarin zon yapist Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’da gosterilmistir.

BM-25 bozucu mayasina en iyi etkiyi gosteren Killer maya suslart LM-4, LM-6, LM-
7, LM-8, LM-9 ve LM-10 (Sekil 4.8), LM-21, LM-22, LM-23, LM-24, LM-25 ve
LM-26 maya suslaridir (Sekil 4.9).

Sekil 4.8. BM-25¢ etki eden 4, 6, 7, 8, 9 ve 10 numarali mayalarin inhibisyon zon
cap1 goruntisu
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Sekil 4.9. BM-25’¢ etki eden 21, 22, 23, 24, 25 ve 26 numarali mayalarin inhibisyon
Zon g¢ap1 goruntisu

BM-25 bozucu mayasi disinda bozulmus peynirden izole edilen bozucu maya
suglarindan killer o6zelligi arastirilan 26 mayanin en iyi Killer zon aktivitesini
gosterdigi bozucu maya suslarindan biri de BM-38’dir. Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve
Sekil 4.12°de gosterilen maya suslar1 26 maya igerisinden BM-38’¢ kars1 en iyi killer
zon aktivitesini gostermistir. BM-38 mayasina pH 4’te ve 30 °C’de etki eden Kkiller
maya suslart LM-4, LM-7 (Sekil 4.10), LM-15, LM-16 (Sekil 4.11), LM-21, LM-23;
LM-24 ve LM-25 (Sekil 4.12)’dir.
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Sekil 4.10. BM-38’¢ en iyi etki eden 4 ve 7 numarali mayalarin inhibisyon zon ¢ap1
goruntiisu

Sekil 4.11. BM-38’e en iyi etki eden 15 ve 16 numarali mayalarin inhibisyon zon
cap1 goruntusu
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Sekil 4.12. BM-38’¢ en iyi etki eden 21, 23, 24 ve 25 numarali mayalarin inhibisyon
Z0on ¢ap1 goruntusi
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Cizelge 4.7. Bozulmus peynir 6rneklerinden izole edilen bozucu mayalara kars1 killer 6zelligi arastirilan maya suslarinin inhibisyon zon ¢aplari

(mm)
LM BM-7 BM-10 BM-14 BM-16 BM-20 BM-22 BM-23 BM-24 BM-25 BM-27 BM-28 BM-38
LM-1 - - - 4+0.1 - - - - 2+0.1 - - -
LM-2 - - - - - - - - - - - -
LM-3 - - - - - - - - - - - -
LM-4 - - - 6+0.2 - 2 - 4+0.2 4+0.1 - - -
LM-5 - 2+0.1 - 6+0.3 - - - 4+0.3 4+0.1 - - -
LM-6 - - - - - - - 2+0.1 4+0.2 - - -
LM-7 - - - 2+0.1 2+0.1 - - 2+0 4+0.1 - - 4+0.1
LM-8 - - - - - - - - 4+0.1 - - -
LM-9 - - - - 2+0 - - - 4+0.1 - - -
LM-10 - - - - 2+0 - - - 4+0.2 - - -
LM-11 - - - - - - - - - - - -
LM-12 - - - - - - - - 2+0 - - 4+0.2
LM-13 - - - - - - - - - - - 2+0.1
LM-14 2+0.1 - - - - 4+0.6 - - 2+0.2 - - -
LM-15 4+0.5 - - - - - 2 - 4+0.1 - - 2
LM-16 - - - - - - 2 - 4+0.4 - - 4+0.1
LM-17 - - - 6+0.1 - 2+0.1 - - 2+0.3 - - -
LM-18 - - - 4+0.2 - - 2+0.1 - 6+0.4 - - 2+0
LM-19 - - - - - - 240 4+0.1 - - - 2+0.1
LM-20 - - - - - - 2+0.1 240 4+0.1 - - 440.2
LM-21 2+0.1 - - - - - - - 4+0.2 - 2+0.2 4+0.1
LM-22 - - - - - - 2 4+0.1 2+0 - 2+0.1 -
LM-23 - - - - - - - 4+0.2 4+0.4 - 440.1 4+0.2
LM-24 - - - 4+0.1 - - - 2+0.1 6+0.3 - 2+0 6+0.5
LM-25 2+0.1 - - - - - - 240 240 - 240 440.1
LM-26 - - - - - - - 4+0.2 4+0.2 - - -

BM: Bozucu maya kodlar1; LM: Killer 6zelligi arastirilan maya kodlar1
Zon aktivitesi (mm); -: Zon olusumu gézlenmemistir; =: Standart sapma
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+: Standart sapma ELM-4 ELM-7 =LM-8 ®_M-24
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Sekil 4.13. Bozulmus peynirden izole edilen bozucu mayalara karsi se¢ilmis en iyi killer aktivite gésteren mayalarin olusturduklari inhibisyon zon
caplari
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Cizelge 4.8. Bozulmus peynir 6rneklerinden izole edilen bozucu mayalara karsi 6zelligi arastirilan mayalarin killer aktivite degerleri (aU)

LM BM-7 BM-10 BM-14 BM-16 BM-20 BM-22 BM-23 BM-24 BM-25 BM-27 BM-28 BM-38
LM-1 - 2 : 1.6+0.1 - - - - 0.4+0.1 - - -
LM-2 = = = E - - - - - - - -
LM-3 - - - - - - - - - - - -
LM-4 - - - 3.6+0.2 - 0.4+0 - 1.6+0.2 1.6+0.1 - - -
LM-5 - 0.440.1 - 3.6£0.3 - - - 1.6+0.3 1.6+0.1 - - -
LM-6 - - - - - - - 0.440.1 1.6+0.2 - - -
LM-7 - - - 0.4+0.1 0.4+0.1 - - 0.4+0 1.6+0.1 - - 1.620.1
LM-8 - - - - - - - - 1.6+0.1 - - -
LM-9 - - - - 0.4+0 - - - 1.6+0.1 - - -
LM-10 - - - - 0.4+0 - - - 1.6+0.2 - - -
LM-11 - - - - - - - - - - - -
LM-12 - - - - - - - - 0.4+0 - - 1.6+0.2
LM-13 - - - - - - - - - - - 0.4+0.1
LM-14 0.4+0.1 - - - - 1.6+0.6 - - 0.4+0.2 - - -
LM-15 1.6+0.5 - - - - - 0.4+0 - 1.6+0.1 - - 0.4+0
LM-16 - - - - - - 0.4+0 - 1.6+£0.4 - - 1.6+0.1
LM-17 - - - 3.6+0.1 - 0.4+0.1 - - 0.4+0.3 - - -
LM-18 - - - 1.6+0.2 - - 0.4+0.1 - 3.6+0.4 - - 0.4+0
LM-19 - - - - - - 0.4+0 1.620.1 - - - 0.440.1
LM-20 - - - - - - 0.4+0.1 0.4+0 1.6+0.1 - - 1.6+0.2
LM-21 0.4+0.1 - - - - - - - 1.6+0.2 - 0.4+0.2 1.6+0.1
LM-22 - - - - - - 0.4+0 1.6+0.1 0.4+0 - 0.4+0.1 -
LM-23 - - - - - - - 1.6+0.2 1.6+0.4 - 1.6+0.1 1.6+0.2
LM-24 - - - 1.6+0.1 - - - 0.4+0.1 3.6+0.3 - 0.4+0 3.6£0.5
LM-25 0.4%0.1 - - - - - - 0.4+0 0.4+0 - 0.4+0 1.620.1
LM-26 - - - - - - - 1.6+0.2 1.6+0.2 - - -

BM: Bozucu maya kodlari; LM:

Killer 6zelligi arastirilan maya kodlari

Zon aktivitesi (aU); -: Zon olusumu goézlenmemistir; +: Standart sapma
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4.3.2.2. Bozulmus kaymak oérneklerinden izole edilen bozucu maya sonuglari

Siileyman Demirel Universitesinden temin edilen 26 adet maya susunun kaymaktan
izole edilen bozucu mayalara kars1 gosterdigi killer aktivite arastirilmistir. Bozulmus
kaymaktan izole edilen 4 susa 26 mayanin killer aktivitesi mm olarak standart sapma
degerleri ile birlikte Cizelge 4.9 ve Sekil 4.16’da, aU olarak Cizelge 4.10°da ifade
edilmistir. 26 adet maya susunun bozucu mayalar iizerine pH 4 ve 30 °C
inkiibasyonda en yiiksek duyarliliga sahip bozucu maya susu BM-39 olarak

gozlemlenmistir.

BM-39 a karsi killer zon olusturan suslar LM-1, LM-7, LM-8, LM-9 (Sekil 4.14),
LM-13, LM-14, LM-17 ve LM-19 maya suslaridir (Sekil 4.15).

Sekil 4.14. BM-39’a en iyi etki eden 1, 7, 8 ve 9 numarali mayalarin inhibisyon zon
¢ap1 goruntusu
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Sekil 4.15. BM-39’a en iyi etki eden 13, 14, 17 ve 19 numarali mayalarin inhibisyon
Z0on ¢ap1 goruntusi
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Cizelge 4.9. Bozulmus kaymak orneklerinden izole edilen bozucu mayalara karsi
killer 6zelligi arastirilan maya suslarinin inhibisyon zon ¢aplari (mm)

LM BM-4 BM-29 BM-36 BM-39
LM-1 - - - 2+0.1
LM-2 - - - -
LM-3 - - - -
LM-4 - - 2+0.1 -
LM-5 - - - -
LM-6 - - 2+0.1 -
LM-7 - - - 6+0.6
LM-8 - - - 6+1.6
LM-9 - - - 4+0.1
LM-10 - - 2+0.1 -
LM-11 - - - -
LM-12 - - 2+0.1 -
LM-13 < - - 2+0.1
LM-14 - - - 4+0.1
LM-15 - - 4+0.2 -
LM-16 - - 2+0.1 -
LM-17 - - - 4+0.1
LM-18 - - 2+0.1 -
LM-19 - - 4+0.1 2+0.1
LM-20 = - 4+0.1 2+0.1
LM-21 - - 2+0.1 -
LM-22 - - - 4+0.1
LM-23 - - - -
LM-24 - - 24+0.1 2+0.1
LM-25 - - - -
LM-26 - - - 4+0.2

BM: Bozucu maya kodlari; LM: Killer 6zelligi arastirilan maya kodlari
Zon aktivitesi (mm); -: Zon olusumu gbézlenmemistir; +: Standart sapma
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Sekil 4.16. Bozulmus peynirden izole edilen bozucu mayalara karsi segilmis en iyi
killer aktivite gosteren mayalarin olusturduklari inhibisyon zon ¢aplari
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Cizelge 4.10. Bozulmus kaymak orneklerinden izole edilen bozucu mayalara karsi
killer 6zelligi arastirilan mayalarin killer aktivte degerleri (aU)

LM BM-4 BM-29 BM-36 BM-39
LM-1 - - - 0.4+0.1
LM-2 - - - -
LM-3 - - - -
LM-4 - - 0.4+0.1 -
LM-5 - - - -
LM-6 - - 0.4+0.1 -
LM-7 - - - 3.6+0.6
LM-8 - - - 3.6+1.6
LM-9 - - - 1.6£0.1
LM-10 - - 0.4+0.1 -
LM-11 - - - -
LM-12 - - 0.4+0.1 -
LM-13 - - - 0.4+0.1
LM-14 - - - 1.6£0.1
LM-15 - - 1.6+£0.2 -
LM-16 - & 0.4+0.1 -
LM-17 - o L 1.6+0.1
LM-18 - - 0.4+0.1 -
LM-19 - = 1.6+0.1 0.4+0.1
LM-20 - F 1.6+0.1 0.4+0.1
LM-21 - - 0.4+0.1 -
LM-22 - - - 1.6+0.1
LM-23 - - - -
LM-24 - - 0.4+0.1 0.4+0.1
LM-25 - - - -
LM-26 - - - 1.6+£0.2

BM: Bozucu maya kodlari; LM: Killer 6zelligi arastirilan maya kodlari
Zon aktivitesi (aU); -: Zon olusumu gézlenmemistir; +: Standart sapma

4.3.2.3. Bozulmus yogurt 6rneklerinden izole edilen bozucu maya sonuglari

Isparta pazarindan tesadiifi olarak temin edilen yogurt 6rneklerinden izole edilen
bozucu mayalara karsi Siileyman Demirel Universitesinden alman 26 adet maya
susunun killer aktivite denemeleri gergeklestirilmistir. Deneme sonucunda elde
edilen veriler mm olarak standart sapma degerleri ile birlikte Cizelge 4.11 ve Sekil
4.20°de, aU olarak Cizelge 4.12°de verilmistir. Yogurt iizerindeki denemeler

sonucunda 26 mayanin en etkili oldugu bozucu maya susu BM-19 olmustur.
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BM-19 mayasina kars1 en iyi Killer zon olusturan suslar LM-7 (Sekil 4.17), LM-23
ve LM-24 (Sekil 4.18) killer maya suslaridir. Ayrica BM-19 bozucu mayasinin
yanisira BM-9 bozucu mayasina kars1 da LM-24 killer maya susu (Sekil 4.19) iyi bir

zon olusumu saglamstir.

Sekil 4.17. BM-19’a en iyi etki eden 3, 4 ve 7 numarali mayanin inhibisyon zon ¢ap1
goruntisu
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Sekil 4.18. BM-19’a en iyi etki eden 23 ve 24 numarali mayalarin inhibisyon zon
¢ap1 goruntusu

Sekil 4.19. BM-9’a en iyi etki eden 24 numarali mayanin inhibisyon zon cgapi
goruntusu
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Cizelge 4.11. Bozulmus yogurt 6rnekleriinden izole edilen bozucu mayalara karsi
killer 6zelligi arastirilan maya suslarinin inhibisyon zon ¢aplari (mm)

LM BM-9 BM-12 BM-13 BM-18 BM-19
LM-1 - 4+0.4 - - -
LM-2 - - - - -
LM-3 - - - - -
LM-4 - 4+0.3 - - 4+0.1
LM-5 6+0.4 - - - 4+0.2
LM-6 2+0.2 - - - -
LM-7 2+0.1 2+0.1 4+0.2 - 6+0.6

LM-8  2+0.1  6+1.2 - - -
LM-9  2+0.1 4402 - - -
LM-10 - 4+0.1 - - -
LM-11 - - - - -
LM-12 - - - - -
LM-13 - 240 2 - -
LM-14 - 240  6+0.8 - -
LM-15 - - - - -
LM-16 - - - - -
LM-17 - 4402 6+0.6 - -
LM-18 - - - - -
LM-19 - - - - -
LM-20 - - - - -
LM-21 - - - - -
LM-22 - - - - -
LM-23 - - - - 4+0.6
LM-24  4+04  20.1 - 2+0.1 6=1.0
LM-25 - - - - -
LM-26 - - - - -

BM: Bozucu maya kodlar1; LM: Killer 6zelligi arastirilan maya kodlar1
Zon aktivitesi (mm); -: Zon olusumu gozlenmemistir; +: Standart sapma
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Sekil 4.20. Bozulmus yogurt orneklerinden izole edilen bozucu mayalara karsi
secilmis en iyi Killer aktivite gosteren mayalarin olusturduklart
inhibisyon zon ¢aplari
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Cizelge 4.12. Bozulmus yogurt érneklerinden izole edilen bozucu mayalara karsi
Killer 6zelligi arastirilan mayalarin killer aktivite degerleri (aU)

LM BM-9 BM-12 BM-13 BM-18 BM-19
LM-1 - 1.6+£0.4 - - -
LM-2 - - - - -
LM-3 - - - - -
LM-4 - 1.6+£0.3 - - 1.6+0.1
LM-5 3.6+£0.4 - - - 1.6+£0.2
LM-6 0.4+0.2 - - - -
LM-7 0.4+£0.1 0.4+0.1 1.6+0.2 - 3.6£0.6

LM-8 0.440.1 3.6+1.2 - - -
LM-9 0.440.1 1.6£0.2 - - -
LM-10 - 1.620.1 - - -
LM-11 - - - - ;
LM-12 - - - - ;
LM-13 - 0440  0.4+0 - -
LM-14 2 0440  3.6+0.8 - -
LM-15 : - - - -
LM-16 - - - - -
LM-17 . 1.6£0.2  3.6£0.6 - -
LM-18 : - - - -
LM-19 - - - - .
LM-20 - - - - _
LM-21 - - - - ;
LM-22 - - - - -
LM-23 - - - - 1.6£0.6
LM-24  1.6£0.4  0.4£0.1 - 0.440.1  3.6£1.0
LM-25 - - - - -

LM-26 - - - - -

BM: Bozucu maya kodlari; LM: Killer 6zelligi arastirilan maya kodlar
Zon aktivitesi (aU); -: Zon olusumu gézlenmemistir; +: Standart sapma

4.3.2.4. Bozulmus tereyag orneklerinden izole edilen bozucu maya sonuglar:

Siileyman Demirel Universitesi Gida Miihendisligi Béliimiinden temin edilen 26
maya susunun 3 farkli bozulmus tereyagi 6rneginden izole edilen bozucu mayalara
kars1 killer aktivitesi denenmistir. Denemeler sonucunda elde edilen veriler mm
olarak standart sapma degerleri ile birlikte Cizelge 4.13 ve Sekil 4.22°de, aU olarak
Cizelge 4.14°te belirtilmistir. Terayag1 drneklerinden izole edilen bozucu mayalardan

26 mayaya kars1 en yiiksek duyarliliga sahip maya izolatt BM-11 olmustur.
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BM-11"e kars1 killer aktivite denemesi gerceklestirilen 26 maya igerisinde en iyi
Killer zon aktivitesi gosteren Killer maya suslart LM-1, LM-3, LM-7 ve LM-9 (Sekil
4.21) olmustur.

Sekil 4.21. BM-11"¢ en iyi etki eden 1, 3, 7 ve 9 numarali mayalarin inhibisyon zon
¢ap1 goruntiisii
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Cizelge 4.13.

Bozulmus tereyagi orneklerinden izole edilen bozucu mayalara karsi killer 6zelligi arastirilan maya suslarinin inhibisyon

caplar1 (mm)

zon

LM BM-2 BM-3 BM-6 BM-11 BM-17 BM-26 BM-34 BM-35
LM-1 2 - - 6+0.6 - - - -
LM-2 = - - - - - - -
LM-3 - - - 4+0.2 - - - -
LM-4 4+0.2 - - - - - 210 -
LM-5 4+0.4 210 - - - - - -
LM-6 - - - - - - - 4+0.1
LM-7 - - - 6+1.0 - 2+0.1 4+0.2 -
LM-8 - 2+0.1 - 2+0 - - - -
LM-9 4+0.2 210 - 6+0.1 - 2+0 - -
LM-10 - - - - - 2+0.1 4+0.2 -
LM-11 - - - - - - - -
LM-12 - 4+0.2 - 6+0.6 - - 440 210
LM-13 - 240 - - - - - -
LM-14 - - - - - 2 - -
LM-15 - 240 - - - 2 - 210
LM-16 - 2+0.1 - - - 2 - -
LM-17 - 6+0.8 - - - - 210 -
LM-18 - 2+0.1 - - - - 210 4+0.2
LM-19 - 2+0.1 - - - 3+0.1 210 4+0.2
LM-20 - 2+0.2 - - - 3+0.1 4+0.2 210
LM-21 - 2+0.1 - 4+0.2 - - - -
LM-22 - - - - - - - -
LM-23 - 4+0.2 - - - 2+0.1 - -
LM-24 6+0 - - - - - - -
LM-25 - - - - - 2 - -
LM-26 - - - - - 2 - -

BM: Bozucu maya kodlari; LM: Killer 6zelligi arastirilan maya kodlar1
Zon aktivitesi (mm); -: Zon olusumu gozlenmemistir; +: Standart sapma
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Sekil 4.22. Bozulmus tereyagi 6rneklerinden izole edilen bozucu mayalara karsi secilmis en iyi killer aktivite gosteren mayalarin olusturduklari
inhibisyon zon ¢aplar1
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Cizelge 4.14. Bozulmus tereyagi drneklerinden izole edilen bozucu mayalara karsi killer 6zelligi arastirilan mayalarin killer aktivite degerleri

(au)
LM BM-2 BM-3 BM-6 BM-11 BM-17 BM-26 BM-34 BM-35
LM-1 - = - 3.6+£0.6 - - - -
LM-2 = - - = - - - -
LM-3 - - - 1.60.2 - - - -
LM-4 1.6+0.2 - - - - - 0.4+0 -
LM-5 1.6+0.4 0.4+0 - - - - - -
LM-6 - - - - - - - 1.6%0.1
LM-7 - - - 3.6£1.0 - 0.4+0.1 1.6+0.2 -
LM-8 - 0.4+0.1 - 0.4+0 - - - -
LM-9 1.6+0.2 0.4+0 - 3.6+0.1 - 0.4+0 - -
LM-10 - - - - - 0.4+0.1 1.6+0.2 -
LM-11 - - - - - - - -
LM-12 - 1.6+0.2 - 3.6£0.6 - - 1.6+0 0.4+0
LM-13 - 0.4+0 - - - - - -
LM-14 - - - - - 0.4+0 - -
LM-15 - 0.4+0 - - - 0.4+0 - 0.4+0
LM-16 - 0.4+0.1 - - - 0.4+0 - -
LM-17 - 3.6+0.8 - - - - 0.4+0 -
LM-18 - 0.4+0.1 - - - - 0.4+0 1.6+0.2
LM-19 - 0.4+0.1 - - - 0.9+0.1 0.4+0 1.6+0.2
LM-20 - 0.4+0.2 - - - 0.9+0.1 1.6+0.2 0.4+0
LM-21 - 0.4+0.1 - 1.6+0.2 - - - -
LM-22 - - - - - - - -
LM-23 - 1.6+0.2 - - - 0.4+0.1 - -
LM-24 3.6+0 - - - - - - -
LM-25 - - - - - 0.4+0 - -
LM-26 - - - - - 0.4+0 - -

BM: Bozucu maya kodlari; LM: Killer 6zelligi arastirilan maya kodlari
Zon aktivitesi (aU); -: Zon olusumu gozlenmemistir; +: Standart sapma
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4.3.3. Diger bozulmus fermente iiriinlerden izole edilen bozucu maya sonuclari
4.3.3.1. Bozulmus zeytin érneklerinden izole edilen bozucu maya sonuglari

Siileyman Demirel Universitesi Gida Miihendisligi Boliimiinden alinan 25 maya
susunun Isparta pazarindan tesadiifi olarak alinan bozulmus zeytin 6rneginden izole
edilen bozucu maya suslarina karsi killer aktivitesi degerlendirilmistir. Sonuglar ¢ap
tizerinden mm olarak standart sapma degerleri ile birlikte Cizelge 4.15°de ve Sekil
4.25de, aU olarak Cizelge 4.16’da verilmistir. Calisma sonucunda bozulmus zeytin
ornegindeki bozucu mayalara kars1 en yiiksek killer aktivitenin LM-5, LM-6 ve LM-
8 maya susu tarafindan gergeklestigi tespit edilmistir (Sekil 4.23).

Sekil 4.23. BM-43’e en yiiksek etkiyi gosteren 5, 6 ve 8 numarali mayanin
inhibisyon zon ¢ap1 goriintiisii

Bozulmus zeytinden izole edilen BM-47 bozucu mayasina karsi yapilan killer
aktivite denemesi sonucunda LM-4 ve LM-5 mayalarmin gosterdikleri Killer etki
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Sekil 4.24°de gorlilmektedir. Sekil 4.23 ve Sekil 4.24°de killer aktivite olusturan
mayalar disinda killer aktivite gdsteren mayalar Cizelge 4.15’te ve Sekil 4.25°de
mm, Cizelge 4.16’da aU cinsinden ifade edilmistir. Buna gore et ve siit iiriinlerinden
izole edilen bozucu mayalara karsi gergeklestirilen Killer aktiviteye gore bozulmus
zeytinden izole edilen bozucu mayalara kars1 killer 6zelligi arastirilan 25 mayanin
etki mekanizmalar1 diisiik diizeyde gerceklesmistir. Zon araliklar1 bakimindan et ve
slit grubundan izole edilen bozucu mayalara gore Killer aktivite degerleri yiiksek

bulunmustur.

Sekil 4.24. BM-47’ye karsi killer etki gosteren 4 ve 5 numarali mayalarin inhibisyon
Zon ¢ap1 gortntisu
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Cizelge 4.15. Bozulmus zeytin O6rneklerinden izole edilen bozucu mayalara karsi
Killer 6zelligi arastirilan maya suslariin inhibisyon zon caplari
(mm)

LM BM-41 BM-42 BM-43 BM-44 BM-45 BM-46 BM-47

LM-1 - - 2+0.1 - - - -
LM-3 2+0.1 - 2+0.1 - - 4+0.2 4+0.3
LM-4 2+0.1 2+0.1 4+0.1 2+0.1 - - 2+0.1
LM-5 - - - 4+0.1 2+0.1 2+0.1 4+0.2
LM-6 - - 2+0.1 - - - -
LM-7 - - 2+0.1 - - - 6+0.4
LM-8 2 - 12+1.4 2+0 - - -
LM-9 - 4+0.1 8+0.6 - 6+0.6 - -
LM-10  4+0.2 - 2+0.1 - 8+1.0 - -
LM-11 - - 4+0.3 - 4+0.1 - -
LM-12 - - 2+0 - - 4+0.1 -
LM-13 - - 4+0.1 2+0 4+0.1 - -
LM-14  440.1 210 - - - - -
LM-15  4+0.1 2+0.1 2+0 - 3 - 2+0
LM-16 ke - - - 2+0 - -
LM-17 2 - 2+0 = - - -
LM-18 - - - - 2+0 E -
LM-19 - - - - 2+0 . 210
LM-20 = £ - - 2+0.1 - 6+0.4
LM-21 4+0.2 - 240 - 4+0.1 - 210
LM-22 240 - - - - - -
LM-23 - - - - - - -
LM-24 - - - - - 6+0.6 -
LM-25 - - - - - - -
LM-26 - - - - - - -

BM: Bozucu maya kodlari; LM: Killer 6zelligi arastirilan maya kodlari
Zon aktivitesi (mm); -: Zon olusumu gozlenmemistir; +: Standart sapma
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Sekil 4.25. Bozulmus zeytin orneklerinden izole edilen bozucu mayalara karsi
secilmis en 1iyi Kkiller aktivite gdsteren mayalarin olusturduklart
inhibisyon zon ¢aplari
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Cizelge 4.16. Bozulmus zeytin 6rneklerinden izole edilen bozucu mayalara karsi
Killer 6zelligi arastirilan mayalarin killer aktivite degerleri (aU)

LM BM-41 BM-42 BM-43 BM-44 BM-45 BM-46 BM-47

LM-1 - - 0.4+0.1 - - - -
LM-3  0.4+0.1 - 0.4+0.1 - - 1.6£0.2  1.6+0.3
LM-4  0.4+0.1 0.4+£0.1 1.6+0.1 0.4+0.1 - - 0.4+0.1
LM-5 - - - 1.6£0.1 0.4+0.1 0.4+0.1 1.6+0.2
LM-6 - - 0.4+0.1 - - - -
LM-7 - - 0.4+0.1 - - - 3.6£0.4
LM-8 0.4+0 - 14414 0.4+0 - - -
LM-9 - 1.6£0.1 6.4+0.6 - 3.6£0.6 - -
LM-10 1.6+0.2 - 0.4+0.1 - 6.4£1.0 - -
LM-11 - - 1.6+0.3 - 1.6+0.1 - -
LM-12 - - 0.4+0 - - 1.6+0.1 -
LM-13 - - 1.6£0.1 0.4+0 1.6+0.1 . -
LM-14 1.6+0.1 0.4+0 - - - - -
LM-15 1.6£0.1 0.4+0.1 0.4+0 - - - 0.4+0
LM-16 - - - - 0.4+0 - -
LM-17  0.440 - 0.4+0 - . - -
LM-18 - = - - 0.4+0 - -
LM-19 - - - - 0.4+0 - 0.4+0
LM-20 - - - - 0.4+0.1 - 3.6£0.4
LM-21 1.6+0.2 - 0.4+0 - 1.6+£0.1 - 0.4+0
LM-22  0.440 - - - - - -
LM-23 - - - - - - -
LM-24 - - - - - 3.6£0.6 -
LM-25 - - - - - - -
LM-26 - - - - - - -

BM: Bozucu maya kodlar1; LM: Killer 6zelligi arastirilan maya kodlar1
Zon aktivitesi (aU); -: Zon olusumu gozlenmemistir; +: Standart sapma

4.3.3.2. Bozulmus tursu o6rneklerinden izole edilen bozucu maya sonuglari

Siileyman Demirel Universitesi Gida Miihendisligi Boliimiinden alman 25 maya
izolatlarinin bozulmus tursu 6rneginden izole edilen bozucu mayalara karsi Killer
aktivite denemesi gerceklestirilmistir. Buna gore yapilan denemeler sonucunda
bozucu tursu mayalarina karst en yiksek Kkiller aktiviteyi LM-8 mayasi
gerceklestirmistir. En yiiksek zon duyarhiligi gosteren bozucu maya BM-49 olmustur
(Sekil 4.26). Bozulmus tursudan izole edilen bozucu mayalara karsi Killer aktivite
denemelerinde diger {irlin gruplarina gore etki derecesi agisindan diisiik, zon ¢ap1

blyiikligli bakimindan yiiksek bir zon aktivitesi gozlemlenmistir. Ayrica BM-49
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bozucu mayasina etki eden maya suslar1 diginda killer aktivite sonuglart Standart
sapma degerleri ile birlikte Cizelge 4.17°de ve Sekil 4.27°de mm, Cizelge 4.18’de aU

bakimindan ifade edilmistir.

Sekil 4.26. BM-49 bozucu mayasina kars1 1, 3, 5, 6, 8 ve 9 numarali mayalarin
inhibisyon zon ¢ap1 goriintiisii
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Cizelge 4.17. Bozulmus tursu 6rneklerinden izole edilen bozucu mayalara karsi killer 6zelligi arastirilan mayalarin inhibisyon zon ¢aplar: (mm)

LM BM-48 BM-49 BM-50 BM-51 BM-52 BM-53 BM-54 BM-55 BM-56
LM-1 4+0.2 - 4+0.2 - - - - - 10+0
LM-3 6+0.4 6=+0.1 2+0.1 - - - - - 8+0.2
LM-4 6+0.2 4+0.1 2+0 - 2+0 2+0 - - -
LM-5 - 6+0.2 - - - - - - 4+0.2
LM-6 - 6+0.4 - - - - - - 4+0
LM-7 - - 10+1.4 - 8+1.4 - - - 6+0.2
LM-8 10+1.2 12+1.4 12+2.8 - 16+1.9 2+0 - - 8+0
LM-9 - 8+1.0 4+0.2 2 - - - - 4+0
LM-10 - 4+0.2 - - 240 - - - -
LM-11 - - - - - - - - -
LM-12 - - - - - - - - -
LM-13 8+0.4 6+0.4 6+0.8 - 4+0.4 - - - 10+1.8
LM-14 - - 4+0.2 - - - - - -
LM-15 - 2+0.1 - - - - - - -
LM-16 - 4+0.1 2+0 - - - - - -
LM-17 2+0.1 6+0.6 6+1.2 - 4+1.0 2+0 2+0 - -
LM-18 2+0.1 - - 2 - - - - -
LM-19 - - - - - - - - -
LM-20 - - - - - - - - 4+0.6
LM-21 - 4+0.1 2+0 - 2+0.1 - - - -
LM-22 - 4+0.2 - - 4+0.1 - - - -
LM-23 - - - - - - - - -
LM-24 2+0 2+0 - - 2+0 - - - -
LM-25 2+0 - - - 6+0.1 - - - -
LM-26 4+0.2 - - - - - - - -

BM: Bozucu maya kodlar1; LM: Killer 6zelligi arastirilan maya kodlar1
Zon aktivitesi (mm); -: Zon olusumu gézlenmemistir; +: Standart sapma
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Sekil 4.27. Bozulmus tursu orneklerinden izole edilen bozucu mayalara kars1 secilmis en iyi killer aktivite gosteren mayalarin olusturduklar
inhibisyon zon ¢aplar1
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Cizelge 4.18. Bozulmus tursu 6rneklerinden izole edilen bozucu mayalara karsi killer 6zelligi arastirilan mayalarin killer aktivite degerleri (aU)

LM BM-48 BM-49 BM-50 BM-51 BM-52 BM-53 BM-54 BM-55 BM-56
LM-1 1.6+0.2 = 1.6+0.2 - - - - - 10+0
LM-3 3.6£0.4 3.6+0.1 0.4+0.1 = = - - - 6.4+0.2
LM-4 3.6+0.2 1.6+0.1 0.4+0 - 0.4+0 0.4+0 - - -
LM-5 - 3.6+0.2 - - - - - - 1.6+£0.2
LM-6 - 3.6£0.4 - - - - - - 1.6+0
LM-7 - - 10+1.4 - 6.4+1.4 - - - 3.6£0.2
LM-8 10£1.2 14.4+1.4 14.4+2.8 - 25.6+1.9 0.4+0 - - 6.4+0
LM-9 - 6.4+1.0 1.6+0.2 0.4+0 - - - - 1.6+0
LM-10 - 1.6+0.2 - - 0.4+0 - - - -
LM-11 - - - - - - - - -
LM-12 - - - - - - - - -
LM-13 6.4+0.4 3.6£0.4 3.6+0.8 - 1.6+0.4 - - - 10+1.8
LM-14 - - 1.6+£0.2 - - - - - -
LM-15 - 0.4+0.1 - - - - - - -
LM-16 - 1.6+0.1 0.4+0 - - - - - -
LM-17 0.4+0.1 3.6+£0.6 3.6t£1.2 - 1.6£1.0 0.4+0 0.4+0 - -
LM-18 0.4+0.1 - - 0.4+0 - - - - -
LM-19 - - - - - - - - -
LM-20 - - - - - - - - 1.60.6
LM-21 - 1.6+0.1 0.4+0 - 0.4+0.1 - - - -
LM-22 - 1.6+0.2 - - 1.6+0.1 - - - -
LM-23 - - - - - - - - -
LM-24 0.4+0 0.4+0 - - 0.4+0 - - - -
LM-25 0.4+0 - - - 3.6=0.1 - - - -
LM-26 1.6+£0.2 - - - - - - - -

BM: Bozucu maya kodlari; LM: Killer 6zelligi arastirilan maya kodlari
Zon aktivitesi (aU); -: Zon olusumu gozlenmemistir; +: Standart sapma
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4.3.3.3. Bozulmus sirke érneklerinden izole edilen bozucu maya sonuclari

Siileyman Demirel Universitesi Gida Miihendisligi Boliimiinden temin edilen 25
maya izolatina karsi bozulmus sirke orneginden izole edilen 2 farkli bozucu maya
izolatina kars1 killer aktivite denemesi gerceklestirilmistir. Bunun sonucunda BM-58
bozucu mayasina kars1 25 mayada Killer aktivite gozlemlenmemistir. BM-57 bozucu
mayasina karsi ise diistik Killer aktivite tespit edilmistir. Bozucu BM-57"ye etki eden
LM-5 killer mayas1 Sekil 4.28’de goriilmektedir. Ayrica bozulmus sirkeden izole
edilen diger bozucu mayalara kars1 denemesi gergeklestirilen diger 24 mayanin Killer
zon aktivite sonuglari standart sapma degerleri ile birlikte Cizelge 4.18’de ve Sekil
4.29°da mm, Cizelge 4.19°da aU olarak ifade edilmistir.

Sekil 4.28. BM-57 bozucu mayasma karst 4, 5, 6, 7 ve 10 numarali mayanin
inhibisyon zon ¢ap1 goriintiisii
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Cizelge 4.19. Bozulmus sirke 6rneklerinden izole edilen bozucu mayalara kars1 Killer
Ozelligi arastirilan maya suslarinin inhibisyon zon ¢aplart (mm)

LM BM-57 BM-58
LM-1 - -
LM-3 - -
LM-4 240.1 -
LM-5 4+0.1 -
LM-6 - -
LM-7 240 -
LM-8 240 -
LM-9 - -
LM-10 - -
LM-11 - -
LM-12 - -
LM-13 = -
LM-14 240 -
LM-15 - -
LM-16 - -
LM-17 - -
LM-18 - -
LM-19 2 -
LM-20 - -
LM-21 - -
LM-22 - -
LM-23 - -
LM-24 2+0.1 -
LM-25 - -
LM-26 - -

BM: Bozucu maya kodlari; LM: Killer 6zelligi arastirilan maya kodlari
Zon aktivitesi (mm); -: Zon olusumu gbzlenmemistir; +: Standart sapma
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Sekil 4.29. Bozulmus sirke drneklerinden izole edilen bozucu mayalara karsi segilen
en 1yi killer aktivite gdsteren mayalarin olusturduklar: inhibisyon zon
caplari
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Cizelge 4.20. Bozulmus sirke 6rneklerinden izole edilen bozucu mayalara karsi killer
Ozelligi arastirilan mayalarin killer aktivite degerleri (aU)

LM BM-57 BM-58
LM-1 - -
LM-3 - -
LM-4 0.4+0.1 -
LM-5 1.6+£0.1 -
LM-6 - -
LM-7 0.4+0 -
LM-8 0.4+0 -
LM-9 - -
LM-10 - -
LM-11 - -
LM-12 - -
LM-13 = -
LM-14 0.4+0 -
LM-15 - -
LM-16 - -
LM-17 - -
LM-18 - c
LM-19 - -
LM-20 - -
LM-21 - -
LM-22 - -
LM-23 - -
LM-24 0.4+0.1 -
LM-25 - -
LM-26 - -

BM: Bozucu maya kodlari; LM: Killer 6zelligi arastirilan maya kodlar1
Zon aktivitesi (aU); -: Zon olusumu gozlenmemistir; +: Standart sapma

4.4. Killer Ozellikli Ticari Sarap Maya Susunun Bozucu Mayalara EtKisi

Killer 6zellikli ticari bir sarap mayast olan S. cerevisiae maya susunun 19 adet
bozucu mayaya karsi killer aktivitesi arastirilmistir. pH 4’e ayarlanmig sitrat-fosfat
tampon igerisinde ¢oziindiirilen YEPD-MB kati besiyerinde agar difiizyon
yontemiyle denemeler gerceklestirilmistir. Bozulmus sirke, zeytin ve tursu
orneklerinden izole edilen bozucu mayalara karsi referans S. cerevisiae denenmis ve
bozulmus sirkeden izole edilen bozucu mayalara karsi Killer aktivite sonuglari
Cizelge 4.21°de ve Sekil 4.34’te mm, Cizelge 4.22°de aU, bozulmus zeytinden izole
edilen bozucu mayalara karsi killer aktivite sonuglart Cizelge 4.23’te ve Sekil
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4.36’da mm, Cizelge 4.24’de aU, bozulmus tursudan izole edilen bozucu mayalara
kars1 sonuglar Cizelge 4.24°de ve Sekil 4.38’de mm, Cizelge 4.25’te aU cinsinden
rapor edilmistir. Buna gore killer 6zellikli ticari bir sarap mayasi olan S. cerevisiae,
BM-42, BM-43 ve BM-52 bozucu mayalarina karsi Killer aktivite -etkisi
gosterememistir. Bu durumun sebebinin kullanilan tampon ¢ozeltisinin pH’sindan,
Killer maya izolatinin bozucu maya ile ayni tiir maya izolati olmasindan ya da
inkiibasyon sicakligindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica bozulmus
tursu, sirke ve zeytin Orneklerinden izole edilen bozucu mayalara etki eden S.
cerevisiae killer maya susunun zon aktivitesi Sekil 4.30, Sekil 4.31, Sekil 4.32, Sekil
4.33, Sekil 4.35, ve Sekil 4.37°da gosterilmistir.

Sekil 4.30. M1 bozucu mayasina kars1 ticari killer referans susunun inhibisyon zon
¢ap1 goruntisu
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Sekil 4.31. M7 bozucu mayasina kars1 ticari Killer referans susunun inhibisyon zon
¢ap1 goruntiisi

Sekil 4.32. M8 bozucu mayasina kars1 ticari killer referans susunun inhibisyon zon
¢ap1 goruntiisu
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Sekil 4.33. M12 bozucu mayasina kars1 ticari Killer referans susunun inhibisyon zon
¢ap1 goruntusu

Cizelge 4.21. Bozulmus tursu orneklerinden izole edilen bozucu mayalara ticari
referans killer susunun inhibisyon zon ¢aplari (mm)

K Tursu Zon ¢ap1 (mm)
K M1 18

K M2 12

K M7 16

K M8 16

K M11 -

K M12 16

K M13 4

K M15 8

K M16 10

K: Referans S. cerevisiae killer susu
-: Zon olugumu gdzlenmemistir
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Sekil 4.34. Ticari referans killer susunun bozulmus tursu 6rneklerinden izole edilen
bozucu mayalara kars1 inhibisyon zon ¢ap1

Cizelge 4.22. Bozulmus tursu orneklerinden izole edilen bozucu mayalara ticari
referans killer susunun killer aktivite degerleri (aU)

K Tursu Zon gapi (aU)
K M1 324

K M2 14.4

K M7 25.6

K M8 25.6

K M11 -

K M12 25.6

K M13 1.6

K M15 6.4

K M16 10

K: Referans S. cerevisia killer susu
-: Zon olugumu gdzlenmemistir
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Sekil 4.35. M10 bozucu mayasina kars ticari Killer referans susunun inhibisyon zon
¢ap1 goruntiisii

Cizelge 4.23. Bozulmus sirke orneklerinden izole edilen bozucu mayalara ticari
referans killer susunun inhibisyon zon ¢aplari (mm)

K Sirke Zon ¢ap1 (mm)
K M6 10
K M10 12

K: Referans S. cerevisiae killer susu
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Sekil 4.36. Ticari referans killer susunun bozulmus sirke 6rneklerinden izole edilen
bozucu mayalara kars1 inhibisyon zon ¢ap1

Cizelge 4.24. Bozulmus sirke orneklerinden izole edilen bozucu mayalara ticari
referans killer susunun killer aktivite degerleri (aU)

K Sirke Zon ¢api (aU)
K M6 10
K M10 144

K: Referans S. cerevisiae killer susu
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Sekil 4.37. Z2 bozucu mayasina karsi ticari referans susunun inhibisyon zon gap1
goruntusu

Cizelge 4.25. Bozulmus zeytin 6rneklerinden izole edilen bozucu mayalara ticari
referans killer susunun inhibisyon zon ¢aplari (mm)

Zeytin Zon ¢ap1 (mm)
Z2 12
Z3 -
Z5
Z6
Z8
Z9
Z10
Z13 10

K: Referans S. cerevisiae killer susu
-: Zon olusumu gozlenmemistir
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Sekil 4.38. Ticari referans killer susunun bozulmus sirke orneklerinden izole edilen
bozucu mayalara kars1 inhibisyon zon ¢ap1

Cizelge 4.26. Bozulmus zeytin Orneklerinden izole edilen bozucu mayalara ticari
referans killer susunun killer aktivite degerleri (aU)

K Zeytin Zon ¢api (al)
K Z2 144

K Z3 -

K Z5 -

K Z6 6.4

K Z8 6.4

K Z9 6.4

K Z10 3.6

K Z13 10

K: Referans S. cerevisiae killer susu
-: Zon olusumu gozlenmemistir
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Yapilan in-vitro g¢alismalari sonucu kati besiyerinde bozucu mayalara karsi zon
olusturdugu gozlenen mayalarin killer ozellik gosterdigi tespit edilmistir. Tez
calismasinda, kantitatif testlerden elde edilen sonuglara gére mayalarin killer aktivite
diizeyi belirlenmeye ¢alisilmistir. Killer aktivite diizeyi oncelikli olarak inhibisyon
etki diizeyleri, Killer mayalarin bozucu mayalara kars1 kat1 besiyerinde olusturdugu
zon cap1 biyiikliigii ve farkli tiriin gruplarina gore killer aktivite araliklart dikkate
alinarak degerlendirilmistir. Ayrica zon ¢ap1 biiyiikliikleri inhibisyon etki diizeyi ve

etki spektrumu olarak iki farkli oran olarak killer aktivite degerlendirilmistir.

Inhibisyon etki diizeyi, killer 6zelligi arastirilan maya izolatlarmin bozucu mayalar
tizerinde goOstermis olduklar1 killer aktivitelerinin yiizdesel degeri olarak ifade
edilmistir. Killer 6zelligi arastirilan mayalarin bozulmus gidalardan izole edilen ve
bozucu mayalar olarak adlandirilan toplam 58 adet mayaya karsi gostermis oldugu
inhibisyon etki diizeyleri Cizelge 5.1°de verilmistir. inhibisyon etki diizeylerinin
degerlendirilmesinde, killer ozelligi arastirilan her bir maya izolatinin, bozucu
mayalara karsi gostermis oldugu killer zon aktivitesinin etki ettigi bozucu maya

sayis1 ve bu sayinin yiizdesel orani dikkate alinmistir.
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Cizelge 5.1. Killer 6zelligi arastirilan mayalarin bozucu mayalara (58 adet maya)
kars1 etki eden maya sayisi ve yiizdesel etki diizeyleri

Killer 6zelligi

arastirilan maya Etki Diizeyleri (adet) % Etki Diizeyi
kodlar1 (LM)

LM-1 10 17
LM-2 1 2
LM-3 12 21
LM-4 26 45
LM-5 22 38
LM-6 12 21
LM-7 24 41
LM-8 19 33
LM-9 20 35
LM-10 14 24
LM-11 2 3
LM-12 11 19
LM-13 18 31
LM-14 14 24
LM-15 17 29
LM-16 15 26
LM-17 19 33
LM-18 21 36
LM-19 16 28
LM-20 18 31
LM-21 17 29
LM-22 12 21
LM-23 12 21
LM-24 22 38
LM-25 13 22
LM-26 7 12

Cizelge 5.1°e gore degerlendirme yapildiginda gerceklestirilen tez ¢alismasindaki
verilere gore en yliksek etki diizeyine sahip LM, agiz siitiinden izole edilmis LM-4

mayasidir. %43’liik bir etki diizeyine sahip maya susu en yiiksek killer aktiviteye
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sahiptir. LM-4’ten sonra en yiiksek ikinci etki diizeyine sahip maya susu %41°lik etki
diizeyi ile yogurttan izole edilen LM-7 mayasidir. En diislik etki diizeyine sahip
maya susu ise %2’lik etki diizeyi ile kefirden izole edilen LM-2 mayasidir. Etki
diizeyleri gbz oniinde bulunduruldugunda Killer 6zelligi arastirilan 26 mayanin her
biri, sucuk, sosis, peynir, tereyagi, kaymak, yogurt, sirke, zeytin ve tursuda
bozulmaya neden olan ve izole edilen bozucu mayalarin tamamina killer aktivite
gosterememistir. Ornegin sirke anasindan izole edilen killer 6zelligi arastirilan LM-
11 maya izolat1 yalnmiz zeytinden izole edilen bozucu mayalara kars1 Killer aktivite
gosterirken, agiz siitiinden izole edilen LM-4 mayasi bozulmus iirlin gruplarinin

tamamindan izole edilen bozucu mayalara kars1 killer aktivite gdstermistir.

Killer zon aktivite diizeyi, inhibisyon etki diizeyinin yanisira kati besiyerinde olusan
zon cap biiytkligi de dikkate alinarak degerlendirilmistir. Buna gore killer aktivite
diizeyi su sekilde ifade edilmistir; 1-3 mm arasinda olusan zon g¢apina gore killer
aktivite “+”, 3-5 mm arasinda olusan zon ¢apina gore killer aktivite “++”, 5-8 mm

arasinda olusan zon ¢apina gore killer aktivite ise “+++ seklinde ifade edilmistir.

Killer aktivitenin zon cap1 ile yapilan degerlendirme sonucunda killer o6zelligi
aragtirtlan 26 mayanin, et irilinlerinde (sucuk, sosis) bozulmaya neden olan 11
bozucu mayaya kars1 gdstermis oldugu killer aktivitenin sayis1 ve bu 11 bozucu

mayaya kars1 killer aktivitenin yiizdesel ifadesi Cizelge 5.2°de verilmistir.
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Cizelge 5.2. Bozulmus et orneklerinden izole edilen bozucu mayalara etkisi arastirilan killer 6zellikli mayalarin Killer etki sayis1 ve yiizdesel

degerleri
LM
(Killer 6zelligi 1-3 mm (+) 3-5 mm (++) 5-8 mm (+++)
arastirilan maya
kodlar1) Etki Sayist Etki Yiizdesi (%) Etki Sayist Etki Yiizdesi (%) Etki Sayist Etki Yiizdesi (%)
LM-1 1 %9 - - -
LM-2 1 %9 - - -
LM-3 3 %27 - - -
LM-4 4 %36 2 %19 - -
LM-5 5 %45 1 %9 - -
LM-6 4 %36 - - - -
LM-7 5 %45 - - - -
LM-8 3 %27 - - - -
LM-9 4 %36 - - - -
LM-10 3 %27 - - - -
LM-11 - - - - - -
LM-12 2 %18 - - - -
LM-13 5 %45 - - - -
LM-14 3 %27 - - - -
LM-15 3 %27 1 9 - -
LM-16 6 %55 - - - -
LM-17 3 %27 - - - -
LM-18 3 %27 1 9 - -
LM-19 5 %45 - - - -
LM-20 4 %36 1 9 - -
LM-21 3 %27 - - - -
LM-22 4 %36 - - - -
LM-23 5 %45 - - - -
LM-24 4 %36 1 9 - -
LM-25 5 %45 - - - -
LM-26 2 %18 - - - -
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Zon g¢apmin Dbiyiikligii acisindan yapilan degerlendirme sonucunda et
iriinlerindeki bozucu mayalara kars1 en iyi killer zon aktivitesini %36 ‘+* ve %19
‘++ inhibisyon zon aktivitesi ile agiz siitiinden izole edilen LM-4 maya susunun
gosterdigi goriilmiistiir. LM-4 mayas1 disinda LM-5, LM-15, LM-18, LM-20 ve
LM-24 mayalart ‘+’ ve ‘++° olarak ifade edilen zon cap1 degerlerinde et
iiriinlerinden izole edilen 11 bozucu mayaya kars1 killer zon aktivitesi gosterdigi
tespit edilmistir. Ayrica et {iriinlerinden izole edilen bozucu mayalara kars1r ‘+++’
zon aktivitesinde herhangi bir killer aktivite degeri gdézlenmemistir. Zon ¢api
acisindan genel olarak et iirlinlerinde bozulmaya neden olan bozucu mayalara karsi
killer 6zelligi arastirilan 26 mayanin ‘+’ olarak ifade edilen degerler arasinda en
yiksek killer aktiviteyi %55 ile tarhanadan izole edilen LM-16 mayasinin
gosterdigi belirlenmistir. LM-16 mayas1 disinda %45°1ik killer aktivite yiizdesi ile
ag1z siitiinden izole edilen LM-5, kefirden izole edilen LM-13, goruk eksisinden
izole edilen LM-19, zeytinden izole edilen LM-23 ve bozadan izole edilen LM-25
mayalarinin  ‘“+’ acisindan yiiksek dilizeyde killer aktivite gosterdikleri
belirlenmistir. “++” acisindan yiiksek killer zon aktivitesi gosteren killer mayanin
ise agiz siitiinden izole edilen LM-4 maya susu oldugu gozlenmis, “+++ Killer

aktivite gosteren maya susu tespit edilememistir.

Killer aktivitenin zon c¢ap1 agisindan yapilan degerlendirmesi sonucunda Killer
ozelligi arastirilan 26 mayanin, siit tirlinlerinde (peynir, yogurt, kaymak, tereyagi)
bozulmaya neden olan 29 bozucu mayaya kars1 géstermis oldugu killer aktivitenin

sayis1 ve 29 bozucu mayaya karsi1 ylizdesel ifadesi Cizelge 5.3°te verilmistir.
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Cizelge 5.3. Bozulmus siit 6rneklerinden izole edilen bozucu mayalara etkisi arastirilan killer 6zellikli mayalarin killer etki sayis1 ve yiizdesel

degerleri
LM 1-3mm (+) 3-5 mm (++) 5-8 mm (+++)
(Killer 6zelligi
ligeglt;ll;an =¥ Etki Sayist Etki Yiizdesi (%) Etki Sayist Etki Yiizdesi (%) Etki Sayist Etki Yiizdesi (%)
LM-1 4 %14 1 %3 - -
LM-2 - - - - - -
LM-3 1 %3 - - - -
LM-4 8 %28 1 %3 - -
LM-5 6 %21 2 %7 - -
LM-6 5 %17 - - - -
LM-7 10 %35 3 %10 - -
LM-8 4 %14 2 %7 - -
LM-9 8 %28 1 %3 - -
LM-10 6 %21 - - - -
LM-11 - - - - - -
LM-12 6 %21 1 %3 - -
LM-13 5 %17 - - - -
LM-14 6 %21 1 %3 - -
LM-15 8 %28 - - - -
LM-16 6 %21 - - - -
LM-17 5 %17 3 %10 - -
LM-18 7 %24 1 %3 - -
LM-19 9 %31 - - - -
LM-20 10 %35 - - - -
LM-21 7 %24 - - - -
LM-22 5 %17 - - - -
LM-23 7 %24 - - - -
LM-24 8 %28 4 %14 - -
LM-25 6 %21 - - - -
LM-26 4 %14 - - - -
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Siit iiriinlerinde bozulmaya neden olan 29 maya izolatiiizerinde killer 6zelligi
aragtirtlan 26 maya izolatinin zon g¢ap1 biyikligli ve yiizdesel ifadesi
degerlendirildiginde yogurttan izole edilen LM-7 ve zeytinden izole edilen LM-24
mayalarinin yiiksek killer aktivite degeri gosterdikleri belirlenmistir. ‘+’ zon ¢api1
biiyiikliigiine gore en iyi Killer zon aktivitesi gosteren killer mayanin %35 ile
yogurttan izole edilen LM-7 maya susu oldugu belirlenmistir. LM-7 maya susu
disinda goruk eksisinden izole edilen LM-20 mayasimnin da %35’lik bir killer
aktivitesi tespit edilmistir. ‘++’ agisindan killer aktivite degerlendirilmesi
yapildiginda ise %214 Killer aktivite diizeyi ile zeytinden izole edilen LM-24
mayasinin en yiiksek killer aktivite degerinde oldugu gozlenmistir. Ayrica “+++’

killer aktivitesinde herhangi bir killer aktivite gozlenmemistir.

Killer 6zelligi arastirilan mayalarin bozulmus et ve siit iirlinlerinin yan1 sira birkag
farkli bozulmus fermente gida {iriintinden de (sirke, zeytin, tursu) bozucu mayalar
izole edilmistir. Killer 6zelligi arastirilan 26 mayanin, zeytin, sirke ve tursudan
izole edilen 18 bozucu mayaya kars1 killer aktivite sayis1 ve yiizdesel olarak ifadesi

Cizelge 5.4’te verilmistir.
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Cizelge 5.4. Bozulmus tursu, sirke ve zeytin orneklerinden izole edilen bozucu mayalara etkisi arastirilan killer 6zellikli mayalarin killer etki
sayis1 ve yiizdesel degerleri

LM

(Killer 6zelligi 1-3 mm (+) 3-5 mm (++) 5-8 mm (+++)
arastirilan maya

kodlar1) Etki Say1st Etki Yiizdesi (%) Etki Say1st Etki Yiizdesi (%) Etki Sayist Etki Yiizdesi (%)
LM-1 3 %17 - - 1 %6
LM-3 5 %28 - - 3 %17
LM-4 10 %56 - - 1 %6
LM-5 6 %33 1 %6 - -
LM-6 2 %11 1 %11 - -
LM-7 2 %11 1 %6 2 %11
LM-8 4 %22 2 %11 4 %22
LM-9 4 %22 2 %11 - -
LM-10 4 %22 3 %17 - -
LM-11 2 %11 1 %6 - -
LM-12 2 %11 - - - -
LM-13 4 %22 - - - -
LM-14 4 %22 4 %22 - -
LM-15 5 %28 - - - -
LM-16 3 %17 - - - -
LM-17 8 %44 - - - -
LM-18 3 %17 - - - -
LM-19 2 %11 - - - -
LM-20 3 %17 - - - -
LM-21 7 %39 - - - -
LM-22 3 %17 - - - -
LM-23 - - - - - -
LM-24 5 %28 - - - -
LM-25 2 %11 - - - -
LM-26 1 %6 - - - -
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Sirke, zeytin ve tursuda bozulmaya neden olan 18 bozucu mayaya kars1 killer 6zelligi
arastirilan 26 maya izolatinin Killer ¢ap biiylkligi ve bu biyiikliigin yiizdesel
ifadesi degerlendirilmistir. Buna gore ‘+°, ‘++° ve’+++’ olarak verilen zon cap1
biiyiikliiklerinde en 1iyi killer aktivite gosteren maya izolatinin sirastyla %22, %11 ve
%22 ile yogurttan izole edilen LM-8 mayasi oldugu tespit edilmistir. ‘“+* Killer zon
aktivitesinde %56 killer aktivite degeri ile en yiiksek killer zon yiizdesine sahip
mayanin agiz sitiinden izole edilen LM-4 maya susu oldugu belirlenmistir. ‘++’ zon
cap1 yiizdesel aktivitesi acisindan bir degerlendirme yapildiginda ise %22 killer zon
aktivitesi ile kefirden izole edilen LM-14 killer mayasinin en yiiksek aktiviteye sahip
oldugu goriilmiistiir. ‘“+’ zon aktivite degeri agisindan en yiiksek orana sahip olan
LM-4 mayasinin ‘++’ degeri agisindan herhangi bir killer zon aktivitesi gostermedigi
goriilmiistiir. ‘“+++’ zon ¢ap1 yiizdesel aktivitesinde ise yogurttan izole edilen LM-8
mayast %22’lik killer zon aktivite degeri ile en yiiksek Killer aktivite yiizdesi tespit
edilmistir. “++ killer aktivite yiizdesel degeri ile en iyi killer aktiviteyi gosteren LM-

14 mayas1 ‘“+++ killer aktivitesi ylizdesi agisindan herhangi bir etki gostermemistir.

Genel olarak et, siit ve diger fermente gidalarda bozulmaya neden olan bozucu
mayalara karsi killer 6zelligi arastirilan 26 mayanin killer zon yiizdesel aktivitesine
gore degerlendirme yapilmistir. Buna gore agiz siitiinden izole edilen LM-4 ve
LM-5, yogurttan izole edilen LM-8, tarhanadan izole edilen LM-15, goruk
eksisinden izole edilen LM-20, ve zeytinden izole edilen LM-24 mayalarinin en iyi

killer zon aktivitesi gosterdigi belirlenmistir.

Etki diizeyi ve zon ¢ap1 biiyiikliigiine gore yapilan killer aktivite degerlendirmesi
sonucu diisiik, orta ve yiiksek diizeyde etki spektrumlar1 dikkate alimistir. Etki
spektrumu, killer 06zelligi arastirilan 26 mayanin bozulmus fermente gida
tirlinlerinden izole edilen 58 bozucu mayaya karsi gosterdigi killer aktivitenin
siddetini gostermektedir. 1-3 mm arasi olusan zon ¢apina gore Killer aktivitesi diisiik
etki spektrumlu, 3-5 mm aras1 olusan zon capina gore Killer aktivitesi orta etki
spektrumlu ve 5-8 mm arasi olusan zon gapina gore killer aktivitesi ise yiiksek etki
spektrumlu killer aktivite olarak degerlendirilmistir. Killer 6zelligi arastirilan 26
mayanin 58 bozucu mayaya kars1 gosterdikleri killer etkiler goz ontine alindiginda bu

mayalar arasinda farkli sonuglarin oldugu goriilmiistiir (Cizelge 5.5).
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Cizelge 5.5. Bozucu mayalara karsi zon aktivitesi gosteren killer mayalarin belirli araliklarda diistik, orta ve yiiksek etki spektrumu degerleri

LM . ) )
(Killer 6zelligi FIki Spelgnl % inhibisyon Etki Speigagu % inhibisyon Etki Spektrumu % inhibisyon
aragtirtlan maya DED” (Diistik) Orta (Orta) Yiiksek (Yiiksek)
kodlar1) (2-3 mm) (3-5mm) (5-8 mm)

LM-1 7 %12 1 %2 i .
LM-2 1 %2 : - - -
LM-3 10 %17 : - - -
LM-4 26 %45 : - - -
LM-5 21 %36 : - - -
LM-6 11 %45 : - - -
LM-7 22 %38 2 %3 2 %3
LM-8 13 9622 2 %3 4 %7
LM-9 18 %31 2 %3 - -
LM-10 13 %22 1 %2 i :
LM-11 2 %3 ] - . .
LM-12 9 %16 : . - -
LM-13 16 9628 2 %3 i :
LM-14 14 %624 ; i i :
LM-15 16 %28 : : i :
LM-16 15 %26 : : i :
LM-17 19 %33 : : i :
LM-18 15 %26 : : i :
LM-19 16 %628 : . i -
LM-20 18 931 : . i -
LM-21 17 9629 ; . i :
LM-22 12 %21 ; . - ;
LM-23 12 %21 ; ; - ;
LM-24 21 %36 - . - -
LM-25 13 %22 : : i :
LM-26 7 %12 : : - :
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Diisiik etki spektrumu acisindan degerlendirildiginde killer aktivite oraninin en
yiiksek agiz siitiinden izole edilen LM-4 ve yine agiz siitiinden izole edilen LM-6
mayalarinda oldugu tespit edilmistir. Test edilen bozucu mayalar iizerinde killer
ozelligi arastirilan bu mayalarin %45 diizeyinde inhibisyon etkisine sahip olduklari
goriilmistiir. Orta ve yiiksek etki spektrumuna gore degerlendirme yapildiginda ise
yine yogurttan izole edilen LM-8 mayasinin yiiksek killer aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. Orta ve yiikksek etki spektrumu agisindan herhangi bir etki
gostermeyen agiz siitiinden izole edilen LM-6 mayasimin disiik etki spekturumunda
%45’lik etki gosterdigi tespit edilmistir. Etki diizeyleri ag¢isindan LM-6 mayasinin
%21°1ik killer zon aktivite yiizdesi orta diizeyde Kkiller aktivite géstermis oldugu
degerin altinda kalmasina ragmen killer aktivite acisindan degerlendirilebilecek

diizeyde bir maya izolati oldugunu gostermistir.

En yiiksek inhibisyon etki diizeyine sahip olan agiz siitlinden izole edilen LM-4
mayasinda killer aktivite incelendiginde ise tiim bozucu mayalar izerinde Killer zon

aktivitesi bakimindan orta diizeyde killer aktiviteye sahip oldugu gériilmiistiir.

Etki diizeyi agisindan %38 oraninda Killer etkiye sahip olan agiz siitiinden izole
edilen LM-5 mayasmin %36 diizeyinde diisiik etki spektrumunda yiiksek bir killer
etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bu yiizdesel ifadeler LM-5 mayasinin orta ve
yiiksek etki spektrumuna sahip olmamasina ragmen ilerleyen caligmalarla killer

maya olarak kullanilabilme potansiyelinin olabilecegini gostermektedir.

Yiiksek etki spektrumu gosteren, killer 6zelligi arastirilan mayalar igerisinde ise en
yiiksek inhibisyon diizeyinin %7 ile yogurttan izole edilen LM-8 mayasinda oldugu
gorilmektedir. Etki diizeyi acisindan %22 oraninda diisiik bir etki spektrumuna sahip
olan yogurttan izole edilen LM-8 mayasinin %33’liik diizeyde killer zon aktivitesi ve
%7 oraninda gostermis oldugu yiiksek etki spektrumu LM-8 mayasinin ilerleyen
caligmalarla birlikte killer maya olarak degerlendirilebilecek diizeyde oldugunu

gostermistir.

Zon gapmna gore yapilan killer aktivite spektrumu, zon capir biiylikliiglii ve etki
diizeyleri degerlendirildiginde yogurttan izole edilen LM-8 izolatinin killer maya

olarak 6nemli bir potansiyele sahip oldugu goézlenmistir. LM-8 izolatinin bozucu
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mayalar tizerindeki inhibisyon etki diizeyi bakimindan %33 oraninda bir etkiye sahip
oldugu dikkate alindiginda bu killer 6zellik gosteren mayanin bozucu mayalar

tizerinde 1/3 oraninda killer etki gosterebilecegi diisiintilmektedir.

Zeytinden izole edilen LM-24 mayasinin diisiik etki spektrumunda %36 oraninda bir
degere sahip oldugu belirlenirken orta ve yiiksek etki spektrumunda herhangi bir
etkisi goriilmemistir. LM-24 mayasina etki diizeyi agisindan bir degerlendirme
yapildiginda ise %38 oraninda bir Killer etki saglamistir. Yiiksek etki spektrumuna
sahip olmamasina ragmen LM-24 mayasmin da potansiyel bir killer maya olarak

kullanilabilecegi ongoriilmiistiir.

LM-24 ve LM-5 Kkiller 6zellik gosteren mayalar diisiik etki spektrumunda %36,
yiiksek etki spektrumunda %38’lik bir etki diizeyi saglayarak benzer sonuglar elde
edilmistir. Bu iki maya izolatinin diisiik diizeyde yiiksek killer aktiviteye sahip
olduklar tespit edilmistir.

Etki diizeyi ve spektrumu birlikte degerlendirildiginde en yiiksek killer aktiviteyi
gOsteren maya izolatinin agiz siitiinden izole edilen LM-4 Killer maya izolatisi
oldugu goriilmiistiir. %43°lik etki diizeyi ve %45°lik etki spektrum derecesi ile en
yiiksek killer degerleri bu maya izolatisi saglamistir. Bu killer mayanin orta diizeyde

en iyi killer aktiviteye sahip maya izolatisi oldugu belirlenmistir.

Gergeklestirilen tez calismasinda, etki diizeyi, kat1 besiyerindeki zon aktivitesi ve
diisiik, orta ve yiiksek diizeyde etki spektrumuna gore degerlendirme yapilmistir.
Buna gore en iyi killer aktiviteyi gosteren killer mayalarin sirasiyla LM-4, LM-24,
LM-8 ve LM-7 oldugu tespit edilmistir. Bu mayalarin ilerleyen ¢alismalarda killer

toksinleri saflastirilarak endiistri uygulamalarinda kullanimlar1 hedeflenmektedir.

Killer 6zellikli ticari bir sarap mayasi olan S. cerevisiae maya kiiltiirli, ¢alismada
arastiritlan maya izolatlariin killer 6zelliklerinin  karsilastirilmast  amaciyla
kullanilmustir. Ticari killer maya kiiltiirii olan S. cerevisiae sirke, tursu ve zeytinde
bozulmaya neden olan bozucu mayalara karsi kantitatif yontem kullanilarak kati
besiyerinde agar difiizyon metodu ile killer maya aktivitesi degerlendirilmistir.

Calisma sonucunda en yiiksek duyarlilikta killer aktiviteye tepki gosteren maya
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izolatinin tursudan izole edilen maya susu oldugu goézlemlenmistir. S. cerevisiae
killer maya susunun etki etmedigi maya susu, tursudan izole edilen BM-50,

zeytinden izole edilen BM-42 ve BM-43 kodlu bozucu maya suslaridir.

Killer 6zellikli ticari bir sarap mayasi olan S. cerevisiae killer mayasinin gesitli et ve
st irlinlerinde bozulmaya neden olan bozucu mayalar {tizerindeki etkisi
gozlenememistir. Bu killer maya izolatisi sirke, zeytin ve tursuda bozulmaya yol

acan bozucu mayalar tizerindeki killer aktivite denemelerine gore degerlendirilmistir.

Killer 6zelligi bilinen ticari maya susu ile killer 6zelligi arastirilan Siilleyman Demirel
Universitesi Gida Miihendisligi Boliimiinden temin edilen 26 mayanm, bozulmus
iriinlerden izole edilen bozucu mayalara kars1 killer aktiviteleri kat1 besiyerinde test
edilmistir. Yapilan c¢alismalar sonunda zon olusturdugu goézlenen killer maya
izolatlarmin gostermis olduklar1 killer aktivite ozellikleri karsilastirilmistir. Etki
diizeyleri agisindan degerlendirildiginde tursudan izole edilen bozucu mayalara karsi
S. cerevisiae killer mayasinin yiiksek killer zon etkisine sahip oldugu goriilmiistiir.
Siileyman Demirel Universitesi Gida Miihendisligi Béliimiinden temin edilen ve
killer 6zellikleri arastirilan 26 maya susu (LM) ile karsilastirildiginda, killer 6zelligi
bilinen S. cerevisiae ticari sarap mayasmin diger LM’lere gore yiiksek etki
spektrumuna sahip oldugu tespit edilmistir. Ticari killer mayas1 disinda killer 6zelligi
aragtirilan mayalardan en iyi killer aktivite gosteren Killer mayalarin LM-4, LM-7,
LM-8 ve LM-24 oldugu tespit edilmistir. Kat1 besiyerinde zon olusturmasi ile killer
ozellik gosterdigi belirlenen mayalarin ilerleyen g¢alismalarla birlikte killer maya

izolat1 olarak gida endiistrisinde degerlendirilebilecegi disiiniilmektedir.

Literatiir incelendiginde bircok iirlinde bozulmaya neden olan mayalara kars1 farklh
ortamlardan izole edilmis ya da referans suslar ile killer aktivite testleri yapilmis
calismalar bulunmaktadir. Literatiirde daha 6dnceden yapilmis olan ¢alismalarda elde
edilen veriler ile tez ¢alismasindaki sonuglar ¢alisma kosullar1 agisindan benzerlik

gostermektedir.

Alonso vd. (2015) farkli Zygosaccharomyces tiirlerine kars1 Pichia membranafaciens
mayasinin killer aktivitesini incelemislerdir. Gergeklestirilen tez ¢alismasi ile yapilan

bu calismada elde edilen veriler karsilastirildiginda birbirine yakin sonuglar
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gozlemlenmistir. Calisma kapsaminda Pichia membranafaciens mayasinin
Zygosaccharomyces tiirlerine karsi gostermis oldugu killer aktivite, kantitatif testler
sonucunda belirlenmistir: Sonuglar incelendiginde Killer aktivitenin 1-4 mm arasinda
bir zon etkisinin oldugu goriilmiistiir. Pichia membranafaciens 1106 killer mayasinin
Zygosaccharomyces tiirlerine kars1 en yiiksek killer etkiyi gosterdigi tespit edilmistir.
20 °C’deki 48 saatlik inkiibasyon ve %3’liikk NaCl’nin Killer aktiviteyi artirdigi
gozlemlenmistir. Yapilan tez c¢alismasinda 1-3 mm’lik zon ¢aplari, besiyeri
bilesiminde NaCl olmadan 30 °C’de 48 saat inkiibasyon sonucunda tespit edilmistir.
Alonso vd. (2015)’nin ¢alismasinin devaminda besiyeri bilesiminde bulunan %60
glukoz miktarinin killer zon aktivitesini artiracagi diistiniilmiistiir. Analiz sonucunda
elde edilen veriler degerlendirildiginde besiyeri bilesiminde bulunan %60 glukozun
Killer aktiviteyi beklenen seviyede artirmadigi, %3 NaCl eklenen besiyeri
bilesiminde gbzlenen killer aktivitenin %60 glukoz ilave edilen besiyeri bilesimine
gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu durumda ¢alismadaki Killer aktiviteyi,
besiyeri bilesiminde bulunan NaCl miktarinin glukoza oranla daha yiiksek diizeyde
tesvik ettigi tespit edilmistir Tez calismasinda besiyeri bilesiminde %?2 oraninda
glukoz kullanilirken, bu calismada besiyeri bilesiminde %60 glukoz kullanilmistir.
Calismada, besiyeri bilesiminde bulunan %60’lik glukoz miktarinin tez
caligmasindaki %2 glukoza gore killer zon etkisini artirmadigi gozlemlenmistir.
Killer zon aktivitesinin glukoz miktarinin ytiksekligine bagli olmadig1 goriilmiistiir.
Tez calismasinda bazi fermente gidalarda bozulmaya neden olan bozucu mayalara
karst 26 mayanin Killer aktivitesi incelendiginde et iiriinlerinde bozulmaya neden
olan bozucu mayalara kars1 yiiksek killer aktivite gosteren suslar elde edilmistir. Bu
durumun besiyeri igeriginde bulunan glukoz miktarinin killer aktiviteyi tesvik etme
durumundan kaynaklandigi diisiintilmektedir. Alonso vd. (2015)’nin ¢alismasi pH
4.0’de 0.2 M’lik sitrat-fosfat tampon ¢o6zeltisi ile yapilmisken, tez ¢alismasi pH
4.0’de 0.1 M’lhk sitrat-fosfat tamponda gerceklestirilmis ve sonuglar
karsilastirilmistir. Yapilan ¢aligsma ortamdaki NaCl’nin killer aktiviteyi tegvik ettigini
gostermistir. Tez galismasinda besiyeri bilesiminde yer alan glukoz oraninin Killer
aktiviteyi belirlemede bu ¢alismaya kiyasla yeterli diizeyde oldugu tespit edilmistir.
Ayrica yapilan bu c¢alismaya gore besiyeri bilesimine NaCl ilavesinin tez

caligmasindaki killer aktiviteyi artirabilecegi diisiiniilmektedir.
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Afyoncu (2012) tarafindan yapilan tez ¢alismasinda iizim baglarindan izole edilen
mayalarin, c¢esitli irlinlerden izole edilmis mayalara karst killer aktiviteleri
incelenmis ve sarap fermantasyonunda starter kiiltiir 6zellikleri arastirilmistir. Maya
izolatlar1 tez calismasina kiyasla %2 ve %10 oraninda YEPD siv1 besiyerine inokiile
edilerek killer aktiviteleri degerlendirilmistir. Tez ¢alismasinda ise sivi besiyerinde
kiiltiirii  gelistirmek i¢in %1 oraninda maya inokiilasyonu gerc¢eklestirilmistir.
Afyoncu (2012), ¢alismasinda besiyerine sarap fermantasyonunda problem olusturan
bir kimyasal olan siklohekzimid eklemis ve bu kimyasala karsi maya izolatlarinin
direncliligini saglamay1 hedeflemistir. Calismada pH 4 ve pH 4.7’de killer aktivite
test edilmistir. Besiyeri 1 M sitrat-fosfat tampon ile pH 4’e getirilmis ve % 0.5
metilen mavisi %10 eklenerek killer mayalarin diger mayalar lizerinde olusturduklari
seffaf zonlar gozlenmistir. Ayrica ¢alismada killer 6zelligi arastirilan starter kiiltiir
santrifiij edilerek farkli iirlinlerden izole edilen mayalara karsi yayma kiiltiirel ekim
yontemiyle inokiile edilerek 20 °C’de 1-5 giin inkiibasyona birakilmistir. Yapilan tez
calismasinda ise kati besiyerinde agar diflizyon metodu ile kantitatif olarak killer
aktivite analizi yapilmis ve 30 °C’de 1-3 giin inkiibasyona birakilmistir. Tez
calismasinda metilen mavisi oran1 %0.003 oraninda eklenmis ve killer zonlar ayirt
edilmistir. Afyoncu (2012) gerceklestirdigi ¢alismada S. cerevisiae EX33 starter
maya kiiltiiriinii degerlendirmis, ayni cins ve tiirde duyarli maya izolatlarina
literatiirde belirtildigi gibi killer etki gostermedigini gozlemlemistir. Ayrica S.
cerevisiae EX33 maya susunun Torulaspora delbrueckii suslarindan bazilarina kars1
killer toksin iirettigi bildirilmistir. Farkli {riinlerden izole edilen 26 mayanin
bozulmus iiriinlerden izole edilen bozucu mayalara karsi killer aktivite denemeleri bu
caligmaya gore yliksek etki spektrumlarinda ve yiiksek etki diizeylerinde
gerceklesmistir. Bu durumun yapilan tez calismasi ile beraber sicaklik, besiyeri
pH’s1, besiyeri igerigi, killer mayanin santrifiij yoluyla test edilmesi ve kullanilan
yontem agisindan farklilik gosterdigi diisiiniilmektedir. Ayrica killer toksin iireten
suslarin tez c¢alismast ve bu calisma i¢in starter kiltir olarak da
degerlendirilebilecegi ancak killer aktivite yeteneklerinin tek bir 6zellik olarak bu

duruma yeterli olmayacagi diistiniilmektedir.

Rodriguez-Gomez vd. (2013) gerceklestirdikleri calismada Ispanyol bir sarap ¢esidi
olan Sherry saraplarinin alkolik fermantasyonu i¢in starter Saccharomyces suslarinin

secilmesinde bir¢ok parametreyi degerlendirmisler ve starter dzellikleri ile beraber
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killer 6zelliklerini arastirmislardir. Toksin iirettigi bilinen K1 ve K2 maya suslarinin
Saccharomyces’den izole edilmis J1, J2, J3, J4, J5 mayalarina kars1 killer toksin
iiretme yeteneklerini degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda K1 killer toksini
varhiginda J1, J2, J3, J4, J5 mayalarinin inhibe oldugu, K2 killer toksin varliginda J1,
J2, J3, J4, J5 mayalarmin killer toksinden etkilenmedigini gézlemlemislerdir. Bu
durumun K1 ve K2 toksin iireticisi oldugu bilinen Saccharomyces’in killer toksininin
bu maya izolatlar1 ile ayni cins ya da tiire ait olmasindan, duyarli hiicreyi inhibe
edebilecek diizeyde yeterli killer toksin salgilanmamasindan, killer toksinin duyarli
mayalara karst saraptaki fermantasyon ve besi ortamini olusturmamasindan ve
cevresel etkilerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Tez ¢alismasinda da Killer
Ozellikli ticari bir sarap mayasi olan S. cerevisiae killer mayasinin tursu, sirke ve
zeytinden izole edilen bozucu mayalara killer etki gosterdigi gézlemlenmistir. Tez
calismasinda killer maya oldugu bilinmesine ragmen S. cerevisiae’nin her bozucu
mayaya etki edemedigi belirlenmistir Literatiir incelendiginde killer mayalar
tizerinde yapilan ¢aligmalarda, killer maya izolatinin duyarli maya izolati iizerinde
killer toksin iiretememesinin; duyarli maya susu olarak bilinen maya izolatlarinin
killer mayalar tarafindan iiretilen toksine karsi direngli olmasi, duyarli maya izolatt
ile killer mayanin ayni cins ya da tiire ait maya izolatlart olmasi, killer toksinin
duyarli maya izolatin1 inhibe edecek diizeyde killer toksini salgilayamamasi ve
duyarli hiicre {lizerinde olusturulacak killer aktivite i¢in uygun besi ortaminin
saglanamamas1 gibi faktorlerden kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Bazi bozulmus
fermente gidalardan izole edilen bozucu mayalara karsi referans killer susun etki
edememesi killer mayanin bozucu maya ile ayni tiir ya da cinse ait olmasi, besiyeri
pH’s1, besiyerinin igerigi, inkiibasyon sicakligi ve farkli tampon kullanimindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Tez ¢alismasinda referans killer susun sirkede
ve tursuda bozulmaya neden olan bir¢ok maya iizerinde killer aktivite gdstermesine
ragmen bazi bozucu mayalara karst killer aktivite gosteremedigi gozlemlenmistir.
Yapilan ¢alismalar incelendiginde referans killer susun izole edildigi sarabin genel
fermantasyon ortam sicakliginin 20 °C oldugu goriilmektedir. Tez caligmasindaki
inkiibasyon sicakliginin referans killer maya susunun toksin liretmesini etkileyecegi

distiniilmektedir.

Lopes ve Sangorrin (2010) gergeklestirdikleri ¢calismada ti¢ farkli tiire ait 36 maya

izolatinin sarapta bozulmaya neden olan Pichia guillermondii ve Pichia
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membranafaciens mayalarina kars1 killer aktivitesini incelemislerdir. Calismada tez
calismasina kiyasla 0.5 M’lik sitrat-fosfat tampon igerisinde YEPD-MB besiyerine
%3 Malt Ekstrakt ilave edilip pH 4.6’ya ayarlanmistir. Buna ek olarak NaCl’nin
killer aktiviteye etkisini belirlemek amaciyla besiyerine belirli oranlarda NaCl ilave
etmiglerdir. Bu durum sonucunda Metschnikowia pulcherima NRRL Y711 duyarh
mayasiin sadece Candida glabrata NCYC 388 killer mayasina karsi direng
gosterdigi, diger iki killer sus olan Wickerhamomyces anomala NRRC Y366 ve
Torulaspora delbrueckii NRRL Y866 mayalarinin Pichia membranafaciens NRCC
1088 duyarli mayasina kars1 %0 NaCl’de killer etki gosteremedigi, %1 ve %3’lik
NaCl’de killer etki sagladig: tespit edilmistir. Bu ¢alismada elde edilen killer zon
caplarimin NaCl orani artis1 ile arttigi gozlemlenmistir. %1 NaCl oraminda 21
mm’den yiiksek zon cap1 elde edilememisken, %3 NaCl ortaminda 42 mm’ye kadar
artan bir zon ¢ap1 tespit edilmistir. Bu durumun NaCl konsantrasyonunun artisi ile
gerceklestigi diisiiniilmektedir. Bu ¢alisma haricinde yapilan birgok ¢alismada NaCl
varhigmin ve NaCl konsantrasyonunun artisinin killer mayanin zon ¢apini artiracagt
ifade edilmektedir. Gergeklestirilen tez ¢caligmasinda besiyerine NaCl eklenmemistir.
Bu ylizden tez ¢alismasinda 1-8 mm araliklarinda zon olusumu tespit edilmis, Lopes
ve Sangorrin (2010)’in ¢alismasinda NaCl’nin oranina gore genelde 21-42 mm
arasinda killer zon aktivitesi gézlemlenmistir. Tez ¢alismasinda besiyeri bilesimine
NaCl ilave edilmedigi icin etki spektrumu, etki diizeyi ve killer zon aktivitesi yapilan
bu calismaya gore degisiklik gostermistir. Ayrica yapilan calismada YEPD-MB
besiyerine %3 oraninda Malt Ekstrakt eklenmistir. Eklenen Malt Ekstrakt’in diger
besiyeri Dbilesenlerinin yaninda bu ¢alismada killer aktiviteyi tesvik ettigi
gozlemlenmistir. %0 NaCl ortaminda bile ilave edilen Malt Ekstrakt, 21 mm’ye
kadar Killer zon gozlenmesini saglamistir. Tez ¢alismasinda besiyeri, 0.1 M sitrat-
fosfat tampon ile pH 4.0’e ayarlanmistir. Yapilan bu ¢alismada ise besiyeri pH’s1, 0.5
M’lik sitrat-fosfat tampon ile 4.6’ya getirilmistir. Tez ¢alismasina gore ¢aligmadaki
besiyeri pH degerinin killer aktiviteyi etkiledigi goriilmistiir. Tez g¢aligmasinda
besiyeri bilesiminde Malt Ekstrakt olmamasi, NaCl ilave edilmemesi, pH’nin 0.5
M’lik sitrat-fosfat tampon ile 4.6 yerine, 0.1 M’lik sitrat-fosfat tampon ile 4.0’a
ayarlanmas1 killer aktivitenin ¢alismaya gore diisiik olmasma sebep oldugu

diistiniilmektedir.
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Ullivari vd. (2011)’nin ¢alismalarinda Arjantin’de {iretilen ve sarap yapiminda starter
kiiltir olarak kullanilan sarap mayalarindan 31 maya susunun S. cerevisiae P351
duyarli maya susuna kars1 killer aktivite denemeleri gerceklestirilmistir. Calisma,
starter maya suslarinin killer toksin iiretim yeteneklerini tespit etmek amaciyla
yapilmistir. Killer toksin iiretme yetenegine sahip oldugu tespit edilirse sarap
tiretiminde kimyasal koruyucularin yerine dogal bir koruyucu olarak killer mayalari
kullanmak hedeflenmistir. Killer aktiviteyi belirlemek i¢in yapilan analizler
sonucunda starter maya suslarindan 11 maya susunun duyarli maya izolatina karsi
killer aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu calismadaki besiyeri pH degeri,
inklibasyon sicakligi ve inkiibasyon siiresi tez c¢aligmasma gore farklilik
gostermektedir. Besiyeri pH’s1 4.5’a ayarlanarak ekimler sonras1 18 °C’de 5 giinliik
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda olusan killer aktivite incelenmistir. Tez
calismasi ile benzer olarak diisiik (+), orta (++) ve yiiksek (+++) diizeyde killer
aktivite ile kendi ig¢inde derecelendirilen zon araliklarini belirlemislerdir. Maya
izolatlarinin killer aktiviteleri kati besiyerinde olusan zon capi biiylikliiklerinin
siiflandirilmasi yolu ile degerlendirilmistir. 1-2 mm aras1 olusan zon ¢ap1 degerini
diisiik (+), 2-4 mm aras1 olusan zon ¢ap1 degerini orta (++) ve 4 mm’den biiyiik
olusan zon ¢ap1 degerini yiiksek (+++) Killer aktivite olarak degerlendirmislerdir. Tez
caligmasi ile bu caligma arasinda benzer sonuglar elde edilmesine ragmen 18 °C
inkiibasyon sicakliginda ve pH 4.5°’te 4 mm’den daha yiiksek killer aktivite tespit
edilememistir. Tez calismasinda 4 mm’den daha yiiksek killer aktivite zonlar1 30 °C
inkiibasyon sicakliginda ve pH 4.0’te tespit edilmistir. Killer aktivitenin, tez
calismasi ve bu calisma 6zelinde farkli olma durumunun besiyeri bileseni, besiyeri
pH’s1, inkiibasyon sicaklikligi, bozucu mayalarin ve killer 6zelligi arastirilan maya
izolatlarinin ¢aligmada kullanilan duyarli ve starter maya suslar1 ile ayn1 cins ya da
tiir maya susu olmasi gibi durumlardan kaynaklanabileceg8i diisiiniilmektedir. Tez
calismasindaki inkiibasyon siiresi, inkiibasyon sicakligi ve besiyeri pH’smin killer

aktiviteyi belirlemede en uygun kosullar oldugu dngoriilmektedir.

Wojcik ve Wiater (2015) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada ormandan, meyve
agaclarinin yapraklarindan, ¢igek kokleri, tahillar ve donmus meyveden izole edilen
50’nin tizerinde mayanin killer aktivitesi incelenmistir. Candida, Rhodotorula,
Pichia, Pachysolen, Yarrowia ve Trichosporon cinslerine ait 102 killer aktivite

gosterebilecek olan maya susu, duyarli sus olduklari bilinen referans Kluyveromyces
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lactis Y-6682 ve Kluyveromyces marxianus Y-8281 maya suslari lizerinde test
edilmistir. Killer aktivitesi incelenen 102 sus igerisinde 24 susun duyarli maya
izolatlarina karsi1 killer aktivite gosterdigi gézlemlenmisken 24 maya susu haricinde
10 maya susunun zayif killer etki gosterdigi bildirilmistir. Ayrica en yiiksek killer
aktivitenin ¢igeklerden ve ormandan alinan toprak iiriiniinden izole edilen mayada
gozlendigi tespit edilmistir. Calismada YEPD-MB besiyeri pH 4.5’te 0.5 M sitrat-
fosfat tamponu ile hazirlanmis ve ek olarak besiyerine %2 NaCl eklenerek killer zon
aktivitesi gozlemlenmistir. Diger calismalarin yanisira bu ¢calismada 8 mm’lik delgeg
ile kuyucuk agilarak igerisine 100 pl potansiyel killer sus inokiile edilmistir. Ayrica
tic farkli sicaklikta (18 °C, 22 °C, 25 °C) inkiibasyon gerceklestirilmis ve diizenli
olarak kontrol edilerek 7 giin sonunda zon olusumlar1 gézlemlenmistir. Calismada 24
farkli killer maya izolati, referans olarak kullanilan duyarli maya izolatlarina karsi
yiiksek killer aktivite gostermistir. Ayrica 24 killer maya susu haricinde 10 adet killer
maya susu duyarli maya izolatlarina kars: diisiik killer aktivite gostermistir. Diisiik ve
yiiksek Killer aktivite gosteren suslar 22 °C’de 48 saatlik inkiibasyon sonucunda
tespit edilmistir. Bazi suglar duyarli maya suslarina karst 1 mm’den daha yiiksek
Killer zon aktivitesi gosterirken, 1 mm’nin altindaki zon olusumu gosteren maya
suslart da gozlemlenmistir. 1-5 mm arasindaki zon olusumu i¢in ‘+’, 6-9 mm
arasindaki zon olusumu i¢in ‘++’ ve 10 mm’den biiyiik zon aktiviteleri i¢in ‘“+++’
ifadeleri kullanilarak siniflandirilmistir. Ayrica tez ¢alismasi ile yapilan bu ¢alisma
yontem acisindan farklilik gostermektedir. Yapilan bu calisma sonuglarinin tez
caligmast sonuglarina gore yiiksek oldugu gozlenmistir. Her iki ¢alisma
sonuclarindaki farkliliginin, kullanilan maya izolatlarinin ve ¢alisma kosullarinin
ayni olmamas1 ve aym zamanda farkli yontem kullanilmasindan kaynaklandigi
disiiniilmektedir. Tez c¢alismasinda, katt besi ortamina inoliile edilen bozucu
mayalara kars1 killer 6zellikleri arastirilan maya izolatlar1 direkt olarak kati besiyeri
yiizeyine inokiile edilirken Wojcik ve Wiater (2015)’in ¢alismalarinda ise kuyucuk
yontemi ile killer aktivite aragtirilmistir. Kuyucuk yonteminde killer toksin iiretimi
icin maya izolatlariin gelistirildikleri besiyeri silipernatanti kullanilmistir.
Dolayisiyla siipernatant icerisinde bulunan toksin miktar1 ve aktivitesinin daha
yiiksek bir killer aktivite saglayabilmesi sz konusudur. Zon gapi araliklarina gore
simiflandirildiginda ¢alismada elden edilen sonuglar ile tez c¢alismasi arasinda
farklilik oldugu gozlemlenmistir. Bu sekilde degerlendirilen killer aktivite degerleri

ile yapilan kiyaslama sonucunda tez ¢alismasi sonuglarinin ¢ogunlukla diisiik killer
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aktivite diizeyinde oldugu gozlenmistir. Bu calismadaki kosullar ile tez
caligmasindaki kosullar bahsedildigi gibi birbirinden farkliliklar gostermektedir. Tez
calismasinda 0.1 M sitrat-fosfat tampon ile besiyeri pH 4.0’e ayarlanirken, bu
calismada 0.5 M sitrat-fosfat tampon ile besiyeri pH 4.5’¢ ayarlanmistir. Calismaya
kiyasla tez calismasindaki killer aktivite degerleri farklilik gostermistir. Bu durumun
besiyeri pH’sin1 ayarlamak i¢in kullanilan tamponun, tez c¢alismasinda kullanilan
tampon’a gore igeriginin ve oranlarmin farkli olarak hazirlanmasindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. inkiibasyon sicaklig1 ve siiresi de tez ¢alismasi
ile farklilik gostermistir. Killer aktivitenin en yiiksek goriildiigii sicakligin, ¢calismada
25 °C oldugu ve 7. giliniin sonunda zon ¢ap1 6l¢iildiigi, tez calismasinda ise 30 °C
sicaklikta 48 saatlik inkiibasyon sonucunda killer aktivitenin goézlendigi rapor
edilmistir. Inkiibasyon sicakligi ve inkiibasyon siiresinin killer aktiviteyi etkiledigi
disiiniilmektedir. NaCl varligi calismada killer aktiviteyi artirmistir. Besiyeri
bilesimine NaCl eklenmedigi i¢in tez calismasinda gozlemlenen killer aktivite bu

calismaya gore diisiik seyretmistir.

Meneghin vd (2010) killer maya aktivitesi gosteren Candida glabrata, Pichia
anamola ve Candida sp. mayalarinin igki fermantasyonunda yabani olarak
kontamine olan Bacillus suptilis ve Lactobacillus plantarum’a karsi antibakteriyel
ajan  olarak etki ettiklerini  bildirmislerdir. ~ Killer  aktivite  gosteren
mikroorganizmalarin inhibisyon zonlar1 mm cinsinden verilmistir. Calismada
kullanilan mayalarin alkolik fermantasyon sirasinda kontaminasyona sebep olan
Lactobacillus fermentum, L.plantarum, Leuconostoc mesenteroides ve Bacillus
subtilis bakterilerine, Torulaspora glabrata ve Saccharomyces cerevisiae mayalarina
kars1 killer aktiviteleri degerlendirilmistir. Killer mayalar tarafindan alkolik
fermantasyon sirasinda kontaminasyona neden olan bakteri ve mayalarin
inhibisyonunun 0-48 saat sonucunda olustugu bildirilmistir. Tez ¢alismasinda killer
zon aktivitesi ic¢in besi ortamimi olusturan YEPD-MB besiyeri Meneghin vd
(2010)’nin ¢alismasinda da kullanilmis fakat tez ¢aligmasina kiyasla killer mayalar
icin inkiibasyon 30 °C yerine 25 °C’de gerceklesmistir. Alkol fermantasyonunun 25
°C’de ger¢eklesmesinden ve sicakligin fermantasyonu olumsuz olarak etkileyecegi
diistintildiiginden inkiibasyon sicakligi 30 °C’ ye ayarlanmamistir. Killer 6zellik
gosteren 3 maya izolatinin kontaminasyona neden olan T. glabrata’ya karsi 0-8 mm

aras1 etki ettigi, S. cerevisiae’ya kars1 ise 0-4 mm aras1 Killer aktivite gosterdigi
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bildirilmistir. L. plantarum ve B. subtilis’e kars1 6zellikle 24-36 saatleri arasinda en
yiiksek killer aktiviteyi gosterdigi ve 20 mm’ye yakin killer etki zonuna sahip oldugu
gbzlemlenmistir. Tez ¢alismasi ile karsilastirildiginda bu ¢alismada T. glabrata ve S.
cerevisiae mayalarina karsi diisiik killer zon aktivitesi goriilmistiir. Bu durumun
inkiibasyon sicakligindan, besiyeri igeriginden, kullanilan kiiltiir farkindan veya
tampon c¢ozeltisinin pH’Sinin 4.5-4.7 olarak ayarlanmasindan kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.

Erginkaya vd. (1996) tarafindan gerceklestirilen calismada farkli fermente gidalardan
izole edilen 37 maya susunda killer 6zellik arastirilmistir. Bu suslardan sadece 1
tanesinin Killer karakterde oldugu, 4 susun ise duyarli oldugu belirlenmistir. Killer
maya oldugu tespit edilen maya susunun fermente sucuktan izole edilen Candida
famata oldugu ve siradan izole edilen S. cerevisiae suslarina karsi duyarli oldugu
gozlenmigtir. Calismada tez calismasina kiyasla YEPD-MB agar’a, agar siirme ve
agar difuzyon testleri uygulanmistir. Dokme plak yontemiyle duyarli maya susu
inokiile edildikten sonra killer 6zelligi arastirilan maya 6ze yardimiyla ekilmistir. 20
°C’de 5-7 giinliik inkiibasyon sonunda zon olusumu besiyeri bilesiminin 0.1 M sitrat-
fosfat tampon’da pH 4.6’ya ayarlanmasi ile degerlendirilmistir. Diger yontemde ise
dokme kiiltiir ile duyarli mayalar aktarilmis ve kuyucuklar agilarak killer 6zelligi
aragtirilan maya izolati inokiile edilmistir. 20 °C’de 5-7 giinliik inkiibasyon sonucu
zon olusumu gozlenmistir. Tez calismasi ile karsilastirildiginda yontem ve sicaklik-
siire kombinasyonlar1 farkli olmasina ragmen killer 6zellik gosteren maya hiicreleri
kat1 besiyerinde kantitatif testlerle belirlenmistir. Calismada killer 6zelligi arastirilan
ve tanimlanan mayalar igerisinde zonlar karsilastirildiginda ise en yiiksek killer
aktiviteye sahip maya izolatinin S. cerevisiae’e ait maya izolat1 oldugu belirlenmistir.
Tez c¢alismasi ile besiyeri bilesimi disinda herhangi bir 6zelligin bu ¢alisma
kapsaminda uyusmadigi tespit edilmistir. Buna ragmen bu c¢alisma ve tez
calismasinin zon olusumlar1 ve etki spektrumlari agisindan benzerlik gosterdigi

gbzlemlenmistir.

Tirkay (2012)’mn gergeklestirdigi tez calismasinda killer sus oldugu bilinen Linderia
saturnus’un peynir, tursu ve zeytin salamurasinda bozulmaya neden olan bozucu
mayalara kars1 killer aktivitesi arastirilmistir. Bu calismada tez ¢alismasinda oldugu

gibi besiyeri olarak YEPD-MB agar kullanilmistir. Dokme plak yontemi ile bozucu
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mayalar inokiile edilmis fakat killer sus siv1 kiiltiir olarak inokiile edilmistir. Petriler
pH 3.5, pH 4.0 ve pH 5°te, 15 °C, 25 °C ve 30 °C’de gelismeye birakilmustir. 15 °C
ve pH 3.5, 25 °C ve pH 5.0, 30 °C ve pH 5.0 ortamlarinda en yiiksek killer aktivite
gerceklesmistir. Tez ¢alismasi ile bu ¢alisma ozellikle sicaklik ve pH acgisindan
karsilastirnildiginda Tiirkay (2012)’1n ¢alismasinda pH 4 ve 30 °C’de gdzlenen killer
aktivite tez ¢aligmasinda gozlenen killer aktiviteye gore diisiik goriilmiistiir. Ayrica
diger sicaklik ve pH kombinasyonlarmin da tez calismasina gore diisiik etki
spektrumunda ve diistik etki diizeyinde oldugu gozlemlenmistir. Tez calismasinda
killer 6zelligi bilinen ticari bir sarap mayasi olan S. cerevisiae’nin bozucu mayalar
tizerindeki killer aktivitesinin Tiirkay (2012)’in ¢alismasinda kullanilan killer
mayaya gore yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ozellikle killer 6zelligi arastirilan 26
mayanin bozulmus peynirden izole edilen bozucu mayalara karsi yiliksek etki
spektrumlu killer aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Tez c¢alismasinda killer
ozellikteki ticari killer mayanin birka¢ bozucu mayaya kars1 etki gostermedigi tespit
edilmistir. Referans maya olarak kullanilan ticari killer mayanin etki etmedigi
bozucu mayalarin tursu ve zeytinden izole edilen mayalardir. Baz1 bozucu mayalara
kars1 killer aktivite gozlenmemesinin sebebi olarak, killer aktivitenin pH ve sicakliga
bagl degisimi, bozucu mayalara karsi1 killer 6zelligi bilinen maya izolatlarinin sivi
kiiltiir olarak inokiilasyonu, Killer maya izolatinin bozucu maya ile ayni cins ya da
tiire ait maya suslar1 olmas1 ve besiyeri bilesimi gibi 6zelliklere bagli olarak degistigi

gorilmektedir.

Helguera vd. (2012) tarafindan yapilan c¢alismada klinik Candida glabrata
mayalarinm killer varliklart aragtirilmis, pH ve sicakligin killer aktiviteye etkisi
incelenmistir. Yapilan tez ¢alismasina kiyasla Helguera vd. (2012)’ nin ¢alismasinda
farkli pH ve sicaklik denemeleri gergeklestirilmistir. pH 4 ve pH 9 arasinda sitrat-
fosfat tampon varliginda hazirlanan YEPD-MB agar 25 °C, 28 °C, 30 °C ve 37 °C’de
72 saat inkiibasyona birakilmistir. Calismada 64 klinik Candida maya izolatindan
sadece 4 maya susunun, duyarli olduklari bilinen S. cerevisiae W303, S. cerevisiae
S288C, C. glabrata BG14 ve C. glabrata CBS138 maya suslarina karsi killer aktivite
gosterdigi rapor edilmistir. Arastirma sonucunda 64 klinik Candida maya suslarinin
sadece %6.25’inin S. cerevisiae W303 duyarli susuna karsi killer aktivite gosterdigi
gozlemlenmistir. Tez c¢alismasinda killer zon aktivitesi pH 4’te yiiksek
gozlemlenmistir. Helguera vd. (2012)’nin c¢alismasinda da killer aktivite pH 4’te
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goriilmiistiir. Ancak pH 8 ve pH 9 ortamlarinda denemeler gergeklestirildiginde Killer
aktivitenin azaldig1 tespit edilmistir. Calismada pH 4 ve pH 7 aras1 degerlerde klinik
Candida maya izolatlarinin yiiksek killer aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Sicaklik
acisindan degerlendirildiginde ise 28 °C, 30 °C ve 37 °C’de killer aktivitenin yiliksek
diizeyde sonuglar verdigi goriilmiistiir. Tez ¢aligmasinda 30 °C ve pH 4’te elde
edilen sonuglar bu caligmadaki pH ve sicaklik acisindan benzerlik gdstermektedir.
Gergeklestirilen tez calismasinda ve Helguera vd. (2012)’nin yapmis olduklari
caligmada killer aktivite i¢in belirlenen sicaklik ve pH’nin yiiksek killer aktivite
degerleri i¢in uygun oldugu goriilmiistiir. Yiiksek killer aktivitenin bu degerler ile
gozlenebilecegi  diislinlilmektedir. Ayrica c¢alismada kullanilan YEPD-MB
besiyerindeki metilen mavisi oran1 %0.001 iken, tez ¢alismasinda kullanilan YEPD-
MB igerigindeki metilen mavisi %0.003 oranindadir. Calismada kullanilan %0.001
oranindaki metilen mavisinin petri i¢erisinde olusan killer zonu ayirt etmede diisiik
oldugu tez caligmasinda yapilan denemeler sonucunda gozlemlenmistir. Tez
calismasinda analiz baslangicinda literatiir incelenirken %0.03 metilen mavisi orani
goriilmiis ve ilk denemelerde bu oran ilizerinden denemeler gerceklestirilmistir. Fakat
% 0.03 boya miktar1 besiyeri icerisinde olusan zonun ayirt edilmesinde sorun
olusturmus ve olusan zonlarda g¢aplar ayirt edilememistir. Bu durum sonucunda da
tez ¢alismasindaki boya oran1 % 0.003’e diisiiriilmiis ve denemeler sonunda zonlar
ayirt edilerek istenilen sonuglar elde edilmistir. Literatiirdeki degerlere gore boya
miktarinda seyreltme yapilarak killer aktivite sonucu olusan seffaf zonlarin

gozlenmesi saglanmistir.

Banjara vd. (2016) gut hastaligina sebep olan Candida maya tiirlerine kars
peynirden izole ettikleri Debaryomyces hansenii suslarmin killer aktivitesini
aragtirmiglardir. Calismada, peynirden izole edilen D. hansenii suslarinin ¢esitli pH
ve sicakliklarda killer toksin iiretim potansiyelleri incelenmistir. Patojen Candida
tirlerinden C. albicans’a kars1 D. hansenii suslarinin pH 4.5, pH 5.0 ve pH 5.5’ta
killer aktivitesi gozlemlenirken pH 6.0’da killer aktivite gozlemlenmemistir. Ayni
zamanda bu ¢alismadaki 20 °C, 25 °C, 30 °C ve 35 °C’deki killer aktivite sonuglari
yiksek goriilmistir. C. tropicalis iizerinde gergeklestirilen killer aktivite
denemesinde ise sicaklik acisindan 6zelikle 20 °C ve 25 °C’de, pH agisindan pH 4.5,
pH 5.0 ve pH 5.5’te besiyeri iizerinde olusan 2-8 mm arasindaki zon ¢ap1 biiytlikliigii
yiiksek killer aktivite olarak degerlendirilmistir. pH 4.0 ve 30 °C sicaklikda
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gerceklestirilen tez ¢alismast sonuglart ile yapilan bu c¢alisma sonuglari
kiyaslandiginda, tezde gozlenen killer aktivite degerlerinin, Banjara vd. (2016)
tarafindan yapilan simiflandirmaya gore orta diizeyde killer aktivite diizeyinde oldugu
gbzlenmistir. Tez ¢alismasinda bozulmus peynirden izole edilen bozucu mayalara
kars1 yapilan killer aktivite denemelerinde killer 6zelligi test edilen mayalarin bozucu
mayalara karst bu calismaya gore yiiksek killer aktivite gosterdigi
gbzlemlenmemistir. Banjara vd. (2016) olusabilecek bir oksidatif reaksiyonu
onlemek i¢in besiyeri bilesiminde sodyum sitrat kullanmislardir. Yapilan bu
calismada ozellikle pH agisindan pH 4.5 ve pH 5.0’in, sicaklik agisindan ise 20-25
°C’deki inkiibasyon derecesinin killer zonu etkiledigi gdzlemlenmistir. Banjara vd.
(2016)’nin yapmis olduklar1 bu ¢alismada en az on iki ornekte tez ¢aligmasindaki
gibi killer aktivite gozlemlenmistir. Calismada elde edilen killer aktivite, tez
calismasi ile karsilastirildiginda tez c¢alismasina gore yiiksek killer aktivite
goriilmiistiir. Ozellikle 20 °C’deki killer aktivite 15 mm ile en yiiksek degere
ulasmistir. Tez c¢alismasinda 30 °C’de olusan killer aktiviteler kiyaslandiginda
calismada elde edilen killer aktivitelerin 2.2-15 mm arasinda oldugu
gozlemlenmistir. Calismada ozellikle C. tropicalis’e karsi killer 6zellik gésteren
mayalarin 20 °C’de 15 mm ve 25 °C’de 13 mm ile en yiiksek killer aktiviteyi
gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan bu ¢aligmada killer aktivite 0-48 saat inkiibasyon
periyodunda goriilmiistiir. Killer aktivite gosterdigi tespit edilen ve peynirden izole
edilen D. hansenii suslarinin C. albicans ve C. tropicalis iizerinde gosterdikleri killer
aktivite 25 °C sicaklikta ve 24. saatte gézlenmeye baslamistir. Banjara vd. (2016)’nin
caligmasinin devaminda berrak killer zon en az 10 giin daha gézlenmeye birakilmis
ve Kkiller zon biyiimeye devam etmistir. Bu durum tez ¢aligmasinda da
gerceklestirilmistir. Tez ¢aligmasinda sucuktan izole edilen mayalara karsi yapilan
denemelerde 4. 5. ve 7. giiniin sonundaki incelemeler sonucunda zon ¢apinin
biyiidiigii, dolaysiyla killer aktivitenin devam ettigi gozlemlenmistir. Inkiibasyon
sicakligl, inkiibasyon siiresi, besiyeri pH degeri, besiyerindeki sodyum sitrat
kullanim1 ve agar difiizyon metodundaki farklilik gibi nedenlerden dolay: tez
calismasindaki Killer aktivite degerlerinin bu ¢alismaya gore daha az diizeyde oldugu

distiniilmektedir.

Killer toksin ile ilgili yapilan bazi ¢alismalarda siv1 kiiltiir olarak gelistirilen maya

izolatlarinin irettikleri toksinler sivi kiiltiirden cesitli yontemlerle elde edilerek
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saflastirilmaktadir. Bu yontemle saf ve daha yiiksek konsantrasyonda elde edilen
toksinler direkt olarak kullanilmaktadir. Dolayisiyla saf ve yiiksek konsantrasyondaki
toksin kullanim1 ile gerceklestirilen calisma sonuglarinin daha yiiksek aktivite
degerlerlerinde oldugu gozlenmektedir. Bu sekilde gergeklestirilen ¢alismalar
icerisinde Labbani vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada daha etkili sonuglar
saglandig1 gozlenmistir. Labbani vd. (2015)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada Pichia
kluyveri mayasindan Pkkp toksinini izole etmisler ve molekiil agirligini 54 kDa
olarak belirlemislerdir. Pkkp killer toksinini yiyecek ve iceceklerde bozulmaya neden
olan birgok maya tiirii {izerine denemisler ve toksinin bozucu mayalar tizerindeki
minimum inhibisyon konsantrasyonunu (MICs) belirlemislerdir. Tez ¢aligmasindan
farkli olarak kati1 basiyerinde kuyucuk yontemi kullanilarak yapilan denemelerde, 25
‘Cde 5 giinliik inkiibasyon stiresi ile olusan killer aktivite belirlenmeye calisilmistir.
Calisma sonuglart ise aU birimi olarak ifade edilmistir. pH 4.0, pH 4.2, pH 4.3 ve pH
4.5’te 6n denemeler gergeklestirilmis olup en iyi killer zon aktivitesinin tez
calismasinda oldugu gibi pH 4.0’te goriildiigii belirlenmistir. Bu caligmada sivi
besiyerinde elde edilen killer toksinin bozucu mayalar tizerindeki inhibisyon zon
aktiviteleri kat1 besiyerinde agar difiizyon metodu ile kantitatif olarak belirlenmis ve
toksin etrafinda olusan zon ¢ap1 aU cinsinden verilmistir. Tez ¢alismasinda mm
olarak ol¢iilen zon ¢ap1 degerleri aU’e dontistiiriilerek degerlendirilmistir. Calismada
stvi kiiltirden elde edilen silipernatant toksin kaynagi olarak kullanilmigtir.
Supernatantin etki ettigi duyarli mayalara karsti aU degeri 1.721 olarak tespit
edilmistir. Tez ¢alismasinda kat1 besiyerinde agar difuzyon metodu ile zon aktivitesi
denemesinde ¢ogunlukla 0.4 aU, 1.6 aU ve 3.6 aU degeri goriilmiis ve c¢aligma ile
benzerlik gdstermistir. Ayrica tez calismasinda daha yiiksek aU degerleri de tespit
edilmistir. Tez ¢alismasi ve yapilan bu ¢alismanin Killer zon ¢api araliklar1 agisindan
gosterdikleri killer aktivitelerinin benzer oldugu belirlenmistir. Calismada P. kluyveri
killer mayasiin ¢esitli yiyecek, diisiik alkollii igecek ve meyve suyu izole edilen
bozucu mayalarin %15’ini inhibe ettigi vurgulanirken, tez ¢alismasinda et, siit ve
diger fermente gidalarda bozulmaya neden olan bozucu mayalara kars: killer 6zelligi
arastirilan mayalarin bozucu mayalar lizerinde yaklasik %50 oraninda killer aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Labbani vd. (2015)’nin ¢alismasinda elde edilen Killer
aktivite degerleri ile tez calismasinda gozlenen killer aktivite degerleri farklidir.

Calisma kosullarinin ayni olmamasi, farkli bozucu maya suslar {izerinde calisilmis
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olmasi ve toksinin ¢aligmada kullanim sekli gibi énemli nedenlerden dolay: her iki

calisma sonuglarinda farkliliklar gézlenmistir.

Villalba vd. (2016) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada sarapta bozucu mayalara
kars1 Torulaspora delbrueckii tarafindan iretilen killer toksin olan TdKT’nin
etkinligi arastirilmistir. Sarapta bozulmaya neden olan 12 adet Brettanomyces
bruxellensis, Pichia guilliermondii, P. manshurica ve P. membranifaciens tiirti
mayalarin TdKT toksini ile biyokontrolii hedeflenmistir. 18 farkli T. delbrueckii
killer susunun {irettigi toksinler bozucu mayalar {izerinde denenmis ve en yliksek
killer aktiviteyi saglayan toksinin TdKT oldugu belirlenmistir. Killer toksinin pH 4.2
ve pH 4.8 arasinda en iyi killer aktiviteyi gosterdigi tespit edilmis ve 40 ‘C’nin
tizerindeki sicakliklarda toksinin inaktive oldugu saptanmistir. Calisma kapsaminda
saraptan izole edilen bozucu mayalar tizerinde TdAKT toksininin killer 6zelligin
belirlenmesi agisindan toplam bozucu mayalara etkisi %83.3 diizeyinde goriilmiistiir.
Tez ¢alismasinda da benzer sekilde, ¢alismada kullanilan toplam bozucu mayalar
icerisinde killer aktiviteye kars1 hassasiyet gosteren bozucu maya sayisinin yaklasik
%50 diizeyinde oldugu belirlenmistir. Villalba vd. (2015), killer toksin sentezledigi
diistiniilen T. delbrueckii mayas1 iizerinde ¢esitli 6n denemeler yoluyla c¢aligmalar
yapmig ve toksinin Killer aktivitesini tespit ettiklerinde killer toksini
saflastirmislardir. Saflastirma sonucunda killer mayanin iiretmis oldugu toksinin bu
sekilde duyarli maya izolatlar1 lizerinde kullaniminin bozucu mayalar tizerinde etkili
olabildigini ifade etmislerdir. Ayrica bu calismada inkiibasyon sicakliginin 30-35 'C
arasinda olmasi, besiyeri bilesiminde etanol kullanilmasi, besiyerindeki glukoz
miktarinin yapilan tez caligmasina gore yiiksek miktarda olmasi gibi durumlarin
killer aktivite iizerinde etkili olabilecegini gdstermistir. Benzer sekilde, bu konuda
yapilan diger calismalarda da ¢alisma kosullarinin killer aktivite iizerinde 6nemli

derecede etkili oldugu vurgulanmaktadir.

Goretti vd. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, Williopsis saturnus’un salgiladigi
KT4561 killer toksininin maya koleksiyonundan temin edilen 21 tiire ait 310 adet
bozucu maya tizerinde killer etkisi arastirilmistir. Calisma sonucunda Killer toksinin
denemede kullanilan 310 adet bozucu mayanin yaklagik % 65’ine karsi etki ettigi ve
toksinin minimum inhibisyon konsantrasyonunun 32 pg/ml oldugu belirlenmistir. Bu

calismanin kantitatif analizlerin de tez ¢alismasinda oldugu gibi YEPD-MB agar kat1
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besiyeri kullanilmistir. KT4561 toksini, kati besiyerine dokme plak ile inokiile edilen
bozucu mayalar iizerine sivi kiiltiir yoluyla inokiile edilmis ve 20 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Calismada, besiyeri sitrat-fosfat tampon ile pH 4.5’¢
ayarlanmis ve inkiibasyon sonunda 32 pg/ml uygulanan toksinin bozucu mayalara
%50-100 arasinda killer aktivite gosterdigi belirlenmistir. Tez ¢alismasinda ise killer
Ozelligi arastirilan 26 adet mayanin, ¢alismada test edilen toplam 58 adet bozucu
mayanin yaklasik % 50 ‘sine karsi killer aktivite gosterdigi belirlenmistir. Goretti vd.
(2009) tarafindan yapilan c¢alismada, besiyeri bilesenleri disinda etanol, glukoz ve
NaCl ilave edilmis ve killer toksinin etki spektrumunun degisip degismedigi test
edilmistir. Calisma sonucunda bu bilesenlerin killer toksin ile kullanildiginda etki
spektrumunun arttigi rapor edilmistir. Tez ¢alismasinda ise besiyerine, bilesimi
disinda herhangi bir bilesen eklenmemistir. Dolayisiyla bahsedilen ¢alisma
sartlarindaki farkliliklarin tez calismasi ve diger ¢alisma sonuglarinin da farkl

olmasinda etkili oldugu gozlenmistir.

Sonu¢ olarak, bozucu mayalar tarafindan gidalarin bozulmasi sonucu Onemli
diizeyde ekonomik kayiplar olusmaktadir. Cesitli kaynaklardan gidalara kontamine
olan bozucu mayalarin gelisimini 6nlemek amaciyla killer 6zellikteki mayalarin
tirettikleri killer proteinlerin kullanim1 son yillarda daha ¢ok dikkat cekmektedir. Bu
yonde yapilan calismalarda killer aktivite ve etki spektrumlari iizerinde etkili olan
parametrelerin oldukga farkli oldugu goriilmektedir. pH, sicaklik, besiyeri bilesimi,
NaCl, glukoz, Malt Ekstrakt, etanol ilavesi ve toksinin ham veya saf olarak

kullanimina gore yapilan ¢calismalarda degisik sonuclar elde edilmektedir.

Tez calismasi sonucunda ise laboratuar kosullarinda killer 6zelligi arastirilan 26
maya izolatinin bozucu mayalar iizerinde killer aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Yapilan literatiirler incelenerek killer aktivitenin elde edildigi genel olarak sicaklik
ve pH’ nin genel olarak sirasiyla 30 C ve 4.0 oldugu gériilmiistiir. Dolayisiyla tez
caligmasinda killer aktivite yeteneginde olan mayalarin belirlenmesi amaciyla bu
sicaklik ve pH degerinde calismalar gerceklestirilmistir. Tez c¢alismasinda killer
aktivitenin belirlenmesinde kati besiyerinde agar difiizyon metodu uygulanmistir.
Sonug olarak ¢esitli gida tirtinlerinden izole edilen mayalarin gidalarda bozulmaya
neden olan bozucu mayalara karsi Killer toksin iiretme yetenekleri yapilan bu tez

calismasi ile belirlenmistir. Killer 6zelligi arastirilan mayalarin bozucu mayalar
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tizerinde killer etki goOstermesi sonucunda elde edilen killer aktivite sonuglari
ilerleyen calismalarda degerlendirilecektir. Bununla birlikte farklt maya izolatlarinin
tiretmis olduklar killer toksinlerin saflastirilmasi ve bu toksinlerin farkl tiriinlerde
kullanim olanaklar1 sonraki asamalarda yapilmasi planlanan ¢esitli ¢alismalarla
aragtirtlacaktir. Ayrica bu alanda yapilan calismalarda killer mayalarin gida
endustrisinde starter kiiltiir olarak kullanilabilirligi iizerinde durulmaktadir. Bu
sekilde Killer mayalarin ¢esitli gida endiistrilerinde koruyucu ajan olarak kullanimi
dolayisiyla gida endiistrisinde kullanilan kimyasal koruyucularin azaltilmasinda

alternatif bir uygulama imkan1 saglayacagi diisiiniilmektedir.
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