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ABSTRACT

DETECTION OF EXTRACELLULAR LIPASES AND GENOTYPIC
IDENTIFICATION FROM YEAST CAUSING TO SPOILAGE OF SOME
DAIRY PRODUCTS PRODUCED IN GAZIANTEP

TOKAK, Semih
M.Sc. in Biology Department
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ibrahim Halil KILIC
November 2016, 79 page

Yeasts are usually detected in high numbers in dairy products reflecting a good
adaptation to a substrate rich on proteins, lipids, sugars and organic acids. Wide
distribution of yeasts is a consequence of proteolytic and lipolytic activity. In this
study, our aim is to identify the yeast strains producing potential lipases and offer an
alternative source to produce lipases by putting them into industrial microbiology. For
this purpose, it was dilute of dairy products (yoghurt, cream, butter, curd cheese, Antep
cheese) produced in Gaziantep, Turkey. Due to the isolation of yeasts steming spoilage
from diluted samples, it was plated TGYCA (Tryptone Glucose Yeast Extract
Chloramphenicol Agar) medium and incubated during 3-5 days at 30°C.After
incubation, in order to obtain the pure culture of yeast isolates having apparent
different morphologies(color, shape and size), by taking TGYCAmedium it was
incubated during 3-5 days at 30°C. In order to detect the lipase enzyme, it was plated
66 isolates into PDA (Potato Dextrose Agar) medium containing tributyrin. Plated
strains were incubated during 5-7 days at 30°C. At the end of the incubation, strains
seemed clear zone around colonoies were regarded as pozitive strains in terms of lipase
production. 20 strain accepted as positive were described at the molecular
level. Among the 20 strain, the most frequently occurring yeasts belonged to the
speciesKluyveromyces marxianus (40%), Candida intermedia(40%), Pichia

fermentans (10%), Yarrowia lipolytica (5%), Kluyveromyces lactis (5%).

Keywords: Spoilage yeasts, extracellular lipase, dairy products



OZET

GAZIANTEP’TE BAZI SUT URUNLERINDE BOZULMAYA NEDEN OLAN
MAYALARDAN EKSTRASELULER LiPAZ ENZiMi ARANMASI VE
LIPAZ AKTIVITESINE SAHIP SUSLARIN GENOTIPIK
IDENTIFIKASYONU

TOKAK, Semih
Yiiksek lisans tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Danismani: Dog.Dr. Ibrahim Halil KILIC
Kasim 2016, 79 Sayfa

Mayalar genellikle siit liriinlerinde yiiksek miktarda bulunurlar; bu da onlarin protein,
lipid, seker ve organik asitlerce zengin substratlara iyi bir sekilde adapte olabilme
yeteneklerini gosterir. Mayalarin siit iirlinlerinde genis bir dagilima sahip olmalari
proteolitik ve lipolitik aktivitelerinin bir sonucudur. Bu c¢alismadaki amacimiz
potansiyel lipaz {retici maya suslarim1i tanimlaylp bu suslart endiistriyel
mikrobiyolojinin hizmetine sunarak lipaz liretimine alternatif bir kaynak gostermektir.
Bu amacla Gaziantep ilinde iiretilen siit iriinleri (Yogurt, kaymak, tereyagi, lor
peyniri, antep peyniri) nin diliisyonu yapilmis ve diliisyonu yapilan 6rneklerden
bozulma etkeni mayalarin izolasyonu i¢in TGYCA (Tripton Glikoz Yeast Ekstrakt
Kloramfenikol Agar) besiyerine ekim yapilmig 30 °C de 3-5 giin inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyondan sonra belirgin farkli morfolojiye (renk, sekil ve boyut)
sahip maya izolatlarinin saf kiiltiirlerini elde edebilmek i¢cin kloramfenikol iceren
TGYCA ortamina aseptik kosullarda alinarak 30 °C de 3-5 giin inkiibasyona
birakilmigtir. Lipaz enzim taranmasi i¢in Tributirin igeren PDA (Potato Dextrose
Agar) besiyerine 66 izolatin ekimi yapilmistir. Ekimi yapilan suslar 5-7 giin 30 "C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda koloni gevresinde seffaf zon goriilen
suslar lipaz tiretimi agisindan pozitif sus olarak kabul edilmistir. Pozitif olarak kabul
edilen 20 sus molekiiler diizeyde tanimlanmistir. Bu suslar arasinda, en sik karsilasilan
maya tiirlerinin Kluyveromyces marxianus (%40), Candida intermedia (%40), Pichia
fermentans (%10), Yarrowia lipolytica (%5), Kluyveromyces lactis (%5)’e ait oldugu

bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Bozulma etkeni mayalar, ekstraseliiler lipaz, siit iiriinleri
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BOLUM 1
GIRIS
1.1. Giris
Mayalarin insan toplumuyla ilgili tarihgesi sarap, bira ve ekmegin kullanimina

dayanmaktadir. Bu iriinlerde maya hiicrelerinin varligi 1600’lerin ortasinda
mikrobiyoloji bilimine katki saglayan Antonie Van Leuwnehoek’iin gozlemiyle
baglamistir. Bu bulgularin 6nemi 1850-1900’lere kadar Pasteur ve Hansen‘in klasik
calismalarina kadar degismeden kalmis, mikrobiyoloji ve biyokimya disiplinlerinin
baslangiglarini miijdelemistir. 1900’lerin baslarinda Guilliermand ve Kluvyer’in
calismalarinda mayalarin essiz organizmalar oldugu gida ve igecek liretiminde 6nemli
rol oynadigini gostermistir (Rose ve Harrison 1969; Rose, 1977). 1950’den beri
yapilan caligsmalar; gida ve igeceklerde bulunan mayalarin ticari ve sosyal 6neme sahip

oldugunu gostermistir(Boekhout ve Robert, 2003).

Mayalar tek hiicreli funguslardir. Siniflandirilmasinda hiicre, askospor ve koloni
karakteristiklerinden faydalanilir. Fizyolojik karakteristik tiirlerin taninmasinda
kullanilir. En iyi bilinen karakteristik 6zelliklerinden birisi sekeri fermente ederek
etanol iretebilme yetenigidir. Tomurcuklanan mayalar Ascomyctes filumunun
Hemiascomycetes sinifinin gercek funguslaridir. Gergek funguslar baglica ordolardan

biri olan Saccharomycetales ordosu iginde yer alir.

Mayalar tek bir hiicrenin boliinerek tomurcuklanmasiyla (Saccharomyces), dogrudan
boliinme (fission, Schizosaccharomyces) ya da basit diizensiz filamentler seklinde
gelisirler. Cogu mayadaki eseyli cogalma askus igerisindeki sekiz haploid askospor
icerisinde gerceklesir. Bu askosporlar yandaki hiicerelerle kaynasabilir ve vejetatif
boliinmeyle c¢ogalirlar ya da bazi funguslarda oldugu gibi diger askosporlarla

kaynasabilirler.

Mayalar fakiiltatif anaeroblardir, hem oksijenli hem oksijensiz ortamda gelisebilirler.

Oksijen varliginda sekerleri COz2, enerji ve biyokiitleye doniistiirtirler.



Anaerobik kosullarda mayalar yeterli sekilde gelisemezler, sekerleri gliserol ve
COygibi ara iirlinlere doniistiiriirler. Bu yiizden mayalar, ¢ogalmak ve optimum

biyokiitle iiretimi i¢in havaya gereksinim duyarlar.

Cogu maya igin baslica karbon ve enerji kaynagi glikozdur. Glikolitik yol iziyle
glikozu piruvata, Krebs dongiisiiyle anabolitlere ve ATP formunda enerjiye
doniistiiriirler. Mayalar solunum ve fermantasyonla piruvattan enerji lretebilme
yeteneklerine gére smiflandirilir. Bu islem ¢evredeki glikoz ve oksijen
konsantrasyonlariyla diizenlenir. Solunumda piruvat asetil CoA’ya dekarboksile edilir.
Sitrik asit dongiisiinde COz2, enerji ve mayanin biiyiimesini tesvik etmek i¢in tamamen
oksidize edilir. Anaerobik kosullarda, maya hiicreleri canliligini siirdiirmesi gerek
duydugu enerjiyi iiretmek i¢in glikozdan ¢ok az faydalanirlar. Bu islem fermantasyon
olarak adlandirilir, bu islemde sekerler CO2 ve etanole tamamen oksidize edilmezler.
Maya hiicresi yiiksek glikoz konsantrasyonuna maruz kaldiginda, katabolit represyon
meydana gelir, bu sirada genlerin ifadesi ve solunum enzimlerinin sentezi baskilanir
ve fermantasyon solunumun Oniine gecer. Endiistriyel uygulamalarda, glikoz ve
siikroz tarafindan katabolit represyonu Crabtree etkisi olarak da bilinir, istenmeyen tat
ve iriin olusum, biyokiitle ve maya hiicresinin canliliin1 kaybetmesi gibi bircok

probleme sahip olabilir.

Mayalar ¢esitli karbon bilesiklerini metabolize edebilir ancak baslica; glikoz, siikroz
ve maltoz gibi sekerlerden faydalanabilir. Siikroz ekstraseliiler invertase enziminin
glikoz ve fruktoza hidroliz edilmesiyle metabolize edilir. Maltoz maltoz permeaz ile
hiicre i¢ine transfer edilir ve maltaz tarafindan 2 molekiil glikoza hidrolizinden sonra
metabolize edilir. Bazi mayalar biyopolimerler, pentozlar, alkoller, polyoller,
hidrokarbonlar, yag asitleri ve organik asitler gibi yaygin olarak kullanilmayan bir¢ok
karbon bilesiginden faydalanabilirler. Bu maddeler gida ve ¢evre biyoteknolojisiyle
yakindan iliskilidir. Ornegin, laktoz B galaktosidaz enzimiyle mayalar tarafindan
metobolize edilir. Kluyveromyces ve Candida cinsi mayalar gida iiretimindeki
uygulamalar ile belirli kosullar altinda peynir alt1 suyunda gelisirler. Nisasta, seliiloz,
hemiseliilloz ve pektin gibi biyopolimerler bazi mayalar tarafindan dogrudan ya da
mayalar tarafindan sentezlenmeyen enzimlerle metabolize edilir. Hansenula, Pichia,
Candida ve Torulopsis’in bazi tiirleri tek enerji ve karbon kaynagi olarak metanolde

gelisebilirler.



Belirli sekerleri fermente edemeyen mayalar diger tiirlerden iligkili enzimlerin rDNA

teknolojisi kullanilarak iistesinden gelebilirler.

Sonug olarak; azot, fosfor, kiikiirt, demir, bakir, ¢inko ve mangan gibi elementler tim
mayalar i¢in gereklidir ve biiyiime ortamina eklenir. Cogu maya amonyum iyonlari ve
tireyi dogrudan asimile etme yetenegine sahiptir, ancak birka¢ maya tiirii azot kaynagi
olarak nitrat1 kullanabilmektedir. Fosfor ve siilfiir genellikle inorganik fosfat ve siilfat

formunda asimile edilir.

Mayalar tereyagi ve krema gibi kiiltiire edilmis iirlinlerde diisiik pH‘de gelisebilme
yetenegine sahiptir. Ayrica bu {irlinlerde bulunan diasetili metabolize edebilir (Wang
ve Frank, 1981) ve yogurt benzeri tada neden olurlar. Geotrichum candidum ile
kontamine olmus koy peynirlerinde siklikla diasetil igeriginde azalma meydana gelir.
Geotrichum candidum 4-7 °C* de 15-19 giin muhafaza edilen kdy peynirlerinde

diasetil konsantrasyonunu %52-56 oraninda azaltirlar (Antinone ve Ledford, 1993).

Mayalar gelisimleri i¢in segici bir ¢evre olan diisiik pH’l1 yogurt ve fermente siit
{iriinlerinde bozulmanin ana nedenidirler (Fleet, 1990; Rohm vd., 1992). lyi iiretim
uygulamalar: altinda iiretilen yogurtlar 10°dan fazla maya hiicresi igermemeli ve son
kullanim tarihi 5 °C’ de 3 ile 4 hafta olmalidir. Ancak yogurttaki maya hiicre sayisi
100 cfu/g’dan fazla olursa hizli bir bozulma meydana gelir. Mayalar 10°-10° cfu/g
kadar gelistiginde mayamsi, kotli tat olusumu ve gazli goriinlise sahip triinlerle
karsilasilir. Giudici ve ark. yogurtlarda bozulmaya neden olan mayalarda galaktozun
roliinii aragtirmis ve Saccharomyces cerevisiae ve Hansenula anomala gibi galaktoz
pozitif maya strainlerinin laktik starter kiiltiirlerin laktozu hidroliz ettigi galaktozu
fermente ettigi sonucuna varmislardir. Disiik pH ve ¢ogu peynirin besin profili
bozulmaya neden olan mayalarin gelisimi i¢in uygun bir ortam saglamaktadir. Nemli
yiizeyler, laktik asit, peptid ve aminoasit igerigi siklikla gelisimi hizlandirmaktadir.
Birgok maya peynirlerde alkol ve CO: iiretir ve mayamsi tat olusumuna neden
olmaktadirlar (Horwood, Stark, & Hull, 1987). Vakum altinda ve modifiye atmosferik
ortamda paketlenen peynirler mayalarin irettigi yiiksek miktarda CO2 paketlerde
sismeye neden olmaktadir (Vivier vd., 1994).

Proteaz, fosfolipaz ve lipaz gibi mikrobiyal enzimler siit iiriinlerinin bozulmasina

indirekt etki ederler, bu enzimler enzim {ireten mikroorganizmalar tarafindan



parcalansa bile gida da degigsmeden aktif kalabilmektedir. Ekstaseliiler proteazlar siit
tiriinlerinin kalitesini ¢ok farkli sekilde etkileseler de biiyiik oranda aci peptidler
uiretirler. Sicakliga dayanikli proteazlar UHT siitlerin bozulmasina neden olmaktadir
(Shah, 1994; Serhaug ve Stepaniak, 1991). Ayrica fosfolipazlarda sicakliga
dayamkhidir. Ornegin ¢ig siitteki fosfolipaz iiretimi siitiin dogal lipazlarinin yag
asitlerine doniismesi nedeniyle aci tat olusumu meydana getirmektedir (Fox vd.,
1976). Sicakliga dayanikli lipazlar UHT siitte eksi tat gelisimiyle
iliskilendirilmektedir. UHT siit, yag, bazi peynirler ve siit tozu gibi iiriinler kalinti
lipazlardan bile etkilemektedir. Kisa zincirli yag asitlerinin serbest kalmasi eksi tat ve
koku olusumu meydana getirirken uzun zincirli yag asitlerinin serbest kalmasi sabunsu
tat meydana getirmektedir. Doymamis yag asitlerinin aldehit ve ketonlara oksidasyonu
okside bir tat olsumu meydana getirmektedir (Deeth &Fitz-Gerald, 1983). Siitten
krema ayrimi yapildiginda kremadaki lipaz krema yerine yagsiz = siite
karigabilmektedir(Downey, 1980; Stead, 1986). Enzim substrat iligkisinin artmasi ve
bazi yag damlaciklarinin membranlarindan ayrilmasiyla lipaz aktivitesinin ve yag
damlaciklarinin konsantrasyonunun artmasina neden olmaktadir. Tereyagi iiretiminde,
slitten krema ayirma esnasinda lipolizis asirt kopiiklenmeye neden olmaktadir (Deeth
& Fitz-Gerald, 1983), bu yiizden calkalama zamani arttirilmalidir. Tereyaginin
eksimesine ¢ig siitteki lipaz aktivitesi ya da son iiriin tereyagindaki sicakliga dayanikli
mikrobiyal lipazlar neden olmaktadir. Eksi kremadaki kisa zincirli yag asitleri suda
¢Oziinebilmekte ve yaglh siitte kismen kaybolmakta ya da iiretim esnasinda suyla
yikanmaktadir (Stead, 1986). Tereyagindaki mikrobiyal lipazlar dondurularak
saklandiginda bile yaglar1 hidrolize edebilmektedir (Nashif & Nelson, 1953). Diisiik
pH lipaz aktivitesini sinirlamaktadir ancak bazi peynirlerde olgunlasma ilerledik¢e
notr pH’ya dogru yiikselir ve onlari lipolize duyarli hale getirmektedir (Dumont vd.,
1977).



Gida maddesi

Cig Siit

Pastorize Siit

Konsantre Siit

Siit tozu

Tereyagi

Ayran,krema

Yogurt, yogurt temelli icecekler
Diger fermente siit iiriinleri

Krem peynir, islenmis diger
peynirler

Kasar peyniri

Olgunlastirilmis Peynir

Bozulmaya neden mikroorganizmalar
mikrobiyal aktivite

Farkli mikroorganizma cesitleri

Psikotroflar, spor olusturanlar, mikrobiyal
enzimatik degradasyon

Spor olusturan bakteriler, osmofilik fungus

Mikrobiyal enzimatik degradasyon

Psikotroflar, koliformlar, maya, laktik asit
bakterileri

Psikotroflar, koliformlar, maya, laktik asit
bakterileri

Mayalar
Fungus, koliformlar

Fungus, spor olusturan bakteriler

Psikotroflar, koliformlar, maya, laktik asit
bakterileri

Fungus, laktik asit bakterileri, spor olusturan
bakteriler, mikrobiyal enzimatik
degradasyon

Tablo 1.1. Siit ve siit tirlinlerinde bozulmaya neden olan mikroorganizma tipleri ve
mikrobiyal aktiviteleri (Ledenbach, L.H. ve Marshall, R.T.)



BOLUM 2
LITERATUR OZETi

2.1. Mayalarin Taksonomisi

Maya taksonomisi identifikasyonu, isimlendirilmesi ve evrimsel c¢ergevede
yerlestirilmesini kapsamaktadir. Tarihsel olarak, askomisetler Hemiaskomisetler ve
Oaskomisetler olarak isimlendirilen iki taksonomik smifta incelenmektedir.
Hemiaskomisetler fruiting body (askokarp) yapisiyla cevrili olmayan askuslarla

karakterize edilmektedir.

2.1.1. Dogal Siniflandirma Sistemi
Dogal simiflandirma sistemi evrimsel temellidir, sistematik agidan tercih edilen

Mmetodlardan birisidir. Bu sistem tiir kavramina atifta bulunmakta ve evrimsel siirecte
gerceklesen olaylarin sirasini ve filogenisini de gostermektedir. Bu sistem yeni tiirleri
ve daha fazla askal saftha ge¢irmeyen askomiset tiirlerini de kapsamaktadir. Tiir
kavrami farkli tiirlerin sahip oldugu ve tanimlanmasini saglayan farkli fenotipik
Ozelliklerle tamimlanmaktadir (Van der Walt, 2000). Bir¢ok uzman tarafindan bu
yaklagimin yetersiz oldugu vurgulanmistir (Kurtzman vd., 1983; Kurtzman ve Phaff,
1987; Van der Walt, 1987, 2000). Bu metot grup igerisindeki degiskenlige, yakinliga,
benzerlige ya da evrime paralel olarak bazi 6zelliklerle tanimlanmaktadir (Price vd.,

1978; Fuson vd.,1980; Kurtzman, 1984).

Bir¢ok bagimsiz laboratuvarda yiiriitilen ¢alismalar anamorfiklerin —askus
iiretmemelerine ragmen sahip oldugu bazi1 6zellikler sayesinde onlarin askomisetlere
yerlestirilmesinin uygun oldugunun kararlastirilmasiyla askogenlerle anamorfik tiirler
arasinda bir baglanti oldugu gosterilmistir (Barns vd., 1991; Hendriks vd., 1991, 1992;
Cai vd., 1996; Suzuki vd., 1999). Anamorfik tiirlerin askospor olusumundan sorumlu
genlerin yoklugu ya da mevcut genlerin ifade edilmemesi ya da sessiz olmasi
nedeniyle askus tiretme yetenegine sahip olmadigina inanilmaktadir. Anamorflar
askomisetlerin yarisini olusturmakta ve oldukga genis bir dagilim gostermektedir. Bu
askospor tipleri tamamen eseysiz olmasimna ragmen c¢evresel anlamda basarili

olduklarini gostermektedir.



2.1.2. Biyolojik Tiir Kavram
Modern biyologlar dort farkli bakis agisi ile ifade edilen tiir kavramina varmislardir.

Bunlar ¢ogalma birimi, ekolojik birim, genetik birim ve son olarak evrimsel birimdir.
Bu filogenetik tiir kavraminin girisi tiir kavraminin genisletilmesini saglamistir. Bu
kavram; fenotipik, genetik ya da ekolojik kriterler haricinde ribozomal niikleotid
sekansinin yorumlanmasina odaklanmistir. Biyolojik tiir kavrami ve filogenetik tiir
kavrami c¢ok az yaygindir. Biyolojik tiir kavrami tip-temelli tiirler ve fenotipik
farklilastirmaya bagli oldugu igin pratik sistematik ¢ok kolay uygulanmamaktadir.
Tanim geregi eseysiz maya tiirleri biyoloji tiir kavraminin diginda tutulmustur. Barnett
ve ark. (2000) identifikasyon amaciyla sadece fenotipik dzelliklere dayanarak yaklagik

93 ozellik listelemislerdir.

Yukarida ifade edilen sorunlari asmak icin maya taksonomistleri prokaryotik
sistemlerde yaygin sekilde kullanilan niikleer genom analizini degerlendirmektedir.
Fenotipik 6zelliklere olan giivenin azalmasiyla niikleer genomun baz kompoziyonu

atasal soylar1 yansittigina inanmaktadir (Van der Walt, 2000).

2.1.3. Molekiiler Taksonomi
DNA calismalarina girisle taksonlar arasindaki evrimsel uzakliklarin tahmini daha

kolay olmustur. Farkli taksonomik seviyeler farkli metodlarla ¢oziilmektedir. H. Phaff
laboratuvarinda homojen niikleer DNA’nin ilk kez kullanildigi disiiniilen
guanin-+sitozin ortalama molar yiizdesinin dogru tahminini de igeren niikleer genomun
iki 6zelligi tiirlerin belirlenmesinde yararli oldugu diigiiniilmektedir (Meyer & Phaff,
1969; Fuson vd., 1980; 1987). Fakat ortalama % G+C oran1 baz sekanslarindaki
farkliliklar1 yansitmamaktadir. Farkli tiirler az ya da ¢ok benzer % G+C degerlerine
sahip oldugu icin bu o6zellik genellikle goz oOniinde bulundurulmaz. Sinirlarin
istesinden gelmek i¢in nDNA homoloji kavrami g6z 6niinde bulundurulmaktadir, bu
sayede yakin iligkili tiirler denatiire edilir ve nDNA’nin tek zincirli fragmentleri ile
iliskilendirilerek yakin iligkili tiirlerin nasil olustugu belirlenmektedir (Van der Walt,
2000). Bu metod modern alg1 tarafindan yorucu ve ilkel oldugu diistiniilmesine ragmen
halen kapsamli bir sekilde kullanilmakta ve tercih edilmektedir (Daniel ve Meyer,
2003). Bu metodun ilk bulgulari timit vermis ve ayni tiirlin gostergesi olarak degerlerin
% 70-100 arasinda oldugunu gostermistir. Strainlerin sayilari azaldiginda yakin iligkili
degerler % 40-65 arasinda azalmistir. Bu yiizden bu metod kullanilarak

tanimlandiginda strainlerin iliskilendirilmesi zor olmustur. Molekiiler taksonomistler



nDNA’nin maya sistematigi tizerine etkili oldugunu kabul etmislerdir, ancak nDNA
tir seviyesindeki iligkileri aydinlatamamistir (Kurtzman, 1998; Vaughan-Martini,
2003). Dolayisiyla nDNA ile ilgili veriler Pichia ve Hansenula genusunun
birlestirilmesinde goriildiigii gibi tlirlerin ayriminda yararl bir etkisinin olmadigini
gostermektedir (Kurtzman, 1984). Birlestiricilik iliskili tiirler karsilastiriimasina
dayali olarak genuslarin birlestirilmesinde kurallarin gozard: ettigi i¢in hatali oldugu

diistiniilmektedir (Van der Walt, 2000).

Tiir kavraminin gelismesiyle de, filogenetik tiirlerin tanimlanmasinda fenotipik,
eseysel ya da ekolojijk kriterlerin yardimina gerek duyulmamaktadir. Bu ribozomal
genomdaki secilmis bilgisel elementlerin niikleotid sekans analizine dayanmaktadir
(Kurtzman & Robnett, 1994; 1995). Ribozomal baz sekansi veri kaynagina daha kolay
erisim saglayarak benzer tiirlerin analizine imkan saglamakta ve bu sayede filogenilere
dayali anlam ya da bir varsayim ¢ikarmaya yardimci olmaktadir (Van der Walt, 2000;
Daniel & Meyer, 2003).

Onerilen kavramlarin kisitlamalar1 nedeniyle ribozomal genlerin baz sekans
analizlerine dayali ribozomal markerlar1 iceren genomik verilerin incelenmesine
olanak saglamistir. Genomik veriler kararli ve yiiksek derecede korunmus olmalari
nedeniyle oldukga kullanishidir. Blanz ve Unseld son birkag¢ yilda mayalar ve diger
funguslar i¢in siiflandirma sistemi filogenetik sekanslarin molekiiler analiziyle biiyiik
bir degisim yasamistir. Bu ¢alismalarin ytliksek yilizdesi rRNA gen sekanslarina
odaklanmis ancak diger molekiillerin karsilastirilmasi da benzer sonuglar vermistir

(Petersen & Kurtzman, 1991; Kurtzman, 1994).

Baglangicta yapilan calismalar 18S ve 26S rRNA ile smirli olmustur. Alinan ilk
sonuglar iligkili tlirler arasindaki akrabaligi dogrulamis ancak 18S ve 26S alt
birimlerinin hi¢bir bélgesine esit olarak kullanisli olmadig1 gézlemlenmistir (Hendriks
vd., 1991, 1992; Cai vd., 1996). Bolgeler belirli taksonlarin birinde basarisiz olsa da
digerlerinde basarili oldugu bulunmustur. rRNA baz sekanslarinda belirtilen
sinirlamalar rRNA’nin bir boliimiiyle rastgele g¢ogaltilmis polimorfik DNA’nin
gozoniinde bulundurulmasina neden olmustur (Vaughan-Martini & Kurtzman, 1985).
Fakat mikologlar domain dagilimini belirleyerek tiir ve cins kavraminda ortaya ¢ikan

glicliigii gidermeye calismislardir (Van der Walt, 2000).



Kurtzman ve Robnett bilinen tiim askomisetik maya {izerine kapsamli bir ¢aligma
yiirlitmiistiir. 500 tiir ile temsil edilen 760 straini kapsayan bu ¢alisma 268 alt biriminin
D1/D2 domaininin 600 bazinin sekans analizine dayanmaktadir. Ayrica
Oaskomisetleri temsil eden 9 strain arastirmanin kapsamini genisletmistir. Calisma
askomisetik mayalarin farkl atalardan geldigini dogrulamistir. Fakat elde edilen bilgi
Saacharomycetales ve  FEuascomycetes arasindaki diisiiniilen baglantiy1
dogrulamamistir. Calisma tiim askomiset mayalarinin siniflandirilmasinda ya da 5.8S
alt birimlerimlerin ITS1 ve ITS2 bolgeleriyle birlikte B tubulin ve histon genlerini
iceren diger bolgeler iizerine yapilan alternatif bir ¢aligmada yeterli bilgi saglamadigini
gostermistir. Metodun sinirlamalari ¢ogu cinsin filogenetik olarak siniflandirilmadan

once daha fazla genin sekanslanmasi sonucuna varilmasina neden olmustur (Kurtzman

ve Robnett, 1998; Fell vd., 2000; Yang vd., 2001; Herzberg vd., 2002).

2.1.4. Giiniimiizdeki Simiflandirilma Sistemi
Askomiset mayalarinin siniflandirilmasi, biyolojik tiir kavramima dayanmaktadir

vebaslica Archiascomycetes, Euascomycetes ve Hemiascomycetes olmak iizere ii¢
siiftan olusmaktadir. Askomiset mayalarinin ¢ogu Schizosaccharomycetales (basitge
ikiye boliinen mayalar) ve Saccharomycetales ordosunda, Archiascomycetes ve
Hemiascomycetes siniflarinda yer almaktadir. Hemiascomycetes mayalarin {izerine
yapilan calismalar, onlarin 9 aile, 51 cins, 432 tiirden meydana geldigini gostermistir.
Bu aileler 18S, 26S rRNA sekansi verilerine ve fenotipik ozelliklerine dayanarak

ayrilmistir.

2.2. Mayalarin Mikrobiyal Ekolojisi
Mayalar dogadaki aktiviteleri nedeniyle insanlar i¢in ekonomik bir dneme sahiptir.

Cevre ekolojisinde mayalarin potansiyel rolii; kirlilik ajani, biyoremidiasyon ya da
biyolojik pestisit kontrolii oldugu gibi iyi sekilde tanimlanmis bazi endiistriyel
proseslerin merkezi yapitaglar1 da olabilir (Brakhage & Turner, 1995; Poggeler, 2001).
Mayalar biyosfer boyunca rastgele dagilim gostermezler, habitatlar1 tarafindan
tanimlanan tiir komtinitelerini olustururlar. Habitat maya hiicrelerinin biraraya geldigi
ve tiirlerin parcasi olan nislerinin bulundugu belirli yerdir. Nig maya hiicresinin var
olmasi i¢in gerekli olan tiim fiziksel, kimyasal ya da biyotik faktorleri icerir. Mayalarin
yasam alan1 genellikle isgal ettikleri habitatlarin biiyiikliigliyle sinirlanir. Mineral,
besin, organik karbon kaynagi ve enerji habitatlar ile habitatlarda var olan maya



tiirlerine bagli olarak farklilik gosterir (Phaff & Starmer, 1980; Phaff, 1986; Lachance
& Starmer, 1998).

Tek hiicreli mayalar dogas1 geregi derin sivi substratlarda ya da nemli hatta kati
yiizeylerde yaygin bir sekilde bulunur. Bu yiizden mayalar seker ve aminoasit gibi
suda cozilinebilen besinlerin bol miktarda bulundugu nemli gevrelerde gelisimlerini
strdiiriirler. Bu 06zellik mayalarin neden yaprak ve meyve yiizeylerinde, bitki
koklerinde ve c¢esitli gidalarda bulundugunu da agiklamaktadir. Birkag¢ hifli fungus
tiirli nisasta ve seliiloz gibi polimerleri degrede ederek kullanabilirler. Mayalar farkli
sucul ve karasal kaynaklarda ve atmosferdeki sinirli alanlarda bulunurlar. Mayalar
ayni zamanda bagirsakta simbiyotik rol oynadig1 i¢in baz1 hayvanlar ile siki iliski

igerisindedir (Lachance ve Starmer, 1998).

Cesitli besinlerin topraga ulagmasi topraktaki maya florasini belirlerken, baz1 mayalar
topragin kalic1 sakinleridir. Bu tiirler Cryptococcus, Lipomyces lipofera, Lipomyces
starkeyi, Lipomycestetrasporus, Rhodotorula tiirleri, Schizoblastosporion starkeyi-
henricci ve Sporobolomyces tiirlerini igermektedir, bu tiirlerin hepsi siirekli olarak

topraktan izole edilmistir (Spencer & Spencer, 1997; Lachance & Starmer, 1998).

Cesitli su kaynaklarindaki maya tiirlerinin dagilimi farklilik gosterir, sayilari
kirlenmemis su da birkag hiicre/ml den atiksudaki sayilari ise bir milyon hiicre/ml ye
kadar olduk¢a biiyiik farklilik gostermektedir. Atik suda mayalarin sayist kirlilik
derecesiyle orantili olarak artmaktadir (Hagler & Ahearn, 1987; Lachance &Starmer,
1998). Kirmizi mayalar gibi bazi mayalar kirliligin belirteci olarak gosterilmektedir.
Hagler’in grubu tarafindan bildirilen yengeglerdeki K. aestuarii bollugu mayalarin
neden denizde dagilis gosterdigini agiklamaktadir. Tatli su mayalart muhtemelen diger
ekosistemlerden gelerek denizlerde bulunabilirler, diger su kaynaklarinin igerisine
akmaktadir. Candida, Cryptococcus, Rhodotorula ve Sporobolomyces gibi tiirler bu

ortamlarda yaygin bir sekilde bulunmaktadir (Hagler & Ahearn, 1987).

Mayalar karasal ekosistemlerde diger mayalar ile kompleks bir iligkiye katilmak icin
bulunabilmektedirler. Bu etkilesimler mikrop-mikrop etkilesimleri, kommensalizm,
sinerjizm, mutualizm, rekabet, kommensalizm, avcilik ve parazitizmdir (Phaff

&Starmer, 1987; Atlas ve Bartha 1993; Lachance & Starmer, 1998). Bu etkilesimin en
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onemli sonuglari ise 6zel tiirlerin ya da strainlerin gelisimini tesvik etmek ya da inhibe

etmektir (Fleet, 2003).

Kaktiis-maya-Drosophila sistemleri belirli kaktiis tiirleriyle beslenen bocekleri igeren
yiiksek spesifik bir faktor olarak dagilimi géstermek i¢in 6rnek (Starmer vd., 1991)
olarak kullanilmistir (Dobzhansky vd., 1956; Starmer vd., 1976; Lachance, 2003).
Belirli habitatlarda bulunan mayalar gidalarin zenginlestirilmesi ve detoksifikasyon
gibi yararli 6zelliklere sahip olmali ve yeni bir ¢evreye maya komiinitesinin dagilimini
saglamak icin vektdr olarak kullanilmalidir. Ustelik belirli nise sahip mayalarin uyumu

habitatda bulunan diger tiirlere de etkili olmaktadir (Lachance & Starmer, 1998).

Maya habitatlar1 siklikla basit organik karbonlarla, bazen ¢ok yiiksek nemli, asidik,
nadiren alkalin ortamlardir. Habitatlardaki bu ¢esitlilik mayalarin biiylime kosullarinin

ne kadar genis oldugunu da gdstermektedir.

Bu ozellikler bize maya hiicrelerinin dagilimini tahmin etmemize de olanak
saglamaktadir. Fakat yeni habitalardan izole edilen maya tiirleri ¢evre tarafindan
uygulanan secici baski sayesinde olusmaktadir. Belirli bir ¢cevrede bulunan maya
tiirlerinin gézlemlenen benzerlik ve farkliliklar1 onlarin evrimsel siirecini izlemede

onemli rol oynamaktadir.

Bu ylizden maya hiicrelerinin ekolojisi, fiziksel ¢evrenin maya hiicrelerinin iizerine
etkisini ve maya hiicrelerinin diger mikroorganizmalarla etkilesimini kapsadigina
inanilmaktadir (Spencer & Spencer, 1997). Yeni habitatlar tesadiifen kesfedilse de,
diger bulgular onceki bilgilerimizden etkilenmektedir. Fakat, calismalarda maya
hiicrelerinin yeri belirlenir belirlenmez tiim komiiniteyi degerlendirmek icin habitatlar

tanimlanmalidir (Lachance & Starmer, 1998).

2.3. Mayalar1 Tammmlamada Kullanilan Yoéntemler
Bir kiiltiirli saf olarak tanimlamak olduk¢a 6nemlidir. Klasik taksanomik yontemler

ekolojik orjin, morfoloji, fizyoloji, biyokimyasal ve eseysel 6zellikleri iceren fenotipik
Ozellikleri analiz etmekte, bu analizi tamamen saf kiiltiirde yiiriitmektedir (Kreger-van

Rij, 1984; Van der Walt ve Yarrow, 1984; Yarrow, 1998; Barnett vd., 2000).

2.3.1. Geleneksel Siniflandirma
Mayalarin tanimlanmasi i¢in test ve kriterler koloninin yapisi, sekli, rengini iceren

kiltiir 6zelliklerini kapsamaktadir. Koloni yapis1 mukoid, akici, tereyagimsi, kolayca
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dagilan ya da membranimsi olabilir. Mukoid gelisimin sonucu olarak ekstraseliiler
polisakkarit {iretimi gozlenebilmektedir. Belirli cinslere 6zgii sar1, turuncu, kirmizi
gibi ayirt edici renklere rastlanmaktadir. Bu cinsler Phaffia, Rhodosporidium ve
Sporidiobolus ’dur. Mayalarin ¢ogu beyazimsidan, kreme devetiiyline kadar farkli

renkler tiretmektedir (Yarrow, 1998).

Bu ozellikleri vejetatif hiicrelerin seklini ve boyutunu igeren eseysiz yapilarin
gozlenmesi takip etmektedir. Daha sonra konidia olusum sekli arastirilmaktadir. Bu
sayede strainin identifikasyonuna yardim edecek bilgi saglanmaktadir. Hiicrenin
boyutunda herhangibir degisiklik olmaksizin hiicre yiizeyindeki bir noktada kiiciik bir
cikinti olusumuyla tomurcuklanma baslamaktadir. Hiicre boyutundaki artis ana
hiicreden ayrilarak yeni olusan tomurcukta goriilmektedir. Holoblastik
tomurcuklanma ana hiicre duvarinin tam bir ¢ikinti yapmasi sonucu olugsmakta dar bir
bolgeden ayrilmakta ve burada daha sonra tomurcuklanma meydana getirmeyen iz

birakmaktadir (Yarrow, 1998).

Tomurcuk olusum bolgesi ve pozisyonu siniflandirmayr kolaylastirmaktadir.
Tomurcuklanma hiicrenin tek bir kutbunda ortaya ¢ikan tek kutuplu ya da Apiculate
mayalarin 6zelligi olan hiicrenin her iki kutbunda da gézlenebilmektedir (Yarrow,
1998). Fiizyon, hiicrenin uzun ekseni boyunca hiicre duvarindan igeriye dogru hiicreyi
ikiye bolen septum gelisimini igeren vejetatif hiicreninin ¢ogalma seklidir. Yeni olugan
fiizyon hiicreleri arthrokonidia (arthrosporlar) olarak isimlendirilir. Bu hiicrelerde
uzamakta ve slire¢ yeniden baslamaktadir. Bir hiicreden olusan fiizyon hiicreleri
Schizosaccharomyces’e ozgii bir 6zellik olan enine ¢ok sayida iz ya da halka

olusumuyla sonuglanmaktadir (Yarrow, 1998).

Vejetatif hiicreler tanimlama i¢in kullanilan farkli sekillere sahiptirler. S6zii edilen
sekiller ise; kiiresel, kiiremsi, elipsoid, oval, silindirik, ince uzun, hilal seklinde ve
ticgen biciminde olabilmektedir. Sekil cogalma seklini yansitmakta ve bazi
durumlarda cins ve tiire 6zgli olmaktadir. Hanseniaspora ve Wickerhamia apikulat
mayalarinin limon sekilli hiicreleri, Malassezia’nin sekilli hiicreleri, Trigonopsis’in
ticgen sekilli hiicreleri, Metschnikowia lunata ve Candida pellata’nin hilal seklinde

hiicreleri bu sekilllere 6rnek olarak verilmektedir (Yarrow, 1998).
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Eseyli yapilar, askosporlar ya da basidiosporlarin boyutu, sekli, diizenlenmesi, hiicre
duvar igerigi arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir. Askus olusumu bir tiiri
tamimlayabilmektedir. Lipomyces’lerde kese benzeri uzantilar goriiliirken,
Metschnikowia’da uzun ve ¢omak seklindedir. Eseysel yapilarda mevcut olan askus,
sekil, boyut, icerik ve renk degisiklik gostermektedir. Genellikle 8’den fazla spor
olmas1 Lipomyces’lere 6zgiidiir. Askosporlarin bilinen bir¢ok sekli bulunmaktadir.
Askosporlar, kiiresel, silindirik, elipsoid, hilal ve sapka sekilli, kursun, igne, siringa

sekilli olabilmektedir (Yarrow, 1998).

Hiicre ve hifde olusan endosporlarinda dahil oldugu diger spor ¢esitlerini tanimlamaya
yardimci olmaktadir. Bunlar segici olarak boyanmamaktadir. Fakat eski kiiltiirlerde
YM agarda gozlenebilmektedir. Eseysiz endosporlar Candida, Cryptococcus,
Cystofilobasidium, Oosporidium ve Trichosporon’da gézlenirken diger cinslerde ¢ok
yaygin gozlenmemektedir. Klamidosporlar kalin duvarh lipidlerce zengin eseysiz
sporlardir. Klamidosporlar eseysiz tipleri Sporidiales ve Ustilaginales teliosporlarinda
ayirtedilmektedir. Klamidosporlar Candida albicans ve Metschnikowia tiirlerine
Ozgidir. Candida albicans tarafindan olusturulan ¢imlenme borusu testi tibbi
laboratuvarda teshisi i¢in kullanilan giivenilir ve hizli bir testtir (Van der Walt ve
Yarrow, 1984; Yarrow, 1998).

2.3.2.Gidalarda Bulunan Mayalar1 Tanimlamada Kullamlan Molekiiler
Metodlar
Farkli maya ve strainleri tanimlamayr amaglayan c¢alismalar organizmalarin

morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerini temel almaktadir (Kreger-van Rij, 1984; Barnett
vd., 1990). Bu oOzellikler gelisme kosullarmma gore degisiklik gosterebilmektedir
(Scheda ve Yarrow 1966, 1968; Yamamoto vd., 1991), bazen tiirler tek bir gen
tarafindan kontrol edilen tek bir fizyolojik Ozellikle de belirlenmektedir. Son
zamanlarda tam protein analizi, izoenzim sekilleri, gaz kromotografisi kullanilarak yag
asidi analizine dayali analizlerle mayalarin ayrimini saglayan metodlar gelistirilmistir
(Cottrell vd., 1986; Tredoux vd., 1987; Moreira da Silva vd., 1994). Fakat bu teknikler
birgok durumda mayalarin fizyolojik hallerine bagli oldugu i¢in bu tekniklerin
stirdiiriilmesi hala tartisilmakta olan bir konudur (Golden vd., 1994). Bunun aksine
kullanilan molekiiler biyoloji teknikleri hiicrenin fizyolojik durumundan bagimsiz
genom analizini sagladig i¢in alternatif metodlar olarak goriilmektedir. Molekiiler

biyolojinin sunmus oldugu araclar kullanilarak birgok teknik gelistirilmistir.
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Gelistirilen bu tekniklerin ¢ogu mayalar1 tiir seviyesinde karakterize etmek ve

tanimlamak i¢in oldukga yararlidir.

2.3.2.1. Tiir Tammlamak Icin Kullamlan Metodlar

2.3.2.1.1. Ribozomal Bélgelerin Analizine Dayali Metodlar

Genomda 100 ve 200 kez tekrar eden ribozomal genler (5.8S, 18S and 26S)
transkripsiyon birimleriyle birlikte gruplandirilmaktadir. Her bir transkripsiyon
biriminde i¢ transkribe edilmis bolgeler (ITS) ve dis transkribe edilmis bolgeler (ETS)
mevcuttur ve bu bolgeler transkribe edilebilirler ancak degismezler. Yani, kodlanan
birimler NTS olarak da isimlendirilen intergenik spacerla ayrilmaktadir. 5S geni daha
onceden tanimlanmis transkripsiyon birimi i¢ermedigi ancak mayalarda benzer
tekrarlayan tiniteler sahip oldugu bulunmustur. 5,8S, 18S, 26S ribozomal genlerinin
yanisira ITS ve NTS korunmus sekanslara ve tiirler arasinda ortak evrime sahip olmasi,
tirler arasindaki tekrarlayan transkripsiyon birimlerinin farkl: tiirlere ait birimlerden
daha fazla benzerlige sahip olmasi, esit olmayan krossing-over ya da genetik degisim
gibi mekanizmalar sayesinde, filogenetik iligkileri belirlemek ve tanimlamak icin

oldukga giiglii araglar oldugu bilinmektedir (Li 1997, Kurtzman ve Robnett, 1998).

NTS NTS
ETS ITS1 ITS2 ETS NTS
|7l | n | mOlD2 | |
g L — 2
i B
17000p 158 bp 3300 bp 120 bp

Sekil 2.1. Niikleer ribozomal DNA’nin yapisi (Fernandez-Espinar, M.T. vd., 2006)

2.3.2.1.2. Ribozomal Bélgelerin Sekanslanmasi
Bu metodlarin herbiri bu bolgelerde bulunan niikleotid sekanslarinin belirlenmesine

ve karsilagtirilmasina dayanmaktadir. En yaygin kullanilan iki bolge 18S (James vd.,
1997) ve 26S (Kurtzman ve Robnett, 1998) genlerinin 5’ ucuna yerlesmis olan D1 ve
D2 domainleridir. Veri tabanlarinda bu sekanslarin 6zellikle de 26S geninin D1/D2
gen bolgesinin bulunmasi, sekanslarin homoloji yiizdesi %99 ve iizerinde oldugunda
bilinmeyen maya tiirlerinin belirlenmesinde bu teknigi olduk¢a kullanighh hale
getirmistir (Kurtzman ve Robnett, 1998). Veritaban1 karsilagtirmas1 WU-BLAST?2
programi kullanilarak http://www.ebi.ac.uk/Blas2/index.html. internet adresinde

gergeklestirilmektedir.
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Bunun yanisira DNA PCR tekniklerinin gelisimi, iliskili bdlgelerin dogrudan
sekanslama yapilmasina olanak saglamis ve modern otomatik sekans teknolojisiyle
birlikte bu teknolojinin kullanimini nispeten hizlandirmistir.  PCR iiriinleri
deoksiniikleotidlerin fazlasim1i ve primerleri ortadan kaldirmak igin ticari kitler
kullanilarak saflagtirilmakta, bu fazlaliklarin sekans reaksiyonlarma girmesi
engellenmektedir. Otomatik sekanslama sistemlerinde, herbir baz1 (A, G, C ve T)
tanimlamak i¢in 4 floresan boya kullanilmaktadir. PCR amplifikasyonu vasitasiyla
benzer primerler kullanilarak boyalar dahil edilmektedir. isaretli DNA fragmentleri
herbir boyanin tiretmis oldugu farkli 1ginlar kapillerde ayni anda boyutlarina gore
ayrilarak isaretlenmektedir. Uretilen sinyaller daha sonra bir yazilim vasitastyla herbiri
bir niikleotide karsilik gelecek sekilde renk piklerine doniistiiriilmektedir.
Sekanslayicinin modeline gore degigmekle birlikte, sekanslama olduk¢a hizli olmakta

ve yaklasik 600 niikleotid 2 ya da 3 saat igerisinde okunabilmektedir.

2.3.2.1.3. Ribozomal Bélgelerin Restriksiyon Analizi
Endiistriyel uygulamalarla birlikte, amplifiye edilmis fragmentlerin sonradan

restriksiyonu ve ribozomal DNA bdlgeleri PCR amplifikasyonuna dayali metodlara
paralel olarak diger basit identifikasyonlarin1 da gelistirmistir. Amplifikasyon
reaksiyonlarinda DNAnin kalip olarak kullanilmasi kullanish olmasina ragmen, ¢cok
az miktarda izole edilen kolonilerle yapilan bir¢cok calismada da kalip olarak
kullanilmistir. Bu yaklasimla biiyiik bir zaman kazanilmakta ve reaksiyon karigiminda
DNA’y1 elde etmek i¢cin amplifikasyon protokoliinde sadece 95 °C’lik 15 dakikalik 6n
adima ihtiya¢ duyulmaktadir. Amplifikasyon {irtinleri %]1,4’lik agaroz jelde
yiiriitilmektedir. Farkli boyuttaki amplifikasyon iiriinleri farkl tiirlerde ayn1 olabilir,
fakat amplifiye edilen fragmentler ayni boyutta oldugunda tiirler her zaman aym
olmayabilir, tiirleri tamamen tanimlayabilmek icin son care olarak bu fragmentlerin
kesilmesi gerekmektedir. PCR {iriinlerinin sindirilmesi onceki saflagtirma adimina
gerek duymaksizin dogrudan yiiriitiilmekte ve iiretilen fragmentler %3’liikk agaroz
jelde elekroforez yapilarak ayrilmakta ve fragmentelerin boyutlari uygun markerlar
kullanilarak belirlenmektedir. Dlauchy vd. (1999) bu metodu baslica yiyecek, sarap,
bira ve alkolsiiz igeceklerle iligkili 128 tiiriin ITS 1 genler arasi bolgesi 18S ribozomal
genlerini ns1 primerleri (5-GTA GTC ATATGC TTG TCT C-3") ve ITS 2 (5'-GCT
GCG TTC TTC ATC GAT GC-3’) ve sindirim enzimleri Alul, Haelll, Mspl and
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Rsal’yi kullanarak ¢ogaltmak igin kullanmigtir. Bu metod daha sonra Redzepovic vd.

(2002) tarafindan kullanilmistir.

5.8S ve bitisik genler aras1 bolgeler ITS1 ve ITS2, White vd. tarafindan tanimlanan
cogaltilmis ITS1 ve ITS4 primerleri kullanimini igeren diger ribozomal bolgeler tiir
seviyesinde ayrim i¢in oldukca kullanighdir. Guillamoén vd. (1998) bu teknigi sarap
mayalarinin hizli bir sekilde tanimlamasi i¢in kullanmis ve daha sonra bu teknigi
yiyecek ve igeceklerle iliskili 191 mayanin tanimlanmasi ile genisletmistir (Esteve-
Zarzoso vd. 1999; Fernandez-Espinar vd. 2000; de Llanos vd. 2004). Cogaltilan
fragmentler ve bu tiirlerin Haelll, Hinfl, Cfol ve Ddel enzimleriyle restriksiyon
profilleri http://yeast-id.com. internet adresinde mevcuttur. Bu teknigin yarari referans
strainler calisilarak ispatlanmis (Ramos vd., 1998; Fernandez-Espinar vd., 2000;
Cadez vd., 2002; Esteve-Zarzoso vd., 2003; Naumova vd., 2003) ve farkli yiyecek ve

iceceklerdeki tiirlerin teshisi i¢in birgok yazar tarafindan kullanilmistir.

Diger ribozomal bdlgelerin restriksiyon analizi maya tiirlerini 6zellikle de kompleks
Saccharomyces “sensu stricto” e ait olan tiirleri tanimlamak i¢in kullanilmistir. Bu
NTS (Baleiras Couto vd., 1996; Nguyen ve Gaillardin, 1997; Pulvirenti vd., 2000;
Nguyen vd., 20003, b; Caruso vd., 2002; Romero vd. 2005), NTS (Capece vd., 2003)
yada ITS (Vasdinyei ve Deak, 2003) bolgeleriyle komsu 18S geni, 18S geni (Tornai-
Lehoczki ve Dlauchy, 2000) ve 26S geninin farkli domainleri ile isimlendirilmis
ribozomal bolgeler i¢in gegerlidir. Fakat aslinda maya tiirlerinin tanimlanmast i¢in
kullanilan bu bolgelerin yaygin olmamasi bir veritabaninin mevcut olmadigi anlamina

gelmektedir.
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Sekil 2.2. PCR amplifikasyonu ve ribozomal bolgelerin sekanslanmasina dayali
tiirlerin tanimlanmasina yonelik metot (Fernandez-Espinar, M.T. vd., 2006)

2.4. Gidalarda Mayalarin Neden Oldugu Bozulmalarin Etkileri

Taze meyve ve sebzeler besin 6geleri acisindan zengin, yiiksek nem igerigine sahip
canli dokular1 barindirmaktadir. Meyvelerin pH degerleri (pH 3-5) sebzelerden daha
diistiktiir. Dolayisiyla meyveler, maya ve kiiflerin gelisimi i¢in daha uygun ekolojik
bir ortam saglamaktadir. Sebzelerde dncelikle bakterilerin gelisimi bozulmaya neden
olmaktadir. Mayalar ¢cogu meyve ve sebzenin dogal mikroflorasinda bulunmaktadir.
Tiirlerin gidalardaki dagilimi {iriiniin ¢esidine, ¢evresel kosullara, hasat kosullar1 ve
depolama kosullarina goére degisiklik gostermektedir. Meyvelerdeki bozulma

mayalarin fermantasyonu sonucu olusmaktadir (Deak, 2008).

Alkollii igecekler ¢ok ¢esitlidir. Mayalar sarap, bira gibi iceceklerin liretiminde 6nemli
bir role sahiptir. Mayalarin fermantasyonuyla olusan metabolitler son {iriinde lezzet ve
aroma olusumuna etki ettigi i¢in, bu gidalarda bulunan maya tiirlerinin faydali ve
bozulmaya sebep olup olmadigini ayirt etmek zordur. Sarap iiretiminin farkli
asamalarina gore maya igerigi aragtirilmistir. Tarlada olgunlasan iiziimiin maya igerigi,

siranin fermantasyonu sirasinda, sarap lretim tesisinde, siselenmis sarapta gelisen
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maya populasyonlarinin degisimleri incelenmistir. Uretimde kullanilan {iziimiin hijyen
kalitesi, bozulmada gii¢lii bir etkendir. Genellikle Z. bailii, Saccharomyces cerevisiae,
S. ludwigii suslar1 en zararli, C. parapsilosis, C. krusei ve C. stellata ise ikinci derecede

zararl tiirlerdendir (Deak ve Beuchat, 1996; Loureira ve Malfeito Ferreira, 2003).

2.4.1. Siit ve Siit Uriinlerinde Mayalarin Neden Oldugu Bozulmalarin Etkileri
Bugiin, gida ve igecek endiistrisinde kullanilan mayalarin etkileri Saccharomyces

cerevisiae‘nin yapmis oldugu ekmek, bira ve sarap fermantasyonun Gtesine gegmistir.
Mayalar ticari irtinlerin biliyiik cogunlugunun fermantasyonuna katki saglamaktadir.
Bu iiriinlerdeki birgok maya tiirii bakteri ve filamentli funguslarla uyumlu bir sekilde
faaliyet gostermektedir. Bazi mayalar giiclii antifungal aktivite gostermekte, bu da
onlarin gida bozulmasinin biyolojik kontroliinde yeni ajan olarak kullanilmasina
imkan saglamaktadir. Baz1 mayalarin probiyotik aktiviteye sahip olmasi mayalarin
onemli Ozelliklerinden bir digeridir. Bu 0Ozellik mayalarin  endiistride
kullanilabilirligini biiyiik Ol¢lide artirmaktadir. Mayalar bu yararli 6zelliklerinin
yanisira gidalarda olumsuz etkilere de neden olabilmektedir. Birgok ticari iiriinde
bozulmaya neden olarak, bir¢ok gida ve icecek sektdriinde biiyiik ekonomik kayiplara

yol actig1 bilinmektedir.

Bilimsel ya da bilimsel olmayan bilgiye sahip ¢ogu kisi mayalarin ekmek, bira, sarap
ve alkollii igecek iiretiminde yaygin bir sekilde kullanilmasi nedeniyle mayalarin
yararli organizmalar oldugunu diislindiirmektedir. Ancak c¢ok az kisi ekmek, bira,
sarap ve damitmada kullanilan mayalarin birbirinden farkli oldugunu bilmekte, onlar
hakkinda daha fazla bilgiye ise S. cerevisiae, S. bayanus, ya da S. pastorianus,
taksonomik siniflandirmayi bilerek ulasacaklardir (Vaughan-Martini ve Martini, 1998;
Kurtzman, 2003) .

Fakat Saccharomyces’in yiyecek ve iceceklerin fermantasyonuna yapmis oldugu
olumlu katkidan daha fazlasini yapan tiirlerin oldugu bilinmektedir. S. cerevisiae ve S.
bayanus’e ek olarak Hanseniaspora, (Kloeckera), Candida, Pichia, Metschnikowia,
Kluyveromyces, Schizosaccharomyces ve Issatchenkia’nin cesitli tiirleri elma ve
tiziimiin fermantasyonundan elde edilen saraplar pozitif katki saglamaktadir (Fleet,
1998, 2003a; Pretorius, 2000). S. pastorianus ve S. cerevisiae’nin yanisira Dekkera

(Brettanomyces) tiirleri bazi bira gesitlerinin {iretiminde olduk¢a 6nemlidir. Abbas ve

18



arkadaglar1 antioksidan, aroma, tat, renk ve vitaminlerin mayalar tarafindan

tiretildigini belirtmistir.

Sit irlinler1 mikrobiyolojik agidan genellikle laktik asit bakterilerinin oldugu
diisiiniilse de, peynirin olgunlagmasi sirasinda, kefir ve kimiz gibi fermente siit
tiriinlerinin tat ve yapi olusumunda mayalarin 6nemli rolii oldugu diisiiniilmektedir
(Fleet, 1990; Frohlich-Wyder, 2003). Siit iriinlerinde en ¢ok bulunan tiirler
Debaryomyces hansenii, Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces marxianus ve S.
cerevisiae dir ancak Galactomyces geotrichum, Candida zeylanoides ve ¢esitli Pichia

tiirleri de oldukga onemlidir.

Laktik asit bakterileri, Micrococcus, Stapylococcus’a ek olarak mayalar da et
sucuklarmin fermantasyonunda ve jambonun olgunlasmasinda da onemli rol
oynamaktadir. D. hansenii ve diger Debaryomyces tiirleri, Y. lipolytica, ve gesitli

Candida tiirleri de et iirlinlerinin tat ve renk olusumuna katki saglamaktadir (Lucke,
1998; Samelis ve Sofos, 2003).

S. cerevisiae’den bagka diger mayalar ¢esitli tahil tirinlerininfermantasyonunda yer
almakta ve aktiviteleriyle de tahil {iriinlerinin tadina ve 6zelligine etki etmektedir. En
fazla katki saglayanlar, S. exiguus, C. humicola, C. milleri, Torulaspora delbrueckii,
cesitli Pichia ve diger Candida tiirleridir(Jenson 1998; Meroth vd., 2003; Hammes vd.,
2005). Kahve ve kakao (¢ikolata) ¢ekirdeklerinde Hanseniaspora, Candida, Pichia,
Issatchenkia, Kluyveromyces ve Saccharomyces tiirlerinin gelisimi ve g¢esitli
aktiviteleriyle bu {irlinlerin islenmesi sirasinda dogal birfermantasyon meydana
getirirler. Aslinda bu maya tiirleri ¢ekirdegin degredasyonuna yardim etmekte ve
cikolatanin karakterisik tadinin iiretimine katki saglamaktadir (Schwan and Wheals,
2004). Zygosaccharomyces rouxii, C. versatilis ve C. etchellsii soya sosunun

fermantasyonunda rol oynayandnemli osmotolerant tiirlerdir.

Mayalar gidalarin islenmesinde giivenilir icerik ve katki maddesi kaynagi olarak
diisiiniildiigli i¢in tiiketicilerde olumlu bir izlenime sahiptir. Yiiksek B vitamini,
protein, peptid, aminoasit, iz mineral icerikleri sayesinde ekmek ve bira mayalar
beslenme ve gida katki maddesi olarak yillardir kullanilmaktadir. Mayalar ayni
zamanda insan tiiketimi i¢in alternatif protein kaynagi olarak diisiiniilmektedir

(Peppler, 1970; Harrison, 1993). Stem ve arkadaslarina gore tiikketmis oldugumuz
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birgok iiriin mayalar tarafindan tiretilmekte ve endiistriyel maya tiretiminin yaklasik %
15-20’si bu amagla kullanilmaktadir. Abbas ve arkadaslari ise antioksidan, aroma, tat,

renk ve vitaminlerin mayalar tarafindan iiretildigini belirtmistir.

Maya ekstraktlari, maya otolizatlar1 ve kuru mayalardan temellenen tatlandiricilar
mayalardan elde edilen en onemli iiriinlerdir. Bu {irlinler gida endiistrisinde hos,
lezzetli, findiksi, peynirsi, etsi ve tavuksu tat kaynagi olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Ayrica baz1 maya ekstraktlar1 glutamik asit ve niikleotid icerikleriyle
giiclii tatlandirici islevine sahiptir. Bu ise iirtiniin tadini1 artirmada 6nemlidir (Stam vd.,
1998). Ekmek ve bira mayalar1 bu {riinlerin 6nemli kaynaklar1 iken, bu mayalarin
cesitliligi ve fonksiyonlar1 C. utilis (Pichia jadinii) ve K. marxianus gibi mayalarin
kullanilmasiyla genislemistir (Lukondeh vd., 2003). Mayalar vanilya (S. cerevisiae,
Rhodotorula glutinis), citronellol, linalool ve geraniol (K. marxianus) ve y ve o-
dekalaktonaz (Sporidiobolus sulmonicolor, Y. lipolytica) gibi yiiksek degerli aroma ve
tatlarin potansiyel kaynaklar1 olarak diisiiniilmektedirler (Hagedorn ve Kaphammer,
1994; Vandamme ve Soetaert, 2002).

Maya hiicre duvar1 f(1—3) ve B(1—6) glukan ve mannoproteinden olusmustur ve
hiicre kuru agirliginin yaklasik %20-30’unu olusturur (Fleet 1991; Nguyen vd., 1998).
B glukanlar jellestirici, katilastirici ve yag tutucu dzellige sahiptir ve gida islemede
uygulama g¢esitliligi saglamaktadir. Ayrica antikanser (Bohn and Be Miller, 1995),
immiinmodulatér (Sandula vd., 1999) ve kolesterol diisiiriicii aktivitelere (Bell vd.,
1999) sahip oldugu bildirilmistir. Mayalar mikotoksinleri de absorbe etmekte ve sarap
gibi igeceklerden toksinlerin uzaklastirilmasina olanak saglamaktadir (Yiannikouris
vd., 2004; Bejaoui vd., 2004).

Astaksantin ve diger karotenoid pigmentler (Lyons vd., 1993; Johnson ve Schroeder,
1995) ve c¢esitli vitaminler (Reilly, 1991; Saueret vd., 2004) mayalardan

uretilmektedir.

Diisiik pH, diisiik sicaklik, diisiik su aktivitesi, yliksek tuz konsantrasyonlar1 ve belirli
enzimatik aktiviteleri mayalari sadece siit iriinlerinde degil ayni zamanda diger
iriinlerde de arzu edilen organizmalar yapmistir. Bir¢ok karakteristik 6zellikleri
nedeniyle mayalar siit iirlinlerinde bozulmaya da neden olabilmektedir. En yaygin

kusurlar1 arasinda gaz tretimi, paket sismesi, mayamsi ve diger istenmeyen tat
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olusumu, renk bozuklugu ve yap1 degisimidir (Jakobsen ve Narvhus, 1996). Asagidaki
orneklerde bazi gelisme Ozellikleri nedeniyle fermente siit iiriinlerinde bozulmaya
neden olan organizmalar olarak mayalarin potansiyel rolii gosterilmektedir. D.
hansenii, G. candidum, K. marxianus, P. membranifaciens, Y. lipolytica gibi 6-10 °C’
de iyi gelisirler (Engel vd., 1987). S. exiguus, I. orientalis, C. guilliermondii (= P.
guilliermondii), C. parapsilosis, Debaryomyces spp., P. anomala, ve S. cerevisiae gibi
bozulmaya neden olan birkag maya tiirii farkl1 sicakliklar (8 ve 22 °C), pH (2,5-6) ve
NaCl konsantrasyonlar1 (0,4-8 %w/v) gelisebilme yetenekleri test edilmistir. Test
edilen tiirlerin ¢ogu diisiik sicakliklarda (optimum sicaklik ve NaCl konsantrasyonu),
pH (optimum sicaklik ve NaCl konsantrasyonu) ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
(optimum sicaklik ve pH) gelisebilmektedir. Ancak NaCl ve pH arasinda sinerjistik
bir etki meydana gelmektedir. Bu durum NaCl konsantrasyonu diistiigiinde mayanin
gelisiminin yavaslayacagi anlamima gelmektedir (Betts vd., 1999). Debaryomyces
hanseniipH, tuz ve sicakliga en toleransli tiir olarak diisiiniilmektedir. Siit iirinlerinin
bozulmasinda tiirlerin potansiyel rolii diger fizyolojik Ozellikleriyle laktozun
fermantasyonu ve asimilasyonu (K. lactis and K. marxianus), laktik asidin
asimilasyonu, D. hansenii, K. lactis, K. marxianus, S. cerevisiae) ve kazeininin

hidrolizi (D. hansenii, K. marxianus) anlasilmaktadir (Suriyarachchi ve Fleet, 1981).

Cig ve pastorize siitte mayalar genellikle diisiik sayida bulunmaktadirlar (Herbir ml de
103 hiicre). Fakat antibiyotik kalintilar1 nedeniyle bakteriyal gelisim inhibe edildiginde
sayilar artabilmektedir (Engel vd.. 1987). Cr. albidus, Cr. flavus, Cr. curvatus, Cr.
diffluens, Cr. humicola, D. hansenii, K. marxianus, Rh. glutinis, Rh. mucilaginosa,
Trichosporon tiirleri, ve Y. lipolytica ¢ig ve pastorize siitten siklikla izole
edilmektedirler (Davis 1970, Engel, 1986; Freitas vd., 1996; Walker ve Ayres, 1970).
Y. lipolytica, K. marxianus, D. hansenii ve S. cerevisiae gibi inokiilasyon deneyleriyle
peynirden izole edilen birgok siit iirlinleri mayanin siitte yiiksek sayida gelisebildigini
gostermistir (Herbir ml’de 108-10° hiicre). Bu gelisim tiirlerin laktoz ve laktik asit
asimilasyonu, [ galaktosidaz aktivitesi (E.C. 3.2.1.23) sitrik, laktik ve siiksinik asit
gibi organik asitlerin kullanim1 ve lipolitik ve proteolitik aktivitelerle ve tiirlerin

intrinsik 6zellikleriyle agiklanmaktadir.

Y. lipolytica ve Candida catenulatanin Siite inokiilasyonu katilagma ve gliserol

tiretimiyle sonuglanmistir (Roostita ve Fleet, 1996).
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Tatli ve eksi kremalar maya tiirlerinin aktiviteleriyle bozulma egilimi gostermekte ve
kopiiksii bir goriiniim ve mayams: kokuya neden olmaktadirlar. ideal olarak bu
tirlinlerin herbir graminda 10 maya hiicresinden daha az sayida hiicre bulunmalidir
(Fleet, 1990). D. hansenii, Cr. diffluens, Cr. laurentii (Torula aurea), Rh. glutinis ve
Rh. rubra gibi lipolitik maya tiirleri bu frlinlerde siklikla izole edilse de C.
parapsilosis, . orientalis (C. krusei) ve Trichosporon tiirleride bulunabilmektedir
(Davis, 1970). Tatlandirilmis ve konsantre siitler fermentatif mayalarla
bozulabilmektedir (Olson ve Hammer, 1935). Mayalarin aktivitesi sonucu tereyagi
bozulmasi nadir goriilmektedir. Fleet ve Mian 16 maya 6rneginin 9’unda maya tespit
edememis ve kalan 7 ornekte ise sadece diisiik sayida maya gozlemlemistir (Her bir
gramda 10% hiicreden daha az) Rhodotorula ve Y. lipolytica’ya ait lipolitik tiirler
tereyaginin bozulmasinda olduk¢a 6nemlidir (Davis 1970; Fleet, 1990).

Mayalar fermentatif siit iiriinlerinde (yogurt ve krem peynir) paketin sismesine ve
istenmeyen tat olusumuna neden olan en yaygin bozulma etkeni organizmalar olarak
diistiniilmektedirler (Rohm vd., 1991). Yogurtlarin bozulmasinda sadece K. marxianus
ve K. lactis gibi laktozu fermente eden tiirler degil ayn1 zamanda Hansenula spp., S.
cerevisiae, P. membranifaciens, P. guilliermondii ve G.candidum de bulunmaktadir
(Engel, 1987). Sporobolomyces ve Rhodotorula cinsi Basidiomiset mayalarinin
yogurtta bulundugu da bildirilmistir (Rohm vd., 1992; Suriyarachchi ve Fleet, 1981).
Bozulmaya neden olan mayalarin bazilart Hansenula spp. ve S. cerevisiae laktik asit
bakterilerinin laktozu hidrolize etmesi sonucu iiretilen galaktozu fermente
edebilmektedirler (Glaeser, 1981). Karbonhidratlarin fermantasyonu sonucunda CO-
tiretilmekte ve paketin sismesine neden olmaktadir. Meyvemsi, act ve mayamsi tatlar

gibi istenmeyen tat olusumu meydana gelmektedir (Fleet, 1990).

tiirlere baglh olmakla birlikte 10*-10° cfu/mg arasinda degismektedir. Iyi {iretim
uygulamalar1 altinda iiretim anindaki maya hiicre sayis1 herbir gram iirtinde 10
hiicreden az tercihen herbir iiriinde 1 hiicreden az olmalidir (Davis 1970; Fleet, 1990).
Satis aninda maya sayist herbir gram tirtinde 100 hiicreden daha az olmalidir (Davis

1970).

Rafta bulunan iiriinlerde maya hiicre sayisi siklikla 102 hiicre ile en yiiksek 10° hiicre

bulunmaktadir (Suriyarachchi ve Fleet, 1981). Ozellikle meyveli yogurtlar mayalarla
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bozulma egilimindedir (Davis 1970; Fleet, 1990). Kontaminasyonun baslica
kaynaklar1 tiretim ve paketleme bolgeleri ¢evreleri ve yogurt iiretiminde kullanilan
meyvelerdir. Ikinci durumda C. magnoliae, C. parapsilosis, P. holstii, P.
membranifaciens, Z. bailii, M. pulcherrima ve I. orientalis gibi maya tiirleri siklikla
izole edilmektedir (Meier vd., 1999). Son zamanlarda yogurdun bozulmasina neden
olan mayalarin identifikasyonuna yonelik molekiiler teknikler gelistirilmistir. Dot blot
hibridizasyonda 18S rDNA’nin dioksijenin etiketli problar1 kullanilmis ve yogurtta
bozulmaya neden olan ¢ogu mayanin tanimlanmasma olanak saglanmstir. ikinci
yaklagimin pratik teshis sinir1 herbir iiriinde 10° cfu/g’dir bu yiizden in situ teshise bir

zenginlestirme basamagiyla baslanmasi 6nerilmektedir (Kosse vd., 1997)

Mayalar taze ve yumusak peynirlerde gazli ve istenmeyen tat olusumuna neden
olmaktadirlar. Bu triinlerde Torulaspora delbrueckii, C. parapsilosis, C. sake, Cr.
spp., D. hansenii, K. marxianus, P. fermentans, P. guilliermondii, P. membranifaciens,
P. norvegensis, Rh. spp. ve Y. lipolytica en sik izole edilen tiirlerdir (Westall ve
Filtenborg, 1998). Mayalarin neden oldugu peynirdeki sisme K. marxianus ve Dekkara
anomala ile ¢ok yakindan iliskilidir (Fadda vd., 2001; Fleet, 1990). Diger yandan mavi
damarli peynirlerde yap1 gelisiminde faaliyet gosterdigi i¢in K. marxianus bu tiriinde
arzu edilmektedir. Gaz iiretimi yap1 degisiminin ana sebebidir bu durum ise mayalarin
neden oldugu bozukluklardan birisidir. Mayalarin neden oldugu diger bir bozukluk ise
nispeten uzun bir olgunlagsma periyodunun ardindan o6zellikle peynir yilizeyinde
oksidatif kararmayla kendini gosteren renk degisikligidir. Kararma bozukluguna
basglica Yarrowia lipolytica tarafindan iretilen bir enzim olan tirosinaz’in tirosini
oksidasyonu neden olmaktadir. Bu durum genellikle pH bazik oldugunda
olgunlagmanin sonunda gozlemlenmektedir (Carreira vd., 1998; Ross vd., 2000).
Peynirlerin tat ve yapist etkilenmemesine ragmen, tiiketiciler bu goriiniisii
begenmemektedirler. Uretimden paketlenme bolgesine kadar olan asamada mayalarin

bulunusuna tekrar bulasma neden olmaktadir.

2.5. Enzimler
Yasam iyl sekilde organize olmus kimyasal reaksiyon serisine baghidir. Bu

reaksiyonlarin ¢ogu, yasami silirdiirmek i¢in yavas bir sekilde devam etmektedir.

Dolayisiyla doga, bizim enzim olarak adlandirdigimiz katalistleri tasarlamistir.
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Enzimler kimyasal reaksiyonlarin hizini arttirmaktadir. Enzimlerin katalitik giicti
virislerden insana kadar tiim yasam formlarinda hayata dair islemleri
hizlandirmaktadir. Bircok enzim canli organizmadan ¢ikarildiktan sonra katalitik
potansiyelleri degismemektedir ve ticari amaglar i¢in enzimlerin katalitik giicliniin
kullanilmasi ve tanimlanmasi uzun zaman almamaktadir. Aslinda, peynir, ekmek,
alkollii icecekler ve etlerin yumusatilmasiyla ilgili en eski bilgi eski zamanlardaki

metinlerde yer almaktadir.

Bugiin enzimler bir¢ok yiyecek ve igecek iiretim islemlerinde ve camasir deterjan1 gibi
(protein lekelerini, proteolitik enzimler yardimiyla ¢ikarmaktadir.) sayisiz tiketim
tiriiniinde igerik olarak anahtar rol oynamaya devam etmektedir. Cogu hastalik bir ya
da birka¢ enzimin normal aktivitesiyle iliskilendirildigi i¢in enzimler saglik
bilimleriyle de iliskiye sahiptir. Dolayisiyla modern ila¢ aragtirmalarinin ¢ogu bu
enzimlerin kuvvetli ve spesifik inhibitorleri tizerine temellenmistir. Enzimlere iligkin
elde edilen bilgiler sadece tatmin etmemis ayni zamanda toplumun birgok pratik
ithtiyaglarini karsilamak i¢in bu bilginin kullanilmas1 sayesinde enzim calismalar1 ve

enzimlerin faaliyetleri bilim adamlarini oldukga etkilemistir.

2.5.1. Antik Cagda Kullanilan Enzimler
Enzimlerin ticari kullanimina iligkin en eski bilgi Hammurabi yazitlarindaki sarap

yapiminin tarifinde gelmektedir (eski Babylon, milattan 6nce 2100). Fermantasyon
icin enzim kaynagi olarak mikroorganizmalarin kullanimi o ¢agdaki insanlarca
oldukca yaygin kullamilmistir. Yazitlarda bu enzimlere iligkin bilgi sadece
Babylonlarda degil ayni zamanda Roma, Yunan, Misir, Cin ve Hindistan eski
uygarliklarda da kullanilmistir. Eski yazitlar alkoliin asetik aside enzimatik
doniistimiine temelli olan sirke iiretimiyle ilgili sayisiz kaynak igermektedir. Eski
yasamin vazgecilmez maddesi olan sirke sadece gidalarin hazirlanmasinda ve

saklanmasinda degil ayn1 zamanda tibbi amaglar i¢in de kullanilmistir.

Eski toplumlarda bir diger 6nemli yiyecek siit iiriinleridir. O zamanlar taze siit yeterli
sirede saklanmadig: i¢in, siitiin peynire doniigiimii yiyecek iiretiminin 6nemli bir
parcast olmus ve c¢iftginin riinii uzaktaki marketlere kabul edilebilir formda

gotiirmesini miimkiin kilmistir.

Peynir bircok enzim aktivitesiyle araciligiyla kesilmis siitten yapilmaktadir. Eski

zamanlarda bu amag icin en yaygin kullanilan maddeler incir agacinda ekstrakt olarak
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elde edilen fisin ve ¢cok bolmeli mideye sahip olan inek gibi hayvanlarin midesinin
4 kismindaki bir eksrakt rennet olarak elde edilen rennindir. Caglar boyunca kullanilan
bir diger yiyecek maddesi de ekmektir. Mayalar sayesinde ekmegin kabarmasi eski
caglarda yaygin sekilde kullanilan ve karbondioksidin enzimatik {iretiminden

kaynaklanan bu islem oldukga iyi bilinmektedir.

Eski zamanlardan beri kullanilan bir diger enzim temelli islem ise etin
yumusatilmasidir. Bir¢ok Pasifik adasi yerlisi papaya meyvesinde elde ettikleri meyve
suyunu oldukca sert etleri bile yumusatmada kullanildigi bilinmektedir. Bitki
ekstraktlarindan elde aktif enzim papain olarak bilinen proteaz, bugiin bile ticari et
yumusatilmasinda kullanilmaktadir. 1700’lerde Ingiliz donanmasi Pasifik adalarim
kesfetmeye basladiginda, onlar papaya meyvesini etlerin yumusatilmasinda ve mantar
hastaliginin tedavisinde kullanildigin1 gérmiislerdir. 18. yiizyilda Avrupa da papaya
kullanimina iligskin donanmanin raporu oldukea biiyiik ilgi uyandirmistir ve sindirim

enzimlerinin birgogunun sistematik ¢alismasina onciiliik etmistir.

2.5.2. IIk Zamanlardaki Enzimoloji
Eski cagda yasayan insanlar enzimatik aktivitenin bircok pratik uygulamasini

yapmuistir, ancak bu ilk uygulamalar herhangi bir sistematik ¢aligma ya da kullanilan
islemin kimyasal temelini anlamaktan ziyade deneysel gozlemleri ve halk bilgisini
temel almistir. 18. ve 19. yiizyil bilimadamlar1 daha sistematik bir sekilde enzimlerin
aktivitelerini ¢aligmaya baslamistir. Sindirim islemi aydinlanma yillariin popiiler
arastirma konusu olmustur. Avci kuslarin taslik olmadan eti nasil sindirdigini, iinli
Fransiz bilim adam1 Reaumur (1683-1757) sahinlerin sindirimi {izerine yapmis oldugu
ilk c¢alismalarmin bazilarinda gostermistir. Reaumur mide dokusunun fiziksel
aktiivitesinden korunmak i¢in sabitlenmis bir et parcasinin bulundugu kafes tel i¢inde
bir tiip tasarlamistir. Reaumur mide igerisindeki tasliga et i¢eren tiipii yerlestirdiginde
etin 24 saat icerisinde sindirildigini gézlemlemistir. Dolayisiyla Reaumur tiip i¢erisine
mide 6zsuyu temas ederek et sindirildigi i¢in sindirimin sadece fiziksel islemlerden
ziyade kimyasal bir islem oldugu sonucuna varmistir. Benzer deneyi kemik ve bitki
kisimlariyla da denemistir, etin sindirildigini, kemigin mide 6zsuyu aktivitesiyle
bliyiik oranda yumusatildigini, bitki materyalinin ¢oziiciilere karsi dayanikli oldugunu
bulunmustur. Reaumur’un c¢aligmalart  Spallanzani (1729-1799) tarafindan
genisletilmis bir¢ok hayvanin midesine yerlestirilen bir metal tiip icerisindeki etin

sindirimini gostermistir.
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Bugiin enzimatik reaksiyonlarin yaygin Ozelliklerini tanimlamaktayiz ancak
Spallanzani zamaninda bunlarin hepsi yeni ve heyecan verici bulgulardi. Ayni zaman
periyodunda diger biyolojik sistemin biiyiik ¢ogunlugunun enzimatik aktivitelerinin
kesfi de gerceklesmistir. Ornegin, yaban turpundan elde edilen peroksidaz
tanimlanmis ve tahildaki a-amilazin aktivitesi gézlemlenmistir. Bu maddelerle ilgili
ilk gozlemler bitki ve hayvanlardan elde edilen ekstraktlarin enzimatik aktiviteye sahip

olup olmadigini da gostermistir.

19. yiizyilin ikinci yarisinda bilim adamlar1 saf formda aktif bilesen elde etmek i¢in bu
ekstraktlarm ayristirilma denemelerine baslamislardir. Ornegin, 1897 yilinda Bertand
bitki Oziitinde lakkaz enzimini kismen saflastirmis ve Buchner rehidre edilerek
kurutulan mayadanpreslenerek elde edilen suyu kullanarak canli maya hiicre
yoklugunda alkolik fermantasyonun olabilecegini gostermistir. Buchner buzdolabinda
5 giinliik depolama sirasinda mayadan elde edilen suyun aktivitesinin azaldigini
bildirmistir. Eger bu suya seker kamaisi ilave edilirse buzdolabi kosullarinda aktivite 2
hafta kadar degismemektedir. Ayn1 zaman periyodunda Kiihne maya ekstraktlarindan
katalizi calismis, ilk defa enzim sézciigiinii kullanmistir (Bu sozciik ortagag Yunan

sOzciigii enzymostan tiiretilmis, ekmegin kabarmasi islemiyle iligskilendirilmistir).

2.5.3. Giiniimiiz Enzimolojisi
Enzim aktivitesinin detayli mekanizmas1 ve enzim yapisiyla iligkisi ile ilgili temel

sorular halen mevcuttur. Yeni¢agda devam eden gelisme, protein yapisinin
biyofiziksel problarinm kullanimi ve molekiiler biyolojik metodlarinin enzimolojiye
uygulanmas1 ile bu sorularin ¢Ozlimiine en giiglii araclari sunmustur. X ray
kristallografisi enzimler ve enzim ligand komplekslerinin yapisini ¢oziimlemek i¢in
rutin olarak kullanilmaya devam edilmektedir. Ayrica yeni NMR metodlar1 ve
manyetikasyon transfer metodlar1 bir ¢ozeltideki kiigiik enzimlerin ii¢ boyutlu ve

ligand bagli enzimlerin yapilarinin degerlendirilmesini miimkiin kilmistir.

Sinkroton radyasyon kaynaklari ile Laue 1sinmin uygulanmasi enzim aktivitesi
sirasinda reaksiyon esnasinda olusan yapilarin belirlenebilmesi i¢in bilim adamlarina
olanak saglamaktadir. Bu sayede enzim katalizinde 6zel adimlarin detayl1 fotograflar
alinabilmektedir. Isinsal (6rnegin, dairesel cift renklilik, UV, floresan) ve titresimsel
(kiz1lotesi, Raman) spektroskopiler gibi diger biyofiziksel metodlar ¢cozeltideki enzim

yapist ve reaktiflik konusuna da uygulanabilmektedir. Bu spektroskopik metodlarin
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cogundaki teknik gelismeler son derece gii¢lii ve enzimologlar i¢in erisilebilir araglar
haline getirmistir. Ayrica molekiiler biyoloji araglar1 bilim adamlarina yabanci konak
organizmalarina enzimlerin klonlanmas1 ve ifadesinin biiyiilk bir etkinlikle
yapilmasina olanak saglamistir. Enzimler izole edilmeden once molekiiler
klonlamayla tanimlanamaz ve karakterize edilemezler. Dogal kaynaklarinda yok
denecek kadar az bulunan prokaryotik konaklar bu enzimlerin asir1 ifadesiyle
enzimlerin saflagtirilmasina ve karakterizasyonuna olanak saglamaktadir. Bu protein

bilimi i¢in oldukga biiyiik bir gelismedir.

Enzim c¢alismalar1 bilim camiasi ve toplum i¢in biiyiikk bir 6neme sahiptir. Birgok
endistriyel uygulamada enzimlerden faydalanmaya devam edilmektedir. Dahasi
yiyecek ve igecek Tlretiminde enzimlerin geleneksel kullanimi halen devam
etmektedir. Yenicagda tiiketim tirlinleri ve kimyasal iiretimde enzimlerin rolii artarak
genislemektedir. Enzimler bugiin stereospesifik kimyasal sentez, camasir deterjanlari,
kontakt lens i¢in temizleme sollisyonu gibi ¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadir.
Modern enzimoljinin en heyecan verici alanlarindan birisi de insan saglig1 ve veteriner
hekimlikte ila¢ olarak kullanilan enzim inhibitér uygulamalaridir. Cogu hastalikta
spesifik enzim inhibitorii iceren ¢ogu ilag yaygin sekilde kullamlmaktadir. Insan
fizyolojisinde binlerce enzim izole edilemekte ya da karakterize edilmektedir.
Hastalikla iliskili enzimler kesfedildikce ve karakterize edildikge, insan sagliginin
gereksinimlerini karsilamada bu katalistlerin aktivitelerini onleyebilecek tasarimlara

ithtiyac duyulacaktir.

2.6. Lipazlar ve Ozellikleri
Enzim aracili proseslerin kullanimma eski wuygarliklarda rastlanmaktadir.

Biyoteknoloji alaninda mevcut olan birgok endiistriyel uygulama giinliik hayatimizda
evlerde kullandigimiz biyoteknoloji iiriinlerini olusturmaktadir. Bunlarin bazilar
enzimleri tUretmeye yarayan ya da farkli gidalarin kalitelerini arttiran gida
uygulamalaridir. Bugiin yaklasik 4000 enzim bilinmekte ve bunlarin 200’i ticari
olarak kullanilmaktadir. Endiistriyel enzimlerin ¢ogu mikrobiyal orjinlidir. 1960’lere
kadar enzimlerin toplam yillik satis1 birka¢ milyon dolarken bugiin pazarda harika bir
gelisim gozlenmektedir (Godfrey ve West, 1996; Wilke, 1999). Fermantasyon prosesi,
iiretimin biyokimyas1 ve metodlarin iyilestirilmesi sayesinde enzimlerin bircogu
makul sekilde iiretilebilmektedir. Enzim kullanim metodlarindaki gelismelere olan

talep de biiyiik oranda artmistir. Enzimleri kataliz yetenegiyle bir¢ok farkli doniisiim
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meydana getirerek ticari olarak kullanilan enzimlerin ¢ogu iiretilmeye devam
etmektedir. Diinyadaki enzim talebi 12 biiyiik tretici ve 400 kiiciik tedarikgiyle
karsilanmaktadir. Diinyadaki endiistriyel enzimlerin yaklasik %60’1 Avrupada
tiretilmektedir. Bu endiistriyel enzimlerin yaklasik %751 (lipaz dahil) hidrolitiktir.

Pazarin hakimi olan proteazlar tiim enzim satisinin yaklasik %40’ indan sorumludur.

Lipazlar (EC 3.1.1.3) agcilgliserollerin hidrolizinden baglica sorumlu olan hidrolaz
sinifit enzimlerdir. Lipazlara dogada siklikla karsilasilir ve lipidlerin (triagilgliserol)
biyolojik doniistimiinden sorumludurlar. Sulu ve susuz ara yiizeylerde essiz faaliyet
gosterme yetenekleri sayesinde esterazlardan ayrilmaktadir (Verger, 1997; Schmidt ve

Verger, 1998).

Lipazlardaki araylizey aktivitesi kavrami onlarin su ve lipid arasindaki katalitik
aktivitelerinin kisitlanmasindan ortaya ¢ikmistir. Lipazlarin katalitik aktivitesi bityiik

oranda maddelerin kat1 fazina baglidir.

=T8N
PYCENAS

@

Yag asidi molekiilleri ve gliserol
Yag molekiilleri molekiilleri

Sekil 2.3. Lipaz aktivitesi (EI-Hofi vd., 2011)

Ticari olarak kullanilan lipazlar ekstraseliiler lipazin biiyilk ¢ogunlugunu iireten
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bir¢ok lipaz organik ¢oziiciilerde aktiftir, bu
enzimler esterifikasyon (Chowdary vd., 2001; Hamsaveni vd., 2001; Kiran vd., 2001a;
Kiyota vd., 2001; Krishna ve Karanth, 2001; Krishna vd., 2001; Rao ve Divakar,
2001), transesterifikasyon ve glikoller, mentollerin segici agilasyonu ve peptid ve diger
kimyasallarin sentezini iceren faydali bir¢ok reaksiyonu katalizlemektedirler.
Gelecekteki beklenti ise suan proteaz ve karbonhidrazlarda oldugu gibi lipazlarin da

endiistriyel oneme sahip olmasidir.

Lipazlar organik kimyada {iriin islenmesi, deterjan iiretimi, biyosiirfaktanlarin sentezi,
oleokimya endiistrisi, siit endiistrisi, agrokimya endiistrisi, kagit iiretimi, besin,

kozmetik ve eczacilik sektorii gibi birgok alanda gelecek vaad eden uygulamalara
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sahiptir. Yeni bilesiklerin sentezi lipaz temelli teknolojinin gelisimiyle bu enzimlerin
kullanimin1 hizli bir sekilde arttirmistir (Liese vd., 2000). Bu sayede uygun 6zellige
sahip lipazlar erisilebilir hale gelmis lipaz temelli sentez ve ticari biyolojik doniisiim
yoluna girmistir. Ticari olarak kullanilan lipazlarin ¢ogu ¢amasir deterjan1 olarak
kullanilmaktadir. Deterjan enzimleri toplam lipaz satisinin yaklasik %32’sini

olusturmaktadir.

Lipazlarin ¢ok az1 oleokimyasal doniisiimlerde kullanilmaktadir (Bornscheuer, 2000).
Lipazlar y'linoleik asidin islenmesinde, coklu doymamis yag asitleri, astaksantin, gida
boyalari, metil ketonlar, mavi kiifli peynirin karakteristik tat molekili, y
dekalaktonun prekiirsorii olarak kullanilan 4-hidroksidekanoik asit, meyvemsi tat,
prepolimer olarak kullanilan dikarboksilik asitler, gliseridlerin daha degerli formlara
interesterifikasyonu (6rnegin kakao yagmin cikolata iliretiminde uzaklastirilmasi)
(Undurraga vd., 2001), trigliseridlerin 2 pozisyonundaki bitkisel yaglarin
modifikasyonu, bebek mamalarinda kullanilan insan siitiindeki yag ile benzer yag elde
etmede,isopropil myristat igeren lipid esterlerinde, kozmetik iiriinlerinde, gida ve
farmas6tik uygulamalarda emiilsifiye eden ajan olarak kullanilan monogliseridlerin

eldesinde 6nemli rol oynamaktadirlar.
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Sekil 2.4. Serbest yag asitlerinin katabolizmasi (EI-Hofi vd., 2011)

Biyolojik aktivite baglaminda kiralitenin 6neminin farkina varilmasiyla naproksen
(Xin vd., 2001) ve ibuforen (Lee vd., 1995; Ducret vd., 1998; Xie vd., 1998; Arroyo
vd., 1999; Chen ve Tsai, 2000) gibi kiral antiflamatuvar ilaglar iceren enantiomerler;
anjiyotensin doniistiirlicii enzim inhibitorleri gibi kan basinci diisiiriicii ajanlar
(6rnegin; captopril, enalapril, ceranopril, zofenapril ve lisinopril) ve dialtezem gibi
kalsiyum kanal1 bloklayici ilaglarin saf olarak endiistriyel sentezi i¢in etkili metodlara
talebin artmasina neden olmustur. Lipazlar bu ilaglarin sentezinde de kullanilmaktadir

(Berglund ve Hutt, 2000).

2.6.1. Lipaz Aktivite Tayin Yontemi
Lipaz analizi i¢in tek bir evrensel metot yoktur. Bir mikroorganizmanin lipaz pozitif

olarak tespit edilebilmesi i¢in 3 faktoriin birlikte ¢alismasi gerekmektedir. Birincisi
organizma iiremek zorundadir, ikincisi uygun iiretim kosullarinda organizma lipaz
tiretebilmeli ve salgilayabilmelidir. Uglincii olarak da enzimin tespit metodu yeterli

duyarlilikta olmalidir (Hasan vd., 2009).

Ham ve saf lipaz Orneklerinde lipaz aktivitesinin tespiti icin birka¢ metod

gelistirilmigtir. Lipaz reaksiyonunun orani; (a) substratin, trigliseridin kaybolma
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oranina, (b) serbest yag asitlerinin iiretim oranina veya (c) emiilsiyonun berraklagsma

oranina gore tespit edilmektedir (Hasan vd., 2009).

Tributirin ve triolein gibi, ki bunlar besiyeri ortamini bulaniklastirilar, substratlar
iceren petri kaplarinda kolonilerin etrafinda olusan seffaf zon lipaz varligin1 kati
besiyerlerinde  gostermektedir.  Lipolitik  aktivitenin  katt  besiyerlerinde
gosterilmesinde ayrica Victoria Blue B, Spirit Blue, Nile Blue Sulphate ve Night Blue
gibi boyalar da kullanilmaktadir. A¢iga ¢ikan yag asitlerinin pH’1 diisiirmesine gore
renk indikatorlerindeki degisim sonucu belirlemektedir. Titrasyon metodunda ise
ortamda ac¢iga ¢ikan serbest yag asitleri NaOH veya KOH ile titre edilerek
hesaplanmaktadir. Bu metotda genellikle zeytinyag: substrat olarak kullanilmaktadir.
Nefelometri metodunda uzun zincir yag asidi olan triolein digliseritlere yikilmaktadir,
trioleinin yikimi bulanikliktaki azalmayla sonuglanmaktadir. Diger lipaz aktivitesi

tayin metodlar1 da tablo 2.1.’de 6zetlenmistir (Hasan vd., 2009).
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Kullanilan Metodlar

Kat1 Besiyerinde Tarama Metotlar

Substrat olarak yumurta sarisi
kullanim

Titrimetrik Metotlar
Nefelometri ve Tiirbidimetri

(Bulamikhik 6l¢iimii)

Triacilgliserolden serbest birakilmis
gliserol

Elektrik iletkenligi

Wilhelmy Plaka Metodu

Akustik dalga iletkenligi
Kolorimetrik metotlar

Flurometrik metotlar

Kiitle spektrometrisi
Kromatografik Metotlar, (HPLC ve

Gaz Kromatografisi)

Yiizeyler-arasi Gerilim izleme
(Interfacial tension monitoring)

Test kitleri
Lipoprotein Lipaz ELIZA Kiti
EnzChek Lipaz Substrati

Koumarin-bazli lipaz substratlari

™ . . ..
MarkerGene  floresan lipaz tayin Kiti

QuantiChromTM lipaz tayin Kiti
(DLPS-100)

Immiinolojik metotlar

NMR metodu

Atomik Gli¢ Mikroskopi
Kizil6tesi spektroskopi
Elektron mikrosbopi ile tespit
Radyoaktif Yontemler

Yag damlas1 metodu

Tablo 2.1. Lipaz enzimi aktivite tayin yontemleri (Hasan vd., 2009)

2.6.2. Lipazlarin Uygulama Alanlar

Lipazlar hayvansal ve bitkisel yaglarin islenmesinde, deterjan ve yag c¢ikarma
formulasyonlarda, gida islenmesinde, kimyasallarin ve ilaglarin sentezinde, kagit
tiretiminde ve ilaglarin iiretiminde yaygin sekilde kullanilmaktadir (Rubin ve Dennis,
1997a,b; Kazlauskas ve Bornscheuer, 1998). Lipazlar yagh atiklarin (Masse vd., 2001)

ve poliliretanlarin  (Takamoto vd.,

kullanilmaktadir.

2001) pargalanmasini
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Endiistri Etki Uygulama Uriinii
Siit tiriinleri | Siitlin, yagin hidrolizi, peynir Siit, peynir ve tereyaginda
olgunlagmasi, tereyaginin tat gelisim ajan1
modifikasyonu
Pastane Tat arttirma Raf dmriinii uzatma
iiriinleri
Icecekler Aroma arttirma Alkollii igecekler (sarap)
Gida isleme | Kalite arttirma Mayonez igleme ve
koptirtme
Dogal gida Transesterifikasyon Dogal besin
Et ve balik Tat gelisimi Et ve balik {iriinlerde yagin
giderilmesi
Camasirhane | Biyolojik bozulmanin azaltilmasi Camagir temizligi
Kozmetik Esterifikasyon Cilt ve giines kremi, dus
kremi
Surfaktan Lizofosfolipidlerin tiretiminde Poligliserol ve karbonhidrat
fosfolipazla yer degistirme yag asidi esterleri, sos ve
dondurma gibi gida
formulasyonlarinda
emiilsifiye edici ve
endiistriyel deterjan olarak
kullanilmaktadir.
Kimyasal Esterifikasyon Fenoksipropionat gibi
tarim herbisidler
maddesi
Tlag¢ Ekzopolyester alkolleri flag iiretiminde cesitli ara
iiriin iiretmek i¢in
kullanilmaktadir.
AKkaryakit Transesterifikasyon Biyodizel tiretimi
sanayi
Kirlilik Bitkisel ve hayvansal yaglarin Inatc1 lekeleri ¢ikarmak ve
kontrolii hidrolizi ve transesterifikasyonu bitkisel ve hayvansal
yaglar1 hidrolize etmek
Kagit sanayi | Hidroliz Kagit kalitesinin arttirimi

Tablo 2.2. Lipazlarin endiistriyel uygulamalari (Aravindan vd., 2006; Vulfson, 1994)
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2.6.2.1. Deterjan Endiistrisinde Kullamlan Lipazlar

Gelismis tiilkelerde deterjan igeriginde enzimlerin kullanimi oldukga yaygindir. Suan
mevcut olan deterjanlarin yarisindan fazlasi enzim igermektedir. Camasir deterjanlari
camasirlara yumusaklik katmasi, dayaniklilik saglamasi, yapisinin bozulmamasi, suda
dagilmamasi, gozlere ve ciltlere zarar vermemesi gibi ozellikler sayesinde olduk¢a
popiiler olmustur. Cok farkli marka ve camasir deterjani ¢esidi mevcuttur ve cogu bazi
kalite 6zelliklerine sahip oldugunu iddia etmektedir (Bajpai ve Tyagi, 2007). Son 20
yildan beri katalitik davraniglarinda harika bir beceri gosterdikleri icin lipazlarin
biyoteknolojik uygulamalarinin éneminde oldukga biiyiik artis meydana gelmistir.
Deterjan endiistrisindeki son trend ise sadece enerji kazanci degil aym1 zamanda
kumasin yapisimt ve kalitesini korumaya yardimci olmasiyla diisiikk sicaklikta
yikamadir (Weerasooriya ve Kumarasinghe, 2012). Deterjan endiistrisi miktar ve
deger bakimindan enzimlerin tiiketicisidirler. Deterjanlarda enzim kullanimi inatg1
lekeleri ¢ikarmaya ve deterjan1 gevresel olarak giivenilir hale getirmeye yardimci
olmaktadir. Giiniimiizde bir¢cok ¢amasir deterjani proteaz, amilaz, seliilaz ve lipaz gibi
enzim karigimini icermektedir (Jeon vd., 2009). Yaglar1 hidrolizleyebilmeleri
sayesinde lipazlarin endiistriyel ve evsel deterjanlarda katki maddesi olarak kullanimi1
oldukga genis bir kullanim alanina sahiptir. Deterjan lipazlar asagidaki gereksinimleri

karsiladiklar1 i¢in ozellikle segilir;
1. Diisiik substrat spesifitesi, yani ¢esitli karisitmlarin yaglarini hidroliz edebilmeleri
2. Nispeten zorlu yikama kosullarina dayanikli olmalari (pH 10-11, 30-60 °C)

3. Zararh siirfaktan ve enzimlere dayanikli olmalar1 (6rnegin, linear alkil benzen
stilfanatlar (LAS) ve proteazlar) gibi ozellikler bir¢ok deterjan igeriginde oldukga
Oonem tasimaktadir. Arzu edilen 6zelliklere sahip lipazlar kesiksiz tarama (Yeoh vd.,
1986; Wang vd., 1995; Cardenas vd., 2001) ve protein miithendisligi (Kazlauskas ve
Bornscheuer, 1998) kombinasyonundan elde edilmektedir. 1994 yilinda Novo
Nordisk Thermomyces lanuginosus fungusundan izole edilen ilk ticari rekombinant

lipaz1 “’lipolase’” piyasaya sunmustur.
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2.6.2.2. Gida Endiistrisinde Kullanilan Lipazlar
Yaglar gidalarin en 6nemli unsurlardan birisidir. Trigliseridlerin besinsel ve duyusal

degerleri ve fiziksel 6zellikleri gliserol omurgasindaki yag asitlerinin pozisyonu, yag
asitlerinin zincir uzunlugu ve doymamislik derecesi gibi faktorlerden biiylik oranda
etkilenmektedir. Lipazlar gliseriddeki yag asidi zincirlerinin yerlesimini degistirerek
ve yag asitlerinin bir ya da daha fazlasinin yenileriyle yer degisimiyle lipidlerin
Ozelliklerinin degismesine olanak saglamaktadir (Colman ve Macrae, 1980; Pabai vd.,
1995 a, b; Undurraga vd., 2001).

Yiiksek yag icerikli kakao yagi, palmitik ve stearik asit igerir ve erime 1s1s1 yaklasik
37 °C’dir. Agizda kakao yaginin erimesi ¢ikolata gibi iirlinlerde arzu edilen ferahlatici
duygu yaratmaktadir. Karigik hidroliz ve sentez reaksiyonlari igeren lipaz temelli
teknoloji daha az arzu edilen bazi yaglarin kakao yaglarina doniistiirilmesinde

kullanilmaktadir (Colman ve Macrae, 1980; Undurraga vd., 2001).

Metabolik aktiviteleri sayesinde ¢oklu doymamis yag asitleri, ilag ve gida katkilari
olarak artan bir sekilde kullanilmaktadir (Gill ve Valivety, 1997a; Belarbi vd., 2000).
Coklu doymamuis yag asitlerinin ¢ogu lipid membranlarin ve prostoglandinlerin normal
sentezi i¢in gereklidir. Mikrobiyal lipazlar ringa yag1, tonbalig1 yagi ve hodan yag1 gibi
hayvansal ve bitkisel yaglardan c¢oklu doymamis yag asitleri elde etmek igin
kullanilmaktadir. Serbest c¢oklu doymamis yag asitleri ve onlarin mono ve
digliseridleri, antikolesterolemikler, antiinflamatuarlar ve trombolitikleri i¢eren ¢esitli
ilaglarin tiretiminde kullanilmaktadir (Gill ve Valivety, 1997b; Belarbi vd., 2000).
Ayrica, lipazlar peynirin olgunlasmasinda, ekmek iiretiminde ve i¢eceklerin tadinin
gelisiminde kullanilmaktadir (Kazlauskas ve Bornscheuer, 1998). Lipazlar, et ve balik
triinlerinde yaglarin uzaklastirilmasina da yardimci olmaktadir (Kazlauskas ve

Bornscheuer, 1998).

2.6.2.3. Kagit Hamuru ve Kagit Endiistrisinde Kullanilan Lipazlar
Kagit hamuru ve kagit endiistrisi her yil biiyiik miktarda lignoseliilozik biyokiitleyi

islemektedir. Kagit hamuru iiretim teknolojisi yiiksek cesitlilik gdstermekte ve

mikrobiyal enzim uygulamalarina sayisiz firsat sunmaktadir.
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Tarihsel olarak, enzimler kagit endiistrisinde bazi kullanimlar bulmustur, fakat bunlar
ham nigasta modifikasyonu gibi alanlarla sinirli kalmistir (Bajpai, 1999). Agacin
hidrofobik bilesenleri ya da yapiskanimsi tabaka kagit hamuru ve kagit {iretiminde
ciddi problemlere neden olmaktadir (Jaeger ve Reetz, 1998). Lipazlar kagit yapiminda,
kagit hamurunda yapiskanimsi tabakayi kaldirmak i¢in kullanilmaktadir. Japonyadaki,
Nippon Kagit Endiistrileri, agag trigiliseridlerini %90’a kadar hidrolize eden Candida
rugosa fungal lipaz1 kullanarak yapiskanimsi tabakanin kontroliine yonelik metod

gelistirmiglerdir.

2.6.2.4. Organik Sentezlerde Kullanilan Lipazlar

Organik kimyasal sentezde lipazlarin kullanim1 artan bir sekilde 6nem kazanmistir.
Lipazlar kimyasal secici, bolgesel secici ve stereosecici doniisiimlerin biiyiik
cogunlugunda kullanilmaktadir. Organik kimyada katalist olarak kullanilan lipazlarin
¢ogu mikrobiyal orjinlidir. Bu enzimler reaksiyon karisiminda hidrofilik-lipofilik ara

yiizeylerde is géormekte ve organik ¢oziiciilere kars1 dayaniklilik gostermektedir.

Lipazlar su-sivi ara yiizeylerinde suyla karigmayan trigliseridlerin hidrolizini
katalizlemektedir. Verilen kosullar altinda, reaksiyon karisimindaki su igerigi lipaz
kataliz reaksiyonunun yoniinii belirlemektedir. Cok az ya da hi¢ su olmadiginda sadece
esterifikasyon ve transesterifikasyon tercih edilmektedir. (Klibanov, 1997). Asir1 su
oldugunda ise hidroliz tercih edilmektedir. Asir1 kritik ¢oziiciilerde bile lipaz
katalizleme reaksiyonu tanimlanmistir (Rantakyla vd., 1996; Turner vd., 2001; King
vd., 2001).

2.6.2.5. Oleokimya Endiistrisinde Kullanilan Lipazlar

Oleokimyasal islemlerde kullanilan lipazlar enerji kazandirmakta ve alkalizis,
asidolizis, hidrolizis ve gliserolizis sirasinda sicaklikla pargalanmayr minimize
etmektedir (Vulfson, 1994; Bornscheuer, 2000). Lipazlar triagilgliseroliin ester
baglarinin hidrolitik parcalanmasi dogada tasarlanmasina ragmen; lipazlar ¢ok az
miktarda su igeren ¢evrelerde ters reaksiyonu (ester sentezi) katalizleyebilmektedir.
Hidroliz ve esterifikasyon, inesterifikasyon olarak bilinen bir prosesle kendiliginden

meydana gelmektedir.
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Substratlara bagli olarak, lipazlar asidolizisi (acilin bir kismi agil gliserol ve
karboksilik asit arasinda yer degistirir) ve alkolizisi (agilin bir kismiagil gliserol ve
alkol arasinda yer degistirir) ve transesterifikasyonu (iki agil iki acil gliserolle yer

degistirir) katalizleyebilmektedir.

2.6.2.6. Cevre Yonetiminde Kullamlan Lipazlar

Biyolojik 1slah siirecinde lipazlarin kullanimi lipaz biyoteknolojisinde yeni bir alandir.
Lipid isleme tesisleri ve restoran atiklar1 farkli kaynaklardan elde edilen lipazlarin
yardimiyla temizlenebilmektedir. Bu sektorde, lipazlar hem dogal yerinde hem de
dogal yeri disinda kullanilabilmektedir (Pandey A., 1999). Endiistrilerde gdzlenen
hizli gelisim nedeniyle cevre kirliligi gitgide ciddi hale gelmistir. Kirlenmis
topraklarin enzimsel aritiminda lipaz iireten strainler anahtar rol oynamaktadir (Lin
vd., 2012). Atiksu aritiminda, biyolojik 1slahta, yagla kirlenmis c¢evrelerde, soguk
kosullarda ve aktif bilesiklerin sentezinde lipazlar biiyiik potansiyele sahipken
(Buchon vd., 2000), iliman boélgelerde sicaklikta meydana gelen biiyiikk mevsimsel
degismeler nedeniyle petrol ve yag gibi kirleticilerin parcalanmasinda

mikroorganizmalarin etkinligini biiyiik oranda azaltmaktadir (Ramteke vd., 2005).

2.6.2.7. Cay islemede Kullamlan Lipazlar
Siyah c¢ayin kalitesi biiyiik oranda ¢ay filizlerinin maruz birakildigi dehidrasyon,

mekanik frenleme ve enzimatik fermantasyonabagimlidir. Siyah ¢aymn iiretimi
sirasinda membran lipidlerinin enzimatik pargalanmasi karakteristik tat olusumu ile
ugucu bilesiklerin olusumunu baslatmakta bu ise tat gelisiminde lipidlerin 6nemini

vurgulamaktadir (Latha ve Ramarethinam, 1999).

2.6.2.8. Biyosensor Olarak Kullanilan Lipazlar

Mikrobiyal lipazlarin biyosensor olarak kullanimi gelecek vaad eden yeni bir alandir.
Biyosensorler dogada kimyasal ve elektronik olabilmektedir. Lipazlarin en 6nemli
analitik kullanimi klinik amaglar igin lipidlerin belirlenmesidir. En temel kavram
triacilgliserolden gliserol olusturmak, kimyasal ve enzimatik metodlarla serbest
gliserollerin ya da alternatif olarak esterlesmis yag asitlerinin miktarmni 6lgmek i¢in

lipazlardan faydalanilmaktadir.
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Spesifik olmayan lipaz, 6zellikle C. rugosa’nin spesifik yiiksek aktivitesi gliseroliin
hizli bir sekilde serbest kalmasii saglamak igin segilmektedir. C. rugosa lipaz
biyosensorii, DNA’daki biyotanima gruplarin1 optik olarak birlestirmek ig¢in

gelistirilmektedir (Pandey vd., 1999).

2.6.2.9. Tam Araci Olarak Kullanilan Lipazlar

Lipazlar tip sektoriinde hedef ila¢ ya da marker olarak kullanilmaktadir. Lipazlar tam
araci olarak kullanilabilmekte ve varlig1 ya da artan seviyeleri belirli hastalik ya da
enfeksiyon gostergesi olabilmektedir. Lipazlar gliserol olusturmak igin serum
trigliseridlerinin enzimatik belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu islem enzim baglh
kolorimetrik reaksiyonlarla belirlenmektedir. Kan serumundaki lipaz seviyesi akut
pankreatit ve pankreas yaralanmasi gibi durumlarin teshisinde tani araci olarak
kullanilmaktadir (Lott ve Lu, 1991). Akut pankreatit asir1 alkol kullanim1 ya da safra
kanalinin titkanmasinin bir sonucu olarak meydana gelmektedir. Serum tripsin seviye
ultrasonografisi, bilgisayarli tomografi ve endoskopla yapilan kolanjiyo
pankreatografi pankreatit i¢in en dogru laboratuvar gostergesi olmasina ragmen, serum
amilaz ve lipaz seviyesi akut pankreatitin tanisin1 dogrulamada halen kullanilmaktadir
(Munoz ve Katerndahl, 2000). Kronik pankreatit tanisi ve ekzokrin pankreatit
yetersizligin varlig1 serum amilaz, pankreatik izoamilaz, lipaz, tripsinojen ve elastaz
Olglimiiyle belirlenmektedir (Pezzilli vd., 2000) . P. acnes (Pezzilli vd., 2000),
Corynebacterium acnes (Higaki vd.,2000) ve Staphylococcus aureus (Simons vd.,
1996) gibi patojenik bakteri lipazlar1 akne hastalarinda deri dokiintiisii seklinde

kendisini gostermektedir.

2.6.2.10. Kozmetikler ve Parfiimlerde Kullamilan Lipazlar

Lipazlar kozmetikler ve parfiimlerde ylizey aktif madde ve aroma tiretiminde aktivte
gosterdikleri i¢in potansiyel uygulamalara sahiptir. Retinoidler (Vitamin A ve
tiirevleri) cilt bakim {riinleri gibi kozmetik ve ilaclarda biiyiik ticari potansiyel
gostermektedir. Suda c¢oziinen retinol tiirevleri immobolize lipazlarin katalitik

reaksiyonlarindan hazirlanmaktadir (Metzger ve Bornscheuer, 2006).

2.6.2.11. Tibbi Uygulamalarda Kullanilan Lipazlar
Petek giivesi (Galleria mellonella)’den izole edilen lipazlar Mycobacterium

tuberculosis (MBT) iizerinde bakteriosidal etkiye sahip oldugu bulunmustur. Ik

calisma ilaglarin umut vaad eden yeni kaynaklarin bulunmasi i¢in biyolojik ve diger
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materyallerin secili olmayan incelenmesinin bir pargasi olarak dikkate alinmaktadir.
Candida rugosa’dan elde edilen lipaz diisiik serum kolesterol seviyesinde kullanilan
bir ila¢ olan lovastatin sentezinde kullanilmaktadir. S. marcescens lipazi {izerine
yiiriitiilen bir caligma 3 fenilglisidik asit esterinin asimetrik hidrolizi yaygin sekilde
koroner damar genisletici olarak kullanilan diltiazem hidroklorin sentezinde anahtar

ara lirlin oldugunu gostermistir (Matsumae vd., 1993).
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Cins Tiir Kaynak
C. rugosa Wang vd., 1995; Frense
vd.,
1996; Yee vd., 1995;
Brocca vd., 1998;
Xie et vd., 1998
C. tropicalis Takahashi vd., 1998
Candida C. antarctica Weber vd., 1999; Jaeger
ve Reetz, 1998; Arroyo
vd., 1999
C. cylindracea Kamiya ve Gotto, 1998;
Helisto ve Korpela, 1998
C. parapsilosis Lacointe vd., 1996
C. deformans Lacointe vd., 1996
C. curvata Ghosh vd., 1996
C. valida Ghosh vd., 1996
Yarrowia Y.lipolytica Merek ve Bednasski,
1996;Pignede vd., 2000
Rhodotorula Rho. glutinis Papaparaskevas vd., 1992
Rho. Pilimornae Tahoun vd., 1985
Pi. bispora Hou, 1994
Pichia Pi. maxicana Hou, 1994
Pi. Sivicola Sugihara vd., 1995
Pi. xylosa Sugihara vd., 1995
Pi. Burtonii Sugihara vd., 1995
Saccharomyces Sa. lipolytica Tahoun vd., 1985
Sa. Crataegenesis Hou, 1994
Torulospora Torulospora globora Hou, 1994

Trichosporon

Trichosporon asteroides

Dharmsthiti ve
Ammaranond, 1997

Tablo 2.3. Lipaz tireten mayalar (Sharma vd., 2001)
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOTLAR

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan Ornekler

Siit ve siit {irlinlerinde mayalarin neden oldugu bozulmalar bu iriinlerde bulunan
mayalarin lipolitik ve proteolitik aktiviteleri sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Uriinlerdeki
mayalarin izolasyonunda Gaziantep ilinde iiretilen siit ve siit iiriinleri (yogurt, tereyagi,
Antep peyniri, kaymak ve lor peyniri) kaynak olarak kullanilmistir. Bozulma stirecini

hizlandirmak igin siit lirtinleri 4 giin boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.

3.1.2. Mayalarin izolasyonu ve Tammlanmasinda Kullanilan Besiyerleri
1. Tripton Glikoz Yeast Ekstrakt Kloramfenikol Agar (TYGCA)

Tripton 59
Yeast ekstrakt 50
Glukoz 100 g
Kloramfenikol 100 mg
Agar (Oxoid) 159
Distile su 1000 ml

Bu besiyeri mayalarin izolasyonunda kullanilmistir (Deak vd., 1998; Welthogen ve

Viljaen, 1999; Beuchat vd., 2001).
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2. Tribiitirin Agar

PDA 399
Tribiitirin 10 ml
Distile su 1000 ml

Bu besiyeri mayalarin lipolitik aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilmistir (Rapp ve

Backhaus, 1992).

3.1.3. Cozelti, Tampon ve Boyalar
Calismada kullanmis oldugumuz ¢ozelti ve kimyasallar asagida yer almaktadir.

Peptonlu Su
Pepton 1g
Distile Su 1000 ml

Siit tirlinlerinden maya izolasyonu i¢in diliisyonlarin hazirlanmasinda kullanilmistir.

Lizis Soliisyonu

2 mM Tris-HCI

10 mM KCI

0,3 mM MgCl:
%0,02 Triton-x-100
10 mg/I Proteinaz K
0,917 g/l Dithiothreitol

Kloroform / izoamilalkol; 24:1 v/v

24 kisim kloroform ve bir kisim izoamilalkol karistirilarak hazirlanmistir.
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Tris-Borate-EDTA tamponu (TBE)
Stok Soliisyon (5x/1t)
54 g Tris base
27,5 g Borik asit
20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
Ix Calisma Soliisyonu
89 mM Tris base
89 nM Borik asit
20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
dNTP Karisim (Thermo; her deoksintikleotidtrifosfattan 100 mM)
Primerler
ITS1-5 -TCCGTAGGTGAACCTGCGG —3°
ITS4 -5 —TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’
Tag DNA Polimeraz (Thermo 500 U)
MgCl2 Soliisyonu  (Thermo 500 U)
Marker DNA’lar  (Fermantas)
Jel Yiikleme Tamponu
- % 0,25 Bromfenol mavisi
Etidyum Bromiir Soliisyonu

Stok soliisyon; 10 mg Etidyum bromiir 1 ml distile suda ¢6ziilerek hazirlanmaktadir.
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3.1.4. Cahismadan Kullanilan Bashca Cihazlar

- Hassas terazi (Denver Instrument)

- Vorteks

- Etiiv (Memmert)

- Mikrosantrifiij (Niive)
-Spektrofotometre (Thermo Multiskan)

- Yatay elektroforez ( Thermo Easy Cast)
- Gii¢ kaynag

- Thermal Cycler (Thermo)

- Jel goriintiileyici (Bio Rad Gel Doc)

3.2. Metod

3.2.1. Siit ve Siit Uriinlerinde Bulunan Mayalarin izolasyonu

Gaziantep iline ait siit ve siit 0rneklerinden mayalarin izolasyonu i¢in ¢esitli siit ve siit
iriinleri 6rneklerinden10 g/ml alinarak icerisinde 90 ml steril peptonlu su bulunan
erlenlere aktarilarak 10 dakika homojenize edilmistir. Karisim homojenize hale
getirildikten sonra 10’lik seyreltmeden icerisinde 9 ml fizyolojik su bulunan tiiplere
I’er ml almarak 102, 103, 10% 10°lik ardisik seyreltmeler yapilmistir. Bu
seyreltmelerden 1’er ml almarak TGYCA (Tripton Glikoz Yeast Ekstrakt
Kloramfenikol Agar) iceren petrilere aktarilarak paralel ekim yapilmustir. 30 °C’de 3
giin inkiibasyona birakilan petrilerde gelisen maya kolonilerinin toplam sayilari
belirlenmistir. Belirlenen bu kolonilerden farkli goriiniise sahip olanlar secilerek saf
kiiltir etmek amaciyla yatik olarak hazirlanmis TGYCA igeren ortamlara aseptik
kosullarda alinarak 30 °C’de 3 giin inkiibe edildikten sonra stok kiiltiir olarak

kullanilmak iizere +4 °C’de saklanmustir.
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3.2.2. izolatlarin Tribiitirin Agarda Ekstraselliiler Lipaz Akvitelerinin
Belirlenmesi
Maya izolatlarinin lipolitik aktivitelerinin tespiti amaciyla Tributirinli Agar besiyerleri

hazirlanmigstir. Potato Dekstroz Agar’a %1 oraninda tribiitirin ilave edilerek hazirlanan
ortam 121°C’de 15 dakika bekletilerek sterilize edilmis ve daha sonra tribiitirinin
emiilsifikasyonunu saglamak i¢in besiyeri ortami iyice karistirllmis ve daha sonra
aseptik kosullarda petrilere aktarilmistir. Petriler oda sicakliginda bekletilerek
sogumaya birakilmistir. Bir gece dnce TGYCA’da aktive edilen mayalar 1 ml’lik
Fizyolojik tuzlu su igerisine inokiile edilmis ve siispanse edilen mayalar Tributirinli
Agar iceren petrilere 50 pl’lik spot ekimler yapilmistir. 30 °C°de 5 giin inkiibasyona
birakilan petrilerdeki agilma zonlar1 Olgiilerek mayalarin  lipaz  aktiviteleri

belirlenmistir.

3.2.3. Lipolitik Aktiviteye Sahip Mayalardan DNA izolasyonu
Lipolitik aktivite gdsteren maya izolatlatinin genotipik tiplendirilmesinde kullanilmak

iizere genomik DNA izolasyonu yapilmustir. izolasyon islemi asagidaki siraya gore

gerceklestirilmistir.

1.Potato Dextrose Agarda aktive edilen 5 giinliik kiiltiirden bir 6ze dolusu alinarak
icerisinde 100 pl lizis soliisyonu bulunan 1,5 ml’lik eppendorf tiipiin igerisine transfer
edilir. Olusturulan siispansiyon iyice karistirilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibasyona

birakilir (Inkiibasyon sirasinda tiiplerin iyice karismasi saglanir).

2. 100 °C’lik su banyosunda 15 dakika bekletilen tiipler daha sonra 14.000 g’de 15
dakika santrifiij edilir.

3. Ustteki s1v1 dikkatlice alinarak yeni bir eppendorf tiipiin igerisine aktarilir.

4. Niikleik asitlerin ¢oktiiriilmesi i¢in esit hacimde soguk etanol ilave edilir. (-20 °C’de
30 dakika)

5. Elde edilen karisim 14.000 g’de, 4 °C’de, 15 dakika santrifiijlenir ve iistteki siv1

atilir kalan pellet liyofilizatérde kurutulur.

6. Son asamada ise, pellet 100 ul distile suda tekrar siispanse edilir (Fernandez vd.,

1999, Chen vd., 2000; Peterson vd., 2001).
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3.2.4. izole edilen DNA’larin Saflik Kontrolii
izole edilen genomik DNA’lar agaroz jel elektroforezde kontrol edildikten sonra

spektrofotometre kullanilarak saflik kontrolleri ve miktar tayinleri yapilmistir

(Sambrook vd., 1989; Ausubel vd., 1997).

Agaroz jel elektroforez, % 1,5’luk agaroz igeren 5 pg/ml etidyum bromid’li jelde
gerceklestirilmistir. Jel hazirlama ve elektroforez asamasinda TBE tamponu
kullanilmis, 5 pl DNA soliisyonu, 2 pl yiikleme soliisyonuyla karistirilarak 50 V’ta
45 dakika yiritme yapilmistir. Elektroforez isleminde O'GeneRuler 50 bp DNA
marker olarak kullanilmistir. Yiriitme islemi sonunda baslangi¢ noktasina yakin,
yiiksek molekiil agirlikli tek bir bant gozlenmesi, izole edilen DNA’larin tam bir
biitiinliige sahip oldugunu gostermektedir (Sambrook vd., 1989; Ausubel vd., 1997).

3.2.5. DNA’larin ITS PCR ile Amplifikasyonu
Amplifikasyon islemi optimizasyonu yapilmis 25 pl’lik reaksiyon karisiminda

gerceklestirilmistir. Asagidaki bilesenler PCR tiipiine toplam reaksiyon hacmi 25 pl

olacak sekilde ilave edilmistir.

- Ultra saf su 10,65 pl

- PCR reaksiyon tamponu 2,5l

- MgCl, 3,6 ul

- ANTP karisimi 1,0 ul

- ITS 1 primer 1,0 ul

- ITS 4 primer 1,0 ul

- Taq polimeraz 0,25 pul

- Kalip DNA 5,0 ul (20-50 ng DNA)
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Amplifikasyon islemi Thermal Cycler’da
gerceklestirilmistir;

- {lk denatiirasyon islemi 95 °C’de, 5 dakika

- 40 dongti, her dongiide;
. 95%C’de 1 dakika
II. 58°C’de 2 dakika
. 72°C’de 3 dakika

(Thermo) asagidaki

Son déngiiden sonra PCR tiipleri 72 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.

Reaksiyon bittikten sonra PCR tiipleri 4 °C’de bekletilmistir.

3.2.6. ITS PCR Uriinlerinin Elektroforezi

kosullarda

Elektoroforez isleminde Thermo marka 24.5 x 18 cm boyutlarinda bir cihaz

kullanilmistir. Elektoroforez, 80V ta 3 saat siirdiiriilmiis Bromfenol mavisi baslangi¢

noktasinda 11 cm uzaklasinca sonlandirilimistir. Elektoroforezde TBE tamponu

kullanilmis ve islem %1,5’luk agaroz jelde gerceklestirilmistir. Yanisira, agaroz jel

igerisine, son konsantrasyon 0,5 pg/ml olacak sekilde 10 mg/ml’lik Etidyum bromiir

sollisyonundan ilave edilmistir (Ausubel vd., 1997; Fernandez vd., 1999, Chen vd.,

2000; Peterson vd., 2001).

Elektroforez isleminde, 3 ul jel yiikleme tamponu ve 8 ul PCR iirtiniiyle karigtirilarak

kuyucuklara yiiklenmis, 6rneklerle beraber DNA marker1 da kuyucuga yiiklenerek

(O'GeneRuler 50 bp DNA) jelde yiiriitiilmustiir.

Elektroforez islemi asagidaki sekilde gergeklestirilmistir.

1. Elektroforez isleminden 6nce cihazin tepsisi ¢ikarilarak iyice temizlenir.

2. Cihazin tanklar1 uygun seviyeye kadar TBE ile doldurulur.

3. 250 ml’lik temiz bir erlen igerisine 100 ml TBE ile 1,5 g agaroz ilave edilerek

stispanse edilir.

4. Hazirlanan agaroz siispansiyonu mikrodalga firinda eritilerek berraklastirilir.
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10.

11.

12.

Agaroz soliisyonu 60 °C’a kadar sogutulur ve son konsantrasyon 0,5 ug/ml olacak

sekilde 10 mg/ml’lik Etidyum bromiir soliisyonundan ilave edilir.
Elektroforez tepsisine taraklar yerlestirilerek 0,5 — 1 mm’lik yiikseklige ayarlanir.

60 °C’a sogutulan agaroz soliisyonu jelde hava kabarcigi olusmayacak sekilde

elektroforez tepsisine dokiiliir.
Oda sicakliginda bekletilerek donmasi saglanan jeldeki taraklar dikkatlice ¢ikartilir.
Elektroforez tankina jelin yiizeyini 1 mm kaplayacak sekilde TBE ilave edilir.

PCR firiinleri ve marker DNA yiikleme tamponuyla birlikte kuyucuklara

yiiklenerek elektroforez islemi baslatilir.

Elektroforez islemi bromfenol mavisi baglangi¢c noktasinda 11 cm uzaklasinca

sonlandirilir.

Jelde ayrilan bantlar UV transliiminitérde incelenerek analiz edilir.
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BOLUM 4
BULGULAR VE TARTISMA

4.1. BULGULAR

4.1.1. izolatlarin Elde Edilmesi

Gaziantep ilinde Siit tiriinleri tiretim tesisisinden 5 farkli 6rnek elde edilmistir. Daha
once 3.2.1. nolu boliimde anlatildigi yontemle 5 farkli siit orneginden farkli
morfolojiye sahip maya kolonileri secilerek toplam 66 adet izolat elde edilmistir. Siit
orneklerindeki toplam maya sayilar1 10%-10° arasinda oldugu bulunmustur. Siit ve siit

iriinlerinden izole edilen maya sayilar1 ve izolat numaralar1 asagidaki c¢izelgede

verilmigtir.
Ornek Toplam Izolat Numaralari
Maya Sayisi
Yogurt 6x10° Y1,Y2,Y3,Y4,Y5Y6,Y7,Y8
Antep Peyniri 1x10* AP1,AP2,AP3,AP4,AP5,AP6
Kaymak 1,2x10° K1,K2,K3,K4,K5,K6,K7,K8,K9,K10,K11,K12,
K13,K14,K15
Lor Peyniri 1,5x10° LP1,LP2,LP3,LP4,LP5,LP6,LP7,LP8,LP9,LP10,
LP11,LP12,LP13,LP14,LP15,LP16
Tereyagi 1,8x10* T1,T2,T3,T4,T5,T6,T7,T8,T9,T10,T11,T12,T13,

T14,T15,T16,T17,T18,T19,7T20,T21

Tablo 4.1. Mayalarin Izole Edildigi Kaynaklara Gére Tiirlerin Dagilimi
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4.1.2. Koloni morfolojisinin incelenmesi
Koloni morfolojilerinin incelenmesi amaciyla petri plaklarina TGYCA (Tryptone

Glucose Yeast Extract Chloramphenicol Agar) besiyerleri hazirlandi. Her bir siit
iiriiniinden paralel ekim yéntemiyle TGYCA besiyerlerine ekildi ve 30°C’de 72 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi olusan tek koloniler koloni mikroskobunda

incelenerek koloni morfolojileri saptandi.

Resim 4.1. Yogurttan izole edilen mayalarin TGYCA’da 3 giinliik genel koloni
goruntiisi

Resim 4.2. Kaymakdan izole edilen mayalarin TGYCA’da 3 giinliik genel koloni

gorunusu
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Resim 4.3. Lor peynirinden izole edilen mayalarin TGYCA’da 3 giinliik genel koloni
goruntisi

Resim 4.4.Tereyegindan izole edilen mayalarin TGYCA’da 3 giinliik genel koloni

goruntsi
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Resim 4.5. Gaziantep peynirinden izole edilen mayalarin TGYCA’da 3 giinliikk genel
koloni goriiniisii

4.1.3. izolatlarin Tribiitirin Agardaki Ekstraseliiler Lipaz Aktivite Tayini

Farkl1 koloni morfolojisine sahip 66 izolat lipolitik aktivite tespiti amaciyla Tributirinli
Agar Dbesiyerlerine ekilmistir. Lipaz pozitif izolatlar besiyerinde tributirinin
parcalanmasina bagli olarak berraklik olugsmakta negatif izolatlar da ise herhangi bir
degisim gozlenmemektedir. Lipolitik aktivitenin degerlendirilmesinde berraklik

derinligi 1. giinden sonra Olglildii ve 5. giline kadar devam edildi.

Resim 4.6. %1’lik Tribiitirin igeren Potato Dextrose Agar’da kaymak orneklerinin
30 °C’de kolonilerin 5 giinliik gériintimii
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Resim 4.7. %1°lik Tribiitirin iceren Potato Dextrose Agar’da tereyagi drneklerinin

30 °C’de kolonilerin 5 giinliik gériintimii

Resim 4.8. %1°lik Tribiitirin igeren Potato Dextrose Agar’da yogurt drneklerinin
30 °C’de kolonilerin 5 giinliik gériintimii
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Resim 4.9. %1’lik Tribiitirin i¢eren Potato Dextrose Agar’da lor peyniri 6rneklerinin
30 °C’de kolonilerin 5 gilinliik gériintimii
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izolat No 120 saat | izolat No | 120saat | izolat No 120 saat
Y1 1 K12 1 T5 1
Y2 1 K13 0,5 T6 -
Y3 1 K14 0,5 T7 1,5
Y4 1 K15 1 T8 1
Y5 - LP1 1 T9 1
Y6 - LP2 3 T10 1
Y7 1,5 LP3 1 T11 1
Y8 1 LP4 - T12 1
AP1 - LP5 1 T13 1
AP2 - LP6 - T14 1
AP3 - LP7 - T15 2
AP4 - LP8 - T16 1
AP5 1 LP9 - T17 1
AP6 - LP10 - T18 1
K1l 1 LP11 - T19 -
K2 1 LP12 - T20 1
K3 1 LP13 - T21 2
K4 1 LP14 -
K5 2 LP15 1
K6 1 LP16 1,5
K7 0,5 T1 -
K8 1 T2 -
K9 2 T3 15
K10 1 T4 -
K11 1 T5 1,5

Tablo 4.2. izolatlarin Tribiitirin Agarda Biiyiime Esnasinda Olusan Lipaz

Aktivitesi(mm agik zon)

-: Lipaz aktivitesi negatif
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4.1.4. DNA izolasyonu
Koloni morfolojisi farkli olan 66 izolatin lipolitik aktivitesi yapilmis ve bunlardan

yiiksek lipolitik aktiviteye sahip olan 20 izolat se¢ilmistir. Elde edilen 20 izolat
Petersen vd.’ne (2001) gore genomik DNA izolasyonu yapilmistir.

4.15.ITSPCR
Yiiksek lipolitik aktiviye sahip olan orneklerden elde edilen DNA’lar ITS1 ve ITS4

primerleri ile 5,8S rRNA genlerini ifade eden ITS dizileri sekans analizi i¢in amplifiye

edilmistir. Bu islem sonucunda ¢ogaltilan DNA’larin, agaroz jel elektroforezinde

gbzlenen bantlar1 Resim3.10°da gésterilmistir.

Resim 4.10. Yiiksek lipaz aktivitesine sahip drneklerin, PCR sonucunda elde edilen
DNA bantlarinin elektroforez goriintiisii

4.1.6. DNA Dizi Analizi

Elde edilen amplikonlar sekans analizleri i¢in 96 kuyucuklu pleyt icerisinde sekans
firmasina gonderilmistir. Firma saflagtirmay1 takiben NextSeq Series cihazi ile sekans
analizini gerceklestirmistir. Elde edilen sekanslar gen bankasi ile karsilastirilmistir. Bu
amacla National Center of Biotechnology Information’in web sayfasindaki
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programi
kullanilmistir. Sekans analizi sonucunda yiiksek lipolitik aktiviteye sahip suslarin tiir
diizeyinde identifikasyonlar1 gergeklestirilmistir. Tanimlanan suslarin dagilimi

asagidaki tabloda gosterilmistir.
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izolat Tiir Genetik Benzerlik

Orani (%)
Al Kluyveromyces lactis PMM-410 L 99%
A6 Candida intermedia B-NC-12-F29 99%
K13 Candida intermedia B-NC-12-F29 99%
K14 Candida intermedia B-NC-12-F3 99%
K15 Kluyveromyces marxianus ZT-Kma.11 99%
K3 Yarrowia lipolytica M3 91%
K7 Candida intermedia B-NC-12-F29 99%
L14 Pichia fermentans 10651 98%
L3 Candida intermedia B-NC-12-F3 99%
T13 Kluyveromyces marxianus ZT-Kma.11 99%
T14 Candida intermedia C1/23 99%
T15 Kluyveromyces marxianus LEV-03-ITTG 97%
T19 Candida intermedia C1/23 99%
T1 Kluyveromyces marxianus Kw1609 98%
T20 Pichia fermentans 10651 99%
T3 Kluyveromyces marxianus WM 03.289 99%
T6 Kluyveromyces marxianus ZT-Kma.8 99%
Y2 Kluyveromyces marxianus ZT-Kma.11 99%
Y6 Kluyveromyces marxianus WM 03.289 98%
K4 Candida intermedia B-NC-12-F3 99%

Tablo 4.3. DNA dizi analizi sonucu tanimlanan izolatlar
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BOLUM 5
TARTISMA VE SONUC
Gidalarin bozulmasi biiyiik bir ekonomik kayba yol agmasina ragmen altinda yatan

mekanizmay1 anlamak halen giictiir. Bozulmaya neden olan organizmalarin yiiksek
sayida mevcudiyeti gidalarin bozulmasina neden olacagi ¢ok acgiktir. Ancak
mikroorganizmalarin yiliksek sayiya ulagsmasi ve meydana gelen bozulma gidanin
¢esidine, mevcut i¢ ve dis faktorlere, bozulmaya neden olan spesifik
mikroorganizmalarin aktivitelerine bagli olarak Onemli derecede degisiklik

gosterebilmektedir.

Siitlin kimyasal kompozisyonu maya tiirlerinin ¢esitli biyokimyasal ve fizyolojik
ozellikleri sayesinde gelisimi desteklemektedir. Siit ve siit {iriinlerinde bulunan
mayalarin siit ve siit lirlinleri tiretiminin ilk asamalarinda olduk¢a 6nemli oldugu,
bircogunun mikrofloranin 6nemli bir bileseni oldugu diisiiniilmekte, hepsi olmasa bile
slit lirlinlinlin olgunlagmasi sirasinda 6zellikle peynirlerde dogal kontaminant olarak
bulunmaktadirlar. Cig ve pastorize siit siklikla mayalarla kontamine olmasina ragmen
populasyonun bakterilerle karsilastirildiginda; genellikle diisiik oldugu (<10*cfu/ml)
mayalarin gelisiminin ise hizli gelisen bakterilerin sinirlandig1 bildirilmistir (Fleet,
1990; Deak, 1991). Siitteki bakteri ve maya etkilesimleri ilizerine yapilan ¢aligmalar,
maya gelisimini sinirlayan mekanizmanin belirlenmesine yonelik olmugtur. Muhtemel
aciklamalar bakteriler tarafindan substrati kullanmak i¢in yapilan rekabet ya da
bakteriyel metabolitlerin mayalar {izerine antogonistik etki yaptig1 yoniindedir. Birgok
yumusak peynir bakteri ve mayalarin gelisimini de desteklemektedir (Choisy vd.,
1987; Gripon, 1987).

Macaristan da yapilan bir ¢alismada siit {irlinlerindeki mayalarin biiylik ¢esitlilik
gosterdigi belirlenmistir. Bu calismada siit iirlinlerinden toplanan 62 izolat basit
identifikasyon yontemiyle tanimlanmis ve izolatlar 26 tiir igerisinde gruplandirilmistir.
En sik karsilasilan izolat D. hansenii (% 22.6), G. candidum (% 16.1), Y. lipolytica (%
9.7), K. lactis(% 4.8) ve C. catenulata olmustur.
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Bu baskin maya tiirleri Onceki raporlara gore cesitli siit iirlinlerinde siklikla
gozlenmistir. Roostita ve Fleet (1996) Kamember ve mavi damarli peynirlerden elde
ettikleri 240 izolatta D. hansenii, C. lipolytica, D. kefyr, C. intermedia, S. cerevisae,

C. albidus ve K. marxianus tiirlerini en sik karsilasilan tiirler olarak belirlemislerdir.

Tempel ve Jacobsen (1998) ¢ig siit ve mavi damarli yar1 yumusak geleneksel bir
Danimarka peyniri olan Donoblo’nun olgunlagmasi sirasinda mayalarin varligini
calismiglardir. Donoblo’nun iiretiminde en baskin tiiriin Candida famata (teleomorph:

D. hansenii) ikinci olarak da C. catenulate oldugunu bildirmislerdir.

Prillenpen vd. (1999) Avusturya, Danimarka, Fransa, Almanya ve Italya gibi
tilkelerdeki farkli peynirlerde 39 tiirle iligkili 76 strain izole etmis; D. hansenii, G.
candidum, I. orientalis, K. lactis, K. marxianus, S. cerevisae, Y. lipolytica ve C.
catenulate en baskin tiir olarak belirlemistir. Andrighetto vd. (2000) italyan inek,
buffalo, ke¢i ve Yunan koyun peynirinden 48 strain izole etmis ve bunlarin 42’ sinin
S. cerevisae, K. marxianus, K. lactis, D. hansenii, Y. lipolytica, T. delbrueckii

oldugunu belirlemislerdir.

Yapilan bu calismada Gaziantep iline ait farkls siit 6rnekleri toplanmis ve elde edilen
orneklerden maya izolasyonu yapilmistir. Daha dnceki ¢caligsmalarda aragtirmacilar st
ve siit liriinlerinde bozulmaya neden olan mayalarin izolasyonunda TGYCA (Tripton
Glikoz Yeast Ekstrakt Kloramfenikol Agar) besiyerini kullanmiglardir. Yapmis
oldugumuz c¢aligmada siit ve siit Uriinlerinde bozulmaya neden olan mayalarin
izolasyonu i¢in TGYCA kullanilmistir. Bu besiyerinde igerilen kloramfenikol kiif
tiremesine engel oldugundan dolayr mayalarin izolasyonunda 6nemlidir (Deak vd.,

1998).

Cesitli gida kaynaklarindan izole edilen mayalarin tanilanmasinda biyokimyasal,
fizyolojik ve morfolojik karakterleri kapsayankonvansiyonel ve molekiiler biyolojik
yontemler kullanilmaktadir. Siit  {irlinlerindeki mayalarin  tanimlanmasinda
biyokimyasal ve fizyolojik testlerin giivenilir olmadigi Rohm vd. tarafindan
gosterilmistir. Farkli siit triinlerindeki mayalarin  biyokimyasal 6zelliklerinin
karsilastirilmali analizi, farkli orjine sahip olan benzer tiirler i¢in farkli sonuglar
tiretebilecegini gostermistir. Standart fenotipik testler genellikle bir grup maya tizerine

uygulansa da bir diger grup i¢in yararli olmamaktadir.
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Askomisetik mayalarin karakterizasyonu icin kullanilan bir¢ok test basidiomisetik
mayalarin tanimlanmasi i¢in uygun olmamaktadir. DNA fingerprinting teknikleri,
D1/D2 domaininin sekans analizi temelli yaklasimlar ve fenotipik c¢alismalar gida

bozulmasina neden olan mayalar i¢in giivenilir tan1 sistemleri olmustur.

DNA sekans tayini, identifikasyon, taksonomik ve filogenetik ¢alismalar igin
kullanilan en 6nemli karakterdir. rDNA’nin avantaji, biitiin yasayan organizmalarda
bulunmasi ve ¢oklu kopyalar halinde ortak bir evrimsel orijine sahip olmasidir ve ¢ok
korunmus olan rDNA bir tiire ait olan biitiin strainler arasinda hem farkliliklar1
gostermek hem de daha yiiksek taksonlar1 betimlemek icin kullanilmaktadir
(Kurtzman, 2006). Bu nedenle, 2000’li yillarda molekiiler biyolojik yOntemlerin
giindeme gelmesiyle bircok maya genus ve tiirii i¢in klasik yontemlerin molekiiler

biyolojik yontemlerle desteklenmesi geregi ortaya ¢ikmistir (Boekhout vd., 2003).

Bilinen tiim mayalarin D1/D2 bélgesinin sekanslarina NCBI, EMBL ya da DDBJ
sekans veritabanlarina ulasilabilmektedir. Son 15 yildir yapilan kapsamli aragtirmalar
D1/D2 domaininin mayalar arasinda yeterli derecede farkli oldugunu ortaya ¢ikarmas,
tir i¢i ve tirler arasi iliskinin belirlenmesinde kullanilabilecegini gostermistir
(Kurtzman ve Robnett,1997; 1998; Fell vd., 2000). Kurtzman ve Robnett (1998)
askomisetik mayalarin benzer tiirlere ait bu bolgede % 1’den daha az niikleotid
farklilign sergiledigini gostermistir. Diger yandan Fell vd. (2000) basidiomisetik
mayalarin farkli tiirlerinde D1/D2 domaininin 600 baz ¢iftinin iki niikleotidinde
farklilik gosterdigini varsaymustir. Suanki sekans veritabani1 asko-basidiomisetik
mayanin 700 D1/D2 sekansim1 icermektedir ve agirlikli olarak maya

taksonomistlerinden gelen yeni bilgilerle devamli olarak zenginlesmektedir.

Arastirmamizda izole edilen maya izolatlarinin tanilanmasi igingenetik ve molekiiler
biyolojik yontemlerin her ikisinden deyararlanilmis, yliksek lipolitik aktiviteye
gosteren izolatlar internal transcribed spacer (ITS) 5,8S ribozomal DNA bdlgesinin
(ITS-PCR) PCR amplifikasyonu kullanilarak da tanilamaya tabi tutulmustur. PCR
amplifikasyonu sonucu olusan PCR fragmentlerinin, sekans analizi yapilmis ve
genotipik tanilamanin dogrulugu test edilmistir. Elde edilen 20 izolat Candida
intermedia (% 40), Kluyveromyces marxianus (% 40), Pichia fermentans (% 10),
Kluyveromyces lactis (% 5) ve Yarrowia lipolytica (% 5) seklinde dagilim

gostermistir. Proteaz, fosfolipaz ve lipaz gibi mikrobiyal enzimler siit {irtinlerinin
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bozulmasima indirekt etki ederler, bu enzimler enzim {iireten mikroorganizmalar
tarafindan pargalansa bile gida da degismeden aktif kalabilmektedir. Ornegin; ¢ig
stitteki fosfolipaz iiretimi siitiin dogal lipazlarinin yag asitlerine donlismesi nedeniyle
ac1 tat olusumu meydana getirmektedir (Fox vd., 1976). Sicakliga dayanikli lipazlar
UHT siitte eksi tat gelisimiyle iliskilendirilmektedir. UHT siit, yag, bazi peynirler ve
slit tozu gibi Uriinler kalint1 lipazlardan bile etkilemektedir. Kisa zincirli yag asitlerinin
serbest kalmasi eksi tat ve koku olusumu meydana getirirken, uzun zincirli yag
asitlerinin serbest kalmasi sabusnsu tat meydana getirmektedir. Doymamis yag
asitlerinin aldehit ve ketonlara oksidasyonu okside bir tat olsumu meydana
getirmektedir (Deeth ve Fitz-Gerald, 1983). Tereyaginin eksimesine ¢ig siitteki lipaz
aktivitesi ya da son iiriin tereyagindaki sicakliga dayanikli mikrobiyal lipazlar neden
olmaktadir. Yapmis oldugumuz ¢alismada, siit ve siit irlinlerinden elde edilen 66 izolat
tribiitirin agarda biiylime boyunca olusan ekstraseliiler lipaz aktivitesi de ol¢iilmiistiir.
Al, A6, K3, K4, K7, K13, K14, K15, L3, L14,T1, T3, T6, T13, T14, T15, T19, T20,
Y2, Y6 numarali izolatlarin 120 saat sonunda en yiiksek lipaz aktivitesine sahip oldugu

belirlenmistir.

Lipazlar genis ¢apta kullanilan ¢ok yonlii enzimlerdir. Lipazlarin ince kimyasallarin
tiretiminde ve oleokimya endiistrisindeki yliksek degerli uygulamalardaki 6nemi giin
gectikce artmaktadir. Lipazlar bolgeselsegici ve stereosegici biyoddniigiimleri
gerceklestirebilme ve rasemik karigimlarun ¢oziilmesini saglama gibi ozelliklere de
sahiptir. Gelistirilmis 06zellikli lipazlar dogal segilimle iiretitilmekte ve protein
miihendisligi bu enzimlerin kullanimini genisletmek i¢in ¢aligmaktadir. Eg zamanh
olarak biyoreaktor ve reaksiyon teknolojilerinde etkili lipaz kullanimi i¢in biiytik
gelismeler meydana gelmistir. Immobilize enzim reaktdrleri ve gok asamali reaksiyon
sistemleri lipazlarin katalitik iglemlerinde biiyiik oranda etkilenmistir (Balca™o vd.,
1996; Bouwer vd., 1997; Giorno vd., 1995, 1997; Malcata vd., 1991, 1992b; Xu vd.,
2000, 2001; Xin vd., 2001).

Cogu organizmalar gibi lipazlar mayalarda yaygin olarak bulunmaktadir. Oldukca
onemli biyokatalistler arasindaki lipazlar sulu ve susuz ortamlarda 6zgiin reaksiyonlar
gerceklestirebilmektedir. Kullanim kolayligi, genis susbstrat toleransi, cesitli
sicakliklar altinda yiiksek stabilite, yiiksek enantiosegicilik ve kolay erisilebilirlik
lipazlara olan biiyiik ragbeti agiklamaktadir.
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Sonug olarak; bugiin lipazlar endiistriyel mikrobiyoloji ve biyoteknolojinin farkli
alanlarinda biiyiik bir uygulama alanina sahip olmustur. Kontrollii diyet yiyecegi
iiretimi, et teknolojisi ve sosis isleme lipazlarin gida endiistrisindeki ticari potansiyele
sahip alanlardan birkag¢idir. Lipazlarin uygulama alanlar1 hizli bir sekilde genislemekte

ve gida endiistrisinde halen arastirilmaktadir.

Ekstrem kosullarda, uygulamalarini genisletmek igin protein ve genetik mithendisleri
tarafindan lipazlarin 6zellikleri gelistirilmektedir. Enzimlerin immobilizasyonunda,
cesitli yenilikler bu enzimin gida isleme teknolojisinde etkili ve verimli biyokatalist
olarak kullaniminda 6nemli bir rol oynamaktadir. Gida endiistirisinden ziyade, lipazlar
ince kimyasallarin sentezinde, biyodizel {iiretiminde, biyopolimerik materyalin
tiretiminde, deterjan endistrisinde, organik sentezde, kagit ve kagit hamuru
endiistrisinde, kisisel bakim {iiriinlerinin icerik sentezinde, surfaktanlarin ve yapisal
trigiliseridlerin sentezinde, oleokimya endiistrisinde, kimyasal tarim maddelerinin

tiretiminde, pestisid endiistrisinde ve ¢cevre yonetiminde uygulama alnina sahiptir.

Bu caligmayla siit ve siit tirtinleri endiistrisindeki bozulma etkeni mayalarin molekiiler
yontemle dogru bir sekilde saptanabildigi ve bozulmaya etkisi olan maya suslarinin
potansiyel lipaz liretici suslar oldugu gosterilmistir. Tanimlanan bu suslar igerisindeki
Candida intermedia, endiistriyel mikrobiyolojinin hizmetine sunulmus olup, lipaz

tiretimine alternatif bir kaynak olmas1 beklenmektedir.
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